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研究成果の概要： 
近年、バキュロウイルス感染昆虫細胞培養上清中に産生される発芽バキュロウイルス

(BV)上に種々の外来性膜蛋白質が発現することが明らかになっている。このバキュロウ

イルスディスプレイ法は、ヒトを始めとする真核生物の膜蛋白質およびその複合体を、

生理機能を保持した状態で発現させることができるという点で、優れたシステムである。

今回、この系を用いて、受容体とそのリガンドの関係にある膜蛋白質間の相互作用検出

法を開発した。 
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年度    

  年度    

総 計 3,600,000 630,000 4,230,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・機能生物化学 
キーワード：免疫生化学、蛋白質相互作用 
 

１．研究開始当初の背景 
膜蛋白質は刺激応答、細胞間相互作用などの

重要な機能を担っており、様々な応用を考え

る上で最も重要な蛋白質の一群である。免疫

系においてはB細胞による抗体産生、T細胞に

よるサイトカイン産生、キラー活性の発現な

どの諸現象が、ヘルパーT細胞とB細胞、ヘル

パーT細胞と樹状細胞、キラーT細胞とターゲ

ット細胞（腫瘍細胞、ウイルス感染細胞など）

などの、細胞間相互作用によって制御されて

いる。細胞間相互作用の実体は、多様な細胞

膜表面蛋白質の相互作用である。このような

膜蛋白質間相互作用の解析、及びその相互作
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用をモジュレートするシステムの開発に関

する研究は、免疫系の基礎的研究に有効であ

るだけでなく、自己免疫病や癌の治療、移植

臓器に対する拒絶反応の抑制などに貢献で

きると期待された。 

 

 
２．研究の目的 
本研究では、東京大学先端科学技術研究セ

ンターの浜窪らにより開発された発芽型バキ

ュロウイルス(BV)上への機能的膜蛋白質の発

現系（バキュロウイルスディスプレイ法）を

用いて、免疫系の制御に関与する膜蛋白質を

BVに発現させ、蛋白質間相互作用解析や生理

的リガンド（または受容体）蛋白質の探索ヘ

の応用を目的とした。 

具体的には (1) 自己免疫反応を抑制す

る免疫制御性T細胞の機能発現に重要な膜蛋

白質であるGITR (glucocorticoid-induced 

TNF receptor family-related gene)とその

生理的リガンドGITRL (GITRリガンド)の相

互作用の研究、(2) 膜蛋白質発現ウイルスを

プローブとしたcDNA発現ライブラリーのス

クリーニングシステムの確立、(3) 抗原提示

細胞上に発現する膜蛋白質であるクラスII 

MHC 分子とその生理的受容体であるT 細胞

抗原受容体との相互作用の研究、を行った。 

 

 
３．研究の方法 

(1) GITR及びGITRリガンド発現組み換えバ

キュロウイルスの作成と遺伝子発現の確認  

すでに単離されているマウスGITRリガン

ド cDNAをバキュロウイルス用トランスファ

ーベクターに組み入れたコンストラクトを

作成した。検出を容易にするために、GITRリ

ガンド cDNAにはN末端にエピトープタグで

あるFLAGタグを付加した。このプラスミドを、

バキュロウイルスゲノミック DNAとともに

Sf9昆虫細胞にトランスフェクションし、細

胞内での相同組換えにより生成する組み換

えバキュロウイルスを単離した。GITRリガン

ドの発芽型ウイルス(BV)上への発現を、FLAG

タグに対する特異抗体を用いたウェスタン

ブロットで確認した。同様にしてGITR発現組

み換えバキュロウイルスも作成し、C末端に

付加したHAタグに対する特異抗体を用いた

ウエスタンブロットでBV上へのGITRの発現

を確認した。 

 

(2) GITR・GITRリガンド相互作用検出システ

ムの開発  

GITR発現 T 細胞へのGITRリガンド発現BVの

特異的な結合を、蛍光標識抗gp64（バキュロウ

イルス主要エンベロープ蛋白質）抗体を用い

たフローサイトメーター解析により検討した。

またGITR発現BVをプレートに固定し、GITRリガ

ンド発現BVと抗gp64抗体または抗GITRリガン

ド抗体を用いた ELISA法によるGITRとGITRリ

ガンドの相互作用の検出を検討した。 

 

(3) 膜蛋白質発現BVをツールとしたcDNA

発現ライブラリースクリーニングシステムの

確立  

膜蛋白質CD58発現BVと抗ウイルスエンベロ

ープ蛋白gp64抗体および抗マウスIgG抗体結

合磁気ビーズを用いた免疫磁気ビーズソーテ

ィングによりcDNA発現ライブラリーのスクリ

ーニングを行い、CD58の生理的受容体である

膜蛋白質CD2を発現する細胞の濃縮、単離を行

った。 

 

(4) クラスII MHC cDNA保有組み換えバキュ

ロウイルスの作製とclass II MHC ヘテロダ

イマーのBV上での再構成  

マウスclass II MHC I-Adα鎖、β鎖 cDNAをc

DNAライブラリーより単離し、これらを各々、

バキュロウイルス用トランスファーベクター

に組み入れたコンストラクトを作成した。clas

s II MHC β鎖cDNAの3’末端にはFLAGタグを付



 

 

加した。(1)と同様にして、α鎖、β鎖 のcDNA

を各々保有する組み換えバキュロウイルスを

単離した。α鎖組み換えウイルスとβ鎖組み

換えウイルスをSf9細胞に共感染させ、培養上

清よりBVを回収して、BV画分でのclass II M

HC蛋白質α鎖・β鎖ヘテロ二量体の発現を、

抗FLAGタグ抗体を用いたウェスタンブロット

あるいは抗class II MHC抗体を用いたELISA

により確認した。 

 

 
４．研究成果 

(1) GITRと GITRリガンド相互作用検出系

の構築 

GITR発現 T 細胞への GITRリガンド発現

BVの特異的な結合を、蛍光標識抗 gp64（バ

キュロウイルス主要エンベロープ蛋白質）抗

体を用いたフローサイトメーター解析によ

り検出した。（図１、２） 

 

図1.受容体発現細胞へのリガンド発現BV

の検出法の模式図 

 

 

図2. GITR発現細胞へのGITRリガンド発

現BVの特異的な結合の検出 

 

さらにGITR発現BVをポリスチレンプレー

トに固相化し、GITRリガンドBVを加えて、

２種類の膜蛋白質を発現するBVの特異的な

結合を、抗GITRリガンド抗体を用いたELISA

法で検出することに成功した。（図3, 4） 

 

図3. ELISA法による膜蛋白質間相互作用

検出系の模式図 

 

 

図4．プレート固相化GITR発現BVへのGITR

リガンド発現BVの結合 

 

逆の組み合わせである固相化GITRリガンド

発現BVに対するGITR発現BVの結合も同様

の方法で検出可能であった。さらにこの結合

は、固相化BV（この場合はGITRリガンド発

現ウイルス）を特異抗体（この場合は抗GITR

リガンド抗体）とプレインキュベートするこ

とにより、完全にブロックされた。この結果

は、ブロッキング抗体や結合阻害活性を持つ

低分子化合物のスクリーニング系への応用

に道を開くものである。 

 

(2) 膜蛋白質発現BVをツールとしたcDNA



 

 

発現ライブラリースクリーニングシステムの

確立  

ヒト抗原提示細胞上の膜蛋白質CD58を発現

するBVと抗ウイルスエンベロープ蛋白質gp64

抗体、及び抗マウスIgG結合磁気ビーズを用い

て、ヒトT細胞cDNAライブラリーを発現するマ

ウスBaF/3細胞のスクリーニングを行った。C

D58を介して磁気ビーズに結合した細胞の選

別を３回繰り返し、CD58の生理的受容体であ

るT細胞の膜蛋白CD2を発現する細胞を濃縮す

ることができた。（図5） 

 

図5．CD58発現BVと磁気ビーズを用いた 

CD2発現細胞の濃縮 

 

この細胞からPCR法により、ヒトCD2 cDNAを増

幅・単離することができた。すなわちヒトCD2 

cDNAの発現クローニングに成功した。 

このシステムは、完全長の膜蛋白をネイテ

ィブな形でウイルス上に発現させることが

できるため、細胞外ドメインのみを可溶性の

組み替え蛋白として発現させる従来の方法

で膜蛋白がリガンド（又は受容体）結合能を

失う場合に特に有効であり、膜蛋白の生理的

リガンド（または受容体）の探索に有用と期

待される。 
 

(3) class II MHC・抗原ペプチド複合体ディ
スプレイBVの作成と抗原特異的 T細胞との
結合の検出 
卵白アルブミン(OVA)由来のペプチドが共
有結合した class II MHC I-AdE鎖を発現す
る組み換えバキュロウイルスを作成した。こ

のウイルスと、別途に作成した class II MHC 
I-AdD鎖を発現する組み換えバキュロウイル
スを昆虫細胞 Sf9に共感染させて、培養上清
より BVを回収した。BV上に抗原ペプチド
と class II MHCヘテロダイマーの複合体が
ディスプレイされていることを class II 
MHCに対する特異抗体を用いた ELISA法
で確認した。この BVとバキュロウイルスエ
ンベロープ蛋白 gp64 に対する抗体を用いて、
OVAペプチド-I-Ad特異的なT細胞受容体を
発現する細胞への BVの結合をフローサイト
メーターで検出した。 
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