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研究成果の概要（和文）：　癌組織は、少数の癌幹細胞と多数の分化細胞から構成される「癌幹細胞」理論が提唱され
た。我々は、Epstein-Barrウィルス (EBV)遺伝子を用い、上咽頭癌の癌幹細胞作成に成功した。
　他方、癌細胞増殖は、周囲の正常細胞との相互作用「細胞競合」により規定されることが報告された。本研究では、
「正常細胞」「前癌病変細胞」「癌細胞」「癌幹細胞」を作成し、細胞競合現象を検討した。いずれの共培養でも細胞
競合は起こった。上咽頭癌組織・細胞モデルにおいて、細胞競合マーカーのSparc発現低下と、周囲の正常組織でSparc
の発現亢進を認めた。これらからSparcは細胞競合に強く関連していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　In recent study, new theory has been proposed that cancer tissues composed by a 
few “cancer stem cells” which can generate cancer cells, and many “differentiated cancer cells”. From 
this theory, we reported　Epstein-Barr virus (EBV) genes could induce cancer stem cells of 
nasophraryngeal carcinoma (NPC) .
　On the other hand, it is reported that cancer proliferation is regulated by “cell competition”, 
interaction between normal cells surrounding cancer cells and cancer cells. In this study, we generate “ 
normal cell”, “precancerous cell”, “cancer cell”, and “cancer stem cell” using plasmid that 
contains EBV gene and other precancerous NPC genes. Finally, we examined cell competition phenomena 
between these cell lines. We detected cell competition phenomena in every co-culture of these cells. In 
NPC tissues and cell lines, we found that high Sparc expression in normal cells. These finding suggest 
that Sparc is closely related cell competition.

研究分野：耳鼻咽喉科
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１．研究開始当初の背景 
 癌化のプロセスは、initiation, promotion, 
progressionの 3過程からなる。上咽頭癌は、
Epstein-Barr virus(EBV)が発癌に関与する
ユニークな頭頸部癌である。近年の癌幹細胞
仮説の隆盛とともに、initiation ステップに
おける解析が進んでいる。申請者は正常咽頭
細胞に EBV-LMP1 を発現させるとその 細
胞は癌幹細胞性を獲得することを報告した。 
20 世紀までは、「EBV の正常細胞へ潜伏感
染が最初に起こり、 EBV によって前癌病変
が発生し癌化する」と考えられていた。21 世
紀初頭、上咽頭前癌病変に遺伝子 変異(3 番、
9 番、13 番染色体)が存在し、それらは EBV 
感染によって生じるのではなく、EBV非感染
細胞において既に認められることが報告さ
れた。さらに近年の大規模な疫学調査によ
り上咽頭癌の前癌状態形成に必須の遺伝子
がそれらの染色体上に特定された。これらの
報告から「EBV 感染は上咽頭癌発癌におい
て、initiationの最初のステップで必要なので
はなく二番目のステップで必要である」こと
が示唆された。1964 年に Stocker らは、シ
ョウジョウバエ由来正常細胞と変異細胞を
共培養すると、周囲を正常 細胞に囲まれた
変異細胞の増殖が抑制されることを報告し
た。本現象は「細胞競合(cell competition)」
と命名され、近年、急速に解明が進み、哺乳
類にもこの現象が観察されることが判 明 し
た。  
「細胞競合」とは、2 種類の適応能力が異な
る細胞が同時に隣接し存在する状況におい
て、 適応能力で勝る細胞(winner)が劣る細
胞(loser)を積極的に排除する、winnerの増殖
と loser の細胞死が相互依存的に起こるた
め、集団のサイズは一定に保たれる現象で
ある。遺伝子変異を有するものの異形成な
ど組織学的変化を呈する以前の前癌細胞は、
正常細胞との間の細胞競合の winner とな
り、徐々に広範な領域が前癌細胞へと置換
される、すなわち、 initiation ステップが細
胞競合によって制御されている可能性があ
る。藤田らは、世界で初めて哺乳類細胞を用
いて正常細胞と 癌細胞の「細胞競合」現象
を報告した。正常細胞と Ras 癌遺伝子によ
って癌化させた 細胞を混合培養すると、癌
細胞は正常細胞層の apical 側 (管腔側)には
じき出されて排除される(apical exclusion)。
 Apical exclusion によって排除されなかっ
た癌細胞は 正常細胞の基底層側に潜り込む
ようにして増殖する。つまり、「正常細胞と
の細胞競合で loser となった癌細胞は、確率
的に管腔側に排除されるか、基底側に 
espcape する。基底層で生き残る細胞集団が
癌として増殖する。」ことになる。  
実際のヒト組織においては、癌細胞と正常細
胞の「細胞競合」が起こるのではなく、「正
常細胞と前癌状態の細胞」あるいは「正常細
胞と癌幹細胞」の細胞競合において、前癌細
胞・癌幹細胞が排除されずに winner となる

ことが、発癌の initiation となる。この現象
を利用することで全く新規の癌治療戦略が
提唱できると考え、本研究コンセプトの着想
に到った。  
 
２．研究の目的 
 上咽頭癌発癌の  initiation ステップを
「細胞競合」という側面からアプローチし
て、EBV 感染以前の遺伝子変異の重要性、
EBV 感染後の EBV 遺伝子発現、特
EBV-LMP1 の重要性、 の 2 相に細分化し、
その分子機構を解明することを目的とした。
すなわち、「正常細胞 vs 癌細胞」だけでな
く、「正常細胞 vs 癌幹細胞」および「正常
細胞  vs 前癌病変細胞」という細胞競合現
象の視点から上咽頭組織で繰り広げられて
いる上咽頭癌発癌の第一ステップを解明す
ることが目的である。  
 
３．研究の方法 
1) 「正常上咽頭細胞」、「EBV 感染前-前癌細
胞」、「EBV 感染-前癌細胞」、「EBV 感染-癌細
胞」、各段階のモデル細胞を作成する。各モ
デル細胞を共培養することで、上咽頭癌発癌
の initiation の段階で生じている「細胞競
合」現象を再現すると共に「細胞競合」関連
分子の変化を網羅的に解析する。  
① 上咽頭癌幹細胞の候補遺伝子、MDS-EVI1、 
CDKN2A/B、TNFRS19 の遺伝子を正常上咽頭細
胞に発現させ前癌状態の細胞を作成する。正
常上咽頭細胞 NP69 は EBV-LMP1 発現により、
形質転換するものの発癌はしない。それは、
癌化に必要な遺伝子変異を有 していないた
めである。MDS-EVI1, CDKN2A/B, TNFRS19 遺
伝子をエストロゲン誘導性レトロウィルス
ベクターを作成する。そして正常上咽頭細胞
NP69 に導入し、「EBV 感染前-前癌細胞」モデ
ルを作製する。 
② 「EBV 感染前-前癌細胞」モデルにテトラ
サイクリンにより LMP1, LMP2, EBNA1 を発
現誘導するウイルスベクターを導入、「EBV 
感染-前癌細胞」を作製する。この時点で一
定の少数細胞が「癌幹細胞化」する。 
③「EBV 感染前-前癌細胞」に LMP1 を導入し、
「EBV感染­癌細胞」が誘導する。  
以上により作成した細胞を用いてタイムラ
プス顕微鏡下に、「細胞競合」現象 apical 
exclusion 及び基底層側への潜り込み現象
を解析する。  
 
2) 上咽頭病理組織標本における「細胞競合」
関連分子の発現解析を行った。実際の臨床
検体における「細胞競合」関連発現と我々
の作製したモデルの整合性を評価した。当科
にて保存されている120例の上咽頭癌原発巣
パラフィン包埋病理組織を用いた。  
Sparc はヒト組織において発現検討可能な
細胞競合マーカー、すなわち、winner と
loser を規定するマーカーの中で 最も解析
が進んでいる。そしてもうひとつ代表的マー



カーとして flower を候補とした。この蛋白
は loser 細胞が発現するマーカーであり、
積極的にアポトーシスを促進する。多数の上
咽頭癌組織標本における Sparc 蛋白発現お
よび flower 蛋白発現を免疫組織化学的に
評価する。そして、上咽頭癌とその周囲組
織における癌細胞と周辺の咽頭細胞で生じ
ている現象を細胞競合の視点から分析した。
 これら二つのマーカーと他に報告されてい
るマーカーについても発現を検討した。EBV
陽 性 の 有 無 は 、 EBER-In situ 
hybridization(ISH)を用いた。 
 
3) Sparc 発現の上咽頭癌発癌 initiation 
における重要性について検討する。すなわち、  
「正常細胞」、「EBV 感染前-前癌細胞」、「EBV 
感染-前癌細胞」、それぞれ単独培養した場合
の Sparc 発現について検討する。一般に 
Sparc は細胞競合の関係の中で誘導される。
次 に 共培養前の各モデル細 胞 に お け る 
Sparc と flower の発現について検討する。
最後に、これらの細胞に種々のサイトカイン
やシスプラチンをはじめとした抗がん剤を
添加し、細胞競合現象がどの程度変化するか
を検討した。 
  
４．研究成果 
1)「正常上咽頭細胞」、「EBV 感染前-前癌細
胞」、「EBV 感染-前癌細胞」、「EBV 感染-
癌細胞」の各段階のモデル細胞を作成した。
MDS-EVI1, CDKN2, TNFRS19 のベクターを「正
常上咽頭細胞」NP69 および AdAH、ならびに
MDCK 細胞に導入し発現させた。また、「EBV
感染前-前癌細胞」モデルに EBV 癌遺伝子と
考えられる LMP1, LMP2, EBNA1 を発現誘導す
るウイルスベクターを導入し、「EBV 感染-
前癌細胞」および「EBV 感染-癌細胞」を作製
した。正常上咽頭細胞である NP69、 AdAH、
イヌ上皮細胞 MDCK 細胞に感染後、細胞集団
よりシングルクローンを採取した。「正常上
咽頭細胞」、「EBV感染前-前癌細胞」、「EBV
感染-癌細胞」の各段階のモデル細胞を作成し、
タイムラプス顕微鏡下に細胞競合が起こる
かを検討した。また、これらの細胞の転写産
物を解析した。「正常細胞 vs 癌幹細胞」、「正
常細胞 vs 前癌病変細胞」、「正常細胞 vs 癌
細胞」の間で一定の「細胞競合」現象を認め
たが、「正常細胞 vs 癌細胞」において顕著
に現象を認めた。 
 
2) 上咽頭癌病理組織標本における「細胞競
合」関連分子の発現解析を行った。Sparc 発
現を解析したところ、EBV陽性例における腫
瘍部分での Sparc発現低下と、腫瘍と接する
正常組織におけるSparcの著明な発現が認め
られた。この現象は、EBV陽性上咽頭癌では
有意差を持って差異を認めたが、EBV陰性上
咽頭癌においてはSparcの発現は特定の傾向
は認めなかった。また、同時に染色を行った
flower についても同時に解析を行ったが一

定の傾向は見出せなかった。同様に他の「細
胞競合」現象に関連する分子について免疫染
色を行ったが一定の傾向は認めなかった。 
 
3) 「正常細胞」、「EBV 感染前-前癌細胞」、「EBV 
感染-前癌細胞」、それぞれ単独培養した場
合の Sparc 発現について検討を行った。いず
れの場合も単独細胞では、Sparc 発現は低い
状態であった。共培養を行った上で、フロサ
イトーメーターでセルソーティングを行う
と、Sparc は正常咽頭細胞で高発現している
ことが判明した。しかし、シスプラチンをは
じめとした抗がん剤添加によっても TFNαや
IFN などのサイトカイン刺激によってもその
発現の程度に変化は認めなかった。flower の
発現についても検討を行ったが、共培養にお
いても単培養においても、flower の発現は低
く「細胞競合」現象とは関連性が低いことが
示唆された。 
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