
博士（医学）近井佳奈子

学 位 論 文 題 名

JC virus感染における Replication Protein A(RPA) cD

ン酸化に関する検討

学位論文内容の要旨

    緒言

  PolyomawusであるJC vrus（刪）は進行性多巣性白勧畄症餌。印ssive刪贓f（斌kuぬma喞山pamy：恥叫の原

因ウイルスである．成人では70ゲ。以上が血清のJCV抗体が陽陸であり，不顕性感染をしていると考えられている．

PMLは免疫抑制状態が発症の契機となり，近年ではacqm．，red血曲弧伏k瓧ぬcysyndron℃（A亜）S）や移植後の免疫

抑制療法等の増加によりその発症率は増加している．JCVは二重鎖閉環状DNAウイルスであり，JCV躑nome

は機能的にはm舒lla町region，初期，後期蛋白転写領域の3つの部分に分けられる．JCVの初期蛋白はhrgeT

an蜘CIAg），smant齟唾閏により構成されている．

  JCVと同属のPblyo皿 mmsである血nimums40（sV40）のSV40m` gはJCVの口蝠と70％以上の相同性を有

している．霤塘を介したP01yomavimsの複製の機購はこれまでにSV40において検討されてきた．S丶′40口蝠は宿

主側の蛋白であるIep地面0n即把血AぼBへ），岬o両memseI，DNApolyn以a鷺僻伽曲a艶とini血血mcorIpkxを形成

し，DNA合成を開始する．またDNA複製過程においてはbeHcaSeとして作用してDNAのunw血d血gを惹起し，

Rf’ Aと と も に s缸 gb・ s位 mdedDNA（ S虹 M愼 ） と 複 合 体 を 形 成 し ， ssDNAを 安 定 化 さ せ る ，

  RI’Aは分子量が701，32‐，12‐ld）aからなる3量体Qm` 70，RPA32，RBへ12）であり，DNA複製，修復，組み替え時

に作用する．sv401Aぢ とは3量体のうちRPA70と賊32が直接結合することが報告されている，賦舶2のN

末はりン酎町b尹ることにより種々の機能の調節に重要な役割を果たしてしヽることが示唆されて｀ヽる．SV401Ag
とRI’Aに関してはDNA複製における機序が解明され′つっあるが，JC丶rm` gの複製に関してはその機構は未だ不

明な点が多い．

  本研究ではJCV感染過程において，JCV早期蛋白であるm` gと宿主蛋白であるRB焔2のりン酸化とのf期iを

詳細に検討し，JCVの複製懴溝を解明する事を目的として検討を行った，

    材料と方法

    ヒト神経芽細胞腫由来の1MR-32細胞と，IMR-32細胞由来のJCV持続感染細胞であるJCI細胞を用いた，ま

た，RP舶2のりン酸化を検討するため，リン酸化RPA32QRBq特異抗体を作成した，診断目的で検体の採取さ

れたヒトPML弧血を免疫染色、im弧恥）bl．0t血gに用いた．

    結果

  IMR-32細胞とJCI細胞を抗RPA抗体でimmunoblottingを施行すると，両細I胞において32 kDaの位二置にRPA32

のバンドが認められた，またJa細胞ではそれより高分子量の34 klDaの位置にりン酸化したRfA32と予想され

るバンドが認められた．IMR-32細胞にAdriaInycm（ADM）処理による恕Aのりン酸化を惹起した後に，砠山im

曲0耐lat職処理を行なったところ，34kDaのバンドのみが消失した，この結果から，34kDaのバンドはりン酸化

鰮｀のバンドであることが示唆された．未感染のMR－32細胞ではpRP」への発現は認められなかったが，JくニI細胞

では34kDaの位置にp貽へを認め，このシグナルはalk血把pho嚠弧t織処理で消失した．さらに作成した抗p貽｀

抗体では皿くal血1eph啣phぬ驂処理前のJCI細胞にのみシグナルが認められた．

  次に，MRう2細胞にJCVを感染させた群と非滅纖胞の粗抽出液を接種した陰性対象群として畑班mobIo砿lg
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  でRPAのりン酸化を検討したところ，未処理IMR-32細胞，IMR抽出物で処理したIMR-32細胞ではRPAのりン
  酸化は認められなかった．しかしJCVを感染させたIMR-32細胞およびJCI細胞ではRPA32のりン酸化が確認さ
  れた．以上の結果から，IMR-32にJCVを感染させた細胞でもJCI細胞と同様に，RPA32のりン酸化が起こって
  いることが確認された．
    JCV TAgとRP」へ，゛pRPAの結合を免疫沈降にて検討した結果，RPA, pRI:，AのいすれもJくVTAgと結合してい
  ることが確認された．

    Mt細胞，JCI細胞を用いた免疫染色の結果，JCI細胞では強g陽陸の細胞の核ではRPAは斑汰の発現を示し
  た．抗pREへ抗体を用いて免疫染色を施行した結果，斑状のRBへの発現はp貽への発現と完全に共局在してい
  た．JCVが感染しているヒトPl乢オこ脳を用いたimmlmoMm】gによルヒト脳でのREAのりン酎町匕を確認した．
  また，ウイルス感染により核が腫大し，T́ 嶇陽性を示すグリア細胞でREへの斑状の陽性像を認め，pItBへと共局在
  してた．このことからPML大脳でもpREへが核内で斑状に発現していることが明らかになった．
    考察
    今回の検討からは1）RPA32のりン酸化抗体を作成し，2）JCV早期蛋白質である1A陽陸の細胞ではRE鵤2
  がりン酸化していること，およびりン酸化心粥2は核内で斑状に集積することが判明した．以上の結果から，JCV
  の感染により，宿主知胞のRBへのりン酸化が惹ヨ起されることが示された。
    しかしながら，本研究ではJCVが自身の複製のために1Agを介し貽Aのりン酸化を惹起させるのか，もしく
  はJCVが細胞内に入ってきたことを畊乢へ傷害として細胞が認識し，その結果として宿主細胞のDNA修復のた
  めに心K詑のりン酸化を細胞が行なっているのかを確定するには至らなかった．今後s永NA，dom加ant鵬ga慨
  等の方法を用いて，RPA32の機能を抑制し，JCVの複製における影響を検索することが必要と考えられた．
    結語
  1），℃V感染と宿主の複製過程制御因子であるreplica6伽pm忙血AぼB蝸2）のりン酸化について，抗リン酸化抗体
  を作戒し検討した，JCV慮深によりRPA32が・リン酉夐イ匕することを確認した．JCV複製においてk舳caseとして機能
  するJCV卑期蛋白質であるT抗原OAg）はRPA32と縦洽する事が示された．
  2）JCV感染細胞，ヒト進行性多巣陸白質脳症のJCV感染細胞において，TAg陽性細胞ではRI’A32の局在は核内
  に斑状に認められ，また斑状の蹴32はりン酸化していることが明らかになった，以上の結果からりン酸化した
．RI’AはJ（Nの複製過程において重要な役割を果たしていることが推測された．
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

JC virus感染における Replication Protein A(RPA) cD

ン酸化に関する検討

  PolyomavirusであるJC virus (JCV)は進行性多巣性白質脳症(Progressive multifocal

leukoencephalopathy: PML)の原因ウイルスで，二重鎖閉環状DNAウイルスである．ウイルスは

自己複製の際にウイルス蛋白であるLargeTantigen (TAg)とともに宿主細胞蛋白を利用してい

ると考えられる．そこでウイルス非感染細胞であるIMR-32細胞と持続感染細胞であるJCI細胞

で様々なDNA replication proteinに関して検討を行い，replication proteinA(RPA)の発現の差を見

出した．

  RPAは DNA複 製 ， 修 復 ， 組み 替え 時に作 用す る． 3量 体で ある RPAのう ち32kDaのRPA32

のN末はりン酸化することにより種々の機能の調節に重要な役割を果たしていることが示唆さ

れている． SV40 TAgとRPAに関してはDNA複製における機序が解明されつっあるが，JCV TAg

の複製に関してはその機構は未だ不明な点が多い．

  本 研究で はJCV感 染過 程に おい て，JCV早期蛋 白であるTAgと宿主蛋白であるRPA32のり

ン酸化との関係を詳細に検討し，JCVの複製機構を解明する事を目的として検討を行った．

  IMR-32細胞、JCI細胞におけるRPAのウエスタンブロッティングにて32kDaのバンドのほか

にJCI細胞では34kDaにもバンドが認められた．作成したりン酸化RPAを認識する抗体（pRl:’A)、

phosphatase処理による検討からこの34kDaのバンドはRPA32のりン酸化バンドであることが示

された．次にIMR-32細胞にJCVを感染させても同様にRPA32のりン酸化が出現した，以上の

結 果 か ら ， JCV感 染 に て RPA32の り ン 酸 化 が 起 こ っ て い る こ と が 確 認 さ れ た ．

次に JCV TAgとRPA， pRPAの 結合 を免 疫沈 降にて 検討した結果，RPA，pRPAのいずれもJCV

TAgと結合していることが確認された．

，IMR-32細胞，JCI細胞を用いた免疫染色の結果，JCI細胞ではTAg陽性の細胞の核ではRPA

は斑状の発現を示した．次に斑状に発現しているRPAはりン酸化していると推測し，抗pRPA

抗体を用いて免疫染色を施行した結果，斑状のRPAの発現はpRPAの発現と完全に共局在して

いた ．さら に培 養細 胞と同 様に ，JCVが 感染 して いるヒ トPML大脳で のRPAの りン 酸化を

immunoblottingにより確認した．また｜免疫染色，蛍光免疫染色でも核が腫大したTAg陽性の

oligodendrocytesでRl:’Aの斑状の陽性像を認め，pRPAと共局在してることからヒトPML大脳で
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もpRPAが核内で斑状に発現していることが明らかになった．
  今回の検討からは培養細胞、ヒトPML脳検体において，JCV早期蛋白質であるTAg陽性の細
胞ではRPA32がりン酸化していること，およびりン酸化RPA32は核内で斑状に集積することが
判明した．以上の結果から，JCVの感染により，宿主細胞のRPAのりン酸化が惹起されること
が示され，ウイルス複製においてRPAのりン酸化が重要な役割を担っていることが推察された．
  口頭発表にあたり，副査の畠山（昌）教授よりIMRー32細胞におけるadriamycin処理とウイ
ルス感染のRPAリン酸化バンドの差；ウイルス感染のRPAのりン酸化が．修復に関与している可′
能性，副査の笠原教授よルウイルス全般でのRPAのりン酸化，pRPAの斑状の意義，主査の長
嶋教授よルリン酸化抗体作成部位，ヒ卜PML脳で培養細胞と同様の結果が出た意義等に関す
る質問があった．これらの質問に関して申請者はおおむね適切な回答を行った．
  この論文はpRPAがウイルスの複製機構に関与する重要な分子であることを証明し，またヒ
トPML brainでもpRPAの核内局在が斑状であることも明らかにした．
  審査員一同はこれらの成果を高く評価し，申請者が博士（医学）の学位を受けるのに十分な
資格を有すると判定した．
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