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研究成果の概要（和文）：①リンパ節をスクリーニングした結果、本邦におけるISFNの頻度は約2%であることが
明らかになった. ②ISFNの腫瘍細胞はFLと同様の免疫形質, BCL2遺伝子の再構成を伴っているものの, 今回のよ
うにスクリーニングで発見された病変, 偶発的に発見された病変では, FLに進展するリスク低いと考えられた. 
③ISFNはBCL2遺伝子の再構成に加え, FLに関連したいくつかの遺伝子異常がすでに生じていることがわかった. 
変異頻度としては, KMT2D, CREBBPの頻度が比較的高い. 一方, FLで高頻度に認められるEZH2の変異は認められ
なかった. 

研究成果の概要（英文）：1) Lymph nodes (LNs) dissected for non-hematolymphoid malignancies were 
screened by immunohistochemistry (IHC) for BCL2. The incidence of in situ follicular neoplasm (ISFN)
 in Japan was 2.1%. 2) ISFN exhibited CD20+, CD10+, BCL6+, and BCL2+ by IHC, similar to follicular 
lymphoma (FL). All the patients with identified ISFNs developed no overt FL after median follow-up 
of 58 months. 3) In addition to BCL2 gene rearrangement, ISFN harbored some FL-associated gene 
mutations, including KMT2D and CREBBP. No EZH2 mutation was found.

研究分野：リンパ腫の病理学

キーワード： 濾胞性リンパ腫　ISFN　BCL2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
濾胞性リンパ腫は本邦においても頻度の高いリンパ腫である。本研究では、濾胞性リンパ腫の前駆病変と考えら
れるin situ follicular neoplasm (ISFN)の特徴を解析した。本邦におけるISFNは、非リンパ腫患者の2.1%に認
められ、濾胞性リンパ腫に類似した免疫形質を有することが明らかになった。一方、ISFNが単独で発見された場
合、濾胞性リンパ腫に進展するリスクは低いと考えられた。濾胞性リンパ腫で認められる遺伝子異常の一部は、
ISFNの段階から生じていることが示唆された。以上は、ISFNから濾胞性リンパ腫への進展を考察する上で、重要
なデータである。

※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 

濾胞性リンパ腫(FL)は本邦における悪性リンパ腫の 15～20％を占め, その患者数は近年さらに 
増加している [Chihara D et al. Br J Haematol. 2014]. 一般的に FLは緩徐な経過を示し, 患者は比
較的長期の生存が見込める一方，進行例は化学療法に抵抗性で治癒が困難である. 病理学的には,  
胚中心の細胞に類似した形質をもつ B 細胞が濾胞状・結節状に増殖する腫瘍で, 染色体転座
t(14;18)(q32;q21)を介した BCL2 遺伝子の異常発現を特徴とする. この t(14;18)を分化の初期に生
じた B細胞は BCL2の作用でアポトーシスに抵抗性を示し, FLに進展すると考えられている. 

 一方で, t(14;18)によるアポトーシス抵抗性だけでは B細胞が FLに進展しえないことも知られ
ている. たとえば, t(14;18)をもつB細胞は健常者の末梢血やリンパ組織にも約 70%の頻度で存在
し, FL-like cell: FLLCと呼ばれる [Ohshima K et al. Virchows Arch. 2001]. また最近では, t(14;18) 

陽性の B細胞が胚中心に限局して増殖する in situ follicular neoplasm: ISFN が認識され, WHO分
類にも収載された[Swerdlow SH et al. Blood. 2016]. ISFN の欧米における有病率は約 3%で, 多く
が偶発的に発見される. 興味深いことに, これらの前駆・早期病変が FL に進展するリスクは概
して低く, FLLCで 1%未満,  ISFNでも 10%未満である[Oishi N et al. Semin Diagn Pathol. 2017]. 

このことから, t(14;18)を有する B細胞は FLLC, ISFNを経るあいだに付加的な分子異常を獲得し, 

FLを形成すると考えられる. 実際, FLは t(14;18)のほかにエピゲノム制御や免疫逃避などに関連
したさまざまな異常を蓄積していることが近年の解析で示された [Huet S et al. Nat Rev Cancer. 

2018]. 

  しかしながら, t(14;18)を生じた B 細胞がどの段階でどのような分子異常を獲得して FL を形
成するに至るのかは未だ明らかになっていない. 特に FL の前駆・早期病変と想定される ISFN

の分子病理学的な形質は不明で,  

  ① ISFNは t(14;18)のほかにどのような分子異常を獲得しているのか 

  ② ISFNと FLは分子生物学的に異なる腫瘍なのか 

  ③ 異なるとすれば, 臨床像が大きく異なる ISFNと FLはどのような分子形質で区別されるの
かといった問題は解決されていない. 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は, FLの早期・前駆病変である ISFNの分子異常を解析し, t(14;18)を有する細胞
が ISFN を経て FLに進展する分子機構を明らかにすることである. また, その過程で ISFNの有
病率, FLへの進展率といった臨床像を本邦における最初のデータとして提示する. 

 

３．研究の方法 

（１）ISFNのスクリーニング 

2014年 1月から 2015年 2月に山梨大学医学部附属病院で固形癌に対するリンパ節郭清を受けた
患者を抽出し, 対象とした. ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）標本からヘマトキシリン・
エオジン染色, BCL2 蛋白に対する免疫組織化学染色を ISFN のスクリーニングとしておこなっ
た. BCL2を異常発現した胚中心が存在した場合, ISFNとして同定した.  

（２）ISFNの臨床病理学的特徴の解析 

同定した ISFN各症例について, CD20, CD3, CD10, BCL6, BCL2 の免疫組織化学染色をおこない, 

各種蛋白の発現を解析した . また, BCL2 遺伝子に対する break-apart FISH（CytoCell BCL2 

Breakapart）をおこない, BCL2遺伝子の再構成の有無を検討した.  

（３）ISFNの遺伝子変異の解析 

ISFN の各症例について , レーザーキャプチャー・マイクロダイセクションシステム
（ ArcturusXT™ LCM ）をもちいて腫瘍性胚中心を選択的にサンプリングし, DNA を抽出した. 

抽出した DNA を Covaris M220 で断片化し, insert DNA とした. xGen Prism Library Prep Kit

（Integrated DNA Technologies）でライブラリ調整したのち, ハイブリダイゼーション・キャプチ
ャー法（xGen® Exome Research Panel v2）により exomeを濃縮し, Illumina Hiseq X Tenでシークエ
ンスをした. 得られたリードデータを QC, トリミング後, hg19 にマッピングした. FL で変異頻
度の高い TNFRSF14, KMT2D, FOXO1, EP300, MEF2B, GNA13, EZH2, CREBBPの各遺伝子につい
て, minimum read length; 20, minimum coverage; 30, minimum count; 3, minimum frequency (%); 2.0を
条件として single nucleotide variant (SNV), insertion, deletion を call した.  

 
４．研究成果 
（１）本邦における ISFNの頻度 

スクリーニング Table 1に示すように, 340人（男性 139人：女性 201人）から採取された 1人あ
たり平均 16.8個のリンパ節を対象とした. 年齢中央値は 67歳であった. BCL2に対する免疫組織
化学染色の結果, 2.1% (7/340)に ISFNが認められた.  

（２）同定された ISFNの臨床病理学的特徴 

① 同定された ISFN 7例の臨床病理学的特徴を Table 2に示す. 年齢の中央値 60歳（範囲 45-80



 

 

歳）, 男性 4 人：女性 3 人であった.  経過観察期間の中央値 59 ヶ月（範囲 47-68 ヶ月）で, い
ずれの症例でも FLへの進展は認められなかった.  

② ISFN の代表的組織像を Fig. 1 に示す. 腫瘍性胚中心は FL と同様に, CD20 陽性, CD3 陰性, 

CD10 陽性, BCL6 陽性を示した. また, BCL2は周囲の B 細胞, T 細胞よりも染色性が強く, 高発
現していると考えられた. BCL2 に対する FISH は ISFN 7 例中 4 例で可能であった. 解析できた
症例全例で BCL2遺伝子の再構成が確認された.  

（３）ISFNの遺伝子異常 

ISFN 7 例中 5 例で遺伝子異常を解析でき, うち 4 例が少なくとも 1 つの遺伝子異常を伴ってい
た（Table 2）. ターゲットとした遺伝子のうち, 最も高頻度に変異していたのは KMT2Dで, 3例
に変異が認められた. 次いで CREBBP の変異が 2例, EP300, TNFRSF14の変異がそれぞれ 1例で
同定された.  

（４）本研究の成果 

① 本研究により, 本邦における ISFN の頻度は約 2%であることが明らかになった. また, これ
までの研究と比べて, 本研究は最も多くの症例, リンパ節をスクリーニングしたものであり, 貴
重なデータベースと考えられる.  

② ISFNの腫瘍細胞は FLと同様の免疫形質, BCL2遺伝子の再構成を伴っているものの, 今回の
ようにスクリーニングで発見された病変, 偶発的に発見された病変では, FLに進展するリスク低
いと考えられた.  

③ ISFNは BCL2遺伝子の再構成に加え, FLに関連したいくつかの遺伝子異常がすでに生じてい
ることがわかった. 変異頻度としては, KMT2D, CREBBP の頻度が比較的高い. 一方, FLで高頻度
に認められる EZH2の変異は認められなかった.  
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Table 1. Characteristics of examined LNs 

Individuals 340 

Female: male 139: 201 

Age, median (range) 67 (1-94) 

Average LNs per individual 16.8 

Average GCs per individual 10.8 

LN, lymph node; GC, germinal center.  
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Fig. 1 Representative histopathology of ISFN (Case 2). Lymphoid follicles exhibited reactive-like 

appearance with distinct mantle zones (A). These follicles are positive for CD20 (B), CD10 (C), and BCL6 

(D) and aberrantly expressed BCL2 (E). Break-apart fluorescence in situ hybridization (FISH) identified 

BCL2 rearrangement in the lesion. 
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