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序章 

 カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス（Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus; KSHV）は、γ -ヘ

ルペスウイルス亜科に分類される二本鎖 DNAウイルスであり、8番目に発見されたヒトヘル

ペスウイルスのためヒトヘルペスウイルス 8 型（HHV-8）とも呼ばれる。感染者の免疫不全

時に KSHV はカポジ肉腫や原発性体腔リンパ腫などの腫瘍を引き起こす。また、α-ヘルペス

ウイルス亜科（HSV-1/2, 水痘帯状疱疹ウイルス）や β-ヘルペスウイルス亜科（HHV-6/7, CMV）

を標的としたアシクロビルやガンシクロビルなどの有効な抗ウイルス薬は既に臨床使用され

ているが、γ -ヘルペスウイルス亜科、すなわち EBV と KSHV に対する有効な抗ウイルス薬

は未だ開発されていない。KSHVがコードする ORF21はウイルス粒子内に存在するテグメン

トタンパク質であり、リン酸化酵素である。また、アミノ酸配列の相同性により KSHV の

ORF21 は HSV-1/2 がコードするウイルス性チミジンキナーゼ（vTK）のオーソログであるこ

とが知られている。HSVの vTKはアシクロビルのモノリン酸化（活性化）やウイルスゲノム

の複製に必須であるが、γ-ヘルペスウイルス亜科の vTK（KSHVの ORF21と EBVの BXLF1）

はチミジンやアシクロビルに対するリン酸化能が弱く、ウイルスのゲノム複製への関与が極

めて低いことが報告されている。つまり、KSHV の ORF21のウイルス学的機能については不

明な点が多い。そこで、BAC (bacterial artificial chromosome)改変法と呼ばれるウイルスゲノム

を一塩基単位で改変可能な遺伝子改変手法を用いて ORF21 変異 KSHV とその保持細胞（感

染細胞）を作製し、それらのウイルス複製や子孫ウイルスの感染性、および宿主細胞に与え

る影響を解析した。 

 

第 1章 ORF21はウイルス複製には関与しないが、子孫ウイルスの感染に寄与する 

KSHVがコードする ORF21のウイルス学的な機能解析のため、任意の箇所での遺伝子改変

が可能な KSHV-BAC16 ゲノムに相同組換えを用いて ORF21 遺伝子領域に変異を導入した遺

伝子組換え KSHV-BAC16 を 2 種類作製した。一つは、ORF21 のキナーゼ機能が欠損した

Kinase Dead -BAC16 (21KD-BAC16)、もう一つは、ORF21の開始コドン直下に終止コドンを挿

入した ORF21 Deletion-BAC16 (21del- BAC16) を作製した。野生型 BAC16 (WT- BAC16)、

21KD-BAC16、21del- BAC16 のそれぞれを iVero（および iSLK）細胞にトランスフェクショ

ンし、BAC16定常保持細胞をクローン化して、iVero-WT、iVero-21KD、iVero-21del 細胞（iSLK-

WT、iSLK-21KD、iSLK-21del細胞）と名付けた。iVero および iSLK細胞は、培地へのドキシ

サイクリン（Dox）添加により溶解感染誘導転写因子 ORF50/K-Rta が発現し、BAC16 保持細

胞が溶解感染（ウイルス複製サイクル）状態へ移行する細胞株である。ORF21 の発現時期に



ついて、iSLK-WT細胞に Dox 処理を行い溶解感染誘導後の ORF21 の発現を ORF21ポリクロ

ーナル抗体によるウエスタンブロット法で解析した。その結果、ORF21 は溶解感染誘導後

30~36 時間に発現した。次に ORF21変異がウイルスゲノム複製、ウイルスゲノム発現、ウイ

ルス産生へ及ぼす影響を解析するため、溶解感染誘導した各 BAC保持細胞を qPCR法および

RT-qPCR法にて評価した。iVero-WT、iVero-21KD、iVero-21del 細胞の三者間でウイルス複製、

ウイルスゲノム発現、およびウイルス産生に対する影響は検出されなかった。次に ORF21変

異による子孫ウイルスの新規感染への影響を解析するため、溶解感染誘導した iVero-WT、

iVero-21KD、iVero-21del 細胞の培地へ放出された子孫ウイルスの 293T 細胞、Vero 細胞への

感染性を解析した。その結果、iVero-21del 細胞から産生された子孫ウイルスの感染性は WT

と 21KD の感染性の 15%にまで低下した。同様の結果が、BAC 保持 iSLK 細胞でも得られ、

さらに iSLK-21del 細胞から産生されたウイルスの感染性低下は、iSLK-21del 細胞への野生型

ORF21 の一過性発現により回復した。以上より ORF21 のキナーゼ機能以外の ORF21 分子依

存的機能が子孫ウイルスの新規感染に必要であることが示唆された。 

 

第 2章 ORF21分子は宿主細胞内の MEKシグナルを活性化する 

次に、ORF21 の宿主細胞に対する生物学的影響について解析した。先行研究において、

ORF21プラスミドの一過的に発現させた場合、外来性 ORF21は細胞質に局在し、また細胞を

縮小させることが報告されている。そこで、溶解感染誘導をかけた iSLK-WTを用い、内在的

に発現した ORF21の局在と細胞の形状変化を解析した。先行研究と一致して、ORF21は細胞

質に局在し、溶解感染誘導した iSLK-WT 細胞は誘導前に比べ細胞縮小が観察された。また、

溶解感染誘導した iSLK-21KD と iSLK-WT 細胞を比較すると、iSLK-21KD では細胞面積の増

大が観察された。KSHV は新規感染時に宿主となる標的細胞の幾つかのシグナル伝達を活性

化（または不活性化）することが報告されている。そこで、野生型 ORF21プラスミド (p21WT)

またはキナーゼ機能欠損 ORF21プラスミド (p21KD)を HeLa細胞に一過性発現させ、細胞内

のシグナル伝達におよぼす影響を解析した。その結果、p21WTと p21KD発現細胞ではMEK

のリン酸化が亢進した。また p21WT と p21KD 発現細胞では足場非依存的な細胞増殖が非発

現細胞に比べ約 3-4倍亢進した。これらの結果よりキナーゼ機能以外の ORF21分子依存的機

能により、MEKシグナルが活性化し細胞増殖が亢進することが示唆された。また、溶解感染

誘導した iSLK-21KD と iSLK-WT 細胞におけるリン酸化 MEK を比較したが、溶解感染移行

細胞ではリン酸化 MEKだけでなく EGFレセプターの顕著な減少が見られた。最後に、ORF21

が誘導する MEK シグナル活性化とウイルス産生の関係を明らかにするため、MEK 阻害剤

(U0126)処理した溶解感染誘導細胞における子孫ウイルス産生量と、MEK 阻害剤処理した標

的細胞への子孫ウイルス感染効率を解析した。その結果、MEK阻害剤 U0126 は、溶解感染誘

導細胞でのウイルス産生と標的細胞へのウイルス感染の両者を有意に減少させた。 

 

総括 

本研究により ORF21-はウイルスゲノムの複製、溶解感染遺伝子の転写、ウイルス粒子の産

生に影響を与えないことが明らかになった。また、子孫ウイルスの感染には、ORF21 のキナ



ーゼ機能以外のORF21分子依存的な機能が関与していることが明らかとなった。一方、ORF21

は細胞内のリン酸化 MEK を増加し足場非依存的な細胞増殖を促進させた。さらに、MEK シ

グナルの活性化は溶解感染期の細胞内での子孫ウイルス産生と標的細胞への子孫ウイルス感

染に必要であることが明らかになった。以上の研究成果により、ORF21 の感染性ウイルス産

生と新規感染に関わる重要な機能が見出された。ORF21 分子依存的な機能を標的とした選択

的阻害剤が有効な抗 KSHV薬開発につながると予想される。今後、ORF21 分子機能の全貌解

明と ORF21機能阻害剤の開発が期待される。 

  



 

本論文は以下の論文の内容を総括したものである。 

 

Yamaguchi T, Watanabe T, Iwaisako Y, Fujimuro M. Kaposi's Sarcoma-Associated Herpesvirus 

ORF21 Enhances the Phosphorylation of MEK and the Infectivity of Progeny Virus. Int J Mol Sci. 

2023;24(2):1238. doi:10.3390/ijms24021238 

  



 

略語 

 

略語 正式名称 

21del ORF21 deletion mutant 

21KD ORF21 kinase dead mutant 

293T HEK293T  

2-ME  β-Mercaptoethanol  

AIDS acquired immunodeficiency syndrome 

Ala/ A  Alanine  

Amp  Ampicillin  

AMP  Adenosine monophosphate  

APS  Ammonium Peroxodisulfate  

ATP  Adenosine TriPhosphate  

BAC Bacterial Artficial Chromosome 

BBS Borate buffered saline 

BD  Becton Dickinson  

BES  
N, N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic 

acid  

cDNA  Complementary DNA  

CIA Chloroform/isoamyl alcohol 

Cm Chloramphenicol 

Crk II CT10 regulator of kinase II 

CST Cell Signalling Technology 

DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole  

DMEM  Dulbecco's modified eagle medium  

DMSO  Dimethyl sulfoxide  

DNA  Deoxyribonucleic acid  

DNase Deoxyribonuclease  

dNTP Deoxyribonucleoside 5 triphosphate 

Dox  Doxycycline  

DW Distilled Water  

E  Early  

EBV Epstein-Barr virus 

ECL  Enhanced chemiluminescence  



EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid  

EGFP  Enhanced green fluorescent protein  

ERK Extracellular signal regulated kinase 

EtOH Ethanol 

FAK Focal adhesion kinase 

FBS  Fetal Bovine Serum  

GAPDH  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  

gB Glycoprotein B 

GFP Green Fluorescent Protein 

Gly  Glycine  

gN Glycoprotein N 

HHV Human herpesvirus 

His  Histidine  

HRP  Horseradish peroxidase  

HSV-1  Herpes Simplex Virus type 1  

HVS-2 Herpes Virus Saimiri-2 

IDR Intrisically Disordered Region 

IDT Integrated DNA Technologies 

IE  Immediate early  

Ig  Immunoglobulin  

IKK  Inhibitor of NF-κB kinase  

iSLK 
tetracycline/doxycycline 

(Dox) inducible RTA/ORF50 expressing SLK cell 

iVero 
tetracycline/doxycycline 

(Dox) inducible RTA/ORF50 expressing Vero cell 

IκB  NF-κB inhibitor  

Kan Kanamycin 

KSHV Kaposi's Sarcoma (associated) Herpes Virus 

L  Late  

LC-MS/MS  Liquid chromatography-tandem mass spectrometry  

lDDT Local Distance Difference Test 

LLPS Liquid-Liquid Phase Separation 

lncRNA long non-coding RNA 

Lys/ K  Lysine  

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 

MBL  Medical & Biological Laboratories  

Met/ M  Methionine  



MHC  Major histocompatibility complex  

Mini prep  Mini preparation  

miRNA micro RNA 

MLC Myosin light chain 

MLCP Myosin light chain phosphatase 

MS  Mass spectrometry  

N.S.  Not significance  

NaB Sodium n-Butyrate (酪酸ナトリウム) 

NF-κB  Nuclear factor-κB  

ORF Open Reading Frame 

PAGE  Polyacrylamide gel electrophoresis  

PAMPS  Pathogen-associated molecular patterns  

PBMC Peripheral blood mononuclear cells 

PBS  Phosphate-Buffered Saline  

PCI Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol 

PCR  Polymerase Chain Reaction  

PI3K Phosphatidyl Inositol-3 Kinase 

PMSF  Phenylmethylsulfonyl fluoride  

PPi  Pyrophosphate  

PRM Prorine Rich Motif 

PYR-41  
4[4-(5-nitro-furan-2-ylmethylene)-3,5-dioxo-

pyrazolidin-1-yl]-benzoic acid ethyl ester  

qPCR Quantitative real-time PCR 

rER rough-surfaced endoplasmic reticulum 

RMSD Root Mead Squared Deviation 

RNase  Ribonuclease  

ROCK Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 

RTA replication and transcription activator 

RT-qPCR  Reverse transcription-quantitative real-time PCR  

S.E.  Standard Eror 

SC Santa Cruz 

SDS  Sodium dodecyl sulfate  

SDS-PAGE  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis  

SH2 Src homology 2 domain 

SH3 Src homology 3 domain 

TE Tris EDTA 

TEMED  N,N,N’,N’-Tetramethylethylene-Diamine  



TLR Toll Like Receptor 

Tris  Tris (hydroxymethyl) aminomethane  

Tween-20  Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate  

Val Valine 

vTK viral Thymidine Kinase 

WT  Wild Type 

Y Tyrosine 

  



 

目次 

序章 ..........................................................................................................................................................1 

第 1章 ......................................................................................................................................................8 

1-1. 緒言 ..............................................................................................................................................8 

1-2. 方法 ............................................................................................................................................ 11 

1-2-1. 試料及び材料 ....................................................................................................................11 

1-2-2. プラスミド ........................................................................................................................12 

1-2-3. ウェスタンブロット解析 ................................................................................................17 

1-2-4. KSHVBAC作成 .................................................................................................................19 

1-2-5. 遺伝子改変 KSHV BAC16 定常保持細胞株の樹立 ......................................................24 

1-2-6. 溶解感染誘導 ....................................................................................................................25 

1-2-7. ウイルス DNA複製能測定 ..............................................................................................25 

1-2-8. RT-qPCR .............................................................................................................................26 

1-2-9. ウイルス産生量測定 ........................................................................................................27 

1-2-10. ウイルス感染能測定 ......................................................................................................28 

1-2-11. コンプリメントアッセイ ..............................................................................................28 

1-2-12. 統計解析 ..........................................................................................................................28 

1-3.結果 ..............................................................................................................................................29 

1-3-1. ORF21キナーゼ機能欠失 KSHV (21KD-BAC16)と ORF21 分子欠損 KSHV (21del-

BAC16)の作製 ..............................................................................................................................29 

1-3-2. KSHV BAC16 定常保持細胞株の樹立 ............................................................................33 

1-3-3. KSHV ORF21 は溶解感染開始後 30~36時間で発現した .............................................36 

1-3-4. KSHV ORF21 はウイルス DNA複製に寄与しない ......................................................36 

1-3-5. KSHV ORF21 はウイルス mRNA発現に寄与しない ...................................................37 

1-3-6. KSHV ORF21 はウイルス産生に寄与しない .................................................................40 

1-3-7. KSHV ORF21 はウイルス感染に必要である .................................................................41 

1-4. 考察 ............................................................................................................................................45 

1-5. 小括 ............................................................................................................................................46 



第 2章 ....................................................................................................................................................47 

2-1. 緒言 ............................................................................................................................................47 

2-2. 方法 ............................................................................................................................................49 

2-2-1. 試料及び材料 ....................................................................................................................49 

2-2-2. 培養細胞への遺伝子導入 ................................................................................................49 

2-2-3. ウェスタンブロット解析 ................................................................................................50 

2-2-4. RT-qPCR解析 ....................................................................................................................50 

2-2-5. 蛍光抗体染色 ....................................................................................................................51 

2-2-6. 細胞収縮の評価 ................................................................................................................51 

2-2-7. 軟寒天コロニー形成アッセイ ........................................................................................52 

2-2-8. 細胞増殖アッセイ ............................................................................................................52 

2-2-9. U0126 処理時における iSLK-BAC定常保持細胞株の産生ウイルス量の測定 .........52 

2-2-10. U0126 処理時における子孫ウイルスの感染性の測定 ................................................52 

2-2-11. 統計解析 ..........................................................................................................................52 

2-3.結果 ..............................................................................................................................................53 

2-3-1. 内在性 ORF21 の細胞内局在...........................................................................................53 

2-3-2. BAC由来の ORF21 分子の発現により細胞収縮が起こり、その細胞増殖にはリン酸

化が関与する ................................................................................................................................54 

2-3-3. 外来性 ORF21 分子は MEK1/2のリン酸化に関与する ...............................................56 

2-3-4. BAC由来の ORF21 分子はMEK1/2のリン酸化に関与する .......................................58 

2-3-5. ORF21分子による足場非依存的な細胞増殖の亢進 .....................................................60 

2-3-6. 標的細胞への MEK阻害による子孫ウイルス子孫感染の抑制 ..................................62 

2-4. 考察 ............................................................................................................................................66 

2-5. 小括 ............................................................................................................................................69 

総括 ........................................................................................................................................................70 

結語 ........................................................................................................................................................70 

謝辞 ........................................................................................................................................................71 

参考文献 ................................................................................................................................................72 



1 

 

序論 

 カポジ肉腫ヘルペスウイルス (Kaposi's sarcoma herpesvirus; KSHV) は、8番目に発見された

ヒトヘルペスウイルスであるためヒトヘルペスウイルス 8型 (HHV-8) とも呼ばれる 1。 

ヘルペスウイルスは無脊椎動物から脊椎動物に至るまで幅広く分布している二本鎖 DNA ウ

イルスである。そのなかで、ヒトを宿主とするヒトヘルペスウイルス (Herpes simplex virus) 

は 3 つのサブファミリーに分類される(表 1) 2。 単純ヘルペスウイルス 1 型(Herpes simplex 

virus; HSV) -1、HSV-2、水痘帯状疱疹ウイルス (Varicella zoster virus; VZV) は α-ヘルペスウイ

ルス亜科に、ヒトサイトメガロウイルス (Human cytomegaro virus; HCMV)、HHV-6A、HHV-

6B， HHV-7 は β-ヘルペスウイルス亜科に、エプスタイン・バーウイルス(Epstein-Barr virus)

および KSHVは γ-ヘルペスウイルス亜科にそれぞれ分類される (表 1) 2,3。 

 KSHV は、感染者の免疫不全時にカポジ肉腫や原発性体腔リンパ腫  (Primary effusion 

lymphima; PEL)、キャッスルマン病 (Multicentric castleman disease; MCD) などの腫瘍を引き起

こすことが知られている。KSHV の主な感染経路は、唾液感染、性感染である 3。性的接触

に起因する感染者の中でも、特に HIV-1との共感染の可能性の高い MSM (Men who have sex 

with men)ではカポジ肉腫の発症率がきわめて高いことが報告されている 4。 

 健常者における KSHV 既感染率は、アフリカ諸国では約 40~50%、イタリアなどの地中海

沿岸では約 10% 程度、北米などの地域では 5% 以下であるとされている 3,5–9。特にサハラ砂

漠地域では KSHV 感染率が高く健常人の 6 割を超えるとされる 5–8。また、日本においては

日本本土においては約 1% 程度であるが 10–12、Awazawa らの調査によると沖縄県宮古島、八

重山地方では感染率が約 15% 程度であると報告されている 13。さらに、日本国内で生じる

KSHV 関連疾患は、ほとんどが HIV-1 感染者で発症するとされている 9,14。 
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表 1 ヒトヘルペスウイルスの分類と主な疾患 

型 α/β/γ 和名 
英文名 

(略語) 
関連疾患 

上：世界の陽性率 

下：日本の陽性率  

1 α 
単純ヘルペス 

ウイルス 1 

Herpes simplex 
virus (HSV-1) 

口唇 

ヘルペス等 

67%15 

50~60%16,17 

2 α 
単純ヘルペス 

ウイルス 2 
HSV-2 性器ヘルペス 

26.8%18 

1.0-2.0%16,17 

3 α 
水痘・帯状疱疹 

ウイルス 

Varicella-

zoster virus 

(VZV) 

水痘・帯状疱疹 
> 40-90%19 

> 95%20 

4 γ 

エプシュタイン・

バール・ 

ウイルス 

Epstein-Barr 

virus (EBV) 

バーキット 

リンパ腫, 

ホジキン 

リンパ腫等 

> 90%21 

> 90%20 

5 β 
サイトメガロ 

ウイルス 

Human  

cytomegaro 

virus 

(HCMV) 

肺炎,  

網膜炎等 

45-100%22 

40-90%20 

6 β 
ヒトヘルペス 

ウイルス 6 
HHV-6 突発性発疹 

> 90%23,24 

> 90%20 

7 β 
ヒトヘルペス 

ウイルス 7 
HHV-7 突発性発疹 

> 90%25 

> 90%25 

8 γ 

ヒトヘルペスウイ

ルス 8 

(カポジ肉腫関連 

ヘルペスウイルス) 

Kaposi’s 

sarcoma-

(associated) 

Herpesvrus 

(KSHV) 

カポジ肉腫 

Primary effusion 

lymphoma 

  40-50%  

(アフリカ)3,5–8 

< 5%10–12 

(宮古島では約 15%13) 
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図 1 KSHV のゲノム情報 

それぞれの ORF の配向性は矢印の方向で示されている。リスザルのヘルペスウイルス

(Herpesvirus saimiri:HVS)と相同性を有する ORF はダークブルー、相同性がない ORFはラ

イトブルーで示している。 

 

 KSHVゲノム は全長約 170 kbpの長さ

を持つ 2 本鎖 DNA で、ウイルス粒子内

では直線状で、感染細胞内では環状で存

在する。KSHV ゲノムは約 90 種以上の 

Open Reading Frame (ORF) や，マイクロ 

RNA (miRNA; micro RNA) さらには長鎖

非コード RNA (lncRNA; long non-coding 

RNA) をコードしている (図 1)3,26。 

 KSHV 粒子は、他のヘルペスウイルス

と同様に、線状二本鎖 DNA ゲノム

を含む正 20面体のカプシドを中心に

持ち、その周囲にテグメントタンパ

ク質を含むテグメント、さらにその外側に宿主細胞のゴルジ体膜由来の脂質二重層とスパイ

クタンパク質を有している (図 2)。 

 KSHV の生活環に関して説明する。感染細胞内において KSHV は、潜伏感染  (latent 

図 2 KSHV粒子の構造 

説明は本文を参照 
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infection) と呼ばれる不顕性感染状態と，溶解感染 (lytic infection) と呼ばれるウイルス産生が

起きている状態の二つの感染状態をとる。KSHV は他のヘルペスウイルスと同様に初感染後

は深刻な疾患を引き起こさず不顕性感染に終わるが、終生にわたり潜伏感染状態を維持する。

感染者の AIDS 発症や免疫抑制剤投与下などの免疫不全状態において、KSHV はカポジ肉腫

や PEL、MCDなどのがんを引きおこす。 

 ウイルスの感染時、KSHV は自身のスパイクタンパク質を介した宿主細胞への吸着後に、

エンドサイトーシスや、細胞膜とウイルスエンベロープとの直接的な膜融合により、宿主細

胞質内へと侵入する。その際、ウイルスゲノムを内包するウイルスカプシドとエンベロープ

の間に存在しているテグメントタンパク質を感染細胞の細胞質内に放出する (図 3)。 

 

図 3 KSHVの生活環 (説明は本文を参照) 

 

 KSHV 侵入時に細胞内シグナル伝達が活性化されることで微小管がアセチル化され、安定

化する。その後ウイルスカプシドに結合したテグメントタンパク質が Kinesin-2 と結合する

ことで、ウイルスカプシドは微小管を介して核膜へ輸送される 3,27–30。その後脱核しウイル

スカプシドからウイルス DNA が核内に放出される 3,27,28。ウイルスゲノムが核内侵入後、潜

伏感染遺伝子、溶解感染遺伝子の両方の転写が活性化した状態になるが 3,31,32、クロマチンが

ウイルス DNA に沈着し、ウイルス DNA がクロマチン修飾されることで、次第に溶解感染
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遺伝子の発現低下が起こる。その一方で LANA (Latency-associated nuclear antigen) の発現量

が 48~72 時間にかけて大幅に上昇し潜伏感染状態となる 3,31,32。潜伏感染状態では KSHV ゲ

ノムのターミナルリピートと呼ばれる領域と宿主のクロマチンを LANAが結合し、KSHVゲ

ノムはエピゾームと呼ばれる環状 2 本鎖 DNA の状態を形成する。潜伏感染時に KSHVはご

く少数の微量の LANA を含む潜伏関連遺伝子産物やマイクロ RNA を発現して、細胞増殖の

促進やアポトーシス抑制、さらに免疫回避を行うことが知られている。これにより、KSHV

は長期潜伏感染状態を維持することが可能になっていると考えられている。 

 KSHV の感染細胞はそのほとんど (9 割以上と認識されている) が潜伏感染状態で存在して

いるが、一部の感染細胞は紫外線暴露や薬物、ホルモン変化によりウイルス再活性化 

(reactivation) が起きウイルスの複製サイクルである溶解感染へと移行する (図 3)。溶解感染

移行の際にはウイルス性の転写因子 K-Rta が溶解感染イニシエーションタンパク質として発

現し、潜伏感染から溶解感染へと移行させる。溶解感染サイクルでは、Immediate Early (前

初期)、Early (初期)、Late (後期) 遺伝子の順で溶解感染関連遺伝子が転写・翻訳される。K-

Rta は前初期遺伝子産物であり、スパイクタンパク質やテグメントタンパク質、キャプシド

蛋白質は初期または後期遺伝子として発現する。この後期遺伝子発現と並行し、ウイルスゲ

ノム複製が行われる。その後、カプシドタンパク質が自己会合し正 20 面体構造カプシドを

形成し、製されたウイルスゲノムがカプシド内にパッケージングされる。さらに細胞質での

テグメント獲得を経た後、ゴルジ体を経てスパイクタンパク質獲得、エンベロープ獲得など

を経てウイルス粒子が組み立てられた後に、MVB (Multi vesicular body) を形成し、感染細胞

から放出、つまり出芽される (図 3)。 

 本研究の研究対象である KSHV ORF21 は、溶解感染期に発現するリン酸化酵素である。

HVS (Herpesvirus saimiri) との比較から、ORF21は vTK (viral Thymidine kinase) オーソログと

推定されている 33。α-ヘルペスウイルス亜科では HSV-1/2 の UL23、VZV の ORF36 が vTK

に相当する (図 4)。γ-ヘルペスウイルス亜科では EBVの BXLF1が vTKに相当する。なお、

β-ヘルペスウイルス亜科には vTK がコードされていない。細胞が発現する hTK (host 

Thymidine kinase) はヌクレオチド分解経路の中間体を利用して再びヌクレオチドを合成する

サルベージ経路ではたらく酵素であり、二量体若しくは四量体の形でデオキシチミジン(dT)

をモノリン酸化し dTMPに変換する 34,35。hTKと同様に vTKは核酸をリン酸化する。vTKが

核酸のリン酸化した結果、ウイルスゲノムの複製に寄与する。しかし hTK と異なり vTK は

宿主特異性が低いため、デオキシシチジン (dC) やデオキシグアノシン (dG) をリン酸化する

36。そのため抗ヘルペスウイルス薬のアシクロビルやバラシクロビルは、α-ヘルペスウイル

ス亜科の vTK の低い宿主特異性を利用し、vTK のリン酸化を受けることで活性化体として

はたらく。 

 一方 γ - ヘルペスウイルス亜科、すなわち、EBVと KSHVに対する有効な抗ウイルス薬は

未だ開発されていない。それは γ-ヘルペスウイルス亜科にコードされる vTK (KSHV ORF21，

EBV BXLF1) はチミジンに対するリン酸化能が弱いことが原因の一つとしてあげられる 37,38。

Gustafson らによる先行研究では、チミジンに対する KSHV ORF21 のミカエリス定数 Kmは

UL23 の 60 倍、VMax は UL23 の 1/340 である。このことは、HSV-1 vTK (UL23)と比較し



6 

 

KSHV TK (ORF21)のキナーゼ活性が非常に低いことを意味している 38。 

 HSV-1 と KSHV vTK の機能の違いの一つとして、アミノ酸配列の相同性の低さがあげら

れる。Cannon らは、KSHV vTK と HSV-1 UL23、EBV BXLF1、Equine gammaherpesvirus2 

kinase ORF21、Saimiriine gamma herpesvirus 2 (HVS) thymidine kinaseの相同性は 12%、28%、

31%、32% と報告している 37。表 2は新たに BLAST解析した結果であるが、Cannonらと値

は異なるものの同様の傾向の結果が示された (表 2)。また、KSHV の遺伝子はチミジル酸合

成酵素 (ORF70) をコードしている。de novo経路においてチミジル酸合成酵素は dUMPから

dTMP 変換する酵素であり、サルベージ経路ではたらく TK を介すること無く dTMP を生成

することが可能である。従って、ORF21 はチミジンリン酸化ではなく他の機能を持つと考え

られている 39。 

 

 

 

図 4 ヘルペスウイルスのコードする vTKの系統樹 

α-ヘルペスウイルス亜科、γ-ヘルペスウイルス亜科の vTK の系統関係を示している。

MAFFT-server40,41 にて各 vTK のアミノ酸配列をアライメント後、IQ-TREE ソフトウェア

42,43に実装された超高速ブートストラップ 44を用いて最尤推定法 (LG+G4 modelを使用) に

より系統樹を得た。系統樹推定に用いたアミノ酸配列は系統樹表示順の上から順に

ACY00419.1 (KSHV)、ATO60488.1 (EBV)、AAF19286.121 (Murid gammaherpesvirus 4)、tr| 

G1K7Y3|G1K7Y3_HHV3 (VZV) 、 tr|A0A2U9A5Y6|A0A2U9A5Y6_HHV1 (HSV-1) 、

sp|P89446|KITH_HHV2H (HSV-2)である (それぞれ NCBIデータベース、UniProtから配列を

取得した)。 
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表 2 KSHV ORF21とオーソログ遺伝子との相同性 

Species  subject acc.ver 
 % 

identity 

 

alignment 

length 

 E-value  % positives 

Colobine gamma 

herpesvirus 1 
QDQ69229.1 52.158 533 0 66.6 

Equid gamma 

herpesvurus 2 
UTM04407.1 37.461 323 

2.42E-

77 
57.59 

Saimiriine gamma 

herpesvirus 2 

(HVS) 

NP_040223.1 35.602 382 
2.89E-

76 
53.14 

Human gamma 

herpesvirus (EBV) 
ATO60488.1 34.181 354 

3.49E-

71 
54.8 

Murine gamma 

herpesvirus 4 

(MHV-68) 

AAF19286.1 30 320 
7.61E-

41 
49.38 

Human herpesvirus 

2 (HSV-2) 
sp|P89446|KITH_HHV2H 22.727 176 

3.91E-

09 
40.34 

Human herpesvirus 

1 (HSV-1) 
A0A2U9A5Y6_HHV1 20.33 182 

1.88E-

07 
41.21 

Human herpesvirus 

3 (VZV) 
tr|G1K7Y3|G1K7Y3_HHV3 24.519 208 0.003 37.5 

 

KSHV ORF21 (ACY00419.1) とオーソログのウイルス性遺伝子との相同性を NCBI BLAST

の PBLAST により計算した。BLAST に用いた比較群のアミノ酸配列の Accession number

は 2列目に示した (それぞれ NCBIデータベース、UniProtから配列を取得した)。 

 

 2023年 1月現在、ORF21に関する主な報告として以下が挙げられる。1つ目はチミジンキ

ナーゼ活性でなくチロシンキナーゼ活性を持ち、細胞収縮に関与している 45との報告である。

2 つ目は ORF21 の Kinase 機能はウイルスゲノム複製、ウイルス産生、新規感染に関与しな

い 46 という報告である。しかしながら、ORF21 分子そのものが KSHV の複製、感染などに

与える影響について、その全容は明らかになっていない。 

 そこで本研究では ORF21 遺伝子改変 KSHV を作製し、ウイルス複製時またはウイルス感

染時における ORF21 機能の解明を目的とした解析を実施した。本論文の第 1 章ではウイル

ス複製、ウイルス遺伝子発現、ウイルス産生、子孫ウイルスの感染性に与える KSHV ORF21

の影響について、第 2 章では KSHV ORF21 による宿主細胞中の細胞内シグナル伝達や機能

形態への影響について、それぞれ解析した。 
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第1章 ORF21分子はウイルス感染能の低下に関与する 

1-1. 緒言 

本研究では、ウイルス複製時及び感染時における ORF21 の機能や役割の解明が主な目的

である。そのため、本章ではウイルス複製時に焦点をあて ORF21 遺伝子欠損 KSHV を作成

し、その改変ウイルスや改変ウイルス感染細胞の生物学的性状やウイルス複製を解析した。 

遺伝子改変ヘルペスウイルスを構築する手法の一つとして、ヘルペスウイルスゲノムの全

長を BAC (Bacterial artificial chromosome) ベクターにクローニングし、遺伝子操作する手法が

広く用いられている。野生型 KSHVゲノム (JSC-1株) を BACクローン化した KSHV BAC16

を基に、ORF21 遺伝子改変 KSHV BAC16 を作製した。さらに、その ORF21 遺伝子改変

KSHV BAC16 を細胞に導入し定常保持細胞株を樹立することで、潜伏感染状態の ORF21 遺

伝子改変 KSHV 感染細胞モデルを構築した。さらに、ORF21 遺伝子改変 KSHV 感染細胞を

溶解感染 (ウイルス複製サイクル) へと誘導し、産生される ORF21遺伝子改変 KSHV粒子の

複製効率や感染性を解析した。 

ウイルスの生活環において、複数のウイルスタンパク質が協調して機能することで、ウイ

ルス感染やウイルス複製、ウイルス粒子放出などの現象が達成される。これについてはヘル

ペスウイルスも例外ではない。一般的な分子生物学的手法として、研究対象の遺伝子を発現

するプラスミドを一過性に細胞内に発現させ機能解析を行うことが多い。しかしながら、こ

の手法を個々のウイルス遺伝子に適用しても、その他のウイルスタンパク質が発現・機能し

ている感染状態を反映することにはならない。そのため、研究対象のウイルス遺伝子を欠損

させたノックアウトウイルスなどを解析することが、ウイルス感染現象のさなかにおけるウ

イルス性遺伝子の実態解明に重要である。 

ゲノムサイズの比較的小さい HIV-1 などは、ゲノムをプラスミドにクローニングすること

で遺伝子改変が可能となった 47。また、インフルエンザウイルスのような分節型ゲノムをも

つウイルスの場合ではプラスミドを複数個組み合わせることで、変異ウイルス作製が可能で

ある 48,49。しかし、ヘルペスウイルス属はウイルスの中でも HCMVの 230 kbpを筆頭に、比

較的大きなゲノムを有しているウイルスであるため、プラスミド上での改変は極めて困難で

あった。 そこでヘルペスウイルスゲノムを保持出来る DNAベクターとして、BAC改変系が

着目された。BAC は、大腸菌の性接合 F プラスミド (F plasmid) の菌内で 1~2 コピーである

性質、F プラスミドが細胞周期特異的に複製される性質を利用している 50,51。このことより、

大腸菌内で BAC クローンを単一コピーで保持することが出来る。これを基に、大腸菌に 

300 kbpまでの大型 2本鎖環状 DNAを安定して保持させ菌内で相同性組換えなどの遺伝子操

作ができるように開発された 52,53。BAC 改変系は、一般的にノックアウトマウスなどの作成

時に，一部抽出したマウスゲノムに対する変異導入の際に使用されることが多かった。ヘル

ペスウイルスでは HSV-1 などが先行して BAC 改変系を導入し、遺伝子改変ウイルスを用い

て個々のウイルス性遺伝子の機能解析、いわゆる逆遺伝学的アプローチによるウイルスの病

原性発現機構や増殖機構などの基礎研究が行われてきた 53。HSV-1 は増殖効率、感染性がと

もに高いことから、改変 BAC からの感染性ウイルスの調製にも技術的支障が少なかった一
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方で，KSHVは増殖・感染能力がともに低いため BAC改変系の普及が立ち遅れていた。 

これを解決したのが、Don Ganemらによる Tet-ON system導入細胞による KSHV産生細胞

の樹立 54と、それに続く Jae Jung らによる BACmid (KSHV BAC16) の構築である 55。Don 

Ganem らはウイルス産生を誘導するヒストンアセチル化誘導剤処理とともに溶解感染誘導ウ

イルス性遺伝子である ORF50/K-Rtaを発現誘導することで、高力価の感染性粒子を産生する

細胞株 (inducible-SLK 細胞/iSLK 細胞) の樹立に成功した。さらに、Jae Jung らの開発した

KSHV BAC16は遺伝子操作時に欠損が生じにくいなどの高いゲノム安定性を示すとともに、

Two-step Red recombination 法とよばれる相同性組換え法と組み合わせることで、一塩基レベ

ルでの改変操作を可能にした。 KSHV BAC16 は全 KSHV ゲノム、 hygromycin、

chloramphenicolなどの薬剤耐性遺伝子、緑色蛍光タンパク質 (GFP) を含んでいる。よって、

KSHV BAC16 のトランスフェクション後に薬剤選択によりクローン化された KSHV BAC16

定常保持細胞株では恒常的に GFP が発現し、模擬的な KSHV 潜伏感染状態として扱うこと

が可能である (図 5) 55。また、KSHV BAC16定常保持細胞から産生された子孫 KSHV (KSHV 

BAC16 をゲノムにもつ) が感染した細胞は GFP 陽性となる。以上の利点から、iSLK 細胞と

KSHV BAC16を用いて種々のウイルス性遺伝子の解析が進展している。本研究でもこの改変

系を利用した。 

 

図 5 KSHV BAC16の概要 

 

KSHV が発現する ORF21 の持つチミジンキナーゼ活性は弱く、チロシンキナーゼ活性を

持つことが報告されていることは序論で述べた通りである。一般的なプロテインキナーゼは、
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活性化の調節に関与する activation-loop (A-loop)、catalytic-loop (C-loop)、リン酸の結合に関

係するモチーフである phoshobinding-loop (P-loop) の部分に大別される 56。P-loopは発見者の

名前を取って Walker A motifとも呼ばれる。ほとんど全てのキナーゼにおいて ATPの認識部

位はほぼ保存されており、特に P-loop では共通アミノ酸配列として’GXXXXGK[TS]’のドメ

インを有している 56–58。P-loopの保存性が高いことに着目し、Gill45や Beauclair46らは ORF21

の P-loop中の共通配列中の 3つの Gly残基を Valに置換しキナーゼ活性を喪失させることで

ORF21 が有するキナーゼ機能の解析を行った。特に、Beauclair らは前述の KSHV BAC16 を

用い ORF21キナーゼ活性機能欠失 BAC を作製し、そのウイルスゲノム複製やウイルス産生、

ウイルスの新規感染性について解析した 46。その結果、彼らは ORF21 のキナーゼ機能はウ

イルスゲノム複製、ウイルス産生、ウイルスの新規感染に関与しないと結論づけた 46。一方

で KSHVの近縁種 (γ-ヘルペスウイルス亜科) である MHV-68の ORF21オーソログ遺伝子の

解析では、in vitro、in vivo 双方において、野生型ウイルスと比べ分子欠損ウイルスの感染性

が低下したことが報告されている 59–61。 

 そこで本章では ORF21 キナーゼ機能欠失-KSHV BAC だけでなく ORF21 分子欠損-KSHV 

BAC を構築し細胞に導入することで、ORF21 分子機能変異によるウイルスゲノム複製、ウ

イルス mRNA発現、ウイルス産生、新規感染などに対する影響を解析した。 
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1-2. 方法 

1-2-1. 試料及び材料 

本章で使用した試薬及びメーカーを以下に示す。 

 

表 3 本章で使用した試薬と試薬メーカー 

試薬  社名 

10x Loading buffer タカラバイオ 

Aprotinin  ナカライテスク  

APS  ナカライテスク  

BES  同仁化学研究所  

Bovain serum albumin  Sigma-Aldrich 

CaCl2  ナカライテスク  

Can Get Signal® Immunoreaction Enhancer Solution  東洋紡  

Chemi-Lumi One ナカライテスク 

Chemi-Lumi One Super ナカライテスク 

Chloramphenicol 富士フィルム和光純薬  

Chloroform ナカライテスク 

DMEM  ナカライテスク  

DMSO  富士フィルム和光純薬  

DNase Ⅰ New England Biolabs 

Doxycycline LKT laboratories 

ECL  Cytiva  

EDTA  ナカライテスク  

G418 ナカライテスク  

Gel/PCR Extraction Kit 日本ジェネティクス 

Go-Taq polymerase プロメガ 

HCl  富士フィルム和光純薬  

Hygromycin B  富士フィルム和光純薬  

Isoamyl Alcohol 富士フィルム和光純薬  

Kanamycine ナカライテスク  

KOD-FX 東洋紡 

KOD-Plus-Neo 東洋紡 

Lactacystin  ペプチド研究所  

LB培地  ナカライテスク  

Leupeptin  ナカライテスク  

MG132  ペプチド研究所  

NaCl  ナカライテスク  

Na-n-Buthylate 東京化成 

NaOH  ナカライテスク  

NP-40  富士フィルム和光純薬  

NucleoBond Xtra  MACHREY-NAGEL 
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Pepstatin  ナカライテスク  

Phenol 富士フィルム和光純薬  

PMSF  ナカライテスク  

Polybrene Sigma-Aldrich 

PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit  Invitrogen  

Puromycin InvivoGen 

QIAamp DNA Blood mini Kit  QIAGEN  

ReverTra Ace qPCR RT Kit 東洋紡 

RNA iso Plus タカラバイオ 

RNase A Sigma-Aldrich 

ScreenFect A plus 富士フィルム和光純薬  

SDS  ナカライテスク  

Sodium deoxycholate  富士フィルム和光純薬  

TEMED  ナカライテスク  

Tris  ナカライテスク  

Trypsin  ナカライテスク  

Tween-20  ナカライテスク  

X線フィルム 富士フィルム 

β-メルカプトエタノール  富士フィルム和光純薬  

イソプロパノール  富士フィルム和光純薬  

エタノール  ナカライテスク  

臭化エチジウム ナカライテスク 

寒天末 ナカライテスク 

クリアトランス ® ニトロセルロースメンブレン 0.2 μm  富士フィルム和光純薬  

グルコース ナカライテスク 

メタノール  富士フィルム和光純薬  

酢酸  ナカライテスク  

酢酸カリウム  ナカライテスク  

 

1-2-1-1. 試薬・試薬 

試薬は表 4の濃度で調製した。 

 

 

表 4 調製した試薬一覧 

試薬名 濃度 溶媒 

G418 50 mg/mL MilliQ滅菌水 

Hygromycin B 100 mg/mL MilliQ滅菌水 

Dox 10 mg/mL MilliQ滅菌水 

NaB 1.5 mol/L MilliQ滅菌水 

Kan 20 mg/mL MilliQ滅菌水 
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Cm 50 mg/mL エタノール 

Amp 50 mg/mL MilliQ滅菌水 

 

<MilliQ滅菌水> 

MilliQを 121℃、20分間オートクレーブ滅菌した水。 

 

 

本章で用いた抗体は以下に示す。 

 

表 5 第 1章で用いた抗体 

抗体名 動物種 会社 カタログ番号 希釈倍率 

anti-ORF21 ウサギ 当研究室 

において作製 

 
×3000 

anti-GAPDH マウス SC 0411 ×2000 

anti-β-Actin  マウス SC sc-69879 ×2000 

HRP-conjugate anti-mouse IgG ヒツジ GE ヘルスケア NXA931 ×3000 

HRP-conjugate anti-rabbit IgG ロバ GE ヘルスケア NA934 ×3000 

 

1-2-1-2. 細胞 

Vero細胞、HEK293T 、iSLK細胞、iVero細胞は、 5% FBS fetal bovine serum 含有 Dulbecco's 

modified eagle medium (DMEM)、5% CO2、37℃の環境下で培養した。また iVero 細胞は 2.5 

µg/mL puromycin、 iSLK細胞は 1.0 µg/mL puromycin、0.25 µg/mL G418となるよう最終濃度

を調整した。 

 ここで実験に用いた細胞の由来について説明する。HEK293T 細胞はヒト女性胎児の腎

臓由来の細胞株である HEK293細胞に、 SV40 Large T 抗原を発現させた細胞株である 62,63。

Vero 細胞はアフリカミドリゲザルのメスから摘出された腎臓上皮細胞であり、エスペラント

語で「緑の腎臓」を意味する“Verda Reno”を縮めて命名された 64–66。Vero細胞は 12番染色体

の I 型インターフェロンの遺伝子クラスターが欠損しており、インターフェロンの産生能を

有さない。そのため、ウイルスの感染効率が良いことが知られている 64–66。 

 iVero 細胞は、前述の Vero 細胞に、pCW57.1 KSHV K-Rta/ORF50 をレンチウイルスにより

導入し、puromycinで薬剤選択した細胞である 67,68。pCW57.1 KSHV K-Rta/ORF50導入により、

テトラサイクリン系の薬剤を培地に添加することで KSHVの溶解感染イニシエーションタン

パク質である K-Rta を誘導することが出来る。一方、iSLK 細胞はヒト血管内皮細胞由来と

いわれる SLK 細胞に、  テトラサイクリントランス活性化因子 (reverse tetracycline 

transactivator;rtTA) 発現ベクターである pRetroX-Tet-On Advanced (G418 で薬剤選択)、K-

Rta/ORF50 をテトラサイクリン応答発現ベクターである RetroX-Tight-Pur に組み込んだベク

ター (puromycinで薬剤選択) を導入した細胞である 54,55。 
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1-2-2. プラスミド 

1-2-2-1. 鋳型としての利用や実験に使用したプラスミド 

pCI-neo-3×Flag (空プラスミド) : Promegaから購入 

pCI-neo-KSHV ORF21 WT (p3F-21WT) : 当研究室で構築 

pEP-KanS : Addgene plasmid #41017 

pGEMTeasy-ORF11: 当研究室で構築 

 

1-2-2-2. 点変異プラスミドの構築 

点変異プラスミドは Quick ChangeTM 法を用いて構築した。ORF21 の P-loop 中の G260、

263、265 を Val 置換した KD 変異プラスミド作製のために p3F-21WT を鋳型とし、KOD-

Plus-Neo を用いた PCR を行った。この PCR 産物に含まれる鋳型プラスミドの形質導入を防

ぐために DpnI (タカラバイオ) で 37℃、3 時間処理した後に形質導入を行った。作製したプ

ラスミドは p3F-21KDである。使用したプライマーは Integrate DNA Technology社から購入し、

それぞれの配列は表 6に示した。 

 

<反応液の組成> 

 

Template (p3F-ORF21)  1 μL  

10×KOD-Plus-neo buffer  5 μL 

2 mM dNTPs   5   μL 

25 mM MgSO4   5 µL 

10 µM Forward Primer  1.5  μL 

10 µM Reverse Primer  1.5  μL 

KOD-Plus-Neo Polymerase  1   μL 

MilliQ滅菌水                            30  μL 

Total    50  μL 

 

 

<反応条件> 

 

   分: 秒 

       94℃   2:00  

       98℃   0:10  

       68℃   4:30  

          ↓×16 cycle 

       12℃   ∞ 
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表 6 プラスミド構築に用いたプライマー配列 

Primer name 5’→3’ 

ORF21 KD 

Forward 
gtggactacaggaatgtttatttgctttacttagagGTTgtaatgGTAgtgGTCaaatcaacgctggtcaacgccg 

ORF21 KD 

Reverse 
cggcgttgaccagcgttgatttGACcacTACcattacAACctctaagtaaagcaaataaacattcctgtagtccac 

大文字は kinase dead変異の挿入部位を示している。 

 

1-2-2-3. DNA精製 

得られた大腸菌クローンについて、それぞれプラスミドを少量精製し変異導入を確認した。

少量精製時はアルカリ-SDS 法に従ってプラスミド抽出を実施した。大腸菌培養液 2 mL を

4,000 rpm、5 分間遠心し大腸菌ペレットを形成した。上清除去後に 100 μL の Solution Ⅰを加

えボルテックスなどを用いて撹拌し、大腸菌ペレットをほぐした。その後、200 μL の 

Solution Ⅱを加え、転倒混和し 5分程度静置した 。この溶液に 150 μLの Solution Ⅲを加え中

和した。さらに 10 μLのクロロホルム添加し、15,000 rpm、1 分間、4℃で遠心してタンパク

質、ゲノム DNAを沈殿させた。この上清に 500 μLの isopropanolを加え混合し、15,000 rpm、

1分間、 4℃で 遠心しプラスミド DNAを含む沈殿物を得た。沈殿物を 70% エタノールで洗

浄し上清を除去後、数分間風乾させ、 100 μg/mL RNase含有精製水に沈殿物を溶解し、沈殿

物中に含まれる RNA を分解した。37℃で 30 分間もしくは 4℃で一晩反応させた。また、

DNA 配列解析のための PCR 反応の際に障害となる RNase およびタンパク質を除去する目的

で、 Gel/PCR Extraction Kitを用いてプラスミド DNAを精製した。プラスミド大量調製時は

大腸菌培養液を 100~250 mL用意し、PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kitを用いてプラス

ミドを大量精製した。 

 

<Solution Ⅰ>  

50 mMグルコース 

25 mM Tris/HCl (pH8.0) 

10 mM EDTA 

 

<Solution Ⅱ> 

0.8% NaOH 

1% SDS 

 

<Solution Ⅲ> 

CH3COOK  73.625  g 

CH3COOH  28.75  mL 

MilliQ           X  mL 

Total  500  mL 
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1-2-2-4. DNAシーケンス解析 

 構築した変異体発現プラスミドの配列確認を行うため、精製プラスミド DNA を鋳型 とし

た DNA シーケンス解析を行った。DNA シーケンス解析は本学の共通機器である ABI 3130 

GeneticAnalyzer (Applied Biosystems) での解析、もしくは Eurofins Genomics社への外注により

おこなった。本学で DNA シーケンス解析を実施する際には、BigDye® terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems, CA, USA) で 下記に示す条件下で PCR反応を実施した。

反応産物をエタノール沈殿し、HiDiTM ホルムアミド Applied Biosystems で溶出した。その後 

ABI 3130 GeneticAnalyzer にて DNA 配列を解析した。解析結果は、ApE-A plasmid Editor 

(version 3.1.2) でアライメント解析し、変異の導入を確認した。使用したプライマーは

Eurofins Genomics社、IDT社から購入した。それぞれの配列を表 7示した。 

 

 

<反応条件> 

 96℃   1:00 

 96℃   0:10 

 50℃   5:00 

 60℃   4:00 

    ↓ ×25 cycle 

 10℃   ∞ 

 

 

表 7 プラスミドのシーケンス解析に用いたプライマー配列 

 

Primer name 5’→3’ 

YI68-

S_seq_pCIneo 

GAGACAGAGAAGACTCTTG  

YI69-

As_seq_pCIneo 

GCATTCTAGTTGTGGTTTG 

YI182-ORF21 

(BAC16) SQ Fw 

ACTCAAGAGGACCCCAAAGG 

 

 

 

 

1-2-3. ウェスタンブロット解析 

1-2-3-1. サンプル調製 

6 wellもしくは 12 wellプレート上の接着細胞を PBSで洗浄し 4xSDS サンプルバッファー

(1% 2-mercaptoethanol, 0.1 mM NaF, 1 mM β-glycerophosphate, 1 μg/mL aprotinin, 1 μg/mL 

pepstatin, and 0.25 mM PMSFを含む) を処理し細胞を溶解させ、出力 22%、10秒間超音波処
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理した。その後、95℃で 5分間煮沸した。使用するまで-20℃で保存した。 

 

 

<4×SDS サンプルバッファー > 

160 mM Tris/HCl (pH6.8) 

4% SDS 

40% Glycerol 

0.02% Bromophenol 

 

1-2-3-2. ウェスタンブロット 

6~15% ポリアクリルアミドゲルに添加し、 SDS泳動バッファーを用いて 40~45 mAの定電

流で SDS-PAGE を行なった。 SDS-PAGE 後、トランスファーバッファーに浸したポリアク

リルアミドゲルをセミドライ方式 (1.7 mA/cm2の定電流) で 90分間、 クリアトランス ® ニト

ロセルロースメンブレン 0.2 μm へ転写した。このメンブレンを 、2.5% スキムミルク含有

PBSに浸して、 30~60分間室温にて振盪した。その後メンブレンを 0.1% Tween-20含有 PBS 

PBS-T を数回交換して振盪させて洗った後に、 PBS-T で一次抗体を希釈し 4℃で 12〜15 時

間反応させた。メンブレンを PBS-Tで振盪させて洗い、 PBS-Tで希釈した HRP標識 2次抗

体を室温で 1.5時間反応させた。再度、メンブレンを PBS-Tで振盪させて洗った後、 PBSで 

3回置換した。 ECL化学発光基質に浸し、化学発光させたメンブレンを X線フィルムに最大 

30 分間感光させた。蛍光強度が低い場合は、  PBS-T の代わりに  Can Get Signal® 

Immunoreaction Enhancer Solution で抗体希釈を、化学発光は Chemi-Lumi One、Chemi-Lumi 

One Super (ナカライテスク) を用いた。バンド強度を定量する場合は Fiji software (ver1.53.q, 

NIH, Bethesda, MD, USA)69 を用いた。 

 

<6-15% ポリアクリルアミドゲル> 

<Separating gel> 

 試薬   用量 

 MilliQ    2.3-5.3 mL 

 30% acrylamide mixture 2.0-5.0 mL 

 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2.5 mL 

 10% SDS  0.1 mL 

 10% APS  0.1 mL 

 TEMED   0.008 mL 

 Total   10 mL 
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<Concentrating gel>  

  試薬   用量 

  MilliQ   3.4 mL 

  30% acrylamide mixture 0.83 mL 

  0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 0.63 mL 

  10% SDS  0.05 mL 

  10% APS  0.05 mL 

  TEMED   0.005 mL 

  Total   5 mL 

 

<SDS 泳動バッファー> 

25 mM Tris 

192 mM Glycine 

0.1% SDS 

 

<トランスファーバッファー> 

25 mM Tris 

192 mM Glycine 

20% メタノール 

 

 

<PBS> 

137 mM NaCl 

2.7 mM KCl 

4.3 mM Na2HPO4 

1.4 mM NaH2PO4 

 

<PBS-T> 

137 mM NaCl 

2.7 mM KCl 

4.3 mM Na2HPO4 

1.4 mM NaH2PO4 

0.1% Tween-20 
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1-2-4. KSHVBAC作成 

 「A Two Step Markerless Red Recombination System」と呼ばれる相同性組換え法を用い、

KSHV BAC16にコードされている KSHV ORF21に変異を導入した 70。PCRで Kan耐性遺伝

子を含む DNA産物を増幅させ (Ⅰ)、大腸菌 GS1783株に導入した。GS1783株は Red systemと

I-Sce I遺伝子を有しており、Red systemは PCR産物と BAC16分子との間で相同性組換えを

起こすことができる酵素群である 70。一方 I-Sce I は、エンドヌクレアーゼとして DNA を切

断する。Kan 耐性遺伝子の導入のための相同性組換え (Ⅱ)、DNA 切断 (Ⅳ)、Kan 耐性遺伝子

欠失のための相同性組換え (Ⅴ)、3つの過程を経て変異導入 BAC16 (Ⅵ) を作製した。 

 

図 6 Two-step Red recombination法の概要 
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1-2-4-1. KOD-PCR 

Brulois ら 55や当研究室の Nishimura ら 67の方法を参考に BAC 改変を行った。pEp-KanS

中のカナマイシン (Kan) 耐性配列とともに KOD-FX polymeraseと表に示すプライマーセッ

トによる PCR法により増幅させた。1 サンプルあたりの組成及び反応時間は以下に示す。 

pEp-KanS 中のカナマイシン (Kan) 耐性配列とともに KOD-FX polymerase (タカラバイオ) 

と表 8に示すプライマーセットによる PCR法により増幅させた。PCR 産物を含む溶液に 10x 

Loading bufferを加え臭化エチジウム含有 0.75% アガロースゲルで電気泳動した。 

 

 

 <反応液の組成> 

pEp-KanS   1  μL 

2×KOD-FX-Buffer  25 μL 

10 mM dNTPs   2  μL 

10 µM Forward primer     0.75  μL 

10 µM Reverse primer  0.75  μL 

KOD-FX Polymerase      1  μL 

MilliQ滅菌水    19.5  μL 

Total    50  μL 

 

 <反応条件>  

       94℃   0:10 

        60℃   0:30 

        68℃   2:00 

           ↓ ×35 cycle 

       68℃   3:00 

        12℃   ∞ 

 

表 8 21KD、21delの変異挿入のため KOD-PCRで用いた Primer 配列 

Primer name 5’→3’ 

21KD Forward 
accgtggactacaggaatgtttatttgctttacttagagGTTgtaatgGTAgtgGTCaaatcaacgctggtcaacgTAGGGA

TAACAGGGTAATCGATTT 

21KD Reverse 
gggcaagatcccgcacacggcgttgaccagcgttgatttGACcacTACcattacAACctctaagtaaagcaaataaGCCA

GTGTTACAACCAATTAACC 

21del Forward 
gtcagcgactgacgacgactcgggagactacgcgccaatgTAGTTAGATAGTgatcgcttcgccttccagagTAGGG

ATAACAGGGTAATCGATTT 

21del Reverse 
ggcgaccacacaccctggggctctggaaggcgaagcgatcACTATCTAACTAcattggcgcgtagtctcccgGCCAG

TGTTACAACCAATTAACC 

 変異挿入部位の塩基を大文字と下線で示した。またプライマー配列最後の大文字は

Templateに用いた pEp-KanSと重なる配列で示した。 
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1-2-4-2. ゲル抽出 

1-2-1-1.のアガロースゲルから紫外線下で目的のバンドを切り出した。切り出したゲルの

重量を測定し、Gel/PCR Extraction kit を用いてゲル抽出を行い、MilliQ滅菌水 30 μLを用い

て PCR 産物を溶出した。その後吸光度を測定した。 

 

 

1-2-4-3. 遺伝子導入及び Kan耐性遺伝子導入確認 

大腸菌 GS1783 BAC16株に 1-2-3-2.より得た DNAを 2 μL加え、エレクトロポレーション

法 (1.5 kV, presef 25 μF, preset 200 Ω) により導入した。エレクトロポレーション後大腸菌液を

30℃で 1.5時間培養後、3000 rpm、4分間遠心した。その後沈殿物を培養上清 100 µLに溶か

し、Cm、Kan含有 LB寒天培地にて薬物選択を行った。 

 

1-2-4-4. BAC mini preparation 

 1-2-4-3.で薬物選択した大腸菌を振盪培養器にて 30℃、一晩培養した。大腸菌培養液 10 

mLを 6000 rpm、4分間遠心した。その後 500 µLの Solution Ⅰを加え、撹拌し大腸菌ペレット

をほぐした。Solution Ⅰでほぐした菌液に 1000 μL の Solution Ⅱを加え、ゆっくり転倒混和し

た後、750 μLの Solution Ⅲを加え、液を均一にした。その後、50 μLクロロホルムを加えて

転倒混和し、15,000 rpm、3 分間、4℃で遠心してタンパク質を沈殿させた。上清にイソプロ

パノール 2500 µL加え 15,000 rpm、5分間、4℃で遠心し DNAを沈澱させた後、70% エタノ

ールで洗浄し DNAを乾燥させた。その後 100 µg/mL RNase含有 MilliQ滅菌水に DNA沈殿

物を溶解させ 37℃で 30分間もしくは 4℃で保存した。その後、室温に戻した PCI 150 µLと

DNA 溶液を同量ずつ混合し液を均一にした。2 分間静置したのち、15,000 rpm、2 分間、室

温で遠心しタンパク質を沈澱させた。次に上清に 3M 酢酸ナトリウム、100% EtOH を

1:0.1:2.5の割合で混合し、15,000 rpm、3 分間、4℃で遠心し DNA を沈澱させた。70% EtOH

で洗浄し DNAを乾燥させ、MilliQ滅菌水に DNA沈殿物を溶解した。 

 

<1×TE> 

10 mM Tris/HCl (pH 8.0) 

1 mM EDTA 

 

<Phenol/TE> 

   用量 

Phenol    等量 

1×TE   等量 
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<CIA> 

   容量比 

クロロホルム  49 

イソアミルアルコール 1 

 

<PCI (Phenol Chroloform/Isoamyl Alcohol)> 

   用量 

Phenol/TE  等量 

CIA   等量 

 

 

1-2-4-5. 制限酵素処理及びアガロース電気泳動 

1-2-4-4.で得た DNA 溶液とバッファー、制限酵素、MilliQ 滅菌水を以下の用量で混合した。

37℃で 6時間程度反応させた。 

 

 <反応液の組成> 

 DNA    10 μL 

  10×制限酵素 Buffer   2.5 μL 

 制限酵素    0.5  μL 

 MilliQ滅菌水   12  μL 

 Total    25  μL 

 

制限酵素処理物と 10×loading buffer を混合し、0.8% アガロースゲルにより約 16 時間程度

電気泳動し、Kan 耐性遺伝子の挿入を確認した。また、Kan 耐性遺伝子が挿入されたコロニ

ーは 50% グリセロールと混合し -80℃にて保存した。 

 

1-2-4-6. Kan 耐性遺伝子の除去 

Kan 耐性遺伝子が挿入された大腸菌を Cm 含有 LB 液体培地により一晩振盪培養した後、

新しい Cm含有 LB液体培地にて 200 rpm、2時間~3時間、30℃で培養した。フィルター滅菌

した L-alabinoseを大腸菌培養液に終濃度 2% (w/v) となるよう添加し、200 rpm、30℃で 1時

間培養し、大腸菌内の制限酵素 I-SceⅠを発現誘導した。その後、42℃、30 分恒温槽内で培養

し、大腸菌内の組換え酵素である Red Recombinaseを発現誘導した。200 rpm、30℃で 1~2 時

間培養した。プレーティングにあたり、コロニーを Cm 含有 LB 寒天培地と Kan、Cm 含有

LB 寒天培地に番号を付けて対応させるように播いた。薬剤選択した大腸菌を 1-2-4-D BAC 

mini preparation の手順により DNA を抽出した。大腸菌内の Kan 耐性配列が欠損しているこ

とを 1-2-4-5.の電気泳動と同様の手順により確認した。 
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1-2-4-7. Go-Taq PCR 

1-2-4-6.で Kan 耐性配列が欠損を確認した大腸菌の DNA の濃度を測定した。その後その

DNA とともに Taq ポリメラーゼを用いて PCR をおこなった。1 サンプルあたりの組成と反

応時間は以下に記載した。Go-Taq PCRでプライマー配列は表 9に記載した。 

 

<反応液の組成> 

 DNA        1    µg 

 5×Taq polymerase Buffer            5  µL 

  25 mMMgCl2     3   µL 

   10 µM Forward primer        1.25  µL 

   10 µM Reverse primer       1.25  µL 

   10 mM dNTP         0.5 µL 

   Taq Polymerase              0.125  µL 

  MilliQ滅菌水               X  µL 

        Total     25    µL 

 

<反応条件> 

 95℃   2:00 

        ↓ 

 95℃   0:30 

 56℃  0:30 

 72℃   0:45 

   ↓×30 cycle 

 72℃   5:00 

 12℃  ∞ 

 

その後 1-2-2-2.と同様の手順で、PCR による増幅をアガロース電気泳動により確認した。

確認後、1-2-2-2.と同様の手順で予想サイズのバンドを切り出し、Gel extraction kit によりカ

ラム精製し、PCR産物を精製した。 

 

表 9 Go-Taq PCRに用いたプライマー配列 

Primer name 5’→3’ 

21KD-TaqPCR 

ForWard 

GGCTTTGCCTTTAGTCCCAG 

21KD-TaqPCR 

Reverse 

CGCTGACGTCTGCCAAAATA 

21del-TaqPCR 

Forward 

TACATATACGACGTGCCCAC 

21del-TaqPCR 

Reverse 

CTTTGCCTTTAGTCCCAGGG 
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1-2-4-8. シーケンス解析 

1-2-2-4の手順で行った。プライマーは Taq PCRで用いたプライマーと同様。 

 

1-2-4-9. BACmid 抽出 

NucleoBond Xtraのプロトコルに従い 8時間、30℃で前培養した後、300 mLの液体 LB (終

濃度 50 μg/mL Cm+) を、170 rpm、30℃、一晩培養を行った。その後付属のカラムにて精製

を行い、精製した BACmidの濃度を測定した。 

 

1-2-5. 遺伝子改変 KSHV BAC16定常保持細胞株の樹立 

iVero細胞、iSLK細胞を一定数に揃えて播種し一晩培養した。その後、Chen-Okayama法 71 

(リン酸カルシウム法) により下記の組成に従い混合し、前節で抽出した KSHV BAC16 WT 

(野生型)、ORF21リン酸化能欠損 KSHV BAC16、及び ORF21分子欠損 KSHV BAC16のトラ

ンスフェクションを行った。その後、35℃、3.5% CO2の環境下で一晩培養した細胞の培地を

交換し、トランスフェクションより 3日後に細胞選択のために puromycin (終濃度 2.5 µg/ml)、

hygromycin B (10 µg/ml) 含有培地で培養した。その後 BAC16内に保持している GFPの発現

を蛍光顕微鏡 (Olympus IX71) で観察しトランスフェクションの成立を確認した。この GFP

発現により、BAC16導入細胞株の樹立と見なした。 

 

<DNA溶液組成> 

BACmid            36  µg 

MilliQ滅菌水    X  µL 

2.5 M CaCl2            48  µL 

2×BBS (pH6.69)         480  µL 

Total     960  µL 

 

<2×BBS> 

50 mM  BES 

280 mM NaCl 

1.5 mM Na2HPO4 

 

1-2-6. 溶解感染誘導 

 Nishimuraらの先行報告 67に従い、8 μg/mLドキシサイクリン (Dox) 及び 1.5 mM酪酸ナ

トリウム (NaB) 及び 5% FBS含有 DMEMで培養することにより溶解感染誘導した。 

 NaBは KSHV非感染細胞ではヒストン脱アセチル化酵素 (HDAC) 阻害剤であるが、EBV

感染細胞や KSHV感染細胞では溶解感染に移行させる溶解感染誘導剤であることが知られて

いる 3,72,73。そのため 12-O-テトラデカノイルホルボール 13-アセタート (12-O-

Tetradecanoylphorbol 13-acetate:TPA) とともに HDAC阻害剤は、溶解感染誘導剤として用いら

れている 3,72。また Dox 1 μg/mL単独添加 iSLK細胞では、誘導後 2日目において溶解感染誘
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導された細胞の割合が 10% 程度、6日目では 45~50%であった一方、Dox 1 μg/mL、NaB 0.9 

mM (一般的に HDAC阻害で用いられる NaBの濃度は 0.5~5 mMである 74–77) の両方を添加し

た細胞において溶解感染に移行する細胞の割合が 2日目では 75%、6日目では 95%であった

54。このことから、Dox、NaB を両方添加することで、iVero 細胞、iSLK 細胞を Dox 単独添

加に比べて効果的に溶解感染誘導することが可能となる。 

 

1-2-7. ウイルス DNA複製能測定 

iVero-BAC及び iSLK-BAC細胞を 2 × 105 cells/wellとなるように播種し一晩培養した。さら

に細胞を 8 μg/mL Dox及び 1.5 mM酪酸ナトリウム (NaB) 処理 5% FBS含有 DMEM培地、未

処理 (5% FBS 含有 DMEM のみ) の群にそれぞれ分けて 48 時間培養した。その後細胞を

QIAamp Blood Mini kit (Qiagen) を用いてキットのプロトコルに従って回収し DNA精製を行

った。DNA 精製後 DNA 濃度測定を行った。その後、試薬は SYBR® Green Realtime PCR 

Master Mix、Real-time PCR 用サーマルサイクラーMiniOpticon (BioRad) を用い、ORF11 の

DNA 量を基準とした絶対定量法により real-time PCR を行った。1 サンプルあたりの組成及

び反応時間は以下に示す。尚、ネガティブコントロールとして DNA の代わりに MilliQ 滅菌

水を加えた。また、ORF11標準曲線用プラスミド (pGEMEasy-ORF11) を 1×103~108 copies/µL

の間の 5 点を検量線に用いた。qPCR に用いた ORF11 のプライマー配列は表 10 に記載した。 

 

<反応液の組成> 

  Temp DNA         2  µL 

MilliQ滅菌水        6.8  µL 

1 µM Forward Primer     0.6  µL 

1 µM Reverse Primer     0.6  µL 

SYBR® Green Realtime PCR Master Mix   10 µL 

Total       20  µL 

 

<反応条件> 

 95℃    1:00 

 95℃    0:15 

 60℃    1:00 

      ↓×40 cycles 

 60℃  → 95℃ 

 

表 10 ウイルス DNA量の定量に用いたプライマー配列 

Primer name 5’→3’ 

ORF11-qPCR Forward TTGACAACACGCACCGCAAG  

ORF11-qPCR Reverse AAAAATCAGCACGCTCGAGGAG  
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1-2-8. RT-qPCR 

1-2-8-1. サンプル調製 

iVero-BAC及び iSLK-BAC細胞を 2 × 105 cells/wellとなるように播種し一晩培養した後に、 

8 μg/mL Dox及び 1.5 mM NaB処理、未処理の群にそれぞれ分けて 48時間培養した。 

 

1-2-8-2. Total RNA抽出と逆転写反応 

RNA 抽出は phenol 含有 RNA 抽出試薬 RNAiso Plusを、逆転写反応による cDNA合成には 

ReverTra Ace qPCR RT Kitを使用した。 PBS で 1 回洗浄した細胞を RNAiso plus 500 µLと ク

ロロホルム 100 µL に溶解し、15000 rpm、4℃、15分間遠心した。回収した上清に 2-propanol 

400 µL を加え、転倒混和した後、さらに 15000 rpm 、4℃、15 分間遠心した。得られた RNA 

ペレットを 70% エタノールで洗浄し、乾燥させた後 MilliQ 滅菌水に溶解し濃度を測定した。

その後 RNAを一定量に揃えて、ReverTra Ace qPCR RT Kit を用いて逆転写反応を行った。組

成、反応時間は以下に示す。 

    

<反応液組成> 

 RNA     0.1 or 0.2 µg 分  

 RT-PCR試薬 mix 

 5×RT buffer   2 µL 

 Primer mix   0.5 µL 

 Enzyme mix   0.5  µL 

 MilliQ滅菌水  X  µL 

 Total    10 µL 

 

 

<反応条件> 

 37℃     15:00 

 98℃      5:00 

                        ↓ 1 cycle 

 10℃         ∞ 

 

尚、コントロールである RT(-) には逆転写反応の酵素が入った mixの代わりに MilliQ滅菌水

を加えた。 

 

 

1-2-8-3. リアルタイム PCR 

1-2-9-B.で得た RNA を 10 倍希釈し、GAPDH と各目的のプライマー (表 11 に記載)、SYBR® 

Green Realtime PCR Master Mixを用いて RT-qPCRを行い、ΔΔCt法により解析を行った。 
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<反応液組成>  

  cDNA          2  µL 

     MilliQ滅菌水         6.8  µL 

     1 µM Forward Primer       0.6  µL 

 1 µM Reveese Primer       0.6  µL 

    SYBR® Green Realtime PCR Master Mix  10  µL 

   Total      20  µL 

 

尚、ネガティブコントロールとして DNAの代わりに MilliQ滅菌水を用いた。 

反応時間はウイルスゲノム複製量の解析と同様である。 

 

表 11 RT-qPCRで用いたプライマー配列 

Primer name 5’→3’ 

GAPDH-qPCR Forward TCGCTCTCTGCTCCTCCTGTTC 

GAPDH-qPCR Reverse CGCCCAATACGACCAAATCC 

ORF16-qPCR Forward ACCAGCTTGGGTTGAGCATG 

ORF16-qPCR Reverse GGCTCGCCCCCAGTTC 

ORF59-qPCR Forward GCCCACATCCACCGACTTC 

ORF59-qPCR Reverse AGCCAGAAACCAAACCCGTT 

ORFK8.1-qPCR Forward ACAGATTCGCACAGAAATCCCT 

ORFK8.1-qPCR Reverse CGAACGATACGTGGGACAATTG 

 

 

1-2-9. ウイルス産生量測定 

 ウイルス産生量測定については当研究室の Nishimura らの報告 67、Brulois らの報告 55を参

考に行った。 iVero-BAC及び iSLK-BAC細胞を 2 × 105 cells/wellに揃えて播種し一晩培養し

た後に、溶解感染誘導し 48 時間培養を行った。その後培養上清を回収した。さらに培養上

清を 3,000 rpm、5分間 遠心した。その後上清を以下の組成で混合し、37℃で DNaseⅠ処理し

40~45 分間反応させた。反応後 95℃、5 分間サンプルを処理した後、よく混合し 15,000 rpm、

5 分間遠心した。遠心後の上清 200 µL を新しい 1.5 mL チューブに移した。移した上清は

QIAgen Blood Mini kitにより精製した。その後培養上清を回収し QIAgen Blood Mini kitによ

る DNA精製の後に、BACmid 中にコードされている KSHV ORF11 核酸配列を増幅標的とし

た絶対定量法により qPCR を行った。1 サンプルあたりの組成及び反応時間はウイルスゲノ

ム複製量のプロトコルと同様である。 

 

<DNase処理反応液の組成> 

 Supernatant   200  µL 

 10×DNase Buffer   20 µL 

 DNase Ⅰ    4  Units 
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1-2-10. ウイルス感染能測定 

   iVero-BAC、iSLK-BAC細胞を 1 × 106 cells/well播種し一晩培養した後に、溶解感染誘導し

96時間培養を行った。その後遠心及びフィルター濾過を行った後に 16,000 rpm、 3時間の超

遠心によりウイルス濃縮を行った。ウイルス産生量のプロトコルに従いウイルス数を一定に

揃えた。その後 Polybrene を終濃度 8 µg/mL になるようウイルス濃縮液に添加し、Vero 細胞

及び HEK293T細胞に感染させた。一晩感染させた後に培地を交換し感染 48時間後に細胞を

回収し FACS-Calibar (Becton Dickinson) を用いフローサイトメトリー法を行い GFP発現細胞

の測定を行った。解析は Cell Quest Pro software (Becton Dickinson) で行った。 

 

 

1-2-11. コンプリメントアッセイ 

1-2-11-1. ウイルス回収 

 iSLK-BAC細胞を 1 × 106 cells/wellに揃えて播種し一晩培養した後に、pCI-neo-3×Flag、及

び pCI-neo-3F21WTを Screenfect A plusのプロトコルに従い一過性発現させ 8 μg/mL Dox、1.5 

mM NaB 5% FBS DMEM培地中で 37℃、5.0% CO2インキュベーター内で 96時間培養を行っ

た。その後細胞ごと回収し、15,000 rpm、10分の遠心後、-80℃で凍結もしくはそのまま実験

に用いた。 

 

 

1-2-11-2. ウイルス感染 

HEK293T細胞とウイルス溶液を混合し、12 wellもしくは 24 well プレートに播種しプレー

トごと 3000×g、2 時間遠心ののち、Polybrene を終濃度 8 µg/mL になるよう添加し、37℃、

5.0% CO2インキュベーター内で 24時間培養した。その後細胞を回収し FACS-Calibarを用い

フローサイトメトリー法を行い GFP発現細胞の測定を行った。解析は CellQuest Pro software

で行った。 

 

 

1-2-12. 統計解析 

 Microsoft Excel®、並びに統合開発環境である RStudio 上で統計解析ソフトウェア R (ver 

4.2.1 )78 を実行し、2 群間の比較は Welch’s t test を行った。また多重比較では Holm 補正、

Dunnett の方法により有意水準を 0.05 に設定し解析を行った。グラフは算術平均値と標準誤

差を示した。 
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1-3. 結果 

1-3-1. ORF21 キナーゼ機能欠失 KSHV (21KD-BAC16)と ORF21 分子欠損 KSHV (21del-

BAC16) の作製 

ウイルス複製における ORF21 の役割を明らかにするため、リン酸化機能欠失 ORF21 を発

現する組替え KSHV、および ORF21 欠損組替え KSHV を作製した。これらを野生型 KSHV

と比較することで、キナーゼとしての ORF21 が複製過程でどのような生理的意義を有する

のか、また、ORF21 のキナーゼ以外の機能が重要な意味を持つのか解明を試みた。KSHV 

BAC16 を基に、ORF21 キナーゼ機能欠失 (kinase dead)-BAC16 (21KD-BAC16)、ORF21 分子

欠損-BAC16 (21del-BAC16) の 2種類の改変 BACmidの構築を行った (図 7)。 

21KD-BAC16 作製に関しては、 KSHV BAC16 (野生型) を鋳型に用い、先行報告 45,46と同

様に ORF21遺伝子内のリン酸基結合部位である P-loop (Phospho-binding loop) 中 57の 3つの

Gly (Gly260、Gly263、Gly265) コドンを Val コドンに置換した 45,46。この ORF21 変異体

(G260V/G263V/G265V) はリン酸基を分子内に保持できないため、キナーゼとしての機能は

失われると報告されている 45,46。 

21del-BAC作製に関しては、ORF21遺伝子コード領域は、ORF20コード領域と一部重複し

ている。よって、ORF20 に変異をもたらさずに、21del-BAC16 を構築するため、Met123 を

コードする 4番目 Metコドンの直後に、リーディングフレームをずらしたストップコドンが

配置されている 3-stop codon sequence (5’-TAGT-TAGA-TAGT -3’) を挿入することとした(図 7)。 

Two-step red recombinationでの BAC改変時には、標的配列に変異をもたらす Kanカセット

が挿入された中間 BACmidの他 (図 7-(Ⅰ))、Kanカセットが除去され標的配列に変異が導入さ

れている目的 BACmid が生じる (図 7-(Ⅱ))。21KD-BAC16 および 21del-BAC16 に関して、そ

れぞれ精製した BACmid とあわせて KSHV BAC16 を制限酵素 Hind III により切断処理し、

アガロース電気泳動でバンドパターンを比較観察した。これにより、Kan カセットの挿入・

除去、あわせて組替え操作時に BACmid 自体に欠損が生じていないことを確認した (図 8)。

さらに BACmid 上の変異導入領域に関しては、サンガー法による DNA シーケンスにより塩

基置換 (21KD-BAC16) (図 9 a)、および塩基配列挿入 (21del-BAC16)を確認した (図 9b)。 
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図 7 21KD-BAC16、及び 21del-BAC16作製の概略図 

 Red Recombination 法により、Kan 耐性遺伝子 (KanR)、ORF21 キナーゼ変異が導入された

BAC16、21KD-KanR-BAC16 を構築した (Ⅰ)。その後、I-Sce Ⅰ処理、Red Recombination 法により

Kan 耐性遺伝子を除去し、 21KD-BAC16 を作製した (Ⅱ)。キナーゼ活性を失活させるため、

ORF21遺伝子内のリン酸基結合部位である P-loop (Phospho-binding loop57) 中の 3つの Gly (Gly260、

Gly263、Gly265) コドンを Valコドンに置換した。この置換による ORF21分子内の 3つの Glyが

Val に置換した変異 ORF21 (G260V/G263V/G265V) はリン酸基を分子内に保持できないため、キ

ナーゼとしての機能は失われる 45,46。  

 21del-BAC16 も同様に、Kan 耐性遺伝子、ORF21 ストップコドンが Met123 の直後に挿入され

た BAC16、21del-KanR-BAC16を構築後 (Ⅰ)、Kan耐性遺伝子を除去した 21del-BAC16を作製した 

(Ⅱ)。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.1aを改変。 
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図 8 変異体のアガロースゲル電気泳動の結果 

 BAC16 クローンを Hind III で切断した。アスタリスク (*) は各 BAC クローンにおける

Kan 耐性カセットの挿入と欠失を示している。Kan 耐性遺伝子挿入により変動した部分を白

い四角で示した。WT-BAC16、21KD、21del では 10 kbp 付近に存在している (*) で示した

DNA断片が Kan耐性遺伝子 (KanR) 挿入により消失し、8 kbp付近の白い四角で囲んだ部分に

バンドが出現した (21KD-KanR、21del-KanR)。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.1bを

改変。 
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図 9 サンガーシーケンスによる 21KD-BAC16および 21del-BAC16変異挿入部位の確認 

(a, b) 21KD-BAC16 (a) と 21del-BAC16 (b) の変異箇所の DNAシーケンスの結果を示してい

る。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.1c-dを改変。 
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1-3-2. KSHV BAC16定常保持細胞株の樹立 

前項 1-3-1で構築した 21KD-BAC16、21del-BAC16を iVero細胞 67,68および iSLK細胞 54に

トランスフェクションし、Hygromycin による薬剤選択により，BAC 保持定常細胞株 iVero-

21KD、iVero-21del、iSLK-21KD、iSLK-21del を樹立した。また野生型コントロールとして

KSHV BAC16 を同様に iVero 細胞および iSLK 細胞へと導入し、薬剤選択することで iVero-

WT、iSLK-WT を樹立した (図 1-6 b,c)。iVero および iSLK 細胞はそれぞれ Vero および SLK

細胞をもとに樹立された細胞株である。いずれも Tet-ON system により溶解感染誘導ウイル

ス性遺伝子である ORF50/K-Rtaを発現誘導することができる。すなわち、ドキシサイクリン

添加により KSHV溶解感染を誘導できる細胞株群である。 

これら iVero および iSLK 細胞内に環状二本鎖 DNA である KSHV BAC16 ならびに改変体

を安定保持させることは、同じく環状二本鎖 DNA の形状をとる KSHV エピソームを保持し

た状態である潜伏感染状態とほぼ同様の状態となる。そのため、これら BAC 保持定常細胞

株を用いることで、潜伏感染成立以降の KSHV生活環を解析することが可能である。さらに

遺伝子改変ウイルス粒子そのものも調製することが可能である。よって、今回樹立した細胞

株におけるウイルス複製や産生されたウイルス粒子を比較することで、ORF21 のキナーゼと

してのリン酸化能や ORF21 分子全体のウイルス複製過程における役割を明らかにすること

ができる (図 10 b,c)。 

定常細胞株の樹立は、KSHV BAC16 および改変体にコードされている GFP の発現により

確認した (図 10a,b)。BACmid 上での GFP 遺伝子は EF-1a プロモータ支配下にあるため、細

胞内に BAC が保持されている場合 GFP が定常的に発現し、導入または感染マーカーとして

用いることができる。この結果、細胞に発現した GFPにより iVero-WT、iVero-21KD、iVero-

21del-BAC定常保持細胞株、及び iSLK-BAC定常保持細胞株の樹立を確認出来た(図 11 a,b)。

21del-BAC16また、21del-BAC16保持細胞株群における ORF21欠損を確認するため、それぞ

れの BAC 保持定常細胞株に対して、Dox を添加することで溶解感染誘導し、ORF21 発現の

有無を W.B.法により確認した。その結果、KSHV BAC16 および 21KD-BAC16 保持定常細胞

株群における ORF21タンパク質発現を確認した。また、21del-BAC16保持定常細胞株群にお

ける ORF21の発現消失を確認した (図 11 a,b)。 
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図 10 iVero-BAC定常保持細胞株、iSLK-BAC定常保持細胞株の樹立の概略図 

(a-c) iVero 細胞と iSLK細胞の樹立、及び BACmid 導入 (トランスフェクション) から iVero-

BAC定常保持細胞株と iSLK-BAC定常保持細胞株の樹立までの流れを示した。(a) iVero細胞

と iVero-BAC定常保持細胞の樹立。Vero細胞に K-Rtaと puromycin耐性遺伝子をコードした

pCW 57.1 KSHV K-Rta/ORF50 を導入し puromycin で薬剤選択した。その後 BAC を Chen-

Okayama 法により導入し、Hygromycin により薬剤選択することで iVero-BAC 定常保持細胞

株を得た。(b) iSLK 細胞と iSLK-BAC 定常保持細胞の樹立。SLK 細胞に K-Rta と puromycin
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耐性遺伝子をコードした RetroX-Tight-Pur、テトラサイクリン活性化因子(rtTA)発現ベクター

である pRetro-Tet-On Advanced を導入し、puromycin、G418 で薬剤選択した。さらに iVero-

BAC 細胞と同様の手順で、BAC を導入し、Hygromycin により薬剤選択し、iSLK-BAC 定常

保持細胞株を得た。(c)トランスフェクションした BAC の名称と樹立した iVero-BAC 定常保

持細胞株及び iSLK-BAC定常保持細胞株の名称。  

 

 

図 11 iVero-BAC定常保持細胞株及び iSLK-BAC定常保持細胞株の樹立 

WT-BAC16、21KD-BAC16、21del-BAC16 をそれぞれ iVero、iSLK 細胞に安定的にトラン

スフェクションし薬剤選択することで、iVero-WT (or iSLK-WT)、 iVero-21KD (or iSLK-21KD)、

及び iVero-21del (or iSLK-21del)を樹立した。(a, b) 樹立した細胞内で保持された BAC16にコ

ードされる GFP遺伝子由来の蛍光シグナル。その下には iVero-21del and iSLK-21del 細胞の溶

解感染誘導後の ORF21 発現消失の W.B.のデータを示した。細胞は 1.5 mM NaB と 8 μg/mL 

Dox含有培地内で 48時間処理した。ORF21の発現は抗 ORF21ポリクローナル抗体で検出し

た。(a) iVero-BAC 定常保持細胞株、 (b) iSLK-BAC 定常保持細胞株。スケールバーは 50 µm

を表す。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.1e-hを改変。 
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図 12 溶解感染誘導した iSLK-WT細胞における KSHV ORF21の発現 

iSLK-WT細胞株を 1.5 mM NaBと 8 μg/mL Dox 処理により溶解感染誘導した。溶解感染誘

導後 0~60時間後の BAC由来の ORF21タンパク質の発現を、W.B法により抗 ORF21ポリク

ローナル抗体を用いて解析した。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.2aを改変 

 

1-3-3. KSHV ORF21は溶解感染開始後 30~36時間で発現した。 

 ORF21 mRNA の発現時期はマイクロアレイ解析や RNA-seq などの解析により発現時期が

推定されている 79–82。ORF21 は KSHV感染 B細胞株である BC-3細胞を用いた Jenner79らの

報告では Primary lytic gene、Secondary lytic gene、Tertiary lytic geneの Tertiary lytic gene (溶解

感染移行後 48-72 時間) に、iSLK-219細胞を用いた Arias81らの論文では Late gene (溶解感染

移行後 48-72 時間) と分類されている。一方で末梢血単核細胞 (PBMC) を用いた Jha ら 82は

ORF21を Early geneと定義しており、2023年現在発現時期についてはコンセンサスが得られ

ていない。また，本実験系条件下での発現誘導時期は不明である．そこで、前項 1−3−2 で樹

立した BAC 保持定常細胞株における ORF21 タンパク質の発現誘導時期を解析した。iVero-

WT細胞を Dox、NaB添加により溶解感染誘導し、誘導 0-60時間後の細胞を回収した。細胞

内 ORF21のタンパク質発現誘導時期について、抗 ORF21ポリクローナル抗体を用いた W.B.

法により解析した。その結果、溶解感染誘導後 36 時間以降に ORF21 が発現することが確認

された (図 12)。テトラサイクリン誘導タンパク質は、Dox添加直後より発現して時間依存的

に増加し 83、誘導された K-Rtaが ORF21の転写を誘導したと考えられる 

 

1-3-4. KSHV ORF21はウイルス DNA複製に寄与しない 

 KSHV複製において ORF21が関与するウイルス複製過程 (ウイルスゲノム複製、mRNA発

現、ウイルス産生) を同定するために、1−3−2.で樹立した各種定常細胞株群を用いて、

ORF21 リン酸化能欠失および ORF21 分子欠損がウイルスゲノム複製に及ぼす影響を解析し

た。iVero-WT、iVero-21KD、および iVero-21del 細胞株を、Dox ならびに NaB 添加により溶

解感染誘導し、48 時間後に細胞を回収した。回収した細胞から宿主およびウイルス DNA ゲ

ノムを抽出し、細胞内ウイルスゲノム量を qPCR で定量した。その結果、iVero-21KD、

iVero-21del 細胞の細胞内ウイルスゲノム量は iVero-WT 細胞株と比較して差異は認められな

かった(図 13 a)。次に，KSHV BAC16および改変 BACを保持する iSLK定常細胞株群につい
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て同様に評価したところ、iVero 定常細胞株群と同様の結果が得られた (図 13 b)。以上より，

ORF21リン酸化能および ORF21分子そのものは、ウイルス DNA複製過程に寄与していない

ことが示唆された。 

 

 

図 13 ウイルスゲノム複製における ORF21分子及び ORF21キナーゼ活性の効果 

 

iVero-WT、iVero-21KD、iVero-21del、および、iSLK-WT、 iSLK-21KD、 iSLK-21del細胞株

を Dox、NaBにより溶解感染誘導し、48 時間処理した。その後細胞中のウイルス DNAと細

胞ゲノム DNA を精製し、ウイルス DNA を ORF11 プライマーを用い絶対定量法により測定

した。N.S., not significant. Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.3a-bを改変 

 

1-3-5. KSHV ORF21はウイルス mRNA発現に寄与しない 

ORF21 が関与するウイルス mRNA 発現を解析するために、ORF21 リン酸化能欠失および

ORF21 分子欠損が KSHV 溶解遺伝子の mRNA 発現に及ぼす影響を解析した。溶解感染誘導

下、iVero 定常細胞または iSLK-定常発現細胞における各種ウイルス遺伝子 mRNA 発現量を

評価した。各細胞株を、Dox ならびに NaB 添加により溶解感染誘導し、48 時間後に細胞を

回収した。回収した細胞から RNA を抽出し、各発現段階の溶解感染遺伝子 mRNA を RT-

qPCRで評価した。評価した溶解感染遺伝子は，前初期遺伝子 (Immediate Early gene) として

ORF16 (図 14 a,b)、初期遺伝子 (Early gene) として ORF59 (図 14 c,d)、後期遺伝子 (Late gene)

として K8.1 (図 14 e,f) であった。 

 この結果、ORF21リン酸化能欠失および ORF21分子欠損 BAC保持定常細胞株のいずれに

おいても、野生型 KSHV BAC保持定常細胞株の間で溶解感染遺伝子 mRNA発現量の変化は

認められなかった。iVero (図 14 a、c、e)、iSLK (図 14 b、d、f) いずれの細胞株においても、

同様であった。これらのことから ORF21 リン酸化能および ORF21 分子全体のいずれも、溶

解感染遺伝子発現調節に寄与していないことが示唆された。 
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図 14 溶解感染遺伝子の転写における ORF21分子と ORF21キナーゼ活性の効果 

iVero-WT、iVero-21KD、iVero-21del、および iSLK-WT、 iSLK-21KD、 iSLK-21del 細胞株
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を Dox、NaBにより溶解感染誘導し、48 時間処理した。培養細胞中のウイルス RNAを含ん

だ細胞性 total RNAを精製し、RT-qPCR法により immediate-early gene: ORF16 (vBcl-2) (a,b)、

early gene: ORF59 (DNA processivity factor) (c,d)、 late gene: K8.1 (glycoprotein) (e,f)のｍRNA量

を定量した。iVero-BAC 定常発現細胞株は左 (a,c,e)、iSLK-BAC 定常発現細胞株は右(b,d,f)に

示している。N.S., not significant. Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.3c-hを改変 

 

1-3-6. KSHV ORF21はウイルス産生に寄与しない 

ORF21 リン酸化能欠失および ORF21 分子欠損が KSHV ウイルス産生に及ぼす影響を解析

した。溶解感染誘導下での各種 iVero 定常細胞株群または iSLK-定常発現細胞株群から培地

中に放出されたウイルス粒子 (正確にはカプシド内包ウイルスゲノム) のコピー数を定量した。

各細胞を Doxならびに NaB添加により溶解感染誘導し 48時間後に培養上清を回収した。培

養上清を DNase 処理にて培地中の DNA を消化後、DNase 処理培養上清からカプシド内包ウ

イルス DNA ゲノムを精製し、qPCR によりウイルス DNA 量を定量した。この結果、ORF21

リン酸化能欠失および ORF21 分子欠損 BAC 保持定常細胞株のいずれにおいても、野生型

KSHV BAC保持定常細胞株との差異は認められなかった。iVero (図 15 a)、及び iSLK (図 15 

b) のいずれの細胞株群においても、同様であった。 

iVero-21KD、iSLK-21KD 細胞株の結果は、ORF21 のキナーゼ活性がウイルス産生に影響

をおよぼさないことを示唆しており、これは Beauclair らの結果と一致している 46。また

ORF21分子そのものもウイルス産生過程に影響しないことが示唆された。 

 

 

図 15 カプシド内ウイルス産生における ORF21の影響 

(a) 組換え BAC16を有する iVero細胞 (iVero-WT, iVero-21KD, iVero-21del) または (b) iSLK

細胞 (iSLK-WT、iSLK-21KD、iSLK-21del) を Dox、NaB を含む培地で 48 時間培養した後、

培養上清を採取した。培養上清を回収した。KSHVゲノムは、培養上清中の KSHVゲノムを
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封入したカプシドから精製した。精製したウイルス DNA 量を qPCR で定量した。N.S., not 

significant.  Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.4を改変 

 

1-3-7. KSHV ORF21はウイルス感染に必要である 

ORF21 はウイルス複製過程 (ウイルスゲノム複製、mRNA 発現、ウイルス産生) には関与

しなかったため、産生された子孫ウイルスの感染性を解析した。つまり、1−3−2.で樹立した

各種定常細胞株群を用いて、ORF21 リン酸化能欠失および ORF21 分子欠損が KSHV ウイル

ス粒子新規感染能に及ぼす影響について調べた。溶解感染誘導により各種 iVero 定常細胞株

群または iSLK-定常発現細胞株群から放出された子孫ウイルスを回収し、同等のウイルス粒

子数を Vero または HEK293T 細胞に新規感染させたのちに、KSHV感染陽性細胞率を比較し

た。 

iVero-WT、iVero-21KD、iVero-21del、および iSLK-WT、 iSLK-21KD、 iSLK-21del 細胞株

を，Dox ならびに NaB 添加により溶解感染誘導し、96 時間後に培養上清を回収・濃縮し、

溶液中のカプシド内包ウイルス数を一定数に揃え、Vero 細胞および HEK293T 細胞に感染さ

せた。感染 48 時間後に、感染細胞 (GFP 陽性) 率をフローサイトメトリー法により測定した。

この結果、 iVero 細胞株由来の子孫ウイルスについては、Vero 細胞ならびに HEK293T 細胞

において野生型 KSHV (WT-KSHV)、21KD-BAC16 由来子孫ウイルス(21KD-KSHV)と比較し

た場合、21del-BAC16 由来子孫ウイルス(21del-KSHV)での有意な感染性低下が観察された 

(図 16 a-c)。同様に、iSLK 細胞株由来の子孫ウイルスでは、Vero 細胞において 21del-KSHV

の感染性が有意に低下した (図 17 a-c)。ORF21分子欠損により産生されたウイルスの感染能

の低下が一連の実験から示唆された。また、ORF21 リン酸化能欠失ウイルスが野生型と比べ

て感染性が変化しないという結果については、Beaclair らによる報告と符合するものであっ

た 46。 

 ORF21 分子欠損によりウイルス新規感染能が低下するという実験結果を検証し補強するべ

く、さらに異なるアプローチにて解析を進めた。つまり、iSLK-21del細胞株に野生型 ORF21

発現プラスミドを一過性導入し補完することで、子孫ウイルスの新規感染能が回復するか否

か検討した。iSLK-WT および iSLK-21del 細胞株に、空プラスミドまたは FLAG タグ付加野

生型 ORF21 発現プラスミドを一過性導入するとともに、Dox ならびに NaB 添加により溶解

感染誘導し、96時間後に培養上清を回収・濃縮し、293T細胞に感染させた。感染 24時間後

に、感染細胞 (GFP 陽性) 率をフローサイトメトリー法により測定した。その結果、iSLK-

21del/空プラスミド導入細胞株から得られた子孫ウイルスと比較し、iSLK-21del/ FLAG タグ

付加野生型 ORF21 発現プラスミド導入細胞株から得られた子孫ウイルスではウイルス感染

能が上昇し、iSLK-WT/空プラスミド導入細胞株から得られた子孫ウイルスとほぼ同等にま

で回復していた (図 18)。以上のことから、21del-KSHV 細胞から産生された子孫ウイルスの

感染性低下は ORF21 欠損によることに起因することが強く示唆された。これらのことから

KSHVの新規感染能は， ORF21分子そのものの発現に依存することが考えられた。 
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図 16 iVero細胞における子孫ウイルスの新規感染能 

iVero-遺伝子組換え BAC16 定常保持細胞株 (iVero-WT、iVero-21KD、iVero-21del)を用い、

Dox ならびに NaB 処理を 96 時間行い溶解感染による子孫ウイルス産生を誘導した。培養上

清を回収しウイルス粒子を超遠心法により濃縮した後、ウイルス粒子数をそろえて、Vero 細

胞または 293T 細胞に感染させた。感染 48 時間後の GFP 陽性細胞数をフローサイトメトリ

ー法により測定し、この GFP 陽性細胞数を感染細胞数とみなした。フローサイトメトリー

の結果 (a) を Vero細胞 (b)、293T細胞 (c) としてグラフ化した。N.S., not significant. p < 0.01

は iVero-WT と比較した統計学的に有意差があることを示している。Yamaguchi T et. al., Int. 

J.Mol. Sci. 2023 Fig.5a-cを改変 
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図 17 iSLK細胞における子孫ウイルスの新規感染能 

iSLK-遺伝子組換え BAC16定常保持細胞株 (iSLK-WT, iSLK-21KD, and iSLK-21del) を用い、

Dox ならびに NaB 処理を 96 時間行い溶解感染による子孫ウイルス産生を誘導した。培養上

清を回収しウイルス粒子を超遠心法により濃縮した後、ウイルス粒子数をそろえて Vero 細

胞 または 293T 細胞に感染させた。感染 48 時間後の GFP 陽性細胞数をフローサイトメトリ

ー法により測定し、この GFP 陽性細胞数を感染細胞数とみなした。フローサイトメトリー

の結果 (a) を Vero細胞 (b)、293T細胞 (c) としてグラフ化した。N.S., not significant. p < 0.01

は iSLK-WT と比較した統計学的に有意差があることを示している。Yamaguchi T et. al., Int. 

J.Mol. Sci. 2023 Fig.5d-fを改変 
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図 18 iSLK-21del細胞における ORF21過剰発現による 

感染性ウイルス粒子の新規感染効率回復の解析 

iSLK-21del細胞に 3×Flag-ORF21野生型 (p3F-21WT) プラスミドを一過性に導入し、Doxお

よび NaB で 96 時間処理して組換え KSHV を産生した。遠心した培養上清を HEK293T 細胞

と混合しプレート上で遠心しながら吸着・感染させた。さらに、外来 ORF21 発現による子

孫ウイルスの感染性の回復について解析した。感染細胞 (GFP陽性細胞) をフローサイトメー

ターで解析し、組換えウイルスの感染力を棒グラフで示した。p < 0.001は、空プラスミド導

入細胞と比較して統計学的に有意な差があることを示す。BAC 由来のまたは過剰発現の

ORF21 の発現は、抗 ORF21 ポリクローナル抗体を用いた W.B.法により解析した。

Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.6を改変 
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1-4. 考察 

本章では、野生型 KSHV全長ゲノムを含んだ BACクローンである KSHV BAC16をもとに

ORF21リン酸化能を欠失させた 21KD-BAC16、ORF21コーディング領域を欠損させた 21del-

BAC16 の 2 種類の遺伝子改変 KSHV BACmid を構築した。これらを KSHV 産生に特化した

細胞株 (iVero や iSLK) に導入することで、KSHV BAC 定常保持細胞株を樹立した。さらに

これらの細胞株を用いて、ウイルス生活環の各過程であるウイルスゲノム複製、mRNA 発

現、ウイルス産生、子孫ウイルス新規感染能における ORF21 の寄与について評価した。そ

の結果、メカニズムは不明であるものの ORF21 分子そのものが子孫ウイルスの新規感染能

にとって重要であることが明らかとなった。 

HSV-1 UL23 と異なり、KSHV ORF21 のチミジンキナーゼとしてのヌクレオシドリン酸化

活性は極めて低いことが既に報告されている 37,38。さらに、KSHV ORF21 はウイルスゲノム

複製やウイルス産生に寄与しないことが、我々の結果より示された。このことは Gustafson

らや , Beauclairらによる先行研究で示されている知見と合致し 37,38,46、さらには EBVのオー

ソログである BXLF1 のノックアウトウイルス解析により報告されている知見にも一致して

いた 84。また KSHV と同じ γ-ヘルペスウイルス亜科 Rhadinoviridae 属に分類される Murine 

gammaherpesvirus (MHV-68) の ORF21 オーソログタンパク質に関する先行研究において、

ORF21 分子欠損 MHV-68 感染細胞株では in vitro において野生型および復帰型のウイルスと

比べて遜色なく複製・産生されているものの、感染性ウイルス量が低下していることが報告

されている 59–61。さらに ORF21 分子欠損 MHV-68 と野生型 MHV-68 をそれぞれマウスに感

染させた場合、ORF21 分子欠損 MHV-68 感染マウスでは、ウイルスが標的組織には到達す

るものの、感染領域が縮小していたことが報告されている 61。これらの知見と本章の結果を

ふまえると、KSHV ORF21はウイルス粒子の感染性増強に寄与していることが考えられる。 
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図 19 テグメントタンパク質 ORF21のウイルス内局在と相互作用因子 (詳細は本文を参照) 

 

KSHV ORF21はウイルスカプシドとウイルスエンベロープの中間に存在するテグメントタ

ンパク質であることが知られている (図 19) 85。さらにプロテオーム解析の結果から、ORF21

は感染性ウイルス粒子内に存在すると報告されている 85–87。しかし、感染性ウイルス粒子中

の ORF21 が新規感染においてどのような機能を担っているのかは不明である。ORF21 は、

他のテグメントタンパク質である KSHV ORF64 やスパイクタンパク質である KSHV gN 

(glycoprotein N)と複合体を形成することも報告されている。ORF21 を介したこれら分子との相

互作用がこれらのウイルスタンパク質の機能に変化をもたらすのか、加えてその変化がウイル

ス粒子の吸着や侵入過程にどのような影響を与えうるのかについては、さらなる検証が必要で

ある。一方で、ヘルペスウイルスのテグメントタンパク質やウイルス粒子形成時にとりこまれ

た宿主由来タンパク質や miRNA などが新規感染細胞中で放出され機能発現することで、感染

成立しやすい細胞内環境を構築している可能性も示唆されている。そこで次章において、この

可能性について解析した。 

 

1-5. 小括 

 本章では、ORF21遺伝子に変異を導入した KSHV-BAC16、すなわち 21KD-BAC16、21del-

BAC16 を作製した。NaB や Dox 処理により溶解感染誘導が可能な iVero、iSLK 細胞株にそ

れぞれ BAC を導入し BAC 定常保持細胞株を樹立した。その BAC 定常保持細胞株を用いて、

ウイルスゲノム複製、mRNA 発現、ウイルス産生、子孫ウイルスの新規感染性を解析した。

その結果、ORF21 のキナーゼ機能以外の ORF21 分子依存的機能が子孫ウイルスの新規感染

に必要であることが示された。 
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第2章 ORF21分子は MEKシグナルの活性化に関与する 

2-1. 緒言 

 第 1 章では ORF21 のウイルスの生活環に与える影響に着目し解析した。その結果 ORF21

がウイルスの感染性を亢進していることが示唆された。そこで、ウイルス新規感染亢進との

関連を明らかにするため、第 2 章では ORF21 が細胞形態やシグナル伝達など宿主細胞に与

える影響について解析した。 

 現在までに明らかにされている KSHV 感染時での細胞内シグナル伝達と KSHV の相互作

用について述べる。KSHV は新規感染時に、PI3K (Phosphatidyl Inositol-3 Kinase)、MAPK 

(Mitogen-Activated Protein Kinase)、Rho、NF-κB (Nuclear Factor-κB) など様々なシグナル伝達

を亢進、または抑制し、新規感染を成立させる 3,27,29,30 (図 20)。初感染後に移行する潜伏感染

状態では、KSHV因子が Wntや p53経路と相互作用して持続感染の維持や発がんを誘導する

3,88 。さらに潜伏感染状態から溶解感染への移行時には、KSHV のウイルス性因子は PI3K、

MAPK、NF-κB、Hippo シグナルと相互作用し、効率的なウイルス複製や溶解感染移行を達

成する (図 20) 3。 

 

図 20 KSHVの生活環と各ウイルス感染期における細胞内シグナル伝達との関与 

(説明は第 2章緒言、及び序章に記載) 
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 ORF21がシグナル伝達や機能形態に与える影響について、以下のとおり報告されている。 

Gill らグループは、ORF21 は自身の C 末端側にキナーゼドメインを、N 末端側に Prorine 

Rich Motif (PRM) を有しており、それらが ORF21の機能発現に関与すると報告している 45。

なお、PRM の多くは SH2 もしくは SH3 ドメインを含んでおり、細胞骨格に関与する。事実、

ORF21 の N 末端側の SH2 ドメイン内に自己リン酸化サイト (Y65、Y85、Y120) が存在し、

ORF21の N末端側は Crk II (CT10 regulator of kinase II) や PI3Kと相互作用する 45,89。また、

ORF21 の C 末端側は Rho シグナル活性化に必要とされ、Rho シグナル活性化による ORF21

が細胞収縮や小胞形成に関与することが明らかになっている (図 21) 45,89。この RhoAのシグ

ナルの活性化においては、Crk と ORF21 の相互作用により、RhoA を不活性化する Rap1 を

不活化することで、RhoA の活性化に関与すると考えられている 45。さらにこの相互作用に

は ORF21のリン酸化能が関与していると報告されている (図 21) 45。 

 

 

図 21 KSHV ORF21による細胞収縮の分子機構 

 

 また ORF21は Toll Like Receptor (TLR) 2 と TLR4 シグナル伝達を抑制すること、NF-κBシ

グナルを抑制することが報告されている 90。このことから、ORF21 は炎症反応の抑制やチロ

シンキナーゼとして細胞収縮に寄与することで、ウイルス感染状態の維持やウイルス感染細

胞の転移に関わると考えられる。 

第 1章において KSHVORF21が子孫ウイルスの新規感染に関与していたことから、本章で

は感染細胞内において ORF21 がどのようにシグナル伝達に関与し、子孫ウイルスの新規感

染性に影響を及ぼすのか解析した。先ず、先行報告にある ORF21による細胞の形態変化 (細
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胞収縮)が起こるか BAC 定常保持細胞株を用いて評価を行った結果、先行報告の結果と一致

する結果が得られたことから、本研究で用いる実験系の妥当性を確認した。さらに、先行研

究では触れられていない ORF21 が子孫ウイルスの新規感染性に関与する細胞内シグナル伝

達に与える影響について解析した。 
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2-2. 方法 

2-2-1. 試料及び材料 

 第 1 章においても使用した試薬のメーカーについては第 1 章の 1-2-1 に記載した。また、

本章のみで使用した試薬は表 12に示した。 

 

表 12 本章のみで用いた試薬の一覧と試薬メーカー 

試薬 社名 

Fluoro-KEEPER with DAPI ナカライテスク 

U0126 富士フィルム和光純薬 

生細胞数測定 SF試薬 ナカライテスク 

 

  

 U0126 は DMSO に溶解し-20℃で保存した。Vero 細胞、iSLK 細胞、iVero 細胞、HEK293T

細胞は第 1章の 1-2-1で記した方法と同一の方法で培養した。 

HeLa細胞は Vero細胞、HEK293T細胞同様、5% FBS 含有 DMEM、5% CO2、37℃の 環境

下で培養した。 

また、本章のW.B.解析で用いた抗体に関する情報を表 13に示した。 

 

表 13本章で用いた抗体リスト 

抗体 動物種 会社 カタログ番号 希釈倍率 

anti-EGFR- antibody ウサギ CST 4267T ×1500 

anti-p-MEK1/2 (S217/S221) -

antibody 
ウサギ CST #9154P ×1500 

anti-MEK1-antibody マウス BD 51-9002016 ×1500 

anti-MEK2-antibody マウス BD 51-9002017 ×1500 

anti-p-Erk1/2 (T202/Y204) -

antibody 
マウス CST 612359 ×1500 

anti-pan Erk-antibody マウス BD 51-9001961 ×1500 

anti-ORF21-antibody ウサギ 当研究室において作製  ×3000 

anti-GAPDH マウス SC 0411 ×2000 

HRP-conjugate anti-mouse IgG ヒツジ GE ヘルスケア NXA931 ×3000 

HRP-conjugate anti-rabbit IgG ロバ GE ヘルスケア NA934 ×3000 

 

 

2-2-2. 培養細胞への遺伝子導入 

HeLa細胞への遺伝子導入は、第 1章 1-2-5.と同様に Chen-Okayama法 71に従い実施した。 
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組成 (1 well (6 well dish)あたり) 

 

 Plasmid   6  µg 

 MilliQ滅菌水   X  µL 

   2.5M CaCl2   8  µL 

 2×BBS (pH6.69)   80  µL 

 Total   160 µL 

 

組成 ((1 well (12 well dish)あたり)) 

 Plasmid   3  µg 

 MilliQ滅菌水   X µL 

 2.5M CaCl2   4  µL 

 2×BBS (pH6.69)   40  µL 

 Total    80  µL 

 

2-2-3. ウェスタンブロット解析 

 HeLa細胞を 70~80% コンフルエントで播種し一晩培養後 2-2-2.で示した手順で遺伝子導入

し、37℃、5.0% CO2インキュベーター内で 2 日間培養した。iSLK 細胞、iSLK-BAC16 定常

保持細胞株を 6 well dish に播種し一晩培養した後、1-2-6.の手順に従い溶解感染誘導した細

胞群、未処理群 (5% FBS含有 DMEMのみ) に分け、48時間培養した。 

 サンプル化、ウェスタンブロット解析は第 1 章の 1-2-3.と同様の方法で行った。用いた抗

体は、2-2-1.の表 12で示した。 

 

2-2-4. RT-qPCR解析 

RT-qPCRのサンプルは iSLK細胞、iSLK-BAC16定常保持細胞株を 12 well dishに 2.0×105 

cell/well で播種し一晩培養した。その後、1-2-6.と同様の手順で溶解感染誘導後 48 時間後に

サンプルを回収した。サンプル回収、逆転写反応、RT-qPCR は 1-2-8.と同様の方法で行った。

RT-qPCRの反応時間、反応条件も同様である。 

今回用いたプライマーリストは表 14に記載した。 

 

 

表 14 RT-qPCRで用いたプライマー配列 

Primer name 5’→3’ 

GAPDH-qPCR Forward TCGCTCTCTGCTCCTCCTGTTC 

GAPDH-qPCR Reverse CGCCCAATACGACCAAATCC 

EGFR-qPCR Forward AACACCCTGTGGAAGTACG 

EGFR-qPCR Reverse TCGTTGGACAGCCTTCAAGACC 
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2-2-5. 蛍光抗体染色 

 当研究室の Sugimotoらの報告 91、Ishimaruらの報告 92の手順を改変し行った。iSLK細胞

および iSLK-BAC 定常保持細胞株を、カバーガラスを置いた 6 well dish に播種し一晩培養

した。一晩培養後 1-2-6.の手順に従い溶解感染誘導し 37℃、5.0% CO2インキュベーター内

で 48時間培養した。 

  48時間培養後、カバーガラス上へ播種された 60%コンフルエントの細胞を PBSで 2回洗

浄した。カバーガラスをパラフィルム上へ移し 4℃に冷やした 4%パラホルムアルデヒドに

より 10分間室温で固定した後に、アセトンを 50% 含んだ MeOHにより、10分間、-20℃で

細胞を固定した。PBS で 2 回洗浄した後、カバーガラス上の固定細胞を 0.1% TritonX-100

を含む PBSで 15分間室温にて透過処理した。PBS-T (0.5% FCS and 0.05% Tween 20を含む

PBS) で 3回洗浄後、抗体の非特異反応を防ぐため 1.5% FBS を含む blocking PBS-T (0.05% 

Tween 20 を含む PBS) を加え 30 分間室温でブロッキングした。1 次抗体をカバーガラス上

の固定細胞に一晩 4℃で処理し、PBS-Tで 3回洗浄した。Alexa fluor 594 標識抗ラビット抗

体 (Invitrogen) を二次抗体として使用し、PBS-T に希釈した抗体溶液を 1次抗体処理した細

胞に室温 1 時間で反応させた。PBS-T でそれぞれ 3 回洗浄した後、Fluoro-KEEPER with 

DAPI 1 滴をスライドガラス上へ添加し、カバーガラスをスライドガラス上へ封入した。染

色した細胞を共焦点レーザー顕微鏡 (LSM800) で観察した。 

 

2-2-6. 細胞収縮の評価 

 iSLK-WT または iSLK-21KD 細胞を、カバーガラスを置いた 6 well dish に播種し、37℃、

5.0% CO2 インキュベーター内で一晩培養した。pCI-neo-3×Flag、及び pCI-neo-3F21WT を

Screenfect A plus のプロトコルに従い一過性発現させ、8 μg/mL Dox、1.5 mM NaB 5% FBS 

DMEM 培地中で 37℃、5.0% CO2 インキュベーター内で 48 時間培養を行った。一方 iSLK-

WTのみを用いた実験ではカバーガラスを置いた 6 well dishに播種し一晩培養した後、1-2-6.

で示した手順により溶解感染誘導した群、未処理群 (5% FBS 含有 DMEM のみ) の群に分け、

37℃、5.0% CO2インキュベーター内で 48時間培養した。 

 細胞を PBS で 2 回洗浄後、カバーガラスをパラフィルムへ移し 4℃に冷やした 4%パラホ

ルムアルデヒドにより 10分間室温で細胞を固定した。固定した細胞を PBS で 2回洗浄後、

0.1% TritonX-100 を含む PBS で、15 分間室温で透過処理した。1.5% FBS を含む blocking 

PBS-T (0.05% Tween 20を含む PBS) を加え、30分間室温でブロッキングした。Washバッフ

ァーで希釈した 1 次抗体(ORF21)をカバーガラス上の固定細胞に一晩 4℃で処理し、PBS-T

で 3 回洗浄した。Alexa fluor 594 標識抗ラビット抗体 (Invitrogen) を 2次抗体として使用し、

Phalloidin Cruz Fluor™ 633 Conjugate (Santa Cruz) を含む PBS-Tに希釈した抗体溶液を 1次抗

体処理した細胞に室温で 1 時間反応させた。PBS-T でそれぞれ 3 回洗浄した後、Fluoro-

KEEPER with DAPI 1 滴をスライドガラス上へ添加し、カバーガラスをスライドガラス上へ

封入した。染色した細胞を蛍光顕微鏡(Olympus IX71)と共焦点レーザー顕微鏡 (LSM800)で観

察した。細胞面積の評価は、GFP陽性 (BAC保持細胞) と Phalloidin染色陽性の細胞を対象に

染色エリア面積を算出した。ImageJ ソフトウェア(ver1.52a, NIH, Bethesda, MD, USA) と Fiji 
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(ver1.53.q, NIH, Bethesda, MD, USA) を用いて Phalloidinと GFPシグナルの縁を囲むことで計

測した。定量した領域における細胞面積の度数分布を作成し、度数分布から得られた累積割

合の上下 5%を削除して統計解析を行った。 

 

 

2-2-7. 軟寒天コロニー形成アッセイ 

 当研究室の Moriguchi らの手順 93を改変し行った。10% 寒天溶液をオートクレーブにより

溶解し、 20% FBS 含有 DMEM培地の添加により寒天濃度が 1% になるよう希釈して 55℃で

保温した。 12 well palate に下層として 0.5%寒天に希釈した培地を流し入れ、固まるまで室

温で静置した。その上層に、 0.35% 寒天に希釈した培地に p3F-WT、p3F-KDと EGFP発現プ

ラスミドを 3:1の割合で共トランスフェクションした HeLa 細胞を懸濁して流し入れ、4℃で 

5 分静置した。その後 37℃、 CO2 インキュベーター内で培養した。 8 日後、蛍光顕微鏡

(Olympus IX71) を用いて GFP陽性コロニー数を計測した。 

 

2-2-8. 細胞増殖アッセイ 

 p3F-WT、または、p3F-KDをトランスフェクションした HeLa細胞を 96 wellプレートに播

種し、5% FBS含有 DMEMで 2日間培養した。培養後の細胞を 10% (v/v) 生細胞数測定 SF試

薬と 5% FBSを含む DMEM 100 µLで 1時間インキュベートし、450 nm (参照波長 600 nm) に

おける培地の吸光度を測定することで細胞増殖率を評価した。 

 

2-2-9. U0126処理時における iSLK-BAC定常保持細胞株の産生ウイルス量の測定 

 1-2-8.と同様の方法で行った。MEK 阻害剤 U0126 を終濃度 100 µM になるよう培地に添加

した。対照群には U0126 添加サンプルと等量の DMSO を添加し、それぞれ溶解感染誘導し、

37℃、5.0% CO2インキュベーター内で 48 時間培養した。その後培養上清を精製し、上清中

のカプシド内ウイルス DNA 量を測定した。U0126 処理した iSLK-BAC 定常保持細胞株を

W.B.サンプル化した。 

 

2-2-10. U0126処理時における子孫ウイルスの感染性の測定 

 1-2-9.と同様の方法で行った。HEK293T は感染 1 日前に、MEK 阻害剤 U0126 を終濃度 5 

µMになるよう培地に添加した。さらに、対照群には 5 µM U0126添加時と等量の DMSOを

加え、それぞれ溶解感染誘導し、37℃、5.0% CO2インキュベーター内で 96 時間培養した。

その後阻害剤を添加した培養上清を HEK293T細胞に感染させた。 

 

2-2-11. 統計解析 

 1-2-11.と同様の手順で、Microsoft Excel®、並びに統合開発環境である RStudio 上で統計解

析ソフトウェア R (ver 4.2.1) 78を実行し、2群間の比較はWelch’s t testを行った。また多重比

較では、Holm 補正、Tukey の方法、Dunnett の方法により有意水準を 0.05 に設定し解析を行

った。グラフは算術平均値と標準誤差を示した。 
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2-3. 結果 

2-3-1. BAC由来の ORF21の細胞内局在 

 先行研究により、ORF21 発現プラスミドを用いて過剰発現させた ORF21 タンパク質は細

胞質内に局在すると報告されている 89。しかし、溶解感染移行においてウイルス感染細胞発

現する ORF21 タンパク質の局在は不明である。そこで、溶解感染誘導した細胞で発現する

ORF21の細胞内局在について解析した。iSLK BAC16を含まない iSLK (非感染コントロール

細胞)、iSLK-WT (野生型 KSHV感染細胞)、iSLK-21KD (ORF21-Kinase Dead KSHV感染細胞)、

および iSLK-21del細胞 (ORF21分子欠損 KSHV感染細胞) を Doxおよび NaBで 48時間処理

して溶解感染による ORF21 発現を誘導した。溶解感染処理により発現した ORF21 の局在を

共焦点蛍光顕微鏡で解析した結果、ORF21-WTと ORF21-KDタンパク質は細胞質に分布して

いることが明らかになった (図 22)。 

 

図 22溶解感染細胞における BAC由来の ORF21タンパク質の局在 

 iSLK、iSLK-WT、iSLK-21KD、iSLK-21del 細胞を 1.5 mM NaB 及び 8 μg/mL Dox 含有

DMEM で 48 時間培養し、免疫染色法により解析した。 それぞれ抗 ORF21 ポリクローナル
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抗体と DAPI (DNA) を用いて染色した。ORF21 タンパク質 (橙色) 、 DAPI (青色)でそれぞれ

示している。スケールバーは 5 µmを表す。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.2bを改

変。 

 

2-3-2. BAC 由来 ORF21 分子の発現により細胞収縮が起こり、その細胞増殖にはリン酸化が

関与する 

 KSHV BAC16保持細胞の溶解感染移行による細胞の形態変化を解析、先行研究により報告

されている ORF21 のリン酸化能依存性と ORF21 分子依存性に着目し、細胞収縮を解析した。 

 iSLK-WT 細胞を Dox および NaB で処理 (または未処理) し、BAC16由来の GFP蛍光を蛍

光顕微鏡で分析した。その結果、溶解感染誘導した iSLK-WT 細胞の細胞面積は、誘導して

いない iSLK-WT細胞と比較して減少していた (図 23)。 

 次に、iSLK-21KD細胞に Flagタグ付き野生型 ORF21プラスミド (p3F-21WT)あるいは空プ

ラスミドを一過性導入した iSLK-WT 細胞の Phalloidin と GFP シグナルを蛍光顕微鏡で解析

した。空プラスミド導入 iSLK-21KD 細胞の細胞面積と比較し、同じく空プラスミドを導入

iSLK-WT 細胞の細胞面積は Dox、NaB 処理により減少した。一方 iSLK-21KD 細胞において

p3F-21WT プラスミドの導入は、空プラスミド導入よりも減少させた (図 24b)。これらのこ

とから KSHV 溶解感染下で、キナーゼ活性を有する ORF21 が細胞収縮を誘導していること

が示唆された。 

 以上より Gill らによる報告と同様に KSHV 感染細胞において ORF21 は、細胞質に分布し、

ORF21 のキナーゼ機能が細胞収縮に関与することを確認した。45,89。BAC 定常保持細胞株を

用いた実験において、一過性に発現させた実験系と同様の結果が得られた場合、BAC 定常

保持細胞株においても同様のシグナル伝達がはたらいていると考えられる。また他の KSHV

タンパク質による影響を考慮できるため、BAC 定常保持細胞株を用いた実験系で変化が見

られたシグナル伝達や形態変化が、ウイルス学的に重要であると考えられる。 
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図 23 溶解感染誘導による細胞収縮と ORF21発現の関与 

(a) iSLK-WT 細胞を Dox と NaB で 48 時間処理し、蛍光顕微鏡により解析した。スケールバ

ーは 20 µmを表す。(b) iSLK-21KD細胞に 3×Flag-ORF21野生型プラスミド (p3F-21WT) また

は 空プラスミドを導入し、細胞を Doxおよび NaB含有培地中で 48時間培養し、細胞面積を

測定した。右パネルは、Phalloidin シグナル (紫)、GFP シグナル (緑)、核 (白) であり、

Phalloidin シグナル、GFP シグナルを用いて細胞の縁を囲った  (点線部)。細胞を GFP と

Phalloidin陽性の細胞の面積を測定した。スケールバーは 20 µmを表す。(a,b) p < 0.001 およ

び p < 0.005 は、統計学的に有意な差を示す。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.2c-d

を改変。 

 

 

2-3-3. 外来性 ORF21分子は MEK1/2のリン酸化に関与する 

 溶解感染により産生された子孫ウイルスの感染力の増強に、ORF21 の分子依存的な機能が
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関与することを第 1章で明らかにした。さらに、第 2章の 2-3-2.では、ORF21は KSHVの溶

解感染下で宿主細胞の収縮を誘導することを示した。また、先行研究では、KSHV は新規感

染時に、標的細胞の MAPK や PI3K、Rho、NF-κB シグナル伝達を脱制御し感染を成立させ

ることが報告されている 3。さらに、KSHVは感染細胞のウイルス産生時 (つまり、溶解感染

状態)、細胞の PI3K、MAPK、NF-κB、Hippo シグナルと相互作用してウイルスの複製を増強

することも知られている 3。その一方、ORF21 自身も免疫反応や細胞収縮、細胞移動に関わ

るシグナル伝達に影響を与えることが報告されている 45,89,90,94。そこで、宿主細胞内におけ

る ORF21 の分子依存的な機能およびキナーゼ活性依存的な機能を解析するため、ORF21 一

過性発現および BAC由来の ORF21 発現によるシグナル伝達に与える影響について解析した。 

初めに、ORF21 一過性発現の実験系を用いて、ウイルス感染に関与する細胞内シグナル伝

達に与える影響について解析した。HeLa 細胞に Flag タグ付き野生型 ORF21 プラスミド 

(p3F-21WT)、もしくは Flag タグ付き ORF21-kinase dead プラスミド (p3F-21KD) を一過性発

現させ、ウェスタンブロッティングを行った。その結果 ORF21は MEKシグナルの活性化に

関与していることが明らかになった (図 24)。MEK のリン酸化レベルは、p3F-21WT および

p3F-21KD 一過性導入細胞で、空プラスミド一過性導入細胞と比較して顕著に増加した。さ

らに、MEK の下流基質である ERK のリン酸化は、p3F-21WT および p3F-21KD を導入した

細胞でやや亢進していた。一方、EGFR の発現レベルは変化が観察されなかった。これらの

結果より、外来性 ORF21 発現による ORF21 キナーゼ機能非依存的に MEK シグナルを活性

化することが示唆された (図 24)。 
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図 24 一過性発現させた ORF21による MEKリン酸化の亢進 

 

(a-b) HeLa 細胞に空、3×Flag-ORF21 野生型プラスミド (p3F-21WT)、または 3×Flag-ORF21-

kinase dead プラスミド (p3F-21KD) を導入して 72 時間培養した。MEK リン酸化をウェスタ

ンブロットにより解析した。 (b) phospho-MEK のバンド強度は、Fiji ソフトウェアを用いて
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算出した。データには示していないが、MEK2のバンド強度に対する比も図 24.bに示したも

のと同様の傾向を示した。また図 24.a では、p3F-21WT と p3F-21KD の間で分子量が若干異

なるが、これは ORF21 分子が自己リン酸化することにより生じたバンドシフトだと考えら

れる。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.7aを改変。 

 

 

2-3-4. BAC由来の ORF21分子は MEK1/2のリン酸化に関与する 

 次に、溶解感染誘導時に KSHV-BAC16 から発現した ORF21 タンパク質が MEK シグナル

に与える影響について解析するため、溶解感染誘導前後での iSLK-21WT と iSLK-21KD細胞

の MEKリン酸を解析した。iSLK-WT、iSLK-21KD、 iSLK-21del 細胞を Dox および NaB 処

理により溶解感染誘導し、リン酸化 MEK や MEK シグナルの上流レセプター EGFR の発現

量を解析した。興味深いことに、溶解感染誘導されたすべての KSHV BAC-16 保持細胞で、

EGFR タンパク質の発現量と MEK のリン酸化レベルが顕著に低下した。溶解感染期の

KSHV感染細胞では、60 種類以上の溶解感染関連ウイルスタンパク質が発現誘導される。し

たがって、これらの溶解感染タンパク質が iSLK-BAC保持細胞の EGFR 発現と MEK のリン

酸化を抑制すると推測している。特に EGFR はウイルス粒子の放出時、EGFR がウイルス粒

子に伴い放出されることも、その原因の一つと考えられる。一方、iSLK-WT では、iSLK-

21del 細胞と比較して、リン酸化 MEK が少量残存していた。これは、溶解感染誘導された

iSLK 細胞では、内在的に発現した ORF21 により MEK のリン酸化が起こるため、わずかな

リン酸化MEKが検出されたと考えられる (図 25)。 

 次に、溶解感染移行による iSLK-BAC保持細胞の EGFR の発現低下が転写によるものかど

うかを調べるために、EGFR mRNA の発現レベルを解析した。溶解感染誘導  iSLK-WT、

iSLK-21KD、iSLK-21del 細胞における EGFR mRNA発現は、未処理の iSLK-BAC定常保持細

胞株と比較して減少していた (図 26)。このことは、溶解感染期にある KSHV 感染細胞では、

EGFR の発現が転写レベルにおいて低下していることを示唆している。 溶解感染 EGFR の

mRNA レベルの低下は次のような機序で起こると考えられる。溶解感染状態では、ウイルス

粒子複製が活性化する感染状態であるため、宿主性のプロモーター活性と比べウイルス性の

プロモーター活性が亢進することでウイルス遺伝子の転写が活性化する。その結果 EGFR 遺

伝子の転写レベルが低下し、EGFR のタンパク質の発現量が低下したと考えられる。その結

果 mRNA レベル、タンパク質レベルで EGFR の発現が低下し、MEK のリン酸化が抑制した

と推測される。 
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図 25 溶解感染誘導による MEKのリン酸化と EGFRの発現低下 

(a-c)iSLK (BAC16 非導入)、iSLK-WT、iSLK-21KD、および iSLK-21del 細胞を、Dox および

NaB 処理を 48 時間行い溶解感染関連ウイルスタンパク質の発現を誘導した。iSLK 細胞
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(BAC16非導入) は非感染コントロールとして用いた。 (b, c) EGFR／GAPDH、およびリン酸

化 MEK1/2／MEK1 の値を棒グラフとして示す。Dox-および NaB-未処理 iSLK 細胞の値を

1.0 とした。データには示していないが、MEK2 のバンド強度に対する比も図 25 に示したも

のと同様の傾向を示した。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.7d-fを改変。 

 

2-3-5. ORF21分子による細胞増殖の亢進 

 MEK シグナルの細胞に与えるアウトプットとして細胞増殖促進が知られている。そこで、

一過性 ORF21 発現が細胞増殖と足場非依存的増殖に及ぼす影響を解析した。空ベクター、

p3F-21WT、または p3F-21KD プラスミドを一過性発現させた HeLa 細胞を 96 ウェルプラス

チックプレート上で培養し、細胞増殖アッセイにより足場依存的な細胞増殖を測定した。同

様に、一過性発現させた HeLa細胞を DMEM含有軟寒天培地で 8日間培養し、形成されたコ

ロニーを足場非依存性の細胞増殖を測定した。その結果、ORF21-WTおよび ORF21-KDの過

剰発現は、細胞増殖 (図 27a)、さらに足場非依存的な細胞増殖の両方を促進した (図 27b)。 

 

 

 

図 26 溶解感染誘導による EGFR mRNAの発現抑制 

溶解誘導した iSLK-WT、iSLK-21KD、及び iSLK-21del 細胞における EGFR mRNA の発現を

示した。細胞を Dox及び NaBで 48時間処理し、EGFR mRNAの発現を RT-qPCRで測定し、
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GAPDH mRNAの発現で正規化した。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.7gを改変。 

 

 

 

 

図 27 ORF21分子による細胞増殖の亢進 

(a) ORF21 による細胞増殖の亢進。(b) ORF21 による足場非依存的な細胞増殖の亢進。

HeLa 細胞に空、3×Flag-ORF21 野生型 (p3F-21WT)、または 3×Flag-ORF21 Kinase Dead (p3F-

21KD) プラスミドを導入して 72 時間培養し、(a) 細胞増殖アッセイ、(b) 軟寒天コロニー形

成アッセイのいずれかを行った。21WT プラスミド導入細胞の平均値を 100 として示した。

p-value は有意差を示す。N.S.は「not significant」を示す。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 

2023 Fig.7b-cを改変。 
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2-3-6. 標的細胞へのMEK阻害による子孫ウイルスの新規感染抑制 

野生型 ORF21 (ORF21-WT) およびリン酸化能欠失 ORF21 (ORF21-Kinase Dead) は子孫ウイ

ルスの感染性を高め、また MEK シグナルを上昇させることをここまで述べた。ORF21 はウ

イルス粒子のテグメントタンパク質としてウイルス膜とカプシドの間に局在する。したがっ

て、ウイルス粒子が標的細胞 (すなわち宿主細胞) に吸着・侵入する過程において、ウイルス

粒子からテグメントタンパク質として細胞内に放出された ORF21が MEKシグナルの亢進を

介して感染を促進すると仮説を立てた。そこで、MEK シグナル阻害剤 (U0126) が子孫ウイ

ルスの HEK293T細胞への感染に及ぼす影響を解析した。その結果、U0126による MEK阻害

は、子孫ウイルス感染細胞数を抑制した (図 28 a)。これらのことから、ORF21 による MEK

シグナル亢進がウイルスの感染性を高めることが示唆された。 

一方溶解感染期タンパク質に分類され、溶解感染期に発現する ORF21 は、溶解感染期に

おける細胞内のウイルスの産生を高めることも考えられた。そこで、MEK シグナルがウイ

ルス産生に寄与しているかどうかを調べるために、溶解感染細胞におけるウイルス粒子の産

生に対する U0126の影響を分析した。WT-BAC16保有 iSLK細胞を 100 µM U0126存在下で

Doxおよび NaBで溶解感染誘導し、培養上清中に産生されたウイルス量を qPCR定量により

定量した。この結果、U0126 処理によりウイルス産生量の著しい低下が観察された。このデ

ータは、過去の先行研究の結果と一致した 46,95 (図 28 b)。この結果は、ORF21 による MEK

シグナル亢進が溶解感染誘導細胞での子孫ウイルス産生も促進することを示唆している。こ

の結果は第 1 章の図 15 のウイルス産生に影響がない結果と矛盾している。この矛盾につい

ては次のような理由が考えられる。それは、WT-BAC16 を保有する iSLK細胞は U0126 に耐

性であったため、iSLK細胞のMEKシグナル阻害には 100 µM の U0126が必要であった。そ

のため、ORF21 による MEK の活性化の阻害以上に、他のリン酸化酵素や細胞機能も阻害さ

れた可能性を考慮する必要があると考えている。 
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図 28 標的細胞への MEK 阻害による子孫ウイルス感染抑制と溶解感染細胞から子孫ウイル

スの産生抑制 

(a) 標的細胞への子孫ウイルスの新規感染に対する MEK シグナル阻害剤 (U0126) の効果。

HEK293T細胞を 5 μM U0126で 48時間前処理し、WT-KSHV粒子を U0126前処理 293T細胞

に感染させた。感染細胞数 (GFP 陽性細胞) はフローサイトメトリーで解析した。阻害剤を

処理した HEK293T細胞における MEKシグナルの阻害は、W.B.法により検証した。(b) 溶解

感染誘導した WT-BAC16保有細胞におけるウイルス産生に対する U0126の効果。iSLK-WT-

BAC16定常保持細胞を 100 μM U0126存在下で Doxおよび NaBで 48時間処理し、培養上清

を採取した。培養上清中の産生されたウイルス数を qPCR で測定した。阻害剤を処理した

iSLK-WT-BAC16定常保持細胞におけるMEKシグナルの阻害をW.B.法により検証した。p < 
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0.05および p < 0.001は、統計学的に有意な差を示す。Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 

Fig.7h-iを改変。 
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2-4. 考察 

 本章では、BAC 保持細胞において溶解感染誘導により発現誘導した ORF21 が細胞質に

局在すること、さらに、BAC 由来の ORF21 のキナーゼ機能 (溶解感染期)が細胞収縮に関与

していたことを確認した。さらに、一過性 ORF21発現はリン酸化 MEK量を増加し、コロニ

ー形成能 も増加した。溶解感染状態の KSHV-BAC保持細胞株ではリン酸化 MEK及び EGFR

の量が顕著に低下したが、ORF21変異 (21KDおよび 21del) KSHV BAC定常保持細胞と比較

して WT-KSHVBAC 定常保持細胞では、若干の EGFR およびリン酸化 MEK が残存した。ま

た、標的細胞の HEK293への MEK阻害剤処理は、MEK阻害された HEK293T 細胞への子孫

ウイルスの新規感染を抑制した。これらの結果により推測される ORF21 の機能について下

記に図示した (図 29)。ORF21はリン酸化能以外の未知の分子依存的な機能によりMEKのリ

ン酸化を誘導し、細胞増殖を亢進し KSHV の発がん性に寄与すると推測される。さらに、

ORF21 は細胞内の MEK シグナルを活性化し、子孫ウイルスの新規感染成立に寄与すると推

論できる。 

 

 

図 29 KSHV ORF21 により活性化される MEK シグナルと細胞機能との関係を表したモデ

ル図 

Yamaguchi T et. al., Int. J.Mol. Sci. 2023 Fig.7jを改変。 
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ORF21 の新規感染成立への関与については、ウイルスが宿主細胞に結合した後、ヌクレオ

キャプシドとテグメントタンパク質がウイルス粒子から細胞内に放出される (図 30)。我々の

結果より、テグメントタンパク質として放出された ORF21が MEKシグナル伝達経路を亢進

することで、効率的な感染が行われると推測される (図 30)。実際、新規の KSHV 感染では

MEKシグナル伝達経路が亢進することが知られている 96,97。さらに、KSHV感染細胞である

BCBL1 PEL 由来の野生型ウイルスがヒト包皮線維芽細胞に新規感染するだけでなく 98、

rKSHV.219 保持細胞での子孫ウイルス産生にも MEK 発現上昇が必要であることが報告され

ている 95。また今回の BAC 由来の ORF21 発現および ORF21 一過性発現により、リン酸化 

MEK の増加 (すなわち、MEK シグナルの亢進) が確認された。また、標的細胞に MEK阻害

剤 U0126を前処理することで、標的細胞への子孫ウイルスの新たな感染が抑制された。この

ように、テグメントタンパク質の一つである ORF21 がウイルス粒子から放出され、宿主細

胞における MEK のリン酸化の亢進を介して新規感染の成立に寄与している可能性が考えら

れる。 

 

図 30 感染細胞内での ORF21による MEKシグナルに対する関与 

 ORF21 分子は MEK のリン酸化を亢進することで、KSHV の新規感染能の増加に寄与する

と考えられる。 

 

ORF21 を介したウイルスの拡散については、ORF21 が RhoA-ROCK シグナルの活性化や

細胞収縮に関与しており、Gill らは ORF21 が感染細胞の移動を促進することで KSHV 関連
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腫瘍細胞の走化性亢進や KSHV感染の拡散に寄与しているとの仮説を提唱した 45。すなわち、

ORF21 が KSHV 感染細胞の拡散を促進することにより、長距離感染や感染がん細胞の転移

をもたらすという仮説である。また、感染細胞とともに移動したウイルス (またはウイルス

ゲノム) は、cell-to-cell感染や cell-free感染により、離れた場所で新たな感染を成立させるこ

とができる。本章におけるデータは、BAC由来の ORF21の細胞質への局在と ORF21による

細胞収縮を示し、これは以前の報告 45,89 と一致するものである。また、本章では ORF21 が

MEK経路の亢進と細胞増殖に関与することも明らかにした(図 30)。RhoA-ROCK シグナルが

細胞移動を促進することはよく知られているが 99,100、MEK 経路も細胞移動の促進に寄与し

ていることが報告されている 101–104。 

 ORF21 は TLR2、TLR4、NF-κB のシグナル伝達を抑制することが報告されている 90。さら

に、KSHV がコードするタンパク質と宿主細胞タンパク質との相互作用の網羅的解析におい

て、ORF21 は RNA プロセッシングや RNA 代謝に関わるタンパク質と相互作用することが

報告されている 94。また、KSHV の ORF21 の他のウイルスオーソログでは，EBV の BXLF1

が中心体と相互作用することが報告されている 105。BXLF1 は中心体に局在し，微小管非依

存的にチューブリンリッチな中心核を取り囲んでいた。ウイルスのチミジンキナーゼを欠失

させた MHV-68 は，脾臓や腹膜の細胞で正常にウイルス DNA を複製するが、変異 MHV-68

の感染力は WT と比較して著しく減少していた 61。このように、ウイルス性チミジンキナー

ゼを欠失させたMHV-68が新たな感染を確立できなかったことは、KSHV ORF21の性質とよ

く一致しており、興味深いことである。これは、KSHVと MHV-68が γ-ヘルペスウイルス亜

科の同じ属に属しているためと考えられる。このウイルスのサブファミリーの間では、vTK

の機能に違いがあるが、ヒトヘルペスウイルスの ORF21 オーソログが、細胞のシグナル伝

達経路、細胞骨格系、細胞質タンパク質に影響を与え、結果としてウイルスの生活サイクル

を制御し効果的に感染を成立させることが考えられる。 
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次に、得られた研究結果と ORF21 の分子モデルから立体構造的側面から ORF21 の機能に

ついて考察する。結晶構造解析により立体構造が解析されているタンパク質全てを学習させ

た ESM Fold を用いて ORF21 WT の立体構造を予測させた。分子描画ソフトウェアである

Pymol106の Opensource版を用いて、ORF21 WT予測構造と HSV-1 vTKの立体構造を重ね合わ

せた (図 32)。ORF21 WT 予測構造と HSV-1 vTK の立体構造を重ね合わせると、タンパク質

全体では低い Root Mean Square Deviation (RMSD) (1.6 Å) が得られた。RMSDとはタンパク質

構造の非類似性や誤りを表す指標であり、RMSD が低いほどタンパク質構造が類似している

ことを示す。配列が 30% 以上一致の場合、RMSDは 2 Å以下となる。つまり ORF21と HSV-

1 vTKの基本的な機能部位に関しては保存されている事を意味する。ORF21と HSV-1の vTK

の構造に明確な違いがある部位は ORF21の N末端部位である。ORF21の N末端側から 248 

a.a.までの領域は、モデル構造の信頼性を表す predicted Local Distance Difference Test (lDDT)107

において、他の ORF21 の領域と比較し低い値を示した。また同様に、ドメイン間距離の予

測指標である predicted Aligned Errorにおいて、ORF21の N末端側から 248 a.a. までの領域は、

他の領域と比べ低い値を示した。このことから ORF21 の N 末端側は天然変性領域 

(Intrisically Disordered Region; IDR) の可能性が考えられる。IDR とは自由な立体構造を取り、

リン酸化などの修飾を受け様々なタンパク質と相互作用し、機能発現をする領域である。 

また今回の ESM-Fold で得た予測構造以外に、以下の 2 つの理由で ORF21 の N 末端側が

IDR と推測することが出来る。理由の 1 つ目は、先行報告において ORF21 の N 末端側には

図 31 KSHV ORF21と HSV-1 vTK (PDB DOI: 10.2210/pdb1VTK/pdb)を重ね合わせた立体構造 
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SH2 ドメインが含まれているとの報告である 45。通常 IDR は SH2 ドメインを含んでおり 108、

このことから ORF21 の N末端側は IDRであると考えられる。理由の 2つ目は、IDR予測サ

ーバーである VSL2、PONDR-FITにおいて IDRとの予測を得ることが出来なかったが、IDR

において高いスコアを出力する Disorder領域を予測する値が高い値を示していた。 

以上の理由から ORF21の N末端側が IDRと考えられる。また前述したように、ORF21と

HSV-1 の vTK の構造に明確な違いがある部位は ORF21 の N 末端部位であったことから、

ORF21の N末端側の IDRの変化が ORF21の特徴的な機能発現に寄与していると考えられる。 

 昨今、生命科学の領域において生物学的相分離、液-液相分離 (LLPS) といった現象が注目

されている 109–112。細胞内においても核酸やタンパク質などの生体高分子が LLPS を形成し、

細胞内リン酸化の制御など様々な機能を制御していると考えられており、この現象に着目し

て生命現象の解明が進められている 113–115。また前述の IDR が LLPS を介した機能形成に重

要であると考えられている 108,116。今回の実験では ORF21 のキナーゼ機能が MEK シグナル

の活性化に寄与すると予想された。しかしながら、実際に得られた結果としてはキナーゼに

よる寄与は大きくはない。そのため、ORF21 が足場タンパク質として細胞内の LLPS の制御

に関与することで細胞内シグナルの活性化に関与するのではないかと考えられる。今後ウイ

ルス感染状態における細胞機能の制御を解析する場合、LLPS の変化を解析することでウイ

ルスの生活環に対する影響を解析出来るかもしれない。 

 

2-5. 小括 

 ORF21 遺伝子改変 KSHV BAC16 定常保持細胞を用いて、BAC 由来の ORF21 の発現時期

や細胞内局在を解析した。また、ORF21 の細胞内シグナル伝達に与える影響と MEK 阻害剤

による子孫ウイルスの感染に与える影響について解析した。その結果、BAC 由来の ORF21

は細胞質に局在し、細胞収縮には ORF21 のリン酸化が関与していたことが明らかになった。

また、ORF21 分子の過剰発現が MEK のリン酸化と足場の有無に関わらず細胞増殖を亢進さ

せること、さらに、標的細胞への MEK シグナル阻害が KSHV の新規感染を減少させること

が明らかになった。 
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総括 

本研究では KSHV の溶解感染期に発現するテグメントタンパク質 ORF21 のウイルス学的

機能解明を目的として、ORF21 遺伝子改変 KSHV を作製した。第 1 章ではウイルス複製、

ウイルス遺伝子発現、ウイルス産生、子孫ウイルスの感染性に与える KSHV ORF21 の影響

について解析した。遺伝子改変 KSHV、すなわち ORF21 リン酸化能欠失 KSHV (21KD-

BAC16)、ORF21分子欠損 KSHV (21del-BAC16) を作製し、それらを iVero細胞と iSLK細胞

に安定的に遺伝子導入し、BAC16 定常保持細胞株を樹立した。これらの ORF21 変異導入

KSHV 定常発現細胞株を用いて、ウイルスゲノム複製、mRNA 発現、ウイルス産生、子孫ウ

イルスの新規感染性を比較した。その結果、ORF21 が分子依存的にウイルス新規感染に関与

していることが明らかになった。以上より ORF21 のキナーゼ機能以外の ORF21 分子依存的

機能が子孫ウイルスの新規感染に必要であることが示唆された 

 第 2 章では ORF21 による宿主細胞中の細胞内シグナル伝達や機能形態への影響について，

それぞれ解析した。その結果、BAC 由来の ORF21 は細胞質全体に局在し、細胞収縮に関与

していた。また ORF21分子の過剰発現が細胞内の MEKリン酸化と細胞増殖を亢進させた。

さらに、MEK 阻害は KSHV の子孫ウイルスの新規感染性を減少させることを明らかにした。 

以上の研究成果より、ORF21 の感染性ウイルス産生と新規感染に関わる重要な知見が見出

された。ORF21 分子依存的な機能を標的とした選択的阻害剤が有効な抗 KSHV 薬開発につ

ながると予想される。今後、ORF21 分子機能の全貌解明と ORF21 機能阻害剤の開発が期待

される。 

 

結語 

1. KSHV の溶解感染において、ORF21 はウイルスのゲノム複製や遺伝子発現には寄与しな

いが、産生された子孫ウイルスの感染性に必要である。 

2. KSHV の ORF21 は細胞内の MEK シグナルを活性化し、MEK シグナルの活性化は子孫

ウイルスの新規感染に必要である。 
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