
東北医科薬科大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３１３０５

基盤研究(C)（一般）

2022～2019

ＥＢウイルス陽性胃がんの術前診断法確立と病因ウイルス株解明

Development of preoperative diagnostic strategies of Epstein-Barr virus- 
positive gastric cancers and characterization of pathogenic viral strains

５０３３３４７２研究者番号：

神田　輝（Kanda, Teru）

研究期間：

１９Ｋ０９１８４

年 月 日現在  ５   ６ ２６

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、計12症例の新鮮胃がん手術検体に対して、コンディショナルリプログラ
ミング法を用いた初代培養を試み、うち5例について少なくとも短期間の初代培養に成功した。1例はEBウイルス
陽性がんの3重がん症例であったが、長期継代は不成功に終わった。1例の胎児消化管類似がん症例由来の細胞
は、コンディショナルリプログラミング法のみでは細胞増殖は中途で増殖を停止したが、変異型CDK4およびサイ
クリンD1を発現させることで長期継代可能であった。また経験のある病理診断医のもとで、リンパ球浸潤の強い
生検標本を用いてEBER-ISHを行うことで、EBウイルス陽性胃がんを術前診断できることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to cultivate cells derived from 12 cases of 
fresh gastric cancer surgical specimens using a conditional reprogramming method. We experienced 
five cases of successful short-term cultivation. For example, cells derived from a case of triple 
Epstein-Barr virus-positive cancers proliferated for a short term, but long-term passaging was 
unsuccessful. Cells derived from a case of adenocarcinoma with enteroblastic differentiation also 
stopped proliferation after short-term cultivation, but they became capable of proliferating 
indefinitely by expressing mutant CDK4 and cyclin D1. We also found that, with experienced 
pathologists, it is possible to diagnose Epstein-Barr virus-positive gastric cancers preoperatively 
by performing EBER-ISH using biopsy specimens with intense lymphocyte infiltration.

研究分野：ウイルス学

キーワード： 胃がん　胎児消化管類似がん　初代培養　コンディショナルリプログラミング　生検　EBER-ISH　術前
診断

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
患者腫瘍組織移植モデル（Patient-derived xenografts）の重要性が高まりつつある中で、臨床検体由来の細胞
株を迅速に確立できる方法の開発も望まれている。本研究により、コンディショナルリプログラミング法は短期
間の初代培養には有効であるが、長期間の培養を行うには他の方法との組み合わせが必要であることを明らかし
た。またEBウイルス陽性胃がんの術前診断が可能であることも明らかにした。EBウイルス胃がんは免疫チェック
ポイント阻害薬が奏功しやすいという報告がある。したがって術前診断を行うことで治療法の選択肢が手術以外
に広がることが期待できる。

※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。
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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(Epstein-Barr virus)は、健常人の大多数に無症候感染していながら、一方で B
細胞リンパ腫、NK/T 細胞リンパ腫、上咽頭がん、胃がんなど様々な腫瘍発生に関与するヒト腫
瘍ウイルスである。胃がんの約９％を占める EB ウイルス陽性胃がんは、EB ウイルスが潜伏感染
した胃上皮細胞から発生する。発生部位は胃体上部に多く、病理組織学的に著明なリンパ球浸潤
を示す。確定診断は、手術摘出標本において、がん細胞内にウイルス RNA 分子(EBER)が発現して
いることを EBER-ISH (in situ hybridization)法により検出することで行われる。EB ウイルス
陽性胃がん細胞は PD-L1 分子を高発現し(The Cancer Genome Atlas Research Network, Nature, 
513:202, 2014)、PD-1/PD-L1 分子による免疫チェックポイント機構を発動して宿主免疫の攻撃
から逃れる。最近、抗 PD-1 抗体による免疫チェックポイント阻害療法の奏功例に EB ウイルス陽
性胃がんが含まれることが報告された (Kim ST et al, Nature Med 24:1449-1458, 2018)。す
なわち EB ウイルス陽性胃がんの診断は治療選択に直結することが明らかになった。 

近年は EB ウイルス株の地域、個体による多様性が着目されつつある。その中で、「がん」の
原因となる特殊な「病因ウイルス株」の存在も想定されている。われわれは、EB ウイルス陽性
胃がん細胞株(韓国由来、SNU719 株および YCCEL1 株)から EB ウイルス株二株の全長ウイルスゲ
ノム DNA を BAC(bacterial artificial chromosome)ベクターにクローン化して、全長ウイルス
ゲノム塩基配列を決定した (文献１)。その結果、これら二株の EB ウイルス株は同じ東アジア
系統に属するが、明らかに異なるウイルス株であることを明らかにした。現在に至るまで、EB ウ
イルス陽性胃がん細胞株からの全長ウイルスゲノム DNA の単離は、われわれの報告が唯一であ
る。一方、新鮮胃がん組織から EB ウイルスゲノム DNA を単離・クローン化した報告はない。 
 
２．研究の目的 

本研究では、初期目標として二つの目標を設定した。第一に、EB ウイルス陽性胃がんの術前
診断法を確立すること、第二に新鮮胃がん組織から EB ウイルス陽性細胞を長期培養することで
ある。これらの目標を達成した上での最終目標として、新鮮がん組織に感染した EB ウイルス株
のウイルスゲノム DNA の単離および解析をめざして研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 新鮮胃がん・胃食道接合部がん組織の初代培養 

東北医科薬科大学病院倫理委員会において承認を受けた研究計画にしたがって、新鮮胃が
ん・胃食道接合部がん手術標本から病変部の小切片を採取した。採取は病理診断科担当者の立ち
合いのもと、後の永久標本作成を妨げないよう細心の注意を払って行った。採取した小切片は直
ちに細切し、Liberase TH (Roche 5401151001)の処理により single cell suspension として、
Rho kinase 阻害薬入りのメディウムに再懸濁した。メディウムの成分は既報告のコンディショ
ナルリプログラミング法（Georgetown 法、文献２）に従った。フィーダー細胞として放射線照
射あるいは Mitomycin C により不活化処理した Swiss 3T3 細胞を用いて培養を行った。術後の
永久標本においてリンパ球浸潤が強く認められ、EB ウイルス陽性胃がんが疑われた場合は、永
久標本を用いた EBER-ISHを実施して EB ウイルス感染の有無を判定した。 
 
(2) EBER-ISH 法の生検検体への最適化 

胃がん手術後の永久標本（パラフィン包埋切片）を用いた EBER-ISH の手技は既に確立済み
である。一方、EB ウイルス陽性胃がんを術前診断するためには、生検検体のパラフィン包埋標
本を用いた EBER-ISH を実施する必要がある。そこで現有の EB ウイルス陽性胃がん確定診断症
例について、永久標本および生検検体を用いて EBER-ISH 法の最適化を行った。また胃がんの術
前症例で、生検標本において強いリンパ球浸潤が認められる症例について、生検検体を用いた
EBER-ISH を実施して、EB ウイルス感染の有無を判定した。 
 
(3) 胃がん由来細胞の株化方法の改良 

新鮮胃がん組織を Georgetown 法で培養した結果、継代が進むと例外なく細胞が増殖不良とな
るなった。そこで変異 CDK4 およびサイクリン D を強制発現する方法（文献３）により細胞増殖
能が回復するか調べた。 
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４．研究成果 
 
(1) 新鮮胃がん組織の初代培養 

初代培養を実施した計 12 症例の内訳を表 1 に示す。症例１～４は培養開始直後に細菌のコン
タミネーションが発生した。そこで培地に primocin (100 μg/ml)を添加したところ、その後の
症例ではコンタミネーションは一度も起こらなかった。一定期間初代培養細胞を継代した 6 例
のうち、2 例について以下に詳述する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   
 
 
 

表１．初代培養を行った症例の内訳と培養結果 
 
 
症例 10 は術後の永久標本で胎児消化管類似がん（adenocarcinoma with enteroblastic 

differentiation）と診断された症例である。HE 染色で淡明な細胞質を有する異型円柱上皮細胞
が管状腺管形成性に浸潤増殖していた。がん細胞はがん胎児性抗原 Grypican-3 陽性、Spalt-
like(SALL)gene family の SALL4 陽性、AFP はごく一部の細胞が陽性、PAS 染色でグリコーゲン
陽性であった。症例 10 から得られた増殖細胞の明視野像を図１に示す。細胞は約 1 か月間にわ
たり、フィーダー細胞非依存性の敷石状増殖を示した。免疫組織染色を行った結果、増殖細胞は
上皮細胞マーカー(MNF116, AE1/AE3, EMA)がいずれも陽性であり、vimentin は弱陽性であった。
一方、コントロールとして用いた線維芽細胞 MRC-5 は上皮細胞マーカー陰性、vimentin 強陽性
であった。胎児性がんマーカーを調べた結果、GPC3 および SALL4 は弱陽性、AFPは強陽性であっ
たことから、元の組織中に存在していた AFP 陽性細胞が選択されて増殖した可能性が考えられ
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
   図１．増殖中の初代培養細胞の明視野観察像 
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症例 11 は、術後の永久標本で胃体上部に発生した 3 重がんであることが判明した。3 ヶ所の
病変部について、それぞれ EBER-ISH を施行したところ、いずれも EBER 陽性であった（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図２．胃体上部 EB ウイルス 3 重がん（症例 11）の肉眼所見（左）および組織所見。3 ヶ所の病
変部について、HE 染色（右上）と EBER-ISH（右下）を示す。 

 
このうち病変部①から採取した細胞を培養したところ、約二週間増殖する細胞が得られた。

蛍光免疫染色法により EB ウイルス核抗原(EBV nuclear antigen, EBNA)の発現を確認した。さ
らに細胞の一部から DNA を精製し、二組の EB ウイルス特異的プライマーを用いて PCR を行った
ところ、増幅バンドが出現した（図３）。以上より、この細胞は EB ウイルス陽性がん細胞が増殖
したものであると考えられた。しかしながらこの細胞はその後増殖を停止した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３．EB ウイルス陽性胃がん（症例 11）から得られた培養細胞の明視野像（左）、EBNA 染色像
（中）、PCR 結果（右）を示す。 
 
(2) EBER-ISH 法の生検検体への最適化 

EBER-ISH 法を EB ウイルス陽性胃がんの術前診断に使えるかどうかを調べた。リンパ球浸潤
が強く認められる胃がん生検標本について、病理診断科に依頼して未染色標本を作製し、EBER-
ISH 法を実施した。その結果、術前に採取した生検標本 1 例で EB ウイルス陽性であった。しか
しながらこの症例はハイリスク症例であったため、他院へ転院となり、手術標本を得ることはで
きなかった。 

 
(3) 胃がん由来細胞の株化方法の改良 

Georgetown 法で短期間の初代培養に成功した５症例由来の細胞は、いずれも継代を繰り返す
うちに徐々に扁平化細胞が優勢となり、ついには増殖を停止するに至った。こうした増殖停止を
乗り越えた長期培養を達成するため、変異型 CDK4(CDK4R24C)、およびサイクリン D1 の高発現を試
みた。症例 10（胎児消化管類似がん）由来の細胞にたいして、変異型 CDK4 およびサイクリン D1
をそれぞれ単独に、あるいは組み合わせて発現し、その後の経時的な細胞数の推移を調べた。 

その結果、変異型 CDK4 あるいはサイクリン D1 をそれぞれ単独で発現させた場合と比べて、
両者を同時に発現した細胞が最も優れた増殖効率を示すことが明らかになった。変異型 CDK4/サ
イクリン D1 発現細胞の倍加時間は約 45 時間であった（図４、左）。 
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図４．変異型 CDK4/サイクリン D1を外来性に発現させた胎児消化管類似がん細胞の増殖曲線（左）、
AFP および上皮細胞マーカーの発現（右） 
 

変異型 CDK4/サイクリン D1発現細胞が親細胞の形質を維持しているかどうかを免疫染色法に
より調べた。その結果、変異型 CDK4/サイクリン D1 発現細胞は、AFP 強陽性、上皮細胞マーカー
（MEF116, AE1AE3, EMA）陽性、vimentin, GPC3, SALL4 弱陽性であり、親細胞の形質を保持し
ていることが確認された（図４、右）。 

CDK4/サイクリン D1 発現による細胞増殖増強効果が確認できたため、この方法を症例 11 の
EB ウイルス陽性胃がん細胞に適用した。しかしながら、EB ウイルス陽性胃がん細胞については、
細胞増殖増強効果を確認できなかった。 
 
―考察― 

本研究により、経験のある病理診断医がリンパ球浸潤の強い生検組織に遭遇した際に、生検
標本を用いて EBER-ISH を行うことで、EB ウイルス陽性胃がんを術前診断できることを見出し
た。 

一方で、胃がん細胞の初代培養法については、初代培養法の選択が課題として残った。本研
究では Georgetown 法として知られるコンディショナルリプログラミング法を用いたが、長期継
代細胞は得られなかった。この方法で使用するメディウムの最適化は、培養を開始する時点での
細胞数が少ないため困難である。本研究では、Georgetown 法による短期培養を行った細胞に変
異型 CDK4/サイクリン D1 を発現させることで、細胞の長期継代が可能であることを見出した。
一方、EB ウイルス陽性胃がん細胞にも同様の方法の適用したが、増殖がほぼ停止していた時点
での適用となったこともあり、細胞増殖は回復しなかった。残り３例の胃がん初代培養細胞の凍
結ストックを現有しているので、今後、これらの細胞を用いてさらなる検討を行う予定である。 
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