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研究成果の概要（和文）：EBウイルスは古くより多くのヒト癌への関与が示されているがその癌化メカニズムの
詳細は不明な点が多い。本研究ではEBウイルスによる細胞癌化はRUNX3遺伝子上流に形成されるスーパーエンハ
ンサーによりRUNX3遺伝子の発現が過剰に誘導されることが原因であるという仮説について、スーパーエンハン
サー活性を薬剤JQ1により抑制したり、ゲノム編集手法CRISPR/Cas9法により欠失させることによって検討した。
予想通り、スーパーエンハンサーが失活するとRUNX3の発現が低下し著名な細胞増殖抑制が見られた。従って、
上記の仮説はほぼ正しいことが確認されたので、これらの結果の一部を国際誌に発表した。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus (EBV) is well known to be a causative pathogen for 
widespread types of cancers; however, the molecular basis for its tumorigenesis remains poorly 
understood. Recent studies by us and others demonstrated that superenhancer (SE)-driven 
overexpression of the RUNX3 gene may underlie EBV-associated tumorigenesis. To address this 
question, we first suppressed the SE activity by a SE inhibitor, JQ1. In the presence of JQ1, 
proliferation of EBV-positive B cell and NKT lymphoma cell lines was all strongly suppressed, due to
 the suppressed activity of SE and resultant decreased expression of RUNX3. The significance of SE 
was further confirmed by CRISPR/Cas9 mediated excision of the SE region. In addition, RUNX3 
knockdown also led to similar suppression of cell proliferation. These results suggest that 
SE-driven overexpression of RUNX3 is a key mechanism for EBV-associated tumorigenesis and the 
inhibition of SE activity by drugs appears to be a novel therapeutic approach. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 近年の次世代シーケンスの登場により癌
化に関連する遺伝子変異が網羅的に同定さ
れ癌発症機構の解明は大きく進んだ。一方で、
古典的な癌原遺伝子である c-Mycなどはその
蛋白コード領域に塩基変異は殆ど検出され
ず変異を持たない遺伝子の過発現が癌化に
重要であると考えられている。そしてその発
現上昇の原因の一つとしてスーパーエンハ
ンサーを介した機序が最近注目を集め始め
ている。スーパーエンハンサーは通常のエン
ハンサーと比べるとサイズが巨大であり強
力で安定した遺伝子発現を維持するための
調節機構と思われる。EB ウイルスは古くよ
り多種のヒト癌への関与が示されているが
その癌化メカニズムは不明であった。最近、
ChIP-シーケンス法により癌化に関連する細
胞側遺伝子の発現調節異常が網羅的に検索
された結果、スーパーエンハンサー形成を介
するRUNX3遺伝子の過発現が原因である可
能性が示された。これに先立って、RUNX3
はEBウイルス関連B細胞腫瘍細胞株あるい
は不死化細胞において高発現しており、
RNAi ノックダウン法によりその細胞増殖・
不死化にRUNX3の発現が必須であることが
示されていた。 
	
 申請者は白血病や種々の癌の発症に関与
する転写因子 RUNX ファミリー遺伝子の生
理的機能、疾病との関連をこれまで研究して
きた(Wang et al. Cell Reports 8:767, 2014)。 
特にその発現制御機構を理解するために制
御領域（エンハンサー）の検索をすすめてき
た (Ng et al. Stem Cells 28:1869, 2010) が、
その過程で上記の他グループからの報告と
は別個に、RUNX3 上流に形成されるスーパ
ーエンハンサーの存在と B細胞不死化・癌化
との関連を示唆する十分な知見を既に得て
いた。 
 
２．研究の目的 
	
 EB ウイルスによる細胞不死化・癌化は
RUNX3 遺伝子上流に形成されるスーパーエ
ンハンサーによりRUNX3遺伝子の発現が過
剰に誘導されることが原因の一つであるこ
とを次の３実験を行うことで証明し、多くの
EB ウイルス関連腫瘍の治療薬開発へつなげ
ることを目指す。 
(1)スーパーエンハンサー特異的阻害剤 JQ1
による細胞増殖抑制 
(2)クロマチン免疫沈降 (ChIP) -シーケンス
によるスーパーエンハンサー形成の確認お
よび JQ1によるその消失 
(3)ゲノム編集手法CRISPR/Cas9法によりス
ーパーエンハンサー領域を欠失させたとき
の細胞増殖抑制 
 
３．研究の方法 
(1) スーパーエンハンサー特異的阻害剤 JQ1
による細胞増殖抑制 
	
 スーパーエンハンサー上には多数の転写

因子に加えMediator1や BRD4などの BET
ファミリー蛋白が結合し複合体を形成する
ことが知られている。この BET に対する阻
害剤が幾つか開発されており JQ1 は最も良
く用いられている薬剤の一つである。この
JQ１の EB ウイルス陽性細胞株の増殖に対
する効果を、細胞数の変化やフローサイトメ
トリーを用いた細胞周期、BrDU 取り込みの
検討等で調べる。EB ウイルス陽性細胞株と
して、B細胞性細胞株２種（GM12878、Raji）、
NK/Tリンパ腫細胞株５種（KHYG-1、NK-YS、
HANK-1、SNK-1、SNK-6）を用いる。 
	
 また、JQ1の存在下で RUNX3発現の変化
（低下）も検討する。さらに JQ1使用時には
RUNX3 以外の遺伝子発現の変化も予想され
るので、RUNX3 の発現量に細胞増殖が大き
く依存しているかの特異性を証明するため
に、RUNX3 導入によるレスキュー実験を合
わせて行う。また、RUNX3 RNAiノックダ
ウン法により細胞増殖阻害が見られるかを
JQ1の無い条件下で検討する実験も行う。	
 	
 	
  
	
 JQ１により抑制が予想される c-Myc の関
与も、ノックダウンやレスキュー実験を合わ
せて行い比較する。RUNX3と c-Mycはどち
らも転写因子であり共同の標的遺伝子も多
く、また相互に発現を誘導し合う可能性も大
きいので、両者の関係は詳細に検討する。 
(2) クロマチン免疫沈降 (ChIP) -シーケンス
によるスーパーエンハンサー形成の確認お
よび JQ1によるその消失 
	
 ChIP-PCR 簡便法によりおおまかなエン
ハンサーの活性化、不活化などの挙動は随時
検討してゆくが、重要な対比実験、例えば
JQ1 の有無によるスーパーエンハンサー形
成の変化などは ChIP-シーケンス法をやるこ
とで確認する。発現マイクロアレイを同時に
行い対比させながら検討する。c-Mycなど他
の遺伝子のスーパーエンハンサーの挙動、お
よび発現変化も同時に得られるのでこれも
合わせて検討してゆく。使用する抗体として
は H3K27Ac、H3K4me1、EBNA2、Med1 な
どに対するものを使用する。得られたシーケ
ンスデータは申請者のいる研究所のバイオ
インフォーマティクスグループに解析して
もらう。 
(3) ゲノム編集手法 CRISPR/Cas9 法により
スーパーエンハンサー領域を欠失させたと
きの細胞増殖抑制 
	
 RUNX3遺伝子の上流 40 Kbより 50 Kbに
またがるスーパーエンハンサー領域にガイ
ド RNA を設計し CRISPR/Cas9 レンチウイ
ルスベクターに挿入する。このベクターは
Broad Instituteの Zhang 研究室より供与を
うけたもので、ガイド RNA の配列選定には
同研究室のウエブサイトに紹介されている
方法を用いる。この CRISPR/Cas9レンチウ
イルスベクターを前述した B 細胞性腫瘍細
胞株やNK/Tリンパ腫細胞株に導入しスーパ
ーエンハンサーを欠失させることで細胞増
殖抑制が誘導されるかを検討する。細胞増殖



抑制が観察されたとしてもオフターゲット
効果による非特異的な影響である可能性は
否定できない。従って、RUNX3 の発現が重
要であることをRUNX3導入によるレスキュ
ー実験を行い確認する。これらの実験は複数
の EBウイルス感染細胞株を用いることで確
認作業を重ねてゆく。さらに 上咽頭癌など
他の EB 関連腫瘍の細胞株でも検討し、EB
ウイルス関連腫瘍の癌化に共通の根本的メ
カニズムで有ることを検証する。 
 
４．研究成果 
(1) スーパーエンハンサー阻害剤 JQ1 による細
胞増殖阻害の検討 
	
 まず第一に EBウイルス感染と関連があり
RUNX3 の高発現の見られる癌の種類を検討
した。以前より知られていた B細胞性腫瘍細
胞株２種 GM12878、Raji、また今回新たに
NK/T リンパ腫の臨床サンプルや細胞株５種
（ KHYG-1、 HANK-1、 SNK-1、 SNK-6、
HANK-1）において RUNX3 の高発現を認め
た。また、これらの細胞株において RUNX3
の発現をRNAiノックダウン法により抑制す
るとアポトーシスが誘導されることが確認
された。これらの結果は RUNX3 の高発現が
細胞増殖に重要であることを示唆している
と考えられた。 
	
 この RUNX3 の発現上昇は、前述の研究背
景で述べたようにその上流域に形成される
スーパーエンハンサーによるものが予想さ
れる。従って、スーパーエンハンサー阻害剤
JQ1を EBウイルス陽性 B細胞株や NK/Tリ
ンパ腫細胞株の培養液に加えたところ、
RUNX3 の発現低下とアポトーシスが濃度依
存的に誘導された（図１）。 

 
図１NK/Tリンパ腫細胞株におけるJQ1による
RUNX3 の発現低下と細胞死誘導	
 	
 
EB ウイルス陽性 NK/T リンパ腫細胞株４種
（KHYG-1、NK-YS、SNK-1、SNK-6）におけ
る JQ1の効果を示す（発表論文２にて報告済）	
 
 
	
 同時に c-Myc の発現も低下しており、RUNX3
のエンハンサー内に c-Myc の結合サイトも複
数みられたため、JQ1 存在下では c-Myc の発
現抑制を介した RUNX3 の発現低下の機序も同
時に存在することが示唆された。 
	
 この効果は、検討した B細胞性細胞株２種
（GM12878、Raji）に於いても同様に観察さ
れた。従って、 EBウイルス陽性細胞株にお
いて共通してみられる細胞不死化・癌化をも

たらすメカニズムである可能性が考えられ
た。 
 
(2) ChIP-シーケンスによるスーパーエンハ
ンサー形成の確認および JQ1 によるその消
失の確認 
	
 EB ウイルス陽性リンパ芽球様細胞株
GM12878 を用いて H3K27Ac に対する抗体で行
った ChIP-Seq により RUNX3 遺伝子の上流
40 Kbより 50 Kbにまたがるスーパーエンハ
ンサーを確認した(図２)。 
	
 

	
 
図２	
 EB ウイルス陽性細胞株において RUNX3
領域に形成されるスーパーエンハンサー	
 
RUNX3 遺伝子領域についての H3K27Ac 抗体を
用いた ChIP-seq の結果を示す。使用した細
胞を左側に列挙。垂直方向に描かれた青い線
は種々の方法で同定された通常のエンハン
サー、赤い水平方向の長方形はスーパーエン
ハンサーを示す。	
 	
 
	
 
	
 JQ1 によるこのスーパーエンハンサーに対
する効果を ChIP-PCR 簡便法により検討した
ところ、その不活化が確認された。 
 
(3) CRISPR/Cas9 法によりスーパーエンハ
ンサー領域を欠失させたときの細胞増殖阻
害の検討 
	
 RUNX3遺伝子の上流 40 Kbより 50 Kbに
またがるスーパーエンハンサー領域内より、
種々の情報（生物進化上の保存度、ChIP-シ
ーケンスデータベースより得られた転写因
子結合情報やクロマチン状況の情報、これま
で申請者の研究室でモデル生物ゼブラフィ
ッシュを用いて確認された in vivo エンハン
サー活性など）をもとに３カ所の標的配列(転
写開始点より 51、41、38 Kb上流、図２参照)
を選択し、それぞれを挟み込む形で３対のガ
イド RNA を設計し CRISPR/Cas9 レンチウ
イルスベクターに挿入した。HEK293T 細胞
を用いたパイロット実験において、これらガ
イド RNA 認識配列に挟まれる近接した３対
の標的配列の個々の欠失のみならず、２個の
標的配列の同時欠失、３個全ての同時欠失な
ど、殆ど全ての組み合わせについて高効率で
切断欠失が起こることを確認した。この
CRISPR/Cas9 レンチウイルスベクターを B
細胞性腫瘍細胞株に導入しスーパーエンハ
ンサーを欠失させたところ著名な RUNX3 遺伝
子の発現低下および細胞増殖抑制が観察さ
れた。 
	
 従って、研究計画で挙げた仮説は大筋でほ
ぼ正しいことが確認された。しかし、オフタ



ーゲット効果による非特異的な影響である
可能性は否定できないため、今後 RUNX3レ
スキューなどにより特異性を確認してゆく
予定である。 
	
 これらの研究結果のうち NK/T リンパ腫細
胞については発表論文２として報告済みで
ある。B 細胞株についての結果は、スーパー
エンハンサーに含まれる新たな分子を同定
したため、さらに深い解析を現在行っており、
これらの新規知見も含めて発表予定である	
 。 
	
 本研究助成により得られたこれらの知見
をもとに今後さらに詳細な分子機序の解析
を行い治療法開発につなげてゆきたいと考
えている。	
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