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1．はじめに

　Membrane-associated RING-CH（MARCH）8 は RING
フィンガー型 E3ユビキチンリガーゼである 11種類の
MARCHファミリータンパク質の 1つである 1, 2）．MARCH
ファミリータンパク質は，E2ユビキチン結合酵素との相
互作用に重要な C4HC3 RINGフィンガー（RING-CHフィ
ンガー）ドメインを N末端領域に有する（図 1）．また膜
貫通領域を持たない MARCH7 と MARCH10 以外の
MARCHファミリータンパク質は，2つまたはそれ以上の
膜貫通領域を持つ（MARCH8は図 1のように 2つ有する）．
MARCHファミリーのひとつMARCH8は元々，ウイルス
性 RING-CHリガーゼであるカポジ肉腫関連ヘルペスウイ

ルスの K3/K5，マウスγ-2ヘルペスウイルス 68の K3，
ミクソーマウイルスのM153R等の細胞ホモログとして同
定されている 1, 2）．ウイルス性 RING-CHリガーゼが
MHC-Iの細胞表面発現を抑制するのに対し 3-5），MARCH8
はMHC-II 6-8），CD81 9），CD86 10），CD98 11），IL-1受容体
アクセサリータンパク質 12），TNF関連アポトーシス誘導
リガンド受容体 113）およびトランスフェリン受容体 14）等
の膜貫通タンパク質の細胞表面発現を低下させることが報
告されている．筆者が抗ウイルス宿主因子 BST-2/tetherin
の研究 15, 16）を行っていた頃からの共同研究仲間であり，
高校時代からの盟友である藤田英明君（当時，九州大学薬
学研究院に所属，現在は長崎国際大学薬学部教授）と共に，
MARCH8がトランスフェリン受容体をダウンレギュレー
トすること，そしてその結果トランスフェリン受容体がリ
ソゾーム分解を受けることを，細胞生物学の論文として
2013年に報告した 14）．その後，MARCH8のさらなる機
能解析を行う過程において，MARCH8安定発現細胞を樹
立すべく，まず藤田君がMARCH8発現レンチウイルスベ
クターを作製してトランスダクションを試みた．しかしな
がら，何カ月経っても安定発現細胞がとれないとの連絡が
彼からあったため，やはりウイルスを扱い慣れてない研究
者に任せていても駄目だと思い，早速，筆者らがレンチウ
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イルスベクターの系を引き継いで実施した．ところが何度ト
ライしても，安定発現細胞を樹立できないという藤田君の結
果が再現出来ただけであった．そして筆者はふと，
MARCH8の発現自体がレンチウイルスベクター（＝HIV-1）
のトランスダクション（＝感染）を阻害しているのではないか，
つまりMARCH8が，これまで報告されてきた APOBEC3G 

17, 18），TRIM5α19），BST-2/tetherin 20, 21），SAMHD1 22, 23）

およびMX2 24-26）のように，HIV-1に対する感染抑制効果
を持った抗ウイルス宿主因子として機能しているのではな
いか，という可能性を考えた．

2．ウイルス産生細胞におけるMARCH8の発現が
HIV-1粒子の感染性を低下させる

　この可能性を検証するため，筆者はまずポスドクの小山
貴芳君と共に，MARCH8を発現させた 293T細胞からト
ランスフェクションにより得られた VSV-G（水胞性口炎
ウイルス Gタンパク質）シュードタイプ HIV-1の感染性
をMARCH8非発現 293T細胞から得られたコントロール
ウイルスのそれと比較検討した．MARCH8の発現はウイ
ルスの産生レベルには影響しなかったが，ウイルスの感染
性を大きく低下させた．標的細胞においてMARCH8を発
現させた場合はウイルスの感染効率に変化が無いことか
ら，ウイルス産生細胞でのMARCH8の発現がウイルス感
染性の低下に繋がることが明らかになった．次に VSV-G
以外のウイルスエンベロープの場合を検討したところ，
HIV-1のエンベロープではトロピズムの違いに依らず
MARCH8による感染性低下が認められ，また HIV-2/SIV
（サル免疫不全ウイルス）エンベロープやマウスレトロウ
イルス（マウス白血病ウイルスおよび異種指向性マウス白
血病ウイルス関連ウイルス）のエンベロープにおいても同
様の結果が認められたことから，MARCH8による HIV-1
感染抑制はエンベロープのタイプに依存しないことが分

かった．MARCH8の N末端細胞質領域に存在する RING-
CHドメインは E2リガーゼのリクルートに関与し，いく
つかの宿主膜貫通タンパク質のダウンレギュレーションに
重要であることが知られているが，MARCH8の抗ウイル
ス活性においても重要か否かを検討した．この実験のあた
りから，私のもとで学位を取ったばかりのポスドクの多田
卓哉君と東京医科歯科大からの研究生である張延昭君が，
大きな役割を果たすようになってきた．彼らが行った解析
の結果，RING-CH変異型MARCH8ではウイルス感染抑
制能が失われた事から，MARCH8の E3リガーゼ活性が
抗ウイルス機能に必要である可能性が示唆された．

3．MARCH8はウイルス粒子のエントリー効率を
低下させる

　MARCH8の抗ウイルス活性が，ウイルス複製のどの過
程で認められるのかについて，VSV-Gシュードタイプ
HIV-1および HIV-1全粒子を使用して，初期および後期
逆転写物，さらに核移行の指標である 2-LTRのコピー数
をリアルタイム PCRによって比較検討した．その結果，
両ウイルスとも初期逆転写においてすでにMARCH8の抑
制効果が認められることが分かった．このことから，
MARCH8は複製前期の最も初期段階，すなわちエントリー
の部分を抑制している可能性が示唆された．この可能性を
検証するため，共同研究者のひとりで，私と同じ研究部に
所属する飛梅実氏が米国留学時代に樹立したアッセイ，す
なわちβラクタマーゼ -Vpr融合型タンパク（以下，BlaM-Vpr）
の系を利用したエントリーアッセイ 27）を行った．ウイル
スと標的細胞をインキュベートしてエントリーが成立する
とウイルス粒子内の BlaM-Vprが細胞内に取り込まれ，あ
らかじめ標的細胞に取り込ませておいた蛍光基質である
CCF2が BlaM-Vprによって切断されることにより，本来，
緑色の蛍光を発する CCF2が青色のシグナルを呈する切断

図 1 MARCH8の構造
RINGフィンガー型 E3ユビキチンリガーゼであるMARCHファミリータンパク質の１つMARCH8は二回膜貫通タンパク質
であり，N末端側の細胞質領域に E2ユビキチン結合酵素との相互作用に重要な RING-CHドメインを有する．
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型へと変化する．その両シグナルの測定によりエントリー
効率を定量した．その結果，MARCH8発現細胞から産生
された VSV-Gシュードウイルスまたは HIV-1のエント
リー効率が著しく低下した．このことから，ウイルス産生
細胞におけるMARCH8の発現がウイルスのエントリーを
負に制御することが明らかとなった．

4．MARCH8はエンベロープのウイルス粒子への
取り込みを抑制する

　上記の結果を踏まえて，筆者らはMARCH8によるウイ
ルスエントリー効率の低下がウイルス粒子へのエンベロー
プの取り込み阻害に起因する可能性を考えた．それを検証
するため，まず，産生されたウイルス上清のエンベロープ
量を gp120 ELISA によって評価した結果，コトランスフェ
クションに用いたMARCH8 発現プラスミドの量に依存的
に，上清中のエンベロープ量が減少していた．この
ELISAの実験系ではウイルス粒子上のエンベロープその
ものを測定していないため，ウイルス粒子の超遠心精製を
行い，そのペレットを用いたウエスタンブロットを行った．
その結果，MARCH8発現細胞から産生された HIV-1ウイ
ルス粒子では HIV-1エンベロープおよび VSV-Gが共に著
しく減少していた．このことから，MARCH8はウイルス
粒子へのエンベロープの取り込みを低下させることが明ら
かになった．ちなみにMARCH8自身は野生型と RING-
CH変異型ともに，超遠心精製したウイルス粒子サンプル
において検出されたことから，MARCH8はウイルス粒子
中に取り込まれることが分かった．

5．MARCH8は異なるメカニズムにより
HIV-1エンベロープと VSV-Gの
細胞表面発現を抑制する

　ウエスタンブロット実験において，VSV-GがMARCH8
の共発現によりウイルス産生細胞内で完全に消失するのに
対し，HIV-1エンベロープでは量的な変化が認められな
かった．この原因を究明するために，フローサイトメトリー
により，HIV-1エンベロープの細胞表面および細胞内の発
現レベルを定量した．その結果，HIV-1エンベロープの細
胞表面の量はMARCH8によって減少したが，細胞内の発
現量は変わらなかった．その一方で，VSV-Gの細胞内発
現量はMARCH8により著しく減少した．これらの結果は
蛍光抗体法でも確認され，さらに同手法により VSV-Gの
細胞内発現がリソゾームプロテアーゼ阻害剤の存在下で回
復することが分かった．以上のことから，HIV-1エンベロー
プおよび VSV-Gのウイルス粒子中への取り込みが
MARCH8によって減少するのは，前者の場合MARCH8
がその細胞表面発現を減少させて細胞内コンパートメント
に隔離するためであり，後者の場合はさらにMARCH8に
よって細胞内でリソゾーム分解されるためである，と考え

られた．また免疫沈降法によって，HIV-1エンベロープお
よび VSV-GがMARCH8とそれぞれ結合することが分か
り，MARCH8によるこれらウイルスエンベロープ糖タン
パク質の細胞膜表面における発現減少は，MARCH8との
相互作用を介して起こる可能性が示唆された．

6．マクロファージにおけるMARCH8の
枯渇はウイルスの感染性を高める

　ここまでの結果は全てMARCH8の過剰発現系の実験に
もとづくものであったため，次にMARCH8の内在性発現
レベルについて，各種細胞株および初代培養細胞から抽出
したトータル RNAを用いてリアルタイム RT-PCRにより
検討した．全ての培養細胞株，PHA/IL-2刺激後 CD4陽
性リンパ球，および単球においてMARCH8の発現は低レ
ベルであったのに対し，単球由来マクロファージと単球由
来樹状細胞のような最終分化型のミエロイド系細胞におい
ては，5－ 8倍高いレベルのMARCH8遺伝子を発現して
いた．特にマクロファージでのMARCH8発現レベルは，
筆者らが 293T細胞で過剰発現させた時のそれに近似した
ものであった．またウエスタンブロット実験においても，
タンパク質レベルにおける培養細胞株とマクロファージで
のMARCH8発現の差は大変顕著なものであった．次に筆
者らは，マクロファージにおける内在性発現レベルの
MARCH8が，ウイルスの感染性を減弱させているか否か
を検討した．shRNAまたは CRISPR/Cas9レンチウイル
スベクター 28）を用いて，MARCH8遺伝子を標的とした
ノックダウンまたはノックアウト効果を検証した後，これ
らを用いてマクロファージへのトランスダクションを行っ
た．MARCH8を枯渇させたマクロファージに HIV-1を感
染させ，そこから産生されたウイルスの感染性を調べた．
その結果，3人のドナー由来のマクロファージ全てにおい
て，MARCH8を枯渇させた場合に得られたウイルスの感
染性は有意に上昇していた．この結果は，MARCH8を枯
渇させたマクロファージを用いたウイルス複製実験におい
ても再現された．以上の結果より，マクロファージの内在
性MARCH8は HIV-1の感染性を大幅に低下させているこ
とが示唆された．

7．終わりに

　今回筆者らは，宿主膜貫通タンパク質MARCH8が，エ
ンベロープのウイルス粒子への取り込みを抑えることによ
りウイルスの感染性を低下させる新規抗ウイルス宿主因子
であることを見出した 29）（図 2）．以前の報告において
MARCH8は，IL-1βに結合する IL1受容体アクセサリー
タンパク質を細胞表面から減少させることにより，NF-κ
B の IL-1β依存的活性化を抑制すると言われている．筆
者らの実験においては，NF-κBによる LTR転写活性化
が影響する HIV-1ウイルス粒子産生をMARCH8が抑制す
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ることは無かった．これはおそらく，転写因子 Ets-1（の
選択的スプライシング型）が関与するようなNF-κB非依存
的な LTR活性化 30）には，MARCH8が影響しない為であ
ろう．今回注目すべきことの一つは，VSV-Gに対する
MARCH8の抑制効果が，HIV-1や他のレトロウイルスエ
ンベロープに対するそれと比較してはるかに強力であった
ことである．実際，MARCH8は VSV-Gに対しては細胞表
面から消失させるだけでなく，それをリソゾーム分解へと
導くことが明らかになった．このことから，MARCH8が
HIV-1をはじめとするレトロウイルスのみならず，エンベ
ロープウイルスの感染を広範囲に渡り阻害する可能性が示
唆された．MARCH8は複数の宿主膜貫通タンパク質
（MHC-II，CD44，CD86，IL-1受容体アクセサリータンパ
ク質，TNF関連アポトーシス誘導リガンド受容体 1およ
びトランスフェリン受容体）を，それらに共通する結合モ
チーフが存在しないにも関わらず，互いの膜貫通領域を介

して，細胞表面から減少させることが知られている．恐ら
くMARCH8は，今回のウイルスエンベロープの場合も含
めて，特異的なモチーフというよりはむしろ膜貫通領域全
体の立体構造を認識しているのではないかと考えられる．
なお抗ウイルス宿主因子の多くは HIV-1アクセサリータ
ンパク質によって不活化されることから，筆者らはアクセ
サリータンパク質のうち，複数の宿主膜貫通タンパク質を
標的とすることが報告されている Vpuと Nef 31, 32）の有無
によるMARCH8の HIV-1感染抑制への影響を検討した．
しかしながらいずれの場合も HIV-1の感染性に変化はな
かった．本論文の執筆中に，Mashibaら 33）が，マクロファー
ジ特異的な未知の抗ウイルス宿主因子がアクセサリータン
パク質 Vprによって不活化されることを報告したことか
ら，筆者らは Vprの有無も同時に検討したが，やはり
MARCH8の抗ウイルス活性に影響しなかった．これらの
ことは HIV-1がMARCH8の機能を阻害するような進化を

図 2 MARCH8による HIV-1感染抑制の機序
（A）MARCH8の発現がほとんど認められない細胞から産生された HIV-1は，正常にウイルスエンベロープ糖タンパク質を取
り込むため，標的細胞へ吸着・侵入することができる．
（B）MARCH8を高発現する細胞では，MARCH8が細胞表面のエンベロープ糖タンパク質の量を減少させるため，それがウ
イルス粒子中に効率よく取り込まれなくなる結果，ウイルス粒子の感染性が著しく低下する．
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 Membrane-associated RING-CH 8 (MARCH8) is one of 11 members of the recently discovered 
MARCH family of RING-finger E3 ubiquitin ligases. MARCH8 downregulates several host 
transmembrane proteins; however, its physiological roles remain unknown. Here we identify 
MARCH8 as a novel antiviral factor. The overexpression of MARCH8 in virus producing cells did not 
affect levels of lentivirus production, but markedly reduced viral infectivity. MARCH8 blocked the 
incorporation of HIV-1 envelope glycoprotein into virions by downregulating it from the cell surface, 
probably through their interaction, resulting in reduced viral entry efficiency. The inhibitory effect of 
MARCH8 on vesicular stomatitis virus G-glycoprotein was even more remarkable, suggesting a broad-
spectrum inhibition of enveloped viruses by MARCH8. Importantly, the endogenous expression of 
MARCH8 was high in monocyte-derived macrophages and dendritic cells, and MARCH8 depletion in 
macrophages significantly increased the infectivity of virions produced from these cells. Our findings 
thus indicate that MARCH8, which is highly expressed in terminally differentiated myeloid cells, is a 
potent antiviral host transmembrane protein that reduces virion incorporation of viral envelope 
glycoproteins.


