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研究成果の概要（和文）： 
鼻性 NK/T 細胞リンパ腫（EBV 陽性）にて、ヒトの microRNA の発現をスクリーニングした
ところ、mir-15a が正常 NK 細胞、EBV 陰性の非鼻性 NK 細胞リンパ腫より発現低下している
microRNA として同定された。mir-15a は、EB ウイルス感染により発現した LMP1 によりそ
の発現が抑制され、その miR-15a の発現低下は、MYB、cyclin D1 の発現を介し、細胞周期お
よび細胞増殖能を亢進させ、リンパ腫の発生や進展に寄与している可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We found that microRNA (miR)-15a was expressed at a much lower level in Nasal NK/T cell 
lymphoma (NNKTL) cells than in normal peripheral NK-cells and EBV-negative NK-cell 
line KHYG-1. In NNKTL, down-regulation of miR-15a possibly due to LMP1 implicates in 
the pathogenesis of NNKTL through cell proliferation via enhancing expressions of the 
targeting MYB and cyclin D1. 
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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。また、発症には
地域差があり、欧米では少なく、日本を含め
たアジアで発症頻度が高い。また、まれな疾
患であるためその病態解明も立ち遅れてい
る。 
２．研究の目的 
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 細胞由来のまれなリンパ腫であ
る 。 ま た 、 本 リ ン パ 腫 は 腫 瘍 細 胞 に
Epstein-Barr virus（EBV）を認め、その発
癌への関与も報告されている。本疾患は、他
のリンパ腫より破壊性が強いことが特徴で
ある。また、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。しかし、これまで
にその病態の解明は、まれな疾患もあってか
十分ではない。また、近年発癌のメカニズム
のひとつとして microRNA の発現異常によ
る発癌が様々な癌で報告され、RNA を使用
した薬剤への道も開けてきている。しかし、
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本疾患における microRNA の報告はまだほ
とんどない。本研究では鼻性 NK/T 細胞リン
パ腫におけるヒトの microRNA の発癌への
関与を調べることを目的とする。 
３．研究の方法 
（１）鼻性 NK/T細胞リンパ腫細胞株で、発現
異常のある micro RNA をスクリーニングする 
鼻性 NK/T細胞リンパ腫細胞株である SNK6、

SNT1、SNT8（EBV陽性）、正常 NK 細胞、非鼻
性 NK 細胞リンパ腫細胞株である KHYG-1（EBV
陰性）から、micro RNAを抽出し、microRNACURY 
LNA Array microRNA labeling kitにてラベ
リングしたのち、東レ社の 3D-Gene Human 
microRNA Oligo chipsにハイブリダイズさせ、
解析した。 
（２）リアルタイム PCR 
micro RNAについては、TaqMan microRNA 

assays (Applied Biosystems 社)を使用し、
MYB、サイクリン D1、LMP1については、サイ
バーグリーンを用いて、LightCycler 480 
(Roche社)にて行った。 
（３）遺伝子導入 
Neon transfection system (Invitrogen社)

を用い、エレクトレポレーション法にて
premiR-15aや、各遺伝子の siRNAを導入した。 
（４）細胞周期解析 
Propidium iodide (PI)/RNase Staining 

Buffer (BD biosciences社)を用いて、各細
胞株を処理したのち、フローサイトメトリー
を行い、ModFit LT software (Verity 
Software House 社)にて解析した。 
（５）細胞増殖アッセイ 
細胞増殖は、CellTiter 96 Aqueous One 

Solution Proliferation Assay (Promega 社)
を用いて行った。24、48、72時間後に測定し、
未処理のコントロール細胞株と比較した。 
（６）ウェスタンブロット 
細胞株より蛋白を抽出し、１次抗体に

rabbit monoclonal anti-MYB (clone EP769Y 
Abcam, Cambridge社), mouse monoclonal 
anti-cyclin D1 (clone DSC-6 DAKO, Glostrup
社), mouse monoclonal anti-Cdk1/Cdc2 
(clone 1/Cdk1/Cdc2 BD biosciences社), 
mouse monoclonal anti-LMP1 (clone CS1-4 
DAKO社) and mouse monoclonal 
anti--tubulin (clone DM 1A SIGMA社)を
用いて行った。 
（７）免疫染色 
臨床検体の免疫染色は、フォルマリン固定、

パラフィン包埋切片を用い、Envision G2 
Doublestain System (DAKO社)を使用して行
った。１次抗体として、rabbit monoclonal 
anti-MYB antibody (clone EP769Y Abcam 社) 、
rabbit monoclonal anti-cyclin D1 antibody 
(clone EP12 DAKO社) 、mouse monoclonal 
anti-CD56 antibody (Novocastra社)を用い
た。CD56陽性細胞のうち、MYBもしくは、サ

イクリン D1 陽性細胞が 25％以上を陽性と判
断した。 
４．研究成果 
（１）Mir-15a は鼻性 NK/T細胞リンパ腫で発
現低下している 
 鼻性 NK/T 細胞リンパ腫にて、発現異常の
ある micro RNAをスクリーニングした。正常
の NK細胞と非鼻性 NK/T細胞リンパ腫細胞株
である KHYG-1と比較し、鼻性 NK/T細胞リン
パ腫細胞株である SNK1と SNK6で２倍以上発
現低下のあった候補 micro RNA の中に
mir-15a があり、これに着目して実験を進め
た。mir-15aの発現を、他のリンパ腫細胞株、
正常 NK細胞と鼻性 NK/T細胞リンパ腫細胞株
の比較をリアルタイム PCRにて検討した。鼻
性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株である SNK-6、
SNK-1、SNT-8 の mir-15a の発現は正常 NK 細
胞と非鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株である
KHYG-1 より 1/10 から 2/3 以上の発現低下を
認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）mir-15a をトランスフェクションする
と、G1 停止をおこす 
 mir-15a の標的遺伝子として、細胞周期を
制御する複数の分子が同定されている。そこ
で、mir-15a の機能を見るために、鼻性 NK/T
細胞リンパ腫細胞株 SNK6、 SNT8 に pre 
miR-15a をトランスフェクションさせ、細胞
周期をしらべた。すると、G0/G1 期の細胞が
トランスフェクションにより増加しており、
mir-15aの発現増加は G1停止をおこさせるこ
とが判明した。 
 また、pre miR-15a をトランスフェクショ
ンした鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株の増殖
は 72 時間後に減じることが判明した。 
 
 
 

 
 また、premiR-15a をトランスフェクション
した鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株の増殖は
72 時間後に減じることが判明した。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 

 
（３）mir-15a の標的遺伝子は MYB、サイク
リン D1 であり、鼻性 NK/T細胞リンパ腫細胞
株でその発現上昇を認める 
 mir-15a の標的遺伝子として MYB、サイク
リン D1が targetscan にて同定された。これ
ら標的遺伝子は G1 停止を解除させ、G1/S 期
への細胞周期をすすめる機能がある。pre 
miR-15a をトランスフェクションさせ、これ
ら標的遺伝子の発現が低下するかウェスタ
ンブロットにて調べた。また、MYB の下流に
ある分子である CDC2の発現も同時に調べた。
pre miR-15a をトランスフェクションさせる
ことにより、MYB、サイクリン D1、CDC2 の発
現が低下した。これらから、mir-15a の標的
遺伝子として MYB、サイクリン D1 があり
mir-15a によりその発現が制御されているこ
とが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 mir-15a の標的遺伝子である MYB、サイク
リン D1の鼻性 NK/T細胞リンパ腫細胞株での
発現をリアルタイム PCR にて調べた。MYB、
サイクリン D1の発現は、正常 NK細胞と非鼻
性 NK 細胞リンパ腫細胞株である KHYG-1、
NK-92より鼻性 NK/T細胞リンパ腫細胞株で亢
進していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、蛋白レベルでの標的遺伝子の発現も

ウェスタンブロットにて調べたところ鼻性
NK/T 細胞リンパ腫細胞で非鼻性 NK 細胞リン
パ腫細胞株である KHYG-1、NK-92 よりその発

現が亢進していた。 
 
 
 
 
 
 
 

 
（４）MYB とサイクリン D1の機能は細胞増殖
に関与する 
 MYB とサイクリン D1の siRNAを用い、鼻性
NK/T 細胞リンパ腫細胞株 SNK6 で RNA 干渉実
験をおこなった。細胞周期を調べたところ、
MYB、サイクリン D1 の siRNA 導入株で G0/G1
期の細胞が増加し、G2/M期の細胞が減少して
いた。これにより MYB とサイクリン D1 の発
現を低下させると、G1停止が起こることが判
明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 また、MYB、サイクリン D1 の siRNA導入株
では、72時間後に細胞増殖が減じることが判
明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これらから、鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞

では、mir-15aが MYBとサイクリン D1 を介し
た G1/S 期への進行を抑制することにより、
細胞増殖を制御しうることが示唆された。 
（５）EBV 由来の LMP1 が Mir-15a の発現を低
下させる 
 LMP1 の siRNA を鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細
胞株に導入し、mir-15a の発現が低下するか
検討した。LMP1 の siRNA 導入株で、mir-15a
の発現をリアルタイム PCRにて検討したとこ
ろ、mir-15a の発現は低下していた。このこ
とから、LMP1が mir-15aの発現を低下させる



ことが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（６）鼻性 NK/T 細胞リンパ腫の臨床検体で
は、mir-15a の発現低下、MYB、サイクリン
D1 の発現亢進を認め、mir-15a の発現低下は
予後不良因子である 
 鼻性 NK/T細胞リンパ腫の臨床検体 16例に
ついて、mir-15a、MYB、サイクリン D1 の発
現を検討した。mir-15a については、定量的
RT-PCR にて検討をおこない、正常 NK 細胞よ
り鼻性 NK/T 細胞リンパ腫で有意に発現低下
を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  また、臨床検体 16例を用いて MYBとサイ
クリン D1 の免疫染色をおこなったところ、
MYBとサイクリン D1の陽性はそれぞれ、7例
（44％）、5 例（31％）であり、臨床検体でも
MYBとサイクリン D1の発現を認めた。 
 また、鼻性 NK/T 細胞リンパ腫で当科にて
治療をおこなった 15例で、mir-15aの発現を
低発現群と高発現群に分けて検討した。カプ
ランマイヤー法で、高発現群では 5 年生存率
が 100％であるのに対して、低発現群では 5
年生存率は 25％と低率であり、統計学的にも
有意差を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

以上の結果から、EB ウイルス感染により発
現した LMP1により miR-15a発現が抑制され、
その miR-15aの発現低下は、MYB、cyclin D1
の発現を介し、細胞周期および細胞増殖能を
亢進させ、リンパ腫の発生や進展に寄与して
いる可能性が示唆された。 
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