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研究成果の概要（和文）：慢性炎症に伴うびまん性大細胞型B細胞リンパ腫（DLBCL-CI）の多くはEBウイルス感
染を伴い、長期的な慢性炎症が腫瘍の発生と密接に関連する。DLBCL-CIの代表として膿胸関連リンパ腫（PAL）
がある。本研究により、PAL細胞がケモカインCXCL9とCXCL10を分泌し、これらケモカインの受容体であるCXCR3
を発現するCD4陽性T細胞、CD8陽性T細胞およびCD56陽性NK細胞を引き寄せることがin vitroおよびマウスにおけ
るin vivo実験で明らかとなった。PAL病理組織においても、PAL細胞はCXCL9、CXCL10を発現し、CXCR3発現リン
パ球の浸潤が確認できた。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus (EBV)-positive diffuse large B-cell lymphoma associated 
with chronic inflammation (DLBCL-CI) develops in the setting of long-standing inflammation. 
EBV-positive pyothorax-associated lymphoma (PAL) is a prototype of DLBCL-CI. Using a panel of PAL 
cell lines, we found that PAL cells expressed and secreted CXCL9 and CXCL10 chemokines, the ligands 
of CXCR3. Culture supernatants from PAL cell lines attracted CXCR3-expressing CD4-positive T cells, 
CD8-positive T cells, and CD56-positive natural killer cells from human peripheral blood mononuclear
 cells. PAL cells injected into mice also attracted CXCR3-positive cytotoxic lymphocytes that 
expressed interferon-gamma. The expression of CXCL9 and CXCL10 was detected in tumor biopsy samples 
from patients with PAL, and CXCR3-positive lymphocytes were abundant in the tissues. Collectively, 
these findings suggest that CXCL9 and CXCL10 are produced by PAL cells and can elicit cytotoxic 
responses via CXCR3.

研究分野： 血液腫瘍学・ウイルス学

キーワード： リンパ腫　ウイルス　ケモカイン　慢性炎症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果は、PAL細胞がケモカインCXCL9とCXCL10を分泌することによりCXCR3を発現する腫瘍傷害性リンパ
球を腫瘍部位に引き寄せることを示している。誘引された腫瘍傷害性リンパ球によってリンパ腫細胞を排除ある
いはその進展を抑制できる可能性があり、このことを活用することにより慢性炎症に伴うびまん性大細胞型B細
胞リンパ腫の新規治療法につながることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

悪性リンパ腫の発症には、細菌やウイルスなどの微生物感染や慢性炎症が関与することが多
い。びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫（diffuse large B-cell lymphoma; DLBCL）においても、WHO
分類改定第 4 版で「DLBCL associated with chronic inflammation（DLBCL-CI）」というカテゴリー
が新たに設けられ注目を集めている。DLBCL-CI の多くは Epstein-Barr ウイルス（EBV）感染を
伴い、そのウイルス感染と長期的な慢性炎症がこのタイプの悪性リンパ腫の発症や病態と密接
に関連する。 

炎症局所への免疫細胞遊走で重要な役割を担うケモカインはウイルス感染細胞でその産生が
亢進するが、ウイルス発癌におけるケモカイン発現やその役割に関する詳細は十分に解明され
ていない。したがって、ケモカイン系とウイルス感染に起因する DLBCL-CI の関係を深く理解
することは、このリンパ腫の病態解明の一助となることが期待されていた。 
 
２．研究の目的 

DLBCL-CI の腫瘍微小環境においては、びまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫、非特異型（DLBCL, 
not otherwise specified; DLBCL, NOS）に比べて、CD8 陽性 T 細胞の浸潤や組織の壊死が多くみら
れることが知られている。我々は、DLBCL-CI においては、腫瘍細胞や組織を傷害させることに
より腫瘍の増殖を抑制する特異的機序が存在するのではという学術的問いを掲げた。 

ケモカイン受容体CXCR3はCD4陽性T細胞、CD8陽性T細胞およびナチュラルキラー（NK）
細胞に発現され、感染や腫瘍に対する細胞傷害応答に深く関係する。CXCR3 はそのリガンドで
あるケモカイン CXCL9、CXCL10 および CXCL11 によって活性化され、細胞傷害性リンパ球の
遊走に関与する。そこで本研究では、DLBCL-CI において、これらケモカインが CXCR3 を発現
する細胞傷害性リンパ球の遊走に関与するかどうかを明らかにすることを目的にした。そこで
DLBCL-CI の代表である膿胸関連リンパ腫（pyothorax-associated lymphoma: PAL）に焦点を当て、
PAL 細胞株および臨床検体での CXCL9、CXCL10 および CXCL11 の発現解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞株 

本研究で使用した細胞株は、以下に示す 6 個の EBV 陽性 PAL 細胞株と、対照として 10 個の
EBV 陰性 DLBCL, NOS 細胞株である。 

PAL 細胞株：OPL-1, OPL-2, OPL-5, OPL-7, Pal-1, Pal-2 
DLBCL, NOS 細胞株：HT, MHH-PREB-1, Nu-DHL-1, Nu-DUL-1, Su-DHL-5, Su-DHL-6,  

Su-DHL-10, Su-DHL-16, WSu-DLCL-2, DH-My6 
 
(2) 細胞シグナル伝達経路の阻害およびサイトカイン刺激によるケモカイン発現解析 

① PAL 細胞におけるシグナル伝達経路を以下の阻害薬（濃度）を使って阻害し、CXCR3 リ
ガンドであるケモカイン遺伝子発現を調べた。 

MEK-ERK 阻害薬：PD98059（50 μM）；p38 MAPK 阻害薬：SB202190（10 μM） 
JNK 阻害薬：SP600125（50 μM）；Akt 阻害薬：MK-2206（10 μM） 
JAK3 阻害薬：JAK3 inhibitor 1（50 μM）；NF-κB 阻害薬：BAY11-7082（2 μM） 

 
② PAL 細胞を以下のサイトカイン（濃度）と共培養し、CXCR3 リガンドであるケモカイン
遺伝子発現を調べた。 

IL-6（10 ng/ml）；TNF-α（50 ng/ml）；INF-γ（100 ng/ml） 
 
(3) 定量的リアルタイム RT-PCR 

TaqMan Gene Expression Assay でケモカイン遺伝子の mRNA 発現を調べた。プライマーとブ
ローブ情報は以下から入手可能である。 

CXCL9 (Hs00171065_m1), CXCL10 (Hs0112452_g1), CXCL11 (Hs00171138_m1) 
 
(4) ELISA 

PAL 細胞を 5  105/ml の濃度で 3 日間培養し、その培養液上清中の CXCL9 と CXCL10 の濃
度を ELISA で測定した。 
 
(5) 免疫染色 

PAL および対照として DLBCL, NOS のパラフィン包埋組織を使って以下の抗原を検出するた
めに免疫染色を行った。 

ケモカイン/ケモカイン受容体として CXCL9, CXCL10, CXCR3 
細胞表面マーカーとして CD4, CD8, CD20, CD56 
EBV 抗原として LMP1, EBNA2 

 



(6) 細胞遊走アッセイ 
細胞遊走アッセイには 5 μm 孔の ChemoTx ケモタキシスチャンバーを使用した。ヒト CXCR3

を発現するマウス B 細胞株である B300-19 細胞（B300-CXCR3 細胞）を上部ウェルに置き、リ
コンビナント CXCL9、CXCL10 および PAL 細胞の培養上清を下部ウェルに置いて、37℃で３時
間経過後に、下部ウェルに遊走してきた細胞の数を測定した。 
 
(7) フローサイトメトリー 

BD LSRFortessa フローサイトメーターを使って、ヒト CD3、CD4、CD8a、CD56 および CXCR3
の発現を調べた。マウスの実験においては、マウス CD4、CD8a、CD45、CD49b、CXCR3 および
INF-γ の発現解析を行った。 
 
(8) マウス体内における細胞移動実験 

9 週齢の BALB/c マウスに 5  105個の PAL 細胞を腹腔内に投与し、24 時間後に腹腔内に移動
してきた細胞の同定とその数をフローサイトメーターで解析した。 
 
(9) 統計 

2 グループ間の比較解析には Mann-Whitney nonparametric U test を、それ以上のグループ間の
比較解析には Tukey post hoc test を使用した。P 値が 0.05 未満を有意とした。 
 
４．研究成果 
(1) PAL 細胞における CXCL9、CXCL10 および CXCL11 遺伝子の発現 

PAL 細胞株と DLBCL, NOS 細胞株における CXCL9、CXCL10 および CXCL11 mRNA 発現を調
べた。Pal-1 を除く全ての PAL 細胞株で CXCL9 と CXCL10 の高レベルでの発現が認められた。
しかし CXCL11 の発現はほとんどみられなかった。一方で、調べた全ての DLBCL, NOS 細胞株
ではこれらケモカイン遺伝子の発現は認められなかった。 

次に、PAL 細胞における CXCL9 と CXCL10 発現に関係するシグナル伝達経路を明らかにす
るために、各種阻害薬（PD98059、SB202190、SP600125、MK-2206、JAK3 inhibitor 1、BAY11-7082）
を使ってケモカインの発現効果を調べた。これら阻害薬の中で、p38 MAPK 阻害薬である
SB202190 と NF-κB 阻害薬である BAY11-7082 が CXCL9 と CXCL10 双方の発現を有意に抑制し
た。これらの結果は、PAL 細胞における CXCL9 と CXCL10 の発現には p38 MAPK と NF-κB 経
路が関係していることを示唆している。 

次に、各種炎症性サイトカインが CXCL9 と CXCL10 の発現に及ぼす影響について調べた。
IL-6 と INF-γ がこれらケモカインの発現を有意に亢進させた。これらの結果は、PAL 細胞におけ
る CXCL9 と CXCL10 の発現は慢性炎症によって誘導され得ることを示している。 
 
(2) PAL 細胞からの CXCL9 と CXCL10 の産生分泌 

PAL 細胞株と DLBCL, NOS 細胞株の培養上清における CXCL9 と CXCL10 の濃度を ELISA 法
で調べた。CXCL10 においては全ての PAL 細胞培養液から高レベルの濃度が確認された。CXCL9
も検出されたものの細胞株によりその濃度レベルは異なっていた。一方で、調べた全ての DLBCL, 
NOS 細胞株ではこれらのケモカインの濃度は検出感度以下であった。これらの結果により、PAL
細胞は CXCL9 と CXCL10 を効果的に産生分泌することが示された。 
 
(3) 患者 PAL 組織における CXCL9 と CXCL10 の発現 

PAL 患者および DLBCL, NOS 患者から生検によって得られた腫瘍組織における CXCL9 と
CXCL10 の発現を免疫染色法で調べた。これら PAL組織では全てにおいて組織壊死が認められ、
CXCL9 と CXCL10 が強く発現していた。一方で、DLBCL, NOS 組織では、これらケモカインに
対する抗体でほとんど染色されなかった。CD20 抗体と CXCL9/CXCL10 抗体での二重染色の結
果、CD20 陽性の PAL 細胞が CXCL9 と CXCL10 を発現していることが確認できた。さらに、
CXCL9 と CXCL10 を発現している細胞は LMP1/EBNA2 陽性の PAL 細胞であることも確認でき
た。 
 
(4) CXCR3 を介した PAL 細胞培養液上清による細胞遊走誘導 

次に、OPL-2 細胞と OPL-7 細胞の培養上清が CXCR3 を発現する B300-19 細胞（B300-CXCR3
細胞）を遊走させるかどうかを調べた。その結果、これら PAL 細胞の培養上清が濃度依存的に
B300-CXCR3 細胞を遊走させることが明らかになった。この B300-CXCR3 細胞の遊走は CXCL9
中和抗体や CXCL10 中和抗体によって部分的に抑制された。さらに CXCR3 のアンタゴニストで
あるAMG487 はその遊走を強く阻害した。これらの結果は、PAL細胞によって分泌されたCXCL9
と CXCL10 は細胞走化性を発揮する生物学的活性を有することを示している。 

さらに OPL-2 細胞の培養上清は、ヒトの末梢血単核球中に存在する CXCR3/CD4 陽性 T 細
胞、CXCR3/CD8 陽性 T 細胞および CXCR3/CD56 陽性 NK 細胞の遊走を誘導することができた。
その誘導は AMG487 によって有意に抑制された。これらの結果は、PAL 細胞によって分泌され



た CXCL9 と CXCL10 は CXCR3 を発現するヒトのリンパ球を誘引できることを示している。 
 
(5) in vivo における CXCR3 を介した PAL 細胞による細胞傷害性リンパ球の誘導 

PAL 細胞と DLBCL, NOS 細胞をマウスの腹腔内に投与することにより、CXCR3 陽性細胞傷
害性リンパ球を誘導できるかを調べた。OPL-2 細胞と OPL-7 細胞をマウスの腹腔内に投与した
ところ、INF-γ 発現 CD8 陽性 T 細胞、INF-γ 発現 CD4 陽性 T 細胞および INF-γ 発現 CD49 陽性
NK細胞のマウス腹腔内への遊走が認められた。一方で、この現象はNu-DUl-1細胞やWSu-DLCL2
細胞をマウス腹腔内に投与してもみられなかった。これら細胞の遊走は CXCL9 中和抗体や
CXCL10 中和抗体および AMG487 によって有意に抑制された。これらの結果は、PAL 細胞は in 
vivo においてもエフェクターT 細胞や NK 細胞を効果的に誘引できることを示している。 
 
(6) 患者 PAL 組織における CXCR3 発現細胞の浸潤 

患者 PAL 組織において、CXCR3/CD8 抗体、CXCR3/CD4 抗体および CXCR3/CD56 抗体を用
いて二重染色した結果、CXCR3/CD8 陽性細胞、CXCR3/CD4 細胞および CXCR3/CD56 細胞の浸
潤が確認できた。 
 

以上をまとめると、本研究により、PAL 細胞はケモカイン CXCL9 と CXCL10 を産生し、そ
の受容体である CXCR3 を介して細胞傷害性リンパ球を腫瘍微小環境に引き寄せることが明ら
かになった。CXCL9-CXCL10/CXCR3 軸は抗腫瘍免疫を活性化することが示されたことから、こ
のことを活用することにより DLBCL-CI に対する新規治療法につながる可能性がある。さらに、
PAL における CXCL9 と CXCL10 の高レベルの発現はこのタイプのリンパ腫の特徴的病理所見
である組織壊死に関係することも示唆された。 
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