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研究成果の概要（和文）： 
 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。今回はケモカインに
着目し、IP-10 (Interferon gamma-induced protein-10)産生が EBV 陽性腫瘍株にて亢進して
いること、その IP-10 がオートクラインにて細胞浸潤能を増強させることを見いだした。さら
に IP-10により引き寄せられた単球が、膜型 IL-15を介して腫瘍細胞に接着しその増殖やLMP1
発現増強を促すことを見いだした。さらに、EBV にて制御されうる CD70、LFA-1 についても
検討を進めている。臨床面では浅側頭動脈動注・放射線同時併用療法を行い、血清 EBV–DNA数
にてその効果を検討している。現在までに９症例に行っているが、全例において寛解が認めら
れている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Nasal NK/T cell lymphoma is Epstein-Barr virus(EBV)-related and poor prognosis 
malignancy. In this study, we found that chemokine IP-10 (Interferon gamma-induced 
protein-10) was produced by EBV positive Nasal NK/T cell lymphoma cell lines, and the 
IP-10 enhanced invasive potential of the cells in autocrine manner. Moreover, we revealed 
that monocytes attracted by IP-10 enhanced proliferation and LMP-1 expression of the 
cells by cell-contact manner via membrane-bound IL-15. Currently, we are studying about 
CD70 and LFA-1, which can be regulated by EBV. On clinical studies, we are trying arterial 
infusion chemotherapy from superficial temporal artery in combination with radiotherapy 
for early stage nasal NK/T-cell lymphoma. Effect of the treatments was evaluated by serum 
EBV-DNA copy number, as well as local findings, CT, and MRI. All of 9 patients treated by 
this approach were in complete remission, and no sign of relapse has seen in the patients. 
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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，顔面正中部で
ある鼻腔や咽頭に初発し，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腫瘍
に対して、本リンパ腫細胞に EB ウイルス
(EBV)が感染していることを報告し（１）、本
リンパ腫と 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 EB ウイルス陽性の本腫瘍株（SNK6）
と EB ウイルス陰性 NK 細胞株でのマイクロ
アレイによる包括的遺伝子解析により発現
に大きな差が認められた IL-9 がオートクラ
イン的にその細胞増殖に関わっていること
（２）、同じく本腫瘍株にて発現の認められ
る EB ウイルス膜蛋白（latent menbrane 
protein 1：LMP1）が IL-2 受容体の一部を
形成する CD25 の発現を亢進させ IL-2 の感
受性を高めていること（３）、また腫瘍に発
現しているLMP1やLMP2Aの塩基配列が最
も抗原提示し得る HLA-A2 拘束性 CTL エピ
トープ部にて遺伝子変異を起こしているこ
と（４,５）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。また臨床的にも患者血清において 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を報告した（６）。本
疾患はアジアに好発する地域特異性があり、
そのため本邦における研究は極めて有利で
あり、加えて我々は本疾患に対して以前より
上述した基礎および臨床両側面から研究を
継続して行っており、そのため一施設として
は症例数を数多く有している。さらに、EB
ウイルス関連疾患の中には EB ウイルスを標
的とした診断、治療に関する報告は散見され
るが、本疾患に関する研究は我々の報告を除
いて皆無に等しい。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、上述したこれまでの研究を発展
させ以下の検討を行う。本疾患の特徴である
EB ウイルスがどの様に本リンパ腫の腫瘍形
成、増殖に関与するのか、その特性を多面的
に解析し、その特性に基づいた新たな診断
法・治療法を開発することを目的とする 
 
３．研究の方法 
1)EBウイルス学的基礎的研究 
①プロテインアレイによるサイトカイン、ケ
モカインの発現解析 

 EBウイルス陽性、陰性 NK 細胞株において
ケモカイン、サイトカインプロテインアレイ
（RayBio Human Antibody Array）にて蛋白
レベルにて EBV 陽性、陰性細胞株の発現差を
検討、候補ケモカインを同定する。候補ケモ
カインそれぞれにおいて、培養上清の ELISA
にてそれぞれ発現差を確認する。それと同様
に受容体の発現においてもフローサイトメ
トリーなどでその発現を検討する。次にオー
トクラインでの候補サイトカイン、ケモカイ
ンの作用を検討するため、刺激、中和抗体な
どの存在下で培養を行い、MTSアッセイ、フ
ローサイトメトリー、細胞カウント法などで
細胞増殖能やアポトーシス抑制能を、インベ
ージョンアッセイにて細胞遊走能を検討す
る。さらに in vivo での発現を検討するため
に、生検組織、患者血清にて免疫染色、RT−PCR、
ELISA などを行いその発現を検討する。 
②周囲炎症細胞の寄与 
 本リンパ腫の病理学的特徴として多数の
炎症細胞が腫瘍細胞と混在し、腫瘍塊を形成
しないことが挙げられる。その炎症細胞の多
くは顆粒球や単球である。それらの腫瘍細胞
に対する役割を検討するため、健常者の末梢
血単核球より CD33陽性顆粒球や CD14陽性単
球を磁気ビーズ法にて分離、鼻性 NK/T 細胞
リンパ腫細胞株と共培養を行なう。その後生
腫瘍細胞数を色素排除法によりカウントし
増殖能を、ウエスタンブロット法により LMP1
の発現を検討する。さらにトランスウェルア
ッセイによりそれらの発現が液性因子によ
るものか、細胞接着によるのものか検討し、
最後に候補となる因子を阻害抗体にてブロ
ッキングし、それらの発現亢進が減少するか
どうか検討する。 
③LFA-1、ICAM1 の発現、機能解析 
 CD25と同様に接着因子である ICAM1も本腫
瘍細胞株において LMP1により発現が亢進す
ることが当科での検討にて明らかとなって
いる（３）。よってそのリガンドである LFA-1
の細胞表面上の発現をフローサイトメトリ
ーにて検討する。また可溶性 ICAM1 を培養上
清の ELISAにて検討する。次に LFA-1と ICAM1
を発現している細胞株において、ブロッキン
グ抗体存在下で培養し、細胞増殖能、アポト
ーシス抑制能を測定し、オートクラインでの
作用について検討する。また、in vivo での
発現を検討するために、生検組織にて免疫染
色、RT−PCR などを行いその発現を検討する。
さらに現在皮膚科疾患で注目されているエ
ファリズマブと言う治療薬が、LFA-1抗体で
あり、その抗体により細胞増殖抑制効果が得
られるかどうか検討を行う。 
 
④CD70の検討 
 以前のマイクロアレイの結果、EBV陽性 NK



細胞株で過剰発現している CD70を同定した。
CD70とそのリガンドである CD27の細胞表面
上の発現をフローサイトメトリーにて検討
し、さらに免疫染色にて in vivo での発現を
検討する。またその機能を検討するため、
CD70刺激抗体存在下で細胞増殖能、アポトー
シス抑制能を測定し、オートクラインでの作
用について検討する。 
 
2)EBウイルスを標的とした診断、治療法に向
けての基礎的研究 
①血清 EBV-DNA 量の測定 
 すでに我々は real-time PCRによる血清 EB
ウイルス DNA量が非常に鋭敏な腫瘍マーカー
になり得る事を報告した（３）。本検査は現
在保険認可はまだ下りていないものの、各種
検査会社で外注可能である。従って、今後患
者に対し積極的に検査を行い、その診断、予
後に役立てる。 
②浅側頭動脈動注・放射線同時併用療法の臨
床的有用性の検討 
 本リンパ腫は多剤耐性(MDR)遺伝子が高率
に発現しており、CHOP療法は無効である。最
近、我々は MDR 非関連性薬剤である
ifosfamide、carboplatin、methotrexate、
peplomycinと Etoposideを組み合わせた
MPVIC-P療法を開発し、浅側頭動脈より抗癌
剤を動注し同時に放射線療法を行う方法を
施行している。本治療法の有効性や毒性につ
いて臨床的に検討すると共に、血清 EBV-DNA
量を同時に測定し、前向き調査もあわせて行
う。 
③EBウイルス蛋白の T細胞エピトープを標的
とした細胞傷害性Ｔ細胞の誘導      
 EBNA1,LMP1の塩基配列から多数の HLA に
認識されると予想される promiscuous 
epitopeのアミノ酸配列をコンピューターに
よるアルゴリズム解析より割り出す。そのア
ミノ酸配列をもとにペプチドを合成し、健常
人の末梢血よりペプチドに反応する T細胞株
を誘導する。得られたＴ細胞株の鼻性 NK/T
細胞リンパ腫細胞株に対する細胞傷害活性
を測定する。さらに、in vitroにて細胞傷害
活性が確認されれば、鼻性 NK/T細胞リンパ
腫細胞株を植えた HLA transgenicマウスを
対象にして、細胞傷害性Ｔ細胞を導入し、抗
腫瘍効果を解析する。また、promiscuous 
epitopeペプチドのワクチン抗原としての有
用性を調べる。 
 
４．研究成果 
1)EBウイルス学的基礎的研究 
①プロテインアレイによるサイトカイン、ケ
モカインの発現解析 
 ケモカインアレイの結果では,LMP1陽性 NK
細胞株にて発現が亢進しているものの,陰性
株では発現していないケモカインとして

IP-10 (Interferon gamma-induced 
protein-10)が同定された。ELISA の結果でも
同様に,LMP1陽性株のみに経時的に IP-10 発
現量が増強していることか明らかとなった。
また IP-10 の主要なレセフターである CXCR3
の発現も LMP1陽性株にて認められた。B細胞
では LMP1が IP-10 の産生を亢進させること
が報告されており、NK細胞においても同様な
現象が起こっていることが示唆された（７）。 
 MTS アッセイではリコンヒナント IP-10,
抗 IP-10 中和抗体存在下においても細胞増
殖の亢進や抑制は起きなかった。インヘージ
ョンアッセイでは IP-10 濃度依存性に浸潤 
細胞数が増加した。内因性 IP-10 を含む
SNK6 培養上清を用いるとやはり浸潤は亢進
し,上清に抗 IP-10 中和抗体を添加すると浸
潤の抑制が認められた。このことから IP-10
がオートクライン機序により細胞浸潤能を
亢進させている可能性が示唆された（７）。 
 in vivoでの検討では、生検組織にて CD56
陽性細胞に IP-10の発現が二重免疫染色にて
明らかになり、血清を用いた検討では患者血
清にて IP-10の高値を認め、治療後速やかに
低下していた（n＝10）。正常者血清では高値
の症例は認めなかった（n＝6）。従って、実
際の組織でも上記現象が起こっていると推
測され、さらに IP-10は病勢を反映する腫瘍
マーカーとなり得ることが示唆された（７）。 
 現在は、プロテインアレイにて IP-10以外
にも EBV 陽性 NK細胞株に特異的に発現して
いた TARC、MDC、IL-8、MCP-1 について検討
している。ELISAによる検討でも EBV陽性 NK
細胞株が特異的に産生していることが明ら
かとなっている（８）。 
②周囲炎症細胞の寄与 
 顆粒球または単球と鼻性 NK/T 細胞リンパ
腫細胞株との共培養を行ったところ、顆粒球
では認められなかった腫瘍細胞における増
殖能と LMP1 発現の亢進が単球との共培養で
認められた（９）。トランスウェル共培養下
ではこれらの現象は認められず、単球と腫瘍
細胞間の接着が必要であると考えられた。単
球細胞上には膜型 IL-15の存在が以前から知
られており、我々の以前の検討にて IL-15 が
本細胞株の増殖亢進と LMP1 発現亢進を促す
ことが判明していたため（３）、膜型 IL-15
の発現を検討した。その結果、培養後の単球
上に膜型 IL-15 の発現が認められ、IL-15 の
阻害抗体を用いた検討にて増殖能、LMP1 発現
亢進が抑制された（９）。このことから単球
による腫瘍細胞株の増殖能と LMP1 発現の亢
進には膜型 IL-15が関与している可能性が示
唆された。 
 IP-10 の生物学的活性の一つに単球を引き
寄せる機能がある。このことから、LMP1によ
り産生が増強した IP-10 が単球を呼び込み、
単球上の膜型 IL-15の作用により、腫瘍細胞



の増殖能と LMP1 発現を促すことが上記二つ
の実験結果から予想される。従って、LMP1の
機能として、IP-10の産生増強による a)細胞
浸潤能の亢進、b)単球の遊走能増強による細
胞増殖能と LMP1 発現の亢進、が本実験結果
より推測される。 
③LFA-1、ICAM1 の発現、機能解析 
 NK細胞株でその発現を検討すると、EBV陽
性、陰性に関わらず細胞表面上に LFA-1、
ICAM1 の発現を認めた。細胞上清の可溶性
ICAM1の発現では EBV陽性 NK細胞株のみにそ
の産生を認めた。抗 LFA-1阻害抗体存在下に
て細胞増殖能を検討したところ、EBV陽性 NK
細胞株において,抗体非存在下に比較して有
意な増殖抑制効果を認めた。抗 ICAM1 抗体 
でも増殖抑制効果は認められるか,抗 LFA-1
抗体に比較して軽度であった。EBV陰性株で
も同様な傾向か認められたが,陽性株程の抑
制効果はなく有意差は認められなかった。さ
らに、可溶性 ICAM1 刺激により細胞増殖能を
検討したところ、陽性株にて細胞増殖能が亢
進した。これらの検討を EBV 陽性 LMP1陰性
細胞株（YT）でも行ったが EBV陰性株とほぼ
同様な結果が認められた（１０）。このこと
から LFA-1と ICAM1の結合による細胞増殖能
増強は LMP1 により産生が亢進する可溶性
ICAM1 が深く関与している可能性が示唆され
た。 
 in vivoでの生検組織における免疫染色の
検討では、５例全例において連続切片にて
CD56 陽性腫瘍細胞は LFA-1 の発現も認めら
れた。患者血清については、鼻性 NK/T 細胞
リンパ腫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我々は報告
している（１１）。 
④CD70の検討 
 EBV 陽性、陰性 NK 細胞株におけるマイクロ
アレイ結果の比較にて、EBV 陽性 NK 細胞株で
過剰発現している CD70を同定した。NK細胞
株にて細胞表面上の発現を検討すると、EBV
陽性 LMP1陽性 NK細胞株にてその発現を認め
た。一方 EBV 陽性 LMP1 陰性細胞株（YT） ど 
EBV 陰性株では CD70 の発現を認めなかった。
また CD70 の受容体てある CD27 の発現を
検討したが,NK細胞株全てにおいて発現を認
めなかった（１２）。 
 in vivoでの生検組織における免疫染色で
の検討では 15 例中 4 例(26.7%)に CD70の発
現を認めた。CD70刺激抗体による MTS アッ 
セイの結果では,CD70陽性 NK 細胞株（EBV陽
性 LMP1陽性 NK 細胞株）において増殖の亢進
を認めた。さらに抗 CD70抗体における CDC
（Complement-Dependent Cytotoxicity : 補
体依存性細胞傷害）活性を検討したところ、
その活性を認め、腫瘍細胞株を細胞死に陥ら
せることができた（１２）。 
 これらのことから LMP1が CD70の産生を増

強させ、周囲炎症細胞が発現している可能性
のある CD27 との結合により細胞増殖能を亢
進させている可能性が示唆された。また CD70
を介した CDC活性が認められたため、陽性症
例においては抗体療法が有効である可能性
が示唆された。 
 
 これらの結果は鼻性 NK/T 細胞リンパ腫に
おける EBVの役割をより鮮明化させ、将来的
な EBV標的治療への基礎を築くものであると
理解する。今後も本腫瘍に対する LMP1 を含
めた EBVの寄与について基礎的研究を続ける
予定である。 
 
2)EBウイルスを標的とした診断、治療法に向
けての基礎的研究 
①血清 EBV-DNA 量の測定 
②浅側頭動脈動注・放射線同時併用療法の臨
床的有用性の検討 
 浅側頭動脈動注・放射線同時併用療法を行
った症例は現在 9例であり、その全てで治療
後寛解が認められている。また EBV-DNA定量
値も治療前は高値だったものが、現在全例に
おいて測定限界以下となっている。本結果は
癌治療学会雑誌（Int J Clin Oncol）に報告
した（１３）。今後も症例数を重ね、より多
くの症例について再度報告したいと考えて
いる。 
③EBウイルス蛋白の T細胞エピトープを標的
とした細胞傷害性Ｔ細胞の誘導    
 以前我々はヘルパーT 細胞（MHC class II
分子）に認識される LMP1 エピトープをペプ
チドアルゴリズムを用いて検索し、実際に
CD4+T 細胞のクローンを誘導した。ペプチド
は 159-175 に位置し、HLA-DR9、53、15 に拘
束され promiscuous epitope であった。また、
このクローンは以前報告された CTL誘導エピ
トープと類似しており、実際に鼻性 NK/T 細
胞リンパ腫細胞株に対して細胞傷害性を示
した（１４）。現在は LMP2に着目し、検討を
行っている。 
 
引用文献 
１）Harabuchi Y, Yamanaka N, Kataura A, et 
al.: Epstein-Barr virus in nasal T-cell 
lymphomas in patients with lethal midline 
granuloma. Lancet 335: 128-130, 1990 
２）Nagato T, Kobayashi H, Kishibe K, et 
al: Expression of interleukin-9 in nasal 
natural killer/T-cell lymphoma cell lines 
and patients. Clin Cancer Res 11: 
8250-8257, 2005 
３）Takahara M, Kis LL, Nagy N, et al: 
Concomitant increase of LMP1 and CD25 
(IL-2R α) expression induced by IL-10 in 
the EBV-positive NK lines SNK6 and KAI3. 
Int J Cancer 119: 2775-2783, 2006 



４）Nagamine M, Takahara M, Kishibe K, et 
al: Sequence variations of Epstein-Barr 
virus LMP1 gene in nasal NK/T-cell 
lymphoma. Virus Genes 34: 47-54, 2007 
５）Nagamine M, Kishibe K, Takahara M, et 
al: Selected Amino Acid Change Encoding 
Epstein-Barr Virus-Specific T Cell 
Epitope of the LMP2A Gene in Japanese Nasal 
NK/T Cell Lymphoma Patients. 
Intervirology 50: 319-322, 2007 
６）Ishii H, Ogino T, Berger C, et al: 
Clinical usefulness of serum EBV DNA 
levels of BamHI W and LMP1 for nasal 
NK/T-cell lymphoma. J Med Virol 79: 
562-572, 2007 
７） Moriai S, Takahara M, Harabuchi Y, et 
al: Production of interferon-{gamma} 
-inducible protein-10 and its role as an 
autocrine invasion factor in nasal natural 
killer/T-cell lymphoma cells. Clin Cancer 
Res. 15. 6771-6779, 2010. 
８）長門利純,岸部 幹,原渕保明,他：鼻性 
NK/T 細胞リンハ 腫゚におけるケモカインお
よひケモカイン受容体の発現．耳鼻免疫アレ
ルギー 28(2) 75−76,2010. 
９）Ishii H, Takahara M, Harabuchi Y,et al. 
Monocytes enhance cell proliferation and 
LMP1 expression of nasal natural killer 
(NK)/T-cell lymphoma cells by cell 
contact-dependent interaction though 
membrane-bound IL-15. Int J Cancer. in 
press, 2011. 
１０）高原 幹,岸部 幹,原渕保明,他：鼻性 
NK/T 細胞リンパ腫細胞株における LFA-1 
と  ICAM1 の解析．耳鼻免疫アレルギー 
28(2) 152−153,2010. 
１１） Harabuchi Y, Kataura A, Imai K: 
Circulating intercellular adhesion 
molecule-1 and its cellular expression in 
head and neck non-Hodgkin's lymphomas, 
including lethal midline granuloma. Ann 
Otol Rhinol Laryngol 105: 634-642, 1996 
１２）吉野和美,片山昭公,岸部 幹,長門利純,
高原 幹,原渕保明：鼻性 NK/T 細胞リンパ
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