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Ⅰ. 要 旨 

Epstein-Barr virus（EBV）と悪性腫瘍との関連は以前より知られてきたが、EBV感染

の発癌メカニズムに関しては未だ結論が出ていない。本研究で、私は、EBVが癌幹細

胞様性格を誘導する可能性について研究した。ヒト胎児正常胃上皮細胞株の EBV感

染株において、Spheroid 形態やコロニー形成、マイクロアレイ発現解析、CD44v6発

現など EBV関連胃癌細胞株 SNU719 との類似性・移行性について検討した。さらに

EBV潜伏感染遺伝子 LMP2A の役割について、同様の検討を加えるとともに、LMP2A

トランスジェニックマウスを用い幹細胞性の誘導と炎症の促進作用が胃発癌に重要

である可能性を見出した。 
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Ⅱ. 序 文 

1．癌幹細胞仮説 Cancer Stem Cell Hypothesis 

癌幹細胞仮説は、古くは、Rudolph Virchowの説に遡るとされている。 

彼は “Rest Embryonal Hypothesis of cancer origin”という題で概念を提唱したが[1-3]、

その概念の原基は 1829 年の Recamierによるものが最初とされている[4]。その後、

Durante、Julius Cohnheim による成熟組織内の胎児遺残説が加えられてほぼ完成したも

のとなり、正常組織の一部には胎児遺残組織が存在しており、何かの契機で活性化し、

癌となるのではないかと考えられるようになった[5]。その後、この仮説は、cancerは

活性化した germ cells あるいは異所性胎盤組織から生じるとする Beard の説へと発展

していくが、当時の歴史・技術的背景などから概念の域をこえることはなかった。 

腫瘍構成細胞の一部に腫瘍形成能があることを最初に示したのが Southam と

Brunschwigの、再発癌患者から採取した癌細胞を同じ患者の他の部位へ移植する実験

である[6]。ここでわかったことは、移植した先で新しく腫瘍を形成するためには少な

くとも 10
8個の腫瘍細胞が必要であるということであった。その後、in vitroでの colony 

initiation 実験[7]、急性骨髄白血病患者の CD34+CD38- cells は non-obese diabetic/severe 

combined immunodeficiency (NOD/SCID) mice で腫瘍を形成するにもかかわらず、より

分化した CD34+CD38+ cells では大量であっても腫瘍形成することはないという
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Lapidot らによる実験[8]、乳癌でも同様の所見が得られる[9]ことが報告され、癌幹細

胞仮説での根幹となる腫瘍内 hierarchyの概念へとつながっていくのである。癌幹細胞

仮説では、腫瘍とは分化度の異なる heterogenous な細胞集団で[10]、腫瘍形成能を有

するのは、その中のごく一部の未熟な細胞であり、その点において腫瘍の中で

hierarchyを形成しているとする。また、その未熟な細胞が腫瘍を形成するのには絶対

数が必要である（Stemness Enrichment）。組織の幹細胞と癌幹細胞とは、自己増殖能、

多分化能において共通点を有するほか、組織固有の発現パターンなど他にも類似点が

多いことなどから、癌幹細胞は組織幹細胞、あるいは、前駆細胞に由来するという考

えがある[11]。しかし、まだその実態については不明な点が多い。 

癌幹細胞の特徴的な性質である腫瘍形成能を実験的に証明する方法として、免疫不全

マウスに移植し腫瘍形成をみる方法がある。一方、癌幹細胞の実験的同定法として、

Side population、sphere 培養、そして、細胞表面マーカーによる方法が知られている。

現在、多くの癌での発現が知られているのは CD133 と CD44である[12]が、胃癌にお

いては CD44を支持する報告が多い[13,14]。CD44 にはヒアルロン酸を始めとする細

胞外基質受容体としての機能が知られる所謂 standard form と alternative splicingの段

階において生み出される variants が存在する。いずれも胎生期の発達において特に重

要な役割を果たすことが知られているものの[6]、特に近年癌との関連での報告が目立
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つのが CD44 variants（CD44v）であり[15-17]、癌では CD44の alternative splicingが異

常であると考える研究者もいる[18]。慢性骨髄性白血病では CD44v発現の背景に、

embryonal reprogrammingの存在を示唆する報告も存在する[19]。CD44v の中でも、

variant 9（CD44v9）[20-24]と CD44 variant 6（CD44v6）を癌幹細胞マーカー候補とし

て支持する文献は少なくない[25-27]。CD44v6 の発現は過去に Fukayama らのグルー

プによって Epstein-Barr Virus (EBV) 関連胃癌との関連が示唆されていた[28]。 

 

2.  Epstein-Barr Virus (EBV) 関連胃癌と Viral carcinogenesis 

Epstein-Barr Virus (EBV) は全世界人口の 98%程度に感染しているとされるが、その中

の一部に様々な Malignancies を発症することが知られている。胃癌もそのうちの一つ

であり、EBV関連胃癌（EBVaGC）は胃癌全体のおよそ 6-16％を占め[29-30]、固有の

臨床病理学的特徴を有することが知られている[31]。臨床的には、噴門部や体部に好

発し、組織学的には、小型の腺管が互いに癒合し全体として網目状を呈するような形

態（Lace pattern）は粘膜内の癌に特徴的であり、また、粘膜下層に浸潤する癌は、著

明なリンパ球浸潤を伴う傾向にある。こうした EBV関連胃癌（EBVaGC）の臨床的・

形態的な独特の特徴から、その carcinogenic mechanism に関しては、その他の胃癌と

は異なるものと推測される。発癌過程における EBV感染の時期についての結論は未
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だに出ていない。上咽頭粘膜では、特に chromosome 3pの heterozygosityが EBV感染

前に認められ、腫瘍形成に必要な条件とする報告がある[32]が、EBV関連胃癌では詳

細は不明である。EBVに関連した腫瘍に共通の特徴を述べる。EBVは腫瘍細胞のDNA

に integrateされるのではなく、plasmid として維持されている。EBV関連腫瘍での

Terminal repeats (TRs)の数は一定で、腫瘍は単一の EBV感染細胞から生じる[33,34]。

さらに EBER in situ hybridization でほとんどの癌細胞が陽性を示す[35]。EBV関連腫瘍

の診断がつく前に、既に血清ウイルス titers が高値であるという[36]。sensitive DNA in 

situ hybridization では、腸上皮化生を含む非腫瘍性上皮にも EBV が感染している[37]

との報告があるが、追加して確認した報告はなく、否定的である。一方、In situ 

hybridization では、異型腺管上皮にも EBER 陽性シグナルが検出される [32]ことから、

異型細胞の状態で EBV 感染が生じ、発癌に関与するのではないかと考えられる。ま

た残胃癌に対する EBV 関与は、通常胃癌と比較して 27%と高い[38]。ここから、少数

の異型性のない上皮細胞に EBVが感染し、胃癌の発生母地になっているという可能

性は否定できない[32]。 

EBV関連胃癌での EBV 潜伏感染様式は modified latencyⅠEBV infection

（EBNA1,LMP2Aの発現はあるが、EBNA2 と LMP1 の発現はなく、EBERs と BARTs

の発現はあり）であり、特に LMP2Aは EBV関連胃癌の 43%に発現しているとの報
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告もある[32]。LMP2A genes は B cell antigen-receptor signalingを阻害する働きが知ら

れている[39]一方、LMP2A が、phosphatidylinositol-3-kinase(PI3K)と Wnt signaling 

pathwayを上皮細胞において活性化するという報告[40,41]があり、LMP2A が胃発癌に

も寄与するのではないかと考えられている。EBV関連胃癌と EBV 感染との関連への

検討は様々な実験的制約の存在により容易ではなかった。その理由の一つとして、

EBV関連胃癌には in vitro における適切なモデルがないことであったが、近年、EBV

関連胃癌と同じ潜伏感染様式を示す EBV関連胃癌細胞株 SNU719[42]、YCCEL1、

NCC-24などが樹立された。SNU719 では、nude miceでの腫瘍形成が証明されており

（40-56日）、その腫瘍組織には monoclonal もしくは bi-clonalな EBV genome が確認

されている。 

 

 

 

 

 

 



7 

3. 癌幹細胞仮説と EBV  

発癌以前に EBV感染が先行し、発癌に関与するという仮説は、癌幹細胞の概念に基

づくと、EBVが癌幹細胞様細胞を誘導するという仮説に言い換えることができる。 

上咽頭癌（Nasopharyngeal carcinoma: NPC）では、幹細胞の signal pathwayの一つとし

て考えられている Hedgehog pathwayが亢進しているとの報告[43]、CD44 発現増加の

報告[44]などがある。さらに、LMP2A発現により幹細胞の指標と考えられている Side 

population(SP)細胞の割合が増加するという当研究室での報告がある[45]。癌幹細胞の

由来に関しては、発生母地に存在する正常幹細胞や前駆細胞に由来する可能性が推測

されているが[46]、実際のところはわかっていない。当研究室では、日比谷ら（2012

年学位論文）が 100週齢の LMP2Aトランスジェニックマウスの一部の個体にヒト胃

癌に類似した浸潤性胃癌が形成されたことを示した。こうした既報告の通り LMP2A

で幹細胞集団が増え、しかもその中から癌幹細胞が生じてくるのだとするならば、

LMP2Aが Cancer initiation に関与している可能性がある。 
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本研究では、次のような前提仮説を設定した。胃癌幹細胞は、胃粘膜上皮の幹細胞／

前駆細胞に多能性誘導がもたらされることにより生じる。これは、iPS 細胞の概念[47]

に基づくもので、古典的に、ある遺伝子（OCT3/4、SOX2、c-MYC、KLF4）の導入で

多能性と分化抑制がもたらされ、胎生期の幹細胞に類似した幼弱な細胞が出現すると

いうものである。多能性と分化抑制の程度は様々であるため、自己増殖能においては

癌幹細胞に至らぬまでも、より幼弱化した幹細胞様細胞が出現する。また、分化抑制

により、幹細胞様細胞の相対的割合は増加する。EBVが発癌に関与するならば、EBV

が胃粘膜上皮の幹細胞／前駆細胞に感染することで、幹細胞様細胞の増加がみられる

はずである。また、多能性誘導を示唆する所見、そして、EBV感染により生じた幹細

胞様細胞が作り上げる三次元形態は、感染前のものとは異なると同時に、一部、EBV

関連胃癌に類似するといった形態変化がみられることが想定される。 

以上の前提仮説に基づき、本研究では、ヒト胎生 9ヶ月正常胃上皮細胞株 GES1、そ

の recombinant EBV感染株（GES1-EBV）、そして EBV関連胃癌細胞株（SNU719）

を用いて、幹細胞様細胞増加、多能性誘導、三次元形態の変化について検証するため

実験を行った。さらに、LMP2A導入 GES1 細胞株（GES1-LMP2A）、トランスジェ

ニックマウスを用いた実験を行い、EBV潜伏感染遺伝子 LMP2Aの関与についても検

討を加えた。 



9 

Ⅲ. 方 法 

1．細胞株 

ヒト胃上皮細胞株(GES1)、ヒト胃癌細胞株（Well-differentiated adenocarcinoma cell line 

(MKN1, MKN7)、Moderately differentiated adenocarcinoma cell line (TMK1)、

Poorlydifferentiated adenocarcinoma cell line (NUGC3)、Adenosquamous carcinoma cell line 

(AGS)、Liver metastasis of the gastric cancer (MKN74)）、Epstein-Barr virus (EBV) 関連

胃癌細胞株(SNU719, YCCEL1, NCC24)、ならびに、EBV関連胃癌細胞株以外の細胞株

について各々の EBV感染株を用いた。GES1は胎生 9ヶ月齢の胃上皮細胞から、Simian 

virus 40(SV40)により不死化した細胞であり、ヌードマウスでの腫瘍形成能はない[48]。

本研究で用いた EBV 感染細胞株は、recombinant EBV（BXLF1 に neomycin 耐性遺伝

子が組み込まれている）を持続感染させた Akata細胞株との共培養の後、neomycin 選

択によって樹立された。GES1 の EBV感染株（GES1-EBV）については 2つのクロー

ン（#6と#8）を用いた。さらに、EBV潜伏感染遺伝子 LMP2A の作用を調べるため、

Lipofection 法により作成した LMP2A導入 GES1 細胞株（GES1-FLAG-LMP2A、以下

GES1-LMP2Aと表記）、そのコントロールとしてベクターのみを導入した GES1 細胞

株（GES1-FLAG）を用いた。 
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2．細胞培養 

2-1. 二次元培養 

GES1、GES1-FLAG，GES1-LMP2A，SNU719、NCC-24、MKN1、MKN7、MKN74、

TMK1、NUGC3、AGS は RPMI1640（+10% Fetal Bovine Serum[FBS]+1% 

Penicillin/Streptomycin）で 37℃、5%CO2の条件下に培養を行った。対応する EBV感

染株では培地に 0.1% G418 を加えた。 

2-2. 三次元培養（spheroid 培養）  

二次元培養を行い confluencyに達した後、上記の通常培地または無血清培地で、1000

個/well 或いは 10000個/well となるように、96well U 底細胞低吸着プレート

（PrimeSurface® 住友ベークライト株式会社）で 3～4日間培養した。各細胞株で 8 well

ずつ培養を行った。 

 

3. Spheroid 形態解析 

3-1. フラクタル次元解析   

形成された spheroid は培養 4日目で画像を撮影し、Image J（National Health 

Institute(NIH) , http://rsb.info.nih.gov/ij/）の「Fractal Box Count」からフラクタル次元値
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（D）を求め、GES1 をコントロールとして、解析ソフト Graphpad Prism で One-way 

ANOVA検定（Dunnett's multiple comparisons test（p<0.05））を行った。画像解析の際

には、well の中心にない spheroid は除外した。 

3-2. Three-dimentional (3D) interactive surface plot  

フラクタル次元解析を行った spheroid 画像（RGB画像）に対し、Image J の Plugins「3D 

interactive surface plot」を用いて、輝度を高さに変換して視覚化し、細胞株間での比較

を行った。 

 

4. Three-dimentional (3D) Tumor Spheroid invasion assay と免疫染色 

Vinci らの方法[49]を参考に、コラーゲンゲル（CellMatrix, 新田ゼラチン株式会社）を

用いて行った。Spheroid 培養を EGF(2.5ng/ul)添加無血清培地で 4日間行った後（細胞

株あたり 96well U底プレートに 8well 作製）、spheroid を崩さないよう静かに well に

入れ固まらせ、37℃5%CO2の条件下で 72時間培養の後、顕微鏡下で画像を撮影した。

Spheroidが well の中心にあり、焦点が合う画像のみを選択し、Image J で spheroid 全

体の面積と浸潤部分の面積（棘状に伸びだす部分）を求めた。浸潤部分の面積は、

skeletonized 画像に変換し、細かい網目状を呈する部分とし、全面積に対する浸潤面積

の割合を算出し、One-way ANOVA 検定（Dunnett's multiple comparisons test（p<0.05））
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で比較を行った。また、この spheroid をコラーゲンゲルごと well からくりぬき、その

ままパラフィンブロックに埋め、薄切後、Anti-CD44v6[VEF-18] antibody（ab78960, 

Abcam, 500 倍希釈）に対する免疫染色を行った。 

 

5. コロニーアッセイ   

5-1. コラーゲンゲルを用いた足場依存性コロニーアッセイ 

コラーゲンゲル（CellMatrix）と通常培地混合液を培養プレートの well 底に薄くしい

た後、混合液に 1000個/well となるように調整した細胞を混ぜ、下層ゲルの上に注い

で固まらせた後、乾燥を防ぐため通常培地で覆った。培養は、37℃5%CO2 の条件で

21日間行った。21日目に Glutaraldehyde+Crystal violet(3%)で染色（室温 30分反応）

の後、顕微鏡下でコロニー数を計測した。GES1 と GES1-EBV、SNU719 では 96well U

底プレート（各細胞株につき 8well ずつ）、GES1-FLAGと GES1-LMP2A では 6well

プレート（各細胞株につき 3well ずつ）で行った。 

5-2. 軟寒天培地での足場非依存性コロニーアッセイ   

SNU719 に対し、6 well 平底プレートの各ウェル下層に 0.6% アガロースゲル、上層

に細胞と 1%アガロースの混合ゲルを 1000個/well となるように調整し、18日間培養
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した。18日目に Glutalaldehyde+Crystal violet(3%)染色を行い、顕微鏡下でコロニー数

を計測した。統計は One-way ANOVA検定（Turkey's multicomparison test（p<0.05））

で行った。 

 

6. マイクロアレイ発現解析   

RNAサンプル（GES1 細胞株：GES1, GES1-EBV(#6), GES1-EBV(#8), GES1[spheroid], 

GES1-EBV(#6)[spheroid], GES1-EBV(#8)[spheroid], GES1-FLAG, GES1-LMP2A、トラン

スジェニックマウス：WT, C2mE, LMP2A/C2mE[背景粘膜と腫瘍], Wnt1/C2mE[背景粘

膜と腫瘍], LMP2A/Wnt1/C2mE[背景粘膜と腫瘍]） を Agilent Expression Array解析（タ

カラバイオ株式会社）に提出し得られた正規化済みの蛍光シグナル値データを自然対

数変換し、以下の解析に用いた。尚、SNU719 は当教室のデータを用いており、比較

に際しては内在性コントロール（GAPDH）に対する相対値で行った。 

6-1. Pathway解析  

Pathway解析は、全遺伝子に対し Fold change（FC）を基準に発現変動遺伝子を抽出し、

Entrez ID及び GENE SYMBOLで各種 online free software（DAVID;David Bioinformatics 

Resources 6.7(National institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), 

NIH(https://david.ncifcrf.gov)、Reactome;Reactome a curated pathway 
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database(http://www.reactome.org/)）を用いて、発現変動遺伝子がエンリッチされる

signal pathway（KEGG pathwayを用いた）をリスト化した。 

6-2. 変動遺伝子発現解析   

Online情報（http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/appendixe.aspx）や各種文献

[50-109]を参考に、stem cell/cancer stem cell への関与、及び、発生、消化管の恒常性へ

の関与が示唆されている遺伝子（計 324遺伝子）をリスト化した。変動遺伝子は Fold 

change（FC）を基に抽出し、サンプル間での発現値の比較を行った。トランスジェニ

ックマウスに関しては、非腫瘍群（WT, C2mE, LMP2A/C2mE[背景粘膜], Wnt1/C2mE[背

景粘膜]）と腫瘍群（LMP2A/C2mE[腫瘍], Wnt1/C2mE[腫瘍], LMP2A/Wnt1/C2mE[腫瘍]）

の 2群に分け、“Fold change(FC)（FC>1 or FC<-1）とWelch’s T検定 p値（p<0.05）

の二つの条件を満たす遺伝子を有意な発現変動遺伝子とし、横軸に Log2[Fold change]、

縦軸に-Log10(p値)をとった volcano plot を作成した。ある遺伝子と他の遺伝子発現と

の関係は、単回帰分析（p<0.05）で求めた。 

 

7. Real-time qRT-PCR   

GES1、GES1EBV感染株、GES1-FLAG、GES1-LMP2Aから、Total RNA を ISOGEN

Ⅱ（ニッポン・ジーン）で抽出、cDNA逆転写（ReverTra Ace, TOYOBO LIFE SCIENCE）

http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/appendixe.aspx
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を行い、real-time PCR（KAPA SYBR FAST MASTER MIX(2x) UNIVERSAL, 

KAPABIOSYSTEMS）を triplicateの系で行った（Illumina ECO PCR system, illumina）。

比較は⊿⊿Cq法で行った。プライマー配列は次の通り：

hGAPDH(Forward:GAAGGTGAAGGTCGGAGTC,Reverse:GAAGATGGTGATGGGATT

C),hKLF4(Forward:CCCACATGAAGCGACTTCCC,Reverse:CAGGTCCAGGAGATCGT

TGAA),hOCT3/4(Forward: GGCTCGAGAAGGATGTGGTCCG, Reverse: 

GGGCTCCCATAGCCTGGGGT),hSOX2(Forward:GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAG

A, Reverse: TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGG),hCD44v6(Forward: 

TCCAGGCAACTCCTAGTAGT,Reverse:CAGCTGTCCCTGTTGTCGAA),hBMI1( 

Forward:AACAATGGAATATGCCTTCTCTGC,Reverse:ACTGGGGACAATGAAATGTT

TAGC),hLGR5(Forward:CATCCCTAATAAAGCTGGACCTATC, Reverse: 

GCTCTGTAAGGCATGATTTCCTG),hPTCH1(Forward:CACTGTGGTCCATCCCGA,Rev

erse:GTGATGGGCGTGCAGTAGC),hSMO(Forward:CCAGGAGGAAGCGCACGGCAA

G,Reverse:TCGCACTGGCCTGAACTGTTGAACT),hGLI1(Forward: 

GTGTGGGGACAGAAGGAC,Reverse:GAGATGACCGTAGGAGCC),hCXCR4(Forward: 

GGTGGTCTATGTTGGCGTCT, Reverse: TGGAGTGTGACAGCTTGGAG)。 
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8. Western Blot   

二次元培養細胞を RIPA buffer（+Protease inhibitor）を加え、セルスクレイパーを用い

て全細胞蛋白を抽出した。ブロッキング（5%スキムミルク＋TBS）、一次抗体反応（60

分）、当該アイソタイプでの二次抗体反応（90 分）の後、発光試薬（イムノスター

LD、和光純薬工業株式会社）を用いて、専用ソフトウェア（Fujifilm LAS 4000）でバ

ンドを検出した。Anti-CD44v6[VEF-18] antibody（ab78960, Abcam）を添付文書記載の

手順に従い用いた。 

 

9.  セルブロックとヒト胃癌 Tissue Microarray（TMA）免疫組織化学 

セルブロックは二次元培養の細胞をセルストレイナーで集め、アガロースで固めた後、

パラフィンで包埋した。薄切標本に対して CD44v6の免疫染色（Anti-CD44v6[VEF-18] 

antibody（ab78960, Abcam）を全自動特殊染色機（Bentana Benchmark）で行った。 

非 EBV関連胃癌と EBV 関連胃癌を含むヒト胃癌 TMAに対する CD44v6 免疫染色

（Anti-CD44v6[VEF-18] antibody（ab78960, Abcam）を全自動特殊染色機（Bentana 

Benchmark）で行い、染色態度に関して、非 EBV関連胃癌と EBV関連胃癌の比較を

行った。染色強度の評価については、各 TMA coreに対し腫瘍部のみを用手的に囲ん

だ上で、Definiens Tissue Studio（CTC ライフサイエンス株式会社）の”Membrane and 
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Cells”メニューで解析を行った。測定された Average Membranous intensityの数値デー

タに重み付け（=(10*x)x）をした上で、全例と胃体上-中部発生例の双方で Welch’s T

検定（p<0.05）で比較を行った。染色範囲の評価に際しては、Image J の Plugins “IHC 

Tool box”を用いて、染色陽性領域(DAB stain)を描出し、腫瘍部全体の面積に対する

染色陽性領域の比率として比較を行った（Welch’s T検定(p<0.05)）。 

 

10. Fluorescence-activated cell sorting: FACS   

二次元培養細胞を Trypsin/EDTA、及び、0.2mM EDTA で回収した後、抗体を添付文

書に従い反応させた。蛍光波長の計測と描出は、BD LSR Fortessa -20、及び、BD 

FACSDiva software (BD Bioscience) を用いて行った。使用した抗体は以下の通り：

CD44v6抗体（Human CD44 v6 Alexa Fluor 488-conjugated antibody[FAB3660G], R&D 

Systems）、 CD133抗体（133/1(AC133) antibody, human, Miltenyi Biotec）、CD44v9

抗体（Anti Human CD44 v9 Monoclonal antibody(RV3), COSMO BIO）。 
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11. Magnetic activated cell sorting: MACS   

Miltenyi Biotec マニュアル細胞分離装置を用い、添付の説明書に従って行った。細胞

回収後、CD44v6抗体（ab78960、5uL/100uL）と 4℃で 10分間反応させ、その後、anti-PE 

microbeads と 4℃、15 分間の条件で反応させ、細胞分離装置で、negative sortingと

positive sortingを行い、各々の最終的な細胞数を計測、Flowcytometryの CD44v6蛍光

値測定から、分離が適切に行われているかを確認した後、軟寒天培地でのコロニーア

ッセイ、ヌードマウスへの移植実験に用いた。 

 

12. ヌードマウス移植実験 

MACS で分離した CD44v6 陽性群（CD44v6-positive）と陰性群（CD44v6-negative）を

ヌードマウスに皮下移植し腫瘍形成を調べた。CD44v6陽性群と陰性群は、マトリゲ

ルを入れた PBS と 1:4 の割合で混ぜ、各々、同一個体の片側の大腿部に 2000個ずつ、

移植した。移植は４匹のヌードマウスに行った。 
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13. トランスジェニックマウス 

Ganマウス（Wnt1/C2mE）[110,111]は、Oshimaらにより作製されたトランスジェニッ

クマウスで、本研究で用いた Gan マウス（以下、Wnt1/C2mE）は金沢大学大島教授よ

り供与された。Wnt1/C2mE マウスは、いずれも胃上皮細胞に発現するサイトケラチ

ン 19(K19)遺伝子プロモーター制御下に導入された Wnt1 マウスと

COX-2(Ptgs2)/mPGES-1(Ptges)（C2mE）マウスの交配で得られる。Wnt1 マウスに比べ

て、炎症関連遺伝子（COX-2(Ptgs2)/mPGES-1(Ptges)（以下、C2mE））と共発現させ

た Ganマウス（Wnt1/C2mE）では腸型の隆起性腫瘍が胃に高率に形成されることか

ら、胃での炎症性発癌モデルマウスとされている。LMP2Aに腫瘍形成能が潜在的に

存在する場合、C2mE と共発現させた LMP2A/C2mE マウスでは、Wnt1/C2mE マウス

と同様に胃での腫瘍形成がみられるのではないかと考え、トランスジェニックマウス

を作成した。LMP2A/C2mE マウスは、LMP2A トランスジェニックマウスと C2mE マ

ウスとの交配によって得た。LMP2Aトランスジェニックマウスは、H,K-ATPase遺伝

子プロモーター（自治医科大学武藤博士供与）と SV40 polyA cassette の間に LMP2A

遺伝子を組み込んだトランスジェニックベクターを C57BL/6 マウス受精卵に注入し

作成した。また、LMP2A/C2mE とWn1/C2mE の交配によって、LMP2A/Wnt1/C2mE

マウスを得た。 
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14. トランスジェニックマウスの胃解剖と組織学的評価   

14-1. 胃解剖 

20-25週齢マウス計 116 個体を解剖した。各 Genotypeの内訳は、WT（4例）、LMP2A

（9例）、C2mE（20例）、LMP2A/C2mE（31例）、Wnt1/C2mE（26例）、LMP2A/Wnt1/C2mE

（26例）である。腹部を切開し、臓器に顕著な異常がみられないか確認した後、食道

と十二指腸の両端を切除して胃を取り出し、大彎に沿って切開し胃を開き、その状態

で写真を撮影した。食道と十二指腸を結ぶ正中線上で刃を入れて 2片に分け、片方を

扁平上皮領域（食道及び前胃）、胃底腺領域、幽門腺領域、十二指腸領域の 4片に切

り分け、凍結保存した（肉眼的に隆起がみられた場合には、“腫瘍”として分け、こ

れも凍結保存）。残りの胃は切り出してパラフィンブロックを作成した。胃の組織学

的評価については、文献[112]を参考としつつ、次の基準で行った。 

14-2. 組織学的評価 

14-2-1. 腫瘍の評価 

腫瘍の評価は組織学的に行った。腺管不整を伴う隆起性病変に対して、Dysplasiaと定

義し、以下の基準で 3 つの Gradeに分類した。Grade 1 は indeterminate for neoplasia 相

当の病変で、次の 3つの基準のうち、いずれかが該当するものとした：a. 完全に固有

腺上皮が消失したもの、b. 固有腺上皮が残っているが、腺窩上皮に細胞異型があり、
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かつ、腺管の分岐が複雑でないもの、c. Mucous metaplasia（十二指腸の Brunner腺に

似た淡明な細胞質と基底部に圧排された核を有する腺管からなる）の上にやや異型の

ある上皮が見られ、腺管の構造は単純なもの。Grade 2はヒトでいう adenoma あるい

は low grade dyaplasia 相当の細胞異型があり、腺管の分岐や癒合など、構造がやや複

雑なもので、核は細長く、基底側に配列する。Grade 3はヒトでいう上皮内癌あるい

は high grade dysplasia 相当の細胞異型がある、または高度の構造異型があるもの、核

は丸く、極性が乱れている、核分裂像が目立つ。本論文で「腫瘍」と表現するものは、

この Grade 3相当の病変である。 

 

14-2-2. 炎症の評価 

前胃-腺胃境界部から腺胃近位で評価した。上記文献[112]に従い、Grade1-4に分類し

た。粘膜筋板下の粘膜下層にみられるごく軽度の炎症細胞浸潤は Inflammation Grade 1

（I1）とした。Inflammation Grade 3（I3）と Inflammation Grade 4（I4）はいずれも高

度の炎症細胞浸潤で、両者の区別には炎症細胞浸潤の深さを優先して行った。粘膜下

層主体のものは I3、固有筋層以深にみられるものは I4とした。Inflammation Grade 2

（I2）は I1と I3/I4 の中間のものをとった。 
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15. トランスジェニックマウスの胃組織に対する免疫組織化学 

マウス胃未染標本に対し、Cd44v6 抗体（RAT ANTI MOUSE CD44v6, AbD Serotec (a 

Bio-Rad company), 1000 倍希釈）を用いて、全自動特殊染色装置（Bentana Benchmark）

で染色した。細胞膜に染色されるものを陽性と判定した。 

CD44v6陽性面積の比較は、LMP2A/C2mE マウスの腫瘍好発部位である食道と十二指

腸を結ぶ直線と大彎線の中間に位置する、前胃－腺胃上部領域（腫瘍好発部位）の画

像（対物レンズ 2倍）に対して計測を行った。まず、画像全体における腺胃の粘膜部

分の全面積（表層から粘膜筋板上まで）を計測した後、画像全体における CD44v6陽

性部分の面積を計測した。全面積に対する陽性部分の面積の割合を算出し（図 26a）、

比較に用いた。粘膜の組織評価は、CD44v6免疫染色標本と同一切片の

Hematoxylin-Eosin (HE) 染色標本に対して行っている。 
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Ⅳ. 結 果 

1.  Epstein-Barr Virus 感染上皮細胞の幹細胞性 

胃粘膜上皮細胞への EBV 感染の幹細胞への影響を検討し、EBV 関連胃癌細胞と比較

するため、ヒト正常胃上皮細胞株（GES1）とその EBV感染株（GES1-EBV）、EBV

関連胃癌細胞株（SNU719）を用いて、三次元形態、幹細胞様性質、多能性誘導につ

いて比較を行った。三次元形態の比較は spheroid 培養とその形態解析で行った。幹細

胞様性質として知られる浸潤能、自己増殖能について、胃粘膜固有層間質の成分でも

ある type1 コラーゲンを用いて調べた。また、マイクロアレイ発現解析により多能性

誘導遺伝子の発現について調べた。  

 

1-1．胃正常上皮細胞株にみる EBV感染での spheroid 形態の変化 

1-1-1. U底細胞低吸着プレートでの 3次元培養 

96ウェル U底細胞低吸着プレート（PrimeSurface® 住友ベークライト株式会社）に

1000個/well、あるいは 10000個/well となるよう細胞を調整して 4日間 3次元培養を

行い、形成された spheroid の形態変化について血清入りの通常培地と無血清培地の 2

つの条件で調べた（図 1a）。まず、通常培地での spheroid は、球体である GES1 に対
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し、GES1-EBV(#6,#8)では凹凸が目立った。SNU719 の spheroid でも凹凸がみられ、

サイズはより増大していた。この傾向は無血清培地になると、より顕著となった。形

態の「複雑性」を表す指標の一つとしてフラクタル次元値が知られているが、Image J 

analyze tool menuの”Fractal Box Counts” を用いて GES1-EBVや SNU719の spheroidで

の凹凸を数値化し比較を行った（図 1b）。通常培地と無血清培地の両者で、フラクタ

ル次元は GES1 と比較して、GES1-EBV(#6,#8)、SNU719 で有意に上がっていた。次に、

Image J plugins menu の 3D interactive surface plot を用いて、spheroid 画像の RGB値分

布を視覚化した（図 1c）。通常培地の GES1 spheroid では、球体を反映して、中心部

が濃く、周囲が徐々に薄くなる傾向があり、高い山を形成する。通常培地の

GES1-EBV(#6,#8)でもこのような傾向はみられるが、SNU719 では中心部と周囲の濃

淡が不明瞭となり、平坦な plot となった。一方、無血清培地での GES1-EBV(#8)では、

SNU719 と同様に平坦な plot に近づいた。 

さらに、GES1-EBV(#8)では、スタートの細胞数を 1000個/well から 10000 個/well に

増やした場合、無血清培地で 3次元培養を行うと、細胞接着が失われ、網様の形態と

なり、SNU719 と形態的に似ていた（図 2）。 
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1-1-2. コラーゲンゲルの中での spheroid 培養 

胃粘膜固有層間質に含まれる type 1 Collagen を用いて、培養した spheroid のコラーゲ

ン基質への浸潤能を調べた。浸潤能の指標として、全面積に対する浸潤部の面積の割

合を求めた（図 3b）。コラーゲン内で培養した spheroid は周囲に伸びだすような構

造（「浸潤部」とする）を伴っており、GES1-EBV(#6,#8)でより顕著であった（図 3a）。

GES1-EBV(#6,#8)では GES1 と比較して、浸潤部の割合が有意に高かった（図 3c）。 
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1-1-3．コラーゲンゲルを用いた足場依存性コロニー形成 

同様に、コラーゲンを用いて、その中での増殖能力の変化をコロニー形成アッセイで

調べた。GES1 では、丸いコロニーが数個みられたのに対して、GES1-EBV(#6)では棘

を有する大きなコロニーが多数形成されていた。GES1-EBV(#8)では GES1 のコロニー

と同様であった。SNU719 では、サイズの小さい棘を有するコロニーが GES1-EBV(#6)

よりさらに多数形成されていた（図 4a）。GES1 に対するコロニー形成率（Plate 

Efficiency(%)=[コロニー数]/1000 個 x100）は GES1-EBV(#6)と SNU719 で有意に高か

った（図 4b）。 
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1-2．幹細胞性関連遺伝子の発現変動 

こうした以上の形態学的特徴とともに、幹細胞遺伝子発現について検討した。現在、

胃癌幹細胞マーカーの候補とされているのは、CD44と CD133であるため、特に両者

との関連性に着目して検討した。 

 

1-2-1. 全遺伝子に対する発現変動遺伝子解析 

Agilent Expression Array解析（タカラバイオ株式会社）で、全遺伝子に対して、

GES1-EBVで GES1 と比較して発現が増加（2 倍以上）している遺伝子を二次元培養

と三次元培養の各々で抽出し、それらが多く含まれる（エンリッチメント）Pathway

をリストアップした（Pathway解析）。 

David（David Bioinformatics Resources 6.7(National institute of Allergy and Infectious 

Diseases (NIAID), NIH)(https://david.ncifcrf.gov)）で、発現増加遺伝子がエンリッチメン

トされる KEGG pathwayを調べたところ、三次元培養（spheroid）で、上位にリスト

アップされた Hematopoietic lineageの中に、胃癌幹細胞マーカー候補である CD44が

リストアップされていた（表 1）。CD133はリストアップされていなかった。 

https://david.ncifcrf.gov/
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次に、Pathway内での発現増加遺伝子の機能的局在と関係性について視覚的に捉える

ことが可能な Reactome pathway（Reactome a curated pathway 

database(http://www.reactome.org/)）で、発現増加遺伝子がエンリッチメントされる

pathwayを調べたところ、上位にリストアップされたのは「Activation of Matrix 

Metalloproteinase」と「Collagen degradation」であり、両者とも pathway内では、MMPs

と CD44の関与が認められた（図 5a,b）。二次元培養と三次元培養（spheroid）の両者

で、MMP9 と CD44の発現変化を比較したところ（図 5c）、MMP9 も CD44も、二次

元培養（MMP9：2.97倍、CD44：1.15倍）より三次元培養（MMP9：13.2 倍、CD44：

2.02倍）で GES1-EBV での発現増加がみられた。 

http://www.reactome.org/
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1-2-2. 多能性関連遺伝子の発現と CD44 

次に、多能性誘導遺伝子（POU5F1(OCT3/4)、SOX2、KLF4、LIF、MYC）発現につい

て、GES1 と GES1-EBV で比較を行った。 

まず、二次元培養でのマイクロアレイ発現データを用いて、内在性コントロール

（GAPDH）に対する多能性誘導遺伝子の相対的発現を比較した（図 6a）。その結果、

GES1-EBVでは GES1 に対し、LIF と KLF4、MYC の増加がみられた。KLF4に関し

ては Real-time qPCRでも確認され、SNU719 でも増加していた（図 6b）。 

多能性誘導遺伝子のマイクロアレイ発現値を Fold changeで比較すると、三次元培養

では二次元培養より、LIF、KLF4、MYC の発現が高くなる傾向にあった。 

その中で、KLF4 は、培養形態（二次元培養と三次元培養（spheroid））に関わらず、

GES1-EBVで 2倍以上発現が増加し、統計学的に有意であった（二次元培養：3.09倍, 

p=0.035、三次元培養：5.94倍, p=0032）（図 7a）。 

マイクロアレイ発現値で、KLF4 と相関のある幹細胞関連遺伝子を単回帰分析で調べ

たところ、KLF4は POU5F1とMYC、消化管幹細胞マーカー候補であるBMI1とLGR5、

Hedgehog pathway 関連遺伝子(PTCH1, SMO, GLI1)のほか、CD44 と有意な相関関係に

あることがわかった（図 7b）。 
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2.  Epstein-Barr virus (EBV) 感染と CD44 

CD44で、癌との関連がより示唆されているのは alternative splicing variants であり、そ

の中でも CD44v6は報告が多いだけでなく、1997 年に EBV関連胃癌での高発現が報

告されている。CD44v6 が EBV関連胃癌の癌幹細胞マーカーであり、かつ、GES1-EBV

でも発現が増加しているとなれば、CD44v6は Cancer initiating cell への変化を示唆す

る可能性もあると考えた。 

そこで、CD44v6に着目し、GES1-EBVでの発現増加を調べるとともに、それが EBV

関連胃癌の癌幹細胞マーカーである可能性を検証した。 

 

2-1.  GES1-EBVでの CD44v6の発現 

二次元培養の GES1-EBV(#6,#8)において CD44v6 mRNAの発現は GES1 に比して増加

の傾向にあった（Fold change, GES1-EBV(#6):2.37 倍、GES1-EBV(#8):1.14 倍）。また、 

その発現は血清の影響を受けており、無血清培地条件にした際の CD44v6 発現はさら

に増加した（Fold change, GES1-EBV(#6):7.82 倍、GES1-EBV(#8):20.8 倍）（図 8a）。 
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GES1-EBVでの CD44v6 発現増加は、蛋白レベルでも確認され（図 8b,c）、Real-time 

qPCR での結果と同様、Western Blot においても、GES1-EBVの CD44v6 発現量は GES1

と SNU719 との間にあった（図 8b）。二次元培養の Cell blockに対する免疫染色でも、

GES1-EBVでは GES1 に比較して、CD44v6が細胞膜に陽性となる細胞が増えていた

（図 8c）。Spheroidの CD44v6陽性細胞は、コラーゲンに浸潤する部分に存在してい

た（図 9）。 
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2-2．EBV関連胃癌での CD44v6の発現 

通常胃癌と EBV関連胃癌を含めたヒト胃癌 TMAでのCD44v6発現を免疫組織学的に

検討した。 

ヒト胃癌 TMAに対する CD44v6の免疫染色では、EBVの有無に関わらず、ほとんど

の症例（89例/90 例）で染色が確認され、症例により染色される範囲や強度は様々で

あり、染色態度には heterogenityがうかがえた（図 10）。 

通常胃癌と EBV関連胃癌を比較すると、EBV関連胃癌では、CD44v6 陽性領域の割

合が高いことが示唆された（図 11a）。一方、染色強度に関して、両者に大差はなか

ったが（図 11b）、癌の局在が胃体上部から中部のものに限局して比較をすると、EBV

関連胃癌で染色強度が高い傾向にある可能性も示唆された（図 11c）。 
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2-3. 胃癌細胞株での CD44v6 の発現 

様々な胃癌細胞株での CD44v6の細胞表面における発現を Flowcytometryで検討した

（図 12）。 

ほとんどの胃癌細胞株で CD44v6発現が確認された。各々の EBV 感染株では、5例中

1例（NUGC3:4.5%, NUGC3R:22.2%）に右方 shift がみられた。EBV関連胃癌細胞株

について、SNU719 では 32.6％、YCCEL1 では 34.6％、NCC17％であり、SNU719と

YCCEL1 での発現は高い傾向にあった。しかも、SNU719 では、CD44v6 低発現と高

発現の 2群に分かれるような hierarchyを思わせる二峰性の波形を示した。 

 

2-4.  EBV関連胃癌細胞株 SNU719 での Cancer Stem cell 単離の試み 

2-4-1. SNU719 での CD44v6 と CD133の共発現 

Flowcytometerで SNU719 の CD44v6高発現群と低発現群について、各々での CD133

発現を調べた。SNU719 では 1.2%の細胞が CD133 を発現している（図 13）。 

CD44v6（Fluorescein isothiocyanate(FITC)標識抗体）と CD133（Phycoerythrin(PE)標識

抗体）の共染色を SNU719 に対して行った。測定は蛍光補正の上、行った。CD44v6

及びCD133の発現を蛍光強度によってHighとLowに分け、HighとLowの境界はFITC
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及び PEのコントロールを参考に設定した。Prodipium Iodide (PI) 染色後、PerCP-Cy5.5

で蛍光を示すものは死細胞と考えて評価対象から除外した。 

SNU719 では CD44v6陰性細胞より、CD44v6陽性細胞で CD133陽性細胞の含有率が

高かった（図 14）。 
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2-4-2. CD44v6 陽性群と陰性群でのコロニー形成の比較 

次に、Magnetic activated cell sorting (MACS)で、SNU719 を CD44v6陽性群

（CD44v6-positive）と陰性群（CD44v6-negative）に分けて、分離精度を Flowcytometer

で確認した後（図 15a）、軟寒天培地での接着非依存性のコロニー形成をみた。 

2 well ずつの平均コロニー数を比較したところ、分離前(Pre-sorting)（54±12.0個）及

び CD44v6陰性群（11±0.7個）に比べて、CD44v6 陽性群（192±14.1 個）で有意に

高かった。（図 15b,c）。また、CD44v6陽性群のコロニーは分離前(Pre-sorting)のコロ

ニーに形態上類似する傾向にあった。 

 

2-4-3. CD44v6 陽性群と陰性群でのヌードマウスにおける腫瘍形成 

MACS で分離した SNU719 の CD44v6陽性群（CD44v6-positive）と陰性群

（CD44v6-negative）をヌードマウスの大腿部皮下に移植し、腫瘍形成能について検討

した（図 16a）。4匹のヌードマウスに移植し、CD44v6陽性群（CD44v6-positive）を

移植した 2匹の皮下に腫瘍形成が確認された（図 16b,c）。皮下腫瘍のみられたもの

の 1匹の腫瘍の肉眼的最長径は 1.1cm、重量は 0.224gであった（図 16c）。残りの 1

匹の腫瘍最長径は 0.5cm であり、現在も経過観察中である。 
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3.  Latent Membrane Protein 2A (LMP2A) と Stemness Enrichment 

幹細胞様細胞の増加については、2013年に LMP2A の関与が示唆されている[45]。加

えて、100週齢の LMP2A トランスジェニックマウスの一部に胃腫瘍が形成されると

いう報告も存在する（日比谷ら、2012年学位論文）。従って、LMP2A の幹細胞様細

胞増加作用が発癌に関与している可能性が推測される。 

そこで、GES1 でも LMP2A の幹細胞様細胞増加の所見が得られるかについて、LMP2A

遺伝子を導入した GES1 細胞株（GES1-LMP2A）を用いて検証するとともに、トラン

スジェニックマウスでの胃腫瘍形成から、LMP2A の発癌における役割を検討した。 

 

3-1．LMP2A導入 GES1 細胞株（GES1-LMP2A）の幹細胞性 

GES1-LMP2Aの、コントロール（GES1-FLAG）に対する幹細胞性変化について、コ

ラーゲンゲルでのコロニー形成・浸潤能、三次元形態変化、遺伝子発現の観点から比

較を行った。 
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3-1-1. GES1-LMP2Aの足場依存性コロニー形成 

GES1-LMP2Aでは GES1-EBV(#6)と同様にコラーゲン中でのコロニー形成率が高く

（GES1-FLAG:7±2.3 個、GES1-LMP2A:36±9.5 個）、コロニーは大きく、棘状の形

態を示した（図 17）。 

 

3-1-2. GES1-LMP2Aでの spheroid 形態の変化 

GES1-EBVと同様、GES1-LMP2Aでの spheroid 形態も複雑性の高い構築を形成した。

GES1-FLAGに対する GES1-LMP2Aでのフラクタル次元も有意に上がっており、コラ

ーゲンでの浸潤面積も有意差はなかったが、増加の傾向があった（図 18）。 

 

3-1-3. GES1-LMP2Aでの CD44v6蛋白の発現 

CD44v6蛋白の細胞膜表面発現は、GES1-FLAGで 4.2%、GES1-LMP2A で 10.4%と増

加しており（図 19a）、同程度に CD133蛋白発現も増加していた（GES1-FLAG:0.8%、

GES1-LMP2A:1.6%）（図 19b）。 
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3-2.  LMP2Aと発癌 

日比谷ら（2012年学位論文）の報告によれば、LMP2Aトランスジェニックマウスで

は腫瘍が形成されるが、その頻度は低い（2例／25例）。 

近年、炎症性発癌モデルマウスとして Wnt1/C2mE（Gan）マウスが知られている。 

Wnt1/C2mE マウスは、Proto-oncogeneである Wnt1 遺伝子、アラキドン酸カスケード

を構成し炎症に関与する COX-2遺伝子／mPGES1 遺伝子（以下、C2mE）を共発現す

るトランスジェニックマウスである。このマウスは、Wnt1 単独トランスジェニック

マウスや C2mE トランスジェニックマウスと比較して、高率に胃腫瘍を形成すること

がわかっており、炎症の腫瘍促進作用を示すモデルとなっている。以上をふまえて、

LMP2A/C2mE マウスを作成し、胃腫瘍形成について調べることにした。 

 

3-2-1. トランスジェニックマウスでの胃腫瘍形成 

20-25週齢のWild type マウス、LMP2Aマウス、C2mE マウス、Wnt1/C2mE マウス、

LMP2A/C2mE マウス、LMP2A/Wnt1/C2mEマウスでの胃腫瘍形成を調べた。

Wnt1/C2mE マウスでは、既報告にあるように、前胃-腺胃境界部に腫瘤を形成したが、
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同様の腫瘤形成は、LMP2A/C2mE マウスにもみられ（図 20）、LMP2A マウスや C2mE

マウスには明らかではなかった。 

腫瘍好発部位である前胃－腺胃上部の胃粘膜について、組織学的に Dysplasia の評価

（図 21a,b）をし、各 genotype 間で比較を行った。 

Dysplasia Grade 3 は、正常腺胃にはない高度の異型を呈する病変で、ヒトの

Adenocarcinomaに相当する。この Dysplasia Grade 3 は、LMP2A/C2mE マウス、

Wnt1/C2mEマウス、LMP2A/Wnt1/C2mEマウスの 3つの genotypeにだけにみられた。

さらに、LMP2A/Wnt1/C2mE マウスでは、Wnt1/C2mE マウスに比べて、Dysplasia Grade 

3の頻度が高い傾向があった（図 21c）。 

以降、Dysplasia 3の症例を「腫瘍」と表記する。 
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3-2-2.  LMP2A/C2mE マウスでの Cd44 発現 

トランスジェニックマウスでの胃腫瘍形成から、LMP2Aに腫瘍形成を促進する作用

があり、そして、その促進作用は炎症によって顕在化する可能性が示唆された。 

LMP2Aの幹細胞性増加作用が腫瘍形成に重要である可能性を検討するため、

LMP2A/C2mE マウスの腫瘍での幹細胞関連遺伝子発現について、LMP2A/C2mE マウ

スの背景粘膜（非腫瘍）と C2mE マウスの胃粘膜（非腫瘍）の両者に対する比較を行

った。 

マイクロアレイ発現値で、LMP2A/C2mE マウスの腫瘍で、LMP2A/C2mE マウスの背

景粘膜（非腫瘍）、及び、C2mE マウスの胃粘膜（非腫瘍）に比べて 1.5倍以上増加

していた遺伝子をリストアップした（図 22）。その結果、リストアップされた遺伝子

の中に、Cd44があり、LMP2A/C2mE 背景粘膜の 20.6倍、C2mE 胃粘膜の 3.2倍であ

った。 
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3-2-3.  腫瘍と stemness enrichment、Cd44 発現 

マイクロアレイ発現値で、腫瘍群（LMP2A/C2mE 腫瘍、Wnt1/C2mE 腫瘍、

LMP2A/Wtn1/C2mE 腫瘍）と非腫瘍群（Wild type 粘膜、LMP2A粘膜、C2mE 粘膜、

LMP2A/C2mE 背景粘膜、Wnt1/C2mE 背景粘膜）の 2群間比較を行った。 

腫瘍群の非腫瘍群に対するマイクロアレイ発現変動遺伝子（Fold change>2 or <-2、か

つ、Welch’s T検定 p値<0.05を満たす遺伝子）を抽出し、volcano plot で描出した。

Volcano plot では、Fold change=2 (Log2[Fold change]=1)と p値=0.05 (-Log10[p値]=1.30)

で線引きをし、辺縁 4 つの分画に分けた場合、有意な発現増加遺伝子は第 1象限、有

意な発現低下遺伝子は第 2象限にみられる。 

CD44は腫瘍で有意な発現増加遺伝子であった。CD44と有意な相関関係にあった幹細

胞関連遺伝子を図 23a,b に示した。CD44は、Prom1 (CD133)や Aldh1a3、Sox2、Mmp9

と正の相関関係にあった。 
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3-2-4.  LMP2Aと CD44v6 発現 

25週齢のトランスジェニックマウス（Wild type、LMP2A、C2mE、LMP2A/C2mE、

Wnt1/C2mE、LMP2A/Wnt1/C2mE）の胃組織標本（各々3例）に対して、CD44v6免疫

染色を行った（図 24、図 25）。正常（Wild type）では前胃の重層扁平上皮の基底付

近の細胞に陽性となり、腺胃は陰性となる。 

LMP2A/C2mE マウス、Wnt1/C2mE マウス、LMP2A/Wnt1/C2mEマウスの腫瘍では、

全例に CD44v6が陽性となった（図 25）。 

正常粘膜、および、腫瘍性粘膜（Dysplasia Grade 3）の単位長あたりの CD44v6陽性面

積を比較したところ、CD44v6の陽性面積は、腫瘍で有意に増加していた（図 26b）。 

25週齢の LMP2A/C2mE マウス腫瘍組織（3 例）と C2mE 非腫瘍組織（4 例）の CD44v6

免疫染色標本に対して、CD44v6陽性面積の比較を行った。 

その結果、LMP2A/C2mE マウスでは、C2mE マウスに比べて、CD44v6 陽性領域の割

合が高い傾向にあった（図 26c）。 
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3-2-5. CD44v6と組織学的炎症 

次に、炎症が腫瘍形成を促進する可能性について調べるため、CD44v6 発現と炎症と

の関連について検討を行った。 

25週齢トランスジェニックマウスの CD44v6免疫染色では、CD44v6の発現が、腫瘍

だけでなく、C2mE マウスの Dysplasia Grade 1 組織（2例）でも確認された。この陽

性例について観察すると、CD44v6陽性部位の周囲に炎症細胞浸潤を伴う傾向にある

ことがうかがえた（図 27）。 

そこで、組織学的炎症の有無で CD44v6陽性面積を比較した。尚、陽性面積と組織学

的炎症、いずれの評価も、LMP2A/C2mE マウスの腫瘍好発部位である、食道と十二

指腸を結ぶ線と大彎との中間部に相当する前胃―腺胃上部領域の画像（対物レンズ 2

倍）に対して行った。 

その結果、組織学的炎症がみられる組織では、CD44v6陽性面積が有意に高いことが

わかった（図 28）。 
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25週齢における全 genotype（WT、LMP2A、C2mE、LMP2A/C2mE、Wnt1/C2mE、

LMP2A/Wnt1/C2mE）のトランスジェニックマウスに対して、前胃-腺胃を中心とした

胃粘膜での組織学的な炎症細胞浸潤を Inflammation Grade1(I1)～Inflammation 

Grade4(I4)まで分類し（「方法 14-2-2」参照）評価を行った。Inflammation Grade 1(I1)

を軽度(mild)、Inflammation Grade2(I2)を中等度(moderate)、Inflammation Grade 3/4(I3/I4)

を高度(high)とすると、中等度以上の組織学的炎症の頻度は、C2mE マウス（15.3%）

より LMP2A/C2mE マウス（44.4%）で高い傾向がうかがえた（unpaired t test, p=0.078）

（図 29）。 
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Ⅴ. 考 察 

1.  EBV 感染上皮の幹細胞性 

癌幹細胞仮説は、過去の実験結果の蓄積から帰納的推測を経て構築されてきた面があ

り、未だ発展と検証の途上にある。本研究で、以下の仮説を設定した。 

“胃粘膜上皮の幹細胞（あるいは前駆細胞）に Epstein-Barr virus(EBV)が感染すると、

様々な程度に多能性と分化抑制がもたらされる結果、より胎生期細胞に近い未熟な幹

細胞様細胞の出現とその相対的な割合が増加する。その中から、異常な自己増殖能を

獲得したものが出現し、EBV関連胃癌が形成される” 

検証の出発点として、ヒト胃上皮細胞株 GES1 の EBV感染株（GES1-EBV）を用いた。

仮説に従えば、GES1 よりも GES1-EBVで幹細胞様細胞増加の所見が得られる。幹細

胞様細胞の増加があれば、幹細胞性質も増大するという仮定のもと、幹細胞性質とし

て知られる増殖能と浸潤能を指標に、GES1 と GES1-EBVで比較を行った。 

GES1-EBVでは spheroid の形態の複雑性が増加した。血清には分化を促進する因子が

含まれる[113]ことから、幹細胞培養では無血清培地が使用されることがある[114]。

無血清下の GES1-EBV(#8)では、一つの塊ではなくいくつかの不整な小塊状に分かれ

るような形態となり、3D interactive surface plot でみると spheroid 内及び Background

間での輝度差が小さくなり、細胞構成がより均質なものとなっていることから示唆さ
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れた。一方、不整に入り組む腺管様形態は、ヒト EBV関連胃癌組織にみられる

lace-pattern[115]を思わせた。 

以上の spheroid 形状の変化、コロニー形成の増加は、EBV感染による幹細胞の増加、

あるいは、幹細胞性形質の獲得による可能性が考えられた。 

GES1-EBVの性質変化は、特にコラーゲンゲル中において顕著で、浸潤面積が増大し

た。さらに、GES1-EBV(#6)ではコロニー形成の増加もみられた。 

多能性関連遺伝子について、GES1-EBVでは LIF、KLF4、MYC の増加がみられた。

KLF4 は RT-qPCR でも発現増加が確認され、EBV関連胃癌細胞株 SNU719 において

も更に高くなる傾向があった。KLF4 は、マウスでは LIF-STAT3 経路依存性とする報

告も存在する[116-117]。Fibroblastに BMI1 を作用させるか、あるいは、sonic hedgehog 

pathwayを活性化させると、KLF4, N-myc, SOX2 を発現する中間的な細胞となり、そ

れに POU5F1 を添加すると iPS 細胞となるという報告がある[118]。 

BMI1 に関しては GES1-EBVで顕著に増加していた。BMI1(Polycomb ring finger 

oncogene)は、当初 c-MYC との関連で記述された遺伝子であり[119]、Self-renewal、増

殖、分化における epigenetic silencingで中心的な役割を果たすとされる[120]。造血器

[121]、神経[122]、毛包[123]の幹細胞マーカーとの報告、頭頚部扁平上皮癌[124, 125]、

膀胱癌[126]、大腸癌[127]、骨髄性白血病[128]において癌幹細胞との報告もある。造
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血系腫瘍に至っては Progenitors からの transformation への関与を指摘する研究もある

[129]。さらに、GES1に BMI1 を overexpression させた in vitro の実験では malignant 

transformation が確認される一方、マウスでの腫瘍形成を伴わないことから、発癌初期

過程への関与が注目されている[130]。BMI1 は腸管では LGR5 とともに消化管の幹細

胞マーカーである可能性が指摘されている[131]。 

 

2.  EBV感染上皮における CD44v6 

今回、胃上皮細胞の幹細胞マーカーである CD44 の発現に着目した。上述の KLF4 に

ついて、CD44との正の相関がみられる。さらに、三次元培養（spheroid）の GES1-EBV

では、CD44に関連した分子である Matrix Metalloproteinase 9（MMP9）が増加してい

た。MMP9 はゼラチナーゼの一つであり、胃粘膜においては、基底膜を構成する要素

に対する酵素でもある。Spheroidの浸潤面積の増大からも、EBV感染胃粘膜の幹細胞

は細胞外基質（特に腺上皮と固有筋層の境界部での基底膜など）を分解して周囲に拡

がることが考えられる。 

また、CD44には standard isoform に加えて、複数の alternative splicing variants が存在

する。MMPs と CD44 variant isoforms 発現[132, 133]、特に、CD44v6 との関連に注目
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した報告もある[133]。尚、CD44v6が EBV胃癌において高発現することは 1997年に

Fukayamaらのグループにより報告されていた[28]。 

本研究において、GES1 と GES1-EBVの CD44v6 mRNA 発現の差は、無血清下でより

明瞭となった。また、GES1-EBV spheroidのコラーゲンゲルへの浸潤部分の細胞には

CD44v6が強く発現していた。以上の結果から、三次元形態の変化は CD44v6の発現

変化を反映しており、EBV 感染による癌幹細胞様細胞誘導を示唆する可能性が考えら

れた。 

胃癌細胞への EBV感染による CD44v6陽性細胞の増加すること、ならびに、EBV関

連胃癌で CD44v6の発現が高いことなど、SNU719 でのMACS 分離実験から、少なく

とも EBV関連胃癌において CD44v6が癌幹細胞マーカーとなっているものと推定さ

れた。CD44v6が EBV 関連胃癌の幹細胞マーカーである可能性が支持された。 

臨床検体で CD44v6 mRNA発現を調べた研究[134]によれば、CD44v6 は、胃粘膜での

発現はなく、食道重層扁平上皮で 100%、non-dysplastic Barrett’s mucosa で 64%、

Barrett’s carcinomaで 77%に発現しているという。この傾向は、免疫組織学的検討によ

っても支持されている[135]。ヒト EBV関連胃癌 TMAでの CD44v6発現が胃体上部か

ら中部発生の癌において有意に高いという本研究結果との関連性を思わせる。 
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3.  LMP2A と発癌 

LMP2Aの胃発癌について、EBV感染と同様、LMP2A導入による GES1 上皮細胞の変

化を検討した。GES1-LMP2A では、コラーゲン基質でのコロニー形成能の増加が得ら

れ、LMP2Aの幹細胞増加への関与を支持する。 

さらに、炎症マウスと交配により、25週齢の LMP2A/C2mE マウスで、LMP2Aマウ

スや C2mE マウスにはみられない Dysplasia Grade3 相当の腫瘍が形成された。 

この観察結果から、LMP2A には腫瘍形成能があり、それが C2mE の存在によって顕

在化することが推定される。 

マイクロアレイで、LMP2A/C2mE マウスの腫瘍で、C2mE マウス胃粘膜に比べて、

CD44の発現が増加していた。また、少数例での検討ではあるが、LMP2A/C2mE マウ

スの腫瘍では、C2mE マウス胃粘膜に比べて、前胃－腺胃上部での CD44v6 発現面積

が高い傾向がみられた。今回、LMP2Aの発癌に関与する可能性のあるものとして、

幹細胞増加作用のほかに、炎症の存在が示唆された。 

組織学的炎症の頻度と程度に関して、genotypeの中で最も高かったのが、

LMP2A/C2mE マウスであった。 
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以上から、LMP2Aの発癌には、CD44v6発現細胞の増加、ならびに、炎症の存在の両

者が関与している可能性が示唆された。 

 

4.  EBV 感染と胃粘膜発癌 

GES1-EBV、GES1-LMP2A での、コラーゲン存在下での顕著な性質変化を考慮すると、

炎症により傷害を受けた正常胃粘膜上皮細胞に EBVが感染して、多能性をもたらす

ことで未熟な細胞が相対的に増加する一方、炎症の促進によって、その増殖能力が顕

在化しやすい状態となり、癌幹細胞性質を獲得していくという機序が想定される。 

本研究では、可能性の指摘にとどまったが、実証に向けて、更なる実験を進めていき

たい。 

LMP2Aによる stem-ness enrichment を論じた既報告[45]では、マウス胎仔の fibroblast

から樹立された NIH3T3 細胞株を用いているが、阻害実験から、LMP2A による side 

population のコロニー形成能には、Stat3、MEK/ERK、PI3 kinaseの関与があることが

示唆された。Jak-Stat3 pathway、PI(3) kinase pathwayは、マウスの Embryonal stem cell 

(ES cells)で、多能性維持を維持する機構として、多能性誘導遺伝子（KLF4、SOX2、

NANOG、TBX3）の上流に位置すると考えられている pathwayでもあり、さらに上流

には LIF が想定されている[117]。マウスでは、LIFは KLF4 との関連も報告されてい
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る[116]。今回は、LMP2A について多能性誘導遺伝子の発現を検索できていないため、

今後は LIF 発現などを中心に詳細な検討を進めたい。LIFは Interleukin(IL)-6 familyに

属し、炎症との cross-talkingなどの機序もあるかもしれない。IL-6 は cancer stem cells

と non-stem cancer cells 間の移行に関与するのではないかという報告もある[136]。 

炎症と発癌の関係について述べたのは、1828年の Marjolin が最初とされているが、こ

のテーマと関連付けられることが多いのは、rest embryonal hypothesis の提唱者である 

Rudolph Virchowである[137]。 
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Ⅵ. 結 論 

胃上皮細胞への Epstein-Barr virus（EBV）感染に伴い、spheroid 形態の変化や幹細胞

マーカー遺伝子の発現上昇などの癌幹細胞様変化がみられた。このような変化を誘導

する因子の一つとして、EBV潜伏感染遺伝子である Latent Membrane Protein 2A

（LMP2A）の関与が示唆され、さらに LMP2A 発現と炎症との相互作用が腫瘍形成に

寄与する可能性が示唆された。以上の結果は、EBV感染による癌幹細胞様細胞誘導の

可能性を支持するものである。 
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