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研究成果の概要（和文）：フレンドウイルスの env と FV-2（sf-Stk）が相互作用して細胞を癌
化するための重要な活性化分子を明らかにした。癌化を指標に env と相互作用する sf-Stk のア
ミノ酸領域を決定した。ウイルスの感染によりSf-StkがPI3キナーゼと結合することを証明し、
その欠損マウスを用いて感染実験を行い、FV-2 および PI3 キナーゼ依存性に脾腫発生が生じて
いることが判明した。またこの分子はストレス性赤血球造血に関与していることを明らかにし
た。HTLV-1 の発現が IL-2 除去によるストレスで p38 を介して発現が調節されていることを明
らかにした。FeLV によって引き起こされた MDS においてアポトーシス関連分子の上昇が検出さ
れた。以上よりレトロウイルス感染における宿主因子の様々な分子について同定し、その機能
について研究成果を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：The critical amino acid sequences of sf-Stk in which Friend virus 
gp55 transforms NIH3T3 cells in cooperation with sf-Stk were identified. Several signal 
molecules were constitutively activated in the transformed cells. PI3-kinase, one of these 
molecules, was identified to interact with sf-Stk. Splenomegaly induced by Friend virus 
was depend on Fv-2 and p85 expression status. Futthermore, p85 was shown to involved in 
stress- induced erythropoiesis.  HTLV-1 expression was associated with IL-2 withdrawal 
in cells and its regulation was due to via p38 stress pathway.  Apoptosis-related molecules 
were elevated in cats with MDS induced by FeLV.  These studies identified molecular 
mechanisms in retroviruses-induced diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
レトロウイルスはヒトを含む様々な動物種
に感染しリンパ腫、白血病、骨髄異形成症候
群、神経疾患、および免疫不全症を引き起こ
す。レトロウイルスにはその複製や病原性発
現を規定する宿主側の責任因子が数多く知
られ明らかになってきている。これらのうち
代表的な宿主責任因子として、レトロウイル
スの感染、防御にかかわるAPOBEC3ファミリ
ー蛋白、TRIMファミリー蛋白、FV-1やFV-4、
免疫反応と関わりのある宿主責任因子Rfv1、
FV-3、Rfv2、Rfv3遺伝子、レトロウイルスに
よる細胞の増殖や分化を規定する宿主責任
因子FV5、W(c-kit)、Sl(SCF)、FV-2(Sf-Stk: 
Short-form Stk/Ron )、xidなどが知られてい
る。フレンドレトロウイルスは感受性マウス
に脾腫を引き起こした後、赤白血病を引き起
こすレトロウイルスである。このフレンドウ
イルスの感染や病原性発現を規定する宿主責
任因子が、上記に示す分子など、数多く同定
されてきている。ウイルスエンベロープ蛋白
は エ リ ス ロ ポ エ チ ン レ セ プ タ ー や
FV-2(Short-form Stk/Ron、Sf-Stk)と共同で
細胞をトランスフォームすることが知られて
いる。 
 
２．研究の目的 
（１）env gp55/sf-Stk 複合体によって癌化
する場合、活性化する分子の同定： 
フレンドレトロウイルスは感受性マウスに
貧血(ウイルス A 株)あるいは多血症(ウイル
ス P 株)をともなった脾腫を引き起こした後、
赤白血病を引き起こす。病気を規定する宿主
因子として FV-2 が知られているが、FV-2 は
レセプター型チロシンキナーゼ Ron/Stk の
細胞外領域欠損タイプであり、応募者はウイ
ルスエンベロープ蛋白とSf-Stk（FV-2産物）
が結合することを見出し明らかにした。また、
繊維芽細胞にウイルスエンベロープ（gp55）
および Sf-Stk が共発現すると細胞は癌化す
ることを発見した。この癌化した細胞におい
て、どのようなシグナル伝達系が活性化して
いるのかを検討し、また特異的なインヒビタ
ーを用いることによって、癌化(白血病)に重
要な分子を同定する。 
 
（２）フレンドウイルスによって引き起こさ
れる赤白血病におけるPI3キナーゼの役割の
検討：上記（１）の研究結果から、恒常的に
活性化されている分子について白血病発生
との関連性をその分子のノックアウトマウ
スを用いて検討するが、この場合、PI3 キナ
ーゼに着目し、そのサブユニットである p85α 
分子と白血病発生について明らかにする。 
 
 
 

（３）PI3 キナーゼと赤血球造血： PI3 キナ
ーゼのサブユニットである p85α欠損マウス
を用いて、ストレス性の造血について明らか
にする。 
 
（４）ウイルスと Sf-Stk 複合体：env gp55
と結合している Sf-Stk 分子の結合部位を同
定しウイルスと FV-2(Sf-Stk)複合体につい
て明らかにする。 
 
（５）HTLV-1 のウイルス発現を調節している
分子について：HTLV-1 のウイルス発現につい
てストレスに関連した分子の同定を行うこ
とを目的に、研究を行った。ウイルスはさま
ざまな刺激に反応してウイルスが発現する
が、細胞を飢餓状態にしたときにウイルス発
現が上昇することを発見し、その分子機構を
明らかにすることを目的に研究を行った。 
 
（６）MDS と関連する分子の検索：猫白血病
ウイルスクローン３３（FeLV clone33）は猫
に骨髄異形成症候群（MDS）を引き起こすこ
とが明らかとなったが、その MDS を発症した
猫の骨髄において MDS発症と関連した分子を
同定し、レトロウイルス誘導性 MDS における
メカニズムを明らかにすることを目的とす
る。 
 
3．研究の方法 
(1) env gp55/sf-Stk 複合体によって癌化す
る場合、活性化する分子の同定：さまざまな
シグナル伝達系に対する抗体を用い、その活
性化について Western Blot 法で評価した。
またさまざまなインヒビターを用いること
によって重要なシグナル分子の重要性につ
いて検討した。 
 
（２）フレンドウイルスによって引き起こさ
れる赤白血病におけるPI3キナーゼの役割の
検討：PI3 キナーゼのサブユニットである
p85α欠損マウスに FV-2 依存性ウイルス
(SFFV-P,SFFV-A)および FV-2非依存性ウイル
ス SFFV BB6 の計３株をそれぞれ静脈注射に
よって接種を行った。接種後２週目において
マウスの脾臓の大きさ(脾腫の程度)、フロー
サイトメーターを用いて、赤芽球系のマーカ
ーである Ter119 陽性細胞の数について評価
を行った。 
 
（３）PI3 キナーゼと赤血球造血：85α欠損マ
ウスに PHZ（フェノラハイゾラジン）を投与
し、溶血性貧血を誘導する。５日目にマウス
の脾臓の重量（脾腫の指標）および Ter119
陽性細胞をフローサイトメタ―によって評
価を行った。 
 
 



 

 

（４）ウイルスと Sf-Stk 複合体：ウイルス
env gp55 蛋白と協調して働く FV-2(Sf-Stk)
の NIH3T3細胞への共発現は細胞を癌化する。
この系において、様々な Sf-Stk の deletion 
mutants および point mutants を作成し、ウ
イルスと共に NIH3T3 細胞で発現させること
によって、トランスフォーメーションアッセ
イにより、Sf-Stk の重要な領域およびアミノ
酸の決定を行った。 
 
（５）HTLV-1 のウイルス発現を調節している
分子について：IL-２依存性の HTLV 陽性細胞
株(ILT 細胞)を用いて、IL２除去後に活性化
する分子について
anti-phosphop38,anti-phosphoJNK,anti-ph
ospho MEK を含む様々な抗体を用いて、
Western Blot法で分子の活性化状態を検討し
た。また、MAPK の p38 のインヒビター
（SB203580 および SB202190）を用いて、p38
の活性化をブロックした。ウイルス発現の定
量はフローサイトメーターを用いた gag蛋白
と RT-PCR による gag 遺伝子の発現レベルに
よって評価を行った。 
 
（６）MDS と関連する分子の検索：MDS を発
症した猫の骨髄細胞を採取し、アポとース関
連分子(TNF-α, Fas, Fas-ligand, Survivin)
について RT-PCR 法を用いて遺伝子発現を検
討した。 
 
４．研究成果 
（１）env gp55/sf-Stk 複合体によって活性
化されるシグナル伝達系の検出 
env gp55/sf-Stk の発現により NIH3T3 細胞は
トランスフォームするが、この細胞において
活性化してるシグナル伝達分子を検討した
ところ、PI3 キナーゼ/Akt 経路の活性化、PI3
キナーゼと結合している分子である Gabの活
性化が検出された。MAP キナーゼ経路につい
ては、MEK および JNK の活性化が見られた。
P38 に関しては活性が認められず、血清除去
による誘導において抵抗性を示した。STAT の
活性について調べたところ、STAT1,5 の活性
は見られなかったが、STAT3 の活性が検出さ
れた。 
シグナル分子のインヒビターを用いること
によって、JNK,MEK および PI3K の経路がこ

の癌化を抑え
ることが明ら
かとなった。 

 

 

（２）フレンドウイルスによって引き起こさ
れる赤白血病における PI3 キナーゼの役割 
フレンドウイルスの感染によって PI3キナー
ゼが活性化されることが明らかとなったこ
とから、PI3 キナーゼの役割についてマウス
を用いて検討した。P85α 欠損マウスに
FV-2(sf-Stk)依存性ウイルス（SFFV-P、
SFFV-A 株）および FV-2 非依存性ウイルス
（SFFV BB6）をマウスに接種したところいず
れ も 脾 腫 を 示 し た が そ の 程 度 は
FV-2(sf-Stk)依存性ウイルスによって引き
起こされた場合において、p85α 欠損マウス
ではコントロールマウスに比べて有意に脾
腫サイズは減少していた。しかし、FV-2 非依
存性株である SFFV BB6 株では脾腫の大きさ
に違いは認められなかった。このことから
PI3 キナーゼの赤白血病における役割は、
sf-Stk に依存していることが明らかとなっ
た。 
（３）PI3 キナーゼは赤血球造血においてス
トレス経路を制御している 
p85α 欠損マウスに PHZ を投与し 5 日目にマ
ウスの造血能を検討した。コントロール群で
は脾腫および赤芽球系マーカーの Ter119 陽



 

 

性細胞の顕著な増加が誘導された。しかし、
p85α 欠損マウスでは脾腫およびTer119陽性
細胞の増加が著しく誘導されないことから、
p85αは赤血球造血においてストレス造血経
路を制御していることが判明し、上記（２）
の研究で明らかになったフレンドウイルス
による赤白血病の発生メカニズムにおいて、
このストレス経路が関与していることが明
らかとなった。 
（４）env gp55 と結合している Sf-Stk 分子
の結合部位の同定 
env gp55 と結合している Sf-Stk の領域を細
胞のがん化を指標に検討したところ、SFFV-P 
株では、sf-Stk のアミノ酸８番目のシステイ
ンと１９番目のシステインが重要であり、と
くに１９番目のシステインをアラニンに変
換した変異体 sf-Stk C19A では細胞のトラン
スフォーメーション能が全く失われた。一方
SFFV-A 株では、SFFV-P 株同様、８番目およ
び１９番目のシステインが重要であること
が明らかとなったが、完全に細胞のトランス
フォーメーション能が失われることはなく、
これら以外のアミノ酸が SFFV-A env 蛋白と
結合している領域が存在する可能性が認め
られた。この結果は、SFFV-P env/Sf-Stk 複
合体と SFFV-A env/Sf-Stk 複合体が構造上異
なることが予想された。 
 
（５）MAP キナーゼの p38 が HTLV-1 のウイル
ス発現に関与している 
IL-2 依存性 ILT 細胞を IL-2 を除去すること
によって HTLV-1 のウイルスの発現が上昇す
ることを見出した。この場合、MAP キナーゼ
の p38が上昇することが明らかとなった。p38
インヒビター(SB203580 あるいは SB202190)
を細胞に処理したところウイルス発現は抑
制された。以上のことからこれらの細胞では
少なくとも p38 が HTLV-1 のウイルス発現を
コントロールしていることが明らかとなっ
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（６）FeLV clone33 によって MDS を発症した
猫の骨髄中のアポトーシス関連分子の検出 
FeLV clone33 は猫に接種 
すると MDSを引き起こすことが明らかとなっ
ていたが、これらの猫において、アポトーシ
ス関連分子 TNF-α, Surviin が高レベルで発
現していることが明らかとなり、ウイルスに
よって引き起こされた MDSの発生に関与して
いるものと示唆された。 
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