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研究成果の概要： 
悪性リンパ腫細胞株における細胞周期関連分子 (p14, p16, p21, p27,Rb, phosopho-Rb )の発現

についてウエスタンブロット法にて検索した。Anaplastic large cell lymphoma(ALCL)細胞株

では Rb/phospho-Rb, p27 は 4 株とも発現が認められた。Burkitt lymphoma(BL)7 株において

は、全ての株で p16 INK4a発現がなく、Rb/phospho-Rb は過剰発現の傾向がみられた。p21, p27
発現については細胞株の間でばらつきがあり、一定の傾向を示さなかった。ALCL では、SCID
マウスに腫瘍を形成するDEL, SR786, Karpas299では p16INK4a の発現が認められなかったが、

SCID マウスに腫瘍を形成できない Su-DHL1 では p16INK4a の発現が認められた。p16INK4a 機
能ペプチドによる腫瘍増殖抑制効果は、DEL のみでなく、Su-DHL1 においても認められ、ト

ランスポーターペプチドを用いることにより、細胞内導入が効率的に行われた。今後、これら

の増殖抑制が p16INK4a 機能ペプチドが機能的に p16INK4a を補っているかどうかを確認するた

め、p16INK4a 機能ペプチド投与時の Rb のリン酸化抑制を検討する予定である。In vivo におけ

る腫瘍増殖抑制効果を SCID マウス xenograft を用いて検討しているが、局所皮下投与では、

効果が不明瞭であったため、投与量、投与方法を検討中である。 
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１．研究開始当初の背景 

小 児 悪 性 リ ン パ 腫 の 20-30 ％ を 占 め る

Anaplastic large cell lymphoma では、p27 の発

現低下が腫瘍化における重要なメカニズムと考

えられており、t(2;5)転座による NPM/ALK キメ

ラ遺伝子がP13/Akt経路を介してｐ27の分解を

促 進す ること が 最 近明ら かに さ れた (Blood 

2005;105:827-829)。また Anaplastic large cell 

lymphoma では Jab1 による p27 の核外移行も

p27 の分解促進に働くと推察されている(Clin 



Cancer Res 2003;9:1121-1128)。したがってこ

れらのｐ27 発現調節に関わる分子機構を解明

することは、治療戦略上非常に有意義と考えら

れる。 

 
２．研究の目的 

Anaplastic large cell lymphoma 細胞株におい

て ｐ27, p16 などの CDK インヒビターの発現とｐ

27 発現調節機構に関連する既知の分子(Skp2, 

P13, Akt, Jab1, Cox-2 など)について検索すると

ともに Akt, P13, Jab1, cox-2 インヒビターを用い

てｐ27 分解抑制を介したALCLの細胞増殖抑制

効果について検討を行う。さらに ｐ27 機能ペプ

チドを合成し、ｐ27 機能ペプチドの抗腫瘍効果

について Anaplastic large cell lymphoma 細胞株

およびマウス xenograft モデルを用いて検討す

る。 

 
３．研究の方法 
1)  悪性リンパ腫細胞株における細胞周期関

連分子の発現について 

悪性リンパ腫細胞株（Burkitt リンパ腫 7 株；

Ramos, Daudi, EB-3, Raji, Balm18, Namalwa, 

Balm24）、Anaplastic large cell lymphoma 4 株；

SR-786, DEL, Su-DHL1, Karpas299）細胞周期

関 連 分 子  (p14, p16, p21, p27,Rb, 

phosopho-Rb )の発現についてウエスタンブロッ

ト法にて検討する。 

2) Anaplastic large cell lymphoma 細胞株

を用いたp27発現調節関連分子阻害剤あるい

はCox-2阻害剤による細胞増殖抑制効果の検

討 
i) Anaplastic large cell lymphoma 細胞株 4
株について p27 の発現を確認し、p27 発現株

と非発現株に分けて、Akt, P13, Jab1 阻害剤

による細胞増殖抑制効果、p27 分解抑制効果

について検討する。 
ii) Anaplastic large cell lymphoma 細胞株 4
株について Cox-2 の発現を確認し、Cox-2 発

現株と非発現株に分けてCox-2阻害剤による

細胞増殖抑制効果、p27 分解抑制効果につい

て検討する。 
3) p27 ペプチド療法の基礎的検討 
 p27 機能ペプチドの合成とトランスポータ

ーペプチドの合成を行う。研究分担者の吉川

は p16 ペプチドを効率的に核内に輸送する

Wr-T トランスポーターシステムを開発し、

高悪性度リンパ腫における抗腫瘍効果を細

胞株およびマウス xenograft で確認している 
(Mol Cancer Ther 2004;3:1623-1630)。 
Anaplastic large cell lymphoma 細胞株の

p27 発現株と非発現株に対し、p２７ペプチ

ドの in vitro での抗腫瘍効果の検討を行う。

さらにマウス xenograft に対する in vivo で

の抗腫瘍効果を検討する。 

 
４．研究成果 
1)  悪性リンパ腫細胞株における細胞周期
関連分子の発現について 

Anaplastic large cell lymphoma 細胞株
SR-786, DEL の２種の細胞株では p16 INK4a

発現がみられなかった。Rb/phospho-Rb, p27
は 4 株とも発現が認められた（図１）。 

Burkitt リンパ腫 7 株においては、全ての
株で p16 INK4a 発現がなく、Rb/phospho-Rb
は過剰発現の傾向がみられた。p21, p27 発現
については細胞株の間でばらつきがあり、一
定の傾向を示さなかった（図２）。 
 当初計画した p27 については、ウェスタン
ブロット法により、Anaplastic large cell 
lymphoma 細胞 4 株すべてで発現が認めら
れた。マウス xenograft に対する in vivo で
の抗腫瘍効果を検討するために、まず、 
Anaplastic large cell lymphoma 4 株 
(SR-786, DEL, Ki-JK, SU-DHL-1)を細胞培
養し、SCID マウスの皮下に移植した。
SR-786, DEL の２種の細胞株は、SCID マウ
スに腫瘍を形成したが、Ki-JK, SU-DHL-1
の２株は腫瘍を形成できなかった。マウス
xenograftの作成に成功したSR-786, DELの
２種の細胞株では p16 INK4a 発現がみられな
かったため、p27 に代わり、p16 INK4aペプチ
ド療法の基礎的検討を行うこととした。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１：Anaplastic large cell lymphoma 細胞株にお
ける細胞周期関連分子の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２：Burkitt lymphoma 細胞株における細胞周
期関連分子の発現 
 
2）p16INK4a機能ペプチドよる細胞増殖抑制効
果 

p16INK4a-cyclinD-CDK4-Rb の発現のない
Anaplastic large cell lymphoma 細胞株



（DEL）と p16INK4a-cyclinD-CDK4-Rb の発
現を認める Anaplastic large cell lymphoma 
細胞株（Su-DHL1）を用いて Transporter 
peptideを用いた p16INK4a細胞内分子標的療
法の基礎的検討を行った。対数増殖期にある
ALCL 細胞 2 株（DEL、Su-DHL1)を 96 穴
プレートに 5000/well の濃度で蒔き、
p16INK4aペプチドを添加し、37℃で 3 日間培
養し、WST アッセイにて生細胞数を計測し
た。p16INK4a ペプチド導入後 72 時間の時点
での増殖抑制率は 8μM でそれぞれ 76％、
75％であった。 データは示さないが、同様
の実験を健常者の末梢血単核球を用いて行
ったが、ペプチド複合体導入は認められたが、
細胞傷害効果はみられなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
対数増殖期にある ALCL 細胞 2 株（DEL、

Su-DHL1)を 96 穴プレートに 5000/well の
濃度で蒔き、p16INK4aペプチドを添加し、37℃
で 3 日間培養し、Anexin V 陽性細胞を flow 
cytometry にて測定した。ALCL 細胞株 DEL
はもともと増殖しながら、死んでいく細胞で
あるので、きれいな結果ではないが、ペプチ
ド導入 1 日後では Anexin V 陽性のアポトー
シス早期の細胞がコントロールに比較して
増加していた。 
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