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研究成果の概要（和文）：口蹄疫ウイルス(Foot-and mouth disease virus ; FMDV)は、家畜に甚大な被害を及
ぼす重要な伝染病の病原体である。ピコルナウイルス科に属し、プラス１本鎖RNAをゲノムとして持つ。特殊な
翻訳機構を持っており、非翻訳領域(5’UTR)内の40Sリボゾームの内部認識領域(IRES)から蛋白合成を行う。宿
主因子のうちPTB, 4E-BP1とITAF45がFMDV-IRES活性に関与している事が明らかとなった（BMC Vet.Res.12:66, 
2016）。また阻害剤の探索に必要なFMDV-IRES発現細胞を樹立した（特許申請準備中）。

研究成果の概要（英文）：FMD is a highly contagious infectious disease in cloven-hoofed animals. FMDV
 possess a positive sense, single stranded RNA genome. Internal ribosomal entry site (IRES) element 
exists within its 5′ UTR of the viral RNA. IRES mediated translation is unique translation 
mechanism, which are mostly observed in picornaviruses and hepacivirus. Our data indicated that 
IRES-mediated translational activity was not linked to FMDV host range. ITAF45 promoted 
IRES-mediated translation in all cell lines, and the effects of poly-pyrimidine tract binding 
protein (PTB) and eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) were observed only in 
FMDV-susceptible cells. Thus, PTB and 4E-BP1 may influence the host range of FMDV. Moreover, we have
 established the cell line expressing FMDV-IRES reporter gene, which can be applicable for the 
screening of FMDV-IRES inhibitors. Thus, these findings may contribute the development of disease 
resistant domestic animals and novel drugs.

研究分野： ウイルス学、分子生物学
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1. 研究開始当初の背景 

 口蹄疫は感染力が強いウイルス性家畜伝染

病で、国境を越えて伝播し畜産を営む多くの

国に被害を与える。病気の蔓延を防ぐために

行う感染家畜の殺処分やワクチン接種の必要

性から経済的被害は甚大で一国の畜産業を

壊滅させかねない疾病である。近年英国での

口蹄疫発生により被った経済的損失は２兆

900 億円（英国の GDP の 1.1%相当）に上ったと

され、2010 年宮崎県で発生した口蹄疫の損失

は 2,350 億円に上った。未だ近隣諸国（中国、

台湾、韓国）での発生が報告され、疾病の侵

入防止には、予断を許さない状況である。現

在我が国は清浄国ではあるが、疾病の侵入を

防止し、発生を未然に防ごうとしても、近隣諸

国で発生が多くなれば、水際での防止にも限

界がある。近隣諸国において、何らかの方法

で口蹄疫の発生を減らすことが出来れば、結

果として我が国への侵入リスクが減少すると期

待される。口蹄疫は、ピコルナウイルス科に分

類 さ れ る 口 蹄 疫 ウ イ ル ス (Foot and mouse 

disease virus; FMDV)により引き起こされる。ピ

コルナウイルスはプラス１本鎖 RNA をゲノムと

して持ち、5’末端側にはウイルス蛋白質の翻

訳 開 始 を 制 御 す る 非 翻 訳 領 域

(5’-untranslated region; 5’UTR, 約 700 塩基)

があり、リボゾームが内部認識できる配列

(Internal Ribosomal Entry Site; IRES)が存在す

る。IRES は一部のウイルス RNA に主に見られ

る配列であり、これから始まる翻訳を抑制する

事によって FMDV—RNA の翻訳開始を特異的

に抑制する事ができる。 

	

2. 研究の目的	

 FMDV-IRESから始まる翻訳開始機構の特徴

を明らかにし、これを特異的に抑制する方法を

確立すると同時に、FMDV抵抗性動物の作出

に必要な基礎的知見を得る。 

(A)IRESはその構造から３グループ(I型、エンテ

ロウイルス、ライノウイルス；II型、アフトウイル

ス；III型、ヘパシウイルス)に分類される。

FMDV-IRESはII型に分類されるが、このIRES

の特徴を明らかにする。 

(B)FMDV-IRESに作用する宿主因子を同定す

る。宿主因子のIRESへの作用や他の因子との

相互作用の有無を明らかにする。 

（C）宿主因子の作用がFMDV感染感受性動

物由来とそれ以外の細胞で異なる予備的知見

を得ている。感染感受性を規定する宿主因子

の作用があるのか、明らかにする。 

(D) FMDV-IRES発現細胞を樹立し、宿主因子

のIRES-RNAへの結合を阻害する低分子化合

物や、核酸誘導体を用い、FMDV-IRES活性

を特異的に抑制する物質のスクリーニングを

可能にする。 

 

3. 研究の方法	

(1) 細胞培養	

	 ヒト腎臓由来細胞(HEK293)や牛腎臓細胞

(MDCK)はAmerican	Type	Culture	

Collection	(ATCC)から得た。これらの細胞

は10%牛胎児血清（FCS）添加ダルベッコ変

法培地(DMEM,	ニッスイ)で培養した。イヌ

腎臓細胞(MDCK)もATCCから得たが、培地は

イーグル 小培地(MEM,	Life	

technologies)に新生児牛血清(NCS)を5%で



添加して培養した。豚腎臓(CPK)細胞は

10%FCSをMEMに添加して培養を行った。全て

の細胞は37℃5%CO2存在下で培養を行った。	

(2) プラスミド	

	 FMDVのIRES活性の測定はpRF/FMDV-IRES

プラスミド（ニューファンドランド記念大

学平沢博士より供与）をpCAGGSベクターに

入れ替えて作成した（ジシストロニックベ

クター）。	

(3) siRNAによる解析	

	 宿主因子の作用を解析するために、特異

的なsiRNAを細胞に導入してFMDV-IRES活性

における作用を解析した。ITAF45に対する

siRNAはSanta	Cruz	Biotechnology社から購

入した。また、PTBと4E-BP1遺伝子に対する

siRNAの配列は下記の様になっている。

5′-GGCAGGAAATTCTGTATTG-3′ (PTB), 

5′-GAGTCACAGTTTGAGATGGACATTTA

A-3′(4E-BP1)(Lifetechnologies) 

細胞にプラスミドを導入する際は24ウェルプ

レートを用い、１ウェルあたり105個の細胞を

撒いてLipofectamine2000(Invitrogen)を用いて

マニュアルに従ってDNAトランスフェクショ

ンを行った。siRNAの処理はRNAiMax 

(Invitrogen)を用いてマニュアルに従って行っ

た。 

(4) ルシフェラーゼ活性の測定	

	 FMDV-IRESの活性を測定するジシストロ

ニックベクターは、第一シストロンのレニ

ラルシフェラーゼの活性（R）と第２シスト

ロンの蛍ルシフェラーゼ（F）の活性を測定

した。Rの値をFの値で割ったものを、標準

化したFMDV-IRESの活性として計算した。蛍

光は、GloMax96マイクロプレートリーダー

で10秒間測定した。	

(5) ウェスタンブロット(WB)法	

	 siRNAによる宿主因子のノックダウン効

果はWB法による蛋白質発現解析で検討を行

った。細胞を溶解液(RIPA:0.1%SDS,	

aprotinin	10	ug/mL,	100uG	PMSF/mL,	

1%phosphatase	inhibitor	cocktail	

(Sigma))で溶解してSDS-PAGEを行い、常法

に従ってWB解析を行った。	

	

4. 研究成果	

(1) FMDV-IRES活性の細胞における評価	

FMDV-IRES活性はジシストローニックベク

ターを細胞にトランスフェクションして測

定した（図１）。
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	[図１.ジシストロニックベクターの構造]	

また、プロモーター活性の強いpCAGGSベク

ターを用いて解析を進めた。	

	 次にFMDV-IRES活性が細胞の種類によっ

て異なるかを比較した（図２）。ヒト由来

のHEK293細胞,	イヌ由来のMDCK細胞、牛由

来のMDBK細胞、豚由来のCPK細胞で比較した。

その結果、FMDVの感染感受性宿主である、

MDBKやCPK細胞におけるFMDV-IRES活性が



HEK293やMDCK細胞におけるものと共に高い

わけではなかったため、FMDV-IRES活性がウ

イルス感染の宿主域の決定に関与している

可能性は低いと考えられた。	

FMDV	host	animals�

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

HEK293 MDCK MDBK CPK 

R
at

io
 o

f I
R

E
S

-m
ed

ia
te

d 
 

tr
an

sl
at

io
n 

ac
tiv

ity
 �

p=0.013�

p=0.012�

p=0.010�

	

[図２	FMDV-IRESの各種細胞における活性]	

(2) 宿主因子のFMDV-IRES活性における役

割の解析	

	 IRESで作用する可能性がある宿主因

子,ITAF45,	PTB,	4E-BP1の作用をsiRNAを用

いて解析した（図３）。予めWBによりsiRNA

の効果を確認したのち、FMDVに感染感受性

の宿主由来細胞株(MDBK,	CPK)と非感受性

の細胞株(MDCK)で比較したところ、非感受

性細胞ではPTB,	4E-BP1のsiRNAは

FMDV-IRESを有意に低下させなかったのに

対し、ITAF45に対するsiRNAは全ての細胞で

FMDV-IRES活性を低下させた。以上の事から、	

PTBや4E-BP1はFMDVのIRES活性への効果を

通じて宿主域の決定に関与する可能性が考

えられた（図3A,	B,	C）。	

(3)FMDV-IRES発現細胞の樹立	

	HEK293細胞にpCAGGS-FMDV-IRESと

pCMV-Neoベクターをトランスフェクション

し、G418(300ug/mL)で選択して40クローン

を得た。特許申請中である。	
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[図３	宿主因子の各種細胞での作用]	
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/V-douei/douei/index.php	
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