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研究成果の概要：本研究では、パラミクソウイルスの中でもヒトに極めて病原性の高いニパウ
イルスを含むパラミクソウイルスのインターフェロン（IFN）誘導抑制について研究をすすめ
た。本ウイルス及び近縁のパラミクソウイルスには、宿主 IFN システムに対して、これまで報
告されていない新規の対抗能が存在することを見出した。本対抗機構を担うウイルス蛋白質は
Ｖ蛋白質で、形質細胞様樹状細胞に特化した TLR7/9 経路を介した IFN-α遺伝子の活性化を抑
制することを明らかにした。
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１．研究開始当初の背景
(1) ニパウイルス（NiV）は、1998 年にマレ
ーシアにおいてブタとヒトの間でアウトブ
レイクしたエマージングウイルスである。ヒ
トに対して、致死性脳炎を起こし、先のアウ
トブレイクの際には、致死率 40%、100 名以
上の犠牲者を出した。

(2) こうした NiV の高病原性については、宿
主防御機構（免疫機構）からの回避が強く関
わっていると指摘されており、実際にアクセ
サリー蛋白質である V 及び W 蛋白質がイン

ターフェロン（IFN）-β の産生（次項 図１
の経路①及び②）を抑制することが報告され
ていた。

(3) 一方、当時発見されたばかりの TLR7/9
を介した IFN-α 産生経路（図 1 経路③）
に対する NiV の対抗能については明らか
になっていなかった。

２．研究の目的
(1) NiV 及び近縁のパラミクソウイルスのア
クセサリー蛋白質が IFN 誘導システムのど
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の経路を標的としているのかを明らかにす
る。本研究課題では、これまで報告のない形
質細胞様樹状細胞特異的な TLR7/9 を介した
IFN-α産生経路について検討する。

(2) 抗 IFN 機構に関わるウイルス蛋白質
（IFN アンタゴニスト）を同定し、宿主のど
の分子にどのような効果を与えることで抗
IFN 能を発揮するのかを明らかにする。

(3) プロテオミクスの手法を用いて、IFN ア
ンタゴニストが相互作用する宿主分子を解
析し、これまでに報告されている IFN 誘導機
能とあわせて抑制メカニズムを解明する。

３．研究の方法
(1) ウイルスアクセサリー蛋白質発現ベクタ
ーの作製

NiV 及び近縁のパラミクソウイルスであ
るセンダイウイルス（SeV）、パラインフルエ
ンザ 3 型ウイルス（PIV3）、パラインフルエ
ンザ 2 型ウイルス（PIV2）、麻疹ウイルス
（MeV）について、それぞれの P 蛋白質、V
蛋白質、C 蛋白質を発現する哺乳動物細胞様
発現ベクターを作製する。

(2) IFN 産生誘導のシグナル伝達経路に対す
る各ウイルス蛋白質の効果の検討

形質細胞様樹状細胞による IFN-αの産生
は、TLR7/9 経路の活性化によって起こる（図
1 経路③）。この経路には、シグナル伝達分
子 MyD88、TRAF6、IKKα、IRF7 を発現さ
せることで 293T 細胞でも再構成することが
できる。この系において、IFN-αプロモータ
ー下流に luciferase 遺伝子を挿入したレポー
タープラスミドと共に各ウイルス蛋白質発
現ベクターを細胞内導入して評価を行う。

図 1 IFN 産生誘導シグナル伝達経路

(3) IFN アンタゴニストと相互作用する宿主
因子の解析

(a) 上記(2)の実験により、IFN アンタゴニ
ストとその標的シグナル伝達経路とが明ら

かにした後、その経路の各シグナル伝達分子
とアンタゴニストとの相互作用を免疫沈降
法により検討する。

(b) プロテオミクスの手法を用いた宿主因
子の探索

293T 細胞に、タグ付きアクセサリー蛋白
質を導入し、これらの分子と相互作用する宿
主因子を免疫沈降法によって回収する。回収
した宿主因子は電気泳動で分画、トリプシン
処理を行い、LC-MS/MS により同定を行う。

(4) IFN アンタゴニストの標的シグナル伝達
経路への作用の解析
標的シグナル伝達経路の活性化の特徴に

あわせて、伝達分子のリン酸化あるいはユビ
キチン化、二量体化、核移行、DNA 結合な
どにどのような影響があるかを検討する。

４．研究成果
(1) ウイルスアクセサリー蛋白質発現ベクタ
ーの作製
本研究課題で試した 5種類のパラミクソウ

イルスについて、それぞれのアクセサリー蛋
白質発現ベクターを構築し、細胞内で発現す
ることを確認した。

(2) IFN 産生誘導のシグナル伝達経路に対す
る各ウイルス蛋白質の効果の検討

TLR7/9 経路再構築系（ 293T 細胞に
MyD88、TRAF6、IRF7 を発現させる）にお
いて、今回試したすべてのウイルスの V 蛋白
質に IFN-α 産生シグナルを阻害する能力が
認められた（図 2）。

図 2 293T 細胞における TLR7/9 経路
再構成系での IFN-αシグナル伝達抑制

(3) IFN アンタゴニストと相互作用する宿主
因子の解析

(a) 今回試した 5 種類のウイルスすべての
V 蛋白質は、TLR7/9 経路上の IRF7 と特異



的に結合することが示された（図 3）。SeV の

図 3 V 蛋白質と IRF7 との相互作用
IRF7 には V5 タグを付加し、また各ウイ
ルスアクセサリー蛋白質には flag タグを
付加したものを用いた。
IP: immunoprecipitation.
IB: immunoblotting.

V 蛋白質を用いて、IRF7 との結合領域を評
価したところ、V 蛋白質の C 末端側が重要で
あることが示された（図 4）。

図 4 SeV の V 蛋白質の IRF7 結合領域
IRF7 には V5 タグを付加し、V 蛋白質
及びその変異体には flag タグを付加し
たものを用いた。wt: V 蛋白質全長。Vn:
V 蛋白質 N 末端領域。Vc: V 蛋白質 C 末
端領域。
IP: immuneprecipitation.
IB: immuneblotting.

一方、IRF7 は Inhibitor domain と呼ばれ
る領域を介して、V 蛋白質と結合することが
示された。この domain は、上流のシグナル
分子である MyD88 や TRAF6 との会合に必
須な領域であり、また IRF7 同士の二量体化
にも重要な domain であることが報告されて
いる。

(b) プロテオミクスの手法を用いた宿主因
子の探索

SeV の V 及び C 蛋白質を用いて、それぞ
れと結合する宿主因子を探索した。C 蛋白質
と相互作用する宿主因子として、IFN 誘導遺
伝子を活性化するシグナル伝達分子 STAT1

や、ウイルスの出芽に関与する AlP1/Alix が
同定された。これらの分子については、C 蛋
白質と結合することがこれまでに報告され
ている。一方、V 蛋白質と相互作用する因子
として、数種の脱ユビキチン酵素が同定され
た。これらの分子によるウイルス増殖や、宿
主防御機構への関わりはほとんど明らかに
なっておらず、現在解析を進めている。

(4) IFN アンタゴニストの標的シグナル伝達
経路への作用の解析

IRF7 の上流分子である MyD88 や TRAF6、
IKKα の存在下で、SeV の V 蛋白質は IRF7
のユビキチン化を抑制した。以上の結果から、
V 蛋白質は、IRF7 の活性化、またはその上
流のプロセスを阻害していると推定された。
現在、より詳細な阻害プロセスの解析を行っ
ている。
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