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研究成果の概要（和文）：Epstein-Barrウイルス(EBV)は、B細胞を自然宿主とする普遍的なウイルスであるが、
時にT細胞およびNK細胞にも感染し、予後不良なT/NK細胞性腫瘍の原因となる。 本研究では、細胞を特徴付ける
転写プロファイルと密接な関係をもつスーパーエンハンサーに着目し、EBV関連T/NK細胞腫瘍に特異的なスーパ
ーエンハンサーを解析した。その過程で、EBVゲノムが感染細胞内で高次構造をとることを明らかにし、ウイル
ス遺伝子発現におけるウイルスゲノム高次構造の重要性を示した。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus (EBV) persists in human cells as episomes. EBV episomes 
are chromatinized and their 3D conformation varies greatly in cells expressing different latency 
genes. we compared the EBV episome intragenomic interactions in different cancer cell lines 
expressing three different types of EBV latency genes using a new method, HiChIP. H3K27ac HiChIPs 
were done in 4 T/NK lymphoma cell lines and 2 primary effusion lymphoma cell lines, together with 
published data from cell line expressing type III latency genes. We found that in type II latency 
infected cells, the episome looping patterns were similar to cells expressing type III latency 
genes. Similar to previous reports using a different method to compare the EBV 3D genome looping 
using captured Hi-C, more restricted type I latency infected cells had much less loopings. These 
data suggested that looping is a way for EBV to regulate its oncogene expression in various EBV 
associated cancer cells.

研究分野：ウイルス学

キーワード： Epstein-Barrウイルス　ゲノム高次構造　ウイルス遺伝子発現

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト腫瘍ウイルス Epstein-Barrウイルス（EBV）が陽性であるT/NK細胞性腫瘍（EBV関連T/NK細胞腫瘍）は日本
をはじめとした東アジアで報告が多く、予後不良で有効な治療法は未だ存在しない。本研究では、ウイルスゲノ
ムが感染細胞内で高次構造をとり、ウイルスゲノム内でのゲノム間相互作用の構造の違いにより、ウイルス遺伝
子発現が制御されていることが明らかとなった。ゲノム編集によりEBVゲノムに構造変化を加えると、EBV遺伝子
発現も変化し、ゲノム高次構造が治療標的となる可能性が示唆された。

※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、バーキットリンパ腫、ホジキンリンパ腫、移植後リンパ増殖症、

上咽頭癌、胃癌などとの関連が指摘されており、EBV 関連腫瘍の発生件数は全世界で約 20 万件/

年にも達する (Cohen et al., Sci Transl Med, 2011)。その中でも、EBV 関連 T/NK 細胞腫瘍は

日本をはじめとした東アジアで報告が多い予後不良な血液腫瘍である (Sato, Front Pediatr, 

2018)。血中 EBV ゲノム量と予後が相関することから、EBV が腫瘍の形成・維持に何らかの役割

を持っていることが示唆されるが、未だ EBV と腫瘍形成に関わる分子メカニズムは明らかにな

っていない。近年、EBV 関連腫瘍の臨床サンプルの網羅的ゲノム解析から、欠損型 EBV(ウイルス

ゲノムの一部が欠失した EBV)の存在が明らかとなり(Okuno et al., Nat Microbiol, 2019)、

EBV 関連 T/NK 細胞腫瘍の腫瘍形成メカニズムの解明に期待が持たれている。 

一つの生物を構成する細胞の遺伝情報は同じにも関わらず、それぞれの細胞で異なる機能が

ある。これは、それぞれの細胞で発現している遺伝子・遺伝子産物の違いによる。つまり、遺伝

子発現パターンが細胞を特徴付けているということである。この個性を規定する一つのメカニ

ズムが、遺伝子群を制御する転写調節ユニットである「スーパーエンハンサー」である。スーパ

ーエンハンサーは遺伝子群を制御する転写調節ユニット構造であり、ゲノム内に点在するエン

ハンサーやプロモーターがループ構造により空間的近傍に集まることで、転写因子や RNA ポリ

メラーゼも凝集し、効率のよい転写を可能にする (Chapuy et al., Cancer Cell, 2013; Hnisz 

et al., Cell, 2013; Lovén et al., Cell, 2013; Whyte et al., Cell, 2013)。そのため、腫

瘍細胞に特徴的なスーパーエンハンサーの破壊は、関連する遺伝子発現を強く抑制し、新たな治

療ターゲットとなり得ると考える。 

EBVにより不死化したB細胞で

あ る リ ン パ 芽 球 様 細 胞 株 

(lymphoblastoid cell lines; 

LCLs)では、EBV 特異的なスーパ

ーエンハンサー構造が報告され

ている (Zhou et al., Cell Host 

Microbe, 2015)。基本的に、LCLs

では欠損のない完全長のウイル

スゲノムが存在する。そのため、

LCLs 内で形成されるスーパーエンハンサー構造は、完全長のウイルスゲノムと転写因子・宿主

ゲノムによる高次構造であり、これが生存や増殖に関わる遺伝子群を制御している。一方、EBV

関連 T/NK 細胞腫瘍ではウイルスゲノムの一部が欠失した EBV が存在するという事実 (Okuno et 

al., Nat Microbiol, 2019)は、欠損型 EBV は完全長 EBV ゲノムではみられないようなスーパー

エンハンサー構造を形成する可能性を示唆する。 

 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、EBV 関連腫瘍の臨床サンプルから見出された欠損型 EBV が腫瘍細胞内でどのよ

うなスーパーエンハンサー構造を形成するかを明らかにすることである。EBV ゲノムの一部欠損

が遺伝子発現パターンに与える影響や、発現パターンとスーパーエンハンサー構造との関係を

若手研究２ 

【１ 研究目的、研究方法など（つづき）】 

な関係をもつ。スーパーエンハンサーは遺伝子群を制御する転写調節ユニット構造であり、
ゲノム内に点在するエンハンサーやプロモーターがループ構造により空間的近傍に集まるこ
とで、転写因子やRNAポリメラーゼも凝集し、効率のよい転写を可能にする (Chapuy et al., 
Cancer Cell, 2013; Hnisz et al., Cell, 2013; Lovén et al., Cell, 2013; Whyte et al., Cell, 2013)。
そのため、腫瘍細胞に特徴的なスーパーエンハンサーの破壊は、関連する遺伝子発現を強く
抑制し、新たな治療ターゲットとなり得ると考える。 

EBVにより不死化したB細胞であるリンパ芽球様細胞株 (lymphoblastoid cell lines; LCLs)
では、EBV特異的なスーパーエンハンサー構造が報告されている (Zhou et al., Cell Host 
Microbe, 2015)。基本的に、LCLsでは欠損のない完全長のウイルスゲノムが存在する。そ
のため、LCLs内で形成されるスーパーエンハンサー構造は、完全長のウイルスゲノムと転
写因子・宿主ゲノムによる高次構造であり、これが生存や増殖に関わる遺伝子群を制御して
いる。一方、EBV関連T/NK細胞腫瘍ではウイルスゲノムの一部が欠失したEBVが存在する
という事実 (Okuno, Murata, Sato et al., Nature Microbiol, 2019)は、欠損型EBVは完全長
EBVゲノムではみられないようなスーパーエンハンサー構造を形成する可能性を示唆する。
そこで、本研究では「EBV陽性腫瘍細胞で見出された欠損型EBVが宿主ゲノムと形成する
スーパーエンハンサー構造」を解析する。 

 
本研究の核心をなす学術的

な問いは「完全長の腫瘍ウイ
ルスゲノムと一部欠損があ
るウイルスゲノムが宿主細
胞内で形成するスーパーエ
ンハンサー構造に違いはあ
るのか？」である。ゲノムは
クロマチン構造を取りながら、
適切に折りたたまれて核内に
収容され、必要に応じて転写活性化部位へリクルートされる。本研究で明らかとなるEBV関
連T/NK細胞腫瘍を特徴付けるスーパーエンハンサーは、ウイルスがどのように宿主のゲノ
ム構造の変換を誘導し、ウイルス感染細胞からウイルス関連腫瘍細胞へと変化していくかの
理解に繋がる。そして、EBV関連T/NK細胞腫瘍を特徴付けるスーパーエンハンサーを標的
としたEBV関連T/NK細胞腫瘍の新たな治療開発に繋げたい。 

 
（２）本研究の目的と学術的独自性・創造性               
 本研究の目的は、EBV関連腫瘍の臨床サンプルから見出された欠損型EBVが腫瘍細胞内で
どのようなスーパーエンハンサー構造を形成するかを明らかにすることである。EBVゲノム
の一部欠損が遺伝子発現パターンに与える影響や、発現パターンとスーパーエンハンサー
構造との関係を明らかにすることで、予後不良なEBV関連T/NK細胞腫瘍の新たな治療法の
開発を目指す。 
 一つの生物を構成する細胞の遺伝情報は同じにも関わらず、それぞれの細胞で異なる機能
がある。これは、それぞれの細胞で発現している遺伝子・遺伝子産物の違いによる。つまり、



明らかにすることで、予後不良な EBV 関連 T/NK 細胞腫瘍の新たな治療法の開発を目指した。 

 
 
３．研究の方法 
 

本研究では、先行研究(Okuno et al., Nat Microbiol, 2019)で見出したウイルスゲノムの一部

が欠失した EBV が感染している NK 細胞 2株および T 細胞 2株とコントロールとして EBV陰性

の NK 細胞 1株、T細胞 1株の少なくとも 6 株のスーパーエンハンサー構造を解析することを第

一の目標とした。抗 H3K27ac抗体を使用した ChIP-seqと HiChIP、および各細胞の発現プロファ

イルを取得する RNA-seq の

3 つの解析を中心に研究を

実施した。 

得られた結果は、HiC-

Pro、hichipper method、

MACS2、ChIA-PET、ROSE、

WashU Epigenome Browser

などのアプリケーション/

プログラムを使用して解析

し、EBV 関連 T/NK 細胞腫瘍

を特徴付けるスーパーエン

ハンサーの同定を行った。 

また、EBV ゲノムの一部欠損が遺伝子発現パターンに与える影響や、発現パターンとスーパー

エンハンサー構造との関係を、CRISPR/Cas9システムを使用したゲノム編集によって宿主遺伝子

を欠失させたり、ウイルスゲノムに任意の欠損を挿入したりすることで解析した。 

 
 
４．研究成果 
 

各種の T/NK 細胞株において実施した抗 H3K27ac抗体を使用した ChIP-seqの結果から ROSE によ

ってスーパーエンハンサーの同定とランク付けを実施した。同時に、公共データベースに公開さ

れている EBV陰性腫瘍細胞および正常 T/NK 細胞と比較し、EBV 特異的な T/NK 細胞性腫瘍におけ

るスーパーエンハンサーの候補を 95 箇所見出した。現在は、95 箇所の EBV 特異的スーパーエン

ハンサー候補の中から、EBV 陽性 T/NK 細胞性腫瘍のフェノタイプを制御する部位の同定を進め

ている。 

 

先行研究より(Zhou et al., Cell Host Microbe, 2015)、EBV陽性の B細胞株（LCLs）では

EBV 特異的スーパーエンハンサーが MYC locus に存在していることが知られている。本研究で得

られたデータと LCLの抗 H3K27ac抗体を使用した ChIP-seq 結果を比較すると、H3K27ac のシグ

ナルパターンは B 細胞と NK/T 細胞で大きく異なっていることが明らかとなり、EBV は宿主細胞

に応じて、異なる EBV 特異的なスーパーエンハンサーを形成していることが示唆された。 

 

さらに、EBV ゲノムは感染細胞の核内で高次構造を保った状態で保持されていることが明らか

となった。EBV は宿主細胞内で潜伏感染をしており、宿主細胞ごとに発現するウイルス遺伝子が

異なる（Latency type Iから type IIIまで存在する）。さらに興味深いことに、潜伏感染状態

ChIPseq and HiChIP with anti-H3K27ac antibody

EBV�� NK���

In vivo crosslinking

Nuclei isolation and 
in situ Hi-C contact generationCell lysis, sonication, and 

protein isolation (ChIP)

Nuclei lysis, sonication, and 
protein isolation (ChIP)

Reverse crosslinking 
and DNA isolation Reverse crosslinking, DNA isolation,

and biotin capture of Hi-C contacts

On-bead Tn5 library generation

NGS ��

Conventional library generation

ChIP-seq HiChIP RNA-seq

RNA isolation

Library construction

NGS analysis

NGS analysis

EBV-positive T/NK cell lines



に応じて、EBV ゲノムの立体構造（ウイルスゲノム間での相互作用部位）が異なることを見出し

た。 

実際に、CRISPR/Cas9システムを利用して、ウイルスゲノム間の相互作用を阻害すると、ウイル

ス遺伝子発現のパターンが変化することも示すことができた。以上より、ウイルス遺伝子発現も

ウイルスゲノムの立体構造により制御されていることが明らかとなった。 

 

本研究の結果の一部は、ウイルス学分野の国際誌（Ding et al., J Virol, 2022）に発表し

た。その他の結果についても発表の準備をしている。 

 

 
 
 

Ding, Wang and Narita et al., J Virol, 2022

present in the episomes. The frequent intragenomic interactions linking enhancers to their
direct genes may be driven by these strong enhancers. In contrast, significantly fewer intra-
genomic interactions were found in type I latency cells, possibly due to the lack of strong
enhancers and decreased EBV gene expression. Using CRISPRi, we confirmed the functional
activity of a strong enhancer at the BILF2 locus, and perturbing this enhancer affected the
expression of genes.20 kb away.

CTCF can function as an insulator, dividing the genome into different compartments.
Enhancer-promoter interactions mostly occur within the same compartment. CTCF sites
can prevent the spread of activation signals across the sites. CTCF can also form dimers
while binding to its cognate DNA, bringing remote enhancers into close proximity to their
direct-target genes. Cohesin proteins can form a ring and wrap around the DNA strands
near CTCF dimers to further stabilize this interaction. In LCLs, a strong CTCF ChIP-seq peak
resides between LMP1 and BARF1. A strong cohesion subunit RAD21 peak also overlaps
with the CTCF peak. Another strong CTCF peak is localized at the left-hand side of the BILF2
enhancer. Stronger interactions within this CTCF marked domain were evident compared to
the interaction between enhancers within the domain and sites outside the domain. CRISPRi
at the BILF2 enhancer had no effect on LMP1, which is outside this CTCF domain, even
though there were weak links between BILF2 enhancer and LMP1.

The distribution of EBV episomes in the nucleus is not random. In cells expressing
type III latency genes such as LCL, EBV episomes dock to active enhancer regions (6, 7). Active
enhancers can be enriched with many transcription factors and cofactors to form phase sepa-
rated domains, ensuring high transcription activity. When EBV episomes are docked at these
active sites, EBV enhancers can access enriched transcription factors and cofactors, allowing ef-
ficient transcription of enhancer targets. In cells expressing type I latency genes, such as
Burkitt lymphoma cells, EBV episomes tends to dock to repressed chromatin (7). This can limit
the available transcription cofactors for EBV enhancers; thus, only limited numbers of latency
genes are expressed. Reducing episome enhancer-target interaction will further facilitate the
silencing of EBV latency genes expressed in other latency types.

FIG 4 H3K27ac HiChIP interactions within the EBV genome in type I EBV latency cells BC1 and JSC. H3K27ac HiChIP data were mapped to the EBV genome and
interactions are shown in circoplot. Normalized interaction frequency scale is shown on the top right.
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FIG 2 H3K27ac HiChIP interactions within the EBV genome in type II EBV latency cells. (A) EBV natural killer (NK) cell lymphoma KAI3 H3K27ac HiChIP data were
mapped to the EBV genome and visualized in IGV. DNA interactions are indicated by red arcs. H3K27ac ChIP-seq and RNA-seq data were also mapped to the EBV
genome and visualized in IGV. EBV annotation is shown on the top. Zoomed-in view on the right side of the EBV genome is shown under the main figure. (B) EBV
episome is shown in circos plot. Red arrow indicates position of sgRNA for CRISPRi. Normalized interaction frequency scale is shown on the top right. (C) KAI3 cells
stably expressing dCAS9-KRAB-MeCP2 were transduced with sgRNA-expressing lentiviruses targeting BILF2 enhancer. After puromycin selection, total RNA was purified.
RT-qPCR was used to evaluate the expression of the BILF2 enhancer-linked genes BILF2 and BARF1. LMP1 which was away from the loops was used as control.
Expression levels of non-targeting sgRNA-transduced cells were set at 1. *, P , 0.05; **, P , 0.01; NS, not significant.
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FIG 1 H3K27ac HiChIP interactions within the Epstein-Barr virus (EBV) genome in type III EBV latency cells. (A) GM12878 LCL H3K27ac HiChIP
data were mapped to the EBV genome and visualized in IGV. DNA interactions are indicated by red arcs. ENCODE RAD21 (green, outside),

(Continued on next page)
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