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研究成果の概要（和文）： 

Epstein-Barr ウイルス（EBV）関連胃癌において，プロモーター領域 CpG 部位のメチル化が
ゲノムワイドに起こっていることを明らかにした．胃癌細胞株 MKN7 に EB ウイルスを感染
させ，ゲノムワイド DNA メチル化異常を再現することに成功し，分子機構解明に重要な実験
系を確立した．また，潜在期ウイルス遺伝子蛋白 LMP2A が DNA メチル化異常に関与してい
ることを明らかにするとともに，DNA メチル化，プロテオソーム等に対する阻害剤を用いた
ウイルス再活性化療法の可能性について検討した． 

 
研究成果の概要（英文）： 
Methylation array analyses demonstrated that EBV-associated GC showed genome-wide 

hypermethylation at CpG sites of promoter regions. We succeeded in reproducing this 

genome-wide methylation by EBV infection of the gastric cancer cell line, MKN7, which 

serves as an important experimental system to investigate the molecular mechanisms. We 

demonstrated that a viral latent protein, LMP2A, partially contributed to the DNA 

hypermethylation. A possible virus-reactivating therapy was evaluated with inhibitors of 

DNA methylation and proteosome. 
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１．研究開始当初の背景 

日本における胃癌死亡率は減少傾向にある

とはいえ，依然として癌死亡の上位を占めて

おり，手術不能進行胃癌に対する有効な治療

法の開発が求められている．我々は，代表的

なヒトがんウイルスである Epstein-Barr 

 

（EB）ウイルスが，胃癌の 10%に密接に関

係していることを示し，この特徴的な EB ウ

イルス関連胃癌が，リンパ腫におけるバーキ

ットリンパ腫のように，胃癌発生機構の解明，

治療法開発のモデルケースになると考えて，
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多角的な検討を加えてきた．とくに EB ウイ

ルス関連胃癌細胞では，癌関連遺伝子プロモ

ーター領域に広範かつ高度のメチル化が生

じ，多数の遺伝子の発現が抑制されているこ

とを見出し，胃癌の 1/3 を占める「高メチル

化形質胃癌」の中でも特徴的な一群であるこ

とを明らかにした．さらに基盤研究（平成 18，

19 年度）により，ウイルス潜在期タンパク質

LMP2A が，感染細胞 DNA メチル化亢進の

中心的役割を担っている可能性を見出した． 

 

２．研究の目的 

本研究では，EB ウイルス関連胃癌における
DNA メチル化亢進の分子機構の解明を第一
の目的とした．この特徴的な胃癌の分子機構
を解明することにより，「高メチル化形質胃
癌」の病態解明，治療法の開発へと展開して
いけるものと考えられる． 

本研究は以下のサブテーマからなってい
る．(1) EB ウイルス関連胃癌における DNA

メチル化を網羅的に解析することにより，メ
チル化亢進の実態をゲノムワイドに明らか
にする．また，特徴的な DNA メチル化亢進
を実験的に再現できる系を確立する．(2) ウ
イルス潜在期タンパク質 LMP2A の役割につ
いて検討し，メチル化亢進の機序を明らかに
する．さらに，(3) 2011 年，Wang らは exome 

sequencing を用いた胃癌の解析から EB ウ
イルス関連胃癌で ARID1A 遺伝子異常が高
率に起きていることを報告した（Nat Genet 

43, 1219, 2011）．ARID1A は SWI/SNIF 複
合体としてクロマチンリモデリングに関わ
る核内タンパク質で，Polycomb 複合体との
間でバランスを取ることにより，エピジェネ
ティックな機構を介して多数の遺伝子の制
御に関連している．このため，EB ウイルス
関連胃癌について ARID1A 遺伝子異常との
関係を検討することとした．以上の分子機構
に焦点をあてた研究とともに，(4) EB ウイル
ス関連胃癌細胞の特性（胃上皮特異的クロー
ディン分子 CLDN18，胃上皮特異的転写因子
Sox2 の発現）について，また，(5) 最近注目
されているマイクロ RNA 異常について検討
を加えた．最後に，(6) 治療への展開を探る
ため，種々の薬剤によるウイルス再活性化に
ついて検討した． 

 

３．研究の方法 

(1) DNA メチル化亢進の網羅的解析：胃癌

手術検体より得られた胃癌組織 51 検体を

Infinium Human Methylation27 BeadChip

（イルミナ社）を用いて解析する．この Chip

では 27,578 か所の（14,495 遺伝子）の CpG

部位のメチル化を定量的に解析することが

できる．さらに AKATA システムを用いて胃

癌細胞株 MKN7 の EB ウイルス感染株を樹

立し，感染前後で網羅的メチル化解析を行う． 

(2) ウイルス潜在期タンパク質 LMP2A の役

割について： 

① 胃癌細胞，胃癌組織における検討： EB

ウイルス感染胃癌細胞株，LMP2A 遺伝子導

入胃癌細胞株を用いて，DNA メチル化につ

ながる細胞内シグナル伝達異常，引き続く

DNAメチル化酵素の誘導について検討する．

さらに胃癌組織において，鍵となる分子の発

現について検討する． 

② 非腫瘍不死化線維芽細胞における検討：

LMP2A の機能について新たに検討を加える

ため，レトロウイルスベクターを用いて

LMP2Aを NIH3T3細胞に遺伝子導入するこ

とで LMP2A 発現細胞を作成し，ヌードマウ

ス皮下腫瘍形成能，軟寒天培地コロニー形成

能，side population（SP）細胞分画について

検討する． 

③ LMP2A 胃発現トランスジェニックマウ

ス：胃壁細胞特異的 H+K+-ATPase プロモー

ターの下流に LMP2A 遺伝子を結合させた組

み換えベクターを構築し，これを基に

LMP2A 胃発現トランスジェニックマウスを

作製する．これにより胃粘膜における

LMP2A の長期的な効果を検討する.  

(3) ARID1A 遺伝子異常との関係：ARID1

遺伝子異常は発現喪失とよく対応すること

から，胃癌組織アレイを用いて免疫組織化学

的に発現喪失について検討する． 

(4) EB ウイルス関連胃癌の細胞学的特徴： 

CLDN18，Sox2 ならびに関連分子の発現に

ついて，胃癌組織アレイを用いて免疫組織化

学的に検討する． 

(5) マイクロ RNA 異常：胃癌組織における

マイクロ RNA を RTPCR で定量するととも

に，胃癌細胞株への EB ウイルス感染による

細胞，ウイルスマイクロ RNA の変化につい

て検討する． 

(6) 薬剤によるウイルス再活性化：EB ウイ

ルス感染胃癌細胞株において，DNA メチル

化，ヒストン脱アセチル化，プロテオソーム

等に対する阻害剤を用い，ウイルス溶解感染

期遺伝子 BZLF1，チミジンキナーゼの発現

を検討した． 

 

４．研究成果 

(1) DNA メチル化亢進の網羅的解析：図 1

に示すように，メチル化の程度を，遺伝子（縦

方向）・症例（横方向）に関する二方向クラ

スタリングで解析した．メチル化を示す遺伝

子群によって 51 例の胃癌は，低メチル化胃

癌（n=17），高メチル化胃癌（n=23），EB

ウイルス関連胃癌（n=11）の 3 群に分類さ



れた．EB ウイルス関連胃癌では，高メチル

化胃癌と共通してメチル化がみられる遺伝

子群（胃癌共通メチル化遺伝子群）に加え，

EBウイルス関連胃癌に特異的な遺伝子群に

もメチル化が生じていた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに，胃癌細胞株 MKN7 に EB ウイル

スを感染させることにより，グローバルなメ

チル化亢進状態を再現することができた（発

表論文⑤）．興味深い点は，感染細胞のみな

らずウイルス DNA の CpG 部位にも高度の

メチル化が生じていたことであり（発表論文

④），これはウイルスの防御機構としての

DNA メチル化が過剰に働き，感染細胞自身

のゲノムをメチル化している可能性を示し

ている． 

(2) ウイルス潜在期タンパク質 LMP2A の

役割：① 胃癌細胞，胃癌組織における検討：

胃癌細胞株 MKN1，MKN7 において，EB

ウイルスを感染させると PTEN 遺伝子メチ

ル化とそれによる発現喪失がおこることを

見出した．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

そこで潜在期ウイルス遺伝子産物を胃癌細 

胞株に発現させたところ，LMP2A 遺伝子を

導入した場合にのみメチル化が生じた．さら

に LMP2A のメチル化促進作用は，STAT3

活性化と，引き続く DNMT1 の構成的活性

化を介していた．また，抗 IL6 抗体によっ

て STAT3 活性化に変化がなかったことから，

LMP2A による STAT3 活性化は IL6/gp130

非依存性であると考えられた（図 2）．  

EBウイルス関連胃癌組織を免疫組織化学

的に検討すると pSTAT3，DNMT1 が共に高

発現しており，in vivo においても LMP2A

による STAT3，DNMT1 の活性化がエピジ

ェネティック異常に寄与していると考えら

れた（発表論文⑭）． 

② LMP2A 遺伝子導入線維芽細胞の腫瘍形

成能：LMP2A の新たな機能についても検討

を加えるため，レトロウイルスベクターを用

いて LMP2A を NIH3T3 細胞に遺伝子導入

した．ヌードマウス皮下移植実験で，

LMP2A-NIH3T3 細胞の移植で 11 匹中 8 匹

に腫瘍が形成されたが，ベクターのみを導入

した対照群では 11 匹中 1 匹のみであった．

LMP2A-NIH3T3 細胞の増殖活性，アポトー

シスの頻度は対照群と差がなかったが，軟寒

天培地でのコロニー形成能が増加していた．

さらに，LMP2A-NIH3T3 細胞では SP 細胞

分画が増加し（図 3），SP 細胞のみが軟寒天

培地でのコロニー形成能を持っていた．また

LMP2A の SP 細胞増加作用には Erk，Stat3，

Akt 系ならびに HMGA2 分子の発現が関与

していた（発表論文①）．以上，LMP2A に

幹細胞分画増加作用があることが推定され

た． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

③ EB ウイルス潜在期タンパク質トランス

ジェニックマウス：LMP2A 胃発現トランス

ジェニックマウスを長期飼育すると、頻度は

低いが浸潤胃癌が発生し、胃癌組織の

LMP2A 発現、DNMT1 発現亢進が確認でき

た（未発表）．また，LMP2A 胃発現トラン

スジェニックマウスと，高頻度に胃癌を発生

するトランスジェニックマウスである Gan

マウス（Oshima H, et al, Gastroenterol, 
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図 2 EBウイルス潜在期蛋白 LMP2Aの働き 
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図 3 LMP2A 過剰発現による SP 細胞分

画の増加 

図 1. 胃癌メチル化に関する網羅的解析結果 
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131, 1086, 2006）との交配を行ったところ，

このマウスの発癌を促進することを見出し

た．LMP2A が Cox2/mPGES1 発現と協調

的に発癌に寄与していると考えられる． 

(3) EB ウイルス関連胃癌における ARID1

遺伝子異常：ARID1A 発現の喪失は，通常胃

癌では 5%（32 例/657 例）に認めるだけであ

ったが，EB ウイルス関連胃癌では 34%（23

例/67 例）と高率であった（図 4）． 

しかも EB ウイルス関連胃癌では，早期胃

癌，異型上皮の段階で発現喪失が生じていた．

また，EB ウイルス感染によって胃癌細胞株

の ARID1A 発現に変化は見られなかった（発

表論文②）．このため，EB ウイルス感染が成

立する胃上皮において ARID1A 異常が先行

して生じていると考えられた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(4) EB ウイルス関連胃癌の細胞学的特徴：． 

①EB ウイルス関連胃癌では，胃癌細胞が

CLDN18(+)CLDN3(-)の均一な発現パターン

を示し，胎児，ならびに成人胃細胞に固有の

形質を保持していていた（発表論文⑬）．  

②消化管上皮細胞に特徴的な転写因子の発

現を胃癌において検討した．EB ウイルス関

連胃癌は，SOX2(+)，CDX2(-)HNF4aP1(-)

の G 型（77%），あるいは SOX2(-)，CDX2(-) 

HNF4aP1(-)の N 型（23%）のいずれかに分

類され，転写因子発現においても特異な一群

であることが示された（発表論文⑦）． 

以上から胃固有細胞へ分化する幹細胞へ

の感染が推定された． 

(5) EB ウイルス関連胃癌におけるマイクロ

RNA 異常： 

① EB ウイルス関連胃癌では，microRNA 

200 family に 含 ま れ る miR-200a と

miR-200b の発現が一般の胃癌に比べて有意

に低下していた．同時に E-cadherin 転写抑

制因子である ZEB1/ZEB2 の発現が亢進し，

結果的に E-cadherin の発現が抑制されてい

た（発表論文⑨）．EB ウイルス関連胃癌にお

ける発癌の初期において，細胞内マイクロ

RNA 制御の撹乱により上皮間葉転換を引き

起こしている可能性が示された． 

② ウイルス由来マイクロ RNA：EB ウイル

ス関連胃癌組織を用い，EB ウイルスに由来

するマイクロ RNA が産生されていることを

確認した．また EB ウイルス感染胃癌細胞株

では，これらのマイクロ RNA が細胞外にも

存在しており，感染細胞の外部にエクソソー

ムとして放出されている可能性を見出した． 

(6)  薬剤によるウイルス再活性化： EB ウ

イルス感染胃癌細胞株 MKN1 を対象に，ウ

イルス再活性化をウイルス遺伝子 BZLF1 の

発現を指標として検討した（図 5 ）．

5-Azacytidine，TSA で増加が見られたが，

形態学的変化までは至らなかった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

一方，プロテオソーム阻害剤 Bortezomib

については，ウイルス・チミジンキナゼー活

性化を誘導し，放射性物質標識基質を投与す

ることにより，診断・治療に応用できる可能

性がある（発表論文⑮）． 

(7)まとめ 

 EB ウイルス感染によりゲノムワイドなメ

チル化を引き起こす実験系を確立し，分子機

構解明のための橋頭堡を築いた． 

LMP2A の幹細胞増加作用，EB ウイルス

マイクロ RNA の機能解析など，新たな課題

が見出された．とくに，EB ウイルスマイク

ロ RNA がエクソソームを介して癌微小環境

中の免疫細胞の機能を制御している可能性

について，今後，検討を進める必要がある（図

6）． 
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図 4 EB ウイルス関連胃癌における ARID1A

発現喪失 
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図 5 EBウイルス感染胃癌細胞株におけるウ

イルス再活性化の誘導 

図 6 EBウイルス関連胃癌の発生機構 
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