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研究成果の概要（和文）：Epstein-Barr ウイルス(EBV)は細胞核でゲノムの複製を行う DNA 型ヒ

ト癌ウイルスであり、潜伏感染とウイルス産生感染の二種類の感染様式を持つことを特徴とす

る。本研究ではウイルス再活性化に転写因子 TORC が関与すること、新たに HIF-2αが再活性化

を促進すること、さらにウイルス複製蛋白質 BMRF1 の３次元構造を明らかにし、構造から推定

される部位に変異を導入し機能との関連について明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus (EBV) is a DNA tumor virus、possessing two 
alternative life cycle; latent and lytic. EBV genome replication is occurred in nuclei 
of the infected cells. In this study we have revealed that TORC2 (Transducer of Regulated 
CREB 2) and HIF-2αis involved in the reactivation from the latency. Furthermore, 
We have showed the three dimensional structure of BMRF1, one of EBV replication 
proteins, and its relationship with its functions on DNA binding, polymerase 
processivity, and lytic replication. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヘルペスウイルスは潜伏感染とウイルス産
生感染の二種類の感染様式を持つことを特徴
としている。潜伏感染状態から再活性化（ウ
イルス産生感染）が起こると、宿主細胞は核
で合成されるウイルス DNA を異常 DNA として
感 知 し 、 ATM (Ataxia Telangiectasia 
Mutated)依存的に DNA 損傷応答経路を活性化
することを我々は世界に先駆けて明らかにし
た(HSV: Shirata et al. J.Biol.Chem. 280: 
30336-30341. 2005, EBV: Kudoh et al. 
J.Biol.Chem. 280: 8156-8163. 2005)。細胞

はDNA損傷応答活性化によりG1停止や細胞死
を誘導することでそのウイルス感染を阻止し
ようとするが、ウイルスはそのシグナル伝達
をブロックする機構を備え、ウイルス産生に
有利な S 期様細胞環境へ導く。この時、染色
体 DNA 合成は停止し、ウイルスゲノム DNA 合
成に置き換わり，宿主 DNA 修復、組換え装置
がウイルスゲノム合成に参加していると考え
られる。本研究はこの潜伏感染状態からウイ
ルス再活性化の分子機構とウイルス蛋白質の
機構解析の両側面から Epstein-Barr ウイル
ス(EBV)を中心に解析する。 
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２．研究の目的 
（１）EBV 潜伏感染からの再活性化の分子機
構: EBV 再活性化のトリガーである BZLF1 蛋
白質の発現は転写の段階で制御されている。
これまでの予備的実験ですでに、BZLF1 プロ
モーターを強力に活性化する転写コアクチベ
ーター、および、逆に抑制するコリプレッサ
ーを新規に同定した。転写コファクターによ
る BZLF1 プロモーター制御の分子メカニズム
を詳細に解析して生理的意義をさぐる。 
（２）ウイルス複製蛋白質 BMRF1 はウイルス
DNA ポリメラーゼの processivity を上げる機
能を持つが、大量に発現することから他の機
能を持つと考えられている。本研究では蛋白
質の３次元構造を明らかにし、その構造から
推定される部位に変異を導入し、その機能の
変化を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）EBV 潜伏感染からの再活性化の分子機
構の解析は cDNA 発現ライブラリを用いたス
クリーニングを遂行し、BZLF1 のプロモータ
ーを活性化する宿主因子の探索を行った。 
（２）BMRF1 蛋白質の３次元構造解析は結晶
化し、X 戦解析を行い、構造を決定した。機
能解析は蛋白質に変異を導入したものを精製
し。生化学的解析を行った。感染レベルの解
析は BAC EBV ゲノムに変異を導入し、感染細
胞を樹立し、溶解感染を誘導して解析した。  
 
４．研究成果 

（１）EBV 潜伏感染からの再活性化の分子機

構：EBV は多くの健常成人の B リンパ球など

に潜伏感染しており、刺激により再活性化し、

溶解感染に至る。再活性化の機序を明らかに

することはウイルス拡散の防止にもつながり、

意義深い。EBV の再活性化には前初期遺伝子

のひとつである BZLF1 が必要かつ十分である

ことが知られており、そのプロモーターはTPA

やカルシウムイオノフォアなどにより強く誘

導されるほか、BZLF1 蛋白質は自身のプロモ

ーターに結合してさらに発現を高める。今回

我々は、 CREB の 転 写補助因子である

TORC2(Transducer of Regulated CREB 2)が

BZLF1 プロモーター活性を強力に促進するこ

とを見いだした。TORC2 は BZLF1 プロモータ

ーのZII及びZIIIと呼ばれるシスエレメント

を介して BZLF1 プロモーターを活性化してい

た。これらのシスエレメントにはそれぞれ

CREB 及び BZLF1 蛋白質が結合することが知ら

れている。このデータに加え、免疫沈降、ChIP、

Gal4 レポーターアッセイなどの結果から、

TORC2 は CREB だけでなく BZLF1 蛋白質とも結

合し、BZLF1 プロモーターを活性化させてい

ることが強く示唆された。また TORC2 はカル

シニューリンにより脱リン酸化を受けて細胞

質から核内に移行し、BZLF1 プロモーターを

活性化することも明らかになった。さらに、

カルシニューリン阻害剤であるサイクロスポ

リン A は BZLF1 の発現を強く抑制した。EB ウ

イルス潜伏細胞に TORC2 を過剰発現させると

BZLF1 蛋白質の発現は強くなり、逆に siRNA

によって TORC2 をノックダウンすると BZLF1

蛋白質の発現は弱まった。以上のことから、

EB ウイルスはカルシニューリン-TORC2 のシ

グナル経路を巧みに利用して BZLF1 プロモー

ターを制御し、ウイルスを再活性化させると

いうことが分かった。 

 EBウイルスの再活性化メカニズムについて

より詳細かつ網羅的に解析するため、cDNA ラ

イブラリを用いたスクリーニングを遂行し、

BZLF1 のプロモーターを活性化する宿主因子

の探索を行った。これまでに 2 万個以上のク

ローンを精査し、11 のヒットを得た。ヒット

には MEF2B や Klf4、いくつかの b-Zip 型転写

因子が含まれていた。これらの因子、もしく

はその類縁の因子が BZLF1 の転写を活性化す

ることがすでに報告されていたことから、本

スクリーニングの信頼性の高さが示された。

他には Hypoxia-Inducible Factor (HIF)-2α

が BZLF1 プロモーターを活性化する因子とし

て同定された。興味深い新規の知見であった

ため、この因子に着目して詳細な解析を行っ

た。結果、低酸素様状況において EB ウイルス

再活性化が促進されること、HIF-1 αより

HIF-2 αの方が効果が高いらしいことを明ら

かにし、またさらに BZLF1 プロモーター上に

HIF の結合サイトを同定した。以上から低酸

素状況が EB ウイルス再活性化を促進するこ

とが明らかになった。 

（２）EBV BMRF1蛋白質の３次元構造と機能： 

 BMRF1 蛋白質は溶解感染細胞中で大量に発

現し、溶解感染時のウイルスゲノム合成に必

須の蛋白質である。ポリメラーゼ付随蛋白質

としてウイルス DNA ポリメラーゼ（BALF5 蛋

白質）の DNA 合成伸長反応の促進を担ってい

るほか、dsDNA 結合活性を持ち、複製された

ウイルスゲノムを保護していると考えられて

いる。我々は理化学研究所と東北大学工学部

と共同で BMRF1 蛋白質（1-314aa）の結晶解析

を行い、BMRF1 蛋白質は水溶液中では主に 2

量体（tail-to-tail C-クランプ構造）を、一

部が 4 量体（リング構造）をとり、その内側

は正電荷を帯びていることがわかった。又、

構造解析から推測した内側の電荷を変えた点

変異蛋白質（K29E, K99E, R256E, R87E, K19E）

と 2 量体形成を阻害した点変異蛋白質（C95E）、

BALF5蛋白質結合部位の点変異蛋白質（H141F）



 

 

を用いて、dsDNA 結合能とポリメラーゼ

processivity 能を調べ、内側が正電荷を帯び

た 2 量体で dsDNA と結合していること、ポリ

メラーゼ processivity 能には単量体で活性

を持ち、必ずしも DNA 結合能を必要としない

ことを明らかにした。 

 さらに、我々は BMRF1 蛋白質の新たな機能

として一本鎖 DNA 結合蛋白質をコードする

BALF2 遺伝子の転写を促進することを見いだ

し，その分子機構を解析した。BALF2 蛋白質

は BZLF1 及び BRLF1 転写因子によって発現が

誘導され、溶解感染初期に大量に発現する。

我々は BALF2 遺伝子上流域（-358 to +10）を

ルシフェラーゼ発現プラスミド（pGL4.10）に

組み込んだレポータージーンを作成した。

BMRF1 蛋白質は BZLF1 蛋白質の存在下で、

BALF2 プロモーターの転写を促進した。ルシ

フェラーゼアッセイ及びEMSAによって2つの

BZLF1 認識部位（ZREs）が存在する事を明ら

かにした（-133 to -114, -80 to -57）。また、

BZLF1 蛋白質が ZREs に結合することで BALF2

遺伝子の発現が誘導されること、BMRF1 蛋白

質は BZLF1 蛋白質を介してさらに発現を促進

していることが示唆された。また、2 量体形

成を阻害した点変異蛋白質（C95E）は BALF2

転写促進能も BZLF1 蛋白質結合能も保持して

いた。以上の結果から、単量体 BMRF1 蛋白質

はポリメラーゼ付随蛋白質として機能してい

るだけでなく、BZLF1 転写因子のコファクタ

ーとして BALF2 蛋白質の発現を促進している

ことが示唆された。 

 BMRF1 蛋白質の head-to-head 結合を阻害し

た変異 C95E、ポリメラーゼ伸長促進能を欠い

た変異 H141F、DNA 結合とポリメラーゼ伸長促

進能を欠いた変異 R256E、tail-to-tail 結合

を阻害した変異 C206E を持つ EBV BAC DNA を

作成し、それぞれ潜伏感染 HEK293 細胞を樹立

した。これらミュータントのウイルス産生感

染 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 解 析 し 、

tail-to-tail 結合を阻害した C206E はウイル

ス産生感染に大きい影響を与えたことから、

BMRF1 蛋白質がリング構造をとることが、ウ

イルス複製に重要であることがわかった。 
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