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研究成果の概要（和文）：ヒトを含む真核生物ではゲノムからRNAをつくりだす際に,TATAボックス結合タンパク
質,基本転写因子群，RNAポリメラーゼIIなどからなる前開始複合体を形成し，転写を開始する．近年，カポジ肉
腫関連ヘルペスウイルス(KSHV)をはじめとした一部のヘルペスウイルスにて，前開始複合体と機能的相同性をも
つウイルス性前開始複合体の存在が明らかになりつつある．本研究により，KSHVがコードするORF34ならびに
ORF66が，ウイルス性前開始複合体の構成因子として機能し，かつウイルス複製にきわめて重要であることを見
出した．

研究成果の概要（英文）：In the cell of eukaryote including homo sapience, pre-initiation complex 
consists of TATA box binding protein, general transcription factors and RNA polymerase II initiates 
transcription for RNA production from its genome. Recently, It has been revealed that partial 
herpesviruses including Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) posses viral protein complex
 having functional homology to pre-initiation complex of eukaryote. The viral protein complex is 
called as “viral pre-initiation complex (vPIC)” and contributes to viral gene transcription. This 
study cleared that KSHV coding gene ORF34 and ORF66 are essential for efficient virus production via
 viral late gene expression. Furthermore, our results showed that both of them function as the 
component of vPIC.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス(KSHV)
は，がんウイルスであることが知られている．
初感染後，健常人では生涯に渡り潜伏感染を
維持し，腫瘍を発症することはない．しかし
ながら，感染者が極度な免疫低下状態(AIDS
発症や臓器移植後の免疫抑制など)に陥った
場合，KSHV は再活性化しカポジ肉腫をはじめ
としたがんを発症させることが知られてい
る．とくに本邦では AIDS 関連 KSHV 疾患が臨
床的に問題となっている．また，アフリカ諸
国では KSHV 関連腫瘍の発症率が高く，国際
的に緊急に解決すべき感染症として認知さ
れている．これらのことから，KSHV 関連腫瘍
の克服は，国内的にもまたグローバル・ヘル
スへの貢献といった観点からもきわめて重
要であるといえる．  
 ヘルペスウイルス属は，他のウイルスと比
較しても多種多様な遺伝子を保持している
ことが知られており，とくに KSHV は 90 種以
上のタンパク質や miRNA，さらには lncRNA を
コードしていると考えられている．KSHV は感
染後に，潜伏感染または感染性ウイルス産生
を伴う溶解感染状態をとることが知られて
いる．潜伏感染状態の維持は数種の潜伏感染
遺伝子が担っている．一方で，溶解感染時に
は，KSHV ゲノムのコードする 90%以上の遺伝
子の転写活性化が生じる．これら個々の遺伝
子コード産物の機能や宿主因子との関わり
を理解することが，未だ明らかとなっていな
い KSHV 複製・感染の分子的基盤の解明さら
には疾患克服には必要不可欠であると考え
る． 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では KSHV 複製・感染機構を明らか
にすることを目的とし，とくにβヘルペスウ
イルス亜科(サイトメガロウイルスなど)や
γヘルペスウイルス亜科(KSHVやEBウイルス
など)のみに保存されている遺伝子群に着目
した．これらの役割についてはながらく不明
であったが，これらにコードされているウイ
ルスタンパク質が複合体を形成し，さらには
その複合体がウイルス遺伝子転写開始時に，
宿主の前転写開始複合体と機能的相同性を
有しうることが報告されつつあった．このウ
イルスタンパク質複合体は，ウイルス性前開
始複合体(viral pre-initiation complex: 
vPIC)とも呼称されている．ウイルス性前開
始複合体は，とくにウイルス構造タンパク質
などをコードする後期遺伝子群の発現にと
って必要不可欠であるとされている． 
 同時期に我々も，その遺伝子群のひとつで
ある KSHV ORF34 が，ウイルス後期遺伝子転
写に深く関与するという結果を得ていた．こ
れを発展させるとともに，その他の遺伝子群
でKSHVでの生理的意義が不明であったORF66
ならびにORF23の機能解析を中心にとりくん
だ． 

３．研究の方法 
(1)KSHV 複製における ORF34 の機能解析 
 ORF34 欠失変異体発現プラスミドをもちい
て，ウイルス性前開始複合体を形成しうる因
子それぞれとの会合に必須な領域の同定に
とりくむとともに，ORF34 欠損 KSHV 産生細胞
への導入によりウイルス産生量が回復する
か否かについて検討した．  
 
(2)KSHV 複製における ORF66 の機能解析 
 BAC 改変系を用いて ORF66 欠損 KSHV 産生
細胞を樹立し，ウイルス複製そのものや産生
に至る各ステップについて，各種解析を実施
した．また分子機能についても，KSHV ゲノム
上のウイルス遺伝子転写開始領域への結合
能や，ウイルス性前開始複合体形成の責任領
域の同定などにとりくんだ． 
 
(3)KSHV 複製における KSHV ORF23 の機能解析 
 上述の ORF66 と同様に，BAC 改変系を用い
て ORF23 欠損 KSHV の性状解析を実施した． 
 
 
４．研究成果 
(1)KSHV 複製における ORF34 の機能解析 
 各種 ORF34欠失変異体とウイルス性前開始
複合体を形成しうる因子それぞれとの会合
について検討したところ，ORF34 はその中央
領域を中心にその他の因子と会合していた．
しかし，TBP ホモログとされる ORF24 との相
互作用領域は C末端領域であった．このこと
は，ORF34 の C 末端領域が ORF24 へのアンカ
ーとして働き，さらに ORF34 中央領域でその
他の因子群をつなぎ留めていることが考察
された．すなわち ORF34 はウイルス性前開始
複合体のハブとしている可能性が示唆され
た．このことは，ウイルス産生量の回復との
相関からも機能的な裏付けをとることがで
きた． 
 
(2)KSHV 複製における ORF66 の機能解析 
 ORF66 欠損 KSHV BAC クローンを作出し，さ
らに細胞に導入することで ORF66 欠損 KSHV
産生細胞株を樹立した．ORF66 欠損 KSHV 産生
細胞からのウイルス産生量は，野生型 KSHV
産生細胞と比して約 1/100-1/1000 程度の顕
著な低下をみとめた．一方で，細胞内での
KSHV ゲノム複製への影響はみとめなかった．
さらに RT-qPCR アレイによる KSHV 遺伝子の
半網羅的発現解析から，ORF66 欠損 KSHV 産生
細胞では野生型 KSHV 産生細胞と比較して， 
ウイルス後期遺伝子群の発現が低下してい
ることを確認した．また，KSHV ゲノム上のウ
イルス後期遺伝子遺伝子転写開始領域への
結合能を ChIP アッセイにより確認したとこ
ろ，ウイルス複製時に有意に ORF66 が KSHV
ゲノムの当該領域と会合していることが明
らかとなった．以上のことから，ORF66 がウ
イルス性前開始複合体の形成を介して，ウイ
ルス後期遺伝子群の発現制御を担っている



ことが強く示唆された． 
 次に，ORF66 がウイルス性前開始複合体中
でどのように機能しているのかを明らかに
するため，機能的ドメインの探索にとりくん
だ．複合体形成に中心的役割を担うと我々が
明らかにした ORF34 と ORF66 との結合領域を，
ORF66 欠失変異体を用いた Pull-down アッセ
イにより検討したところ，ORF66 の複数の領
域が重要であることが示唆された．さらに，
上記領域中のβ・γヘルペスウイルスに保存
されているアミノ酸残基について，アラニン
スキャニングにより重要アミノ酸残基の同
定をこころみたところ，数箇所の特定のアミ
ノ酸モチーフ配列が重要だとの結果が得ら
れた．同定したモチーフ配列保持領域のひと
つは，前開始複合体構成因子である基本転写
開始因子のドメインの一部と，類似相同構造
を有する領域であった． 
 
(2)KSHV 複製における KSHV ORF23 の機能解析 
 ORF23 欠損 KSHV BAC クローンを作出し，培
養細胞への遺伝子導入によりORF23欠損KSHV
産生細胞株を樹立した．ORF23 欠損 KSHV 産生
細胞からのウイルス産生量などについて，野
生型 KSHV 産生細胞と比較検討したものの，
現時点で顕著な表現型の差異はみとめてい
ない．このことは，ORF23 がウイルス複製と
は直接的には関与しないものの，感染細胞制
御などのその他の機能を有している可能性
を示唆するものであると考える． 
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