
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21 年 4 月 17 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要：細胞膜上分子間相互作用は、様々な生理現象に重要な役割を果たしているこ

とが知られているが、ウイルス感染において宿主細胞にどのような細胞膜上分子間相互作用変

化が起るかは知られていない。本研究では Epstein-Barr ウイルス感染ヒト B細胞を用いて、１）

感染細胞には Thy1 分子が過剰発現している事、２）Thy1 の分子間相互作用は感染細胞と非感

染細胞間で異なる事、３）他の細胞膜上分子の分子間相互作用については、感染細胞と非感染

細胞間で異なる場合と異ならない場合がある事、を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

 1972年、Singer と Nicolson は動物細胞

膜が脂質二重層から成り、その上には各種

受容体など細胞機能にとって重要な役割

を果たしている細胞膜上分子が多数存在

すること、同時にこれら細胞膜上分子は脂

質二重層の流動に伴って膜上で常にダイ

ナミックに運動していることを提唱した

（Singer・Nicolson の流動モザイクモデ

ル）。以来これら細胞膜上分子は個別に精

製され、その性状・機能が入念に研究され

てきた。しかし、この「細胞膜上分子運動」

の生物学的な意義に焦点をあてた研究は

当初ほとんどなされなかった。1990年代に
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ようやく細胞膜上分子運動について研究

が進められるようになり、特定の細胞膜上

分子同士が非常に短い一定時間内に膜上

で集合、拡散を繰り返す「細胞膜上分子間

相互作用」が確認された。この現象、とく

に細胞膜上分子同士の集合状態（“膜マイ

クロドメイン”と呼ばれる）が細胞機能に

極めて重要であることが明らかとなり、こ

れを皮切りに「細胞膜上分子の運動とそれ

に伴う細胞膜上分子間相互作用」が注目さ

れるようになった。 

 このような学術的な背景の中、研究代表

者は膜マイクロドメイン、またタンパク質

や糖脂質等を含めた細胞膜上分子間相互

作用に興味を持ち研究を行ってきた。その

過程において、研究代表者は全く新規で実

用的な細胞膜上分子間相互作用解析法の

開発に成功した（特許出願）。本法は細胞

膜上分子間相互作用生化学的可視化法と

呼ばれ、Enzyme-Mediated Activation of 

Radical Sources（EMARS）と名付けた反応

を利用して行われる。本解析法が他法と比

較して決定的に有利な点は、生理的条件下

（細胞膜表面分子が運動している状態）に

おいて相互作用した細胞膜上分子を生化

学的解析により網羅的に同定でき、なおか

つそれらの相互作用頻度を数値化できる

ことである。従って本法により得られた知

見は様々な研究分野において大きなイン

パクトを与えるものと考えられる。また、

本法は非常に簡便な方法であり特別な装

置を必要とせず、低コストであるため多く

のライフサイエンス系研究室で実施可能

であるという利点がある。 

 

２．研究の目的 

 研究代表者はこの細胞膜上分子間相互

作用生化学的可視化法を用いる事で、細胞

の環境の変化（増殖、分化、感染、加齢、

癌化等）により細胞膜上分子間相互作用が

受ける影響を解析することを研究の大き

な柱としている。その中で、本研究ではま

ずウイルス、ことに代表的ヒト癌ウイルス

である Epstein-Barrウイルス（EBV）に焦

点を当て、これをモデルに EBV感染という

細胞にとって重大なイベントに伴って細

胞膜上分子間相互作用がどのような影響

を受けるかを明らかにすることを目的と

する。 

 

３．研究の方法 

(1)感染細胞に過剰発現している細胞膜上分

子の同定 

 EBV 感染 B 細胞株である Akata 細胞および

その細胞から EBVが脱離した Akata-細胞にお

いて各細胞間で遺伝子発現に差がある細胞

膜上分子を DNA アレイを用いて解析した（理

研、京大との共同研究）。用いたアレイは理

化学研究所で開発された糖鎖関連遺伝子マ

イクロアレイである。EBVが感染している B

細胞リンパ腫細胞 Akata とその細胞から EBV

が脱離した Akata-細胞から mRNA を精製し、

それらの cDNAを得た。それをマイクロアレ

イに処理し、２細胞間で発現量の異なる遺伝

子を解析した。発現量の異なる遺伝子につい

て RT-PCRおよび FACS解析により再確認した。 

(2)生化学的可視化法による分子間相互作用

の解析 

 近年我々が開発した細胞膜上分子間相互

作用生化学的可視化法(Enzyme-Mediated 

Activation of Radical Sources（EMARS）



 

 

反応を用いた方法)により、上記２細胞間で

発現に差があった分子および、その他の細

胞膜上分子（インテグリン ganglioside 

GM3）の分子間相互作用を解析した（下記説

明図参照）。 

 反応後の相互作用分子の同定については、

R&D社から販売されている Receptor 

tyrosine kinase及び Immunoreceptor抗体ア

レイを用いた。 

 

４．研究成果 

(1)感染細胞に過剰発現している細胞膜上分

子の同定 

 ２００７年度は、まず EBV 感染により発

現レベルに変化が認められる宿主細胞膜上

分子の分子間相互作用解析の研究を行った。

第一に EBV 感染 B細胞株である Akata 細胞

およびその細胞から EBVが脱離した Akata-

細胞において各細胞間で遺伝子発現に差が

ある細胞膜上分子を DNA アレイを用いて解

析した（理研、京大との共同研究）。その結

果、これら細胞間においていくつかの細胞

膜上分子の発現量が変化していた。中でも、

GPI アンカー型細胞膜上分子である Thy-1

（CD90）については、Akata-細胞と比較し

て Akata 細胞において有意な発現上昇が見

られたことから、EBV の感染に伴って発現

上昇する分子である可能性が示唆された。

Thy-1 は通常ヒトの場合は B 細胞に発現し

ておらず、B 細胞由来の培養細胞である

Akata 細胞において発現誘導が起ることは

極めて興味深い。次に、DNA アレイの結果

を追試する目的で Akata細胞および Akata-

細胞から total RNAを抽出し RT-PCRを行っ

た。その結果、同様に Akata細胞では Akata-

細胞と比較して有意にThy-1のmRNAレベル

の上昇が見られた。さらに抗 Thy-1 抗体を

用いて各細胞膜上の Thy-1 のタンパク質レ

ベルでの発現量を FACSで測定した。その結

果、Akata 細胞では Akata-細胞と比較して

約１８倍細胞表面に発現していることが分

かった。 

(2)生化学的可視化法による分子間相互作用

の解析 

 Thy-1 は細胞内シグナル伝達機構のプラッ

トフォームである脂質マイクロドメイン上

にも存在することから、EBV の感染による

Thy-1 の細胞膜への発現が脂質マイクロドメ

インを含む宿主細胞膜上分子間相互作用の

変化を誘起し宿主細胞内シグナル伝達機構

の変化を誘導する可能性が示唆された。従っ

て、Thy-1 が相互作用する細胞表面分子を



 

 

我々が開発した細胞表面分子間相互作用生

化 学 的 可 視 化 法 （ biochemical 

Visualization）を用いて解析した。    

 その結果、Receptor Tyrosine kinase 抗体

アレイ（R&D 社製）を使用した解析では、i）

Mer および Tie-2 受容体が EBV 非感染の

Akata-細胞よりも EBV感染細胞の Akata細胞

でより Thy1 と強く相互作用していた、ii）

逆に EphB1 および TrkB 受容体に関しては、

Akata 細胞よりも Akata-細胞の方が Thy1 と

強く相互作用する事が明らかになった。また、

Immunoreceptor 抗体アレイ（R&D 社製）を用

いて、同様の解析を行なったところ、Thy1と

CD5および TREM-2との相互作用が EBV感染の

有無で影響を受けていることが判明した。 

 次に、細胞接着に重要な分子である beta1 

integrin と相互作用する分子を同様に解析

すると TrkA 及び EphB1 との相互作用が EBV

感染の有無で影響を受けていることが分か

った。しかし、同じ条件で細胞膜表面分子

ganglioside GM3 の相互作用分子を解析した

結果、Thy1 および beta1 integrin の相互作

用解析で見られた EBV感染による相互作用変

化は観察されなかった。 

 これらの結果から、EBV 感染によって宿主

細胞膜上分子の発現が変化すると同時に、

様々な宿主細胞膜上分子間相互作用が変化

している可能性が示唆された。特に、EBV 感

染により相互作用が減弱する分子群が存在

することが明らかになり、EBV がこの現象を

通じて宿主細胞のシグナル伝達系を抑制し

ている可能性が示唆された。   
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