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研究成果の概要（和文）：胃癌の発生におけるEpstein-Barr virus(EBV)由来のmicroRNAの役割を解明するために，手
術により切除された胃癌組織および胃癌細胞株を用いて，EBV関連胃癌におけるEBV由来のmicroRNAの発現を網羅的に解
析し，発現のプロファイルを明らかにした．発現の高かった特定のmicroRNAについて，その標的遺伝子を予測し，胃癌
細胞株を用いて，その機能を解析した結果，EBV由来のebv-miR-BART4-5pが，アポトーシス促進因子であるBidの発現を
抑制することにより，アポトーシス抵抗性を獲得することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：To clarify the roles of EBV-encoded microRNAs in gastric carcinogenesis, 
surgically resected gastric carcinoma tissues and gastric carcinoma cell lines were analyzed. 
Comprehensive expression profiling of EBV-encoded microRNAs revealed several EBV microRNAs were highly 
expressed. Genes which are potentially targeted by these microRNAs were identified by in silico analysis. 
In vitro study showed ebv-miR-BART4-5p inhibits Bid, one of the apoptosis activators, which leads to 
resistance to apoptosis.

研究分野： 人体病理学
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１．研究開始当初の背景 
 
Epstein-Barr virus（EBV）は代表的なヒト
の癌ウイルスであり，悪性リンパ腫をはじめ
とする造血器腫瘍，上咽頭癌や胃癌などの上
皮性腫瘍において，腫瘍発生に密接に関与し
ている．EBV による発癌に関しては，これま
で潜伏感染遺伝子の機能に着目した研究が
主体であったが，近年，発癌におけるエピジ
ェネティック異常が注目されるようになり，
その中でも microRNA の機能に関する研究が
盛んに行われている．EBV はウイルスそのも
ののゲノムにコードされる microRNA を有し
ており，EBV による発癌に関与している可能
性が示唆されているが，その詳細については
不明な点が多い． 
 
２．研究の目的 
 
EBV による発癌の過程において，主にアポト
ー シ ス制御 の 観点か ら ウイル ス 由 来
microRNA の果たす役割を探求する．EBV 関連
胃癌のモデル細胞株を用いた分子生物学的
手法により，EBV 由来 microRNA の発現とこれ
によるアポトーシス関連蛋白の制御機構を
解明する．この結果から発癌に寄与すると考
えられるアポトーシス関連蛋白を同定し，そ
の機能を解析する．  
 
３．研究の方法 
 
（１）ヒトから得られた EBV 関連腫瘍組織を
用いて，定量的 RT-PCR 法により，EBV 由来
microRNA の発現を網羅的に解析する．胃癌と
それ以外のEBV関連腫瘍における発現を比較
し，胃癌で高発現している microRNA を同定
する． 
 
（２）公開されているデータベース，web 上
のソフトウエアを用いて，EBV 由来 microRNA
の標的となる遺伝子を検索する． 
 
（３）EBV 由来 microRNA の標的となる遺伝子
の発現について胃癌細胞株を用いて検討し，
これらの蛋白発現とアポトーシス制御の関
連について解析する． 
 
４．研究成果 
 
（１）EBV 関連胃癌（10症例）の手術検体か
ら RNA を抽出し，既知の 44 種類の EBV 由来
microRNAの発現を網羅的に解析した（図1）．
発現の高かったものについては，上咽頭癌（5
例）および EBV 陽性悪性リンパ腫（5 例）と
の比較を行い，EBV 関連胃癌で特異的に発現
が高いものを見出した．それらについては
EBV 関連胃癌モデル細胞株や EBV 関連胃癌か
ら樹立された細胞株においても発現が高い
ことが確認された（図 2）． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 
 
（２）Web 上に公開されている，microRNA の
標的遺伝子を予測するソフトウェアである
Target Scan Human Custom を用いて，EBV 関
連胃癌で高発現している EBV 由来 microRNA
（10 種類）の標的遺伝子を検索した．約 2600
個の遺伝子が候補として挙がり，これらにつ
いてpathway解析を行ったところ，細胞増殖，
アポトーシス，接着因子，Wnt シグナルなど
の経路に関連していることが明らかになっ
た．（表） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



これらの遺伝子の中から，アポトーシス関連
遺伝子に着目して，胃癌細胞株での発現を検
討した． 
 
（３）EBV 関連胃癌モデル細胞株を用いて，
いくつかのアポトーシス関連蛋白（Bcl-2 フ
ァミリー）について Western Blot を用いて
発現を検討したところ，EBV 感染株において，
アポトーシス促進因子であるBidの発現が低
下することが明らかになった（図 3）． 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 
 
EBV 由 来 の microRNA で あ る
ebv-miR-BART4-5p の seed 配列が Bid の 3´
端の非翻訳領域に存在しており，この遺伝子
を組み込んだレポータープラスミドを作成
した（図 4）．このプラスミドを導入した細胞
株 に 対 し て ， EBV 感 染 あ る い は
ebv-miR-BART4-5p 導入を行うことにより，レ
ポーター活性が低下することを示した（図 5）． 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 
 
また，EBV 非感染株に ebv-miR-BART4-5p を導
入することで Bid の発現が低下し（図 6），さ
らに EBV 感染株において ebv-miR-BART4-5p
を阻害することにより，部分的に Bid の発現
が回復することが示された（図 7）． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
        

 
図 7 
 
また，ebv-miR-BART4-5p の導入によりアポト
ーシスの頻度が低下することが明らかにな
った（図 8）． 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 8 
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