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研究成果の概要（和文）：鼻性NK/T細胞リンパ腫にて、Sp1阻害薬はを濃度依存性に細胞死をもたらした。これはBIRC5
およびCDK1阻害によるアポトーシス誘導によることが認められた。さらにLMP1の発現がBIRC5やCDK1の発現に関与して
いることをLMP1のsiRNAによるノックダウンで確認した。また臨床検体を用いた免疫組織化学染色ではLMP1陽性BIRC5陽
性細胞を認めた。以上より、本リンパ腫ではLMP1を介してBIRC5やCDK1の発現が亢進していることが示唆された。またS
p1阻害薬は海外にて治験が進行しているものものあり、本リンパ腫の治療に本阻害薬を用いることが将来期待された。

研究成果の概要（英文）：Nasal NK/T-cell lymphoma (NNKTL) is EBV-related malignancy and has a poor 
prognosis. An improved understanding of the mechanisms of NNKTL is crucial for identifying new targets of 
effective treatment modalities for this deadly disease. We found that inhibitors of Sp1 transcription 
factor dose-dependently decreased cell proliferation of NNKTL cells. This was associated with decrease in 
BIRC5 and CDK1 expressions and induction of apoptosis and cell-cycle arrest at G2/M phase in NNKTL cells. 
Knockdown of EBV-encoded LMP1 induced downregulation of CDK1 and BIRC5 expressions and apoptosis in NNKTL 
cells. Immunohistochemistry detected BIRC5 expression in LMP1-positive lymphoma cells of NNKTL biopsy 
specimens. Our results suggest that LMP1 upregulates CDK1 and BIRC5 expression, and these upregulations 
are essential for NNKTL growth. Thus, targeting CDK1 and BIRC5 by using Sp1 inhibitors might be an 
effective approach to treat NNKTL that is hallmarked by poor prognosis.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 鼻性 NK/T細胞リンパ腫は、鼻腔・咽頭に
好発し、顔面正中部に沿って進行する壊死性・
破壊性肉芽腫性病変を主体とした NK あるい
はγδT 細胞由来のリンパ腫である。本リン
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、極めて予後不良な疾患
であり治療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。また本リンパ腫の特
徴に、EBウイルスがほぼ全症例に陽性である
事が挙げられ、実際 in situ ハイブリダイゼ
イションを用いた当科での検討でも 32 症例
中 31 例において腫瘍細胞内での EB virus-
encoded small RNA (EBER)の存在が確認され
①、EBウイルスがその腫瘍増殖、維持に大き
く関与している事が考えられる。 
 
(2) 本リンパ腫における EB ウイルスの主な
感染様式は、細胞性免疫による監視を免れる
ため、限られた潜伏感染遺伝子を発現したⅡ
型潜伏感染である②。時折 EB ウイルスは溶解
感染に導かれ、ウイルス自身の増殖と宿主細
胞死を来たすが、我々の定量 PCR による予備
的な検討では、本リンパ腫細胞株においては
溶解感染のマスター遺伝子である BZLF1 の発
現はハウスキーピング遺伝子に比べて極めて
低く、本リンパ腫において溶解感染は極めて
厳重にコントロールされていると考えられる。
我々は EB ウイルス陽性 B 細胞株を使用した
自然免疫系の刺激による溶解感染導入の検討
を行い、溶解感染となった宿主細胞は細胞死
となることから、人為的な溶解感染導入は特
異的に EB ウイルス陽性腫瘍細胞死を促すと
の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
(1)鼻性 NK/T細胞リンパ腫細胞株での、EBウ
イルス溶解感染のマスター遺伝子である
BZLF1 の内因性発現を定量リアルタイム PCR
で確認したところ、ハウスキーピング遺伝子
に比べ、著しく低く発現していることを確認
した。そこで、複数の試薬を添加培養し、BZLF1
の発現を検討したが、有意な発現増加は確認
できていない。しかし検討した試薬のうち、
Sp1 転写因子阻害薬において細胞死をもたら
すことが確認された。そのため更なる検討を
行った。 
 
(2) Sp1 阻害薬は Sp1 の阻害を介し、アポト
ーシスを抑制する蛋白である BIRC5 や細胞周
期を促進する蛋白である CDK1 を阻害するこ
とが報告されている。そこで本リンパ腫細胞
株でも検討した。本リンパ腫は EBウイルス潜
伏感染様式のⅡ型をとるとされ、本リンパ腫
細胞株も EB ウイルス潜伏感染蛋白である
LMP1を発現しており、本蛋白は癌原性と考え
られている。そこで LMP1 の発現が、これら
BIRC5 や CDK1 の発現に関与しているかを、
LMP1を siRNAでノックダウンした細胞株で検
討した。また、鼻性 NK/T細胞リンパ腫症例よ

り得られた摘出標本を用いた免疫組織化学染
色を行い、LMP1と BIRC5の発現の有無を検討
した。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養と LMP1に対する RNA干渉 
2 種類の EB ウイルス陽性鼻性 NK/T 細胞リン
パ腫細胞株、SNK6 と SNT8を用いた。これら細
胞株は 10%ヒト AB血清、ペニシリン(100U/ml)、
ストレプトマイシン(100g/ml)および 700U/ml
のリコンビナント IL-2 を添加した RPMI1640
で培養した。Terameprocol(Sigma-Aldrich)お
よび Mithramycin A(Sigma-Aldrich)の添加培
養の際は DMSO で段階希釈したものを使用し
た。 
LMP1 に 対 す る RNA 干 渉 に は Neon 
transfection system(Invitrogen)用い、エレ
クトロポレーション法にて、LMP1 の siRNA
（Applied Biosystems）を導入した。 
 
(2)MTSアッセイ 
MTS アッセイは CellTiter 96 Aqueous One 
Solution Cell Proliferation Assay 
(Promega)を用いて行った。 
 
(3)RNA抽出と定量リアルタイム PCR 
全 RNAの抽出には RNeasy Mini Kit (Qiagen)
を用いた。DNase 処理後(DNase free; Ambion)、
High-Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kit (Applied Biosystems)を用いて cDNAを準
備した。定量リアルタイム PCR には LMP1、
BIRC5および CDK1に特異的なプライマーとプ
ローブを使用し、TaqMan Gene Expression 
Master Mix (Applied Biosystems)を用いて
7900HT（Applied Biosystems) にて行った。 
 
(4)ウェスタンブロット 
Laemmli buffer (4% SDS、20% glycerol、お
よび 120 mM Tris、pH6.8)を用いて細胞から
タンパク質抽出を行った。 電気誘導およびニ
トロセルロース膜への転写は NuPAGE system 
(Invitrogen)を用いた。1 次抗体は mouse 
anti-LMP1 (CS1-4、Santa Cruz)、rabbit anti-
BIRC5 (71G4B7、Cell Signaling)、rabbit 
anti-CDK1 (Cell Signaling)、rabbit anti-
PARP (Cell signaling)、rabbit anti-β-
actin および mouse anti-α-tubulin (DM1A、
Sigma-Aldrich)を用いた。 
 
(5)免疫組織化学染色 
臨床検体の免疫組織化学染色は、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）を使用して行
った。1次抗体には、mouse anti-LMP1 (CS1-
4、Dako)および rabbit anti-BIRC5 (71G4B7、
Cell Signaling)を用いた。 
 
４．研究成果 



(1) SNK6細胞株の細胞増殖能に対する Sp1 転
写 因 子 阻 害 薬 terameprocol お よ び
mithramycin Aの効果を、MTS アッセイを用い
て検討したところ、濃度依存性に細胞死をも
たらすことが確認された 

 
(2) terameprocolは Sp1の阻害を介し、アポ
トーシスを抑制する蛋白である BIRC5 や細胞
周期を促進する蛋白である CDK1 を阻害する

ことが報告されている。SNK6 腫細胞株でも検
討したところ、定量リアルタイム PCR および
ウェスタンブロットにより BIRC5 の発現およ
び CDK1の発現阻害が認められた。また同時に
PARPの切断を認め、アポトーシスを誘導する
ことがウェスタンブロット法にて確認された。 
 
(3) LMP1 を siRNA でノックダウンした SNK6
および SNT8 細胞株を用いて、ウェスタンブロ

ット法にて BIRC5 および CDK1 の発現を確認

したところ、これらの蛋白の発現低下が認め
られた。また同時に PARPの切断を認め、アポ
トーシスを来たしていることをウェスタンブ
ロット法にて確認した。 
 
(4) 鼻性 NK/T 細胞リンパ腫症例より得られ
た摘出標本を用いた免疫組織化学染色では
LMP1陽性（DAB）BIRC5 陽性（Permanent Red）
細胞を認めた。 

以上より本リンパ腫では LMP1 を介して
BIRC5や CDK1の発現が亢進していることが示
唆された。また Sp1 阻害薬は海外にて治験が
進行しているものものあり、本リンパ腫の治
療に本阻害薬を用いることが将来期待された。 
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