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研究成果の概要（和文）：EBV感染による胃がんや上咽頭がんなどの上皮細胞の腫瘍化機構はよくわかっていな
い。本研究ではDNA編集酵素APOBECに着目し、EBVにより発現誘導されたAPOBEC3が宿主のミトコンドリアDNAを
C-to-T変異導入を介して損傷させることを明らかとした。ミトコンドリアDNA損傷は多くのがんで認められ、が
ん患者の予後とも相関することから、APOBEC3とミトコンドリアDNA損傷の分子機構を解明することは、EBV感染
上皮細胞の腫瘍化の解明に貢献し、予防治療薬の開発につながる。

研究成果の概要（英文）：The oncogenic contribution of EBV for gastric cancer and nasopharyngeal 
carcinoma is not fully elucidated. In this study, we focused on DNA-editing enzyme APOBEC and 
clarified that EBV-induced APOBEC3 damages mitochondrial DNA via C-to-T mutagenesis. Because 
mitochondrial DNA damage is found in many cancers and correlates with the prognosis of cancer 
patients, clarifying the molecular mechanism of APOBEC3 and mitochondrial DNA damage contributes to 
elucidation of tumorigenesis of EBV-infected epithelial cells and leads to the development of 
therapeutic drugs.

研究分野： ウイルス学

キーワード： EBウイルス　上皮性腫瘍　APOBEC　ミトコンドリア

  ２版
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１．研究開始当初の背景 

EBV は、成人の約９割が感染する普遍的

なウイルスであり、Burkitt リンパ腫や、胃

がんの一部、上咽頭がん等の発生に関わっ

ている。Burkitt リンパ腫では、EBV 感染が

DNA 編集酵素 AID の活性化をもたらし、が

ん遺伝子 c-myc の転座による過剰発現を引

き起こす (Ramiro AR ら, Cell, 2004)。とこ

ろが、上皮性腫瘍では c-myc 転座は認めら

れず、EBV 感染による上皮細胞の腫瘍化機

構は、よくわかっていない。 

APOBEC は DNA のシチジンをウリジン

へ変換する酵素群で（C-to-U 変異）、I 型イ

ンターフェロン（IFN）により発現が誘導さ

れ、ウイルスゲノムの複製を阻害すること

でウイルス感染防御因子として作用する

（Harris RS と Liddament MT, Nat Rev 

Immunol, 2004）。また APOBEC の一部は

核に局在し、細胞のゲノムにも C-to-U 変異

を引きこす(Michael B ら, Nature, 2013) 。

EBV 感染は、I 型 IFN の発現を誘導するこ

とから (Iwakiri D ら, J Exp Med, 2009)、上

皮細胞への EBV 感染により APOBEC の発

現が誘導される可能性が高いと考えた。 

 
２．研究の目的 

申請者は、以前に EBV 感染上皮細胞にお

いて、APOBEC3 ファミリーの核に局在す

る A3B となどの発現上昇を確認していた。

当時から、核局在する APOBEC が宿主ゲ

ノムへの変異を誘導し、乳がんなどの腫瘍

に関わることは示唆されていた。加えて、

EBV 関連胃がんでは C-to-T 変異が多く蓄

積されていることが報告された（Bass AJ

ら, Nature, 2014）。従って、EBV 感染によ

って、上皮細胞で APOBEC の発現と核移

行が誘導され、ゲノム変異が引き起こされ

ることを明らかにするために、ゲノム編集

法を用いて APOBEC-蛍光タンパク質

mCherry 融 合 タ ン パ ク 質

（APOBEC-mCherry）を作成し、EBV 感染

による APOBEC の発現誘導と局在変化を

解析する。また、同手法で AAVS1 領域に

BFP を挿入し、変異による緑色蛍光への変

化から APOBEC 依存的変異を定量解析す

る。更に、EBV 感染により発現変動する

APOBEC の欠損変異株を作成し、EBV 感

染によるゲノム変異のホットスポットの網

羅的解析を行う。 

EB ウイルス陽性胃がんは、単一のウイル

ス感染細胞が腫瘍化したものである（Imai S

ら, Proc.Natl.Acad.Sci.USA,1994）。EBV 感

染が APOBEC を介してゲノム変異を誘発し

ていれば、上皮細胞に EBV が感染後、早期

に APOBEC 活性は上昇すると考えられる。

従って、APOBEC の発現誘導の分子機構を明

らかにすれば、EBV 感染で発生する上皮細胞

性腫瘍の予防法が開発できる。また APOBEC

活性の上昇は、多くのウイルス感染に共通の

現象である可能性が高く、本研究は、多くの

腫瘍の発生にウイルス感染が関わっている

可能性を示すことになる。 

 

３．研究の方法 

EBV 感染に伴う経時的な APOBEC 発現

変動を解析するために、完全長ゲノムの

EBV に薬剤耐性遺伝子を導入した組換え

Akata-EBV を胃上皮由来細胞株 AGS に感

染させる。感染初期（1 時間～1 週間）と持

続感染（1 ヶ月～半年）において、RNA、

核、細胞質フラクションを採取し、

APOBEC の発現量を定量的 RT-PCR と

Western blotting により解析する。コントロ

ールは EBNA1を発現するEpisomal型ベク

ターを用いる。またウイルス感染後のゲノ

ム変異を、次世代シーケンスで解析する。 

ゲノム編集法を用いた蛍光タンパク質

-APOBEC 融合タンパク質を作成する。

CRISPR-Cas9 は、ガイド RNA との組み合

わせでゲノムの指定位置を切断し、遺伝子

欠失や相同組換えを生じさせる。EBV 感染

により変動した APOBEC 遺伝子について、

相同組換えベクターとゲノム編集法により、

C 末端側に蛍光タンパク質 mCherryを挿入

する。サザンブロット法により相同組換え

を確認し、EBV 感染後の APOBEC の発現



誘導と核移行を、タイムラプス蛍光顕微鏡

により経時的に測定する。 

BFP タンパク質を用いたゲノム変異の評

価系を確立する。AGS ゲノムの AAVS1 領

域に、ゲノム編集法により EF-1 プロモー

ター制御 BFP 遺伝子を挿入する（BFP 発現

AGS）。BFP は、199 番目の塩基置換によ

り、緑色蛍光を発する。BFP 発現 AGS を

薬剤処理し、緑色蛍光をフローサイトメト

リーで確認する。緑色蛍光と APOBEC 依

存的変異の相関性を、Differential DNA 

Denaturation (3D)-PCR で確認する。 

EBV 感染時の、APOBEC 発現、局在、

変異導入活性を解析するために上記のアッ

セイ系を用いて、EBV 感染時の、APOBEC

の発現、局在、変異導入活性の変化を解析

する。更に、MAPK、β-catenin、STAT3、

NF-B、JAK、mTOR などのシグナル伝達

経路の阻害剤を用いて、EBV 感染による

APOBEC の発現誘導が、どのシグナル系に

依存しているのかを明らかにする。 

EBV 感染による APOBEC 依存的ゲノム

変異の網羅的解析を行う。検出した遺伝子

変異がどの APOBEC に依存するのか、ゲ

ノム編集法を用いた APOBEC 欠損株を作

成して決定する。遺伝子欠損は、定量的

RT-PCR や Western blotting で確認する。

野生型と APOBEC 欠損株を、EBV 感染、

非感染で用意し、ゲノムに C-to-U 変異が増

加しているか、上記のアッセイ系と次世代

シーケンスにより解析する。 

EBV 感染時の APOBEC 核移行誘導因子の

同定を行う。APOBEC が EBV 感染により

核移行が誘導される場合、EBV 感染後の核

フラクションを、抗 mCherry 抗体を用いて

免 疫 沈 降 し 、 分 離 し た 複 合 体 か ら

LC-MS/MS 解析を行い、結合タンパク質を

同定する。同定したタンパク質の、

APOBEC との結合箇所を変異体により決

定する。 

 

４．研究成果 

組換え Akata eGFP EBV 株を EBV 感染の

レセプターである CD21 を発現させた胃上皮

細胞株 AGS（AGS-CD21）に感染させ、48

時間後に、qRT-PCR により APOBEC3 の発

現 を非感 染細胞 と比較 したと ころ、

APOBEC3A、APOBEC3B、APOBEC3C、

APOBEC3DE、APOBEC3F、APOBEC3G、

APOBEC3H の発現上昇が認められた（図 1）。

また EBV を潜伏感染させた AGS 細胞

(AGS-EBV+)では APOBEC3A、APOBEC3B、 

APOBEC3C、APOBEC3DE、APOBEC3G の

発現上昇が認められた。 次に APOBEC 依存

的な変異をモニタリングするために変異型

BFP の発現ベクターを作成した。BFP 遺伝子

は 199番目の cytosineが thymineに置換する

ことによって緑色蛍光を発する。従って、核

に局在する APOBEC3A や APOBEC3B が対

象とする遺伝子配列モチーフ TCW を 199 番

目に配置し、その他の遺伝子配列では TCW

モチーフを大幅に減少させた変異 BFP

（mBFP）を作成した。mBFP 発現ベクター

は AGS-CD21 細胞内で安定に発現した。し

かし、mBFP 発現後 48 時間で EBV を感染後、

C-to-T 変異による緑色蛍光は認められなか

った。そこで、C-to-T 変異を検出する方法と

して 3D-PCR を利用した。本法は、C-to-T 変

異により塩基対の水素結合が減少し、DNA の

解離温度が低下することを利用した方法で

あり、DNA に C-to-T 変異が導入されること

で、より低い DNA 解離温度で対象遺伝子が

増幅される。EBV を感染させ、48 時間後に

ゲノム DNA を抽出し、3D-PCR を行った。

宿主ゲノム遺伝子として、PI3KCA と tp53、

ミトコ ンドリア遺伝子とし て D-looP

（Non-coding displacement loop）と MT-CO1、

EBV ゲノム遺伝子として、EBNA1 と eGFP

を増幅した。宿主遺伝子とウイルス遺伝子に



は感染により、変異の導入は検出されなかっ

た。宿主ゲノムでは、遺伝子修復機能が高い

ので、ウラシル DNA グリコシラーゼ（UNG）

などの遺伝子修復酵素を阻害する系との組

み合わせや、広範なゲノム中の APOBEC が

ターゲットとする領域の検索が必要と考え

られる。  

一方、ミトコンドリア DNA（mtDNA）の

遺伝子には C-to-T 遺伝子変異が検出され、

特に D-looP 領域に多くの変異が導入され

ていた（図 2）。D-loop 領域における PCR

産物を配列解析すると、C-to-T 変異が＋鎖

で８か所、-鎖で 116 か所導入されていた。

EBV 感染のコントロールとして EBNA1 を

発現する Episomal 型ベクターを遺伝子導

入し、同様に解析したところ、mtDNA に変

異は導入されなかった。また EBV を潜伏感

染させたAGS-EBV+においても非感染と比

較して、mtDNA に変異が導入されていた。

従って、EBV 感染は胃上皮細胞株のミトコ

ンドリア DNA に C-to-T 変異を導入するこ

とが明らかとなった。                                                                                                                                                                                                                                    

次に、EBV 感染により発現誘導される

APOBEC3 ファミリーについて、それぞれの

APOBEC3 遺伝子を導入した発現ベクターを

用いて、D-loop 領域の C-to-T 変異を解析し

た。APOBEC3 発現ベクター2g を AGS 細

胞に遺伝子導入後、48 時間で DNA を回収し、

3D-PCR を行った。APOBEC3A、APOBEC3C、

APOBEC3G の過剰発現下において、mtDNA

に C-to-T 変異が導入された（図 3）。C-to-T

変異は、APOBEC3A では＋鎖で 6 か所、-鎖

で 67 か所、APOBEC3C では＋鎖で 2 か所、

-鎖で 215 か所、APOBEC3G では＋鎖で 2 か

所、-鎖で 41 か所導入されていた。特に

APOBEC3C では mtDNA の C-to-T 変異が高

頻度に導入されており、この mtDNA 変異は、

発現ベクターの遺伝子導入量に依存して増

加したことから、APOBEC3C は mtDNA 変異

において重要な因子であることが明らかと

なった。 

次に、EBV 感染が AGS 細胞における

mtDNA のコピー数に影響を与える可能性に

ついて検討した。EBV を AGS-CD21 細胞に

感染後、48時間でDNAを回収し、定量的PCR

によりミトコンドリア遺伝子 MT-tRNA を宿

主遺伝子 b-2 マイクログロブリン（2M）で

補正して算出した。EBV 感染によって

mtDNA のコピー数が 13％減少した（図 4）。

また AGS-EBV+細胞では非感染 AGS 細胞と

比較して、11.1%減少していた。従って EBV

感染によって胃上皮細胞の mtDNA のコピー

数が減少することが明らかとなった。 

APOBEC3C発現ベクター2gをAGS細胞

に遺伝子導入後、48 時間で DNA を回収し、

同様の方法でコピー数を算出したところ、

Mock と比較して 23.4%減少した（図 4）。従

って、APOBEC3C の過剰発現は AGS 細胞の

mtDNA を減少させることが明らかとなった。 

 本研究において、EBV 感染により mtDNA

に C-to-T 変異が導入されていることが明ら

かとなった。また APOBEC3 の発現が誘導さ



れていることや、APOBEC3C が特に mtDNA

の変異に寄与していることが明らかとなっ

た。当初の計画では、宿主ゲノム及びウイル

スゲノムにおいても C-to-T 変異が導入され

ていることを期待していたが、変異は検出で

きなかった。以前の報告から、遺伝子修復酵

素を阻害することによって、遺伝子変異を検

出できることが報告されている（Suspène R

ら, PNAS, 2011,Suspène R ら, J Virol. 2011）。

従って、宿主ゲノムやウイルスゲノムは遺伝

子修復酵素によって高度に保護されている

と考えられる。一方で、mtDNA では遺伝子

修復酵素を阻害することなく変異を検出す

ることができた。この検出感度の違いは遺伝

子コピー数に由来すると考え、宿主ゲノムに

おいて 105-106のコピー数を有する Alu に着

目した。AGS 細胞を用いて EBV 感染 48 時

間後に 3D-PCR 解析したところ、変異は検出

されなかった。これより、mtDNA への変異

導入は高いコピー数に由来するものではな

いことが考えられた。 

 EBV感染時及びAPOBEC3Cの過剰発現時

において、mtDNA の D-loop の変異導入とコ

ピー数低下が認められた。D-looP 領域は非翻

訳領域であるが複数種のがんで変異が認め

られている（Lommarini L ら, Int J Biochem 

Cell Biol, 2013)。また複数のがんにおいて、

mtDNA コピー数低下と予後悪化に相関性が

あることが報告されている（Reznik E ら, 

eLife, 2016）。よって、EBV 感染による上皮

細胞の腫瘍化において、APOBEC3 の発現と

mtDNA の損傷が関わると考えられ、その分

子機構を解明することは、腫瘍化リスクの予

測や、ウイルスによる腫瘍化の予防治療薬の

開発につながる。 
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