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ムンプスウイルス野生分離株の細胞融合

茂　田　幸　子1） 中　山　哲　夫2）

1）東京医科大学小児科学講座

【要旨と結論】ムンプスの合併症として無菌性髄膜炎、難聴が知られている。ムンプスウイルスの性状を明

らかとするために、合併症として難聴を認めた93－OK、無菌1生髄膜炎を併発した80－1、耳下腺炎のみの89－0、

星野ワクチン株からfusion（F），　hemagglutinin－neuraminidase（HN）発現プラスミドを構築し細胞融合能を検

討した。93－OKから構築したプラスミドは他の株と比較して大きな細胞融合を示した。各HN発現プラスミ

ドの細胞融合能には明らかな差は認められなかったが、各株のF発現プラスミドをco－transfectionさせると、

93－OKから作製した発現プラスミドでは大きな細胞融合誘導能が認められ、細胞融合能の差はF蛋白に起

因することが明らかとなった。93－OK株と他の株との塩基配列を比較しキメラF蛋白発現プラスミドを構築

し検討した結果、F蛋白330位のアミノ酸が細胞融合能に重要であると想定された。

は　じ　め　に

　ムンプスウイルスはパラミキソウイルスに属する

negative　senseの一本鎖RNAウイルスで7種類の蛋

白をコードする遺伝子をもつ。ムンプスウイルスは

RNAウイルスで変異がおこりやすいものと考えら

れ、現在その遺伝子解析により、変異の多いと言われ

るSH領域の塩基配列の差から世界的には10種類の

genotypeのウイルスが流行している1）。我が国におい

て1976年からのムンプスウイルス流行株を調査した

ところB群、D群の2種類のgenotypeが流行してい

たが、1998年頃からはG、H群の流行が報告されてい

る2）。

　ムンプスウイルスはウイルス粒子の外殻蛋白とし

て血球凝集素・ノイラミニダーゼ蛋白（hemagglutinin－

neuraminidase：HN）（HNと略す）、膜融合蛋白

（fusion：F）（Fと略す）の糖蛋白を有している。　HN

蛋白は分子量74～80kdの糖蛋白で、宿主細胞のレセ

プターと結合する蛋白である。HA蛋白と同じ分子上

に細胞膜から遊離する活性を担うneuraminidase活性

を持っている。F蛋白は、糖蛋白で感染細胞内でその

前駆体F。として合成され細胞内プロテアーゼにより

F、（58～61kd）とF2（1（｝～16kd）に開脚し、　F1蛋白の

N末端の疎水性領域が膜融合活性領域である。ウイル

ス粒子表面で多量体形成したHN蛋白とF蛋白が共

働でウイルスの細胞膜レセプターへの結合、膜融合と

感染の最初の段階に働く重要な役割を果たしてい
る3）。

　ムンプスウイルスは、唾液を介した飛沫により感染

し、鼻咽頭の粘膜上皮で一次増殖したのち所属リンパ

節で更に増殖しウイルス血症を起こし全身臓器に播

種される。一般的に潜伏期間は2～3週と長く平均で

約18日で、食欲不振、頭痛、倦怠感の前駆症状をもっ

て発症し、嚥下痛を伴う両側性もしくは片側性の耳下

腺炎を認める。耳下腺炎も全身症状のひとつとして発

症する。耳下腺のみならず全身臓器にムンプスウイル

スは感染し様々の合併症を起こすことが知られてい

る。発熱、頭痛、嘔吐を認める典型的な髄膜炎はムン

プスの約10％に合併するといわれている。臨床症状は

伴わないものの、髄液細胞増多はムンプスの40～60％

に認められ、いわゆる無菌性髄膜炎の原因ウイルスと

しては、最も頻度の高いものであり、細胞数が2，㎜一

3，㎜／mm3に達することもありムンプス髄膜炎の特

徴ともいえる。その他の合併症とムンプス難聴を併発
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することがある。突発性難聴の約5－6％程度に流行性耳

下腺炎が関与するといわれている。しかし、今までム

ンプス難聴例からウイルス分離の報告は極めて少な

い。又、そのウイルス性状の詳細な報告はされていな

い。今回、一家3人が難聴を合併した症例から分離し

たウイルスの性状と、通常のムンプス患者から分離さ

れたウイルス株との性状を検討したので報告する。

材料と方法

　1．ウイルス株

　使用したウイルスは星野ワクチン株としてKO－3，

野生分離株として80－1，89－0，93－OKの4株を用い

た。KO－3はワクチンシード株で1972年に急性耳下腺

炎から分離された野生株を鶏胎児胚細胞で22代継代

した弱毒ワクチン株である4）。80－1は無菌性髄膜炎の

症例、89－0は急性耳下腺炎の症例からそれぞれ1980

年、1989年に分離された株である。又、耳下腺炎に難

聴を合併した症例から分離した93－OKを使用した。

Fig．1にその臨床背景を示した。3人家族全員がムン

プス感染により突発性難聴を来した症例から分離し

た株である。患児及び母親はムンプスに罹患した患児

の叔父と接触があり、接触後16日目に母親が両側耳

下腺腫脹、右側の耳鳴り、平行感覚異常が出現し、そ

の数日後に右側の難聴を来した。母親の発症3日後に

三児が嘔吐、座位及び歩行不能となり、音への反応が

消失した。経過中砥児は耳下腺腫脹は認めなかった。

患児の発症2週間後に父親が左側の耳下腺腫脹、同側

の耳鳴り、平行感覚異常が出現し、その1週間後に同

側の難聴を来した。患児、母親、父親のムンプスIgM

EIA抗体価は陽性で、父親の咽頭ぬぐい液からムンプ

スウイルスが分離され、これを93－OK株とし今回使

用した。Vero細胞で単層細胞にウイルス液を接種し、

細胞変性効果（cytopathic　effect：CPE）（以下CPEと

略す）が50％以上出現したウイルス液を採取しいずれ

も継代4代で実験に用いた3）。

　2．発現プラスミドの構築

　これらのムンプスウイルスの培養上清200μ1から

RNAを抽出し、同量のLysis　Bufirer（4M　guanidinium

thiocyanate．　25　mM　sodium　citrate．　O．5％o　sarcosyl．　O．1％0

2－mercaptoethanol、0．5％Nonidet　P－40）を加え、　RNA

はphenol　chloroform法で抽出し、10μ1の再蒸留水に

溶解した5）。既に報告した方法により6）MpM＋（5’一

CTCCATGGAGTCCATTCAGGAAGT－31）を用い
てF領域のcDNAを合成し、HN領域はMp　F4＋（5！一

ACCCATGGATTTGTAGCACTGGATG－3ノ）を用
いて合成した6）。我々は新たに合成したF－ATG（5t－

TCCTGGTACCTTGATCAGTAATCATGAAG　G－
3），　F－TAA（5t－GCCGGAGCTCTTAGTACCTAAT－

GAGAT－3）でF蛋白翻訳領域のDNAを増幅した。

HN領域に関してはHN－ATG（5t－CTTTGGTACCT－

GCTCGA　AAGATGGAGCC－3）．　HN－TGA（5f－

CCTAGAGCTCAAGTGATGGTCAATCT－3）を用
いた。各プライマーの5ノ末端には下線部位のKpn　I、

Sαc　1の制限酵素配列を付加した6）。FとHNの全翻訳

領域のPCR産物をKpn　1、　Sac・1で切断しpBluescript

II　SK（一）ベクター（STRATAGENE　CIoning　Sys一
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　　　　　　　Fig．1　Clinical　background　of　the　93－OK　strain．
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tems，　La　Jolla，　CA，　USA）のT7　promoterの下流に位

置する、Kpn　IとSac　1のmulticloning　siteに挿入す

ることにより発現プラスミドを構築した。構築したプ

ラスミドの塩基配列はdye　terminator法でABI　377A

を用いて解析した6）。

　3．発現実験

　recombinant　vaccinia　virus　T7発現システムにより

プラスミドをVero細胞、　HeLa細胞に発現させた。

HeLa細胞を24穴プレートに単層培養し、　T7　RNA

polymeraseを発現するrecombinant　vaccinia　virus、　v－

TF7．3（Dr．　B．　Mossより分与を受けた7））をm．o．i．＝1

で感染させ、細胞をOpti－MEM（GIBCO　BRL，　Life

Technologies，　Grand　Island，　NY）により洗浄しF、　HN

発現プラスミドをDMRIE－C（GIBCO　BRL，Gaithers－

burg，　MD）を用いて各0．2μgをco－transfectionさせ

た。Vero細胞に発現させるためには、　T7　RNA

polymeraseを発現するrecombinant　vaccinia　virus，

MVAT7　pol．（Dr．　G．　Sutterより分与を受けた）を

m．o．i＝10で感染させ、　F、　HN　発現プラスミドを

SuperFect　Transfection　Reagent　（QIAGEN，　Germany）

を用いてco－transfectionさせた8）。3時間後にOpti－

MEMで洗浄し、　MEM5％FCS培養液を添加した。一

晩培養した後、細胞を固定しギムザ染色を行なった。

　4　β一galactosidase活性の測定

　細胞融合の数値化のための指示細胞として、24穴プ

レートに培養した5×105のVero細胞に、　T7　RNA

polymeraseのコントロール下にβ一galactosidaseを発

現するプラスミド（pGEβgal）のみをtransfectionさ

せ、一晩、培養後、トリプシンでプレートから剥がし、

PBS（一）で2回洗浄後1×105／0．3　mlに調整した。　F，

HN発現プラスミドをco－transfectionさせたVero細

胞に指示細胞を添加した。更に4時間培養を続けるこ

とにより、指示細胞との細胞融合が出現し、β一

galactosidaseが発現される。β一galactosidase活性は基

質として4MU一β一galactosideを用いた蛍光ELISA法

により測定した9）。又、指示細胞を添加後、更に4時間

培養を続けた後に細胞を洗浄し200μ1の0．05％

Nonidet　P－40を含んだPBS（一）で溶解した。20μ1の

細胞溶解液を0．2mM　4－methylumbelliferyl一β一

galactoside（Sigma　Chemicals，　St　Louis，　MO）80μ1と混

合させ、37℃、30分で反応させた後、酵素反応を止め

るため0．lmM　GIycine　Buffer（pH　9．6）を100μ1同量

添加した。蛍光強度は蛍光マイクロプレートリーダー

（Fluoroskan　II，　Labsystems）により測定した10）。

　5．血球吸着能とneuraminidase活性の測定

　HN発現プラスミドをVero細胞に単独にもしくは

F発現プラスミドと共にtransfectionさせ、一晩培養

後、PBS（一）で洗浄後に0．5％モルモット赤血球を添

加し、4℃に静置し、1時間後に洗浄し、顕微鏡で赤血

球吸着を観察した。Transfection後の細胞を細胞溶解

液（QO5％Nonidet　P－40，　PBS）200μ1に溶解し、細胞

溶解液（50μ1）を96穴プレートに加え、同量の0．l

mM　4－methylumbelliferyl　N－acetylneuraminic　acid

（Sigma　Chemicals，　St　Louis，　MO）を基質反応液として

加えた11）12）。37℃で2時間反応後、0．lmM　GIycine

Buffer（pH　9．6）を加え、反応を中止した。　Neur－

aminidase活性は蛍光マイクロプレートリーダー

（Fluoroskan　II，　Labsystems）で蛍光強度を測定した。

結 果

　1．細胞融合能の比較

　KO－3、93－OK、80－1、89－0から構築したF発現プ

ラスミド、pMp－KO－3－F、　pMp－93－OK－F、　pMp－80－1－

F、pMp－89－0－Fの細胞融合能を検討した。　HN発現

プラスミドをKO－3星野ワクチン株から構築した

pMp－KO－3－HNとして、各ウイルス株から構築した

F発現プラスミドをVero細胞にco－transfectionし翌

日にギムザ染色した結果をFig．2の上段に示した。各

F蛋白発現プラスミドはpMp－KO－3－HNとco－trans－

fectionすることで細胞融合を示し、pMp－93－OK－Fを

F蛋白発現プラスミドとして使用したときに大きな

細胞融合を認めた。F発現プラスミドをpMp－KO－3－

Fに固定して各ウイルス株から構築したHN発現プ

ラスミドをco－transfectionした結果をFig．2下段に示

した。各HN発現プラスミドの細胞融合能には明らか

な差は認められなかった。

　F，HN発現プラスミドの細胞融合能の指標として

細胞内のNeuraminidase活性を測定し、その結果を

Fig．3に示した。　Fig．3の上段にpMp－Ko3　HN発現

プラスミドと各構築したF発現プラスミドをco－

transfectionした細胞内のNeuraminidase活性を示し

た。蛍光強度はpMp－KO－3－FをF発現プラスミドと

して使用した時には371FU、　pMp－93－OK－Fを使用し

たときは766FU、　pMp－80－1－Fでは431FU、　pMp－89－

0－Fでは494FUであった。　Neuraminidase活性は

pMp－93－OK－FをF発現プラスミドとして使用した

時に有意に高値を示した。一方、下段にpMp－KO3－F

発現プラスミドと各構築したHN発現プラスミドを
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Fig．　2　Cell　fusion　inducibility　of　F，　HN　protein　expression　plasmids　in　Vero　cell．　The　plate　was　stained　with　Giemsa’s　solution

　　　　　and　visualized　with　an　Olympus　microscope．　All　panels　are　at　×80．

　　　　　2－A）　The　plasmids　expressing　F　protein　were　constructed　from　KO－3，　93－OK，　80－1，　and　89－O．　Panels　show　the　cell

　　　　　fusion　in　Vero　cells　co－transfected　with　pMp－KO－3－F，　pMp－93－OK－F，　pMp－80－1－F，　and　pMp－89－O－F，　using　pMp－

　　　　　KO－3－HN　as　the　HN　expression　partner．

　　　　　2－B）　The　plasmids　expressing　HN　protein　were　constructed　fro’m　KO－3，　93－OK，　80－1，　and　89－O．　Panels　show　the　cell

　　　　　fusion　in　Vero　cells　co－transfected　with　pMp－KO－3－HN，　pMp－93－OK－HN，　pMp－80－1－HN，　and　pMp－89－O－HN，　using

　　　　　pMp－KO－3－F　as　the　F　expression　partner．　As　a　negative　control，　pBluescript　II　SK　一　vecter　was　transfected　after　the　cells

　　　　　were　infected　with　recombinant　vaccinia　virus．
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Fig．3　Neuraminidase　activity　as　a　quantitative　assay　of　cell　fusion　of　each　protein　expression　plasmids　in　Vero　cells．

　　　　　3－A）　Neuraminidase　activity　was　measured　after　co－transfection　with　F　protein　expression　plasmids，　using　pMp－KO3－

　　　　　HN　as　an　expression　partner　for　the　HN　protein．

　　　　　3－B）　Neuraminidase　activity　was　measured　after　co－transfection　with　HN　protein　expression　plasmids，　using　pMp－KO3－

　　　　　F　as　an　expression　partner　for　the　F　protein．

　　　　　As　a　negative　control，　pBluescript　II　SK　一　vecter　was　transfected　after　the　cells　were　infected　with　recombinant　vaccinia

　　　　　virus．
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co－transfectionした細胞内のNeuraminidase活性を示

した。pMp－KO－3－HN、　pMp－80－1－HN、　pMp－89－O－

HNをHN発現プラスミドとして使用した時には、蛍

光強度は各々、402FU、343FU、337FUで、　pMp－93－

OK－HNを使用した時には蛍光強度は485FUと有意

差は認めなかった。以上より細胞融合能はF蛋白発現

プラスミドに依存していることが明らかとなった。

　pMp－KO－3－F発現プラスミドとpMp－KO－3－HN

発現プラスミドを、また各構築したF発現プラスミド

と各構築したHN発現プラスミドをco－trans色ction

させて細胞融合を観察した結果をFig．4の上段に示

した。pMp－93－OK－F，　HNをco－transfectionさせた時

に大きな細胞融合を認めた。下段には上段に示した組

み合わせで各発現プラスミドを37℃、39℃でco－tran－

sfectionさせた時の細胞内のβ一galactosidase活性の結

果を示した。pMp－KO－3－FとpMp－KO－3－HNをco一

transfectionさせた時は、37℃における細胞内のβ一

galactosidase活性は蛍光強度457FU、39℃において

453FUであった。　pMp－80－1－FとpMp－80－1－HNを

co－transfectionさせた時は、37℃で317FU、39℃で

206FU、またpMp－89－0－FとpMp－89－0－HNをco－

transfectionさせた時は、細胞内β一galactosidase活性

は370Cで272FU、39℃で165FUと390Cの方がやや

細胞融合は小さくなる傾向が認められた。pMp－93－

OK－FとpMp－93－OK－HNをco－transfectionさせた

時は、37℃における細胞内のβ一galactosidase活性は

蛍光強度778FU、39℃において436FUと温度による

細胞融合能の差を認めた。これらの結果よりpMp－93－

OKは37。CにおいてF発現プラスミド、　HN発現プ

ラスミドをco－transfectionさせた時に細胞融合能が

高いことが明かとなった。

Cell　fusion

pMp－Ko3－F　pMp－93－OIK“　geMp一一80－X－F　ppa．p－89一一（li）一Y．

foMlfo－KIO3－HNk’　PMp－93－OK－MIN“　pLM，p－80－1－HN　pMp－89－O－MN

Fig．　4－A

猟芝○鞘夢糠slo◎o

　　　　　　soe

難oo

護◎ゆ

300

200

！0C

1　37c

灘3gc

pMp－KO　3　ヌ＞Mp－93一〇K　　P塾護P－80一叢　　翼）M￥ンー89一〇　　　MOCK

B　一galactosiClase　activity

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　4－B

Fig．　4　Appearance　of　cell　fusion　and　6－galactosidase　activity　as　the　index　of　cell　fusion．

　　　4－A）　Different　extent　of　the　cell　fusion　after　co－transfection　with　a　homologous　set　of　the　F　and　HN　protein　expression

　　　plasmids　in　Vero　cell．　All　panels　are　at　X80．　A　set　of　F　and　HN　expression　plasmids　was　transfected　in　Vero　ceils　under

　　　the　control　of　T7　polymerase．

　　　4－B）　P－galactosidase　activity　of　expression　of　the　F　and　HN　proteins　at　370C　or　390C．　Vero　cells　were　co－transfected

　　　with　a　homologous　set　of　the　F　and　HN　protein　expression　plasmids．

　　　As　a　negative　control，　pBluescript　II　SK－vecter　was　transfected　after　the　cells　were　infected　with　recombinant　vaccinia　virus．

（5）
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　2．発現プラスミドのアミノ酸の差

　構築した各HN発現プラスミドの塩基配列から推

定されるアミノ酸の違いをFig．5の上段に示した。

pMpKO－3－HNと比較して、　pMp－93－OK－HNは21

番目のValがIlu（V－HN21－1）に変化していた。他に

R『HN　119－C、　V’HN345－1、　V－HN395－1の4箇所にお

いて変異を認めた。pMp－80－1－HNではV－HN21－1、1－

HN46－M、　Q－HN62－R、　R－HN　119－cの4箇所におい

て変異を認めた。pMp－89－0－HNではV－HN21－1、　S－

HN39－Tx　AmHN42－SN　MLHN58－Lx　R－HNI19－CN　N－

HN385－S、　Q－HN401－R、　T－HN438－1の8箇所におい

て変異を認めた。

　各構築したF発現プラスミドの塩基配列から推定

されるアミノ酸の違いをFig．5の下段に示した。

pMp－KO－3－Fと比較して、　pMp－93－OK－FではG－

FlO－S、レF14－F、　V－F18－A、1－F49－V、　L－F79－S、　S－

F261－A、　s－F318－G、　H－F330『R、　Q－F383－しの9箇所

において変異を認めた。pMp－80－1－FではY－F8－C、

L『F14－F、N“F297－H、Q－F383－しの4箇所において変

異を認めた。pMp－89－0－FではY－F8－C、　G－FIO－S、

L－F14－E　S－F15－T．　1－F353－V．　Q－F383－L．　1－F505－

Vの7箇所において変異を認めた。

　3．キメラF蛋白発現プラスミドの構築と細胞融

　　　合能

　pMp－93－OK－Fで認められた大きい細胞融合は、　F

蛋白に起因すると考えられた。pMp－KO－3－Fとの比

較におけるアミノ酸の変異は9箇所存在した。その中

で細胞融合能の程度を規定するアミノ酸を特定する

ために、制限酵素を用いて各F蛋白発現プラスミド、

pMp－93－OK－F、　pMp－80－1－F、　pMp89－O－Fの問で組

み替え、キメラプラスミドを構築し細胞融合能の程度

を比較し、結果をFig．6に示した。　F蛋白698位に存

在する．Pst　1部位でpMp－93－OK－FとpMp－80－1－F

の問でキメラプラスミドpMp－OK／I　Pst　1、　pMp－1／

OK　Pst　Iを構築した。　PMp－OK／1　Pst　1はpMp－1／OK

Pst・1に比べ明らかに大きな細胞融合を認めた。その後

F蛋白975位に存在するHinc　II部位でpMp－OK／I

Pst　IとpMp－89－0－Fの間でキメラプラスミドpMp－

0／OK／1、　pMp－OK／1／0を構築した。　pMp－KO－3－F、

HNと比べ同程度の細胞融合を示したものを＋、より

大きいものを＋＋で示した。キメラプラスミドの中で

pMp－OK／I　Pst　1，　pMp－OK／1／0で大きな細胞融合を

認めた。これらの結果より細胞融合能の大きさを規定

するのはF蛋白発現プラスミドの330位のR、353位

の1、505位の1の3つのアミノ酸と考えられた。353

位の1、505位の1はpMp－80－1－F，　pMp－1／OK・Pst　Iに

も共通して含まれている。pMp－80－1－F、　pMp－1／OK

．Pst　1はpMp－KO－3－Fと比較し細胞融合は同程度で

あった。以上より細胞融合能の大きさを主に規定して

いるのは、330位のRであると推定された。

考 察

　一般的に片側性感音性難聴はムンプスの数千例に1

例は認められ、ムンプスによる難聴は非可逆性である

21　394246　5862 119 345　385395401　438

pMp－KO3－HN V　SAIMQ R V　NVQ　T
pMp－93－OK－H　N

pMp－80－1－HN

pMp－89－O－H　N

Fig．　5－A

pMp－KO3－F

pMp－93－OK－F

pMp－80－1－F

pMp－89－O－F

8　10　141518　　　49　　79　261　　　297318330　353　　383　505

　　　　　　　　　　Fig．　5－B
Fig．　5　Difference　in　the　amino　acids　deduced　from　nucleotide　sequence　ofthe　HN　（5－A）　and　F．　（5－B）　regions　in　comparison　with

　　　the　results　of　the　KO－3　vaccine　strain．

（6）
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cell　fusion

8101518　49　79 261　318　330　353 505

pMp－93－OK－F　lySSA　V　S AG　RI 1 十十

pMp－80－1－F 十

pMp－89－O－F 十

698
Ps亡1

pMp－OK／lpstI A　G　RI 1 十十

pMp－1／OKpstl　lys　sA　v　S 十

pMp－O／OK／1

pMp－OK／1／O

十

十十

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hinc　ll
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　975
Fig．6　Construction　ofchimerical　plasmids　and　their　cell　fusion　inducibility．　Chimerical　plasmids　were　constructed　using　pMp－

　　　93－OK－F　（N），　pMp－80－1－F　（一），　and　pMp－89－O－F　（一），　after　digestion　with　Pst　1　and　Hinc　II．　We　depicted

　　　the　different　amino　acids　among　three　F　expression　plasmids．　The　chimerical　plasmids　were　co－transfected　in　Vero　cells

　　　together　with　pMp－KO－3－HN　as　the　HN　expression　plasmid　and　the　degree　of　cell　fusion　extent：　十　十　means　extensive

　　　cell　fusion　larger　than　the　cell　fusion　observed　in　the　wells　transfected　with　pMp－KO－3－F　and　HN　plasmid．　十　means

　　　similar　to　the　cell　fusion　as　observed　in　the　wells　transfected　with　pMp－KO－3－F　and　HN　plasmid．

ことから耳鼻科的にも小児科的にも重要な疾患であ

る。小児の片側性突発性難聴の原因としてムンプスが

知られており、突発性難聴の約5－6％程度に流行性耳

下腺炎が関与するといわれている。難聴の多くは片側

性で耳下腺炎が軽快後に気づく例が多く、稀ではある

が耳下腺炎の症状を認めず、血清学的にムンプス感染

が証明されるムンプス難聴もみられる。ムンプス難聴

は内耳からウイルスが分離された報告もあることか

らウイルスの直接浸潤と考えられる13）。今まで、難聴

例からのウイルス学的な検索は行われていない。その

要因として難聴と診断されたときには既に急性期を

過ぎておりウイルス分離が出来ないことがあげられ

る。3人家族全員がムンプス感染により突発性難聴を

来した症例からウイルスを分離することができた。今

回の症例においてもムンプス発症から難聴を呈する

までに時間の経過があり、患児からのウイルス分離は

陰性であった。患児発症後に父親がムンプスに罹患

し、父親も難聴をきたした。家族全員が罹患し難聴を

認めたことから、ウイルス学的な検討を行った。患児、

母親、父親のEIAでのムンプスIgM抗体価は陽性で、

父親の咽頭ぬぐい液からムンプスウイルスが分離さ

れ、この93－OK株の性状を解析した。

　ムンプスウイルスはparamyxovirusに属し、　Vero細

胞に特徴的なCPEを示すことが知られており、巨細

胞形成が特徴的で感染細胞の細胞融合により生じる。

ムンプスウイルス粒子表面にはHN、　Fの2糖類の糖

蛋白が存在し、表面にスパイク状に並んでいる。HN

蛋白はウイルス感染の初期に働き、細胞表面のウイル

スreceptorと結合することでHN蛋白の立体構造に

変化をきたし、隣接するF蛋白の構造が変化すること

でFl蛋白のN末端に存在する細胞融合活性部位を

細胞の脂質二重膜に結合させ、ウイルスと細胞膜融合

がおこる14）。

　ウイルスの感染はこの細胞融合により拡大し、細胞

融合にはHNとF蛋白の共働作用が必要となってく

る14）。HN蛋白はその活性を発揮するには多量体形成

が必要とされている15・16）。又、ムンプスウイルスの合胞

体形成にはHN蛋白のNeuraminidase活性も影響し、

合胞体形成能を獲得した株はHN　181のアミノ酸変異

を伴っておりNeuraminidase活性が低い株が細胞融

合能が高いと報告されている17）。

　ムンプスウイルスの細胞融合能におけるF、HN蛋

白の共働作用を調べる目的で、93－OK株を含めた野生

分離株とワクチン株からF、HN蛋白発現プラスミド

を構築し細胞融合能の差に関連する遺伝子領域を特

定するためにT7　RNA　polymeraseによる発現実験を

行った。pMp－93－OKは他の蛋白発現プラスミドに比

較して大きな細胞融合能を示した。各F蛋白発現プラ

（7）
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スミドはpMp－KO－3－HNとco－transfectionする事で

細胞融合を示し、pMp－93－OK－FをF蛋白発現プラス

ミドとして使用したときに大きな細胞融合を認めた。

各HN発現プラスミドにおいてはpMp－KO－3－Fと

co－transfectionしたときの細胞融合能には明らかな差

は認められなかった。これらの結果より細胞融合能の

差はF蛋白に起因すると推定された。F蛋白のどの部

位が細胞融合能に影響を及ぼすかを知るために、F蛋

白発現プラスミドの塩基配列をpMp－KO－3－Fと比較

した。pMp－93－OK－Fは他の3種類のF蛋白発現プラ

スミドと比較してアミノ酸の変異は6箇所存在した。

その6箇所の中で細胞融合能の程度を規定するアミ

ノ酸を特定するために、制限酵素を用いてキメラプラ

スミドを構築した。pMp－80－1－F、　pMp－89－0－F、　pMp－

93－OK－Fの3種類のF蛋白発現プラスミドを用いて

構築したキメラプラスミドにおいて、細胞融合能を比

較検討し、pMp－OK／1」％d、　pMp－OK／1／0で大きな

細胞融合を認めた。これら2種類のキメラプラスミド

に共通しているアミノ酸は、330位のR、353位の1、

505位の1の3箇所存在した。353位の1、505位の1は

pMp－80－1－F、　pMp－1／OK　Pst　Iにも共通しているアミ

ノ酸であった。pMp－80－1－F、　pMp－1／OK　Pst　IはpMp－

KO3－F、　HNと比較し同程度の細胞融合を示したこと

から、330位のRが細胞融合能を決定する重要な働き

を担っていると考えられた。

　ムンプスウイルスにおいてF蛋白の機能domain

に関しての報告はないが、ムンプスウイルスと同属の

パラミキソウイルスの中で最もムンプスウイルスに

構造が近いとされている麻疹ウイルスにおいて、F蛋

白337～381位のcysteine－rich　regionがF、　Hの相互作

用に関連すると報告されている18）。ムンプスウイルス

の330位はcysteine－rich　regionの中に含まれるアミノ

酸部位であり、F，　HNの相互作用に関連する重要な領

域と考えられる。
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Different　cell　fusion　inducibility　of　wild－type　mumps　virus　strains
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　　　Aseptic　meningitis　and　deafness　are　known　as　serious　complications　in　mumps　virus　infection．　To　identify　the

characteristics　of　mumps　virus　isolated　from　the　patients　with　hearing　loss　after　mumps　infection，　we　constructed　fusion　（F）

and　hemagglutinin－neuraminidase　（HN）　protein　expression　plasmids．　We　examined　three　wild　strains：　93－OK　strain　was

obtained　from　a　patient　with　deafness，　89－O　from　a　patient　with　parotitis，　and　80－1　fi’om　a　patient　with　aseptic　meningitis．

For　the　control，　we　use　KO－3　Hoshino　vaccine　strain．　A　set　of　F　and　HN　protein　expression　plasmids　was　transfected　in

Vero　cells　under　the　control　of　T7　polymerase．　Extensive　cell　fusion　was　observed　when　Vero　cells　were　transfected　with　a

set　of　protein　expression　plasmids　constructed　from　pMp－93－OK．　There　was　no　significant　difference　in　cell　fusion

inducibility　among　HN　protein　expression　plasmids．　Extensive　cell　fusion　was　observed　when　pMp－93－OK－F　protein

expression　plasmid　was　co－transfected　with　pMp－KO－3－HN　as　an　HN　expression　partner．　We　suppose　the　extensive　cell

fusion　depended　upon　the　F　protein　expression　plasmid　（pMp－93－OK－F）．　By　comparing　the　sequence　results　of　pMp－93－

OK　from　the　other　strains，　we　constructed　chimerical　plasmids　and　investigated　their　fusion　inducibility．　lt　was　demostrated

that　Arg．　at　the　position　of　330　of　the　HN　protein　is　responsible　for　large　cell　fusion　inducibility　of　the　93－OK　strain．

〈Key　words＞　Mumps　virus，　Fusion　protein，　Deafness，　Cell　fusion，　Vero　cell．
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