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研究成果の概要（和文）： JCウイルスのウイルス因子 agnoproteinが細胞因子 AP-3と結合し、

細胞内輸送機構を抑制することにより、ウイルス因子自身の分解を回避し、細胞形質膜へ輸送

され、viroporin としてウイルス粒子の細胞外への放出を促進させること、ウイルス因子 VP1

のシステイン残基が粒子形成に重要な機能を有することを明らかにした。これらの知見は JC

ウイルスにより惹起される進行性多巣性白質脳症の治療法の開発の基礎的知見となると共に、

他のウイルス感染症の発症機序や治療法の開発にも応用される可能性が有る。 
 
研究成果の概要（英文）：The human polyomavirus JC virus (JCV) is the causative agent of 
progressive multifocal leukoencephalopathy (PML). The JCV encoded agnoprotein has been 
shown to act as a viroporin, promoting the release of progeny virions. We demonstrate 
that the JCV agnoprotein specifically interacts with AP-3. This interaction interrupts 
AP-3–mediated vesicular trafficking with suppression of the targeting of the protein to 
the lysosomal degradation pathway, and instead permitting the transport of agnoprotein 
to the cell surface. The findings demonstrate a unique viral-host factors interaction, 
and suggest that the viroporins of other viruses may also be highly regulated by specific 
interactions with host factors. In addition, JCV capsid consists of 72 pentameric 
capsomeres of a major structural protein VP1. We examined the role of cysteine residues 
in the VP1 expression by individually mutating the six cysteines. The C80A and C247A VP1 
mutants showed greatly decreased Vp1 expression. Our results suggest that regions of VP1 
including Cys80 and Cys247 is essential for JCV virion assembly. These results may be 
applicable for development of therapeutic strategy for PML and other viral diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)  JCウイルス（JCV）はポリオーマウイル
スに属する DNA ウイルスであり、約 70-80%
の健常人は JCV に不顕性感染している。JCV
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は免疫不全状態を契機として、中枢神経系の
オリゴデンドロサイトで特異的に増殖し、脱
髄を惹起する。 Progressive Multifocal 
Leukoencephalopathy (PML)罹患者は JCV の
増殖に伴い、種々の中枢神経症状が進行し、
最終的に呼吸不全等で死に至る。近年、ヒト
免疫不全ウイルス(HIV-1)の感染による AIDS
の流行[2007 年度内に新たに日本で判明した
HIV 感染者および HIV による後天性免疫不全
症候群(AIDS)症例数は 1500 人、世界全体の
HIV 感染者数は 3220 万人]や、移植治療後の
免疫抑制療法の実施により、PML 罹患者数は
急激に増大している (AIDS症例の2-4%にPML
が認められるという報告が有る)。また最近
では、多発性硬化症やクローン病の治療薬で
あるナタリズマブの服用者において PMLの発
症が報告されており、疾患の重要性が高まっ
ている。しかしながら、他の多くのウイルス
感染症と同様に PMLに対する治療法は確立さ
れておらず、対症療法のみが行なわれている。
また前述したように、JCV は不顕性感染率が
高く殆どの人が抗体を有しているため PMLに
対するワクチンの効果は無いと考えられる。 
 現在、JCV 感染と宿主因子に関する報告は
有るが、その結果に基づいた治療法は未だ無
く、JCV のウイルス因子と宿主因子の細胞レ
ベルにおける相互作用を明らかにし、その結
果に基づく治療法を確立することは急務で
ある。 
 
(2) 研究代表者は、これまでに、JCV の構成
タンパク質および転写・複製調節領域と宿主
因子の相互作用について研究を行い、多くの
新しい知見を見出し、EMBO Rep、J Biol Chem、
J Virol、Cancer Res、Virology 等の英文雑
誌に報告しており、2005 年には Nat Rev 
Micolobiolに Research highlightとして JCV
の核外輸送機構を解明した論文が紹介され、
世界から注目を集め、世界における JCVの研
究の中心の一人である。  
 
２．研究の目的 

本申請では研究代表者がこれまでに実施
してきた研究を発展させ、JCV のウイルス因
子と宿主因子の細胞レベルにおける相互作
用を明らかにし、PML の治療法の基礎的知見
を得ることを最終目的とし、JCV のウイルス
因子である agnoprotein (agno)および VP1 
を主とするウイルス因子が関与する宿主因
子を同定する。さらにウイルス因子と宿主因
子の細胞レベルにおける相互作用を明らか
にして、JCV の粒子形成および細胞外への放
出等における詳細な機序を解明する。 

 

３．研究の方法 

① 分子生物学的方法 
PCR法を用いた in vitro mutagenesisによる

変異タンパク質作成、大腸菌による組み換え
タンパク質作成、酵母を用いた yeast 2 
hybrid法、siRNAを用いた遺伝子の knock 
down、レトロウイルスを用いた遺伝子導入法
およびタンパク質発現誘導細胞株の作成、遺
伝子シークエンシング法等 
② 細胞生物学的方法 
 細胞染色法、GST-pull down法、FRETを用
いた細胞内タンパク質の会合および細胞機
能の検索、蛍光タンパク質を用いた細胞内因
子の局在および動態の確認、35S pulse chase
法等 
③ 免疫学的方法 
 免疫組織学的染色法、免疫沈降法、
flowcytometerを用いた細胞表面のタンパク
発現の確認、イムノブロッティング法等 
 
４．研究成果 
(1) JCV ウイルス因子である agnoprotein 
(agno)を対象とした研究成果 
① 我々はこれまでに JCVのウイルス因子で
ある agno が核膜において、宿主因子である
heterochromatin protein 1 alpha と相互作
用することにより、核膜の状態を変化させる
現象、および fasciculation and elongation 
protein zeta 1と結合することにより、その
機能を抑制して、ウイルス粒子の核から細胞
質内へ輸送を制御することを報告した。 
ウイルス粒子が細胞外に放出されるには、

核膜に加えて形質膜を超えることが必要で
ある。野生型および agno を欠損させたウイ
ルスゲノムを作成し細胞内に導入すると、野
生型はカプシドタンパク質である VP1が、細
胞内および細胞上清中に発現が確認され、ウ
イルス粒子が上清中に放出されていること
が示唆された。一方、agno 欠損ウイルス(Δ
agno)は、細胞内に VP1 は発現しているが、
上清中に VP1 の発現は認められなかった 
(図 1)。この結果から、agnoが JCV粒子の細
胞外への放出に関与していることが明らか
になった。 

 

 

図 1 agno 欠損ウイルス(Δagno)は、細胞
内(WCL)に VP1 は発現しているが、上清中
(SUP）に VP1の発現は認められなかった。 



 
② 生化学的および細胞生物学的実験を実
施し、71アミノ酸残基からなり、疎水性領域
を持つ agno が、脂質二重膜に挿入されてい
ること、ホモオリゴマーを形成することを明
らかにした。また、agnoはカルシウムイオン、
ハイグロマイシン等の低分子の細胞内への
流入を促進させた。これらの結果から、agno
は細胞形質膜にホモオリゴマーを形成して
形質膜の透過性を亢進させ、細胞からウイル
ス粒子の放出を促進する viroporinとして機
能することを証明した。得られた結果は 2010
年に PLoS Pathogens (被引用数 17)に報告し
た。 
③ 次にウイルス因子である agno と宿主因
子の相互作用を明らかにするために、yeast 2 
hybrid assay 法を実施し、agno 結合宿主因
子として、細胞内輸送に関与するアダプター
タ ン パ ク 質 adapter-related protein 
complex 3 (AP-3)を単離した。Agno と AP-3
の結合は、yeast 2 hybrid法、免疫沈降法お
よび GST-pull down 法で確認した。さらに
agnoの N末の 12アミノ酸が AP-3との結合領
域であることを明らかにした(図 2)。 

④ agno が AP-3 と結合してウイルスの産生
にどのような影響を与えるかを調べるため
に、agno変異体、AP-3の agnoとの結合領域
である AP-3-Y27Cタンパク質、siAP-3を用い
て 、 機 能阻 害 実験 を試 み ると 共 に、
agno-inducible cellを用いて agno発現によ
る細胞機能を詳細に検討した。その結果、
agnoは AP-3に結合することにより、AP-3依
存的細胞内輸送機構を抑制し、agno自らのリ
ソソームでの分解を回避し、細胞膜への輸送
を促進させることを証明した。 
⑤ これまでに得られた結果をまとめると、
ウイルス因子である agno は細胞因子である
heterochromatin protein 1 alpha および
fasciculation and elongation protein zeta 
1 と結合することにより、その機能を抑制し
て、ウイルス粒子の核から細胞質内へ輸送を

促進する。さらに、agnoは細胞質では細胞因
子 AP-3 と結合し、AP-3 依存的細胞内輸送機
構を抑制することにより、自らの分解を回避
し、細胞形質膜へ輸送されることにより、細
胞膜上でホモオリゴマーを形成し、細胞膜の
透過性を亢進させ、最終的にウイルス粒子の
細胞外への放出を促進させることを明らか
にした。本研究によりこれまで、細胞外への
放出機構が不明であった DNAウイルスである
ポリオーマウイルスの産生経路に新たな概
念を提唱するものであり、ウイルス学におけ
る重要な知見である。得られた結果は、既に
英文雑誌に投稿準備中である。 
 
(2) JCV ウイルス因子である VP1 を対象とし
た研究成果 
① JCV 粒子は他のポリオーマウイルスと同
様に外郭タンパク質である VP1の 5量体であ
るペンタマーが 72 個集合して形成される。
しかし、粒子構造の形成機序については不明
である。同族のポリオーマウイルスである
SV40 は粒子形成にシステイン残基が重要で
あることが報告されている。また JCV の VP1
と SV40 の VP1 は相同性が高く、システイン
残基の位置も類似している。本研究では JCV
粒子形成における VP1のシステイン残基に着
眼して、その機構を明らかにすることを試み
た。 
② JCV の VP1 のゲノムに存在する 6 個のシ
ステイン(42、80、97、200、247、260)をア
ラニンに置換した変異体を作成して、ウイル
ス産生への影響を調べた。システイン変異を
有する JCVゲノムを細胞に導入し、タンパク
質の発現および粒子形成の指標である赤血
球凝集価を測定した結果、VP1の 80番目のシ
ステイン(C80)および C247の変異体を有する
変異ウイルスはタンパク質の産生、赤血球凝
集能が著明に低下することが示された(図 3)。 

 
 

 
図 2  agno の変異体を用いて agno の N 末
の 12アミノ酸が AP-3との結合領域である
ことを明らかにした。 

 
図 3 VP1 の 80 番目のシステイン(C80)お
よびC247の変異体ではタンパク質の産生、
赤血球凝集能が著明に低下した。 



③ 次に C80 および C247 の変異体 C80A、
C247A の発現が低下する原因を検索するため
に、C80A、C247Aを細胞に発現させ、35Sで標
識した後に Pulse chase assayを実施し、細
胞内での分解の程度を野生型と比較した。そ
の結果、C80A、C247A の変異体 VP1 は野生型
に比較し、標識後、12 および 24 時間で著明
に分解が進行することが明らかとなった(図
4)。 

 
④ この分解が細胞因子によるものかを明
らかにするために、試験管内で ribosome、転
写因子およびタンパク合成に必要な因子の
みが存在する中で各々のシステイン変異体
を合成した。その結果、細胞内では発現が著
明に低下した C80A、C247Aの変異体 VP1も他
の変異体と同程度に、発現することが明らか
になった(図 5)。 

 
⑤ これらの結果から、JCV VP1 のシステイ
ン残基 C80 および C247 は JCV 粒子形成にお
いて重要な機能を有し、さらに試験管内での

タ ン パ ク 質 発 現 系 (in vitro protein 
synthesis)においては発現低下は認められ
ないこと、35S pulse chase 法で C80 および
C247変異VP1が野生型に比べて分解が著明に
進行することから、VP1 の細胞内での産生に
おいて細胞因子が関与し、C80および C247変
異 VP1では構造上の特性から、細胞因子によ
り分解されていることが明らかになった。現
在、本研究によって得られた結果は、既に英
文雑誌に投稿準備中である。 
 
(3) 得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト、今後の展望 
 本研究課題で下記の成果が得られた。JCV
ウイルス因子である agnoprotein (agno)は
adapter-related protein complex 3 (AP-3)
と結合し、AP-3依存的細胞内輸送機構を抑制
することにより、自らの分解を回避し、細胞
形質膜へ輸送されることにより、細胞膜上で
ホモオリゴマーを形成し、細胞膜の透過性を
亢進させ、最終的にウイルス粒子の細胞外へ
の放出を促進させることによりウイルスの
産生を促進させている。また以前報告した様
に agno は細胞因子である heterochromatin 
protein 1 alpha および fasciculation and 
elongation protein zeta 1 と結合すること
により、その機能を抑制して、ウイルス粒子
の核から細胞質内へ輸送を促進することと
合わせて考察すると、agnoは JCV感染細胞に
おいて、多段階でウイルスの産生を促進する
作用を有していることが判明した。 
さらに、ウイルス因子である VP1はそのシ

ステイン残基である C80 および C247 が粒子
形成に重要な役割を果たし、これらの残基を
アラニンに置換すると、細胞因子の作用によ
り分解される。 
以上、本研究課題では、JCV のウイルス因

子と細胞因子に着眼し、細胞レベルにおける
相互作用を明らかにして、JCV の粒子形成お
よび細胞外への放出等における詳細な機序
を明らかにした。これらの成果は国内外にお
いても他に類を見ないものである。既に成果
の一部は国内および国際学会にて発表を行
い、また 2010 年に国際的に有名な Online 
Journalである PLoS Pathogensに投稿し、未
だ公開されてから日は浅いが、既に被引用数
は 17 であり、成果のインパクトは高いこと
が推定される。また、他の成果は現在、英文
雑誌に投稿準備中である。本研究課題によっ
て得られた基礎的知見は JCV の agno もしく
は VP1を対象とした PMLの治療法の開発の基
礎的知見となると共に、同じポリオーマウイ
ルスに属し、腎移植の障害となる BK ウイル
ス感染症また、他の DNAウイルス感染症の発
症機序の解明や治療法の開発に応用される
可能性が有ると考えられる。また本研究課題
を推進する過程で作成したウイルス様粒子

 

図 4  C80A、C247Aの変異体 VP1は野生型
に比較し、標識後、12および 24時間で著
明に分解が進行する。 

 

図 5 細胞内では発現が著明に低下
した C80A、C247A の変異体 VP1 も他
の変異体同程度に発現した。 



が drug delivery system に応用できる事実
も見出した。 
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