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研究成果の概要（和文）：中国南部では上咽頭癌発生率が非常に高く重大な健康問題となっている。本研究ではDNAメ
チル化およびmicroRNAに注目して早期診断に資するバイオマーカーを探索した。上咽頭癌患者および非癌患者の生検組
織・血漿よりDNAおよびRNAを抽出し、遺伝子メチル化とmicroRNA発現を測定した。その結果、UBE2L6やFSTL1等のプロ
モーター領域のメチル化やmicroRNA(miR-497等の低下、ebv-miR-BART22等の増加)が見いだされた。患者血漿中でmiR-4
97の低下が認められ、バイオマーカー候補と考えられた。脱メチル化剤の処理やmiR-497 mimicの導入により癌特性が
軽減した。

研究成果の概要（英文）：Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is a malignancy with poor prognosis that is 
endemic to Southern China. We investigated epigenetic alteration in NPC to find biomarker candidates for 
early detection. We obtained specimens from NPC patients and control subjects written informed consent. 
DNA and RNA were extracted and analyzed the differences in levels of DNA methylation and microRNA 
expression. We found promoter hypermethylation (UBE2L6, FSTL1, etc.) and dysregulation of microRNA 
(down-regulation of miR-497, up-regulation of ebv-miR-BART22, etc.). Furthermore, the concordant 
down-regulation of miR-497 in tissues and plasma suggested that miR-497 could be used as a diagnostic 
biomarker for NPC. Treatment with demethylation reagents and transfection of miR-497 mimic restored the 
gene expression levels, and inhibited cancer phenotypes (cell proliferation and migration and 
anti-apoptosis) in NPC.

研究分野： 環境衛生学
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１．研究開始当初の背景 
 中国南部では Epstein-Barr ウィルス(EBV)
感染が関与する上咽頭癌の発生率が非常に
高い。国際がん研究機関（IARC）により、「EBV
感 染 はヒト に 対して 発 がん性 が あ る
（Group1）」と評価される。中国全土での統
計では上咽頭癌の発生率や死亡率が低く見
積もられている。しかし、中国を地域別に評
価すれば未だに中国南部、特に広東省や広西
省の地域では依然高い発生率が続いている
現状がある。また、早期に診断される(Stage I)
のは医療先進地区である香港でも 3 割程度で
あり、病期が進むほど予後不良である。以上
のように、中国内外の関連する研究より、早
期診断方法の確立とスクリーニング検査か
ら精密検査・診断・治療へ繋げるシステムの
構築が急務であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、中国南部地域において多発する
EBV 感染による上咽頭癌の発症の分子機構
を解明し、予後不良である現状を打開できる
早期診断マーカーを探索し、予防対策を樹立
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 広西医科大学附属病院・耳鼻咽喉科頭頚部
外科（張哲教授、黄光武教授）を受診した EBV
感染者および上咽頭癌患者のうち、インフォ
ームド・コンセントの得られた患者より試料
を得た。免疫化学染色法を用いて、DNA 損傷
塩基（8-ニトログアニン、8-oxodG）、標的遺
伝子と関連分子、幹細胞マーカー（CD44v6, 
CD133 等）を解析した。また、培養細胞・患
者試料よりRNAおよびDNAを抽出し、cDNA
およびバイサルファイト処理 DNA を得た。
リアルタイム PCR を用いて遺伝子発現解析
および microRNA 発現解析、Bisulfite Genomic 
Sequencing(BGS)法と Methylation specific PCR 
(MSP)により DNA メチル化解析を行った。ま
た、上咽頭癌由来のヒト培養細胞を用い標的
分子の機能解析のために、DNA、microRNA、
あるいは siRNA の導入を行った。 
 
４．研究成果 
（1）上咽頭癌における microRNA 発現異常 
 Epstein-Barrウィルス(EBV)感染が関与する
上咽頭癌におけるエピゲノム異常の 1 つとし
て microRNA を解析した。マイクロアレイチ
ップを用いて癌組織と非癌組織において有
意に差があるものを探索し、リアルタイム
PCR にて ebv-miR-BART22 や hsa-miR-205 等
の上昇およびhsa-miR-145やhsa-miR-497等の
減少を確認した。興味深いことに miR-497 は
非癌患者に比べ上咽頭癌患者血中で有意に
低く、スクリーニング診断のバイオマーカー
となり得ることが明らかとなった。さらに、
miR-497 のその標的遺伝子として ANLN およ
び HSPA4L を検討し、患者組織において両遺
伝子の発現が高いことを確認した。人工

microRNA をヒト上咽頭癌培養細胞にトラン
スフェクションすると、ALNL と HSPA4L の
発現が低下し、細胞増殖・遊走の抑制および
アポトーシスの誘導が認められた。また、ト
ランスフェクション細胞をヌードマウス皮
下に移植し、腫瘍形成能が低下することを見
いだし、治療への応用の可能性が示唆された。
以上より、miR-497 はがん抑制 microRNA で
あり、バイオマーカーとしても治療の標的分
子としても期待できる（Oncotarget 2015）。 
 
（2）上咽頭癌におけるがん抑制遺伝子の
DNA メチル化による不活化 
 がん抑制遺伝子のプロモーター領域の高
メチル化により発現低下をきたし、発がんに
寄与する。上咽頭癌においてはいくつかの 
がん抑制遺伝子が報告されているが、我々は
新たに下記の 2 つの遺伝子についてその機能
も含めて詳細に検討した。 
 上咽頭癌におけるUBE2L6遺伝子はメチル
化により、コードするタンパク質である
ISG15抱合酵素UbcH8の発現低下が認められ
た。UBE2L6 は脂質代謝にも関与し、その発
現低下により上咽頭癌組織において脂肪滴
の増加が観察された。UbcH8 発現が低い患者
群では予後不良であり、ISG15 経路の抑制に
よる薬剤感受性の低下が関与すると推察さ
れた(Oncotarget 2015)。 
 また、上咽頭癌で Follistatin like-1 (FSTL1)
遺伝子プロモーター領域の高メチル化を見
いだした。上咽頭癌培養細胞に FSTL1 遺伝子
を導入するとコロニー形成、細胞増殖および
細胞遊走が抑制された。さらに、FSTL1 タン
パクがマクロファージの IL-1β および 
TNF-α 分泌に関与することを明らかにした。
すわなち、DNA メチル化による FSTL1 の発
現低下は細胞増殖のみならず癌周囲のマク
ロファージによる免疫反応の異常を引き起
こすことが示唆された(Oncotarget 2016)。 
 
（3）上咽頭癌における血管新生機構 
 がんの間質における alpha-smooth muscle 
actin(-SMA)陽性細胞はがん関連線維芽細胞
(cancer-associated fibroblast, CAF)としてがん
の進展との関連から注目されている。我々は
免疫組織化学染色法により、-SMA 陽性細胞、
CD133 陽性血管内皮前駆細胞、サイトカイン
の関連性を検討した。その結果、-SMA 陽性
線維芽細胞は癌組織に有意に多く、癌細胞と
間質細胞(CAFs)の両者に血管内皮増殖因子
VEGF が発現していた。CD133 陽性幹細胞が
骨髄からリクルートされ、VEGF の影響下で
CD133/VEGFR-2 陽性の早期内皮前駆細胞、
CD133/CD34 陽性の内皮前駆細胞を経て
CD34 陽性の微細血管が造成することを見い
だした。すなわち、-SMA 陽性線維芽細胞と
上咽頭癌細胞が共にサイトカインを介して
血管新生に寄与することを示した（BioMed 
Res Int. 2014）。 
 



（4）上咽頭癌における幹細胞の探索 
 上咽頭癌発がんにおける幹細胞の関与を
検討するために免疫化学染色法を用いて、が
ん 幹 細 胞 マ ー カ ー (CD44v6 、  CD24 、
ALDH1A1)と 8-ニトログアニンの局在を調べ
た。上咽頭の炎症組織に比べ上咽頭癌組織で
は 8-ニトログアニンの染色性が高く、また、
CD44v6 と ALDH1A の発現が高かった。蛍光
二重染色とウェスタンブロット法により、ヒ
ト上咽頭癌由来培養細胞株 NK1 細胞におい
てCD44v6とALDH1Aが正常細胞由来NP460
細胞に比べ高い発現が観察された。本研究に
より、感染・炎症の過程で幹細胞に生成した
8-ニトログアニンが遺伝子変異に寄与し、上
咽頭癌発がんに至る可能性が示唆された
(Free Radic Biol Med. 86: S27 (2015), 2015 年 9
月 1 日—9 月 4 日、ホ－エンハイム大学（ド
イツ・シュトゥットガルト） “SFRR-E/SNFS 
Meeting Stuttgart 2015: Redox Biology Meets 
Nutrition”にて発表、論文準備中)。 
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