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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで、胃腸炎関連のピコルナウイルス、アイチウイルス(AiV)のゲノム複製機構
の解明を目的とした研究を行ってきた。ピコルナウイルスのゲノム複製における宿主タンパク質の役割にくらべ、脂質
の役割には不明な点が多い。本研究では、ゲノム複製に必要な新たな宿主タンパク質を同定しタコとに加え、脂質の関
与についても明らかにした。アイチウイルスゲノム複製部位において、ウイルスタンパク質や様々な宿主タンパク質が
相互作用をして集合し、PI4Pとコレステロールという2種類の脂質を蓄積させており、このことがウイルスゲノム複製
に必要であった。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed the machanism of genome replication of Aichi virus, a 
picornavirus associated with acute gastroenteritis in humans. In this study, we identified novel host 
factors required for Aichi virus genome replication. In addition, we revealed involvement of lipids in 
genome replication. At replication sites of Aichi virus genome, viral 2B, 2BC, 2C, 3A, and 3AB proteins 
and multiple host proteins were assembled through protein-protein interactions, resulting in accumulation 
of two kinds of lipid, PI4P and cholesterol. Moreover, accumulation of these lipids was indicated to be 
essential for Aichi virus genome replication.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 

 我々は胃腸炎関連のピコルナウイルス、ア

イチウイルス(AiV)のウイルスゲノム複製機

構の解明を目的とした研究を行ってきた。本

研究開始直前、我々は、AiV の複製に必要な

二つの宿主因子、ゴルジタンパク質 acyl- 

coenzyme A binding domain containing 3 

(ACBD3)および脂質キナーゼ phosphatidyl- 

inositol 4-kinase IIIβ (PI4KB)を同定した。細胞

内で ACBD3 と PI4KB は互いに結合し、ゴル

ジ体に存在する。AiV の膜親和性非構造タン

パク質である 2B, 2BC, 2C, 3A, 3AB 各々が、

ACBD3 に結合することで PI4KB をウイルス

RNA 複製部位にリクルートする。その結果、

PI4KBによりphophatidylinositolがリン酸化さ

れて産生される phophatidylinositol-4- 

phosphate (PI4P) が複製部位に蓄積している

ことを明らかにした。それまでに、C 型肝炎

ウイルス (HCV)および他のピコルナウイル

スであるエンテロウイルスで、PI4P がウイル

スゲノム複製部位に蓄積していることが報

告されていたが、PI4P を蓄積させる方法がそ

れぞれのウイルスで異なっている。エンテロ

ウイルスはウイルス非構造タンパク質 3A が、

3A/GBF1/Arf1/PI4KB 複合体を形成すること

により PI4KB をリクルートし、PI4P を合成

する。一方 HCV は、PI4KB とは別の PI-4 キ

ナーゼである PI4KIIIα (PI4KA)にウイルス非

構造タンパク質 NS5A が直接結合し、PI4KA

活性を亢進させ、複製部位で PI4P を合成する。

従って、我々が示した AiV におけるウイルス

タンパク質/ACBD3/PI4KB 複合体形成は、

PI4P をウイルスゲノム複製部位に蓄積させ

るための新たな戦略の発見であった。 

 

２．研究の目的 

 我々が新たに発見した AiV ウイルスタン

パク質/ACBD3/PI4KB 複合体について、ウイ

ルスゲノム複製における詳細な役割を検討

する。加えて、複製複合体形成に伴う細胞オ

ルガネラの構造変化や複製複合体形成にお

ける役割も調査する。 

 さらに、ウイルスゲノム複製部位に産生さ

れる PI4P に結合することが知られているい

くつかのエフェクタータンパク質のうちの

どれかが新たな宿主因子である可能性を調

べる。 

 

３．研究の方法 

 複製複合体形成や膜構造変化における

ACBD3 や PI4KB の役割を解析する。ACBD3

をノックダウンした場合や化合物を用いて

PI4KB 活性を阻害した状況で、ウイルスタン

パク質を発現させ、免疫染色を行い、細胞内

局在を観察する。通常の感染細胞における細

胞内局在と比較することにより、複製複合体

形成や膜構造変化における ACBD3 や PI4KB

の役割を明らかにした。 

 in vitro キナーゼアッセイにより、ウイルス

タンパク質および宿主タンパク質が PI4KB

活性に与える影響を調査した。 

 また、siRNA による宿主タンパク質のノッ

クダウンがウイルスゲノム複製に与える影

響を調査することで、新たな宿主因子を同定

した。 

 

４．研究成果 

 ウイルス複製細胞を ACBD3 に対する

siRNA や PI4KB 阻害剤で処理した後、ウイル

スタンパク質、ACBD3、PI4KB、PI4P を免疫

蛍光染色し、無処理の感染細胞における場合

と膜構造の変化を調べた。その結果、無処理

の感染細胞では、ドット状の膜構造上でウイ

ルスタンパク質と ACBD3、PI4KB、PI4P の

共局在が観察されるのに対し、ACBD3 に対

する siRNA 処理や PI4KB 阻害剤処理により、

これらの共局在が失われた。このことは、ウ

イルスタンパク質/ACBD3/PI4KB 複合体を介

した PI4P 合成が複製複合体形成に重要であ

ることを示唆する。 



 また、in vitro キナーゼアッセイにより、ウ

イルスタンパク質のうち 3A および 3AB の

PI4KB 活性化を検討したところ、3A あるい

は 3AB だけでは PI4KB の活性化は認められ

なかったが、そのキナーゼ反応液にさらに

ACBD3 を加えることで PI4KB 活性化が確認

された。このことは、3A or 3AB/ACBD3/ 

PI4KB複合体形成によりPI4KB活性を亢進さ

せることを示唆する。 

 加えて、ゲノム複製部位に産生された PI4P

には、PI4P 結合タンパク質の一種でコレステ

ロール輸送タンパク質である oxysterol- 

binding protein (OSBP)がリクルートされ、ゲ

ノム複製部位にコレステロールを蓄積させ

ていることを明らかにした。非感染細胞で

OSBP コレステロール輸送システムは、小胞

体とゴルジ体間で PI4P（ゴルジ体から小胞体

へ）とコレステロール（ゴルジ体から小胞体

へ）を交換する。本研究では、このシステム

の一員である VAP タンパク質も、ウイルスゲ

ノム複製部位に存在し、コレステロール蓄積

のために働いていることが示唆された。さら

に、OSBP や VAP のリクルートには、ウイル

スタンパク質や宿主タンパク質との相互作

用が関与していることも示唆された。 

  つまり、アイチウイルスゲノム複製部位に

おいて、ウイルスタンパク質や様々な宿主タ

ンパク質が相互作用をして集合し、PI4P とコ

レステロールという 2 種類の脂質を蓄積させ

ており、このことがウイルスゲノム複製に必

要であることが明らかとなった。 
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