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研究成果の概要（和文）：日本人に多い胃がんの約１割にEBウイルスの感染が認められ、発がんへの関与が疑わ
れている。本研究では、ゲノム編集技術を応用して、EBウイルス陽性胃がん細胞から二種の全長EBウイルスゲノ
ムDNAを単離して全ウイルスゲノム塩基配列を決定した。系統樹解析から、両者はいずれも東アジア地域に分布
するウイルス株のグループに分類された。得られた胃がん細胞由来EBウイルスを不死化上皮細胞に感染させたと
ころ、がん遺伝子産物高発現で誘導されるはずの細胞死が阻止されたことから、上皮がん発生の初期段階におい
てEBウイルス感染が関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Approximately 10% of gastric cancer cells are positive for Epstein-Barr 
virus (EBV) infection. Genome editing technology was used to clone full length genomes of two EBV 
strains derived from gastric cancer cell lines, and their sequences were determined. Phylogenetic 
analyses revealed that both strains belong to EBV family commonly observed in East Asian countries. 
When immortalized keratinocytes were stably infected with these gastric cancer-derived EBVs, the 
infected cells became resistant to oncogene-induced cell death, implicating the role of EBV 
infection in the initial phases of epithelial carcinogenesis.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
EBウイルス(Epstein-Barr virus)は健常成

人の 95%以上に感染している普遍的ウイルス
である一方で、厳然たる腫瘍ウイルスでもあ
る。EB ウイルス関連腫瘍の約 80％を占めるの
が、上咽頭がん、胃がんなどの EB ウイルス陽
性上皮系がんである。最近、胃がん臨床サン
プルのゲノム解析により、胃がんは 4種類に
分類され、EB ウイルス関連胃がんはその一つ
に分類され、胃がん全体の約９%を占めること
が報告された(The Cancer Genome Atlas 
Research Network, Nature 513:203, 2014)。
したがってEBウイルスによる上皮系細胞のが
ん化メカニズムの解明は胃がんの診断・治療
を考える上でも急務である。 
では大多数の人に病原性を示さないのに、

なぜ時としてがんの原因となるのだろうか？
これを説明するのが「ある特定の EB ウイルス
株が胃がんを起こしやすい」という仮説であ
る。EB ウイルスは約 180 キロベースという大
きなゲノムを有するがゆえに、研究開始当初
の時点では二、三のウイルス株について全ウ
イルスゲノム配列が決定されているに過ぎな
かった。しかし最近次世代シークエンサーの
導入により、数多くの EB ウイルス株の塩基配
列決定が行われつつある(Palser AL et al, J 
Virol 89:5222, 2015)。その結果、EB ウイル
スゲノム塩基配列のウイルス株間での多様性
が明らかになりつつある。一方、上咽頭がん
由来のEBウイルス株は上皮細胞へ感染しやす
い特性を持つといった興味深い報告もある
(Tsai MH et al, Cell Reports 5:458, 2013)。
そこでEBウイルス陽性胃がんに感染している
ウイルス株はの特性を明らかにする必要があ
ると考えられた。 

 
２．研究の目的 
EB ウイルス陽性胃がんや上咽頭がん由来の

細胞株から潜伏感染 EBウイルスゲノムを BAC
クローン化して解析することで、がん細胞由
来の EB ウイルス株が、特殊なウイルス株であ
るか否かを検証した。 
 
３．研究の方法 
(1)胃がん細胞株由来の全長 EB ウイルスゲノ
ム DNA のクローン化 
EB ウイルス陽性胃がん細胞株として、韓国

で樹立された二種の細胞株（SNU-719: Korean 
Cell Line Bank から入手、および YCCEL1: Dr. 
Sun Young Rha より分与)を用いた。ウイルス
ゲノム DNA を BAC(bacterial artificial 
chromosome)ベクターにクローンする方法と
しては、①古典的な相同組み換え法、および
②ゲノム編集技術を応用した新しいクローン
化法を開発して用いた。 
(2)全長ウイルスゲノム DNA 塩基配列の決定 

BAC クローン化した胃がん細胞株由来
（SNU-719 株および YCCEL1 株）EB ウイルスゲ
ノム DNA を大腸菌から精製し、PacBio ロング
リードシークエンサーを用いて、両者の全長

ウイルスゲノム塩基配列を決定した。 
(3)アノテーション解析および系統樹解析 

アノテーション解析、および系統樹解析は
東北大学・大学院医学研究科・微生物学分野
との共同研究により行った。 
(4)組換え EB ウイルス産生による機能解析 
取得した SNU-719 株、および YCCEL1 株の

ウイルスゲノム DNA を精製して、HEK293 細
胞にトランスフェクションして安定導入細
胞を樹立した。その細胞から産生した組換え
EB ウイルスをヒト不死化ケラチノサイトに
感染させて、細胞の表現型変化を解析した
（国立がん研究センター・発がん予防研究分
野との共同研究）。 
 

４．研究成果 
(1)胃がん細胞株由来の全長 EB ウイルスゲ
ノム DNA のクローン化 
古典的な方法を用いて試みたターゲッテ

ィングでは相同組換えクローンを取得する
ことができなかった。そこでゲノム編集技術
を応用することで、短い相同領域でも効率良
く相同組換えを行うことができる新たな実
験系を開発した(Kanda T et al, J Virol 
2016)。すなわち EB ウイルス潜伏感染細胞に
対して、ウイルス環状ゲノム（エピゾーム）
を一ヶ所切断するゲノム編集プラスミド、お
よびドナープラスミドを同時に導入するこ
とで、相同組換え修復によりウイルスゲノム
DNA 全長（約１７０キロベース）を効率良く
BAC クローン化する技術である (図１)。 
 

図１ ゲノム編集技術を応用した EB ウイル
スゲノムのクローン化方法の概略 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



この方法により胃がん細胞株 SNU-719 およ
び YCCEL1 から全長 EB ウイルスゲノムを２株
BAC クローン化した(図２) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 
単離されたBACクローンDNAの制限酵素切断
解析結果 
 
 
(2)全長ウイルスゲノム DNA 塩基配列の決定 
上記で取得した２株の BAC クローン DNA

を大腸菌から精製し、第３世代シークエンサ
(PacBio)を用いて全ウイルスゲノム塩基配
列を決定した(GenBank accession number 
AP015015, AP015016)。特記すべきこととし
て、従来塩基配列決定がきわめて困難であっ
た反復配列部分についても、きわめて正確に
塩基配列決定が可能であった。 
 
(3)アノテーション解析および系統樹解析 

アノテーション解析によりウイルスゲノ
ム上にコードされたウイルス蛋白質の全
open reading frame(ORF)を決定した。その
結果、潜伏感染蛋白質である EBNA1, EBNA2, 
EBNA3A, 3B, 3C において、B95-8 株(米国・
伝染性単核症由来株)、SNU-719 株、YCCEL1
株（韓国・胃がん由来株）の間でアミノ酸数、
配列ともに大きな多様性が認められた。 

系統樹解析の結果、SNU-719 株、および
YCCEL1 株は、アジア地域に分布する EB ウイ
ルス株(Akata 株、M81 株、GD1 株)と同系統
に属する EB ウイルスであることを確認した
(図３)。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ 
全長 EB ウイルスゲノム塩基配列の比較によ
る系統樹解析 
 

(4)組換え EB ウイルス産生による機能解析 
クローン化したウイルス DNA を安定導入し

た HEK293 細胞は感染性ウイルスを産生した。
すなわち胃がん細胞株内では厳密な潜伏感染
状態で維持されていたウイルスを、感染性ウ
イルスとして再構成することができた。 
このウイルスを不死化ケラチノサイトに感

染させて薬剤選択(ハイグロマイシン選択)す
ることで潜伏感染細胞を樹立した。対照とし
て、ハイグロマイシン耐性の不死化ケラチノ
サイト（EBウイルス院生）も樹立した。EB ウ
イルス感染不死化ケラチノサイト、および対
照ケラチノサイトにおいて変異型 RAS 蛋白質
を誘導発現させたところ、EB ウイルス感染細
胞においてのみ、RAS の誘導発現後の細胞死が
阻止された。 
 
本研究成果の意義は大きく二つ挙げられる。

第一に、ゲノム編集技術を応用することで、
様々なEBウイルス陽性細胞からウイルゲノム
を BAC クローン化する技術を確立したことで
ある。これにより、胃がんのみならず、上咽
頭がん、NK/T リンパ腫など様々な疾患由来の
細胞株からウイルスゲノム全長を迅速かつ確
実にクローン化することができるようになっ
た。こうしたウイルス株を解析することで発
がんや細胞腫瘍化の過程に関与したと考えら
れるウイルス株そのものを単離・再構成でき
る。このことは今後の EB ウイルス関連各種疾
患の病態解明において、きわめて重要な技術
的進歩である。 
第二の意義として、EB ウイルス感染によっ

て起こる上皮細胞の形質変化について、不死
化ケラチノサイトを使った実験により明確に
示した点がある。この実験結果は、EBウイル
ス感染が上皮細胞がん化の初期過程に起こる
ことで、がん遺伝子活性化によって引き起こ
される細胞死に対する抵抗性を付与する可能
性を示す。 
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EB ウイルスによる上皮細胞がん化過程の解
析は、試験管内での再現が困難なこと、マウ
スモデルが存在しないことなどから解析が遅
れており、未だ不明な点が多い。本研究で用
いた不死化ケラチノサイトへの感染系ではウ
イルスマイクロ RNA 発現レベルが低いことを
観察しており、この点は EB ウイルス陽性胃が
ん組織における高レベルの発現との間に乖離
がある。今後より優れた上皮細胞感染系を樹
立することが必須である。 

 
本研究で取得した胃がん由来EBウイルス株

が、Bリンパ球に無症候性に感染している EB
ウイルス株とどのような違いがあるのかにつ
いては今後の検討課題として残された。本研
究の「高発がん性 EB ウイルス株は存在する
か？」という命題に対しては、研究期間内に
明確な回答を得ることはかなわなかった。一
方で、ゲノム編集技術による EB ウイルスゲノ
ムクローン化法の確立は、EB ウイルス臨床株
の系統的な解析を可能にしたという点で大き
な意義がある。今後、こうした技術を用いて
無症候感染EBウイルス株と疾患由来株をさら
に多数取得する予定である。そのために、臨
床由来 EB ウイルス感染細胞の樹立法、および
クローン化したEBウイルスゲノムの塩基配列
決定の効率化を試みる。EB ウイルス臨床株の
解析を積み重ねることで、「特殊なウイルス株
が疾患を起こすか」という問いをさらに追究
していく予定である。 
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