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研究成果の概要（和文）：本研究課題はレンチウイルスをモデルに、1)ウイルス認識抗体FabにAirIDが融合した
抗ウイルス-AirIDの構築、2)抗体-AirIDを付与されたウイルスの作製、 3)ウイルス表面タンパク質のビオチン
化の検証、4)細胞への感染能の確認、5)抗体-AirID付与ウイルス感染細胞におけるビオチン化宿主タンパク質の
同定、からなる5項目により技術開発を行うことにより、近位依存性ビオチン標識法をウイルス感染エントリ経
路の解明に向けて応用した。

研究成果の概要（英文）：Using lentivirus as a model, we applied the proximal-dependent biotinyl 
labeling method to elucidate the virus infection entry pathway, consisting of 1) construction of an 
anti-virus-AirID fused with a virus recognition antibody Fab, 2) generation of antibody-AirID-loaded
 virus, 3) verification of biotinylation of virus surface proteins, 4) confirmation of infection 
ability in cells, and 5) identification of antibody-AirID-loaded We developed technologies for the 
following five research projects: 1) creation of biotinylated viruses, 2) creation of biotinylated 
viruses, 3) validation of biotinylation of viral surface proteins, 4) confirmation of virus 
infectivity, and 5) identification of biotinylated host proteins in cells infected with virus. With 
this method, the proximal-dependent biotinyl labeling method was applied to elucidate the viral 
infection entry pathway.

研究分野： 蛋白質科学

キーワード： 近位依存性ビオチン標識法　ウイルス　感染症　AirID　ビオチン　新型コロナウイルス　レンチウイル
ス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルスの構造タンパク質を特異的に認識する抗体に近位依存性ビオチン化酵素を融合することにより、ウイル
ス粒子を近位依存性ビオチン化酵素でラベルし、ウイルスが細胞へ侵入するために関与する宿主タンパク質をビ
オチン化という形で検出・同定する技術の開発は、世界初の試みであるため挑戦的で社会的意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

ウイルス感染症は、⼈類の脅威であり、新型コロナウイルスの例を挙げるまでもなく、
⼈類の歴史の中で幾度となくパンデミックを引き起こしている。そのため、ウイルス感
染症における基礎研究は⾮常に重要であるといえ
る。中でもウイルス感染の最初のステップであるウ
イルスの細胞への侵⼊機構の解明は、ウイルスの感
染機構を理解するために必須である。ウイルスが細
胞に侵⼊するためには、細胞表⾯にある宿主側の受
容体タンパク質を認識すると考えられている。しか
し、ウイルス受容体の同定は難しく、ノロウイルス
の様な⾝近なウイルスでさえ受容体タンパク質の
同定に成功していない。そのため、ウイルスの受容
体の同定に向けた技術開発は喫緊の課題である。 
 
 
２．研究の目的 
 
我々は、2020 年に相互作⽤するタンパク質を効率
良くビオチン化できる酵素 AirID の開発に成功し
た（Kido, et al, eLife, 2020）。本申請では、レンチウイルスをモデルに、ウイルスの表
⾯タンパク質を認識する抗体に AirID を融合した抗体-AirID を構築し、ウイルスを AirID
でラベル化する技術の開発を⾏う。AirID 結合ウイルスを細胞に感染させることにより、
ウイルスの侵⼊によりビオチン化される宿主タンパク質を検出・同定し、ウイルス受容
体が同定できる技術の開発を⽬的とする（技術的概念 図１）。 
 
 
３．研究の方法 
本申請課題はレンチウイルスをモデルに、下記に⽰す 5 項⽬により技術開発を⾏う。 

１） ウイルス認識抗体FabにAirIDが融合した抗ウイルス-AirIDの構築 
２） 抗体-AirIDを付与されたウイルスの作製 
３） ウイルス表⾯タンパク質のビオチン化の検証 
４） 細胞への感染能の確認 
５） 抗体-AirID付与ウイルス感染細胞におけるビオチン化宿主タンパク質の同定 

 

 

 

レンチウイルスを用いた具体例として詳細には、１）レンチウイルスのエンベロープ膜タンパク

質である VSV-G を認識するモノクローナル抗体の Fab 遺伝子に AirID を融合した抗 VSV-G-

図２ . 抗ウイルス抗体
の Fab 領域に AirID を
融合した分⼦の構築 

図１. 抗ウイルス-AirID を⽤い
たウイルス受容体や侵⼊関連宿
主タンパク質のビオチン化技術 



AirID を構築する（図２）。２）HEK293T 細胞を用いてルシフェラーゼ遺伝子を含有するレンチ

ウイルスを作製し、密度勾配遠心法で単離・濃縮後、抗 VSV-G-AirID とレンチウイルスを混合す

る。その結果、抗 VSV-G-AirID 付加レンチウイルスが作製できる（図３）。３）レンチウイルス

上の AirID が機能しているかどうか評価するために、抗 VSV-G-AirID 付加レンチウイルスと 1 

mM ATP と 500 nM ビオチンを含む溶液を組成後 37℃で 1 時間反応させた後、ストレプトアビ

ジンビーズによりビオチン化タンパク質を回収しイムノブロッティングにより VSV-G がビオチ

ン化を評価する。４）抗 VSV-G-AirID 付加レンチウイルスが細胞への感染能を有してるかどう

か調べるために、感染細胞のルシフェラーゼアッセイを行い、感染能や感染率を評価する。５）

抗 VSV-G-AirID 付加レンチウイルスを HEK293T に感染させ、1 mM ATP と 50 µM ビオチンを

培地に添加後、先ずは 6 時間後に細胞を回収し、塩酸グアニジンで抽出後、トリプシン処理し、

ビオチン化ペプチドを回収し、質量分析によりビオチン化ペプチドを解析する。細胞抽出液から

ビオチン化ペプチドの単離・解析は共同研究先の徳島大学先端酵素学研究所の小迫教授が開発

した手法（Motani K, & Kosako H, JBC 2020）により解析を依頼する。ウイルスと細胞の反応時

間に関しては複数ポイント処理を行う。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
４．研究成果 
 
上記研究項⽬１）を進めた結果、レンチウイルスを⽤いて、レンチウイルスのエンベ

ロープ膜タンパク質であるVSV-Gを認識するモノクローナル抗体のFab遺伝⼦にAirID
を融合した抗 VSV-G-AirID を構築した。またパンデミックに対応するため新型コロナ
ウイルスの VSV-G を SARS-CoV-2 の S タンパク質に置換した SARS-CoV2-S-レンチ
ウイルスの作製を⾏い、S タンパク質を認識するモノクローナル抗体の Fab 遺伝⼦に
AirID を融合した抗 SARS-CoV2-S-AirID を構築した。研究項⽬２）において、HEK293T
細胞を⽤いてルシフェラーゼ遺伝⼦を含有する VSV-G 型および ARS-CoV2-S 型レンチ
ウイルスを作製し、密度勾配遠⼼法で単離・濃縮後、抗 VSV-G-AirID もしくは抗 SARS-
CoV2-S-AirID とレンチウイルスを混合した結果、抗 VSV-G-AirID付加レンチウイルス
および抗 SARS-CoV2-S-AirID付加レンチウイルス の作製に成功した。 
さらに、研究項⽬３）のレンチウイルスのエンベロープ膜タンパク質である VSV-G を
認識する抗体に AirID を融合した抗 VSV-G-AirID は構築に成功（図２参照）し、抗 VSV-

図３. 本申請課題での実験の流れ 



G-AirID が付加されたレンチウイルスが細胞への感染能を有していること（図４）、ウイ
ルス上の VSV-G をビオチン化している（図５）ことから、期待通り、抗 VSV-G-AirID
が付加されたレンチウイルスが相互作⽤するタンパク質をビオチン化できる能⼒があ
ること分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、研究項⽬４）を進めた結果、レンチウイルスを⽤いて昨年度作製したレンチウイ
ルスのエンベロープ膜タンパク質である VSV-G を SARS-CoV-2 の S タンパク質に置
換した SARS-CoV2-S-レンチウイルスと、S タンパク質を認識するモノクローナル抗体
の Fab 遺伝⼦に AirID を融合した抗 SARS-CoV2-S-AirID を研究に⽤いた。HEK293T
細胞を⽤いて作製したルシフェラーゼ遺伝⼦を含有する ARS-CoV2-S 型レンチウイル
スを密度勾配遠⼼法で単離・濃縮後、細胞への感染を試みた。その結果、ARS-CoV2-S
型レンチウイルスが ACE2 依存的な感染能を有し、その感染能は TMPRSS2 の発現に
より顕著に上昇した。これらの結果から、ARS-CoV2-S 型レンチウイルスが SARS-CoV-
2 と同様なエントリー経路で感染できることを⽰唆している。さらに、ARS-CoV2-S 型
レンチウイルス感染後に抗 SARS-CoV2-S-AirID を混合して、細胞抽出液からビオチン
標識タンパク質をストレプトアビジンにより回収し、イムノブロッティングでの検出を
試みたが、感染細胞において、ACE2 や TMPRSS2 のタンパク質、さらにレンチウイル
ス上での S タンパク質へのビオチン標識は検出できなかった。低温やMOI などの感染
条件を検討してみたが、改善はみられなかった。おそらく、感染に必要なウイルス数が
イムノブロッティングでの検出限界以下であることが主原因だと思われる。今後は、検
出感度を上げるために、15 cmディッシュ 20枚程度の⼤規模感染と ACE2等の免疫沈
殿を⾏い、さらに改善を⽬指す。 
 
 

図４. 抗 VSV-G-AirID 付
加ウイルスの感染能 図５. 抗VSV-G-AirID付

加ウイルスの近接ビオ
チン化能を有する 
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