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1.研究実施の概要 

ウイルス性脳障害の発症機構の解明およびその知見に基づく治療法を開発する為に、

ヒト脳に進行性多巣性白質脳症 (Progressive multifocal leukoencephalopathy; PML) 

を惹起するJC virus (JCV)を対象とし、その脳組織特異性をＪＣＶ受容体の単離、神経特

異的転写因子の同定、JCV後期蛋白質agnoのウイルス感染における役割について研究を行

い、その基礎的事実に基づいた治療法の開発を研究している。 

 

2.研究実施内容 

研究目的： 

本研究は、ウイルスから”脳を守る”ことを主眼とする。ウイルスによる脳の障害は

多くの場合致命的であるが、その大きな理由の１つは、脳血管疾患とは異なり、ウイルス

による障害ではその病変が脳の広範囲にわたることである。また、脳血管疾患では画像診

断が発達しており、手術による治療も可能であるが、ウイルス性脳障害は有効な治療法が

ほとんど確立されていない。現在、神経科学の分野で多くの神経細胞特異的な栄養因子、

受容体分子、転写因子をコードする遺伝子が単離されてきているが、損傷された複雑な生

命現象を制御する中枢神経系を三次元的に修復する方法は未だ確立されていない。 

さらに、近年、ウイルス性脳障害は増加している。なぜならば、HIV感染症の増加、悪

性腫瘍に対する化学療法の発達等による免疫不全状態における日和見感染症としての脳炎

・脳症が増加しているためである。また、骨髄を代表とする移植治療に伴い脳炎・脳症の

頻度は増加しており、ウイルスに起因する脳障害を克服することが、ひいては移植医療の

正否を決めることになる。 

本研究では、まずJCVが高い神経親和性を有するメカニズムを、ウイルス受容体、ウイ

ルスゲノムの転写調節領域の遺伝子配列、転写因子レベルから解明し、得られた基礎的事

実に基づいて脳組織特異的に種々の分子を発現させ得るウイルスベクターを作成すること

により、ウイルス性脳障害の治療法を開発することを最終目的とする。 



研究方法： 

(1) JCV受容体の単離 

 JCVの受容体の単離は以下に述べる 

1) 人工ウイルスを用いたオーバーレイアッセイ法、 

2) 許容細胞膜画分を抗原としたモノクローナル抗体を作製し、外殻蛋白VP1から作製した

人工ウイルスを蛍光標識し、膜画分への結合を抑制するELISA法を用いて人工ウイルス

と膜画分の結合を抑制する抗体を単離して、その認識する蛋白を同定する方法で行っ

ている。  

人工ウイルスは大腸菌およびバキュロウイルスを用いた系でJCV外殻蛋白であるVP1を

発現させ、JCVの外殻蛋白を用いて作成した人工ウイルス (JCVのウイルス遺伝子を含まな

い殻だけの粒子)を作成し、粒子の形態をとることを電子顕微鏡、免疫電顕で確認した。

さらに人工ウイルスが霊長類のみならず、マウスやラット等のげっ歯類細胞等に対して幅

広く細胞内に侵入し核内へ到達すること、この侵入はシアリダーゼにより消失することを

蛍光色素で標識した人工ウイルスを用いて明らかにした。 

この人工ウイルスを用いて糖蛋白、糖脂質との結合をオーバーレイアッセイで検索し

て、ウイルス受容体の本体はシアル酸であることを明らかにした。 

現在、許容細胞膜画分を抗原としたモノクローナル抗体を作製し、外殻蛋白VP1から作

製した人工ウイルスを蛍光標識し、膜画分への結合を抑制するELISA法を用いて人工ウイ

ルスと膜画分の結合を抑制する抗体を単離している。 

(2) 神経特異的転写因子の同定 

 JCV感染細胞からJCVの種々のクローンを単離した後、調節領域をPCR法を用いて増幅し、

シークエンサーにより塩基配列を決定する。これら種々のクローンの調節領域の塩基配列

を比較することにより、全てのクローンで共通している塩基配列を決定して、JCVの転写

に最小限必要である配列を決定する。この配列を基にしてプローブを互いに重なる様に作

成する。このプローブを用いてJCV感染が可能である神経系細胞および感染が起こらない

非神経系細胞の核分画を抽出してゲルシフトアッセイを行ない、差異が有るプローブを決

定する。さらにUVクロスリンク法を用いてプローブと特異的に結合する蛋白をバンドとし

て認識し、種々のカラムを用いて転写因子を単離した。 

(3) JCV の後期蛋白agnoprotein (agno)に関する研究 

機能が不明であるJCV agnoproteinの核移行・核外移行シグナルの変異体を作製して

agnoproteinの局在の変化およびウイルス粒子の細胞内局在との関係について検討する。 

(4) 細胞内シグナル伝達機構の解析 

 “脳を守る”という研究を推進して行く上での基礎として、細胞内の蛋白の制御機構を

解明することを目的としてキメラ蛋白質SYT-SSX1のクロマチンリモデリング因子との相互

作用を明らかにする。 

(5) 多動性障害モデルラットの解析 

 北海道大学染色体研究所との共同実験で既に特許を取得した注意欠陥多動性障害 



(Attention deficit hyperactive disorder; ADHD)のモデルラット(wiggling rat)の比較

遺伝子地図を作成し、原因遺伝子の単離を進めている。 

結論： 

(1) JCV 受容体の研究 

 JCVを大量に調整するのは困難ゆえ、JCVの蛋白

の中の外殻蛋白を大腸菌で作製し、virus-like 

particle (VLP：JCVのウイルス遺伝子を含まない

殻だけの粒子)を作成した。このVLPがJCVと同様に

粒子の形態をとることを電子顕微鏡、免疫電顕法

で確認し、また赤血球凝集能も有している事を確

認した。以上より、JCVと同様の機能を有するVLP

を用いて、VLPが霊長類のみならず、マウスやラッ

ト等のげっ歯類細胞等に対して幅広く細胞内に侵

入し核内へ到達すること、この侵入はシアリダーゼにより消失することを蛍光色素で標識

したVLPを用いて明らかにした(Virology, 286: 100-112, 2001)。以上の結果からJCVの

脳組織特異性は受容体非依存性であり、神経特異的転写因子等の核内因子により特異性が

規定されていることが明らかとなった。またVLPの細胞への進入がシアリダーゼにより阻

害される事から、その受容体の本体はシアル酸であると予想し、VLPを用いて糖タンパク

質と糖脂質に対するoverlay assayを開発した。 VLPはシアロ糖タンパク質のFetuin、α

1-acid glycoprotein、transferrin receptorに、2-3結合シアル酸とN結合糖鎖に依存し

て結合した。さらに2-3結合シアル酸または2-6結合シアル酸を持つ糖鎖をオバルブミンに

結合させたネオ糖蛋白質を合成し、OVA単体ではVLP結合活性を持たないが、糖鎖を結合さ

せたネオ糖蛋白質は結合活性を持つことから、シアル酸を含む糖鎖がJCVの受容体の本体

である事を証明した。さらにVLPは様々な糖脂質、ラクトシルセラミド、ガングリオシド

であるGM3、GD2、GD3、GD1b、GT1b、GQ1b、GD1aにも結合すること、ネオ糖蛋白質とガン

グリオシドであるGT1bが、JCVの細胞への感染を抑制することを明らかにし、これらの糖

鎖を利用した抗ウイルス剤の開発の基盤を作った（上図）（J Virol 76: 12992-13000, 

2002）。さらにこのVLPを遺伝子治療用のベクターとして利用することを目的として、VLP

をEGTA, DTT存在下にすることにより、一時的に粒子を解離させ、その際蛍光を発する外

来遺伝子を殻の中に取り込ませ、この蛍光発色遺伝子を含んだ人工ウイルスを細胞に吸着

させ、経時的に観察を行い、細胞に蛍光蛋白が発現することを確認した。このように人工

ウイルスが外来遺伝子を細胞に運搬するベクターとしての役割を持つことを証明した。ま

たVLPに蛋白質である蛍光色素を同様に取り込ませることも確認し、先に述べたJCV感染に

対して抑制作用を持つ糖蛋白質をVLPを用いて細胞へ導入することも可能になった。今後

はウイルス蛋白のアンチセンスDNAおよびRNAi、またはウイルス蛋白に対する抗体等をVLP

に取り込ませてJCVの増殖を抑制することを試み、さらに、神経系細胞特異的にＶＬＰが

運ばれるようベクターに神経特異的に発現している蛋白の抗体を結合させて、神経特異的



なベクターを開発する。 

(2) 神経特異的転写因子の研究 

前述したようにJCV受容体は-シアル酸を含む糖

鎖である事が明らかになり、JCVの神経組織特異

性は細胞の転写調節因子により制御されているこ

とが示唆された。神経特異的転写因子の単離を行

なう為に以下の実験を行った。JCV感染細胞から

JCVの種々のクローンを単離した後、調節領域を

増幅し、塩基配列を検索する。調節領域の塩基配

列を比較することにより全てのクローンで共通し

ている塩基配列を決定して、その配列を基にして

プローブを作成し神経系細胞および非神経系細胞

の核分画を抽出してElectlophoretic mobility 

shift assay (EMSA)を行ない、差異が有るプロー

ブを決定する。さらにUVクロスリンク法を用いて

プローブと特異的に結合する蛋白をバンドとして

認識し、種々のカラムを用いて転写因子を単離し

た。右上図に示すようにプローブ#3を用いた場合

にJCV許容細胞の核分画のみにバンドが出現しており、これをカラムで精製し、アミノ酸

分析をいった結果、p75が単離された。右下図に示すように、p75は配列特異的に、また

sense strand特異的にJCV調節領域#３に結合している事が判明した。現在p75を含む転写

調節蛋白質複合体を単離している。また上述のEMSAを用いてJCVがHTLV-I Taxにより転写

が亢進することも明らかにした（J Biol Chem, 275, 17016-17023, 2000）。 

(3) JCV の後期蛋白agnoprotein (agno)に関する研究 

機能が不明であるagnoの抗体を作製して、感染細胞でのagnoの局在が主に核周囲の細

胞質であり、細胞質ではチュブリンと結合してい

ること(右図)、agno欠損ウイルスはウイルス蛋白

の翻訳が抑制されること、agnoはJCV早期蛋白で

あるlarge T抗原に結合することを報告した、さ

らにagnogeneを欠損したウイルスでは他のウイル

ス蛋白のmRNAの合成が遅延する事からagnoを

targetとしたJCV感染の治療法を検討している

（特願2001-356836号、Acta Neuropathol (Berl) 

104: 130-136, 2002, J Neurovirol 7: 302-306, 

2001､J Virol, 2001, 75: 1476-1486）。またａｇｎｏｐｒｏｔｅinの種々の変異体を用

いた実験より、agnoは核膜の構造を変化させ、ウイルス粒子の核外放出を制御している事

が判明した。この機序によりagnoはJCVの感染に関与していることが示唆された(投稿中)。



現在agnoに対するRNAi法を用いて感染の抑制を試みている。 

(4) 細胞内シグナル伝達機構の解析 

 SYT-SSX1発現誘導細胞株を樹立して形質転換能がクロマチンリモデリング因子hBRMを介

して細胞を形質転換していることを明らかにし報告した (特願2002-050894号、Proc 

Natl Acad Sci USA 98, 3843-3848, 2001)。 

(5) 多動性障害モデルラットの解析 

 肝炎・肝癌のモデルであるLEC (Long Evans Cinnamon) ratの中から異常行動を示すrat 

(wiggling rat) を見出し、遺伝学的解析によりその行動異常がWilson病とは異なった単

一遺伝子による病態であることを確認し、その遺伝子を有するcongenic ratを樹立した。

このラットの特許を取得し (特願平：11-375380)、その後報告した (Comp Med 51: 245-

251, 2001)。 
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