
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８３９０１

挑戦的萌芽研究

2013～2012

ＥＢウイルス複製ファクトリー内部構造の可視化と機能との連関

Architecture and Function of the Epstein-Barr virus Replication Compartment

９０１７２０７２研究者番号：

鶴見　達也（Tsurumi, Tatsuya）

愛知県がんセンター（研究所）・腫瘍ウイルス学部・部長

研究期間：

２４６５９２１３

平成 年 月 日現在２６   ６   ４

円     3,000,000 、（間接経費） 円       900,000

研究成果の概要（和文）：EBV溶解感染においては、核内の局在した部位が複製の場（RC)となっている。1) RCの内部
にBMRF1コアがあること、2) ウイルスゲノムは、合成後BMRF1コアの内部に移行することを明らかにした。さらに1)EBV
のプロカプシドの組み立てはBMRF1-coreの局在とは無関係に起こる。2)組み立てられたEBVプロカプシドはBMRF1-core
の内部のウイルスDNA貯蔵の場に輸送される。3)ウイルスDNAの貯蔵の場でプロカプシド内にウイルスDNAがパッケージ
ングされ、成熟したカプシド粒子ができる。４）ウイルスの早期転写はBMRF1コアの周囲でおこり、後期転写はコアの
中でおきることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Productive replication of the Epstein-Barr virus (EBV) occurs in discrete sites in
 nuclei, called replication compartments, where viral genome DNA synthesis, transcription, and encapsidati
on take place. The replication compartments include subnuclear domains, designated BMRF1 cores, which are 
highly enriched in the BMRF1 protein. During viral lytic replication, newly synthesized viral DNA genomes 
are organized around and then stored inside BMRF1 cores. We determined spatial distribution of viral early
 and late gene mRNAs within replication compartments. EBV early mRNAs were mainly located outside the BMRF
1 cores, while viral late mRNAs were identified inside, corresponding well with the fact that late gene tr
anscription is dependent on viral DNA replication. Further, the encapsidation occurs inside in innermost a
reas of BMRF1-cores.
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１．研究開始当初の背景 
Epstein-Barr ウイルス（EBV）は、ヘルペス
ウイルス科に属するヒトがん DNA ウイルスで
ある。EBV は、潜伏感染と溶解感染（ウイル
ス産生感染）という 2 つのライフサイクルを
持つ。潜伏感染ではウイルス産生はないのに
対し、ウイルス産生感染状態の細胞ではウイ
ルスゲノム複製装置によりウイルスゲノムが
大量に合成され、感染性ウイルス粒子が産生
される。我々はreplication compartment (RC) 
と呼ばれる核内の局在した部位に７種のウイ
ルス複製蛋白質がリクルートされ、EBV ゲノ
ム複製の場となっていることを以前報告した
（Daikoku et al. J Virol．2005）。その後、
RC には、Homologous recombinational repair
（HRR）及び Mismatch repair（MMR）といっ
た DNA 修復に関わる宿主因子群も集積し、ウ
イルスゲノムの複製に関わっていることをそ
れぞれ報告してきた（Kudoh et al. J Virol. 
2009; Daikoku et al.J Biol Chem. 2006）。
当時はEBVゲノム複製はRC内のどこで起きて
いるのか、複製されたゲノムはどこに貯蔵加
工されるのか、HRR 及び MMR の宿主因子は複
製のどの時点で関わってくるのかなどといっ
た疑問に対する明確な解答は得られていなか
った。我々は最近、共焦点レーザー顕微鏡と
コンピューターを用いた isosurface 三次元
構造の再構築により EBV RC の構造を精査し
たところ、RC の内部にウイルス複製蛋白質の
一つである BMRF1 蛋白質により作られる殻構
造を発見し、これを BMRF1 コアと名付けた。
パルスチェイス実験によりウイルスゲノムの
大部分は BMRF1 コアの外側に位置する多数の
ドット状の部位で合成され、時間経過と共に
BMRF1 コア内部に移行することがわかった。
複製フォークで働くと考えられるウイルス複
製蛋白質及び相同組換え修復に関与する HRR
因子群は BMRF1 コアの外側でドット状に位置
し、誤って取り込んだヌクレオチドを修復除
去する MMR 因子群は BMRF1 コアの内部に局在
す る こ と が わ か っ た (Sugimoto et al. 
J.Virol. 2011)。これらの世界に先駆けた
我々の発見から、ウイルスゲノムは BMRF1 コ
アの外側でウイルス複製装置と HRR とカップ
リングして合成され、その後 BMRF1 コアの内
部に移動し MMR 因子によるミスマッチ修復を
受け完成度の高いウイルスゲノムとなるとい
うモデルを提唱した。しかし、ウイルスゲノ
ムの複製・転写・ウイルスカプシドの組み立
て、カプシドへのパッケージング、ヌクレオ
チド供給の場、DNA 損傷応答の場等の各イベ
ント及びそれらに付随する過程が RC 内のい
つ、どこで行われているのか明らかでない。 
 
２．研究の目的 
BMRF1 コアの存在の発見により EBV のゲノム

複製の場および成熟の場を区分けすることが
できたが、本研究ではさらにそれを発展させ、
RC内にある BMRF1コアに対して最早期、早期，
及び後期転写の場、カプシド組み立て、カプ
シドへのパッケージングの場、ヌクレオチド
プール代謝に関与するリボヌクレオリダクタ
ーゼ、チミジンキナーゼ、dUTPase がどこで
働いているのか、MRN 複合体・ATM 等の DNA 損
傷センサー因子が RC 内のどこを認識し活性
化されているのかを明らかにし、RC における
各種イベントの時間的・空間的位置関係とこ
れまで蓄積しているウイルスゲノムの複製・
転写・ヌクレオカプシド組み立ての情報の体
系化を目指す。 
 
３．研究の方法 
共焦点レーザー顕微鏡とコンピューターを用
いた isosurface 三次元再構築により EBV 複
製ファクトリー(RC)の内部構造を可視化する。
ウイルスゲノム複製の場、前初期、初期、後
期遺伝子がそれぞれ転写される場、ウイルス
カプシドの組み立ての場、カプシドへのパッ
ケージングの場、ヌクレオチド供給の場、DNA
損傷応答の場を標的蛋白質を標識することに
より可視化し、ウイルスゲノム、BMRF1 コア
との空間的相対位置関係、複製・転写・カプ
シドアッセンブリー・パッケージングに関与
するウイルス因子との相互の位置関係を明ら
かにする。さらに目的ウイルス蛋白質を蛍光
標識した組換えウイルスを作成し、タイムラ
プス法により時間経過に伴う変化を観察する
ことにより、ウイルスゲノム複製ファクトリ
ー内の構造との時間的空間的機能相関を明ら
かにする。 
(1) EBV の転写の場の同定  
   前初期、初期、後期遺伝子の各転写が
おきる部位は RC 内の同じ場所なのか、あるい
は異なるのかを明らかにする。  
①  Tet-BZLF1/B95-8 細 胞 を 用 い て
Doxycyclin添加によりウイルス産生感染を誘
導後、前初期遺伝子(BZLF1,BRLF1)、初期遺伝
子(BALF5, BMRF1, BALF2 等)、後期遺伝子
( BLLF1, BALF4, BDRF1 等 )の代表的な遺伝
子の mRNA 量を定量 RT-PCR 法にて測定し、溶
解感染誘導後どの時期にそれぞれの遺伝子の
転写がおきているのか決定する。 
②前初期、初期、後期遺伝子のそれぞれの発
現ピーク時期に mRNA 特異的 FISH 法により
個々の mRNA が RC 内のどこに局在するのかを
BMRF1-コアとの共染色で空間的位置関係を明
らかにする。良好な染色像を得るために、FISH
法の条件検討も行う必要が有る。 
③宿主細胞由来の RNA ポリメラーゼⅡおよび
TATA結合蛋白質についても溶解感染誘導後の
時間の変化に伴う局在の変化を解析する。 
 
(2) EBV カプシド構成蛋白質と BMRF1-コア



との位置関係の解析  RC内のウイルスカプ
シド組立ての場を明らかにする。 
BFRF3,BcLF1,BdRF1,BVRF1,BORF1,BDLF1 遺伝
子はウイルスカプシドを構成する蛋白質をコ
ードしている。各カプシド構成タンパクにタ
グ を 付 加 し た 発 現 プ ラ ス ミ ド お よ び
Bacterial artificial chromosome （BAC）シ
ステムを用い、標的蛋白質にタグ標識した組
み換えウイルスを作製する。作製したプラス
ミドおよび組み換えウイルスを用いて、
BMRF1-コアとの共染色を行い、ウイルスカプ
シドがどこで組立てられるのかを検討する。 
 
(3)  EBV パッケージング関連蛋白質と
BMRF1-コア及びウイルスゲノムとの位置関係 
  ウイルスカプシドが組み立てられた後にパ
ッケージング関連蛋白質がウイルスゲノムを
注入すると考えられるが、相互の位置関係を
明らかにする。 
BBRF1, BDRF1/BGRF1, BALF3, BALF1, BVRF1, 
BGLF1, BFRF1A, BGLF5 がウイルスゲノムのパ
ッケージングに関与する蛋白質をコードする
と考えられているので、各カプシド構成蛋白
質にタグを付加した発現プラスミドおよび
Bacterial artificial chromosome （BAC）シ
ステムを用い、標的蛋白質にタグ標識した組
み換えウイルスを作製する。作製したプラス
ミドおよび組み換えウイルスを用いて、BMRF1
コア及び CldU でパルスラベルしたウイルス
ゲノムあるいはパルス後６０分チェースし
BMRF1 コア内に移動させたウイルスゲノムと
の共染色を行い、ウイルスゲノム及びカプシ
ド蛋白質との空間的相対関係を明らかにする。 
 
４．研究成果 
EB ウイルスカプシド形成・DNA packaging の
場の構造解析 
 EBVは、潜伏感染と溶解感染という2つのラ
イフサイクルを持っている。EBV陽性がんの大
部分は潜伏感染状態にあるが、一部は溶解感
染状態にあり、そこから分泌されるサイトカ
インによりEBV潜伏感染細胞の増殖を促進し
ている。そのため、EBV感染制御のためには、
溶解感染を理解することが必須といえる。こ
れまでの研究で、EBV溶解感染の際には、
replication compartment (RC) と呼ばれる核
内の局在した部位にウイルス由来の複製タン
パクや宿主タンパクがリクルートされ、複製
の場となっていることがわかっている。さら
に我々はこれまでの研究によって、1) RCの内
部に二本鎖DNA結合能を持つウイルスタンパ
ク で あ る BMRF1 で 構 成 さ れ る 構 造 物
（BMRF1-coreと名付けた）があること2) 
BMRF1-coreの外部に局在するウイルスゲノム
は、経時的にBMRF1-coreの内部に移行するこ
とを明らかにしてきた。今回我々はEBVのカプ

シドの形成の場を明らかにする目的で、EBV
のカプシド形成に関わるタンパク（カプシド
構造タンパクおよびDNA packagingタンパク）
とBMRF1-coreの位置関係を免疫蛍光染色と3
次元再構築を組み合わせた観察法で観察した。
そ の 結 果 、 DNA packaging タ ン パ ク は
BMRF1-coreの内部で貯蔵されているウイルス
DNAの内部に局在していることが明らかとな
った。一方、カプシド構造タンパクは
BMRF1-coreの外側および内側に局在していた。
以上の研究結果から、我々はEBVカプシド形成
に関して、以下に示す新しいモデルを提案し
た。1)EBVのプロカプシドの組み立ては
BMRF1-coreの局在とは無関係に起こる。2)組
み立てられたEBVプロカプシドはBMRF1-core
の内部のウイルスDNA貯蔵の場に輸送される。
3)ウイルスDNAの貯蔵の場でプロカプシド内
にウイルスDNAがパッケージングされ、成熟し
たカプシド粒子ができる。さらにウイルスの
転写は感染の時間経過に従って最早期、早期，
後期に分類されている。早期転写はBMRF1コア
の周囲でおこり，後期転写はコアの中でおき
ることを見いだした。 
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