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研究成果の概要（和文）：EMT化に続く癌細胞化には、DNA編集酵素などによる遺伝子異常の蓄積の関与が疑われ
た。これより、EBV感染が、上皮細胞を脱分化し癌幹細胞の形成に働く可能性を、複数の実験を組合わせて明ら
かにすることを考えた。
本研究は、腫瘍細胞の培養実験と動物を用いた腫瘍発生モデルを組み合わせるというユニークなアイデアに基づ
いており、腫瘍形成の各ステップにおける遺伝子変化の追跡が可能である。腫瘍形成過程の分子的理解を深める
ことで、EBV関連上皮性腫瘍の予防と治療法の開発に役立てる。

研究成果の概要（英文）：It was suspected that the accumulation of genetic abnormalities caused by 
DNA editing enzymes was involved in the formation of cancer cells following EMT. From this, we 
considered to clarify the possibility that EBV infection dedifferentiates epithelial cells and acts 
on the formation of cancer stem cells by combining multiple experiments.

研究分野： ウイルス学

キーワード： Epstein-Barr virus　上皮性腫瘍　上咽頭癌　口腔癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　Epstein-Barr virusは、9割以上の人が感染するヘルペスウイルスの一種で、潜伏持続感染細胞が増殖するこ
とでEBVの増殖が行われる。感染細胞はEBV潜伏感染遺伝子が発する増殖刺激により分裂を重ね、腫瘍を形成す
る。上皮性腫瘍細胞は、単一の感染細胞が腫瘍細胞の起源であるにもかかわらず、腫瘍化機構の階層的、経時的
な理解は不十分である。
　申請者は、薬剤選択遺伝子を持つ組換えEBVを用いて、持続感染上皮細胞株を作製し、上皮細胞が、EBVに感染
すると、上皮間葉転換することに気付いた。これより、EBV感染が、上皮細胞を脱分化し癌幹細胞の形成に働く
可能性を、複数の実験を組合わせて明らかにする。

※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 

EB ウイルス(EBV)は Bリンパ球と上皮細胞に持続感染し、宿主細胞を腫瘍化する。EBV 感染
による非腫瘍性から腫瘍性への形質転換のモデルとして、初代 Bリンパ球は EBV に感染すると、
培養系で腫瘍性増殖を示し、リンパ芽球性リンパ細胞株を形成する、腫瘍形成モデルがある。と
ころが、上皮細胞の場合は、上皮性腫瘍細胞は、全ての細胞に EBV ゲノムが存在し、単一の感染
細胞が腫瘍細胞を形成することが明らかになっている(Cell 47; 883, 1986)にもかかわらず、初代
上皮細胞を培養系で腫瘍化できたという例はない。すなわち、上皮細胞に関しては良い形質転換
モデルがなかったため、腫瘍化の分子機構の詳細が不明であった。 

それに対して、申請者は、薬剤選択マーカーを持つ組換え EBV を作製し、単層構築を形成す
る分化型の上皮細胞に感染させた。上皮細胞は EBV に持続感染し、細胞の初期の腫瘍性変化と言
われる上皮間葉転換を起こした。さらに、非感染細胞は高細胞密度状態になると、増殖を止める
が、一歩で、EBV に持続感染した上皮細胞は、単層構築を乱して増殖を続けた(図 1)。 

加えて、EBV が感染することにより、上皮細胞では DNA 編集酵素が誘導されることも明らか
になった。これにより、宿主 DNA へ変異が導入され、発がんを導く可能性が考えられた。さらに、
EBV 持続感染上皮細胞をマウス腋窩へ移植すると、非感染細胞に比べて大きな腫瘍を形成した。 

これらの結果を統合的に検証することで、EBV の長期持続感染が導く上皮性腫瘍形成の分子
基盤を詳細にする研究を開始した。 
 
２．研究の目的 

本研究の最大の目的は EBV 感染による上皮性
細胞の段階的腫瘍化過程の分子的な理解である。
EBV が上皮細胞に持続感染して発現する EBV 遺伝子
の働きで、上皮間葉転換(EMT)や宿主細胞の遺伝子
異常が誘導され、癌幹細胞の形成に至ると考えた
(図 1, 図 2)。 

そのために、まず、EBV 関連上皮性腫瘍の実験
システムの構築を行う。EBV を保持した上咽頭癌細
胞株を分離するか、あるいは、緑色蛍光タンパク質
(GFP)とネオマイシン耐性遺伝子をゲノム上に持
つ組換え EBV が持続感染した上皮性細胞を作成す
る。それらの細胞を用いて腫瘍悪性度の評価を行
う。具体的には、細胞増殖速度の測定、細胞浸潤度
の測定、アポトーシス抵抗性の測定、EMT のマーカ
ー遺伝子の発現などを調べる。最終的には、マウス
に移植して腫瘍を形成させ、継代により腫瘍形成
性の強い細胞を選択し、sphere formation assay
等を行い、癌幹細胞であることを確認する。 

このように、本研究は、EBV 関連上皮性腫瘍の
腫瘍形成過程の分子的理解を深めることで、EBV 関
連上皮性腫瘍の予防と治療法の開発に役立てる。 
 
３．研究の方法 

EBV 関連上皮性腫瘍の病態を反映できる実験システムを構築する。初めに、EBV 陰性上皮細
胞株に、薬剤耐性遺伝子を持つ組換え EBV を感染させ、EBV 陽性上皮細胞を作製する。次に、上
咽頭癌由来初代細胞に、薬剤耐性遺伝子を持つ組換え EBV を感染させ、EBV 陽性上咽頭癌細胞を
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作製する。これらの EBV 陽性上皮細胞に対して、最終的に、免疫機能が高度に欠損したマウスを
用いて、EBV 陰性と陽性の対の上皮細胞間で、細胞増殖性と腫瘍転移能を比較検討する。さらに、
EBV 陰性と陽性の対の上皮細胞間で、in vitro と in vivo の実験の両方において、細胞遺伝子
や micro RNA (miRNA)の発現を比較する。 

1. EBV陰性上皮細胞株への薬剤耐性組換えEBVの感染  

作成した細胞株で発現するEBV遺伝子を明らかにする。 

2. 上咽頭癌由来初代細胞への薬剤耐性組換えEBVの感染 

上咽頭癌からの初代細胞ではEBVが脱落することを報告した(Sci Rep 7(1): 17359, 2017)。
そこで薬剤耐性組換えEBVを再感染させることで、EBV陽性上咽頭癌細胞を樹立する。  

3. EBV感染に伴う細胞増殖性と腫瘍転移能の変化の解析  

EBV 陰性と陽性の上皮細胞間で細胞増殖性が異なるか、アポトーシス体制が異なるかを調
べる。また、Wound Healingアッセイ、Cell invasionアッセイ、Cell migrationアッセイ
も行い、EBV 陰性と陽性の上皮細胞間で比較する。 

4. EBV感染に伴う細胞遺伝子やmiRNA発現変化の解析  

EBV 陰性と陽性細胞のそれぞれに由来するmRNAを用いてArray解析を行い、EBV感染に伴っ
て発現変動する細胞遺伝子を検索する。 

5. EBV陽性上皮細胞を接種したマウスを用いた腫瘍形成モデルの作成  

EBV 陰性と陽性細胞を、5百万個で6週令のNOD/SCIDマウスの腋窩に移植する。定期的に腫
瘍径を測定する。細胞が生着し、腫瘍を形成した場合は、腫瘍から細胞を分離して5十万個
の細胞数で新しいマウスに継代する。これを繰り返し、癌幹細胞を分離する。 

 
４．研究成果 

上皮細胞に対する EBV の感染効率は、ウイルス感染 B 細胞と上皮細胞を共培養することに
よって大幅に増幅されることが知られている。我々は、上皮細胞が分泌するトランスフォーミン
グ成長因子β(TGF-β)がウイルス感染 B 細胞に対して働き、EBV の溶解感染サイクルを誘導し、
ウイルスを供給することを示した(Front Microbiol 9; 984, 2018)。EBV に感染した上皮細胞は
TGF-βをさらに産生し、EMT を進めることも示した。 

次に、口腔扁平上皮癌の発生における EBV 感染の働きを研究するための in vitro モデル
の作成を試みた。高分化の HSC1 細胞と低分化の SCC25 細胞が持続的に EBV に感染した。EBV 
に感染した HSC1 および SCC25 細胞の細胞あたりのウイルス コピー数は、それぞれ 2 および 
5 と少なかった。EBV に感染した HSC1 細胞ではウイルスの複製増殖が認められたが、EBV 感染 
SCC25 細胞ではウイルスの複製は観察されなかった。EBV 感染により、HSC1 細胞は増殖と遊走
を活性化した。一方、EBV 感染は SCC25 細胞の移動を活性化したが、細胞増殖は活性化しなか
った。結論として、EBV は扁平上皮細胞に感染し、潜伏感染を確立できるが、細胞増殖および 
EBV 複製の促進は、細胞分化の段階によって異なった (Microorganisms 8; 419, 2020)。 

また、EBV は、BART microRNA (miRNA) をゲノムにコードしており、これらの miRNA は、
上咽頭がん などの上皮性腫瘍で高発現している。 BART miRNAs は、細胞の腫瘍化に働くこと
が知られていたが、なぜ上咽頭がん細胞で高発現するのかは不明だった。全長の遺伝子配列が決
定された 6 つの EBV 株 の配列アラインメントを行ったところ、BART のプロモーター領域で
単一ヌクレオチドの欠失が認められた。ルシフェラーゼ アッセイにより、この一塩基多型 (SNP) 
が BART プロモーター活性を有意に増加させることが示された。欠失だけでなく、同じ部位で
の塩基置換も BART プロモーター活性を増加させた。上咽頭がん由来の EBV ゲノムシーケンス
を分析し、この SNP の頻度が 上咽頭がん の発生率と関連があることが明らかになった。この 
SNP が BART プロモーター活性を増強し、EBV 関連上皮悪性腫瘍の発症に寄与する可能性が示
唆された(Biochem Biophys Res Com 520; 373, 2019)。 

最後に、EBV 関連胃癌 で PD-L1 が機能しているのかは不明であった。そこで、3つの EBV 
関連胃癌細胞株を用いて、IFN-γ刺激で PD-L1 の発現が増強されることを示した。EBV 関連胃癌
細胞を IFN-γ刺激し、T 細胞と共培養すると、T 細胞は G0/G1 停止し、増殖を中止した。PD-L1 
の発現レベルは、JAK2 阻害剤、PI3K 阻害剤、および mTOR 阻害剤処理により低下した(Gastric 
Cancer 22; 486, 2019)。 

これらのことより、応募者は EBV に持続感染することによる、上皮細胞の腫瘍化過程の一
端を明らかにすることができた。今後、EBV 感染上皮細胞から癌幹細胞が生じるかを継続的に究
明する。 
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