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研究成果の概要（和文）：HL 細胞株において幹細胞様集団と考えられているside population (SP) とその他の分化し
た細胞集団であるnon-side population (non-SP)を同定できること確認した。SPは小型の単核細胞からなり、non-SPで
は大型の単核細胞やH-RS細胞様の大型細胞を認めた。HLのマーカーであるCD30はSP、non-SPいずれでも強く発現、転写
因子NF-kBの活性化を伴っていた。マイクロアレイでの解析の結果、SP分画においてはnon-SP 分画と比較して、抗酸化
ストレスに関わる分子群の活性化を認めた。また多核細胞の形成には頓挫性有糸分裂が関与していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We identified side population (SP fraction), which is thought to represent cancer 
stem cell like population and non-SP fraction, which is thought to represent differentiated cells in Hodgk
in lymphoma cell lines, KMH2 and L428. SP consists of small cells, whereas non-SP contains relatively larg
e mono nucleated cells and Hodgkin, Reed-Sternberg (H-RS) cells. CD30, a marker for HL is strongly express
ed on both SP and non-SP.  Both fractions also revealed strong activation of NF-kB. We sorted SP and non-S
P and examined expression of mRNA using microarray analyses. The results indicated that molecules related 
to anti-oxidative stress are more frequently expressed in SP than non-SP. We also found that multi-nucleat
ed cells are generated by abortive mitosis.
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１．研究開始当初の背景	
 

従来の Hodgkin リンパ腫(HL)研究が HL に特

徴的な Hodgkin,	
 Reed-Sternberg(H-RS)細胞

により代表される比較的均一な細胞集団と

する理解に立脚したものであるのに対し、本

研究は近年の癌幹細胞の概念や HL 細胞が

H-RS を含んだヘテロな腫瘍集団であること

に立脚した新しい視点から、不明である「HL

の癌幹細胞と分化の分子基盤」の解明に挑戦

する特色をもった研究である。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

本研究は「	
 HL	
 細胞の分化と H-RS 細胞の形

成の機序」について HL	
 細胞を支える微小環

境をも含め俯瞰的に明らかにし、得られた知

見にもとづき、ニッチにおける HL 幹細胞の

維持、そこからの分化と H-RS	
 細胞の形成と

いう一連の分化のメカニズムを明らかにす

ることを目指している。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

	
 Verapamil有無のHoechst染色性をFACSに

より解析することで side	
 population(SP)と

いう分画に癌幹細胞分画が濃縮されること

が報告され、癌幹細胞集団の同定の一つの方

法として広く用いられている。予備実験によ

り HL 細胞株 KMH2 および L428 において SP と

その他の細胞集団である non-side	
 

population	
 (non-SP)を同定することにすで

に成功している。FACSAria にてソーティング

しサイトスピン後、ギムザ染色を行い KMH2

および L428 について SP と non-SP の細胞の

形態を解析する。さらに SP 分画から non-SP

分画を含むオリジナルの細胞集団の再構成

を確認する	
 

	
 予備実験では KMH2 および L428 とも SP 分

画は約 0.5％程度含まれることが明らかとな

っているため、1X10８個の細胞をそれぞれに

ついて FACSAria を用い、1X1105個の SP 分画

と non-SP 分画をソーティングにより得る。

得られた細胞はサイトスピン後、ギムザ染色

を行い両者の細胞の形態を確認する。統計的

解析とデータの再現性の確認のために KMH2

および L428 の SP 分画と non-SP 分画のソー

ティングは各細胞につき 3 回、計 12 個のサ

ンプルを準備する。SP 分画と non-SP 分画の

細胞は RNAzolB にて処理、Agilent マイクロ

アレイ用のプロトコールに従いラベリング

を行う。	
 
	
 FACSAria を用い、1X105 個の SP 分画と
non-SP 分画をソーティングにより得る。解
析は ProQ および SYPRO によるリン酸化状態
の変化、蛋白質発現量の変化の検討により行

う。HL 細胞株 KMH2 および L428 を用いる。
タンパク質の発現量、あるいはリン酸化の変
化を指標にして解析をすすめ、リン酸化状態
の変化、蛋白質発現量の変化の検討により行
う。	
 
	
 SP と non-SP のマイクロアレイの結果に
より、発現あるいはリン酸化状態が両者間
で有意に差がありかつKMH2およびL428に
共通である分子群を抽出する。この中から
より重要と考えられる分子を選び、KMH2
およびL428から抽出したmRNAを用いてリ
アルタイム PCR あるいはウエスタンブロ
ットを施行して validation を行う。	
 

	
 

４．研究成果	
 

HL	
 細胞株 KMH2	
 および L428	
 において幹細胞

様集団と考えられている side	
 population	
 

(SP 分画)	
 とその他の分化した細胞集団であ

る non-side	
 population	
 (non-SP 分画)を同

定できること確認した（図１、Cancer	
 Sci.	
 

101(11):2490-6.	
 2011.）。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 図１	
 SP 分画と non-SP 分画の同定	
 

	
 

SP は小型の単核細胞からなり、non-SP では

大型の単核細胞や H-RS 細胞用の大型細胞を

認めた（図 Cancer	
 Sci.	
 101(11):2490-6.	
 

2011.）。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 	
 	
 図２	
 SP 細胞と non-SP 細胞の形態	
 



HL のマーカーである CD30 は SP、non-SP いず

れにおいても強く発現、転写因子 NF-kB の活

性化を伴っていた（図３、Cancer	
 Sci.	
 

101(11):2490-6.	
 2011.）。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 図３	
 HL 細胞の分化と分子生物学的特徴	
 

	
 

この系を用いて HL	
 細胞株の SP	
 分画と

non-SP	
 分画をそれぞれソーティングし、そ

れぞれの分画における mRNA	
 発現をマイクロ

アレイの系で解析を行った。その結果 SP 分

画においては non-SP	
 分画と比較して、抗酸

化ストレスに関わる分子群の活性化を認め

た。	
 

	
 抗酸化ストレスに関わる分子群と HL 細胞

の分化制御との関係を示唆する結果を得た。

また多核細胞の形成には頓挫性有糸分裂

(abortive	
 mitosis)が関与していると考えら

れた。HL 細胞のニッチの存在は抗酸化ストレ

スに関わる分子群の免疫染色による検討で

示唆されたが、同定まではいたらなかった。	
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