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研究成果の概要（和文）：犬ジステンパーウイルス（CDV）の膜融合タンパク質（CDV-F）について、クライオ電
子顕微鏡による観察を実施した。クライオ電子顕微鏡に特有の試料調製条件およびグリッド作製条件の検討を行
なったところ、より高分解能で解析できる目処がついた。一方、同ウイルスの受容体結合タンパク質（CDV-H）
については、ラットを用いて抗体の作製を進め、モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを複数樹立し
た。得られた抗体のサブタイプやCDV-Hへの結合を確認したほか、膜融合活性を指標とした解析から、各抗体に
より結合親和性や特異性が異なることがわかった。これらにより、CDVワクチンの有効性の分子基盤を解明し
た。

研究成果の概要（英文）：The structural features of the membrane fusion protein (CDV-F) of canine 
distemper virus (CDV) were observed by cryo-electron microscopy. The sample preparation  and grid 
manufacturing conditions were successfully optimized for high-resolution analysis. On the other 
hand, for the receptor-binding protein (CDV-H) of the same virus, several anti-CDV-H monoclonal 
antibodies were setablished by rat intestinal lymph node method. The subtypes and CDV-H binding 
properties of the obtained antibodies were examined. The membrane fusion assay showed that each 
antibody has different binding affinity and specificity. These results give insight on the molecular
 basis of viral entry and vaccine effectiveness of CDV and related viruses.
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１．研究開始当初の背景 
  
 ジステンパーウイルス(canine distemper 
virus, CDV)は犬などの食肉目の動物に感染
する。麻痺や痙攣等の著しい神経症状が起き、
死に至る場合も多い。近縁の麻疹（はしか）
ウイルス(Measles virus, MV)と同じように、
感染予防には生ワクチンが有効であるが、有
効な治療薬は存在しない。最近になって、日
本や中国でCDVが数百から数千頭のアカゲザ
ルやカニクイザルに感染し、高い致死率で死
亡した。そのため、宿主拡大の傾向から人へ
の感染に進む可能性が否定できない。このよ
うな状況にも拘らず、CDV ワクチンと MV ワク
チンが有効であるため、反って抗ウイルス薬
の開発は進められなかった。我々は、麻疹ウ
イルスの細胞侵入の分子認識機構について、
主たる表面抗原である H 蛋白質(Measles 
Virus Hemagglutinin, MV-H)およびその受容
体 で あ る SLAM(Signaling Lymphocytic 
Activation Molecule, CD150)との複合体の X
線結晶構造解析に世界で初めて成功した
(Hashiguchi et al., PNAS 2007, Nat. Struct. 
Mol Biol. 2011 など)。さらに、細胞侵入受
容体と宿主域拡大の解析(Pratakpiriya et 
al., J. Virol. 2012, Tahara et al., J. 
Virol. 2013 など)などを行い、原子から個体
レベルまで世界に先駆けて明らかにしてき
た。これらの成果を基に、H 蛋白質が融合 F
蛋白質と協同的に働き、細胞侵入を促進する
モデルを提唱した。また、糖鎖により MV-H
蛋白質表面の大部分が覆われ、受容体の結合
部位のみ露出し、そこに集中的に中和抗体が
産生されること、他方、ウイルスは受容体結
合部位に変異を入れざるを得ず、免疫逃避で
きないこと、これが MV ワクチンの有効性を
保証する分子基盤であるとの仮説を提唱し、
組換えウイルス技術を駆使して裏付けた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 上述のように食肉目動物へ感染し、致死率
の高いジステンパーウイルス(CDV)は、最近
サルの大規模流行が報告され、ヒト感染の脅
威が懸念される。生ワクチンは幸いにも有効
であるが、発症すると有効な治療法が無い。
我々は、近縁の麻疹ウイルスについて侵入受
容体と結合H蛋白質の複合体の立体構造決定
などの細胞侵入機構を世界に先駆けて明ら
かにしてきた(PNAS 2007, Nat. Struct. Mol 
Biol. 2011 など)。そこで本課題では、CDV
ワクチンの有効性を保障すると考えられる
抗体応答について、MV に対する知見と比較す
るために構造生物学と分子免疫学の手法を
組み合わせて、その分子基盤を解析し、その
知見をもとに、ワクチンの合理的な設計手法
の確立を目指す。次に、感染拡大の阻止に有
効とされる細胞侵入について、CDV を対象と
してその詳細なメカニズムを立体構造解析

により解明し、宿主域拡大の可能性の予測お
よび中和抗体や可溶型受容体等の細胞侵入
を阻害する抗ウイルス薬の開発を進める。こ
れにより将来にCDVが狂犬病のように人獣共
通感染症となり、世界的大流行となる場合に
備え、対策の基盤を築くことを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
 CDV の H 蛋白質と融合 F 蛋白質について、
蛋白質科学的手法を駆使して、 (1) 細胞侵
入および宿主特異性の分子基盤、(2)ワクチ
ンの有効性の抗体産生機構の解明、(3)将来
の世界的大流行に備えた可溶型受容体およ
び中和抗体断片などの抗ウイルス薬候補の
開発、を進め、ワクチン設計手法の構築と侵
入阻害剤の開発を行う。 
 これまでに CDV-H および CDV-F(野生株、ワ
クチン株)についてHEK293細胞を用いた一過
性発現系を確立済みであり、侵入受容体群も
HEK293 細胞発現系あるいは蚕バキュロウイ
ルス発現を確立できている。これらの組換え
蛋白質を用いる、あるいは必要に応じて新た
に発現系を構築する。これを基盤に、蛋白質
レベルで分子機構を解明するため、本課題は
主に以下の項目を対象に進める。 
(1) CDV の細胞侵入に重要な H 蛋白質と F 蛋
白質との機能複合体、および宿主特異性の基
盤となるH蛋白質と侵入受容体との機能複合
体、に対する立体構造解析・相互作用解析、
(2) CDV に対するラット腸管リンパ節法によ
る抗体作成技術等を用いた免疫応答機構お
よび中和抗体作成、 
(3) 抗ウイルス薬開発のための中和抗体の
評価と高機能化。 
 
 
４．研究成果 
 
 ジステンパーウイルスCDVの融合タンパク
質（CDV-F）については、細胞外ドメインを
組換えタンパク質として調製し、電子顕微鏡
を用いたネガティブ染色解析により得られ
た構造的な特徴について、より高精度の電子
顕微鏡観察による２次元の単粒子解析から
詳細についての理解が進んだ。そのため、膜
融合に伴う構造変化等についてより動的な
特徴を大まかに掴むことができるめどがつ
いた。さらに詳細なメカニズムを解明するた
め、大阪大学蛋白質研究所の岩崎准教授のサ
ポートのもとで最先端クライオ電子顕微鏡
解析を進めることとしたが、クライオ電子顕
微鏡で得られた二次元画像は、先にネガティ
ブ染色で得られていた単粒子画像と異なっ
ており、これはクライオ電子顕微鏡に特有の
試料調製過程に起因する現象と考えられた。
そこで精製条件およびグリッド作製条件の
検討を行なったところ、より高分解能で解析
できる目処がついた。少量のサンプルから近



原子分解能の構造解析が可能であることが
わかり、今後の構造解析の手法としてのクラ
イオ電子顕微鏡のポテンシャルの大きさを
確認することができた。現在は、さらなる構
造変化を追跡できるように解析条件の検討
を進めている。 
 他方、CDV-H については、単独の結晶構造
解析を進め、その立体構造の特徴をこれまで
に報告済みの MV-H の結晶構造と比較が可能
となり、その共通性と差異を見出すことがで
きた。さらに、ネガティブ染色電子顕微鏡解
析を進め、これまで報告のない膜融合にとっ
て重要と考えらえるユニークな高次構造を
見出し、その動的挙動について考察すること
ができた。今後は CDV-H および CDV-F の構造
的特徴を基盤に、CDV-H と CDV-F のコミュニ
ケーションと膜融合との関係を明らかにす
ることが期待される。 
 次に、宿主特異性については、サルに感染
する株由来の受容体結合を担うH蛋白質のヘ
ッドドメインについてHEK293細胞を用いて、
調製法の検討を進めたが、X 線結晶構造解析
には十分な量は得られなかった。他方、少量
ではあるが、得られたサルに感染する株由来
の H蛋白質を用いて、表面プラズモン共鳴解
析（SPR）によりイヌおよびヒトの受容体 SLAM
や Nectin4 との結合特異性を解析した。その
結果、MV-H と CDV-H の宿主特異性が明確とな
った。さらに、CDV-H と SLAM および Nectin4 
複合体の結晶化を目指し、遺伝子工学的に一
本鎖化して複合体を調製することも検討し
たが、十分な発現条件が見出せなかった。し
かし、CDV-F で進めている経験を生かして、
これらの一本鎖化複合体の組換え蛋白質を
用いて、今後クライオ電子顕微鏡解析も検討
したい。 
 最後に、ワクチンの有効性について記述す
る。これについては、中和抗体がすでに得ら
れている麻疹ウイルス(MV)を先行して進め
ているが、2 種類の中和抗体のうち一つは一
本鎖 Fv 断片として大腸菌で封入体として発
現させ、巻き戻しに成功した。この抗体につ
いて、SPR による結合活性評価を行い、断片
化による結合能の低下が見られたが、特異的
結合を確認した。同時に受容体との競合実験
にも成功し、その生物物理的な解析が進んだ。
CDV-H については、ラットを用いて抗体の作
製を進め、モノクローナル抗体を産生するハ
イブリドーマを複数樹立した。得られた抗体
はそれぞれ精製し、膜融合活性を指標とした
受容体結合の阻害能および各抗体間での交
差性についても評価を進めており、分子レベ
ルで明らかにすべく、詳細な結合解析及び構
造解析に取り組んでいる。これらにより、CDV
ワクチンの有効性の分子基盤を解明し、その
技術を他のウイルスのワクチン開発へと活
かしていく予定である。 
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