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研究成果の概要（和文）：鼻性NK/T細胞リンパ腫は，EBV関連腫瘍であり、予後不良な悪性リンパ腫である。本疾患細
胞株を用いてマイクロアレイ解析を行い、高発現しているEBウイルスmicroRNAとしてmiR-BART22を同定した。miR-BART
22は標的遺伝子としてPDCD4を制御しうること、本疾患細胞においてmiR-BART22発現を抑制することでアポトーシスが
誘導されることを見出した。miR-BART22はPDCD4発現を制御することで細胞増殖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 natural killer/T cell lymphoma (NNKTL) is Epstein-Barr virus 
(EBV)-associated malignancy and characterized by a poor prognosis. In the present study, microarray 
analysis showed that ebv-miR-BART22 was highly expressed in NNKL cell lines. We found that ebv-miR-BART22 
could regulate PCDC4 expression. Moreover, we showed that knockdown of ebv-miR-BAR22 induced apoptosis in 
NNKTL cells. These data suggest that ebv-miR-BART22 implicates in cell proliferation regulating PDCD4 
expression in NNKTL.

研究分野：医歯薬学
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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。
ま た 、 本 リ ン パ 腫 は 、 腫 瘍 細 胞 に
Epstein-Barr virus（EB ウイルス）を認め、
その発癌への関与も報告されている。本疾患
は、破壊性が強いことが特徴であり、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、診断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。 
 microRNA は、タンパクをコードしていない
約 22塩基長の短い一本鎖 RNAであり mRNA か
らタンパクへの翻訳を負に制御することで
様々な生命現象に関与している。一方で
microRNA の発現異常による発癌が種々の癌
において報告されており、RNA を使用した薬
剤への道も開けてきている。EB ウイルスにも
microRNA が存在する。本疾患と同様に EB ウ
イルス関連腫瘍である上咽頭癌やバーキッ
トリンパ腫では、EB ウイルス microRNA が宿
主の遺伝子発現を制御し、アポトーシス抑制
や免疫逃避に関与している事が明らかにさ
れている。これら EB ウイルス microRNA は、
正常細胞には存在せず、ウイルス感染細胞に
のみ存在するため、治療および診断的観点か
ら非常に有用な標的分子となりうる。しかし、
本疾患における EBウイルス microRNA の機能
についてほとんど解っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、鼻性 NK/T 細胞リンパ腫における
EB ウイルス microRNA の機能を検討し、病態
への関与を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) EB ウイルス microRNA の発現解析 
 鼻性NK/T細胞リンパ腫細胞株(EBV陽性)3株
およびEBV陰性NK細胞株、正常NK細胞よりRNA
を抽出し、EBV-microRNAについてマイクロア
レイ解析を行った。さらに候補microRNAにつ
いて、患者検体および細胞株での発現を
realtime-PCR法により解析した。患者検体と
して当科で鼻性NK/T細胞リンパ腫と診断さた
13名の腫瘍組織を使用した。また対象組織と
して健常人の末梢血NK細胞および非腫瘍性鼻
粘膜計8検体を用いた。 
 
(2) EBウイルスmicroRNAの標的遺伝子の同定 
 候補 microRNA の標的遺伝子について
microRNA の標的遺伝子データベースである
TargetScan を用いて検索した。候補標的遺伝
子については、3’UTR レポーターベクター、
microRNA mimicを用いたレポーターアッセイ
で検証を行った。本疾患細胞株に候補
microRNA に対するアンチセンス核酸を遺伝
子導入し、標的遺伝子蛋白の変化を western 

blot で解析する。 
(3) ア ン チ セ ン ス 核 酸 導 入 に よ る
loss-of-function 解析 
本疾患細胞株 SNK6 に候補 microRNA のアン
チセンス核酸をエレクトロポレーション法
により核酸導入しアポトーシス細胞の割合
の変化についてAnnexin V/PI染色を用いて
検討した。細胞増殖については MTS アッセ
イで解析した。 
 
４．研究成果 
マイクロアレイ解析の結果、鼻性NK/T細胞リ
ンパ腫細胞株において複数のEBV-microRNAが
発現していることが確認された。このうち３
株ともに高発現を認めたebv-miR-BART22に注
目し、さらに発現解析を行った。realtime-PCR
解析では、鼻性NK/T細胞リンパ腫細胞株を含
めたEBV陽性細胞株においてebv-miR-BART22
の発現を認めた。また、腫瘍組織において高
発現を認めたが、正常NK細胞および鼻粘膜組
織には発現を認めなかった(1)。 

SNK1
SNK6

SNT8
KAI3 YT

Raji

KHYG1

Nor
m

al 
NK ce

lls
100

101

102

103

104

ND ND

B
A

R
T2

2 
m

ol
ec

ul
es

 / 
ce

ll

 

Normal tissues (N=8) NNKTLs (N=13)
101

102

103

104

105

NDB
A

R
T2

2 
m

ol
ec

ul
es

 / 
1n

g 
R

N
A

 
TargetScanを用いたebv-miR-BART22の標的遺
伝子の検索の結果、癌抑制遺伝子であるPDCD4
が同定された。Hela細胞にebv-miR-BART22お
よびPDCD4 3’UTRレポーターベクターをコト
ランスフェクションし、レポーターアッセイ
を行った結果、control microRNAと比較し
miR-BART22 mimic導入株においてルシフェラ
ーゼ発現が抑制され、PDCD4がebv-miR-BART22
の標的遺伝子であることが示唆された。次い
で鼻性NK/T細胞リンパ腫細胞株に



ebv-miR-BART22のアンチセンス核酸を導入し
、PDCD4発現の変化を検討した。その結果、
miR-BART22 アンチセンス核酸導入により
PDCD4発現は増強した。以上より鼻性NK/T細胞
リンパ腫細胞株においてもebv-miR-BART22が
PDCD4発現を制御しうることが確認された(1)
。 
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アポトーシス解析では、ebv-miR-BART22 アン
チセンス核酸導入株においてcontrol導入株
と比較し、アポトーシス細胞の割合が有意に
増加していた。また、MTSアッセイにおいては
、ebv-miR-BART22 アンチセンス核酸導入によ
り細胞増殖が抑制されることが確認された
(1)。 
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以上の結果より、鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細
胞において ebv-miR-BART22 は、癌抑制遺伝
子である PDCD4 発現の抑制を介して、アポ
トーシスを抑制することで本疾患の病態に
関与している可能性が示唆された。 
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