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1. 要旨 

 

 本研究では，mircroRNA-135bが，anaplastic lymphoma kinase（ALK）陽性未分化大

細胞型リンパ腫（ALCL）において，nucleophosmin（NPM）遺伝子と ALK遺伝子の相

互転座によって生じる NPM-ALKキメラタンパク質により発現が誘導されること，お

よびインターロイキン 17 の産生によって特徴付けられる ALCL の免疫学的表現型を

制御することを解明した。この結果より，ドライバーがん遺伝子により誘導されるマ

イクロ RNA ががん細胞の免疫学的表現型とがん微小環境の制御を介してがんの病態

に関与している可能性が示唆された。 
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2. 序論 

 

2-1 悪性腫瘍（がん）とがん微小環境 

 われわれ人間の身体は約37兆個の細胞より構成されていると考えられている（1）。

この 37 兆個の細胞は，様々な制御機構により分裂・増殖・細胞死を繰り返しその恒

常性を維持している。一方で，遺伝的要因と，加齢，生活習慣，ウイルス感染，また

は放射線などの環境要因の影響により，制御機構を司る遺伝子群に複数の変異・異常

が積み重なることで，正常細胞から悪性腫瘍（がん細胞）が生じると考えられている。

ただし，残念ながら現在においてもがんの発生機構は完全には解明されていない。ま

た，がんの形成と同様にがんの維持・進展・転移などのメカニズムも未解明な部分が

多い。一方，Weinberg らにより，がんが獲得する 10 の特性として，増殖抑制からの

回避，免疫応答からの逃避，無制限な複製による不死化，がん細胞による炎症の促進，

浸潤と転移の活性化，血管新生の誘導，ゲノム不安定化と変異，細胞死（アポトーシ

ス）に対する抵抗性獲得，細胞内エネルギー代謝異常，および増殖シグナルの維持が

提案されている（2）。近年のがん研究の進展により，がん細胞が持つ内因性の特性の

みならず，外因的な要素，すわなちがんを取りまく間質ががんの発生・進展において

重要であることが明らかにされている（3-8）。間質には線維芽細胞をはじめとして，

炎症細胞，免疫担当細胞，骨髄由来間質細胞，内皮細胞，周皮細胞，血管，リンパ管
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に加えて結合組織が存在しており，これらががん細胞を中心として細胞外マトリック

スタンパク質，プロテアーゼ，およびサイトカインなどの分泌因子による情報ネット

ワークおよび低酸素やグルコース飢餓状態などのストレス環境を構築し，がん特異的

な周辺環境，すなわちがん微小環境を形成している（3-8）（図 1）。 

 がん微小環境の主な機能として，炎症応答の制御，細胞外マトリックス構成成分の

相互作用の制御，細胞集団の移動制御，死細胞と細胞由来の細胞デブリの除去，栄養

素や酸素の運搬，代謝産物と二酸化炭素の回収，血中循環エストロゲンの産生，免疫

細胞の誘導・制御，免疫細胞の監視からの逃避，血管新生の補助，および薬剤耐性機

構の構築などが挙げられる（6）。間質は，がん抑制とがん促進という二面的な機能を

有しうるが，主にはがんの進展を促進する機能を発揮していると考えられている。そ

の具体例として，間質を構成する免疫担当細胞の一つであるマクロファージと線維芽

細胞の働きについて記載する。マクロファージは一般的には免疫による生体防御機構

において重要なエフェクター細胞として知られているが，マクロファージの中でも腫

瘍関連マクロファージ（tumor-associated macrophage，TAM）は多くの研究からがんの

進展をサポートしていることが明らかとなっている（9）。実際に，乳がんとグリオー

マにおいて TAMはがん細胞と協調的に働き，がん細胞からの colony stimulating factor 

1（CSF-1，別名 macrophage-colony stimulating factor，M-CSF）産生とマクロファージ
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からの epidermal growth factor（EGF）産生に基づく二重傍分泌ループを形成すること

により，がん細胞の浸潤を促進することが知られている（10-12）。 

 線維芽細胞は細胞外マトリックスや基底膜構成成分の蓄積，内皮細胞の分化の制御，

免疫反応の調節など非常に多岐にわたる機能を有し，組織の恒常性に寄与している

（13）。がん関連線維芽細胞（cancer-associated fibroblast，CAF）は正常線維芽細胞とは

区別されており，がん微小環境においては非常に多く存在しているが，腫瘍進展の間

にどのように生じてくるかについては未解明な面がある（14）。この CAFの活性化に

はがん細胞が産生する transforming growth factor-β（TGF-β），monocyte chemotactic 

protein 1（MCP1），platelet-derived growth factor（PDGF），fibroblast growth factor（FGF），

および様々なプロテアーゼが関与している（13，14）。活性化された CAFは，vascular 

endothelial growth factor（VEGF）を含む血管新生関連因子の分泌および nuclear factor-

kappa B（NFκB）シグナルを活性させる IL-1の産生を介した炎症の誘導などを引き起

こし，がんにとって増殖および浸潤などに有利な環境を作り出し，がんの進展に寄与

している（15，16）。このように，がん微小環境の重要性が基礎研究の観点から明らか

となるだけでなく，がん微小環境を標的とした VEGF 抗体などの血管新生阻害剤，

programmed death-1（PD-1）抗体と cytotoxic T-lymphocyte antigen-4（CTLA-4）抗体と

いった免疫チェックポイント阻害剤が実際の臨床の場においても利用され，がん治療

に大きく貢献している（17，18）。今後さらに，このがん微小環境を構成する間質細胞
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を標的としたがん治療薬の開発が進むことで，難治性と考えられているがんの治療成

績の向上につながることが期待されている。 

 

図 1. がん微小環境の概略図 

がん細胞と間質（線維芽細胞，炎症細胞，免疫担当細胞，骨髄由来間質細胞，脂肪細胞，内皮細

胞，周皮細胞，血管，およびリンパ管などを含む）が，それぞれ分泌因子（細胞外マトリックスタ

ンパク質，プロテアーゼ，およびサイトカインなど）を産生し，がん細胞を中心とした情報ネッ

トワーク，すわなちがん微小環境を形成している。 

 

2-2 マイクロ RNA 

 マイクロ RNA（microRNA，miRNA）はその存在が最初に発見された線虫をはじめ，

多様な種で存在が確認されている配列特異的に標的遺伝子の発現を抑制する働きを
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持つ 21 ~ 24塩基程度のタンパク質をコードしない一本鎖 RNAである（19，20）。図

2 に miRNA の標準的な産生過程を示す（21-26）。まず miRNA は主に核内で miRNA

遺伝子より転写され長い一次転写産物（primary miRNA [pri-miRNA]）として合成され

る。次に，核内で RNase III である Drosha により pri-miRNA が切断され，precursor 

miRNA（pre-miRNA）が産生される（24，25）。産生 pre-miRNAは主に exportin-5によ

り核内より細胞質に輸送される。細胞質において，pre-miRNA は別の RNase III であ

る Dicerによる切断を受けて，21 ~ 24塩基長の二本鎖 miRNA（miRNA duplex）とな

る。この二本鎖 miRNA は Ago タンパク質に取り込まれた後に片側の RNA 鎖だけが

Ago タンパク質と安定な複合体を形成することで，RNA 誘導型サイレンシング複合

体（RNA-induced silencing complex: RISC）が形成される（27）。この産生された一本鎖

成熟型（mature）miRNA が，主に標的 mRNAの 3'非翻訳領域（3' untranslated region，

3' UTR）の部分的に相補的な配列に結合することで，一般的には標的 mRNAの分解，

不安定化とタンパク質への翻訳の抑制を誘導する。標的RNAとの相補的な結合は seed

配列と呼ばれる miRNA の 5'側の 6 ~ 7塩基によりなされるが，seed配列は非常に短い

ため，1つの miRNAが標的とする mRNAは多数存在することが知られており，哺乳

類において，タンパク質をコードする全遺伝子の 30 ~ 90%が miRNA の標的であると

考えられている（28-30）。 
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図 2. マイクロ RNAの標準的な生合成経路の概略図 

標準的な miRNA の生合成過程として，まず核内における転写による pri-miRNA の合成，

Drosha/DGCR8による pri-miRNA の切断，および pre-miRNA産生が生じる。次に，exportin-5によ

る pre-miRNA の細胞質への輸送，細胞質における Dicerによる pre-miRNAの切断，二本鎖 miRNA

の Agoタンパク質への取り込み，RISCの形成および成熟型 miRNAの産生，の各ステップが遂行

される。 

 

2-3 マイクロ RNAとがん 

 がんでは様々な遺伝子の異常が報告されているが，その中で miRNA 遺伝子の異常

も多くみられることが知られている。実際，悪性腫瘍においてがん促進的に働く

miRNAの発現上昇が認められ，一方でがん抑制的に働く miRNAの発現が減少してい

ることが知られている。これは転写レベルでの調節，染色体異常，miRNA 生合成系の
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異常などに起因すると考えられている（31）。がん促進性の miRNAの発現上昇の初期

の重要な発見として，Heらはびまん性大細胞型 B細胞性リンパ腫，濾胞性リンパ腫，

およびマントル細胞リンパ腫などの B 細胞リンパ腫で増幅がみられる 13q31 領域に

含まれる miR-17-92クラスターの発現上昇，およびこの発現上昇が腫瘍促進に寄与し

ていることを報告した（32）。一方，がん抑制性の miRNAの発現減少の初期の発見と

しては，2002 年の Calin らのグループによる慢性リンパ性白血病（CLL）での miR-

15a/miR-16-1の欠損の発見が挙げられる（33）。Calin らは，CLLでは 13q14領域の欠

失が高頻度で認められるが，この欠損部位にはノンコーディングRNAであるDLEU2，

miR-15a，miR-16-1がコードされていること，すなわち CLLでは miR-15a/miR-16-1の

発現が低下し，その標的タンパク質である BCL2 の発現上昇が誘導されることで CLL

細胞のアポトーシスに対する抵抗性が高まることを明らかにした。 

 上記のようながんにおける miRNA 遺伝子の増幅・欠損以外の miRNA の発現異常

のメカニズムとして，がん遺伝子・がん抑制遺伝子による制御が報告されている（24）。

Myc を含むがん遺伝子および p53 などのがん抑制遺伝子が miRNAの発現制御に関連

していることが明らかとなっているが（32，34），発がん性チロシンキナーゼによる

miRNAの発現制御には未解明な部分が多い。 

 一般的に，がん遺伝子によるがん形成・進展亢進作用とがん抑制遺伝子による抑制

作用のバランスがとれている場合は，がんの形成が生じることはないと考えられるが，
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がん抑制遺伝子の変異の蓄積や欠損などにより拮抗状態・バランスの瓦解が起こると

がんが発生すると考えられる。この瓦解メカニズムに miRNA がどのように関与して

いるかが近年明らかとなってきている（35）。2011 年にWeinbergらによって提唱され

たがんの hallmark（2）に対する miRNAの関与として，がんにおける細胞死（アポト

ーシス）への抵抗性獲得を一例に挙げる。抗アポトーシス因子である BCL2 は先述し

た miR-15a/miR-16-1 およびがん抑制遺伝子である p53 により誘導される miR-34a の

標的である（36）。miR-15a/miR-16-1は遺伝子がコードされている領域の欠損により，

また miR-34aは p53の変異または欠損によって，それらの発現量ががん細胞において

低下する。すなわち，がん抑制遺伝子の変異または欠損によるがん抑制性の miRNA

の発現低下はがん細胞においてがん促進的に働く BCL2 の発現上昇に寄与し，がん細

胞の細胞死への抵抗性獲得の一端を担っていると考えられる（図 3）。 

 また，代表的ながん遺伝子の一つである Kras は miR-200cの発現を調節しているこ

とが報告されている（37）。この miR-200c は ZEB1 や ZEB2 を標的としている。

ZEB1/ZEB2 は E-cadherin の転写抑制因子であり，かつ上皮間葉転換（epithelial-

mesenchymal transition: EMT）によるがんの転移を促進するがん遺伝子としての機能を

持っていることが報告されている（38）。すなわち，がん遺伝子によるがん抑制性の

miRNA の抑制により，この miRNA により抑制されていたがん遺伝子の発現が上昇

し，がんの形成・維持・進展が亢進することが考えられる（図 3）。さらに，他のがん
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の hallmark に関係する主な miRNAの例としては，増殖シグナルの維持：miR-21，let-

7 family，増殖抑制からの回避：miR-17-92 cluster，無制限な複製による不死化：miR-

34a，miR-372/373 cluster，血管新生の誘導：miR-210，免疫による攻撃からの逃避：miR-

155，エネルギー代謝の異常：miR-210，および腫瘍が促進する炎症：miR-146，miR-

155などが挙げられる（35）（図 4）。以上のように，miRNAはがんの hallmark に深く

関与していることが明らかとなってきており，がんのみならずその微小環境に対する

影響を明らかとすることががんにおける miRNA の役割をより深く理解しがんを制御

する点で重要だと考えられる。 
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図 3. 腫瘍の形成・維持・進展における miRNAの関与の模式図 

腫瘍の形成・維持・進展はがん遺伝子により亢進される一方で，がん抑制遺伝子により抑制され

る。がん遺伝子の発現上昇・活性化もしくはがん抑制遺伝子の変異・欠損が生じると，がん促進

性の miRNAの発現亢進，がん抑制遺伝子の低下，およびがん抑制性の miRNA の発現減少が起こ

り，腫瘍の形成・維持・進展が亢進すると考えられる。 
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図 4. Cancer hallmarkと関係する主な miRNAの関係図 

2011年にWeinbergらによって提唱されたがんの 10 の hallmark であるゲノムの不安定化と変異，

無制限な複製による不死化，増殖抑制の回避，細胞死への抵抗性の獲得，エネルギー代謝のリプ

ログラミング，血管新生，炎症の促進，免疫による攻撃からの逃避，増殖シグナルの維持，浸潤

能および転移能の活性化，それぞれに関与していると考えられている miRNA を示す。赤字で示し

たものはがん促進的に働く miRNA，青字で示したものはがん抑制的に働く miRNA であり，上下

の矢印はがんでの典型的な発現量の変化（上昇または低下）を表す（文献 2より改変）。 

 

2-4 未分化リンパ腫キナーゼによる発がん機構 

 未分化リンパ腫キナーゼ（anaplastic lymphoma kinase: ALK）は造血器腫瘍および固

形がんにおいて，様々な種類の遺伝子との融合，変異，コピー数増加，増幅などの機

序によって発がん活性を発揮することが知られている（39-42）。 
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 ALK は 2 番染色体上に位置しており，およそ 200 – 220 kDa の ALK チロシンキナ

ーゼレセプター（別名 CD246 [cluster of differentiation 246]）をコードしている。ALK 

mRNAとタンパク質レベルは誕生後に急激に低下し，ほとんどの組織において非常に

低いレベルに維持されているが，脳では高いレベルを示していることから，脳の発達

に重要な働きをしていると考えられている（43）。この ALKが発がん活性を発揮する

融合遺伝子を形成するためのパートナー遺伝子については多くの報告がある（41，42）

（図 5）。一般的には，パートナー遺伝子の N末端と ALKの C 末端が融合することで

融合遺伝子を形成しており，がん化に必須なチロシンキナーゼ活性は ALK に由来し

ている。さらに，がんではこのチロシンキナーゼ活性の恒常的な活性化を維持するた

めに，例えば echinoderm microtubule-associated protein-like 4（EML4）-ALK融合遺伝子

においては EML4 内の N 末端に存在する塩基性領域を介して融合遺伝子の産物が二

量体化し，ALK のチロシンキナーゼ活性が恒常的に活性化されていることが報告さ

れている（39）。この ALK との融合パートナー遺伝子の一つに Nucleophosmin（NPM）

が存在し，第 2染色体上の ALKと第 5染色体上の NPM が転座し，融合することで生

じる NPM-ALK は ALCL における代表的な発がん性チロシンキナーゼである。NPM-

ALKは ALK陽性未分化大細胞リンパ腫（anaplastic large cell lymphoma: ALCL）にお

いて signal transducer and activator of transcription（STAT）3，Ras - Extracellular Signal-

regulated Kinase（Erk），および Phosphoinositide 3-kinase（PI3K）といったシグナル経
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路を介して，細胞のがん化を制御している（40，41）（図 6）。ALK 陽性 ALCLにおい

て細胞のがん化を制御している NPM-ALK が直接発現を制御しているとされる

miRNA の存在についての報告はない。そこで，ALCL において NPM-ALK により制

御を受ける miRNAの存在に着目した。 

 

図 5. NPM-ALK融合タンパク質の模式図と ALKの主な融合パートナー遺伝子 

NPM-ALK融合遺伝子の模式図（上），ALKの主な融合パートナー遺伝子，染色体異常，および融

合タンパク質が発現しているがん種（下）を示す。 

AD: acidic amino-acid domain ， ATIC: 5-aminoimidazole-4-carboxamideribonucleotide formyl 

transferase/IMP cyclohydrolase，CAD: dihydroorotase，CLTC: clathrin heavy chain，EML4: echinoderm 

microtubule-associated protein-like 4，FN1: fibronectin 1，LBS: ligand binding site，IMT: inflammatory 

myofibroblastic tumor，MAM: Meprin/A5 protein tyrosine phosphatase Mu，MB: metal binding domain，

NLS: nuclear localization signal，STRN: striatin，calmodulin binding protein，TFG: TRK-fused gene，

TK: tyrosine kinase domain，TM: transmembrane domain，TPM: non-muscle tropomyosin 
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図 6. ALK陽性 ALCLにおける NPM-ALKシグナル経路の概略図 

ALK 陽性 ALCL において NPM-ALK は Erk，PI3K，PKC，STAT 経路を活性化することにより，

がん細胞の生存・増殖を制御しているとともに，CD30といった組織学的マーカーの発現なども制

御している。 

 

2-5 ALK陽性未分化大細胞リンパ腫とマイクロ RNA 

 2008年のWHO分類第 4版（2008）および 2016年の更新版において，Mature T and 

natural killer（NK）細胞腫瘍として 20 種以上の多彩なサブタイプが報告されている

（44，45）。主なサブタイプとして，末梢 T 細胞リンパ腫-非特定型（Peripheral T-cell 

lymphoma [PTCL]-NOS），血管免疫芽球性 T 細胞リンパ腫（AITL），節外性 NK/T 細



19 

 

 

 

胞リンパ腫（NKTCL），成人 T 細胞白血病/リンパ腫（ATLL），ALK 陽性未分化大細

胞リンパ腫（ALCL，ALK positive），ALK 陰性未分化大細胞リンパ腫（ALCL，ALK 

negative），および腸症型 T細胞リンパ腫（EATL）がある。 

 ALK 陽性 ALCL は T 細胞リンパ腫の一型で，日本での年間罹患数は約 90 人/年と

推計される稀な疾患であり，臨床病理学的に CD30 陽性，CD15 陰性，EMA 陽性，

BCL2 陰性の極めて均質な特徴を有しており，その診断には ALK タンパク質の発現

の存在が必須である。前節で述べたように，キメラタンパク質 NPM-ALK は 1994 年

に Morris らによって，2 番染色体上に位置する ALK と 5 番染色体上の NPM 間での

染色体転座〔t(2;5)〕によって生じ，NPM と ALK の一部から形成されることが報告さ

れた（46）。現在，ALK 陽性 ALCL における ALK のパートナー分子は 9 種が報告さ

れているが，NPM-ALK の頻度は 70%を超えている（47）。ALCLにおいて NPM-ALK

により活性化されるシグナル伝達経路として Ras-Erk，PI3K-Akt，および JAK-STAT経

路などが報告されており，これらの経路の活性化により主にがん細胞の生存増殖に有

利な特徴，すなわち抗アポトーシス能の亢進および細胞周期の進行が惹起される（40，

41，47）。さらに，NPM-ALKは DNA methyltransferase 1（DNMT1）の発現を制御する

ことで T 細胞受容体関連シグナル分子である CD3，ZAP70，LAT，および SLP76 の

発現を抑制すること（48），JunBを介して細胞傷害性分子である granzymeBと perforin

の発現を制御すること（49），さらに Cdc42 の活性化により ALCL の特徴的な細胞形
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態を誘導すること（50）などが報告されており，NPM-ALKは ALCLの生存増殖のみ

ならずその表現型をも制御していることが明らかとなっている。 

 2010 年前後に ALK 陽性 ALCL で特徴的な発現パターンを示す miRNA が報告され

ている（51，52）。Lawrieらは，主な B細胞リンパ腫および T細胞リンパ腫の細胞株

と正常リンパ球において特徴的な発現パターンを示す miRNA を報告している（51）。

その中で，ALK 陽性 ALCL 細胞のみで発現が亢進している miRNA として miR-135b

が報告されていた。そこで，本研究では NPM-ALKによる miR-135bなどの miRNAの

発現制御に注目し，さらに miRNA の ALK 陽性 ALCL の表現型に対する役割を解明

することを目的に研究を行った。 
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3. 方法 

 

3-1 細胞培養・試薬 

 ALCL 細胞株（Karpas 299 細胞，SUDHL-1 細胞，および SUP-M2 細胞）は German 

Collection of Microorganisms and Cell Cultures より入手した。Jurkat細胞，Molt4 細胞，

CCRF-CEM 細胞，HCT116 細胞，HEK293T 細胞，HeLa細胞，および肺がん細胞株は

American Type Culture Collection より入手した。WI-38ヒト二倍体線維芽細胞は理研細

胞バンクより入手した。ヒト正常末梢血 pan T リンパ球は AllCells より入手した。神

経芽細胞腫細胞株は堺 隆一教授（北里大学医学部）より供与いただいた。細胞株の

ALK status を表 1 に示す。造血器腫瘍，神経芽細胞腫，および肺がん細胞株は RPMI 

1640培地（Invitrogen）に 10% FBS および 100 units/mLペニシリンと 100 g/mLスト

レプトマイシンを添加した培地を用いて培養した。他の細胞株はダルベッコ改変イー

グル培地に 10% FBS および 100 units/mL ペニシリンと 100 g/mL ストレプトマイシ

ンを添加した培地を用いて培養した。共培養試験においては，Karpas 299 細胞とWI-

38 細胞をトランスウェルセルカルチャーインサート（0.4-m ポアサイズ ; BD 

Biosciences）を用いて 48時間共培養した。培地は 1% FBS 入り Opti-MEM（Invitrogen）

を用いた。 

 実験には次に示す抗体を使用した: ALK 4C5B8（Invitrogen），STAT3 124H6，p-STAT3 
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D3A7，Akt 9272，p-Akt 193H12，Erk2 9108，p-Erk 20G11，FOXO1 C29H4，および STAT6 

9362（Cell Signaling Technology），p21 H-164，p27 F-8，および GATA3 HG3-31（Santa 

Cruz Biotechnology），CREG1 299133（R&D Systems），CD31 555024（BD Biosciences），

tubulin DM-1A（Sigma-Aldrich）。キナーゼ阻害剤（WHI-P154，U0126，および LY294002）

は Calbiochem より入手した。 

 

表 1. 細胞株の ALK status 

EML4: echinoderm microtubule associated protein like 4，WT: 野生型 

 

3-2 患者検体 

 東京大学，順天堂大学医学部および自治医科大の倫理委員会により承認された倫理

基準に則って，患者検体を実験に使用した。順天堂大学病院および順天堂浦安病院に

がん種 細胞名 ALK status

Karpas 299 NPM-ALK

SUDHL-1 NPM-ALK

SUP M2 NPM-ALK

Jurkat WT

Molt4 WT

CCRF-CEM WT

Colorectal cancer HCT116 WT

Cervical cancer Hela WT

A549 WT

HLC-1 WT

H441 WT

H2228 EML4-ALK

GOTO WT

TNB-1 ALK R1275Q mutation

SH-SY5Y ALK F1174L mutation

NB-39-nu ALK amplification (+)

ALCL

Lung cancer

 (adenocarcinoma)

T-cell leukemia

Neuroblastoma
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おいて ALCLと診断された患者検体を用いた。ヘルシンキ宣言に従って，書面による

インフォームドコンセントは入手済みである（東京大学 3240-(1)，順天堂大学 順大医

倫第 2011043 号，自治医科大学 第遺 11-20 号（遺 10-36 変更），特発性血液疾患のゲ

ノミクス解析）。 

 

3-3 TuD miRNAシステム，shRNA，およびプラスミド 

 Tough decoy RNA（TuD RNA）のデザインは既報を参考にし（53），hsa-miR-135bに

対する complementary sequence を組み込んだ。TuD RNAの詳細な配列を表 2に示す。 

Gene 

TuD RNA insert 

（The underlined nucleotides indicate BamHI and XbaI sites） 

（The bold nucleotides indicate miR-135b complementary sequence） 

TuD-NC 

forward 

5'-

gatccGACGGCGCTAGGATCATCAACAAGCCACAACGAATCTCTATATC

ATCAAGTATTCTGGTCACAGAATACAACAAGCCACAACGAATCTCTAT

ATCATCAAGATGATCCTAGCGCCGTCTTTTTTt-3' 

reverse 

5'-

ctagaAAAAAAGACGGCGCTAGGATCATCTTGATGATATAGAGATTCGT

TGTGGCTTGTTGTATTCTGTGACCAGAATACTTGATGATATAGAGATT

CGTTGTGGCTTGTTGATGATCCTAGCGCCGTCg-3' 

TuD-miR-135b 

forward 

5'-

gatccGACGGCGCTAGGATCATCAACTCACATAGGAATGGATCAAAAG

CCATACAAGTATTCTGGTCACAGAATACAACTCACATAGGAATGGAT

CAAAAGCCATACAAGATGATCCTAGCGCCGTCTTTTTTt-3' 

reverse 

5'-

ctagaAAAAAAGACGGCGCTAGGATCATCTTGTATGGCTTTTGATCCAT
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TCCTATGTGAGTTGTATTCTGTGACCAGAATACTTGTATGGCTTTTG

ATCCATTCCTATGTGAGTTGATGATCCTAGCGCCGTCg-3' 

表 2. TuD RNAの配列 

NC: Negative control 

 

 ALK と STAT3 に対する shRNA は既報を参照に作製した（54，55）。TuD RNA と

shRNA用の合成オリゴヌクレオチドをアニーリングさせ，pENTR-H1 ベクターに組み

入れた。Pri-miRNA 発現用ベクター（pri-miR-135b）は pre-miRNA とその両側の隣接

配列を含むように pri-miRNAの短い断片配列を Karpas 299細胞の RNAより合成した

cDNA を鋳型に PrimeSTAR（Takara Bio）を用いてクローニングし，pcDNA6.2-

GW/EmGFPmiR ベクター（Invitrogen）に挿入し作製した。NPM-ALK は Karpas 299 細

胞の cDNA を鋳型として，PrimeSTAR を用いてクローニングし，pENTR ベクターに

導入した。miRNA センサーベクター（miR-135b sensor）は Psicheck 2 dual luciferase 

reporterベクター（Promega）のルシフェラーゼ遺伝子の 3' UTR の XhoIと NotIの制限

酵素サイト間に成熟型 miRNA の相補配列を挿入することで調製した。他のレポータ

ーコンストラクトは，各標的遺伝子（FOXO1，GATA3，STAT6，APC，LZTS1，およ

び LATS2）の 3' UTR 断片を PCR 法にて増幅し，上と同じ Psicheck 2 dual luciferase 

reporterベクターのルシフェラーゼ遺伝子の 3' UTR の XhoIと NotIの制限酵素サイト

間に組み入れ調製した。PCR 法でクローニングしたものはすべてシーケンスの確認を

実施した。使用したプライマー配列を表 3に示す。 
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 また miRNA の一過性のトランスフェクション用に，pre-miR miRNA precursors

（Ambion）を用いた。 

ベクター プライマー配列 

miR-135b sensor 

forward 5'- TCGAGagtagagctctagtTCACATAGGAATGAAAAGCCATAgc -3' 

reverse 5'- ggccgcTATGGCTTTTCATTCCTATGTGAactagagctctactC -3' 

（Sensor-oligo-forward: XhoI-SacI-（miRNA-complementary sequence）-NotI） 

FOXO1  

3' UTR reporter 

forward 5'- ccgctcgagGGGTTAGTGAGCAGGTTA -3' 

reverse 5'- ataagaatgcggccgcTTGTGGCTGACAAGACTTA -3' 

（The underlined nucleotides indicate XhoI and NotI sites） 

GATA3  

3' UTR reporter 

forward 5'- ccgctcgagTTCGACTTGCATTTTTGCAG -3' 

reverse 5'- ataagaatgcggccgcGCACGCTGGTAGCTCATACA -3' 

STAT6  

3' UTR reporter 

forward 5'- ccgctcgagTCCCAGCTGGAGGGAGAAC -3' 

reverse 5'- ataagaatgcggccgcCAGATTGTGTACAGTAGATTA -3' 

APC  

3' UTR reporter 

forward 5'- ccgctcgagTTAAAAGAGAGGAAGAATGAAACTAAG -3' 

reverse 5'- ataagaatgcggccgcTGGGTAAACTTGTTCATC -3' 

LZTS1/FEZ1  

3' UTR reporter 

forward 5'- ccgctcgagCTTTGTTCGAAATAGATATCCTC -3' 

reverse 5'- ataagaatgcggccgcCATATATGCCATCTTAGTG -3' 

LATS2  

3' UTR reporter 

forward 5'- ccgctcgagGAAACTGAGTGATCTAATGGTTC -3' 

reverse 5'- ataagaatgcggccgcCATGAAAGTATGTCAGAG -3' 

NPM-ALK 

forward 5'- tggaattcCGATGGAAGATTCGATGGAC -3' 

reverse 5'- attctcgagATATCAGGGCCCAGGCTGGTTC -3' 

（The underlined nucleotides indicate EcoRI and XhoI sites） 

pri-miR-135b 

forward 5'- cgggatccTTTATGGCCAGGAAGC -3' 

reverse 5'- ccgctcgagAAGGTCTCCTTCCTT -3' 

（The underlined nucleotides indicate BamHI and XhoI sites） 

shNTC 

forward  

5'-

gatccCCGCCGCTTTGTAGGATAGAGTTCAAGAGACTCTATCCTACAAA

GCGGCTTTTTGGAAAt -3' 

reverse  

5'-

ctagaTTTCCAAAAAGCCGCTTTGTAGGATAGAGTCTCTTGAACTCTAT

CCTACAAAGCGGCGGg -3' 

（The underlined nucleotides indicate BamHI and XbaI sites） 
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shALK 

forward  

5'-

gatccCCGGGCGAGCTACTATAGAAATTCAAGAGATTTCTATAGTAGCT

CGCCCTTTTTGGAAAt -3' 

reverse  

5'-

ctagaTTTCCAAAAAGGGCGAGCTACTATAGAAATCTCTTGAATTTCTA

TAGTAGCTCGCCCGGg -3' 

shSTAT3 

forward  

5'-

gatccCCGCAGCAGCTGAACAACATGTTTCAAGAGAACATGTTGTTCAG

CTGCTGCTTTTTGGAAAt -3' 

reverse  

5'-

ctagaTTTCCAAAAAGCAGCAGCTGAACAACATGTTCTCTTGAAACATG

TTGTTCAGCTGCTGCGGg -3' 

表 3. miRNAセンサーベクター，3' UTRレポーター，および shRNAの配列 

NTC: non-targeting control 

 

3-4 ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

 miRNAセンサーベクターは Jarkat 細胞，Karpas 299 細胞，および SUDHL-1細胞に

Lipofectamine 2000 Transfection Reagent（Invitrogen）を用いてトランスフェクションし

た。トランスフェクション後 24 - 48 時間で細胞抽出液を調製し，Dual-Luciferase 

Reporter Assay System（Promega）を用いて Renilla ルシフェラーゼ発現量／fireflyルシ

フェラーゼ発現量を測定し，ルシフェラーゼ遺伝子の発現を評価した。なお，control 

sensorは Psicheck 2 dual luciferase reporter ベクター キット付属のものを使用した。pri-

miRNA発現ベクターを用いた実験では，pri-miRNA発現ベクター（empty，LacZ，お
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よび pri-miR-135b）と各レポーターコンストラクトを Lipofectamine 2000 を用いて

HEK293T細胞にトランスフェクションした。なお，emptyは pri-miRNA 発現ベクター

の pri-miRNA の挿入配列がないベクターを示し，LacZ は Psicheck 2 dual luciferase 

reporter ベクター キット付属の LacZ Oligo をアニーリングしたものを挿入配列とし

てベクターに組み込んだものである。トランスフェクション後 48 時間で細胞抽出液

を調製し，Dual-Luciferase Reporter Assay System を用いてルシフェラーゼ遺伝子の発

現を評価した。Renillaルシフェラーゼ発現量／fireflyルシフェラーゼ発現量を測定し，

対象とする 3' UTR への各 pri-miRNA発現ベクターの影響を評価した。 

 

3-5定量リアルタイム PCR アッセイ 

 定量リアルタイム PCR アッセイ（qRT-PCR）は既報に基づいて行った（34）。各遺

伝子および pri-miR-135b を qRT-PCR 法で測定するにあたり，TRIzol（Invitrogen）を用

いて total RNAを抽出し，PrimeScript II first-strand cDNA synthesis kit（Takara Bio）用

いて，oligo dT または random hexamer primer にて cDNA への逆転写を行った。qRT-

PCR は SYBR Green 法で，機器は 7500 Fast Real-Time PCR System（Applied Biosystems）

を用いた。各遺伝子および pri-miR-135bの結果は-actin を内在性コントロール遺伝子

とし，標準化を行った。 
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 細胞株における成熟型miRNAの発現レベルは各細胞から TRIzolを用いて調製した

total RNAと TaqMan MicroRNA assay kit（Applied Biosystems）を用いて，miRNA特異

的プライマーによる逆転写と，それに続く TaqMan プローブでの qRT-PCR を行った。

機器は 7500 Fast Real-Time PCR System を用いた。データ解析は比較 Ct 法により行っ

た。成熟型 miRNAの評価は核小体低分子 RNAである RNU44 を用いて標準化を行っ

た。臨床検体からの RNA抽出には miRNeasy mini kit（QIAGEN）もしくは RecoverAll 

total nucleic acid isolation kit for FFPE Tissues（Ambion）を用いた。臨床検体の解析は細

胞株と同様の方法を実施し，成熟型 miR-135b の発現量を評価した。使用したプライ

マーを表 4に示す。 

遺伝子 プライマー配列 

human pri-miR-135b 
forward 5' - GCTTCTCGCTTCCCTATGA - 3' 

reverse 5' - TCCGAACCTGGTCCCA - 3' 

human LEMD1 
forward 5' - CTCTGCGGGGAATTGTGAG - 3' 

reverse 5' - GACTCAACAAGGCCCCCTTT - 3' 

human IL-17A 
forward 5' - ACCAATCCCAAAAGGTCCTC - 3' 

reverse 5' - TCTCTCAGGGTCCTCATTGC - 3' 

human IL-17F 
forward 5' - AGCGCAACATGACAGTGAAG - 3' 

reverse 5' - GCCTCACTCAGAAAGGCAAG - 3' 

human IκBζ 
forward 5' - ATGGCCTGACTCCCCTTCA - 3' 

reverse 5' - GAGTTCATGGACCACAGCATTG - 3' 

human RORα 
forward 5' - GACGCCCACCTACAACATCT - 3' 

reverse 5' - TCTGGGGAAGGCTGTATGTC - 3' 

human RORγ 
forward 5' - TTTTCCGAGGATGAGATTGC - 3' 

reverse 5' - AAGGCCAGCTCCAGATTGTA - 3' 

human AHR 
forward 5' - CTGCCTTTCCCACAAGATGT - 3' 

reverse 5' - AGTTATCCTGGCCTCCGTTT - 3' 
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human IL-1β 
forward 5' - AGCACCTCTCAAGCAGAAAACAT - 3' 

reverse 5' - TTGCATGGTGAAGTCAGTTATATCC - 3' 

human IL-6 
forward 5' - ATTCTGCGCAGCTTTAAGGA - 3' 

reverse 5' - GAGGTGCCCATGCTACATTT - 3' 

human IL-8 
forward 5' - CTGCGCCAACACAGAAATTA - 3' 

reverse 5' - CTCTGCACCCAGTTTTCCTT - 3' 

human GZMB 
forward 5' - GGGGGACCCAGAGATTAAAA - 3' 

reverse 5' - GCCATTGTTTCGTCCATAGG - 3' 

human PRF1 
forward 5' - ACTCACAGGCAGCCAACTTT - 3' 

reverse 5' - CTCTTGAAGTCAGGGTGCAG - 3' 

human CCL2 
forward 5' - CCCCAGTCACCTGCTGTTAT - 3' 

reverse 5' - AGATCTCCTTGGCCACAATG - 3' 

human CCL7 
forward 5' - ACCACCAGTAGCCACTGTCC - 3' 

reverse 5' - TTGGGTTTTCTTGTCCAGGT - 3' 

human CCL20 
forward 5' - TTTATTGTGGGCTTCACACG - 3' 

reverse 5' - GATTTGCGCACACAGACAAC - 3' 

human CXCL1 
forward 5' - AGGGAATTCACCCCAAGAAC - 3' 

reverse 5' - TAACTATGGGGGATGCAGGA - 3' 

human CXCL2 
forward 5' - GCAGGGAATTCACCTCAAGA - 3' 

reverse 5' - GACAAGCTTTCTGCCCATTC - 3' 

human β-actin 
forward 5' - TGGCACCACACCTTCTACAAT - 3' 

reverse 5' - TACATGGCTGGGGTGTTGA - 3' 

表 4. 定量リアルタイム PCRアッセイに使用したプライマーの配列 

IκBζ: Inhibitor of kappa B zeta，ROR: RAR-related orphan receptor，AHR: Aryl hydrocarbon receptor，

GZMB: Granzyme B，PRF1: Perforin 1，CCL: C-C motif chemokine ligand，CXCL: C-X-C motif 

chemokine ligand 

 

3-6 クロマチン免疫沈降アッセイ 

 SUP-M2細胞または Jurkat細胞に対して，終濃度 1％のホルムアルデヒドを添加し，

10 - 15分間処理し架橋操作を実施後，0.125 M グリシン溶液を加え室温で 5分間震盪

し架橋反応を停止させ，D-PBS（-）で洗浄後に細胞を回収した。回収した細胞を SDS
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溶解バッファー（1% SDS，10 mM EDTA，50 mM Tris-HCl，pH 8.0，1 mM PMSF（sigma））

に懸濁し，氷上でピペッティング後 10 分間処置し，超音波破砕を行った。超音波破

砕を行ったサンプルを ChIP 希釈バッファー（1.1% Triton X-100，50 mM Tris-HCl，pH 

8.0，165 mM NaCl，0.11% sodium deoxycholate，1 mM PMSF（Sigma））で 10倍に希釈

し，D-PBS（-）と 0.5%牛血清アルブミン（BSA）溶液中で 5 - 10 g の抗体とともに

前培養した protein A もしくは anti-mouse IgG-Dynabeads をサンプルに加えて，4C で

一晩培養した。STAT3 を沈降させるために，抗 STAT3 抗体（124H6，Cell Signaling 

Technology）を使用した。培養後ビーズを 1  RIPA / 150 mM NaCl バッファー（0.1% 

SDS，1% Triton X-100，2 mM EDTA，20 mM Tris-HCl，pH 8.0, 150 mM NaCl）で 1回，

1  RIPA / 500 mM NaCl バッファー（0.1% SDS，1% Triton X-100，2 mM EDTA，20 

mM Tris-HCl，pH 8.0，500 mM NaCl）で 1回，LiCl バッファー（0.25 M LiCl，1% NP40，

1% deoxycholate，1 mM EDTA，10 mM Tris-HCl，pH 8.0）で 1回，TE バッファー（10 

mM Tris-HCl，1 mM EDTA，pH 8.0）で 2回洗浄し，ChIP 溶出バッファーに置換した。

その後，サンプルを 65C で一晩培養することで溶出およびリバースクロスリンクを

行った。培養後 Proteinase K を加えタンパク質を分解させた後，PCR purification kit

（QIAGEN）を用いてクロマチン DNA を抽出し，PCR 解析に用いた。使用したプラ

イマーを表 5に示す。 
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表 5. クロマチン免疫沈降アッセイに使用したプライマーの配列 

ChIP: chromatin immunoprecipitation，GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

 

3-7 レンチウイルスを用いた遺伝子導入 

 TuD RNAs，shRNAs，pri-miRNA，NPM-ALK または恒常活性型 STAT3（constitutively 

active[ca]-STAT3[A662C/N664C]）（56）はレンチウイルス感染システムを用いて細胞に

導入した。レンチウイルス感染システムは慶応義塾大学医学部，三好浩之博士より供

与いただいた。TuD RNAと shRNAは pENTR4-H1 ベクターから LR Clonase II Enzyme 

Mix（Invitrogen）を用いて CS-RfA-EGレンチウイルスベクターへ組み入れた。同様に，

NPM-ALKは pENTR ベクターから LR Clonase II Enzyme Mix を用いて，CSII-EF-RfA-

CMV-Puro レンチウイルスベクターへ組み入れた。pri-miRNA 用発現ベクターは

pcDNA6.2-GW/EmGFPmiR ベクターから BR Clonase II Enzyme Mix を用いて CSII-EF-

RfA-CMV-Puro レンチウイルスベクターへ組み入れた。これらのベクターを pCMV-

VSV-G-RSV-Rev と pCAG-HIVgp ベクターとともに HEK293FT 細胞に Lipofectamine 

遺伝子 プライマー配列 

LEMD1 ChIP #1 
forward 5' - ACTGGCAGCAGCAGCCTTGA - 3' 

reverse 5' - GGTCCAGCGGCAGGAATCTCAT - 3' 

LEMD1 ChIP #2 
forward 5' - AGTTCCACCTGCTGGCTGCT - 3' 

reverse 5' - ACACTTGCCCGTGGGAGTCTGT - 3' 

LEMD1 ChIP #3 
forward 5' - GGCAGTGTGCCTATGAAGTCAACCA - 3' 

reverse 5' - AGGACAATGCATCTCAGCACCTCA - 3' 

GAPDH ChIP（control） 
forward 5' - TACTAGCGGTTTTACGGGCG - 3' 

reverse 5' - TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA - 3' 
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2000 Transfection Reagent を用いてトランスフェクションすることでレンチウイルス

を産生させた。トランスフェクション 48 - 72 時間後に培養上清を遠心回収し，0.22 

m Filter（Millipore）を用いてウイルス粒子を回収した。Lenti-X qRT-PCR titration kit

（Takara Bio）を用いて力価を測定し，培養細胞に添加した。力価が低い場合は，Lenti-

X™ Concentrator（Takara Bio）を用いて，ウイルスの濃縮を行った。測定した力価を

元に，細胞毎の適切な MOI（multiplicity of infection）に合わせるためにウイルス量を

調整し，細胞に添加・遠心処理し 24時間培養後に培地交換を行い，さらに 48 - 72時

間培養することで遺伝子導入を実施した。安定発現株樹立が目的の場合は，その後 2 

g/mL puromycinを添加しセレクションを実施した。TuD RNAに関しては，遺伝子導

入のための 72 時間培養後に感染効率をモニターするためにフローサイトメトリーを

用いてベクター由来の GFP の発現解析を行った。 

 

3-8 ウエスタンブロッティング 

 浮遊細胞の場合は，細胞を回収し，D-PBS（-）で洗浄後に 1% Nonidet P-40，20 mM 

Tris-HCl（pH 7.4），150 mM NaCl，5 mM EDTA，および 1% protease inhibitor mixture

（Nacalai Tesque）を含むバッファーを用いて細胞を溶解させた。接着細胞の場合は，

培養上清を除去し，D-PBS（-）で洗浄後に上記の溶解バッファーを用いて細胞を溶解

させた。溶解させた細胞サンプルを，10,000  g，30分，4℃で遠心し，上清（Total cell 
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lysates）を回収した。Total cell lysates のタンパク質濃度を BCA タンパク質アッセイ

（Pierce）を用いて決定した後，3  SDS サンプルバッファー（100 mM Tris-HCl，pH 

8.8，0.01% bromophenol blue，36% glycerol，4% SDS，10 mM dithiothreitol）を加え，

95℃で 5分間加熱することでタンパク質の変性を行った。作製したサンプルを 30 - 50 

g/レーンの濃度で SDS-PAGE で泳動し，アクリルアミドゲルより Fluoro Trans W 

membrane（Pall）に転写した。転写後の membrane を 5%スキムミルクまたは 5%BSA 

in TBS-Tで 1時間ブロッキングを行い，TBS-Tで洗浄後に前述の一次抗体を 4℃にて

一晩反応させた。翌日 TBS-Tで洗浄後，二次抗体を 1時間反応させた。TBS-Tで洗浄

後，ECL detection system（Amersham Pharmacia Biotech）によりタンパク質の検出を行

った。 

 

3-9 薬剤感受性試験 

 Jurkat（WTおよびmiR-135b過剰発現株）細胞は薬剤添加 24時間前に 1  105 cells/mL

の密度で 6ウェルプレートに播種した。種々の濃度（0，100，または 200 nM）の cytosine 

-D-arabinofuranoside（Sigma-Aldrich）を加えてから 24時間培養後に，細胞を回収し，

使用培地で洗浄後再び 1  105 cells/mL の密度で 96 ウェルプレートまたは 24 ウェル

プレートに播種し，細胞増殖およびアポトーシス解析に用いた。WST-8（Nacalai Tesque）
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を用いて細胞増殖を測定し，annexin V assay kit（BD Biosciences）を用いてアポトーシ

スを測定した。 

 

3-10 Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay（ELISA） 

 miRCURY LNA microRNA power inhibitor（EXIQON; Control A or antisense against miR-

135b）を Karpas 299細胞に Amaxa V kit，program: A-30でトランスフェクションし，

72時間後の培養上清中の IL-17Fの濃度を ELISA kit（R&D Systems; Duoset human IL17F）

の操作手順書に沿って測定した。 

 

3-11 動物実験モデル 

 4週齢の C.B-17/IcrCrj severe combined immunodeficient（SCID）雌性マウスは日本チ

ャールズリバーより購入した。すべての動物試験は東京大学の動物倫理委員会の指針

に則って実施した。FBS を含まない RPMI 1640 培地と 30% Matrigel（BD Biosciences）

の混合液に 5  106 cells/mL の濃度になるように Karpas 299 細胞を混合し，この混合

液 0.2 mLを雌性 SCID マウスの右腋下皮下に移植した。1週間，腫瘍体積が 50 - 200 

mm3になるまで観察した。miRCURY LNA microRNA power inhibitor（EXIQON; Control 

A or antisense against miR-135b）と atelocollagen（Koken）を操作手順書にしたがい，混

合させた。移植後 7日目に無作為に群分けを行い（n = 6/群），atelocollagen と 5 M の
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Antisense oligonucleotides の混合物を移植後 7 日目と 10 日目に腫瘍周辺の皮下に 200 

L/body の量で投与した。皮下移植マウスの腫瘍の長径と短径はノギスを用いて評価

終了日まで毎日測定した。腫瘍体積は（長径  短径 2）/ 2により算出した。 

 

3-12 免疫組織染色 

 動物より採取した腫瘍サンプルは 1 時間室温で 10%中性ホルマリンを用いて固定

後，4C で 10%ショ糖入り PBS を用いて一晩洗浄し，optimal cutting temperature 

compound（Tissue-Tek）に包埋した。免疫組織染色用にドライアイスで冷やしたアセ

トン内にサンプルを入れて急速凍結させた。クライオスタットを用いて，凍結サンプ

ルを 10 m の厚さで切り出しを行い，10%ホルマリンにて固定後に 1 次および 2次抗

体を用いて染色を行った。サンプルは LSM510 Meta confocal microscope（Carl Zeiss）

を用いて観察した。Photoshop 8.0.1 software（Adobe Systems）と ImageJ 1.36b software

（National Institutes of Health）を用いて，6匹のマウスより採取した腫瘍の複数のフィ

ールド内の CD31染色部位の定量解析を行った。 

 

3-13 遺伝子発現データベースの解析 

 NPM-ALK 依存的な遺伝子発現パターンを解析したマイクロアレイデータ

（GSE6184）と末梢性 T細胞リンパ腫（PTCL）の患者の遺伝子発現プロファイル（gene 
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expression profiling，GEP）データ（GSE19069）は National Center for Biotechnology 

Information’s Gene Expression Omnibus より入手した（ 54， 57）。Broad Institute

（http://www.broadinstitute.org/gsea/）より入手したGSEA Version 2.0 softwareを用いて，

NPM-ALK のマイクロアレイデータ（GSE6184）と GSEA に含まれる miRNA 標的遺

伝子セットもしくは TargetScanに基づく標的遺伝子セット（http://www.targetscan.org/）

を使用して gene set enrichment analysis（GSEA）を行い（58），NPM-ALK を knockdown

した際の miR-135b 標的遺伝子群の全体的な変化を解析した。PTCL の患者の遺伝子

発現プロファイルデータ（GSE19069）の再解析は，T- and NK-細胞および細胞株，成

人 T細胞白血病リンパ腫（ATLL），血管免疫芽球性 T細胞リンパ腫（AITL），ALK陽

性 ALCL，ALK 陰性 ALCL，および末梢性 T 細胞性リンパ腫-非特異型（PTCL-

unclassifiable）における Th17 関連分子（IL-17A，IL-17F，RORC，IL-26），GATA3，

FOXO1，ALCL関連遺伝子（ALK，GZMB，PRF1），および TCR 関連遺伝子（CD3E，

CD3G，LCK，ZAP70，LAT，および SLP76）の発現を解析し Heatmap を用いて示し

た。 

 

3-14 統計解析 
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 統計解析は Student’s t テストもしくは multivariate ANOVA（増殖試験と in vivo試験

の解析に利用）を用いて行った（* P 0.05; ** P 0.01; *** P  0.001 で表記）。すべて

のデータは平均値  標準誤差で表記した。 
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4. 結果 

 

4-1 ALCLにおける miR-135bの発現上昇 

 Lawrie らによって，主な B 細胞リンパ腫および T 細胞リンパ腫の細胞株と正常リ

ンパ球において特徴的な発現パターンを示す miRNA群が報告された（51）。その中で

T 細胞性白血病と比べて ALCL で発現が亢進している miRNA として miR-21，miR-

27a，および miR-135b が，逆に発現が抑制されているものとして miR-324，miR-342，

および miR-454 が報告されている。これらの miRNA のうち，miR-21 は ALK 陽性

ALCL 以外のリンパ腫細胞株でも発現亢進が認められた。一方，miR-135b は ALK 陽

性 ALCLのみで発現が亢進しており，かつ他のほぼすべての B細胞株，T細胞株，お

よびリンパ球において発現が抑制されていた。この報告より，miR-135b は NPM-ALK

により発現が誘導されている可能性があると考えた。 

 そこで，まず NPM-ALK 融合遺伝子を有する ALCL 細胞株 3 株（Karpas 299 細胞，

SUDHL-1細胞，および SUP-M2細胞）を用いて RT-PCR 法によって上記 3つの miRNA

の発現量を測定・比較した。対照として，正常 T細胞，ヒト T細胞性白血病細胞株 3

株（Jurkat 細胞，CCRF-CEM 細胞，およびMolt4 細胞），および miR-135bが発現して

いる大腸がん細胞株 HCT116 細胞を用いた。この結果，miR-21，miR-27a，および miR-

135bの内，特に成熟型 miR-135bは正常 T細胞およびヒト T細胞性白血病細胞株では
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発現がみられず，ALCL細胞株で顕著に発現量が高いことが明らかになった（図 7 A-

C）。 

 

図 7. ALCL細胞における miR-135bの高発現 

(A-C) NPM-ALK陽性 ALCL細胞株（Karpas 299細胞，SUDHL-1細胞，および SUP-M2細胞），

正常 T リンパ球，および T 細胞性白血病細胞株（Jurkat細胞，CCRF-CEM細胞，およびMolt4

細胞）における成熟型 miR-135b（A），miR-21（B），および miR-27a（C）の発現量を qRT-PCR

により評価した。陽性対照として内因性の miR-135bが発現している大腸がん細胞株 HCT116

細胞を用いた。ND: not detected. 

 

 miR-135bは染色体 1q32.1 上の LEM domain containing 1（LEMD1）遺伝子の第一イ

ントロンに存在する（図 8 A）。そこで LEMD1 遺伝子の発現量を解析したところ，成

熟型 miR-135b と同様に ALCL 細胞株において LEMD1 の発現量が非常に高いことが

確認された（図 8 B）。 
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図 8. ALCL細胞における LEMD1の高発現 

(A) ヒト LEMD1 遺伝子と miR-135b のゲノム構成図（ヒト LEMD1 遺伝子について数種のスプラ

イシングバリアントが報告されている。miR-135b は LEMD1 の長い転写産物の第一イントロ

ン上にある）。 

(B) NPM-ALK陽性 ALCL細胞株（Karpas 299細胞，SUDHL-1細胞，および SUP-M2細胞），T細

胞性白血病細胞株（Jurkat 細胞，CCRF-CEM 細胞，およびMolt4 細胞），および大腸がん細胞

株 HCT116細胞における LEMD1 遺伝子の発現量を qRT-PCR により評価した。 

 

 続いて，NPM-ALKの活性を阻害することが報告されている化合物であるWHI-P154

を用いて miR-135bの発現に対する影響を検討した（59）。その結果，Karpas 299細胞

および SUDHL-1 細胞において，成熟型 miR-135b の発現が ALK 阻害剤である WHI-

P154 により抑制されることを見出した（図 9 A）。さらに，Karpas 299 細胞および

SUDHL-1細胞において ALK阻害剤による LEMD1と pri-miR-135b の発現量の減少が

認められた（図 9 B）。このようにALK阻害剤によって成熟型miR-135b，pri-miR-135b，

および LEMD1 の発現量が減少したことから，ALCL 細胞において miR-135b の高発

現が NPM-ALKにより規定されていることが示唆された。 
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図 9 ALK 阻害剤による ALCL 細胞における成熟型 miR-135b，pri-miR-135b，および LEMD1

の発現抑制 

(A) ALK阻害剤であるWHI-P154（10 M，4時間）で処理した Karpas 299 細胞と SUDHL-1細胞

における成熟型 miR-135bの発現量を qRT-PCR により評価した（*P < 0.05; ***P < 0.001）。 

(B) ALK阻害剤であるWHI-P154（10 M，1時間）で処理した Karpas 299 細胞と SUDHL-1細胞

における LEMD1および pri-miR-135bの発現量を qRT-PCRにより評価した（**P < 0.01; ***P < 

0.001） 

 

 さらに，ALCL患者検体を用いて成熟型 miR-135bの発現量を測定したところ，ALK

陽性 ALCL サンプルでは反応性リンパ節および ALK 陰性 ALCL サンプルと比較し

て，成熟型 miR-135b の高発現がみられた（図 10）。また，ALK の異常を持つ肺がん

および神経芽腫の細胞株における成熟型 miR-135b の発現レベルを測定したところ，



42 

 

 

 

神経芽腫においては測定したすべての細胞株で成熟型 miR-135b の発現は非常に低い

ものであった（図 11）。肺がんにおいては，EML4-ALK融合遺伝子を有する H2228肺

腺がん細胞である程度の成熟型 miR-135b の発現が認められたが，それは ALCL 細胞

と比較すると非常に低いレベルであった（図 11）。 

 

図 10. ALCL患者検体における miR-135bの発現 

ALK-negative および ALK-positive ALCL 患者検体における成熟型 miR-135b の発現量を qRT-PCR

により評価した。 

 

 

図 11. ALK異常を有する肺がんおよび神経芽腫細胞株における miR-135bの発現 

ALK異常を有する肺がんおよび神経芽腫細胞株における成熟型 miR-135bの発現量を qRT-PCRに

より評価した。 
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4-2 STAT3活性化を介した NPM-ALKによる LEMD1/miR-135bの発現誘導 

 ALK阻害剤を用いた検討により（図 9），ALCL細胞で miR-135b が NPM-ALKによ

って誘導されていることが示唆された。この可能性をさらに検証するために NPM-

ALK およびキナーゼ領域の 210 番目のアミノ酸をアスパラギンからアルギニンに置

換し，キナーゼ活性を失わせた NPM-ALK K210R 変異体を作製し，これらをヒト T細

胞性白血病細胞株 Jurkat 細胞に導入し，LEMD1 と miR-135bの発現レベルの変動を調

べた。NPM-ALKを導入した Jurkat 細胞においては LEMD1と成熟型 miR-135bの発現

が誘導された一方で，NPM-ALK K210R 変異体を導入した細胞株では誘導は認められ

なかった（図 12 A）。この結果は NPM-ALK がキナーゼ活性を介して miR-135b とそ

のホスト遺伝子である LEMD1の発現を上昇させることを支持するものであった。過

去の報告により，NPM-ALK は STAT3，Ras-Erk，および PI3K などの下流のシグナル

経路を活性化させることが報告されている（40）。そこで次にこれらの経路の関与に

ついて検討した。その結果，ALCL細胞において NPM-ALKもしくは STAT3をノック

ダウンすると LEMD1 と miR-135bの発現が抑制され，一方で Erkまたは PI3Kの阻害

ではこれらの発現が抑制されることはなかった（図 12 B-D）。 

 NPM-ALK による miR-135b 誘導における STAT3 の役割をさらに解析するために，

Jurkat 細胞に恒常活性型 STAT3（constitutively active STAT3，ca-STAT3）を導入したと

ころ，ca-STAT3 の導入により LEMD1 および成熟型 miR-135b の発現上昇が認められ



44 

 

 

 

た（図 13 A）。さらに，LEMD1遺伝子座において，ヒトとマウスの間で配列が保存さ

れている領域に注目して潜在的な STAT3 結合部位を予測解析し，得られた 3 つの予

想結合部位への STAT3 の結合をクロマチン免疫沈降アッセイを用いて評価した（図

13 B）。その結果，ALCL 細胞株において 3 つの予想結合部位に対する STAT3 の結合

が認められた（図 13 B-C）。 

 

図 12. miR-135b誘導における NPM-ALK下流シグナルの検討 

(A) レンチウイルスを用いて NPM-ALKまたは NPM-ALK K210R 変異体を導入した Jurkat細胞

における LEMD1および成熟型 miR-135bの発現量を qRT-PCR により評価した。 

(B-C) NPM-ALKもしくは STAT3 に対する shRNAを導入した SUDHL-1細胞（B）または SUP-

M2 細胞（C）における LEMD1，pri-miR-135b，および成熟型 miR-135b の発現量を qRT-PCR

により評価した（*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001）。 
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(D) MEK阻害剤である U0126（10 M）もしくは PI3K阻害剤である LY294002（10 M）で処理

した Karpas 299 細胞と SUDHL-1 細胞における LEMD1 と pri-miR-135b の発現量を qRT-PCR

により評価した。 

 

 

図 13. STAT3による miR-135bの誘導メカニズムの解析 

(A) レンチウイルスを用いてマウス恒常活性型 STAT3（ca-STAT3）を導入した Jurkat 細胞におけ

る LEMD1と成熟型 miR-135bの発現量を qRT-PCRにより評価した。 

(B) LEMD1 遺伝子座における STAT3 結合部位の探索。上図はヒト LEMD1 遺伝子と miR-135bの

ゲノム上の配置を示す。中央の図は Vista解析におけるヒトとマウス間での遺伝子配列の保存

率を示す。下図は STAT3 結合予想部位を示す。赤字で示した TTAAGGGAA はヒトとマウス

間で配列が保存されている。 

(C) SUP-M2細胞（左図）または Jurkat細胞（右図）において，LEMD1ゲノム領域の STAT3の予

測結合部位に対する STAT3 の結合をクロマチン免疫沈降アッセイを用いて評価した。免疫沈

降前の総クロマチンを PCR の陽性対照として，また Jurkat 細胞は陰性対照として使用した。 

 

 ALCL 細胞で発現の高い miR-135b が実際に遺伝子発現に対して強い影響をもって

いることを確認するために，miR-135bに対する相補配列をルシフェラーゼ遺伝子の 3' 
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UTR に組み込んだセンサーベクターを用いたレポーター実験を行ったところ，ALCL

細胞株（Karpas 299 細胞および SUDHL-1 細胞）ではコントロールベクターと比較し

て miR-135b センサーベクター由来のルシフェラーゼの発現レベルが著しく減少した

が，一方で Jurkat 細胞では変化が認められなかった（図 14）。これらの結果より，miR-

135b は ALK 陽性 ALCL において NPM-ALK/STAT3 シグナルによって強く誘導され，

高い活性を有していることが明らかとなった。 

 

図 14. ALCL細胞における miR-135bの活性の評価 

miRNA センサーをトランスフェクションした Jurkat 細胞，Karpas 299 細胞，および SUDHL-1 細

胞における miR-135bの活性をルシフェラーゼアッセイを用いて評価した。 

 

4-3 miR-135bによる FOXO1 の発現抑制および薬剤感受性の制御 

 個々の miRNA の標的遺伝子は，これまでに開発されてきた複数の in silico 標的遺

伝子予測プログラムを用いて予測することができる。代表的な予測プログラムである

TargetScan（version 5.2）を用いたところ（60），miR-135bの潜在的な標的遺伝子に，
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APC，LZTS1，LATS2，CREG1，および FOXO1 などの腫瘍抑制活性をもつと考えら

れる複数の遺伝子が含まれていた。APC は既に miR-135b の標的として報告されてお

り（61），その他の LZTS1，LATS2，および FOXO1 が標的である可能性を 3' UTR ル

シフェラーゼレポーターアッセイを用いて評価した（図 15）。結果として，APC と同

様に LZTS1，LATS2，および FOXO1の 3' UTR も miR-135bにより抑制されることが

確認された。 

 

図 15. 3' UTRルシフェラーゼレポーターアッセイによる miR-135b予測標的遺伝子の検討 

上部左図は FOXO1，LZTS1，および LATS2 の 3' UTR における miRNA の標的部位を示す。上部

右図は miR-135b と予想結合部位間の配列アラインメントを示す。下図では，FOXO1，LZTS1，

LATS2，もしくは APC の 3' UTR レポーターコンストラクトおよび empty または pri-miR-135b 発

現ベクターをトランスフェクションし 48時間経過した HEK293T 細胞を用いて，これらの候補が

miR-135bの標的であるかをルシフェラーゼレポーターアッセイにより検討した。なお，APCは既

に miR-135bの標的であると他の報告で示されている（61）。 
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 さらに ALCL 細胞における miR-135b の内在性かつ機能的な標的遺伝子を見出すた

めに，個々の miRNA の機能を特異的に阻害する RNA デコイ（TuD RNA）システム

を用いて，miR-135bの効率的・長期的な抑制を試みた（図 16 A）（53）。TuD RNA シ

ステムでは，RNAポリメラーゼ IIIにより，対象とするmiRNAの機能を阻害する RNA

デコイ分子が産生される。既報を参考に miR-135bに対する TuD RNA を設計し，TuD 

RNA を ALCL 細胞株 Karpas 299 細胞に導入したところ，実際に qRT-PCR における

miR-135b の発現レベルの低下と miR-135b 活性の強い抑制が認められた（図 16 B）。

miR-135bに対する TuD RNA の効果は，他の 2つの ALCL細胞株である SUDHL-1細

胞と SUP-M2細胞でも qRT-PCR 法により確認を行った（図 16 C）。 

 FOXO1とmiR-135bの関係について，さらに詳細な検討と TuD RNAを用いた ALCL

細胞株での検討を行った。FOXO1の 3' UTR には図 17 Aに示すように，miR-135bの

結合部位が存在するが，この結合部位に変異を導入した 3' UTR ルシフェラーゼレポ

ーターを作製し，miR-135b がこの結合部位依存的に FOXO1 の 3' UTR を抑制するこ

とを確認した（図 17 A）。さらに，外因性 miR-135bの導入により FOXO1 タンパク質

発現が抑制されることを見出した（図 17 B）。続いて，TuD RNAを用いた解析により，

SUDHL-1 細胞と SUP-M2 細胞において，miR-135b を阻害すると FOXO1 のタンパク

質発現の上昇がみられ，FOXO依存的な細胞周期阻害因子 p21と p27 のタンパク質発

現の上昇もみられた（図 18 A）。これらの結果より，FOXO1が miR-135bの新規標的
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かつ ALCL細胞における内在性の標的であることが明らかになった。Karpas 299細胞

では FOXO1がほとんど発現していないが，miR-135bノックダウンにより p27および

FOXO1以外の p27の正の制御因子である CREG1 のタンパク質発現量が増加した（図

18 B）（62）。CREG1 も miR-135bの予測標的遺伝子の一つである。 

 

図 16. TuD RNAシステムによる miR-135bの抑制 

(A) TuD RNA発現ベクターの構造を示す。miR-135b に対する TuD RNA は miR-135b と部分的に

相補性を持った miRNA-binding site（MBS）を有している。 

(B) Karpas 299細胞への TuD RNA の導入効率を flow cytometerを用いて解析した（左図）。FSC は

forward scatter を示す。TuD-RNA-miR-135b の導入による成熟型 miR-135b の発現量の変化を

qRT-PCR により，miR-135b 活性の変化をルシフェラーゼアッセイにより解析した（右図）。

NC は negative controlを示す。 

(C) SUDHL-1細胞（左図）または SUP-M2細胞（右図）に TuD-RNA-miR-135b を導入した際の成

熟型 miR-135b の発現量の変化を qRT-PCR で解析した。 
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図 17. FOXO1は miR-135bの新規標的遺伝子である 

(A) miR-135bと miR-135b の FOXO1 3' UTR上の推定結合部位間の配列アラインメントを示す（左

図）。また，標的部位に変異を導入した変異型 FOXO1 3' UTR との配列アラインメントも示す。 

HEK293T 細胞に，野生型もしくは変異型 FOXO1 3' UTR を含むルシフェラーゼレポーター，

および empty ベクター，miRNA-lacZ 発現コントロールベクター（miRNA for lacZ），または

pri-miR-135b 発現ベクター［miR-135b（+）］を同時にトランスフェクションした。トランスフ

ェクション 48時間後にルシフェラーゼアッセイで評価した（***P < 0.001）（右図）。 

(B) miR-135b を一過性に導入した Hela 細胞を用いて FOXO1 タンパク質発現量をウエスタンブロ

ット解析で評価した（左図）。定量化した結果を右図に示す（*P < 0.05）。 

 

 Karpas 299細胞では，miR-135bのノックダウンにより NPM-ALK の下流分子である

STAT3，Erk，Aktのタンパク量およびリン酸化状態の大きな変化は認められなかった

（図 18 C）。NPM-ALK は Akt の活性によって FOXO3aのリン酸化を促進することで
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FOXO3aの活性を阻害することが報告されている（63）。今回の検討において，複数の

ALCL 細胞株で FOXO1 およびその下流分子が miR-135b によって調節されていたこ

とをあわせて考慮すると，NPM-ALKは幅広い FOXOファミリータンパクの活性をタ

ンパク修飾および転写後調節を介して制御している可能性が示唆された。 

 

図 18. FOXO1は ALCL細胞株における miR-135bの内在性標的遺伝子である 

(A) レンチウイルスを用いて TuD-NCもしくは TuD-miR-135bを発現させた SUDHL-1細胞と SUP-

M2細胞を用いて FOXO1，p21，もしくは p27のタンパク質発現量をウエスタンブロット解析

で評価した。定量化した結果を下図に示す（*P < 0.05; **P < 0.01）。 

(B) レンチウイルスを用いて TuD-NC もしくは TuD-miR-135b を発現させた Karpas 299 細胞を用

いて， p27と CREG1のタンパク質発現量をウエスタンブロット解析で評価した。定量化した

結果を下図に示す（*P < 0.05）。 

(C) レンチウイルスを用いて TuD-NC もしくは TuD-miR-135b を発現させた Karpas 299 細胞を用

いて，STAT3，Akt，または Erk タンパク質の発現量と各リン酸化タンパク質の発現量をウエ

スタンブロット解析で評価した。 
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 FOXO は DNA ダメージを含む様々なストレスに対する増殖抑制反応における主要

なメディエーターであることから（64），外因性 miR-135b導入による FOXO1のタン

パク質発現量低下に伴う抗がん剤に対する反応性の変化を検討した。miR-135b 過剰

発現は通常条件下における Jurkat細胞の増殖能およびアポトーシスには影響を与えな

かった一方で，Cytosine β-D-arabinofuranoside（AraC）に対する耐性を上昇させた（図

19）。これらの結果は，ALCL 細胞において miR-135b は FOXO1 の発現制御を介して

薬剤耐性に寄与している可能性を示唆した。 

 

図 19. miR-135bによる FOXO1の発現制御を介した薬剤感受性の調節 

レンチウイルスを用いて emptyまたは pri-miR-135bベクターを安定導入した Jurkat細胞をCytosine 

β-D-arabinofuranoside（AraC）100 nMもしくは 200 nMで処理し，細胞増殖（左図）とアポトーシ

ス（右図）を評価した（*P < 0.05; ***P < 0.001; n.s.，not significant）。 
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4-4 miR-135bによる Th2 調節因子 STAT6および GATA3の制御 

 これまでの報告で ALK キメラタンパク質の持続的活性化は細胞形質転換および

ALK 陽性 ALCL 細胞の生存に不可欠であることが示されている（40）。また，ALCL

の病態において，遺伝子発現プロファイルによる研究により，ALK は再現性のあるト

ランスクリプトームの変化をもたらすことが報告されている（54）。NPM-ALKにより

誘導される遺伝子発現の変化と miR-135b による遺伝子発現の変化の全体的な関連性

を検討するために，既報における shRNA を用いて NPM-ALK の発現を抑制した場合

としない場合の 2 通りの ALCL 細胞の遺伝子発現プロファイルの比較データについ

て，miR-135bの予測標的遺伝子セットを用いた gene set enrichment analysis（GSEA）

を行った（54，58）。GSEA により NPM-ALK の抑制により miR-135b の予測標的遺伝

子群の発現が全体として上昇する傾向を示すことを見出した。これは，miR-135b が

NPM-ALKの下流で活性化し，その標的を全体的に抑制していることを示唆している

（図 20）。この解析により新たに TGFBR1，SIRT1，cyclin G2，CREG1，BCL11B，お

よび STAT6が NPM-ALK/miR-135b経路の標的候補として示唆された。 
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図 20. NPM-ALK依存的な遺伝子発現変化と miR-135b標的遺伝子の関係 

マイクロアレイデータ（dataset GSE6184）を GSEA を用いて解析した。NPM-ALK を knockdown

した際の miR-135b 標的遺伝子群の全体的な変化を示す。NPM-ALKを knockdown した際に発現上

昇する代表的な miR-135b 標的遺伝子に TGFBR1，SIRT1，cyclin G2，CREG1，BCL11B，および

STAT6などが含まれる。 

 

 Tリンパ球を起源とする ALCLは，T細胞の表現型を有するか，あるいは，正常リ

ンパ球に対応するはっきりした表現型を示さない，さらに，T細胞受容体の再構成が

生じているにもかかわらず CD3や ZAP70 などの T 細胞受容体複合体関連因子の発

現が認められないといった特徴を有することが知られている（48）。図 21に示すよう

に，ALCLの遺伝子発現プロファイル解析でも実際に CD3や ZAP70 などの発現低下

がみられる（57）。一方で，ALCLを含む PTCLにおける最近の遺伝子発現プロファイ

ル解析により，ALCL 細胞が Th17細胞関連分子（IL-17A，IL-17F，および retinoic acid-

related orphan receptor [ROR]）の高発現，GATA3の低発現，および T 細胞受容体複合
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体関連因子の発現低下などの特徴をもつことが報告されている（57）。Th17細胞関連

分子の高発現は，IL-17 を産生するヘルパーT 細胞の一種である Th17 細胞と ALCL細

胞の免疫学表現型の類似性を示唆する。これらの特徴的な遺伝子発現パターンを既報

における PTCLの遺伝子発現プロファイルの結果を再解析し，図 21 にまとめた。 

 

図 21. 末梢性 T細胞リンパ腫における Th17関連分子，GATA3，FOXO1，および他の ALCL関

連遺伝子（GZMB，PRF1，および TCR関連遺伝子）の発現 

末梢性 T 細胞リンパ腫における Th17 関連分子，GATA3，FOXO1，および他の ALCL関連遺伝子

（GZMB，PRF1，および TCR 関連遺伝子）の発現を Heatmapを用いて示した。遺伝子発現のデー

タセットは GSE19069を用いた。ATLL: adult T-cell leukemia/lymphoma（成人 T細胞白血病リンパ

腫），AITL: angioimmunoblastic T-cell lymphoma（血管免疫芽球性 T細胞リンパ腫），PTCLu: peripheral 

T-cell lymphoma -unclassifiable（末梢性 T 細胞性リンパ腫-非特異型）。 

 

 ヘルパーT細胞のそれぞれのサブセットへの分化は他のサブセットへの分化に対し

て抑制的に働くことが知られている。例えば，Th1 細胞と Th2 細胞への分化過程は

Th17 細胞への分化と拮抗すること，Th2 細胞分化のマスター制御因子である GATA3

は Th17 細胞への分化を抑制することが示されている（65）。そこで，miR-135b の in 

silico 標的予想を再評価したところ，miR-135b の潜在的な標的に GATA3 と STAT6 と
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いう 2つの Th2マスター制御因子が含まれていることが明らかになった（図 22 A）。

GSEA の結果も STAT6 が miR-135b の標的である可能性を示唆していた（図 20）。こ

れらの知見から，次のような仮説を立てた。先に述べたように ALCL細胞が，T細胞

受容体複合体関連因子の発現低下などに加えて，Th17細胞関連分子（IL-17A，IL-17F，

および ROR）の高発現や GATA3の低発現といった Th17細胞の免疫学的表現型との

類似性を示すことが報告されており（57），さらに，Th1 細胞と Th2 細胞のエフェク

ターサイトカイン（IFN-と IL-4）は Th17細胞への分化と拮抗し（65），GATA3と T-

bet は Th17 への分化を抑制することが報告されている（66，67）。そこで，miR-135b

が転写因子GATA3や STAT6によって制御される Th2細胞への分化を司る転写プログ

ラムを抑制することで，ALCL 細胞を Th17 細胞に類似した免疫学的表現型に方向付

けるという仮説を立てた（図 23）。この仮説を検証するために，まず GATA3や STAT6

が miR-135bの内在性の標的であるかについて検討した。3' UTR ルシフェラーゼレポ

ーターアッセイにより miR-135bが STAT6と GATA3両方の 3' UTR を標的としている

ことを明らかとした（図 22 B）。さらに，STAT6 と GATA3の 3' UTR の miR-135b標的

部位に変異を導入したところ，miR-135bの各 3' UTR への抑制効果が減弱した（図 22 

B）。これは，miR-135b と STAT6および GATA3の 3' UTR との直接的な相互作用（結

合）を示唆している。さらに，Karpas 299 細胞，SUDHL-1細胞，SUP-M2細胞の 3種

の ALCL 細胞株すべてにおいて miR-135b の抑制により実際に STAT6 および GATA3
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のタンパク質発現量が上昇したことから，STAT6 および GATA3 は ALCL 細胞におけ

る miR-135bの内在性の標的であることが明らかとなった（図 24）。 

 

図 22. miR-135bによる STAT6および GATA3の 3' UTRの制御 

(A) 左図は STAT6 および GATA3 の 3' UTRにおける miRNA の標的部位を示す。右図は miR-135b

と miR-135b の STAT6 および GATA3 の 3' UTR 上における推定結合部位間の配列アラインメ

ントを示す。また，標的部位に変異を導入した変異型 3' UTR との配列アラインメントも示す。 

(B) HEK293T 細胞に，STAT6または GATA3の野生型もしくは変異型 3' UTR（パネル A参照）を

含むルシフェラーゼレポーター，および emptyベクター，miRNA-lacZ発現コントロールベク

ター（miRNA for lacZ），または pri-miR-135b発現ベクター［miR-135b（+）］を同時にトランス

フェクションした。トランスフェクション 48 時間後にルシフェラーゼアッセイで評価した

（***P < 0.001）。  
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図 23. STAT6 と GATA3 によるヘルパーT 細胞の分化制御と ALCL 細胞の免疫学的表現型の関

係に関する仮説 

図は，ALCL 細胞の免疫学的表現型とヘルパーT 細胞の分化制御における GATA3 と STAT6 の役

割との関係性を示す。IL-4-STAT6 経路と GATA3 は正常リンパ球の Th2 細胞への分化において非

常に重要な働きを持つこと，Th1 細胞と Th2 細胞のエフェクターサイトカイン（IFN-γと IL-4）

は Th17 細胞への分化と拮抗し，GATA3と T-bet は Th17 への分化を抑制することが報告されてい

る。さらに，ALCL細胞は Th17関連遺伝子の発現上昇および GATA3の発現減少といった Th17 細

胞の免疫学的表現型と類似性を示すことが報告されている。これらの知見に基づき，miR-135bが

転写因子 GATA3 や STAT6 によって制御される Th2 細胞への分化を司る転写プログラムを抑制す

ることで，ALCL 細胞を Th17 細胞に類似した免疫学的表現型に方向付けるという仮説を立てた。 

 



59 

 

 

 

 

図 24. ALCLにおける miR-135bによる STAT6および GATA3の制御 

TuD RNA により miR-135b を抑制した ALCL 細胞株（Karpas 299 細胞，SUDHL-1 細胞，および

SUP-M2 細胞）における STAT6 と GATA3 のタンパク質発現をウエスタンブロットにより評価し

た。下図はイムノブロットを定量化したグラフを示す（*P < 0.05; ***P < 0.001）。 

 

4-5 ALCL細胞における miR-135bによる IL-17 の産生調節 

 IL-4-STAT6経路と GATA3は正常リンパ球の Th2細胞への分化において非常に重要

な働きを持つことが知られている（68）。正常リンパ球の分化において，細胞系譜に特

異的な転写因子は分化を活性化することも抑制することもできることが報告されて

いる（66，69）。実際 GATA3 は Th2細胞への分化を促進すると同時に Th1細胞への分

化を抑制し，一方で Th1 制御因子の T-bet はこの GATA3 とは反対の作用を有してい
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る（68）。これに近い関係性が Th1/Th2細胞への分化過程と Th17細胞への分化過程の

間にも存在している。先述した通り，Th1細胞と Th2細胞のエフェクターサイトカイ

ン（IFN-と IL-4）は Th17 細胞への分化と拮抗し（65），GATA3と T-bet は Th17への

分化を抑制することが報告されている（66，67）。GATA3 と STAT6 が miR-135b の内

在性の標的であることが明らかとなったため，次に立てた仮説（図 23）に則り，miR-

135bの抑制が Th17関連分子の発現に与える影響を検討した。ALCL細胞株の Karpas 

299細胞では内因性の IL-17の発現が認められるが，TuD RNAシステムを用いて miR-

135b を抑制することでそのうちの IL-17A と IL-17F の転写産物の発現レベルが減弱

した（図 25 A）。これは GATA3による Th17 細胞への分化抑制と合致する結果であっ

た（67）。同時に，miR-135b の阻害は Th17 への分化の重要な制御因子として同定さ

れた IκBζの発現も抑制したが（70），ROR，ROR，および aryl hydrocarbon receptor

（AHR）の発現量には影響がなかった（図 25 A）。また，miR-135bの抑制により炎症

性サイトカインである IL-6 および IL-8 の発現量低下も認められた（図 25 B）。さら

に，IL-17F の産生を ELISA を用いて測定したところ，miR-135b の抑制は Karpas 299

細胞における IL-17F の産生を抑制することも明らかになった（図 26）。これらの結果

から，GATA3および STAT6 を抑制することによって NPM-ALK/STAT3/miR-135b経路

は ALCL 細胞が Th17 細胞に似た IL-17 産生性免疫学的表現型を有するように方向付

けを行っている可能性が示された。加えて，IL-21，IL-23，TGF-1の発現については
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影響が認められなかったが，ALCL 細胞で高発現している細胞傷害性分子である

granzyme Bと perforin 1（57）の発現が miR-135b のノックダウンにより抑制されたこ

とから（図 27），miR-135b は ALCLの免疫学的表現型に対して幅広く影響を与えてい

ることが示唆された。 

 

図 25.  miR-135b阻害による IL-17産生の抑制および ALCL 免疫学的表現型の修飾 

(A) レンチウイルスを用いて TuD-NC もしくは TuD-miR-135b を発現させた Karpas 299 細胞を用

いて，Th17 関連分子の発現量を qRT-PCR を用いて解析した（*P < 0.05; **P < 0.01）。 

(B) パネル A と同サンプルを用いて IL-6 と IL-8 の発現量を qRT-PCR を用いて解析した（**P < 

0.01; ***P < 0.001）。 

A

B
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図 26. ELISAによる IL-17F産生量の検討 

Control anti-miRNA もしくは anti-miR-135b オリゴヌクレオドリオをトランスフェクションした

Karpas 299細胞の上清中の IL-17Fの産生量を ELISA を用いて測定した（*P < 0.05; ***P < 0.001）。 

 

図 27. miR-135bによる細胞傷害性分子の制御 

図 25 A と同サンプルを用いて granzyme B（GZMB），perforin 1（PRF1），IL-21，IL-23，および TGF-

1の発現量を qRT-PCRを用いて解析した（***P < 0.001）。 
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4-6 miR-135bによる ALCLの傍分泌型炎症反応と造腫瘍性の調節 

 IL-17 は線維芽細胞，内皮細胞，および好中球などの多くの種類の細胞からの様々

な炎症性サイトカイン（例: IL-1，IL-6，IL-8，G-CSF，および GM-CSF）やケモカイ

ン（例: CCL2，CCL7，CCL20，CXCL1，および CXCL2）の産生を刺激する炎症惹起

性サイトカインであり，自己免疫疾患に関与すると考えられている（71）。がんにおけ

る IL-17 の重要性は未だ未解明な点が多く，またその重要性はがんの種類などに依存

する可能性がある一方で，いくつかの研究において IL-17 による炎症促進および血管

新生誘導ががんの促進に関与しているとの報告がある（72-75）。これらの報告の一つ

で，IL-17は血管新生を促進するケモカインである CXCL1 および CXCL5 の産生を増

強することが示されている（75）。そこで，続いて ALCLにおけるがんの進展への miR-

135bの役割を検討した。 

 まず，Karpas 299細胞とWI-38ヒト線維芽細胞を非接触的に共培養することにより，

Karpas 299細胞との共培養が線維芽細胞の炎症性サイトカインおよびケモカインの産

生能にどのように影響を与えるかを，Jurkat細胞との比較，miR-135b の抑制を組み合

わせることで検討した。この共培養の検討により，Karpas 299細胞との共培養が，共

培養しない条件および Jurkat 細胞との共培養に比べて，WI-38ヒト線維芽細胞におけ

る炎症促進性サイトカイン（IL-1，IL-6，および IL-8）とケモカイン（CCL2，CCL7，

CCL20，および CXCL1/2）の産生を増強させること，かつその誘導が miR-135b に依
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存していることが明らかとなった（図 28）。この結果は，miR-135bが ALCL細胞によ

る傍分泌型の炎症反応に関与していることを強く示唆している。 

 

図 28. miR-135bは ALCL細胞の傍分泌型炎症反応を促進する 

Karpas 299 細胞または Jurkat 細胞と共培養した WI-38 ヒト線維芽細胞の炎症誘導性サイトカイン

（IL-1，IL-6，および IL-8）とケモカイン（CCL2，CCL7，CCL20，CXCL1，および CXCL2）の

発現量を qRT-PCRを用いて解析した（*P < 0.05; **P < 0.01）。 

 

 次に，in vivo における ALCL の腫瘍形成能に対する miR-135b の役割についても検

討した。異種移植モデルにおいて，Locked nucleic acids（LNA）を用いた miR-135bの

アンチセンスオリゴヌクレオチドをアテロコラーゲンとともに局所投与することで

Karpas 299の皮下腫瘍の増殖が抑制された（図 29 A）。さらに，この miR-135bアンチ

センスオリゴヌクレオチドによる腫瘍増殖の阻害は同時に腫瘍の血管新生の減少も

伴っていた（図 29 B）。これらの結果は miR-135b による傍分泌型炎症反応の調節が微

小環境をがんにとって有利な方向へと変化させていることを示唆しており，さらに
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miR-135b により調節されるこのがん微小環境の変化は治療の標的となる可能性が示

唆された。 

 

 

図 29. miR-135bによる ALCL細胞の造腫瘍性の調節 

(A) SCID マウスの皮下に移植した Karpas 299細胞の増殖曲線を示す。移植後 7日目に無作為に群

分けを行い（n = 6/群），移植後 7日目と 10日目にアテロコラーゲンとともに LNA ベースのア

ンチセンスオリゴヌクレオチド（5 M）を腫瘍周辺の皮下に投与した。移植後 7日目から 13日

目まで皮下腫瘍の長径と短径を測定し，腫瘍体積を算出した（平均値  標準誤差，***P < 0.001）。 

(B) 腫瘍の血管新生に対する miR-135b 阻害の影響を示す。腫瘍の CD31 免疫染色像（左図）と

CD31 陽性部分の定量化結果（右図）を示す。画素密度は ImageJ.36b ソフトウェアを用いて，

各群 6匹の腫瘍の複数イメージより数値化した。スケールバーは 100 mを表す（*P < 0.05）。 
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5. 考察 

 

5-1 ALK陽性 ALCLにおける miRNAの機能異常 

 本研究において，私は ALK 陽性 ALCL において NPM-ALK の主要な下流シグナル

経路の一つにあたる STAT3 経路が miR-135b および LEMD1 の発現を誘導しているこ

とを明らかにした（図 30）。肺がんでは miR-135b の発現が NF-B により制御されて

いることが報告されているが（76），ALK陽性 ALCLにおいては NF-Bの活性が抑制

されているともいわれており（77），miR-135b の発現調節機構はがん種特異的なもの

であることが推察される。これまでの報告において miR-135b は胚性幹細胞および大

腸がんと前立腺がんを含む他のがん種で高発現していることが示されている（61，78，

79）。STAT3 が胚性幹細胞での必須の役割をもつことおよびがん化において中心的な

機能を持つことを考慮すると（80），STAT3/miR-135b経路は胚性幹細胞や上記のがん

において幅広く機能している可能性が示唆される。実際に，大腸がんでは miR-135bは

APC を標的とし，その発現を抑制することで下流の Wnt シグナル経路を活性化させ

ることなどが示されている（61）。さらに，非小細胞性肺がんでは miR-135bはがん抑

制遺伝子である LZTS1，Hippo 経路に属する LATS2，-TrCP および NDR2 の発現を

抑制し，非小細胞性肺がんの進展に関与するとともに，miR-135b高発現群では低発現

群と比較して全生存期間の短縮がみられることが報告されている（76）。また，本研究
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において ALK の異常を持つ肺がんおよび神経芽腫の細胞株における miR-135b の発

現レベルを測定したところ（図 11），神経芽腫においては測定したすべての細胞株で

miR-135b の発現は非常に低いものであった。ALK の異常を有する細胞株を含む様々

な神経芽腫の細胞株において STAT3 の恒常的活性化はみられないことが報告されて

おり（81），このことによって神経芽腫の細胞株における miR-135bの低発現が部分的

に説明できるかもしれない。また，神経芽腫で発現している ALK に結合する膜タン

パク質 Flotillin-1 が ALK と下流シグナルを抑制しているという報告もあり（82），こ

のような調節因子ががん種特異的な ALK の下流シグナルの制御に関与している可能

性もある。一方で，肺がんにおいては，EML4-ALK 融合遺伝子を有する H2228 肺腺

がん細胞である程度の miR-135b の発現が認められた。H2228 肺腺がん細胞ではその

下流で STAT3 が活性化していることが知られており（83），これが miR-135b の発現

に関与している可能性も考えられるが，ALCL と比較すると miR-135b の発現量が低

い点を含めてがん種特異的な発現調節機構がある可能性があり，より詳細な検討が必

要である。さらに，ALK に変異を有する他のがん種における病態形成への miR-135b

の関与も今後の検討が必要であると考えられる。 
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図 30. ALCLの病態形成における miR-135bの役割 

ALCL において NPM-ALK は STAT3 を介して LEMD1 と miR-135b の発現を誘導する。miR-135b

は FOXO1 および 2 つの Th2 マスター調節因子である GATA3 と STAT6 を標的として，その発現

を抑制する。FOXO1 の抑制により，ALCLの抗がん剤に対する薬剤感受性が調節される。GATA3

および STAT6 の抑制は，ALCL の IL-17 産生性免疫学的表現型の確立に関与していると考えられ

る。 

 

 miR-135b はホスト遺伝子 LEMD1 の第一イントロンに存在しており，miR-135b の

がん化における役割はホスト遺伝子の LEMD1の発現上昇と密接に関係しているかも

しれない。例として，LEMD1 は cancer/testis antigen 50 としても知られており，miR-

135bの高発現がしばしばみられる大腸がんにおいて LEMD1の高発現や LEMD1をコ

ードする 1q32.1 のコピー数の上昇がみられることが報告されている（84，85，86）。

これらの知見は，がんにおいて miR-135b と LEMD1 の発現上昇が密接に関係してい

る可能性を示唆している。一方で，先述した NF-Bにより miR-135b の発現が誘導さ
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れる肺がんにおいては，LEMD1 の発現についての報告がなく（76），miR-135b と

LEMD1の発現量ががん種によらず関係性を持つかは今後の検討が必要である。また，

LEMD1 自体の生物学的な機能はほとんど解明されていないが，口腔扁平上皮がんに

おいて LEMD1の高発現が腫瘍進行や予後不良と相関すること，およびそのノックダ

ウンによって浸潤能が低下することが報告されている（87）。ALCL における LEMD1

自体の機能は不明ではあるが，LEMD1も miR-135bと同様に NPM-ALK によるがん化

に関与しているかもしれない。 

 NPM-ALK 下流の PI3K/Akt 経路と FOXO3a 活性の阻害との関連性を示した他の報

告から考察すると（63），NPM-ALKは自身により誘導されるがん化ストレスにより主

要な腫瘍抑制経路が活性化されることを防ぐために，miRNA をはじめとした

noncoding RNAs を含む多くの因子を利用しているのかもしれない。実際，miR-135b以

外の多くの miRNA が ALK 陽性 ALCL で発現が変動していることがその後のいくつ

かの研究により報告されている。まず，miR-135b 同様に ALK陽性 ALCLで発現が上

昇している miRNAとして，miR-17-92および miR-203が報告されている（88-90）。前

者は STAT3 を介して BIM を標的とし抗アポトーシスに，後者は SOCS3 を標的とし，

STATシグナル経路の増幅に関与していると考えられる。逆に，ALK 陽性 ALCLで発

現が減少している主な miRNAとして，miR-16，miR-26a，miR-29a，miR-101，miR-150，

miR-219，および miR-96 が報告されている（52，91-96）。これらの miRNA の標的は
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VEGF，inducible nitric oxide synthase（iNOS），myeloid cell leukemia-1（Mcl-1），mammalian 

target of rapamycin（mTOR），MYB，inducible T-cell co-stimulator（ICOS，別名 CD278），

および ALKであり，これらの miRNAはがんの増殖・生存に関与する因子およびがん

微小環境の関連因子を調節し，また ALK 自身の発現抑制を回避させることで，がん

の形成・進展・維持・転移に寄与していると考えられる。 

 

5-2 ALK陽性 ALCLにおける miR-135bのがんとがん微小環境の制御 

 NPM-ALK は STAT3，Ras-Erk，および PI3K などの様々な下流のシグナル経路を介

して，ALCL細胞の悪性形質転換を調節している一方で，今回の研究は ALCLの病態

形成において NPM-ALK の下流で miR-135b が FOXO1 を標的としたがん促進性作用

をもつことを明らかとした（図 30）。内在性 miR-135bの機能を抑制する TuD RNAシ

ステムを導入することにより，miR-135bの抑制によって FOXO1の発現が上昇し，か

つその下流の p21 または p27 の発現が増加することを明らかにした。miR-135b の抑

制によって in vitroで p27の上昇が認められた Karpas 299細胞において，明らかな G1 

arrest または sub G1 の増加などの細胞周期への影響は認められなかった。ただし，in 

vivo においては miR-135b 阻害により Karpas 299 の造腫瘍性が抑制された一因に p27

の発現上昇が関与している可能性が考えられる。さらに，miR-135bの過剰発現により

抗がん剤処理によるアポトーシスの誘導が抑制され，抗がん剤感受性が減弱すること
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を見出した。これらのことから NPM-ALK/STAT3/miR-135b/FOXO1 経路が，がん細胞

の生存・増殖に寄与している可能性が示唆された。 

 さらに，GSEAと miRNA と標的 mRNA間の相互作用を重み付けをつけて解析する

手法である Functional Assignment of miRNAs via Enrichment（FAME）を組み合わせる

ことにより，miRNA と mRNA 間の相互作用の in silico 推定フレームワーク（GSEA-

FAME analysis）を構築し，これを用いて ALK 陽性 ALCL における miR-135b の標的

を検索している（97，98）。この結果，miR-135b が DNA 障害誘導に伴う p53 の脱リ

ン酸化および安定化にかかわるプロテインフォスファターゼ 2A 調節性サブユニット

B56（PPP2R5C）を標的とし p53 を抑制することを見出している（97，98）。この結

果は FOXO1のみならず PPP2R5C-p53経路などの複数のがん抑制経路を制御すること

で，ALK 陽性 ALCL において miR-135b ががん促進性 miRNA としての作用を発揮し

ていることを示唆するものである。 

 次に本研究において，私は miR-135b の興味深い免疫学的表現型の調節作用を明ら

かにした。NPM-ALK によって誘導される遺伝子発現パターンの変化と miR-135b の

関係に注目し，miR-135b は Th2 細胞分化の主要調節因子である STAT6 と GATA3 が

標的に含まれることを見出した。これまでに ALCL細胞が，T細胞受容体複合体関連

因子の発現低下などに加えて，Th17 細胞関連分子（IL-17A，IL-17F，および ROR）

の高発現や GATA3 の低発現といった Th17 細胞の免疫学的表現型との類似性を示す
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ことが報告されている（57）。さらに，Th1 細胞と Th2 細胞のエフェクターサイトカ

イン（IFN-と IL-4）は Th17細胞への分化と拮抗し（65），GATA3 と T-bet は Th17へ

の分化を抑制することが報告されている（66，67）。そこで，miR-135b が転写因子

GATA3 や STAT6 によって制御される Th2 細胞への分化を司る転写プログラムを抑制

することで，ALCL 細胞を Th17 細胞に類似した免疫学的表現型に方向付けるという

仮説を立てた（図 23）。実際，ALCL細胞では Th17細胞関連分子が miR-135bの阻害

により発現が低下することおよび IL-17 産生が抑制されることを見出した。これらの

結果は，miR-135b が ALK 陽性 ALCL 細胞を Th17 細胞様の免疫学的表現型へと誘導

させる役割を持っている可能性を強く示唆している。ALK 陽性 ALCL は従来 T 細胞

の表現型を有するか，正常リンパ球に対応したはっきりした表現型を示さないと考え

られてきた。ALCLでは-TCR ヘテロダイマーや CD3の発現減少がしばしばみられ

るが，これらの T細胞表現型の消失は NPM-ALK シグナルによる変化により部分的に

媒介されることが示されている（48）。一方，ALCLの正常カウンターパートは成熟し

た活性型の細胞傷害性 T細胞であると想定されている。これは，ALCLは通常 CD8陰

性であり，CD4は 70%の ALCLで陽性であるにも関わらず，TIA1，granzyme B，perforin 

1といった細胞傷害顆粒の関連分子の発現が認められるためである（45）。これらの特

徴的な表現型に加えて，多様な PTCLサブタイプを対象とした網羅的な遺伝子発現プ

ロファイルの研究により，血管免疫芽球性 T細胞リンパ腫（AITL），ALK 陰性 ALCL，
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成人 T 細胞白血病（ATLL），および末梢性 T 細胞性リンパ腫－非特異型（PTCL-

unclassifiable）などの他のリンパ腫サブタイプと比較して，ALCLは先述したように，

Th17細胞の免疫学的表現型と類似性を示す（57）。この特徴的な免疫学的表現型と合

致して，未治療の ALK 陽性 ALCL患者の血清中では IL-17，IL-8，および IL-22 のレ

ベルが上昇している一方で，化学療法後に完全寛解した患者の血清中ではこれらのサ

イトカインが検出されなかったことが報告されている（99）。種々のリンパ腫の免疫

学的表現型を決定する基礎的なメカニズムはそのほとんどが明らかとなっていない

が，本研究は NPM-ALK というドライバーがん遺伝子の異所性の発現によって誘発さ

れるシグナルネットワークとその下流の miRNAが ALCL細胞の異常な免疫学的表現

型に寄与しているというユニークなメカニズムを明らかにした（図 30）。 

 リンパ腫の悪性化におけるがん微小環境の重要性はホジキンリンパ腫を含む B 細

胞リンパ腫において詳細な研究がなされている（100）。IL-17 陽性細胞は PTCL-

unclassifiableよりも AITLにおいて頻繁に観察されること，および Th17 とマスト細胞

の両方の細胞が AITL におけるリンパ腫に関連した炎症促進性の微小環境の形成に寄

与していることが報告されている（101）。一方で，ALCL は自ら IL-17 を産生してい

る点においてユニークであり，これにより ALCLはリンパ腫のサブタイプ間でも他と

異なる臨床的特徴を有していると考えられる。IL-17 は好中球に対して強い作用をも

つが，このことは，リンパ腫ではなく炎症性疾患として間違った診断が下されること
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がある neutrophil-rich ALCL と称される ALCL の特殊なグループで広範囲な好中球の

浸潤が認められることと関係しているかもしれない（102-104）。また，ALCL におけ

る B 症状の頻発もこの IL-17 産生性の免疫学的表現型と関係しているかもしれない。 

 本研究では，in vivo 担がんモデルにおいて，アンチセンスオリゴヌクレオチドの投

与による miR-135bの阻害によって，腫瘍血管新生および増殖の抑制が認められた（図

29）。この腫瘍血管新生の抑制は，既報において IL-17が血管新生誘導能を有している

点と合致している（73，74）。これまでの報告では IL-17または Th17 細胞が状況依存

的に腫瘍促進性と腫瘍抑制性の異なる機能を持ち得ることが提案されているが（71，

72），miR-135b 阻害による腫瘍抑制効果は IL-17 産生 ALCL 細胞の局所的な炎症促進

能が血管新生の促進などを介して，ALCL細胞に適したがん微小環境を作り出すこと

に寄与している可能性を示唆している。さらに，miR-135bの阻害による Karpas 299細

胞における p27 の発現上昇が in vivo での造腫瘍性の変化に影響を及ぼしている可能

性も考えらえる。薬剤耐性，cancer initiating 細胞の維持，および転移を含むがんに関

連した様々なプロセスが miRNA の機能と関連性があることが明らかとなってきてい

る（31）。本研究は，miR-135bによるリンパ腫細胞の免疫学的表現型の調節とそれに

伴うがんとがん微小環境の変化という，これまでとは異なる miRNA の腫瘍の進展へ

の寄与のメカニズムを浮き彫りにした。 
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 数百の miRNA のうち，miR-326 が Th17 細胞分化の調節因子として同定されてお

り，miR-326は標的の ETS1（v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1）の発

現を調節することで Th17 分化を促進すると報告されている（105）。さらに，CD4 陽

性 T細胞において miR-155が Th17細胞への分化を促進させることも報告されている

（106）。これは miR-155 が Th2細胞分化のプロモーターである c-Maf を標的としてい

るという報告と合致している（107）。本研究は，他のヘルパーT細胞への分化を抑制

することにより Th17 細胞への分化を制御しうる他の miRNA が存在しうることを示

唆している。一般的に，ヘルパーT細胞の分化において，細胞系列に特異的な転写因

子およびサイトカインは他のヘルパーT細胞サブセットへの分化に干渉する。正常リ

ンパ球の分化とリンパ腫細胞表現型のメカニズムの違いについては十分に考慮する

必要性があるが，本研究は miRNA がヘルパーT 細胞の分化における制御機構に幅広

く関与している可能性も示唆しているといえるだろう。例として，ALK 陽性 ALCL細

胞におけるmiR-135bによる GATA3と STAT6の抑制が Th17関連分子の発現を誘導し

ている可能性についての関連報告はなされていないが，miR-135b とほぼ同じ配列を

有した miR-135a がマウスのアレルギー性鼻炎モデルにおいて Th1/Th2 バランスを制

御することが 2014 年に報告されている（108）。この報告では，卵白アルブミンを用

いたマウスのアレルギー性鼻炎モデルの鼻粘膜で GATA3 と IL-4 の発現上昇と miR-

135a，T-bet，および IFN-の発現低下がみられること，そして外来性 miR-135aの投与
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により鼻粘膜におけるGATA3と IL-4の発現低下と T-betと IFN-の発現上昇が誘導さ

れ，卵白アルブミンに対する血中 IgE濃度も低下することが報告されている。 

 本研究によって明らかになった STAT3/miR-135b/GATA3-STAT6経路は，既に報告さ

れている Th17細胞への分化に対する Th1細胞分化と Th2細胞分化の抑制性の影響と

は逆の方向性のメカニズムであり，これらのメカニズムが相互排他的にそれぞれの細

胞の分化状態を確立・維持しているのかもしれない（65，69）。 

 

5-3 miRNAによるがん微小環境の調節 

 本研究で ALCLのがん微小環境における miRNAの役割が明らかになったが，さま

ざまな他の研究により，miRNA ががん細胞自体もしくは間質からのサイトカインや

ケモカインの産生を制御することでがん微小環境の形成に寄与していることが明ら

かとなってきている（109）。 

 がん細胞に対する miRNA の関与の一例として，乳がんにおいて，がん遺伝子であ

る MYC と MYCN により誘導される miR-9 が E-cadherin を標的とすることで，がん

細胞の浸潤性を亢進させることが報告されている（110）。この浸潤性の亢進は miR-9

により E-cadherin の発現が抑制されることで-カテニンシグナルが活性化され，

VEGF-Aの発現上昇および腫瘍血管新生の活性化が誘導されることによると考えられ

ている（110）。また，予後良好な luminal タイプ乳がんでは GATA3 の発現が高く，
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GATA3 陽性細胞では転移が著しく減少することが知られているが，この現象は

GATA3 による miR-29b の発現上昇を介して，miR-29b の標的である VEGF-A，

Angiopoietin-like 4（ANGPTL4），Matrix metalloproteinase（MMP）9，および Lysyl oxidase

（LOX）などの発現が抑制され，結果として血管新生，がん細胞の浸潤，および細胞

外基質のリモデリングの低下というがん微小環境の修飾が起きるためであることが

示唆されている（111）。GATA3の発現が抑制されている ALK陽性 ALCLにおいても

miR-29bの発現低下が認められることから，GATA3/miR-29b経路は様々ながん種にお

いて，がん微小環境の形成に関与しているかもしれない（109）。 

 次に，間質に対する miRNA の関与の一つにがん関連線維芽細胞（CAF）への影響

が複数報告されている（109）。卵巣がんにおいて，miR-31 と miR-214 の発現低下と

miR-155 の発現上昇により正常線維芽細胞から CAF への可逆的な変換が起こってい

る可能性が示唆されている（112）。この変換により生じる CAFは特に miRNAリプロ

グラミング CAF（miR-CAF）と称され，通常の CAFと協調して CCL5，CCL20，およ

び IL-8を多く産生し，腫瘍の進展に貢献していることが報告されている（112）。また，

多くのがんで発現が抑制されているがん抑制遺伝子の PTEN（phosphatase and tensin 

homolog Deleted from Chromosome 10）の下流で miR-320がそのがん抑制の働きの一端

を担っていることが明らかとなっている（113）。すなわち，PTEN の発現低下・欠損

により，miR-320の発現が低下し，その標的である転写因子である ETS2 およびMMP9
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の発現が上昇することで，その下流の因子の活性化と，血管新生およびがん細胞の浸

潤能の活性化が引き起こされることが報告されている（113）。 

 他にも，がん細胞と CAF の両者で発現の低下が認められる miRNA として，miR-

15aおよびmiR-16-1が報告されている（114）。これまでにmiR-15aとmiR-16-1は BCL-

2を標的とし，がん抑制的に働くことが報告されているが（33），新たに FGF2 および

その受容体である FGFR1 を標的とし，がん細胞ならびに CAFの増殖・遊走を抑制す

ることが明らかとされている（114）。すわなち，がん細胞のみならずがん微小環境に

対して抑制的に働く miRNA が存在することが明らかとなってきており，今後のより

詳細な検討も期待されるところである。 

 

5-4 miRNAを標的としたがん治療の可能性 

 本研究において in vivo における miR-135bの阻害が腫瘍増殖および血管新生を抑制

したことから，新たな治療標的としての可能性が示唆される。近年，miRNAを標的と

した薬剤の臨床試験が行われており，その中で対象疾患ががんである 2つの臨床候補

品として，MRX34と Cobomarsen（MRG-106）が挙げられる（115，116）。MRX34は

がん抑制性 miRNA である miR-34a をリポソームに内包したリポソーム製剤であり，

進行性肝細胞がん患者を対象に第一相試験が行われた。2013 年より臨床試験が開始

されたが，残念ながら 2016 年に副作用が原因で開発中止となっている。副作用とし
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ては，グレード 4のサイトカイン放出症候群などの免疫関連の有害事象が報告されて

いる。原因は明らかとなってはいないが，リポソームによる全身投与（静脈内投与）

であったことおよび標的が一つではないという miRNA の性質によるものが原因とし

て疑われている。 

 Cobomarsen（MRG-106）は LNAベースの miR-155阻害剤であり，現在血液腫瘍を

対象に第一相試験が行われている。miR-155 はがん促進性 miRNA の一つであり，多

くのがん種でその発現量が高いことが知られており，今回対象疾患となっている血液

がんにおいてはびまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫（diffuse large B-cell lymphoma）を

はじめとした B細胞リンパ腫において発現亢進が認められている（117）。in vivoにお

いて LNA ベースの miR-155 阻害剤が抗腫瘍効果を発揮することが報告されているこ

とからも（118），今後の臨床試験の結果報告が待たれるところである。 

 がん以外での治療標的としての miRNA の利用として，miR-122 阻害剤の C 型肝炎

治療への応用がある。miR-122は肝臓で最も発現量の多い miRNAの一つであり，C 型

肝炎ウイルス（HCV）の安定化と複製に必要であることが報告されている（119）。miR-

122阻害剤（miravirsen）は現在第二相試験が行われており，投与用量依存的な血中の

ウイルス量の低下が認められている（120）。 

 以上のように，治療薬としての miRNA ベースの薬剤は未だ上市には至っていない

が，現在もがんのみならず他の疾患も対象として臨床試験が進められている。臨床で
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の効果の確度を上げるためには，多角的な面からの基礎試験が必要となってくること

から，本研究の結果がその一端を担うことがあれば幸いである。 
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6. 結語 

 

1. ALK 陽性 ALCL 細胞において，miR-135b は NPM-ALK/STAT3 経路によって発現

が誘導されている。 

2. miR-135bは FOXO1 を標的として，その下流の p21および p27の発現を低下させ

がん細胞の増殖に寄与 するとともに，抗がん剤感受性を制御しがん細胞の生存に

寄与している。 

3. miR-135bは Th2細胞分化の主要制御因子であるGATA3と STAT6の発現の抑制を

介して，ALK陽性 ALCL細胞の Th17関連因子（IL-17A，IL-17F，および IκBζ）

の発現上昇に寄与し，ALK陽性 ALCLの IL-17産生性免疫学的表現型の形成に関

与している。 

4. miR-135bは IL-17 産生を介して，炎症性サイトカインおよびケモカインの産生を

促し，がん微小環境の調節に関与している。 

5. NPM-ALK/STAT3/miR-135b 経路は ALK 陽性 ALCL 細胞の免疫学的表現型の調節

とそれに伴うがん微小環境の変化を誘導することおよびがん細胞の細胞周期関連

因子を調節することで，がんの増殖に影響を及ぼしていると考えられる。 
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