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研究成果の概要（和文）： 
EB ウイルス（EBV）は大部分のヒトに感染しヒトと共存しているが、一部の胃がんやエイズ・

臓器移植に合併するリンパ腫などの原因として注目されている。我々は、EB ウイルスが産生

する RNA 分子 EBER が発がんに重要であることを報告してきた。本研究では、EBER がヒト

の防御システムである自然免疫系を逆用して発がんに貢献していることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In most people, Epstein-Barr virus (EBV) is maintained without specific 
manifestations, but is occasionally associated with various malignancies including 
lymphoma in immunodeficient hosts and gastric carcinoma. Previously, we have 
reported that EBV-encoded non-coding RNA (EBER) plays critical roles in oncogenesis. 
In this research, we have demonstrated that EBER exerts its oncogenic activity by 
utilizing an innate immunity system. 
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１． 研究開始当初の背景 
 日本における胃がん死者数は 1 年当たり 5
万人に達し、その約７％の例ですべての胃が
ん細胞に EB ウイルス（EBV）が感染してい
る。ウイルス粒子内で線状の EBV ゲノムは

胃がん細胞内では環状プラスミドとして存
在する。ゲノム両端の繰り返し配列のコピー
数はウイルス粒子毎に異なるが、胃がん細胞
EBV プラスミド中の繰り返し配列のコピー
数は各胃がん症例で均一であることから、



EBV 陽性胃がんは 1 個の EBV 感染細胞がモ
ノクローナルに増殖して形成されたこと、す
なわち、EBV が存在することが胃がん形成に
重要な役割を果たしたことが明らかとなっ
ている。上皮細胞は B リンパ球と異なり in 
vitro での EBV 感染に抵抗性で、胃がんのモ
デルとなる EBV 感染系が存在しなかった。
我々は、薬剤耐性遺伝子を組み込んだ EBV
を開発し EBV 感染後に薬剤選択することに
より、世界で初めて、上皮細胞への EBV 感
染系を確立し、EBV 感染により細胞の増殖亢
進、アポトーシス抵抗性が起こることを明ら
かにした。EBV 陽性胃がんでは核抗原
EBNA1、小 RNA 分子 BER が EBV 産物と
して発現している。我々は、この 2 つの内、
EBER が細胞の増殖亢進、悪性化を担ってい
ることを既に明らかにした。EBER は約 170
塩基の RNA 分子で蛋白質に翻訳されず、感
染細胞当たり～107 コピーと多量に存在する。
多数の stem-loop からなる二本鎖 RNA 様構
造をとるものと予想されている。我々は既に、
EBERが二本鎖RNAと競合して IFN誘導性
のキナーゼ PKR へ結合しその活性化を阻害
すること、その結果、細胞は IFN や FAS リ
ガンドによるアポトーシスに抵抗性となる
こと、また、胃がん細胞においてインスリン
様成長因子 IGF-1 の発現を誘導し、オートク
ライン増殖をサポートすることを報告して
いる。 
 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、EBER による発がんの分子
メカニズムを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
本研究では、バーキットリンパ腫由来の EBV
陽性細胞株 Akata、Daudi、Mutu-I、それらの
細胞株から分離した EBV 陰性細胞クローン、
EBV 陰性胃がん細胞株 NU-GC-3、EBV 陰性上咽
頭がん細胞株 CNE1、HONE1、それらの細胞へ
EBV又はEBERノックアウトEBVを再感染した
細胞クローン、EBV 陰性細胞クローンへ EBER
プラスミドを導入した細胞、対照としてネオ
マイシン耐性遺伝子（Neor）プラスミドを導
入した細胞株を用いる。さらに EBV 陽性上咽
頭がん細胞株 C666-1、EBV でトランスフォー
ムした Bリンパ芽球様細胞株（LCL）、胃がん
及び上咽頭がん組織生検材料を使用する。 
 
４．研究成果 
EBERによるRIG-I活性化を介したIL-10の発
現誘導 

Retinoic acid-inducible gene-1(RIG-1)
は、Toll-like receptor 3 (TLR3)と同様、
ウイルス由来の dsRNA を認識し、 IFN 
regulatory factor 3 (IRF3)や NF-κB の活
性化により IFNや炎症性サイトカインを誘導

する分子である。我々は、BL 細胞株の EBV 陽
性、陰性細胞クローン、EBV 陰性 BL 細胞株へ
EBER プラスミドを導入した細胞クローン、
EBV 陰性 BL 細胞株へ野生株 EBV、EBER ノック
アウト EBVを感染させた細胞クローンを用い
て、EBER 陽性細胞に RIG-I を発現させると I
型インターフェロン（ IFN ）及び IFN 
-stimulated geneの発現が誘導されることを
見いだした。さらに、細胞内で EBER が RIG-I
と結合していること、EBER が RIG-I による
IFN 誘導に重要な NF-κB、IFN-regulatory 
factor 3の発現を誘導することを明らかにし
た。 
次いで、EBER が RIG-I 活性化により IL-10

の発現を誘導するか否かの検討を行った。
EBER 陽性 BL 細胞では EBER 陰性 BL 細胞より
も IL-10 の発現が高いことは既に報告した。
EBER 陽性 BL 細胞へ RIG-I を過剰発現すると
IL-10 の発現が更に高くなり、EBER 陽性 BL
細胞をドミナントネガティブ型 RIG-I、RIG-I
の siRNA で処理すると IL-10 の発現が低下す
ることが確認された。 
以上の結果は、EBV 感染細胞内において

EBERが RIG-1によってdsRNAとして認識され
シグナル伝達を惹起し、その結果誘導された
IL-10 がオートクライン増殖因子としてがん
細胞の増殖に寄与していることを示してい
る。 
i) EBV 陽性細胞株培養上清中の EBER の検出 
EBV 陰性胃がん細胞株 NUGC3 へ EBV を持続

感染させた細胞クローンの培養上清中に
EBER が存在しているかどうかについて、培養
上清より RNA を抽出し RT-PCR 法を用いて調
べた。その結果、EBER1、2共に検出され、培
養日数に従いその量は増加していた。さらに、
EBV 陰性胃がん細胞株 AGS、EBV 陰性上咽頭が
ん細胞株 CNE1 へ EBV を持続感染させた細胞
クローンを用いた実験でも同様の結果が得
られた。また、EBV 陽性 BL細胞株 Akata、Mutu、
Daudi でも同様の結果となった。以上のこと
から、EBV 感染細胞からは EBER が細胞外へ放
出されていることが明らかとなった。 
次いで、EBER の細胞外への放出メカニズム

を明らかにするために、EBER結合蛋白質PKR、
La、L22 に Flag タグを付加した発現プラスミ
ドを EBV 感染細胞へ導入し、培養上清の Flag
免疫沈降物中の PKR、La、L22 の存在を調べ
た。その結果、細胞内ではいずれの蛋白質も
同程度に発現していたが、培養上清中には La
のみが検出され、そこには EBER も共沈して
いた。以上の結果、EBER は La との複合体と
して La の分泌とともに細胞外へ放出される
ことが明らかとなった。 
ii) 胃がん細胞株における TLR3 活性化と
IGF-1 誘導 
 次いで、細胞外へ放出されたEBERがTLR3

を活性化するか否かについて検討した。



NUGC3 細胞培養液中に in vitro 転写により合
成した EBER を加え RT-PCR および ELISA 法に
より IFN-βの発現誘導について解析した。
その結果、EBER が濃度依存的に IFN-βの産
生が誘導された。また、TLR3 中和抗体処理に
よりEBERによるIFN-βの産生が抑制された。
さらに、EBER により IRF3 のリン酸化がおこ
ることも確認された。 

TLR3 シグナルは様々なサイトカインの産
生誘導をおこすことが知られている。これま
で我々は、胃がん細胞において EBER が IGF-1
産生を誘導しオートクライン作用により EBV
がん細胞の増殖を促進することを報告して
いる。そこで、EBER による TLR3 の活性化が
IGF-1 産生を誘導するか否かの検討を行った。
その結果、NUGC3 細胞培養液中に EBER を加え
TLR3 を活性化すると IGF1 の発現が誘導され
ることが確認された。 
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