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6カラーフローサイトメトリーによる造血器腫蕩のイムノフェノタイピング3 I . 
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旨

造血器腫療の診断、予後分類および微小残存病変（MRD）や他部位への浸潤などの微小腫蕩細胞の検出において、

フローサイトメトリー（FCM）によるイムノフェノタイビングは今や必須の検査となっている。近年、次世代型マ

ルチカラーフローサイトメーターの登場および診断時における異常抗原発現に基づく微小腫虜細胞の検出の進歩によ

り、 FCMによるイムノフェノタイピングには、より洗練されたアプローチが必要とされている。 今回、我々は造血

器腫蕩患者 107症例を対象とし、 6カラー FCMによるイムノフェノタイピングの診断的有用性を評価した。

結果、全例において腫蕩細胞の細胞系統および分化度を同定することが可能で＝あり、 1例を除く全ての症例において

lつ以上の異常抗原発現を検出した。 また、 30症例 51サンプルについては、診断時の異常抗原発現に基づく患者

特異的抗体パネルを用いた微小腫虜細胞の検出を試み、 PCR法との結果比較を行った。 6カラー FCMの最小検出感

度は 0.01%であり、 PCR法との一致率は 92%(47/51)であった。 6カラー FCMによるイムノフェノタイピングは

造血器腫蕩の診断のみならず、微小腫蕩細胞の高感度検出において優れたパフォーマンスを有していた。

〔キーワード〕

1）造血器腫蕩、 2)6カラーフローサイトメトリー、 3）イムノフェノタイピング、 4）異常抗原発現、

5）微小腫傷細胞
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Abstract 

Flow cytometric immunophenotyping is an essential methodology for establishing the diagnosis and prognostic 

classi五cationand for detecting small malignant populations such as minimal residual disease (MRD) and occult 

involvement to other areas in patients with hematological malignancies. Recently, more sophisticated approaches 

have been needed in flow cytometry (FCM), owing to the development of a novel multi-color flow cytometer 

and the improved ability to detect small malignant populations based on aberrant antigen expression at diagnosis. 

We studied 107 patients with newly diagnosed hematological malignancies and assessed the diagnostic usefulness 

of 6 color FCM. Our approach was capable of determining cell lineages and the differentiation status of malignant 
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cells in all cases, and further, at least one aberrant antigen expression on malignant cells was detected in all cases 

but one. We evaluated the ability to detect small malignant populations by using a patient-specific antibody panel 

based on aberrant antigen expression at diagnosis and compared the results between 6-color FCM and polymerase 

chain reaction (PCR) in 51 samples from 30 cases. The minimum detection sensitivity of 6-color FCM was 10-4 

and the coincidence rate with PCR was 92% (47 /51). In conclusion, 6-color flow cytometric immunophenotyping 

showed excellent performance, not only for establishing the diagnosis but for detecting small malignant popolations 

with high sensitivity in hematological malignancies. 

〔Keyword〕

1) hematological malignancies、2)6田colorflow cytometry、3)immunopheno-typing、

4) aberrant antigen expression、5)small malignant populations 

［はじめに］

造血器腫蕩の診断、微小残存病変（minimalresidual 

disease: MRD）および他部位への微小浸潤の評価方

法として、光学顕微鏡による標本の観察、染色体分析、

丑uorescencein situ hybridization (FISH）、フローサ

イトメトリー（FCM）によるイムノフェノタイピン

グ、 polymerasechain reaction (PCR）などがあり、

各々の検出感度（検出できる腫傷細胞の最小量）は、

5%、l～ 5%、0.1～ 5%、0.01～ 1%、0.0001～ 0.1%

程度である 1）。 白血病の予後因子として寛解導入療

法後の骨髄における MRDがあり、臨床的再発との関

連について多くの研究報告がなされている 24）。また、

悪性リンパ腫においては、骨髄などの他部位への浸潤

の有無が予後因子の 1つである臨床病期（AnnArbor 

分類）を決定する。つまり、微小な腫蕩細胞を高感度か

っ正確に検出することは、造血器腫場患者の治療効果

の判定および予後を推定する上で極めて重要である。

FCMによるイムノフェノタイピングとは、フロー

サイトメーターを用いて l個の細胞における抗原の発

現パターンを網羅的に解析する方法であり、①迅速な

結果報告、②細胞の起源、分化レベルおよび病型分類

の確定、③予後予測や遺伝子変異との関連の評価、④

微小腫蕩細胞の検出（MRDおよび、他部位への浸潤評

価）、⑤定量的評価が可能、など多くのメリットがある。

解析精度を向上させるファクターとしては、①フロー

サイトメーターと解析ソフトウェアの性能、②マル

チカラー FCMの実施、③最適な抗体の選択と最適な

抗体パネルの作成、などが挙げられる。 特に③は多

種類かっ多様な分化レベルの正常細胞群と腫蕩細胞群

との鑑別に必須となる抗原の異常発現を高感度に検

出できるように考慮する必要がある。 欧米では Euro

Flow5l、LeukemiaNet6）などの多施設共同研究グ、ルー
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プからマルチカラー FCMに対応した解析法、抗体の

種類や抗体パネルの提唱がなされている。 一方、囲

内においては依然として 3カラー FCMによる解析が

主流であり、また標準法の提唱もなされていないため、

抗体の種類、抗体パネルや解析法は各施設独自のもの

であり、検出感度および精度の施設問差が著しいのが

現状である。 3カラー FCMと比較した場合、6カラー

FCMの実施により得られる情報量は 5倍となり、イ

ムノフェノタイピングの解析精度を大幅に向上させる

ことが可能となる。今回、我々は次世代型フローサイ

トメーター FACSCantEを導入し、 6カラー FCMに

よる造血器腫蕩のイムノフェノタイピングを構築した

ので報告する。

I .対象と方法

急性骨髄性白血病（AML)I骨髄異形成症候群

(MDS) 29例、急性リンパ性白血病（ALL)9例、

形質細胞性腫蕩（PCN)19例、慢性リンパ増殖性

疾患（CLPD)50例の計 107例を対象とした。 各

試薬メーカーから入手したモノクローナル抗体のア

フイニティーおよび蛍光色素との組み合わせを検討

した後、①抗原欠失、②非同期性発現、③系統不全、

④過剰発現、⑤発現低下の 5つの異常抗原発現の評

価が可能な抗体パネルの作成を行った（Table.l）。

初発症例においては、抗体パネルによる異常抗原

発現の検出の有用性を評価した。 その内、 MRDあ

るいは他部位への浸潤評価目的で提出された 30症

例（AML3例、 ALL6例、 PCN2例、 CLPD19例）

51サンプルについては、患者特異的抗体パネルの

作成による微小腫虜細胞の検出を試み、 PCR法と

の結果比較を行った。



Table.1 6・・CQlor_flo'I'{ cytQrrietri~ anJi切りy_p_aQEll~＿ fo_r_h_E:irnatQIQgi_Q_Cll＿仰alignancies.

Acute mzeloid leuke皿ia(AML) /M_i:elodzs2lastic szndromes (MDS) 

Tube FITC PE PerCP-Cy5. 5 PE Cy? APC APC Cy? 

I HLA DR CD!33 (AC141) CD3!( CD117 CD13~ (AC133) CD45 
2 CD9 CD96 CD34 CD38 CD90 CD4§ 
3 CD? CD33 CD34 CD!9 CD56 CD45 
4 CD65 NG2 CD~4 CD25 (;Dl5 CD_45 
5 CD2 CD61 CD34 CD!4 CD36 CD45 
6 CD!6 CD lib CD34 CD!3 CDIO CD45 
7 CD86 CD200 CD34 CD4 CD123 CD45 

additional anels 
日 CD36 Gly-A CD34 CDll 7 CD71 CD45 
9 CD41 CD61 CD34 CD117 CD9 CD45 

Acute lzm2hoblastic leukemia (ALL) 

Tube FITC PE PerCP Cy5. 5 PE Cy? APC APC-Cy7 

CD38 CDIO CD34 CD!9 CD20 CD45 
2 CD58 CD66c CD34 CD25 CD!23 CD45 
3 CDS! CD21 CD34 CD13 CD22 CD45 
4 CD24 NG2 CD34 CD33 CD!5 CD45 
5 CD9 CD!33 (ACl41) CD34 CD117 CD133 (AC133) CD45 
6 CD41. CD200 CD34 CD5 CD27 CD45 
7 CD26 CD99 CD34 CD3 CD4 CD45 
8 CDS CD? CD34 CD56 CD2 CD45 

Plasma cell neo2lasm (PCN) 

Tube FITC PE PerCP Cy5. 5 PE Cy? APC APC Cy? 

1 CD20 Cl)56 CD19 CQ38 CD138 CD45 
2 CVκ czλ CD!9 CD38 CD!38 CD45 

Chronic lzm2ho2roliferative diseases (CLPD) 

Tube FITC PE PerCP Cy5. 5 PE Cy? APC APC Cy? 

CD38 CD200 
2 に λ 
3 CD44 CDIO 
4 CD22 CD21 
5 CD2 CD? 
6 CD26 CD3 

additional anels 
7 CD!03 COile 
自 CD26 CD? 
9 CDI03 TCRv i5 

II .結呆

6-color FCM用抗体パネルを用いた造血器腫蕩

患者の診断時における異常抗原発現の全データは

Appendix.Iに示した。 全例において、腫虜細胞の

細目包系統および分化度の評価が可能で、あり、 99%

(106/107）の症例において、少なくとも lつ以上の

異常抗原発現の存在が確認された（Table.2）。

Figure. lに異常抗原発現の代表例を示した。

No96 （血管免疫芽球性T細胞リンパ腫： AITL)

においては、正常T細胞に発現している CD7の

抗原欠失（Figure.lA）、 Nol5（好酸球増多を伴

う急、性骨髄単球性白血病： AML-M4eo）において

は、正常骨髄芽球には発現しない成熟頼粒球マー

CD5 
CD20 

CD34 
HLA DR 
.C[8 

CD4 

CD20 
CD4 
CDS 

CD!9 CD23 CD45 
CD!9 CD25 CD45 
CD19 CD43 CD45 
CD!9 CD40 CD45 
CD!9 CD56 CD45 
CD19 CDS CD45 

CD!9 CD25 CC45 
CD3 CD25 CD45 
CD3 CD56 CD45 

カー CD65の非同期性発現が顕著に認められた

(Figure. lB）。また、 No53（多発性骨髄腫： MM)

では正常形質細胞には発現しない NK細胞マーカー

CD56の系統不全（Figure.lC）、 No32(B-ALL）に

おいては、 hematogone（正常B前駆細胞）ではわ

ずかに発現の認められる CD26、CD99の過剰発現

(Figure. lD）、 No62（びまん性大細胞型B細胞性リ

ンパ腫： DLBCL）においては、正常成熟B細胞に比

して CD22の発現低下が認められた（Figure.lE）。

107症例の内、 30症例 51サンプルについては診断

時の異常抗原発現の結果を基に患者特異的抗体パネ

ルを作成し、 MRDあるいは他部位への微小浸潤の評

価を行い、 PCR法との結果比較を行った（Table.3）。

Table.2 The frequency of aberrant antigen expression in hematological malignancies 

Antigenic absenc巴

Asynchronous expression 

Lineag巴 infidelity

Over巴xpression

Underexpr巴Ssion 

AML/MDS 

24切（Z/29)

28九（8/29)

72% (21/29) 

7見（2/29)

31弘（9/29)
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ALL 

33弘（3/9)

0免（0/9)

56弘（5/9)

78九（7/9)

89見（8/9)

PCN 

95弘（18/19)

26見（5/19)

63弘（12/19)

O弘（0/19)

74弘（14/19)

CLPD 

38弘（19/50)

22覧（11/50)
16切（8/50)

30覧（15/50)

72九（36/50)



Table.3 Comparison of the results with 6・colorflow cytometry and polymerase chain reaction 

A loid leuk (AML)/Myelodvsolast" dr (MDS) 

Nol Ox lsp 巴ci 附 I!days after Dx凶叫zj斗rm凶l PCR 

5 AML-M2 BM 40 0. 25 AMLl/ETO ( +) 
BM 65 0.26 AMLl/ETO ( +) 
BM 109 0.08 AMLl/ETO ( +) 
BM 163 0.04 AMLl /ETO ( +) 
BM 226 0.01 AMLl/ETO ( +) 
BM 287 0. 1 AMLl/ETO ( +) 

6 AML-M2 BM 34 0. 02 AMLl /ETO ( +) 
BM 66 （一） AMLl/ETO ( +) 

13 AML-M4 BM 30 10 NPMl Mutation(+) 
BM 43 （一） NPMl Mutation(+) 
BM 64 （一） NPMl Mutation(+) 
BM 102 （一） NPMl Mutation(+) 

Acute lvmohoblastic leukemia(ALL) 

No Dx soecimen davs after Dx malignant cells （見） PCR 

31 B-ALL BM 27 0.4 町 bcr/abl(+) 
BM 58 0.04 m-bcr/abl (+) 

32 B ALL BM 23 （一） lgH-R （一）
BM 44 （一） lgH R（一）
BM 92 （一） lgH-R （一）

33 B-ALL BM 26 0. 5 IgH R (+) 
BM 35 0.03 lgH-R(+) 
BM 58 （一） lgH R（一）
BM 97 （一） lgH-R （一）

34 B-ALL BM 44 17 IgH R(+) 
BM 65 12 lgH-R(+) 

35 B-ALL BM 52 4 lgH R(+) 
BM 83 5 lgH-R(+) 

36 B-ALL BM 45 （一） faH-R （一）

Ch lymphooroliferative d・ (CLPD) 

No Dx I s;eci附 1ldays after Dxlーli庄一1tcells （弘）｜ PCR 

60 BL BM 11 （一） lgH-R( ) 
62 DLBCL BM 12 （一） lgH-R （一）
63 DLBCL ascites 18 14 lgH-R(+) 
65 DLBCL BM 9 （一） lgH-R （一）
67 DLBCL BM 2 lgH-R(+) 
68 DLBCL BM 13 5 lgH-R(+) 
70 DLBCL BM 17 （一） lgH-R （一）
72 DLBCL BM 3 （一） lgH-R （一）
77 FL BM 8 0. 5 lgH-R(+) 

ascites 8 lgH-R(+) 
80 FL BM 12 0.4 lgH-R(+) 
82 IVL BM （一） lgH-R （一）

89 MCL BM 65 20 lgH-R(+) 
92 MZL BM 6 4 lgH-R (+) 

94 PLL PB 1 0.05 lgH-R (+) 

BM 48 （一） lgH-R （一）
95 SMZL ascites 1 8 lgH-R(+) 
99 ALCL BM 13 3 TCRγ－R(+) 
100 EATCL BM 3 （一） TCRγ－R（一）

intestin巴 6 33 TCRγ－R(+) 
101 EATCL BM 6 （一） TCRγ－R（一）
102 PTCL BM 7 0. 7 TCRγ－R(+) 

PB 27 19 TCRγ－R(+) 
Ox, diagnosis; +, positive；一， negative;PCR, polymerase chain reaction; 
IgH-R, immunoglobulin heavy chain rearrangement; TCR-R, T-c巴l1 receptor 
gamma rearrangem巴nt; AMLl/ETO, acute leukemia 1 I eight twenty one; 
NPMl, nu cl巴ophosmin 1; m-bcr/abl, minor-breakpoint cluster r巴gion I 
abelson leukemia virus oncogene; AML, a cut巴 myeloid leukemia; MOS, 
myelodysplastic syndromes; RAEB, refractory anemia with excess blasts; 
ALL, acute lymphoblastic leukemia; MM, multiple myeloma; BL, Burkitt 
lymphoma; DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma; FL, follicular lymphoma, 
IVL, intravascular large B-cell lymphoma; MCL, mantl巴 cell 1 ymphoma; 
MZL, nodal marginal zone B cell lymphoma; PLL, prolymphocytic leukemia; 
SMZL, splenic marginal zone B-cell lymphoma; AITL, angioimmunoblastic T 
cell lymphoma; ALCL, anaplastic large cell lymphoma, EATCL, enteropathy-
associated I-cell lymphoma; PICL, peripheral I-cell lymphoma 
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Figure. 1 Examples of aberrant antigen expressions in hematological malignancies. (A) Antigenic absence of CD7 

on angioimmunoblastic T-cell lymphoma (AITL) cells. (B) Asynchronous expression of CD65 on acute myeloid 

leukemia M4 with bone marrow eosinophilia (AML-M4eo) cells. (C) Lineage infidelity of CD56 on multiple myeloma 

(MM) cells. (D) Overexpression of CD26 and CD99 on B-lymphoblastic leukemia (B-ALL) cells. (E) Underexpression of 

CD22 on diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) cells. Malignant populations and normal populations are indicated 

by open circles and filled circles, respectively. 
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FCMでの最小検出感度は0.01%(1万個に l個）程

度であり、 PCR法で陽性であった 36サンプルにおけ

る陽性率は91%(32/36）、 PCR法で陰性であった 15

サンプルにおける陰性率は 100%(15/15）であり、両

法の一致率は 92%(47 /51）で、あった。

Figure. 2に No33(B-ALL）の MRD解析

の一例を示した。診断時のフェノタイプは

CD 1Obright+cD19 +c D 3 4 +c D 3 8 dim+c D 4 5 

CD58bright+CD66ピCD99br凶 t＋で、あり、 CDlO、CD58、

CD99の過剰発現、 CD38、CD45の発現低下や

CD66cの系統不全などの異常抗原発現が認められ

た。 FITC-CD38、PE-CD66c、PerCPCy5. 5-CD34、

PE Cy7-CD19、APC-CDlO、APC-Cy7-CD45を用い

て患者特異的抗体パネルとし、多段階階層化ゲー

ティングを用いて MRD解析を行った。 治療開始

後のday26とday35においては、 MRDがそれぞ

れ0.50%、0.03%認められ（Figure.2A, B）、 PCR

法を用いた IgH再構成も共に陽性であった。一

方、 day58とday97においては MRDは検出されず

(Figure. 2C, D）、 lgH再構成も共に陰性であった。

III .考察

FCMによるイムノフェノタイピングは、造血器

腫蕩の診断のみならず、 MRDや他部位への浸潤な

と守の微小腫蕩細胞の検出において非常に有力な検査

である。一般的に、検出感度の面では PCR法に劣

るとされているが、特に AMLにおいては診断時に

遺伝子異常の認められない症例が60%程度存在す

るため、 PCR法による MRDの評価が不可能なケー

スが多く存在する。一方、イムノフェノタイピング

による AMLにおける異常抗原発現の検出率は 80%

以上であり 3,7）、多くの症例において MRDの評価

が可能である。近年、造血器腫蕩における異常抗原

発現に関する研究が盛んに行われており、診断精度

の向上が図られている。 EuroF!ow5lからは8カラー

FCMを用いた各疾患群毎の診断およびMRD用の

抗体パネルが提唱されており、現時点では最も先進

的なメソッドとして注目されている。 しかしながら、

8カラー FCMに対応したフローサイトメーターを所

有している医療機関は皆無であること、測定用チュー

ブ聞の抗体の重複によるコストパフォーマンスの低

さ、などの理由から広く普及するのは大きな課題があ

る。 また、 LeukemiaNet6l、Craigら8）や deTute9l 

は各疾患群におけるフェノタイプを、 Hrusakら10)

は急性白血病の遺伝子異常とフェノタイプの関連に
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ついて報告しており、今後の抗体パネルの標準化

において有力な情報を提供している。 抗体パネル

の作成において最も重要なポイントは、①AML/

MDS細胞と正常骨髄芽球、②B-ALL細胞と正常B

前駆細胞、③T-ALL細胞と正常T細胞、④PCN

細胞と正常形質細胞、⑤B-CLPD細胞と正常B細胞、

⑥T/NK-CLPD細胞と正常TINK細胞、など腫傷

細胞と正常細胞の鑑別が可能な抗体の選択と組み合

わせである。

従来、 AML/MDSにおける異常抗原発現の検

出は、比較的頻度の高い CD7、CD19、CD56によ

る系統不全に限定することが一般的であったが、

CD15、CD65などの非同期性発現の検出率の高さ

が報告されており 11-13）、我々の結果でも CD34(+) 

細胞における CD15、CD65の発現は 29例中 5例

(17%）と比較的高頻度に認められた。 また、頼粒

球における CD123の非同期性発現は急性前骨髄球

性白血病（APL）細胞と正常前骨髄球との鑑別に有

用であり、 Wangら14）の報告を支持するものであっ

た。 さらに、 CD25、CD96、CD200などの系統不

全を追加することにより、 l例を除いて lつ以上の

異常抗原発現が検出され、その後の MRD解析が

可能となった。 CD25およびCD200は正常リンパ

球に発現が限定されるが、 34%(10/29）の症例に

おいて発現が認められた。 Terwijnら15）や Tonks

ら16）は AMLにおける CD25あるいは CD200の発

現を予後不良因子として報告しており、今後 MRD

マーカーのみでなく予後を推定する上で重要なマー

カーとなる可能性がある。 また、 Bosenら17）は

CD96を白血病幹細胞（LSC）の特異的マーカーと

して報告しており、 21%(6/29）の症例において発

現が認められた。現時点で、CD96のMRDマーカー

としての有用性を示した報告はなく、今後の症例の

蓄積と長期フォローが必要で、ある。

B-ALLのMRD評価においては、しばしば異常リ

ンパ芽球と正常B前駆細胞との鑑別が問題となる。

両者のフェノタイプは共に CD10℃D19℃D34+1ー

CD45ct肘であることが多く、共通点が多い。 一般

的には骨髄系のマーカーである CD13、CD33の系

統不全や CDlOの過剰発現を異常抗原発現として評

価するが、適用される症例が限定さiれる。 最近で

は、 B-ALLのMRD解析プロトコールが提唱され

ており 18-19）、その中で CD38の発現低下， CD58の

過剰発現や CD66cの系統不全が注目されている。

我々の結果では、それぞれ63%(5/8）、 63%(5/8）、



38% (3/8）であり、いずれか 1つを認める症例は

88% (7 /8）であった。 また、 CD9とCD81の抗原

欠失／発現低下初21）は 38%(3/8）、 CD27とCD44

の過剰発現22）は 38%(3/8）、さらに T-ALLにお

ける MRDマーカーとして報告されている CD99の

過剰発現幻）が50%(4/8）と高頻度に認められた。

今後、 CD99の過剰発現は B-ALLにおける新規

MRDマーカーとなる可能性がある。今回、 T-ALL

は1例のみであったが、 CD3、CD4、CD8など

のT-cellマーカーの抗原に加え、骨髄系マーカーで

ある CD13、CD33の系統不全が認められた。

PCNにおいては，異常単クローン性形質細胞と

正常形質細胞の鑑別が重要である。正常形質細胞は

CD19+CD20 CD38br拙廿CD45aim+CD56-CD138＋のフェ

ノタイプであり、かつ cyK Icy Aの発現の偏りを認

めないが、 MMおよび意義不明の単クローン性 y

グロプリン血症（MGUS）においては、 CD19の抗

原欠失あるいは発現低下が100%(19/19）、 CD20

の非同期性発現が26%(5/19）、 CD56の系統不全

が63%(12/19）、 cykあるいは cyAの発現の偏りが

100% (19/19）、 CD38、CD45の発現低下がそれぞれ

26% (5/19）、 68%(13/19）であった。他の異常抗

原発現として、 Batailleら包）は CD28の系統不全と

CD27の抗原欠失を、また Craigら8）は CD117の

系統不全を報告している。 我々の結果では MM細

胞と正常形質細胞の鑑別は 100%(19/19）可能であっ

たが、鑑別困難なケースにおいてはこれらのマー

カーが有用となる可能性がある。

B-CLPDのクロナリティーの評価において、 κn.
の発現の偏りの評価は必須で、あり、 38例中 37例

(97%）において κあるいは Aの優位な発現の偏り

が認められた。残り l例は κおよびAの欠損した

DLBCLであったが、 CD21の発現低下が顕著で、あ

り、正常B細胞との鑑別は可能であった。また、

CD21あるいは CD22の抗原欠失および発現低下は

71% (27/38）と高頻度に認められ、 κI）.の発現

の偏りとの組み合わせにより、骨髄などの他部位へ

の微小浸潤の検出に有用であると考えられる。さ

らに、病型分類においては、 j慮胞性リンパ腫（FL)

に特異的なフエノタイプである CD10+CD433・9l、B

細胞性慢性リンパ性白血病（B-CLL）とマントル細

胞リンパ腫（MCL）の鑑別に有用な CD200の発現

の有無9,25）、パーキットリンパ腫（BL）と BL様

DLBCLの鑑別に有用な CD44の発現の有無お）など

が報告されており、我々も同様の結果を得ている。
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B-CLPDにおけるフェノタイプと予後との関係につい

ては、 DLBCLにおける CD5の発現が予後不良因子

として広く知られている 27）。また、 Rydstromらお）

は免疫化学染色において CD40陽性細胞比率の低下

が予後と関連していることを報告している。 今回、

17例の DLBCL中2例において、 CD40の発現低下

が確認されたが、 FCMを用いた CD40の発現の評

価はこれまでに報告がなく、今後DLBCLにおける

CD40の発現低下が予後因子となりえるかを検証し

てゆく必要がある。

T】CLPDにおいては、 pan-Tマーカーである

CD2、CD3、CD4、CD5、CD7、CD8の中で 1つ

以上の異常抗原発現が 12例全例で認められた。 そ

の他のマーカーでは、 CD26の発現低下がT-CLPD

で高頻度に認められることが報告されており即日）、

我々の結果でも 42%(5/12）の症例で認められた。

病型分類においては、 AITLにおける CD4、CDlO

の発現 8）や腸管症型T細胞リンパ腫（EATCL）に

おける CD8、CD56、CD103の発現 8）が確定診断に

有用であった。

6カラー FCMと多種類の抗体の導入により、解

析対象のほぼ全例において異常抗原発現を検出す

ることができ、その後の MRDあるいは他部位へ

の微小浸潤の評価を高感度（0.01%）に実施するこ

とが可能となった。ただし、初発時と再発時、あ

るいは治療の前後でフェノタイプが変化するケー

スが存在することが知られており、 AMLにおける

CD7、CD13、CD33、CD343uの発現の変化、 ALL

における CDlO、CD13、CD33、CD34の発現の変

化ぬ32）やリツキサンの使用による BCLPDにおけ

るCD20の発現低下あるいは抗原欠失33）は比較的

高頻度に見られる現象であり、解析結果の解釈には

細心の注意を払う必要がある。欧米に比して、マル

チカラー FCMによるイムノフェノタイピングのわ

が国での報告は少なく、今後日本臨床検査医学会や

日本サイトメトリー学会を中心として、解析法の標

準化が推進されることが望まれる。
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Appendix. 1 Summary of aberrant antigen expressions in hematological malignancies at diagnosis 

Acute myeloid leukemia(AML)/Myelodysplastic syndromes(MDS) 

N o  I Dx  I specimen I aberran七 phenotype

1 AML-MO BM  CD65 (+) CD200(+) HLA-DR（ー〉
2 AML M2  B M  CD65 (+) CD96 (+) 

3 AML-M2 B M  CD25 (+) 

4 AML M2  BM  CD7 (+) CD38(d+) 

5 AML M2  BM  CD19 (+) CD56 (+) 

6 AML-M2 BM  CD19 (+) CD96 (+) 

7 AML-M2 B M  CD19く＋） CD56 (+) CD96 (+) CD200 (+) 
8 AML M2  B M  CD13 (d+) CD34 ( ) HLA-DR （一〉
g AML M2  B M  CD7 (+) CD56 (+) 

10 APL BM  CD123 (+) 

11 APL P B  CD123 (+) 

12 AML-M4 BM  CD86(+) HLA-DR(d+) 

13 AML-M4 P B  CD9 (+) CD34 ( ) 

14 AML-M4 B M  CD7 (+) CD96 (+) CD200(+) 

' 15 AML M4eo B M  CD65 (+) CD96 (+) CD200 (+) 

16 AML-M5a B M  None 
17 MDS/AML BM  CD9 (+) CD13 ( ) CD56 (+) 

18 MDS/AML BM  CD4 (b+) CD7(+) HLA-DR(d+) 

19 MDS/AML BM  CD7 (+) CD13 (d+) CD96 (+) CD200 (+) 

20  MDS/AML B M  CD33 (d+) CD38 （ー〉
21 MDS/AML B M  CD56 (+) CD200 (+) 

22  MDS(RAEB) B M  CD56 (+) 

23 MDS(RAEB) BM  CD15 (+) CD25 (+) CD65 (+) 

24  MDS(RAEB) BM  CD33 ( ) CD200(+) HLA DR(d+) 
' 25  MDS(RAEB) BM  CD34(d+) CD86 (+) 

26  MDS(RAEB) BM  CD4 (b+) CD200(+) 

27  MDS(RAEB) B M  CD9 (+) CD13 (d+) CD33 (d+) 

28  MDS(RAEB) B M  CD15 (+) 

29  CML B C  B M  CD7 (+) CD13 ( ) 

Acute lymphoblastic leukemia(ALL) 
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BM 
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BM 

aberrant phenotype 

CD9 (d+) CDlO (b+) CD27 (b+) CD38 (d+) CD44 (b+) CD66c (+) 

- _C.:QlQ＿〔b士） .C.:I)2J>i12：士2 ＿＠~＿／＇…ili士）＿C]2呈;3tJ?sf~智＋）正。C企D9ι9fb~）J_q企一一一i 
CD45 (d+) CD58 (b+) CD66c ( +) 

CD26 (b+) CD45 (d+) CD58 (b+) CD99 (b+) 

CDlO (b+) CD38 (d+) CD45 (d+) CD58 (b+) CD66c (+) CD99 (b+) 

CDlO(b+) CD24(d+) CD33(+) CD38(d+) CD45(d+) CD81(d+) 

CDlO ( ) CD24 (d+) CD44 (b+) CD58 (b+) CD99 (b+) 

CD9 ( ) CD15 (+) 

CD38 (d+) CD58 (b+) 

CD3 ( ) CD4 ( ) CD8 （一） CD13 (+) CD33 (+) CD45 (d+) 

aberrant phenotype 

CD19 （一） CD38(d+) CD45(d+) CD56(+) cvκ （＋） 

CD19 （一） CD56(+) CVκ （＋） 
CD19() CD45(d+) CVκ （＋） 
CD19 ( ) CD45 (d+) CVκ （＋） 
CD19 ( ) CD56 (+) CVλ （＋） 
CD19() CD45(d+) CVλ （＋） 
CD19 ( ) CD20 (+) CYκ （＋） 

CD19 （一） CD20(+) CD38(d十） cyκ （＋） 
CD19( ) CD45(d+) cyκ （＋） 

CD19 （一） CD45(d+) CD56(+) cyκ （＋） 
CD19 （一） CD38(d+) CD45(d+) CD56(+) cyκ （＋） 
CD19 （一） CD38(d十） CD45(d+) CD56(+) cyλ （＋） 

CD19(d+) CD45(d+) CD56(+) cyκ （＋） 

CD19 （一） CD20 (+) cvλ （＋） 
CD19 （一） CD20 (+) CD56 (+) CVκ （＋） 

CD19 （一） CD38(d+) CD45(d+) CD56(+) cvκ （＋） 
CD19 （一） CD45(d+) CD56(+) CVκ （＋） 

CD19 （一） CD38(d+) CD45(d+) CD56(+) cvκ （＋） 
CD19 （一） CD20 (+) CD45 (d+) CD56 (+) cvκ （＋） 
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Chronic lymph liferative d" (CLPD) 
No Dx specimen aberrant phenotype 

! 58 B-CLL BM CD5 (+) CD20 (d+) CD22 ( ) CD25 （＋） λ（＋） 

59 B-CLL PB CD25 （＋） λ（＋） 

60 DLBCL Nose CDlO (+) CD21 (d+) CD22 (d＋） κ（＋） 

61 DLBCL Tonsil CD5(+) CD22(d+) CD25（＋） κ（＋） 

I 62 DLBCL LN CD21(d+) CD22(d＋） κ（＋） 

I 63 DLBCL intestine CDlO(+) CD21 (d+) CD22(d＋） κ（＋） 

64 DLBCL LN HLA-DR(d＋） λ（＋） 

65 DLBCL Colon CDlO ( ＋） λ（＋） 

I 66 DLBCL Stomach CD40 (d＋） κ（＋） 

67 DLBCL intestine CDl 9 (d+) CD20 (d＋） κ（＋） 
I 68 DLBCL LN CD5(+) CD20(d+) CD21() CD22(d＋） λ（＋） 

69 DLBCL Tongue CD22(d＋） κ（＋） 
70 DLBCL Nose CD21 (d+) CD25 （＋） λ（＋） 

i 71 DLBCL LN CD5 (+) CDlO (+) CD20 (b+) CD21 (d+) CD22 (d+) CD25 （＋） λ（＋） 

I 12 DLBCL Liver CDlO(+) CD21（） κ（＋） 

! 73 DLBCL BM CD22 (d＋） κ（＋） 

74 DLBCL Pharynx CD21(d＋） κ（一） λ（）
75 DLBCL Nose CD20 (d+) CD25 ( ＋） κ（＋） 

i 76 DLBCL Ethmoid sinus CD21(d+) CD22(d+) CD40(d＋） λ（＋） 

I 77 FL LN CDlO (+) CD21 (d+) CD22 (d＋） κ（＋） 
I 78 FL BM CDlO (+) CD22 (d＋） κ（＋） 
i 79 FL BM CDlO （＋） κ（＋） 

: 80 FL LN CDlO(+) CD21（一） CD22 (d＋） κ（＋） 

l 81 FL BM CDlO (+) CD22 ( ） κ（＋） 

i 82 IVL Brain CD5 （＋） κ （＋） 

i 83 IVL BM CD5(+) CD20(d+) CD21（一） CD22 (d＋） κ（＋） 
I 84 LPL BM CD21 （一） CD22 (d＋）日LA-DR(d＋） κ（＋）
l 85 LPL BM CD38 (b＋） κ（＋） 

86 LPL BM CD21 (d+) CD25 （＋） κ（＋） 

! 87 LPL BM CD21() CD22(d+) HLA-DR(d＋） κ（＋） 
I 88 MAL Toma BAL CD21(d+) CD22(d＋） κ（十）
I 89 MCL LN CD5 ( ＋） λ（＋） 
I 90 MZL BM CD19 (d+) CD40 (d＋） λ（＋） 

Chronic lymphoproliferative diseases(CLPD) 

I No I Dx I sp巴cimen I aberrant phenotype 

MZL LN CD22 (d+) CD25 （＋） λ（＋） 

I 92 MZL LN CD22 (d＋） κ（＋） 

I 93 MZL LN CD19(d+) CD20(d+) CD21(d+) CD22(d+) CD40(d＋） κ（＋） 

PLL BM CD20(d+) CD2l(d+) CD22(d+) CD25（＋） κ（＋） 
I 95 SMZL BM CD21(d+) CD40(d＋） λ（＋） 

96 AITL LN CD3（一） CD7( ) CDlO(+) CD26(d+) 

97 AITL LN CD3 (d+) CD5 (b+) CD26 (d+) 

98 AITL LN CD3（一） CD5(d+) CD26(d+) 

99 ALCL LN CD4（一） CD7 （一） CDS （一）

100 EATCL intestine CD2（一） CD5() CD56(+) CD103(+) 

101 EATCL CSF CD2 （一） CD56 (+) CD103 (+) 

I 102 PTCL LN CD2（一）， CD4 (d÷） CD5 (b+) CD26 (d+) 

PTCL BM CDS (d+) 

104 PTCL Pharynx CD3（一）

! 105 PTCL LN CD3 （一） CD4 （一） CD7 （一） CDS ( ) 

I 106 PTCL PB CD5 （一） CD7 ( ) CD25 (b+) CD26 (d+) 

i 107 PTCL PB CD4（一） CD7 （一） CDS （一）
IDx, diagnosis; +, positive d+, di皿 p'itive; b+, bright positive; , negative; None, no aberrant antigen 
expression; BM, bone marrow; CSF, cerebrospinal fluid; LN, lympho node, PB, peripheral blood; AML, acute myeloid 
leukemia; APL, acute promyelocytic leukemia, MDS, myelodysplastic syndromes; RAEB, refractory a町三miawith excess 
I blasts 醐 mul山 le皿yel糊， M』！IS monoclonal gammnpathy of und山 rminedsi酔 ficance;CLL. chr削 C I刊 pccytic 
leukemia; BL, Burkitt lymphoma; DLBCL, diffuse large B cell lymphoma; FL, follicular lymphoma; IVL, intravascular 
large B-ce 11 lymphoma; LPL, lymphoplasmacyt ic lymphoma, MAL Toma, extranodal marginal zone B-cell 1 ymphoma; MCL, 
mantle cell lymphoma; MZL, nodal marginal zone B-cell lymphoma; PLL, prolymphocytic leukemia, SMZL, splenic 
lmarginal zone B cell lymphoma; AITL, angioimmunoblastic T cell lymphoma; ALCL, anaplastic large cell lymphoma; 
IEATCL, enteropathy-associated T-cell lymphoma; PTCL, peripheral T cell lymphoma 
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