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    学位論文題名
Two proline-rich nuclear localization signals in
the amino- and carboxyl-terminal regions of the

    Borna disease vlruSphOSphoprotein

    （ボルナ病ウイルスのホスフォプロテインに認められた

多数のプロリンを含む新しいカテゴリーの核移行シグナル）

学位論文内容の要旨

  ポルナ病ウイルス(BDV)は、ウマおよびヒツジに進行性脳脊髄炎を起こす向神経性のエ
ンベ口ープを持っウイルスである。BDVは非分節の約8.9kbのマイナス鎖の一本鎖RNA
をゲノムとして持ち、少なくとも6つのORFが存在する。ゲノムの構成は、水泡性□炎
ウイルスヅSV)や狂犬病ウイルスのような動物に感染するラプドウイルスに類似してい
るが、BDVは感染細胞の核内でウイルス複製を行う点で、これらのウイルスとは異なっ
ている。23/24kDaのホスフォプ口テイン（P夕ンバク質）はオープンリーディングフレー
ム(ORF) IIにコードされており、ORFVがコードするLポリヌラーゼ(RNA依存RNAポ
リヌラーゼ）のcofactorとしてウイルスの転写や複製に機能すると考えられている。この
ためにはP夕ンバク質はウイルスの転写や複製の場である核内に移行する必要がある。
そこで本論文ではBDVP夕ンパク質の核移行の機構について検討を行った。
  BDVに持続感染したMDCK細胞(MDCK/BDV)から抽出したRNAを鋳型にP夕ンバ
ク質(201アミノ酸残基)cDNAを逆転写後のpolymerase chain reaction(RT―PCR)で増
幅した。得られたcDNAをインフルエンザウイルスのへマグルチニン(HA)エピトープタ
グを付加した形で発現する真核細胞発現ベクターpcDL―HAに組み込み(pP―Wild)、リポ
フウクション法を用いてCOS―7細胞にトランスフェクションした。夕ンバク質の発現は、
抗BDVP夕ンバク質ポリク口ーナル抗体、抗HAモノクローナル抗体を用いウエスタン
ブ口ット法で解析した。また、発現夕ンバク質の細胞内分布はウェスタンプ口ット法で使
用した抗体を用いて間接螢光抗体法を行い、共焦点レーザー顕微鏡にて解析を行った。一
方、P夕ンバク質の核移行シグナルの局在は、P夕ンバク質のアミノ末端側あるいはカル
ポキシ末端側を欠損した各種変異体を作製し、同様の検討を行った。さらに、核移行に重
要と考えられるアミノ酸配列の決定および核移行シグナルに必須と思われるアミノ酸残
基の決定のために、当該ベプチド鎖をp―ガラクトシダーゼ融合夕ンパク質として発現す
るプラスミドを pRSV―LacZに構築 し、それらの細胞 内発現を解析した。
  P夕ンパク質は、MDCK/BDV細胞の核で主にスポット状に検出された。P夕ンノヾク
質はpP―WndでトランスフウクションしたCOSー7細胞においても核に限局して検出さ
れたことから、細胞質で合成された後、他のウイルスタンバク質の介在なしに核移行する
ことが示された。アミノ末端側あるいはカルボキシ末端側のどちらかを欠いたP夕ンバ



ク質各種変異体(pP―del.N18、pP―del.N40、pP―del.N82、pP－del.C117、pP―del.C148、
pP→del.C182により発現；それぞれ末端から数字で示すアミノ酸残基の位置まで欠損）は
核移行能を保持していた。この結果から、P夕ンバク質の核移行に必要な領域は中央部分
に存在するか、あるいはアミノ末端側とカルボキシ末端側の両方に存在するかの、二つの
可能性が考えられた。そこで1-41番目のアミノ酸残基をpRSV―LacZに融合させた
pSRV―1/41、172－201番目のアミノ酸を融合させたpRSV―172/201、アミノおよびカ
ルボキシ末端の両者を除去して融合させたpRSV一41/181を構築し、これらのタンバク
質の核移行活性を解析した。その結果、pRSV―41/181のタンバク質は細胞質で検出され
たが、pSRVー1/41とpRSV－172/201のタンパク質は核に移行した。これらの結果から、
P夕ンバク質の核移行シグナルはアミノ末端側とカルポキシ末端側の両方に存在し、それ
ぞれ独立に機能しうることが明らかとなった。さらに同様の手法により、アミノ末端側の
ぺプチド鎖1―41を順次短縮し、18ー36番目、さらに29一PRPRKIPR―36に核移行活性が
認められれることが明らかになった。多くの核移行シグナルでは、塩基性アミノ酸に富ん
だ配列が報告されている。そこでこのアミノ末端領域の32番目のアルギニンと33番目
のりジンをグルタミンに置換したところ、各移行能が保持されていることが明らかとなっ
た。この領域にはプ口リンが多く含まれていた。そこで、このプ口リンの重要性を明らか
にするため、それぞれのプ口リンをアラニンに置換して核移行能を調べた結果、29、31
および35番目のプ口リンが核移行活性に重要であることが判明した。一方、カルポキシ
末端側では、172―193、179―201、181―193、192―201番目のアミノ酸をそれぞれ融合
させると181―PPRIYPQLPSAPT―193の配列を含むものに核移行活性が認められた。こ
のカルポキシ末端側の核移行シグナルについてもプロリンが多く含まれており、同様の検
討から、182、186、189および192番目のプロリンがこの領域の核移行活性に重要であ
ることが判明した。
  P夕ンバク質は単独でゲノム複製の場である核に移行する性質を持ち、その際アミノ末
端側の29―PRPRKIPR-36とカルポキシ末端側の181―PPRIYPQLPSPT―193のニカ所に
核移行能があることが明らかとなった。この核移行シグナル配列中にはそれぞれプ口リン
が3あるいは4個存在し、いずれも核移行活性に必須のアミノ酸残基であった。これま
でに報告されてきた核移行シグナルは塩基性アミノ酸に富む配列と、このような特徴を持
たない配列に分けられる。今回同定したプ口リンに富む核移行シグナルはこれまでには報
告されておらず、新しいカテゴリーの核移行シグナルと考えられる。Lipkinらは、P夕
ンバク質ーN夕ンバク質、P夕ンバク質―X夕ンバク質、P夕ンバク質同士間の相互作用に
ついて報告しているが、P夕ンバク質上のN夕ンパク質、P夕ンパク質との結合部位と
今回明らかとなった核移行シグナルとはオーバーラップしておらず、X夕ンバク質との結
合部位がわずかにオーバーラップしていた。したがって、ウイルス感染後にP夕ンバク
質が2量体を形成したり、N夕ンバク質あるいはX夕ンバク質と結合しても、その核移
行シグナルは機能しうるものと推察される。ここで得られた知見は、BDVに特徴的な核
内複製 機序 を明ら かに してい く前 提となる重要な知見であると考えられる。



学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Two proline-rich nuclear localization signals in

the aml丶 ‐ andCarbOXyl‐ terminalregionSOfthe

    BOrnadiSeaSeVlruSphOSphoprotein

    （ボルナ病ウイルスのホスフォプロテインに認められた

  多数のプロリンを含む新しいカテゴリーの核移行シグナル）

  ボルナ病ウイルス(BDV)は、ウマおよびヒツジに進行性脳脊髄炎を起こす向神経性のエ

ンベ口ープを持っウイルスである。BDVは非分節の約8.9 kbのマイナス鎖の一本鎖RNA

をゲノムとして持ち、少なくとも6つのORFが存在する。ゲノムの構成は、水疱性ロ炎

ウイルス(VSV)や狂犬病ウイルスのような動物に感染するラブドウイルスに類似している

と思われるが、大きな違いはBDVは感染細胞の核内でウイルスの複製を行う点である。

23/24kDaのホスフォプ口テイン（P夕ンパク質）はORF IIにコードされており、ORFVが

コードするLポルヌラーゼ(RNA依存RNAポリヌラーゼ）のcofactorとしてウイルスの転

写や複製に機能すると考えられている。このためにはウイルスの転写や複製の場である核

に、翻訳後のタンバク質が移行する必要がある。そこで本研究ではBDVP夕ンバク質の

核移行の機構について検討を行った。

  BDV持続感染MDCK細胞(MDCK/BDV)から抽出したRNAを鋳型にP夕ンバク質cDNA

断片をRT－PCRで増幅し、真核細胞発現ベクターpcDLーHAに組み込んだ(pP－Wild)。これを

基に各種P夕ンパク質欠損体を作製した。さらにP夕ンパク質の一部とp。ガラクトシダー

ゼとの融合夕ンバク質を発現するプラスミド、およびP夕ンパク質の一部に置換を入れた

融合夕ンバク質を発現するプラスミドを構築した。これらのプラスミドをCOS―7細胞に

LIPOFECTAMINE (Gibco BRL)を用いてトランスフウクションし、各夕ンバク質の発現を

ウェスタンブ口ット法、細胞内分布を共焦点レーザー顕微鏡を用いた間接螢光抗体法にて

解析した。一次抗体として抗BDVP抗血清、または抗B・ガラクトシダーゼ単ク□一ン抗

体を用いた。

    P夕ンパク質は、MDCK/B DV細胞の核で主にスポット状に検出され、また、pP－Wilcl

をトランスフェクションしたCOS－7細胞においても核に限局して検出されたことから、

則
蔵
良

和
賢
和

江
田
田

野小
高
生

授
授
授

教
教
教

査
査
査

主
副
副



能動的に核移行することが示された。アミノ末端側あるいはカルボキシ末端側のどちらか

を欠いたP夕ンノヾク質(pP―del.N18、pP-del.N40、pP－del.N82、pP―del.C 117、pP―del．C148、

pP-del.C 182により発現）も核移行能を保持していた。この結果から、P夕ンバク質の核移

行に必要な領域は中央部分に存在するか、あるいはアミノ末端側とカルボキシ末端側の両

方に存在するかの、二つの可能性が考えられた。そこで単独発現では細胞質に局在するp・

ガラクトシダーゼに、各領域を融合(pRSV－1/41、pRSV-41/181、pRSV―17 2/201）し、核移

行に必要な領域を解析したところ、1・41番目のアミノ酸を融合させたものと172－201番目

のアミノ酸を融合させたもので、それぞれに核移行活性が認められた。さらにアミノ末端

側では18―36番目のアミノ酸を融合させると核移行能が見られたため、18-28と29・36番

目のアミノ酸に分けて解析した結果、29ーPRPRKIPR－36に核移行活性が認められた。一方、

カルボキシ末端側では、172―193、179-201、181-193、192－201番目のアミノ酸をそれぞれ

融合させると、181-PPRIYPQLPSAPT-193の配列を合むものに核移行活性が認められた。

このアミノ末端側およびカルボキシ末端側の核移行シグナルにはプ口リンが多く含まれ

ていた。そこで、このプ口リンの重要性を明らかにするため、それぞれのプ□リンをアラ

ニンに置換して核移行能を調べた結果、アミノ末端側の核移行シグナルについては、29、

31および35番目のプ口リンが、カルボキシ末端側では182、186，189，および192番目

のプ口リンがそれぞれ核移行活性に重要であることが判明し、今までに例を見ない、プ□

リンに富む核移行シグナルであることが明らかとなった。

  公開発表において、副査の高田教授から、今回使用したウイルス株の由来、核膜からの

buddingの有無、NLSのウイルス株間での保存状態、健常人におけるBDVの陽性率、人獣

共通伝染病の可能性についての質問が、次いで主査の小野江教授から、NLSのべプチド構

造について、BDVの細胞への侵入様式、融合部分ペプチドと実際のP夕ンバク質との挙

動の比較についての質問がなされた。

  また、副査の生田教授から、NLSが2力所に局在する意義について、感染細胞と単独で

発現させたP夕ンパク質の核内での局在の比較、NLSの同定と臨床材料の関連などについ

ての質問がなされ、いずれの質問に対しても申請者は自らの学位論文や関連論文を引用し、

おおむね妥当な回答を行った。

  この論文は、新しいカテゴリーの核移行シグナルの発見として高く評価され、今後BDV

に特徴的な核内複製機序解明の重要な前提になると期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ、申請者が博士（医学〕の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。


