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研究成果の概要（和文）：カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス(KSHV)は感染者の免疫不全時にカポジ肉腫やB細胞
性リンパ腫(PEL)を引き起こす。KSHVは、宿主細胞のシグナル伝達や細胞機能を利用または破綻させることで、
がん化や感染維持を行なう。本研究では、KSHV感染は感染細胞の膜蛋白質Xの発現低下と膜蛋白質Yの発現上昇を
誘導することとそれらの分子機構について幾つかの知見を得た。また、KSHVのウイルスキャプシドの形成機構
と、後期遺伝子発現機構を明らかにし、論文として発表した。また、PELを標的とした抗腫瘍薬スクリーニング
も実施し、ニゲリシンやカプサイシンがPEL細胞にアポトーシスを誘導することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus (KSHV), also known as human 
herpesvirus 8 or HHV-8, was discovered as the 8th human herpesvirus. KSHV is the etiologic agent of 
Kaposi’s sarcoma, Castleman’s disease, and primary effusion lymphoma (PEL). We have demonstrated 
that KSHV downregulated cellular membrane proteins (X and Y) and the underlying molecular mechanism 
involved. In addition, we analyzed the mechanisms of KSHV capsid formation relating with ORF17 and 
KSHV lytic gene expression through the vPIC (Viral Pre-Initiation Complex) including ORF66. We 
obtained several novel and interesting data, and those data were reported by scientific papers. 
Furthermore, drug screening was performed, and we found that capsaicin, a pungent component of chili
 pepper, and arctigenin, a natural lignan compound found in plants of Arctium lappa, are the novel 
and effective drugs against PEL.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ヘルペスウイルス　カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス　ユビキチン　プロテアソーム　遺伝子発現　シ
グナル伝達　ウイルス発がん　タンパク質分解

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
KSHVは健常者に感染すると深刻な疾患を起こさずにそのまま宿主に潜伏感染する。しかし、感染者の免疫不全時
にKSHVはカポジ肉腫やリンパ腫(PEL)を引き起こす。KSHVの潜伏感染者の割合はアフリカでは90%以上で、日本で
は5-1%程度と報告されている。KSHV関連疾患のPELに関してはCHOP療法が用いられているが、有意な治療法効果
は得られないことが報告されている。さらに、アシクロビルやガンシクロビルはKSHVには無効であることが知ら
れている。よって、有効な抗KSHV薬の開発が期待されている。以上の理由により、KSHVの基礎研究とそのデータ
を基にした創薬研究は社会的意義を有していると言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス(KSHV)は、8 番目のヒト・ヘルペスウイルスとして同定さ

れたことからとからヒト・ヘルペスウイルス 8 型（HHV-8）とも呼ばれる。KSHV は、エイズ
発症者などの免疫不全患者にカポジ肉腫や原発性体腔液性リンパ腫（B 細胞性リンパ腫の一種）
を引き起こす。KSHV の潜伏感染者の割合は、アフリカでは 50%以上で、イタリアと北米では
10%程度、日本国内では 4%以下と報告されている。KSHV の伝播経路は、唾液や粘膜分泌液を
介した経口感染と性交渉等による接触感染が多い。 

EBV と同じγヘルペスウイルス亜科の KSHV は B 細胞と血管内皮細胞に潜伏感染する。
KSHV はインテグリンα3β1 やシスチン・トランスポーター(xCT)をレセプターとして宿主に
吸着すると言われている。KSHV は侵入すると脱殻してエピゾーム DNA として細胞核内で潜
伏感染し、少数の潜伏感染遺伝子を発現する。その 1 つ、LANA(Latency-associated nuclear 
antigen)/ORF73 は KSHV のエピゾームの安定化に必須であり、また KSHV 関連腫瘍で最も多
く発現するウイルス蛋白質である。LANA は KSHV のエピゾーム維持の他に、発がんに関連し
た活性も有している。LANA は細胞内の pRb、p53、GSK-3 と結合して、細胞増殖の亢進、ア
ポトーシス阻害、Wnt シグナル活性化など発がんに関連した機能も発揮する。また、ごく一部
の KSHV 潜伏感染細胞では、ウイルス再活性化により溶解感染に移行し、ウイルス複製を開始
する。なお、KSHV の再活性化には KSHV の前初期遺伝子である転写スイッチ分子 RTA/ORF50
の発現が必要である。 

KSHV 関連疾患に関して、KS に対してはドキシルが有効な治療薬として用いられている。一
方、PEL に関しては CHOP 療法やリツキシマブが用いられているが、これらは有効な治療法と
は言い難い。ヒトに感染するヘルペスウイルスは現在 8 種類同定され、全てのヘルペスは感染
者の免疫不全により日和見感染症を誘発する。臨床で用いられているアシクロビルやガンシク
ロビルはγ-ヘルペスウイルス亜科（KSHV と EB ウイルス）以外のヘルペスウイルスに対して、
高い選択性を示す。しかし、有効な治療薬が開発されていない KSHV 感染症は、特に深刻な問
題であり、有効な抗 KSHV 薬の開発が期待されている。 
我々は、KSHV が発現する LANA による宿主 Wnt シグナル活性化によるがん化機構を明ら

かにしてきた。LANA はβ-カテニンのリン酸化酵素である GSK3βを核内で拘束し、β-カテニ
ンのリン酸化とそれに続くポリユビキチン化とプロテアソームによる分解を阻害する。その結
果、安定化したβ-カテニンは核移行し TCF と 2 量体を形成して、CyclinD や Myc の転写を活
性化する。GSK3βは主に細胞質に局在し、細胞周期の S 期に核移行し、S 期終了後に細胞質に
再局在する。この様な、ウイルス性蛋白質による細胞機能の乗っ取り行為は海賊行為に例え、
Molecular Piracy（分子海賊）と言われ、我々は KSHV の分子海賊による宿主細胞発がんや、
ウイルス複製、免疫回避、感染維持の機構を解析している。 
 
２．研究の目的 
アフリカを中心に世界中では年間約 3000 万人が HIV に感染し、400 万人がエイズを発症し

年間死者は 300 万人を超えている。その死因の多くはカリニ肺炎やカポジ肉腫などの日和見感
染症である。一方、米国、EU を中心とした医療先進国での臓器移植の急激な増加に伴い、KSHV
感染ドナーによって提供されるウイルス汚染臓器によるレシピエントの新規感染や免疫抑制剤
投薬による KSHV のカポジ肉腫発症という新たな問題が生じている。カポジ肉腫は外見上顕著
に症状が表れることから、エイズ患者に更に心的なダメージを与えることが多い。日本において、
エイズ患者の自殺者の多くがカポジ肉腫を発症している事がその特徴的な事実を証明している。
現代の高度に管理化された医療機関においても、臓器移植や自己免疫疾患、アレルギー治療等で
用いられる免疫抑制剤の使用は不可避であり、日和見感染症の原因となる KSHV は深刻な問題
である。日本国内においては、臓器移植手術の件数が少なく、また、HIV 感染者数も少ないのが
現状である。しかし、将来の日本で KSHV 感染症が問題視されていく可能性は非常に高いと予
想されている。有効な抗 KSHV 薬開発とウイルス検査により安全保証された臓器移植は日本を
含む世界の国々からの社会的要請と言える。 
我々は、KSHV は感染細胞内の膜蛋白質 X の発現低下と膜蛋白質 Y の発現上昇を見出してい

る。そこで、それらの分子機構の解明を目指して研究を実施した。さらに、KSHV の溶解感染期
におけるウイルスキャプシドの形成機構と、vPIC (Viral Pre-Initiation Complex)が関与する後
期遺伝子発現機構について、それらの解明を目指して研究を実施した。また、申請者はこれらの
磯研究で得られた知見を活かして、KSHV 関連疾患の PEL を標的とした抗腫瘍薬と抗ウイルス
薬の開発を目指した創薬研究も実施し、有効な抗 KSHV 化合物と KSHV 関連疾患治療薬を創
り出すことが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子組換え KSHV の作製 
米国カルフォルニア州立大学の Jae U Jung 博士の研究室で開発された BAC-KSHV16(BAC-16)を

用いて遺伝子改変 KSHV を作製した。この BAC-KSHV は KSHV の全ゲノムに複製開始点と GFP 遺伝



子、薬物耐性遺伝子が導入され、大腸菌での大量調製が可能なプラスミド様 KSHV ゲノムである。
BAC-KSHV を用いて 2 回連続して相同性組換えを大腸菌体内で起こすことで、任意の ORF に DNA
変異を導入できる。さらに、BAC-KSHV を培養細胞にトランスフェクションすれば KSHV 感染細胞
も調製できるという強力なウイルス解析ツールである。（詳細は発表した学術論文に記載してい
る） 
 
(2) プラスミド DNA と遺伝子導入 
リン酸カルシウム法、または PEI（polyethyleneimine）を用いてプラスミド DNA を細胞に遺

伝子導入した。プラスミド DNA に挿入する任意の cDNA は HeLa または 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。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 Flag-, T7-, S-tag を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。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。また、一部のプラスミドは Addgene 社から購入した。（詳細は発表した学
術論文に記載している） 
 
(3)免疫沈降法による相互作用解析 
細胞を冷却した PBS で洗浄した後、IP buffer [10 mM NEM、100 μM PMSF、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 
μLの Protein A/G PLUS-Agarose を IP buffer で洗浄した後、抗体 1 μgを加え抗体をビーズ
に結合させた。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、上述の操作は省略した。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、IP buffer で洗浄することで、目的タン
パク質を精製した。このサンプルをウェスタンブロット法を用いて解析した。（詳細は発表した
学術論文に記載している） 
 
(4)プロモーター・ルシフェラーゼ・レポーター解析 
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-beta-Gal プラスミド DNA 

(Promega 社から購入) を用いて、実験を行った。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 passive lysis buffer 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。この細胞抽出液に対して、ルシフェリン基質溶液を加え混合
した後、ホタル・ルシフェラーゼの発光を測定した。次に、細胞数と遺伝子導入効率の差異によ
り生じるサンプル間の誤差を補正するため、ONPG を基質に用いた beta-ガラクトシダーゼの酵
素活性を測定した。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。（詳細は発表した学術論文に記載している） 
 
(5) Real-time 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 回洗浄した細胞を RNAiso plus と
chloroformに溶解し、得られたRNAペレットを滅菌水に溶解した。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。合成した cDNA 溶液を鋳型
に、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。（用いたプライマー配列等の詳細
は発表した学術論文に記載している） 
 
(6) PEL を標的とした抗腫瘍化合物と抗 KSHV 化合物の探索：  
PEL に対して細胞増殖抑制活性を持つ化合や KSHV に対してウイルス増殖抑制活性を持つ化合

物の探索と作用機序解析を行った。細胞増殖アッセイには、各種化合物存在下 24 時間培養を行
い、生存細胞数を測定するため、CK-8を添加し呈色反応後に450 nmにおける吸光度を測定した。 
 
(7) KSHV の増殖抑制活性を有する化合物（抗 KSHV 化合物）の探索 
各化合物が KSHV のウイルス増殖抑制活性を有するか否か、リアルタイム PCR を用いたウイル

ス定量法により解析した。PEL 細胞株（BCBL1 細胞）を 20 ng/ml の TPA 処理し、溶解感染へと移
行させ、培地中に放出されるウイルス DNA 量をリアルタイム PCR により解析した。BC3 細胞に 20 
ng/ml の TPA 処理および候補薬物を同時に添加し、培養液を回収した。培養液上清を 5 units の
DNaseⅠで 37℃40 分間処理し、死滅した細胞由来のウイルス DNA を除去した。次に、98℃で 7分
間処理し DNaseⅠを失活させた。QIAamp DNA Blood Mini Kit を用いて、上清から KSHV 由来の
DNA を溶出した。その後、KSHV の ORF50 増幅用のプライマーを用いてリアルタイム PCR を行い、
Melting Curve より、KSHV ウイルス量を算出した。（詳細は発表した学術論文に記載している） 
 



(8) 蛍光抗体免疫染色 
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、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。PBS で洗浄後、200 倍に希釈した一次抗体液を細
胞接着部に滴下し、室温で1時間反応させた。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 を滴下し、カバーガラス
にて細胞接着部を封入し、共焦点蛍光顕微鏡を使用して観察した。（詳細は発表した学術論文に
記載している） 
 
(9)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 BCBL1 細胞を腹腔内に移植した。
移植一週間後から、corn oil で希釈した各化合物を 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 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。（詳細は発表した学術論文に記載している） 
 
(10)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。 
 
４．研究成果 
(1) 膜蛋白質 Xと膜蛋白質 Yを標的とした KSHV の分子海賊の解析 

KSHV は感染細胞内の膜蛋白質 X の発現低下と膜蛋白質 Y の発現上昇を見出している。そこ
で、それらの分子機構を解析した。膜蛋白質 X に関しては、その分解機構と遺伝子発現機構が
未知だったため、それらを明らかにすることから研究を開始した。その結果、膜蛋白質 X はポ
リユビキチン依存的に細胞内にクラスリン依存的にサイトーシスで内在化し、リソソーム経路
で分解されていることを明らかにし、それらの論文発表も行った。また、膜蛋白質 X の発現機
構に関しては、転写因子 Z が責任因子であることと、転写因子 Z が結合するプルモーター配列
も同定した（論文に投稿済み、リバイス中）。また、KSHV は感染細胞からエキソソームを放出
させるが、そのエキソソームに膜蛋白質 X が含まれることで、KSHV は感染細胞内の膜蛋白質
X の発現が低下することを明らかにした（投稿準備中）。膜蛋白質 Y の発現上昇に関しては、
KSHV がコードする ORFX が責任因子であることを突き止めたが、その詳細な分子機構は完全
には明らかになっておらず、研究を継続中である。 

 
(2) ウイルス複製機構の解明 
KSHV 後期遺伝子の転写開始には、ウイルス特異的開始前複合体 (vPIC) の複合体形成が必要

であると考えられている。 KSHV vPIC は、少なくとも 6 つの転写因子（ORF18、24、30、31、
34、66）で構成され、ORF24 は細胞の RNA ポリメラーゼと KSHV 後期遺伝子のプロモーターに
結合すると報告されている。我々は、BAC-16 を使用して ORF66 欠損 KSHV を作製し、ウイルス
複製中のその役割を評価した。その結果、ORF66 は後期遺伝子発現とウイルス生産に不可欠で、
ORF66 分子内の高度に保存された 3 つの C-X-X-C 配列とロイシンリピートが、ORF34 との相互
作用およびウイルス産生に不可欠であること見出し、専門誌に発表した。 
次に、ウイルスプロテアーゼ前駆体 (ORF17)によるウイルス粒子の形成（カプシド形成）につ

いて解析を行った。ORF17 欠損および ORF17 プロテアーゼ活性欠失 KSHV-BAC16 を作製し、キ
ャプシド形成を評価した。 その結果、両方の突然変異体は、ウイルス生産の減少を示しました
が、DNA 複製は減少しなかった。 そのことから、ORF17 とそのプロテアーゼ機能は、適切なカ
プシド成熟に不可欠であることが明らかになり、その成果は論文で発表した。 
 
(3) ユビキチン様タンパク質 FAT10 化修飾に対する分子海賊機構の解析 
LC-MS/MS を使用して潜伏感染と溶解感染中のタンパク質発現動態を比較することにより、KSHV 
溶解複製に関与する新しいキー分子の特定を行い、FAT10 と UBE1L2 が溶解期に発現が上昇す
ることを明らかにした。 FAT10 は UBL(Ubiquitin like protein) ファミリーの一種であり、
UBE1L2 は FAT10 化の最初のステップに不可欠な FAT10 活性化酵素 (E1) である。UBE1L2 お
よび FAT10 に加えて、FAT10 化タンパク質は溶解誘導直後に発現し、溶解複製中に経時的に増
加した。 CRISPR/Cas9 を介した UBE1L2 のノックアウトは、ウイルスの生成を抑制した。さら
に、KSHV でエンコードされた ORF59 と ORF61 を FAT10 化 のウイルス基質として同定した。
これらにより、 KSHV 溶解複製における UBE1L2-FAT10 システムの重要性が示され、研究成果
は論文に発表した。 
 
(4) KSHV 関連疾患治療薬（PEL を標的とした抗腫瘍化合物）の探索 
我々は、唐辛子の辛味成分であるカプサイシンがは PEL 細胞で産生される IL-6 の発現を阻害



することにより、PEL 細胞の増殖を阻害することを明らかにした。カプサイシンは、PEL 細胞内
の ERK および p38 MAPK のリン酸化を抑制し、それらシグナル伝達抑制による hIL-6 産生の阻
害がカプサイシンの作用機序であることを見出した。 
 次に、我々はゴボウ植物ゴボウ(Arctium lappa)の抽出物由来アルクチゲニンは、グルコース
欠乏下で PEL 細胞の増殖を阻害することを明らかにした。アルクチゲニンは、グルコース飢餓状
態の PEL 細胞において、ATP レベルの低下、ミトコンドリア膜の障害、およびカスパーゼ 9 の
活性化を介したアポトーシスを誘導した。さらに、アルクチゲニンは、GRP78 および ATF6 を含
む、小胞体ストレス応答 (UPR) 関連分子の発現を阻害した。アルクチゲニンのこれらの表現型
は、グルコース飢餓 PEL 細胞で細胞傷害性エフェクターとして機能すると考えられた。 
カプサイシンとアルクチゲニンが KSHV 非感染 B 細胞には影響を与えず、KSHV 感染特異的に

PEL にアポトーシスを誘導したことからこれらの化合物が PEL 治療の新規シード化合物になる
可能性が示され、それらの成果は論文に発表した。 
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