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霊長類の補体制御因子Membrane Cofactor Protein(MCP，CD46)

―構造ならびに麻疹ウイルスレセプターとしての機能―

学位論文内容の要旨

【序論］
  ヒトMCP (membrane cofactor protein，CD46)は生体内の有抜細胞すべてに発現する膜蛋白

で，プロテア―ゼt因子によるC3b/C4b分解・不活性化反応のコフフクターとして働き．自己
細胞上での補体活性化を制御する。MCPは補体制御蛋白に共通なSCRを4個とひ結合型糖鎖
で修飾されたセリン‐トレオニンに奮むドメイン(s-Dから構成される細胞外領域の後に，膜貫
通ドメイン(TM)と細胞質ドメイン(CYT)を連ねた1型膜蛋白である。STとCYTドメインには
それぞれ3種顛(ST'x，STB．STつと2種類(CYI-1，CY T'2)の多型が存在する。最近，MCPは麻
疹ウイルス(MV）のレセプタ―として譲能するという報告がなされ，注目されている。
  MVは霊長類に感染するにもかかわらず，ヒ卜以外のMVレセブターの構造は明らかにされて
いない。そこで，申請者はサル由来細胞株，VeroとB95a細胞からMCPホモログのcDNAを単
離 し ， そ の 蛋 白 構 造 な ら び に 機 能 解 析 を 行 っ た の で 以 下 に 報 告 す る 。

t結果］
uVー ．ero細 胞に 発 現 主盃 MCP盡王 旦2Qcp NA空 臼二三2忿 およ壟量 の搬能鰹 折
  はじめに，Vero細胞のcDNAライプラリーをヒトMCP cDNAをプ口一ブとしてスクリ―ニ
ングしたところ，33個の陽性ク口―ンカt+lsられた。この中カゝら選択した1つのクローン(V2．1.3
kb)について全塩基配列を決定した。その予想される全一次構造はヒ卜MCPに高い相同性
(86％）を示すとともに，SCR，STc．TM．CYT2に相当する各ドメインから構成されていた。
  MV感受性実験にはNagahata野生株とCAMワクチン株を用いた。どちらのMV株もVero-MCP
cDNAを発現させたハムスタ一由来のCHO細胞に感染した。その感染性はヒ卜MCPを発現させ
たCHO細胞と同程度であった。次に，可溶化試料を用いて，｜因子によるヒトC3bの切断率を
指標に補体制御活性を測定したところ，Vero-MCPはヒ卜MCPと同等の活性を示した。

21 8954鋼 胞に 発 現 士疂 MQP丞 王且 Zの QQ鎚 △ 空 目ニ 三 22お よ 壟量 の證 能鰹折
  次に，B95a細胞からMCPホモログの単離を試みたところ，89個の陽性クローンを得た。そ
のうち，3種類のcDNAクロ―ン，B1（1．7kbp），B2（3．0kbp），B3（1．3kbp）について全塩基配列
を決定した。これらの翻駅領域から予想されるアミノ酸配列をヒトMCPと比較したところ，比

較的高い相同性（76も0％）を示した。従って，得られた3種のクローンはMCPホモログ
（B95a‐MCP）であると考えられた。B2はS卩体をコードしていた。しかしながら，B1とB3ク
ロ―ンは共にSCR1を欠損するMCP分子種コードしていた。ヒ卜やVemのMCPにはSCR1
欠損体は存在しない。そこで，B95かMCPのSCR1領域についてRT一PCRにより解析したとこ
ろ，SCR1領域を含むmRNAは確認されたが，その発現量はSCR1領域を欠損するmRNAと比
較すると，約1′10と低かった。

  まず，SCR1欠損体とSTB体のB95a‐MCPを発現させたCHO細胞のMV感受性について検討
したところ，NagahataとCAM株はSCR1欠損体の細胞に感染しなかった。また．SCR1を含む
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STB体 の 細 胞 が 示 す MV感受 性 ｜ ヱ ヒト や Veroの MCPを発 現 さ せ たCHO細 胞 よ り も低 く ， CAM

株が ，その 細胞に 擾めて 弱い感 染性を 示した だけで．Nagahata株は全く感染しなかった。しか

し な が ら． 本 研 究 で用 い た MV Nagahata野生 株はB95a細 胞自体 には高 い感染 性を示 すことか

ら ， B95aに MVレ セ ブ タ ー と し て 機 能 す る 他 の MCP分 子 を の 存 在 が 予 想 さ れ た 。

  そ こで， 先にB95a細胞から 得られ た陽性 クロー ンのう ち，未 解析で あった 教租のク ローン

に つ い て全 塩 基 配 列を 決 定 し たとこ ろ，新 たにSCR1を含むSTc体をコ ードす るクロ― ンを得

た 。 CAM株 は こ の 分 子 種 を 発 現 さ せ た CHO細 胞 に ， ヒ ト や Veroの MCPを 発 現 さ せた CHO細

胞と 同程度 に感染 したが ，Nagahata株 では高 濃度で 感作し ても全く 感染し なかった。なお，3

穐 の B95a-MCP． SCR1欠 損 体， STB体 ， STc体 は す べ てヒ ト MCPと 同様 の 補 体 制御 活 性を示 し

た。

3L MVf三封 空るMCP丑 錨金部 位虫讎 丘

  Buchholzらに よ り 提 唱さ れ た ヒ トMCP上 の MV結 合 部 位 を構 成 す る アミ ノ 酸 残基 (Asp27．

Lys29， Arg69． Asp70)が B95a-MCPでfよGlu27，Asp29，Pr069｜Asn70に置 換され ていた 。こ

の 缶換 に よ っ て， B95a-MCPは Nagahata株 の レ セ プタ ー として 機能しな い可能 性が考 えられ

た 。 そ こ で ， そ れ ら 4個 の ア ミ ノ 酸 残 墓 を ヒ トMCPの も の に置 き 換 え た3種 のB95a-MCP変

異 体(SCR1゙ ，SCR2゙ ， SCRl-2゙ ） を発現 させた CHO細胞を 作盤し た。Nagah ataとCAM桙の ヒ

ト MCPを 介 し た 感 染 を 阻 害 す る mAb， M75と M177は 共 にwild-type (STc体 ） の B95a-MCPに

結合しなかったものの，SCR1゙ とSCRl-2゙ 変異体には結合した。また，3種の変異体はwild-type

と同様 の補体 制御活 性を示 した。

  次 に ， 3種 の 変異 体 を 発 現さ せ た CHO細胞 の MV感受 性 を 比 較し た と こ ろ， い ずれ もCAM株

に はwild-typeや ヒト の MCPを発 現させ たCHO細 胞と同程 度に感 染した が，Nagahata株では 感

染 が認 め ら れ なか っ た 。 また ，MVの 結合は CAM株にお いては 見られ たが， Nagahata株で は認

め られ な か っ た。 一 方 ， Nagahataと CAM株 の H蛋 白 の ー次構 造(617アミ ノ酸） を比較 したと

こ ろ ， そ の 相 同 性 は 約 98％ で ， 両 者 問 で 異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 は 14個 存 在 し た 。

［鈷論J

  申 請者は 本研究で ，ヒ卜 と同じ 旧世界 ザルに 屈する アフリ カミドリザル由来のVero細胞から

単 離 し た MCPホ モ ログ は 構 造 上ヒ ト MCPに 高い 類 似 性 を示 す と と もに ， 補 体 制御 因 子 /MVレ

セブ タ―と して機能することを明らかにした。また，旧世界ザルより下等な新世界ゲルに属する

マ ー モ セッ 卜 由 来 のB95a細胞 から敷 種のcDNAを 単離し ，全ー 次構造 を決定 した。 これら のド

メ イ ン 構 造 は ヒ ト MCPと 同 じ SCRや ST． CYな ど か ら 形 成 さ れ て い る が ， そ の 多 く は SCR1

を 欠 損 す る MCP分 子種 で あ り ，MV感 受性 が SCR1欠 損 体 では 全 く 罷 めら れ な い こと を 明 ら か

に し た 。 し か し， こ の SCR1欠 損 体も SCR1を 含 む MCP分子 種 と 同 様に 補 体 制 御因 子 と し て働

く こ と を 見 出 し た 。 ー 方 ， CHO細胞 に 発 現 させ た 各 MCP分子 缶 の MV感 受 性 は MV株 に よ り異

なり ，CAM株 には感 受性を示 すが， Nagahata株に は感受 性を示 さない ことを 明らか にした。そ

の 一 方 ，B95a-MCPのSTc体 に 置 換導 入 し た 変異 体でもNagahata株に対 するレ セブタ ーとし て

の機能は回復しないことを明らかにした。

  以 上 の 知 見 は ， B95a細 胞 に 主 に 発 現 す る MCPは MVレ セ プ タ ―と し て 機 能し な い SCR1欠

損 体 で あ る が ，SCR1を含 む MCP分 子彊 で あ っ ても そ の 分 子上 に Nagah ata株の H蛋 白 と の 相

互作 用部位 が存在 しない ため， MVレセプ タ―と して緩 能し得 ないことを示唆する。しかしなが

ら， B95a細胞 はNag ah ata橡 に対し て非常 に強い 感受性を 示すことから，マーモセッ卜などの

下 等 な 霊長 類 で は MCP以 外 の 膜 因子 が MVに対 する 主要な レセブタ ーとし て繼能 してい る可能

性を強く示唆する。現在，筆者のみならず他の多くの研究者がこの未知因子の解析を進めている。
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学 位 論 文 題 名

霊長類の補体制御因子Membrane Cofactor Protein(MCP，CD46)

―構造ならびに麻疹ウイルスレセプターとしての機能―

  MCPはgp45―70やCD46とも呼ばれる補体制御分子で、霊長類の細胞膜に発

現し、自己補体による細胞膜障害を制御している。

  最近、ヒトMCPは麻疹ウイルスレセプターとしても機能することや、MCP

はSCRと呼ばれる4個のドメインを有し、そのN―末端側からニつのSCRl,

SCR2が麻疹ウイルス結合に重要なことが明らかにされている。しかし，アミノ

酸60残基からなるSCR1、SCR2のウイルス結合部位の詳細については明らか

でない。ヒトと同様にサルも麻疹ウイルス感受性の動物であるが、はたしてサ

ルのMCPが麻疹ウイルスレセプターとして機能するかについては明らかでな

かった。

  本博士論文は、サルのMCPのクローニング並びにその麻疹ウイルスレセプ

ターとしての機能を詳細に解析した研究成果を集大成したものであり、以下の

ような興味深い知見が紹介されている。

  1；サル由来培養細胞のh4CP遺伝子のク口ーニング

  麻疹ウイルスの継代培養には、旧世界ザルに属するアフリカミドリザル由来

の培養細胞(Vero細胞）や新世界ザルに属するマーモセット由来の培養細胞

(B95a細胞）が用いられている。この両者から、MCPcDNAをク口ーニング

し、ヒトhlCPと8000以上の構造相同性のあることを明らかにした。特に、

vero細胞のN4CPの方がヒトMCPと高い相同性を示した。
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  2： マ ー ー モ セ ッ ト MCPの 麻 疹 ウ イ ル ス レ セ ブ タ ー 機 能

  Vcro細胞のMCPcDNAをハムスター細胞に導入し、そのMCPを強制発現さ

せ、麻疹ウイルス感受性を検討したところ、Vero細胞MCPはヒトMCPと同じ

ような麻疹ウイルス感受性を示した。一方、マーモセットのMCPを強制発現

させた細胞では、麻疹ウイルス野生株のNagahata株は感染性を示さなかっ

た。Nagaliata株はマーモセット細胞自体に対しては高い感染性を示すところ

から、マーモセット細胞にはMCP以外の未知の麻疹ウイルスレセプターが発

現している可能性を示唆する。

  3：マーモセットMCPのアミノ酸残基改変による麻疹ウイルス感受性の回

復実験

  ヒトlx4CPのアミノ酸残基を順次置換させ、麻疹ウイルスとの結合に関与す

るアミノ酸残基を同定しようとする研究がヨー口ッバで活発に進められてい

る。この置換実験から、麻疹ウイルスとの結合部位に必須とされるアミノ酸残

基が推定されている。マーモセットMCPにはこの必須アミノ酸残基の数力所

が変異しているところから、これらの変異が麻疹ウイルス感受性を喪失させた

と予想された。そこで、それらのアミノ酸をヒト型へ置換させたが、麻疹ウイ

ルス感受性は回復しなかった。これは、

ミノ酸残基から構成されるのではなく、

る可能性を示唆する。

麻疹ウイルスとの結合部位は数個のア

広い範囲が結合部位として関与してい

  上記の研究成果は、麻疹ウイルスレセプターとしてのMCPの機能部位に関

する研究領域において重要な知見であり、博士（薬学）の学位を受けるに値す

る業績と評価した。


