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研究成果の概要（和文）：上咽頭がんはEBウイルス(EBV)が咽頭上皮細胞へ感染することで発生する。全世界の9
割以上の人がEBVに感染しているが、上咽頭癌はなぜかアジア・アフリカ地域に集積している。そこで、上咽頭
がん患者における変異EBVの保有頻度の調査とともに、腫瘍由来EBVの生物学性状を調べた。
シンガポール大との共同研究により、上咽頭がんの生検材料から腫瘍細胞由来の株化細胞の作成を試みたが、非
腫瘍性の鼻咽頭上皮細胞を一定期間培養できる技術の開発にとどまった。
また、高分化型と低分化型のEBV持続感染口腔扁平上皮細胞を樹立した。ウイルスコピー数が低いにもかかわら
ず、EBVの活性化が起こり、細胞は腫瘍性形質を示した。

研究成果の概要（英文）：Nasopharyngeal cancer occurs when EB virus (EBV) infects pharyngeal 
epithelial cells. More than 90% of people worldwide are infected with EBV, but for some reason 
nasopharyngeal cancer is concentrated in Asia and Africa. Therefore, we investigated the biological 
properties of tumor-derived EBV as well as investigating the frequency of possession of mutant EBV 
in nasopharyngeal cancer patients.
A joint study with Singapore University tried to create tumor cell-derived cell lines from 
nasopharyngeal cancer biopsies, but only developed techniques to culture non-neoplastic 
nasopharyngeal epithelial cells for a certain period of time .
We also established well-differentiated and poorly differentiated EBV persistently infected oral 
squamous cells. Despite the low virus copy number, EBV activation occurred and the cells exhibited 
neoplastic traits.

研究分野： ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シンガポール大との共同研究により、上咽頭癌患者の生検組織をフィーダー細胞と共培養したが、上皮性の細胞
株の作成は成功しなかった。しかし、コンデショナルプログラミング法を用いれば、非腫瘍性の鼻咽頭上皮細胞
は一定期間培養でき、air-liquid interface culture systemをを報告することができた。
また、タイのコンケン大との共同研究により、皮膚や口腔粘膜由来の扁平上皮細胞にEBVが持続的に感染するこ
とを初めて明らかにした。感染細胞は非感染細胞に比べて腫瘍性形質を示すことが明らかになった。この実験モ
デルは口腔癌の予防や治療法の開発に役立つ。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 
１．研究開始当初の背景 

 上咽頭がんはグローバルに分布する重篤な腫瘍疾患であり、早期に診断治療され無い限り、
予後が大変悪い。また、上咽頭がんは頭頸部腫瘍のなかでもとりわけ高頻度に転移するとい
う特徴があり、一旦転移性になると、治療は大変困難である。上咽頭がんのほぼ 100%の腫
瘍細胞から EBV が検出されることより(Sci Transl Med 3:107fs7, 2011)、EBV が腫瘍の形成
に関与していることは明らかであるが、その分子メカニズムの多くは不明である。 

 一方、EBV はヘルペスウイルスの一種として、ほぼ 100%の成人に無症候に感染している。
しかし、感染者のうち限られた者のみが上咽頭がんに罹患し、しかも、罹患率の地域集積性
が著しいことも大きな謎である。特に、中
国南部、東アジア南部、北アフリカ、エチ
オピアの罹患率が高い（図 1）。東アジア
南部においては、上咽頭がんは 30-50 代の
中国系男性では2番目に多く認められる腫
瘍疾患である。北アフリカ地域では、上咽
頭がんは 15-25 才の若年層に多く発生し、
小児の上皮性腫瘍のうち最多の腫瘍である。 

 従って、上咽頭がんの地域集積性の分
子メカニズムを明らかにできれば、上咽頭がんの予防・治療法の開発が可能になり、
患者を減少させることができる。 

 

２．研究の目的 
 口腔咽頭癌腫瘍細胞由来 EBV の遺伝子配列を決定し、正 
常人 EBV と比較解析して、腫瘍細胞由来 EBV の遺伝子 
多型を明らかにする。次に、薬剤耐性遺伝子を腫瘍細胞由 
来 EBV ゲノムに挿入し、組換え EBV を作成、分離する。腫 
瘍細胞由来 EBV に感染した上皮細胞の細胞増殖能など細胞 
形質の変化を解析し、EBV 株の遺伝子多型と造腫瘍性の 
関係を明らかにする。同時に、口腔咽頭癌患者における遺 
伝子多型のある EBV の保有頻度を疫学的に調査する。 
 そのために、EBV 感染を保持した腫瘍細胞株を樹立し、 
CRISPR によるゲノム編集技術などを用いて、感染細胞中の 
EBV ゲノムに薬剤耐性遺伝子を容易に組込むことによ 
り、薬剤選択を利用して数多くの EBV 株を効率よく分離 
する（図 2）。 
 

３．研究の方法 

 まず、アジア・アフリカの口腔咽頭癌患者から EBV 感染腫瘍組織を分離し、EBV 感染腫瘍
細胞を樹立する。EBV 感染腫瘍細胞の DNA を次世代シーケンスに供することで、腫瘍由来
の EBV の遺伝子配列を決定し、多型を解析する。次に、ゲノム編集の手法を用いて薬剤耐性
遺伝子をウイルスゲノムに挿入し、組換え EBV を作成する。組換え EBV に感染した口腔咽
頭細胞株を薬剤選択し、これを用いて EBV 感染口腔咽頭細胞株のがん悪性化を、細胞増殖能
や細胞運動能などについて評価し、先の遺伝子多型との関連を調べる。統計解析により、地
域性とウイルスの関与、がんの悪性度を明確にする。 



４．研究成果 

 シンガポール大との共同研究により、上咽頭癌患者の生検組織をフィーダー細胞と共培養
し、腫瘍細胞由来の株化細胞の作成を何度も試みたが、うまくいかなかった。これに関して、
腫瘍周囲の微小環境が腫瘍細胞の増殖に影響しており、高度免疫不全マウスの腎臓皮膜下に
腫瘍を移植することによって、初めて上咽頭癌由来の腫瘍細胞を増殖できるという報告が最
近行われた(Nat Commun 9(1):4663, 2018)。しかしながら、我々は、air-liquid interface 
culture system を持ちいれば、非腫瘍性の鼻咽頭上皮細胞を一定期間培養できると
いう、コンデショナルプログラミング法を確立し、論文報告を 2つ行うことができた
(Sci Rep 7; 17359, 2017, Otorhinolaryngol Head Neck Surg 3; 1-7, 2018)。 

 一方で、タイのコンケン大との共同研究「口腔咽頭癌の形成に関与する EB ウイルス感
染の研究」は順調に推移した。これまで報告されていない、皮膚や口腔粘膜由来の扁平上
皮細胞に EBV が持続的に感染し、感染細胞は非感染細胞に比べて腫瘍性形質を示すことを
明らかにできた（第 77 回日本癌学会学術総会で発表）。この研究では、高分化型の HSC1
細胞株および低分化型の SCC25 細胞株を用いて、EBV の持続感染細胞を樹立した。EBV 陽
性HSC1細胞およびEBV陽性SCC25細胞におけるウイルスコピー数はそれぞれ2および5
であった。EBV 陽性 HSC1 細胞では、EBV コピー数は 2 と低いにもかかわらず、自発的な
EBV の活性化、即ち溶解感染誘導が起こり、EBV の複製増殖が行われた。一方、EBV 陽性
SCC25細胞は5つのEBVコピーを有していたが、EBVの活性化は観察されなかった。また、
EBV 陽性 HSC1 細胞において非感染 HSC1 細胞よりも細胞の増殖および遊走が活性化され
た。 EBV 陽性 HSC1 細胞を TPA 処理すると、ウイルス溶解性 BZLF1 遺伝子の発現が誘導
された。しかし、これらの EBV の活性化や細胞の増殖および遊走の活性化は、EBV 陽性
SCC25 細胞では観察できなかった。これらの結果から、1) EBV 感染は口腔扁平上皮の腫
瘍性増殖を起こすと考えられた。2) EBV 陽性口腔扁平上皮細胞から放出された EBV は、
唾液を介した EBV の伝播に働くと考えられた。3) EBV は口腔扁平上皮細胞に持続的に感
染するが、細胞増殖またはウイルスの活性化は細胞分化の程度によって異なること
が明らかになった。 
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