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研究成果の概要（和文）：　EBウイルス(EBV)陽性上咽頭がん株C666-1より、EBV陰性株樹立を試みた。FISH解析ではC6
66-1細胞1つあたり大量のEBVが存在し、薬剤処理や限界希釈法を組み合わせたが陰性株樹立はできなかった。これらは
、C666-1細胞増殖はEBVに依存することを示唆している。次にがん幹細胞分離のため、幹細胞特異的転写因子SOX2の解
析を行った。SOX2プロモーター活性はSOX2遺伝子発現と相関し、プロモーター活性陽性細胞は高いスフェア形成能を有
していた。更にSOX2プロモーター結合タンパク質を同定し、SOX2を介してがん幹細胞形成制御をしていることが明らか
となった。

研究成果の概要（英文）：We had tried to establish EB virus (EBV) negative cell lines from EBV harboring hu
man nasopharyngeal carcinoma cell line C666-1. C666-1 had a large number of EBV copies per cell and we cou
ld not establish EBV negative cell line from C666-1 using drug treatment and dilution cloning.  These resu
lts suggest that EBV infection is essential to keep C666-1 cell proliferation.  Next, to isolate cancer st
em cell population from nasopharyngeal carcinoma, we analyzed the expression mechanism of stem cell specif
ic transcription factor SOX2 in cancer cell lines. SOX2 promoter activity was related to SOX2 mRNA express
ion level and promoter positive cell population showed high sphere activity. Moreover, we identified SOX2 
promoter binding protein and this protein regulated cancer stem cell formation by the regulation of SOX2 p
romoter activity. 
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１．研究開始当初の背景 
 がん幹細胞は、造血幹細胞のように自己
複製能を有し、分化によって周辺の多様な
がん細胞集団を生み出す細胞である。がん
幹細胞は、抗がん剤への強い耐性を有する
ことから、がん幹細胞形成の分子機序を理
解することは、がん治療にとって極めて重
要である。 
EBウイルスは、バーキットリンパ腫、上咽
頭がん、胃がんなどに感染が認められる。
しかしながら、EBウイルス陽性腫瘍から上
皮細胞株を樹立した場合、ほとんどの例で
はEBウイルスを脱落する。そのため、上皮
細胞の腫瘍におけるEBウイルスの役割に
ついては、不明な点が多い。C666-1は、著
名な上咽頭がん細胞株としては唯一EBウ
イルスの潜伏感染を持続している。最近、
C666-1は非接着培養により、がん幹細胞マ
ーカーCD133や幹細胞特異的転写因子Oct4
の発現を劇的に増加することが報告され
た（Xia H et al., J Biol Chem (2010)）。
また私は、EBウイルス由来miRNAがmiRNA産
生酵素Dicerを標的とし、C666-1およびバ
ーキットリンパ腫細胞株においてウイル
スの潜伏感染を誘導することを発見した
（業績論文２）。上皮細胞におけるDicerの
発現減少は、上皮-間葉系移行（EMT）を誘
導することから（Martello G et al., Cell 
(2010)）、これらの報告は、上咽頭におけ
るEBウイルスの感染は、上皮細胞の脱分化
を誘導し、がん幹細胞の形成を誘導する可
能性を強く示唆している。 
 
２．研究の目的 
 研究機関内に、上咽頭がん細胞への EBウ
イルス感染によりがん幹細胞が誘導される
ことを明らかにする。そのために初年度は、
上咽頭がん細胞株C666-1よりEBウイルス陰
性細胞株を樹立し、がん幹細胞を高感度で検
出するベクターを開発する。更に、樹立した
細胞株と親株を比較して、幹細胞数および、
関連遺伝子の発現量を比較する。次年度以降
は、がん幹細胞形成に関与するウイルス遺伝
子の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
[平成２３年度]  
（１）C666-1 からの EB ウイルス陰性上咽
頭がん細胞株の樹立 
C666-1 は、EB ウイルス潜伏感染マーカ
ーである EBER 陰性集団を含んでいる。EB
ウイルス陽性上咽頭がん細胞株C666-1を、
上咽頭がん増殖因子IGF-1存在または非存
在下で限界希釈法を用いて培養する。細胞
が増加したところで、その一部から
genomic DNA を抽出し、PCR 法にて EBウイ
ルスゲノムを検出する。宿主 DNA と比べ、
ウイルスDNAの少ない集団から再度限界希
釈を行い、EBウイルスゲノムが検出できな
くなるまで繰り返し、EBNA-1 の免疫染色な

どを行い、EBウイルスの混入がないことを
確認する。 
 
（２）幹細胞特異的ベクターを用いたがん
幹細胞の検出 
（１）で樹立した細胞株、及び親株に幹
細胞特異的ベクターを遺伝子導入する。ベ
クターは、ES 細胞で発現する early 
transposon を改変したプロモーターと、
幹細胞特異的転写因子 Oct4 もしくは Sox2
のエンハンサーを含み、幹細胞特異的に
GFP もしくは Ds-Red を発現する。遺伝子導
入後、GFP+Ds-Red+集団を分離し、幹細胞
を多く含むことを確認する。開発したベク
ターを、（１）及び親株に遺伝子導入し、
幹細胞集団数を測定する。 
 
（３）EB ウイルス感染上皮細胞株における
がん幹細胞集団 
（２）において増加した幹細胞集団が、
どのような性質を保持しているのか解析
を行う。即ち、細胞株に当初から存在した
幹細胞集団と、ウイルス感染後増加した幹
細胞集団を FACS-Aria Pro にて分離し、幹
細胞特異的転写因子（Oct4, Sox2, KLF4, 
Nanog）、幹細胞表面抗原（CD133, CD44）
の発現を Real-time PCR もしくは、Western 
Blotting 法によって確認する。また、接着
依存性増殖、細胞運動性、低酸素条件下で
の細胞増殖についても解析を行う。 
 
[平成２４年度以降]  
（４）EB ウイルス陽性及び陰性上咽頭が
ん細胞株 C666-1 における遺伝子発現解析 
（１）及び親株における遺伝子発現の差
を、DNA アレイ及び miRNA アレイを用い
て網羅的に解析する。EB ウイルス感染
により発現変動が認められた、cDNA, 
non-coding RNA, miRNA のうち幹細胞に
関連したものがあるかを検索する。 

 
（５）幹細胞誘導活性を有する EB ウイルス
遺伝子の同定 
EB ウイルス陽性 C666-1 に、EB ウイル
ス遺伝子に対する siRNA を導入し、FACS
解析にて幹細胞集団が減少を確認する。
次に、siRNA で変動が認められた遺伝子の
発現ベクターを、（１）の細胞株に導入し、
幹細胞集団が増加するかを確認する。EB
ウイルス由来 miRNA に幹細胞誘導活性が
認められた場合、miRNA の標的遺伝子の検
索を、Ago2 に対する抗体を用いて免疫沈
降法にて行う。 
 
（６）Cell-to-Cell contact method を用い
た EB ウイルスの細胞株への感染 
（１）で樹立した EB ウイルス陰性株に、
Neomycin 耐性遺伝子を組み込んだ EB ウ
イルスを有する Akata 細胞株を共培養し、
G418 による薬剤選択法を用いて EB ウイ



ルス感染 C666-1 を再度樹立する。EB ウ
イルスの感染は、II 型潜伏型感染のマー
カー（EBNA1, LMP1, LMP2A, EBER）を
RT-PCR 法にて確認し、幹細胞集団は FACS
解析にて解析する。 
 
（７）上咽頭がんにおける EB ウイルス由来
幹細胞誘導因子の解析 
（１）で樹立した細胞株に、（６）の方
法を用いて同定した遺伝子を欠落する
EB ウイルスを感染させる。この細胞株
と（６）の細胞株を比較して、上咽頭
がんのEBウイルス感染における幹細胞
誘導因子の役割について、詳細な解析
を行う。また同時に、接着依存性増殖、
細胞運動性、低酸素条件下での細胞増
殖についても解析を行い、このときが
ん幹細胞集団の細胞数に変化が認めら
れるかを解析する。 
 
４．研究成果 
本研究で得られた成果の概要は、以下の
通りである。  
(1) EB ウイルス陽性上咽頭がん細胞株
C666-1から薬剤処理及び限界希釈法を用
いて、ウイルス陰性株の株化を試みた。
しかしながら、陰性株樹立はできなかっ
た。EB ウイルス陰性株が報告されている
バーキットリンパ腫細胞株 Akata（0-40
コピー/細胞）や、陰性コントロールであ
る Daudi EB ウイルス陰性株と比較して、
FISH 法解析では C666-1 細胞 1 つあたり
大量の EB ウイルス（50-100 コピー／細
胞）が存在した。染色体への EB ウイルス
遺伝子の組み込みは認められなかったが、
Akataと異なり EBウイルスがない細胞は
認められなかった（南保明日香博士との
共同研究）。これらの結果は、上咽頭がん
細胞株 C666-1 の細胞増殖は、EB ウイル
スに依存することを示唆している。 
(2)EB ウイルス感染がヒト上皮細胞に与
える影響を解析するために、ヒト乳腺上
皮不死化細胞株 MCF10A に EB ウイルスを
感染させたところ、E-cadherin の発現は
減少しなかったが、その局在は細胞外か
ら細胞内へと変化し、E-cadherin を基質
とするユビキチンリガーゼの発現が上昇
していた。これらの結果は、EB ウイルス
感染上皮細胞では E-cadherin の局在異
常を介して、上皮間葉系移行が成立して
いることを示している。現在、より詳細
な分子機構を解析中である（吉山裕規博
士との共同研究）。 
(3)がん幹細胞集団を分離するために幹
細胞特異的転写因子 SOX2 プロモーター
の解析を行い、SOX2 プロモーター活性は
SOX2 遺伝子の発現と相関性があり、プロ
モーター活性陽性細胞は、高い Sphere 
formation 活性を有していた（Liang S et 
al, Biochem Biophys Res Commun. 2013）。

更に SOX2 プロモーター結合タンパク質
を同定し、同定した因子が SOX2 プロモー
ターの活性を抑制し、Sphere formation
活性や Side population 活性などの、が
ん幹細胞に特徴的な活性の制御を行なっ
ていることが明らかとなった。これらの
結果は、がん細胞における SOX2 の転写活
性はプロモーターに依存し、がん幹細胞
集団において SOX2 が重要であることを
示唆している。現在上咽頭がん細胞株に
応用可能か解析中である。 
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