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研究成果の概要（和文）：ホジキンリンパ腫における腫瘍幹細胞的性格をもつ細胞は，活性酸素除去酵素を制御する転
写因子FoxO3aの発現が高く，種々の悪性リンパ腫症例における検討ではFoxO3aの発現はホジキンリンパ腫・結節硬化型
に多くみられ，inhibitor of DNA binding (ID) protein 1の発現と逆相関があり，それはEpstein-Barr virus(EBV)が
コードするlatent membrane protein 1を介して制御されている可能性を示した．以上の結果から，EBV感染を介したFo
xO3aとID1の関係がホジキンリンパ腫の腫瘍形成に重要な役割を担っている可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Cells with cancer initiating cell character in Hodgkin lymphoma have a high 
expression of the transcription factor FoxO3a which regulate enzymes to degrade reactive oxygen species. 
We examined the expression of FoxO3a in malignant lymphoma cases. FoxO3a expression was often observed in 
nodular sclerosis classical Hodgkin lymphoma, and FoxO3a expression was inversely correlated with the 
inhibitor of DNA binding (ID) protein 1 expression. The expression of FoxO3a and ID1 could be regulated 
by Epstein-Barr virus (EBV)-encoded latent membrane protein 1. These results suggested that the 
relationship between FoxO3a and ID1 through EBV infection might play an important role in tumorigenesis 
of Hodgkin lymphoma.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍は，早期発見や治療法の開発などに
よって治癒しうる疾患になりつつあるが，依
然として死因の第一位である．また，罹患数
も増加傾向にあり医療費高騰の一因となっ
ている．医療費削減のためには腫瘍と診断さ
れた際に各々の腫瘍の個性に応じた治療法
を選択する必要がある．そのためには，対象
となる腫瘍の性格を精細に判定することが
必要である． 
 
２．研究の目的 
腫瘍には腫瘍幹細胞という自己複製能，多分
化能を有する少数の集団があり，再発や転移
の原因となることが明らかとされてきてい
る．白血病をはじめとしたいくつかの腫瘍に
おいて腫瘍幹細胞の存在が証明されてきて
いるが，悪性リンパ腫における腫瘍幹細胞の
存在はまだ明らかではない．そこで，悪性リ
ンパ腫において臨床検体および種々の悪性
リンパ腫細胞株の中から腫瘍幹細胞を多く
含む画分を単離し，それを NOD/SCID マウス
へ移植することで腫瘍幹細胞を同定するこ
とを目的とする． 
 
３．研究の方法 
（1）悪性リンパ腫細胞株を FACS にて腫瘍幹
細胞を多く含むと考えられる画分を単離す
る．同時に腫瘍幹細胞は存在しないと考えら
れている画分もコントロールとして単離す
る．具体的には，腫瘍細胞株を用いて腫瘍幹
細胞マーカーの候補として報告されている
活性酸素 (ROS) 除去能やアルデヒド脱水素
酵素 (ALDH)活性などについてDCF-DA蛍光試
薬あるいはALDEFLUOR法を用いて染色を行い，
発現レベルの高い画分，低い画分を単離する． 
 
(2) 単離された細胞が腫瘍幹細胞であるか
検討する．ROS-low あるいは ALDH-high 画分
が幹細胞を多く含むということがいくつか
の腫瘍で報告されているが，腫瘍は由来する
臓器ごとに多様性があるため，これまでの報
告と異なる結果がでる可能性は否定できな
い．そこで，単離した細胞の腫瘍形成能を検
討するため，NOD/SCID マウスに移植する．同
時に in vitro コロニー形成能も検討する．
また，単離した細胞を培養し，再び ROS-low
と high あるいは ALDH-high と low が出現す
るか，すなわち自己複製能と分化能の両者を
もつかを検討する．さらに形成された腫瘍及
びコロニーの性状を解析し，自己複製能と分
化能をもつか調べる． 
 
(3) (2)と平行して,単離した細胞から mRNA
を精製し cDNA を合成後，マイクロアレイに
かけて，ROS-low 画分と high 画分あるいは
ALDH-high 画分と low 画分で発現に差のある
遺伝子を検索する．また，マイクロアレイと
並行してタンパク質の精製により質量分析
を行い，タンパク質レベルでの発現の差も調

べる． 
 
(4) ROS-low 画分あるいは ALDH-high 画分に
特異的に発現する蛋白を指標に，再び腫瘍細
胞株を FACS でソートして単離する．ソート
された細胞が ROS-low 画分や ALDH-high 画分
に含まれるものであるか，さらに NOD/SCID
マウスに移植することで本当に腫瘍を形成
しうるのか，腫瘍が形成された場合に
ROS-low画分とhigh画分およびALDH-high画
分と low画分が出現して自己複製能をもつか
検討する． 
 
(5) 実際の臨床検体でも腫瘍幹細胞に特異
的に発現するか検討し，予後との関係や組織
学的な存在部位を確認する． 
 
４．研究成果 
これまでに悪性リンパ腫の一組織型である
ホジキンリンパ腫の細胞株において，
Hodgkin 細胞類似の小型単核細胞群は同様の
小 型 単 核 細 胞 を 生 み 出 す と と も に
Reed-Sternberg 細胞類似の大型多核細胞群
を生み出すことを示し，小型単核細胞は腫瘍
幹細胞のマーカーとして知られている ALDH
活性が高いこと，また ROS 除去能力が高く，
ROS除去には転写因子であるFoxO3aが関与し
ていることを示した．これらの結果を用いて
以下の検討を行った． 
 
(1) ホジキンリンパ腫におけるマイクロアレ
イを用いた小型単核細胞と大型多核細胞
の遺伝子発現の差の検討 
 
① 腫瘍幹細胞の性質を持つ小型単核細胞に
比べ大型多核細胞で胎盤に発現するタン
パ ク 質 で あ る pregnancy specific 
glycoprotein 1(PSG1)の発現が有意に高
く，インスリンを加えることによって非
腫瘍幹細胞と考えられる大型多核細胞の
割合を増加させると PSG1 の発現が高く
なることがわかり，腫瘍幹細胞の制御に
関与している可能性が示唆された． 
 
 
(2）臨床検体における ROS 除去能を制御する
転写因子 FoxO3a の発現とそのメカニズムの
検討 
 
① 種々の悪性リンパ腫症例におけるFoxO3a
の発現を検討した．腫瘍細胞に FoxO3a の
発現がみられる組織型はホジキンリンパ
腫，特に結節硬化型に多く，びまん性大
細胞型 B 細胞リンパ腫をはじめとした B
細胞リンパ腫や T/NK 細胞リンパ腫では
ほとんどみられなかった． 
 
② 腫瘍幹細胞の制御に関与していることが
報告されている inhibitor of DNA 
binding (ID) protein の発現が小型単核



細胞に比べ大型多核細胞において高いこ
とに注目し， FoxO3a との関係について
ホジキンリンパ腫症例を用いて検討した．
その結果，腫瘍細胞に FoxO3a の発現がみ
られる症例では ID1 の発現が有意に低く，
FoxO3a の発現がみられない症例では ID1
の発現が高いという逆相関が認められた．
さらに Epstein-Barr virus (EBV)陽性の
腫瘍細胞が，そのコードする latent 
membrane protein 1 (LMP1) を介して
FoxO3aをリン酸化することによってその
発現を抑制し，それによって ID1 の発現
を誘導するメカニズムが働いている可能
性を示した． 

 

以上の結果から，腫瘍幹細胞のマーカーの候
補と考えられる FoxO3a と ID1 の相互関係が
ホジキンリンパ腫における腫瘍形成に重要
な役割を担っている可能性があり，EBV 感染
の有無がそれを左右する可能性が示唆され
た． 
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ジウム合同開催『プラズマが拓く新学術
領域と今後の展開』 2014 年 6 月 14 日 
名古屋大学東山キャンパスＩＢ電子情報
館 

(22) 池田純一郎 新学術領域研究「プラズマ
医療科学の創成」第 3 回公開シンポジウ
ム 「プラズマとナノ界面の相互作 用に
関する学術基 盤の創成」「統合的神経機
能の制御を標的とした糖鎖の作動原理解
明」合同開催 『新学術の最前線～プラ
ズマと生物と医療の協奏曲～』2014 年 8
月 9日 名古屋大学 ES 館 

(23) 池田純一郎 TREATMENT STRATEGY OF 
CANCER INITIATING CELLS WITH 
NON-EQUILIBRIUM ATOMOSPHERIC PRESSURE 
PLASMA   The 2nd International 
Workshop on Plasma For Cancer 
Treatment (IWPCT) 2015 年 3 月 16,17
日 名古屋大学 ES 館 

(24) 池田純一郎，森井英一 悪性リンパ腫に
おける活性酸素を制御する因子の検討 
第 102回日本病理学会総会 2013年 6月
8日 ロイトン札幌，札幌芸文館 

(25) 小根山千歳，池田純一郎（他 6 名，6 番
目） microRNA を介した mTORC2 制御と
がん形質発現 第 72 回日本癌学会学術
総会 2013 年 10 月 4 日 パシフィコ横
浜 

(26) 前野悦子，池田純一郎（他 4名，5番目） 
後腹膜嚢胞性病変を形成したリンパ脈管
筋腫症（LAM）の一例 第 52 回日本臨床
細胞学会秋期大会 平成 25 年 11 月 3 日 
大阪国際会議場 

(27) 二瓶恵，池田純一郎（他 4 名，5 番目）
気管支擦過細胞診標本における良性異型
細胞と軽度異型腺癌細胞との鑑別第 52
回日本臨床細胞学会秋期大会 平成 25
年 11 月 3日 大阪国際会議場 

(28) 池田純一郎 腫瘍幹細胞の観点に立脚し
たプラズマ技術を用いた新たな腫瘍制御 
新学術領域研究「プラズマ医療科学の創
成」第 2 回公開シンポジウム 2013 年 9
月 28 日 名古屋大学 IB 電子情報館 
 
〔図書〕（計１件） 
① 池田純一郎 他，南江堂，超・入門 臨床
血液内科アトラス ～病理組織診断の苦
手意識を克服する！～，金倉譲，森井英
一 編，2015 
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