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研究成果の概要（和文）： 
パラミクソウイルスは, そのウイルス膜（エンベロープ）と宿主細胞膜との膜融合を誘導する

ことによって, 細胞に侵入する。この膜融合はエンベロープ表面に存在する受容体結合蛋白と

膜融合蛋白との相互作用によって引き起こされることが分かっている。本研究では, 2種類のパ

ラミクソウイルス（PIV5 と SV41）の膜融合蛋白のキメラを多数作製して解析することにより, 
膜融合蛋白のどの領域が受容体結合蛋白と相互作用するために必要であるのかを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The paramyxoviruses mediate membrane fusion between viral envelope and host cell 
membrane, which leads to entry of the virus into cells. This membrane fusion is caused by 
an interaction between the attachment protein and fusion protein on the viral envelope. In 
the study presented here, I carried out chimeric analysis of the fusion proteins of two 
paramyxiruseses (PIV5 and SV41) and identified the domains that are required for the 
fusion protein to interact with the attachment protein. 
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１．研究開始当初の背景 
 パラミクソウイルス亜科に属するウイ

ルスには, 麻疹, 流行性耳下腺炎,あるい

はパラインフルエンザといった重要な小

児感染症の病原ウイルスに加え, 致命率

の高い人獣共通感染症の原因となるニパ

ウイルスやヘンドラウイルスが含まれる。

この亜科のウイルスはそのエンベロープ

に２種類の糖蛋白, すなわち受容体結合

蛋白（H, HN あるいは G：ウイルス属によ

って名称が異なる）と膜融合蛋白（F）を持

っており, 細胞に感染する際には, まず

受容体結合蛋白を介して細胞に結合し , 
次に F 蛋白が構造変化をおこすことによ
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ってエンベロープと細胞膜とを融合させ

る。この膜融合は pH 非依存性であるため, 
場合によっては感染細胞表面に発現した

F 蛋白は隣接する非感染細胞との膜融合

（細胞融合あるいは多核巨細胞形成）を誘

導し, その結果, 感染の拡大と同時に細

胞傷害がひき起こされる。なお F 蛋白が

構造変化を起こすためには, 細胞由来の

蛋白分解酵素により, ジスルフィド結合

した２つのサブユニット（F1 と F2）に解裂

することが前提となる。 
 1980 年代の末頃までは, 受容体結合蛋

白の役割とは受容体へ結合することだけ

であり, 膜融合は F 蛋白単独で誘導され

ると考えられていた。しかしその後, 私の

研究グループ（Virology 206, 1117-1125, 

1995; J.Virol. 71, 9855-9858, 1997）および

国内外の複数の研究グループにより, 膜
融合の誘導には「受容体結合蛋白と F 蛋

白とのウイルス特異的な相互作用」が必要

であることが立証された。これは,１種類

のエンベロープ蛋白が受容体結合能と膜

融合誘導能を具有している他の大部分の

エンベロープウイルスとは対照をなす , 
パラミクソウイルスに特徴的な膜融合誘

導機構である。すでに 12 年前, 私たちは

ヒトパラインフルエンザ 2 型ウイルス

（HPIV2）とシミアンウイルス 41（SV41）の

受容体結合蛋白（HN）のキメラ解析を行い, 
これらの HN 蛋白のストーク(茎)領域が F

蛋白との相互作用に関与することを見出

している(Virology 213, 190-203, 1995)。時

を同じくして米国の２つの研究グループ

が, HPIV3, センダイウイルス（SeV）およ

びニューカッスル病ウイルス（NDV）のHN

蛋白についても同様の結果を報告してお

り, 爾来 HN蛋白のストーク領域が F蛋白

との相互作用に関わることを支持する報

告が相次いでいる。さらに近年では, 麻疹

ウイルスの受容体結合蛋白（H）について

も, そのストーク領域の関与が指摘され

ている。一方, X 線結晶構造解析により, 
パラインフルエンザ 5 型ウイルス（PIV5）, 

NDV および HPIV3 の HN 蛋白の頭部領域

の立体構造が解明され, 受容体結合部の

位置も同定されたが, ストーク領域の立

体構造はいずれの HN 蛋白でも不明であ

り, この領域がどのような様式で F 蛋白

と相互作用するのかは依然として謎であ

る。 他のエンベロープウイルスと同様, 
パラミクソウイルスによる膜融合につい

ての研究も近年急速に進展しており, 最
も有力な仮説によれば, まずエンベロー

プあるいは感染細胞の表面に形成された

「受容体結合蛋白と F 蛋白の複合体」が

標的膜表面の受容体に結合する。次にこの

結合が引き金となって F 蛋白が「HN-F 複

合体」から離脱して構造変化を起こすこと

により, 膜融合を誘導するとされている。

しかし, この仮説を検証するためには, 多
くの解決すべき課題が残されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では, （1）F蛋白のどの領域が受容

体結合蛋白との相互作用に関わっている

のか？（2）受容体結合蛋白と F 蛋白の相互

作用によって F 蛋白に何がおこるのか？

という最も重要と見なされる２つの課題

を追究することを計画した。すでに私たち

はHPIV2と SV41の F蛋白のキメラ解析に

より, HPIV2 の F 蛋白の F1 中央領域が

HPIV2のHN蛋白との相互作用に関わって

いることを報告しているが（J.Gen.Virol. 

79, 279-289, 1998）, この F1 中央領域は F

蛋白の 27％を占める長い領域であり, さ
らに絞り込む必要があった。しかし , 
HPIV2 の HN 蛋白は SV41 の F 蛋白との共

発現でも弱い細胞融合を誘導したこと , 
また, 一次構造に基づいて（細胞融合誘導

能を持つ）複雑なキメラを作製することが

難航したことから, この絞り込みは頓挫

した。ただし現在に至るまで, パラミクソ

ウイルスの F 蛋白のキメラ解析の研究報

告はどこからもなされていない。このよう

な状況下で, 昨年米国の研究グループに

より, PIV5のF蛋白の立体構造が解明され

たことから（Yin et al., Nature 439, 38-44, 

2006）, 本研究ではこの立体構造に基づい

てキメラ解析を再開することにより, ま
ず前述の課題（1）を追究することを計画し

た。一方, 興味深いことに, PIV5 （W3A

株）の F 蛋白は HN 蛋白と相互作用しなく

ても単独で細胞融合を誘導できることが

知られていた(Paterson et al. PNAS 82, 

7520-7524, 1985)。しかし私たちは, 別の

株（WR）の F 蛋白による細胞融合誘導には

PIV5 の HN 蛋白が必要であること, ただ

し WR 株の F蛋白の Leu-22 を W3A株の F

蛋白と同じアミノ酸（Pro）で置換した変異

F 蛋白（L22P）は単独で細胞融合を誘導で

き る こ と を 見 出 し た （ J. Virol. 71, 

9855-9858, 1997）。さらに, WR 株の F 蛋白

と L22P の立体構造が解裂の前後で相互に

異なることから, PIV5のF蛋白が少なくと

も４種類の立体構造をとりうることを明

らかにした(Virology 347,11-27, 2006)。な



 

 

お, 解裂前のWR株の F蛋白および解裂後

の L22P の構造は,近年米国の研究グルー

プにより解明された構造変化開始前およ

び構造変化終了後の F 蛋白の X 線結晶構

造（Yin et al., PNAS 102, 9288-9263, 2005; 

Yin et al., Nature 439, 38-44, 2006）にそれ

ぞれ相当する。以上のことから, 前述の課

題（2）を追究するためには, これらの研究

結果と情報に基づいて PIV5 の HN 蛋白と

F 蛋白を対象とした解析を行うことが最

適であると考えられる。 
 
３．研究の方法 
 1. PIV5 と SV41 の F 蛋白のキメラ解析

を行うことにより, F 蛋白のどの領域が受

容体結合蛋白との相互作用に関わってい

るのかを明らかにする。具体的にはまず

PIV5 の F 蛋白の立体構造における「F１中

央領域」の位置を明らかにし,その中央領

域内でF蛋白(３量体)の表面に露出してい

る部分を同定する。次にこの露出部分を複

数の小さなドメインに区分けして,これら

を単独にあるいは組み合わせて SV41 の F

蛋白の相同なドメインに置き換える。そし

て, その結果作製されたキメラ F 蛋白と

SV41のHN蛋白をHeLa細胞に共発現させ

て細胞融合を誘導するかどうかを調べる

ことにより, HN-F 相互作用に関わる F 蛋

白上のドメイン(群)を同定する。 
 2. PIV5 の F 蛋白やキメラ F 蛋白の解裂

配列を SeV の解裂配列（トリプシン解裂

型）で置換した変異 F 蛋白を用いて, HN

蛋白と F 蛋白の相互作用の分子機構およ

びその結果誘導される F 蛋白の構造変化

の分子動態を明らかにする。HN-F 複合体
における蛋白間の結合様式は不明であ
るが, 複合体が形成されてからF蛋白が
離脱するまでの過程で, その結合の強
さが変動することが予想される。すなわ
ち免疫共沈法において, 界面活性剤の
種類や濃度に依存して HN-F 複合体の
可溶化効率が異なることが予想される。
そこで, この種の実験に通常用いられ
るラウリルマルトシドを含めた種々の
界面活性剤を用いて発現細胞を可溶化
し, 免疫共沈法を行うことにより, 細胞
融合誘導過程で F 蛋白が離脱するまで
の各段階における HN-F 複合体の結合
性を比較する。 
 3. F 蛋白の構造変化と F 蛋白の分子内
ジスルフィド結合の再編成との関連性
を調べる。ヒト免疫不全ウイルス（HIV）
の Env の構造変化すなわち膜融合誘導に

は, これらの膜融合蛋白の分子内ジスル

フィド結合が再編成されることが必要で

あるといわれている。また, この再編成は

宿主細胞表面に存在するジスルフィドイ

ソメラーゼファミリーの酵素により媒介

されることもわかっている。そこで, これ

らの酵素の活性を DTNB などの阻害剤で

抑制することにより, F 蛋白の構造変化の

どの段階で分子内ジスルフィド結合の再

編成が起こるのかを明らかにする。 

 4. 以上の結果を総合して考察し, ２
種類のエンベロープ蛋白によるパラ
ミクソウイルスの膜融合の分子機構
に関する既存の仮説を検証する。 
 
４．研究成果 
 1. HPIV2 と PIV5 の F蛋白のアミノ酸配

列のアラインメントを行い, PIV5 の F 蛋

白の一次構造における F1 中央領域

（aa.223-366）を同定した (図１)。 

2. 次に分子モデルを作成して PIV5 の F

蛋白３量体の立体構造における F1 中央領

域の位置を視覚化し,この領域のうち３量

体表面に露出しているアミノ酸群の位置

を明らかにした。さらに,３量体表面に露

出している F1 中央領域のアミノ酸群を 9

個のドメイン（M1〜M4, A〜E）に区分けし

た。この区分けに際しては, 各ドメインが

少なくとも 10 個の露出したアミノ酸から

構成されていること,ドメイン両端のアミ

ノ酸群が PIV5 と SV41 の F 蛋白間で保存

されていることを条件とした (図２)。 



 

 

 3. 前項（2）で区分けした PIV5 の F 蛋白

上のドメインを単独に, あるいは組み合

わせて SV41の F蛋白の相同ドメインで置

き換えたキメラ F 蛋白群を作製した。こ

れらのキメラ F 蛋白と SV41 の HN 蛋白を

HeLa 細胞に共発現させたところ,２つの

ドメイン（M1 と M2）を SV41 の F 蛋白のも

のに置き換えたキメラ F蛋白,M（1+2）, が

細胞融合を誘導することが判明した。また,

３つのドメイン（M1, M2 および M4）を

SV41 の F 蛋白のものに置き換えたキメラ

F 蛋白も SV41 の HN 蛋白との共発現で細

胞融合を誘導したが, 微弱ながら HN 非

依存性の細胞融合誘導能を示すことが判

明した。なお,これら２つのキメラ F 蛋白

は PIV5 の HN との共発現でも細胞融合を

誘導する能力を維持していた。 
 以上の結果から, F 蛋白上の M1 ドメイ

ン （ aa.234-246 ） と M2 ド メ イ ン (aa. 

278-285)が HN蛋白との相互作用に関わっ

ていることが示唆された(図３)。 
 

 4. M（1+2）のトリプシン解裂型 である 

Se-M(1+2)を作製し, 免疫共沈法により

SV41 の HN 蛋白との結合性を調べたとこ

ろ, Se-M(1+2)と SV41 の HN 蛋白との結合

性は, 解裂の前後に関わらず,トリプシン

解裂型の PIV5 の F 蛋白(Se-WRF)と SV41

の HN 蛋白との結合性と同程度であるこ

とが明らかになった (図４)。 

 

 次に, 細胞表面に HN 蛋白の受容体を

持つモルモット赤血球を発現細胞に重層

して解析した結果 , 受容体結合後に 

Se-M(1+2)が SV41のHN蛋白から離脱する

ことが明らかとなった(図５)。 

 

 

 5.上記の実験系では,マイルドな界面活

性剤であるラウリルマルトシドを用いて

発現細胞を可溶化し, SV41の HN 蛋白に対

する抗体を用いた免疫共沈法を行なって

いる。この沈降物をドデシル硫酸ナトリウ

ムで処理して F 蛋白と HN 蛋白の結合の強

さを調べたところ, 解裂後の Se-M(1+2)と

Se-WR F の SV41 の HN 蛋白に対する結合

性は解裂前に比べて明らかに弱かったが, 

両者に明らかな相違点は認められなかっ

た。 

 以上の結果から、F 蛋白は HN 蛋白と結

合するだけでは細胞融合を誘導できない

ことが明らかになった。従って, 細胞融合

誘導に関わる F 蛋白の構造変化は HN 蛋白

から離脱する際に HN 蛋白によってひき起

されること, またそのためには F蛋白の２

つのドメイン（M1 と M２）が重要な役割を果

たすことが示唆された 

 6.宿主細胞表面に存在するジスルフィド

イソメラーゼファミリーの酵素による分

子内ジスルフィド結合の再編成が F 蛋白

の構造変化すなわち膜融合誘導に必要か

否かを調べるために, HPIV5 の HN 蛋白と

F 蛋白を HeLa 細胞に発現させ,これらの

酵素の活性を DTNB やバシトラシンで阻

害したところ, 膜融合に対する抑制は認

められなかった。従って, F 蛋白の構造変

化は HIV の Env などとは異なり, 分子内

ジスルフィド結合の再編成を必要としな

いことが明らかになった。 

 7. PIV5 の F 蛋白の５つのドメイン（M1, 

M2, M3, M4およびB）を SV41の F蛋白の相

同ドメインで置換したキメラ F 蛋白は, 

SV41 の HN 蛋白と共発現させると膜融合



 

 

を誘導できるが, PIV5 の HN 蛋白との共発

現では膜融合を誘導できなくなっていた。

すなわち,これらのドメインが HN 蛋白と

の特異的な機能的相互作用を規定してい

ることが明らかになった。 

    

   本研究により,HN 蛋白と F 蛋白の機能

的相互作用において F蛋白の HN 蛋白特異

性を規定するドメインが同定されたこと

から, 膜融合の分子機構の研究領域にパ

ラダイムシフトがもたらされるものと考

えられる。一方, HN 蛋白と F 蛋白の物理

的な相互作用を解析するためには, 免疫

共沈法などの従来の手法には限界があり,

より繊細な手法（フォトクロスリンク法な

ど）を用いて行なう必要があることが示唆

された。 
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