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研究成果の概要（和文）：Epstein-Barrウイルス(EBV)は様々な腫瘍性疾患に関与する。全てのEBV関連疾患で発現して
いるウイルスタンパク質EBNA1はウイルスゲノムを保持し、潜伏感染に必須である。本研究の目的はEBNA1を標的とした
人工ヌクレアーゼを利用し、感染細胞からウイルスゲノムを排除する新規治療法の開発である。
 今回、CRISPR/Cas9システムを用いて、HeLa細胞内で効果的にEBNA1配列を切断することができた。しかしながら、EBV
感染細胞では十分な効果を得ることはできなかった。さらに治療効果を評価するためのEBV疾患モデルマウスが作製出
来た。EBV感染細胞での効果が上がり次第、試す予定である。

研究成果の概要（英文）：Epstein-Barr virus (EBV) is associated with various neoplastic diseases. EBNA1 
can be a target of anti-viral therapy because EBNA1 is expressed in all EBV associated diseases and is an 
essential factor for maintaining viral genome and persistence in infected cells. The aim of this study is 
to remove EBV genome from infected cells by targeting EBNA1 regions in EBV genome using artificial 
nuclease techniques.
 In this research, we showed that CRISPR/Cas9 system could cleave EBNA1 regions effectively in HeLa 
cells. But the efficiency of viral gene editing in EBV infected cells was not enough. Furthermore we 
succeeded the preparation of model mice of EBV infectious diseases. We will try new therapy using gene 
editing in the model mice as soon as the efficiency is increased.

研究分野： 実験動物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) ＥＢウイルス（ＥＢＶ）は成人の９０％
が既感染で、生涯に渡って潜伏感染している。
しかしながら、バーキットリンパ腫、慢性活
動性ＥＢＶ感染症、移植後リンパ増殖性疾患
など様々な腫瘍性疾患の原因にもなる。全て
の疾患に共通して発現しているのはＥＢＮ
Ａ１であり、潜伏感染に必須なウイルスゲノ
ムを保持している。ＥＢＮＡ１は細胞傷害性
Ｔ細胞による免疫を回避でき、ＥＢＮＡ１を
標的とした細胞免疫療法には限界がある。 
 
(2) 近年、Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｎｕ
ｃｌｅａｓｅ（ＺＦＮ）やＴｒａｎｓｃｒｉ
ｐｔｉｏｎ Ａｃｔｉｖａｔｏｒ－Ｌｉｋ
ｅ Ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ Ｎｕｃｌｅａｓ
ｅ（ＴＡＬＥＮ）といった配列特異的ＤＮＡ
切断ツールが遺伝子治療技術への応用とし
て注目されてきた。ＥＢＶはウイルスゲノム
をＤＮＡの状態で核に留めているため、ＥＢ
ＮＡ１の切断による感染細胞からウイルス
ゲノムの排除による新規治療法の開発を行
う。 
 
２．研究の目的 
(1)  ＥＢＶ感染細胞株にレンチウイルス
ベクターを利用し、ＥＢＶ特異的ヌクレアー
ゼでＥＢＮＡ１遺伝子欠損によるゲノム排
除を目指す。 
 
(2) ＥＢＶリンパ増殖性疾患モデルマウス
を用いて、ウイルスゲノム排除による腫瘍抑
制効果の検証をする。 
 
３．研究の方法 
(1) ＥＢＮＡ１を切断するのに効果的な人
工ヌクレアーゼを選択する。ＥＢＮＡ１特異
的①ＣＯＭＰＡＣＴ ＴＡＬＥＮ、②ＣＲＩ
ＳＰＲ／ＣＡＳ９システムを作製し、ＥＢＶ
感染細胞株でＥＢＮＡ１切断によって生じ
た変異を特異的に切断するヌクレアーゼ検
出法（ＳＵＲＶＡＹＯＲ ＮＵＣＬＥＡＳＥ 
ＡＳＳＡＹ）および遺伝子配列をにより確認
する。 
 
(2) ＥＢＮＡ１切断標的部位を蛍光タンパ
ク質の間にはさみ、切断後に蛍光を発する発
現ベクターを作製する。これを用いて、哺乳
類動物細胞にＥＢＮＡ１特異的①ＣＯＭＰ
ＡＣＴ ＴＡＬＥＮ、②ＣＲＩＳＰＲ／ＣＡ
Ｓ９システムと同時に遺伝子導入し、切断効
果を確認する。 
 
(3) ＥＢＶ感染細胞にＣＲＩＳＰＲ／ＣＡ
Ｓ９システムを遺伝子導入し、導入された細
胞だけを選択し、ＥＢＮＡ１切断をＳＵＲＶ
ＡＹＯＲ ＮＵＣＬＥＡＳＥ ＡＳＳＡＹ
により確認する。 
 
(4) 人工ヌクレアーゼの効果をＥＢＶ疾患

モデルマウス内で確認する。 
 
４．研究成果 
(1)  人工ヌクレアーゼ分野の研究が急速
に進み、申請時にはＺＦＮとＴＡＬＥＮしか
を利用できなかったが、研究開始後にＣｒｉ
ｓｐｒ／Ｃａｓ９システムおよびＣＯＭＰ
ＡＣＴ ＴＡＬＥＮを利用できるようにな
った。ＺＦＮとＴＡＬＥＮはタンパク質２分
子でＤＮＡを切断するが、ＣＯＭＰＡＣＴ 
ＴＡＬＥＮは１分子、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ
９システムはＲＮＡとタンパク質１分子で
切断するため、これらの切断効果を確かめる
ことにした。 
 ＥＢＮＡ１特異的切断ができるＣＯＭＰ
ＡＣＴ ＴＡＬＥＮを２種類、ＣＲＩＳＰＲ
／Ｃａｓ９システムを２種類作製した。これ
らを何種類かのＥＢＶ感染細胞に遺伝子導
入し、単独あるいは２種類同時導入による切
断効果をＳＵＲＶＡＹＯＲ ＮＵＣＬＥＡ
ＳＥ ＡＳＳＡＹおよび遺伝子配列を確認
した。 
 ＳＵＲＶＡＹＯＲ ＮＵＣＬＥＡＳＥ 
ＡＳＳＡＹでは２種類同時導入による欠損
を確認することを考え、ＥＢＮＡ１全長をＰ
ＣＲによりクローニングすることにした。し
かしながら、ＥＢＮＡ１全長はＧｌｙ、Ａｌ
ａに富む領域があるため、この領域が全長Ｅ
ＢＮＡ１のクローニングを難しくさせた。そ
こで何種類かのＥＢＶ感染細胞株でＥＢＮ
Ａ１をＰＣＲにより増幅させた結果Ｒａｊ
ｉ細胞を使うのが効果的であることがわか
った。これはＥＢＮＡ１の配列を読んだ結果、
Ｇｌｙ、Ａｌａに富む領域が全長ＥＢＮＡ１
に比べて短かったためＰＣＲが増幅されや
すかったと考えられる。 
 Ｒａｊｉ細胞にＥＢＮＡ１特異的ＣＯＭ
ＰＡＣＴ ＴＡＬＥＮ、ＣＲＩＳＰＲ／ＣＡ
Ｓ９システムを一過的に遺伝子導入し、ＳＵ
ＲＶＡＹＯＲ ＮＵＣＬＥＡＳＥ ＡＳＳ
ＡＹで切断効率を確認した。二つのうちＣＲ
ＩＳＰＲ／ＣＡＳ９システムで切断が確認
されたものが一部にみられた。実際の切断部
位の遺伝子配列を確認したが、変異はほとん
どみつからなかった為、その効率は悪かった
と考えられる。 
 
(2) そこで、ＥＢＮＡ１切断標的部位を蛍
光タンパク質の間にはさみ、切断後に相同性
組み換えにより蛍光を発する発現ベクター
を作製した。この発現ベクターは一度切断さ
れれば蛍光を発したままなので、蛍光の強弱
で切断効率が確認できると考えられた。 
 この発現ベクターと同時にＥＢＮＡ１特
異的ＣＯＭＰＡＣＴ ＴＡＬＥＮを２種類、
ＣＲＩＳＰＲ／ＣＡＳ９システムをＥＢＮ
Ａ１特異的配列４種類および非特異的配列
１種類をそれぞれＨｅＬａ細胞に遺伝子導
入し４８時間後の蛍光を観察した。２種類の
ＣＯＭＰＡＣＴ ＴＡＬＥＮで蛍光を確認



できた。また、ＣＲＩＳＰＲ／ＣＡＳ９シス
テムでは非特異的配列では蛍光は確認され
なかったが、ＥＢＮＡ１特異的な４種類の配
列では蛍光を確認した。ＣＯＭＰＡＣＴ Ｔ
ＡＬＥＮとＣＲＩＳＰＲ／ＣＡＳ９システ
ムを比較した結果、ＣＲＩＳＰＲ／ＣＡＳ９
システムに最も切断効果が高いものが存在
した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) この結果、ＣＲＩＳＰＲ／ＣＡＳ９シ
ステムで切断効率の良かったＥＢＮＡ１特
異的な２種類と非特異的な１種類をＢ細胞
であるＲａｊｉ細胞に遺伝子導入し、３６時
間後、導入効率をフローサイトメーターによ
り同時発現するＣＤ４およびＢ細胞のマー
カーであるＣＤ１９のダブルポジティブ領
域により確認したところ、約１５～３０％の
割合で遺伝子導入された（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
導入された細胞だけをＣＤ４を選択マー

カーとして磁性ビーズにより分画分離した。
これらの細胞からＤＮＡを抽出し、ＥＢＮＡ
１切断をＳＵＲＶＡＹＯＲ ＮＵＣＬＥＡ
ＳＥ ＡＳＳＡＹにより確認した。しかしな
がら、一過的な遺伝子導入では効果的な切断

は確認できなかった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 当初、人工ヌクレアーゼによるＥＢＮ
Ａ１の切断による感染細胞からウイルスゲ
ノムの排除をＥＢＶ疾患モデルマウスで行
う予定であったが、効果的な切断が確認でき
なかった為、マウスでの実験を行えなかった。
しかしながら、何種類かのＥＢＶ感染細胞を
ＮＯＧマウスに移植することで、ＥＢＶリン
パ増殖性疾患モデルマウスの作製に成功し
た。その結果、移植した細胞株によって脾臓、
肝臓、腎臓などに形態異常や腫瘍が確認され
た（図４）。これらの疾患モデルマウスは、
ＥＢＮＡ１遺伝子の効果的な切断後すぐに
治療効果の確認に利用可能であると考えら
れる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 研究期間内でＥＢＮＡ１の効果的な切断
配列を得ることができた。ＥＢＶのゲノム切
断によって、これまで創薬の対象とみられな
かったウイルスゲノムを標的とする新規治
療法の開発へ一歩近づいたと考えられる。今
後は更なる改良を加えて、より効果的にＥＢ
Ｖのゲノムを切断することによるウイルス
ゲノムの感染細胞からの排除を目指したい。 

図３ ＥＢＶ感染細胞での変異による 

切断効果 

1 2 3 4 5 6 
１：nega 

２：control 

３：MG1 

４：nega 

５：control 

６：MG２ 

ＥＢＶ感染細胞移植マウスの脾臓 

コントロールマウスの脾臓 
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図２ ＥＢＶ感染細胞への遺伝子導入効率 

図１ ＨｅＬａ細胞でのＥＢＮＡ１標的

配列の切断効果 
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