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研究成果の概要（和文）：本研究では、胃の粘膜上皮細胞へのEpstein-Barrウイルス感染から胃癌の発生に至る
分子メカニズムを検討した。EBウイルス感染細胞において細胞老化は誘導されなかったが、DNAバーコードによ
って細胞系譜を追跡した結果、特定のサブクローンが感染後に濃縮していた。シングルセル解析から元の細胞集
団が3つに分かれており、そのうちの1つにEBV感染後の濃縮サブクローンが含まれており、さらにこの細胞集団
を特徴付けるマーカー遺伝子を抽出することができた。

研究成果の概要（英文）：We searched the molecular mechanisms of gastric adenocarcinoma caused by EBV
 infection. After EBV infection, cellular senescence was not observed, but accumulation of specific 
subclones was observed by clone tracing with DNA barcodes. From single cell RNA-sequencing, the 
original cell population was found to consist of three sub clusters and one of which contained the 
subclones accumulated during EBV infection. We also determined marker genes which characterized this
 sub-population.

研究分野：分子生物学

キーワード： EBV胃癌　DNAバーコード
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から、均質に見える胃正常細胞においても不均一性が存在し、EBウイルスの感染・維持に有利な細胞集団
の存在が示唆された。どの細胞がEBウイルスに感染するのかについてはこれまで不明であったが、そのマーカー
となりうる遺伝子を抽出できたことは発癌機構を明らかにする上で有益である。90%以上の成人がEBウイルスに
感染しているとされるが、今後、易感染性細胞の性質を明らかにすることで、胃癌発症のリスクを抑える予防法
の開発が進むと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景	
胃癌は部位別の癌死亡者数において世界第2位であり、日本国内の男性で第2位、女性で第4位の
癌である。我々のグループは世界に先駆けてエピゲノム修飾に基づいた胃癌の層別化を行い、胃
癌全体の約10%を占めるEpstein-Barrウイルス陽性胃癌（EBV胃癌）では、遺伝子発現の不活性
化機構であるプロモーター領域の異常高メチル化が観察されることを報告した。その後、ゲノム
情報に基づいて胃癌を4群に分けられるとしたTCGAからの報告では、当グループと同様のDNAメ
チル化異常を示した上で、EBV胃癌の全例で老化誘導に関わるCDKN2A（p16INK4A）のプロモータ
ー領域の異常高メチル化が示された。また、EBウイルス感染によって胃上皮あるいは胃癌培養
細胞におけるDNAメチル化酵素DNMT1の発現が上昇し、プロモーター領域のDNAメチル化が誘
導されることが報告されている。さらに申請者らは、EBウイルス感染によってホストゲノムに
経時的にDNAメチル化が蓄積すること、高次構造やエピゲノム修飾に変化が生じ、遺伝子の異常
活性化あるいは不活性化が起こることを報告した。このように、外的因子であるEBウイルスが
ホストゲノムのエピゲノム異常を起こすこと、胃癌のサブグループでエピゲノム異常が蓄積し
ていることは報告されているが、それらを繋ぐメカニズムは依然明らかではなかった。	
 申請者らはEBウイルスの感染実験において、感染後の一部の細胞では細胞の扁平化や細胞核
の肥大化といった表現型が観察され、細胞増殖が抑制されていることを発見した。これらが細胞
老化の表現型と一致し、あるいはEBV胃癌では細胞老化の調節因子であるCDKN2A（p16INK4A）の
プロモーター領域がメチル化されることなどから、EBV感染によって癌遺伝子誘導性の細胞老化
（Oncogene-induced	senescence）が惹起されており、この老化を回避した細胞が癌化していると
の仮説を立てた。また、「腫瘍ウイルスへの感染がどのようなエピゲノム異常を誘導し、どのよ
うな経路を経て発癌へ至るか？」を本研究課題の核心をなす学術的な「問い」とした。	
	
２．研究の目的	
胃癌のサブグループであるEpstein-Barrウイルス陽性胃癌（EBV胃癌）は、EBウイルスへの感染
と、それに続くDNAメチル化によって癌抑制遺伝子が不活性化され発癌に至る。本研究ではEB
ウイルス感染細胞を表現型に基づいて分取し、遺伝子発現解析、DNAメチル化解析から発癌ドラ
イバー遺伝子を同定することでEBV胃癌発癌の分子メカニズムを明らかにすることを目的とし
ていた。さらに、EBウイルス感染時の遺伝子発現変化とエピゲノム変化を観察することで、発癌
過程を包括的に理解し、エピゲノムに基づいた創薬や発癌リスク予測を行うための基盤を築く
こととした。	
	
３．研究の方法 
(1)	EBウイルス感染による老化様表現系解析	
EBウイルスを感染させた胃癌細胞株MKN7および正常胃粘膜上皮細胞株GES1において酸性ガラ
クトシダーゼ活性の検出を行い、細胞老化様の表現型の検出を試みた。また、細胞核の大きさ毎
に細胞を分取し、その増殖速度を比較した。以上より、EBウイルス感染細胞において細胞老化が
誘導されるか検討した。	
	
(2)	DNAバーコードを用いた胃上皮細胞株におけるクローン系譜解析	
EBウイルス感染後の細胞核の大きさに不均一性が見られたため、EBウイルス感染前後での細胞
系譜解析を行うこととした。ピューロマイシン耐性遺伝子の下流にランダムな配列のDNAバー
コードをクローニングし、転写型DNAバーコードライブラリを作成した。これをGES1細胞へ感
染させ、任意のDNAバーコードを発現する細胞集団（以下BC-GES1）を樹立した（図1A）。細胞
集団から任意に1000細胞を選択、増幅し、EBウイルスに感染させた。感染前およびEBウイルス
感染後、あるいは陰性コントロールとしてランダムに感染するとされるレンチウイルスへの感
染後の細胞からゲノムDNAを抽出し、PCRにて増幅したバーコード配列を超並列シークエンサー
にて解析、比較した（図1B）。	
	
(3)	一細胞RNA-seqを用いたサブクローンごとの遺伝子発現解析	
前述のとおり、本研究で用いたDNAバーコードはピューロマイシン耐性遺伝子の3’末に連結され
て転写される。そこでEBウイルス感染前後のBC-GES1細胞を10x	Genomics社のChromiumを使っ
て一細胞RNA-seqライブラリを作成し、遺伝子発現データを得た。さらにこの一細胞RNA-seqラ



イブラリをテンプレートに、転写型DNAバーコードに由来する配列と10xバーコードをPCRで増
幅し、各細胞の遺伝子発現プロファイルとサブクローン情報とを紐付ける二重バーコードライ
ブラリを作成した。一細胞RNA-seqデータを元にUMAP図を描画することで細胞集団をクラスタ
リングし、転写型バーコードに由来するサブクローン情報を追加することで各サブクローンを
割り付けた。	
	

	
４．研究成果	
(1)	EBウイルス感染による老化様表現系への影響	
本研究で検討した MKN7細胞、GES1細胞ともに EBウイルス感染による酸性ガラクトシダーゼ
活性の上昇ならびに酸性ガラクトシダーゼ陽性率の上昇は見られなかった。さらに細胞核の大
きさに基づいた分取後に有意な増殖速度の差異は見られなかった。したがって、EB ウイルスの
感染による細胞老化の誘導は見られないという結論に至った。	
	
(2)	DNAバーコードを用いた胃上皮細胞株におけるクローン系譜解析	
レンチウイルスベクターにクローニングした転写型 DNA バーコードを GES1 細胞に導入して任
意の DNAバーコードを発現する細胞集団 BC-GES1を樹立した。ここから約 1000細胞を選択し
て 1Kプールとし、増幅して感染実験に使用した。EBウイルス感染前後での DNAバーコードの
解析により、感染前の細胞集団から検出された 842種類の DNAバーコードのうち、5種類のバ
ーコードが EBウイルス感染後に再現良く濃縮していた。一方、レンチウイルスを EBウイルス
の力価と揃えて感染させた場合は特定のバーコードの濃縮は観察されなかった。したがって、一
見均質な細胞集団においても EBウイルスの感染あるいは感染後の維持・生存に有利な細胞が存
在することが示唆された。さらに、EBウイルス感染後に濃縮した DNAバーコードは感染前のシ
ークエンシングリードのうち 1.60%を占めていたことから、後述する一細胞 RNA-seq 解析にて
5,000細胞を解析した場合、80細胞程度含まれると期待され、特性の解析に資すると考えた。	
	
(3)	一細胞 RNA-seqを用いたサブクローンごとの遺伝子発現解析	
10x	Genomics 社のプラットフォームを用いて EB ウイルス感染前後の BC-GES1 細胞の一細胞
RNA-seq解析を行った。4,670個の感染前の細胞を解析した結果、遺伝子発現によって大きく 3
つのクラスターに分かれることが明らかになり（図 3A）、ケラチン遺伝子がサブクラスターごと
に特徴的な発現パターンを示していた（図 3B）。二重バーコードライブラリをシークエンシング
した結果、4,143 細胞に由来する転写型 DNA バーコードの配列を検出し、細胞の由来するサブ
クローンを同定することができた。前項で濃縮していた 5種類のバーコードは 64細胞（1.54%）
から検出され、予想と矛盾しない細胞数だった。このうち 62 細胞がクラスター1 から、1 細胞
がクラスター0、1細胞がクラスター2からと、大きな偏りを持っていた（図 3C）。	
	
以上より、本研究を通じて正常な胃の粘膜上皮細胞には EBウイルスへの感染・維持に有利な形
質を持った細胞が存在しており、遺伝子発現プロファイルに基づいて特徴付けられることが示
唆された。このような細胞の特性を解明することは EBウイルスによる胃癌発症の機序を理解す
ることへ繋がり、胃癌の予防あるいは治療へ貢献できると期待される。	

 
 
 
 
 
 
図 1 (A) 本研究で用いた転写型 DNA バーコードライブラリー。ピューロマイシン耐性遺伝
子の下流に 25塩基長のランダムな DNA配列を持つ。耐性遺伝子の発現に伴って mRNAへ
も転写される。(B) クローン系譜追跡の概要。DNAバーコードで標識された細胞へ EBウイ
ルスを感染させ、感染前後で DNAバーコードを比較することで細胞集団の動態を検出する。 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 (A) EBV感染後に検出した DNAバーコードのリードカウント。842種類のバーコードに
ついて感染前のカウントの多い順に表示。背景は感染前のカウント数。(B) 4回の EBV感染
実験および各種陰性対照（3 回のレンチウイルス感染、2 回の非感染、2 回のプラスミド導
入）で濃縮が見られた DNAバーコード。横軸が任意のバーコード配列に対応。▲が濃縮した
5種類のバーコードを示す。 

 
 
 
 
 
 
 
図 3 (A) 一細胞 RNA-seqによる遺伝子発現に基づいた細胞のクラスタリング。Cluter0~2の
3つに分類した。(B) 各クラスターに特徴的なケラチン遺伝子の発現プロファイル。Cluster1
で高発現を示すケラチンを示す。(C) 濃縮した DNAバーコードを持つ細胞の局在。64細胞
中 62細胞が Cluster1に偏在していた。 
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