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研究成果の概要（和文）：本研究では、HCV感染B細胞でのA20分子異常によるB細胞リンパ腫発症メ
カニズムに関して検討した。HCV感染B細胞において、NF-κB抑制因子であるA20が発現亢進してい
ること、更に、A20の一部が分解されていること見いだした。HCV	 NS3プロテアーゼによるA20分解
の可能性を検討したところ、HCV	 NS3プロテアーゼによるA20分解を示す直接的な結果は得られな
かった。一方で、HCV感染B細胞において、A20を分解することが知られるMALT1が発現亢進してい
たことから、MALT1がA20を分解している可能性が示唆された。	 
 
 
研究成果の概要（英文）：In	 this	 study,	 we	 investigated	 the	 mechanism	 of	 tumorgenesis	 by	 
A20	 dysfunction	 in	 HCV-infected	 B	 cells.	 We	 found	 that	 A20,	 a	 negative	 regulator	 of	 the	 
canonical	 NF-κB	 pathway,	 was	 dramatically	 enhanced	 and	 partially	 cleaved	 in	 HCV-infected	 
B	 cells.	 When	 the	 possibility	 of	 A20	 cleavage	 by	 HCV	 NS3	 protease	 was	 examined,	 the	 direct	 
result,	 which	 shows	 the	 A20	 cleavage	 by	 its	 protease,	 was	 not	 obtained.	 We	 also	 found	 that	 
MALT1	 was	 enhanced	 in	 CHC	 B	 cells.	 Thus,	 this	 observation	 suggests	 that	 enhanced	 expression	 
of	 MALT1	 in	 HCV-infected	 B	 cells	 may	 cleave	 A20.	 
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１．研究開始当初の背景 
	 全世界で約 1.7 億人、国内でも約 200 万人
が HCV のキャリア（持続感染者）と推定され
ている。そのなかで、慢性肝炎から肝硬変へ
移行し、さらには肝癌となり年間約 3万人が
死亡している。肝癌発症の約 8割は HCV 感染

が原因であることを考えると、HCV 感染によ
る肝癌の発症機序を明らかにすることは非
常に重要であるが、未だにその糸口すら見つ
かっていない。申請者らはこれまでの研究で、
慢性 C型肝炎（CHC）患者においては、HCV が
肝細胞のみならず B細胞にも感染し増殖する
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こと、そして Bリンパ腫発症への関与が示唆
さ れ て い る AID(Activation-induced	 
cytidine	 deaminase)の発現が、CHC の B 細胞
で顕著に亢進していることを報告してきた
（Ito,	 M.	 et	 al.	 (2010)	 Clin.	 Immunol.	 153:	 
459-465.	 ;	 Ito,	 M.	 et	 al.	 (2010)	 J.	 Innate	 
Immun.	 2:	 607-617.）。一方ではごく最近、B
細胞リンパ腫においてユビキチン化修飾
酵素である TNFAIP3(Tumor	 necrosis	 factor	 
alpha-inducing	 protein	 3：別名 A20)遺伝子
が改変され機能の消失が起きていることが
報告され注目を集めている（Honma,	 K.	 et	 al.	 
(2009)	 Blood	 114:	 2467-2475.	 ;	 Kato,	 M.	 et	 
al.	 (2009)	 Nature	 459:	 712-716.）。A20 は
NF-κB 活性を抑制することから、これらの結
果は、A20 分子機能の阻害が癌化を誘導する
というこれまでの仮説とよく合致している。
非常に興味あることに、申請者らの最近の研
究結果から、CHC-B 細胞では A20 分子の一部
が N末側約 60kDa（A20-p60）と C 末側約 30kDa
（A20-p30）に切断されていることが明らか
になった。さらには、A20 の配列中に HCV	 
NS3/4A プロテアーゼが認識し A20-p60 と
A20-p30 に切断可能なサイトの存在を予測す
ることができた。つまり、HCV のプロテア
ーゼによる A20 機能不活性化と B 細胞リ
ンパ腫の発症との関連が強く示唆されるに
至った。	 
 
 
２．研究の目的 
	 本研究は C 型肝炎ウイルス(HCV)感染が原
因で誘発される様々な病変のなかで、特に B
細胞リンパ腫発症メカニズムの解明に焦点
を当てている。HCV 感染と B 細胞リンパ腫は
疫学的観点からその相関が強く示唆されて
いるものの、リンパ腫発症メカニズムの研究
および考察は未だ十分になされていない。慢
性 C型肝炎 B細胞内での A20 分子と NF-κB 関
連蛋白質群の発現解析を行い、HCV 感染と B
細胞リンパ腫発症との関連性を明らかにす
ることを研究目的とした。	 
	 また、申請者らのこれまでの研究成果から、
HCV プロテアーゼが、NF-κB 抑制因子（癌抑
制因子）の 1つである A20 分子の機能消失
を引き起こすこと、慢性 C型肝炎 B 細胞で
顕著に発現亢進している AID（Activation	 
induced	 cytidine	 deamianse）が A20 分子に
遺伝子改変を引き起こしていることをそ
れぞれ調べ、HCV 感染による A20 分子の
機能不活性化と B細胞リンパ腫発症との関
連性に関して検討することとした。	 
 
 
３．研究の方法 
（1）B 細胞群の分離	 
	 瀉血療法の際に採取された慢性 C 型肝炎

（CHC）患者末梢血液、また対照としては健
常人末梢血液より Ficoll を用いて末梢血単
核細胞（PBMC）を分離し、さらには抗体結合
磁気ビーズを用いて CD19 陽性細胞（B 細胞）
を分離した。	 
	 （倫理面の配慮）本研究に用いた CHC 患者
血液においては、その譲渡側、受領側の双方
にて、倫理委員会からの承諾を得て実験に使
用した。	 
	 
（2）B 細胞内の蛋白質解析	 
	 得られた細胞から蛋白質を抽出し、A20、
HCV	 NS3、NF-κB 関連蛋白質分子、MALT1 の発
現解析をウエスタンブロット法で実施した。	 
	 
（3）HCV	 NS3 蛋白質と A20 蛋白質発現系の作
製と調製	 
	 A20 全長と A20	 ZnF1-7（1 番目から 7 番目
の Zn フィンガー領域）の培養細胞発現系を
作製した。また、HCV	 NS3/4A 細胞培養発現系
を用意した。	 
	 
（4）HCV	 NS3/4A 蛋白質による A20 蛋白質の
切断の検討	 
	 HCV	 NS3/4A と A20 全長、HCV	 NS3/4A と A20	 
ZnF1-7を 293T細胞に共発現して1~3日培養
した後、細胞を回収し蛋白質を抽出した。A20
の N 末側及び C末側抗体を用いて A20 の切断
が行われているかをウエスタンブロット法
で解析した。	 
	 
	 (5)	 AID （ Activation-induced	 cytidine	 
deaminase）の発現系作製と調製	 
	 AID の大腸菌発現系を作製し、リコンビナ
ント AID 蛋白質の調製を実施した。	 
	 
	 
４．研究成果	 
（1）CHC 患者末梢 B 細胞（CHC-B 細胞）にお
ける NF-κB 関連蛋白質群の解析	 
	 NF-κB 活性化シグナルに関わる分子である
RIP1	 （Receptor-interacting	 protein	 1）、
IKK（IκB	 kinase）complex（IKKα、IKKβ、IKKγ）
の発現レベルを CHC-B 細胞と健常者 B細胞で
比較検討した。その結果、これら全ての分子
の発現亢進が明らかになった。このことから、
CHC-B 細胞では、NF-κB が恒常的に活性化さ
れている状態にあると考えられた。次に、
NF-κB を細胞質に留めておくのに重要な
IκB-αと NF-κB	 p105(p50 の前駆体)、更に、
NF-κB	 p65 の発現レベルを調べたところ、健
常者 B細胞と CHC-B 細胞の間での差はほとん
ど見られなかった。NF-κB	 p50 の発現量は
CHC-B 細胞で減少していた。これらの結果か
ら、CHC-B 細胞内において、NF-κB	 p65 と p50
は細胞質に留まっている可能性が高いと予
想された。そこで、NF-κB 活性化シグナルを



 

 

抑制する分子である A20 の CHC-B 細胞内での
発現量を調べた。その結果、CHC-B 細胞内で
A20 が発現亢進していることが明らかになっ
た。CHC－B 細胞内で恒常的に発現亢進した A20
は、おそらく、同様に発現亢進している RIP1
や IKK	 complex の活性を抑えることにより、
部分的にNF-κBの活性を抑制している可能性
が示唆された。	 
	 B 細胞リンパ腫では A20 の機能不活化が報
告されている。HCV 感染 B 細胞リンパ腫にお
いても A20 の機能低下や機能消失が生じてい
ると考えられる。つまり、CHC-B 細胞内では、
発現亢進した A20 が RIP1 や IKK	 complex の
活性を抑え、部分的に NF-κB の活性を抑制し
ているが、A20	 の機能低下や消失により、
NF-κB は恒常的に活性化され、その結果、癌
化を誘導する可能性が考えられる。	 
	 
	 
（2）CHC 患者末梢 B 細胞（CHC-B 細胞）にお
ける HCV	 NS3 プロテアーゼ及び MALT1 分子の
発現解析と A20 分解との関連性	 
	 CHC-B 細胞において、A20 分子の一部が N
末側約 60kDa（A20-p60）と C 末側約 30kDa
（A20-p30）に切断されている可能性が示唆
された。そこで、CHC-B 細胞における HCV	 NS3
及び MALT1 の発現レベルと A20 分子切断の関
係を調べた。その結果、HCV	 NS3 プロテアー
ゼは CHC-B 細胞で発現を確認することができ
なかった。一方、MALT1 分子は CHC-B 細胞で
顕著な発現亢進していることが明らかにな
った。興味深いことに、MALT1 は A20 を C 末
側 37kDa や C 末側 30	 kDa に分解することが
他のグループから報告されている。C末側 30	 
kDa は、私達が CHC-B 細胞内で確認した C 末
側約 30kDa と一致しているようである。それ
故、CHC-B 細胞内で発現亢進した MALT1 が、
同様に発現亢進している A20 を一部切断して
いる可能性が示唆された。	 
	 	 
	 
（3）HCV	 NS3 プロテアーゼによる A20 切断の
検討	 
	 本研究では CHC-B 細胞での HCV	 NS3 の発現
を確認できなかったが、以前、CHC-B 細胞で
の HCV	 NS3 プロテアーゼの発現を検出してい
る（Ito,	 M.	 et	 al.	 (2010)	 Clin.	 Immunol.	 
153:	 459-465.）。そこで、培養細胞内に HCV	 
NS3/4A 蛋白質と A20 全長、HCV	 NS3/4A 蛋白
質と A20	 ZnF1-7 を 293T 細胞に共発現し、A20
が切断されるかどうか検討した。その結果、
どちらにおいても A20 の N 末側 60kDa 及び C
末側 30kDa のバンドを観測することができな
かった。今後、更なる条件検討を実施し、HCV	 
NS3/4A蛋白質によるA20分子切断の可能性に
関して結論を出したいと考えている。	 
	 

（4）AID による A20 遺伝子変異導入の検討	 

	 慢性C型肝炎B細胞で顕著に発現亢進してい

るAID（Activation-induced	 cytidine	 

deamianse）がA20分子に遺伝子改変を引き起

こしていることをNMR解析から明らかに

するため、AIDの大腸菌発現系を作製し、大

量調製を試みた。しかしながら、NMR解析に
必要となる純度及び十分量のAIDを調製する
のが困難であり、NMR解析まで到達するまで
には至らなかった。現在、更なるAID調製の
条件検討を実施している。 
 
 
（5）まとめ	 
	 本研究は C 型肝炎ウイルス(HCV)感染が原
因で誘発される B細胞リンパ腫発症において、
特に A20 分子異常によるリンパ腫発症メカニ
ズムの解明に焦点を当てた。まず、慢性 C型
肝炎 B 細胞（CHC-B 細胞）内での A20 分子と
NF-κB 関連蛋白質群の発現解析を行い、A20
分子が CHC-B 細胞で発現亢進していることを
明らかにすると共に、恒常的に発現亢進した
A20 が NF-κB 活性化シグナルを抑制している
可能性が示唆された。CHC-B 細胞内で A20 分
子が部分的に分解されている可能性を検討
したが、現在までに A20 が HCV プロテアーゼ
により切断されている直接的な結果は得ら
れていない。今後、更なる検討が必要だと思
われる。一方で、CHC-B 細胞内で発現亢進し
た MALT1 が、同様に発現亢進している A20 を
一部切断している可能性が高い。	 
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