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研究成果の概要（和文）：近年、Epstein-Barr virus (EBV) はウイルスゲノムの特定部位の欠失が腫瘍化と関
連していることが示唆されている。本研究では、10以上のEBV関連疾患、990株を対象に、ターゲットキャプチャ
ー法においてリシークエンス解析したところ、EBVゲノムの欠失は、EBV関連血液悪性疾患で高頻度である一方、
伝染性単核球症や移植後リンパ増殖性疾患、上皮性悪性腫瘍においては低頻度であることを明らかにした。欠失
頻度の高かった遺伝子をノックアウトした変異ウイルスを作成し、培養細胞を用いたin vitroおよびヒト化マウ
スを用いたin vivoモデルにより、ゲノム欠失の役割を解明した。

研究成果の概要（英文）：Recently, Epstein-Barr virus (EBV) has been suggested to be associated with 
tumorigenesis by deletion of specific sites in the viral genome. In this study, we re-sequenced more
 than 10 EBV-associated diseases and 990 EBV-associated strains in a targeted capture method and 
found that EBV genome deletions are highly prevalent in EBV-associated hematologic malignancies, 
while they are infrequent in infectious mononucleosis, post-transplant lymphoproliferative diseases,
 and epithelial malignancies. We generated mutant viruses knocking out the genes with high frequency
 of deletion and elucidated the role of genomic deletions in vitro using cultured cells and in vivo 
model using humanized mice.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リンパ腫以外のEBV関連腫瘍のWhole EBVシーケンシングを行い、先行研究で我々が見出した欠失ウイルスがEBV
関連腫瘍で普遍的にみられる事象であるのか、リンパ腫に限定しているのか、さらには疾患特異的な遺伝子欠失
が存在するのかを解析している。得られた知見は、EBV関連リンパ腫のみならず上咽頭がん・胃がんなどEBV関連
上皮系腫瘍に共通する分子機構、さらには他の腫瘍ウイルスの発がんメカニズムを解き明かすと考えている。ま
た、新たな腫瘍抑制機構が解明されれば、新規がん治療開発に発展しうるため、革新的な創薬・新たな産業の育
成が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
(1) Epstein-Barr virus（EBV）は、ヘルペスウイルス科に属し、全長 170kb、約 80遺伝子をコード
する大型の DNAウイルスである。唾液を介して感染し、時に、小児・若年成人に伝染性単核症
を起こし、成人に至るまでにほぼ 95％が EBVに既感染となる。EBVは初感染後、リンパ球に潜
伏感染し、様々な B細胞性腫瘍（バーキットリンパ腫・ホジキンリンパ腫・EBV陽性びまん性
大細胞型 B細胞リンパ腫・移植後リンパ増殖性疾患など）および T/NK細胞性腫瘍（節外性 NK/T
リンパ腫・鼻型、種痘様水疱症関連リンパ腫、慢性活動性 EBV病）と密接に関連している。本
ウイルスはリンパ球のみならず、上皮系の細胞にも感染し、上咽頭がん・胃がん（わが国の胃が
んの 1割は EBV関連）とも関係が深い。1964年にバーキットリンパ腫から分離された EBVは、
最も古くから知られている腫瘍ウイルスであり、50 年以上にわたり、その腫瘍原性について幅
広い研究が行われてきた。しかし、ほとんどの成人に感染している普遍的な EBVが、なぜ一部
の個体にのみ腫瘍を生じるのかについては、長年の謎である。 
 
(2) 最近、我々は EBV関連リンパ腫の一種である慢性活動性 EBV病患者に対して、次世代シー
ケンサーを用いた網羅的遺伝子解析を行ったところ、高率に EBV遺伝子の一部が欠失している
ことを見出した①。興味深いことに、節外性 NK/T リンパ腫および EBV 陽性びまん性大細胞型
B細胞リンパ腫といった他の EBV関連リンパ腫においても、この欠失は高率に認められた。一
方、非腫瘍性疾患である伝染性単核症では欠失は無かったため、EBV 関連リンパ腫に共通する
現象と考えられた②。 

 
２．研究の目的 
本研究では、これら欠失ウイルスが EBV関連腫瘍で普遍的にみられる事象であるのか、一部
の疾患に限定しているのかを明らかにする。具体的には、背景で示した３疾患に加えて、他の
EBV 関連腫瘍（バーキットリンパ腫・ホジキンリンパ腫・移植後リンパ増殖症・上咽頭がん・
EBV陽性胃がん）の腫瘍組織を集積し、全 EBVゲノムシーケンシングを行う。この過程で、疾
患特異的に欠失している EBV遺伝子を同定する。次いで、それらの EBV遺伝子を欠失した変異
ウイルスを再現・作成し、培養細胞を用いた in vitroおよびヒト化マウスを用いた in vivoモデル
により、当該遺伝子の役割を解明する。研究対象である EBV関連腫瘍の多くは、東アジアやア
フリカで頻度の高い疾患であり、欧米での研究は進んでいない。早急に本研究を推進することで、
世界に先んじて、普遍的な EBVがなぜ特定の地域において、一部の個体にのみ「がん」を引き
起こすのかを解明できると考えている。また、本研究により、遺伝的背景を同じくする集団・民
族に高率にがんを発生させる根源的な謎を解き明かすことができる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
(1) EBV関連腫瘍の全 EBVゲノムシーケンシング: 種々の EBV関連腫瘍のホルマリン固定組織
を集積した。検体は主として名古屋大学医学部附属病院および愛知県がんセンター病院から得
た。組織より DNAを抽出、SureSelect Target Enrichment System (Agilent) を用いたターゲットキ
ャプチャー法により、EBVゲノムのシーケンシングを行った。RNAベイトは、ウイルス株間の
バリアントにも対応できるよう、日本人特有の Akata株を含む計 7株を網羅するよう設計してい
たものを用いた①。 
 
(2) 変異ウイルス作成：Bacterial artificial chromosome (BAC) を用い、該当する遺伝子/エレメント
を欠失した組換えウイルスを作成した。BAC システムにより作成した組換えウイルスは、上皮
系細胞での解析は比較的容易である一方、B細胞には感染しにくいという欠点があった。我々は、
CRISPR/Cas9によるゲノム編集を用い、B細胞株に潜伏感染している EBVを変異させるシステ
ムを新たに構築した。本研究では、上皮系/B細胞の両方に対応すべく、BACおよび CRISPR/Cas9
システムの双方を用いて、組換えウイルスを作成した。 

 
(3) 細胞を用いた in vitro機能解析：得られた変異 EBVを種々の細胞株およびヒト初代 B細胞に
感染させ、その感染率・不死化能・潜伏感染率などを野生株と比較した。次いで、RNA シーケ
ンシングにより宿主及びウイルス遺伝子発現解析を行った。野生型との比較により、変異 EBV
感染細胞でその発現が増強・減弱した遺伝子を探索した。探索した遺伝子をノックアウト/ノッ
クダウンし、候補遺伝子機能解明の全容に迫るべく機能解析を行った。 

 
(4) ヒト化マウスを用いた in vivo機能解析：免疫不全マウスである NOGマウスにヒト臍帯血由
来造血幹細胞を移入、ヒト化マウスを構築した。このヒト化マウスに EBVを感染させて、リン
パ腫を発生させた。EBV 陽性腫瘍細胞の動態・臓器浸潤、転移について変異ウイルスと野生型
を比較した。また、腫瘍組織を用い、RNA シーケンシングにより宿主及びウイルス遺伝子の発
現解析を行った。 
  
４．研究成果 
(1) 10以上のEBV関連疾患を対象に、EBV陽性解析株を 990株に増やしリシークエンス解析し、
欠失、重複、逆位、ならびにヒトゲノムへの挿入を検出した。EBVゲノムの欠失は、慢性活動性



EBV病や、血液悪性疾患 (EBV陽性びまん性大細胞型リンパ腫、節外性 NK/T細胞リンパ腫) で
高頻度である一方、伝染性単核球症や移植後リンパ増殖性疾患、あるいは上皮性悪性腫瘍 (胃が
ん、上咽頭がん) においては低頻度であった。欠失の長さにも違いがあり、血液悪性疾患では平
均 1,000塩基を超える欠失が存在したが、他の疾患においては 1,000塩基未満の欠失が大半であ
った。慢性活動性 EBV病などで高頻度に見られた microRNAクラスターは、血液悪性疾患にお
いて高頻度に欠失していたが、上皮性悪性腫瘍や健常人においてはほとんど欠失が見られなか
った。 

 
(2) EBV陽性びまん性大細胞型 B細胞リンパ腫に置いて欠損頻度の高かった C promoter (Cp)の意
義を明らかにするために、Cp 欠損を EBVゲノムに導入し、Cp欠損株と野生株のウイルスの表
現型を比較した。Cp 欠損株は、子孫ウイルスの産生能および子孫ウイルスの感染性については
野生型と差がみられなかった。しかし Cp欠損株は、野生株よりも効率的に B細胞の形質転換を
引き起こした。形質転換においては、細胞増殖の促進とアポトーシスの阻害が起きているため、
この現象は EBVに関連した発癌に直接関与している可能性があると考えた。さらに、EBVヒト
を臍帯血単核球細胞に感染させた後に免疫不全マウスに移入するリンパ増殖性疾患モデルでは、
Cp欠損株は野生株に比し、病勢の進行を早めることがわかった③。 
 
右図．異種移植による EBV関連リンパ増
殖症モデル 
A）ヒト臍帯血に野生株（WT）もしくは Cp
欠損株（dCp）を感染させ、免疫不全マウ
スに移入後、生存率を比較した (logrank 
test)。B）体重変化の比較 (Student t test)。
Cp 欠損株では、生存期間の短縮と体重減
少が認められた。 
C,D) 膵臓の腫瘍組織像。Cp欠損株では、
腫瘍細胞の著明な浸潤が観察された。 
 
この機序を解明するために、RNA シー
ケンスによるスクリーニングと qRT-PCR
を行ったところ、Cp 欠損株では Cp の代
わりにW promoter (Wp) という別の EBV
プロモーターを活性化していること、ま
た LMP2A の転写が亢進していることが
判明した。しかし Cp欠損株に LMP2Aの欠損を導⼊しても、LMP2Aの単独欠損株と比較して形
質転換効率の上昇が観察されたため、Cp欠損株における形質転換効率の上昇は、LMP2Aの発現
上昇では説明できないと解釈した③。 
 
(3) EBV陽性バーキットリンパ腫で時に見られる EBNA2欠損についても解析を試みた。EBNA2
を欠損した EBVを B細胞に感染させたところ、RNAseqにより免疫チェックポイント分子であ
る宿主 PD-L1の発現が減弱することを見出した。さらに、PD-L1の発現は EBV溶解感染を誘導
し、NFκB、MAPK, AKT経路を活性化させ、EBNA2の欠損はこれらの発現を減弱させることを
確認した。以上より、EBV は EBNA2 の発現を介して PD-L1 を誘導し、免疫回避を行っている
ことが推測された④。 
 
欠損ウイルスと腫瘍との関連については、他の腫瘍ウイルスでは多くの報告がなされてきた
が、EBV のような大型ウイルスでの遺伝子欠失の成り立ちと意義については、未だ不明な点が
多かった。我々は、ウイルス Cp をはじめいくつかの EBV 遺伝子を欠質したウイルスは腫瘍を
発生しやすいことを示した。詳細なメカニズムの解明はこれからであるが、欠損ウイルスでは、
EBV前初期/初期遺伝子の発現亢進により、宿主細胞増殖と染色体不安定性が促進され、ドライ
バー遺伝子変異の蓄積、エピジェネッティック修飾が加わり、腫瘍へと変容すると考えている。 
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