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研究成果の概要（和文）： 
我々は C3H マウスにおいてレトロウイルスの一つであるフレンド白血病ウイルス（FLV）の
感染が放射線誘発 p53依存性アポトーシスを著明に増強する実験系を見出した。FLVに感染し
た C3H マウスに低線量の放射線を全身照射すると、マウスは照射後 2 週間で著明な貧血を起
こして死亡し、骨髄造血細胞には高頻度のアポトーシスが観察される。この現象に関与する宿
主特異的因子を同定するため、FLV 接種後に放射線照射したマウス骨髄より採取した蛋白の
TOF-Mass解析を行った。C3Hマウスと DBAマウスの比較により、AcinusおよびMCM2と
いう 2つの分子が C3Hマウス特異的に見出された。そこで、C3Hマウス由来の放射線誘発骨
髄性白血病細胞株を用いた解析を行った。培養細胞株でも動物の骨髄細胞でみられたのと同様
に、FLV によって DNA 損傷誘発アポトーシスが増強する現象が確認され、Acinus および
MCM2の発現増強が重要な役割を果たしていることがわかった。加えて、microarayを用いた
網羅的解析を行って、C3Hマウスにおけるアポトーシス誘導経路の推定を行った。また、種々
の細胞株を用いた実験系を構築してウイルス蛋白と宿主蛋白の相互作用の詳細な解析を行った。
アポトーシス増強作用を応用した白血病治療マウスモデルについても実験系の確立を目指して
解析を開始した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The interaction of viral proteins with host-cellular proteins elicits the activation of cellular signal 
transduction pathways.  Previously, we have clarified that an infection with Friend leukemia virus (FLV) 
markedly enhanced the IR-induced apoptosis of hematopoietic cells in C3H mice in association with P53, 
ATM, and DNA-PK.  The phenomenon was characterized in vivo by severe anemia when the mice were 
infected with FLV and then treated with a low dose of total body irradiation (TBI).  Viral infection and 
replication occurred almost cell type-specifically in the hematopoietic cells and thus, the apoptotic 
enhancement was observed only in the hematopoietic cells.  However, p53 knockout mice, Atm 
knockout mice, and DNA-PK-deficient SCID mice with a C3H background did not exhibit this phenotype.  
A comparison of apoptotic signals after FLV, TBI, or FLV+TBI treatment of these mice revealed that 
ATM appeared to be necessary for the general signal transduction of TBI-induced apoptosis, while 
DNA-PK had a specific role in enhancing p53-dependent apoptosis under FLV infection.  The host 
specificity of this phenomenon was caused by the up-regulated expression of Acinus and 
minichromosome maintenance (MCM) 2 in C3H mice.  We also showed that C3H mouse-derived 
hematopoietic cells originally expressed higher levels of MCM2 than BALB/c cells and exhibited more 
frequent apoptosis after DNA-damage by doxorubicin when the cells expressed the Friend leukemia virus 
envelope protein gp70.  Transduction and immunoprecipitation assays using various deletion mutants of 
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MCM2 were performed in BALB/c-derived 3T3 cells and revealed the detail of the interaction of viral 
gp70 with MCM2.  Furthermore, combined FLV and doxorubicin treatment extended the survival of 
SCID mice bearing MCM2-highly expressing 8047 leukemia cells.   
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１．研究開始当初の背景 
レトロウイルスが感染すると、宿主の細胞に
は様々な影響があることが知られているが、
その多くは細胞をできるだけ長く生存させ
て、ウイルスの増殖に有利な状況を作り出す
方向性で作用するものであった。しかし最近、
HIVやHTLV-1などのヒトに感染するレトロ
ウイルスによって種々の細胞にアポトーシ
スを惹起する変化が見出され、感染に伴う細
胞シグナル経路の修飾は細胞生物学的な現
象として、また疾患の病態を解明する糸口と
して注目を集めてきた。 
  我々はこれまで、動物宿主のウイルス抵
抗性機序をヒトのウイルス感染性疾患の治
療に応用することを目的として、レトロウイ
ルスの一つであるフレンド白血病ウイルス
（FLV）のマウス感染実験系を用いて、ウイ
ルス感染に対する様々な宿主反応系を明ら
かにしてきた。また、ウイルス誘発白血病に
対する遺伝子治療を目的として骨髄移植を
用いた効率の良い遺伝子導入のモデル実験
系を確立し、治療モデルの基盤を築いてきた。
その流れの中で、ウイルス感染の放射線治療
実験モデルを作製・解析していたところ、偶
然にもウイルス感染に伴う著明なアポトー
シス増強作用を見出した。これは全く予想さ
れない発見だったが、宿主/ウイルス相互反応
の中からヒト疾患の病態改善につながる細
胞反応を抽出できる可能性があると考えら
れた。ノックアウトマウスを用いた検討など
から、通常とは全く異なる新たな経路で p53
依存性アポトーシスシグナルが増強されて
いることが明らかになった。 
 
２．研究の目的 

レトロウイルス感染に伴って起こるさまざ
まな宿主細胞反応の解析を進めてきたが、そ
の中で全く新しいアポトーシス誘導シグナ
ル経路を見出した。本研究ではウイルス感染
に伴う宿主細胞シグナル伝達系の変化全般
を探ると共にこのアポトーシス誘導経路を
詳細に解析し、動物モデルを用いた新たな抗
腫瘍治療戦略の開発を目的として腫瘍細胞
へのアポトーシス誘導を目指した解析を進
める。 
そこで本研究では、in vitro の実験系

を用いてこの現象の機序を徹底解明し、新た
なアポトーシス誘導経路に関わる原因遺伝
子を明らかにするとともに、その作用機構を
明らかにすること及びそれを応用した治療
モデルの作製を目的として実験を行う。低線
量放射線照射などで起こる DNA damage に伴
い、造血器系細胞ではある程度のアポトーシ
スが惹起されるが、FLV 感染した C3H マウス
ではこの作用が著明に増強され、マウスは貧
血によって死に至る。同様の処置を FLV 感染
した DBA/2 や BALB/c マウスに行ってもアポ
トーシスの増強は全く起こらず、この現象の
作用機構には宿主系統差が決定的な要素と
なっている。このことは、ウイルス感染に伴
うアポトーシス誘導経路に特異的な宿主遺
伝子が関与していることを示唆している。こ
れまでの in vivo での解析から、アポトーシ
ス増強作用に関わるシグナル経路には p53
遺伝子の作用が必須であること（Leukemia 
Res 2005a）、p53の活性化にはDNA-dependent 
protein kinase（DNA-PK）と FLV 由来の gp70
分子の協調作用が重要であることがわかっ
た（Leukemia Res 2005b）。更に DNA-PK、gp70
に加えて宿主特異的に作用する 2 種の蛋白



の関与も明らかとなってきた（投稿中）。こ
れらの分子の作用があれば、系統差、種差を
越えたアポトーシス誘導実験系を組むこと
ができる。そこで最初のステップとして C3H
由来の p53 変異を伴わない白血病細胞株（赤
芽球系と顆粒球系）、他の系のマウス由来細
胞株を用いてこの現象を解析する。また、こ
れまで我々が行ってきたヒトの造血器系疾
患細胞のシグナル異常についての解析から、
本研究で扱うアポトーシス誘導経路はこれ
らの疾患の病態と密接な関係があることが
明らかになってきたので、更にヒト疾患の治
療応用へと向けた研究を展開する準備を整
えている。研究の前半では細胞株に種々のア
ポトーシス刺激を加え、レトロウイルス感染
の影響の詳細を解析する。また、研究の後半
では、明らかになった遺伝子作用をもとにこ
れまでに確立した実験系を用いて、病的な異
常細胞・組織、とくに腫瘍組織を用いた実験
系で遺伝子導入等を用いてアポトーシスを
強力に誘導する型の治療モデルを作製する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
In vivo の実験から見出された“ウイルス
感染による宿主細胞のシグナル伝達経路
の修飾”という現象の分子メカニズムを
in vitro の実験系で更に詳細に解析し、
ヒトの細胞への導入実験へと発展させる
ことによって広い視野から遺伝子標的治
療戦略を展開する。 
 
現象の詳細な解析 
 
１） In vitro 実験系の確立： C3H マウ

スの骨髄細胞、脾細胞、胸腺細胞浮
遊液を用いた実験では、in vitro で
も FLV 感染と低線量放射線照射によ
って、顕著にアポトーシスが誘導さ
れることがわかったが、さらに細胞
株を用いた実験系の確立を目指す。
現在、数多くの放射線誘発あるいは
自然発生の C3H マウス由来の白血病
細胞株において、FLV 感染が放射線
誘発アポトーシスを増強する現象を
再現できることが明らかとなった。
in vitro 実験系の遂行に当たっては
現有の細胞培養装置、放射線照射装
置を使用して解析実験を行う準備を
整えている。 

２） ウイルス側の要素の解析： FLV は
SFFVとF-MuLVのcomplexであるが、
今回見られた現象は F-MuLV のみの
感染でも起こり、ウイルス側の遺伝
子をどこまで truncate するとこの
現象が起こらなくなるのかを解析す
る。ウイルス遺伝子産物と宿主遺伝

子産物の相互作用機序を解析する際
の重要な情報となる。実験には現有
の細胞培養装置、設備を用いる。 

３） マウスの系統差の解析： In vivoで
FLV接種と放射線照射を行った際に
骨髄細胞内で gp70 と会合している
分子群を免疫沈降法によって分離・
採取し、質量分析法によってマウス
系統間での比較解析を行ったところ、
宿主特異性を規定する 2 種の候補分
子があることがわかってきた（投稿
中）。さらに解析を進めるとともに他
の方法でも追試を行う。 

 
関連遺伝子同定へ向けての多面的解析 
 
１） 質量分析法を用いた原因遺伝子の同

定（１）： C3Hマウス由来の白血病
細胞株と他系統のマウス由来の白血
病細胞株を用いて FLV感染＋放射線
照射を行った場合の遺伝子発現の差
について解析する。In vitroの実験系
では、C3H マウス由来の細胞株を用
いてきたが、さらに、他の系統のマウ
ス由来の細胞株についても詳細に比
較検討を加え、宿主特異性に関与して
いる宿主遺伝子を探る上での情報と
する。多数の細胞株について検討する
設備・環境は整っており、すぐに実験
に取りかかることができる。質量分析
については大学共有の設備を用いて
予備実験を行っている。 

２） 質量分析法を用いた原因遺伝子の同
定（２）： C3Hマウス由来の白血病
細胞株の中にも、FLV 感染＋放射線
照射を行った場合にアポトーシス増
強作用の起こる細胞と起こらない細
胞が存在する。これらの白血病細胞株
を用いて FLV感染＋放射線照射を行
った場合の遺伝子発現の差について
解析する。 

３） DNA チップを用いた原因遺伝子の同
定： 上記２）～４）で検討した材料
に対してDNAチップを用いた網羅的
な解析を導入する。現在、in vivoの
胸腺細胞を用いた解析ではある程度
のデータが出ており、いくつかの遺伝
子発現に注目して解析を進めている
が、in vitroの実験系でのデータはな
い。In vivo の材料よりも、in vitro
の細胞株を用いた解析の方が結果は
clear になることが予想される。チッ
プのリーダー及び解析システムにつ
いてはすでに稼動しているものを用
いる。 

４） 分子相互の結合状態の解析：DNA-PK、
gp70、宿主特異的遺伝子産物がお互



いどの部位で結合した場合にこの効
果が現れるのかについて truncate し
た遺伝子産物を作製して解析する。 

５） 現有の設備と手法により治療モデル
実験系の開発を行う。 

 
４．研究成果 
１） 質量分析法を用いた宿主による反応性

の違いを規定する原因分子の同定を試
みた。C3Hマウスと DBAマウスに FLV
感染後放射線照射して DNA損傷を与え、
アポトーシスを誘導して、ウイルス蛋白
と結合する宿主蛋白群の発現比較を行
った。C3H マウスにのみ認められる発
現蛋白としてMCM2と acinusを同定し
た。 

２） In vivoのマウス実験系で FLV感染後に
doxorubicin を用いて DNA-damage 誘
発アポトーシスを誘導し、宿主の違いに
よるアポトーシス増強効果の違いを解
析した。Microarray を用いた網羅的解
析によっていくつかの分子が C3H マウ
ス特異的に発現増強していることが示
された。 

３） その中で MCM2 蛋白に注目して in 
vitroでの解析を行った。C3Hマウス由
来の細胞株では MCM2 の発現が高いこ
と、DNA 損傷誘発アポトーシスがウイ
ルス感染によって増強されることがわ
かった。 

４） MCM2 は本来 DNA 複製の際に必要な 
helicase作用を持つ分子であり核内で機
能する。免疫沈降法を用いた in vitroで
の解析から、MCM2 はウイルス由来蛋
白である gp70 と結合することにより核
内移行が阻害され（図 1）、細胞質内にと
どまることで DNA-PK の活性化、p53
依存性アポトーシスを誘導することが
わかってきた。この細胞内局在変化に伴
う作用転換を応用すれば、多くの腫瘍で
発現が増強し、細胞増殖に必要なMCM2
の作用をアポトーシス誘導へと向かわ
せるシグナルに変換することができる
と考えられる。 

【図 1】 

 
５） MCM2を高発現しているC3Hマウス由

来の白血病細胞を MCM2 発現の低い
BALB/cマウスを背景とした SCIDマウ

スに移植し、FLV を感染させた後、
doxorubicin 処理を行って白血病細胞に
強いアポトーシスを誘導する治療実験
系の確立を試みた（図 2）。 

【図 2】 

 
その結果、FLV感染による gp70存在下
では、doxorubicin によるアポトーシス
が白血病細胞に強く誘導され、移植した
マウスの生存期間が延長する傾向が認
められた。 

６） MCM2とgp70の相互作用によるアポト
ーシス増強機構についてはこれまでの
実験結果から下記のような経路が推測
される（図 3）。さらに、各々のステップ
の分子機構を明らかにすることにより
本現象の機構の全貌を解明する予定で
ある。 

【図 3】 
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