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Epstein－Barrウイルス再活性化検出系の確立とそれを用いた

　　　　　エストロゲンによるウイルス再活性化の検討

三　島　眞　代

東京医科大学微生物学講座

（指導：水野文雄主任教授）

【要旨】Epstein－Barr（以下EB）ウイルスの再活性化は癌をはじめ様々な病態形成に関与していることが報

告されているが、その詳細な再活性化の機序は不明である。BZLFlならびにBRLFlは再活性化時の早期に

発現するウイルス遺伝子であり、これらはウイルス複製開始起点oriLyt領域や様々な他のウイルス遺伝子の

転写活性を促進させる際に重要な転写因子として作用することが知られている。著者はEBウイルスの複製

に必須なBZLFlの遺伝子産物であるZEBRAを介した転写活性化能をより高感度に検出できる実験系を確

立する為に、ウイルス活性化に必須な遺伝子プロモーターを組み込んだプラスミドDNA　pZp－Luc、　pRZ－

Luc、　pBHLFI－Luc，　pBHRFI－Lucを構築し、種々の細胞株に導入後、各プロモーター活性の比較検討を行っ

た。その結果、MCF－7、　HeLa細胞でZEBRA蛋白を介したpBHLFl－Luc，　pBHRFl－Luc活性の上昇が検出

され、高感度なEBウイルス再活性化実験：モデルとしての有用性が確認できた。また、乳癌の発症ならびに

病態にEBウイルス再活性化の関与が報告されていることから、今回確立した検出系を用いエストロゲンの

EBウイルス再活性化に及ぼす影響を検討した結果、　MCF－7細胞においてエストロゲンはZEBRAによる

pBHLFl－Luc，　pBHRFl－Lucの転写活性を促進した。これらのことからエストロゲンはZEBRAによるウイ

ルスの活性化を促進させることで乳癌の成立に関与している可能性が示唆された。

はじめに

　EBウイルスはヘルペスウイルス科に属する2学年

DNAウイルスであり、大半の成人は性差なく既感染

者であり潜伏感染により終生維持される。EBウイル

スは唾液を介して口腔から体内に入り、口腔粘膜や咽

頭粘膜、唾液線上皮細胞や付近のリンパ組織内のB細

胞に感染し終生体内で生息し続ける1－3）。EBウイルス

感染細胞は不死化し増殖する能力を獲得するが、健常

人ではNK細胞やEBウイルス特異的細胞障害性T

細胞によりその増殖は抑制されEBウイルスに対する

特異免疫が成立する。しかしながら、免疫不全状態や

種々の因子を介してEBウイルス遺伝子の転写活性が

誘導され、ウイルス複製増殖が開始（溶解感染）する

ことにより様々な病態が形成されることが知られて

いる2）。

　EBウイルスは宿主細胞からのシグナル伝達を受け

て、前早期遺伝子BZLFlのプロモーターが活性化し、

転写が誘導されることにより遺伝子産物である

ZEBRA蛋白が発現する。　ZEBRAは、前早期、早期、

後期遺伝子の発現を活性化し4・5）単独でウイルス複製

状態を誘導できる蛋白であり6－11）、EBウイルスの活性

化に必須であることが明らかにされている8）。更に

ZEBRAはウイルスの複製だけでなく様々なウイルス

遺伝子の発現にも作用しBRLFlの遺伝子産物である

Rtaと協同してウイルスの複製に関与すると共に核酸
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代謝に関与する早期遺伝子や、さらにウイルス粒子構

成蛋白をコードする後期遺伝子の転写を活性化させ

ることも報告されている12－15）。このように、ZEBRA．は

溶解感染を誘導するための重要な転写因子として標

的遺伝子を活性化することが知られている。

　従来EBウイルス再活性化の機構を解析した報告の

多くはZEBRAの当該遺伝子であるBZLFl遺伝子プ

ロモーター活性を指標に行われてきたが、上皮細胞等

のEB陰性細胞ではその活性は弱く、検出感度も低い

ことから、様々な要因によるEBウイルス活性化を検

出するのが困難であった。

　このことから、著者は高感度なEBウイルス活性化

の検出系を確立するためにZEBRAの転写因子とし

てのウイルス活性化能を指標とし、その構造の詳細が

明らかにされている標的遺伝子のプロモーター活性

について比較検討を行った。前早期遺伝子BZLFlプ

ロモーター（pZp－Luc）、　BRLFIを含むBZLFIプロ

モーター（pRZ－Luc）、更に早期遺伝子BHLFI、

BHRF－1プロモーター（pBHLFI－Luc，　pBHRF　I－Luc）

の4種類のプロモーターを組み込んだコンストラク

トを作製し、ヒト由来乳癌細胞株MCF－7細胞、ヒト由

来子宮癌細胞株HeLa細胞、唾液線導管上皮細胞株

HSG細胞株に遺伝子導入を行ない、ZEBRAを介した

ウイルス再活性化の検出系の確立を試み、更にエスト

ロゲンがEBウイルス再活性化に関与している可能性

を本研究で構築した検出系を用いて検討した。

研究材料および方法

　1．プラスミドの構築

　ルシフェラーゼレポーター遺伝子にEBウイルス前

早期遺伝子プロモーターを組み込んだコンストラク

ト、pZp－Luc（BZLFl　－221～十81bp～）、　pRZ－Luc

（BZLFI－2400～十81）、更にpBHLFI－Luc（一1800

～十1），pBHRF　I－Luc（一1800～十1）の4種類：のプラス

ミドを構築した。コンストラクトに使用した前早期遺

伝子プロモーター領域はB95－8株由来DNAより

PCR法により増幅、合成した。鋳型に使用したDNA

はB95－8細胞1×107個より抽出の後、使用した。

BZLFl－221～＋81　bp領域増幅のためのプラ’イマー

としてBz9（51－gcg　gta　ccg　aca　ctt　ctg　aaa　act　gcc　tc－3t）

およびBz8（5t－agc　cat　ggc　aaa　agc　ttg　tac　aaa　agg

cac－3’）、　BZLFl－2400～十81bp領域増幅のためのプ

ライマーとしてLRZ3（5！一gag　gta　ccc　cag　ctt　ctt　taa　gat

ctt　gg－3’）およびBZ8、　BHLFlプロモーター領域増幅の

ためのプライマーとしてLfl（51－ccc　cat　ggc　aca　ggc　cta

gg－3りおよびLf2（5！一tca　agc　ttg　ttg　aat　agg　cca　tct　tg－3〆）、

BHRFlプロモーター領域増幅のためのプライマーと

してRfl（5’一ctc　cat　ggt　tga　ata　ggc　cat　ctt　gct　c－3t）および

照2（5ノーcca　aag　ctt　cag　gcc　tag　ggg　tcc　agg　g－3〆）を使用し

行った。PCR反応液（1　mM　Tris－HCI（pH　8．3），5mM

KCI，　3　mMMgCl，，　200　pt　M　dNTP　mixture　（dATP，

dCTP，　dGTP，　dTTP），　gelatin　200　mg／ml）に2．5　Uの

Taq　polymerase（タカラ，京都）を加え温度の周期的

変化を加えた。反応条件は95℃10分間反応の後、

95℃1分、56．C　30秒、72℃2分のサイクルを30回繰

り返し、その後72℃10分間反応させた。得られた

PCR産物20μ1を2％低融点アガロースゲル電気泳

動で分離した後にエチジウムブロマイド染色し、UV

下で確認後、切り出しWizard　DNA　purification　kit

（Promega，　WI，　USA）で精製した。

　次にPCR産物をKpnIおよびNcoIにて消化後、

pGL3　Basic　vector（Promega）のKpnl－NcoI部位に組

み込んだ。プラスミドに各プロモーター領域が完全に

保持されていることをAutoread　Sequencing　Kit

（Pharmacia，　Sweden）を用い、　A．LF．オートシクエン

サー（Pha㎜acia）でその塩基配列を確認した。

　またZEBRA発現用ベクター（pCMV－Z－iNeo）作

製のためZEBRA　cDNAを、　B95－8細胞由来total

RNAよりBZ4プライマー（5t－t　agg　ata　tcc　atg　atg　gac

cca　aac　tcg　ac－3／）およびLRZ2プライマー（5ノーaag　cgg

ccg　cgg　ttt　caa　taa　cgg　gag　tta－3！）を用いPCR法により

調製した。その後PCR産物はEcoRV、　NotIによる消

化を行い、plRES－Neo3（Clontech，　CA，　USA）の

EcoRV、　NotIサイトに組み込んだ。ネガティブコント

ロールにはZEBRAのコード領域を含まないpIRES－

Neo3を用いた。

　2．細胞培養

　MCF－7（ヒト乳癌細胞株）、　HSG（ヒト唾液腺導管

上皮細胞株）、HeLa（ヒト子宮癌細胞株）細胞は牛胎

児血清（fetal　calf　serum：FCS）を10％加えたMEM

培地（10　ptM　HEPES，1001U／ml　penicillin，100μg／ml

streptomycinを含む）（GibcoBRL，　NY，　USA）で37℃、

5％CO、の環境下で培養した。

　3．細胞への遺伝子導入

　pZp－Luc，　pRZ－Luc，　pBHLFl－Luc，　pBHRF　l－Lucは

HBIOIもしくはJMIOg　competent　cell（タカラ）に形

質転換後、大量培養し、Endofree　plasmid　maxi　kit

（Qiagen，　Germany）で調整し実験に使用した。遺伝子
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導入は導入の24時間前に12－well　Tissue　culture　plate

（Becton　Dickinson，　NJ，　USA）に1×105　cells／wellに

なるように調整した細胞を播種し、導入時に約50

～70％コンフルエントの条件を満たしていることを

確認した。次に、Lipofectamine　2000用培地Opti－MEM

I　Reduced　Serum　Medium　（lnvitrogen，　CA，　USA）　100

μ1を加えた滅菌チューブにLipofectamine　2000

（Invitrogen）を4μ1加え、室温で5分間静置後各プロ

モータープラスミド0．1、μgとZEBRA　expression

vectorであるpCMV－Z－iNeo　l．5μgを混合させ、さら

に20分間静置した後、このプラスミドDNA／リボ

ソーム混合液を各wellに加え、37℃、5％CO、の環境

下で24時間反応させた。導入終了後、DNA混合液を

含む培養液を除去し、PBSで洗浄後、各wellに無血清

MEM培地lmlを添加し、各刺激を行った。更に24時

間培養後、細胞溶解液調整後ルシフェラーゼ活性の測

定を行った。

　4．エストロゲン及び各エストロゲン拮抗薬

　エストロゲンはWako（大阪）より、更に選択的エ

ストロゲンレセプター作動薬であるTamoxifen　active

metaboliteの4－hydroxytamoxifen（以下4－OHT）、

RaloXifenはSigma（USA）より、またエストロゲン受

容体抑制物質のICI18278はMacclesfield（UK）より

購入した。4－OHT，　Raloxifen及びICI　I　8278はエタノー

ルに溶解し、各活性は等量の溶媒を添加しこれを溶媒

コントロールとして比較を行った。

　5．ルシフェラーゼassay

　l2　well　plateに培養していた細胞をPBSで2回洗

浄後、各wellに細胞溶解液（Promega）を100μ1添加

し、室温で15分間放置後、細胞溶解液を回収し、12，㎜

rpmで2分間遠心し、上清を細胞抽出液として使用し

た。ルシフェラーゼ活性の測定は細胞抽出液20μ1に

発光基質液100　pt　1（Promega）を加え、　Lumat（Bio－

Rad，　CA，　USA）にて5秒間の発光量（RLU）を測定

した。また同サンプルの蛋白定量を行い、単位蛋白量

あたりのルシフェラーゼ活性（RLU／100　ptg　protein）

を算出した。

　6．蛋白質の定量

　細胞溶解二二の蛋白濃度はbicinchoninic　acid

（BCA）protein　assay法（Pierce，　IL，　USA）により測定

した。

7．Western・blot法

　各細胞の蛋白抽出液に2×サンプルバッファー

（500　miV（　Tris－HCI，　pH　6．8，　4％　SDS，　20％　glycerol，　2％

mercaptoehtanol）を等量添加し、100℃で5分煮沸処

理した。10％ポリアクリルアミド（Bio　Rad）に各サン

プルを蛋白量が等量になるように添加し、電気泳動を

行いPVDF膜（Milipore，　Mass，　USA）に転写した。転

写されたPVDF膜は5％の脱脂粉乳を含むBlock　Ace

（大日本製薬、大阪）で室温1時間ブロッキングし、マ

ウス抗Estrogen　receptor抗体（Santa　Cruz　Biotech－

nology，　CA，　USA）で1時間反応させた。洗浄液（20

mM　Tris－HCI，　pH　7．4，　2．5％　Block　Ace，　O．1％　Tween20）

で10分、3回洗浄後、PVDF膜はペルオキシダーゼ標

識抗マウスIgG抗体（Santa　Cruz　Biotechnology）で

室温1時間反応させ再度洗浄液で10分、3回洗浄し

た。目的蛋白と結合した抗体はECL検出キット

（Amersham，　NJ．，　USA）で発光させ、それをX線フィ

ルムに数分間感光させて検出した。また、検出された

バンドはNIH　image　l．6．2を用いdensitometric　assay

法によりtubulinによって正規化した蛋白量の定量を

行った（エストロゲンレセプターα）／（tubulin）×100）。

　8．統計学的検索

　ルシフェラーゼ活性の測定結果は平均±SEで表

し、Student’s　t　testを用いp＜0．05にて有意とする。

結 果

　1．　ZEBRA蛋白による各EBウイルス再活性化

　　　関連プロモーターの比較

　MCF－7，　HeLa，　HSG細胞に各プロモ一面ーコンス

トラクトであるpzp－Luc，　pRz－Luc（Fig．　I　A），

pBHLFI－Luc，　pBHRFI－Luc（Fig．　IB）と共にZEBRA

発現ベクターのpCMV－Z－iNeoを同時に遺伝子導入

し、ルシフェラーゼ活性を測定後、各プロモーター活

性を比較した。MCF－7細胞ではZEBRA庭山現時と

比べZEBRA発現時にpZp－Lucは2倍、　pRZ－Lucは3

倍、pBHLFI－Luc，　pBHRF　1－Lucでは約6倍活性が上

昇し、ZEBRA蛋白により有意なpBHLFI－Luc，

pBHRF　I－Luc活性の増強が認められた（Fig．2A）。

HeLa細胞ではpZp－Luc，　pRZ－Lucの活性はZEBRA

発現時に約2倍、pBHLFl－Luc，　pBHRFl－Lucの活性

は約6倍増強した（Fig．　2B）。また、　HSG細胞では

HeLa細胞と同様にpZp－Luc，　pRZ－Lucは約2倍、

pBHLFI－Luc，　pBHRFI－Lucは約4倍のプロモーター

活性上昇がみられた（Fig．2c）。以上の結果から、今回

使用したMCF7，　HeLa，　HSG細胞において、　BHLFl、

BHRF　lのプロモーターはZEBRA蛋白により高率に

転写活性化されることが明らかとなり、EBウイルス
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Fig．　l　Structures　of　the　BZLFl　promoter　region　from－221　to一ト81　bp，　and　BRLFl　and　BZLFI　promoterregion　from－2400

　　　to　十81　bp　which　were　cloned　into　an　upstream　portion　of　the　luciferase　gene（pZp－Luc，　pRZ－Luc）．　Through　ZI　to　ZIII

　　　are　for　the　ZEBRA　binding　sites，　and　RRE　is　for　the　Rta　binding　site　for　activation　and　leads　to　high－level　BZLFI

　　　transcription　（A）．　EBV　OriLyt　structure　and　the　construction　of　the　lytic　origin　is　flanked　by　two　divergent　genes　of

　　　BHLF1　and　BHRFI　promoter　region　from　一1800”v十1　bp　which　was　cloned　into　an　upstream　portion　of　the　luciferase

　　　gene　（pBHLFI－Luc，　and　pBHRFI－Luc）．　The　diagram　shows　the　relative　positions　of　the　seven　ZRE　binding　sites　for

　　　ZEBRA，　and　two　RRE　binging　sites　for　the　Rta　proteins　（B）．

再活性化に伴うZEBRAのトランス活性能を検索す

るうえで最も有用であると考えられ、以下の検討に供

した。

　2．エストロゲンの各EBウイルス再活性化関連プ

　　　ロモーターに及ぼす影響

　乳癌とEBウイルスの関連を検討する目的で、著者

が構築したBHLFlとBHRFl遺伝子プロモーターを

導入した乳癌細胞株MCF－7細胞においてエストロゲ

ンによる各プロモーター活性を検討した。種々の濃度

（1×10－11～1×10－5M）のエストロゲンを各細胞に添

加し、pZp－Luc，　pRZ－Luc，　pBHLFl－Luc，　pBHRFl－Luc

の活性を測定した結果、ZEBRA非存在下ではいずれ

の細胞においてもエストロゲンによる各プロモー

ターへの影響はみられなかった。しかし、ZEBRA存

在下でMCF－7細胞ではエストロゲン濃度依存的に

pBHLFI－Luc，　pBHRFI－Lucプロモーター活性の上昇

がみられた。エストロゲン非添加と比較してエストロ

ゲン1×10『6M以上でpBHLFI－Lucの活性は有意に

上昇し、1×10－5Mでは約9倍増強した。pBHRFl－Luc

はエストロゲン1×10－8M以上で有意に活性が増強
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Fig．　2　Activation　of　pZp－Luc，　pRZ－Luc，　pBHLFI－Luc，　and　pBHRFI－Luc　in　EB　virus－negative　MCF－7　（A），　HeLa　（B），　and　HSG

　　　　　（C）　cells　with　or　without　BZLFI　expression　vector　（pCMV－Z－iNeo）．　After　incubation　for　24　hr，　the　cells　were　harvested

　　　　　and　luciferase　activity　was　assayed．　Bar　graph　illustrates　fold　activity．　’p〈O．05，　＊’p〈O．OO　I；　Student’s　t　test．　The

　　　　　error　bars　represents　standard　errors．
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Fig．　3　Luciferase　assay　ofthe　BZLFI，　BZRFI，　BHLFI，　BHRFI　promoter　activities　in　MCF7　（A），　HeLa（B），　and　HSG　（C）cells

　　　stimulated　with　estrogen　after　transfection　with　ZEBRA　expression　vector　（pCMV－Z－iNeo）．　Cells　were　harvested　24　hr

　　　later，　and　the　cell　extracts　were　assayed　for　luciferase　activity．　The　results　shown　are　representative　of　three　independent

　　　experiments．　’p〈O．05，　＊＊p〈O．OO　I；　Student’s　t　test．　The　error　bars　represents　standard　errors．

し、1×10“5　M添加時に最も強い活性化がみられエス

トロゲン非添加に比べ約15倍増強した。しかし、pZp－

Lucの活性はエストロゲン存在下と非存在下では差

がみられず、pRZ・・Lucではエストロゲン濃度が1×

10－SMで約5倍のプロモーター活性がみられたが、有

意差は認められなかった（Fig．3A）。　Hela，　HSG細胞

（6）
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ともに高濃度のエストロゲン（1×10』SM）によって

もpZp－Luc，　pRZ－Luc，　pBHLFI－Luc，　pBHRF　I－Luc各

プロモーター活性の変化は認められなかった（Fig．

3B，　3C）0

　3．各細胞におけるエストロゲンレセプター量の検

　　　討

　MCF－7，　HeLa，　HSG細胞でのエストロゲンによる

各プロモーターの活性化作用の相異がエストロゲン

レセプターの発現量に依存しているかを検討するた

め、Western　blot法により各細胞におけるエスロトゲ

ンレセプター量の比較を行った。その結果、MCF7，

HeLa，　HSG細胞ともにエスロトゲンレセプターの発

現が認められ、MCF－7細胞で最も強い発現が認めら

れた（Fig．4）。

　4．エストロゲン拮抗薬によるBHL：F1及び
　　　：BHR：F1プロモーター活性の抑制

　MCF－7細胞において1×10－5　Mのエストロゲンに

より上昇したBHLF1及びBHRFIプロモーター活性

が、エストロゲンレセプターを介しているか否かを明

らかにする為に、エストロゲン拮抗薬である4－OHT、

RaloXifen及びICI　I　82780を用いて、各プロモーター活

性を測定し検討した。始めにエストロゲン拮抗薬単独

の作用を確認するためにpBHLF1－Luc，　pBHRF1－Luc

を導入したMCF－7細胞に種々の濃度（1×10－11～1×

10一6M）で各エストロゲン拮抗薬4－OHT，　Raloxifen，

ICI182780を添加し、それぞれのプロモーター活性を

測定した。その結果、1×10－7Mの4－OHT添加時の活

性は溶媒のみ添加時と比較して約7～8倍増強した

（Fig．5A）。同様に1×10－6　MのRaloxifen処理時では

約8倍の活性増強がみられたが（Fig．5B）、　Icl182780

処理によるプロモーター活性の差は認められなかっ

た（Fig．5C）。次に4－OHT（1×10－9　M）、　RaloXifen（1×

10－9M）、　ICI182780（1×10一9　M）をエストロゲンと同時

にMCF－7細胞に添加し、各ルシフェラーゼ活性を測

定した。その結果、エストロゲンにより増強された

pBHLFl－Luc，　pBHRF　l－Luc活性は4－OHT，　RaloXifen

により約75％抑制され，ICII82780では約90％抑制さ

れた（Fig．6A，6B）。　MCF－7細胞において著者が構築

したEBウイルス複製時の転写実験モデルpBHLFl－

Luc，　pBHRF　1－Lucはエストロゲンにより活性化され

るが、その活性はエストロゲン拮抗薬である4－OHT、

Raloxifen、及びICI182780により有意に抑制された。
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Fig．4　The　expression　level　of　ERa　in　MCF－7，　HeLa，　and

　　　HSG　cells　was　determined　by　western　blot　analysis．

　　　ERev　bands　were　quantified　by　densitometric　analysis．

　　　Tubulin　was　used　for　normalizing　the　amount　of　protein

　　　loaded．　The　results　were　calculated　and　the　amount　of

　　　ERa　was　expressed　as　the　relative　amount．　The　results

　　　shown　are　representative　of　three　independent　experi－

　　　ments．

考 察

　1．高感度なEBウイルス活性化検出系の確立

　EBウイルスは他のヘルペスウイルスと同様、通常

宿主細胞内に潜伏感染しており、様々な刺激により活

性化する。EBウイルスの主な感染標的細胞はB細胞

であるが、その他にもT細胞、NK細胞、及び上皮細

胞への感染も認められ、これらの感染細胞はEBウイ

ルス特異的細胞障害性T細胞を始めとする免疫監視

機構により増殖が抑制されている。しかし、宿主の免

疫能が低下した時に感染細胞の異常増殖とEBウイル

ス再活性化が誘導される。EBウイルス再活性化が発

症、及び病態の悪性化に関与していることが報告され

ている疾患として、慢性活動性EBウイルス感染症、血

球溶食症候群、日和見リンパ腫、またシェーグレン症

候群、慢性関節リウマチなどの膠原病が知られてお

り、更に種々の悪性腫瘍への関与を示す報告が多数あ

る16－26）。しかしながら、生体内でのEBウイルスの再

活性化機構、またそれに係わる因子と多様な病態形成

への関連についてまだ不明な点が多い。

　前早期遺伝子の一つであるBZLFlは単独でEBウ

イルスの再活性化を誘導できる転写因子、ZEBRA蛋

白をコードしている。ZEBRA蛋白はbzipファミ

（7）
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　　　　receptor　downregulator，　ICI18278　on　BHLFI　（A）　and　BHRFI　（B）　promoter　activation　in　MCF－7　cells　transfected　with

　　　　ZEBRA　expression　vector（pCMV－Z－iNeo）．　MCF－7　cells　were　treated　with　4－OHT（1×10－9　M），　Raloxifen（1×10－9　M），

　　　　and　ICI18278　（1×10－9　M），　in　the　presence　or　not　presence　of　estrogen．　Cells　were　harvested　24　hr　later，　and　the　cell

　　　　extracts　were　assayed　for　luciferase　activity．　The　results　shown　are　representative　of　three　independent　experiments．

　　　　”p〈O．oo　1；　Student’s　t　test．　The　error　bars　represents　standard　errors．

リーに属する転写因子であり、ホモダイマーを形成し

てDNA上のApl領域及びApl－like　BZLF　1－
responsive　elements（ZREs）に結合し、標的遺伝子の転

写を活性化させる27・28）。今回著者が構築したpZp－Luc，

pRZ－LucはBRLFI及びBZLFIのプロモーターであ

るRpとZpより構成され、これらのプロモーター領

域にはZREが含まれる29・30）。両プロモーター上に存在

するZREにZEBRAが結合することで自己活性化が

誘導され、再活性化が強固なものとなる29）。pZp－Luc

はZpのみを有するのに対し、　pRZ－LucはZpおよび

（9）



2004年9月 三島：Epstein－Barrウイルス再活性化機構の解析 一　561　一

Rpを含み（Fig．1）、　McF－7細胞においてpRz－Lucで

pZp－Lucに比較して強い活性が認められたのは、

ZEBRAが結合する両プロモーター上のZREの数の

違いによるものと考えられる。再活性化時のウイルス

の複製はウイルス複製開始起点（oriLyt）から始ま

り、ZEBRAがoriLytの7個あるZRE領域に結合す

ることが、その機能発現に必須である13，31）。また、

BHLFI、　BHRF　IはそれぞれoriLytの両端に位置し、

ウイルス複製時にこれらの遺伝子も同時に転写され

る32－34）。MCF7，　HeLa，　HSG細胞において、　pBHLFl－

LucおよびpBHRF　l－Lucの活性は予想通りpZp－Luz、

pRZ－Lucに比べ高い活性が認められ、　EBウイルス再

活性化時のZEBRAによる転写活性化能を高感度に

検出できる系として確立できた。

　2．エストロゲンレセプターを介したエストロゲン

　　のEBウイルス再活性化に及ぼす影響

　EBウイルスはヒト癌ウイルスとしてよく知られて

おり、それらの癌細胞にはEBウイルス遺伝子及び

EBウイルス潜伏感染期の遺伝子産物が存在し、癌化

あるいは癌の維持にEBウイルスが関与していること

が考えられている。最近ではヒト乳癌細胞において再

活性化時にみられるZEBRA蛋白の発現が認められ

たことが報告された24・35’37）。また、EBウイルス関連の

悪性リンパ腫が乳腺組織で認められたり38）、EBウイ

ルスが乳汁中に検出されるなど39）、乳腺、特に腺房細

胞にEBウイルスが感染している可能性は高い。その

進入経路は上皮細胞特異的な受容体を介するか、感染

したリンパ球との細胞同士の接触によるものと推測

される。一方、乳癌の発症に女性ホルモンが関与して

いる可能性は古くから知られ、その治療には一般的に

エストロゲンレセプター抑制剤が使われている。今回

著者は、乳癌細胞、子宮癌細胞、唾液腺導管上皮細胞

でのエストロゲンによる各EBウイルス遺伝子プロ

モーターへの影響を検討し、乳癌細胞でエストロゲン

濃度依存的にBHLFl、　BHRFlプロモーター活性の上

昇がみられる事を明らかにした。この結果から、乳癌

細胞内ではエストロゲンによりZEBRAの転写活性

が容易に誘導されることが示唆された。また、それぞ

れの細胞内のエストロゲンレセプター量を確認した

ところ、MCF－7細胞で一番強い発現がみられた。この

ことから、今回の乳癌細胞特異的にみられたZEBRA

蛋白の転写活性化作用がエストロゲンレセプターを

介する可能性が推測された。

　エストロゲンレセプターは乳癌の治療及び予防の

重要な標的分子である40）。エストロゲンレセプター作

動薬（selective　estrogen　receptor　modulator，　SERM）は

エストロゲンレセプターに結合し、組織特異的にエス

トロゲン様あるいは抗エストロゲン様の作用を示す

化合物で、代表的なものに今回使用した4－OHTと

Raloxifenがあり、実際に乳癌の治療および予防に用

いられている41）。4－OHTとRaloxifenは乳癌細胞内

で標的遺伝子のプロモーターに転写抑制共役因子を

リクルートすることによりその抗エストロゲン作用

を発揮する41）。また4－OHT，　RaloxifenなどのSERM

は単独でエストロゲン非存在下でtransforming

growth　factorβ（TGF一β）などのエストロゲン応答遺

伝子を誘導することが報告されており42）、これらの作

用の違いは各プロモーター上にリクルートされる転

写共役因子の量的、質的な差が要因であると考えられ

ている。一方、ICI182780はエストロゲンレセプターに

結合後、レセプター構造変化異常を引き起こしエスト

ロゲンレセプターのDNA結合が不可能な状態に誘

導しすることで抗エストロゲン様活性を発揮す

る40・43）。MCF－7細胞を用いた今回の検討では高濃度の

4－OHT，　Raloxifen単独でZEBRAによるBHLF1及

びBHRF　Iプロモーター活性の上昇が認められた

（Fig．5）が、これは4－OHT，　RaloxifenによりBHLFl

及びBHRF　Iプロモーター上にリクルートされる転写

共役因子の量的、質的な差が要因の一つであると考え

られる。また前述した様に4－OHT，　RaloxifenはTGF一

βを誘導し、更にTGF一βはEBウイルス再活性化を

誘導することが報告されている44）事から、本研究にお

いてSERM単独添加時に認められたBHLFI及び
BHRF　lプロモーター活性の上昇は、　TGF一β発現を介

した作用である可能性も考えられる。一方、エストロ

ゲンによるBHLFI及びBHRFIプロモーター活1生増

強は4－OHT，　RaloxifenおよびICI　I　82780により各々

の化合物単独添加レベルまで抑制され、4－OHT，　Ralox－

ifen，　ICI　182780はエストロゲン拮抗薬として作用し

た。このことより乳癌細胞内でエストロゲンはエスト

ロゲンレセプターを介して直接的または間接的に

ZEBRA蛋白によるBHLFI，　BHRF　lプロモーターの

活性化を促進し、EBウイルスの活性化に関与してい

ることが示唆された。

　エストロゲンレセプターは核内受容体ファミリー

の一員として知られ、リガンド結合後のエストロゲン

レセプターは標的遺伝子の転写を制御することが知

られている。標的遺伝子の転写はリガンド結合したエ

（　10　）
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ストロゲンレセプターによる標的遺伝子プロモー

ターへの転写共役因子群のリクルートと、それに伴う

基本転写装置への情報伝達により制御されることも

明らかにされている41・45）。リガンド結合したエストロ

ゲンレセプターはステロイドレセプターコアクチ

ベータ（steroid　receptor　coactivator，　SRC）と結合し、

クロマチン構造を変化させるヒストンアセチル化酵

素（histone　acetyl－transferases，以下HAT）である

CREB－binding　protein（以下CBP）をリクルートする

ことで転写を活性化させる46）。一方、ZEBRAは潜伏感

染状態のEBウイルスの染色体のクロマチン構造を変

化させることでEBウイルスの複製および転写活性化

能を発揮する6・47）。さらに、ZEBRAはエストロゲンレ

セプター同様CBPをリクルートしそのHAT活性を

促進させることが報告されている48・49）。これら従来の

知見と今回の著者の検討から、エストロゲンが結合し

たエストロゲンレセプターは再活性化時のEBウイル

ス遺伝子のプロモーターに直接結合するか、ZEBRA

と結合することで間接的にプロモーター上に結合し、

CBP等の転写共役因子のリクルート、活性化を促進

し、BHLFIならびにBHRFIプロモーターのクロマ

チン構造を変化させ転写を増強させた可能性が考え

られる。

　今回の結果から、エストロゲンは単独でEBウイル

スを活性化する作用はないものの、一旦ZEBRAが発

現され再活性化が惹起された後の反応を促進させる

ことで、EBウイルスを介した乳癌の発症、維持に関与

している可能性が考えられた。また、EBウイルス関連

乳癌へのエストロゲン抑制剤治療の効果の一部はエ

ストロゲンによるEBウイルス再活性化を抑制するこ

とによる可能性を示唆した。今後、このようなエスト

ロゲンによるEBウイルス活性化の現象が組織特異的

なものなのか詳細な機序を分子レベルで明らかにし

ていく予定である。

結 論

　1．MCF－7，　HeLa，　HSG細胞において、　EBウイル

ス早期遺伝子のBHLFl、　BH・RFIプロモーターを標的

としたZEBRAの転写活性化能を指標とすることで、

EBウイルス活性化の検出系を確立した。

　2．MCF－7，　HeLa，　HSG細胞においてエストロゲン

によるBHLFl，　BHRFlプロモーター活性を検討した

ところMCF－7細胞でエストロゲン濃度依存的に

ZEBRAによるBHLFl，　BHRF　lプロモーター活性の

上昇が認められた。

　3．MCF－7細胞でエストロゲンにより促進された

BHLFl，　BHRFlプロモーター活性はエストロゲン拮

抗薬により抑制された。
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Analysis　of　Epstein－Barr　virus　replication　with　ZEBRA　transactivator

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　by　estrogen

Masayo　MISHIMA

Department　of　Microbiology，　Tokyo　Medical　University

　　　　　　　　（Director：　Prof．　Fumio　MIZUNO）

Abstract

　　　　　　The　Epstein－Barr（EB）virus　is　a　ubiquitous　human　herpes　virus　and　has　the　ability　to　establish　latent，　life－long

infections．　EB　virus　reactivation　is　associated　with　lymphoid　and　epithelial　cell　malignancies．　Disruption　of　EB　virus

latency　is　mediated　through　the　activation　of　the　viral　immediate－early　proteins　ZEBRA，　BZLFI　gene　product，　and　Rta，

BRLFI　gene　product，　and　both　proteins　are　the　transcriptional　activators　of　several　viral　promoters　including　the　1ytic

replication　origin，　OriLyt．　To　evaluate　the　most　sensitive　EB　virus　activated　cell　model，　we　constructed　the　plasmid　DNA

BZLFI　promoter　fusion　construct　（pZp－Luc），　BZLFI　and　BRLFI　promoter　fusion　construct　（pRZ－Luc），　BHLFI　promoter

fUsion　construct（pBHLFI－Luc），　and　BHRF　l　promoter　fUsion　construct（pBHRFI－Luc）containing　a　luciferase　coding

sequence　which　were　linked　to　the　down－stream　of　each　promoter，　and　transfected　each　promoter　into　the　MCF－7，　HeLa，　HSG

cells．　Then　we　established　MCF－7，　using　the　pBHLFI－Luc　and　pBHRFI－Luc　construct，　as　a　highly　sensitive　EB　virus

activated　cell　model　in　the　presence　of　ZEBRA　protein．

　　　　EB　virus　may　be　a　cofactor　in　the　development　of　different　malignancies　including　human　breast　cancer．　Moreover，　it

is　already　known　that　estrogen　plays　an　important　role　in　the　progression　of　the　breast　cancer．　ln　this　study，　we　investigated

whether　estrogen　affects　the　process　of　viral　activation，　using　our　EB　reactivated　model　MCF－7．　The　results　showed　that

estrogen　induced　pBHLFI－Luc　and　pBHRFI－Luc　promoter　activity　in　the　EB　reactivated　model　MCF－7　in　the　presence　of

ZEBRA．　We　concluded　that　estrogen　might　contribute　to　the　progression　of　the　breast　cancer　through　induction　of　the　EB

virus　reactivation　with　ZEBRA　as　the　transcriptional　activator．

〈Key　words＞　Epstein－Barr　virus，　ZEBRA，　BHLFI，　BHRF　I，　Estrogen
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