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研究成果の概要（和文）：JAK-STAT系不活化に関わる麻疹ウイルスV蛋白質の全長（変異体を含む），N末端領
域，C末端領域（変異体を含む）および，狂犬病P蛋白質C末端領域の高純度調製系を確立し，STAT分子の調製系
と合わせて，分子間相互作用の評価が可能となった。調製した分子の評価はSEC-MALS法やSEC-SAXS法，XAFS測定
および相互作用解析により活性を持つことがわかった。分子間相互作用解析は，等温滴定型熱量測定，表面プラ
ズモン共鳴，蛍光偏光解消法，NMRのケミカルシフト摂動法を組み合わせた。また，狂犬病ウイルスC末端領域
K214A変異体および辺縁種Duvenhage virusのC末端領域を結晶解析した。

研究成果の概要（英文）：To evade host immunity, many pathogenic viruses inactivate host JAK-STAT 
pathways using diverse strategies. Measles virus utilizes P and V proteins to counteract this 
signaling pathway. Our data indicate that interactions between the C-terminal domain (CTD) of V and 
STAT2 is one order of magnitude stronger than that of the N-terminal region of V and STAT1. We also 
clarified those interactions are completely independent each other in solution. These results 
provide a novel model that MeV-V can not only inhibit the STAT2/IRF9 interaction but also disrupt 
pre-assembled ISGF3. For CTD of rabies virus P protein, we analyze the structures of the CTD of P of
 Duvenhage and of a distinct rabies virus strain to gain further insight on the nature and potential
 function of the hydrophobic surface. Molecular contacts suggest that the hydrophobic patch is 
important to intermolecular interactions with other proteins, which differ between the lyssavirus 
species.

研究分野： 構造生物学

キーワード： RNAウイルス　結晶構造解析　分子間相互作用

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルスがどの宿主・細胞に感染できるかは，細胞表面におけるウイルス蛋白質―細胞受容体の親和性だけでは
説明できない。すなわち，第２因子である，宿主免疫系をかいくぐるウイルスの巧妙な策略を解明することが重
要である。ここでは，免疫シグナル経路であるJAK-STAT系を構成するSTAT分子に対して，人類に対する影響が大
きい麻疹ウイルス，狂犬病ウイルスが免疫系逃避のために使用している蛋白質の相互作用解析を通して，その指
向性を明らかにした。精密な解離定数解析を通し，麻疹ウイルスV蛋白質はSTAT2とIRF9の相互作用を阻害するだ
けで無く，すでに結合状態にある両者の結合を剥がすことができることも判明した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 生体内へ侵入したウイルスに対する感染防御は，感染初期の自然免疫とその後の獲得免

疫の協調によりに成り立っている。ウイルスの侵入を感知した細胞は I 型インターフェロ

ン（Type I IFN）を産生し，Type I IFN 受容体に続く JAK-STAT 経路を活性化し，抗ウイル

ス遺伝子を発現誘導することでウイルスに対抗する。一方で，一部のウイルスはこの宿主が

持つ自然免疫経路を不活化する戦略を備える。ここでは，(-)一本鎖 RNA ウイルスであるパ

ラミクソウイルス科モルビリウイルス属の麻疹ウイルス（Measles Virus, MeV）および，ラ

ブドウイルス科リッサウイルス属に分類される狂犬病ウイルスの免疫不活化機構に焦点を

当てた。 

 麻疹は, 強力な感染力を有し, 発熱, 全身性発疹, カタル症状を特徴とする急性の熱性発

疹性疾患を発症する, 麻疹ウイルスを原因とするウイルス感染症である。空気感染, 飛沫感

染, 接触感染により伝播し, 麻疹ウイルスに対する免疫抗体を持たないヒトに感染すると

ほぼ 100%発症すると言われている。しかし, ワクチン接種によって免疫抗体を獲得した人

と, 過去に麻疹ウイルス感染の経験があり, 免疫抗体を獲得した人には発症しない。麻疹ウ

イルスに対する免疫抗体は, 自然感染した場合の疫学研究から, 生涯持続すると考えられ

ている。麻疹ウイルスは麻疹ウイルス遺伝子にコードされた V蛋白質（MeV-V）は，何らか

のメカニズムにより JAK-STAT 経路を阻害し，感染初期のウイルス増殖に有利な環境を作り

出す。MeV-V の機能解明は麻疹ウイルスによる感染症を理解する上で重要であるが，詳細な

免疫阻害機構はほとんど明らかにされていない。 

  狂犬病は，狂犬病ウイルス (RABV)が引き起こす人獣共通感染症である。RABV は，

ラブドウイルス科リッサウイルス属に分類される。すべての食肉目に感染する非常に広い

宿主域を持つうえ，発症後の治療法は確立されておらず，発症すればほぼ 100％が死に至る。

そのため，すべての大陸に渡って年間 55,000 人の死者を出している。RABV の感染を感知

した宿主細胞は，JAK-STAT 経路を活性化させ，RABV の排除を試みる。一方，RABV ゲ

ノム中にコードされる P 蛋白質は，STAT 分子との相互作用により JAK-STAT 経路を不活

化し，免疫逃避により自らの増殖に有利な環境へと誘導する。しかし，STAT 分子と P 蛋白

質の詳細な結合構造は明らかになっておらず，STAT 分子を P 蛋白質が認識，不活化する機

構は不明であった。 

 

２．研究の目的 

 ウイルスの感染宿主指向性を考える上で，宿主細胞が備える免疫系を不活化できるかど

うかは非常に大きな要因である。これまで麻疹ウイルスや狂犬病ウイルスの免疫逃避機構

は，主として細胞生物学・ウイルス学を用いておこなわれてきた。私達は宿主の JAK-STAT

経路を阻害する仕組みを解明するため，麻疹ウイルスV蛋白質や狂犬病ウイルスP蛋白質，

STAT 分子を高純度で調製することおよび調製した蛋白質を用いて直接の相互作用を評価

し，相互作用部位の同定や相互作用定量化，構造解析による相互作用の可視化をおこなうこ

とを目標として設定した。ウイルスの科や属ごとの共通の特徴が捉えられれば，宿主指向性

を体系に捉えることができ，ウイルス変異による将来的な宿主指向性のドリフト等を予測

することにつながる。 

 

３．研究の方法 



 

STAT1, STAT2 の全長，N 末端や C 末端をそれぞれ，もしくは両者を欠損させた core 蛋白

質を精製することができた。また，麻疹ウイルスの V タンパク質は，全長，N 末端領域，

C 末端ドメインのそれぞれを高純度調製した。それぞれを SEC-MALS，SEC-SAXS で評価

した。また，亜鉛イオンを保持するかどうかは放射光を用いた XAFS 測定で確認した。相

互作用解析は，表面プラズモン共鳴，等温滴定型熱量計，蛍光偏光解消法を組み合わせて，

定量化や阻害を評価した。狂犬病ウイルス P 蛋白質 K214A 変異体（西ヶ原株）や辺縁種ド

ゥーベンハーグウイルス P 蛋白質 C 末端ドメインは結晶構造解析をおこなった。 

 

４．研究成果 

 

これまで，麻疹ウイルス V蛋白質 C末端領域が何らかの多量体抑制の機能を持っている
のではないかと考えられた。しかし, SEC-MALS測定を用いて評価したところ, V全長, N

末端領域, C末端領域いずれも単量体として存在することが明らかになった。また，SEC-

SAXSの結果と合わせて，N末端領域は構造非形成領域であることが証明できた。N末端
領域の効果は大きく，構造形成をしている C末端領域（SEC-SAXSで確認）を合わせた全
長においても，Kratkyプロットからは二次構造を取っていない効果が顕著に見られた。さ
らに, XAFS測定から, CTDが亜鉛を保持することを明らかにした。つまり, 調製したMeV-

Vについて, C末端領域が Zn-finger motifとして，実際に亜鉛を保持していることが判明し
た。また, MeV-V変異体W240A, W250Aを用いた等温滴定型熱量計測定の結果から, MeV-

Vの CTD, 特に Zn-fingerと予測される構造上のトリプトファン残基は STAT2への直接の
結合に重要であることを明らかにした。MeV-V変異体W240A, W250Aは変異未導入のも
のと同様の SEC溶出位置で精製に成功し, 同様の亜鉛を保持するという XAFS測定の結果
であった。つまり, W240A, W250Aの構造は変異未導入のものと同様であることが示唆さ
れた。一方, MeV-V変異体 D248F の SEC 溶出位置は, 凝集体と同様であり, これは変異を
導入することで V全長と同様の構造を保持できなくなるためであると考えられる。D248F, 

C272Rの例から, Zn-finger形成不全が, Type I IFNシグナルを阻害するMeV-Vの機能減衰に
深く関係すると考えられる。本研究では, MeV-Vは N末端領域を使い STAT1と, C末端領
域を使い STAT2とドメインを使い分けて相互作用することを示した（論文投稿中）。 

また，狂犬病ウイルス P蛋白質 C末端ドメインに関しては，先行研究により疎水性ポケ
ットが STAT1と直接または間接的に相互作用に重要であることが報告されていた。疎水性
ポケットに位置する Trp265を Glyに変異させると組換え RABVウイルス株はマウスに対
する致死性が消失する。このポケットと STAT1の相互作用を分子レベルで検証するため，
RABVと同属で，弱毒性である Duvenhage virusの P蛋白質 C末端ドメイン (DUVVPC) 

の結晶構造を 2.2Åで決定した。また，狂犬病ウイルス西ヶ原株 P蛋白質 C末端ドメイン
の K214A変異体を 3.0Åで結晶構造解析した。DUVVPC構造と，既知の狂犬病ウイルスお
よび今回の K214A変異 RVPCの結晶構造を重ね合わせると，両者の構造はよく似ている
が，W265G変異に相当する DUVVPCでは疎水性ポケットが形成されなくなることがわか
った。RVPCがW265を使用して形成する疎水性領域は，STAT1上の相補的な疎水性領域
と相互作用をしていると考えられる（論文投稿中）。NMRを使用した相互作用解析から
は，非リン酸化 STAT1と相互作用する RVPCの表面上の領域は，領域 A (Ile201-Fhe209), 



領域 B (Asp235-: Lys237)，および領域 C (Leu276-Val277) にまたがっていることがわか

り，領域 C は STAT1 上で上で core 領域以外の残基と相互作用している（Biomol NMR 

Assign. 1, 5–8(2019), Cell Reports. 29 (2019) 1934-1945.e8)。STAT1 の DNA 結合型および N 末

端，C 末端領域欠損型 (ΔN, ΔC) を作製し，相互作用の定量化をおこない，相互作用領域
が特定できつつある。 
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