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論文内容の要旨

【目的】

モエシンは，微繊毛，細胞分裂時の分裂溝などアクチンフィラメントが細胞膜に密に結合しているところに濃縮し，

細胞膜とアクチンフィラメントのクロスリンカーとして機能していると考えられている。一方，ウイルス学の分野に

おいて， 1994年に Dunster らのグループは， ヒト，サノレ，マウスの様々な細胞株で抗モエシンモノクローナル抗体

が麻疹ウイルスの感染を阻害することから，モエシンを CD46以外の麻疹ウイルスレセプターであると考え， さらに

モエシンと CD46が細胞表面で協調して機能しているというモデ、ルを提案した。しかし，最近， Devaux らにより，

抗モエシン抗体が CD46 と cross-react することにより麻疹ウイルス感染に対する阻害効果をもたらしているのでは

なし、かという否定的な報告がなされ，モエシンが麻疹ウイルスレセプターであるかどうかについては論争中であった。

そこで，本研究では， この論議に対して最終的な結論を見い出すことを目的として， ジーンターゲティング法により

単離したモエシン欠失 ES 細胞と wild-type の ES 細胞およびこれらにヒト CD46を導入した細胞を用いて，麻疹ウイ

ルスの感染効率に違いがあるかどうかを検討した。

【方法ならびに成績】

1 )ターゲティングベクターの作製

すでに得られているモエシンの cDNA をプローブにして， 129マウスの genomic library からモエシンのゲノムを

単離し，これをもとに replacement type のターゲティグベクターを作製した。エクソン 3 の 3'側を含む0.7kb fragｭ

ment を抜いて LoxP-PGKneo カセットを挿入しポジティブセレクションをかけ，さらにこのすぐ 3'側にスプライシ

ングアクセプターとポリ A シグナルを挿入したo また3'末 lこ DT-A カセットを付けてネガティブセレクションをかけ

fこ O

2 )モエシン欠失ES細胞の単離

ターゲティグベクター DNA を ES (Jl)細胞にエレクトロポレーション法で導入し， G418で選別した。スクリー

ニングは3' プロープを用いたサザンプロットで行い， 470個の G418耐性クローン中 2 個のポジティブクローンを得た。

これら 2 つのクローンは，さらに5' プロープおよび neo プロープを用いたサザンプロットでターゲティングベクター
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が相同な位置に 1 コピーのみ組み込まれていることを確認した。また， RT-PCR およびウエスタンプロッ卜でモエ

シンが発現していないことを確認した。

3) ヒ卜 CD46発現ES細胞の単離

CD46の cDNA (STc / CYT2) を発現ベクタ - PCXN2ìこ組み込み， これと PGKhph を wild-type の ES細胞と 2

つのモエシン欠失 ES 細胞クローンにエレクトロポレーション法を用いて共発現させ，ハイグロマイシン B で選別し

たO 耐性クローンの中から CD46の発現量が同レベルのクローンをフローサイトメトリーで単離した。

4) 麻疹ウイルス感染実験

i )合胞体形成: Vero 細胞を用いて調整した高タイターの Nagahata strain を段階希釈し， wild-type の ES 細胞

とモエシン欠失 ES 細胞およびこれらにヒト CD46を発現させたES細胞への麻疹感染効率を合胞体形成をマーカーと

して測定した。 CD46を発現していないES細胞は，麻疹ウイルス感染に対し抵抗性であり，感染成立には極めて多い

ウイルス dose を必要とした。 CD46を発現させた ES 細胞では， CD46を発現していない ES 細胞に比べ約100倍感染

効率を高めた。いずれの場合もモエシン発現の有無による感染効率の違いはなかったo モエシン発現の有無による唯

一の違いは合胞体の形態であった。 CD46の発現にかかわらず， wild-type の ES 細胞では他の細胞でも観察される典

型的な合胞体の形態を示したが，モエシン欠失 ES 細胞では断片化した形態を示したO

ii) ウイルスの複製: 3 つの strain (Edmonston , Toyoshima , Nagahata) を dose を変えて(1000 or 

25000pfu / well) wild-type の ES 細胞，モエシン欠失 ES 細胞，およびこれらにヒト CD46を発現させた ES 細胞に

感染させた後，培養上清の plaque forming activity を測定した。 CD46を発現していない ES 細胞では， いずれの

strain でも 1000pfu/ well のウイルス感染後の培養上清に plaque forming activity はなかったが， CD46を発現さ

せた ES 細胞では plaque forming activity を認めた。またヒト CD46を発現していない ES 細胞でもウイルス dose を

25000pfu / well に上げると plaque forming activity を認めた。し、ずれの場合もモエシン発現の有無による違いは

なかった。

5) 細胞表面でのモエシンの発現

ES 細胞他いくつかの細胞株について，モエシンが細胞表面に発現しているかどうかを二種類の抗体を用いてフロー

サイトメトリーで調べた。いずれの場合もモエシンは細胞表面には認識されなかったD

6) CD46とモエシンの局在

ヒト CD46発現 ES 細胞および CHO 細胞におけるモエシンと CD46の局在を蛍光抗体法を用いた二重染色で調べた。

細胞の lateral 側には CD46 とモエシンが共に局在しているが，微繊毛にはモエシンのみしか発現していなかった。

【総括】

本研究では， ジーンターゲティング法により作成したモエシン欠失 ES 細胞と wild-type の ES 細胞， およびこれ

らにそト CD46を発現させた ES 細胞を用いて麻疹ウイルス感染実験を行い，モエシン発現の有無にかかわらず麻疹

感染効率に違いがないという結果を得た。また， フローサイトメトリーでモエシンが細胞表面に発現していないこと

を確認した。以上のことから，モエシンが麻疹ウイルスのレセプターではないこと，さらにモエシンが CD46のレセ

プタ一機能に影響しないことを明らかにした。また，本研究ではモエシン欠失により合胞体の形態異常を認めた。モ

ェシンは，現在， ラディキシン，エズリンとともに細胞膜とアクチンフィラメントのクロスリンカーとして機能して

いると考えられているが，本研究結果からモエシンが細胞の形態変化に関わる重要な因子であることが示唆された。
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論文審査の結果の要旨

CD46が麻疹ウイルスのレセプターであることは現在確立されているが，モエシンが CD46以外の麻疹ウイルスレ

セプターであるかどうかについは論争中であった。そこで，本申請者は，本研究において，この論議に対して最終的

な結論を見い出すことを目的として， ジーンターゲティング法により単離したモエシン欠失 ES 細胞と wild-type の

ES 細胞，およびこれらにヒト CD46を導入した細胞を用いて麻疹ウイルス感染実験を行った。その結果， モエシン

の発現の有無にかかわらず麻疹ウイルスの感染効率に違いがないことから，モエシンが麻疹ウイルスのレセプターで

はないこと，さらにモエシンが CD46のレセプター機能に影響しないことを明らかにした。また，本研究ではモエシ

ン欠失により合胞体の形態異常がおこることを発見し，モエシンが合胞体の形態変化に関わる重要な因子であること

を示唆した。

本研究でのモエシン欠失ES細胞を用いるというストラテジーは，モエシンが麻疹ウイルスのレセプターであるか

どうかという議論に結論をだすために現時点で可能な最も直接的な手段であり高く評価できる。また，本研究で得ら

れた実験結果は， ウイルス学の分野のみならず，細胞生物学の分野においても極めて貢献度の高いものである。した

がって，学位授与に十分値すると考えられる。
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