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学位論文内容の要旨

  インフルエンザは、地球上にもっとも広く分布する人獣共通伝染病であり、ヒ

トのみならず、ウマ、ブタおよび家禽に多大な被害を与えている。その病原性発

現のヌカニズムは未だ解明されていない。インフルエンザウイルスの病原性を解

明するためにはウイルスの増殖、すなわち、ウイルス遺伝子の転写・複製過程を

解析しなければならない。インフルエンザウイルスは、RNA依存RNAポリメ

ラーゼ、PB1、PB2およびPAを持ち、これらポリヌラーゼ蛋白複合体がウイル

ス遺伝子の転写・複製を担っている。本研究は、ポ1」ヌラーゼ蛋白の機能ドヌイ

ンを分子レベルで解明するために、PB1、PB2およびPAの構造ー機能をそれぞ

れの蛋 白に対する単ク口 ーン抗体を用いて 解析したものである。

  まず、各ポリヌラーゼ蛋白に対する単ク口ーン抗体を作出し、各々の分子上の

エピトープが存在するドメインを決定した。PB2分子上の4つの異なるエピト

ープに対する単ク口ーン抗体を得た。そのうち、アミノ末端から701番目のア

ミノ酸を含むェピトープがウマインフルエンザウイルス株間に保存されているこ

とが明らかとなった。PB1分子上の少なくとも8つの異なるエピトープを、また

PA分子上の少なくとも10の異なるエピトープを認識する単ク口ーン抗体を得

た。これらの抗体の多くは、ウイルス感染細胞を用いた螢光抗体法において、PB1

およびPA蛋白いずれとも反応を示さなかった。この成績は、これらの抗体が認

識するエピトープが、他のポリヌラーゼ蛋白との結合部位であるか、あるいは他

のウイルス由来蛋白および細胞内の蛋白に覆われていることを示している。

  PB2のアミノ末端から206ー259アミノ酸残基の領域を認識する抗体とカルボ

キシル末端を認識する抗体がウサギグ口ビンmRNAあるいはApGをプライマー

として用いた試験管内ウイルス遺伝子転写反応を強く抑制した。これらの抗体は

PB2のェンドヌクレアーゼ活性をも抑制した。PB1のアミノ末端（1―100アミノ

酸残基）を認識する2つの抗体は、試験管内ウイルス遺伝子転写反応を抑制した。

この領域には、PB1の塩基認識結合部位が存在しており、これらの抗体はこの機

能を障害するものと考えられる。また、この領域にはPAとの結合領域も存在す

ることから、これらの抗体はPB1のPAとの複合体形成にも影響を与えるものと



考えられる。

  以上の成績から、各ポリヌラーゼ蛋白分子上のェピトープと、インフルエンザ
ウイルス遺伝子の転写に関わるPB2およびPB1分子上の領域が同定された。本研

究で作出した一連の単ク口ーン抗体は、インフルエンザウイルスのRNAポリヌ

ラーゼの構造と機能を解析する上で有用である。今後、これらの抗体を用いて、

未だ解明されていないインフルエンザウイルスRNAポリヌラーゼ複合体としての
構造と機能ならびに複合体形成に与かる分子集合のヌカニズムを解明したい。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Analysis of Structure-Function of RNA Polymerase
    of InfluenzaAVirus

（インフルエンザAウイルスRNAポリメラーゼの構造と機能の解析）

  インフルエンザは、ヒト、ウマ、ブタおよび家禽に多大な被害を与えている人獣共通伝
染病である。その病原性発現のメカニズムは未だ解明されていない。病因ウイルスの増殖、

すなわち、ウイルス遺伝子の転写・複製過程が不詳のためである。インフルエンザウイル
スは、RNA依存RNAボリメラーゼ、PB1、PB2およびPAを持ち、これらボ1」メラーゼ蛋
白複合体がウイルス遺伝子の転写・複製に与る。本論文は、ボリメラーゼ蛋白の機能ドメ
インを分子レベルで解明するために、PB1、PB2およぴPA蛋白に対する単クローン抗体を
用いてその構造‐機能を解析した成績を述べたものである。
  まず、各ボリメラーゼ蛋白に対する単クローン抗体を作出し、各々の分子上のエピトー
ブが存在するドメインを決定した。PB2分子上の4つの異なるエピトープに対する単クロ
ーン抗体を得た。そのうち、アミノ末端から701番目のアミノ酸を合むェピトープがウマ
インフルエンザウイルス株間に保存されていることが明らかとなった。PB1分子上の少な
くとも8つの異なるエピトープを、PA分子上の少なくとも10の異なるエピトープを認識
する単クローン抗体を得た。これらの抗体の多くは、ウイルス感染細胞を用いた螢光抗体
法において、PB1およびPA蛋白いずれとも反応を示さなかった。これらの抗体が認識する
エピトープが、他のボリメラーゼ蛋白との結合部位であるか、あるいは他のウイルス蛋白
および宿主細胞蛋白などに覆われているためであろう。
  PB2のアミノ末端から206-259アミ丿酸の領域を認識する抗体とカルボキシル末端を認識
する抗体がウサギグ口ピンmRNAあるいはApGをプライマーとして用いた試験管内ウイ
ルス遺伝子転写反応を強く抑制した。これらの抗体はPB2のエンドヌクレアーゼ活性をも
抑制した。PB1のアミノ末端（1-100アミノ酸残基）を認識する2つの抗体は、試験管内ウイ
ルス遺伝子転写反応を抑制した。この領域にPB1の塩基認識結合部位が存在し、これらの
抗体がその機能を障害する結果であろう。この領域にはPAとの結合領域も存在するので、
これらの抗体はPB1のPAとの複合体構造にも影響を与えるものと考えられる。
  本研究により、インフルエンザウイルスボリメラーゼ各蛋白分子上のエビトーブと、PB2
およびPB1分子上のウイルス遺伝子の転写に関わる領域が同定された。作出された一連の
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単クローン抗体は、未だ解明されていないインフルエンザウイルスRNAボリメラーゼ蛋白
複合体としての構造と機能ならぴに複合体形成に与る分子集合のメカニズムを解明するた

めに極めて有用である。よって審査委員一同は八田正人氏が博士（獣医学）の学位を授与
されるに十分な資格を有するものと認めた。
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