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研究成果の概要（和文）：人類にとって大きな脅威となっている高病原性ウイルス感染症に対す

る新規抗ウイルス戦略の確立に資するため、幅広いウイルス種に抗ウイルス作用をもつ細胞性

因子 Tetherin の作用機構と抗ウイルススペクトルを解析した。その結果、Tetherin はラッサ

ウイルスやマールブルグウイルスに対するのと同様にインフルエンザウイルスやハザラウイル

スに対しても抗ウイルス活性をもつことを明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, to establish novel antiviral strategies against 
highly pathogenic viruses, we analyzed the action mechanism of the antiviral cellular 
factor, Tetherin, and its antiviral spectrum. We demonstrated that Tetherin has the 
antiviral activities against influenza and Hazara viruses as well as Lassa and Marburg 
viruses. 
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１．研究開始当初の背景 

エボラウイルス、マールブルグウイルス、
ラッサウイルス、クリミア‐コンゴ出血熱ウ
イルスはヒトに出血熱を主徴とする重篤な
疾患を引き起こす新興感染症の病原因子で
あり、何れもRNAをゲノムとしてもつエンベ
ロープウイルスである。これらのウイルスは
度々アウトブレイクを引き起こしているが、

未だに有効な予防・治療法は確立されていな
い。高い致死率、予防・治療法が確立されて
いない点、社会に与えるインパクトの強さ等
の理由からバイオテロへの使用も危惧され
ており、これらの感染症のアウトブレイクは
人類にとって大きな脅威となっている。 

ウイルス感染症に対するこれまでの抗
ウイルス戦略としては、ワクチン、ウイル
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ス吸着・侵入阻害剤など感染初期段階を標
的としたものやウイルスの転写・複製を阻
害するものが主流であったが、最近はウイ
ルス増殖の後期過程を標的としたHIVのプ
ロテアーゼ阻害剤、インフルエンザのノイラ
ミニダーゼ阻害剤（タミフル、リレンザ等）
などの効果が臨床レベルで証明されており、
感染細胞からの新たな感染性子孫ウイルス
の放出を阻害し、感染拡大を抑制することが
新規抗ウイルス戦略として有効であると認
識されるようになってきた。上記出血熱ウイ
ルスについても同様にウイルス増殖後期過
程を標的とした抗ウイルス戦略が有効であ
ると思われる。 
我々はこれまでにレトロウイルス、出血熱

ウイルス、インフルエンザウイルスの出芽を
解析し、出芽に必須なウイルス側のエレメン
トである L-ドメインの発見や出芽に関わる
宿主因子の同定を行ってきた。そして、これ
らのウイルスの出芽に関わる宿主因子のほ
とんどが細胞内小胞膜輸送系の一つである
MVB 経路に関わるタンパク質であることから、
ウイルス出芽は MVB形成機構を利用したもの
であることが示唆されている。出芽機構を解
析する過程で宿主因子を標的とした siRNAや
Dominant-Negative 変異体、更にはプロテオ
ソーム阻害剤がウイルス出芽を顕著に阻害
することも示してきたが、このことは、これ
らを応用した抗ウイルス療法が確立できる
可能性を示している。 
また、最近、我々はヒト免疫不全ウイルス

（HIV-1） のウイルス粒子産生を阻害する細
胞性因子として同定された Tetherin がマー
ルブルグウイルスやラッサウイルスに対し
ても産生阻害効果を持つことを発見した 
(Sakuma et al., J.Virol., 2009)。Tetherin
は、他の多くのエンベロープウイルスに対し
ても阻害効果をもつことが期待出来るため、
Tetherin を利用した新規抗ウイルス戦略の
確立も期待できる。 
 
 
２．研究の目的 

エボラウイルス、マールブルグウイルス、
クリミア‐コンゴ出血熱ウイルス、ラッサ
ウイルスはヒトに出血熱を主徴とする重篤
な疾患を引き起こす新興感染症の病原因子
であり、現在、感染症およびバイオテロの
両面から人類にとって大きな脅威となって
いる。また、インフルエンザウイルスも新
型ウイルスや高病原性鳥インフルエンザウ
イルスの出現により同じく脅威が増してい
る。本研究では、これらのウイルスの増殖
後期過程（特に粒子形成・出芽過程）で関
与する宿主因子を同定し、分子レベルでそ
のメカニズムを解明することにより、ウイ
ルス増殖後期過程を標的とした新規抗ウイ

ルス戦略の確立を目指す。さらに、最近我々
がマールブルグウイルス、ラッサウイルス
のウイルス様粒子（VLP）産生に対して阻害
活性をもつことを明らかにしたTetherinの
抗ウイルススペクトルと作用機構について
も明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（1）Tetherin の抗ウイルス作用機構の解析： 
Tetherin は分子の N 末が細胞内に貫通し、C
末が GPIアンカーで膜に埋まった構造をして
いる。このことから Tetherin は子孫ウイル
ス粒子を細胞膜に直接繋ぎとめることによ
りウイルス放出を抑制すると考えられてい
る。しかしながら、そのメカニズムの詳細は
明らかになっていない。Tetherin の抗ウイル
ス作用としては図１に示したような機序が
想定され、二量体化が必須である A あるいは
B の機序が有力モデルとして提唱されている。
そこでこのモデルが正しいか検証する為に、
二量体化できない Tetherin 変異体を作製し
てラッサおよびマールブルグウイルスの VLP
放出への影響を調べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1.Tetherin の抗ウイルス作用機構 

 
 
（ 2）インフルエンザウイルスに対する
Tetherin の抗ウイルス活性：Tetherin の抗
インフルエンザウイルス活性を調べるため
に Tetherin を安定発現する MDCK 細胞
（Teth-MDCK 細胞）を樹立し、MDCK 細胞と
Teth-MDCK 細胞におけるインフルエンザウイ
ルス（A/PR/8/38(H1N1)）の増殖をプラーク
アッセイにより比較解析した。また、インフ
ルエンザウイルスは HeLa 細胞で効率よく増
殖しないことが報告されている。HeLa細胞は
恒常的に Tetherin を発現している細胞とし
て知られているので、HeLa 細胞で Tetherin
がインフルエンザウイルス増殖の制限因子
として働いている可能性が考えられる。そこ
で、Tetherin の発現を抑制する shRNAを安定
発現する HeLa 細胞株（TKD-HeLa 細胞）を樹
立し、ウイルス増殖をプラークアッセイによ
り比較解析した。更に、HIV やエボラウイル
スでは Tetherin の抗ウイルス作用に対抗す



るためのアンタゴニストがコードされてい
ることが報告されている。インフルエンザウ
イルスタンパク質にもアンタゴニストとし
ての機能をもつものがある可能性があるの
で 10 種類のウイルスタンパク質の各々を発
現するプラスミドを HeLa 細胞に導入して
Tetherin 細胞表面発現の抑制を FACS で解析
した。 
 
（3）ハザラウイルスに対する Tetherinの抗
ウイルス活性：ハザラウイルスはクリミア・
コンゴ出血熱ウイルス（CCHFV）に近縁のウ
イルスで同じブニヤウイルス科ナイロウイ
ルス属に分類される。CCHFV は BSL4 の病原体
であるため国内では取り扱うことができな
いが、ハザラウイルスはヒトに対する病原性
がないため CCHFVのモデルウイルスとして P2
実験室で取り扱える。そこで、ハザラウイル
スに対する Tetherin の抗ウイルス活性を解
析した。 
 まず、Tetherin を安定発現する SW13 細胞
株（Teth-SW13 細胞）を樹立した。SW13細胞
と Teth-SW13細胞におけるハザラウイルスの
増殖をプラークアッセイにより比較解析し
た。 
 
 
４．研究成果 
（1）Tetherin の抗ウイルス作用機構の解析： 
Tetherin には細胞外領域に 3か所、細胞内領
域に 2か所のシステインが存在するが、二量
体化は細胞外領域の 3つのシステインをアラ
ニンに置換した時（C53/63/91A）に部分的に
阻害され、5つすべてを置換した時（C9/20/53 
/63/91A）に完全に阻害された。 
ラッサウイルス及びマールブルグウイル

スの VLP産生系にこれらの変異体を発現させ
たところ、C53/63/91A 変異体も C9/20/53 
/63/91A変異体も 70％以上の阻害効果をまだ
持っていた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２.Tetherin 変異体のラッサ VLP 放出阻害 

 
したがって、Tetherinの二量体化は抗ウイ

ルス活性に必須ではなく、図１のモデル A、B
は Tetherin の抗ウイルス作用機序としては

正しくないことが示された。現在は、他の研
究グループの構造解析の成績とあわせてモ
デル C が有力視されている。 
 
（ 2）インフルエンザウイルスに対する
Tetherin の抗ウイルス活性：Teth-MDCK 細胞
におけるインフルエンザウイルスの増殖は
MDCK細胞と比較して 1/5程度に減少した。イ
ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た
Teth-MDCK 細胞を電子顕微鏡で観察すると
MDCK 細胞よりも多くのウイルスが細胞表面
に蓄積している像が観察された。つまり、
Tetherinは HIVと同様にインフルエンザウイ
ルスの細胞外放出を抑制することで抗イン
フルエンザウイルス活性を示すことが示唆
された。 
 また、TKD-HeLa細胞におけるウイルス産生
は moi=0.1および moi=1で感染させた時とも
に HeLa細胞に比べて顕著に増加した（図３）。 
 以上の成績は、Tetherinがインフルエンザ
ウイルスに対しても抗ウイルス作用をもつ
こと、及び HeLa 細胞でインフルエンザウイ
ルスが効率よく増殖しないのは Tetherin が
制限因子として働いているためであること
が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図3.Tetherin発現をノックダウンしたHeLa細胞におけるインフ

ルエンザウイルスの増殖 

 
 
 インフルエンザウイルス 10 種類のタンパ
ク質を HeLa 細胞に各々発現させて Tetherin
の細胞表面発現を FCS で解析したが、何れの
ウイルスタンパク質発現も Tetherin の細胞
表面発現に全く影響しなかった。このことは、
インフルエンザウイルスは Tetherin アンタ
ゴニストをもたないことを示唆する。 
 
（3）ハザラウイルスに対する Tetherinの抗
ウイルス活性：Teth-SW13 細胞におけるハザ
ラウイルスの増殖は SW13 細胞と比較して
1/20程度に減少した（図４）。Tetherin はハ
ザラウイルスに対しても抗ウイルス活性を
もつことが明らかになった。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4.ハザラウイルスに対する Tetherin の抗ウイルス活性 
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