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略語 

 

AP-1：Activator protein 1 

AP2：adaptor related protein 2 

BLV：牛白血病ウイルス（bovine leukemia virus） 

CA：カプシドタンパク質 

CAT1：cationic amino acid transporter 1 

CD：cluster of differentiation 

DMEM：Dullbecco’s modified eagle medium 

DNA：deoxyribonucleic acid 

EBV：Epstain-Barrウイルス 

EDTA：ethylenediaminetetraacetic acid 

EEA1：Early endosome antigen marker 1 

EGFP：enhanced green fluorescent protein 

Env：envelope glycoprotein 

FBS：fetal bovine serum 

HH8V：ヒトヘルペスウイルス 8型 

HIV：ヒト免疫不全ウイルス（human immunodeficiency virus） 

HRP：horseradish-peroxidase 

HTLV：ヒト成人 T細胞白血病ウイルス（human Tcell leukemia virus） 

IgG：免疫グロブリン G（immunoglobulin G） 

ITAM：免疫受容体チロシン活性化モチーフ（immunoreceptor tyrosine-based activation 



7 

 

motif） 

LTR：long terminal repeat 

LuSIA：luminescence syncytium induction assay 

MA：マトリクスタンパク質 

MMTV：マウス乳がんウイルス 

mRFP：monomeric red fluorescent protein 

mRNA：messenger ribonucleic acid 

NC：ヌクレオカプシドタンパク質 

NF-AT：Nuclear factor of activated T-cells 

NF-B ：Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

PCR：polymerase chain reaction 

qPCR：quantitative polymerase chain reaction 

Rab11-FIP1C：rat brain 11 family-interacting protein 1 C 

RNA：ribonucleic acid 

RT-qPCR：reverse transcribed quantitative polymerase chain reaction 

SDS：sodium dodecyl sulfate 

SIV：サル免疫不全ウイルス（simian immunodeficiency virus） 

SLC7A1：solute carrier family 7 member 1 

Syk：spleen tyrosine kinase 

TGN46：trans-Golgi network protein 

ZAP70：zeta-chain-associated protein kinase  
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要旨 

 

<背景> 

免疫受容体チロシン活性化モチーフ（ITAM）は cluster of differentiation（CD）3、CD3、

CD79、CD79、FcRIなどの免疫細胞に発現するタンパク質が有する特徴的な YXX[L/I]-

X6-8-YXX[L/I]からなる配列である。この配列中のチロシンは細胞外からのレセプターへの

刺激によりリン酸化され、spleen tyrosine kinase（Syk）などのチロシンキナーゼをリクル

ートし、細胞の分化、成熟、免疫応答を制御している。ゲノム中に ITAMを有する Epstain-

Barrウイルス、ヒトヘルペスウイルス 8型、マウス乳がんウイルスは全て B細胞に感染す

ることができ、その ITAM が細胞の形質転換、がん化に関与していることが報告されてい

る。 

ITAM をもつウイルスの一つに牛白血病ウイルス（BLV）がある。BLV はヒト T 細胞白

血病ウイルス I型（HTLV-1）に近縁なレトロウイルスであり、その膜糖タンパク質（Env）

の膜貫通サブユニット（gp30）の C’末端には 3つの YXXL配列からなる二組の ITAMが存

在する。BLV の ITAM は CD8 とのキメラタンパク質を用いた実験において、インターロ

イキン 2 の産生、カルシウムの細胞内への流入といった免疫応答を引き起こすことが報告

されている。また、BLVによるリンパ球増多症の牛において、Sykのmessenger ribonucleic 

acidが増えているとの報告もされている。しかし、in vivoおよび in vitroの研究において、

gp30のリン酸化は確認されていない。このため、BLVの生活環における ITAMの機能はい

まだ不明な点が多い。 

一方で、3つの YXXL配列はエンドサイトーシスに重要な AP2タンパク質の結合モチー

フである YXXモチーフにも合致する。ヒト免疫不全ウイルス（HIV）やサル免疫不全ウイ
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ルス、HTLV-1などの多くのレトロウイルスのEnvはただ一つのYXXモチーフを有する。

HIVにおいては、この配列がEnvのエンドサイトーシスに関与することが報告されている。

これまでに BLVでは、三つある YXXL配列のうちN末端に存在する二つが CD8とのキメ

ラタンパク質において膜局在を制御すること、また in vitroおよび in vivoの研究において、

ウイルスの感染性を制御することが明らかにされている。 

 

<目的> 

BLVの YXXL配列が ITAMとして、あるいは YXXモチーフとしてウイルスの生活環に

関与していることは疑いようもない。しかし、YXXL配列がどのように BLVの生活環を制

御しているかはいまだ不明なままである。本研究においては、BLV の感染性に密接に関係

するシンシチウム形成能に注目をして、三つすべての YXXL 配列のウイルスの生活環にお

ける役割を明らかにすることを目的とした。 

 

<材料と方法> 

BLVの感染性分子クローンである pBLV-IF2の gp30中の三つの YXXL配列（1st, 2nd and 

3rd YXXL）のチロシンとロイシンをアラニンに置換し、Y487A、L490A、Y498A、L501A、

Y508A、L511A の六つの変異株を作成した。また、pBLV-IF2 およびその変異株の Env 領

域を pME-18neo ベクターに組み込み、pEnv-WT、pEnv-Y487A、pEnv-L490A、pEnv-

Y498A、pEnv-L501A、pEnv-Y508A、pEnv-L511Aを作成した。これらのプラスミドをCOS-

1細胞に導入することで、タンパク質の発現やウイルス粒子の放出、ウイルス粒子への Env

の取り込みを解析した。また、CC81-GREMG 細胞あるいは CC81 細胞に導入し、シンシ

チウムの形成能を解析した。さらに、HeLa細胞に導入することで Envの局在を解析した。 

<結果> 
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1.YXXL変異株の発現解析 

各感染性分子クローンの発現およびウイルス粒子の放出を解析したところ、変異を導入

した gp30および Envの細胞表面サブユニット（gp51）や Gagなどの構造タンパク質の発

現が確認されたが、その発現量に大きな差は認められなかった。また、BLV のウイルス粒

子の産生についても、すべての変異株において、野生株と比較して顕著な差は認められなか

った。同様に、Env発現プラスミドにおける Envの発現を確認したところ、gp51の発現が

確認され、その発現量に変化は認められなかった。このことから、YXXL配列への変異はウ

イルスタンパク質の発現およびウイルス粒子の放出に影響を与えないことが明らかとなっ

た。 

 

2. YXXL配列のシンシチウム形成における役割の解析 

シンシチウム形成における YXXL 配列の機能を解析した結果、全てのチロシン変異株に

おいて、野生株よりも有意に多くのシンシチウムが形成されたが、ロイシン変異株において

は、変化は認められなかった。Env発現プラスミドにおいても同様に Y487A、Y498A変異

株において有意にシンシチウム形成能が増強された。また、Y508A 変異株も有意ではない

が、高いシンシチウム形成能を示した。このことから、このシンシチウム形成能の変化は

Env 単独で引き起こされたものであると考えられた。また、YXXL 配列はシンシチウム形

成能をそれぞれ独立して負に制御していることが示唆された。 

 

3.YXXL配列の Envの局在における役割の解析 

HIVにおいて、細胞膜表面上のEnvがCell-Cell fusionに重要であると報告されている。

そこで、チロシン変異によるシンシチウム形成能の増強のメカニズムを明らかにするため

に、Envの細胞膜表面での局在を蛍光抗体法で観察し、その蛍光強度を測定したところ、全
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てのチロシン変異株導入細胞において野生株やロイシン変異株導入細胞と比較して、細胞

膜表面上に Env が多く局在していた。さらに、透過処理条件下では、野生株および全ての

変異株において Envは細胞質一面に広がるのではなく、核周辺部に斑点状に集積していた。

興味深いことに、透過処理条件下で細胞膜の Envの蛍光強度を測定したところ、Y498A変

異株導入細胞においてのみ、Env は細胞膜に多く局在しており、Env が界面活性剤耐性膜

に局在している可能性が示された。また、これらの結果は Env 発現プラスミドを用いた実

験でも同様であった。以上の結果から、YXXL 配列は他のウイルスタンパク質から独立し

て、Envの局在を制御していることが示唆された。 

Env の細胞内での斑点状の集積は、Env の細胞内小器官への局在を示唆する。Env がど

の細胞内小器官に局在するかを調べることで、いまだ明らかになっていない Env の輸送経

路および YXXL 配列の細胞内局在の制御メカニズムを明らかにすることができる。そこで

トランスゴルジネットワークと初期エンドソームのマーカーである TGN46 および EEA1

と Env の共局在を解析した。その結果、TGN46 と共局在する Env の割合は全ての変異株

において差はなかったが、EEA1 と共局在する Env の割合はチロシン変異株において有意

に減少していた。この結果から、野生株とロイシン変異株由来 Env は合成された後にトラ

ンスゴルジネットワークを経由し、細胞膜表面に運ばれ、その後、エンドサイトーシスで細

胞内へと取り込まれることが示唆された。一方、チロシン変異株では、細胞内へのエンドサ

イトーシスが阻害されたために細胞膜表面上に Envが留まり、細胞膜表面上の Envの量の

増加した結果、シンシチウム形成能の増強につながったのではないかと考えられた。 

 

4. YXXL配列のウイルス粒子中への Envの取り込みにおける役割の解析 

Envがウイルス粒子に取り込まれるためには、budding siteへの輸送が必須である。Env

の局在の変化はウイルス粒子への Env の取り込みを阻害する可能性がある。そこで、感染
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性分子クローンを導入した COS-1 細胞の培養上清中のウイルス粒子を超遠心で回収し、

Western blotを用いて、gp51抗原および p24抗原を検出した。結果 1において各変異株間

でウイルスの放出には差がないことを示した通り、本実験においても全ての変異株で p24

タンパク質のバンドがほぼ同じ強さで検出されたことから、ウイルスの放出に各変異株間

で差がないことが証明された。しかし、変異株の中で Y498A および L511A のみで、gp51

のバンドが検出されなかった。これは、Y498A および L511A 変異がウイルス粒子中への

Envの取り込みを阻害していることを示している。 

 

<考察および今後の展望> 

本研究では 3つの YXXL配列が BLVの生活環において、独立してシンシチウムの形成能

とウイルス粒子への Envの取り込みを制御していることを初めて明らかにした。1st YXXL

配列はチロシン残基によって、Env の局在を制御することで、シンシチウムの形成を制御

した。同様に 2nd YXXL配列はチロシン残基によって、Envの局在とシンシチウムの形成を

制御していることに加えて、チロシン残基によって、ウイルス粒子への Env の取り込みを

制御していた。また、3rd YXXL 配列も 1st、 2nd YXXL 配列と同様のチロシン残基による

Envの局在とシンシチウムの形成の制御に加えて、ロイシン残基によって Envの取り込み

を制御していた。 

上記の三つの YXXL配列の機能の違いは YXXL配列がそれぞれ独立して異なる機能を持

ち、ウイルスの生活環を制御していることを示唆する。他のレトロウイルスが一つの特異的

な配列によって生活環の制御をしているが、BLV は 3 つの配列によって制御していること

は、BLV と他のレトロウイルスの明瞭な相違である。また、本研究で明らかとなった Env

の細胞膜表面上での発現の抑制は、宿主の Env 特異的な抗体から逃避するためと考えられ

る。そして、これらの BLV の生活環における YXXL 配列の独立した制御がおそらく BLV
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が 3つの YXXL配列を完全に保存している理由である。 

HIV-1 における研究では YXXL 配列に類似の YSPL 配列が AP2 と結合し、Env のエン

ドサイトーシスを制御していることが知られている。また、このエンドサイトーシスが Env

のウイルス粒子中への取り込みに関与していると報告されている。本研究においても、

YXXL配列がエンドサイトーシスを制御していることを示唆する結果が得られた。しかし、

3つのチロシン変異株のうち、Y498Aのみが Envのウイルス粒子中への取り込みを阻害し

た。これは結果3で示した界面活性剤耐性膜へのEnvの局在が関与していると考えられる。

また、ロイシン変異のうち L511Aのみが、Envのウイルス粒子中への取り込みを阻害した。

これらの結果から、Env のウイルス粒子中への取り込みには局在の変化だけでなく、その

他の因子が関与している可能性が示唆される。 

この完全に保存された配列は異なる宿主因子と関連して働き、ウイルスの生活環を制御

していると考えられる。つまり、YXXL配列と直接あるいは間接的に結合する宿主因子の同

定はウイルスの生活環のより深い理解につながると同時に、BLV に対する新規薬剤の開発

の第一歩となることは間違いない。プロテオミクス解析などによる宿主因子の同定は世界

中に蔓延し、大きな被害をもたらしている BLVの制御に必要不可欠である。 
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緒言 

 

1. 免疫受容体チロシン活性モチーフ（ITAM） 

免疫受容体チロシン活性化モチーフ（ITAM）は Cluster of differentiation（CD）3、

CD3、CD79、CD79、FcRIなどの免疫細胞に発現するタンパク質が有する特徴的な

YXX[L/I]-X6-8-YXX[L/I]（Y：チロシン、L：ロイシン、I：イソロイシン、X：非特定のアミ

ノ酸）からなる配列である（図 1）(1)。これらのタンパク質は B 細胞レセプター、T 細胞

レセプターおよび補体などの抗原受容体複合体を構成するサブユニットであり、ITAM は

チロシンキナーゼを有さない抗原受容体に代わり細胞外からの刺激を細胞内に伝達する初

期の反応を担っている。B 細胞レセプター複合体は、免疫グロブリンと ITAM を有する

CD79、CD79からなるシグナル伝達コンポーネントから構成される（図 1右図）。免疫グ

ロブリンが抗原による刺激を受けると、受容体のクロスリンクにより、spleen tyrosine 

kinase（Syk）と Src ファミリープロテインキナーゼである Lyn が活性化される。活性化

された Lyn は CD79、CD79中の ITAM の二つのチロシンをリン酸化する。ITMA 中の

リン酸化された二つのチロシンは Syk に二つ存在する Src homology 2 ドメインとの相互

作用を介して Sykをリクルートする(2)。T 細胞レセプターにおいては、Syk ファミリーで

ある Zeta-chain-associated protein kinase（ZAP70）が ITAMによってリクルートされる

(2)。リクルートされた SykはNuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B 

cells （NF-B）や Activator protein 1（AP-1）などの転写因子を、ZAP70 はNuclear factor 

of activated T-cells（NF-AT）や AP-1などの転写因子をリン酸化カスケードによって活性

化し、これらの転写因子を介して、細胞の増殖や、分化、成熟、インターロイキンの産生な

どの免疫細胞の活性化を行う(3, 4)。一方で、がん組織においては、正常組織では発現して
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いない Sykが異常発現し、がん細胞の生存や増殖を調整することが知られている(5)。 

ウイルスはしばしば効率よく複製するために、あるいは潜伏感染をするために、宿主細胞

のシグナル伝達経路を利用する。ITAMをゲノム中に有するウイルスとして、牛白血病ウイ

ルス（BLV）、マウス乳がんウイルス（MMTV）、ヒトヘルペスウイルス 8 型（HH8V）お

よび Epstain-Barrウイルス（EBV）が知られている(1, 6, 7)。これらのウイルスは全て B

細胞に感染することができる。なぜこれらの B 細胞に感染することができるウイルスが

ITMAを有するかは不明であるが、ITAMを有する利点として、Sykを介した NF-Bや AP-

1、Aktの活性化による細胞の増殖の活性化、長期生存によるウイルス感染の拡大が考えら

れる(8)。実際に、MMTVにおいては、ITAMを有する Envelope Glycoprotein （Env）が

マウス乳腺上皮細胞株にがん化を起こすこと、このがん化は Syk や Src ファミリープロテ

インキナーゼ阻害剤で阻害されることが報告されている(7)。また、HH8Vにおいては、ITAM

を有する K1 タンパク質が Akt の活性化を伴う霊長類の上皮細胞株の不死化を引き起こす

こと、トランスフェクションによるが報告されている(9)。加えて、EBVでは、ITAM配列

を有する latent membrane protein 2によって、がん細胞の特徴である転移能の獲得、Syk

の活性化による悪性腫瘍の形成が報告されている（10）(11)。 

 

2. 牛白血病ウイルス（BLV） 

レトロウイルス科、デルタレトロウイルス亜科に属する BLVは、ヒト T細胞白血病ウイ

ルス I型（HTLV-1）に近縁な腫瘍ウイルスであり、地方病性牛白血病の原因ウイルスであ

る(12)。 BLVの自然宿主はウシとスイギュウであり、世界中に蔓延している(13-15)。BLV

はプロウイルスとして宿主ゲノムに組み込まれ、生涯にわたって持続感染をし、他のウシへ

の感染源となる。BLV の主な感染ルートは吸血昆虫などが媒介する血液に含まれる感染細

胞による水平感染と母牛から仔牛への胎盤やミルクに含まれる感染細胞を介した垂直感染
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である(16, 17)。BLV 感染牛のうち約 70%は健康な状態を保つが、約 30%はリンパ球増多

症を呈し、5-10年の感染の後に 1-5%が B細胞リンパ腫を発症し死に至る(18)。また、BLV

はヒツジに容易に実験感染させることができ、ヒツジはウシよりも非常に高い頻度かつ短

い期間で B細胞リンパ腫を発症するため、しばしばモデル動物として使用されてきた(19)。

BLVの経済被害は B細胞リンパ腫によるウシの全廃棄だけではなく、BLVに感染すること

によって生じる産乳量の低下(20)、免疫機能の低下による他の疾患への易感染(21)、空胎期

間の延長などが報告されており(22)、世界的に大きな経済被害をもたらしている。しかし

BLV に対する効果的な根治療法や有効な予防法はなく、ワクチンの早急な開発が望まれて

おり、ワクチンの開発には免疫の主要な標的である Env の機能解析などの研究が必要不可

欠である。 

 

3. BLVのゲノムと粒子構造 

BLVはプラス鎖 single-strand ribonucleic acid（RNA）ウイルスであり、そのゲノムサ

イズは約 9000bpである。ゲノムの両端に Long terminal repeat（LTR）をプロモーターと

して有する（図 2）。また、レトロウイルスに共通な gag、pro、pol、envのほかに、デルタ

レトロウイルス亜科に特徴的な pX 領域中を持ち、調節遺伝子である tax や rex を有する

(23)。加えて、アクセサリー遺伝子である R3や G4、noncoding RNAであるmicroRNAや

AS1、AS2を有する。これらのアクセサリータンパク質や noncoding RNAもウイルスの複

製や病態進行などに寄与することが報告されている(24-26)。 

BLVは直径約 100 nmの粒子からなるエンベロープウイルスである（図 3）(27)。宿主細

胞の細胞膜に由来する脂質二重膜からなるエンベロープの表面上には Env がスパイクして

いる。脂質二重膜の内側では Gagタンパク質由来のマトリクスタンパク質（MA）が脂質二

重膜を裏打ちしており、同じく Gagタンパク質由来のカプシドタンパク質（CA）（p24）が
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コアを形成している。コア内には逆転写酵素やインテグラーゼ、Gag タンパク質由来のヌ

クレオカプシドタンパク質（NC）に覆われたウイルス RNAが存在する。 

 

4. BLVの生活環 

BLVの生活環は、レセプターである cationic amino acid transporter 1（CAT1）/ solute 

carrier family 7 member 1（SLC7A1）を介して、細胞にウイルス粒子が吸着をすることか

ら開始する（図 4）(28)。BLVのがん化の標的は CD5陽性 B細胞であるが、非常に多くの

種類の細胞に感染することが知られている(29)。ウイルスと細胞の融合後、脱殻、RNA か

ら deoxyribonucleic acid（DNA）の逆転写が行われ、ウイルスゲノム DNA が核へと移行

する。核移行後にウイルスゲノム DNAは宿主細胞の染色体 DNAに組み込まれ、プロウイ

ルスとなる(30)。その後、転写活性化因子 Taxによる LTRのプロモーター活性の上昇によ

って、プロウイルスからの転写が行われ、ウイルスが産生される(31)。その一方で、BLV感

染細胞の多くは、LTR がプロモーターとして活性化されず、ウイルスタンパク質の合成が

行われない潜伏化した状態を保つ(32)。 

BLVはウイルス粒子を介した cell freeによる感染ではなく、主に感染細胞から直接非感

染細胞にウイルスが感染する cell to cellの感染によって、感染が広がると考えられている。

ヒト免疫不全ウイルス（HIV）や HTLV-1 における cell to cell 感染のようにウイルスシナ

プスを介した cell to cell感染が BLVでも起こると考えられている(33-35)。しかし、実際に

どのようなメカニズムで BLV の cell to cell 感染がおこるかはいまだ明らかにされていな

い。 

BLV の感染細胞は周囲の細胞と融合しシンシチウムを形成する。このシンシチウムの形

成はレトロウイルスに共通してみられる特徴であり、感染細胞に発現した Env が周囲の細

胞のレセプターとの結合を介して、誘導すると考えられている。HIV において、シンシチ
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ウムの形成がウイルスの感染や複製に非常に重要であることが報告をされ、ウイルスの生

活環に必須であることが知られている(36, 37)。BLVにおいても、シンシチウムの形成には

不明な点が多く残されているが、感染性の指標の一つとして考えられている。 

 

5. Envelope Glycoprotein（Env）の構造と機能 

BLV の Env は前駆体である Pr72Envがシグナル配列に従い、I 型膜一回貫通タンパク質

として、粗面小胞体で合成される。合成された後に、ゴルジ体へと輸送をされ、糖鎖の付与

が行われる(38)。また、その過程で宿主プロテアーゼにより、表面糖タンパク質（gp51）と

膜貫通タンパク質（gp30）に分解される(23)。分解された gp51 と gp30 はジスルフィド結

合により強く結合し(39)、ウイルスの budding siteに輸送され、ともにウイルス粒子へと取

り込まれ、機能する(40)。gp51と gp30はそれぞれウイルスの感染に非常に重要な機能を持

ち、宿主免疫の標的である多くのエピトープを有することが知られている(41-44)。 

gp51はレセプターである CAT1/SLC7A1と結合し、ウイルスの細胞への吸着を制御して

いる（図 5）(28)。gp30は細胞外ドメイン、膜貫通ドメインおよび細胞内ドメインの 3つの

ドメインに分けられる。細胞外ドメインは gp51とのジスルフィド結合を担う。また、ウイ

ルスと細胞膜の融合を担う疎水性アミノ酸が多く含まれる 12のアミノ酸からなる配列をN

末端に有し、レセプターとの結合後、ウイルスと細胞膜の融合を行う(45)。膜貫通ドメイン

は gp51 と gp30 の複合体を細胞膜あるいはウイルス膜にアンカーする(39)。細胞内ドメイ

ンは 58 のアミノ酸から構成され、その C 末端には BLV 株間で完全に保存された三つの

YXXL配列（1st YXXL、2nd YXXL、3rd YXXL）を有している(1)。この 3つの YXXL配列

は二組の ITAMとして発見された（図 5）。 

 

6. Envの ITAMの機能 
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BLVの gp30のC末端には三つの YXXL配列からなる二組の ITAMに合致する配列が存

在する(1)。CD8-と gp30の細胞内ドメインのキメラタンパク質（CD8-CTM）を強制発現

させた B細胞において、抗 CD8-抗体による刺激を与えると、小胞から細胞質へのカルシ

ウムの流入やインターロイキン 2 の産生といった通常の抗原受容体によって引き起こされ

るものと同様の免疫細胞の活性化が行われた(46)。この gp30の ITAMによるシグナル伝達

には 1st YXXLと 2nd YXXLからなる ITAMが関与しているが、3rd YXXL配列は関与しな

い。加えて、BLVのがん化の標的である B細胞における ITAMによるシグナリングに密接

に関与する Sykのmessenger RNA（mRNA）量が BLVによるリンパ球増多症の牛の白血

球において BLV感染健康牛と比較して有意に増加し、リンパ腫を発症した牛において BLV

感染健康牛と比較して有意に減少することが報告されている(47)。この BLV 感染牛におけ

る Syk の mRNA 量の変化には gp30 中の ITAM によるシグナル伝達が関わっている可能

性が示唆されている。しかし、BLV 感染牛の末梢血単核細胞および BLV 感染培養細胞、

BLV 感染性分子クローン導入細胞において、抗リン酸化チロシン抗体を用いた Western 

blot によってリン酸化された gp30 を検出することができなかったという報告は存在する

が、リン酸化された gp30を検出した報告は現在までに存在しない(48)。このことから、BLV

の gp30中の ITAMのチロシンがリン酸化され、Sykや ZAP70などのチロシンキナーゼを

リクルートし、免疫細胞を活性化する ITAM としての機能を有し、感染細胞の制御を行っ

ているかどうかは依然不明のままである。 

 

7. Envの YXXL配列の機能 

gp30中の 3つの YXXLは YXXモチーフ（Y：チロシン、：疎水性かつ大きなアミノ

酸（ロイシン、イソロイシン、フェニルアラニン、メチオニン、バリン）、X：非特定のアミ

ノ酸）とも一致する配列である(49)。YXXモチーフはエンドサイトーシスに重要な
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Adaptor related protein 2（AP2）の2サブユニットとの結合モチーフであり、トランスフ

ェリン受容体などに存在することが知られている(50, 51)。HIV やサル免疫不全ウイルス

（SIV）、HTLV-1 などの多くのレトロウイルスの Env はただ一つの YXX配列を持つ(52-

54)。特に HIV においては Env 中の YSPL 配列が AP2 との結合を介したエンドサイトー

シスを制御しており、YSPL 配列に変異を加え、エンドサイトーシスを阻害すると Env が

budding site へ輸送されず、Env のウイルス粒子中への取り込みが抑制されることが知ら

れている(55)。BLVにおいても CD8-CTM を用いた実験により、gp30の細胞内ドメインが

エンドサイトーシスに関与していること、1st YXXLと 2nd YXXLが CD8-CTMの細胞膜局

在に関与することが報告されている(56, 57)。また、実験感染ヒツジ中で 1st YXXL 中のチ

ロシン残基がプロウイルスロードを制御することや 2nd YXXL のチロシン残基が感染性を

制御すること(58)、2nd YXXLのチロシン残基が Envのウイルス粒子中への取り込みを制御

することが報告されている(49)。これらの知見から、N 末端側の二つの YXXL 配列がウイ

ルスの感染に非常に重要であると考えられているが、BLV の生活環における実際の機能は

いまだ不明である。 

 

8. 本研究の目的と成果 

本研究の目的は、免疫細胞の賦活化において機能を有する ITAM としてではなく、三つ

の独立した YXXL配列の BLVの生活環における役割を明らかとすることである。 

BLVの YXXL配列によるシグナル伝達における過去の研究で、1st YXXLと 2nd YXXLが

ITAMとしてのシグナル伝達機能を有する可能性が示唆されたが、3rd YXXL配列はシグナ

ル伝達機能を持たないことが報告された(46)。そして、ITAMとしての機能を有していない

ことから 3rd YXXL配列についての研究はほとんど行われていない。しかし、HIVなどの他

のレトロウイルスにおいて、YXX配列が単独で機能を持っていることから、3rd YXXL配
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列も ITAM としてではなく、YXXL 配列として機能を有する可能性がある。また、ウイル

スの感染性に 1st YXXLと 2nd YXXLが寄与することは知られているが、そのメカニズムは

不明である。 

本研究では、初めに BLVの生活環において非常に重要なステップの一つであり、ウイル

スの感染性の指標の一つとなるシンシチウムの形成における YXXL 配列の役割を解析し、

三つの YXXL 配列のチロシンがシンシチウムの形成を抑制していることを発見した。次に

YXXL配列によるシンシチウムの形成の抑制が gp51の局在の制御、特にエンドサイトーシ

スの制御によって行われていることを明らかにした。最後に二番目の YXXL 配列のチロシ

ン残基と三番目のYXXL配列のロイシン残基がウイルス粒子中へのEnvの取り込みを制御

していることを明らかにした。 
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材料と方法 

 

1.プラスミド 

BLVの感染性分子クローンである pBLV-IF2 (59)、pBluescriptII SK(-)、enhanced green 

fluorescent protein（EGFP）(60)発現プラスミド pEGFP-N1、pME-18neo、monomeric red 

fluorescent protein（mRFP）に Flagタグを付与した Flag-mRFP発現 pME18neo（pFlag-

mRFP）(61)は間教授より分与していただいた。YXXL変異 pBLV-IF2であるY487A、L490A、

Y498A、L501A、Y508A、L511A は以下のように作成した（図 6）。pBLV-IF2 を HindIII

と KpnI を用いて消化し env 遺伝子を含む 3’末端側を pBluescriptII SK(-)に導入し、3’-

BLV/SK を作製した。その後、3’-BLV/SK を鋳型とし、表 1 で示すようなプライマーを用

い、Polymerase chain reaction（PCR）法により、YXXL配列中のそれぞれのチロシンと

ロイシンをアラニンに置換した。YXXL配列に変異を加えた 3’-BLV/SKをHindIIIとEcoRI

で消化し、pBLV-IF2の EcoRI-HindIIIフラグメントに導入し、YXXL変異感染性分子クロ

ーンを作製した。 

Env発現ベクターpEnv-WT、pEnv-Y487A、pEnv-L490A、pEnv-Y498A、pEnv-L501A、

pEnv-Y508A、pEnv-L511A は以下のように作製した（図 7）。pBLV-IF2 とその YXXL 変

異株を XhoIと XbaIで消化し、env遺伝子を含む領域を pME-18neoに導入し、pEnv-WT

および YXXL変異 Env発現ベクターを作製した。 

各プラスミドを BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitにて増幅後、理化学研究

所脳神経科学研究センター生体物質分析支援ユニットにて配列解析し、GENETYX ver. 

10.0.0 (GENETYX 社製)にてアライメント解析を行い、それぞれのプラスミドの配列を確

認した。 
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pEGFP-N1 および pFlag-mRFP はトランスフェクション効率の測定に用いた。また、

pBluescriptII SK(-)および pME-18neo は、感染性分子クローンあるいは Env 発現ベクタ

ーの陰性コントロールとして使用した。 

 

2.細胞培養とプラスミドの導入法 

COS-1細胞（アフリカミドリザル腎由来細胞株）、FLK-BLV細胞（ヒツジ胎児腎由来細

胞株に BLV を持続感染させた細胞株）、HeLa 細胞（ヒト子宮頸癌由来細胞株）、CC81 細

胞（マウス肉腫ウイルスで不死化したネコ腎由来細胞）、CC81-GREMG 細胞（CC81 細胞

に BLV のレポータープラスミドである pBLU3GREM-EGFP を組み込んだ BLV レポーター

細胞）(62)は 10% fatal bovine serum （FBS；SIGMA 社製）および Pen-Strep Glutamine

（Invitrogen社製）添加 Dullbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM；Invitrogen社製）

にて培養した。 

Western blot、Reverse transcribed quantitative PCR (RT-qPCR)、ウイルス粒子の回収

を行うためにプラスミドを COS-1細胞に Fugen HD（Promega社製）を用いて次のように

導入した。トランスフェクションの 20時間前に 5.0 × 105個の COS-1細胞を 60 mm dish

に播種した。感染性分子クローンのトランスフェクションでは 400 µl の Opti-MEM

（Thermo Fisher Scientific 社製）中で 7.6 µg の pBLV-IF2 あるいはその変異株か陰性コ

ントロールであるpBluescriptII SK(-)と0.4 µgのpEGFP-N1、32 µlのFugen HD（Promega

社製）を混合し COS-1細胞の培養上清へと加えた。Env発現ベクターのトランスフェクシ

ョンでは、400 µlの Opti-MEM中で 3.8 µgの pEnv-WTあるいはその変異株か陰性コント

ロールである pME-18neoと 0.2 µgの pEGFP-N1、16 µlの Fugen HDを混合し COS-1細

胞の培養上清へと加えた。 

感染性分子クローンにおけるシンシチウム形成能を測定するためにプラスミドを CC81-
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GREMG細胞に 25 kDA Linear Polyethylenimine（Polysciences社製）を用いて次のよう

に導入した。10%FBS を含む DMEM 中に懸濁した 8.0 × 105個の CC81-GREMG 細胞に

200 µlの Opti-MEM（Thermo Fisher Scientific社製）中で 2.8 µgの pBLV-IF2あるいは

その変異株か陰性コントロールである pBluescriptII SK(-)と 1.2 µgの Flag-mRFP、14 µg

の 25 kDA Linear Polyethylenimineを混合し加えた。トランスフェクション試薬を加えた

CC81-GREMG 細胞を 24 穴プレートあるいはカバーガラスを敷いた 24 穴 plate に 2.0 × 

105個ずつ 4穴に分けて播種した。 

Env 発現ベクターにおけるシンシチウム形成能を測定するためにプラスミドを CC81 細

胞に Lipofectamien 3000（Thermo Fisher Science社製）を用いて次のように導入した。

10%FBSを含む DMEM中に懸濁した 1.2 × 106個の CC81細胞に 400µlの Opti-MEM中

で 7.2 µg の pEnv-WT あるいはその変異株か陰性コントロールである pME-18neo と 0.8 

µg の pEGFP-N1、12 µl の Lipofectamine 3000 Transfection Reagent と 16µl の P3000 

Reagentを混合し加えた。トランスフェクション試薬を加えた CC81細胞は 60 mm dishに

1.0 × 106個、12穴プレートに 2.0 × 105個播種した。 

蛍光抗体法を行うためにプラスミドを HeLa細胞に Fugen HDを用いて次のように導入

した。トランスフェクションの 20 時間前にカバーガラスを敷いた 12 穴プレートに 1.0 × 

105個の HeLa細胞を播種した。2.0 µgの pBLV-IF2あるいはその変異株か陰性コントロー

ルである pBluescriptII SK(-)、または 2.0 µgの pEnv-WTあるいはその変異株か陰性コン

トロールである pME-18neo と 8 µl の Fugen HD を 100 µl の Opti-MEM 中で混合し、

HeLa細胞の培養上清に加えた。 

 

3. ウイルス粒子の回収 

トランスフェクション 48時間後に pBLV-IF2あるいはその変異株か陰性コントロールで
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ある pBluescriptII SK(-)を導入した COS-1 細胞の培養上清を回収し、2,150 g で 10 分間

4°Cで遠心し細胞を取り除いた。その後、4.5 mlの上清を 194,000 gで 45分間 4°Cで超遠

心しウイルス粒子を回収した。ウイルス粒子は 15 µl のリン酸緩衝生理食塩水[137 mM 

NaCl、2.7 mM KCl、10 mM Na2HPO4、1.8 mM KH2PO4]に懸濁後、Western blotに用い

た。 

 

4. Western blot 

トランスフェクションの 48時間後に pBLV-IF2およびその変異株か陰性コントロールで

ある pBluescriptII SK(-)、あるいは pEnv-WT およびその変異株か陰性コントロールであ

る pME-18neo を pEGFP-N1（トランスフェクション効率を測定するためのマーカー遺伝

子）とともに導入した COS-1細胞を 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）を

用いて回収した。トランスフェクション効率を測定するために、回収した細胞の一部を用い

て、FACSCaliburTM flow cytometer（日本 BD社製）によって、EGFP発現細胞を検出し、

トランスフェクション効率を算出した。また、残りの細胞を NET Buffer [10mM Tris-HCl

（pH8.0）、150mM NaCl、1mM EDTA、1% NP40]に懸濁し、氷上で 30分間静置した。

15000rpmで 10分間 4°Cで遠心し、上清のみを回収した後、BCATM Protein Assay kit – 

Reducing Agent Compatible（Thermo Fisher Science社製）により上清中のタンパク質量

を定量した。定量したタンパク質量をトランスフェクション効率で標準化し、4 × sodium 

dodecyl sulfate（SDS）試料用緩衝液[250 mM Tris-HCl(pH6.8)、20% 2-メルカプトエタノ

ール、8% SDS、20% スクロース、0.02% bromophenol blue]と混和し、100°Cで 5分間加

温処理した。また、回収したウイルス粒子 15 µlは 5 µlの 4 × SDS試料用緩衝液と混和し、

100°C で 5 分間処理した。タンパク質を Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresisにより分離し、polyvibylidene diluoride membrane filter（Merc Millipore
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社製）に転写し、5%スキムミルク溶液（雪印メグミルク社製）で 30分ブロッキングした。

一次抗体には、BLV 感染牛由来血清、BLV非感染牛由来血清、抗 BLV gp51モノクローナ

ル抗体（BLV2; VRMD社製）、抗 BLV p24モノクローナル抗体（BLV3；VRMD社製）、抗

GFP モノクローナル抗体（1E4；MBL 社製）を用いた。二次抗体には、horseradish-

peroxidase（HRP）標識抗ウシ免疫グロブリン G（IgG）抗体（Jackson ImmunoResearch 

Laboratories 社製）および HRP 標識抗マウス IgG 抗体（Jackson ImmunoResearch 

Laboratories 社製）を使用した。検出されたバンドの濃度の解析には AlphaEastFCTM 

software（Alpha Innotech 社製）および ImageJ（National Institutes of Health製）を使

用した。 

 

5. Reverse transcribed quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

トランスフェクション 48時間後に pBLV-IF2あるいはその変異株か陰性コントロールで

ある pBluescriptII SK(-)を pEGFP-N1（トランスフェクション効率を測定するためのマー

カー遺伝子）とともに導入した COS-1細胞の培養上清を回収した。2150 gで 10分間 4°C

で遠心し細胞を取り除いた後に、QIAamp Viral RNA mini kit（Qiagen社製）を用いて、

ウイルス RNAを回収した。ウイルス RNAのコピー数は High Capacity RNA-to-cDNA Kit

（Thermo Fisher Scientific社製）を用いて逆転写した後に、BLV-CoCoMo-qPCR（RIKEN 

GENESIS社製）を用いて測定した(63-65)。同時に、pEGFP-N1を感染性分子クローンと

ともに導入した COS-1 細胞を 2 mM EDTA で回収した後に、FACSCaliburTM flow 

cytometerによって EGFP発現細胞を検出し、トランスフェクション効率を算出した。BLV-

CoCoMo-qPCR によって測定したウイルス RNA 量はトランスフェクション効率で補正し、

解析した。 
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6. Luminescence syncytium induction assay (LuSIA) 

CC81-GREMG細胞を用いて、LuSIAを行った。24穴プレートの 4穴に播種した内の 1

穴の pBLV-IF2 あるいはその変異株か陰性コントロールである pBluescriptII SK(-)を

pFlag-mRFP（トランスフェクション効率を測定するためのマーカー遺伝子）とともに導入

した CC81-GREMG細胞をトランスフェクション後 20時間後に 2 mM EDTAを用いて回

収し、FACSCaliburTM flow cytometer によって mRFP 発現細胞を検出し、トランスフェ

クション効率を算出した。残りの well中の CC81-GREMG細胞はトランスフェクション後

48時間後に 10 µg/mlのHoechst33342（SIGMA社製）を含む 3.6%ホルムアルデヒド溶液

で固定した。EGFP を発現している蛍光シンシチウムを EVOS2 fluorescence microscope

（Thermo Fisher Science社製）で観察し、撮影した写真中の蛍光シンシチウム数を HCS 

Studio Cell Analysis software（Thermo Fisher Science社製）を用いて測定した。また、

写真中の細胞の数を核の数から HCS Studio Cell Analysis softwareを用いて測定した。得

られた蛍光シンシチウム数は写真中の核の数とトランスフェクション効率を用いて補正し、

解析した。また、シンシチウムの大きさはシンシチウム中に取り込まれた細胞数を表すと考

え、HCS Studio Cell Analysis softwareを用いて蛍光シンシチウムの大きさを測定した。 

カバ－ガラス上の CC81-GREMG細胞も同様に 10 µg/mlの Hoechst33342（SIGMA社

製）を含む 3.6%ホルムアルデヒド溶液で固定し、スライドグラス上に 90% グリセロール

で封入し、共焦点レーザー顕微鏡（FV1000；Olympus社製）を用いて観察した。 

 

7. シンシチウム法 

トランスフェクション後 20 時間後に 12 穴 plate に播種した pEnv-WT あるいはその変

異株か陰性コントロールである pME-18neo を pEGFP-N1（トランスフェクション効率を
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測定するためのマーカー遺伝子）とともに導入した CC81 細胞を 2mM EDTA で回収し、

FACSCaliburTM flow cytometerによって、EGFP発現細胞を検出し、トランスフェクショ

ン効率を算出した。トランスフェクション 48時間後に pEnv-WTあるいはその変異株か陰

性コントロールである pME-18neoを導入したCC81細胞はメイグリュンワルド染色液で 2

分間固定した。その後、6.7 mM リン酸バッファー（pH6.4）で 10 倍希釈したメイグリュ

ンワルド染色液で 3分間、ギムザ染色液で 15分間染色をし、顕微鏡下でシンシチウムを観

察した。陰性コントロールである pME18neoを導入した細胞において複数の核を持つ細胞

の核の数の平均は 5.2 個であった（図 8）。この結果から、核を 6 個以上持つ細胞をシンシ

チウムとして測定した。シンシチウム数はトランスフェクション効率の比で補正し、解析し

た。 

 

8. 蛍光抗体法 

トランスフェクション 48時間後に pBLV-IF2およびその変異株か陰性コントロールであ

る pBluescriptII SK(-)、あるいは pEnv-WT およびその変異株か陰性コントロールである

pME-18neo を導入した HeLa 細胞を 4.0%パラホルムアルデヒドで固定した。その後、細

胞内の Envと細胞膜上の Envを観察するために、0.5% TritonX-100による透過処理群と、

非透過処理群を作製した。5%スキムミルク溶液でブロッキング後に一次抗体と室温で 1 時

間反応させた。その後、二次抗体と室温で 1時間反応させ、Hoechst33342で核を染色した。

Env タンパク質の細胞膜および細胞内での局在を見るために一次抗体には、抗 BLV gp51

モノクローナル抗体（BLV1; VRMD 社製）を二次抗体には Alexa Fluor488 標識抗マウス

IgG抗体（Thermo Fisher Scientific社製）あるいは Alexa Fluor594標識抗マウス IgG抗

体（Thermo Fisher Scientific社製）を用いた。各サンプルは 90％グリセロールで封入し、

共焦点レーザー顕微鏡（FV1000）により細胞を観察し、核近傍に焦点を当てた共焦点画像
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を撮影した。また、Z-stack解析を行うために、gp51を発現している細胞について、同じ Z

軸において 2 µm間隔で 3枚の画像を撮影した。 

また、Env の初期エンドソームあるいはトランスゴルジネットワークでの局在を確認す

るために、一次抗体として、抗 BLV gp51モノクローナル抗体（BLV1; VRMD社製）と初

期エンドソームマーカーである early endosome antigen1（EEA1）(66)に対する抗 EEA1

ポリクローナル抗体（ab2900； Abcam 社製）あるいはトランスゴルジネットワークマー

カーである trans-Golgi network protein（TGN46）(67)に対する抗 TGN46ポリクローナ

ル抗体（ab50595；Abcam社製）を用い、二次抗体として、Alexa Fluor488標識抗ウサギ

IgG抗体（Thermo Fisher Scientific社製）、Alexa Fluor594標識抗マウス IgG抗体（を用

いた。 

 

9. Envの細胞膜上での局在の解析 

図 9に示すように、以下の通りに細胞膜上の蛍光強度を測定した。pBLV-IF2およびその

変異株か陰性コントロールである pBluescriptII SK(-)、あるいは pEnv-WT およびその変

異株か陰性コントロールである pME-18neo を導入した HeLa 細胞の核近傍に焦点を当て

た共焦点画像をもとに、FV10-ASW 4.02（オリンパス社製）を用いて、核を通る直線上の

蛍光強度をラインプロファイルによって測定し、蛍光強度マップを作成した。細胞膜上の

gp51 の蛍光強度は蛍光強度マップ上の細胞膜領域のピーク値から測定した。各細胞の蛍光

強度は核実験における野生株の平均蛍光強度で標準化した。野生株および各変異株におけ

るデータは各 50個以上の細胞から収集した。 

Z-stack解析においても同様に、各 Z-stack画像をもとにラインプロファイルを行い、蛍

光強度マップを作成した。各細胞における細胞膜上の gp51の蛍光強度は、各 Z-stack画像

から得られた細胞膜上の gp51の蛍光強度の平均値とした。野生株および各変異株における
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データは各 10個の細胞から収集した。 

10.Envの共局在の解析 

pBLV-IF2 およびその変異株か陰性コントロールである pBluescriptII SK(-)を導入した

HeLa 細胞における初期エンドソームあるいはトランスゴルジネットワークに焦点を当て

た共焦点画像をもとに、FV10-ASW 4.02（オリンパス社製）を用いて、Villaltaのアルゴリ

ズムを用いて、共局在指数を算出した(68)。野生株および各変異株におけるデータは各 50

個以上の細胞から収集した。 

 

11.統計解析 

平均値の差の検定には Dunnett 法を用い、野生株と全ての変異株を比較した。有意確率

p value < 0.05のとき統計学的に有意差があるものとした。 
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結果 

 

1. YXXL変異感染性分子クローンおよび Env発現ベクターの作製 

YXXL配列の BLV の生活環における機能を明らかにするために、BLVの感染性分子クロ

ーンである pBLV-IF2 の gp30 の三つの YXXL 配列のチロシン残基とロイシン残基をアラ

ニンに置換し、Y487A、L490A、Y498A、L501A、Y508A、L511Aの六つの変異株を作製

した（図 6）。また、YXXL配列に変異を加えることによって生じた変化が、Envの YXXL

配列単独による機能か、あるいは他のウイルスタンパク質の介在を必要とする機能かを明

らかにするために、pEnv-WTおよび、YXXL変異 Env発現プラスミド pEnv-Y487A、pEnv-

L490A、pEnv-Y498A、pEnv-L501A、pEnv-Y508A、pEnv-L511A を作製した（図 7）。各

プラスミドは配列解析を行い、その遺伝子配列が目的の配列と同じであることを確認した。 

 

2. YXXL変異感染性分子クローンの発現と粒子形成の解析およびEnv発現ベクターの発現

の解析 

感染性分子クローンである pBLV-IF2およびYXXL変異株のBLVの生活環における役割

を明らかにするにあたり、まず、pBLV-IF2および YXXL変異株がトランスフェクションさ

れた細胞中でウイルスタンパク質を産生するか否か、また、YXXL変異によってウイルスタ

ンパク質の分子量が変化するか否か、ウイルス粒子を放出するか否かをWestern blotおよ

び RT-qPCRを用いて解析した。 

COS-1細胞に pBLV-IF2および YXXL変異株を導入し、48時間後におけるウイルスタン

パク質の発現をWestern blotによって検出した（図 10）。BLV感染牛由来の血清を用いる

ことで、BLV の構造タンパク質である p24、gp30、gp51 および Gag タンパク質、Env タ
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ンパク質の前駆体である Pr45Gag、Pr70Gag、Pr72Envが検出された（図 10 左図）。同時に、

抗 EGFP 抗体によって、トランスフェクション効率を測定するためのマーカーである

EGFP が検出された。その結果、ウイルスタンパク質の発現量および分子量に YXXL 変異

による影響は認められなかった。また、一方で BLV非感染牛由来の血清を用いても、これ

らのウイルスタンパク質は検出されなかった（図 10 右図）。この結果は、YXXL変異感染

性分子クローンはトランスフェクションされた細胞内で pBLV-IF2 と同様にウイルスタン

パク質を産生し、その分子量に変化を与えないことを示している。 

続いて、YXXL変異感染性分子クローンがウイルス粒子を放出するかどうかを解析した。

トランスフェクション 48時間後に、pBLV-IF2および YXXL変異株を pEGFP-N1（トラン

スフェクション効率を測定するためのマーカー遺伝子）とともに導入した COS-1細胞の培

養上清からウイルス RNA を抽出し、逆転写後に BLV-CoCoMo-qPCR で DNA 量を測定す

ることで、COS-1 の培養上清中に放出されたウイルス RNA 量を解析した（図 11）。同時

に、FACSCaliburTM flow cytometerによって EGFP発現細胞を検出し、トランスフェクシ

ョン効率を算出した。BLV-CoCoMo-qPCR で測定したウイルス RNA 量をトランスフェク

ション効率で補正した。その結果、全ての YXXL 変異株でウイルス RNA が検出され、ま

た、そのウイルス RNA 量に YXXL変異による有意な差は認められなかった（図 11）。この

結果は、YXXL配列はウイルス粒子の放出に関与しないことを示している。 

同様に Envタンパク質発現ベクター導入細胞における gp51の発現をWestern blotで確

認した（図 12）。COS-1細胞に pEnv-WTおよび YXXL変異株を pEGFP-N1（トランスフ

ェクション効率を測定するためのマーカー遺伝子）とともに導入し、48時間後に、抗 gp51

抗体を用いて、gp51 の発現を Western blot によって検出した（図 12 左図）。同時に、抗

EGFP 抗体によって、トランスフェクション効率を測定するためのマーカーである EGFP

を検出し、gp51のバンドの濃さをトランスフェクションされた細胞の割合を示す EGFPの
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バンドの濃さで補正した。その結果、すべての変異株において、gp51 のバンドの濃さに有

意な差は認められなかった（図 12 右図）。この結果は、YXXL配列は gp51の発現に対し

て影響を及ぼさないことを示唆する。 

 

3. YXXL変異感染性分子クローンによるシンシチウム形成の解析 

感染性分子クローンにおいて、YXXL 変異はウイルスタンパク質の発現量に変化を与え

なかった。そこで、YXXL配列がシンシチウムの形成に関与しているかを LuSIAで確認し

た（図 13）。CC81-GREMG 細胞は CC81 細胞に pBLU3GREM-EGFP という BLV の LTR

下流に EGFP をコードしたプラスミドを安定導入した細胞である。pBLU3GREM-EGFP は

LTRの U3領域中の glucocorticoid response elementに変異を有し、Tax非存在下におけ

る EGFPの発現を抑制しているため、高感度に BLV の Tax 依存的に EGFP を発現する。

CC81-GREMG 細胞に pBLV-IF2 を pFlag-mRFP（トランスフェクション効率を測定する

マーカー遺伝子）とともに導入することにより、Tax の発現に従い EGFP が発現し、Env

の発現に伴い細胞融合が起こり、蛍光シンシチウムが形成されるかどうかを解析した（図 13

左上図）。同時にmRFPをマーカーとして、トランスフェクション効率を測定した。その結

果、すべての YXXL変異株導入 CC81-GREMG細胞において、蛍光シンシチウムの形成が

確認された（図 13左上図）。蛍光シンシチウム数を、トランスフェクション効率で補正し、

比較したところ、特に Y487A、Y498A、Y508A のすべてのチロシン変異株導入 CC81-

GREMG細胞において、pBLV-IF2と比較して有意に多くの蛍光シンシチウムが観察された

（Y487A：1.55倍、Y498A：2.10倍、Y508A：1.61倍）（図 13 右上図）。一方で、L490A、

L501A、L511A のロイシン変異株導入 CC81-GREMG細胞においては、蛍光シンシチウム

の数は pBLV-IF2 と同等であった（L490A：1.22 倍、L501A：1.22 倍、L511A：1.21 倍）

（図 13 右上図）。また、蛍光シンシチウムの大きさを測定したところ、Y487A、Y498A、
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Y508A のすべてのチロシン変異株によって、pBLV-IF2 よりも大きな蛍光シンシチウムが

形成された（Y487A：1.27倍、Y498A：1.35倍、Y508A：1.29倍）（図 13 左下図）。この

結果から、三つの YXXL 配列のチロシン残基をアラニンに置換すると、シンシチウム形成

能が高まることが明らかとなり、これは YXXL 配列のチロシン残基がシンシチウムの形成

を抑制する機能を有することが示唆する。 

 

4. Env発現ベクターによるシンシチウム形成の解析 

YXXL 配列によるシンシチウム形成の抑制に Env 以外のウイルスタンパク質が関与する

かを調べるために、Env単独でのシンシチウム形成を観察した。CC81細胞に pEnv-WTお

よび YXXL 変異株と pEGFP-N1（トランスフェクション効率を測定するマーカー遺伝子）

をともに導入し、72 時間培養後にメイグリュンワルド染色液とギムザ染色液で染色し、シ

ンシチウムを可視化した。その結果、pEnv-WTおよび全ての YXXL変異株において、シン

シチウムの形成が確認された（図 14 左図）。同時に EGFP をマーカーとして、トランス

フェクション効率を測定した。シンシチウム数を、トランスフェクションされた細胞の値で

補正し、比較したところ、特に pEnv-Y487A、pEnv-Y498A導入 CC81細胞において、pEnv-

WTよりも有意に多くのシンシチウムが確認された（pEnv-Y487A：2.62倍、pEnv-Y498A：

2.31倍）（図 14 右図）。また、有意差はないものの pEnv-Y508A導入 CC81細胞において

も多くのシンシチウムが確認された（1.59倍）。一方で pEnv-L490A、pEnv-L501A、pEnv-

L511Aは pEnv-WTと同程度の融合活性を示した（pEnv-L490A：1.20倍、pEnv-L501A：

1.25倍、pEnv-L511A：0.89倍）（図 14 右図）。この結果は各 YXXL配列のチロシンによ

るシンシチウム形成の抑制に他のウイルスタンパク質が関与していないことを示している。 

 

5. YXXL変異感染性分子クローン導入細胞における Envの局在の解析 
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HIV において、細胞膜上の Env が細胞融合の引き金となることが知られている(69)。そ

こで、YXXL 配列のチロシン残基によるシンシチウム形成の抑制メカニズムを明らかにす

るために、HeLa細胞における Envの発現量と局在を解析した。HeLa細胞に pBLV-IF2あ

るいは YXXL変異株を導入し、72時間培養後に非透過処理群と TritonX-100による透過処

理群に分け、蛍光抗体法で細胞膜上および細胞内の gp51を観察した。また、非透過処理群、

透過処理群の両群において、gp51を発現する HeLa細胞の核近傍に焦点を当てた共焦点画

像をもとにラインプロファイルを行い、蛍光強度マップを作製し、細胞膜上の Env の蛍光

強度を測定した。 

非透過処理条件下では、Y487A、Y498A、Y508A のすべてのチロシン変異株導入 HeLa

細胞において、pBLV-IF2と比較して強い蛍光が細胞膜上で観察され（図 15 左図）、蛍光

強度マップから細胞膜上の蛍光強度を測定したところ、有意に高い値を示した（Y487A：

2.45 倍、Y498A：2.53 倍、Y508A：2.06 倍）（図 15 右図）。一方で、L490A、L501A、

L511A のロイシン変異株導入 HeLa 細胞においては、細胞膜上の蛍光強度は pBLV-IF2 と

同等であった（L490A：1.40倍、L501A：1.12倍、L511A：1.12倍）（図 15 右図）。この

結果から、チロシン残基は細胞膜上での Env の局在を負に制御していると考えられる。ま

た、10 細胞について Z-stack 解析を行い、同様の傾向が観察された。同 Z 軸で 2 µm ごと

に撮影されたすべての画像において、全てのチロシン変異株導入細胞で強い蛍光が確認さ

れた（図 16上図）。また、蛍光強度マップから細胞膜上の蛍光強度を測定したところ、全て

のチロシン変異株において pBLV-IF2と比較して有意に高い値を示した（Y487A：1.31倍、

Y498A：1.26倍、Y508A：1.31倍）（図 16 下図） 

透過処理条件下では、pBLV-IF2 およびすべての YXXL 変異株を導入した HeLa 細胞内

で Envは核周辺部に斑点状に局在をしていた（図 17 左図）。また、Y498A 導入 HeLa細

胞においてのみ pBLV-IF2 と比較して有意に強い蛍光が細胞膜上で確認された（1.63 倍）
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（図 17 右図）。この結果は Y498A由来 Envは界面活性剤耐性膜ドメイン上に存在してい

る可能性を示唆する。このことから、Env の局在を制御する YXXL 配列のチロシン残基の

中でも、2nd YXXL配列のチロシン残基は細胞膜上の膜ドメインの局在を制御している可能

性が示された。また、10 細胞について行った Z-stack 解析においても、細胞内に斑点状の

集積が確認された（図 18 上図）。また、すべての Z-stack画像において、Y498A導入 HeLa

細胞において、pBLV-IF2よりも有意に強い細胞膜上の蛍光が確認された（Y498A：1.57倍）

（図 18 下図）。 

 

6. Env発現ベクター導入細胞における Envの局在の解析 

YXXL 配列のチロシン残基によって制御される Env の局在には他のウイルスタンパク質

が関与しているかどうかを確認するために、HeLa 細胞に pEnv-WT あるいは YXXL 変異

株を導入し、72 時間培養後に非透過処理群と TritonX-100 による透過処理群に分け、蛍光

抗体法で細胞膜上および細胞内の Env を観察した。また、非透過処理群、透過処理群の両

群において、Env を発現する HeLa 細胞の核近傍に焦点を当てた共焦点画像をもとにライ

ンプロファイルを行い、細胞膜上の Envの蛍光強度を測定した。 

感染性分子クローンにおける結果と同様に、非透過処理条件下では、pEnv-Y487A、pEnv-

Y498A、pEnv-Y508A のすべてのチロシン変異株を導入した HeLa 細胞において、pEnv-

WTと比較して強い蛍光が細胞膜表面で確認され（図 19 左図）、蛍光強度マップから細胞

膜上の蛍光強度を測定したところ、有意に高い値を示した（Y487A：1.42倍、Y498A：1.69

倍、Y508A：1.50 倍）（図 19 右図）。Z-stack 解析でも同様にすべてのチロシン変異株導

入細胞の Z-stack 画像において、pEnv-WT 導入細胞よりも強い蛍光を示した（図 20 左

図）。また、蛍光強度マップから細胞膜上の蛍光強度を測定したところ、全てのチロシン変

異株において pEnv-WTと比較して有意に高い値を示した（pEnv-Y487A：1.37倍、pEnv-
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Y498A：1.39倍、pEnv-Y508A：1.46倍） 

透過処理条件下においても、感染性分子クローンと同様に pBLV-IF2 およびすべての

YXXL変異株を導入したHeLa細胞内で Envは核周辺部に斑点状に局在をしていた（図 21 

左図）。また、pEnv-Y498A導入 HeLa細胞においてのみ pEnv-WTと比較して有意に強い

蛍光が細胞膜上で確認された（1.85 倍）（図 21 右図）。Z-stack 解析においても同様に細

胞質の核周辺部における集積が確認された（図 22 左図）。また、pEnv- Y498A導入 HeLa

細胞において、pEnv-WT と比較して細胞膜上で有意に強い蛍光が確認された（pEnv-

Y498A：1.54倍）。これらの結果が感染性分子クローンを用いた実験の結果と同様であった

ことから、YXXL 配列のチロシン残基による Env の局在の制御には他のウイルスタンパク

質が関与していないことが明らかとなった。 

 

7. YXXL変異感染性分子クローン導入細胞における Envの初期エンドソームおよびトラン

スゴルジネットワークにおける局在の解析 

Envの細胞内における斑点状の局在は Envが細胞内小器官を介して輸送されている可能

性を示唆している。一般的に細胞内におけるタンパク質の輸送にはゴルジ体やエンドソー

ム、リソソームが強く関与している(70)。そこで、Envの局在の変化がどのようにして生じ

たかを明らかにするために、HeLa 細胞に感染性分子クローン pBLV-IF2 あるいは YXXL

変異株を導入し、Env と初期エンドソームマーカーである EEA1、トランスゴルジネット

ワークのマーカーである TGN46との共局在の解析を蛍光抗体法で行った。共局在の解析は

Villalta のアルゴリズムを用いて行い、EEA1 あるいは TGN46 と共局在している Env の

割合を算出した。 

pBLV-IF2 あるいはすべての変異株由来の Env において、EEA1 との共局在が確認され

た（図 23 上図）。しかし、Y487A、Y498A、Y508A のすべてのチロシン変異株において、
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pBLV-IF2と比較して EEA1と共局在する Envの割合が有意に減少していた（pBLV-IF2：

0.27、Y487A：0.12、Y498A：0.10、Y508A：0.15）（図 23 下図）。一方で L490A、L501A、

L511A のロイシン変異株においては、EEA1 との共局在指数は pBLV-IF2 と同等であった

（L490A：0.20、L501A：0.31、L511A：0.24）。同様に、pBLV-IF2あるいはすべての変異

株由来の Envにおいて、TGN46との共局在が確認された（図 24 上図）。また、全ての変

異株において、TGN46 と共局在する Envの割合に変化はなかった（24 下図）。これらの

結果から、Env は合成されたのちにトランスゴルジネットワークを経由して、細胞膜表面

に運ばれ、その後エンドサイトーシスされ、初期エンドソームに取り込まれる可能性が示唆

された。また、チロシン変異株においては、このエンドサイトーシスが阻害されることによ

り、初期エンドソームに取り込まれず、細胞膜表面にとどまることで細胞膜上の Env の量

が増えたと考えられる。 

 

8. ウイルス粒子中への Envの取り込みの解析 

HIVにおいて、Envタンパク質の分布がウイルスタンパク質の Budding siteへの集合に

重要なように(55)、BLV においても Env がウイルス粒子に取り込まれるためには、ウイル

スの budding siteに Envタンパク質が正しく輸送される必要があると考えられる。しかし、

本研究において、チロシンに変異を加えることで、Env タンパク質の輸送が阻害されるこ

とが明らかとなった。そこで YXXL 変異株において、Env がウイルス粒子中に取り込まれ

るか否かをウェスタンブロットによって解析した。COS-1細胞にpBLV-IF2あるいはYXXL

変異株を導入し、48 時間後に上清から超遠心にてウイルス粒子を回収した。ウイルス粒子

中の構造タンパク質は SDS-PAGE 後に抗 p24 抗体および抗 gp51 抗体によって検出した。 

図 9において、YXXL変異が培養上清中へのウイルス RNAの放出に関与しなかった結果

通り、pBLV-IF2およびすべての YXXL変異株において、p24タンパク質が検出され、その
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量に大きな変化は認められなかった。一方で、Y498Aおよび L511A由来のウイルス粒子か

らは Envが検出されなかった（図 25 左図）。実際にWestern blotのバンドの濃さを測定

すると、p24に対する gp51の量が Y498A、L511Aにおいて有意に減少している（Y498A：

0.29 倍、L511A：0.43 倍）（図 25 右図）。この結果から、2ndと 3rdの YXXL 配列はウイ

ルス粒子中への Envの取り込みを制御していると考えられる。 
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考察 

 

本研究において、私は gp30の YXXL配列の BLVの生活環における機能を、感染性分子

クローン及び Env 発現ベクターを用いて解析し、表 2 に示す結果を得た。また、図 26 に

まとめたそれぞれの YXXL配列の新規機能から、私は三つの主要な結論を得た。一つ目は、

YXXL 配列中のチロシン残基が独立して、Env によるシンシチウム形成を抑制しているこ

とである。また、このシンシチウム形成の制御には、Envの局在が関与していた。この YXXL

配列とシンシチウム制御に関する報告は私が世界で初めて行った。二つ目の主要な結論は

三つの YXXL配列中のチロシン残基がそれぞれ独立してEnvの局在を制御していることで

ある。加えて、この YXXL配列による Envの局在の制御には他のウイルスタンパク質は関

与しないことが明らかとなった。一方で、YXXL変異によってトランスゴルジネットワーク

に局在する Envの割合に変化はなかったが、初期エンドソーム中の Envの割合が減少して

いたことから、YXXL 配列は宿主因子との相互作用によってエンドサイトーシスを制御し

ている可能性が示唆された。過去に行われた研究においても、YXXL配列とエンドサイトー

シスの関係は示唆されていたが、本研究における Env タンパク質のエンドソームへの取り

込み量の変化から、初めて YXXL 配列がエンドサイトーシスを制御していることが示され

た。加えて、Y498A変異株由来の Envは TritonX-100処理条件下においても、細胞膜上に

強く局在していた。これは、Y498A変異株由来の Envが界面活性剤耐性膜ドメイン上に局

在していた可能性を示す。このことから、2nd YXXLはエンドサイトーシスだけでなく、Env

の細胞膜ドメインにおける局在も制御している可能性が示唆された。この細胞膜ドメイン

における局在の変化は、Env のウイルス粒子への取り込みの阻害に関与している可能性が

ある。三つ目の結論は、2nd YXXL中のチロシンと 3rd YXXL中のロイシンが Envタンパク



41 

 

質のウイルス粒子への取り込みを制御していることである。これらの結果から、私は三つの

YXXL配列が BLVの生活環において重要な役割を独立して担っていると結論付けた。 

図 26 にまとめたように三つの YXXL 配列中のチロシン残基は Env のエンドサイトーシ

スを制御することによって、シンシチウム形成を抑制している可能性が示唆された。しかし、

三つの YXXL 配列のチロシン残基のうち 2nd YXXL のチロシン残基のみが、シンシチウム

形成の抑制だけでなく、ウイルス粒子中への Env の取り込みを制御していた。また、3rd 

YXXL だけがチロシン残基ではなくロイシン残基によって、ウイルス粒子中への Env の取

り込みを制御していた。これらの結果はそれぞれの YXXL 配列が異なる宿主因子と相互作

用し、ウイルスの生活環を制御している可能性を示唆している。HIVや SIV、HTLV-1など

の他のレトロウイルスはただ一つの YXX配列で Env を制御しているが、BLV は三つの

YXXL 配列がそれぞれ独立してウイルスの生活環に必須な Env タンパク質の制御を行って

いる。このことが、GenBank に報告されている 517 種の BLV の野生株の全てにおいて、

三つの YXXL 配列が完全に保存されている理由として考えられる。加えて、我々の発見の

一つである Env の YXXL 配列によるエンドサイトーシスの制御は、細胞膜上の Env の量

を制限し、宿主の Env 特異的な免疫応答からの逃避に関与している可能性があり、これも

BLVの株間において YXXL配列が完全に保存されている理由と考えられる。 

レトロウイルスの Env はウイルス感染とシンシチウムの形成において中心的な役割を担

っている(71)。BLV においても Env 中のいくつかの特定のアミノ酸に点変異を加えると、

シンシチウム形成が抑制されることが知られている(72, 73)。一方で、本研究においては、

gp30 の YXXL 配列のチロシンがシンシチウム形成を抑制していることが明らかとなった。

レトロウイルスの Envのシンシチウム形成能は二つの要素で決まると考えられる。一つは、

Envの融合能である。実際に SIVの Envタンパク質において、C末端の 146アミノ酸を欠

損させることで、Env の融合能が高まり、シンシチウムの形成能が高まるという報告があ
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る(74)。二つ目の要素は、細胞膜における Env の量である。SIVmac239 株の Env の 723

番目のチロシン残基に変異を加えることによって、細胞膜上の Env の量が増加し、その結

果、シンシチウムの形成が強くなるという報告がある(75)。本研究においては、YXXL配列

のチロシンの変異によって、細胞膜上の Env の量が増えていることから、チロシン残基に

よるシンシチウム形成の抑制は細胞膜における Envの量が関与していると考えられる。 

レトロウイルスの Envの細胞膜の budding siteへの輸送は多くの宿主因子によって制御

されていることが知られている。HIV の Env の膜貫通サブユニットである gp41 は、Env

の細胞膜までの輸送において adaptor related protein1 と、エンドサイトーシスにおいて

AP2と、細胞膜へのリサイクリングに rat brain 11 family-interacting protein 1 C（Rab11-

FIP1C）と相互作用することが報告されている(52, 76, 77)。しかし、BLVの gp51と gp30

がどのように budding site へ輸送されるかはいまだ不明である。本研究において、蛍光抗

体法によって、非透過処理条件下で感染性分子クローン、Env 発現ベクター導入細胞のい

ずれにおいても、チロシン変異株由来 Env が細胞膜上に強く局在していることを明らかに

した。フローサイトメトリー法を用いることで、細胞膜全体におけるタンパク質の発現量の

確認を一度に多くの細胞において測定できるため、本実験においても、当初はフローサイト

メトリー法を用いた測定を試みたが、感染性分子クローンや Env 発現ベクターのトランス

フェクション効率や発現効率が低く、細胞膜上での発現量を正確に比較することができる

データを得ることができなかった。そこで、感染性分子クローンあるいは Env 発現ベクタ

ーを安定導入することで、発現量の比較に耐えうるデータが得ることができると考えられ

たが、クローニングの過程で発現量や局在に偏りが生じる可能性があったため、本研究では

蛍光抗体法を用いた。細胞膜全体の測定が可能なフローサイトメトリー法とは異なり、蛍光

抗体法では細胞膜上の一点のみを測定可能なため、50 個以上の細胞の測定することで、デ

ータの信頼性を高めた。加えて、Z軸における複数の平面の画像は正確な情報を提供できる。
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そこで、Z-stack 解析を行い、細胞膜の複数の Z 軸平面における Env の局在を確認した。

その結果、複数の Z 軸平面においても同様の傾向が確認され、確かに非透過処理条件下で

感染性分子クローン、Env 発現ベクター導入細胞のいずれにおいても、チロシン変異株由

来 Envが細胞膜上に強く局在していることが示された。これらの結果から、Envの YXXL

配列のチロシンが他のウイルスタンパク質ではなく、宿主因子との相互作用によって、Env

の輸送を制御していると考えられる。加えて、蛍光抗体法で Env を染色することにより、

透過処理条件下では感染性分子クローンあるいは Env 発現ベクター導入細胞において、全

ての変異株および野生型の Env が各周辺部に斑点状に局在していることが明らかとなった。

この斑点状のEnvの集積はEnvの細胞内での輸送が細胞内小器官を介して行われている可

能性を示唆した。そこで、本研究において変化した細胞膜の局在に特に関与すると考えられ

る初期エンドソームとトランスゴルジネットワークにおける Env の局在の解析を行った。

その結果、チロシン変異株において、初期エンドソームマーカーである EEA1 と共局在す

る Env の割合が減少していた。初期エンドソームは細胞膜上のタンパク質がエンドサイト

ーシスされた際に最初に輸送される細胞小器官である。このことから、YXXL配列のチロシ

ン残基がエンドサイトーシスを制御している可能性が示唆された。一方で、いずれの変異株

においても、タンパク質が細胞膜に輸送される過程で経由するトランスゴルジネットワー

クのマーカーである TGN46との共局在に変化は見られなかった。これらの結果は、Envが

粗面小胞体で合成された後に、トランスゴルジネットワークを経由して、細胞膜に輸送され、

エンドサイトーシスによって、細胞内に取り込まれるが、チロシン変異株ではエンドサイト

ーシスが阻害され、細胞膜上に留まることを示唆する。この YXXL配列による Envのエン

ドサイトーシスの制御は、CD8とgp30の細胞内ドメインのキメラタンパク質（CD8-CTM）

を用いた実験においても、示唆されている(57)。特に、Y487A、Y498A 変異を 1st YXXLあ

るいは 2nd YXXL に加えた CD8-CTM において、細胞膜上のキメラタンパク質量が増加す
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ることが報告されている(56)。これらの過去の研究を併せて考えると、Envの細胞膜への輸

送が次の三つのステップで行われていることがわかる（図 27）。1）Envタンパク質はシグ

ナルペプチドの機能により、粗面小胞体で前駆体として合成が行われる。2）合成後、トラ

ンスゴルジネットワークを経由して細胞膜へと運ばれ、その過程で gp51と gp30に分解さ

れ、糖鎖の付与が行われ、成熟する。3）細胞膜へと運ばれた後に、速やかにエンドソーム

へと取り込まれる。本研究における結果は、Envの budding siteへの輸送の過程において、

YXXL 配列が独立してエンドサイトーシスという非常に重要なステップを担っていること

を示している。加えて、EEA1 と共局在する Env の割合が、TGN46 と共局在する Env の

割合よりもわずかに多いという本研究の結果は、宿主の Env 特異的な免疫の攻撃からの逃

避のために細胞膜上の Envは速やかにエンドサイトーシスするためであると考えられる。 

透過処理後の細胞における細胞膜表面のタンパク質量を蛍光抗体法で測定した。当初、私

は非透過処理条件下での結果と同様に全てのチロシン変異株で Env が細胞膜上に強く局在

していると仮説を立てていた。しかし、驚くべきことに、透過処理条件下では、Y498A 由

来の Envのみが感染性分子クローンおよび Env発現ベクター導入細胞の両者において、強

く細胞膜に局在した。本研究において、界面活性剤である Triton-X 100を用いて、透過処

理を行っている。しかし、界面活性剤を用いることによって、細胞膜上のタンパク質、特に

界面活性剤に可溶な膜画分に存在するタンパク質が一部脱落することが知られている(78)。

一方、スフィンゴ脂質やコレステロールを多く含む細胞膜ドメインは界面活性剤に非可溶

性であり、界面活性剤耐性膜と呼ばれる(79,80)。このことから、Y498A由来の Envは野生

型の Envと比較してより強く界面活性剤耐性膜に局在している可能性が示唆された。 

budding siteへのEnvの輸送はEnvのウイルス粒子への取り込みおよびウイルスの複製

に影響を与える(55)。Envのウイルス粒子への取り込みに影響を与える要素として、以下の

二つの要素が考えられる。一つ目の要素として、HIV において、Env が一度エンドサイト
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ーシスをされた後に、リサイクリングエンドソームを経由して再度細胞膜上の budding site

に運ばれることが、Env のウイルス粒子への取り込みに必須であり、Env の細胞内輸送を

阻害するとEnvがウイルス粒子中に取り込まれなくなることが報告されている(81)。また、

二つ目の要素として、MAタンパク質が関与しているということが知られている(82)。本研

究において、Env の局在を変えた三つのチロシン変異の中で Y498A においてのみ Env の

ウイルス粒子への取り込みが阻害された。この Envのウイルス粒子への取り込みの阻害は、

一つ目の要素によって、説明が可能である。本研究において Y498A 由来の Env のみが

TritonX-100 で透過処理をした細胞においても細胞膜上に強く局在していたことから、

Y498A 由来の Env は界面活性剤耐性膜に強く局在している可能性が示唆された。界面活

性剤耐性膜、特に脂質ラフトはウイルスの粒子形成に非常に重要な役割を担っている。HIV

においても、Env は界面活性剤耐性膜と界面活性剤に可溶性な膜の二つの膜ドメインに局

在しているが、ウイルス粒子へと取り込まれるためには界面活性剤耐性膜に輸送される必

要があることが報告されている(83)。BLVにおいては、ウイルスの放出と脂質ラフトの関係

性は明らかにされていないが、HIV と同様に脂質ラフトが大きな役割を果たしているので

はないかと考えられている。本研究において示唆された Y498A変異における界面活性剤耐

性膜における Envの局在の増強とウイルス粒子中への Envの取り込みの阻害は、Envがウ

イルス粒子に取り込まれるためには budding site である脂質ラフトへ輸送される必要があ

ることと一見矛盾している。しかし、Y498A 変異において、界面活性剤耐性膜により多く

の Envが局在しながら、ウイルス粒子に取り込まれない理由として次の仮説が考えられる。

脂質ラフトにおけるエンドサイトーシスとクラスリン依存性のエンドサイトーシスの違い

である。HIVにおいて、ウイルス粒子の budding siteへの輸送には AP2を介したクラスリ

ン依存性のエンドサイトーシスが必要であることが報告されている。しかし、Y498A 由来

の Env は界面活性剤耐性膜に局在しているため、クラスリン依存性のエンドサイトーシス
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が阻害されている可能性があり、界面活性剤耐性膜には局在しているが、真のウイルスの

budding site への輸送が阻害されている可能性が考えられる。同様に三つのロイシン変異

の中で 3rd YXXLの L511A変異のみが Envのウイルス粒子への取り込みを阻害したが、こ

れには一つ目の要素と二つ目の要素の両方の要素の関与が考えられる。本研究において

L511A変異はシンシチウム形成あるいは Envの局在、特にエンドサイトーシスに影響を与

えていない。そのため、L511A変異による Envのウイルス粒子への取り込みの阻害は Gag-

Envの相互作用の阻害あるいはエンドサイトーシス後のEnvの budding siteへのエスコー

トに影響を与えている可能性が考えられる。Env のウイルス粒子への取り込みに関する詳

細なメカニズムの解明には、今後の YXXL 配列が相互作用する宿主因子の同定などの研究

が必要である。 

本研究において、それぞれ単一の変異によって表現型が変化したことやそれぞれの YXXL

配列が独自の機能を有していたことから、私は三つの YXXL配列が BLVの生活環において

重要な役割を独立して担っていると結論付けた。また、このそれぞれ独立した機能と宿主の

免疫応答からの逃避に非常に重要な役割を担っている可能性から、三つの YXXL 配列が野

生株に完全に保存されているのだと考えている。しかし、Y487Aや Y508A において、エン

ドサイトーシスが阻害されているにもかかわらず、Y498A とは異なり、ウイルス粒子中へ

の取り込みが阻害されなかったことから、それぞれの配列がお互いに機能を補完している

可能性も考えられる。そこで、YXXL配列のより詳細なメカニズムの解析には、三つ存在す

る YXXL 配列のチロシンとロイシンに単一の変異ではなく、複数の変異を加えた変異株を

用いた解析も必要である。 

本研究において明らかになった YXXL配列におけるシンシチウム形成の制御はEnvの輸

送が強く関与していることは間違いない。特に YXXL 配列が AP2-2 の結合モチーフであ

ることから、チロシンへの変異は AP2-2との結合能を失わせ、エンドサイトーシスが阻害
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されている可能性が考えられ、示唆されている(57)。実際に私は共免疫沈降法により、pBLV-

IF2 由来の gp30 が AP2 と結合することを確認している。今後の gp30 の YXXL 配列と

AP2-2の直接的な結合の検出によって、Envの輸送に対する大きな知見が得られると考え

られる。Envのエンドサイトーシスは宿主免疫からの逃避、およびウイルス粒子中への Env

の取り込みに特に重要なステップであるため、BLV に対する新規薬剤の標的となると考え

られる。しかし、Envの輸送の変化だけでは、Y498Aおよび L511Aのウイルス粒子中への

Envの取り込みの阻害メカニズムを十分に説明することはできない。このことから、YXXL

配列は多くの宿主因子との相互作用を介して、BLVの生活環を制御していると考えられる。

BLV は他のレトロウイルスと比較して、非常にウイルス粒子の産生量が少ないウイルスで

あり、不活化ワクチンの作製が非常に困難である。ウイルスの粒子形成に非常に重要な役割

を持っている Env、特にその中の YXXL 配列の機能解析を行うことによって、ウイルスの

産生量を上昇させるあるいは、ウイルス産生量を規定する宿主因子を同定することができ

れば、ワクチンの開発に非常に重要な知見を得ることができる。このことから、YXXL配列

と相互作用する宿主因子の同定は BLVの生活環に対する大きな知見になるとともに、世界

中に蔓延し、大きな経済被害をもたらしている BLVに対する創薬とワクチン開発の第一歩

となるだろう。 
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結論 

 

本研究において、図 27に示すように私は gp30の三つの YXXL配列がそれぞれ独立をし

て、シンシチウムの形成の抑制と Env の輸送、特にエンドサイトーシスに関与しているこ

とを明らかにした。また、2ndYXXL と 3rdYXXL が Env のウイルス粒子への取り込みを制

御していることを明らかにした。これらの知見は YXXL 配列が独立して、それぞれ異なる

宿主因子と関与している可能性を示唆している。しかし、ウイルス粒子への Env の取り込

みに関するメカニズムをはじめとして、三つの YXXL 配列がそれぞれどのような宿主因子

と相互作用し、BLV の生活環を制御しているかについてはいまだ不明な点が多く残されて

いる。今後の研究において、YXXL配列と相互作用する宿主因子を明らかにすることは、い

まだ有効な治療法やワクチンが存在せず、世界中で大きな経済被害をもたらしている BLV

を克服する第一歩となると考えられる。 
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図 1 ITAMとその機能 

ITAM は抗原受容体を構成するサブユニットが有する YXX[L/I]-X6-8-YXX[L/I]からなる

配列であり、細胞外からの刺激を細胞内に伝え、免疫細胞を活性化する働きを有する。 
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図 2 BLVゲノムの構造 

BLVは全てのレトロウイルスに共通な gag、pro、pol、envに加えて、調節遺伝子である

taxや rex、アクセサリータンパク質である G4、R3、noncoding RNA であるmicro RNA

や AS-1、AS-2を有する。 
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図 3 BLVの粒子構造 

BLV の粒子構造を示す。BLV は直径 100nm-120nm のエンベロープウイルウスである。

Envはウイルス粒子の表面にスパイクしている。 
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図 4 BLVの生活環 

BLV は宿主細胞に CAT1/SLC7a1 を介して、吸着・融合する。その後、脱殻をしたウイ

ルス RNAは逆転写され、ゲノムにインテグレート、プロウイルスとなる。プロウイルスか

らの転写後、新たなウイルス粒子が形成され、細胞から出芽する。 
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図 5 Envタンパク質の構造と機能 

Env タンパク質は gp51 と gp30 に分解されて機能する。gp30 の細胞内ドメインには三

つの YXXL配列が存在する。 
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図 6 YXXL変異感染性分子クローンの作製 

pBLV-IF2をから、envを含む領域をサブクローニングし、site direct mutagenesis によ

って、YXXL配列中のそれぞれのチロシンとロイシンをアラニンに置換した。その後、変異

を加えた env 配列を pBLV-IF2 の env 配列と交換し、Y487A、L490A、Y498A、L501A、

Y508A、L511Aを作製した。 
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変異株 Forward primer Reverse primer

Y487A tctgatGCtcaggccttgctaccat ggcctgaGCatcagaatcgggttta

L490A aggccGCTctaccatctgcaccaga gatggtagAGCggcctgataatcagaa

Y498A agagatcGCTtctcacctctccccc ggtgagaAGCgatctctggtgcagatg

L501A tctcacGCTtcccccgtcaaacccg cgggggaAGCgtgagagtagatctctg

Y508A cccgatGCTatcaacctccgaccct ggttgatAGCatcgggtttgacgggg

L511A catcaacGCTcgaccctgcccttgat gggtcgAGCgttgatgtaatcgggt

表1　YXXL変異感染性分子クローン作製に使用したプライマー

変異導入部位を大文字でアラニン配列を下線で示している
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図 7 Env発現ベクターあるいは YXXL変異 Env発現ベクターの作製 

pBLV-IF2あるいはその変異株から envを含む領域を pME-18neoに導入し、pEnv-WT、

pEnv-Y487A、pEnv-L490A、pEnv-Y498A、pEnv-L501A、pEnv-Y508A、pEnv-L511A を

作製した。 
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図 8 pME18neoを導入した CC81細胞における 1細胞あたりの核の数 

pME18neo を導入した CC81 細胞をメイグリュンワルド染色液およびギムザ染色液で染

色し、顕微鏡下で観察し、複数の核を持つ細胞の数とその細胞における核の数を測定した。 
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図 9 細胞膜上の蛍光強度の測定法 

カバーガラスを敷いた 12穴プレートに 1.0 × 105個の HeLa細胞を播種し、20時間後に

感染性分子クローンあるいは Env 発現ベクターを HeLa 細胞に導入した。トランスフェク

ション後 72時間後に、4%パラホルムアルデヒドで固定し、非透過処理群（A）と透過処理

群（B）に分け、抗 gp51抗体を用いて、gp51を検出した。それぞれの gp51を発現してい

る細胞について、写真に示すように核を通過する線上の蛍光強度からラインプロファイル

によって蛍光強度マップを作製した。細胞膜上の蛍光強度は蛍光強度マップ上の細胞膜の

ピーク値として測定した。写真中の白い矢印とグラフ中の黒い矢印はそれぞれ細胞膜の位

置を示している。  
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図 10 感染性分子クローンの発現の解析 

COS-1細胞に感染性分子クローンと pEGFP-N1（トランスフェクション効率を測定する

ためのマーカー遺伝子）を導入し、48時間後に COS-1 細胞を 2 mM EDTA を用いて、回

収した。一部の細胞を用いて、FACSCaliburTM flow cytometerを用いて、EGFP発現細胞

を検出し、トランスフェクション効率を算出した。残りの細胞を NET Bufferで可溶化し、

Cell lysate を作製し、タンパク質量を定量した。定量したタンパク質量をトランスフェク

ション効率で標準化し、BLV感染牛由来血清（左図）、BLV非感染牛由来血清（右図）を用

いてWestern blotによって、ウイルスタンパク質の発現を確認した。同時に、抗 EGFP抗

体によって EGFPの発現を検出した（左図）。矢印はそれぞれのウイルスタンパク質および

EGFPのバンドの位置を示している。 
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図 11 感染性分子クローンのウイルスの放出の解析 

COS-1細胞に感染性分子クローンと pEGFP-N1（トランスフェクション効率を測定する

ためのマーカー遺伝子）を導入し、48 時間後に培養上清からウイルス RNA を回収した。

ウイルス RNA は逆転写後に、BLV-CoCoMo-qPCR を用いて定量した。同時に

FACSCaliburTM flow cytometerを用いて、EGFP発現細胞を検出し、トランスフェクショ

ン効率を算出した。BLV-CoCoMo-qPCR によって定量したウイルス RNA 量をトランスフ

ェクション効率によって補正した。独立した実験を 3回行い、ウイルス RNA量の相対値の

平均とエラーバーをグラフに示した。それぞれの値は Dunnettテストによって、pBLV-IF2

の値と比較した。 
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図 12 Env発現ベクターの発現の解析 

pEnv-WT あるいは YXXL 変異株と pEGFP-N1（トランスフェクション効率を測定する

ためのマーカー遺伝子）を COS-1細胞に導入し、48時間後に COS-1細胞を 2 mM EDTA

を用いて、回収した。一部の細胞を用いて、FACSCaliburTM flow cytometerを用いて、EGFP

発現細胞を検出し、トランスフェクション効率を算出した。残りの細胞をNET Bufferで可

溶化し、Cell lysateを作製し、タンパク質量を定量した。定量したタンパク質量をトランス

フェクション効率で標準化し、抗 gp51抗体を用いて、gp51の発現を検出した（左図）。同

時に、抗 EGFP抗体によって EGFPの発現を検出した（左図）。矢印は gp51および EGFP

のバンドの位置を示している。それぞれの変異株におけるバンドの濃度を

AlphaEastFCTM software を用いて測定し、EGFPのバンド濃度で補正した。独立した実

験を 3回行い、gp51のバンドの濃度を EGFPのバンドの濃度で割った値の相対値の平均値

とエラーバーをグラフに示した（右図）。それぞれの値は Dunnettテストによって、pEnv-

WTの値と比較した。 
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図 13 感染性分子クローンにおけるシンシチウム形成能の解析 

CC81-GREMG 細胞に感染性分子クローンと pFlag-mRFP（トランスフェクション効率

を測定するマーカー遺伝子）を導入し、24 穴プレートに播種した。トランスフェクション

20時間後に、四分の一の細胞を 2mM EDTAで回収し、FACSCaliburTM flow cytometerを

用いて、mRFP 保持細胞を検出し、トランスフェクション効率を算出した。トランスフェ

クション後、72 時間後に残り四分の三の細胞を固定し、EVOS2 fluorescence microscope

で観察し、蛍光シンシチウムをの数をHCS Studio CellAnalysis softwareで測定し、トラ

ンスフェクション効率で補正した。同時に、蛍光シンシチウムの大きさを HCS Studio 

CellAnalysis softwareで測定した。独立した実験を 4回行い、蛍光シンシチウム数（右上

図）と蛍光シンシチウムの大きさ（左下図）の相対値の平均とエラーバーをグラフに示した。

それぞれの値は Dunnettテストによって、pBLV-IF2の値と比較した。**：p＜0.01、***：
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p＜0.001。一部の細胞においては、共焦点レーザー顕微鏡（FV1000）を用いて、蛍光シン

シチウムを観察した（左上図）。  
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図 14 Env発現ベクターに置けるシンシチウム形成能の解析 

CC81細胞に Env発現ベクターと pEGFP-N1（トランスフェクション効率を測定するマ

ーカー遺伝子）を導入し、60 mm dishと 24穴プレートに播種した。トランスフェクショ

ン 20 時間後に、12 穴プレート中の細胞を 2mM EDTA で回収し、EGFP 保持細胞を検出

し、トランスフェクション効率を算出した。トランスフェクション 72時間後にメイグリュ

ンワルドギムザ染色によって固定し、シンシチウムを顕微鏡下で観察した（左図）。また、

40 mm2の区画における各変異株のシンシチウム数を測定し、トランスフェクション効率で

補正した。独立した実験を 3 回行い、シンシチウム数の相対値の平均とエラーバーをグラ

フに示した（右図）。それぞれの値は Dunnettテストによって、pEnv-WTと比較した。*：

p＜0.05、**：p＜0.01。 
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図 15 感染性分子クローンにおける細胞膜での Envの発現の解析 

感染性分子クローンを HeLa 細胞に導入し、72 時間後に固定した。Env は抗 gp51 抗体

を用いて検出した（左図）。ラインプロファイルにより、蛍光強度マップを作製し、細胞膜

上の蛍光を測定し、各細胞の蛍光強度は各実験に置ける wild typeの平均蛍光強度で標準化

した。各感染性分子クローンにおけるデータは各 50個以上の細胞から収集した。細胞膜上

の蛍光強度の相対値の平均とエラーバーをグラフに示した（右図）。それぞれの値は

Dunnettテストによって、pBLV-IF2と比較した。***：p＜ 0.001。 

  



76 

 

図 16 Z-stack 解析による感染性分子クローン導入細胞における非透過処理条件下での

細胞膜上の Envの発現の解析 

感染性分子クローンを HeLa 細胞に導入し、72 時間後に固定した。Env は抗 gp51 抗体

を用いて検出した。各 gp51発現細胞の Z-stack画像 2 µm間隔で撮影し（上図）、ラインプ

ロファイルにより、蛍光強度マップを作製し、細胞膜上の蛍光を測定した。10 個の細胞か

ら蛍光強度を測定し、pBLV-IF2の平均蛍光強度で標準化し、細胞膜上の蛍光強度の平均と

エラーバーをグラフに示した（下図）。それぞれの値は Dunnettテストによって、pBLV-IF2

と比較した。**：p＜0.01、***：p＜0.001。  
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図 17 感染性分子クローンにおける細胞内での Envの発現の解析 

感染性分子クローンを HeLa 細胞に導入し、72 時間後に固定し、TritonX-100 で透過処

理を行った。Env は抗 gp51 抗体を用いて検出した（左図）。ラインプロファイルにより、

細胞膜上の蛍光を測定し、各細胞の蛍光強度は各実験に置ける wild typeの平均蛍光強度で

標準化した。各感染性分子クローンにおけるデータは各 50個以上の細胞から収集し、細胞

膜上の蛍光強度の平均とエラーバーをグラフに示した（右図）。それぞれの値は Dunnettテ

ストによって、pBLV-IF2と比較した。***：p＜0.001。 
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図 18  Z-stack解析による感染性分子クローン導入細胞における透過処理条件下での細

胞膜上の Envの発現の解析 

感染性分子クローンを HeLa 細胞に導入し、72 時間後に固定し、TritonX-100 で透過処

理を行った。Envは抗 gp51抗体を用いて検出した。各 gp51発現細胞の Z-stack画像 2 µm

間隔で撮影し（上図）、ラインプロファイルにより、蛍光強度マップを作製し、細胞膜上の

蛍光を測定した。各細胞の蛍光強度は pBLV-IF2の平均蛍光強度で標準化した。各感染性分

子クローンにおけるデータは 10個の細胞から収集し、細胞膜上の蛍光強度の平均とエラー

バーをグラフに示した（下図）。それぞれの値は Dunnettテストによって、pBLV-IF2と比

較した。***：p＜0.001。  
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図 19 Env発現ベクターにおける細胞膜での Envの発現の解析 

Env発現ベクターを HeLa 細胞に導入し、72 時間後に固定した。Env は抗 gp51抗体を

用いて検出した（左図）。ラインプロファイルにより、細胞膜上の蛍光を測定し、各細胞の

蛍光強度は各実験に置ける pEnv-WT の平均蛍光強度で標準化した。細胞膜上の蛍光強度

は 50個以上の細胞から収集し、細胞膜上の蛍光強度の平均とエラーバーをグラフに示した

（右図）。それぞれの値は Dunnett テストによって、pEnv-WT と比較した。*：p＜0.05、

**：p＜0.01、***：p＜0.001。 
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図 20  Z-stack 解析による Env 発現ベクター導入細胞における非透過処理条件下での

細胞膜上の Envの発現の解析 

Env発現ベクターを HeLa 細胞に導入し、72 時間後に固定した。Env は抗 gp51抗体を

用いて検出した。各 gp51発現細胞の Z-stack画像 2 µm間隔で撮影し（上図）、ラインプロ

ファイルにより、蛍光強度マップを作製し、細胞膜上の蛍光を測定した。各細胞の蛍光強度

は 10 個の細胞から収集し、pEnv-WT の平均蛍光強度で標準化後、細胞膜上の蛍光強度の

平均とエラーバーをグラフに示した（下図）。それぞれの値は Dunnett テストによって、

pEnv-WTと比較した。**：p＜0. 01、***：p＜0.001。  
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図 21 Env発現ベクターにおける細胞内での Envの発現の解析 

Env 発現ベクターを HeLa 細胞に導入し、72 時間後に固定し、TritonX-100 で透過処理

を行った。Env は抗 gp51 抗体を用いて検出した（左図）。ラインプロファイルにより、細

胞膜上の蛍光を測定し、各細胞の蛍光強度は各実験に置ける wild typeの平均蛍光強度で標

準化した。細胞膜上の蛍光強度は 50個以上の細胞から収集し、細胞膜上の蛍光強度の平均

とエラーバーをグラフに示した（右図）。それぞれの値は Dunnettテストによって、WTと

比較した。*：p＜0.05。 
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図 22  Z-stack 解析による Env 発現ベクター導入細胞における透過処理条件下での細

胞膜上の Envの発現の解析 

Env 発現ベクターを HeLa 細胞に導入し、72 時間後に固定し、TritonX-100 で透過処理

を行った。Env は抗 gp51 抗体を用いて検出した。各 gp51 発現細胞の Z-stack 画像 2 µm

間隔で撮影し（上図）、ラインプロファイルにより、蛍光強度マップを作製し、細胞膜上の

蛍光を測定した。10 個の細胞から蛍光強度を測定し、pEnv-WT の平均蛍光強度で標準化

し、細胞膜上の蛍光強度の平均とエラーバーをグラフに示した（下図）。それぞれの値は

Dunnettテストによって、pEnv-WTと比較した。*：p＜0. 05。  
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図 23 Envと EEA1の共局在の解析 

感染性分子クローンを HeLa 細胞に導入し、72 時間後に固定し、TritonX-100 で透過処

理を行った。Env は抗 gp51 抗体を用いて検出し、初期エンドソームは抗 EEA1 抗体を用

いて検出した（上図）。Villaltaのアルゴリズムにより、EEA1と共局在している Envの割

合（共局在指数）を測定した。共局在指数は各 50個以上の細胞から測定し、各細胞におけ

る共局在指数の平均とエラーバーをグラフに示した（下図）。それぞれの値は Dunnettテス

トによって、pBLV-IF2と比較した。*：0.05、**：0.01、***：0.001。 
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図 24 Envと TGN46の共局在の解析 

感染性分子クローンを HeLa 細胞に導入し、72 時間後に固定し、TritonX-100 で透過処

理を行った。Envは抗 gp51抗体を用いて検出し、トランスゴルジネットワークは抗 TGN46

抗体を用いて検出した（上図）。Villalta のアルゴリズムにより、EEA1 と共局在している

Envの割合（共局在指数）を測定した。各感染性分子クローンにおけるデータは各 50個以

上の細胞から収集し、各細胞における共局在指数の平均とエラーバーを表している（下図）。

それぞれの値は Dunnettテストによって、pBLV-IF2と比較した。  
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図 25 ウイルス粒子中への Envの取り込みの解析 

感染性分子クローンを導入した COS-1 細胞の培養上清からウイルス粒子を回収し、抗

gp51抗体、抗 p24抗体を用いて、Western blotを行い、ウイルス粒子中の gp51と p24を

検出した（左図）。矢印は gp51 および EGFP のバンドの位置を示している。ImageJ を用

いて、gp51 と p24 のバンドの濃度を測定し、gp51 の測定量を p24 の測定量で補正した。

独立した 6回の実験を行い、gp51のバンドの濃度を p24のバンドの濃度で割った値相対値

の平均とエラーバーをグラフに示した（右図）。それぞれの値は Dunnett テストによって、

pBLV-IF2と比較した。*：p＜0.05、**：0.01。 
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図 26 本研究において明らかとなった YXXL配列のそれぞれの機能 

BLVの gp30の三つの YXXL配列を含む C’末端の配列と、各 YXXL配列の機能を示して

いる。 
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図 27 本研究において明らかとなった各 YXXL配列の機能と模式図 

BLVの gp30の三つの YXXL配列を含む C’末端の配列と、各 YXXL配列の機能の模式図

を示している。 

 


