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研究成果の概要（和文）：EBV再活性化の分子機構：潜伏状態ではBZLF1 プロモーター周辺はH3K9me2/3、H3K27me3、H4
K20me3などの抑制性のヒストン修飾が顕著であり、再活性化を誘導するとヒストンアセチル化、H3K4me3などの活性化
の修飾が亢進した。さらにJDP2が、BZLF1プロモーターに結合し、再活性化を抑制した。EBV溶解感染では、核の局在し
た部位（RC)が複製の場となる。 RCの内部にBMRF1コアがあり、ウイルスゲノムは、合成後コアの内部に移行する。DNA
 パッケージに関与する蛋白質はさらにその内部に局在していた。ウイルスの早期転写はコアの周囲でおこり、後期転
写はコアの中でおきていた。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus possesses two alternative life cycles, latent and lytic.
In the latent phase, reactivation of BZLF1 promoter is inhibited. We determined that histons around the pr
omoter region we re negatively methylated and positive histon markers were increased after induction of ly
tic replication. JDP2 transcription factor contributed the establishment of the latent infection. In the l
ytic phase, viral replication occurs in replication compartments(RC). BMRF-1 core exists within RC. Viral 
DNA packaging proteins were found in the core and viral immediate-eartly and early transcription occurs ou
tside the core, while late transcription was inside. Thus, each events were compartmentalized by the BMRF-
1 core.    
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 EBVが属するヘルペスウイルス属は細胞核で
ゲノムの複製転写を行なうDNAウイルスである
が、潜伏感染とウイルス産生感染の二種類の感
染様式を生体内でとることを特徴としている。
培養細胞レベルで潜伏感染とウイルス産生感
染の両方を解析できる実験系はEBVが特に優れ
ており、HSVやHCMVには無い実験系を提供して
いる。潜伏感染状態から再活性化が起こると、
細胞核の局在した部位（Replication Compartm
ent; RC）でウイルスゲノムの複製・転写が起
こる。この再活性化はBZLF1の発現調節と密接
に結びついている。我々はTORC2を新規の転写
因子として同定し (Murata et al. J.Biol.Ch
em. 2009),BZLF1のSUMO化が自身の転写を抑制
すること(Murata et al. J.Biol.Chem. 2010)
を明らかにした。しかし、さらに新規のBZLF1
の転写を促進あるいは抑制する因子が存在す
ることが予想される。またそのプロモーター領
域や複製開始領域oriLytのヒストン修飾が活
性化によってどのように変化するのかも報告
されていない。再活性化の分子機構について詳
細に解析を進める。 
 一方で、我々はDoxycycline添加で効率よ
くウイルス産生感染へ移行する細胞系(Tet-
BZLF1/B95-8)を樹立した(Kudoh et al. J.V
irol. 2003)。この細胞系を用いて、ウイル
スゲノム複製機構やウイルス産生感染に伴
う宿主応答について解析し、宿主細胞は新た
に合成されたウイルスDNAを異常DNAとして
感知し、ATM依存的DNA損傷応答経路を活性化
させることを我々は世界に先駆けて報告し
た(Shirata et al. J.Biol.Chem 2005,  Ku
doh et al. J.Biol.Chem. 2005)。しかしウ
イルス産生感染ではCDK活性の高いＳ期様細
胞環境が最早期、早期遺伝子発現に必須であ
ること (Kudoh et al. J.Virol. 2004),そ
の為ウイルスはDNA損傷シグナル伝達をp53
の下流に伝わらないようにp53をユビキチン
化し分解することでシグナル伝達をブロッ
クすること (Sato et al. PLoS Pathogens 
2009、Sato et al. Virology 2009)、さらに
p27kip1をウイルスキナーゼがリン酸化するこ
とによりユビキチン化し分解へと導くこと
(Iwahori et al. J,Biol.Chem. 2009)を明
らかにした。この時、染色体DNA合成停止が
起きるが、ウイルス蛋白質キナーゼがMCM複
合体をリン酸化し、その結果MCM複合体が有
するDNAヘリカーゼ活性を阻害し、染色体複
製停止を起こすことも明らかにした (Kudoh
 et al. J.Virol. 2006)。ウイルスゲノム合
成は核のRCで起きるが、そこには７種のウイ
ルス複製蛋白質群が集合し、時間経過と共に
ウイルスゲノムが合成され、RCは拡大してい
くことを示した(Daikoku et al. J.Virol. 
2005)。RCには宿主ミスマッチ修復に関与す

るPCNA, RF-C, MutS, MutL等がリクルート
され、ミスマッチ修復装置がウイルスゲノム
合成の忠実度に関与すること(Daikoku et a
l. J.Biol.Chem. 2005)、さらにリン酸化RPA,
 Rad51, Rad52など相同組換え装置も集積し、
複製とカップルしてウイルスゲノム合成に
関与すること (Kudoh et al. J.Virol. 2
009)を明らかにしてきた。 
 以上の我々が積み重ねてきた EBV 増殖に関
する学問体系を背景に、さらに EBV 感染増殖
の仕組みについてその全体像を明らかにしよ
うと試みた。 
 
２．研究の目的 
（１）EBV 潜伏感染からの再活性化の分子機
構: EBV再活性化のトリガーである BZLF1蛋
白質の発現は転写の段階で制御されている。
これまでの予備的実験ですでに、BZLF1 プロ
モーターを強力に活性化する転写コアクチベ
ーター、および、逆に抑制するコリプレッサ
ーを２万種類の発現ベクターライブラリーか
ら新規に同定した。これら転写コファクター
による BZLF1 プロモーター制御の分子メカニ
ズムを詳細に解析して生理的意義をさぐる。
またBZLF1プロモーター周辺とoriLyt領域の
ヒストン蛋白質のメチル化、アセチル化の状
態を活性化前後で比較し、再活性化によるエ
ピジェネティックな変化を明らかにする。 
（２）ウイルス複製工場（ＲＣ）の構造解析：
ＲＣの構造を 3D Surface Reconstruction 法
で解析する。各ウイルス複製蛋白質抗体およ
びウイルス複製に関与する宿主複製、組換え、
修復蛋白質群抗体を用い、共焦点レーザー顕
微鏡を使って RC 内の相互の位置関係を明ら
かにする。合成されるウイルスゲノムが RC 内
で合成直後、さらに成熟過程のウイルスゲノ
ムがどこに存在するのかを時間経過と DNA ラ
ベルを用いて観察する。また組換え現象、ミ
スマッチ修復はどこで起き、貯蔵される場所、
カプシドへパケージングされる場所について
お互いの位置関係を解析する。 
（３）ウイルスゲノム複製分子機構の解明と
宿主細胞機能の利用：EBV ゲノム複製におけ
る核機能の関与を明らかにする為、宿主核因
子の発現を siRNA ライブラリーにより抑制し
あるいは発現ベクターライブラリー導入によ
り過剰発現させ、ウイルスゲノム合成に影響
を与える新たな宿主核因子を探索同定する。
DNA 複製、修復、組変えに関与する各因子、
複製の足場となると予想される核マトリック
スや PMLbody を構成する各因子、核内アクチ
ンファミリーを構成する各因子、細胞周期チ
ェックポイントに関与する各因子、DNA 損傷
応答に関与する各因子について実施する。ま
た阻害機序のわかっている各種阻害剤ライブ
ラリーを用い、ウイルス複製を阻害する薬剤



を見いだす。次に同定された候補因子につい
てウイルスゲノム合成のどのステップに関与
しているのかを解析し、ウイルスゲノム複製
に関与する宿主因子を同定し、その機能解析
を行う。 
（４）ウイルス蛋白質キナーゼ（EBVPK）によ
る細胞周期制御: EBV 産生感染が開始すると
宿主細胞の染色体複製はブロックされ、細胞
周期の進行は停止する。EBV はウイルス独自
の蛋白質キナーゼをコードしているが、細胞
周期制御に重要な役割を担う蛋白質キナーゼ
である CDK1 や CDK2 が標的とする部位もリン
酸化することが知られている。このことから
EBVPK は細胞周期制御機構にも働きかけ細胞
周期停止を引き起こす可能性がある。実際
我々は染色体ライセンシング因子である MCM
複合体をリン酸化しそれに付随する DNA ヘリ
カーゼ活性を抑制することを明らかにし、染
色体複製を停止させる一因であることを示し
た。本研究では EBV 蛋白質キナーゼの標的蛋
白質を細胞周期制御因子群及び染色体複製に
関与する蛋白質群の中から同定し、EBV 蛋白
質キナーゼの発現が、細胞周期の CDK の活性
制御にどのように影響するのか、また染色体
複製開始、複製伸長、染色体凝集、分配にど
のように作用するのかを解析する。 
 
３．研究の方法 
（１） EBV 潜伏感染からの再活性化の分子

機構： 
 潜伏感染からの再活性化に必須なBZLF1蛋
白質の発現調節に関与する転写因子を同定
し、BZLF1プロモーター制御の分子機構を詳
細に解析して生理的意義を探る。２万以上の
発現ベクターライブラリーとBZLF１レポー
タジーンアッセイによるスクリーニングか
らいくつかの候補遺伝子を同定している。今
年度は特に候補の中で負に制御する転写因
子JDP2について解析を進める。レポーターア
ッセイ、免疫沈降、ChIPなどの手法により、
その作用部位、作用機序、発現のキネチック
スなどの特徴を明らかにする。プロモーター
上の作用部位がわかれば、その部位に変異を
導入した変異ウイルスを用意し、ウイルスの
生活環（潜伏感染状態及びウイルス産生状
態）にどのような影響を与えるのか、ウイル
ス感染レベルの役割の解析も進める。転写コ
ファクターに対するノックダウン実験も予
定している。 
（２） ウイルス複製工場（ＲＣ）の構造解

析： 
 ウイルス複製の現場にはウイルスゲノム
産物だけでなく、ウイルス複製蛋白質、合成
されたウイルスゲノム複製中間体をプロセ
ッシングする蛋白質、ウイルスカプシド内へ
ウイルスゲノムを注入する蛋白質等ウイル

ス因子と宿主側の修復や組換え、また転写に
関わる因子が集合すると考えられる。そこで
EBV 複製領域がどのような配置で構築され
るのかを、免疫染色法を用いた細胞核内３D
画像の構築により相互の位置関係、細胞核内
の構造との相互関係を明らかにする。さらに
ウイルス DNA 合成の進行を明らかにするた
め ２ 種 類 の UTP ア ナ ロ グ 、 IdU
（ Iododeoxyuridine ） と CldU
（Chlorodeoxyuridine）を使って合成領域と貯
蔵領域の染め分けを行う。IdU 抗体をラット
由来のものに CldU 抗体をマウス由来のもの
に、また EBV 複製因子の抗体を直接ラベル
もしくはウサギのものを使用することで、核
内での DNA 合成の進行と EBV 複製因子、
その他の因子の集合の様子を観察する。同時
に Pulse-Chase 実験も行う。核内構造との関
連では、チュブリンなど核内骨格と EBV 複
製領域との立体構造を解析する。 
（３） ウイルスゲノム複製分子機構の解

明と宿主細胞機能の利用： 
 作用機序の明らかな約３５０種類の薬剤か
らなる阻害剤ライブラリーを用いて EBV 増
殖に影響する阻害剤をスクリーニングし、い
くつか候補を見つけている。その中の一つで
ある HSP90 阻害剤はウイルスゲノム複製を
著 し く 低 下 さ せ る こ と が わ か っ た 
(unpublished result)。今年度は HSP90 が EBV
複製に直接あるいは間接的にどのステップに
関与しているのか明らかにする。これまでの
解析から HSP９０阻害剤存在化でもウイル
ス蛋白質の発現はほとんど抑制されないがウ
イルスゲノム複製は強く阻害される。EBV ゲ
ノム複製では、様々な因子が相互作用して複
製の場を形成することが知られている。
Hsp90 がこの形成に機能しているかどうかを
EBV 誘導と Hsp90 阻害剤処理を施した細胞
を用いて、免疫蛍光染色法で観察する。現在、
HSP90はRCに局在していることを観察して
おり、各ウイルス蛋白質との共局在について
検討している。また、同時にウイルスタンパ
ク質の局在変化が見られるかどうかについて
も観察する。さらに実際に Hsp90 と相互作用
する EBV の因子を同定するため、抗 Hsp90
抗体による免疫沈降を行う。Hsp90 のターゲ
ット因子を明確にし、ウイルスゲノム合成の
どのステップに関与しているのかを明らかに
する。 
 さらに新規のウイルスゲノム複製に関与す
る宿主因子を同定するため、宿主核因子の発
現を siRNA ライブラリーにより抑制しある
いは発現ベクターライブラリー導入により過
剰発現させ、ウイルスゲノム合成に影響を与
える新たな宿主核因子を探索同定する。DNA
複製、修復、組変えに関与する各因子、複製
の足場となると予想される核マトリックスや



PMLbody を構成する各因子、核内アクチン
ファミリーを構成する各因子、細胞周期チェ
ックポイントに関与する各因子、DNA 損傷応
答に関与する各因子について siRNA を用意
したのでウイルス産生感染を誘導しウイルス
DNA 合成を阻害する宿主因子をスクリーニ
ング系を立ち上げ、候補蛋白質を見つける。 
 
４．研究成果 
 
（１） EB ウイルス潜伏感染の維持と再活性
化の制御機構 
 EBウイルスは多くの健常成人の Bリンパ球
などに潜伏感染しており、刺激により再活性
化し、溶解感染に至る。このようなウイルス
感染様式の変化は、ウイルスの複製のみなら
ず、EB ウイルス陽性癌の細胞増殖性とも密接
に関係しているため、この生活環の制御メカ
ニズムを理解することは重要である。 
 EBウイルスの再活性化には前初期遺伝子の
ひとつである BZLF1 が必要かつ十分であるこ
とが知られている。BZLF1 はウイルスのコー
ドする b-Zip 型転写因子であり、ウイルスの
初期遺伝子の転写を活性化することでウイル
スの再活性化を強力に促進する。 
 今回我々は、この BZLF1 遺伝子の転写に着
目し、EB ウイルス再活性化を制御しうるエピ
ジェネティックなヒストン修飾を解析した。
潜伏状態においてBZLF1 プロモーター周辺は
ヒストン H3K9me2/3、H3K27me3、H4K20me3 な
どの抑制性の修飾が顕著であり、再活性化を
誘導するとヒストンアセチル化、H3K4me3 な
どの活性化の指標である修飾が亢進した。こ
の中で、今回特に、潜伏感染維持における
H3K27me3、H4K20me3 の重要性を報告した。 
 さらに、宿主細胞にコードされているb-Zip
型転写抑制因子 c-Jun dimerization protein 
2 (JDP2)が、BZLF1 プロモーターに結合し、
BZLF1 の転写を抑制することでウイルスの再
活性化を抑制し、潜伏感染の維持に貢献して
いることを見いだした。JDP2 を過剰発現する
と EB ウイルス再活性化は抑制され、逆に
siRNAにより JDP2をノックダウンすると再活
性化が促進された。レポーターアッセイ、ク
ロマチン免疫沈降法、EMSA アッセイ、点変異
導入組み換え EB ウイルスの実験により、JDP2
は BZLF1 プロモーター上の ZII と呼ばれるシ
スエレメントに結合することを明らかにした。
また JDP2 は、ヒストン脱アセチル化酵素のひ
とつである HDAC3 をプロモーター上にリクル
ートすることで BZLF1 の発現を抑制している
ことを確認した。以上から JDP2 が EB ウイル
ス潜伏感染の維持に重要な働きをしているこ
とが明らかになった。 
 
（２）EB ウイルスカプシド形成・DNA 

packaging の場の構造解析 
 EBVは、潜伏感染と溶解感染という2つのラ
イフサイクルを持っている。EBV陽性がんの大
部分は潜伏感染状態にあるが、一部は溶解感
染状態にあり、そこから分泌されるサイトカ
インによりEBV潜伏感染細胞の増殖を促進し
ている。そのため、EBV感染制御のためには、
溶解感染を理解することが必須といえる。こ
れまでの研究で、EBV溶解感染の際には、
replication compartment (RC) と呼ばれる核
内の局在した部位にウイルス由来の複製タン
パクや宿主タンパクがリクルートされ、複製
の場となっていることがわかっている。さら
に我々はこれまでの研究によって、1) RCの内
部に二本鎖DNA結合能を持つウイルスタンパ
ク で あ る BMRF1 で 構 成 さ れ る 構 造 物
（BMRF1-coreと名付けた）があること2) 
BMRF1-coreの外部に局在するウイルスゲノム
は、経時的にBMRF1-coreの内部に移行するこ
とを明らかにしてきた。今回我々はEBVのカプ
シドの形成の場を明らかにする目的で、EBV
のカプシド形成に関わるタンパク（カプシド
構造タンパクおよびDNA packagingタンパク）
とBMRF1-coreの位置関係を免疫蛍光染色と3
次元再構築を組み合わせた観察法で観察した。
そ の 結 果 、 DNA packaging タ ン パ ク は
BMRF1-coreの内部で貯蔵されているウイルス
DNAの内部に局在していることが明らかとな
った。一方、カプシド構造タンパクは
BMRF1-coreの外側および内側に局在していた。
以上の研究結果から、我々はEBVカプシド形成
に関して、以下に示す新しいモデルを提案し
た。1)EBVのプロカプシドの組み立ては
BMRF1-coreの局在とは無関係に起こる。2)組
み立てられたEBVプロカプシドはBMRF1-core
の内部のウイルスDNA貯蔵の場に輸送される。
3)ウイルスDNAの貯蔵の場でプロカプシド内
にウイルスDNAがパッケージングされ、成熟し
たカプシド粒子ができる。さらにウイルスの
転写は感染の時間経過に従って最早期、早期，
後期に分類されている。早期転写はBMRF1コア
の周囲でおこり，後期転写はコアの中でおき
ることを見いだした。 
 
（３）Hsp90 阻害剤による EB ウイルス産生感
染阻害の分子機構 
 Hsp90 阻害剤は、分子シャペロンである
Hsp90 の標的タンパク質の安定化や機能を阻
害する化合物である。これまでに単純ヘルペ
スウイルスやインフルエンザウイルスなどで、
Hsp90 阻害剤はウイルス複製を阻害すること
が報告されている。本研究では、EB ウイルス
産生感染における Hsp90 阻害剤の効果とその
分子機構に関して検討を行った。 
 まず、Hsp90 阻害剤は EB ウイルスの DNA 合
成をほぼ完全に阻害することを明らかとした。



そこで、Hsp90 阻害剤の作用点を解明するた
め、EB ウイルスの DNA ポリメラーゼ複合体に
着目した。我々は、EB ウイルスの DNA ポリメ
ラーゼである BALF5 はその付随因子である
BMRF1 と結合することで核移行することを見
出し、BALF5 の BMRF1 依存的な核移行が Hsp90
阻害剤によって阻害されることを明らかにし
た。その作用機序として、Hsp90 は BALF5 と
相互作用することを確認し、Hsp90 阻害剤は
Hsp90-BALF5 間の相互作用を破壊することに
より、BALF5-BMRF1 複合体形成を阻害するこ
とを明らかとした（Kawashima et al., J. 
Virol., 2013）。 
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