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略語表 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

AID  Activation induced cytidine deaminase  

ATLL  Adult T-cell leukemia/lymphoma 

CH  Chronic hepatitis 

CLL/SLL  Chronic lymphocytic leukemia /Small cell lymphoma 

COO  Cell of origin 

CR  Complete remission 

CTCL  Cutaneous T-cell lymphoma 

DAA  Direct Acting Antivirals 

GCB  Germinal center B-cell  

DLBCL  Diffuse large B-cell lymphoma 

FISH  Fluorescence in situ hybridization 

FL  Follicular lymphoma  

HCC  Hepatocellular carcinoma 

HCL  Hairy cell leukemia 

HCV  Hepatitis C virus 

IPI  International Prognostic Index 

LC  Liver cirrhosis 

LDH  Lactate dehydrogenase 

LPL  Lymphoplasmacytic lymphoma 

MCL  Mantle cell lymphoma 

NA  Not available 

ND  Not detectable  

OS  Overall survival 

PD  Progressive disease 

PFS  Progression free survival 

PS  Performance status  

SMZL  Splenic marginal zone lymphoma  

SDRPL  Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma 

SVR  Sustained virological response 

WHO  World Health Organization 

  



3 

 

緒言 

悪性リンパ腫は血液悪性腫瘍の一つであり、成熟リンパ球から発生する悪性

腫瘍である。日本において悪性リンパ腫に新規に罹患した患者は、2013 年

で 25,761 人とされている。罹患率は、1985 年，1995 年，2005 年,2013 年

で人口 10 万人あたりそれぞれ 5.5 人，8.9 人，13.3 人,20.2 人と、年々

増加傾向にあるとされている。また、男女比は約 3：2 と男性に多く、65-

74 歳が発症のピークであるとされている 1,2。 

 

悪性リンパ腫はホジキンリンパ腫と非ホジキンリンパ腫の 2 つに大きく分

類することができる 3。日本において、ホジキンリンパ腫の頻度は 5－10％

程度であり非ホジキンリンパ腫の占める割合が多い。非ホジキンリンパ腫は、

さらに組織学的に B 細胞性リンパ腫と T/NK 細胞性リンパ腫に分類され、頻

度としては B 細胞性リンパ腫が大半を占める 3。 

 

悪性リンパ腫の浸潤様式としては、リンパ節やリンパ組織である脾臓、扁桃

に病変を形成する節性浸潤と骨髄、肝臓、消化管、中枢神経などの節外臓器

に浸潤する節外浸潤に大きく分けられる。これら浸潤臓器の違いによって治

療反応性や予後に影響があるとされている 4-16。 

 

脾臓は体内で最も大きなリンパ組織の集合体である。脾臓の 80－95%を占め

る白脾髄はリンパ組織として免疫に関与する。一方で脾臓の 5-20%を占める

赤脾髄は血液ろ過、異常な血球や老化した血球の除去などを行っている 17,18。 

脾臓は悪性リンパ腫において頻度の高い浸潤臓器の一つであり、ほぼすべて

の組織型において浸潤を認めるとされている。しかし、脾臓病変のみを認め

る primary splenic lymphoma は非常にまれであるとされている 19,20。 

 

今回、申請者は第 1 章において日本における primary splenic B-cell 

lymphoma の頻度の検討を行った。その中で最も頻度の多かった Diffuse 

large B-cell lymphoma (DLBCL)について、第 2 章では control 症例と比較

を行うことで primary splenic DLBCL の臨床病理学的な特徴を明らかにし

た。具体的には primary splenic DLBCL の一つの特徴として、HCV の罹患率

が control 症例に比べて高いことを見出した。そこで第 3 章では、HCV 

antibody positive primary splenic DLBCL の臨床病理学的な特徴ならびに

HCV が直接的に腫瘍 B 細胞内に感染し、腫瘍形成に関わる可能性を検討する

ため、NS3 の 免疫染色、 HCV-RNA in situ hybridization (ISH)、 HCV RT-
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PCR を行った。 
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第 1 章 日本における primary splenic B-cell lymphoma の検討 

 

緒言 

日本において B 細胞性リンパ腫は悪性リンパ腫の 70％を占めるリンパ腫で

ある 21,22。B 細胞性リンパ腫は多くの組織型が存在しており組織型ごとに悪

性度が様々であり治療法も異なっている 3,23,24,25,26。また B 細胞性リンパ腫

は節性病変であるリンパ節病変のみならず、リンパ組織である脾臓さらには

様々な節外病変を形成することが知られている 3,27,28,29。 

 

脾臓は体内で最も大きなリンパ組織の集合体である。脾臓の 80－95%を占め

る白脾髄はリンパ組織として免疫に関与する。一方で脾臓の 5-20%を占める

赤脾髄は血液ろ過、異常な血球や老化した血球の除去などを行っている 17,18。 

脾臓に浸潤した B 細胞性リンパ腫は大きく 2 つに分けられる。白脾髄を中

心に病変を形成するパターンと、赤脾髄を中心に病変を形成するパターンで

ありこれらは悪性リンパ腫の組織型によって異なっていることがわかって

いる 30。具体的には白脾髄を中心に病変を形成するリンパ腫として Splenic 

marginal zone lymphoma (SMZL)31,32、 Follicular lymphoma (FL)33,34、一

方で赤脾髄を中心に病変を形成するリンパ腫として Hairy cell leukemia 

(HCL)35,36、 Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma (SDRP)37,38

が知られている。 

 

現在までに primary splenic B-cell lymphoma の組織型の頻度や臨床病理

学的な特徴についてはまとまった報告は少数のみである 39。今回、申請者は

160 例の primary splenic B-cell lymphoma について詳細な組織型の頻度を

確定するため検討を行った。 
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実験方法 

1．患者検体 

久留米大学第二病理学講座において 2005 年から 2015 年に診断された 160

例の primary splenic B-cell lymphoma について検討した。 

すべての症例の病理診断は 2 人の血液病理医が行い World Health 

Organization (WHO)分類に従って診断を行った 3。臨床情報については医療

情報を参照した。患者検体ならびに臨床情報の使用に関してはヘルシンキ宣

言に準拠して久留米大学の倫理委員会の承認を得て行った。 

 

2.Primary splenic lymphoma の定義 

Primary splenic lymphoma はこれまでに臨床的に以下に述べる２つのパタ

ーンがあるとされている 30,40。一つ目は全身リンパ節腫脹を認めず脾臓病変

と脾門部のリンパ節腫脹のみを認めるもの、二つ目は全身リンパ節腫脹を認

めず脾臓病変に加えて骨髄、肝臓、末梢血のいずれか 1 つ以上に浸潤してい

るものである。本研究ではこれら 2 つのパターンを primary splenic B-cell 

lymphoma と定義して検討を行った。 
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実験結果 

1．Primary splenic B-cell lymphoma の組織型ごとの頻度 

Primary splenic B-cell lymphoma の頻度は DLBCL 41.2% (66/160)、SMZL 

30.0% (48/160)、 FL 10.6% (17/160)、MCL 6.3% (10/160)、LPL 3.1% (5/160)、

HCL  3.1% (5/160)、 SDRPL  3.1% (5/160)、 CLL/SLL 1.3% (2/160)、

unclassifiable 1.3% (2/160)であった。 
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考察 

Primary splenic B-cell lymphoma の中で DLBCL,SMZL,FL という特定の組織

型が全体の 83％を占めることを明らかにすることができた。特に DLBCLは、

42％をしめ、primary splenic B-cell lymphoma の中心的な組織型であるこ

とを明らかにできた。 

 

この結果を踏まえ、申請者は primary splenic DLBCL と、control DLBCL（す

なわち primary splenic DLBCL 以外の DLBCL と診断された症例）との比較

を行い、これらの疾患間の臨床病理学的な特徴の相違について、さらに検討

を加えることにした。
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第 2 章 Primary splenic diffuse large B-cell lymphoma の臨床病理学的

検討 

 

緒言 

Diffuse large B-cell lymphoma(DLBCL)は B 細胞性の悪性リンパ腫であり、

非ホジキンリンパ腫の 30－40%を占め、悪性リンパ腫の中で最も頻度が高い

リンパ腫である 41。DLBCL は不均一な集団であるとされており腫瘍の発生母

地により germinal center B-cell(GCB)と non-GCB の大きく 2 つに分類する

ことができるとされている 42－46。また DLBCL は浸潤臓器の違いによって治

療反応性や予後に影響があると報告されている。具体的には、ワルダイエル

輪に発生する DLBCL は予後良好であり 4、一方、精巣や乳房に発生する DLBCL

は高率に中枢神経浸潤を引き起こし予後不良とされている 5-16。 

 

DLBCL の 40%は脾臓病変を伴うとされている 47。一方、脾臓病変のみを認め

る primary splenic DLBCLは 1%以下と非常にまれであるとされている 19,20。

Primary splenic DLBCL における初発時の臨床病理学的な特徴として、腹痛

（81%）、PS が良好である、が過去に報告されているものの、少数症例での

検討にとどまっている 48,49。さらには、primary splenic DLBCL とコントロ

ール DLBCL（すなわち primary splenic DLBCL 以外の DLBCL と診断された症

例）を比較した報告は、これまでない。 

 

そこで本章では、第 1 章において日本における primary splenic B- 

cell lymphoma の検討から最も頻度の多かった組織型である DLBCL について 

コントロール DLBCL と臨床病理学的な比較と検討を行いその臨床病理学的 

特徴を明らかにした。 
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実験方法 

1．患者検体 

久留米大学第二病理学講座において 2005 年から 2015 年に診断された 66 例

の primary splenic Diffuse large B-cell lymphoma と 309 例のコントロ

ール DLBCL を用いて検討した。コントロール DLBCL は以前の報告で用いた

DLBCL 症例を用いて検討を行った 50。すべての症例の病理診断は 2 人の血液

病理医が行い World Health Organization (WHO)分類に従って診断を行った
3。臨床情報については医療情報を参照した。患者検体ならびに臨床情報の

使用に関してはヘルシンキ宣言に準拠して久留米大学の倫理委員会の承認

を得て行った。 

 

2．HCV 感染の定義 

HCV 陽性症例の定義は 2 次あるいは 3 次世代の immunoassay kit (Monolisa 

anti-HCV Plus, Sanifi Diagnostics Pasteur; and Axsym HCV Version 3.0. 

Abbott Laboratories) を用いて HCV 抗体が陽性である症例を定義した。 

 

3．脾臓病変の定義 

脾臓病変の有無については CT で結節を認める所見など画像上、リンパ腫の

脾臓病変と考えられる症例を定義した。また CT 検査において長径 10 ㎝以

上を脾腫と定義した。脾臓の結節病変(Splenic macronodular lesion)(図

1)は脾臓内に 3 ㎝以上の結節を認めるものを定義した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１Primary splenic DLBCL の肉眼所見  

脾臓内に大小不同の白色の結節性病変(splenic macronodular lesions)を

複数認める。 
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4．フローサイトメトリー解析 

フローサイトメトリー解析は FACS-Calibur (Becton-Dickinson, Mountain 

View, CA, USA)と the Cell Quest software program (Becton-Dickinson)

を用いて解析した。抗体は CD5 (T1) (Beckman Coulter)、 CD10 (J5) 

(Beckman Coulter)を用いた。  

 

5．免疫染色 

ホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE)検体を用いて Dako autostainer 

(Dakocytomation, Kyoto, Japan)で染色を行った。抗体は以下のものを使

用 し た 。 CD5 (4C7) (Leica Microsystems) 、  CD10 (56C6) (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany)、 CD20 (L-26) (Dakocytomation)、 BCL2 

(124) (Dakocytomation, Glostrup, Denmark)、  BCL6 (P1F6) (Leica 

Microsystems)、 MUM1 (MUM1p) (Dakocytomation)を用いた。腫瘍細胞の 30％

以上に陽性であった症例を陽性と定義した。CD5 陽性 DLBCL 症例においては

マントル細胞性リンパ腫の除外のため Cyclin D1(SP4)(ThermoScientific, 

Runcorn, UK)の染色を行った。 

 

6. 統計解析 

臨床病理学的な特徴の検討についてはカイニ乗検定あるいは Fisher の検定

を行った。R-CHOP または R-CHOP like regimen を施行された症例のみで予

後解析を行った。Overall survival (OS)と Progression-free survival 

(PFS)の生存曲線は カプランマイヤー法を用いて検討を行った。OS と PFS

のエンドポイントはそれぞれ DLBCL の死亡、再発とした。生存曲線の比較に

関しては log-rank test を用いて検討した。統計解析は JMP, version 10 

(SAS institute, Tokyo, Japan)を使用して検討した。 P-value of <0.05

を統計学的な有意差ありとして検討した。 
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実験結果 

1．Primary splenic DLBCL 66 例と control DLBCL 309 例の比較 

Primary splenic DLBCL 66 例と control DLBCL 309 例の比較を行った結

果を Table1 に示す。 

Primary splenic DLBCL は control DLBCL に比べて HCV 抗体が陽性の頻度が

高い(Primary splenic DLBCL 21.8％ vs control DLBCL 6%; P=0.002)、肝

腫大が多い(P=0.04)、 脾腫大が多い(P<0.0001)、骨髄浸潤が多い(P=0.004)、 

B 症状が多い(P=0.0003)ことを明らかにした。Primary splenic DLBCL は

control DLBCL に比べて Ann Arbor Stage 3 or 4 症例が少ない(P<0.0001)、 

節外浸潤が少ない(P=0.003)ことがわかった。免疫染色の検討の結果、

Primary splenic DLBCL は control DLBCL に比べて CD5 陽性率が高い

(P=0.04)、CD10 陽性率が低い(P=0.04)、 BCL2 陽性率が低い(P=0.03)、 BCL6

陽性率が低い(P=0.003)、 MUM1 陽性率が低い(P=0.03)ことを示した。 
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表 1 Primary splenic DLBCL と Control DLBCL の臨床病理学的検討 

Age>60y 84.8% (56/66) 75.7% (234/309) 0.11
Sex: Male/Female 41/25 169/140 0.27
Hepatitis C virus status 21.8% (12/55) 6.0% (9/150) 0.002
Hepatomegaly 12.5% (8/64) 5.2% (16/309) 0.04
Splenomegaly 98.4% (65/66) 14.2% (44/309) <0.0001
Bone marrow involvement 25.0% (16/64) 10.4% (28/268) 0.004
Peripheral blood involvement 4.5% (3/72) 2.0% (6/303) 0.21*
Extranodal involvement 34.8% (23/66) 54.7% (169/309) 0.003
B symptoms 44.3% (27/61) 21.0% (65/308) 0.0003
Performance status,2-4 43.8% (28/64) 63.9% (193/312) 0.003
Ann Arbor Stage 3 or 4 27.6% (21/76) 59.4% (164/276) <0.0001
Elevated LDH level 71.9% (46/64) 63.5% (195/307) 0.20
IPI High int and High 38.1% (24/63) 48.3% (143/296) 0.14
Splenic macronodular lesions 57.4% (35/61) 56.3% (9/16) 0.94

Immunohistochemistry

CD5 protein 30.3% (20/66) 18.6% (57/307) 0.04
CD10 protein 21.2% (14/63) 34.0% (105/309) 0.04
BCL2 protein 56.1% (37/66) 70.7% (174/246) 0.03
BCL6 protein 56.1% (37/66) 74.8% (231/309) 0.003
MUM1 protein 54.5% (36/66) 69.1% (208/301) 0.03

Cell of origin
GCB type 39.4% (26/66) 42.7% (132/309) 0.62
Non-GCB type 60.6% (40/66) 57.3% (177/309)

Types of initial therapy
Chemotherapy 86.4% (46/53) 90.0% (278/309) 1.00
     R-CHOP/R-CHOP like regimen 40 236
     Other 6 42
Radiation therapy 0% (0/53) 22.7% (70/309) <0.0001*

R-CHOP,rituximab, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine and prednisone. * Fisher’s exact test.

Primary splenic DLBCL Control DLBCL P-value

LDH,Lactate Dehydrogenase  IPI,International Prognositc Index GCB,Germinal center B-cell like Diffuse large B-cell lymphoma 
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フォローアップ期間の中央値は primary splenic DLBCL は 40.0 ヶ月(1.0-

122.5 ヶ月)、control DLBCL は 36.8 ヶ月(0.03-97.6 ヶ月)であった。 

Primary splenic DLBCL と control DLBCL の比較では OS に差は認められな

かったものの(P=0.47)、PFS については primary splenic DLBCL は control 

DLBCL に比べて有意に良好であることがわかった(P=0.04)(図 2)。 

 

図 2 Primary seplenic DLBCL と control DLBCL の OS と PFS の結果 

(A) Primary splenic DLBCL と control DLBCL の比較では OS に差は認めら

れなかった(P=0.47) 

(B) Primary splenic DLBCL は control DLBCL に比べて PFS が良好であった

(P=0.04) 
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考察 

Primary splenic DLBCL は control DLBCL と比較し、さまざまな臨床的特徴

を有していることを示すことができた。生存解析においては OS では差は認

められなかったものの、PFS に関しては primary splenic DLBCL は control 

DLBCL に比べて有意に良好であることを明らかにすることができた。 

 

Primary splenic DLBCL は control DLBCL と比べて有意に PFS が良好であっ

た(P=0.04)原因については、様々な要因が関わっている可能性がある。

Bairey らが行った 87 例の primary splenic DLBCL の検討では、脾摘された

群は脾摘されなかった群に比べて PFS が良好であったと報告しており、こ

の原因として脾摘による腫瘍量の減少が関係している可能性について指摘

している 49。 また、脾摘による免疫状態の変化に関しても、現在までに様々

な報告がある。具体的には、肝硬変、慢性肝炎、肝細胞癌の患者に対する脾

摘により、末梢血中の NK 細胞の活性化や CD4/CD8 比の低下、IFNγの増加が

見られるとの報告がある 51-53。 肝細胞癌に対して肝切除と同時に脾摘を行

うことによって PFS が延長したと報告されており、この原因として脾摘に

よる免疫機能の賦活化も一つの要因ではないかと考察されている 54,55。この

ような知見を考慮に加えると、脾摘による腫瘍量の減少と免疫状態の変化が

primary splenic DLBCL が control DLBCL より PFS が良好であった原因の一

つであった可能性がある。 

 

以上、本検討では、primary splenic DLBCL 66 例と control DLBCL 309 例

の比較から、primary splenic DLBCL の臨床病理学的な特徴を明らかにした。

特に重要な点として、primary splenic DLBCL は control DLBCL と比較して

HCV に感染した症例が有意差をもって多いことが分かった。そこで primary 

splenic DLBCL を HCV antibody positive cases と negative cases に分け

て詳細に解析し、HCV antibody positive primary splenic DLBCL における

特徴的な病態の有無について追加検討を行うことにした。 
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第 3 章 HCV antibody positive primary splenic diffuse large B-cell 

lymphoma の臨床病理学的検討 

 

緒言 

HCV は single strand RNA virus であり主に肝細胞、リンパ球に感染するこ

とがわかっている 56。世界で 1.6 億人が感染していると考えられており

Genotype は 1-6 まであり地域差が認められている 57-59。HCV 感染が関与する

疾患として慢性肝炎、肝硬変、肝細胞癌が有名であるが肝外病変として悪性

リンパ腫、クリオグロブリン血症、慢性腎臓病、扁平苔癬、ポルフィリン症

が報告されている 60-68。 

 

HCV antibody positive DLBCL は比較的稀な病態ではあるが、特徴として肝

臓、脾臓、胃などの節外病変を作りやすいことがわかっている 69-71。加えて

高齢、B 症状、LDH 高値,IPI 不良症例,1 臓器以上の節外浸潤が特徴として報

告されている 72－75。HCV 感染の有無で OS, PFS に影響は認められなかったと

している 72。 

 

第 2 章での検討から、primary splenic DLBCL は control DLBCL と比較して

HCV に感染した症例が有意に多く、HCV が primary splenic DLBCL の病態形

成に深く関わっている可能性が示された。そこで本章では、primary splenic 

DLBCL と control DLBCL(初発病変部位が脾臓ではない DLBCL。以下、DLBCL 

without primary splenic と表記する)に分けて、それぞれ HCV antibody 

positive cases と negative cases に分け、比較検討をおこなった。さらに、

HCV antibody positive DLBCL において HCV が直接的に腫瘍 B 細胞内に感染

し、腫瘍形成に関わる可能性を検討するため、NS3 の 免疫染色, HCV-RNA in 

situ hybridization (ISH), HCV RT-PCR を行った。 
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実験方法 

1． 患者検体 

久留米大学第二病理学講座において 2005 年から 2015 年に診断された 12 例

の HCV antibody positive primary splenic DLBCL と 25 例の HCV antibody 

positive DLBCL without primary splenic と 120 例の HCV antibody 

negative DLBCL を用いて検討した。すべての症例の病理診断は 2 人の血液

病理医が行い World Health Organization (WHO)分類に従って診断を行った
3。臨床情報については医療情報を参照した。患者検体ならびに臨床情報の

使用に関してはヘルシンキ宣言に準拠して久留米大学の倫理委員会の承認

を得て行った 

 

2．HCV 感染の定義 

HCV 陽性症例の定義は 2 次あるいは 3 次世代の immunoassay kit (Monolisa 

anti-HCV Plus, Sanifi Diagnostics Pasteur; and Axsym HCV Version 3.0. 

Abbott Laboratories) を用いて HCV 抗体が陽性である症例を定義した。

HCV-RNA は quantitative real-time polymerase chain reaction (COBAS 

AmpliPrep/COBAS TaqMan HCV test; Roche Molecular Systems, Pleasanton, 

CA, USA))を用いた。高ウイルス量の定義は HCV-RNA が≥5.0 log IU/ml とし

た 76。Genotype は血清を使用して分類した 77。 

 

3. フローサイトメトリー解析 

フローサイトメトリー解析は FACS-Calibur (Becton-Dickinson, Mountain 

View, CA, USA)と the Cell Quest software program (Becton-Dickinson)

を用いて解析した。抗体は CD5 (T1) (Beckman Coulter, CA)、 CD11c 

(BU15) (Beckman Coulter, CA)を用いた。  

 

4．免疫染色 

ホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE)検体を用いて Dako autostainer 

(Dakocytomation, Kyoto, Japan)で染色を行った。抗体は以下のものを使

用 し た 。 CD5 (4C7) (Leica Microsystems) 、  CD10 (56C6) (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany)、 CD20 (L-26) (Dakocytomation)、 BCL2 

(124) (Dakocytomation, Glostrup, Denmark)、  BCL6 (P1F6) (Leica 

Microsystems) 、 MUM1 (MUM1p) (Dakocytomation) 、  NCL-HCV-NS3 

(MMM33)(Leica Microsystems)を用いた。腫瘍細胞の 30％以上に陽性であっ

た症例を陽性と定義した。CD5 positive DLBCL 症例においてはマントル細
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胞性リンパ腫の除外のため Cyclin D1(SP4)(ThermoScientific, Runcorn, 

UK)の染色を行った。 

 

5．Fluorescence in situ hybridization(FISH) analysis 

ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)検体を用いてFISH法を行った。 

ProbeはVysis LSI IGH-BCL2 Dual Color, Dual Fusion Translocation 

Probe (KBI-10755), Vysis LSI BCL6 Break FISH probe (KBI-10730)用い

て検討した。 

 

6．In Situ Hybridizaton for HCV RNA  

HCV RNA in situ hybridization は FFPE 検体から HCV 1b core probe を使

用して RNAscope 2.0 HD detection kit (Advanced Cell Diagnostics, 

Hayward, CA, USA) を使用した。 

 

7．Tissue RT-PCR in HCV positive lymphoma 

FFPE から RNA を採取するのに Recover All Total Nucleic Acid Isolation 

kit (Ambion, Foster City, CA)を使用した。採取した RNA から Random 

hexmers primer (Invitrogen Carlsbad, CA)を用いて cDNA を作成した. 

表 2に示すプライマーを用いて RT-PCRを施行した後は 3%アガロースゲルを

用いて電気泳動を行った。Nested-PCR の期待される DNA 断片は 107bp であ

った。β-actin をコントロールとして用いた。 

 

表 2 RT-PCR に使用したプライマーを以下に示す。 

 

8. 統計解析 

臨床病理学的な特徴の検討についてはカイニ乗検定あるいは Fisher の検定

を行った。OS と PFS の生存曲線は カプランマイヤー法を用いて検討を行っ

た。OS と PFS のエンドポイントはそれぞれ DLBCL の死亡、再発とした。生

存曲線の比較に関しては log-rank test を用いて検討した。統計解析は JMP, 

Primer Sequence (5’-3’)

1st PCR primer-Forward CTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCA

1st PCR reverse-Reverse TTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATG

2nd PCR primer-Forward AATTCCGGTGTACTCACCGGTTCCG

2nd PCR primer-Reverse GGTGTACTCACCGGTTCCGCAGAC
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version 10 (SAS institute, Tokyo, Japan)を使用して検討した。 P-value 

of <0.05 を統計学的な有意差ありとして検討した。 
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実験結果 

1．HCV antibody positive primary splenic DLBCL の臨床病理学的特徴 

12 例の HCV antibody positive primary splenic DLBCL を表 3 に示す。年

齢中央値は 68.5 歳(59-83 歳)であった。男女比は 7:5 であった。初診時の

症状は B 症状が 8.3% (1/12)、上腹部違和感が 8.3% (1/12)でそれ以外は無

症状であった 83.4% (10/12)。Splenic macronodular lesions は 91.7% 

(11/12)で認められた。また、cell of origin の検討では GCB type は 83.3% 

(10/12)、non-GCB type は 16.7% (2/12)で GCB type が多かった。FISH では

IGH-BCL2 の転座は 0% (0/12)、BCL6 split は 41.7% (5/12)で認められた。

初期治療として 9 例が R-CHOP 療法であった。1 例が Rituximab 単剤の治療

であった。治療効果として 9 例が CR、1 例が PD であった。フォローアップ

期間の中央値は 47.0 ヶ月(4 ヶ月-94 ヶ月)であった。7 例が生存、4 例が死

亡していた。死亡の原因として 1 例はリンパ腫、1 例は突然死、1 例は肝細

胞癌の増悪、1 例は 2 次性骨髄異形成症候群であった。 
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2. HCV antibody positive/ negative primary splenic DLBCL の臨床病理

学的な特徴の比較 

HCV antibody positive primary splenic DLBCL と HCV antibody negative 

primary splenic DLBCL の臨床病理学的特徴の結果を表 4 に示す。 

HCV antibody positive primary splenic DLBCL は HCV antibody negative 

primary splenic DLBCL に比べて B 症状が少ない(P=0.009)、 PS 2-4 が少

ない(P=0.02)、 Splenic macronodular lesions が多い(P=0.01)、 GCB type

が多い(P=0.002) ことがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 4 HCV antibody positive primary splenic DLBCL と HCV antibody negative 

primary splenic DLBCL の臨床病理学的検討  

HCV antibody positive primary splenic

DLBCL

HCV antibody negative primary

splenic DLBCL
P-value

Clinical information

Age median[range](years) 68.5 [59-83] 66.5 [27-84]

Age> 60 y 91.7% (11/12) 73.9% (34/46)) 0.26*

Sex: Male/Female 7/5 27/19 1.00*

Hepatomegaly 0% (0/12) 15.2% (7/46) 0.33*

Splenomegaly 100% (12/12) 97.8% (45/46) 1.00*

Bone marrow infiltration 8.3% (1/12) 29.5% (13/44) 0.26*

Peripheral blood infiltration 0% (0/12) 4.3% (2/46) 1.00*

Extranodal infiltration>1 0% (0/12) 19.6% (9/46) 0.18*

B symptoms 8.3% (1/12) 51.1% (23/45) 0.009*

Performance status>1 8.3% (1/12) 48.9% (22/45) 0.02*

Ann Arbor Stage 3 or 4 8.3% (1/12) 32.6% (15/46) 0.15*

Elevated LDH level 66.7% (8/12) 94.4% (34/46) 0.72*

IPI, High int or High risk 16.7% (2/12) 40.9% (18/44) 0.18*

Splenic macronodular lesions 91.7% (11/12) 50.0% (23/46) 0.01*

Immunohistochemistry

CD5 expression 8.3% (1/12) 35.6% (16/45) 0.09*

CD10 expression 50.0% (6/12) 17.8% (8/45) 0.05

CD20 expression 100% (12/12) 100% (45/45) 1.00*

BCL2 expression 50.0% (6/12) 55.6% (25/45) 0.76

BCL6 expression 75.0% (9/12) 48.9% (22/45) 0.19*

MUM1 expression 41.7% (5/12) 55.6% (25/45) 0.52

Cell of origin

GCB type 83.3% (10/12) 28.8% (13/45) 0.002*

Non-GCB type 16.7% (2/12) 71.2% (32/45)

*Fisher’s exact test.
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HCV antibody positive/ negative primary splenic DLBCL において OS,PFS

ともに有意差は認められなかった(図 3)。 

 

 

 

 

(A)HCV antibody positive splenic DLBCL と HCV antibody negative 

splenic DLBCL の比較では OS に差は認められなかった(P=0.71)。 

(B) HCV antibody positive splenic DLBCL と HCV antibody negative 

splenic DLBCL の比較では PFS に差は認められなかった(P=0.30)。 

 

3．HCV antibody positive/ negative DLBCL without primary splenic の

臨床病理学的な特徴の比較 

HCV antibody positive DLBCL without primary splenic と HCV antibody 

negative DLBCL without primary splenic 症例の臨床病理学的特徴を表 5

に示す。 

HCV antibody positive DLBCL without primary splenic は HCV antibody 

negative DLBCL without primary splenic DLBCL に比べて CD10 陽性症例が

少ない (P=0.01)、 Non-GCB type が多い(P=0.04) ことがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 HCV antibody positive primary splenic DLBCL と HCV antibody negative 

primary splenic DLBCL の OS と PFS の結果 
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表 5 HCV antibody positive DLBCL without primary splenic と HCV antibody 

negative DLBCL without primary splenic の臨床病理学的検討 
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HCV antibody positive, HCV antibody negative DLBCL without primary 

splenic の OS,PFS に有意差は認められなかった(図 4)。 

 

 

 

 

(A)HCV antibody positive DLBCL without primary splenic と HCV antibody 

negative DLBCL without primary splenic の比較では OS に差は認められな

かった(P=0.24)。 

(B) HCV antibody positive DLBCL without primary splenic と HCV 

antibody negative DLBCL without primary splenic の比較では PFS に差は

認めなかった(P=0.21)。 

 

4．HCV antibody positive DLBCL のジェノタイプとウイルス量 (表 6) 

Genotype1b は HCV antibody positive DLBCL 全体では 90.5% (19/21) であ

った。Primary splenic DLBCL においては 87.5%(7/8)、 HCV positive DLBCL 

without primary splenic においては 92.3%(12/13)であった(P=1.00)。

Genotype2a は HCV antibody positive DLBCL 全体では 9.5% (2/21) であり

Primary splenic DLBCL においては 12.5%(1/8)、HCV antibody positive 

DLBCL without primary splenic においては 7.7%(1/13)であった(P=1.00)。

高ウイルス量は HCV antibody positive DLBCL 全体では 83.3% (20/24) で

あり、Primary splenic DLBCL においては 66.7%(6/9)、HCV antibody 

positive DLBCL without primary splenic においては 93.3%(14/15)であっ

た(P=0.13)。 

 

 

図 4 HCV antibody positive DLBCL without primary splenicと HCV antibody 

negative DLBCL without primary splenic の OS と PFS の結果 
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表 6 HCV antibody positive DLBCL における肝炎の状態,HCV ウイルス量と NS3 免疫染色 

の結果 

Genotype RNA virus (log IU/ml)

Primary splenic DLBCL case 1 LC - 1b 2.4 -

Primary splenic DLBCL case 2 CH - NA 3.1 +

Primary splenic DLBCL case 3 Normal - 2a 6.7 NA

Primary splenic DLBCL case 4 LC/HCC - 1b 3.7 -

Primary splenic DLBCL case 5 CH - 1b 6.6 -

Primary splenic DLBCL case 6 CH - NA NA -

Primary splenic DLBCL case 7 CH - NA NA -

Primary splenic DLBCL case 8 CH - 1b 6.9 +

Primary splenic DLBCL case 9 CH - 1b 6.6 -

Primary splenic DLBCL case 10 CH - 1b 6.5 +

Primary splenic DLBCL case 11 LC/HCC - 1b 6.6 -

Primary splenic DLBCL case 12 LC - NA NA +

DLBCL without primary splenic case 1 CH - 1b 5.8 -

DLBCL without primary splenic case 2 CH - 1b 6.5 -

DLBCL without primary splenic case 3 CH - NA NA -

DLBCL without primary splenic case 4 CH - 1b 6.4 +

DLBCL without primary splenic case 5 CH - 1b 7.1 -

DLBCL without primary splenic case 6 CH - 2a 5.3 -

DLBCL without primary splenic case 7 CH - 1b 6.5 -

DLBCL without primary splenic case 8 CH - NA ND -

DLBCL without primary splenic case 9 LC/HCC - 1b 7 -

DLBCL without primary splenic case 10 CH - 1b 6.4 -

DLBCL without primary splenic case 11 Normal - NA NA -

DLBCL without primary splenic case 12 LC/HCC - 1b 5.8 -

DLBCL without primary splenic case 13 CH - 1b 6.9 -

DLBCL without primary splenic case 14 CH - NA 7.7 -

DLBCL without primary splenic case 15 CH - 1b 6.4 -

DLBCL without primary splenic case 16 CH - NA ND +

DLBCL without primary splenic case 17 CH - 2a 5.9 -

DLBCL without primary splenic case 18 LC - NA NA -

DLBCL without primary splenic case 19 CH/HCC - 1b ND(SVR) +

DLBCL without primary splenic case 20 Normal - NA ND NA

DLBCL without primary splenic case 21 CH - 1b 6.2 -

DLBCL without primary splenic case 22 LC - NA NA -

DLBCL without primary splenic case 23 LC - NA NA -

DLBCL without primary splenic case 24 NA - NA NA -

DLBCL without primary splenic case 25 CH/HCC - NA 5.7 -

No. Liver status Cryoglobulinemia
HCV genotype and viral load

NS3 immunostaining
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5．腫瘍組織における HCV の検出について(表 7) 

(1)HCV antibody positive diffuse large B-cell lymphoma における NS3

の免疫染色の結果 

NS3 陽性を認めた症例(図 5)は 20.6% (7/34)に認められ、Primary splenic 

DLBCL においては 4 例(40.0%:4/10)、 HCV antibody positive DLBCL 

without primary splenic においては 3 例(12.5%:3/24)であった(P=0.16)。 

 

 

 

(A)核小体明瞭な大型の異型細胞がびまん性に浸潤している所見を認めた

(HE X200)。 

(B)NS3 免疫染色：腫瘍細胞の細胞質に NS3 陽性を認めた(X200)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 HCV antibody positive DLBCL 症例の組織像 
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(2) HCV-RNA in situ hybridization (ISH)の結果 

DLBCL の腫瘍細胞に HCV-RNA in situ が陽性であった症例(図 6)は 16.7% 

(1/6)、陰性であった症例は 83.3% (5/6)であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 HCV antibody positive DLBCL における HCV-RNA in situ の結果 

HCV-RNA in situ を行ったところ DLBCL の腫瘍細胞内に HCV を認めた。 

 

(3) HCV antibody positive DLBCL における組織中の HCV RT-PCR の結果

(図 7) 

9 例の HCV antibody positive DLBCL(HCV antibody positive primary 

splenic DLBCL が 4 例, HCV antibody positive DLBCL without primary 

splenicが 4例)に対して RT-PCRを行った。検討に用いた組織は脾臓が 5例、

リンパ節が 4例であった。腫瘍組織に HCV-RNAを認めた症例は 22.9%(2/9)、

認めなかった症例は 77.8％(7/9)であった。 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 HCV RT-PCR の結果 

HCV antibody positive DLBCL9 例に対して HCV RT-PCR を行った結果、2 例

(No. C, D)に陽性を認めた。 
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Tissue

RT-PCR

A Primary splenic DLBCL case 2 NA 3.1 Spleen - + NA

B Primary splenic DLBCL case 4 1b 3.7 Spleen - - -

C Primary splenic DLBCL case 8 1b 6.9 Spleen + + +

D Primary splenic DLBCL case 10 1b 6.5 Spleen + + -

E DLBCL without primary splenic case 4 1b 6.4 Spleen - + -

F DLBCL without primary splenic case 6 2a 5.3 Lymph node - - NA

G DLBCL without primary splenic case 10 1b 6.4 Lymph node - - -

H DLBCL without primary splenic case 14 NA 7.7 Lymph node - - NA

I DLBCL without primary splenic case 15 1b 6.4 Lymph node - - -

P Positive control 1b 6.4 Liver + + +

N Negative control - - Spleen - - ND

No. Case

Peripheral blood Tissue

NS3 immunostaining
RNA in situ

hybridizationGenotype
HCV-RNA

(logIU/ml)
Sample

表 7 HCV antibody positive DLBCL における genotype、 ウイルス量、RT-PCR、NS3 免疫

染色、HCV-RNA in situ の結果 
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考察 

12 例の HCV antibody positive primary splenic DLBCL は比較的無症候性

に発見され、PS が良好な症例が多く、肉眼的には Splenic macronodular 

lesions を認めることが多く、cell of origin は GCB type が多いことを

明らかにした。これに対し、HCV antibody positive DLBCL without primary 

splenic 症例においては non GCB type が多く、両者の分子病態は全く異な

る可能性を示すことができた。NS3 の免疫染色、 HCV-RNA ISH、 HCV RT-PCR

の解析から、いくつかの症例においては、リンパ腫細胞内に HCV が存在する

ことが確認できた。 

 

B 細胞に HCV 全長を発現するトランスジェニックマウスを用いた検討では

生後 600 日以内に 25%に DLBCL が発生したと報告している 78。これらの検体

を用いた microarray 遺伝子発現解析では c-FOS、 A20、 C3、 LTβR などの

alternative and canonical NFκB pathway に関与する遺伝子の発現異常を

認めたとしている 79。NFκB の亢進は non-GCB type の分子生物学的な特徴

であり、本研究で見出した HCV antibody positive DLBCL without primary 

splenic に non-GCB type が多くみられるという所見に矛盾しない。しかし、

一方で、HCV antibody positive primary splenic DLBCL においては、同じ

く HCV 感染を有するにもかかわらず、cell of origin は GCB type が有意で

あるという事実から考えるに、HCV 感染は顕在化した腫瘍形質の維持に関わ

っているよりは、むしろ B-cell lymphoma の initiation に関わっているの

かもしれない。腫瘍形成過程の進展に伴い、付加的な遺伝子 80,81及びエピゲ

ノム異常 82,83が積み重なる上で、GCB type 腫瘍と non-GCB type の腫瘍が分

かれていくと考えれば、本研究で見出した知見に矛盾しない。 

 

HCV が B-cell lymphoma の initiation に関わっているという仮説は、本研

究での NS3 の免疫染色、 HCV-RNA ISH、 HCV RT-PCR の検出結果とも矛盾し

ない。一部の症例においては腫瘍細胞内に HCV の存在を確認できたが、一方

で多くの症例ではそれらを確認できなかった。興味深いことに、HCV は一過

性の感染であっても B 細胞に遺伝子変異を引きおこし、リンパ腫形成の一

因になる可能性が指摘されている 84。具体的には in vitro の実験系におい

て HCV の感染が AID や DNA の 2 本鎖切断を誘導することによって TP53、

BCL6、CTNNB1、IGH などのさまざまな遺伝子の変異を上昇させるとしている
84。実際に、HCV 関連の肝細胞癌においても腫瘍組織は非腫瘍組織に比べて

ウイルス複製やウイルス量が著明に減少しており 85、HCV 感染は腫瘍化の初
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期段階において重要ではあるが、腫瘍維持へは必ずしも貢献しているとは限

らない。本研究において腫瘍細胞内に HCV の存在を確認できなかった症例

においても、その一部には細胞内 HCV が lymphoma initiation に働いたも

のの、その後に腫瘍形質が進展する中で、なんらかの理由で細胞内から失わ

れた可能性がある。別の可能性として、HCV による B 細胞への直接感染では

なく、慢性的な抗原刺激がリンパ腫の形成に関与する場合 86-88 も否定はでき

ず、今後、両方の可能性を視野に入れた検討が必要である。 

 

Primary splenic DLBCL においては control DLBCL に比して HCV の感染率が

高い 89(第 2 章)という事実を踏まえると、その理由についていくつかの可能

性が考えられる。1）HCV は spleen resident B-cell に感染する可能性が高

く、そこで lymphoma initiation に働く。2）HCV はどの B-cell にも同じよ

うに感染できるが、spleen resident B-cell に感染した場合に lymphoma 形

成へ initiation できる確率が高い。3) HCV に感染した B 細胞は spleen へ

局在する確率の高い細胞形質をとる。これらは独立した可能性ではなく、そ

れぞれが相補的に関与している可能性もある。 

 

いずれの可能性にしても脾臓という局在性が HCV の lymphoma initiation

に深く関わっていると考えられる。実際、申請者は primary splenic B-cell 

lymphoma の中で第 3 番目に高頻度に認めた病理組織型である primary 

splenic FL(第 1 章)においても、HCV 感染率が 23.5%(4/17)と高いことを見

出した 90。さらに、興味深いことには、HCV antibody positive primary 

splenic FL の 70.6% (12/17)に Splenic macronodular lesions を認めた。

これは primary splenic DLBCL と共通した腫瘍形態である(第 2 章)。本研

究によって明らかにされたこれらの事実は、HCV が感染した B 細胞の脾臓

局在と関連しながら lymphoma initiation に働き、HCV に感染した B 細胞 

の lymphoma development に一定の貢献をしていることを強く示唆している

と考えた。 
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総括および結論 

①  新知見を箇条書きにする 

(1)160例の脾臓 B細胞性リンパ腫の組織型と頻度は DLBCL 41.2% (66/160)、

SMZL 30.0% (48/160)、 FL 10.6% (17/160)、MCL 6.3% (10/160)、LPL 3.1% 

(5/160)、HCL 3.1% (5/160)、SDRPL 3.1% (5/160)、CLL/SLL 1.3% (2/160)、

unclassifiable 1.3% (2/160)であった。 

(2)Primary splenic DLBCLは control DLBCLに比べて HCV感染が多かった。 

(3)Primary splenic DLBCLは control DLBCLに比べて PFSが良好であった。 

(4)HCV antibody positive primary splenic DLBCL は HCV antibody 

negative primary splenic DLBCL に比べて GCB type が多い。一方で HCV 

antibody positive DLBCL without primary splenic は non-GCB type が多

かった。 

(5) HCV antibody positive DLBCL において HCV の RT-PCR、 HCV RNA-ISH、 

NS3 の免疫染色を行い一部の症例の腫瘍細胞内に HCV の存在を証明した。 

 

② 新知見の意義 

(1)多数例（160 例）の脾臓 B 細胞性リンパ腫の組織型と頻度を世界で初め

て報告した。 

(2) HCV感染は B 細胞リンパ腫細胞の脾臓局在と何らかの関係性がある可能

性を指摘した。 

(3)Primary splenic DLBCL 症例はその他の DLBCL に比べて再発しにくいと

ういう臨床的な特徴を提示することができた。 

(4) HCV 感染 B 細胞は両 cell of origin（GCB 及び non-GCB type）を示す

DLBCL へ進展できることから、HCV 感染はリンパ腫の initiation に関与し

ている可能性を指摘できた。 

(5)HCV antibody positive DLBCL の一部の症例においては腫瘍細胞に HCV

の感染を認めた。腫瘍細胞に HCV を認めることは HCV がリンパ腫形成に何

らかの役割を果たしている可能性が考えられた。一方、HCV を認めない症例

も多数存在することから、HCV が lymphoma initiation に働いたものの、腫

瘍形質が進展する過程で細胞内から失われる可能性を見出した。 

 

③ 本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開されていくか 

HCV 感染(メモリー)B 細胞の生体内局在を検討し、脾臓への集積が起こりや

すくなるのか、さらに、リンパ腫の発症率を上げるのかという機能的実験へ

発展させていく。また、このモデルは primary splenic DLCBL の分子病態を
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さらに詳細に解析するツールになり得る可能性を秘めている。 

④ 今後の課題 

HCVは RNAウイルスであり肝細胞や B細胞などのリンパ球に感染することが

分かっている 56 ものの、EBV・HTLV-1 のようにウイルスが直接ゲノムに取り

込まれるわけではなく、腫瘍化の機序が異なる可能性がある。今回、免疫染

色で検討した NS3 は非構造たんぱくの一つであり HCV にとって重要な役割

を果たすと考えられている 91,92。NS3 の働きとして細胞内のインターフェロ

ンシグナル伝達を阻害することで宿主の自然免疫を阻害する作用を有して

いる 93-98。また NS3 は宿主 p53 たんぱくと結合し p53 依存性アポトーシスや

p21 転写活性を抑制することが知られており 99-101in vitro において培養細

胞に cell transformation を引きおこすことが知られている 101。また悪性

リンパ腫においては NS3 が B cell signaling pathway の活性化を引き起こ

すことが報告されている 102。HCV におけるリンパ腫発症の initiation も、

NS3 の oncogenic な機能が関与しているのかもしれない。近年、HCV に対す

る治療法が大きく変化している 103。従来までのインターフェロンを中心と

した抗ウイルス療法では SVR 率が 40－50％程度であったのに対して近年登

場した Direct Acting Antivirals (DAA)をベースにしたインターフェロン

フリーの治療法により SVR 率が 90％程度まで上昇することがわかっている
103。この DAA の標的の一つに NS3/4 プロテアーゼ阻害剤が含まれている。具

体的には Telaprevir104-106、 Simeprevir107,108、 Asunaprevir109,110などであ

る。HCV antibody positive B 細胞性リンパ腫において抗ウイルス療法のみ

でリンパ腫が縮小、消失するという報告が多く存在する 111-116。具体的には

SMZL に対してインターフェロンを中心とした治療を行うことでリンパ腫が

縮小するという報告があり、SMZL においては HCV が lymphomagenesis に大

きく関与している可能性が報告されている 111。しかし以後の報告では SMZL

以外の low grade B-cell lymphoma においても HCV eradication therapy

は一定の割合で効果がある症例が存在することが報告されている 112-114。以

前の報告では IFN を中心とした HCV eradication therapy の報告がほとん

どであったが、近年では DAA でも同様にリンパ腫が縮小するという報告が

多い 115,116。しかし現在までに HCV antibody positive B-cell lymphoma に

対して HCV eradication therapy が有効な症例を選別する分子マーカーな

どの検討はなされていない。この観点から、我々が今回明らかにした NS3 陽

性リンパ腫症例において、NS3/4 プロテアーゼ阻害剤を含んだ DAA が効果を

認めるかどうかは興味深い。リンパ腫細胞内 NS3 発現が治療選択に影響を

与える因子になりうるのかどうか、今後、臨床的な検討が望まれる。また今
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回は NS3 のみ検討であったが DAA の中に NS5A の阻害剤も存在することか

ら、リンパ腫細胞内 NS5A 免疫染色に関しても、今後の検討に値すると考え

ている。 

本研究結果は、HCV 感染 B 細胞と脾臓局在との関連性を示唆するものであっ

た。その結果、脾臓という臓器局在性の元、HCV 感染が lymphoma initiation

に深くかかわっている可能性が示唆された。現在までに臓器特異的な相関に

関して有名な因子としてケモカインがあげられる。例えば ATLL、CTCL にお

いては CCR4 ケモカインレセプターの発現は皮膚などの臓器特異的なホーミ

ングに関与し、腫瘍形質に寄与していると考えられている 117,118。今後、HCV 

antibody positive splenic DLBCL におけるケモカインレセプター発現の検

討、さらに、B 細胞への HCV 感染が ectopic なケモカインレセプター発現を

もたらすのか否か、分子生物学的なアプローチを含めた包括的な解析から、

一層の primary splenic DLBCL の分子病態理解の発展が期待される。 
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