
    博士（獣医学）滝本

学位論文題名

  Structural and functional analysis
 of human parainfluenza virus type 1
hemagglu tinin-neuraminid ase  protein

（ヒ卜パラインフルエンザウイルス1型HN蛋白の構造と機能の解析）

学位論文内容の要旨

  パラインフノレェンザウイル′ス1型（PIV―1）はパラミクソウイ

ルス科に属する一本鎖のRNAウイルスで、小児に急性呼吸器感染症

を起こq→病原体のーつである。木科にはニューカッスル病ウイルス、

牛疫ウイルス、麻疹ウイルス等、人畜に重要な病原ウイルスカく含まれ

る。パラミクソウイルスのエンベロープにはHNとFの2種のスパイ

ク親｜f蛍白が存在する。HN蜑白倣宿主細胞レセプターへの吸蔚及ぴノ

イラミニダーゼ活性を布し、F蜑白は膜融合を媒介する。舷近、F蛋

白による膜融合にHN蛋白が関与することが示されたが、その詳翁0は

Iリ亅らかでない。本論文はパラミクソウイルスの感染に必須なHN蛋白

の榊造と機能について得られた新しい知児を述ぺたものである。

1．HN蜑白の膜融合への関与

  HN蛋白の膜融合に県たす役割を調べるため、P'IVー1及びマウ

スd1来のセンダイウイルス（S V)のHNおよびF遺伝子をそれぞれ

クロー二，ングし、HoLaT4゙ tcm胞に発現させた。これらのウイル

スの1′蛋白を単独で発現させても細J胞融合は起こらなかったが、同じ

ウイルスのHN蛋白とともに発現させると,Il胞融合を引き起こした。

次に、興なるウイルス出来のHNとFを発現させた。SVのHNと

pIV一1のFを発現させた場合、細胞融合は起こらなかったが、
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PIVー1のHNとSVのFでは多数の翁II胞が融合した。J啖融合に漿

たすHNの機能をさらに詳しく調べるため、変興HNを作製した。膜

糸占合ドメイン内のシステイン（第55アミノ酸）を卜リプ卜ファンに

鐙換した変興HN蛋白は、もとのFINと同様に吸着およびノイラミニ

ダーゼ活性を示したが、F蛋白とともに発現させても膜融合を起こさ

なかった。システインをグリシンに置換した変興HN蛋白の吸着、ノ

イラミニダーゼおよび膜融合活性はもとのHN蛋白と同様であった。

この成績は膜融合活性に重要なのはシステイン残基そのものでなく、

この領域の構造であることを示唆している。また、PIV―1とSV

の キメラ HN蛋白 をPIV一1あ るいは SVのFとと もに発 現させた

結果、HN分子のIp火部62％の領域も膜融合活性に｜期与することが

Iリ・・Jらかとなった。

  以上のように、P IV-1．のF蛋白による膜融合にHN蛋白の関与

が必須であることならびにHN蛋白分予の｜炎轟〓合ドメインおよびI．1l火

藷 15がそ のtl｜性うも埖にm要であることをI明らかにした。

2．PIV-一1HN舐白の熱安定性

  PIV―．1の培養飛王I胞における増殖は34℃で最大であり、高温

（38℃）で はそ の100分の 1以 下しか増殖しない。SVは両温度

でほば同等に増殖する。PIV一1のHN蛍自を糸IllJ胞に発現させ、熱

安定性をバルスーチェイス試験で調べた結果、34℃では6時【m後も

安定であったが、38℃では、3時間以降、蛋白の分解が認められた。

一方、PIV―1のF蛋白は何れの温度でも安定であった。また、

S VHNは 両温度 で安 定であ った。そこで、PIV-ー1HN蛋白のモ

ノクローナル抗体との反応性を34℃と38℃で比較した。3つの抗

体のうち1つの抗体は低温で強く反応し、高温では弱い反応しか示さ

なかった。この所見はHNの構造が温度によって変化．することを示唆

している。次に、PIV――1の変異HNについて熱安定性を調べた結

果、 第461及ぴ 462アミ ノ酸を SVと同じアミノ酸に変異させた

HNは38℃でも34℃と同様な安定性を示した。
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  以上のように、PMV―1のHN蛋自分子上で第461および462

アミノ酸がHNの熱安定性に関与することを明らかにした。

3．HN蛋白の分離精製と結晶化

  PIVー1HN蛋白の三次構造を解析するために、この蛋白を分離

粨を製し、結品化を試みた。まず、結晶化の妨げとなる膜結合領域の疎

水性アミノ酸配列を除くため、精製ウイルスをプ口テアーゼで処理

し、ショ精密度勾配遠心で二量体を精製した。精製HN蛋白が5X5

n rn分子の二風体であることを電子顕微鏡により確認した。得られた

HNのアミノ酸配列を解析した結果、精製HN蛋白は第136または

137アミノ酸で開裂をうけた、全438あるいは439アミノ酸で

構成されていることがわかった。精製HN蛋白は赤血球凝集およびノ

イラミニダーゼ活性と抗原性を保持していた。20％ポリエチレング

リコールを用いてこのHN蛋白の結晶化を試みた。その結果、方形お

よび針状の二種類の結晶が得られた。方形の結品をX線解析に供した

が、約iOAの解像が限度で、三次榊造をI明らかにするには至らなか

った。針状の結品を電子顕徽鏡で解析した結果、FN分子が三mらせ

んを形成していることが明らかになった。このような三重らせん構造

結品はこれまでに報告がなく、HN蛋白の特性を示しているものと考

えられる。

  以上のように、PMV―1HN蛋白が単独で結IL1化し得ることが明

らかとなった。三次構造の解明のためにはウイルス株及び特製方法を

さらに検討して、安定なHN蛋白の結晶標品を得ることが必要である。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

  Structural and functional analysis
 of human parainfluenza vlrus type 1
hemagglu tinin-neuraminid ase  protein

（ヒト パラインフ ルエンザウ イルス1型HN蛋白の構造と機能の解析）

  本論文はパラミクソウイルス科の一員であるパラインフルエンザウイルス1型のHN

蛋白の構造と機能について検討を加え、次のような新しい知見を得たことを述ぺたもの

である。

  1．HN蛋白がF蛋白の膜融合に関与することが既に報告されているが、申請者は

HNとFを細胞で発現させ、F蛋白による膜融合にHN蛋白が必須であることを確認す

ると共に変異HNおよびキメラHNを作製し、機能部位を特定した。その結果、HN蛋

白の膜結合領域と中央部が重要であることを明らかにした。

  2.パラインフルエンザウイルス1型のヒト由来ウイルスとマウス由来センダイウイ

ルスのHNとF蛋白を細胞に発現させ、パルスチェイス試験で熱安定性を調ぺた。ヒ卜

由来ウイルスのHN蛋白は38℃では不安定であったが、F蛋白は安定であった。セン

ダイウイルスのHNは38℃でも安定であった。変異HNウイルスを用いて熱安定性に

関与する部 位を検討し、第461番周辺のアミノ酸であることを明らかにした。

  3. HN蛋白の二量体を分離精製し、構造と機能を調ぺた。精製HNは438または

439個のアミノ酸から成り、赤血球凝集およぴノイラミニダーゼ活性を保持してい

た。20％のポリエチレングリコールによって方形と針状の2種類の結晶を得た。．方形

結晶はX線解析を行ったにもかかわらず、三次構造を明らかにすることができなかった

が 、 針 状 結 晶 は ら せ ん 構 造 で あ る こ と を 明 ら か に す る こ と が で き た 。

  以上、本論文は、パラインフルエンザウイルス1型の感染に必須なHN蛋白につい

て、膜融合への関与、熱安定性、結晶化について検討を行い、感染機構の解明上重要な
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知見を提出した。よって申請者は博士（獣医学）の学位を授与される資格があると認め

た。
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