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喬 螢

イ ン フ ル エ ソ ザ ウイ ル ス 粒子 形成の 初期 の 階段 で
. 核内で 合成 され た ウイ ル ス ゲ ノ ム R N A ( viri o n R N A

,
V R N A ) が リ ボ

核蛋白質 (v iri o n rib o n u cl e o p r o t ei n
,

V R N P ) の 形で核孔 を通 っ て 細胞質 へ 輸送 され る｡ 次に 細胞 質の 中を細胞膜 まで 移動 し
,
そ

こ で粒子形成 , お よ び 出芽が 起 こ る と考 え られ て い る . 本研究の 前半で は v R N P の 核か ら細胞質 へ の 輸送 に つ い て 解析 した ･

まず野生株( A/ W S N/ 3 3) に よ っ て 核内で合成 された ウイ ル ス R N A が
, そ の 後細胞 内を どの 様に 移動する か を固定細胞 ハ イ プ

リダイ ゼ ー

シ ョ ソ 法で 調べ た . m R N A は感染初期か ら細胞質 へ 輸送 され るの に 対 し
,

ゲ ノ ム R N A は感染後 2 時間 ほ 核 に 止

ま っ た . そ の 後細胞質 へ 移動 し
,

6 時間に は約50 % が 細胞質 に分布 した . 次に 感染後期過程 に 障害を 持 つ 高温感受性変異 ウイ

ル ス t s
- 51 株 の 解析を行 っ た . 塩基配列解析 に よ り ,

こ の 株は 第 7 ゲ ノ ム 分節 に コ
ー

ド され る M l 蛋白質に 単 一 の ア ミ ノ 酸置

換(79 番 目の フ ェ
ニ ー ル ア ラ ニ ソ が セ リ ソ に 変 化) を 持 つ 事が 明 らか とな っ た ｡ 非許容温度下 で の t s-5 1 株感染で ほ

l 感染後期

( 6 時間) と な っ て も v R N A の9 5 % 以上 は核 に 止 ま っ た ま まで あ っ た . M l 蛋白質の 細胞 内分布 に も異常が 見 られ 大部分 が核 内

に 蓄辞 し
, 野生株 の 様 に 核, 細胞質の 両方に 分布す る事は な か っ た .

一 方 m R N A の 核 か ら細胞質 へ の 輸送に は 異常 は な く ,

M l 蛋白質の 安 定性や 合成量 に も異常 ほ な か っ た . 以 上 よ り M l 蛋 白質 が v R N P q M l 複 合体 の 形成 と い う 過 程を 経 て
,

v R N P の 核か ら細胞質 へ の 輸送に 機能する事 が 示 唆され た . ts- 51 の M l ほ こ の 複合体形成 ほ行 う事が で き るが
,

こ れ を細胞

質 へ 輸送す る こ と が でき ない . 本研究の 後半 で は
, 細胞膜 での ウイ ル ス 粒子 形成過程に つ い て 解析 した ･ ウイ ル ス 膜糖蛋白質

の 1 つ
,

N A 蛋白質の N 末端は膜か ら細胞質側 (ウ イ ル ス 粒子で は 内陸側) に 突き 出て お り , それ 故に 粒子形成や 出芽に 重要

で ある と考 えられて きた . N 末端の 最初の 6 ア ミ ノ 酸の 配列 (細胞質部位) は A 型 ウ イ ル ス 間では 完全に 保存 されて お り , 次

に 続く 6 ア ミ ノ 酸の 配列(膜貫通部位) の 保存性も よ い . A 塑ウ イ ル ス の こ れ らそれ ぞれ の 部位 を B 型 ウイ ル ス の 相当す る部

位に 置換 した変異 N A 遺伝子を合成 し
, そ れ らを 第 6 ゲ ノ ム 分節 とす るウイ ル ス が 回 収 され るか どうか を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ

ソ 実験 に よ り調 べ た . こ れ ら 2 つ の 部位 の 構造は
, 感染性粒子形成( N A 茸白質の ウイ ル ス 粒 子 へ の 取 り込み

,
ウイ ル ス 粒子 形

軋 出芽ま た は感染の い ずれか の 過程) に 対 し て重要な 働きを して い る事が示 され た . また こ れ らの 部位の ア ミ ノ 酸 配列 そ の

もの の 厳密性が 要求 され る の でほ な く
,

こ の 部分 の 二 次構造以上 の 構造が 重要で ある こ とも示 され た ･

K e y w o r d s i nfl u e n z a vir u s
,

n u Cl e ar- C yt O pl a s m i c t r a n sp o rt
,

m at ri x p r ot e in
,

n e u r a m i nid a s e
,

r e v er s e g e n e ti c s

イ ン フ ル エ ソ ザ ウイ ル ス の ゲ ノ ム は 8 本 に 分節化 した マ イ ナ

ス 鎖 ( ｡ e g a ti v e s tr a n d) R N A か ら な り , 各 々 あゲ ノ ム R N A

( vi ri o n R N A
,

V R N A ) 分節は 1 な い し 2 種類 の ウイ ル ス 蛋白 質

を コ ー ド して い る
1浮}

. ウイ ル ス 粒子(図l ) 中で
,

V R N A 分節は

そ れ ぞれ 個別に 核蛋 白質 (n u cl e o p r o t ei n
,
N P ) に 覆わ れ (10 数塩

基あた り 1 分子 の N P が 結合) ,
コ イ ル 状の 構造を 形成 し

,
さ ら

に 二 つ 折れ に な っ た コ イ ル が 相互 に 巻 い て 二 重ラ セ ン 構造 を形

成する
3)

. こ の 構造体 の 一 方の 端 に は ウイ ル ス R N A ポ リ メ ラ
ー

ゼ ( P B l
,
P B 2

,
P A 3 種の サ ブ ユ ニ

ッ トか らな る) が結合 して い

る の が 免疫電辟 で 観察 され て い る
4)

. ウ イ ル ス 粒 子 中に 存 在す

る こ の v R N A と 蛋白質の 複合体 は
よ

リ ボ 核蛋 白質 (rib o n u c ト

e o p r ot ei n
,
R N P) と呼ばれ 少なく とも1 組以上 の 数 の V R N P

が宿主細胞 由来 の月旨質 二 重膜 , すな わ ち エ ン ベ ロ ー プ に 包まれ

て 感染性粒子 を形成す る .
こ の エ ン ベ ロ

ー

プ に は 3 種輯の ウイ

ル ス 表層糖蛋白質, すな わ ち赤血 球凝集素蛋白質(h e m a g gl u ti-

平成 6 年12 月27 日受付, 平成 7 年1 月30 日 受理

A b b r e vi atio n s : B S A
,
b o vi n e s e r u m alb u m i n ; D E A E

,

m e di u m ; D M S O ,
di m e th yl s ulf o xid e ; F C S

,
f et al

h e m a g gl u ti ni n ; M l
,

m at ri x l p r o t ei n ; M 2 m at ri x 2

ni n
,
H A ) ,

ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ 蛋白質( n e u r a m i n id a s e

,
N A ) ,

お よ

び 少量存在す る マ ト リ ッ ク ス 2 ( m a tri x 2
,
M 2) 蛋白質が貫通 し

て お り
,

こ れ ら の 蛋白質の ＼ 末端 (N A ) ま た は C 末 端 ( H A
,

M 2) 側 が 膜 の 細 胞 質 側 に 突 き 出 て い る .
エ ン ベ ロ ー プ と

v R N P の 間に は ウイ ル ス 粒子中に 最も 多量 に 存在す る マ ト リ ッ

ク ス 1 ( m a tri x , M l ) 蛋白質が存在 して い るが
,
そ の 正 確な 配置

に つ い て は 分か っ て い な い
.
M l ほ v R N P に 結合す る こ と が 知

られ て お り
,

ニ 方で は エ ン ベ ロ ー プの 裏う ち をす る よ うな 形で

配置 され て い る よ うな の で
,

V R N P と エ ン ベ ロ ー プ
,

また ほ 表

層糖蛋白質と を 連結 する 働き を して ウイ ル ス 粒子形成 に 重要な

役割を 持 つ と 考え られ て きた
2)

.

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス は感染 に 際 し , 細胞表 面の シ ァ ル 酸

に 結合 し
,

レセ プ タ
ー 仲介性 の エ ン ドサ イ ト ー シ ス ( r e c e p to r -

m e d i a te d e n d o c y t o sis) で 細胞内 に 侵入 し
,

エ ン ド ゾ ー ム に 運ば

れる .
エ ン ドゾ ー ム の 酸性環境中で次 の 二 つ の 事が 起 こ る .

山

die t h yl a m i n o et h y l ; D M E M
,
D u lb e c c o

'

s m o difie d E a gle
'

s

c al f s e r u m ; F I T C
,

fl u o r e s c ei n is ot hi o c y a n at e ; H A ,

p r ot e i n ; M D B K , M a di n
- D a r b y b o v i n e kid n e y ; M D C K

,



イ ン フ ル エ ソ ザ ウイ ル ス の 粒子形成

つ は M 2 蛋白質の 働 きに よ り ,
エ ン ド ゾ ー

ム の プ ロ ト ン が ウイ

ル ス 粒子 内に 汲み 込 ま れ 酸性 化す る事 に よ り ,
M l 蛋白 質と

R N P
,

お よ び エ ン ベ ロ ー

プ と の 結合 が切れ る事で ある . もう 一

つ は H A 蛋 白質 の 構造変化が起き
,
そ の 働きに よ りウ イ ル ス エ

ン
ベ ロ ー プと エ ン ド ゾ ー

ム の膜 融合が起 き
,
粒子 内の R N P が

細胞質 内 へ 放出 され る事 で あ る . す なわ ち M l の 殻を 脱い だ 遊

離の R N P が 細胞 質中に 放出 され ,
こ れ は直 ちに 能動輸送 に よ

り核孔か ら核内に 運 ばれ る こ と に な る
6)

(遊離 した M l も受動的

に 核孔か ら核に 入 るが
,

こ れ は ウ イ ル ス 増殖 に ほ 不 要で あると

考 え られ て い る) . 核 内 へ 入 っ た R N P ほ転写 , 翻訳 され ,
ウイ

ル ス 蛋白質の 合成 が起き , 引き続き複製 が 進行 す る
7)

. 合成 さ

れ た N P 蛋白質と ウイ ル ス R N A ポ リ メ ラ ー ゼ は 直ち に 核に 輸

送 され (そ れ ぞれ の 蛋白質が 持 つ 核 輸送 シ グ ナ ル に よ る) , 新生

され た v R N A と複合体を 形成 し R N P を形成する .

一 方 , ウイ

ル ス 蓑在蛋白質､
H A

,
N A

, M 2 は粗面 小胞 体上 で 合成 され た

後 巨 細胞の 蛋白質輸送経路に 乗 っ て膜蛋白質 と して 細胞表面に

運ばれ
, 尖頂部 ( a pi c al r e gi o n) に パ

ッ チ 状に 分布す る . 核内で

形成 され た R N P は核孔か ら細胞 質 に 入 り , 細胞膜 直下 に 到

り ,
ウイ ル ス 蓑在蛋白質が 分布す る 部位 に 集合する . M l 蛋白

質も ,
こ の ウイ ル ス 粒子形成中間体 の どこ か に 組み入 れ られ る

はずで ある . また 細 胞膜 直下 へ の R N P の 集合 に は
▲

H A や

N A 蛋白質の 細胞質側に 突き出た部分 ( こ の 部分に ほ 亜 型 内で

よく保存され た ア ミ ノ 酸配列が ある) が 重要な 働き を し て い る

と考え られ て い る . 細胞膜直下で の 集合の 後 t
R N P - M l 複合体

( n u cl e o c a p sid
,

ヌ ク レ オキ ャ ブ シ ド) は
,

こ の 部分の 細胞膜 を

被 っ て 出芽 に よ り細胞外 へ 出る .
こ の 様に して 脂質 二 重膜で覆

わ れ た ウ イ ル ス 粒子が 形成 さ れ る と 考 え られ て い る . しか し

R ∵P が 核か ら輸送 され 出芽する ま で の 機構 に つ い て は
,

ほ と

ん ど分か っ て い な い . 最近 M a r ti n ら
6)8 )

ほ免疫組織化学 的な方

法で 一 イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 感染 での R N P の 核 へ の 侵入 ,

お よ び新生 R N P の 核か ら の 搬出過程を 解析 した . 彼等の 結果

に よ れ ば
, 両 方の 過程 に お い て M l 蛋白質が非常 に 重要な役割

を 果た して い る事が 示 され た .

V i ru s ｢ 廻

Lipid b i[ ay e r

F ig ･ 1 ･ A s c h e m a ti c di a g r a m of th e s tr u c t u r e of t h e

i n fl u e n z a viri o n ･ T h e v iri o n p a r ti cl e c o n t ai n s v R N P s ,

W hi c h c o n t ai n th e 8 g e n o m e s e g m e n t s s e p a r a t ely . T h e

N S l p r o t ei n i s n o t i n c o r p o r a t e d i n th e vi ri o n .

6 5

本研究で は M l 蛋白質の 高温感受性(t e m p e r a t u r e
-

S e n Siti v e
,

ts) 変異株 ウイ ル ス を 用 い
,

R N P の 核 か ら細胞 質 へ の 輸 送 に

M l 蛋白質が どの ように 関与する か に つ い て 調 べ た
別

. さ ら に

A 型ウイ ル ス で 非常に よく保存 され て い る N A 蛋白質の N 末

端側の ア ミ ノ 酸配列 ( こ の 部分 は 膜 の 細 胞質側 に 存在 して い

る) が
,

ウイ ル ス 粒 子形成過程に どの 様に 関与す るか に つ い て

逆向き遺伝学 (r e v e r s e g e n e ti c s) の 方法を用 い て研究 した .

材料および方法

Ⅰ . 使用細胞

ウ シ 腎臓由来の M a di n
- D a r b y ウ シ 腎 ( M a di nL D a rb y b o v i n e

kid n e y , M D B K ) 細 胞 ほ1 0 % 牛 胎 児 血 清 (f e t al c alf s e r u m
.

F C S ) と
, 最終濃 度4 % の ビ タ ミ ソ を 加 えた D ulb e c c o 変法

E a gl e 培地 (D ulb e c c o

'

s m o difi e d E a gl e
'

s m e d i u m , D M E M ) で

37 ℃ で 培 養 し た . イ ヌ 腎 臓 由来 の M a d i n
- D a r b y イ ヌ 腎

(M a di n
- D ar b y c a ni n e kid n e y , M D C K) 細 臥 お よ び ヒ ト胎児細

胞 由来の 293 細胞ほ10 % F C S 添加 D M E M 培地に て37 ℃ で培養

した .

Ⅱ . 使用ウイ ル ス

A 型イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス W S N 株野性株 (A/ W S N/ 3 3)

は0 ･ 2 % 牛血 清ア ル ブ ミ ン (b o v i n e s e r u m alb u m i n e
,
B S A ) 添加

燐酸緩衝生理 食塩水 (金属イ オ ン 無添加) ( p h o s p h a t e
-

b uff e r e d

S al in e wi th o u t m e t al io n s
, P B S A ) で 希釈 し

,
M D B K 細胞 に 感

染多重虔( m ultipli city of i nf e cti o n . m . 0 . i.) 0 .01 で 室温30 分間

吸着 させ
,
P B S A で よく洗 っ た後0 . 2 % B S A 添加 D M E M 培地

を加 えて37 ℃20 時間培養した . そ の 培養液を 集め , 8 ,0 0 0 r p m 4

℃ で10 分間遠心 し
,

そ の 上 清 を - 8 0 ℃ で 保存 し感染 に 使用 し

た . W S N 株の 高温感受性変異 ウイ ル ス t s
- 51 寸射

Ol
は温度を34 ℃

に 下げて 同様に 培養 した後 , 遠心 して
-

8 0 ℃で保存 した .

ウイ ル ス 感染力価の 測定は ウイ ル ス 原液 を 0 .2 % B S A 添加

P B S A で 1 0- 6
, 1 0~ 4

, 1 0
- 2

に 希釈 した も の を1 00 % 生長 の 単層

M D C K 細胞に 室張30 分間吸 着させ て か ら , そ の 上 に 0 . 6 % ア ガ

ロ ー

ス (4 5 ℃) と 0 .2 % B S A 添 加 D M E M の 混合物 を 重層 し

た . W S ＼ と ts -5 1 ウイ ル ス ほ
, そ れぞれ37 ℃ 2 日 間,

3 4 ℃ 3 日

間培養 しプ ラ ー ク数を数え た .

A/ P R/ 8/ 3 4 株 ウイ ル ス ( トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実験で 用い る

ウイ ル ス コ ア 蛋白質の 大量精製用) ,
お よび W S N- H K 株

11)
ウイ

ル ス ( ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実験で 用 い る ヘ ル パ ー

ウ イ ル ス
,

N A 遺伝子 ほ H K/1/6 8 株由来, 他の ゲ ノ ム 分節 は 全て W S N

株由来) は い ずれ も常法に 従 っ て1 0 日 目 の ふ 化鶏卵 で37 ℃ , 2

日間培養した .

Ⅲ . 第7 分節v R N A の塩基配 列分析

l . v R N A の 抽出

Ⅱの 方法で 感染 さ せ た M D B K 細胞 に5 0 % 以上 の 変 性が 起

こ っ た時 , 培養液と 感染細胞 を集め て凍結融解 卜 80 ℃1 5 分 間

と37 ℃15 分間) を 三 回繰 り返 し て 細胞 を壊 し
,
8

,
0 0 0 r p m

, 4 ℃

で1 0 分間遠心 した . そ の 上清液を 35 ,
0 0 0 r p m 4 ℃ で45 分間超遠

心 し ( ロ ー タ ー

: R P 4 2
, 超遠心機 : H it a c hi 5 5 P-7 2 , 日 立 製作

所 , 東京) , 得 られ た沈殿 を22 ゲ ー ジ の 注射針を用 い て N T E 緩

衝液(15 0 m M N a C l , 4 0 m M T ri s
- H C l p H 7 .6

,
1 m M E D T A) に 浮

M a di n
- D a rb y c a ni n e kid n e y ; m ･ 0 ･i ･

,
m ultip li cit y of i n f e ctio n ; N A

,
n e u r a m inid a s e ; N P

,
n u Cl e o p r ot ei n ; P B S A

,

p h o s p h a t e
- b u ff e r e d s ali n e w it h o ut m et al i o n s ; R N P

, rib o n u cle o p r ot ei n ; t S , t e m p e r a t u r e - S e n Sitiv e ; V R N A
,

Viri o n R N A ; V R N P
,

V irio n rib o n u cl e o p r o t ein
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遊 さ せ た . こ の 液 (4 血) を20 % ( w / v) サ ッ カ ロ
ー

ス を 含 む

N T E 緩衝液の ク ッ シ ョ ン (1 m l) 上 で 35 ,0 0 0 r p m
,

4 ℃ で50 分間

超遠心 ( ロ
ー

タ
ー

: R P S 5 0) して ウイ ル ス を沈殿 させ た
12)

･ こ の

純化 され た ウイ ル ス を T M K 緩衝 液 (1 0 m M T ris - H CI p H 7 ･5 ,

1 0 m M K C l
,
1 .5 m M M g C l2) に 浮遊 さ せ て 吸 光 度 ( O D 224 と

O D 23｡) を測定 し蛋白量 が 5 ¶ 1 0 m g/ m l と な る よう に した ･
こ の

液 に S D S と プ ロ テ ナ
ー ゼ K ( M e r k

,
R a h w a y ,

U S A ) を そ れ ぞ

れ0 . 3 % と 0 .5 m g/ m l と な る よ う に 加え56 ℃ 1 5 分 間処 理 した

後 ,
0 . 8 % S D S

,
0 .01 M C H ,C O O N a ( p H 5) ,

0 ･1 4 M Li C l と し

た
13)

. そ こ へ 等 量 の フ ェ ノ
ー

ル を 加え て5 6 ℃ 5 分 間振塗 し
,

8
,
0 0 0 r p m

,
5 分間遠心 して 氷 層を得た . 同様 に フ ェ ノ ー

ル 抽出

をもう
一

度繰 り返 した 後 , 室温 で
一

度 ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽出を し

た . 得 られた 水層 か ら エ タ ノ ー ル 沈 殿に よ り v R N A を 回収 し
,

5 JLg/ FLl と な る よ う に T E 緩 衝 液 (10 m M T ri s- H C l
･
1 m M

E D T A ) に 溶解 した .

2 . プ ラ イ マ
ー

の 合成

逆転写 P C R 法
1 叫 5)

の た め に 第 7 ゲ ノ ム 分節の 塩 基配 列
2g)

を 参

考 に し て 因 4 に 示 す よ う に 2 組 の プ ラ イ マ ー

, す な わ ち

E c o M , ,
E c o M 2 と ,

E c o M , ,
E c o M 4 を 調製 した . プ ラ イ マ ー の

.5
,

末端側 に は E c o R I 認識配列を 附加 した(下線の 部分) ･ そ れ ぞ

れ の 塩基配列 ほ次 の よう で ある .

E c o M l(5
,

G C G C G A A T T C A G C G A A A G C A G G T A G A T A T T G 3
'

)

E c o M 2(5
,

G C G C G A A T T C A T T A G T T G T T G T C A C C A T T T G 3
∫

)

E c o M ｡(5
,

G C G C G A A T T C C T C C C A G C A T C G G T C T C A T A 3
'

)

E c o M .(5
,

G C G C G A A T T C A G T A G A A A C A A G G T A G T T T T 3
'

)

こ れ ら の 合成は D N A 合成機 ( A BI 3 8 0 B D N A S y n th e siz e r
,

A p pli e d B i o s y t e m s
,
F o s t e r C ity ,

U S A ) で 行 い
,

O P C- カ ー ト

リ ッ ジ (A p pli e d B i o s y s t e m s 4 0 0 7 7 1 , A p pli e d B i o s y t e m s) で 精

製 した 後 T E 緩衝液に 溶か して 25 恥M と した .

3 . 逆転写 P C R 法に よ る ゲノ ム R N A の C D N A の 増幅 ,
お

よ び プ ラ ス ミ ドの 構築

まず v R N A を 鋳型 と し て 逆転写反 応を 行 っ たヤ . 反 応液

(20 FLl) は 次の 観成 を持 つ
. 5 FLg V R N A , 上 で 述 べ た プ ラ イ マ ー 各

50 n m ol
,
2 0 0 ユ ニ

ッ ト (U) 逆 転 写 酵 素 ( B RJ･ S u p e r s c ri pt
T M

R N a s e H R e v e r s e T r a n s c ri pt a s e
,
B R L

,
G aith e r s b u r g , U S A )

,
各

2 m M の d A T P
,

d C T P
,

d G T P
,

d T T P , 5 0 r n M T ris- H C l

( p H 8 .3),
4 0 m M K C l

,
6 m M M g C 12 , 0 ･0 1 M ジチ オ ス レ イ ト ー ル ･

反応ほ37 ℃ , 1 5 分間行 っ た . 引き続き P C R を 行うた め 上述 反

応 液 に 10 x P C R 反 応 液 (0 .5 M K C l
,
0 .1 M T ris - H C l p H 8 ･3)

1 0 pl ,
5 U T a q ポ リ メ ラ

d ゼ ( A m plit a q D N A P oly m e r a s e
,

P e r ki n E l m e r - C e t u s
,

N o r w alk
,

U S A ) ,
お よ び H 2 0 を 加 え

100 〃1 と して
,
9 4 ℃30 秒 ,

5 0 ℃ 2 分 ,
72 ℃ 3 分間の サ イ ク ル を

30 回行 っ た . 反 応産物を1 . 2 % ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル 電 気泳動 で 分離

し 正 しい 鎖長の バ ン ドを ゲ ル か ら回 収 し E c o RI で 切断 した .

こ の 断片 を p U C l 1 8 に 挿入 しE s c h e ri c hi a c oli D H 5 α 株 で ク

ロ
ー ニ ン グ した .

4 .
プ ラ ス ミ ド D N A の 調製

ア ル カ リ溶菌法 に よ り行 っ た
18I

.

5 . 塩 基配 列決定方法

4 の 方法 で 抽出 した プラ ス ミ ド D N A か ら R N A を 除く た め

R N a s e 処理 を し, 等用量の1 6 % ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
q ル ー

3 ･4 M

N a Cl 混液を加 え プ ラ ス ミ ド D N A を 沈殿させ
,

上 清 に 残 っ た

R N A 断片 を除 い た .
こ の D N A を フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ フ ォ ル

ム 抽出後 エ タ ノ ー ル 沈殿 し
,
T E 緩衝液 に 溶か して 1 鵬 ル1 と な

るよう に した . D N A 4 FLg を 0 .0 8 M N a O H-0 .1 6 m M E D T A 混液

の 中 で 室温 5 分 で 変性 させ て か ら酢酸カ リ ウ ム で 中和 し
,

エ タ

ノ ー

ル 沈殿 を 2 回繰 り返 し
,

さ ら に80 % エ タ ノ ー ル で 洗 っ た ･

沈殿を 25 〟1 の 水 に 溶か し , 蛍光標識 プ ライ マ
ー

を 用 い た ジ デ

オ キ シ ･ チ ュ
ー

ン
･ タ ー ミ ネ

ー

シ ョ
ン 法 に よ る塩基配列決定分

析 に 供 した . 方法 は A p pli e d B i o s y st e m s 社 の マ ニ
ュ ア ル に

従 っ て行い
,

M o d e1 3 7 0 A シ
ー

ケ ン サ
ー

( A p pli e d B i o s y st e m s)

で 塩基配列 を決定 した .

Ⅳ . 固定細胞 ハ イ プ リダ イ ゼ
ー

シ ョ ン 法によ る感染細胞内で

の ウイ ル ス R N A の 分布 の解析

1 .

3

H チ ミ ジ ン 標識単鎖 D N A プ Fr
- -

ブの 調製

固定細胞 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン (ざれ ∫加 h y b rid iz a ti o n ) の た

め の
3
H チ ミ ジ ン 標 識単鎖 D N A (

3
H -

S S D N A ) プ ロ ー ブ は
t

p u c 1 9 に W S N 株第 6 ゲ ノ ム 分節 の C D N A を 組み込 ん だ プ ラ

ス ミ ド (p T 3/ W S N- N A )
l Tユ

D N A を鋳型 と して P C R 法 で 調製 し

た . プ ライ マ ー

と して は
,

プ ラ ス 鎖 N A-D N A プ ロ
ー

ブ( 第 6 分

節 v R N A を 検出する) の 合成 に は M 1 3 M 4 プ ラ イ マ ー
l飢

を ,

ま た マ イ ナ ス 鎖 N ATD N A プ ロ
ー

ブ (第 6 分 節 の m R N A と

c R N A を検出す る) の 合成 に は M 13 リ バ ー

ス
･ プ ライ マ ー

18 )
を

用 い た . 鋳型 D N A l n g ,
5 FL M プ ライ マ ー

, 基 質の d T T P に 代

え て 【m eth yl , 1
'

, 2
リ H ] T T P (比活性 ,

1 2 0 C i/ m m ol
,

ア マ シ ャ

ム ･ ジ ャ
バ ソ

, 東京) を用 い た 以外 は
,

Ⅲ
-

3 で述 べ た 方 法 に

ご
二､ ニ

ー

‡■-~ 二:

T ryp sl ni z a tio n

C elI h a rv e st

C yt o c e n t rif u g atio

∠二車二7

∠≡= 二7

D e n h a rdt
I

s s ol utio n

6 5
0

c
,
1 h .

E t h a n oI/ a c e tic a cid

2 0 m in

A c et yLa ti o n

A c e t o n e fi x ati o n
,

- 2 0
O

C
,
2 0 m in

O .Z N H C[
,
2 0 m in

2 ×S S C w a shin g ,
7 0

0

C
,
3 0 m in

l 帽/ mt P r o n a s e K
,
3 7

O

C ,
1 5 m i n

3
= -

S S D N A p ro b e /h y b ridi z a ti o n m ix t u r e ( = M)

2 5
0

C
,
3d a y s

Z x S S C w a s hin g ,
5 5

q

C ,
3 0 m in

5 0 % F o r m ald eh yd e w a shi ng ,
1 h r

E m ulsi o n
,
4 5

O

C ,
2 s e c

E x p o s u r e
,
4

O

C ,
3 d a y s

D e v eI o p m e n t

Gi e m s a st ai ni n g

F i g ･ 2 ･ T h e i n si t u h yb rid i z a ti o n m e th o d ･ S e e

"

M a t e ri al s

a n d M e th o d s
"

f o r th e d e t ail s .



イ ン フ ル エ ソ ザ ウイ ル ス の 粒子形成

従 っ た .

2 . ウイ ル ス R N A の 分布の 解析 ( 図2 )

W S N 野性株 ,
お よ び 変 異株 t s

-5 1 ウ イ ル ス を Ⅰ の 方法 で

M D B K 細胞 に 感染 さ せ ( た だ し吸着 は 1 時間) , 各指 定温 度

(37 ℃
,
3 4 ℃

,
3 9 .5 ℃) で 培 養 し た . 各 指 定 時 間 に 培 地 を 除 き

P B S A で洗 っ た 後に 0 .1 % トリ プ シ ソ r O .0 4 M E D T A を 加え
, 各

温 度 で 5 分 間 保 温 し て 感染 細 胞 を デ イ シ
ュ か ら剥 離 さ せ

P B S A 中に 集め た
.
0 .5 × 1 0

4
の こ の 感染細胞を 浮遊細胞収集装

置 M o d el S C - 2 ( ト ミ ー 精工
, 東京) を用 い て 17 0 0 r p m (4 1 0 G )

5 分間遠心 して ス ラ イ ドグ ラ ス に 付着 させ た ( 浮遊細 胞付着 遠

心 法,
C y t O C e n trif u g a ti o n) . こ の 時 ス ラ イ ドグ ラ ス の 前処理

g一
が

必須 で あ っ た .
こ の 細 胞を ア セ ト ン で - 2 0 ℃ 2 0 分間 固定 し

P B S A で 洗 っ て 乾煉 させ た . 次 に 0 .2 N 塩酸 で20 分間処理 し
,

3 0秒 間水洗 した 後,
2 ×S S C 中で70 ℃30 分間加熱 し

,
3 0 秒間 水

洗 した . 引き続き 1 〟g/ m l プ ロ テ ナ ー ゼ K (3 7 ℃ 3 0 分前 処

理) を含む 2 ×S S C 中で37 ℃ 15 分間処 理 した後30 秒間水洗 し

た . そ の 後70 % ,
90 % ,

9 9 . 5 % エ タ ノ ー ル で 脱水 し乾燥 さ せ

た .

次 に こ の 試料を 用い て ス ラ イ ド グ ラ ス 上 で の ハ イ プ リ ダ イ

ゼ ー

シ ョ ン を 行 っ た .

3
H 標識 D N A プ ロ ー ブ 5 n g を含む ハ イ

プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 混液( H M 液 , 下述) を ス ライ ドグ ラ ス 上 の

試料 の 上 に 載せ て パ ラ フ ィ ル ム (1 c m x I c m ) で覆 い
,
5 0 % フ ォ

ル ム ア ミ ド蒸気を充満 させ た 密閉容器 ( タ ッ
パ ー ウ ェ ア ー

) の

中で25 ℃
,

3 日 間保温 した . H M 液 の 観成は 次の よ う で ある .

1 0 m M T ris- H C l (p H 7 A ),
0 .6 M N a C l , 1 m M E D T A , 1 ×D e n h a

-

rd t 液 ,
1 0 0 p g/ m l ポ リ A

,
1 m g/ m l キ ャ リ ア R N A (仔 牛肝

R N A
,

S ig m a T y p e Ⅳ
,

S ig m a
,

S t . L o u is
,

U S A ) (0 .1 M

N a O H -2 m M E D T A 中で37 ℃
,

5 分間処理 した 後中和 し,
エ タ

ノ ー ル 沈殿 し た も の) , 1 m g/ m l キ ャ リ ア D N A (仔 牛 胸 腺

D N A
, S i g m a) (超音波 処理 した もの) ,

1 0 % デ キ ス ト ラ ン 硫酸

( N a
一 塩 ,

P h a r m a ci a , U p p s al a , S w e d e n) ,
5 0 % フ

ォ
ル ム ア ミ ド

(脱イ オ ン した もの) . こ の H M 混液 20 pl と
3
H- D N A プ ロ

ー

ブ

5 n g を 混合 し95 ℃ 30 秒加熱後急冷 させ
, 上 で 述 べ た ス ライ ド

グ ラ ス 上 で の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ
ョ

ン に 供 した .

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 後の 洗浄 ほ次 の 方法で 行 っ た . 洗浄

緩衝液 (W B) (5 0 % フ ォ ル ム ア ミ ド
,
1 0 m M T ris- H C l p H 7 .4 ,

0 .6 M N a C l
,
1 m M E D T A ) を数滴滴下 して カ バ ー

の パ ラ フ ィ ル

ム を 除き ,

3
H- D N A - H M 液 を洗 い 流 し た . 続 い て W B 液 と

2 ×S S C に そ れ ぞれ 2 - 3 分浸 し
,
2 × S S C 中 で55 ℃ 30 分間

加温 した後50 % フ
ォ

ル ム ア ミ ドの 中に 浸 し て 1 時間ゆ っ く りと

控拝 した
. も う一度50 % フ

ォ
ル ム ア ミ ドの 洗源を 繰 り返 した .

2 × S S C 2 分間 の 洗准の 後70 % ,
9 0 % ,

9 9 . 5 % エ タ ノ ー ル で 脱

水乾燥 さ せ
, 乳 剤け ク ラ N R-M 2 ( 小西 六

,
東京) を45 ℃ で 融解

させ
,

水 で 2 倍に 希釈 した もの] に45 ℃ 2 秒間浸 し
, 室温 で 1

- 2 時間乾煉 した 後 4 ℃で 3 日間露光 した . 現像と 固定 はそ れ

ぞれ コ ニ ド
ー ル と ス ー パ ー

フ ジ フ ィ ッ ク ス で 行 っ た . 引き続き

水洗後 ス ラ イ ド グ ラ ス 上 の 細胞 に ギ ム ザ 染色を 施 した .

Ⅴ ･ M I 蛋白質の 合成量の 定量 と感染細胞 内分布

1 . M l 蛋白質 の 合成量

Ⅳと 同様 に W S N 野性株 また は t s-5 1 株ウ イ ル ス を M D B K

細胞(35 m m デ イ
シ ュ 使用) に 感染 させ

, 培地を 入れ39 . 5 ℃で培

養し
,

0
, 1

,
2

,
3 時間後に 培地 を 除き P B S A で洗 っ た 後,

メ チ オ ニ ン 無添加 D M E M に
35
s 一 メ チ オ ニ ン を 添加 (10 C i/ m l)

した培地に 置き換え た . 3 9 . 5 ℃3 0 分間の パ ル ス 標識 を行 っ た後

67

培地を 除き , P B S A でデ イ シ ュ 中の 細胞 を洗淋 した 後,
こ の 液

を で き るだ け完全 に 除 い た . デ イ シ
ュ に 細 胞 溶 解 液 (0 .1 M

T ris- H C I p H 6 .8
,
0 .2 M ジチ オ ス レイ ト

ー ル
,

4 % S D S , 0 .2 % ブ

ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー

, 2 0 % グリ セ リ ン) 1 0恥1 を 加え感染細胞

を 溶か し22 ゲ ー ジ注射針を通 して 均 一 化 して か ら1 00 ℃ , 3 分

間加熱 した .
こ の 試料 (30 JLl) を 用 い て L a e m m li の 方法

20}
に

従 っ て10 % S D S ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 (20 0 V
,

3

時間) を行 っ た . 泳動後サ リチ ル 酸ナ ト リ ウ ム を用 い た フ ル オ

M o c k

Fig . 3 . D i strib u ti o n of th e v R N A i n th e W S N vir u s
-i nf e ct ed

C e11s . M D B K c e11 s w e r e i nf e c t e d w ith W S N vir u s a t a m .

0 . i . of 5 0
,

a n d i n c u b a te d i n th e m e di u m a t 3 7 ℃ . A t t h e

i n d ic at e d ti m e s
,
th e c e11 s w e r e tr y p si ni z ed f o r 5 m i n a t 3 7 ℃

a n d s u s p e n d e d i n p r e c o ol e d P B S c o n t ai n i n g O .2 % B S A o n

i c e . A liq u o t s of th e O .5-1 × 1 0
5

c e11s w e r e u s e d f o r

C y t O C e n trif u g a ti o n . T h e c e11 s o n a gl a s s s主id e w e r e fi x e d

W ith a c e t o n e a n d u s e d f o r th e i n sii u h y b rid iz a ti o n a s

d e s c ri b e d el s e w h e r e
l g )

･ H y b rid iz a ti o n w a s p e rf o r m e d f o r 3

d a y s at 2 5 ℃ u si n g
3

H-l a b el e d si n gl e- S tr a n d e d plu s
,

S e n S e

D N A (2 ･2 × 1 0
g
d p r n/ FLg) a

,
S th e p r o b e ,

W hi c h w a s p r e p a r e d

b y P C R u si n g p T 3/ W S N - N A
IT )

D N A a s th e t e m pl a t e .

A f t e r th e h y b ridi z a ti o n
,
th e s p e ci m e n s w e r e w a s h e d , a n d

e x p o s ed f o r 3 d a y s a t 4 ℃
,
d e v elo p e d

,
a n d s t ai n e d w ith

G i e m s a

'

s s ol u ti o n . F o r d e t ail s
,

S e e F ig . 2 a n d
"

M a t e ri al s

a n d M e th od s

' '

. O n e g r ai n r e p r e s e n t s a p p r o xi m a t ely 2 0

C O pie s o王 t h e mi n u s- S e n S e N A R N A s w h e n th e h y b ridi z a ti -

O n effi ci e n c y i s l O O % .
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ロ グ ラ フ ィ
一 法

紺
に よ り , 各蛋白質の 放射能量を 定量 した .

2 . 間接蛍光抗体法 に よ る M l 蛋白質の 感染細胞内局在性 の

解析

Ⅳと 同 じ方法 で 野性株 ,
ま た ほ t s

-5 1 株 ウイ ル ス を M D B K 細

胞 に 感染 させ ( そ れ ぞれ m . 0 ,i .
, 3) 6 時間後 に 感 染細 胞 を 集 め

た .
5 ×1 0

4
の 感染細 胞を Ⅳ

,
2 の 固定 細胞 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ソ の 時 と同様に 浮遊細胞付着遠心 法で 無蛍光 ス ラ イ ド グ ラ

ス に 付着 させ た , 乾燥 させ た 後, 付着細胞を ア セ ト ン で
-

2 0 ℃

20 分間固定 し
,
P B S A で 洗確 した 後乾燥 させ た . P B S A で 再び

細胞を洗 っ た 後 で きる だけ完全に P B S A を 除き
,

た だ ち に
一

次抗体 (ウ サ ギ抗 M l 血清) (0 .2 % B S A 添加 P B S A で 1 : 5 0 に

稀釈) 5 毎1 を 加え , 室温で 1 時 間ス ラ イ ド グラ ス 上 の 細胞 と反

応させ , よく P B S A で 洗練 した後 に 蛍光標識 した 二 次抗体[ 7

ル オ レ セ イ ン イ ソ テ オ シ ア ネ
ー

ト (fl u o r e s c ei n i s o thi o c y a n a t e
.

F I T C) 標 識 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ I g G 抗 体】(0 ･2 % B S A 添 加

P B S A で 1 : 5 0 に 稀釈) 50Fll を 加え て
, 室温 で 1 時間反応 させ

て か らよく P B S A で洗淋 した 後90 % グ リ セ リ ン l 滴 を 載 せ
,

カ バ ー

グ ラ ス で カ バ ー して蛍光顕微鏡で 写真を取 っ た .

Ⅵ . ウイ ル ス R N P トラ ンス フ ェ クシ ョ ン 法に よ る逆 向き 遺

伝学

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス R N P ト ラ ン ス フ ユ タ シ ョ ン 法
22-2 3 '

は

マ イ ナ ス R N A 鎖 ウイ ル ス で は初め て 成功 した技術 で ある . 図

9 に 方法の 概略 が 示 さ れ て い る . まずウ イ ル ス ゲ ノ ム R N A の

c D N A を フ ァ
ー

ジ R N A ポ リ メ ラ ー ゼ の プ ロ モ M タ 一 に つ な い

だ プ ラ ス ミ ドを 作成 す る . これを 鋳型と して
,

フ ァ
ー

ジ R N A

ポ リ メ ラ
ー ゼ を 用 い 試験管内で ウイ ル ス 遺 伝子 R N A ( 両 末端

と もウイ ル ス ゲ ノ ム と 同じ構造を持 つ 様に 工 夫 して あ る) を 合

成する . 鋳型 D N A の 配列は 人工 的に 自由 に 変え る こ と が で き

るの で
, そ の 転写産物 で ある ウイ ル ス 遺伝子 R N A の 配列も自

由に 変 え ら れ る . こ の 試 験管 内 R N A 転 写系 に
,

フ ァ
ー

ジ

R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ の 他 ,

ウ イ ル ス コ ア 蛋白質, すな わ ち
,
ウイ

ル ス R N A ポリ メ ラ p ゼ と N P 蛋白質も同時 に 加 えて お くと
,

こ れ ら は試験管内 で 合成 され た R N A に 結合 し R N P を 形成す

る . こ の R N P を あらか じめ ヘ ル パ
ー

ウ イ ル ス を感染 させ て あ

る細胞 へ 種 々 の 方法 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン する . こ の 細胞 で

増殖 した ウ イ ル ス の う ち
,

ヘ ル パ ー ウイ ル ス の 増殖を排除す る

よ うな 方法を 用 い て
,

ト ラ ン ス フ ニ ク シ ョ ン L た R N P を ゲ ノ

ム と して 持 つ ウ イ ル ス を選 択す る .

プ ラ ス ミ ド p T 3/ W S N- N A
2 'l

ほ W S N 株 の N A 遺伝子を コ ー

ド して お り , そ の 上 流に ほ フ ァ
p ジ T 3 R N A ポ リ メ ラ

⊥ ゼ の プ

ロ モ ー タ ー

を , 下流 に は 制限酵素 K s p 6 3 2Ⅰの 切断部位 を隣接 さ

せ てある ( 図9 ) . こ の D N A を K s p 6 32Ⅰ(
ベ ー リ ン ガ ー ･ マ ン ハ

イ ム 山 之内
,

東京) で 切 断 し , そ の 切断端 の 一 本鎖部 分 を

Kl e n o w 酵素 ( 宝酒造 , 京 都) で 修復 した もの を鋳型 D N A と し

て
,

フ ァ
ー ジ T 3 R N A ポ リ メ ラ ー ゼ で 転写する と

,
W S N 株第

6 ゲ ノ ム 分節( N A 遺伝子 を コ ー ドす る) と ま っ た く 同 じ塩基配

列を持 つ R N A が 得 られ る . 転写反 応系 に 鋳型 D N A ( 上 述)

1 FLg ,
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス R ＼A ポ リ メ ラ ー ゼ と N P 蛋白

質の 混合物 (A/ P R/ 8/ 3 4 ウイ ル ス よ り ,
P a r v i n ら

25 ､

の 方法で精

製 し た も の ) 10 J(1 ( 全 部 で 1 〃g の 蛋 白 質 を 含 む ) ,
お よ び

T 3 R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ ( 50 し/ FLl

,
S tr a t a- g e n e

,
L a J oll a , U S A )

2 〃l を 加 え ( 全量 5 恥1) 3 7 ℃ で 15 分保 温 し た . こ の 反 応液 を

0 .1 % ゼ ラ チ ン 含有 P B S A l O O pl で 希釈 し
,
た だ ち に 文献

23'
の 方

法に 従 っ て
,

ジ ュ チ ー ル ア ミ ノ エ チ
ー ル (d i e th yl a m i n o e t h yl ,

D E A E )
- デ キ ス ト ラ ン

ー

ジ メ チ
ー ル ス ル フ ォ キ シ ド (di m e th yl

-

s u lf o xid e
,
D M S O ) 法に よ り M D B K 細胞 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ

ン した . こ の 細胞 に ほ , あらか じめ W S N/ H K ウイ ル ス を感染

させ て ある . ( m . 0 .i .
,
1 0

, 室温 1 時 間) . ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

した こ の 細胞を 培養 (1 8 時間) す ると
, 培養上澄 に ほ 2 種類 の

ウイ ル ス が 出て く る . 大部 分ほ W S ＼/ H K ウイ ル ス で あり , 他

ほ 極く稀 で ある が
,

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した R N P を ゲ ノ ム

と して 持つ 組 み 換 え ウ イ ル ス で ある . W S N/ H K ウ イ ル ス の

慧
T

す
C

2 6 1

7
†
C

E c o H l

一
一 = = 車

E c o H 2

㌫蒜丁

疇 へ

｢ 忘

Fig . 4 ･ M u t a ti o n sit e s i n th e t s
, 51 v ir u s M s e g m e n t ･ T h e v R N A e x tr a c t e d f r o m p u rifi e d t s-51 vi ri o n s w a s r e v e r s e tr a n s c rib e d to

c D N A
,

W hi c h w a s a m pIifi e d b y P C R u si n g t w o p ri m e r p air s f o r th e M s e g m e n t ･ E c o M l a n d E c o M 2
･

O r E c o M 3 a n d E c o M 4
,

a S

in di c a t e d i n th e fi g u r e ∴ E a c h p r l m e r C a rri e d th e e x tr a
-

S e q u e n C e S C O n t ai ni n g th e E c o R I sit e ･ T h e P C R p r o d u c t s w e r e dig e s t e d

wi th E c o RI a n d th e n cl o n e d i n th e p U C l 1 8 ･ I n d e p e n d e n t m ultipl e cl o n e s w e r e s e q u e n c e d u sin g a D N A s e q u e n c e r
･
M o d e1 3 7 0 A

( A p pli e d B i o s y s t e m s) ･ F o r d e t ails
,

S e e

･･

M a te rial a n d M e th o d s

"

- N u cl e o tid e c h a n g e s (s h o w n i n a pl u s s e n s e) a n d a n a m i n o a cid

c h a n g e w e r e i n di c a t e d i n c o m p a ri s o n wi th wi ld - t y p e W S N - M s e q u e n c e
2 9 )

･



イ ン フ ル エ ソ ザ ウ イ ル ス の 粒子形成

N A 遺 伝 子 は H o n g K o n g 株 ( H K/ 1/ 6 8) 由 来 で あ る の で

M D B K 細胞 で ほ増 殖で き な い .

一 方 , 後者の 阻み 換え ウ イ ル ス

ほ W S N 株の N A 遺伝子 を持 つ の で M D B K 細胞 で 増殖で き る

よ う に な る . した が っ て
,

上 の 培養上 澄を M D B K 細胞に 感染

さ せ て プ ラ ー ク を形成 させ
,

そ こ か ら ウイ ル ス を 回 収すれ ば高

頻度で 観み 換え ウイ ル ス を回 収で き
,

ヘ ル パ ー

ウイ ル ス を排除

で き る . こ の 回 収ウイ ル ス の N A 遺伝子 の 塩基配 列を 逆 転写

P C R 法を 用い た方法 (方法Ⅲ を参照) で 決 め , 組換ウイ ル ス で

ある こ とを 確定 した .

表1 の 実験で 用 い た N A 蛋白質の N 末端側 ア ミ ノ酸変異 ゲ

ノ ム R N A を 作成す る ため に
, 図 9 に 示 す 2 つ の プ ラ イ マ ー

,

すなわ ち ユ ニ バ ー サ ル M 1 3 プ ラ イ マ ー

M 4 と
,

N A プ ラ イ

マ ー

を 用 い て P C R 法で p T 3/ W S N- N A か ら変異 N A - C D N A 断

片を 増幅 した . 図の N A プ ラ イ マ ー の V 字形の 部分ほ , 該当

す る ア ミ ノ 酸変異を コ ー ドする部 分で あり , そ れ ぞれ の 塩基配

列 に 変え て ある . そ れ ぞれ の 変異 を入 れ た 断片を ク ロ ー ニ ン グ

し ,
こ れ を鋳型 と して 変異ゲ ノ ム R H A を合成 した .

Ⅶ . 変異N A 蛋白質の 細胸表面 へ の 発現 とノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ

活性の測定

野 性 型 N A
,

お よ び Ⅵで 述べ た 変異 N A 遺 伝 子 を 持 つ

D N A 断片を
,

そ れ ぞれ の プ ラ ス ミ ドか ら E c o RI と Hi n dIII で

切 り出 し , 発現 ベ ク タ
ー

p G E M 3 Z ( S tr a t a g e n e) に 挿入 し
,

こ の

ベ ク タ ー の T 7 プ ロ モ
ー

タ
ー

に 接続 させ た .

一

方 , 予め29 3 細胞

を 35 m m デ イ シ ュ あ た り 5 ×1 0
5

と な る 様増 殖 させ
,

こ れ に

フ
ァ

ー ジ T 7 R N A ポリ メ ラ ー ゼ を 発現 す る ワ ク チ ニ ア ウイ ル

( A

W S N

V R N A

3 9 .5
0

C

ts - 5 1

V R N A

3 9 .5
0

c

69

ス
,

V T F 7
-

5 株
26)

を感染させ てお く( m . 0 .i
リ
1 0) . こ の 細胞に

上 の 発現プ ラ ス ミ ド 5FLg を リ ポフ
ェ

ク チ ン (R i p of e c ti n , G ib c o

B R L . G aith e r s b u r g ,
U S A ) を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ = ン し

た , 細胞 内に 入 っ た D N A は ワ ク チ ニ ア ウイ ル ス が 発 現す る

T 7 R N A ポ リ メ ラ
ー ゼ で 転写 され

,
N A 蛋白質 へ の 翻訳 , 輸送

の 過程を経て 細胞表面に 発現 され る . 発現量は ∴細胸表面で 検

出 され る ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ活性に よ り推定する こ とが で きる .

2 0 時間培養後 ∴細胞を ピ ペ
ッ テ ィ グ で集め

, 細胞表面の ノイ ラ

ミ ニ ダ ー ゼ 活性 を , 常 法 に
271

よ り フ ェ チ ュ イ ン (f e t ui n)

( Si g m a) と3 7 ℃ 3 時間反応 させ る事 に よ り測定 した .

ウ イ ル ス 粒子 上 に 発現 して い る N A 畳 も同様 の 方法 で 測定

した . ウイ ル ス を プ ラ
ー

ク 法で純化 し
,

こ れ を M D B K 細胞 で

増殖させ 精製 した標本を用 い た . H A 価 1 : 1 2 5 の 量の ウイ ル ス

粒子 を用 い
,

フ ェ チ ュ イ ン と37 ℃ で 3 時間反 応させ た .

成 績

Ⅰ . 野性株感染細胞におけ るゲ ノム R N A の 細胞内分布

ウ イ ル ス 粒子形成枚構を調 べ るた め の 第
一

段 階と して
, 複製

した v R N A が 細胞 内で どの 様に 分布す るか を 固定細 胞 ハ イ プ

リ ダ イ ゼ ー シ
ョ

ン 法で調べ た .

M D B K 細胞 に W S N 野性株を m . 0 .i .5 0 で感染させ
, 種 々 の

時間培養 した後 ,
こ の 感染細胞 に 図2 で 示 した 一 連 の 処理 を

行 っ た .
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ プ ロ ー ブと して は

,

3
H チ ミ ジ

ン で 標識 した ウイ ル ス 第 6 ゲ ノ ム 分節 の プ ラ ス 鎗 c D N A 断片

を 用 い た . 図3 に 結果の 一 部を 示 した .
モ ッ ク ( m o c k) で 示 さ

( B)

ts ･ 5 1

C R N A

+

m R N A

3 9 .5
0

c

F ig ･ 5 ･ D i st rib u ti o n of th e vir u s R N As i n t h e ts -5 1 v ir u s
-i nf e c t e d c ell s . ( A ) D is trib u ti o n of v R N A . M D B K c ell s w e r e i nf e c t e d

wi th th e W S N o r t s-5 1 vi r u s e s a t a m ･ 0 1 i ･ Of l , a n d in c u b a t e d i n th e m e di u m a t 3 9 ･5 ℃ ･ A t 6 h pi,
t h e c e 11 s w e r e tr y p si ni z e d

f o r 5 m i n a t 3 9 ･5 ℃ ,
a n d O .5 -1 ×1 0

5
c ells w e r e tr e a t e d f o r th e i n sit u h y b rid iz a tio n a s d e s c rib e d i n F i g . 3 . ( B ) D i st rib u ti o n of th e

pl u s- S e n S e R N A a t 3 9 .5 ℃ a n d v R N A a t 3 4 ℃ i n th e t s-5 1 v ir u s
-i n f e c t e d c e11s . M D B K c ells w e r e i nf e c t e d wi th th e ts-5 1 vi r u s

a t a m ･ 0 ･ i ･ Of l a n d i n c u b a t e d i n th e m e d i u m f o r 6 h r at 3 9 ･5 ℃ ,
O r f o r 8 h r a t 34 ℃ ･ T h e i n f e c t e d c ell s w e r e

.
tr e a t e d f o r th e

i n sit u h yb ridi z a ti o n a s d e s c rib e d i n F i g 1 3 ･ F o r th e d e t e cti o n of th e pl u s
-

S e n S e R N A ,

3

H -1 a b el e d si n gl e
-

S tr a n d e d mi n u s
-

S e n S e N A
D N A (2 .2 ×1 0

g

d p m / p g) w a s u s e d a s a p r o b e .



7 0

れ て い る様に
,

こ の 方法で は バ ッ ク グ ラ ウ ン ドが非 常に 低か っ

た . 感染 2 時間 で は ほ と ん どの ブ レイ ン (約90 % ) は 核に 局在 し

た . そ の 後時間 と とも に グ レ イ ン の 数は増加 し , 次第に 細胞質

に も分布す る よう に な り
,
図で 示 す6 時間 では 約50 % が 細胞質

に 存在 した . 他の 分節 の プ ラ ス 鎖 c D N A を プ ロ ー ブ に 用 い て

も同様の 結 果を得 る 事が で きた .

Ⅱ . t s
- 5 1 変異株 の 変異部位の 決定

以前 の 研 究 で W S N 株 高温 感 受 性 変 異株 ts-51
抑

で は t

v R N A の 核か ら細胞質 へ の 輸送 に 障害 が 起 こ っ て い る 事を 示

す結 果を 得て い た . t s- 51 は遺伝学的な 解析か ら第 7 ゲ ノ ム 分

節に 変異 を持 つ 事が 明らか に され て い たが
28}

,
こ の 分 節は M l

蛋白質と M 2 蛋白質 を コ ー ドして い る の で
,

どち らの 蛋白質に

変異が起 こ っ て い る か を決め る必 要が あ っ た .

図 4 に 示 した 2 艇.
の プ ラ イ マ ー を 用 い

, 逆 転写 P C R 法で

t s
-5 1 第 7 ゲ ノ ム 分節 の c D N A 断 片 を 増 幅 し

,
こ れ ら を

p u c l 1 8 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ して 塩基配列を 決定 した ･ 図

4 に 示 L た 様 に
, 第 7 分節の 塩基 を プ ラ ス 鎖 c D N A で 表 示 し

た 場合 ,
2 6 1 番 目 と532 番目 の T が そ れ ぞれ C に 変異 し て い

た .
これ ら の 変異 は 3

-

5 偶の 独立 に 分離 した ク ロ ー ソ で 確認

した . い ずれ の 変異も M l 蛋白質の 読み枠 内で 起 こ っ て お り
,

前者は76 番 目 の フ ェ ニ ー ル ア ラ ニ ン を セ リ ン に 変異 さ せ る が ,

後者ほ ア ミ ノ酸 の 変 化を 伴わ な い もの で あ っ た . した が っ て
,

t s
-51 は M l 蛋白質に 単

一

の ア ミ ノ 酸置換を起 こ した も の で あ

る と結論 された .

Ⅲ . t s
- 51 株感染細胞に お け る ゲ ノ ム R N A の細 胞内分布

次に ts-5 1 扶感染 で の ウイ ル ス R N A の 細胞内分布を 固定細

胞 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法 で 調 べ た . 図 5 の 実 験 で は 野性

株 , せ た は ts - 51 株 を m .0 .i .
,
1 で M D B K 細 胞 に 感 染 さ せ た

後 ,
3 4 ℃

, ま た は39 . 5 ℃ (t s
-51 の 非許容温度) で増 殖さ せ

, 図

3 と同 じ
3
H プ ロ ー ブ を 用 い て 固定細胞 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ

ン を行 っ た . 3 9 . 5 ℃
, 感染後 6 時 間の ts -5 1 株 感染 細胞 で ほ

v R N A の9 5 % 以上 が 核に 留ま っ た ま ま で あ っ た (図 5 A
. ,

下
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図) .

一 方 , 同 じ条件下で野性株 で は図 3 と同 じ く約50 % は細胞

質 に 移動 して い た ( 図 5 A
,

上 図) .

対照的 に t s
-5 1 株で も ウイ ル ス ･ プ ラ ス 鎖 R N A ( 大部分 は

m R N A で あ るが
,

V R N A 合成の 鋳型と な る cR N A も少量存在

する .
こ の 実験 で は 第 6 分節 マ イ ナ ス 鎖

3
汁 プ ロ ー ブ を 用 い

た) を 見てみ る と ,
こ の 条件下 でも野性 株と 同 様に 細 胞質 へ 輸

送 され て い た ( 図 5 B
, 上 図) . 非 許 容 温 度 で の ts - 51 株 の

v R N A の 細 胞質 へ の 輸送 障害 は
t
3 4 ℃ で は

一

部回 復する が輸送

の 効率は 低か っ た ( 図 5 B
, 下 図) .

Ⅳ
.

. t s
- 5 1 株感染細胞で のM l 蛋白質 の動態

次 に
,

t S-5 1 株感染細胞 中 で , M l 蛋白質の 存在状態 に 異常が

な い か に つ い て 調 べ た . まず !
こ の 変異蛋 白質の 安定性が 損な

われ
,
細胞 内存在量 が減少 して い る可 能性 が ある . 囲6 の 実験

で は , 野性株 , また は t s
- 51 株 を M D B K 細胞 に 感染 させ

,
温度

を39 . 5 ℃ に して培養 した . 感染後 5 時間に
3 5

S メ チ オ ニ ン で30

分間蛋白質の 標 識を 行 っ た後 ,
チ エ

ー

ス す るた め に 十分量の 非

放射性 メ チ オ ニ ン を 加 え た ( こ の 添加時 を 0 時間と した) . 1 時

間おきに 試料を 調製 し,
S D S ポ リ ア ク リル ア ミ ド ゲル 電気泳動

を行 い
,

オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
一 に よ り , 各 ウイ ル ス 蛋白質 へ

の
35
S の 取 り込 み量 を調 べ た . M l 蛋白質の 合成量 , 安定性と も

野性株 に 比 べ
, 有意な 変化は 認め られ な か っ た .

次に 変異 M l 蛋白質 の 細胞 内局在性 に 異常 が起き て い な い か

どうか を調 べ た . 図7 の 実扱で は39 . 5 ℃ で の ウ イ ル ス 感染 6 時
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イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 粒子形成

間に おけ る
,

M l 蛋白質の 細胞 内分布を M l 抗体を 用 い た間接

免疫蛍光抗体法 で 調べ たもの で ある . 野性株 M l 蛋白質 ほ核と

細胞質 に 分布 した .

一 方 ,
t S-5 1 株 M l 蛋白質 は 野性株 と異な り

核 に 蓄積 し
, 細胞 質に は ほと ん ど検 出され なか っ た .

V . ウイ ル ス 粒子形成 にお け る N A 蛋白質の 役割

ウイ ル ス 表在糖蛋 白質 ,
N A 蛋白質は N 末側を細胞質側に ,

C 末側を細胞外 に 出 した膜 一

回貫通型蛋白質で ある . N 末端の

最初 の 6 ア ミ ノ酸残基 ほ細胞質内に 出て お り
,
次の 約30 残基は

膜貫通部分を 形成 して い る . 園 8 に 示す様 に
,

こ の 最初 の 6 残

基の 配列 (細 胞質部位) は A 塾ウイ ル ス でほ 全亜 型間で 完全に

保存 され て お り ,
これ に 続く次の 6 残基 の 配列(膜貫通部位) も

2 ,
3 の 株 で 例外ほ ある が保存性が よい . A 型内で の こ の 様な

高い 配列の 保存性 は
t

こ の 部分(特 に 細胞質部位) が ウイ ル ス 増

殖 に と っ て 必 須で ある事を 示 唆 して い る , そ の 可能性を 調べ る

た め に
,

こ の12 残基 に 人 工 的な変異 を入 れ た ウ イ ル ス 遺伝子 を

作成 し
, そ の 変異 N A 遺伝子 を持 つ ウイ ル ス が 回収 で きる か ど

うか に つ い て 調べ た . そ の た め に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の

R N P ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 系に よ る 実験 を行 っ た (図 9) . 変

異 N A 蛋白質が ま っ たく無意味な構 造を 持 つ 事が な い 様 に
,

W S N 株 の 細胞質部位 と膜貫通部位 の どち らか 一 方 , ま た は 両

方 の 配列を B 型 ウイ ル ス の 対応す る配列 で 置換す る事に した .

ウイ ル ス が 回収 され た もの で は粒子 中に 取 り込 まれ た N A 蛋
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白質の 量を推定する ため に
.

一 定量の ウイ ル ス 粒子中の ノ イ ラ

ミ ニ ダ ー ゼ 活性を 測定 した に の 酵素 の 活性 中心 は 粒子 ( ま た

は感染細胞) の 外側に 位置 し変異部位か らは る か に 離れ て い る

の で
一 変異は 酵素活性に は影響 しな い と考 え られる] . さ らケこ

,

回収 され た ウイ･ ル ス の 増殖力も測定 した .

一 方
,

こ れ らの 変異

N A 蛋白質が細胞表面 へ 輸送 され るか どうか を しら べ るた め
,

これ ら の 蛋白質を細胞中で発現ベ ク タ ー に よ り発現 させ
, 細胞

表面に 出る ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 活性 を測定 した . 表1 に これ らの

結 果をま とめ た . A 型ウイ ル ス で完全に 保存 され て い る細胞質
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7 2

部位を B 型に 置換 (B/ W ) した り ,
N 末端に 1 残基余分 の メ チ

オ ニ ン を 附加( M -W S N ) し てもウ イ ル ス は 回 収さ れ た . すな わ

ち期待に 反 して
!

こ の 部分ほ 配列そ の も の の 厳密性 よ りも ,
A

,

B 塾に 共通 な全体的 な構造が 重要な よ う で ある . しか し
,

こ れ

らの ウ イ ル ス で は 粒子 中 へ の N A 蛋白質の 取 り込 み ほ 低下 し
,

ウイ ル ス の 増殖力も低か っ た . 膜 貫通部位を
,
A 型の 中 で 最も

異な っ た 配列 を持 つ N 7 亜 型の も の に( W / 7) した 場合は ほ と ん

ど野性株 と 同 じ活性を 待 っ た ウイ ル ス が 回収 され た の に 対 し
,

こ れ を B 塾に 置換 した もの (W /B ) で は ウイ ル ス は 回 収 で きな

か っ た . B 型の 膜 貫通部位配列を持 つ 場合で も
,

同 時 に 細胞質

部位を B 塾に すれ ば (B/ B ) ウ イ ル ス は回 収され た . しか し ,

N A 蛋白質 の 粒子中 へ の 取り込み や ,
ウイ ル ス の 増殖能は 低下

して い た .

考 察

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 粒子形成機構 を知 るた め に 本研究

で は
, まず 固定細胞 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 法を 用 い て , 感染

細胞内で の ウイ ル ス R N A の 分布状態 を調 べ た . イ ン フ ル エ ン

ザ ウ イ ル ス の R N A 合成 は 全て核 内で起 こ る が
,

こ の 様 に 合成

され た ウイ ル ス m R N A ,
C R N A ,

V R N A が 感染後 時間を追 っ て

どの 様 に 細胞 内を 移動 し, 分布す るか は重要な 問題 で あ るが ,

こ の 方法 を用 い て 行 っ た 研究 は こ れ ま で なか っ た . 感染細胞を

核と細胞質 に 分け
,

そ れ ぞれ の 分画に 存在す る ウ イ ル ス R N A

を 定量 した研究は あ る
30)3 1 )

が
, 操作 中での 核か ら の 漏失 の 問題

を 否定 で きな い . 事実 ,
V R N A は 感染の 早 い 時期 か ら m R N A

と同様 に 核か ら細胞質 へ 移動す ると い う報告
抑

が あ り ,
E n a m i

らの 以前 の 報告
川
と 対立 して い た . 本研究

部

(図3 ) ,
お よ び 免疫

組織学 的な方法を 用い た M a r ti n ら
の
の 研究は

, 感染後 2 - 3 時

間は 新生 v R N A が v R N P の 形で核 に 止 まる 事を示 して お り
,

こ の 問題 は決着 した と 考え られ る . すなわ ち
,

V R N P の 核か ら

の 搬出は m R N A の 搬出と ほ異な る機構で起 こ ると L なけ れ ば

な らな い . そ の 後 v R N P は次第に 細胞質 へ と 輸送 され ,
ウ イ ル

ス 粒子形成が 盛ん に な り始め る 6 時間で は約半分が 細胞質に 移

行 した .
これ ら の V R N A は

,
おそ らく ウイ ル ス 粒子形成 へ と 向

か うもの と考 え られ るが , どの 様な 形で輸送 され るの で あろ う

か . こ れ らは境 内で合成 され た後 , 直ち に ウイ ル ス N P 蛋白質

と複合体 を形成す る事は 知られ て い るが
, そ の 後 どの 様な 中間

体を経 て ウイ ル ス 粒子と な るか に つ い て は ま っ た く知 られ て い

な か っ た .
こ の 機 構 に 関 して 先 駆 的 な 研 究 を 行 っ た の は

M a r ti n ら で あ っ た
8)

. 彼等は v R N P を構成する N P 蛋白質の モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を 用 い た間接蛍光抗体法 に よ り v R N P を 検

出 した ( した が っ て 直接 vR N A を 見て い な い の で 問題が ある .

一 例と して
,
R e y ら

32}
ほ t s- 51 で v R N P の 核か らの 搬出が 正 常

に 起 こ る と して い る .
こ れ は

, 直接 v R N A を 検出 した の で は な

く , 抗 N P 嶺体 で v R N P を検出 した 事に よ ると 考え られ る) .

彼 らに よれ ば
,

V R N P の 核か らの 搬出ほ ,
M l 蛋白質は じめ ウ

イ ル ス 後期蛋白質 の 合成 と 同 じ時間経過 で 起 こ る こ と ∴細胞内

へ 抗 M l 抗体を 注入 した り
,
M l を 発現できな い 感染細胞 で ほ

搬出が 阻害 され る こ と
,
核 と細胞質で の v R N P と M l の 分布が

完全に 一 致す る こ と (共焦点顕微鏡の 観察に よ る) な どか ら
,

M l 蛋白質が 搬出過程 に 関与 し
, そ れは 直接 v R N P に 結合 する

事に よ る と した . さらに M a r ti n らは別 の 論文
6)
で 感染過程で の

ウイ ル ス ゲ ノ ム R N A の 核 へ の 侵入 に つ い て 報告 し
,

エ ン ド

ゾ
ー ムか ら核孔を 通 っ て 核 へ 侵入 す る た め に は

,
V R N P か ら

M l が 除去さ れ る必 要が ある と 述 べ て い る . すな わ ち M l は

V R N P の 核 へ の 侵入 , 核 か ら の 搬出の 両 方向の 動 きを決定 して

い る事に な る . v R N P か ら M l が 除去 され ると . 多分 N P や ウ

イ ル ス R N A ポ リ メ ラ ー ゼ の 核 移行 シ グ ナ ル が 働 い て v R N P ほ

核孔か ら核 へ 入 る .

一

方 , 核 内で 合成 され た v R N P に M l が 結

合す ると v R N P - M l 複合 体の 形 で 核外 へ 出 され
,

こ の 複合体は

M l が 結合 して い る 限り核 へ は帰れ な い
.

榎並 らは 以前 の 実験 で ,
t S

-5 1 株 を非許容温 度で 感 染 さ せ た

細胞を 核と細胞 質に 分け , 含 まれ る新生ウ イ ル ス R N A を 調べ

た . v R N A は感 染後期 と な っ ても核分画に 留ま り , 野性株の 場

合 と 著 し い 対 比 を 示 し た . し た が っ て
,

こ の 変 異 株 で は

v R N A の 核 か ら細胞質 へ の 輸送 に 障害 が起 こ っ て い る 可 能 性

が 高い と考 え ら れ た (榎 並正 芳 , 福田 龍 二
,

石 浜 明
, 未 発

表) . 本研 究で は ts- 51 を 用 い
,

V R N A の 細胞 内分布 を 固定細胞

ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ
ョ

ン 法で 調 べ た . ts-5 1 ほ S u gi u r a ら
10)

に よ

り分離 され
, 高温感受性 の 原 田は 第 7 分節に ある事 が遺伝学的

な方法で 明 らか に さ れ て い た
281

. ウイ ル ス の 吸着 , 侵入
,

R N A

合成 , 蛋白合成 に ほ ,
い ずれ も異常は 見出さ れ て い な い

10)3 2 1

( した が っ て
,

V R N P が核 へ 入 る時 の M l の 除去 に も 異常 が な

い)
,

こ の よ うな 事か ら ウイ ル ス 粒 子形 成 が 阻害 され て い る と

考え られ て い た . 本研究 に よ iフ第 7 分節の 2 ケ 所 に 塩基置換が

同定 され ,
こ の うち の 1 つ が79 番目 の フ ェ ニ

ー ル ア ラ ニ ン を セ

リ ン へ 変異 させ て い る こ とが 明 らか と な っ た (他 の 1 つ ほ ア ミ

ノ 酸置換 を 伴わ な い もの で あ っ た) (図 4 ) . 感 染細胞 内で は34

℃
一
3 9 . 5 ℃ と も ,

こ の M l 蛋白質の 熱安定性や 合成量 に 異常は

認め られず ( 図6 ) ,
ま た 細胞 質で合成ざれ た 後 , 核 へ 移動 L て

い る の が観察 され た . しか し, 3 9 . 5 ℃ で ほ M l 蛋白質▲
お よ び

V R N A と も細胞質 へ 出て 来ず , 両 方と も核 の 中に蓄積 した (図

5 ) . ウイ ル ス M l 蛋 白質で 起 こ っ た 単 一 の ア ミ ノ 酸 置換 で

V R N A の 核 か ら細胞質 へ の 輸送が 阻害 され て い る と い う事は
,

M l 蛋 白質 が こ の 輸送過程 で 働い て い る事 を 示 して い る . す な

わ ち , 野性株 M l は 核に 入 り
,

V R N A ･ N P 蛋白質複合体と 相互

作用 して
,

これ を細胞質 へ 輸送す る . したが っ て
, 感染 6 時間

で ほ 核と細胞質 の 両 方 に 分布する .

一 方 , 変異 M l も核に 入 る

機能は保持 して い る が
,

しか し v R N A ･ N P ･ M l 複合体を 核か ら

運び 出す事 が で きな い . した が っ て M l
,

お よぴ v R N A ･ N P 複

合体は核 に の み 蓄積す る . こ の よ う に 本研究 に よ り
,

よ り直接

的に V R N A の 核か らの 搬 出に おけ る
,
M l 蛋白質 の 役割が 明ら

か に な っ た と い え る .

一 方 ,
m R N A の 細胞質 へ の 移動に ほ 異常

ほ な か っ た .

M l 蛋白質ほ M 2 蛋白質と と もに 第 7 ゲ ノ ム 分節に コ ー ドさ

れ る252 ア ミ ノ 酸残基か ら な る阻 水性 の 蛋白 質 で あ る (M l と

M 2 の m R N A ほ選択的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り合成 され る) . 序

論で 述べ た よ う に ウイ ル ス 粒子 の 主 要 構成 蛋白 質 で
▲

エ ン ベ

ロ ー プ の 裏打 ち を し て殻を 作 るの に 十分量存在 して い る 唯 一 の

蛋白質で ある . M l ほ 膜貫通蛋白質で ほ な い が
,
5 8

-

7 0 番 目 ,

お よ び11-4 -

1 4 1 番 目に か け阻水性ア ミ ノ 酸 と中性 ア ミ ノ 酸が な

らん だ配列 を持 ち
,
脂質と 混合する と

,
こ れ らの 部分で脂 質と

相互作 用 して そ の 中 に 取 り込ま れ る .
こ の 様 な性質に よ り エ ン

ベ ロ ー プ に 結 合 す る と 考 え られ て い る が ,

一 方 で ほ H A や

N A 蛋白質 の エ ン ベ ロ ー プ直下に 突 き出た部分 と特異的な 相互

作用を して い る とも考え られて い る . M l は また v R N A と も結

合する性質を 持 ち関与す る領域と して90
-

1 0 8 番 目の 部分と129

-

1 6 4番 目の 部分が 同定 され て い る (Z n フ ィ ン ガ
ー モ チ

ー フ に



イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 粒子形成

Fi g . 1 0 . P r e di c t e d s e c o n d a r y st r u c t u r e f o r t h e W S N a n d

ts-5 1 vi r u s M I p r o t ei n s . T h e s e c o n d a r y s tr u c t u r e f o r t h e

W S N a n d t s- 51 vir u s M l p r o t ei n s w e r e p r e di c t e d b y t h e

C h o u a n d F a s m a n m e th o d u si n g a D N A a n aly si s p r o g r a m
,

D N A S I S ( H it a c hi S of t w a r e E n gi n e e ri n g ,
Y o k o h a m a) .

R e gi o n s a ro u n d th e a mi n o a cid p o siti o n s 4 0 -1 6 4 a r e s h o w n .

P r e di c t e d βTt r u n g e n e r a t e d b y th e m u t a ti o n i n th e t s- M l

p r o t ei n is i n d i c at e d b y a n a r r o w . P r e di c t e d α-h eli x e s

( 甘｢ ｢ y ) , β-

S h e et s ( > V V ) ,
a n d β一t u r n S( = コ ) a r e

i n d ic a t e d .
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よ る) ･ すな わ ち v R N P の R N A に も結合で きる( v R N P 構成蛋

白質と の 結合に つ い て は知 られ て い な い) .
こ の 様に M l は エ

ン ベ ロ ー プ と v R N P の 連結 の 橋渡 しをす る ア ダ プ タ
ー

と して

働くと 考え られ る . 変異部位 と し て 同定 され た79 番 目 の フ ユ

ニ ー ル ア ラ ニ ン は これ らの 領域 に ほ 入 っ て い な い の で ア ダ プ

タ ー

と し て の 機 能 に 障害が あ る と ほ 考 え に く い . C h a w
-

F a s m a n の 方法に よ り二 次構造予測を した結果を 図10 に 示 す .

野性型で ほ40
-

1 6 0 番目 に か け相互 に 逆平行 の 5 層 の β シ
ー

ト

の 存在が予想 される . t s
-51 の 変化に よ り 3 層 目 の β シ ー ト が

壊れ , 新た なβタ ー ン が出現する と考え られ る . こ の 二 次構造

変化が ts- 51 の 障害の 原因と な っ て い る の で あろう . しか し現

段階 で は M l が どの 様な機構 で v R N P を核か ら搬出す る か に

つ い てほ ま っ たく不 明 で あ り
,

さ らに 解析 を進め て い る .

核か ら細胞質に 出た v R N P は 次に 細胞膜直下 に 運ば れ る . こ

の 間 の 運送経 路は ま っ た く 不 明で ある . 核膜 褒 (p e ri n u cle a r

S p a C e) , 小胸体,
ゴ ル ジ体な どに は入 らな い の で

▲ 多分核孔 か

ら細胞質に 出て 微小管な どの 細胞骨格政経を 伝わ っ て移動する

の であ ろう ,

序論で述 べ た様 に ヌ ク レオ キ ャ ブ シ ド (す なわ ち v R N P - M l

複合体) は
, 細胞膜 で ウイ ル ス 表在蛋白質 ( H A

,
N A

,
M 2 蛋 白

質) が パ
ッ チ 状に 集合 した 部分に 細胞質側か ら結合 し

,
こ の 部

分の 細胞膜 に 包まれ た 形で 出芽す る ( 図11) . こ の パ
ッ チ 状集合

体 の 形成機構ほ 分か っ て い な い が
, 出芽部位 で は各蛋白質の 存

在 比 は ウイ ル ス 粒子上 と同 じ( H A
,
7 5 % ; N A

.
2 0 % ; M 2

,
5 % )

に な っ て お り
2)

, ま た宿主細胞の 膜蛋白質 は 排除 さ れ て い る ほ

ず である . ヌ ク レ オ キ ャ ブ シ ドは 特異 的に こ の 様 な部位に 結合

す ると 考え られ て い る が
, その た め に は M l と脂質膜と の 相互

作用 (非特異的) の み では 不充分で あ る . 特異的な相互 作用 が必

要 であ り, まず考 え られるの は
,

これ ら膜貫通型表在蛋白質の

細胞 質側 へ 突き出 た 部分 (す な わ ち細胞 質部位) と ヌ ク レ オ

Fig . 11 . S ch e m a tic p r e s e n t a tio n of th e i nfl u e n z a vir u s g r o w th .
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キ ャ ブ シ ドと の 蛋白質 一 蛋 白質間 の 相互 作 用 で あ る ･
N A と

H A の 細胞質部位に は ア ミ ノ 酸配列が A 型ウイ ル ス 株 間で 非

常 に 良く保存 され て い る 部分 が あ り (N A に つ い て は 本文 参

照) , 粒子 形成で 重要な役割 を持 つ 可 能性 が し ば しば指 摘 さ れ

て きた . ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実験系 の 開発
2む23)

に よ る
"

逆 向

き遺伝学
け

の 方法 に よ り
,

こ の 様な 仮説の 検証 が 可 能 と な っ

た .

N A 蛋白質は 第 6 分節に コ ー ドされ る 分子量約 5 万 D a の 糖

蛋白質で ある . 主 な 阻水性領域 は 1 ケ 所 しか なく ,
7 ～ 3 5 番目

の ア ミ ノ 酸 ま で続 い て い る .
こ の 領域は シ グナ ル 配 札 お よ び

膜 へ の 投錨( a n c h o r) 配列 と して 働き , 切断を受 ける事なく l
こ

の 部分 で 膜 を 1 回 貫 通 す る Ⅱ 塾 の 完 全 険 蛋 白 質 (i n t e r g r al

m e m b r a n e p r o t ei n) であ る
2}

. した が っ て N 末端の 最初の 6 ア

ミ ノ酸 (翻訳開始の メ チ オ ニ ン も除去 されず 残 っ て い る) は細

胞質中に 突き 出て お り ,
ニ の 部分 を細胞質部位 と い い 膜貫通部

位か ら区別 して い る . 36 番 目か ら C 末側は細胞外( ウイ ル ス 粒

子外) に 出て お り マ ッ シ
ュ

ル ー

ム 形 を して お り
,
膜か ら 出た 柄

の 上 に 乗 る球状部に は ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ の 活性 中心 ,
お よ び 主

要抗原部位が 存在 して い る
33)

･ 膜上 で は ジス ル フ ィ ド結合 で 連

結 した 4 量体 と L て 存在 し
,

こ の 形 で な い と ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ

活性は 発現 しな い
34)

. こ の 酵素ほ ウイ ル ス 粒子や 細 胞表 面 の 糖

の シ ァ ル 酸を除去す る こ とに よ り , 感染や ウイ ル ス 粒子の 細胞

か らの 遊離を補助 し
,

これ が 欠損す る と感染性 が な く な る
35)

･

柄 か ら膜貫通部位 に かけ ての ア ミ ノ酸配列は 非常 に変化 に富む

の に対 し∴細胞質部位の 6 ア ミ ノ 酸は A 型 ウイ ル ス の 9 種塀

の N A 間で ほ ぼ完全 に保存 されて い る(表1 ) ･ ま た こ れ に 続く

膜貫通部位 の 6 ア ミ ノ 酸の 配 列も 2
,

3 の 株 で 例外は あ るが保

存性が 良い . した が っ て 細胞 質部位が N A の 細胞 表面 へ の 輸

送 ,
ウイ ル ス 粒 子 へ の 取 り込み

,
ま たほ ウ イ ル ス 粒 子形成や 出

芽に重要な 役割を持 つ 可能性が 考え られ た ･

本研究 では W S N 株( N l 亜 型) の それ ぞれ の 部位の 6 ア ミ ノ

酸の 配列 を N7 亜 型( A 型で はあ るが 例外的に 異な っ た 配列を

持 つ) や B 型 ( 1 番 目 の メ チ オ ニ ン と 3 番 目 の プ ロ リ ン を 除け

ば A 型 と相同 性が な い) の 対応す る部分に 置き換え た り
,
＼ 末

端 に 余分の メ チ オ ニ ン を附加 した変異 N A 遺伝子を 合成 し ,
こ

れ ら の 遺伝子を 持つ 感染性 の ウイ ル ス 粒子 を 回 収で きるか どう

か を調 べ た . い ずれの 置換 N A 蛋白質も細胞表面 へ の 輸送 の 障

害は なか っ た . 蹟貫通 部位を B 塑に 置換 した もの で は ウ イ ル ス

粒子を 回収 でき なか っ た が
,

そ の 他の 組み合わ せ の ウイ ル ス は

産生され た . ただ し置換 ウイ ル ス ほ
一 般的に N A の 取 り込み が

悪く ,
した が っ て 感 染生も低下 して い た ･ すなわ ち期待 に 反 し

て , 細胞質部位 の 配列の 厳密 性は これ ら の 機能に と っ て は重要

で ほ なか っ た . しか し ,
こ の 部分だ け に 注目す るの で は な く ,

これ に 続く膜貫通部位の
.
配列も考え に 入れ なけれ ばな らな い 事

を示 L た .

ほ とん ど同様の 実験は Bils el ら
36}

に よ っ ても行わ れた ･ 彼等

は細胞質部位の み の 置換を 行 っ て お り ,
こ の 部 分に つ い て は本

研究と ほぼ 同 じ結果で あ っ た . た だ し
, 新 しい 発見 と して 3 番

目の プ ロ リ ソ が 重要で ある こ と と
,

こ の 6 ア ミ ノ 酸全部を 欠損

させ ると ウイ ル ス の 回 収が できな い こ と を示 した , 本研究で作

成 した もの も含 め
,
彼等の 変異 N A も全て細胞膜 へ の 輸送は 障

害 をうけな か っ た .
こ れ は , 細胞質部位は こ の 機能 に 関与 しな

い 事を 示 して お り ,
N A の シ グナ ル 配 礼 お よ び膜投錨機能ほ

険貫通部位 に 存在する と い う以前の 報告 と
一 致 して い る ･ また

ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 活性の 発現に も異常 が なか っ た事は ょ
こ れ ら

の 変異 N A が 全て 4 量体を 形成 L て い る事を 示 して い る ･ 以上

2 つ の グル ー プ の 結果 を総合す ると 次の 様に 要約 され る ･ 1 )

N A の N 末端の 構造 は こ の 蛋白質の ウ イ ル ス 粒子 へ の 取 り込

み
,

ウイ ル ス 粒子 形 取 出芽,
ま た は感染の い ずれ か に 対 して

重要な働きを して い る . 2 ) 細胞質部位の ア ミ ノ 酸配列そ の も

の で は な く ,
こ の 部位 の ペ プチ ドの 高次構造が 重要で ある ･ こ

の 事は 3 番 目 の プ ロ リ ン が 重要で ある こ と か らも推測 され る ･

3 ) こ の 高次構造形成 に は 膜貫通部位の 一 部も関与 して い る ･

4 ) 細胞質部位 の ア ミ ノ 酸 配列 の 高度な保存性 の 理 由は不 明で

ある .

ウイ ル ス 表在糖蛋白質の 細胞 質部位の 役割 に つ い て は
,

これ

まで 種 々 の ウイ ル ス で 調 べ られ て お り
,

ウイ ル ス 種に よ っ て 異

な る . イ ン フ ル エ ソ ザ ウ イ ル ス H A に つ い て は
,

こ の 部位が 欠

損 して もウ イ ル ス 粒子 中に 取 り込 まれ る が
,

こ の 様 な ウイ ル ス

ほ感染性が な い
珊

.

一

九 こ の 部位の 配列を持 つ
ペ プ チ ドを 細

胞 に 与 え る と ウ イ ル ス 形 成 が 阻害 され る と い う 報 告も ある
3g'

( H A の 胤 水泡性 口 内炎 ウイ ル ス の G 蛋白 乳 Si n d b is ウイ ル

ス の E2 蛋白質で も, 同様 の 報告が あ り
,
抗 ウイ ル ス 剤の 開発

に 応用 で き る
4D)

か も知れ な い) . 水泡性 口 内炎 ウイ ル ス の G 蛋

白質の こ の 部位 は 粒子 へ の 取 り込 み に 必要 で あ る
4 n

･ S e m liki

F ｡ r e S t ウイ ル ス の E 2 膜蛋白層 ,
S i n d bi s ウイ ル ス の E 2 糖蛋

白質の こ の 部位 は ウ イ ル ス 粒子形成 と出芽に 必要 で あ る
42 冊

さ らに N e w c a s tl e 病ウ イ ル ス と S e n d a

-

i ウイ ル ス で は ウイ ル ス

M 蛋白質と 相互 作 用す る事が 示 され て い る
45 ト 47)

･ また
,
イ ン フ

ル エ ソ ザ H A と S e n d ai ウイ ル ス H N で は
,

こ の 部位は 出芽に

は 必要で は な い
1 8)4 g〉

. 対照 的に R o u s サ ル コ ー マ ウイ ル ス の 糖蛋

白質や ヒ ト 免疫不 全ウイ ル ス 1 型の エ ン ベ ロ
ー

プ蛋白質 で ほ
,

こ の 部位は ウ イ ル ス 粒 子 へ 取 り込 まれ るの に 不要 で ある と報告

され て い る
50)5 1 }

図1 1 に 本論文で 述 べ た ウイ ル ス 粒 子形成過程を は じめ
,

イ ン

フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 増殖過程 を 模式図で示 した .

結 論

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 粒子形成過程に つ い て
, 次 の 二 種

類 の 実験を 行 っ た . 前半 の 実験で ほ 核内で合成 され た v R N P が

粒子形成 の た め に
, 細胞質 へ 輸送 され る機構に つ い て 調べ た ･

後半の 実験 は細胞膜 で ウイ ル ス 粒子形成 が行わ れ る機構に 関す

るもの で
,

こ の 過程 で N A 蛋白質 の N 末端 部分 の 構造が どの

様な 役割を は たす か に つ い て解析 した ･

1 . 核内で 合成 され た ウイ ル ス R N A が
, そ の 後細胞 内を ど

の 様 に 移動す るか を 固定細胞 ノ ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 法で 調 べ

た .
m R N A は 感染初期か ら細胞質 へ 輸送され る の に 対 して

,

v R N P は感染後 2 時間は 核に 止 ま っ た . そ の 後細 胞質 へ 移動

し
,

6 時間に は約50 % が 細胞質 へ 移動 した ･

2 . 粒子形成過程 に 障害を 持 つ と考え られ た高温感受性変異

株 t s
-5 1 の 塩基配列解析 を 行 い

,
こ の 株 は 第 7 ゲ ノ ム 分 節に

コ
ー

ドされ る M l 蛋白質 に 単 一 の ア ミ ノ 酸置換を 持つ 事 を明 ら

か と した .

3 . t s
-5 1 ウイ ル ス R N A の 細胞 内移動を 上 と同様 に 調べ た ･

非許 容温度 下 で は 野性 株 と 異 な り
, 感染 6 時 間 と な っ て も

v R N P の9 5 % 以上 は 核 に 止 ま っ た ま ま で あ っ た . こ の 変 異

M l 蛋白質の 細 胞内分布 も異常で , 大部分は 核内に 蓄積 し , 野

性株 の 様 に 軌 細胞質り両方 に分布す る事は な か っ た ･
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イ ン フ ル エ ソ ザ ウイ ル ス の 粒子形成

m R N A の 核か ら細胞質 へ の 輸送 に は 異常 ほ な く ,
また M l 蛋

白質の 安定性や 合成量 に も異常 は なか っ た .

4 . 以上 よ り ,
M l ほ v R N P の 核か ら細胞質 へ の 輸送 で機能

し
,
そ れ は v R N P- M l 複合体を形成す る こ とに よ っ て な され る

こ と が 示 唆され た .

5 . ウ イ ル ス N A 蛋 白質の N 末端 の 最初の 6 ア ミ ノ 酸(細胞

質部位) は 膜か ら細胞質側 (ま た は ウイ ル ス 粒子 内脛側) に 突き

出て い る が
,

こ の 部分の 配列は A 型 ウイ ル ス 間 で は 完全 に 保

存 され て い る . ま た こ れ に 続く 6 ア ミ ノ 酸 の 配 列 (膜貫 通部

位) の 保存性もよ い . こ れ らの そ れ ぞれ の 部位を B 型ウイ ル ス

の 相当する配列 に 置換 した 変異 N A 遺 伝子 を 合成 L
, それ らを

第 6 ゲ ノ ム 分節 とす る ウイ ル ス が 回収 され るか に つ い て ト ラ ン

ス フ ェ ク シ ョ ソ 実験に よ り調べ た . A 型 ウイ ル ス の 細胞質部位

の 配列が厳密 に 保存 され て い る に もか かわ らず ,
こ れ を B 塑の

もの に 変え て もウイ ル ス は 回収 され た . しか し
,
細胞質部位を

A 型 , 膜貫通部位を B 型 に した もの で は ウ イ ル ス ほ 回 収さ れ

なか っ た . 両方 を B 型 にす る と ウイ ル ス ほ 回 収され た . 回収 さ

れ た ウイ ル ス で は感染力や
,
N A の 粒 子 内の 取 り込み が低下す

る事が 多か っ た .

6 . 以上 よ り
,

こ れ ら 2 つ の 部位 の 構造 は感染性粒子形成に

対 して 重要な働きを し て い る こ と が示 され た . しか し,
これ ら

の 部位の ア ミ ノ 酸配列そ の もの の 厳密性 が要求 される の では な

く t
二 次構造 以上 の 構造が 重要な の で あろ う .
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,
8 7

, 3 8 0 2 -3 8 0 5

(1 9 9 0 ) .

18) S a m b r o o k
,

J .
,

F rit s c h
,

E . F . & M a ni a tis
,

T . :

M ol e c u l ar C l o ni n g , 2 rld e d .
, P1 3 .7 0-1 3 .7 5 , C old S p ri n g H a r b o r

L a b o r at o r y P r e s s ,
N e w Y o r k , 1 9 8 9 .

19) H a a s e
,

A .
,

B r a h i c
,

M .
,
S t o w ri n g ,

L . & B l u m
,

H . :

M e t h o d s i n V ir ol o g y V ol . Ⅶ
, P 1 8 9

-2 2 6
,
A c a d e m i c P r e s s

,
S a n

D i e g o
,
1 9 84 .

2 0) L a e m m li , し . K . : C l e a v a g e o f s t r u c t u r al p r o t ei n s d u ri n g

t h e a s s e m bly of th e h e a d of b a c t e ri o p h a g e T 4 . N a t u r e , 2 2 7
,

6 8 0-6 8 5 (1 9 70) .

2 1) C h a m b e rl a i n
,

J . P . : F l u o r o g r a p h ic d e t e c tio n o f

r a d io a c ti vi ty i n p oly a c r yla m id e g els wi t h th e w a t e r- S Ol u bl e

fl u o r
,

S O di u m s ali c yl at e . A n al . B i o c h e r n .
,
9 8

,
1 3 2 - 1 3 5 (1 9 7 9) .

2 2) L u y tj e s
,

W
.
,
K r y s t al

,
M .

,
E n a m i

,
M .

,
P a r vi n

,
J . D .

& P l a s e s , P .
: A m plifi c ati o n , e X P r e S Sio n , a n d p a c k a gi n g of a

f o r eig n g e n e b y i nfl u e n z a vir u s . C ell, 5 9 , 1 1 0 7 -1 1 1 3 (1 9 8 9) .

2 3) E n a mi
,
M . & P l a s e s

,
P . : H i g h- e ff ici e n c y f o r m a ti o n of

i n fl u e n z a vir u s tr a n sf e ct a n t s . J . V ir ol
り
6 5

,
2 7 1 1 -2 7 1 3 (1 9 gl ) .



7 6

2 4) E n a mi
,
M .

,
L u y tj e s ,

W .
,
K r y s t al

,
M ･ & P l a s e s

,
P ･ :

I n tr o d u c ti o n of sit e
-

S P e Cifi c m u t a ti o n s i n t o th e g e n o m e of

i n fl u e n z a v ir u s . P r o . N a tl . A c a d , S c i . U S A , 8 7
,
3 80 2 - 3 8 0 5

(1 9 90) .

2 5) P a r vi n
,
J . D .

,
P l & S e S

,
P .

,
H o n d a ,

A .
,
l s h i h a m a

,
A ･

& K r y s t a l
,

M . : P r o r n o t e r a n aly si s of i n fl u e n z a vi ru S R N A

p oly m e r a s e . J . V ir ol ･

,
6 3

, 5 1 4 2 -5 1 5 2 (1 9 8 9) ･

2 6) F u e r $ t
,
T . R .

,
N il e s

,
E . G .

,
S t u d i e r

,
F ･ W ･ & M o s s

,

B . : E u k a r y o ti c tr a_ n Si e n t e x p r e s sio n s y s t e m b a s e d o n

r e c o m bi n a n t v a c ci n i a vir u s th a t s y n th e si z e s b a c t e rio p h a g e T 7

R N A p oly m e r a s e ･ P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A
･
8 3

･
81 2 2 -g1 2 6

(1 9 8 6) .

2 7) A y m a r d - H e n r y ,
M .

,
C ol e m a n , M . T

り
D o w dl e

,
W ･ R ･

,

L a v e r
,
W . G .

,
S c hild , G . C . & W e b s t e r

,
R ･ G ･ ‥ I nfl u e n z a

vi T u S n e u r a mi nid a s e
-i n h ibiti o n t e s t p r o c e d u r e s . B u u . W ･ H ･ 0 ･

,

4 8
,
1 9 9 - 2 0 2 (1 9 7 3) .

2 8) R i t c h e y ,
M . B . & P al e s e

,
P ･ : I d e n tifi cまti o n of th e

d ef e c ti v e g e n e s i n th r e e m u t a n t g r o u p s of i nfl u e n z a vi r u 畠･ J ･

V ir ol リ
2 1

,
11 9 6 -1 2 0 4 (1 9 7 7) .

2 9) M & r k u s h i n
,

S .
,
G hi a si ,

H ･
,

S o k ol o v
,
N ･

,
S hil o v ･ A ･

,

S i ni t si n
,

B .
,

B r o w m
,

D .
,

K li m o v
,

A ･ & N a y a k
,

D ･
P ･ :

N u c le o tid e s e q u e n c e of R N A s e g m e n t ♯7 a n d th e p r e d ic t e d

a m i n o a cid s e q u e n c e of M l a n d M 2 p r o t ei n s of F P V /

W e yb rid g e (H 7 N 7) a n d W S N ( H I N l) i nfl u e n z a vi r u s e s ･ V ir u s

R e s .
,
1 0

,
2 63 - 2 7 2 (1 9 8 8) .

3 0) S h & pi r o
,

G . l .
,

G u r n e y , T . J ･ & K ru g ,
R ･ M ･ :

I nfl u e n z a v ir u s g e n e e x p r e s si o n : C o n tr ol m e c h a nis m s a t e a rly

a n d l a t e ti m e s o f i nf e c ti o n a n d n u cl e a r c yt o pl a m ic tr a n s p o r t

o王 vir u s
q

s p e cifi c R N A s . J . V ir ol .
,
6l

,
7 64 - 7 7 3 (1 9 8 7) ･

31) E n a m i
,
M .

,
F u k u d a

,
R . & I s h ih a m a

,
A ･ : T r a n s c ri p ti -

o n a n d r e pli c a ti o n of ei gh t R N A s e g m e n t s of i nfl u e n z a

V ir u s . V ir ol o g y ,
1 4 2

,
6 8 - 7 7 (1 9 85) ･

3 2) R e y ,
0 . & N & y a k I) . P .

: N u cl e a r r e t e n ti o n of M l

p r ot ei n i n a t e m p e r a tu r eT S e n Siti v e m u t a n t of i n flu e n z a vir u s

( A/ W S N/ 3 3) d o e s n ot aff e c t n u cl e a

て
e X p O r t Of vi r al

rib o n u c le o p r o t ei n s . J .
V ir ol ･

,
6 6

,
58 1 5- 5 8 24 (1 9 9 2) ･

33 ) C ol m a n
,

P . M .
,

L a v e r
,

W ･ G ･
,

V a r g h e s e
,

J ･ N ･
,

B & k e r
,
A . T .

,
T u u o c h

,
P ･ A ･

,
A i r

,
G ･ M ･ & W e b s t e r

･
R ･

G . : T h e th r e e
- di m e n si o n al s tr u c t u r e of a c o m pl e x o f

i n fl u e n z a vi ru S n e u r a mi nid a.s e a n d a n a n tib o d y ･ N a t u r e
,
3 2 6

,

3 5 8
-

36 3 (1 9 8 7) .

3 4) C ol m a n
,
P . M . : N e u r a mi n id a

･
S e

,
e n Z y m e a n d a n ti g e n ･

J n R . M . k r u g ( e d .) ,
T h e i n flu e n z a V ir u s e s

, P 1 7 5
- 21 8 , P l e n u m

P r e s s
,
N e w Y o r k & L o n d o n

,
1 9 8 9 .

3 5) P al s
･

e S , P .
,

T o bit a
,

K .
,

U e d a
,

M ･ & C o m p a n s
,

R ･

W . : C h a r a c t e riz a tio n of t e m p e r a t u r e s e n siti v e i n fl u e n z a v ir u s

m u t a n t s d ef e c tiv e in n e u r a m i nid a s e . V ir olo g y ,
6 1

,
3 9 7T 41 0

(1 9 7 4) ,

3 6 ) B il $ el
,

P .
,

C & S t r u C Ci ,
M . R . & K & W a O k a

,
Y ･ :

M u t ati o n s i n
･

th e c y t o pl a s mi c t ai l of i nfl u e n z a A vi r u s

n e u r a m i n d a s e aff e c t i n c o r p o r a .ti o n i n t o v iri o n s . J ･ V ir ol
リ

6 7
,

6 7 6 2 -6 7 6 7 (1 9 9 3) .

3 7) S i m p s o n
,

D . A . & L a m b
,

R ･ A ･ : A lt e r a ti o n t o

i n fl u e n z a v ir u s h e m a g gl u ti n in c y t o pl a s mi c t ail m o d u l a t e vir u s

i n f e c ti vit y . J . V ir ol .
,
6 6

,
7 9 0T8 0 3 (1 9 9 2) ･

3 8 ) N a i m
,

H . Y . & R o t h
,

M . G . : B a si s f o r s eL e c ti v e

i n c o r p o r a ti o n o f gly c o p r o t ei n s i n t o th e i n fl u e n z a vi r u s

e n v el o p e . J . V ir ol リ
6 7 ,

4 8 31 -4 8 4 1 (1 9 9 3) ･

3 9) C olli e r
,

N . C . K n o x
,

K . & S c h l e si n g e r , M ･ J . :

I n hib iti o n o f i nf l u e n z a v ir u s f o r m a ti o n b y a p e ptid e th a t

c o r r e s p o n d s t o s e q u e n c e s i n th e c y t o pl a s m i c d o m ai n of th e

h e m a g gl u ti ni n . V ir ol o g y ,
1 83 , 7 6 9

- 7 7 2 (1 99 1) ･

4 0 ) C o11i e r
,

N . C .
,

A d a m s
,

S . P .
,

W ei n g a r t e n
,

H ･ &

S ch l e si n g e r , M . J . : 1 n hib iti o n of e n v el o p e d R N A vi r u s

f o r m a ti o n b y p e p tid e s c o r r e s p o n d i n g t o gly c o p r o t ei n

s e q u e n c e s . A n ti vi r al C h e m . C h e m o th e r , 3 , 3 ト3 5 (1 9 9 2) ･

4 1) W h it e
,
M . A .

,
C h o n g ,

L . & R o s e J . K .
: G ly c o p r o t ei n

c yt o pla s mi c d o m ai n s e q u e n c e $ r e q uir e d f o r r e s c u e o f a

v e si c u la r s t o m a titi s vi r u s gl y c o p r ot ei n m u t a n t ･ J ･ V ir ol ･ , 6 3
,

3 56 9 - 3 5 78 (1 9 8 9) .

4 2) V a u x ,
D . J . T .

,
H el e n i u s

,
A . & M ell m a n

,
Ⅰ･ :

S pik e
-

n u Cl e o c a p sid i n t e r a c ti o n i n S e m liki F o r e s t vi r u s

r e c o n s tr u c t e d u si n g n e t w o r k a n tib o di e s . N a t u r e
,
3 3 6

,
3 6 -4 2

(1 9 8 8) .

4 3) M e t si k k o
,
K . & G a r o ff ,

H . : O li g o m e r s o f th e c yt o pl a
-

s mi c d o m a in o f th e p 6 2/ E 2 m e m b r a n e p r o t ei n of S e m liki

F o r e st V i r u s b i n d t o th e n u cl e o c a p sid i n v itr o . J . V ir o l.
,
6 4

,

4 67 8 - 4 6 8 3 (1 9 9 0) .

4 4) G a e d i g k
p N it $ C h k o

,
K . & S c h l e si n g e r

,
M ･ J ･ :

S it e
- dir e ct e d m u ta tio n i n S i n d bi s

.
vi r u s E 2 gl y c o p r o t ei n

'

s

c yt o pla s mi c d o m ai n a n d t h e 6 K p r o t ei n l e a d t o si mi l a r

d ef e c ts in vi r u s a s s e m b ly a n d b u d di n g . V ir ol o g y ,
18 3

,
2 0 6 -2 1 4

(1 9 91) .

4 5) P e e pl e s
,

M . K . & B r a tt
,

M ･ A ･ : M u t a ti o n i n th e

m at ri x p r o t ei n of N e w c a s tl e di s e a s e vir u s c a n r e s ult i n

d e c r e a s ed f u si o n gly c o p r ot ei n i n c o r p o r a ti o n i n t o p a r ti cl e s a n d

d e c r e a s e d i nf e c ti v ity . J . V ir o l .
,
5 1

,
81-9 0 (1 9 8 4) ･

46) S a n d e r s o n , C . M .
,

M c Q u e e n
,

N ･ L ･ & N a y a k
,

D ･

P . : S e n d ai vi r u s a.s s e m bly : M p r o t ei n bi n d s t o vi r al

gly c o pr o t ei n i n tr a n sit th r o u g h th e s e c r e t o r y p a th w a y ･ J ･

V ir ol リ 6 7 ,
6 5 ト66 3 (1 99 3) .

4 7) S a n d e r s o n
,

C . M .
,

W u , H .

- H ･ & N a y a k
,

D ･ P ･
:

S e n d ai vi r u s M p r o t ei n bi n d s i n d e p e n d e n tly t o eith e r th e F

o r th e H N gl y c o p r o t ei n i n vi v o . J ･ V ir ol ･
,
6 8

,
6 9 - 7 6 (1 9 9 4) ･

48) S i m p s o n
,

D . A .
& L a m b

,
R ･ A ･ : A lt e r ati o n s t o

i nfl u e n z a- vi r u s h e m a g gl u ti n i n c y t o pl a s m i c t ail m o d u l at e v ir u s

i nf e c ti vi t y . J . V ir ol .
,
6 6

,
7 9 0- 8 0 3 (1 9 9 2) ･

4 9) P o r t n e r
,

A .
,

S c r o g g s
,

R ･
A ･

,
M a r x

,
P ･ A ･ &

K i n g s b u r y ,
D . W ･ : A t e m p e r a t u r e

-

S e n Siti v e m u t a n t of

S e n d a
.
i vi r u s w ith a n alt e r e d h e m a g glu ti n h n e u r a mi nid a s e

p oly p e pti d e : C O n S e q u e n C e S f o r v ir u s a s s e m b ly a n d c yt o p ath o
-

l o g y . V ir ol o g y ,
67

, 1 7 9
- 1 8 7 (1 9 7 5) ･

5 0) P e r e 2 , L . G .
,
D a v i s

,
G ･ L ･ & H u n t e r

,
E ･ : M u t a n t s of

th e R o u s s a r c o m a vi r u s e n v el o p e gly c o p r o t ei n th a t l a c k th e

tr a n s m e m b r a n e a n c h o r a n d c y t o pla･
S m i c d o m ai n s ‥ a n aly s I S Of

i n t r a c ell u l a r t､r a n s p o r t a n d a s s e m bl y i n t o viri o n s ･ J ･ V i r ol リ

6 1
,
2 9 81-2 9 8 8 (1 9 8 7) .

5 1) G a b u z u d a
,

I) . = ･
,

Le eヾ r
,

A ･ , T e r w ili g e r
･

E ･ &
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r
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イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 粒子形成

S o d r o s k i
,
J . : E ff e c t s of d el e ti o n s i n th e c y t o pl a s m i c d o m ai n

o n bi ol o gi c al f u n c ti o n s of h u m a n i m m u n o d e fi ci e n c y vi r u s

ty p e I e n v elo p e gl y c o pr o t ei n s ･ J ･ V ir ol ･
,

6 6
,

3 3 0 6 -3 3 1 5

(1 9 9 2) .

7 7

S t u d ie $ O n t h e M ol e c ul a r M e c h a n is m of I n n u e n z a V ir u s A ss e m bI y Y in g Q i a o
,
D ep art m e n t of B i o c h e m i str y ,

S ch o ol of M e d ici n e
,
K an a Z a W a U niv er sity , K a n a z a w a 9 2 0

p

J ･ J u z e n M e d S o c
. ,
1 0 4 , 6 4

-

7 7 (1 99 5)

K e y w o rd $ i n fl u e n z a vi ru S
,
n u Cl e a r - C y tO P l a s m i c tr an S p O rt

,
m a 扇 x p r o tei n

,
n e u ra mi n i d a s e

,
r e V er S e g e n eti c s

A b st r a(:t

h th e e ar 1y sta g e o f vi ru S aS S e m b ly i n i n 加 e n z a vi ru S -i n ft c te d c ell s
,
th e vi ru S g e n O m i c R N A ( V R N A) p r o d u c ed i n th e

n u cl e u s i m m edi at el y as s o ci at e s w i th vi ru S C Or e p r O tei n s
,

an d d le ri b o n u cl e o p r o tei n c o m pl e x ( V R N P) th u s f o r m e d in th e

n u cl e opl as m is b
.

an SP Orte d dlr O u gh th e n u cle ar p or e in to th e cy t o s ol , a n d th e n in t o b u dd in g vi ru S p ar ti cl e s o n th e pl as m a

m e m b r an e ･ I n th e 丘rst p ar t Of th is p ap e r
･
n u Cl e ar - C y t OPl as m ic tr a n s p o rt of v R N P s w a s st udi e d b y a n aly z ln g th e dis bi b uti o n

Of vi r al R N As in th e i nf t c te d c ell s e m pl oy l n g a n in sE( u h y b ri di z a d o n te c lm iq u e fb r d et e ctl ng th e m dir e c d y ･ In th e c ells

i n ft c t ed w i th w il d - ty pe Vi ru S ( A / W S N /3 3) , V R N P s ( m o r e th an 90 % ) s tay ed i n th e n u cl e u s d u ri n g th e fi r st 2 h r a ft er t h e

i nfe cti o n (pi) ,
in c o nt r ast t o m R N As

,
W hic h w er e 打an S p Ort e d i nt o th e c y t os ol ri g ht aft e r i n f e c ti o n . v R N P s w e re th e n

けa n sp o rt e d in t o th e c y t o s ol , a b o ut 5 0 % o f th e m p r es e n t i n th e c y t o s o1 6 h rpi ･ T h e s a m e a n al y se s w e r e th e n p erf or m e d u s in g
a te m pe r attu

.

e - S e n Si ti v e(t s) m u ta n L ts - 5 1
,
W h i c h w as i s ol ate d 魚

･

O m th e W S N vi ru S an d c o n tai n s a m u ta ti o n i n th e M s e g m e n t

(th e 7 th g e n o m ic s eg m e n t) , a n d h a s b e e n c o n sid e r ed t o h a v e a d ef b c t i n th e vi ru S a SS e m bly pr o c es s ･ n le n u Cl e oti d e se q u e n c e

a n aly sis w as pe rfb r m e d t o d et er mi n e th e m ut ad o n sit e in th e M s e g m e nt of th e vi ru S 触 t ･

r

m i s M s eg m e nt c o n t ai n ed t w o

n u cl e o d d e c h a n g es o f T t o C ･ O n e o f th e m g a v e ri s e t o th e a m in o a cid ch a n g e of p h e n yl al an in e t o s eri n e at am in o a cid

p ositi o n 7 9
,

W h il e th e o th e r n u cl e o ti d e c h an g e W a S Sil e n t ･ I t w a s th u s c o n cl u d e d th at th e ts -

P h e n oty p e o f th is vi ru S W a S

a 血 b u ta bl e t o th is sln gl e am in o a ci d c h an g e Of th e M l p r ot ei n ･ W e th e n f o c u s e d o n th e r ol e o f th e M l p r ot ei n in th e n u cl e ar -

C y t O Pl a s m i c tr an S p O rt O f th e v R N P s ･ I n th e ts - 5 1 v i ru S -i n 知t ed c ells at a n o n -

pe mi s si v e t e m pe r att n e
,

m O r e th a n 9 5 % o f th e

V R N P s r e m ain ed in th e n u cle u s
,
e V e n at 6 hrpi an d th er e aft e r ･ B y c o nt r a st

,
th e b

･

an S p Or t Of m R N As w a s n ot alt er e d b y th is
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