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研究成果の概要（和文）：Epstein-Barr ウイルス(EBV)感染により胃癌細胞MKN7のみならず、正常胃上皮不死化
細胞GES1においても、ウイルスと宿主細胞の両者に時間的・空間的に秩序だったDNAメチル化の誘導が確認され
た。EBV感染早期における遺伝子発現を網羅的に解析した結果、複数のウイルス遺伝子の発現が確認された。蛍
光蛋白質で標識した変異型ENBA1を発現ベクターに組み込むことで効率的にEBV感染を脱落させられることが示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that Epstein-Barr virus (EBV) infection induced de novo DNA 
methylation in immortalized normal gastric epithelial cell, GES1, as well as gastric cancer cell, 
MKN7. Post-infection time-series DNA methylation analyses showed that EBV infection exerted strong 
pressure to induce de novo DNA methylation in gastric epithelial cells within a month in a 
spatiotemporally well-ordered manner. RNA-seq analysis showed that multiple EBV genes expression in 
early infection phase, indicating that complicated mechanisms should be involved in de novo DNA 
methylation induction. We established effective EBV dropout system using mutant EBNA1 labeled by 
fluorescent protein.

研究分野：エピジェネティクス、病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EBV関連腫瘍は、高齢化社会や高度先進医療に伴った免疫抑制状態で今後増加することが予想され、その対策は
喫緊の課題である。本研究によりEBV感染がEBV陽性胃癌の際だったエピゲノム異常の原因であることが示され、
その発がん機構にエピゲノム異常が重要であることが示された。また、EBV感染を効率的に脱落させられる系が
確立し、EBVと宿主との相互作用に影響を及ぼす新規治療戦略の可能性が示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
エピゲノムとは DNA 塩基配列の変化を伴わずに DNA の修飾因子として遺伝子の発現制御に関
与する因子の総称である。Epstein-Barr ウイルス(EBV)は約 170kbp の DNA ゲノムを有したヘル
ペスウイルスの一種で、成人の 90%以上に無症候性に潜伏感染している。一定の頻度でリンパ
腫や胃癌などの腫瘍の発生に関与する側面を持つが、その発がん機構は不明な点が多い。申請
者は胃癌における DNA メチル化の網羅的解析により EBV 陽性胃癌が際立って DNA メチル化の蓄
積した形質を有すること、in vitro の EBV 感染により胃癌細胞 MKN7 にゲノムワイドな DNA メ
チル化が誘導され、EBV 感染そのものが EBV 陽性胃癌特有の超高 DNA メチル化形質の原因であ
ることを明らかにしてきた(申請者ら, Cancer Res. 2011)。すなわち、感染早期における DNA
メチル化の変化を解析することで、ウイルスと宿主との相互作用を明らかにできると考えられ
る。また、遺伝子発現を宿主細胞と EBV の双方に着目し経時的かつ包括的に解析することで、
エピゲノム改変に関わる因子が同定可能と考える。 
さらに、EBV 感染脱落系により、エピゲノムの維持という点に着目した解析も展開する。こ
れは、EBV ゲノムが宿主ゲノムに挿入されることなく、核内蛋白質 EBNA1 を介した宿主のクロ
マチンとウイルスゲノムの連結により環状エピソームの状態で維持されている性質を利用した
もので、変異型 EBNA1 を強制発現させることで dominant negative 効果により EBV 感染を脱落
させることが可能である。 
 
２．研究の目的 
胃癌を対象に EBV 感染が誘導するゲノムワイドなエピゲノム改変に関わる因子の同定と、EBV
感染脱落系を用いたエピゲノム維持機構の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) EBV 感染早期経時的ゲノム網羅的解析：Akata 細胞は EBV 陽性 Burkitt リンパ腫由来の浮遊
細胞であり、細胞表面に発現した IgG を抗 IgG 抗体で交叉反応することで潜伏感染から溶解
感染に移行させることが可能である。Akata 細胞にはネオマイシン耐性遺伝子組み換え
EBV(rEBV)が感染しており、被感染細胞株と共培養することで細胞同士の接触を経て EBV 感
染が成立する。胃上皮細胞MKN7と GES1に対してAkataシステムを用いてrEBVを感染させ、
感染早期の変化を経時的に解析する。選択薬剤 G418 で感染細胞を選択し、経時的に RNA と
DNA を抽出し、遺伝子の発現は RNA-seq 法にて宿主細胞とウイルスの両者についてゲノム網
羅的に解析する。 
(2) EBV 脱落実験：野生型 EBNA1 は宿主細胞のクロマチンと EBV ゲノムを結びつける役割を果
たし、EBV の潜伏感染維持に必須の因子である。過去の報告に従って(Nasimuzzaman M, et al., 
Mol Ther. 2005)、野生型 EBNA1 から核移行シグナルと DNA 結合・ダイマー形成領域以外を
欠損させた変異型 EBNA1 を組込んだ発現ベクターを作製し、EBV 感染細胞から EBV の脱落を
検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 胃癌細胞MKN7と正常胃上皮不死化細胞GES1に対して、
EBV 感染早期におけるウイルスと宿主細胞の両者のゲノ
ムについて DNA メチル化を解析した(申請者ら、J Pathol. 
2017)。まず、ウイルスゲノムについてはパイロシーケ
ンス法にてメチル化マーカー遺伝子を調べたところ、感
染 11 日目から DNA メチル化誘導が始まり、20 日目には
メチル化が入り終えた。DNA メチル化の誘導を受けたウ
イルス遺伝子は遺伝子の発現低下が確認された。一方、
宿主細胞の DNA メチル化誘導は感染から 17 日目から入
り始め、21 日目には入り終えた（図１）。このように、
ウイルスと宿主細胞のゲノムDNAに対する新規DNAメチ
ル化誘導には前後関係が存在し、秩序だった機序の存在がうかがわれた。一方、ウイルス感
染後の表現型を確認したところ、MKN7 と GES1 には成長速度に有意差は確認できなかった。
細胞周期を評価したところ、EBV 感染後の胃上皮細胞は G2 期に多く認められた。 
新規に DNA メチル化が誘導された遺伝子は、臨床検体の EBV 陽性胃癌や EBV 陽性胃癌由来
細胞株・xenograft においても同様にメチル化されていた。ヒト胚性幹細胞におけるポリコ
ーム抑制複合体(PRC)の標的遺伝子を検討したところ、胃癌で共通にメチル化される遺伝子
には PRC 標的遺伝子が有意に多く含まれているのに対し、EBV 陽性胃癌で特異的にメチル化
される遺伝子は PRC 標的以外の遺伝子にメチル化が加わっていた。このことは、通常の DNA
メチル化誘導とは異なる機序の存在を示唆している。また、メチル化遺伝子のプロモーター
領域における CpG スコアを検討したところ、胃癌で共通にメチル化される遺伝子と EBV 陽性
胃癌に特異的にメチル化される遺伝子との間に有意差はなく、CpG スコアの高い遺伝子に誘
導されることが示された。以上の結果より、EBV 感染という単独因子により、正常の胃上皮
由来細胞においても新規 DNA メチル化が誘導され、さらにそれは胃癌に共通にメチル化され
る遺伝子にも及んでいることが示された。 

図１.ウイルスゲノムにDNAメチル化が
誘導された後に宿主細胞のメチル化
が誘導される。 



新規DNAメチル化誘導パターンに応じて3つの遺伝
子に分類した（図２）。①メチル化抵抗性遺伝子： CpG
アイランドの辺縁には誘導されるが、中心部に対して
は誘導に抵抗性を示す遺伝子。②メチル化感受性遺伝
子：CpG アイランドの中心部まで全てメチル化が入る
遺伝子。③非メチル化遺伝子：EBV 感染においても新
規 DNA メチル化が誘導されない遺伝子。これらについ
て、DNA メチル化の誘導に速度と加速度の概念を加え
て検討したところ、CpG アイランドの辺縁部から中心
部に対して新規DNAメチル化が誘導されることが示さ
れた。 
EBV感染早期の時相で遺伝子発現の変化を次世代シーケンサーを用いたRNA-seq法にて網
羅的に解析した。ウイルスの発現遺伝子には溶解感染遺伝子も含めて多数の発現が確認され、
複雑な機構の存在がうかがわれた。 
 
(2) EBV 感染脱落を効率的に行う系の検討を行った。変異型 ENBA1 を発現ベクターに組み込み
transfection 方にて遺伝子導入を行うと、確かに一定の EBV 感染脱落が得られるが、残存
する細胞も少なからず認められた。これは遺伝子導入後に薬剤にて選択を行っているが、選
択された細胞における変異型 ENBA1 の発現が必ずしも均一ではないことが原因と考えられ
た。すなわち、高発現を維持している細胞もあれば発現量が少ない細胞もあり、それらが一
様に薬剤選択にて選択されてしまうと考えられた。そこで、長時間にわたり高発現を維持し
ている細胞を得る工夫として、変異型 ENBA1 に蛍光蛋白質を融合させ、transfection から 7
～10 日後に強く蛍光が認識される細胞はその期間にわたり高発現を維持していた細胞と判
断した。その時点でセルソーターにて蛍光標識される細胞を選択することで、高発現を維持
した細胞の選別が可能と考えられた。 
rEBV 感染済みの MKN7 に対して、赤色蛍光蛋白質 mCherry を C 末端に融合させた変異型
ENBA1 を組み込んだ発現ベクターを作成した。transfection 後、薬剤選択を行わずに 10 日
間継代を維持し、その時点で赤色蛍光蛋白質を高発現している細胞をセルソーターにて選別
した。その結果、効率的に EBV が脱落した細胞を得ることに成功した。 
今後、DNA脱メチル化因子TET2の強制発現や、DNAメチル基転移酵素DNMTsのknock down、
DNA 脱メチル化剤 5-Aza-2'-deoxycytidine の投与による DNA メチル化とヒストン修飾の変
化について評価し、EBV 感染がエピゲノム修飾の維持に対してどのような働きを有している
かを検討してゆく予定である。特にTET2のknock down下にEBV感染を行ったところ、control
と比較してより多くの遺伝子に DNA メチル化が誘導されることを示しており、TET2 が EBV
感染による新規 DNA メチル化の抵抗因子である結果を得ている(申請者ら、Oncotarget, 
2016)。TET2 が EBV 感染時に DNA メチル化の維持にどのように働いているかについて解析を
進めてゆく。 
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