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研究成果の概要（和文）：パラミクソウイルスC蛋白質は病原性に重要であり, 標的蛋白質と結合して多彩な機
能を発揮するが, 機能の全てを既知標的蛋白質との結合だけでは十分に説明できない。最近, 申請者はセンダイ
ウイルスC蛋白質の新規標的蛋白質Xを同定した。本研究では, C蛋白質のC末領域 (Y3) とXのN末端ドメイン 
(XND) が互いの結合に十分な最小領域であることを明らかにした。また親和性解析の結果, Y3が, 既知標的蛋白
質よりも10倍弱い親和性で, XNDに結合した。さらに培養細胞へのウイルス感染実験より, 新規標的蛋白質Xとの
結合は, ウイルスのIFN-αに対する感受性に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Paramyxovirus C proteins are extremely important for viral pathogenesis and 
exhibit a variety of functions when bound to target proteins, but not all of their functions can be 
fully explained by binding to existing target proteins alone. Recently, host protein X was 
identified as the novel counterpart of Sendai virus C protein. In this study, we found that the 
C-terminal region of C protein (Y3) and the N-terminal domain of X (XND) are the smallest regions 
sufficient for binding to each other. Affinity analysis revealed that Y3 binds to XND with 10-fold 
weaker affinity than the existing target proteins. Furthermore, viral infection experiments revealed
 that binding to a novel target protein X is important for the sensitivity of SeV to IFN-α.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： センダイウイルス　C蛋白質　新規標的因子　自然免疫　サイトカイン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルス蛋白質と宿主蛋白質間の一過性で弱い相互作用がウイルス病原性にどれほど関与するかは未だ不明な点
が多い。本研究では, 弱い相互作用で結合する新規標的宿主蛋白質を同定し, この標的蛋白質と結合しないウイ
ルス蛋白質をもつ組換えSeVを作出することで, ウイルス生活環における弱い相互作用の重要性を明らかにし
た。本成果は, パラミクソウイルスC蛋白質のインタラクトームに関する理解を深めるとともに, 感染症に対す
る治療・予防戦略の開発に資する。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
パラミクソウイルス科は, 約 15 kb の一本鎖 (-) 鎖 RNA をゲノムにもつエンベロープウイル

スの総称であり, ヒトに感染すると致死性の高い脳炎を発症するニパウイルスや, 感染力が極
めて高い麻疹ウイルスなど, ヒトに重要な病原ウイルスを数多く含む。これらウイルスの多く
は, P 遺伝子領域から Pや V 蛋白質とは異なるフレームを用いて, C 蛋白質を産生する (図 1)。
C 蛋白質はウイルスの増殖に必須ではなく, ウイルス粒子の構成成分でもないことから, アク
セサリー蛋白質とも呼ばれている。しかしながら, その発現を欠失させた組換えウイルスを培
養細胞や実験マウスに接種すると, 増殖が著しく減弱し宿主から速やかに排除される。このた
め, C 蛋白質はウイルス病原性に極めて重要であると位置付けられている (Gotoh et al., FEBS 
Lett., 1999; Bartlett et al., Vaccine, 2006; Devaux et al., J. Virol., 2008)。C蛋白質
は, 抗インターフェロン (IFN) 作用, ウイルス核酸の合成制御, ウイルス粒子の出芽促進, ア
ポトーシスの抑制, プロテインキナーゼ PKR による抗ウイルス活性の阻害, など多様な機能に
関与する (Lamb and Parks, Fields Virology, 2013, in review)。しかしながら, 直接結合す
ることが明らかな『標的蛋白質』に関する知見は少なく, 作用機序の詳細はほとんど不明であ
る。C 蛋白質の機能と病原性との関わりを明らかにし, ウイルス病原性の全容を理解するため, 
分子基盤の解明まで踏み込んだ C蛋白質の機能解析が必要である。 
パラミクソウイルスのひとつであるセンダイウイルス (SeV) は, マウスに感染し呼吸器疾患

を引き起こす。SeV は, 人に病原性を示した報告はないが, 他のパラミクソウイルスと多くの性
質が共通することから, パラミクソウイルスのプロトタイプとして最も研究されてきたウイル
スのひとつである。ごく最近, 申請者は, HeLa 細胞由来 cDNA ライブラリーを用いて, 酵母を利
用した異種発現系で two hybrid スクリーニングより, SeV C 蛋白質と直接結合する新規標的宿
主蛋白質として, 転写調節因子Xと細胞質分裂に関与する蛋白質Yをそれぞれ同定した (図2)。
C 蛋白質は複雑で難解な多機能分子であり, これら標的蛋白質との結合の分子基盤を解明する
ことで, C 蛋白質の機能を説明でき, または新規機能の発見に繋がる可能性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
２．研究の目的 
本研究では, 構造学的解析や各種分子生物学的実験, ウイルス感染実験などにより, 見出し

たこれら標的蛋白質と C 蛋白質の間の結合の分子基盤, および, 結合がもたらす病原性との関
連を解明することを目的とした。本研究成果は, ヒトに重要なウイルスを多く含むパラミクソ
ウイルスにおいて, C 蛋白質による病原性発現機構の全容解明に迫るとともに, C 蛋白質を標的
とした治療・予防方法の開発に貢献することが期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) C 蛋白質と標的蛋白質間の結合解析 
標的蛋白質 Xは N末端と C末端のふたつのドメインからなる。C蛋白質が標的蛋白質のどちら

のドメインと結合するかを酵母 two hybrid 法より解析した。大腸菌発現システムから C蛋白質
と標的蛋白質をそれぞれ単一に精製し, ゲルろ過分析を行った。また過去の文献に記載されて
いる手法 (Oda et al., J. Virol., 2021) に従い, C 蛋白質と標的蛋白質間の親和性を解析し
た。 
 
(2) 複合体の化学量論の解析 
過剰量の C蛋白質存在下で標的蛋白質 Xを精製し, X 線小角散乱解析および Native MS 解析を

実施した。 
 
(3) ウイルス感染実験 

図 1. パラミクソウイルスのゲノムと C蛋白質の産生. 
(モデル：センダイウイルス) 

図 2. 酵母 two hybrid 法を利用し
た C蛋白質に対する結合力の測定. 



標的蛋白質 X と結合しない C 蛋白質をもつ組換え SeV を作出し, 培養細胞に感染させた。そ
の後, IFN-αや IFN-γで培養細胞を刺激した後, これら IFN に感受性のある水疱性口内炎ウイ
ルス (VSV) を感染させた。なお細胞内で増殖した VSV を簡便に検出するために, VSV のゲノム
に緑色蛍光蛋白質 (GFP) の構造遺伝子を挿入した。 
 
４．研究成果 
(1) C 蛋白質は disordered な N末端領域と折りたたみ構造をもつ C末端ドメイン (Y3 と命名) 
からなる。酵母 two hybrid 解析を試みたところ, Y3 は標的蛋白質 Xの N末端ドメイン (XND) 
と結合することが明らかになった (図 3)。一方, Y3 は既知標的蛋白質 STAT1 の N 末端ドメイン 
(STAT1ND) と強く結合することが知られており, サンプルを希釈しても Y3：STAT1ND の複合体
が形成される (図 4A)。Y3 と XND を含むサンプルでは高濃度だとヘテロ複合体を形成するが, 希
釈すると両者がヘテロ複合体から遊離した (図 4B)。このため, C 蛋白質と標的蛋白質 X間の親
和性は弱いと考えられる。実際に親和性解析を実施したところ, ふたつの既知標的蛋白質 
(STAT1 および Alix) に比べ 10 倍ほど弱い親和性で新規標的蛋白質 X に結合することが示され
た (図 5)。他方, C 蛋白質と標的蛋白質 Yとの間の相互作用はゲルろ過分析より確認すること
は出来なかった。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. 酵母 two hybrid 法による C蛋白質と標的蛋白質 X間の結合解析. 

図 4. Y3:XND 複合体 (A) と Y3:STAT1ND 複合体 (B) のゲルろ過分析. 

図 5. Y3 と新規標的蛋白質 Xおよび既知標的蛋白質 (STAT1, Alix)間の親和性解析. 
Bro1: Alix の C 蛋白質標的ドメイン 

 



(2) Y3 と XND が形成する複合体の化学量論を調べるため, 過剰量の Y3存在下で XND を精製し, 
Native MS 解析を試みた。その結果, 1:2 で Y3 と XND が複合体を形成することが示された (図
6)。標的蛋白質 X のホモログにひとつの C 蛋白質が結合すると, そのホモログのリン酸化が阻
害されることが知られている。このため, C 蛋白質の結合により Xのリン酸化が阻害される可能
性がある。現在, この仮説を検証中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 部位特異的変異導入と親和性解析の結果, C 蛋白質の Trp125 を Lue に置換すると, 標的蛋
白質 Xに対する親和性が著しく減少する。C蛋白質と標的蛋白質 Xとの間の結合が SeV の病原性
にどのような影響をもたらすかを解析するため, C 蛋白質の W125L 変異体を発現する組換え SeV
を作出した。HeLa 細胞に作出した SeV を感染させた後に IFN-αもしくは IFN-γを添加し, そ
の後これら IFN に感受性のある VSV-GFP を感染させた。その結果, 野生型ではなく変異型 SeV を
予め感染させると, IFN-αに対する感受性が有意に増大することが明らかになった (図 7)。他
方, SeV の野生型と変異型の間で IFN-γに対する感受性に大きな違いは見られなかった。IFN-
αはIFN-γより強い抗ウイルス活性をもつ。C蛋白質と標的蛋白質X間の弱い相互作用は, IFN-
αの抗ウイルス活性を弱め, SeV の病原性を高めていると推測される。本研究成果は, SeV がモ
デルであるパラインフルエンザウイルスに関して, 臓器親和性など感染様式への理解に資する。
今後は新規標的蛋白質 Xとの結合によりなぜ IFN-αにおいてのみ抗ウイルス活性抑制効果が生
まれるのかを明らかにしていきたい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6. Y3:XND 複合体の Native MS 解析. 

図７. サイトカインで刺激したSeV感染細胞への
VSV-GFP の二重感染と細胞内発現 GFP の定量. 
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