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［研究方法］

　患者検体として当科で鼻性 NK/T 細胞リンパ腫と診
断された 13 名の腫瘍組織を使用した。また健常人 8
名より得られた検体を用いた。全検体はインフォード
コンセントを得た後、治療前に採取された。細胞株は、
鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株として SNK6、SNK1、
SNT8 を用いた。その他、EBV 陽性 NK 細胞株として
KAI3、YT を、EBV 陰性 NK 細胞株として KHYG1 を、
EBV 陽性 B 細胞株として Raji をそれぞれ使用した。
１．鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株より 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。

２．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。

３．鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株 SNK6 に候補 mi-

croRNA mimic および inhibitor をエレクトロポレー
ション法により核酸導入し標的遺伝子の発現の変
化をウェスタンブロット法で解析した。さらに mi-

croRNA 導入株におけるアポトーシス細胞の変化に
ついて Annexin V/PI 染色を用いて検討した。

［結果と考察］

１．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（図 1）。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

（図 2A）。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

２．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（図 3）。Hela 細胞に microRNA mimic 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 mimic 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（図 3）。

３．次いで鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株 SNK6 に
ebv-miR-BART22 の mimic および inhibitor を核酸導
入し、PDCD4 発現の変化を検討した。その結果、
miR-BART22 mimic 導入により PDCD4 発現は低下
し、一方 inhibitor 導入により PDCD4 発現は増強し
た（図 4）。以上より鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株

図１　鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株における ebv-microRNA の発現
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においても ebv-miR-BART22 が PDCD4 発現を制御
することが確認された。またアポトーシス解析では、
ebv-miR-BART22 inhibitor 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（図 5）。

図２　鼻性 NK/T 細胞リンパ腫細胞株および腫瘍組織における ebv-miR-BART22 の発現

図３　Ebv-miR-BART22 の標的遺伝子検索

図４　miR-BART22 mimic および inhibitor 導入による
PDCD4 発現の変化

図５　miR-BART22 inhibitor 導入によるアポトーシス
の変化

　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 を抑制的に制御することによりアポトーシス
を抑制し、本疾患の病態に関与している可能性が示唆
された。


	cover
	2014年04月11日14時50分03秒
	文書名 _idai-6



