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研究成果の概要（和文）：フラビウイルスのNS1タンパク質のTrans-complementationの系を確立し、ウイルス粒
子形成に関与すると考えられるI273H変異を同定した。この変異を持つウイルスはゲノムの複製は可能である
が、粒子形成が阻害されたことから、NS1はウイルス粒子形成に重要であることが明らかになった。また、精製
タンパク質解析から、この変異は膜結合性に関与していた。このI273変異を持つウイルスは感染性粒子を形成で
きないが、ApoEやErnsの発現でその機能が代償されたことから、フラビウイルス科に属するウイルスは同様の機
構の中で進化の過程でウイルス因子や宿主因子を使い分けるようになったと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Our previous studies have shown that the binding of ApoE or Erns to the 
membrane of viral particles is essential for the formation of infectious particles of hepatitis C 
virus (HCV) and pestiviruses. We have established a system of trans-complementation, and identified 
the I273H mutation. Although the virus carrying this mutation is capable of replicating the genome, 
infectious particle formation was inhibited, sugggesting that the NS1 protein is important for virus
 particle formation. Analysis of the purified NS1 protein with I273 mutation also revealed that this
 mutation is important for membrane binding. Viruses with this I273 mutation cannot form infectious 
viral particles, but the exogenous expression of ApoE and Erns compensated for their function. 
Considering these results, viruses belonging to the Flaviviridae family have a similar mechanism in 
particle formation. It is possible that viral proteins and host factors have come to be used in the 
process of evolution.

研究分野： ウイルス学

キーワード： フラビウイルス　進化　NS1

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、フラビウイルス内で維持される粒子産生機構に着目し、深く関与する因子を同定したところ、C型肝
炎ウイルスではアポリポタンパク質といった宿主因子を利用している一方で、フラビウイルスやぺスチウイルス
ではウイルスタンパク質であるNS1やErnsを利用していることが明らかになった。このことは進化の過程で宿主
因子およびウイルス因子を使い分けるようになったことが予想される。RNAウイルスの新たな進化パターンを明
らかにすることができ、この成果は学術的に非常に意義深いと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）フラビウイルス科ウイルスの粒子形成における分泌性糖タンパク質の意義の解明と進化
における役割に関する解析 
これまでに、HCV が肝臓特異的に進化してきた機構として、肝臓特異的な miRNA である miR-

122 及びアポリポ蛋白質がそれぞれゲノム複製と感染性粒子形成に重要な役割を果たしている
ことを明らかにしてきた（PLoS Pathog 2017)。さらに HCV の粒子形成におけるアポリポ蛋白
質の機能を NS1 や Ernsが代償しうるかを明らかにするために、アポリポ蛋白質欠損細胞で HCV
粒子の産生を検討したところ、デングウイルス等の様々なフラビウイルス由来の NS1 や、豚コ
レラウイルス等の様々なペスチウイルス由来の Erns の発現により、HCV 粒子の産生効率が回復
した。また、アポリポ蛋白質を発現しない HEK293T 細胞においては、アポリポ蛋白質の発現の
みならず、NS1 または Ernsの発現により感染性 HCV 粒子が産生された。また、Ernsを欠損する豚
コレラウイルスゲノムを導入した豚由来細胞では、ウイルスゲノムは複製するもののウイルス
粒子は産生されなかったが、アポリポ蛋白質の発現で感染性粒子の産生が回復した。この結果
より、ペスチウイルス粒子産生における Ernsの機能をアポリポ蛋白質が代償しうることも示唆
された。 
今回の検討によって、ヘパシウイルスおよびペスチウイルスの粒子産生においてアポリポ蛋

白質、Ernsおよび NS1 が同様の機能を持つことが示唆された。ヘパシウイルスはフラビウイル
スやペスチウイルスと異なり、分泌性ウイルス蛋白質を持たない。HCV がアポリポ蛋白質を高
発現する肝臓に強い指向性を持つことを考慮すると、進化の過程で分泌性ウイルス蛋白質が
不要になり欠失した可能性が高い（PLoS Pathog 2017）。 
NS1 や Ernsの機能を解析するために、様々な変異体を用いたスクリーニングが必要であると

考え、増殖性を保持したレポーターウイルスの作製を試みた。具体的には、NanoLuc ルシフェ
ラーゼを 2分割した、11アミノ酸からなる小型断片を挿入した様々なフラビウイルス科のウ
イルスを作製した。 
 11 アミノ酸を挿入した 4種のレポーターウイルスはそれぞれの感受性培養細胞で増殖し、

ルシフェラーゼ活性を示した。組換えペスチウイルスは培養細胞では親株と同等の増殖性を
示した。一方、組換え HCV、デングウイルス及び日本脳炎ウイルスは感染初期の増殖性は劣る
ものの、後期には親株と同等の増殖性を示した。また、挿入した遺伝子は培養細胞で継代し
ても安定に保持されていた。レポーターを搭載した組換えウイルスは、抗ウイルス薬の処理
により濃度依存的に増殖能が抑制され、ウイルス RNA コピー数とルシフェラーゼ活性は正の
相関を示した。レポーターを搭載した組換え JEV は、市販の薬剤ライブラリーを用いたスク
リーニングで、有効性が既に報告されている薬剤のみに感受性を示し、ルシフェラーゼ活性
の低下が観察された。本研究で作製した NanoLuc ルシフェラーゼの小型断片を搭載した組換
えフラビウイルスは、遺伝子的に安定で親株と同等の増殖性を示し、レポーターは高い感度
と特異性を示すことから、様々なスクリーニングに活用できることが明らかとなった（J 
Virol 2018）。 
 

（２）ペギウイルスの共生獲得機構の解明 
ペギウイルスはフラビウイルス科ウイルスに属するウイルスであるが、このウイルスのみウイ
ルスゲノム内にコアタンパク質をコードしない。九州大学との共同研究によってペギウイルス
陽性の臨床検体の収集を開始した。これまでに、肝臓移植後の患者ではペギウイルスの陽性率が
14.1%と、健常人の 1.9%に比べて有意に高いことが明らかになった。また、ペギウイルス陽性者
と非感染者の末梢血単核球を RNA-seq で解析したところ、感染者の末梢血単核球はインターフ
ェロン誘導遺伝子（Interferon stimulated gene: ISG)が誘導されていたことから、ペギウイル
スの不顕性の持続感染は、免疫応答に少なからず影響を与えている可能性が示唆された。また、
持続感染を可能にするために、何らかの機構で自然免疫応答を抑制していることも予想され、今
後詳細な解析を行う。ペギウイルスはコア蛋白質や膜結合分泌蛋白質を持たない最も小型なフ
ラビウイルス科ウイルスであり、病原性が全くない形で宿主と共生する。病原性の全くないペギ
ウイルスが自然免疫応答に関与していることは、その他の病原体の感染性を負に制御するとい
った感染享受をもたらす可能性がある。 
 
２．研究の目的 
（１）フラビウイルス科ウイルスの粒子形成における分泌性糖タンパク質の意義の解明と進化
における役割に関する解析 
フラビウイルス科には、C型肝炎ウイルス (HCV) を代表とするヘパシウイルス属、デングウイ

ルス、日本脳炎ウイルス等が分類されるフラビウイルス属、豚コレラウイルス等の獣医領域で重



要なウイルスが含まれるペスチウイルス属、そして、ヒトに不顕性感染しているペギウイルス属
があるが、その病原性、種特異性や臓器指向性は大きく異なる。申請者らは、肝臓特異的に発現
しているアポリポ蛋白質が HCV の感染性粒子の形成に重要であり、HCV の肝臓親和性の決定因子
の一つであることを明らかにした (PLoS Pathog 2014)。さらに、ヘパシウイルスとは異なり、
ペスチウイルスやフラビウイルスは Erns や NS1 という膜結合性の分泌蛋白質をゲノムにコード
していることから、これらのウイルス蛋白質はアポリポ蛋白質と共通した機能を有し、感染性粒
子の形成に関与するとの仮説を立てた。この仮説を証明することで、祖先ウイルスからヘパシウ
イルスへと進化する過程で、Ernsや NS1 の機能を代替できる宿主因子として、肝臓に豊富に発現
しているアポリポ蛋白質を利用するように進化し、不要となったウイルス蛋白質を欠損させて
肝臓に馴化した可能性を提示できる。 
 そこで本研究では、アポリポ蛋白質を欠損した細胞や Erns を欠損したペスチウイルスを作製

し、アポリポ蛋白質やウイルス由来の NS1 や Ernsを発現させることによる感染性粒子形成の影響
を検討し、これらの分泌蛋白質に共通する機構を明らかにする。さらに本研究では、NS1 と Erns

に注目し、これまでに知られていない共生に関与する機能を詳細に解析することにより、ウイル
スの進化における膜結合性分泌蛋白質の機能の解明を目指す。 
 

（２）ペギウイルスの共生獲得機構の解明 
これまでのウイルス研究の主流であった病原ウイルスの感染では、感染によって惹起される宿

主の免疫応答による炎症反応が起きる。しかし近年、次世代シーケンサーによる網羅的な解析に
より、様々なウイルスが不顕性感染 (共生している) していることが明らかになってきた。つ
まり、特定の宿主種に侵入したウイルスは不安定な攻防状態 (強い免疫応答) を経て、安定的
な共生状態 (ウイルスの免疫応答からの回避) に至るモデルが考えられる。HCV を含むヘパシウ
イルスは、急性感染を経て高率に慢性感染に至るが、軽度の炎症反応が長期間持続し、繊維化や
脂肪化を経て、発癌を引き起こすことから、完全な共生関係を樹立しているとは言い難い。また、
本邦では健常人の約 2%がペギウイルスに持続感染していることが疫学的に知られているが病原
性は特に無いことから、HCV とは異なり安定した宿主との共存状態にあると考えられる。また、
非常に興味深いことに、ペギウイルスはウイルス粒子形成に必須なコア蛋白質をゲノムにコー
ドしていない。我々はこれまでに、HCV 感染による脂肪肝や肝細胞癌の発症にコア蛋白質が重要
な役割を演じていることを明らかにしており、ペギウイルスは病原性発現に関与するコア蛋白
質を欠損させることにより、宿主との共生関係をより進化させた可能性が考えられる。本研究で
は、進化の過程で、どのようにしてペギウイルスが宿主との共生関係を獲得したのか、そのメカ
ニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）フラビウイルス科ウイルスの粒子形成における分泌性糖タンパク質の意義の解明と進化
における役割に関する解析 
フラビウイルスの NS1 の機能が欠損されて、Trans に発現を供給することで増殖性が回復する
Trans-Complementation の系を作製する。NS1 の多量体化に関与する変異を BIS analyzer によ
り同定し、その候補変異から Trans-complementation 系を用いてスクリーニングを行う。同定さ
れた変異を持つ組換えフラビウイルスを作製し、その性状を確認する。また、変異 NS1 タンパク
質の精製を行い、変異の意義の詳細な解析を行う。 
 
（２）ペギウイルスの共生獲得機構の解明 
ペギウイルスが陽性検体を肝臓移植患者の PBMC より探索する。陽性検体より、ウイルスの単離
を試みる。感受性細胞のスクリーニングとして、複数の細胞株を検討する。感染系が確立した場
合は、ウイルス学的にコアタンパク質がなくても増殖できるメカニズムの解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）フラビウイルス科ウイルスの粒子形成における分泌性糖タンパク質の意義の解明と進化
における役割に関する解析 
これまでの検討で、アポリポタンパク質を欠損する Huh7 細胞で NS1 や Erns の発現により HCV の
粒子形成が回復することと、Erns を欠損するぺスチウイルスの粒子形成がアポリポタンパク質
または NS1 の発現により回復することを明らかにしている。本研究では、NS1 の機能が欠損され
るフラビウイルスの増殖系の確立を試みた。単純に NS1 を欠損しても、Trans-complementation
の系は樹立できなかったが、NS1の重要領域にHibitを挿入することで、うまく系が確立できた。
多量体化に関与する可能性があるアミノ酸を同定することができるソフトウェアである BIS 
analyzer を用いて、NS1 タンパク質の多量体化に関与する可能性があるアミノ酸を複数同定し
た。この候補変異を持つ NS1 の発現系を用いて、スクリーニングを行なったところ、I273H とい



う変異を同定できた。NS1 にこの変異が入ることで、ウイルスゲノム複製は可能であるが、ウイ
ルス粒子形成が阻害されることが示唆された。そこで、この変異を持つ組換えフラビウイルスで
ある JEV-I273H を作製し、性状解析を行った。この変異を持つウイルスはウイルスゲノムの複製
は起きるものの感染性粒子形成が認められないことが明らかになった。興味深いことに、160 番
目に F160D 変異を持つ NS1 を発現した時には、感染性粒子形成が回復した。この F160D 変異は
複製複合体形成に重要な変異であることが知られている。F160D の発現により感染性粒子形成が
回復したことから、NS1 は複製複合体の形成のみならず粒子形成に重要な役割を果たすことが明
らかになった。 
 次に、I273H変異を持つNS1の
精製タンパク質を作製し、性状
解析を行なった。予想通り、こ
の変異 NS1 はリポソームに結合
することができなかったことか
ら、膜結合能を失っていること
が明らかになった。このことか
ら、NS1 タンパク質の膜結合能
は感染性粒子形成に重要である
ことが示唆された。この NS1 の
新規特徴は、HCV の粒子形成に
おけるアポリポタンパク質やぺ
スチウイルスの粒子形成におけ
る Erns と同様であることが予
想された。最後に、アポリポタ
ンパク質を欠損する Huh7 細胞に NS1 を発現させることで粒子形成効率が回復する実験系で、
I273H 変異を持つ NS1 を発現させたところ粒子形成効率は変化がなかったことから、NS1 タンパ
ク質は感染性ウイルス粒子において、アポリポタンパク質や Erns と同様の機能を持つことが示
唆された。この結果を考えると、フラビウイルス科に属するウイルスは感染性粒子形成に同様の
機構を用いるが、進化の中で宿主因子とウイルス因子を使い分けていることが予想された。 
 
（２）ペギウイルスの共生獲得機構の解明 
臨床検体の検討で、ペギウイルス陽性者は健常人で約 2%程度であるが、移植患者では有意に高
頻度であることが明らかになった。また、陽性 PBMC の co-culture などでウイルスの単離を試み
たが、今回の検討ではうまくいかなかった。そのため、この研究の推進はこの段階で中断となっ
た。 
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