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論文内容の要旨

【目的】

KSHVはカポジ肉腫 (KS)、原発性のリンパ腫 (PEL) や Castleman's disease の原因ウイルスである。一方、 m

VIVO では単球、 B細胞、上皮細胞に感染するという報告がある。しかし、感染経路や KSHV と細胞との相互作用に

ついての研究は進んでいない。また、既に報告されている KSHV の全ゲノム解析から、 KSHV はいくつかのサイト

カインホモログをコードしているo そこで本研究では KSHV のコードするケモカインホモログ (vMIP- 1 と vMIP­

n) の単球における機能解析を以下に述べる 4 点から行った。 1. KSHV 感染細胞における vMIP- 1 と vMIP- n 

の発現。 2. vMIP-1 と vMIP- n の単球でのシグナル伝達。 3. そのシグナル伝達に関与するレセプターの解析。

4. vMIP-1 と vMIP- n の単球に対する細胞遊走能の解析

【方法ならびに成績】

1) vMIP-1 -SEAP (His) 6 と vMIP -n -SEAP (His) 6 融合タンパク質の精製とNー末端アミノ酸配列の解析

v MIP -1 -SEAP (His) 6 と vMIP -n -SEAP (His) 6 融合タンパク質を調製するために293/EBNA- 1 細胞に

作製した vMIP- 1 と vMIP- n 真核細胞発現ベクターそれぞれを LipofectAmine によって遺伝子導入した。これ

らの遺伝子導入した293/EBNA- 1 細胞を10%FCSを含む DMEM 培地で72時間培養した。この vMIP- 1 と vMIP­

E を細胞内カルシウムイオン誘導実験と細胞遊走活性測定に供試するために培養上清から親和性クロマトグラフィー

で精製した。さらに、アミノ酸シークエンスにより精製した vMIP-1 -SEAP (His) 6 のNー末端は Open reading 

frame で見られる開始コドンから数えて25番目のアラニンであり、 vMIP -n -SEAP (His) 6 は 24番目のロイシンで

あることを明らかにした。

2) vMIP-1 と vMIP- n の BC- 3 細胞での発現の検討

抗 vMIP- 1 抗体と抗 vMIP- n 抗体それぞれを得るために vMIP- 1 、 vMIP- n タンパク質のCー末端部分の配

列をそれぞれペプチド合成しウサギに免疫した。その結果、抗 vMIP- n 抗体は vMIP- n タンパク質に対して特異

的に反応したが、抗 vMIP- 1 抗体は vMIP- 1 タンパク質に対して特異的な反応を示さなかった。そこで vMIP­

I タンパク質を特異的に認識する抗体を得るために大腸菌の発現ベクターである pGEX- 3 X と vMIP- 1 遺伝子の

プラスミドベクター (pGEK 6) から発現させた vMIP- 1 -GST 融合タンパク質をグルタチオンセフアロース 4B

カラムクロマトグラフィーによって精製し、これを Freund's adjuvant を用いてウサギに 3 回免疫することによって
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vMIP-1 に対して特異的に反応する抗 vMIP- 1 抗体を得た。

TPA で刺激した BC- 3 細胞をスライドガラスにスポットし風乾後、冷アセトンで10分間固定した。一次反応を行

うために固定した細胞を抗 vMIP- 1 、 vMIP- n 抗体を用い 1 時間、室温で反応した。二次反応に rhodamine 標識

ヤギ抗ウサギ IgG 抗体を 1 時間室温でインキュベートし、 Deltavision 顕微鏡で観察した結果、 vMIP- 1 と vMIP­

E はともに BC- 3 細胞の細胞質と細胞膜に発現することが明らかとなった。

3) vMIP-1 と vMIP- n が誘導した細胞内 [Ca 2 つ濃度の変化

vMIP-1 と vMIP- n を単球系 cell line である THP- 1 細胞に添加し、細胞内カルシウムイオン濃度変化を

fluoremeter により測定した結果、細胞内カルシウムイオン濃度は上昇した。また、 RANTES や MIP- 1α で刺激

後、 vMIP- n を添加するとカルシウムイオンシグナルは完全に脱感作され、 vMIP- 1 は完全には脱感作されなかっ

た。 RANTES と MIP-1α のレセプターは CC ケモカインレセプター (CCR) 1 、 CCR3 、 CCR 5 であることから

次に THP-1 細胞で確認されたカルシウムイオン濃度の上昇がいずれのケモカインレセプターによるものか検索を

行った結果 CCR5 を強発現したK562細胞のみで細胞内カルシウムイオン濃度を上昇させることが明らかになった。

以上より vMIP- 1 と vMIP- n が単球系の THP-1 細胞で誘導したカルシウムイオン濃度の上昇は少なくとも CC

R5 を介していることが明らかとなった。

4) 細胞遊走活性測定

THP-1 細胞の遊走がトランスウェルチャンパーによって調べられた。上層部に 10 6cells/ well の濃度で THP-

1 細胞を充填し、下層部に各濃度に希釈したケモカイン溶液、または陰性コントロールで満たした。これを 4 時間イ

ンキュベート後、下層部の浸漬液300μl を分取し FACSCalibur によって細胞数を計測した結果， vMIP-1 と vMIP­

E ともに単球系の cellline である THP-1 細胞の遊走を誘導することを見いだした。

【総括】

本研究では vMIP- 1 と vMIP- n が THP-1 細胞にシグナル伝達を誘導することを細胞内カルシウムイオン濃

度の測定から明らかにした。そのシグナル伝達に CCR 5 を介していることも明らかにした。さらに vMIP- 1 と

vMIP-n は単球系の細胞を遊走させることを見いだした。これらの結果から lytic phase の KSHV は感染組織から

vMIP-1 と vMIP- n と含むウイルスケモカインを産生し血液中に放出し、血液中の単球が活性化され、感染部位

に遊走することが考えられる。さらに KSHV は感染組織から単球へ cell to cell で感染し、感染した単球が血液中を

移動することによって、広範な組織に渡り KSHV が伝播する可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス (KSHV) /ヒトへルベスウイルス 8 は近年発見された y- へルベスウイルスで

カポジ肉腫 (KS)、原発性のリンパ腫 (PEL) や Casthleman's disease の原因ウイルスである。しかし感染経路や

KSHV と細胞との相互作用についての研究は進んでいない。本研究では KSHV がコードするケモカインホモログで

ある vMIP- 1 と vMIP- n の機能を明らかにすることを目的とした。まず vMIP- 1 と vMIP- n タンパク質の発

現を KSHV の潜伏感染細胞である BC- 3 細胞で確認した。さらに vMIP- 1 と vMIP- n は単球系の cellline であ

る THP-1 細胞に細胞内カルシウムイオン濃度の上昇を誘導した。 CCR5 を強発現させたK562細胞に細胞内カルシ

ウムイオン濃度の上昇を誘導した。また vMIP- 1 と vMIP- n は THP-1 細胞に反応し細胞を遊走させた。した

がって vMIP- 1 と vMIP- n は単球を KSHV 増殖部位に遊走させ、その単球に感染し血液中を移動してより広範

な組織に感染を広める可能性が示唆された。このように多くの新しい知見を得、今後の研究の発展に大きな期待を抱

かせる論文であり、学位の授与に充分値するものと考える o
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