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課程博士学位論文 内容の要旨 

氏名（英字名）：重見 善平 (Shigemi Zenpei) 

学位論文題目：原発性体腔液性リンパ腫細胞における小胞体ストレス応答と NF-Bシグナル

に関する研究 

 

エイズ関連日和見腫瘍である原発性体腔液性リンパ腫（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。感染者の免疫抑制時、KSHV は PELや

カポジ肉腫を発症する。特に PELは既存の化学療法に耐性を示すことから、新規抗 PEL薬の

開発が焦眉の課題である。KSHV は、細胞内で潜伏感染と溶解感染の二つの感染様式を発現

する。潜伏感染期、KSHV は LANA (the latency-associated nuclear antigen) 等のウイルス分子を

発現し、NF-B、Akt、Erk、Wntシグナルを活性化することで、細胞増殖と感染維持を行う。

一方、小胞体（endoplasmic reticulum ; ER）内の新生タンパク質のホールディング時に生じる

変性タンパク質は、細胞毒性（ERストレス）を示す。これに対し、細胞は UPR（unfolded protein 

response）を活性化し、ERの恒常性を維持する。しかし、ERストレスが過剰である場合、

UPRは細胞にアポトーシスを誘導する。正常細胞と比べて、ウイルス感染腫瘍細胞では、細

胞増殖やウイルス複製に伴いタンパク質合成が亢進しており、より強い ERストレスが生じ

ている。このことから、本研究では二つの仮説を推論した。一つは、KSHV は細胞内の UPR

を脱制御することで感染を維持するのではないか。もう一つは、PEL細胞にさらに ERスト

レスを負荷することが新規抗 PEL療法に成りうるのではないか。これらの推論をもとに、潜

伏と溶解感染期における、PEL細胞内の UPR挙動を解析した。また、ERストレスを誘発す

る化合物として DAT (diallyl trisulfide) に着目し、潜伏感染期の PEL細胞に対する殺細胞効果

とその作用機序を解析した。 

 

1. PEL細胞内の UPR脱制御機構 

まず、KSHV非感染細胞と潜伏感染期の PEL細胞における UPR関連遺伝子の発現や活性

を解析した。その結果、KSHV非感染細胞と比較して、UPRの IRE1と PERK の mRNAの発

現が PEL細胞では転写レベルで抑制されていた。また、HeLa 細胞への LANAの過剰発現に

より IRE1の mRNA量が減少したことから、IRE1の発現抑制には LANAが関与することが

示唆された。次に、未だ不明である IRE1と PERK の発現を制御するプロモーターや転写因

子をレポーターアッセイにより解析した。その結果、IRE1のプロモーター内の ATF結合配

列を置換変異すると、レポーター活性が約 50%低下した。さらに、ATF4の過剰発現は IRE1

のプロモーター活性と mRNA発現を増強した。次に、PEL細胞の増殖に対する ERストレス

誘導剤（thapsigargin ; Tg）の影響を評価した結果、Tgは PEL細胞に増殖抑制とアポトーシス

を誘導した。一方、溶解感染期に誘導した PEL細胞では、UPRの Bipや IRE1、PERK の発

現量が増加した。また、溶解感染期の PEL細胞を Tg処理すると、溶解感染遺伝子である RTA

や K-bZIPの発現量とウイルス産生量が顕著に増加した。さらに、RTAが IRE1の、K-bZIP

が PERK の発現量を増加させた。 



潜伏感染期の PEL細胞において、PERK と IRE1の発現が抑制されていたことから、KSHV

が細胞内の UPRを阻害することが明らかとなった。先行研究より、LANAが ATF4 の機能を

抑制することが報告されている。すなわち、KSHV は LANAを介して ATF4 の転写活性化能

を阻害することで、IRE1の発現を抑制することが示唆された。また、Tgが PEL細胞にアポ

トーシスを惹起したことから、KSHVは UPRのプロ・アポトーティックな活性を抑制するこ

とで、PEL細胞の生存に寄与すると考えられる。一方、溶解感染期のウイルスタンパク質合

成にともなう ERストレスは、PEL細胞内の UPRを活性化する。KSHVは活性化した UPRを

利用し、溶解感染遺伝子の発現増強とウイルス産生を行うことが明らかとなった。さらに、

KSHVは RTAや K-bZIP を介して PERKと IRE1の発現誘導、すなわち UPRを自らも活性化

することで、自身のウイルス産生を更に加速させると考えられる。 

本研究が明らかにした KSHV による UPRの脱制御機構は、KSHV の感染維持とウイルス

生存戦略の発見と同義である。本研究成果は、UPR活性化 (ERストレス負荷) が、新規抗 PEL

療法になる可能性を示している。 

 

2. DATの PEL細胞に対する抗腫瘍活性とその作用機序解析 

DAT の投与は、KSHV 非感染細胞の増殖には影響しなかったことに対し、PEL細胞に対し

て caspase-7, -9活性化を伴うアポトーシスを誘導した。次に、DAT 処理細胞における UPR挙

動を解析した結果、DAT は KSHV 非感染細胞と PEL細胞の両方に、UPR 関連遺伝子の発現

と活性化を誘導した。すなわち、DAT による PEL細胞特異的な殺細胞効果に、UPR活性化は

寄与しないことが明らかとなった。それゆえ、PEL細胞内で恒常的に活性化しているシグナ

ル伝達に対する DATの影響を解析した。その結果、DATは PEL細胞特異的に NF-B抑制因

子 IBの発現を増加させ、NF-Bを阻害した。DAT による IB安定化の分子機序を詳細に

解析した結果、DATは IKK複合体のキナーゼ活性に必須である IKKのリン酸化を抑制した。

さらに、興味深いことに、DATは TRAF6を不安定化し、この不安定化はプロテアソーム阻

害剤MG132の共処理により減弱した。最後に、動物モデルにおける DAT の抗 PEL活性を評

価した。腹腔内に PEL細胞を移植した免疫不全マウスに、DATを 21日間、隔日で腹腔内投

与した。その結果、DAT 投与マウス群では、PEL細胞に由来する腹腔内の腹水の蓄積と PEL

細胞の増殖、さらに脾臓の肥大が強く抑制された。 

DAT はプロテアソーム依存的に TRAF6を不安定化し、下流分子 IKK複合体の IKKのリ

ン酸化阻害とキナーゼ活性阻害を引き起こす。その結果、IBのリン酸化抑制と安定化を誘

導し、転写因子 NF-B の核移行と活性を阻害することが本研究より明らかとなった。DATは

PEL細胞内で恒常的に活性化している NF-Bシグナルの阻害を介し、PEL細胞特異的にアポ

トーシスを誘導したと考察される。通常、TRAF6は分解とは無関係の poly-Ub 化を介して活

性化する。しかし、DAT 処理によって、TRAF6の poly-Ub鎖の種類が変わり、プロテアソー

ム依存的に TRAF6が分解されたと推測される。本研究結果より、TRAF6不安定化という DAT

の新規薬理活性、そして DATが抗 PEL薬のシードになる可能性が示された。 
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略語表 

ATP  Adenosine 5’-triphosphate 

ATF  Activating transcription factor 

BD  BD Biosciences 

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

BFA  Brefeldin A 

Bip  Ig binding protein 

CCK-8  Cell counting kit-8 

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 

DOC  Sodium deoxycholate 

DAS  Diallyl sulfide 

DAD  Diallyl dislufide 

DAT   Diallyl trisulfide 

DTT  Ditiothreitol     

EBV  Epstein-Barr virus   

ECL  Enhanced chemiluminescence 

EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 

eIF2  Eukaryotic Initiation Factor 2 

ER  Endoplasmic Reticulum 

FBS  Fetal Bovine Serum 

FL  Full Length 

Flip  FLICE-Inhibitory Protein  

GA  Geldanamycin 

GABP   GA binding protein 

GPCR  G-protein coupled receptor 

GRP  Glucose regulated protein 

HHV  Human herpesvirus 

HSV1  Herpes simplex virus 1 

IFN  Interferon 

Ig  Immunoglobulin 

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

IL-1R  Interleukin-1 receptor 

IRE1  Inositol-requiring enzyme1 

IRAK  IL-1 receptor-associated kinase 

IRF  IFN regulatory factor 

KSHV  Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus 

LANA  The latency-associated nuclear antigen 

LPS  Lipopolysaccharide 

MCA  4-methylcoumaryl-7-amide 

2-ME  2-mercaptoethanol 

MyD88  Myeloid differentiation factor 88 

NF-B  Nuclear factor-kappa B 

NEM  N-ethylemaleimide 

NP-40  Nonidet P-40 

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 

PERK  Protein kinase RNA-like ER kinase 

PCR  Polymerase chain reaction 

PMSF  Phenylmethylsulfonyl fluoride 

RT  Reverse transcription 

Sal  Salbrinal 

SB  Sodium butyrate 

SC  SANTA CRUZ BIOTHECHNOLOGY 

SDS  Sodium dodecyl sulfate 

TAK1  Transforming growth factor-β-activated kinase 1 

TAB2  TAK1 binding protein 2 

Tg  Thapsigargin 

TLR  Toll-like receptor 

TPA  12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate 

TRAF  Tumor necrosis factor receptor-associated 6 

Tris  Trishydroxymethylaminomethane 

Ub  Ubiquitin 

UPR  Unfolded protein response 

WT Wild type 

XBP1  X-box binding protein 1 
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序章 

現在 8種のヒトヘルペスウイルスが同定されているが、8番目に発見された HHV-8 (human 

herpesvirus-8) は、EBV (epstein-barr virus) と同じヘルペスウイルスに分類され、カポジ肉腫

関連ヘルペスウイルス (kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus; KSHV) とも呼ばれる 1)。がん

ウイルスである KSHV は、エイズ日和見腫瘍であるカポジ肉腫 (KS) や原発性体腔液性リン

パ腫 (primary effusion lymphoma; PEL) の原因ウイルスであり、その潜伏感染者の割合は、日

本国内では 4%、北米では 10%、アフリカでは実に 50%以上と報告されている 2, 3)。KSHV は

健常者に感染した場合、そのまま潜伏感染し、エピソーム DNAとして宿主細胞の核内に保持

される (Fig. 1)。しかし、エイズ発症や臓器移植に伴う免疫抑制剤投与、つまり感染者の免疫

抑制を引き金に、KSHV は KS や PEL を引き起こす。日本においても、HIV 感染者数や臓器

移植者数が増加傾向にあることから、KSHV 疾患が将来深刻化する恐れがある。PEL は進行

性の非ホジキンリンパ腫に分類され、心膜腔、胸腔、腹腔を含む体腔内にリンパ腫が悪性滲

出し、息切れ、消化器系機能不全、胸痛等の臨床症状を引き起こす。一般的に、PEL に対す

る治療方針は、KSに対して有効な CHOPまたは R-CHOP 療法が採択されるが、 PELはこれ

らの療法に抵抗性を示すことが報告されている 4)。1994 年の KSHV 発見から既に 20 年以上

経過したが、PELに対して有効な治療薬は未だ無いのが現状であり、新規抗 PEL薬の開発が

緊急課題である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. KSHVの生活環 

 

 

KSHVは潜伏感染と溶解感染の二つの感染様式を有し、溶解感染期は前初期、初期、後期

の三つの時期に細分され、各時期特異的に発現するウイルス遺伝子が知られている。KSHV

がコードする遺伝子の大半は溶解感染期に発現し、ウイルス粒子の組み立てと産生に関連す

る 5)。特に、KSHV の ORF50 (open reading frame 50) がコードする RTA (the viral regulator of 

transcription activation) は、潜伏感染から溶解感染移行の引き金となる分子である。また、酸
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化ストレスや低酸素条件、あるいは TPA (12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate) や SB (sodium 

butyrate) といった化学誘導剤等の種々の刺激によって、実験的に PEL細胞を溶解感染に誘導

できることが知られている 5-8)。潜伏感染期の PEL 細胞において、KSHV は主に LANA 

(latency-associated nuclear antigen) 、 vFLIP (viral FADD-like interleukin-1-beta-converting 

enzyme/caspase 8-inhibitory protein)、vCyclin 等のウイルスタンパク質と microRNAを発現し、

宿主細胞内のシグナル伝達を脱制御し、感染細胞の細胞増殖亢進と感染維持を行う。これま

でに明らかにされたKSHVが標的とする細胞内シグナル伝達には、pRb-E2F 
9, 10)、Wnt--catenin 

11, 12)、Erk-MAPK 
13)、Akt 

14, 15)、および NF-B 
16)シグナルがあり、これらのシグナルは PEL細

胞内で恒常的に活性化している。また、これらのシグナル伝達の阻害剤が、PEL 細胞に対し

て細胞毒性を発揮したことから、上記シグナル伝達の恒常的活性化が PEL細胞の生存に必須

だと考えられている 17-20)。 

一方、小胞体 (endoplasmic reticulum; ER) は、新生タンパク質の立体構造形成（フォール

ディング）やフォールディングに失敗した異常（変性）タンパク質の排除を行うタンパク質

品質管理の場である。ER機能の処理能力を上回るタンパク質合成、ER機能を障害する刺激、

さらに ER 内の翻訳後修飾に関わる遺伝子の変異は、ER にストレス（ER 内での異常タンパ

ク質の過剰蓄積）を誘導する。ERストレス源には、細菌やウイルスの感染、紫外線照射、酸

化ストレス、栄養飢餓、Tg (thapsigargin) 等の化合物が知られている。これらの ERストレ

スに対し、細胞は自己の恒常性維持のため ERストレス応答（Unfolded protein response; UPR）

を活性化する。活性化した UPRは、分子シャペロンの発現誘導を介した ER内のフォールデ

ィング能増強、タンパク質合成抑制、そして異常タンパク質の分解 (ER-associated degradation; 

ERAD) を行うことで、ER ストレスを軽減する。しかし、UPR で処理できないほどの ER ス

トレスが細胞に負荷された場合、UPR はアポトーシスを誘導することが知られている。その

ため、UPR は細胞の生存と恒常性維持に重要なストレス防御機構だと考えられている。UPR

概要を以下に模式図と共に示す (Fig. 2) 
。 

UPRは ATF6 (activating transcription factor 6)、PERK (protein kinase RNA-like ER kinase)、

および IRE1 (inositol-requiring enzyme 1を介した 3 経路から成り、通常 Bip/GRP78 (Ig 

binding protein/ glucose regulated protein 78 kDa) が結合することで不活性化されているが、ER

ストレスが負荷されると、これら 3 分子から Bip が解離し、下流にシグナルが伝達される。

ATF6経路は主にシャペロンの発現誘導の機能を担うが、ER 膜上の ATF6はゴルジ体に小

胞輸送された後、プロテアーゼによる切断を受け、活性化する。この活性化型の ATF6は ERSE 

(ER stress response element) 配列を介して ERシャペロンである Bipや GRP94 の転写を活性化

し、ER内の変性タンパク質フォールディング能を増強し、小胞体ストレスを軽減する。PERK

経路は翻訳抑制とアポトーシス誘導の機能を担い、Bip解離に伴い二量体化し、自己リン酸化

することで活性化する。活性化した PERK は翻訳開始因子 eIF2 (eukaryotic initiation factor 2) 

をリン酸化することで、細胞内の翻訳抑制を誘導するが、例外的に転写因子 ATF4 の翻訳は

活性化する。核内に移行した ATF4は CRE (cyclic adenosine monophosphate response element) 配

列を介して、CHOP (CCAAT/enhancer-binding protein homologues protein) の転写を活性化する。

CHOPはプロアポトーシス遺伝子である PUMA (p53 upregulated modulator or apoptosis) や Bim
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の転写を活性化し、抗アポトーシス遺伝子である Bcl-2の転写を抑制することで、アポトーシ

スを誘導する 22-24)。また、CHOP が転写活性化する GADD34 (growth arrest and DNA 

damage-inducible gene 34) は、PP1protein phosphatase 1を eIF2に引き寄せ、eIF2の脱リ

ン酸化を誘導する。IRE1経路は、主に ERAD とアポトーシス誘導の機能を担い、PERK 同

様に二量体化し、自己リン酸化することで活性化する。活性化 IRE1は XBP1 (X-binding 

protein1) の未成熟型 mRNAをスプライシングし、XBP1 の成熟型 mRNA (sXBP1) の発現を誘

導する。この sXBP1は UPRE (UPR response element) 配列を介して、ERAD関連遺伝子の転写

を活性化し、ER内に蓄積した変性タンパク質の分解を亢進する。一方、IRE1は TRAF2 (tumor 

necrosis factor receptor associated factor 2) を介して MAPKK の一種 Ask1 (apoptosis 

signal-regulating kinase 1) を活性化し、その結果 Jnk (c-jun N-terminal kinase) が活性化し、最終

的にアポトーシスを誘導する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. UPR模式図  

 

ウイルス感染腫瘍細胞である PEL細胞では、潜伏感染期における細胞増殖、溶解感染期に

おけるウイルス複製の各ステージにおいて、大量のウイルスタンパク質が合成される。それ

ゆえ、PEL 細胞では、UPR を介した翻訳抑制やアポトーシスが誘導されるほどの強い ER ス

トレスが生じていると考えられる。このことから、KSHV が UPRを脱制御することで、感染

維持やウイルス産生を行うと推論した。KSHV による UPRの脱制御には、以下の二つが想定

される。一つは、ER シャペロンの発現亢進を介して、ER 内フォールディング能を増強する

ことで、UPRが誘導する翻訳抑制やアポトーシスを KSHV が回避することである。もう一つ

は、翻訳抑制やアポトーシス機能を直接抑制することである。 

本研究の第 1章、第 2 章では、KSHVによる UPR脱制御の分子機構の解明を目的に、潜伏

感染期と溶解感染期における PEL 細胞内の UPR 挙動解析をした。すなわち、UPR に焦点を
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あてた PELの新規疾患メカニズムの解析を行った。そして、第 3章では、PEL細胞の増殖を

抑制し、殺細胞効果を有す化合物の探索とその作用機序解析を行った。 

 

試薬類 

試薬類 

本研究で使用した試薬の購入先は以下の通りである。 

各種制限酵素     TaKaRa 

各種プライマー     ユーロフィンジェノミクス 

Actinomycin D     Focus biomolecules 

ANTI-FLAG M2 Affinity Gel   SIGMA-ALDRICH 

Bay11-7082     SIGMA-ALDRICH 

BFA (brefeldin A)     和光純薬 

Caspase-Glo Assay kit    Promega 

CCK-8 (cell counting kit-8)    Dojindo 

DMEM (dulbecco’s modified eagle’s medium)  ナカライテスク 

DAS (diallyl sulfide)    和光純薬 

DAD (diallyl disulfide)    東京化成工業 

DAT (diallyl trisulfide)    LKT Laboratories 

DNase I      NEB 

ECL
TM 

(enhanced chemiluminescence)  GE Healthcare 

Fluoromount-G     SouthernaBiotech 

GA (geldanamycin)    和光純薬 

GoTaq Flexi DNA polymerase   Promega 

Hoechst 33258 (以下、Hoechst とする)  Dojindo 

Immobilon-P Transfer Membrane   MILLIPORE 

KOD FX neo     TOYOBO 

LB培地      和光純薬 

Luciferase assay reagent Ⅱ    Promega 

MG132      ペプチド研究所 

Opti-MEM     GIBCO 

Ortho-nitrophenyl--galactoside (ONPG)  東京化成工業 

Passive lysis buffer    Promega 

PEI (polyethylenimine)    コスモバイオ 

Protein A/G PLUS-Agarose    Santa Cruz 

Proteinase K     ナカライテスク 

ReverTra Ace qPCR RT Kit    TOYOBO 

RNAiso Plus     TaKaRa 
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RPMI1640     ナカライテスク 

Sal (salbrinal)     Focus Biomolecules 

Salmon sperma DNA    BioDynamics Laboratory 

SepaGene     EIDIA 

S-protein beads agarose    Merck Millipore 

SB (sodium butyrate)    東京化成工業 

Suc leu-leu-val-tyr-MCA (4-methylcoumaryl-7-amide) ペプチド研究所 

Tg (thapasigargin)     Cayman Chemical 

THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix   TOYOBO 

T7-Tag Antibody agarose    Millipore 

X-ray film     FUJI FILM 

 

試薬調製 

Actinomycin D、bay11-7082、BFA、DAS、DAD、DAT、GA、MG132、Sal、SB、 

Suc leu-leu-val-tyr-MCA、Tg は、全て DMSO (dimethylsulfoxide) に溶解した後、使用した。

cycloheximide は、100% ethanol に溶解し、使用した 

 

緩衝液 

本研究で使用した緩衝液の組成は、以下の通りである。 

 

2×BBS buffer 

50 mM N, N-Bis (2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonic acid、280 mM NaCl、1.5 mM Na2HPO4 

(pH7.0) 

 

TE buffer 

10 mM Tris-HCl (trishydroxymethylaminomethane-HCl) 、 1 mM EDTA 

(ethylenediaminetetraacetic acid) (pH8.0) 

 

PBS (phosphate-buffered saline) 

137.0 mM NaCl、2.7 mM KCl、4.3 mM Na2HPO4、1.4 mM NaH2PO4 

 

PBS-T 

137.0 mM NaCl、2.7 mM KCl、4.3 mM Na2HPO4、1.4 mM NaH2PO4、0.1% tween 20 

(polyoxyethylene sorbitan monolaurate) 

 

Transfer buffer 

25 mM Tris、192 mM glycine、20% methanol 
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Z buffer 

10 mM Na-phospate buffer (pH7.5)、0.1 mM KCl、0.02 mM MgSO4、0.4 mM 2-mercaptoethanol 

 

2×SDS-PAGE sample buffer 

2% SDS (sodium dodecyl sulfate)、80 mM Tris-HCl (pH6.8)、20% glycerol、1.2×10
-3

% 

bromophenol blue、1% 2-mercaptoethanol 

 

8×SDS-PAGE sample buffer 

8% SDS、320 mM Tris-HCl (pH6.8)、80% glycerol、1.2×10
-3

% bromophenol blue、4% 

2-mercaptoethanol 

 

Solution buffer 

20 mM HEPES-NaOH (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid-NaOH) (pH7.4)、0.25 

M Sucrose、1 mM EDTA、 

 

Fraction buffer 

20 mM HEPES-NaOH (pH7.4)、3 mM MgCl2、10 mM NaCl 

 

IP buffer 

20 mM Tris-HCl (pH7.5)、150 mM NaCl、5 mM EDTA、1% NP-40 (nonidet P-40) 

 

RIPA buffer 

50 mM Tris-HCl (pH7.5)、150 mM NaCl、5 mM EDTA、0.1% SDS、0.5% DOC (sodium 

deoxycholate)、1% NP-40 

 

Buffer A 

50 mM Tris-HCl (pH7.6)、 1mM MgCl2、0.1 mM EDTA、1% glycerol、1 mM DTT (ditiothreitol)、 

0.2 mM ATP (adenosine 5’-triphosphate)、0.2% NP-40 

 

Buffer B 

50 mM Tris-HCl pH7.8、10 mM MgCl2、1 mM DTT、2 mM ATP、0.1 mM Suc leu-leu-val-tyr-MCA 

 

DNase I buffer 

100 mM Tris-HCl pH7.6 at 25℃、25 mM MgCl2、5 mM CaCl2 

 

TNE solution 

150 mM NaCl、10 mM Tris-HCl (pH7.5)、10 mM EDTA 
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NTE solution 

650 mM NaCl、10 mM Tris-HCl (pH8.0)、10 mM EDTA 

 

3M NaOAC 

2 M CH3COOH、 4.97 M CH3COONa  
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第 1章 PEL細胞内の UPR挙動解析 

1-1 はじめに 

近年、ウイルス感染と UPR の強い相関が明らかとなってきた 25)。正常細胞と比較して、

ウイルス感染細胞内では、大量のウイルスタンパク質が合成されるので、過度な ER ストレ

スが生じる。これに対して、HSV1 (herpes simplex virus1) や EBV、CMV (cytomegalovirus) と

いったヘルペスウイルスは UPRを脱制御することで、宿主細胞内の ERストレスを軽減し、

ウイルスの生存や増殖を行うことが明らかとなってきた 26, 27)。一方、これらのヘルペスウイ

ルスに比べ、KSHVと UPRに関する知見は少ない 28-33)。さらに、PERK-eIF2経路を介した翻

訳抑制によって、UPR が KSHV のウイルス産生を阻害する報告と 32)、UPR が RTA を含む溶

解感染遺伝子の発現とウイルス産生を活性化する報告があり 28, 29, 33)、KSHV の溶解感染に対

する UPR活性化の影響は不明な点が多い。また、先行研究において、潜伏感染期の PEL細胞

における UPRの挙動解析は全くされていない。そこで、本章では、潜伏および溶解感染期の

PEL細胞における UPR挙動を解析した。 

 

1-2 実験方法 

1-2-1 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。 

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

KSHV感染、EBV感染 PEL細胞: HBL6、および BC2 

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、DG75、および BJAB 

HeLa 細胞株は、10% FBS含有DMEM培地を用いて、CO2インキュベーター (37℃、5% CO2) 

内で培養した。 

 

1-2-2 細胞からのゲノム DNA抽出 

PBSで洗浄した細胞を TNE solution 10 mL、10% SDS 溶液 400 L、20 mg/mL proteinase K

溶液 100 Lを加え、65℃、3時間反応させた。次に、NTE solution 10 mL を加え転倒混和し

た後、phenol抽出、phenol-chloroform抽出、chloroform抽出を各 1回ずつ行い、回収した上清

を ethanol 沈殿することで、ゲノム DNAを精製した。 

 

1-2-3 プラスミド DNA 

ヒト IRE1および PERK の発現プラスミド DNA は Addgene 社から購入し、そのプラスミ

ド名と IDを以下に示す。 

 

Name: IRE1 alpha-pcDNA3.EGFP (以下、IRE1 pcDNAと略す) ID: 13009 

Name: PERK1:PERK.WT.9E10.pcDNA (以下、PERK-WT pcDNAと略す) ID: 21814 
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Name: PERK2:PERK.K618A.9E10.pcDNA (以下、PERK-KA pcDNAと略す) ID: 21815 

 

PERK-KAは、PERKの K618 を Aに置換した変異体タンパク質で、キナーゼ活性欠損変異

体タンパク質である。また、IRE1 pcDNAを鋳型に、N末側に 2×S-tag peptideを付加した形

で哺乳類細胞発現ベクターpCIneo (Promega 社より購入) に、EcoRI/SalI サイトを利用してク

ローニングし、2S-IRE1を作製した。 

KSHV が発現するウイルスタンパク質 LANA およびその欠損変異体タンパク質、vFLIP、

vCyclinの発現プラスミドDNAは、当研究室の藤室雅弘教授が作製した。完全長LANA (以下、

DY52) および LANA繰返し領域を欠損させたMF24、vFLIPおよび vCyclin をコードする遺伝

子は、N末端側に 3×T7 tag, または 2×S-tag peptide が付加された形でタンパク質が発現する

ように、pCIneo にクローニングされたプラスミド DNA である。また、LANA の欠損変異体

タンパク質発現プラスミド DNA (MF44、MF68、MF69、MF70、MF81 および MF82) は、N

末端側に Flag-tag が付加された形で、タンパク質が発現するように、哺乳類細胞発現ベクタ

ーpSG5 (Stratagene 社より購入) にクローニングされたプラスミド DNA である。LANA-N と

LANA-C は、LANA の N 末ドメイン (1-340 アミノ酸残基)と C 末ドメイン (936-1162 アミノ

酸残基) 発現プラスミドであり、当研究室の藤室雅弘教授が作製した。N 末端に 2×S-tag 

peptideが付加された形でタンパク質が発現するように、pCIneo にクローニングされたプラス

ミド DNA である。KSHV の glycoprotein をコードする ORF8 (glycoprotein B; gB)、 ORF22 

(glycoprotein H; gH)、 ORF39 (glycoprotein M; gM)、 ORF47 (glycoprotein L; gL)、 ORF53 

(glycoprotein N; gN)、 ORF51 (K8.1)、 ORF68は BCBL1細胞から抽出したゲノム DNAを鋳

型に、KOD FX neo を用いて PCR法にて増幅した。PCR反応液組成と条件は以下の通りであ

る。ORF53以外の増幅した PCR産物は各種制限酵素サイトを利用して、N末端側に 2×S-tag 

peptideが付加された形でタンパク質が発現するように、pCIneo にクローニングした。ORF53

は、C末端側に 2×S-tag peptideが付加された形でタンパク質が発現するように、pCIneo にク

ローニングした。各遺伝子のプライマーセットとクローニングサイトをTable 1に示す。また、

完全長 gBと gHは発現効率が非常に低かったので、予測膜貫通領域 (transmembrane; TM) を

欠損させた変異体タンパク質も作製した。作製したプラスミドはシーケンス解析を行い、変

異がないことを確認した。 

 

2×PCR buffer for KOD FX Neo 25 L 

2 mM dNTPs mix   10 L 

10 M sense primer   1.5 L 

10 M antisense primer  1.5 L 

KOD FX Neo (enzyme)  1 L 

Template DNA (20 ng)   2 L 

Distilled sterilized water   9 L 

Total    50 L 

 

 

94℃ 2 min 

98℃ 10 sec 

55℃ 1 min        33 cycles 

68℃ 0.5 min/1 kb 

4℃ 5 min 
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Table 1  

KSHVの glycoproteinのクローニングに使用したプライマー 

Name Gene Sense primer Antisense Primer Cloning site 

ZS35 ORF8 5’-GGAAGAATTCATG
ACTCCCAGGTCTAGA
TTGGC-3’ 

5’-AACCCGGGTCACT
CCCCCGTTTC-3’ 

EcoR/SmaI 

ZS68 ORF8⊿TM 5’-GGAAGAATTCATG
ACTCCCAGGTCTAGA
TTGGC-3’ 

5’-AACCCGGGTCAGC
CACCCAGGTC-3’ 

EcoRI/SmaI 

ZS33 ORF22 5’-AAACGCGTATGCA
GGGTCTAGC-3’ 

5’-GGGTCTAGACTAAT
AAAGGATGGAAAAC
AGTC-3’ 

Mlu/XbaI 

ZS62 ORF22⊿TM 5’-AAACGCGTATGGC
CACTGGCGC-3’ 

5’-GGGTCTAGACTAA
CTGGCTGCGCGTCTT
C-3’ 

MluI/XbaI 

ZS37 ORF39 5’-AAGAATTCATGCG
CGCTTCAAAG-3’ 

5’-AGGTCGACCTAAA
TGAATATCATTTGCG-3
’ 

EcoRI/SalI 

ZS6 ORF47 5’-AAGAATTCATGGG
GATCTTTGCG-3’ 

5’-AGGTCGACTTATTT
TCCCTTTTGACC-3’ 

EcoR/SalI 

ZS5 ORF53 5’-AAGAATTCATGAC
AGCGTCCAC-3’ 

5’-AAGTCGACTGCAT
GGACCAC-3’ 

EcoR/SalI 

ZS36 ORF51 5’-AAACGCGTATGAG
TTCCACACAG-3’ 

5’-AAGTCGACTTACA
CTATGTAGGGTTTCTT
ACG-3’ 

MluI/SalI 

ZS41 ORF68 5’-AAACGCGTATGTTT
GTTCCCTGG-3’ 

5’-AAGTCGACTCAAG
CGTACAAGTGTGAC-3
’ 

MluI/SalI 

 

1-2-4 接着細胞への遺伝子導入 

接着細胞の場合、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。

24-well plate の場合、1 wellあたり、合わせて 40 Lになるよう DNA 3 μg と 2.5 M CaCl2水溶

液 4 L と滅菌水をよく混合した。これに等量の 2×BBS buffer を加え、よく混合した後、室

温で10分間インキュベートすることで、DNA混合液を調製した。培養ディッシュ上で、20-30%

コンフルエントに達した細胞に上記のDNA混合液を加え、CO2インキュベーター (35℃、3.5% 

CO) 内で一晩培養した。次に、細胞を PBS で 2 回洗浄し、新しい培地に交換した後、さら

に培養(37℃、5% CO) を続け、DNA混合液を細胞に添加してから計 48時間後に細胞を回収

した。 

 

1-2-5 細胞増殖アッセイ 

5×10
4
 cells/50 L/wellとなるよう細胞を 96 well-plate に播種し、培地を用いて種々の濃度

に希釈した化合物溶液を等量加え、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 CCK-8を 10 L

添加、混合し、3時間培養後、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。 
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1-2-6 ウェスタンブロット解析 

SDS-PAGE (SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動) を行った後、セミドライ方式を用いて、

1 cm
2あたり 2 mAの電流を 60分間通電することで PVDF (polyvinylidene difluoride) 膜へ転写

した。転写後の膜を PBS-T に溶解した 5% skim milk溶液で 30分間震盪することでブロッキ

ングした後、ブロッキング溶液中にて、種々の濃度の一次抗体と室温で 1 時間反応させた。

反応後、PBS-T で室温 10 分間の洗浄を 4回行い、PBS-T 中で 5000 倍に希釈した二次抗体と 1

時間反応させた。反応後、PBS-T で室温 10 分間の洗浄を 5 回行い、次いで PBS で室温 5 分

間の洗浄を 3 回行った後、ECL を用いて化学発光させ、X 線フィルムに感光させた。本研究

で使用した、各種抗体の使用濃度およびメーカーを記載する。 

 

Anti-Caspase-3 rabbit polyclonal antibody ×1000 CST (Cell Signaling Technology) 

Anti-Caspase-7 rabbit polyclonal antibody ×1000 CST 

Anti-Caspase-8 rabbit polyclonal antibody ×500 CST 

Anti-Caspase-9 rabbit polyclonal antibody ×500 CST 

Anti-PARP rabbit polyclonal antibody ×1000 CST 

Anti--Actin mouse monoclonal antibody ×10000 SC (SANTA CRUZ BIOTHECHNOLOGY)  

Anti-p21
Cip1 

mouse monoclonal antibody ×1000 BD (BD Biosciences)  

Anti-Bip/GRP78 mouse monoclonal antibody ×5000 BD 

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

Anti-p65 mouse monoclonal antibody  ×1000 BD 

Anti-Histone H2B rabbit polyclonal antibody ×2000 SC 

FK-2 mouse monoclonal antibody  ×3000 当研究室の藤室雅弘教授が作製 

Anti-Phospho-IB (Ser32/Ser36) rabbit polyclonal antibody ×1000 CST 

Anti-FLAG mouse monoclonal antibody ×3000 SIGMA 

T7-tag Antibody HRP Conjugate  ×10000 Novagen (Merck Millipore) 

Anti-S- probe rabbit polyclonal antibody ×3000 SC 

Anti-Phospho-IKK (Ser176)/IKK (Ser177) rabbit monoclonal antibody ×500 CST 

Anti-myc mouse monoclonal antibody ×3000 Calbiochem (Merck Millipore) 

Anti-TRAF6 rabbit polyclonal antibody ×200 SC 

Anti-HA-tag mouse monoclonal antibody ×3000 Babco 

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 BD 

Anti-Erk1/2 mouse monoclonal antibody ×1000 BD 

Anti-Phospho-Akt (Ser473) rabbit polyclonal antibody ×1000 CST 

Anti-Phospho-Akt (Thr308) rabbit polyclonal antibody ×1000 CST 

Anti-Akt rabbit polyclonal antibody  ×1000 CST 
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HRP conjugate anti-mouse IgG  ×5000 GE Healthcare 

HRP conjugate anti-rabbit IgG  ×5000 GE Healthcare 

Anti-PERK mouse monoclonal antibody ×100 SC 

Anti-IRE1 mouse monoclonal antibody ×100 SC 

Anti-ATF6 rabbit polyclonal antibody ×200 SC 

Anti-PCNA mouse monoclonal antibody ×5000 SC 

Anti-p53 mouse monoclonal antibody  ×2000 SC 

Anti-K-bZIP mouse monoclonal antibody ×5000 SC 

 

1-2-7 細胞分画法 

細胞 (5×10
6
 cells) を PBSで 3回洗浄した後、400 Lの solution bufferに懸濁し、27Gの注

射針を装着した 1 mLシリンジで、泡立たないよう 5回ピペッティングすることで、細胞をホ

モジナイズした。その後、3000 rpm、 4℃、 10分間遠心し、上清を細胞質画分とした。また、

得られた沈殿物に 400L の fraction buffer を添加して、氷上で 10 分間インキュベートした。

その後、終濃度 0.6%になるように NP-40を加え、10 秒間ボルテックスミキサーを用いて撹拌

し、13000 rpm、 4℃、 20 秒間遠心し、沈殿物を回収した。Fraction bufferを添加する操作か

ら再び繰り返し、得られた沈殿物を核画分とした。これらの画分を SDS-PAGE、ウェスタン

ブロット解析することで、目的とするタンパク質の局在を分析した。 

 

1-2-8 RT-PCR法による遺伝子発現解析 

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 (5×10
6 

cells) を

RNAiso plus 500 Lと chloroform 100 Lに溶解し、15000 rpm、 4℃、 5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 でリンスし、乾燥させた後、

滅菌水に溶解した。20 ng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。1 サンプルあたりの反応液組成は、以下の通りである。次に、

反応溶液 10 L に対し、TE buffer を 40 L 加えた cDNA 溶液を鋳型に GoTaq Flexi DNA 

polymerase と各遺伝子特異的プライマーセット (Table 2) を用いて PCR反応を行った。1サン

プルあたりの PCR 反応液組成と条件を以下に示す。PCR 産物は 2.5%アガロースゲル電気泳

動により単離し、ethidium bromide 染色することで、解析した。 

 

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 (20 ng) 

Distilled sterilized water 5 L       

Total   10 L 
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RT-PCR反応液組成および反応条件 

5×Green GoTaq Flexi buffer  4 L 

25 mM MgCl2   2.4 L 

10 mM dNTPs mix   0.4 L 

10 M sense primer   1 L 

10 M antisense primer  1 L 

DNA polymerase   0.1 L 

Template cDNA   2 L 

Distilled sterilized water  9.1 L 

Total    20 L 

 

Table 2  

RT-PCRに用いたプライマー  

Gene Sense primer Antisense primer 

ATF6 
5’-CTTTACTAGGCCACCGTC

TCG-3’ 

5’-CAAATCCAACTCCTCAG

GAAC-3’ 

CHOP 
5’-GGTACCTATGTTTCACCT

CCTG-3’ 

5’-GAGCCGTTCATTCTCTTC

AGC-3’ 

GADD34 
5’-CGAGGAAGAGGGAGTTG

CTG-3’ 

5’-CTCCATCCTTCTCAGCTG

CC-3’ 

GAPDH (glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase) 

5’-TGACCACAGTCCATGCC

ATC-3’ 

5’-GGGGAGATTCAGTGTGG

TGG-3’ 

IKK IB kinase 
5’-AGACGTCAGGGAGACTT

GATG-3’ 

5’-ACTGGATCCTACAAGAG

AGCG-3’ 

IKK 
5’-AGGTGCCATCCTCACCTT

GC-3’ 

5’-AATGTCCACCTCACTCTT

CTGCC-3’ 

IKK 
5’-AGTTGCAGGTGGCCTAT

CACC-3’ 

5’-CTCATGTCCTCGATCCTG

GC-3’ 

IRE1 
5’-GGGTCTGAGGAAGGTGA

TGC-3’ 

5’-CAGTGGGGTTTCATGGT

GTC-3’ 

PERK 
5’-TGAGACAGAGTTGCGAC

CG-3’ 

5’-GCCAACACTGAAATTCC

ACTTCTC-3’ 

TRAF6 
5’-CAGGGGTATAGCTTGCCC

TCAC-3’ 

5’-TGGAACGTGTGGATTCC

CAG-3’ 

XBP1 
5’-GTTGAGAACCAGGAGTT

AAGACAG-3’ 

5’-CAGAGGGTATCTCAAGA

CTAGG-3’ 

 

 

95℃ 2 min 

95℃ 30 sec 

55℃ 30 sec    35 cycles 

72℃ 45 sec 

4℃ 5 min 
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1-2-9 Real-time RT-PCR 法による遺伝子発現解析 

細胞からの RNA抽出および cDNA合成は、1-2-8の項で示す方法と同様に行った。合成し

た cDNA溶液を鋳型に、Table 3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℃で 60秒間の伸長を 40サイクル行った。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 

 

Table 3  

Real-time RT-PCRに用いたプライマー 

Gene Sense primer Antisense primer 

ATF6 5’-GGAACTCAGGGAGTGAGCTACA

AG-3’ 

5’-AACCGCTCAACCTTCGAAATG-3’ 

Bip 5’-GGAATTCCTCCTGCTCCTCGT-3’ 5’-CAGGTGTCAGGCGATTCTGG-3’ 

CHOP 5’-GCTCTGATTGACCGAATGGT-3’ 5’-TCTGGGAAAGGTGGGTAGTG-3’ 

GAPDH 5’-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’ 5’-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3’ 

IB 5’-AGCTTTTGGTGTCCTTGGGTG-3’ 5’-CTGTTGACATCAGCCCCACAC-3’ 

IRE1 5’-GGCCTCGGGATTTTTGGAAGTAC-

3’ 

5’-TGCAAACTTCCATCCAGCGTT-3’ 

K8.1 5’-TCCACACAGATTCGCACAGA-3’ 5’-AATGCGAACGATACGTGGGA-3’ 

K-bZIP 5’-AAGTCTCTTGGACAAGCTCGC-3’ 5’-TGAGCATGGCAGATGTTCG-3’ 

PERK 5’-GCGCGGCAGGTCATTAGT-3’ 5’-TGCTAAGGCTGGATGACACC-3’ 

RTA 5’-ATAATCCGAATGCACACATCTTCC

ACCAC-3’ 

5’-TTCGTCGGCCTCTCGGACGAACT

GA-3’ 

uXBP1 5’-ACTCAGACTACGTGCACCTC-3’ 5’-GTCAATACCGCCAGAATCCA-3’ 

sXBP1 5’-CTGAGTCCGCAGCAGGTGCA-3’ 5’-GGTCCAAGTTGTCCAGAATGCCC

AA-3’ 
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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 SB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、

3 mLの培地を 1400 rpm (300×g)、2分間遠心し、上清を 2 mL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、この培地上清 2 mLに対して、10×DNase I buffer 220 

Lと DNase I 10 Lをよく混合し、37℃で 1時間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 (キャ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 95℃、5分間加熱した後、0.5M EDTA-Na (pH8.0) 50 L、 10% SDS溶液 100 

L、 20 mg/mL proteinase K 溶液 10 L、 および 1 mg/mL salmon sperma DNA 溶液 10 Lを加

え、56℃で 1 時間インキュベートすることで、培地上清中に含まれるウイルス粒子キャプシ

ドタンパク質を分解した。また、salmon sperma DNA は、ethanol沈殿の効率を上げるために

加えた。反応後、phenol-chloroform 抽出と chloroform 抽出を各 1 回ずつ行い、サンプル中の

タンパク質を変性、除去した。抽出液 1.5 mLに対して、氷冷した 100% ethanol 3 mLと 3 M 

NaOAC 150 Lを加え、-80℃で 30分間冷却した後、15000 rpm、4℃、30分間遠心した。沈殿

した DNAを氷冷した 70% ethanol で 1回洗浄し、乾燥させた後、TE buffer 15 Lに溶解した。

このサンプル中に含まれるウイルス DNAを 1-2-9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。また、1×10
1
-1×10

7
 copies/Lに調製した pcDNA-RTA (Gao SJ.から恵与) を用いて、検量

線を作成した 34)。 

 

1-2-11 IRE1と PERK タンパク質の安定性試験 

2S-IRE1と PERK-WT pcDNAを遺伝子導入した HeLa 細胞 (各 10cm
2
 dish 4 枚) を PBSで

3回洗浄した後、IP buffer (終濃度 1 mM DTT を含む) 4 mLに溶解し、超音波破砕した。次に、

15000 rpm、4℃、5分間の遠心を行い、上清を回収し、基質に用いた。また、1×10
7 
BCBL1ま

たは Ramos 細胞を IP buffer (終濃度 1 mM DTTを含む) 1 mLにそれぞれ溶解し、上記と同様の

操作を行い、酵素溶液を調製した。基質溶液 600 Lに対して、酵素溶液 300 Lを加え、37℃

で 0、30、または 60分間インキュベートした。反応後、速やかに 8×SDS-PAGE sample buffer 150 

Lを加え、95℃、5分間加熱した。その後、各サンプル中の IRE1と PERK のタンパク質量

をウェスタンブロットにより解析した。 

 

1-2-12 IRE1と PERK の mRNA安定性試験 

1×10
6
 cells の BC3、BCBL1、HBL6、および Ramos 細胞を RNA 合成 (転写) 阻害剤であ

る actinomycin D (終濃度 5 g/mL) で、0-4時間処理し、IRE1と PERK の mRNA量を real-time 

RT-PCR法を用いて、解析した。 
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1-2-13 有意差検定について 

有意差検定は、最初に F検定を行い、分散の検定を行った後、t 検定を行った。p値が 0.05

未満の場合に、「有意差あり」と評価した。 

 

1-2-14 CC50値の算出法について 

CC50 (cytotoxic concentration that reduces cell viability by 50%) 値は、cell viability (細胞生存率)

を 50%まで減少させる化合物の細胞毒性濃度である。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 潜伏感染期の PEL細胞における IRE1と PERK の発現解析 

PEL細胞内の Bip、IRE1、PERK、および ATF6の発現について、ウェスタンブロット法

を用いて解析した。ウイルス非感染 (BJAB、Ramos、および DG75) 細胞と比較して、PEL (BC3、

BCBL1、およびHBL6) 細胞内では IRE1と PERKの発現量が顕著に減少していた (Fig. 3A)。

また、ウイルス非感染細胞で観察された Tg処理による IRE1と PERK の発現量増加も、3種

の PEL細胞ではウェスタンブロット法では検出できなかった (Fig. 3A)。一方、Bip の発現や

核内 ATF6の発現量については、PEL 細胞とウイルス非感染細胞間で、共通する差異は観察

されなかった (Fig. 3Aおよび B)。なお、細胞抽出液 (total cell lysate; TCL) を用いて ATF6

の発現を解析した結果、非特異的バンドが非常に多く検出されたため (data not shown)、細胞

を核と細胞質に分画し、 ATF6の核内発現を解析した。 

近年、IRE1がプロテアソームや細胞内プロテアーゼによって分解されることが報告され

ている 35, 36)。そこで、PERK と IRE1を遺伝子導入した HeLa 細胞から調製した抽出液を、

BCBL1または Ramos 細胞の抽出液と一定時間反応させ、PERKおよび IRE1のタンパク質量

の変化を評価、比較した。その結果、IRE1は反応時間依存的にタンパク質量が減少したが、

BCBL1 と Ramos 細胞の抽出液間で有意な差は認められなかった (Fig. 3C)。また、反応時間

60 分間において、PERKのタンパク質量は減少しなかった (Fig. 3C)。これらの結果から、PEL

細胞内で IRE1と PERK はタンパク質の分解が亢進しているのではなく、mRNA レベルで発

現が抑制されていることが示唆された。 

 

1-3-2 潜伏感染期の PEL細胞における転写レベルでの IRE1と PERK の発現解析 

PEL細胞における IRE1と PERKの mRNA発現を、RT-PCR法を用いて解析した。その結

果、ウイルス非感染 (Ramos および DG75) 細胞と比較して、PEL (BCBL1、JSC1、および HBL6) 

細胞内では、IRE1と PERKの mRNA量が減少していた (Fig. 4A)。また、BCBL1細胞の IRE1

と PERKの mRNA量は、Ramos 細胞の 1/10 程度であった (Fig. 4Bおよび C)。ATF6に関し

ては、ウェスタンブロットの結果と同様に、PEL 細胞とウイルス非感染細胞間で、有意な差

異はなかった(Fig. 4A)。また、PEL細胞を Tg処理した時、IRE1と PERK の発現が増加した 

(Fig. 4A)。Tgは、ERに局在する Ca
2+依存性 ATPase (ER Ca

2+
-ATPase) の阻害剤であり、ERス

トレスを誘導する化合物として知られている。 

次に、PEL 細胞内の IRE1と PERK の発現抑制が、転写阻害または mRNA の分解亢進の

どちらに起因するかを解析した。転写阻害剤 actinomycin Dを用いて、PEL細胞内の IRE1と

PERK の mRNA量を解析した。全細胞種において、時間依存的な IRE1と PERKの mRNA量

の減少が観察されたが、 PEL 細胞と Ramos 細胞間で mRNA 量の減少速度に関する一定の有

意差は観察されなかった (Fig. 5A)。IRE1の安定性は、Ramos 細胞に比べ、BC3 および HBL6

細胞の方が高く、BCBL1 細胞は Ramos 細胞と同等であった (Fig. 5A)。また、PERK の安定性

は、Ramos 細胞に対して BC3 および BCBL1 細胞が有意に低かったが、HBL6 細胞は Ramos

細胞と同等であった (Fig. 5A)。Actinomycin D投与直後 (図中 0時間) における Ramos 細胞の

mRNA量を 1.0とした場合、PEL細胞内の IRE1と PERKの mRNAの変化量は、Ramos 細胞
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と比較して小さかった (Fig. 5B)。これらの結果から、PEL細胞において、IRE1と PERK の

mRNA量の減少は、mRNAの分解亢進ではなく、転写レベルで発現が抑制されていることが

明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. PEL細胞における IRE1と PERK の発現解析 

(A) PEL (BC3、BCBL1、および HBL6) 細胞とウイルス非感染 (BJAB、Ramos、および DG75) 

細胞を 0または 0.2 M Tgで、6または 12時間処理し、ウェスタンブロットを行った。

図は参考文献 (37) の Fig. 1a を一部変更し、引用した。 

(B) PEL (BCBL1、JSC1、JSC-PEL、HBL6、および BC2) 細胞とウイルス非感染 (Ramos お

よび DG75) 細胞を 0または 0.2 M Tgで 8 時間処理した後、核を分画し、ウェスタン

ブロットを行った。図は参考文献 (37) の Fig. 1bを一部変更し、引用した。 

(C) PERK pcDNAまたは 2S-IRE1を遺伝子導入した HeLa 細胞の抽出液と、BCBL1または

Ramos 細胞の抽出液を混合し、37℃で、0、30、および 60 分間インキュベート後、ウ

ェスタンブロットを行った。図は参考文献 (37) の Fig. 2a を一部変更し、引用した。 
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Fig. 4. PEL細胞における IRE1と PERK の mRNAの発現解析 

(A) PEL (BCBL1、JSC1、および HBL6) 細胞とウイルス非感染 (Ramos および DG75) 細胞

を 0または 0.2 M Tgで 4時間処理し、RT-PCR法を用いて IRE1、PERK、および ATF6

の発現量を解析した。図は参考文献 (37) の Fig. 1c を一部変更し、引用した。 

(B) (C) BCBL1 と Ramos 細胞内の IRE1、PERK (C) の mRNA 量を定量した。Ramos

細胞の mRNA量を 1.0とする相対値を示した。図は参考文献 (37) の Fig. 1e を一部変

更し、引用した。 
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Fig. 5. PEL細胞における IRE1と PERK の mRNA安定性試験 

(A) PEL (BC3、BCBL1、および HBL6) 細胞と Ramos 細胞を 5 mg/mL actinomycin Dで 0-3

時間処理し、IRE1(左図) と PERK (右図) の mRNA量を定量することで、mRNAの安

定性を解析した。Actinomycin D 投与直後 (図中 0時間) における各細胞の mRNA量を

1.0とする相対値を示した。 

(B) PEL (BC3、BCBL1、および HBL6) 細胞と Ramos 細胞を 5 mg/mL actinomycin Dで 0-4

時間処理し、IRE1(左図) と PERK (右図) の mRNA量を定量することで、mRNAの安

定性を解析した。Actinomycin D 投与直後 (図中 0時間) における Ramos 細胞の mRNA

量を 1.0とする相対値を示した。図は参考文献 (37) の Fig. 2bを一部変更し、引用した。 

 

1-3-3 潜伏感染期の PEL細胞における IRE1と PERK 経路の解析 

PEL 細胞において、IRE1と PERK の発現が減少していたことから、PERK 経路の下流に

位置する転写因子 ATF4の発現と、IRE1が実行する XBP1のスプライシングを解析した。細

胞分画を行って、核内の ATF4の発現を解析した結果、ウイルス非感染 (Ramos および DG75) 

細胞と比較して、PEL細胞内の ATF4の核内発現量は顕著に減少していた (Fig. 6A)。一方、

BCBL1細胞と Ramos細胞間で uXBP1のmRNA量は同等であったが、BCBL1細胞内の sXBP1 
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の mRNA量は Ramos 細胞の約 30%であった (Fig. 6Bおよび C)。BCBL1細胞と Ramos 細胞共

に、Tg処理により uXBP1 と sXBP1 の発現誘導が確認されたが、Ramos 細胞の sXBP1 の発現

誘導が、未処理時の約 8倍であったことに対し、BCBL1細胞では約 2.5倍と低かった (Fig. 6D

および E)。これらの結果は、PEL細胞における IRE1と PERK の発現抑制を支持する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6. PEL細胞における XBP1 と ATF4の発現解析 

(A) PEL (BC3、BCBL1、HBL6、および BC2) 細胞とウイルス非感染 (Ramos および DG75) 

細胞を 0または 0.2 M Tgで 8時間処理し、分画した後、核内の ATFの発現量をウェ

スタンブロット法で解析した。 

(B) (C) BCBL1と Ramos 細胞内の sXBP1 (B) と uXBP1(C) の mRNA量を real-time PCR法

により定量した。Ramos 細胞の mRNA 量を 1.0 とする相対値を示した。図は参考文献 

(37) の Fig. 1eを一部変更し、引用した。 

(D) (E) BCBL1と Ramos細胞を 0または 0.2 M Tgで 4時間処理し、sXBP1 (D) と uXBP1(E) 

の mRNA量を real-time PCR法により定量した。各細胞の未処理の時の mRNA量を 1.0

とする相対値を示した。図は参考文献 (37) の Fig. 1d を一部変更し、引用した。 
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1-3-4 ウイルスタンパク質 LANAによる IRE1の発現抑制 

次に、IRE1と PERK の発現抑制因子の同定を試みた。潜伏感染時、PEL 細胞内で主に発

現しているウイルスタンパク質は、LANA、vFLIP、および vCyclin の三つである。そこで、

IRE1と PERK の mRNA の発現に対する、これらウイルスタンパク質の過剰発現による影響

を解析した。なお、DY52 は完全長 LANAを、MF24 は LANAの繰返し領域 (330-927 アミノ

酸残基) を欠損させた LANA タンパク質を発現するプラスミドであり、先行研究から MF24

は LANA の機能の大部分を有すことが知られている 12)。解析の結果、DY52、MF24、 およ

び vCyclinを遺伝子導入した HeLa細胞において、IRE1のmRNA発現がそれぞれ 25%、50%、

および 40%減少した (Fig. 7A)。また、LANAによる IRE1発現減少のさらなる知見を得るた

め、LANAの両末端を短く欠損させた変異体タンパク質MF44、MF68、MF69、 MF70、MF81、

および MF82 を用いて解析を行った。その結果、N 末端を欠損させた MF44、MF68、MF69、

および MF70、ならびに C 末端を欠損させた MF81 および MF82 の全ての変異体タンパク質

において、LANAによる IRE1発現減少効果が減弱した (Fig. 7D)。これらの結果から、LANA

と vCyclin が IRE1の発現抑制に寄与することが示唆された。さらに、LANAの抑制機能に N

末端と C 末端の両端が必要であるが、330-927 アミノ酸残基の繰返し領域は必須ではないこ

とが示された。一方、PERK の発現に対する各ウイルス遺伝子の顕著な抑制効果は検出され

なかった (Fig. 7B)。 
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Fig. 7. IRE1と PERKの mRNA発現に対するウイルスタンパク質の影響 

(A) (B) (C) Empty (pCIneo)、DY52、MF24、vFLIP、および vCyclin を遺伝子導入した HeLa

細胞内の IRE1 (A) と PERK (B) の mRNA量を定量した。ベクターコントロールであ

る Emptyを遺伝子導入した時のmRNA量を 1.0とする相対値を示した。また、各 effector

タンパク質の発現をウェスタンブロット法で確認した (C)。(A) および(B) は、参考文

献 (37) の Fig. 6a および bを一部変更し、引用した。 

(D) (E) (F) Empty (SG5)、MF24、MF44、MF68、MF69、MF70、MF81、およびMF82 を遺伝

子導入した HeLa 細胞内の IRE1mRNA 量を定量した。ベクターコントロールである

Empty を遺伝子導入した時の mRNA 量を 1.0 とする相対値を示した。また、各変異体

LANA タンパク質の発現をウェスタンブロット法で確認した結果 (E) と模式図 (F)を示

した。図は、参考文献 (37) の Supplemental Fig. S1 を一部変更し、引用した。 
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1-3-5 潜伏感染期の PEL細胞に対する ERストレス誘導剤の殺細胞活性 

潜伏感染期の PEL細胞の増殖に対する、ERストレス誘導剤 (Tg、BFA、および Sal) の影

響を評価した。Tgは ER Ca
2+

-ATPase の阻害剤、BFAは ER-Golji 間の小胞輸送阻害剤、Sal は

eIF2脱リン酸化阻害剤である。解析の結果、MTgおよび 50 ng/mL BFAは、KSHV非感

染 (BJAB、Ramos、DG75、および Raji) 細胞と比較して、PEL (BC3、BCBL1、HBL6、およ

び BC2) 細胞の増殖を強く阻害した (Fig. 8A および B)。各リンパ腫細胞の Tg の CC50値は、

PEL細胞が約 20-490 nM であったことに対し、ウイルス非感染細胞はその 10 倍の約 5000 nM

以上であった (Table 4)。また、BFAの CC50値は、PEL細胞が約 22-34 ng/mL であったことに

対し、Ramos 細胞では 100 ng/mL以上であった (Table 4)。また、75 M の Salは PEL細胞の

増殖をウイルス非感染細胞より強く阻害した。しかし、75 Mの Sal は PEL細胞の増殖を約

40%阻害し、その阻害は 0.5 M Tgや 50 ng/mL BFAよりも弱かった。さらに、100 M の Sal

は全てのリンパ腫株に対し、高い細胞毒性を示した (Fig. 8C)。一方、0.05 M Tgと 50 M Sal、

または 10 ng/ mL BFAと 50 M Sal をそれぞれ共処理した時、各 ERストレス誘導剤を単独処

理した時 (0.05 M Tg、50 M Sal、および 10 ng/ mL BFA) と比較して、 BCBL1 細胞の増殖

が強く抑制された (Fig. 9)。 

次に、PEL細胞内のアポトーシス誘導因子 CHOPの発現とカスパーゼの活性に対する、Tg

と BFAの影響を解析した。その結果、Tg処理した PEL (BC、BCBL1、および JSC1) 細胞で

は、CHOPの mRNA量が増加し、さらに CHOPの標的遺伝子である GADD34 の mRNA量も

増加した (Fig. 10A)。また、Tg処理した PEL細胞では、カスパーゼ-3、-7、および-9の活性

化型断片が増加し、さらに PARP の切断断片も増加した (Fig. 10B)。同様に、BFA 処理した

PEL細胞においても、カスパーゼ-7の活性化断片と PARPの切断が検出された (Fig. 10C)。一

方、Tg処理した Ramos 細胞では、CHOPと GADD34 の mRNA量増加および、カスパーゼの

活性化型断片の誘導は検出されなかった。以上の結果から、ER ストレス誘導剤が PEL 細胞

特異的に CHOPとカスパーゼの活性化を介して、殺細胞活性を示すことが明らかとなった。 
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Fig. 8. PEL細胞の増殖に対する ERストレス誘導剤の影響 

PEL (BC3、BCBL1、HBL6、および BC2) 細胞、EBV 感染リンパ腫 (Raji) 細胞、なら

びにウイルス非感染リンパ腫 (BJAB、Ramos、および DG75) 細胞の計 8 種の細胞の培地

に、種々の濃度の Tg (A)、BFA (B)、Sal (C) をそれぞれ添加して、添加 24 時間後の生細胞

数を測定した。各細胞の薬物未処理の時の生細胞数を 100%とする相対値を示した。図は

参考文献 (37) の Fig. 3a、bおよび dを一部変更し、引用した。 
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Table 4  

Bリンパ腫細胞に対する Tgと BFAの細胞毒性 

CC50 BC3 BCBL1 HBL6 BC2 BJAB Ramos DG75 Raji 

Tg 
(nM) 

22.3 
±.2.1 

160.2 
±4.9 

489.5 
±51.0 

n.d. >5000 >5000 >5000 n.d 

BFA 
(ng/mL) 

22.4 
±1.1 

26.8 
±1.4 

33.6 
±1.7 

21.5 
±1.1 

n.d. >100 
56.3 
±4.1 

76.0 
±24.6 

参考文献 (37) の Table 1 を一部変更し、引用した。Table中の n.d. (not determined) は、未

測定の条件である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9. PEL細胞の増殖に対する ERストレス誘導剤併用の影響 

50 M Sal、0.05 M Tg、10 ng/mL BFAを含む培地中で、BCBL1細胞を 24時間培養し、

生細胞数を測定した。未処理時の生細胞数を 100%とした相対値で示した。 
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Fig. 10. CHOP の発現とカスパーゼの活性に対する ERストレス誘導剤の影響 

(A) PEL (BC3、BCBL1、および JSC1) 細胞と Ramos 細胞を 0または 0.2 M Tgで、4時間

処理し、RT-PCR法を用いて CHOPと GADD34の発現を解析した。図は参考文献 (37) の

Fig. 3gを一部変更し、引用した。 

(B) PEL (BC3、BCBL1、および HBL6) 細胞と Ramos 細胞を 0または 0.2 M Tgで、最大

12時間処理し、ウェスタンブロットを行った。図は活性化型のカスパーゼおよび PARP

の切断断片を示した。図は参考文献 (37) の Fig. 3e を一部変更し、引用した。 

(C) PEL (BC3およびBCBL1) 細胞とウイルス非感染 (RamosおよびDG75) 細胞を 0または

100 ng/mL BFAで、6または 12時間処理し、ウェスタンブロットを行った。図は活性化

（切断）型のカスパーゼおよび PARPの切断断片を示した。図は参考文献 (37) の Fig. 3f

を一部変更し、引用した。 
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1-3-6 溶解感染期の PEL細胞における UPR活性化 

潜伏感染期における、PEL細胞内の UPR挙動を解析し、IRE1と PERK 経路が阻害されて

いることを明らかにした。この結果により、溶解感染期の PEL細胞における UPR挙動につい

ても解析を行った。PEL (BC3、BCBL1、HBL6、および BC2) 細胞、ならびにウイルス非感染 

(Ramos および DG75) 細胞を 3 mM SBで最大 48 時間処理し、PEL細胞を潜伏感染期から溶

解感染期に移行させ、Bip の発現を解析した。SB はヒストン脱アセチル化酵素の阻害を介し

て KSHV の溶解感染遺伝子の発現を増強することで、PEL細胞を溶解感染期に誘導すること

が知られている。解析の結果、SB 処理した全ての PEL 細胞において、Bip の発現が増加し、

特に BC3と BC2 細胞において顕著に Bipの発現が増加した (Fig. 11A)。また、同条件で細胞

を処理した時、K-bZIP の発現が増加したことから、PEL細胞が溶解感染期に誘導されている

ことが確認された (Fig. 12A)。一方、BCBL1細胞を 3 mM SBで最大 48時間処理した時、潜

伏感染期に減少していた IRE1と PERK の mRNA 量が SB 処理時間依存的に増加した (Fig. 

11B)。さらに、同様の解析を BC3、BC2、および Ramos 細胞で行った結果、SB処理による IRE1

と PERK の mRNA 量の増加が PEL 細胞において観察され、Ramos 細胞では観察されなかっ

た (Fig. 11C)。ATF6に関しては、全細胞種において SB処理による mRNA量は大きく増加し

なかった (Fig. 11C)。これらの結果から、溶解感染期の PEL細胞内では、Bip、IRE1、およ

び PERK の発現増加を伴う UPR活性化が誘導されることが明らかとなった。 

 

1-3-7 溶解感染期の PEL細胞における LANAの発現減少 

1-3-4 において、潜伏感染期の PEL 細胞内で発現しているウイルスタンパク質 LANA が、

IRE1の mRNA量の減少に寄与することを明らかにした。この結果により、溶解感染期の PEL

細胞における LANAの発現を解析した。SB未処理の時 (潜伏感染期) と比較して、3 mM SB

で 24時間処理した PEL (BCBL1、HBL6、および BC2) 細胞において、LANAの発現量が減少

した (Fig. 12A)。以前、当研究室では、LANA が細胞内プロテアーゼにより N 末端断片 

(LANA-N)と C末端断片 (LANA-C) に切断されることを発見している (un-published data)。そ

こで、IRE1の mRNA発現に対する LANA-Nおよび LANA-Cの影響を解析した。その結果、

LANA-N および LANA-C を遺伝子導入した HeLa 細胞において、IRE1a の mRNA 量は約 1.3

倍に増加した (Fig. 12B)。しかし、これら LANA断片による IRE1の mRNAの増加量は、SB

処理した PEL細胞における増加量よりも小さかった (Fig. 11Bおよび C)。この結果から、溶

解感染期の PEL 細胞において、LANA の切断断片 (LANA-N および LANA-C) は、IRE1の

mRNA量増加に寄与しないことが示唆された。 

 

1-3-8 KSHV のウイルス産生に対する UPR活性化の影響 

KSHV の溶解感染遺伝子発現やウイルス産生に対する、UPR 活性化 (ER ストレス誘導剤) 

の影響を解析した。3 mM SBと 5 nM Tg、または 3 mM SBと 1 ng/mL BFAで、BC3 細胞を 48

時間共処理し、培地中に産生された KSHV のウイルス DNA を定量した。なお、培地中に産

生されたウイルス粒子を十分に検出するためには、3 mM SBで 36 時間以上 PEL細胞を処理

する必要がある (data not shown)。そのため、PEL細胞の増殖を阻害しないことを意図して、
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ER ストレス誘導剤の濃度は低濃度に設定した。その結果、SB 単独処理時と ER ストレス誘

導剤 (Tg、BFA) 共処理時の間で、産生されたウイルス DNA量に有意な差は認められなかっ

た (Fig. 12D)。また、同様の実験を SB未処理 (潜伏感染期の PEL細胞) でも行ったが、未処

理時と ERストレス誘導剤処理時の間で、培地中のウイルス DNA量に有意差は検出されなか

った (Fig. 12D)。これらの結果から、使用した ERストレス誘導剤の濃度が低過ぎたため、UPR

の活性化が不十分であり、ウイルス産生量に変化が見られなかったと推測した。そこで、BC3

細胞を 3 mM SBで 45時間処理した後、培地により高濃度の Tgを終濃度 0.2 M となるよう

添加して更に 3 時間培養した。培養後、BC3 細胞内の溶解感染遺伝子 (RTA、K-bZIP、およ

び K8.1) の mRNA量と、培地中のウイルス DNA量を測定した。なお、0.2 M Tgで 6時間処

理した時、カスパーゼの活性化断片が検出されたことから (Fig. 10B)、Tg処理時間は 3時間

に設定した。その結果、SB単独処理と比較して、0.2 M Tg共処理により RTA、K-bZIP、お

よび K8.1 の mRNA 量が増加した (Fig. 13A-C)。また、タンパク質レベルにおいても、Tg共

処理によって K-bZIP の発現量が増加した (Fig. 14)。さらに、ウイルス産生量も SB と Tgを

共処理することで、SB単独処理時よりも有意に増加し、溶解感染遺伝子の発現増加の結果と

一致した (Fig. 13D)。 

次に、UPR の活性化が溶解感染期移行の引き金となるか検証した。潜伏感染期の BC3 細

胞を 0.2 M Tgで 3時間前処理した後、薬物を含まない培地中で更に最大24時間培養を続け、

溶解感染期移行の引き金となる RTA遺伝子の mRNA量を解析した (Fig. 13E)。また、同様に

Tgで前処理した細胞を 3 mM SBを含む培地中で、一定時間培養し、RTA遺伝子の mRNA量

を測定した (Fig. 13F)。その結果、Tg単独処理した PEL細胞 (Fig. 13E) 、および Tgと SBを

共処理した PEL 細胞において (Fig. 13F)、RTAの発現量に変化はなかった。これらの結果か

ら、潜伏感染期の PEL細胞において、UPRの活性化は溶解感染移行の引き金にならないこと

が示唆された。 

先行研究より、HSV1のウイルスタンパク質 glycoprotein B (gB) は、PERK との直接的な相

互作用を介して PERK のキナーゼ活性を抑制することが報告されている 49)。そこで、PERK

のリン酸化に対する KSHV の glycoprotein (gB、gH、gM、gL、gN、ORF51、および ORF68) の

影響を解析した。その結果、KSHV の glycoprotein (gB、gH、gM、gL、gN、ORF51、および

ORF68) を過剰発現させた HeLa 細胞において、PERK のリン酸化に対するこれら glycoprotein

の顕著な影響は検出されなかった (Fig. 15)。 
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Fig. 11. 溶解感染期の PEL細胞における UPR活性化 

(A) PEL (BCBL1、BC3、HBL6、および BC2) 細胞とウイルス非感染 (Ramos および DG75) 細

胞を 0 または 3 mM SBで 24または 48時間処理し、ウェスタンブロット法にて Bipの

発現量変化を解析した。図は参考文献 (37) の Fig. 4a を一部変更し、引用した。 

(B) BCBL1 細胞を 0または 3 mM SBで最大 48時間処理し、IRE1、PERK、および K-bZIP

の mRNA 量を定量した。0 時間における未処理の細胞の mRNA 量を 1.0 とした相対値

で示した。 

(C) PEL (BCBL1、BC3、および BC2) 細胞と Ramos 細胞を 0または 3 mM SBで 48 時間処理

し、IRE1、PERK、および ATF6の mRNA 量を定量した。未処理の細胞の mRNA 量

を 1.0とした相対値で示した。 
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Fig. 12. IRE1の mRNA量に対する LANA切断断片の影響 

(A) PEL (BC3、BCBL1、HBL6、および BC2) 細胞と Ramos 細胞を 0 または 3 mM SBで最

大 48時間処理し、ウェスタンブロット法にてK-bZIPとLANAの発現誘導を解析した。

図は参考文献 (37) の Supplemental Fig. S2 を一部変更し、引用した。 

(B) Empty (pCIneo)、LANA-N、および LANA-Cをそれぞれ遺伝子導入した HeLa 細胞内の

IRE1mRNA 量を定量した。Empty を遺伝子導入した細胞の mRNA 量を 1.0 とした相

対値を示した。 

(C) HeLa 細胞に遺伝子導入した Empty (pCIneo)、LANA-N、および LANA-C の発現をウェ

スタンブロットにより確認した。 

(D) 通常培地または 3 mM SBを含む培地中で、BC3細胞を 5 nM Tgまたは 1 ng/mLの BFA

で 48時間処理し、培地中に産生された KSHVウイルス DNAを定量した。3 mM SBの

みで処理した時の産生量を 1.0とした相対値で示した。 
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Fig. 13. KSHVのウイルス産生に対する ERストレス誘導剤の影響 

(A) (B) (C) 3 mM SB で 45時間処理した BC3細胞の培地中に 0.2 M Tgを添加して、さら

に 3時間培養した。培養後、RTA (A)、K-bZIP (B)、および K8.1 (C) の mRNA量を定量

した。未処理の時の mRNA量を 1.0とした、相対値を示した。図は参考文献 (37) の Fig. 

4b-dを一部変更し、引用した。 

(D) 3 mM SBで 45時間処理した BC3細胞の培地中に 0.2 M Tgを添加して、さらに 3時

間培養した。培養後、培地に産生された KSHVウイルス DNAを定量した。未処理の時

のウイルス量を 1.0 とした、相対値を示した。図は参考文献 (37) の Fig. 4e を一部変更

し、引用した。 

(E) BC3 細胞を 0または 0.2 M Tgで 3時間前処理した後、PBSで細胞を 1回洗浄し、新

しい培地に交換した。そして、0、6および 24 時間後の RTAの mRNA量を解析した。0

時間における未処理の細胞のmRNA量を 1.0とした相対値で示した。図は参考文献 (37) 

の Fig. 4f を一部変更し、引用した。 

(F) BC3 細胞を 0または 0.2 M Tgで 3時間前処理した後、PBSで細胞を 1 回洗浄し、新し

い培地に交換した。その後、3 mM SBを含む培地で細胞を培養し、0、6および 24時間

後の RTAの mRNA量を解析した。0時間における未処理の細胞の mRNA量を 1.0とし

た相対値で示した。 
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Fig. 14. 溶解感染期の PEL細胞における K-bZIPの発現に対する Tgの影響 

 3 mM SBで 45時間処理した BCBL1、JSC1、および HBL6細胞の培地中に 0.2 M Tgを添

加して、さらに最大 6 時間培養した。培養後、ウェスタンブロット法にて K-bZIP の発現誘

導を解析した。図は参考文献 (37) の Supplemental Fig. S3 を一部変更し、引用した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. PERKのリン酸化に対する KSHVの glycoproteinの影響 

(A) 各 KSHV の glycoprotein 発現プラスミドと PERK-WT (図中 WT) を遺伝子導入した

HeLa 細胞を 0.2 M Tgで 3 時間処理し、PERKのリン酸化をウェスタンブロット法で

解析した。また、コントロールとして PERK-WT または PERK-KA のみを遺伝子導入

した。 

(B) 各KSHVの glycoprotein発現プラスミドを遺伝子導入したHeLa細胞の抽出液を用いて、

抗 S-tag抗体でウェスタンブロットを行い、発現を解析した。 
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1-4 考察 

1-4-1 複数の PEL細胞株を用いて解析を実行したことに関して 

本研究では、PEL細胞とウイルス非感染細胞を複数種類用いて解析を行った。これらのリ

ンパ腫株は、PEL または B 細胞性リンパ腫を発症した異なる患者から分離された臨床分離細

胞株である。そのため、PEL 細胞を 1 種類のみ用いて解析した場合、解析の結果が患者の遺

伝子背景に起因する可能性が大きくなる。また、KSHV は分化過程の B 細胞に感染し、感染

直後に B細胞の分化を停止させるため、各 PEL細胞間で遺伝子発現が異なることが知られて

いる。そのため、PELの遺伝子背景の影響を小さくすることを目的に、複数種類の PEL細胞

株を用いて解析を行った。また、PEL細胞間で遺伝子背景が異なるため、Tg処理による ATF6

および IRE1の発現増加、あるいは LANAの発現において、PEL細胞間で同一の結果が得ら

れなかったと考えられる (Figs. 3B、4A、および 12A)。一方、in vitro で解析する場合、PEL

細胞とウイルス非感染細胞の間で得られた結果を比較するより、KSHV をウイルス非感染細

胞に感染させて解析を行うことが望ましい。しかし、in vitro で KSHV をウイルス非感染細胞

に感染させて、PEL 細胞を作製する実験系は確立されていない。そのため、本研究では、ウ

イルス非感染細胞と比較しながら、複数種の PEL細胞を用いて解析を行った。 

 

1-4-2 潜伏感染期の PEL細胞内における UPR脱制御に関して 

本研究より、潜伏感染期の PEL 細胞において、UPR の制御分子 IRE1と PERK の発現が

mRNAレベルで抑制されていることが明らかとなった (Figs. 3および 4)。PEL細胞とウイル

ス非感染細胞の間に、これら遺伝子のmRNAの安定性に顕著な差がなかったことから (Fig. 5)、

PEL 細胞内では IRE1と PERK の発現が転写レベルで抑制されていることが示唆された。ま

た、これら分子の発現抑制と一致して、IRE1がスプライシングを介して活性化する sXBP1、

および PERKの下流に位置する転写因子ATF4の発現も PEL細胞において減少していた (Fig. 

6)。これらの結果から、潜伏感染期、KSHV は転写阻害を介し IRE1と PERK の発現を抑制

することで、PEL細胞内のUPRの機能 (IRE1と PERK経路) を阻害することが考察される。 

本研究より、KSHV が発現するウイルスタンパク質 LANAが、IRE1を mRNAレベルで抑

制することが示唆された (Fig. 7A)。これまでに、LANAは KSHVエピソームに結合し、その

発現を安定化することが知られており、DNA結合能を持つと考えられる 38)。しかし、LANA

自身が直接的に特定遺伝子のプロモーターに結合し、転写因子として細胞内の転写を調節す

る報告はほとんどない。むしろ、LANAは ATF4や c-Jun をはじめとする細胞内転写因子と直

接結合し、その活性を抑制または亢進することが報告されている 39, 40)。これらの知見から、

LANA は IRE1と PERK の転写調節因子を阻害することで、これら 2 つの遺伝子の発現を抑

制したと推測される。一方、Rajeev Kaulらは、MALDI-TOF MS による網羅的解析を実施し、

LANAの N末または C末領域に結合する転写因子を報告している 41)。IRE1と PERK の転写

因子およびプロモーターに関する知見は全く報告されていないが、本研究では、転写因子結

合配列予測プログラムを用いて、IRE1と PERK の予測プロモーター領域内に、これら転写

因子結合配列が有るか否かを確認した結果、同定には至らなかった。この原因として、Rajeev 

Kaul らは全長 LANAではなく、N末端および C末端の各ドメインタンパク質を用いて解析を
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行っていることが考えられる。実際、LANA 変異体タンパク質を用いた解析から、IRE1の

抑制には LANAタンパク質の両末端が必要であることが示されている (Fig. 7D)。これらの結

果を考え併せると、LANA は自身の N 末端および C 末端領域の両端を介して、IRE1の転写

因子または転写調節に関与する分子と相互作用し、それらの機能を阻害することで、転写を

抑制したと推測される。 

最近、マイクロアレイ解析から、cyclin D1 を過剰発現させることで、XBP1 のスプライシ

ングが抑制されることが報告されている 42)。本研究では、PEL細胞内で IRE1の発現と XBP1

のスプライシングが抑制されること (Figs. 4、5、および 6B-E)、そしてヒト cyclin D2 のウイ

ルスホモログである vCyclin が IRE1の発現を mRNA レベルで抑制する可能性を明らかにし

てきた (Fig. 7A)。これまでに cyclin D1 と D2、および vCyclin が、転写因子としての機能を

有すことは報告されていない。これらの結果を考え併せると、cyclin D1と D2、および vCyclin

が標的とする分子の中に、IRE1の発現を転写レベルで制御する分子が存在する可能性が考

えられる。また、LANAと vCyclin が標的とする IRE1の発現を制御する転写因子は、それぞ

れ異なる可能性も考えられ、それゆえ細胞内では複数の転写因子が IRE1の発現を制御する

ことが推測される。 

細胞にウイルスが感染すると、タンパク質合成亢進に伴い ERストレスが生じ、UPRが活

性化することが知られている。活性化した UPR は、PERK-eIF2を介して翻訳阻害を誘導す

る。さらに、長期的に UPRが活性化すると、IRE1-Ask1-Jnk経路と PERK-ATF4-CHOP 経路

を介して、感染細胞にアポトーシスが誘導される。これらの UPRが誘導する翻訳阻害および

アポトーシス誘導は、ウイルスの感染維持と宿主細胞の生存に対して負に作用すると考えら

れる。これに対し、HSV1 や EBV、CMV 等のヒトヘルペスウイルスは、ウイルスタンパク質

を介して、上記の UPR による細胞応答の活性化を抑制する 26, 27, 36, 44-49)。各ウイルスは、ER

シャペロン Bipの発現誘導により ER内フォールディング能を増強し 27, 44, 45)、eIF2不活性化

による翻訳阻害の誘導を抑制することで 46-49)、ウイルスタンパク質の合成を亢進し、持続的

な感染を達成する。しかしながら、KSHV は他のヘルペスウイルスとは大きく異なる分子機

構を有すことが明らかとなった。すなわち、KSHV は UPRの制御分子である IRE1と PERK

の発現抑制を介して、UPRの機能を阻害することが、本研究結果より示された。また、KSHV

が UPRの機能を阻害するため、潜伏感染期の PEL細胞は ERストレス誘導剤に対して、感受

性が高くなる可能性が考察される。実際、ERストレス誘導剤である Tgや BFAは、PEL細胞

の増殖を特異的に抑制した (Fig. 8Aおよび B)。また、CHOPはミトコンドリア経路を介した

アポトーシスを誘導することが知られている 22-24)。本研究においても、Tgがアポトーシス誘

導因子 CHOPとカスパーゼ-9を活性化することで、PEL細胞にアポトーシスを誘導した (Fig. 

10)。これらの結果から、IRE1と PERK の発現抑制を介して、UPRが誘導する翻訳抑制とア

ポトーシスを阻害することが、PEL細胞の生存に寄与することが示唆される。 

Tgは PEL細胞特異的に CHOPの発現を誘導したが (Fig. 9A)、Tg処理した PEL細胞にお

いて、CHOPの転写を制御する ATF4の核内発現量は増加しなかった (Fig. 6A)。通常、CHOP

の発現を誘導するのは PERK 経路の ATF4 であるが、ATF6も CHOP の転写を活性化するこ

とが報告されている 50)。本研究においても、Tg 処理した BCBL1、JSC-PEL および HBL6 細
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胞において、ATF6の核内発現量が増加した (Fig. 3B)。これらの結果から、Tgは ATF6経路

の活性化を介して CHOPの発現を PEL細胞に誘導した可能性が考えられる。 

一方、Sal は PEL 細胞の増殖を抑制したが、Tg と BFA と比較して、その抑制効果と特異

性は低かった (Fig. 8C)。UPRにおいて、PERKによりリン酸化され、活性化した eIF2はATF4、 

CHOP、 GADD34 の順にシグナルを伝達するが、GADD34 によってネガティブフィードバッ

ク制御を受ける (Fig. 2)。すなわち、GADD34は PP1を eIF2に引き寄せることで、eIF2を

脱リン酸化し、その機能を不活性化するが、Salはこの PP1の特異的阻害剤である 51)。Tgと

BFAは直接的に ERストレスを誘導し、UPR自体を活性化することに対し、Salは活性化した

UPRの抑制を阻害することで、ERストレスを増強すると考えられる。この考えは、Sal が Tg

と BFAの抗 PEL活性を増強した結果からも支持される (Fig. 9)。また、PEL細胞内では、PERK

と ATF4 の発現が減少していたことから (Figs. 4 および 5A)、eIF2の活性が元々抑制されて

いると考えられる。それゆえ、eIF2の活性を抑制する Sal は、PEL細胞に対する増殖抑制効

果が Tgと BFAより低くなったと推論される。 

 

1-4-3 溶解感染期の PEL細胞内における UPR脱制御に関して 

潜伏感染期と比較して、溶解感染期はウイルス粒子産生に伴い、より大量のウイルスタン

パク質が ER 内で合成され、そのことは強い ER ストレスと UPR 活性化を誘導することが推

論される。本研究においても、SBで溶解感染期に誘導した PEL細胞において、Bipの発現亢

進が観察された (Fig. 11A)。また、潜伏感染期に抑制されていた IRE1と PERK も、溶解感

染期に誘導した PEL細胞において mRNA量が増加したことから (Fig. 11Bおよび C)、 上述

の推論は支持される。さらに、SB で溶解感染期に誘導した PEL 細胞において、LANA タン

パク質の発現量が減少した (Fig. 12A)。これまでに当研究室では、過剰発現系を用いた解析か

ら LANA が細胞内プロテアーゼにより N 末断片 (LANA-N)と C 末断片 (LANA-C) に切断さ

れることを発見している (un-published)。また、最近の報告から、LANAがカスパーゼ-1とカ

スパーゼ-3によって、切断されることも明らかとなっている 52)。これらの知見から、SB処理

した PEL 細胞においても、カスパーゼにより LANA が切断され、LANA-N と LANA-C が生

成している可能性が十分考えられる。それゆえ、IRE1の発現に対する LANA-N と LANA-C

の影響を解析したが、LANA-N と LANA-C を遺伝子導入した HeLa 細胞では、IRE1の発現

量は大きく増加しなかった (Fig. 12B)。これらの結果から、溶解感染期、ウイルスタンパク質

の大量合成と LANA の発現量低下に伴い、それまで PEL 細胞内で抑制されていた UPR が活

性化 (Bip、IRE1、および PERK の発現が増加) すると考えられる。 

先行研究において、グルコース飢餓が誘導する eIF2の活性化が、KSHV のウイルス産生

を阻害することが報告されている 32)。この知見と Fig. 11B および C の結果を考え併せると、

IRE1と PERK の発現誘導に伴い、翻訳抑制が宿主細胞内に誘導され、ウイルスタンパク質

の合成阻害が起こり、KSHV の溶解感染が阻害される可能性が推論された。この仮説を確か

めるため、本研究では、KSHVの溶解感染遺伝子発現やウイルス産生に対する、ERストレス

誘導剤による UPR活性化の影響を評価した。興味深いことに、予測に反して、溶解感染期の

PEL細胞に、Tg処理による UPR活性化を誘導すると、溶解感染遺伝子である RTA、K-bZIP、
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および K8.1の発現量が有意に増加した (Fig. 12A-C)。さらに、この結果と一致して、溶解感

染期に誘導した PEL細胞を Tg処理すると、ウイルス産生量も増加した (Fig. 12D)。これに対

して、潜伏感染期の PEL細胞を Tg処理した場合、RTA遺伝子の Tg依存的な発現量増加は観

察されなかった (Fig. 12E および F)。これらの結果から、溶解感染期に活性化した UPRは、

KSHV のウイルス産生を促進するが、UPR 活性化自体が潜伏感染から溶解感染移行の引き金

にならないことが示唆される。先行研究において、in vitro の解析より、活性化した XBP1 

(sXBP1) が RTAや Bipの転写を亢進することが既に報告されている 29)。また、PERKの標的

分子である Nrf2 (nuclear factor E2-related factor 2) が、RTA遺伝子の発現を活性化することも

報告されている 53, 54)。さらに、溶解感染遺伝子 ORF47-ORF46-ORF45の翻訳産物もまた、Bip

の発現を亢進することが明らかにされており 30)、これらの知見は本研究結果と矛盾しない。 

一方、溶解感染期の PEL 細胞において、PERK の mRNA 発現量が増加したことから (Fig. 

11B および C)、eIF2が活性化し、翻訳が抑制される可能性が考えられる。しかし、UPR の

活性化 (SBと Tgの共処理) は、ウイルス産生を亢進したことから、KSHV が eIF2を標的と

し、その機能を阻害する可能性が考えられる。先行研究より、HSV1 のウイルスタンパク質

glycoprotein B (gB) は、PERK との直接的な相互作用を介してキナーゼ活性を抑制し、eIF2

を不活性化することが報告されている 49)。本研究においても、KSHV の glycoprotein (gB、gH、

gM、gL、gN、ORF51、および ORF68) の PERK のリン酸化に対する影響を解析したが、顕

著な影響は検出されなかった (Fig. 15)。UPR が誘導する eIF2の活性に関連する他の細胞内

分子には PP1が知られている。KSHV は PP1を直接活性化することや、eIF2に PP1を引

き寄せることで、eIF2を不活性化する可能性が考察される。 

これらの知見と本研究結果から、以下のことが考察される。溶解感染期、ウイルスタンパ

ク質の大量合成と LANA の発現量低下に伴い、それまで PEL 細胞内で抑制されていた UPR

が活性化する。KSHV は、IRE1-XBP1 経路と PERK の活性化を介して、RTA 遺伝子の発現

亢進や Bipによるフォールディング能を増強する。一方で、eIF2を不活性化することで、UPR

が誘導する翻訳抑制を阻害する。すなわち、KSHV は活性化した UPRを巧みに利用すること

で、ウイルス産生を亢進させることが示唆される。また、HSV1 は感染初期において、速や

かに UPR を抑制するが、感染後期には逆に UPR を活性化することが報告されている 26)。本

研究結果より考察されたKSHVのUPR脱制御機構は、先行研究のHSV1の機構とも一致する。 
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1-5 小括 1 

本研究の第 1章より、以下のことが明らかとなった (Figs. 16および 17)。潜伏感染期 の

PEL細胞において、IREと PERKの発現が転写レベルで抑制されることが明らかとなった。

PERK に関しては、その詳細な機構は明らかにできなかったが、KSHV が発現するウイルス

タンパク質 LANAと vCyclin が IRE1の転写レベルでの発現抑制に寄与する可能性が明らか

となった。KSHV は、IREと PERK の発現抑制を介して、これら UPR分子が誘導する翻訳

抑制やアポトーシスを回避することで、感染の維持を行う可能性が明らかとなった。また、

ERストレスを誘発して UPRを活性化する化合物が、PEL細胞に対して殺細胞活性を有す可

能性が示された。一方、溶解感染期の PEL細胞内では、Bip、IRE1、および PERKの発現量

増加に伴い UPRが活性化する。溶解感染期の PEL細胞において、活性化した UPRは、KSHV

の溶解感染遺伝子の発現とウイルス産生を増強する。すなわち、溶解感染期の PEL細胞にお

いて、KSHVはウイルス粒子産生に UPRを利用する可能性が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16. 本研究より考察された潜伏感染期の PEL細胞内の UPR挙動 

潜伏感染期の PEL 細胞における UPR 挙動の模式図を示した。図中の破線矢印は、PEL

細胞内で抑制されているシグナル伝達 (分子間相互作用) を、止線は阻害を示している。

潜伏感染期の PEL細胞内では、IRE1と PERK の発現量が減少しており、活性化した UPR

が誘導する eIF2のリン酸化、CHOP の発現、および Jnk の活性化が抑制される。その結

果、PEL 細胞内では、UPR により誘導される eIF2を介す翻訳抑制や、CHOP および Jnk

を介すアポトーシスが抑制される。また、LANAと vCyclin が、IRE1の発現抑制 (mRNA

量の減少) に寄与する。 

 



41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17. 本研究より考察された溶解感染期の PEL細胞内の UPR挙動 

溶解感染期の PEL 細胞における UPR 挙動の模式図を示した。図中の破線矢印は、PEL

細胞内で抑制されているシグナル伝達 (分子間相互作用) を示している。溶解感染期の

PEL細胞内では、潜伏感染期に発現が減少していた IRE1と PERK の mRNA量および Bip

の発現量の増加、すなわち UPRが活性化する。また、IRE1の mRNA量の増加には、LANA

の切断による発現量減少が寄与する。潜伏感染期よりも発現量が増加した IRE1によって、

転写因子 XBP1 (図中 sXBP1) の発現が誘導される。XBP1 は、Bip の発現を誘導し、ウイ

ルス産生に必要となるウイルスタンパク質の合成亢進に寄与する。また、潜伏感染期より

も発現量が増加した PERK によって、Nrf2 がリン酸化される。このリン酸化 Nrf2と XBP1

は、溶解感染移行に必須である RTA の発現を誘導する。すなわち、溶解感染期の PEL 細

胞において、活性化した UPRによって、KSHV の溶解感染遺伝子の発現とウイルス産生が

亢進する。 
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第 2章 IRE1と PERK遺伝子のプロモーター解析 

2-1 はじめに 

潜伏感染期の PEL細胞において、KSHVにより IRE1と PERK が転写レベルで抑制される

ことが明らかとなった。しかし、LANAや vCyclin による IRE1抑制の詳細な分子機構は未だ

不明であり、また PERK に関しては抑制機能を担うウイルス分子が未同定である。その最大

の原因として、IRE1と PERK の転写調節因子やプロモーター領域といった発現制御機構が

不明であることが挙げられる。そこで、IRE1と PERK の発現抑制機構を解明することを目

的に、IRE1と PERK の発現を制御するプロモーター領域の同定を試みた。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 発現プラスミド DNA 

RTA と K-bZIP の発現プラスミド DNA (以下、Flag-RTA、Flag-K-bZIP と略す) は Gao SJ.

らから恵与された 34)。これらプラスミド DNA は、N 末端側に 3×Flag-tag が付加された形で

タンパク質が発現するように、哺乳類細胞発現ベクターpcDNA3.1 (invitrogen 社製) にクロー

ニングされたプラスミド DNA である。ATF6の発現プラスミド p3×FLAG-ATF6 (以下

3F-ATF6と略す) は、Addgene 社から購入した (plasmid ID: 11975)。 

ATF4、GABPGA-binding proteinalpha、および GABPの発現プラスミドは、以下の手順

で作製した。最初に、1-2-8項と同様の手順で、BCBL1細胞から cDNAを調製した。この cDNA

を鋳型に、1-2-2 項と同様の手順で、発現プラスミド ZS7 (ATF4 発現プラスミド)、ZS125 

(GABP発現プラスミド)、および ZS127 (GABP発現プラスミド) を作製した。ZS7、ZS125、

および ZS127は、N末端側に 2×S-tag peptideが付加された形でタンパク質が発現するように、

pCIneo にクローニングした。以下に、使用したプライマーの情報を示す (Table 5)。 

 

Table 5  

ZS7、ZS125、ZS127の作製に使用したプライマーおよびクローニングサイト 

Plasmid 

name 
Gene Sense primer Antisense primer Cloning site 

ZS7 ATF4 5’-GGGAATTCATGACCGA
AATGAGCTTCC-3’ 

5’-AAGTCGACCTAGGGGA
CCCTTTTC-3’ 

EcoRI/SalI 

ZS125 GABP 5’-AAACGCGTATGACTAA
AAGAGAAGCAG-3’ 

5’-AAGTCGACTCAATTATC
CTTTTCCG-3’ 

MluI/SalI 

ZS127 GABP 5’-AAACGCGTATGTCCCTG
GTAGATTTG-3’ 

5’-GGGTCGACTTAAACAG
CTTCTTTATTAGTCTG-3’ 

MluI/SalI 

 

2-2-2 プロモーター・ルシフェラーゼレポータープラスミド DNA 

pGL3-IRE1 は、明治大学 吉田健一教授から恵与された 55)。pGL3-IRE1 は、ヒト IRE1の

翻訳開始点より上流に位置する予測転写開始点 (transcription start site; TSS) を 0として、下流

23 bp (+23 bp) から上流974 bp (-974 bp) のプロモーター領域をpGL3 basic (Promega社製) に、

KpnI/BglIIサイトを利用してクローニングされたプロモーター・ルシフェラーゼレポータープ
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ラスミド DNAである。 

ヒト PERK のプロモーター・ルシフェラーゼレポータープラスミド DNA (以下、ZS20 と

する) は、以下の手順で構築した。HeLa 細胞から抽出したゲノム DNA を鋳型に、PERK の

TSSを 0として +113から-990 bpのプロモーター領域を PCR法で増幅した。増幅したプロモ

ーター領域は、pGL3 basic のルシフェラーゼ遺伝子 5’上流に位置するマルチクローニングサ

イト内の KpnI/BglIIサイトを利用してクローニングし、ZS20を構築した。 

また、pGL3-IRE1 と ZS20 を鋳型に、プロモーター領域を上流側から短くしたレポーター

プラスミドをそれぞれ作製した。使用したプライマーの塩基配列は、以下の Table 6 および 7

にそれぞれ示した。なお、各プライマーは、以下の遺伝子情報を元にデザインし、antisense 

primer は共通のものを使用した。 

IRE1 GenBank accession number: AC025362 

PERK GenBank accession number: AC062029 

 

2-2-3 置換変異レポータープラスミドの作製 

ZS100、ZS101、および ZS102は pGL3-IRE1を、ZS97、ZS98、ZS99、および ZS49は ZS20

を鋳型に KOD FX neoを用いて、PCR反応を行うことで作製した。変異させた予測転写因子

の結合配列の情報を Table 8 に、使用したプライマーの情報を Table 9にそれぞれ示す。プラ

イマー配列中の下線部で示した配列が、変異を入れた箇所である。PCR後、反応溶液に 3 L

の DpnI を添加し、37℃、1 時間反応させることで、残存した鋳型プラスミド DNA を分解し

た。この反応溶液 5 Lを大腸菌 DH5株に形質転換し、50 g/mL ampicillinを含む LB寒天培

地上で 37℃、一晩培養した。得られたコロニーからプラスミド DNAを抽出し、その DNA配

列をシーケンス解析することで、目的の置換変異レポータープラスミドが作製できているこ

とを確認した。なお、ZS102 および ZS49は、上記操作一回では完全に置換変異できなかった

ので、PCR 反応からシーケンス解析までの操作を複数回行うことで、作製した。各プロモー

ター内の転写因子結合サイトの予測には、フリーソフト P-MATCH 1.0を使用した。P-MATCH

は、転写因子結合サイトライブラリーTRANSFACの情報を基に、任意の塩基配列内にある転

写因子結合配列を予測するプログラムである。また、PERK の転写因子開始点の予測には

PEDBを使用した。PEDBは、ヒト、マウス遺伝子の予測プロモーター領域のデータベースで

ある。 

 

2-2-4 プロモーター・ルシフェラーゼ・レポーター解析 

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 (Promega 社から購入) を用いて、実験を行った。 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、1×passive lysis buffer 150 Lを加え、室温で 30 分間反応させることで、

細胞抽出液を調製した。この細胞抽出液 40 L に対して、基質溶液である luciferase assay 

reagent II 20 Lを加え、穏やかに 6回ピペッティングすることで混合した後、ホタル・ルシ

フェラーゼの発光を 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
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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、Z buffer 68 Lと 4 mg/mL ONPG水溶液 22 Lを

よく混合し、遮光して 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・ルシフェラーゼ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。 

 

Table 6  

IRE1プロモーター・ルシフェラーゼレポータープラスミド作製に使用したプライマー 

Plasimd

name 
Sense primer  Antisense primer  

ZS73 
5’-AAGGTACCTCAACCCACCCACTCC-
3’ 

5’-GAAGATCTGCGGACGCAGAACTG
ACTAG-3’ 

ZS14 
5’-GGGGTACCAGGAAAAGGAAGAAA
GGG-3’ 

ZS71 
5’-AAGGTACCAAGCCTCCGGTAGCTG
-3’ 

ZS72 
5’-AAGGTACCGAGGCTTCTAGGCACC
-3’ 

ZS15 
5’-AAGGTACCCCAGACGCTGGATGC-3
’ 

ZS74 
5’-AAGGTACCACGCCCCTAGATTGGC-
3’ 

ZS116 
5’-AAGGTACCACCCAGCGCTTATAGG
G-3’ 

 

Table 7  

PERKプロモーター・ルシフェラーゼレポータープラスミド作製に使用したプライマー 

Plasmid 

name 
Sense primer Antisense primer 

ZS20 
5’-AGGGTACCTGGGCAAAAGAGCAA
G-3’ 

5’-GGAGATCTCCTATCTCGGACATCG
C-3’ 

ZS25 
5’-GGGGTACCATTCTGTGACCAACCA
G-3’ 

ZS26 
5’-GGGGTACCCAGACTGGATTGTCAC-
3’ 

ZS65 
5’-AAGGTACCACCCTTCTACTTCTAG
GGACC-3’ 

ZS27 
5’-GGGGTACCCTCCTTTAAGGTCGAC-
3’ 

ZS66 
5’-AAGGTACCAATCAAGAGGCAGTTA
GCG-3’ 

ZS67 5’-AAGGTACCCTTTGTGGGGCGAG-3’ 

ZS28 
5’-AAGGTACCTGAGCGCACCAATCAG
-3’ 

ZS29 
5’-AAGGTACCTGGGAACATGGAGTGG
-3’ 
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Table 8  

pGL3-IRE1と ZS20のプロモーターに変異を入れた転写因子結合配列 

プラスミド名 予測転写因子名 予測転写因子結合配列 

ZS100 ATF 5’-TGACG-3’ 

ZS101 XBP1 5’-CACGT-3’ 

ZS102 GABP 5’-GGAAGAA-3’ 

ZS97 c-Rel 5’-ATTCC-3’ 

ZS98 
AREB6 (Na, K-ATPase α1 subunit gene positive 
regulatory element binding protein 6) 

5’-CAGGT-3’ 

ZS99 GABP 5’-GGAAGAA-3’ 

ZS49 NF-B 5’-GGGAAGTCC-3’ 

 

Table 9  

置換変異レポータープラスミド作製に使用したプライマー 

プスミド名 プライマーセット名 プライマー配列 

ZS100 ZS100-sense primer 
5’-CCCACTCCCTCCAACGAGTTGCTCGTCAGACCATCTCAAACTTC

ACA-3’ 

 ZS100-antisense primer 
5’-TGTGAAGTTTGAGATGGTCTGACGAGCAACTCGTTGGAGGGAG

TGGG-3’ 

ZS101 ZS101-sense primer 
5’-CATCTCAAACTTCACATCCATGAAGGTCACATCAACGCACGTGA

C-3’ 

 ZS101-antisense primer 
5’-GTCACGTGCGTTGATGTGACCTTCATGGATGTGAAGTTTGAGAT

G-3’ 

ZS102 ZS102-sense primer 1 5’-AACTCCGCCCCGACCAATTTAAGCCGCGGCACCCAGCGCTT-3’ 

 ZS102-antisense primer 1 5’-AAGCGCTGGGTGCCGCGGCTTAAATTGGTCGGGGCGGAGTT-3’ 

 ZS102-sense primer 2 5’-AACTCCGCCCCGACCAATTTTTGCCGCGGCACCCAGCGCTT-3’ 

 ZS102-antisense primer 2 5’-AAGCGCTGGGTGCCGCGGCAAAAATTGGTCGGGGCGGAGTT-3’ 

ZS97 ZS97-sense primer 
5’-GTTCAAATGCCTTGGCTGAACGGCGGAGTCTTCTCCACTCTGCC

CTT-3’ 

 ZS97-antisense primer 
5’-AAGGGCAGAGTGGAGAAGACTCCGCCGTTCAGCCAAGGCATTT

GAAC-3’ 

ZS98 ZS98-sense primer 
5’-GGAACTGATGAGCGCACCAATTGTAGAAAAAGACGTCGGGGAA

GGGC-3’ 

 ZS98-antisense primer 
5’-GCCCTTCCCCGACGTCTTTTTCTACAATTGGTGCGCTCATCAGTT

CC-3’ 

ZS99 ZS99-sense primer 
5’-TTCTCATTGGTAATTGCGTCCTTCCAAGGGACGGGCCTCGAACG

ACG-3’ 

 ZS99-antisense primer 
5’-CGTCGTTCGAGGCCCGTCCCTTGGAAGGACGCAATTACCAATG

AGAA-3’ 

ZS49 ZS49-sense primer 1 
5’-GCGATGTTGACCACCAACCGAAGTCCACCTTCCCCAACAAGG-3

’ 

 ZS49-antisense primer 1 5’-CCTTGTTGGGGAAGGTGGACTTCGGTTGGTGGTCAACATCGC-3’ 

 ZS49-sense primer 2 5’-GCGATGTTGACCACCAACCGGTATCCACCTTCCCCAACAAGG-3’ 

 ZS49-antisense primer 2 5’-CCTTGTTGGGGAAGGTGGATACCGGTTGGTGGTCAACATCGC-3’ 

 ZS49-sense primer 3 
5’-GCGATGTTGACCACCAACCGGTAGGAACCTTCCCCAACAAGG-3

’ 

 ZS49-antisense primer 3 5’-CCTTGTTGGGGAAGGTTCCTACCGGTTGGTGGTCAACATCGC-3’ 
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2-2-5 Real-time RT-PCR 法による遺伝子発現解析 

Real-time RT-PCR法による遺伝子発現解析は、1-2-9に示した手順と同様に行った。 

 

2-2-6 ウェスタンブロット解析 

ウェスタンブロット解析は、1-2-6 に示した手順と同様に行った。 

 

2-3 結果 

2-3-1 レポータープラスミドを用いた IRE1遺伝子のプロモーター解析 

pGL3-IRE1と ZS73を用いて、ルシフェラーゼアッセイを行った結果、pGL3-IRE1と ZS73

のレポーター活性はほぼ同等であった (Fig. 18B)。また、ZS14、ZS71、ZS72、および ZS15

のレポーター活性は同等であり、pGL3-IRE1 と比較すると、これらレポーターの活性は最大

約 20%程度減少した (Fig. 18B)。P-MATCHを用いた解析から-815 から-265 bpのプロモータ

ー領域内には、ATF、XBP1、c-Rel の結合サイトが予測され、c-Rel に関しては 6 箇所予測さ

れた (Fig. 18A)。ZS73、ZS14、ZS71、ZS72、および ZS15間のレポーター活性がほぼ同等で

あったことから、c-Rel は pGL3-IRE1のプロモーター活性に寄与しないことが示唆された。一

方、ZS74のレポーター活性は、pGL3-IRE1のおよそ半分まで減少し、さらにプロモーター領

域を短くしたZS116ではレポーター活性がpGL3-IRE1の1/100以下まで低下した (Fig. 18B)。

これらの結果から、pGL3-IRE1のプロモーター活性に、GABP結合サイトを含む -264 から-38 

bp の領域が寄与することが明らかとなった。 

 

2-3-2 レポータープラスミドを用いた PERK 遺伝子のプロモーター解析 

UPR やゴルジ体ストレス応答を含むオルガネラストレス応答に関与する遺伝子のプロモ

ーター領域の多くは、TSS から上流 1 kb 以内にあることが報告されている 55, 56)。そのため、

+113 から-990 bp の領域をクローニングし、PERK のプロモーター・レポータープラスミド

ZS20を構築した。クローニングしたプロモーター領域の中で、どの領域がレポーター活性に

重要か明らかにするため、ZS20のプロモーター領域を上流側から短くしたレポータープラス

ミドをそれぞれ作製し、評価した。その結果、ZS25、ZS26、ZS65、ZS66、ZS67、ZS28間の

レポーター活性は同等であり、これらのレポーター活性は ZS20 の約 40%まで減少した (Fig. 

19B)。この結果から、-990 から-680 bpの領域内に PERK の発現を制御するプロモーターがあ

る可能性が示された。また、-679から-129 bpの領域は ZS20のプロモーター活性に必須でな

いことが明らかとなった。一方、ZS28からさらにプロモーター領域を短くした ZS29は、ZS20

の 20%程度までと大きくレポーター活性が減少した (Fig. 19B)。すなわち、-129 から+30 bp

の領域内にもまた、PERK の発現を制御するプロモーターがある可能性が示された。また、

P-MATCHを用いた解析から、-990から-680 bpと-129から+30 bpの領域内には、c-Rel、AREB6、

GABP、NF-Bの結合サイトが予測された (Fig. 19A)。 
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Fig. 18. IRE1のプロモーター解析 

(A) 転写開始点 (TSS) の位置を 0 として、作製した IRE1のプロモーター・ルシフェラー

ゼレポータープラスミドの模式図を示した。予測転写因子結合サイトおよび、プラスミ

ド名を示した。なお、図中の luc は luciferase 遺伝子を示す。 

(B) HeLa細胞に IRE1のプロモーター・ルシフェラーゼレポータープラスミドと pSV--Gal

を遺伝子導入し、ルシフェラーゼレポーター解析を行った。pGL3-IRE1 のレポーター活

性を 1.0とした相対値を示した。 

 

 

 

 

A 

B Relative luciferase activity 

- 974 / +23 

- 815 / +23 

- 616 / +23 

- 510 / +23 

- 422 / +23 

- 264 / +23 

- 104 / +23 

- 38 / +23 

N=3 
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Fig. 19. PERKのプロモーター解析 

(A) 転写開始点 (TSS) の位置を 0 として、作製した PERK のプロモーター・ルシフェラー

ゼレポータープラスミドの模式図を示した。予測転写因子結合サイトおよび、プラスミ

ド名を示した。なお、図中の luc は luciferase 遺伝子を示す。 

(B) HeLa細胞に PERKのプロモーター・ルシフェラーゼレポータープラスミドと pSV--Gal

を遺伝子導入し、ルシフェラーゼレポーター解析を行った。ZS20 のレポーター活性を

1.0とした相対値を示した。 

 

 

A 

B 

- 990 / +113 

- 679 / +113 

- 129 / +113 

- 581 / +113 

- 487 / +113 

- 273 / +113 

- 195 / +113 

+29 / +113 

Relative luciferase activity 

N=3 
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2-3-3 置換変異による IRE1と PERK 遺伝子のプロモーター解析 

次に、IRE1のプロモーター活性に寄与する領域をより明確にするために、pGL3-IRE1 の

ATF (-789/-776)、 XBP1 (-762/-746)、および GABP 結合配列 (-56/-47) をそれぞれ置換変異し

たレポーターZS100、 ZS101、ZS102 を作製し、ルシフェラーゼアッセイを行った。その結

果、pGL3-IRE1と比較して、ZS100と ZS102は活性が減少し、ZS101は pGL3-IRE1と活性が

同等であった (Fig. 20A)。次に、pGL3-IRE1のレポーター活性に対する、転写因子ATFやGABP

の効果を評価した。ATFファミリーは、ATF1-6や CREB (cyclic-AMP response element binding 

protein) といった数多くの転写因子から構成され、C末領域に DNA結合能を有す b-ZIP (basic 

leucine zipper) ドメインがあることが、共通特徴に挙げられる。本研究では、ヒト UPR の機

能を担う ATF4 と ATF6に着目した。また、転写因子 GABP は GABPと GABPのヘテロ二

量体から成り、HSV1 の前初期遺伝子のプロモーターにある GAモチーフへの結合を介し、転

写を活性化することが報告されている 57)。本研究では、pGL3-IRE1 のプロモーター活性に対

する、ATF4、ATF6、GABP、および GABPの影響を評価した結果、ATF4を遺伝子導入し

た時、pGL3-IRE1のレポーター活性をコントロール (empty) と比べて、約 2倍増加させた (Fig. 

20C)。一方、ATF6、GABP、および GABPは、pGL3-IRE1のレポーター活性には影響を与

えなかった (Fig. 20C)。また、ATF4 を遺伝子導入した HeLa細胞内では、コントロール (empty) 

に対して IRE1 mRNA 量が約 3倍と有意に増加した (Fig. 20D)。これらの結果から、転写因

子 ATF4 が IRE1の転写制御に寄与することが示唆された。 

前述の結果から、-990 から-680 bp と-129から+30 bp の領域に PERK のプロモーター活性

を制御する配列がある可能性が示された (Fig. 19)。そこで、これら領域内の予測転写因子結

合サイトである、c-Rel (-786/-777)、AREB6 (-119/-107)、GABP (-70/-61)、NF-B (+2/+7) の結

合配列をそれぞれ置換変異したレポーターZS97、ZS98、ZS99、および ZS49 を作製し、ルシ

フェラーゼアッセイを行った。その結果、作製した全ての置換変異レポーターの活性は、ZS20

と同等であり、これらの結合配列が ZS20のプロモーター活性に必須でないことが明らかとな

った (Fig. 20B)。 

 

2-3-4 KSHV 溶解感染遺伝子による PERKプロモーターの活性化 

溶解感染期の PEL細胞において、IRE1と PERK の mRNA量が増加したが (Fig. 11Bおよ

び C)、これら遺伝子の発現亢進が KSHV の溶解感染遺伝子に起因するかは不明であった。そ

こで、溶解感染遺伝子の中で最も機能解析が進んでいる転写因子 RTAと K-bZIP を HeLa 細胞

に遺伝子導入し、IRE1と PERKの mRNA量を解析した。その結果、RTAを遺伝子導入した

HeLa 細胞では IRE1が、K-bZIP を遺伝子導入した HeLa 細胞では IRE1と PERK の mRNA

量が増加した (Fig. 21Aおよび B)。また、ZS20を用いたレポーター解析においても、Fig. 21B

の結果と同様に、K-bZIP を遺伝子導入した場合、ZS20のプロモーター活性は、コントロール 

(empty) の約 3倍増加した (Fig. 21E) 。RTAを遺伝子導入した場合、ZS20のプロモーター活

性は、コントロール (empty) の約 1.3 倍増加した (Fig. 21E)。また、ZS20 のプロモーター領

域を短くしたレポーターZS25、ZS26、ZS65、ZS27、ZS66、および ZS67を用いて、同様の解

析を行った結果、ZS66 において K-bZIP の遺伝子導入による PERK プロモーターの活性の増
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加が約 1.6 倍まで低下した (Fig. 21F)。これらの結果から、K-bZIPが PERK のプロモーターを

活性化し、その活性化には PERKの-385から-274 bpの領域が寄与することが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20. 置換変異による IRE1と PERK遺伝子のプロモーター解析 

(A) (B) HeLa 細胞に IRE1 (A) および PERK (B) の各置換変異レポータープラスミドと

pSV--Gal を遺伝子導入し、ルシフェラーゼレポーター解析を行った。(A) は pGL3-IRE1

の、(B) は ZS20の活性を 1.0とした相対値を示した。 

(C) レポータープラスミドに pGL3-IRE1と pSV--Gal、エフェクター遺伝子にEmpty (pCIneo)、 

ZS125、ZS127、3F-ATF6、および ZS7を用いて、ルシフェラーゼレポーター解析を行っ

た。Emptyを遺伝子導入した時の活性を 1.0とした相対値を示した。 

(D) Empty (pCIneo) または ZS7を HeLa 細胞に遺伝子導入した後、細胞内の IRE1の mRNA

量を解析した。 
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Fig. 21. IRE1と PERKの転写に対する溶解感染遺伝子の影響 

 (A) (B) Empty (pcDNA)、Flag-RTA、および Flag-K-bZIPを遺伝子導入した HeLa 細胞内の

IRE1とPERK (B) のmRNA量を定量した。Emptyを遺伝子導入した細胞のmRNA

量を 1.0とした相対値で示した。 

(C) (D) Empty (pcDNA)、Flag-RTA、および Flag-K-bZIPを遺伝子導入した HeLa 細胞の抽

出液を用いてウェスタンブロットを行い、RTAと K-bZIPの発現を確認した。 

 (E) ZS20と Empty (pcDNA)、Flag-RTA、または Flag-K-bZIPを HeLa 細胞に遺伝子導入し、

レポーター解析を行った。Emptyのルシフェラーゼ活性を 1.0とした相対値を示した。 

(F) レポータープラスミド (ZS20、ZS25、ZS26、ZS65、ZS27、ZS66、および ZS67)、 

pSV--Gal、エフェクタープラスミド (Empty (pcDNA) および Flag-K-bZIP) を HeLa

細胞に遺伝子導入し、レポーター解析を行った。Emptyのルシフェラーゼ活性を 1.0

とした相対値を示した。 
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2-4 考察 

2-4-1 IRE1のプロモーターに関して 

本研究では、プロモーター・ルシフェラーゼレポータープラスミドを用いて、IRE1のプ

ロモーターを解析した結果、GABP結合サイトを含む-264 から-38 bp の領域と ATF結合サイ

ト (-789/-776 bp) が、プロモーター活性に寄与すると示唆された (Figs. 18B および 20A)。

GABPに関して、pGL3-IRE1 の GABP結合サイトを置換変異した ZS102のレポーター活性は

大きく減少したが (Fig. 20A)、転写因子 GABPと GABPによって pGL3-IRE1 のプロモータ

ーは活性化されなかった (Fig. 20C)。これらの結果から、IRE1遺伝子のプロモーター活性に、

GABP 配列は必須ではなく、GABP 以外の-264 から-38 bp の領域内に、活性を制御する配列

が存在する可能性が推測される。一方、転写因子 ATF4 が、IRE1のプロモーター活性化と

IRE1の mRNA発現を誘導した (Fig. 20Cおよび D)。さらに、PEDB のデータベースから、

ATF 結合サイトは IRE1プロモーターのヒトおよびマウス間保存領域 (-847 から-522 bp) 内

に含まれることが確認された。本研究では、IRE1プロモーターに ATF4が直接的に結合する

ことを確認していないが、ATF4が IRE1遺伝子の転写制御に寄与することが示唆される。こ

のことは、潜伏感染期の PEL 細胞において、IRE1の発現と ATF4 の核内発現の両方が抑制

されていた結果と矛盾しない (Figs. 3-6)。先行研究において、KSHV が発現するウイルスタン

パク質 LANA は、直接的な相互作用を介し ATF4 の転写活性化能を抑制することが報告され

ている 40)。さらに、本研究では、LANA が IRE1遺伝子の転写を阻害する可能性も明らかに

している (Fig. 7A)。これらを考え併せると、潜伏感染期の PEL細胞において、PERKの発現

抑制と LANAによって、転写因子 ATF4 の発現と転写活性化能が阻害され、その結果、IRE1

の転写、すなわち発現が抑制されることが推察される。また、本研究では、IRE1遺伝子上

流の-264 から-38 bp の領域が IRE1のプロモーターの活性に重要であることを示した (Fig. 

18B)。この結果より、IRE1遺伝子の発現を制御する転写因子には、ATF4 以外の分子が存在

する可能性も考えられる。 

ATF と XBP1 結合配列を含むプロモーター領域を欠損させた ZS14 と、ATF 結合配列のみ

を置換変異した ZS100のレポーター活性は、同等または ZS100の方が大きくなることが予測

される。しかし、コントロール (pGL3-IRE1) に対するレポーター活性を比較した時、ZS14

より ZS100 の方が、大きくレポーター活性が減少した (Figs.18Bおよび 20A)。本研究では、

ATF結合配列を置換変異したレポーターを ZS100 の 1 種類のみしか作製していない。しかし

ながら、上述の結果から、pGL3-IRE1 のプロモーターにおいて、ATF と XBP1 結合配列を除

く-815から-616 bpの領域内に、プロモーター活性を抑制する分子が結合する可能性が考えら

れる。この抑制分子の結合配列を ZS14は欠損したため、ZS100と比較して、レポーター活性

が減少したことが推測される。 

 

2-4-2 PERK のプロモーターに関して 

PERK のプロモーター領域を短くしたプロモーター・ルシフェラーゼレポータープラスミ

ドを用いて解析した結果、PERK 遺伝子の上流- 990 から-680 bp と-129 から+30 bp の領域が、

PERK のプロモーター活性に重要であることが明らかとなった (Fig. 19B)。しかし、これら領
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域内に予測された転写因子結合配列 (c-Rel、AREB6、GABP、および NF-B) を置換変異さ

せても PERK のプロモーター活性は顕著に減少しなかった (Fig. 20B)。それゆえ、c-Rel、

AREB6、GABP、および NF-B結合配列を除く- 990 から-680 bp と-129から+30 bpの領域が、

PERK のプロモーター活性に寄与することが示唆される。一方、塩基配列は完全に一致しな

いが、P-MATCHを用いた解析から、CREB (CRE-binding protein) 結合配列と 85%以上の相同

性を示すサイトが-990から-680 bpの領域内に 6箇所、-129 から+30 bp の領域内に 1箇所それ

ぞれ予測された (data not shown)。CREBタンパク質は、ERストレスで発現が誘導される転写

因子の一つである。また、Tg 処理した PEL 細胞において、PERK 遺伝子の mRNA 量が増加

したことと考え併せると (Fig. 4A)、これら CREB結合配列が PERKのプロモーター活性を制

御する可能性が考えられる。 

溶解感染遺伝子K-bZIPを発現させたHeLa細胞内では、PERKのmRNA量が増加した (Fig. 

21B)。また、レポーター解析においても、K-bZIP は PERK のプロモーターを活性化した (Fig. 

21E)。さらに、K-bZIPによる PERKプロモーターの活性化が、ZS66で減少したことから、-385

から-274 bpの領域を介して K-bZIPが転写を活性化する可能性が示された (Fig. 21F)。先行研

究より、K-bZIPの DNA 結合配列は明らかにされている 58)。この知見から、ZS20 の-343 から

-330 bp の位置に、K-bZIP 結合配列 5’-AAGTGAAAGTGGGA-3’と 93%の相同性を示す配列が

有ることが確認され、このことは Fig. 21Fの結果を支持する。すなわち、ZS20 の-343 から-330 

bpの配列を介して K-bZIPが PERKのプロモーターを活性化することが考察される。さらに、

本研究では SB 処理した PEL 細胞において、PERK と K-bZIP の mRNA 量が共に増加するこ

とを明らかにしている (Fig. 11Bおよび C)。考え併せると、溶解感染期の PEL細胞において、

K-bZIP が PERK 遺伝子のプロモーターを介して、PERK の転写を活性化することが示唆され

る。一方、RTAと K-bZIP を発現させた HeLa 細胞内では、IRE1の mRNA量も増加した (Fig. 

21A)。PERK 同様に IRE1プロモーター内の塩基配列を解析した結果、pGL3-IRE1 のプロモ

ーター内に、RTAやK-bZIPの結合配列と相同性を示す配列は認められなかった 34, 58)。しかし、

IRE1遺伝子の転写開始点から上流 1.7 kbp の位置に、K-bZIPの結合配列と 88%の相同性を示

す配列が確認されたことから、K-bZIPが IRE1の転写を活性化する可能性が考えられる。 

 

2-5 小括 2 

本研究の第 1章と第 2章より考察されたKSHVのUPR脱制御の模式図を以下に示す (Figs. 

22 および 23)。潜伏感染期 の PEL細胞において、IREと PERK の発現が転写レベルで抑制

されることが明らかとなった。また、PERK に関して、詳細は明らかにできなかったが、KSHV

が発現するウイルスタンパク質 LANA と vCyclin が IRE1の転写レベルでの発現抑制に寄与

することが明らかとなった。さらに、LANA は ATF4 との結合を介して転写活性化能を阻害

することで 40)、IRE1の発現を抑制することが示唆された。KSHV は、IREと PERK の発現

抑制を介して、これら UPR分子が誘導する翻訳抑制やアポトーシスを回避することで、感染

の維持を行うことが考察される。一方、溶解感染期の PEL細胞内では、Bip、IRE1、および

PERKの発現量増加に伴い UPRが活性化する。UPRが活性化する転写因子 XBP1や Nrf2は、

溶解感染移行に必須である RTAの転写を亢進すると考えられる 29, 53, 54)。すなわち、KSHVは
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活性化した UPRを利用し、溶解感染遺伝子の発現誘導とウイルス産生を亢進すると考えられ

る。また、活性化した XBP1 は、ERシャペロンである Bipの発現を誘導し、ウイルスタンパ

ク質合成亢進に寄与すると考えられる。さらに、溶解感染遺伝子 RTAや K-bZIP により IRE1

と PERK 遺伝子の転写が活性化されることが明らかとなった。すなわち、KSHV は、自らも

UPRを活性化することで、自身のウイルス産生を更に加速させることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22. 本研究より考察された潜伏感染期の PEL細胞内の UPR挙動 

潜伏感染期の PEL 細胞における UPR 挙動の模式図を示した。図中の破線矢印は、PEL

細胞内で抑制されているシグナル伝達 (分子間相互作用) を、止線は阻害を示している。

潜伏感染期の PEL細胞内では、IRE1と PERK の発現量が減少しており、活性化した UPR

が誘導する eIF2のリン酸化、CHOP の発現、および Jnk の活性化が抑制される。その結

果、PEL 細胞内では、UPR により誘導される eIF2を介す翻訳抑制や、CHOP および Jnk

を介すアポトーシスが抑制される。また、LANAと vCyclin が、IRE1の発現抑制 (mRNA

量の減少) に寄与する。特に、LANA は転写因子 ATF4 と直接相互作用し、その機能を阻

害することで、IRE1および CHOPの発現を抑制する。 
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Fig. 23. 本研究より考察された溶解感染期の PEL細胞内の UPR挙動 

溶解感染期の PEL 細胞における UPR 挙動の模式図を示した。図中の破線矢印は、PEL

細胞内で抑制されているシグナル伝達 (分子間相互作用) を示している。溶解感染期の

PEL細胞内では、潜伏感染期に発現が減少していた IRE1と PERK の mRNA量および Bip

の発現量の増加、すなわち UPRが活性化する。また、IRE1の mRNA量の増加には、LANA

の切断による発現量減少が寄与する。溶解感染期の PEL細胞内では、潜伏感染期よりも発

現量が増加した IRE1によって、転写因子 XBP1 (図中 sXBP1) の発現が誘導される。XBP1

は、Bip の発現を誘導し、ウイルス産生に必要となるウイルスタンパク質の合成亢進に寄

与する。また、潜伏感染期よりも発現量が増加した PERK によって、Nrf2がリン酸化され

る。このリン酸化 Nrf2 と XBP1 は、溶解感染移行に必須である RTA の発現を誘導する。

一方、RTA は IRE1の発現を、K-bZIP は IRE1および PERK の発現を誘導する。溶解感

染期の PEL 細胞において、活性化した UPR によって、KSHV の溶解感染遺伝子の発現と

ウイルス産生が亢進する。さらに、KSHV は RTA や K-bZIP を介して IRE1および PERK

の発現を自らも誘導することで、KSHV のウイルス産生が加速される。 
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第 3章 DATの抗 PEL活性と作用機序解析 

3-1 はじめに 

本研究において、ERストレス誘導剤 (Tgおよび BFA) が PEL細胞に対して殺細胞活性を

示すことが明らかとなった (Figs. 8 および 10)。これらの結果から、ER ストレスを誘発して

UPR を活性化する化合物が、抗 PEL 活性を有すと考えられる。そこで、ER ストレスを誘発

する化合物として、ニンニク (Allium sativum L) の含有成分である DAT (diallyl trisulfide) に着

目した。DAT はジスルフィド結合開裂に伴い酸化ストレスを誘導し、UPRを活性化すること

で、基底細胞がんにアポトーシスを引き起こすことが報告されている 59-62)。一方、ニンニク

精油に含有される主なジアリルスルフィド化合物には、DAT の他に DAS (diallyl sulfide) と

DAD (diallyl disulfide) が知られており、その含有比率は DASが 6%、DAD が 30%、DAT が

40%である 59, 63)。また、ジアリルスルフィド化合物は様々な生物学的機能を有しており 60, 61)、

Akt や Jnk、Erk等の細胞内シグナル伝達に影響し 64,
 
65)、前立腺がんや肺がん、大腸がん、乳

がん細胞に対して、抗がん活性を発揮する 65-69)。とりわけ、最近の報告から、DAD と DAT

が NF-Bシグナル抑制を介し、抗炎症作用や抗がん活性を示すことが明らかとなった 64, 66, 70)。

NF-B シグナルは、KSHV がコードするウイルスタンパク質 vFLIP、K15、vGPCR (G 

protein-coupled receptor)、K1、および K7により活性化され 14, 71-74)、その活性化が PEL細胞の

生存と増殖、そしてウイルス複製に必須であることが報告されている 17, 18)。 

PEL を含む KSHV 感染細胞内における NF-B シグナル概要を以下に模式図と共に示す 

(Fig. 24) 
75)。転写因子 NF-Bは、p65 (RelA) と p50 から成るヘテロ二量体で、通常、細胞質

内で抑制因子 IBnuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, 

alphaが結合することで、不活性化されている。IL-1R (interleukin-1 receptor) や TLR (toll-like 

receptor) にリガンドが結合し、これら受容体が二量体化することで、NF-B シグナルは活性

化する。細胞膜上の受容体にリガンドが結合すると、MyD88 (myeloid differentiation factor 88)、

IRAK4 (IL-1 receptor-associated kinase 4)、および IRAK1 が受容体に引き寄せられ、IRAK4 が

IRAK1 をリン酸化し、リン酸化 IRAK1 が Ub (ubiquitin) E3ライゲースである TRAF6と相互

作用し、TRAF6を活性化する。活性化した TRAF6 は、Ub結合酵素 E2 (Ubc13 および Uev1A) 

と共に TRAF6自身をK63鎖 poly-Ub化し、この poly-Ub鎖に TAB2 (TAK1 binding protein 2) と

TAK1 (transforming growth factor-β-activated kinase 1) から成る複合体が TAB2 を介して、IKK 

(IB kinase) 複合体が IKK (NEMO) を介して、それぞれ引き寄せられる。そして、TAK1 に

より IKKの S180がリン酸化されることで、IKK複合体が活性化され、活性化した IKK 複合

体は、IBの S32と S36 をリン酸化する。このリン酸化を引き金に IBは、Ub E3ライゲー

ス-E2複合体により K48鎖 poly-Ub化され、最終的に 26Sプロテアソームにより分解される。

この IBの分解により、IBから遊離した NF-B は核内に移行し、標的遺伝子の転写を活

性化する。一方、PELを含む KSHV 感染細胞内において、KSHV が発現する複数のウイルス

タンパク質によって、NF-Bシグナルは活性化される。KSHV がコードする vFLIPは、TRAF2

を介して IKKに結合することで IKK 複合体を活性化し 71)、K15は TRAF1、2、および 3を介

して NF-Bを活性化する 72)。また、K7はユビキリンとの相互作用を介して IBの分解を誘
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導し、NF-B を活性化する 74)。K1
 73)と vGPCR

 14)は、Akt を介し IKK 複合体を活性化するこ

とで、間接的に NF-B シグナルを活性化することが報告されている。 

上述の知見から、DAT を含むジアリルスルフィド化合物が、抗 PEL 活性や抗 KSHV 活性

を有す可能性は十分に高いと推論される。そこで、本研究の第 3 章では、ジアリルスルフィ

ド化合物の PEL細胞に対する増殖抑制効果とその作用機序の解明を目的に、研究を遂行した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24. KSHV感染細胞内における NF-Bシグナルの概要 

図は、参考文献 (76) の Fig. 8 を一部変更し、引用した。 
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3-2 実験方法 

3-2-1 細胞培養 

ヒト TLR4 安定発現 HEK293 細胞株である 293/TLR4 細胞株 (InvivoGen 社から購入) は、

10% FBS含有 DMEM 培地を用いて、CO2インキュベーター (37℃、5% CO) 内で培養した。 

 

3-2-2 発現プラスミド DNA 

Ub (以下 myc-Ub)、IKK(以下 Flag-IKK)、IKK(以下 T7-IKK)、IKK(以下 S-IKK)、

および TRAF6(以下 T7-TRAF6) の発現プラスミド DNAは、北海道大学 中川宏治先生より恵

与された。これら遺伝子は、N末端側に myc-tag、3×T7 tag、3×Flag tag、2×S-tag peptide が

付加された形でタンパク質が発現するように、pCIneo にクローニングされたプラスミド DNA

である。 

pRK5-HA-Ubiquitin-WT (plasmid ID: 17608、以下WT-Ub)、pRK5-HA-Ubiquitin-K48 (plasmid 

ID: 17605、以下K48-Ub)、および pRK5-HA-Ubiquitin-K63 (plasmid ID: 17606、以下K63-Ub) は、

Addgene 社から購入した。K48-Ub と K63-Ub は、ヒト Ub タンパク質の K48または K63以外

の K残基を Rに置換した変異体タンパク質発現プラスミドである。 

ZS124は、T7-TRAF6を鋳型に作製した、2×S-tag peptideが付加された形で TRAF6が発現

するように、pCIneo にクローニングしたプラスミド DNAである。 

ZS93は、ZS124を鋳型に 2-2-3項と同様の手法で作製した。ZS93は、TRAF6 の C70 を A

に置換した変異体タンパク質発現プラスミドである。ZS93作製に使用したプライマーの配列

情報を以下に示す (Table 10)。 

 

Table 10  

ZS93作製に使用したプライマーの情報 

Plasmid 

name 
Sense primer Antisense primer 

ZS93 5’-TGGAAAGCAAGTATGAAGCCCCC

ATCTGCTTGATGGC-3’ 

5’-GCCATCAAGCAGATGGGGGCTTC

ATACTTGCTTTCCA-3’ 

 

3-2-3 浮遊細胞への遺伝子導入 

B細胞への遺伝子導入は、PEIを用いて行った。DNA 3 μg (3 L) と 1 mg/mL PEI 9 μL (9 g) 

を Opti-MEM 50 μLによく混合し、室温で 15分間インキュベートして、DNA-PEI混合液を調

製した。1×10
5
 cells/500 L/well となるよう BC3 細胞を 24 well-plate に播種し、上述の

DNA-PEI 混合液を加え、37℃で 6 時間、CO2インキュベーター内で培養した。次に、PBS で

2回細胞を洗浄し、新しい培地に交換した後、さらに 24時間 CO2インキュベーター内で培養

した。 

 

3-2-4 PEL細胞の増殖に対するジアリルスルフィド化合物の影響の解析 

PEL 細胞およびウイルス非感染細胞の増殖に対する各ジアリルスルフィド化合物 (DAS、
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DAD、および DAT) の影響は、1-2-5 と同様の手順で、細胞増殖アッセイを行うことで解析

した。また、解析で得られた cell viability 値から、CC50値を 1-2-14 に示す計算式から算出し

た。 

 

3-2-5 ウェスタンブロット解析 

ウェスタンブロット解析は、1-2-6 に示した手順と同様に行った。 

 

3-2-6 カスパーゼ活性の測定 

カスパーゼ活性の測定には、Caspase-Glo assay キットを用いた。本キットは、二段階の反

応を利用した測定システムであり、以下に簡単な原理を述べる。最初の反応は、各カスパー

ゼ（カスパーゼ-8 および-9）特異的なプロテアーゼ認識配列を付加した発光基質アミノルシ

フェリンと耐熱性ルシフェラーゼを含む Caspase-Glo Reagent を細胞抽出液に添加すること

で、細胞内カスパーゼにより基質が切断される反応である。二段階目の反応は、基質切断に

伴い遊離したアミノルシフェリンが、耐熱性ルシフェラーゼにより触媒され、発光する反応

である。この発光強度を測定することで、細胞内のカスパーゼ活性を測定する。 

種々の濃度に希釈した薬物を含有する培地中で、1×10
5
 cells/mL/well の細胞を 24 well-plate

で、一定時間培養した。培養後、細胞を回収および PBS にて洗浄した後、100 Lの passive lysis 

buffer を加え、細胞を溶解した。得られた細胞抽出液 20 L と、キット付属の Caspase-Glo 

Reagent 20 Lを混合し、マイクロプレートリーダーを用いて、発光強度を室温で 10秒間の積

算値として測定した。 

 

3-2-7 RT-PCR法による遺伝子発現解析 

RT-PCR法による遺伝子発現解析は、1-2-8に示した手順と同様に行った。 

 

3-2-8 Real-time RT-PCR 法による遺伝子発現解析 

Real-time RT-PCR法による遺伝子発現解析は、1-2-9に示した手順と同様に行った。 

 

3-2-9 免疫染色法による局在解析 

PBSにて再懸濁した細胞懸濁液をスライドガラス上に滴下し、室温で乾燥させた後、-20℃

に冷した methanolに 1時間浸漬することで、細胞を固定した。次に、スライドガラスを PBS

で洗浄し、PBS で希釈した 3% FBS 溶液を細胞接着面に滴下し、ブロッキングを行った。ブ

ロッキング後、PBS で 3 回洗浄後、PBS で 200 倍に希釈した一次抗体液をスライドガラス上

の細胞接着部に滴下し、室温で 1 時間反応させた。PBS-T で 1 回、PBS で 3 回スライドガラ

スを洗浄した後、PBS で 500 倍希釈した二次抗体と 5000 倍希釈した hoechst を含む溶液を細

胞接着面に滴下し、室温で 1 時間、遮光して反応させた。PBS-T で 1 回、PBS で 3 回スライ

ドガラスを洗浄した。その後、細胞接着部に fluoromount-G 20 Lを滴下し、カバーガラスに

て細胞接着部を封入し、オリンパス社製の蛍光顕微鏡 (IX71) を使用して、観察した。 
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3-2-10 細胞分画法 

細胞の分画は、1-2-7に示した手順と同様に行った。 

 

3-2-11 ルシフェラーゼレポーター法による NF-Bの転写活性化の解析 

転写因子 NF-Bが特異的に結合する DNA配列とルシフェラーゼ遺伝子を接続したレポー

タープラスミド pGL4.32 (Promega 社から購入) を用いて、NF-Bの転写活性化に対する DAT

の影響を 2-2-4と同様の手順で解析した。 

 

3-2-12 免疫沈降法による相互作用解析 

細胞を冷却した PBSで 2回洗浄した後、IP buffer [10 mM NEM (N-ethylemaleimide)、100 M 

PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride)、10 M MG132、および 1 mM DTT を含む] で細胞を懸濁

し、超音波破砕した。得られた細胞破砕液から 15000 rpm、4℃、10 分間遠心することで不溶

性画分を除去し、上清を回収した。1 サンプルあたり、ビーズボリューム 10 Lの Protein A/G 

PLUS-Agarose を IP buffer で洗浄した後、抗体 2.5 g を含む IP buffer 100 L を加え、4℃、1

時間震盪することで、抗体をビーズに結合させた。その後、IP buffer で調製した 5% skim milk

溶液 1 mLを加え、さらに 4℃で 1時間震盪し、ブロッキングを行った。ブロッキング後、ビ

ーズを 1 mL の IP buffer で 2 回再懸濁することで、抗体ビーズを調製した。なお、S-protein 

agarose beads、T7-Tag Antibody agarose、および Anti-FLAG M2 affinity gel を用いて免疫沈降す

る際は、ブロッキング操作からビーズを調製した。上述の細胞破砕液から得た上清と調製し

たビーズを混合し、4℃で 2時間震盪した後、1 mL の IP buffer で 5回洗浄することで、目的

タンパク質を精製した。この精製サンプルを SDS-PAGE、ウェスタンブロット法を用いて解

析した。また、IBと TRAF6 の poly-Ub 化を解析する場合、非共有結合を介したタンパク質

間の相互作用をなくすため、IP bufferの代わりに RIPA buffer (10 mM NEM、100 M PMSF、

10 M MG132、および 1 mM DTT を含む) を用いて、免疫沈降実験を行った。 

 

3-2-13 プロテアソーム活性の測定 

プロテアソーム活性の測定には、26S プロテアソーム特異的切断配列と蛍光基質 MCA 

(4-methylcoumaryl-7-amide) を有す合成ペプチド (Suc leu-leu-val-tyr-MCA) を基質に用いた。

プロテアソームによる基質切断に伴い遊離した MCA の蛍光強度を測定することで、プロテ

アソ－ムの活性を解析する実験手法である。1×10
6個の細胞を 400 Lの buffer A に懸濁し、

27Gの注射針を装着した 1 mLシリンジを用いて、細胞を破砕した。その後、15000 rpm、4℃、

5分間遠心して得られた上清中のプロテアソーム活性を測定した。上清 5 L と buffer B 95 L

を混合し、5分間、37℃で反応させた。反応後、反応停止液として 10% SDS 溶液 100 Lを加

え、プレートリーダーを用いてサンプルの蛍光強度 (励起波長 380 nm、蛍光波長 460 nm) を

測定した。 

 

3-2-14 TRAF6のタンパク質安定性試験 

リン酸カルシウム法を用いて ZS124 または ZS93 を遺伝子導入した HeLa 細胞および
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HEK293/TLR4 細胞の培地中に、終濃度 25 g/mLタンパク質合成阻害剤 cycloheximide、終濃

度 20 M DAT、終濃度 10 M MG132 を添加し、0、1、3、6時間後に細胞を継時回収した後、

SDS-PAGE、ウェスタンブロット法にて目的タンパク質の安定性を評価した。 

 

3-2-15 Real-time PCR法を用いたウイルス量の定量 

Real-time PCR法を用いたウイルス量の定量は、1-2-10 に示した手順と同様に行った。 

 

3-2-16 PEL移植マウスの作製 

本実験のプロトコルおよび実施は、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「動物実験に関する指針」に従って、実行した。5週齢のメス CB17 SCIDマウス（CLEA 

Japan から購入）に、25G 注射針を装着した 1 mL シリンジを用いて 5×10
7個の BCBL1 細胞

を腹腔内に移植した。移植一週間後から、corn oil で希釈した DATを 5 mg/kg body weight と

なるように、21 日間、腹腔内に隔日投与した。なお、コントールマウス群は、溶媒である corn 

oil 20 Lを同様に投与した。また、薬物投与前にマウス体重を測定した。 

 

3-2-17 マウス組織からのゲノム DNA抽出 

PBSで洗浄したマウス脾臓を乾熱滅菌したステンレス製メッシュとスパーテルを用いて濾

した後、1-2-2 項で示す方法と同様に、ゲノム DNA を精製した。また、腹水中腫瘍からのゲ

ノム DNA抽出は、以下の通りである。回収したマウス腹水を 3000 rpm、4℃、1分間遠心し

て得られた沈殿物から、SepaGene (EIDIA社) を用いて、添付の標準手順書に従って、ゲノム

DNAを精製した。抽出した DNA中の KSHVゲノム DNA量を 1-2-10項で記す real-time PCR

法を用いて、定量した。 
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3-3 結果 

3-3-1 DAT による PEL細胞特異的な殺細胞効果 

最初に、B 細胞性リンパ腫細胞株の増殖に対する、各ジアリルスルフィド化合物 (DAS、

DAD、および DAT) の阻害効果を評価した。各リンパ腫細胞を種々の濃度のジアリルスルフ

ィド化合物を含む培地中で培養し、24時間後の生細胞数を測定した。その結果、50 M の DAS

およびDADで細胞を処理した時、ウイルス非感染 (RamosおよびDG75) 細胞に比べ、PEL (BC、

BCBL1、HBL6、および BC2) 細胞の生存率は、およそ 60%まで減少した (Fig. 25Aおよび B)。

一方、20 M の DAT はウイルス非感染細胞の増殖には影響を与えず、PEL細胞の増殖を特異

的に抑制した (Fig. 25C)。また、各リンパ腫の DAT の CC50値は、PEL細胞が約 15 M であ

ったことに対し、ウイルス非感染リンパ腫株はその 3倍の約 45 M であった (Table 11)。 

次に、PEL細胞内のカスパーゼの活性に対する DAT の影響を解析した。PEL (BC3 および

BCBL1) 細胞と Ramos 細胞の計 3種のリンパ腫株を 20 M DAT で最大 12時間処理し、各カ

スパーゼの活性化型断片の誘導を、ウェスタンブロット法にて解析した。その結果、DAT 処

理した PEL 細胞において、カスパーゼ-3、-7 および-9 の活性化型断片が検出され、PARP の

切断も検出された (Fig. 26A)。DAT 処理した Ramos 細胞内では、上述の分子の切断断片は検

出されなかった。また、カスパーゼの活性化に加え、DAT 処理時間に依存して、細胞周期調

節因子である p21
Cip1の発現量の増加が検出された (Fig. 26B)。 

一方、ウェスタンブロット解析では、DAT 処理した PEL 細胞において、カスパーゼ-8 の

活性化断片の増加は観察されなかった。そこで、カスパーゼ-8 および-9 に関する詳細な知見

を得るため、ウェスタンブロット法より検出感度が高い Caspase-Glo Assayを行った。カスパ

ーゼ-8および-9の活性化はアポトーシス誘導の初期の段階で起こるので、DAT の処理条件は

ウェスタンブロットよりも低濃度かつ短時間に設定した。具体的に、10 M DAT を含む培地

中で、BC3 細胞を 3 時間培養し、各カスパーゼのプロテアーゼ活性を測定した。その結果、

未処理時と比較して、DAT 処理した BC3 細胞内のカスパーゼ-9 のプロテアーゼ活性は約 1.6

倍まで上昇したことに対し、カスパーゼ-8 は約 1.2 倍であり、カスパーゼ-8 の有意な活性化

は検出されなかった (Fig. 26C)。以上の結果から、DAT は細胞周期の停止とカスパーゼ-9 経

路を介すアポトーシスを誘導し、PEL 細胞特異的な殺細胞効果を発揮することが明らかとな

った。 
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Fig. 25. PEL細胞に対するジアリルスルフィド化合物の細胞毒性効果 

図は参考文献 (76) の Fig. 1 を一部変更し、引用した。PEL (BC3、BCBL1、HBL6、および

BC2) 細胞 とウイルス非感染 (Ramos および DG75) 細胞の計 6種の細胞の培地に、種々の濃

度の DAS (A)、DAD (B)、DAT (C) を添加して、24 時間後の生細胞数を測定した。各細胞の

薬物未処理の時の生細胞数を 100%とする相対値を示した。測定標本数は 3である。また、各

グラフの上方に、各化合物の構造式を示した。 

 

 DAD 

DAD (M) 

R
el

a
ti

v
e
 c

el
l 

su
rv

iv
a

l 
(%

) 

B 

Ramos 

DG75 

BC3 

BCBL1 

HBL6 

BC2 

A 

R
el

a
ti

v
e 

ce
ll

 s
u

rv
iv

a
l 

(%
) 

DAS (M) 

DAS 

Ramos 

DG75 

BC3 

BCBL1 

HBL6 

BC2 

Ramos 

DG75 

BC3 

BCBL1 

HBL6 

BC2 

DAT 

R
el

a
ti

v
e 

ce
ll

 s
u

rv
iv

a
l 

(%
) 

C 

DAT (M) 



64 

 

Table 11   

Bリンパ腫に対する DATの細胞毒性効果 

  BC3 BCBL1 HBL6 BC2 Ramos DG75 

CC50 (M) 13.7 ± 0.8  15.4 ± 1.0  15.1 ± 0.6  14.6 ± 0.4  43.6 ± 1.4  47.9 ± 0.9  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26. DATは PEL細胞にアポトーシスを誘導する 

(A) 0または 20 M DAT で最大 12時間処理した BC3、BCBL1、および Ramos 細胞内の各

カスパーゼおよび PARP の切断を、ウェスタンブロット法にて解析した。図は、活性

化型のカスパーゼ断片を示した。図は、参考文献 (76) の Fig. 2Aを一部変更し、引用

した。 

(B) 0 または 10 M DAT で 3 時間処理した BC3 細胞のカスパーゼ-8 および-9 の活性を、

Caspase-Glo assay キットを用いて測定した。未処理の細胞の活性を 1.0とした相対値で

示している。図は、参考文献 (76) の Fig. 2Bを一部変更し、引用した。 

(C) 0または 10 M DATで最大 24時間処理したBC3、BCBL1、およびRamos細胞内の p21
Cip1

発現量をウェスタンブロット法で解析した。図は、参考文献 (76) の Fig. 2Aを一部変

更し、引用した。 
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3-3-2 DAT による UPRの活性化 

次に、DAT が PEL 細胞特異的にアポトーシスを誘導する分子機構の解明を試みた。先行

研究から、DATは UPRを活性化し、がん細胞にアポトーシスを引き起こすことが知られてい

る 59-62)。それゆえ、UPRに対する DATの影響を解析した。20 M DATで、PEL (BC3および

HBL6) 細胞とウイルス非感染 (Ramos および DG75) 細胞を最大 12 時間処理し、Bip の発現

をウェスタンブロット法で解析した。その結果、BC3 細胞において、DAT 処理依存的に Bip

の発現が増加したが、他の細胞種では、DAT 処理依存的な Bip の発現誘導は検出されなかっ

た (Fig. 27A)。 

一方、アポトーシスを誘導する主な UPR経路は、PERKと IRE1の 2経路である。そのた

め、XBP1のスプライシングや、CHOPおよび GADD34 の mRNA発現に対する、DAT の影響

を RT-PCR法により解析した。20 M DAT で 6時間細胞を処理した時、BC3 および DG75 細

胞の両方において、CHOPおよび GADD34の発現誘導と XBP1のスプライシング (sXBP1) が

観察された (Fig. 27B)。また、より定量性の高い real-time RT-PCRを用いて解析したが、BCBL1

およびRamos細胞間で、DATが誘導するCHOPの発現に大きな差異は認められなかった (Fig. 

27C)。したがって、DAT はアポトーシス誘導分子 CHOP の転写を亢進するが、この UPR 活

性化は、DATの PEL細胞特異的なアポトーシス誘導に寄与しないことが示唆された。そのた

め、既に報告のある PEL 細胞内の生存や細胞増殖に寄与するシグナル伝達に焦点をあて、解

析を実行した。 

 

3-3-3 DAT による NF-B シグナルの抑制 

潜伏感染期の PEL 細胞内では、Erk、Akt、および NF-B シグナルが活性化しており、こ

のことが PEL細胞の生存や増殖に必須であることが知られている 13-20)。これらの知見から、

DAT が上述のシグナル伝達を阻害することで、PEL細胞にアポトーシスを誘導したと推論し

た。そこで、PEL (BC3、BCBL1、および HBL6) 細胞と Ramos 細胞を 10 M DAT で最大 24

時間処理し、Erk1/2、Akt、および IB の発現やリン酸化 (活性化) に対する、DAT の影響

を解析した。その結果、PEL細胞において、DAT処理時間依存的に NF-Bシグナルの抑制因

子 IBの発現量が顕著に増加した (Fig. 28A)。PEL 細胞と比較して、DAT 処理した Ramos

細胞では、IBの発現量増加は小さかった。また、real-time RT-PCR 法による解析の結果、

DAT 処理による IB mRNA量の有意な変化は、BC3 および Ramos 細胞共に認められなかっ

た (Fig. 28B)。これらの結果より、DATは IBをタンパク質レベルで安定化することが明ら

かとなった。 

次に、DATがNF-Bシグナルの抑制因子 IBを安定化したことから、転写因子NF-B (p65) 

の細胞内局在と転写活性化に対する DAT の影響を免疫染色法、核分画法、ルシフェラーゼレ

ポーターアッセイ法を用いて解析した。その結果、通常 BCBL1細胞において、p65 は核内に

ドット状で観察されることに対し、DAT 処理した BCBL1 細胞内では p65 は核周辺の細胞質

に局在していることが明らかとなった (Fig. 28C)。次に、細胞を分画し、p65 の核内発現量を

ウェスタンブロット法で解析した。その結果、Ramos 細胞と比較して、DAT 処理した BC3お

よび BCBL1細胞において、p65の核内発現量は大きく減少した (Fig. 28D)。また、同条件の
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DAT 処理は、BC3、BCBL1 および Ramos 細胞全体 (total cell lysate; TCL) における p65 の発

現量に影響を及ぼさなかった。さらに、転写因子 NF-B特異的レポータープラスミドを用い

た解析の結果、BC3 細胞において、DAT処理濃度依存的にレポーター活性、すなわち NF-B

の転写活性化が抑制された (Fig. 28E)。一方、Erk1/2 と Akt のリン酸化と発現に対する DAT

の影響は、検出されなかった (Fig. 36A)。 

これらの結果より、DAT は抑制因子 IBの安定化を介して NF-Bシグナルを阻害するこ

とが明らかとなった。次に、DAT による IB安定化機構の細胞内分子メカニズムを解析した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27. DATは UPRを活性化する 

(A) 0または 20 M DAT で最大 12時間処理した BC3、HBL6、Ramos、および DG75 細胞内

の Bip の発現をウェスタンブロット法で解析した。 

(B) 最大 20 M DAT で 6時間処理した BC3 および DG75 細胞における、CHOP、GADD34、

および XBP1の mRNA発現量を RT-PCR法を用いて解析した。 

(C) 0または 20 M DATで 6 時間処理したBC3およびRamos細胞における、CHOPのmRNA

量を解析した。各細胞の未処理時の mRNA量を 1.0とした相対値を示した。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。 
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Fig. 28. DATは NF-Bシグナルを阻害する 

(A) 0または 10 M DAT で最大 24時間処理した BC3、BCBL1、HBL6、および Ramos 細胞

における IB発現量をウェスタンブロット法で解析した。図は、参考文献 (76) の Fig. 

3Aを一部変更し、引用した。 

(B) 0または 20 M DAT で 6時間処理した BC3および Ramos 細胞内の IBmRNA量を定

量した。未処理の時の mRNA量を 1.0とした相対値を示した。図は、参考文献 (76) の

Fig. 3Bを一部変更し、引用した。 

(C) 0または 10 M DAT で 18 時間処理した BCBL1細胞内の p65 の局在を免疫染色法にて

解析した。図は、参考文献 (76) の Fig. 3Cを一部変更し、引用した。 

(D) 0または 10 M DAT で最大 24時間処理した BC3、BCBL1、および Ramos 細胞における

p65 の核内発現量をウェスタンブロット法で解析した。図中の H2B は、ヒストン H2B

である。図は、参考文献 (76) の Fig. 3Dを一部変更し、引用した。 

(E) 最大 10 M DAT で 6時間処理した BCBL1細胞における、NF-Bの転写活性をルシフェ

ラーゼレポーター法で解析した。未処理の時の活性を 1.0とした相対値を示した。図は、

参考文献 (76) の Fig. 3Eを一部変更し、引用した。 
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3-3-4 DAT による IB安定化機構 

IBは、IKK 複合体によるリン酸化、Ub E3ライゲースによる poly-Ub 化、そしてプロテ

アソームによる分解の 3 つの逐次段階によって、量的制御を受ける。DAT がこれらの逐次段

階のどの段階に影響するかを解析した。最初に、IBの poly-Ub 化に対する DAT の影響を、

免疫沈降法を用いて解析した。DAT 処理、未処理の細胞の抽出液を用いて、抗 IB抗体を用

いて免疫沈降した。その結果、未処理時と比較して、DAT 処理した BC3 および BCBL1 細胞

の抽出液から沈降された IBのタンパク質量は増加したため、IBの poly-Ub 鎖を正確に評

価できなかった (Fig. 29A)。そのため、DAT 処理後、細胞回収 6 時間前にプロテアソーム阻

害剤MG132を培地に添加し、免疫沈降実験を行うことで、DAT の有無による IBの沈降量

差を解消した。なお、PEL 細胞に対してMG132は高い細胞毒性を示すことが報告されている
18)。そのため、BC3細胞の増殖を抑制しないことを意図して、MG132の濃度および処理時間

を設定した (data not shown)。そして、FK-2抗体 (poly-Ub鎖認識抗体) を用いてウェスタン

ブロット解析を行い、IBの poly-Ub 鎖量を、DAT 処理の有無で比較した。その結果、DAT

処理に依存した poly-Ub 鎖の顕著な量的変化は、検出できなかった (Fig. 29B)。 

次に、プロテアソームのキモトリプシン様活性に対する DAT の影響を解析した。その結

果、未処理の細胞と比較して、DAT処理した細胞において、プロテアソームの活性は約 20%

減少したが、MG132処理時と比較すると、その減少程度は小さかった (Fig. 29C)。 

最後に、IBの S32 および S36 のリン酸化に対する DAT の影響をウェスタンブロットに

より解析した。その結果、10 M DATで 24時間処理した BC3細胞において、リン酸化 IB

図中 p-が減少した (Fig. 29D)。また、IKK 複合体の特異的阻害剤 bay11-7082 で処理し

た BC3 細胞において、p-が減少した (Fig. 29D)。さらに、PEL 細胞の増殖に対する、

bay11-7082 の阻害効果を評価した結果、2 M の bay11-7082 は、ウイルス非感染 (BJAB) 細

胞と比較して、BC3細胞の増殖を強く阻害した (Fig. 29E)。 

これらの結果より、DAT は IBのリン酸化阻害を介して IBを安定化することが明らか

となった。 
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Fig. 29. DATは IBのリン酸化を阻害する 

(A) 0または10 M DATで最大12時間処理したBC3およびBCBL1細胞の抽出液を用いて、

抗 IB抗体で免疫沈降し、IB抗体でウェスタンブロットを行った。図は、参考文献 

(76) の Fig. 3Eを一部変更し、引用した。 

(B) 0または 10 M DAT で 18 時間 BC3 細胞を処理した後、培地に 1 M MG132 を添加し、

更に 6 時間細胞を培養した。培養した細胞の抽出液を用いて、抗 IB抗体で免疫沈降

し、FK-2 抗体と抗 IB抗体でウェスタンブロットを行った。図は、参考文献 (76) の

Fig. 4Aを一部変更し、引用した。 

(C) 0または 10 M DAT、および 1 M MG132 で 24 時間処理した BC3 細胞内のプロテアソ

ーム活性を測定した。未処理の時の活性を 100%とした相対値を示した。図は、参考文

献 (76) の Fig. 4Bを一部変更し、引用した。 

(D) 0または 10 M DAT、0.2 M bay11-7082で 24 時間処理したBC3細胞内のリン酸化 IB

の発現量をウェスタンブロット法で解析した。図は、参考文献 (76) の Fig. 4C を一部

変更し、引用した。 

(E) Bay11-7082の細胞毒性を解析した。 種々の濃度の bay11-7082 で、BC3 および BJAB細

胞を処理し、24時間後の生細胞数を測定した。薬物未処理の時の生細胞数を 100%とす

る相対値を示した。図は、参考文献 (76) の Fig. 4Dを一部変更し、引用した。 
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3-3-5 DAT による IKKリン酸化の阻害 

DAT が IBのリン酸化を阻害することが明らかとなったので、IBをリン酸化する

複合体の構成分子 (IKK、IKK、および IKK) の発現、IKK 複合体の形成、IKKおよび IKK

のリン酸化に対する DAT の影響を解析した。最初に、IKK、IKK、および IKKの発現に対

する、DATの影響を RT-PCR法を用いて解析した。その結果、BC3 および Ramos 細胞におい

て、これら分子のmRNA量に対するDATの影響は観察されなかった (Fig. 30A)。また、IKK、

IKK、および IKKの発現量に対する DAT の影響をウェスタンブロット法により解析したが、

PEL細胞内ではこれら分子の発現を検出できなかった (data not shown)。そのため、過剰発現

系を用いて解析を行った。なお、B細胞である PEL 細胞は遺伝子導入効率が低く、実験の安

定性に欠けるため、接着 (HeLa または 293/TLR4) 細胞を用いて解析を進めた。 

HeLa 細胞に異なる tagを付加した IKK、、および IKKを遺伝子導入し、S-tag beads

を用いて IKKを免疫沈降した後、各 tag 抗体を用いてウェスタンブロット解析することで、

IKK の複合体形成に対する DATの影響を評価した。しかし、DAT 処理の有無に関係なく、各

IKK 分子の沈降量における変化は検出できなかった (Fig. 30B)。次に、IKK 複合体の活性化に

寄与する IKKおよび IKKのリン酸化に対する、DAT の影響を解析した。IKKまたは IKK

を遺伝子導入した 293/TLR4 細胞を DAT と LPS (lipopolysaccharide) で処理し、抗リン酸化

IKK/抗体でウェスタンブロットを行い、検出されたリン酸化 IKKまたは IKKを各条件間

で比較した。また、IKKのリン酸化に対する DAT の影響をより検出しやすくすることを意図

して、細胞種には 293/TLR4 細胞を用い、IKK のリン酸化の活性化因子 LPS 処理を行った。

その結果、IKKを遺伝子導入した 293/TLR4細胞において、DAT処理によりリン酸化 IKK (図

中 p-T7-IKK) が減少した (Fig. 30D)。一方、IKKを遺伝子導入した 293/TLR4 細胞では、元々 

(未処理時) のリン酸化量 (図中 p-Flag-IKK) が低く、DAT 処理による IKKのリン酸化阻害

は観察されなかった (Fig. 30C)。これらの結果から、DATが IKKのリン酸化を阻害すること

が明らかとなった。
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Fig. 30. DATは IKKのリン酸化を阻害する 

(A) 0または20 M DATで最大6時間処理したBC3およびRamos細胞における IKK、IKK、

IKK、および TRAF6 の mRNA量を RT-PCR法にて解析した。図は、参考文献 (76) の

Fig. 5Aを一部変更し、引用した。 

(B) Flag-IKK、T7-IKK、および S-IKKを遺伝子導入した HeLa 細胞を 0または 10 M DAT

で 24 時間処理した。この細胞の抽出液を、S-protein beads を用いて免疫沈降し、ウェス

タンブロットすることで、IKK 複合体の多量体形成を解析した。図は、参考文献 (76) の

Fig. 5Bを一部変更し、引用した。 

(C) Flag-IKK を遺伝子導入した 293/TLR4 細胞を 20 M DAT、40 ng/mL LPS で 6時間処理

し、ウェスタンブロット法にて IKKのリン酸化を解析した。図は、参考文献 (76) の

Fig. 5Cを一部変更し、引用した。 

(D) T7-IKK を遺伝子導入した 293/TLR4 細胞を 20 M DAT、40 ng/mL LPS で 6時間処理

し、ウェスタンブロット法にて IKKのリン酸化を解析した。図は、参考文献 (75) の

Fig. 5Dを一部変更し、引用した。 
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3-3-6 DAT によるプロテアソーム依存的な TRAF6の不安定化 

NF-Bシグナルにおいて、IKKリン酸化から上流の分子機構は完全に解明されていないが、

TRAF6と IKKの poly-Ub 鎖に引き寄せられ、活性化した TAB2-TAK1複合体が IKKをリン酸

化するモデルが提唱されている。そこで、IKKの poly-Ub 化や TAB2-TAK1 の複合体形成に

対する DAT の影響を解析したが、これらに対して DATは影響を及ぼさなかった (Fig. 36Bお

よび C)。次に、TRAF6 の poly-Ub 化に対する影響を解析するため、T7-TRAF6 を遺伝子導入

した HeLa細胞を DATで処理し、T7-tagにて免疫沈降した。その結果、DAT 処理した細胞で

は、TRAF6の免疫沈降量と発現量が大きく減少した (Fig. 31A)。また、TRAF6 の沈降量を各

サンプル間で同じになるよう希釈して、TRAF6の poly-Ub 化を解析したが、DAT処理による

顕著な影響は検出されなかった (Fig. 31B)。この結果に加え、DAT が TRAF6 の mRNA 量に

影響しなかったことから (Fig. 31A)、TRAF6の翻訳阻害、またはタンパク質の不安定化を DAT

が引き起こす可能性が推察された。そこで、タンパク質合成阻害剤である cycloheximide を用

いて、DAT が TRAF6 を不安定化するか否か解析した。TRAF6 を遺伝子導入した HeLa 細胞

と 293/TLR4細胞を DAT で 3時間処理した時、未処理の細胞と比較して、DAT 処理した細胞

では顕著に TRAF6のタンパク質量が減少し、さらにこの減少はプロテアソーム特異的阻害剤

MG132共処理により減弱した (Fig. 31C)。また、BCBL1細胞においても、DAT により TRAF6

が不安定化され、その不安定化はMG132共処理によって減弱した (Fig. 31D)。これらの結果

から、DAT がプロテアソーム依存的に TRAF6を不安定化することが明らかとなった。 

TRAF6の poly-Ub 化量に対する DAT の影響は検出されなかった (Fig. 31B)。この原因とし

て、分解シグナルである K48鎖 poly-Ub 化された TRAF6 が、プロテアソームにより速やかに

分解されることが考えられた。そのため、TRAF6と野生型 Ub (WT-Ub) を遺伝子導入した細

胞を DAT と MG132 で共処理した後、免疫沈降法を用いて解析した。その結果、TRAF6 の

poly-Ub鎖量が、DAT 処理により顕著に増加した (Fig. 32A)。また、増加した poly-Ub 鎖が分

解シグナルであるK48鎖と活性制御シグナルであるK63鎖のどちらに起因するか明らかにす

るため、WT-Ubの代わりにK48-UbまたはK63-UbをそれぞれTRAF6と一緒に遺伝子導入し、

同様の解析を行った。しかしながら、K48-Ub と K63-Ub の両方において、TRAF6 は poly-Ub

化されたが、DAT 処理の有無によって poly-Ub 化量は有意に変化しなかった (Fig. 32A)。一

方、TRAF6 の自己 poly-Ub 化活性に必須である C70 を A に置換した変異体タンパク質 ZS93 

(C70A-TRAF6) の安定性を評価した結果 77)、ZS93はDAT処理により不安定化しなかった (Fig. 

32B)。さらに、DAT 未処理時、野生型の TRAF6 (ZS124) のタンパク質量は 6 時間で顕著に減

少したが (Fig. 31C)、ZS93 のタンパク質量は減少しなかった (Fig. 32B)。 
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Fig. 31. DATは TRAF6を不安定化する 

(A) T7-TRAF6 を遺伝子導入した HeLa 細胞を 20 M DAT で 12 時間処理した後、T7-tag 

affinity beadsを用いて免疫沈降し、抗 T7抗体でウェスタンブロット解析を行った。図

は、参考文献 (76) の Fig. 5Eを一部変更し、引用した。 

(B) T7-TRAF6とmyc-Ubを遺伝子導入したHeLa細胞を 20 M DATで 12時間処理した後、

T7-tag affinity beads を用いて免疫沈降した。抗 myc 抗体を用いて、ウェスタンブロッ

トすることで、TRAF6の poly-Ub 化を解析した。図は、参考文献 (76) の Fig. 5Eを一

部変更し、引用した。 

(C) ZS124 (S-TRAF6) を遺伝子導入したHeLa細胞 (上図)と 293/TLR4細胞 (下図) を終濃

度 25 g/mL cycloheximide を含む培地中で、20 M DAT、10 M MG132で最大 6時間

処理した。抗 S-tag 抗体でウェスタンブロットを行うことで、TRAF6 の安定性を解析

した。図は、参考文献 (76) の Fig. 5Fを一部変更し、引用した。 

(D) 終濃度 25 g/mL cycloheximide を含む培地中で、BCBL1細胞を 20 M DAT、10 M 

MG132で最大 6時間処理し、抗 TRAF6抗体でウェスタンブロットを行った。 
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Fig. 32. DATは TRAF6の poly-Ub化を亢進する 

(A) HA-WT-Ub、HA-K48-Ub、または HA-K63-Ub と Flag-TRAF6 を遺伝子導入した HeLa

細胞を 20 M DATで 3時間処理した後、Flag-tag affinity beadsを用いて免疫沈降した。

抗 HA抗体を用いて、ウェスタンブロットすることで、TRAF6の poly-Ub 化を解析し

た。 

(B) ZS93 (C70A-TRAF6) を遺伝子導入した HeLa 細胞を終濃度 25 g/mL cycloheximide を

含む培地中で、20 M DAT、10 M MG132 で最大 6時間処理した。抗 S-tag抗体でウ

ェスタンブロットを行うことで、TRAF6変異体タンパク質の安定性を解析した。 
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3-3-7 溶解感染期の PEL細胞におけるウイルス粒子産生に対する DATの影響 

先行研究から、KSHV の溶解感染移行やウイルス産生に NF-Bシグナルが寄与することが

知られている 17, 18)。そこで、KSHVのウイルス産生を阻害することが報告されている HSP90 

(heat shock protein 90) 阻害剤 GA (geldanamycin) をコントロールに用いて 17)、ウイルス産生に

対する DAT の影響を解析した。なお、PEL細胞の増殖に影響しないことを意図して、解析に

使用した DATの濃度は 1 M に設定し、解析を行った (Fig. 25C)。その結果、1 M DAT と

SBを用いて BCBL1細胞を共処理した時、コントロール (3 mM SB単独処理) と比較して、

培地中に産生されたウイルス DNA量は約 80%減少し、その減少効果は GAと SBを用いて共

処理した時とほぼ同等であった (Fig. 33A)。さらに、溶解感染遺伝子 RTA と K8.1 の mRNA

量に対する DAT の影響を解析した結果、DAT は SBが誘導する RTAと K8.1 の mRNA発現を

阻害した (Fig. 33B)。これらの結果から、DATは KSHV のウイルス産生を阻害することが明

らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 33. DATは KSHVのウイルス産生を阻害する 

(A) 3 mM SBを含む培地中で、BCBL1細胞を 0-1 M DAT または 0.1 nM GAで 48時間処理

した。培地中に産生された KSHV ゲノム DNAを定量した。3 mM SBで処理した時のウ

イルス産生量を 1.0 とした相対値を、図に示した。図は、参考文献 (76) の Fig. 6Aを一

部変更し、引用した。 

(B) 3 mM SBを含む培地で、BCBL1を 0-1M DATで 48時間処理し、溶解感染遺伝子 RTA

と K8.1 の発現量を解析した。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。3 mM SBで処理した時の各遺伝子発現量を 1.0とした相対値を、

図に示した。図は、参考文献 (76) の Fig. 6Bを一部変更し、引用した。 
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3-3-8 PEL移植マウスにおける DAT の抗 PEL活性 

動物モデルにおける DAT の抗 PEL活性 (PELや PEL移植に伴う腫瘍の増殖を阻害するこ

と) を評価した。PELを SCIDマウスの腹腔内に移植し、溶媒である corn oilを 21 日間投与し

たコントロールマウス群では、腹水蓄積に伴う腹部の膨大と体重増加、脾臓の肥大が観察さ

れ、以前の報告と一致する PEL移植マウスを作製した (Figs. 34A-C、35Aおよび B)
 78-80)。コ

ントロールマウス群では体重増加が約 4 g、脾臓重量が約 0.13 g、腹水中腫瘍重量が約 0.4 g で

あるのに対し、DAT 投与マウス群では体重増加が約 1.5 g、脾臓重量が約 0.07 g、腹水中腫瘍

重量が約 0.05 gであった (Figs. 34B、35Aおよび B)。コントロールマウス群と比較して、DAT

投与マウス群では、腹部の膨大と体重増加、脾臓の肥大、腹水中の腫瘍重量が有意に減少し

た。なお、PELを移植していない 6-7週齢の通常 SCIDマウス群の脾臓重量は、0.06 g (data not 

shown) であった。また、摘出した脾臓以外の臓器 (肝臓、腎臓、心臓、肺) を各マウス群間

で剖検した結果、その外観にコントロールマウス群と DAT 投与マウス群間で差はなかった 

(Fig. 34C)。一方、real-time PCRと免疫染色法の解析結果により、腹水中の腫瘍から KSHVゲ

ノム DNA と KSHV タンパク質 LANA が検出され、脾臓からも KSHV ゲノム DNA が検出さ

れた (Fig. 35C-E)。さらに、腹水中の腫瘍および脾臓重量の結果と比例して、コントロールマ

ウス群に比べ、DAT 投与マウス群では、腹水中の腫瘍と脾臓内の KSHV ゲノム DNA 量が大

きく減少した (Fig. 35Cおよび D)。これらの結果から、DAT は生体に毒性を発揮しない投与

量で、動物モデルにおいても抗 PEL活性を示すと考えられる。 
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Fig. 34. PEL移植マウスの体重増加と増加に対する DATの影響 

(A) DAT 投与開始 21日後のマウス外観写真。(左) コントロールマウス (corn oil投与)、(右) 

DAT 投与マウス。図は、参考文献 (76) の Fig. 7Aを一部変更し、引用した。 

(B) DAT 投与開始日を 0 日として、隔日でマウスの体重を測定した。各群マウス 4 匹の 0

日からの体重増減の平均値と標準偏差を示した。図は、参考文献 (76) の Fig. 7B を一

部変更し、引用した。 

(C) DAT 投与開始 21日後に摘出したマウス臓器の外観写真。左から順に肝臓、腎臓、脾臓、

心臓、肺であり、各臓器の左側にコントロールマウス、右側に DAT 投与マウスの臓器

を並べ、写真を撮影した。図は、参考文献 (76) の Fig. 7Cを一部変更し、引用した。 
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Fig. 35. PEL移植マウスの腫瘍、脾臓に対する DATの影響 

(A) DAT 投与開始 21 日後に摘出したマウス脾臓の重量を測定した。図は、参考文献 (76) の

Fig. 7Dを一部変更し、引用した。 

(B) DAT 投与開始 21 日後に採取したマウス腹水中の腫瘍重量を測定した。図は、参考文献 

(76) の Fig. 7Eを一部変更し、引用した。 

(C) マウス腹水由来腫瘍から抽出したゲノム DNA に含まれる KSHV ゲノム DNA を、

real-time PCR法で定量した。図は、参考文献 (76) の Fig. 7F を一部変更し、引用した。 

(D) マウス脾臓から抽出したゲノム DNA に含まれる KSHV ゲノム DNA を、real-time PCR

法で定量した。図は、参考文献 (76) の Fig. 7Gを一部変更し、引用した。 

(E) マウス腹水由来腫瘍を、抗 LANA抗体で免疫染色した。図は、参考文献 (76) の Fig. 7H

を一部変更し、引用した。 
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Fig. 36. DATの各種シグナル伝達に対する DATの影響 

(A) 0または 10 M DATで最大 24時間処理した BC3、BCBL1、および Ramos細胞内の p38、

Akt、および Erk1/2 のリン酸化に対する DAT の影響をウェスタンブロット法にて解析

した。 

(B) S-IKKを遺伝子導入した HeLa 細胞を 0 または 10 M DAT で 24 時間処理した後、

S-protein beads を用いて免疫沈降し、FK-2 抗体でウェスタンブロットすることにより、

IKKの poly-Ub 化を解析した。 

(C) HA-TAB2 と Flag-TAK1を遺伝子導入した HeLa細胞を 0または 10 M DAT で 24時間

処理し、Flag-tag affinity beadsを用いて免疫沈降した後、ウェスタンブロット法にて解

析した。 
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DAT 

Thiyl radical 

Perthiyl radical 

Fig. 37. DAT由来のラジカル 

J. Nutr., 138, 2053-2057 (2008) から引用した 62)。 

3-4 考察 

本研究では、3種のジアリルスルフィド化合物が Bリンパ腫の細胞増殖を抑制し、DAT の

み低濃度で PEL細胞特異的な増殖抑制効果を示すことを明らかにした (Fig. 25)。先行研究に

おいて、グリオブラストーマに対する細胞増殖抑制効果は DAS と DAD で同程度であり 81)、

本研究結果も同様に、Bリンパ腫に対する DASと DADの増殖抑制効果は同等であった (Fig. 

25A および B)。また、他の研究グループの報告において、LPS が誘導する eNOS (endothelial 

nitric oxide synthase) のリン酸化の抑制に必要な DADと DAT の濃度がそれぞれ 200 M と 20 

M であった 82)。さらに、NF-B シグナルを介した炎症応答に対しても、DAT は DAD より

低濃度で抑制することから 64)、これら DADよりも低濃度で薬理作用を発揮する DATの報告

は本研究結果と一致する (Fig. 25)。また、ジスルフィド結合の開裂に伴い生じるラジカルは、

DAT が thiyl および perthiyl ラジカルの 2 種であることに対し、DAD は thiyl ラジカルのみで

ある (Fig. 37) 
62)。この違いが、DATが DADや DAS より低濃度で抗 PEL活性を発揮した理

由であると推測される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これまでに、様々なシグナル伝達の活性に影響することで、ジアリルスルフィド化合物が、

がん細胞にアポトーシスを誘導することが報告されている 64-70, 81, 83, 84)。DAT を含むジアリル

スルフィド化合物は、UPR を活性化することや、NF-B、Erk1/2、p38、Akt シグナルを抑制

することが報告されているが、本研究では、DATは PEL細胞内の NF-B シグナル抑制と UPR

活性化を誘導した (Figs. 27 および 28)。潜伏感染期の PEL細胞内では、ウイルス非感染細胞

と比較して、NF-Bシグナルが恒常的に活性化しており、その活性化が PEL細胞の生存と増

殖に必須であることが知られている。それゆえ、ウイルス非感染細胞と比較して、DAT は PEL

細胞の増殖を特異的に抑制したと考察される。この考察は、NF-B シグナルの特異的阻害剤

bay11-7082 が、PEL細胞特異的に増殖抑制効果を示した結果からも支持される (Fig. 29E)。ま

た、KSHV が発現する複数のウイルスタンパク質が、NF-B シグナルを活性化することが報

告されている 14, 71-74)。特に、K7 はユビキリンとの相互作用を介して IBの分解を誘導し、

NF-B シグナルを活性化する 74)。それゆえ、PEL 細胞において、顕著に DAT による IBの

安定化が検出されたと考えられる (Fig. 28A)。一方、DATは PEL細胞内の細胞周期停止因子

p21
Cip1の発現と、カスパーゼ-3、-7、および-9の活性化を誘導した (Fig. 26)。これらの結果か

ら、DAT は NF-Bシグナルを抑制し、細胞周期停止とカスパーゼ-9 経路を介したアポトーシ
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スを誘導することで、PEL特異的な殺細胞活性を発揮したと考えられる。 

本研究より、DAT が TRAF6 を不安定化し、その不安定化がプロテアソーム阻害剤MG132

により減弱することが明らかとなった (Fig. 31C)。また、TRAF6とWT-Ub を遺伝子導入した

細胞において、DAT処理により TRAF6の poly-Ub化が亢進した (Fig. 32A)。最近、K48 poly-Ub

鎖を介して TRAF6 がプロテアソーム依存的に分解されることが報告されている 85)。さらに、

TRAF6の Ubライゲース活性を欠損する C70Aの変異は、DAT による TRAF6 の不安定化を抑

制した (Fig. 32B)。本研究結果と考え併せると、DAT は TRAF6自身による K48 鎖 poly-Ub 化

を亢進し、プロテアソーム依存的な TRAF6の分解を誘導することが示唆される。一方、K48-Ub

と K63-Ub を用いた時、DAT による TRAF6の poly-Ub化亢進は消失した (Fig. 32A)。本研究

では、K48 または K63を除く Ub 内にある他 6つの K残基 (Ub 同士の共有結合残基) を R残

基に置換した変異 Ub (K48-Ub および K63-Ub) を用いたことに対し、先行研究では K48 また

は K63 のみを置換した変異体タンパク質を用いて解析を行っている 85)。本研究では、変異箇

所が 6 残基と多く、そのことが Ub または poly-Ub 鎖全体のタンパク質構造と機能に影響し、

DAT による TRAF6の K48-Ub 鎖 poly-Ub 化亢進が観察されなかったと推測される。また、こ

れまでに TRAF6 は K63 鎖 poly-Ub 化を介して主に質的制御を受けると考えられてきた。し

かし、DAT 未処理時においても、野生型 TRAF6 に比べ、ZS93 はタンパク質安定性が向上し

た (Figs. 31C および 32B)。すなわち、細胞内において、TRAF6 は K48 鎖 poly-Ub 化を介し

て質的制御だけでなく、量的制御を受けることが示唆される。 

先行研究より、DAT が IBのリン酸化を阻害し、転写因子 NF-Bの核移行と転写活性化

を抑制することは明らかにされていたが 64, 70)、DAT が IBのリン酸化を阻害する分子機序は

不明であった。本研究結果より考察される DAT の NF-B シグナル阻害の分子モデルは、以

下の通りである (Fig. 38) 
76)。DAT により IKK 複合体の活性調節分子 TRAF6 がプロテアソー

ム依存的に不安定化し、IKKのキナーゼ活性に重要な S180 のリン酸化が抑制される (Fig. 

30D)。そのため、下流の IBのリン酸化も抑制されることで (Fig. 29D)、IBが安定化する 

(Fig. 28A)。抑制因子 IBが安定化し、転写因子 NF-Bの核移行が阻害され (Fig. 21Cおよび

D)、その転写活性化が抑制される (Fig. 28)。これらの分子機構によって、DAT が NF-Bシグ

ナルを阻害したと考えられる。 

本研究より、DAT は PEL 細胞に対して殺細胞効果を発揮するだけでなく、KSHV のウイ

ルス産生と溶解感染移行に必須である RTA 遺伝子の mRNA 発現も抑制することが明らかと

なった (Fig. 33)。先行研究から、PEL細胞の生存と KSHV のウイルス産生の両方に NF-Bシ

グナルの活性が寄与することが分かっている 17, 18)。すなわち、溶解感染期において、DAT は

NF-B シグナル阻害を介し RTA 遺伝子の発現、もしくはそれ以前の経路を抑制することで、

KSHV のウイルス産生を阻害したことが示唆される。また、動物モデルを用いた解析におい

ても、DAT は PEL の移植に伴う腹水の増加と腹腔内の腫瘍形成を抑制した (Figs. 34 および

35)。PEL細胞を移植したマウスは脾臓が肥大し、またその脾臓から KSHV ゲノム DNAが検

出された (Fig. 35Aおよび D)。この結果から、腹腔内に移植した PEL細胞が脾臓に浸潤し、

転移したことによって、脾臓が肥大したことが推測される。この脾臓の肥大および腹水中の

腫瘍形成を DAT は顕著に抑制した。これらの結果から、DAT は PEL や KSHV に対する治療
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薬の新規シード化合物になる可能性が考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 38. DATによる NF-B阻害機構 

図は、参考文献 (76) の Fig. 8 を一部変更し、引用した。 

 

 

3-5 小括 3 

本研究では、TRAF6不安定化を介した NF-Bシグナルの阻害という DAT の新規薬理活性

を明らかにした。そして、DATが PELと KSHVに対して、抗腫瘍活性とウイルス産生阻害活

性を示すことを明らかにし、DATが PELや KSHV に対する治療薬の新規シード化合物になる

可能性を示した。 
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総括 

第 1 章より、潜伏感染期の PEL 細胞において、IRE1と PERK の mRNA の発現が抑制さ

れていることが明らかとなった。また、IRE1の発現抑制には、ウイルスタンパク質 LANA

と vCyclin が寄与することが明らかとなった。さらに、ERストレスの誘発を介して UPRを活

性化する化合物が、潜伏感染期の PEL細胞の増殖を抑制し、PEL細胞にアポトーシスを誘導

することを明らかにした。これらの結果から、潜伏感染期の PEL 細胞において、KSHV は

IRE1と PERK の発現抑制を介して UPRが誘導する翻訳抑制とアポトーシスを回避し、潜伏

感染の維持を行うことが考察された。また、上述の結果から、ERストレスを誘発する化合物

が、PELの治療薬のシード化合物になることが考察された。 

一方、溶解感染期の PEL細胞において、潜伏感染期に抑制されていた IRE1と PERK の発

現が増加、すなわち UPR が活性化することが明らかとなった。さらに、溶解感染期の PEL

細胞において、ERストレス誘導剤 Tgが KSHVのウイルス産生を活性化することを明らかに

した。これらの結果から、溶解感染期の PEL細胞において、KSHVが活性化した UPRを利用

してウイルス産生を行うことが考察された。 

 

第 2章において、IRE1遺伝子の発現を制御する細胞内転写因子として ATF4を同定した。

この結果と先行研究の結果から、ウイルスタンパク質 LANA は ATF4 の転写活性化を阻害す

ることで、IRE1の発現を抑制することが考察された。一方、溶解感染遺伝子 RTA および

K-bZIPが IRE1の発現増加に寄与することと、K-bZIP が PERK の発現増加に寄与することを

明らかにした。また、PERK のプロモーターを解析することで、K-bZIP による PERK の発現

増加に寄与する配列を明らかにした。第 1 章および第 2 章の結果から考察された溶解感染期

の PEL細胞における UPR挙動は、以下の通りである。溶解感染期、ウイルス粒子産生に伴い、

ウイルスタンパク質が大量に合成され UPR が活性化する。KSHV は活性化した UPR を利用

し、溶解感染遺伝子の発現誘導とウイルス産生を行う。さらに、KSHV は溶解感染遺伝子 RTA

および K-bZIP を介して自らも UPR を活性化することで、ウイルス産生を加速させることが

考察された。 

 

第 3 章において、DAT が PEL 細胞内で恒常的に活性化している NF-B シグナルを阻害す

ることで、PEL 細胞特異的にアポトーシスを誘導することを明らかにした。本研究より、

TRAF6 不安定化を介した NF-B シグナルの阻害という DAT の新規薬理活性が明らかとなっ

た。また、DAT が溶解感染期の PEL細胞におけるウイルス粒子産生を阻害することを明らか

にした。これらの結果から、DAT が PELや KSHV に対する治療薬の新規シード化合物になる

可能性が示された。 

 

本研究成果より、KSHVが活性化する NF-Bシグナル、または KSHVが抑制する UPRが、

PELの治療ターゲットになる可能性が示された。 
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