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緒 言 

 

カポジ肉腫は、カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス（KSHV）の感染を原因とする腫瘍である。4つの病型があり、多

くは後天性免疫不全（AIDS）に合併するAIDS 型である。しかし、明らかな免疫異常を持たない者に発症する古典型

の存在が古くから知られている。古典型はサルディーニャ島などの地中海沿岸地域、中国の新彊ウイグル自治区などに

多発することが知られている。沖縄県の宮古島でも古典型カポジ肉腫が高頻度に発症することが知られている。日本本

土との発症率を比較すると、発症頻度が 1,000 倍以上高く、これは当該地域住民のKSHV 感染率の高さだけでは説明

することができない［1］。 
宮古島地域でのカポジ肉腫患者と健常者との遺伝学的背景が調べられたが、高い発症率を説明できるだけの違いが認

められなかった［1］。一方、KSHVのゲノム配列解析から、宮古島のウイルスに特有のアミノ酸変化を伴う変異が複数

の遺伝子に認められることが報告された［1］。これらのことから、宮古島のKSHV はその他の地域のウイルスに比べ

て造腫瘍性が高いとの仮説を立て、検証することとした。感染性のある KSHV を臨床検体から回収することは困難で

あることが知られている。しかし、同じヘルペスウイルスに分類され、同様に感染性ウイルス回収が困難とされている

Epstein-Barrウイルス（EBV）の全ゲノム情報を、細菌人工染色体（BAC）プラスミドに比較的簡単にクローニング

する技術が開発された［2］。この方法は、CRISPR/Cas9法によるウイルスゲノムの一箇所切断と、Homology armを

用いた相同組換えを組み合わせたものである（図1）。 
本研究では、1．EBV で樹立されたウイルスゲノムクローニング技術をKSHV に転用するための技術的基盤を確立

すること、2．患者由来の臨床検体からKSHVをBACプラスミドにクローニングし、遺伝子組み換えウイルスを作製

することで宮古島のウイルスの造腫瘍性について評価することを目的とする。 
 

 
 

図1．本研究で使用したウイルスゲノムのクローニング方法 
細胞中で episome として存 在しているKSHV ゲノムをCRISPR/Cas9 法で切断し、切断部

周辺の配列とのHomology armを持つTargeting vectorとの間に相同組換えを起こさせるこ

とでクローニングする。 
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方 法 

 
1．ターゲティングBACプラスミドの作製 
 ウイルスゲノム上にはウイルスの増殖に必須の領域も存在することから、既報を参考にBACプラスミドを挿入可能

と思われる3箇所を選出した（図2）。EBVで用いられた方法と同様に、ウイルスゲノムをサブクローニングするため

のターゲティング用BACプラスミド、およびCRISPR/Cas9 プラスミドをそれぞれ作製した。 
2．プラスミドの培養細胞（BCBL-1）への導入と薬剤選択 
 HHV8のBACへのクローニング技術を確立するために、HHV8の研究でよく用いられている、原発性滲出性リンパ

腫由来のBCBL-1細胞を選択した。条件検討を行い、細胞へのプラスミド導入は0.4 cmキュベットを用いてエレクト

ロポレーション法（Bio-rad社：Gene pulser Ⅱ、220 V、1000μF）で行った。エレクトロポレーションバッファーと

してタカラ社の Ingenio® Electroporation Solutionを手順書どおりに使用した。導入するプラスミドDNA比はBAC：
CRISPR/Cas9 ＝ 1：9とした。ハイグロマイシン耐性遺伝子を含んでいるBACプラスミドを持つBCBL-1細胞を選

択培養するため、プラスミド導入2日後から200μg/mlのハイグロマイシンB添加培地で培養した。 
3．培養細胞からのDNA回収・確認PCR 
 選択培地で 3～6 週培養することでハイグロマイシン B 耐性 BCBL-1 細胞を増殖させた。BAC プラスミドは GFP
遺伝子を含むため、GFP の発現を確認後、Hirt 法を用いて DNA を回収した。組み換え反応を確認するための PCR
は、タカラ社のExTaqポリメラーゼを用いて、手順書どおりに行った。 
4．大腸菌へのDNA導入 
 大腸菌株DH10B（New england biolab社）とHST08（タカラ社）を購入し、使用した。大腸菌へのDNA導入は、

0.1 cmキュベットを用いてエレクトロポレーション法（Bio-rad社：Gene pulser Ⅱ、1.8 kV、25μF、200 Ω）で行

い、クロラムフェニコールを含む寒天培地に塗布した。 
 

 
図2．BACの挿入領域 

特定の遺伝子を破壊しない領域を3箇所選択し、矢頭の部分にBAC配列を挿入できるように

CRISPR/Cas9プラスミドとクローニング用BACプラスミドをそれぞれデザインした。 
 

結 果 

 

1．ハイグロマイシンB存在下の選択培養 
 BCBL1細胞にCRISPR/Cas9発現プラスミドとKSHVクローニング用BACプラスミドの二種類を導入し、ハイグ

ロマイシンB存在下で3～6週間培養を続けた。KSHVクローニング用のBACプラスミドにはハイグロマイシン耐性

遺伝子とGFP 遺伝子の発現カセットが組み込まれており、選択培養すると図 3 に示すようなGFP 陽性の細胞凝集隗

を形成する。本研究で試みた 3 箇所へのBAC 挿入セットのいずれにおいてもGFP 陽性の細胞隗の形成を確認するこ

とができた（図3）。 
 

2



上原記念生命科学財団研究報告集, 33（2019） 
 

2．ハイグロマイシンB耐性細胞中にはBACにクローニングされたKSHV（KSHV BAC）が含まれる 
 選択培養した細胞からDNAを回収し、そのなかにKSHV BACが含まれるかについてPCRを用いて確認した。図4
に示すように、ターゲティング用BACプラスミドのHomology armの外側に設定したプライマーとBAC配列に設定

したプライマーを用いることで相同組換えが起こったかどうかを知ることができる。図 5 に示すように、＃1～＃3 の

GFP 陽性細胞凝集隗から抽出した DNA いずれからも、組み換え反応が起こったときに見られる PCR 断片が検出さ

れた（図5 lane 1と2、lane 5と6、lane 9と10）。 
3．KSHV BACの大腸菌への導入 
回収したDNA中にKSHV BACが含まれることが分かったため、単離及び増幅を目的に大腸菌への導入を試みた。

エレクトロポレーションにより DNA を導入した大腸菌を寒天プレートに塗布し、生育してきたコロニー中に KSHV 
BACが含まれるかについて検討した。しかし、大腸菌株（DH10B、HST08）、エレクトロポレーション条件、DNA量、

DNA精製カラムを用いた追加精製などの条件検討を行ったが、コロニーが出現せず、現在も条件検討を継続中である。 
 

 
 

図3．GFP陽性細胞凝集隗の形成 
KSHV クローニング用 BAC プラスミドにはハイグロマイシン耐性遺伝子と GFP
遺伝子の発現カセットが組み込まれている。ハイグロマイシンB存在下での選択培

養により、GFP陽性の細胞凝集隗が出現する。 
 

 

 
 

図4．KSHV BAC確認のためのプライマーセット 
KSHV クローニング用BAC プラスミドの内部に設定したプライマー①（もしくは②）

と、Homology armの外側に設定したプライマー⑤（もしくは⑥）を用いることにより、

PCR断片が出現すれば相同組換えが起こったと判断できる。PCRの陽性コントロール

として、Homology armの内側にプライマー③、④を設定した。 
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図5．KSHV BAC確認のPCR 
Target（lane 1と2、lane 5と6、lane 9と10）は図4の①と⑤、および②と⑥に該当

するプライマーセットでPCR をした結果を示す。CTRL（lane 3 と 4、lane 7 と 8、
lane 11と12）は図4の①と③、および②と④に該当するプライマーセットでPCRを

かけた陽性コントロールを示したものである。 
 

考 察 

 
カポジ肉腫関連ヘルペスウイルスは、カポジ肉腫以外にも原発性滲出性リンパ腫（PEL）などの悪性腫瘍の発生に関

連する。PEL に由来する培養細胞は複数樹立されており、それらを用いて多くの基礎研究がなされてきた。本研究は

宮古島のカポジ肉腫に感染している KSHV を BAC に回収し、造腫瘍性を評価することを目的としているが、本年度

はPEL に由来するBCBL-1 細胞を用いた技術基盤の確立に終始した。BCBL1 細胞へのプラスミド導入効率が低く、

条件検討のため GFP 陽性細胞株の樹立に想定以上に時間がかかってしまった。また、GFP 陽性 BCBL-1 細胞から抽

出したDNAからの、大腸菌を用いたKSHV BACの回収についても、目下条件検討を進めているところである。図5
のデータから、培養細胞から回収したDNA中にはKSHV BACが含まれていることから、大腸菌株やDNA濃度の条

件を検討することによって単離可能であると考えられる。 
今後は、KSHV BAC 作製の技術的基盤を確立できたのち、患者検体を用いて宮古島に分布する KSHV のクローニ

ング・解析を継続して行う予定である。 
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