
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年 5 月 15 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 本研究では，海産有害赤潮藻ヘテロカプサとそれを宿主とする1本鎖RNAウイルス

HcRNAV の感染現象を巡る変異様態を精査することで，海洋環境中において両者がいかなる戦略を展開して

いるかを分子生物学，構造生物学，および生態学的といった側面から解明した。様々なタイプのウイルス株お

よび宿主株の解析の結果，宿主-ウイルスが繰り広げてきた分子レベルでの追いかけっこ（チェイスゲーム）の

様態の一部が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： In the present study, mutation tactics of host (marine harmful bloom-forming alga 
Heterocapsa circularisquama) and its infectious single-stranded RNA virus (HcRNAV) were examined from the 
viewpoint of molecular biology, structural biology and ecology. By analyzing various types of the host and the virus, 
the outline of host-virus chase-game was partially clarified. 
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１．研究開始当初の背景 

海水中に存在するウイルスの一部は，赤潮原

因プランクトンに対する感染する。過去の研究か

ら，赤潮の動態・終息にはウイルス感染が重要

な影響を及ぼすことが明らかとなった。貝類斃死

の原因となる赤潮原因渦鞭毛藻ヘテロカプサ

（Heterocapsa circularisquama）に感染する 1 本

鎖 RNA ウイルス HcRNAV は，粒径 30nm, ゲノ

ムサイズ 4.4kb の(+)鎖 RNA ウイルスである。約 7

年間に亘る現場調査の結果，ヘテロカプサ赤潮

の生態学的挙動に HcRNAV が重大な影響を及

ぼ し て い る 可 能 性 が 強 く 示 唆 さ れ て い る 。

HcRNAV およびヘテロカプサはそれぞれ複数

のタイプから構成されており，それぞれがタイプ

特異的な感染性・感受性（A→a’，B→b’という選
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択的感染性）を持つ。ウイルス側の宿主特異性

の差異は，ビリオン表面の微構造の違いを反映

していると考えられる。ここに介在する宿主－ウ

イルス間の吸着親和性を巡る攻防について詳

細に検討した事例は皆無であった。こうした背景

の下，本研究の着想に到った。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では，海産赤潮原因藻とウイルスの感

染現象を巡る変異の様態を精査することで，海

洋環境中において両者がいかなる（感染現象を

巡る）戦略を展開しているか，さらには両者の共

進化がどのように推移してきたかを，分子生物学，

構造生物学，および生態学的といった側面から

推定することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 HcRNAV（図 1）の多様性の拡大を，種内宿主

特異性（株間特異性）の変化，カプシド遺伝子

の塩基配列の変化，およびウイルス粒子の 3 次

元立体構造の変化という多面的な視点から比較

した。これにより，宿主-ウイルスが繰り広げてき

た「分子レベルでの追いかけっこ（チェイスゲー

ム）」の様態を推定し，海洋環境中における宿主

対ウイルスの変異の蓄積・共進化のメカニズムに

ついて分子生態学ならびに構造生態学的視点

から考察を行なった。 

 

 
４．研究成果 
 HcRNAV 株のコートタンパク質遺伝子を大腸

菌で発現させる条件について検討した。最終的

に，同遺伝子に高頻度（~15%）で含まれる全て

のレアコドンを，大腸菌細胞内での発現に適し

たコドンに置き換えることで，コートタンパク質発

現系の構築に成功した。結果的に，目的とする

コートタンパク質は，不溶性の融合タンパク質と

して発現された。そこで，SDS-PAGE で分離した

コートタンパク質を電気的にゲルから抽出し，さ

らに有機溶媒で脱 SDS 化およびリフォールディ

ングすることで，可溶性コートタンパク質の抽出・

精製に成功した。精製したコートタンパク質を可

溶化・再精製後，動的散乱法で測定した結果，

粒径分布は 20~50nm と推定され，同試料中に

おいて，天然由来の HcRNAV 粒子（T=3 構造，

粒径 30~34nm）と形態学的にきわめて類似した

粒子（粒径約 30nm の球形ウイルス様粒子）の形

成が透過型電子顕微鏡観察により確認された。

このことから，発現タンパク質の自己凝集による

ウイルス様粒子構成が起きたものと考えられた。

コートタンパク質の N 末端領域には，塩基性残

基に富む領域（22~47 残基）が存在し，in vivo で

RNA と相互作用していると予想された。 

 硫安塩析およびゲル濾過により精製した

ウイルス粒子の結晶化に最適な条件は，2% 

PEG4000, 0.1M 酢酸ナトリウム, 0.1M 塩

化マグネシウム（pH4.5）であった。得られ

た結晶を回析 X 線測定に供した結果，約 20

オングストロームの分解能までのスポット

が得られた。さらに PEG 沈殿およびクロロ

ホルム三層分配により精製度を高めたとこ

ろ，分解能は約 6 オングストロームまで改

善した。最新データでは，3.5 オングストロ

ーム程度の反射が得られる結晶化条件が得

られつつある（図 2）。 

図 1. HcRNAV のネ

ガティブ染色像（球

形粒子）. 

 



 

 

  

得られたコートタンパク質に対するウサギ抗血

清を作製し，その特異性確認および様々な測定

系・標識系試験への適用を行った。また，現場

調査の結果，これまでにウイルス感受性という点

で大きく異なると考えられてきた UA 型および

CY 型のヘテロカプサ株の両方に対して感染性

を持つ HcRNAV 群の存在が明らかとなった。具

体的には，HcRNAV は少なくとも CY 型と UA 型

の 2 タイプから構成され，さらに UA 型はその中

で 3 群（以上）に分けられる可能性が示唆された。

新たに得られたウイルスタイプの 3 次元立体構

造推定の結果，変異箇所は他のウイルス株でも

変異が特徴的にみられた「ホットスポット」に集中

しており，その多くはカプシド表面側（環境水側）

に露出していた。これらの結果は，現場環境中

のヘテロカプサ対ウイルスの感染を巡る関係性

が従来考えられていたよりもかなり複雑であり，

それがカプシドタンパク質の微構造の差によっ

て支持されている可能性を示す重要な知見であ

る。 

以上のことから，本研究により，ウイルス対宿

主の共進化の様態を調べるためのプラットフォ

ームはほぼ完全に整ったといえる。また，感染現

象を巡る株間の多様性を，分子生物学，構造生

物学，および生態学的側面から精査することが

できた。また，様々なタイプのウイルス株および

宿主株の解析の結果，宿主-ウイルスが繰り広げ

てきた分子レベルでの追いかけっこ（チェイスゲ

ーム）の過程でウイルス・宿主ともに複雑な多様

化の歴史をたどってきたものと推定された。 

藻類ウイルスと宿主の共深化に関する詳細な

研究事例は世界的にもまだ例がほとんどない。

今後，上述の 4 群(CY 型 1 タイプ＋UA 型 3 タ

イプ)のコートタンパク質のアミノ酸配列，さらに

立体構造について，より詳細な比較解析を実施

することで，ウイルス対宿主の共進化の様態に

関する全く新しい知見が得られるものと強く期待

される。 
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