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研究成果の概要（和文）：鼻性NK/T細胞リンパ腫は，EBV関連腫瘍であり、予後不良な悪性リンパ腫である。本研究に
おいて本疾患細胞株にCD70が高発現しており可溶性CD27との結合を介して細胞増殖に関わる事を見出した。また本腫瘍
細胞がCCL17、CCL22を分泌し、これらの受容体であるCCR4を高発現している事を明らかにした。さらに抗CD70抗体、抗
CCR4抗体が腫瘍細胞に対し、各々CDC活性、ADCC活性を有することが確認され、抗体療法の有用性が示唆された。またm
icroRNA-15aが本腫瘍細胞において発現低下しており、標的遺伝子であるMYB、cyclin D1の発現増強を介し、細胞増殖
を促す事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Nasal natural killer/T cell lymphoma (NNKTL) is Epstein-Barr virus 
(EBV)-associated malignancy and characterized by a poor prognosis. In the present study, we found that 
CD70 was specifically expressed in NNKL cell lines and that it played a role in cell growth by binding to 
soluble CD27. Moreover, we found that CCL17 and CCL22 was upregulated in NNKTL cell lines and CCR4 was 
observed on NNKTL cell lines. In addition, we showed that anti-CD70 and anti-CCR4 antibodies could induce 
complement-dependent cytotoxicity (CDC) and antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) against NKKTL 
cells, respectively. Furthermore, we revealed that microRNA (miR)-15a was downregulated in NNKTL cell 
lines and that miR-15a led to decreased expression of MYB and cyclin D1, thereby resulting in inhibition 
of cell proliferation.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 鼻性NK/T細胞リンパ腫　Epstein-Barr virus　LMP1　CD70　chemokine　CCR4　miR-15a
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１．研究開始当初の背景 
 鼻性 NK/T 細胞リンパ腫は，鼻腔や咽頭に初
発し，顔面正中部に沿って急速に進行する壊
死性肉芽腫性病変を主体とする T または NK
細胞由来の悪性リンパ腫である。病理組織上
ほとんどが壊死組織や炎症細胞浸潤の所見
で腫瘍細胞が確認しにくいことから診断は
困難であり、既存の治療法に抵抗性を示すた
め予後が極めて不良である。これまで研究代
表者の原渕らは、病態が不明であった本疾患
の腫瘍細胞にEBウイルス(EBV)が感染してい
ることを報告し（1）、本疾患と EB ウイルス
との関連性を世界に先かげて報告した。その
後、本研究グループでは鼻性 NK/T 細胞リン
パ腫株（SNK6）に高発現している IL-9、ケモ
カインIP-10がオートクライン的にその細胞
増殖または組織浸潤に関わっていること（2、
3）、EB ウイルス膜蛋白（LMP1）が CD25 の発
現を亢進させ IL-2 の感受性を高めているこ
と（4）、本腫瘍株を単球と共培養すると、単
球の膜結合型 IL15 を介して細胞増殖と LMP1
発現が亢進すること（5）、LMP1 や LMP2A の塩
基配列が HLA-A2 拘束性 CTL エピトープ部に
おいて遺伝子変異を起こしていること（6、7）、
患者血清において EB ウイルス-DNA 量が非常
に鋭敏に病勢を反映し、その再発や予後を予
測する有用な腫瘍マーカーとなり得ること
(8)、LMP1 エピトープを認識する T 細胞
クローンが本腫瘍株に対し細胞傷害活
性を有すること（9）を報告し、本疾患の
発症に EB ウイルスが深く関連していること
を証明してきた。本疾患は極東アジアに好発
する地域性があるため、本邦における研究は
極めて有利であり、加えて本研究グループは
症例数を数多く有している。さらに、本疾患
に対する EB ウイルスを標的とした治療に関
する研究は本研究グループの報告を除いて
皆無に等しい。 
２．研究の目的 
 本研究は、これまでの研究を発展させ、EB
ウイルスがどのように本リンパ腫の腫瘍形
成、増殖に関与するのかを多面的に解析し、
本リンパ腫に特異的に発現している EB ウイ
ルス遺伝子や腫瘍増殖分子に対する標的治
療を開発する事を目的とする。 
３．研究の方法 
(1) 分子標的治療の候補遺伝子・蛋白の機能
解析 
①ケモカイン発現解析 
 本腫瘍株を含む種々の細胞株におけるケモ
カイン発現についてケモカインプロテイン
アレイを用いて網羅的に解析し、候補ケモカ
インを同定する。候補ケモカインおよびその
受容体の蛋白レベル、ｍRNA レベルでの発現
を western blot や PCR、フローサイトメトリ
ーを行い解析する。in vivo での発現につい
て、生検組織、患者血清を用いて免疫組織染
色、ELISA を行いその発現を検討する。候補
ケモカインの受容体に対する抗体および末
梢血より分離した NK 細胞存在下で腫瘍細胞

を培養し、上清中の LDH を測定し、抗体依存
性細胞傷害（ADCC）活性の有無を検討する。 
②CD70 の機能解析 
 これまでに本腫瘍細胞株において CD70 が
高発現していること、一方リガンドである
CD27 発現していないことを確認している。腫
瘍生検組織および患者血清を用いて
CD70,CD27 および可溶性 CD27 の in vivo での
発現を免疫組織染色、ELIZA により検討する。
また、可溶 性 CD27 刺激下での細胞増殖の変
化をMTSアッセイで解析する。さらに、抗CD70 
抗体および活性化補体存在下で腫瘍細胞を
培養し、細胞増殖能を測定し、補体依存性細
胞傷害（CDC）活性の有無を検討する。 
③LFA-1/ICAM-1 の機能解析 
 これまでに本腫瘍細胞にて ICAM1 と LFA-1
の両者が発現している事、また可溶性 ICAM-1
を分泌しオートクライン的に細胞増殖が亢
進することを見いだしている。今回、生検組
織、患者血清を用いて免疫組織染色および
ELIZA により in vivo での ICAM-1、LFA-1、
可溶性 ICAM-1 の発現を検討する。LFA-1 と結
合 し ICAM-1/LFA-1 結 合 を 阻 害 す る
simvastatin 存在下で細胞増殖を MTS アッセ
イにより検討する。 
④microRNA の発現機能解析 
 本腫瘍細胞株を含む EB ウイルス陽性、陰性
NK 細胞株を用いて microRNA アレイ（3D-Gene 
Human microRNA oligo chips; 東レ社）にて
網羅的に microRNA 発現を解析し、本腫瘍細
胞株において特異的に異常発現している
microRNA を同定する。候補 microRNA につい
てリアルタイム PCR 解析を行い、各細胞間の
発現を定量する。候補 microRNA の標的遺伝
子を同定し、細胞株における発現を western 
blot で解析する。候補 microRNA を本腫瘍細
胞株へ核酸導入し、アポトーシスや細胞周期、
細胞増殖への影響をフローサイトメトリー、
MTS アッセイを用いて検討する。 
(2)細胞株を用いた候補遺伝子・蛋白の拮抗
薬やアンチセンスの有用性の検討 
①Cyclin dependent kinasesおよび Survivin
の発現解析と阻害薬の有用性の解析 
 本疾患において、CDK1 および BIRC5 が高発
現していることが報告されている(15)。また
両者の発現はEBV感染により誘導されること
も知られている(16)。EBV 由来癌原蛋白 LMP1
と CDK1、BIRC5 の関係を検討するため、本腫
瘍細胞株に siRNA を導入し LMP1 をサイレン
シングし、PCR や western blot で CDK1、BIRC5
遺伝子、蛋白発現の変化を解析する。また、
CDK 阻害薬、BIRC5 阻害薬、BIRC5 の発現を誘
導する転写因子であるSp1の阻害薬を用いて
本疾患細胞株の増殖への影響をMTSアッセイ
で解析する。 
(3)鼻性 NK/T細胞リンパ腫モデルマウスの樹
立 
 雌 の生後 6 週のヒューマン化した
NOD/Shi-scid/IL-2R null(NOG)マウスに本腫
瘍株である SNK6 および SNT8、5×106 個を



0.1ml の RPMI-1640 に浮遊させ腹腔内に移植
する。5 匹作製し、非接種群と生存率を比較
する。また局所および各種臓器の免疫組織化
学染色および EBER in situ ハイブリダイゼ
イションを含めた病理組織学的検査を行う。
全身転移の有無を検討する。加えて以後の治
療実験のための観察期間の設定を行う。 
４．研究成果 
(1) 分子腫瘍学的・EB ウイルス学的解析 
①プロテインアレイによるケモカイン発現
解析 
 本リンパ腫細胞株の培養上清を用いてケ
モカインアレイを施行した。その結果、EBV
陽性かつウイルス蛋白であるLMP-1陽性であ
る本疾患細胞株において EB ウイルス陰性 NK
細胞株より有意に発現が上昇しているケモ
カインとして CCL17(TARC)、CCL22(MDC)、IL-8、
MCP-1 が同定された。これらのケモカイン産
生について ELISA を行った結果、ケモカイン
アレイ と同様に、本疾患細胞株において十
分量の産生を認め、時間の経過と共にその産
生量は増加した。その他の NK 細胞株や NK 細
胞様 T 細胞株、T 細胞株では、4 種類のケモ
カインはほとんど 産生を認めなかった。
CCL17とCCL22の受容体であるCCR4の発現を
フローサイトメトリーで解析したところ、
CCR4は鼻性 NK/T細胞リンパ腫細胞株におい
て発現を認めた(10)。 
 患者血清中のケモカイン発現を 12 名の本
疾患症例の治療前血清、比較対照として 10
名の健常人血清を用いてELISAにて検討した。
その結果、患者血清において健常人血清と比
較し CCL17、CCL22 の有意な発現上昇を認め
た。また腫瘍組織における CCR4 発現を免疫
組織染色で検討したところ、5 例中 2 例で
CCR4 の発現を認めた(10)。 
 さらに抗 CCR4 抗体である mogamulizumab
を用いて本疾患細胞株における ADCC 活性の
有無を解析した結果、CCR4 陰性 T細胞株では
ADCC 活性を認めなかったが、本疾患細胞株に
おいて mogamulizumab により ADCC 活性が誘
導された。以上の結果より mogamulizumab を
用いた抗 CCR4 抗体治療が本疾患の有効な治
療法になりうる可能性が示唆された(10)。 
②CD70 の機能解析 
 リンパ腫細胞における CD27 刺激に対する
細胞増殖への影響をみるため、本疾患細胞株
に recombinant CD27 および CD27 中和抗体を
添加し MTS アッセイを行った。その結果、濃
度依存性に CD27 刺激により細胞が増殖し、
一方 CD27 中和抗体により細胞増殖能の低下
を認めた(11)。 
 In vivo における CD70発現を生検組織で検
討した結果、21 例中 7 例 33％に発現を認め
た。同様に患者血清における可溶性 CD27 の
発現については、健常人血清と比較し、本疾
患患者血清において有意に高発現している
事を確認した(11)。 
 さらに本疾患細胞株における抗 CD70 抗体
による CDC 活性の有無を検討した結果、抗

CD70 抗体、活性化補体添加により細胞数の有
意な減少を認め、CDC 活性を誘導されること
が確認された。以上の結果より、CD70 は血清
中 CD27 との結合を介し腫瘍細胞の増殖に関
与しており、有用な治療標的分子になりうる
可能性が示唆された(11)。 
③LFA-1/ICAM-1 の機能解析 
 LFA-1 の in vivo での発現について生検組織
を用いた免疫組織染色で検討した。その結果
検討した12例全例において腫瘍細胞にLFA-1
の発現を認めた。本疾患患者血清において可
溶性ICAM1の発現が亢進していることをすで
に報告している（12）。今回、腫瘍組織にお
ける LMP1 発現の有無により血清中可溶性
ICAM1 発現を比較したところ、LMP1 陽性群に
おいて有意に高発現している事を認めた。ま
た血清中可溶性ICAM1の発現は治療前と比較
し治療後に有意に低下していた(13)。 
 これまでに ICAM-1/LFA-1 結合を介して腫
瘍細胞の増殖が促進されることが確認して
きた。このため LFA-1 と結合し ICAM-1/LFA-1
結 合 を 阻 害 す る
3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase 
(HMG-CoA)である simvastatin 添加により細
胞増殖が抑制されることが確認された。一方
LFA-1 への結合能を持たない HMG-CoA である
pravastatin では細胞増殖に変化を認めなか
った。これらの結果より、in vivo において
も LFA-1、ICAM-1 が高発現しており、腫瘍増
殖 に 関 与 し う る こ と が 確 認 さ れ 、
simvastatin が本疾患の治療薬となりうる可
能性が示唆された(13)。 
④microRNA の発現機能解析 
 microRNA アレイ解析の結果、正常末梢血 NK
細胞および EBウイルス陰性 NK細胞株と比較
し本疾患細胞株において特異的に発現低下
している microRNA として miR-15a が同定さ
れた。リアルタイム PCR 解析においても、本
疾患細胞株で miR-15a は低発現していた。本
疾患細胞株へmiR-15aを核酸導入し強制発現
させたところ、アポトーシスには変化を認め
なかったが、細胞周期において G1 期停止が
誘導され、細胞増殖能が抑制された。過去に
報告されているmiR-15aの標的遺伝子のうち
細胞周期を制御する MYB、cyclin D1 に注目
し検討を行った。その結果、本疾患細胞株に
おいて MYB、cyclin D1 蛋白の発現を認め、
miR-15a 導入株において MYB、cyclin D1 タン
パク発現が抑制されることを確認した。本疾
患細胞株において EB ウイルス癌原蛋白で
ある LMP1 を siRNA によりノックダウンし
た結果、miR-15a の有意な発現上昇を認め、
LMP1 により miR-15a 発現が抑制されてい
る可能性が示唆された(14)。 
 In vivo での検討では、本疾患腫瘍組織に
おいて健常人の末梢血 NK 細胞と比較し、
miR-15a が発現低下していることを認めた。
また、CD56 との二重免疫組織染色にて MYB
は 16 例中 7 例 44%、cyclin D1 は 5 例 31%
に発現を認め、それぞれ miR-15a の発現を



有意な負の相関を認めた。LMP1 は 7 例 44%
に発現を認め、同様に miR-15a の発現と有
意な負の相関を認めた。さらに、miR-15a
の 発 現 と 患 者 予 後 と の 関 係 を
Kaplan-Meier 法で検討した結果、miR-15a
低発現群において有意に予後が不良であ
ることを認めた。以上の結果より LMP1 を
介した miR-15a の発現低下が MYB、cyclin 
D1 の発現亢進を来たし、細胞増殖に寄与し
ている可能性が示唆された(14)。 
(2)細胞株を用いた候補遺伝子・蛋白の拮抗
薬やアンチセンスの有用性の検討 
①Cyclin dependent kinases（CDKs）および
Survivin の発現解析と阻害薬の有用性の解
析 
 siRNA を用いて LMP1 をノックダウンした結
果、PCR 解析では、BIRC5、CDK1 発現の低下
を認めた。同様に western blot 解析で両者
の蛋白発現も低下を認めた。これらの結果よ
り本疾患細胞において LMP1 が BIRC5、CDK1
発現を制御している事が推測される。 
 CDK、BIRC5 および Sp1 阻害薬を添加し MTS
アッセイにて細胞増殖を解析した結果、汎
CDK 阻害薬である Flavopiridol、BIRC5 阻害
薬である YM155 および Sp1 阻害薬である
Terameprocol、Mithramycin において本疾患
細胞株の増殖が濃度依存性に抑制された。な
かでも Terameprocol、Mithramycin 添加によ
り著明な増殖抑制効果を認めた。以上の結果
より BIRC5 および CDK1 が本疾患の有用な治
療標的分子となりうる可能性が示唆された。 
現在、各種阻害薬による細胞周期への影響を
解析していくことと共に、in vivo における
両分子の発現について生検組織を用いて免
疫組織染色で検討中である。 
(3)鼻性 NK/T細胞リンパ腫モデルマウスの作
製 
 SCID マウス 5匹に本腫瘍株である SNK6 5×
106個を0.1mlのRPMI-1640に浮遊させ腹腔内
に異種移植を行った。このうち 1匹に腫瘍増
殖を認めた。腫瘍を摘出し、EB ウイルス遺伝
子の発現について PCR 解析を行った。その結
果、本来 2型潜伏感染様式をとる本リンパ腫
と異なり、3 型潜伏感染で発現する EBNA-2、
EBNA3 群の発現を認めた。以上の結果より、
同方法では、本リンパ腫マウスモデルの作製
は 難 し い と 考 え ら れ 、 今 後 は NOG 
(NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull) マウスを使用
し、マウスモデルの作製を行う予定である。 
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