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研究成果の概要： 
鼻性 NK/T 細胞リンパ腫は非常に予後が悪い EBV 発癌リンパ腫である。LMP1 は EBV 由
来蛋白であり、本腫瘍における調節、機能は不明である。本腫瘍細胞株での LMP1 の発現
調節を検討したところ、IL−2, 10, 15, IFN-gamma の細胞外刺激が LMP1 の発現を増強さ
せた。また、その増強した LMP1 が CD25 や IP-10 を介して細胞増殖や遊走能を亢進させ
た。従って、LMP1 は本リンパ腫にて腫瘍増殖、転移に関与している可能性が示唆された。 
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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進行する破壊性、
壊死性の肉芽腫性病変を主体とするNK細胞
あるいはγδT 細胞由来のリンパ腫である。
このリンパ腫は肺、皮膚、消化管などの他臓
器への浸潤が高頻度に出現し、予後が極めて
不良である。よって治療を念頭に置いた腫瘍
特性の理解が早急に求められている。 
 
２．研究の目的 
 本リンパ腫の大きな特徴として、
Epstein-Barr Virus (EBV) が高率に腫瘍細
胞に感染している事が挙げられる。EBV 蛋白
の発現はタイプ II に分類され、EB ウイルス
膜蛋白(Latent Membrane protein 1 :LMP1)
が陽性である。本蛋白は B リンパ球の EBV

による不死化に必須とされ、正常の線維芽細
胞を腫瘍化させるなど腫瘍原性が高い事が
報告されている。しかしその癌原蛋白である
LMP1 の発現調節は未だ明らかになってい
ない。また、LMP1 の機能においても、その
検討はほぼ B 細胞、上皮細胞に限られ、NK
細胞における LMP1 の機能について検討し
た報告はない。本研究では細胞株や臨床検体
を使用し鼻性 NK／T 細胞リンパ腫における
LMP1 の調節機構とその機能を検討する。 
 
３．研究の方法 
・LMP1 の調節 
以前より、タイプ II の EBV 関連腫瘍におい
てサイトカインがその調節に関与している
ことが報告されている。鼻性 NK/T 細胞リン
パ腫細胞株 SNK6 は鼻腔局所から樹立され



た非常に希少な LMP1 陽性細胞株であり、
IL-２依存性である。その IL-２が LMP1 の発
現を増強するかどうか RT-PCR やウエスタ
ンブロットにて検討する。また他のサイトカ
インでも同様に LMP1 の発現を検討する。ま
たそのサイトカインが細胞株から自律的に
分泌される可能性のある場合（IL-10、INF-
γ等）、ELISA にて分泌を確かめ、オートク
ライン機能が働いていないかどうかブロッ
クキング抗体等を使用して検討する。また本
疾患の特徴とされる腫瘍細胞と混在する炎
症細胞がどのように LMP1 の増強に関与し
ているか検討するため、SNK6 と種々炎症細
胞との共培養を行い、LMP1 の発現を検討す
る。 

・LMP1 の機能 
上記により IL-10 が LMP1 の強い増強因子で
あることが判明したが、SNK6 への IL-10 刺激
下での MTSや細胞カウント法による検討にお
いて、細胞増殖能の亢進は認められなかった。
しかし、Bリンパ球由来 EBV 陽性細胞株にお
いて LMP1 により発現が増強されることが知
られる CD25 や CD54 の発現が SNK-6 において
も IL-10 刺激実験にて亢進し（図３）、IL-10
中和により減少することが判明した。この現
象は EBV 陰性 NK 細胞株では認められないた
め、これらの発現亢進は LMP1 を介している
可能性が示唆された。CD25 は IL-2 の感受性
を亢進させることが知られており、本細胞株
においても IL-10 刺激にて IL−2 の細胞増殖
能が亢進することが判明した（図４）。従っ
て、LMP1 は IL−2 の作用を増強することによ
り間接的に細胞増殖能を亢進させる可能性
が示唆された。更に他細胞株において LMP1
により発現が増強されることが知られる
IP-10の発現がSNK6において亢進することが
判明した（図５）。本発現は LMP１陰性 NK 細
胞株では認められないため、これらの発現亢
進は LMP1を介している可能性が示唆された。
機能解析により、IP-10 は SNK6 の細胞浸潤能
を亢進させることが判明し、LMP1 は IP-10 を
介してその細胞浸潤能に関与している可能
性が示唆された。 

・LMP1 の機能 
上記検討結果を基に、LMP1 の発現を増強さ
せるサイトカインにて SNK6 を刺激し細胞
増殖能、アポトーシス抵抗性、細胞運動能を
サイミジン取り込み、MTT アッセイ、ミグ
レーションアッセイなどで検討する。さらに
EBV 陰性 NK 細胞株との比較を行いその機
能がサイトカイン自体の機能であるのか、
LMP1 が介している可能性があるのかを検
討する。更に現在、LMP1 により影響を受け
るとされる蛋白に IFN gamma-inducible 
protein-10 (IP-10), ICAM1, LFA-1 等が
報告されているため、それぞれの蛋白をイム
ノブロット、フローサイト、ELISA 等にて検
討する。更に直接 LMP1 の発現を検討するた
め、EBV 陰性 NK 細胞株を用い、LMP1 の
遺伝子導入を行う。 

 
図１ 各サイトカイン刺激による SNK6 の

LMP1 発現（ウエスタンブロット） 

 
４．研究成果 
・LMP1 の調節 
 鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株 SNK6 は IL-
２依存性細胞株であるが、IL-２非存在下で
培養すると、LMP1 の発現が著名に低下した。
また他のサイトカインでの刺激実験を行う
と、IL-10、15 にて著名な発現亢進を、IL-2、
INF-γでは中程度の発現亢進を認めた(図
１)。また、他のEBV陽性NK細胞株であるSNK1
や KAI3 でも同様な LMP1 の発現調節が認めら
れた。また SNK6 においてサイトカインの産
生能を培養上清における ELISAにて検討する
とINF-γやIL-10を産生していることが判明
した。従ってINF-γやIL-10の抗体を使用し、
作用を中和すると著名に SNK6 の LMP1 発現が
低下した（図２）。従って INF-γや IL-10 の
自律性産生が LMP1 の恒常的発現を維持して
いる可能性が示唆された。また、単球との共
培養にて SNK6 の LMP1 発現が亢進した。その
亢進は、相互の細胞接着が必要であり、液性
因子は関与しないことがトランスウウェル
での検討にて判明した。さらに中和抗体によ
る検討にて膜性 IL-15がその亢進に関与して
いることが判明した。 

 
図２ 抗 INF-γ、IL-10 中和抗体存在下での
SNK6 の LMP1 発現（ウエスタンブロット） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ IL−10 による CD25、CD54 の発現増強
（NKL,KHYG-1 は EBV 陰性 NK 細胞株） 
 



 

 
＊太線は IL-10 存在下での発現 
図４ IL−10によるIL-2の細胞増殖能の増強   
  （SNK6；サイミジンの取り込み） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 各 NK 細胞株における IP-10 の産生 
   （ELISA） 
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