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緒一言

　リンパ腫（同義語：悪性リンパ腫，リンパ肉腫）［94］は，豚の好発腫瘍の一

つであるが，詳細な病理学的特徴は十分に明らかにされていない［8，45，94］。

家畜のリンパ腫（非ポジキンリンパ腫）は，腫瘍の解剖学的位置によって多中

心型（multicen頃。＞，胸腺型（　hymic），消化器型（alimentaly），皮膚型（cutaneous）

および孤立型（soli血y）に分類されており［45，94，107］，豚のリンパ腫では，

大部分を多中心型，一部を胸腺型が占め，他の病型は極めて希とされている［8，

45，107］。しかし，最近になって，豚の消化器型リンパ腫と見なしうる症例が相

次いで報告された［2，27，36，37，42，52，80，96－101，133，148－150］。著者も1980

年から1994年までの15年間に，高知県の2か所で行った食肉衛生検査で発見

された26例の豚のリンパ腫中に，回腸を侵す12例を見いだした。

　リンパ腫の大部分はB細胞あるいはT細胞から発生するので［134，157］，ヒ

トのリンパ腫の検索では，それぞれの細胞系列に特異的な抗体を使った免疫染

色を実施することが多い［58，155］。また最近では，形態保持の良好なパラフィ

ン切片に使用可能な抗ヒトリンパ球抗体が，次々と市販されている［51，58，119，

155］。一方，豚のリンパ球に反応する抗体は，大部分がT細胞の膜抗原を認識

するものであり，しかも染色する場合は凍結切片を必要とする［1，44，68－71］。

このため，豚のリンパ腫の免疫学的特徴付けば十分にされていない。

　そこで，本論文では，豚の回腸リンパ腫の病理学的特徴，特に十分に検索さ

れていない腫瘍細胞の起源や特徴を明らかにするために，第1部では，「ホルマ

リン固定・パラフィン切片とした癌組織中のリンパ球に反応する抗体の検索」，

第2部では，第1部での研究成果を加えた「豚の回腸リンパ腫の組織学的，酵

素細胞化学的，免疫組織化学的および超面形態学的検索」を実施した。これら

の検索は，著者が報告した研究（第1部［141－144］，第2部［88，137－140，143，

144］に基づいて行った。
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第」部ホルマリン固定・パラフィン切片とした豚組織中の
　　　　　リンパ球に反応する抗体の検索

1．緒言

　組織や血液中のリンパ球subsetを同定することは，家畜の正常および病的な

免疫反応の解明，リンパ球増殖性疾患の診断のために重要である。特に豚は，

ヒトの心血管，皮膚および栄養性疾患，移植並びに悪性黒色腫などのモデル動

物として広く使われているために，人体医学の立場からも免疫応答の解明が必

要とされている［68］。

　単クローン性抗体を使った免疫組織化学的検索は，これらの研究手段として

最も高感度で有用なものの一つである。豚のリンパ球の分化抗原（cluster　of

di価erentiation，⑳）を認識する単クローン性抗体は幾つか作製されているが［26，

68，69，71］，これらは通常，新鮮な細胞浮遊液あるいは組織の凍結切片にしか応

用出来ない。

　一方ヒトでは，パラフィン切片に応用可能な抗リンパ球抗体が作製され，リ

ンパ腫の診断などに広く活用されている［12，58，119］。ヒトの抗CD18抗体

（1euk㏄yte　function－associated　antigen　1，LFA－1，clone　MHM23），抗CD35抗体（C3b

receptor，　clone　To5）および抗human　leukocyte　a面gen（HLA－DR）抗体（clone

CR3／43）は，細胞浮遊液とした豚のリンパ球に反応することが報告されている

［1，44，70］。しかし，著者の知る範囲では，ホルマリン固定・パラフィン切片

とした豚組織中のリンパ球に反応する抗体は検索されていない。

　ホルマリン固定は形態保持が良好であるが，免疫組織化学的検索では，抗原

の消失やmaskingのために満足のゆく結果が得られないことがある［124］。従来

から行われているタンパク分解酵素による脱パラフィン切片の消化法は，一部

の抗原回復には劇的な効果があるが，リンパ球抗原を含む大部分の抗原には効

果がない［124］。

　最近，脱パラフィン切片を金属［54，124，132，151］，尿素［10］，緩衝液［10，

54，123，145，151］あるいは他の物質［7］を含む浸漬液に入れ，電子レンジ［124〕，

恒温槽［54，151］などによって加熱処理する新しい抗原賦活法が次々と考案さ

れた。これらの方法によって，凍結切片を必要とする抗体の幾つかが，パラフ

ィン切片にも応用可能であることが確認されている［10］。

　これらの研究成果を踏まえて，本論文の第1部では，ヒトあるいは豚のリン

パ球に反応する抗体の内，ホルマリン固定・パラフィン切片とした豚組織中の

リンパ球に良好に反応する抗体があるかどうか，脱パラフィン切片に対する幾

つかの抗原賦活処理法を組み合わせて免疫染色を行い，検討した。　また，これ

らの抗体に最適な抗原賦活処理法についても検討した。
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2．材料

　6か月齢の肉用豚，5頭からリンパ組織を含む正常組織を採取し，市販20％中

性緩衝ホルマリン液（マイルドホルム20N：和光純薬工業，大阪）に入れ，室

温で48時間階隠固定した［143，144］。固定材料は，パラフィン包埋後，2～4μm

に薄切した。切片は，細胞核の形態保持のために，40℃の湯上でゆっくり伸展

させ，剥離防止のために，aminopropyhriethoxysilane（ナカライテスク，京都）

を塗布したスライドガラス［55，74］に密着させてから，37℃の艀卵器内で一晩

乾燥させた［5，103，155］。

3．方法

（1）抗体

　合計33種類の抗体（Table　1）について検討した。その内，ヒトのリンパ球に

反応する抗体は25種類，豚のリンパ球に反応する抗体は8種類であった。

（2）抗原賦活処理

　使用した抗体に対する最適な抗原賦活条件を決定するために，11種類の抗原

賦活処理法（6種類の浸漬液を使ったマイクロウェーブ熱処理，2種類の市販浸

漬液を使った熱湯中での加熱処理および3種類のタンパク分解酵素を使った酵

素処理）を実施した。処理効果の評価は，免疫染色に使用したヒトおよび豚の

リンパ球に反応する抗体の陽性対照切片の反応性を基準とした。

（a）マイクロウェーブ熱処理

　浸漬液（250ml）をポリプロピレン製バット（Dako，京都）に入れ，電子レン

ジ（H2500　microwave　processor，　Energy　Beam　Sdence，　USA）の回転皿の中央部分

に置き，沸騰させた。その後，脱パラフィン切片を浸漬し，3分間×3回マイク

ロウェーブ熱処理（600W）した［124，156］。1回の照射毎に，蒸発した水分を

補給した。マイクロウェーブ照射後，氷水中でバットごと10分間冷却し，それ

から切片をphosphate－bu伍ered　saline　soludon（pBSS，　pH　7．4）で洗浄した。浸漬液

として4％塩化アルミニウム水溶液［132］，0．1Mクエン酸塩緩衝液（pH　6．0）

［10，54，123，124，145，151］，0．05Mグリシン塩酸緩衝液（pH　3．5）［145］，0．1M

トリス塩酸緩衝液（pH　8．0）［123］，6M尿素水溶液［10］および5％硫酸亜鉛

水溶液［54，123，151］を使用した。
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（b）熱湯処理

　浸漬液（25（㎞1）をポリプロピレン製バット（Dako，京都）に入れ，恒温水槽

（Thermominder　EX，　Tatec，埼玉）内で95℃まで加温した。その後，脱パラフィ

ン切片を浸漬し，95℃で10分間熱湯処理した［54，151］。処理後，氷水中でバ

ットごと10分間冷却し，それから切片をPBSSで洗浄した。浸漬液としてantigen

retrieval　solution（Dako，京都）およびtarget　unmasking　nuid（Monosan，　Netherlands）

［7］を使用した。

（c）酵素処理

　免疫染色の前処理として酵素処理を必要とする抗ヒトκ鎖抗体（3種），抗ヒ

トλ鎖抗体（3種），抗CDw75抗体，抗HLA－DR抗体（clondAL．1B5），polyclona1

抗CD3抗体，抗CD45RO抗体（clone　OPD－4）の10種類の抗体にのみ行った。

酵素液を脱パラフィン切片上に滴下し，湿室（多目的インキュベーションチャ

ンバー，コスモ・バイオ，東京）内で37℃で30分間反応させた。酵素液および

湿室は，艀卵器内で予め37℃に保温していたものを使用した。処理後，切片を

PBSSで洗浄した。酵素液として4％pepsin（Dako，京都）一〇．2M塩酸水溶液，

0．1％pronase（Dako，京都）一PBSSおよび0．1％町psin（Dako，京都）一PBSSを

使用した。

（3）免疫組織化学

　一般的な染色作法は，成書に従った［156］。染色試薬は，Labelled

sにeptoavidin－biotin法［23，25］による免疫染色キット（Universa1　LSAB　kit，　Dako，京

都）を使った。標識酵素は，horseradish　peroxidaseまたはaU（aline　phosphataseを

使用した。染色手順の概略は以下の通りであった。切片は，レモゾール（和光

純薬工業，大阪）中で脱パラフィン後，エタノール下降系列を通した。標識酵

素としてhorseradish　peroxidaseを使用する場合には，内因性ペルオキシダーゼ活

性を除去するために，100％エタノールを通した後，0．3％過酸化水素水加メタノ

ールに30分間浸した。水洗後，抗原性賦活処理を行なった。その後，染色キッ

トの手引き書に従って，湿室内で免疫染色を行なった。一次抗体は，4℃で24

時間反応させた。標識酵素の発色基質溶液として，peroxidaseには0．02％過酸

化水素水を含む0．02％3，3’一diaminobenzidine　tetrahydr㏄hlohde（DAB：和光純薬，

大阪）一PBSSを，　alkaline　phosphataseにはnew　fuchsin基質キット（Dako，京都）

を使用した。なお，DABによるperoxidaseの発色を増強するために，発色基質

液に0．02％塩化ニッケルを添加したり［35，156］，DAB反応後の標本を0．5％硫
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酸銅・0．9％塩化ナトリウム混合水溶液に5分間浸漬した［117］。対比染色とし

て，Mayerのヘマトキシリン液で1分間染色した。陽性対照として，ヒトのリン

パ球に反応する抗体には，ホルマリン固定・パラフィン切片としたヒトの扁桃

組織（Dako，京都）を，豚のリンパ球に反応する抗体には，豚の扁桃組織の凍

結切片をアセトン固定したものを使用した。陰性対照として，マウスおよびウ

サギの正常血清（Dako，京都）を使用した。
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4．結果

　検討した合計33種類の抗体の内，15種類の抗体が，ホルマリン固定・パラ

フィン切片とした豚組織中のリンパ球に陽性反応を示した（Table　2）。ヒトのリ

ンパ球に反応する抗体では，抗ヒトκ鎖抗体（3種），抗ヒトλ鎖抗体（3種），

抗CDw75抗体，抗CD79α抗体，抗CD79β抗体，抗HLA－DR抗体（3種）お

よびpolyclonal抗CD3抗体の13種類が反応し，豚のリンパ球に反応する抗体で

は，抗SLA　class－II抗体（clone　H42A）および抗CD2抗体（clone　MSA4）の2種

類が反応した。陽性反応を示した抗体の豚リンパ球に対する反応部位は，陽性

対照と同様であった。

　ll種類の抗原賦活処理の効果を比較したところ，抗軽鎖抗体には，　trypsinに

よる酵素処理が，その他の抗体（抗HLA－DR抗体：clone　LN－3を除く）には，

Tris－HCI　bu伍er中でのマイクロウェーブ熱処理およびantigen　re面eval　solution中

での熱湯による加熱処理が最も良い結果を示した（Table　3）。また，クエン酸塩

緩衝液または尿素水溶液中でのマイクロウェーブ熱処理，喧get　unmasking　nuid

中での熱湯による加熱処理またはpepsinによる酵素処理（polyclona1抗CD3抗

体のみ）でもほぼ同様の効果が得られたが，クエン酸塩緩衝液ではpolyclonal抗

α）3抗体の反応性に効果がなく，尿素水溶液および寝近get　unmasking伽idでは中

等度のback経・ound　stainingが見られ，尿素水溶液およびr£psinでは細胞の収縮や

融解が見られた（Table　3）。抗HLA－DR抗体（clone　LN－3）にのみ，未処理が最

適であった。

　抗原賦活処理によって陽性反応を示した15種類の抗体（LN－3のみ未処理）

の豚組織に対する反応性は，Table　2に示している。

　抗ヒトκ鎖およびλ鎖抗体の陽性部位は，主に濾胞内外や髄質に存在する免

疫芽球や形質細胞に見られた。Trypsinによる酵素処理や尿素中でマイクロウェ

ーブ熱処理した切片では，mantle　zoneのリンパ球表面にも陽性像が見られたが，

結果が不安定で，再現性に乏しかった。正常リンパ節でのκ鎖とλ鎖の発現比

率は，1：1－1．5であった。使用した抗ヒト軽鎖抗体の内，交差反応性はDako

社製のIgG分画抗体が最も優れていた。

　CDw75の陽性像は，主にリンパ濾胞の胚中心のリンパ球に見られたが（Fig．

1），染色性は同一切片内でもリンパ濾胞によって様々であった。抗CDw75抗体

は，血中心内のtingible　body　macrophageや濾胞樹状細胞には反応しなかった。非

リンパ性組織でのCDw75の陽性像は，上皮細胞（胆管，胆嚢，腎尿細管，気管

支，食道粘膜，胃粘膜，腸粘膜，膵臓導管部，副腎皮質，卵胞，甲状腺濾胞，

顎下腺導管部，汗腺，皮膚粘膜，毛根細胞など），骨格筋細胞，心筋細胞，平滑

筋細胞，筋上皮細胞および神経細胞に見られた。

　抗CD79α抗体および抗CD79β抗体の反応性は本質的に同様であり，陽性像
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はリンパ濾胞のmantle　zoneのリンパ球に強く見られた（Fig．2）。　CD79αの陽

性像は，免疫芽球や形質細胞にも見られた。非リンパ性組織では，CD79αの陽

性像は，粘膜上皮細胞（大腸，直腸）および平滑筋細胞に見られ，CD79βの陽

性像は，上皮細胞（毛包，汗腺，腎臓集合管，糸球体たこ足細胞，気管支，食

道粘膜，胃粘膜，卵胞，顎下腺導管部など），骨格筋細胞，心筋細胞，平滑筋細

胞，血管内皮細胞およびシュワン細胞に見られた。

　Polyclonal　CD3陽性細胞は，　T細胞領域に限局していた。リンパ節および扁桃

の傍皮質領域（Fig．3），脾臓の動脈周囲リンパ鞘（Fig．4），回腸バイエル板の濾

胞問領域および胸腺（Fig．5）のリンパ球がpolyclonal　CD3に陽性であった。胸

腺では，髄質リンパ球が皮質リンパ球よりも抗polyclonal　CD3抗体に強く染色さ

れた。また，polyclonal　CD3陽性リンパ球は，リンパ濾胞，表皮，気管支上皮お

よび胃腸粘膜内にも混在して見られた。

　HLA－DR陽性部位は，リンパ濾胞の胚中心およびmantle　zoneのリンパ球に見

られた。バイエル板では，dome　regionのリンパ球も陽性であった。リンパ組織

でのHLA－DR陽性細胞は，非リンパ球にも見られた。リンパ節および扁桃では，

濾胞樹状細胞，糸状嵌入細胞および高内皮小静脈（Fig．6）が，胸腺では，上皮

性細網細胞および糸状嵌入細胞（Fig．7）がHLA－DRに陽性であった。非リンパ

性組織でのHLA－DR（clone了AL　I　B5）の陽性像は，表皮のLangerhans細胞，肝

臓のKuppfer細胞，肺胞マクロファージ，肥満細胞，周皮細胞，平滑筋細胞，内

皮細胞（毛細血管，小血管）および腎臓の間質細胞に見られた。抗SLA　class－II

抗体の染色には，中等度のbackground　stainingが見られ，反応性はclone　1AL　I　B5

よりもはるかに弱かった。
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5．．考察

　今回の実験から，脱パラフィン切片を適切に抗原賦活処理することによって，

凍結切片しか反応しない抗体や抗原由来の動物種しか反応しない抗体でもパラ

フィン切片に応用可能であることが判明した。また，検討した合計33種類の抗

体の内，抗ヒトκ鎖抗体（Dako社町polyclona1抗体，　Tago社製polyclona1抗体お

よびclone　Hp　6053），抗ヒトλ鎖抗体（Dako社製polyclonal抗体，　Tago社製

polyclona1抗体およびclone　Hp　6054），抗CDw75抗体（clone　LN－1＞，抗CD79α

抗体（clone　HM57），抗CD79β抗体（clone　B29／123），抗HLA－DR抗体（clones皿L．

IB5，　CR3／43，　and　LN－3），polyclona1抗CD3抗体，抗SLへclass－II抗体（clone　H42A）

および抗豚CD2抗体（clone　MSA4）の15種類の抗体が豚リンパ球に陽性反応を

示した。11種類の抗原賦活処理の効果を比較したところ，抗ヒト軽鎖抗体には，

0．1％trypsinによる酵素処理が，他の抗体（抗HLA－DR抗体：clone　LN－3を除く）

には，0．IMTris－HCI　bu飾er（p｝18．0）中でのマイクロウェーブ熱処理またはDako

社製antigen　reなieval　solution中での熱湯による加熱処理が最良の結果を得た。し

かし，抗HLA－DR抗体（clone　LN－3）にのみ，未処理が最適であった。これらの

抗体の陽性部位は，ヒトまたは豚での報告とほぼ一致した。

　豚の軽鎖の各タイプに対する抗体は市販されていない。本研究で使用した

Dako社製麺κ鎖およびλ鎖ポリクローナル抗体は，サルとイヌとに交差反応す

ることが報告されている［62，115，116］。ホルマリン固定・パラフィン切片を使

った免疫グロブリンの免疫染色には，前処理としてタンパク分解酵素による脱

パラフィン切片の消化が必要である［11，81，155］。ヒトでは，trypsin処理によ

って強い染色性が得られるが［11，81］，今回の検討によって豚でも同様である

ことが判明した。脱パラフィン切片を酵素処理して染色される免疫グロブリン

は，細胞質内免疫グロブリンのみである［81，155］。ホルマリン固定・パラフィ

ン切片を使った細胞膜表面の免疫グロブリンの証明には，脱パラフィン切片の

前処理として，酵素処理時間の微調整［11］や尿素溶液中でマイクロウェーブ

処理する方法［85］が報告されているが，今回の実験（Table　3）では，これら

の方法は結果が不安定で再現性に乏しかった。

　抗CDw75抗体（clone　LN－1）は，リンパ濾胞の胚中心のB細胞に反応し，　pre－B

細胞が表面免疫グロブリンを発現する時期から表出される45－85－kdの

sialoantigenを認識する［14］。豚のリンパ組織および非リンパ組織でのCDw75

の反応性は，ヒトとほぼ同様であった［14，58］。

　抗CD79α抗体（clone　HM57）および抗CD79β抗体（clone　B29／123）は，　B

細胞の細胞膜に発現する抗原レセプター（su㎡ace　IgM）に結合するmb－1遺伝子

産物の47－kdの分子およびB29遺伝子産物の37－kdの分子の合成ポリペプチドを

免疫して得られた単クローン性抗体である［83，84］。CD79αの発現はprecursor
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B細胞から始まるが，CD79βはこれに遅れて（主にpre－B細胞から）発現して

くる。　また，CD79αの発現はB細胞が形質細胞に分化するまで持続するが，

CD79βの発現はそれ以前に消失する［84］。ヒトのリンパ組織でのCD79αお

よびCD79βの陽性部位は，主としてmantle　zoneのB細胞，まれに胚中心のB

細胞であるが［83，84］，豚のリンパ組織でも同様であった。ヒトでは，非リン

パ組織での抗CD79α抗体および抗CD79β抗体の反応性は，十分に検索されて

いない［83］。

　Polyclonal抗CD3抗体は，ヒトのCD3ε鎖の156－168番目のアミノ酸配列

部分の合成ペプチドを免疫して得られた抗体で，成熟T細胞の細胞膜および未

成熟T細胞（precursor　T細胞）の細胞質内19－kd，21－kdおよび26－kdの抗原を認

識する［82］。Polyclonal　CD3は，ヒトでは特異性の極めて高い汎T細胞マーカ

ーとされており［58］，豚の組織での反応部位もT細胞領域のみであった。

Polyclona1抗CD3抗体は，イヌにも交差反応することが知られている［17，46，

83］。Polyclonal抗CD3抗体を使った免疫染色の前処理として，イヌの組織切片

の場合にはpronaseによる酵素処理が最適とされているが［17］，豚の組織切片

の場合にはpepsinが最適であった。平野CD2抗体（clone　MSA4）は豚の汎T細

胞マーカーとされているが，今回の検討によって，豚のホルマリン固定・パラ

フィン切片にはpolyclonal　CD3が良好に反応することが判明した。

　大部分の抗リンパ球抗体は細胞膜表面を認識するが，この部位の抗原量は少

なく，しかも大部分の抗原性はホルマリン固定で失活する［46］。Masonらは，

細胞膜表面よりもはるかに抗原量の多い細胞質内抗原に注目し，目的とするリ

ンパ球の細胞質内の特異抗原領域の合成ペプチドを抗原とすることによって

（anti－peptide　antibody　tec㎞ique）［46］，ホルマリン固定・パラフィン切片に応用

でき，反応性も良好な抗ヒト汎T細胞抗体（polyclonal　CD3）［82］，抗ヒトT細

胞subset抗体（CD8）および抗ヒト汎B細胞抗体（CD79α，CD79β）［83，84］

を得ている。Polyclonal抗CD3抗体，抗CD79α抗体および抗CD79β抗体は，

動物組織の凍結切片をアセトン固定したものやカルノア固定・パラフィン切片

を使った免疫組織化学的検索によって，サル，ウシ，ウマ，ブタ，イヌ，ネコ，

ウサギ，ニワトリ，モルモット，ラット，マウスおよびフクロネズミにも広く

交差反応することが確認されている［46，83，155］。

　主要組織適合遺伝子複合体クラスII抗原（mψr　hist㏄ompatibili　y　complex，

MHC）は，　immune－ass㏄iated　antigen（Ia抗原）とも呼ばれ，主としてCD4陽性

T細胞の活性化に関与している［58］。ヒトのMHCクラスII分子は，ヒト白血

球抗原（human　leukocyte　antigen，　HLA）のD領域に位置しており，　DR，　DQ，　DP

と呼ばれる3つの遺伝子座から成っている［58］。一方，豚のMHCクラス11分

子は，豚白血球抗原（swine　leukocyte　antigen，　SLA）のD領域に位置しており，

DR，　DQと呼ばれる2つの遺伝子座から成っている。MHCクラスH分子の抗原
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決定基は，動物種間での免疫学的交差が確認されており［67］，抗HLA－DR抗体

の幾つか（本研究で使用したclone　CR3／43も含む）は，　SLA－Dに交差反応する

ことが確認されている［1，34，65］。本研究で使用した3種類の抗HLA－DR抗体

の内，clone　7AL．　I　B5は，豚の組織に最も良く反応した。　HLA－DRはもともとB

細胞にのみ発現すると考えられていたが［58］，今回の検索結果（Table　2．）が示

す様に，他の免疫担当細胞であるT細胞や抗原提示細胞（濾胞樹状細胞，糸状

嵌入細胞，表皮Langerhans細胞など）のみならず，様々な細胞に広く発現して

いることが判明している［13，58，105，125］。パラフィン切片とした豚組織での

HLA－DRの陽性部位は，ヒトや他の動物種（豚も含む）とほぼ同様であった。

　マイクロウェーブや熱湯を使った加熱処理による抗原賦活の科学的根拠は不

明であり，浸漬液の違いによって抗原賦活効果に差がでる理由も不明である。

しかし，抗原賦活効果は，切片に加えられた熱エネルギーの総量，浸漬液のpH，

浸透圧またはイオン強度に依存するのではないかと考えられている［151］。Shi

ら［123］は，9種類の抗体に対する反応性の改善効果を7種類の浸漬液のpH

を10段階に調整した状態（合計70種類）で比較し，0．IMTris－HCI　b嚇er（pH　8．0）

が全ての抗体の反応性の向上に最も高い効果が得られたと報告している。本研

究で使用した抗体においても，0。1MTris－HCI　b漁er（pH　8．0）で最も安定した抗

原賦活効果が得られた。
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Table 1. Antibodies used forimmunohistochemical evaluation ofthe
reactivities forswine lymphocytes in formalin-fixed, paraffin-embedded,

antigen-retrieved tissue sections.
and

Antibody* Specificity Dilution Source

Human CD45
(clones 2B11 + PD7/26)

Human K Iightchain
(Polyclonal)

Human K light chain
(Afiinity-purified

polyclonal)

Human K light chain
(clone Hp 6053)

Human A lightchain
(Polyclonal)

Human A lightchain
(Affinity-purified

polyclonai)

Human A lightchain
(clone Hp 6054)

Human CD20-cy
(clone L-26)

Human CD35
(cloneTo5)

Human CD45RA
(clone 4KB5)

Human CD45RA
(clone MB-1)

Human CD74
(clone LN-2)

Human CDw75
(clone LN-1)

Human CD79 a
(clone HM57)

Human CD79 B
(clone B29/123)

clone DBA.44

clone DBB42

Leukocyte

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

B cell

prediluted

1:30,OOO

1:100

Prediluted

1:30,OOO

1:100

Prediluted

1:50

1 : 200

1:50

l:25

Prediluted

Prediluted

1:10

1:10

1:50

Prediluted

Dako, Kyoto, Japan

Dako

Tago, Burlingame, USA

Nichirei

Dako

Tago

Nichirei

Dako

Dako

Dako

,Tokyo, Japan

Bio-ScienceProductsAG,
Emmenbrucke,
Switzerland

Nichirei

Nichirei

Masson et al. [83]

Masson et al. [84]

Dako

Immunotech SA,
Marseilles, France



clone MB-2

HLA-DR
(clone :DaLL. 1B5)

HLA-DR
(clone CR3143)

HLA-DR
(clone LN-3)

Human CD3
(polyclonal)

Human CD43
(clone MT-1)

Human CD45RO
(clone UCHL-1)

Human CD45RO
(clone OPD-4)

SLA class-II

(clone H42A)

SLA class-II

(clone MSA3)

SLA class-II

(clone TH14B)

Swine CD2
(clone MSA4)

Swine CD2
(clone PG168A)

Swine CD4
(clone PT90A)

Swine CD8
(clone PT36B)

Swine CD8
(clone PT81B)

B cell

B cell

B cell

B cell

T cel1

T cell

T ce11

T cell

B cell

B cell

B cell

T cell

T ceII

T cell

T ce11

T cell

1

1

:25

:100

1:50

Prediluted

1:200

1:25

1:50

1:50

1:100

1 : 200

1:50

1:100

1:100

1:50

1:50

1:50

Bio-Science

Dako

Dako

Nichirei

Dako

Bio-Science

Dako

Dako

VMRD,Pullman,
Washington

VMRD

VMRD

VMRD

VMRD

VMRD

VMRD

VMRD

* HLA == human Ieukocyte antigen; SLA = swine leukocyte antigen.
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Fig u re Legends

Fig. 1 Lymphnode;pig. SpecificCDw75(cloneLN-1)stainingofgerminal

centers. Labelledstreptoavidin-biotin(LSAB)methodwithmicrowave

heatinginO.IMTris-HCIbuffer(pH8.0). Bar=200pm.

Fig. 2 Lymphnode;pig. SpecificCD79B (cloneB291123)stainingofmantle

zones. LSABmethodwithmicrowaveheatinginO.1MTris-HCIbuffer

(pH8.0). Bar-200ym.

Figs. 3 N5 PolyclonalCD3-positivitiesinlymphoidtissues;pig. Thepositivities

  specific to T cell areas: paracortical area (PCA) in a lymph node (Fig. 3),

  and periarterioloar Iymphoid sheath (PALS) in a spleen (Fig. 4), and

  thymus(Fig. 5). Noticesomepositivecellsin1ymphoidfo11icles(F,

  inFig. 3). Medullarythymocytes(M)hadmoreintensepolyclonal

  CD3teactivitythandidcorticalthymocytes(C). LSABmethodwith

  microwave heating in O.1M Tris-HCI buffer (pH 8.0).

  Bar == 200 lrm (Figs. 3 and 4) and 100 1rm (Fig. 5).

Figs. 6 N 8 HLA-DR (clone'I)dtL.1B5)-positivities in lymphoid and nonlymphoid

  tissues;pig. LocalizationsofHLA-DRingerminalcenterlymphocytes,

  interdigitating cells (arrows), and high endothelial venules (asterisk) of

  lymph node (Fig. 6), epithelial reticular cells (ERC) in the medulla (M)

  and interdigitating cells (arrows) in the cortex (C) of thymus (Fig. 7), and

  Langerhanscellsofskin(Fig. 8). LSABmethodwithmicrowave

  heating in O.1M Tris-HCI butfer (pH 8.0).

  Bar - 1OO lim (Figs. 6 and 7) and 50 l"n (Fig. 8).
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7．和文要約

ホルマリン固定・パラフィン切片とした豚組織中のリンパ球に反応する抗

体の検索

　組織や血液中のリンパ球subsetを同定することは，家畜の正常および病的な

免疫反応の解明，リンパ球増殖性疾患の診断のために重要である。特に豚は，

ヒトの心血管，皮膚および栄養性疾患，移植並びに悪性黒色腫などのモデル動

物として広く使われているために，人体医学の立場からも免疫応答の解明が必

要とされている。単クローン性抗体を使った免疫組織化学的検索は，これらの

研究手段として最も高感度で有用なものの一つである。豚のリンパ球を認識す

る単クローン性抗体は幾つか作製されているが，これらは通常，新鮮な細胞浮

遊液あるいは組織の凍結切片にしか応用出来ない。そこで，ヒトあるいは豚の

リンパ球に反応する抗体の内，ホルマリン固定・パラフィン切片とした豚組織

中のリンパ球に良好に反応する抗体があるかどうか，脱パラフィン切片に対す

る幾つかの抗原賦活処理法を組み合わせて免疫染色を行い，検討した。　また，

これらの抗体に最適な抗原賦活処理法についても検討した。

　材料と方法：合計33種類のリンパ球に反応する抗体（ヒトのリンパ球に反

応する抗体は25種類，豚のリンパ球に反応する抗体は8種類）について検討し

た。使用した抗体に対する最適な抗原賦活条件を決定するために，11種類の抗

原賦活処理法（6種類の浸漬液を使ったマイクロウェーブ熱処理，2種類の市販

浸漬液を使った熱湯中での加熱処理および3種類のタンパク分解酵素を使った

酵素処理）を実施した。処理後，未処理切片と一緒に免疫染色した。

　結果＝検討した合計33種類の抗体の内，polyclonal抗ヒトκ鎖抗体（Dako社），

polyclonal抗ヒトλ鎖抗体（Dako社），抗CDw75抗体（clone　LN－1），抗CD79α

抗体（clone　HM57），抗CD79β抗体（clone　B　29／123），抗HLA－DR抗体（clone　1AL．

1B5）およびpolyclonal抗（D3抗体（Dako社）の合計7種類のヒトのリンパ球

に反応する抗体が，ホルマリン固定・パラフィン切片とした豚組織中のリンパ

球に良好な反応性を示した。これらの抗体の陽性部位は，ヒトでの報告とほぼ

一致した。11種類の抗原賦活処理の効果を比較したところ，抗ヒト軽鎖抗体に

は，0．1％trypsinによる酵素処理が，他の抗体には，0．IMTris－HCI　buf財（pH　8．0）

中でのマイクロウェーブ熱処理またはantigen　retdeval　solution（Dako社）中での

熱湯による加熱処理が最も良い結果を得た。

　結論：7種類のヒトのリンパ球に反応する抗体は，ホルマリン固定・パラフ

ィン切片とした豚組織中のリンパ球subsetの同定，鑑別および特徴付けに役立

つ・また・脱パラフィン切片を適切に抗原賦活処理することによって，凍結切

片しか反応しない抗体や抗原由来の動物種しか反応しない抗体でもパラフィン

切片に応用可能である。

16



s... ;¥!gko

Evaluation of Antibodies Reactive with Swine Lymphocytes in
Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, and Antigen-Retrieved
Tissue Sections.

Introduction: Typing of lymphocyte subsets in tissues and blood is important for

understanding normal and pathologic immune reactions and for diagnosis of

lymphoproliferative diseases in domestic animals, as well as human beings.

Clarification ofimmune responses in swine in particular has been needed for human

studies, because swine have been widely used as animal models of diseases of the

cardiovascular system and skin, and of nutrition, transplantation, and malignant

melanoma. ImmunohistochemicalIabelingwithmonoclonalantibodiesisoneofthe

mostsensitiveandusefulmethodsforsuchstudies. Althoughsomemonoclonal

antibodies that recognize swine lymphocytes have been generated, these antibodies

usuallyrequirefreshcellsuspensionsoruseoffrozentissuesections. Thepurposesof

the study were to determine whether antibodies raised against human or swine

lymphocytes are reactive with swine lymphocytes in formalin-fixed, paraffin-embedded,

and antigen-reuieved tissue sections, and to determine the conditions suitable for antigen

retrieval.

Materials and Methods: A total of33 antibodies (25 anti--human and 8 anti-swine)

reactive with lymphocytes were evaluated. For antigen retrieval, we tested 11 methods:

heating with 6 soaking solutions in a microwave oven, heating with 2 commercially

available soaking solutions in a water bath, and enzyme digestion with 3 proteases.

After these treatments, sections were immunostained along with untreated sections.

Results: Of33 antibodies tested, polyclonal anti-human rc lightchain antibody (Dako),

polyclonal anti-human A light chain antibody (Dako), CDw75 (clone LN-1), CD79 a

(clone HM57), CD79 B (clone B291123), H]LA-DR (clone TAL. 1B5), and polyclonal

CD3 (Dako) were strongly reactive with swine lymphoid tissues, when deparaffinized

sections were digested with O.1 % trypsin (for anti-human light chain antibodies) , or

heated in O.1M Tris-HCI buffer (pH 8.0) in a microwave oven or with antigen-retrieval

solution(Dako)inawaterbath(fortherestofantibodies). Allpatternsofpositive

stainmg were essentially the same as those previously described in human beings.

Conclusion: These 7 antibodies, with the antigen retrieval sequences, are helpfu1 in

identifying, distinguishing, and characterizing lymphocyte subsets in archival sections of

swinelymphoidtissues. Inaddition,thefindingsindicatethatsomeantigen-retrieval

methods can appreciably expand the range of antibodies useful in paraffin-

immunohistochemistry, including those that otherwise work only on sections from frozen

tissues or from an antigen-derived species.
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第2部門の回腸リンパ腫の組織学的，酵素細胞化学的，
　　　　免疫組織化学的および超微形態学的検索

1．緒言

　リンパ腫（同義語：悪性リンパ腫，リンパ肉腫）［94］は，豚の好発腫瘍の一

つであるが，詳細な病理学的特徴は十分頃明らかにされていない［8，45，94］。

　家畜のリンパ腫（非ポジキンリンパ腫）は，腫瘍の解剖学的発生部位によっ

て，多中心型（multicentdc），胸腺型（thymic），消化器型（alimentary），皮膚型

（cutaneous）および孤立型（solitary）に分類されている［45，94，107］。豚のリ

ンパ腫では，大部分を多中心型，一部を胸腺型が占め，他の病型は極めて希と

されている［8，45，107］。しかし，最近になって，豚の消化器型リンパ腫と見な

しうる症例が相次いで報告された［2，27，36，37，42，52，80，g6－101，133，148－

150］。なかでも鹿嶋ら［52］は，7例の小腸原発のリンパ腫を病理学的に検索し，

特徴として腹腔臓器漿膜への腫瘍細胞の播種および濾胞性リンパ腫の好発を報

告している。

　家畜の消化器型リンパ腫は，猫に頻発することが知られている［94，147］。腫

瘍は胃幽門部から大腸にかけて単発あるいは多発し，特に空腸と回腸に好発す

る。転移は，腸間膜リンパ節，肝臓，脾臓，腎臓および骨髄に見られ，白血化

は希とされている［73，92，127，147，152］。回腸バイエル板での初期リンパ腫病

変および腸間膜リンパ節への初期転移は，胚中心に見られる。腫瘍細胞はB細

胞由来で，腫瘍組織内に核崩壊物を貧食した組織球の散在を伴う　［73，94，127，

147］。この像は腫瘍細胞を夜空，組織球を星にたとえ，星空像（starry　sky

appearance，　starry　sky　phenomenon）と呼ばれている［56，73，127］。これら猫の消

化器型リンパ腫の病理像は，ヒトのバーキットリンパ腫に似ているとされてい

る［78，127，153］。Hayashiら［27］は，豚のリンパ腫36例中16例に，ヒトの

バーキットリンパ腫に似た組織学的特徴を見いだしている。ヒトのバーキット

リンパ腫の腫瘍細胞は，びまん性に増殖する中型～大型細胞で，微細なクロマ

チンと数個の核小体を有する類円形核，好塩基性かつピロニン好性の狭い細胞

質が特徴である。細胞質には空胞が見られ，空胞には脂肪が証明される。腫瘍

細胞は，相互に密着するために，多角形を呈することが多い。免疫学的にはIgM

型の表面免疫グロブリンを有する。超微形態学的には，豊富な脂肪滴とポリゾ

ーム，核ポケット形成を特徴とする［56，134，154，155］。Epstein－Baπウイルス

（EBV）は，ヒトのバーキットリンパ腫の原因の一つとされており［146，158］，

Sou血em　blotting法による検索では，ヒトの非ポジキンリンパ腫にもEBV遺伝子

や関連蛋白が高率に検出され，これらの腫瘍の発生における関連が注目されて

いる［51，128，146，158］。
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　家畜の消化器型リンパ腫の様にリンパ節以外の臓器組織から発生するリンパ

腫は，ヒトでは節外性リンパ腫と呼び，リンパ節から発生する節性リンパ腫と

区別されている［102，131］。ヒトの節外性リンパ腫は，ワイダイエル輪や回腸

バイエル板の様に生理的にリンパ組織のある臓器に発生する場合と，胃や甲状

腺の様にリンパ組織のない臓器に慢性炎症を背景に発生する場合とが区別され

ている［4，102］。ヒトでの部位別発生頻度は，約30％を消化管が占め，その大

部分が胃および回腸から発生する［4，15，16，63，66，93，95，102，131］。

　リンパ球の大部分は，免疫学的にB細胞とT細胞に分類され，リンパ球の悪

性腫瘍であるリンパ腫は，それぞれの細胞系列から発生する［134，157］。家畜

のリンパ腫の研究は，臨床・肉眼・組織学・細胞学的検索が中心であったが，

病理検査技術の進歩によって，電子顕微鏡，酵素組織化学およびEロゼット形

成法を組み合わせたりンパ腫細胞の細胞由来の決定および特徴付けに発展した

［94］。更に最近では，家畜のリンパ球の分化抗原（cluster　of　di価erendation，α））

に対する単クローン性抗体の開発によって［68－71］，リンパ腫細胞の免疫学的

な特徴付けが可能になっている。しかし，大部分の抗リンパ球抗体は，ホルマ

リン固定・パラフィン切片に応用不能で，しかも市販されていない［1，44，68．

71］。しかし，著者は本論文の第1部において，脱パラフィン切片を適切に抗原

賦活処理することによって，ヒトのリンパ球に反応する抗体であるpolyclona1抗

ヒトκ鎖抗体（Dako社），　polyclonal抗ヒトλ鎖抗体（Dako社），抗CDw75抗体

（clone　LN－1），抗CD79α抗体（clone　HM57），抗CD79β抗体（clone　B29／123），

抗HLA－DR抗体（clone　TAL．1B5）およびpolyclonal抗CD3抗体（Dako社）が

ホルマリン固定・パラフィン切片とした豚組織中のリンパ球に良好に反応する

ことを見いだした［132，133］。

　本論文の第2部では，豚の回腸リンパ腫の病理学的特徴，特に十分に検索さ

れていない腫瘍細胞の特徴を明らかにするために，第1部での研究成果を免疫

組織化学的検索に加え，更に最近のヒトおよび家畜のリンパ腫の研究手段や成

果を参考にしながら，収集した12例を肉眼的，組織学的，酵素細胞化学的，免

疫組織化学的および超微形態学的に検索し，得られた所見を猫やヒトの小腸リ

ンパ腫，ヒトのバーキットリンパ腫と比較し，特徴付けた。また，免疫組織化

学的手段を使った腫瘍組織からのEBVの検出も試みた。

2．材料

　1980年から1994年までの15年間に，高知県の2か所で行った食肉衛生検査

で発見された26例の豚のリンパ腫の内，回腸を侵す12例を本研究の材料とし

た。明らかに多中心型リンパ腫の病型を示し，腫瘍が小腸および支配リンパ節

に波及したと考えられる症例は，除外した。
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3．方法

（1＞発生率

　豚のリンパ腫および回腸リンパ腫の発生率を，10万頭あたりの発生頭数とし

て算出した。また，豚のリンパ腫の発生頭数に占める各解剖型の割合も計算し

た。

　　　（2）臨床事項

症例の臨床症状，品種，性別，年齢，生産者および生産地を調査した。

（3）肉眼検査

　一般的な観察作法は，成書に従った［108，122］。

　症例の原発部位，形と性状，大きさ，色，硬さ，腸管壁の侵襲，腸管の狭窄

の有無および近隣リンパ節への連絡について観察した。

　転移巣の確認は，脳を含む全身の臓器およびリンパ節（特に原発部位の支配

リンパ節）にわたって，病変の有無，程度および性状について観察した。

（4）組織・細胞学

　一般的な採点作法［5，108，122，155］およびリンパ節の検体処理［103］は，

文献に従った。リンパ節の丸のまま固定，ホルマリン固定の時間，パラフィン

包埋中の脱水の具合，切片の伸展温度および切片の厚さなどは，リンパ腫の細

胞型の決定に重要な細胞の大きさ，核の形態，クロマチンの分布などの形態保

持に影響を与えるので［5，103，155］，リンパ腫の組織標本は，こうした点に注

意して作製した。

　腫瘍組織を含む全身臓器およびリンパ節を採賦し，割面の膨隆を避けるため

に，被膜の一部に割面を入れてから［103］，10％中性緩衝ホルマリン液または市

販20％中性緩衝ホルマリン液（マイルドホルム20N：和光純薬工業，大阪）を

使い，室温で48時間振盛固定した［143，144］。ただし症例1，2は，少量のホル

マリン液晶で，2週間ほど固定されていた。固定材料は，パラフィン包埋後，2－

4μmに薄切した。切片は，細胞核の形態保持のために，40℃の湯上でゆっくり

伸展させ，剥離防止のために，aminopropyl　triethoxysilane（ナカライテスク，京

都）を塗布したスライドガラス［55，74］に密着させてから，37℃の艀卵器内で

一晩乾燥させた［5，103，155］。

　組織染色は，一般的観察のためにHE染色，細胞の観察のためにメイ・ギム
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ザ染色，細胞内多糖体の観察のためにジアスターゼ消化試験を併用した過ヨウ

素酸シッフ（PAS）反応，細胞質内RNAの観察のためにリボヌクレアーゼ消化

試験を併用したメチルグリーン・ピロニン染色，および細網線維の発達具合に

よってリンパ腫細胞の増殖様式を観察するために渡辺氏鍍銀染色・NF変法を行

った。

　回腸リンパ腫の組織分類には，我が国で広く用いられているヒトのリンパ腫

の組織分類であるthe　lymphoma－leukemia　study　group　of　Japan（LSG）分類を採用

した［56］。細胞型は，腫瘍組織中に半数以上を占めるリンパ腫細胞の核の大き

さに基づいて決定し，腫瘍組織中に混在する組織球の核と比較して，リンパ腫

細胞の核が大きいものを大型，同大と見なされるものを中型，より小さいもの

を小型とした［56］。

　白血化の有無の確認のために，前腸間膜静脈から残存血液を採取し，塗沫標

本をメイ・ギムザ染色した。残存血液塗抹内または組織標本中の血管内にリン

パ腫細胞の存在が確認できた場合，リンパ腫の白血化と見なした［100］。

（5）酵素細胞化学

　回腸リンパ腫の細胞由来を決定するために，alkaline　phosphatase（ALP）陽性

所見をB細胞の指標にした［104，113］。また，acid　phosphatase（ACp），α一naphthyI

butyrate　esterase（ANBE）およびβ一glucuronidase（BG）については，びまん性穎

粒状～点状陽性所見をB細胞の指標に，限局性点状陽性所見をT細胞の指標に

した［113］。症例6－12のリンパ腫組織と染色の対照のための正常な豚のリン

パ節および胸腺組織は，5㎜厚に切り出し，割面を浅く，さいの目に切った。

．そこからタッチ・スメア標本を作製し，ドライヤーで5分間，送風乾燥した。

染色まで標本を保存するために，乾燥固定した標本をプラスチック製スライ

ド・ボックスに入れて蓋をビニル・テープで密封し，更にチャック付きポリ袋

に入れ，一80℃のディープ・フリーザーに入れた。保存標本の染色は，冷凍保存

したポリ袋入りスライド・ボックスを1時間ほど放置して室温に戻してから開

封し，標本をドライヤーで5分間，送風乾燥してから行った。酵素染色は，ALP

をNanbaらの方法［104］で，他の酵素は染色キット（ACP，　ANBE：武藤化学

薬品，東京；BG：Sigma　Chemical，　USA）で行った。

（6）免疫組織化学

　回腸リンパ腫の腫瘍細胞，増殖様式，増殖能および浸潤細胞の特徴を明らか

にするために，固定状態の悪かった症例1と2を除く，10例のホルマリン固定・

パラフィン切片を使った免疫染色を行った。EBV（clone　PE　2）の染色には，症
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例6－12のタッチ・スメア標本をアセトン固定したものを使用した。一般的な

染色作法は，成書に従った［156］。染色試薬は，Labelled　streptoavidin－biotin法［23，

25］による免疫染色キット．（Universal　LSAB　kit，　Dako，京都）を使った。標識酵

素は，horseradish　peroxidaseまたはalkaline　phosphataseを使用した。用いた一次

抗体はTable　1に示した。これらの抗体には，本論文の第1部での研究で，豚組

織のホルマリン固定・パラフィン切片中のリンパ球に良好に反応することが判

明したpolyclonal抗ヒトκ鎖抗体（Dako社），　polyclona1抗ヒトλ鎖抗体（Dako

社），抗CDw75抗体（clone　LN－1），抗CD79α抗体（clone　HM57），抗CD79β

抗体（clone　B29／123），抗HLA－DR抗体（clone　1AL．1B5）およびpolyclonal抗

CD3抗体（Dako社）を含んでいる。

　染色手順の概略は以下の通りであった。組織切片は，レモゾール（和光純薬

工業，大阪）中で脱パラフィン後，エタノール下降系列を通した。標識酵素と

してhorseradish　peroxidaseを使用する場合には，内因性ペルオキシダーゼ活性を

除去するために，100％エタノールを通した後，0．3％過酸化水素水加メタノール

に30分間浸した。水洗後，抗原性の賦活処理を行なった。抗原賦活法として，

免疫グロブリン，アルブミンおよびEBV（clone　CS　1－4）の染色には，0，1％trypsin

（Dako，京都）一PBSSを使って脱パラフィン切片を37℃で15～60分間消化し

た［ll，84］。消化後，切片をPBSSで洗浄した。Te㎜inal　deoxynucleotidyl　trans∬erase

（TdT）の染色には，05％d・・xydb・n・clease　I（餌・d・II　DNase－1，　B・・h・g・・M㎞，im

Biochemica，　Ge㎜any）加0．05MTris－HCI　bu伍er（pH　8．1）を使って，脱パラフィ

ン切片を37℃で60分間消化後，PBSSで洗浄し，更に0．1％trypsin－PBSSで，

37℃で30分間消化した［47，114］。消化後，切片をPBSSで洗浄した。また，

他の抗体の染色には，脱パラフィン切片のマイクロウェーブ熱処理を行った。

まず250m1の0．1MTris－HCI　bu脱r（pH　8．0）の入ったポリプロピレン製バット

（Dako，京都）を電子レンジ（H2500　microwave　processor，　Energy　Beam　Science，

USA）の回転皿の中央部分に置き，沸騰させた。その後，脱パラフィン切片を

浸潰し，3分間×3回マイクロウェーブ熱処理（600W）した［124，156］。1回の

照射毎に，蒸発した水分を補給した。マイクロウェーブ照射後，氷水中でバッ

トごと10分間冷却し，それから切片をPBSSで洗浄した。抗原性の賦活処理後，

血豆（多目的インキュベーションチャンバー，コスモ・バイオ，東京）内で，

染色キットの手引き書に従って免疫染色を行なった。一次抗体は，4℃で24時

間反応させた。標識酵素の発色基質溶液として，peroxidaseには0．02％過酸化水

素水を含む0．02％3，3’一diaminobenzidine　tetrahydr㏄hlodde（DAB：和光純薬，大

阪）一PBSSを，　an（aline　phosphata関にはnew　fuchsin基質キット（Dako，京都）を

使用した。なお，DABによるperoxidaseの発色を増強するために，発色基質液

に0．02％塩化ニッケルを添加したり［35，156］，DAB反応後の標本を0．5％硫酸

銅・0・9％塩化ナトリウム混合水溶液に5分間浸漬した［117］。対比染色として，
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Mayerのヘマトキシリン液で1分間染色した。血漿成分のdi飾sion　altifactによる

免疫グロブリンの偽陽性は，アルブミンの陽性染色で確認した［81］。EBV以外

の免疫染色の対照には，ホルマリン固定・パラフィン切片とした正常な豚のリ

ンパ節，脾臓，扁桃，胸腺，回腸および肝臓を使った。

（7）超微形態学

　一般的な検体処理，標本作製および観察の作法は，成書［30，90］および文献

［20，89］に従った。

　回腸リンパ腫組織のホルマリン固定材料（症例3，7－9）および新鮮材料（症

4－6，10－12）を細切し，25％グルタールアルデヒド液で4℃で2時間固定し，

更に1％オスミウム酸液で4℃で1時間後固定し，アルコール脱水，プロピレン

オキサイドによる置換後，エポン包埋した。各症例とも2個以上の包埋ブロッ

クから超薄切片を作製し，酢酸ウラン液とクエン酸鉛液とで二重染色後，電子

顕微鏡（H－300型，日立，東京）で50個以上の細胞を観察した。
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4．結果

（1）発生率

　高知県での豚のリンパ腫および回腸リンパ腫の発生率は，1980年から1994

年までの15年間で，10万頭あたりそれぞれ1．7頭，0．8頭であった。リンパ腫

26例の解剖学的病型は，回腸に発生した消化器型12例（46％）および多中心型

10例（38％）で，その他は，肝臓漿膜面だけに多数の腫瘤が見られた3例（12％）

および胸腺型1例（4％）であった。

（2）臨床事項

　各症例の品種，性別および年齢は，Table　2に示した。臨床症状，特に，消化

管障害によって生じる削痩および下痢は記録されていなかった。全症例とも県

内産の豚であったが，特定の生産者や生産地にリンパ腫が発生する傾向は見い

だせなかった。

（3）肉眼所見

　回腸腫瘍の大きさ及び転移部位は，Table　2に示した。回腸腫瘍は，回腸末端

部の腸間膜付着部の反対側から孤立性に発生し，直径は3～25㎝であった（Fig．1）。

回腸腫瘍の割面では，粘膜面の潰瘍や出血が見られ，粘膜下に乳白色の腫瘍塊

が回腸壁の外側に向かって隆起していた（Fig．1）。回腸腫瘤による内腔の狭窄

は見られなかった。腸間膜リンパ節に転移が見られ，回腸原発腫瘍と同大か，

それ以上の大きさの腫瘍塊を形成し，原発巣よりも広範な壊死や出血が見られ

た（Fig．1）。特に，症例3，6～8，10，11では，回腸腫瘍が腸間膜の脈管を通じて

近隣…リンパ節に波及していた（Fig．1）。症例lo，11では，回腸に直径約20（m

の腫瘤が見られ，重度の潰瘍によって内腔が拡張していた（Fig．2）。また症例

10，11では，特徴的な漿膜転移が肝臓，大腸，大網および脾臓に広範囲に見られ

た（Fig．2）。症例9では，わずか直径3cmの原発腫瘍であったにもかかわらず，

リンパ節転移が見られた（Fig．3）。胸腺，皮膚，骨髄および神経系を含む他の

臓器に，著変は見られなかった。

（4）組織・細胞学的所見

回腸腫瘍の辺縁には，バイエル板から腫瘍組織への移行が観察された

（Fig．4）。12例の腫瘍細胞は，細胞学的特徴よって2種類に大別された。
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　症例9を除く11例の腫瘍細胞は，組織球の核よりも幾分大きい程度の細胞核

を持ち，粗網状クロマチンを持つ円形～類円形の胞状核，厚い核膜に付着する

数個の核小体が特徴であった。細胞質は乏しく，両染性で，細胞境界は明瞭で

あった（Fig．5）。これらの細胞の形態学的特徴は，正常リンパ組織の胚中心に

存在する大型非切れ込み細胞の特徴に酷似し，大きさは，やや大型または同大

であった（Fig．6）。また，一部の腫瘍細胞は，より大型化し，一個の明瞭な核

小体が核の中央に位置する免疫芽球様の形態を示していた（Fig．5）。これらの

特徴を持つ腫瘍細胞は，LSG分類によって，びまん性・大細胞継切れ込み型

（DLNC型），胚中心細胞性［130］に分類されたが，ヒトのびまん性大細胞非

切れ込み型リンパ腫細胞と比べ，やや小型であった［56，130，155］。

　一方，1例（症例9）の腫瘍細胞は，大型の免疫芽球様細胞と中型から小型の

形質細胞様細胞で，細胞が小型になるにつれ，核の偏在，核クロマチンの核縁

への凝i集が見られた（Fig．7）。細胞質は好塩基性を示し，細胞境界は明瞭であ

った。形質細胞様のリンパ腫細胞には，PAS陽性で，ジアスターゼ抵抗性め核

内封入体（Dutcher　body）や細胞質封入体（Russell　body）が見られた（Fig．8）。

腫瘍組織中には，軽度の線維化が見られた。これらの腫瘍細胞の特徴は，LSG

分類によって，びまん性混合型（DM型），抗体産生細胞性［31］に分類された。

　その他の組織所見は，二つの細胞型に共通していた。細胞質には，リボヌク

レアーゼ感受性ピロニン好性物質が充満し，豊富なRNAの存在が証明された。

また細胞質は，ギムザ染色で紫色に染まり，いわゆる形質細胞様色調を示した

（Fig．7）。分裂像は，400倍で1視野当り3－5個であった。リンパ腫細胞は，

バイエル板のリンパ濾胞を胚中心の暗調帯から侵襲・置換し（Fig．9＞，びまん

性に増殖しながら筋層に浸潤し，列をなしていた（Ind1an　me　in∬hation）（Fig．10）。

症例10，11に見られたリンパ腫細胞の腹腔臓器漿膜への播種性病変には，肝臓

を除いて，臓器実質への浸潤は見られなかった。腫瘍組織，特に壊死・出血部

位では，核崩壊物を貧食した組織球が散在し，星空像を示していた（Fig．11）。

また，回腸の腫瘍組織には，好酸球が散在性に見られた。転移の見られたリン

パ節は，腫瘍細胞によって大部分が置換されており，辺縁に残存するリンパ濾

胞やリンパ洞にもリンパ腫細胞が浸潤していた（Fig．12）。

　症例10，llでは，腸間膜静脈の残存血液および組織標本中の脈管内にリンパ

腫細胞が見られた（Fig．13）。

　回腸やリンパ節の腫瘤の被膜直下や割面付近のリンパ腫細胞には，細胞の収

縮や核クロマチンの繊細化が見られた。また，メイ・ギムザ染色標本は，HE標

本よりもリンパ腫細胞の核膜，核小体およびクロマチンが明瞭に染色され，形

態観察が容易であった。
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（5）酵素細胞化学的所見

　結果は，Table　3に示した。　ALP陽性像は，症例6～8，10のリンパ腫細胞の細

胞膜に見られた（Fig．14）。　ACP（Fig．15）とANBE陽性像は，検索できた7例

全部のリンパ腫細胞の細胞質内に，びまん性穎粒状に見られた。正常リンパ節

の大部分のリンパ球は，ALP陽性，　ACPおよびANBEのびまん性穎粒状陽性を

示した。一方，正常胸腺の大部分のリンパ球は，ALP陰性で，　ACPおよびANBE

の限局性点状陽性を示した。豚リンパ球では，ACPがANBEやBGよりもはる

かに強い染色性を示した。一80℃で保存した未固定標本は，少なくとも2年間は

酵素活性に変化が見られなかった。

（6）免疫組織化学的所見

　結果は，Table　3に示した。検索した10例中9例に単クローン性の細胞質内免

疫グロブリンの発現が見られ，その内7例がIgM一λ型（Fig．16），1例がIgG一

λ型および他の1例がIgG一κ型であった。症例9に見られた核内および細胞質

内封入体には，免疫グロブリンが証明され，細胞質内免疫グロブリンと同一ク

ラス（lgM一λ型）であった。免疫グロブリンの陽性部位は，アルブミン陰性で

あった。使用した抗ヒトB細胞抗体の内，cD79αとcD79β（Fig．17）は，検

索した10例全てに陽性であったのに対し，CDw75は1例のみ陽性であった。

CDw75の陽性像は，　paranuclear　globuleとして観察された。リンパ腫細胞による

リンパ濾胞の侵襲部位では，S－100蛋白β亜分画陽性の濾胞樹状細胞（follicular

denddtic　cell，　FDC）の減数および網目状構造の破壊が見られた。リンパ腫細胞は，

FDCに接着し，その幾らかは，　FDCの細長い細胞突起で包み込まれていた（Fig．

18）。腹腔リンパ節リンパ濾胞への転移巣では，組織学的に濾胞構造を保ってい

たにもかかわらず，FDCは痕跡的であった（Fig．19）。腫瘍組織中には，多数の

s－100蛋白α亜分画陽性の組織球が認められ（Fig．20），その数は組織学的に認

められた組織球よりも多かった。10例の回腸リンパ腫細胞は，腫瘍の原発部と

転移部，細胞型の違いに関係なく，一様に増殖細胞核抗原に強陽性であった。

EBV抗原は全例で陰性だった。
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（7＞超微形態学的所見

　DLNC型リンパ腫細胞には，時に偏在する円形～類円形核，核縁に凝集する

クロマチンおよび数個の明瞭な核小体が見られた。細胞質には，粗面小胞体，

ミトコンドリア，ライソゾームおよびポリソームが見られ，これらの発達の程

度は様々であった（Fig．21）。ライソゾームは，限界膜に包まれたdense　bodyと

して観察され，大部分は細胞質内に散在性に分布していたが，希に集合性に分

布していた。幾つかの細胞には，ゴルジ装置，脂肪滴および細胞突起が良く発

達していた。DM型リンパ腫での大型細胞は，　DNLC型リンパ腫細胞と比べてク

ロマチンの核縁への凝集や核小体の大型化および核の中心部への移動が顕著で

あり，細胞質に粗面小胞体が発達していた。幾つかのリンパ腫細胞には，中等

度の電子密度示す物質の蓄積によって拡張した核膜槽および粗面小胞体が見ら

れた。細胞が小さくなるにつれ，核は偏在し，クロマチンは更に核縁へ凝集し

て形質細胞に見られるcl㏄k－face像を示し，粗面小胞体の拡張は更に顕著になっ

た。（Fig．22）。DNLC型リンパ腫細胞およびDM型リンパ腫細胞の中には，互い

の細胞突起による嵌合や未分化な細胞間結合装置による接着が見られた（Fig．

23）。リンパ腫細胞には，ウイルス粒子や細菌は認められなかった。腫瘍組織中

の組織球は，多数のライソゾーム穎粒や貧食された死細胞の破片を含み，隣接

するリンパ腫細胞に細胞突起を伸ばしていた（Fig．24）。
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5．考察

　我が国での10万頭当たりの豚リンパ腫の発生率（調査期間，発生頭数／検査

頭数，生産地）は，0．8頭（16年間，87頭／ll，407，151頭，茨城県内外）［101］，

1．2頭（8年間，1，005頭／80，609，950頭，全国調査）［109］，2頭（9年間，36

頭／1，672，136頭，名古屋市内外）［27］，25頭（7年間，20頭発生，鳥取県内

外）［42］と報告されており，高知県産品での発生率（1．7頭）は，報告の範囲

内であり，ほぼ全国並と思われた。一方，諸外国での10万頭当たりの発生率は，

0・3頭（West　Berlin，　Ge㎜any）～64頭（adis往ict，　France）と様々である［8，86，94］。

　豚のリンパ腫での解剖学的病型は，大部分を多中心型，一部を胸腺型が占め，

他の病型は極めて希とされているが［8，45，107］，最近になって，豚の消化器型

リンパ腫の症例が相次いで報告された［2，27，36，37，42，52，80，g6．101，133，

148－150］。しかし，高知県で収集した豚のリンパ腫の様に，消化器型（12例，

46％）が多中心型（10例，38％）よりも多く発生したという報告はない［2，27，42，

52，80，g6，101］。このことは，ヒトの小腸リンパ腫［15］と同様に，豚の消化器

型リンパ腫の発生率に地域差があることを示唆しているが，原因は不明である。

　ヒトの小腸に発生するT細胞性びまん性多形細胞型リンパ腫では，腸症が素

因とされている［63］。また，ヒトの胃や甲状腺のリンパ腫は，慢性炎症を背景

に発生することが知られており［134］，特に一部の胃のリンパ腫は，胃潰瘍や

胃癌の原因として注目されている11ε1∫COうααεアpy1痂の感染による反応性リンパ

組織過形成から発生すると考えられている［4，43，102］。豚の回腸リンパ腫の原

発部位と見なされるバイエル板では，反応性過形成がよく見られるので，豚の

回腸リンパ腫の発生には，何らかの抗原刺激による慢性炎症が関与しているの

かもしれない。

　豚のリンパ腫の原因の一つとして，他の家畜のリンパ腫や白血病と同様にレ

トロウイルス感染が考えられている［60］。豚のリンパ腫細胞の超微形態学的検

索によって，C型ウイルス粒子を認めたという報告もあるが［2，9，60］，好発腫

瘍とはいえ発生頻度が低いこと，内在性レトロウイルスとの区別が困難である

こと，ウイルス接種によるリンパ腫発生の再現が成功していないことによって，

原因としては確定されていない［60］。

　Epstein－Ban・ウイルス（EBV）は，ヒトのバーキットリンパ腫の原因の一つと

されている［146，158］。また，他の非ホジキンリンパ腫や上皮細胞由来の腫瘍

にもEBV遺伝子や関連蛋白が証明され，これらの腫瘍の発生における関連が注

目されている［51，128，146，153，155，158］。B細胞性の非ホジキンリンパ腫では，

びまん二大細胞型や免疫芽球型にEBV陽性率が高いことが報告されている［128，

158］。Hayashiら［27］は，豚のリンパ腫36例中16例にバーキット型（LSG分

類）が見られたと報告しているが，著者の検索した豚の回腸リンパ腫では，バ
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一キット型の細胞学的特徴を持った腫瘍細胞は1例も見られなかった。更にそ

の原因の一つとされているEBVの免疫染色が全例陰性であったので，本腫瘍の

発生におけるEBVの関与も考えにくい。

　以前に報告された豚の消化器型リンパ腫の大部分は，回腸からの単発例であ

るが，なかでも鹿嶋ら［52］は，回腸腫瘍の腹腔内播種と腹腔を中心としたリ

ンパ節転移を示した7例を報告している。また，鹿嶋らと同様の症例を，内藤

　［98］，田中ら［136］，東京都芝浦食肉衛生検査所［148］が報告している。著

者の収集した症例は，12例中10例　（83％）が局所リンパ節の侵襲に留まって

いたが，これらの症例に見られたリンパ腫細胞の筋層および漿膜への浸潤は，

腹腔内播種に発展する途上にあったことを示している。これら10例と同様の症

例は，安斎ら［2］，Hayashiら［27］，茨城県県北食肉衛生検査所［36］，茨城県

県西食肉衛生検査所［37］，Musonda［96］，長嶋［97］，内藤［98］，中島ら［101］，

栃木県食肉衛生検査所［149］，塚本［150］によって報告されている。一方，中

島ら［99］，Nakajimaら［100］は，腸間膜リンパ節（5例），腹部リンパ節（1

例）および腸管（1例）を原発とし，腹腔内播種ならびに腹部・胸部・体表リン

パ節転移の見られた7例を腹部型として報告している。Ma蹟cato［80］は，イタ

リアのボローニャで25年間に病理解剖した豚のリンパ腫42例中に消化器型4

例を見いだし，腫瘍は胃（1例），胃と小腸（1例）および小腸（2例）に見られ

たと報告している。また，庄司ら［133］は，腫瘍が胃から直腸粘膜面に多発し

た1例を報告している。Marcato［80］や庄司ら［132］の報告は，豚の消化器

型リンパ腫の原発部位が必ずしも回腸だけではないことを示唆している。

　猫やヒトの小腸リンパ腫［15，16，63，66，73，93，95］並びにヒトのバーキット

リンパ腫［29，78］は，豚の回腸リンパ腫の様に回腸末端部から発生することが

多い。ヒトの腸管リンパ腫は肉眼的に，ポリープ型・潰瘍形成型・動脈瘤型・

拘縮型に分類されている［15，16，93，95］。また，猫やヒトの小腸リンパ腫の重

症例では，腫瘍細胞が腸管壁全周にわたって浸潤し，筋層や漿膜に達する［15，16，

66，73］。しかし，豚の回腸リンパ腫の様に腸間膜の反対側に腫瘤が形成され，

外側（筋層側）に向かって膨隆し，腫瘍細胞が腹腔内に漿膜播種するに至る様

な虚血は，見当らない。このような増殖態度は，豚の回腸リンパ腫に特異的と

思われる。症例9では，原発腫瘤が3㎝であったにもかかわらず，空腸リンパ

節に同じ大きさの転移腫瘍が見られた。リンパ節への転移巣がしばしば回腸の

原発巣よりも大きかったことを考えあわせると，豚の回腸リンパ腫は，猫の消

化器型リンパ腫［73，94］やヒトの腸管リンパ腫［66，102］と同様に早期に局所

リンパ節へ転移するが，すぐに遠隔のリンパ節に転移せずに，局所に長期間と

どまる傾向があるのかも知れない。

　豚のリンパ腫での白血化は希とされている［94］。しかし，‘病変が広範囲に拡

大した症例［8，152］，多中心型の症例［147］では，しばしば見られるといった
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記載もある。いずれにしても，多数例の豚のリンパ腫の血液検査を行った報告

がないので，更に検討する必要がある。豚の回腸リンパ腫では，腹腔に広範な

転移の見られた症例10，11で白血化が見られた。ヒトのびまん性B細胞性リン

パ腫は，白血化を示すことがある。しかし，その傾向は細胞型によって異なり，

大隊判型では約30％に，中細胞型では約10％に，混合型では希に見られる［56，

134］。

　家畜のリンパ腫の細胞分類は，ヒトのリンパ腫に関するRappapo質分類や

WHO分類を基本にして，　JarrenとMackey［45］によって作成された。また，こ

れに加えて増殖様式，解剖型，免疫学的区別を盛り込んだ家畜のリンパ性腫瘍

の分類が，MoultonとHarveyによって作成されている［94］。これら家畜のリン

パ腫の細胞分類では，核小体の大きい大型リンパ球は未熟型（poorly

di挽rentiated）で，核クロマチンが濃縮した小型リンパ球が成熟型または分化型

　（well－dif陀rentiated）としている。しかし，小型から中型の休止期リンパ球が抗

原刺激によってtransformし，大型の増殖期リンパ球になるリンパ球の

transfomlation現象が認識された現在では［56］，これらの分類は妥当性を欠くと

思われる。実際，大部分の家畜のリンパ腫の論文には，国内ではLSG分類［56］

が，国外ではWorking　Fomlulation［55，106，152，155］が準用されている。これ

ら2つのヒトのリンパ腫細胞の形態学的分類法は，リンパ腫の増殖様式，細胞

の大きさ，核の形態に基づいており，特にWorking　Fo㎜ulationは，細胞型によ

って臨床経過や予後の悪性度を軽度・中等度・高度の3群に設定しているのが

特徴である［56，106，155］。両者は，形態表現が詳細で互いに類似しており，細

胞型も両者でよく対応している。しかもこれらの分類法は，解説書やアトラス

［56，155］が豊富なので，適切な家畜または各動物種別のリンパ腫分類がない

現時点では，リンパ腫病変を記載する“共通語”として有用であろう。家畜の

リンパ腫の報告のなかには，リンパ芽球型（lymphoblasdc）として細胞分類した

症例が見られるが，獣医学領域では中～大細胞型，医学領域では小細胞型をそ

れぞれ意味していることが多く，この用語の使用や解釈には，注意が必要であ

る［152］。

　豚の消化器型リンパ腫の報告は，剖検所見の記載が中心であり［2，36，37，42，

52，97，101，133，148－150］，リンパ腫細胞の形態について詳しく言及したものは

少ない［27，80，99，100］。豚のリンパ腫の細胞型に関しては，10例以上を組織

検査したMi劇d［86］，　Musonda［96］，　Hayashiら［27］およびNak勾imaら［100］

の報告がある。Mig訓d［86］は，200例をRappaport分類［56］を使って1ymph㏄ydc

（42％）・1ymPhoblastic（34％），　histiocytic（15％）およびmixed（9％）に分類し

た。Hayashiら［27］は，36例をLSG分類を使って，大部分を，バーキット型

（16例）とびまん性混合型（15例）に分類した。Musonda［96］は，13例をLSG

分類を使って，12冊子びまん性中細胞型に分類した。また，Nak勾imaら［100］
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は，14例をKiel分類［92，155］を使って，11例をcenにoblastic－centr㏄ytic型（LSG

分類：濾胞性リンパ腫）に分類した。いずれの報告も分類法こそ違うが，豚の

リンパ腫は，小型，中型または混合型のリンパ腫細胞が多く，著者の症例のよ

うな大細胞型は少ないとしている。これらの報告の大部分は難中心酔リンパ腫

を材料としており，消化器型リンパ腫の細胞型と違っているのかもしれない。

Valli［152］は，資料の出所を明示していないが，　Working　Fo㎜ulationを使って

136例の豚のリンパ腫の81例（60％）をdi仔use　large　cell　type（LSG分類：びま

ん性大細胞型）に分類し，家畜病理学書に記載している。著者は，細胞の大き

さを決定するために，混在する組織球の核の大きさを基準にした。症例9を除

く11例の回腸リンパ腫は，びまん性・大細胞非切れ込み型，胚中心細胞性［130］

と分類されたが，腫瘍細胞の核は組織球の核よりも幾分大きい程度であった。

豚のリンパ腫の組織分類が進むにつれ，著者の症例に見られたリンパ腫細胞は，

中型細胞の範疇に含まれるかもしれない。しかし，11例のリンパ腫細胞の形態

学的特徴は，正常リンパ組織の胚中心に存在する大型非切れ込み細胞やヒトの

びまん肥大細胞非切れ込み型リンパ腫細胞に酷似していた。Working　Fo㎜ulation

では，中型核を持つリンパ島細胞でも大細胞型の細胞特徴を有するものは，こ

の範疇に入れている［155］。ヒトの腸管リンパ腫では，びまん性大細胞型が多

い［15，16，66，g3］。また，びまん性混合型の腫瘍細胞は，猫の消化器型リンパ

腫［152］やヒトの節外性リンパ腫に多い［31］。猫の場合，症例9に見られた

と同様に腫瘍間質の硬化を伴う［152］。Hayashiら［27］は，36例の豚のリンパ

心中に，びまん性混合型の回腸リンパ腫を1例見いだしている。ヒトのB細胞

性のびまん性大細胞型や混合型のリンパ腫は，胚中心細胞由来と考えられてお

り．［31，130，134，154，155］，回腸リンパ腫の腫瘍細胞の形態も正常リンパ組織の

胚中心細胞に類似していた。

　症例9（びまん性混合型）のリンパ卵細胞に見られた核内および細胞質内封

入体は，それぞれ免疫グロブリン（主にIgM）の貯留によって拡張した核膜槽

と粗面小胞体と考えられている［39］。これらの封入体の存在は，リンパ腫細胞

の免疫グロブリン産生能を示唆する形態所見である［28，31］。

　著者は，リンパ腫の組織標本作成過程で，腫瘍細胞の形態保持に大きく影響

を与えるリンパ節の丸のまま固定，ホルマリン固定時間，パラフィン包埋中の

脱水の具合，切片の伸展温度および切片の厚さなど［5，103，155］に注意して組

織標本を作製したが，被膜直下や割面付近のリンパ腫細胞には，形態に人工的

変化が見られた。このような箇所での形態観察は，避けるべきである。

　メイ・ギムザ染色標本はHE標本よりも，リンパ腫細胞の核膜，核小体およ

びクロマチンが明瞭に染色された。ギムザ染色は，核構造を鮮明に染色するだ

けでなく，大型胚中心細胞～免疫芽球～形質細胞の分化段階にあるリンパ球の

細胞質を紫色に染色するとされ，このような特徴によって，ヒトのリンパ腫研
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究者の多くは，リンパ腫細胞の形態観察には，ギムザ染色標本の使用を勧めて

いる［5，56，155〕。

　豚の回腸リンパ腫では，腫瘍細胞が筋層へ列をなして浸潤していた。この浸

潤様式は，Indian　in51tradon（Indian　in　a　me　inHlロation）と呼ばれ，ヒトのバーキッ

トリンパ腫細胞［29，153］やびまん性リンパ芽球型リンパ腫細胞［155］が密な

間質を浸潤する際に見られる。家畜のリンパ腫では，このような浸潤様式は報

告されていない。

　豚の回腸リンパ腫の組織に組織球と好酸球が混在した理由は不明であるが，

一部の組織球は壊死・出血部位に反応したものであろう。星空像は，ヒトのバ

ーキットリンパ腫の特徴的所見とされているが［29，153－155］，特異的所見で

はなく，ヒトのびまん感応細胞型リンパ腫にも見られる［66，156］。しかし，ヒ

トのリンパ腫から樹立した細胞株をヌードマウスに移植した場合，バーキット

型（LSG分類）だけに星空像が見られたという報告［154］もあり，出現するマ

クロファージの特徴が注目される。一方，家畜のリンパ腫でも，星空像は特定

の細胞型に特異的でないとされている［94，96，147］。Hayashiら［27］は，星空

像の存在するびまん性中細胞型リンパ腫を診断基準にして，36例中16例をバー

キット型に分類しているが，Musonda［96］は，13例の豚のリンパ腫を組織学

的検査し，星空像がびまん性大細胞型（LSG分類）にも見られたので，バーキ

ット型の特異性を否定している。また，星空像は，豚の濾胞性リンパ腫［100］

や免疫グロブリン産生B細胞性リンパ腫［49］にも観察されている。リンパ腫

組織への好酸球浸潤については，ヒトの腸管リンパ腫の一部［66］，小腸に発生

したびまん性T細胞性多形細胞型リンパ腫［56］，B細胞性びまん性混合型リン

パ腫［56］，びまん性大細胞型リンパ腫［155］および豚の小腸リンパ腫［27］

や濾胞性リンパ腫［49］で報告されているが，意義付けはされていない。

　豚のリンパ腫細胞を酵素細胞化学的に検索した報告は少ない［9，24，121，

131］。後藤ら［24］は，73例の豚のリンパ腫について，リンパ球のためのALP，

ACP，　adenosine　triphosphate，α一naphtyl　ace｛ate（ANAE）などの酵素染色を行った

が，全例陰性であったと報告している。しかし，解剖型や細胞型が記載されて

いないこと，酵素染色の方法が違うこと，および陽性対照の反応性の記載がな

いことなどで，今回の結果と比較できなかった。豚の回腸リンパ腫について著

者が行った酵素染色の結果は，ヒトのB細胞性リンパ腫の染色性と良く一致し

た［87，112，113］。

　ヒトの正常リンパ組織でのALPの陽性部位は，リンパ濾胞のmantle　zone（帽

面識，暗殻または外套帯）のリンパ球であり［87，104，113］，ここから発生する

びまん性中細胞型Bリンパ腫（mantle　zone　lymhoma）に特異的とされているが

［104］，濾胞性リンパ腫，びまん性大細胞型，びまん性バーキット型のBリン

パ腫にも陽性例が報告されている［87，113］。びまん性混合型，抗体産生細胞性
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に分類された症例9では，ALP陰性であったが，ヒトのB細胞性リンパ腫では，

症例9の様に免疫芽細胞～形質細胞の分化を示すリンパ腫細胞はALP陰性で，

それ以外の分化段階のリンパ腫細胞はALP陽性とされている［113］。

　ライソゾーム酵素であるACP，　ANBEおよびBGは，ヒトのT細胞に特異的

な酵素とされ，細胞質内に限局性点状陽性像として観察できる［87，112］。この

内ACPとANBEは，豚のEロゼット形成リンパ球にも特異的に証明されるので，

豚のTリンパ球の酵素マーカーと見なされている［38，120］。しかし，ヒトでは，

ACPとANBEがびまん性穎粒状陽性を示すB細胞性リンパ腫が報告されており

［87，112，113］，今回，豚の回腸リンパ腫でも同様の所見が得られた。従って，

豚のリンパ腫の細胞由来は，ACPまたはANBEの局在様式によって判断すべき

である。ヒトの胎児の胸腺T細胞における6種類の酵素の陽性率の変化を各週

齢ごとに調べた報告では，ACPだけが早期から高率に検出されている［6］。豚

の正常組織およびリンパ腫細胞でも，ACPの反応性が最も強かった。

　使用した抗体の内，ヒトのリンパ球に反応する抗体であるpolyclona1抗ヒトκ

鎖抗体（Dako社），　polyclonal抗ヒトλ鎖抗体（Dako社），抗CDw75抗体（clone

LN．1），抗CD79α抗体（clone　HM57），抗CD79β抗体（clone　B29／123），抗HLA－DR

抗体（clondAL　I　B5）およびpolyclona1抗CD3抗体（Dako社）は，本論文の第

1部での研究によって，豚組織のホルマリジ固定・パラフィン切片を適切な抗原

賦活処理した後に，リンパ球に良好に反応することが判明した抗体で，豚組織

での反応性はヒトとほぼ同様である。［141，142］。

　豚の回腸リンパ腫は，免疫組織化学的特徴（免疫グロブリン，CD79αおよび

CD79β陽性）によって，　B細胞由来であることが判明した。豚のリンパ腫細胞

の細胞由来を免疫組織学的に検索した報告［48－50，72，96，100，121］には，T

細胞由来の胸腺型を除けば，免疫グロブリンを産生するB細胞性リンパ腫が多

い。豚の回腸リンパ腫の原発部位と考えられるバイエル板は，B細胞の豊富な

リンパ性器官の一つで［16，63］，豚の回腸リンパ腫がB細胞性であったことは

当然と考えられる。豚では，バイエル板，空腸リンパ節および腸骨下リンパ節

などに反応性リンパ組織過形成（偽りンパ腫）がよく見られ，B細胞性リンパ

腫，特に濾胞性リンパ腫との組織学的鑑別が問題になる。反応性病変でのB細

胞の増殖が多クローン性であるのに対し，B細胞性リンパ腫は単クローン性増

殖なので，リンパ腫細胞が重鎖（IgM，　IgGまたはIgA）および軽鎖（κ型また

はλ型）を発現していれば，鑑別できる［16，64，103，117，131］。著者は，豚の

リンパ腫細胞での単クローン性の免疫グロブリンの発現を初めて証明した［88，

137－140］。Dako社製抗κ鎖およびλ鎖ポリクローナル抗体を使った著者の今回

の検索では，免疫グロブリン陽性であった豚の回腸リンパ腫10例の内，9例が

細胞質内にλ鎖を発現していた。ヒトのB細胞性リンパ腫のκ鎖およびλ鎖の

発現率は，正常B細胞のそれを反映して（κ鎖〉λ鎖），κ鎖が多い［129］。ま
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た，イヌのリンパ腫や形質細胞腫でも，同じ理由（κ鎖〈λ鎖）によってλ鎖

が多い［62，115，116］・豚の軽鎖を生化学的に分析した報告では，豚のκ鎖およ

びλ鎖は，同率で存在しているとされている［32，33，53］。本研究で行った正常

リンパ節の免疫染色では，κ鎖：λ鎖＝1：1～1．5と，生化学的分析とほぼ同様

な結果が得られた。従って，豚のリンパ腫での軽鎖の発現は同率であることが

予想されたが・豚の回腸リンパ腫での免疫染色の結果は違っていた。しかし，

κ鎖発現の多いヒトのB細胞性リンパ腫でも，濾胞性リンパ腫では，λ鎖の発

現が多いと報告されているので［129］，豚のリンパ腫でも細胞型による軽鎖の

発現様式に違いがあるのかもしれない。345例のヒトのB細胞性リンパ腫の細

胞二二における免疫グロブリンの発現率について，凍結切片を使って検索した

報告では，74％の症例が免疫グロブリンを発現しており，なかでもびまん性小細

胞型・びまん性中細山型およびバーキット型が最も高く（それぞれ93％，100％，

100％），大細胞型や免疫芽球型は最も低い結果（それぞれ59％）であり，証明

された免疫グロブリンには，重鎖＋軽油，重鎖のみ，直鎖のみの発現様式があ

り，免疫グロブリン発現率が低い細胞型ほど，予後は悪化する傾向があるとし

ている［129］。豚の濾胞性リンパ腫では，同一細胞内に重鎖のclass　switchが起

こり，IgMとIgGが二重発現した症例が報告されている［48］。今後，豚リンパ

腫細胞の免疫グロブリン発現については，症例の偏りの可能性も含め，解剖型

や細胞型との関連を多数例について総合的に分析する必要がある。

　免疫グロブリンなどの血清中に存在する抗原は，変性・壊死細胞，固定不良

の細胞，間質（特に膠原線維とリンパ濾胞の胚中心〉に拡散・残存して偽陽性

化（diffusion　artifact）することがある［81］。偽陽性化があれば，その部位に血

清成分であるアルブミンも証明されるので，判断できる［81，粟56］。著者の検索

した豚の回腸リンパ腫には，偽陽性所見は見られなかった。

　抗CD79α抗体（clone　HM57）の反応性は，ヒトの抗汎B細胞抗体である抗

CD20－cy抗体（clone　L－26）よりも優れている［59］。抗CD79α抗体（clone　HM57）

および抗CD79β抗体（clone　B29／123）は，豚の回腸リンパ腫の大部分の腫瘍細

胞に強い反応性を示したので，豚の抗心B細胞抗体としても使用できる。

　CDw75やHLA－DRの反応性には，一定の傾向を見いだせなかった。抗CDw75

抗体は，正常組織での反応性を反映し，ヒトでは濾胞性リンパ腫やびまん性リ

ンパ腫の偽濾胞性増殖領域に反応するが［13，58，79］，豚のリンパ腫で見られた

濾胞侵襲部位には反応しなかった。また，症例9（びまん性混合型）に見られた

CDw75のparanuclear　stainingは，ヒトのリンパ腫では，びまん性混合型およびび

まん性大細胞型にしばしば観察される［79］。HLA．DR陽性のB細胞性，びまん

性リンパ腫大細胞型は予後が良いとされている［126］。これらの発現と解剖型

や細胞型との関連については，多数例について総合的に分析する必要がある。

　従来からヒトのリンパ腫の診断は，形態学的特徴と免疫学的特徴によって良
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悪性の判定や細胞由来の決定を行ってきた。しかし，免疫グロブリンや汎B細

胞マーカー陰性のB細胞性リンパ腫，汎T細胞抗原の証明されないT細胞性リ

ンパ腫，反応性T細胞浸潤の多いB細胞性リンパ腫（Tcell　rich　B　cell　lymphoma）

など，従来の技術では診断困難な症例が報告されている［51］。最近になって，

Southem　blottlngやpolymerase　chain　reactionによるB細胞の免疫グロブリンの重

鎖やT細胞のT細胞レセプターの可変領域遺伝子の単クローン性再構成の証明

［51，57，155］および∫η∫伽hybridizationによる免疫グロブリン軽度のmRNAの

単クローン性の証明［51］が報告され，より正確なリンパ腫の診断に成果をあ

げている。これらの技術は，家畜のリンパ腫においても腫瘍をより正確かつ詳

細に特徴付けるために有用であろう。

　豚の回腸リンパ腫に見られた濾胞侵襲像は，ヒトの低悪性度B細胞性mucosa

associated　lymphoid　tissue（MALT）型リンパ腫［40，43］，びまん性大細胞型リン

パ腫［86，155］およびバーキットリンパ腫［29，66，78，154］並びに猫の消化器

型リンパ腫［73，78］に見られるリンパ腫細胞のホーミング現象に酷似していた。

また同様の濾胞侵襲像は，豚のB細胞性リンパ腫の報告にも記載されている［48，

72，99，100］。最近，この現象が接着分子の面から解明されつつある［41，110］。

接着分子とは，細胞間の相互作用を司る細胞表面の蛋白質の一群で，これらの

分子の多くは細胞膜を貫通して細胞骨格と結合し，これによって細胞は他の細

胞や細胞外基質に向かって移動できる。このことから，接着分子は，腫瘍細胞

の浸潤や転移に重要な役割を果たしていると考えられている。ヒトの濾胞性リ

ンパ腫細胞とリンパ組織の凍結切片を使った丘ozen－secdon　binding　assayによっ

て，B細胞の胚中心への結合には，　B細胞の細胞膜表面に発現しているvery　late

antigen－4（yLA－4）と，濾胞樹状細胞の細胞膜表面に発現しているvascular㏄U

adhesion　molecule－1（VCAM－1）が関与していることが判明している［19］。また，

リンパ組織から単離したB細胞とFDCとを混合培養iし，　cluster形成B細胞と

cluster非形成B細胞の分裂・増殖能を比較すると，　cluster形成B細胞が高かっ

たので，FDCはB細胞と接着することによって，　B細胞に増殖を促す特殊な微

小環境を提供しているとされている［110，111］。豚の回腸リンパ腫に見られた

濾胞侵襲・破壊，その後のびまん性増殖も，接着分子の立場から説明できるか

もしれない。

　びまん性リンパ腫の濾胞侵襲像と濾胞性リンパ腫の濾胞様結節像とは，しば

しば鑑別困難である［155］。濾胞性リンパ腫は，時間の経過とともにびまん性

化したり［48，153，155］，びまん性大細胞，非切れ込み型リンパ腫に形質転換す

ること（composite　lymphoma）が知られており［134，155］，特に豚の回腸リンパ腫

にも観察されたびまん性リンパ腫大細胞型の濾胞侵襲像と鑑別を要する。主な

鑑別点としては，濾胞性リンパ腫が正常リンパ濾胞のようなFDCの網目状構造

を保つのに対し，びまん性リンパ腫の濾胞侵襲部では，網目状構造が乱れてい
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ることが挙げられる［18，77，91，110，118，155］。FDCの観察には，抗S－100蛋

白抗体（β亜分画）［135］を使った免疫染色が最適である。しかし，濾胞性リ

ンパ腫がびまん性に移行している場合は，鑑別は困難である［3，155］。Maeda

ら［75］は，ヒトのびまん性リンパ腫組織でのFDCの分布は，痕跡的になった

リンパ濾胞に残存する場合（vestigial　pattem）とリンパ腫組織内に広く分布する

：場合（spreading　PaUem）があり，前者は大細胞型やリンパ芽球型に，後者は中細

胞型や混合型に見られるとを報告している。ヒトの濾胞性リンパ腫細胞では，

14番目と18番目の染色体の相互転座t（14；18）や癌遺伝子わc1－2の異常発現が

特徴的に見られるので鑑別診断に有効とされている［21，155］。豚の濾胞性リン

パ腫の報告［48，50，100］には，濾胞様結節のびまん性化は記載されているが，

それに伴うFDCの構築変化については言及されていない。

　ヒトのB細胞性リンパ腫の超微形態学的特徴は，円形または切れ込み核，細

胞の分化に伴うクロマチンの玉縁への凝集，同心円状に配列した長い粗面小胞

体，細胞突起などである［28］。豚の回腸リンパ腫の腫瘍細胞にもこれらの特徴

が観察された。特に，びまん性大細胞非切れ込み型では，豚の回腸リンパ腫細

胞にも観察された様に，切れ込み型と比べ，核ポケットの形成がないこと，細

胞突起が発達していない特徴がある［22］。集合性dense　bodyは，ライソゾーム

酵素の限局性点状陽性部位と一致し，T細胞の超微形態学的特徴とされている

［28］。しかし，集合性dense　bodyは，著者が免疫染色によってB細胞由来を証

明した豚の回腸リンパ腫にも観察されたこと，また他の豚のB細胞性リンパ腫

の報告［48，99］にも同様な所見が記載されているので，豚のリンパ腫細胞の

dense　bodyの存在様式からは，細胞由来を特定することはできない思われる。ま

た，ヒトや豚の胚中心細胞由来の濾胞性リンパ腫には，細胞間にデスモゾーム

種馬i造が発達する特徴がある［48，50，56，99］。豚の回腸リンパ腫に見られたび

まん性大細胞非切れ込み型リンパ腫細胞も胚中心に存在するB細胞が腫瘍化し

たものと考えられているが［130，134，154，155］，未分化な細胞間結合は発達し

ていたが，デスモゾーム様構造は見られなかった。これは，細胞の増殖様式の

違いに加え，回腸リンパ腫の腫瘍細胞が互いに接着していなかったことと関連

があるかもしれない。ヒトのびまん性大細胞型リンパ腫にも，デスモゾーム様

構造は見られない［22］。
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Fig u re Legends

Fig. 1 lleum;pigNo.3. Cutsurfaceofasolitaryilealmasslocalizedopposite

to the mesentery and protruding outside the ileal wall. Arrows indicated

ajejunal lymph node metastasis with extensive necrotic and hemorrhagic

foci. Notetheileallymphomaspreadingintoajejunallymphnode

throughthemesentery(asterisks). Bar=10cm.

Fig. 2 Abdominalorgans;pigNo.10. Extensivetransserosalmetastases

(asterisk) from large ileal mass to the liver (arrows) and Iarge intestine

(arrowheads). Bar=20cm.

Fig. 3 Ileum;pigNo.9. Earlyjejunallymphnodemetastasis(asterisk)ina

casewithasmallilealmass(arrow). Bar==5cm.

Fig. 4 Ileum;pigNo.3. IlealmassarisingfromthePeyer,spatch. Notethe

remnant of the lymphoid fbllicles replaced by Iymphoma cells

(arrowheads). HEstain. Bar==O.25cm.

Fig. 5 Diffuse large noncleaved lymphoma cells, foIIicular center cell origin; pig

No.3. Lymphomacellsshowinglargeovalvesicularnuclei

containing coarsely reticulated heterochromatin and central prominent

nucleoli,andnarrowcytoplasm. Notetheimmunoblast-Iikelymphoma

cellscontainingasingle1argenucleoli(arrows). May-Giemsastain.

Bar = 25 pm.

Fig. 6 Alymphoidfo11icleofalymphnodefromahealthypig. Large

noncleavedlymphocytesamongthefollicularcentercells. May-Giemsa

stain. Bar=50".trn.

Fig. 7 Ditfuse mixed smal1 to large lymphoma cells, immunoglobulin-producing

cellorigin;pigNo.9. Partofthelymphomatissuesconsistedoflarge

immunoblast-Iike cells (arrows) and medium to small plasmacytoid cells

(arrowheads). LymphomacellsstainedpurplewithMay-Giemsastain

justlikethatofplasmacells. May-Giemsastain. Bar=25Iim.



Fig.8 Diffuse mixed small to large lymphoma cells, immunoglobulin-producing

cellorigin;pigNo.9. LymphomacellscontainingPAS-positive

intracytoplasmicinclusions(Russellbody). Periodicacid-Schiff(PAS)

stain,withhematoxylinnuclearstain. Bar=50pm.

Fig. 9 Ileum; pig No. 1O.

a lymphoid fo11icle.

Lymphoma cells (asterisk) replacing the dark zone of

HEstain. Bar=1501.tm.

Fig. 10 lleum; pig No. 5. Lymphoma cells infiltrating the muscular layer in an

"Indianfile"pattern. HEstain. Bar=-IOOpm.

Fig. 11 Ileum;pigNo.1O. "Starrysky"appearanceoftingiblebodyhistiocytes

amongthelymphomacells. HEstain. Bar=100pm.

Fig. 12 Jejunal lymph node; pig No. 11. An edge ofa metastastic mass featuring

fo11icularandsinusoidalinvasionbylymphomacells. HEstain.

Bar - 150 pm.

Fig. 13 Diffuse 1arge noncleaved lymphoma cells, fo11icular center cell origin; pig

No.10. Lymphomacellswithinoraroundthevessels. HEstain.

Bar - 1OO pm.

Fig. 14

Fig. 15

Diffuse 1arge noncleaved lymphoma cells, fbllicular center cell origin; pig

No.10. Membranousalkalinephosphatase-positivitiyintheIymphoma

cells. Alkalinephosphatasestain,withoutnuclearstain. Bar=50srm.

Diffuse Iarge noncleaved lymphoma cells, fo11icular center cell origin; pig

No.10. Diffusegranularacidphosphatase-positivityinthecytoplasmof

thelymphomacells. Acidphosphatasestain,withoutnuclearstain.

Bar - 50 li m.

Fig. 16 Diffuse large noncleaved lymphoma cells, follicular center cell origin; pig

No.6. MonoclonalimmunoglobulinexpressionofIgMinmostofthe

lymphomacells. LabeIledstreptoavidin-biotin(LSAB)methodwith

Mayer,shematoxylinstain. Bar=50pm.



Fig. 17 Diffuse 1arge noncleaved Iymphoma cells, fo11icular center cell origin; pig

No.1O. CD79B(B29,cloneB291123)-labelingofthelymphomacells.

LSABmethodwithMayer,shematoxylinstain. Bar=50l.tm.

Fig. 18 Ileum; pig No. 10. An attenuated network of B subunit ofS-100

protein-positive fo11icular dendritic cells (MC) in a fo11icle invaded by the

lymphomacells. Notesomeclustersoflymphomacells(asterisks)

surrounded by the cytoplasmic processes ofFDC. LSAB method with

Mayer,shematoxylinstain. Bar==50pm.

Fig. 19 Jejunallymphnode;pigNo.1O. AnvestigialFDCnetworkinan

apparent fbllicular neoplastic nodule. LSAB method for B subunit ofS-

1OOprotein,withMayer,shematoxylinstain. Bar==1OOpm.

Fig. 20 SameregionofFig.12. Ileum;pigNo.10. ManyS-100a-positive

histiocytes in far greater numbers than identified histologically. LSAB

methodwithMayer,shematoxylinstain. Bar==1001.im.

Fig. 21 EIectron micrograph. Diffuse large noncleaved Iymphoma cells, fbllicular

centercellorigin;pigNo.6. A1argenoncleavedlymphomacell

containing a vesicular nucleus with a single prominent nucleolus and some

intracytoplasmic strands of rough endoplasmic reticulum and clustered

densebodies(arrows). Bar=2pm.

Fig. 22 Electronmicrograph. Diffusemixedsmalltolargelymphomacells,

immunoglobulin-producingcellorigin;pigNo.9. Alymphomacell

containing a peripherally 1ocated euchromatin-rich nucleus and many

dilated rough endoplasmic reticulum simulating a plasma cell.

Bar - 2 1.tm.

Fig. 23 EIectronmicrograph. Di{fuselargenoncleavedlymphomacells,

fo11icular center cell origin; pig No. 6. Poorly developed intercellular

junctionsbetweenthelymphomacells. Bar=1pm.

Fig. 24 Electronmicrograph. llealLymphoma;pigNo.6. Ahistiocyte

containing many lysosomal granules and phagocytosed cell debris.

Note its cytoplasmic processes attaching the Iymphoma cells.

Bar == 2 pm.
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7．和文要約

豚の回腸リンパ腫の組織学的，酵素細胞化学的，免疫組織化学的および

超微形態学的検索

　リンパ腫（非ポジキンリンパ腫）は豚の好発腫瘍の一つであるが，詳細な病

理学的特徴は明らかにされていない。しかし，大部分が多中心型，一部が胸腺

型の解剖学的熱型をとり，消化器型や皮膚型は極めて稀とされている。最近，

回腸や腸問膜リンパ節に発生した消化器型リンパ腫の症例が若干報告された。

著者も・1980年から1994年までの15年間に，高知県で行った食肉衛生検査で

発見した26例の豚のリンパ腫の中に，回腸を侵す12例を見いだした。家畜の

消化器型リンパ腫は，猫で最も特徴付けられており，その病理学的特徴はヒト

のバ『キットリンパ腫に似ている。豚のリンパ腫の研究の中には，ヒトのバー

キットリンパ腫との類似性を指摘したものがある。更にヒトの非ポジキン型リ

ンパ腫には，ヒトのバーキットリンパ腫の原因の一つとされているEpstein－Barr

virus（EBV）が高率に検出されている。そこで，これらの知見を参考にしなが

ら，豚の回腸リンパ腫の病理学的特徴，特に十分に検索されていない腫瘍細胞

の特徴を検索した。

　材料と方法：12例の豚の回腸リンパ腫を病理組織学的，酵素細胞化学的，

免疫組織化学的および超微形態学的に検索し，得られた所見を猫やヒトの小腸

リンパ腫，ヒトのバーキットリンパ腫と比較し，特徴付けた。また，免疫組織

化学的手段を使った腫瘍組織からのEBVの検出も試みた。

　結果：高知県で発生した豚の回腸リンパ腫の発生頭数は，10万頭あたり0．8

頭で，豚のリンパ腫の解剖学的病型は，腸管型（12例，46％）あるいは多中心

型（10例，38％）が目立った。いずれの症例も，体重減少あるいは下痢などの

臨床症状はなかった。回腸リンパ腫は，バイエル板から孤立性腫瘍として発生

し，早期の腸間膜リンパ節転移を伴いながら，リンパ濾胞を侵襲し，びまん性

に増殖していた。回腸リンパ腫の細胞学的特徴は，ヒトのバーキットリンパ腫

とは類似性がなく，the　lymphoma－1eukemia　snldy　group　of　Japan（LS　G）分類によ

って，11例がびまん性・大細胞非切れ込み型（DLNC型），胚中心細胞性に，1

例がびまん性混合型（DM型），抗体産生細胞性に分類された。　DM型リンパ腫

細胞は，過ヨウ素酸シッフ（PAS）反応陽性の核内封入体（Dutcher　body）や細

胞質内封入体（RusseU　body）を有していた。二つの細胞型の腫瘍組織には，核

崩壊物を貧食した多数の組織球が見られ，星空像を示していた。回腸リンパ腫

の腫瘍細胞は，しばしば回腸の筋層に浸潤し，列をなしていた（Indian　me

infiltraUon＞。2例においては，特徴的な腹腔への漿膜転移が見られ，白血化もし

ていた。リンパ腫細胞には，alkaline　phosphataseの細胞膜での陽性，　acid
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PhosPha幡eおよびα一naphthyl　butyrate　esteraseの細胞質でのびまん性陽性像が観

察された。9例の腫瘍細胞には，免疫組織化学的に単クローン性の細胞質内免疫

グロブリン陽性像が見られた（IgM一λ型7例，　IgG．λ型1例，　IgG．κ型1例）。

10例の鵬細胞は・ヒトの汎B細胞マーカーであるCD79。とCD79βに陽性

であった。リンパ濾胞の侵襲部では，S－100蛋白β亜分画陽性の濾胞樹状細胞

（FDC）の網目状構造の破壊が見られた。腫瘍細胞には，超微形態学的に拡張

した粗面小胞体や散在性あるいは集合性dense　bodyが顕著であった。いずれの

症例にもEBV抗原は検出されなかった。

　結論：豚の回腸リンパ腫は，バイエル板から孤立性腫瘍として発生し，早期

の腸間膜リンパ節転移を示すこと，リンパ濾胞を侵襲し，びまん性に増殖する

こと・筋層に浸潤し，列をなすこと（lndia而le　in行ltration），腹腔に漿膜転移する

ことなどの病理学的特徴を持ち，腫瘍細胞の免疫学的表現型としてIgM．λ型の

免疫グロブリンを産生するB細胞性大細胞型リンパ腫細胞が多い。
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8. K5Zfffo

Ileal Lymphoma in Swine: A histologic, enzyme cytochemical,

immunohistochemical, and ultrastructural study of 12 cases.

 Introduction: AIthough lymphoma is the most common neoplasm in swine, little is yet

 known aboutit. However, the multicentric and thymic lymphomas are common, and

g,ii.ms,"s? 1,iRd.2"I,ill.le.ots,iy,I::hls,1 s,z.El',e,ll)glilibeKe.d.,to.,bz,qy'g'ge,r.ar,e6,,,:･s,cs",:ix･.aJ`.mge",Fll7,

 casereports. Wealsoobserved12casesofalimentarylymphomaaffectingtheileum

 among 26 cases ofswine lymphoma detected at meat inspection facilities in Kochi

 Prefecturefrom1980to1994. Indomesticanimals,alimentarylymphomaisbest

 characterized in cats and their pathological features are similar to those of Burkitt's

lymphoma(BL). Astudyofswinelymphomassuggestedthatmostofthesecytology

resembled those ofBL. In addition, Epstein-Barr virus, an etilogical agent ofBL, has

Peen demonstrated in a high percentage of human non-Hodgkin,s lymphomas by the

immunohistochemistryandtheSouthernblottingmethod. Onthebasisofthese

knowledge, we characterized ileal lympomas in swine with pathological examinations.

Materials and Methods: We characterized 12 cases of ileal lymphoma in swine and

compared with feline and human alimentary Iymphoma and Burkitt's lymphoma using

histologic, enzyme cytochemical, immunohistochemical, and ultrastructural techniques.

For the detection EBV, immunohistochemical exarnination was also done.

Results: The prevalence ofileal lymphoma in Kochi Prefecture was O.8 per 1OO,OOO

inspected swine, and the disease was predominantly alimentary (12/26, 46%) or

multicentric(1O126,38%). Noneoftheswineshowedanysymptomssuchasweight

Ioss or diarrhea. The ileal lymphomas were asolitary neoplasm arosed from the Peyer's

patches, along with early involvement of regionai lymph nodes, and showed a

characteristicpatternoffo11icularinvasionleadingtodiffusegrowth. Thecytologyof

the ileal lymphomas did not resemble of that of BL, but following the lymphoma-

leukemia study group ofJapan (LSG) classification, 11 neoplasms were classified as

diffuse lymphoma, large noncleaved cell type (fo11icular center cell nature) and one

neoplasm was a diffUse Iymphoma, mixed cell rype (immunoglobulin-producing cell

nature). ThelattertypelymphomacellscontainedPAS-positiveintranuclearand/or

intracytoplasmicinclusions. Bothtypesoflymphomafeaturedmanyintermingled

"starrysky"histiocytes. 'Ihelymphomacellsofteninfi1trateintothemuscularlayerof

the ileum in an "lndian file" pattern. Two cases also showed a chacteristic transserosal

metastasisintotheabdomenandleukemicchange. Thelymphomacellsshowed

membrane positivity for alkaline phosphatase and diffuse cytoplasmic staining for acid

phosphataseandnon-specificesterase. Immunohistochemically,monoclonal

intracytoplasmic immunoglobulins were shown in nine neoplasms agM- A in seven,

IgG-R in one, and IgG- rc in one). The lymphoma cells of10 cases were also positive
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strands of dilated rough endoplasmic reticulum and scattered or clustered dense bodies

were noted.           EBV antigen was not demonstrated in any of the cases.

Conclusion:            Swine ileal lymphomas possess a distinctive pathogical entitiy, which is a

gS,.,ge3a,rY;,,,ee/ii:P/ll,Y,k,',.a'r;'Sggd,",",,i:'.:,/,ii./rcd,,"sP$/kC,e.lg:ES/.Ww,,i7kh,,ii'kiltEti'pa",g.:,¥"ssOi."hi':a:yleXilnkM:iP:,Z
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結　論

　豚の回腸リンパ腫の病理学的特徴，特に十分に検索されていない腫瘍細胞の

特徴を明らかにするために，第1部では，ホルマリン固定・パラフィン切片と

した豚組織中のリンパ球に反応する抗体を検索し，第2部では，第1部での研

究成果を加え，1980年から1994年までに高知県で発見された12例の豚の回腸

リンパ腫を組織学的，酵素細胞化学的，免疫組織化学的および超微形態学的検

索し・得られた所見を猫やヒトの小腸リンパ腫，ヒトのバーキット型リンパ腫

と比較し，以下の結論を得た。

第1部　ホルマリン固定・パラフィン切片とした豚組織中のリンパ球

　　　　に反応する抗体の検索

　1．polyclo圃抗ヒトκ鎖抗体（Dako社），　polyclona1抗ヒトλ鎖抗体（Dako社），

抗CDw75抗体（clone　LN－1），抗CD79α抗体（clone　HM57），抗CD79β抗体（clone

B29／123），即納A－DR抗体（clondAL　l　B　5）およびpolyclona1抗CD3抗体（Dako

社）の7種類のヒトのリンパ球に反応する抗体は，脱パラフィン切片を適切に

抗原賦活処理をすることによって，ホルマリン固定・パラフィン切片とした豚

組織中のリンパ球に良好な反応性を示し，それぞれの抗体の陽性部位は，ヒト

での報告とほぼ一致した。

　2．それぞれの抗体に対する抗原賦活処理法として，抗ヒト軽鎖抗体には，

0．1％trypsinによる酵素処理を，また抗ヒト・リンパ球抗体には，0．1MTris－HCl

bu価er（pH　8．0）中でのマイクロウェーブ熱処理およびantigen　retrieval　solution

（Dako社）中での熱湯による加熱処理をすることによって，ヒト組織と同様の

反応性が得られる。

　3．7種類の抗体は，ホルマリン固定・パラフィン切片とした豚組織中のリン

パ球subsetの同定，鑑別および特徴付けに役立つ。

　4．脱パラフィン切片を適切に抗原賦活処理することによって，凍結切片しか

反応しない抗体や抗原由来の動物種しか反応しない抗体でもパラフィン切片に

応用可能である。

第2部　豚の回腸リンパ腫の組織学的，酵素細胞化学的，免疫組織化

　　　　学的および超微形態学的検索

　1．高知県での豚のリンパ腫の発生率（10万頭当たり1．7頭）は，他の地域で

の発生率とほぼ同様であるが，回腸を原発とする腸管型リンパ腫（12例，46％）

が寒中一型（10例，38％）よりも多く見られ，大部分が多中心型とする他の地域
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からの報告とは異なる発生傾向がある。

2・豚の回腸リンパ腫の発生部位1ま，猫やヒトの小腸リンパ腫，ヒトのバーキ

ットリンパ腫と類似していたが，肉眼像（腸間膜付都反対側から孤立性1こ発

生し洞腿の外側に向かって隆起）や進展様式（早期の腸間膜リンパ臓移，

腹腔臓器漿膜への雛騰移）は，本厚重瘍に特異的である。

　3・大部分の回腸リンパ腫細胞は，豚の多中心型リンパ腫に多く見られる細胞

型（小型沖型または混合型）と異なり，びまん性・大細胞型（LSG分類）に

分類され・ヒトの腸管リンパ腫と同じ傾向を示した。

　4・豚の回腸リンパ腫の酵素染色所見（alkaline　phosphatase陽性，　acid

phosphataseおよびα一naphthyl　butyrate　esteraseのびまん性陽性），免疫染色所見（単

クローン性免疫グロブリンの発現，CD79α及びCD79β陽性）は，本腫瘍のB

細胞由来を示す。それぞれの染色所見は，ヒトのB細胞性リンパ腫と同様であ

る。

　5．豚の回腸リンパ腫細胞の免疫学的表現型として，IgM一λ型の細胞質内免疫

グロブリンを産生するB細胞性大細胞型リンパ腫細胞が多い。

　6．豚の回腸リンパ腫に見られた濾胞侵襲像は，ヒトの低悪性度B細胞性

mucosa　associated　lymphoid　tissue（MALT）型リンパ腫，びまん性大細胞型リンパ

腫およびバーキットリンパ腫並びに猫の消化器型リンパ腫に見られるリンパ腫

細胞のホーミング現象に酷似する。

　7．びまん性B細胞性リンパ腫の濾胞侵襲像と濾胞性リンパ腫の濾胞様結節

像とは，濾胞樹状細胞（follicular　denddtic　ce11，　FDC）の網目状構造に違いがあり，

抗S－100蛋白抗体（β亜分画）を使った免疫染色で鑑別できる。

　8．豚の回腸リンパ腫の超微形態像は，ヒトのB細胞性びまん性リンパ腫・大

細胞非切れ込み型に類似するが，dense　bodyの存在様式では細胞由来を決定でき

ない。

　9．豚の回腸リンパ腫は，猫やヒトの小腸リンパ腫，ヒトのバーキットリンパ

腫と幾つかの類似点を有するが，独特の病理像を示す。
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