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緒緒  言言  

 
エンベロープウイルスの感染において、ウイルスの膜融合タンパク質がウイルス膜と細胞膜の融合を仲介し、ウイル

スゲノムを宿主細胞質内に送り込む［1］。クライオ電子顕微鏡（cryoEM）を用いた研究により、ウイルス膜融合タン

パク質の詳細な構造が明らかになっている。新型コロナウイルスの出現以来、コロナウイルスの膜融合タンパク質であ

るスパイクタンパク質（Spike）は、特にその膜融合前、膜融合後、およびレセプター結合段階において盛んに解析さ

れている［2～5］。これまで解析不可能であったSpikeのストーク領域も、分子動力学（MD）シミュレーションとcryoEM
トモグラフィーを用いて解析された［6］。しかし、Spikeが膜融合を起こしている瞬間の中間体については、不安定な

構造を形成しているため解析が難しく、膜融合メカニズムは未だ解明されていない。レセプター結合後、Spikeの内部

にあるヘプタッドリピート（HR1/HR2）モチーフがウイルス膜と細胞膜を架橋し、続いてHR1/HR2 が折り返すこと

で膜が融合すると考えられている［7～9］。本研究では、Spike の中間体を検出するために、プロテアーゼ分解産物に

着目し、生化学的な方法で解析を行った。Spikeのプロテアーゼ解裂部位は、構造変化に伴って位置が変わることが知

られているが、プロテアーゼがSpike表面の微妙な違いを認識して切断する性質を逆に利用して、Spikeの構造の推定

を行った。プロテアーゼ分解産物をウェスタンブロット法で検出し、バンドサイズの変化から中間体構造を推定した。

最後に中間体について、一般的なモデルである「ホモ三量体プレヘアピン」に代わり得る、「非対称未集合モデル」を

提案する。 
 

方方  法法  

 
11．．ウウイイルルスス、、細細胞胞、、レレセセププタターー、、HHRR22ペペププチチドド、、抗抗体体  
マウスのコロナウイルスであるmouse hepatitis virus 2（MHV-2）は非解裂のSpikeを持つが、受容体結合の後に

何らかのプロテアーゼに切断されなければ構造変化は途中で止まったままであるため、中間体の解析に適している。実

験に使用した MHV-2 は DBT 細胞に感染させ、21 時間後に回収し、－80℃で保存した。可溶性 MHV レセプター

（soluble CEACAM1a）は、組換えバキュロウイルスを用いて作製し、6×His タグ精製した。HR2 ペプチドは BJ. 
Bosch（ユトレヒト大学）から提供された。抗MHV Spike抗体（MAb10G）はSG Siddell（ブリストール大学）から

提供された。 
 

22．．SSppiikkeeのの構構造造変変化化のの誘誘導導  
レセプターとプロテアーゼによるSpikeの二段階の構造変化を in vitroで誘導した。第一段階目の構造変化を誘導す

るために、10μl のMHV-2溶液（10６ PFU/10μl）を1.1μlの可溶性レセプター（10μM）と混合し、37℃で30 分

間インキュベートした。第二段階目の構造変化を誘導するために、1.2μlのトリプシン（100μg/ml；T8802、Sigma）
を加え、次いで37℃で30分間インキュベートした。Spike中のコア構造形成を検出するために、上記の混合物を氷上

で 10 分間冷やし、1.4μl のプロテイナーゼK（1 mg/ml；166-21051、Wako）を添加し、その後氷上で 30 分間静置

した。サンプルバッファー（30％グリセロール、250 mM Tris（pH 6.8）、2.5％SDS、少量のブロモフェノールブルー、
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100 mM DTT、および1 mM Pefabloc SC（11429868001、Roche）3.4μlを反応液に加え100℃で10分間煮沸した。

SDS-PAGE（e-PAGEL、ATTO）を行い、PVDF膜（Immun-Blot、Bio-Rad）に転写し、ImmunoBlock（CTKN001、
DS Pharma Biomedical）に30分間浸した。ウェスタンブロット法には、上記抗S2抗体とペルオキシダーゼ標識抗マ

ウス抗体（32430、ThermoFisher Scientific）を用いた。化学発光キット（34095、ThermoFisher Scientific）と    

LAS-3000 装置（Fuji film）を用いてバンドを可視化した。スパイクの脱糖鎖には、Protein deglycosylation mixⅡ
（P6044S、NEB、UK）を用いた。ウェスタンブロットを検出するために、サンプルバッファー添加後にボイルしな

いでSDS-PAGEに用いたが、PVDF膜に転写した後にストリッピングバッファー（46430、ThermoFisher Scientific）
に室温で10分間浸し、PVDF膜上でSpikeを変性させ、ウェスタンブロット法に用いた。 

 
結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．SSppiikkeeのの構構造造変変化化誘誘導導  
180 kDaのSpike（図1A、レーン1）を、レセプター非存在下でトリプシン処理すると90 kDa（レーン2）になる

が、レセプター存在下では、2つの異なるS2断片（67 kDaと69 kDa）が出現した（レーン4）。続いてプロテイナー

ゼK で処理すると、レセプターとトリプシンの両方で処理したサンプルでは、53 kDa（レーン 8）のバンド（最終的

な構造6-ヘリックスバンドル（6HB）を形成していると考えられる）が出現した。興味深いことに、レセプター結合後

の180 kDaのSpike（レーン3）は、プロテイナーゼKで処理すると46 kDa（レーン7）が作られた。これはレセプ

ター結合後の中間体にコア構造が形成されていることを意味する。 
 

22．．SSppiikkeeのの中中ののココアア構構造造  
脱糖鎖後のSpike分解産物のサイズから（図1B）、受容体結合後に出現するプロテイナーゼK耐性46 kDaはHR1

モチーフを含まないが、トリプシン処理後に出現するプロテイナーゼK耐性53 kDaは含むと推定された（図1C）。こ

のことは、受容体結合ステップの後にはHR1 モチーフがまだ中央に集合していないことを示唆している。しかし、ト

リプシン処理後にはHR1モチーフが集合し、プロテイナーゼK切断部位はHR1のN末端側に移ると考えられる。プ

ロテイナーゼK切断部位は、Spikeの既知の構造（protein data bank：6VSJ）をもとに、らせん構造や埋もれたドメ

インは切断不可能であることを前提に推定された。 

 
 

図1．Spikeへの構造変化誘導とプロテイネースK耐性コアの構成要素の解析 
A） レセプターとトリプシンによる Spike の構造変化をウェスタンブロット法で検出した。図中の赤のア

スタリスクはレセプターに誘導された構造変化産物、青いアスタリクスはレセプターの後にトリプシ

ンで誘導された構造変化産物を示す。 
B） 構造変化産物の糖鎖を取り除いた分子サイズを調べた。 
C） ウェスタンブロット法で得られる Spike のプロテアーゼ分解産物のサイズを、アミノ酸配列から推定

される理論上のサイズと比較した。 
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33．．閉閉じじたた構構造造とと開開いいたた構構造造  
レセプター結合後のSpikeは、トリプシン処理により69 kDaになるが（図2、レーン9）、飽和濃度のHR2ペプチ

ド（HR1と反応して構造変化を阻止するHR2モチーフと同じ配列をもつペプチド）存在下では、その半分が67 kDa
に移動した（レーン16）。HR2ペプチドによりトリプシン切断部位が変化したと考えられるが、これはレセプター結合

の後に、閉じたHR1/HR2と開いたHR1/HR2が存在することを示唆している。この2つのバンドのパターンは、HR1
が外来性の HR2 ペプチドではなく、Spike 内部の HR2 モチーフに結合した場合でも同じであると考えられることか

ら（レーン 1）、Spike のレセプター結合段階では、閉じた HR1/HR2 と開いた HR1/HR2 が共存し、それらの未集合

モチーフが三量体を形成していると推定された。 
 

 
 

図2．HR2ペプチドによるSpikeの構造変化中間体の解析 
レセプター結合後のウイルスに、様々な濃度のHR2ペプチドを加え、Spike
のプロテアーゼ分解産物のサイズの変化を調べた。図中の赤のアスタリスク

はレセプターに誘導された構造変化産物、青いアスタリクスはレセプターの

後にトリプシンで誘導された構造変化産物を示す。 
 

44．．HHRR11//HHRR22モモチチーーフフのの閉閉鎖鎖とと集集合合  
もし中間体が既知の「ホモ三量体プレヘアピン」を形成するのであれば、ストーク領域が立体障害を超えて構造変化

を可能にするためには、非常に柔軟な構造をもっていなければならない。しかし我々の結果は、プロテイナーゼK耐性

の46 kDaのバンドが示すように、ストーク領域は中間状態において安定で硬い構造をとることを示している。さらに、

図3の結果は、トリプシン処理後にHR2ペプチドが反応しなくなるタイミングと安定な三量体が形成するタイミング

が同期していることを示しており、HR1/HR2モチーフの閉鎖と集合は同時に起こっていることを示唆している。少な

くともこの研究では、典型的なホモ三量体プレヘアピンを形成している証拠は観察されなかった。 
 

55．．非非対対称称未未集集合合三三量量体体モモデデルル  
我々の構造変化モデルでは、レセプター結合後の中間体は閉じたHR1/HR2と開いたHR1/HR2を含んでおり、これ

らのモチーフは三量体の中心に集合していない。おそらく、レセプター結合の段階で、非対称な未集合のS2 三量体が

生じ、ホモ三量体の回転対称性が崩れ、その後トリプシンなどのプロテアーゼが引き金となって、内部のバネ仕掛けが

解放され、3つのHR1/HR2モチーフが集合し、続いて6ヘリックスバンドル（6HB）構造が形成されると考えられる

（図4）。この研究は、ウイルス学分野でよく知られた膜融合モデルである 「ホモ三量体プレヘアピン」［1，10］に代

わる「非対称未集合三量体モデル」を提案するものである。 
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図3．Spikeの構造変化に伴うそれぞれのHR1/HR2の閉鎖と集合 

Spikeの動作を2つの要素、それぞれのHR1/HR2の開閉（i）と3つのHR1の集合(ii)、に分けて解析

した。さらにそれらの6HBの形成(iii)も確認した。 
i） HR1/HR2 モチーフの開閉を HR2 ペプチドの反応によって変化するプロテイネース K 耐性バン

ドのサイズの違い（43か53 kDaか）で調べた。 
ii） 3つのHR1/HR2モチーフが集合しているか否かを85℃でそれぞれが乖離するか否か（69 kDaか

三量体サイズか）で調べた。 
iii） Spikeが中間体構造をとるか6HB構造をとっているかを、プロテイネースK耐性バンドのサイズ

（46か53 kDaか）で調べた。図中の赤のアスタリスクはレセプターに誘導された構造変化産物、 

青いアスタリクスはレセプターの後にトリプシンで誘導された構造変化産物を示す。 
 
 

 

 
図4．非対称未集合三量体モデル 

本実験の結果から推定した、コロナウイルスが膜融合を起こす時のSpikeの構造変化。 
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