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研究成果の概要（和文）：EBウイルス由来膜蛋白質LMP1及びLMP2Aの発現マウスを作製したところ、LMP2Aは胚中
心B細胞の抗体産生細胞への分化を促進し、EBVの感染に寄与することが判った。また、全身性エリテマトーデス
様症状が誘導され、自己免疫疾患と関連することが判明した。また、抗体を使い、T/NK細胞を減少させ、免疫を
抑制したところ、胚中心B細胞でのLMP1とLMP2Aは互いに協調し、ホジキンリンパ腫などの増殖疾患を誘導するこ
とが分かった。また、LMP1のC末端領域でシグナル伝達に関わるCTAR1の結晶化に取り組んだところ、抗体と
CTAR1の複合体結晶が得られ、1.9Å分解能の回折強度データが得られた。

研究成果の概要（英文）：Mice expressing membrane proteins LMP1 and LMP2A derived from EV virus were 
prepared and their effects were investigated. It was found that LMP2A promotes the differentiation 
of germinal center B cells into antibody producing cells and contributes to infection of EBV by 
surviving low affinity B cells. In addition, systemic lupus erythematosus-like symptoms were induced
 and firstly proved to be associated with autoimmune diseases.In addition, T / NK cells were reduced
 by using its antibody, and the pathological condition of the mouse was analyzed in the state of 
immunosuppression. It was found that LMP1 and LMP2A cooperate with each other in germinal center B 
cells and induce proliferative diseases such as Hodgkin's lymphoma.
The crystallization of the C-terminus region of CTAR1 involved in signal transduction in LMP1 was 
performed. The complex crystals between CTAR1 and its antibody of 11A1 up to 1.9 A resolution were 
obtained and the structural analysis is now in progress.

研究分野： 構造生物学、基礎医学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 Epstein-Barr virus (EBV)は 90%以上のヒト
が感染している一般的なヘルペスウイルス
であるが、EBV はバーキットリンパ腫より分
離されたウイルスであり、古くからリンパ腫
などへの関与が知られてきた。エイズや組織
移植時などの免疫抑制時に発症するリンパ
球増殖疾患も、EBV が原因であることが多い
ことも知られている。実際にこれまでに様々
な研究により癌の発症への EBV の関与が示
されてきたが、蓄積された多くの知見は in 
vitro での実験によるものであったり、適切な
マウスモデルでの実験が必要であったりし
たため、その分子機構は不明な点が多かった。  

一方、近年では EBV は全身性エリテマト
ーデスや多発性硬化症などの自己免疫疾患
とも関連があるということが、主に疫学的な
研究によって示唆されてきた。しかしながら、
それを直接示した例はこれまでに報告され
ていなかった。 

 
２．研究の目的 
 EBV によるリンパ球増殖疾患や自己免疫
疾患などの病態発現に関する分子の原子レ
ベルでの反応機構を明らかにし、阻害剤開発
のための構造基盤を構築することを目的と
した。 
これまで EBV の癌遺伝子として最も良く

研究されているのが 6 回膜貫通型の膜タンパ
ク質 1 (Latent Membrane Protein 1 、略称：
LMP1) と、12 回膜貫通型膜タンパク質 2A
（Latent Membrane Protein 2A；LMP2A）と呼
ばれる膜タンパク質である。 

LMP1 は通常、生体内の免疫細胞で細胞の
増殖やアポトーシスのシグナルを伝達する
CD40 と呼ばれる蛋白質を模倣し、恒常的に
このシグナル伝達経路を活性化させること
で継続的に細胞増殖を促し、細胞を癌化へと
導く。 

本研究では癌因子である LMP1、LMP2A の
立体構造を明らかとし、ヘルペスウイルスに
起因する癌の治療薬の開発を目指す事を目
的として、これら膜タンパク質の全長の大量
精製および結晶化に挑戦した。また、LMP1
はその C 末端にある細胞質ドメインに 2 カ所、
tumor-necrosis-factor( 
TNF)-receptor-associated factors (TRAF)ファミリ
ー蛋白と結合し、NF-�B を活性化することに
よってB細胞の増殖やアポトーシスのシグナ
ルに関連する領域があることが知られてい
る。1つ目がTRAF結合配列(Pro-X-Glu-X-Thr ; 
PXQXT)を有し、細胞増殖の開始シグナルを
送る役割を果たす CTAR1 と呼ばれる領域（aa. 
187～231)と、TNF-receptor associated death 
domain (TRADD) を介して TRAF2 分子と結
合する CTAR2 と呼ばれる領域（aa. 351～386）
である。これらの領域によって不死化増殖の
シグナルが伝達されることから、CTAR1 およ
び CRAR2 の構造基盤を確立する目的で、こ
れら領域の大量精製および結晶化にも挑戦

した。 
 
 

３．研究の方法 
 EBV 膜タンパクである LMP1 及び LMP2A

発現マウスを作製した。LMP1 及び LMP2A

は EBV 感染時には胚中心 B 細胞で発現す
るが、これらのマウスでも STOP 配列を含む
flox マウスをそれぞれ作製し、Aicda Cre マウ
スと掛け合わせることで胚中心B細胞特異的
に発現するように工夫した。これらのマウス
を用いて LMP1 や LMP2A の発現による影響
を解析した。 
一方、原子レベルでの構造解析を目指した

研究では LMP1 と CTAR1 に集中することと
した。LMP2A は結晶構造解析がより高難度
であることが予測され、実際、大量発現およ
び精製を行ったところ、高純度サンプルを得
る以前に多くが不溶化のために結晶化用サ
ンプルを得ることができなかった。また、細
胞増殖に係る CTAR1 の阻害剤の開発が目標
となるので、CTAR1 の結晶化に集中した。 

LMP1 の full length の発現・精製については、
大腸菌、酵母、Sf9 昆虫細胞といった多種多
様な発現系を試すとともに、新しい発現系と
し て Cre/loxP シ ス テ ム を 用 い 、 Cre 
recombinase を導入し、Tat-Cre リコンビナン
トタンパクを大腸菌内で発現させ、その
His-tag を用いた目的タンパク質の精製を試

図 1. LMP2A 発現マウスにおける自己免疫疾

患の発症 

A. 抗 2 本鎖 DNA 抗体の検出 

B. 腎糸球体への抗体複合体の沈着 

図 2. 免疫抑制時の LMP1/2A 発現マウスにお

けるリンパ球増殖疾患の発症 

A. リンパ球異常増殖による脾臓肥大 

B. リンパ球増殖疾患による生存率の低下 



みた。得られた LMP1 の膜画分を様々な界面
活性剤を用いることによって可溶化および
精製を試みた。 
 また、LMP1 については GFP（Green 
Fluorescent Protein)とポリヒスチジンタグ（×8 
HisTag）を融合させたタンパク質として発現
させ、BL21 star(DE3)codonplus RIL 上で大量
に発現させ、Ni-アフィニティーカラムクロマ
トグラフィーによる高純度精製を試みた。大
量精製の途中、ゲルろ過のチャートからモノ
マーとダイマーの平衡があることも判明し、
分子間での S-S 結合が生じ、精製系が複雑化
することも判ったため、CTAR1 の C238S の
変異体も作製し、モノマーでの精製方法の確
立を目指した。 
 
４．研究成果 
 LMP2A 発現マウスを免疫学的に解析した
ところ、LMP2A は胚中心 B 細胞の抗体産生
細胞への分化を促進することによって、低親
和性B細胞の生存に寄与していることが明ら
かとなった。LMP2A はこの機能によって
EBV 感染細胞の生存を促進し、EBV の感染
成立に寄与していることが示唆された。また、
LMP2A はこのマウスモデルにおいて、全身
性エリテマトーデス様症状を誘導すること
が明らかとなり、EBV と自己免疫疾患との関
連を世界で初めて証明した（図 1）（PNAS 
112,11612,2015）(2015 年 9 月 14 日付科学新
聞に掲載)。 
 また、LMP1 及び LMP2A 発現マウスに抗
体を投与することによって T/NK 細胞を減少
させ、免疫抑制状態にして解析したところ、
LMP1 と LMP2A が協調的に作用し、リンパ
球増殖疾患が誘導されることを証明した（図
2）。これらの増殖した B 細胞は LMP1 と
LMP2A を発現する非常に活性化した形質芽
細胞様の細胞であり、EBV 関連リンパ腫であ
るホジキンリンパ腫のマーカーである CD30
も発現していた。このことから、胚中心 B 細
胞での LMP1と LMP2Aの発現は EBVによる
リンパ腫形成に重要であることが示された。
（PNAS 114, 4751, 2017）(2017 年 4 月 19 日付
日本経済新聞、産経新聞、4 月 21 日付薬事日
報に掲載)。 
 これらの成果により、EBV 関連疾患の病態
発現分子機構の一端を明らかにし、EBV 膜タ
ンパクの LMP1 及び LMP2A が重要であるこ
とを示した。 
一方、抗がん剤開発のための構造基盤を確

立するための試みとして 6 回膜貫通型膜タン
パク質 LMP1、およびその C 末端領域 CTAR1
の結晶化のための大量発現および大量精製
に取り組んだ。 

LMP1 については、Arg や界面活性剤、抗
体も利用し、高純度サンプルの精製方法を確
立したものの、得られるサンプルは僅かで、
結晶化に必要な高濃度サンプル（1 mg/ml 以
上）を得る際の濃縮の段階で多くが凝集し、
沈殿となり、結晶化を行うことが出来なかっ

た。 
一方、LMP1 細胞質ドメイン CTAR1 の変異

体 C238S の精製では１回あたり 10～30μL の
高純度精製サンプルを得ることに成功し、結
晶化を繰り返した結果、22～25％PEG3350 を
用いた条件で微結晶が得られた（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、安定的に結晶を得ることを目的に

LMP1のCTAR1を認識する抗体1D11を用い、
CTAR1-1D11 の Fab 化抗体複合体の高純度精
製法を確立した（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CTAR1 と 1D11 抗体の複合体と考えられる

結晶も複数の条件で得られた。タンパク質溶
液 0.1 uL+リザーバー溶液 0.1 uL の計 0.2uL
による Sitting Drop 法で、複数の条件で結晶
が観察され、(1)6% ethylene glycol、0.1 M citric 
acid (pH 3.5)、10% (w/v) PEG6K, (2) 0.2 M 
Tri-Ammonium citrate (pH 6.5-7.5), 22-25% 
PEG3350, (3)10-12% Tacsimate(pH6.0), 25-31% 
PEG3350の 3種類の条件で結晶が出る事も確
認した。主に SPring-8 BL44XU におけるⅩ線
回折実験を行い、(1)の条件で得られた結晶に
ついては1.9Å分解能のⅩ線回折強度データを
収集することに成功した。現在、Ⅹ線構造解
析を行っているところである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図. LMP1-CTAR1(C238S)の結晶．0.2M クエン酸アンモ

ニウム(pH 7.5), 22% PEG3350 で得られた 

図. LMP1-CTAR1(C238S, ca. 22 kD)と Fab 化抗体

1D11(ca 50 kD)との複合体の精製．高純度精製に成功

した．右はその電気泳動。複合体と見られるサンプル

（赤字）の還元型・非還元型で顕著に差が見られた。 
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