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    学位論文題名
Large-scale preparation of biologically active measles
    ●
    vlruShaemagglutinlneXpreSSed
    byattenuatedVaCCinlaVlruSVeCtorS

    （ 弱 毒 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る

生物学的活性を保持した麻疹ウイルス赤血球凝集素の大量発現）

学位論文内容の要旨

  真核生物由来の膜糖蛋白質の発現系として多くのウイルスベクターが用いられてきた。な

かでもワクシニアウイルス(VV)ベクターは、適切な発現蛋白質の翻訳後修飾、高い発現効

率、広い宿主領域、大きな外来遺伝子を導入できるく35 kb)、等の多くの利点を持つ。反

面、VVはヒトに対する病原性が懸念され、利用の障害となってきた。しかし、我々が用い

たLC16m0株(m0椦ヨは高度に弱毒化されたワクチン株であり、乳幼児を対象とした臨床

応用試験においても重篤な副反応｜黼されず、高い安全性が立証されている。

  VVベクター系はVV由来のプロモーターによって外来遺伝子を発現させる。志田らは

cowpox vlrusAtype inclusion body gene(ATD由来プロモーターと改変されたp7.5KDa

プロモーターとを連結した強カな合成プロモーター、PSFJ1―10およびPSFJ2－16を開発

した。

  我々は、安全性の高いm0株と高発現の合成プロモーター、更にヒスチジンタグ(his―・tag

によるアフイニテイークロマトグラフイーぬC）を組み合わせることにより、大量の膜糖蛋

白質を効率的に精製する方法の確立を目指した。膜蛋白質のモデルとして麻疹ウイルス（MV）

の エンペローブ糖蛋白質の1つである赤血球凝集素蛋白質（MV珊を用いた。

  MVHはMVが宿主細胞に侵入する際、細胞膜上のレセプター分子（e．g．CD46，moesm，

SIAM）に結合し、同時にもうーつの膜蛋白質である膜融合蛋白質くMVF冫の融合活性発現

を補助しMV感染の第1段借を司る重要なウイルス構成成分の1つである。MVHの正確

な細胞内輸送や多量俸化に伴う生物学的活性の発現には正確な蛋白質の翻訳後修飾が必須で
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ある。さらに、MVHはMV感染における主要な中和抗原ならびに細胞障害性T細胞の標

的抗原であることから、免疫学的にも重要である。

  従来のMVH精製法は、主に精製ピリオンを出発材料としてdetergenによる可溶化や

プロテアーゼによる解裂によって行われてきた。しかし、こうした方法ではピリオンの精製

に大きな労カとコストを必要とし、かつ収量が低い欠点がある。加えてMVH以外のMV

抗原の迷入を完全には拶降象できない。単クローン抗体によるACを用いた方l法も報告されて

いるが、抗原を溶出する際の低PHや変性剤による蛋白質の変性を避けられない。

    我々はのC末端近傍のXmaI部位（終止コドンから9コドン上流）nDH/HIsX1）あ

る いは終 止コ ドン の直前 nDHハ msC2） にHbrtag配列を 導入 した 2種類のMVHcDNA

を お の お の PSlFJ1－ 10と PSlF、 J2― 16と に 連結 し （ それ ぞれ pSnDH/丑sX1，

pSFTDH/HSC2） 、 mO株 に 導 入 し た 師 aIDH/rHi蝋 1， maIDH/HsC2） 。そ れ ぞ わ

の細換えウイルス（RVV）から発現された2種類の細換えMVHはいザれも感染細胞で細胞

表面に輸送され、赤血球凝集能とMVFの膜融合活性補助能を発現した。これらの組換え

MVHはR、ッ感染細胞ライゼートから非変性条件下でのトげ．imin（刈iaCe比aCid

sepharC塔eい舮IDA）カラムによる1段階精製で、大量にかつ高い純度で精製された（収量は

そゎそ潮O．5，2．8mg/108（跫1b，純度は＞94％，98％冫。この結果tま従来のMVH精製法

に比ぺ約400倍効率的ゆH/HsC2）であることを示している。その発現量｜尠弋キュロウイ

ルス発現系にも匹影げる。しかし、パキュロウイ，´レスでしばし酒潜i察されるような翻訳後修

飾が不完全なMVH分子は検出されず、精製漂品｜ま高いHA比活性を保持していた（それ

ぞれ32，2048HAUノぃg）。精製組換えMVHの抗原性を調べるため、これらの抗原を用

いたEuSA法で得られたヒト血清検体のEuSA抗体価と、同一血清検体の中和抗体価と

の相関係数を求めたところ、従来の報告に比ベ高い値を示した。特にTDH/HlSC2では、

精製MVピリオンを用いた場合（R2印．69，pくO．05冫よりも高い値を示した（Rきめ．84，pく

O．05）。 TDH/H函 （1の場 合は 最も低い値を示した（Rきめ．49，pくO．05冫。

  以上の結果から、精製組換えMVHはMV感染の診断や、MVHの機能解析に有用であ

ることが示された。また、我々の開発したVV発現系は機能と構造を保持した膜糖蛋白質

の大量発現を可能にすることから、様々な膜糖蛋白質の機能解析に有効なツールとなりうる。

- 79 -



学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Large-scale preparation of biologically active measles
    ●
    vlruShaemagglutinlneXpreSSed
    byattenuatedVaCCiniaVlruSVeCtorS

    （ 弱 毒 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る

生物学的活性を保持した麻疹ウイルス赤血球凝集素の大量発現）

真核生物由来の膜糖蛋白質の発現系としてワクシニアウイルス(VV)ペク夕一は、適切な発現

蛋白貿の翻訳後修飾、高い発現効率、広い宿主領域、大きな外来遺伝子を導入できる等の多く

の利点を持つ。反面、VVはヒトに対する病原性が懸念され、利用の障害となってきた。そこ

で、本研究では高度弱毒化ワクチン株LC16m0株（mO株）と高発現の合成プロモ一夕一

(PSFJI―10，PSFJ2―16)、更にヒスチジンタグ（his－tag)によるアフイニテイークロマトグ

ラフイ-(AC)を組み合わせることにより、大量の膜糖蛋白質を効率的に精製する方法の確立を

目的とした。膜蛋白貿のモデルとして麻疹ウイルス(MV)のエンペロープ糖蛋白質の1つである

赤血球凝集素蛋白質(MVH)を用いた。

  MVHはMVが宿主細胞に侵入する際、細胞膜上のレセプ夕一分子に結合し、同時に膜融合

蛋白質(MVF)の融合活性発現を補助しMV感染の第1段階を司る重要なウイルス構成成分の

1つである。MVHの正確な細胞内輸送や多量体化に伴う生物学的活性の発現には正確な蛋白

質の翻訳後修飾が必須である。加えて、MVHはMV感染における主要な中和抗原ならびに細

胞 障 害 性 T細 胞の 標 的 抗 原 で あ る こ とから 、免 疫学 的にも 重要 であ る。

  従来のMVH精製法は、主に精製ピリオンを出発材料としてきた。しかレ、ピリオンの精製

には大きな労カとコストを必要とし、且つ最終標品の収量が低く，MVH以外のMV抗原の迷
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入を排除できない欠点がある。単クローン抗体によるACを用いた方法も報告されているが、

抗原溶出条件による蛋白質の変性を避けられない。

    本研究ではC末端近傍のXmal部位と，終止コドンの直前にHis―tag配列を導入した2

種類のMVH（それぞれTDH/HisX1，TDH/HsC2）遺伝子を発現する2種類の組換えウ

イルス（mOTDH/HisXl，mくr‘H/HisC2）を作製した。それぞれの組換えウイルス侃VV）

から発現された2種類の組換えMVHはいずれも感染細胞で細胞表面に輸送され、赤血球凝集

能とMVFの膜融合活性補助能を発現した。これらの組換えMVHはRVV感染細胞ライゼー

トからNi2＋．iminoIdiaceticacidsepk駅）seカラムによる1段階精製で、大量にかつ高い純度

で精製された（収量はそれぞれO．5，2．8mg/108ceus，純度は冫94％，98％）。この結果は従

来のMVH精製法に比べ約400倍効率的ぐrH/間sC2）であることを示している。その発現

量はパキュロウイルス発現系にも匹敵し、パキュロウイルスでしぱしぱ観察されるような翻訳

後修飾が不完全なMVH分子は検出されず、精製標品は高いHA比活性を保持していた（それ

ぞれ32，2048HAU/嶇）。精製組換えMVHの抗原性を調ぺるため、同一血清検体について，

組換えMVHを用いたEuSA法で得られたEIJSA抗体価と、その中和抗体価との相関係数を

求めたところ、‾従来の報告に比ぺ高い値を示した。特にTDH/MsC2では、精製MVピリオン

を用いた場合くR2〓O．69，pくO．05）よりも高い値（Iえを0．84，pくO．05）を示した。

  以上の結果から、精製組換えMVHは高い生物活性と抗原性を保持しており，MV感染の診

断や、MVHの機能解析に有用であることが示された。また、本研究で開発されたVV発現系

は機能と構造を保持した膜糖蛋白質の大量発現を可能にすることから、様々な膜糖蛋白質の機

能解析に有効なツールとなりうることが示された。

  発表後，皆川知紀教授から組換えMVHのワクチンヘの応用の可能性について質問があった。

申請者はのMV感染と免疫との関わりを説明し、診断薬への応用の重要性を論じた。次いで志

田壽利教授からは，国内のMV流行とワクチンの現状についてと、それらの問題と本研究との

関わりについて質問があった。申請者はワクチン行政の現状を説明し，組換えMVHを用いた

抗体測定がワクチンの評価やMV感染症の疫学に重要であることを説明した。また、有川二郎

教授から技術面での質問があったが、申請者は的確に答えた。

  この論文は、機能と構造を保持した膜糖蛋白質の効率的で安全な発現系を確立したことで高

く評価され、血清診断法への応用によってMV感染コントロールヘも貢献すると考えられた。

さらに，今後さまざまな目的蛋白質の大量発現とその機能解析に応用されると期待された。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、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。
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