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Archetypeの調節領域を持つJCウイルスの細胞親和性とその解析

要約

　原型調節領域をもつJCV（Archetype）は、健常人の尿中からクロー
ニングされた。PML患者の脳組織から分離されたJCV（PML　type）の
調節領域は、この原型調節領域から欠失と重複という変化を経て構築さ
れていることが推測されている。しかし、archetypal　JCVのウイルス
粒子、in　vitroでの感染性、調節領域の違いによる細胞親和性への影響な

のみCYに置換したMad－1のキメラ株であるJCV　Mad－1／CR－CY（JCV
Chimera）のそれぞれのDNAをCOS－7細胞（サル腎細胞由来）および
IMR－32細胞（ヒト神経細胞由来）にトランスフェクション法を用いて
導入し長期間にわたり継代した。その結果、JCV　CY、　JCV　Mad－1および
JCV　ChimeraはCOS－7細胞にて増殖したが、　IMR．32細胞においてはJCV
Mad－1のみの増殖が認められた。それぞれの感染細胞から抽出したJCV
DNAは、サザンプロットハイブリダイゼーションにより確認し、　JCV
DNAの調節領域はPCR法により増幅し、シークエンスを行ってそれぞれ
のプラスミドの調節領域と同じ塩基配列であることを確認した。
これらのことから、神経系の細胞であるIMR－32細胞においては、　JCVが
増殖するために調節領域がPML　typeであることが必要であり、調節領域
の違いによる細胞親和性への影響が示唆された。一方、サルの腎細胞で
あるCOS－7細胞において3型とも増殖した点は、この細胞がJCVの増殖に
有用なSV40　T抗原を持っているためと思われた。また、本実験で我々は
COS－7細胞において、初めてJCV　CYの増殖に成功し、将来的に
archetypal　JCVの腎での持続感染機構の解明に有用であると考えられた。

Running　title：　Propagation　of　archetypal　JCV　in　COS－7　cells



Abstract

Analysis　of　the　cellular　tropism　of　JC　virus　with　archetypal　regulatory　region

JC　virus　（JCV）　with　an　archetypal　regulatory　region　（archetype）　has　been　cloned

from　urines　of　a　healthy　individual．　lt　has　been　suggested　that　the　regulatory

region　of　prototype　JC　virus　（PML　type）　isolated　from　brain　of　PML　patient

was　derived　from　that　of　the　archetype　by　deletion　and　duplication．　B　iological

characteristics　of　archetypal　JCV，　however，　have　not　been　fully　studied．　ln　the

present　study　we　examined　the　infectivity　of　archetypal　JCV　（CY），　PML－type

JCV　（Mad－1）　and　Chimera　JCV　（Mad－1／CR－CY），　in　which　the　regulatory　region

is　composed　of　CY　and　the　other　region　Mad－1．

　　DNAs　from　the　three　JCV　types　were　transfected　into　COS－7　（monkey

kidney　cells　transformed　with　SV40　T）　and　IMR－32　（human　neuroblastoma

cell）．　COS－7　was　permissive　for　all　three　types，　but　IMR－32　was　only

infected　with　Mad－1．　lnfected　DNAs　were　confirmed　by　S　outhern　blotting，

and　the　constancy　of　the　regulatory　regions　before　and　after　trans血ssion　was

verified　by　DNA　sequencing．　The　results　showed　that　the　viral　regulatory　region

was　related　to　viral　cell　tropism　and　that　PML　type　regulatory　region　would　be

necessary　for　IMR－32　to　propagate．　The　fact　that　COS－7　was　susceptible　for　all

three　types　may　be　explained　by　the　function　of　S　V40　T　protein．　ln　addition，　we

first　succeeded　in　the　propagation　of　CY　in　COS－7，　which　would　provide　a

usefu1　system　to　analyze　the　mechanism　of　persistent　infection　of　archetypal

JCV．

Key　Words：JC　virus，　PML　type，　Archetype，　Control　region，　COS－7　and　IMR－32
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緒　言

　JCウイルス（以下JCVと略す）は、パポーバウイルス科P4povavf万dae
、ポリオーマウイルス属Polyomavirusに属し、ウイルスDNAは、二重鎖
の環状DNAで約5，130塩基対からなっている。1）JCVは、ヒト中枢神経
の脱髄性疾患である進行性多巣性白質脳症（PML）の原因ウイルスであ
り、Padgettら（1971）によりPML患者の脳組織から分離された。2）
従来、JCVが増殖可能な細胞がヒト胎児脳細胞の初代培養（Primary
human　fetal　glial　cells：PHFG細胞）にほぼ限られ3）、しかも十分なウイル

スを得るのに長期間を必要とし、JCVのウイルス学的研究において大き
な妨げとなっていた。
　しかし最近では、赤谷らがJCV　Mad－1株をIMR－32細胞に感染させ、ウ
イルスが増殖したことを報告している4）。また、奴賢妻らはこのJCVを
IMR－32細胞に感染させ比較的短期間で大量のJCVを産生するJCV持続感
染細胞（JCI細胞）を樹立した5）。

　JCVは幅広く一般の人に無症候性に腎に感染しており、しばしば尿に
排泄され6）、免疫不全の患者では脳に病変を生ずることが知られている
が、その詳細は不明である。
　最近余郷ら（1990）が健：常人の尿中からクローニングされたJCVの調
節領域の塩基配列を調べた結果、この配列は脳組織から分離されたJCV
の調節領域の構造とは異なることを示し、この尿型の調節領域を持つ
JCV株を原型JCV株（Archetype）、従来の調節領域を持つJCV株をPML
型JCV株（PML　type）と呼ぶことを提称した。さらに詳細な解析から
PML型調節領域は、原型調節領域から欠失と重複という変化を経て構
築されていることが明らかにされた7）。
　しかし、原型調節領域を持つJCVのin　vitroでの感染性、調節領域の違
いによる細胞親和性への影響などに関しては未だ不明な点が多い。
　そこで本研究では、原型JCV株であるCY　DNA、　PML型JCV株である
Mad－1　DNAおよび調節領域のみCYに置換したMad－1のChimera　DNAを用
いて、トランスフェクション法によりCOS－7細胞およびIMR－32細胞と
の親和性を解析、比較検討した。さらにCOS7細胞において原型調節領
域を持つJCVの増殖に成功したので報告する。



材料および方法

1　ウイルスと細胞

CY（東京大学医科学研究所ウイルス感染研究部余部博士より分与）、
PML型（PML　type）の調節領域を有するJCV　DNAであるMad－1
（余郷博士より分与）およびCYの調節領域とMad．1のキメラである

JCV　Mad－1／CR－CY　DNA（余郷博士より分与）を用いた。細胞は、
COS－7細胞（SV－40　transformed　African．　green　monkey　kidney　cell）、

293細胞（embryonal　kidney　cell，　human）、CV－1細胞（African　green

monkey　kidney　cell）、SMKT－R－3細胞（renal　cell　carcinoma，　human）、

T24細胞（bladder　carcinoma，　human）、EJ－1細胞（bladder・carcinoma，

human）、IMR－32細胞（neuroblastoma，　human）、A－172細胞
（glioblastoma，　human）、U251細胞（glioma，　astrocytoma）を用いた。

COS－7細胞（ATCC，　Rockville，　MDより入手）および、　CV－1細胞、

DNAは、原始型（Archetype）の調節領域を有するJCV　DNAである

SMKT－R－3細胞、　T24細胞、　EJ－1細胞（JCRB細胞バンクより分与）は、
Eagle’s　minimum　essential　medium（MEM）に2mMのグルタミンと10％
ウシ胎児血清（FB　S）および抗生物質（ペニシリン100U／ml，ストレプト
マイシン100　！z　9／ml）を添加し、　IMR－32細胞、　U251細胞（JCRB細胞バン

クより分与）は、Dulbecco’s　modi’fied　Eagle’s　medium（DMEM）に2mM

のグルタミンと10％FBSおよび抗生物質を添加して培養した。293細胞
（JCRB細胞バンクより分与）は、　MEMに2mMのグルタミンと10％ウ

マ血清（HS）および抗生物質を添加し、　A－172細胞（ATCCより入手）

は・DMEMに2mMのグルタミンと10％FB　S、抗生物質および4．5gAの
グルコースを添加して培養した。37℃、5％CO　2存在下で培養した。

2　トランスフェクション

　トランスフェクション3日前に35mmシャーレにて単層培養を行い、
細胞がシャーレの底を50～70％覆ったことを確認後Lipofectamine法に
よるトランスフェクションを行った。pUC－19のEcoRI　siteでクローニン
グされたJCV　CY　DNA、　JCV　Mad－1／CR－CY　DNAおよびJCV　Mad－1　DNA
をEcoRIで消化し、フェノール抽出後、エタノール沈殿を行った。
沈殿は蒸留水に溶解し、導入用DNAとして用いた1．0μ9をOpti－MEM

せ、Opti－MEMで洗浄したシャーレ上の細胞に添加した。用いたJCV　CY
DNA、　JCV　Mad－1／CR－CY　DNAおよびJCV　Mad－1　DNAは、　EcoRIでプラ

スミドDNAから切り出して使用した。6時間後、10％FB　S含有MEMまた
は10％FBS含有DMEMにて培養液を交換し、3日後に25cm2培養フラスコ
にまきなおした。以後、1：3～1：4の継代比率にて継代し、64日間継代
した細胞を回収した。



3　赤血球凝集反応（Hemagglutination：HA）8）

　トランスフェクションしてから64日間継代した感染細胞を回収し0．2
％BSAを含むlmM・Tris－HCI（pH　7．5）O．Sml　lこ懸濁し、3回凍結融解を行

うことにより細胞を破壊した。0．05mg／mlノイラミニダーゼ（Type　V，
Sigma，　St　Louis，　MO）を添加し、37℃にて一昼夜インキュベートした後、

56℃で30分の熱処理により酵素反応を停止させた。そのウイルス液を
1，500rpmで10分間4℃で遠心し、上清を回収しウイルス液とした。　V字型

回収したウイルス液を50μ1加え2倍段階希釈した。よく混和した後、
37℃で1時間インキュベートし、PBS（pH7．15）で洗浄した05％ヒト

PBSを陰性コントロールとし、　JCI細胞由来のウイルス液5）を陽性コン
トロールとした。

4　JCV　DNAの抽出

　64日間継代した感染細胞からのJCV　DNAの抽出はHirt法9）に従った。
即ち、25cm2の培養フラスコに培養した感染細胞をスクレーパーで
はがし、10mM　Tris－HCI（pH　7．5）1mlに懸濁させた。その液に10mM
Tris－HCI（pH　7．5），20mM　EDTA，1．2％SDS混合液を1ml加え、30分間

DNAを沈殿させた。上清を回収した後、フェノール抽出．クロロフォル
ム抽出により除タンパクを行った。エタノール沈殿にてウイルスDNAを
回収し、蒸留水200μ1に溶解した。

5　サザンプロット

　抽出したウイルスDNA　10μ9はEcoRI単独、またEcoRIと．BamHIの
両方で消化した。このDNAと陽性コントロールとして、　JCV　CY　DNA
lngを1．0％アガロースゲルにて電気泳動を行った。電気泳動後、ゲル
を1．OM　NaCl－0．4N　NaOH液で30分間ゆっくり四脚してアルカリ変性を
行った。その後、ナイロン膜（Biodyne　plus　membrane，　Pall　Biosupport

Division，　East　Hills，　NY）にキャピラリー一法により、一昼夜トランス

ファーし、ナイロン膜を80℃で30分乾熱処理しDNAを膜に固定した。
このナイロン膜をハイブリダイゼーション液（5×SSC，2％blocking
rgagent，　O．190　N－lauroylsarcosine　sodium　salt，　50％formamide，　O．02　0／o　SDS）

を用いて37℃1時間のprehybridizationを行った。プローブは、トランスフ
ェクションに用いたJCV　CY　DNAをジゴキシゲニンDNA標識および検：出
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キット（Boehringer　Mamheim，　Mannheim，　Germany）を用い、ランダムプ

ライム法により37℃1時間のインキュベートにてジゴキシゲニン標識
した。プロs・一・一・・ブは、100℃で10分間熱処理後、氷期に5分間急冷し、ハイ

ブリダイ開田ション液に25ng加え、ナイロン膜とともに37℃で1晩イン
キュベートした。翌日、ナイロン膜を2×SSC－0．05％SDS液で室温5分間
2回洗浄、0．1×SSC－0．05％SDS液で55℃15分間2回洗浄した。洗浄したナ
イロン膜をブロッキング溶液に20分間浸した後、5000倍希釈したしたア
ルカリホスファターゼ標識抗ジゴキシゲニン抗体と30分間反応させた。
その後、バッファー（100mM　maleic　acid，150mM　NaCl，　pH7．5）で10分

間3回洗浄後、3mlのHNPP－EU（アイシン・コスモス，刈谷）10）と2時
間反応させ、Epi－Light　UV撮像セットEU－1100（アイシン・コスモス，刈
谷）を用いてシグナルを検出した。

6　免疫染色

　感染細胞内のJCVは、　JCVのVP1に特異的に反応する抗JCVウサギVP　1
抗体を用いた免疫染色を行い、ウイルスが増殖していることを確認した。
トランスフェクション後64日目の感染細胞はポリーL一リジンをコートし
たカバーガラスに培養した。培養4日後に培養液を除き、PBSにて2回洗
い、冷アセトンにて10分間固定した。内因性ペルオキシダーゼをブロッ
クするために、40，一メタノールで前処理を行い、1％BSA加PBSにて100
倍に希釈した抗JCVウサギVP　1抗体11）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（東京都立衛生研究所青木博士よ
り分与）で4℃、一昼夜反応させた。次に、二次抗体として、ビオチン
化抗ウサギ抗体（Histofine・S　AB－PO・Multi・Kit，　Nichirei　Corporation）で37

℃、1時間反応させ、3，3－diamino－benzidine　tetrahydrochloride　dihydrate

（DAB）で発色させた。ヘマトキシリンで薄染後、封入し鏡検した。

7　JCV調節領域の塩基配列の解析

　JCV調節領域のPCR増幅は、　Ault＆Stonerの方法に従った。感染細胞
から抽出したDNA100　ngにプライマーは25　pmolのJRR－5（、Ba加HI　siteを
含む）5’一CCATGCAGACCTATCAAGGCC－3’（4942　to　4962）とJRR－6
（Pstl・siteを含む）12・13）5’一TTAGTTCCACTCCAGGTTTTAC－3，（341　to

320）、80　pt　mol　dNTP、10×PCR　buffer　10μ1および2．5　units　Taq　DNA

polymeraseを添加し、さらに蒸留水を加えて計100　Pt　1とした。増幅反応
は、g4℃30秒、55℃1分、　　　　　　　　　　　　　72℃1分を1サイクルとして、35サイクルを
Gene　Amp　System　2400（Perkin　Elmer）を用いて行った。陽性コントロ

ールとして、トランスフェクションに使用したJCV　CY　DNAを用いた。
PCR産物は2．0％アガロースゲルにて、電気泳動しバンドを確認した。
PCR産物はMicro　Spin　S　400　HR　Colu㎜（Pharmacia・Biotech，　Molecular

Biology　Reagents　Division，　USA）を用いて精製した。精製したPCR産物
とpBluescript　SK＋vector（Stratagene，　USA）をBaMHIとPstlで1時間消化
した後、DNA　Ligation　Kit（Takara　Shuzo，　Otsu）を用いて16℃で一昼夜
連結させた。翌日、この連結反応液を用いて、heat．shockにてE5che沈hfa



coli　JM　109　competent　cells（Takara　Shuzo）を形質転換させた。この形質

転換させた大腸菌をSOC培地にて1時間培養後、　X－galApTG／アンピシ
リンプレートに塗り広げ、37℃で1晩培養した。白いコロニーを培養し、
Wizard’M　Plus　Minipreps　DNA　Purification　system　（Promega，　Madison，

USA）キットを用いプラスミドDNAを抽出後BamHIとPstlで1時間消化
してinsertの入っているクローンを選択した。おのおの6クローンのプラ
スミドDNA　1μgを鋳型としサイクルシークエンシングキットの添付の
プロトコールに従い、日立蛍光式パーソナルDNAシーケンサー一SQ－5500
（HITACHI）にて塩基配列を決定した。
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結果

1　JCVトランスフェクション後のHA価の測定

　トランスフェクション後、COS－7細胞およびIMR－32細胞におけるJCV
産生をHAにより測定した結果をTable　1に示す。　COS－7細胞においては、
∫CV　CY株のHA価は128　HA　units、　JCV　Mad－1／CR－CY株のHA価は128
HAunits、　JCV　Mad－1株のHA価は64　HA　unitsであった。また、　IMR－32細

胞においては、JCV　CY株およびJCV・Mad－1／CR－CY株のHA価は検出限界
以下（＜4HAunits）であった。　JCV　Mad－1株のHA価は、256　HA　unitsで
あった14）。なお、293細胞、CV－1細胞、　SMKT－R－3細胞、　T24細胞、

EJ－1細胞、　A－172細胞、　U251細胞のHA価はすべて検出限界以下（＜4
HAunits）であった。

2　免疫染色によるJCVの検出

　感染細胞に対して抗JCVウサギVP　1抗体を用いた免疫染色を行った
ところ、COS－7細胞においては、　JCV　CY株、　JCV　Mad－1／CR－CY株、

JCV　Mad－1株のすべてで核内にVP　1抗原を確認した。　CY．COS－7細胞の
免疫染色をFig．1に示す。

3　感染細胞から精製されたJCV　DNAの解析

　64日間継代した細胞からHirt法を用いて精製されたJCV　DNAをEcoRI
単独で消化、またEccRIとBamH【の両方で消化した。このDNAを用いて、
∫CV　CY　DNA全長をprobeとして、サザンプロットハイブリダイゼーショ
ン法によるJCV　DNAの解析を行った結果、　Ec（RI単独で消化した場合は
一ケ所で切断され約5．1kbpの位置に陽性シグナルを認めた。さらに
EcoRIとBamiHIで消化した場合は制限酵素マップで示されている通り
半分の約2．5kbpの位置に陽性シグナルを認めた（Fig．2）。

4　シークエンス

　　感染細胞から検出されたJCV　DNAの調節領域の塩基配列を解析した
結果、CY－COS－7およびChimera・COS－7由来のJCV　DNAの調節領域はト
ランスフェクションに用いたJCV　CY　DNAのものと完全に一一致した
（Fig．3a）。また、　Mad－1－COS－7から抽出されたJCV　DNAの調節領域

の解析を行った結果、複製開始点（Ori）から109塩基のところ、すなわ
ち、一番・目のTATA　boxと二番目TATA　boxのちょうど問にGGTCという4
塩基の挿入を認めた。
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またMonacoら（1996）は、　PML　typeのJCVを用いてリンパ系の細胞
であるヒトのhematopoietic　progenitor　cells（CD34＋）、primaly　B

lymphocytes、　tonsillar　stromal　cellsおよび神経系の細胞であるhuman
fetal　glia　cellsにおける感染性の比較を行った24）。その結果、神経系の

細胞におけるほど高率ではなかったもののリンパ系の細胞を含むすべて
の細胞においてDNA複製およびT、　V抗原の出現を認めた。これらのこ
とは本研究において、PML　typeのJCVであるMad－1がIMR－32細胞におい
て良く増殖し、脳親和性を示したことと相関すると考えられた。
　JCVはその限られた宿主特異性により、通常用いられる細胞株におい
てウイルス遺伝子の複製、転写が顕著でないためSV40のT抗原を発現し
ているCOS－7細胞を用いたり、強制的にSV40あるいはJCVのT抗原を発
現させた細胞で細胞親和性を比較するしかないのが現状である。近年、
IMR－32細胞において調節領域に欠失があるもののJCV　Mad－1が増殖可
能になっていることから4・5・1　4）、今後、腎由来の細胞株についてもさら

なる解析をすすめ、COS－7細胞に変わるT抗原非発現下においての細胞
親和性の検討を行う必要があると思われる。
　また、本実験では我々はCOS－7細胞において、　archetypeのJCVとして
は初めてJCV　CYの増殖に成功し、将来的にarchetypal　JCVの腎での持続
感染機構やPML発症に至るまでの機序の解明を発展させるものと考えら
れた。



結語

主にCOS－7細胞（腎由来細胞）とIMR－32細胞（脳由来細胞）とを用い
て解析し、次の結果が得られた。

1　1MR－32細胞においてJCV・Mad－1のみが増殖したことから、この細胞
では調節領域がPML　typeであることが重要であると示された。　COS－7細
胞においてJCV　CY、　JCV　Chimera、　JCV　Mad－1の3型とも増殖したことか

ら、この細胞では調節領域の違いよりもSV40　T抗原の影響が大きいもの
と思われた。

2　HA価の上昇を示したCY－COS－7、　Chimera－COS．7およびMad．1－
COS－7細胞のすべてで、感染細胞の腫大した核内にVP　1抗原を確認し、
JCVが細胞核内に増殖していることが明らかにされた。

3　COS－7細胞から抽出されたDNAをそれぞれサザンプロットハイブリ
ダイゼーション法により解析を行ったところ、EcoRI単独消化では

4）COS－7細胞から抽出された3型あるJCV　DNAの調節領域の塩基配列
を解析したところ、CY－COS－7およびChimera．COS－7ではトランスフェク
ションに用いたJCV　DNAのものと完全に一致し、欠号や重複などは認め
られなかった。Mad－1－COS－7では複製開始点（Ori）から109塩基のとこ
ろにGGTCという4塩基の挿入を認めた。

5）ArchetypeのJCVとしては初めてCOS－7細胞においてウイルスの産生
に成功した。
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Figure　Legends

Fig．1　lmmunostain　with　rabbit　anti－JCV　VP　I　antibody．　JCV　VP　I　antigen

was　detected　in　the　nuclei　of　infected　cells　at　4　days　after　subcultivation．

a：　JCV　CY　DNA　transfected　COS－7　cells　（x50），　b：　COS－7　cells　（not

transfected）　．

Fig．2　Viral　DNAs　were　extracted　from　infected　cells　at　64　days　after

transfection　and　were　detected　by　Southern　blot　hybridization．

2a：　The　viral　DNAs　were　digested　with　EcoRI　（Lanes　a，c，e，g），　EcoRI＋

BaMHI　（Lanes　b，d，f，h）．　Lane　a，b：　viral　DNA　extracted　from　CY－COS－7

cells．　Lane　c，d：　viral　DNA　extracted　from　Chimera－COS－7　cells．　Lane　e，f：

viral　DNA　extracted　from　Mad－1－COS－7　cells．　Lane　g，h：　Positive　control

（JCV　CY　DNA）．　2b：　Restriction　enzyme　cleavage　map　of　JCV　DNA．

Fig．3　S　equence　of　the　regulatory　region　of　archetypal　JCV　DNA

extracted　from　CY－COS－7　cells　and　Chimera－COS－7　cells．
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Table　1．　HA　units　of　the　JCV　in　COS－7　cells　and　IMR－32　cells

JCV－CY　JCV－Chimera　JCV－Mad－1

COS－7

1MR－32

128

〈4

128

〈4

64

256
aTotal　yield：　COS－7　cells　and　IMR－32　cells　in　25　cm2　tissue　culture　flasks

　　　　　　　　　at　64　days　after　transfection．
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