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み てつ

木 良日一 哲一

医 学 博 士

第 6 2 7 8 下E玉1 

昭和 59 年 1 月 9 日

学位規則j第 5 条第 2 項該当

論文内容の要旨

(目的)

インフルエンザウィルスは膜蛋白である赤血球凝集素 (Haemagglutinin: HA) とニューラミニダー

ゼ( Neuraminidase : NA) の抗原性を変化させて大流行をくり返している。今回. H 1 N 1 亜型のA/

New Jersey (N J) /8/76 株より NA 遺伝子をクローン化し，その全塩基配列を決定し，既に報告され

ている他の株の NA 遺伝子と比較して NA 遺伝子の進化について考察した。

(方法ならびに成績)

( NA 遺伝子のクローニングと塩基配列決定

インフルエンザウィルスは 8 本の一本鎖マイナス鎖RNA ウイルスである。鶏卵培養したインフノレエン

ザウィルスより抽出した RNAを鋳型とし，ウイノレス RNA の 3 '末に相補的な 1 2 ヌクレオチドをプラ

イマーとし，逆転写酵素で一本鎖 cDNAを合成した。続いて ft1]酵素で二本鎖 cDNA とし， oligo (dG) -

oligo (dC) tailing法でミpBR 322 のPst 1 site へクローニングした。別にホノレムアミドゲルより NA 遺

伝子を抽出し，逆転写酵素で合成した 313 標識 cDNA をプローブとし全 cDNA のライブラリーより N

A遺伝子の cDNA をクローン化した。乙の cDNA クローンより最も長いクローン pNA6 と pNA 28 

を用い，制限酵素地図を作り， Maxam-Gilbert 法で DNA塩基配列を決定した。 cDNA 合成時， S 1 ヌ

クレアーゼ処理で削られる+鎖 cDNA の 3' 末端部の塩基配列は Hae llI/HgiA 1 の約 50 ヌクレオチ

ドをプライマーとし，プライマ←イクステンション法で決定した口

②NA遺伝子の構造

NA遺伝子は， 1458 ヌクレオチド長で 469 個のアミノ酸をコードしていた。
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システイン残基は 1 9 個，予想される糖鎖結合部位は 7 個存在した。疎水性領域は 7 番目のIleuより

35 番目のSer まで 29 個のアミノ酸よりなり，乙の部分はシグナルペプタイドと膜に結合する部分を

兼ねていると考えられた。

③他のNA遺伝子との比較

システイン残基は， N 1 亜型のA/PR/8/34 株 (PR8) , A/WSN/33 株 (WSN) と比較すると

すべて保存されていた。 N 1 と N2 亜型 (A/ Udorn/7 2 株)間では， C末端半分がよく保存されて

いた。糖鎖結合部位は， N 1 と N2 亜型間でよく保存されているが，いずれも N末端の茎に相当する部

分にクラスターが存在した。システイン残基を基準としてアミノ酸を並べその比較を行なうと， N J と

PR8 間で 82%， N J と WSN間で 79%， P R 8 と WSN間で 91%の相同性があり，アミノ酸の置

換を伴わない塩基置換(同義置換)の比較の結果も合わせると， WSN と PR8 の先祖株がNJ と分岐後，

WSN と PR8 に分岐したものと考えられた。

④糖鎖結合部位の重複・欠失

NJ の NAの茎の部分の糖鎖結合部位は，クラスターを形成しているが，塩基配列を調べると 1 5 塩

基よりなる 1 単位が 7 個くり返して存在する乙とが判明した。乙れらの共通配列は TATGTAAACAAヶ

TACT であった。 7 個の単位の中で， 2.4.5.6 番目の単位が糖鎖結合部位であった。 RNAゲノムでの

くり返し配列の発生機構は不明であるが，糖鎖結合部位の増加は茎の部分を蛋白分解酵素の巧撃より保

護するために重要であると考えられた。 Blok ら (1981) により， 1933 年から 1935年の N1 亜型の

A/WSN/33 株， A/PR/8/3 4 株， A/Melbourne/3 5 株， A/  B H/  3 5 株の茎の部分

に， 33 個から 48 個の塩基の欠失が報告されている。乙の欠失の機構を考える時， 1942年の欠失のな

いA/ Bellamy /42 の塩基配列を使用し， 2 つのモデノレを考えた。第一は RNA polymerase jumpｭ

ing model で， RNA polymerase がU -rich の手前で停止し鋳型を変えて jump するというモデルで

ある。合成されたばかりの+鎖の 3' 末端と，新しく鋳型となる RNA の 3' 側領域が相補的な塩基配列

をもつため二次構造をとり RNA polymerase の jumping を助けていると考えられた。次に， RNA 

looping out model が考えられた。乙れは欠失部分が， inverted repeat な配列をもつため stem-loop 

構造をとり，根元の部分が切断され再結合するというモデルである。 stem-loop 構造時， RNA polyｭ

merase が根元の部分を ]ump しても欠失がお乙ると考えられた。 4 つの欠失株の発生機構としていず

れのモデルもとれるが， N J 株では stem-loop 構造はとれないが， RNA polymerase jumping model 

はとれる乙とより， 1930 年代の前半欠失株は stem-loop 構造をとり形成された可能性が大きい。

(総括)

HA蛋白の亜型間での抗原性変異( antigenic drift )は，点突然変異によると考えられている。 NA

蛋白の茎の部分の遺伝子重復・欠失によるダイナミックな変異は，蛋白分解酵素に対する感受性を変化

させると考えられるが，点突然変異と共に抗原性変異に大きく関与している可能性がある。
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論文の審査結果の要旨

要旨:本研究は， A/N J/8/7 6 ( H 1 N 1 )株の膜蛋白のひとつであるニューラミニダーゼの遺伝子を

クローニングし，その全塩基配列を決定することにより，遺伝子の重複欠失を見出したものである。乙

れまでインフルエンザウィルスの進化は主に点突然変異と，遺伝子の reassortment によるものと考え

られていたが，本論文により，遺伝子の重複・欠失も進化に大きく関与していると考えられ，学位論文

として価値あるものと認める。
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