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研究成果の概要（和文）：Epstein-Barr virus（EBV）は初感染で伝染性単核症、のちにバーキットリンパ腫、
ホジキンリンパ腫などのがんの原因となりうる。EBVは80を超える遺伝子をコードしており、これまでに同定さ
れていない、あるいは機能が解明されていない遺伝子が数多く存在する。
本研究では、このようなEBVの未同定、未解明遺伝子のうち、主にガンマヘルペスウイルスのみに保存されてい
る遺伝子に着目し、これらの同定、機能解析をを行うことで、ウイルスの基礎的な性状解析を行うことを目的と
した。このような研究は基礎ウイルス学に寄与するばかりでなく、新規創薬ターゲットやワクチンターゲットの
開発にも貢献する。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus（EBV）is a causative agent of infectious mononucleosis 
and several cancers, such as Burkitt lymphoma and Hodgkin lymphoma. It encodes more than 80 genes, 
and significant number of the genes have not been identified and characterized yet. 
In this study we have focused on such unknown or uncharacterized genes that are conserved mainly in 
gammaherpesviruses. We are proud that we could successfully characterize EBV genes, including the 
BGLF3.5, BDLF4, BRRF2, BRRF1, BKRF4, and BGLF2 genes. Thorough identification and characterization 
of EBV genes, molecular mechanism of EBV replication can be elucidated. In addition, our research 
may contribute to development of novel anti-viral agents or vaccines. 

研究分野： ウイルス学

キーワード： EBV　tegument　kinetics　knockout
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１．研究開始当初の背景 
	 EBV（Epstein-Barr	 virus）はガンマヘル
ペスウイルスに属し、普遍的に存在する病原
性ウイルスである。唾液を介して感染し、初
感染で伝染性単核症、のちにバーキットリン
パ腫、ホジキンリンパ腫などのがんの原因と
なりうる。EBV は 80 を超える遺伝子をコード
しており、これまでに同定されていない、あ
るいは機能が解明されていない遺伝子が数
多く存在している。	 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、このような EBV の未同定、未
解明遺伝子のうち、主にガンマヘルペスウイ
ルスのみに保存されている遺伝子に着目し、
これらの同定、機能解析を行うことで、ウイ
ルスの基礎的な性状解析を行うことを目的
とした。	 
 
３．研究の方法 
	 過剰発現、ノックダウン、免疫沈降、レポ
ーターアッセイ、蛍光抗体法などの基本的な
生化学、分子生物学的手法のほか、申請者が
独自に確立した、大腸菌内遺伝子組換えの技
術による欠損ウイルス作製法を駆使して研
究を行った。また、新しく CRISPR/Cas9 によ
る画期的なウイルス欠損株作製法を確立し、
応用した。CRISPR/Cas9 による遺伝子編集自
体は現在すでに一般的な手法になっている
が、これを EBV 溶解感染関連遺伝子のノック
アウトに応用するには実際上幾多の困難が
あり、世界でも我々しか成功していない。	 
	 
４．研究成果	 
	 本研究においては、優秀な学生や同僚、施
設等に恵まれて、極めて優れた業績を挙げ、
日本の科学研究推進の一助となれたと自負
している。必ずしも本科学研究費のみによっ
ているのではないが、この課題の遂行期間
（三年間）の間に、Journal	 of	 Virology	 ３
報、Scientific	 Reports	 ２報、Frontiers	 in	 
Microbiology	 ２報、Virology	 ２報を報告し
た。さらに最近、mSphere にも１報受理され
た。これらはいずれも申請者がコレスポンデ
ィングオーサーとなっている論文である。	 
	 EBV がコードする多くのウイルス遺伝子の
うち、未解明のもの、ガンマヘルペスウイル
スに特徴的なものを中心に、タンパク質の同
定、発現キネティックス解析、機能解析を行
った。	 
	 この中で、BGLF3.5 と BRRF1 と呼ばれる遺
伝子については、ノックアウト株と野生株と
の間でウイルス増殖や B細胞不死化効率など
に違いを見いだせず、少なくとも HEK293 細
胞においては明らかな機能を有してないと
いう結論となった。しかし、BGLF3.5 につい
ては、下流の BGLF4 という有名な EBV のプロ
テインキナーゼの翻訳制御に関わっている
部分があること、BRRF1 については、レポー
ターアッセイの結果、P53 依存性の転写など

一部のシグナル経路依存性の転写を活性化
していることを見いだし、論文としてまとめ
ることができた（Watanabe	 et	 al.,	 2015	 
Virology,	 Yoshida	 et	 al.,	 2017	 Sci	 Rep）。	 
	 BDLF4 という遺伝子については、ウイルス
の後期遺伝子の転写に重要な役割を果たし
ていることを見いだした（Watanabe	 et	 al.,	 
2015	 J	 Virol）。このような遺伝子を阻害す
るような薬剤があれば、ウイルスは増殖でき
なくなるため、創薬のターゲットとして有望
である。現在、スクリーニングを終え、候補
阻害剤を得たところである。	 

	 
	 BRRF2、BKRF4、BGLF2 という遺伝子はいず
れも、ウイルスのテグメントと呼ばれる、エ
ンベロープとヌクレオカプシドの間隙に取
り込まれるタンパク質をコードしている。テ
グメントは複製に必ずしも必須ではないが、
ウイルスの粒子形成や細胞内輸送、出芽、新
しく感染した細胞でのウイルス感染性増強
などの重要な働きをしている。実際これらの
遺伝子は、ウイルス粒子形成や細胞内輸送、
感染性増強に大きく貢献していることを明
らかにすることができた（Watanabe	 et	 al.,	 
2015	 Virology,	 Watanabe	 et	 al.,	 2017	 Front	 
Microbiol,	 Masud	 et	 al.,	 2017	 J	 Virol,	 
Konishi	 et	 al.,	 mSphere	 in	 press）。また、
BGLF2 と BKRF4 は相互作用しており、この相
互作用がテグメントとしての機能に重要で
あることも明らかになった。このような遺伝
子は、欠損させると弱毒化するが、ウイルス
糖タンパク質を含めほぼ全てのウイルス遺
伝子を発現して、抗原として提示することが
できるので、ワクチンの弱毒化の標的として
適していると考えられる。今後はこのような
観点からも研究を進めて行きたい。	 
	 さらに、BKRF4 遺伝子の解析の中において
は、これまで困難であった、CRISPR/Cas9 シ
ステムを用いた遺伝子編集による欠損ウイ
ルス作製および性状解析に成功した。EBV は
宿主特異性や再活性化誘導の困難さなど多

BKRF4 遺伝子欠損株（BKRF4-KO）は、野

生型（wild-type）に比較して、感染性

ウイルス粒子の産生が有意に低かった。	 



くの課題を有しており、このシステムの確立

は容易ではなかった。世界中の研究者たちも

同様のシステムを立ち上げようとしたら非
常に苦労するであろう。独自性が極めて高い
ことを示しており、これまで主に用いてきた
大腸菌内遺伝子組換えと併せて、この
CRISPR/Cas9 の技術により、当面は当該分野
（EBV 未解明遺伝子の機能解析）の世界一で
あることができるであろう。	 
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