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緒緒  言言  

 
癌は我が国で生涯に半数が罹患し1/3の者の死因となる、喫緊の対策が必要な疾患であり、疾患予後を改善し不要な

治療費を削減する戦略が社会上・経済上強く要請される。癌はゲノム異常とエピゲノム異常の蓄積により発症する。エ

ピゲノム異常が発癌の原因として確かに貢献する点は、正常細胞に蓄積したエピゲノム異常が癌リスクを上昇させるこ

とを我々が世界に先駆けて証明し、またそれを標的とする癌発症リスク低減療法が可能なことも証明した［1］。細胞に

蓄積したエピゲノム異常は治療標的も可能なドライバー変異であり、エピゲノム変異に基づいた発癌の本態はゲノム異

常と並びさらなる解明が期待される。 
異常なエピゲノム修飾は、ウイルスや細菌などの病原体感染、慢性炎症、低酸素、低栄養などの環境要因により誘導

される。これらの環境要因は、癌Hallmarkの1つとして炎症が発癌の重要な要因であり［2］、また癌の微小環境にお

いて低栄養によるαケトグルタール酸の低下が脱メチル化反応を阻害し癌組織の空間的なエピゲノム可塑性の原因と

なるなど［3］、その重要性は広く認識されている。ヒト腫瘍で最も高いレベルでDNA 異常メチル化を呈するEBV陽

性胃癌が、ユニークなエピゲノム異常を呈する独立した胃癌サブタイプの1つであることは我々が初めて証明し、独自

の in vitro 感染モデルを活用し、EBV 感染が胃上皮細胞に DNA 異常メチル化を誘導する原因であることを証明した

［4］。近年、DNA メチル化情報とは別に Hi-C 解析にてユークロマチン、ヘテロクロマチンなどのゲノム 3D 構造情

報を網羅的に解析すると、EBV 胃癌はやはり他の胃癌や正常胃サンプルとは独立したユニークなサブクラスターを形

成し、網羅的エピゲノム解析、発現解析、および胃上皮に対する我々の EBV in vitro 感染モデルを用いた時系列的解

析により、このユニークなエピゲノム形質は、全く新たなエピゲノム発癌機構によりもたらされていることを証明して

いる［5］。 
本研究ではウイルス感染がもたらす特異なエピゲノム変化とエンハンサー異常活性化を解明し、ウイルス陽性癌にお

けるエピゲノム発癌分子機構を明らかにすることを目的とする［6］。 
 

方方  法法  

 
11．．臨臨床床胃胃癌癌標標本本おおよよびび胃胃癌癌細細胞胞株株  
東京大学医学部附属病院において外科切除された胃癌症例（EBV陽性胃癌、EBV陰性胃癌）に対し、十分な説明と

同意書を取得の上手術標本から解析検体を取得し解析に使用した。EBV陽性胃癌細胞株SNU719、YCC10、NCC24、
EBV陰性胃癌細胞株MKN7、正常胃上皮細胞GES1、を細胞株としてそれぞれ用いた。千葉大学および東京大学にお

いて倫理審査を受け承認を得て研究を行った。 
22．．次次世世代代シシーーケケンンササーーをを用用いいたた網網羅羅的的解解析析 
網羅的遺伝子発現をRNA-seq法により行い、各遺伝子の発現量を定量的RT-PCR法にて検証した。エピゲノム解析

についてヒストン修飾（H3K4me1、H3K4me3、H3K27ac、H3K9me3）および転写因子結合領域をChIP-seq法より

行い、特定の領域については定量的ChIP-PCR法にて検証した。3Dクロマチン構造をHi-C法にて解析した。 
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33．．機機能能解解析析 
候補となる因子について siRNA あるいは shRNA を用いたノックダウンを行い、蛋白発現量についてウエスタンブ

ロッティング法にて検証した。細胞増殖についてWST-8アッセイにより検証した。 
44．．免免疫疫染染色色 

EBV 陽性胃癌、EBV 陰性胃癌、および非癌胃粘膜上皮における EHF および p-STAT3 の蛋白発現について免疫染

色法にて検証した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． EEBBVV胃胃癌癌細細胞胞株株ににおおけけるるWWnnttシシググナナルルのの亢亢進進  
EBV 胃癌細胞株SNU719、NCC24、YCC10、および正常胃上皮細胞GES1 における遺伝子発現をRNA-seq 法に

て網羅的に比較解析し、有意に発現上昇した遺伝子をそれぞれ 957、845、897 遺伝子抽出した。3 つの胃癌細胞株に

共通して、また臨床胃癌標本においても Wnt シグナルに関連する遺伝子が有意に上昇しており、βカテニンの活性化

を伴ってWntシグナルが亢進していることを認めた（図1）［6］。 

 

図1．Wntシグナルの亢進 
a） RNA-seq法による遺伝子発現解析によりEBV陽性胃癌細胞株において有意に発現上昇する遺伝子を抽出した。 
b） 3 つの EBV 陽性胃癌細胞株において発現上昇する遺伝子について、Metascape を用いて GO 解析したところ

Wnt シグナル関連遺伝子が有意に濃縮していた（左）。臨床胃癌標本のRNA-seq データを用いたGSEA 解析

でもWntシグナル関連遺伝子は有意に発現上昇していた（右）。 
c） 活性化βカテニンはEBV胃癌細胞株において高いレベルで染色され、CytoFLEX flow cytometerで検出したと

ころGES1と比べて右へのシフトが認められた。 
 

22．． EEBBVV胃胃癌癌ににおおけけるる活活性性化化領領域域  
ヒストン修飾についてChIP-seq解析を行い3つのEBV陽性胃癌細胞株においてGES1よりもH3K27acレベルが

高いプロモーター領域およびエンハンサー領域を抽出した。有意に濃縮して認められるモチーフを検索し、またそのモ

チーフに結合し得る転写因子の遺伝子発現を RNA-seq データにより検証した。EHF を発現上昇し有意にモチーフが

活性化領域に濃縮する転写因子として同定した。EBV陰性胃癌細胞株MKN7にEBVを in vitro感染しH3K27acレ
ベルが上昇するプロモーター領域およびエンハンサー領域を同様に抽出したところ、EHF モチーフが最も濃縮して同

定された。臨床胃癌標本を用いて EHF 発現を免疫染色法にて検証し、EBV 陽性胃癌において発現上昇していること

を確認した（図2）［6］。 
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図2．転写因子EHFの抽出 
a） ChIP-seq 解析の結果、EBV 陽性胃癌細胞株においてGES1 よりもH3K27ac レベルが高い領域を抽

出し有意に濃縮して認められるモチーフを HOMER findMotifsGenome program を用いて検索し、  
またそのモチーフに結合し得る転写因子の遺伝子発現をRNA-seqデータにより検証した。 

b） 胃癌細胞株MKN7にEBVを in vitro感染しH3K27acレベルが上昇する領域を同様に抽出し、EHF  
モチーフの濃縮を確認した。 

c） 臨床胃癌標本を用いた免疫染色。EBV陽性胃癌においてEHFが発現上昇していた。 
 

33．． EEHHFFノノッッククダダウウンンにによよるる検検証証  
胃癌細胞株MKN7 にEBV を in vitro 感染させたMKN7_EB 細胞に対し、shRNA を用いてEHF をノックダウン

すると、有意に細胞増殖が低下した。発現低下した遺伝子には Wnt シグナル関連遺伝子が有意に濃縮しており、それ

らのWntシグナル関連遺伝子の中で最も発現低下した下流遺伝子はFZD5であった。EBV陽性胃癌細胞株のHi-C解

析により3Dクロマチン相互作用を検証しFZD5プロモーターと相互作用するエンハンサー領域を同定したところ、そ

のエンハンサー領域は EHF モチーフを含み、EBV 感染により H3K27ac レベル上昇を、EHF ノックダウンでは

H3K27acレベル低下を示した（図3）［6］。 
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図3．転写因子EHFノックダウンと下流標的遺伝子 
a） MKN7_EB細胞におけるshRNAを用いたEHFノックダウン（左）。細胞増殖をWST-8アッセイにより検証

し有意な低下を確認した（**P＜0.01、t-test）（右）。 
b） 発現低下した遺伝子にWntシグナル関連遺伝子が有意に濃縮していることを、Metascapeを用いて検証し同定

した（左）。Wntシグナル関連遺伝子で最も発現低下した下流遺伝子はFZD5であった（右）。 
c） EBV 陽性胃癌細胞株のHi-C 解析によりFZD5 プロモーターと相互作用するエンハンサー領域を同定。そのエ

ンハンサー領域は EHF モチーフを含み、EBV 感染により H3K27ac レベル上昇を、EHF ノックダウンでは

H3K27acレベル低下を示した。 
 

44．． EEBBVV胃胃癌癌細細胞胞株株ににおおけけるるWWnnttシシググナナルルのの亢亢進進  
EHFノックダウンにより、EHFおよびFZD5の発現低下を認めた。またFZD5を siRNAによりノックダウンする

と細胞増殖の有意な低下を認めた（図4）［6］。 

 
図4．下流標的FZD5遺伝子の検証 

a）EHFノックダウンによるEHFおよびFZD5の発現低下。 
b）FZD5ノックダウンによるEBV陽性細胞の増殖低下（*P＜0.05, **P＜0.01, t -test）。 

 
55．． EEHHFFをを活活性性化化すするる上上流流因因子子  

EBV 感染がもたらす EHF 発現上昇およびその標的領域のエピゲノム活性化について、その原因となる上流因子を

探索する目的で EBV 因子を MKN7 細胞に強制発現した。胃に感染した EBV は 3 型潜伏感染し、潜伏遺伝子と呼ば

れる BARF、EBER1、EBNA1、LMP2A のみ発現することが知られ、これらの因子について強制発現すると、EHF
およびFZD5を最も発現誘導する因子はLMP2Aであった。EBV蛋白LMP2はSTAT3をリン酸化することが報告さ
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れており、MKN7_EB および MKN_LMP2A 細胞においても STST3 がリン酸化されていることをウエスタンブロッ

ティングにより確認した。臨床胃癌標本の免疫染色を行い、EBV陽性胃癌標本においてp-STAT3が強く発現している

ことを同定した。RNA-seq 解析を行い、MKN7_EB やMKN7_LMP2A 細胞において STAT3 シグナル関連遺伝子が

有意に発現上昇していることも確認した。EHF プロモーターおよび上流に存在する 2 つのエンハンサー領域には

STAT3モチーフが存在し、EBV感染によりH3K27acレベルが上昇することをChIP-seqにより、STAT3がそれぞれ

の領域に結合することをSTAT3に対するChIP-PCR解析により確認した［6］。 
 

 
図5．EHFを活性化する上流因子LMP2AとSTAT3 

a） MKN7にEBV潜伏遺伝子を強制発現し、LMP2A発現によりEHFおよびその下流遺伝子FZD5が発現

上昇した（左）。EBV感染およびLMP2A発現によりSTAT3がリン酸化することを確認した（右）。 
b） 免疫染色により臨床EBV陽性胃癌標本にてp-STAT3が強く発現していることを確認。 
c） GSEA 解析により MKN7_EB 細胞においてSTAT3 シグナル関連遺伝子が有意に発現上昇していること

を同定。 
d） EHF プロモーターおよび上流に存在する 2 つのエンハンサー領域には STAT3 モチーフが存在する。

ChIP-seq法を用いて、EBV感染によりH3K27acレベルが上昇することを確認した。 
 

66．． SSTTAATT33ノノッッククダダウウンンおおよよびびEEHHFF強強制制発発現現にによよるる検検証証  
STAT3 を siRNA によりノックダウンし、STAT3 の発現低下、結合標的である EHF の発現低下、その下流標的遺

伝子であるFZD5の発現低下を同定した。またSTAT3ノックダウンによりEBV胃癌細胞株の増殖は低下した。EHF
強制発現によるレスキュー実験を行うと、STAT3ノックダウンによる細胞増殖低下は、EHF発現により部分的にレス

キューされた。STAT3ノックダウンによるFZD5発現も、EHF発現により部分的にレスキューされた（図6）。 
EBV 胃癌において、LMP2A-STAT3-EHF axis を介した転写因子EHF の発現上昇と、その下流標的領域のエピゲ

ノム活性化、Wntシグナル上昇が発癌・癌進展に寄与すると考えられた［6］。 
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図6．LMP2A-STAT3-EHF axisの検証 

a） STAT3をsiRNAによりノックダウンし、EHFおよびFZD5の発現低下を確認した。EBV胃癌細胞株

SNU719、YCC10、NCC24だけでなく、MKN_EBおよびMKN_LMP2AもSTAT3ノックダウンに

より有意に細胞増殖低下した（*P＜0.05、**P＜0.01、t -test）。 
b） EHFを強制発現し、発現レベルをウエスタンブロッティング法にて確認した（左上）。 

STAT3 ノックダウンによる細胞増殖低下は、EHF 発現により部分的にレスキューされた（左下）。

STAT3ノックダウンによるFZD5発現も、EHF発現により部分的にレスキューされた（右）。 
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