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研究成果の概要（和文）：Epstein-Barr（EB）ウイルスは世界人口の約９割に感染している発が

んヘルペスウイルスである。EB ウイルスによる病態発現機構を明らかにするために、感染可視

化 EB ウイルスを作成し、エントリーに関わる宿主因子の同定を試みた。さらに EB ウイルス由

来遺伝子産物、Latent membrane protein に会合する宿主分子を同定するために、分子会合を

可視化する評価システムを構築した。 

 
研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus is an oncogenic herpesvirus that infects into 
over 90 % of worldwide human beings. To elucidate the molecular pathogenesis in which 
EB virus induce cell growth transformation, recombinant EB virus was produced to visualize 
the viral infection and then utilized for identification of host factor that is 
responsible for the viral entry. Furthermore, the novel cloning strategy for identifying 
host molecules associated with latent membrane proteins was established to clarify the 
contribution of the interacting host factor in EB virus infection. 
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１．研究開始当初の背景 
EB ウイルスは全世界人口の約９割に感染す
る B細胞及び上皮指向性ヘルペスウイルスで
あることが知られている。EB ウイルスはヒト
の一生にわたって潜伏感染し、また再活性化
することで様々な疾患を引き起こすことが
示唆されており、伝染性単核球症、バーキッ
トリンパ腫、ホジキンリンパ腫、AIDS、臓器

移植あるいは老化等の免疫機能低下時に認
められるリンパ球増殖疾患が関連疾患とし
て考えられている。したがって、我が国の社
会背景、とりわけ高齢化社会、移植医療の拡
充、AIDS 感染拡大等を考慮すれば、今後も
EB ウイルス関連疾患にかかる患者数の増大
は必至である。本研究では EB ウイルスの B
細胞形質転換機構に着目し、ウイルス遺伝子
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産物と宿主因子との相互作用を理解するこ
とによって、それら相互作用の抑制及び修飾
をもって病態発現の回避を目的としている。
特に EBV 潜伏感染遺伝子産物 Latent 
membrane protein1(LMP1)が TNF レセプター
ファミリー分子である CD40 シグナルを恒常
的に一部模倣し、B 細胞分化を修飾している
ことが明らかにしてきた経緯から、ウイルス
膜タンパクの作用機序解明に有用な情報、ツ
ールを駆使して、さらに EB ウイルス病体発
現機構を試みることが本目的の近道である
と考えている。しかし、これまで EB ウイル
スの感染スペクトラムの狭さから、動物モデ
ルを用いた個体レベルの解析が困難であっ
たため、１）感染動態及び病態発症機構が未
だ明らかになっておらず、一方、２）細胞内
感染動態及び細胞侵入機構も未だ十分に解
明されていない。これらの不明点は EB ウイ
ルス関連病態の治療戦略を構築する上でも
障害となるため、解明されなければならない
重要課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究は EB ウイルスによる病態発現機構を
解明するために、EBV 感染を可視化できるシ
ステムを構築する。さらに細胞レベルの感染
システムを用いて、EBV の 1)細胞への侵入、
2)病態発症のメカニズムを包括的に解析す
る。一方、病態発現機構に重要な役割を果た
すウイルス由来膜タンパクに着目し、これら
遺伝子産物に会合する分子を同定すること
によって、EBウイルス細胞形質転換の分子機
構の一端を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）EBV エントリー阻害抗体の単離: 
① Daudi 細胞特異的抗体パネルの作成：EB
ウイルス感染高感受性のヒトバーキットリ
ンパ腫 Daudi 細胞を BALB/c マウスに
Complete Freund’s Adjuvant と共に踵下に
免疫後、１０日後に再度 Incomplete 
Freund’s Adjuvant にて追加免疫を行った。
追加免疫３日後、膝窩リンパ節よりリンパ球
を調製後、P３U1 マウスミエローマ細胞と細
胞融合することによって、Daudi 特異的抗体
を産生するハイブリドーマを樹立した。約
2200 独立クローンより抗体が含まれる細胞
培養上清を調製した。 
②EB ウイルス感染における阻害抗体の同
定：96穴プレートに播種された 1x105 Daudi
細胞に先に調製した抗体パネルを添加し 10
分間氷中で反応させた。さらにオワンクラゲ
由来蛍光蛋白 GFP遺伝子をウイルスゲノム内
に組み込まれたリコンビナント EB ウイルス
粒子を一時間感染させた。細胞を洗浄後固定
し、フローサイトメーターにより細胞の蛍光
強度を測定した。 

（２）Enhanced retrovirus 
mutagen/Bimolecular fluorescence 
complementation（ERM/BiFC）を用いた EB ウ
イルス Latent membrane protein（LMP）会合
宿主分子の同定：LMP1 及び LMP2a の C末端領
域に GFP（159-239）C 末端部分を融合させた
蛋白（LMPCGFP）を発現するヒト Bリンパ腫
細胞株 BJAB をそれぞれ樹立した。3種類の
pERM retrovirus vector よりそれぞれレトロ
ウイルスを 293 細胞で作成し、
LMP-GFP(159-239)発現 BJAB 細胞に感染後、
puromycin 処理によりレトロウイルス感染細
胞を濃縮した。10 日後 2uM Doxycycline によ
りレトロウイルス内 N末端 GFP(1-158)蛋白
（NGFP）を発現誘導後、セルソーターにて緑
色蛍光を発する細胞集団を分取した。その後
2回の同様のセルソーティングにより細胞集
団を精製後、PCR にてレトロウイルス部分を
含む挿入遺伝子部位をクローニングし、塩基
配列を決定した(Fig. 1)。 

４．研究成果 
（１）EBV エントリー阻害抗体の単離: 
B 細胞において EBV 感染は細胞側宿主因子
CD21 と EBV gp350/gp220、並びに HLA クラス
2抗原とgp42の相互作用が必要であることが

Fig.2 GFP 遺伝子を有するリコンビナン
ト EBV 遺伝子 

Fig.1 ERM/BiFC システムを用いた LMP
会合蛋白同定法 



 

 

知られている。しかし、EBV エントリーに必
要な他の EBVgpと宿主因子の相互作用は全く
報告されていない。さらに、EBV 粒子内に宿
主因子の取り込みが報告されているが、それ
らの EBVエントリーへの関与は明らかとなっ
ていない。そこで EBV エントリーに必要な新
たな宿主因子及びウイルス粒子側因子を同
定、さらに、EBV 感染阻止の有効材料を開発
するために、マウスに EBV 感染に高感受性の
ヒトバーキットリンパ腫細胞株 Daudi細胞あ
るいは、精製 EBV 粒子を免疫することによっ
て、それぞれの抗体パネルを作成した。さら
に感染すると GFPを発現するリコンビナント
EBV 粒子と Daudi 細胞を用いた感染実験にお
ける抗体パネルの感染抑制効果を検討する
ことによって、新たな EBV 感染阻害抗体を探
索した（Fig.2）。 
その結果、約 1700 クローンのスクリーニン
グによって、16 クローンの EB ウイルス感染
阻止活性を有するクローンが同定された。現
在、このクローンが産生する抗体を認識する
宿主分子の同定中である（Fig.3）。 
 
 

 
 
 
（ ２ ） Enhanced retrovirus 
mutagen/Bimolecular fluorescence 
complementation（ERM/BiFC）を用いた EB ウ
イルス Latent membrane protein（LMP）会合
宿主分子の同定：LMPCGFP は細胞内において
ランダムに挿入されたレトロウイルスから
発現される NGFP と内在性蛋白との融合蛋白
と会合すると GFPの緑色蛍光が復帰するのを
利用した蛋白間相互作用を可視化できるシ
ステムである。本方法を用いて LMP1 及び
LMP2a の 会 合 分 子 は そ れ ぞ れ
CDV3(TPP36),prepronociceptin,Cyclin1, 
ATP11b,CamK1,Meningioma1 の 5 種類、及び

LSM containing 1 であった。現在、これらの
同定された蛋白について、LMP シグナルへの
関与について分子生物学的手法を用いて解
析中である。 
 
（３）結論 
新たに単離された EBV感染阻害活性を有する
抗体は将来的に伝染性単核球症等の EB ウイ
ルス急性期感染の治療に適用される可能性
がある。また同定されるべき抗体が認識する
宿主因子は新たな EBV関連疾患の分子ターゲ
ットとなる可能性が強く示唆された。一方、
新規 LMP 会合分子は EB ウイルスによる細胞
形質転換を阻害する標的分子となるばかり
ではなく、B 細胞活性化メカニズムを考える
上での新たなシグナル伝達経路を提供する
可能性がある。 
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