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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。LMP1 は EBV 由来
の癌原性蛋白であり、以前の検討にて IL−2, 10, 15などのサイトカインが LMP1の調節因
子であることを報告した。今回は本腫瘍株においてケモカイン、特に IP-10 (Interferon 
gamma-induced protein-10)産生が LMP1 によって増強されること、その IP-10が細胞浸潤能の
増強因子であることを見いだした。さらに IP-10により単球が引き寄せられ、膜型 IL-15を介
した細胞接着により腫瘍細胞の増殖や LMP1 発現増強が促されるすることを見いだした。従っ
て、LMP1 は IP-10 や単球の仲介により本リンパ腫にて腫瘍増殖、浸潤に関与している可能
性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Nasal NK/T-cell lymphoma is EBV-related malignancy, and has a poor prognosis. We 
have already shown that an expression of LMP-1, EBV-originated oncoprotein, was 
enhanced by cytokines such as IL-2, 10, and 15 in nasal NK/T-cell lymphoma cell lines. 
In this study, we found that chemokine IP-10 (Interferon gamma-induced protein-10) 
was induced by LMP-1, and 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. Therefore, LMP-1 enhanced the proliferating and invasive 
potential of the cells through IP-10 or monocytes. 
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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。 
 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。その癌原蛋白である LMP1
の発現調節機構は明らかになっていなかっ
たが、我々は前回の検討にて（鼻性 NK/T 細
胞リンパ腫における EB ウイルス膜蛋白の発
現機構と機能解析 19791180 若手研究（B） 
H21-22 年）IL−2, 10, 15, IFN-gamma によ
る細胞外刺激が LMP1 の発現増強因子であ
ることを報告した。本リンパ腫はび漫性に増
殖し、周囲に多様な炎症細胞浸潤を伴うこと
から、それらの細胞が上記サイトカインの供
給源になっている可能性がある。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かった。し
かし、前回の検討にて LMP1 による CD25
（IL-2 receptor α）の発現上昇が認められ、
LMP1 は CD25 を介して IL-2 の感受性を高
めることにより間接的に細胞増殖に寄与し
ていることが明らかとなった。しかし、B 細
胞や上皮細胞では数多くの LMP1 の機能が
報告されており NK 細胞における役割も
CD25 の発現上昇のみではないと予想され、
更なる検討を思い立った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究ではケモカインや腫瘍細胞周囲の
炎症細胞に着目し、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
の機能を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ケモカインの検討 
 EBV、LMP1陽性鼻性 NK/T細胞リンパ腫細胞
株（SNK1,SNK6,SNT8など）、慢性活動性 EBウ
イルス感染症細胞株（KAI3）、EBV陰性 NK細
胞株（KHYG-1、NK-92）を主に用いて検討を
行った。細胞培養上清をケモカインアレイ

（RayBio Human Chemokine Antibody Array I）
のメンブレムに反応させ、その発現を測定し、
鼻性 NK/T細胞リンパ腫株が特異的に産生す
るケモカインを同定した。さらにサンドイッ
チ ELISAを行いケモカインアレイの結果を確
かめた。また候補となったケモカインの受容
体発現に関してもフローサイトメトリーに
て解析を行った。さらにオートクラインでの
作用を検討するため、中和抗体やリコンビナ
ント存在下での細胞増殖能を MTSアッセイに
て、浸潤能をマトリケルを用いたインベージ
ョンアッセイにて行った。 
 
（２）周囲炎症細胞の検討 
 本リンパ腫細胞と混在する炎症細胞の多
くは顆粒球や単球である。それらの役割を検
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
胞株と共培養を行った。その後生腫瘍細胞数
を色素排除法によりカウントし、ウエスタン
ブロット法により LMP1の発現を検討した。
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た。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した。 
 
４．研究成果 
 
（１）ケモカインの検討 
 ケモカインアレイの結果では,LMP1 陽性株
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。 
 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。 
  
（２）周囲炎症細胞の検討 
 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。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、共培養時に IL-15の阻害抗体を添加す
るとこれらの現象が減弱した。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 ①細
胞浸潤能の亢進 ②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。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。 
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