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緒言

C型肝炎ウイルス (HCV)は輸血後非A非B型肝炎の主な原因ウイルスとして1989

年に同定された 【1日2日3]｡HCVの慢性持続感染は慢性肝炎､肝硬変､肝細胞がん

などの慢性肝疾患の発症に関連していると考えられており､本邦における肝がん患

者の約 8割に HCVの持続感染が見られることが明らかになっている 囲｡現在本邦

において200万人以上いると推定されているHCV感染者からの肝がんの発症者は今

後も増加するものと予測されていることから､有効な抗 HCV剤の開発や､HCVに

よる病態形成のメカニズム解明が急がれる事態となっている｡

HCV による病態形成のメカニズムは現在まで明らかとなっていないが､これまで

にHCVの構造タンパク質の一つであるCoreタンパク質 (Core)が､慢性持続感染あ

るいはがん化と密接に関連していることを示唆する報告がなされている｡Coreを兼

現するトランスジェニックマウスは肝脂肪化を引き起こした後に肝がんを発症する

こと [5】､また Coreはある種の培養細胞をトランスフォームする能力を有すること

[6L 細胞増殖を克進すること 【7ト さらにはさまざまな刺激によるアポ トーシス感

受性を変化させること [8日9]などがこれまでに報告されている｡これまでに当研究

室においても､Coreは Fasあるいは腫癌壊死因子 (TNF)一αを介するアポトーシスを

抑制することを報告している t8]｡また今回筆者は新たに､Coreがレチノイ ドによ

る細胞死を増強することを兄い出した｡Coreにより引き起こされるこれらの効果は､

それぞれ宿主免疫機構からの回避によるHCV感染の慢性化､慢性肝炎時に見られる

持続的炎症を増強することによる肝疾患の悪性化に関連することが推察されたC

そこで筆者はこれらCoreによる細胞死感受性修飾の分子機構についての研究を行

った結果､これらの現象はそれぞれCoreによる転写因子NF一KBの活性化､核内受容

体レチノイン酸受容体 (RAR)の活性化と密接に関連していることを示唆する結果を

得た｡これまでにもさまざまな因子を介する転写が Core発現細胞で修飾されている

ことが報告されている [7日8日10日川 【12]｡しかしながらCoreによるこれら転写修

飾がどのような分子機構を介して引き起こされているかについては､ほとんど満足

な説明がなされていないのが現状である｡そこで筆者は Coreによる NF-TCB､RAR

転写活性化の分子機構を明らかにすることを目的として研究を行った｡本研究にお

いて筆者は､Coreの細胞内局在がその宿主転写制御に重要であることを明らかとし､

Coreによる宿主細胞における転写活性化モデルを提唱した｡これは細胞質ウイルス

タンパク質によるこれまでにない宿主転写の制御様式であると考えられ､HCVCore

にとどまらず､分子生物学一般においても重要な知見が得られたものと考えている｡

これらの研究成果について､以下に第-章､第二章に分けて論述する｡
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nuclear factor-icl3

                       2



NIK:

NLS:

NS:

PAGE:

PARP:

PBE:

PBS:

PBS-T:

p/CIP:

PCR:

PHD:

PMSF:

PVDF:

RAC3:

RAR:

RARE:

RT:

RTase:

RXR:

SDS:

SODD:

SRC-l:

TIF2 :

TK:

TNF:

TNFR l:

Tris:

tTGase:

NF-KB-inducing kinase

nuclear localization signal

nonstructural protein

polyacrylamide gel electrophoresis

poly(ADP-ribose) polymerase

PBS supplemented with EDTA
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CBP-interacting protein

polymerase chain reaction
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phenylmethylsulfonyl fluoride

polyvinylidene difluoride

RAR-interacting protein

retinoic acid receptor

retinoic acid receptor binding element

reverse transcription

reverse transcriptase

retinoid X receptor

sodium dodecyl sulfate
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steroid receptor coactivator-l

transcription intermediary factor 2
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tumor necrosis factor
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第-章

HCVCoreによる転写因子 NF-1(B活性化機構の解析

これまで当研究室においてCoreはFasあるいはTNF-αを介するアポトーシスを抑

制することを報告している [8]｡ウイルス感染細胞は通常､細胞傷害性T細胞やナチ

ュラルキラー細胞による上記経路を介するアポトーシスの誘導により排除されるこ

とが知られている 【13】｡このことよりCore発現細胞におけるこれらアポトーシス抑

制作用は､宿主免疫細胞からの回避に関連していることが考えられた｡そこで筆者

は Coreによる上記アポトーシス抑制作用の分子機構について検討を行った｡その結

果この現象にはCoreによる転写因子NF-1<Bの活性化が重要であることを示唆する結

果を得た.NF-kBは抗アポトーシス作用以外にも､炎症反応､細胞増殖などさまざ

まな生理活性に関連していることが知られており [14]､CoreによるNF-kB活性化は

HCV感染によるさまざまな病態形成に関連する可能性が考えられた｡そこで本章で

はCoreによるNF-1<B活性化の分子機構を明らかにすることを目的とした研究を行っ

た｡

101 191

PCMV-Core

PCMV-ACo｢e173

PCMV-△Core151

PCMV-ACore100

PCMV-ACore(101-191)

PCMV-ACore151-NES

PCMV-ACore151-p7

図1-1 今回の研究に用いたCore誘導

体の概略図

再上段にCoreの一次構造を示す｡欠失

変異体におけるCoreの領域を線で示し

た｡線上の数字はCoreのアミノ酸番号

を示す｡

PCMV-ACo｢e151(NLS-nut)

PCMV-ACorel00-FL-p7

pCMV-ACore80-FL-p7

pCMV-ACore60-FL-p7

pCMV-ACore40-FL-p7

pCMV-ACore20-FL-p7

PCMV-ACore(21-80)-FL-p7

PCMV-ACore(21-60)-FL-p7

PCMV-ACore(1-20+81-151)-FL-p7

PCMV-ACore-NS3.1

PCMV-ACo｢e-NS3.2

Eコ HTLV-1Rexタンパク質
のNES領域

匹 ヨ HCVp7タンパク質

[コ FLAGtag
卑 HAtagiHCVNS3タンパク質
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実験方法

1）プラスミド作製

　今回用いた発現プラスミドの構造を図14に示した。

2）細胞培養

NIH3T3，　HepG2，　MDCK　Tet　off－Core細胞は10％ウシ胎児血清（FBS）含有ダルベ

ッコ変法イーグル培地（DMEM）（日水）中で培養を行った。

3）トランスフェクション

　プラスミドDNAの細胞へのトランスフェクションにはFuGENE　6トランスフェク

ション試薬（Roche）を用いて行った。　OPTI－MEM（Invitrogen）40μ1にFuGENE　6を

1．2μ1加え、室温で5分放置した後、各プラスミドDNAを合計0．8μg加えた。さら

に室温で15分放置した後に、このDNA溶液を細胞培養液中に混合してトランスフ

ェクションを行った。

4）イムノブロット法

　トランスフェクション40時間後の細胞の培地を除いて、リン酸緩衝液（PBS）で

一回洗浄した細胞を2×sample　buffer（125　mM　Tris－HC1（pH6．8），4％SDS，20％グリ

セロール，10％2一メルカプトエタノール）で溶解させた。超音波処理を5分行い、さ

らに100℃で5分煮沸したものを細胞溶解液としてSDS－polyacrylamide　gel

electrophoresis（PAGE）により分画した。　PVDF膜（MILLIPORE）にタンパク質を転

写した。　5％スキムミルク（生協）／PBS－Tでブロッキングを行ったPVDF膜に一

次抗体として5％スキムミルクで4000倍希釈した抗Core抗体（東京都臨床医学総

合研究所　小原道法博士より供与された）、1000倍希釈した抗nonstructural　protein

（NS）4A抗体あるいは1000倍希釈した抗FLAG抗体（M2；SIGMA）を3時間反応さ

せた。PBS－Tで3回洗浄した後、5％スキムミルクで3000倍希釈したHRP標識二

次抗体で40分処理して免疫複合体を形成させた。PBS－Tで3回洗浄し、化学発光法

（Western　Lightning；Perkin　Elmer）により各々のタンパク質を検出した。

5）レポーターアッセイ

　ルシフェラーゼ活性はデュアルルシフェラーゼレポーターアッセイキット

（Promega）を用いて、ルミノメーターにより定量した。トランスフェクション40時

間後の細胞をpassive　lysis　buffer（Promega）80μ1で15分処理し、遠心上清から10μ1

を1uciferase　assay　reagent　II（Promega）100μ1と反応させることによりルシフェラーゼ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　5



活性を測定した｡レポータープラスミドとして､ホタルルシフェラーゼ遺伝子の上

流にNF-1<B結合エレメントと基本転写プロモーターを有するpNF-kB-Luc(Stratagene)

を用いた｡このアッセイにおいては単純-ルペスウイルス (HSⅥ チミジンキナーゼ

(TK)プロモーターにより誘導されるウミシイタケルシフェラーゼ (PRLTK;

Promega)の活性をあわせてモニターすることにより､各サンプル間の条件の差異を

補正した｡

6)ゲルシフトアッセイ法

10ng/mlTNF-αを30分間処理したトランスフェクション40時間後の細胞をPBS

で 1回洗浄し､PBS1ml中セルスクレイパーで回収した｡低速遠心で得られた沈殿

を低張液 (10mMHEPES(pH7.9),10mMKCl,0.1mMEDTA,0.1mMEGTA,1mM

DTT,0.5mMPMSF)で4℃,15分処理し､その遠心沈殿画分を回収した｡さらに高

塩濃度液 (20mMHEPES(pH7.9),0.4MNaCl,1mMEDTA,1mMEGTA,1mMDTT,1

mMPMSF)で4℃,30分処理し､その遠心上清を核タンパク質画分として回収した｡

得られた核タンパク質量を定量し､10pgをbindingbuffer,poly(dLdC)-poly(dI-dC)中

で NP-1(B結合配列を含む 【32p]標識オリゴヌクレオチド(5'-AGCTTCAACAGAGG

GGACTTTCCGAGAGGCTCGA-3-)と混合し､室温で 30分間結合反応を行った｡こ

れを4℃ で電気泳動を行い､固定液 (10% エタノール,12% 酢酸)で30分処理後､

ゲル乾燥機でろ紙にトランスファーした｡ NF-TCB/オリゴヌクレオチ ド複合体はイ

メージアナライザーによって検出した｡

7)間接免疫蛍光法

トランスフェクション40時間後の細胞をPBSで 1回洗浄し､2% パラホルムア

ルデヒドで固定を行った｡PBSで2回洗浄後0.05%TritonX-100で15分､あるいは

40pg/mlジギトニンで 5分の処理を行った.PBSで 2回洗浄後､ 10%FBS,10/o

BSA/PBSで1000倍希釈した抗core抗体､500倍希釈した抗NS4A抗体あるいは500

倍希釈した抗FLAG抗体を一次抗体として3時間反応させた｡PBSで4回洗浄して､

100/OFBS,1%BSA仲BSで1000倍希釈したAlexa488標識あるいはAlexa568標識二

次抗体 (MolecularProbes)を40分処理して免疫複合体を形成させた｡このとき同時

に 4●,6-diamidin0-2-phenylindole(DAPI)を加えた｡PBSで4回洗浄した後､プレー ト

内のカバーガラスを0.05%p-フェニレンジアミン添加マウント剤でプレパラー トに

セットし､蛍光顕微鏡により各タンパク質の細胞内局在を観察した｡
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実験結果

第一節　CoreのNF－KB活性への影響

　本研究ではまずHepG2，　NIH3T3細胞において、　Core発現によるNF－KB活1生への

影響を調べた。レポーターアッセイによりCore発現細胞では空ベクターをトランス

A
14

1・

ll

l。

B
18

1・

ll

l。

HepG2

Control　Core

NIH3T3

C
　　る

謹3
蕪2

蕪1

　　0

Dl　総；≡ll＋＋
　　anti・Core　　．　　■　　冨　　胴　　＋

　　瓢鵠＝＝1＝＝！；

MDCK
Tet　o什・Core

DOX＝（＋）
（・〕

Control　Core

、．，e熱赫

一・騨麗㎜
1　2　3　4　5　6　7

●

●

＜

■

図1－2Core発現のNF－kB活性に対する影響
（A）（B）HepG2細胞（A）、　NIH3T3細胞（B）にpNF－KB－Luc　O．05μg，　pRL－TK　O．05μgおよび

pKS＋／CMV（Contro1）あるいはpCMV－core（Core）0．5μgをトランスフェクションした。40

時間後に細胞溶解液を回収しルシフェラーゼ活性を測定した。ホタルルシフェラーゼ活

性をウミシイタケルシフェラーゼ活性で割った相対値を算出した。データは3回の独立し

た実験のルシフェラーゼ活性の相対比の平均を示す。

（C）MDCK　Tet　off－Core細胞を用いてドキシサイクリン（DOX）100　ng／m1存在下（（＋））、

非存在下（（のにおいて、（A）と同様にルシフェラーゼ活性を測定した。またこれらの条

件において、Coreあるいはα一tubulinの各タンパク質をイムノブロット法によって検出し

た（下のパネル）。

（D）NIH3T3細胞にpKS＋／CMV（レーン1）あるいはpCMV－core（レーン2－7）をトラン

スフェクションした。40時間後にTNF一α10ng／m1を処理し、さらに30分後に核抽出物を

回収した。この核抽出物を用いて、抗p50抗体（anti－p50）（レーン3）、抗p65抗体（anti－

p65）（レーン4）、抗Core抗体’ ianti－Core）（レーン5）、放射標識プローブの100倍量の

非放射標識プローブ（cold（WT））（レーン6）、放射標識プローブの100倍量の点変異塩

基を導入した非放射標識プローブ（cold（mut））（レーン7）とともに結合反応を行い、泳

動した。パネルの上に＋／一でCore、各抗体、各非放射標識プローブの有無を示す。四

：角、矢印、丸印はそれぞれ遊離プローブ、NF－KB複合体シフトバンド、抗体によるスー

パーシフトバンドを示す。
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フェクションした細胞に比べて、それぞれ2－3倍、7－8倍のNF－KB転写活性がみられ

た（図1－2A，　B）。同様の結果はMCF－7，293，Jurkat，　COS－7細胞などにおいても得られ

た（未発表）。　また、テトラサイクリンによりCore発現量を制御できるMDCK細

胞株（MDCK　Tet　off－Core）においても、　Coreを発現誘導した場合は非誘導時と比較

して3－4倍のNF－KB活性化が見られた（図1－2C）。　さらにTNF一α刺激細胞から抽

出したNF－KBのDNA結合能をゲルシフトアッセイ法により検討したところ、　Core

をトランスフェクションした細胞ではコントロール細胞に比べて有意にシフトバン

ドの増強が観察された（図1－2Dレーン1，2）。このバンドはNF－KBエレメントを有

する非放射／生プローブの存在下で消失し（図1－2Dレーン6，7）、　NF－KBサブユニッ

トであるp50あるいはp65に対する抗体の処理によりスーパーシフトした（図1－2D

レーン3－5）ことから、CoreはNF一社のDNA結合活性を上昇させることが示唆され

た。以上のことより、さまざまな細胞においてCoreの発現はNF－KB活性化を引き起

こすことが示唆された。

第二節　CoreによるNF－KB活性化にはCoreの細胞質局在が重要である

　Core分子内のNF－KB活性化に関与する領域を同定するために、　CoreのC末端領

域をさまざまに欠失させた変異体のNF－KB活性化能を調べた。　C末端18アミノ酸

（C173）、40アミノ酸（C　151）、91アミノ酸（C　100）をそれぞれ欠失させたCoreを発

現させたNIH3T3細胞において各タンパク質発現を確認した（未発表）後に、レポー

ターアソセイによりそれぞれのCoreタンパク質湖西変異体のNF－KB活性化能を測定

した。その結果、C173には野生型Core（C　191）と同様、空ベクターをトランスフェ

クションしたコントロールと比べて7－8倍のNF－KB活性化能が認められたが、　C　151

あるいはClOOにはこのようなNF－KBの活性化能はみられなかった（図1－3Aレーン

1－5）。この結果からCoreによるNF－KB活性化にはCoreのカルボキシ（C）末端約40

アミノ酸領域が必要であることが考えられた。そこで次にこのCoreのC末端領域の

みをコードする変異体（△Core（101－191））を用いて調べたが、これはNF－KB活性化

を引き起こさなかった（図1－3Aレーン1，6）。一方それぞれのCore欠失変異体の細

胞内局在を間接免疫蛍光法により調べた。図1－3Bに示すように、　C191は細胞質の

特に核周辺部、C173は核および細胞質、　C151とC100は主に核内に局在しているこ

とがわかった（図1－3Bパネルa－d）。これによりNF－KB活性化にはCoreが細胞質に

局在することが必要である可能性が考えられた。そこでNF－KB活性化能が認められ

ず、核に局在するC151を細胞質に局在化させた場合、　NF－KB活性化能がどのように

なるかを調べた。細胞質局在化には以下の3つの方法を用いた。

1）核外輸送シグナル配列（NES）の融合
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2）シグナル配列の融合

3）Core内の推定される核局在化シグナル配列（NLS）への変異の導入

まず、1）の方法として、ヒトT細胞白血病ウイルス1型（HTLV－1）Rexタンパク

質のNESをC151のC末端に融合させることにより、核から細胞質への能動輸送を

促進することを試みた［15］。2）の方法として、シグナル配列をC151のC末端側

A

B

△Core151

　　・NES

△Core151

　　　・P7

△Core151
（NLS　mut）

図1－3CoreによるNF－kB活性化には
Coreの細胞質局在が重要である

（A）Core変異体のNF－KB活性化能
NIH3T3細胞（1×104）に0．05μg　pRL－

TK，0．05μg　pNF一旭一Lucおよび0．5興g

のさまざまな発現プラスミド（レーン

1，pKS＋／CMV；レーン2，　pCMV－Core；

レーン3，pCMV一△Core　173；レーン4，

pCMV一△Core151；レーン5，pCMV一

△Core100；レーン6，　pCMV一△Core（101－

191）；レーン7，pCMV－NES；レーン8，

pCMV一△Core　151－NES；レ・一ン9，

pCMV－p7；レーン10，　pCMV一△Core　151－

p7；レーン11，pCMV一△Core151（NLS

mut））をトランスフェクションし、図

1－2Aと同様にルシフェラーゼ活性を

測定した。

（B）Core変異体の細胞内局在

各発現プラスミド（パネルa，pCMV－

Core：パネルb，　pCMV一△Core173；パネ

ル。，pCMV一△Core151；パネルd，

pCMV一△Core　100；パネルe，　pCMV一

△Core151－NES；パネル£pCMV一

△Core151－p7；パネルg，　pCMV一

△Core　151（NLS　mut））をNIH3T3細胞に

トランスフェクションし、40時間後に
細胞を固定した。0．05％Triton　X－100

で膜透過させ、抗Core抗体を反応さ

せた。免疫複合体はAlexa　568共役抗

マウス抗体で検出した。同じ細胞の核

をDAPIで染色した（右パネル）
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に融合させることにより小胞体膜への局在化を試みた。シグナル配列としてはHCV

p7タンパク質を用いた【161。3）の方法は、　Core分子内のNLSの機能を失わせる

ことを目的とした変異の導入である。以前の報告より、Core分子内においては38番

目から43番目のアミノ酸領域（PRRGPR）が最も強く機能するNLSであることが示

唆されているl171。そこでこのNLSの機i能を失わせる目的で40番目のアミノ酸の

アルギニンをスレオニンに置換した変異体を作成した。

　NIH3T3細胞においてこれら変異タンパク質の細胞内局在を調べたところ、　C　151

のNES融合タンパク質（C151－NES）およびNLSに変異を導入したC151（C　l51（NLS

mut））は核および細胞質、　C　151のp7融合タンパク質（C　151－p7）は細胞質の特に核

周辺部にそれぞれ局在がみられた（図1－3Bパネルe－g）。このような変異タンパク質

を発現させた細胞におけるNF－KB活性は、　C　l　51を発現させた細胞と比較してそれぞ

れ、C151－NESは約4．！倍、　C　151（NLS　mutant）は約3．3倍、　C　151－p7は約9．6倍と、

いずれの変異タンパク質発現によっても有意なNF－KB活性化がみられた（図1－3Aレ

ーン4，8，10，11）。各変異タンパク質の発現量はほぼ同レベルである（未発表）こと

と、融合タンパク質作製に用いたNESやp7それ自体ではNF－KBの活性化は引き起

こされなかった（図1－3Aレーン7，9）ことから、　C151を細胞質に局在化させること

によりNF－KB活性が上昇することが明らかとなった。以上の結果はHepG2細胞でも

同様に認められた（未発表）。

　以上の結果より次のことが示唆された。

1）CoreによるNF－KB活性化にはCoreが細胞質に局在していることが必要である。

2）CoreによるNF－KB活性化にはCoreのC末端領域ではなくむしろアミノ（N）末

　　端側151アミノ酸が重要である。

第三節　Coreは主に小胞体の細胞質側表面に局在する

　上記のように、C191と同様に細胞質の特に核周辺部に強い局在がみられたC151－p7

は、C191と同等の高いNF－KB活性化能を有していた。これにより、この核周辺部へ

のCoreの局在がそのNF－KB活性化能に重要である可能性が考えられた。そのため、

まずClglおよびC151－p7の細胞内局在をより詳細に検討した。この実験においては

小胞体内腔のマーカータンパク質であるGrp781181と共に、発現させたC191およ

びC151－p7を間接免疫蛍光した。その結果、　Triton　X－100により膜透過処理した細

胞においては、C191およびC151－p7とGrp78はほぼ同様の免疫蛍光像を示した（図

1－4パネルa，b，　e，　f）。このことよりC191およびC151－p7は主に小胞体に局在するこ

とが示唆された。さらに細胞膜を特異的に膜透過させるためにジギトニン119］を処

理した細胞においては、小胞体の内腔側に局在することが知られているGrp78はほ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　10



とんど検出されなかった（図1－4パネル。，g）。このような条件下においても、C191お

よびC151－p7はTriton　X400処理時と同様に、核周辺部に検出された（図1－4パネル

d，h）。以上の結果により、C191およびC151－p7は主に小胞体の細胞質側表面に局在

することが示唆された。

　第四節　CoreによるNF－KB活性化には

Coreが小胞体膜に局在することが重要である

　以上の結果より、CoreによるNF－KB活性化にはCoreが小胞体の細胞質壁表面に

局在することが重要である可能性が考えられた。この可能性について検討するため

に、C末端欠失変異体Coreを小胞体膜表面に特定条件下で局在させることが可能な

実験系を構築した。この実験系ではCore変異体にHCV　NS3タンパク質（NS3）のN

末端領域を融合したタンパク質（△Core－NS3．1）を用いた。　NS3のN末端領域は、小

胞体膜上に局在するHCV　NS4Aタンパク質（NS4A）と結合することが知．られている

［20］。よってこの相互作用を利用して、NS4Aの存在下において△core－NS3．1を小胞

体膜上に局在化させることを試みた。またコントロールとして△core－NS3，1から

NS4Aと相互作用するNS3の領域を欠失させた変異体（△Core－NS3。2）も作製した。
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図1-5 Coreによる

NF-TCB活性化には
Coreの小胞体局在が
重要である

(A)NS4A存在下に
おけるCore変異体の
局在変化

各プラスミド(パネ

ルa,PCMV-ACore-
NS3.1;パネルb,C,

PCMV-ACore-NS3.1
およびpSPC-NS4A:
パネル d,pCMV-
△Core-NS3.2;パネル

e,∫,PCMV-ACore-
NS3.2およびpSPC-
NS4A)をNIH3T3細
胞にトランスフェク

ションしたあと､図

1-2Bと同様の操作に
よりCore,NS4Aを検
出した｡

03)NS4A存在/非存在下におけるpCMV-

ACore-NS3.1,PCMV-ACore-NS3.2のNF-1<B
活性化能

各プラスミド(レーン1,PKS+/CMV:レーン

2,PCMV-ACore-NS3･1;レーン3,pCMV-

△Core-NS3.1およびpSPC-NS4A:レーン4,

PCMV-ACore-NS3.2;レーン5,PCMV-ACore-
NS3.2およびpSPC-NS4A;レーン6,pSPC-
NS4A)をNIH3T3細胞にトランスフェクショ
ンしたあと､図ト2Aと同様の換作によりル
シフェラーゼ活性を測定した｡

ACore-NS3.1,△Core-NS3.2,NS4Aの各々の単独で発現させたときのタンパク質発

現､またACore-NS3.1とNS4Aを共に発現させたとき､ACore-NS3.2とNS4A を共

に発現させたときのそれぞれのタンパク蜜発現量がそれぞれ同等であることを確認

した (未発表)｡次にACore-NS3.1,ACore-NS3.2をそれぞれ単独で発現させたとき､

あるいは NS4A と共に発現させたときそれぞれの細胞内局在を調べた｡その結果､

ACore-NS3.1を単独で発現させたときは細胞質及び核に一様に局在していた (図 1-

5Aパネルa)oしかしながら､NS4Aを共に発現させた場合にはACore-NS3.1はNS4A

と共局在して細胞質の核周辺部に強い集積が見られた (図 ト5Aパネルb,C)｡一方､

ACore-NS3,2は NS4A の発現の有無にかかわらず細胞質及び核に一様な局在を示し

た (図 ト5Aパネル d-∫)｡このような条件下において､各タンパク質を発現させた際
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のNFITeB活性をレポーターアッセイ法で調べたO△CorêTS3.1,ACore-NS32,NS4A

の各タンパク質を単独で発現させたとき､またACore-NS3.2と NS4A を共に発現さ

せたときは有意なNFIKB活性化は認められなかった (図 1-5Bレーン2,416)｡それに

対してACore-NS3.1とNS4Aを共に発現させたときにはACore-NS3.1単独で発現さ

せたときに比べて約 2.9倍の転写活性化がみられた (図 1-5Bレーン2,3)｡ ユCore-

NS3.1およびACore-NS3.2をそれぞれ p7と融合させて核周辺部に局在化させた場合

には NF一KB活性化能を有することが確認されている (未発表)ことから､この Core

変異体は､細胞質及び核に一様に局在しているときには NF-1<B活性化能がないか極

めて低いが､細胞質の核周辺部に集積させることによりNF-1<Bを活性化することが

示された｡以上のことよりCoreによるNFll<B活性化には Coreが小胞体膜表面に局

在することが重要であることが示唆された｡

第五節 coreによる NF一KB活性化には

Coreの 21番目から80番目のアミノ酸領域が関与する

NF一KB活性化に関与するCoreタンパク質内の領域を同定するために､Coreのさま

ざまな領域をFLAGタグを付加したp7(Fp7)に融合させてNF-1<B活性化能を検討し

た ｡ 各発現プラスミドをトランスフェクションした NIH3T3細胞においてこれらの

タンパク質の発現レベルがほぼ同等であることを確認した (未発表)O次に､細抱内

局在を調べるとこれらのタンパク質はすべてC191ならびにC151-p7と同様に､緋 包

質の核周辺部に検出された (未発表)｡そこでそれぞれの融合タンパク質について
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図1-6 Core分子内のNF一KB活性化に

関与する領域の同定

NIH3T3細胞にレポータープラスミド

および05LlgCf)各発現プラスミドル

ーン 1,PKS+/CMV.レーン2.pCMV-

Core:レーン3､PCMV-FLAG-p7.レー

ン4,PCMV-△CorelOOIFLAC-p7.レー

ン5,PCMV-ACore801FLAC-p7レ~ン

6.pCMVIACore607LAGIP7.L,->7,

PCMV-△Core40-FLAG-p7:レーン8,

PCMV-△Core20-FLAG-p7.レーン9,

PCMV-△Core(21-80)-FLAG-p7レ~ン

10,PCMV-ACore(21-60)-FLAG-p71レー

ン11PCMV-ACore(1-20十81-151)-

FLAG-p7.レーン12,PCMV-DHFR-

FLAG-p7)を トランスフェクション
し､図ト2Aと同様にルシフェラーゼ

活性を測定した｡
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NF－KB活性化能を検討したところ、C末端欠失変異体Coreの△Core　100，△Core80，△

Core60ではコントロールに比べて有意なNF－KB活性化がおこったが、△Core40，△

Core20では顕著な活性化はみられなかった（図1－6レーン4－8）。またN末端および

C末端をともに欠失した変異体Coreでは△Core（21－80）はC191と同程度の強い活性

化がみられ、△Core（2　L60）ではある程度の活性化がみられた（図1－6レーン9，10）。

反対にC151から21番目から80番目のアミノ酸領域を欠失させたものについては活

性化能がなかった（図1－6レーン11）。HepG2細胞においても、同様の結果が得られ

た（未発表）。Fp7、そしてCoreと同等の大きさをもつ細胞性因子であるジヒドロ葉

酸還元酵素をこれに融合したDHFR－Fp7の発現ではNF－KB活性化は見られなかった

（図L6レーン3，12）ことより、ここで認められた活性はCoreタンパク質領域に特

異的なものであることが示唆された。以上の結果により、CoreによるNF－KB活性化

には、Coreの21番目から80番目のアミノ酸領域が関与していると示唆された。
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考察

本研究結果により､Coreによる NF-kB活性化には Coreが細胞質に局在している

ことが重要であることが示された.このことは細胞質に存在する NF-kB活性化制御

機構がCoreによって活性化されることを示唆している｡一般にNF-kBは定常状態で

は細胞質でその阻害タンパク質である InhibitorofNF-KB(IkB)と複合体を形成して

不活性状態として存在している｡NF-kBの活性化は､IkBがリン酸化され､ひきつ

づき分解されることによって引き起こされる｡ITCBの分解によって NF-kBはその複

合体から遊離し､核-と移行することによりその転写活性化能を示すことが知られ

ている [211｡この経路においてIKBをリン酸化するIkBkinase(IKK)や､またそのIKK

をリン酸化して活性化させることが報告されている NFxB-inducingkinase(NIK),

MEKkinase1(MEKKl)などはすべて主に細胞質に存在することが知られている｡し

たがってCoreはこれら細胞質を伝搬するNF-kB活性化経路のいずれかの段階を修飾

している可能性が考えられる｡また本研究では Coreは細胞質の中でも特に小胞体膜

上に局在化することでNF-1cBを活性化していることが示唆された｡このことからCore

が局在する小胞体細胞質側表面に Coreの標的因子が存在する可能性が考えられる｡

現在までのところ NF-kB活性化経路を構成する上記分子の中で特に小胞体膜に局在

する分子は報告されていない｡しかしながら酵母ツーハイブリッド法を用いた解析

から､CoreはLymphotoxin-βreceptor[22]やTNFreceptor1(TNFRl)【23]の細胞内領

域と結合する可能性がこれまでに示されている｡一般的に細胞膜受容体などの膜タ

ンパク質は小胞体膜上のリボゾームでタンパク質の翻訳が行われ､この後ゴルジ体

を経て細胞膜-と移行し､細胞膜タンパク質となる｡したがってこれらのタンパク

質の細胞質領域は､その合成過程中に粗面小胞体に存在するCoreと相互作用する可

能性があると考えられる｡こうした細胞内膜上の分子間相互作用は､細胞性因子で

あるsilencerofdeathdomains(SODD)とTNFRlなどの間にも認められている [24】｡

SODDはTNFRlなどの細胞質領域と小胞体あるいはゴルジ体で相互作用することに

より､TNF刺激によるシグナル伝達に抑制的に機能することが報告された｡現在core

が細胞膜の内側に存在することを示す報告はなされていないが､Coreの少なくとも

一部がこれらのタンパク質と小胞体膜上で結合し､SODDのようにこれらと共に細

胞膜まで運ばれ細胞膜上でこれら受容体タンパク質を介して NF一KB活性を修飾する

のかもしれない｡

今回示されたCoreタンパク質のNF-kB活性化領域のアミノ酸配列とこれまで報告

のあるNF一KB活性化能をもつタンパク質とのホモロジー解析をおこなった結果､Core

の28-39番目のアミノ酸領域 (GQIVGGVYLLPR)がHTLV-1Taxの61-74番目のア

ミノ酸領域 (GRVIGSALQFLIPR)と 71% の類似性を有することがわかった｡現在
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Taxのどの領域がNF－KB活1生化に作用しているかは不明である。今回認められた領

域配列が機能的なものであるかどうか解析をすすめることによって、Coreのみなら

ずTaxのNF－KB活性化メカニズムの解明に重要な情報がえられるかも知れない。

　筆者はHepG2細胞、　MCF7細胞を用いた実験により、CoreはNF・KBの活性化を介

してアポトーシスに抑制的に働くことを示唆するデータを得た。NF－KBの活性化は

こうしたアポトーシス抑制作用以外にもいくつかの生理活性を示すことが知られて

いる。Rat－1細胞はHTLV－1Taxによってトランスフォームすることが知られており、

これにはTaxによるNF・KBの活性化が必要であることが示されている［25］。　Coreも

いくつかの培養細胞をトランスフォームする能力を有すること［6］や、Core遺伝子

を発現するトランスジェニックマウスは肝がんを誘発する［5］などCoreが細胞のが

ん化に関与することを示唆する報告もなされている。またNF－KBは炎症反応に関連

するさまざまなサイトカイン類の発現を調節する転写因子である［14】が、一方HCV

による慢性肝炎時に持続的炎症がおこることは広く知られていることである［26］。

したがってこれらの現象に、CoreによるNF－KBの活1生化がなんらかの関与がある可

能性も考えられる。こうしたHCVによる病態形成の原因を明らかにするためにも

CoreによるNF－KB活1生化機構のさらなる解析が望まれる。
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第二章

HCV　Coreによる

レチノイド情報伝達系活性化機構の解析

　筆者はCore発現細胞にさまざまな刺激を加えて細胞死を誘導させることにより、

Coreの細胞死感受性に対する効果について検討を行った。その結果いくつかの細胞

死刺激の中で、Coreはall顔雁レチノイン酸（ATRA）による細胞死を増強すること

が明らかとなった。この現象は、ATRAの核内受容体であるレチノイン酸受容体

（RAI◎の転写活性化および、その下流遺伝子のひとつでATRAによるアポトーシス

に関与すると報告されているtissue　transglutaminase（tTGase）の発現増強と相関関係

があることが観察された［27］［281。RARはtTGaseの他にもいくつかの脂質代謝関連

タンパク質の発現を制御していることが知られている［29］ことから、Coreによる

RAR転写の活性化はこのような細胞死感受性以外にも、　Coreトランスジェニックマ

ウスにおいて見られる脂質代謝の異常にも関与している可能性が考えられた。

　そこでこの章では、Coreがどのような分子メカニズムを介してRARを活1生化して

いるのかを明らかにすることを目的とした研究を行った。
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実験方法

1）細胞培養

　MCF－7、　Huh－7、293T、　COS－7、　Hela、　SNIA2細胞は10％FBS含有DMEM中で培

養を行った。

2）トランスフェクション

プラスミドDNAの細胞へのトランスフェクションには、第一章と同様にFuGENE　6

トランスフェクション試薬を用いた。

3）Coreを恒常的に発現する細胞株の；樹立

　Core発現プラスミドpLXSH－coreあるいは空ベクターpLXSHをMCF－7細胞にトラ

ンスフェクションした後、250μg／mlハイグロマイシンB（Wako）を含む培地で細胞

を選択した。2－3週間後に、形成されているコロニーをクローニングすることにより、

いくつかの細胞クローンを樹立した。

4）イムノブロット法

　イムノブロット法は第一章と同様に行った。抗Core抗体、抗α一tubulin抗体（Ab－

1；Calbiochem）、抗FLAG抗体（M2；Sigma）、抗SC－35抗体（Sigma）を一次抗体とし

て用いた。

5）レポーターアッセイ法

　レポータープラスミドとして、基本転写プロモーターの上流に3コピーのRARα

結合配列（RARE）を有するpRARE－Lucを用いた。トランスフェクション24時間後

に細胞溶解液を回収し、luciferase　assay　reagent　IIと反応させることによりレポーター

活性を測定した。

6）酵母ツーハイブリッドスクリーニング

　CoreのN末端80アミノ酸領域をLe）孟DNA結合領域を含むpHybLe）4Zeoベクタ

ー（Invitrogen）にサブクローニングした。これをベイトプラスミドとしてHybrid

Hunter（Invitrogen）のプロトコールにしたがって、酵母L40株内でヒト前立腺cDNA

ライブラリー（Clontech）をスクリーニングした。5×106のトランスフォーマントを

ヒスチジン要求性およびβ一ガラクトシダーゼ活性を指標として選択した。ヒスチジ

ン非要求性かつβ一ガラクトシダーゼ活性を有するクローンを単離し、ベイトプラス

ミドを有する酵母株にトランスフォーメーションした。ベイトプラスミド依存的に
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β一ガラクトシダーゼ活性を示すクローンを選別し、シークエンス解析を行った。

7）グルタチオンーS一トランスフェラーゼ（GST）pull　downアッセイ法

　GST、　GST融合Sp　110（GST－Sp　110）、　GST融合Sp110b（GST－SpllOb）、　GSTを融合

したCoreの1－80アミノ酸領域（GST－core80）の各タンパク質を、大腸菌BL21株

（Amersham　Bioscience）において1mM　IPTG存在下で37℃、3時間誘導させること

により調製した。これらのタンパク質をグルタチオンセファロースレジン（Amersham

Bioscience）により単離した。結合バッファー（50　mM　Tris－HCI（pH　8．0），150　mM　NaCl，

1mM　EDTA，0．5％NP－40，1mM　DTT，1mM　PMSF）で4回洗浄した後、加四掬で［35Sl

標識合成したタンパク質と4℃で1時間インキュベートした。この［35S］標識タン

パク質は、TNT　T7　quick　coupled　transcript／translation　systemキット（Promega）を用い

て、0．25μgのpcDNA3ベクター由来各発現プラスミドをL一［35S］一メチオニン

（Amersham　Bioscience）存在下で反応させることにより合成した。　結合バッファー

（図2－3Aの実験では、50　mM　Tris－HCI（pH　8．0），150　mM　NaCl，1mM　EDTA，1％NP－40，

0．5％デオキシコール酸ナトリウム，0．05カ月DS，1mM　DTT，1mM　PMSFからなるバ

ッファーを用いた）で5回洗浄後、レジンに精製された標識タンパク質をSDS－PAGE

した後、オートラジオグラフィーで検出した。

8）免疫沈降法

　細胞をIPバッファー（50　mM　Tris－HCI（pH　8．0），150　mM　NaC1，0．5％NP－40）で溶解

し、遠心後、上清を抗FLAG抗体（M2；Sigma）またはマウスノーマルIgG（Zymed

Laboratories）と4℃で1時間インキュベートした。免疫複合体はプロテインGセフ

ァロースレジン（Amersham　Bioscience）と吸着させ、　IPバッファーで4回洗浄する

ことにより回収した。免疫沈降物はイムノブロット法により検出した。

9）ノーザンプロット法

　ヒト組織由来トータルRNA（Clontech）をULTRAhyb（Ambion）を用いて、ノーザ

ンハイブリダイゼーション法により解析した。プローブはHindlll－XbaI消化した

pCMV－Sp　110bを鋳型とし、5’一TGAGGCTGTCCCTCTTGG－3’をプライマーとして、

［32P】一dCTP（Amersham　Bioscience）存在下PCRにより調製した。

10）RT－PCR
Sp110とSp110b　mRNAの発現レベルの相対比を半定量RT－PCRにより算出した。

この系においてはプライマーとしてSp110およびSp110bに共通のセンスプライマー

（5’一GTTGAATTCATGCTCCAAGTGGTGGATAAG－3’）と、それぞれに固有のアンチ
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センスプライマー（5’一GTTCTCGAGTCAAGGAAGAGTCCAG－3’および5’一GTTCTCG

AGTTATTCTTGGAGGACAG－3’）をプライマーに用いて、同時にPCRを行った。

MEGAscript　T7キット（Ambion）により、pcDNA－Sp110あるいはpcDNA－SpllObか

ら加砿窃。合成したSp110およびSp　110bのRNAをスタンダードサンプルとした。培

養細胞からのトータルRNAの抽出にはセパゾールーRNA　I　super（ナカライテスク）を

用いた。tTGase　mRNAの検出には5’一GCATGGTCAACTGCAACGATG－3’および5’一

GGGCGCATCGTACTTGGTG－3’をプライマーに用いた。

11）Sp110およびSp110bに対する抗体の作製

　Sp　110およびSp110bに対するウサギポリクローナル抗体はkeyhole　limpet

hemocyanin（KLH）を共役させた合成ペプチドSTPSDKKGKKRKRC（Sp　110あるいは

Sp　110bの270－283アミノ酸領域に相当する）をウサギに免疫することにより回収し

た。

12）間接免疫蛍光法

　細胞を固定後、0．05％Triton　X－100により膜透過した。この章では抗FLAG抗体

（M2；Sigma）、抗myc抗体（9E10；Santa　Cruz）、抗Core抗体（515S）、抗RARα抗体（C－20；

Santa　Cruz）、およびSp110とSp　l　10bを認識する抗体を一次抗体として用いた。免疫

複合体は第一章と同様にAlexa　488あるいはAlexa　568（Molecular　Probe）を共役した

二次抗体により検出した。同じ細胞の核をDAPIにより染色した。

13）細胞溶解液の分画

　細胞を回収し、バッファー（50mM　Tris－HC1（pH　8．0），150　mM　NaCl，1mM　EDTA）中

でホモジェナイズした。3900rpmで7分遠心した後、沈殿を二二分として回収した。

上清はさらに7000rpmで5分遠心し、その上清を50000　rpmで1時間超遠心した。

沈殿、上清はそれぞれミクロソーム画分、細胞質画分として回収した。

14）細胞死の算出

　さまざまな刺激を加えた後の、浮遊している細胞および付着している細胞をまと

めて回収した。これらの細胞をトリパンブルーで染色し、青く染まった細胞を死細

胞としてその割合を測定した。各実験では約500個の細胞をそれぞれカウントした。

15）発現プラスミドがトランスフェクションされた細胞の選別

　一過性にトランスフェクションされた細胞とされていない細胞の混ざりの細胞集

団からトランスフェクションされた細胞を特異的に濃縮する際には、MACSelect
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、y、・，m（Mil・・nyi　Bi・・ec）キットを用いた【8］・pMACS－KKを含むプラスミドをトラン

スフェクションした24時間後に、細胞をトリプシンで処理し、PBE（0。5％BSA，5mM

EDTA，　PBS）中に懸濁した。磁性ビーズを添加し、15分間インキュベートして細胞

と磁性ビーズを反応させた。これを磁性カラムで分画することにより、トランスフ

ェクション細胞を特異的に濃縮した。
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実験結果

第一節　Coreはall舶戦野レチノイン酸による細胞死を増強する

　さまざまな刺激による細胞死感受性にCoreがどのような効果を及ぼすかを検討し

た。そのためにまずCoreを恒常的に発現するMCF－7細胞株を樹立した。本研究に

おいては、Core発現量の異なる3種類のクローン株（MCF－7－core＃2，＃6，＃21）および

コントロールとしてCore発現プラスミドのかわりに空ベクターをトランスフェクシ

ョンしたクローン株（MCF－7－vec）を主に用いた（図2－1A）。これらの細胞株をさま

ざまな細胞死誘導剤で刺激した後に、各クローンにおける細胞死の程度をトリパン

ブルー染色することにより算出した。試したさまざまな細胞死誘導剤の中で、TNF一

αによる細胞死は、第一章の序論で述べたように、Core発現細胞において有意に抑

制された（図2－1B）。この細胞死抑制作用は、発現量が比較的少ないMCF－7－core＃2
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図2－1Coreはall詔∬レチノイン酸（ATRA）による細胞
死を増強する

（A）Coreを恒常的に発現するMCF－7細胞（＃6，井21，＃2）

およびコントロール細胞（vec）におけるCore（上のパネ

ル），α一tubulin（下のパネル）の発現量をイムノブロッ

ト法により調べた。

（B）（C）MCF－7－core＃6，＃21，＃2およびMCF－7－vec細胞に

10ng／ml　TNF一αを48時間処理（B，　TNF一α）、あるいは1

μMATRAを96時間処理（C，　ATRA）した後にトリパンブ

ルー染色することにより死細胞の割合を測定した。コン
トロールとして未処理細胞（B，C，　no　treatment）の死細胞

の割合をあわせて測定した。レーン1，5，MCF－7－vec；レ

ーン2，6，MCF－7－core＃6；レーン3，7，　MCF－7－core＃21；レー

ン4，8，MCF－7－core＃2

（D）MCF－7細胞にpMACS－KKおよびさまざまな濃度の

pCMV－coreならびに空ベクターをトランスフェクション
した後に、MACSelect　systemにより（実験方法参照）細

胞を濃縮した。1μMATRAを48時間処理した細胞の死
細胞の割合を（B）と同様に測定した。グラフの下に

pCMV－coreのトランスフェクション量（國を示す。
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においても見られた｡一方今回新たに alllT;3125Lレチノイン酸 (ATRA)による細胞死

は､Coreの発現量に依存して増強することが観察された (図2-1C)｡この現象はCore

を一過性に発現させた MCF-7細胞においても観察された (図 2-1D)｡以上のことよ

り､CoreはATRAにより誘導される細胞死を増強することが示唆された｡

第二節 coreはレチノイン酸受容体を介する転写を活性化する

ATRA による細胞死の詳細な機構は現在のところ明らかではないが､ATRAの核

内受容体であるレチノイン酸受容体 (RAR)を介する転写の活性化とその下流遺伝子

の発現誘導が重要であることが報告されている 【271｡そこでこれらの細胞における

RARによる転写活性をレポーターアッセイにより検討した｡このアッセイにおいて

はルシフェラーゼの上流に基本転写プロモーターと3コピーの RARα結合エレメン

ト(RARE)を有するプラスミドをレポータープラスミドとして用いた｡図 2-ZA に

示すように､Coreを恒常的に発現する MCF-7細胞においては､Coreの発現量およ

び図2-1Cに示したATRA誘導細胞死の増強作用と相関して､RARαを介する転写が

活性化していることが確認された｡またCoreを一過性に過剰発現させたCOS-7細胞

においてもRARα活性がCoreの用量依存的に上昇していることが観察された (図2-

2B)｡同様の結果は Coreを一過性に発現させた 293T､Huh-7､Hela細胞などでも確

認された (未発表)｡また､HCV全ゲノムのレプリコンを有するHuh-7細胞 (SNIA2)

においてもRAR活性はその親株であるHuh-7細胞と比較して有意に上昇が見られた

(図2-2C)｡以上の結果より､CoreはRARを介する転写を活性化することが示唆さ

れた｡

次に､さまざまな Core欠失変異体を用いて､Core分子内の RARα転写活性化に

関与する領域の同定を行った｡野生型 Coreは第一章の図 1-4で示したように､主に

小胞体膜上に局在することが示唆された｡またCoreはそのC末端領域を欠失するこ

とにより､細胞内局在が小胞体膜上から核-と変化することが示された (図 1-3B)｡

そのためC末端を欠失させたCore変異体を用いる場合､第一章の図 1-6で行ったよ

うに小胞体膜-の局在化シグナルを持つ HCVp7との融合タンパク質を用いた｡そ

の結果すべての欠失変異体の細胞内局在は､野生型 Coreと同じく細胞質の核周辺部

であることが確認された (未発表)｡図2-2Dに示すように､CoreのN末端領域 100

アミノ酸を欠く欠失変異体 (coreÅ(10ト191))あるいは 2ト80アミノ酸領域を欠く欠

失変異体 (coreÅ(1-20+81-191))を発現させたHuh-7細胞におけるレポーター活性は､

空ベクターをトランスフェクションしたコントロール細胞と比較して転写活性化は

認められなかった｡一方､21-80アミノ酸領域のみを含むタンパク質 (coreÅ(21-80)-

p7)を発現させた細胞におけるレポーター活性は､空ベクターあるいは p7のみを発
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現させた細胞と比較して約2倍に活性化されることが判明した。このことから、Core

によるRARαを介する転写活性化はCoreの21－80アミノ酸領域（core△（21－80））を

介して行われることが示唆された。
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図2－2Coreはレチノイン酸受容体（RAR）を介する転写を活性化する

（A）MCF－7－core紙＃2L存2およびMCF－7－vec細胞におけるRARα転写活性を調べた。0．025μg

pRARE－Lucをトランスフェクションした1μM　ATRA処理（ATRA）ならびに未処理（no
treatment）細胞を、24時間後に回収し、ルシフェラーゼ活性を測定した。

（B）0．025μgpRARE－Lucおよびさまざまな用量のpCMV－coreをトランスフェクションした1

μMATRA処理（ATRA）ならびに未処理（no　treatment）COS－7細胞を、24時間後に回収し、ルシ

フェラーゼ活性を測定した。グラフの下にpCMV－coreのトランスフェクション量（ng）を示す。

（C）HCV全ゲノムレプリコンを有するHuh－7細胞（SNIA2）およびHuh－7細胞に（A）と同様の

操作を行いルシフェラーゼ活性を測定した。

（D）0．025μgpRARE－Lucおよび035μgの各Core欠失変異体発現プラスミドをトランスフェク

ションした1μMATRA処理（ATRA）ならびに未処理（no　treatment）Huh－7細胞を、24時間後に回

収し、ルシフェラーゼ活性を測定した。グラフの下に発現させたCore欠失変異体を示す。
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第三節 coreと相互作用する細胞性因子の探索

Coreによる RARαを介する転写活性化の分子メカニズムを明らかにするために､

酵母ツーハブリッドスクリーニングによって､coreÅ(2ト80)と相互作用する細胞性

因子の同定を行った｡ベイ トにCoreのN末端80アミノ酸 (core80)をLexADNA結

合領域に融合したタンパク質を用いて､ヒト前立腺 cDNA ライブラリーをスクリー

ニングした｡スクリーニングに用いた約 5×106クローンのトランスフォーマントの

うち､129クローンがゼオシン存在下､トリプトファン､ヒスチジン非依存的に生育

し､β-ガラクトシダーゼ活性を示した｡シークエンス解析により､これらは 6つの

独立したタンパク質をコードするプラスミドから成ることが判明した｡

これらの候補分子の中で､RARαによる転写活性に影響を与えていると考えられ

る分子として､RARαによる転写を活性化すると報告されている SpllOのスプライ

シングバリアントであるSpllObを兄い出した 【301｡

第四節 spllObはその中央領域を介して Coreと相互作用する

そこでまず CoreとSpllObの結合を確認するために､lb vl'tTOにおける結合実験を

行った｡GSTを融合させた全長SpllOあるいはSpllOb(GST-SpllO､GST-SpllOb)を

大腸菌で発現させ､溶菌後､グルタチオンセファロースレジンを用いてアフィニテ

ィー精製した｡これらをウサギ網状赤血球溶血液を用いて [35Sトメチオニン存在下で

合成した全長 Coreとともにインキュべ-トした｡図 2-3A に示すように､ [35S]標

識 Coreはグルタチオンセファロースレジンを用いることにより､GST-SpllOb とは

共沈したが､GST-SpllOとは共沈が見られなかった (図2-3A上パネル)｡これはGST

を融合させたcore80(GST-core80)と 【35S]標識したSpllOあるいはSpllObを用いた

結合実験においても観察されたOすなわち図 2-3B に示すように､A vl･LYo合成した

SpllObは効率よくGST-core80と共沈したが､SpllOはごく少量が沈降画分に見られ

たのみであった (図 2-3Bパネル a,b)｡これらの結果より､SpllObはSpllOと比較

してより効率よくCoreと相互作用することが示唆された｡SpllOおよび SpllObと

相同性を有するSplOO[30]はGST-core80と共沈が見られなかった (図2-3Bパネル

k)ことより､CoreとSpllObとの相互作用は特異的なものであると考えられた｡

次に､さまざまな欠失変異体を用いた GSTpulldownアッセイ法により､SpllOb

分子内のCoreとの相互作用に関わる領域を同定した｡図2-3Bに示すように､SpllOb

の 277-453アミノ酸領域では GST-core80との共沈が見られたが､SpllOの 1-276ア

ミノ酸領域あるいは454-689アミノ酸領域では見られなかった (図2-3BパネルC-e)0
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図2－3　Sp110bとCoreとの相互作用

（A）野生型および変異体CoreとSp110bとの相互作用
［35S］標識野生型（上段のパネル）および変異体Core（Core（6162M））（中段のパネル）とGST，

GST融合Sp110（GST－Sp110）あるいはGST融合Sp110b（GST－Sp110b）との結合を調べた。1／10

inputはこの結合実験に用いた［35S］標識産物の1／10量を示す。下段のパネルに沈降二分の

CBB染色像を示す。三角印、丸印、四角印はそれぞれGST，　GST－Sp110，　GST－Sp110bタンパク

質に相当する。

（B）SpllOb分子内のCoreとの結合領域の決定
SpllOあるいはSp110bの全長および欠失変異体の概略図を左に示す。数字はSp110あるいは

Sp110bのアミノ酸番号を示す。黒、縞、影、チェックの領域はそれぞれSplOO　like　domain

（Sp），SAND　domain（S），plant　homeobox　domain（P），bromodomain（B）を示す。　GSTタンパク質お

よび［35S】標識したSp　110またはSp　110b誘導体の名前をパネルのそれぞれ上、左に示す。沈

降町分のCBB染色像を最：下段のパネルに示す。矢印、矢頭はそれぞれGST，　GST－core80に相

当する。黒丸はGST－core80の分解産物と思われる。

（C）細胞内で発現させたFLAG　tagを付加したSp　l　10b（FL－Sp110b）とCoreとの相互作用

発現させたタンパク質の組み合わせを＋／一でパネルの上部に示す。それぞれの組み合わせのタ

ンパク質を発現させた293T細胞の細胞溶解液を抗FLAG抗体（FL）あるいはマウスノーマル
IgG〔IgG）で沈降させ、免疫複合体を抗Core抗体で検出した（上段のパネル）。中段および下

段は全細胞溶解液をそれぞれ抗Core抗体および抗FLAG抗体でイムノブロットした図を示
す。
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逆にSp　110bより277－453アミノ酸領域のみを除いたものではGST－core80と共正し

なかった（図2－3Bパネルj）ことより、Coreとの結合にはSp　110b分子内の277－453

アミノ酸領域が必要十分であると示唆された。さらにこの領域を分割した欠失変異

体を用いることにより、Sp　110bの389－453アミノ酸領域がCoreとの相互作用に関与

することが示された（図2－3Bパネル£9）。したがってSp110bのこの領域をCore結

合領域（CBR）と名付けた。　CBRはSp110，　Sp110bともに有するが・上記のようにCore

とSp110との親和性は非常に弱いものであると考えられた。同様の結果はCBRを含

むSp110およびSp110bのC末端領域を用いた結合実験によっても得られた（図2－3B

パネルh，i）。これらの結果より、Sp110のC末端領域はCoreとの相互作用に阻害的

に作用する可能性が考えられた。

　CoreとSpllObとの相互作用をさらに確認するために、293T細胞を用いた免疫沈

降実験を行った。図2－3Cに示すように、　CoreあるいはFLAGタグを付加したSpllOb

のみを発現させた細胞の溶解液からは、抗FLAG抗体で沈降させた免疫複合体中に

Coreは検出されなかった。しかしながら両タンパク質を発現させた細胞の溶解液を

抗FLAG抗体によって沈降させた免疫複合体中からはCoreが検出された。コントロ

ールとしたマウスノーマルIgGによる沈降物中からはCoreは検出されなかった。

　以上の結果より、Sp110bはCoreと相互作用することが示唆された。

第五節　SpllObはレチノイン酸受容体を介する転写を抑制する

　Sp　110はこれまでにRARαを介する転写を活性化することが報告されている［30］

が、Sp110bの機能は不明である。そこでSp110bの機能を明らかにするために、　RARα

転写におけるSp110bの影響をレポーターアッセイ法により検討した。これまでに報

告されているように、過剰発現させたSp　110はRARαを介する転写を活性化するこ

とが確認された（図2－4A）。これに対してSp110bは用量依存的に転写活性を約1／10

にまで顕著に抑制することが観察された（図2－4B）。　RAREを有しないコントロール

レポータープラスミドの転写活性はこれらのタンパク質の発現により影響を受けな

かった（未発表）ことより、Sp110bはRARαを介する転写を抑制することが示唆さ

れた。

　Sp110およびSp110b分子にはその525－529アミノ酸領域（LGELL）に、リガンド

結合型核内受容体との結合モチーフLXXLL［31】の存在が見られたので・RARαと

の結合をGST　pull　downアッセイ法により検討した・図2－4Cに示すように・1μM

ATRA存在下においてGST－Sp110およびGST－Sp110bはRARαとの二二が見られた

ことより、加幅吻におけるRARαとSp　110あるいはSp110bとの相互作用が示され

た。さらに細胞内においてSpllOおよびSp110bは、　Sp110についてこれまでに報告

　　　　　　　　　　　　　　　　　　27
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図2－4Sp110bはRARαの転写コリプ
レッサーとして機能する

（A）（B）RARα転写に対するSp　110あ

るいはSp110bの効果
COS－7細胞にpRARE－Lucおよびさま
ざまな用量のSp110（A）あるいは

Sp　110b（B）発現プラスミドをトランス

フェクションし、図2－2Bと同様にレ

ポーター活性を測定した。グラフの下

にトランスフェクションしたプラスミ

ドの用量（ng）を示した。

（C）加吻におけるRARαとSp　110およびSp　110bとの相互作用

図2－3Aと同様にGST　pl血do㎜アッセイを行った。135S】標識RARαを1μM　ATRA存在下で
GST－Sp110，　GST－Sp　110bあるいはコントロールとしてGSTとインキュベートした。オートラ

ジオグラフィーおよびCBB染色の像をそれぞれ上段、下段のパネルに示す。分子サイズマー
カーの位置を下段パネルの左に示す（kDa）。矢印、丸印、四角はそれぞれGST，　GST－Sp　110，

GST－Sp　110bに相当する。

されたように［30］、主に核に局在が見られ、特に核内で穎粒状に強い局在が見られ

た（図2－6Aパネル2，9，30）。　RARαもまたこれまでに報告があるように主に核に局

在していた（図2－6Aパネル3－5，1042）［32］。

　以上の結果より、Sp　110bは核内において相互作用を介してRARα活性を負に制御

する転写コファクターである可能性が示唆された。

第六節　Sp　110bのさまざまな組織における発現

ヒト各組織におけるSp　110bの発現を、　Sp　110bの5’末端領域を［32P］標識したプロ

28



（kb）

4。7－

35一

2．0■

1．5一

　　　　　　　　毒

重茎隻蜜豊器量蕪

■Sp110b

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　28SB
s羅1騰：1：：：1：1蹴。1豊書禦韮

←Sp110
←Sp110b

ε　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GAPDH

1123456789101112131415青
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　』

図2－5Sp　110およびSp　110b　mRNAの各組織及び細胞株における発現

（A）ノーザンプロット法による検出

ヒト脳、心臓、肝臓、肺、腎臓、骨髄、胎盤、胸腺、精巣、脾臓の各トータルRNA　10μg

を、［32P］標識Sp　110b断片をプローブとしてノーザンプロットにより解析した（上のパネ

ル）。28S　rRNAのエチジウムブロマイド染色像をコントロールとして示した（下のパネ

ル）。分子サイズマーカーの位置（kb）を上パネルの左に示した。

（B）RT－PCR法による検出
ヒト腎臓（レーン10）、脾臓（11）、MCF－7（12），　Huh－7（13），Jurkat（14），Hela（15）細胞由来のトー

タルRNAをRT－PCR法により増幅した（上のパネル）。コントロールとして同様のサンプル

においてGAPDH　mRNAを検出した（下のパネル）。RTase（一）は逆転写酵素を除いて反応させ

たコントロールを示す。またスタンダードとして、加吻。合成したSp110およびSpllOb
RNAをさまざまな割合で混合したもの（㈲を鋳型としたサンプルを示した（レーン1－9）。

一ブを用いてノーザンプロット法により調べた。図2－5Aに示すように、約1．9　kbの

バンドが調べたすべての組織において検出された。SpllOおよびSp110b　mRNAはそ

れぞれ約2．3kb、約し9　kbと報告されている［30］ことより、このバンドはSp　110b

mRNAに対応すると考えられる。この実験において2．3　kbのSpllO　mRNAは見られ

なかった。これらのサンプルにおけるSp110とSp110b　mRNAの発現レベルを比較す

るために、RT－PCRによる半定量を行った。図2－5Bレーン10－15に示すように、　Sp110

mRNAのバンドはヒト脾臓およびヒトTリンパ球由来のJurkat細胞から抽出したト

ータルRNAにおいて検出されたが、その他の組織および細胞株では検出されなかっ

た。しかしながら、調べたすべての組織および細胞株においてSp110b　mRNAはSp　110

mRNAよりも多量に存在することが観察された。痂吻。合成したSp110，　Sp110b
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mRNAをさまざまな割合で混ぜてこの系の鋳型とした実験（図2－5B）により、Sp1！0b

mRNAの発現量は非リンパ組織、リンパ組織においてSp1101nRNAのそれぞれ約10

倍、3－5倍であると算出された。この結果はSp110，　SpllObともに認識する抗体によ

り、He】a、　Huh－7細胞においてSp110は検出されず、　Sp110bのみが検出されたとい

うデータ（未発表）と一致する。以上より、Sp110b　mRNAはさまざまな組織に広く、

Sp　l　10mRNAより多量に発現すると示唆された。

第七節　CoreはSpllObの細胞内局在を

核から細胞質の小胞体へと変化させる

　SpllObが主に核に局在するのに対して、　Coreは主に小胞体に局在することが知ら

れている。それにもかかわらず上記のようにSp110bとCoreが相互作用すると考え

られたので、次に二者が細胞内のどこで相互作用するかを間接免疫蛍光法により調

べた。図2－6Aパネル13－15に示すように、　Sp110bの細胞内局在はCore発現により

核から細胞質の核周辺部へと劇的に変化した。対照II勺にSp110はCore発現の有無に

かかわらず主に核に局在がみられた（図2－6Aパネル2，6－8）。他のよく知られた核タ

ンパク質であるp53【331あるいはpoly（ADP－ribose）polymerase（PARP）［341しり局在は、

Sp110と同様にCoreの発現により影響を受けなかった（未発表）ことより、C〔⊃reは

SpllObの細胞内局在を特異的に変化させることが示唆された．この現象をHela細胞

における内在性Sp110bタンパク質において険討した。　Core非存在下では上記のよう

に核染色パターンが得られた（図2－6Aパネル30），しかしながらCoreを発現するい

くつかの細胞では外官性SpllObと同様に核周辺部に局在することが認められた（図

2－6Aパネル31－33）。この抗体を用いた場合、イムノブロット法により、Hela細胞に

おいてSp110はほとんど検出されなかったがSp110bは検出されたことより、この核

周辺部の内在性タンパク質は主にSp110bであると考えられた、以上のことより、Core

はSpllObの局在を変化させることが示唆された。

　CoreとSpllObとの共局在を確認するために、細胞溶解液を核（N）、ミクロソーム

膜（MM）、細胞質（C）画面に分画し、各画面のSp110bを検出した（図2－6B）。分画

実験の精度を保証するためにSC－35［35］、Core［36｝，α一tubulinをそれぞれ各画分におい

て検出したところ、それぞれ核、ミクロソーム膜、細胞質に主に検出された（図2－6B

下のパネル）。Sp110bの単独発現においては、　Sp110bは主に核に局在が見られたが、

第一一一章図1－4において小胞体膜の細胞質側表面に主に局在することが示されたCore

との共発現では、Sp110bはミクロソーム膜に局在変化することが観察された（図2－

6B上のパネル）。この結果より、Coreの発現によりSp110bはCoreが主に局在する

小胞体の細胞質側表面に局在．変化することが示唆された。
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図2-6 SpllObの細胞内局在はCoreにより核から細胞質-と変化する

(A) 発現プラスミドとしてpCMV-core (パネル 1),PCA-SpllO(2),PCA-SpllOおよびpSG5-

RARα(3-5).PCA-SpllOおよびpCMV-core(6-8),PCMV-SpllOb(9),PCMV-SpllObおよびpSG5-

RAR(x(10112),PCMV-SpllObおよびpCMV-core(13-15),PCMV-core(6162M)(16),PCMV-Spllob
およびpCMV-core(6162M)(17-19),PCMV-Spllob(1-276+454-539)(20),PCMV-Spllob(1-276+454-

539)およびpCMV-core(21-23),PCMV-Spllob,PCMV-coreおよびpcDNA-Spllob(389-453)(myc-

CBRfragment)(24-29)をCOSl7細胞に､あるいはpKS+/CMV(30)､PCMV-core(31133)をインタ

ーフェロンγ300U/mi を処理したHela細胞にトラシスフェクションしたO抗FLAG抗体 (パ

ネル 2,3,6,9,10,13,17,20,21,27,線で示す)､抗myc抗体 (パネル24,緑で示す)､SpllOおよび

SpllObに対する抗体 (パネル30,31,線で示す)､抗Core抗体 (パネル1,7,14,16,18,22,25,28,
32,赤で示す)､抗RARα抗体 (パネル4,ll,赤で示す)を一次抗体として用いてタンパク質を

検出した0線及び赤を重ねあわせた像 (merge)は､パネル5,8,12,15,19,23,26,29,33に示し
た｡同じ細胞の核をDAPIにより染色した (右のパネル)｡

(B) 細胞内分画を段階遠心により行った｡発現プラスミドとしてpCMV-SpllOb (レーン1-

3)､PCMV-core(4-6)､PCMV-SpllObおよびpCMV-core(7-9)を293T細胞にトランスフェク

ションした｡細胞をホモジェナイズした後､実験方法で記載した方法にしたがって､核 (N)､

ミクロソーム(MM)､細胞質 (C)画分に分画した｡各画分のSpllOb,Core,α-tubulin.SC-35各タ
ンパク質をイムノブロット法により検出した｡



　CoreによるSpHObの局在変化の分子メカニズムを明らかにするために、まず変異

体実験を行った。Coreの1－80アミノ酸領域にさまざまな点変異を導入し、　SpllOb

との相互作用を検討した。その結果、／ヵ舳。においてSp110bと相互作用しないCore

の点変異体：として、61番目および62番目のアノレギニンをそれぞれグリシン、ロイシ

ンに置換したCore（6162M）を得た（図2－3A中段のパネル）。このCore（6162M）の発

現はSp110bの局在に変化を与えなかった（図2－6Aパネル16－19）。またCBRを含ま

ずノヵロヵ。においてCoreとの結合が見られなかったSpllOb（1－276＋454－539）（図2－3B

パネル」）の局在はCoreにより変化が見られなかった（図2－6Aパネル20－23）。さら

にCoreによるSp110bの局在変化は、　CoreとSpllObとの相互作用の競合ペプチドと

してSp110bのCBRからなるペプチド断片（myc－CBR）を過剰発現することにより効

率良く阻害された。この競合ペプチドは細胞質の核周辺部でCoreと共晶在すること

が確認されたが（図2－6Aパネル24－26）、このペプチドの存在下では、　Sp110bはCore

が発現している場合であっても主に核に局在していた。（図2－6Aバネノレ27－29）。以

上のことより、CoreによるSpllObの局在変化にはCoreとSpllObとの相互作用が重

要であることが示唆された。

　第八節　CoreによるRARα転写活性化は

SplIObの核からの隔離により引き起こされる

　上記の結果より、核内でRARαの転写コリプレッサーとして働くと考えられる

Sp110bは、　Coreによって核から隔離されることにより機能的に不活化される可能性

が考えられたので、これをレボーターアソセイ法により検討した。図2－7Aに示すよ

うに、Coreの発現によりその用量依存的にSp110b過剰発現による転写抑制効果の解

除が見られた。Coreの発現の有無に関わらず、　Sp110bの発現レベルは一定であった

（未発表）ことより、CoreはSp110bのRARαへの転写抑制効果を機能的に不活化

することが示唆された。

　Sp110bの核から細胞質への局在変化がCoreによるRARαの転写活性化に関与し

ているかどうかを検討するために、競合阻害実験を行った。このSp110bの局在変化

を競合するペプチド断片がCoreによるRへRα転写活性化へどのように影響するかを

調べた。競合ペプチドとしてCBRペプチド断片を発現させると（図2－6Aパ不ル24－

29）、CoreによるRARα転写活性化は、　CBRペプチド断片の用量に依存して阻害さ

れることが観察された（図2－7Bレーン3，4，9－14）。　CBRペプチド断片のみの発現で

はRARα転写活性に影響しなかったことより（図2－7Bレーン7，8）、この競合ペプ

チドはCoreによる転写増強作用を特異的に抑制することが示された。さらにSp110b

の局在を変化させなかったCore（6162M）は転写活性にほとんど影響を持たなかった
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図2－7Sp　110bの核からの局在変化はCoreによるRARα転写活性化に重要な役割を果たす

（A）25ngのpRARE－Lucおよびグラフの下に示した用量（ng）のSpllOb，　Core発現ベクターを

COS－7細胞にトランスフェクションし、図2－2Aと同様の方法でレポーターアソセイを行った。

（B）25ngのpRARE－Lucおよびグラフの下に示した用量（ng）のCore，　Sp110b（389－453）（CBR

fragment），core（6162M）発現プラスミドをCOS－7細胞にトランスフェクションし、図2－2Aと同

様の方法でレポーターアッセイを行った。

（図2－7Bレーン5，6）。以上の結果より、　CoreによるRARα転写活性化は、核にお

ける転写コリプレッサーと考えられるSp　110bの核から細胞質への局在変化を介して

行われると結論づけられた。

第九節　CoreによるSp　110bの核からの隔離により

　　ATRAによる細胞死の増強が引き起こされる

　CoreによるSp110bの局在変化が、図2－1において示されたCoreのATRA誘導細

胞死の増強作用に関連をもつかどうかを検討した。これまでにATRAによるアポト

ーシスはtissue　transglutaminase（tTGase）の発現誘導が重要であるという報告がなさ

れている［27】［281。そこでまず、CoreがtTGaseの発現誘導に影響を及ぼすかどうか

を調べた。その結果、Core発現細胞においてはATRAによるtTGaseの発現誘導が
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増強していることが観察された（図2－8Bレーン4，5）。またtTGase活性阻害剤であ

るmonodansylcadaverine（MDC）［37］を処理することにより、第一節で述べたCoreに

よるATRA誘導細胞死の増強作用が抑制された（図2－8Aレーン3，4，9，10）。これよ

り、この系においてCoreによるATRA誘導細胞死の増強作用は、　CoreによるtTGase

発現誘導の増強が関わっている可能性が考えられた。そこでこのCoreによるtTGase

発現誘導の増強ならびに細胞死の増強作用が、Sp　110bの局在変化によるものである

かどうかを、第八節の実験と同様に競合ペプチドを用いて検討した。その結果、競

合ペプチドとして用いたCBRペプチド断片を発現させると、　tTGase発現誘導の増強

および細胞死の増強作用は解除されることが観察された（図2－8Aレーン1－6、　Bレ

ーン4－6）。さらにSp　110bの局在を変化させないCoreの点変異体Core（6162M）は細

胞死を増強させないことが明かとなった（図2－8Aレーン7，8）。

　以上の結果より、CoreとSp110bとの相互作用とそれによるSp110bの核からの隔

離は、ATRAにより誘導される内在性遺伝子発現の増強と、それにともなう細胞死

の増強という表現系に関与することが示唆された。
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図2－8　Sp110bの細胞質への局在変化はCoreによるATRA誘導細胞死の増強作用に密接に関連

する

（A）pKS＋／CMV（レーン1，2）、pCMV－core（レーン3，4，9，10）、pCMV－coreおよびpCMV－

Sp110b（389－453）（CBR　fragment）（レーン5，6＞、pCMV－core（6162M）（レーン7，8）をpMACS－

KKとともにMCF－7細胞にトランスフェクションした後に、　MACSdect　systemによりトランス

フェクション陽性細胞を濃縮した。1μMATRAを96時間処理したこれらの細胞の細胞死の割合

を図2－1と同様に算出した。レーン9，10に関してはATRAとともにMDCを同時に処理した。

（B）CoreによるtTGase発現誘導増強
pKS＋／CMV（レーン1，4）、pCMV－core（レーン2，5）、pCMV－coreおよびpCMV－Sp　l　lOb（389－

453）（CBR　fragment）（レーン3，6）をpMACS－KKとともにMCF－7細胞にトランスフェクション

した後に、MACSelect　systemによりトランスフェクション陽性細胞を濃縮した。1μM　ATRAを

48時間処理したこれらの細胞からトータルRNAを抽出し、　tTGase（上のパネル）およびコン

トロールとしてGAPDH（下のパネル）のmRNAレベルをRT－PCRにより半定量した。
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考察

RAR(丈の転写コリプレッサーとしての SpllOb

今回の研究において､Coreと相互作用し､その細胞内局在が変化する細胞性因子

としてSpllObを同定した｡Blochらの報告では､SpllObは転写コアクチベータSpllO

のスプライシングバリアントとして報告された [30]が､その機能に関してはこれま

で不明であった｡今回SpllObは血 I加 においてATRA存在下でRARαと相互作用

し､RARαを介する転写を抑制し､RARαと同様に主に核に局在することが明らか

となった｡さらにさまざまなヒト組織において広く発現していることが確認された｡

これらの結果により､発現がリンパ組織に限局している SpllOとは異なり､SpllOb

は RARαの活性を抑制状態に保つ､より一般的な転写コリプレッサーであることが

示唆された｡

SpllOとSpllObの構造上の相違はSpllOに存在するC末端領域の存在の有無であ

るといえる｡この領域にはplanthomeoboxdomain(PHD)およびbromodomainが存在

する (図 2-3B)0 PHDの機能は現在ほとんど明らかでないが､bromodomainはアセ

チル化リジン残基と相互作用する構造であることが知られている 【381｡またこの構

造は転写制御に関わる多くのタンパク質に見られ､遺伝子発現の活性化に重要な役

割をもつことが知られているヒストンアセチル基転位酵素活性と関連していると考

えられている 【391｡これらの事実に基づくと､SpllOの bromodomainはその転写コ

アクチベータ活性に重要で､この領域をもたない SpllObは転写活性化作用をもたな

いと推察することが可能である｡したがって SpllObの転写抑制作用は､SpllOある

いは他のコアクチベータと､RARαが含まれる転写複合体を競合するためであるか

もしれない｡これらの因子が関与する転写制御の分子機構についてさらなる解析が

必要である｡

Coreによる RARα活性化における SpllObの役割

今回の研究により､Coreは直接的な相互作用を介してSpllObの細胞内局在を特異

的に核から細胞質の特に小胞体-と変化させることが示唆された｡この時 SpllOの

局在は変化させなかった｡SpllOとSpllObの構造的な相違は､上記のように Spll0

の C末端領域の有無であり､この領域がこの局在変化という現象に影響を与えると

思われる｡GSTpulldownアッセイの結果によりSpllOのC末端領域はCoreとの相

互作用に阻害的に作用すると考えられた｡これはこの領域が Coreとの相互作用に立

体的な障害となるからかもしれない｡加えて､この領域に結合する特定の細胞性因

36



子がCoreとSp　110との結合を妨害し、結果として細胞内におけるCoreとの親和性

がさらに低下する可能性も考えられる。Sp　110bが核と細胞質問をシャトルしている

ことが考えられるが、一方Sp110分子内には核内のクロマチンを認識し、これに結

合するbromodomainが存在することから、　Sp　110は核に留まっている可能性がある。

実際、SWI／SNFリモデリング複合体タンパク質であるHBRMのbromodomainを欠失

させることで、このタンパク質の核への局在は失われることが報告されている1381。

この点において、Sp110のC末端領域に存在するbromodomainは、核の駐留に機能

していることが考えられる。

　今回の研究により、CoreはSp　l　10bがそのRARα転写抑制作用を発揮する核から

細胞質の特に小胞体へと局在変化させることにより、結果的にCoreはRARαを介す

る転写を活性化するというモデルが提唱される（図2－9）。
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図2－9CoreによるRARα転写活1生化機構のモデル図
i）Coreの非存在下では、　SpllObは主に核に局在し、　RARαを介する転写の活性に抑制的に作用

　している。

ii）Coreの存在下では、　Sp110bはCoreとともに細胞質の特に小胞体の細胞質側表面に局在が変

　化し、核におけるSp　110bの転写抑制作用が不活化される。結果として、　ATRAにより誘導

　　される転写およびtTGaseなどの下流遺伝子の発現が増強される。

　これまでにCoreがさまざまな転写因子や遺伝子プロモーターの活性を修飾するこ

とが報告されている［7H8H10】［11］［12］。そのうちのいくつかでは、　Coreは主に小

胞体に局在しているにもかかわらず、直接結合することにより転写因子の転写活性

を修飾すると推察されている。しかしながら、これらにおいてはCoreが細胞のどこ

で転写因子と結合するかは示されていない。この相互作用と転写修飾との関係もや

はり明確ではない。したがって今回の研究は、Coreによる特定の転写因子の活性修

飾メカニズムを示したはじめての報告であると思われる。最近、Coreはレチノイド

X受容体（RXR）αと相互作用し、その転写活性を上げるという報告がなされた［11】。

この報告においても、両者が結合する細胞内の場所は明らかではない。この論文の

著者たちはCoreによるRXRα活性化メカニズムは不明であるが、　CoreはRXRαの
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コファクターとして作用するかもしれないと推察している｡今回の研究で Coreはコ

ファクターと考えられる SpllObと細胞質で相互作用し､SpllObのコリプレッサー

機能を阻害することが示された｡これは Coreのコファクタ一様作用のメカニズムを

解明したものであると考えられる｡

CBP/p300,SRC-1,TIF2/GRIPl,RAC3/ACTR/PCIP/AIB-1などのよく知られた転写コ

ファクター群は､特定というよりはむしろ複数の転写因子の制御に関与しているこ

とが知られている [40】｡またこれらの転写コファクターは以下のような異なった情

報伝達経路間のクロストークに重要な役割を果たしていることが明らかとなってい

る.NF-kB とグルココルチコイド受容体は､細胞内の有限量の CBPや SRC-1との

結合を互いに括抗しあうことにより､その転写活性を互いに抑制しあうことが報告

された [41]｡同様の関係はAP11とアンドロゲン受容体 [42]､NF一KB とp53などの

間に兄い出された｡SpllObがこれらのコファクターのように複数の転写因子の制御

に関わっているかどうかは明らかではないが､Coreによるさまざまな転写因子-の

効果のいくつかは､SpllObの局在変化によって引き起こされる転写コファクターの

バランス変化によって説明がつくかもしれない｡この点に関してさらなる解析が望

まれる｡

ある種のウイルスタンパク質が､転写コファクターとの相互作用により細胞の転

写活性を修飾するということはすでにいくつか報告されている｡アデノウイルスEIA

l43ト ヒト免疫不全ウイルスⅠ型 (HIV-1)Tat[44]､HTLV-1Tax[45]､パピローマウ

イルス (HPV)16型 E6[46】といったウイルスタンパク質は､CBP/p300を括抗する

ことによりさまざまな転写因子の活性を制御することが報告されている｡HTLV-1

TaxはまたSRC-1からCBP/p300を競合することにより､ステロイド受容体あるいは

レチノイ ド受容体を介する転写を抑制することが示唆されている 【47】｡アデノウイ

ルスEIBはPCAFと結合し､p53とPCAFとの相互作用を物理的に妨害することを

介してp53の転写活性を抑制することが示された 【48】｡HPVE7はプロモーターにヒ

ストン脱アセチル化酵素をリクルー トすることによりインターフェロン制御因子

(IRF)-1活性を阻害することが報告された [491｡以上のようなさまざまなウイルスタ

ンパク質による転写制御はすべて核内でのイベントであると考えられる｡しかしな

がら､CoreとSpllObとの相互作用は細胞質の特に小胞体膜で起こっていることが示

されたことより､これはウイルスタンパク質が宿主細胞転写を制御する今までにな

いメカニズムであると思われる｡この機構においては､ウイルスタンパク質がその

局在部位を利用して､転写コファクターの細胞内局在を変化させることが本質的で

あると示唆された｡

RARはアポリポタンパク質 (Apo)A-Ⅰ,ApoC-ⅠⅠⅠ､コレステリルエステル変換酵素

などといった脂質代謝関連タンパク質の発現を制御していることが知られている
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［29】。このことから今回の結果よりHCV感染細胞において脂質代謝がCoreにより修

飾されている可能性が考えられる。たしかに、HCV感染者の肝臓には高頻度に肝臓

の脂肪化が見られる［50］。またCoreトランスジェニックマウスでは肝脂肪化が引き

起こされることが報告されており［51］、これはレチノイド受容体の活性化と関連が

あると考察されている［11］。今回明らかにした転写コファクターのバランス変化に

より引き起こされる生理学的な変化についてさらなる解析を行うことにより、HCV

による病態形成の分子メカニズムの一端が解明されるものと期待される。
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総括および結論

　本研究において著者は、C型肝炎ウイルスCoreタンパク質が宿主細胞転写へおよ

ぼす影響およびその分子機構についての解析を行い、以下の新知見を得た。

1）　これまで当研究室で報告してきた、CoreのFasあるいはTNF一αを介するアポ

　　トーシスに対する抑制作用がどのように引き起こされるかについて研究を行っ

　た。その結果Coreはさまざまな細胞株において転写因子NF－KBを活性化するこ

　　とが示唆された。CoreによるこのNF－KB活性化には、その細胞内局在が重要な

　鍵を握っており、細胞質の特に小胞体膜に局在するCoreがこの転写活性化に関

　与するものであると考えられた。

2）　一方、CoreはATRAにより誘導される細胞死を増強することが明らかとなつ

　　た。これはCoreによるアポトーシス促進タンパク質であるtTGaseの発現増強

　　と、核内受容体RARの転写活性化を介している可能性が考えられた。このCore

　　によるRARの転写活性化は、　Coreが転写コリプレッサーと考えられるSp　110b

　　を核から細胞質へ隔離することにより引き起こされると示唆された。

　以上の結果よりCoreは宿主細胞のさまざまな因子を介する転写を、その小胞体に

局在するという性質により制御していることが明らかとなった。またこの転写修飾

機構は、アポトーシス感受性などの宿主細胞の性質を変化させていることが考えら

れた。本研究の成果は、C型肝炎ウイルスによる病態形成の分子メカニズムを考え

る上で、有用な知見であると考えられる。
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