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は じ め に

アポ ト-シスはプログラムされた細胞死の遂行として

稜々の分野で注目されているが,ウイル封 まその蛋白合

成などを宿主細胞をこ大きく依存するため,ウイルス感染

という観点からみると細胞のアポ ト-シスは感簸防御の

ひとつのかたちと考えられている.襲際ウイルスのいく

つかぼアポ ト…シスを抑制するための遺伝子を持ってい

るi).

ポ ックスウイルスは se再neproteaseinhibitor

supell~amilyl､-wrpin:SPY:1を通信 車11に行してし､ろ ご∴

ラビットポックスウイルスは 40kDaの SPト1をコ-

ドし その蛋釦 まウイルスが誘導するアポ ト-シスを制

御することがわかっている3)4).また,カウポックスウ

イルスは interleukin弓βcomvertimgen郡rme(王CE)の
働きを抑制 して炎症反応を抑えることがわかっている5).

ⅠcEはアポ ト-シスの経絡で活性化する6)ことから,

この蛋白 (C勇okineresponsemodifierA;crmA)那

アポ トーシスの抑制に働 くことが予想され,実際に,ラ

イルス感漁4),ICE7),成長因子の欠乏即,サイ トカイ

ソ 9)などで誘導されるアポ ト-シスを crmA が抑制す

ることが報告された.

ポックスウイルスがこのようなアポ ト-シス抑制因子

を着することは,その感染や複製において宿主細胞のア

ポ ト-シスが引き起こされるのを阻止するためと考えら

れる.さらに,それらの抑制因子はポックスウイルスの

初期蛋白中にあることからウイルス感親の初期 (吸着,

侵入)過程にアポ トーシスを起こすシグナルが出される

ことが考えられる.我々は,このような仮定のもとにポッ

クスウイルス科に属するワクシニアウイルスを検討 した.

その結果, ワクシニアウイルスが細胞をこ感染する際に重

要な働 きをする膜蛋白 (VP23-29壬も)に腫療壊死因子

(TNF)の活性部位と同-のアミノ酸配列が存在 し,細

胞のアポ トーシスを誘導 L得ることを見出した.このよ

うな結果はウイルスと宿主細胞の関係において興味深い

知見と思われたので報告する.

材 料,方 法

細胞とウイルス

Vero細胞,U937細胞を10%ウシ胎児血清 (FCS)含

有ダルベ ッコ変法イーグル培地 (DMEM)内で培養 し

た, ワクシニアウイルスの IHD-3株を Vero細胞で

増や した,細胞内成熟 ウイルス (intracellulaTmature

virus;m凍Ⅴ)を蕉糖密度勾配遠心法10)ll)で分離,精製

した.HvrV は トリプシソ (TPCK-treatedtrypsin,20

mg/ml,Si哲ma)処理 (37℃,10分間)を して ㍑A抗

原を溶解 して感染性を高めた12) (活性化 ウイルス).ウ

イルスの感染能は Vero細胞を用いて,プラ-ク形成

数で定量 した.活性化 ウイルスの一部は2分間紫外線を

照射 し 初期蛋白以外を合成できない状態にしてアポ トー

シス誘導能の定量実験に健周 した (UVJMV),[35S]

methiom主meと [SSS〕cysteime(5i3Ci/ml,Amersham)

を含む培養液中で Vero細胞を培養 しウイルスを感染

させて,ウイルスにアイソト-プ標識 した.標識 したウ

イルスはウイルスの吸着実験に周いた.

抗体とイムノブロ.･/ティンゲ

煮沸水中の非還元性緩衝液 は% SDS,10% 盛ycerin,

0.1M TT主sbufferpH6.4)ど,還元性緩衝液 (2%

SDS.SOP2-mL,rCaPtOethこInOl.loongllでeri11.0.1九,1

TrisbufferpH6.4)に精製 した ‡MV (10mg)をそ

れぞれ加えて破砕 し,11%ポリアクリルアミドゲル上に

電気泳動 (20mA,3時間) した.その後,ニ トロセJL,

ロース膜にウイルス蛋白をプロッティングした13),

免疫鞄色には抗ワタシニアマウス血清,読-VP23129K

モjタロ…ナル抗体 (2D5mAb,8C2mAb,11A2mAb)

を既報14)15)のごとく作製 して使用 した,

ワクシニアウイルスの SDS-可溶蛋白 (l･SF)

と VP23-29K蛋白の精製

ⅠMVIOm鑑を界面活性剤 (0,1% SOSinlmMTris-

HClbuffer,PHS.9,2ml)に加え,12,000回転,20分

遠心LfL.遠心上清を界面活性剤吸着カラム (AffinityPak

ExtractトGelD,Pierce)をこ通 して SDSを取り除いた.

その抽出物を通常使周する2倍の濃度の DMEM と同

量混合 し,生理的塩濃度に調整 した.調整後の抽出物

(SDS-solublefractions;VSF)の蛋白濃度は 530tug/

mlであった.VSF2mlをl㈱ 倍に希釈 した 2D5mAb

(ウイルスの細胞内侵入に必須の蛋白の VP23-29K と

結合する中和抗体)1mまと混合 して37℃,30分反応 さ
壁,Protein-Å アガロ-スビ-ズ (5Opl,Oncogene

Science)を加えた.抗原-抗体反応で結合 した VP23-

29K-2D5mAb複合体を吸着 しているど-ズを低速遠心

で倉離し ビーズに結合した VP23-29Kを低 pH(acetate

buffer,pH3.0)にして遊離させた後,pH と塩濃度を

調節 した.このようにして回収 した VP23-29K蛋白濃

度は 30鵬/mlであった.

アポ トーシスの検定

アポ ト-シスの検定は断片化 した細胞 DNA を定量

す る方法 (CellularDNA FragmentationELISA,
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BoerllingerMannheim)を用し､た.し1937細胞 を 96

wellのIrL･一一卜iこ 105個'ml(ノり細胞を 10lEh.･･Ic･'ll=irdU

を含む培地で16時間培養 した.その培地やに濃度の異な

VSF,uV 照射 した ⅠMV をそれぞれ 50fll/welま加え

た.その後16時間培養 した.上清車にはアポ ト-シスの

際に放出された,断片化 DNA 鰻rdU でラベルされて

いる)が含まれる.この上清を抗 Brdu モノクロ-チ

･L･抗体を吸着させた fミLISA 17､し一一卜に移 して発色さ

せ.O.D_370.で測定 した.

ウイルスの感染能の定量

Ve1-0細胞を hTNFl一･し10-3,100FLIwel1㌦ ＼SF(lOL3㌦
DMEM 車で37℃45分培養後,4℃に冷却 した.[S35]

標識された活性化ウイルスをそれぞれに加え45分間4℃

に放置 し,37℃の CO2イソキュベ-タ一に移 した.

2D5mAb(10-3100Fll/well)を時間を追って添加 して

各段階で侵入を完了していないウイルスを車和した16).

冷却 した DMEM で細胞表面を洗い流 し,アガ-を重

層した.3日後にプラークを数え窪盈 した.

結 果

ワクシニアウイルスの SDS一可溶成分による7ポ

トーシス

ワクシニアウイルスの IHD-J株の SDS一可溶成分

Apoptosis
ODさ70

0.D.370

-2 -3 -4 -5

DiJution

-6 -7

265

図 1 hTNF-α と ,ヽSFによる丁ポ ト-
シスの誘導

◆:hTNF-α(基準値として 100絹 /ml,2×106
unit/miを使用).⊂]:VSF.各ポイソトは4回の
平均値を示す.コントロールは OD370-0.17±0.02.
アポ ト-シス誘導能が dose竜ependentに低下する.

ApoptosisintheCHX
(:)Dvo

hTNF-α

VSF

UV-rMV

0.57±0.03

0.48±0.06

0.30±0.01

UVIM V+hTNF-α 0.28±0.04

UV-rMV+VSF 0.25±0.02

Contro1 0.23±0.04

0.67±0.09

0.54±0,21

0.48±0.02

0.64±0.16

0.56±0.ll

0.37±0.04

図 2 ワクシニアウイルス感染細胞のアポ ト-シス

cHX:eyclophosphamide(1OFEg.ml).hTNF-,r:ヒト陸揚壊死因
千 (104units/well),VSF:ワクシニアウイルス膜蛋白 SDS可溶成分
(_1013希釈),UV-IMV:紫外線照射巾.(/しス (IMVIOOPFU･:te11に
相当).OD370はいずれも4回の平均値で示す,
spIなどの初期蛋白のふ合成可能た しTV-IMVは hTNF-αで誘導
されるアポトーシスを抑制する傾向が認められる.初期蛋白も合成でき

ない CHX添加培地車ではその傾向がみられない.
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(VSF)を加えて培養した U937細胞はアポ トーシスを

おこすことが示された し図 1上

UV 願射されたウイルスは SPIなどの初期蛋白のみ
の合成が可能であり,感染に必要な機能蛋白の合成がで

きない.LTV一･Ih/TllTH九,tV IOOPFUcellにあたるr)(

･して量1,＼,SFL10-3希釈).hTNF･--αし10･lunit.■we111

各々と,それぞれの組み合わせでアポ トーシス誘導がど

うなるかを調べた く図 2).UV-m才V を加えた wellで

は,加えないものに比べてアポ ト-シスが抑制される傾

向があった.初耕蛋臼も合成できないよ･-lに eyclohexia一

mi°e(CHX)を添加 した培地中では UV照射 IMV を

加えてもアポ ト-シ封 麓抑制されなかった.このことか

らワクシニアウイルスをこ感染した細胞はその初期蛋白が

禽成される状況ではアポ ト-シスが抑制されることがわ

N on-reduced

1 2 3 4 5 6

ワクシニアウイルスのアポ トーシス誘導因子

vSFはウイルス粒子の表面に存在するいくつかの蛋

白を含有 している.我々は vSF中のアポ トーシス誘導

因子を同定するためウイルスの中和抗体がアポ ト-シス

を抑制するかを調べた.中和抗体は 2D5mAb.8CallAb.

llA2mAb,ポりウr-一十′L抗r7ウ,i-I:''-て巾て血清

を周いた, しかし,これらの抗体が vSFのアポ ト-シ

ス誘導を抑制するという明らかな結果は得られなかった.

vSFと 2D5mAbを反応させ,Protein-A アガロ-

応することがわかっており,こうして精製された VP23-

29民 は免疫プロッテイソダの結果,ウイルスの他の蛋

白を含んでいなし､ことが確認された (図31.また,VT℃3-

29K は屯との vSFの約18倍のアポ ト-シス誘導能を

R educed

1 2 3 4 56

図 3 ワウシニ7ウイルスとその SDS可溶成分の免疫プロ.ソテ･†ソグ

し.一一ン1.Ll:精製 IMV.2.5:VSF.3.6:精製 VP23･-29K (vSFよ
り分離精製したウイルス感染関連蛋白 [penetrationprotein鉦 左のパネルは
非還元性緩衝液でウイルスを破砕 したものを,右は還元性緩衝液で破砕 したもの

を展開.蛋白プロット後のニ トロ戟ルロース蜂はポリタロ-ナル抗 ワタニシアマ

ウス血清 (レ-ソ息-3),2D5mAb(レ-ソ4-6)と反応させた.VP23-29K
は非還元の状態では 23kDa,還元をうける状態では 29kDaをこプロットされる.
精製 VP23-29K では 2D5mAbが約 60kDaにも反応 し,ダイマ-を形成 して
いることが考えられる.精製 VP23T29K には精製 IMVや vSF車の磯 かの蛋
白が含まれていないことがわかる.
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Apop亡oslsofU937

Conヒrol

vsF IO~〕dllu亡土on

vp23-29K 1013 dilution

vSFdeleLedofVP23-29K

0.34 ± 0.07

0.52± 0.01

0.60± 0.09

0.36± 0.05

p<0.05

Eachvaluerepresen亡S ヒhemeanof4 assays.

図 4 構製 VP23-29K により誘導されるアポ トーシス

vsFに比べて VP23-29K はアポ ト…シス誘導能が高 く,VP23-29K を取り
除いた vSFは誘導能を失うことがわかる.OD370はいずれも4回の平均値で示す.

有することが示された (図4).

vp23129Kの TNF-α様の7ミノ醸配列

ワクシニアウイルスのアミノ酸配列を既知のアポト-

シス誘導蛋白 (hTNF竹,hTNF一勘 1ymphotoxin一針 rat-

Fasprotein)とコンビュ-タプログラム (BLAST17り

を用いて比較 した,ウイルスの蛋白全体ではこれらのア

ポト-シス誘導蛋白との相同性はみられなかった,そこ

で,ウイルス蛋白のエピトープ単位での部分的な相同隆

をさがすため,あたらしいプログラムを作製 した.各ウ

イルス蛋白のアミノ酸を摘国ずつ区切り,既知のアポト-

シス誘導蛋白の最初から, 1アミノ酸ずつずらしながら

比較 し,その10個のアミ}酸のうち5個以上にマッチす

る部分を取 り出した.そ'.')結果 hTNF-α'84-AVSYQI

TIく＼.I,NLl.SAIKS-99'と VP23-29K のN末の配列 '4-

AASIQ'rrVNTLSERIS-19Iに高い相同性がふつかっ

た (図 恥 この部分ではま6のアミノ酸のうち,9アミノ

酸が同じであり,そのうち alaninか髄,serineT86,valin㌃

91は hTNF-αのアポ ト-シス誘導に必須のアミノ酸

であることが報告181されている.VP23-29K の高次構

造は明らかをこされていないが,この蛋白はウイルスが細

胞をこ感染する際の重要なエフェクターであることから,

感染の初期に TNF レセプタ-に何らかの影響を与え

ることが考えられた.

TNF-αと vSFはウイルスの吸着を抑制しない

vp23-29K はウ1'′Lスの吸着,侵入に必須の蛋白で

あることから,ワクシニアウイルスは TNF レセプタ…
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を介して感染する可能性を考え,hTNF-αや,vSFが

ウイルスと競合し,感染を抑制するかを調べた.その結

果 vSF,hTNFTtrともにウイルスのプラ-タ形成に影

響を与えないことがわかった (図6).

考 察

ヮクシニアウイルスはポックスウイルス科をこ属する大

型 DNA ウイルスである.ワクシニアウイルスは細胞

とウイルス表面の膜融合で感染 し,感染を受けた細胞は

多核細胞をつくるようになる.我々が周いた VP23T29K

はウイルス遺伝子の uR にコー ドされる蛋白であり,

そのモノクロ-ナル抗体である 2D5mAbは強力にウイ

ルス感染を中和することが知られている14)16).このこ

とから VP23-29K はウイルス感染の成立に必須の蛋白

と考えられている.ワクシニアウイルスは2本鎖 DNA

の遺伝子を持ち,その遺伝子の率には感染初動 こつくら

れて,ウイルスの構造形成をこぼ関係のない靭期蛋白をコ-

ドする部分がある.近年,この領域の解析がすすみ,普

イトカイン受容体t9＼20㌧ アポト--ニスを抑制する SPI2､

などがコ- ドされていることがわかってきた.これらが

感染初期に合成されるのは,宿主の感染防御反応として

のアポ ト-シス1)や免疫反応を抑えて,後に続 くウイル

スの複製を効率よく行うためと考えられる.

棚方我利 患,これらの蛋白が初期に合成されることか

ら,ワクシニアウイルスが感染の初期 (吸着,侵入)の

段階で細胞のアポ ト-シスを誘導するのではないかと予
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図 5 VP23-29K と各生物種 TNF活性部位のアミノ酸配列の比較

相同の残基は太線で, 1残基違いは細線で示す.アミノ酸配列のデ-タは GenBank

で収集した.
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図 6 プラークの相対数

● :DMEM,▲ :＼･SF.Å :hTNF-αの存在下
でのブラー.I)数を:lントロ一一′LLT)数 (162±13.3welH
を100%としたときの相対値で示す.VSF,hTNF-
α ともにプラ-ク形成には影響を与えないことが
わかる.

想 した.このことを検証するため,感染の際に重要なエ

フェタタ-である VP23-29K に注目して実験を行った.

そLT)結果,Vl)23-29K は細胞にIr'ボ トー-シスを誘導 し,

そのN末に hTNF-一什CT)活性部位頬似のモチ-:7を持--)

ことが示された.感染初期に VP23-29K が宿主細胞の

yyNF レセプタ-に接触 してアポ ト-シスを誘導するた

め,ウイルスの初期蛋白の SPIがアポ ト-シスの抑制

をこ働 くことが考えられた.しかし一方で,hTNF-αが

ウイルスと競合して感染を抑制するという結果が得られ

ず,ウイルスが pYNF レ也ブタ-を自らの レセプタ-

として結合し,感染が成立するというあきらかな証拠は

得LT111なかった.Vanderplassehen i-っ21､は最近,細胞

の表面抗原に対するモノクロ-サル抗体のひとつがワク

シニアウイルスの感染を部分的をこ抑制することを示 し,

n4Vのレセプターとなるものが2つ以上存在すること

を示唆 している.今後 ＼･rP23p-一･29K,細胞膜上のウ1'/i,

スレセプタ-などの分子構造や,感染の際のそれらの動

的な構造変化の解析がすすみ,アポ トーシス誘導のメカ

ニズムが明らかになる可能性がある.

稿を終えるにあたり,本研究の御指導を戴きまし

たウイルス学教室市橋康夫先生,コソピュ-ターフ

ログラム作製の御助言をいただきましたウイルス学

教室大家iE康先生に深く感謝致 します,また,本研

究の機会をいただき,多大の御助言をいただきまし

た神経内科学分野教授辻 省次先生,ウイルス学教

室前教授浜田忠弥先生に深謝申し上げます.



柿 :ワクシニアウイルスの膜蛋白による感染細胞のアポ ト-シスの誘導

参 考 文 献

llVaux,D.L‥ Kat,cker.G.andStra錯er.A.:

Anevo且utionaryperspectiveonapoptosis,Ceu,

76:777-779,1994,

2)Smitll.G.L..Howard.S.T.andChan,Y.S∴

Vacciniavirusencodesafamilyofgeneswi洩

homologyt()sprint,【)rotLlaSPinhibitors.J.Gtln.

Viro豆.,70:2333-2343,1989.

31Ali.A.N..Turner.P.(l‥ Brook.i.M.A.and

瀕oyer,衣,W.: TheSPト1宮eneOfrabbitpox

＼,irLlSdetermineshostrangどこIndisrequiredfor

hemorrhagicロockformation.Virology,202:

305-311.199･1.

lilBrookL<.M.A..Ali,A.N..Turner.P.C.and

脚oyer,R.W∴ Arabbitpoxvirusserpingene

controlshostrangebyinhibitingapoptosisin

restricitvecells.J.Viroi.,69:7688-7698,1995.

51Pickup,r).J.,Ink,B.S..Hu.W.lt..IねF.C.A.

andJoklik,W.a.:Hemorrhageinlesionscaused

byeowpoxvirusisinducedbyaviralprote重n

thatisrelatedtoplasmaproteininhibitorsof

serineproteases.Proc.Nail.Acad,S°i,USA,

83:7698-7702,1986,

61Ray.C.A..BIaek.R.AH Kronheim.S.R..

tl.柑erはtT･ebet.T.A..Sleatll.P.R..Sa)veLqen.G.S..

andPickup.D.∫.:Vira一inhibitionofinflamma-

tiom:Cowpoxvirusenco舶saninhibitorofthe

interleukin1.aeoll＼･でr･tingenI.yme.Ct,ll.69:

597-60射 1992.

7)Miura,M.,Zhu.H..Rotello.氏.,Hartweig,E.A.

andYuan.∫.: Inductionofapoptosisin

fibroblastsbyinterieukin-1声convertingenzyme,

こImanlmalianhomologofC.elegansce一ldeath

genered-3.Cell.75:653-660.1993.

81Gagliardini,V.,Fernandez.P.A.,Lee.R.K..

I)rexler,H.C‥ Rotello.R.J‥ Fishman.M.C.

andYuan,J.:Prevention()fvertebI･ateneur･onal

deathbythecmlAgene.Science,263:826--828,

1994.

91Tewari.M.andDixit.V.M.: Fas-andtumor

necrosisfactor-inducedapoptosisisinhibitedby

thepoxviruscmlAgeneproduct.∫.Biol.Chen1..

269

270:31)55-326(1.1995.

1(nt7oklik.W.K.: ThepurificationoffoLlrStraitlS

ofpoxviruses.Virology,1針 9-18,ま962.

1日 ()ie..W.andlctlihashi.Y.:ChこIraCterizati川1Of

vacc豆niapolypeptides.Virology,113:263-276,

1981.

131IehihaL<hi.Y.andnit,,M.:Prot(JOlyticとIeti＼唱ti(_n

ofvacc摘iavirusforthepenetrationphaseof

infection.Virology,116:297-305,1982.

131ⅠぐhihaL<hi.Y.and()ie,M.:Epitopemosこlic(1n

thesurfaceofor号hopoxviruses,Virology,163:

133-lL14,1988.

141Ⅰrhihashi,Y.,Takaha.<hi,T.andnit,,M.:

ldentificatiN1°r＼･aCCiniLlヽトin_lS畔rletrationpr(JteiI･1.

Virology,202:834-843,1994.

151Takahashi,T..Oie,M.andlehihashi.Y.:

N-teminalaminoacidsequencesofvacciniavims

str-ucturalproteins.Viroiogy,202:844-852,1994.

161ⅠrhihaLqhi,Y.:_ExtT･aeellularEnヽ･eloped TヽaCCinia

virusescapesneutralization:Virolo監y,217:

嶺78-485,1996.

1TIAll.<ぐhu).S.F‥ Gish.W..Miller.W" Myers,

E.W.andLipman.D.∫.:Basiclocalalignmellt

searchtool.J.Mol.Biol‥215:403--410,1990.

181Vanllstade.X‥Tal･ernier.∫..Prange.T.and

FieFS,W.: Localizationoftheactivesiteof

hLmantumorneCTOSisfactor(hTNF)bymutatio-

nalanalysis.TheE九･･1BOJ‥ 10:827-･836.1991.

191AIcami ,A.andSmith.(;.L.:.,IIsolLlblereeeptor

forinterleukin-1声encodedbyvaecimiavirus:A

novelmechanisrrlOf＼･irusmL)duli･ltionofthehost

responseI.()infection.Cell.71:153-167,1993.

201Symons.J.A..AIcami.A.andSmith､G.L.:

Vaeciniaviolsencodesaso旦ubまetype1interferon

recer)torofnovelstructurellndbroadspecies

sPecifieity.C(111,81:551-560.1995.

2)llVanderpla淵ぐhen.A.andSmith,G.L.:Anoヽ･･el

virusbindirlgassayusingconfocalmicroscopl･r:

demOnStratiOnthattheintracellularandextraCe-

1lulilr㌔,aCeiniaVirionsbindtodifferentcellular

reeeptors.J.Virol‥ inpress.

(平成10年 1月23日受付)


