
秋田県衛生科学研究所報， 1993; 37 : 45-49 

血球凝集能を欠く麻疹ウイルスHA遺伝子のクローニング
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1988年に本県で分離された麻疹ウイルス変異株は， これまで麻疹ウイルスの特徴とされてきたサル血球凝集能が欠落

しており，さらに細胞への感染性やHA蛋白の分子量において従来型とは異なっていた．今回はこれらの変異を分子レ

ベルで解析し，今後の流行予測の解析に役立てるために変異株HA迫伝子の全構造を決定したので報告する．

キーワード：麻疹ウイルス， C DNA,糖鎖付加部位， 2次構造

I はじめに

1987年から1988年にかけて本県で流行した麻疹は患者

4000名，死者10名を数えた． これまで麻疹ウイルスは変

異を起こさないものと考えられてきたが， この流行が極

めて大規模であったことから，われわれは麻疹ウイルス

の変異の可能性に着目し，流行時の分離株について性状

分析を行った．その結果分離された麻疹ウイルスは，

すでに報告 1)したことく，血球凝集能を欠き，また， サ

ル腎細胞に感染しないなど，従来の分離株とは異なった

性状を有していた．本報では今後の麻疹の流行性を検討

する一環として， これらの性状の違いを分子レベルで解

析し，変異株HA遺伝子の全構造を決定したので報告す

る．

7--8)し， プローブとした． フ゜ラークハイプリダイゼーショ

ンにより変異株HA遺伝子の cDNAクローンを48個得

た．さらにこの中から，サザンブロットにより全長約2

図 1 AK-1株HA遺伝子の完全長クローンの選択
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Short fragment clones 

II 
研究方法

1, ウイルス株

1988年に本県で分離された麻修ウイルス AK-11)株

を使用した．培養にはマーモセソト B細胞由来のB95a

細胞2)を使用した．

2. クローニング

分離株を感染させたB95a細胞から．ホットフェノー

ル法3)により RNAを抽出し，さらに Oligo-(d T) 

カラムクロマトグラフィー 4)により mRNAを精製した．

このmRNAを鋳型とし． Gubler& Hoffmanの方法

5)により cDNAを合成した．得られた cDNAは Eco

Itlリンカーを介して入gt 10のアームにつなぎ．invi 

tro Packagingによって100万の独立したクローンを含

むライブラリーを1年製した．

3. スクリーニング

亜急性硬化性全脳炎（ SSPE)由来の麻疹ウイルス 皿研究結果

HA遺伝子をランダムプライミング法6)により蛍光標識 クローニングされたDNA断片は1947b P (P o 1 Y 

•I 現 大館保健所 ” 現秋田保健所 ” 秋田大学医学部実験実習機器センター

kbのcDNA断片を含むクローンを選択した．

4. シークエンス

インサート cDNAを入gt 10から切り離し， PUC

18ベクターの EcoRlsiteにサフクローニングした後，

蛍凡自動シークエンサー (ABI 373八型）を用いた

ジデオキシ法により塩基配列を決定した．
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図 2 AK-1株とEdmonston株のHA遺伝子の比較
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Nucleotide sequence comparison of H A  genes fro m  the AK-1 and Edmonston 

strains (12). Solid dots represent nucleotide identity, and underlined 

codons ATG and TAG are translational start and stop signals respectively. 

表 1 AK-1株のHA蛋白におけるアミノ酸置換 A 部分を除く）で， 21~23番塩基の開始コドン ATG

から1872~1874番塩基の終止コドンTAGに至るまての

617個のアミノ酸からなるオープンリーディングフレー

ムを含んていた． これと Edmonston株q)との塩韮配

列の比較では， 60個の塩基置換か認められ，そのホモロ

ジーは97％であった．

Residue Amino acid 

No. Edmonston AK-1 

6 9 I I c Asn  

1 7 4 T h r Ala  

1 7 6 T h r Ala  

2 1 1 Gly S C r 

243  A r g Gly 
252  T y r " i s 
276  Lou  Phe  

284  Leu  P h e 

296  Leu  Phc  

302  Gly A r g 
334  G in Ar  g 
389  I I e Asn  

4 1 6 Asp Asn(-Leu-Scr)  

446  s e r T h r 

4 8 1 T y r Asn  

484  Asn  T h r 

575  GI  n L y s 

59 9  GI  11 V a I 

アミノ酸レペルては18個のアミノ酸が置換していて

（図 3および表 1), そのホモロジーは97％であった．特

に注目すへきことは， 416番目のアミノ酸かアスパラギ

ン酸からアスパラギンに換わっており， それによって

Asn -Leu -Serからなる糖鎖付加部位が新たに生じて

いたことてあった（表 1). Edmonston株のHA棗白

では 5カ所に糖鎖が付加していると報告9)されているが，

AK-1株では 6カ所に増えていると考えられた（図 3,

囲み線部分）．このことを確認するために Edmonston

株と AK-1株の HA蛋白を SDS-PAGE10)で分離し

た後， PAS染色II)した結果を図4に示した． これによ

ると， ウェスタンプロット 1)では同じ量のHA蛋白（図
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図3 AK-1株とEdmonston株のIIA蛋白アミノ酸配列の比較
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Comparison of the deduced amino acid sequence of HA proteins of the AK-I, 
Edmonston (9) and Chicago-I strains (12). Solid dots represent the amino 
acids identical to those of the Edmonston strain. Arrows indicate Identical 
substitutions between the AK-I and Chicago-I stralns when compared with 
the Edmonston strain. The major hydrophobic regions are underlined. The 
potential N-linked glycosylatlon sites are boxed. 
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4A)てあるにもかかわらす， PAS染色てはAK-l 

株のl―IA棗白が浪く染まった（図 4B)ことから，糖含

星の増加が示唆された．また， N末端側の疎水性領域に

は変異は認められなかった（図 3' 下線部分）． 1989年

に米国で分離された Chicago~ 1株12)とのアミノ酸配

列の比較ては，上記18カ所の変異のうち糖鎖付加部位を

含む13カ所まてか致していた（図 3' 矢印部分）．

アミノ酸配列から Garnierの方法13)に従って計符し

たHA棗白の 2次構造を図 5に示した． これによると，

①～③て示した部分の折れ曲がり枯造かAK-1株にお

いては消失していることかわかった．また， このうち①

の部分の変楳は． 168~240番アミノ酸残韮の糖鎖が祖集

している領域（箱線て旧って示す）に位置していた．ア

ミノ酸配列から Kyteの方法11)で予測したHA棗白の疎

水竹については，図 6の矢印て示したごとく． 3カ所に

わずかな迎いが認められた．同様に計卯した等屯点は

Edmonston株の6.59に対してAK-]株では7.42と，

より塩某性になっていた．

IV 考察

われわれはこれまで麻疹ウイルスの変異について検討

してきたが，今回はJ(Il球凝集のみならず，細胞への感染

に甫要な役割を果たすHA棗白について辿伝子の構造を
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図5 AK-1株とEdmonston株のHA蛋白 2次構造の比較
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The secondary structures were calculated using a published computer 
algorithm (13) and plotted graphically over the entire amino acid 
sequence.Three changes in the reverse turn are indicated as①to③. 
Open circles indicate potential N-linked glycosylation sites. The closely 
glycosylated region is boxed. 
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解析した． AK-1株と Edmonston株との比較では

塩基配列，アミノ酸配列ともにホモロジー97％と高い相

同性を示した． これは一見，大した違いがないように思

えるが，細かく検討するといくつかの重要な変異が含ま

れていることがわかった．第一に， 416番目のアミノ酸

がアスパラギン酸からアスパラギンに換わったことによ

る新たな糖鎖付加部位の出現がある．糖鎖は糖蛋白の生

物学的活性に重大な影響を及ぼす因子の 1つであるので，

この変異が麻疹ウイルス変異株の性状に寄与している可

能性は高いと考えられる．また， 18カ所のアミノ酸置換

のうち13カ所が米国で同時期に分離された Chicago-

1株と一致していることは， このような変異が世界的規

模で起こっていることを示唆している．

アミノ酸配列から予測されるHA蛋白の 2次構造を比

較すると， AK-1株では 3カ所において折れ曲がり構

造の消失が認められた． このうちの一つは， 168~240番

アミノ酸残基の糖鎖密集領域に位置していた．最近の合

成ペプチトを使った研究ては185~195番アミノ酸残基の

領域か麻疹ウイルスの中和抗原部位となっていることが

報告15) されている．上記の 2次構造の変異はこの領域

の近傍にあり，今後の流行を予測する上で重要と考えら

れた．

今後は．今回得られた辿伝子配列を碁に従来株と変異

株の迅速鑑別法 (PCR法の応用）を開発し，診断に役

立てるとともに，年代別，地域別の変異の進行状況を比

較検討する予定である．

895 a 細胞を分与いただいた国立—f防衛生研究所ウイ

ルス製剤部の小船富芙人先生， SSPEのI―IA遺伝子を

分与いたたいた筑波医学実験用霊長類センターの吉川泰

宏先生に深謝いたします．
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