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要 約

C型肝炎ウイルス (HCV)非構造蛋白質 NS5A蛋

白は二本鎖 RNA依存プロテインキナーゼ (PKR)

との相互作用を介してインターフィロン(IFN)の抗

ウイルス活性を阻害すると報告されているが， PKR 

以外の分子の関1子も示唆されている O 本研究では，

NS5Aが IFN抗ウイルス活性の重要な

つの2'， 5'-オリゴアデニル酸合成酵素 (2-5AS) との

相互作用を介して， IFN抗ウイルス活性を阻害する

可能性奇検討した。 NS5Aと2-5ASを培養細胞内で

共発現させると両者は結合し，その結合には IFN感

受性決定領域 CISDR)や PKR結合領域を含まない

NS5Aアミノ末端領域 (aa1 -148)が必須であった。

また， NS5A( 1 -148)の 37位アミノ酸 Pheを Leuに

置換 (F37L)すると全長 2-5ASとの結合が増強し，

F37Nでは減弱した。 2-5ASでは中央部の 2ヶ

所 (aa52ψ104，184-275)が NS5Aとの結合に必須で

あった。種々の NS5Aを構成的に発現する培整細胞

株を用いた実験系において，全長 NS5AとNS5A(1明

148)は間程度に脳心筋炎ウイルスに対する IFNの抗

ウイルス活性長阻害したが， NS5A( 1ω148)F37Nで

はこの間寄効果は減少した。以上の成繍より， NS5A 

が 2-5ASとの相互作用を介して， ISDR非依存性.P 

KR非依存性に IFNの抗ウイルス活性を問害する可

能性が示唆された。

緒 雷

C型肝炎ウイルス (HCV) はフラビウイルス科に

属するプラス鎖一本鎖 RNAウイルスで，高率に持続

感染を組こし，慢性肝炎・肝硬変・肝細胞癌の主たる

要因となっている C型慢性肝炎は，インタ…ブエ

ロン(IFN)単独或いはリパピリンとの併用で治療さ

れるが，その長期有功率は 50%以下である 9600

塩幕からなる HCVゲノムの塩基配列は多様性を示し，

それに基づいて HCVは6種類の遺伝子型と 100種類

ものサブタイプに分類されるけ)0 HCVゲノムは約

3000アミノ酸からなるポリプロテインをコードして

おり，宿主細胞のシグナルベプチターゼと HCV回有

のプロテアーゼによるプロセシングを受け， 10種穎

の成熟ウイルス蛋白質が生じる(4)。

NS5Aはそのカルボキシル末端近傍に核移行シグナ

ルを持つが，全長 NS5Aは細胞質陶の核膜周辺部

在する (5.6. 7)。また， リン酸化程度の異なる 2種類の

形態 (p56とp58) を持ち， リン酸化部位の変異は

HCVゲノムの複製に影響を及ぼすことも示唆されて

いる (4.6.8.9)0 NS5Aの中央部 (aa237ι276) は IFN

感受性決定領域(ISDR) と呼ばれ，サブタイプ 1b 

では ISDRの変異数と IFN治療効果との相関が指摘

Key word: C型肝炎ウイルス，非構造選白質 NS5A，2' ，5' -オリゴアデニノレ酸合成酵紫，インタ…フエロン，抗ウ

イルス活性阻害
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されているさ らに NS5Aは， ISDRとそのカル

ボキシル末端側 26aaを加えた領域 (aa237-302) を

介して二本鎖 RNA依存プロテインキナーゼ (PKR)

と結合してその機能を阻害すること(]1.12) また培養細

胞において脳心筋炎ウイルス(EMCV) に対する

IFNの抗ウイルス活性を阻害することが報告されて

いるはこれに対して NS5Aによる PKR非依存性

のIFNの抗ウイルス活性の阻害の報告もなされてい

る04，15)。

本研究では， IFN抗ウイルス活性の重要な実行分

の一つである2'，5'‘オリゴアデニル酸合成酵

(2-5AS) とNS5Aとの相互作用を哨乳類培養細胞系

により調べた。両者の種々の欠失変異体を発現するプ

ラスミド告作製し細胞内での両蛋白の結合の有無を調

べ，その結合に必須な領域を決定した O さらに，

2-5ASと結合するが PKR結合領域を欠損する NS5A

( 1削 148)を構成的に発現する培養細胞株を樹:立し，脳

心筋炎ウイルス(日MCV)或いは水瓶性口内炎ウイ

ルス (VSV)をチャレンジウイルスとしてウイルス

レスキューアッゼイを行い， NS5Aによる ISDR非

依存性の IFN抗ウイルス活性阻害を明らかにした。

(1) プラスミド構築

(a) NS5A 

方法

FLAG エピトープを pcDNA3.l(ー)jMyc-His

内羽 N配相暗崎臨時q開明;0'

NSSA-I S'-TATAIl.dAIIl:M'CCOOほQ;l'OOCTAAAO愉3・

NS5A-1(跡R S'-TATAQAAI:区;cv.COCCCTOOAIil'AOTT-3司

NS5A-I4IふR S'-TATAQAぶrn;<了fATTCOOOOOCCOOOAC-3・

N錨A-F3丸 事・仇ATTOCCOOOAOTCCCTTTCUgTCATOCCAACOCOOOTACAAOO-3・

NSSA則的'7L-R S' -CCTTOTACCCOCσrrOOCATOA .. 幽OAAAOOOACTCCCOOCA正rr・3'

NS車ん附7N・-AATTOCCOOGAOTCCCTTTC醐 cTCATOCCAACOCOOOTACAAOO-3・

NS旦A-F37N-R ・-CCTTOTACCCOCOTTOOCIil'OAattOAAAOOOACTCCCOOCAA1iグ

NS5A-F3活 5・-AATTOCCOOOAOTCCCTTTC蹴 TCIil'OCCAACOCOOOTACAAOO-3'

N路，A-防除R ・-CCTTOTAαCOCω'TOOCATOA，伊OAAA邸調日，ACT∞COOCAATT-3・

2-5AS・・-TATA~正rOOAOCACOOACCCAOO-3・

2-5AS-S担 5'-TATA~CC吃AσTOAOOσrCTCC

2-!I鮎AS~品ルR 5':司，TA:刈:rAOO瓜広邸広CTACACCACCげロOAGAC-3'

. 2-5A5-1帥0‘ι炉R 5':司TATAOO正Eεc;c芳fACTT可TA、A:ITTCCTTGA:配灯:r一'-3'
2-呈AS・I44-R S' -TATA~訴訟制;;{;CTACTOATOCAGATOOOO-3・

2-SAS-1制 S'.TATA~ATOOCOAOTTCTCTACC-3・

Z-SAS-235-R S'-TATAOOAI.Q;;CTACTCTAOOOCOTACT0-3・

2・SAS-n5-R S' -TATAOOぷIl;;{;CTATσTCCAσTAQATTCO-3・

図 1:本研究で使用したプライマー。

a制限酵素認識サイトを下線で示す。停止コ

ドンに相補的な配列を太字で，

部位告と小文字で示す。

(8 ) 

CIn vi trogen)に導入して pcDNA側FLAGベクターを

作製した。日CV-1bJk株(6，7)の全長 NS5Aを

pcDNA-FLAGベクタ…にサブクロ…ニングして

pcDNA句 FLAG-NS5A-F(関 2)を作製した。 FLAG

エピト…プと NS5Aのアミノ末端 232残基を含む

0.7占bのNhelフラグメント長 pcDNA3.1(-)jMyc側His

に挿入してpcDNA-FLAG-NS5A(1-232) (図 2)は，種々

のプライマー(図1)奇用いたPCR産物をpcDNAωFLAG

ベクターに挿入して作製した。買に QuickChange

Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene)とプライ

マー(図 1)により pcDNA-FLAG-NS5A(1-148)に

変異 (F37L，F37N及び F37S) を導入した O

FLAG-NS5A-F， FLAG同NS5AC1伊148)或いは FLAG-

NS5AC1-148)F37Nを pCAGGSベクタ…(問)に挿入し

て各々pCAGGSωFLAG-NS5A-F，pCAGGS-NS5A(1削

148)或いは pCAGGS嶋NS5A(1-148)F37Nを作製し，

後述の構成的発現細胞株の樹立に使用した。
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図 2:全長及び欠失変異体 NS5Aと仏5AS。
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コンストラクトの下の数字はアミノ酸の番号

を示す。結合実験の結果を右側に示す。 (a)NS5

A: FLAGエピトープをアミノ末端に融合した。

(b) 2-5AS:GST或いは HAエピトープをアミ

ノ末端に融合した。

(b) 2-5AS 

全長のマウス 2-5AS(DDBJ accession nO. X04958) 

を HAエピト…プにインフレームで結合させて pSG5

発現ベクター CStratageneCloning Systems)に挿

入して pSG僻HA-2-5AS-Fを作製した o pGEX-4T-1 

CPharmacia Biotech， Sweden)のグルタチオン$ト

ランスフエラーゼ (GST) を pBlueScript II SK 



(Stratagene)のSmαIサイトに挿入して pBS-GST

Bαmを作製した。全長の 2-5ASをpBS-GSTBαmの

BamHIサイトに挿入して pBふGST-2-5AS-F(図 2) 

を作製し，その他の GST融合 2-5AS欠失変異体(図

2 )は，プライマー(図 1)を用いた PC日産物を

pBふGSTBαmのBαmHIサイトに挿入して作製し

(2) ウエスタンプロッティング

サンプノレを 50mMTris-HCl (pH6β)， 100mM 

dithiothreitol， 2 %SDS， 0.1% bromophenol blue 

及び 10% glycerolから成る溶液にで溶解し，

12%SDSポリアクリ lレアミドゲルで電気泳動後 (SDら

PAG日)に， PVDF (polyvinylidene difluoride filter) 

(Bio蜘Rad)に転写し，マウス抗 FLAGモノクロ…ナ

ル抗体 (F-3165，Sigma)により検出した。バンドシ

グナルの強度は NIHimage1.62 softwareにより

出した。

(3) GSTプルダウン

GST融合 2-5AS及び FLAG融合 NS5AをHeLa

細胞に一過性発現させ， NETNノイッファーC150mM

NθCl， 1 mM EDT A， 10mM Tris-HCl [pH7.4J ， 

0.5%NP40) により細胞を融解し，細胞抽出液を

14，000回転/分で 5分間違心後の上清を 20μ!のグル

タチオン結合セファロ…ズビーズ (Amersham

Pharmacia)と40Cで90分間口…テーターにより混

合した。ビーズは N日TNノt、ツブァーにより 5

し，ウエスタンボロッティングにより解析した。

(4) 免疫沈降

HA融合 2-5AS及び FLAG融合 NS5AをHeLa細

胞にー渦性発現させ， N日TNノfッファーにより細胞

を融解し，遠心後の上清を 0.5μgのHA免疫ウサギ

抗血清 (Y-ll，Santa Cruz Biotech.)或いはコント

ロールとして非免疫ウサギ IgG抗体と 40Cで3時間

ローテ…ターにより混合した。混合液は更に 10μlの

protein G結合セフアローズビーズ (Amersham

Pharmacia) と混合した後， NETNノイッブァーによ

り6凹洗浄し，ウエスタンプロッティングにより解析

した。

(5) 一過性発現及び構成的発現細胞株の樹立

一過性発現では HeLa細胞に T7RNA polymerase 

を発現する組み換えワクシニアウイルスを l時間感染

させ， リポウェクチン (LifeTechnologies inc.)に

より発現プラスミドをトランスフぶクションした。細

胞は 12-16時間後lこ上記の結合実験に使用した。構成

( 9 ) 

9 

的発現細胞株の樹立には L929細胞に FuGene6

CRoche) により選択プラスミドとして pSV2neoを

NS5A発現プラスミドとトランスブェクションした0

G418 (1 mg/dl)存者E下で 2--3週培養し，コロニ

をクローニングした。

(6) ウイノレスレスキューアッセイ

NS5A或いは NS5A(1 -148)を構成的に発現

する L929細胞株或いは非発現対照、 L929細胞株を 2

クローンずつ使用した o L929細胞株を 2X 105 

cells/wellで 6wellプレートに蒔いて 24時間培養し

た。細胞を1， 5或いはおU/mlの組み換え型マウ

スIFN-αA(PBL Biomed. Lab.)で処盟後，更に

24時間培養した O 細胞に 50--60plaqueωforming

units (PFU) /wellの脳心筋炎ウイルス CEMCV;DK-

27株)Cl7) 或いは水抱性口内炎ウイルス (VSV;New

Jersey株)川を接種して更に 2日間培養した。プレー

トをクリスタルバイオレットにで染色しプラーク数を

カウントして，各クローン毎に IFN処理群と非処理

群を比較した。

事官 果

(1) 培養細胞内での NS5Aと2-5ASの結合の証明お

よび最小結合傾域のマッピング:

FLAG融合 NS5A及び HA融合 2-5ASをHeLa細

胞で発現させ，エタノール固定後にマウス抗 FLAG

モノクロ…ナル抗体及び、 HA免疫ウサギ抗血清によ

り免疫染色を行った。共焦点レーザー顕微鏡 (MRC吋

1024; Bio-Rad) により解析したところ， NS5Aと

2-5ASともに細胞質に局在し，核膜周辺部において

両者の局在は一致した (datanot shown)。

HeLa細胞で発現させた細胞抽出液を用いた結合実

験の結果を図 3と図 4に示す。まず， GSTプルダウ

ン法(図 3)により，全長 NS5A，NS5AC1同232)及

びNS5AC1-148)は GST“2-5AS-Fと るが(レ

ン2，4及び 6)，対照 GSTとは結合しない(レーン

1， 3， 5及び 7)ことがわかった。また， NS5AC1同

109)はGST-2-5AS-Fと結合しなかった(レ…ン 8)。

なお， NS5A(1-232)及び NS5A(l帥148)とGST-2-5AS-

Fとの結合は，全長 NS5Aの場合より強かった。さ

らに免疫沈降法(図 4)により， NS5Aと2占ASの

両者を共発現させ， HA抗体により 2-5ASを沈降し

た場合のみ(レーン 9)，NS5A(l-148)と2-5ASの共

沈が特異的に認められた。以上の成績より， NS5Aが

2-5ASと結合すること，およぼその結合

なNS5Aの最小領域は (aal-148)であることが明ら



AS(184網 235)は全く結合しなかった(レ…ン 6)。な

お，対照 GST と NS5A (1側 148) との結合~j:全く認めら

れず， この反応における結合の特異性が確認された

(レーン 1)。以上の成績より， 2-ASの中央部の 2ヶ

朝膳 所 Caa52-104，184同 275)が NS5Aとの結合に必要で

あることが分かった。

我々のこれまでの臨床検体の検討から， NS5Aの

37位のアミノ酸残基 Pheから Leuへの変異 CF37L)

により，血清日CVRNA量が高くなる可能性が考え

られる Cdatanot shown) 0 そこで NS5A(1-148)に

幾つかの点変異 (F37L，F37N， F37S)を導入し，

2-5ASとの結合lこ対する影響を GSTプルダウン法

により解析した。図 6に示すように，全長 2-5ASと

の結合は，野生型 (WT) と比較して， F37Lでは 2

倍に増強し，逆に F37Nでは 1/3に減弱した。
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NS5A Full 1町，232 1柵 148 1-109 
-・・圃圃・・・・ ・・醐醐醐圃陶圃圃・ a聞削剛・・・・圃幽 剣闘圃削嗣圃削圃・・

555包55555525 

Pull 
down 縄削除

繍欄勝

機勝 網開帳

Input 機事棒 鋼勝

12345678  
18:α四 FしAG

図 3: NS5Aの 2-5AS結合領域の決定。

HeLa細 胞で コン トロ ール GST或いは

GST-2-5ASと共発現させた FLAGタグを融合

した全長 NS5A(レーン 1-2)或いは NS5A欠失

変異体(レーン 3-8)の細胞抽出液を GSTプル

ダウン後に(pulldown :上段)或いは非処理で

(input:下段)， 抗 FLAGモノクロ…ナノレ抗体

にでウエスタンブロットした。

かになった。

次に，この NS5A(1削 148)との に必要な 2占AS

の最小領域を GSTプルダウン法により決定した。図

5に示すように， 2-5AS-F， 2与AS(1-104)，2-5ASC52-

144)， 2-5AS(1-195)及び仏5AS(184-275)はNS5A(1-

148)と結合したが(レーン 3-5，7-8)， 2-5ASC1日60)で

はNS5A(1-148)との結合は減弱し(レーン 2)， 2-5 

NS5A幽 148 2・5AS NS5A働 148
alone alone +2・5AS

lPJ/〆ぷ/;FJdjip
機?輸耕輔勝榊f

欄態 省機 叫咽

12  3 4 5 678  9 

18:α-FLAG 

図 4: NS5Aと2-5ASの免疫共沈。

FLAG削NS5A(1側148)単独(レーン 1-3)， 

日A-2-占5AS単独(レ一ン 4ι司6ω)及び問者(レ一

ン4ι-6的)を HeI一Aム

を非処埋 CInput: i総総量の 5%:レ一ン 1，4 

及び 6)，非免疫ウサギ IgG抗体 (α-cont: 

レーン 2，5及び 8)或いは HA免疫ウサギ抗

血清 (α-HA:レーン 3，6及び 9)にで免疫沈

降した。サンプルを抗 FLAGモノクローナル

抗体にでウエスタンプロッ卜した。矢印は

FLAG-NS5A(1-148) 

(2) NS5Aおよび NS5A(1-148)による IFN抗ウ

イノレス活性の阻害:

NS5A或いは NS5AC1-148)を構成的

るL929細胞株を複数株ずつ樹立し， EMCV或いは

VSVをチャレンジウイルスとしてウイルスレスキュ

アッセイを行った。

EMCV者チャレンジウイルスに用いた場合，非発

現対照細胞株では， IFN (5U/ml或いは 25U/ml)

処期によりプラーク数が IFN非処理の場合に比べて

各々30%と5%に減少し，用量依存d性に IFNの抗ウ

¥、1ノハU
寸
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/
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図 7: NS5Aによる EMCVに対する IFN抗ウイル

ス効果の阻害。

(a) 非発現対照細胞株，全長 NS5A或いは

NS5AC1-148) (b)非発現対照細胞株， NS5AC1-

148)WT或いは NS5AC1-148lF37Nの各構成的

発現株において IFN(5 U/ml:Filled columns， 

25U /ml:open columns)処理後のプラーク数

とIFN非処理のプラーク数との比率を示す。

(* : P<0.05 :非発現対照細胞株との比較。十:

P<O.Ol :非発現対照細胞株との比較。@: Pく

0.05 :非発現対照細胞株或いは NS5AC1-
148)WT発現株との比較。)

図 5: 2-5ASのNS5A結合領域の決定。

HeLa細胞で FLAG-NS5AC1-148)と共発現さ

せたコントロール GST単独(レーン 1)， 

GST融合 2-5AS欠失変異体(レーン 2-7)及

び GST-2-5AS (レーン 8)の細胞抽出液を

GSTプルダウン後に (pulldown:上段)或い

は非処理でCinput:下段)，抗FLAGモノクロー

ナル抗体にてウエスタンブロッ卜した。

ルス効果は有意に阻害され， 25U/ml処理による抗ウ

イルス効果が非発現対照細胞株の 5U/ml処理の場合

とほぼ同程度であった。これらの結果より，全長

NS5Aおよび NS5AC1-148)により， IFN抗ウイルス

効果は約 1/5に減弱したと考えられた。一方， 2-5AS 

との結合が減弱している NS5AC1-148)F37N発現細

胞では， IFN抗ウイルス活性の阻害は，野生型 NS5A

C1-148)発現細胞より有意に弱かった(図 7b)。

VSVをチャレンジウイルスに用いた場合，対照細

胞株では IFN(1 U/ml)処理によりプラーク数が

IFN非処理の場合に比べて 30%に減少した(図 8)。

一方，全長 NS5A発現細胞株や NS5AC1-148)発現細

胞株においても，対照細胞株の場合と同程度あるいは

より強い IFN抗ウイルス効果が観察され， EMCVを

用いた場合にみられた有意な IFN抗ウイルス活性の

回害は認められなかった。

25 
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図 6: NS5Aの37位のアミノ酸変異に伴う 2-5ASと

の結合への影響。

GST -2-5AS-Fと共発現させ GSTプルダウン

を行い，非処理の細胞抽出液とのウエスタン

ブロット上のバンドシグナル強度の比を，

回の実験より平均値及び標準偏差を算出した。

3 

( 11 ) 

(* : P<0.01:F37L発現株との比較。)

イ/レス効果が観察された(図 7a)。全長 NS5A発現

細胞および NS5AC1-148)発現細胞では， IFN抗ウイ
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図 8: NS5Aによる VSVに るIFN抗ウイルス

非発現対照細胞株，全長 NS5A或いは NS5A

c1同148)の各構成的発現株において IFN(1 Uj 

ml)処理後のプラーク数と IFN非処理のプラー

ク数との比率を示す。(* : PくO川:

NS5A発現株との比較。 t: P<O.05 :非発現

対照細胞株との比較。)

考繋

現在， HCV議白の中では， NS5AとE2の2つが，

IFN抗ウイルス活性を阻害する可能性が報告されて

いる([j.ll.!2.!3，l8.1九また，臨床的な研究から， NS5Aの

ISDR (aa237-302)のアミノ酸変異と IFNi台蝶効果

との関連が指摘されている。培養細胞系を用いた研究

により， NS5Aが IFN抗ウイルス活性を阻害するこ

とを，我々も含めていくつかの研究グループが観察し

ている (6，13)。貨に， NS5Aが ISDRを含む PKR結合

領域 (aa237即 302)を介して PKRと結合し，その活

性を阻害することが報告されている(川)。しかし，

NS5Aによる IFN抗ウイルス活性の阻害は， PKR 

性阻害のみでは説明し得ず， PKR非依存性・ ISDR

非依存性の IFN抗ウイルス

ている

本研究では， IFN抗ウイルス

もなされ

な

子の一つである 2-5ASとNS5Aとの相互作用を，培

養細胞系を用いた 2 より証明した。この

の結合には NS5Aのアミノ末端 (aal側 148) と

2-5ASの中央部 2カ所 (aa52-104，184-275)が必須

であった。ル5AS側の中央部 2カ所の結合責任領域

のうち， Caa52-104)はATP結合モチーフ CP-loop)

Caa62側 68) Caa184附 275)はリジンとアノレニド

ンの含有率の高い dsRNA結合領域 CKRrich

region) Caa194ω226)を企んでいる (2])が， P闘loopや

KR rich regionはその変異により 2-5ASの酵素活

ることが報告されているこれら

ら， 2-5ASとNS5Aとの結合により， 2-5AS活性が

される可能性が考えられる。また NS5A

CF37L， F37N， F37S)により， 2-5ASとの結合の

限度が変化した。即ち， F37Lにより 2-5ASと

は増強し援に F37Nにより減弱した。 F37Lは血清

HCV RNA高力価と相関するという我々の観察と併

せて， NS5Aの F37L変異は 2-5ASとの結合壱増強

してその抗ウイルス活性を阻害し，日CV複製を増強

する可能性が示唆された。一方， F37N 

来の HCV株では全く観察されていないが，その理由

として， により 2-5ASとの結合が減弱してそ

の抗ウイルス活性を有効に阻害することができないた

め，ウイルス増殖の維持が困難であるからではないか

と思われるO 実際に， NS5AC1-148)F37Nによる IFN

抗ウイルス活性の阻害は，野生型 NS5AC1-148)より

有意に弱いことが実験的に示された(図 7b)。

NS5A側の乙5ASに対する結合責任傾域の (aa

1-148)については，アミノ末端の 30残基はメンプラ

ンアンカードメインとして NS5Aの細胞質へ

を決定していると考えられる (7.22.23)。我々が決定した

アミノ末端 Caa1-148)

際の細胞内で成熟ウイルス

る約 19kDa

として存在するかに

ついては議論の余地を残しているが，培養細胞内でア

ポ卜…シス刺激により約 19kDaの開裂産物が認めら

れ(お)， HCVコア蛋白の共発現が全長 NS5Aの開裂を

促進するという報告があるが似 これらの観察は NS

5AC1-148)のウイルス学的意義を考える上で興味深い。

日MCVの増殖は PKRと2-5ASjRNaseL経路の

両方により問害されるが， VSV は PKRや Mx~長自

により阻害されるが 2-5ASjRNaseL経路では

されないと報告されている (2同ヘ我々は以前

NS5Aが IFNの EMCVに対する抗ウイノレス活性阻

害を示すものの VSVに対しでは殆ど抗ウイルス活性

を示さず， NS5Aによる PKR非依存性の IFN

抗ウイルス活性阻害の可能性を報告した (6)。本研究の

ウイルスレスキューアッセイでも， NS5Aは

( 12 ) 



日MCVに対する IFN抗ウイルス活性を有意に阻害す

るが， V8Vに対する IFN抗ウイルス活性は殆んど阻

しないことが確認された。一方， N85A(1削 148)発

現細胞では， V8Vに対する IFN抗ウイルス活性はよ

り増強おれることが示された。この開由として， N85 

A 0-148)発現細胞では 2-5A8jRNaseL経路が阻害

されるため， PKRを合む他の IFN作用実行分子が代

償的により強く活性化された可能性が考えられる。い

ずれにせよ， N85A(1-148)がI8DRや PKR結合領域

を含んでいない事を考癒すれば，本研究の成績は

N85Aがそのアミノ米端で 2-5A8と結合して酵素活

性を阻害することにより， I8DR非依存性 .PKR非

依存性に IFN抗ウイルス活性を阻害する可能性を強

く示唆するものである。
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Abstract 

The nonstructural protein 5A (NS5A) of hepatitis C virus has been reported to inhibit 

antiviral activity of interferon (IFN) by interacting with double-stranded RNA-dependent 

protein kinase (PKR). However， th possibility still remains that another molecule(s) is 

involved in the NS5A-mediated inhibition of IFN. In the present study we investigated 

possible interaction between NS5A and 2¥5'-oligoadenylate synthetase (2-5AS)， which is one of 

the key molecules in the IFN signaling pathways. Coexpression of both proteins in cultured 

cellls revealed that NS5A physically interacted with 2-5AS through an N-terminal portion of 

NS5A (amino acid [aaJ 1 to 148)， which does not harbor the IFN sensitivity-determining 

region (ISDR) or the PKR-binding region. On the other hand， two separate portions of 2-5AS 

(aa 52 to 104， and 184 to 275) were involved in the interaction with NS5A. Single point 

mutations at residue 37 of NS5A(1-148) affected the degree of the interaction with 2-5AS， 

with a Phe-to-Leu mutation (F37L) augmenting， and a Phe-to-Asn mutation (F37N) 

diminishing it. Virus rescue assay using cultured cells stably expressing various forms of 

NS5A demonstrated that full-1ength NS5A and NS5A(1-148) significantly counteracted 

antiviral activity of IFN against encephalomyocarditis virus. However， the counteracting 

effect of NS5A(1-148)F37N was significantly weaker compared with the full-length NS5A and 

NS5A(1-148). Taken together， our results suggest the possibility that NS5A counteracts IFN 

antiviral activity through the interaction with 2-5AS in an ISDR-independent， 

PKR-independent manner. 
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