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論文内容の要旨

【目的】

センダイウイルス (SV) は、細胞膜と融合し細胞質に直接 RNA ゲノムを導入することにより感染する。 sv の

「細胞特異性・種特異性が低く幅広い動物細胞に感染することができる」という特性から、近年組み換え sv や sv

の外膜タンパク質を持ち高分子物質を細胞に直接導入できる膜融合リポソームが開発され、遺伝子治療用ベクターと

しての応用も考えられている。しかし、 sv は遺伝子治療の重要な標的であるヒト B リンパ球・ T リンパ球の一部は

レセプターが存在するにもかかわらず感染できず、この原因については明らかにされていな L、。そこで本研究では、

sv の感染初期過程を解析することにより sv の感受性を決める因子についての情報を得ることを目的とする。

【方法ならびに成績】

ウイルス感染初期過程を解析する手法として最も有用なのは、遺伝的に同じバックグラウンドを持ちながらウイル

ス感受性を失った細胞を調べることである。本研究では、 LLCMK2 細胞や HeLa 細胞に温度感受性変異株 (cl. 151)

を感染させて持続感染細胞を樹立し、これらの細胞には野生型 sv が重複感染できないことを見い出したので、以下

この持続感染細胞を用いて感染初期過程の詳細な解析を行った。まず、ジフテリア毒素フラグメント A (DTA) を

リポソーム内に持ち sv のエンベロープタンパク質である F 、 HN タンパク質を外側に持つ DTA封入膜融合リポソー

ム (FL-DTA) を用いて、これらの細胞と sv における融合過程を検討した。その結果、非感染細胞は FL-DTA

に感受性であるのに対し持続感染細胞は耐性であったことから、持続感染細胞では膜融合の過程が阻害されているた

めに sv が感染できないことが分かった。

続いて、融合の前段階である結合について検討するために、国 I で標識した sv を用いて非感染細胞と持続感染細

胞に対する sv の結合を測定したところ、 sv の結合アフィニティー・最大結合量に差はなく、またどちらもシアル

酸を介した結合であることが示され、持続感染細胞は非感染細胞に比べてレセプターに異常は見られないことを明ら

かにした。このことから、持続感染細胞には sv は結合できるが融合できないと結論づけた。

この結果から、 sv と細胞との融合を阻害する因子の存在が示唆されたため、持続感染細胞を用いて融合阻害因子

についての解析を行った。持続感染細胞の細胞表面上には sv のエンベロープタンパク質 (F 、 HN) が高発現して

いることから、これらのタンパク質が融合阻害因子になるうるかどうかの検討を行った。まずF タンパク質発現細胞

を樹立し FL-DTA を作用させたところ感受性を示したことから、細胞表面上の F タンパク質は単独では融合阻害
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因子とならないことを明らかにした。一方、 HN タンパク質発現細胞は膜融合に対して耐性を示し、さらに持続感染

細胞に抗 HN 抗体を作用させると、膜融合能は部分的に回復した。

以上の結果から、細胞表面には SV との膜融合に必須なレセプター以外の第 2 の因子があり、この因子は HN タ

ンパク質と相互作用している可能性が強く示唆された。一方ヒト B リンパ球・ T リンパ球の一部の細胞でも、 SV が

結合できるが融合できないという現象が見られることから、これらの非感受性細胞ではこの第 2 の因子が欠損してい

る可能性がある。これまで、ヒト免疫不全ウイルス (HIV)、単純ヘルペスウイルス (HSV) という 2 つのエンベロー

プウイルスでレセプター以外の第 2 の因子が膜融合に必須であることが明らかになっているが、本研究の結果は SV

においても同様の機構が存在することを示唆している。

【総括】

本研究の結果より 1) SV の膜融合にはレセプター以外の細胞性因子が必要であること、 2) SV と細胞膜の融合

に関与するレセプター以外の細胞性因子は HN タンパク質と相互作用することが強く示唆された。

論文審査の結果の要旨

センダイウイルス (SV) は感染の細胞特異性・種特異性が低く幅広い細胞に感染することができるが、ヒト B リ

ンパ球やT リンパ球の一部には感染できな L、。しかし、これらの細胞には SV のレセプターが存在しており、なぜこ

のような細胞特異性が生じるのかについては明らかでなかった。

本研究では、 DT~ 封入膜融合リポソームをプロープに用いて SV 持続感染細胞を材料に、細胞と SV の感染初期

過程を SV の結合とそれに引き続く膜融合に分けて解析することに成功し、さらに SV の感受性を決める因子につい

ての解析も行った。その結果、 1) SV の感染初期過程は、ウイルスの細胞膜への結合とそれに引き続く膜融合のス

テップが明確に分けられており、 SV との融合に関与する特異性はレセプター以外の細胞性因子で決定されている場

合が存在すること、 2 )このレセプター以外の細胞性因子は HN タンパク質と相互作用する可能性が高いことを示

唆できた。

本研究は、膜融合リポソームや組み換えセンダイウイルスの遺伝子治療用ベクターとしての応用を考える上で重要

な意義を持ち、学位の授与に値するものと考えられる。
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