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研究成果の概要（和文）：Epstein-Barrウイルス(EBV)は、一部の例においてがんを引き起こす。感染細胞から
放出される細胞外小胞エキソソームに含まれる細胞ならびにウイルス由来マイクロRNA (miRNA)が、エキソソー
ムを介して標的細胞に運搬されることが知られているが、その機能は不明である。本研究では、次世代シーケン
シングを用いて感染細胞由来エキソソームに含まれるmiRNAを網羅的に解析した。その結果、感染細胞由来エキ
ソソームに特定のmiRNAが濃縮されることが示された。以上の結果から、選択的に内包されるmiRNAが、取り込ま
れた標的細胞に作用し、EBVが引き起こすがん発症に貢献する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Infection of Epstein-Barr virus (EBV), a ubiquitous human gamma herpesvirus,
 is associated with various malignancies in B lymphocytes and epithelial cells. EBV encodes 49 
microRNAs. Although accumulating evidence demonstrates that EBV infection regulates the profile of 
microRNAs in the cells, little is known about the microRNAs in exosomes released from infected 
cells. Here, we characterized the expression profile of intracellular and exosomal microRNAs in 
EBV-negative and EBV-infected B cells by next-generation sequencing. We found that the biogenesis of
 exosomes is upregulated in EBV-infected cells compared with EBV-negative cells. We also observed 
that viral and several specific host microRNAs were predominantly incorporated in the exosomes 
released from EBV-infected cells. Our findings indicate that EBV infection modulates the biogenesis 
of exosomes and the profile of exosomal microRNAs, potentially contributing to phenotypic changes in
 cells receiving these exosomes.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 新たな細胞間コミュニケーション媒体の１
つとして注目されているエキソソームは、
様々な細胞種から放出される直径 60-130 nm
の細胞外小胞である。標的細胞に取り込まれ
たエキソソームは 放出細胞由来の様々なタ
ンパク質、マイクロ RNA (miRNA)、mRNA
を標的細胞へ輸送することで多様な生理機
能を示す。近年、がんを始めとした様々な疾
患とエキソソームとの関連に注目が集まっ
ている。例えば、がん細胞が放出するエキソ
ソームは、がんに対する免疫応答の抑制、お
よびがん細胞の転移能や浸潤性の増強な ど
の機能を介してがんの進展に寄与する可能
性が示されている。さらに、がん細胞におい
てエキソソームの分泌が増強していること、
また、これらのエキソソームが特異的な腫瘍
マーカーを保持していることから、新たなバ
イオマーカーとしてのエキソソームの有用
性が期待されている。  
ヒ ト γ- ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 属 す る

Epstein-Barrウイルス(EBV)は普遍的な 2本鎖
DNA ウイルスであり、B 細胞および上皮細
胞に指向性を示す。EBV は、初感染後終生ヒ
トに持続感染し、ほとんどの場合において不
顕性である一方、一部の例において、バーキ
ットリンパ腫、上咽頭がん、胃がん等の様々
ながんと関連することが知られている。従来、
EBV 感染細胞が放出するエキソソームが
種々のウイルス因子を標的細胞に運搬する
ことが報告されていた。しかしながら、従来
の研究の多くは、特定のウイルス因子を強制
発現した細胞由来エキソソームを用いてお
り、これらの研究成果は生理的条件を反映し
ていない可能性があった。また、ウイルス感
染細胞由来エキソソームが標的細胞におい
てどのような機能を示すかについては不明
であった。これに対して研究代表者は、EBV
感染細胞由来エキソソームがカベオラ依存
的エンドサイトーシスを介して非感染上皮
細胞へ取り込まれること、さらに EBV 感染 B
細胞から放出されるエキソソームを取り込
んだ標的上皮細胞において、非感染細胞由来
エキソソームと比較して、より顕著な細胞増
殖および接着因子である intercellular adhesion 
molecule 1 (ICAM-1)発現が誘導されることを
明らかにした(Nanbo et al. 2013)。これらの結
果から、EBV 感染細胞が放出するエキソソー
ムは、内包する生理活性因子を標的細胞に輸
送することで形質変動を賦与する可能性が
示唆され、研究代表者はその候補因子の１つ
として、EBV がコードするがん遺伝子 latent 

membrane protein (LMP)1 が、ICAM-1 の発現
増強に寄与することを明らかにした。 

 
２．研究の目的 
（１）EBV は、BART ならびに BHRF1 の 2
つの領域にコードされる 49種類のmiRNAを
発現する。従来の報告から、エキソソームを
介して、EBV miRNA が標的細胞に輸送され
ることが報告されているが、その生理的役割
については不明な点が多い。また、従来の報
告から、EBV 感染によって細胞内の miRNA
発現様式が変動することが知られているが、
感染細胞から放出される細胞外小胞エキソ
ソームに内包される miRNA の発現様式につ
いてはほとんど報告がない。そこで本研究で
は、同一のバーキットリンパ腫患者から樹立
された感染様式の異なる B 細胞株を用いて、
次世代シーケンシングにより、EBV 感染がエ
キソソーム由来 miRNA の発現様式に与える
影響を検討した。 

 
（２）上皮細胞への EBV 感染は、ウイルス
感染B細胞との細胞間接触を介する可能性が
示されているが、その分子機構には不明な点
が数多く残されている。これに対して研究代
表者は、これまで、細胞間接触を介した上皮
細胞への EBV 感染において、種々の細胞内
情報伝達系が貢献すること  (Nanbo et al. 
2012)、さらに、細胞間接触を介する EBV 感
染において ICAM-1 を含む種々の接着因子が
関与することを証明した (Nanbo et al. 2016)。
以上の研究成果から、EBV 感染 B 細胞と上皮
細胞が細胞間接触を介して近接することで、
感染細胞由来エキソソームが効率良く上皮
細胞に取り込まれ、これに引き続いて誘導さ
れる接着因子の発現を介して EBV 伝播に寄
与する可能性が予想された。しかしながら、
細胞間接触を介するウイルス伝播における
エキソソームの役割については現時点にお
いて全く明らかにされていない。そこで、本
研究では、上皮細胞への EBV 感染メカニズ
ムを分子レベルで解明する目的で、細胞間接
触を介する EBV 伝播におけるエキソソーム
の役割の検証を試みた。 
 
３．研究の方法 
 
（１） EBV の潜伏感染様式には I, II, III 型の
3 種が存在し、それぞれ発現するウイルス遺
伝子の種類が異なる。本研究では、同一のバ
ーキットリンパ腫患者から樹立された、EBV
陰性、I 型あるいは III 型潜伏感染 Mutu 細胞



株(それぞれ Mutu-, Mutu I, Mutu III)の培養上
清から超遠心法によりエキソソームを単離
し、内包される宿主ならびに EBV 由来
miRNA について次世代シーケンシングによ
り解析を行い、細胞由来 miRNA との比較を
行った。また、各種 Mutu 細胞におけるエキ
ソソームの産生の場である多胞体形成、なら
びにエキソソーム産生を、マーカーである
CD63 発現を指標に、それぞれ、免疫染色法
とウエスタンブロット法で検討した。 
 
（２）細胞間接触を介するウイルス伝播にお
けるエキソソームの役割を検討するため、
EBV 感染バーキットリンパ腫 Akata 細胞株か
ら調整したエキソソームを前処理した上皮細
胞と EBV 潜伏感染 B 細胞との共培養を行い、
上皮細胞への EBV 伝播を検討した。次に、エ
キソソーム産生に寄与する宿主因子である
Rab27発現を shRNAによって抑制したEBV感
染 Akata 細胞を用いて、上皮細胞との共培養を
行い、EBV 伝播効率に与える影響を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）Mutu III において、Mutu-, Mutu I と比
較して、エキソソーム産生の場である多胞体
形成ならびにエキソソーム産生量が顕著に
増強していた。また、３種のエキソソームに
内包される miRNA の発現様式及びその割合
を、次世代シーケンシングにより、各種エキ
ソソームに内包された miRNA について上位
40 種について比較したところ、Mutu I 由来エ
キソソームにはウイルス由来 miRNA が 3 種
認められたのに対し、Mutu III 由来エキソソ
ームには 9 種の EBV miRNA が内包されるこ
とが示された。また、Mutu III 由来エキソソ
ームに、複数の特異的な細胞由来 miRNA が
選択的に内包されることが明らかになった。
さらに、Mutu III 由来エキソソームには、他
のエキソソームと比較して、上位 40 種のう
ち 5 種の miRNA がより高濃度(100 倍以上）
に濃縮されることが示された。 
これらの高濃縮 miRNA の配列を検証したと
ころ、従来の報告から、エキソソームへの選
択的内包に貢献するEXOmotifが 1〜8配列存
在することが示された（Cancers 投稿中）。 
 以上の結果から、III 型潜伏感染はエキソソ
ーム産生ならびにエキソソームに内包され
る miRNA の発現様式を変動することが明ら
かになった。研究代表者はこれまで、Mutu III
由来エキソソームを処理した上皮細胞で細
胞増殖や接着因子発現が誘導されることを
明らかにしてきた。すなわち、以上の結果か

ら、Mutu III 由来エキソソームに選択的に内
包される miRNA が、標的細胞の形質変動に
おいて機能する可能性が示唆された。 
 さらに、現時点において、EBV 関連がんの
診断に有用なバイオマーカーは報告されて
いない。従って、今回の解析から、EBV 感染
細胞由来エキソソームにおいて特異的且つ
顕著に発現が増強している miRNA について
は今後バイオマーカーとしての有用性が期
待される。 
 
（２）細胞間接触を介するウイルス伝播にお
ける EBV 感染細胞由来エキソソームの役割
を明らかにする目的で、検討を行ったが、
EBV感染Akata細胞株由来エキソソームの前
処理、ならびに Rab27 発現を抑制した EBV
感染 Akata 細胞との共培養共に、EBV 伝播効
率への明らかな影響は認められなかった。そ
こで、研究代表者は、エキソソーム以外の共
培養した細胞から放出される液性因子の役
割について検討を行い、上皮細胞から放出さ
れる transform growth factor (TGF)-beta が、
EBV 感染 B 細胞に作用し、ウイルス増殖を
惹起することで、効率良い EBV 伝播に貢献
することを解明した（Nanbo et al. Front 
Microbiol, in press）. 
 本研究で用いた系では、エキソソームの効
果は認められなかった。一方、従来の報告か
ら、マウスに移植した細胞株において
miRNA 発現が著しく増強することが示され
ていることから、今後ヒト化マウスを用いた
検討により、エキソソームの生理的条件下で
の機能が解明される可能性が期待される。 
 
（３）（２）で示した検討を進める過程で、
研究代表者は、EBV 粒子形成に関与する細胞
内小器官の同定に成功した。従来の報告から、
EBV は他のヘルペスウイルスファミリーと
同様に、ゴルジ体で成熟する可能性が示され
ていたが、確定はされていなかった。研究代
表者は、電子顕微鏡観察ならびに免疫染色法
を用いて、種々の検討を行うことで、EBV の
粒子形成が、主にシスゴルジ体で生ずること
を解明した（Nanbo et al. Front Microbiol, 
2018）。 
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