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研究成果の概要：デングウイルス感染性 cDNA クローンを用いた解析により、非構造蛋白質

NS1に2ヶ所存在するグリコシレーション部位の１つがウイルスの増殖に必須であることを明

らかにした。また非構造蛋白質 NS4A の N 端の細胞質ドメインがウイルス増殖に重要な役割

を果たすことを明らかにした。NS1 と相互作用する因子候補を同定したが、確定までには至っ

ていない。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,400,000 0 2,400,000 

2008 年度 900,000 0 900,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 3,300,000 

 
 
研究分野：分子ウイルス学 
科研費の分科・細目：基礎医学・ウイルス学 
キーワード：ウイルス、プロテオーム 
 
１．研究開始当初の背景 ほとんど解析の進んでいない非構造蛋白質

に着目し、これらの蛋白質の機能解明を目指
す。そのためのアプローチ法として、１）非
構造蛋白質に変異を導入した変異ウイルス
の性状解析、２）プロテオミクス的手法によ
る非構造蛋白質と相互作用する因子の同定
を行なった。これらの解析により、新たな創
薬ターゲットを掘り起こすことを目的とし
た。 

デング感染症は熱帯地域の国々を中心に毎
年数千万人の患者が発生している。にもかか
わらず４つの血清型からなるデングウイル
スは、他のフラビウイルスと異なり、単純な
ワクチン接種プログラムを組むことが困難
とされている。またインフルエンザウイルス
やヘルペスウイルス、HIV に対する抗ウイル
ス薬のような有効な薬剤は無い。さらにウイ
ルスの基礎生物学も停滞しており、このこと
が抗ウイルス薬開発の進展を妨げている主
要因の１つである。 

 
３．研究の方法 
上記１）については、以前に研究代表者が確
立したデング 1型ウイルスのリバースジェネ
ティクス法を用いた。クローン化したデング

 
２．研究の目的 



1 型ウイルス cDNA に変異を導入し、これよ
りウイルスゲノム RNA を合成後、培養細胞
にトランスフェクトし変異ウイルスの増殖
を観察した。上記２）については、各非構造
蛋白質を培養細胞内で発現させ、免疫沈降法
により非構造蛋白質と相互作用する因子を
共沈させる。供沈産物を電気泳動後に回収し、
質量分析（外注）を行うことにより蛋白質の
同定を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）本研究では７種の非構造蛋白質のうち、
詳細な機能が不明である 2 種、NS1 および
NS4A について解析を行なった。 
①NS1 については、その重要性について議論
の分かれていたグリコシレーション部位に
アミノ酸置換を伴う変異をウイルスゲノム
に導入し、増殖に及ぼす影響を調べた。2 ヶ
所ある部位のうち 1 ヶ所（207 番目のアミノ
酸）は全く影響なかったが、残りの 1 ヶ所
（130 番目のアミノ酸）に変異を導入すると
ウイルス産生が確認できなくなった。また野
生型 NS1 発現プラスミドを 130 番目変異ウ
イルスゲノムと細胞へ共導入すると変異ウ
イルスゲノムの複製および感染性粒子の産
生が確認できた。さらに変異型 NS1 を発現
させることにより、野生型ウイルスの増殖が
阻害されることを見出した。以上より、NS1
の130番目のアミノ酸がウイルス増殖に必須
であることが明らかとなった（誌上発表済
み）。 
②NS4A については、その N 端に存在する 50
アミノ酸からなる細胞質ドメインがウイル
スの増殖に必要であるかを調べた。はじめに、
N端の10アミノ酸を除く部位欠失させたもの、
およびこの部位を同じフラビウイルス属に
属する日本脳炎ウイルスのものに置換した
変異ウイルスゲノムを作製しウイルス粒子
の産生を試みた。しかし共にウイルス粒子の
産生は確認できなかった。これより細胞質ド
メインがウイルス増殖に必須であること、さ
らにこの部位は他のフラビウイルスのもの
と置き換えることが不可能であることが明
らかとなり、この領域がウイルス側の蛋白質
と相互作用して機能することが示唆された。
今後、細胞質ドメインと相互作用するウイル
ス側あるいは細胞側因子の同定を進めて行
きたい。 
（２）NS1 と相互作用する細胞側因子を同定
するため、Flag ペプチド融合 NS1 発現プラ
スミドを培養細胞に導入後、その細胞抽出液
について抗 Flag 抗体を用いて免疫沈降を行
った。NS1 と共に沈殿してきた因子について
SDS-PAGE により展開後、相互作用候補因子
を切り出し、MS 解析により蛋白質を同定し
た。その結果、シャペロン蛋白質類や、翻訳
伸張因子、グリコシレーション反応関連因子

が同定された。特異抗体を用いて、共沈殿産
物中のこれらの因子の検出をウエスタンブ
ロット法により試みたが、試みたすべてにお
いて確認が出来なかった。確認できなかった
要因については不明である。 
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