
博 士 （ 医 学 ） 遠 藤 理 香

学 位 論 文 題 名

Epstein-Barrウイルス関連疾患におけるEpstein-Barrウイルスの

internal ribosome entry siteの変異に関する研究

学位論文内容の要旨

く緒言＞

  真核生物におけるタンパク合成では、通常mRNAの5’末端に存在するキャップ構造がり

ボソームに認識されて翻訳が開始されるが、一部のウイルスや真核細胞固有のmRNAにお

いてはm心岨の内部に存在するmemmdbosome閲tづsite（IRES）といわれる領域にりボソー

ムが結合することによって翻訳が開始される機構も存在する。EpstemIBarrウイルス（EBり

でも2003年に初めてEp鷆ehl一Barrnucle甜a而gen1田BNA1）遺伝子の5’非翻訳領域に位置する

Uexonに瓜ESが含まれていることが報告された。EBV感染により引き起こされる疾患は

多岐にわたるが、その病態や重症度の違いをもたらす要因についてはまだ十分には解明さ

れておらず、EBV関連疾患とEBVのB也Sがどのように関わっているかを知ることは、病

態の違いを考えるうえでも興味深い。この研究ではEBV関連リンパ増殖性疾患の患者から

検出されたEBVのH也S領域の塩基配列を解析し、変異の有無と疾患との関係について検

討を行った。また、変異の有無によるn也S領域の血ボAの2次構造の変化や機能の変化

も検討した。

く材料と方法冫

  伝染性単核症（IM）患者19例、慢性活動性EBV感染症（（ニAEBり患者13例、EBV関連血球

貪食症候群GBV＿AHS）患者6例の末梢血単核球（PBMC）または凍結保存組織（リンパ節、

脾臓）、IM患者3例、CAEBV患者2例、EBV・AHS患者1例の唾液、EBVを感染させずに

自然に樹立したりンパ芽球細胞株（Lymphoblastoidcenline：LCL）15株（IM患者7株、

CAEBV患者4株、健常者4株）から抽出したDNAを検体としてPCRとシークエンスによ

りUexonの塩基配列の解析を行った。mRNAの2次構造の予測はMZucker’sMfbld、veb

serverを用いて行った。EBNA1の5’非翻訳領域を組み込んだルシフェラーゼ・レポーター

ベクターを作成し、293細胞株とBJAB細胞株に導入してIRES領域の変異によるルシフェ

ラーゼ活性の変化を比較した。

く結果冫

  EBVのUexonの塩基配列は高度に保存されていたが、検体により67585番目の塩基のみ

にTからCへの変異がみられた。この変異がみられた頻度は臨床検体ではIMの513％（1／19）

に対して、CAEBVでは69．2％（9／13）、EBV‐AHSでは66．7％（4/6）、CAEBVとEBV‐AHSをT
リンパ球増殖性疾患としてまとめると68．4％（13／19）と高く、IMと比較すると明らかな有意

差を認めた（pくO．001，ぞ検定）。EBVを感染させずに自然に樹立したLCLでは15株全て

に同部位の変異がみられた。実験細胞株のB95．｜8細胞株では変異はみられなかったが、
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Akata細胞株、Rai細胞株では同部位の変異がみられた。唾液のEBVでも1例以外は全て

同部位に変異がみられたが、1例のCAEBV患者の唾液中EBVでは67585番目の塩基に変

異がある株（C）となぃ株（Dとが混在していた。変異によりEBVIRES領域のmRNAの2次構

造には変化がみられた。EBVIRESを組み込んだルシフェラーゼ・レポーターベクターでは

ルシフェラーゼ活性の増強がみられたが、増強の程度には変異の有無による有意差は認め

られなかった。

く考察＞

  EBVの潜伏感染は潜伏感染関連遺伝子の発現様式によりLatencyI、Lat闘cyII、および

L帥mcymの3っに分類されるが、EBNAlは全ての潜伏感染様式において発現しており、

EBVの 複 製 や ゲ ノ ム の 維 持 に 必 須 の タ ン パ ク で あ る と さ れ て い る 。

  本研究においてCAEBVやEBV一AHSではIMと比較してEBVの瓜ESに高頻度で変異が

みられたことから、恥Sの変異はQ6曲VやEBV＿AHSなどEBV関連疾患の進展に関与し

ている可能性が示唆された。また、唾液中のEBVでも高頻度に変異がみられたことから、

IRESに変異のあるEBVは溶解感染のサイクルに入りやすい可能性が示唆された。

  EBVを感染させずに自然に樹立したLCLでは全ての株にIRESの変異がみられたが、健

常者のPBMCに瓜ESに変異のなぃB95‐8EBV株を感染させて樹立したLCLでは変異がみ

られなかった。このことから、LCLでみられる変異は元々感染していたEBV株に由来する

変異であり、LCLが樹立される過程で生じた変異ではないと考えられた。EBVを感染させ

ずに自然に樹立したLCLは、ヒト体内に混在して感染していたEBV株のうち、変異のある

EBV株の感染した細胞が優位に増殖した状態と推測される。一般的にEBVを感染させずに

自然にLCLが樹立される際には、末梢血中に存在していたEBV感染細胞が直接不死化して

増殖するのではなく、EBV感染細胞から溶解感染のサイクルに回ったウイルスが一度放出

され、そのウイルスが周囲の細胞に感染し、感染した細胞が不死化することによりLCLが

樹立されるという考えが支持されている。このことより、全てのLCLで変異のあるEBV株

が検出された理由については、変異のあるEBVが感染細胞に何らかのgrowmadV弧tageを

与えて細胞の増殖能カを高めたという可能性の他に、変異のあるEBV株が溶解感染のサイ

クルに入りやすいためにより多く周囲の細胞に感染し、LCLが樹立された段階では優位に

なっているという可能性も考えられた。

  EBV恥S領域のmRNAの2次構造には、1塩基置換のみであるにもかかわらず変異に

よる構造変化が認められた。変異のみられる部位を含むドメインはHほSの活性に重要であ

ると報告されており、この部位の構造変化が恥Sの機能に影響を及ぼす可能性も十分に考

えられた。ウイルスのIRESにおいてn也S領域の変異によりその機能が大きく変化する例
が知られており、EBVにおいてもH也Sの変異がその機能に影響を及ぼしている可能性があ

る。本研究においては、ルシフェラーゼ・レポーターベクターへのEBV瓜ES挿入によって

ルシフェラーゼ活性が増強することは確認できたが、増強の程度には変異の有無による有

意差がみられず、変異によるRES活性の変化を直接証明することはできなかった。

  EBV関連疾患の病因はウイルス側の問題、宿主側の問題、遺伝的な問題など様々な方面

から考えられてきたが、現在はEBVの変異は地域性によるものであり、疾患特異性はない

とする見解が一般的である。EBVII沍Sの変異がIM以外のEBV関連リンパ増殖性疾患の
進展に関わるものであるとすれば、ウイルスの変異が疾患の発症に関わっている例として

は本研究が初の報告となる。今後このEBVIRESの機能や作用機序を明らかにしていくこ

とが、EBVの複雑な感染戦略機構やEBV関連リンパ増殖性疾患の病態の解明、治療法の開

発にっながっていくことを期待したい。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Epstein-Barrウイルス関連疾患におけるEpstein-Barrウイルスの

mtemmnbosomeentrysiteの変異に関する研究

  真核生物におけるタ．ンパク合成では、通常mRNA5’末端のキャップ構造がりボソームに認

識されて翻訳が開始されるが、内部に存在するinternal ribosome entry site(IRES)から

翻訳が開始される機構も存在する。Epstein―Barrウイルス(EBV)でも2003年に初めて

Epstein―Barr nuclear antigen l(EBNAl)遺伝子の5’非翻訳領域に位置するUexonにIRES

が存在すると報告された。本研究において申請者はEBV関連リンパ増殖性疾患の患者から

検出されたEBVの塩基配列を解析し、変異の有無と疾患の関係について検討を行った。ま

た、変異によるIRESの2次構造の変化や機能の変化も検討した。

  伝染性単核症(IM) 19例、慢性活動性EBV感染症(CAEBV) 13例、EBV関連血球貪食症候群

(EBV-AHS)6例の末梢血単核球(PBMC)または凍結保存組織、IM3例、CAEBV2例、EBV―AHS1

例の唾液、EBVを感染させずに自然に樹立したりンパ芽球細胞株(LCL) 15株(IM7株、CAEBV

4株、健常者4株）を対象として、PCRとシークエンスによりUexonの塩基配列を解析した

ところ、検体により67585番目の塩基のみにTからCへの変異がみられた。PBMCまたは組

織でこの変異がみられた頻度はIMの5．3％（1/19)に対して、CAEBVでは69. 2% (9/13)、

EBV－AHSでは66. 7% (4/6)と高く、明らかな有意差を認めた。LCLでは全ての株に変異がみら

れた。唾液でも全例に変異がみられたが、CAEBVの1例では変異がある株とない株が混在し

ていた。Mfold web serverを用いたIRESの2次構造の予測では、変異により構造の変化が

みられた。EBV IRES領域を挿入したルシフェラーゼ・レポーターベクターを作成して293

細胞株とBJAB細胞株に導入し、IRESの機能の変化を検討した結果では、ルシフェラーゼ活

性は増強したものの、変異の有無による差は認められなかった。

  CAEBVやEBV―AHSではIMと比較してEBVのIRESに高頻度で変異がみられ、唾液では全例

に変異がみられたことから、CAEBVやEBV一AHSにおいてIRESに変異のあるEBVが感染細胞

に何らかのgrowth advantageを与える可能性や、変異のあるEBVが溶解感染のサイクルに

入りやすい可能性が考えられた。また、LCLでは全ての株に変異がみられたが、健常者の

PBMCにIRESに変異のないB95―8EBV株を感染させて樹立したLCLでは変異がみられず、こ
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の変異はLCLが樹立される過程で生じたものではなぃと考えられた。一般的にLCLが樹立

される際には、末梢血中に存在するEBV感染細胞からウイルスが一度放出されてBリンパ

球に感染し、新たに感染したBリンパ球が芽球化するという考えが支持されている。LCLで

は、変異のあるEBVが感染細胞に何らかのgrowth advantageを与えて細胞の増殖能カを高

めた可能性や、溶解感染のサイクルに入りやすいためより多く周囲のBリンパ球に感染し

て、LCLが樹立された時点で優位になっている可能性が考えられた。予測されるIRESの2

次構造には変異による変化が認められ、この構造の変化がIRESの機能に影響を及ばす可能

性も考えられた。ルシフェラーゼ・レポーターベクターへのEBV IRES挿入では、ルシフェ

ラーゼ活性の増強を確認できたが、変異の有無による差を証明することはできなかった。

  公開発表に際し、副査の高田賢蔵教授から変異の有無によるEBNA1の発現の差、EBV感染

細胞と変異との関連性、レポーターアッセイにおけるコンストラクト等にっいての質問、

次いで副査の清水宏教授から臨床検体で得られた結果の意味づけ、変異の有無と臨床症状

との関連性、ウイルスの別の部位にも変異がある可能性等についての質問、また主査の有

賀正教授からIMにおいて唾液とPBMCでの結果が解離している理由、ウイルスの変異の起

こりやすさ、感染時のウイルスの混在状態等にっいての質問があったが、いずれの質問に

対しても申請者は誠意ある妥当な回答をした。

  本研究は、EBV IRESの変異がCAEBVやEBV-AHSなどEBV関連疾患の進展に関与している

可能性を示唆した。今後この方面の研究発展がEBVの複雑な感染戦略機構やEBV関連リン

パ増殖性疾患の病態の解明、治療法の開発にっながっていくと期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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