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研究成果の概要（和文）：　ピロリ菌は胃がんの発生に働く。一方、EBウイルス（EBV）も10%程度の胃がんの発
生に関与している。それぞれの微生物は、胃がんの発生において別個に働くと考えられてきたが、EBV陽性胃が
んの周囲に、ピロリ菌感染による萎縮性胃炎がしばしば認められる。これより、EBV陽性胃がんの形成に、ピロ
リ菌が協働している可能性が考えられた。そこで、胃上皮細胞を用いてピロリ菌感染によるEBV感染状態の変化
を解析した。
　ピロリ菌のLPSが胃上皮細胞の自然免疫応答を撹乱し、感染細胞でのEBVの増殖を促した。ピロリ菌とEBVの二
重感染が宿主細胞のシグナル応答を変化させ、EBV関連胃がんの発生を促進すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：  We studied Epstein-Barr virus (EBV) associated gastric cancer as a model 
of epithelial infection and tumor formation by EBV. Both EBV and H. pylori causally associates with 
gastric cancer. These two pathogens are considered to play roles for gastric oncogenesis 
independently. However, we have observed that EBV-associated gastric cancer frequently locates near 
the mucosal atrophic border, where inflammatory response is strong. We examined pathogenic role of 
H. pylori by coinfecting with EBV on gastric epithelial cells.
  H. pylori infection enhanced expression of EBV genes for up to 10 fold with increase of 
interfereon-beta; production. Toxin non-producing H. pylori also enhanced EBV gene expression. A 
bacterial component from H. pylori enhanced expression of the EBV genes up to 10 fold. Disturbance 
of anti-viral response by bacterial infection seems to enhance EBV infection of epithelial cells. 
The mechanism of enhancement should be clarified.

研究分野： ウイルス学

キーワード： EBウイルス　ピロリ菌　胃がん　発がん　EBウイルス関連胃がん
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1. 研究開始当初の背景 
	
 EB ウイルス(EBV)は成人の 90%以上が感染
しているヘルペスウイルスである。EBV は、B
リンパ球と上皮細胞に感染し、バーキットリ
ンパ腫、日和見 Bリンパ腫、上咽頭癌、およ
び、EBV 関連胃がんなどの腫瘍の原因となる。
B リンパ球由来の腫瘍では、EBV 感染が遺伝
子組換え酵素の活性化を促し、プロモーター
が組み替わることで c-myc の過剰発現が起こ
ることが明らかにされている。それに較べて、
EBV 関連上皮細胞性腫瘍の発癌に関わる分子
機構については解明されるべきことが多く
残されている。 
	
 また、一方で、EBV は世界人口の 90%が感
染している普遍的なヘルペスウイルスであ
る。多くの EBV 感染者のうち限られた者から
のみ EBV 関連腫瘍が発生し、大部分の感染者
は無症状であるということは、大きな謎であ
る。遺伝的要因や環境因子などが EBV 関連腫
瘍の形成過程に関与していると考えられて
いるが、分子基盤的な理解を含め、詳細は明
らかになっていない。胃がん全体に対する
EBV 関連胃がんの割合は地域差が認められ、
ドイツで高く(18%)英国で低い(2%)。また、
バーキットリンパ腫はアフリカの赤道直下
に、上咽頭癌は東アジア南部に集積して発症
する。一方、エイズに伴う Bリンパ腫や移植
治療の免疫抑制剤使用に伴う日和見リンパ
腫の発生などでは、宿主の免疫機能の低下が
腫瘍の発生と進展に関与している。 
 
２．研究の目的 
	
 EBV は、しばしば B 細胞性あるいは上皮細
胞性の腫瘍を形成する。一部の B細胞性腫瘍
では c-myc の活性化機構が明らかになってい
るが、上皮細胞においては、その腫瘍化機構
は不明な点が多い。多くの EBV 感染者のうち
ごく一部の人のみが発癌する理由として、宿
主の免疫機能の変化との関わりが予想され
るが、詳細な機構は不明である。今回、ピロ
リ菌が存在するこ
とが、胃上皮細胞
における EBV の感
染増殖を促進する
ことを観察した。
バクテリアとウイ
ルスの二重感染が
宿主細胞のシグナ
ル応答を変化させ、
ウイルス増殖を促
していると考えら
れた（図１）ので、
その分子機構を解
明し、創薬等の治
療戦略に役立てる。 
 
３．研究の方法	
 
	
 ピロリ菌が接触した胃上皮細胞において
EBV の感染増殖が促進したことは、ピロリ菌
感染による宿主細胞の細胞応答の変化の結

果と考えられたので、その分子機構を解明す
る。平成 26 年度は、ピロリ菌の責任分子と
細胞側のレセプターを明らかにするととも
に、臨床データによる仮説の裏付けを行う。
平成 27年度は詳細な分子機構を明らかにし、
ウイルス増殖と細胞内防御メカニズムの分
子的理解を行う。	
 
	
 

①	
 上皮細胞で EBV 感染を増幅させるピ

ロリ菌の責任分子の同定	
 

	
 胃上皮細胞由来の AGS 細胞に 1細胞当たり
100 個(m.o.i.	
 100)のピロリ菌を感染させ、
その 7時間後に GFP 遺伝子を発現できる組換
え EBV(GFP-EBV)
を、m.o.i.	
 3 で
感染させた。48
時間後に EBER	
 
EBV 遺伝子の発
現変化を調べた
ところ、ピロリ
菌感染に伴い
EBV 遺伝子の発
現が増加した
（図 2）。	
 
	
 EBV 感染を増幅させるピロリ菌の責任分子
の同定を行った。最初に、ピロリ菌の持つ毒
素が責任分子である可能性があるため、CagA
および VacA 毒素の遺伝子破壊菌を作製した。
それぞれの破壊菌を用いて実験を行い、ピロ
リ菌毒素が EBV 感染を増幅させる責任分子で
あるかを確認する。毒素が責任分子で無い場
合は、毒素以外のものとして、菌に大量に存
在する病原体関連分子パターン(PAMPs)のう
ち細胞表面に存在するものから責任分子を
探索する。各 PAMPs の用量に依存的して EBV
遺伝子発現が増加するかを調べる。中和抗体、
ポリミキシン B、CAP18 などの阻害剤も使用
して特異性を確認する。	
 

②	
 ピロリ菌の責任分子に対する宿主細

胞のレセプターの同定	
 

	
 EBV 感染を増幅させるピロリ菌の責任分子
れに対応する TLR が予測される。HEK293 細胞
に EBV レセプターである CD21 分子を発現さ
せた細胞(293-CD21細胞)はEBVに感染しウイ
ルスを増殖できるため、293-CD21 細胞を用い
て、TLR4/MD-2/CD14、TLR7、TLR9 等を順次発
現させたクローンを作製する。それぞれの
TLR 発現 293-CD21 細胞を対応する PAMP 分子
で刺激し、EBV を感染させ、EBV 遺伝子の発
現を調べる。EBV 感染を増幅させるピロリ菌
の責任分子と対応するレセプターを同定す
る。	
 
③	
 EBV 感染増幅の分子機構の解明	
 

	
 EBV 感染増幅が、EBV 粒子の胃上皮細胞へ

の侵入と、感染後の EBV ゲノムの増幅の、

いずれを促進する結果であるのかを明らか

にする（図 3）。EBV の溶解増殖感染のスイ

ッチとなるウイルス転写調節因子 BZLF1 の



ノックアウト EBV(BZLF1-KO	
 EBV)は細胞に

感染し、感染細胞をトランスフォームする

が、増殖はできない。しかし、BZLF1-KO	
 EBV

持続感染細胞に外来性に BZLF1 を補うこと

で、BZLF1-KO	
 EBV を産生できるようになる。

この BZLF1-KO	
 EBV はゲノムに GFP 遺伝子が

組み込んである。当ウイルスを用いて実験

を行い、ピロリ菌と接触させた上皮細胞で

GFP 陽性細胞の数を算定することによって、

エントリーの亢進であるのか EBV ゲノムの

増幅であるのかを明らかにする。	
 
	
 EBV ゲノムの増幅である場合は、BZLF1 の
転写を活性化する細胞性因子を探索する。
BZLF1 プロモーターでホタルルシフェラーゼ
を発現するプラスミドを用意し、レポーター
アッセイを行う。活性化していると予測され
る転写因子について、定量的 PCR を行い、確
認する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 EBV 感染を増幅させるピロリ菌の責任分子
の同定を行った。最初に調べたピロリ菌の持
つ毒素は責任分子ではないことが明らかに
なった。次に、菌の細胞表面に存在するもの
から責任分子を探索し、ピロリ菌のリポポリ
サッカライド(LPS)が用量依存的に EBV 遺伝
子発現を増加させることがわかった（図 4）。	
 
	
 ピロリ菌の LPS を作用させることにより、
CD21 に代わるコレセプターとされるインテ
グリン分子が胃上皮細胞で発現増強したこ
とより、	
 EBV 感染増幅は、感染後の EBV ゲノ
ムの増幅ではなく、EBV 粒子の胃上皮細胞へ
の侵入促進による結果であると考えられた。	
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