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研究成果の概要（和文）：Epstein-Barr virus (EBV)は、多彩な難治性感染症・腫瘍性疾患と関連している。ヒ
ト由来ハプロイド細胞であるHAP-1細胞は、ゲノムを１セットしか有しないため、機能喪失型の遺伝子スクリー
ニングに適している。本研究では、EBVの潜伏感染維持・不死化/腫瘍化に関与する宿主遺伝子を同定することを
目的とし、EBVを感染させたHAP-1細胞と次世代シーケンス技術を組み合わせ、網羅的な遺伝子スクリーニングを
試みた。組換えEBVをHAP-1細胞に感染させたHAP-1/EBV細胞の樹立には成功したが、安定した維持ができず、宿
主遺伝子を同定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus (EBV) is associated with a variety of intractable 
infections and malignancies. HAP-1 cells, which have only one genome set, is suitable for genome 
screening. In this study, we tried screening of host genes to be associated with latency or 
immortalization of EBV using HAP-1 cells and next generation sequencing. We successfully generated 
HAP-1/EBV cells, but could not identify any host genes because of the lack in the maintenance of 
EBV.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 (1) Epstein-Barr (EB)ウイルスは唾液を介
して咽頭に侵入し、伝染性単核症の原因とな
る。初感染後、EBウイルスは B細胞に潜伏・
不死化し、細胞性免疫抑制下で、移植後リン
パ増殖症を始めとした免疫不全関連リンパ
増殖性疾患を引き起こす。本ウイルスは、さ
らにバーキットリンパ腫などの B 細胞リン
パ腫とも密接に関連している。一方、EB ウ
イルスは B細胞のみならず T細胞・NK細胞
にも感染・潜伏し、慢性活動性 EBウイルス
感染症、EB ウイルス関連血球貪食性リンパ
組織球症、種痘様水疱症、蚊刺過敏症など、
多彩な T/NK細胞性リンパ増殖性疾患の原因
にもなる。これら T/NK細胞性リンパ増殖性
疾患は本邦を初めとした東アジアの小児・若
年成人に多く発症する（Kimura H, Blood 
2012）。 
 
(2) Burkitt リンパ腫を始めとした B 細胞性
疾患に関しては、容易に EBウイルス感染細
胞株が得られることもあり、潜伏感染機構や
c-myc 転座/活性化などの不死化に関する分
子基盤の詳細が明らかとされてきた。また、
治療面でも、B 細胞の多くが発現している
CD20 分子をターゲットとする分子標的治療
が奏功している。他方、慢性活動性 EBウイ
ルス感染症を始めとした T/NK細胞性リンパ
増殖性疾患では、その発症病理に不明の点も
多い上、適当な分子標的がないため治療法が
未確立であり、未だ予後不良であるのが現状
である。以上を背景に、EB ウイルス関連疾
患の発症病理機構を解明し、新規治療標的を
探索するために、難治性 EBウイルス疾患発
症に関与する宿主遺伝子のスクリーニング
システムの開発が急務と考えた。 

 
２．研究の目的 
(1) ヒト白血病細胞由来の１倍体細胞（ハプ
ロイド細胞）である HAP-1 細胞は、下図の
ごとく染色体が 1本であるため、変異導入・
責任遺伝子の決定が容易である。この細胞を
用いエボラウイルスの侵入機構（Carette JE, 
Nature 2011）や細菌毒素の宿主受容体
（Schorch B, PNAS 2014）が見出されてい
る。本研究では、まず EBウイルスゲノムを
細胞内に有する HAP-1 細胞を樹立し、この
細胞を用い、EB ウイルスの潜伏感染・不死
化に関与する宿主遺伝子をスクリーニン
グ・同定する。 

 

 

(2) 本システムにより、これまでヒトを含む
哺乳類細胞では困難であった順遺伝学
（forward genetics）による責任遺伝子同定
が可能となる。すなわち、ハプロイド細胞ゆ
えに変異の導入と後の解析が容易なため、導
入により得られた表現型変化を目印に、その
細胞クローンの遺伝子変異を読み解くこと
ができる。これまで順遺伝学的解析は、酵母
やショウジョウバエなど限られた生物種の
みで行われてきた。一方、哺乳類細胞では、
特定の遺伝子に変異を導入し、その形質を見
る逆遺伝学（reverse genetics）の手法が用い
られてきた。しかし、逆遺伝学では、あらか
じめ想定した遺伝子のみしか解析できず、ス
クリーニングには限界がある。 

 
(3) ハプロイド細胞と次世代シーケンス技術
を組み合わせることにより、哺乳類細胞にて
も網羅的な遺伝子スクリーニングが可能と
なる。また、自然界では得られない変異も、
ハプロイド細胞では導入できることも、本シ
ステムの利点の一つである。すなわち、想定
しなかった疾患関連宿主遺伝子が抽出され
たり、予想もしなかった治療標的がスクリー
ニングされたりする可能性がある。 

 
３．研究の方法 
(1) ハプロイド細胞であるHAP-1細胞に、組
換え EB ウイルスを感染させ、EB ウイルス
陽性 HAP-1 細胞を樹立する。次に、レトロ
ウイルス感染により、各細胞に変異を一つだ
け持った細胞集団（変異ライブラリー）を取
得する。① 潜伏感染できなくなった変異体、
② 細胞不死化能/増殖能の落ちた変異体、③ 
溶解感染誘導できなくなった変異体を選別
し、次世代シーケンサーを用いターゲットシ
ーケンスをすることで、それぞれの表現型変
化に関わる責任遺伝子を網羅的に同定する。 
 

 
(2) HAP-1/EBV 細胞変異ライブラリーの作
成は以下のごとく行った。HAP-1/EBV 細胞
に、プロモーターの代わりに splicing 
acceptor (SA) 配列を GFP の上流に組み込
んだレトロウイルスを感染させる（オランダ
癌研究所 Brummelkamp博士より供与）。感
染したレトロウイルスはランダムにゲノム
に挿入され、挿入された部位にある遺伝子の
機能を破壊する。HAP-1細胞あたり感染価 1
未満のレトロウイルスを感染させることで、
各細胞に変異を一つだけ持った細胞集団（変
異体ライブラリー）を取得できる。（次ペー
ジ参照） 

 



 

 
(3) 上記スクリーニングで同定された宿主責
任遺伝子候補の機能と役割を、分子生物学的
および細胞生物学的手法により明らかにし、
EB ウイルス感染との関わりを詳細に解析す
る。 
 
(4) 研究代表者の木村は、全体の総括と組換
えウイルス作成および宿主遺伝子マッピン
グ/遺伝子機能解析を担当した。研究分担者の
佐藤は、スクリーニング/次世代シーケンサー
による宿主責任遺伝子同定を担当した。次世
代シーケンサーのデータ解析には、バイオイ
ンフォマティクスに通じた研究者の参加が
必須であるため、名古屋大学医学部附属病院 
先端医療・臨床研究支援センター 奥野友介
博士を研究協力者に加えた。奥野は次世代シ
ーケンサーを用いた遺伝子解析に関する豊
富な実績を有する（Yoshizato T, Okuno Y, N 
Engl J Med 2015）。 

 
４．研究成果 
(1) 平成 28年度 
 初年度、まず EBV 陽性細胞をモニターで
きるように、大腸菌内での組換え技術を応用
し赤色蛍光タンパク質とハイグロマイシン
耐性遺伝子を EBV ゲノムに組み込んだ組換
え EBV を作成した。この組換え EBV を
HAP-1 細胞に導入した HAP-1/EBV 細胞を
30クローン樹立した。これらの細胞株からウ
イルス粒子を産生させるために BZLF1 遺伝
子を強制発現し、溶解感染誘導を行ったが、
いずれの細胞株も誘導がかからなかった。 
 EB ウイルス潜伏感染細胞は、溶解感染を
誘導することにより細胞死に至らしめるこ
とが可能である。溶解感染を誘導できなくな
ったクローンを得ることで、溶解感染に関与
する宿主遺伝子を同定でき、これを標的とし、
溶解感染/細胞死を誘導する新規治療法を確
立できると考えていた。しかし、予想に反し
て、EBV感染HAP-1細胞に溶解感染誘導が
起こらず、ウイルス粒子産生が行らなかった
ため、Gene-trap用のレトロウイルス感染の

ステップに進めなかった。 
 並行して、以下の実験も実施した。HAP-1
細胞にGene-trap用のレトロウイルスを感染
させ、変異体ライブラリーを作成し、さらに
Herpes simplex virus type 1 (HSV-1)を感染
させた。その結果、細胞傷害効果を示さない
HAP-1細胞変異体の単離に成功した。次いで、
次世代シーケンサーにより宿主遺伝子のス
クリーニングに着手し、いくつかの候補遺伝
子を同定した。。以上より、HAP-1 細胞によ
るスクリーニングシステムが動作すること
は確認された。 
 
(2) 平成 29年度 
 前年度はウイルスの直接感染を試みたが、
HAP-1細胞への EBV感染は効率が極めて低
かったため、ウイルス粒子ではなく、EBV遺
伝子の全長を細胞内へ導入することで、
HAP-1/EBV細胞を樹立した。 
 ウイルス粒子の代わりに EBV DNA 全長
を含む bacterial artificial chromosome を
electroporation により細胞導入を試みたが、
細胞内でEBVを適切に維持するのが難しく、
細胞クローンをどれだけ拾っても、溶解感染
が誘導できなかった。 
 EBVの自然宿主はB細胞である。他方で、
EBVは上皮細胞にも感染されるとされるが、
EBV を細胞内に維持した上皮細胞株はごく
限られている。このことからも、EBVを安定
して細胞内に維持するには「特殊なフェノタ
イプ（まだ解明されていない）」が必要と推
測されれた。 
 また、前年度、HSV-1でうまくいっている
と思われたレトロウイルス感染による変異
体ライブラリーについても、その再現性につ
いて疑問が得られるような結果が相次いだ。 
HAP-1細胞は、CML由来の浮遊細胞KBM-7
に山中 4因子をレトロウイルスで導入し、接
着して増殖可能な細胞として樹立された。本
研究でライブラリー作成のために使用した
レトロウイルスの配列と、HAP-1細胞樹立時
に使用されたレトロウイルスの配列には一
部類似性があり、この類似性（相同性）のた
め、次世代シーケンサーによるレトロウイル
ス挿入部位の決定のステップが効率よくワ
ークしなかったと考えられた。 
今後、レトロウイルスベクターを変更する
など、変異体ライブラリー作成方法を変えて、
再度、スクリーニングを行う予定である。 
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