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研究成果の概要（和文）： 
 EB ウイルス(EBV)感染リンパ球から、EBV 小 RNA である EBER(EBV-encoded small RNA)が細胞
外に放出され、ウイルス RNA センサーである toll-like receptor (TLR)3 からのシグナル伝達
を活性化すること、それが活動性EBV感染症の病態形成に寄与しうることを示した。さらにEBER
は EBV 陽性胃がん細胞においても細胞外に放出され、TLR3 シグナルを活性化することを明らか
にした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have demonstrated that EBV-encoded small RNA (EBER) is released by EBV infected 
lymphocytes and released EBER activates the signaling from toll-like receptor3, a sensor 
of viral RNA. Our results also suggest that activation of TLR3 signaling by EBER contribute 
to the pathogenesis of active EBV infection. We also demonstrated that released EBER 
activates TLR3-mediated signaling in EBV-infected gastric cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 胃がんは日本における最も主要な消化器

がんの一つであるが、我が国の胃がん全体

のうちおよそ10％において、ヒト腫瘍ウイ

ルスとして知られているEBウイルス(EBV)

が関連していることが明らかになってい

る。EBV陽性胃がんでは、胃がん細胞の100％

にEBVが感染しており、胃粘膜上皮へのEBV

感染は胃がん発生に寄与していると考えら

れている。申請者らはこれまでEBVが胃が

んにおいて果たしている役割を明らかに

するため、EBVの胃上皮細胞への持続感染

系を用いてEBVの感染が胃上皮細胞に与え

る影響について検証してきた。その結果、

EBV の non-coding RNA で あ る

EBER(EBV-encoded small RNA)がEBV陽性胃

がん細胞の増殖をインスリン様増殖因子

(IGF)1の産生誘導を介して促進すること
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を明らかにした。つまり、non-coding RNA 

であるEBERがEBV陽性胃がんの発生におい

て重要な役割を果たしていることが明ら

かとなった。EBERはすべてのEBV陽性がん

細胞において多数コピー存在し、部分的に

２本鎖RNA(dsRNA)構造をとると推測され

ている。 

 申請者らはその後の研究で、EBERがB細胞

において自然免疫機構を担うRetinoic 

acid inducible gene (RIG)-Iを活性化し、

下流のシグナル伝達を誘導することを見

出した。一方、ウイルス由来のdsRNAを認

識する分子としてはTLR3も知られている

が、申請者らは最近の研究で、EBERがEBV

潜伏感染Ｂ細胞より細胞外に放出され、

TLR3を活性化するということを見出した。

これはEBV感染細胞において、EBERが恒常

的にTLR3シグナルを活性化している可能

性を示唆するものであり、EBV陽性胃がん

細胞においても起こっていると推測され

た。 

 

２．研究の目的 

 以上の背景のもと、本研究ではEBV陽性

胃がん細胞においてEBERがRIG-I、TLR3を

活性化するかどうかを明らかにする。また

EBERによるこれらの分子の活性化がIGF-1

産生誘導や他のサイトカイン産生誘導に

関与しているか否か、また胃がん細胞の増

殖に寄与しているかどうかについても検

証する。そしてそれら自然免疫シグナルの

活性化が発がんへ関与しているか否かに

ついて明らかにする。またEBERによるTLR3

シグナルの活性化が伝染性単核症(IM)や

慢性活動性EBV感染症(CAEBV)、EBV関連血

球貪食性リンパ組織球症(EBV-HLH)などの

活動性EBV感染症の病態形成に関連してい

るかどうかについても検証する。 

 

３．研究の方法 

 (1)EBERによるRIG-Iシグナルの活性化に

ついての解析 

   RIG-IはdsRNAを認識すると活性化されIFN

産生を誘導する。EBV陽性胃がん細胞に

RIG-Iを発現させた後、IFNの発現について

RT-PCRやELISA法により調べRIG-I活性化の

有無を検証する。EBV陽性胃がん細胞株

NU-GC-3やAGSを用いて解析し、EBV陽性細胞

特異的にRIG-Iの活性化がおこっていれば

次にEBERを安定発現させた細胞を用いて同

様の実験を行う。またin vitro 転写により

合成したEBERを細胞内に導入し、IFNの発現

誘導がおこるかどうかについて調べる。さ

らにRIG-Iシグナルの下流因子であるIRF3

やNF-kBの活性化についてもウエスタンブ

ロット法、レポーターアッセイ等を用い検

証する。さらにEBV感染胃がん細胞において、

EBERが恒常的にRIG-Iを活性化しているか

どうかについて解析を行う。RIG-IをsiRNA

によりノックダウンし、IFNの発現に変化が

あるか否かについて検証する。またIRF-3

のノックダウンやNF-kBの阻害作用をもつ

ドミナントネガティブ(dn)IkBa発現ベクタ

ーなども用いEBV陽性細胞でIFNの発現が低

下するか否かについて調べ、RIG-Iシグナル

の恒常的な活性化がおこっているかどうか

を明らかにする。 

  (2)RIG-IとEBERの相互作用についての解析 

  EBERがRIG-Iと相互作用するかどうかにつ

いて、免疫沈降法を用いて解析する。Flag

タグ付きのRIG-I発現ベクターをEBV陽性胃

がん細胞に導入し、蛋白質抽出後抗Flag抗

体で免疫沈降、得られた複合体よりRNAを抽

出する。これを用いてRT-PCRを行い、複合

体中にEBERが存在するかどうかについて検

証する。 

(3)EBERによる細胞増殖促進因子発現誘導

へのRIG-Iシグナルの関与に関する検討 

 EBERによるRIG-Iの活性化がEBV感染がん細

胞の増殖促進に寄与するか否かについて解

析する。 BL細胞および胃がん細胞に合成し

たEBERを細胞内導入、またEBER発現細胞に

RIG-I発現ベクターを導入し、IL-10やIGF1

の発現が誘導されるかどうかRT-PCRやELISA

で検証する。サイトカイン発現誘導がみられ

れば、EBV陽性細胞やEBER発現細胞において

RIG-Iや下流因子のノックダウン等を行い、

サイトカインの発現が低下するかどうかに

ついて調べる。 

(4)EBV感染胃上皮細胞からのEBERの細胞外

への放出に関する検討 

  EBV陽性胃がん細胞の培養上清中にEBER

が存在するかどうかを検証する。培養上清 

より抽出したRNAを用いたRT-PCR法により 

EBERの検出を行うとともに、さらに上清中の 

EBERの定量を、in vitro転写により合成した 

EBERをコントロールに用いたリアルタイム 

PCR法によりおこなう。 



(5)EBERによるTLR3の活性化とIGF1発現誘導,

および細胞増殖促進への関与に関する検討 

  EBERがTLR3シグナルを誘導するかどうか 

 について、in vitro転写により合成したEBER 

 を用いてNU-GC-3細胞を刺激し、RT-PCR法や 

 ELISA法によりIFNや他のサイトカイン産生 

 誘導がおこるか検証する。またTLR3中和抗体 

 やTLR3のsiRNAを用いたノックダウンなどで 

 EBERがTLR3を介してIFNやサイトカイン産生 

 誘導をおこしているかどうか確認する。 

 さらにTLR3の下流因子IRF3、NF-kBなど 

 の活性化をウエスタンブロットやレポータ 

 ーアッセイなどにより解析する。さらに 

 EBERによるTLR3の活性化がIGF1の発現誘 

 導をおこすかどうかについて同様の手法を 

 用いて解析を行う。TLR3活性化によりIGF1 

 発現の誘導がおこっていれば、TLR3シグナ 

 ルの阻害の細胞増殖に対する効果を検討す 

 る。 

(6)EBERによるTLR3の活性化と活動性EBV感

染症との関連性に関する検討  

 EBV感染細胞から放出されるEBERが、ヒトの 

血清中に検出できるかどうかについて、特に 

末梢血中にEBV感染リンパ球が多数存在する

IMやCAEBVなどの活動性EBV感染症患者血清

を用いて解析する。検出された場合、EBER

の定量をリアルタイムPCR法でおこない、疾

患の病態との関連などについても検証する。 

 

４．研究成果 

 本研究で得られた成果の概要は以下の通

りである。 

(1) バーキットリンパ腫(BL)細胞において

EBER が細胞内の２本鎖 RNA(dsRNA)認識分子

で あ る Retinoic acid-inducible gene 

(RIG)-I と相互作用しこれを活性化、IRF-3

および NF-κB の活性化を介しインターフェ

ロン発現を誘導することを明らかにしてい

たが、これをもとに EBER と RIG-I の相互作

用が EBER によるサイトカイン産生に寄与し

ているかどうか検証した。その結果、EBER に

よる RIG-I の活性化が IRF3 の活性化を介し

て BL 細胞の増殖因子である IL-10 の産生を

誘導することを明らかにした。さらに胃がん

細胞においても EBER により RIG-I が恒常的

に活性化され、インターフェロンや炎症性サ

イトカインの発現を誘導しているというこ

とが明らかになった。  

(2) EBER が EB ウイルス感染 B リンパ球細胞

より細胞外に放出されること、さらに放出さ

れた EBER は Toll-like receptor (TLR)3 を

介したシグナル伝達を惹起することを見出

したが、さらにその後の研究で、この EBER

による TLR3 シグナルの活性化は、EBV 感染時

の自然免疫応答に関与し、また伝染性単核症

や慢性活動性 EBV 感染症、EBV 関連血球貪食

症候群の病態の形成に寄与している可能性

があることを示すと共に。患者血清中の EBER

の定量が可能であることも明らかとなった。 

一方、EBER は主にその結合蛋白質である

La/SSB 蛋白質と細胞外において共在してい

ることも見出した。 

(3)EBER は EBV 感染胃がん細胞からも放出さ

れ、TLR3 シグナルの活性化を誘導し、NF-κB

や IRF3 の活性化を惹起していることを明ら

かにした。さらに EBV 陽性胃がん細胞におい

ておこっている TLR3 シグナルの恒常的な活

性化が、EBER による IGF1 産生誘導に関与し

ているということを明らかにした。さらにそ

の後の解析で、EBER による TLR3 シグナルの

活性化が EBV感染胃がん細胞の増殖を促進し

ていることが明らかとなり、TLR3 シグナル活

性化が EBV 陽性胃がんの発生に寄与してい

るということを示唆する結果が得られるこ

ととなった。 

(4)EBERと2次構造において相同性のあるア

デノウイルスVA-1およびVA-2が、EBERと同様

にRIG-Iと相互作用し、下流のシグナル伝達

を惹起することを見出した。VAによるRIG-I

活性化は、アデノウイルス感染に対する自然

免疫応答に寄与していることが示唆され、さ

らに、アデノウイルスベクターによる治療に

際しておこる炎症性反応に関しても、VAによ

るRIG-Iシグナル活性化が関与している可能

性が示された。 
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