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研究成果の概要（和文）：中国南部に多い Epstein-Barr (EB)ウィルス感染上咽頭癌における環
境要因を質問紙法により調査し、喫煙や栄養因子の影響が示唆された。免疫組織化学染色によ
り上咽頭癌細胞では 8-oxodG および 8-ニトログアニンが強く染色された。非癌患者に比べ、上
咽頭癌患者において血清 8-oxodG 値は有意に高く、発がんリスクのバイオマーカーとなる可能
性が示唆された。上咽頭癌におけるエピゲノム異常としてプロモーター領域の DNA メチル化
をいくつかの遺伝子で明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus-associated nasopharyngeal carcinoma (NPC) is 
endemic in southern China. Questionnaire investigation suggested significant association 
between NPC and environmental factors such as smoking and foods. Strong 
immunnoreactivities of 8-oxodG and 8-nitroguanine were observed in the cancer cells of 
NPC patients. The difference in the serum levels of 8-oxodG between the NPC patients and 
controls showed statistically significant, suggesting that 8-nitroguanine and 8-oxodG could 
be potential biomarkers for evaluating the risk of NPC. We revealed the epigenetic 
inactivation of several genes by promoter hypermethylation in NPC. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 Epstein-Barr (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。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
染率でありキャリア状態となる。しかし、ほ
とんどのヒトが感染しているにもかかわら
ず、地域特異性が認められ、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
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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
る環境因子が存在することが示唆された。環
境要因がエピゲノムに強く作用することが
明らかになっている (Feinberg, Nature, 
2007)。また、活性酸素が DNA メチル化やヒ
ストン修飾に関わる酵素の遺伝子発現に影
響する（Lim et al. Gastroenterology, 2008）
ことや酸化的 DNA 損傷塩基が DNA メチル
化酵素活性を阻害する（Maltseva et al. 
Biochemistry, 2009）など酸化ストレスとエ
ピゲノム異常との関係が次第に明らかにな
ってきている。すなわち、環境因子暴露によ
り生成される活性酸素が DNA のメチル化や
ヒストン修飾等に影響することが想定され、
活性酸素が遺伝子損傷のみならず、エピゲノ
ム異常を介して発がん過程に大きく寄与す
る可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、中国南部地域において多発す
る EB ウィルス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する。また、
生活習慣、特に喫煙および食事内容も含めた
環境要因の関与を明らかにし、予防対策を確
立しようとするものである。 
 
３．研究の方法 
 
 広西医科大学附属病院および医学研究セ
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上咽頭癌患者
および非癌患者を調査対象とした。生活習
慣・環境要因について質問紙票による調査を
行った。対象者より血液および咽頭生検組織
を得た。試料より DNA および RNA を抽出
し、DNA 損傷塩基およびメチル化修飾、
mRNA 発現について解析した。併せて、上咽
頭癌培養細胞を用いて脱メチル化剤処理に
よる遺伝子発現変化を観察した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 中国南部における上咽頭癌患者と非癌患
者における生活習慣の差異 
 生活状況調査により、喫煙・元喫煙者の割
合が非癌患者に比べ上咽頭癌患者で有意に
高かった。従来、環境要因として報告されて
きた伝統食品（塩蔵・燻製魚、漬け物、中国
芥子菜等）の摂取頻度は低く、両群間で有意
差はなかった。一方、上咽頭癌患者において
は、牛乳・乳製品および果物の摂取頻度が有
意に少なく、何らかの食餌性因子の影響がう
かがわれた。発がん促進作用が懸念されてい

る植物である油桐・トウハゼが居住地の近隣
にある人の割合は少ないものの、上咽頭癌患
者では有意に高い割合であった。したがって、
従来に比べ伝統食品の影響は小さくなって
いるものの、栄養因子、喫煙、住居環境が発
がんに寄与する可能性が示唆された。 
 
(2) EB ウィルス感染上咽頭癌における遺伝
子損傷 
 上咽頭癌患者の生検標本を得て免疫組織
化学染色を行い、酸化・ニトロ化 DNA 損傷
の指標である 8-oxodG および 8-ニトログア
ニンの生成を解析した。上咽頭癌患者標本に
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 が観察された。
上咽頭癌細胞の細胞質に iNOS の強い発現が
みられ、核に 8-ニトログアニンの集積が観察
された。8-ニトログアニンおよび 8-oxodG の
染色性は、非癌患者に比べ上咽頭癌で強く、
統計学的に有意な差を認めた。iNOS につい
ても同様の傾向を認めた。また、上咽頭癌患
者で血清 8-oxodG が有意に高値を示した
(Med. Oncol., 2011)。以上より、酸化・ニト
ロ化ストレスが上咽頭癌発症に重要な役割
を果たすことが明らかになり、8-ニトログア
ニンおよび 8-oxodG が感染・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
ーカーとなることが期待される。 
 
(3) 上咽頭癌における DNA メチル化異常 
① Tissue factor pathway inhibitor-2 
(TFPI-2)の DNA メチル化 
 TFPI-2 はプロテアーゼ阻害作用を有する
タンパク質をコードする遺伝子であり、近年、
いくつかの悪性腫瘍において、がん抑制遺伝
子候補として注目されている。我々は、上咽
頭患者の 88.6％で TFPI-2 がメチル化してい
ることを明らかにした。さらに上咽頭癌培養
細胞に TFPI-2 を遺伝子導入することでアポ
トーシスが促進されることを見いだし、上咽
頭細胞においてがん抑制遺伝子として作用
することが示唆された（BMC Cancer, 2010）。 
 
② Ras-related associated with diabetes 
(RRAD)遺伝子のメチル化 
 RRAD は糖尿病患者の筋組織で見いださ
れたが、その機能には不明な点が多い。ある
種の癌で癌促進作用が報告される一方で、癌
抑制作用が見いだされている。上咽頭癌にお
いては、RRAD のプロモーター領域のメチル
化異常を見いだした(Cancer Lett, 2012)。す
なわち、上咽頭癌患者の 74.3%で RRAD の
DNA メチル化が検出され、RRAD の発現が
低下していることが明らかになった。また、
ヒト上咽頭癌培養細胞を用いて脱メチル化
剤処理することで RRAD の発現が回復する
ことを示した。さらに上咽頭癌培養細胞に



 

 

RRAD を遺伝子導入することで細胞増殖や
細胞遊走能が抑制できることを示した。すな
わち、上咽頭細胞において RRAD が癌抑制機
能を有し、プロモーター領域のメチル化によ
り、癌抑制機能が阻害され、癌が進展するこ
とを明らかにした。 
 
③次世代シークエンサーを用いた DNA メチ
ル化のゲノムワイド解析 
 TFPI2、RRAD のみならず、他の遺伝子の
DNA メチル化も上咽頭癌の発生・進展に関
与することが推定され、より包括的なエピゲ
ノム異常の検出が必要であることが判明し
た。そこで、癌および正常組織よりメチル化
DNA を抽出し、次世代シークエンサーを用
いたゲノムワイド解析により上咽頭癌検出
に有用な遺伝子を検討した（日本癌学会総会
（2012 年 9 月、札幌）において発表）。現在、
メチル化特異的 PCR 法を用いて、これらの
候補遺伝子について DNA メチル化について
確認すると共に、ヒト上咽頭癌培養細胞を用
いて脱メチル化剤処理することで遺伝子の
発現が回復するかを検討している（論文準備
中）。 
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