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研究成果の概要（和文）：進行性多巣性白質脳症 (PML)は、JCV感染による脱髄脳症である。JCVは感染細胞核内
のPML-NBsで複製するが、詳細な機序は不明である。今回、agnoproteinの存在下（agn(+)), 非存在下(agno(-))
でvirus-like particle(VLP)を作製し、次の結果を得た。①JCVはagn(+)で、カプシド蛋白の発現量を制御し、
PML-NBｓで効率よく粒子形成する。②カプシド蛋白の過剰発現は、PML-NBs以外の核内領域で不整なVLP形成をも
たらす。③Agno(+)では多数の転写因子の発現上昇がみられ、JCV複製に重要な転写因子のPML-NBs局在が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Progressive multi focal leukoencephalopathy (PML) is a demyelinating 
disorder caused due to JCV infection. Previous studies demonstrated that JCV capsid proteins 
accumulate to the promyelocytic leukemia nuclear bodies (PML-NBs), where they are assembled into 
virions. To clarify functions of PML-NBs, we expressed JCV capsid proteins, VP1 and VP2/VP3 in the 
presence or absence of agnoprotein, and assembly of virus-like particles (VLPs) was examined. The 
results indicated that (1) JCV efficiently produces VLPs, in the presence of agnoprotein, with 
regulated expression levels of capsid proteins. (2) Overexpression of the capsid proteins, in the 
absence of agnoprotein, results in ectopic assembly of irregular VLPs. (3) Moreover, mRNA expression
 levels of transcription factors increased in presence of agnoprotein. Thus, it may be indicated 
that the levels of transcription factors, which are important for JCV reproduction would be 
increased, when capsid assembly occurs at PML-NBs. 

研究分野：神経病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PML-NBsは広く真核細胞の核内にみられる構造であるが、その機能は多彩である。ウイルス感染においてはウイ
ルス遺伝子の転写や、ウイルス粒子形成の場として研究されているが、JCV感染でPML-NBsの解析を積極的に行っ
ている研究は、世界的に少数である。希少研究である上に、培養細胞と人体組織を関連させたtranslational 
researchが行われているという点で、本研究は学術的意義が高い。また、近年、免疫抑制剤などの使用に伴う
JCV再活性化、PML発症が問題となっている。JCV溶解感染のメカニズムを明らかにすれば、将来的には薬剤関連
PMLの対策にも貢献できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
進行性多巣性白質脳症 (progressive multifocal leukoencephalo- pathy: PML)は、JCvirus 

(JCV)感染による脱髄脳症である。JCV は多くのヒトに潜伏・持続感染し、免疫能の低下した
宿主において、再活性化する。神経系の乏突起膠細胞において、JCVの溶解感染は脱髄病変を
形成する。 
近年我々は、JCVがグリア細胞において promyelocytic nuclear bodies (PML-NBs)と呼ば
れるドット状の核内構造で複製し、核内にドット状のウイルス封入体を形成することを明らか
にした（図 1）。グリア細胞は JCV感染に伴い、細胞周期を Sから G2に移行し、この過程で
PML-NBsが腫大化する。これを足場に JCVが増殖する。JCVには、後期領域に agnoprotein
と呼ばれる調節蛋白をコードしており、そのコード領域や遺伝子産物は PML-NBsでのウイル

ス粒子形成を制御することが示唆されてい
たが、その詳細な機能は明らかではなかった。
また、PML-NBs は多数の核内蛋白の集積の
場であり、細胞活動の状態に応じて局在する
核内蛋白が変動すると推測されたが、その詳
細も明らかではなかった。 
(図 1) JCVが PML-NBsで複製するために形成さ

れるドット状の封入体。 

 
２．研究の目的 
進行性多巣性白質脳症において、JCVが誘導する細胞変性と脱髄のメカニズムを明らかに
することを目的に、感染細胞における PML-NBsの機能を明らかにする。具体的には、JCVが
PML-NBsで複製する意義を明らかにし、感染細胞で変動する PML-NBsの構成蛋白を検討す
る。 
 
３．研究の方法 
既に我々は、培養細胞にて JCVカプシド蛋白を強制発現し、ウイルス様粒子（virus-like 

particles: VLP）を形成するシステムを樹立している。Agnoprotein の蛋白コード領域を full 
lengthで有している発現ベクター(agn (+))と、ATG翻訳開始コドンを含む 5’領域 148-bpを欠
失した発現ベクター(agn(-))をそれぞれ COS-7細胞にトランスフェクションし、JCVカプシド
蛋白の局在や、VLP形成のメカニズムを共焦点顕微鏡や、電子顕微鏡で解析した。また、各々
の発現ベクターをトランスフェクションした培養細胞から mRNA を抽出し、マイクロアレイ
にて発現の上昇している遺伝子を比較検討した。 
 
４．研究成果 
JCV カプシド蛋白を agnoprotein の下流で発現すると(agn(+))、カプシド蛋白 VP1 の発現
量は抑制されていたものの、PML-NBs に限局して集積が見られることが明らかになった。共焦
点顕微鏡による解析で、VP1 は、PML-NBs の主要構成蛋白である PML 蛋白と、局在を一致させて
いた（図 2）。培養細胞核内で、agn(+)では、VP1 蛋白が核膜直下の PML-NBs 様の構造に集積し、
核マトリックス様の構造に沿って、その分布を広げていることが明らかになった。 

  免疫電顕による解析
でも、VP1 蛋白をラベル
する金コロイドが、核膜
直下に集簇し、d金コロ
イド集積部位と一致し
て、VLP 形成が確認され
た。 
 

（図 2）agnoprotein発現下で、JCVカプシド蛋白は、PML-NBsに限局して集積している。 
 
一方で、agnoprotein の 5’側、148-bp を欠失すると(agn(-))、VP1 蛋白の発現量は上昇

したものの、PML-NBs 以外の核内領域にも、VP1 がびまん性に分布し、金コロイドの密度の高い
領域では、VLP 形成が認められた。 



VLP の超微形態を、agn(+)と agn(-)で比較した。Agn(+)では、均一な形態を示す球状 VLP
が多数みられるのに対し、agn(-)では VLP 形態に多様性が見られ、歪んだ形態を示す VLP が目
立った。また、マイクロアレイの結果、agno(+)では、多数の転写因子の mRNA 発現の上昇が認
められた。 
以上の結果より、JCV は agnoprotein の下流でカプシド蛋白を発現し、PML－NBｓで効率よ
くウイルス粒子を複製すると考えられる。Agnoprotein または agnoprotein コード領域は、JCV
カプシド蛋白の発現量を制御し、PML-NBs での効率よりウイルス複製を促進すると考えられる。
Agno(+)では多数の転写因子の発現上昇がみられたことから、JCV 複製に重要な転写因子が
PML-NBs に局在している可能性が示唆されるが、今後の研究で詳細な検討が必要と考えられた。 
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