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論文内容の要旨

発育鶏卵の禁尿腔で培養したセンダイウイルスの構成タンパクは， SDSーポリアクリルアミドゲル

電気泳動により，エシベロープスパイクを構成している糖タンパク (HN ， F ポリペプチド) ，ヌクレ

オキャプレドを構成しているタンパク (P ， NP ポリペプチド) ，およびエンベロープの内側にあると

考えられている Mポリペプチド，ウイルス遺伝子に由来するが存在部位については知られていない

hmwポリペプチド等に分けられる。 P ，NP およびMポリペプチドは宿主への感染過程で，細胞質内に

入り，ウイルス遺伝子の複製にかかわっていると考えられる。しかしこれまでこれら内部構造ポリペ

プチドについての定量的単離が困難で、あったために，その化学構造ならびに物理的性質について明ら

かにされていることは少い。ここでは内部構造ポリペプチドの生物学的機能を知る基礎として，以上

の画分の物質としての性質を明らかにするための分析的規模における単離法を確立することを目的と

した。

〔方法ならびに成績〕

約80 ， 000HAu/mlのウイルスを 1 %SDS , 1 % 2- メルカプトエタノール存在下に 100
0

C ， 10秒

処理して， BioGel P -200 カラムクロマトグラフイーにより分画した。 O. 1 % S D S, o. 02 M 2 -メル
カプトエタノールを含む 0.2M リン酸ナトリウム緩衛液 (pH 6.4) を用いて溶出すると，三つのピー

ク (P 1 , P 2 , P 3 )が認められた。ピーク P 1 はRNAおよび、hmw ポリペプチドを含み，ピーク P2

はP ， HN ， NP ， F ポリペプチドを含んで、いた。 Mポリペプチドは最も遅れて溶出されるピークとして単

離された。同ピカラムで、hmw ポリペプチドはRNA と重なって分別される。しかしリン酸濃度を 0.01
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M とするとタンパク成分はBio Gel に吸着され，リン酸濃度を上げると溶出されるので、hmwポリペプ

チドをRNA と分別単離することができた。

ピーク P2 を透析してリン酸濃度を 0.01 M とし，さらに O.l%SDS ， O. 02M 2- メルカプトエ

タノール存在下でハイドロキシルアパタイトカラムに吸着させ，リン酸濃度を 0.2M から 0.4Mまで

直線的に上げて溶出させるとポリペプチド成分はリン酸濃度 0.25 M-0.35 Mの聞に二つのピーク

として溶出され，前のピーク(分画PHl)は主として P およびHNポリペプチドから成り，後のピー

ク(分画PH 3) は主としてNPポリペプチドから成っていた。二つのピークの谷の分画には F ポリペ

プチドが含まれていた凶ハイドロキシルアパタイトによる再クロマトグラフィーを行うと，二つのピ

ークからともに F ポリペプチドを除去することができ， PH3 分画からはNPポリペプチドが単離され

る。

分画PH 1 を再クロマトグラフィーにより精製した後，溶液から SDS を除去するために， 6M尿素

を含む緩衝液に対し透析し，ついでDEAE Sephadex A -25カラムを通す。さらに 0.01 M リン酸

ナトリウム緩衝液 (pH 7.2) に透析して尿素を除いた後，ポリエチレングリコールーデキストラン

による水性二層分配を行うと デキストラン層には P ポリペプチドのみが分配されることがSDSゲル

電気泳動分析で確認された。しかしその収率は約50%であった。

分別されたポリペプチドのうち， MおよびNPポリペプチドについてはアミノ酸分析ならびにダン

シル法による N末端分析を行った。アミノ酸分析の結果， Mポリペプチドには疎水性アミノ酸が多く，

39重量%を占めていた。 NPポリペプチドには酸性アミノ酸として定量されるアミノ酸が多く， 27重

量%を占めていた。またNPポリペプチドでは 1 /2 cystine は定量されなかった。 N末端はMポリペ

プチドでは検出できなかったが， NPポリペプチドで、はpheny lalanine が検出された。

〔総括〕

M およびNPポリペプチドは二種のカラムクロマトグラフィーによって容易に調整される。 P ポリ

ペプチドはさらに水性二層分配法をカラムクロマトギラフイーに併用することによって単離が可能で、

あるが現在のところその収率は低い。

hmw ポリペプチドはBio Gel P - 200カラムクロマトグラフィーにおいて適当な塩類濃度を用いて

溶出すればRNA と分別単離することができる。

Mポリペプチドにおいて N末端は検出できず~， block されている可能性が強し」しかし N末端には

acid-labile残基が存在していたため検出できなかった可能性も否定できな Po この点については他の

方法による分析を検討中である。

論文の審査結果の要旨

従来から電気泳動的に識別されて来たHVJウイルスの粒子構成蛋白質HN ， F ， M ， NP ， P ， hmwのうち

3 種の構成ポリペプチド， M (マトリクス) , NP (ヌクレオキャプシド) ，およびP (RNAポリメ

-92-



ラーゼに関連)のそれぞれを，著者は多くの方法を試みた結果Bio Gel P -200 およびハイドロキシ

ルアパタイトを用いるカラムクロマトグラフイーと水性二層分配法を併用して量的に単離調製するこ

とに成功した。これらのポリペプチドはHVJの感染過程に於て宿主細胞内でウイルスRNAの複製等

に関して機能すると考えられるもので，その物理・化学的性質を明らかにすることはウイルス粒子の

諸特性を明らかにするために不可欠と考えられてきたものである。

著者はまた，単離したポリペプチドのうち MおよびNP についてアミノ酸組成とアミノ末端の分析

を行ない， Mでは疎水性アミノ酸が多量に含まれ，アミノ末端アミノ酸が検出されないこと， NPの

アミノ末端基はフェニルアラニンであることを見出した。

著者の努力による結果を加えて， HVJポリペプチドはそのすべてが単離調製可能となり，それぞれ

の物理・化学的性質の決定，活性およびウイルスの形態形成等の追究への道が拓かれたものと考える。
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