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研究成果の概要： 
 
Epstein-Barr ウイルスの EBNA1は GSK-3ßキナーゼによるリン酸化修飾を受けていた。これら

のアミノ酸は EBNA1の転写因子としての機能に重要であり、GSK-3ßを介するシグナル伝達によ

ってウイルスの遺伝子発現が制御されていることが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 

Epstein-Barr(EB)ウイルスはヒトヘルペス
ウイルスに属し、伝染性単核症や慢性活動
性 EBV 感染症(CAEBV)の原因であるととも
に、バーキットリンパ腫、上咽頭がんとの
関連があり DNA腫瘍ウイルスでもある。こ
れらの癌は日本においてはその症例が少な
いものの予後が非常に悪いことが知られて
いる。また CAEBVでも多くの症例で悪性の
Ｔ細胞がんに進行しその予後は悪い。さら
に多発性硬化症、リューマチやシェーグレ
ン症候群などの自己免疫疾患との関連も指

摘されている。健常人において EBウイルス
は不顕性感染した後に宿主に深く潜伏する
ことが知られているが、この健常人におい
てほとんど無害であるウイルスがどのよう
に難治性疾患の原因となるか十分には理解
されていない。健常人における EBウイルス
のライフサイクルは粘膜上皮細胞と免疫Ｂ
細胞の分化に密接に関連している。そこで、
EB ウイルスが関連する疾患ではウイルス
は正常のライフサイクルから逸脱している
と考えると、その原因を追究することが疾
患の理解と治療法の開発に重要になる。 
 EB ウイルスの EBNA1 は複製起点 oriP に
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結合して ORC などの宿主細胞複製因子をウ
イルスゲノムに結合させてウイルスゲノム
を複製させる重要な複製因子である。さら
に、ウイルス染色体の分配、遺伝子転写制
御、さらに p53に依存したアポトーシスに
関連することが判明しており、潜伏感染時
における最も重要なウイルス因子のひとつ
である。この重要性を考えると、EBウイル
スのライフサイクルに於いて EBNA1 の機能
がシグナル伝達によって制御されている可
能性が十分あり、その詳細な検討が EBウイ
ルス関連疾患の解明に重要である。 
 当初、我々はこの問題にウイルス複製の
観点から取り組み、複製起点oriPがp38 MAP
キナーゼを介して抑制的に制御されてい
ることを発見した。さらに、Bリンパ腫細
胞ではp38 MAPキナーゼの恒常的活性が起
きていることを発見して、従来からの我々
の仮説であった「腫瘍細胞では複製起点
oriPの活性が抑制されている」ことが説明
できた。このp38 MAPキナーゼの恒常的活
性化は癌遺伝子の発現が原因であると過
去の報告から推測されるが、複製の抑制機
構に関しては全く不明であった。 
 一方、EBNA1は以前よりリン酸化修飾を受
けていることは知られていたが、修飾を受
けるアミノ酸及びその機能との関連は全く
不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
シグナル伝達による EB ウイルス EBNA1 の各
活性を制御する機構を解明する。EBNA1 の機
能としてはウイルス複製、ウイルス染色体分
配、遺伝子発現制御、アポトーシス制御等が
ある。EBNA1 を制御する細胞膜受容体から複
製機構までのシグナル伝達経路を同定する。
癌などのEBウイルス関連疾患におけるEBNA1
への制御機構の破綻あるいは変異を検討す
る。 
 
３．研究の方法 
 
EBNA1 に於けるリン酸化アミノ酸の同定をウ
イルス感染細胞から精製した EBNA1を用いて
行う。変異 EBNA1を発現する遺伝子を構築し、
リン酸化アミノ酸を確認する。リン酸化を受
けないような変異 EBNA1 を用いて、変異が
EBNA1 機能に及ぼす影響を検討する。変異
EBNA1遺伝子を持つ組み換えEBウイルスを作
製する。組み換え EB ウイルスを細胞に感染
させて、基本的なウイルス感染効率、ウイル
ス産生、ウイルス遺伝子発現、ウイルス染色
体の安定性、感染細胞の不死化効率、抗アポ
トーシス活性、宿主細胞因子によるウイルス
複製制御を野生型 EB ウイルスと比較検討す
る。野生型と変異型で有意な差や異常が発見

された場合、EBNA1 機能との関連やリン酸化
による制御を詳細に検討する。EBNA1 を制御
する細胞膜受容体から複製機構までのシグ
ナル伝達経路を同定する。リン酸化アミノ酸
とその周辺の配列から EBNA1を修飾するキナ
ーゼを推測し、各種阻害剤を利用してリン酸
化に関与するシグナル伝達経路を明らかに
する。siRNA によるキナーゼ発現の阻害およ
び in vitro におけるリン酸化反応によって
各キナーゼが EBNA1を基質とするか検討する。
キナーゼが同定された場合、その上流のシグ
ナル経路はこれまでの報告から推定できる。
感染細胞を用いて EBNA1のリン酸化までのシ
グナル経路の確認を行う。癌などの EB ウイ
ルス関連疾患における EBNA1への制御機構の
破綻を検討する。各疾患由来のウイルス感染
細胞におけるシグナル経路と EBNA1のリン酸
化の状態を詳細に解析して、EBNA1 機能の異
常の有無を検討する。何らかの異常が発見さ
れた場合、疾患との関連を検討する。 
 
４．研究成果 
 
EBウイルスが潜伏感染している LCL細胞を
[32P]リン酸で標識して、EBNA1を精製したと
ころ細胞内でリン酸化修飾を受けているこ
と確認した。リン酸化を受けているアミノ酸
は主にセリンであり、リン酸化トレオニンと
リン酸化チロシンは検出されなかった。トリ
プシンを用いたペプチドマップ法によると
主に修飾されているペプチドは１種類であ
った。バーキットリンパ腫細胞 Raji、MutuI
細胞を用いて同様の実験を行ったが、リン酸
化アミノ酸の種類及びリン酸化の程度に顕
著な差はなかった。LCLと Rajiは潜伏感染状
態が III型である、MutuIは I型である。従
って潜伏感染状態の違いは EBNA1のリン酸化
に影響していないことが判明した。 
 リン酸化修飾を受けているアミノ酸を同
定するために、EBNA1をヒト由来の細胞株で
ある 293T細胞に発現させて詳細に検討した。
まず 293T細胞に発現した EBNA1のリン酸化
アミノ酸種類とペプチドマップは感染細胞
と顕著な差が無いことを確認した。その上で
EBNA1の欠損変異体を発現させ、リン酸化を
検討したところ８個のセリンを含む Ser383
から Ser393の領域が強くリン酸化されてい
ることが判明した。さらに、この８個のセリ
ンをそれぞれ、あるいは複数まとめて変異さ
せて詳細に検討した。その結果、最も強くリ
ン酸化されているのは Ser383と Ser393であ
った。Ser385、Ser386、Ser388と Ser389は
リン酸化を受けているがその程度は前述の
セリンより低かった。Ser390と Ser391に関
してはリン酸化程度が非常に低いかあるい
は全く修飾を受けていないことが判明した。
複数箇所を同時に変異した場合と比較して、



 

 

１カ所単独に変異を導入した場合の効果が
大きく、これらアミノ酸のリン酸化が相互に
関連していることが示唆された。 
 EBNA1の機能とリン酸化の関連を検討する
ために、リン酸化部位をアラニンに置換した
変異体を培養細胞に発現させ、野生型と活性
を比較検討した。EBNA1は転写制御因子の機
能を有することが知られている。潜伏感染時
に発現するウイルス遺伝子産物 EBNA1、EBNA2、
EBNA3A、EBNA3B、EBNA3C、EBNA-LPはウイル
スゲノム BamHI断片 Cに存在する Cpプロモ
ーターから転写される非常に長い RNAから選
択的スプライシングによって各 mRNAが合成
されて発現する。Cpプロモーターは比較的活
性の低いものである。その上流には複製起点
として機能する oriP配列が位置している。
EBNA1は oriPに２０以上存在する特異的部位
に結合して、ウイルスの複製に重要な役割を
はたすと同時に、Cpプロモーターを強く活性
化する転写活性化因子として機能する。全て
の EBNAが発現している潜伏感染 III型の状
態で EBNA1の発現量は比較的高く、Cpプロモ
ーターは EBNA1によって非常に強く活性化さ
れている。EBNAを発現するプロモーターは
BamHI断片 Qにも存在している。この Qpプロ
モーターからは EBNA1だけが発現される。Qp
プロモーターは活性の高いものであるが、潜
伏感染 III型ではほとんど活性が無い。一方、
EBNA1の発現が比較的低い潜伏感染 I型の細
胞で主に機能している。EBNA1は Qpプロモー
ターの転写開始点の下流側に位置する EBNA1
結合部位を介して、Qpプロモーターの活性を
抑制することが知られている。EBNA1は Cpに
関しては転写促進因子として、Qpには転写抑
制因子として機能している。そこで oriP-Cp
と Qp領域をそれぞれルシフェラーゼ遺伝子
の上流に結合した転写活性のリポーター遺
伝子を構築して、EBNA1またはその変異体を
発現するプラスミドとともに Bリンパ腫細胞 
BJABに導入して、EBNA1の転写制御活性を検
討した。その結果、リン酸化を受けない EBNA1
は Qpプロモーターの抑制に関しては野生型
と変わらない活性を保持していたが、Cpプロ
モーターの活性化能に関してはその機能が
著しく低下していることが判明した。したが
って、EBNA1のリン酸化は Cpプロモーターか
らの遺伝子発現制御に関与していることが
明らかになった。 
 最も強くリン酸化されている Ser383と
Ser393はともにC末端側にプロリンが続く配
列になっている。データベースを用いたタン
パク質リン酸化酵素（キナーゼ）の予測では
MAPキナーゼ型の酵素や一群のサイクリン依
存キナーゼ(CDK)によるリン酸化の可能性が
示唆された。一方、この二つのセリンの間に
位置する４つの比較的弱くリン酸化される
セリンは同様の解析によると glucose 

synthase キナーゼ-３β(GSK-3ß)あるいは
カゼインキナーゼ 1(CK1)によるリン酸化が
示唆された。そこで、まず代表的なシグナル
伝達系の阻害剤で LCLを処理し、リン酸化へ
の影響を検討した。これらには Ras-MAPK、p38 
MAPK、JNK、PI3K、mTORの各シグナル経路の
阻害剤を含んでいるが、いずれの経路の阻害
もリン酸化に影響しなかった。また細胞周期
の制御に深く関与する CDKに関しては、Cdk1、
Cdk2及び Cdk4に対する複数種類の阻害剤を
用いて検討したが顕著な影響は観察されな
かった。CK1に関しても同様の結果であった。
使用した阻害剤の中で唯一影響の確認でき
たのは GSK-3ßの阻害剤であった。LCLを 25µM
の GSK-3ß阻害剤 I (IDZD8)で２４時間処理す
ると、SDS電気泳動に於ける EBNA1の移動度
が低リン酸化型の方向にシフトした。ファオ
スファターゼで完全に脱リン酸化した EBNA1
と比較すると、リン酸化型との中間に位置し
ており、GSK-3ßの阻害によって EBNA1のリン
酸化の多くが抑制されたことが分かった。し
たがって、EBNA1は GSK-3ßあるいはシグナル
経路でその下流に位置するキナーゼが EBNA1
をリン酸化していることが示唆された。また
この発見と同時に、GSK-3ßの阻害が LCLの細
胞死を誘導することも発見した。同様の処理
で Rajiや MutuI細胞でも細胞死が起きるこ
とを確認している。EBNA1の機能として p53
に依存した細胞死を抑制する働きが報告さ
れている。したがって、GSK-3ßの阻害による
EBNA1の脱リン酸化が細胞死を誘導する可能
性もあり、今後の研究課題となった。 
 潜伏感染 I型の感染細胞では低レベルの
EBNA1発現がQpプロモーターの抑制と低い活
性の Cpプロモーターによって定常的に維持
されている。一方、潜伏感染 III型の感染細
胞では高いレベルの EBNA1発現が Cpの自己
活性化によって維持されている。この二つの
定常状態はある一定の EBNA1の発現量を境に
相転移すると推測される。したがって、EBNA1
のリン酸化はこの潜伏感染状態の転移に深
く関連していると考えている。EBウイルスの
潜伏感染状態が体内で転移することは知ら
れているが、この結果を基に転移の機構が解
明され、さらに人為的にコントロールする方
法が明らかになることが期待出来る。そのよ
うな研究によってウイルス感染症を制御す
る新たな手段が得られる可能性がある。 
 リン酸化を受けない EBNA1を発現する組換
え EBウイルスの構築を行ったが、完成には
至っていない。今後も継続して研究を行い完
成を目指している。 
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