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研究成果の概要（和文）：EB ウイルス(EBV)の潜伏感染遺伝子として 10 種類余りが知られている。従来溶解感染初期
遺伝子と分類されていた EBV ゲノムの Bam Nhet 領域にシストロニックにコードされる BNLF2a/BNLF2b 遺伝子が、潜
伏感染期にも発現することを明らかにした。EBV 関連腫瘍の形成に一定の働きをすると考えられた。その他、1) BNLF2
a/BNLF2b 遺伝子は LMP1と同様に溶解感染早期にも発現が増加する。2) BNLF2a 蛋白は HLA class I の発現低下を引
き起こす。3) BNLF2b 遺伝子は細胞のアポトーシスを抑制する働きが認められる。等のことがわかった。

研究成果の概要（英文）：EBV is a ubiquitous human herpes virus with oncogenic activity. Around 10 latent g
enes are known and many of them play roles for development and maintenance of EBV-associated malignancies.
 Recently identified BNLF2a gene was expressed at an early lytic infection and contributed evasion of EBV-
infected cells from specific CD8+ T cell recognition. Here, we found BNLF2a and novel BNLF2b, of which gen
e locates 9-bp downstream of BNLF2a gene, were expressed not only at lytic, but at latent infection. Since
 BNLF2a downregulated surface MHC class I, BNLF2a may contribute establishment of persistently EBV infecte
d B cells in vivo by inducing immune evasion from viral antigen-specific CD8+ T cell recognition. BNLF2b c
onferred apoptotic resistance to EBV-infected cells, thus supporting proliferation of infected cells. Sugg
esting that both BNLF2a and BNLF2b contribute to development of EBV-associated malignancies through prolif
eration of EBV-infected cells.
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１．研究開始当初の背景 
 EB ウイルス(EBV)は、成人に達するまでに
9 割以上の人が感染する普遍的なヘルペスウ
イルスで、潜伏感染と溶解感染(初期、早期、
後期に分かれる)の２種類の感染様式をとる
ことで感染の維持と拡大を行っている。一方、
EBV はバーキットリンパ腫や 10%の胃癌、全
ての上咽頭癌等の原因で、試験管内で Bリン
パ球に EBV を感染させると、トランスフォー
ムした不死化リンパ球 (LCL)が形成される。
LCL は EBV の腫瘍化活性に重要な、約 10 種類
の潜伏感染遺伝子をすべて発現し、III 型潜
伏感染様式をとる。一方、バーキットリンパ
腫は EBNA1 と EBER のみを発現し、I型潜伏感
染様式を示す。 
 申請者らは、EB ウイルスベクターのための
パッケージング細胞システム(国際特許
PCT/JP03/15419) を 作 製 す る 過 程 で 、
Terminal Repeats(TR)を破壊することにより、
TR 近傍のウイルス遺伝子の発現変化を調べ
た。その過程で、TR の 5’側に位置する LMP1
遺伝子の下流にある BNLF2a 及び BNLF2b 遺伝
子がI型潜伏感染細胞で転写されていること
を発見した。 
 BNLF2a および BNLF2b 遺伝子の機能を明ら
かにするために、BNLF2a と BNLF2b 遺伝子の
ダブルノックアウト EBV を作製した。ダブル
ノックアウト EBV は LCL (LCL-BNLF2 KO EBV) 
を形成したが、野生型 EBV で作製した LCL 
(LCL-野生型 EBV) よりも、T細胞存在下での
細胞株樹立頻度が低下した。このことは、
BNLF2a の発現により、細胞表面の MHC class 
I 分子の発現量が低下するためと考えられた。 
 これより、BNLF2a も BNLF2b もトランスフ
ォームそのものに必須の遺伝子ではないが、
少なくとも BNLF2a が免疫監視を逃れたトラ
ンスフォーム細胞の形成に働くことが明ら
かになった。さらに、BNLF2a、または、BNLF2b
発現ベクターをそれぞれ細胞に導入すると，
BNLF2b発現細胞のみが3倍も多く発現クロー
ンを形成することもわかった。 
 
２．研究の目的 
 潜伏感染時に発現する遺伝子として
BNLF2a と BNLF2b 遺伝子のいずれか一方、あ
るいは両方が、EBV による細胞腫瘍化活性の
一端を担っていると考えられたので、BNLF2a, 
BNLF2b 遺伝子の作用分子機構を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
(1)BNLF2b タンパク質の修飾と局在 

 BNLF2a と BNLF2b のゲノム上の位置とおお
よその大きさが図１に示してある。98 アミノ
酸からなる BNLF2b の C末端に Halo タグを付
加した後、AGS 細胞や MDCK 細胞に発現させ、
局在を調べる。次に、この発現プラスミドを
用いて、核移行シグナルを破壊した BNLF2b、
リン酸化モチーフのひとつひとつをセリン
からアラニンに置換した BNLF2b を、MDCK 細
胞に発現させ、細胞内局在が変化するかを調
べる。 
 同時に、ウサギに免疫して作製した BNLF2b
抗体を用いて、発現量の多い B95-8 細胞から
Protein G Magnetic Beads を用いて BNLF2b
タンパク質を免疫沈降し、二次元電気泳動を
行い、Pro-Q Diamond 染色あるいはリン産化
蛋白を認識する抗体を用いたウェスタン法
を行うことにより、いくつのリン酸化修飾が
なされているのかを予想する。リン酸化モチ
ーフを改変した BNLF2b を用いて同様な操作
を行い、リン酸化部位を同定する。 
(2)EBV 感染細胞の増殖における BNLF2a と
BNLF2b の働き 
 LCL-BNLF2 KO EBVがLCL-野生型EBVに較べ
て増殖が遅いことより、LCL-BNLF2 KO EBVに
BNLF2aまたはBNLF2b遺伝子を導入して補う
ことで、増殖速度の回復を観察し、BNLF2aと
BNLF2bのいずれがLCLの増殖に重要かを明ら
かにする。 
 また、LCL-BNLF2 KO EBV と LCL-野生型 EBV
を較べると、LCL が分泌するサイトカインプ
ロファイルが変化していると予想される。各
LCL の培養上清中のサイトカインプロファイ
ルを調べ、産生が低いものは外来性に補充し、
産生が高いものはサイトカイン中和抗体や
サイトカイン遺伝子のshRNA導入などによる
サイトカインシグナルの遮断を行い、LCL の
増殖速度に影響しているサイトカインシグ
ナルを明らかにする。LCL-BNLF2 KO EBV に
BNLF2a あるいは BNLF2b 遺伝子を再導入した
細胞のサイトカインプロファイルも調べ、
BNLF2a と BNLF2b のいずれがサイトカインプ
ロファイル変化の責任遺伝子であるかを明
らかにする。 
(3)腫瘍組織におけるBNLF2aとBNLF2bの発現
と腫瘍の悪性度の相関 
 EBV陽性のI型バーキットリンパ腫細胞(6
種類)、III型バーキットリンパ腫細胞(5種
類)、また、EBV感染上皮細胞(5種類)の調べ
た全ての感染細胞において、BNLF2aとBNLF2b
の発現が認められた。そこで、EBV関連癌の
臨床サンプルを用いて、BNLF2aとBNLF2bの発
現の有無と組織型や臨床像との関係を調べ
る。EBV陽性胃がん、および、上咽頭癌の検
体を用いて免疫染色を行う。また、未固定標
本から、RNAを抽出し、定量PCRを行い、BNLF2a
とBNLF2bの発現と組織型の関連を調べる。 
(4)EBV感染細胞の細胞死におけるBNLF2の働
き 
 LCL-BNLF2 KO EBV が LCL-野生型 EBV に較



べて、細胞の増殖速度が遅い原因について、
アポトーシスの亢進がないかを調べる。アネ
キシン V染色や活性型 Caspase 3 等の染色を
行い、差が認められた場合は、さらに詳しく、
活性型 Caspase 9、活性型 Caspase 6、活性
型 Caspase 7 等の染色を行う。さらに、分画
遠心法で分離したミトコンドリア分画と細
胞質分画における cytochrome C の変化を調
べ、アポトーシスが内因性か外因性かを明ら
かにする。LCL-BNLF2 KO EBV に BNLF2a ある
いは BNLF2b 遺伝子を再導入することで、細
胞のアポトーシス亢進が、LCL-野生型 EBV と
同じ程度まで復帰しているかを確認する。 
 
４．研究成果 
(1)EBV 感染細胞における BNLF2a と BNLF2b
の局在 
 免疫染色で BNLF2a は核周囲の小胞体に局
在し、 BNLF2b は膜と核に局在した(図 2)。
アミノ酸配列は、BNLF2a は膜貫通領域を持っ
ていた。BNLF2b は核移行シグナルとリン酸化
モチーフを持っており、修飾による構造変化
が細胞内局在を変化させると考えられた。 

 
(2)EBV 感染細胞の増殖における BNLF2a と
BNLF2b の働き 
 BNLF2a と BNLF2b 遺伝子のダブルノックア
ウトEBVを作製した。ダブルノックアウトEBV
で作成した LCL (LCL-BNLF2 KO EBV) は、野
生型 EBV で作製した LCL (LCL-野生型 EBV)に
較べて、細胞の増殖速度が低下することが明
らかになった。 (図 3)。また、サイトカイン
プロファイルを調べると、LCL-野生型 EBV に

較べ、LCL-BNLF2 KO EBV が分泌する IL-10 の
産生低下が認められた。 
 

(3)腫瘍組織におけるBNLF2aとBNLF2bの発現 
 NKT 細胞腫瘍株 5 種類とと上咽頭癌細胞株
4 種類を用いて、BNLF2a および BNLF2b の発
現が認められることを、RNA レベル、および、
蛋白レベルで確認した。 
(4)細胞死におけるBNLF2の働き 
抗がん剤を用いたアポトーシス誘導の実験
において、BNLF2b は NFkB の活性化を介して
アポトーシス抵抗性を示すことが明らかに
なった。 
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