
51埼玉医科大学雑誌　第 37 巻　第 1 号　平成 22 年 8 月

学内グラント  終了時報告書

1）埼玉医科大学　総合医療センター　病理部
2）埼玉医科大学　総合医療センター　血液内科

【緒言】

　NF-kBは炎症，細胞増殖，アポトーシスなど生命の
さまざまな機能を担う転写因子であり，その異常は悪
性腫瘍，とりわけリンパ球系細胞においてその腫瘍化
をひきおこす．NF-kB 阻害剤はリンパ球系腫瘍の分
子標的治療薬として注目されている 1)．ホジキンリン
パ腫はB 細胞由来の悪性腫瘍であり 2)，ホジキンリン
パ腫において知られている遺伝子異常のほとんどは
NF-κBの異常活性化に帰結される 3-5)（図 1）．これらの
細胞内シグナルは他のリンパ球系悪性腫瘍とも共通し
ており何がホジキンリンパ腫を特徴付けるもっとも重
要な異常なのかは未だ解明されていない．またNF-kB
は約 300 種の分子発現を調節しており，このなかには
細胞の増殖をひきおこすシグナルとアポトーシスを誘
導するシグナルという相反した機能も有する 6)．この
多面的な機能がいかに調節されているかも明らかと
なっていない．NF-kBの活性は，おもにその抑制因子
であるIkBにより調節されている 7)．IkBはIKKにより
リン酸化され，リン酸化されたIkBはユビキチン─プ
ロテアソーム系で分解される．この結果，NF-kBは核
へ移行しDNAと結合可能となる．IkBはまた，NF-kB
により転写調節されている．すなわちIkBはNF-kBの
ネガティブフィードバック経路として働く 8)．このた
めNF-kB-IkB 複合体は図 2のように細胞質─核内移動
を繰り返す”oscillation”（振動）という現象がみられる
ことが明らかになってきた 9)．近年，この現象はシス
テム生物学的研究によるシミュレーションを含めて詳
細に検討され，oscillationのパターンの違いにより転
写される遺伝子群に違いがあることが示されてきた．
本研究ではホジキンリンパ腫におけるNF-kBシグナ
ル伝達機構の重要性について検討するため，シグナル

経路構成分子の発現と活性化について検討し，さら
にNF-kBのoscillationについて検討することを目的と
した．

【材料と方法】

①ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kBシグナ
ル伝達経路構成分子の発現
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図 1. ホジキンリンパ腫とNF-κBシグナリング．種々のシグ
ナルがNF-κB活性化に帰結する．
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　　ホジキンリンパ腫培養細胞株4種（HDLM-2, L540, 
KM-H2, L428 細胞）と対照として4種の非ホジキン
リンパ腫細胞株を用いWestern Blotで検討した．
用いた抗体はIkBα，p65, phospho-p65, c-Rel, p105, 
hMAML-1, hMAML-2, hMAML-3．それぞれ培養細胞
をLaemli’s bufferでタンパク抽出後，30 ugをアプラ
イしSDS-PAGE，PVDF膜に転写後行った．

②ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kBの細胞
内局在の検討1

　　c-Relに対する抗体を用い，各種培養細胞株のセル
ブロックを作成し，免疫染色で検討した．

③ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kBの細胞	
内局在の検討2

　　ホジキンリンパ腫培養細胞株からのタンパクを核
画分，細胞質画分にわけWestern blotで検討した．

④ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kB 活性の
検討

　　NF-kB binding siteの合成オリゴDNAをprobeと
し，electromobility shift assay（EMSA）でNF-kBの活
性状態を検討した．

【結果】

① ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 培 養 細 胞 株 4 種 の う ち
HDLM-2, KM-H2, L428に はIkB α の 発 現 が 見 ら れ
なかった．その他のNF-kBシグナル経路構成分子

（p65, phospho-p65, c-Rel, p105, hMAML-1, hMAML-2, 
hMAML-3）はいずれも発現が見られた．

②ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kBの細胞
内局在の検討1

　　c-Relに対する抗体を用い，各種培養細胞株のセル

ブロックを作成し，免疫染色で検討した（図 2）．い
ずれの細胞株でもWestern blotと同様，c-Relの発現
がみられたが，細胞内局在としては細胞質内，核細
胞質内，核内の3 種のパターンが見出された．また
細胞株間によりその局在パターンに差がみられた．
現在定量的な解析を試みている．

③ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kBの細胞
内局在の検討2

　　ホジキンリンパ腫培養細胞株からのタンパクを
核画分，細胞質画分にわけWestern blotで検討した．
対象となるHeLa 細胞ではTNF-α刺激で経時的に
NF-kB 核移行がみられたが，ホジキンリンパ腫細胞
株KM-H2では恒常的に核に存在していた（図3）．

④ホジキンリンパ腫培養細胞株におけるNF-kB 活性の
検討

　　対象となるHeLa 細胞ではTNF-α刺激で経時的
にNF-kB 活性化がみられたが，ホジキンリンパ腫
細胞株 KM-H2では恒常的に活性化していた．また
KM-H2ではc-Rel抗体でsupershiftがみられ，DNA結
合 NF-kB 複合体にはc-Relが存在することが見出さ
れた（図4）．

【考察】

　ホジキンリンパ腫細胞株でNF-kBシグナル伝達経路
の発現，細胞内局在，活性化を検出可能となり，今後
のホジキンリンパ腫におけるNF-kBシグナル経路の役
割について解析しうる準備ができたことは意義深い成
果と考えられる．本研究は単年度研究として許可を受
けたため，現時点での研究成果をもって終了時報告と
するが，現在ホジキンリンパ腫におけるNF-kB 活性化

図2. 各種リンパ腫培養細胞株におけるc-Relの発現．セルブロック作成後，免疫染色を行った．
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機構について，その調節分子の関わりと細胞質 - 核内
oscillationを研究中であるため，これらの成果を含め
て改めて終了後報告で説明したい．現時点での論文，
学会発表，特許出願などはない．
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