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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染は癌の原因となるエピゲノム変異を誘導し、またウイルスゲノム自身にもエピ
ゲノム変化が生じる。ウイルスゲノムDNAに生じるエピゲノム変化の可視化に挑戦した。EB-multi にlacOリピートを挿
入したEBV-lacOを293T細胞に導入すると50日後にDNAメチル化の誘導が確認された。蛍光蛋白を融合したlacR及びMBD蛋
白を共発現させると、蛍光蛋白が核内にドット状に共局在し、細胞内でのメチル化状態を示唆した。AFM下でもMBD蛋白
のDNAへの結合を同定し、メチル化状態を可視化した。EBV-lacOをビオチン化し細胞に導入後、結合蛋白ごと回収し、
質量分析にて複合体蛋白質を同定した。

研究成果の概要（英文）：While virus infection could induce epigenomic alterations in host and viral 
genomes, the alteration of epigenomic status of viral DNA in host cells is not fully understood. We here 
challenge clarification and visualization of epigenomic alteration of exogenous viral DNA in host cells. 
EBV-lacO plasmid DNA with oriP, the EBNA1 gene and lacO repeats, was transfected to 293T cells, and 
increase of DNA methylation levels was detected at day 50. When GFP-lacR and mCherry-MBD proteins were 
transfected, these proteins were co-localized in the nucleus, visualizing methylation status of episomal 
DNA in host cells. Next, a complex formation of methylated EBV-lacO and mCherry-MBD protein was observed 
under AFM, visualizing methylation status of DNA using AFM. Finally biotinylated EBV-lacO plasmids 
transfected to 293 cells were collected from the host cells, and the proteins interacting with the 
episomal DNA were detected by LC/MS/MS analysis, e.g. transcription factors and RNA-binding proteins.

研究分野：癌エピゲノム

キーワード： エピゲノム
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１．研究開始当初の背景 
癌は我が国の人口の 1/2が生涯に罹患し、

1/3 の死亡原因となると言われる疾患である。
癌はゲノム変異・エピゲノム変異の蓄積によ
り発症し、その分子機構の解明のため網羅的
解析による症例の層別化が世界的に行われ
ている (TCGA, Nature 2012など)。例えば
グリオーマ解析では IDH1遺伝子変異と非常
に強く相関する G-CIMP と呼ばれる高メチ
ル化群が存在し、IDH1変異体は TET遺伝子
の阻害などにより DNA 高メチル化を誘導す
ると証明されるなど(Lu ら, Nature 2012; 
Turcan ら, Nature 2012; Sasakiら, Nature 
2012)、結果として蓄積した異常の解明にと
どまらず、層別化とその関連解析から異常蓄
積の分子機構を解明していくことは重要な
課題である。 
申請者は正常細胞に蓄積するエピゲノム
異常が発癌リスクを上昇させることを初め
て証明するなど癌エピゲノム研究の先駆的
研究者であり[申請者ら, Science 2005]、胃癌
の網羅的エピゲノム解析も初めて行った[申
請者ら, Cancer Res 2002]。胃癌層別化研究

により胃癌の約 10%を占める超高メチル化
群は１例の例外もなく EBウィルス感染と相
関し(図１)、in vitroウィルス感染により EB
ウィルス感染がこの超高メチル化の原因で
あることを証明した[申請者ら, Cancer Res 
2011, Cancer Res 2012]。その詳細な分子機
構は不明であるが、EB ウィルスは感染後、
ホスト細胞内でまずウィルスゲノムの DNA
メチル化が進み、それに引き続く形でホスト
ゲノムのエピゲノム異常が誘導された。ホス
トゲノムのエピゲノム異常は、ウィルス因子
によるのではなく、ホスト細胞が持つ外来ウ
ィルスゲノムに対するエピゲノム制御機構
が、ホストゲノム自身にまで及んだ結果かも
しれない。 
 
２．研究の目的 
外的・内的要因により誘導されるエピゲノ
ム異常は発癌の原因となり、ウィルスや細菌
など病原体感染もその要因の一つである。例
えば胃癌の 7-15％を占めるDNA超高メチル
化群は EBウィルスが異常メチル化を引き起
こす。その分子機構は不明であるが、ホスト
細胞に感染したウィルスゲノム DNA がまず
メチル化され、ホスト細胞自身のホストゲノ

ムがそれに引き続いて異常メチル化される。
この間ホスト細胞は外来ウィルス DNA に対
し、フリーDNA
状態からヌクレ
オソーム形成さ
せ、DNAメチル
化やヒストン修
飾を行うなどダ
イナミックにエ
ピゲノム制御し、
この機構がホス
トゲノム自身に
対し重要な影響
を及ぼすと考え
る（図２）。本挑
戦的萌芽研究で
は、ウィルスゲ
ノムのクロマチ
ン状態変化を可
視化への挑戦を含めて時系列的に詳細に解
明し、その必須因子を同定する。 
 
３．研究の方法 
EBウィルスが潜伏感染するAkata細胞で溶
解感染を誘導し、共培養している接着細胞
（胃上皮細胞）に同一ディッシュ内で EB ウ
ィルス感染させる。ウィルスゲノムがエピソ
ーム形成しエピゲノム制御を受けていくク

ロマチン状態変化を ChIP-seq, FAIRE-seq, 
等で網羅的に同定しゲノムマッピングする
（図３）。EB ウィルスゲノムを胃上皮細胞に
トランスフェクションした際のウィルスゲ
ノム変化も同様に時系列的に解析する。次に
EBウィルスゲノムDNAをビオチン化し胃上皮
細胞にトランスフェクションする、あるいは
ビオチン化ゲノムを持つ EB ウィルスを胃上
皮細胞に感染させたのち、ビオチン化ウィル
スゲノムを時系列的に抽出。ウィルスゲノム
のクロマチン状態をAFM搭載光学顕微鏡で可
視化するとともに、ウィルスゲノムにリクル

 

図１.EB ウィルス感染。胃癌超高メチル化群は全て

EBV 陽性。EBV 感染は超高メチル化を誘導する原因。 

 

図２.ホストゲノムのエピ

ゲノム異常に先立って起き

る、ホスト細胞によるウィ

ルスゲノムのエピゲノム制

御を本研究では解析。 

 

図３.ウィルスゲノムのクロマチン状態。

ウィルスゲノムは 36h の広範囲フリーDNA

状態から（左上）、day24 のクロマチン活性

化状態へ（右上）、とダイナミックなエピ

ゲノム制御を受けている。 



ートされ
る蛋白を
質量分析
法により
同定し、
ウィルス
ゲノムの
クロマチ
ン状態変
化を誘導
する責任
因子を同
定 す る
（図４）。 
 
４．研究成果 
Akataシステムを用いて胃上皮細胞にEBウ
イルスを感染させるとウイルスゲノムに DNA
メチル化を含むダイナミックなエピゲノム
変異が誘導される。EB ウイルス感染を模した
モデルとして、EB ウイルス型エピソーマルプ
ラスミド DNAである EB-multi を 293T 細胞に
トランスフェクションし、プラスミド DNA の
メチル化状態の変遷をパイロシーケンス法
にて定量的に解析した。トランスフェクショ
ン後 10 日ではメチル化誘導はなく、50 日後
に DNA メチル化の誘導が確認された。
EB-multi に lacO リピートを挿入した
EB-lacOベクターを293T細胞へトランスフェ
クションし、
同様に長期培
養後にメチル
化誘導を確認
した。 
次 に
EB-lacO を
293T へトラン
スフェクショ
ン 後 、
GFP-lacR 蛋白
お よ び
mCherry-MBD
蛋白を共発現させた。lacR の lacO 配列への
結合により、EB-lacOの存在を示すようにGFP
が核内にドット状に局在した（図５）。
mCherry は、MBD のメチル化 DNA への結合に
より DNA メチル
化部位に局在す
るが、長期培養
後には mCherry
がドット状の
GFR と共局在し、
細胞内でのメチ
ル化状態の可視
化に成功した
（図６）。 
EB ウイルスゲ
ノムや EB-lacO
のメチル化状態
を、次に AFM 搭

載光学顕微鏡を用いて観察した（図７）。コ
ントロールとして lacO リピートに結合する
lacR蛋白を添加するとウイルスゲノムDNAや
プラス身後 DNA に結合する蛋白が AFM（原子
間力顕微鏡）下に可視化された。mCherry-MBD
蛋白を添加すると、DNA をあらかじめ SssI で
メチル化した DNAに対して MBD蛋白が結合す
るのが同様に観察され、エピゲノム状態が可
視化された。蛍光蛋白 mCherry を AFM に搭載
した光学顕微鏡により同時に同定するには
強度が不足蛍光強度が不足したため今後の
改良が必要である。 
これらのエピゲノム変化を誘導する因子
を同定するため、ビオチン化 EB-lacO を 293T
細胞にトランスフェクションし、ストレプト
アビジンビーズでプラスミドごと結合して
いる蛋白を回収し、精製した蛋白を LC/MS/MS
を用いて質量分析して複合体蛋白質を検索
した。転写因子や RNA 結合タンパクを含む蛋
白を、エピソーマルプラスミドに作用する候
補蛋白として抽出することに成功した。 
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図４.クロマチン状態の可視化。ビ

オチン化ウィルスゲノムを抽出

し、フリーDNA 状態、エピソーム形

成、等ウィルスゲノムのクロマチ

ン状態を可視化する。 

 

図７.メチル化 DNA への MBD 結合(AFM)。DNA に結

合する蛋白を AFM 下に観察した。lacO リピートに

結合する lacR 蛋白と同様に、メチル化 DNA に結合

する MBD 蛋白の可視化に成功した。 

 

図５.エピソームの可視化。

EB-lacO 中の lacO リピートに

GFP-lacR 蛋白が結合し、GFP が

核内にドット状に局在する。 

 

図６.lacR と MBD の局在。エ

ピソーマル DNA がメチル化

していると MBD の結合によ

り GFP と mCherry が共局在

して観察される。 
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