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研究成果の概要（和文）：EBウイルス（EBV）は、EBV関連胃がんや上咽頭がんなどの原因ウイルスである。ウイ
ルスマイクロRNA (BART miRNA) は上皮細胞性腫瘍に高発現し、アポトーシスを抑制により腫瘍形成に関与す
る。EBV陽性上皮細胞では、宿主転写因子の発現が誘導され、ウイルスプロモーターの活性化を通してBART 
miRNAの発現を誘導した。この転写因子の阻害剤は、EBV感染細胞に高い感受性を示した。加えて、BARTプロモー
ター上の1塩基多型は、上咽頭がんと高い相関性を示すことを明らかにした。これらの結果は、EBV感染細胞に対
する分子標的薬の開発につながるものであり、一部研究成果は論文投稿を行なっている。

研究成果の概要（英文）：EB virus (EBV) is the causative virus of EBV-associated gastric cancer and 
nasopharyngeal cancer (NPC). Viral microRNAs (BART miRNAs) are highly expressed in EBV infected 
epithelial tumors and are involved in tumorigenesis by inhibiting apoptosis. In EBV-positive 
epithelial cells, expression of host transcription factors was induced, which induced expression of 
BART miRNAs through activation of the viral promoter. Inhibitor of this transcription factor was 
highly sensitive to EBV-infected cells. In addition, a single nucleotide polymorphism on the BART 
promoter was found to be highly correlated with NPC. These results will lead to the development of 
molecularly targeted drugs against EBV-infected cells, and some of the research results have been 
submitted for publication.

研究分野： ウイルス学

キーワード： EBウイルス　マイクロRNA　胃がん　上咽頭がん　転写因子　抗ウイルス薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新型コロナウイルス感染症の流行に伴い、抗ウイルス薬の開発が大きな注目を集めている。本研究成果は、EBウ
イルス感染細胞を標的とした薬の開発につながる基礎研究である。また、研究過程で開発した内視鏡生検からの
EBV検出法は、患者への負担がなく１回の検査で複数の感染症の有無を解析することができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 

Epstein-Barrウイルス（EBV）は、世界で 90%
以上の人が感染している。一方で、EBVは EBV
関連胃がん（胃がん全体の 10%）や上咽頭がん
などの原因である。ウイルス microRNA (BART 
miRNA) は上皮細胞性腫瘍に高発現し、アポト
ーシスや溶解感染を抑制し、腫瘍形成に関与す
る （図１）（Kang Dら, PLoS Pathog, 2015）。
BART miRNAsは 40種類もあることから、個々
のmiRNAの機能の解明に手間がかかるととも
に、全ての BART miRNAを同時に抑制するこ
とは困難である。従って、miRNA 前駆体の転
写機構解明が必要となる。応募者は、Bリンパ
球で BART プロモーターを活性化する c-Jun
は、胃上皮細胞では発現が低いことを報告した
（日本ウイルス学会総会, 2016）。一方、上咽頭
がん細胞では、腫瘍細胞に発現する LMP1 蛋白が、NF-κB を介して BART プロモーター活性を
増強するが（Verhoeven RJ ら, J Virol, 2016）、EBV関連胃がん細胞は LMP1陰性である。つまり、
EBV関連胃がん細胞で BART miRNAが高発現している理由は不明であった。 

 
EBV 潜伏感染細胞で持続的に発現するウイルスの潜伏感染遺伝子群は、細胞を腫瘍化に導く

と考えられる。そこで、様々な潜伏感染遺伝子の
トランスジェニックマウスが作成された。しかし、
LMP1 以外に単独で腫瘍を形成できる潜伏感染遺
伝子はなかった（Kulwichit Wら, PNAS, 1998）。特
に、EBV関連胃がんでは LMP1の発現は認めらな
いことから、異なる腫瘍形成分子機構が存在する
と考えられていた。近年発見された BART miRNA
は、標的遺伝子にヒト特異的なものが多く（Iizasa 
Hら, J Biol Chem, 2010）、トランスジェニックマウ
スによる十分な機能解析はできない。しかし、EBV
感染上皮細胞腫に高発現することから新たな腫瘍
形成因子として注目されている。最近、応募者が
EBV陽性胃上皮細胞を用いてBARTプロモーター
を解析したところ、未報告の転写制御領域に ETS
転写因子ファミリーの結合配列を見出した（図２）。このプロモーター活性は、EBVの持続感染
胃上皮細胞で高かった（図２）。そこで応募者は、EBVが潜伏感染した上皮細胞では、宿主 ETS
転写因子の発現あるいは活性が誘導され、オートクラインに潜伏感染遺伝子 BART miRNAの発
現が亢進すると考えた。EBV 関連胃がんでは、ウイルスは、抗原性の低いたった２種類のウイ
ルスタンパク質しか発現していない。ところが BART miRNAは免疫遺伝子を標的とし（Kim H
ら, Front Microbiol, 2017）、感染細胞中に大量に発現している。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、「EBV 陽性胃上皮細胞における、BART miRNA 転写制御機構を解明するこ
と」である。miRNAをゲノムに持つ他の腫瘍ウイルスも、宿主細胞に持続感染し、miRNAを高
発現させている（Gottwein Eら, Nature, 2007）。これらウイルスもオートクラインに miRNAを発
現させ、発がんに働いていると考えられる。 
 
 
３．研究の方法 
 
1. siRNAを用いた ETSの同定 
複数の EBV陽性、陰性細胞株を比較したところ、4つの ETS遺伝子の発現が EBV 陽性上皮細
胞で特異的に上昇していた（図４）。そこで、EBV陽性胃上皮 AGS細胞における４つの ETS 遺
伝子の発現を、siRNAにより低下させ、qRT-PCR で定量することで BART miRNAの発現を変化
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させる転写因子を、明らかにする。 
 
2.  ETSの発現、活性化を誘導する EBV遺伝
子の同定 

1.で同定した ETS 転写因子ファミリーの発
現や活性の調節を行う、EBV 関連胃がんの腫
瘍細胞で発現する EBV潜伏感染遺伝子（非コ
ード RNA: EBER、LMP2A 膜タンパク質、
EBNA1染色体結合タンパク質など）を探索す
る。EBV 潜伏感染遺伝子の発現ベクターを非
感染細胞株 AGS に遺伝子導入し、同定した
ETS転写因子ファミリー及び BART miRNAの
発現変化を qRT-PCR で調べる。また、種々の
潜伏感染遺伝子欠損ウイルスを用いて確認する。 
 
3. ゲノム編集 EBVを用いた転写因子の結合部位の確認 

1.で同定した ETS転写因子が BARTプロモーターに結合することを、ChIP assayで確認する。
また、ETS結合領域が BARTの転写に重要かを確認するために、BARTプロモーターの ETS結
合部位に変異を挿入した組換え EBVを、ゲノム編集法を用いて作成する。改変ウイルスを感染
させた細胞のアポトーシス感受性を、Annexin V assayで解析する。同時に、溶解感染遺伝子の発
現量を、Western Blotting、qRT-PCRで解析する。 
 
4. 超免疫不全マウス NSGを用いた in vivo EBV感染モデルの解析 

EBV 陽性細胞株を NSG マウスへ移植する。NSG マウスに EBV 上皮細胞腫を移植すると、
BART miRNA発現量は in vitro の約 1,000 倍になる（Qiu J ら, PLoS Pathog, 2015）。NSGマウス
に ETS 阻害剤を投与し、腫瘍形成性に変化があるかを観察する。移植腫瘍細胞におけるウイル
ス溶解感染遺伝子（BZLF1）の発現を qRT-PCR、免疫染色で解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究では、EBV 陽性胃上皮細胞株と非感染細胞株の発現プロファイル比較と、BART プロ
モーターの解析から、プロモーターに結合して転写制御を行う候補因子として、４つの宿主転写
因子を見出した。この中から、主要な BART プロモーター制御因子として ETV1 を同定した。
ETV1 が BART プロモーターに直接結合することを、ChiP アッセイにより確認した。またゲノ
ム編集法を用いて ETV1 欠損細胞株を樹立すると、EBV持続感染細胞では、BART miRNAの発
現量が低下していた。一方、BART miRNA 標的遺伝子の発現は逆に増加していた。更に、EBV
陽性 ETV1 欠損株は、EBVに感染した親株と比べ、アポトーシス感受性が亢進していた。 

ETV1 の発現は、EBV 感染細胞で増加している。EBV が腫瘍細胞で発現している他のウイル
ス遺伝子に着目し、遺伝子欠損組換え EBVを用いて実験を行った。その結果、ウイルス遺伝子
LMP2Aが、宿主転写因子 ETV1の発現誘導を行っていることが明らかになった。さらに、イン
ターネット上で公開されている EBV 関連胃がんの患者データを解析すると、LMP2A と BART 
miRNAの間には、発現相関が認め られた。LMP2A 欠損 EBV感染細胞は、野生型 EBV感染細
胞と比べ、BART miRNAの発現は低下し、アポトーシスの感受性が亢進していた。 
一連の実験により、胃上皮細胞を用いて EBV の BART miRNA の新しい転写調節機構を明ら
かにした（図５）。  
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さらに細胞培養で得られた実験
を展開し、動物実験を行なった。
EBV を感染させた胃がん細胞株
と、非感染細胞株を免疫不全マウ
スに移植し、ETV1 阻害剤の投与実
験を行なった。その結果、in vitroの
細胞実験の結果と合致して、マウ
ス体内において EBV が感染して
いる胃がん細胞株にのみ増殖を強
力に抑制した（図６）。 
用いた免疫不全マウスは、T お
よび B 細胞を欠落している SCID
マウスであり、NK細胞が残ってい
る。BART miRNAは NK細胞の活
性化を抑制することが報告されて
おり（Iizasa Hら, Front Immunol, 2020）、NKの活性化を引き起こしていると予想される。 

 
これらの研究成果は、EBV 感染細胞に対する分子標的薬開発につながるものであり、現在研
究成果の論文投稿を行なっている。 

 
また、同時に胃組織における

EBV感染を迅速、かつ容易に検出
するために、DNAプローブ法によ
る定量的 PCRを最適化し、胃生検
時に採取するサンプルで十分か感
度が得られる手法を開発した（図
７）。 

EBVのコピー数は、中程度の胃
炎で最も高かった。この結果は以
前、胃組織から 10 箇所以上の胃生
検から得られたものと同一であっ
た。本手法を用いれば、患者に多く
の負担をしいることなく、EBV関
連胃がんが迅速に検出でき、また
ウイルス特異的な抗がん剤を持ち
ることで、効率よく胃がんを制御
することが可能になると予想される。  
 

EBVには多くのウイルス株が存在
し、それぞれの株には多くの 1 塩基
多型 (SNP)が存在している。しかし
ながら、非翻訳領域 SNPの生理的意
義は、大部分明らかになっていない。 

BARTプロモーターがmiRNAの発
現制御に重要であれば、この活性が
高いウイルス株も存在する可能性が
ある。そこで、複数の EBV 株の BART
プロモーターを解析し、ルシフェラ
ーゼ活性により、SNP の生理的意義
を解析した。BARTプロモーター上に
認められた SNP(G138557-)は、プロモ
ーター活性を有意に上昇させ、特に
上咽頭細胞株では非欠損型と比べて
顕著なプロモーター活性の上昇を認
めた。上咽頭がんに感染している
EBVには、G138557-が高頻度に認められ、感染頻度のオッズ比は 5.67と非常に高かった（図８）。 
上咽頭がんは中国南部および、中国南部の人々が移民している地域（東南アジア）で高頻度に
認められるがんであり、この地域の人々が感染している EBV 株は、腫瘍形成を引き起こしやす
い悪性型ではないかと疑われている。上述の結果はこの仮説を支持する重要な論文となった。 
また、この結果は BARTプロモーターにおける SNPの初めての報告であった。 
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これらの結果は、EBV関連腫瘍における BARTプロモーター活性が、腫瘍悪性化と密接に関
わっていることを示唆している。 
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