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はじめに

研究代表者 原 渕 保 明

(旭川医科大学教授 耳鼻咽喉科 ・頭頸部外科学講座)

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 とするリンパ増殖性疾患である。病理組織上、そのほと

ん どが壊死組織や炎症細胞浸潤 とい う所見で、腫瘍細胞が確認 しにくく診断は極めて

困難である。そのことから確定診断が得 られ治療を開始までに時間がかか り、その間

に病状は悪化することが しば しばであった。また、既存の治療法に抵抗性を示す とい

うこともあり、予後が極めて不良な疾患である。そのような状況 を克服するべ く、新

たな診断法、治療効果判定や治療後の経過観察のための腫瘍マーカー、効果的な治療

法の開発が求め られていた。 しか しなが ら、本疾患の本態が不明であったことや診断

の困難 さな どにより、これまで研究は進んでいなかった。

研究代表者の原渕 らは、本疾患の本態はTま たはNK細 胞 が腫瘍化 した リンパ腫で

あるこ と、本疾患の発症 にEBウ イル スが深 く関連 して いる ことを報告 してきた。そ

こで、これまでの研究成果を基盤 として、本疾患の特徴であるEBウ イル ス に着 目し

その特 性を多面的 に解析 し、本疾患の特性に基づいた新たな診断法 ・治療法を開発す

ることを本プロジェク トの 目的 とした。

平成17～19年 度科学研 究費補助金 の助成 の も とに行われた 「鼻性NK/T細 胞 リンパ

腫のEBウ イル ス を標 的 とした新た な診断法 ・治療法の開発」は研究期間を終了 し、

研究成果をま とめる運び となった。研究期間中に計画のすべてが達成 されたわけでは

ないが、い くつかの新 しい知見が得 られ、臨床に応用 されているものも存在する。

EBウ イルス学的特性 の解析 として 、鼻性NK/T細 胞 リンパ腫細胞株 を用いて解 析 した

結果、IL9やIL10な どのサイ トカイ ンが本腫 瘍細胞 の増殖 に深 く関与 していることが

示 された。また、患者組織中に感染 しているEBウ イル ス遺伝 子 を解析 した結果 、LMP1

遺伝 子やLMP2A遺 伝 子 に変異が認 め られ 、それ らが宿主の免疫系か らの回避や癌原

性に関与 している可能性が示 された。新たな診断法の開発 としては、血清EBVDNA量

が特異的 な腫瘍マー カー として極 めて有用であることが示 され、本疾患の早期診断、

治療効果判定、さらに再燃の診断に臨床的に応用 されるよ うになった。新たな治療法

の開発 としては、放射線療法 と同時に感受性の高い抗癌剤 を栄養血管から選択的に動

注する放射線併用動注化学療法が治療選択肢に加 えられ、極 めて良好な治療成績が得

られるようになった。加 えて、本研究で示 されたLMPlpromiscuousepitopeを 臨床

応用 し、新たな免 疫療法 も確立 される 日は近いもの と考えられ る。

最後に、本研究には多 くの諸先生方のご協力をいただいた。この場を借 りて厚 くお

礼を申し上げる。

(平成20年3月)
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研究組織

研究代表者

原渕保明(旭 川医科大学教授 耳鼻咽喉科 ・頭頸部外科学講座)

研究分担者

荻野 武(旭 川医科大学講師 耳鼻咽喉科 ・頭頸部外科学講座)平 成17～19年 度

坂東伸幸(旭 川医科大学助教 耳鼻咽喉科 ・頭頸部外科学講座)平 成17～19年 度

小林博也(旭 川医科大学助教 病理学第二講座)平 成17～19年 度

高原 幹(旭 川医科大学助教 耳鼻咽喉科 ・頭頸部外科学講座)平 成18～19年 度

岸部 幹(旭 川医科大学病院医員 耳鼻咽喉科 ・頭頸部外科)平 成19年 度

森合重誉(旭 川医科大学病院医員 耳鼻咽喉科 ・頭頸部外科)平 成19年 度
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研究経費

直接経費 間接経費 合計
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研究成果

1)EBウ イルス学的特性の解析

EBウ イ ル ス 学 的 特 性 の解 析 と して 、 鼻 性NK/T細 胞 リンパ 腫 細 胞 株SNK6、SNT8

とEBV陰 性 の リンパ腫 細 胞 株 を用 い て 、cDNAマ イ ク ロア レイ に よ る遺 伝 子 発 現 解

析 を行 いIL-9がEBウ イ ル ス 陽性 鼻 性NK/T細 胞 リンパ 腫 細胞 株 に 特 異 的 に発 現 して

い る こ とをみ い だ した。 そ して 発 現 したIL-9はautocrineの 機i序 に て本 疾 患 の 細胞 増

殖 能 に影 響 して い る可 能性 を示 した(ClinicalCancerResearch11:8250-7,2005)。

鼻性NK/T細 胞 リンパ 腫 細胞 株SNK6はIL-10を 分 泌 してお り、そ のIL-10がEBウ

イル ス 由来 蛋 白の 中 で一・番 癌 原 性 が 高 い と され るLMPI(latentmembremproteinl)の 発

現 を 上 昇 させ 、そ のLMP1を 介 してIL-2の 感 受 性 を充 進 させ るCD25の 発 現 を充 進 さ

せ る こ と をみ い だ した 。 この こ とか ら、SNK6に お い てIL-10はLMP1やCD25を 介

して 間接 的 に 細胞 増 殖 に 関 わ っ て い る可 能性 が 示 唆 され た(IntemationalJoumalof

Cancerll9,2775-2783,2006)。

鼻 性NK/T細 胞 リンパ 腫 組 織7例 よ りDNAを 抽 出 し、EBウ イ ル ス遺 伝 子 で あ る

LMPl遺 伝 子 の 変 異 を解 析 した とこ ろ、 全 て に お い て 上 咽頭 癌 で の 報 告 と類 似 す る

LMPI遺 伝 子C末 端30塩 基 の欠 失 を認 めた 。 そ の欠 失 が本 疾 患 の発 症 に寄 与 して い

る可能 性 を示 した。 ま た 、LMPIの 抗 原 エ ピ トー プ と考 え られ て い る部 分 に も点 変異

を認 め 、 宿 主 の免 疫 系 か らの 回避 に寄 与 して い る可 能性 を示 した(VirusGenes34,

47-54,2007)。 さ らに 、LMP2A遺 伝 子 変 異 を解 析 した 結 果 、LMP2Aの ア ミノ酸配 列

にお い て 細胞 障 害 性T細 胞 の抗 原 認 識 部位 で あ るcodon348番 の多 型 に 関 して、 本 邦

例 で は全 例threonineと な っ て お り、 発 癌 性 と関連 して い る可 能 性 を示 した

(Intervirology50,319-322,2007)。

cDNAマ イ ク ロ ア レイ に よ る遺 伝 子 発 現 解 析 の結 果 か ら、CD70とmetalloelastaseが

鼻性NK/T細 胞 リンパ腫 細 胞 株 にお い て発 現 上 昇 して い る こ とを示 した。(第25回 耳

鼻 咽 喉 科 免 疫 ア レル ギ ー 学 会2007、 甲府)。 ま た 、EBウ イル ス 陽性 鼻性NK/T細 胞

リンパ 腫 細 胞 株 に お い てNKレ セ プ タ ー の構 成 分 子 で あ るDAP12の 発 現 が低 下 して

お り、それ は本 疾 患 の 組 織 浸 潤 破 壊 性 とい う病 理 組 織 学 的 な 特徴 と関連 が あ る可 能性

を報 告 した(第24回 耳 鼻 咽喉 科免 疫 ア レル ギ ー 学 会2006、 鳥 羽)。

ケ モ カ イ ン抗 体 ア レイ を 用 い て 鼻性NK/T細 胞 リンパ 腫 細 胞 株 に お い て発 現 が充 進

して い るケ モ カ イ ン と してIP-10を み い だ した 。IP-10はEBV陽 性NK/T細 胞 リンパ

腫 で発 現 が 充進 し、そ の リガ ン ドで あ るCXCR3の 発 現 も確 認 され た。IP-10はCXCR3

陽 性T、NK細 胞 の 走化 性 を充 進 させ る こ とが 知 られ て い る。 鼻 性NK/T細 胞 リンパ

腫 細 胞 にお い て はIP-10を 産 生 し、 自 らのCXCR3に 結 合 させ 、autocrineの 機 序 に よ

って 浸 潤 能 を充 進 させ て い る可 能 性 が示 唆 され た 。 ま た 、IP-10は 免 疫 染 色 に て鼻 性
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NKIT細 胞 リンパ 腫 細 胞 に 、ELISA法 にて 患 者 血 清 中 に確 認 され 、 治 療 に よっ て 血 清

IP-10濃 度 は低 下 す る こ とが確 認 され た。 これ らの結 果 は 、IP-10を 対 象 と した 新 た な

診 断法 、治 療 法 の 開発 へ の基 礎 とな る もの と考 え る。(第26回 日耳 鼻免 疫 ア レル ギー

学 会:2.21-23,2008,大 阪.論 文 作 成 中)

2)新 たな診断法の開発

realtimePCR法 を用 い て本 疾 患20例 の 血 清EBVDNA量 を測 定 した。 そ の結 果 、

血 清EBVDNA量 が 本 疾 患 にお け る治 療 前 診 断 、再 発 徴 候 さ らに予 後 因子 と して極 め

て有 用 で あ る こ とを証 明 した。 さ らに 、測 定 法 と してBamHIW仕agmentとLMPIに

対 す る プ ライ マ ー の2種 を用 い る こ とで 、よ り臨床 上 有 用 な情 報 が得 られ る こ とを示

した。組 織 上 のEBV再 活 性 化 遺 伝 子 産物 で あ るZEBRA蛋 白の 発 現 を免 疫 染 色 に て 検

討 し、患 者 の不 良 な 臨床 経 過 と相 関す る こ とを見 い だ した(JoumalMedicalVirology79,

562-572,2007)o

3)新 たな治療法の開発

浅 側 頭 動 脈 動 注 ・放 射 線 同 時併 用 療 法 の 臨床 的 有 用 性 を検 討 した 。MDR非 関連 性

薬 剤 で あ るifbs飴mide、carboplatin、methotrexate、peplomycinとetoposideを 組 み 合 わ

せ たMPVIC-P療 法 を開 発 した。7症 例 に本 治 療 法 を適 用 し、従 来 の放 射 線 化 学 療 法

同 時併 用 療 法 と比 較 して よ り有 用 で あ り、しか もそ の 毒 性 に は差 が な い こ とが確 認 さ

れ た(日 本 鼻 科 学 会 誌45,125-7,2006,耳 鼻 と臨 床53,S57-63,2007)。

EBV関 連 悪 性 腫 瘍 細 胞 の 多 くに発 現 が認 め られ るLMP1のCTLに 認 識 され る

epitope解 析 は 多数 報 告 され て い るが 、 ヘ ル パ ーT細 胞 に認 識 され るepitopeの 解 析 は

皆無 で あ る。HLAclassII結 合 ペ プ チ ドアル ゴ リズ ム を用 い て、 多 くのclassII分 子 に

結合 す る こ とが予 測 され るLMPIのpromiscuousepitopeを 検 索 し、 このepitopeを 有

す るペ プ チ ドを合 成 し、HLAclassIIに 拘 束 され たLMPIpromiscuousepitopeを 認 識 す

るヘ ル パ ーT細 胞 を誘 導 した。 誘 導 され たヘ ル パ ーT細 胞 はHLA-DR9、HLへ 一DR53

ま た はHLA-DR15に 拘 束 され 、ペ プ チ ドLMP1(159-175)を 認 識 した 。 また 、 これ ら

のヘ ル パ ーT細 胞 はEBV陽 性 のNK/T細 胞 リンパ腫 細 胞 株 を直 接 認 識 し、しか も細 胞

傷 害能 を示 した。 加 え て 、 このペ プ チ ドLMP1(159-175)に はHLA-A2結 合 モ チ ー フ

が 存在 し、CTLに も認 識 され る可 能 性 が あ る。これ らの結 果 に よ って 、今 後 鼻 性NK/T

細胞 リンパ 腫 に対 す るペ プ チ ドhMP1(159-175)を 用 い た免 疫 療 法 の可 能 性 が期 待 さ

れ た(CancerResearch68,901-8,2008.)。
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