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Abstract：Thyrosine phosphatase SHP１ is an important negative regulator of signaling by re-

ceptors for cytokines and growth factors in hematopoietic cells.　The methylation of the SHP１ 

gene plays a role in the proliferation and differentiation of various kinds of malignant lym-

phoma and leukemia.　This study examined the methylation of the SHP１ gene in thyroid B�cell 

lymphoma and Hashimoto’s disease by methylation specific PCR and the loss of SHP１ protein in 
tumor tissue by the immunohistochemistry.　Almost all cases of the B�cell lymphoma and ２ of 

Hashimoto’s disease examined in this study showed methylation of the SHP１ gene in the tissue 
specimens. The methylation of the SHP１ gene may therefore be one of the critical events in the 

pathogenesis of thyroid B�cell lymphoma.　However, the loss of SHP１ protein was found in 

about the half of all cases of diffuse large B�cell lymphoma, but rarely in MALToma cases.　The 

loss of SHP１ protein may therefore be related, not only with the histological types of B�cell lym-

phoma but also with the characteristics of the proliferation rate and activated molecules.
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　要旨：チロシンリン酸化酵素 SHP１ は各種サイトカインや増殖因子のレセプターに作用するシグナル

伝達経路の抑制的な調節因子で，そのメチル化は悪性リンパ腫，白血病における増殖と活性に重要な役割

をはたしている．今回我々は甲状腺原発Ｂ細胞リンパ腫，橋本病の組織において，メチル化特異的 PCR 

法にて SHP１ 遺伝子のメチル化を，免疫組織染色にて SHP１ の蛋白発現の低下を検討した．SHP１ 遺伝

子のメチル化は検討したほとんどのリンパ腫と橋本病で認められ，SHP１ 遺伝子が本リンパ腫の重要な発

症の原因のひとつであると推測された．しかしその蛋白発現の消失はびまん性大細胞Ｂリンパ腫の約半数

に見られ，MALT リンパ腫ではほとんど見られなかった．SHP１ 蛋白発現の消失は，Ｂ細胞性リンパ腫の

別刷請求先：〒８１４�０１８０　福岡市城南区七隈７�４５�１　福岡大学医学部消化器外科　斉藤信明
　　　　　　Tel：０９２�８０１�１０１１（内線３４２５） Fax：０９２�８６３�９７５９　E�mail：nsaito@minf.med.fukuoka�u.ac.jp



は　じ　め　に

DNA のメチル化は，DNA を構成する４つの塩基の

うちシトシンに生じる．一般に遺伝子の調節をつかさど

る CpG アイランドはシトシンやグアニンが豊富に存在

する領域で，この領域の CpG の二塩基配列がメチル化

されると，遺伝子の発現が抑制され，脱メチル化される

と再び活性化する．DNA のメチル化は遺伝子の発現を

調節し，正常な個体の発生や維持に重要な役割を果たし

ていると考えられている．

近年 Methylation specific polymerase chain reac-

tion（MSP 法）などの新しいメチル化検出法が開発さ

れ，各種悪性腫瘍においていくつかの遺伝子のメチル化

が確認されている．このなかで血球系特異的なプロテイ

ンチロシンフォスファターゼ（Protein Tyrosine Phos-

phatase：PTP）である Src homology ２ domain�con-

taining tyrosine phosphatase １（SHP１）遺伝子のメチ

ル化による発現異常は，バーキットリンパ腫，形質細胞

腫，NK/T 細胞リンパ腫，成人Ｔ細胞白血病，慢性骨髄

性白血病などの細胞株で高頻度に見い出され，それらの

発症に重要な役割をはたすと推測されている１）．

SHP１ は SH�PTP１，PTP１C，PTPN６，HCP ともい

われ，染色体 １２p１３ 上にある．SHP１ はインターロイキ

ン２（IL�２R）や他のサイトカインの受容体に結合して，

活性化受容体からのシグナルを抑制するという細胞の増

殖や分化に対する抑制性シグナル伝達経路の重要な１つ

であることが知られている２）�４）．SHP１ 蛋白の発現は，

正常のＢ細胞ではその成熟程度で違いが見られ，マント

ル帯，濾胞辺縁帯や形質細胞に強く発現し，胚中心では

発現は弱い５）．Ｂ細胞リンパ腫での発現パターンは，正

常のＢ細胞の発現パターンに相関していると考えられて

いる６）�８）．悪性リンパ腫における病理組織マイクロアレ

イによる SHP１ 蛋白発現の解析では，Mucosa�associ-

ated lymphoid tissue（MALT リンパ腫）は６４％，そ

の他の型のＢ細胞性リンパ腫は９０�１００％９），Ｔ細胞性リ

ンパ腫は８５.７％１０）という高率な蛋白発現の消失をみとめ

たという報告がある．

今回我々は甲状腺原発Ｂ細胞リンパ腫において，

MSP 法を用い SHP１ 遺伝子のメチル化を検索し，さら

に SHP１ の免疫組織染色を行いその蛋白発現の低下を

検索した．その結果，SHP１ 遺伝子の高率なメチル化が 

MALT リンパ腫，びまん性大細胞Ｂリンパ腫（Diffuse 

large B cell lymphoma：DLBCL）ともに認められ，本

遺伝子が甲状腺原発Ｂ細胞リンパ腫の発症に関係してい

ると推測した．しかし免疫組織染色においては，低悪性

度 MALT リンパ腫では SHP１ 蛋白の発現の消失は認

めず，高悪性度 MALT リンパ腫では６例中１例（１６.７％）

に，DLBCL では１３例中６例（４６.２％）に発現の消失を

認め，SHP１ 蛋白発現の消失の頻度は組織型により差異

が認められた．この差異に関しては，悪性リンパ腫の増

殖期（G１，Ｓ，G２，Ｍ期）を同定する抗体 Ki６７（MIB１）

や，インターフェロン調節因子 Multiple myeloma on-

cogene １（MUM１）との関係とあわせて検討した．さら

に本研究においては，橋本病５例でも SHP１ 遺伝子蛋白

の検討を行い，悪性リンパ腫との関係も考慮した．

対　象　と　方　法

対　象

１９９０年から２００５年までに福岡大学医学部病理学教室で

診断した甲状腺原発Ｂ細胞リンパ腫２９例を対象とした．

悪性リンパ腫の診断のための免疫組織染色ではＢ細胞

マーカーとして CD２０（Dako Cytomation, Denmark），

CD７９a（Dako Cytomation, Denmark），NK/T 細胞

マーカーとして CD３（Novocastra Laboratories Ltd., 

UK），CD５６（Novocastra Laboratories Ltd., UK）, 

CD４５RO（Dako Cytomation, Denmark）を用い，全

例Ｂ細胞性リンパ腫であることを確認した．悪性リンパ

腫の組織学的診断は新 WHO 分類１１） に準拠し，低悪性

度 MALT リンパ腫の存在によって次のように分類し

た．１）低悪性度 MALT リンパ腫．２）高悪性度 MALT 

リンパ腫： 低悪性度 MALT リンパ腫を一部に含む大細

胞性Ｂリンパ腫．３）DLBCL：低悪性度 MALT リンパ

腫を含まない大細胞性Ｂリンパ腫．

橋本病は，サイロイドテスト陽性，ミクロゾームテス

ト陽性など甲状腺自己抗体が上昇しているもので，組織

学的にも慢性炎症があり，他の疾病がない５例を用い

た．

　

遺伝子解析

SHP１ 遺伝子の解析は新鮮標本から DNA を抽出でき

た甲状腺原発Ｂ細胞リンパ腫１８例，橋本病２例，反応性

リンパ節炎２例について行い，K５６２（CML 細胞系）２

例と健常者末梢血単核球（peripheral blood mononu-

clear cells：PBMC）の DNA をコントロールに用いた．
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組織学的形態だけでなく腫瘍細胞の増殖や活性に関係していると推測される．
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DNA を亜硫酸水素処理（bisulfite 処理）するとシト

シンはウラシルに置換されるが，メチル化されたシトシ

ン （５’�メチルシトシン）は置換されないことが知られ
てる．MSP 法および非メチル化 PCR（un methyla-

tion specific PCR：unMSP）はこの bisulfite 処理を

行った DNA のメチル化，非メチル化配列のそれぞれに

特異的なプライマーを使って PCR を施行し，増幅の有

無で DNA メチル化の有無を検索する方法である．

今回は DNA の １μg を CpGenome DNA Modifica-

tion kit（Intergen Co., NY. US）を用いて亜硫酸水

素ナトリウム処理を行った．メチル化に特異的なプライ

マ ー は［５’�TGT GAA CGT TAT TAT AGT ATA GCG
�３’］および［５’�CCA AAT AAT ACT TCA CGC ATA 
CG�３’］で，これらのプライマーは SHP１ 遺伝子（nu-
cleotide numbers ７０３４�７２０７ of GenBank accession 

number AB０７９８５１）の Exon１b から得られた．非メチ

レーションに特異的なプライマーは［５’�GTG AAT 
GTT ATT ATA GTA TAG TGT TTG G�３’］お よ び
［５’�TTC ACA CAT ACA AAC CCA AAC AAT�３’］
で，これらのプライマーは SHP１ 遺伝子（nucleotide 

numbers ７０３５�７１９６ in GenBank accession number 

AB０７９８５１）の Exon１b から得られた．PCR 産物を１０％

ポリアクリルアミドゲルで電気泳動によって分離した．

　

免疫組織染色

SHP１ の免疫組織染色は，甲状腺原発Ｂ細胞リンパ腫

２９例，橋本病５例，反応性リンパ節炎５例で行った．標

本は２０％ホルマリンで固定しパラフィン包埋した組織

を用いた．薄切標本を脱パラフィン後，EDTA バッ

ファーを用い，マイクロウェーブ９５℃ で１０分間賦活化

し た．一 次 抗 体 は SHP１（SH�PTP１, Clone cs�２８７, 

Santa Cruz Biotechnology, US）を２５０倍で１時間反応

させ，Envision kit（Dako Cytomation, Denmark）

で染色を行い，ヘマトキシリンで核染した．染色の判定

は染色の発現が消失しているものを陰性（－），発現が

陽性のものを（＋），特に強く発現したものを強陽性（ ）

とした．この他，本Ｂ細胞リンパ腫の特徴を見るため 

CD１０（Novocastra Laboratories, UK），MIB１（Dako 

Cytomation, Denmark），MUM１（Dako 

Cytomation, Denmark）の免疫染色を行った．MIB１ 

に関しては，病巣部の細胞５００個における陽性率を算定

した．

結　　　　　果

臨床病理学的所見

甲状腺原発Ｂ細胞リンパ腫２９例の臨床病理学像を（表

１）に示す．年齢は５１歳から８６歳（平均６７.８歳），男性１０

例，女性１９例であった．全例で甲状腺腫大を認め，呼吸

困難や嗄声を認めたものを９例，１
　
 ケ月以内で急速な腫

瘤の増大を自覚したものを８例認めた．病期はⅠが１７

例，Ⅱが８例，Ⅲが３例，Ⅳが１例であった．橋本病に

罹患しているものは男性５例，女性１２例の計１７例（５８.６％）

で，発症までの平均罹患期間は３.３年，５
　
 年以上の長い経

過を経ているものは４例（１３.８％）であった．橋本病と

診断されたものはサイロイドテスト陽性，ミクロゾーム

テスト陽性など甲状腺の自己抗体の上昇が見られ，５
　
 年
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表１　甲状腺原発 B 細胞リンパ腫２９例の臨床病理学的所見

（６７.８）５１�８６（中間値）年齢

１０：１９男性：女性性別

（１００％）２９甲状腺腫大主訴

（３１.０％）９呼吸困難，嗄声

（２７.６％）８急速増大

（５８.６％）１７あり橋本病

（４１.３％）１２なし

（５８.６％）１７Ⅰ病期

（２７.６％）８Ⅱ

（１０.３％）３Ⅲ

（３.４％）１Ⅳ

（３４.５％）１０低悪性度 MALT リンパ腫組織型

（２０.７％）６後悪性度 MALT リンパ腫

（４４.８％）１３びまん性大細胞Ｂリンパ腫

図１　MSP と unMSP による SHP１ 遺伝子の解析　
          Ａ：コ ントロールの K５６２（CML cell line）ではメチル

化がみられ（M），健常者末梢血単核球（peripheral 
blood mononuclear cells：PBMC）７例ではメチル化は
みられない（U）．
 Ｂ：低悪性度 MALT リンパ腫６例と高悪性度 MALT 
リンパ腫５例の全例にメチル化がみられ，びまん性大細
胞Ｂリンパ腫では７例中６例（８５.７％）にメチル化がみ
られる．
Ｃ：橋本病２例はともにメチル化がみられ，反応性リン
パ節炎２例ではともにメチル化はみられない．



以上経過した４例を含む６例（２０.７％）では甲状腺機能

低下症を認めた．組織型は低悪性度 MALT リンパ腫が

１０例，高悪性度 MALT リンパ腫が６例，DLBCL が１３

例であった．治療は放射線療法の他，CHOP 療法を中

心とした化学療法や手術療法が単独又は併用して行わ

れ，ほとんどの症例で完全寛解，部分寛解が得られたが，

病期Ⅲの高悪性度 MALT リンパ腫２例と DLBCL１例

で死亡例が見られた．

　

MSP による遺伝子解析

SHP１ 遺伝子の MSP と unMSP の結果を（図１）に

示す． 陰性コントロールに用いた健常者 PBMC７例で
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表２　甲状腺原発Ｂ細胞リンパ腫、橋本病、反応性リンパ節炎における SHP１ の免疫組織染色および遺伝子解析

SHP１ の
MSP 発現率（％）

SHP１ の免疫組織染色（％）

 ＋－

６/６（１００）６/１０（６０）４/１０ （４０）０/１０（０）低悪性度 MALT リンパ腫

５/５（１００）１/６（１６.７）４/６（６６.７）１/６（１６.７）後悪性度 MALT リンパ腫

６/７（８５.７）２/１３（１５.４）５/１３（３８.５）６/１３（４６.２）びまん性大細胞Bリンパ腫

２/２（１００）０/５（０）５/５（１００）０/５（０）胚中心橋本病

４/５（８０）１/５（２０）０/５（０）マントル帯

０/５（０）５/５（１００）０/５（０）濾胞辺縁帯

０/２（０）０/５（０）５/５（１００）０/５（０）胚中心反応性リンパ節炎

５/５（１００）０/５（０）０/５（０）マントル帯

４/５（８０）１/５（２０）０/５（０）濾胞辺縁帯

図２　甲状腺原発Ｂ細胞リンパ腫の HE 染色と SHP１ の免疫組織染色（×４００）
（Ａ，Ｂ）：低悪性度 MALT リンパ腫の症例で SHP１（ ）を示し蛋白発現
の消失は見られない．

　　　 （Ｃ，Ｄ）：高悪性度 MALT リンパ腫の症例で SHP１（＋）を示す．（Ｅ，
Ｆ）はびまん性大細胞Ｂリンパ腫の症例で SHP１（－）を示し，蛋白発現
の消失が見られる．



が（ ）であり，リンパ濾胞辺縁帯は全例（＋）であっ

た．反応性リンパ節炎では胚中心は全例（＋），マントル

帯は全例（ ），濾胞辺縁帯は１例が（＋），４
　
 例が（ ）

であった．橋本病では反応性リンパ節炎に比してリンパ

濾胞辺縁帯での SHP１ 発現が低下していた（図３）．

考　　　　　察 

メチル化による蛋白の発現抑制が，アポトーシス関連

遺伝子，細胞周期制御遺伝子（p１６，p２７），DNA 修復遺

伝子 （hMLH１，hMSH２），細胞接着因子（E�カドヘリ

ン）ほか多くの遺伝子で報告されている．Death�asso-

ciated protein（DAP）�キナーゼはアポトーシスを誘導

する遺伝子で，種々の腫瘍細胞株で DNA のプロモー

ター領域のメチル化による発現低下が見られる．Der-

ringer らは DAP�キナーゼに関する DNA の検討で，

橋本病の２２％，甲状腺原発悪性リンパ腫の８４％にメチル

化を認めた．彼らは患者末梢血単核球ではメチル化がお

こっていないことから甲状腺病変部に浸潤しているリン

パ球の DAP�キナーゼにメチル化が起こったと考えた．

橋本病に見られるリンパ球が DAP�キナーゼのメチル

化などによりアポトーシス抵抗性となり，悪性リンパ腫

へ移行する可能性があると推測している１２）．

近年注目されている SHP１ 遺伝子に関して，Koyama 

らは DLBCL では本 DNA のメチル化が９３％で蛋白発

現の消失が９５.８％，MALT リンパ腫では本 DNA のメ

チル化が８２％で蛋白発現の消失が８２.４％，マントル細胞

リンパ腫では本 DNA のメチル化が７５％で蛋白発現の消

失が９２.３％，濾胞性リンパ腫では本 DNA のメチル化が

９５.８％で蛋白発現の消失が１００％，形質細胞腫では本 

DNA のメチル化が１００％で蛋白発現の消失も１００％で

あったと報告した．悪性リンパ腫では SHP１ 遺伝子の

メチル化による蛋白発現消失が腫瘍の進展に関係してい

ると推測している１３）．

しかし，Kossev らは Grade１ の濾胞性リンパ腫で 

SHP１ 蛋白発現の消失が６９.７％に見られるが，マントル

細胞リンパ腫や MALT リンパ腫では発現の低下は見ら

れないと報告した．これら SHP１ 蛋白発現の消失は，反

応性リンパ節炎における SHP１ の反応を反映している

ものであり，Ｂ細胞リンパ腫の由来細胞に関係している

と報告している７）．さらに Paessler らは，移植後Ｂ細胞

性リンパ腫５８例の検討において，全例 CD１０ 陰性で 

SHP１ 蛋白の発現消失が見られなかったことから，本リ

ンパ腫が後胚中心Ｂ細胞由来であるとした．SHP１ 蛋白

が，胚中心細胞と後胚中心細胞由来のＢ細胞性リンパ腫

との鑑別に利用できる可能性があると報告している５）．

今回の検討では，MALT リンパ腫で１００％，DLBCL 

で８５.７％と高頻度に SHP１ 遺伝子のメチル化が見られて

おり，甲状腺原発Ｂ細胞リンパ腫においては組織型に関

係なく SHP１ 遺伝子のメチル化が腫瘍の増殖や分化に

関係していると推測した．しかし，SHP１ 蛋白発現の消

失に関しては低悪性度 MALT リンパ腫では０％，高悪

性度 MALT リンパ腫で１６.７％，DLBCL で４６.２％であ

り，悪性度が高くなるに従い発現消失の頻度が高くなる

傾向があった．SHP１ 遺伝子のメチル化が高頻度であ

り，その蛋白発現消失が低いという差異の原因に関して

は，Kossev，Paessler らが言う SHP１ 蛋白が分化段階

を反映しているという考えと SHP１ の機能的側面に関

係があると推測される．

本検討において，増殖の指標である MIB１ インデッ

クスは，低悪性度 MALT リンパ腫で３.９％，高悪

性度 MALT リンパ腫で２７.４％であった．後胚中心Ｂ

細胞の活性化蛋白であるインターフェロン調節因子 

MUM１１４） の発現は，低悪性度 MALT リンパ腫で１例

（１０％）陽性，高悪性度 MALT リンパ腫で１例（１６.７％）

陽性と低率であった．これらのことより MALT リンパ

腫においては増殖率や活性化が低いことが推測され，

MALT リンパ腫の状態では SHP１ 蛋白発現消失もおこ

りにくい，すなわち抑制がかかった状態であると推測し

た．一方 DLBCL では，MIB１ インデックスが６２.１％

で，MUM１ も４６.２％が陽性であり，腫瘍細胞の増殖，活

性が高いことが確認され，SHP１ 蛋白の消失が起こりう

る，すなわち抑制が取り除かれた状態であると推測され

た．SHP１ は機能的には抑制遺伝子である．SHP１ 蛋白

はＢ細胞の分化段階のマーカーという考え方だけでな

く，その機能的側面についても考慮することが必要であ

ると考えた．

今回我々は甲状腺原発Ｂ細胞リンパ腫に加え，橋本病

についても検討した．甲状腺悪性リンパ腫は慢性炎症で

ある橋本病を基盤に発症してくると強く推測されてお

り，その発生には炎症巣で産生されるサイトカインの関

与が考えられる１５）１６）．Reverse transcriptase PCR 法

を用いたサイトカインの検討では，IL�７ の発現が悪性

リンパ腫で有意に上昇していることが判明している１７）．

そして青笹らは，In situ hybridization 法を用いた IL

�７，IL�７R の検討で，橋本病のリンパ濾胞中心細胞に比

べ，甲状腺悪性リンパ腫で IL�７ 陽性細胞が有意に多く

見られたと報告した．橋本病におけるリンパ球の増殖は

リンパ装置から産生される IL�７ により支持され，その

リンパ球がゲノムの不安定性を増すことにより悪性リン

パ腫へ進展していくと推測される１８）．今回の検討におい

ては，橋本病２例の組織で SHP１ 遺伝子のメチル化を認

め，濾胞辺縁帯部での SHP１ 蛋白発現の低下が認められ

た．SHP１ 遺伝子のメチル化が橋本病の段階ですでにお

こり，リンパ球の増殖や分化の不安定化が起こっている

可能性があると推測される．
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メチル化により DAP キナーゼの発現の低下を認めた

腎癌，膀胱癌，乳癌や悪性リンパ腫の細胞株が，脱メチ

ル化剤である ５�aza�２’�deoxycytidine を用いて処理す
ると DAP� キナーゼの発現が回復すると報告されてい

る１９）２０）．岡らは SHP１ 遺伝子に関しても，多くの血液系

培養細胞に対して，脱メチル化剤である ５AzaCdR 処理

を行うと発現回復が見られると報告している．実際に急

性リンパ性白血病，慢性骨髄性白血病の診断時の患者検

体で認められた SHP１ 遺伝子のメチル化が，完全寛解後

の検体で消失を認めている９）．遺伝子のプロモーター領

域のメチル化は MSP 法などを用いた簡便な方法で検出

可能であり，悪性リンパ腫，白血病に対するメチル化阻

害剤を用いての新しい治療法の開発が期待される．
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