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研究成果の概要： 

本研究ではEBV発がんの分子機構を包括的に解明するために、EBV潜伏感染遺伝子Latent 

membrane protein (LMP1、LMP2aのB細胞形質転換機構の分子作用メカニズムの解析を行

った。１）LMP-LMP2a間タンパク相互作用の解析とハイスループット(HTS) 抗LMP作用薬

剤スクリーニング法確立の試み、２)LMP１シグナルに関与する宿主因子の同定に焦点を絞

り解析した。その結果、LMP両分子間の直接的相互作用を証明するために、Bimolecular F

luorescence Complementation (BiFC)法を行い、蛍光強度の発現を検討することによって、L

MP1-LMP2a分子相互作用の有無を検討した。その結果、LMP1間、LMP2a間及びLMP1-LM

P2a間相互作用が存在することが明らかとなった。一方、LMP下流シグナルに関与する可

能性のある7分子を同定した。いずれの分子もLMPの発現により細胞内局在を変化させる

ことが明らかとなった。特にLMP依存性B細胞形質転換作用に関与する細胞増殖・生存制

御を司る推定分子としてp73結合分子Ranbp9がLMP下流シグナルに存在することが示唆さ

れた。１）項のハイスループット(HTS) 抗LMP1作用薬剤スクリーニング法確立の試みに

関連して、B細胞生存に関与するTRAF3とLMP1との相互作用に焦点を当て、最終的にEBV

阻害薬の候補薬剤を選別するシステムの基盤構築を試みた。LMP1は細胞膜表面上でTRAF

3と恒常的に会合することが明らかとなっているが、申請者らはTRAF3の細胞内局在はN-

末端側RINGフィンガードメインに規定されていることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

現在、免疫細胞に感染する様々なウイルスが人

類を脅かしている。EBV 及び近年ではカポジ肉

腫ヘルペスウイルス(KSHV)等の－ヘルペスウ

イルスや成人性 T細胞リンパ腫ウイルス(HTLV)、

AIDS ウイルス等免疫細胞感染性ウイルスが多

数同定されている。免疫細胞感染性ウイルス関

連疾患の治療戦略においては免疫細胞が治療

標的となるため、治療時の免疫システムの破綻

による二次感染症増悪の危険性を常にはらんで

いる。従って、より厳密なウイルスの増殖、病原

性発現の制御を特化した治療戦略が必要となり、

このためには宿主免疫制御機構とウイルス病原

性惹起における分子メカニズムの同時理解が必

須である。ヘルペスウイルスの中で EBV は全

世界人口の約 80%が保有するヒト B 細胞、上

皮指向性ウイルスであり、伝染性単核球症、

バーキットリンパ腫、ホジキン病及び、AIDS

誘導性リンパ腫や移植後リンパ球増殖疾患

（PTLD）、さらに、免疫抑制剤投与による関

節リウマチおよび多発性筋炎患者での EBV

陽性リンパ腫等の免疫不全関連リンパ球増

殖疾患の発症に深く関わっていることが知

られている。したがって、高齢化社会、移植

医療の充実、AIDS 感染拡大等、我が国の社

会的背景を考慮すると、今後も EBV 関連リ

ンパ球増殖疾患にかかる患者数の増加は必

至である。申請者らはこれまで EBV の B 細

胞形質転換機構に着目し、病原体－宿主分子

相互作用を中心に解析してきた。その中でも

EBV 潜伏感染遺伝子産物で膜タンパクであ

る LMP1 が B 細胞機能制御に必須の CD40 シ

グナルを一部模倣し、B 細胞分化を修飾する

ことを明らかにした。LMP1 はホジキンリン

パ 腫 細 胞 、 B リ ン パ 芽 球 細 胞 株

（Lymphoblastiod cell lines; LCL）に強く発現

し、その細胞表面上で自己凝集することによ

って、TNF レセプター共有会合分子である

TRAF との会合を促進し、NF-kB、JNK 及び

p38 MAP キナーゼを恒常的に活性化するこ

とが明らかとなってきた。近年、LMP1 トラ

ンスジェニックマウスを用いて、LMP1 が B

細胞初期分化を修飾すること、CD40,BAFFR

及び LMP1 会合分子である TRAF3 が B 細胞

生存に必須の分子であることやB細胞抗原レ

セプター(BCR)シグナルと協同的に作用する

ことが申請者らによって明らかにされてい

る。一方、EBV 由来蛋白 LMP2a は 12 回膜貫

通ドメインを有しており、B 細胞の分化増殖

に必須な B 細胞抗原レセプター(BCR)を恒常

的に活性化することが知られている。従って、

EBV は両免疫賦活シグナルを利用して B 細

胞分化修飾を行うことにより、EBV 感染を成

立させていることが考えられる。また、ホジ

キンリンパ腫において LMP1、LMP2a の強い

発現が認められること、両遺伝子における

EBV 種間や KSHV とのゲノム配置の保存性、

アミノ酸一次構造的特徴及び活性化様式の

相同性が認められることから、これら 2 分子

は同一遺伝子を祖先として分岐してきた遺

伝子群であることが強く示唆されている。 

 

２．研究の目的 

本研究は EBV 発がんの分子機構を解明する
ために、EBV 潜伏感染遺伝子 Latent membrane 

protein (LMP1、LMP2a)の B 細胞形質転換機
構の分子作用メカニズムを解析する。さらに、
それに基づいて免疫システムを保持したよ
り安全な治療戦略の構築を目的として、
LMP1、LMP2a 凝集活性を指標とした薬剤ス
クリーニング法の確立を試みる。 

 

３．研究の方法 

１）LMP-LMP2a 間タンパク相互作用の解析
とハイスループット(HTS) 抗 LMP 作用薬剤
スクリーニング法確立の試み 

EBV 膜蛋白 LMP1 と LMP2a の細胞膜領域
を介した自己凝集能に着目し、その自己凝集
活性を容易に検出できるシステムを構築す
るため、Bimolecular Fluorescence 

Complementation（BiFC）法を用いた LMP

蛋白の凝集活性を検討した。原理として緑色
蛍光蛋白（Green fluorescence protein: 

GFP）分子を 2 分割することによって蛍光活
性を消失した蛋白を、会合活性を有する 2 種
類の蛋白にそれぞれ融合させる。2 つの GFP

融合蛋白は分子間距離が近接するため、擬似
的に GFP 蛋白の立体構造配置をとることに
より、蛍光活性を有するといった GFP 様の
特性を獲得する。その蛍光活性を指標に融合
した蛋白間の会合を検出することが可能で
ある。 

２）LMP１シグナルに関与する宿主因子の同
定 

LMP1に会合する分子としてTRAF3が知られる
が、我々のグループの研究成果により、TRAF3
が B細胞生存に関与していることが明らかと
なった。そこで LMP1/TRAF3シグナル伝達経
路の下流に存在する分子を同定するために
ヒト cDNAライブラリーを用いて Yeast 
Two-hybrid法を行った。さらに TRAF3の細胞



内局在が細胞生存に関与している知見が得
られていることから、それを規定している
TRAF3タンパクのドメインの同定を試みた。 
４．研究成果 
１）LMP-LMP2a 間タンパク相互作用の解析
とハイスループット(HTS) 抗 LMP 作用薬剤
スクリーニング法確立の試み 

【結果】 

1． BiFC による LMP 間相互作用の検出 

FACSによる解析結果を図1に示す。NmGFP

およびCmGFPを発現したHEK293細胞（灰

色 分 画 、 control ） に 対 し て 融 合 蛋 白

LMP2a_NmGFP/ LMP2a_CmGFP (a) 、

LMP1_NmGFP/ LMP1_CmGFP (b) 、

LMP1_NmGFP/LMP2a_CmGFP (c) （いず

れも白抜き太実線）の発現により control よ

り強い蛍光強度を示した。 

 

図 1. BiFCによるLMP-LMP相互作用の

検出 

 

2． ドミナントネガティブ効果による

LMP2a 間 BiFC の消失 

FACS による解析結果を Figure 2 に示す。結

果第一項と同様に NmGFP と CmGFP の同

時発現させた HEK293 細胞（図 2 中、灰色

分画、 control）と比較して、融合蛋白

LMP2a_NmGFP/ LMP2a_CmGFP を発現

させた細胞は蛍光強度の増強が認められた。

さらにそれらの LMP2a 融合蛋白による蛍光

強度(図2中白抜き太実線)はGFP蛋白を有し

ていない LMP2a の発現によって、著しく阻

害された（図 2 中、白抜き実線）。この結果

より LMP2a 融合蛋白による蛍光強度の増強

はLMP2蛋白相互作用に依存したBiFCを検

出していることが明らかとなった。 
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図 2、LMP2a の BiFC に対するドミナントネ

ガティブ効果 

 

【結論】EBVLMP１、LMP2a の凝集能を

BiFC によって可視化することに成功した。

特に LMP1-LMP1、LMP2a-LMP2a の自己

凝集能のみならず、LMP1-LMP2a 間の相互

作用が存在することも明らかとなった。本実

験で構築された BiFC のシステムは抗 EBV

薬探索のためにスクリーニング法として応

用可能であり、現時点でのシステムとして最

適であることが強く示唆された。 

２）LMP１シグナルに関与する宿主因子の同
定 

【結果】Yeast Two-hybrid法により LMP 下
流シグナルに関与する可能性のある 7 分子
を同定した。いずれの分子も LMP の発現
により細胞内局在を変化させることが明ら
かとなった。特に LMP 依存性 B 細胞形質
転換作用に関与する細胞増殖・生存制御を
司る推定分子として p73 結合分子 Ranbp9

が LMP１下流シグナルに存在することが
示唆された。現在、B 細胞生存への関与を
検討するために Ranbp9 ノックアウトマウ
スを作成中である。また、EBV 依存性発が
んにおける Ranbp9 の関与を明らかにする
ために、EBV 誘発ヒト Lymphoblastic Cell 

Line (LCL)を用いたRanbp9遺伝子ノックダ
ウンによる細胞増殖活性の変化を検討して
いる。 

 

 
 

図３LMP1 発現による TRAF3 会合因子の細

胞内局在変化 

 

一方、LMP1 非存在下において TRAF3 は細

胞質内広域に存在するが、RING フィンガー

ドメインの点突然変異体は細胞内の細胞内

オルガネラに局在し、細胞質内に拡散できな

いことが明らかとなった。 

 

 

【結論】 

TRAF3 会合分子として Ranbp9 が同定され

たことにより、LMP1 依存性細胞形質転換に

おけるアポトーシス誘導因子p73の制御を介



した分子機構の存在が示唆された。また、

TRAF3 が他の TRAF ファミリーと RING フ

ィンガードメインを介した酵素活性に関し

て 特 異 性 を 有 し て い る こ と よ り 、

LMP1-TRAF3 直 接 相 互 作 用 以 外 の

TRAF3RING フィンガードメインと未知の

タンパク相互作用を抑制した LMP1-TRAF3

相互作用頻度の低下をもたらすことによっ

て抗 LMP1 作用を発揮できる可能性が示唆

された。 
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