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1．はじめに

ネコに感染するウイルスの一つにネコ免疫不全ウイルス
(FIV)がある．レトロウイルス科レンチウイルス属のウイル
スである．長期感染により削痩，貧血，神経症状，日和見
感染や二次感染などのいわゆるエイズをネコに引き起こす
ウイルスである 1）．
ウイルス感染による病気というのは，そのウイルスが体
のどの細胞に感染しているのかということと深く関わって
いる．そして特定の細胞に感染するかしないかというのは，
ウイルスが細胞侵入時に使う分子（受容体という）がその
細胞にあるかないかということに大きく依存している．

FIVは主として感染ネコのCD4陽性細胞から検出される2）3）．

CD4分子はMHC（主要組織適合抗原複合体）によって提
示された抗原を T細胞受容体が認識する際の補助受容体で
あり，CD4発現 T細胞はいわゆるヘルパー T細胞として
他の免疫系細胞をコントロールする位置にある．つまり
FIVは免疫系の要（かなめ）であるヘルパー T細胞に感染
しているのである．そしてこのことが FIVによるエイズ様
症状の主要因であると考えられる．
では，FIVがヘルパー T細胞に感染する時の受容体は何
なのだろうか．最大のヒントは FIVと同じレンチウイルス
属のヒト免疫不全ウイルス（HIV）やサル免疫不全ウイル
ス（SIV）から得られたが，ネコ CD4分子を CD4陰性の
細胞に発現させても FIVは感染できず 4），また様々な抗ネ
コ CD4抗体について調べても FIVの感染を阻害できるも
のはなかった 5）．つまり，HIVや SIVとは異なり，CD4分
子が FIVの受容体であることを明示する実験結果は得られ
なかった．CD4陽性 T細胞への強い感染指向性は in vitro
においても確かに認められるのに，である 6）．では FIVの
受容体は何なのだろうか．なぜヘルパー T細胞に感染する
ことができるのだろうか．
私たちは近年，非常に簡便かつ効率のよい発現クローニ

ング法を見出した 7）．この方法を応用することにより，FIV
の受容体として T細胞活性化抗原 CD134（OX40ともいう）
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を同定することができた 8）．本稿では，この発現クローニ
ング法と FIV受容体同定への応用について紹介し，さらに
他のウイルス受容体への応用についても触れたい．

2．発現クローニング法の改良

発現クローニング法は 1980年代より特に抗体が認識する
細胞表面蛋白質の cDNAを単離する場合に用いられてきた
手法である（現在では配列が不明の蛋白質や cDNAは皆無
に近く，また質量分析法等も発展したため，このような目
的での出番は少ないかも知れない）9）．cDNA libraryをプ
ラスミドに入れたものを COS細胞等にトランスフェクシ
ョンし，いわゆる panningによって目的の抗体が認識する
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図 1 改良版発現クローニング法

レトロウイルスベクターを用いて，浮遊系の細胞に cDNA libraryを発現させる．そして目的とする抗体でコートしたディッ

シュに細胞を入れ，付着した細胞を１週間ほど培養し，コロニーを形成させる．コロニーを形成した細胞から library由来の

cDNAを取り出す．

図 2 浮遊系細胞によるコロニー形成

cDNA libraryをレトロウイルスベクターにより浮遊系細胞に発現させ，これと CD4分子に対する抗体を組み合わせて図１の方

法を行った．写真は CD4の抗体でコートしたディッシュ上に出現した，本来浮遊系である細胞が作ったコロニーである．

細胞を回収し，その細胞からプラスミドを回収する，とい
う事を何度も繰り返すというのが当初行われていた手法で
あった．この 20年の間にレトロウイルスベクターなどの遺
伝子導入法の改良や，磁気ビーズやフローサイトメトリー
による細胞回収法の改良などが行われた 10）．その結果，標
的細胞の幅が広がり，また微弱な抗原抗体反応であっても
陽性細胞の回収が可能となり，非常に行いやすくなった実
験であるといえる．しかし，この実験はそれでも一つの
cDNAクローンに辿り着くために 3，4回前後スクリーニン
グを繰り返すという煩雑な操作を必須としていた．
私たちはこの煩雑なステップをもっと簡略にできないか

と考え，図 1のような手法を考えた．レトロウイルスベク

・レトロウイルスベクター
・浮遊系の細胞に libraryを発現

抗体をコートしたディッシュ

１週間培養
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ターを用いて，浮遊系の細胞に cDNA libraryを発現させ，
そして細胞を，目的とする抗体でコートしたディッシュに
入れ，付着した細胞を 1週間ほど培養し，コロニーを形成
させるという手法である．このコロニーの細胞ゲノムには
狙った cDNAが安定的にインテグレートしているので，ゲ
ノムをテンプレートとした PCRによって cDNAを取り出
すことができる．細胞の分離に特殊な器械を用いないので，
安価に行えるとも考えられた．
この手法が実際にワークするかどうか確認するためモデ
ル実験を行った．つまり，ネコの CD4陽性リンパ球細胞
（MYA-1細胞株）から作製した cDNA libraryをレトロウ
イルスベクター（マウス白血病ウイルス）により浮遊系の
細胞（P3U1細胞株）に発現させ，これと CD4分子に対す
る抗体を組み合わせて図 1の方法を行った．図 2は CD4の

抗体でコートしたディッシュ上に出現した，本来浮遊系で
ある細胞が作ったコロニーである．このようなコロニーが
13個形成され，ランダムに 5個選んで調べたところ，いず
れのコロニーからもネコ CD4の cDNAのみが単離された．
つまり図 1に示す発現スクリーニング法が実行可能である
上，効率もよいこと（100％）が確認できた 7）．
実際この手法で認識分子を同定することに成功した抗体

があるが 11），応用の際にはいくつか必要な条件があると考
えられる．①抗体のターゲットが細胞表面蛋白質であるこ
と，②細胞をディッシュにとどめておくのに十分な結合力
が得られること，③抗体の結合が細胞死や増殖阻止を誘導
しないこと（Fas抗原などには応用不可と考えられる），な
どである．細胞培養によるコロニー形成はポジティブであ
ることを確実にすると同時に細胞のクローニングを行うこ

図３ CD134 分子の発現と FIV

（左上）CD134発現細胞（太線）とコントロール細胞（細線）への FIV吸着．CD134分子の発現により FIVの吸着が明らかに

増加した．

（右上）CD134発現細胞（三角）とコントロール細胞（丸）における FIVの増殖．CD134発現細胞でのみ FIVの増殖が認めら

れた．

（下）CD134分子と FIV Env蛋白質の共発現．細胞融合（多核巨細胞）が認められた．
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とになり，このことがスクリーニングをわずか 1週間で，
しかも繰り返さずに完了することに繋がっている．

3．FIVの受容体同定

2.で紹介した改良版発現クローニング法は，本来は抗体
が認識する細胞表面蛋白質を同定するものであるが，原理
的には細胞表面蛋白質を認識するものは抗体である必要は
ない．そこで，ウイルスで蛋白質を認識させる状況を考え，
ディッシュにコートしたウイルスで細胞のトラップができ
ないかと考えた．抗 FIV Env抗体を用いて FIVをディッ
シュにコートし，このディッシュに FIV感染に高感受性で
ある浮遊系細胞（MYA-1細胞株）6）を入れたところ，細胞
は浮遊系のものであるにもかかわらずディッシュに良く付
着した．このことは，2.の手法がウイルスに対しても応用
しうることを示している．そこで FIV 高感受性細胞
（MYA-1細胞株）由来 cDNA libraryを浮遊系の細胞に発
現させ，FIVでコートしたディッシュでスクリーニングを
行った結果，CD134という分子を FIVへの細胞付着をもた
らす細胞表面蛋白質として同定した．

CD134分子を細胞に発現させると，図 3で示すように
FIVの細胞への吸着が促進された．また CD134発現細胞で
はウイルスが非常に良く増殖した．CD134分子と FIV Env
蛋白質を共発現させると，細胞融合が起こることが分かっ

た．つまり CD134分子は単に FIVと結合する分子である
というだけでなく，FIVの細胞内への侵入を担う受容体で
あることが分かった 8）．
これに先立ち，FIVの感染がケモカイン受容体 CXCR4

に対する抗体や生理的リガンド(SDF-1)，特異的拮抗剤
（AMD3100など）により阻害されることが知られていた 12）．
そこで，CD134分子の発現によって見られる FIVの感染と
CXCR4との関係について調べた．その結果，CD134分子
を介した FIVの感染は CXCR4特異的拮抗剤によって阻害
されることが分かった．また FIVと CD134分子との結合
は CXCR4の有無に関係なく起こるが，CD134分子なしで
FIVと CXCR4の結合を見ることはできないことも分かっ
た．すなわち，FIVの感染に細胞側の CD134と CXCR4の
2 つの分子が関わっており，CD134 分子が第一受容体，
CXCR4分子が第二受容体であることが分かった 8）．
ちなみに FIVの受容体同定に用いた cDNA libraryは 2.

で紹介した発現クローニング法で用いたものと同じである．
つまり cDNA libraryには CD4分子の cDNAが含まれて
いたが，スクリーニングで CD4分子はクローニングされて
こなかった．念のため CD4分子を浮遊系細胞に発現させた
が，この細胞と FIVとの結合は認められなかった．FIVの
感染には CD4分子は特に関わっていないと考えられる．

図 4 CD134 分子の分布と免疫不全

CD134分子は抗原提示を受けた CD4陽性細胞に発現するので，FIVは免疫応答を開始したヘルパー T細胞に感染することが

できる．この時の抗原は FIV自身であっても良いし，他の微生物・病原体であっても良い．

CD134 は抗原提示を受けた CD4+ Ｔ細胞に発現

FIV は免疫応答を開始したヘルパー T 細胞に感染
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4．CD134分子の発現分布と免疫不全

HIVや SIVが CD4分子を第一受容体とし，ヘルパー T
細胞に強い感染指向性を示すことは理解しやすい．では
CD134分子ではどうだろうか．

CD134分子は活性化していない naïveのヘルパー T細胞
には発現していないが，抗原提示を受け活性化したヘルパ
ー T細胞に発現するようになる分子である 13）．CD134分
子が発現されると，抗原提示細胞上の CD134L（リガンド）
により T細胞は更に活性化を受けることとなる 14）．第一受
容体が CD4ではない FIVが in vitroで CD4陽性細胞に強
い感染指向性を示し，また in vivoで感染ネコの CD4陽性
細胞から検出されるのは，CD134分子の発現が主に CD4陽
性細胞内であるからであると考えられる．

CD134分子を第一受容体としているということは FIVの
巧みな免疫回避法を思わせる（図 4）．CD134発現細胞を標
的に感染していくということは，その時活性化しているヘ
ルパー T細胞すなわち FIV抗原特異的に免疫応答を開始し
たヘルパー T細胞に FIVは感染していくことを意味する．
もう少し言い換えるならば，FIVは自分を排除するための
細胞そのものに高効率で感染するのである．また，FIV感
染ネコに他の微生物，例えばネコヘルペスウイルスやクリ
プトコッカスが感染した場合には，それらの微生物に対し
て免疫応答を開始したヘルパー T細胞をも FIVは感染の標
的としていくことになる．恐らくは FIVは CD134分子を

第一受容体とすることで FIV自身が増殖しやすい環境を作
り，また他の微生物存在下ではその微生物の増殖を促進し，
二次感染や日和見感染といったエイズ様症状を引き起こす
のであろう．

"FIVは活性化した FIV抗原特異的ヘルパー T細胞に感
染していく"という表現に少し疑問を感じる人もいるかもし
れない．（当然ではあるが）ある個体の初感染時には FIV
抗原への免疫応答は起こっていないからである．しかし周
囲や体内に外来抗原が全くなく，免疫系が全く動いていな
いという個体の状況は考えにくい．初感染時に限っては，
その時たまたま活性化していた細胞に FIVは感染していく
と思われる．ここで少しワクチン研究について触れるが，
不活化 FIV等の投与がチャレンジ時のウイルス感染を増強
したという報告が多い 15）．恐らく抗原投与自体が FIVの感
染標的を増やし（免疫系の活性化→ヘルパー T細胞の活性
化＝ CD134発現細胞の増加となる），十分な免疫が与えら
れていない場合はウイルスがよく増える結果となる，とい
うことであろう．
このように免疫応答を行っている細胞への感染指向性は，

FIVだけでなく実は HIVや SIVも有する特徴であると考え
られる．ただし分子メカニズムは若干異なる．HIVや SIV
は恒常的にヘルパー T細胞に発現している CD4分子を第
一受容体とするので，この段階で感染指向性に差は出ない
であろうが，細胞の活性化に伴い第二受容体であるケモカ
イン受容体の発現量は増加するので，活性化したヘルパー

図 5 ウイルスの進化と受容体（仮説）

（左）かつてある宿主にいたレンチウイルスの祖先．このウイルスはケモカイン受容体のみで細胞に感染することができた．

（右上）ケモカイン受容体を介してネコに感染．その後，より増殖しやすいようにケモカイン受容体とは別の CD134分子を第

一受容体として選んだ．

（右下）ケモカイン受容体を介して霊長類に感染．その後，より増殖しやすいようにケモカイン受容体とは別の CD4分子を第

一受容体として選んだ．
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T細胞に HIVや SIVは感染しやすいはずである．実際，こ
の現象は報告されているものである 16）17）．

5．ウイルスの進化と受容体

ここで，FIVの第一受容体が CD134分子であることと，
3つの免疫不全レンチウイルス FIV・ HIV・ SIVの祖先が
共通と考えられていること，ケモカイン受容体は動物間で
高度に保存されていること，そして免疫不全レンチウイル
スの中にはごく稀に（第一受容体がない細胞にも）ケモカ
イン受容体のみを介して感染できる株があることを踏まえ，
レンチウイルスの進化と受容体についての私や現京大宮沢
孝幸先生の仮説を紹介したい（図 5）．
仮説とは次のようなものである．まず，かつてある宿主
に，現在のレンチウイルスの祖先となるようなウイルスが
いた．このウイルスはケモカイン受容体のみで細胞に感染
できるウイルスであった．そしてある時このウイルスが，
動物間で高度に保存されているケモカイン受容体を介して
様々な動物種に感染した．そして各動物種内でウイルスは
より増殖しやすいようにケモカイン受容体とは別の分子を
（今で言うところの）第一受容体として選ぶようになった．
ネコの世界では CD134分子が，霊長類の世界では CD4分
子が第一受容体として選ばれた．レンチウイルスにとって
ある宿主でよりよく増殖するためにはヘルパー T細胞を感
染標的とする必要があり，ネコと霊長類の世界で若干異な
る分子機構がとられた，ということではないだろうか．

6．他のウイルスの感染指向性

2.で紹介した改良版発現クローニング法は，条件が揃え
ば他の様々なウイルスの受容体同定に応用可能であると考
えられる．実際にネコカリシウイルスでも可能であること
を既に確認している 18）．また，FIVの場合もカリシウイル
スの場合もウイルス粒子（ウイルス液）を用いてスクリー
ニングを行っているが，ニパウイルスの細胞への結合を担
う G蛋白質の組換え発現蛋白質によっても本法でその受容
体（Ephrin B2）19）20）の同定が可能であることを確認済み
である．さらにウイルスや蛋白質でコートを行う場合，特
異的抗体であらかじめディッシュをコートしておけば（タ
グ付組換え蛋白質の場合は抗タグ抗体でも可），超遠心や精
製等をしておく必要はない．ディッシュ上で濃縮と精製が
起こるからである．条件が満たされれば，ウイルスでなく
てもバクテリアや原虫，細胞リガンドの結合標的の同定も
可能なはずである．
この方法を更に少し違った形でエボラウイルスの受容体
同定に応用してみた．詳細は次のようである．エボラウイ
ルスの細胞への吸着・侵入を担う表面糖蛋白質（GP）は，
マウス白血病ウイルスなどのレトロウイルスのエンベロー
プの代わりとして機能することが知られている（このよう
なウイルスはシュードタイプウイルスと呼ばれている）．ま

たリンパ球細胞株はエボラウイルスやこのシュードタイプ
ウイルスに殆ど感染しない．そこで，このリンパ球細胞株
（浮遊系）を標的細胞としてエボラウイルス高感受性細胞株
（Vero E6）から得られた cDNAライブラリーを発現させ，
シュードタイプウイルスの感染を指標にして標的細胞に感
染感受性をもたらす細胞因子をスクリーニングした．そし
て改良版発現クローニング法を，シュードタイプウイルス
が感染した細胞の選択に用いた．つまり，この時シュード
タイプウイルスはその感染レポーターを膜蛋白質（ここで
はネコ CD2）としたものを用い，ディッシュは抗ネコ CD2
抗体でコートしたものを用いた．形成されたコロニーに蛍
光蛋白質（GFP）を感染レポーターとしたシュードタイプ
ウイルスを感染させ，GFP陽性となったコロニーを選び出
し，インテグレートしている cDNAを調べた．その結果，
受容体型チロシンキナーゼ Axlが同定された 21）．エボラウ
イルスの感染における Axl分子の役割については現在解析
中である．
このような実験を行う場合，通常は薬剤耐性遺伝子等を

感染レポーターとしたウイルスを用いて細胞の選択を行う
が，cDNA libraryを発現する標的細胞に感染性がわずか
でもあると，目的の cDNAの発現に関係なく細胞が生き残
ることになるので，スクリーニングの効率は激減してしま
う．しかし膜蛋白質をレポーターとしてディッシュ上にコ
ロニー形成を起こさせると，第二の選択（ここでは GFP発
現ウイルスによる選択）が可能となるので，標的細胞に多
少の感染感受性があってもスクリーニングの効率は低下し
ない．第二の選択で GFPの発現量（強弱）に着目すればウ
イルスの感染を促進する因子の同定も可能なはずである．

7．おわりに

非常に単純（で意義も疑問視されそう）な思いつきが本
研究の始めにあった．周囲の暖かい目で見守られ，人前で
発表できる形になったことは嬉しい．紹介した知見などが
少しでも皆様のお役に立てたのならばなお嬉しいことであ
る．
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Feline immunodeficiency virus (FIV) induces a disease similar to acquired immunodeficiency
syndrome (AIDS) in cats, yet in contrast to human immunodeficiency virus (HIV), CD4 is not the viral
receptor. We identified a primary receptor for FIV as CD134 (OX40), a T cell activation antigen and
costimulatory molecule. CD134 expression promotes viral binding and renders cells permissive for
viral entry, productive infection, and syncytium formation. Infection is CXCR4-dependent, analogous to
infection with X4 strains of HIV. Thus, despite the evolutionary divergence of the feline and human
lentiviruses, both viruses use receptors that target the virus to a subset of cells that are pivotal to the
acquired immune response. Further, we applied the new method for FIV receptor to Ebola virus entry
factors with some modifications, and identified receptor-type tyrosine kinases, Axl and Dtk (members of
Tyro3 family). Distribution of the molecules matches well with the Ebola virus tropism.


