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研究成果の概要（和文）：Hodgkinリンパ腫（HL）はほとんどがB細胞、一部T細胞に由来する腫瘍であるが、正常リン
パ球がどのような機序で腫瘍化し、HL特有の分子基盤を獲得するかは明らかではない。約50％の症例ではEpstein-Barr
ウイルス(EBウイルス)の感染が報告されており、HL発生に至る重要な原因と考えられている。本研究では正常リンパ球
がEBVによりトランスフォームする過程で、LMP-1を介してHL細胞の増殖の分子基盤であるCD30-ERK1/2-Ets-1-JunB-CD3
0に加え CD30-NF-κB-CD40- NF-κBループを獲得することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recent studies indicated that Hodgkin lymphoma (HL) cells derive mostly from B cel
ls and very rarely from T cells. However it is unclear how normal lymphocytes transform and acquire molecu
lar bases characteristic for HL. Epstein-Barr virus (EBV) infection is found in about half of HL cases, th
ereby thought to be an important mediator of the transformation.  I n this study, We indicated EBV infecti
on triggers expression of LMP-1, which mediates activation of CD30-ERK1/2-Ets-1-JunB-CD30 and CD30-NF-kB-C
D40- NF-kB. The results indicate important roles of EBV for acquirement of biological bases of HL. 

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
我々は tumor	 necrosis	 factor	 receptor	 

(TNFR)ファミリーに属する CD30 の過剰発現

が転写因子 NF-	 κB と AP-1 の恒常的活性化

を介して Hodgkin リンパ腫（HL）の増殖や HL	 

における CD30 自身の過剰発現に関わってい

る事を明らかにしてきた。しかしながら、正

常リンパ球が HL という腫瘍に至る過程で、

どのようなステップを経て図１に示す HL の

分子基盤を獲得するのかという疑問を持つ

に至った。上記の疑問に答えるためには、正

常リンパ球が何らかの因子により HL にトラ

ンスフォームしていく過程を、段階を追って

「各分子の活性化とそれによる脱制御の連

鎖」として分子病理学的に解明することが必

要であると考えた。我々はこの「何らかの因

子」を想定する際に、正常リンパ球をトラン

スフォームし、HL 発症に深く関わることが知

られる Epstein-Barr	 ウイルス(EBV)に着目

した。EBV	 は HL の 40-60％で検出され HL 発

症に関わると考えられている。	 

	 

２．研究の目的 
HBVウイルス感染によるB細胞のEBウイルス

陽性リンパ芽球様細胞株（LCL）へのトラン

スフォーメーションの過程で誘導された

latent	 membrane	 protein(LMP)-1 と CD30、

CD40、NF-κB、AP-1(JunB)の分子クロストー

クを、「各分子の活性化とそれによる脱制御

の連鎖」として解析する事により HL の発症

に至る分子機構の解明を目指した。	 

 
３．研究の方法 
	 末梢血リンパ球に EBV 産生細胞株 B95.8

の上清を用いて EBV	 を感染させ、シクロス

ポリンによる免疫抑制下において LCL にトラ

ンスフォームさせる。予備実験では約１月で

LCL へとトランスフォームすることが確認で

きている。	 

	 LCL へとトランスフォームしていく過程で

の LMP-1、CD30、CD40、JunB の誘導と NF-κB、

extracellular	 signal	 regulated	 kinase	 1/2	 

mitogen	 activated	 kinase	 (ERK1/2MAPK)活

性化を検討する。感染細胞の同定は蛍光免疫

染色によるLMP-1の発現により、これとCD30、

CD40、JunB、活性化型 NF-κB（RelA）、活性

化型 ERK1/2MAPK(リン酸化型)に対する抗体

を用いた２重染色を行い、蛍光顕微鏡により

発現の検討を行う。感染前、１週間、２週間、

３週間、４週間のポイントにおいて解析を行

うと同時に、DAPI による核染色も同時に行い、

細胞や核の大きさの変化も検討する。	 

	 さらに HL への分子基盤へシフトしていく

引き金となると考えられる、EBV により誘導

される LMP-1 による JunB の誘導メカニズム

を解析する。CD30 による JunB 誘導機構につ

いてもあわせて解析を行う。	 

EBV 感染細胞 Raji より RNA を抽出し、cDNA

を合成、LMP-1 全長領域を PCR	 法を用いて増

幅、サブクローニング、発現ベクターpME18S

に組み込む。JunB プロモーターは HL 細胞株

より PCR よりクローニングを行いルシフェラ

ーゼベクターに組み込んだ。CD30、CD40、JunB

の発現ベクターも LMP-1 と同様に pME18S に

組み込んで作製する。CD30 および CD40 プロ

モーターは既に作製してあるものを用いた。	 	 

LMP-1 による JunB 誘導、JunB 誘導機構およ

び CD30-JunB-CD30 活性化ループとのクロス

トークの解析はレポータージーンアッセイ

や阻害剤、siRNA などを用いた系により行う。	 

	 

４．研究成果	 

B 細胞が EBV によりトランスフォーメーショ

ンする過程で、LMP-1 が ERK1/2 を介して JunB

を誘導し、HL 細胞の増殖の分子基盤である

CD30-ERK1/2-JunB-CD30 が誘導されることを

見いだした。	 

一方 HL 細胞株を使用した実験で、(1)	 JunB

プロモーター活性維持に必要な領域に Ets-1

結合配列があることが明らかとなった。図に

示すJunBプロモーターのdeletion	 コンスト

ラクトを作製して HL 細胞株に導入して活性

の変化を検討すると-278 と-47 の間に有為な

減少を認め、この領域が JunB 誘導に関与し

ていることが示唆された	 (図 1）。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

この領域の塩基配列を以下に示す。配列のコ

ンピューター検索にて AP-1、Sp-1、Ets-1 の

転写因子結合領域が存在していることが明

らかとなった	 (図 2)。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

おのおのに変異を導入して検討した結果



Ets-1結合部位がJunBプロモーター誘導に重

要であることが示唆された。そこで Ets-1 結

合部位をコアプロモーターに直接結合させ

たコンストラクト	 (図 3)を用いて検討した。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

Ets-1 をタンデムにコアプロモーターに結合

させたものは HL 細胞株において他のコンス

トラクトより高いプロモーター活性を示し

た。これらのことから JunB プロモーター活

性維持に必要な領域に Ets-1 結合配列がある

ことが明らかとなった。	 

	 さらに(2)CD30 を介した JunB 誘導は ERK1/2

の阻害剤あるいはEts-1の	 siRNAによるノッ

クダウンにより抑制されること、(3)	 Ets-1

結合配列には Ets-1 が結合していること、(4)	 

HL 細胞株および臨床検体において核に Ets-1

が発現していること、(5)	 Ets-1 を siRNA を

用いてノックダウンすると JunB および CD30

の発現が低下すること、が明らかとなった。	 

活性化ループは CD30 により活性化された

ERK1/2を介した転写因子Ets-1活性化による

JunB プロモーター誘導を介して形成される

ことを示唆する。	 

CD30 はこのように ERK1/2 を介した転写因子

Ets-1誘導によるJunBプロモーターの活性化

による CD30-ERK1/2-JunB-CD30 ループの形成

による過剰発現の安定化に加えて、TRAF を介

した NF-kB の活性化や ERK1/2 そのものの誘

導が細胞の増殖や不死化、腫瘍化を支えてい

る物と考えられた（図 4）。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

さらに、LMP-1 が CD30 および CD40 プロモー

ター活性化にそれぞれ nuclear	 factor	 κB	 

(NF-κB)、extra	 cellular	 signal	 regulated	 

kinase	 (ERK)1/2 を介して関与することを示

唆する結果を得た。	 
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