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 マウス白血病ウイルス (MLV) やヒト免疫不全ウイルス (HIV) はレトロウイルス科に属

し、哺乳類細胞に慢性感染して腫瘍や免疫不全症を引き起こすことが知られている。また基

礎研究領域では、標的細胞への特定遺伝子を導入するためのツールとしてレトロウイルスベ

クターが応用されている。 
 レトロウイルスの感染受容体の多くは、多重膜貫通型で N 結合型糖鎖が細胞外ドメインに

結合している。Ecotropic-MLV は、マウスおよび数種のラットに発現する cationic amino acid 
transporter 1 (CAT1) の細胞外第 3ループ領域 (ECL3) 中のYGE235-237配列を認識して感染

を成立させる。この領域中には N-結合型糖鎖付加部位が 2 ヶ所存在する。ラット F10 細胞

および野生マウス Mus dunni 由来 MDTF 細胞で発現している CAT1 (順に rCAT1, dCAT1) 
は、マウス Mus musculus 由来 NIH 3T3 細胞の CAT1 (mCAT1)と比較しウイルス感受性は

低い。しかし、糖鎖修飾阻害薬である tunicamycin で処理すると感受性が増加することが報

告されている。mCAT1 は tunicamycin 処理をしても感染に影響しない。そこで我々は、糖

鎖修飾に影響を及ぼすアミノ酸配列について解析をした。 
 また、ヒトのレトロウイルスである HIV-1 の感染は、1 回膜貫通型 CD4 と多重膜貫通型ケ

モカインレセプターの 2 種類を認識して感染する。ケモカインレセプターCXCR4 は HIV-1
の感染受容体であるが、N末端に 1ヶ所 N-結合型糖鎖付加部位が存在する。これまでに HIV-1 
(CXCR4-tropic, X4-tropic) 感染への CXCR4 糖鎖の影響を解析した報告はあるが、結果は一

致しておらず結論付けられてない。今回我々は、CD4 の発現に依存しない CD4-independent 
HIV-1 を用い、ウイルス感染に糖鎖がどれほど影響しているのか解析した。 
 
１． Eco-MLV 感染受容体の糖鎖修飾による感染抑制 
 感染低感受性である rCAT1 および dCAT1 と、高感受性である mCAT1 の ECL3 のアミノ

酸配列を比較し、各々の cDNA に変異を導入して Eco-MLV 感染への影響を検討した (Table 
1)。 

Table 1. Amino acid sequence alignments of ECL3 of mCAT1, rCAT1 and dCAT1 
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Filled boxes, N-linked glycosylation sites;  Shaded box, Mo-MLV Env-binding domain in mCAT1 

 



 rCAT1 mutant1 発現細胞 (rCAT1 の 3 アミノ酸 SPL230-232を削除し、mCAT1 タイプに変

異させた) のEco-MLV感染感受性は、rCAT1発現細胞よりも増加した (Fig. 1)。Tunicamycin
による感染感受性の増加は見られず、これは mCAT1 の時と同じ結果であり、Eco-MLV 感染

に糖鎖の影響が及ぼさないことが裏付けられた。さらに、ウイルスが結合する YGE235-237 配

列に近い糖鎖付加部位を Asp に置換して糖鎖付加が起こらない rCAT1 mutant1G を作製し

た。rCAT1mutant1G 発現細胞は、rCAT1 mutant1 発現細胞と比してウイルス感染感受性に

影響は無かった。このことから、mCAT1 と比較して rCAT1 はウイルス結合部位がある ECL3
における、この 3 アミノ酸の挿入によりタンパク質の高次構造が変化し、ウイルス感染が糖

鎖の影響を受けるようになったと考えられた。 
 また、mCAT1/insG (mCAT1 の 236 番目に Gly 挿入変異を入れ dCAT1 タイプにした) 発
現細胞の Eco-MLV 感染感受性は mCAT1 発現細胞に比べ 10 分の 1 まで低下した。

mCAT1/insG発現細胞において tunicamycin処理は感染感受性を約4倍回復させた (Fig. 2)。
このことから、236 番目の Gly 挿入により感染が糖鎖の影響を受けるようになったことが示

唆された。mCAT1/insG の Gly 挿入変異は、ウイルス結合配列中に存在するため、ウイルス

結合能についても解析した。その結果、Eco-MLV と mCAT1/insG の結合は明らかに低下し

ており、糖鎖の影響とともに感染感受性低下の原因であることが示唆された。 
 
 

  
 
 

  
 
 

Fig. 2. Relative susceptibility of 
each mCAT1 mutant-expressing 
cell pool to Eco-MLV infection. 
Transduction titers are shown 
for untreated cells (filled bar) 
and for cells treated with 400 ng 
(gray bar) or 800 ng (open bar) 
tunicamycin /ml. 

Fig. 1. Effect of tunicamycin on transduction 
efficiency by Eco-MLV. Transduction titers in 
tunicamycin-treated (100 ng/ml) (gray bar) or 
untreated (open bar) were measured. 



２． HIV 感染受容体の糖鎖修飾による感染抑制 
 CXCR4 の糖鎖付加部位を Ala に置換した変異体 N11A を作製した。HIV-1 ベクターは、

CD4-dependent HIV-1, NDK株またはHXB2株と、CD4-independent variantであるmNDK
株または IIIB/8x 株を使用した。 
 作製した CXCR4 N11A mutant の細胞表面発現は wild-type CXCR4 に比べ 2-10 倍低かっ

たものの、CD4-independent 感染に対する感受性は CXCR4 N11A 発現細胞の方が wild-type 
CXCR4 発現細胞よりも 1.5-5.0 倍高かった (Fig. 3)。 
 次に、CD4 と CXCR4 の共発現下で CXCR4 の糖鎖が感染に影響を及ぼすか検討した。そ

の結果、CD4-dependent 感染に対する感受性は、CXCR4 N11A mutant 発現細胞と wild-type 
CXCR4 発現細胞において同程度であった。これらの結果より、HIV-1 のエンベロープが最初

に接触する CD4 が存在すると CXCR4 の糖鎖の影響を受けにくくなることが示唆された。 
 

 

 
 
［考察］ 
 本研究より、レトロウイルスの感染は感染受容体に結合する糖鎖によって阻害されること

がわかった。これは、感染受容体が進化の過程で得た自然免疫の一部を担っているのかもし

れない。また、多糖類が感染を抑制するという報告もあることから、抗ウイルス薬としての

候補になり得るものと期待する。 

Fig. 3. Relative transduction titers of the 
vectors in human cell lines expressing 
wild-type CXCR4 and CXCR4 N11A mutant.  



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


