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研究成果の概要： 
カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス（KSHV）は細胞周期に同調した複製と分裂時の均
等なゲノム分配機構により潜伏感染を維持している。KSHV ゲノムの潜伏感染複製に
はウイルス因子 LANA と複製開始起点（ori-P）として Terminal repeat (TR)が必要
であり，ORC, Cdc6, Cdt1 などの宿主複製開始因子（pre-RC）を集結させて達成され
ると考えられる。 
 本研究では，LANA が難溶性分画（核マトリックス分画）へ集積することを明らか

にした。この結果は IFA による細胞内局在と一致した。さらに，TR 挿入プラスミド

の複製には LANA の核マトリックス分画への局在が必要であった。細胞分画後の

Ori-P 領域の局在を PCR により調べたところ，LANA の局在と同様に核マトリックス

分画に局在が見られた。LANA は細胞周期を通じてこの分画に存在する一方，TR は

G１期特異的な局在であった。よって LANA 依存的に Ori-P 領域が核マトリックス上

にリクルートされ，G1 期に pre-RC の形成が行なわれることで複製を開始し，複製後

の DNA 領域は核マトリックス上から遊離することが示唆された。本結果は， LANA
と pre-RC との相互作用を重要視したこれまでの見解について問題提起するものであ

る。また，KSHV ゲノム内の TR 近傍に matrix-attachment region(K-MAR)の特徴を

示す領域(K-MAR)を見いだした。K-MAR を挿入した GFP 発現 G418 耐性プラスミド

を導入した細胞は薬剤選択下で有意に高いコロニー形成能を示した。K-MAR は自立

複製能力を持たないことから，薬剤耐性遺伝子のより安定な発現に関与していること

が示唆された。Ori-P や K-MAR による複製・分配・維持機構や遺伝子安定発現機構

を明らかにすることで，将来的には遺伝子治療用ベクター開発にも有用な情報が得ら

れるものと考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
 カ ポ ジ 肉 腫 関 連 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
（KSHV）は, 感染細胞内においてゲノムの
コピー数が一定に維持されており，細胞周期
に同調した複製と分裂時の均等なゲノム分
配機構により潜伏感染を維持していると考
えられる。KSHV ゲノムの潜伏感染複製には
ウイルス因子の LANA と複製開始起点
（Ori-P）として Terminal repeat (TR) が必
要であり ORC, Cdc6, Cdt1 などの宿主複製
開始因子（pre-RC）を集結させて達成される
と考えられる。本研究では，LANA の欠失変
異体を用いた細胞分画により，難溶性分画
（核マトリックス分画）への LANA の特異的
な集積に N 末と C 末両方の領域が重要であ
ることを明らかにした。さらにこの領域は，
Ori-P である TR を含むプラスミドの複製に
も必要であることが示唆された。また宿主ゲ
ノ ム 上 に 存 在 す る matrix-attachment  
region (K-MAR) は自立複製維持を可能にす
る領域との報告が最近なされているが，我々
は KSHV ゲノム内の TR の近傍に K-MAR
の特徴を示す領域 (K-MAR) を見いだした。
コロニーフォーメーションアッセイにより, 
K-MAR を挿入したプラスミドが， TR や TR
内の Ori-P 領域を挿入したプラスミドなどと
比較して有意に高いコロニー形成能を示し
た。このことは，細胞内に導入したプラスミ
ドがエピゾームとして複製，分配維持される
か，もしくは安定に薬剤耐性遺伝子を発現し
ていることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
 本研究は， KSHV の潜伏感染時における
複製，分配，維持機構を明らかにすると同時
に，KSHV の宿主因子依存性という特徴を生
かして，宿主側のメカニズムを理解し情報を
発信する研究である。KSHV は 1994 年に同
定された最も新しいヘルペスウイルスであ
ることから，これまでの研究は主に KSHV の
遺伝子解析や病態発症機構の解析などが主
流であった。しかし我々はヘルペスウイルス
の特徴である潜伏感染機構に着目し，その宿
主依存性という性質が宿主側の生命現象を
解明する上で，非常に興味深いツールとなり
うるのではないかと考えた。KSHV は潜伏感
染時に，LANA と TR の存在下で宿主複製開
始因子（pre-RC）を利用して，宿主の細胞周

期と同調的にゲノム複製を行なっていると
考えられる。KSHV ゲノムのような必要最小
限のエレメントを用いた複製・分配機構を解
析することで，これまでその複雑さ故に解析
困難であったヒトのゲノム複製・分配機構の
モデル構築に新たな道を拓くと考えている。     
 以上の背景をふまえて K-MAR と TR がウ
イルスゲノムにおいてどのような機能を果
たしているのかを解析することによって，潜
伏感染時におけるゲノム複製・分配・維持機
構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
Ⅰ）KSHV ゲノムの潜伏感染複製と，複製起
点決定機構の解明 
 GFP を融合させた ORC1 を作製し，感染細
胞での安定発現株を樹立し，LANA，ウイル
ス複製起点（TR）との相互作用, 局在を細胞
周期別に検討した。細胞分画法を用いて，核
質/細胞質分画，クロマチン分画，ヒストン
/DNA 分画，核マトリックス分画を精製して
GFP-ORC1 のタンパクの局在を調べた。
KSHV ゲノムの複製起点であると考えられて
いる TR 領域が LANA や pre-RC とともに核
マトリックスに存在しているかどうかを
PCR により確認した。 
 
Ⅱ）KSHV ゲノムの分配・維持機構の解明 
 KSHV ゲノム内に存在する K-MAR 領域の
エピゾーム維持への関与の有無を検討する
為に，K-MAR 領域をクローニングしたプラ
スミドを構築し，培養細胞へ導入した。
K-MAR 導入プラスミドがエピゾーマルに維
持されるかどうかをHirt法によってプラスミ
ドを精製し DpnI 消化後，サザンブロットに
より確認した。 
KSHV の K-MAR 領域だけではプラスミドの
エピゾーマル維持が出来ない可能性を考慮
して，LANA の存在，非存在下での比較，ま
た KSHV の複製起点である TR 領域を
K-MAR とともに挿入したプラスミドを構築
し，エピゾーマル維持において必要な要素を
検討した。 
 
４．研究成果 
Ⅰ）KSHV ゲノムの潜伏感染複製と，複製起
点決定機構の解明 
 KSHV 潜伏感染複製において LANA と



 

 

pre-RCs の相互作用を調べるために細胞分画
を行なったところ，LANA は他のウイルス因
子に依存せず細胞周期を通じて難溶性分画
に位置した。欠失変異体では LANA の N 末
領域から約 100a.a.を欠損した時点で LANA
は難溶性分画から核質・細胞質分画へ局在が
変化した（図 1, vΔCBS, vΔN）。同時にこれ
らの欠失変異体の細胞内局在を間接蛍光抗
体法(IFA)により共焦点レーザー顕微鏡で観
察した。N 末を欠失した LANA は IFA により
細胞質に局在することが示された。C 末約
200a.a.のみの変異型 LANA(vDBD1)は IFA で
は核内に細かい顆粒様のドット状に局在が
変化したが細胞分画法では難溶性分画から
出てクロマチン分画に移動した。このことか
ら，核内での顆粒状の局在はクロマチンとの
相互作用による局在パターンであることが
示唆された。N 末領域のみ（gL321, gN）の場
合，核質・細胞質とクロマチン分画の両方に
分画され，IFA では核内に一様に局在した。 
 
図１ 変異型 LANA の細胞内局在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I: input, 1: nucleo-cytoplasmic, 2: chromatin, 3: 
histones/DNA, 4: nuclear matrix 
 
 
 

これらの変異型 LANA はいずれも著しく複
製効率が落ちた。（図２） 
 
 
図２ 変異型 LANA における複製効率 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今回の生化学的な細胞分画法および IFA によ
り，変異型 LANA の局在の変化とそれによる
複製への影響が明らかになった。難溶性分画
には染色体の構造維持や複製・転写制御に重
要な役割を持つ核マトリックス構成因子が
存在する。このような核マトリックス分画に
pre-RCs と LANA が共局在することは非常に
興味深く KSHV ori-P の LANA 結合領域だけ
でなくレプリケーターと呼ばれる 32bpのGC
に富んだ配列が必要であることを部分的に
説明する。LANA の核マトリックス分画への
集積は一部のアミノ酸配列によるものでは
なく構造全体としての物理化学的性質や３
次元的立体構造によるものと考えられた。 
 
Ⅱ）KSHV ゲノムの分配・維持機構の解明 
 コロニーフォーメーションアッセイによ
り K-MAR を挿入した GFP 発現 G418 耐性
プラスミドを導入した細胞は薬剤選択下で
有意に高いコロニー形成能を示した。（図３）
特にLANA非存在下においてはK-MAR導入
細胞の増殖率は顕著に高かった。 
 
図３.プラスミド導入 2 週間後のコロニー形成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ただし，薬剤選択下で 2 週間培養した細胞を
回収し，サザンブロットによりプラスミドの
維持能力を検証したところ，細胞内で Dpn I
耐性の新規合成された DNA は K-MAR 導入
プラスミドにおいて検出されなかったのに
対し，TR 導入細胞では LANA 存在下で新規
合成 DNA を検出した。興味深いことに Dpn 
I 非存在下において K-MAR 導入プラスミド
は他と比べて高いレベルで検出された。この
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結果はコロニーフォーメーションアッセイ
の結果と一致する。したがって薬剤選択下に
おいて K-MAR 導入細胞は有意にプラスミド
を維持し，増殖能力のある細胞が多いことが
考えられた。K-MAR と TR を両方導入した
プラスミドは TR のみのものと比べて DNA
複製効率は低下するが，薬剤選択下における
細胞増殖率は TR のみのものよりも高かった。
TR はヘテロクロマチンの集積に関与してお
り，近傍遺伝子の転写活性を抑制化へ向かわ
せると考えられるため，薬剤耐性遺伝子の発
現抑制や, クロマチン構造の変化による
K-MAR 自身の機能抑制の可能性が考えられ
た。そのために TR のみ導入したプラスミド
は, 安定な複製機能は持っているものの薬剤
選択下における増殖効率は低いと考えられ
た。これらのことから，K-MAR 導入細胞の
コロニー形成能が高い理由として, K-MAR
が自立複製能力は持たないが薬剤耐性遺伝
子のより安定な発現に関与している可能性，
もしくはプラスミドの分配維持のみの限定
的な機能を持つ可能性が示唆された。今後
K-MAR や TR における複製や遺伝子発現, 
ウイルスゲノムのエピゾーマル維持に必要
な最小領域の同定，さらにはそこに介在する
因子を同定することにより，プラスミドの安
定発現やエピゾーマル維持における詳細な
メカニズムを明らかにすることが出来ると
考えられた。 
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