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研究成果の概要（和文）：がんの転移は治療を困難にする最も大きな要因の一つであることから、転移に関する
分子機構の解明は革新的な治療法の開発に貢献できると考えられる。本研究では、未分化型胃がんおよび食道扁
平上皮がん患者の転移巣（腹腔・リンパ節）において、エプスタイン・バーウィルス感染Bリンパ腫細胞が高頻
度で存在していることを発見した。さらに、未分化型胃がんにおいては当該リンパ腫が腹膜上の中皮細胞を活性
化させることで、腹膜における腫瘍の生存及び進展に寄与していることを明らかにした。これらの知見は、当該
リンパ腫細胞が間質成分への作用を介してがんの転移を促進する微小環境を形成しており、新たな治療標的とな
る可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：Since metastasis is one of the most common phenotypes and cause of death in 
various cancers, elucidation of molecular mechanism of metastasis and tumor progression at 
metastasis foci may lead to development of innovative therapeutic modalities. In this study, we 
discovered Epstein-Barr virus (EBV)-associated B-cell lymphoma cells (BCL) are highly present at the
 metastatic foci (e.g. peritoneum and lymph node) of diffuse-type gastric cancer (DGC) and 
esophageal squamous cell carcinoma patients. By the molecular biological approach, we revealed that 
the BCL cells contribute tumor survival at peritoneum via activation of the mesothelium in 
peritoneal metastasis of DGC. Moreover, the BCL cells also promote distal metastasis of DGC cells in
 vivo. Taken together, these findings indicate that EBV-associated BCL can establish favorable niche
 for metastasis. Therefore, these BCL cells may be an attractive metastasis control target. 

研究分野：腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
（１）世界的に胃がんはがん種別で第 3位の
死因を占めており、特に主要な組織型の一つ
である未分化型胃がんは、進行期には高頻度
で腹膜播種を来たし、治療困難な癌性腹膜炎
へと発展することから、予後不良であること
が知られている。従って、腹腔に転移したが
んの本態解明は、当該疾患の治療成績改善に
貢献すると考えられる。 
 
（２）我々は先行研究から、未分化型胃がん
患者の貯留腹水中には、転移した胃がん細胞
とともにエプスタイン・バーウィルス（EBV）
感染 B リンパ腫細胞が存在することを発見
した。さらに、上記リンパ腫細胞は in vivo
において、腹膜を構成する中皮細胞を活性化
させることを見出した。しかし、未分化型胃
がんの転移における上記リンパ腫細胞の役
割は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、未分化型胃がん患者の腹腔内に
存在する EBV感染 Bリンパ腫細胞および当
該リンパ腫細胞により活性化される中皮細
胞の特性評価を行うとともに、「胃がん細
胞・活性化中皮細胞・リンパ腫細胞」の相互
関係によって形成される微小環境の解析を
通じ、未分化型胃がんの転移における当該リ
ンパ腫の臨床的意義を明らかにする。また、
当該リンパ腫細胞の出現が未分化型胃がん
に限らず、他の固形腫瘍も含めた普遍的な現
象であるかも追求する。一連の研究により、
転移を制御するという観点から固形腫瘍に
おける当該リンパ腫を標的とした治療戦略
の妥当性を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）固形腫瘍からの EBV 感染 Bリンパ腫の
検出 
未分化型胃がん患者の貯留腹水からEBV感染
B リンパ腫細胞株の樹立を行った。また、臨
床検体として患者の貯留腹水だけでなく、手
術検体からEBV感染 Bリンパ腫細胞の検出を
行った。さらに、食道扁平上皮がんについて
も、原発・転移巣双方から当該リンパ腫細胞
の検出を試みた。 
 
（２）樹立細胞株の特性評価 
樹立した活性化中皮細胞および EBV感染 Bリ
ンパ腫細胞株の遺伝子発現解析ならびにマ
ウス移植による造腫瘍性試験・病理組織学的
染色を行い、生物学的特性を評価した。 
 
（３）胃がん細胞と活性化中皮細胞との相互
作用の解析 
未分化型胃がん患者腹水沈渣の初代培養お
よび樹立細胞株の共培養等の手法により、活
性化中皮細胞が胃がん細胞の増殖・生存へ与
える影響を評価した。さらに、上記検体およ
び細胞株のマウスへの混合移植により、転移

巣における腫瘍の進展および遠隔転移の有
無等を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）未分化型胃がん・食道扁平上皮がんに
おける EBV 感染リンパ腫細胞の検出 
未分化型胃がんの臨床検体を用いたゲノム
PCR の結果、原発巣では 65 例中 6例（9.2%）
であったのに対して、貯留腹水中では 33 例
中 6 例（18.2%）で EBV 陽性を確認した（図
１）。すなわち、未分化型胃がんにおいて EBV
感染 Bリンパ腫様細胞は原発巣よりも転移巣
に高頻度で存在しており、転移との関連が示
唆された。一方で、扁平上皮食道がん患者の
手術検体においても、高頻度（24 症例中 15
例）で EBV 陽性を認めたことから（図１）、
上記Bリンパ腫様細胞は未分化型胃がんのみ
ならず、他の固形腫瘍とも共存していること
が明らかになった。 

図１. 未分化型胃がん患者貯留腹水（上） 
および食道扁平上皮がん患者手術検体（下）
からの EBV 陽性細胞の検出 

 
（２）EBV 感染 B リンパ腫細胞株の樹立とそ
の生物学的特性評価 
①未分化型胃がん患者の貯留腹水から細胞
株の樹立を行った結果、胃がんの 43 症例に
対して当該リンパ腫様細胞は 9 症例 12 株
（9/43,21%）の樹立に成功した。リンパ腫様
細胞株を樹立できた確率と臨床検体のEBV陽
性頻度が同程度であったことから、腹水中に
存在するBリンパ腫様細胞の多くは自律増殖
可能であることが示唆された。また、細胞の
株化過程では、培養初期には当該リンパ腫様
細胞と胃がん双方が存在していたが、最終的
には胃がん細胞が淘汰される現象が観察さ
れた。従って、リンパ腫様細胞と胃がん細胞
は直接的に相利共生の関係にはないことに
加えて、リンパ腫が存在している症例の胃が
ん細胞は自律増殖できず、上記リンパ腫以外
の要素が生存・増殖に必要であることが示唆
された。  
②食道扁平上皮がんに関しても、転移巣から
の細胞株の樹立を行い、胸管内リンパ液から 
EBV 感染 B リンパ腫様細胞を 2 株樹立するこ
とに成功した。従って、当該疾患で共存して
いるBリンパ腫も未分化型胃がんと同様に自
律増殖可能であり、転移巣における食道がん
細胞の生存・増殖に直接影響を与えていない
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ことが示唆された。 
③DNA マイクロアレイおよび SNP アレイ解析
により、上記細胞株は未分化型胃がんとは異
なる B リンパ腫固有の mRNA 発現プロファイ
ル (CD19High, CD20High, CD22High, 
CD79High,EPCAMLow)を有し、ゲノム安定性が高
いことが確認された（図 2）。また、細胞免疫
染色とゲノム PCR により、上記細胞株はいず
れも B 細胞マーカーである CD20 と EBV の感
染を示すEBER1を高発現していることも確認
した。さらに、当該リンパ腫をマウス腹腔内
に移植した結果、リンパ腫を形成することを
病理組織染色等により確認した。以上の結果
から、未分化型胃がん患者の貯留腹水中には
EBV 感染 B リンパ腫が共存していることを明
らかにした。 

図 2. 未分化型胃がんおよび EBV 感染 Bリン
パ腫様細胞株の遺伝子発現プロファイル 
 
（３）活性化中皮細胞の特性評価 
上記で樹立した EBVリンパ腫細胞株 2株をマ
ウスの腹腔に移植した結果、腹膜上にマウス
由来細胞から構成される結節が形成された。
さらにこの結節を in vitro で培養すること
で、マウス由来の細胞株を樹立した。遺伝子
解析および中皮細胞のマーカーである
Mesothelin の細胞染色等によって、上記がマ
ウス中皮細胞であることを見出した。さらに
当該細胞株をマウス皮下に移植した結果、微
小ながらも腫瘍を形成したことから、上記
EBV リンパ腫細胞株にはマウス中皮細胞を活
性化し、さらに不死化・がん化させる働きが
あることが示唆された。 
 
（４）転移巣における胃がん細胞と活性化中
皮細胞との相互作用の解析 
ここまでの結果から、EBV 感染 B リンパ腫は
中皮細胞の活性化を介して胃がん細胞の生
存・増殖に影響を与えることが示唆されたた
め、胃がん細胞と活性化中皮細胞との相互作
用を評価した。 
 
①腹水中における胃がん細胞と中皮細胞と
の相互作用を評価するため、未分化型胃がん
患者 75 症例の腹水沈渣を ex vivo で培養し
た結果、患者自身の中皮細胞に依存している
症例は 26%（20 例）と高頻度で存在した。従
って、中皮細胞が腹腔内における胃がん細胞
の生存・増殖に必要であることが明らかにな
った。しかし、腹水から樹立できた胃がん細

胞株の多くは、元来中皮細胞に依存しておら
ず、上記で樹立したマウス活性化中皮細胞と
の共培養においても細胞の増殖・生存に影響
を与えなかった。また、初代培養において、
中皮細胞依存性の胃がん細胞のフィーダー
をマウス活性化中皮細胞に置換することは
できなかった。以上から、患者自身もしくは
同一種の活性化中皮細胞との相互作用が増
殖・生存に必要であることが示唆された。た
だし、マウス活性化中皮細胞をフィーダーと
して継代可能な胃がん細胞を1株樹立するこ
とには成功し、上記細胞は活性化中皮細胞が
存在しない環境下では細胞死が誘導された。 
 
②上記で樹立した中皮細胞依存性の胃がん
細胞と活性化中皮細胞とを混合移植したマ
ウス腹膜播種モデルでは、腹膜上に両方の細
胞から構成される結節を形成したことから、
活性化中皮細胞から成る微小環境が腫瘍の
進展に必要であることが示唆された（図 3）。
重要なことに、EBV 感染 B 細胞株を樹立した
患者腹水沈査をマウスの腹腔に移植したと
ころ、リンパ節への遠隔転移を来したことか
ら、当該細胞が腹膜転移だけではなく遠隔転
移にも寄与することが示唆された。 

 
図 3. 中皮細胞依存性胃がん細胞株と活性化
中皮細胞との混合移植により形成された微
小結節の免疫組織学的解析 

 
以上、本研究を通して未分化型胃がんおよび
食道扁平上皮がん患者の転移巣では、EBV 感
染 B リンパ腫細胞が高頻度で存在しており、
特に未分化型胃がんにおいては当該リンパ
腫が腹膜上の中皮細胞を活性化させること
で、腹膜における腫瘍の生存及び進展に寄与
していることを明らかにした（図 4）。これら
の知見は、当該リンパ腫細胞が間質成分への
作用を介してがんの転移を促進する微小環
境を形成しており、新たな治療標的となる可
能性を示唆している。今後、同一症例からの
B リンパ腫、中皮、株化がん細胞の再構築モ
デル等による更なる本態解明が期待される。 

 
図 4. 腹腔内における EBV 感染 Bリンパ腫の
未分化型胃がん細胞に対する 
生物学的役割の想定モデル 
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