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研究成果の概要（和文）：一細胞から多様な上咽頭癌組織構築過程について解析した。１）ヒト上咽頭癌細胞で
はなく癌組織を有する上咽頭癌異種移植モデルマウスレパートリーを作製し、これまで困難であった腫瘍内癌細
胞多様性の解析にを行った。内因性免疫APOBECはEpstein-Barr ウイルスのみならず、宿主DNA並びにミトコンド
リアDNAに変異を導入し、上咽頭上皮細胞が癌幹細胞化した後、さらに多様に分化した癌細胞集団を形成する。
2）NF-κBの制御により正常細胞の細胞競合能を増強し、オートファジー阻害を応用した新規治療法の有望性を
確認し、次世代の上咽頭癌研究ならびにオートファジー制御による治療法開発の礎を構築した。

研究成果の概要（英文）：We developed patients derived xenograft of nasopharyngeal carcinoma (NPC) 
mice model and applied to analysis of heterogeneity in NPC tumor. APOBEC family that induce DNA 
mutations not only in EBV-DNA but in both host and mitochondria DNA, eventually, produce cancer stem
 cell and progression of heterogeneity of malignant cells. These results indicate that mutation 
inducing property of intrinsic immunity factor act double edge of sword for initiation and 
progression of NPC.  Both promotion of cell competition potential in tumor-neighboring normal 
epithelial cell by modulating NF-kB, and inhibition of autophagy by chloroquine, are novel and 
promising treatment strategy for NPC.

研究分野： 耳鼻咽喉科頭頸部外科

キーワード： 上咽頭癌　Epstein-Barr ウイルス　APOBEC　オートファジー　細胞競合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本来、細胞内に侵入したウイルスや細菌のDNAに変異を導入して無効化する内因性免疫因子であるAPOBECは体細
胞DNAやミトコンドリアDNAにも変異を導入する。EBV関連癌である上咽頭癌では細胞内EBVによる恒常的APOBEC活
性化にさらされており、変異の蓄積は継続的に起こることで癌組織における癌細胞の多様性が獲得されることが
明らかとなった点は癌生物学的な意義は大きい。また、新規生物学的現象である細胞競合やオートファジーの制
御が今後癌治療に応用可能であることを明らかにした点で社会への還元的意義を有する成果が得られた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
「癌組織は癌幹細胞を起源とする分化度の異なる不均一な細胞集団からなる。」 
 これは近年確立された癌幹細胞理論である。上咽頭癌は Epstein-Barr ウイルス（EBV）

が発癌に密接に関与する高転移性の癌である。我々は EBV が多くの細胞内シグナルカスケ

ードを活性化して癌幹細胞形質獲得ならびに浸潤転移促進することを明らかにしてきた。

そこで得られた結論は EBV 癌遺伝子 LMP1 が正常咽頭上皮細胞に発現すると癌幹細胞形

質を持ち、上皮間葉移行（Epithelial Mesenchymal Transition；EMT）も生じるが、この変

化は可逆性であること、すなわち EBV 発癌にはプラスαが必要であることである。このプ

ラスαを解明するために我々は以下の３項目に着目し、研究を進めてきた。 

 

I. シチジン脱アミノ化酵素である APOBEC はウイルスに G-to-A/C-to-T 変異を導入

して不活化する。この細胞自身の防御機構を内因性免疫と呼ぶ（Blenlasz et al, Nat. 

Immunol 2004）。次世代シークエンサー解析は癌組織には腫瘍形成までの環境暴露

を反映する特徴的な変異シグネチャーが存在することを明らかにした。我々は HPV

陽性中咽頭癌において宿主 DNA に APOBEC 特異的変異シグネチャーが高頻度に

観察されること、APOBEC3 群の遺伝子発現と変異頻度が相関することを発見した

（Kondo et al. Oncogene 2017)。上咽頭癌には強力なドライバー癌遺伝子 LMP1 が

発現していることから核 DNA ではなく細胞の代謝活性の中心であるミトコンドリ

ア DNA（mtDNA）変異に着目した。 

 

II. 正常咽頭上皮細胞が癌幹細胞となると癌特異的な代謝へと変化が生じる。一つはミ

トコンドリア非依存性の癌細胞的代謝（Warburg 効果）である好気性解糖系の利用、

もう一つは、オートファジーを含むアミノ酸代謝の変化である。癌幹細胞誘導には

mtDNA 変異による機能不全に加え、選択的オートファジーが抑制されることが必

要と考えられる。一方で、いったん癌化するとオートファジーを活性化して栄養や

酸素供給の乏しい環境下での生存に利用している（非選択的オートファジー）。オー

トファジーの癌治療への応用は、化学放射線療法など既存の治療法による生存率の

向上がほぼ限界に達した今日、新規治療法として期待されている。次世代癌治療の

キーコンセプトは化学放射線耐性細胞、とくに癌幹細胞の駆除である。我々の研究

では上咽頭癌細胞ではオートファジーを活性化して化学療法に対して抵抗すること

が判明した。そこで既存の薬剤を作用機序に基づいて新たな疾患に応用するドラッ

グリポジショニングによりオートファジー阻害作用を有する薬剤を検索したところ

抗マラリア薬であるクロロキンが候補となることが判明した。 

 

III. 癌組織は癌細胞同様、多様性を有する「癌間質」を有する。この間質との相互作用

である微小環境が癌細胞の薬剤耐性を含めたさらなる癌細胞多様性を生み出す。こ

れまでのヒト癌細胞移植とヒト癌組織モデルマウスの決定的な差はこの微小環境の

差である。申請者はヒトの癌組織を有する（Patient-Derived Xerograft; PDX）上



咽頭癌モデルマウス（PDX マウス）作成に成功した。 

 

２．研究の目的 

I. APOBEC による EBV 感染細胞 mtDNA 変異導入と選択的オートファジー機能低下によ

る品質管理逸脱、ならびに LMP1 による形質転換との相互作用により癌幹細胞が産生さ

れる。そこから間質との相互作用、細胞競合など微小環境が引き起こす遺伝子変異の蓄

積により腫瘍内癌細胞の多様性が形成される過程を解明する。 

II. 上咽頭癌細胞株および上述の PDX マウスを用いて自然経過ならびに治療に伴う腫瘍内

癌細胞不均一性の変化を経時的に解析する。そして非選択的オートファジーの調節薬剤

としてクロロキンによる、癌幹細胞、薬剤耐性細胞を標的とした治療法の臨床試験に向

けた基盤を構築する。 

 

以上を主目的として研究を進めた。 

 

 

３．研究の方法 

1) mtDNA 調整試薬（NEXTflexTM）を用いて上咽頭癌組織（EBV 陽性 27 検体、陰性 4 検

体）から、直鎖状の核 DNA（nDNA）を選択的に消化し環状の mtDNA をインタクト

なまま 100～350 倍に濃縮する。そして次世代シークエンサーにより APOBEC 特異的

変異シグネチャーの導入頻度を調べ、この変異導入と EBV 感染の関連性を確認する。 

2) 上咽頭上皮由来細胞NP69へGFP-LMP1発現ウイルスを遺伝子導入する (NP69-LMP1)。

Day 0, 1, 14, 28 培養後の APOBEC ファミリー発現を RT-qPCR で、mtDNA における

変異シグネチャーを次世代シークエンサーで解析する。siRNA により各々の培養細胞に

おける LMP1 発現阻害と幹細胞形質（sphere 形成能・薬剤耐性能）を評価し、癌組織

での LMP1 による APOBEC 発現誘導、mtDNA における変異導入程度を比較解析する。 

3) 上咽頭正常細胞である NP69 に LMP1 を形質導入、上咽頭癌発癌段階におけるオートフ

ァジーの関係性を探る。具体的には、①LMP1 を導入した正常細胞 NP69、上咽頭癌細

胞の CNE2、C666-1 にシスプラチン処理（0.5μM）を行い、オートファジーの指標と

なる LC-3 蛋白発現の変化をウエスタンブロットで調べる。②MTT アッセイを行い、細

胞増殖に関して比較検討を行い、オートファジーとシスプラチン耐性の評価を行う。 

4) シスプラチン 5mg/kg はヌードマウスに投与可能で移植 C666-1 に対して 50％縮小効果

をもたらす濃度である。PDX マウスにこの濃度のシスプラチンを経静脈的に投与して、

そこにクロロキンを 0, 5, 50mg/kg 投与する。シスプラチンの抗腫瘍効果におけるオー

トファジー阻害剤の相乗性もしくは相加性の有無について、1）で変化が認められる時

点で PDX マウスを安楽死させて腫瘍を摘出する。 

 

 

４．研究成果 

1)EBV 陰性の頭頸部癌に比して、EBV 陽性上咽頭癌組織中の mtDNA に APOBEC 特異的な G-

to-A/C-to-T 変異が有意に多く検出された。そして、この変異蓄積と転移や薬剤耐性などの

悪性度も有意に相関することが判明した。このことから、EBV を標的として活性化された

APOBEC ファミリーの因子によりミトコンドリア DNA にも変異を導入することで、ミト



コンドリアの機能障害を誘導し、不可逆的な悪性形質の獲得へと進展することが示唆され

た。 

2) LMP1 は NF-κB などの細胞内シグナルを活性化し、単独で APOBEC 発現を誘導する

ことが判明した。このことから、EBV ゲノムに対して感染細胞が防御目的で APOBEC を

誘導することに加え、LMP1 が能動的に APOBEC を誘導することで遺伝子変異蓄積が促

進されることで、癌化、さらには悪性形質の高度化が進みやすく、上咽頭癌の高転移性に

寄与することが示唆された。 

3) NP69、C666-1 細胞ともにクロロキンは濃度依存性にシスプラチンの抗腫瘍効果を相

乗的に増強することが判明した。オートファジー活性化の指標である LC-3 発現低下を

伴うこの抗腫瘍効果は単剤では細胞の生存に影響を与えない低濃度のクロロキン負荷

によっても誘導された。従って、オートファジーの制御による新たな治療戦略の有効性

が示唆された。  

4) 上記のクロロキンとシスプラチン併用による抗腫瘍効果を PDX モデルで検討したと

ころ、相加的な抗腫瘍効果を認める傾向にあった。しかし in vitro の実験ほどクリアー

な濃度依存的な抗腫瘍効果は観察されなかった。また、この抗腫瘍効果は EBV の有無

に関係なく観察されることから頭頸部癌をはじめ、多くの癌腫に対して有効な治療戦略

となることが示唆された。 
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