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研究成果の概要： 

  本研究では、センダイウイルス（SeV）をモデルとして、マトリクス蛋白質が原動力とな
るエンベロープウイルスの粒子形成、出芽を、ウイルス増殖に必須ではないアクセサリー蛋白
質である C 蛋白質が促進するメカニズムを解明した。また、研究の過程で、C 蛋白質がウイル
スの（−）鎖ゲノム RNA と（+）鎖アンチゲノム RNA の合成を制御し、（−）鎖ゲノム RNA をもっ
た感染性ウイルス粒子の産生効率を最適化していることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

  多くのエンベロープウイルスの出芽に
おいて、そのマトリクス蛋白質が出芽の主要
な原動力となっていることが知られており、
単独またはいくつかのウイルス蛋白質の存
在下でウイルス様粒子（VLP）を形成、出芽
することができる。この働きにおいて、マト
リクス蛋白質は、宿主の多小胞体（MVB）ソ
ーティング機構の構成蛋白質と相互作用し
てこれを出芽部位にリクルートし、利用する
ことで出芽効率を上昇させていることが明

らかにされてきた。我々は、センダイウイル
ス（SeV）をモデルとして、そのマトリクス
蛋白質（M）が YLDL 配列を介して MVB ソーテ
ィングに関与する Alix/AIP1 と相互作用し、
これが出芽に重要であること（Irie et al., 
2007）、さらに SeV のアクセサリー蛋白質で
ある C蛋白質も異なる様式で Alix/AIP1 と相
互作用し、M-VLP の出芽を促進することを明
らかにし（Sakaguchi et al., 2005）、SeV が
粒子形成、出芽において他のウイルスと異な
るユニークな特徴を持つことを見いだした。 
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２．研究の目的 

  本研究では、SeV の出芽における M 及び
C 蛋白質の役割について、M-VLP の形成、出
芽レベル及びウイルスレベルで検証し、その
詳細を明らかにすることを目的とした。 

３．研究の方法 

(1)M-VLP の形成・出芽効率の検討 
  SeV M 単独発現で形成される VLP の出芽
効率を基準として、様々な C 蛋白質変異体を
共発現させた場合の出芽効率の変化を調べ
た。また、C 蛋白質変異体存在下及び非存在
下において、MVB ソーティング機構の最終段
階で働く ATPase である VPS4 のドミナントネ
ガティブ（DN）変異体の過剰発現が、M-VLP
の出芽効率に与える影響を検討した。 

(2)YLDL 配列変異組換えウイルスによる検討 
  我々は以前に SeV M 蛋白質の N 末端側に
ある YLDL 配列配列が M-VLP の出芽に重要な
役割を担っており、この配列を介して、
Alix/AIP1 と機能的に相互作用することを明
らかにした（Irie et al., 2007）。この YLDL
配列の重要性についてウイルスレベルで検
討する目的で、YLDL 配列を ALDA 又は AAAA に
換えた組換えウイルス（rSeV-MA2 及び-MA4）
を作製し、その特徴を調べた（図 1-A）。 
  また、以前に報告されたM遺伝子欠損SeV
変異体（rSeV-delM; Inoue et al., 2003）
を用いて、YLDL 配列に変異をもつ M 蛋白質を
発現させた細胞でのウイルス増殖を調べた
（図 1-B）。 

(3)C 蛋白質欠損組換えウイルスによる検討 
  ウイルスのコードする 4種類の C蛋白質
のうち、これまでに報告された C’及び C の
2 種類又は C’, C, Y1, Y2 の 4 種類全ての C
蛋白質の発現をノックアウトした組換えセ
ンダイウイルス（r-SeV-C’/C(-)及び 4C(-); 
Kurotani et al., 1998）に加え、Y1 及び Y2
のいずれか一方及び両方を欠損した組換え
ウイルス（rSeV-dY1, -dY2 及び-d2Y; Irie et 
al., 2008）を作製した（図 1-C）。これらに
加えて、C 蛋白質中に保存された一連の荷電
アミノ酸クラスターに変異を導入した一連
の組換えウイルス（rSeV-Cm2’, -Cm3’, -Cm4’, 
-C*[Kato et al., 2004], -Cm6’, -D80A）
や、以前に SeV の病原性の低下や感染細胞で
のアポトーシス誘導阻害作用の低下、インタ
ーフェロン（IFN）応答阻害作用の喪失など
が報告されている C 蛋白質の F170S 変異
（Itoh et al., 1997, 1998; Garcin et al., 
1997 ） を 導 入 し た 組 換 え ウ イ ル ス
（rSeV-F170S0）を作製し、これらの性質を
培養細胞への感染系で検討した（図 1-D）。 

４．研究成果 

 
(1)C蛋白質によるM-VLPの出芽促進作用機能
の解明（Irie et al., 2008） 
  C 蛋白質の N末端 23 アミノ酸領域は、原
形質膜へのターゲティングシグナルとして
機能するが（Marq et al., 2007; Irie et al., 
2008）、Alix/AIP1 が C 蛋白質と相互作用し、
原形質膜へリクルートされることを示した。
また、Alix/AIP1 との結合能及び原形質膜へ
のターゲティング能の両方を保持した野生
型 C蛋白質及び C蛋白質変異体は M-VLP の出
芽促進作用を発揮したが、これらの２種類の
能力のうち少なくとも一方を欠く C蛋白質は
M-VLP の出芽促進作用を喪失したことから、C
蛋白質による Alix/AIP1の原形質膜へのリク
ルートが、C 蛋白質による M-VLP の出芽促進
作用に必要であることが示された。 
  また、M 蛋白質単独発現による M-VLP の
出芽は DN-VPS4の過剰発現により抑制されず、
また、Alix/AIP1 の原形質膜へのリクルート
能を失った C蛋白質変異体の共発現でも、こ
れは変わらなかった。しかし一方、Alix/AIP1
を原形質膜へリクルートできる野生型 C蛋白
質及び C 蛋白質変異体の共発現の場合には、
M-VLP の出芽は DN-VPS4 の過剰発現により有
意に抑制された。 



  以上の結果から、C 蛋白質の関与する新
しいタイプの出芽モデルを提示した（図 2）。
すなわち、M-VLP の出芽には M 蛋白質と
Alix/AIP1 との相互作用が重要であるものの
（Irie et al., 2007）、宿主の MVB ソーティ
ング機構は関与していないが、C 蛋白質によ
り M-VLP の出芽部位である原形質膜へ
Alix/AIP1 がリクルートされることにより、
出芽に MVBソーティング機構を利用すること
が出来るようになり、出芽効率が上昇すると
考えられる。 
  本研究の成果は、これまでにレトロウイ
ルスの Gag蛋白質やエンベロープウイルスの
マトリクス蛋白質が、MVB ソーティング機構
の構成蛋白質と相互作用することで、この宿
主機構を利用し、出芽効率を上昇されている
というコンセンサスとは異なる出芽促進機
構を初めて提示したものであり、MVB ソーテ
ィング機構を利用するウイルスの多様な戦
略の存在を示唆するものである。 

(2) SeV の感染サイクルにおける M 蛋白質
YLDL 配列の重要性（投稿中）。 
  M 遺 伝 子 欠 損 組 換 え ウ イ ル ス
（rSeV-delM; 図 1-B）の培養細胞への感染時
の感染性ウイルス粒子産生効率は、野生型 M
蛋白質の過剰発現細胞への感染では非発現
細胞の場合に比べて 500 倍程度上昇したが、
YLDL配列に変異を持つ出芽欠損型M蛋白質の
過剰発現細胞の場合には変化が見られなか
った。 
  また、出芽欠損型 M蛋白質変異体を導入
した組換え SeV（rSeV-MA2 及び-MA4; 図 1-A）
の回収は非常に効率が低く、野生型 SeV の場
合に比べ、その回収効率は 1/1,000 以下であ
り、回収されたウイルスの感染細胞をトリプ
シン存在下で維持した場合、野生型 SeV は最
初に感染を受けた細胞から周囲の細胞へ感
染が拡大していったが、変異ウイルスでは、
感染の拡大が非常に遅く、その程度も著しく
低かった。 
  変異ウイルスの一つ rSeV-MA2 を発育鶏

卵で継代することで、野生型 SeV よりは感染
価が若干低いものの、増殖能の著しく回復し
たリバータントが得られた。このウイルスで
は全ウイルス蛋白質のうち M蛋白質に導入し
た YLDL>ADLA 変異部位に 1アミノ酸置換が見
られ、ALDV に変化しており、この M蛋白質は
ALix/AIP1 との相互作用能が回復していた。 
  これらの結果から、M-VLP の出芽におい
てだけでなく、M 蛋白質の YLDL 配列が SeV の
増殖に重要な役割を果たしていること、また、
SeV の増殖における YLDL 配列を介した
Alix/AIP1 との相互作用の重要性が示された。 

(3)C蛋白質によるウイルスRNA合成制御と感
染性ウイルス粒子産生の最適化（Irie et al., 
2008） 
  4 種類の C 蛋白質のうち 1 から 4 つの C
蛋白質の発現を欠いた一連の組換えウイル
スを作製し、培養細胞における基本的な増殖
性を比較した。 
  C’及び C の 2 種類の発現を欠いた組換
えウイルス（C’/C(-)）では、ウイルス粒子
の産生効率の著しい低下が見られたが、Y1 及
び Y2 の発現を欠いた組換えウイルス（d2Y）
の増殖は野生型 SeV と同程度であったことか
ら、4 種類の C 蛋白質のうち原形質膜へのタ
ーゲティング能を持たない Y1 及び Y2ではな
く、C’及び C のいずれか一方又は両方がウ
イルスの出芽効率に重要な役割を果たして
いることが示された。 
  非常に興味深いことに、4 種類の C 蛋白
質の発現を欠く組換えウイルス（4C(-)）で
は、野生型ウイルスに比べて感染価は
1/1,000 以上低下するものの、感染細胞から
放出されるウイルス粒子の量は野生型と同
程度かむしろ 4C(-)の方が多かった。 
  この一見矛盾する結果の原因は、4C(-)
感染細胞では、非感染性のウイルス粒子が大
量に放出されているためであると考え、検討
した。 
  非感染性のウイルス粒子はウイルスゲ
ノムのパッケージング異常によりゲノム RNA
を持たない空のウイルス粒子ではなく、（−）
鎖のゲノム RNAを持った感染性ウイルス粒子
に対する（+）鎖のアンチゲノム RNA を持っ
た非感染性ウイルス粒子の割合が増加して
いることが、4C(-)ウイルスの感染価の低下
の一因であることを明らかにした（図 3）。 
  感染細胞でのウイルス RNA合成の解析の
結果から、これは感染細胞内での（−）鎖ゲ
ノム RNA 及び（＋）鎖アンチゲノム RNA の合
成量比をの変化を反映した結果であること
が示された。すなわち、野生型 SeV の感染で
は、（−）鎖ゲノム RNA の方が（＋）鎖アンチ
ゲノム RNA に対して 5 倍程度多く合成され、
その結果、（−）鎖ゲノムを持った感染性ウイ
ルスが（＋）鎖アンチゲノム RNA を持ったウ
イルス粒子に対して約 5 倍多く産生される。 



 

 
 
 
一方、4C(-)だけでなく C’/C(-)ウイルスで
は、この割合が逆転し、野生型 SeV の場合と
比べて約 10 倍程度、（＋）鎖アンチゲノム RNA
を持った非感染性ウイルス粒子の割合が増
加した。Y1 及び Y2 を欠損したウイルス（d2Y）
ではこの様な変化は見られなかった。また、
4C(-)及び C’/C(-)ウイルス感染細胞では、
ウイルス mRNA 合成量も野型 SeV の場合に比
べて増加していた。 
  以上の結果と、C 蛋白質が（＋）鎖方向
のウイルス RNA合成阻害作用を持っていると
いう以前の報告（Cadd et al., 1996）から、
C 蛋白質が、ウイルス RNA 合成の極性を制御
することにより、（−）鎖ゲノム RNA を持った
感染性ウイルス粒子の産生効率を最適化し
ている事を示し、そのモデルを提示した（図
4）。 
  すなわち、感染初期の C蛋白質が十分に合
成されていない段階では、アンチゲノムプロ
モーターに対して相対的にゲノムプロモー
ターの活性が強いため、（＋）鎖アンチゲノ
ム及びウイルス mRNA の合成が進むが、ウイ
ルスタンパク質合成が進む。しかし、C 蛋白
質量が増加すると、これがゲノムプロモータ
ーからの RNA 合成を抑制し、相対的にアンチ
ゲノムプロモーター活性が強くなり、ゲノム
RNA 合成が進み、最終的に（-）鎖ゲノム RNA
合成量が（＋）鎖アンチゲノム RNA 合成量を
上回り、その結果、感染性の（−）鎖ゲノム
RNA を持ったウイルス粒子の産生される割合
が増加する。 
  この成果は、全ての（−）鎖 RNA ウイル
スの複製においてその存在が必要であるに
も関わらず、明らかにされていなかったウイ
ルス RNA 合成の極性制御機構について、新し
い可能性を提示するものである。 

(4)C 蛋白質による多面的な自然免疫回避戦
略（投稿準備中） 
  C 蛋白質によるゲノムプロモーターから
のウイルス RNA 合成に対する抑制作用は、C

蛋白質がウイルス RNAポリメラーゼの触媒活
性サブユニットである L蛋白質と相互作用す
ることにより発揮されることが示唆されて
おり、C 蛋白質中の保存性の高い荷電アミノ
酸クラスターの関与が報告されている
（Grogan et al., 2001）。上記の C 蛋白質に
よるウイルス RNA 合成制御のメカニズムが、
この報告の様な C-L 相互作用によるものであ
る可能性を検討するため、上記荷電アミノ酸
クラスターに変異を導入した一連の C蛋白質
変異体を作製し（図 1-D）、その性質を調べた。 
  その結果、導入した変異は、いずれもウ
イルスの増殖に大きな影響は与えず、ウイル
ス RNA 合成についても野生型 SeV との間に著
しい差違は見られなかった。 
  一方、これらの SeV 変異体の解析から、
C 蛋白質が、これまでによく知られた STAT1 
との相互作用による IFN応答阻害だけでなく、
宿主の自然免疫系に感知されないようにウ
イルス RNA 合成を制御している可能性や、自
然免疫系によるウイルス感染の感知から IFN
産生誘導にいたる経路にも抑制的に作用し
ている可能性が示唆された。 
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