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論文内容の要旨

〔目的〕

インフルエンザウイルスの遺伝子は，感染後の発現時期に応じて初期遺伝子及び後期遺伝子と大きく 2

つに分ける乙とができ p それぞれから初期蛋白宣後期蛋白が合成される。現在までインフノレエンザウイル

ス遺伝子発現の制御機構に関しては2 転写段階についての解析のみが行われてきた。しかしながら感染初

期の遺伝子発現は転写調節で説明は可能であるが，感染後期の遺伝子発現については転写調節だけでは説

明できない。すなわち，感染後期には後期遺伝子のmRNA のみならず初期遺伝子のmRNA も存在して

いるにもかかわらず，合成されるのは後期蛋白のみである。そこで私は，乙の現象を理解するためにイン

フノレエンザウイノレス遺伝子発現の転写後調節について研究を行った。

〔方法ならびに成績〕

(1) 全インフルエンザウイルス遺伝子の cDNA クローニンクーを行った。それらのうち初期遺伝子として

NS遺伝子，後期遺伝子としてNA遺伝子を用いた。それらの翻訳開始コドンを含む 5' 末端領域を，

pSV2 ca tベクターの cat遺伝子上流に翻訳フレームが合致するように挿入し，得られた組み換え体を

それぞれpSV2NSlcat 及び pSV2NAlca t と名付けた。乙れらの組み換え体ではNS およびNA遺

伝子の翻訳開始コドンを用いて蛋白合成が開始され， CAT蛋白のN末端~L pSV2NS 1 ca t の場合は，

1 9 アミノ酸残基， pSV2NAl ca t の場合は 1 5 アミノ酸残基それぞれ付加した融合蛋白が合成される

ととが塩基配列より予想される。またとれらの融合遺伝子の転写は， S V 4 0 のプロモーターとエンハ

ンサーに支配されている。
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(2) 融合蛋白が合成される乙とを確かめるために，乙れら融合遺伝子をT7RNAポリメラーゼのプロモ

ーター下流に挿入した。 in vjt て0 でRNAを作成し，無細胞蛋白合成系にて蛋白合成を行わせ産物を

SDS ーポリアクリノレアミドゲノレで=解析した。その結果，塩基配列から予想される大きさの融合蛋白が

合成される乙とが確認できた。

(3) 乙れら組み換え体をリン酸カノレシウム法lとより HeLa細胞に導入し，その後細胞抽出液を用いてCA

T活性の測定，及びRNAを抽出しプライマー伸長、法lとより転写産物の同定・定量を行った。乙れら融

合遺伝子は， S V 40 プロモーターの転写開始点から転写されていた。すなわちインフノレエンザウイノレ

ス由来遺伝子の挿入による転写開始点への景免警はない乙とがわかった。次lと転写産物量当たりのCAT

活性 (CAT比活性)を比較すると，組み換え体導入細胞は共に pSV2cat導入細胞の約 7 0 ~ぢの活性

を有していた。これらの結果から，両組み換え体から合成される融合蛋白はほぼ同程度のCAT活性を

持つ乙とが明らかになった。

(4) 乙れら組み換え体をそれぞ、れHeLa 細胞に導入し， 2 4 時間後にインフノレエンザウイルス感染を行

った。その後経時的に細胞を集め，上記方法と同様にCAT活t性の測定及び、転写産物の解析を行った。

核由来及び細胞質由来のCATmRNA は感染時聞による変化はほとんど認められなかった。すなわち

転写量，核から細胞質への移行及び細胞質でのCATmRNA の安定性は，感染による影響を受けない

乙とがわかった。一方CAT活性に関しては， pSV2NSlcat を用いると感染初期(感染 2.5 時間後)

に pSV2NAl cat を用いると感染後期(感染 5 時間後)にそれぞれ最も高い活性が得られた。乙の乙

とから感染後における CAT活性の変化には，翻訳段階における調節機構が存在している乙とが明らか

になったc またインフ Jレエンザウイルス遺伝子の蛋白合成開始シグナル近傍に，翻訳調節領域が存在し

ていることが示唆された。

〔総括〕

pSV2 cat の cat遺伝子 5' 末端に，インフルエンザウイルス RNAから合成した cDNAの蛋白合成

開始シクーナノレを含む断片を挿入した組み換え体を作成し， HeLa 細胞に導入後，ウイノレス感染を行い，

CAT比活性を指標に感染後の遺伝子発現を調べfこo その結果，感染細胞におけるインフルヱンザウイルス

蛋白合成様式を再現する系の開発に成功し，翻訳調節機構の存在を見いだした。現在までのと乙ろ，種々

のウイノレス遺伝子発現の調節は転写調節のみが取り扱われてきたが，今後はそれに加えて翻訳調節機構の

関与も考えていかなければならない。

今後，乙の現象を反映する in vjtro翻訳系を開発する乙とにより，翻訳調節因子の同定及びインフノレ

エンザウイルス遺伝子発現における翻訳調節機構の解析が可能である。
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論文の審査結果の要旨

インフルエンザウイルスの蛋白質はその機能に応じて感染後逐次的に合成される。この時間的制御は遺

伝子発現の転写段階で調節されていると考えられていた。しかし山中らは転写の詳細な解析から，転写ば

かりでなく翻訳段階でも調節が行われていると推定した。乙の可能性を検討するため，先ずクローニング

したウイノレス遺伝子の cDNA から翻訳開始領域を分離し，乙れをリポーター遺伝子に融合した人工フ。ラ

スミドを作成した。次いで乙れを細胞に導入し，プラスミド上のウイルス遺伝子の転写と翻訳を独立にか

っ感染後経時的に測定できる実験系を開発した。

乙のモデノレ実n験の結果， 1) プラスミド上の遺伝子はウイルスゲノム同様に感染初期ー後期の時間的制

御を受ける， 2) 転写ばかりでなく， mRNA 当りの翻訳効率も顕著な時間的変動を示す， 3) ウイルス

遺伝子の蛋白合成開始シクーナノレの近傍に翻訳調節領域が存在する，乙とを明らかにした。

以上本研究は遺伝子発現の調節に翻訳段階の調節が存在すること，それがウイノレスの感染に於ける遺伝

子発現の時間的調節に重要な役割を果たしているととを明らかにしたもので，分子遺伝学およびウイルス

学に貢献する価値ある研究と評価した。
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