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研究成果の概要（和文）：Hodgkin lymphoma (HL) 細胞の分化の制御機構について検討した。HL細胞株は活性酸
素の一種である過酸化水素で大型化、多核化した。未分化な集団は分化した集団に比べ活性酸素量が少なく、低
酸素関連遺伝子群の発現を強く認め、hypoxia inducible factor (HIF)-1αやその下流の抗酸化分子heme 
oxygenase-1 (HO-1)の強い発現を認めた。HIF-1αおよび HO-1は過酸化水素によるHL細胞株の分化を抑制した。
HIF-1αを介した HO-1の誘導は細胞内活性酸素の除去によりHL細胞の分化を抑制、その破綻はHL細胞の分化を起
こすと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study we examined molecular mechanisms underlying in the 
differentiation of Hodgkin lymphoma (HL) cells. We found that hydrogen peroxide induces H and 
RS-like cells in HL cell lines, however this treatment induces cell death in unrelated lymphoid cell
 lines. Intracellular reactive oxygen species (ROS) of HL cell lines are low in immature cells 
compared to differentiated cells of HL cell lines.  Microarray analyses revealed the enrichment of 
upregulated genes under hypoxic conditions in the immature cells of HL cell lines. Hypoxia inducible
 factor (HIF)-1α and its downstream molecule, heme oxygenase-1 (HO-1), a scavenger of ROS was 
preferentially expressed in the immature cells. HIF-1α and HO-1 inhibited differentiation of HL 
cell lines. These results indicate that induction of HO-1 via HIF-1α inhibits differentiation of 
immature HL cells by a reduction of ROS and its breakdown might trigger HL cell differentiation by 
accumulation of intracellular ROS.

研究分野：血液病理学

キーワード： ホジキンリンパ腫　分化　活性酸素　HIF-1

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでHodgkinリンパ腫（HL）は大型のHodgkinおよびReed-Sternberg(H-RS)細胞を特徴とし、これらの細胞が
腫瘍細胞として増殖すると考えられてきた。本研究はHL細胞にはがん幹細胞様の小型細胞集団が存在、中型細胞
を経てH-RS細胞へ分化するという新しい視点に立ち、そのメカニズムが低酸素環境の模倣と活性酸素の制御にあ
ることを明らかにした。本研究の成果は、がん細胞の分化機構を標的とした新しい治療法の開発につながると考
えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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 式	
 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
 
１．研究開始当初の背景	
 

	
 古典的 Hodgkin リンパ腫（HL）は大型の Hodgkin および Reed-Sternberg(H-RS)細胞を特徴と

する。これらの細胞が腫瘍細胞として増殖するという考え方がこれまで一般的に支持されてい

る。その一方、HL 細胞には幹細胞様の小型細胞の集団が存在して中型の細胞を経て H-RS 細胞

へと分化していくことが示唆されている。しかしながら HL 細胞の未分化性の維持や分化機構に

関する知見は未だない。フローサイトメトリーにより、がん幹細胞の性質を有する分画 side	
 

population 分画(SP)とその他の major	
 population 分画（MP）を同定、分離することが出来る。

我々はこの解析で、HL 細胞株の SP と MP を同定、SP は比較的均一な小型で造血幹細胞様形態を

示すこと、一方 MP は中型や大型の H-RS 様細胞からなること、SP	
 から MP が誘導され、HL 細胞

の分化のモデルとなることを示した（Cancer	
 Sci.	
 101(11):2490-6.	
 2010）	
 

	
 しかしながら、HL 細胞の分化機構に関する知見は未だない。活性酸素は酸化ストレスの原因

物質として知られるが、細胞の老化への関与が報告されている。予備実験で「1.	
 活性酸素を抑

制する分子群の小型細胞での発現亢進、2.	
 活性酸素で小型細胞は H-RS 様細胞へと分化する、

3.	
 HL 細胞以外のリンパ系腫瘍細胞は活性酸素で細胞死を起こすこと」を見いだした。これら

は HL 細胞での活性酸素を介した特異な分化経路の存在を示唆する。	
 

	
 

2.	
 研究の目的	
 

	
 	
 HL で認められる「幹細胞様の小型細胞集団が存在、中型細胞を経て H-RS 様細胞への分化」

がどのような機構により制御されているのかを明らかにすることを目的とする。すなわち HL

細胞の分化機構を、活性酸素抑制に関わる分子群の誘導機構と活性酸素の発生源であるミトコ

ンドリアとのクロストークの視点で解析する。得られた知見をがん治療への応用という方向性

で考察する。	
 

	
 	
 

３．研究の方法	
 

(1)	
 活性酸素による HL 細胞の分化誘導の検討	
 

	
 予備実験で得られた結果を踏まえ、解析する HL 細胞株数を増やして詳細なデータを得る。HL

細胞株 KMH2、L428、L540、HDLM2 を用い、培養液に活性酸素種(ROS)の一つである過酸化水素(25

μMおよび50μM)を添加して72時間培養し、サイトスピンによりスライドグラスの上に固定後、

May-Giemsa 染色を行い、細胞の形態変化を顕微鏡にて観察する。過酸化水素の添加濃度、処理

時間は最適化する。コントロールとして B 細胞系細胞株 Namalwa、T 細胞系腫瘍株 Jurkat を用

い、HL 細胞株に分化が認められる濃度での影響を上記と同じ方法により検討する。ヘキスト

(Hoechst33342)染色を行い、H-RS 細胞に見られる多倍性細胞の増加やアポトーシスに伴う変化

などをフローサイトメトリーの DNA ヒストグラム解析で検出する。	
 

(2)	
 HL 細胞株の SP および分化した細胞集団である MP における活性酸素活性の測定	
 	
 

	
 HL 細胞株において、がん幹細胞様未分化分画が濃縮される細胞集団である SP とその他の MP

をフローサイトメトリーで同定する系は既に確立している。細胞内の活性酸素活性を検出する

General	
 Oxidative	
 Stress	
 Indicator(CM-H2DCFDA)を用いて、上記方法により分離した HL 細胞

株 KMH2、L428 の SP と MP における活性酸素活性をフローサイトメトリーで測定する。MTT アッ 
セイなどにより SP、MP の増殖との関係も検討する。	
 

(3)	
 HL 細胞株の SP、その他の細胞集団である MP のミトコンドリア由来活性酸素の測定	
 

	
 ミトコンドリア由来活性酸素を検出する蛍光試薬 MitoTracker	
 Red	
 CM-H2XRos を用いる。HL

細胞株 KMH2、L428 について、上記方法により分離した SP と MP における活性酸素をフローサイ

トメトリーにより測定する。さらにソーティングを行い SP と MP についてサイトスピン後、ミ

トコンドリアの量に差があるか蛍光顕微鏡を用いて観察する。	
 



(4)	
 HL 細胞株の SP と MP で発現している分子のマイクロアレイによる解析とバリデーション	
 

	
 予備実験で、SP では活性酸素を抑制するヘムオキシゲナーゼなどの分子群の発現が亢進、さ

らに Gene	
 Set	
 Enrichment	
 Analysis	
 (GSEA)を加えると低酸素下で誘導される遺伝子群が MP と

比べて亢進していることが見いだされている。フローサイトメトリーにより SP と MP を分離、

SP において上昇している分子として同定されているヘムオキシゲナーゼ（HO-1）の発現を定量

的 PCR により確認する。HL 細胞株の SP と MP をサイトスピン後、HO-1 に対する抗体を用いた蛍

光免疫染色により蛋白レベルでの発現の差を確認する。GSEA で同定された低酸素下で誘導され

る遺伝子群についても一覧表として整理を行い、後の解析に備える。	
 

(5)	
 HL 細胞 SP で低酸素下で誘導される遺伝子群の発現亢進を制御する分子としての HIF-1α	
 	
 

	
 すでに実施したアレイ解析の結果にもとづき、SP において上昇している分子として同定され

ている HO-1、SP における低酸素下で誘導される遺伝子群の発現亢進を制御する分子として

HIF-1 αを想定して、これを確認する実験を行う。HL 細胞株 KMH2、L428 を用いてフローサイト

メトリーにより SP と MP を分離、ソーティングしてサイトスピン後、HO-1、HIF-1αに対する抗

体を用いた蛍光免疫染色を行う。	
 	
 

(6)	
 HL 細胞株で低酸素状態を模倣したときに HIF-1αおよび HO-1 誘導の検討	
 

	
 塩化コバルト（CoCl2）は HIF-1αを安定化して低酸素下を模倣する薬剤として知られる。HL

細胞株を CoCl2にて処理して回収、ウエスタン法により HIF-1αとその下流にある HO-1 の誘導

を検討する。	
 

(7)	
 HL 細胞株が低酸素状態模倣下では活性酸素による分化誘導に抵抗性であることの検討	
 

	
 HL 細胞株を CoCl2の処理有り無し、過酸化水素による処理有り無しの 4 つの群について、処

理後培養を行い、サイトスピンによりスライドグラスの上に固定、May-Giemsa 染色を行い、細

胞の形態変化を顕微鏡にて観察する。さらに HO-1 に対する siRNA を用いて HO-1 を発現誘導で

きないようにした条件、あるいは HO-1 阻害剤 ZnPP 添加で同様の実験を行い、低酸素下を模倣

状態での HIF-1α-HO-1 誘導が活性酸素を抑制、分化抑制に働く可能性を検討する。	
 

	
 

4．研究成果	
 

(1)	
 HL 細胞株は過酸化水素により大型多核化する。	
 

	
 HL 細胞株（KMH2、L428、L540、HDLM2）に過酸化水素を添加して 72 時間培養したところ、大

型化とともに多核の細胞の増加を認めた。一方、HL と無関係な T および B リンパ系細胞株

（Namalwa、Jurkat）	
 ではこのような減少は認めず、むしろ細胞死を示唆する小型化、核の断

片化を認めた。さらに HL 細胞株ではフローサイトメトリーによる検討で、細胞の大型化や 2

倍体以上の核型を持つ細胞の増加を求めた。これらのことは活性酸素が HL 細胞の分化を誘導し

ていることを示唆する。さらにこの分化は HL 細胞に特徴的である可能性が示唆された（図 1）。	
 

図１	
 過酸化水素による Hodgkin リンパ腫細胞株の分化誘導	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 



(2)	
 HL 細胞株の未分化な集団は分化した集団よりも細胞内活性酸素の量が少ない。	
 

	
 HL 細胞株の未分化な細胞集団の SP は分化した細胞集団である MP より活性酸素量が少ない。	
 

HL 細胞株（KMH2、L428）において分化に伴う細胞内活性酸素の量の変化を、フローサイトメト

リーで活性酸素を検出する蛍光試薬 CM-H2DCFDA を用いて測定したところ、SP の活性酸素量は

MP とくらべて有意に少なかった。細胞内活性酸素の発生源は主にミトコンドリアであることか

ら、ミトコンドリア由来活性酸素を検出する蛍光試薬 MitoTracker	
 Red	
 CM-H2XRos を用いて同

様に検討した。SP のミトコンドリア由来活性酸素量は MP とくらべて有意に少なかった。	
 

	
 これらの結果は HL 細胞では分化に伴って細胞内活性酸素量が多くなっていることを示唆す

る。過酸化水素の添加の実験結果と併せて、HL 細胞の分化には細胞内活性酸素量の増加が関与

していることが示唆される（図２）。	
 

図２	
 Hodgkin リンパ腫細胞株の SP、MP 分画における活性酸素量	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

(3)	
 HL 細胞株の SP では MP よりも HIF-1αが強く誘導され、その阻害は細胞内活性酸素の増加

や分化誘導を引き起こす	
 

	
 GSEA で同定された低酸素下で誘導される遺伝子群について整理を行ったところ、SP では

HIF-1 αの結合モチーフを持つ遺伝子群が有意に多く発現していることが示された。HL 細胞株

（KMH2、L428）の SP と MP の比較では、SP で HIF-1 αタンパク質のより強い発現を認めた。こ

れらの発現は小型の細胞により強く認めた。HIF-1 αを安定化する塩化コバルト存在下では HL

細胞株の過酸化水素による大型化、多核化が抑制された（図３）。	
 

図 3	
 Hodgkin リンパ腫細胞株の SP では	
 HIF-1  αが高発現し、過酸化水素による分化

を阻害する。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

(4)	
 HL 細胞株の SP では MP よりも HO-1 が強く誘導され、その阻害は分化誘導や細胞内活性酸

素の増加を引き起こす。	
 

	
 HL 細胞株（KMH2、L540）において HIF-1 α	
 を安定化する塩化コバルト存在下では HO-1 の誘

導が増強された。HO-1の免疫染色を行ったところ、SPではMPよりもHO-1が強く発現していた。

HO-1 の阻害下では HL 細胞株の大型化、多核化が促進された。HO-1 の阻害により細胞内の過酸

化水素の増加、SP 分画の相対的増加を認めた（図４）。	
 

図 4	
 Hodgkin リンパ腫細胞株の SP では	
 HIF-1  αにより HO-1 が誘導され、過酸化水素

による分化を阻害する。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 



まとめ	
 

	
 HL 細胞では未分化な分画で HIF-1 αにより HO-1 が誘導され、活性酸素量を抑制することで、

分化を抑えている。何らかの理由でこの抑制が弱まると細胞は分化して大型、多核化、H-RS 様

細胞が出現してくる（図５）。この結果は、分化制御に関連する分子を標的とした新規治療法

につながる可能性があると考えられた。	
 

図 5	
 Hodgkin リンパ腫細胞の分化制御機構	
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