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論文内容要旨

  Epstein-Barr virus (EBV) は, 1964年に, EpsteinとBarrらによりバーキットリ ンパ腫由来

 培養細胞中に発見されたへルペスウイ ルス科に属するウイ ルスであ る。 成人に達するまでに世界

 中の大部分のヒトがEBVの感染をうけ, ウイ ルス は終生潜伏感染状態となる。 EBVの初感染に

 際 しては伝染性単核症を発症することがあ る。 腫瘍細胞におけるウイ ルス ゲノ ムの存在 や血清疫

 学的研究結果か ら, アフ リカやニューギニアに発生す るバーキットリ ンパ腫およ び中国南部に多

 発する上咽頭癌の発症に, EBVが密接に関与 していると考えられている。 EBVをin vitroでヒト

 のBリ ンパ球に感染させると, 細胞はトラ ンスフォーム (無限増殖化) し, ウイルス は持続感染

 状態となる。 トラ ンスフォーム細胞およびバーキットリ ンパ腫, 上咽頭癌の腫瘍細胞中には, 例

 外なく EBV特異核内抗原 (EBNA) が発現 していることから, EBNAはEBVによる トラ ンス フォー

 メーショ ン, 発がん, およびウイルス の持続感染に重要な働きをしていると考え られている。

 EBNAは単一の抗原ではなく, 複数の抗原からなる事が明 かとなつ てお り, EBNAのコ ンポーネ

 ントとして現在までにEBV DNA BamHl K断片にコー ドされるEBNA- 1, BamHI WYH領

 域にコー ドされるEBNA-2が知られている。 本研究では, DNA トラ ンスフェクショ ンによりin

 vi七roでのEBV DNAの発現系を確立 し, 新たなEBV関連抗原の検出を試みた。 はじめにEBV

 DNAの発現系を確立するために, mRNA転写のプロモーター, エ ンハ ンサーと して働く ことが

 知られているレトロウイ ルス (トリの骨髄球症ウイ ルス) 由来のLTR配列を組み込んだ発現ベ

 クターpLTRを構築 した。 このベク ターにEBV DNA BamHI K断片を挿入 したクロー ンpLTR-

 BamHI Kを分離 し, ハムスター由来BHK細胞にリ ン酸カルシウム共沈法により トラ ンス フェク

 ト したところ, 20 -30%の細胞核 にEBNA-1が蛍光抗体 間接法により検出された。 一方, コ ン

 トロールと してBamHI K断片をpBR322ベクターに挿入 したクロー ンpBR-BamHI Kをトラ ン

 スフェクトした細胞からは1%以下の頻度で しかEBNA-1が検出されず, 発現ベクターpLTR

 の有用性が明 らかとなった。 この発見ベクターpLTRに, 各種EBV DNA BamHI断片を挿入し

 た一連のクロー ンを分離 した。 それぞれのクロー ンをBHK細胞にトラ ンスフェクト し, 新たなE

 BV関連抗原の検出を行なったところ, BamHI E断片を挿入したクロー ンpLTR-BamHI Eを

 トラ ンスフェクトしたBHK細胞の核に, 血清学的にEBNAに分類される抗原が蛍光抗体間接法に

 より検出された。 この抗原についてさらに詳細に検討するために, Bam田 E断片中のオープン

 リーディ ングフ レームBERF1, BERF2b, BERF4 を含む領域をそれぞれpLTRに挿入 した。 得

 られたDNAク ロー ン (pl、TR-BERF 1, pLTR-BERF 2b pLTR-BERF4)を それぞれBHK細 胞

 にトラ ンスフェク トしたところ, pLTR-BERF 2bを トラ ンスフェク ト した細胞の核 にpLTR一
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 BamHI Eを トラ ンス フェクトしたときに誘導される抗原と同一の抗原性を もつ抗原 が誘導さ れ

 た。 さ らにpLTR-BERF 1, pLTR-BERF4を トラ ンスフェクトした細胞の核に もpLTR-BamHI

 Eによ り誘導される抗原とは抗原性が異なるがやはり血清学的 にEBNAに分類さ れる抗原が誘

 導された。 BERF2bにコー ドされる抗原はイ ムノ プロッティングによる解析の結果, 145キロダ

 ルトン (145kD) の分子量を もつ物質だった。 いっぽう, B95-8株EBV感染細胞の核中 に発現

 するEBNAをイムノ プロット法により解析した結果, EBNA 1, EBNA2のほかに136kD, 142kD

 そ して147KDの3種類のEBNA抗体陽性血清と特異的に反応する抗原が検出された。 147kDの抗

 原は, BEERF2bにコー ドされる 145kDの抗原とイ ムノ プロッティングにおける血清との反応性

 が同じだった。 また, 蛍光抗体間接法による血清学的解析の結果, 136kDの抗原がBERF1に,

 工42kDの抗原がBERF4 にそれぞれコー ドさ れる抗漂 と同 じ抗原性を持つことが明かとなつ た。

 以上の結果より, B95-8株EBV感染細胞核中には, EBNA圭, EBNA2以外に136kD, 142kDそ

 して147kDの分子量を持ち血清学的にEBNAに分類さ れる抗原が発現 していることが明 かとなり,

 それらがそろぞれオープンリー ディ ングフ レームBERF!, BERF2b, BERF4にコー ドさ れて

 いる事が示唆されたσ 本研究により, pLTRベクターを用いたEBV DNAのin vitroでの発現系

 が確立され, EBV DNAにコー ドされる種々の抗原の同定およびそれらの機能を解析するうえで

 有用であ る。 また, 新たに3種類のEBNAのコ ンポーネントとそのコーディ ングフ レ一一 ムを同定

 したことは, EBNAが細胞リトラ ンスフォーメ 一 ショ ンや発がんにはたす役割を理解するうえで

 重要な知見であると、思われる。
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 審査結果の要旨

  本論文は, ヒトのヘルペスウイ ルス科に属するEpstein-Barr virus (EBV) 遺伝子の培養細胞

 中での発現系の確立, および確立され た系を用いた新たなEBV関連核内抗原 (EBNA) の構成

 分子の同定に関する論文である。

  EBV は世界中のヒトに広く伝播 しているウイ ルス で, 初感染時に一部のヒトは伝染性単核症を

 発症する。 感染後ウイルス は潜伏感染 状態となり, 感染者はウイルスを生涯保持 し続ける。 EB

 Vをin vi七roでヒトのBリ ンパ球に感染させると細胞はトラ ンスフォーム (不死化) し, ウイ ルス

 遺伝子は持続感染状態となる。 またEBVは, バーキットリ ンパ腫, 上咽頭がんの発症に密接に関

 係 していると考え られている。 従ってEBVの研究 は, ウイ ルス発がんおよびヘルペスウイ ルス 科

 の特徴である潜伏感染機構の解明のために重要であ る。 本論文で は特に以下の2っ の課題を中心

 にEBVの研究を行っている。 1. EBVにはin vitroでの有効なウイルス産生系が無いため, ウイ

 ルス変異株を分離することが難 しい。 従っ てEBVにコー ドさ れる個々 の抗原の同定やその機能

 を研究するために, EBV DNA断片を培養細胞中で効率良く発現させる系の開発を行う。 2. バー

 キットリ ンパ腫, 上咽頭がんの腫瘍細胞およびEBV トラ ンスフォーム細胞中で 共通 に発現 して

 いる抗原 はEBNAだけであり, EBVの潜伏感染 や発 がんへの関与が示唆さ れている。 上記 実験系

 を用いてEBNAの解析を行う。

  これらの研究成果として, 1. EBV DNA断片の培養細胞中での発現系が確立された。 レトロ

 ウイ ルス 由来のLTR配列を組み込んだpLTRベクターを発現ベクターに用 い, ハムスター由来

 BHK細胞にリ ン酸カルシウム法でトラ ンスフェク トすることにより, 非常に効率よくEBV遺伝

 子を発現させることが可能となった。 2. この方法によりEBV DNA BamHI断片中にコー ドさ

 れる抗原を解析 したところ, BamHE断片中のオープンリーディ ングフ レームBERF 1, BERF

 2, BERF4 がいずれ も血清学的にEBNA に分類される抗原 をコー ドしていることが明かとなっ

 た。 3. B95-8株EBV感染細胞の核抽出物中に, 従来より知られていたEBNA-1 (78キロダル

 トン;KD), EBNA-2 (82KD) のほかに, それぞれ136KD, 142KD, 147KDの分子量の3種類

 のEBNAが検出された。 血清学的解析の結果, 136KDの抗原がBERF1に142KDの抗原がBERF

 4に147KDの抗原がBERF-2にそれぞれコー ドされることが示唆された。 以上の点が明 らかに

 された。

  EBV遺伝子の培養細胞中での発現系を確立 したことは, EBV研究全体に大きく寄与すると考

 えられる。 またEBVによる発がん, EBVの潜伏感染 に重要な働きをしていると考え られている

 EBNAの新しい構成分子を発見 し, そのコー ド領域を同定 したこと は, EBNAの機能解明のため

 に重要な発見である。 従って, 本論文 は博士号授与に価する研究とみなす。

 一 168 一

歩

 、
、
ー


