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研 究 目 的                      

 

鼻性NK/T細胞リンパ腫は鼻腔や硬口蓋といった頭頸部領域正中部に壊死性肉芽腫性病変を形成するNKまた

はγδT 細胞由来の悪性リンパ腫である。局所浸潤や遠隔転移を急速にきたす予後不良の疾患であり、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。我々は、腫瘍細胞に Epstein-Barr virus（EBV） が感染して

いることを証明し（1）、さらに IL-9や IL-10などのサイトカインを通して直接、あるいは間接的に本疾患の発症や増殖

に寄与することを明らかにしてきた（2）。最近、いくつかの悪性腫瘍において、種々のケモカインが腫瘍増殖、アポト

ーシス抑制、細胞浸潤能の亢進に関与することが報告されている（3）。しかし、本疾患におけるケモカインの検討は

行われていない。 

本研究では本疾患の局所病変から樹立された EBV 陽性 NK 細胞株、NK 細胞白血病などから樹立された EBV

陰性 NK 細胞株を用いてケモカインタンパクアレイを行い、発現に差の見られた interferon-gamma-inducible 

protein-10 (IP-10) に着目した。同様の細胞株を用いて培養上清における IP-10 の発現を検討し、その受容体であ

るCXCR3の発現をフローサイトメーターにて検討した。さらに本腫瘍細胞における IP-10の機能を調べるため、腫瘍

細胞増殖能をMTSアッセイにて、浸潤転移能をマトリゲルチャンバーによる invasion assayにて検討した。さらに臨床

検体における IP-10 および CXCR3 の発現を検討するため、腫瘍組織標本で免疫組織化学染色を、治療前後の患

者血清を用い ELISA を施行した。 
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対  象・方  法  

 

１．  細胞株と検体  

 細胞株においては、鼻性 NK/T 細胞 リンパ腫由来の EBV 陽性 NK 細胞株 SNK-1、SNK-6、

SNK-8、NK 細胞白血病由来の EBV 陰性 NK 細胞株の KHYG-1 と NK－92、バーキットリンパ腫

由来の EBV 陽性 B 細胞株 Raj i を用いた。臨床検体は 2003 年から 2008 年にかけて旭川医科

大学耳鼻咽喉科 ・頭頸部外科において鼻性 NK/T 細胞 リンパ腫と診断された１０症例 （年齢 2１

歳から 7０歳 、中央値 ５３歳 ）、男性 ８例 、女性 ２例における鼻腔生検組織を用いた。臨床進行期分

類は Ann Arbor 分類に基づいて行われ、全例が stage I であった。 

２．  ケモカインアレイ 

 SNK-6、SNT-8、KHYG-1 細胞株の培養上清を用いて、RayBio  Human Chemok ine  Ant ibody  

Array  I (RayB io tech )によるプロテインアレイを施行した。  

３．ELISA法  

 上記細胞株を培養し、２４、４８、７２時間後の培養上清においてIP-10の発現をサンドイッチ

ELISAにて検討した。上述した対象患者において、治療前後の血清においても同様にIP-10のサ

ンドイッチELISAを行った。 

４.  フローサイトメトリー 

 上記細胞株における細胞株表面の CXCR3 の発現を検討するため、同様の細胞株において FITC 標識抗

CXCR３抗体を用いてフローサイトメトリーを施行した。 

５．MTS アッセイ 

  IP-10 の腫瘍細胞増殖への影響を調べるため，SNK-6 と KHYG1 における MTS アッセイを行った．外因性

IP-10、または IP-10 中和抗体存在下で 48 時間培養後、MTS 溶液を添加し吸光度を測定した。 

６．Invas ion アッセイ 

 IP-10 の腫瘍細胞浸潤への影響を調べるため，SNK-1、SNK6、KHYG1 におけるマトリゲルチャンバーを用い

た Invas ion アッセイを行った．外因性 IP-10 と細胞株をトップチャンバーに入れ、マトリゲルに浸潤した細胞数

をカウントした。さらに IP-10 中和抗体や抗 CXCR3 抗体を同様に添加し、細胞浸潤に抑制が認められるか検討し

た。続いて SNK-6、KHYG-1 培養上清をトップチャンバーに入れ同様の実験を施行した。さらに SNK-6 上清に

IP-10 中和抗体や抗 CXCR3 抗体を添加し、細胞浸潤に抑制が認められるか検討した。 

7．In Situ hybridizationと免疫組織化学染色 

 上記10症例の腫瘍組織標本のパラフィン包埋切片を用い、In Situ hybridizationによりEBV-encoded small 

nuclear early region type I (EBER1)の発現を、免疫組織化学染色にてEBV latent membrane protein 1 (LMP1)の

発現を検討した。IP-10およびそのレセプターCXCR3の発現を検討するため、抗IP-10、抗CXCR３抗体と抗CD56

抗体における免疫組織化学二重染色を施行した。 

８.  統計学的解析  

2因子間の検討にはMann‒Whitney U検定またはWilcoxon検定を行った。いずれもp<0.05を有意とした。 
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結      果 

 

1 .  ケモカインアレイ 

 KHYG-1 の細胞培養上清と比較して、SNK-6、SNT-8 の細胞培養上清では IP-10 の発現強

度がより強 く認められた。Image  J によって信号強度の定量を行ったところ、陽性コントロール信号

と比べ SNK-6 は 2.808 倍 、SNT-8 は 4.267 倍の信号強度を呈した。これに対し KHYG-1 のそ

れは陽性コントロールの 0.143 倍であった。 

２．ELISA 法  

 SNK-6、SNT-8 および SNK-1 の細胞培養上清中に IP-10 が同定された。２４時間 、４８時間 、

７２時間後と経時的に濃度が増加していることから、それらの細胞株が IP-10 を産生していると考

えられた。これに対し KHYG-1 および NK-92 の細胞培養上清中に IP-10 は同定されなかった。 

３．フローサイトメトリー 

 SNK-1、SNK-6、SNT-8 に加え KHYG-1、NK-92 においても IP-10 の受容体である CXCR3 の

発現を認めた。しかし Raj i ではその発現を認めなかった。 

４．MTS アッセイ 

 SNK-6、KHYG-1のいずれも外因性 IP-10添加による細胞増殖の亢進は見られなかった。同様に IP-10中和抗

体添加による増殖抑制も見られなかった。 

５．Invas ion アッセイ 

 SNK-1,SNK-6 および KHYG-1 のいずれも、添加した外因性 IP-10 の濃度に依存し浸潤細胞

数が増加した。IP-10 中和抗体や抗 CXCR3 抗体存在下では、SNK-1,SNK-6 の細胞浸潤は抑制され

た。SNK-6 細胞培養上清を用いても、SNK-1,SNK-6 および KHYG-1 の浸潤細胞数は増加した

が、KHYG-1 細胞培養上清では変化は見られなかった。さらに SNK-6 細胞培養上清に IP-10

中和抗体や抗 CXCR3 抗体を添加すると細胞浸潤は抑制された。 

６．臨床検体での解析 

 10 症例中 EBER1の発現は全例で、LMP1は6症例で陽性となった。また、CXCR3 または IP-10 と CD56

の二重染色では両者ともに 7 症例が陽性であった。IP-10 陽性 ７症例のうち 6 症例は LMP1 陽性で

あった。また、10 症例全例の治療前血清に IP-10 が同定され(81-1635pg/mL、中央値

521pg/mL)、その濃度は健常者と比べ(41-175pg/mL、中央値 83pg/mL)、有意に高値を示した

(p=0.01 )。さらに治療後有意にその値は低下した(P=0.01 ;84-278pg/mL、中央値 154pg/mL)。

なお、LMP1 陽性 ６症例の血清 IP-10 値 (150-1635pg/mL、中央値 698 pg/mL)は、陰性 ４症例

(81-579pg/mL、中央値 258pg/mL)と比べ、有意に高値を示した(P<0.05 )。 
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考 案                    

 

 IP-10 の主な生物学的役割はその主たる受容体である CXCR3 を発現している単球、活性化 T

細胞、NK 細胞を引き寄せることである。悪性腫瘍、特に造血器腫瘍ではホジキン病細胞や多発性

骨髄腫細胞に IP-10 の発現が報告され、その機能としては骨髄腫細胞株で抗アポトーシス効果を

持つこと、直腸癌細胞株で浸潤亢進に関与することが報告されている。今回の検討結果から

IP-10 は鼻性 NK/T 細胞 リンパ腫細胞株の増殖能には関与しなかったが、オートクラインにより浸潤

能を亢進していることが示された。組織検体でも、IP-10 と CXCR3 は CD56 陽性腫瘍細胞で発現

を認め、患者血清 IP-10 値は健常者より有意に高値であり、さらに治療後、劇的に低下した。この

結果から、IP-10 は i n  v i t ro だけでなく i n  v ivo でも浸潤因子として働いていることが示唆された。 

 本検討では EBV 陽性株のみから IP-10 が産生されており、EBV が IP-10 の産生に関与している

可能性が高い。その中でも EBV 由来癌原蛋白である LMP1 は IP-10 を誘導することが報告されて

いる。今回直接的な検討は行ってないが、IP-10 を強 く発現していた SNK-6、SNK-1、SNT-8 では

LMP-1 も強発現しており、臨床検体においても IP-10 と LMP1 の発現に正の相関を認めた。従っ

て本 リンパ腫においても LMP1 が IP-10 の発現を亢進している可能性が考えられた。 

 我々は以前から局所における浸潤破壊性病変の程度が本 リンパ腫の予後に影響を与えているこ

とを報告している。従って IP-10 を分子生物学的、あるいは免疫学的に抑制し腫瘍浸潤を予防す

ることは予後の改善に繋がると思われる。 

 

結 論                    

 

1．鼻性 NK/T 細胞 リンパ腫細胞株に特異的に発現するケモカイン IP-10 をケモカイン 

  プロテインアレイにて同定した。 

２．IP-10 の産生と、その受容体 CXCR3 の発現を ELISA、フローサイトメトリーにて確認した。 

３．鼻性 NK/T 細胞 リンパ腫細胞株を IP-10、または抗 IP-10 中和抗体存在下で培養し、 

  MTS assay  により細胞増殖能を検討したが、変化は認められなかった。 

４．鼻性 NK/T 細胞 リンパ腫細胞株を IP-10、培養上清、抗 IP-10 中和抗体存在下で培養し、 

  Invas ion  assay  により細胞浸潤能を検討したところ、 IP-10 は浸潤能を亢進させ、 

  その中和によりその亢進は抑制された。 

５．生検組織おける免疫組学的検討にて、腫瘍細胞に IP-10 と CXCR3 の発現が認められた。 

６．患者血清における IP-10 の発現を ELISA 法にて検討したところ、高値を示し、 

  治療後有意にその値は低下した。 

７．従って、IP-10 と CXCR3 によるオートクライン機構にて鼻性 NK/T 細胞 リンパ腫細胞は 

  自 らの浸潤能を亢進させている可能性が示唆された。 
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