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研究成果の概要（和文）：EBNA3C が INK4a/ARF 発現を抑制するメカニズムを解析し、以下の

点を明らかにした。 (1)EBNA3C は INK4a/ARF プロモーター領域の DNA メチル化に影響を与

えない。(2)EBNA3C は p16(INK4a)領域のヒストン修飾をアクティブな状態からサイレント

な状態に変化させる。(3)EBNA3C は DNA 結合蛋白質 RBP-Jkappa と結合して機能する。以上

の結果から、EBNA3C は INK4a/ARF 領域のヒストン修飾をエピジェネティックに制御してい

ることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, the mechanism underlying EBNA3C suppression of 
the INK4a/ARF expression was analyzed. We clarified that (1) EBNA3C does not 
influence the DNA methylation status of the INK4a/ARF promoters. (2) EBNA3C changes 
histone modifications of the p16(INK4a) locus from active state to silent state. (3) 
EBNA3C association with RBP-Jkappa is essential for EBNA3C to function. These results 
suggest that EBNA3C regulates epigenetic histone modifications of the INK4a/ARF locus. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) EBウイルスは人類に広く蔓延するウイル
スで、成人の大部分は EB ウイルスの潜伏感
染状態にある。EB ウイルスはヒト正常 Bリン
パ球を不死化（形質転換）して、無制限に増
殖可能な Lymphoblastoid Cell Line（LCL）
に変換する活性をもつ。このような EB ウイ
ルスによる Bリンパ球の増殖は生体内でも起
こっており、健常人では免疫の働きによりそ
の増殖が抑制されているが、臓器移植後など

の免疫機能の廃絶した状態では移植後リン
パ 増 殖 症 （ Post-Transplant 
Lymphoproliferative Disorder : PTLD）を
発症する。PTLD は移植の成否を左右する重大
な合併症のひとつであり、EB ウイルスによる
B リンパ球不死化のメカニズムを明らかにす
ることは PTLD の発症機構の解明および治療
法の開発に貢献する。 
(2) B リンパ球の不死化には EBNA2、LMP1、
EBNA3A、EBNA3C の４種類の EB ウイルス蛋白
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質が必須で、いずれの１つが欠けても不死化
は成立しないことから、これらのウイルス蛋
白質は協同して働いて LCLの増殖を維持して
いると考えられている。４種類の EB ウイル
ス蛋白質のうち、EBNA2 と LMP1 は宿主のプロ
トオンコジーン c-mycの発現を強力に誘導し、
細胞増殖を開始させる。ところが通常、正常
細胞に c-mycを強制発現させると細胞は増殖
し始めるものの、やがてがん抑制遺伝子
INK4a/ARF の発現が誘導されて premature 
senescence と呼ばれる細胞老化の状態に陥
り、 終的に細胞増殖が停止してしまうこと
が知られている。一方、EBウイルスが感染し
た正常 Bリンパ球は c-myc 高発現であるにも
かかわらず premature senescence に陥るこ
となく持続的に増殖することができる。この
ことから、EB ウイルスは何らかの方法で
c-myc 高発現による細胞老化を回避させてい
ることが示唆されていた。 
(3) 研究代表者らのこれまでの研究から、ウ
イルス蛋白質 EBNA3C が INK4a/ARF 発現を抑
制して LCLの細胞老化を阻止する活性を有す
ることを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ウイルス蛋白質 EBNA3C が
いかなるメカニズムで INK4a/ARF発現を抑制
するかを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) コンディショナルに EBNA3C の機能を制
御しうる LCL を用いて解析を行った。本研究
で用いたコンディショナル EBNA3C は EBNA3C
と 4-ハイドロキシタモキシフェン（4HT）反
応性エストロゲンレセプターとの融合蛋白
質（E3C-HT）である。E3C-HT は本来のウイル
スプロモーターの制御下にあるため生理的
レベルで発現し、しかも、4HTを用いて EBNA3C
の機能のみをオンあるいはオフにすること
が可能である。このコンディショナル EBNA3C
を用いることにより、正常 Bリンパ球由来の
LCLにおけるEBNA3Cの機能を明らかにするこ
とが可能となる。 
(2) EBNA3C オンあるいは EBNA3C オフの状態
で培養した LCL からそれぞれゲノム DNA を抽
出し、メチル化特異的 PCR 法（MSP 法）、バイ
サルファイトシークエンシング法を用いて
INK4a/ARF のプロモーター領域の DNA メチル
化を解析した。 
(3) EBNA3C オンあるいは EBNA3C オフの状態
で培養した LCLからそれぞれクロマチンを調
整し、クロマチン IP 法を用いて p16(INK4a)
のプロモーター領域のヒストン H3 のアセチ
ル化およびメチル化を解析した。 
(4) 一連の EBNA3C 欠失変異体、点変異体を
作成してそれらの機能を解析することによ
り、LCL 増殖維持に必須の EBNA3C のアミノ酸

領域の詳細なマッピングを行うとともに、
EBNA3C と RBP-Jkappa との会合の重要性につ
いて検討した。 
(5) マイクロアレイ法を用いて EBNA3C によ
って発現が誘導される宿主遺伝子群、発現が
抑制される宿主遺伝子群を同定した。 
(6) EBNA3C の兄弟遺伝子である EBNA3A の機
能についても、コンディショナルに EBNA3A
の機能を制御しうる LCLを用いて検討を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) INK4a/ARF のプロモーター領域の DNA メ
チル化の状態について解析をおこなった。
EBNA3C オンあるいは EBNA3C オフの状態で培
養した LCL からそれぞれゲノム DNA を抽出し、
メチル化特異的 PCR 法（MSP 法）、バイサルフ
ァ イ ト シ ー ク エ ン シ ン グ 法 を 用 い て
p16(INK4a)のプロモーター領域の DNAメチル
化を解析した。MSP 法を用いた解析では、LCL
の p16(INK4a)プロモーター領域は EBNA3C オ
ン、オフいずれにおいても低メチル化の状態
であった。さらに、バイサルファイトシーク
エンシング法による解析を行った結果、LCL
におけるp16(INK4a)プロモーターのCpG部位
のメチル化の程度は EBNA3C オン、オフいず
れにおいても約 10%であり、メチル化のパタ
ーンにも明らかな違いは認められなかった
（図１）。以上の結果から、EBNA3C による
INK4a/ARF 発現抑制に DNA メチル化は主要な
役割を演じていないものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. EBNA3C オンあるいはオフで培養し
た LCL における p16(INK4a)プロモータ
ー領域の CpG メチル化の解析（バイサル
ファイトシークエンシング法の結果） 



 

 

(2) p16(INK4a)のプロモーター領域のヒスト
ン修飾について解析をおこなった。EBNA3C オ
ンあるいはEBNA3Cオフの状態で培養したLCL
からそれぞれクロマチンを調整し、クロマチ
ン IP 法を用いて p16(INK4a)のプロモーター
領域のヒストン H3 のアセチル化およびメチ
ル化を解析した。EBNA3C をオフにすると、
active クロマチンのマークであるヒストン
H3 のアセチル化および H3K4 のメチル化が増
加した（図２）。一方、silent クロマチンの
マークである H3K27 のメチル化は減少した
（図２）。すなわち、EBNA3C オフにより
p16(INK4a)のプロモーター領域のクロマチ
ンが active な状態に変化することが明らか
になった。したがって、EBNA3C は何らかの方
法で p16(INK4a)のプロモーター領域のクロ
マチンを silent な状態に保っているものと
考えられる。ウイルス蛋白質によるヒストン
修飾の制御についてはこれまであまり報告
がなく、ウイルスによる宿主細胞の遺伝子発
現のコントロールを考える上で重要な意義
をもつと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 一連の EBNA3C 欠失変異体、点変異体を
作成してそれらの機能を解析することによ

り、LCL 増殖維持に必須の EBNA3C のアミノ酸
領域の詳細なマッピングを行った。EBNA3C と
RBP-Jkappa との会合は EBNA3C の機能にとっ
て必須であることが明らかになった。今回の
EBNA3C 必須領域の同定は、EBNA3C の作用メ
カニズムを明らかにしていく上で重要な情
報となる。 
(4) RBP-Jkappa との結合が EBNA3C の機能発
現に必須であることから、EBNA3C は転写制御
因子として機能しているものと考えられて
いる。そこで、マイクロアレイ法を用いて
EBNA3C により発現誘導される宿主遺伝子、発
現抑制される宿主遺伝子を同定した。 
(5) EBNA3A 遺伝子と EBNA3C 遺伝子は同じ祖
先遺伝子から遺伝子重複により生じたと考
えられており、EBNA3C と同様に EBNA3A も不
死化に必須のウイルスタンパク質である。
EBNA3A の機能をコンディショナルに制御で
きる LCL を用いて EBNA3A 機能を解析した。
その結果、EBNA3A も EBNA3C と同様に、がん
抑制遺伝子 INK4a/ARFの発現を抑制すること
によって LCLの増殖維持に寄与していること
が明らかとなった。EBNA3A と EBNA3C はお互
いの機能を代替できないこともすでに報告
しており、EBNA3A と EBNA3C は協力して働く
ことにより p16(INK4a)-pRb 腫瘍抑制経路お
よび p14(ARF)-p53 腫瘍抑制経路を抑制して
いることが示唆された。 
(6) したがって、EB ウイルスによる Bリンパ
球の不死化は、EBNA2 と LMP1 による宿主
c-myc の発現誘導と、EBNA3A および EBNA3A
による p16(INK4a)および p14(ARF)の発現抑
制により成し遂げられているものと考えら
れ、EBNA3C はエピジェネティックなヒストン
修飾を制御することにより INK4A/ARF発現を
抑制することが示唆された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. EBNA3C オンあるいはオフで培養し
た LCL における p16(INK4A) exon 1α 近傍
のヒストン H3 のメチル化、アセチル化の
解析（クロマチン IP 法の結果） 

図 3. EB ウイルスによる Bリンパ球
不死化のメカニズム 
EBNA3A と EBNA3C はエピジェネティ
ックなヒストン修飾を制御して
INK4a/ARF の発現を抑制すると考え
られる 
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