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研究成果の概要（和文）：  

タイラーウイルス誘導性脱髄には、ウイルス非構造蛋白 L と L* が重要であると考えられ 
ている。 
本研究では、L が宿主細胞の IFN 応答を抑制する傍らアポトーシスを誘導することを明らか

にし、これは L* により抑制されることを証明した。さらに、L* はミトコンドリアに局在す

ることを証明した。これらの結果は、L の誘導するミトコンドリア経路のアポトーシスを L* が
抑制することで、宿主細胞の死が協調的に制御されていることを示唆していた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Theiler's murine encephalomyelitis virus (TMEV)-induced demyelination is the  
representative of virus-induced demyelination and serves as an excellent animal model  
for multiple sclerosis because of the resembling pathological features. Two  
non-structural viral proteins, leader (L) and L*, are thought to play an important role  
in TMEV biological activities.  

In this study, it was demonstrated that L increases the number of apoptotic cells 
while it suppresses the IFN response of host cells. Furthermore, it was demonstrated 
that L* inhibits the apoptotic cell death induced by L. In addition, L* was 
demonstrated to be localized to mitochondria. These results suggest that L* may 
inhibit the intrinsic apoptosis induced by L through the localization to mitochondria. 

The present studies suggest that the L and L* regulate the apoptosis during viral  
infection and contribute to TMEV subgroup-specific biological activities. 
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１．研究開始当初の背景 
タイラーウイルス（TMEV）は、マウスに

急性致死性の灰白脳脊髄炎を起こす急性亜
群（GDVII 株）と、脊髄に持続感染し脱髄を
起こす慢性亜群（DA 株）とに分類され、こ
の DA 株による脱髄は多発性硬化症の動物モ
デルとして用いられている。ウイルス感染に
より引き起こされる脱髄疾患の詳細な発症
機序は未だ不明であるが、ウイルスがマクロ
ファージ（MΦ）に持続感染することにより、
一連の免疫機構が作動し脱髄が起こるとさ
れている。DA 株と GDVII 株の間には、両亜
群間の全蛋白の相同性が約 95 % を占める中、
85 % と低い相同性を示す Leader（L）蛋白
と、DA 株でのみ産生される L* 蛋白の２つ
のウイルス非構成蛋白の違いがあり、これら
の蛋白が、両亜群の生物学的性状を規定して
いると考えられる。 

L 蛋白は、「IFNα/β 産生抑制」「アポト
ーシス誘導」「ウイルス粒子形成制御」等、
様々な機能を持つ多機能蛋白として考えら
れているが、ウイルス持続感染および脱髄に
おける具体的な役割は未だ不明のままであ
った。一方の L* 蛋白は、MΦ 内における
TMEV 増殖に不可欠であることが明らかで
あり（Himeda et al. 2005. Virus Res. 108: 
23-28）、L* 蛋白は宿主細胞である MΦ のア
ポトーシスを抑制することでウイルスの持
続感染を可能にしていることも明らかとな
った（Himeda et al. 2005. Microb. Pathog. 
38: 201-207）。 

IFN α/β の産生抑制は、IFN regulatory 
factor-3 (IRF-3) の核移行を L 蛋白が阻害す
ることにより起こっていることが他のグル
ープにより報告され、IFN 産生抑制機序は
徐々に明らかにされつつある。しかし、L 蛋
白によるアポトーシス誘導機序および L* 蛋
白によるアポトーシス抑制機序については
不明のままであった。我々は、PSORTII に
よるモチーフ解析から、L* 蛋白がミトコン
ドリア輸送シグナルを有している可能性を
見出した。このことは、L 蛋白の誘導するア
ポトーシスはミトコンドリアを介する
intrinsic pathway であり、L* 蛋白はミトコ
ンドリアに局在して抗アポトーシス作用を
発揮している可能性が考えられた。 

 
２．研究の目的 
本申請課題では、この L 蛋白により誘導さ

れるアポトーシス経路と、L* 蛋白のアポト
ーシス抑制機序を明らかにし、ウイルスの持
続感染を可能にしている L と L* 蛋白の協調
的な細胞死制御メカニズムを解明すること
を目的とした。 
 

３．研究の方法 
（１）L 蛋白により誘導されるアポトーシス
と L*によるアポトーシス抑制作用の解析 

BHK 細胞に L を一過性に発現させ、
Caspase-3 active form、PARP cleaved form
を Western blotting により、annexin V をフ
ローサイトメトリーで解析し、L 発現細胞に
おける細胞死がアポトーシスであることを
確認する。さらに L*蛋白を共発現させ、L の
誘導するアポトーシスを L*が抑制しうるか
否かを同様の方法で検討する。 

 
（２）L 蛋白により誘導されるアポトーシス
経路の解明 
 Extrinsic pathway 活 性 化 の 有 無 を
caspase-8 assay および Western blotting に
より解析する。Intrinsic pathway 活性化の
有無を caspase-9 assay および Western 
blotting により、cytochrome c のミトコンド
リアからの漏出をWestern blottingおよび免
疫 染 色 に よ り 解 析 す る 。 さ ら に 、
Caspase-independent pathway 活性化の有
無 を 、 ミ ト コ ン ド リ ア か ら 漏 出 す る
apoptosis inducing factor (AIF) を Western 
blotting により解析し、L により誘導される
アポトーシスの主要な活性化経路を明らか
にする。 
 
（３）L*蛋白によるアポトーシス抑制機序の
解明 

L* 蛋白を恒常的に発現させた BHK-21 細
胞（L*/BHK）を作製し、L* の細胞内局在を
抗 L* 抗体と、MitoTracker Red による二重染
色で解析する。また、L*/BHK に L 蛋白を一
過性に発現させた時のミトコンドリアの形
態を MitoTracker Red 染色により解析し、L* 
蛋白のアポトーシス抑制機序へのミトコン
ドリアの関与を明らかにする。 
 
（４）L* 蛋白のミトコンドリア移行機序の
解明 

L* 蛋白は、PSORTII によるモチーフ解析
から、ミトコンドリア輸送シグナルを切断す
るサイト「R-3 モチーフ」を有していること
が明らかとなった。そこで、この R-3 モチー
フより前半部分（1-64）がミトコンドリア輸
送シグナルであり、後半部分（65-156）が L* 
蛋白の活性本体であると仮定し、FLAG tag
を付加した種々のコンストラクトを作製し、
各々の局在を、免疫染色により検証する。 
 
４．研究成果 
（１）L 蛋白により誘導されるアポトーシス
と L*によるアポトーシス抑制作用の解析 



 BHK 細胞に L を一過性に発現させること
により、 Caspase-3 active form 、 PARP 
cleaved formがWestern blottingにより検出
され、さらに annexin V をフローサイトメト
リーで解析したところ、L 発現細胞における
細胞死がアポトーシスであることを証明し
た。さらに L*蛋白を共発現させることで、L
の誘導するアポトーシスは有意に抑制され
ることが証明され、L の誘導するアポトーシ
スを L*が抑制することが証明された【Okuwa 
et al. 2010. Microbiol. Immunol.】。 
 
（２）L 蛋白により誘導されるアポトーシス
経路の解明 
 本研究計画に関しては、同時期に米国の
Lipton らのグループにより、同様の方法にて、
L の誘導するアポトーシスは、 Intrinsic 
pathway の活性化により起こっていること
が報告されたため、計画を中断し、次の計画
を進めることとした。 
 
（３）L*蛋白によるアポトーシス抑制機序の
解明 

 L*に FLAG tag を付加した蛋白を用いてそ
の細胞内局在を解析したところ、L*のミトコ
ンドリア外膜への局在が証明された（上図）
【Himeda et al. 2011. Virus Res.】。一方、L*発
現細胞におけるミトコンドリア形態変化の
観察も試みたが、ウイルス感染および L 発現
いずれにおいても、細胞変性効果が激しく現
れ、ミトコンドリア形態を観察することは困
難であった。 
 
（４）L*蛋白のミトコンドリア移行機序の解
明 
 L*の様々な断片に GFP を融合させた蛋白
を用いた解析から、L*は 41-70 残基の間にミ
トコンドリア移行シグナルを持つことが明
らかとなった。さらに L*は、高次構造を介し
た分子内相互作用によりそのミトコンドリ
ア局在を制御していることも示唆された（下
図）【Himeda et al. 2011. Virus Res.】。 
 
以上より、L と L* による協調的な細胞死

制御は、「L による I 型 IFN の産生抑制と同時
に起こる intrinsic pathway の誘導を、L*がミ
トコンドリア外膜において抑制する」ことに
よるものであることが示唆された。また、L
による IFN 産生抑制は、IRF-3 の核内移行の
阻害によることが報告され、さらに、別のグ
ループにより、IRF-3 は Bax と結合し、ミト
コンドリア膜透過性遷移孔を開口させ、アポ
トーシスを促進することが報告された。これ
らの所見から、下図に示すように、ウイルス
感染応答により活性化された IRF-3 の核内移
行を L が阻害するものの、その結果、細胞質
内の活性化 IRF-3 が増加し、IRF-3 と Bax が
効率よく結合することでアポトーシス促進
に働くが、ミトコンドリア外膜に存在する L*
がこの IRF-3／Bax 経路のアポトーシス抑制
している可能性が考えられた。 

 
今回、検討するまでには至らなかったが、 

野生型ウイルスおよび L*欠損ウイルス感染
時のミトコンドリア膜電位変化を測定する
ことで、より詳細なアポトーシス抑制機序が
解明されることが期待され、今後の課題とし
て残されている。 
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