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研究成果の概要（和文）：試験管内での脳心筋炎ウイルス合成はヒト細胞抽出液由来セルフリー

タンパク質合成系を用いて精製できるレベルまで行えるようになった。再構成型翻訳システム

に関しては、Ｃ型肝炎ウイルスの RNA を利用して、翻訳伸長因子、翻訳停止因子、リボソーム、

アミノアシル tRNA を含んだ系で、タンパク質を合成できるシステムを開発した。このシステム

を利用して脳心筋炎ウイルスの殻のタンパク質合成を試みた。 

 
研究成果の概要（英文）：We succeeded in synthesizing encephalomyocarditis virus in the 
human cell ext-derived in vitro protein synthesis system and purifying the virus. We 
developed the translation system reconstituted with human translation factors using the 
hepatitis C virus RNA, translation elongation factors, releasing factors, ribosomes and 
aminoacylated tRNAs. By using this system, we attempted to synthesize the capsid proteins 
of encephalomyocarditis virus. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内での RNAウイルスの合成は複雑な過程
を経て行われる。この過程を分子レベルで解
析するために試験管内ウイルス合成系が細
胞抽出液を利用して開発されていた。しかし
ながら従来のシステムは合成効率が悪くシ
ステムとしては不完全であった。また、抽出
液中には無数の因子が存在しているため、本
質的には生きた細胞でのウイルス合成と変
わりは無く、本当の意味での試験管内でのウ
イルス合成とは言い難いシステムであった。 

 
２．研究の目的 
RNA ウイルスの合成メカニズムを分子レベル
で解析するために、試験管内でのウイルス粒
子合成、究極的には完全再構成系でのウイル
ス粒子合成に向かって技術開発を行うこと
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
まず、ヒト細胞由来セルフリータンパク質合
成系でのＲＮＡウイルス合成系の効率化に取
り組み、特に翻訳活性化因子GADD34の変異体



を準備し、それを合成系に加えることによっ
て、ウイルスの合成がどれだて上がるか測定
した。また、再構成翻訳系の樹立に関しては
、すべての翻訳因子を精製し、試験管内で再
構成を行った。最後に、この再構成翻訳系で
脳心筋炎ウイルス(ＥＭＣＶ)のカプシド(殻)
の合成を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）セルフリー系におけるウイルス合成の
効率化：翻訳活性化因子GADD34 (675 ｱﾐﾉ酸)
はリコンビナント体として合成するのが難
しく、今までは実験系に高濃度で投入できな
い状態であった。今回、N-端 240 ｱﾐﾉ酸を欠
失させたGADD34 は活性を失わず、大量に合成
できることがわかった。この欠失型GADD34 を
投入したヒト細胞由来セルフリータンパク
質合成系にて脳心筋炎ウイルス(ＥＭＣＶ)
を非常に再現よく 107 pfu/・l のレベルまで
合成できるようになった。そして、合成され
たＥＭＣＶ粒子を電子顕微鏡で確認するた
め、その精製を行った。ショ糖密度勾配遠心
を行うだけではリボソームと分離すること
ができないことがわかった。そこで反応後、
界面活性剤、RNase処理、ピューロマイシン
処理、高塩濃度処理の後ショ糖密度勾配遠心
を行うと、ほぼ完全にウイルス粒子を精製で
きることは判明した。 
（２）再構成型タンパク質合成系の樹立： 
ＲＮＡウイルスの中でＣ型肝炎ウイルスの
翻訳は高濃度のﾏｸﾞﾈｼｳﾑの存在下では翻訳開
始因子無しで進めることができることを利
用し、再構成系を単純化した。つまり、翻訳
伸長因子eEF1（eEF1A, eEF1B・,・eEF1B・）、
・eEF2, 翻訳停止因子 eRF1、eRF3、アミノア
シル tRNA, リボソームサブユニット（40S と
60S）を混合し、再構成翻訳系を構築した。
このシステムに HCV-IRES-ルシフェラーゼＲ
ＮＡを加え、加温した。特にﾏｸﾞﾈｼｳﾑの濃度
に留意し、1 mM から 10 mM まで細かく検討し
た。1-3 時間後、ルシフェラーゼ活性を測定
し、タンパク質が合成されているかどうか観
察した。各々のコンポーネントがすべて揃っ
ている条件でのみルシフェラーゼが合成さ
れた。最適条件を見出すために各々の因子の
濃度を変化させると、比較的少量で済む因子
は・eEF2 と eRF1、eRF3 であり、最も高濃度
を要求するのはeEF1とアミノアシルtRNA で
あった。また、ﾏｸﾞﾈｼｳﾑの濃度は 3.5-5 mM で
のみ翻訳が進行した。温度は 37 度が最適で
あった。 
 (３）再構成系においてＥＭＣＶウイルス
のカプシド領域 1A-1B-1C-1Dの合成を試みた。
ウエスタンブロットを行ったが合成は確認
できなかった。まだ、（2）の再構成系が最適
化されていないと考えられ、特に eEF1 とア
ミノアシル tRNA の濃度をさらに高くし、系
を透析法にて長時間反応型に変える必要が
あると考えられる。 
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