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研究成果の概要（和文）：EBウイルス(EBV)感染胃がんから、EBER(EBV-encoded small RNA)がエクソソーム輸送
を介して細胞外に放出され、それを取り込んだ細胞のtoll-like receptor 3 (TLR3)からのシグナル伝達を活性
化すること、さらにそれがEBV陽性胃がん細胞の増殖を促進することを示し、EBERのエクソソーム輸送は胃発が
んに寄与していることが示唆された。 またエクソソーム分泌の阻害により、EBV感染胃がん細胞の増殖が抑制さ
れることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that EBV-encoded small RNA (EBER) is released by 
EBV-infected gastric cancer (GC) cells through the exosome secretion and exosomal transfer of EBER 
triggers the signaling from toll-like receptor 3 in the recipient cells. EBER-mediated activation of
 TLR3 signals led to the growth promotion of EBV-infected gastric cancer cells, suggesting that 
exosomal transfer of EBER contributes to gastric carcinogenesis. Further study revealed that 
treatment with exosome inhibitor reduces the growth potential of EBV-infected GC cells. 

研究分野： 医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 EB ウイルス(EBV)は広くヒトに感染し、
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)といった難治性の炎症性
疾患、さらにバーキットリンパ腫(BL)や
T/NKリンパ腫、ホジキンリンパ腫、上咽頭
がんや胃がんといった種々のがんとの関
連でも知られるDNAウイルスである。この
うち、日本人の主要ながんの一つである胃
がんに関しては、我が国の胃がん全体のう
ちおよそ10％において、EBVが関連してい
ることが明らかになっている。 
胃上皮細胞への感染による発がん機構の研
究はヘリコバクター・ピロリ（HP）に関する
ものを中心に国内外において行われ、HP の
発がんにおける役割の詳細が明らかとなっ
てきているが、EBV 陽性胃がんでは、胃がん
細胞の 100％に EBV が感染しており、EBV
の胃発がんにおける役割を明らかにするこ
とも胃がん研究において重要な位置をしめ
るものといえる。 
 申請者らはこれまで、EBVによる発がん機
構に関して研究を行い、EBV-encoded small 
RNA (EBER)とよばれるnon-coding RNA(ncRN
-A)が発がんにおいて重要な役割を果たして
いることを明らかにしてきた。EBERはすべて
のEBV感染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
測されるおよそ170bpほどの小RNAであるが、 
BL細胞においてはIL-10、T細胞ではIL-9、上
皮細胞ではIGF1の発現を誘導し、それぞれの
EBV感染がん細胞の増殖を促進することが申
請者らにより明らかとなった。さらに申請者
らは最近の研究で、EBERが宿主のdsRNA認識
分子と相互作用し、それらを活性化するとい
うことを見出した。まずEBERは細胞内のdsR
-NA認識分子であるRIG-Iと相互作用し、これ
を活性化して下流のシグナル伝達を誘導す
ることが明らかになった。RIG-Iの活性化は
Ⅰ型インターフェロン(IFN)産生およびサイ
トカイン産生誘導をおこすが、その後の研究
で、EBERによるRIG-Iの恒常的な活性化がBL
細胞でIRF3の活性依存的にIL-10産生を誘導
し、BL細胞の増殖促進をもたらすことが示さ
れた。つまりEBERによるRIG-Iシグナルの活
性化が発がんに寄与するということを明ら
かにしたのである。一方、最近申請者らは、
E-BERが細胞外に放出されて機能するという
ことを新たに見出した。EBERはEBV感染リン
パ球より、その結合蛋白質であるLa蛋白質と
共に細胞外へ放出され、放出されたEBERが免
疫系細胞のTLR3シグナルを活性化する。さら
にEBERはIMやCAEBV、EBV-HLHといった活動性
EBV感染症患者血清中に多量に存在し、それ
がTLR3シグナルを介し免疫系細胞を活性化
することがわかり、EBERによるTLR3シグナル
を介した免疫系の活性化が病態の形成に寄
与する可能性が示された。つまり、ウイルス

RNAの細胞外への放出がウイルス性の炎症
性疾患における病原性発現機構として存
在しうることが示されたのである。以上の
申請者らの研究成果は、宿主の免疫防御分
子であるRIG-IやTLR3が、EBV感染細胞にお
いては恒常的なシグナル活性化の標的と
なり、結果ウイルスの病原性発現に貢献す
るというメカニズムを示すこととなった。
 これらの知見をふまえ、申請者はEBERに
よる自然免疫シグナル修飾が胃がんの発
生にも関与しているという仮説のもとに
研究を行っている。これまでEBVの胃上皮
細胞への持続感染系を用いて行ってきた
解析で、上記仮説に関し、現在までに以下
のような知見を得ている。 
1)EBER は EBV 陽性胃がん細胞から細胞外放
出され、放出された EBER は胃上皮細胞の
TLR3 シグナルを活性化する。 
2)TLR3 シグナル活性化により、EBV 陽性胃が
ん細胞の増殖因子である IGF1 の産生が誘導
され、その誘導は TLR3 活性化により産生誘
導される IFN の作用によりおこる。 
3)EBV 陽性胃がん細胞より分泌されるエク
ソソームには EBER が含まれている。 
以上の結果は、エクソソームを介して分泌
されるEBERによる TLR3シグナルの活性化
で誘導される IFN が、実は胃がん発生に寄
与するということを示唆するものである。
近年がん細胞より分泌されるエクソソー
ムに含まれるマイクロ RNA (miRNA)に関す
る研究が進展し、機能性の miRNA の発がん
における役割の重要性も明らかにされつ
つあるが、EBV 感染細胞からも機能性のエ
クソソームが分泌されるということが最
近明らかにされている。EBV 感染胃がん細
胞から分泌されるエクソソームにおける
EBER、miRNA の機能や胃がん発生における
役割も今後明らかにされるべき課題と考
えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 以上を背景に、本研究では EBV 感染によ
る胃がんの発生に関して、エクソソームに
含まれる EBER や miRNA といった ncRNA の
発がんにおける役割を明らかにし、それら
を標的とした新規のEBV陽性胃がん治療法
の開発を目標にする。具体的には、エクソ
ソーム放出やその取り込みを起点とする、
EBV陽性胃がん細胞特異的な、EBERやmiRNA
が関与する（IFN シグナルも含めた）細胞
増殖促進機構の全貌の解明である。細胞外
の ncRNA は EBV 感染胃粘膜上皮において、
局所における炎症の惹起、慢性化、細胞増
殖制御の破綻から発がんへと至る過程に
寄与すると予想される。よって EBER を含
んだエクソソームの活性やその取り込み
機構、EBV 感染胃がん細胞における IFN シ
グナルの役割等の解析を行うことにより、
エクソソームにより誘導される、発がんへ



と至る細胞内シグナル伝達活性化の制御法
を見出すことを目的として行うものである。 
 
３．研究の方法 
 
1) EBV 感染細胞より放出されるエクソソー
ムに関する検討 
 EBV 感染細胞株の培養上清よりエクソソー
ムを抽出し、得られたエクソソームからRNA
を抽出、RT-PCR 法で EBER の検出を行う。
エクソソームの抽出の確認は、マーカー蛋白
質である CD63 や Rab-5b 等の存在の有無を
チェックして行う。種々の胃がん細胞や他の
上皮細胞でそれが普遍的に起こっているか
についても検証する。同時にエクソソーム放
出の阻害剤などを用いた実験を行い、エクソ
ソーム輸送依存的に EBER が細胞外に放出
されていることも確認する。さらにその輸送
には細胞特異性がないかについて、リンパ球
細胞についても同様の検証を行う。 
 
2) エクソソーム内に含まれる miRNA に関
する検討 
 EBV 感染胃がん細胞より分泌されるエク
ソソームに含まれる miRNA について、
miRNA アレイを用い網羅的に解析する。ま
た EBV 非感染細胞も用い、含まれる miRNA
の比較検討を行う。EBV 感染細胞特異的に含
まれる miRNA が同定されれば、それは EBV
依存的に分泌されていると推測され、その機
能予測から、胃がん細胞の増殖に関わると予
想されるものを中心に、細胞内導入などで実
際の機能の解析を行っていく。また EBER 欠
損ウイルス感染細胞も用い、含まれる
miRNA の比較検討を行う。EBER の存在依
存的に含まれる miRNA が同定されれば、そ
れは EBER 依存的に放出されていると予想
され、その機能と炎症惹起との関連について
も検討、EBER 放出による炎症シグナル活性
化に寄与しているか否かを詳細に調べる。 
 
3) EBER発現と細胞内miRNAの関連性につ
いての検討 
 EBV 感染胃がん細胞内の miRNA につい
て、非感染細胞、および EBER 欠損ウイルス
感染細胞との比較を miRNA アレイ解析によ
り行う。EBV 感染により影響を受けるもの、
さらにそれが EBER 依存的に影響をうけて
いるのかどうかがその結果により推測でき
る。EBER 依存的に発現が変化しているもの
については、EBER 安定発現細胞を用いての
実験でこれを再確認する。 
 
4) 細胞外に放出されるエクソソームが
TLR3 シグナル活性化に与える影響に関する
検討 
 エクソソーム中に EBER が存在している
ことから、エクソソームが TLR3 シグナル活
性化能を持つと予想される。そこで以下の実
験を行う。 EBV 感染細胞培養上清よりエク

ソソームを抽出、細胞に投与、IFN および
炎症性サイトカイン産生などについて検
証する。野生型 EBV 感染細胞、EBER 欠
損 EBV 感染細胞を用い、EBER の存在の
有無がエクソソームによるサイトカイン
産生誘導に与える影響を調べる。 
 
5) エクソソーム刺激により誘導される、
IFN 産生及び細胞増殖シグナルについて
の解析 
エクソソームによる刺激で胃がん細胞の
増殖が誘導されるかどうか、細胞増殖能や
細胞周期に関する解析、シグナル伝達解析
等を中心に行う。またエクソソームに含ま
れる miRNA の影響について、とくに細胞
増殖に関わるものが、細胞内で取り込まれ
発現しているか否かについてリアルタイ
ム PCR で詳細に解析する。エクソソーム
取り込みにより IFN の産生が誘導される
場合、IFN は IGF1 を誘導することが既に
わかっているので、IFN の細胞増殖促進効
果についても解析を行う。増殖が促進され
れば抗 IFN 抗体が細胞増殖抑制効果をも
つかどうかについても検証する。こうして
エクソソームによって誘導される IFN シ
グナルの、胃がん細胞増殖における役割を
明らかにすることができる。 
 
6) エクソソーム刺激が細胞内遺伝子発現
に与える影響に関する検討 
  EBV 感染胃がん細胞から放出されるエ
クソソームの刺激によって、それを取り込
んだ細胞の遺伝子発現がどう変化するか
に関し DNA マイクロアレイを用いて網羅
的に解析、がん化と関わる因子に変化がな
いかどうか検証する。そのような変化が認
められた場合、エクソソーム内の EBER の
存在の有無の影響についても、EBER 欠損
EBV 感染細胞由来のエクソソームを用い
て同様の解析を行う。そして対象となる遺
伝子（EBER の存在の影響のあるものもな
いものも共に）の強制発現やノックダウン
など種々の方法で細胞の形質に与える影
響を調べ、発がんとの関連をあきらかにし
ていく。 
 
7) EBER 放出阻害による、EBER 誘導性
シグナル抑制効果についての検討 
 EBV 感染胃がん細胞では放出された
EBERによるTLR3シグナルの恒常的な活
性化が起こることがすでに申請者らの研
究により明らかになっている。これをもと
に、エクソソーム分泌阻害剤を用いて EBV
感染胃がん細胞のTLR3シグナル活性化や
増殖に与える影響について検証する。具体
的には、IFN 等のサイトカイン産生が低下
するかどうか、IRF3 や NF-κB の活性が
低下するか、IGF1 産生が低下し細胞増殖
が抑制されるかどうか等を調べる。阻害効
果が認められれば、このエクソソーム依存



的な炎症シグナル活性化に miRNA が関与し
ているか否かについて検証する。一方、La
との複合体として EBER がエクソソーム非
依存的にも放出されることが明らかになっ
た場合、先述の実験の解析結果をもとに、
La-EBER 複合体の放出に関わる蛋白質の阻
害剤や siRNA を用いることによって、EBV
感染胃がん細胞の恒常的なTLR3シグナル活
性化や細胞増殖シグナルに対する影響を調
べる。 
 
４．研究成果 
 
 本研究により得られた結果は以下の通り
である。 
 
1) 樹立した種々のEBV感染胃がん細胞の培
養上清からエクソソームを抽出、そこから
RNA をさらに抽出して EBER の検出を試み、
用いた全ての EBV 感染胃がん細胞由来のエ
クソソームで EBER の存在を確認した。さら
にエクソソーム分泌の阻害剤により、培養上
清中の EBER の量が減少したことから、
EBER がエクソソーム依存的に放出されて
いることがわかった。一方胃がん細胞以外の
EBV 感染細胞株（B リンパ腫、T/NK リンパ腫
細胞株など）でエクソソームを抽出し、EBER
の存在を確認した。このことから EBER のエ
クソソームへの取り込みおよび放出は、種々
のEBV感染細胞において普遍的に起こってい
るものと考えられた。 
 
2) エクソソームを加えたレシピエント細胞
内において EBER の存在が確認され、エクソ
ソームを介した細胞内への EBER 取り込み
が行われていることがわかった。エクソソー
ム刺激を受けた細胞(レシピエント細胞)では
I 型インターフェロンの産生が誘導されるこ
とがわかった。この IFN 産生は TLR3 のノ
ックダウンにより抑制されたことから、エク
ソソームを取り込んだ細胞ではTLR3シグナ
ル活性化を介して IFN 産生が誘導されると
考えられた。さらに EBER 欠損 EBV 感染細
胞由来のエクソソームでは野生型 EBV 感染
細胞由来のエクソソームに比して IFN 産生
誘導が低下したことから、エクソソーム内に
含まれるEBERがレシピエント細胞のTLR3
シグナル活性化に寄与していることが示唆
された。 
 
3) EBV 感染細胞と非感染細胞を用いてその
培養上清のエクソソームに含まれる miRNA
について網羅的な解析をおこない、EBV 感染
細胞に特異的と思われる miRNA の存在が確
認された。このうちその機能が細胞増殖に関
わると予想されるものも確認されている。ま
た EBER 欠損ウイルス感染細胞と野生型ウ
イルス感染細胞間での比較について現在検
証中である。 
 

4) エクソソームの取り込みが細胞増殖に
与える影響について検証し、EBV 感染細
胞由来のエクソソームが、これを取り込ん
だレシピエント細胞の増殖を促進すると
いうことが明らかになった。さらに EBER
欠損 EBV 感染細胞由来のエクソソームで
は野生型 EBV 感染細胞由来のエクソソー
ムに比して細胞増殖促進効果が減少した
ことから、エクソソーム内の EBER が細胞
増殖促進に寄与していることが示唆され
た。EBER を含んだエクソソームは IFN
産生誘導能をもつという結果と併せ、レシ
ピエント細胞の増殖は EBER による
TLR3 シグナル活性化を介して促進され
ると考えられ、さらに検証を進めている。 
 
5) エクソソーム分泌の阻害剤が細胞増
殖に与える影響について検証したところ、
EBV 感染胃がん細胞の増殖は阻害剤に
より抑制されたことから、EBV 感染胃が
ん細胞の増殖はエクソソームにより誘導
される細胞内シグナル伝達に依存してい
ることが示唆された。さらにエクソソー
ム分泌阻害剤により EBV 感染細胞から
産生される IFN の減少を認めたことか
ら、エクソソーム分泌阻害により EBER
による恒常的なTLR3 シグナルの活性化
が抑制されていることが示唆され、さら
に検証をおこなっている。 
 
6) EBV 感染胃がん細胞と非感染細胞の
遺伝子発現の DNA マイクロアレイによ
る比較解析から、EBV 感染細胞では、非
感染細胞に比して複数の IFN 誘導性遺
伝子の発現が抑制されていることが明ら
かになった。一般に IFN 誘導性遺伝子は
細胞増殖抑制シグナルを誘導すると考え
られる。EBV 感染胃がん細胞では IFN
による細胞増殖抑制シグナルが EBV に
より阻害されているために、エクソソー
ムとりこみによるTLR3 シグナル活性化
が細胞の増殖に働くという機構の存在が
示唆され、さらに検証を行っている。 
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