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研究成果の概要（和文）：　ウイルスの細胞への感染初期過程において，我々は「吸着」と「侵入」の間に新た
な「滑走」過程が必要であるウイルスを報告した。このウイルスの移動には，膜ドメインの“マクロ”クラスタ
ー形成が必要であった。今回，細胞膜上でウイルスを移動させるメカニズムを明らかにするため，抗体を用いて
細胞膜上にあるレセプターを架橋し，その動態を解析した。その結果，膜ドメインの“マクロ”クラスター形成
は，細胞膜直下のアクチンフィラメントに依存することが判明した。しかし，この現象は他の培養細胞株では確
認することが難しかった。また，多重蛍光標識ウイルスの作製も試みたが完成には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：  In the initial process of virus infection to the cell, we reported that 
there is a virus that uses a new root of the initial infection, ‘sliding’, between processes of 
adsorption and entry and that the virus needs the macro clustering of membrane domains in this virus
 moving on the plasma membrane. Here, we studied the movement of the cross-linked virus receptors by
 antibodies in order to clarify the mechanism of the virus movement on the plasma membrane. The 
results suggest that the macro clustering of membrane domains depends on the movement of the 
membrane-associated actin filaments.
However, this phenomenon could not be observed in other cell lines, and the multi fluorescent tagged
 virus could not be assembled, unfortunately.

研究分野： 組織学，解剖学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ウイルスの細胞への感染初期過程を知ることは，ウイルス感染の防御法，治療法などを考える上で重要であ
る。この感染初期過程において，吸着部位と侵入部位は 暗黙的に“同じ”であると考えられていることが多
い。しかし，新たな感染過程として吸着後に「滑走」する過程が必須であるウイルスの存在を我々は明らかにし
た。本研究では，これをさらに推し進め，この「滑走」過程の詳細を解析することを試みたが，細胞株の違いに
よっては，この現象をとらえることができなかった。そのため，「滑走」過程を各種細胞株に適用し，多角的か
つ詳細な解析を行うことが今後の課題であると言える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ウイルスの細胞への感染初期過程を知ることは，ウイルス感染の防御法，治療法などを考え
る上で重要である。感染初期過程には大きく２つのステージ，①『吸着』（ウイルスが細胞膜
に結合すること），②『侵入』（ウイルスが細胞内に入ること）があると考えられている。『吸
着』は，細胞膜上にある特異的レセプターにウイルスが結合することを意味する。『侵入』は
大きく２つの経路が提唱されており，（１）細胞のエンドサイトーシスを利用して侵入する経
路と，（２）細胞膜とウイルスエンベロープとの膜癒合により侵入する経路である。この吸着，
侵入に関しては，これまで様々なウイルスに対してその詳細が報告されている。しかし，吸着
部位と侵入部位は盲目的に“同じ”であると考えられているようで，『吸着』と『侵入』の間に
ある『時間差（またはその距離）』に焦点を当てた報告はほとんどない。 
 研究代表者は，細胞膜ドメインであるラフト－カベオラの機能的連関性を追求している過程
で，ラフト分子の 1 つとして CD13 を釣り上げた。生細胞上で CD13 を抗体を使って架橋させ，
ラフトの巨大クラスターを誘導したところ，この巨大クラスターはカベオラへ向かって細胞膜
上を滑走した。CD13 はヒトコロナウイルス-229E（HCoV-229E：風邪の原因ウイルスの一種）
のレセプター分子でもあることから，抗体の代わりにウイルス粒子でも同様の滑走現象が起こ
るかを検討した。その結果，HCoV-229E は細胞膜に『吸着』後，細胞膜上をカベオラまで『滑
走』し，カベオラから細胞内に『侵入』することが判明した。これは，ウイルスによっては，
『吸着』後，すぐに『侵入』するのではなく，細胞膜上を侵入部位まで『滑走』したのち，細
胞内に侵入するという新規『滑走』ステージの存在を明らかにしたものである。 
 
２．研究の目的 
 本研究により，新規『滑走』ステージの概念を確立させ，多くの研究分野に発信するため，
以下の点を明らかにすることを目的とした。 
１）ラフト巨大クラスタリングによるウイルス『滑走』のドライビングフォースの正体を突き
止め，その分子機構の詳細を明らかにすること。 
２）多重蛍光標識コロナウイルスを作製し，『滑走』ステージの始点・終点をより明確にする
だけではなく，ウイルス細胞内感染の全過程をライブでイメージング可能とすること。 
 
３．研究の方法 
（１）ラフト巨大クラスタリングにおけるドライビングフォースの解明 
 生細胞においてラフト分子，特に HCoV-229E レセプター分子である CD13 を抗体にて架橋
し，その動態をタイムラプス的に解析を行った。また，得られた結果より，各種蛍光オルガネ
ラタンパク質，機能阻害剤等を細胞に導入し，多重蛍光タイムラプス解析を行った。 
（２）多重蛍光標識コロナウイルスの作製 
 ウイルスの細胞内感染の全過程をライブイメージング解析するために，ウイルス構成成分毎
に異なる蛍光波長を持つ，多重蛍光標識コロナウイルスの作成を試みた。具体的には，コロナ
ウイルスのゲノムは約 30 kb と非常に大きな RNA であるため，一般的な変異ウイルスの作製
法であるリバースジェネティクス法は適さない。そこで，以前作成した各種蛍光ウイルスタン
パク質を強制発現させた L132 細胞（HCoV-229E 感受性細胞）stable クローンを用いて，蛍光
ウイルスの作製を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）ラフト巨大クラスタリングにおけるドライビングフォースの解明 
 生細胞において CD13 を抗体にて架橋し，その動態を解析した結果，以前とらえつつあった
CD13 動態の特徴を以下のように再確認できた。（１）細胞膜上に散在していた CD13 は，直
線的配向をとりながらクラスタリングし，（２）その直線的配向クラスターは，直線に沿って
移動すると言うよりも，直線そのものが移動すること。（３）この移動過程を経たクラスター
は巨大なクラスターに成長すること。次に直線配向とアクチンフィラメントとの関係性をファ
ロイジン染色や，蛍光標識 actin 導入細胞，アクチン重合阻害剤（サイトカラシン，ラトラン
キュリン）処理細胞などで検討した。その結果，CD13 の直線的配向クラスターは，アクチン
フィラメントの流れ（これをアクチンフィラメントフローと名付ける）と一緒に移動すること
が判明した。以上の結果から，架橋 CD13 の巨大クラスター形成過程におけるドライビングフ
ォースは，アクチンフィラメントフローであることが示唆された。 

次に，初代線維芽細胞を用いた結果であったため，今後，大がかりな生化学的実験などを行
うことを踏まえ，増殖効率が高く，かつこの現象をとらえることのできる株化細胞をスクリー
ニングした。しかし，残念なことに，株化線維芽細胞（WI38 細胞），上皮細胞（MDCKII）
を始め，いくつかの株化細胞で検証したが，この現象をとらえることができなかった。また，
CD13 を発現していない細胞においては，CD13 を強制発現させて試みたが，同様の現象を検
出することはできなかった。 

今後，別のアプローチ法を検討する必要がある。 
（２）多重蛍光標識コロナウイルスの作製 



 各種蛍光標識ウイルスタンパク質を発現する stable 細胞に対し，ウイルスを
感染させ，新たにパッケージングされたウイルスを回収したが，まず，感染性
ウイルス粒子が回収されるまでの時間が約１日多くかかってしまうことが判明
した。また，回収したウイルス（蛍光標識ウイルスが含まれていることが期待
される）を感受性細胞に吸着させ，固定細胞，ライブイメージング等で検討し
たが，蛍光標識ウイルスは確認されなかった。同様の実験をウイルス構成タン
パク質である S-protein，M-protein，N-protein のそれぞれに EGFP 等の蛍光
標識をタグした複数の stable クローンに対してスクリーニングしたが蛍光標識
ウイルスは確認されなかった。 
 おそらくウイルス粒子のパッケージングの際に蛍光標識ウイルスタンパク質
は除外されてしまうものと考えられた。今後，別の蛍光標識ウイルスの作成方
法を検討する必要がある。 
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