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研究成果の概要（和文）：胃癌の一部にEBV感染を伴った特殊な一群が存在する。我々は先行研究によりEBV陽性胃癌は
ゲノム全体にDNAメチル化が亢進しており、その際立ったメチル化形質はEBV感染により獲得されることを明らかにして
きた。本研究では宿主細胞とウイルスの継時的な変化に着目し、そのメカニズム解明に挑むもことを目的とする。結果
、EBVゲノムのメチル化は宿主細胞に先行することが明らかとなり、秩序だったメカニズムの存在が示唆された。また
、宿主細胞のゲノムワイドなDNAメチル化は4週間以内という短期に入り終えることが明らかとなった。本実験系を用い
ることでDNAメチル化誘導メカニズムの詳細が明らかとなることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Gastric cancers (GCs) have a characteristic subgroup with Epstein-Barr virus (EBV)
 latent infection. EBV-positive (EBV(+)) GC showed extremely higher methylation phenotype and EBV infectio
n induced genome-wide de novo DNA methylation in a low-methylation cell line, MKN7, resulting in acquisiti
on of EBV(+) particular phenotype. In this study, we tried to clarify the mechanism to induce de novo DNA 
methylation through time-series analysis of DNA methylation focusing on both host cell and virus. As a res
ult, the EBV genome methylation preceded to the host cellular genome methylation, which implied that there
 should be well-ordered mechanism through close interaction between EBV and host cells. Host cellular geno
me-wide methylation completed in only 4 weeks. This study might lead to breakthrough about the mechanism o
f induction of aberrant DNA methylation.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 胃癌は世界中で悪性腫瘍による死亡原
因の上位を占め、本邦でも毎年約 10 万人が
罹患し5万人が命を落としている重要な疾患
である。胃癌発生には二つの病原体の関与が
知られており、ひとつはグラム陰性らせん桿
菌である H. pylori、もうひとつはヘルペス
ウイルスの一種である Epstein-Barr virus 
(EBV)である。EBV の潜伏感染を伴った EBV 陽
性胃癌は本邦では胃癌全体の約 7%と推定さ
れており、年間発生数は約 7,000 例と様々な
EBV 関連悪性腫瘍の中では最も頻度の高い疾
患である。 
(2) エピジェネティクスとはDNA塩基配列の
変化を伴わずにDNAの修飾因子として遺伝子
の発現に関与する因子であり、その機構の一
つであるDNAメチル化は癌抑制遺伝子の発現
抑制に関わることで発癌や癌の進行に寄与
していると考えられている。胃癌は特に DNA
メチル化異常の亢進した癌腫であることが
報告されている。 
(3) 我々は先行研究により胃癌臨床検体 51
例を用いてDNAメチル化の網羅的解析を行い、
胃癌が大きく3つのクラスターに分けられる
こと、またその中でも超高メチル化形質を示
す症例が完全にEBV陽性胃癌に一致すること
を明らかにした。また、低メチル化形質を示
す胃癌細胞株にEBVを感染させることにより
新規にゲノムワイドなDNAメチル化が誘導さ
れる結果、EBV 陽性胃癌と同様の DNA メチル
化形質が獲得されることを証明した。 
（4） しかし、どのようなメカニズムで DNA
メチル化が誘導されるかということについ
ては全く不明であり、EBV と宿主細胞との相
互作用に着目した詳細な解析が必要である。
EBV は DNA ウイルスであり、EBV 自身のゲノ
ムにも DNA メチル化が誘導され、潜伏感染に
不要な溶解感染遺伝子の発現を抑制させる
ことが知られている。宿主細胞とウイルスの
両者に着目し、エピジェネティクス機構を介
した相互作用を解析することで、DNA メチル
化誘導のメカニズム解明の一助となること
が期待される。 
 
２．研究の目的 
 EBV 感染がもたらす新規 DNA メチル化の誘
導には宿主細胞とEBVの密接な相互作用が寄
与しているものと推測されるが、その詳細な
メカニズムについては不明な点が多い。そこ
で、本研究の目的は EBV 感染成立後の宿主細
胞と EBVの DNA メチル化と遺伝子発現の変化
を経時的かつ網羅的に解析し、両者の未知の
相互作用を明らかにすることとする。 
 
３．研究の方法 
(1) 胃癌細胞株にEBVを感染させる方法とし
て、EBV 感染を伴ったバーキットリンパ腫由
来の浮遊細胞株Akataと被感染上皮細胞とを
共培養することで感染させるAkataシステム
を用いる。Akata 細胞との共培養開始から継

時的に DNA を抽出する。Akata 細胞にはネオ
マイシン耐性遺伝子が組み込まれた遺伝子
組換えEBVが感染しており、感染細胞はG-418
に対して耐性を得るため、薬剤選択が可能と
なる。 
(2) EBV 感染により DNA メチル化が誘導され
ることが判明している胃癌細胞株 MKN7 を用
いた。臨床検体の解析から各 DNA メチル化形
質に特徴的な 3個ずつ計 9個のマーカー遺伝
子を抽出しており、それに EBV 陽性胃癌に感
染した EBV にメチル化が確認されている EBV
遺伝子のマーカー遺伝子を抽出し、それらの
DNA メチル化の変化をパイロシーケンスを用
いて定量的に解析した。また、宿主細胞の網
羅的な DNAメチル化の変化を DNAメチル化ア
レイ Infinium を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
被感染細胞として胃癌細胞株MKN7を用いた。
Akata 細胞との共培養開始から１、２、３、
８、１１、１４、１７、２０、２４、２８日
と継時的に DNA を抽出した。EBV の感染は細
胞株からホルマリン固定・パラフィン包埋セ
ルブロックを作製し、EBER-in situ 
hybridization 法にて確認した。 
共培養開始から11日目にEBVのマーカー遺
伝子に徐々に DNA メチル化が誘導され始め、
17 日目に入り終えることが示された。一方、
ウイルスゲノムにメチル化が誘導される過
程で宿主細胞のゲノムには変化がなく、EBV
ゲノムの DNA メチル化が入り終えた 17 日目

から宿主細胞のゲノムに新規DNAメチル化が
誘導され始め、24 日にメチル化が入り終える
ことが示された（図１）。 
この結果の興味深い点は３点ほど挙げられ
る。①ウイルスゲノムの DNA メチル化は感染
直後に入り始めるわけではなく、感染から 10
日ほど経ったところから誘導が開始され始
め、メチル化が入り終えるまでに 1週間程度

 

図１．パイロシーケンス法を用いた DNA メチル

化の継時的解析。 



かかる。②宿主細胞ゲノムの DNA メチル化は
感染から約3週間という早い時相で入り始め、
さらに誘導開始から1週間という短期間に完
了する。③ウイルスゲノムの DNA メチル化は
宿主細胞のメチル化に先行する。 
①に関して、EBV のゲノムは感染性のウイル
ス粒子の状態では非メチル化状態であり、宿
主細胞に感染した後に新規にDNAメチル化が
誘導されるが、それは潜伏感染に不要な溶解
感染の発現を抑制するために宿主細胞の防
衛機構を巧妙に利用したメカニズムと考え
られている。また、EBV は感染性のウイルス
粒子の状態では線状のゲノムを有し、宿主細
胞に感染した後に末端が融合し、環状のエピ
ソームを形成することが知られており、その
変化とDNAメチル化との関係についても関連
が推測される。感染から EBV のゲノムにメチ
ル化が入り終えるまでに2週間程度要するこ
とから、その間に発現している EBV の遺伝子
は様々な可能性が予想され、例えば溶解感染
遺伝子ですらDNAメチル化誘導に寄与してい
る可能性が考えられる。この時相での遺伝子
発現を詳細に解析することで、DNA メチル化
誘導因子の同定に極めて重要な情報が得ら
れる可能性がある。 
また、③の EBV ゲノムのメチル化が宿主細
胞の変化に先行することに関して、その理由
は現在のところ不明だが、宿主細胞の DNA メ
チル化誘導に何か秩序だったメカニズムが
存在する可能性を強く示唆する結果として
重要と考えられる。EBV ゲノムにメチル化が
誘導されることが宿主細胞へのDNAメチル化
誘導への条件が整うことを意味しているの
かもしれない。 
続いて、②の宿主細胞の変化について、パ
イロシーケンスの解析では限られたマーカ
ー遺伝子についての解析であり、ゲノムワイ
ドな変化については示されていない。そこで、
宿主細胞の DNA メチル化の変化について DNA
メチル化アレイInfinium (450k) を用いてゲ
ノムワイドな解析を行った。 

その結果、新規に DNA メチル化の誘導され
る約 1,300 遺伝子が抽出できた。まず、それ
らをクロマチン順に並べたところ、メチル化
の誘導はゲノム内での局在に無関係に、ゲノ
ム全体で同時に誘導されることが示された
（図２）。このことは、遺伝子の中で優先的
にDNAメチル化が誘導される領域が存在する
わけではなく、感染後 17 日目の時相で一斉
にメチル化が誘導されることを意味してお
り、時間的に同調した変化を意味している。 
また、個々の遺伝子に着目した場合、転写
開始点領域の距離に応じてプローブを並べ、
CpG アイランドと呼ばれる CpG 配列の密集し
た領域とその周辺の領域（CpG ショア・シェ
ルフと呼ばれる）の変化を解析した。すなわ
ち、CpG アイランドの辺縁から徐々に DNA メ
チル化が誘導され始めるのかどうかに着目
したわけだが、結果、CpG の辺縁部・中心部
問わず一斉にメチル化が誘導されることが
示された（図２）。すなわち、空間的にも同
調したDNAメチル化誘導であることが示され
た。 
この結果から、EBV 感染が発揮する DNA メチ
ル化誘導の圧力は非常に強力であり、宿主細
胞に対して時間的・空間的に同調した変化を
もたらすことが証明された。 
 現在のところDNAメチル化が誘導されるメ
カニズムは不明であることから、DNA メチル
化の誘導される時相に着目し、遺伝子の発現
プロファイルの詳細な解析を進め、DNA メチ
ル化誘導因子の同定を試みる予定である。 
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