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研究成果の概要（和文）：パラインフルエンザ 2 型ウイルス(hPIV2)の V蛋白と結合する宿主蛋

白の網羅的検索を試みるため、Yeast Two-hybrid 法を使った。その結果、約 1000個の陽性ク

ローンを得、シークエンスの結果、約 100個の蛋白を同定した。その１つの Importin αの結合

部位を欠損させるとウイルスの増殖が阻害される事が明らかになった。また、マイクロアレイ

の結果より、V蛋白の有無により遺伝子発現が変化し、V蛋白と結合する宿主蛋白が幾つか見つ

かった。 
研究成果の概要（英文）：To search for host factors interacting with human parainfluenza 
virus type 2 (hPIV2) V protein systematically, I used the yeast two-hybrid system. About 
1000 positive clones were isolated, sequenced, and identified about 100 proteins. The 
region for a complex with importin α,  which is one of them, is important for gene 
expression. Moreover, I identified some proteins that interact with V protein, and 
increase in mRNA expression after V-minus rPIV2 infection by microarray data.  
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１．研究開始当初の背景 
  パラミクソウイルス V 蛋白の特異的領域

（C 末側）は各ウイルス間で大変良く保存さ

れており 7 つのCysteineを有し、zinc finger 

fold を形成している。私はパラインフルエン

ザ２型ウイルス (PIV2)、シミアンウイルス

(SV)41 の V 蛋白が抗インターフェロン(IFN)

活性を有している事を明らかにし (J. 

Virol. , 75: 9165-9176, 2001)、ルブラウ

イルスのV蛋白がTryptophan-rich-motif

を介して STAT 蛋白と結合し(Virology, 

300: 92-99, 2002) 、

Tryptophan-rich-motif、P/V共通領域内
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の Phenylalanine が抗 IFN 活性に重要であ

る事(J. Virol. 79: 8591-8601, 2005)を明ら

かにした。更に同じルブラウイルスであるパ

ラインフルエンザ４型ウイルス(PIV4)の V 蛋

白が同様の保存されたアミノ酸残基を有す

るにもかかわらず抗 IFN 活性を持たない事

も明らかにした(J. Virol. 79: 14756-14768, 

2005)。しかし、V 蛋白が STAT 蛋白を分解

する詳細なメカニズムは不明である。 

 また、V 蛋白には宿主細胞の免疫機構を回

避するだけでなくウイルス増殖そのものにも

関与しており、V 蛋白と結合する宿主蛋白

として AIP1/Alex を明らかにした(Virology, 

362: 85-98, 2007)が、これ以外には関与す

る蛋白やそのメカニズムは不明である。 

  以上の様に、V 蛋白は抗 IFN 活性、ウイル

ス増殖、さらに apoptosis 機構抑制など、

様々な機能を有する。しかし、メカニズムを

解明するための V 蛋白に関係する宿主蛋

白はほとんど判明していなかった。 

 
２．研究の目的 
  V 蛋白と結合する宿主分子を網羅的検

索し、多様な V 蛋白の機能を解明し、パ

ラミクソウイルスの増殖機構・病原性の

解明に繋げる。 
 
３．研究の方法 
  V 蛋白と結合する宿主分子の網羅的検

索を Yeast two-hybrid system で行う。

これによって候補に挙がった宿主分子と

V 蛋白との結合を哺乳類細胞内で確認後、

siRNA によって knockdown し、その宿

主分子の影響を検討する。 
  また、wt のリコンビナントパラインフ

ルエンザ 2 型ウイルス(rPIV2)、V 蛋白特

異的領域を欠損した rPIV2(rPIV2-V∆C)、
V 蛋白を全く持たない rPIV2 (rPIV2-V)
の感染細胞をマイクロアレイにより比較

する。この結果明らかになった発現遺

伝子の違いから、V 蛋白がどのような

パスウエイに関与しているかを検討す

る。 
 
４．研究成果 
(1)Yeast two-hybrid system によって V

と結合する宿主蛋白を網羅的に検索
するため必要なベクターを構築し、ス
クリーニングを行なった。 

(2)陽性コロニーの酵母より DNA を回収
し、シークエンスを行なった(約 1000
個)。 

(3) 得られた遺伝子をヒトゲノムの
BLAST を使ってアライメントし、蛋
白を同定した(約 100 個)。 

(4)V 蛋白と結合する宿主蛋白の１つに
Importin αが明らかになり、その結合
部位を同定したところ、P／V 共通領域
であった。その領域に変異を入れたウ
イルスは増殖が悪くなった。 

(5)マイクロアレイによる wt および V 蛋白
欠損ウイルス感染細胞 RNA比較の結果、
V蛋白と結合し、さらに V蛋白欠損ウイ
ルスによる遺伝子発現が変化する蛋白
が幾つか明らかになった。 
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