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研究成果の概要（和文）：エボラウイルスは、ウイルスグリコプロテイン分子（Ebo-GP）を宿主レセプター分子
と結合させることによって宿主細胞内に侵入する。Ebo-GPと結合し宿主細胞表面に発現する新規レセプター分子
EGPRを同定し、EGPRとEbo-GPとの結合には、Ebo-GP上の糖鎖が必須であることが判明した。さらに、EGPRはヒト
に感染するエボラウイルス５亜種全ての感染性を増大することを明らかにした。宿主がウイルスを排除するため
のNK細胞を活性化する分子EGPIMとそのリガンドとの結合をEbo-GPが阻害することが明らかとなり、エボラウイ
ルスはNK細胞による細胞障害活性から逃避することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：When ebolavirus enter host cells, ebolavirus glycoprotein (Ebo-GP) 
associates with host receptors. We identified a new entry receptor EGPR on the surface of host 
cells. We also found that glycans on Ebo-GP are required for the binding of EGPR to Ebo-GP. 
Furthermore, EGPR enhances the infectivity of all 5 subgenus of ebolavirus that are known to infect 
human. We also analyzed EGPIM expressed on the NK cells that attack and remove viruses in the host. 
We discovered that Ebo-GP inhibits the binding of EGPIM to the ligand, which suggests a mechanism 
that ebolavirus the evade from cytotoxicity by NK cells.  

研究分野： ウイルス学

キーワード： エボラウイルス　グリコプロテイン　エントリー　免疫逃避

  ２版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
  エンベロープをもつエボラウイルスやヘルペ
スウイルスが宿主細胞に侵入（エントリー）する際、
ウイルス分子と宿主側レセプターが結合し、ウイ
ルスエンベロープと細胞膜・エンドソーム膜と融
合することが重要である。我々は、ヘルペスウイ
ルスや水痘帯状疱疹ウイルス(VZV)のエントリー
レセプターである PILRα （Cell 2008）、NMHC-
IIA （Nature 2010）、MAG （Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 2010）、VZV のエントリーレセプターであり、
か つ 免 疫 細 胞 を 負 に 制 御 す る 分 子 VgBR
（Suenaga et al. 論文準備中）などを明らかにして
きた。エボラウイルス GP（Ebo-GP）は、膜融合を
起こすことが知られている分子であるが、我々は、
EGPR-免疫グロブリン融合タンパク質（EGPR-Fc
が Ebo-GP 発現細胞と結合することから、Ebo-
GPの新規結合分子EGPRを同定した (図1A) 。
さらに、ナチュラルキラー（NK）細胞を活性化す
る NK 細胞上分子 EGPIM と、そのリガンド
EGPIM-Lとの結合が、Ebo-GPによって阻害され
ることを見出した（図 1B）。 
 
２．研究の目的 
 エンベロープをもつウイルスが宿主に侵入（エ
ントリー）する際、ウイルス分子の宿主細胞側レセ
プターへの結合とそれに続くエンベロープと宿主
膜の融合が重要である。エボラウイルスの場合、
Ebo-GP が細胞表面で MGL、Axl、DC-SIGN な
どの分子と結合することによって、ウイルス粒子を
宿主細胞表面に吸着させた後、エンドサイトーシ
スによってとりこまれる。Ebo-GP は、Endosome 内
でプロセシングを受けた後、エンドソームに局在
する分子 Niemann-Pick C1 (NPC1)と結合し、エ
ボラウイルスエンベロープと lysosome 膜の融合を
引き起こし、それに続いてエントリーが起こるとさ
れている。ヘルペスウイルスでは、エンベロープ
が細胞表面において、宿主細胞膜と融合してウ

イルスエントリーを引き起こすことから、エボラウイ
ルスにおいても NPC1 非依存的に細胞表面での
膜融合・エントリーを引き起こすのか、我々が新
たに同定した宿主側分子 EGPR が Ebo-GP に対
する細胞表面でのレセプターとなるのかを明らか
にする。 
 宿主の免疫細胞は、ウイルスや感染細胞上の
分子を認識して、ウイルスを排除する。ウイルス
は、その排除機構から逃れるため、免疫細胞を
負に制御するといったように、生体内ではウイル
ス対宿主の攻防が行われている。エボラウイルス
の場合、感染細胞の MHC class I を、Ebo-GP で
覆い、CD8+ T 細胞の認識から逃れる。しかし、
MHC class I を持たない細胞は、NK 細胞に非自
己と認識され排除される。一般的に、ウイルスは、
NK 細胞から逃れるため、宿主細胞上で、NK 細
胞の抑制化レセプターリガンドを発現させたり、
活性化レセプターリガンドをダウンレギュレートし
たりする。我々は、Ebo-GP によって免疫細胞分
子との結合が制御される宿主分子（EGPIM リガン
ド、EGPIM-L）と EGPIM-L と結合する免疫細胞
活性化分子 EGPIM を発見した（図 1B）。エボラ
ウイルスが、Ebo-GP を使って、EGPIM と EGPIM-
L との結合を阻害することによって、宿主免疫か
ら逃避するのかどうかを解析する。 
 Ebo-GP は、膜融合、エントリーだけでなく、宿
主の抗体ターゲットともなるなど、エボラウイルス
表面において、多くの働きをすると考えられてい
る分子である。本研究では、Ebo-GP をめぐるエ
ボラウイルスと宿主間の相互作用を明らかにする。 
 
３．研究の方法 

① EGPR と Ebo-GP の結合の性質を、EGPR

や既報の NPC1 や Tim-1 等と Ebo-GP 可

溶型タンパク質を用いてそれぞれとの親和

性を解析する。また、膜融合アッセイ、

Ebo-GP 発現シュードウイルス感染実験を

行い、EGPR のレセプターとしての機能を

検証する。EGPR と Ebo-GP の変異体を利

用し、両者の結合や膜融合に必要な構造

を決定し、エントリー機構を解析する。 

 

② Ebo-GP 発現細胞では、NK 細胞活性化レ

セプターEGPIM とそのリガンド EGPIM-L の

結合が低下しているので（図 1B）、この観

点から、エボラウイルスの NK 細胞からの逃

避機構を解析する。Ebo-GP 発現細胞にお

ける、NK 細胞による細胞障害活性を解析

する。 

 

４．	研究成果 

 図１(A)のように EGFR-Fc は Ebo-GP 発現細胞

と結合したので、EGPR が、エボラウイルス感染効

率を増大させるかを検討した。バイオセーフティ

ーの関係上、エボラウイルス感染実験を、BSL4

環境下以外で行うことはできないため、Ebo-GP

を発現する水疱性口内炎ウイルス（VSV）のシュ

ードウイルスを用いた（北海道大学、高田礼人教



授との共同研究）。すると、コントロール細胞に対

する EGPR 発現細胞への感染効率は、VSV コン

トロールウイルスのおよそ 2.5 倍となった。エボラ

ウイルスで、ヒトに感染する亜属として、ザイール、

スーダン、タイフォレスト、ブンディブーギョ、レス

トンの 5 種類の亜属が知られている MGPR 発現

細胞は、これら５亜属の Ebo-GP を発現するシュ

ードウイルス全てに対して感染感受性が増大し

た。一方、EGPR 発現細胞に対して、エボラウイ

ルスと同じフィロウイルス科に属し、致死性の高

いマールブルクウイルスのシュードウイルスへの

感染感受性は、コントロールウイルスと同程度で

あった。このことは、EGPR がフィロウイルスの中

でも、エボラウイルス特異的に感染を増大させる

ということを示唆した。 

 Ebo-GP は糖鎖修飾に富む分子であり、Ebo-

GP 上の糖鎖が、Ebo-GP の受容体との結合に関

与し、宿主からの抗体認識から逃れることに関与

していることが報告されている。Ebo-GP と EGPR

との結合に Ebo-GP の糖鎖が関与しているかどう

かを解析した。EGPR が糖鎖を認識できなくなる

変異体の Fc 融合タンパク質（EGPRmut-Fc）を作

成し、Ebo-GP 発現細胞との結合性を解析した

（図２）。EGPR-Fc が Ebo-GP 発現細胞とよく結

合するのに対して、EGPRmut-Fc はコントロール

細胞と同様に Ebo-GP 発現細胞と結合しなかっ

た。すなわち、Ebo-GP と EGPR の結合には、

Ebo-GP 上の糖鎖が必要であることが判明した。 

 これまで Ebo-GP の分子構造、機能の解析は

数多く行われている。Ebo-GP は宿主細胞内在

性酵素により、S-S 結合で結ばれた GP1, GP2 の

subunit に分かたれ、GP1 とレセプターが結合し

た後、GP2 に作用し膜融合が実行されるといわ

れている。そこで、GP1-Fc を作成し、GPCR だけ

でなく、エボラウイルスのエントリーに関わる分子

として報告されている NPC1、Tim-1、Tyro3 ファミ

リーである Axl、MGL、DC-SIGN を発現細胞との

結合性を解析した（図 3）。GP1-Fc は、DC-SIGN、

MGL 発現細胞とよく結合し、NPC-1 発現細胞や

Axl 発現細胞とは結合しなかった。一方で、

EGPR、Tim-1 とも結合したが DC-SIGN ほど高い

親和性ではなかった。このことは、EGPR が、DC-

SIGN、MGL、Tim-1、Axl と同様に細胞表面にお

けるウイルス粒子の吸着に関与することが示唆さ

れた。 

 

 これまで、エボラウイルスの感染においては、

NPC1 が必須であると言われている。EGPR を介

したエボラウイルスの感染増強が、NPC1 依存的

か否かを検討した。CRISPR/Cas9 システムを用

いて NPC1 をノックアウトした細胞４クローンに、

EGPR を安定発現させた細胞及びコントロール細

胞を合計８種類作成した。これらの細胞に対する、

Ebo-GP 発現シュードウイルスの感染性を解析し

た。コントロールの VSV シュードウイルスは８種類

全ての細胞に高感染性を示したが、NPC1 ノック

アウト細胞には、EGPR の発現の有無に関わらず

Ebo-GP 発現シュードウイルスは上記 8 種類の細

胞に感染しなかった（北海道大学、高田礼人教

授との共同研究）。このことは、EGPR を介したエ

ボラウイルスの感染には NPC1 が必須であること

が示唆された。 

 NPC1 は、エンドソームに局在する分子である

ので、NPC1 がエボラウイルスの感染に関与する

にしても、細胞内にウイルス粒子が取り込まれて

からであることがわかっている。一方、我々のヘ

ルペスウイルスにおける研究から、宿主細胞表

面に発現するウイルス受容体は、ウイルス分子と

の結合によって、ウイルスエンベロープと細胞膜

の融合を引き起こすことによって、ウイルスを細

胞内へエントリーさせることがわかっている。そこ

で、次に述べるような膜融合アッセイによって、細

胞表面での Ebo-GP と MGPR 結合が膜融合に

関与するかどうかを解析した。一方の細胞に

Ebo-GP と GFP、他方の細胞に受容体である

EGPR と DsRed を発現させた細胞を用意する。こ

れらを共培養することによって、膜融合が起これ

ば、多核の巨細胞ができるウイルスフリーの膜融

合アッセイを行った。このアッセイは、すでにヘル

ペスウイルスを始め、多くのエンベロープを有す

るウイルスによって有効性が確認されているシス

テムである。しかしながら、Ebo-GP 発現細胞は、

DsRed のみ発現したコントロール細胞のみならず、
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EGPR 発現細胞との融合を誘導しなかった。この

ことから、Ebo-GP と EGPR は単に結合するだけ

では膜融合を引き起こさないことが示唆された。

実際、Ebo-GPが膜融合を引き起こすには、Ebo-

GP の S-S 結合を切断する酵素や pH 変化を必

要とするという研究もあることから、EGPR を介した

膜融合にも、両者の結合以外の要素も必要なの

かもしれない。 

 以上のことから、EGPR は、Ebo-GP と糖鎖依存

的に結合することによって、細胞表面でのウイル

ス粒子吸着に関与することがわかった。さらに、こ

れに引き続いて、ウイルスエンベロープと宿主膜

の融合を引き起こす可能性も残されており、さら

に NPC1 依存的にエボラウイルスの宿主細胞内

への感染を増強することが示唆された。 

 

 ウイルスは、宿主生体内において多くの宿主免

疫による排除機構にさらされている。ウイルスの

感染において、まず自然免疫系によるウイルス、

ウイルス感染細胞の排除が試みられる。その後

に T 細胞、B 細胞、抗体が機能する獲得免疫系

が反応する。ウイルス感染において重要な自然

免疫担当細胞として NK 細胞、マクロファージな

どが挙げられる。免疫細胞にはその機能を正ま

たは負に制御する分子が数多く存在し、その中

でも、我々は、図１（B）のように、Ebo-GP の発現

により、その発現細胞との本来の結合が低下す

る EGPIM を同定した。さらに解析を進めると、

Ebo-GP 発現によって、細胞表面上のリガンドと

の結合性が低下する分子 EGPIM2~4 も発見した

（図 4）。このような挙動を示す分子として、MHC

クラス I 分子が報告されており、Ebo-GP 発現によ

って、その立体構造上の障壁によって、ウイルス

分子由来の抗原ペプチドを提示している MHC

分子が T 細胞受容体（TCR）に認識できないよう

にしているといわれている。 

 EGPIMリガンド（EGPIM-L）を発現している細胞

に Ebo-GP が発現しているとき、EGPIM 発現免

疫細胞にどのような影響を及ぼすかを解析した。

コントロール細胞もしくは Ebo-GP 発現細胞をタ

ーゲットとし、それぞれを NK 細胞と 1:1 で共培養

した。NK細胞が活性化し、ターゲット細胞への障

害活性があれば、NK 細胞表面上の CD107a 分

子が出現する。すなわち、CD107a 陽性細胞の

割合が高いほど NK 細胞は活性化されていること

になる。図 5 に示すように、Ebo-GP 発現ターゲッ

ト細胞と共培養した NK 細胞の CD107a 発現は、

コントロール細胞と共培養したときより低率だった。

すなわち、Ebo-GP によって、NK 細胞の活性化

は負に制御されたことになる。Ebo-GP が直接

NK 細胞上のネガティブレセプターを刺激した可

能性も否定できない。一方で、当初の仮説通り、

Ebo-GP が EGPIM と EGPIM-L の結合を阻害し

ている可能性もある。後者の場合、図６に示すよ

うに、NK 細胞上に発現するポシティブレセプタ

ーが複数存在するため、この内複数が関与して

いる可能性が考えられた。 

 以上のように、エボラウイルスは、感染細胞表

面に Ebo-GP を発現させることによって NK 細胞

を負に制御することによって宿主免疫系から逃

れていることが示唆され、これまであまり明らかに

されていないエボラウイルスが NK 細胞から逃避

するメカニズムの一端が示唆された。 

 
 本研究によって、これまで報告されてきた以上
に、Ebo-GP の新たな宿主側の結合分子や機能
が明らかとなった。Ebo-GP とそのエントリーレセ
プターの結合の阻害、Ebo-GP による宿主免疫
細胞を負に制御することを阻害することを可能に
すれば、エボラウイルスの感染制御に新たな方
法を見出すことができると考えられた。 
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