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研究成果の概要（和文）：EBウイルス(EBV)は加齢性リンパ腫や移植後リンパ増殖性疾患などのB細胞リンパ腫の
発症に関与する。今回、EBVⅢ型潜伏感染様式を示すB細胞リンパ腫において、感染に伴い発現変化する遺伝子発
現解析を行った。同一症例から樹立された同じクローン由来のペアリンパ腫細胞株を用いて、マイクロアレイで
比較解析した。その結果、EBV陽性リンパ腫細胞で発現亢進がみられた遺伝子は、細胞周期制御に関わる遺伝
子、細胞の分化制御に関わる遺伝子、細胞接着に関わる遺伝子、チロシンキナーゼ/受容体をコードする遺伝
子、LMP1と相互作用する遺伝子などであり、これらがEBV陽性リンパ腫の発症、病態形成に関与することが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus (EBV) is closely associated with various types of B-cell 
lymphoma such as diffuse large B-cell lymphoma of the elderly and post-transplant 
lymphoprolifetative disorder. We aimed to find candidate genes associated with pathogenesis of 
EBV-driven lymphomas with EBV latency III infection. We established two EBV-positive and -negative 
B-cell lymphoma cell lines derived from same patient’s tumor clone. Utilizing the paired cell 
lines, pathway analysis of microarray data identified ‘transcriptional misregulation in cancer’ as
 the most significantly upregulated in EBV-positive cells compared with EBV-negative cells. The 
pathway included genes regulating cell cycle, cell differentiation and cell adhesion, and genes 
associated signal transductions through tyrosine kinase receptors. These genes may be associated 
with pathogenesis of EBV-driven lymphomas and could be potential therapeutic targets for the 
diseases.

研究分野： 小児科学、感染症学、ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
Epstein-Barr(EB)ウイルスは伝染性単核

球症などの急性感染症を惹起する一方で、多
系統の細胞の癌化に関与する腫瘍ウイルス
でもある。EBウイルスはバーキットリンパ腫、
加齢性リンパ腫、移植後リンパ増殖性疾患な
ど B 細胞リンパ腫の発症にも深く関与する。
これまでの EB ウイルス関連 B 細胞リンパ腫
の病態に関する研究では、B 細胞の無制限増
殖に働く責任 EB ウイルス遺伝子の同定に主
眼が置かれていた。その一方で、移植後リン
パ増殖性疾患のような EB ウイルスⅢ型潜伏
感染様式(LMP1、LMP2A、EBNA2 などを発現)
を有するリンパ腫において、どのような細胞
側遺伝子が発現あるいは抑制され、それがど
うのように働くかについては十分に明らか
にされていなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、我々が独自に樹立した解析系
を用いて、EBウイルス感染に伴い発現変化す
るⅢ型潜伏感染様式示すB細胞リンパ腫の遺
伝子の網羅的探索を行うことを目的にした。
これにより、B細胞性リンパ腫での EB ウイル
ス腫瘍化機序の解明、さらには新規分子標的
療法のためのターゲット因子同定へと展開
できる研究につなげる。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞株の樹立 

我々は同一の非ホジキンリンパ腫症例か
ら EBウイルス陽性と EBウイルス陰性のペア
B 細胞リンパ腫細胞株の樹立に成功した。こ
れらの細胞株は染色体解析などから同一ク
ローン腫瘍細胞由来の細胞株であることが
判明している。EB ウイルス陽性 B 細胞株を
HMG-EB(+)、EB ウイルス陰性 B 細胞株を
HMG-EB(-)と名づけた。HMG-EB(+)における EB
ウイルス由来 mRNA および蛋白発現を RT 
(reverse transcription)-PCR (polymerase 
chain reaction)法とウエスタンブロット法
で解析した結果、LMP1、EBNA2 の発現が認め
られ、EB ウイルスⅢ型潜伏感染様式を示した。
また、EB ウイルスのクロナリティを調べるサ
ザンブロット法解析の結果、HMG-EB(+)細胞
での感染 EB ウイルスはモノクロナリティ感
染であることが判明した。以上の結果より、
HMG-EB(+)細胞と HMG-EB(-)細胞における遺
伝子発現パターンを比較解析することは、EB
ウイルス感染に伴いどのような遺伝子が発
現変化するかを知る上で有用であると考え
た。 
 
(2) マイクロアレイ解析 

細胞より RNA を抽出し、cDNA に変換後マ
イクロアレイ解析に供した。マイクロアレイ
は、CodeLink Human Whole Genome Bioarray 
(Applied Microarrays 社)を用いた。このア
レイはおよそ 55,000 のエクソン遺伝子から
成る。遺伝子発現解析は MicroArray Data 

Analysis Tool Version 3.2 (Filgen 社)で行
った。遺伝子オントロジーエンリッチメント
解析(GO 解析 )およびパスウエイ解析 
(KEGG_PATHWAY) は DAVID (Database for 
Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery)を使って行った。 
 
４．研究成果 

マイクロアレイ解析の結果、HMG-EB(-)細
胞に比べて、HMG-EB(+)において 2.54 倍以上 
(Z スコア 2 倍以上)の発現レベルの差が認め
られた遺伝子を拾い上げ、以下の解析を行っ
た。 
 
(1) 発現亢進遺伝子群の GO 解析 

発現亢進が認められた遺伝子群に対して
GO 解析を行った。エンリッチメントスコア
3.00 で、アノテーションクラスター1に含ま
れ て い た GO タ ー ム に は interferon 
signaling pathway などがあった。エンリッ
チメントスコア 2.36 で、アノテーションク
ラスター2 に含まれていた GO タームには
zinc finger が、またエンリッチメントスコ
ア 2.35 で、アノテーションクラスター3に含
まれていた GO タームには fibronectin があ
った。 
 
(2) 発現低下遺伝子群の GO 解析 

発現低下が認められた遺伝子群に対して
GO 解析を行った。エンリッチメントスコア
4.22 で、アノテーションクラスター1に含ま
れていたGOタームにはSH3 domainがあった。 
 
(3) 発現亢進遺伝子群のパスウエイ解析 

発現亢進が認められた遺伝子群に対して
パスウエイ解析を行った。最大の有意差をも
って同定されたパスウエイタームは、
Transcriptional misregulation in cancer 
(P = 0.001)であった。他に有意差を示した
ものに、ErbB signaling pathway (P = 0.004)、
Rap1 signaling pathway (P = 0.010) 、
Cytokine-cytokine receptor interaction (P 
= 0.021)、NF-kappa B signaling pathway (P 
= 0.040)、Chemokine signaling pathway (P 
= 0.040)などがあった。 
 
(4) 発現低下遺伝子群のパスウエイ解析 

発現低下が認められた遺伝子群に対して
パスウエイ解析を行った。有意差をもって同
定されたパスウエイタームは、Cell adhesion 
molecules (P = 6.64  10-5)などがあった。 
 

KEGG_PATHWAY 解析の結果、有意差をもっ
て発現亢進パスウエイとして同定された
Transcriptional misregulation in cancer
に含まれる遺伝子は以下のとおりであった。 

LMO2, MLLT3, SIX1, TRAF1, CSF1R, 
CCND2, CDKN1A, HIST2H3A, HIST2H3C, 
HPGD, IGF1R, ITGAM, MMP9, PLAU, PTK2, 
BMP2K, 



これらは、細胞周期制御に関わる遺伝子、
細胞の分化制御に関わる遺伝子、細胞接着に
関わる遺伝子、炎症の進行に関わる遺伝子、
チロシンキナーゼ/受容体をコードする遺伝
子、および EB ウイルスの LMP1 と相互作用す
る遺伝子などであり、EB ウイルスⅢ型潜伏感
染様式を示す B細胞リンパ腫の発症、病態形
成に関与することが示唆された。今後さらな
る解析を進めていく。 
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