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論文内容の要旨

(目的)

ニューカッスル病ウイルス New Castle Disease Virus (NDV) はパラミクソウイルスの 1 種で，感

染細胞に細胞融合を起こし，巨核細胞を形成する特徴を持っているが，この細胞融合の現象は，ウイル

スエンベロープに存在する糖蛋白である F (fusion) 蛋白により引き起こされる。 F蛋白は分子量約68

k の前駆体 (F 0) として産生された後，宿主プロテアーゼによる限定分解を受けて開裂し， F 1 (56k) 

と F 2 (12k) の 2 つのペプチドを形成して，はじめて生物活性を発現することが知られている。限定

分解認識部位のアミノ酸配列は，細胞融合を引き起こすウイルスの間でよく保存されており，強毒株の

ウイルスほど，宿主プロテアーゼに対する感受性が高い配列を有しているが，実際に開裂を受ける細胞

内部位は，未だ確定されていない。

今回，我々は， NDVを 1 つのモデルとして， F蛋白の開列予想部位に対する抗ペプチド抗体を作製

し，それを用いてF蛋白の開裂について検討するとともに，その感染に及ぼす影響について調べ，これ

によりウイルスの感染が抑制されることを明らかにした。

(方法と成績)

1 .抗体の作製と精製

NDVの F蛋白の開裂予想部位の F 1 側 2 個 ， F 2 側 6 個の計 8 個のアミノ酸配列をもっ合成ペプチ

ド (1 F : RRQRRG) に， carrier protein として Keyhole Limpets Hemocyanin を SMPB Succiｭ

nimidyl-4 -(p-maleimidophenyl) butyrate を介して conjugate させてウサギに免疫した。得られた

抗血清を， 50%ー硫安で沈澱させた後， Affinity Chromatography (Activated F) を用いて， 8 個の
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アミノ酸に対する抗体を精製した。 VVestern Blotting により，精製抗体が，抗原に用いた合成ペプチド

と反応することが確認された。また，この抗体は，精製NDVの構成成分のなかの F蛋白と特異的に反

応し， F蛋白のうち，主として F 2 蛋白を認識した。

2. 感染性阻害効果の検討

(1) ウイルス粒子の細胞への感染の阻害効果

感染力をもったNDV (約70pfu) と段階希釈した抗体溶液を， 4
0

Cで反応させた後，反応液を

BHK-21の Monolayer にかけ， 37
0

Cで 1 時間静置した後，溶液を除き， agar を含む培養液で重

層し， 2 日後にプラークの数を算定した。 Control の抗体として， Transferrin Receptor の一部の

sequence をもっ合成ペプチドを同様の方法でウサギに免疫して得られた抗血清を用いた。その結

果，精製した抗体は， O.lmg/mlでは plaque 形成の阻害効果はみられなかった。

(2) NDV感染細胞からの infectious virus の生産の阻害効果

BHK-21の Monolayer~こ，約70pfu のNDVを37
0

Cで，吸着，感染させた後， NDV を除去し，

各濃度の抗体を含んだ培養液を加えて， 20時間培養した後，培養上清中に産生されてきた NDV の

感染価を Plaque Assay にて Titration した。その結果，精製抗体は，感染性をもった新たなウイ

ルスの産生を， O.lmg/ml の濃度では， 60%阻害した。一方， control 抗体を用いた場合には，阻害

効果はみられなかった。

以上の結果より， F蛋白の開裂部位に対する精製抗体は，すでに開裂を受けたウイルスが細胞に

感染する step では，阻害効果はないが，一方，感染細胞から新たに感染力をもったウイルスが産生

される step に対しては，細胞外から加えた抗体が阻害効果をもつことが示された。そこで，我々は，

このような開裂予想部位に対する抗体が感染力を有するウイルス量を減少させる機構を明らかにす

るために，生化学的な検討を進めた。

3. F 。の開裂阻害効果とその作用部位

NDVを感染させたBHK -21の Monolayer を，お S -Methionine で label しながら， 0.03mg/ml 

の精製抗体を含む培養液で培養を続けた後，その celllysate を， F蛋白に対するマウスのモノクロー

ナル抗体を用いて， Immunoprecipitation を行なった。その結果，精製抗体を加えない場合，ほぼ全

ての F 。が関裂をうけているのに対して，精製抗体を加えた場合は， 13 の F 。が開裂阻害をうけてい

た。そこで，さらに， F 。の開裂が起こる細胞内部位を検索するため，細胞表面の F蛋白と，細胞内

の F蛋白の separate immunoprecipitation を行なった。その結果， F 。蛋白は，主として細胞表面に

おいて同定され，開裂の阻害をうけていることが明らかになった。

(総括)

F蛋白の限定分解認識部位の 8 個のアミノ酸に対する抗体は，細胞表面において， F 。が F 1 と F 2 に
開裂するのを阻害し，その結果として，感染性を阻害することが明らかになった。このことより，細胞

表面でF蛋白の開裂をうけて，感染性を獲得するウイルスに対しては，関裂予想部位に対する抗体を用

いた感染防御が可能であることが示された。これは，ウイルス感染症の治療に新しい方法論を示唆する

ものである。



論文審査の結果の要旨

ウイルスの細胞への感染は，ウイルスエンベロープの Fusion (F) 蛋白が大きな役割を果たし，それ

が開裂することが必要であると考えられているO その開裂部位は 多くのウイルスでよく保存されている。

本研究は， F蛋白開裂部位のアミノ酸配列の合成ペプチドに対する抗体を分離し，これを用いて， F

蛋白の開裂の阻害，その時のウイルス感染性に対する影響を検討し，更に，開裂の実際起こる細胞内部

位についても検討を加えている O

その結果，この抗体は，中和抗体としての活性はないにもかかわらず，ウイルスの感染性を阻害し，

それが， F蛋白の開裂の阻害によって起こることが示された。また， F蛋白の関裂は主として細胞表面

で起こっているという新たな知見も得られた。

ウイルス感染症の治療に対して，今まで様々なアプローチをなされてきたが， F蛋白の開裂活性化を

阻害するという方法は本研究においてはじめて試みられたものであるという点で，大変ユニークであるO

更に，細胞表面での開裂阻害によって，実際に感染性の阻害が可能であるという知見が得られたこと

から， F蛋白の開裂により感染性を獲得するウイルスに対しては，開裂部位に対する抗体で感染防御が

可能であることが示唆された。例えば，今後は， AIDS に対する臨床応用も考えられる。

以上，本研究は，ウイルス感染症の治療に対して，新しい方法論を示唆したもので，大変意義深いも

のであり，学位論文として価値あるものと認める O




