
悪性リンパ腫の診断・分類： 
double hit, double expression 

Agilent Customer Testimonial: Dako Omnis

はじめに
　悪性リンパ腫は、分類が、従来の 2008年WHO分類から 2016年WHO改訂（1）に
より、さらに非常に複雑になっている。そのため、臨床医や病理医の先生がたから、こ
のような複雑が必要であろうかと、疑問の声が上がっている。しかしながら、医療の進
歩に従い、一般的な悪性腫瘍の中で、特に悪性リンパ腫の一部は治る（完治できる）も
のとなってきた。しかしながら、治らない悪性リンパ腫があるのも事実である。そのため、
悪性リンパ腫の理解・診断・分類は、予後を予測し、治療戦略を立てることにおいて非
常に重要である。今回特に double hit および double expressionに焦点を当てて解説
をする。

検査方法
　これまで造血器腫瘍や固形腫瘍の診断には、細胞や組織の形態が決定的な役割を果
たしてきたが、最近の分子生物学の進歩により、DNA、RNA、蛋白、機能解析レベル
の検査法が飛躍的な進歩を遂げ、腫瘍細胞に特異的な変異を検出できるようになり、
現在、古典的な病理形態診断に加えて、多数の分子生物学的解析法が出現している（図
1）。診断にあたり、数多くの検査項目から最も適した組み合わせを選び出し、迅速に診
断にたどり着かなければならなくなっている。

図 1：診断方法

1） 免疫染色、フローサイトメトリー
　悪性リンパ腫の分類・診断の捉え方としては、ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ
腫を分類した上で、非ホジキンリンパ腫は、B細胞性、T細胞性（NK細胞性を含む）を
考慮する必要がある。B細胞のマーカーの代表的なものは CD19、CD20、CD23、
CD10、κ、λなど、T細胞の代表的なものは CD2、CD3、CD4、CD5、CD7、CD8
など、NK細胞は CD16、CD56などが使用される（2）。ホルマリン固定材料を使用し
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た免疫染色、特殊な抗体では、凍結材料を使用した免疫染色が
必要となる。細胞浮遊液を用いたフローサイトメトリーは、短時
間で、多数の表面形質を検出できるため、非常に有用である。
また、組織での RNAの発現をみるため、in situ hybridization
法を行うこともある（図 1）（1, 2）。

2）  染色体解析、Fluorescence in situ hybridization
（FISH）

　リンパ腫で、重要な染色体異常としては、転座が多く、1）バー
キットリンパ腫の c-MYC遺伝子に関連した t（8；14）（q24；q32）、
t（2；8）（p12；q24）、t（8；22）（q24；q11）、2）濾胞性リンパ腫の

BCL-2遺伝子に関連した t（14；18）（q32；q21）、3）マントル細
胞リンパ腫のサイクリンD1遺伝子に関連した t（11；14）（q13；
q32）、4）未分化大細胞型リンパ腫（ALK陽性）の anaplastic 
lymphoma kinase（ALK）遺伝子に関連した t（2；5）（q23；q35）
などが挙げられる（1, 2, 3, 4）。また、細胞分裂像がうまく解析
できない場合は、FISH法によって、転座、遺伝子の増幅、欠
損を確認することができる。FISH法の検体には、末梢血液、
骨髄液、リンパ節細胞などを直接固定または、短時間培養した
後に固定したものを用いていたが、最近では、ホルマリン固定
パラフィン包埋の病理検体でも可能になった（図 1）。

メモ 1：Fluorescence in situ hybridization（FISH）のプローベ
転座切断点を確認するため FISHプローベには、融合遺伝子で確認
するプローベとスプリットで確認するプローベがある。たとえば、バー
キットリンパ腫の染色体転座には、t（8；14）（q24；q32）の c-MYC/
IgH転座、t（2；8）（p12；q24）の c-MYC/IgL転座、t（8；22）（q24；
q11）の c-MYC/IgLの 3種類が知られているが、c-MYCの転座切
断点の上流、下流にプローベを設定する（メモ 2図）とスプリット信
号として c-MYCの転座があることが、確認できるが、転座相手が
IgH、IgLかを同定することは困難で、転座相手の確認には融合遺
伝子で確認する必要があるが、3回の FISHが必要となるため、ス
クリーニングとしてはスプリットを確認することが容易である。

メモ 1：FISH法による染色体転座の検索

メモ 3表：リンパ腫の細胞の違い

Distinguishment of Morphologic and immunophenotypic type in 4 groups
DLBCL DLBCL/BL Burkitt (BL) Lymphoblastic (LBL)

Morphology Cell-size Large  
(twice of lymphocytes)

small/medium-sized or 
mixture of large

small/medium-sized small/medium-sized

Nuclei oval/round/varied oval/round/varied round oval/round
nucleoli medium-sized/large/varied 

cetral/paracentral
medium-sized/large/varied 

paracentral 
basophilic

medium-sized 
paracentral 
basophilic

indistinct/
mutiple

Chromatin coarse/fine finely clumped finely clumped dispersed/condensed
Cytoplasm amphophilic/basophilic 

scaty/aboundant
basophilic 

scanty
basophilic 

scaty 
lipid vacuoles

light-blue/bluish grey 
scaty

lipid vacuoles in some
Groth pattern difuse/

partial involvement
diffuse 

monotonaous
diffuse 

monotonaous 
cohesive

difuse

Mitic features sometimes numerous numerous sometimes/numerous
Starry-sky rare frequent frequent focal
Apoptosis rare frequent frequent focal

Immunophenotype TdT - - - +
CD10 -/+ +- + +
Bcl6 -/+ +- + -
CCDN1 -+ - - -
Bcl2 -/+ -+ - -/+
Ki67 >90%/homogenous rare common always common
Ki67 <90%/heterogeous common sometimes No rare

メモ 3： 4型（DLBCL、DLBCL/BL、BL、LBL）のリンパ腫の 
細胞形態、組織像、免疫染色性の違い（図、表） 
（文献 1よりまとめる）

1） びまん性大細胞型Ｂ細胞性リンパ腫（Diffuse large B-cell 
lymphoma、DLBCL）

2） BLとDLBCLとの中間的な特徴を呈するB細胞性リンパ腫（B-cell 
lymphoma, unclassifiable, with features intermediate 
between diffuse large B-cell lymphoma and Burkitt 
lymphoma, DLBCL/BL）

3）バーキットリンパ腫（Burkitt lymphoma, BL）
4）リンパ芽球型リンパ腫（Lymphoblastic lymphoma, LBL）

メモ 3図：リンパ腫の細胞シェーマ
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細胞形態
　細胞 /核の大きさは、DLBCLは大型（組織球の核あるいは小
リンパ球の核の 2倍またはそれ以上の核）で、BL、LBLは小型
中型で、DLBCL/BLはその中間であるが、DLBCL、DLBCL/BL
は多様である。また核小体は、DLBCLでは明瞭で、1個から
複数個の大型のものが中央に位置することが多いが、BLは中
型で、好塩基性で、LBLは不明瞭で、多数みられる。DLBCL/
BLは DLBCLとBLの間である。クロマチンは、DLBCLは粗く、
BLは繊細で塊状で、LBLは細顆粒状で分散する傾向にある 
（1, 5、メモ 3図）。

組織像
　発育傾向は、どれもびまん性であるが、BLでやや集塊形成
がみられやすい。Sttary-Sky像やアポトーシス像は BL、LBLで
見られることが多い。DLBCL/BLは、DLBCLとBLと間で、特
徴的なものはない（メモ 3図）。

免疫染色
　LBLは TdT陽性で、その他の型は陰性である。一般的に
Ki67が 90%以上になることは DLBCLでは少ないが、その他
の型で良くみられ、BLでは全例で見られる。また BLでは
CD10陽性、BCL2陰性である（1, 5、メモ 3表）。

狭義の高悪性 B細胞性リンパ腫
　今回のWHO分類では、狭義の高悪性B細胞性リンパ腫（High 
grade B-cell lymphoma, HGBCL）として、遺伝子を基本として
A）MYCとBCL2（もしくは BCL6）の再構成を伴う高悪性度 B細
胞リンパ腫、B）高悪性度 B細胞リンパ腫非特異型が、DLBCL/
BLの削除されて、分類されている（1）。

【A】MYCとBCL2もしくは BCL6の再構成を伴う
高悪性度 B細胞リンパ腫 
High -grade B-cell lymphoma with MYC and 
BCL2 and/or BCL6. rearrangements 
（Double hit lymphoma, DL）

1） 定義
　MYC転座に加えBCL2転座かつ /または BCL6転座を持つ
すべての高悪性度 B細胞リンパ腫

2） 補足説明
　8q24のMYC転座に加えて 18q21の BCL2転座かつ /また
は 3q27の BCL6転座を有する成熟 B細胞リンパ腫で、以前は
double-hitとして分類されていた intermediate DLBCL/BLの
症例、Double-hitを有する blastoidな症例、形態的に DLBCL
の像を呈するが転座を有する症例が含まれる（図 2）。

メモ 2図：MYCスプリットプローベ

メモ 2：ダコ　Omnisによる
自動 FISH
見本として c-MYCのスプリッ
ト信号を提示する。ダコ　
Omnisの FISHにおける特徴
として、ホルムアミドは発がん
性、催奇形性、環境に対する
悪影響などが指摘されており、
なおかつプローブのハイブリ効
率はそこまで高くなかったた
め、替わる物質としてエチレン
カーボネートという物質を使用
することで、毒性や環境への
悪影響を防ぐだけでなく、
DNAの開裂効率が高まるとと
もに、プローブのハイブリ効率
が高まるという結果が得られ、
15分から 60分程度でハイブ
リができるようになっている。
文献：Matthiesen SH, Hansen 
CM. Fast and non-toxic in situ 
hybridization without blocking 
of repetitive sequences. PLoS 
One. 2012;7(7):e40675.
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Burkitt lymphoma, High grade B cell lymphoma, DLBCLの鑑別

Lympho 
blastic

High-grade B, 
NOS

DLBCL Double hit Burkitt

Moro 
phology

Blastoid DLBCL/ 
Blastoid

DLBCL DLBCL/ 
Burkitt/ 
Blastoid

DLBCL/ 
Burkitt

Double 
hit

+/- - - + -
MYC single

図 2：High grade B-cell lymphomaの診断アルゴリズム、BLとの鑑別

3） 除外項目
（a） BCL2転座とBCL6転座のみの場合、MYC転座とBCL2や

BCL6以外の転座の場合、Double-hitという用語は使用せ
ず、この categoryからは除外される。

（b） Follicula lymphoma（FL）が既往にある症例、B-LBL、
NOSの症例はこの categoryに入らない。また、完全な結
節構造を形成する FL Grade3Bは double hitでもコメント
付きで FLと診断するとされている。FLの一部に double hit
の DLBCLの成分があれば、�FL and HGBL with MYC 
and BCL2 and/or BCL6 rearrangements �と診断を行い、
予後に影響を与えることを考えるとHGBL with MYC and 
BCL2 and/or BCL6 rearrangementsの病理所見はコメン
トの中に記載する必要がある。

（c） MYC、BCL2、BCL6の転座は FISHなどの細胞遺伝学、
分子生物学的な方法で検討されるべきで、copy-number 
gain/amplificationあるいは somatic mutationのみでは
不十分であり、こういった症例も double hit lymphoma同
様 aggressiveな経過をたどるがこのカテゴリーに入れるに
は証拠が不十分であるとされる（1）。

4） 組織像
（a） DLBCL、NOSの形態が約半数で、増殖形態は完全に

diffuse。種々の程度の Starry-sky macrophageが時に
focalに存在することがある。核分裂像や apoptosis像の
数は非常に様々でいくつかの症例では核分裂像の数が少な
く、Ki-67の indexも低いことがある。DLBCLと区別不可
能であるため、FISHなどを使用して double hitかどうかの
検索をすべての DLBCL、NOSで行うべきである。

（b） DLBCL/BLの形態は半数以下で、この組織形態を有する約
50%の症例が double hitを有する。中型から大型の細胞の
びまん性の増殖がみられ、小型リンパ球はほとんどみられず、
間質反応はみられない。多くの細胞分裂像、明らかな
apoptosis像を伴って Starry-skyマクロファージが一般的
にみられる。細胞形態は様々である。BLに非常に似ている
症例では BLの診断は非典型的な臨床所見、免疫形質、
molecular genetic findingsにより除外される。

（c） Blastoidな細胞形態は、少数例で、中型の細胞で小型の
centroblastにしばしば類似する。核小体は目立たずクロマ
チンは細顆粒状である。細胞は小さな細胞質の縁取りを有
する。Lymphoblastsに非常に似ているため B-LBLの除外
のため TdTを全例に対して行うべきである。Mantle cell 
lymphoma（MCL）の blastoid variantはこれらの特徴を多
く有しているので cyclin D1の免染も行うべきである。これ
らの腫瘍細胞は CD10 陽性かつ BCL6 陽性のmature 
B-cellである（1）。

5） 免疫学的所見
　CD10および BCL6発現はこれらの大部分にみられる（75-
90％）。IRF4/MUM1は約 20%の症例に発現がみられる。BL
における BCL2 陰性もしくは弱陽性と比較して BCL2の
breakpoint（18q21）を持つほとんどすべての症例で BCL2が細
胞質に強陽性となる。Ki-67の免疫染色は様々な結果を示す。
まとめるとMYC、BCL2、BCL6、Ki-67の免染はあまり意味が
なく、BL、MCLとの鑑別を確実におこなうことが重要である。

図 3：DLBCLにおけるBCL2とMYCの免疫染色
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【B】高悪性度 B細胞リンパ腫　非特異型 
High-grade B-cell lymphoma NOS, HGCL NOS

1） 定義
　Double hit lymphomaの定義を満たさない（DLの遺伝子異
常がない）高悪性度 B細胞リンパ腫

2） 組織像
　DLBCL/BL、DLBCL NOS、Blastoid（LBL）の組織像があり
多彩である（図 2）。形態的に DLBCLの特徴を示す症例はたと
え高い増殖能を示す部分があっても除外すべきとされている。

DLBCLにおける double expresser（MYC/BCL2）
（DE）とdouble hit（MYC/BCL2）（DH）の 
関連および予後
　Double hit（DH）において、R-CHOP療法はもとより（6, 7, 8）、
CODOX-M/IVAC、hyperCVAD療法など強力な化学療法をおこ
なってもきわめて予後不良であることが報告されている（9, 10）。
また、MYC/BCL2の両者同時発現（double expresser, DE）も、
R-CHOP療法で治療を受けた場合、予後不良とされている。し
かしながら、DHは DLBCLの 2-6%で、DEの 17-34%と比較
すると非常に少数であるため、臨床応用には不向きとされてい
る。DEの検討においてMYC、BCL2の抗体の種類や、陽性基
準の陽性率は論文よって異なり、課題とされている。文献 6では、
発現陽性基準は、MYC≧ 40%が陽性、BCL2≧ 70%が陽性、
文献 7では、発現陽性基準は、MYC≧ 40%が陽性、BCL2
≧ 50%が陽性、文献 8では、発現陽性基準は、MYC≧ 40%
が陽性、BCL2 ≧ 70% が陽性と定義されている。Clark 
Schneiderらの、これまでの論文を加味した DEの陽性率のカッ
トオフの検索においては、IPIと関連なく、MYC≧ 40%が陽性、
BCL2≧ 50%が陽性、特にMYC≧ 40%が陽性、BCL2≧
70%だと極端に予後が短くなっている（11）。また、DEは、
non-GCに多いが、GC、Non-GCに左右されず予後不良因子
であったが報告されている（6, 7, 8図 3）。
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コラム図 1：リンパ腫の形態 /免疫染色

コラム図 2：悪性リンパ腫診断に有用な免疫染色および In situ hybridization

コラム

悪性リンパ腫診断に有用な免疫染色
　悪性リンパ腫の分類は、形態分類を主体とし、免疫染色、染色体、
遺伝子の特徴に立脚した分類を行っている。これは、発生分化および、
分子生物的観点から、リンパ腫を疾患単位に列挙し分類し、治療に有
用な分類を試みているためである。この背景には、従来の形態診断の
みでは、分類不能であったが、その後の免疫染色、染色体検査法、遺
伝子解析法の進歩により、独立疾患として認識できるようになった疾患
単位の出現がある。とはいえ、診断の第一歩は、形態診断によることが
多い。コラム図 1で示すように、まずは、ホジキンリンパ腫に見られる
巨細胞の有無、次に結節性病変か、びまん性病変か、さらに細胞の大
きさが、形態診断には、ポイントとなる。
　リンパ腫は、大きく、ホジキンリンパ腫（HL）（CD30陽性）と非ホジキン
リンパ腫に分かれる。さらに非ホジキンリンパ腫は、発生分化により、
前駆型（TdT陽性）と末梢型に分かれる。さらに免疫染色法により、各々
は、B細胞型（CD20陽性）、T細胞型（CD3陽性）〔分化型の場合は
NK細胞（CD56陽性、EBER1陽性）を含む〕に分けられる。さらに、
末梢型 B細胞性のものは、形態に加え、臨牀像、免疫染色、染色体、

　遺伝子解析が加味され、分子生物的観点から、疾患単位が列挙され
ている。分化段階による分類が試みられている。たとえば、形態的に濾
胞様構造がみられ、汎 B細胞マーカーの CD20陽性で、胚中心マーカー
の CD10, bcl6陽性であると、濾胞中心由来が考えられ、濾胞性リンパ
腫の診断となる。CD20陰性で、CD138/38が陽性になると形質細胞
由来となる。一方、末梢型の T、NK細胞リンパ腫は、形態的にも小細
胞、大細胞、未分化大細胞と多岐であり、免疫表現型、遺伝子型にお
いても疾患単位は、多岐であり、Bリンパ腫とは異なり、むしろ疾患単
位というより症候群に留まっている。
　特異的な抗体として、マントル細胞リンパ腫 （MCL）は CyclinD1陽性、
ヘアリー細胞白血病（HCL）や腸症型Ｔ細胞リンパ腫（EATL）は CD103
陽性、小型細胞リンパ腫（SLL/CLL）は LEF陽性、未分化大細胞性リン
パ腫（ALCL）は CD30陽性で、特に ALK陽性・陰性で分類される。また、
血管免疫芽球性 T細胞リンパ腫（AITL）は fhT由来で CD10, CXCL13, 
PD-1が陽性のことが多い。NK/T細胞リンパ腫は CD56陽性で EBウ
イルスの EBER1（in situ hybridization）陽性となる。
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