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研究成果の概要（和文）：パラインフルエンザウイルスのエンべロープ蛋白HNの頭部領域は細胞膜上の受容体に
結合すると構造変化を起こし,それまで隠されていたストーク領域がウイルス特異的にエンべロープ蛋白Fの頭部
領域と相互作用して活性化することで,Fが膜融合の誘導そして細胞へのウイルス侵入を媒介する。
このHN-F相互作用における特異性は異なるウイルス間でのHNストーク領域とF頭部領域の一時構造の相同性によ
って一義的に決まるものとされてきた。しかし本研究により,HN頭部領域およびFストーク領域がそれぞれHNスト
ーク領域およびF頭部領域の立体構造に影響をおよぼすことでHN-F相互作用の特異性を修飾していることが明ら
かになった。

研究成果の概要（英文）：It is widely appreciated that during the course of membrane fusion by 
parainfluenza viruses, the head domain of the viral envelope protein HN 
(hemagglutinin-neuraminidase) undergoes a structural transition after its binding to the receptors 
on the cell surface, that exposes otherwise hidden stalk domain of the HN. The exposed HN stalk 
domain then interacts with the head domain of another viral envelope protein F (fusion) in a 
virus-specific manner, which enables the F to undergo a series of structural changes that lead to 
merger of viral and cellular membranes. 
Such specificity is believed to be defined by the similarity in the primary structures of the HN 
stalk domain and the F head domain between different viruses. However, our present study revealed 
that the HN head domain and F stalk domain can modulate the specificity by affecting tertiary and/or
 quaternary structures of the HN stalk domain and the F head domain, respectively.

研究分野：ウイルス学・分子生物学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

 １．研究開始当初の背景 
  パラミクソウイルス亜科に属するウイ
ルスには,麻疹,流行性耳下腺炎,あるいは

パラインフルエンザといった重要な小児

感染症の病原ウイルスに加え,致命率の高

い人獣共通感染症の原因となるニパウイ

ルスやヘンドラウイルスが含まれる。これ

らのウイルスはそのエンベロープに２種

類の糖蛋白,	 すなわち受容体結合蛋白

（HN, H, あるいは G：ウイルスの属によっ

て名称が異なる）と膜融合蛋白(F)を持っ

ている。いずれの蛋白にも頭部領域とスト

ーク領域があり,細胞に侵入する際には,	

まず受容体結合蛋白(四量体)の頭部領域

を介して細胞に結合し,	次に F蛋白（三量

体）全体が構造変化を起こすことによって

エンベロープと細胞膜とを融合させる。こ

の膜融合は pH に依存しないため, 感染細
胞表面に発現した F 蛋白は隣接する非感

染細胞との膜融合(細胞融合あるいは多核

巨細胞形成)を誘導することがあり,その

結果,感染の拡大と同時に細胞傷害がひき

起こされる。	

	 従来,受容体結合蛋白の役割とは受容体

への結合のみであり,膜融合は F 蛋白単独

で誘導されると考えられていた。しかし,	

私たち(Virology 206,1117-1125,1995; J. 
Virol. 71,9855-9858,1997)および国内外の
複数の研究グループにより膜融合の誘導

には「受容体結合蛋白と膜融合蛋白のウイ

ルス特異的相互作用」が必要であることが

立証された。これは１種類のエンベロープ

蛋白が受容体結合能と膜融合誘導能を具

有している他の大部分のエンベロープウ

イルスとは対照をなす,パラミクソウイル

スに特徴的な膜融合誘導機構である。私た

ちはヒトパラインフルエンザ2型ウイルス

(HPIV2)とシミアンウイルス 41(SV41)の

受容体結合蛋白(HN)のキメラ解析を行

い,HN 蛋白のストーク(茎)領域が F 蛋白

との相互作用に関与することを見出して

いるが(Virology 213,190-203,1995),相前
後 して米国の２つの研究グループ

が,HPIV3,センダイウイルスおよびニュー

カッスル病ウイルス(NDV)の HN蛋白につ

いて同様の結果を報告した。近年のＸ線構

造解析の結果から, H 蛋白が受容体に結合
すると,その頭部領域が構造変化を起こす

ことによって「隠れていた」ストーク領域

が露出し,Ｆ蛋白との物理的相互作用が可

能になることが示唆されている。なお , 
BHK 細胞などの単層培養細胞に HN 蛋白

のストーク領域と F 蛋白を共発現させる

と細胞融合が誘導されることから,ストー

ク領域のみで F 蛋白を活性化できること,

また,すでに接着している細胞同士を融合

させるためには HN蛋白頭部領域の受容体

結合能は不要であることが判明している。

近年では,	 麻疹ウイルスの H 蛋白やニパ

ウイルスの G 蛋白についてもそのストー

ク領域が F 蛋白の活性化に関与すること

が示唆されている。一方 F蛋白については,	

パラインフルエンザ5型ウイルス(PIV5)と

SV41 の F蛋白のキメラ解析により,その頭

部領域の三つのドメイン(M1,M２ および

M３)が HN蛋白との相互作用に関わってお

り, この領域内の 21 個のアミノ酸を置換

するだけで HN蛋白特異性を改変できるこ

とを私たちは見出している（J. Virol. 85, 
3153-3161, 2011; J. Virol. 87, 8342- 8350, 
2013）。	

 
２. 研究の目的 
			他のエンベロープウイルスと同様,パラ

ミクソウイルスによる膜融合に関する研究

も近年急速に進展しているが,その特徴で

ある「受容体結合蛋白と膜融合蛋白の相互

作用の分子機構」については,解明すべき重

要課題が少なくとも２つ残されている。す

なわち,(1)受容体結合蛋白のストーク領域

との機能的作用に関わる領域を膜融合蛋白

(F蛋白)上に同定すること, および, (2)生理
的条件下において, 受容体結合蛋白と膜融
合蛋白の結合(複合体)を検出すること,であ
る。 
課題(1)：本研究では,F蛋白のキメラ解析を

さらに進展させることにより,受容体結合

蛋白(HN)のストーク領域と機能的に相互作

用する F 蛋白上の領域を同定することを目

的とする。	

課題(2)：蛋白同士の物理的結合を検出する

ために頻用されてきた免疫共沈（Coimmune- 

precipitation: Co-IP）法では,非イオン性界面

活性剤で細胞を処理して蛋白を可溶化する

必要があるが,この可溶化によって F蛋白の

立体構造が著しく変化することを,私たち

は見出している(J. Virol. 75,8999-9009, 
2001; Virology 347,11-27, 2006)。すなわち,	
たとえ Co-IP 法を用いて HN-F 複合体を検

出できたとしても,それは生理的条件下で

形成された HN 蛋白と F 蛋白の物理的結合

を反映していない可能性が高い。従って本

研究では,HN-F 複合体の検出方法として

「Co-IP法以外の３種類の方法」を採用して



この課題を追究する。	

３．研究の方法 
(1)既に報告したとおり,PIV5 の Fの頭部領

域の中央部(Middle	region)に存在する 21ア

ミノ酸を SV41 の F の対応アミノ酸に置換

したキメラ F 蛋白（No. 36）は PIV5 の HN

とではなく, SV41 の HN と相互作用して細

胞融合を誘導する(J. Virol. 87, 8342- 8350, 
2013)。本研究では,PIV5 と SV41 の HNの頭

部領域を置換したキメラ HN 蛋白,あるいは

頭部領域を欠損させた短縮型の HN 蛋白を

各種キメラ F 蛋白と共発現させて細胞融合

誘導の有無を解析することによって,HN の

ストーク領域と機能的に相互作用する F 上

の領域を同定する。	

(2)Bimolecular fluorescence complementation 

(BiFC) 法 ,Residue-specific photo-crosslink 

(RSPC)法,Split ubiquitin を用いた（酵母細

胞内)Two-Hybrid 法を用いて,HN-F 相互作

用の分子機構を明らかにする。 

 
４．研究成果 

(１)	 PIV5 の HN（PIV5 HN）と SV41 の HN    

（SV41 HN）の頭部領域を互いに交換したキ

メラ HN（CH5-41 および CH41-5）を作製した。

CH5-41 のストーク領域は PIV5 HN に、頭部領

域は SV41 HN に由来するが,発現開始後 12時

間で PIV5 の F（PIV5 F）と特異的に相互作用

して公汎な細胞融合を誘導することを見出し

た。一方 CH41-5の場合には,誘導された細胞

融合は極めて小規模であり,また F 特異性も

不明瞭であった。 
(２)先述したように	キメラ F 蛋白(No.36)は

SV41 HNと特異的に相互作用して細胞融合を

誘導するが,本研究において発現開始後 24 時

間まで観察したところ,No. 36 が弱いながら

も PIV5 HN とも相互作用し,微弱ながらも明

瞭な細胞融合を誘導することが判明した(図１

C)。そこでこの現象についてさらに追究した

ところ,No. 36 のストーク領域を SV41 Fの当

該領域で置換したキメラ F 蛋白,No. 37(図１

A,B),は No. 36と同程度に SV41 HNと相互作

用するが,PIV5 HN とは相互作用しないこと

が判明した(図１C)。	

	 以上の結果から, F のストーク領域の構造

の相違が( F の頭部領域と HN との相互作用

における)Fの HN 特異性に甚大な影響を与え

ることが明らかとなった。	

(３)	 頭部領域を欠いた PIV5 HN に FLAGタ

グを付加した短縮型 HN（PIV5 HN HL-FLAG）

は PIV5 F との同時発現で細胞融合を誘導

し,SV41 F や No. 36との機能的相互作用は認	

められなかった。しかし FLAG タグを除く

と,No. 36 とも機能的に相互作用するように

なった。一方,	SV41 HN HL-FLAGはそのス	

トーク領域の末端に GCN4 配列を付加するこ

とによってようやく機能を発揮し,SV41 F と

の特異的な相互作用能を示したが,PIV5 F や

No. 36との相互作用は認められなかった。ま

た,HPIV2 HN-FLAGは GCN4配列を付加して

も HPIV2 Fとの相互作用は認められず,（予想

に反して）No. 36との相互作用が認められた。	

(４)HPIV2 HN の Stalk 領域を SV41 HN の当

該領域で置き換えたキメラ HN(CH1-94: 図

2A)が HPIV2 F とではなく SV41 F と特異的

に機能的相互作用をする(細胞融合を誘導す

る)ことをすでに報告した。一方,No. 36 は

SV41 Fと特異的に機能的相互作用をすること

から,これらのキメラ同士の機能的相互作用
能を調べたところ, 予想に反して細胞融合は
全く誘導されなかった(図２C)。	

(５)上記の予想外の現象をさらに追究した結

果,CH1-94 の頭部領域(HPIV2 HN 由来)の二

量体境界部近傍に位置する 13 個のアミノ酸

を SV41 HN の対応アミノ酸で順次置換する

こ と に よ り 作 製 し た 20 種 の キ メ ラ

HN(intermediate:IM)が様々な F特異性を示す

こと,さらにそのうち２つ (IM14 と IM18)が

SV41HN と同様の F 特異性を示すことを見出

した(図２B,C)（J. Virol. 89: 12374-12387, 
2015）。なお,Native PAGE解析の結果,これら



20 種のキメラ HNの安定性は同程度であった

が,いずれもCH1-94より低いことが判明した。

すなわち HN の安定性と F 特異性との関連性

は認められなかった（ J. Virol. 89,12374-
12387, 2015）。	

(６)ムンプスウイルスの HN 蛋白は HPIV2 F

や PIV5 F とも機能的相互作用できるが,HPIV2 

HN や PIV5 HN は MuV Fとは機能的相互作用

をしない。そこでこれらのストーク領域のア

ミノ酸配列の比較解析を行ったところ,この

ような HN の互換性の有無を説明できるよう

なアミノ酸は存在しないことが判明した（J. 
Virol. 89,12374-12387, 2015）。	

(７)前述のとおり, CH1-94 の頭部領域に位

置する特定のアミノ酸群(201 位と 202 位)を

SV41 HNの対応アミノ酸群で置換したキメラ

HN(IM18)は	 No. 36 と相互作用するが,その

能力は SV41 F との相互作用に比べるとかな

り弱く,また, No. 37との相互作用は検出でき

なかった。しかし,さらなるキメラ解析により, 

IM18 の頭部領域に位置する７箇所のアミノ

酸(518 位,520 位,522 位,529 位,533 位,537

位,538位)を SV41 HNの対応アミノ酸群に置

換したキメラ HN(R-19Z)は SV41 HN と同様

に SV41 F, No. 36および No. 37 と相互作用で

きることが明らかとなった(図３)。	

(８) 分子モデル解析により R-19Z の頭部領

域に存在する SV41 HN 由来のアミノ酸は,い

ずれも二量体境界部及びその近傍に位置して

いることが判明した(図４)。以上の結果から, 

HN の頭部領域と F のストーク領域構造の相

違が(HNのストーク領域と Fの頭部領域を介	

	



した)HN-F 相互作用における（interacting	

partnerに対する）特異性に劇的な変化を及ぼ

すことが明らかとなった。	

	

(９)HN はその頭部領域を介して細胞表面の

受容体(Receptor)に結合すると頭部領域の大

規模な構造変化を起こす。その結果,それまで

頭部領域に隠されていたストーク領域上部に

存在する F-activating region (FAR)が露出して

Fの頭部領域に存在する HN-interacting region 

(HIR)との相互作用を起こし,その結果,F が

活性化して膜融合を誘導するものと考えられ

ている(図５)。ただし,FARの位置に関するコ

ンセンサスは得られていたが, HIR の位置に

ついては諸説存在した。しかし本研究の成果

により,HIR の位置は確定したものと考えて

いる(図 1B 参照)。	

一方,この HN-F 相互作用はウイルス特異的

であるが,一部の異なるウイルス間で HNと F

の相互作用が認められている。このような現

象は FAR と HIRのアミノ酸配列の相同性の高

低によって一義的に決まるものとされてきた

が,本研究によりHNの頭部領域および Fのス

トーク領域におけるアミノ酸置換がそれぞれ

FAR および HIR の特異性に著しい影響をおよ

ぼすことが明らかになったことから,当該現

象は FAR と HIRのアミノ酸配列のみでなくそ

れらの立体構造の相同性に規定されることが

示唆された。また,FAR の立体構造は HN に

FLAG などのタグを付加することによっても

強い影響を受けることを明らかにしており

( J. Virol. 89,12374-12387, 2015), HN と F の

物理的結合の検出には(Venus 断片を両蛋白に

付加する)BiFC 法や(Split ubiquitin を両蛋白に

付加する)Two-Hybrid 法は不適格であること

が判明した。一方,現在のところ RSPC法によ

っても HN-F 物理的結合の検出には成功して

おらず , こ の結合が両蛋白とも Minor	

population において極めて Transient に起こ

り,	かつそのAvidity	も微弱であることが窺

われる。したがって,他の検出法の検索も含め,

さらなる追究が必要であると考えている。		
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