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< 序論 > E p st e in
･ B a r r v in 1 S(E B ウイル ス) は ､ 1 9 6 4 年バ ー キッ トリンノ瑚垂の癌細包中か

ら発見され､
ヒトから分離された初めて の がんウイ ル ス として注目され ㌔ 1 9 00 年代後半

からバ ー キ ッ トリン/ 瑚亀 上咽頭療以外の癌と E B ウイル スとの 隈垂が次々 と幸陪 された｡

19fX) 年以隆 P C R ( p ly m e r a s e d 血 1 r e a Ch o n) 法､ さらに itl m
'

t u h y b ri di 血 o n(田fD 法に

よる検索により､ E B ウイル ス が一-増汚の胃癌の中に存在する事が証明され､
E B ウイル ス 関

連胃癌として注目されるようになっ た 各国での報告によると､ E B ウイル ス 賑垂胃癌は胃

癌全休の 5 -

1 8 % とされてい る｡ 本邦でも胃癌全体の約10 % に E B ウイル ス が関連している

と報告されており､ 年間約5∝X) 例発生 していると推定されている｡

E B ウイル ス 関垂胃癌は｣ 投の胃癌と比較して ､ 男性に多く､ 噴P 幣βから体上部の胃底腺

領域に多レIo 癌および周囲にリンパ 球浸潤が多い ことを反映し､ 内祝垂雛勺には表面が陥凹､

境界不明瞭で分厚し噸変力移しl. 組織学的に E B ウイル ス 隈垂胃癌は､ 低釧ヒない し中餅ヒ



型腺療の組織像をとり､ リンノ 噸己浸潤を伴う症例が多し,o こ の様に E B ウイル ス胃癌は ､ 胃

癌の 中でも鮎菊的･ 病理笥的に特異な ∵ 群を形成しており､ そ のそ の発癌機構､ 癌 鰍

悪性化ら=4虫自なものがあることが予想されるo しかし､ E B ウイル ス の 胃上皮細胞 - の進入

経路､ 発癖幾構､ 癌 鰍 悪性化などに関して､ 詳細はあまり解明されておらず､ 分子

生物 榔 帥蜘ミ多く残されて い る｡

< 目的 > 本研究では､ E B ウイ ル ス関連胃癌での E B ウイル ス の役割を明らかにすべく､

培養細胞株を用いて検索した｡ E B ウイル ス の感敷の有無での胃癌細胞株の生物学的検討を

することにより､ E B ウイル スが胃癌細胞株に及ぼす影響を検討した｡ その ㈱ ､

ら得られた結果をもとに､ 分子生物学的検討､ 病理組織学的検討を加え､
E B ウイル ス の胃

癌における役割を解明しようと試み7㌔

< 材 料 と 方 法 > 材 料 と し て ､ ヒ ト 胃 癌 細 胞 株 6 種 伽ⅨN ･

1
,
M E N ･

7
,

M E N ･

7 4
,
N U - G C ･

3
,
T M K 1

,
A G S) と､ それらの E B ウイル ス持続感染株を用いたゝ 手看樹林ト

として､ 東京大学医学押付属病院で外科的に切除された E B ウイル ス 隈垂胃癌 2 7 例､ E B

ウイ ル ス非関連胃癌 9 0 例､ 計 1 1 7 例を用 い た｡ 生物学的倹索方法と して は ､
m 暁

T m L 法
､
w o un d in g a s J3 ay ､ m at ri g el in v a si o n a f B a y を用いた｡ その結果をもとに､ さ

らi頚 榔 朝軌 w e st e m bl ot h g ､ q u 弧 地 位v e r e al ti m e R T
L

P C R
､
E B ウイ

ル ス 関連蛋白発現細胞株で の検索､ R N j h ､ 免疫組織化学的染色 ､ m e th yl a h o n 卵 並c

P C 甜M S P)法を用いて検討した.

< 結果 > 生物 棚 結果として､ 定常状態の培養条件 伊C S I W o) では
､
E B ウイル ス持

続密集糸田胞と元細包株との 間に有意な違いがなか っ た, しか し､ F C S 濃度を減少させ､ 特に

F C S W o では､ ､ E B ウイル ス持椀 掛 朗包と元の細胞株との間に顕著な違い が出現 した0

M T T 法では ､ F C S O % 条肘s e ru m d ep ri v ati o n 状樹下で ､ M E N
･

1 , A G S , N U
I G C ･

3 におい

て E B ウイ ル ス持椀 鍬 田胞の方が､ 元の細胞株より有卦 J 断宣率が高か っ た(各 円) .0 44 7 ,

0 .03 3 9 , < 0 . ㈱ 1) ｡ T U N E L 法で､ M E N
-

1 , T M K l において E B ウイル ス 糊宛 掛 棚包の方



が元細胞株より有意に陽性細胞が少なか っ た(各 拘 . 00 3 3 , 0 .0 1 51) 0 W o t n din g a 漣 a y では､

M E N
･

L M K N
･

7
､
N U - G C 1

3 に事乱 ､て､ E B ウイ ル ス持続 掛 甜包の方が元の藤棚包株より

細胞の伸び出しが有意に大きか っ た(各P ⇒) .03 2 3 , 0 .0 48 0 , 0 . 00 3 1) o

生物学的検討において ､ E B ウイル ス 糊宛 掛 棚包が元の細胞株に対 して､ 低栄養条件下

で ､ 土断輯巨､ 移動能が完直し､ 抗ア ポト ー

シ ス現象を有意に生じて い たが､ 6 種の 胃癌細包

株の中で
､
そ の 3 点ともす べ てに有意差を示 してい たの は､ M E N ･

1 であ っ た｡ そこ で

M E N
･

1 につ い て､ 低栄養条件q C S O % ) で 粥 時間培養した状態のものに つ い て ｣ 伽 1 et ri x

社の G e n e C hip 林間由領封云子発現角抑 によ っ て角新 しプ㌔抗アポト ー シス 関連遺伝子で､

E B ウイル ス 脚 棚包が元 の細胞株と比較して､ 有意に発現が多か っ た連転子の中で特

に s tLt m
'

T4 h に つ いて さらに分子生物学的に検索した G e n e C h ip にお ける 乱 uTVivi n の結果

は､ q u a n hta d v e r e al 血n e R T
L

P C R にお いても再現性が確認された｡ さらに s u r vi vi n に対

するsi R N A で E B ウイ ル ス 樹 棚包における s u r vivi n 発現を抑制することで ､
T U N E L

陽性細包の数が格段E 出勤ロし､ ほとん ど元細胞株と同じような状敵こまでなっ た, S u r vi v in

を発現させる責任遼伝子は E B ウイル ス の潜 憾 b p e I に閲重した遺伝子 収B N Al ,

E B E R l
,
B A R F O) の中では明らかにならなか っ た｡ 手術切除検体を用いた勉 軸 財b3 郵嬢

索におい て ､ 進行癌では､ E B ウイ ル ス 隈垂胃癌が陰性胃癌に対 して､ s u r vi vi n (7)陽性率が

有意に高か っ た(P ⇒) .03 0 7) o

< 考察> 生物 榔 ､ら､ E B ウイル ス 持紐感染胃癌細胞では､ 低栄養条件下で元

の細胞株より優位に増殖し､ 移動し､ アポト ー

シス 槻充性を生じることがわか っ
･

rL , この違

いに つ い て明らかにすることは ､ 胃癌におけるE B ウイル ス の これまであまり分か っ て いな

T

v 畷貴fJを解明する手がかりになると考えた 特にアポト ー

シ ス抵抗性につ い ては ､
.
これまで

報告されて い る E B ウイル ス関連胃癌の手術検体を用いたアポト ー シス に関する結果､ すな

はち､ E B ウイル ス 関連胃癌は陰性胃癌に対 してアポト ー

シス が有意に低率であるという結

果をよく再現 して い ると考え､ その樹朝牢明を重要な課題としてさらに本研究叡匡めて い っ



た〕 S LLt m
'

tih はI A P 払In n y の
一

つ で､ 抗アポト
ー

シス効果をもつ 代表的な遺伝子 であるo

G e n e C hip や q u a Ⅲ出血 ∇e r e al h e R T
LP C R で､ E B ウイル ス 脚 棚包と元細胞株間に

おいて s u r vi vi n 発現の差がみられており､ s e r um d ep ri v atio n 7 2
- 粥 時間では ､

E B ウイル

ス 糊売 掛 棚包はテ譲棚包に対して 12 - 2 5 倍の発現の差を生 じ7㌔ この ことから､ E B ウイル

ス持椀 掛 棚包における s e r um d ep ri v a h o n 誘導性アポト
ー

シ ス - の抵抗性に関して ､

s ur vi vi n はかなり重要な位置を占めることが予想された｡ R N A i で s t u vi vi n を抑制 した時に

みられた､ E B ウイル ス持続 敵 胃癖棚包でのアポ ト ー

シス抵抗性の減少は､ s u r vi v in とア

ポト ー シ ス の関係を明らかに しただけでなく､ M E N
-

1 の E B ウイル ス持続感染胃癌細胞株

において s u r vi v in は抗アポト ー

シ ス作用の中 山鳩括r]を果たしてい ると考えられた｡ さらに

この ことは､ s d vi n の発現が高値であるE B ウイル ス 閲垂胃癌に s ur vi v in を標的とした治

療の可能性を示した S u r vi vi n は8動毎時異的に発現して い ることから､ すでに他の腫蕩にお

い て
､ 治療に向けて の研究が精力的に進んで い る. 現樹菅では､ 抗s u r vi v in 効果を期待して ､

オリブヌク レオチ ド1 摘醐包周期を阻害するfl a v q i ri d ol を用いた治療が､ アメリカの臨床試

験p h a 紀 I または Ⅱ の長鄭皆まできてい る｡ E B ウイル ス 関連胃癌にもこれらの治療法が応用

できる可能性がある｡ S ur vivi n の発現に関わるE B ウイル ス関連蛋白およびR N A の検索で

は､ E B N A l , B A R F O , E B E R l の 3 者とも s e r um d ep ri v a d o n 条件下で の s t 加 v in の発現に

は関与 して い ないという結割 こなっ た E B ウイ ル ス筒勘動穿である鼻咽頭癌で . ウイル ス

蛋白であるⅠ血4P l が s u r vi vi n の発現を制御して い るという報告もみられる｡ しか し､ E B

ウイル ス 賑垂胃癌ではⅠ血Ⅳ1 は発現 しなし層状感染状態Ⅰ_B t e n q y I をとり､ 本研究で用い た

E B ウイル ス胃癌細胞株である M E N -

1 においてもIJM P 1 の発現は見られなか っ た

S t u vi vi n の発現に関する機構の解明が課題となっ た E B ウイル ス 隈垂蛋白手術切除検体を

用い た免癖 繍 ヒ学 働 ､ら､ E B ウイル ス関連胃癌の進行に s d v in の発現が関連して

い ることが予想されたっ

< まとめ > 坐断芦的検印 こおい て､ E B ウイル ス持 掛 澗 肋 ミ元の細胞株に対 して



s e r um d ep ri v ad o n 条件下で ､ 土断輪巨､ 移動能が冗進し､ アポト
ー

シス抵抗性を生じて い る

ことが分か っ た｡ アポト
ー

シス抵抗性に つ い てさらに分子生物学的に検索した, S e n l m

d e p ri v a ti o n 条件下､ 元細胞での s u r vi v in の発現は減少していく のに対 し､ E B ウイル ス持

続感謝瑚包は s ur viv in の発現が維持されて いた〕 結果として､ E B ウイ ル ス 棚 田胞株

と元細胞株間で ､
s u r vi vi n の発現に有意な差がみられた｡ R N 血 で s u r vi vi n を抑制 した時に

アポト ー

シ ス陽嚇田胞数の土勧ロがみ られた｡ 手術切除検体を用いた免 脚 財ヒ学的検索では､

進行癌に関して ､
E B ウイル ス関連胃癌が陰性胃癌に対 して ､ s u r vivi n の発頭頻度が有意に

高か っ た｡ この ことや ､ 前述の培養細胞を用いた研 勅 ､ら､ E B ウイル ス 関連胃癌の進行ま

たは吾性化に s u r 血 1 の発現が強く関係していると考えられた｡ また､ E B ウイル ス 関連胃

癌の 中 瑠ラ痛が 乱打 vi vi n を標的とした治療の対象となりうると考えられ7㌔今後は この治

療の可能性を追求するほか､ E B ウイル ス 関連胃癌で の 飢 血 の発現に関する機構の解明

が課題と考えて いる｡




