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研究成果の概要（和文）：P タンパク質のアミノ酸 307-336 位を削除した変異体では、P タンパ

ク質と P 変異体間および L タンパク質と P 変異体間の相互作用が減少した。この変異体を細胞

内に強制発現させるとウイルス増殖が抑制された。この変異体の N 末端側アミノ酸を欠損させ

ても同様の効果が得られた。大腸菌を宿主として L タンパク質、変異 P タンパク質を発現させ

た。	
 

 
研究成果の概要（英文）：P protein with a deletion of amino acids between 307 and 336 
(Pd307-336) decreased the interaction between P and P, and P and L protein. Expressing 
the Pd307-336 inhibited the virus growth. Similar effects were obtained when lacking the 
N-terminal amino acids of the Pd307-336. I was expressed L protein and mutant P 
proteins using Escherichia coli as a host. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：小児科学 
キーワード：小児感染症 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)	
 パラミクソウイルス科には、乳幼児に
おいて重要なウイルス感染症の原因ウイル
スが多く含まれる。例えば、RS ウイルスやメ
タニューモウイルスによる呼吸器感染症は、
乳幼児において重篤な場合があり、効果的な
治療法の開発が期待されている。また、パラ
ミクソウイルス科に属する麻疹ウイルスに
おいては、有効な生ワクチンがあるものの、
発症した場合は脳炎等死に至る症状を伴う
危険性があり、治療法開発の必要が有る。加

えて、麻疹ウイルス感染後まれに発症する亜
急性硬化性全脳炎は、難治性であり予後は極
めて不良な疾患である。患者数は少ないが、
根本的な治療法開発が待たれている。	
 
	
 パラミクソウイルスでは、L タンパク質と
その補因子として機能する P タンパク質が、
ウイルスゲノムと Nタンパク質からなるヌク
レオカプシドを認識し、ゲノムの複製および
ゲノムからの転写が行われる。このため、ウ
イルスゲノム複製を抑制する標的として、L
タンパク質阻害剤は、抗ウイルス薬として注
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目されている。	
 
(2)	
 ウイルスタンパク質を標的とした医薬
品開発の試みとして、ポリペプチドによる阻
害薬は、医薬品という視点からみると、①化
学合成技術が確立し、②すでにペプチドホル
モン剤などで医薬品としての実績があるた
め、医薬品への応用はより容易であると推測
される。また、膜透過ドメインの付加により、
全身の細胞内へのペプチド導入が可能にな
った。この為、ウイルスタンパク質機能を阻
害するペプチド配列の探索は、ウイルス感染
症治療薬への応用が期待できる。	
 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では Lタンパク質とその補因子であ
る Pタンパク質との結合部位を解析し、当該
部位の阻害によるウイルス抑制効果を明ら
かにする。また、L タンパク質を標的とした
薬剤スクリーニングに応用可能な Lタンパク
質の精製方法の構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 P タンパク質、L タンパク質間の相互作
用部位の特定（Two-hybrid 法）：N 末端に GAL4
を融合した GAL4-L(1-408)または GAL4-P と N
末端に VP16 を融合した VP16-P を作製し、
GAL4 プロモータ依存性に Luciferase を発現
するプラスミドとともに 293T 細胞に導入し、
強制発現させ two-hybrid 法によりタンパク
質間の結合を測定した。VP16-P に P タンパク
質 N末端より 30-40 アミノ酸を連続的に削除
した変異体、または N末端または C 末端を削
除した変異体を作製し、結合部位の解析に用
いた。	
 
(2)	
 P タンパク質、L タンパク質の相互作用
の解析（免疫沈降法）：C 末端に EGFP を融合
した L(1-1707)̶GFP と N 末端に FLAG を付加
した P 変異体 FLAG-P を用いて、細胞内で共
発現させた後、抗 GFP 抗体で免疫沈降を行い
P変異体が共沈するかを解析した。	
 
(3)	
 P 変異体による MV 抑制効果の評価：MV
ゲノム上に Luciferase 遺伝子をもつ組換え
MV（MV-Luc）を用いた。哺乳類細胞に MV-Luc
を感染後、N 末端に FLAG タグを付加した P変
異体を発現するプラスミドを導入、細胞内に
強制発現させ、 72 時間後に細胞内の
Luciferase 活性を測定した。	
 
(4)	
 大腸菌を宿主とした L タンパク質、変
異 Pタンパク質の発現：コールドショックプ
ロテインプロモーターを有するベクターに L
遺伝子を挿入し、大腸菌 BL21 に導入し発現
させた。	
 
(5)	
 発現タンパク質の粗精製：発現タンパ
ク質は N末端に 6xHis タグを融合させ、Ni レ
ジンを用いた。大腸菌細胞からの抽出および
粗精製は、50mM リン酸バッファー（pH7.5）
を用いて行った。	
 

	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 N 末端より連続的にアミノ酸を削除し
た変異体 VP16-P を作製し L タンパク質との
結合活性を測定したところ、P タンパク質の
アミノ酸 187-216 間、367-396 間、427-C 末
端間に結合部位が存在することがわかった
(図 1)。また同じ変異体を用いて、P 変異体
が Pタンパク質との結合に与える影響を測定
したところ、アミノ酸 307-396 間に結合部位
が存在することがわかった(図 2)。	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 1.	
 Two-hybrid 法による L(1-408)と P 変異
体の結合部位の解析	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 2.	
 Two-hybrid 法による P と P 変異体の結
合部位の解析	
 
	
 
	
 
(2)	
 (1)と同様にアミノ酸を欠如させた P変
異体を用いてウイルス増殖に与える影響を
解析したところ、アミノ酸 307-336 間欠損体
ではウイルス増殖抑制効果が高いことが明
らかになった(図 3)。免疫沈降の結果からは



Two-hybrid の結果と異なり、この欠損変異体
では Lタンパク質との相互作用がなくなって
いることが示された（図 4）。また、two-hybrid
の結果からは、P タンパク質との結合能力が
著しく欠損していると考えられる。このよう
な Pタンパク質と安定した複合体を作製でき
ない変異体は、L タンパク質と安定して複合
体を形成できないためウイルス増殖を抑制
すると考えられた。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 3.	
 Luciferase 発現ウイルスを用いた P変
異体強制発現下でのウイルス増殖	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 4.GFP 融合 L タンパク質と FLAG 付加 P 変
異体との免疫沈降による解析	
 
	
 
	
 
(3)	
 アミノ酸 307-336 欠損部位に加え P タ
ンパク質 N末端を欠損させた変異体を用いて
ウイルス増殖に与える影響を解析したとこ
ろ、アミノ酸 307 より N 末端側を全て削除し
ても同様の効果を示した(図 5)。アミノ酸
306-507 の約 200 アミノ酸を発現させること
でウイルス増殖を抑制する効果が期待でき
ると考えられる。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 5.	
 N 末端欠損 P 変異体存在下でのウイル
ス増殖	
 
	
 
	
 
(4)	
 シャペロンタンパク質（DnaK、DnaJ、
GrpE、GroEL、GroES、TF）発現プラスミドを
有す大腸菌 BL21 を大腸菌コドンに最適化し
た L タンパク質、P タンパク質発現プラスミ
ドで形質転換し培養を行った。少量であった
が可溶性画分に各タンパク質の発現が確認
できた。特に TF との共発現が効果的であっ
た。この抽出液を用いて N 末端に付加した
6xHisタグによるNiレジンを用いた精製によ
り、粗精製が可能であった(図 6)。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図6.大腸菌発現Lタンパク質粗精製を用いた
WB による発現確認	
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