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【背景・目的】これまでに当研究室では、胞子表面にシリカを蓄積する Bacillus
cereus のシリカ蓄積メカニズムの解析を行い、胞子殻タンパク質 CotB1 がシリ
カの蓄積に関与することを明らかにした(第 65 回日本生物工学会大会トピック
ス)。さらに、CotB1 の C 末端に存在する 14 残基の塩基性領域がシリカに結合
することを発見し、目的とするタンパク質にシリカ結合能を付与するタグ配列
として利用できることを明らかにした。本研究では、このタグ配列の小型化を
試みるとともに、シリカとの親和性を利用することで、安価なシリカ粒子を担
体としたアフィニティー精製法の開発を行った。また、さらなる低コスト化を
目指して、天然のシリカ含有鉱物を精製用担体として利用することを試みた。

【方法・結果】シリカ結合能を維持したまま、シリカ結合タグのサイズを 7 残基
まで縮めることに成功した。さらに、このタグがアルギニン溶液中でシリカよ
り解離することを見出し、シリカ粒子を担体としたアフィニティー精製法を確
立した(特願 2014-215789)。天然のシリカ含有鉱物である鹿児島県産の「シラ
ス」を担体とした場合も高純度・高収率で目的タンパク質を精製することに成
功しており、その成果を報告する。なお、本手法で目的タンパク質の溶出に用
いるアルギニンにはタンパク質の凝集を防ぎ、安定化させるという利点もある。
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【目的】これまでに 24 種のダニアレルゲンが同定されているが、その診断及び
治療技術開発への応用については必ずしも進展しているとはいえない現状にあ
る。本研究では、組換えダニ主要アレルゲンの網羅的発現生産を試みると共に、
これを用いて検体ごとに異なる感作アレルゲンを分子種レベルで特定する次世
代型アレルギー診断技術の開発へと応用することを目的とした。

【方法及び結果】20 種類のダニ主要抗原 (Der f 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 20, 21, 22) 及び我々が同定した新規ダニ主要抗原 (Mag133, DFA22,
DFA 67) の計 23 種類のアレルゲン cDNA を大腸菌コールドショック発現系に供
して、全ての組換えアレルゲンを可溶性タンパク質として生産することに成功
した。これら分子種に対するダニアレルギー患者 IgE の反応性をイムノブロッ
ト法にて確認したところ、その IgE 反応スペクトラムは検体ごとに異なってい
ることが判明した。この結果から、本組換えダニアレルゲンライブラリーを用
いて患者ごとに異なる原因アレルゲンを分子種レベルで特定できる可能性が強
く示唆された。現在、本診断技術により得られる感作アレルゲン情報と臨床パ
ラメーターとの相関の有無についても解析しており、合わせて報告する。
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進行性のがん組織内では、がん細胞が免疫からの逃避機構を獲得しているが、
免疫抑制状態を解除する免疫チェクポイント阻害剤の登場で、がん免疫治療へ
の期待が高まっている。免疫系ががん細胞の目印としているがん抗原は、腫瘍
免疫応答の活性化に伴ってがん抗原に対する抗体も血清中に増加するため、腫
瘍免疫活性を反映するバイオマーカーとして有望である。しかしこのがん抗原
は多種多様で、がんと精巣に限局した発現を示す Cancer-Testis(CT)抗原だけで
も 150 種類以上ある。また、がん抗原の大半は不安定な物性の細胞内タンパク
質で取り扱いには工夫が必要である。我々は多種多様な全長がん抗原を組み換
えタンパク質として生産し、Cys 残基に対して正電荷を導入する S-カチオン化
法の活用で、保存安定性に優れる高純度・水溶性全長がん抗原が網羅的に調製
できることを確認した。さらに、これらの抗原を Multi-Plex ビーズに固定化す
ることで、ごく微量の患者由来血清から多種類の抗体価の定量的な測定に成功
した。本発表では本技術の概要と、がん免疫治療を改善するコンパニオン診断
薬としての展望についてご紹介したい。
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レスピロウイルス属センダイウイルス(SeV)は, マウスに感染すると呼吸器疾患
を引き起こすエンベロープウイルスである。SeV は, 病原因子のひとつとして,
P 遺伝子領域から P とは異なるフレームを用いて, C タンパク質を産生する。C
タンパク質は, ウイルス感染環の複数のステップで機能的に働き, ウイルス病原
性の発現に密接に関与する。例えば, C タンパク質は, 宿主因子 Alix と結合し,
これを原形質膜へリクルートすることで, M タンパク質が関与するウイルス様
粒子の出芽効率を改善させる。他方, C タンパク質は, 宿主転写因子 STAT1 と結
合し, ウイルス感染により産生されるインターフェロン(IFN)-alpha/beta および
IFN-gamma によるシグナル伝達を阻害する。これにより, 感染初期の生体防御
機構である自然免疫が抑制される。実際のウイルス感染環において, C タンパク
質がもつこれらの機能が, ウイルス病原性に如何に関与しているのかは明らかに
されていない。我々はこれまでに, X 線結晶構造解析より, C タンパク質の構造
を明らかにした。その成果として, Alix および STAT1 との結合に重要なアミノ
酸残基を同定した。さらに, P タンパク質のアミノ酸配列を変えることなく, Alix
および STAT1 と結合しない C タンパク質変異体を作製することに成功した。今
後は, これらの変異体をもつ組換えウイルスを作製し, C タンパク質がもつ機能
と病原性の関連性を解析していく予定である。得られた成果は, C タンパク質を
抗ウイルス薬のターゲットとして利用し, SeV に近縁の人畜感染ウイルスの治療
戦略に役立てる。

Molecular mechanism of Sendai virus C protein to propagate the virus
during the infection

○Kosuke Oda1, Rina Ootake2, Yasuyuki Matoba1, Takashi Irie1,
Takemasa Sakaguchi1

(1Grad. Sch. Biomed. Sci., Hiroshima Univ., 2Sch. Med., Hiroshima Univ.)

Key words X-ray crystallography, virus, pathogenicity

10 月 27 日ポスター会場 191

The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service


