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研究成果の概要（和文）：潜伏感染EBウイルスゲノムは、感染細胞の核内において細胞染色体に組み込まれることなく
二本鎖環状DNAとして安定に維持される。本研究では、ウイルスゲノムを染色体上につなぎとめる分子であるウイルス
蛋白質EBNA1が宿主細胞染色体に付着する分子メカニズムの一端を解明した。またEBウイルスゲノム上にはマイクロRNA
と呼ばれる小RNA分子が多数コードされている。こうしたウイルスマイクロRNAは感染上皮細胞において特定の細胞性因
子の発現を強く抑制することを明らかにした。本研究成果は、EBウイルスの潜伏感染機構、さらにウイルス感染による
発がん機構の解明に資するものである。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus (EBV) genome is stably maintained in EBV-infected cells. EBV 
genomes are maintained as circular double-stranded DNA molecules without being integrated into cellular 
chromosomes. Our study revealed a molecular mechanism by which viral protein EBNA1, a key molecule 
required for the chromosome tethering of viral genomes, localizes onto host chromosomes. Furthermore, out 
study demonstrated that EBV-encoded microRNAs strongly suppress the expression of a cellular gene NDRG1, 
which is specifically expressed in epithelial cells. These results should contribute to further 
understand the mechanisms of EBV latent infection and viral carcinogenesis.

研究分野： ウイルス学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
EB ウイルスは、Bリンパ球および上皮細胞

を主たる感染標的とするヒトヘルペスウイ
ルスである。EB ウイルス感染の特徴として、
細胞に感染すると、多くの場合潜伏感染状態
となる。EB ウイルス関連腫瘍細胞内でも、ウ
イルスは潜伏感染状態となっており、発現す
るウイルス遺伝子産物が腫瘍細胞の増殖促
進に寄与する。潜伏感染細胞内では、ウイル
スゲノムは二本鎖環状 DNA(エピゾーム)とし
て感染細胞の核内に安定に維持される。
EBNA1 蛋白質は、EB ウイルスによりコードさ
れる核蛋白質で、一部を除くほぼすべての感
染細胞において発現する。EBNA1 蛋白質は環
状 EB ウイルスゲノムを染色体上につなぎと
めることで、その安定な細胞内維持に寄与す
る。EBNA1 蛋白質は、大きく N 末端側、C 末
端側と二つの機能ドメインが結合した構造
を持つ。EBNA1 蛋白質の N 末端側には塩基性
アミノ酸であるアルギニンに富む「染色体結
合ドメイン」が二ヶ所に分かれて存在する
（図１A）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EBNA1 蛋白質の「染色体結合ドメイン」を

介した宿主染色体局在機構にはいくつかの
仮説が提唱されている。第一の仮説として、
EBNA1 蛋白質は染色体上に局在する細胞性因
子をターゲットとして、蛋白質・蛋白質相互
作用により染色体局在するという説がある。
一方で第二の仮説として、EBNA1 蛋白質の塩
基性アミノ酸（アルギニン）に富み正電荷を
帯びた染色体結合ドメインが、負電荷を帯び
た染色体 DNA に静電気的に結合する可能性
も考えられる。しかしながら、染色体結合ド
メインへの変異導入による詳細な解析は報
告がなく、この領域に多数存在する塩基性ア
ミノ酸の意義は明らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、まず EBNA1 蛋白質の染色体結

合ドメインの変異体解析により、宿主染色体
局在化の分子機構の詳細を明らかにするこ
とを目的とした。さらに EBNA1 蛋白質変異体
をコードする組換え EB ウイルスの作製を
めざして実験系の改良を行っている過程で、
EBウイルスのコードするマイクロRNA群が宿
主遺伝子の発現制御を行うという興味深い
実験結果が得られたため、一部実験計画を変
更し、潜伏感染細胞におけるウイルスマイク
ロ RNA の機能解析も行った。 

 
３．研究の方法 
（１）EBNA1 蛋白質染色体結合ドメイン変異
体（アラニン置換体）の細胞内局在の解析 
EBNA1 蛋白質には N 末端側に二ヶ所の染色

体結合ドメイン(chromosome binding domain, 
CBD)があり、それぞれ CBD1,CBD2 と名付けた
（図１A）。CBD1,CBD2 にはそれぞれ６個,１８
個のアルギニン残基（あわせて２４個）が存
在する。EBNA1 蛋白質全長あるいは CBD1, 
CBD2 領域を、赤色蛍光蛋白質 mCherry との融
合蛋白質として発現するベクターを構築し
た（図１B）。さらに染色体結合ドメイン内
の計２４個のアルギニン残基を逐次中性ア
ミノ酸であるアラニンに置換した変異体を
作製した。これらの変異体をヒストン
H2B-GFP発現HeLa細胞に一過性ないし安定発
現させて生細胞で局在を観察した。 
（２）EBNA1 蛋白質染色体結合ドメイン変異
体（リシン置換体）の細胞内局在の解析 
CBD 内の計２４個のアルギニン残基に対し

て、これらを同じ塩基性アミノ酸であるリシ
ンに置換した「リシン置換体」を作製した。
これの変異体をヒストン H2B-GFP 発現 HeLa
細胞に一過性ないし安定発現させて生細胞
で局在を観察した。これにより、EBNA1 の CBD
を介した染色体付着において、「アルギニン
残基が重要なのか、それとも塩基性アミノ酸
であることが重要なのか」を調べた。 
（３）EBNA1 変異体をコードする EB ウイルス
ミニプラスミドの安定性の解析 
野生型 EBNA1、あるいはアラニン置換体な

いしリシン置換体の EBNA1 をコードする EB
ウイルスミニプラスミド（oriP プラスミド）
を作製し、このプラスミドの細胞内における
安定性を調べた。 
（４）EBNA1 蛋白質の染色体結合ドメインの
ヌクレオソーム結合能の解析 
上記（１）および（２）において染色体局

在を司ると予想されたペプチド配列(CBD1 配
列)を人工合成し、このペプチドと再構成ヌ
クレオソーム（ヌクレオソーム DNA とヒスト
ン８量体の複合体）との結合をゲルシフトア
ッセイにより調べた。 
（５）EBNA1 蛋白質の染色体付着を阻害する
低分子化合物の予備的スクリーニング 
ヒストン H2B-GFP 融合蛋白質および

EBNA1 の染色体結合ドメイン-mCherry 融合
蛋白質(CBD-mCherry)の両者を安定発現す
る HeLa 細胞を用いて、機能既知の標準阻害
剤セットの薬物の中で CBD-mCherry 蛋白質
の染色体結合を特異的に阻害し、H2B-GFP
蛋白質の局在に影響しない低分子化合物を
蛍光顕微鏡下でスクリーニングした。 
（６）ウイルスマイクロ RNA 群の機能解析 
EB ウイルス関連上皮系がん（上咽頭がん、

胃がん）細胞ではウイルスの BART（BamHI A 
Rightward Transcripts）と呼ばれる領域に
コードされるウイルスマイクロ RNA 群が高
レベルで発現し、こうしたマイクロ RNA 群

図１. （A）EBNA1 蛋白質の染色体結

合ドメイン(CBD)のアミノ酸配列。 

（B）CBDmCherry 融合蛋白質の構造 



の発がんへの関与が注目されている。そこ
でウイルスマイクロ RNA 遺伝子群を欠損す
る、あるいはこれらを修復した組換えウイ
ルス作製を作製し、両者の感染細胞におけ
る宿主遺伝子発現を調べることで、ウイル
スマイクロ RNA 群による宿主遺伝子発現制
御機構を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）EBNA1 蛋白質染色体結合ドメイン変異
体（アラニン置換体）の細胞内局在の解析 

CBD-mCherry融合蛋白質はEBNA1-mCherry融
合蛋白質と同様に、間期細胞核内および分裂
期染色体上に局在した。CBD1、CBD2のアルギ
ニン残基を順次アラニン置換して影響を調べ
たところ、①CBD1およびCBD2が協調して機能
すること、②アラニン置換変異導入によりア
ルギニン残基の数を減少させると、それに比
例してCBD-mCherry融合蛋白質の核局在・染色
体局在が減弱することが明らかになった。以
上よりCBD内のアルギニン残基の染色体局在
化における重要性を証明した。 
（２）EBNA1蛋白質染色体結合ドメイン変異体
（リシン置換体）の細胞内局在の解析 
 CBD内の２４個すべてのアルギニンをリシ
ンに置換しても、EBNA1蛋白質の染色体結合能
は維持された。 
（３）EBNA1 変異体をコードする EB ウイルス
ミニプラスミドの安定性の解析 
「アラニン置換体」をコードするoriPミニ

プラスミドは細胞から短期間のうちに脱落し
た。一方で「リシン置換体」をコードするoriP
ミニプラスミドは、野生型EBNA1蛋白質（ただ
しGAリピートは欠損するもの）をコードする
プラスミドとほぼ同等の細胞内安定性を示し
た。したがってmCherry融合蛋白質を用いて調
べた染色体局在能と、oriPプラスミド維持能
との間に相関が見られた(図２)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（４）EBNA1蛋白質の染色体結合ドメインのヌ
クレオソーム結合能の解析 

野生型EBNA1由来のペプチドおよびリシン
置換体由来のペプチドはヌクレオソーム結合
能を示す一方で、アラニン置換体由来のペプ
チドは結合能を示さなかった（早稲田大学・
胡桃坂仁志先生との共同研究）。 
したがってEBNA1蛋白質の染色体結合には、

塩基性アミノ酸が集中する「塩基性ドメイン」
と染色体ヌクレオソームとの間の静電気的相

互作用が重要であると考えられた。 
（５）EBNA1蛋白質の染色体付着を阻害する低
分子化合物の予備的スクリーニング 
H2B-GFPとCBD-mCherryの両者を安定発現

するHeLa細胞を用いて、機能既知の標準阻
害剤セットの添加によるCBD-mCherry融合
蛋白質の局在変化を調べた。Hsp阻害剤など
複数の化合物がH2B-GFPおよびCBD-mCherry
の染色体局在の両者を阻害した。しかしな
がら今回の解析ではCBD-mCherry融合蛋白
質の染色体付着のみを特異的に阻害する薬
剤の同定には至らなかった。 
（６）ウイルスマイクロ RNA 群の機能解析 
BARTマイクロRNA群を欠損する組換えウ

イルス、および全てのBARTマイクロRNA群を
保持する組換えウイルスを作製し、両者が
それぞれ感染した上皮細胞を樹立した。樹
立した細胞における宿主遺伝子発現を網羅
的に解析し、BARTマイクロRNA群の標的遺伝
子として上皮細胞特異的に発現するNDRG1
遺伝子を同定した。さらにBARTマイクロRNA
群の複数のマイクロRNAが協調してNDRG1の
発現抑制に関与すること、またEBウイルス
陽性上咽頭がん組織においてもNDRG1の発
現抑制が認められることを明らかにした
（図３、金沢大学頭頸部外科・吉崎智一先
生との共同研究）。以上の結果より、EBウイ
ルスの上皮細胞感染時において、上皮細胞
の分化特異的因子・転移抑制因子である
NDRG1蛋白質の発現を抑制し、上皮細胞の分
化異常へ関与する、あるいは上咽頭がん細
胞の転移の亢進に関与する可能性が示され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２. アラニン置換(RA)およびリシン置換(RK)した EBNA1 をコード

する oriP プラスミド(GFP 遺伝子組み込み)の細胞内安定性を FACS 法

で調べた。 

図３. （上）各種組換えウイルス感染細胞における NDRG1 蛋白質発

現をウエスタン法により調べた。BART マイクロ RNA 群発現ウイル

ス[BART(+)v]感染上皮細胞において NDRG1 発現抑制が認められた。 
（中・下）EB ウイルス陰性(中)あるいは EB ウイルス陽性上咽頭がん

細胞(下)におけるウイルス由来小 RNA(EBER)および NDRG1 の発現

を調べた。EBER-in situ hybridization(ISH)陽性細胞(下)において

NDRG1 発現抑制が認められた。 
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