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C型肝炎ウイルス (HCV)NS5AのRNA依存性RNAポリメラーゼ (RdRP)であ
るNS5Bへの結合能な らびにRdRP活性に対する影響に関する検討

代 田 幸博 (しろた ゆきひろ)

C型肝炎ウイルス (HCⅥ 感染は多 くの症例において持続感

染 となり,慢性肝炎を惹起する.さらに慢性肝炎は肝硬変,肝

細胞癌へ と進展するため臨床医学において大きな問題 となって

お り,HCV感染機構ならびに稜製機構の解明が急務 となって

いる.HCVは約9.5kbの (+)鎖RNAウイルスで,欄訳 されたポ

リ蛋白は宿主 とウイルスの蛋白分解酵素によってN末端より

C,El,E2,p7,NS2,NS3,NS4A,NS4B,NS5A,NS5Bに

分解きれると考えられている (図1).NS5BはRNAポリメラー

ゼに共通 したGDDモチーフを有 していることよりRNA依存性

RNAポリメラーゼ (RdRP)であると考えられ,我々はこれまで

C末端に位置する膜結合 ドメインを切断することにより鞘 容化

に成功 した大腸菌組み替えタンパク質NS5Btを用いた実験によ

りRdRP活性の特性をinvitroの実験系にて明らかにしてきた1).

NS5Bの上流に位置するNS5Aは,宿主因子によりリン酸化を

受けること2),NS5A内のinterferonsensitivity-determining

region (ISDR)と命名された領域の変異が慢性肝炎患者におけ

るインターフェロン治療の感受性に関与 していること:1㌧ さら

に培養細胞系でのHCVRNA自己複製系の成立にNS5A内の変

輿,adaptivemutationsが関わっていることl̀)が報告 され,

NS5AがHCV複製において重要な役割を果たしていることが示

唆 されている.今回我々はNS5AがHCV複製酵素の-構成因子

である可能性を検討するため,複製の中心的酵素,RdRPであ

るNS5Bとの関係を検討 した.

NS5AとNS5Bの結合能 を検討するため,間者 をそれぞれ

FLAGとglutathioneS-transferase(GST)にて標識 した大腸菌組

み替えタンパク質として精製 し,GSTpulLdown法にてinvitro

の系にて検討 した.FIAG-NS5AはGST蛋白ではpu11-downされ

なかったがGSTINS5Btによってpull-downされ,NS5Aと
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Fig.1. SchernadcrepresentationofHCVstructure.

NS5Btがql射室川冊 ､つ桐-=異的に結合することが明 らか となった

(図2).次にil…ivoでの棚11'.T棚 Jを榔 i胴 ~るため,C末端側に

FLAGを糟沌 したcFLAG-NS5AとGST-NS5BをCOSl紺胞に一

過性典発現 させ,GSTレジンにて肘来し,WesternBlouingに

てcFLAG-NS5Aを検旧 した.また結合領域 を決定するため,

NS5AのNあるいはC末端切断変異体,さらにLIl抜 き変5■用亡を

作成 し検討 した.紬果,NS5AはinrDiuoにおいてもNS5B捌日

射 佃 ]し,その結合にはNS5A内の1()5･162と277-334ア ミノ酸

に渡る両紙域がそれぞれ必頂であることが明らか となった (図

3,4).この結合特性はNS5BtとNS5B関で差を認めず,NS5B

膜結合領域の切断はNS5Aとの相互作周に影碑 しないことが示

された.さらにN末端側にFLAGを標弛したnFLAG-NS5Aを用

いた場合も同様の結果であり,NS5Aへの標識は結合特性に影

響 しないことも明らかとなった.この結合特性は大腸蘭組み替

えタンパク質を周いたGSTpull-down法でも再現 され,invitro

においても両領域が結合必祇領域であることが示 された (図2)

.興味深いことに今回我々が同定 したこの二つの結合必須領域

は,これまでNS5Aで報告 されている4A結合領域 (4ABS),リン

酸化領域,そしてISDRのいずれとも異なる師 戒であった (図4).

次に我々はNS5BのRdRP活性に対 するNS5Aの形碑を検討す

るため,poly(A)dependentUMPincol･pOrationassayを行った.

FLAGあるいはGST糟織NS5Aの大腸菌組み替えタンパク質は,

この実験 を行 う上で充分泉の粕製が闘靴であったためHis標織

NS5Aを用いた.GSTpull-down 法による検討で ,His-NS5Aも同

様のNS5B結合特性を有していた.NS5A/NS5Bモル比が0.1以下

の場合RdRP活性は20から30%先進 したが,その後モル比を上昇

させるにつれて活性は抑制され,モル比が5から10ではほぼ完

全に抑制された.この効果はNS5Bへの結合能を失った2つの中

抜 き変異体では認められず,NS5AのRdRP活性の修飾はNS5A

とNS5Bの結合を介した反応であることが明らかとなった (図5).

今回の検討でNS5AがNS5Bと直接結合すること,その結合

にはNS5A内の二つの領域が必要であること,さらにこの結合

を介してNS5BのRdRP活性を修飾することが示 され,NS5Aが

HCV複製酵素の-構成因子であることが明らか となった.こ

の知見に基づいて,NS5AとNS5B以外のウイルスタンパク質

との相互作用,宿主因子 との関わ り,そしてNS5Aリン酸化の
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Fig･2･ DetectionofHCVNS5AandNS5BcomplexityinvitrobyGST
pulトdownassayandmappingofNS5BbindingregionsonNS5A A,
partial1ypuri五edbacterialrecombinantproteinGST(lane1)andGST-
NSSBt(lane2)wereseparatedbySDSl10%PAGEanddetectedby
CoomassieBrilliantBluestaining･B,partiallypurifiedもacterial
recombinantproteinFulG-NS5Awildtype(lanei)andintemallydeleted
mutants,FLAG-NS5AdlO5-162(lane2),d277-334(lane3),andd335-411
(lane4)wereseparatedbySDS-10%PAGEanddetectedbysilverstaining.
Approximately0.2f噌 OfFはG-NS5Awi1dtypeandmutantsweremixed
wi仇1fJiOfGST-NS5Btandpulleddown withGSTresinafterpreblocking
by1%bovineserumalbumin.A鮎rwashingwithPBST,eachbound
proteinwasかactionatedlコySDS-10%PAGEandsubjectedtoWestemblot
analysiswithanti-FLAGrnonoclonalan肋ody(C,lanes2-5).0.2〃gof
FLAG-NS5Awildtypewasmixedwith1?gofGSTafterpreblockingand
thenpulleddown,&actionated,anddetectedasGST-NS5Bt(C,lane1).
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o1.277,No,13.ppll14g･111552003年指畝Fig.4. Schematicrepresentation
oftheaminO-orearboxy1-terminallyandinternal1ytruncatedNS5Apro
teinsusedforcoprecipitadonandGSTpul1-down assayandmappin

gofNS5BbindingregionsonNS5A ¶lethinangledlinesindicateinternal
1ydeletedregions.Ⅷeresultsofthebindingassayshown inFigs.1-3
aresumm arizedattheright･4ABS,S,andISDRatthetopareputad

vedomainspreviouslyreportedfortheNS4Abindingsite,serineresidu
esessentialforhyperphosphoryla也on,andinterferonsensitivity-dete

rminingregion,respec也vely.刀-eNS5Bbindingregionspredicted血･omthe
resultsofbindingassaybothinvtvoandinvitroareindicatedbyshadedboxesatthe

bottom.ウイルス複製に対する影響などについて,今後さらなる検討を
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