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研究成果の概要（和文）：EBウイルス(EBV)感染胃がんから、EBER (EBV-encoded small RNA) が細胞外に放出され、ウ
イルスRNAセンサーであるtoll-like receptor 3 (TLR3)からのシグナル伝達を活性化、それがEBV陽性胃がん細胞の増
殖の促進、発がんに寄与していることを示した。 さらに膜蛋白質LMP2A (latent membrane protein2A) がEBV感染上皮
細胞においてanoikis抵抗性を誘導し、上皮細胞の悪性化に寄与していることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that EBV-encoded small RNA (EBER) is released by EBV-infected
 gastric cancer cells and released EBER triggers the signaling from toll-like receptor 3, a sensor of vira
l RNA. Further study indicated that EBER-mediated activation of TLR3 signals led to the growth promotion o
f EBV-infected gastric cancer cells, suggesting that EBER contribute to gastric carcinogenesis through TLR
3 activation. We also demonstrated that latent membrane protein 2A (LMP2A) confers anoikis resistance to E
BV-infected epithelial cells, leading to epithelial malignancy. 
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１．研究開始当初の背景 
 胃がんは日本における最も主要な消化器
がんの一つである。我が国の胃がん全体の
うちおよそ10％において、ヒト腫瘍ウイル
スとして知られているEBVが関連している
ことが明らかになっている。EBV陽性胃がん
では、胃がん細胞の100％にEBVが感染して
おり、胃粘膜上皮へのEBV感染は胃がん発生
に寄与していると考えられている。申請者
らはこれまでEBVが胃がんにおいて果たし
ている役割を明らかにするため、EBVの胃
上皮細胞への持続感染系を用いてEBVの感
染が胃上皮細胞に与える影響について検
証してきた。胃上皮細胞への感染による発
がん機構の研究はヘリコバクター・ピロリ
（HP）に関するものを中心に国内外におい
て行われ、HPの発がんにおける役割の詳細
が明らかとなってきているが、EBVの胃が
んへの関与については、最適の解析モデル
である胃上皮へのEBVの持続感染系を用い
た申請者らの研究が世界ではじめて行わ
れた詳細な解析であり、結果以下のような
EBV陽性胃がんに関する重要な事実を明ら
かにしてきた。まずEBVが胃上皮細胞に感
染するとEBVのnon-coding (nc) RNAである
EBV-encoded small RNA (EBER) により誘
導 さ れ る insulin-like growth factor 
(IGF)1によって感染細胞の増殖促進がお
こるということ、またEBV陽性胃がん組織
においてIGF1の発現が高いということを
明らかにし、さらに、EBERはIGF1の転写活
性化によりその発現を誘導すること、IGF1
の中和抗体は、EBV陽性がん細胞の増殖を
抑制することも明らかにした。 こうした
申請者らのこれまでの研究により、
non-coding RNA (ncRNA) であるEBERがEBV
陽性胃がんの発生において重要な役割を
果たしていることが明らかとなった。 
EBERはすべてのEBV陽性がん細胞において
多数コピー存在し、部分的に２本鎖RNA 
(dsRNA)構造をとると推測されるncRNAで
ある。申請者らはその後の研究で、EBV潜
伏感染バーキットリンパ腫(BL)細胞にお
いて、EBERが細胞内のdsRNA認識分子であ
るretinoic acid-inducible gene (RIG)-
Iと相互作用しこれを活性化して下流のシ
グナル伝達を誘導することを見出した。RI
G-Iの活性化はⅠ型インターフェロン(IF
N)産生およびサイトカイン産生誘導をお
こすことが知られているが、その後申請者
らは、EBERによるRIG-Iの恒常的な活性化
がBL細胞でIL-10を誘導し、その増殖促進
をもたらしていることを明らかにした。つ
まり、EBERによるRIG-Iシグナルの活性化
が発がんに寄与するということを明らか
にしたのである。一方、最近申請者らはEB
ERが細胞外に放出されて機能するという
ことを新たに見出した。EBERはEBV感染リ
ンパ球より細胞外へ放出され、放出された
EBERが、もうひとつのウイルス由来の 

dsRNA認識分子であるTLR3を活性化すると
いうことが明らかとなり、さらにEBERは伝
染性単核症(IM)や慢性活動性EBV感染症(C
AEBV)などの活動性EBV感染症患者血清中
に多量に存在し、EBERによる免疫系の活性
化が病態の形成に寄与している可能性が
示された。 
近年、マイクロRNA(miRNA)に関する研究に
おいてmiRNAがエクソソームとして細胞外
に放出され、他の細胞に取り込まれて機能
するということが明らかにされている。 
EBV感染細胞から放出されるEBERも、他の
細胞に取り込まれて機能していることが
明らかになり、EBVによる新たな病態形成
メカニズムの存在が示唆され、これはEBV
陽性胃がん組織においても起こりうると
考えられた。 
 
２．研究の目的 
以上の背景をふまえ、本研究ではまずEBV
陽性胃がん細胞においてEBERが細胞外へ
放出されるかどうか、またTLR3を活性化す
るかどうかを明らかにする。またEBERによ
るTLR3シグナルの活性化がIGF1産生誘導
や他のサイトカイン産生誘導に関与して
いるか否か、また胃がん細胞の増殖に寄与
しているかどうかについても検証する。さ
らにEBV陽性胃がん細胞から分泌されるエ
クソソームの解析を行い、EBERが含まれて
いるか否か、また他のmiRNAで含まれてい
るものを明らかにし、胃がん発生との関連
について明らかにするとともに、細胞外の
EBERの活性を標的とした新たな 
EBV陽性胃がん治療法の確立をめざす。 
 
３．研究の方法 
(1) EBV感染胃上皮細胞からのEBERの細胞
外への放出に関する検討 
EBV陽性胃がん細胞の培養上清中にEBERが
存在するかどうかを検証する。 
種々の組み替えEBV感染胃がん細胞株を用
い、培養上清より抽出したRNAを用いた 
RT-PCR法によってEBERの検出を行う。さら
に上清中のEBERを定量的に解析するため、
in vitro転写により合成したEBERを培養液
中に段階希釈したものを標準コントロール
に用いたリアルタイムPCR法により、放出さ
れているEBERの量を算出する。 
(2) EBERによるTLR3の活性化とIGF1発現誘
導への関与に関する検討 
EBERがTLR3シグナルを誘導するかに 
ついて、in vitro転写により合成したEBER 
 を用いて胃がん細胞を刺激し、RT-PCR法や 
 ELISA法によりIFNや他のサイトカイン産生 
 誘導がおこるか検証する。またTLR3中和抗体 
 やTLR3のsiRNAを用いたknock-downなどで 
 EBERがTLR3を介してIFNやサイトカイン産 
 生誘導をおこしているかどうか確認する。さ 
 らにTLR3の下流因子IRF-3、NF-κBなどの活 
 性化をウエスタンブロットやレポーターア



ッセイなどにより解析する。さらにEBERによる
TLR3の活性化がIGF-1の発現誘導をおこすかど
うかについて同様の手法を用いて解析を行う。 
(3) EBV感染胃上皮細胞から放出されるエクソ
ソームに関する検討 
EBV陽性胃がん細胞の培養上清中に放出され 
るエクソソームについての解析を行う。培養上 
清よりエクソソームを分離し、EBERが存在す 
るかどうかを検証する。EBERが存在した場合、 
エクソソームによる細胞刺激実験を行い、TLR3 
シグナルの活性化がおこるかどうか、あるいは 
IGF1産生誘導がおこるか否かについて検証す 
る。また、EBER欠損EBV感染胃がん細胞株の 
エクソソームを用いた実験も同様に行い、TLR 
シグナル活性化に差があるかどうかについて 
調べる。 
(4) EBV感染胃上皮細胞から放出されるエクソ
ソームに含まれるmiRNAの解析 
EBV陽性胃がん細胞の培養上清中に放出され 
るエクソソームについて、含まれているmiRNA 
についてmiRNAアレイなどを用いて網羅的に 
解析する。EBER欠損EBV感染細胞株のエクソ 
ソームとも比較し、EBER依存的な相違点がな 
いか調べる。エクソソーム中のmiRNAのうち、 
細胞増殖に関わる可能性のあるものを中心に 
それらの胃がん細胞における役割を明らかに 
していく。 
(5) EBERによる細胞増殖促進へのTLR3シグ 
ナルの関与に関する検討 
TLR3活性化によりIGF-1発現の誘導がおこって 
いれば、TLR3シグナルの阻害の細胞増殖に対す 
る効果を検討する。TLR3中和抗体やTLR3の 
siRNAを用いたknock-down法などでIGF-1の産 
生を抑えEBV陽性胃がん細胞の増殖も抑制さ 
れることが期待できる。さらにEBERによる 
TLR3活性化によって他のサイトカインの産生 
の誘導もおこるか否か検証し、それがEBV陽性 
胃がん細胞の増殖において何らかの役割をは 
たしているかについて明らかにする。その結果 
をもとに、TLR3シグナル阻害によるEBV陽性胃 
がん細胞の増殖抑制効果について検討する。 
(6) EBV膜蛋質LMP2Aの機能解析 
EBV膜蛋白質であるLMP2A (latent membrane 
protein 2A)はEBV陽性胃がん細胞において発現 
が認められ、その活性は発がんにも関わってい 
ることが報告されている。このLMP2Aを欠損さ 
せたEBVと野生型EBVの感染細胞を樹立し、詳 
細に比較検討することで、LMP2Aの発がんにお 
ける役割を明らかにする。 
 
４．研究成果 
本研究で得られた成果の概要は以下の通りで 
ある。 
(1)種々のEBV陽性胃がん細胞株を用いた実験
から、EBERが細胞外に放出されていることを
明らかにした。EBERが胃がん細胞のTLR3シグ
ナルを活性化し、IRF3やNF-κBの活性化を介
しインターフェロンや炎症性サイトカインの
産生を誘導するということも明らかにした。
EBERによるTLR3シグナルの活性化はEBV陽性  

胃がん細胞で恒常的に起こっていることを示
し、それがEBV陽性胃がん組織においても起こ
っていることが示唆された。 
(2)EBERによるTLR3シグナルの活性化により、
胃がん細胞の増殖因子であるIGF1の産生が
誘導されることを見出した。さらに詳細な解
析により、TLR3シグナルの恒常的活性化が
EBV陽性胃がん細胞の増殖を促進しているこ
とを明らかにした。これらの結果は、自然免
疫シグナルの活性化がEBV陽性胃がんの発生
に寄与していることが示唆するものと考え
られた。 
 (3) EBV陽性胃がん細胞由来のエクソソーム 
 中にEBERが含まれることを見出した。エク 
 ソソーム分泌を阻害すると細胞外に放出さ 
 れるEBERが減少することから、EBERはエク 
 ソソーム依存的に細胞外に放出されている 
 ことが示された。このことは、EBV陽性胃が 
 ん細胞から放出されるエクソソームの活性 
 にEBERが関与していることを示唆するもの 
 と考えられた。 
 (4) EBV感染で発現するLMP2Aが上皮細胞の 
 性質に与える影響について解析し、その結果、 
 LMP2Aが、上皮細胞が足場を消失した際に誘 
  導されるアポトーシス（anoikis）に対する 
 抵抗性をもたらすということを見出した。 
  LMP2Aは自身で細胞内シグナル伝達を惹起 
  し、ERKの活性化を介してanoikis誘導因子で 
  あるBimの分解を促進する。その結果、EBV 
  感染細胞はanoikisに対して抵抗性を獲得、 
 細胞の悪性化—がん化への進展がおこるもの 
 と考えられた。 
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