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研究成果の概要（和文）：　上咽頭癌細胞C666.1から分泌されるエクソソームから、当初想定されたLMP1蛋白
（EBV関連腫瘍蛋白）は検出されなかった。一方、EBERs、BART-miRNAsをはじめとするEBV関連RNAsは容易に検出
された。
　そのうち、miR-BART17-5pはエクソソームを経由しない特殊な機構で分泌されることが判明し、さらに化学療
法抵抗性と深く関与することが示されたたえめ、治療標的となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：   EBV-associated oncoprotein, LMP1, was not detected in nasopaheryngeal 
carcinoma (NPC) cell line, C666.1,-derived exosomes. In contrast, EBV-associated RNAs, such as EBERs
 and BART-miRNAs, was easily detected in the exosomes.
   One of BART-miRNAs, miR-BART17-5p, was secreted in extra-ordinally pathway, but in 
exsosome-independent pathway. The miRNA would be expected as novel therapeutic target of NPC.

研究分野：頭頸部癌

キーワード： 上咽頭癌　EBV　EBERs　miR-BARTs　エクソソーム　Argonaute 2
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは上咽頭癌の転移では、EBV関連
腫瘍蛋白 LMP1が Key Factorとなって、血
管新生因子（VEGF-A, IL-8, FGF-2）の分泌
を促進し、特に、原発巣における間質の血管
新生が転移を促進することを示してきた。 
癌がこれから転移しようとする臓器（転移
標的臓器）では、転移に先立って血管・リン
パ管新生の誘導や細胞増殖を支持する間質
の形成により、癌細胞が転移しやすい微小環
境（前転移ニッチ）が構築される。 
エクソソームは、細胞外へ放出される直径

30~100 nmの小胞である。エクソソームには
サイトカイン、増殖因子などの拡散物質に加
えて、受容体蛋白や mRNA、microRNA な
どが内包されており、水平伝搬により細胞間
の情報伝達を仲介する。 
研究開始当初、悪性黒色腫細胞が放出する
エクソソームは転移標的臓器に親和性があ
り、血管内皮細胞を増殖させて前転移ニッチ
の構築を促進すること、骨髄由来細胞
（BMDCs）が転移標的臓器に遊走し血管内
皮細胞に分化して前転移ニッチを構築する
こと、が示された(Peinado et al. Nat Med 
2012）。そこで、申請者らは上咽頭癌が放出
するエクソソームも２種類のプロセスで前
転移ニッチを構築すると考えた。プロセス
[1]：エクソソームが転移標的臓器に到達して
前転移ニッチを構築する。プロセス[2]：エク
ソソームを取り込んだ bone marrow  
derived cells (BMDCs)が転移標的臓器に遊
走し、血管内皮細胞に分化して前転移ニッチ
を構築する。 
 近年、Drug Delivery Systemが注目され
ている。自然媒体であるエクソソームが自己
免疫で排除されず末梢血中で安定な点、蛋白
や RNA など多彩な物質を運搬できる点、エ
クソソームに siRNA、microRNAや蛋白を人
為的に内包させることが出来る様になった
点（Alvarez-Erviti, et al. Nat Biotech 2011）、
に着目し、前転移ニッチ構築の主役である血
管内皮細胞やBMDCsを標的とした全く新し
い Drug Delivery Systemである治療用エク
ソソームを開発することを着想した。 
 
２．研究の目的 
癌は転移に先だって転移標的臓器の微小
環境（前転移ニッチ）を構築する。本研究で
は、申請者らが取り組んできた上咽頭癌転移
機構の研究をさらに発展させ、Epstein-Barr 
virus (EBV) 関 連 腫 瘍 蛋 白 latent 
membrane protein (LMP) 1が放出を促進す
るエクソソームが、前転移ニッチの構築と転
移を促進する機構を臨床検体の解析と蛍光
技術を駆使した動物モデルで解明する。 
さらに、前転移ニッチ構築の主役である骨髄
由来細胞  (bone marrow derived cells, 
BMDCs)や血管内皮細胞 に取り込まれやす
く加工したエクソソームを未熟樹状細胞に
強制的に産生させ、新たな Drug Delivery 

System「前転移ニッチの構築を阻害して転移
を予防する治療用エクソソーム」を開発する
ための実験的基盤を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1)EBV陽性 Burkitリンパ腫培養細胞・上咽
頭癌細胞（C666.1）上清からエクソソームを
抽出する。 
(2)エクソソームに内包されている EBV関連
蛋白を定量する。 
(3)エクソソームに内包されている EBV関連
RNAを定量する。 
(4)エクソソームに内包されない EBV 関連
RNA を同定し、さらにそのキャリアーを同
定する。 
(5)EBV関連 RNA、特にmiR-BART17-5pに
ついてその細胞内外の発現を定量し、機能解
析を行う。定量を in vitroに限らず、患者血
清についても検討する。 
(6)Cisplatin 抵抗性の上咽頭癌細胞を樹立し、
miR-BART17-5pの細胞内外の発現を親細胞
と比較して検討する。 
 
４．研究成果 
(1)EBV陽性Burkitリンパ腫培養細胞上清か
らエクソソームを抽出し、エクソソーム関連
マーカーについて解析した所、CD63 が発現
していることが判明した。続いて、LMP1陽
性とされる上咽頭癌細胞 C666.1 についてエ
クソソーム解析した所、CD63 は陽性であっ
たが、EBV 関連蛋白 LMP1 は同定されなか
った。C666.1細胞の whole cell lysate解析
でも LMP1 発現を解析したところ、やはり
LMP1は同定できなかった。これらの結果か
ら、エクソソーム解析実験系において、
C666.1 であれば LMP1 と関係なく in vitro
の実験系がくめることが判明した。また、
C666.1 を用いてエクソソームに内包される
核酸の解析は可能であると判断した。ただし、
LMP1 陽性上咽頭癌細胞を用いた実験系の
構築は断念した。 
(2) エクソソームに含まれる EBV 関連の核
酸についての定量的リアルタイム PCR 法に
よる解析では、EBER1, 2ともにエクソソー
ムに内包されていることが判明した。C666.1
を用いた同様の実験でも EBERsがエクソソ
ームに内包されていることが判明し、さらに、
ヒト保存血清中のエクソソームにおける
EBV関連 RNAの解析でもやはり EBERsは
同定された。以上から、上咽頭癌のエクソソ
ームについて、蛋白の解析は困難だが、核酸
の発現とその意義に関する検討は支障なく
遂行が可能と考えられた。 
(3)エクソソーム中における miR-BARTs の
発 現 に つ い て も 検 討 し た 。 特 に 、
miR-BART2-5p, 17-5p, 18-5pについて解析
した。まず抽出したエクソソームから、
miR-BART2-5p と 18-5p は同定されたが、
miR-BART17-5pについては同定されなかっ
た。ただし、培養液中から total RNAを抽出



して検討するとmiR-BART17-5pが同定され
ることから、miR-BART2-5pと 18-5pは少な
くともエクソソームを介して分泌されるが、
miR-BART17-5pについてはエクソソームを
介さずに細胞から分泌されると考えられた。 
(4)上咽頭癌患者血清では、EBERsは 31症例
中 1 例で検出出来たのみであった。
miR-BART2-5p, 17-5p, 18-5pは治療前の多
くの症例で検出されたものの、治療後に
miR-BART17-5p, 18-5pが検出されるのは数
例ずつであり、いずれも遺残症例や後に再発
が判明した症例のみであった。また、み
R-BART17-5p については腫瘍の著しい縮小
にもかかわらず、治療後に発現が増加した症
例も散見され、腫瘍の体積と無関係に分泌が
更新したために増加したと考えられた。 
(5) miR-BART17-5p はやはりエクソソーム
を介した分泌がされないことが確認され、さ
らに Argonaute 2（AGO2）蛋白と結合した
全く別の機序で細胞外に分泌されることが
判明した。 
(6)Cisplatin 抵 抗 性 細 胞 で は 、
miR-BART2-5p の発現・分泌の変化はなく、
miR-BART18-5pの発現量は減少することが
判明した。 
(7) AGO2 と 結 合 し て 分 泌 さ れ る
miR-BART17-5pはCisplatin抵抗性C666.1
細胞で発現・分泌ともに著しく増加し、
miR-BART17-5pが化学療法抵抗性に関与す
ることが示唆された。 
(8) miR-BART17-5p の機能解析を行う必要
がある。miR-BART17-5pを標的とした治療
用エクソソームの開発が、化学療法耐性細胞
の根絶、さらには癌幹細胞の根絶をすること
ができる可能性がある。 
(9) 患者血清中でも腫瘍遺残・再発症例の治
療後血清中では高率にmiR-BART17-5pが検
出され、腫瘍マーカーとしての意義も今後、
検討する必要がある。 
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