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摘要

為了瞭解 JC 病毒抗原與抗體之間的關像。以便提供臨床檢測 JC 病毒之訊息，

我們利用血球凝集抑制反應及 immunoblot 的方法進行分析。結果發現人體抗 JC 病

毒的抗血清只能與 native 的 JC 病毒顆粒反應自而在血球凝集抑制及 dot blot 呈陽性

反應。但無法與 denatured JC 病毒 VP1 反應，所以 Western blot 呈陰性反應。

藉由以上的訊息我們利用血球凝集抑制反應進行偵測健康人( 221 人) ，孕婦

(100 人) ，自體免疫疾病病人( 81 人)的血清。以前的研究顯示這三個族群的尿液

排放 JC 病毒率各為 13.3 % ' 26.0 %及 37.5% 。在我們的偵測結果發現這三個族

群皆有約 76%為 JC 病毒抗體陽性反應。另外我們也偵測 713 名兒童血清， 0-竹

歲，結果發現年齡越高者 JC 病毒抗體陽性率愈高。但總平均值為 46.5% '遠低於

成人的 76% 。此結果意味著 JC 病毒成禁起自兒童時期。

為了更進一步探討病毒顆粗表面抗原決定部位，我們將 JC 病毒主要殼體蛋白

VP1 月段分別於 E. coli 表達並純化以進行免疫反應，結果發現 BC loop (氯基酸
57-90 )為主要參與抗體反應的區域。

此外，為了瞭解與 JC 病毒結合的紅血球表面分子，我們將紅血球以

neuraminidase 處理後發現紅血球無法與 JC 病毒結合而失去血球凝集反應。相反

地，當以 neuraminidase 處理的紅血球插入含有 sialic acid 的 ganglioside 後，該

紅血球又能與 JC 病毒結合而產生血球凝集反應。此結果證實紅血球表面的 sialic

acid 為直接參與和 JC 病毒結合之分子。然而一些 JC 病毒的 permissive cells '如

人類腦細胞及腎臟細胞的接受體( receptor)是否也含有 sialicacid 分子須更進一步探

言才 。
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ABSTRACT 

In order to understand the antigenecity of human JC virus, hemagglutination 

inhibition ( HAI ) and immunoblot were performed. The results showed that human 

anti-JCV serum could only react with native JCV capsid rather than denatured VP1 

protein as demonstrated by HAI, dot blot and Western blot. 

Based on the results mentioned above, HAI was employed to screen human 

sera collected from 221 healthy individuals, 100 pregnant women and 81 

autoimmune disease patients. These three group were previously demonstrated to 

shed JCV in the urine sample at 13.3%, 26% and 37.5% respectively. The HAI 

results showed that about 76% of the examined serum sample from these group 

were JCV positive. In addition, 713 children sera were also examined by HA卜 It is 

found that the positive rate was increased with age. It may indicate that JCV 

infection occurs during childhood. 

To investigate antigenic epitope of JCV, the fragments of the m句or capsid 

protein VP1 were expressed in E. coli and purified for immunological examination. 

The results showed that BC loop, amino acid 36 to 90, was involved in 

immunoreactivity. 

Furthermore, the interacting molecular on red blood cell ( RBC )to JCV was 

also investigated RBC treated with neuraminidase were not able to interact with 

JCV and abolished hemagglutination activity. When ganglioside was added to the 

neuraminidase treated RBC, the hemagglutination activity was restored. These 

results indicates that sialic acid on RBC may involved in the interaction between 

RBC and JCV. 
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一、多瘤性病毒簡介

->-‘ 
口

多瘤性病毒( Polyoma virus )是屬於乳多瘤病毒料( Papovaviridae )的一屬，

其大小約 45nm '不合套膜( envelope) ，外殼結構是二十晶體( icosahedron ) 

對稱結構，結構殼體( capsid )由七十二個次殼體( capsomere )組成，在結構蛋

白內包裹了一環形( circular )雙股 DNA 基因組( genome) ，、約有 5000 對核甘

酸。多瘤性病毒又依不同宿主可分為 murine polyoma virus 、 SV40 、 JCV 、 BKV

及 BFDV 等，其中 muríne polyoma virus 的宿主動物是鼠類， SV40 的天然宿主動

物是恆河猴， JCV 和 BKV 的宿主動物是人類，而 BFDV 的天然宿主動物是鳥類。

二、人類多瘤性病毒的分離

人類多瘤性病毒包括 JCV 和 BKV 。而 JC 病毒於 1965 年時， Silverman 等

人用電子顯微鏡在進行性多病蛙腦白質病( progressive multifocal 

leukoencephalopathy PML) 病人的腦部組織觀察到( 114 )。一直到了 1971

年才從進行性多病娃腦白質病病人的腦部組織中分離出 JC 病毒( 99 )。同年 BK

病毒也從一位 39 歲的腎臟移植病人的尿液中分離出來( 48 )。兩者皆依病人之姓

名命名。 1977 年 Padgett 等人廣泛篩檢不同動物的檢體，都沒有偵測到 JC 病毒

的抗體，所以 JC 病毒完全是屬於人類成柴的痴毒( 98 )。

玉、人類多瘤性病毒、JC 病毒的基因組( Genome )分析

人類多瘤性病毒 JC 病毒的基因組(圖 1 )是一約有 5000 個左右核甘酸的雙股

環形 DNA ，分子量約為 3 X 106 dalton '基國組的功能包合了( a )從稜製起始點

( ori site ) (於 0.67 map unít )開始複製。( b )以雙方向不連續方式複製 DNA 。

( c )分離子股 DNA (機制不明) 0 (d) 兩個步驟方式轉錄基因(包含 early gene 

與 late gene )。在早期研究發現， JCV 、 BKV 、 SV40 三三種病毒的基因組分別可

產生兩種 early gene 產物，即 large T 及 small T 調節蛋白( regulatory 

protein) 0 large T 調節蛋白是種非結構性的多功能磷酸蛋白質，可調控早期基臨

的轉錄，所以可自我調控( autoregulation )。除此之外， τ 調節蛋白為 DNA 複製

起始所需，也控制基因表現從早期轉換到晚期，同時，也能引起細胞的惡性轉形。

small T 調節蛋白的功能則尚未清楚。國最早這些蛋白是由被 SV40 成染而產生癌

4 



症的倉鼠所產生的抗體偵測到，所以這些蛋白又稱為腫瘤抗原 。

除了 early gene 外，另一個與早期基因的方向相反的晚期基因( late gene ) 

共決定 4 種蛋白質(46 )。在晚期基因的 5'端是最小的 open reading frame '可做出

71 個氯基酸，相對應在 SV40所 encode 的蛋白質為 7.9 KDa 的 agnoprotein ( 17 )。

在 SV40 ，此 agnoprotein 已知具有 DNA binding 的能力( 64) ，且可能參與病毒

成熟步轉( 63 )。最大的 open reading frame 位於 3'端， encode 一 354 氯基酸的

VP1 殼體蛋白質，是最主要結構蛋白，跟細胞吸的有關。在 VP1 蛋白質及 agnoprotein

之間尚有兩個 open reading frame ' encode VP2 及 VP3 殼體蛋白，分別為 344 及

225 個氛基酸。 VP3 是 VP2 的 C 端的 2/3 。

四、多瘤性病毒結構蛋白( structure protein ) 

JC 病毒的基因組轉譯三種結構蛋白 V叭， VP2' 及VP3 分子量分別是 40 ' 

37 '及26 KDa ( 27 ) 0 40 KDa 的 V們 是外殼蛋白的主要部分，約佔 70-75%

( 123 ) , 因此 VP1 蛋白與細胞接受體( cell receptor ) ，血球凝集反應，及抗原

反應( antigenic reaction )有很大的相關( 134 )。

到目前為止，對鼠類( murine polyoma virus )及猿猴類( SV40 )的多瘤性病

毒研究較多，這些病毒外殼蛋白是屬 20 晶體對稱。早在1965年研究發現 murine

polyoma virus 外殼蛋白是由 12 個 five-coordinated 及 60 個 six-coordinated

capsomere 所組成 (69) ，而最近的 X咀ray 繞射研究卻推測組成 murine polyoma 

virus 外殼蛋白的 72 個 capsomere 全都是 VP1 pentamer ' 同時這些 protein

subunit 的接觸是不相等的( 103 )。這些 pentamer 的聚集可能是處於一個變異的

鍵結狀態， 1983 年時 Klug (69) 指出這些變異可能是 VP1 蛋白在不同環境狀況

下的化學修飾或是因為與外殼蛋白中少數的 VP2' VP3 結構蛋白交互作用所造

成。此外目前也知道鈣離子會與病毒顆粒 associated 在一起，若加入還原劑及

chelator 會使病毒解離成 48S DNA-protein complex '及capsomere subunit 

( 18 )。同時 virion 與 capsid 對 cellular adsorption 情形不同，也會影響 polyoma

virion 在 monopinocytotic vesicle ( 57 )運輸到核膜( 58 )及核 o polyoma virion 

uncoating 後會從 cell nuclear isolate 出來與 nuclear matrix associated 。然後在
細胞質內合成結構蛋白再送到細胞核( 41 )。且這些結構蛋白的 nuclear localization 

signal sequence 也已經鑑定出來( 27 、 28)0 VP1 由於 modification 又分成 6 個

species 與其 associate minichromosome' hemagglutination activity' cellular 

adsorption '及 hexavalent 或 pentavalent structure 有關( 14) 0 SV40 的晶體

結構也於1991 年被鑑定出來 (73)' SV40 的 shell 是由 360 個 VP1 組成。形

成 72 個 pentamer 。這 72 個 pentamer 又由 12 個 ιcoordinated pentamer 及

60 個 6-coordinated pentamer 組成。每個 VP1 subunit 的 BC' DE 及 Hlloops
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構成 pentamer 的 top surface '這些暴露在病毒外表的部分可能與病毒的 cellular

binding' hemagglutination' 及 antigenecity 有關。最近， Stehle ( 118 )等人

找封 murine polyoma virus V們在成弟時會與 oligosaccharide receptor 結合，而

此一結合位置相對於SV40為 BC' DE 及 Hlloops所形成之 pocket o

五、多瘤性病毒 JC 痴毒所引發的 PML 致病機轉

多瘤性病毒 JCV 是一種人類的伺機致病原，會造成少見的髓鞘脫失疾病 PML

( progressive multifocal leukoencephalopathy ;進行性多病社腦白質病) ( 129 、

130 )。進行性多病社路白質病的特性是髓質病蛙逐漸的變多與擴大。在大多數進行

性多病社腦白質病的病人其免疫功能受到抑制( 19 、 130 )，由於免疫功能的缺失，

可能導致 JCV 的伺機成染( opportunistic infection) 0 JCV 會破壞寡突膠細胞，

寡突膠細胞負責產生中樞神經率統的髓質，是一種中樞神經~統( central nervous 

system )退化的疾病( 131 、 136 )。

大部份進行性多病社腦白質病的病人會有細胞兔疫缺陷，符合進行性多病社腦白

質病是 JCV 所造成的中樞神經象統伺機性戚染的說法。由 Willoughby 等人

( 136 )發現進行性多病娃腦白質病的病人會產生細胞免疫的缺陷及不完全的抗體

兔疫反應( 20 )。大部分病人在病程時特異性 IgG 效價沒有提高，腦脊髓液也無

特異性( 13 )。進行性多病社腦白質病在臨床上頗受注意，是因為忠進行性多病社

腦白質病的病人在出現症狀後的十八個月內就會死亡，有 80% 在九個月內會死亡

( 136 )。若是患 AIDS 又同時志進行性多病社腦白質病通常四個月就會死亡

( 114 )。

現在 PML 廣泛被接受的致病機轉是 JCV 破壞製造髓質的寡突膠細胞，而使腦

部功能缺損，且 JCV 通常是伺機性成染，但 JCV 是如何在人與人之聞傳播及 JCV

原發性成染是在腦部或是在腎臟仍是未知，且如何抵達腦部仍有待了解。假如 JCV

一開始便潛在人體，則人體如何對付潛伏性成誰都有待更進一步了解。

六、多瘤性病毒 JC 病毒致癌性

在以前研究報告指出將 BKV 、 JCV 及 SV40 以皮下注射、靜脈注射、腦內及

腹腔內等各種不同的方式送入會鼠體內，經常會引發腫瘤。在細胞土吾泰情況下，倉鼠

腦細胞株可自 JCV 威染或自 JCV 的 DNA 轉成素而轉形( transform) (47) ，而

在這些被轉形的細胞，發現 JCV 基因體嶽入倉鼠基因，表現的 T 蛋白質會跟 p53 及

Rb 蛋白質結合( 81 )。研究顯示，將 JCV 送入倉鼠腦內，則具有高致癌性，會引

發多種組織不向的腦瘤( 135 、 144 )。約 83% 的新生倉鼠經過六個月的病毒培
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養會長出腦瘤，其中 95% 的腦瘤是小腦髓質母細胞瘤( 144 、 145 )。以不同方

式垮養 JCV ，則會"發內臟肌瘤、週邊神經母細胞瘤及松呆體細胞瘤等( 144 )。

到目前為止 JCV 是唯一被證實在非人類靈長類可誘發腫瘤的多瘤性病毒，主手將 JCV

接種到猴子的大腦、皮下、或腹腔內，打入 predisone 使成免疫缺陷狀態，財產生大

腦腫瘤或神經膠母細胞瘤。在腦細胞組織發現τ 蛋白質而沒有 V蛋白質或病毒殼體

蛋白( 74 )。雖然 JCV 可在非人類靈長類誘發腫瘤，在 PMl 病人曾發現神經膠瘤

( glioma) ，但尚未有直接證據證實 JCV 跟人類腫瘤有關( 38 )。

比較前人所作的研究， Uchida 等人( 125 )報告了耕生倉鼠注入 8KV 有很高

頻率發生腫瘤。以皮下注射有 79%產生 osteosarcoma 或 insulinoma 送入腹脹

內則有 64% 造成 osteosarcoma 、 rhabdomyosarcoma 或 insulinoma 而送入

腦內則有 86% 會長出腦瘤( ependymoma 、 choroíd plexus 、 papilloma 、

neuroblastoma 、 pínealoma) , abdominal tumors ( insulinoma 、 peritoneal

tumoes) osteosarcoma 或其他腫瘤;以靜脈注射入病毒，則會發展出惡性或轉移

性的 isletcell tumors ( 125 )。因此， 8KV 和 JCV 很相似，都是會在很多地方

發生腫瘤。

七、人類多瘤性病毒的流行病學( epidemiology )研究

自 1971 年 Padgett 等人從 PMl 病人的腦組織分離出 JC 病毒後 (99) ，於

1970 年中期大量篩按一般成人血清中是否有抗 JCV 的抗體，竟高達 65% '之後

陸續史從孕婦( 32 )及兔疫抑制病人如腎臟移植的病人尿中偵湖到 JC 病毒。由這

些結果推瀾 JC 病毒可能原發性成詩是在孩童時期，且是寄生於腎臟組織中，符病

人處於免疫抑制狀態下 JC 病毒使法化再透過血流散佈到其它器官組織中，但至今

這些結果都只是推測的，並無直接的證據。因此忠有另一種說法認為 JC 病毒原發

性的成染是在路部所以至今 JC 病毒在體內傳播的情形仍有待證實。

先前的報告已知高於 70% 的成年人的體內華有抗人類多瘤性病毒的抗體

( 20 、 30 、 102 、 120 ) ，但是在不愕地區、不同族群中到底有多少帶原者，則是

所知有眠。 Kitamura 等人( 66 )發表了在日本東京地區， 20 歲到 29 歲的年齡

群中有 45.7% 的人受 JCV 的成染。而早在 1975 年 8rown 等人篩撿一般成人血

清中即發現有 70%以上的受檢血清中有 8KV 抗體的存在。可見人類多瘤性病毒是

廣泛地流行於世界各地，而 JCV 和 8KV 流行病學的分佈似乎有所不同。
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八、多瘤性病毒血球凝集( hemagglutination; HA )的特性

在多瘤性病毒中除了 SV40外 'JCV 及BKV 都可使人類0型、雞及天笠鼠的紅

血球產生血球凝集 (Hemagglutination ; HA )的特性。已知 BKV 的接受體

( receptor )是位於紅血球表面上的高分子暈蹄蛋白ganglioside ( 109 、 113) ，而

JCV 其接受體立豈不清楚。血球凝黨的特性可用其威主持性的病毒或只有不其成染性

的結構蛋白外殼 (capsid) 偵測到。而當 capsid 破壞成 capsomere 時就湖不到血

球凝集的現象。通常一個 HA unit 代表 3划。6 個病毒， BKV HA 在pH 7 或更低，

溫度。至4
0

C及高的鹽( NaCI )濃度下可測得最高效償。而 JCVHA在 pH 6.5至

10.5 '溫度 37 至42
0

C及有二償金屬離子存在下可測得穩定效價 (25 )。
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本研究的盟的及意義

人類、JC 病毒是人類多瘤性痴毒的一種，相關的病毒包括了 murine polyoma 

virus ' SV40 '及人類 BK 病毒及其它動物宿主之多瘤性病毒等( 123) , JC 病

毒廣泛的存在人類的族群中( 134) 0 JC 病毒的基因組轉譯三種結構蛋白 VP1 ' 

VP2 及 VP3 分子量分別是 40 ' 37 及 26 KOa ( 27) 0 40 KOa 的 V們是外殼

蛋白的主要部分，約佔 70司75 % (123) ，由於 VP1 位於病毒顆粒表面，所以可能跟

細胞接受體，血球凝集反應及抗房、反應有關。

到目前為止，對鼠類及猿猴類的多瘤性病毒了解得較為多。鼠類及猿猴的多瘤性

病毒殼體三度空間 X-射線繞射國分別於 1982 (103) 及 1991 (73) 被訂定出來

這些病毒外殼蛋白是對稱的二十面體構造，由 12 個 five-coordinated penton 及 60

個 six-coordinated hexon capsomere 所組成。而這些 capsomere 均由 5 個 VP1

所形成的 pentamer 構成，每個 VP1 subunit 的 BC ' OE 及 Hlloop 構成

pentamer 的 top surface '這些暴露在病毒外表的部分可能與病毒的細胞接受體

( cell receptor) ，血球凝集反應( hemagglutination )及抗原反應( antigenic 

reaction) 有關。最近， Stehle ( 118 )等人以 X-ray 解析 murine polyoma virus VP1 

在與 oligosaccharide receptor 結合之結構。細胞膜表面的 N-acetyl neuramic 

acid 與其成染性有關

本論文第一部分是有關於臨床血清學的檢瀾，人類多瘤性痛毒 JCV 和 BKV 廣

泛地存在於多數人的體內( 134) ，在國外血清學的研究顯示大約有 70% 的成年

人具有對抗病毒的抗體( 20 、 30 、 102 、 120 )。在先前本實驗室曾就正常人、

孕婦及自體免疫疾病的病人等族群的尿液檢體利用 PCR 的方式進行篩檢 (24) ，發

現在平常人的尿液中有 13.3 % ( 10/75) ， 孕婦有 26 % ( 20/77) ， 自體免疫疾

病病人的比率是 37.5 % ( 18/48) ， 有人類多瘤性病毒的存在( 124 )。但在臺灣地
追尚無有關於人類多瘤性病毒血清學的研究報告。這部份的研究在於初步瞭解人類多

瘤性病毒在臺灣地區的成象情況，以血球凝集抑制反應( hemagglutination -
inhibiting; HAI) 的方法偵測不用族群的血清中病毒抗體的存在性，並建立其它臨床血
清學的檢測方法如 HAI ' Western blot ' Oot blot 

第二部分是有關於病毒殼體( capsid )表面可能跟紅血球凝集反應及抗原、反應

有關區域( domains )之研究。在之前我們實驗室研究中， Taiwan 且 3JCV 是在一

位自體免疫病人的尿液中發現( 29) ，其 VP1 基因以 PCR 的方法放大之後，再選

殖到大腸桿菌的表達質體 pGEX-4T斗( 26) ，表達出來的 JCVVP1 蛋白質跟

SV40 VP1 蛋白質比較，二者有 77.3% 的相似性，然而在 BC (氛基酸 57-90 ) , 

OE (氛基酸 127-148 )及 HI (氛基酸 268-278) loops 這些位於病毒顆粒表面

的區域，相似性別分別降至 54.5 ' 65 及 66.6% 。為了更進一步了解 JCV 主要殼

體蛋白 V們的生物特性，包括其所可能跟紅血球凝集反應及抗潭、反應的區域等，我
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們設計全長 VP1 蛋白質和一連串不同長度的 VP1 蛋白丹段包括殼體表面監域

BC ' DE 及 Hlloops 分別在昆蟲細胞及 E.coli 表達並進行其功能性探討。
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材料與方法

昆蟲細胞培養(25 ) 

昆蟲細胞 Spodoptera fruigiperda 21 (S位1) (Clontech # 1601 翩1 )玲眷於

令 10%胎牛血清( Gibco )的 TNM-FH (Sigma #T1 032 )垮養液中。 TNM-FH

的泡法是將 51.2g 的粉狀培養液溶於 0.9 公升的去離子水中，加入 0.35g 的 sodium

bicarbonate '室溫下攪拌使其完全溶解後，再用 1N NaOH 調 pH 至 6.0 '加水到一

公升，再於無菌操作檯內以 0.22μm 的濾膜過濾。此時 pH 約為 6.2 '保存於 4
0

C 0 

胎牛血清初次使用前需先 56 0C ' 30 分鐘處理，將補體去活化。

JCVVP1 蛋白質的純化( 25 ) 

昆蟲細胞 S位1 被重組病毒 JCV VP1/Baculovirus 成染 72 小時之後，收集 10

個 flask '約 4 X 107 的細胞，離心 3 ，000 rpm ' 4 OC ' 5 分鐘。上清液為病毒，保
存於 -70

0

C '沉澱下來的細胞則溶於 8ml 溶解緩衝液( Iysis bu有er) (50 mM 
NaCI ' 10 mM Tris pH7.4 ' 0.5 mM CaCb ' 0.01 % Triton X-100 ' 1 mM 
PMSF) ，在冰浴下以超音波震盪，再離心 10， 000 rpm ' 4 0C ' 15 分鐘。上清液

保存於乾淨離心管。況，澱物則再溶於 7ml 的 Iysis bu仟缸，冰溫下，以超音波震盪，

再離心 10， 000 rpm ' 4 0C ' 15 分鐘，上清液跟前次離心的上清液混合在同一離心

管，沉澱物則丟棄。接著進行蕉糖 cushion 純化:先在超高迷離心管( Beckman # 
344059 ' 14 x 89 mm )加入 5ml 的上清液，再從離心管底部加入 3m120%展糖

溶液( in PBS) ，再用上清液填滿剩餘空間，總體積約 10 ml '所以會有 2 根離心

管。接著以超高遠離心機( Beckman L8-70M) , SW41Ti 的旋轉子離心 23， 000

rpm ' 3 小時。之後，倒掉上層液，兩離心管沉澱下的蛋白質再溶於 0.5 ml Tris 
pH7.4 '再加入 0.167 ml 的 1.8 g/ml 的 CsCI 溶液，使密度相當於 1.2 g/ml ; 再加 5-

step CsCI 溶液( 1.2, 1.25, 1.29, 1.32, 1.35 g/ml 各 2 ml) 到離心管中，上層再加上

含 CsCI '密度為 1.2 gl側的 sucrose cushion 純化出的蛋白質，同樣以 Beckman

L8刁OM 超高速離心機， SW41Ti 的旋轉子離心 33， 000 rpm '的小時。之後，在離
心管底部戳一個洞，約 200 ul/fraction 收集在 Eppendorf 離心管，測定血球提集

( Hemagglutination) ，密度， DNA 濃度，及 SDS-PAGE 分析蛋白質純度。

血球;提集試驗

先在 96well 的 microtiter plate '加入 95μIPBS 到第一個 well 第一個 well ' 
第二到第十二個 well 則加 50μI PBS '之後將純化之病毒殼體( capsid ) 5μi 加入
第一個 well 後取出 50μl 到第二個 well '以此類推連續稀釋到第十二個 well '丟掉

最後的 50 抖，最後加 50μ10.5%0 型紅血球懸浮液到每一個 well 中，混合均勻，

室溫靜置 1 小時。
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血球凝集抑制反應( hemagglutination inhibition ; HAI )偵測 antiserum

檢體血清先經由前處理，其方法如下:取 28 凶的血清至 eppendorf 離心營中

置於 56
0

C水浴槽中 30 分鐘， inactive 補體活性，後加入 14μI 0.1M Nal04 置於
室溫 (RT) 30 分鐘，去除非特異性的抑制( non-specific inhibitor) ，再加入 14

JlI PBS-5 % glycerol 。先在 96 well 的 microtiter pla峙，第二到第十二個 well 加 25

μIPBS 之後，將經前處理的血清車 50 Jl I 到第一個 well 後取出 25μi 到第二三個 well ' 
以此類推連續稀釋到第十二三個 well '丟掉最後的 25 凶 ，在加 25μi 含 8HA 的病毒

殼體( capsid )於 37
0

C反應 1 小時，最後加 50μ10.5%0 型紅血球懸浮液到每

一個 well 中，混合均勻，室溫靜置 2-3 小時。

西方墨點法偵測不同 antiserum

分別將選殖在!::，. pFlag 之 JCVVP1 基因於 JM109 中以 IPTG induction 融合蛋

白表達後，取 1.5州，惚，000 rpm ' 30 秒，去除培養液， 技集菌體並加入 100

μ11:4 稀釋的 SDS而PAGE sample buffer ( 1 % SDS ' 8 % glycerol ' 5 %令
mercaptoethanol ' 0.01 % bromophenol blue) ，在 100

0

C 沸水中煮沸 5 分鐘，

再以超音波震盪打斷 DNA ，取出 5ul 以 12.5 % SDS-PAGE 分析。再將 SDS-PAGE

用 HORIBLOT (ATTO) 以 anode buffer # 1 0.3 M Tris ' pH 10.4 ' 20 % 
methanol anode buffer # 2 25 mM Tris ' pH 10.4 ' 20 % methanol 
cathode buffer # 3 25 mM Tris ' pH 9.4 ' 40 mM 6-aminohexanoic acid 
( Sigma A-2504) , 20 % methanol '在 2.5 mAlcm2 ，的分鐘條件下轉印到

nitrocellulose paper 上，再用 10 ml5 %脫脂牛奶搖動，使均勻混合 blocking 30 分

鐘。再分別加入來自昆蟲細胞產生的病毒殼體( capsid )所製成的抗體 anti-JCV

capsid 抗體及由 E. colí 產生的兔子 anti-JCV VP11 !::,. pFlag 、人類 JCV postive 
serum 及兔子 preimmuned serum (3000 倍稀釋) ，室溫下搖 30 分鐘。再用

TBS-0.01 % Tween-20 洗三次，每次五分鐘。之後再加入 biotinylated anti-rabbit IgG 
( H + L) made in goat (Vectastain ABC kit # PK-4001 ) ，於室溫反應 30

分鐘，再用 TBS-0.01 % Tween-20 洗三次，每次 5 分鐘，然後加入 ABC reagent 
( avidin DH ' biotinylated horseradish peroxidase H) 30 分鐘，再用 τBS-0.01

% Tween-20 洗三次，每次 5 分鐘。最後加 diaminobenzidine solution (DAB' o.的

% final concentration) ，及悅。2 ( 0.012 % final concentration )呈色分析。

Dot immunoblotinq 

將由昆蟲細胞純化出的病毒殼體 1峙，分別給予 2% SDS 與 5% ß-
mercaptoethanol 處理以及不處理後將抗原病毒殼體點 nitrocellulose paper 上，置

於室溫風乾，再用 10 ml5 %脫脂牛奶搖動，使均勻混合 blocking 30 分鐘。再加入

兔子 anti-capsid 、兔子 anti-JCV VP11 !::,. pFlag 、人類 JCV postive antiserum 及
兔子 preimmuned serum (3000 倍稀釋) , 室溫下反應 30 分鐘。再用 TBS-

0.01 % Tween-20 洗三次，每次 5 分鐘。之後再加入 biotinylated anti-rabbit 
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IgG (H + L) made in goat (Vectastain ABC kit # PK-4001) ，於室溫反應
30 分鐘，再用 TBS-O.01 % Tween-20 洗三丈，每次 5 分鐘，然後加入ABC reagent 
( avidin DH ' biotinylated horseradish peroxidase H) 30 分鐘，再舟 TBS舟。1

% Tween去。洗三次，每次 5 分鐘。最後加 diaminobenzídine solution (DAB' O.的

% final concentration) ，及 H202 ( 0.012 % final concentration )呈色分析。

人類血清來源

1. 孕婦:此部份的血清檢體來自懷孕第二或第三期的健康孕婦，檢體來自臺中

市私立中山醫學院附設醫院婦產料，由中山醫學院附設醫院免疫風濕科蔡縈泰醫師協

助收集，共有 100 個血清檢體。

2. 自體兔疫疾病病人:由中山醫學院的設醫院免疫風濕斜蔡榮泰誓師協助收集

紅斑性狼瘡 SLE ( systemic lupus enythematosus )、類風濕性關節炎 RA

( rheumatoid arthritis )、皮肌炎/多發性肌炎 DM/PM ( dermatomyositis 

Ipolymyositis )、修格達氏症候群 SS ( Sjogren's syndrom )、成人型史迪爾氏疾病

( Adult Sti ll's disease )等病人的血清檢嫂，共有 81 個血清檢體。

3. 健康人:由私立中山醫學院醫事技術學在八十一級同學及本實驗室成員，共

221 人提供血清檢體。

4. 兒童:由中山醫學院附設醫院小兒科呂克桓醫師協助故禁，共有 713 個血清

檢體。

血球凝集抑制反應( haemagglutination inhibition HAI ) 

檢體血清先經由前處理，其方法如下:取 28 州的血清至 Eppendorf 離心管中

宣於 56
0

C水浴槽中 30 分鐘， inactive 補體活性，後加入 14μ10.1 抑制al04 置於

室溫( RT) 30 分鐘，去除非特異性的抑制( n叩開specific inhibitor) ，再加入 14

μI PBS-5 % glycerol 。先在 96 well 的 microtiter plate '第二到第十二個 well 加 25

μIPBS 之後，將經前處理的血清取 50 ~I 到第一個 well 後取出 25μi 到第二個 w酬，

以此類推連續稀釋到第十二個 well '丟掉最後的 25 凶，在加 25μl 含 8HA 的病毒

殼體( capsid )於 37 0C反應 1 小時，最後加 50μ10.5%0 型紅血球懸浮液至IJ每
一個 well 中，混合均勻，室溫靜置 2-3 小時。

E.coli 表達載體

本實驗所用的表達載體是 pGEX4T 購自 Pharmacia 公司，其上含有一

Glutathione-S-transferase ( GST )的基因，此載體提供了一個可供表達及純化偵測

的車統，此載體上包含了一個 tac 敢動子( promoter) ，可被化學物 Isopropyl
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beta-D-thiogalactoside ( IPTG )誘發( induction ) ，同時提供了 ampicillin 及 laclq

兩個可供篩選的標記。 Multiple cloning site 緊接在 GST 基茵之後，自此當蛋白質

表現出來後，是以一融合蛋白的形式，即 GST 後接著所要的蛋白質。

另一個表達載體是 pQE-30 購自 QIAGEN 公司，其上令有六個 histidine 的基

因及 phage T5 敢動子可被化學物 Isopropyl beta-D-thiogalactoside 誘發，同時也

提供了 ampicillin 可供篩選的標記， multiple cloning site 緊接在六個 histidine 基

因之後使得表達之蛋白質可籍由 Ni-NTA column 純化得到

VP1 基因之選殖

1. VP1 基宙之 PCR

JCVV們的基因已從類風濕性關節炎病人尿液中，以 PCR 方法放大出來，還蘊到

DNA 載體 pGEX-4T司的 BamHI 選蘊位置( 26 )。此含有 JCVVP1 基間的

pGEX-4T-1 質體已轉殖( transformation )到丘 coli JM109 內將此E. coli接種到含

有 ampicillin ( 100μg/ml) 的 5ml 已滅菌 L broth 中， 37 oc ' 200 rpm 的轉述
隔夜培養。取出 1.5ml 隔夜垮養的商液，離心惚，000 rpm ' 5 分鐘。以 Wizard ™ 

Minipreps DNA purification system (Promega) 純化出 JCV VP1/pGEX-4T 斗質

體。取出 1μ1 plasmid DNA 當棋板 (template) 再加入 JCV VP1 S1 G ( sense ) 
primer2μI ( 20 pmole) ，及 JCV VP1 AS1 G (antisense) primer 2μI (20 pmole) 
及 8μ1 2mM dNTP (dATP , dTTP , dCTP , dGTP) , 5μI final concentration 
2.5mM MgCb' 5μ110X Taq Buffer ' Taq enzyme 0.5μi 及 ddH20 26.5μi 共

50 Jl I 的反應物，最後再加入 30 Jl I 的礦物油。放入 thermocycler 中反應。反應條

件如下: 95 Oc ' 2 分鐘， 1 個循環，鈞。c ， 45 秒 55
0

C' 2 分鐘 72
0

C ' 
2 分鐘， 共 35 個循環。其它不同長度的 VP1 及 BC 、 DE 、 Hlloops 的義國

也是以 JCV VP1/pGEX-4T-1 plasmid DNA 當棋板再加入不同的引子 (Table 4 ) 
以 PCR 將基因放大。

PCR 產物的純化是利用 QIAGEN gel elute Kit ( QIAGEN )。首先將 PCR 產

物 50μi 去跑 1 % agarose gel 電泳，切出含不同長度的 VP1 及 BC 、 DE 、 HI

loops 基闊的 band 裝在 Eppendorf 離心管，加入 Bu仔erQX1 將 gel 溶解，再加

入一種可結合 200 base pairs 至 20 kilo base pairs DNA 的 resin 10 Jl I 混合均

勻，並放於 56
0

C 水浴槽 incublation 10 min '後離心泊，000 rpm '30 秒移去上清

液，再以 500μI Buffer Q划清洗一次，離心惚，000 rpm' 30 秒移去上清液，緊

接著以 500 JlI 清洗液( bu仟er PE) 清洗兩次，後以 airωdry 方式乾燥pel闕，最後

加入預熱 60-70 OC 的滅菌水40μi 等一分鐘再離心妞，000 rpm' 30 秒，則 D~吐A

產物便回校在水溶液中。
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為方便接入載體中，所以須將回收的 DNA 產物兩端 blunt end VP1 DNA 利用

BamH I 切成 stagger end 先將 JCVVP1 回收產物取出 42凶，加入 3μ1130

units 的Bam H I enzyme ( Promega) ，再加入 5μI 10X Buffer '於 3rc反應 4 小

時。再用 Wizard™ DNA Clean Up System (Promega) 回收產物，將被 BamHI'

處理過的 PCR 產物加入resin 1 ml '混令均勻，通入接在針筒前端的 column 將

DNA 留在 column 的 resin 上，再以 2ml 80% isopropanol 清洗，離心位，000

rpm' 20 秒將殘餘的 isopropanol 去除，最後加入預熱 60-70
0

C 的滅菌水的 μi

至 column 中等 1 分鐘再離心惚，000 rpm' 20 秒，則可獲得產物。

2. DNA 載體的 CIP 處理

含有 pGEX-4T斗質體的 E. coli 菌株，垮養在含 ampicillin ( 100μg/ml) 的 5ml

已減菌 L broth 中， 37 OC ' 200 rpm 的轉述，隔夜培養。取出 1.5 ml 的菌液，以

Wizard™ Minipreps DNA purification system (Promega) 純化出 50 凶，約 10
闊的 pGEX-4T刁質體，取出 40ul plasmid DNA 加入 5μI ( 10 unit lul ) BamHI '再
加入 5μ110x bu仟眩，在 37

0

C水浴下切割 3 小時。再加入 1 unit calf intestinal 
phosphatase (C I P )及 6μ110x bu仟er 於 37

0

C 水浴反應 1 小時，以切除 5'端的磷

酸根。再於 72
0

C下水浴以破壞 CIP 的活性。以 1 % agarose 電泳分析，切下 4969

bp 的 pGEX-4T-1 質體片段。以 QIAGEN gel elute Kit ( QIAGEN )純化 pGEX-4T-1

質體 DNA 的丹段，即可用於暴自選鐘。以相向的方法處理另一個 DNA 載體 pQ巳

30 。

3. 基因接黏( ligation ) 

取 BamHI 及 CIP 處理過 pGEX-4T斗質體 1μ! 約 20 ng ，加 BamHI 處理過的

JCVVP1BC 、 DE 、 HI loops insert 3μi 約 30 時，再加入 1μI T4 DNA ligase 
( 3 units) , 1μ110x bu仟er 及 5μI H20 共的 μ! 於 15

0

C 隔夜Iigation 反應。將

此質體命名為 pGEXJCV1BC 、 pGEXJCV1DE 、 pGEXJCV1HI 。以相同的方法選

殖不同長短 JCVVP1 的基自到 pQE-30 DNA 載體。

E coli 轉殖

Competent cell 的製備:將 E. coli JM1 09 接種於 5ml 已滅菌的 L broth 37 OC 
隔夜玲養之後，再取 0.5ml 接種到 50ml 已滅菌的 L broth (1 1 00 )於 37

0

C ' 
200 rpm 轉述，培養品3 小時直到 OD600值達到 0.4- 0.6 '此數值表示 E. colí 生長

速率正好達 mid-Iog phase 。之後離心， 2500 rpm ' 4 oC ' 5 分鐘，丟掉上層液，
再用低溫巳減藹 25 ml 0.1M CaCb輕輕攪拌沉澱下來的細品，冰浴靜置 30 分鐘。再

離心 2500rpm ' 4 Oc ' 5 分鐘，移去上清液，加入已滅菌的低溫 1 ml 0.1M CaCb ' 
輕輕攪拌沉澱下來的細菌，冰浴靜置 30 分鐘。
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轉殖:取 0.1 ml 的 competent cell 加到 10μIligate '冰浴靜置 30 分鐘，接著

42
0

C水浴 heat shock 3 分錯。冰浴靜宜 5 分鐘。再直接塗到令 ampicillin ( 100μ 
g/ ml )的 LB agar plate 上， 37 0C堵養箱中培養隔夜。

重組基因之篩選

挑出長在含 ampicillin 的 LB agar plate 上的菌落，接種在含有 100μg/ml

ampicillin 5 ml L broth ' 37 OC ' 200 rpm 轉述，隔夜培養。以鹼溶解方法( alkaline 
Iysis) 方法純化質體 o

鹼溶解方法純化質體:取出 1.5 ml 菌液到 Eppendorf 離心管，離心妞，000 rpm ' 
5 分鐘，倒掉上清液。加入 100 ul resuspending solution ( 10 mM Tris ' pH 8.0 ' 
4 mg/mllysozyme )，使沉澱的菌液混合均勻，再加入 200 111 新鮮配製的 Iysis solution 
( 2 % SOS 111 ' 1 N NaOHμI ' H20μi) ，上下混合離心管，此時可見菌液呈
清澈透明狀，再加入 150μ15M potassium acetate '同樣上下混合離心管，則可見
封白色沉澱物出現。接著，離心惚，000 rpm ' 5 分鐘，將上層浪換到乾淨的 Eppendorf

離心管，加入 5μI RNase( 1 mg/ml) , 37 OC水浴， 1 小時，以移去 RNA 。再加

入 500 111 saturated phenol '混合均勻後，離心 12 ，000rpm ' 3 分鐘，將水層移到

乾淨 Eppendorf 離心管，加入 250μI saturated phenol 及 250 111 
的loroform/isopropanol (24/1 )混合均勻後，離心信，000 rpm ' 3 分鐘，將水層移

到乾淨 Eppendorf 離心管，加入 500μI chloroform/isopropanol 混合均勻，離心

惚，000 rpm ' 3 分鐘。將水層移到乾淨 Eppendorf 離心管，加入 1/10 體積的 3M

sodium acetate '再加入 2 倍體積低溫的絕對酒精，置於"沌。'c ' 30 分鐘，使質體

沉澱。接著離心筒，000 rpm ' 4 OC ' 20 分鐘。倒掉上清液後，以 80%低溫酒精潤

濕，於 Speed-Vac 5 分鐘乾燥，再溶於 50μi 己滅菌的 ddH20 。

堅堅哩哇坦坦些理且ing

先在乾淨的 Eppendorf 離心管加入 4μl 已滅麓的二次去離子水，再加入 4μi

純化出的質體 ONA ，再加入 1μ110x bu仟缸， 1μI ( 10 units )的限制膀，混合均
勻後，於 37

0

C水浴作用各3 小時。之後加入 2 州的 6x loading dye '取出 6μi 於 1

% agarose 電泳分析。

DNA 序列分析

分析選殖之病毒結構蛋白基~ ONA sequence 是採舟從廠商處購得的 ONA

Sequenase Sequencing Kit ( UBS ) ，首先將篩選到含有正接的選殖之病毒結構蛋白

基因於載體中的菌種 3TC ' 隔夜玲養於令 ampicillin ( 100μg/ 1ml) 5 州的 L

broth 中，次日則利用廠商購得的 Wizard™ Minipreps ONA purification system 
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(Promega) 抽出載體提供分析，所用的引子 (primer) 是根據所接入載體序列所設

計的，其序列如下:

pGEX N-25 ( sense primer ) : 5 ~ GAA GCT ATC CCA CAA A TT GAT AAG T 3 ~ 

pGEX C-25 ( antisense primer ): 5 ~ CAG ACA AGC TGT GAC CGT CTC CGG T 3 ~ 

pQE N-25 ( sense primer ): 5 ~ CAA TTT CAC ACA GAA TTC A廿AAAG3~

pQE C-25 (antisense primer): 5 ~ GAT CTA TCA ACA GGA GTC CAA GCT C 3 ~ 

1. Sequencing gel 的製作

本實驗所使用的系統是 Bio-Rad Sequi-Gen Sequencing Cell (38 cm x 50 cm 

x 0.4 mm) 0 Gel solution 是 5 倍的 TBE 24 ml 加 40 % acrylamide 24 附加 2

% bis-acrylamide 24 ml 加 51g 的 urea '然後加水至 120 咐，符其溶解，以 0.45

μm 的 filter membrane 過濾。 Sequencing gel 的封底是用 gel solution 20 ml 加 10

% APS (ammonium persulfate) 500 ul 加 TEMED 50 凶，而 running gel 是 gel

solution 100 ml 加 10 % APS 475μi 加 τEMED 90μI 0 gel 作好後，至少要等

上一個小時，讓它可以完全 polymerization 。

2. Sequence reaction 

a. Denature of double strand DNA 

將純化之 DNA 取 18μI (3- 4 時)至 Eppendorf 離心管，加入 2μi 含 2M

NaOH ' 2mM EDTA 溶液，室溫下反應 5 分鐘。在加入 2μl 含 2M ammonium 
acetate ( pH 4.6) ，中和( neutralize )後。加入 75μI ethano卜混合均勻 ，瓷於 -70

。'c ' 10 分鐘，離心筒，000rpm ' 10 分鐘，去除上清液再以 70 % ethanol 清洗，
離心嗨，000rpm ' 2 分鐘，去除上清液， air-dry pellet '溶於 7μl 己滅麓的 ddH20 。

b. Annealing 

取 7μI denature DNA '加入 2μI 5X reaction buffer 及 1μi 個別的引子

(primer ' 1-5 pmol) ，置於 65
0

C水浴槽中 2 分鐘後，在 15-30 分鐘降至 35
0

C 置

於冰上。

c. Prepare termination tubes ' labeling mix and sequenase enzyme 

接著標示 Eppendorf 離心管並分別在每管加入 2.5 JlI termination mixture 
(ddG ' ddA ' ddT ' ddC/dNTP) 。及分別稀釋 5X labeling mix 和 8X sequenase 
enzyme jlJ working concentration 0 

d. Labeling reaction 

取 10 JlI annealed DNA mixture '加入 1μ10.1MDTI ， 2μI Diluted labeling 
mix ' 0.5μI (α35S J dAτP , 2μI Diluted sequenase polymerase '混合均勻，
於室溫反應 2-5 分鐘。
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e. Termination reaction 

將 termination tubes 預熱在 37
0

C ' 1 分鐘，每個 termination tubes 加入 3.5

μ1 labeling mixture '混合均勻置於 37
0

C反應 5 分鐘後加入 4μ1 stop solution 0 

3. Run sequence gel 

將反應完成之產物取 3μIloading 於 7 M urea 的 8% acrylamide gel ' 
1800V 下進行電泳，乾膠後以柯達 X 光底片壓丹並萱於 -70

0

C 進行放射顯彩。

誘發VP1蛋白在 E. coli 內之表現

由於所用的載體是 pGEX4T 其為 expression vector '前有 tac promoter 所以

當載體中有接入選蘊之病毒結構蛋白基因時，可被( IPTG) 誘導出高表達的 GST

及病毒結構蛋白的融合蛋白。將含有正接選殖之病毒結構蛋白基因於載體的 E. coli

於含有 ampicillin ( 100μg/1 ml )的 5 ml l broth 3rC 隔夜培養，次日取出 0.5ml

鵲液加入 50 mll broth '於 3rc 培養約 2-3 個小時至 0.0600 值到達 0.4-0.6

然後加入 10μI 0.5M IPTG (final concentration 1 mM )於 3rc incubator 玲養 3

個小時後取出 1.5 ml 菌液，離心役，000rpm' 5 分鐘。

選遁基國蛋白的溶解度試驗

收集經誘發 VP1 之E. colí 加入 Tris buffer saline ( TBS )將菌體打散再用超音

波( sonication )將菌體打破之後離心15，000 rpm ' 10 分鐘，取出上層液，再加入
TBS 於沉澱物中，均勻打散沉澱物，然後分別取出 7μi 可溶及不可溶部分加入

SOS-PAGE sample buffer 於 100
0

C 沸水中煮沸 5 分鐘，於 12.5% 的 SOS-

PAGE 電泳觀察重組蛋白之溶解情形。

純化含 GST 及polγ抖is 之VP1 蛋白

1. Affinity column 

a. GST column 
將篩選到含有VP1及其片段基因於 pGEX4T-1 載體中的 E. coli ' 誘導融合蛋白

的表現 '4小時後，離心 5 ，000 rpm '的分鐘收集 1 liter 菌液晶體，再用了BS 均

勻打散菌體以清洗，離心 5，000 rpm' 15 分鐘收集沉澱物再用 TBS 均勻打散菌體

再清洗一遍，同樣離心 5，000 rpm' 15 分鐘，再將菌體用 10 ml TBS 打散，然後加

入 5mg lysozyme 於室溫反應半小時，再用超音波均勻的打破菌體，然後離心5，000

rpm' 15 分鐘，取出上清液，通入 glutathione cross-linked 4% agarose beads 

(Sigma)的 Affinity column 然後用 1 XTBS 清洗，直到混出 column 的廢液 0.0

280 的值小於 0.003' 然後再一次通入 1 ml reduced form glutathione buffer ( 50mM 

Tr泊，5mM glutathione 'pH 8.0 )將蛋白 elute 出來。
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b. Ni-NTA column 
將篩選到含有不向長短JCVVP1基自於 pQE-30 載體中的 E. coli ， O.D 600 值

達 0.4-0.6 再加入 1 mM IPTG ( final concentration) ，誘導融合蛋白的表現， 四

小時後，離心 5，000 rpm' 15 分鐘故集 1 liter 菌液之菌禮，再用 TBS 均勻打散麓

體以清洗，離心 5，000 rpm' 15 分鐘收集沉澱物再用 TBS 均勻打散首體再清洗一

遍，同樣離心 5，000 rpm' 15 分鐘。加入 5ml bu仔er A ( 6 M GuHCI , 0.1 M N品

phosphate , 0.01 M Tirs/HCI , pH 8.0) ，於室溫反應一小時，離心 10， 000 xg' 15 

分鐘收集上清液，通入 Ni-NTArise 的甜inity column 重複將上清液通入 Ni-NτA

column三次，後用 10 倍column 體積的 bu仔erA 清洗，再以 5 倍 column 體積

的 buffer B ( 8M urea , 0.1 M Na-phosphate , 0.01 M Tirs/HCI , pH 8.0 )清洗，直

到流出 column 的廢液 O.D 280 的值小於 O.肘，再通入 buffer C ( 8M urea , 0.1 

M Na-phosphate , 0,01 M Tirs/HCI , pH 6.3 )清洗，直封流出 column 的廢液 O.D.

280 的值小於 O.肘，然後依序以 buffer D ( 8M urea , 0.1 M Na-phosphate , 0.01 M 

Tirs/HCI , pH 5.9 )、 buffer E (8M urea , 0.1 M Na-phosphate , 0.01 M Tirs/HCI , pH 

4.5 )、 buffer F ( 6 M GuHCI , 0.2 M acetic acid )各 3ml '將蛋白 elute 出來。

2. Electroelution 
將表達VP1 DE及HI 蛋白的 E. coli 菌體，加入 SDS-PAGE sample buffer 200 

μi 於 100
0

C 加熱 5 分鐘，於 12.5%的 SDS-PAGE 上以 200V' 4.5 小時條件

下分離蛋白，之後以 Coomassie blue (50% methanol' 10% acetic acid' 0.1 

% Coomassie blue )黛色 10 分鐘，再用脫色溶液脫色( 50%methanol' 10% 
acetic acid )然後用刀丹切下正確位置約 32 及 33 Kd 處含有融合蛋白的膠，此蛋

白並未在沒有 IPTG 誘導的 E. coli 出現以此判定為 GST-DE 、 GST-HI 蛋白。用

刀丹將該膠體切成細片，放入舍有 10mM Tris-acetate pH 8.6' 0.05% SDS 溶液

的 cup 中， cup 外所加入的是 40mM Tris司acetate pH 8.6' 0.05% SDS 的溶

液，將 GST-DE 、 GST-HI 融合蛋白於 3watts' 5 小時的電力，將 GST-DE

GST-HI 融合蛋白從膠中萃取出來。

蛋白質濃度測定

將利用 affinity column 或 electroelution 方法純化出的融合蛋白，測量蛋白質

濃度。所使用的是廠商所生產的試劑 Bio-Rad Protein Assay ，其原理是利用一可與

蛋白質結合的崇料與蛋白質作用後在 595nm 的波長下比色，依據吱光度來計算蛋白

質的濃度，測定之初先屑一已知濃度的 BSA ( bovine serum albumin )溶液訂出標

準曲線， sample 中的蛋白質與試劑反應比色後可在標車曲線中依據 O.D. 值算出蛋

白質的濃度。
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兔子抗VP1蛋白抗體之製備

於免疫兔子前先取兔子血，再將純化出的 GST 、 GST-BC 、 GST-DE 、 GST-HI

融合蛋白 200μ9 (於 Tris buffer pH 7.2溶液中)與 1 ml complete Freunds 

Adjuvant 以超音波( sonication )方式混合後全部注入兔子皮下 '7 天後追加注射

( booster) 第一次，所追加的量走的0μg 融合蛋白與 1 ml incomplete Freund's 

Adjuvant 同樣以超問波方式混合，然後注入皮下，再搞7 天後追加注射第二次，追

加的量與第一次追加的最相同，再隔 7 天後，第一次取血 (bleeding) 約 30 咐，再

相隔 7 天後追加注射第三次，所注射的量與第一、二次的量相間，再相隔 7 天後追

加注射第四次注射量與前三次相同，後將兔子每隔 7 天連續取血 5 次每次 30ml o

VP1 蛋白片段抗體與殼體之競爭殼體抗體試驗

首先將病毒殼體兔疫兔子產生之抗體分別稀釋成 50 、 100 、 200 、 400 、

800 倍，後分別加入 4μg 病毒殼體蛋白質、含有 BC loop 蛋白質(JCVP1 AS5) 
及不含有 BC loop 蛋白質(JCVP1 L BC) , 37 Oc反應一小時。另外取 2μg 病毒

殼體點到 nitrocellulose paper 上，置於室溫風乾，再用 5%脫脂牛奶搖動，使均勻

混合室溫下 blocking 30 分鐘。再加入先前處理之抗體 50 J.! I 到 2m15%脫脂牛奶，

室溫下搖 30 分鐘。再用 TBS-O.的% Tween-20 洗三次，每次五分鐘。之後再加入

biotinylated anti-rabbit igG (H + L) made in goat (Vectastain ABC kit # 
PK-4001 ) ，於室溫反應 30 分鐘，再用 TBS-0.01 % Tween-20 洗三次，每次五分
鐘，然後加入ABC reagent (avidin DH ' biotinylated horseradish peroxidase H ) 
30 分鐘，再用 TBS-O.的% Tween-20 洗三次，每次五分鐘。最後加 diaminobenzidine

solution (DAB ' 0.01 % final concentration) ，及他O2 ( 0.012 % final 
concentration )呈色分析。

蹄類分子與紅血球競爭殼體試驗

先在 96 well 的 microtiter plate '第二封第十二個 well 加 25μIPBS 之後，分

別取不向的蹄類分子 3 ;也ialyllactose( 1μglμ3 ; -Acetylneuramin-Iactose 
Sigma) 、 6 ;也ialyl lactose ( 1μgl凶 6 ; - Acetylneuramin-Iactose Sigma) 、

sialic acid (10μglμN-Acetylneuraminic acid Sigma )、 gangloside ( 1μglμ 
Sigma) 、 α斗actose ( 10μglμSigma) 、 ß-Iactose ( 10μglμSigma ) 50μl 到
第一個 well 後取出 25μ! 到第二個 well '以此類推連續稀釋到第十二個 well '丟掉

最後的 25 凶，在加 25μi 令 8HA 的病毒殼體於 37
0

C 反應 1 小時，最後加 50 J.!I 0.5 
%0 型紅血球懸浮液到每一個 well 中，混合均勻，室溫靜置 2-3 小時。
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以血球凝集試驗分析人類 0 型紅血球表面之歸類分子

先取人類 O 型紅血球分別給予 neuraminidase ( 1 U/ml )、 PBS 處理及未處理於

37
0

C反應 1 小時，再用 PBS 洗三次，每次離心 1 ，500 rpm ' 5 分鐘，再做血球凝集

試驗。另外將以 neuraminidase ( 1 U/ml )處理過之人類O型紅血球，加入ganglioside

( 0.2 附加I )於 37
0

C反應 6 、 12 、 16 、 18 、 20 、 24 、 30 小時，再用 PBS 洗

三次，每次離心 1 ，500 rpm ' 5 分鐘，再分別以血球液凝集試驗分析。
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結果

一、 JC 病毒抗體反應性之探討

JC 病毒殼體可用在臨床偵測抗體，但是由於該抗房、與抗體之間的反應性尚無研

究報告，因此我們藉由 hemagglutination inhibition 及 immunoblot 的方法瞭解其間反

應。

1. 血球凝集抑制反應偵測各種antisera

由於 JC病毒殼體蛋白具有血球凝黨的特性，所以當其免疫動物或被成染人體所

產生之antiserum 便具有血球凝集抑制的現象。由Table 1 的結果發現兔子 anti-

capsid及人類JCV positive antiserum相同皆具有血球提集抑制的現象，但兔子

anti-JCV VP11 ~ pFlag 抗體( anti翩denatured VP 1 serum )不具有血球凝集抑制的
現象。

2. 西方基點法偵測不同antisera

由血球凝集抑制反應的結果發現 native 與 denatured 抗原所產生的抗體反應

有所不同 ，可能是血球凝集抑制反應會有些干擾。所以我們利用較專一性的西方基

點法 (Western blot) 偵測不同 antiserum (圈 2) 。意外發現兔子 anti-capsid 對

denatured VP 1 辨識非當弱(圈 2 ' lane 2) ，接近正常血清非專一性反應(鷗 2'

lane 3) ，人類JCV positive antiserum 完全無法辨識 denatured V們，但由

denatured VP1所產生的抗體卻如預期與denatured VP1有強烈反應(聞 2' lane 

1 ) 

3. Oot immunoblotting 偵測不同 antise間

以上 HAI 及 Western blot 得知 native 及 denatured V們對抗體反應截然

不舟，由此，我們更進一步利用 dot blot 說實以上的兩個實驗。

我們將由昆蟲細胞純化出的病毒殼體 1闕，分肘給予 2%SOS 與 5%ß

mercaptoethanol 處理以及不處理後將抗原病毒殼體( native VP1 )點在

nitrocellulose paper 上，利用 dot immunoblotting 分析發現兔子 anti-JCVVP11 ~ 

pFlag 抗體( anti-denatured VP 1 )可與native VP1( 圈 3A ' Oot 1 )及denatured

VP1( 閱 3A' Oot 2) 反應。但兔子 anti-capsid 抗體對native VP1 反應強烈(鷗

3缸， Oot 1) ，對denatured 病毒殼體蛋白(圖3日， Oot 2) 反應非常弱。而人類

JCV positive antiserum 與兔子 anti-capsid 相類似(國3D ' Oot 1 及2 )。
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由以上HAI 及 immunoblotting 的結果得知受 JC病毒戚染的人體血清抗體只

能與 native 的 capsid 反應。由此可利用 HAI 及 dot blot 作為臨床篩檢之用而不

能以 Western blot分析。

二、臨床血清篩撿

在過去本實驗室結果顯示在臺灣受測孕婦尿液中有26.0%出現JC病毒， 37.5% 

自體免疫疾病病人尿液及13.3%健康人的尿液中有JC病毒存在( 24 、 29 、 124 )。然

而這些不同族群尿液中排放不同比率的JC病毒是否因不同免疫狀況或因不同成染率

引起的差異，仍然不能確定。因此我們利用 HAI探討這三個族群受JC病毒威主任的情

況，結果發現74.66%( 165/221 ) 健康人， 78%( 78/100 )的孕婦及76.54%( 62/81 ) 

自體免疫疾病的病人為JC病毒抗體陽性反應(τable 2 )。此結果說明在臺灣受測的

不同族群JC病毒成染率大致為76% 與先前國外的報告 (17 、 30 、 102) 相近。

過去國外的報告顯示JC病毒成染大多發生在兒童時期( 5 )。然而在臺灣地區兒
童受JC茄毒成染的情況尚不明瞭。由此我們偵測713名兒童( 0- 竹歲)血清，結果

發現約46.5% 的檢體為JC病毒抗體陽性(Table 3 )而且年齡愈高陽性率愈高的趨勢

(Table 3及國 4)

五、 JC 病毒主要殼體蛋白 VP1 免疫反應區之探討

JC 病毒包含主要結構蛋白 VP1 (75 % ) ，次要結構蛋白 VP2 ( 5 % ) , VP3 ( 5 
%)及基因組( minichromosome )( 123 )。由於 JC 病毒在體外繁殖困難，因此對該

病毒之生理及病理研究相對減少。過去我們已成功地將 JC 病毒之主要結構蛋白 VP1

分別選麓及表達於 E. coli ( 26 )及昆蟲細胞(25) ，以利於對 JC 病毒做進一步的生理

及病理研究。猿猴類多瘤性病毒 SV40 主要結構蛋白 VP1 之立體結構已被解析出來

( 73 ) (國 5 )。 而 JC 病毒 VP1 與 SV40 VP1 之氯基酸序列相似性高達 77.3%

(46 )。因此 SV40 VP1 之立體結構提供 JC 病毒 VP1 良好的參考模型。臺灣之號

JC VP1 與 SV的 VP1 相比對( 26 )(國 6) 。可推測出 JC 病毒 VP1 立體結構相關

之部位( domains )。例如 JC 病毒 VP1 氯基酸 36- 90( BC loop) ，叭- 153 ( DE 
loop)及 234- 288 ( Hlloop )可能暴露於病毒顆粒表面，進而與外界產生反應作用，
JC 病毒與外界產生反應作用包括其專一性地與腦神經細胞之接受體( receptor) 
進而成染該細胞。另外 JC 病毒亦可與紅血球結合而導致血球凝集及引發抗體反應。

因此 BC ' DE 及 Hlloops 在致病機轉可能扮演重要角色。也因此我們將一系列 VP1

蛋白片段(國 7 )分別在 E. coli 中表達，以利探討 VP1 之反應臣。
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1. JC 病毒 VP1 BC ' DE 及 HI peptides 於 E.coli 內之表達

為了還窺 BC( 氛基酸 57-90)' DE( 氛基酸 127偏148 )及 HI( 氧基酸 268-278 ) 

loop peptide 於 E.∞Ií 中，我們利用 PCR 將這三段 VP1DNA 丹段放大。所使用的

引子分別列在表四。然後將這三段 DNA 丹段分別放入 pGEX4T-1 表達質體

( plasmid )並 transformation 到 E. coli 內 。這三段 VP1 於 E.coli 表達的情形以

SDS-PAGE 做為初步分析。國 8 ' lane4 ' 5 及 6 分別為 BC '。在及 Hi 於 ε∞H

中表達的情形。由於與 GST 蛋白融合，因此其分子量大約為 33 KDa 。

2. BC , DE 及 HI peptides 之純化

由於 GST-BC 於 E. coli 中表達為可溶性，由此我們利用 glutathione affinity 

column 將 BC peptide 純化(麗 9 ' lane 2) 。另外， GST-DE 及 GST-HI 為不可

溶性，由此我們利用 electroelution 的方法將之純化。圖 9 ' lane 3 及 4 分別為純

化之 GS下DE 及 GSτ-HI 融合蛋白。

3. BC , DE 及 HI peptides 與抗全長 VP1 抗體之免疫反應

為了初步了解 JC 病毒顆粒表面區 BC ' DE 及 Hlloops 與抗 VP1 抗體之反應

性，我們以西方墨點法進行分析，結果發現如預期的抗 VP1 抗體可與全長 V們有反

應(簡旬， lane 1 )。意外發現 BC ' DE 及 HI peptides 中只有 BC 與抗 VP1 抗體

有反應(圈 10 ' lane 4) ，而 DE 及 HI peptides 與抗 VP1 抗體沒有反應(聽 10 ' 

lane 5 及 6 ) 

4. 抗 BC ' DE 及 HI peptides 抗體與全長 VP1 之反應性

為了進一步了解 BC ' DE 及 Hlloops 抗體與全長 VP1 之間的反應性。我們利

用 glutathione affinity column 及 electroelution 方法純化出之 BC ' DE 及 HI

peptides 分別去免疫兔子產生抗體。再以西方墨點法進行分析，結果發現由 BC

peptide 所產生的抗體可與全長 VP1 及 BC 本身有反應(闡竹A ' lane 1 及 4) ，而

DE 及 HI peptides 所產生的抗體對於全長 VP1 皆沒有反應(國 11 B 及 C ' lane 

1 )。另外，我們也將 glutathione affinity column 純化出之 GST 蛋白免疫兔子產生

抗體，並以西方墨點法進行分析，如預期的只與帶有 GST 融合蛋白及 GST 本身有反

應(國竹 o ' lane 2 ' 4 ' 5 及 6) ，而與全長 VP1 沒有反應(國 110 ' lane 1 )。

5. 以 dot blot 分析抗日C ' DE 及 HI peptides 抗體與 native VP1 殼體之反應性

由於 Western blot 實驗中其全長 VP1 屬於 denatured 狀況下的反應。而且

在之前實驗中發現 native 及 denatured VP1 對抗體反應截然不時，因此，我們更

進一步利用 dot blot 證實。結果發現抗 VP1 抗體可與 native VP1 殼體有反應(國

12 ' spot 1 )。而抗 BC ' DE 及 HI peptides 抗體只有抗 BC 抗體與 native VP1 殼

體反應(圖惚， spot 2) ，而抗 DE 及 HI 抗體與 native VP1 殼體沒有反應(圓

白， spot 3 及 4 ) 
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由以上 Western blot 及 dot blot 的結果發現抗 VP1 抗體只和 BC peptide 有反

應，而抗 BC ' DE 及 HI peptides 抗體中也只有抗 BC peptide 抗體對 native 及

denatured VP1 有反應。所以我們可以初步證aß BC loop 為病毒殼體的 surface

epitope 0 

6. VP1蛋白其他片段之表達

為了更進一步證明 BC peptides 為病毒殼體的 surface epitope '所以我們還接

其他不同長度的 VP1 片段 (AS2 : 1 目252 ; AS3 : 1-202 ; AS4 : 1 并 52 ; 

AS5 : 1-90 ; ~ BC : 91-355) 於 E. coli 中。利用 PCR 方放大出不同長度的 VP1

DNA 片段，所使用的引子分%'1 列在表四。然後將這些不同長度的 VP1DNA 片段分

別放入 pQE-30 表達質體並 transformation 到 E.colí 內。這些不同長度的 VP1D甜A

丹投於 E∞H 表達的情形以 SDS-PAGE 做為初步分析。聽侃， lane 3 ' 4 ' 5 ' 

6 ， 7 及 8 分別為 WT' AS2 ' AS3 ' AS4 ' AS5 及~BCVP1 月段於 E. coli 'f 
表達的情形。

7. VP1蛋白片段之純化

由於不同長度的 VP1DNA丹段放入之 pQE-30 表達質體會表達出帶有 poly

His 的融合蛋白，所以我們可用 Ni-NTA affinity column 分別純化得到不同長度的

V們的蛋白並以 SDS-PAGE (國 14A)及 Western blot (闡 14B)鑑定分析。

8. VP1 蛋白丹段與病毒殼體競爭抗病毒殼體抗體

在前面實驗初步證明BC loop為病毒殼體的 surface epitope 0 接下來我們以含有

BC loop 及不含有 BC loop VP1 蛋白片段分別與病毒殼體競爭抗病毒殼體抗體，並

以dot blot 分析。結呆發現含有BC loop VP1蛋白丹段 (AS5 )與病毒殼體競爭抗病

毒殼體抗體效果明顯(圖 15A ' panel B) ，而不含有BC loop VP1蛋白片段( ~BC) 

與病毒殼體競爭抗病毒殼體抗體效果不明顯(國 15A' panel C )。由本實驗及前面

實驗結果證明了自Cloop為病毒殼體主要 surface epitope 

四、與 JC 病毒結合之紅血球表面輪類分子之研究

在多瘤性病毒中除了 SV40 外 'JCV 及BKV 與其它動物宿主的多瘤性病毒具有

典人類0型、雞及天笠鼠的紅血球結合之血球凝集的特性。已知 BK 病毒的接受體

( receptor) 及紅血球表面上的 ganglioside ( 109 、 113 )能與 BKV結合。在最近，

Stehle ( 118 )等人以 X-ray 解析 murine polyoma virus V們在與 01 igosaccharide 
receptor 結合時發現其與帶有 sialic acid 之蹄分子有結合的能力。而 JC 病毒其紅

血球結合之接受體至今並不清楚。所以我們利用以下實驗證明 JC 病毒與紅血球之

問是否藉由糖分子結合。
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1. 去除 sialic acid 後之紅血球與JC 病毒結合情形

我們利用可將 sialicacid 去除之間uraminidase 處理人類0型紅血球後，觀察

其與 JCV 病毒殼體結合產生血球凝集現象，我們發現 neuraminidase 處理 60 分

鐘以上之人類0型紅血球會失去與 JCV 病毒殼體結合的能力 (Table 5 )。由此可

推湖 sialic acid可能參與JC 病毒和紅血球之結合。

2. GanQlioside 對 neuraminidase 處理之紅血球與JC 病毒結合情形

由上述實驗推測 sialic acid 可能參與 JC 病毒和紅血球之結合。所以我們進一

步將已用 neuraminidase 處理過之人類 O 型紅血球加入含有 sialic acid 之

ganglioside 醋分子處理後，觀察其與 JCV 病毒殼體結合產生血球凝無現象結果發

現加入 ganglioside 睡分子處理 8小時以上之人類O猩紅血球開始恢復與 JCV 病

毒殼體結合的能力，在20小時後可完全恢復與 JCV 病毒殼體結合的能力(國 16 )。

由此我們證實了 sialic acid參與JC 病毒和紅血球之結合。

3. 各種糖分子與紅血球競爭JC 病毒試驗

在知道 sialic acid 參與JC 病毒和紅血球之結合。我們進一步想了解其他糖分

子是否也參與紅血球和JC 病毒之結合。所以我們還用 3 -- -Acetylneuramin-Iactose 、

6 -- - Acetylneuramin-Iactose 、 sialic acid 、 α-Iactose 、科lactose及 ganglioside 進

行比較分析，結果顯示只有 sialic acid 與 ganglioside 具有與紅血球競爭JC 病毒

的能力 (Table 6) 

以上結呆顯示JC 病毒和紅血球之結合需籍由紅血球表晶之 sialic acid 分子。
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討 言侖

自 1971 年 Padgett 等人從 PML 病人的腦組織分離出 JC 病專後 (99) ，於

1970 年中期大量篩槍一般成人血清中是否有抗 JCV 的抗體存在，結果發現高速

65%有陽性反應。之後陸續史從孕婦( 32 )及免疫抑制病人如腎臟移植的病人尿中
偵湖至11 JC 病毒，由這些結果推測 JC 病毒可能原發性成煞是在拔童時期，且是寄

生於腎臟組織中，符病人處於兔疫抑制狀態下 JC 病毒使活化再透過血流散佈到其

它器官組織中，但至今這些結呆都只是推測的，並無直接的證據。但就臨床上的個索

發現一名患腦膜炎小孩的腦脊髓液中含有抗 JCV 的 IgM 抗艘，因此也有另一種說

法認為 JC 病毒房、發性的成魚是在腦郁，所以至今 JC 病毒在體內傳播的情形仍有

待設實。

先前的報告已知高於 70% 的成年人的體內帶有抗人類多瘤性病毒的抗體

( 20 、 30 、 102 、 120 ) ，但是在不同地區、不用族群中到底有多少帶玲、者，則是

所知有限。 Kitamura 等人( 66 )發表了在日本東京地區， 20 歲到 29 歲的年齡

群中有 45.7% 的人受 JCV 的成染。而早在 1975 年 8rown 等人篩檢一般成人血

清中即發現有 70% 以上的受檢血清中有 8KV 抗體的存在。可見人類多瘤性病毒是

廣泛地流行於世界各地，而 JCV 和 BKV 流行病學的分佈似乎有所不用( 124 )。

已知 JCV 可凝集雞、天笠鼠及人類紅血球特性，可利用此血球凝集的特性來偵

測病毒是否存在，血球凝集的方法比病毒斑試驗( Plaqe assay )或是電子顯微鏡觀

察來的便利。但血球凝集的方法有非特異性抑制的現象，而且需要堵養及純化病毒，

這對 JCV 而言是相當困難的。因此我們實驗室先前利用分子生物技術將JCV 主要

結構蛋白 VP1基因送入原核 ( E. coli )( 26 )與其核細胞 (insect cell )( 25 )中達

JCV 主要結構蛋白 VP1 '可利用在 HAI 、 Western blot 、 dot blot 做血清學研究。

在本篇論文第一部份我們利用血球凝集抑制 (HAI) 、 Western blot 、 dot blot 

i種方法探討 JC 病毒抗原與抗體之反應性。結果發現 JCV 病毒主要外殼蛋白其在

denatured 的狀況下因其病毒蛋白結構 unfolding 而失去 antigenic epitope 造成

Western blot 產生 false negative 的結果(圖 2 )。而由 HAI ( Table 1 )及
immunoblotting (國3) 的結果得知受 JC病毒成染的人體血清抗體只能與 native

的 capsid 反應。因此我們可利用 HAI 及 dot blot 作為臨床篩檢之用而不能以

Western blot 來分析。另外此結果也告訴我們病毒蛋白結構對於 antigenic epitope 
的重要性。

本篇論文第二部份就已所生產的 JCVVP1 抗潭、希望可應用臨床血清篩撿，將此

了解台灣地區， JC 病毒是否也一樣廣泛存在人體中 ，更進一步了解一些問服用類

自醇購物處於免疫抑制的自體免疫疾病病人如紅斑性狼瘡 SLE' 多發性硬化症
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Multiple sclerosis 等病人篩檢其血中存在 "JC 病毒的抗體或是免疫力較差的孕婦及

小菇血液中是否存在JC 病毒的抗體，以及建立臨床血清篩撿的方法。

在本篇論文中我們以血球凝集抑制反應( Hemagglutination inhibition HAI ) 

方式初步進行篩檢正常人、孕婦、自體免疫疾病的病人及兒童四個族群的血清中人類

多瘤性病毒，發現在正哲人受檢血清中 JCV 的抗體存在率高速 74.66%

( 165/221 )、孕婦有 78%( 78/100 )及自體免疫疾病的病人 76.54%( 62/81 )與先

前國外的報告( 20 、 30 、 102 )相近。在先前本實驗室曾說正哲人、孕婦及自體免

疫疾病的病人等族群的尿液梭體利用 PCR 的方式進行篩撿 (24) ，發現在平常人的

尿液中有13.3% ( 10/75 ) ，孕婦有 26% ( 20/77 ) ，自體免疫疾病病人的比率

是 37.5% ( 18/48 ) ，有人類多瘤性病毒的存在( 124) 。比較結果發現正常人、孕

婦及自體兔疫疚病的病人三個族群中皆有 70%以上的人成柴過JC 病毒且具有抗

艘，但先前用 PCR 的方式進行篩檢正常人、孕婦及自體免疫疾病的病人三個族群的

尿液檢體中病毒排放結果發現在兔疫力較差的孕婦及自體免疫疾病的病人其尿液梭

體中病毒排放是正常人二倍以上，可見病毒的排放與免疫力的強弱有關。另一方面在

篩檢兒童血清撿體發現有 46.5%( 323/713) 戚，學過人類多瘤性病毒且具有抗體。這

個結果誰實 JC 病毒可能厚、發性成染是在孩童時期的推測另外在Table 4 中 0歲的

兒童有高達 53.3%的成染率與一般平均值有所差距，這可能因剛出生嬰兒體內含有

母體抗體之故。

本篇論文第三部份是針對 JC 病毒結構蛋白表面紅血球與抗體反應區域加以探

討。到目前為止，鼠類及猿猴類的多瘤性病毒，了解得較為透徹，鼠類及猿猴的多瘤

性病毒殼體之度空間 x-射線繞射國分別於 1982 ( 103 )及 1991 (73) 被訂定出

來，這些病毒外殼蛋白是對稱的二十晶體構造，由 12 個 five-coordinated 及 60 個

six-coordinated capsomere 所組成。而這些 capsomere 均由 5 個 VP1 所形成的

pentamer 構成。每個 VP1 subunit 互相 lock 外，其 BC ( residue 57-88 )與 DE

loop ( residue 127-145 )及 HI ( residue 269-276 ) loops 形成 VP1 分子的表面凸

出臣。五個分子 V們的 BC 、 DE 及 Hlloops 剛好國成一個環狀昆域。由於這個

凸出的環狀這位於病毒顆粒的最表面，因此 BC 、 DE 及 Hlloops 被推測可能會直

接參與與外界反應。這些暴露在病毒外表的部分可能與病毒的細胞接受體( cell 

receptor) ，血球凝集反應( hemagglutination )及抗厚、反應( antigenic reaction ) 
有關。最近， Stehle ( 118 )等人找到 murine polyoma virus V們在成染時會與

oligosaccharide receptor 結合。並以 SV40 VP1 三級結構推測其結合位置是位於

BC 、 DE 及 Hlloops 所形成之 pocket 。而且將 JCV 與其他多瘤性病毒如

SV40 、 BFDV 及 murine polyoma virus 比較其 VP1 全長的氯基酸序列的相似性分

別為 77.3% 、 48.9%及 50.6% 。所以 SV40 VP1 的主級結構可提供 JCVVP1 一

些重要的參考依據。由此我們利用 SV40V們的三級結構為棋型推測 JCV 的 BC 、

DE 及 Hlloops 氧基酸位置與設計出全長 VP1 蛋白質和一連串不同長度的 VP1 蛋白
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質分別還挂並在 E.coli 表達進行研究。

我們研究結呆發現所選蘊並在 E. coli 表達之 BC 、 DE 及 H I pepetides 經由

western blot (圈 10 、 11 )及 dot bolt (國 12 )方式我們初步發現 BC loop 是一

個主要的 epitope' 而我們史進一步以包含 BC loop( VP1AS5) 與不包含BC loop 

(VP1 .6.BC)的VP1 對 anti“capsid serum 做競爭試驗發現包含 BC loop 的V們可將

大部份 anti-capsid 抗體 block 住，綜合以上結果可知 BC loop 是一個主要的

epitope 

在先前實驗中我們為了建立血球凝集抑制 (HAI)臨床血清篩檢的方法，所以我

們以兔子的 antisera 做測試 (Table 1 )的結果發現只有兔子 anti-capsid 、 anti偷

GSTBC sera 與 human JCV positive antiserum 一樣具有 HAI titer '這個結果證

明了 BC loop 是血球凝集 domain 之一。此外在 1987 年 Sinibaldi 等人( 113 ) 
發現 BKV 與紅血球結合走籍由紅血球膜上之高分子量的蹄分子 ganglioside 。而最

近， Stehle ( 118 )等人找到 murine polyoma virus V們在成染時會與

oligosaccharide receptor 結合。且 JCV 與 BKV 同屬於人類多瘤性病毒，所以推測

JCV 與紅血球結合也應是相同或類似的酪分子。由不同酵分子對病毒殼體 (capsid)

的競爭作用 (Table 6) 發現病毒殼體 (capsid)會與 sialic acid 及 ganglioside 酵分

子結合。而當我們以 neuraminidase處理紅血球時紅血球會失去與病毒殼體( capsid) 

結合的能力 (Table 5) ，若將 ganglioside 酵分子加入已用 neuraminidase 處理過之

紅血球中時則可恢復紅血球與病毒殼體( capsid )結合的能力(輯 16 )可見 JCV

與紅血球結合是亦籍由紅血球膜上之高分子量的糖分子 gangliosíde 。

綜合實驗結果我們成功的建立血球凝集抑制(HAI)方法應用於臨床血清的篩

撿，並發現病毒殼體結構的重要性。且以間接的方式證明了JCV 外殼蛋白VP1土之

BC loop 是一個主要的 epitope及血球凝集 domain之一，也證明病毒殼體 (capsid)

與紅血球結合走籍由紅血球表面的糖分子為 sialic acid 0 尚在未來我們必須以單株抗

體( monoclonal antibody )進一步加以證明JCV 外殼蛋白VP1上的epitope 除了 BC

loop還包括哪些位置參與。

而關於臨床血清的篩檢方面，更可進一步建立，除述兩專一的 EUSA 臨床篩檢方

法大量篩撿臨床血清以了解臺灣地區人類多瘤性病毒JCV的成學率與亞洲地區或甚

至與歇美地區互相比較。另外也可運用相同方法來了解臺灣地區人類多瘤性病毒BKV

的成染率，進而互相比較 JCV 與 BKV 兩者的成染率是否與先前報告所指出的在亞

洲地區 JCV 較 BKV 成染率高，若為屬實則JCV與 BKV戚染人類是否與人種有關

就值得深思。
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另外當我們比較 JCV 與其他多瘤性病毒V們全長的氯基酸序列的相似性時發

現JCV與SV40VP1 全長的氯基酸序列的相似高達77.3%並且由 JCVVP1相對應的

DE 、， BC 及 HI 區域，兩者只有 53% 、 63% 及 62% 的相似性，比平均值 77.3

%相似性還低，這個發現是否也意味若在成染途經中 'SV40 與 JCV 茵其 V們的

DE'BC 及 HI 區域的不同而導致它們 tissue tropism 的不同，甚至有宿主專一性，

這點很值得未來深入研究。
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圈 1.人類多瘤性病毒 JCV Mad-1 strain 的基囡囡(46) 0 JCV 的基因調控區包含

promoter ' enhancer 及 replication origin '位於 nucleotide ( nt ) 5086-

289 。早期腫瘤蛋白基因位於 nt 5013-2603 。其中 nt 4772-4427 籍

differential splicing 切除而產生 Large tumor antigen 0 Small tumor antigen 
位於 nt 5013-4495 。晚期結構蛋白則由順時鐘方向製造。 VP1 位於 nt 1469-

2533 ' VP2 í立方于 nt 883-1560 ' agnoprotein 1.立方~ nt 277-492 。
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國 2.西方墨點法( Western blot )偵測不時 antisera 0 JCV/IJ. pFlag 經由

SDS-PAGE 分析後，將 SDS-PAGE 轉印 f'l nitrocellulose paper ·再分別

用兔子 anti-JCV/ IJ. pFlag ( denatured VP1 lane 1 )、兔子 anti-capsid

(Iane 2) 、兔子 preimmuned serum ( lane 3 )、人類 JCV positive antiserum 
( lane 4 )作確認，以 DA8 呈色。+:反應強度。

32 



可 2 

A I • 聲響

I I • • I H 會 H

聽
、J

+ 

c 

』且一&益
聽聞臨

觀 3.00t immunoblotting 偵測不同 antisera 。分別將native ( Oot 1) 與 denatured

JCV caspid ( Oot 2) 點五nitrocellulose paper 後，再分別用兔子anti-JCV I ð 

pFlag ( denatured VP1 ; panel A) 、兔子 ant卜capsid ( panel 8 )、兔子

preimmuned serum ( panel C )、人類 JCV positive antiserum (panel 0) 及作
確認，以OAB呈色。+ :反應強度。
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圈 4.不同年齡族群中 JC 病毒抗體的存在率之量化圖。橫軸為不同年齡族群，縱軸

為病毒抗體的陽性率。
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國 5.SV40VP1 晶體結構的解析圈(73) 0 SV40 三級結構乃於 1991 年由

Liddington 等人利用 X-ray 晶體繞射所發表。
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10 20 30 壘。 50 60 70 80 
SV40 APTKRXGSCPGAAPKKPKEPVQVPKLVIKGGIBVLGVKTGVDSPTEVECPLNPQMGNPDEHQKGLSKSLAA盟1tQPTDDSP

< disordered >< N-arm ><P-A>旬-A>< AB >< p-B >< BC 100p 
JCV APTKRKGER- 鞠------1tDPVQVPKLLIRGGVBVLEVKTGVDSITEVECPLTPEMGDPDEHLRGPSKSISISDTPESDSP

*. 會 '* '* '* .. 會 '* '* '* ** '*會***** ** 

90 100 110 120 130 140 150 160 
SV40 DKEQLPCYSVARIPLPNlNEDLTCGNILMW建AVTVKTEVIGVTAMLNLHSGTQKTHENGAGKPIQGSNFHPPAVGGEPLE

>< p-C >< CD >< p-D > <α-B>< DE 100p >< 伊路 >< 
JCV N1tDMLPCYSVARIPLPNlNEDLTCGNILMWEAVTLKTEVIGVTTLMNVHSNGQATHDNGAGKPVQGTSPHPPSVGGEALE 

,. ...* • *** '" ..會，. * ,. **會*

170 180 190 200 210 220 230 240 
SV40 LQGVLANYRTKYPAQTVTPKNATVDSQQMNTDl法AVLD1tDNAYPVECWVPDPSKNENTRYFGTYTGGENVPPVLHITNTA

EP-1oop >< p-P > < p-G1 > < 
JCV LQGVVPNYRTKYPDGTIPPKNATVQSQVMNTEl故AYLDKNKAYPVEcwvPDPTRNENTRYFGTLTGGENVPPVLHITNTA

'* ** ** '*.. '*會，會** ... 

250 260 270 280 290 300 310 320 
SV喝 o TTVLLDEQGVGPLCKADSLYVSAVDICGLPTNTSGTQQWKGLPRYFKITLRKRSVKNPYPISPLLSDLINRRTQRVDGQP 

p-G2>< 闊-loop >< P-H ><HI-1oop>< P-I >< .., <α-C >< C arm 
JCV TTVLLDEPGVGPLCKGDNLYLSAVDVCGMPTNRSGSQQWRGLSRYFKVQLRKRRVKNPYPISPLLTDLINRRTPKVDGQP 

會會'" '* .. '* '* '* '* '* **.. '* .. 

330 340 350 360 
SV40 MIGMSSQVEEVRVYEDT寫ELPGDPDMIRYIDEPGQTTTRMQ

< p-J >..C-arm ..< C-1oop >> 
JCV MYGMDAQIEEVRVPEGTEELPGDPDMMRYVDRYGQLQTKML '" *. '* 

... ... '* '" ** ** '" '* 

聞 6.SV40 反 Taiwan-3 號 JC 病毒 VP1 氛基酸序列相同性之比較用單一的字母

表示氯基纜的種類。在 JCV 病毒 V們的氧基酸字母底部畫線者為不同的 JCV

strains 有突變的氯基酸。在 JC 病毒 V們的氛基酸字母底部打星號者表示該

氯基酸為 SV40 及 JC 病毒 VP1 所不同的氯基酸(26 )。
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JCVP1 WT 1-355 aa 

JCVP1 AS2 1~302 aa 

JCVP1 AS3 1-252 aa 

~JCVP1 AS4 1-202 aa 

JCVP1 AS5 1-152 aa 

JCVP1 .6.串C 91 幽355aa

JCVP1 BC 36- 90 aa 

JCVP1DE 91-153 aa 

JCVP1 HI 234個288 aa 

商 7.所選蘊人類多瘤性病毒 JCVVP1 蛋白片段及其之胺基酸位置。
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留 8.SDS-PAGE分析選蘊於pGEX4T司載體之VP1 BC 、 DE及HI基因在E. coli

JM109strain表達。 JCVP1BC 、 DE 、 Hlloop 基因接入pGEX4T-1 載體中並

transformation至丘coli 中(細節詳述於材料方法中) ，於L broth培養再加入

IPτG induction 後收集菌體於12.5%SDS-PAGE分析，並以 Coomassie blue 

主任色觀察 。 lane M : MW ' lane 1 : JCVP11 ~pFlag/JM109 ' lane 2 : 

pGEX4T-1/JM109 ' lane 3 : JM109 ' lane 4 : pGEX4T-1 BC/JM1 09 ' lane 5 : 

pGEX4T斗 DE/JM109 ' lane6 : pGEX4T-1 HIIJM1 09 。
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國 9.SDS-PAGE 分析純化之 GSTBC 、 GSTDE 、 GSTHI peptides 。將進蘊出

之 BC 、 DE 、 HI peptides 基因分別於 E. coli 表達後，以 affinity column 及

electroelution (細節詳述於材料與方法)。純化出並於 12.5 % SDS-PAGE 

上分析。 lane M MW , lane 1 謝inity column 純化之 GS丁， lane 2 

affinity column 純化之 GST-BC ' lane 3 electroelution 純化之 GST-DE ' 

lane 4 electroelution 純化之 GST-HI 。
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圈 10.以西方墨點法分析WTVP1 、 BC 、 DE HI peptides 0 JCVP1 BC 、 DE 、 Hlloop

基因接入pGEX4T并載體中並 transformation至E. coli 中(細節詳述於材料方

法中) , IPTG induction 後收集鵲體於12.5%SDS-PAGE分析，並轉印至

nitrocellulose paper '再用兔子抗全長VP1抗體作確認，以DAB呈色。 laneM:

MW' lane 1 : JCVP11 ðpFlag 'Iane 2: pGEX4T斗， lane 3: JM109 ' lane 4 : 

pGEX4T-1BC ' lane 5 : pGEX4T斗 DE ' lane 6 : pGEX4T斗 Hlo

4。
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轉

國竹.西方墨點法分析兔子抗 GSTBC 、 GSTDE 、 GSTHI 及 GST 抗嫂。

將含有 JCVVP1 及 BC 、 DE 、 HI peptides 基因 E. coli 以 IPTG 誘導後，

以 SDS-PAGE 分析，經轉印到 nitrocellulose paper '再分別用兔子 anti- BC 

( panel A) 、 DE ( panel B) 、 H I ( panel C ) peptides 及 GST ( panel D )抗

體作確認，以 DAB 呈色。 lane 1 JCVP11 tJ. pFlag/JM109 ' lane 2 

pGEX4T-1/JM109 ' lane 3 JM109 , lane 4 pGEX4T-1 BC/JM109 ' 

lane 5 pGEX4T-1 DE/JM109 ' lane 6 : pGEX4T-1 HI/JM109 0 
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盤驅

聞 12.Dot immunoblotting 分析不同抗體對病毒殼體蛋白( caspid )反應情形。

將病毒鼓體蛋白( caspid )點上 nitrocellulose paper '再分別用兔子 anti

JCV capsid 抗體( spot 1 )及 GST-BC 抗體( spot 2 )、 GST-DE 抗體

( spot3 )、 GST-HI 抗體( spot 4 )作確認，以 DAB 呈色。
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圈 13.S0S-PAGE 分析選鐘於 pQE-30 載體之 VP1 片段基昆在丘coli JM1 09 strain 

表達。 Serial truncation JCVP1 基因接入 pQE-30 載體中並 transformation 至

E. coli 中(細節詳述於材料與方法中)於L. broth 玲養再加入 IPTG induction 後

故集菌體於 12.5 % SOS翩PAGE 分析並以 Coomassive blue 染色觀察。 lane

M : MW ' lane 1 JM109 , lane 2 : !J. pFlag/JCV叭， lane 3 : !J. 

Flag/JCVP1 ' lane 4 pQE-301WT' lane 5 pQE-30/AS2 , lane 6 

pQE-30/AS3 ' lane 7 pQE-30/AS4 , lane 8 pQE-30/AS5' lane 9 

pQE-301 !J. BC 。

43 



kDaM 1 2 3 尋 5 話

A 
45 

36 

29 嗎蠟鸝磁聯

織組鐵驗

20 

攤主 2 3 4 5 6 

思

關 14.S0S回PAGE 及 Western blot 分析純化之 VP1 片段蛋白。將選殖出之 serial

truncation VP1 基因分別於 E. colí 表達後，以 Ni-NTA column 純化 serial

truncation 之蛋白(細節詳述於材料與方法)，純化出並於 12.5 % SOS-PAGE 

J:.分析，另一組 SOS-PAGE 經轉印到 nitrocellulose paper '再用兔子 anti-

JCV l !:l pFlag 抗體作確認，以 OAB 草色( B ) 0 lane M MW , 

lane 1 VP1WT , lane 2 VP1 AS2 ' lane 3 : VP1AS3 ' lane 4 

Vp1AS4 ' lane 5 : VP1 AS5 ' lane 6 : Vp1 !:l BC 。
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國 15.00t blot 分析不同 VP1 片段與不同稀釋倍數的兔子 anti- JCV capsid antiserum 

之競爭作用 。 panel a PBS 、 panelb 含有 BC loop VP1 ( JCVP1 

AS5) 、 panelc 不含有自C loop VP1( JCVP1 6, BC )及 paneld 病毒

殼體( capsid ) (A) 0 Oot 1 : 2,000 1 Oot 2 : 4,000 1 Oot 3 : 8,000 1 

Oot 4 :嗨，000 1 Oot 5 : 32,000 1 00t6 :桐，000 倍稀釋。

量化闡( B )。
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關 16.不同時間下以 ganglioside 恢復經 neuraminidase 處理之人類 O 型紅血球與

JCV 病毒殼體結合的情形。 neuraminid的e 處理之人類 O 型紅血球(6) , 

neuraminidase 處理後再加入 ganglioside (輯) ，未處理之人類 0 型紅血球
(會)
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Table 1. Hemaggl!Jtination inhibition ( HAI ) of different antisera against 

JCV 

Antiserum HAI 

Rabbit preimmuned 。
Rabbit anti-capsid VP1 216 

Rabbit anti-denatured VP1 。
Human JCV positive 213 

Human JCV negative 。
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Table 2. Prevalençe of antibody to human neurotropic JC virus in different 

population 

Group No. of sera No. of HI % ofHI 

tested positive positive 

Healthy 221 165 74.66 
individuals 

Pregnant 100 78 78.00 
women 

Autoimmune 81 62 76.54 
disease patents 

Toíal 402 305 75.87 
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Table 3. Prevalence of antibody to human neurotropic JC virus in 

children 

Age group No. of sera No. of HAI % of HAI 
{year) tested pQsitive positive 

。 15 8 53.3 
可 28 g 32.1 

2 47 16 34.0 

3 74 27 36.5 

4 95 48 50.5 

5 111 57 51.4 

6 77 41 53.2 

7 94 42 44.7 
8 54 24 44.4 

9 48 23 47.9 

10 38 16 42.1 

11 32 21 65.6 

Total 713 332 46.5 
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Table 4. Primers used for PCR generation of VP1 fragments 

I Peptide pnmer sequence 愣，→ 3 ...) location 

JCVVP1 sense CAC TTG GGA TCC ATG TCA ATT ACA GAG GTA GAA TGC 106個 129

BC antisense CAC TTG GGA TCC TT A A TT GGG TAG TGG AA T TCT GGC 270-247 

JCVVP1 sense CAC TTG GGA TCC ATG CTA AA T GAG GAT CTA ACT TGT 271-294 

DE antisense CAC TTG GGA TCC TTA TTC TAA AGC CTC ccc ccc AAC 459值 457

JCVVP1 sense CAC TTG GGA TCC ATG ACA ACA GτG CTG CTT GAT GAA 700-723 

HI antisense CAC TTG GGA TCC TT A AAC CCT CCT TTT TCT TAG CTG 864-841 

JCVVP1 sense CAC TTG GGA TCC ATG GCC CCA ACA 1- 12 

WT antisense ACA TGT GGA TCC TT A CAG CAT TTTτGTCTGCAA 1065-1046 

JCVVP1 sense CAC TTG GGA TCC ATG GCC CCA ACA 1 蛤 12 

AS2 antisense ACA TGT GGA TCC TT A AA T T AA ATC AGT AAG 906-889 

JCVVP1 sense CAC TTG GGA TCC ATG GCC CCA ACA 1- 12 

AS3 antisense ACA TGT GGA TCC TT A T AA GTT GTC ACC TTT 756-739 

JCVVP1 sense CAC TTG GGA TCC ATG GCC CCA ACA 1- 12 

AS4 antisense ACATGTGGAτCC TTA AAC CCA ACA TTC AAC 606-589 

JCVVP1 sense CAC TTG GGA TCC ATG GCC CCA ACA 1 個 12 

AS5 antisense ACA TGT GGA TCC TT A T AA AGC CTC ccc ccc 456國 439

JCVVP1 sense CAC TTG GGA TCC ATG CTA AAT GAG GAT CTA ACT TGT 271-294 
!J. BC antisense ACA TGT GGA TCC TTA CAG CAτTTT TGT CTG CAA 1065-1045 
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Table 5. Hemagglutnation of neuraminidase treate廿 RBC

RBC HA 

Treatment 30 min 60 min 90 min 

neuraminidase 25 
。 G 

PBS 29 29 29 

untreated 29 29 29 
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Table 6. Hemagglutination inhibition ( HAI ) of various sugar 

molecules 

Sugar HAI 

3 - -N-Acetylneuramin lactose G 

6 - -N-Acetylneuramin lactose G 

Sialic acid 2 

α-Iactose 。
ß-Iactose G 

Ganglioside 26 
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