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学位論文題名

  アダプタータンパク質STAP－2及び核夕ンパク質

BS69によるEpstein一Barrウイフレス遺伝子産物LMP1の

    活性制御機構の解析

学位論文内容の要旨

  Epstein-Barrウイルス(EBウイルス）はヒトrヘルペスウイルス科に属する二重鎖DNAウイルス

である，EBウイルスはB細胞と上皮細胞に感染し，成人の90％以上が感染している．感染者の大半

は無症候だが，時として上咽喉癌，胃癌，バーキットリンパ腫，ホジキンリンパ腫といった悪性腫瘍

や，宿主免疫機能低下時におけるりンパ球増殖性疾患の原因となる，EBウイルス感染細胞ではウイ

ルス遺伝子にコードされた数種のタンパク質を発現しているが，その病態発症にはEBウイルス遺伝

子産物の中でも，特に潜在膜蛋白LMP1が重要な役割を果たす．LMP1は細胞の生存，増殖に必須の

転写因子NF―KBを恒常的に活性化することで感染細胞を不死化し，細胞癌化へと導く．

  い佃1はTRAFやTI廴ADD，RIPといった宿主アダプター分子をNF－1の活性化に利用していること

が明らかとなっている．一方，TRAFファミリーのうちTRAF3がum’1によるNF―KB活性化を負に

制御することが最近報告されたが，LMP1によるNF－K活性化を負に制御する宿主アダプター分子の

研究はまだ緒に就いたばかりである．本研究では新たにい佃1の活性化を負に制御する宿主アダプタ

ー タ ンパ ク 質STAPー 2と 核 タ ンパ ク 質BS69を見 出し，そ の機能解 析を行った ，

  STAP-2  (Signal-transducing adaptor protein-2)はN末端側からPHドメイン：SH2-Iikeドメイン，

C末端側にプロリンリッチ領域といった多くのアダプター分子に共通したドメイン構造を有する，

STAPー2の発現は種々の組織において認められており，様々なシグナル伝達系への関与が考えられて

いるー2006年には，マクロファージ細胞においてTLR4を介したNF-KBシグナル活性化を増強し，自

然免疫における生体防御反応誘導を正に制御することが明らかとなった．そこで，同様にその活性化

にNF―KBシグナルを利用するEBウイルス遺伝子産物LMP1に着目し，LMPl/NF-KBシグナル活性

化に対するSTAPー2の機能解析を行った．

  STAPー2がLMP1によるNF―KB活性化に関与するか否かを検討するため，ヒト子宮頸癌細胞株HeLa

細胞を用いてNF-KB応答配列を含むNFー1出・Lucコンストラクトを用いたレポーター遺伝子アッセイ

を行った，その結果，LMP1によるNF‐1出の転写活性化がSTAIP＿2の発現量依存的に抑制された．さ

らに，siRNAにより内在性のSTAP―2の発現を抑制して同様に解析したところ，STAP‐2ノックダウン

によりぃ佃1によるNF―、出の転写活性化が有意に増強した．また，い佃1によって誘導されるNF‐、出

の標的遺伝子ILー6のmRNA発現誘導もS1AP－2の発現により抑制された．この結果よりS1、AP‐2吋
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LMPl/NF－KBシグナルを負に制御していることが示唆された．

  次に内在性のぃロ1とSTAP-2がEBウイルス陽性ヒトB細胞内で会合しうるかどうかを検討した，

その結果，EBウイルス陽性ヒトB細胞内で両者が結合し，これより，STAP-2はLMP1と直接相互作

用することでNF－KBの転写活性化を抑制していることが示唆された．

  STAP‐2によるLMPlmF―、mシグナル抑制機構を考える上で，い佃1下流でシグナル伝達を担うア

ダプター分子胤圷ファミリー，TRADDに注目した．S1AP‐2と各TRAFファミリー分子との結合を

検討したところ，TRAF3と特異的に強く結合することが明らかとなった．また，S1、AP・2の発現によ

りLMPlと凧｀F3との結合の増強が観察された，さらに，TRADDとS1、AP‐2，LMP1の相互作用に

着目し，293T細胞において免疫沈降法により3分子間の相互作用を解析した結果，LMP1と m` DD

との結合がSTAP‐2の発現により減弱した，

  以上の結果から，STAP‐2はLMPlと刪LF3との複合体形成増強，い佃1とTRADDの結合阻害と

い う 2つ の 機 能 に よ り ， LMP1の 活 性 を 抑 制 し て い るこ と が明 ら か とな っ た ．

  また，ヒトB細胞においてぃ佃1の発現量依存的なSTAP・2血玳Aの発現が誘導され，EBウイガ

ス感染細胞内でSTAP‐2の発現量が上昇している可能性が示唆された，さらに，S1AP‐2はヒトB細

胞においてLMP1誘導性細胞増殖を抑制した，

  BS69はAdenoviral early region lA  (EIA)結合分子として同定された，主に核に局在するタンパク

質で，EIAの転写活性を負に制御することが明らかとなっている，PHD，Bromo，PWWP，MYNDド

メインなどの遺伝子の転写調節に関与する種々のドメイン構造を有しており，C末端MYNDドメイ

ンはEIAやEBウイルス由来の核抗原EBNA2などのウイルス由来抗原との相互作用も報告されてい

る，さらに2006年には，BS69がLMP1と直接相互作用し，TRAF6を介したJNK活性化に必須のア

ダプター分子として機能することが明らかとなった．しかし，BS69が細胞癌化と密接なっながりの

あるNF-KB活性化を制御しているかどうかは不明であった，そこで，LMPl/NF―KBシグナル活性化

に対するBS69の機能解析を行った，

  BS69がLMP1によるNF-KB活性化に関与するか否かを検討するため，HeLa細胞を用いて

NF‐KB‐Lucを用いたhポーター遺伝子アッセイを行った．その結果，L脚1によるm一心の活性化

がBS69の発現量依存的に抑制された．さらに，siRNAにより内在性BS69の発現を抑制して解析し

たところ，BS69ノックダウンによりLMP1によるNF＿KBの活性化が有意に増強した．また，LMP1

によって誘導されるNF―、mの標的遺伝子凡‐6のmRNA発現量もBS69ノックダウンにより有意に増

強した，以上の結果よりBS69はu沺1mF―KBシグナルを負に制御していることが示唆された．

  また，BS69はSTAP‐2と同様にLMPlと吼｀DDの結合を阻害したことから，LMP1とTRADDと

の結合を阻害することによりNF‐KB活性化を抑制していると考えられる．また，興味深いことに，

LMP1と の 結 合 に お い て BS69と STAP｜ 2は 競 合 し な い こ と が 明 ら かと な った ．

  さらに，BS69はTI廴久F3と相互作用することでLMP1によるNF‾ldB活性化を抑制していることが

示唆されるデータが得られている．

  最後に，本研究により，宿主アダプタータンパク質STAP‾2及ぴ核タンパク質BS69がLMPlの活

性化を抑制することが明らかとなり，新たな宿主因子によるい佃1の活性制御の分子機構が示された．

また，TRAF3とI」MP1との結合及びTRADDとい佃1の結合阻害が新たな創薬標的となり得ること



が示された．今後はこれら分子間の詳細な相互作用を明らかにし，LMP1の活性を阻害する治療薬開発

の手掛かりを得ることを期待する，
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学 位 論 文 題 名

  アダプタータンパク質STAP―2及び核夕ンパク質

BS69によるEpstein―Barrウイルス遺伝子産物LMP1の

    活性制御機構の解析

  EpsteinーBarrウイルス(EBウイルス）はヒトrヘルベスウイルス科に属するニニ重鎖DNAウイルス

で、B細胞と上皮細胞に感染する。EBウイルスは成人の90％以上カ滅深しており、感染者の大半は

無症候だが、時として上咽晩宦、胃癌、バーキットリンバ腫、ホジキンリンバ腫といった悪幽重瘍

発症の原因となる。EBウイルス感染細胞ではウイルス遺伝子にコードされた数種のタンパク質を発

現しているが、その病態発症にはEBウイルス遺伝子産物の中でも、特に潜在膜蛋白LMP1が重要な

役割を果たす。LMP1は細胞の生存、増殖に必須の転写因子NF―KBを恒常的に活性化することで感染

細胞を不死化し、細胞癌化へと導く。LMP1はTRAFやTRADD、RIPといった宿主アダプター分子を自

身のNF―KB活‘陞三イ匕に利用していることが明らかとなっているが、LMP1によるNF-K活性化を負に制

御する宿主アダプター分子の研究はまだ緒に就いたばかりである。本研究では新たにLMPlの活’陸イヒ

を負に制御する宿主アダプタータンバク質STAPー2と核夕ンバク質BS69を見出し、その機能解析を

行った。

  STAP－2（Signalーtransducing adaptor protein―2）はNヨf則カゝらPHドメイン、SH2―likeド

メイン、C末端制にプ口リンリッチ領域としゝった多くのアダプター分子に共通したドメイン構造を

有する。STAP一2の発現は種々の組織におしゝて認められており、様々なシグナル伝達系への関与が考

えられている。2006年には、マク口ファージ細胞においてTLR4を介したNF-佃シグナル活’陸化を

増強し、自然免疫における生体防御反応誘導を正に制御することが明らかとなった。そこで、同様

にその活’1劉匕にNF―Kシグナルを利用するEBウイルス遺伝子産物LMP1に着目し、LMPl/冊ー迎シグ

ナル活´陞イ匕に対するSTAP―2の機能解析を行った。

  STAP－2がLMP1によるNF―KB活J陞三イヒに関与するか否かを検討するため、ヒト子宮頸癌細胞株HeLa

細胞を用いてNF―K応答配列を含むNF―KBlLucコンストラクトを用いたレポーター遺伝子アッセイ

を行った。その結果、LMP1による冊一1く二の転写活‘陸化がSTAP―2の発現量依存的に抑制された。さ

らに、siRNAにより内在J陸のSTAP―2の発現を抑制して同様に解析したところ、STAP―2ノックダウン



によりLMP1によるNF－KBの転写活性化が有意に増強した。また、LMP1によって誘導されるNF―KB

の標的遺伝子IL－6のmRNA発現誘導もSTAP―2の発現により抑制された。この結果よりSTAP一2は

LMPl/NFーKBシグナルを負に制御していることが示唆された。さらに内在性のLMP1とSTAP―2はEB

ウイルス陽性ヒトB細胞内で結合しており、STAP―2はLMP1と直接相互作用することでNFーKBの転

写活性化を抑制していることカ詠唆された。

  STAP―2によるLMPl/価―1く二シグナル抑制機構を考える上で、LMP1下流でシグナル伝達を担うアダ

プター分子TR」ばとTRADDに着目した。STAP－2と各TRAFファミリー分子との結合を桟尉したところ、

TRAF3と特異的に強く結合することが明らかとなった。また、STAP―2の発現によりLMP1とTRAF3

との結合の増強が観察された。さらに、TRADDとSTAP―2、LMP1の相互作用に着目し、293T細胞にお

いて免疫沈降法により3分子間の相互作用を解析した結果、川P1とTRADDとの結合がSTAP―2の発

現により滅弱した。

  以上の結果から、STAPー2はLMP1とTRAF3との複合体形成増強、川P1とTRADDの結合阻害としゝう

2つの機能により、LMP1の活性を抑制していることが明らかとなった。

  また、ヒトB細胞におしゝてLMP1の発現量依存的なSTAP―2mRNAの発現が誘導され、EBウイルス

感染細胞内でSTAP―2の発現量が上昇している可能陸が示唆された。さらに、STAP―2はヒトB細胞

においてLMP1誘導性細胞増殖を抑制した。

  BS69はAdenoViralearlyregionlA（E1D結合分子として同定され、主に核に局在するタンバ

ク質でE1Aの転写活性を負に制御することが明らかとなっている。PHD、Brom0、PWwP、A刪Dドヌイ

ンなどの遺伝子の転写調節に関与する種々のドメイン構造を有しており、C末端MYNDドメインはE1A

やEBウイルス由来の核抗原EBNA2などのウイルス由来抗原との相互作用も報告されている。さらに

2006年には、BS69がL旧1と直接相互作用し、TRAF6を介したJNK活性化に必須のアダプター分子

として機能することが明らかとなった。しかし、BS69が細胞癌化と密接なつながりのあるNF―伽活

´陸化を制御しているかどうかは不明であった。そこで、LMPl/価―KBシグナル活性化に対するBS69

の機能解析を行った。

  BS69がLMPlによるNFーKB活性化に関与するか否かを検討するため、NF―KB―Lucを用いたレポー

ター遺伝子アッセイを行った。その結果、LMP1によるNF―KBの活´M匕がBS69の発現量依存的に抑

制された。さらに、siRNAにより内在性BS69の発現を抑制して解析したところ、BS69ノックダウン

によりLMP1によるNFKの活´陞イ匕が有意に増強した。また、L卿1によって誘導されるNF―KBの標

的遺伝子ILー6の血NA発現量もBS69ノックダウンにより有意に増強した。以上の結果よりBS69は

LMPl/冊一KBシグナルを負に制御していることカ萌そ唆された。さらに、BS69はSTAPー2と同様にLMP1

とTRADDの結合を阻害することによりNF―KB活性化を抑制していることが示された。

  本研究により、宿主アダプタータンパク質STAP－2及ぴ陜夕ンパク質BS69がLMPlの活性化を抑制

することが明らかとなり、LMP1の活性制御を担う新たな分子の存あう蛎ミされた。また、TRAF3とLMP1

との結合及びTRADDとLMPlの結合阻害の詳細な分子機構の解析は新たな創薬標的となり得ることが

示された。


