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  中 枢 神 経疾 患 であ る進 行 性多 巣性 白 質脳 症(Progressivemultifocal
leukoencephalopathy：PML）は、原因ウイルスであるJCウイルス（JCV）が髄鞘形成細胞で
あるオリゴデンド口サイトに感染し、それを障害することで生じる脱髄疾患である。通常
PMLは免疫不全状態を契機に発症し、近年AIDSの流行や臓器移植治療の普及に伴って、欧
米諸国をはじめ世界的に増加傾向にある。JCVは神経系細胞で特異的に増殖して、細胞障
害を惹起する5，130 bpの2本鎖環状DNAウイルスである。JCVは調節領域を基点Iご、反時
計回り方向にsmallt（st）、largeT（LT）の2種類の初期蛋白、時計回り方向にagnoprotein
(Agno)、VP1、VP2/3の3種類の後期蛋白の遺伝子を有している。JCVは経口感染によって
ヒトに感染し、主に尿路系に不顕性感染すると考えられている。PMLでは、尿路系に潜伏
していた非病原型Jcvが何らかの原因によって病原型JCVに再編成され、その結果脳のグ
リア細胞において増殖が可能になると考えられている。
  JCVは宿主域が狭く、遅発性ウイルス感染症と呼ばれるように、その増殖が非常に遅い
ことが知られているが、この理由は不明である。本研究ではJCVの許容細胞株であるヒト
神経芽細胞腫由来のIMR―32細胞（IMR)を用いてJCV感染後の蛋白の動態を調ベ、本ウイ
ルスの生活環における特異性を明らかにすることを試みた。蛋白の免疫染色は、感度は高
いが定量性に欠けること、異なる蛋白の発現を抗体を用いて定量・比較することは困難で
あることから、本研究では各蛋白をcodeしているmRNAの絶対量をりアルタイムRT―PCR
法を用いて比較・検討した。一方後期蛋白のーつであるAgno蛋白は未だ機能が不明である。
Agnoを欠損したJCV DNAをIMRに導入した際に、野生型に比較してVP1およびLTのmRNA
の発現が著明に抑制されたこと、PML脳でAgnoの発現が高率に認められるという事実から、
Agnoは他のJCV蛋白の転写を制御している可能性が示唆されている。それを検証するため
に非許容細胞であるヒト胎児腎臓由来のHEK293細胞（293）にAgnoを強制発現させ、JCV
各蛋白のmRNAおよび蛋白発現の解析を試み、ウイルス蛋白の相互作用に関する考察を行っ
た。その結果として以下の事実を明らかにした。
  JCV許容細胞であるIMRにおいて感染後のJCV各蛋白のmRNAの発現時期は、初期蛋白st、
LTは36時間、後期蛋白であるAgnoは48時間、VP1、VP2/3では72時間であることが判明
した。mRNAの発現時期については、初期蛋白に引き続いて後期蛋白が発現していた。JCV
と同属のSV40やpolyomavirus A2では初期蛋白のmRNAの発現時期は感染後数時間から10
数時間と報告されている。本研究では感度の優れた定量的リアルタイムRT－PCR法を用いて
いるにもかかわらず、初期蛋白の発現は感染後36時間以降にしか認められなかった。今回
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の結果により、JCVによる感染の成立が他のポリオーマウイルスに比較して緩徐であるこ

とが示唆された。また後期蛋白であるVP1、VP2/3は感染後72時間で発現しているにも関
わらず、Agnoは感染後48時間で発現していた。この発現の解離はJCVの増殖が他のポリ
オーマウイルスに比べて緩徐であることに関係しているかもしれない。後期蛋白である

Agnoに関する発現様式はこれまで不明であったが、同じ後期蛋白であるVP1やVP2/3に比
べてmRNAの発現時期が早く、発現量も多いことが判明した。JCVのAgnoは後期蛋白転写
領域の最上流に位置し、調節領域の直後に位置している。後期蛋白は転写後、VP1、VP2/3

領域でスプライシングされて数種類のmRNAができることが知られている。Agnoの領域は
スプライシングされないことが報告されていることから、AgnoとVP1，2/3のmRNAの発現
量の差に関連している可能性が考えられた。またAgnoのmRNAの発現が早く、発現量が多
いとしゝう事実は、AgnoがJCV感染において未知の重要な機能を有している可能性を示唆し

ている。
  我々は293にAgnoを強制発現させた293細胞（293A）を用いてJCV感染後の各蛋白の発
現へのAgnoの影響を検索した。その結果Agnoは、非許容細胞である293において、各JCV
蛋白のmRNAの発現を促進した。さらに免疫染色法で蛋白の発現を検索した結果、JCV感染
後2―3週で、少数のウイルス蛋白産生細胞を認めた。しかしながら陽性細胞数が少なかっ
たことからimmunoblot法では検出は困難であった。AgnoによるJCV各蛋白の発現促進効
果は強カではなく、SV40のLTを発現する293細胞（293T）と比較すると、JCV蛋白のmRNA
の発現時期は293Tより1週間以上遅く、また発現量は293Tの1/5程度であった。発現量
は293Tに比して微量であったが、今回用いたりアルタイムRT―PCR法によってはじめて検

出できたものと考えられた。また許容細胞であるIMRにAgnoを発現することも試みたが成
功せず、今後の課題と考えられる。さらにAgnoのJCV各蛋白に対する転写への影響をdual
luciferase assayにより検討したところ、Agnoは初期転写調節領域に対して影響は認めな
かったが、後期転写調節領域に対する転写活性を増加させる傾向が認められた(p-ニ0． 08）。
293と比較した結果から、293AではVP1、VP2/3のmRNAの発現量は293の100倍、stは60
倍、LTは20倍程度に上昇しており、後期蛋白のmRNAの増加の程度は初期蛋白に比べて顕
著であったことと合致していた。以上の事実からAgnoは非許容細胞において、許容細胞が
特異的に有しているJCV転写活性化細胞因子の機能を部分的に補助している可能性が推察
された。Agnoの機能に関してはこれまでにSV40にて注目され、多くの知見が報告されて
きている。SV40のAgno欠損ウイルスは野生型に比べてウイルスの増殖が著明に抑制され
る。またAgnoがウイルスの転写や複製に関与するという報告、さらにSV40 Agnoは後期蛋
白の翻訳やプ口セッシングへの関与、VP1の核移行の促進、DNAへの結合に関与するという
報告がみられている。このようにAgnoは多機能蛋白であることが予想され、今回我々が明

らかにした機能はその一部であると考えられる。今後Agnoの機能を明らかにすることが
JCVの感染機構の解明に大きく寄与するものと思われる。さらにAgnoを抑制することで現
在治療法のないPMLの治療が可能になることが期待される。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

リア´レタイムRT―PCR法を用しゝた

    JCウ イ ル ス の 動 態 解 析

進行性多巣性自質脳症、(PML）の原因であるJ・cウイルス（JCV)は神経系細胞で特異的に増

殖して、細胞障害を惹起する5，130 bpの2本鎖環状DNAウイルスである。JCVはsmaiit

（st）、largeT（LT)の2種類の初期蛋白、agnoprotein (Agno)、VP1、VP2/3の3種類の

後期蛋白の遺伝子を有している。PMLは遅発性ウイルス感染症の代表的な疾患であり、JCV

の増殖は非常に遅いことが知られているが、この理由は不明である。本研究ではJCvの許

容細胞株であるヒト神経芽細胞腫由来のIMR一32細胞（IMR)にJCVを感染さ世て、リアル

タイムRT一PCR法にてJCV mRNAの動態を調べ、本ウイルスの生活環における特異性を明ら

かにすることを試みた。その結果、IMR感染後のJCV各蛋白のmRNAの発現時期は、初期蛋

白st、LTは36時間、後期蛋白であるAgnoは48時間、VP1、VP2/3では72時間であるこ

とが判明した。この結果は、JCVによる感染の成立は他のポリオーマウイルスに比較して

緩徐であることに合致しており、JCVの増殖の遅さは転写レベルで調節されている可能性

が示唆された。またAgnoの発現様式はこれまで不明であったが、同じ後期蛋白であるVP1

やVP2/3に比べてmRNAの発現時期が早く、発現量も多いことが判明した。一方Agnoは機

能未知の蛋白である。Agnoを欠損したJCV DNAをIMRに導入した際に、野生型に比較して

VP1およびLTのmRNAの発現が著明に抑制されたことから、Agnoは他のJCV蛋白の転写を

制御している可能性が示唆されている。それを検証するために非許容細胞であるヒト胎児

腎臓由来のHEK293細胞（293）にAgnoを強制発現させた細胞株を樹立し、JCV各蛋白のmRNA

および蛋白発現の解析を試み、ウイルス蛋白の相互作用に関する考察を行った。その結果

Agnoは、293において、各JCV蛋白のmRNAの発現を後期蛋白優位に促進した。さらに免疫

染色法で蛋白の発現を検索した結果、JCV感染後2―3週で、少数のウイルス蛋白産生細胞

を認めた。AgnoのJCV各蛋白に対する転写への影響をdual luciferase assayにより検討

したところ、Agnoは初期転写調節領域に対して影響は認めなかったが、後期転写調節領域

に対する転写活性を増加させる傾向が認められた。これは後期蛋白のmRNAの増加の程度が

初期蛋白に比べて顕著であったことと合致していた。293においてAgnoは、後期蛋白の転
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写促進作用などによりJCV mRNA及びJCV蛋白の発現を促進すると考えられた。

口頭発表に当り、副査の吉木教授からは、1）尿路系でのJCVの潜伏感染細胞、2）PML

の発症機序、3）Agno欠損による初期蛋白の発現抑制の有無、4）Agnoによる初期蛋白発

現促進の機序、5）Agnoの立体構造解析による治療薬の開発の可能性、6）現在のPMLの

治療法、について質問があった。これらに対して申請者は、1）腎尿細管・集合管上皮細

胞、2）免疫能低下によるJCVの活性化、3）初期蛋白LTのmRNAの発現は著明に低下す

る、4）AgnoによりJCV DNAの複製が数十倍に亢進する（未発表デ一夕）、5）検討中で

あるがAgnoの精製は困難である、6）AraーCやHAARTが使われているが効果は乏しい、と

回答した。同じく副査の皆川教授からは、1）Agnoの意味、2）JCVに対する宿主細胞の

反応について質問があり、1）unknownの意味、2）PMLでは液性免疫は保たれているが細

胞性免疫は低下している、と回答した。さらに同教授からは、蛋白レベルでの検討につい

ての指摘があった。主査の長嶋教授からは、他のポリオーマウイルスのAgnoの機能に関し

ての質問があり、これに対しては、SV40のAgnoは転写・複製・翻訳への関与、DNAへの結

合、ウイルス粒子の細胞内輸送の促進などの報告があると回答した。またフ口アの小山名

誉教授からは、1）免疫不全状態でPFdLが発症するメカニズム、2) JCVの細胞特異性は

何によって規定されているのかについて質問があり、1）免疫不全状態ではJCVの増殖が

抑制されないためにJCVの調節領域の再編成が起こりやすく強毒株が出現しやすい可能性、

2）受容体はユピキタスなので、JCVの細胞選択性を決めるのは細胞に特異的に存在する

転写因子が考えられると回答した。

この論文は、；JCウイルスの動態と機能未知のagnoproteinの機能の一部を明らかにした

点で商く評価され、今後JCウイルス研究に重要な基礎資料を確立したものである。

審査委員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程に於ける研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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