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研究成果の概要（和文）：B細胞性眼内リンパ腫（B-IOL）は硝子体混濁の主要な原因疾患であるが、病理組織検
査が実施困難な場合も多く、しばしば診断に難渋する。一方、B-IOLは中枢神経系病変を合併しやすく致命的と
なり得るため、迅速かつ適切な診断が必要である。
我々は6-color flowcytometryによりB-IOLでは他の硝子体混濁性疾患と比較して硝子体内の制御性Tリンパ球比
率が低く、PD-1陽性細胞障害性Tリンパ球が高値であることを示した。この所見は硝子体内IL10/IL6比と同様
に、腫瘍細胞が硝子体内で明らかに増加する以前の段階から認めており、B-IOLの存在を病初期に示唆する有用
な指標となることを示した。

研究成果の概要（英文）：Intraocular B-cell lymphoma (B-IOL) is one of the major causative diseases 
for vitreous opacity.  But, the diagnosis of B-IOL seems often difficult because histopathological 
specimen is not easily obtained.  One the other hand, B-IOL is frequently complicated by lethal 
central nervous system invasion.  Therefore, prompt and accurate diagnosis is necessary for B-IOL.  
We analyzed the subset of intraocular T-lymphocytes obtained from the various patients with vitreous
 opacity including B-IOL using 6-color flow cytometry (FCM).  As the result, lower ratio of CD4 
positive regulatory T-lymphocytes and higher ratio of PD-1 positive cytotoxic T lymphocytes was 
found in B-IOL compared with other diseases.  Such characteristic profile was detected even in the 
patients with suspicious B-IOL who had not diagnosed yet by morphological or genetic examinations.  
Therefore, FCM for intraocular T-lymphocytes seems useful for screening for B-IOL in early phase 
like as intraocular IL10/1L6 ratio.

研究分野： 臨床検査医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
B-IOLの診断は病理組織学的検索が困難なことが多く、現状では硝子体細胞診や免疫関連遺伝子検査が主な検査
手段として用いられる。ただし、これらの検査は硝子体IL10/IL6比より感度が低く、結果判明まで時間を要す
る。今回、我々が用いた硝子体リンパ球FCMは迅速かつ定量的に結果を得ることが可能であり、硝子体内
IL10/IL6比と同様にB-IOLの存在を病初期に示唆することで、B-IOL患者の予後改善につながると考えられる。ま
た、B-IOLにおけるPD-1陽性Tc比率高値という結果はリンパ腫細胞の免疫学的逃避の主体と考えられ、B-IOLに対
する免疫チェックポイント阻害剤の有用性を評価する意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 硝子体混濁の原因には感染症、悪性腫瘍、サルコイドーシス等が挙げられるが、解剖学的位置
関係や視機能温存の面から病理組織学的検査が困難で、原因疾患の特定に難渋することが多い。
一方、病勢が進行すれば ADL が著しく障害されて失明に至る可能性もあり、さらに悪性リンパ
腫では中枢神経系病変を発症しやすく致命的となるため、迅速かつ適切な診断が必要である。 
我々は 2008 年から 400 例以上の硝子体混濁患者の硝子体内リンパ球の表面抗原を 3 color 

flow cytometry (FCM)で解析し、T リンパ球/B リンパ球比率や CD4 陽性 T リンパ球/CD8 陽性
T リンパ球比率（CD4/CD8 比）が硝子体混濁の原因疾患推定に有用であることを報告した
（Kojima K, et al. Ophthalmol 119: 2012. Inaba T, et al. Int J Lab Hematol 2015. Nagata K, 
et al. Case Rep Ophthalmol 2015, Maruyama K, et al. Medicine 2016. ）。 
その後、従来よりも多種類の抗原を同時解析可能な次世代 FCM が臨床実装されるようにな

り、研究代表者の施設でも 2 laser 6 color FCM 機器が導入された。このため、従来から実施し
ていた 3 color FCM でのスクリーニングを 6 color FCM にバージョンアップすることで、これ
まで検討出来ていなかった硝子体内Tリンパ球の細分画を詳細に解析することが可能となった。 
 
 
２．研究の目的 
 従来の研究から、サルコイドーシスでは眼内 T リンパ球 CD4/CD8 比≧3.5 がスクリーニング
に有用なこと、ヒトヘルペスウイルス性内眼炎(human herpes viral uveitis: HHVU)や原発性 B
細胞性硝子体網膜リンパ腫(B-PVRL)でしばしば CD4/CD8 比＜1.0 となることが明らかとなっ
たが、CD4/CD8比のみでは不十分でより、詳細な機能的細分画に関する検討が必要と思われる。 
 そこで 2 laser FCM 機器を用いて眼内 T リンパ球の表面抗原を同時に 6 種類解析すること
で、T リンパ球の細分画のうち特に CD4 陽性制御性 T リンパ球(regulatory T cell: Treg)および
PD-1 陽性細胞障害性 T リンパ球(PD-1+ cytotoxic T cell: PD-1+ Tc)を中心に解析することで、
硝子体混濁の原因推定や病態把握、更には適切な治療法選択に有用であるかを検討した。 
また、硝子体内インターロイキン(interleukin: IL)-6 や IL-10 等のサイトカイン濃度測定が硝

子体混濁の原因推定に有用であることも報告されているため、6-color FCM と併せて検討した。 
 
 
３．研究の方法 
対象症例） 
2019 年 12 月から 2024 年３月までの研究期間中に硝子体混濁に対して硝子体切除術を受けた

患者のうち、6-color FCM に必要な硝子体内リンパ球（100 個/本以上）を回収し得た 51 例（性
別：男性 15 例、女性 36 例、年齢：51-86 歳、中央値 72 歳）を対象とした。 
 

方法） 
1）硝子体内リンパ球 FCM 
硝子体切除術時に採取した潅流液 10mL をフィルター濾過・遠心洗浄後 0.7mL に再浮遊させて

0.1mL ずつ分注し、表 2に示す蛍光標識抗体を添加し、Navios EX フローサイトメーター(Beckman 
Coulter)を用いて 1本あたり 5分間データ収集を行ない、Kaluza（Beckman Coulter）を用いて
解析した。また、残り 0.1mL からサイトスピン塗標本を作成し、May-Giemsa 染色を実施した。 
 
表 1：硝子体リンパ球 FCM に用いた蛍光標識 monoclonal 抗体の組み合わせ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2）硝子体内サイトカイン濃度 
Bio-Plex マルチプレックスシステム（バイオ・ラッド・ラボラトリーズ、東京）を用いて IL-

6, IL-1O を含めた 27 種類の硝子体内サイトカイン濃度を網羅的に測定した。 
 

3）硝子体内リンパ球遺伝子解析 
硝子体内リンパ球より DNA を抽出し、PCR 法により免疫グロブリン重鎖(IgH)遺伝子あるいは



T 細胞受容体 TCR)遺伝子を増幅後、キャピラリー電気泳動法（capillary electrophoresis: CE）
で明瞭なピークを認めた場合を再構成ありと判断した。検査用試薬キットは ABI Fluorescence 
Detection、PCR および CE用機器は Veriti96-well Thermal Cycler と ABI PRISM 3130xl Genetic 
Analyzer あるいは Veritti Dx Thermal Cycler と 3500xL DX Genetic Analyzer を用いた。 
 

4）統計方法 
 統計解析ソフトウェア Just Make Plots (JMP)を用いて主要疾患別の中央値を Steel-Dwass 法
で比較し、p＜0.05 を有意と判断した。 
 
 
４．研究成果 
1）対象患者の内訳 
解析可能症例 51 例の臨床診断は B-PVRL 16 例（男性 4 例、女性 12 例、年齢中央値 72 歳）、サ

ルコイドーシス 8 例（男性 1 例、女性 7 例、年齢中央値 75 歳）、HHVU 7 例（男性 4 例、女性 3
例、年齢中央値 64 歳）、HTLV-1 関連ぶどう膜炎（HTLV-1 associated uveitis: HAU）3 例（女性
3例、年齢中央値 73 歳）、診断未確定 17 例（男性 6例、女性 11 例、年齢中央値 74 歳、（B-PVRL
疑い 3 例を含む）であり、これら 5群間の患者年齢中央値には有意差は認めなかった。 
各々の臨床診断は B-PVRL は①細胞診≧class 4 または②細胞診≧class 3, IL-10/IL-6＞1, 

κ/λ＞3 or 0.5，IgH 再構成の 2つ以上(Nakano S, et al. Ophthalmol 2021)、HHVU は multiplex 
PCR 陽性、サルコイドーシスは国際ワークショップ基準≧probable(Mochizuki M, rt al. Br J 
Ophthalmol 2019)、HAU は血清抗 HTLV-1 抗体陽性かつ monoclonal な T 細胞増加(-)とした。 
 
2）硝子体内 Tリンパ球細分画比率 
硝子体内 CD3 陽性/CD45 強陽性（CD3+/CD45++）細胞数を分母として各々の T リンパ球細分画

比率の中央値を疾患群毎に求めた結果を表 2に示す。なお、下線で示した 3項目は統計学的有意
差を認めたため個別にデータを示す。 
 
表 2：疾患群別眼内 Tリンパ球細分画比率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
① CD4/CD8 比 
 サルコイドーシスでは硝子体内 Tリンパ球 CD4/CD8 比の中央値が 15.4 であったのに対し、他
の 4 群では＜3.5 であった。但し、統計学的有意差は B-PVRL 群に対してのみ認めた。 
 
② CD4 陽性制御性 T リンパ球(Treg)比率（図 1） 
CD4 陽性 Tリンパ球において Treg 相当の表現型（CD25 陽性/CD127 陰性～弱陽性）を示す細胞

集団の比率は B-PVRL では中央値 2.2％であり、HHVU、サルコイドーシス、診断未確定例に対し
て有意に低値であった。HHVU では全例 10％以上でありサルコイドーシスと比較して有意に高値
であったが、HHVU の原因ウイルス別に Treg 比率を検討するには症例数が不十分であった。 
HAU は症例数が少なく統計学的有意差は認めていないが全例 40％以上であり、HTLV-1 が CD4

陽性Ｔリンパ球分画中で Treg やメモリー細胞に感染する結果と考えられる。なお 3例とも細胞
診は class 2-3、TCR 遺伝子再構成も認めておらず、腫瘍性 T細胞の存在は否定的であった。 
 
③ PD-1 陽性細胞傷害性 Tリンパ球比率（図 2） 
B-PVRL は HHVU、サルコイドーシス、診断未確定例と比較して CD8 陽性細胞傷害性 Tリンパ球に
おける CD279(PD-1)陽性細胞集団( PD-1+ Tc）の比率が明らかに高値であった。また、診断未確
定例には B-PVRL 疑い例が 3例含まれており、いずれも 85.0％以上であった。 
 
 



図 1：疾患群別の硝子体内 CD4 陽性リンパ球における Treg 比率の比較 
 

 
 
図 2：疾患群別の硝子体内 CD8 陽性細胞傷害性Ｔリンパ球における PD-1 陽性細胞比率の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④ B-PVRL 診断における硝子体内 Tリンパ球分画比率の診断特性（図 3） 
B-PVRL 診断における硝子体内 T リンパ球比率の診断特性を ROC 曲線から求めたところ、Treg

はカットオフ値 6.3％の場合に AUC 0.921, 感度 100％、特異度 77.1％となった。一方、PD-1+ 
Tc に関してはカットオフ値 81.2％の場合に AUC 0.939, 感度 93.8％、特異度 85.7％となった。 
B-PVRL 確定例 16 例および疑い例 3 例については Treg は全例カットオフ値以下であったが、

PD-1+ Tc に関しては疑い例全例がカットオフ値以上であったのに対し、確定例では 2例がカッ
トオフ値以下であった。 
 
図 3：B-PVRL 診断における Treg および PD-1 陽性細胞比率に関する ROC 解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤ B-PVRL 疑い例での経時変化（図 4） 
 Case 1(B-PVRL 疑い例)は硝子体手術を 2回受けたが、いずれも細胞診は class 2、硝子体内 B
リンパ球κ/λの偏重発現の有無は検索出来ず、IgH 再構成も検出されなかったが、再手術時の
IL-10/IL-6 比は著しく高値となった。一方、Treg.≦0.5%、PD-1+ Tc≧98.5％であり、従来の B-
PRVL 診断根拠で最も高感度とされる IL-10/IL-6 比の補助的検査としての有用性が示唆された。 
B-PVRL では腫瘍細胞が網膜から硝子体内に遊離しなければ細胞診やκ/λ偏重発現 IgH 再構

成による確定診断は不可能であるが、硝子体内TregやPD-1+ Tc比率はIL-10/IL-6比と同様に、
反応性 Tリンパ球が硝子体内に遊離しておれば B-PVRL の存在を示唆するものと考えられる。 
 B-PVRL、HHVU、サルコイドーシスの代表例での FCM 検査結果を図 5 に示す。B-PVRL では CD8
陽性 T リンパ球での CD279 の発現率が高いだけでなく、発現強度も強いことが明らかである。 



 
図 4：B-PVRL 疑い例(Case 1)における検査結果の経時変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5：B-PVRL、HHVU、サルコイドーシスにおける硝子体内 Tリンパ球分画の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑥硝子体内サイトカイン濃度 
IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, MCP-1 は硝子体内 Treg.比と相関を認めたが（p<0.05）、

IL-10 との相関は認めなかった。一方、PD-1+Tc 比は IL-10, IP-10, MCP-1 と相関を認めた。 
なお、いずれも相関係数は 0.1-0.3 と弱い相関であった。 
 
今回の検討では B-PVRL で硝子体内 Treg.比低下 PD-1+Tc 比高値となる機序は未解明だが、リ

ンパ腫細胞の免疫学的逃避としては後者が主体と考えられ、今後は B-PVRL に対する新たな治療
法として免疫チェックポイント阻害剤の有用性を評価する意義があると考えられる。 
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