
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22 年 4 月 12 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
  Epstein-Barr ウィルス感染上咽頭癌(NPC)は中国南部における重要な健康問題である。我々は
中国広西医科大学との共同研究により上咽頭癌患者の血清および生検試料を用いて酸化・ニト
ロ化ストレスによる DNA 損傷および発がん機構について検討した。二重蛍光免疫組織染色法
により癌部に8-nitroguanineおよび8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxodG)の強い染色を認
めた。また、誘導型一酸化窒素合成酵素(iNOS)の発現を認め、IL-6 による EGFR および STAT3
の活性化を介した iNOS 発現が DNA 損傷を引き起こし、発がんに至ることが示唆された。血清
8-oxodG は対照群に比べ上咽頭癌患者で有意に高い値であった。NPC 培養細胞および上咽頭癌
患者組織において Ras-related associated with diabetes (RRAD)のプロモーター領域の DNA メチル
化異常を検出している。これらの知見は上咽頭癌発症予防対策に寄与すると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Epstein-Barr virus-infected nasopharyngeal carcinoma (NPC) is an important health problem in 
southern China.  We obtained serum and biopsy specimens of nasopharyngeal tissues from NPC 
patients in southern China. We performed double immunofluorescent staining to examine the formation 
of nitrative and oxidative DNA lesions (8-nitroguanine, and 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine 
(8-oxodG)) in these specimens.  DNA lesions were observed in cancer cells and inflammatory cells of 
NPC patients.  Intensive immunoreactivity of iNOS was detected in the cytoplasm of cancer cells. 
Nuclear accumulation of EGFR and STAT3 activation by IL-6 may play the key role in iNOS expression 
and resultant DNA damage, leading to EBV-mediated NPC.  The serum level of 8-oxodG in the NPC 
patients was significantly higher than that in the control. Promoter hypermethylation of Ras-related 
associated with diabetes (RRAD) was detected in all six NPC cell lines and most of primary NPC tissues. 
These findings may provide a strategy for preventing the development of NPC. 
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１．研究開始当初の背景 
Epstein-Barr (EB)ウィルスは世界中のす

べての人間集団で感染がみられ、成人では

90％以上の感染率である。感染により生涯に

わたるキャリア状態となり、悪性リンパ腫や

上咽頭癌などのヒト腫瘍性疾患に関与して

いる。EB ウィルス感染は国際がん研究機関

（IARC）によって「ヒトに対して発がん性が

ある（Group1）」と評価されている。しかし、

ほとんどのヒトが感染しているにもかかわ

らず、悪性腫瘍の発生には地域特異性が認め

られている。アフリカではバーキットリンパ

腫、中国南部地域では上咽頭癌の発生が多い。

したがって、EBウィルス感染に加えて、発が

ん過程において補助的因子が存在する可能

性が強く示唆される。すなわち、地域に特異

的な発がん促進作用を有する環境因子が存

在し、これを解明することが必要である。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、中国南部地域における EB

ウィルス感染による上咽頭癌発症の分子機

構を明らかにし、予防対策を確立することに

より、中国における重大な健康問題を解決し

ようとするものである。 

 
３．研究の方法 
（1）中国南部地域におけるフィールド調査 

：海外研究者とともに現地病院および広西医

科大学医学研究センター上咽頭癌研究部の

協力の下、インフォームド・コンセントの得

られた EB ウィルス感染者および上咽頭癌患

者を調査対象とし、病歴の聴取および EB ウ

ィルス感染検査データ、生活歴を把握し、血

液および尿を採取した。また、上咽頭癌患者

からの咽頭生検・手術標本を得た。 

（2） 生体試料中の 8-ニトログアニンおよび

8-oxodG の検出：上咽頭粘膜標本における免

疫組織染色法により、8-ニトログアニン、

iNOSおよび 8-oxodGの咽頭粘膜組織における

局在を観察した。血清を用いて HPLC に連結

した電気化学検出器 (HPLC-ECD)により

8-oxodGを定量した。 

（3）EB ウィルス感染状況、DNA 損傷塩基お

よび炎症関連物質への環境因子の影響解析 

：EBウィルス感染状況(抗 EBウィルス抗体価)

と各種検体中の酸化・ニトロ化 DNA損傷量に

よる炎症動態との関連性を解析した。 

 
４．研究成果 

 中国南部の大学病院を受診した上咽頭炎

患者および上咽頭癌患者の生検・手術標本を

得て免疫組織化学染色を行い、8-ニトログア

ニンおよび酸化的 DNA 損傷の指標である

8-oxodG の生成部位を解析した。上咽頭癌の

患者の標本において、腫瘍細胞と浸潤してい

る炎症細胞に8-ニトログアニンと8-oxodGの

強い免疫反応が観察された。8-ニトログアニ

ンと iNOS の蛍光二重染色では、癌細胞に 8-

ニトログアニンと iNOS の発現がみられ、こ

れらが共存していることが確認された。粘膜

下層の大量な炎症細胞には強い 8-ニトログ

アニンの免疫反応が観察された。8-ニトログ

アニンの染色性は、EBV 感染のない咽頭炎、

EBV 感染を伴う咽頭炎、上咽頭癌の順に強く

なり、統計学的に有意な差を認めた。8-oxodG、

iNOSについても同様の傾向を認めた。本研究

で、8-ニトログアニン生成が EBV感染による

炎症から発がんに至る過程で有意に増加す

ることを示した。8-ニトログアニンは種々の

感染・炎症関連発がんのリスクを早期に評価

する有効なバイオマーカーになりうると期

待される(Int J Cancer, 2008)。 

 血清を用いて酸化ストレス指標である

8-oxodG、炎症性サイトカイン IL-6および EBV

感染マーカーとして EBV-viral capsid 



antigen (VCA)-IgAおよび EBV-early antigen 

(EA)-IgGを ELISAキットにより測定した。生

検標本より DNA および RNA を抽出し、DNAメ

チル化特異的 PCR(MSP)および遺伝子発現解

析および免疫染色を行った。免疫組織染色法

により、癌部で酸化的 DNA 損傷塩基

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine(8-OHdG)およ

びニトロ化 DNA 損傷塩基 8-nitroguanine が

強く染色され、iNOS の発現を確認し、また、

癌患者での血清 8-OHdG の上昇を明らかにし

た(Med Oncol, 2010)。さらに、上咽頭癌患

者では血清 IL-6、 EBV-VCA-IgA および

EBV-EA-IgG のいずれもが他の患者に比べ有

意に高かった。上咽頭癌培養細胞および上咽

頭癌患者生検標本において、新しいがん抑制

遺伝子候補として Ras-related associated 

with diabetes (RRAD)のメチル化異常および

発現低下を認めた。RRADががん抑制遺伝子で

ある可能性が示唆された。 

 以上より、炎症を介した活性酸素種や活性

窒素種によるDNA損傷およびDNAメチル化

異常が EV ウィルスによる上咽頭癌発症に関

与することが明らかとなった。 
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