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1. 研究の背景・目的 

ヘルペスウイルス科に属する Epstein-Barr virus (EBV)は, 成人の 90%が既感染である。

EBV はさまざまな免疫機構から逃れながら感染を終生維持することができる。しかし、

Methotrexate をはじめとする免疫抑制剤の投与を背景にウイルスが活動を再開し, 免疫

不全関連リンパ増殖性疾患 (MTX-LPD, PTLDなど)を引き起こすことがある。 

生体内のタンパク質は、その多くが他の生体分子と相互作用することにより機能を発揮

する。EBVは約 80の遺伝子を持ち、合成されたウイルス由来のタンパク質は組織的に複合

体を形成し、さまざまな生物学的プロセスを制御する。これまでタンパク質間相互作用の

解析は、Pull-down assayや共免疫沈降法のような in vitroにおける解析を中心に進めら

れており、生理的条件下での解析は限定されていた 1,2)。そのため、ウイルス感染細胞内で

起こりうるタンパク質間相互作用の全貌は未だ明らかでない。 

近年、深海エビ由来の分子量の小さいルシフェラーゼ NanoLuc (19kDa)の特性を生かし

た新しい相互作用の検出法 NanoBiT システムが開発された 3)。NanoBiT システムでは、タ

ンパク質を可溶化させる必要がなく、生細胞のまま相互作用を検出できる。本研究では、

NanoBiT システムを用いてタンパク質間相互作用を網羅的に検出し、タンパク質間相互作

用ネットワークを構築した。さらに、計算科学的手法によりハブタンパク質を検出し、そ

のタンパク質の生理学的意義について分子生物学的手法を用いて検証した。 

 

2. 研究の対象ならびに方法 

NanoBiT システムを用いて、ウイルスタンパク質同士の 5,041 組の組み合わせでスクリ

ーニングを実施した。検出された輝度値から相互作用の候補を検出し、ソフトウェア

Cytoscape を用いてタンパク質間相互作用ネットワークを構築した。媒介中心性や次数中

心性の算出といった計算科学的手法により、ハブタンパク質の候補となりうる遺伝子を同

定した。 
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3. 研究結果 

(1) ハブタンパク質の候補を同定 

スクリーニングにより 403 組の相互作用を検出し、EBV タンパク質間相互作用ネットワ

ークを構築した。中心性解析から BLRF2や BKRF4といったガンマヘルペスウイルス独自に

保存された遺伝子が、ハブタンパク質の候補として算出された。 

(2) ハブタンパク質はウイルスの増殖に重要であることを証明 

 同定されたハブタンパク質の一つ BLRF2 に注目し、CRISPR/Cas9 システムを用いて当該

遺伝子に変異を導入し、ノックアウトウイルスを作製した。作製したノックアウトウイル

スは、ウイルスの増殖が著しく低下した。 

 

4. 考察 

 本研究では、生細胞に近い条件でタンパク質間相互作用を検出可能なアッセイ系を利用

し、EBV タンパク質間相互作用を網羅的に検出した。ネットワーク解析および中心性解析

により導き出されたハブタンパク質は、ウイルス増殖に影響を及ぼすことが明らかとなっ

た。本研究成果はウイルスタンパク質間相互作用の全容を見出す新知見であり、革新的な

分子標的の開発に繋がる可能性を示唆している。 
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