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研究成果の概要（和文）：内在性レトロウイルス(ERV)は、ヒトや動物のゲノムに約10%存在する。ERVの機能解
明のために、家猫をモデルに研究を行った。ERV-DCが自律増殖能を持ったウイルスとして染色体ゲノムに存在す
ることを新たに発見し、組織における遺伝子発現・調節について解明した。抗ウイルス活性を示すERV由来の
Refrex-1の出現メカニズムを解明した。さらに、ERV-gamma4というERVがネコ白血病ウイルスと組換えを起こし
新たなウイルスの出現と、新たな病気発生のメカニズムの存在を発見し、X-regionと命名したERV-gamma4由来の
遺伝子がヒト、霊長類、豚などのゲノムに存在していることを発見した。

研究成果の概要（英文）：Endogenous retroviruses (ERV) are resident DNA copies that present around 10
% in human and mammalian genomes. In order to elucidate the functions of ERV, we conducted 
researches into ERV in domestic cats as a model. In this study, we newly discovered existence of 
ERV-DC in the chromosomal genome as a virus with autonomous growth ability, and clarified gene 
expression in cat tissues and its regulation. We elucidated the mechanism of Refrex-1, which is an 
ERV-derived molecule exhibiting antiviral activity. Furthermore, ERV termed as ERV-gamma4 has been 
recombined with feline leukemia virus (FeLV) and produced a new recombinant virus. ERV-gamma4 
derived gene designated as X-region is present in genomes of human, primate, pig, etc. Our discovery
 suggests the relationship between ERV function and potential diseases.

研究分野： 感染症

キーワード： 内在性ウイルス　レトロウイルス　生命進化　病原性発現

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
内在性レトロウイルスは数万年～数百万年前に発生した古代レトロウイルス感染症の産物である。家猫は、他の
動物とは異なって、とてもユニークなERVが存在することから、猫をモデルとした内在性ウイルスの機能の解
明、病気の発生および生命進化について多くの新発見をすることができる。今日、現代のウイルスが動物や人類
に甚大な病気を引き起こしており、人類や動物達がこれまでに経験してきた古代感染症の解明によって、現代に
発生している感染症の制圧やそれらに向き合っていくための知恵やアイデアがこれらの研究を通して生み出され
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) ERV（Endogenous Retrovirus 内在性レトロウイルス）は太古のレトロウイルス感染症の名

残である。ERV は数百万年～数千万年前に動物や人に感染し宿主ゲノムに内在化を成し遂げた。

ウイルスは内在化の後、ウイルス遺伝子の欠損・挿入により変異が蓄積し、もはやウイルスと

しての粒子形成能は失活している。ERV は種特異的なウイルス遺伝子群を形成し、動物や人で

はゲノムの約 6～10%を占める。近年、ERV の宿主遺伝子の機能が注目され、ウイルス感染抵抗

性因子をはじめ、胎盤形成、細胞周期の調整、グロビン遺伝子の発現調節、iPS 細胞の誘導等、

宿主に重要な働きをしていることが報告されている。ERV は宿主との進化的軍拡競争の結果、

何らかの生理機能を獲得している可能性がある。一方、ウイルス粒子形成能のある「感染性の

ある自律増殖能」を保持した ERV が、生物では発見されている。これら ERV は生体内でウイル

スが発現・増殖し、ウイルス粒子として放出されることで伝播可能であり、宿主に癌・リンパ

腫・白血病等を発生させる場合がある。家猫のゲノムに ERV-DC（Endogenous retrovirus of 

domestic cat）と命名したERV群が存在し、C1q12-21染色体に存在するレトロウイルスERV-DC10

がウイルス粒子形成能を保持した「感染性のある自律増殖ウイルス」であることを発見した（穴

井 2012 J Virol）。ERV はエピジェネテｲクスなどによる制御等、 何らかのメカニズムで抑制さ

れている。D4q14 染色体に存在する ERV-DC18 は ERV-DC10 の転座によって生じており（穴井 2012 

J Virol）、レトロトランスポゾンのようにゲノムの間を移動している。 

(2)ERV-DC は家猫に内在化し、ウイルスと共存している。ERV-DC 遺伝子座の中で ERV-DC7 と

ERV-DC16 によって転写される分泌性蛋白質が抗ウイルス活性を持つことを発見し Refrex-1 と

命名した(伊東. 2013 J Virol)。Refrex-1 は家猫に生まれながらに備わった特有の自然免疫因

子であり、Refrex-1 は家猫の進化の原動力となっていることの証拠である。 

(3)猫白血病ウイルス（Feline leukemia virus、 FeLV）は家猫のレトロウイルス感染症でリン

パ腫や白血病などを引き起こす。ウイルスが体内で増殖すると、ウイルスの変異や組換えなど

を引き起こしさまざまな変異ウイルスが出現する（Watanabe PLOS ONE 2013）。 

２．研究の目的 

(1)ERV-DC のウイルス性状、内在化メカニズム、発現メカニズムを明らかにする。 

(2) ウイルスと猫の共進化の中で出現した Refrex-1 の出現機構を解明する。 

(3)変異 FeLV の性状を明らかにする。 

３．研究の方法 

(1)自律増殖性を保持した新たな ERV（ERV-DC14）の発見と性状解析: ERV-DC14 プロウイルスの

細胞への導入を行い、ウイルスの複製をウイルス学、分子生物学手法によって測定を行った。

細胞内で増殖した ERV-DC14 は透過型電子顕微鏡によりウイルス粒子の形態の観察を行った。 

(2)   ERV-DC の定量系の樹立と組織における発現： ERV-DC の遺伝子型特異的に検出する PCR

プライマーをデザインし、RT-PCR 法を用いてリアルタイム PCR による定量系を樹立した。家猫

の血液や組織から RNA を抽出し、ERV-DC の発現量の比較を行った。 

(3)  ウイルスプロモーターの活性測定：ルシフェラーゼ遺伝子（Luc）の上流に ERV-DC 由来の

5’LTR 領域を挿入した LTR-Luc レポーター遺伝子を作成し、遺伝子の転写活性を制御するプロ

モーター/エンハンサーの活性をルシフェラーゼ遺伝子の産物による測定によって検討した。 

(4)ERV-DC の CpG シトシンメチル化の解析：染色体 DNA のバイサルファイト処理を行い、ERV-DC

の各遺伝子座の 5’LTR を PCR 法により増幅を行い、その遺伝子断片のクローニングと塩基配

列の決定を行った。得られた塩基配列の結果をもとに DNA メチル化解析を行った。 

(5)LacZ を用いたウイルス感染力価の測定： GPLac 細胞あるいは 293Lac 細胞を用いて LacZ を



保持したシュードタイプウイルスを作成した。これらウイルスに感染した細胞は LacZ 発現細胞

を染色することによってウイルス感染力価の産出を行った。 

(6)ウエスタンブロット分析、細胞免疫染色、遺伝子クローニング、RT-PCR、細胞培養：基本的

な分子生物学、ウイルス学、微生物学分野で用いる技術は全て定法に従って行った。 

４．研究成果 

(1)  自律増殖性を保持した内在性レトロウイルス（ERV-DC14）の発見： 

これまで ERV-DC10 および ERV-DC18 が家猫の自律増殖性のある内在性レトロウイルスであるこ

とを明らかにしてきた。本研究では ERV-DC14 が新たな自律増殖能を保持する内在性ウイルスで

あることを発見した。ERV-DC14 の遺伝子座は FISH

法によって C1q32 に同定した。ウイルスの感染指

向性についてさまざまな種由来の細胞株を用いて

調べたところ、ネズミとハムスター由来の細胞以

外の細胞株には感染性を示した。また、ERV-DC10

との感染宿主域を比較したところ、２つの ERV-DC

は異なる感染宿主域を示し、ウイルスの受容体が

異なることが示された（表 1）。透過型電子顕微鏡

により、ERV-DC14 のウイルス粒子および、細胞か

らのウイルス出芽の確認を行い、形態的にタイプ

Ｃのレトロウイルスであることが判明した（図 1）。 

(2)  ERV-DC の組織における発現解析： 

正常な家猫の血液や組織など15種の組織についてERV-DCの発現について解析を行ったところ、

ERV-DC GenotypeI(GI)、GenotypeII(GII)および GenotypeIII(GIII)のいずれのウイルスも発現

していることが判明した。定量 RT-PCR を樹立し、ERV-DC の発現を定量して調べた。その結果、

Refrex-1 をコードする ERV-DC Genotype II の発現は全般的に検出され、特に血液における発

現が高いことが判明した。Genotype I および Genotype 

III の発現は認められるが、限られた組織における発現

パターンを示した。自律増殖能を示す ERV-DC10 などの遺

伝子型 III では低い発現レベルが観察された。ERV-DC の

遺伝子発現が、プロウイルスによって異なることが判明

した(表 2)。 

(3)ERV-DC の発現調節メカニズム 

ERV-DCの発現がどのように調節されているかを解明す

るために次の 3つの実験を行った。 

①ERV-DC の 5’LTR について CpG シトシンメチル化による解析：  

自律増殖性を示す ERV-DC10 および ERV-DC18（Genotype III）は 5'-LTR は高度にメチル化され

ていた。一方、HEK293T 細胞における複製中の ERV-DC10 および ERV-DC18 ウイルスでは 5'-LTR

のメチル化は観察されなかった。 Refrex-1 をコードする遺伝子座である ERV-DC7 および-DC16

（Genotype II）のメチル化レベルは極めて低かった。末梢血液では、Genotype I に分類され

るERV-DC14の 5'-LTRにおけるCpGは部分的にメチル化されていた（37%）。遺伝子型ＩのERV-DC

における CpG メチル化は、23〜47%の範囲であった。5'-LTR のメチル化状態が血中の ERV-DC の

発現レベルと一致することが示された（表 2）。 

表 1. ウイルス感染指向性の比較 

図 1. ERV-DC14 粒子（電顕撮影） 



②RV-DC の 5’LTR のプロモーター解析： 

ルシフェラーゼレポーターアッセイを用いて ERV-DC 5'-LTR のプロモーター活性を調べた。 

ERV-DC10/DC18(Genotype III)や Refrex-1 をコードする ERV-DC7, ERV-DC16（GenotypeII）で

は高いプロモーター活性を示した。一方、ERV-DC14 では低いプロモーター活性を示した(表 2)。 

③ERV-DC 5’ LTR の１塩基

多型によるプロモーター活

性への影響: 

ERV-DC LTR のプロモーター

活性の解析から、LTR の 280

番目の塩基が T（チミン）ま

たは A（アデニン）の一塩基

多型が存在し、これがプロモー

ター活性に影響を及ぼしてい

ることが判明した。LTR の 280

番目の塩基が T（チミン）の場

合はプロモーター活性が極端

に低下し、一方 A（アデニン）

の場合はプロモーター活性が強く示された。それぞれの LTR を T-type LTR および A-type LTR

と命名した。この配列は LTR の cis-エレメントであることが示唆される。 

(4)家猫における ERV-DC の内在化メカニズム 

家猫ゲノムに存在する ERVDC の 92 遺伝子座について T-type LTR および A-type LTR の頻度を調

べた結果、プロモーター活性が極端に低下している T-Type LTR が有意にゲノム中に存在するこ

とが判明し、ウイルスの内在化メカニズムにおいて、ウイルスの不活性化が関連していること

が示唆された。 

（5）FeLV と FcERV-gamma4 の組換えウイルスの

発見：  FcERV-gamma4 と呼ばれる ERV の

5’-leader配列 およびGag遺伝子がFeLVに取

り込まれ、組換えウイルスが出現していること

を発見した。このトランスダクションをしてい

る領域を X-region と呼び、X-region を持った

FeLV は病原性が高いと考えられリンパ腫・白血

病の発生について亢進することが判明した。

X-region に お い て 、共 通 の 配 列 で あ る

CS(commonly shared)-Sequence と命名した配列は、

FcERV-gamma4の5’-leader配列に相当し、ヒト、

チンパンジー、霊長類、豚由来の特定の ERV に存

在することを発見した。CS-sequence は猫の様々

な組織やヒトの培養細胞に発現していることが判明し、生体内で宿主機能遺伝子として振る舞

っている可能性が示唆された(図 2A,B)。 

（6）新規 FeLV の発見とそのウイルスの受容体発見 

原因不明で死亡した猫白血病ウイルス(FeLV)陽性を示す１才猫（症例 TG35）の末梢血液から、

遺伝子単離された FeLV Env TG35-2 クローンについてウイルス感染実験およびウイルス干渉実

表 2. ERV-DC GI と GIII は、GII と比較して mRNA の発現量
が極めて低い。このような転写活性は、GI, GIII が感染性
ウイルスを産生する能力を持っているのに対して、GII は
抗ウイルス因子として機能しているという性質を反映して
いると考えられる。ERV-DC の発現量は、GIはシスエレメン
トにおける変異、GIII は DNA メチル化といった、genotype
特異的な発現調節機構に支配されている。 

図 2. (A)FcERV-gamma4 の構造と
CS-squence (B)CS-sequence のさま
ざまな種のゲノムにおける存在と機
能の保存性 



験を行った。ウイルスは FeLV Env 遺伝子を発現ベクターに挿入し、TG35-2 シュードタイプウ

イルスを作成した。感染実験の結果、既知の FeLV サブグループ A,B,C,D,T のいずれのウイルス

干渉群とも異なる新規のウイルスサブグループであることが判明した。その後、症例 TG35 から

全長の FeLV プロウイルスのクローニングを行い、感染性分子クローン FeLV TP2R を構築した。

TG35-2 シュードウイルスの受容体について探索を行った。ハムスター・ヒト radiation hybrid 

細胞株を用いて FeLV TG35-2 ウイルスの受容体は RFC(Reduced folate carrier)であることを

発見した。 

(7)細胞性癌関連遺伝子を持った FeLV の発見 

①FeLV-AKT ウイルスの発見：c-AKT が FeLV へトランスダクションを引き起こして出現した組換

えウイルス FeLV-AKT を発見した。 

②FeLV-myc ウイルスの検出系の樹立と臨床応用：PCR 法による FeLV v-myc の検出系の樹立を行

った。樹立された検出系を用いて、１４９例のリンパ腫・白血病症例について調べたところ１

４％において v-myc 遺伝子が検出された。それら腫瘍は T細胞性腫瘍であった。 

(8)ツシマヤマネコの保護管理 

対馬ヤマネコの FeLV 感染状況およびウイルス感染リスクを評価した。ツシマヤマネコ 90 頭に

ついて FeLV 感染の有無を調査したところすべて陰性であった。ツシマヤマネコが棲む対馬の家

猫について FeLV 感染の有無を調べたところ、FeLV は 6.4%の検出率であった。FeLV 感染家猫と

ツシマヤマネコの接触による感染が危惧される。 
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