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要旨

悪性リンパ腫は地理学的地域や人種により、病型ごとの発生頻度が異なる。この差異は、病理診断上の人的差異

によるのか、真にリンパ腫の病型による発生頻度そのものが異なるのか明確ではなかった。近年、新聞O分類が導

入され、日本、韓国から3∞o症例近くの報告がなされ、地域により、リンパ腫の病型による発症頻度が明らかに
異なることが示された。新聞O分類は、さまざまな抗体、細胞遺伝学的解析、臨床病態などが取り入れられ、客観

性が増したものの、これらの解析ができないところでは、比較研究することが困難である。本共同研究により、Zhang

Xiaohua博士に細胞遺伝学的手技、すなわちComparativegenomic hybridization(CGH)法を取得してもらい、共同

研究を進める基盤を作ることができた。それらの細胞遺伝学的手技を用いて、日本人滞胞性リンパ腫 (FL)と閉じ

分化段階のCDIO+びまん性大細胞型B細胞性リンパ腫(DLBCL)をCGH解析ならびに、パラフィンプロックを用いた組

織FISH法で解析したところ、両者には明確なゲノム異常の差があることを解明し、 CDlO+D印CLは濡胞性リンパ腫

から由来したものではないことを報告した。

Key Words:悪性リンパ腫、 CGH、TissueFISH、摘胞性リンパ腰、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫

緒言

悪性リンパ腫は地理学的地域や人種により、病型ごとの発生頻度が異なることが指摘されているが、この差異は、

病理診断上の人的差異によるのか、真にリンパ腫の病型による発生頻度そのものが異なるのか明確ではなかった。

近年、新聞0分類が導入され、日本、韓国から 30∞症例近くの報告がなされ、地域により、リンパ腫の病型によ

る発症頻度が異なることが示されてきた。新聞0分類は、さまざまな抗体、細胞遺伝学的解析、臨床病態などが取

り入れられ、客観性が増したものの、これらの解析ができないところでは、比較研究することが困難である。

また、悪性リンパ腫の中でもD印CLは複数の疾患単位を含むことが明らかになっているものの、それらを区別す

るための優れた標準となるマーカーはない。 D印CLはこれまで細胞表面マーカーが有用であり、 CD5抗原を発現す

るグループ、 CDlO抗原を発現するグループが異なる病態を取ることが我々のグノレープにより最初に報告され、その

後、いくつかの大規模研究で確認されている(SetoM.， Cancer Science， 2∞4)。

現在、 CDIO陽性のDLBCLについては、同じマーカーを有する櫨胞性リンパ腫から進展して形成されたという考え

と、描胞性リンパ腫とはまったく異なるリンパ腫であるという考え方がある。これらを明らかにするためには、 CGH

法やFISH法を用いて、染色体転座の頻度ならびにゲノム異常様式を調べることで、明らかにできる可能性が高い。

本研究は、この庖を明らかにすることを目的として行ったが、同時にZhangXiaohua博士にその手技を学んでもら

い、今後、中国人悪性リンパ腫症例の解析をさらに進展させるための基盤を形成することを目的とした。

対象と方法

日本人糊包性リンパ腫40症例、 CDIO+DLBCLl9例を用いた。また、中国入札BCLIO症例(CDIOの情報なし)を、比較

のため用いた。また、中国人病理組織の免疫染色性を確認するため、マントノレ細胞症例2例を用いて免疫染色を試

n
L
 



行した。日本人症例はすべて、初発時の検体を用いた。今回の調査研究で、細胞遺伝学的な手法や種々の抗体を用

いて規定される新聞0分類は、中国では、ごく一部の専門病院でしか実施が困難であることが判明した。今回、日

本人症例で細胞遺伝学的手技を用いて解析を進め、その後、中国人症例を検討した。日本人症例はCGH法を施行で

きたが、中国人症例からはDNAが得られなかったので、 TissueFISH 法だけを施行した。

CGH法と FISH法の詳細については発表論文に記載してあるとおりである(Zhangら， Cancer Science， 2004)。簡

単に記載すると、 CGH法はリンパ腫由来のDNAをFITC、正常由来のDNAをTexasRedで標識し、等量混ぜて、スラ

イドグラスに貼り付けられた正常男性染色体に反応させ、リンパ腫由来のDNAの増幅や欠失をコンピュータでスキ

ャンし判定する。各染色体それぞれ、少なくとも 10個以上のデータを集積する。組織FISHは、パラフィン包埋切

片(6仰l厚)を脱ノ号ラフィン後、 ProteinaseK処理後、通常のFISH法と同様の処理をする。少なくとも各検体2∞
個以上の細胞につきシグナルを数える。用いたプローブは、 LSIIGH/BCL2 Dual Color， Dual Fusion Translocation 

probe (Vysis: http://www.vysis.com/LSIIG田CL2DualColorDualFusionTranslocationProbe_4988.asp?bhcp=1)で

ある。詳細な実験方法は、 Vysis社のプロトコールに従った。

結果

1. CGH解析の結果(図 1)

滴胞性リンパ腫はCGH法により、 40症例中27例でゲノム異常が認められたのに対し、 CD10+D印CLは19症例中

19症例すべてに、ゲノム異常が認められた。異常の認められたものを図にまとめて示す(Figure1aと1b)oD印CL

症例と浦胞性リンパ腫症例では、ゲノム異常の頗度と異常領域の場所が異なることが明らかになった。各領域につ

いて、有意差検定も行った(表1)

2.組織FISHによる BCL2転座の頻度(表 1)

BCL2転座はCD10+DL配Lでは組織FISHが椅子できた17例中5症例 (29%)に認められたが、滴胞性リンパ腫は

37例中27症例(73%)にBCL2転座が認められ、両者の頻度に有意差(P=0.0035)を認めた。 10症例の中国人検体

のは組織FISHでは、明確な結果が認められなかった。マントノレ細胞リンパ腫2症例でcyclinD1の免疫染色を試

行したところ、明瞭な陽性反応が得られたので、組織の処理法に問題があるのではなく、切片の厚さ及びスライド

グラスが無蛍光でないことが、組織FISH像が明陳でない一因かもしれない。
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脚注:CDIO+DLBCLl9症例{la}と溜胞性リンパ腫40症例(lb)のまとめ.各染色体の左にあるパーは凶A欠失領域を示し、右側のパーはDNA糟幅領

核を示す。
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表1.t(14;18)転座とCGH:去によるDLBCLと涜胞性リンパ腫の比較

Chromosomal aberration CD10+DLBCL Follicular lymphoma P 
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DLBCL， diffuse 1arge B-ce11 lymphoma 

考察

悪性リンパ腫はこれまで、種々の分類法が用いられてきた。それぞれの分類法には優れた面と十分でない面が存

在し、実際、ヨーロッパとアメリカでは用いられてきた分類が異なっていた。近年、アメリカとヨーロッパを中心

とする病理学者たちによる新たな分類(阻此分類)が提唱され、それが新聞O分類へと発展した。この新しい分類法

は、いろいろな情報、すなわち、病理制裁学、免疫組織学、細胞遺伝学、臨床病態などを総合的に判断し、分類す

るものである。この分類法は、多くの賛同が得られ、日本や韓国から大規模な解析結果が報告され、全世界的に受

け入れられている。しかし、分類法としては優れていても、実践できるかどうかということになれば、一定の規模

以上の医療機関でなければできない項目を多く含んでいる。染色体転座の解析法であるFISHやCGH法は有力な補

助診断の一つであるが、すべての医療機関で行うことは難しい。日本では、複数の臨床検査会社で試行可能である

が、中国においては、 FISHやCGH法のような臨床検査を行う会社が全土的にはまだ普及するにいたっていないよう

である。これら種々の検査法の中で、組織FISH法は、試薬とプロープさえ入手すれば、比較的簡単に確立するこ

とのできる手法である。また、従来の病理組織診断に用いるフォルマリン固定ノ毛ラフィン包埋切片を用いて椅子で

きるのことが大きな特徴の一つである。
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Zhangらは、 CGH法と組織FISH法を用いて、櫨胞性リンパ腫とそれから由来すると考えられていたCD10+DLBCL

が、遺伝子異常の観点からみると、異なった遺伝子変化により発生する、異なった種類の悪性リンパ腫であること

を明確にし論文報告した(Zhanget al.， 2004)。本共同研究の大きな成果の一つである。この手法により、同様に

中国人症例を50例程度解析することで、人種差、地域差の問題についても明らかにすることができると考えてい

る。また、北京大学医学部病理学教室や山西省がんセンターにおける議論では、新聞0分類がなかなか普及してい

かない点について、理解することができた。実際、山西省がんセンター病理学部長のWang教授は、自ら検体を持

って外国(南カリフオノレニア大学)に出かけ、必要な免疫染色を行っている。外国と匹敵する検査が行われている

北京大学では、新附0分類が用いられているが、選択された症例があっまるので、悪性リンパ腫の病型の調査には

適当ではない。その点では、山西省がんセンターは酎生リンパ腫症例数も年間300症例近くあるので、サイズも妥

当であり、現在、 Wang教授が免疫組織学的研究を自検例で進めていることは、きわめて重要で悪性リンパ腫研究に

とっては意義が高い。同様のそのような機関からの複数の報告を待ちたい。

今回、中国人症例10症例について、組織FISH解析を行ったにもかかわらず、明瞭な結果が得られなかったのは、

残念であったが、その原因は車脳哉の固定法や保存状態などの根本的なところにあるのではなく、切片の厚さを変え、

車郎裁FISH用のスライドグラスを用いることで改善が期待できる。マントノレ細胞リンパ腫の免疫組織法で、明陳な

染色結果が得られたので、固定法などには問題なく、十分な検討ができることを意味している。

悪性リンパ腫のゲノム異常の検査には、ごく最近確立された arrayCGH法という方法があり、我々の研究室で安

定した結果が得られ始めている(Otaet al.， 2004;Tagawa et al.， 2004; Tagawa et al.， 2∞5)。これらの技術
は、現在、質のよいDNAを用いてしか実行されていないが、将来、病理組織由来のDNAを用いても、そのような検

討ができるようにする必要がある。すなわち、病理制裁用の組織片から抽出したarrayCGH法を試みる時期が来つ

つあるのかもしれない。

診断技術や診断方法は次々と新しく導入されているが、悪性リンパ腫にとって病理診断はきわめて重要な診断的

役割を果たしている。従来の病理組織学だけではなく、次々と導入される新たな抗体による免疫組織学的検査を取

り入れる必要があるものの、試薬や抗体があれば比較的容易に導入できること、かっ、場所を変えても、十分に検

査を行うことができることが明らかとなった。次の段階として、中国人血液病理学者が日本人あるいは欧米の血液

病理学者と連携し、中国人悪性リンパ腫の新聞O分類による悪性リンノ切重像を明らかにしてほしいと願っている。

また、実際にそのような試みが山西省がんセンターの]ifenWang教授により試み始められているのは特記すべき

ことである。今後は病理診断の確定した症例について、本研究のような細胞遺伝学的比較研究を進めていく必要が

あると考えている。また、悪性リンパ腫の地域集積性を考えると、中国の広大さとその膨大な人口を考えると、圏

内でも地理的に異なった地域にある研究機関との共同研究が今後必要となってくると考えている。
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