
はじめに

２０世紀後半の真核生物ゲノム複製の研究は細胞核でゲノ

ム複製をするDNA型ウイルスをモデルとして進められ

た．パポバウイルス（SV４０，HPV）はゲノムサイズが小

さいため限られたウイルス蛋白質のみを発現し宿主細胞の

染色体複製機能を最大限利用して自己増殖する．従って複

製開始領域結合蛋白質以外は宿主細胞染色体複製伸長装置

により複製され，その研究は細胞複製伸長蛋白質群の同

特集２

４．Epstein―Barrウイルスの増殖機構：
ウイルスゲノム複製を中心として

鶴 見 達 也

第４９回日本ウイルス学会学術集会シンポジウム
「ウイルス感染の吸着から放出まで」

Epstein―Barr virus（EBV）は伝染性単核球症の原因ウイルスとして知られ

ているが，バーキットリンパ腫，上咽頭がん，T細胞白血病，胃がん，乳がん

等との関連が指摘されているヒトがんウイルスである．バーキットリンパ腫の

樹立細胞からEBVゲノムが脱落すると腫瘍原性がなくなり再びEBVが感染

しEBVゲノムが導入されるとその細胞は腫瘍原性を獲得することから，細胞

にEBウイルスゲノムが複製保持されることが腫瘍原性に密接に関連している

ことが示唆される．従ってウイルスゲノム複製及び保持機構の解明はEBV感

染がん細胞の制御を考える上で重要な研究領域である．

DNAウイルスであるEBVは宿主細胞の核をゲノム複製の場とするが，潜

伏感染状態とウイルス産生状態でウイルスゲノム複製機構が異なる．潜伏感染

状態ではウイルスゲノムはヒストン蛋白質と結合したヌクレオゾームとして存

在し染色体DNAと同じように S期に同調して１回複製される．このゲノム複

製は細胞周期に依存した複製様式から染色体複製開始の制御に関わる宿主蛋白

質がEBVゲノムと相互作用をしていることが最近相次いで報告された．一

方，ウイルス産生状態においては潜伏感染時とは異なる複製開始領域 oriLyt

から複製が開始し少なくとも複製後期においてはローリングサークル型複製様

式によりウイルスゲノムは複製される．ローリングサークル型複製フォークで

働くDNA合成装置は６種のウイルス由来複製蛋白質群（DNAポリメラーゼ

複合体，一本鎖DNA結合蛋白質，ヘリカーゼ／プライマーゼ複合体）から構

成される．

本稿では①潜伏感染時のEBVゲノム複製に関与することが明らかとなった

Orc, CDC６，MCM complex の細胞内動態についてのぞく②EBV複製フォー

クで働くウイルス複製蛋白質の機能，蛋白質間相互作用について我々がこれま

でに得た知見を紹介し，EBV複製フォークのモデルを提示すること，また対

照となるバクテリオファージなどの原核生物，真核生物複製系と比較検討する．
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定，性状解析に大きく貢献した．一方，ヘルペス属ウイル

スは核で増殖するDNAウイルスの中で最大長のゲノム

（＞１５０kbp）を有し，ウイルス独自の複製蛋白質群を感

染細胞内に発現誘導し一部宿主細胞の複製因子の助けを借

りながらゲノム複製を行なう．従ってその研究は原核生物

系における大腸菌に対するバクテリオファージのゲノム複

製研究と対比されるものと位置付けられる．

EBVは人類の９０％以上が成人に達するまでに感染し，

生涯を通じてヒトと共存するように進化したヘルペス属ウ

イルスである．EBVは静止期にある末梢血Bリンパ球に

感染する．感染Bリンパ球は芽球化し細胞周期が進むよ

うになり分裂増殖をはじめEBVは潜伏感染状態にはい

る．ウイルスゲノムは染色体DNAと同じように S期に同

調して１回だけ宿主細胞DNA複製装置によって複製され

る．この細胞周期に依存したゲノム複製は染色体複製開始

の制御に関わる蛋白質（Orc complex，MCM complex）

が EBVゲノムと相互作用をしていることが最近報告され

た．ウイルスゲノムと染色体複製開始蛋白質が関わり合う

という初めての報告であり，哺乳類の複製開始領域が特定

されていない現在，細胞染色体ゲノム複製開始機構研究の

モデル系として今後重要性が増すことが予想される．

ウイルス産生状態は潜伏感染状態にある細胞で始まる．

従って潜伏感染状態のプラスミドレプリコンは溶解型ウイ

ルスゲノム複製を開始するための鋳型として働く．ウイル

ス産生状態においては７種のウイルス複製蛋白質が発現誘

導され，潜伏感染時とは異なる複製開始領域 oriLyt から

複製が開始し，少なくとも複製後期においてはローリング

サークル型複製様式によりウイルスゲノムは複製される．

head to tail に連結したコンカテマーの長い複製中間体が

生成され，核内でユニット長に切断されカプシド内にパッ

ケージされる．ローリングサークル型複製フォークで働く

DNA合成装置は６種のウイルス由来複製蛋白質群（BALF

５，BMRF１，BALF２，BBLF４，BSLF１，BBLF２/３）

および一部細胞複製因子から構成されると考えられる．

本シンポジウムでは潜伏感染時のEBVゲノム複製に関

与することが明らかとなったOrc，CDC６，MCM complex

の細胞内動態について我々がこれまでに得た知見を紹介

し，さらにウイルス産生状態においてはEBV複製フォー

クで働くウイルス複製蛋白質の機能，蛋白質間相互作用の

検討からEBV複製フォークのモデルを提示すること，ま

た対照となるバクテリオファージなどの原核生物，真核生

物複製系と比較検討することを試みた．

１．EBVの感染とそのゲノム複製様式の概要

EBVゲノム複製様式の概要を図１に示す．EBVはヘル

ペスウイルス科（Herpesviridae）に属し，γヘルペスウイ

図１ Epstein―Barr ウイルスゲノム複製様式の模式図
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ルスに分類されている．ウイルス粒子内には直鎖状で約１７０

Kbpにおよぶ２本鎖DNAを有し，約９０の蛋白質をコード

している２）．EBVの感染はこれまで唾液中のEBV粒子が

咽頭上皮に感染し，溶解感染したあと progeny ウイルス

がBリンパ球に感染すると思われてきたが，最近はEBV

粒子は扁桃陰窩に存在するBリンパ球に直接感染すると

考えられるようになった７）．EBV粒子はウイルス蛋白質 gp

３５０/２２０と gH/gL/gp４２複合体を介しB細胞表面に存在す

るCD２１とHLAclassⅡ分子と結合し静止期状態にある末

梢血Bリンパ球に感染侵入する２２）．ウイルスゲノムは細胞

の核に移送され，その両末端に存在する末端反復配列（ter-

minal repeat）を介して環状化する．細胞あたり数個から

数十コピーまで増幅複製され，潜伏感染状態に入るがその

増幅機構は不明である．感染細胞はリンパ芽球化し細胞周

期が廻るようになる．この潜伏感染状態においてはウイル

ス産生はなく９種のウイルス蛋白質（EBNA―１，EBNA―

２，EBNA―３A，EBNA―３B，EBNA―３C，EBNA―LP，

LMP―１，LMP―２A，LMP―２B）と３種のウイルスRNA

（EBER１，EBER２，BARF０）が発現している８）．各々

の蛋白質の機能については詳しく解析されているが，その

内 LMP１は Bcl―２，A２０など抗アポトーシス蛋白質の発

現誘導も起こす為，アポトーシスを抑制し，さらに cyclin

D 蛋白質，Rb蛋白質のリン酸化を誘導する為，細胞周期

は回転し細胞は分裂増殖を続けるようになる．生体では

EBVが感染するとこのEBV感染 Bリンパ芽球を特異的

に認識するCD８陽性Tリンパ球が急速に増殖をはじめ，

最盛期にはT細胞の実に５０％以上をEBV特異的Tリン

パ球が占めることになる１７）．この EBV特異的Tリンパ球

とEBV感染 Bリンパ球との戦いが伝染性単核球症の症状

となって出現する．EBV既感染健常人ではCD８陽性T

細胞の１％がEBV特異的であり２１），それが時々EBVの再

活性化Bリンパ球の増殖を押さえ込んでいると考えられる．

環状 dsDNAとなったEBVゲノムはヒストン蛋白質が

結合し，ヌクレオソーム状態でEBNA１蛋白質を介し染

色体に結合し，染色体外遺伝子として宿主細胞の核で複製

維持される．潜伏感染中は宿主染色体DNAと同様ウイル

スゲノムは宿主染色体複製装置により S期に同調して細

胞周期あたり一回複製される１，２８，４１）．

EBV産生状態への移行はBZLF１蛋白質の発現により

引き起こされるが，生体内において何が引き金となって

BZLF１蛋白質の発現が起こっているのか明確にはわかっ

ていない．培養細胞実験レベルでは潜伏感染状態のBリ

ンパ球をホルボルエステル，カルシウムイオノフォアなど

で処理するとシグナル伝達系を介してBZLF１蛋白質を発

現させウイルス産生状態を誘導することができる．BZLF

１蛋白質は転写活性化因子であり，自分自身，BRLF１蛋

白質，BMLF１蛋白質を発現誘導する．この３者は転写因

子として働き，Early 蛋白質群の発現（ウイルス複製蛋白

質群，核酸代謝に関与するウイルス蛋白質群が含まれる）

を誘導する．続いてウイルスDNA合成が始まり，その後

Late 蛋白質群（ウイルス粒子構成蛋白質をふくむ）の転

写が誘導される３１）．

ウイルス複製感染（Lytic cycle）は潜伏感染時のウイル

スゲノム複製とは大きく異なる．潜伏感染時のウイルスゲ

ノム複製はEBNA１蛋白質以外は細胞の染色体複製装置

を使用しているが，ウイルス産生時は７種のウイルス複製

蛋白質（Early 蛋白質群）が発現誘導されウイルス複製装

置によりウイルスゲノムは１００から１０００倍まで増幅生産さ

れる．ウイルスゲノムはローリングサークル型複製により

中間産物として長い head to tail concatemer ができるが，

ユニットサイズに切断され核内でキャプシド内へパッケー

ジされる．EBVDNAの両末端は５３８bpの繰り返し構造

（TRs）からなり，cis―element として切断／パッケージ

ングに重要な役割を担っていると考えられる．さらに両末

端は同じ１１bpの塩基で終っており左末端はブラントエン

ドだが，右末端は３’エンドが１塩基突出した形で終る．

又TRを一つもつプラスミドも切断／パッケージングを受

けることからEBVゲノム末端形成は単なるTerminase に

よる切断ではなくDNA組み換え現象が関与していると考

えられている４４）．

２．潜伏感染状態の EBウイルスゲノム複製

潜伏感染細胞の核内ではウイルスゲノムは環状化し，ヒ

ストン蛋白質に覆われたエピゾーム（染色体外遺伝子）と

して存在する．核内で安定にプラスミド状態を維持するに

はウイルス蛋白質であるEBNA１が必要で，EBNA１は

複製開始領域 ori―P（DS領域に４カ所，FR領域に２０カ所）

を認識結合する．EBVは分裂増殖するBリンパ球におい

て嬢細胞へウイルスゲノムを伝達維持する必要性から S

期に同調してウイルスゲノムを複製させる．SV４０の場合

も S期にウイルスゲノムは複製されるが，SV４０の複製開

始領域からは何度も複製が開始されウイルスゲノムの大幅

な増幅がみられる．一方EBV潜伏感染状態においては S

期に一回しか複製が開始しないことが知られていた４１）．こ

の観察からEBVの潜伏感染におけるゲノム複製は染色体

複製と同じ機構で S期に一度だけ複製されると考えられ

ていた．昨年（２００１年８月）この仮説を支持する３報の論

文が同時に現れた３，６，２７）．染色体複製開始に関与するORC

蛋白質群，MCM蛋白質群に特異的な抗体で免疫沈降

（chromatin immunoprecipitation, CHIP 法）を行うとEB-

VoriP とくにDS領域が検出されるという報告であった．

またEBNA１とORC蛋白質群と相互作用しているという

data も出された．我々の研究グループもこの問題に取り

組んできたがウイルスゲノムと染色体複製開始関連蛋白質

群との直接の関係は見出せないままでいた．この分野は酵

母，アフリカツメガエルの系ではよく進んでいるが，哺乳
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動物ではあまり解析が進んでいなかったため，我々はヒト

染色体複製開始関連蛋白質群（ORC, CDC６，MCM蛋白

質群）の細胞内の動態，その役割について主に研究してき

た．

１）G１期における染色体複製開始の概念

酵母系の研究から現在考えられている染色体複製開始の

概念を図２に示す．複製開始領域認識複合体ORCは ORC

１～６までの６量体と考えられ細胞周期を通じて自立複製

配列（ARS）に結合している．G１期にORCは他の複製

制御蛋白質（CDC６，MCM複合体など）がARS上に集

積するための基礎となる．CDC６及び Cdt１が ORCに結

合するとMCM複合体（MCM２～７）が複製開始領域近

傍にもたらされ，複製前複合体を形成する．MCM複合体

は cdk２/cycline E あるいは Cdc７/Dbf４のリン酸化反応

によりCdc４５の複製前複合体への結合が促進される．Cdc

４５はDNAPolαと相互作用し細胞の複製伸長装置を複製開
始領域に呼び込むことにより複製開始前複合体が形成さ

れ，複製が開始されると考えられている．

２）ヒト細胞における ORC１，CDC６，MCM蛋白質の

細胞内局在，修飾，及びその動態

ヒト細胞の核で細胞周期のG１，S, G２/Mにおいて

ORC１，CDC６，MCM蛋白質が何処に局在するのかこ

れまで不明であった．ORCは ORC１～６の６つのサブユ

ニットから構成され，ORC２～６の発現は増殖と関係な

く静止期の細胞でも発現している４，５，２９）．細胞が増殖サイク

ルに入るとORC１が誘導され複製に必要な完全なORCが

形成されるようである．我々はヒトORC１は S期にプロ

テアゾーム依存的に分解されることを見いだした１１）．ORC

１およびCDC６はクロマチンではない核構造（non―chro-

matin structure）に結合し nuclear foci を形成することを

明らかにした１１）．分裂酵母のCDC６ホモログであるCdc

１８は S期 cyclin/CDKによりリン酸化され，リン酸化依存

性に分解されるが，ヒトCDC６は S期に細胞質に移行す

る（分解されない）ことがわかった１２）．この移行は cycline

A/CDK２によるリン酸化に依存している２３）．この場合，

核内CDC６のすべてが細胞質に移動するわけでなく，機

能していると考えられる核構造結合型CDC６の量は変化

しない．これらの機構は S期におけるゲノム再複製の抑

制機構の一部に寄与していると考えている．

MCM複合体はMCM２～７の６つのサブユニットから

構成されるヘテロ６量体であり間期を通して核内に存在し

ている２０）．核MCMは生化学的に非イオン性界面活性化剤

（Triton X―１００）可溶性と不溶性画分に分けられる．不溶

性画分はDNase 処理により遊離されクロマチンに結合し

ていると考えられる１３）．これはORCや CDC６と対照的で

ある．核MCMの総量は細胞周期を通してほぼ一定であ

るが，クロマチン結合型MCMは S期の進行につれてク

ロマチンから遊離していく１３，２０）．Triton X―１００可溶性MCM

は cell cycle を通して６量体を形成しているが１３），やや不

安定でMCM３―５とMCM４―６―７に分解されやすい．

MCM４―６―７はヘリカーゼ活性を示す事が報告されてい

るが１８），我々はこの複合体を細胞から分離する事に成功し

図２ 酵母の系から想定されている染色体複製開始の概念図
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ていない．この小複合体が細胞内に存在しヘリカーゼとし

て機能しているのかどうかは今のところ明らかではない．

クロマチン結合型MCMは６量体として存在するが，

MCM自身に強いDNA結合活性は認められない．MCM

複合体は PCNAのようにDNAを囲むようにクランプと

して働いているのかもしれない．MCMのクロマチンへの

結合はATPによって安定化する事をみいだいた１３）．

MCM６量体は細胞周期を通して複雑なリン酸化をうけ

る．S期には Cdk２/CyclineE および Cdc７/Dbf４により

MCM２と４がリン酸化される．さらにG２/M期には

MCM２と４が高リン酸化され，MCM複合体のクロマチ

ンへの再結合を抑制していることも見いだした．MCM複

合体は S期の進行とともにクロマチンから遊離しG２/M

期にはほとんど結合していない．Cdc２の温度感受性変異

株FT２１０細胞でCdc２を不活化させるとMCM複合体は

クロマチンに結合したままであることがわかった１３）．さら

に Cdc２がMCM複合体のMCM２及びMCM４を高リン

酸化し，そのうえヒトCDC６も高リン酸化していること

がわかった１３）．これらの結果から，Cdc２はMCMと CDC

６のリン酸化を通して，MCM複合体のクロマチンへの再

結合を抑制していると考えられる．おそらくリン酸化によ

る高次構造の変化がMCM複合体の機能を抑制している

と思われる．

３）染色体複製開始蛋白質の潜伏感染 EBVゲノム複製の

細胞周期調節仮説モデル

染色体複製開始関連蛋白質の研究を踏まえ，潜伏感染

EBVゲノム複製の仮説モデルとして図式化した（図３）．

ORCがどのような認識機構のもとにクロマチンと相互

作用しているのかは不明であるが，これまでに同定されて

いるクロマチン複製開始領域近傍には，しばしば核マトリ

ックス結合領域が認められ，核マトリックスに結合してい

るORCと相互作用しているのかも知れない．EBVの場合

oriP を含む領域は核マトリックスに結合することが報告

されており１９），EBNA１を介してORCと相互作用するこ

とが想定される．CDC６も核マトリックスへ結合し，ORC

と核マトリックス上で相互作用しているのかもしれない．

G１期にORCと CDC６さらにCdt１によりMCM６量体

が，おそらく dsDNAを取り囲むような型でクロマチンあ

るいはEBVゲノムに結合される．MCM６量体の一部は

図３ EBV潜伏感染ウイルスゲノム複製に関与する染色体複製蛋白質の細胞周期仮説モデル
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ORC/CDC６の近傍に結合するが，全体的にはもっと広が

りを持ってクロマチン上，あるいはEBVゲノム上に分布

しているのではないかと考えられる．S期になるとゲノム

結合型MCMは CDC７/Dbf４あるいはCdk２/cyclin E or

A によるリン酸化により活性化されるのであろう．活性

化されたMCMは必須の役割を演じた後，複製の進行と

共役してクロマチンあるいはEBVゲノムから遊離してい

くのであろう．一旦遊離したMCM複合体のゲノムへの

再結合はMCMや CDC６のリン酸化を介して抑制されて

いると想像される．S期ではこのリン酸化はCdk２が行

い，G２/M期ではCdc２/cyclin B が担うことが示されて

いる．これらの機構により再複製は抑制され，M期の脱

出と共にCdc２キナーゼ活性は抑制され，G１にはいると

次の複製前複合体が形成されというサイクルを繰り返すと

いう仕組みにより，EBVゲノム及び染色体DNAは S期

に一度のみ複製されると考えられる．

３．溶解感染時の EBウイルスゲノム複製

１）ウイルスゲノム複製開始

ウイルス産生状態のウイルスゲノム複製は ori―P とは別

の複製開始領域である ori―Lyt から始まる１６）．ori―Lyt は

プロトタイプのEBVゲノムには２コピー（重複配列DS―

R と DS―L 内）存在するが，１コピーでも lytic―phase の

DNA複製はおきる．ori―Lyt（DS―L）は BHLF１および

BHRF１のプロモーター領域を両末端にもつ．EBV ori―Lyt

は HSV―１ori とは異なり複雑な構造であるが，二つのコ

ア領域（upstream region：３２１bp, downstream region：

３７４bp）とその周辺の付随領域（複製を促進する）から構

成されている２６）．upstream region は ori―Lyt からの複製

及びRNAの転写に必須であり，BHLF１プロモーター領

域とほぼ一致しTATA box, CCAAT box，及び BZLF１

蛋白質結合部位（ZRE）２ヵ所が存在する．BZLF１蛋白

質はAP―１ファミリーの c―Fos とホモロジーをもつ転写

因子であり，ホモダイマーとして特異的な塩基配列に結合

する．転写因子としてのBZLF１蛋白質はBHLF１プロモ

ーター内のTATA box に結合するTFIID 転写因子と相互

作用し，さらにTFIID 付随因子とも作用して安定な転写

開始複合体を形成すると考えられている．同時にBZLF１

蛋白質は ori―Lyt―dependent DNA複製に必須の因子でも

ある９）．ori Lyt 内には全部で７ヵ所BZLF１蛋白質結合部

位が存在するが，BZLF１蛋白質のこれらへの結合（特に

ZRE１～４）が複製開始に必要となる２５）．BZLF１蛋白質

結合さらには細胞因子結合による ori―Lyt の高次構造の変

化が複製開始の引き金になるのかもしれない．down-

stream region も複製に必須で，エンハンサー領域を含み

Rエンハンサーエレメントあるいは Sp１を含むいくつか

の細胞蛋白質が結合することが報告されている１５）．また ori

―Lyt 内には２ヵ所のAT―rich なパリンドローム構造が存

在し複製の始まる開口部と推定されている．lytic phase 初

期の複製中間産物はコンカテマーではなく裸のプラスミド

であることが報告され 複製初期には ori―Lyt dependent

θ型DNA複製をしている可能性がある２４）．しかし少なく

とも複製後期のローリングサークル型DNA複製は主に

EBVがコードする一連の複製蛋白質群（EBVゲノム複製

装置）によって行なわれ複製中間産物が head―to―tail con-

catemer の巨大分子である１６）ことからいくつかのバクテリ

オファージで提唱されているローリングサークル型複製を

していると考えられている．

２）EBVローリングサークル型 DNA複製

EBV lytic―phase のローリングサークル型DNA複製に

必須なウイルス遺伝子産物はHayward のグループにより

transient replication assay を用いて決定された９）（図４）．

彼等は ori―Lyt を含むプラスミドとEBVDNA断片のセッ

トを同時に細胞内へ導入することによりどのDNA断片の

組み合わせがプラスミド複製に必須であるのかを明らかに

した．近年数多くのヘルペス属ウイルスの全DNA塩基配

列が決定され，また先行する単純ヘルペスウイルスの

DNA複製の研究からこれらヘルペス属ウイルスに共通す

るウイルス複製蛋白質群が明らかにされてきた．染色体

DNA複製フォークで働く複製蛋白質の役者はまだ不明な

部分が残されているが，EBVの場合は上記６種のウイル

ス蛋白質から構成されるので各々の相互作用を検討するこ

とによって染色体DNA複製フォークのモデルとなること

が期待できる．EBV増殖の分子機構を明らかにすること

は真核生物DNA複製研究のモデルとしての意義があると

同時に，EBV感染を制御する上で，その治療法及び予防

法を開発する上で非常に重要な情報となる．

３）EBV複製蛋白質の機能

我々は７種のウイルス複製蛋白質を各々発現する組み換

えバキュロウイルス，及び特異抗体を準備し，各々の蛋白

質について酵素学的解析を行なってきた．まずEBウイル

ス産生状態時に誘導される７種のウイルス複製蛋白質のう

ちこれまでEBVDNAポリメラーゼ複合体及びEBV一本

鎖DNA結合蛋白質（EBVSSB）について感染細胞あるい

は組み換えバキュロウイルス感染細胞から精製しその性

状，機能の解析を進めてきた．

ａ）EBVDNAポリメラーゼ複合体：EBVDNAポリメラ

ーゼ複合体はBALF５Pol 触媒サブユニット及びBMRF１

Pol 付随蛋白質から構成され，非常に高い polymerase

processivity を持つこと，又校正機能を担う３’―５’エク

ソヌクレアーゼ活性が付随する３０，３２，３４）．EBVDNAポリメラ

ーゼ複合体を構成するサブユニットを単独に発現する組み

換えバキュロウイルスを作製しBALF５遺伝子産物が酵

素活性を担うこと，BMRF１遺伝子産物は dsDNA結合活
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性を持つことを明らかにした３３，３５，３８）．さらに各サブユニッ

トの相互作用を検討しBMRF１蛋白質はBALF５蛋白質

の示す polymerase processivity 及び３’―５’ds exonucle-

ase 活性を著しく促進させることを見いだした３６）．ウイ

ルス複製蛋白質の内，BMRF１蛋白質はEBVDNAポリメ

ラーゼ触媒酵素のポリメラーゼプロセッシビティを劇的に

上げることから機能的相互作用があることが示されていた

が，複合体を形成している直接的証明はなかった．ショ糖

密度勾配遠心法で生理的塩濃度条件下で両者は複合体（ヘ

テロダイマー）を形成していることが分かったが，この複

合体形成は高塩濃度に感受性であり両者の結合は弱いこと

が明らかとなった．またこの複合体形成は再構成可能であ

った．また上記ショ糖密度勾配遠心法でヘテロダイマーが

二つからなる複合体も検出された．複製フォークではリー

ディング鎖とラギング鎖上のポリメラーゼが一体となって

両鎖合成に働いていることが想定される（Sugaya Y and

Tsurumi T：in preparation）．

ｂ）EBV一本鎖 DNA結合蛋白質：EBV感染リンパ球よ

りEBVSSBを精製し ssDNAに特異的に結合すること，

さらに ssDNA自身のとる二次構造を解消することによっ

てDNAポリメラーゼ活性を促進することを明らかにし

た３９）．EBVSSB を単独に発現する組み換えバキュロウイル

スを作製しBALF２遺伝子産物が helix―destabilizing（un-

winding）活性をもつこと，そしてこれが ssDNA自身の

とる二次構造を解消することを見い出した３７）．この un-

winding 活性は抗 BALF２蛋白質抗体により阻害された．

最大活性はBALF２蛋白質がDNA基質を飽和する以上の

濃度で得られた．BALF２蛋白質による unwinding は co-

operative であり且つ非常に早く又 unwinding 活性に方向

性は見られなかった．primed M１３ ssDNAをもちいたポ

リメラーゼアッセイ系にBALF２蛋白質を添加すると

BALF５Pol catalytic サブユニットの示すポリメラーゼ活

性を著しく促進した．複製産物の解析から ssDNA上の二

次構造をとると推定される領域でEBVSSB非存在下では

ポリメラーゼ反応が止まったが，EBVSSB添加により一

時停止することが解消された．BALF２蛋白質の helix―

destabilizing 活性が ssDNA上の二次構造を解消すること

によりEBVDNAポリメラーゼの動きを促進すると考えら

れる．またある条件下ではEBVDNAポリメラーゼ複合体

自身に strand displacement DNA合成活性が付随するこ

とを見い出した４０）．この活性は試験管内で catalytic サブ

ユニットと accessory サブユニットを再構成することによ

り再現する．さらにこの strand displacement DNA合成

活性はEBVSSBを加えることにより特異的に増強される

ことを見い出している４０）．

ｃ）BBLF４―BSLF１―BBLF２/３複合体：DNAヘリカー

ゼ，DNAプライマーゼ活性を担うと考えられるBBLF４

蛋白質，BSLF１蛋白質，BBLF２/３蛋白質のバキュロウ

イルス発現系を各々樹立した４２）．３種の組み換えバキュロ

ウイルスは感染細胞中に各 ９々０，８９，及び７６kの蛋白質を

発現し，各抗体を用いたウエスタンブロットにより各遺伝

子産物であることが同定された．３種の組み換えバキュロ

図４ 溶解感染EBV複製蛋白質
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ウイルスを同時に感染させ抗BSLF１抗体で免疫沈降させ

るとBSLF１，BBLF４，BBLF２/３蛋白質すべてを沈降

させた．ショ糖密度勾配超遠心法で３者複合体が２５０kに

相当する位置に移動することから感染細胞内で３者は１：

１：１の比で複合体を形成している．さらにBBLF４蛋白

質/BSLF１蛋白質間，及びBBLF２/３蛋白質/BSLF１蛋

白質間，及びBBLF４蛋白質とBBLF２/３蛋白質間でも

複合体形成をすることが確認できた．BSLF１，BBLF４

及び BBLF２/３蛋白質は互いに相互作用しながら３者の

複合体を形成することが示唆された．

ｄ）複製蛋白質間相互作用：ローリングサークル複製フォ

ークでは各複製蛋白質が相互作用しながら機能していると

考えられているが，三者複合体とBALF５ポリメラーゼ

触媒サブユニットと物理的相互作用する結果を得た１０）．ま

ず薬剤によりウイルス産生状態にしたB９５―８細胞抽出液

に対して抗BSLF１抗体を用いて免疫沈降反応を行なった

ところBSLF１，BBLF４，BBLF２/３蛋白質と共にBALF

５蛋白質が共沈した．また抗BBLF２/３抗体による免疫

沈降反応においても同様の結果を得た．さらにこのとき

BMRF１も共沈することがわかった．しかし，BALF２一

本鎖DNA結合蛋白質は共沈してこなかった．このことか

らEBV DNAポリメラーゼホロ酵素はBBLF４―BSLF１―

BBLF２/３と複合体を形成することが示唆された．次に

これらの相互作用を詳しく検討するため，それぞれの蛋白

質を組換えバキュロウイルスにより昆虫細胞内で発現させ

た細胞抽出液に対して同様の免疫沈降反応を行なった．そ

の結果からBMRF１ではなくBALF５蛋白質が，BBLF４

―BSLF１―BBLF２/３複合体と直接相互作用すること，さ

らにBALF５蛋白質は三者複合体の各構成蛋白質であ

る，BBLF４，BSLF１，BBLF２/３，すべてと相互作用

することが明らかとなった１０）．BBLF４―BSLF１―BBLF２

/３複合体はまだその酵素活性は検出されていないが，そ

のアミノ酸配列からヘリケース／プライメース複合体と考

えられている．以上のことからEBV複製フォークでEB-

VDNAポリメラーゼ複合体はBALF５ポリメラーゼ触媒

酵素を介してBBLF４―BSLF１―BBLF２/３複合体が相互

作用しながらDNA合成していると現在考えている．

これまでに知られているウイルス複製蛋白質間の物理的

相互作用を図５に模式化した．BZLF１蛋白質はBMRF１

ポリメラーゼ付随蛋白質と相互作用する４３）．また BBLF４

―BSLF１―BBLF２/３複合体とも相互作用することも報告

された１４）．これらは我々も確認している．BZLF１蛋白質

は oriLyt に結合しこれら複製蛋白質を oriLyt にリクルー

トすると思われる．

上記ウイルス複製蛋白質間の物理的相互作用から想定し

たEBV複製フォークのモデルを図６に示す３１）．

４．EBV複製開始及び伸長に関わる蛋白質群の

他生物種複製蛋白質との比較

最後に大腸菌，T４ファージ，T７ファージ，SV４０，出

芽酵母とで複製開始，伸長反応に関わる蛋白質群を表１に

まとめた．素過程に対応してグループ分けしたが，各酵素

図５ EBV複製蛋白質間物理的相互作用の相関図
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は複製フォークで複合体を形成し機能していると考えられ

る．

Origin binding protein は E.coli Dna Aや SV４０Large T

のように複製開始領域に結合するだけでなくそれ自身が二

重鎖を一本鎖に unwinding する能力もあればORCや

BZLF１蛋白質のように複製開始領域に結合することによ

って他の複製蛋白質をリクルートする役割を持つものもあ

る．MCMが Replicative Helicase かどうかは疑問の余地

はあるが，複製開始領域が開口し primase が RNA primer

を合成しそこからReplicative DNA polymerase が DNA

を合成していくと考えられる．DNA polymerase は proces-

sivity を高く維持するため Pol clamp が必要であるが，そ

れを primer 末端に乗せる clamp loader を備えている場合

もある．一本鎖結合蛋白質はそれぞれの系で備えられてお

E. coli Phage T４ Phage T７ EBV SV４０ S. cerevisiae

latent phase lytic phase

Origin―binding protein
Helicase―Primase
loading protein
Replicative Helicase

Primase

DNA Polymerase
catalytic subunit
DNA Pol clamp
DNA Pol clamp loader

Single―stranded DNA
binding protein
RNase H
５’―３’exonuclease

Dna A
Dna C

Dna B

Dna G

PolⅢcore
（α ε θ）
β subunit
γ complex
（γδδψχ）
SSB

RNase H
PolⅠ

（……）
gp５９

gp４１

gp６１

gp４３

gp４５
gp４４/６２
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図６ ウイルス複製伸長蛋白質のEBV複製フォークモデル

表１ 原核生物及び真核生物複製蛋白質群の相互比較
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り他の複製蛋白質との特異的蛋白質間相互作用の元に協調

的に複製フォークで一本鎖DNAが形成する二次構造を解

消していると考えられる．ラギング鎖の完結にはRNase

Hと５’―３’exonuclease が必要となるが，EBV溶解感染

時に宿主のRnase H１と FEN―１が働いているかどうかは

まだ未知である．
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