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に必須な VP7 のアミノ酸残基の同定)
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論文内容の要旨

ブルータングウイルス(以下 BTV) はレオウイルス科オルビウイルス属、直径86nm のエンベロープを持たない

二本鎖 RNA ウイルスである。 BTV は 7 つのタンパク質 (VP1 から VP7) と 10本の RNA セグメントにより複雑に

構成されており、タンパク質ータンパク質問およびタンパク質-RNA 問相互作用の両観点からも重要な研究対象と

なっている。 BTV 粒子は正二十面体で、内外二層のキャプシドから構成されている。外側のキャプシドは VP2 と

VP5 により、内側のキャプシドは VP3 と VP7 により構成されている。キャプシドの内側には VP1、 VP4、 VP6 と

ウイルス RNA が包含されている。 VP7 分子は 2 つのドメイン、上部と下部ドメインに区別できる。上部ドメイン

は主に β サンドイツチ構造からなり、下部ドメインは 9 つの α ヘリックスにより構成される。 VP7 は三量体を形成

するために広範囲に渡って相互作用し、三量体形成には他の分子を必要としないことから、三量体形成はキャプシド

構築過程において重要な役割を演じていることが推測される。しかしながら、 VP7 のキャプシド構築における三量

体形成の役割に関する研究はこれまでに行われていな L 、。本研究は BTV VP7 のキャプシド構築に重要なアミノ酸

残基を同定し、その役割を明らかにすることを目的とする o

【方法ならびに成績】

VP7 の X線結晶回折像をもとに、 VP7 のフォールディングには影響しないと予想される 7 種の点変異を下部領域

に導入し変異体を構築した。 VP3 と VP7 三量体との相互作用は、組換えバキュロウイルスを用いて昆虫細胞内で

VP3 と VP7 を同時発現することにより形成される BTV のコア様粒子 (Core like particle、以下 CLP) の産生を指

標に解析した。また、電子顕微鏡により VP3 と VP7 の CLP 内での相互作用の観察を行った。 VP7 の三量体形成は

電気泳動法およびグルコース密度勾配遠心法を用いて解析した。作製した 7 種の変異体の内、 3 つは CLP の安定性

に重大な影響が認められ、 2 つはわずかな影響が観察された。 1 つの変異体では全く影響は見られなかったが、残り

の l つの変異体は非可溶性となり凝集塊を形成したことから、 VP7 のフォールディングを妨げたと考えられた。可

溶性の 6 つの VP7 変異体を精製し三量体形成能を調べたところ、全て三量体を形成することが確認された。以上の

結果から、 VP7 分子内の l アミノ酸残基の置換は複雑な三量体内の相互作用を阻害するには十分ではないことが、

VP7 三量体内のわずかな変化は CLP を不安定化しうることが明らかとなった。
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【総括】

本研究は、 BTV VP7 の三量体形成に重要で、しかもキャプシド形成に必須な VP7 と VP3 の相互作用に影響を及

ぼす一連のアミノ酸残基を明らかにした。これまでの X線結晶回折の結果から、 VP7 は構造的な配置転換に柔軟に

対応出来ると考えられていたが、今回の成績から VP7 は予想したほどの可塑性がないことが明らかになった。この

ことは、 VP7 の原子構造解析では明らかに出来なかったことである。本研究における CLP の不安定化はおそらく変

異体の三量体一三量体聞の相互作用の不安定化によるものと考えられるo なぜなら、その接触表面は限られており、

変異体による三量体内での結合角度やコンフォメーションへの微妙な変化が、三量体一三量体問の接触に物理的変化

を起こし、その相互作用に大きく影響すると考えられるからである。加えて、変異は VP3 と直接相互作用する三量

体底面のコンフォメーションにも間接的に変化を与え、 VP7 三量体と VP3 聞の相互作用に影響していると考えられ

る白本研究は、 VP7 の原子構造を補足し、 VP7 分子の正確な多量体形成が BTV のキャプシド構築上重要であるこ

とを生物学的および生化学的に示すものである o

論文審査の結果の要旨

ブルータングウイルスは、小児に下痢を引き起こすロタウイルスに近縁な 2 本鎖 RNA ウイルスである。本ウイル

スは比較的容易に活性を保持したウイルス蛋白質を大量に発現できるため、キャプシドの形成機構の解析の重要なモ

デルとなっている o X線構造解析の結果から、キャプシドの構成蛋白質の一つである VP7 が三量体を形成すること

がキャプシド形成に重要であることが推測されているものの、詳細な解析はこれまで行われていなかった。申請者は

VP7 の各種変異体を作製しキャプシド形成に必須な一連のアミノ酸残基を同定した。 x線解析の成績から VP7 はア

ミノ酸の変異に柔軟に対応出来ると推測されたが、今回の成績は VP7 は予想したほど Flexibility がないことを明ら

かiこし Tこo

本研究は、これまでの X線解析の成績を補足し、 VP7 の正確な多量体形成がブルータングウイルスのキャプシド

形成に重要であることを生物学的および生化学的に示すものである。したがって、学位の授与に十分値するものと考

えられる。
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