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研究成果の概要（和文）：ウイルスが細胞内に侵入する過程には，大きく２つの経路（①細胞膜の結合部位から侵入す
る経路，②細胞膜上を侵入部位まで移動してから侵入する経路）があると考えられている。我々は，ヒトコロナウイル
スの一種は後者の経路で細胞内に侵入すること，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
であることを明らかにした。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。

研究成果の概要（英文）：The virus entry has two types of the entry routes; one is a route from the 
binding-site of the virus on the plasma membrane, while the other is a moving on the plasma membrane from 
binding-site to entry site. We revealed that human coronavirus 229E uses the later route and that the 
virus needs the macro clustering of membrane domains. 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.

研究分野：解剖学・細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）研究の学術的背景 
 細胞膜ドメインは，ダイナミックな集積・
離散を行うことで，細胞機能の調節を行って
いる。膜ドメインの一種であるラフトは，シ
グナル伝達のプラットフォームであり，その
クラスタリングがシグナル発火に重要であ
ることが報告されている。この中で，①リン
パ球のシグナル惹起には，T細胞受容体を核
とするラフトの巨大なクラスター形成（“マ
クロ”クラスタリング）が重要であること，
②多細胞生物の発生には非対称細胞分裂が
不可欠であるが，これには細胞膜上の非対称
性，つまり膜ドメインの“マクロ”クラスタ
リングによる極性形成が必要であることが
報告されている。研究代表者は，このような
“マクロ”クラスタリングは，シグナル惹起，
極性形成だけではなく，ウイルスの細胞内侵
入にも利用されることを，ヒトコロナウイル
ス-229E（HCoV-229E: 風邪の原因ウイルス）
を用いて明らかにした（Nomura et. al. J. 
Virol. 2004）。その後，一部のコクサッキー
ウイルスも，HCoV-229E と同様にラフトを
“マクロ”クラスタリングすることで，細胞
内に侵入することが報告され，膜ドメインの
“マクロ”クラスタリングは，シグナル惹起，
極性形成だけではなく，ウイルス感染を理解
する上でも重要であると考えられた。 
（２）研究開始までの我々の研究成果 
 我々は，ウイルスを運ぶ“マクロ”クラス
タリングの形成機構に焦点を当てて研究を
行ってきた。その結果，以下の４つのことが
判明した。①HCoV-229E は，ラフト分子で
ある CD13（HCoV-229Eのレセプター分子）
を架橋しながら細胞膜上をカベオラ（膜ドメ
インの一種）まで滑走すること，②ライブイ
メージング解析により，この HCoV-229Eの
細胞膜上滑走は，数 10 μmほどのラフト“マ
クロ”クラスターを作りながらカベオラまで
滑走すること。③CD13 の滑走は，その過程
で，細胞膜上で直線状の配向をとること。④
HCoV-229E の細胞内侵入には，カベオラが
マクロクラスタリングする可能性があるこ
と。 
 
２．研究の目的 
 ウイルス侵入時に形成されるラフト，カベ
オラの膜ドメイン“マクロ”クラスターの形
成メカニズムの解明するため，以下の点を明
らかにすることを目的とした。 
（１）CD13“マクロ”クラスター形成にお
けるドライビングフォースの解明 
 架橋されたCD13は直線的配向をとること
より， 架橋 CD13 による巨大クラスター形
成過程には，細胞膜直下のアクチンフィラメ
ントが関係する可能性が考えられた。これを
解析することで，クラスター形成時のドライ
ビングフォースを明らかにする。 
（２）カベオラ“マクロ”クラスター形成を
解明するためのプローブの評価 

 研究代表者は，カベオラ“マクロ”クラス
ター形成時に，カベオリン-1がチロシンリン
酸化を受けることを報告している（Nomura 
and Fujimoto. Mol. Biol. Cell. 1999）。この
ことから，カベオリン-1のリン酸化修飾をタ
ーゲットとして各種生化学的アプローチを
行う事で，ウイルス侵入時におけるカベオラ
“マクロ”クラスターの形成機構の解明への
手がかりが得られることが期待できる。そこ
で，研究代表者が以前に作製した抗リン酸化
カベオリン-1 抗体が生化学的なプローブと
して至適かどうかの評価をまず行う必要が
ある。至適プローブと確認できれば，それを
基に，各種生化学的解析を行い，リン酸化反
応の上流・下流を解析する。 
（３）多重蛍光標識ウイルスプローブの完成
とライブイメージング 
 これまでに作製を試みてきた多重蛍光標
識ウイルスプローブの完成を目指す。このウ
イルスプローブを完成し，ウイルス侵入イベ
ントの全行程（吸着，滑走，侵入，脱殻）を
マクロクラスタリングと共にライブイメー
ジング解析できるようになる。 
 
３．研究の方法 
（１）架橋 CD13のライブイメージング解析 
 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に
て解析した。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）生化学的解析 
 カベオラ“マクロ”クラスター形成時にお
ける生化学的解析を行うため，現有する抗チ
ロシンリン酸化カベオリン-1 抗体の生化学
的プローブとしての至適性を検討した。 
（３）多重蛍光標識ウイルスプローブの作製 
 コロナウイルスのゲノムは約 30 kbと非常
に大きな single strand RNAであるため，一
般的に行われている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，我々が以前に作成した各種蛍光
ウイルスタンパク質を恒常的に発現する
L132細胞（HCoV-229E感受性細胞）クロー
ンを用いて，多重蛍光ウイルスの作製を試み
た。 
 
４．研究成果 
（１）CD13“マクロ”クラスター形成にお
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，CD13 の動態には
以下の特徴があることが判明した。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すること。②その
直線的配向クラスターは，直線の長軸に沿っ
た向きに移動するものと，垂直方向に移動す
るものが存在すること。③どちらの移動過程



を経たクラスターもやがて巨大なクラスタ
ーを形成すること。 
 以上の結果から，“マクロ”クラスター形
成には，細胞膜直下のアクチンフィラメント
が関連する可能性が考えられたので，以下の
実験を新たに行い，結果を得た。①クラスタ
リング中の細胞を固定してファロイジン染
色したところ，CD13 クラスターとアクチン
フィラメントの局在は一致した。②EGFP-
アクチンを導入した細胞にて，架橋 CD13と
アクチンフィラメントの動態をライブイメ
ージング解析したところ，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）と一緒に移動した。③アクチンフィ
ラメントに特異的に結合する EGFP-ライフ
アクトを導入した細胞においても同様の結
果を得た。④クラスタリング過程の細胞にア
クチンフィラメント重合阻害剤を作用させ
ると，アクチンフィラメントの脱重合ととも
に，クラスター形成も阻害された。 
 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。今後，CD13 以外のラフト
分子や，非ラフト分子で同様の架橋実験を行
いアクチンフィラメントフローとの関連性
を調べる必要があると考えている。 
（２）カベオラ“マクロ”クラスター形成を
解明するためのプローブ評価 
 現有している抗リン酸化カベオリン-1 抗
体（作製したもの，市販のもの）で，特異性
の検討を行っているが生化学的実験に使用
できるような抗体は，残念ながら見当たらな
かった。これに関しては，カベオラクラスタ
ー形成を解析するためのターゲット分子を
再検討する必要があると考えている。 
（３）多重蛍光標識ウイルスの作製 
 各種蛍光標識ウイルスタンパク質を恒常
的に発現する細胞株に対し，ウイルス産生効
率の良いクローンをスクリーニングしたが，
現在までスクリーニングできた細胞株にお
いては，蛍光標識ウイルスの作製は確認でき
ていない。残りの細胞株も今後検討する必要
があると考えているが，併せて，蛍光標識ウ
イルスの作成方法自体を再検討する必要が
あると考えている。 
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