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序章 

原発性体腔液性リンパ腫（PEL）はエイズ関連リンパ腫の一つであり、大細胞型 B 細胞腫

瘍である。PEL の標準治療として、ドキソルビシンとビンクリスチン、シクロフォスファミ

ド、プレドニゾロンの併用療法が行われているが予後が悪く、新規治療薬の開発が求められ

ている。PEL はカポジ肉腫関連ヘルペスウイルス（KSHV）の感染により引き起こされる。

KSHV はγ-ヘルペスウイルス亜科に属する 2 本鎖 DNA ウイルスである。KSHV はエイズ発

症や免疫抑制剤の投与により宿主が免疫不全状態に陥ると PEL や血管内皮由来腫瘍のカポジ

肉腫、リンパ増殖性疾患であるキャッスルマン病（MCD）を引き起こす。潜伏感染期の KSHV

は LANA や v-FLIP、v-Cyclin など少数のウイルスタンパク質を発現し、ERK や p38 MAPK、

Wnt、NF-B、JAK-STAT シグナルおよび IL-6 や IL-10、VEGF-A などのサイトカイン産生を

活性化させる。KSHV はこれら細胞内シグナルやサイトカイン産生の脱制御により宿主細胞

の不死化や増殖を引き起こし、悪性形質を維持させる。一方、サイトカインやホルボールエ

ステルなどの刺激により KSHV 感染細胞は溶解感染期に移行し、K-bZIP や RTA などウイル

ス性転写因子を発現する。これらウイルス性転写因子はウイルスタンパク質合成やウイルス

ゲノム複製を開始させる。 

カプサイシンは Capsicum annuum L.などトウガラシ属の果実に含まれる辛味成分であり、

神経障害性疼痛の抑制に用いられている。カプサイシンはカルシウム(Ca
2＋)チャネル TRPV1

活性化作用に加え、Wnt や NF-B シグナルの抑制など多彩な細胞内シグナルに影響を及ぼす

ことが報告されている。本研究では植物由来化合物の多様な薬理作用に着目し、各種植物由

来化合物の PEL 細胞に対する増殖抑制効果を評価した。その中でカプサイシンが増殖抑制効

果を示したため、その作用機序を解析した。 

 

第 1 章 カプサイシンによる PEL 増殖阻害と ERK および p38 MAPK シグナルの抑制 

増殖抑制効果の解析には KSHV 感染 PEL 細胞株（BCBL1、BC2、BC3、HBL6、JSC1）お

よび比較対象として KSHV 非感染 B リンパ細胞株（Ramos、Raji、DG75）を用いた。各細胞

培養液へのカプサイシン添加は、KSHV 非感染細胞に比べ PEL の増殖を抑制した。次に、カ

プサイシン処理した PEL 細胞を SCID マウスの腹腔に移植し、カプサイシンの PEL 増殖抑制

効果を評価した。その結果、カプサイシン処理は溶媒（DMSO）処理に比べマウス腹腔内で

の PEL 細胞の増殖を抑制した。 

カプサイシンは KSHV 感染により活性化あるいは抑制される細胞内シグナルを標的にして

いると推察し、KSHV 感染により脱制御される Wnt、NF-B、JAK-STAT、MAPK などのシグ



ナルについて解析した。その結果、カプサイシンは ERK と p38 MAPK のリン酸化を抑制し、

ERKシグナルと p38 MAPKシグナルの特異的阻害剤がカプサイシン同様に PELの増殖を抑制

した。KSHV は IL-6 や IL-10、VEGF-A など一部のサイトカイン産生を増加させ、PEL の増殖

に利用する。また、KSHV 感染は EKR や p38 MAPK シグナルを活性化させ、IL-6 産生量を増

加させることが報告されている。そこで、IL-6 と IL-10、VEGF-A の mRNA 発現量を調べた

結果、カプサイシンは IL-10 と VEGF-A の産生は抑制しなかったが、IL-6 の mRNA 発現を抑

制した。また、ERK シグナルと p38 MAPK シグナルの特異的阻害剤はカプサイシンと同様に

IL-6 の mRNA 発現を抑制し、IL-6 中和抗体は PEL の増殖を抑制した。以上の結果から、カプ

サイシンは ERK シグナルと p38 MAPK シグナルの阻害を通して IL-6 の発現も抑制し、PEL

増殖を抑制すると考えられる。 

PEL 増殖抑制効果を示す化合物には KSHV の溶解感染誘導能を持つものもある。そこで、

カプサイシン処理が新規ウイルス産生に影響するか否か解析した。その結果、カプサイシン

処理は KSHV 溶解感染を誘導しなかった。以上の結果から、カプサイシンは新規のウイルス

産生を伴わずに PEL 増殖を抑制することが示唆された。 

 

第 2 章 カプサイシンによる ATF4-CHOP 経路の活性化 

先行研究により PEL 細胞では小胞体ストレス応答の一部が抑制されており、小胞体ストレ

ス応答誘導剤が PEL 細胞の増殖を抑制することが明らかとなっている。そこで、カプサイシ

ンが小胞体ストレス応答を活性化するか否か RT-リアルタイム PCR 法で解析を行った。その

結果、小胞体ストレス応答により発現上昇する BiP や XBP1 のスプライシング亢進は見られ

なかったが、アポトーシスを促進する転写因子 CHOP や、CHOP により転写が促進されるア

ポトーシス誘導性 Bcl ファミリーの PUMA 発現が増加した。哺乳動物細胞の CHOP 発現制御

は主に転写因子 ATF6 と ATF4 を介して行われる。ATF6 はⅡ型の膜貫通タンパク質で小胞体

膜上に存在し、小胞体ストレスを感知するとゴルジ体に移行してプロテアーゼ S1P と S2P に

より切断され、細胞質側の断片が転写因子として働く。一方で、ATF4 は非ストレス下では

mRNA は豊富に存在するが翻訳がほとんど行われず、アミノ酸飢餓や酸化ストレス、小胞体

ストレスなどのストレスにより細胞内タンパク質の翻訳が低下すると ATF4 の翻訳が促進す

ると考えられている。カプサイシン処理では ATF6 が結合するプロモーターの転写活性化は

見られなかった。一方で、カプサイシン処理は ATF4 タンパク質の発現を増加させた。また、

翻訳阻害剤シクロヘキシミドはカプサイシン処理による ATF4 タンパク質の発現を阻害した

が、転写阻害剤アクチノマイシンでは阻害されなかった。以上の結果より、ATF4-CHOP 経路

の活性化はカプサイシンによる PEL 増殖抑制のメカニズムの一つと考えられる。 

 

総括 

本研究により、カプサイシンが PEL 細胞の増殖を抑制し、その作用機序は KSHV 感染によ

り活性化される ERK と p38 MAPK シグナルの抑制および IL-6 発現低下であることが明らか

となった。さらに、カプサイシン処理は ATF4 翻訳を促進し、アポトーシス促進性転写因子

CHOP の発現を誘導することが明らかとなった。 



以上の結果から、カプサイシンは KSHV 感染が脱制御する細胞内シグナルを是正し、また

ストレス応答を惹起することで PEL 細胞特異的な増殖抑制効果を示すと考えらえる。本研究

によりカプサイシンが持つ PEL 増殖抑制機構の一端が明らかとなった。 

 

 

本論文は以下の報告の内容を総括したものである。なお、図の転載については出版社より許

可済みである。 

 

１. Moriguchi M, Watanabe T, Kadota A, Fujimuro M. Capsaicin induces apoptosis in KSHV-positive 

primary effusion lymphoma by suppressing ERK and p38 MAPK signaling and IL-6 expression. Front. 

Oncol. 2019, 9, 83, doi: 10.3389/fonc.2019.00083. 

２. Moriguchi M, Watanabe 

 

 

 T, Fujimuro M. Capsaicin induces ATF4 translation with upregulation of CHOP, GADD34 and 

PUMA. Biol. Pharm. Bull. 2019, 42, 1428-1432 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



目次 

略語 

試薬と社名 

序論           1  

第 1 章 

カプサイシンによる PEL 増殖阻害と ERK および p38 MAPK シグナルの抑制  5  

1-1. はじめに          5  

1-2. 材料と方法          7  

1-2-1.試薬調整          8 

1-2-2. 細胞培養         8 

1-2-3.細胞増殖アッセイ        8  

1-2-4. 軟寒天コロニー形成アッセイ       8 

1-2-5. 細胞内 Ca
2+量変化の測定       9 

1-2-6. ウェスタンブロット解析       9  

1-2-7. 細胞分画         11  

1-2-8. Total RNA 抽出と逆転写反応      12  

1-2-9. リアルタイム PCR 法       12 

1-2-10. Real-time PCR 法を用いたウイルス量の定量     13 

1-2-11. 動物実験         13 

1-2-12. 蛍光抗体染色による KSHV タンパク質の検出     13 

1-2-13. 統計処理         14 

1-2-14. CC50値の算出法         14 

1-3. 結果          15  

1-3-1.カプサイシンによる PEL 細胞の増殖阻害      15  

1-3-2. B リンパ腫の TRPV1 発現状態とカプサイシン処理による細胞内 Ca
2+量の解析 18 

1-3-3. カプサイシンによる ERK リン酸化の抑制     21 

1-3-4.カプサイシンによる p38 MAPK リン酸化の抑制     23 

1-3-5.カプサイシンによる IL-6 の発現抑制      25 

1-3-6 カプサイシン処理が KSHV 溶解感染期におよぼす影響    29 

1-4. 考察          30 

1-5.小括          36 

第 2 章  

カプサイシンによる ATF4-CHOP 経路の活性化      37 

2-1. はじめに          37 

2-2. 材料と方法          38  

2-2-1. 試薬調整と抗体        38  

2-2-2. 細胞の継代          38  



2-2-3. ウェスタンブロット解析         39  

2-2-4. カスパーゼのタンパク質切断活性測定       39  

2-2-5. RT-PCR 法による遺伝子発現解析         39 

2-2-6. 培養細胞への遺伝子導入 (トランスフェクション)       40  

2-2-7. レポーターアッセイ         40 

2-2-8. プラスミド           42 

2-2-9.プラスミド精製           42 

2-2-10. 統計処理           42 

2-3. 結果            43 

2-3-1. カプサイシン処理による PEL 細胞のアポトーシス誘導     43  

2-3-2. カプサイシン処理による CHOP 発現上昇         45 

2-3-3. カプサイシン処理による ATF4 翻訳促進       45 

2-3-4. カプサイシン処理によるアポトーシス誘導性 Bcl ファミリーの PUMA 発現増加  49 

2-3-5. カプサイシン処理の小胞体ストレス応答への影響      49 

2-4. 考察            52 

2-5. 小括            55 

総括             56 

謝辞             57  

引用文献           58  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



略語 

AIDS  acquired immunodeficiency syndrome 

ANOVA  Analyses of variance 

ATP  Adenosine 5’-triphosphate 

ATF  Activating transcription factor 

ART  antiretroviral therapy 

BD  BD Biosciences 

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

Bip  Ig binding protein 

CHOP  CCAAT/enhancer-binding protein homologues protein 

CHX  Cycloheximide 

CMV  cytomegalovirus 

CST  Cell Signaling Technology 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO  Dimethylsulfoxide 

DNase  Deoxy ribonuclease 

dNTP  Deoxyribonucleoside 5’-triphosphate 

DTT  Ditiothreitol 

EBV  Epstein-Barr virus   

ECL  Enhanced chemiluminescence 

EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 

eIF2  Eukaryotic Initiation Factor 2 

ER  Endoplasmic Reticulum 

ERK  Extracellular signal regulated kinase  

FBS  Fetal Bovine Serum 

FLIP  FLICE-Inhibitory Protein  

GPCR  G-protein-coupled receptor 

GRP  Glucose regulated protein 

HBSS  Hank's Balanced Salt Solution 

HHV  Human herpesvirus 

HRP  horseradish peroxidase 

HSV  Herpes simplex virus 

IgG  Immunoglobulin G 

IB Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha 

IKK  IB kinase 

IL  interleukin 

KS  Kaposi’s sarcoma 

KSHV  Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus 



LANA  The latency-associated nuclear antigen 

MAPK  mitogen-activated protein kinase 

2-ME  2-mercaptoethanol 

NF-B  Nuclear factor-kappa B 

ONPG  Ortho-Nitrophenyl--galactoside 

ORF  Open reading frame 

PAGE  Polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS  Phosphate-buffered saline 

PBS-T  0.1% Tween20-PBS 

PEL  Primary effusion lymphoma 

PCR  Polymerase chain reaction 

PMSF  Phenylmethylsulfonyl fluoride 

RT  Reverse transcription 

NaB  Sodium butyrate 

SC  SANTA CRUZ BIOTHECHNOLOGY 

SDS  Sodium dodecyl sulfate 

STAT  signal transducer and activator of transcription 

Tg  Thapsigargin 

TPA  12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate 

Tris  Trishydroxymethylaminomethane 

TRPV1  Transient receptor potential V1 

UPR  Unfolded protein response 

VEGF  endothelial growth factor 

XBP1  X-box binding protein 1 

 

試薬                                               社名  

Ampicillin                                         ナカライテスク  

Anti-mouse antibody HRP                          GE ヘルスケア 

APS                                               ナカライテスク  

BES                                               同仁化学研究所  

CaCl2                                               ナカライテスク  

Can Get Signal® Immunoreaction Enhancer Solution   東洋紡 

Caspase GloTM Reagent     Promega 

Cycloheximide                                       富士フィルム和光純薬  

DMEM                                              ナカライテスク  

DMSO                                              富士フィルム和光純薬  

EDTA                                               ナカライテスク  

Fura-2 AM Calcium Kit     Dojindo 



HBSS (+) without Phenol Red    富士フィルム和光純薬 

HCl                                                  富士フィルム和光純薬  

Histopaque®-1083     Sigma-Aldrich 

LB 培地                                          ナカライテスク  

NaCl                                              ナカライテスク             

NaOH                                            ナカライテスク 

Pepstatin                                           ナカライテスク  

PMSF                                             ナカライテスク  

PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit             Invitrogen  

QIAamp DNA Blood Mini Kit                       QIAGEN  

RNase                                             ナカライテスク  

RPMI1640                                         ナカライテスク  

SDS                                              ナカライテスク  

TEMED                                          ナカライテスク  

Tris                                              ナカライテスク  

Triton X-100      ナカライテスク 

Trypsin                                              ナカライテスク  

Tween-20                                             ナカライテスク  

アクチノマイシン     ナカライテスク 

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  

エチジウムブロマイド                                 ナカライテスク  

カプサイシン      富士フィルム和光純薬 

クロロホルム                                   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  

制限酵素類                                     タカラバイオ  

ニトロセルロース膜                              富士フィルム和光純薬  

メタノール                                    富士フィルム和光純薬  

2-メルカプトエタノール                          富士フィルム和光純薬



1 

 

序論 

2019 年の HIV 感染者は世界中で 3800 万人にのぼり 1)、我が国でも 1400 人の感染者が報告

されている 2)。エイズ関連死は 2005 年の 170 万人から 70 万人と減少傾向にあり 1)、抗レトロ

ウイルス療法 (ART)によりエイズ発症を防ぐことで HIV との共存が可能となりつつある。一

方で、HIV 感染症の根治療法は未だ確立されておらず、世界経済悪化による薬価高騰 1)や災

害など不測の事態による ART 中断のリスク 3)も存在することから、エイズ関連死を防ぐため

にはエイズ関連疾患の病態解明や治療薬開発を継続しなければならない。 

 

 

Table.1 世界のエイズ感染者の年次推移 1)
 

 

 

 

原発性体腔液性リンパ腫 (Primary effusion lymphoma; PEL)はエイズ発症に伴う大細胞型 B

細胞性腫瘍で、滲出液中に存在する 4,5)。エイズ関連リンパ腫の数％を占める稀な疾患である

が、無治療の生存期間の中央値は数ヶ月と急激な臨床経過をたどる 6)。呼吸困難や腹部膨満

など胸水や腹水、心嚢水の貯留による症状を呈し、発症部位は胸水が多く、腫瘍細胞は原発

した体腔に局在することが多い 6)。また、発症者の約半数は血管内皮腫であるカポジ肉腫 (KS)

との合併症が見られる 6)。CD45 陽性であるが CD19、CD79a などの汎 B 細胞マーカーや細胞

表面と細胞質の免疫グロブリンは陰性であり、CD20 も陰性であることが多い 6)。標準治療と

してシクロフォスファミド、ドキソルビシン、ビンクリスチン、プレドニゾロンを併用する

CHOP 療法 7, 8)、あるいは CD20 陽性の場合はリツキシマブを組み合わせた R-CHOP 療法が行

われている 9)。しかし、その 1 年生存率は約 40％と予後が悪く 8)、新規 PEL 治療薬の開発が

求められている。そこで、本研究では新規 PEL 治療薬の探索を目的として研究を行った。 

PEL はカポジ肉腫関連ヘルペスウイルス (Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus; KSHV)感

染により引き起こされる。KSHV はエイズに合併した KS から発見されたヒトヘルペスウイ

 2000 2005 2010 2015 

HIV 陽性者 2400 万人 2730 万人 3070 万人 3490 万人 

HIV 新規感染者 270 万人 240 万人 210 万人 190 万人 

エイズによる死亡 140 万人 170 万人 110 万人 83 万人 

ART を受けている人 59 万人 200 万人 780 万人 1720 万人 

 2016 2017 2018 2019 

HIV 陽性者 3570 万人 3650 万人 3730 万人 3800 万人 

HIV 新規感染者 180 万人 180 万人 170 万人 170 万人 

エイズによる死亡 80 万人 76 万人 73 万人 69 万人 

ART を受けている人 1930 万人 2150 万人 2310 万人 2540 万人 
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ルスである 10)。8 番目に見つかったヒトヘルペスウイルスということで、8 型ヒトヘルペスウ

イルス (Human herpesvirus-8; HHV8)とも呼ばれる。ヒトヘルペスウイルスの名称と分類を

Table 2 に示す 11)。KSHV はバーキットリンパ腫の原因ウイルス EBV と同様に-ヘルペスウイ

ルス亜科に属する 2 本鎖 DNA ウイルスである。単純ヘルペスウイルスなど他のヘルペスウイ

ルスについては日本人ではほとんどの健常成人が既感染であるのに対し、KSHV の健常者へ

の既感染割合はアフリカ諸国で 40-50％、我が国では 5％以下と地域によって大きく異なる 11）。 

 

 

 

Table.2 ヒトヘルペスウイルスの名称と分類 11) 

 

 

 

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潜伏感染期に

移行し、Latency-associated nuclear antigen (LANA)を介して KSHV ゲノムと宿主ゲノムをつな

ぎとめることで細胞分裂時に娘細胞へ KSHV ゲノムを分配する 12)。そして、数十年あるいは

型 亜

科 

和名 英文名 (略語) 関連疾患 日本の 

陽性率 

(健常者) 

1  単純ヘルペスウイルス-1 Herpes simplex virus-1 

(HSV-1) 

口唇ヘルペスなど 30-80% 

2  単純ヘルペスウイルス-2 Herpes simplex virus-2 

 

性器ヘルペスなど 30-80% 

3  水痘・帯状疱疹ウイルス Varicella-zostor virus 

 

水痘、帯状疱疹 >95% 

4  エプスタイン・ 

バーウイルス 

Epstein-Barr virus 

 

バーキットリンパ腫、

胃癌など 

>95% 

5  サイトメガロウイルス Cytomegarovirus 

(CMV) 

肺炎、結膜炎、副腎炎、

消化性潰瘍など 

>90-70% 

6  ヒトヘルペスウイルス-6 Human herpesvirus-6 

(HHV-6) 

突発性発疹 >95% 

7  ヒトヘルペスウイルス-7 Human herpesvirus-7 

(HHV-7) 

突発性発疹 >95% 

8  ヒトヘルペスウイルス-8 

もしくは 

カポジ肉腫関連 

ヘルペスウイルス 

Human herpesvirus-8 

(HHV-8) 

Kaposi’s 

sarcoma-associated 

herpesvirus (KSHV) 

KS 

PEL 

キャッスルマン病 

<5% 
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生涯に渡って宿主細胞に KSHV ゲノムを保持させる。そして、宿主がエイズ発症や臓器移植

に伴う免疫抑制剤の使用により免疫不全状態に陥ると PEL や KS、リンパ増殖性疾患のキャ

ッスルマン病といった疾患を引き起こす。KSHV は全長約 170kpb の遺伝子を持ち、約 90 の

Open reading flame (ORF)を持つ (Figure 1)
13)。KSHV は DNA 合成やカプシド、スパイクタン

パク質といった構造タンパク質などウイルス産生に必要な遺伝子に加え、細胞増殖、アポト

ーシス、免疫シグナルに関与するヒト遺伝子のホモログを有している。KSHV はヒト B 細胞

に潜伏感染し、LANA
14)や viral FADD-like interleukin-1-beta-converting enzyme/ 

caspase-8-inhibitory protein (vFLIP)、vCyclin、K12 など少数のウイルスタンパク質を発現し 15-17)
  

Wnt や JAK-STAT、NF-B、Akt
,、ERK、p38 MAPK シグナルなどの活性化 18-27)

 や interelukin-6 

(IL-6)、IL-10、vascular endothelial growth factor (VEGF)などサイトカイン産生の亢進 23, 26, 28-30)
 に

より宿主細胞の生存と増殖を促進させる (Figure 2)。 

また、がん抑制因子ｐ53の機能抑制 31, 32)やアポトーシス抑制 15, 33)により細胞を不死化させる。 

 

 

Figure 1 KSHV のゲノム情報 

各 ORF の配向性は矢印の方向で示されている。リスザルヘルペスウイルスのホモログ ORF はダー

クブルー、ホモログでない ORF はライトブルーで着色されている。kb マーカー下の数字が割り当てら

れた部位はヘルペスウイルスにおいて保存された領域で、アルファベットが割り当てられた部位は保

存されていない領域を示している。その下の赤いバーは配列決定時に用いられたベクターを示してい

る。 

図は、Russo J.J., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, 1996, 93.の Fig. 1 を引用した 13)。 
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潜伏感染期の KSHV は少数のウイルスタンパク質のみを発現するが 34)、溶解感染期に移行

するとウイルス性転写因子 RTA
35-37)や K-bZIP

37-39)を発現させ、ゲノム複製や viral IL-6 

(vIL-6)
37, 40, 41)、viral G protein-coupled receptor (vGPCR)

37, 42)など溶解感染期遺伝子の発現を開始

させる。 

本研究のテーマである新規 PEL 治療薬探索にあたって、植物由来化合物に着目した。その

理由は、近年植物から多彩な薬理作用を持つ低分子化合物が見出されており、植物由来化合

物をリード化合物とした抗腫瘍薬開発も活発に行われているためである。新規 PEL 治療薬の

候補として選定した 21 種類の植物由来化合物のうち唐辛子の辛味成分カプサイシンがユニ

ークな薬理作用を示すことを見出した。そこで、本研究ではカプサイシンによる PEL 細胞の

増殖抑制効果とその作用機序の解析を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 KSHV の生活環と PEL 発症機構 
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第 1 章 カプサイシンによる PEL 増殖阻害と ERK および p38 MAPK シ

グナルの抑制 

1-1. はじめに 

新規 PEL 治療薬の探索にあたって、本研究では植物由来低分子化合物に着目した。その理

由は、近年植物由来の低分子化合物が多彩な薬理作用を示すことが報告されており、DNA ト

ポイソメラーゼⅠ阻害薬イリノテカン 43)や DNA トポイソメラーゼⅡ阻害薬エトポシド 44)、

微小管重合阻害薬ビンクリスチン 45)、微小管脱重合阻害薬パクリタキセル 46)など、植物由来

化合物を基にして多様な薬理作用をもつ抗腫瘍薬が開発されているためである。新規 PEL 治

療薬の候補化合物を選ぶにあたって、植物由来化合物の中でも KSHV と同じヘルペスウイル

ス属である HSV や EBV の阻害効果、KSHV 感染により活性化され PEL 増殖を促進する Wnt

や JAK-STAT、NF-B、Akt、MAPK シグナル阻害効果が報告されている化合物 21 種類を検討

した (Table 3)。その中で唐辛子の辛味成分であるカプサイシンがユニークな薬理作用を示す

ことを見出したため、本研究ではカプサイシンに焦点を当てた。 
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Table. 3 新規 PEL 治療薬の候補として検討した化合物 

 

 

 

 

 

 

 

 

主な含有植物 化合物名 先行研究により報告されている作用 

ダイズ 

ダイゼイン NF-B シグナル抑制 52)
 

ダイジン 
ダイズ胚軸抽出物による 

EBV 溶解感染移行阻害 53)
 

ゲニステイン 
HSV-1 ウイルス産生抑制 

NF-B シグナル抑制 52. 54. 55)
 

緑茶 

(-) -エピガロカテキン 没食子酸エピガロカテキンによる 

(-) -エピカテキン HSV-1 不活化作用 56)と 

(-) -没食子酸エピカテキン EBV 溶解感染移行阻害 57)
 

コーヒー 

クロロゲン酸 NF-B、MAPK シグナル抑制 58)
 

カフェイン酸 HSV-1 ウイルス産生抑制 59)
 

ニコチン酸 (ビタミン B3) 
ニコチン酸を含む栄養剤摂取による 

唾液中 HHV-6 と HHV-7 数減少 60)
 

ローズマリー 

カルノソール NF-B シグナル阻害 61)
 

カルノシン酸 
NF-B シグナル抑制 62) 

Akt シグナル抑制 63)
 

ロスマリン酸 NF-B シグナル抑制 64)
 

タバコ 

ノルニコチン 

タバコ水抽出物による HSV-1 増殖抑制 65)
 ミオスミン 

トリゴネリン 

五味子 
シザンドリン 

NF-B シグナル抑制 66)
 

JAK-STAT シグナル抑制 66)
 

ゴミシン NF-B シグナル抑制 67)
 

唐辛子 カプサイシン 

NF-B シグナル抑制 51)
 

JAK-STAT シグナル抑制 50)
 

Wnt シグナル抑制 50)
 

ジャスミン メチルジャスモン酸 MAPKK リン酸化抑制 68)
 

タマネギ ケルセチン NF-B シグナル抑制 69, 70) 

レモンバーム p -クマル酸 レモンバーム水抽出物によるHSV吸着抑制 71, 72)
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カプサイシンは唐辛子 (Capsicum annuum L.)などトウガラシ属の果実に多く見られるアル

カロイドである。カプサイシンの構造を Figure 3 に示す。カプサイシンは感覚神経に存在す

る6回膜貫通型陽イオンチャネルのTransient receptor potential (TRP) V1を活性化することで辛

味や痛みを伝達することが知られている 47)。一方で、カプサイシンは知覚神経を脱感作する

ことで神経障害性疼痛の緩和に用いられている 48, 49)。また、カプサイシンは TRPV1 活性化作

用に加え、Wnt
50)や JAK-STAT

50)、NF-B
51)シグナルの抑制など様々な細胞内シグナル調節作

用が報告されている。本章ではカプサイシンの PEL 増殖抑制果およびその作用機序について

解析を行った。 

 

 

 

 

Figure 3 カプサイシンの構造 

 

   

1-2. 材料と方法 

1-2-1. 試薬調整 

カプサイシンと U0126、SB203580 は DMSO に溶解し、-20℃で保存した。 

 

抗体は以下に示す 

Anti--Actin mouse monoclonal antibody     ×4000 SC  

Anti--Catenin mouse monoclonal antibody     ×1000 BD 

Anti-Bip/GRP78 mouse monoclonal antibody     ×5000 BD 

Anti-HSP90 mouse monoclonal antibody     ×1000  BD 

Anti-IL-6 mouse monoclonal antibody     ×1000  BD 

Anti-IB mouse monoclonal antibody     ×1000 BD 

Tyr705-phospho-STAT3 rabbit polyclonal antibody      ×1000 CST 

Anti-stat3 mouse monoclonal antibody     ×1000 BD 

Ser217/221-phospho-MEK1/2      ×1000 CST 

Anti-LANA rabbit polyclonal antibody  ×500 当研究室の藤室雅弘教授が作製 

Anti-Phospho-p38 (Thr180/Tyr182) mouse monoclonal antibody   ×500 BD 

Anti-p38 mouse monoclonal antibody      ×500 BD 

Anti-Phospho-Erk1/2 (Thr202/Tyr204) mouse monoclonal antibody  ×500 CST  

Anti-Erk1/2 mouse monoclonal antibody     ×1000 BD 

Anti-Histone H2A rabbit polyclonal antibody     ×1000 CST 
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Ser380-phospho-p90RSK              ×500 CST 

HRP conjugate anti-mouse IgG     ×5000 GE Healthcare 

HRP conjugate anti-rabbit IgG     ×5000 GE Healthcare 

 

 

1-2-2. 細胞培養 

下記の B 細胞性リンパ腫株 (浮遊細胞) は、10% FBS (fetal bovine serum) 含有 RPMI1640 培

地を用いて、CO2 インキュベーター (37℃、5% CO2) 内で培養した。継代時はピペッティン

グにより懸濁し、5-10％を新たな培地に懸濁した。 

 

KSHV 感染、EBV 非感染 PEL 細胞: BCBL1、BC3 および JSC1 

KSHV 感染、EBV 感染 PEL 細胞: BC2 および HBL6 

EBV 感染 B 細胞性リンパ腫: Raji 

ウイルス非感染 B 細胞性リンパ腫: Ramos および DG75 

 

マウス末梢血単核球 (PBMC)は ddY マウスより採取した。麻酔下のマウス四肢を固定して

胸部を切開し、ヘパリン溶液で濡らした G29 針付きシリンジを用いて心臓より全血を採取し

た。採取した血液をヒストパック-1083 にて遠心分離し、得られた PBMC 画分を PBS で 2 回

洗浄して直ちに実験に用いた。培地は 30 %FBS と 100 U/mL のペニシリン、100 μg/mL のスト

レプトマイシン含有 RPMI1640 培地を用いた。 

 

 

1-2-3. 細胞増殖アッセイ 

4×10
4
 cells/50 L/well となるよう細胞を 96 well-plate に播種し、2 時間後に各濃度の化合物

溶液を 50 L /wellの培地に希釈して加え、37℃、24時間CO2インキュベーター内で培養した。

培養後、水溶性 tetrazolium 塩 WST-8 を発色試薬として用いた生存細胞数測定試薬 (ナカライ

テスク)を 10 L 添加、混合し、450 nm (参照波長 620 nm) における吸光度を測定することで、

生細胞数を評価した。溶媒処理細胞の生存率を 100％として薬物処理時の生存率を算出した。 

 

 

1-2-4. 軟寒天コロニー形成アッセイ 

10%寒天溶液をオートクレーブにより溶解し、20%FBS 含有 RPMI1640 培地で 1%に希釈し

て 55℃で保温した。12 well-palate に下層として 0.5%寒天と各濃度の化合物を含む培地を流し

入れ、固まるまで室温で静置した。さらに上層として 0.35%寒天と各濃度の化合物を含む培

地に 5x10
3
 cells/well の BCBL1 細胞を懸濁して流し入れ、熱ショックを和らげるため 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。1 週間後、黒色下敷き上に

plate を置き、立体顕微鏡 (Olympus SZ61)で撮影して 1 視野当りのコロニー数を計測した。 
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1-2-5. 細胞内 Ca
2+量変化の測定 

細胞内 Ca
2+量変化の測定は Ca

2指示薬 Fura-2 AM を用いて行った。Fura-2 AM はカルシウ

ム指示薬である Fura-2 のエステル体であり、細胞内のエラスターゼによりエステル基が除か

れることで細胞外へ Fura-2 が漏れ出しにくくなる。エステル結合は血清中のエラスターゼ に

より分解される恐れがあるため、5x 10
4
 cells/wellの細胞をCa

2+含有Hank’s balanced salt solution 

(HBSS)で洗浄して用いた。洗浄後の細胞を 5 M の Fura-2 AM と 0.05%の Pluronic F-127 含有

HBSS で 30 分処理した。Fura-2 AM 懸濁液の粒子径が大きいと細胞への取り込みが低下する。

Pluronic F-127 などの界面活性剤を添加することで Fura-2 AM の粒子径が小さくなり細胞への

取り込みが改善するため、本研究では Pluronic F-127 を添加した。Fura-2 AM で処理した後、

細胞に取り込まれていないFura-2 AM を除くためにHBSSで洗浄して新たなHBSSに懸濁し、

150 M のカプサイシン添加後ただちに測定を行った。Fura2 は Ca
2+と結合すると励起光の波

長が 380 nm から 340 nm へシフトし、励起光 380 nm の蛍光が低下する。そのため、励起光

340 nm/ 蛍光 510 nmおよび励起光 380 nm/ 蛍光 510 nmをマルチプレートリーダーで測定し、

510nm の蛍光(励起光 340 nm/励起光 380 nm)で細胞内 Ca
2+量変化を算出した。 

 

 

1-2-6. ウェスタンブロット解析 

a) サンプル調製 

10 cm ディッシュに播種した細胞をピペッティングにより懸濁して 15 mL ファルコンチ

ューブに回収した。回収した細胞を x300 g で 5 分遠心し、細胞ペレットを PBS で 1 回 洗

浄 した。 洗浄した細胞ペレットをそのまま溶解するとタンパク質の抽出効率が悪くなる

ため、ボルテックスミキサーにより細胞ペレットを崩してから 4xSDS サンプルバッファー

(0.5 mM フッ化 Na と 0.5 mM -glycerophosphate、0.1 mM PMSF を含む) を処理し細胞を溶

解させ 15 秒間超音波処理した。2~5% β-メルカプトエタノールをセルライセートに加え、

その後 95℃で 5 分間煮沸しウェスタンブロット用サンプルとし、使用するまで-20℃で保

存した。 

b) ウェスタンブロット法 

抽出した細胞溶解液を 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 40~50 mA の定電流で SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gelelectrophoresis) を行な

った。SDS-PAGE し終えたゲルをウェット方式 (80 V の定電流) で 2~3 時間ニトロセルロ

ース膜へ転写した。転写されたニトロセルロース膜を 5% スキムミルク含有 PBST で 30 

分間振盪させることでブロッキングした後、PBS-T に希釈した 1 次抗体とニトロセルロー

ス膜を室温で 1~2 時間または 4℃で 15〜18 時間反応させた。その後その膜を 0.1% 

Tween-20 含有 PBS (PBS-T) で 30 分間洗浄し、HRP 結合 2 次抗体溶液をニトロセルロ

ース膜に浸し室温で 1 時間反応させた。その膜を再び PBS-T で 1 時間以上洗浄した。最

後にニトロセルロース膜を ECL (Enhanced chemiluminescence) 溶液処理することで化学発

光させ X 線フィルムに最大 30 分間感光させた。反応が悪い時には  Can Get Signal® 

Immunoreaction Enhancer Solution を用いて抗体を希釈した。ポリアクリルアミドゲル、SDS 
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泳動バッファー、トランスファーバッファー、PBS、PBS-T の組成は以下に記す。バンド定

量は ImageJ software を用いて解析した。 

 

 

<6-15%ポリアクリルアミドゲル> 

Running gel 

30 % アクリルアミド 2-5 mL 

1.5 M Tris/HCl （pH8.8） 2.5 mL 

Mili Q 2.32-5.32mL 

10 % SDS 100 µL 

APS 50 µL               

Total 10 mL 

 

 

Stacking gel 

30 % アクリルアミドゲル 1.66 mL 

0.5 M Tris/HCl (pH6.8) 2.5 mL 

Mili Q 5.62 mL 

10 % SDS 100 µL 

APS 50 µL               

Total 10 mL 

 

以上の組成で混ぜた後、TEMED を 30 µL ずつ running gel と stacking gel に加えてポリア

クリルアミドゲルを作製した。 

 

<SDS 泳動バッファー> 

25 mM Tris 

192 mM グリシン 

0.1 % SDS          

 

<トランスファーバッファー> 

25 mM Tris 

192 mM グリシン 

20 % メタノール     
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<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    

 

 

1-2-7. 細胞分画 

2.5x 10
5 
cell/200 L の BC3 細胞を等張バッファーに懸濁し、29G 針付きシリンジで 5 回通し

て 2800 rpm、4℃で 10 分遠心し、回収した上清を細胞質画分 1 とした。次にペレットを低

張バッファーに懸濁して 15 分氷上で静置し、2800 rpm、4℃で 10 分遠心して回収した上清

を細胞質画分 2、沈殿物を核画分とした。等張バッファーと低張バッファーの組成を以下に

示す。 

 

 

<等張バッファー> 

250 mM Sucrose 

1 mM EDTA 

20 mM HEPES 

0.25 mM PMSF 

1 M pepstatin A     

 

 

<低張バッファー> 

20mM HEPES (pH 7.8) 

3mM MgCl
2 

10mM NaCl 

0.5% NP-40 

0.25 mM PMSF  

1 M pepstatin A     
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1-2-8. Total RNA 抽出と逆転写反応 

細胞からの 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 L  

と chloroform 100 L に溶解し、15000 rpm、 4℃、 15 分間遠心した。回収した上清 160 L

に 2-propanol 400 L 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 ペレットを氷冷した 70% ehtanol で洗浄し、乾燥させた後滅菌水に溶解した。

予想される mRNA 発現量を考慮して 40-400ng の RNA を鋳型に ReverTra Ace qPCR RT Kit を

用いて、37℃、 30 分間の逆転写反応を行った。反応後の cDNA 溶液に DW 20 L を加え、

PCR 反応の鋳型とした。 

 

 

逆転写反応液組成 

5×RT Buffer  2 L 

Primer Mix  0.5 L 

RT Enzyme mix  0.5 L 

Template RNA  2 L (40-400 ng) 

Distilled sterilized water 5 L       

Total   10 L 

 

 

 

1-2-9. リアルタイム PCR 法 

1-2-8 で合成した cDNA 溶液を PCR 反応の鋳型とした。Table 4 に示す各遺伝子特異的プラ

イマーセットを用いて、サンプル中の遺伝子発現量を real-time PCR 法により解析した。

Real-time PCR による定量は、THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix を用いて行い、PCR 反応条件

は 95℃、1 分間変性させた後、95℃、15 秒間の熱変性と 60 秒間の伸長を 40 サイクル行った。

伸長反応の温度はプライマーの Tm 値-5℃で行った。1 サンプルあたりの PCR 反応液組成は

以下の通りである。なお、GAPDH を内部標準として用い、各遺伝子の発現量を比較定量法に

て算出した。 

 

Real-time PCR 反応液組成 

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix 10 L 

10 M sense primer   1 L 

10 M antisense primer  1 L 

Template DNA   2 L 

Distilled sterilized water  6 L 

Total    20 L 
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Table.4 Real-time RT-PCR に用いたプライマー 

Gene Sense primer (5’-3’) Antisense primer (5’-3’) 

TRPV1 GCTCAGCCCGAGGAAGTTTATC GCGGCAGGACTCTTGAAGAC 

IL-6 GGCTGAAAAAGATGGATGCTTC TTTCTGCAGGAACTGGATCAG 

IL-10 TCCCTGTGAAAACAAGAGCAAG′ ATAGAGTCGCCACCCTGATG′ 

VEGF-A CACTGAGGAGTCCAACATCAC GGTCTGCATTCACATTTGTTGTG 

vIL-6 GGTCGGTTCACTGCTGGTATC ATGCCGGTACGGTAACAGAG 

GAPDH TGACCACAGTCCATGCCATC GGGGAGATTCAGTGTGGTGG 

ORF-50 ATAATCCGAATGCACACATCTTCCACCAC TTCGTCGGCCTCTCGGACGAAACTGA 

 

 

1-2-10. Real-time PCR 法を用いたウイルス量の定量 

1×10
6
 cells/4 mL/well で 6 well-plate に播種した BCBL1 細胞に、終濃度 3 mM の NaB と種々

の濃度に希釈した薬物を含有する培地を等量 (4 mL) 加え、37℃で培養した。培養 48時間後、

250L の培地を 1400 rpm (300×g)、2 分間遠心し、上清を 220 L 回収した。培地中に産生さ

れたウイルス粒子中の DNA を精製するため、10× DNase I buffer 22 L と DNase I 4 U をよく

混合し、37℃で 10 分インキュベートした。この反応は、操作中に破砕した細胞に由来するウ

イルス DNA (カプシドタンパク質に包まれておらず、粒子を形成していないウイルス DNA) 

を分解除去するために行った。次に、DNase を不活性化するために反応溶液を 0.5M EDTA-Na 

(pH8.0) 2 L 添加し、 75℃、10 分間加熱した後、QIAamp DNA Blood Mini kit でウイルス DNA

を精製し、滅菌水 50 L に溶解した。このサンプル中に含まれるウイルス DNA を 1-2-8 項に

より定量した。Real-time PCR による定量は、Table 3 に記す KSHV がコードする遺伝子 RTA

特異的プライマーセットを用いて行った。 

 

 

1-2-11. 動物実験 

動物実験は、京都薬科大学動物実験委員会により承認され、京都薬科大学「動物事件に関

する指針」に従って実行した。5 週齢の C.B-17 IcrHsd-Prkcd SCID マウス (オス)は清水実験材

料より購入し、輸送や環境変化によるストレスを緩和するために 1 週間飼育してから実験に

使用した。マウスを無作為に 4 匹ずつ 2 グループに分け、カプサイシン 250 M もしくは溶媒

で 6 時間前処理した BCBL1 細胞 3.5ｘ10
6個を 200 L の PBS に懸濁し、22G 注射針を用いて

マウス腹腔内に移植した。 

 

 

1-2-12. 蛍光抗体染色による KSHV タンパク質の検出 

マウス腹腔より回収した細胞をPBSに懸濁し、10穴高撥水性印刷スライドガラス上に乗せ、

余剰な懸濁液を回収した。風乾にて水分を蒸発させたのち 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。固定した細胞を常温の PBS で 2 回洗浄後、PBS 
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に懸濁した 0.25% Triton-X 100 により 10 分間室温で透過処理し、PBS で 2 回洗浄した。抗体

の非特異反応を防ぐため、PBS-T に懸濁した 1% bovine serum albumin を透過処理した細胞

に加え 30 分間室温でブロッキングした。ブロッキングした細胞を PBS で 2 回洗浄し 1 次抗

体を 1 時間室温で処理し、PBS で 2 回洗浄した。Alexa fluor 488 標識ヤギ抗ラビット抗体を

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で 3 回洗浄した後、核標識入り封入剤である Fluoro-KEEPER with DAPI を

細胞へ添加し、気泡が入らないようカバーガラスをかけて固定した。染色した細胞を蛍光顕

微鏡で観察した。 

 

 

1-2-13. 統計処理 

2 群間の比較は Student の t 検定 (両側検定)を用いて統計解析を実行した。3 群以上の比

較は分散分析法として ANOVA を用い、検定には Dunnet 検定を用いて統計解析を実行し

た。統計解析ソフトは GraphPad Prism7 を使用した。得られた実験結果は平均値±標準偏

差で表示した。危険値 5％以下を有意差有りとした。 

 

 

1-2-14. CC50値の算出法 

CC50 (50% cytotoxic concentration of cell viability) 値は、cell viability (細胞生存率)を 50%まで

減少させる化合物の濃度である。CC50値は、cell viability が 50%より大きい化合物濃度 (以下、

A)、cell viability が 50%より小さい化合物濃度 (以下、B)、およびそれら化合物濃度における

cell viability 値 (以下、C および D) を用いて、以下の計算式より算出した。 

 

 

A および B: cell viability 50%を挟む化合物濃度 

化合物濃度は A > B とする。 

C: B での cell viability 

D: A での cell viability 

 

E = (LOG (A/B) (50－C)/(D－C) + LOG (B)) 

CC50 =10
E 
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1-3. 結果 

1-3-1. カプサイシンによる PEL 細胞の増殖阻害 

 カプサイシンが PEL細胞の増殖を阻害するか調べるため、KSHV感染 PEL細胞株 (BCBL1、

BC2、BC3、HBL6、JSC1)および比較対象として KSHV 非感染 B リンパ細胞株 (Ramos、Raji、

DG75)を用いて実験を行った。各 B リンパ腫細胞を種々の濃度のカプサイシンを含む培地中

で24時間培養した後、生細胞数を測定した。その結果をFigure 4Aに示す。JSC1細胞は50 M、

BCBL1 と HBL6 細胞は 100M、BC2 と BC3 細胞は 150M のカプサイシン処理により、溶

媒処理時と比較して有意に細胞生存率が低下した (BCBL1 p=0.0008, BC2 p=0.0001, BC3 

p<0.0001, HBL6 p<0.0001, JSC1 p<0.0001)。200M以下の濃度ではKSHV非感染細胞株Ramos、

DG75、Raji では有意な細胞生存率の低下は見られなかった。一方で、200 M 以上のカプサ

イシン処理はKSHV非感染細胞と PEL細胞のいずれも溶媒処理時と比較して細胞生存率を有

意に低下させた。各 B リンパ腫の 24 時間後生存率におけるカプサイシンの CC50は、KSHV

非感染 B リンパ腫の Ramos 細胞が 182.6M、DG75 細胞が 207.6M、Raji1 細胞が 82.6M、

KSHV 感染細胞の BCBL1 細胞が 147.6M、BC2 細胞が 150.6M、BC3 細胞が 114.2M、HBL6

細胞が 116.4M、JSC1 細胞が 90.3M であった (Table 5)。本研究で比較対象として用いた

KSHV 非感染 B リンパ腫は腫瘍細胞である。そこで、カプサイシンが正常細胞の生存率に影

響をおよぼすか否か解析することを目的として ddY マウスから採取した末梢血単核球細胞 

(PBMC)をカプサイシンで処理し、24 時間後に細胞生存率を測定した。その結果、カプサイシ

ンはマウス PBMC の生存率にはほとんど影響しなかった (Figure 4B)。次に、カプサイシン処

理が PEL 細胞の足場非依存的な増殖におよぼす影響を調べた。軟寒天コロニー形成アッセイ

により BCBL1 細胞を各濃度のカプサイシンで 1 週間処理した結果、120 M 以上のカプサイ

シン処理は溶媒処理時と比較して BCBL1 細胞のコロニー形成を抑制した  (120-180 M, 

p<0.0001, Figure 4C, D)。 

 

 

Table.5 カプサイシン処理による B リンパ腫細胞の CC50 

 Ramos DG75 Raji BCBL1 BC2 BC3 HBL6 JSC1 

CC50 (M) 182.6 207.6 182.6 147.6 150.6 114.2 116.4 90.3 

表は、Front. Oncol. 2019,19, 83 の Table.2 を一部改変して引用した。 
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Figure 4 カプサイシンによる PEL 細胞の増殖抑制効果 

A) PEL 細胞(BCBL1 と BC2、BC3、HBL6、JSC1)および KSHV 非感染細胞(Ramos と DG75、Raji)を各

濃度のカプサイシンで処理し、24 時間後に細胞生存率を測定して溶媒処理時の細胞生存率を 100%

とした。棒グラフは平均値±SD で表している。**は p<0.001、***は p<0.0001 を表しており、溶媒

処理した値と比較した。 

B) マウス PBMC を各濃度のカプサイシンで処理し、24 時間後に細胞生存率を測定した。 

C, D) BCBL1 細胞を用いて各濃度のカプサイシンを用いて軟寒天コロニー形成アッセイを行った。C) 

は 1 視野当りのコロニー数である。***は p<0.0001 を表しており、溶媒処理した値と比較した。D) は

コロニーの顕微鏡写真である。 

図は、Front. Oncol. 2019,19, 83.の Fig.1 を一部改変して引用した。 
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カプサイシンは PEL 細胞の増殖を有意に抑制したため、カプサイシンの PEL 細胞増殖抑制

効果について個体レベルで解析した。しかし、マウス腹腔へのカプサイシン投与は局所刺激

性が強く困難であったため、予め 250 M のカプサイシンもしくは溶媒で 6 時間処理した

BCBL1 細胞をマウスに移植し、21 日後に腹腔内腫瘍量を測定した (Figure 5)。Table 5 より PEL

細胞は 90.3-150.6 M のカプサイシン処理時に未処理時と比較して生存率が 50%と大きく低

下した。細胞生存率が大きく低下する条件下では細胞増殖抑制だけでなく細胞死も起きてい

ると推察される。KSHV 感染細胞と比較して PEL 細胞の生存率が低下するカプサイシンの濃

度はおおよそ 100-150 M の範囲であり、この濃度のカプサイシンで 24 時間処理した場合は

マウス腹腔への移植前に PEL 細胞が死滅する可能性が高い。そこで、移植前に PEL 細胞死が

生じることを避けるため、CC50より高濃度のカプサイシンで PEL 細胞を短時間処理した後に

マウス腹腔へ移植した。マウスの腹腔にカプサイシン処理した細胞を移植した結果、カプサ

イシン未処理の BCBL1 細胞を移植したマウスでは腹部膨張が観察され、カプサイシン処理で

は腹部膨張は観察されなかった (Figure 5A)。また、カプサイシン処理は溶媒処理と比較して

マウス体重増加を抑制した (p=0.0003, Figure 5B)。また、カプサイシン処理は 21 日後の腹腔

内腫瘍量を有意に抑制した (Figure 5C)。腹腔内から回収した腫瘍が KSHV 感染細胞であるこ

とを確認するため、KSHV タンパク質の LANA に対する免疫染色を行った。その結果、回収

した腫瘍は LANA 陽性、すなわち KSHV 感染細胞であった (Figure 5D)。 
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Figure 5 カプサイシン処理による生体内での PEL 細胞増殖抑制 

250 M のカプサイシンもしくは溶媒で 6 時間処理した BCBL1 細胞を SCID マウスの腹腔に移植し、

21 日後にマウス腹腔内の腫瘍を測定した。 

A) 溶媒処理もしくはカプサイシン処理細胞を移植し 21 日後のマウスの外観を示した。 

B) 移植日を 0 日とした時のマウス体重増加量を測定した。黒菱形、白四角はそれぞれ溶媒処理群、カ

プサイシン処理群を示している。グラフは平均値±SD で表している。 

C) 21 日後の腹腔内腫瘍を回収し、その体積を測定した。棒グラフは平均値±SD で表している。**は 

p<0.001 を表しており、溶媒処理した値と比較した。 

D) 溶媒処理群の腹腔内腫瘍について KSHV タンパク質 (LANA)に対する抗体を用いて免疫染色を行

った。 

図は、Front. Oncol. 2019,19, 83.の Fig. 7 を引用した。 
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1-3-2. B リンパ腫の TRPV1 発現とカプサイシン処理による PEL 細胞内 Ca
2+量の解析 

1-3-1 ではカプサイシン処理による PEL 細胞の増殖抑制効果が示されたため、その作用機序

の解析を試みた。カプサイシンは TRPV1 の活性化作用を持つ化合物であり、細胞への過剰な

Ca
2+流入は細胞死を引き起こすことが報告されている 73, 74)。そこで、B リンパ腫における

TRPV1 発現量をリアルタイム PCR 法により測定した (Figure 6A)。TRPV1 発現細胞として

HEK293 細胞をコントロールとして用いた。その結果、HEK293 細胞と比較して KSHV 非感

染細胞 (Ramos、Raji、BJAB)と PEL 細胞 (BCBL1、BC2、BC3、HBL6、JSC1)では TRPV1 mRNA

量が少なく、Bリンパ細胞株の中で最もTRPV1発現量が多いPEL細胞のBC2細胞でもTRPV1

発現量は HEK293 細胞の半分程度であった。また、カプサイシン処理が PEL 細胞への Ca
2+流

入を引き起こすか否か、細胞内 Ca
2+指示薬の Fura2-AM を用いて測定した (Figure 6B)。150 M

のカプサイシン処理により HEK293 細胞ではわずかな細胞内 Ca
2+量の増加が観察されたが、

KSHV 非感染細胞 (Ramos、Raji)および PEL 細胞 (BCBL1、BC3)では細胞内 Ca
2+量の増加は

観察されなかった。 
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Figure 6 B リンパ腫における TRPV1 発現量とカプサイシン処理による PEL 細胞内 Ca
2+量変化 

A) B リンパ腫における TRPV1 発現量をリアルタイム PCR 法により解析した。HEK293 は TRPV1 発現

のポジティブコントロールとして用いた。棒グラフは平均値±SD で表している。 

B) 150 M のカプサイシン処理による細胞内 Ca
2+量を Ca

2+指示薬 Fura2-AM を用いて測定した。base は

カプサイシン処理前の細胞内 Ca
2+量を示した。棒グラフは平均値±SD で表している。 
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1-3-3. カプサイシンによる ERK リン酸化の抑制 

1-3-2 より Fura-2 AM を用いた細胞内 Ca
2＋の検出系ではカプサイシン処理による B リンパ

腫細胞への Ca
2＋流入が認められなかった。一方で、1-3-1 においてカプサイシンは KSHV 非

感染細胞およびマウス PBMC と比較して PEL 細胞の増殖を抑制したことから、カプサイシン

は KSHV 感染により活性化あるいは抑制される細胞内シグナルを標的にすると推察した。そ

こで次に、KSHV 感染により活性化される Wnt や NF-B、JAK-STAT シグナル及び KSHV 感

染により抑制される小胞体ストレス応答 (UPR)に関わる分子のタンパク質発現量について、

カプサイシン処理による影響をウェスタンブロット法により解析した。150 M のカプサイシ

ンで 6、12、24 時間処理した KSHV 非感染細胞(Ramos、DG75)および PEL 細胞(BCBL1、BC3、

JSC1)のタンパク質発現量を解析した (Figure 7)。カプサイシン未処理時において、KSHV 非

感染細胞 (Ramos、DG75)と比較して PEL 細胞 (BCBL1、BC3、JSC1)では STAT3 (Y705)リン

酸化の亢進と-catenin の増加が見られた。この結果は先行研究と合致しており、PEL 細胞内

では JAK-STAT や Wnt シグナルが亢進していると考えられる。一方で、PEL 細胞では IkB

分解促進による NF-B 経路の活性化も報告されているが、本研究では NF-B や IkBの発現

量は KSHV 非感染細胞 (Ramos、DG75)と PEL 細胞 (BCBL1、BC3、JSC1)で顕著な差は見ら

れなかった。経時的カプサイシン処理では-Catenin や p65 NF-B、IB、小胞体ストレスに

より増加するBiPの発現量についてはKSHV非感染細胞(Ramos、DG75)とPEL細胞 (BCBL1、

BC3、JSC1)のいずれも顕著な増減は見られなかった。STAT3 (Y705)リン酸化については KSHV

非感染細胞 (Ramos、DG75)では検出されなかったが、PEL 細胞 (BCBL1、BC3、JSC1)では

12時間後をピークとして一過的に亢進し、24時間後では 12時間後と比較して減少に転じた。 

 

 

Figure 7 カプサイシン処理による KSHV 脱制御シグナルへの影響 

KSHV 非感染細胞 (Ramos、DG75)と PEL 細胞 (JSC1、BCBL1、BC3)を 150 M のカプサイシンで処理

し、抗リン酸化 STAT3(Y705)、STAT3、BiP、IB、p65NFB、-catenin 抗体で検出した。 

図は、Front. Oncol. 2019,19, 83.の Fig. 3B と Fig. S1A を一部改変して引用した。 
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また、KSHV 感染による恒常的な活性化が知られている MAPK シグナル関連分子について

もウェスタンブロット法で解析した。カプサイシン未処理時では KSHV 非感染細胞の Ramos、

Raji 細胞と比較して PEL 細胞の BCBL1、BC3、HBL6、JSC1 細胞では ERK リン酸化が亢進

していた。ERK1 と ERK2 は分子量に違いがあり、ERK1 は 44 kDa、ERK2 は 42 kDa である

ことから ERK1/2 ブロットの上側のバンドが ERK1、下側のバンドが ERK2 と考えられる。PEL

細胞の中でも JSC1 細胞では ERK1 と ERK2 のどちらもリン酸化が強く亢進していた。BCBL1

細胞では ERK1 リン酸化が強く亢進していた。HBL6 と BC3 細胞では ERK2 リン酸化が亢進

していた。KSHV 非感染細胞の DG75 細胞では他の非感染細胞と比較して ERK1 リン酸化が

亢進していたが、PEL 細胞の中で最もリン酸化度合いの弱い BC3 細胞と同程度であった。150 

M のカプサイシンで 6、12、24 時間処理した結果、KSHV 非感染細胞の Ramos 細胞はカプ

サイシン処理にかかわらず、ERK リン酸化が検出されなかった。Raji 細胞はカプサイシン処

理 12 時間後にわずかに ERK2 リン酸化が亢進した。KSHV 非感染細胞の DG75 細胞と PEL

細胞の BCBL1、BC3、HBL6、JSC1 細胞ではカプサイシン処理 6 時間後から ERK リン酸化抑

制が見られた。一方で、ERK の上流キナーゼである MEK のリン酸化はカプサイシン未処理

時で KSHV 非感染細胞と PEL 細胞の両方で検出され、JSC1 と Raji 細胞では特に強くリン酸

化されていた。カプサイシン処理時については、ERK リン酸化抑制が生じる処理後 6 時間の

時点で MEK リン酸化の抑制は見られなかった。 

経時的カプサイシン処理により PEL 細胞において ERK リン酸化の抑制が見られたため、

今度は PEL 細胞の BCBL1 と BC3 細胞を 40、80、120 M のカプサイシンで 24 時間処理した。

その結果 BCBL1 と BC3 細胞のどちらにおいても ERK のリン酸化が抑制された(Figure 8B)。

カプサイシン処理 0 時間において、Figure 8A と合致して BC3 細胞と比較して BCBL1 細胞で

は ERK が強くリン酸化されていた。BCBL1 細胞は 80 M、BC3 細胞は 40M から ERK リン

酸化が減少した。また、カプサイシン処理による ERK リン酸化抑制が ERK より下流のシグ

ナル伝達を抑制することを確かめるため、ERK によりリン酸化される p90RSK のリン酸化状

態を解析した。その結果、カプサイシン処理は p90RSK のリン酸化を BCBL1 と BC3 細胞の

いずれの細胞でも抑制した (Figure 8B)。 

さらに、ERK シグナル阻害が PEL 細胞の生存率低下を引き起こすことを確認するために

ERKシグナルの特異的阻害剤であるU0126をKSHV非感染細胞 (Ramos、DG75、Raji)とKSHV

感染細胞 (BCB1、BC3)に処理し、24 時間後に細胞生存率を測定した。その結果、U0126 処理

により KSHV 非感染細胞の Ramos と Raji 細胞および PEL 細胞の BCBL1 と BC3 細胞では細

胞生存率が有意に低下した (Ramos p=0.0002, Raji p=0.0002, BCBL1 p=0.001, BC3 p=0.0001)。

DG75 細胞は U0126 処理による細胞生存率の低下は見られなかった。 
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Figure 8 カプサイシン処理による ERK リン酸化の抑制 

A) KSHV 非感染細胞(Ramos、DG75、Raji)と PEL 細胞(BCBL1、BC3、HBL6、JSC1)を 150 M のカプ

サイシンで処理し、抗リン酸化 ERK1/2 (T202/Y204)、ERK1/2、リン酸化 MEK1/2 (S217/S221) MEK1、

MEk2、-actin 抗体で検出した。 

B) PEL 細胞(BCBL1、BC3)を各濃度のカプサイシンで 12 時間処理し、抗リン酸化 ERK1/2 (T202/Y204)、

ERK1/2、リン酸化 p90RSK (S380)、p90RSK、-actin 抗体で検出した。 

C) KSHV 非感染細胞(Ramos、DG75、Raji)と PEL 細胞(BCBL1、BC3)を 100 M の U0126 で 24 時間処

理し、細胞生存率を測定した。棒グラフは平均値±SD で表している。*は p<0.01、**は p<0.001 を

表しており、溶媒処理した値と比較した。 

図は、Front. Oncol. 2019,19, 83.の Fig. 3 を一部改変して引用した。 

 

 

1-3-4. カプサイシンによる p38 MAPK リン酸化の抑制 

カプサイシンが ERK リン酸化を抑制したため、ERK と同じく MAPK ファミリーに属する

p38 MAPK リン酸化がカプサイシン処理により抑制されるか否か解析を行った。150 M の

カプサイシンで 6、12、24 時間処理した KSHV 非感染細胞 (Ramos、DG75、Raji)および KSHV

感染 PEL 細胞 (BCBL1、BC2、BC3、HBL6、JSC1)を処理した。カプサイシン未処理時にお

いて、KSHV 非感染細胞と PEL 細胞のどちらでも p38 MAPK リン酸化は検出され、KSHV

非感染細胞と PEL 細胞でリン酸化状態に差はほとんど見られなかった。カプサイシン経時

処理は KSHV 非感染細胞と PEL 細胞のどちらにおいても処理後 6 時間から p38 MAPK リン
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酸化が抑制された。p38 MAPK リン酸化はカプサイシン処理により HBL6 細胞において最も

抑制された。また、40、80、120 M のカプサイシンで 24 時間処理した BCBL1 と BC3 細胞

においても p38 MAPK のリン酸化抑制が見られた (Figure 9B)。ERK シグナルと同様に p38 

MAPK シグナル抑制が PEL 細胞増殖を抑制することを確かめるため、p38 MAPK シグナル

の特異的阻害剤である SB203580 を KSHV 非感染細胞 (Ramos、DG75、Raji)と KSHV 感染細

胞 (BCB1、BC3)に処理し、24 時間後に細胞生存率を測定した。その結果、SB203580 処理に

より KSHV 非感染細胞の Ramos と Raji 細胞および PEL 細胞の BCBL1 と BC3 細胞では細胞

生存率が有意に低下した (Ramos p<0.0001, Raji p<0.0001, BCBL1 p=0.0002, BC3 p=0.0122)。

DG75 細胞は SB203580 処理による細胞生存率の低下は見られなかった。 

 

 

 

Figure 9 カプサイシン処理による p38 MAPK リン酸化の抑制 

A) KSHV 非感染細胞(Ramos、DG75、Raji)と PEL 細胞(BCBL1、BC2、BC3、HBL6、JSC1)を 150 M の

カプサイシンで処理し、抗リン酸化 p38 MAKP (T180/Y182)、p38 MAKP、-actin 抗体で検出した。 

B) PEL細胞(BCBL1、BC3)を各濃度のカプサイシンで 12時間処理し抗リン酸化 p38 MAKP (T180/Y182)、

p38 MAKP、-actin 抗体で検出した。 

C) KSHV 非感染細胞(Ramos、DG75、Raji)と PEL 細胞(BCBL1、BC3)を 100 M の SB203580 で 24 時間

処理し、細胞生存率を測定した。棒グラフは平均値±SD で表している。*は p<0.01、**は p<0.001、 

***は p<0.0001 を表しており、溶媒処理した値と比較した。 

図は、Front. Oncol. 2019,19, 83.の Fig. 4 を引用した。 
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1-3-5. カプサイシンによる IL-6 の発現抑制 

PEL 細胞では IL-6 などのサイトカイン産生が亢進しており、PEL 増殖を促進することが明

らかとなっている。また KSHV 感染時に MAPK の活性化を介して IL-6 の産生が増加するこ

とが報告されている 75)。そこで、PEL 細胞で増加する報告があるサイトカイン IL-6 と IL-10、

VEGF-Aの発現量についてKSHV非感染細胞 (Ramos、DG75、Raji)とPEL細胞 (BCBL1、BC2、

BC3、HBL6、JSC1)における発現量を RT-リアルタイム PCR 法により解析し、Ramos 細胞に

おける各サイトカインの発現量を 1 として示した (Figure 10)。VEGF-A については、Ramos

細胞と比較してKSHV非感染細胞のDG75細胞 とPEL細胞のBC2、JSC1細胞においてmRNA

発現量が有意に増加していたが、BCBL1、BC3、HBL6 細胞における発現量は Ramos と同程

度あるいは少なかった (DG75 p=0.0007, BC2 p<0.0001, JSC1 p<0.0001)。IL-10 については、

Ramos 細胞と比較して BCBL1、BC2、JSC1 細胞において発現量が有意に増加していた。また、

BC3、HBL6 細胞についてもいずれの KSHV 非感染細胞よりも発現量が多かった (BCBCL1 

p=0.002, BC2 p=0.001, JSC1 p=0.001)。IL-6 については、Ramos 細胞と比較して BC2、HBL6

細胞において有意に発現量が増加していた (BC2 p=0.0169, HBL6 p<0.0001)。また、BCBL1、

BC3、JSC1 細胞についても KSHV 非感染細胞と比較して 10 倍以上の発現増加が見られた。

次に、カプサイシン処理がサイトカイン発現に及ぼす影響を解析するため、KSHV 非感染細

胞 (DG75、Raji)および PEL 細胞 (BCBL1、BC3)をカプサイシン処理して各サイトカインの発

現量を解析した。その結果、VEGF-A についてはカプサイシン処理により DG75、Raji、BC3

細胞において有意に発現量が増加した (DG75 p=0.0480, Raji p=0.0055, BC3 p=0.0014)。BCBL1

細胞についても発現量増加が見られた。IL-10 については、DG75、Raji、BCBL1 細胞で発現

量がわずかに増加したが、BC3細胞においては変化しなかった。IL-6についてはDG75、BCBL1、

BC3 細胞において有意に低下し (DG75 p=0.0464, BCBL1 p=0.0008, BC3 p=0.0083)、未処理時

と比較した低下度合いは DG75、BCBL1、BC3 細胞に顕著な差はなかった。Raji 細胞におい

ては有意な減少は見られなかった (Figure 10B)。 
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Figure 10 B リンパ腫におけるサイトカイン発現量とカプサイシン処理による IL-6 mRNA 量の減少 

A) 未処理の B リンパ腫細胞における IL-6 と IL-10、VEGF-A 発現量を Ramos 細胞における発現量を 1

として示した。棒グラフは平均値±SD で表している。*は p<0.05、**は p<0.01、***は p<0.001 を表

している。 

B) 150 M のカプサイシンで各細胞を 3 時間処理し、各サイトカインの mRNA 量を測定した棒グラフ

は平均値+SD で表している。棒グラフは平均値±SD で表している。*は p<0.05、**は p<0.01、***

は p<0.001 を表しており、溶媒処理した値と比較した。 

図は、Front. Oncol. 2019,19, 83.の Fig. 5 を引用した。 

 

 

また、IL-6 中和抗体の培養培地中への添加は KSHV 非感染細胞(Ramos、Raji)と PEL 細胞

(BCBL1、BC3)のいずれの細胞増殖も有意に抑制した (Ramos p=0.0009, Raji p<0.0001, BCBL1 

p=0.0232, BC3 p=0.0008, Figure 11A)。 

カプサイシンは ERK と p38 MAPK シグナルを抑制した。PEL 細胞における IL-6 産生増加

には MAPK シグナル活性化が関与することが報告されている。そこで、これらシグナルの阻

害が PEL 細胞における IL-6 産生を抑制するか確認するため、PEL 細胞 (BCBL1)を ERK シグ

ナルあるいは p38 MAPK シグナルの特異的阻害剤 (U0126 と SB203580)で処理した (Figure 

11B)。その結果、ERK と p38 MAPK シグナル阻害剤はどちらもカプサイシンと同様に IL-6

の発現を有意に抑制した (U0126 p=0.0002, SB203580 p<0.0001)。 

PEL 細胞における IL-6 産生増加には MAPK シグナルのほかに、NF-B
76)と JAK-STAT

77)シ
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グナルの関与が報告されている。カプサイシン処理は p65 NF-B 減少や NF-B 核内を阻害す

る IB増加、STAT3 (Y705)リン酸化抑制は引き起こさなかった(Figure 7)。しかし、カプサイ

シンがこれらのシグナルに影響しないことをさらに確かめるため、p65 NF-B と STAT3 の核

内量を解析した。PEL 細胞 (BC3)を 150 M のカプサイシンで 11 時間処理し、核と細胞質を

分画した。その結果、カプサイシンは、p65 NF-B と STAT3 の核内量を減少させなかった 

(Figure 11C)。 

KSHV はヒトの IL-6 と約 25％の相同性を持つ vIL-6 をコードしている。そこで、カプサイ

シン処理が vIL-6 発現量に及ぼす影響を解析するため、PEL 細胞 (BCBL1)をカプサイシンで

処理し、vIL-6 発現量を解析した。しかし、カプサイシン処理は vIL-6 発現量を減少させなか

った (Figure 11D)。 

培地中への IL-6 添加による B リンパ細胞の増殖促進 78)が報告されていることから、B リン

パ腫の増殖を促進するか否か確かめるために KSHV 非感染細胞 (Ramos、DG75、Raji)と PEL

細胞 (BCBL1、BC2、BC3、HBL6、JSC1)の培養培地中に IL-6 を添加した。しかし、KSHV

非感染細胞と PEL 細胞のどちらにおいても増殖促進は見られなかった (Figure 12)。 
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Figure 11 IL-6 中和抗体による B 細胞の生存率低下と MAPK シグナル阻害による IL-6 発現抑制 

A) 細胞を新鮮な培地に懸濁し、培養培地中に 0.5 g/ mL の IL-6 中和抗体もしくはコントロール IgG

を添加して 24 時間後に細胞生存率を測定した。棒グラフは平均値±SD で表している。*は p<0.05、

***は p<0.001 を表しており、コントロール IgG で処理した値と比較した。 

B) BCBL1 細胞を 100M の ERK シグナル阻害剤 (U0126)もしくは p38 MAPK 阻害剤(SB203580)で 3

時間処理し、IL-6 の mRNA 量を測定した。棒グラフは平均値±SD で表している。***は p<0.001 を

表しており、溶媒処理した値と比較した。 

C) 150 M のカプサイシンで 11 時間処理した BC3 細胞を分画し、核画分と細胞質画分を抗 STAT3、p65 

NF-B、Histone H2A、HSP90 抗体で検出した。Histone H2A は核の、HSP90 は細胞質のマーカーと

して用いた。 

D) BCBL1 細胞を 150 M のカプサイシンで 3 時間処理し、vIL-6 mRNA 量を測定した。 

図の A, B, D は、Front. Oncol. 2019,19, 83.の Fig. 6A, B、Fig. S3 を引用した。 
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Figure 12 B リンパ腫の増殖に対する組み換え型 IL-6 の影響 

1x 10
4
 cells を 10% FBS を含む新鮮な RPMI1640 培地に懸濁し、培養培地中に 10 ng/ mL の組み換え型

IL-6 を添加して 0、24。48、72 時間後に細胞生存率を測定した。グラフは平均値±SD で表している。

*は p<0.05 を表しており、溶媒処理した値と比較した。 

図は、Front. Oncol. 2019,19, 83.の Fig. S2 を引用した。 

 

 

1-3-6. カプサイシン処理が KSHV 溶解感染期におよぼす影響 

PEL 細胞死を誘導する化合物の中には KSHV 溶解感染期を誘導するものも存在し 79-81)、溶

解感染期の誘導は新規 KSHV 感染のリスクを伴う。そこで、カプサイシンが溶解感染期を誘

導するか否か明らかにするため、カプサイシン処理した PEL 細胞 (BCBL1)の培養培地中ウイ

ルス量を測定した (Figure 13)。その結果、PEL 細胞死を引き起こす 150 M のカプサイシン

処理は溶解感染期を誘導しなかった。また、カプサイシンが溶解感染期以降を阻害するか調

べるため、KSHV 溶解感染誘導作用のあるヒストン脱ユビキチン化酵素阻害剤 sodium butyrate 

(NaB)と PEL 細胞の生存率に影響しない濃度のカプサイシン (40 M)を共処理した。しかし、

カプサイシンは NaB により増加したウイルス産生を低下させなかった。 
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Figure 13 カプサイシン処理が KSHV 溶解感染期に及ぼす影響 

BCBL1 細胞をカプサイシンと 3 mM の NaB で処理し、48 時間後に培養上清中のカプシドに包まれた

ウイルスゲノム量を測定した。 

図は、Front. Oncol. 2019,19, 83.の Fig. 6C を引用した。 

 

 

1-4. 考察 

本章ではカプサイシンが ERK と p38 MAPK シグナルを抑制し、IL-6 発現を抑制することで

PEL 細胞の増殖を抑制することを明らかにした。 

カプサイシンは 100-150M の範囲で KSHV 非感染細胞と比較して PEL 細胞の増殖を抑制

した。一方で、200 M を超えると KSHV 非感染細胞と PEL 細胞両方の生存率を低下させた。

すなわち、200 M 以上のカプサイシンは非特異的な細胞障害を引き起こすと推察される 

カプサイシンが培養 PEL 細胞の増殖抑制効果を示したため、生体内での PEL 増殖も抑制す

るか否か PEL 移植担がんマウスモデルによる解析を試みた。しかし、カプサイシンは痛みや

灼熱感を引き起こすことから、マウス腹腔への投与が困難であった。そこでカプサイシンで

処理したPEL細胞をマウス腹腔に移植してマウス腹腔内でのPEL細胞増殖が抑制されるか否

か解析した結果、カプサイシン処理はマウス腹腔内での PEL 増殖を抑制した。移植前のカプ

サイシン処理が 21 日間に渡って PEL 増殖を抑制するとは考えにくいため、移植直後の腹腔

への PEL 定着量の差によるものではないかと推察される。移植後 1 日目から 21 日目にかけ

てカプサイシン処理群と溶媒処理群の体重増加量の差が大きく開くことはなかった。この理

由としては、PEL 移植によるマウスの体調悪化がマウス自身の体重減少や腫瘍成長速度の低

下を引き起こしたと推察される。実際に溶媒処理群の体重は移植後 19 日目から減少に転じて

おり、19 日以前からマウスの健康状態が悪化していたのではないかと考えられる。 

 

トウガラシ抽出物はマウスへの発がん促進作用が報告されており 82)、カプサイシンの変異
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原性 83)や発がん作用 84)、トウガラシ摂取の疫学調査による大腸がん 85)や胃がん 86)リスクの増

加が報告されている。また、カプサイシン含有量の多いトウガラシの摂取により可逆性脳血

管攣縮症候群が引き起こされるという報告もある 87)。可逆性脳血管攣縮症候群は複数の局所

的な脳血管狭窄と突然の激しい頭痛を特徴とし、血管作動薬の服用 88)や産褥期 88)、過剰なカ

テコールアミン 89)
 、重篤な高血圧 90)などが誘発要因と考えられている。一方で、カプサイシ

ン処理による腫瘍増殖抑制効果やアポトーシス誘導 49, 50, 91)、トウガラシ摂取による死亡率や

心血管疾患 92)、慢性腎疾患 93)のリスク低下が報告されている。カプサイシンを含むトウガラ

シ属の果実は香辛料として数百年に渡って世界中で使用されてきた歴史があり、低用量のカ

プサイシン摂取は安全性が高いと推察されるが、高用量のカプサイシン摂取は刺激性や安全

性の懸念も存在することから、実用可能な PEL 治療薬開発にはカプサイシン誘導体の検討が

必要である。 

 

カプサイシンによる PEL 増殖抑制効果の作用機序解析にあたって、カプサイシンは TRPV1

活性化作用を持ち過剰な Ca
2＋流入は細胞死を引き起こすことから TRPV1 がカプサイシン処

理による PEL 増殖抑制効果に関与する可能性は高いと考えた。そこで TRPV1 mRNA 量を解

析したが、KSHV 非感染細胞と PEL 細胞の両細胞において TRPV1 発現量は低かった。カプ

サイシン処理による B リンパ腫細胞への Ca
2＋流入検出も試みたが、本研究の実験系では検出

できなかった。哺乳動物細胞の TRPV1 は数十 nM~数M のカプサイシン処理で活性化され

Ca
2＋流入を引き起こす 94, 95)が、カプサイシンの PEL 細胞に対する CC50は 90 M 以上であっ

た。また、先行研究により報告されている細胞内シグナルの活性化や抑制を介したカプサイ

シンの腫瘍抑制効果は数十~数百M と高濃度で発揮されることが多い 49, 50, 86, 96)。カプサイシ

ンは脂溶性が高い化合物であることから、カプサイシンが細胞膜を透過して細胞内で作用す

る可能性も十分に考えられる。一方で、Ca
2＋は細胞周期や増殖、アポトーシスなど様々な細

胞内イベントに関与する細胞内伝達物質である 97-99)。また、B リンパ腫での TRPV1 発現は少

ないことから、TRPV1 を介した B 細胞への Ca
2＋流入は他の臓器由来細胞より高用量のカプ

サイシンを必要とする可能性も考えられる。PEL 細胞や KSHV 感染における TRPV1 発現変

化や機能制御の研究報告は存在せず、カプサイシンによる PEL 増殖抑制効果への TRPV1 と

Ca
2＋シグナルの関与は否定できないため、今後の研究による解明が待たれる。 

 

 

多くのがんでは p53
100-102)や KRAS

103, 104)、BRAF
105, 106)、BRCA

107, 108)、HER2
109, 110)など細胞増

殖促進や細胞死抑制に関与する分子の遺伝子変異により細胞内シグナルに異常が起こること

で引き起こされると考えられている。一方で PEL 細胞は KSHV 感染が原因であり、KSHV が

発現するウイルスタンパク質が細胞内シグナルを脱制御することで引き起こされる 111, 112)
 

(Figure 14)。例えば、LANA は C 末端領域を介して p53 と結合し、p53 の転写活性と感染細胞

のアポトーシスを抑制する 31）。また、LANA は C 末端領域を介して GSK3と結合して細胞質

から核内へ移動させ、GSK3 による-Catenin リン酸化を阻害することで-Catenin を安定化

させ、Wnt 経路を活性化させる 18）。v-Cyclin はヒト Cyclin D2 と 53%の相同性を持ち、CDK6
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と結合して pRb の過リン酸化を引き起こすことで E2F を活性化させ、G1 期から S 期へ細胞

周期を進める 16)。v-FLIP は Fas と結合し、Fas によるカスパーゼ-8 活性化を阻害することで

アポトーシスを抑制する 15)。また、v-FLIP は IKK複合体の内 IKKと相互作用することで IB

分解を促進することで NF-B 経路を活性化させる 21）。上記以外にも様々な KSHV タンパク

質による細胞増殖促進や細胞死抑制が報告されており 113-117)、KSHV による宿主細胞の乗っ取

りが PEL 細胞やカポジ肉腫といった KSHV 関連腫瘍の発症機構と考えられている。ERK や

JAK-STAT、Wnt シグナルなど生存や増殖を促進するシグナルは様々ながんで活性化している

ことが報告されている。しかし、カプサイシン未処理時において、ERK リン酸化や STAT3 リ

ン酸化、-catenin 発現は KSHV 非感染リンパ腫と比較して PEL 細胞で高い傾向であった 

(Figure 7, 8A)。すなわち、PEL 細胞の生存や増殖はこれらシグナルに依存しているため KSHV

感染により活性化されるシグナルの阻害剤は PEL 特異的な治療薬となり得ると推察される。 

 

 

Figure 14 KSHV 潜伏感染時に脱制御されるシグナル伝達 

 

 

本章においてカプサイシンは PEL 細胞における ERK リン酸化を抑制した。ERK シグナル

は細胞の生存や増殖、分化に関わる古典的 MAPK であり、成長因子や細胞接着などの刺激に

より活性化される 118)。また、ERK シグナルは KSHV 初期感染の成立 119, 120)や溶解感染時に活
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性化される 121, 122)ほか PEL細胞において恒常的に活性化されており 27)、vGPCR
123, 124)やK15

24)、

kaposin A
125)など様々な KSHV タンパク質により活性化されることが報告されている。ERK シ

グナルは正常細胞の生存にも関与するシグナルであるが、トラメチニブなど ERK シグナル阻

害薬が悪性黒色腫の治療に使用されているように ERK シグナル阻害作用を持つ化合物は本

シグナルが活性化している悪性腫瘍の治療薬となる可能性は高い。ERK シグナル阻害を介し

た PEL 増殖抑制効果を示す化合物も報告されており 126, 127)、ERK シグナルは PEL 治療の標的

となり得ると推察される。カプサイシンは ERK リン酸化を抑制したことから、PEL 細胞で恒

常的に活性化されている ERK シグナルを抑制することで PEL 特異的な細胞増殖抑制効果を

示すと考えられる。 

ERK1 と ERK2 は 85％と高い相同性を持つが、PEL 細胞における ERK1/2 リン酸化状態は

細胞株ごとに大きく異なっていた。KSHV 感染と ERK の各アイソフォームの関係はほとんど

研究されていないが、ERK1 のみが強力に活性化されていた BCBL1 細胞が PEL 細胞の中でも

カプサイシンに抵抗性を示したことから PEL 細胞の生存や増殖促進は主に ERK2 によって担

われているのかもしれない。 

ERK シグナル特異的阻害剤 U0126 処理は PEL 細胞だけでなく Ramos や Raji 細胞といった

KSHV 非感染細胞の生存率も低下させた。その理由としては、200 M 以上のカプサイシンは

U0126 と同様に KSHV 非感染細胞の生存率も低下させることから 100-150 M のカプサイシ

ン処理による ERK シグナル阻害は U0126 処理よりも穏やかなのではないかと推察される。

ERK は正常細胞からがん細胞まで様々な細胞の生存や増殖に関与するが、PEL 細胞では

KSHV 非感染細胞と比較して ERK シグナルが強力に活性化されているため穏やかな ERK シ

グナル阻害でも細胞生存率の低下が引き起こされると考えられる。 

カプサイシン処理による ERK シグナル阻害の詳細な作用メカニズムとしては、カプサイシ

ンは ERK のリン酸化を抑制したが、MEK のリン酸化は抑制しなかった。すなわち、カプサ

イシンは MEK から ERK をリン酸化する過程、あるいは MEK 以外の ERK リン酸化酵素を阻

害することで EKR シグナルを抑制すると推察される。本研究の過程で放射性同位体と精製

ERK、精製 MEK を用いた in vitro キナーゼアッセイも試みた。しかし、ERK の精製抗体が変

性状態の ERK を強く認識するため低変性条件では精製量が少なく、カプサイシン未処理状態

で MEK による ERK リン酸化が検出できなかった。そのため、カプサイシンによる ERK リン

酸化抑制の作用点は明らかになっていない。 

 

 

カプサイシンは ERK に加え p38 MAPK のリン酸化も抑制した。p38 MAPK は成長因子や細

胞ストレスにより活性化され、ストレス応答や炎症反応、増殖など多様な転写因子の発現を

促進する 118)。p38 MAPK は B リンパ細胞性腫瘍など一部の腫瘍で活性化しており 128)、p38 

MAPK 阻害ががん細胞の増殖を抑制することが報告されている 129)。本研究で用いた KSHV

非感染細胞と PEL 細胞ではカプサイシン未処理時における p38 MAPK リン酸化、すなわち活

性化状態に顕著な違いはなかった。また、カプサイシン処理は KSHV 感染細胞と PEL 細胞の

どちらにおいても p38 MAPK リン酸化を抑制し、p38 MAPK 特異的阻害剤の SB203580 処理
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は PEL 細胞のみでなく KSHV 非感染細胞である Ramos と Raji 細胞の生存率を低下させた。

p38 MAPK は細胞増殖シグナルに関与しており 130)、強力な p38 MAPK シグナル抑制は様々な

細胞に毒性を示すことが予想される。 

カプサイシン処理が PEL 特異的な細胞増殖抑制効果を示した理由としては、KSHV がコー

ドする様々なウイルスがp38 MAPK活性化や機能制御を介してPEL増殖シグナル活性化 75, 124)

やウイルス産生亢進 120, 122)、初感染促進 120)を引き起こすことが報告されており、カプサイシ

ン処理による p38 MAPK リン酸化の抑制が結果的にウイルスタンパク質の機能を阻害したた

めではないかと考えられる。例えば、KSHV がコードする Kaposin B は p38 MAPK の活性化

作用に加え、p38 MAPK および p38 MAPK の標的分子 MK2 と相互作用し、p38 MAPK による

MK2 リン酸化を促進する 117)。リン酸化された MK2 は IL-6 mRNA を安定化させ、PEL 細胞

の増殖を促進すると考えられている。ウイルスタンパク質の機能発現に p38 MAPK の機能が

必要であるため、カプサイシンによる p38 MAPK リン酸化阻害とその結果として引き起こさ

れるウイルスタンパク質の機能阻害が PEL 特異的な細胞増殖抑制効果を示したと推察される。 

 

 

カプサイシン処理は PEL 細胞での IL-6 産生を低下させた。KSHV 感染によりヒトの IL-6

産生量が増加するメカニズムとして NF-


B と JAK-STAT
77)、MAPK シグナル活性化 75)が報

告されている。カプサイシン処理は MAPK である ERK と p38 MAPK リン酸化、すなわち活

性化を抑制したが、NF-B の発現量や核内量には影響を及ぼさなかった。STAT3 Y705 リン酸

化は一時的に活性化された。カプサイシンによる STAT3 Y705 リン酸化亢進のメカニズムは

ⅰ) LIFや IL-11などSTAT3 Y705リン酸化を引き起こす別のサイトカインの関与やⅱ) ヒトの

IL-6 減少に伴う vIL-6 の IL-6R への結合促進の 2 つが考えられる。ⅰ) については JAK-STAT

シグナル活性化や STAT3 Y705 リン酸化は LIF
131)、IL-11

132)、IL-27
133)、IL-2

134)など、IL-6 以外

のサイトカインによっても誘導されることが知られている。KSHV はサイトカイン産生や免

疫関連シグナルを制御することが報告されており、カプサイシン処理による炎症惹起 135)が報

告されている。そのため、カプサイシン処理した PEL 細胞で各サイトカインの産生量や比率

に変化があっても不思議ではない。またⅱ) については、KSHV はヒトの IL-6 と約 25%の相

同性をもつ vIL-6 をコードしている 19)。ヒト IL-6 は下流シグナルを活性化する際、IL-6 受容

体と結合したのち gp130 と会合して JAK-STAT シグナルを活性化させ、STAT3 Y705 リン酸化

を引き起こす。一方で vIL-6 は gp130 単独でも JAK-STAT シグナルを活性化させるが、IL-6

受容体存在下ではより強力に JAK-STAT シグナルを活性化することが報告されている 136)。そ

のため、カプサイシンがヒト IL-6 発現を低下させるとフリーの IL-6 受容体が増えることによ

り vIL-6 が IL-6 受容体と結合しやすくなり、一時的な STAT3 Y705 リン酸化を引き起こされ

るのではないかと推察される。STAT3 は IL-10
137)や VEGF

138)産生に関与する報告があるため、

カプサイシンによる IL-10 と VEGF-A 発現亢進は STAT3 (Y705)リン酸化亢進によるものかも

しれない。カプサイシン処理による STAT3 リン酸化抑制を介した PEL 細胞増殖抑制効果も報

告されている 139)が、本研究との結果の違いは細胞培養やカプサイシン処理条件の違いによる

ものと考えられる。 
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カプサイシンや ERK シグナル阻害剤 U0126、p38 MAPK シグナル阻害剤 SB203580 処理は

KSHV 非感染細胞間あるいは PEL 細胞間でも感受性に差が見られた。DG75 細胞は本研究で

用いた B リンパ腫の中でこれら化合物に最も抵抗性を示し、U0126 と B203580 処理でも生存

率は低下しなかった。DG75 細胞では白血病や骨髄腫に見られる t(8;14)(q24;q32)転座、すなわ

ちがん原遺伝子である Myc 遺伝子の転座と IgG 遺伝子への結合が生じている 140)。従って、

Myc の過剰発現が細胞がん化に大きく寄与していると推察される。Myc は ERK や p38 MAPK

など MAPK ファミリーにより活性化されることが知られているが、DG75 は遺伝子変異によ

り Myc が過剰発現していることからカプサイシンや U0126、SB203580 への感受性が低いの

ではないかと考えられる。また、JSC1 細胞は本研究で用いた B リンパ腫細胞株の中でカプサ

イシンに最も高い感受性を示した。宿主細胞に感染した KSHV のほとんどは潜伏感染状態に

あり、LANA や v-FLIP など限られた潜伏感染期ウイルスタンパク質のみを発現して細胞がん

化を引き起こす 141)。しかし、複数の溶解感染期ウイルスタンパク質が MAPK シグナル活性

化を介した細胞増殖促進作用を発揮することが報告されており 23, 24, 27)、特に JSC1 は PEL 細

胞の中でも溶解感染期ウイルスタンパク質の発現量が多い細胞であると報告されている 142)。

JSC1 はウイルスタンパクの発現プロファイルが他の PEL 細胞と異なり強力な ERK シグナル

活性化などが生じるため、PEL 細胞の中でもカプサイシンへの感受性が高いのではないかと

考えられる。他の細胞においてもウイルスタンパク質発現量や遺伝的背景の違いがカプサイ

シン処理に対する感受性の違いに影響すると推察される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 KSHV 感染による MAPK シグナルの活性化とカプサイシンによる抑制 
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IL-6 は PEL 細胞の増殖に必要であり 28)、抗 IL-6R 抗体は PEL 細胞の増殖を抑制することが

報告されている 143)。一方で、IL-6 中和抗体や PEL 培養培地中の IL-6 添加は PEL の増殖への

影響が小さいことも知られている 30)。本研究でも IL-6 中和抗体による PEL 増殖抑制は限定的

であった。その理由としては、PEL 培養培地中の IL-6 量が非常に多く、中和抗体が足りない

可能性が考えられる。また、本研究では IL-6 の培養培地中の添加は PEL 細胞の増殖を促進し

なかったが、PEL 細胞自身が産生する IL-6 のみで PEL 増殖に必要な IL-6 量を賄えるのかも

しれない。あるいは、IL-6 は PEL 細胞の増殖に寄与するが、PEL 細胞の増殖は IL-6 以外の増

殖シグナルに強く依存している可能性も考えられる。一方で、炎症性サイトカインである IL-6

の高発現はがんの予後不良因子として報告されている 144, 145)ため PEL においても予後不良因

子である可能性があり、カプサイシンによる IL-6 発現抑制効果は PEL 患者の予後改善に役立

つかもしれない。KSHV はヒトの IL-6 と約 25%の相同性を持つ vIL-6 を持つが、vIL-6 は主に

KSHV 溶解感染期に発現する 37, 146)。PEL や KS の多くは KSHV が潜伏感染状態にあり、数%

のみが感染に移行すると考えられている。vIL-6 の中和抗体が PEL 増殖を抑制する報告もあ

るが 30)、PEL 培養培地中の vIL-6 量に関する報告は少なく、KSHV がほとんど潜伏感染状態

にある PEL 細胞への vIL-6 の影響は不明な点も多い。カプサイシンは vIL-6 発現には影響し

なかったことから、カプサイシンによる PEL 細胞の増殖抑制には vIL-6 は関与しないものと

考えられる。 

 

 

ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 NaB
80)や小胞体ストレス誘導作用を持つタプシガルジン 

(Tg)
81)など PEL 増殖抑制効果を持つ化合物には KSHV 溶解感染期を誘導する物も報告されて

いる。溶解感染期の誘導は新規ウイルス粒子の産生、すなわち新規 KSHV 感染のリスクを高

めることからカプサイシンが KSHV 溶解感染を伴わず PEL の増殖を抑制することは PEL 治

療において新規感染のリスクを伴わないという点で利点が大きい。そのため、カプサイシン

は優れた PEL 治療薬のリード化合物となり得ると考えられる。 

 

 

1-5. 小括 

本章ではカプサイシンがERKとp38 MAPKシグナルを抑制することで IL-6発現を抑制し、

PEL 細胞の増殖を抑制することを明らかにした。カプサイシンが PEL 治療薬のリード化合物

となる可能性が示された。 
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第 2 章 カプサイシンによる ATF4-CHOP 経路の活性化 

2-1. はじめに 

白金製剤であるシスプラチン 147)や DNA アルキル化剤シクロフォスファミド 148)など、DNA

と直接相互作用する抗腫瘍薬は DNA 複製阻害やDNA 損傷応答を誘導することで細胞死を引

き起こす。一方で、プロテアーゼ阻害薬ボルテゾミブ 149, 150)やチロシンキナーゼ阻害薬ダサチ

ニブ 151)など DNA に直接作用しない抗腫瘍薬によるがん細胞のアポトーシス誘導も報告され

ている。第 1 章においてカプサイシン処理が MAPK シグナル阻害を介して PEL 細胞増殖を抑

制することを明らかにしたが、カプサイシン処理による PEL 細胞の増殖抑制機構にアポトー

シスが関与する可能性も検討する必要がある。 

ATF4 と CHOP はともに酸化ストレスや小胞体ストレス、栄養飢餓、紫外線などの細胞スト

レスにより増加することが報告されている転写因子である 152)。ATF4 は腫瘍組織での増加 153)

や、発生 154)、概日リズム 155)の形成関与に加え、アポトーシス誘導に関与することが報告さ

れている 153)。ATF4 と CHOP の増加機構を Figure 16 に示す。細胞が特定のストレスを検知す

ると翻訳開始因子 eIF2がリン酸化され、翻訳開始因子複合体形成が抑制されることで新規タ

ンパク質合成が低下する。新規タンパク質合成が抑制されるとATF4の翻訳は促進され、CHOP

や GADD34 などのストレス応答因子発現を促進する。CHOP は強制発現細胞においてアポト

ーシスが誘導される 156, 157)ことや CHOP 欠損によりアポトーシスが抑制される 158)ことが報告

されていることからアポトーシス促進性の転写因子と考えられている。CHOP によるアポト

ーシス誘導機構には不明な点も多いが、PUMA
159)やBim

160)といったアポトーシス促進性のBcl

ファミリー発現増加が CHOP によるアポトーシス誘導機構の一つであると考えられている。 

第 1 章ではカプサイシン処理による PEL 増殖抑制効果とそのメカニズムを解析した。その

過程でカプサイシン処理がアポトーシス関連分子の活性化や CHOP と ATF4 増加を誘導する

ことを見出したため、本章ではカプサイシン処理による PEL 細胞のアポトーシス誘導機構に

ついて解析を行った。 
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Figure 16 ATF-CHOP 経路の概要 

 

 

2-2. 材料と方法 

2-2-1. 試薬調整と抗体 

アクチノマイシンDとシクロヘキシミド（CHX）、タプシガルジン (Tg)はDMSOに溶解し、

-20℃で保存した。 

 

抗体は以下に記す。 

Anti--Actin mouse monoclonal antibody   ×4000 SC 

Anti-cleaved Caspase-3 rabbit polyclonal antibody  ×1000 CST 

Anti-Caspase-7 mouse monoclonal antibody    ×1000 BD 

Anti-cleaved Caspase-9 rabbit polyclonal antibody  ×500 CST 

Anti-cleaved poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) (9541) ×1000 CST 

Anti-ATF4 rabbit polyclonal antibody    ×1000 SC 

Anti-Cyclin D1 rabbit polyclonal antibody   ×1000 SC 

 

 

2-2-2. 細胞の継代  

HeLa 細胞は 10% FBS 含有 DMEM を用い、5% CO2、37℃の条件下で培養した。細胞の

継代のため、コンフルエントになった細胞を 1.25 mM EDTA 含有 5% トリプシン溶液で処

理し、5% CO2、 37℃の条件下でインキュベートした。細胞剥離後、DMEM 培地を加えトリ

プシン消化反応を 止めた。細胞懸濁液を 15 mL チューブに回収し、1,500 rpm、2 分間室温

で遠心して細胞を沈降させ、上清を捨てた。再び DMEM 培地で懸濁し、ディッシュまたは
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プレートに播種した。 

 

 

2-3. ウェスタンブロット解析 

第 1 章の 1-2-6 と同様の方法で行った。 

 

 

2-2-4. カスパーゼのタンパク質切断活性測定 

各カスパーゼのタンパク質分解活性は Caspase-Glo assay キットを用いて測定した。カスパ

ーゼ Glo assay キットの原理を下記に示す。カスパーゼ Glo assay キットの反応溶液は、ルシ

フェラーゼおよび各カスパーゼにより特異的に切断される配列ペプチドを結合したルシフェ

リンを含有する細胞溶解液である。この反応溶液を細胞に添加することで、細胞に活性化し

たカスパーゼが含まれている場合はルシフェリンに結合したカスパーゼ基質の切断とルシフ

ェラーゼによるルシフェリンの酸化が連続的に生じる。生じた酸化型ルシフェリン由来の発

光を測定することで各カスパーゼのプロテアーゼ活性を測定する。本研究では 4x 10
5
 cells/mL 

の細胞を 150 M のカプサイシンで処理し、25 L の細胞懸濁液を等量のカスパーゼ Glo assay

キットの反応溶液と混合し、マルチプレートリーダーで発光強度を測定した。溶媒処理細胞

の発光強度を 1.0 として薬物処理時の活性を算出した。 

 

 

2-2-5. RT-PCR 法による遺伝子発現解析 

第 1 章の 1-2-8 と同様の方法で行った。使用したプライマーを Table 6 に示す。 

 

 

Table.6 Real-time RT-PCR に用いたプライマー 

Gene Sense primer (5’-3’) Antisense primer (5’-3’) 

CHOP GCTCTGATTGACCGAATGGT TCTGGGAAAGGTGGGTAGTG 

ATF4 CCCTCCAACAACAGCAAGGA ACCCAACAGGGCATCCAAG 

GADD34 GAGGGCAGGGAAGTCAATTT TCCTCCCCTGGGTTCTTATC 

uXBP1 ACTCAGACTACGTGCACCTC GTCAATACCGCCAGAATCCA 

Bim CAGATATGCGCCCAGAGATATG ACCATTCGTGGGTGGTCTTC 

PUMA ACCTCAACGCACAGTACGAGC GTAAGGGCAGGAGTCCCATG 

sXBP1 CTGAGTCCGCAGCAGGTGCA GGTCCAAGTTGTCCAGAATGCCCAA 

ATF6 GGAACTCAGGGAGTGAGCTACAAG AACCGCTCAACCTTCGAAATG 

BiP GGAATTCCTCCTGCTCCTCGT CAGGTGTCAGGCGATTCTGG 

GRP94 TGATCAGAGACATGCTTCGACG CTGACCGAAGCGTTGCTGT 

GAPDH GAGTCAACGGATTTGGTCGT GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 
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2-2-6. 培養細胞への遺伝子導入 (トランスフェクション) 

トランスフェクション直前に培地を新しい DMEM 培地に交換し、リン酸カルシウム法を

用いてプラスミド DNA を細胞に遺伝子導入した。12 well plate にトランスフェクションを行

う場合、総容量を 45 µL になるように 3 µg の DNA と DW をよく混合した。その溶液に

2.5 M CaCl2 水溶液を 5 µL 加えボルテックスで混合した。さらにその溶液に等量の 50 µL の

2xBBS バッファーを加えボルテックスでよく混合した後、30℃で 10-20 分間反応させること

で、トランスフェクション溶液を調製した。80%コンフルエントに達した細胞に上記のトラ

ンスフェクション溶液を加え、CO2 インキュベーター (35℃、3.5% CO2) 内で一晩培養した。

次に、新しい培地に交換した後、さらに培養 (37℃、5% CO2) を続け、12 時間後に化合物処

理を行った。以下に培養サイズによるトランスフェクション溶液の調整方法と 2xBBS バッ

ファーの組成を記載する。 

 

 

<培養サイズ別トランスフェクション溶液の組成> 

培養サイズ 細胞数 培地量 最大 DNA 量 DNA+DW 量 

6 well プレート 2.5 x 106 cells/well 2 mL 5 µg 90 µL 

12 well プレート 5.0 x 105 cells/ well 1 mL 2.5 µg 45 µL 

24 well プレート 2.5 x 105 cells/ well 0.5 mL 1.25 µg 22.5 µL 

 

 

培養サイズ 2.5 M CaCl2 2xBBS バッファー 総量 

6 well プレート 10 µL 100 µL 200 µL 

12 well プレート 5 µL 50 µL 100 µL 

24 well プレート 2.5 µL 25 µL 50 µL 

 

 

<2xBBS バッファー> 

50 mM BES 

280 mM NaCl 

1.5 mM Na2HPO4 

 

 

2-2-7. レポーターアッセイ 

プロモーター・ルシフェラーゼレポータープラスミド DNA と、内部標準として pSV--Gal

プラスミド DNA を用いて、実験を行った。 6-24 well-plate 上でリン酸カルシウム法により、

各レポータープラスミド DNA を遺伝子導入した細胞を、氷冷した PBS で 2 回洗浄した後、

cold lysis buffer 100-500 L を加えて-80 で凍結し、融解して半解凍状態 10 秒間ボルテックス

ミキサ―で激しく攪拌した。細胞溶液を 15000 rpm、5 分、4℃で遠心し、回収した上清を細
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胞抽出液とした。この細胞抽出液 20 L に対して、buffer A を 20 L を加え室温で 15 分静置

した。室温に調整したサンプルとホタル・ルシフェリンを含む buffer B を穏やかに 3 回ピペ

ッティングすることで混合した後、ホタル・ルシフェリンの発光を 5 秒間の積算値として測

定した。次に、細胞数と遺伝子導入効率の差異により生じるサンプル間の誤差を補正するた

め、下記の手順で-ガラクトシダーゼの酵素活性を測定した。細胞抽出液 10 L に対して、

1x Z buffer 68 Lと 4 mg /mL ONPG水溶液 22 Lをよく混合し、37℃で 30分間反応させた後、

420 nm (参照波長 600 nm) における吸光度を測定した。各サンプルのホタル・ルシフェリンの

発光強度値を吸光測定値で割ることで、補正したレポーター活性値を算出した。 

cold lysis buffer と buffer A、 buffer B、1x Z buffer の組成を以下に示す。 

 

 

<cold lysis buffer> 

50 mM Tris (pH 7.8) 

1 mM DTT 

0.05% 

Np-40             

 

 

<Buffer A> 

25 mM Gtycylclycine 

5 mM KCl 

15mM MgSO
4
 

4mM EGTA (pH 7.8) 

5mM ATP              

 

 

<Buffer B> 

25mg D-Luciferin potassium  

Buffer A 78.5 mL        

 

 

<1x Z buffer> 

10 mM Na-phospate buffer (pH7.5) 

0.1 mM KCl 

0.02 mM MgSO4 

0.4 mM 2-mercaptoethanol    
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2-2-8. プラスミド 

5 つの ATF6 (N 末端)結合配列が組み込まれた p5xATF6-pGL3 は Addgene より購入した。 

pGL3-CHOP と pGL3-BiP は明治大学 吉田健一教授から恵与された。 

pSV--Gal プラスミド DNA は Promega 社から購入した。 

 

 

2-2-9. プラスミド精製  

プラスミド精製は PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit を用いて添付プロトコル通りに

行い、プラスミドを精製した。精製したプラスミドは 1x TE バッファーに溶解して使用した。 

1x TE バッファーの組成を以下に示す。 

 

 

<1x TE buffer> 

10 mM Tris-HCl (trishydroxymethylaminomethane-HCl) 

1 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) (pH8.0) 

 

 

2-2-10. 統計処理 

1-2-13 と同様の方法で行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 

 

2-3. 結果 

2-3-1. カプサイシン処理による PEL 細胞のアポトーシス誘導 

カプサイシン処理が PEL 細胞のアポトーシスを誘導するか否か、カスパーゼ Glo アッセイ

によりカスパーゼのプロテアーゼ活性を測定することで解析した (Figure 17A)。KSHV 非感染

細胞 (Ramos)と PEL 細胞 (BC3 細胞)を 150 M のカプサイシンで 5 時間処理した結果、カプ

サイシンは Ramos 細胞内のカスパーゼを活性化させなかった。一方で、カプサイシンは BC3

細胞においてはカスパーゼ-8 のプロテアーゼ活性には影響しなかったが、カスパーゼ-9 およ

びカスパーゼ-3/7 のプロテアーゼ活性を有意に亢進させた (カスパーゼ-9 p=0.024, カスパー

ゼ-3/7 p=0.002)。また、カプサイシン処理した細胞におけるカスパーゼの活性化型切断断片の

検出をウェスタンブロット法で試みた。KSHV 非感染細胞 (DG75)と PEL 細胞 (BC3、HBL6、

JSC1)を各濃度のカプサイシンで 12 時間処理した結果、DG75 ではカスパーゼ-7 の切断断片は

検出されなかったが、BC3、HBL6、JSC1 ではカスパーゼ-7 の切断断片が増加した。BC3 細

胞は 50 M、HBL6 と JSC1 細胞は 100 M から増加した。さらに、カスパーゼにより切断を

受ける PARP の切断断片も BC3 と JSC1 細胞では 100 M、HBL6 細胞では 125 M から増加

した (Figure 17B)。また、KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC3、HBL6、JSC1)を 150M

のカプサイシンで 6、12、24 時間処理した結果、Raji 細胞ではカスパーゼ-3 の切断断片は検

出されず、24 時間処理でカスパーゼ-9 の切断断片がわずかに増加した。一方で、BC3、HBL6、

JSC1 細胞では 6 時間後からカスパーゼ-3、カスパーゼ-9 の両方の切断断片が増加した (Figure 

17C)。以上の結果より、カプサイシンは内因性アポトーシス経路を活性化させて PEL 細胞の

アポトーシスを誘導すると考えらえる。 
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Figure 17 

A) KSHV 非感染細胞 (Ramos)と PEL 細胞 (BC3)を 150 M のカプサイシンで 5 時間処理してカスパー

ゼのプロテアーゼ活性を測定し、未処理時の発光量を 1 として示した。グラフは平均値±SD で表し

ている。* は p< 0.05、**は p< 0.005 を表しており、溶媒処理した値と比較した。 

B) KSHV 非感染細胞 (DG75)と PEL 細胞 (JSC1、HBL6、BC3)をカプサイシンで 12 時間処理し、抗

Caspase-7、切断型 PARP 抗体で検出した。 

C) KSHV 非感染細胞(Raji)と PEL 細胞 (JSC1、HBL6、BC3)を 150 M のカプサイシンで処理し、抗切

断型 Caspase-9、切断型 Caspase-3 抗体で検出した。 

図は、Front. Oncol. 2019,19, 83.の Fig. 2 と Biol. Pharm. Bull. 2019, 42, 1428-1432.の Fig. 2 を一部改変して

引用した。 
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2-3-2. カプサイシン処理による CHOP 発現上昇 

第 1 章においてカプサイシンによる PEL 増殖抑制の作用機序を解析する過程で、細胞増殖

抑制やアポトーシスを誘導するストレス応答についても解析した。その結果、内因性アポト

ーシス誘導に関与する転写因子 CHOP 発現をカプサイシンが増加させることを見出した 

(Figure 18A)。KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC2、BC3、HBL6、JSC1)を 150 M のカ

プサイシンで 3 時間処理し、CHOP の mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法により解析したと

ころ、KSHV 非感染細胞と PEL 細胞の両細胞において CHOP 発現が有意に増加した (Raji 

p=0.0014, BC2 p=0.0002, BC3 p=0.0004, HBL6 p=0.0018, JSC1 p=0.0047)。カプサイシン処理によ

る CHOP 発現は KSHV 非感染細胞の Raji 細胞が最も低く、JSC1 細胞が最も高かった。転写

因子 CHOP は小胞体ストレスなど細胞ストレスにより発現が増加し 161, 162)、アポトーシス誘

導性 Bcl ファミリーの PUMA
159)や Bim

160などアポトーシス関連因子発現を促進する。カプサ

イシン処理による CHOP 発現上昇は PEL 細胞で多い傾向にあったが、KSHV 非感染細胞の

Raji 細胞でも CHOP 増加が認められた。そこで、カプサイシンは細胞株に関わらず CHOP 発

現を誘導するのではないかと考え、カプサイシン処理が CHOP 遺伝子の転写を活性化させる

か否かレポーターアッセイで解析を行った。CHOP 遺伝子の上流配列を組み込んだルシフェ

ラーゼレポータープラスミドを HeLa 細胞に導入し、カプサイシンで処理した (Figure 18B)。

その結果、カプサイシンは CHOP 遺伝子上流のプロモーター活性を亢進させた (p=0.0048)。

Tg は小胞体ストレス誘導作用を持つ化合物であり、CHOP 発現のポジティブコントロールと

して用いた。 
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Figure 18 カプサイシンによる CHOP 発現誘導 

A) KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC2 と BC3、HBL6、JSC1)を 150 M のカプサイシンで処理

して 3 時間後に mRNA を回収してリアルタイム PCR 法により解析し、溶媒処理時の Raji 細胞におけ

る発現量を 1 として示した。**は p< 0.005、 ***は p< 0.0005 を表しており、溶媒処理した値と比較

した。 

B) CHOP 遺伝子上流配列を組み込んだルシフェラーゼレポータープラスミドをリン酸カルシウム法で

HeLa 細胞に導入し、150 M のカプサイシンで 12 時間処理してルシフェラーゼアッセイを行った。発

光量を b-Gal アッセイの値で補正し、溶媒処理時の値を 1 として示した。**は p< 0.005、***は p< 0.0005

を表しており、溶媒処理した値と比較した。 

図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, 42, 1428-1432.の Fig. 1A、B より一部改変して引用した。 

 

2-3-3. カプサイシン処理による ATF4 翻訳促進 

カプサイシン処理は CHOP 発現を促進したため、次に CHOP 発現に関わる転写因子の解析

を試みた。CHOP 発現を促進する転写因子として、ATF4 に着目した。ATF4 は発生 154)や概日

リズム形成 155)に関わるほか、アミノ酸飢餓 163)や小胞体ストレス 164)、グルコース飢餓 165)、ウ

イルス感染 166)、ヘム欠乏 167)など様々な細胞ストレスにより増加するストレス応答タンパク

質であり CHOP 発現を誘導することが知られている。そこで、カプサイシンが ATF4 量を増

加させるか否か解析を行った。KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC3、HBL6、JSC1)を

150 Mのカプサイシンで 6、12、24時間処理してATF4タンパク質量を解析した (Figure 19A)。

その結果、BC3 ではカプサイシン処理 6 時間後から ATF4 が増加し、24 時間後に減少した。

HBL6 細胞では 6 時間後から 24 時間後まで ATF4 が増加した状態が続いた。JSC1 細胞では 6

時間後に増加し、12 時間後には減少した。Raji 細胞では 6 時間後にわずかな ATF4 増加が見

られた。 

カプサイシン処理で ATF4 増加が見られたため、CHOP と同様に ATF4 により転写活性化さ

れる GADD34 発現も解析した。KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC2、BC3、HBL6、JSC1)

を 150 M のカプサイシンで 3 時間処理し、CHOP の mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法に

より解析した。その結果、CHOP と同様に KSHV 非感染細胞と PEL 細胞のどちらにおいても
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有意にGADD34が増加した (Raji p=0.0044, BC2 p=0.0023, BC3 p=0.0033, HBL6 p=0.0003, JSC1 

p=0.0012)。JSC1細胞において増加量が最も多く、Raji細胞において増加量が最も少なかった。 

カプサイシン処理による ATF4 増加が明らかとなったため、ATF4 増加のメカニズムを明ら

かにすることを目的としてカプサイシン処理により ATF4 mRNA 量が増加するか否か解析し

た (Figure 19B)。KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC2、BC3、HBL6、JSC1)を 150 M

のカプサイシンで 3時間処理し、ATF4 mRNA発現量をリアルタイム PCR法により解析した。

その結果、Raji と BC3 細胞では有意な ATF4 mRNA 量の増加が見られたが、溶媒処理と比較

して増加量は 1.5 倍以下と少なかった (Raji p=0.0122, BC3 p=0.0411)。BC2、HBL6、JSC1 細胞

では有意な増加は見られなかった。以上の結果より、カプサイシンは ATF4 タンパク質を増

加させるが ATF4 の顕著な転写活性化は引き起こさないことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 カプサイシン処理による ATF4 タンパク質増加 

A) KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC3、HBL6、JSC1)を 150 M のカプサイシンで処理し、抗

ATF4、-actin 抗体で検出した。 

B) KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC2、BC3、HBL6、JSC1)を 150 M のカプサイシンで 3 時間

処理して回収した RNA をリアルタイム PCR 法で解析し、溶媒処理時の Raji 細胞における発現量を 1

として示した。*は p< 0.05、**は p< 0.005、***は p< 0.0005 を表しており、溶媒処理した値と比較し

た。図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, 42, 1428-1432.の Fig. 1A、Fig. 2B を一部改変して引用した。 
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ATF4は非ストレス存在下ではmRNAは豊富に存在するが転写はほとんど行われておらず、

細胞ストレスにより翻訳が促進されることが知られている。一方で、ATF4 転写亢進による

発現増加 154)やユビキチン・プロテアソーム系による ATF4 タンパク質の分解 168)も報告されて

いる。そこで最初に、カプサイシン処理による ATF4 タンパク増加が転写促進か翻訳促進の

どちらによるものかを明らかにするために転写阻害作用を持つアクチノマイシン D と翻訳阻

害作用を持つシクロヘキシミド (CHX)を用いて実験を行った。アクチノマイシン D もしくは

CHX で 5 分間前処理した PEL 細胞 (HBL6)をカプサイシン処理し、ATF4 増加が抑制される

か解析した (Figure 20A)。その結果、アクチノマイシン D 処理ではカプサイシン処理による

ATF4増加は抑制されなかったが、CHX処理によりATF4増加は抑制された。以上の結果から、

カプサイシンは転写ではなく翻訳の過程を促進することで ATF4 を増加させると考えられる。   

また、カプサイシン処理による ATF4 タンパク質安定性への影響も解析した (Figure 20B)。

無刺激状態では細胞内 ATF4 量が少ないことから、HBL6 細胞をカプサイシンで 6 時間処理し

て ATF4 を発現させた。その後 30 分間 CHX 処理して新規タンパク質合成を阻害し、細胞を

洗浄して新たにカプサイシンもしくは溶媒で経時的に処理し、ATF4 タンパク質を検出した。

その結果、カプサイシン処理に関わらず ATF4 は 2 時間以内に速やかに分解された。すなわ

ち、カプサイシン処理にかかわらず ATF4 タンパク質の半減期は短いと考えられる。以上の

結果から、カプサイシンは ATF4 の翻訳を促進することが示唆された。 

 

 

 

Figure 20 カプサイシン処理による ATF4 の翻訳促進 

A) カプサイシンが ATF4 発現と翻訳に及ぼす影響を解析した。HBL6 細胞をアクチノマイシン D もし

くは CHX で 5 分処理し、PBS で 1 回洗浄したのち 150 M のカプサイシンで処理した。6 時間後に細

胞を回収し、抗 ATF4 抗体、Cyclin D1、-actin 抗体で検出した。 

B) カプサイシンが ATF4 タンパク質の安定性に及ぼす影響を解析した。未処理細胞での ATF4 発現量

が少ないため HBL6 細胞をカプサイシンで 6 時間前処理し、PBS で洗浄した。その後 50 g/ mL の CHX

で 30 分処理した。2、4、8 時間後に細胞を回収し、抗 ATF4、-actin 抗体で検出した。 

図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, 42, 1428-1432.の Fig.2C、D を引用した。 
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2-3-4. カプサイシン処理によるアポトーシス誘導性 Bcl ファミリーPUMA 発現増加 

これまでの結果によりカプサイシンによる ATF4 翻訳促進と CHOP 発現増加が示された。

そこで次に CHOP の下流でアポトーシス誘導に関与する分子としてアポトーシス誘導性 Bcl

ファミリーの発現を解析した (Figure 21)。KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC2、BC3、

HBL6、JSC1)を 150 M のカプサイシンで 3 時間処理し、Bim と PUMA の mRNA 発現量をリ

アルタイム PCR 法により解析した。カプサイシン未処理時において Bim は Raji 細胞と比較

して PEL 細胞において発現が抑制されていた。カプサイシン処理では Raji、BC2、BC3，JSC1

細胞において有意な増加が見られた (Raji p=0.0013, BC2 p=0.0028, BC3 p=0.0488, JSC1 

p=0.0048)。しかし、Raji と BC3 細胞における増加量は 1.5 倍以下と少なかった。カプサイシ

ン未処理時におけるPEL細胞でのPUMA発現量はRaji細胞と同等あるいはやや少なかった。

一方で、カプサイシン処理により BC2、BC3、HBL6、JSC1 細胞において有意な PUMA 発現

増加が見られた (BC2 p=0.0038, BC3 p=0.0031, HBL6 p=0.0003, JSCl p=0.0004)。Raji 細胞にお

いては有意な増加は見られず、増加量も PEL 細胞と比較して少なかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 カプサイシン処理によるアポトーシス誘導性 Bcl ファミリーの PUMA 発現増加 

KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC2、BC3、HBL6、JSC1)を 150 M のカプサイシンで 12 時間処

理し、RNA を回収してリアルタイム PCR 法で解析した。溶媒処理時の Raji 細胞における発現量を 1

として示した。*は p< 0.05、**は p< 0.005、***は p< 0.0005 を表しており、溶媒処理した値と比較し

た。 

図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, 42, 1428-1432.の Fig.1C を一部改変して引用した。 

 

 

2-3-5. カプサイシンによる小胞体ストレス応答への影響 

ATF4 翻訳促進や CHOP 発現増加を引き起こす細胞ストレスとして、小胞体ストレス応答

(UPR)が広く知られている 169)。また、KSHV 潜伏感染による UPR の抑制と小胞体ストレス誘
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導剤による PEL 細胞のアポトーシス誘導が先行研究により報告されている 81)。そこで、カプ

サイシンが UPR を惹起するか否かリアルタイム PCR 法により UPR 関連分子の変化を解析し

た (Figure 22)。KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC2、BC3、HBL6、JSC1)を 150 M の

カプサイシンで 3 時間処理し、UPR 関連分子の mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法により

解析した。その結果、JSC1 細胞において ATF6 の有意な発現増加が見られたが、他の細胞に

おいて BiP や GRP94、ATF6 の発現増加は見られなかった。また、小胞体ストレスが負荷され

ると XBP1 のスプライシングが亢進し、スプライシングを受けた XBP1 はシャペロンなどの

ストレス応答分子の発現を増加させることが知られている。unspliced XBP1 (uXBP1)は BC2

のみで有意に増加し、spliced XBP1 (sXBP1)は BC2、BC3、HBL6 において有意に増加した。

uXBP1 量に対する sXBP1 量比の増加、すなわち XBP1 スプライシング亢進は HBL6 において

のみわずかに見られた (Figure 22A)。2-3-3 では CHOP の上流因子として ATF4 増加を見出し

たが、CHOP 発現は膜タンパク質 ATF6 から切り離された N 末端 (ATF6 (N))によっても増加

することが知られている 169)。2-3-2 よりカプサイシン処理による CHOP 遺伝子上流の転写活

性化は HeLa 細胞でも見られたため、ATF6 結合配列や BiP 遺伝子上流配列を組み込んだプラ

スミドを用いたルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。しかし、ATFF6 結合配列と BiP

遺伝子上流のどちらもカプサイシン処理による転写活性化は見られなかった (Figure 22B)。

Tg は小胞体ストレス誘導作用を持つ化合物であり、BiP 発現と ATF6 転写活性のポジティブ

コントロールとして用いた。以上の結果より、カプサイシン処理は HBL6 や JSC1 といった一

部の PEL 細胞において UPR をわずかに活性化させるか、あるいはほとんど影響しないと考え

られる。 
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Figure 22 カプサイシン処理が UPR 関連節へおよぼす影響 

A) KSHV 非感染細胞 (Raji)と PEL 細胞 (BC2、BC3、HBL6、JSC1)を 150 M のカプサイシンで 3 時間

処理し、RNA を回収してリアルタイム PCR 法で解析した。溶媒処理時の Raji 細胞における発現量を 1

として示した。*は p< 0.05、**は p< 0.005 を表しており、溶媒処理した値と比較した。 

B) ATF6結合配列やBiP遺伝子上流配列を組み込んだルシフェラーゼレポータープラスミドをリン酸カ

ルシウム法で HeLa 細胞に導入し、150 M のカプサイシンで 12 時間処理してルシフェラーゼアッセイ

を行った。発光量を b-Gal アッセイの値で補正し、溶媒処理時を 1 として示した。**は p< 0.005、 ***

は p< 0.0005 を表しており、溶媒処理した値と比較した。 

図は、Biol. Pharm. Bull. 2019, 42, 1428-1432.の Fig.1A、Fig. 2A より一部改変して引用した。 
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2-4. 考察 

カプサイシンはPEL細胞のアポトーシスを誘導し、ATF4タンパク質の増加とCHOP、PUMA

発現を誘導した。第 1 章ではカプサイシン処理による ERK と p38 MAPK シグナルの抑制を明

らかにした。ERK や Akt など増殖と生存を促進する細胞内シグナルは Bcl ファミリーやカス

パーゼなどアポトーシス関連分子の発現や機能抑制により細胞死を抑制することが報告され

ている 170-172)。また、MEK や Raf などを標的とした抗腫瘍薬は細胞周期を停止させるだけで

なくアポトーシスを誘導することも報告されている 172, 173)。そのため、ERK シグナル抑制は

カプサイシンによる PEL 細胞のアポトーシス誘導に関与する可能性がある。 

 

がんは遺伝子変異による DNA 損傷応答抑制や増殖シグナル活性化に加え、増殖亢進による

低酸素 174)、栄養飢餓 175)、タンパク質合成量増加 176)など細胞内外の環境変化に適応するため

多様な細胞内シグナルを変化させる。これら細胞内シグナルの変化はがんの生存と増殖に重

要である一方で、がん細胞が低分子化合物や放射線、酸化ストレスや小胞体ストレスなどの

細胞ストレスといった刺激に高い感受性を示す要因と考えられている。実際に、タンパク質

合成を行う小胞体や栄養素の代謝を担うミトコンドリアの働きを阻害する化合物や活性酸素

を発生させる化合物によりがん細胞死を誘導することが報告されている 177-179)。すなわち、が

ん細胞内のシグナル変化の研究や、がん細胞特異的にストレス応答を惹起する化合物の探索

とその作用機序解析はがん治療の発展において重要な意義を持つ。PEL 細胞は KSHV 感染に

より引き起こされる B リンパ腫であり、バーキットリンパ腫などにみられる p53 遺伝子変異

や Myc、Bcl-2 遺伝子の転座などは確認されないことも多い 6)。一方で、PEL 細胞内では潜伏

感染期ウイルスタンパク質による細胞内シグナルの脱制御、細胞がん化やウイルスタンパク

質発現による細胞内タンパク合成量増加、ウイルスゲノムの複製と維持による核酸合成量の

増加など、様々な細胞内環境の変化が生じていると推察される。小胞体ストレス 81, 180)や酸化

ストレス誘導剤 181, 182)などのストレス誘導剤による PEL 細胞のアポトーシス誘導が報告され

ていることから、KSHV 関連腫瘍は特定の細胞ストレスに脆弱である可能性が考えられる。 

 

ATF4 は腫瘍組織での増加 153)や、発生 154)、概日リズム 155)の形成関与が報告されている。

一方で ATF4 はグルコース欠乏やアミノ酸飢餓、RNA ウイルス感染、小胞体ストレス、ヘム

欠乏など様々なストレスにより増加する転写因子であり、アポトーシス誘導に関与すること

が報告されている 152)。ストレス非存在下の B リンパ腫においては本研究の結果より ATF4 タ

ンパク質はほとんど発現していないと思われる。KSHV と ATF4 の関連は少数の報告があり、

KSHV 初感染時や溶解感染の前初期遺伝子 RTA 発現により ATF4 は転写活性化され、細胞内

ウイルスゲノム量増加や血管新生促進を引き起こす 183)。一方で、LANA は ATF4 と結合して

その転写活性を抑制することが報告されている 184)。LANA は KSHV 潜伏感染細胞内で強く発

現しており 14)、LANA の機能は KSHV 潜伏感染維持や宿主生存、増殖に重要であることが知

られている 185)。そのため、初感染成成立時は KSHV による宿主細胞の乗っ取りが完了してい

ないため ATF4 増加によるウイルスゲノム産生量増加の利点が大きいが、感染成立、すなわ

ち潜伏感染への移行が完了すると宿主細胞の生存を図るために LANA が ATF4 機能を抑制す



53 

 

ると推察される。カプサイシン処理によりKSHV非感染リンパ腫と比較して PEL細胞でATF4

翻訳が促進される理由は不明である。しかし、カプサイシンは KSHV が潜伏感染している PEL

細胞内で ATF4 を増加させ KSHV 感染によるシグナル制御を解除することで PEL 細胞のアポ

トーシスを誘導すると考えられる (Figure 23)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 KSHV 感染における ATF4 の役割 

 

ATF4 増加や CHOP 発現によるアポトーシスを引き起こす細胞ストレスとして、小胞体スト

レスが知られている 169)。小胞体ストレスは分泌タンパク質の合成場である小胞体内腔の恒常

性破綻により不良タンパク質が蓄積することで生じる。小胞体ストレスに対する細胞応答と

して小胞体ストレス応答 (UPR)が存在し、シャペロンタンパク質の増加や新規タンパク質合

成抑制、不良タンパク質の分解亢進を誘導する。また、ストレスが深刻であればアポトーシ

スを誘導する。UPR の概要を Figure 24 に示す。小胞体ストレスのセンサー分子として IRE1、

PERK、ATF6 が非常によく知られている。先行研究により PEL 細胞において IRE1 と PERK

発現が抑制されており 81)、小胞体ストレス誘導剤は CHOP 発現を増加させて PEL 細胞のアポ

トーシスを誘導することが報告されている。PEL 細胞における UPR 抑制やカプサイシンによ

る URP 惹起が報告されていることから、本研究でも当初はカプサイシンが URP を誘導して

PEL 細胞死を誘導するのではないかと考えた。しかし、カプサイシン処理は JSC1 細胞におけ

るATF6発現増加とHBL6におけるXBP1スプライシング亢進を除いてATF4下流以外のUPR

関連分子を変化させなかった。HBL6 と JSC1 細胞は PEL 細胞の中でもカプサイシンへの感受
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性が高いため、UPR 活性化の有無が PEL 細胞間での感受性の違いを引き起こす可能性が考え

られる。一方で、第 1 章よりカプサイシンは KSHV 溶解感染に影響しないことが明らかとな

ったが、小胞体ストレス誘導剤が KSHV 溶解感染を促進することが報告されている 81)。その

ため、カプサイシンは一部の PEL 細胞においてわずかに UPR を活性化するか、あるいはほと

んど影響しないと推察される。しかし、UPR によるアポトーシス誘導は PERK 活性化による

ATF4 翻訳促進と CHOP 発現が重要な意義を持つと考えられていることから、ATF4 と下流因

子の活性化が PEL 細胞のアポトーシス誘導に関与する可能性は高い。 

 

Figure 24 UPR の概要と KSHV による UPR 抑制 

 

カプサイシン処理 PEL 細胞のアポトーシスを誘導したが、CHOP 発現増加は KSHV 非感染

細胞と PEL 細胞のどちらの細胞でも見られた。CHOP はアポトーシス促進性の転写因子と考

えられているが、CHOP によるアポトーシス誘導機構には未だ不明な点が多い。しかし、CHOP

の強制発現がアポトーシスを誘導する報告があること 156, 157)から非ストレス存在下と比較し

てストレス負荷時の CHOP 発現増加量がアポトーシス誘導に関与する可能性が考えられる。

CHOP 発現の有意な増加は PEL 細胞のみでなく Raji 細胞でも見られた。また、HeLa 細胞を

用いたルシフェラーゼアッセイにおいてもカプサイシン処理は CHOP 上流プロモーターから

の転写を活性化させたことから、カプサイシンは細胞株に関係なくある程度の CHOP 発現増

加を引き起こすことが示された。KSHV 非感染細胞の Raji 細胞とカプサイシン処理時の PEL

細胞では HBL6 において最も CHOP 発現量が少なく、Raji 細胞における発現量よりわずかに
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多い程度であった。しかし HBL6 は未処理時の CHOP 発現量が Raji 細胞と比較して少なく、

未処理時と比較した CHOP 発現の増加量は Raji 細胞と比較して PEL 細胞のほうが多かった。

従って、未処理時と比較してカプサイシン処理による CHOP 増加量が多いことが PEL 細胞特

異的なアポトーシスを誘導の要因ではないかと推察される。 

 

第 1 章でカプサイシンの PEL に対する CC50を求めたが、PEL 細胞の中でもカプサイシンへ

の感受性の違いは大きく、JSC1 や HBL6 細胞が高い感受性を示した。JSC1 と HBL6 細胞は

UPR 関連分子のわずかな活性化が見られることから、カプサイシンによる PEL 増殖抑制効果

には MAPK 抑制や ATF4 と CHOP 増加以外のメカニズムが存在する可能性は否定できない。

また、ATF4 や CHOP など bZIP 構造をもつ転写因子は bZIP 構造を介してホモあるいはヘテロ

2量体を形成し、2量体を形成する相手により転写活性が変化することが報告されている 186)。

bZIP構造をもつ転写因子はATF1-7やC/EBP-、ERKや p38 MAPK下流で活性化される c-fos

や c-myc など多数の転写因子が存在し、細胞内の bZIP 構成比の違いが PEL 細胞の感受性の

違いに影響している可能性が考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 カプサイシンによる ATF4 翻訳促進と CHOP、PUMA 発現 

 

 

2-5. 小括 

カプサイシン処理は PEL 細胞のアポトーシスを誘導した。そのメカニズムとして、カプサ

イシン処理はストレス応答性転写因子 ATF4 の翻訳を促進し、その下流分子でアポトーシス

誘導に関与する CHOP と PUMA 発現を増加させることを明らかにした。 
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総括 

本研究では、予後不良の B 細胞性リンパ腫である PEL の新規治療薬開発を目的とし、カプサ

イシンの PEL 増殖に及ぼす影響を解析した。 

第 1 章ではカプサイシン処理が PEL 細胞に対して 100-150M、KSHV 非感染細胞に対して

200 M の濃度で有意な細胞増殖抑制効果を示すことを見出した。また、予めカプサイシン処

理した PEL 細胞を用いたマウス移植モデルでは溶媒処理群と比較して腫瘍増加量が有意に抑

制された。カプサイシンによる PEL 細胞の増殖抑制のメカニズム解析を行ったが、カプサイ

シン処理は KSHV 感染による活性化が報告されている NF-B や Wnt シグナル、UPR に関わ

る分子の発現量を変化させなかった。また、PEL 細胞において STAT3 Y705 のリン酸化を亢

進させた。一方で、カプサイシン処理は PEL 細胞において活性化している ERK リン酸化を

抑制し、ERK シグナル特異的阻害剤の U0126 処理は PEL 細胞の生存率を低下させた。また、

カプサイシン処理はウイルスタンパク質による PEL細胞増殖シグナル活性化やKSHVウイル

ス粒子産生に関与する p38 MAPK リン酸化を抑制し、p38 MAPK 特異的阻害剤の SB203580

処理は PEL 細胞の生存率を低下させた。さらに、カプサイシン処理は PEL 細胞において IL-6 

mRNA 発現を抑制し、U0126 処理と SB203580 処理のどちらも PEL 細胞での IL-6 mRNA 発現

を抑制した。また、IL-6 中和抗体は PEL 細胞と KSHV 非感染細胞の両方の生存率を低下させ

た。カプサイシン処理は KSHV 溶解感染期を誘導せず、NaB による溶解感染誘導の阻害効果

も示さなかった。第 1 章ではカプサイシンが PEL 細胞の増殖や KSHV ウイルスタンパク質の

機能発現に関与する ERK と p38 MAPK シグナルを抑制し、IL-6 産生を抑制することで PEL

増殖を抑制することを明らかにした。すなわち、カプサイシンは KSHV 感染により活性化さ

れるシグナルやウイルスタンパク質の機能発現に必要なシグナルを抑制することで PEL 増殖

を抑制したと考えられる。 

第 2 章においてカプサイシン処理は ATF4 翻訳を促進し、ATF4 増加量は KSHV 非感染細胞

と比較して PEL 細胞で多いことを見出した。また、カプサイシン処理は ATF4 mRNA 発現や

ATF4 タンパク質の安定性にほとんど影響しなかった。カプサイシン処理は ATF4 により発現

が増加する CHOP と GADD34、PUMA の mRNA 発現を増加させた。ATF4 と同様にカプサイ

シン処理による増加量は KSHV 非感染細胞と比較して PEL 細胞で多いことを明らかにした。 

カプサイシン処理は PEL 細胞においてカスパーゼ-9、カスパーゼ-3、カスパーゼ-7 の活性化

を引き起こし、PEL 細胞のアポトーシスを誘導した。カプサイシン処理は一部の PEL 細胞に

おいて UPR 関連因子をわずかに活性化させた。PEL 細胞による ATF4 翻訳促進には UPR 以外

のストレス応答経路が関与する可能性が示された。第 2 章ではカプサイシン処理がストレス

応答性転写因子であるATF4翻訳促進しCHOPや PUMAの発現増加を引き起こして PEL細胞

のアポトーシスを誘導することを明らかにした。すなわち、カプサイシンはストレス応答を

惹起することで PEL 細胞死を誘導したと考えられる。 

以上の結果より、カプサイシンは新規 PEL 治療薬のリード化合物となることが示された。 
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