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研究成果の概要（和文）：鼻性NK/T細胞リンパ腫細胞株をNOGマウスに皮下移植したXenograftモデルを樹立し
た。形成された腫瘍はEBERが強陽性であった。さらに、鼻性NK/T細胞リンパ腫患者組織と血清中でそれぞれ
PD-L1とsoluble PD-L1の高発現、高値を認め予後との相関が確認された。
鼻性NK/T細胞リンパ腫患者における血清中のEBウイルスマイクロRNA(EBV-miRNA)発現を解析し、バイオマーカー
としての有用性を検討 したところ、miR-BART2-5pが鼻性NK/T細胞リンパ腫の診断、予後予測において有用なバ
イオマーカーになりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We generated murine xenograft models inoculated with an natural 
killer/T-cell lymphoma cell line and revealed that sPD-L1 could be a prognostic predictor for NNKTL 
and open up the pos- sibility of immunotherapy of this lymphoma using PD-1/ PD-L1 axis inhibitors.
We revealed that circulating EBV‐miRNAs, particularly miR‐BART2‐5p, may serve as potential 
diagnostic and prognostic biomarkers in patients with nasal natural killer/T-cell lymphoma.

研究分野： 悪性腫瘍

キーワード： 頭頸部外科学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
(1)	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(Harabuchi	Y,	et	al.	Lancet	
335,	1990)、本疾患とEBウイルスとの関連性
を世界に先駆けて報告した。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そ
して可溶性ICAM-1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
(Nagato	T,	et	al.	Clin	Cancer	Res	11,	
2005;Moriai	S,	et	al.	Clin	Cancer	Res	
15,	2010;	Takahara	M,	et	al.	Exp	Hematol	
41,	2013)、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(Takahara	M	,	et	al.	Int	J	Cancer	
119,	2006)、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(Ishii	H,	et	al.	
Int	J	Cancer,	2011)、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(Nagamine	M,	
et	al.	Virus	Genes	34,	2007;	Nagamine	M,	
et	al.	Intervirology	50,	2007)、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(Ishii	H,	et	
al.	J	Med	Virol	79,	2007)、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(Kobayashi	H,	
et	al.	Cancer	Res	68,	2008)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。最近では、本腫瘍株に
CD70が高発現しており、可溶性CD27との結合
を介し腫瘍増殖に関与すること(Yoshino	K,	
et	al.	Br	J	Haematol	160,	2013)、
MicroRNA-15aの発現低下がMYBおよびCyclin	
D1の発現亢進を介し腫瘍増殖に関わり、本疾
患患者予後と相関すること	(Komabayashi	Y,	
et	al.	Am	J	Hematol	89,	2014)をそれぞれ
見出してきた。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	
(1)	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、

さらに、本リンパ腫のマウスモデルを樹立
し、臨床応用を目指したEBウイルス標的治療
の有効性を解析することを目的とする。		

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候補遺伝子、蛋白の機能解析：これまでの
網羅的解析にて候補となったメタロエラスタ
ーゼ(MMP)12、種々のケモカイン(TARC、
MDC、IL-8、MCP-1)について細胞株を用いて
その機能を明らかにする。	

②	ウイルス・腫瘍増殖分子のバイオマーカー
としての有用性の検討	
これまでの網羅的解析にて候補となった分子
や可溶性因子、血清中 EB ウイルス microRNA
の発現を解析し、バイオマーカーとしての有
用性を検討する。	
	
(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	
①	siRNA を用いた細胞増殖の抑制：	
これまでの網羅的解析にて候補となった分子
(IL9,	 IP10,	ケモカイン,	microRNA など)に
対する siRNA や核酸分子を用いて細胞増殖の
可能性について検討する。	
②	Cyclin	dependent	kinases	(CDKs)および
Survivin の発現解析と阻害薬の有用性の解
析：	
本疾患におけるこれらの高発現が報告されて
おり、その検証と阻害薬の有用性について腫
瘍細胞株を用いて検討する。	
③	抗 CD70 抗体の有用性の検討：	
本腫瘍細胞株に CD70 が高発現しており、抗
CD70抗体による補体依存性細胞傷害活性を認
めることを報告してきた。これを発展させ抗
CD70 抗体治療の有用性を検討する。	
	
(3)鼻性 NK/T 細胞リンパ腫モデルマウスの樹
立と分子標的治療の有用性の検討	
IL-2 遺伝子を導入した本腫瘍株(SNK6 および
SNT8)をヒューマン化した NOD/SCID もしくは
NOG マウスに摂取して鼻性 NK/T 細胞リンパ腫
モデルマウスを樹立する。樹立に成功後は、
候補分子や EB ウイルス遺伝子に対する標的
治療や EB ウイルス特異的免疫治療を行い、予
後、腫瘍縮小効果の有無、全身転移の有無お
よび副反応の有無について対照群と比較検討
する。	
	
４．研究成果	
(1)分子標的治療の候補遺伝子・蛋白の機能解
析	
①候補遺伝子、蛋白の機能解析：ケモカイン
アレイ解析により鼻性NK/T細胞リンパ腫で
CCL17(TARC)とCCL22(MDC)の発現が上昇して
おり、レセプターであるCCR4の発現も認めら
れた。さらに抗CCR4抗体が鼻性NK/T細胞リン
パ腫細胞株に対して抗体依存性細胞傷害



(ADCC)活性を示した。抗CCR4ヒト化単クロー
ナル抗体はモガムリズマブ(Mogamulizumab)
としてCCR4陽性の再発性、難治性成人T細胞
白血病(ATL)、末梢性T細胞リンパ腫、皮膚T
細胞リンパ腫の治療薬として既に使用されて
いる。CCR4を標的とした、もしくはCCL17,	
CCL22/CCR4経路を遮断する戦略が鼻性NK/T細
胞リンパ腫に対する新たな治療となる可能性
が示唆された。	

	

②	ウイルス・腫瘍増殖分子のバイオマーカー
としての有用性の検討：	
臨床検体を用いた血清中EBウイルス	
microRNAの網羅的解析PCRアレイ解析の結
果、健常コントロールと比較し鼻性NK/T細胞
リンパ腫症例の血清において幅広い種類のEB
ウイルスmicroRNAが高発現していることが確
認された。特に高発現を認めたmiR-BART2-
5p、miR-BART7-3p、miR-BART13-3p、miR-
BART1-5pについて、症例を増やし定量的RT-
PCR解析を行った結果、健常コントロールと
比較し鼻性NK/T細胞リンパ腫血清においてい
ずれのEBウイルスmicroRNAも有意に高発現し
ていることが確認された。鼻性NK/T細胞リン
パ腫症例における治療前後の血清中EBウイル
スmicroRNA発現の変化を比較検討した結果、
miR-BART2-5p、miR-BART7-3p、miR-BART13-
3p、miR-BART1-5pともに治療前と比較し治療
後において有意に低下することが示された。
また、Ann	Arbor臨床病期I期	症例とII-IV期
症例の血清中EBウイルス	microRNA発現を比
較検討した結果、II-IV期症例においてmiR-
BART2-5pおよび	miR-BART7-3pの発現が有意
に高いことが確認された。さらに、血清中EB
ウイルスmicroRNAの発現レベルを中央値で2
群に分けて患者予後との関係をKaplan-Meier
法で検討した結果、血清中miR-BART2-5p高発
現群において有意に予後が不良であることが
示された。以上より、血清中EBウイルス

microRNA、特にmiR-BART2-5pは、鼻性NK/T細
胞リンパ腫の診断および予後予測において有
用なバイオマーカーになりうる可能性が示唆
された。	

(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	
①	siRNA を用いた細胞増殖の抑制：	
IAP ファミリーのうちサバイビンは、EB ウイ
ルス関連悪性腫瘍である上咽頭癌において、
EB ウイルス潜伏感染遺伝子の LMP1 がその発
現に関与することが報告されている。そのた
め本誌感でも LMP1 とサバイビンの発現に関
連があるか、LMP1 を siRNA でノックダウンし
た SNK-6 および SNT-8 細胞株を用いて、定量
リアルタイム PCR およびウエスタンブロット
法にてサバイビンの発現を確認した。その結
果 LMP1 発現低下に伴い、サバイビンの発現低
下が認められた。また同時に PARP の切断を認
め、アポトーシスを起こしていることを確認
した。	

	
	
	
③	抗 CD70 抗体の有用性の検討：	
cDNA アレイ解析の結果、CD70mRNA 発現が鼻性
NK/T細胞リンパ腫細胞株で特異的に亢進して
いた。さらに、CD70 の発現を RT-PCR とフロー
サイトメトリーにて確認した。一方CD27（CD70
リガンド）の発現は認められなかった。CD27
存在下に細胞株を培養すると細胞増殖脳が亢
進した。患者組織の 33%に CD70 の発現を認め、
患者血清の可溶性 CD27 値は有意に高値を示
した。抗 CD70 抗体を用いた補体依存性細胞傷
害活性の測定では鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細
胞株の減少を認めた。以上より、鼻性 NK/T 細
胞リンパ腫では、CD70 が特異的に高発現して
おり、腫瘍の増殖に関与していることが示唆
されたまた抗 CD70 抗体による分子標的治療
の可能性が示唆された。	
	



(3)	 鼻性 NK/T 細胞リンパ腫モデルマウスの
樹立と分子標的治療の有用性の検討	
2002年に我が国の実験動物研究所が樹立した
NOG マウス（T および B 細胞の欠失、NK 細胞
の欠失、樹状細胞の機能低下、マクロファー
ジの機能低下、補体活性の欠失を特徴として
もつ）の側腹部皮下に鼻性 NK/T 細胞リンパ腫
細胞株 SNK-6 を 2x106 移植し、異種移植モデ
ルの作製に成功した。腫瘍を摘出して組織学
的検索を行ったところ、多形性に富んだ大小
不同の腫瘍細胞で形成されており、形態学的
に鼻性 NK/T 細胞リンパ腫患者組織に一致す
る所見であった。さらに EBER が強陽性であり、
NOG マウスに移植しても EBウイルス感染が持
続していることが確認された。腫瘍のモニタ
リングが容易であり、治療効果判定が簡便に
行えること、腫瘍組織の採取なども簡単に行
えることから、初めに皮下移植モデルの作製
を試みた。今後は脈管内投与による実験的転
移モデルなどの作製を検討し、本疾患の研究、
特に薬効評価の研究をすすめる。	
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