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研究成果の概要：多くの病原ウイルスを含むパラミクソウイルスの粒子形成過程（出芽）を研

究した。cDNA からウイルスを人工合成して、M蛋白質と宿主因子 Alix との結合がウイルス出芽

に重要であることを示した。一方、アクセサリー蛋白質 Cと Alix との結合は出芽に影響を及ぼ

さなかったが、多くの C 変異ウイルスの解析から抗インターフェロン能の詳細を示し、さらに

C蛋白質が RNA 合成を制御してウイルスゲノム極性を決めていることを解明した。 
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１．研究開始当初の背景 

 エンベロープウイルスは細胞膜から出芽し

て粒子を形成する。レトロウイルスなどの研

究から、ウイルスのマトリックス蛋白質に

Late(Ｌ)ドメインと呼ばれる蛋白質モチーフ

[P(T/S)AP, PPxY, YxxL]があり、そこに宿主

因子（Tsg101, Nedd4-like ubiquitin ligases, 

Alix）が相互作用して出芽を促進しているこ

とが明らかになっている。しかし、これらの

モチーフを持たないエンベロープウイルスは

多数存在する。例えば、パラミクソウイルス

の出芽に関わるマトリックス(Ｍ)蛋白質にも

これらのモチーフは見つからず、出芽に関わ

る宿主因子などは不明である（文献６）。 

 申請者らは、パラミクソウイルス科センダ

イウイルスをモデルとして、Ｍ蛋白質がウイ

ルス粒子の形態や出芽効率を支配しているこ

とを示した。また、複数のウイルス蛋白質を

同時に発現させてウイルス粒子に近い密度と

形状をもつウイルス様粒子（VLP）を産生する

ことに成功し、これによって、出芽に一見無

関係なアクセサリー蛋白質（Ｃ蛋白質）が宿
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主因子の Alix と相互作用し、結果としてエン

ドソーム膜輸送系 ESCRT 複合体をリクルート

して出芽を促進することを示した（文献６等）。

このようにセンダイウイルスの場合にはマト

リックス蛋白質だけではなく、アクセサリー

蛋白質が出芽に働くところがユニークであり、

本研究によってウイルス出芽機構の研究をさ

らに前進させることができる。 

 ふたつの問題を想定している。ひとつは、

Ｃ蛋白質はもともと抗インターフェロン活性

をもち、他に RNA 合成調節、抗アポトーシス

活性などが報告されている多機能蛋白質なの

で（文献１）、これらの活性と Alix 相互作用

による出芽促進活性が、実際のウイルス増殖

において、総合的にどのように働いているの

かということである。もう一つは、Ｃ蛋白質

とＭ蛋白質の関係である。研究分担者の入江

は水疱性口内炎ウイルス、エボラウイルスな

どで Lドメインの解析を行ってきた。最近、

センダイウイルスＭ蛋白質に新たな配列のモ

チーフ（YLDL）を発見し、そのモチーフを介

してＭ蛋白質も Alix と結合して出芽の原動

力になっていることを示した。従って、Alix

と結合するＣ蛋白質とＭ蛋白質の両者がAlix

をどのように利用しているかが問題である。 

 いずれの問題についても、いろいろな組み

合わせで活性を欠く変異Ｃ蛋白質をもつウイ

ルスを作製することで、あるいは Alix と結合

しないＣ蛋白質やＭ蛋白質をもつウイルスを

作製することでウイルスレベルにおいて解決

することができる。 

 ところでパラミクソウイルス全般では、セ

ンダイウイルス（レスピロウイルス属）の他

に、ルブラウイルス属で FPIV というＬドメ

インが見つかっているだけである。センダイ

ウイルスで見つかった YLDL に似た配列を他

のパラミクソウイルスで探したところ、ニパ

ウイルス（ヘニパウイルス属）にも見つかり、

これがセンダイウイルス同様にＬドメイン

として働いている可能性がある。この点を含

めてニパウイルスの出芽機構を研究するこ

とは重要であり、これによってパラミクソウ

イルス出芽の全体像が解明されると期待さ

れる。 

 

２．研究の目的 

(1)Ｃ蛋白質、Ｍ蛋白質に変異をもつセンダイ

ウイルスを作製し、それらの粒子形成やウイ

ルス増殖、さらにアポトーシスやインターフ

ェロン作用阻害などの細胞機能への影響を検

討する。 

(2)ニパウイルスの複数の構造蛋白質を発現

させてウイルス様粒子を産生し、高効率のウ

イルス出芽に必要な蛋白質は何かを明らかに

する。さらにその蛋白質におけるＬドメイン

の検索、関連する宿主因子の同定を進める。 

 

３．研究の方法 

(1)組換えセンダイウイルス 

①センダイウイルスゲノムcDNAのラムダフ

ァージを用いたクローニング 

 導入するＣ蛋白質の変異については、Alix

と結合しないＣ変異体をすでに複数取得し

ている。この中で、文献で抗インターフェロ

ン活性とウイルスRNA合成に対する影響が調

べられている変異体を主に用いる。また、記

載がないものについては、これらの活性を調

べて、ウイルスに組み込む変異を選択する。 

 センダイウイルスゲノムは15,384塩基と

長く、プラスミドでのクローニングが一般に

困難である。特に一部の株（浜松株）のゲノ

ムcDNAは一段と困難であり、研究が進みにく

いという問題点があったので、ラムダファー

ジを用いてセンダイウイルス全ゲノムcDNA

をクローニングする。この方法で研究室株で

ある名古屋株を効率よくクローニングでき

ることが示されている（文献４）。さらに迅

速なウイルス作製を行うために、センダイウ

イルスを分節型にしたcDNAの作製も試みる。 

②変異センダイウイルスの作製 

 以上の方法で得られたウイルスゲノム

cDNAを用いて従来の方法で組換えウイルス

を作製する。導入した変異がウイルス増殖に

とって必須の場合には、生きた変異ウイルス

が回収できない危険性がある。その場合は、

別の部位に変異を導入したウイルスを回収す

ることを試みる。 

③組換えウイルスの解析 

 得られた組換えウイルスについて、それぞ

れの増殖性、粒子形成能、ウイルスRNA合成を

検討する。また、変異ウイルス感染細胞のＩ

型インターフェロン・シグナル伝達に対する

影響を、レポーターアッセイ、バイオアッセ

イで測定し、アポトーシスも調べる。これに

よって、アクセサリーＣ蛋白質の、粒子形成

能を含むウイルス増殖への関与の仕方が明ら

かになる。 

 

(2)ニパウイルスVLP産生系 

①ニパウイルスcDNA, 抗体の調製 

 ニパウイルスのウイルス様粒子(VLP)産生

系を作るために、ニパウイルスＦ，Ｇ，Ｎ蛋

白質の cDNAとそれを認識する抗体を調製す

る（Ｍ蛋白質についてはすでに作製してい

る）。cDNAについては、Ｆ,Ｇ,ＮのものをDr. 

Lin-Fa Wangから分与を受ける。抗体は、Ｆ，



 

 

Ｇについては大腸菌で発現させた蛋白質を

用いて調製し、Ｎについては合成ペプチド抗

体を調製する。 

②VLP産生系の確立 

 各蛋白質 cDNA を発現プラスミドに挿入し

て、293T 細胞で蛋白質を発現させる。Ｍ蛋白

質については、単独で発現すると VLP として

出芽することを以前に示した。これに他のウ

イルス蛋白質を組み合わせることで効率のよ

い VLP を産生する条件を検討する。 

③ニパウイルスＬドメインの解析と宿主因子

の探索 

 出芽に関与するウイルス蛋白質について、L

ドメインに当たる配列を同定し、併せて、関

連する宿主因子を探索する。この宿主因子探

索のために、候補である宿主因子（Tsg101, 

ALIX, Nedd4, Vps4など）のドミナントネガテ

ィブ変異体、siRNAも使用する。 

 また、ニパウイルスＭ蛋白質はリン酸化さ

れることを見出している。リン酸化の部位を

ほぼ同定しているので、リン酸化を欠いたＭ

変異体を用いて、ウイルス出芽におけるＭ蛋

白質のリン酸化の影響を調べる。 

 

４．研究成果 

 センダイウイルス出芽におけるＣ蛋白質

の働きを調べるために、Ｃ蛋白質の荷電アミ

ノ酸を変異させた一連の Cm 変異体（Cm2'~

Cm6'）について、この変異をもつウイルスゲ

ノム cDNA を作製した。この際に、計画のよ

うにラムダファージを用いて全長 cDNA を構

築する方法を使用した。さらに産業総合研究

所西村・中西博士の助力を得て、これらのす

べての全ゲノム cDNA からウイルスを回収し

た。また、対照としてアポトーシスを誘導し、

Jak-Stat 経路を阻害することが知られてい

る C-L170S と、ウイルス解析中に見られた部

分復帰変異体も得た。さらにＭ蛋白質の YLDL

配列を変異させたウイルス（M-2A:ALDA, 

M-4A:AAAA）も得ることができた。計画して

いた分節型センダイウイルスは回収するこ

とができなかったが、さらに試みる予定であ

る。 

 Alixと結合できないＣ蛋白質をもつウイル

ス（Cm3’, Cm*）の粒子形成と出芽を調べたと

ころ、親株とほぼ変わりない表現型を示し、ウ

イルスレベルではこの結合は重要ではないこ

とが明らかになった（未発表）。当初、調べる

予定であったＣ蛋白質とＭ蛋白質の出芽に対

する影響は、これ自体が無意味になった。一方

、Alixと結合できないＭ蛋白質をもつウイルス

（M-2A, M-4A）を作製したところ、ほとんど出

芽できなかった。M-2Aウイルスを卵で盲継代し

たところ、３代目で出芽能を回復した復帰変異

株を得ることができた。この株は、先だって人

工的に変異を導入したAlixとの相互作用部位

に新たな復帰変異が入っており（M-2AR:ALDV）

、これが出芽能回復に関与していることが示唆

された（投稿準備中）。以上から、ウイルスレ

ベルにおいては、出芽にAlixとM蛋白質の相互

作用が重要であることが明らかになった。 

 Ｃ蛋白質の多数の変異体の解析から、インタ

ーフェロン・シグナル伝達系阻害、インターフ

ェロンβ誘導阻害、アポトーシス阻害のそれぞ

れの形質を欠くウイルスが得られ、これらの形

質がある程度独立したＣ蛋白質の作用による

ことが推測された（投稿準備中）。また、Ｃ蛋

白質を欠くとゲノムRNA合成の制御が崩れて、

従来のマイナス鎖RNAだけではなく、プラス鎖

RNAをゲノムにもつウイルスが生成することが

わかった（文献２）。このことは一本鎖RNAを

ゲノムとしてもつウイルス一般に当てはまる

問題に解決を与えるものであり、これらの増殖

機構にインパクトを与える。現在、他のウイル

スでのゲノム極性の制御の研究を開始してい

る。また、今回作製したＣ蛋白質変異ウイルス

の中に、Ｃ蛋白質欠損ウイルスに近いプラス鎖

ゲノムをもつ形質を示すものがあり、この変異

体はインターフェロンβ誘導阻害も起こさな

いので、両形質の関連が示唆された。 

 ニパウイルスＭ蛋白質のリン酸化修飾に

ついて、リン酸化部位予測プログラムにより

リン酸化部位を絞っていき、リン酸化部位は

単一ではなく複数のアミノ酸であること、そ

のうち大部分はＮ端の一群のセリン残基で

あることを明らかにした。しかし、これらの

アミノ酸残基をリン酸化の荷電を模した酸

性アミノ酸に変異させても、あるいはアラニ

ンに変異させてリン酸化を阻害しても出芽

には何ら影響を与えなかった。Ｍ蛋白質のリ

ン酸化はニパウイルス出芽には関与しない

と考えられた。 

 当初の計画を推進するために他のニパウ

イルス蛋白質の発現と抗体作製を行った。さ

らにニパウイルスと近縁のヘンドラウイルス

の蛋白質を同様に発現させることに成功した。

しかし、オーストラリアとアメリカのグルー

プが目指していた実験と同様の結果を発表

したことなどの理由で、現在、この実験は中

断している。 
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