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研究成果の概要（和文）：　本研究では、上咽頭癌・中咽頭癌いずれにおいても細胞老化現象と癌化・転移の関
連性は示されなかった。両者でミトコンドリアDNAで様々な変異を認め、特に上咽頭癌では転移との関連性が明
らかになった。上咽頭癌ではミトコンドリアDNAの変異は主にシチジンデアミナーゼによるもので、一方、中咽
頭癌ではシチジンデアミナーゼによるものと活性酸素種によるものが混在していた。
　以上の成果により、ミトコンドリアDNAの変異によって転移が促進される現象の存在が示された。そして今
後、ミトコンドリアDNAと転移を結びつけるメカニズムの解明が求められる。

研究成果の概要（英文）：   In the current study, we cannot find any correlated biological background
 between senescence-associated secretory phenotype (SASP), and cancerization and metastatic 
potential in both nasopharyngeal carcinoma (NPC) and  oropharyngeal carcinoma (OPC). In both 
carcinomas, especially in NPC, mitochondrial DNA mutations were strongly correlated with metastatic 
potential of NPCs. We found many mitochondrial DNA mutations were due to the effect ofcytidine 
deaminases (CDAs) in NPC. On the other hands, the mutations were caused both by CDAs and reactive 
oxigen species in OPCs.
  For the above-mentioned result, the existence of the phenomenon that metastasis was promoted by 
the mutatiions of the mitochondrial DNA was suggested. And an elucidation of the mechanisms to 
relate metastasis to mitochondrial DNA mutations is needed in the future study.

研究分野：頭頸部外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究は当初、SASPと発癌・転移の関連性を解明すべく開始したが、その関連性は証明されなかった。SASPの
誘因としてミトコンドリアDNAの変異が指摘されているが、本研究では、次世代シークエンサーによる解析の結
果、SASP現象よりもミトコンドリアDNAの変異が転移促進の主要因の一つとして抽出された。
　頭頸部癌、特にウイルス関連癌の転移機構研究の方向性として、ミトコンドリアDNA変異による転移機構の解
明が今後の研究課題として示された意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
細胞老化は、「細胞がストレスに応答して増殖を停止し、代謝活性を持ちながらもその増殖停止
状態を不可逆的に維持すること」と定義される。細胞老化には、細胞が分裂寿命を迎えたために
おこる細胞増殖の停止の他に、活性酸素種（reactive oxygen species, ROS） の蓄積や癌遺伝子
の活性化によるダメージが原因で起こる細胞増殖の停止がある。前者は内因性で時間依存性の
テロメアの短縮、後者は DNA[特に変異が入りやすいミトコンドリア DNA (mtDNA)]の変異な
どが誘因となって、p53 を介した細胞周期阻害因子 p16 および p21 の発現が上昇して増殖が
停止する。このため、p16 および p21 の発現は細胞老化マーカーとなる。老化細胞の一部は細
胞老化関連分泌形質（senescence-associated secretory phenotype, SASP) となり、炎症性サイ
トカイン・増殖因子・メタロプロテアーゼなどの細胞老化関連分泌因子（SASP 因子）を分泌す
る。ヒト癌においては、癌間質の主要な構成細胞である癌関連線維芽細胞（cancer-associated 
fibroblast, CAF）の一部が SASP 化し、SASP 因子がパラクライン的に近傍の癌細胞の増殖・
浸潤・転移を促進することが報告されている。 
近年、遺伝子変異が原因で「死にゆく、もしくは、増殖を停止した」上皮細胞が、隣接する上
皮細胞を腫瘍化する現象が報告され、この様な細胞はニッチを形成して隣接する上皮細胞を癌
幹細胞化することから oncogenic niche cells (ONCs)と命名された。さらに、「上皮細胞」が SASP 
化して ONCs となり、隣接する上皮細胞を癌幹細胞化することが報告された。この報告は、
SASP という現象が、「既に癌化した細胞が浸潤して CAF と広く接しながら浸潤・転移してい
く癌の進展のプロセス」に加えて、新たに「前癌細胞が ONCs により癌幹細胞化する発癌のプ
ロセス」にも深く関わることを示している点で注目に値する。 
頭頸部癌は酒・タバコ発癌とウイルス発癌に大別される。酒・タバコによる発癌物質への広範
な暴露では、上皮および間質細胞のミトコンドリア障害が蓄積し、高い頻度で細胞老化・SASP 
が誘導される。上皮細胞で遺伝子変異（p53, Ras など）が発生すると（前癌細胞）、近傍にあっ
た SASP 細胞が ONCsとして機能し、前癌細胞は癌幹細胞化して発癌に至る。それでは、ウイ
ルス発癌においては、SASP はどのように発癌・浸潤・転移に関与するのであろうか？我々は、
Epstein-Barr ウイルス(EBV)が病因で頭頸部のウイルス発癌の代表である上咽頭癌の発癌・浸
潤・転移機構の解明に長年取り組み、EBV 関連腫瘍蛋白 latent membrane protein (LMP)1が、
マトリックス・メタロプロテアーゼ・血管新生因子・リンパ管新生因子など癌間質の構築に関わ
る諸因子の癌細胞による産生・分泌を促進することを示してきた。さらに、LMP1 が、癌細胞
の上皮間葉移行（Epithelial Mesenchymal Transition, EMT）調節・運動能亢進など腫瘍の浸
潤・遊走能を促進することを示してきた。そして上咽頭癌による血管新生誘導能を解明するなか
で、「EBV 関連上咽頭癌細胞では、LMP1 が ROS の産生・放出を促進している」ことを発見
した。また近年、EBV 潜伏感染 B リンパ球は ROS を放出し、その結果、周囲の上皮細胞で細
胞老化が誘導されることが報告された。そこで我々は、EBV 感染上皮細胞による ROS の産生・
放出に着目し、上咽頭では、仮説①「EBV 感染上皮細胞が放出する ROS により、まず、隣接
する限局した領域の上皮細胞が SASP化して ONCsとなり、癌幹細胞ニッチを形成して発癌が
促進される」、さらに、仮説②「LMP1 の発現により高い遊走・浸潤能を持った上咽頭癌細胞は、
組織中を遊走・浸潤して次々に上皮・間質細胞（線維芽細胞）を SASP 化して新たなニッチを
形成しながら、自らは癌幹細胞形質を獲得しつつ浸潤・転移していく」、と考えた。 
さらに我々は世界に先駆けて、ヒト上咽頭癌患者から癌組織ごと移植した（Patient-Derived 

Xenograft; PDX）上咽頭癌モデルマウス（PDX マウス）作成に成功した。このモデルマウスで
は、LMP1 陽性細胞と上皮・間質細胞の相互作用による SASP誘導機構を捉えられるとともに、
SASP を標的とした薬剤の効果を評価できる。 
 
２．研究の目的 
細胞が ROSに暴露されると増殖を停止し（細胞老化, Senescence） 、そのうち一部の細胞は

SASPとなり、サイトカイン・増殖因子などを多量に分泌する。 
本研究では、EBVの潜伏感染が病因となる上咽頭癌について、以下のことを目的とする。 
１）EBV 感染上皮細胞が ROS を放出して近傍の細胞（上皮・間質細胞）を SASP 化すること、
さらに、SASP 細胞は癌幹細胞ニッチとして発癌・癌の進展を促進することを証明し、その分子
機構を解明する。 
２）既存薬剤のうち、SASP 誘導に至るネットワークの制御が可能な薬剤を選択する。 
３）ヒト上咽頭癌組織を移植したマウス（PDX マウス）を用いてヒト上咽頭癌組織に対する薬
剤の効果を評価し、実臨床での有用性を評価するための基盤とする。 
 
３．研究の方法 
EBV 関連上咽頭癌では酒・タバコ関連癌と比較して老化細が癌周囲に限局していることを、患
者検体を用いて示す。EBV 感染上皮細胞が近傍の上皮・線維芽細胞の細胞老化を誘導すること
を、タイムラプス顕微鏡を用いてリアルタイムで可視化して示し、さらに、ROS がその誘因であ



ることを証明する。 
そして、SASP 化した老化細胞が癌幹細胞化を支持する oncogenic niche cells (ONCs)となる
ことを間接共培養により示す。mtDNA 変異の解析と細胞老化・SASP 誘導ネットワークの解析に
より、SASP 誘導の分子機構を解明し、SASP の誘導制御や老化細胞の細胞死誘導が可能な薬剤を
選択する。 
さらに、EBV 感染細胞と周囲の細胞が協調して、上咽頭癌の発癌ならびに臨床的特徴である高
浸潤性・転移性に寄与することを、ヌードマウスを用いて示し、最後に、薬剤による治療効果を
PDX マウスで評価する。 
 
４．研究成果 
 本研究では、タイムラプス顕微鏡を用いた解析でも、間接共培養による解析でも、上咽頭癌・
中咽頭癌の細胞老化現象と癌化・転移の関連性は示されなかった。細胞老化は短時間の刺激で誘
導されるものではなく、長期間の刺激によるミトコンドリアや体細胞遺伝子の変異の誘導が原
因となっていることが本研究で細胞老化誘導のための実験系がうまく組めなかった要因と考え
られた。一方、上咽頭癌と中咽頭癌の両者でミトコンドリア DNA に様々な変異を認めた。特に上
咽頭癌ではその変異の度合いと転移との正の関連性が明らかになった。上咽頭癌におけるミト
コンドリア DNA の変異は主にシチジンデアミナーゼによるもので、C to A/G to T の変異がほと
んどであった。興味深い点は、LMP1 とシチジンデアミナーゼの発現がよく相関したことで、血
管新生や EMT とは異なる LMP1 による新たな転移機構が存在することが示唆された。一方、中咽
頭癌ではシチジンデアミナーゼによるものとそれ以外のメカニズムによるものが混在していた。
シチジンデアミナーゼ以外によるミトコンドリア DNA 変異のメカニズムとして、ROS によるもの
が最も有力であり、なかでも Super Oxide Disumutase 2 (SOD2)の発現低下によるミトコンドリ
ア内の ROS の蓄積による可能性が高いと思われた。SOD2 が低下した中咽頭癌では実際にリンパ
節転移が進行しており、併せてミトコンドリア DNA の変異の頻度とも相関する傾向があった。こ
れらの成果により、ミトコンドリア DNA の変異によって転移が促進される現象の存在が示され
た。そして今後、ミトコンドリア DNA と転移を結びつけるメカニズムの解明が求められる。 
 以上の様に、本研究は当初、SASP と発癌・転移の関連性を解明すべく開始したが、その関連
性は証明されなかった。SASP の誘因としてミトコンドリア DNA の変異が指摘されているが、本
研究では、次世代シークエンサーによる解析の結果、SASP 現象よりもミトコンドリア DNA の変
異が転移促進の主要因の一つとして抽出された。 
 頭頸部癌、特にウイルス関連癌の転移機構研究の方向性として、ミトコンドリア DNA 変異によ
る転移機構の解明が今後の研究課題として示された意義は大きい。 
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