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研究成果の概要（和文）：コロナウイルス(CoV)はヒトや動物に様々な病気を引き起こす。CoVは、CoV亜科及びトロウ
イルス(ToV)亜科に分かれ、小胞体-ゴルジ装置中間体(ERGIC)に出芽する特徴を持つ。このため、ウイルスの構造蛋白
質の多くはERGICに輸送・蓄積される。しかしながら、ウイルス種によってこの輸送・蓄積メカニズムは大きく異なっ
ており、未だ不明な点も多い。本研究では、CoV亜科のSARS-CoV及びToV亜科のウシToVのS蛋白質及びN蛋白質の細胞内
輸送シグナルの解析・同定を行い、両ウイルス亜科の相違点を明らかにした。また、ウイルス粒子形成におけるSARS-C
oVの輸送シグナルの役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Coronaviruses (CoVs), which can be divided into two subfamily Coronavirus (CoV) 
and Torovirus (ToV), are causative agents of respiratory, gastrointestinal and neurological diseases in 
mammalian and avian species. Since CoV buds and assembles at the endoplasmic reticulum (ER)-Golgi 
intermediate compartment (ERGIC), these structural proteins must be targeted and accumulated to the ERGIC 
for efficient virion assembly. However, since the targeting and/or accumulation signals at ERGIC differ 
among CoV genera or species, the mechanism is not well understood. In this study, we compared the 
subcellular localization of S and N proteins between SARS-CoV(Coronavirus) and Bovine-ToV(Torovirus), and 
identified their intracellular localization signals. We also showed that the intracellular signals of 
SARS-CoV S proteins have an important role in virus assembly.

研究分野：ウイルス学

キーワード： コロナウイルス　ウイルス粒子形成　S蛋白質　N蛋白質　小胞体回収シグナル　核移行シグナル　核外
移行シグナル
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１．研究開始当初の背景 

コロナウイルス（CoV）科は、ヒトに高い致

死率をもつ重症呼吸器症候群ウイルス

(SARS-CoV)や急性呼吸器疾患の原因ウイル

ス（NL63、229E）を含む。また、2012 年に出

現 し た 中 東 呼 吸 器 症 候 群 ウ イ ル ス

(MERS-CoV)は未だ終息されず大きな問題と

なっている。一方、獣医領域では 3種の監視

伝染病ウイルス（TGEV、PEDV、IBV）、実験動

物施設で問題となるマウス肝炎ウイルス

(MHV)、さらに猫伝染性腹膜炎ウイルスなど

を含む。研究期間中の 2013 年-15 年には、北

米及び日本で PEDV が大流行し養豚業界に大

きなダメージを与えた。このように、CoV 科

は、医学・獣医学領域で重要なウイルスを多

く含むが、未だ CoV に対する抗ウイルス薬は

臨床応用されていない。 

コロナウイルス(CoV)は、CoV 亜科及びトロウ

イルス(ToV)亜科に分けられる。CoV は小胞体

-ゴルジ装置中間体(ERGIC)に出芽するため、

ウイルスの構造蛋白質の多くは ERGIC に輸

送・蓄積される。しかしながら、ウイルス種

によってこの輸送・蓄積メカニズムが大きく

異なっており、未だ不明な点が多い。また、

これらの輸送・蓄積メカニズムは粒子形成に

重要と考えられているが、実際の粒子形成に

どの程度貢献しているのか、その役割はほと

んどわかっていない。 

 

２．研究の目的 

「ウイルスがどのようにできるか？」と言う

問題は、ウイルス学の基本原理を解明するだ

けでなく、抗ウイルス薬開発の基盤となる重

要な研究である。本研究では、SARS-CoV（CoV

亜科）及びウシトロウイルス（BToV）（ToV 亜

科）の 2つの異なる亜科の S蛋白質及び N蛋

白質に焦点を当てて解析を行った。S 蛋白質

においては、両亜科の細胞質内(CT)領域の大

きな違いに注目し、CT 領域の細胞内輸送及び

ウイルス粒子形成における役割について解

析を行った。N 蛋白質に関しては、両亜科で

細部内局在部位が大きく異なっており、特に

BToV の核内移行に注目して解析を行った。ま

た両亜科の、粒子形成メカニズムの比較のた

め に ウ イ ル ス 様 粒 子 （ Virus like 

particle:VLP）形成に必要な最小単位の構造

蛋白質の同定を試みた。 

本研究の詳細な目的は以下とした。 

１）SARS-CoV S 蛋白質の CT 領域の小胞体回

収シグナルの細胞内輸送及びウイルス粒子

形成における役割 

２）BToV S 蛋白質の CT 領域の細胞内輸送に

おける役割 

３）BToV-N 蛋白質の核輸送調節機構の解析 

４）SARS-CoV 及び BToV の VLP 形成能の比較 

 

３．研究の方法 

・各構造蛋白質の細胞内局在の観察 

各構造蛋白質の遺伝子、又は変異を導入した

各遺伝子は発現ベクターにクローニングし

た後、COS7 細胞に導入し、蛍光抗体法によっ

て各蛋白質の細胞内局在を観察した。また、

一部蛋白質は eGFP を融合し細胞内局在を観

察した。 

 

・細胞内輸送速度の解析 

S蛋白質を一過性発現した293T細胞を35Sで

放射標識後、Pulse-chase 法と糖鎖消化酵素

処理を併用する事で解析を行った。 

 

・ウイルス様粒子（VLP）の作製 

SARS-CoV 及び BToV の VLP の作製は、4 つの

構造蛋白質（S、M、N、E）及び 3つの構造蛋

白質(S、M、N)の発現プラスミドを同時に 293T

細胞に導入して行った。上清に放出された

VLP は超遠心で濃縮した。VLP はあらかじめ

35S で放射標識し SDS-PAGE で解析するか、

SDS-PAGE 後ウエスタン・ブロッティングによ

り検出を試みた。 

 



４．研究成果 

SARS-CoV（CoV 亜科）及び BToV（ToV 亜科）

はそれぞれ 4つの構造蛋白質（S、M、N、E）

及び(S、M、N、HE)で構成されており、この

うち共通する 3 つの構造蛋白質（S、M、N）

の細胞内局在の比較を行った。この結果、S、

N 蛋白質で大きな違いがみられたため、これ

ら2つの構造蛋白質に焦点を当て解析を行っ

た。 

 

１）SARS-CoV S 蛋白質の CT 領域の小胞体回

収シグナルの細胞内輸送及びウイルス粒子

形成における役割 

 

CoV 亜科の S 蛋白質の CT 領域は 40 アミノ酸

前後で構成されており「システインリッチ領

域」「チロシン細胞内シグナル」「ER 回収シグ

ナル（ER retrieval signal:ERRS)」などの

細胞内輸送シグナルが同定されている。この

うち、ERRS はゴルジ装置まで輸送された S蛋

白質を再び ER に回収する働きを持ち、S蛋白

質の ERGIC への蓄積を促す事から、ウイルス

粒子形成に重要な働きを持つと考えられて

きた。 

本研究では、SARS-CoV の野生株 S蛋白質及び

ERRS 欠損 S 変異体の細胞内蓄積量・輸送速

度・VLP への取り込み量を比較した。この結

果、ERRS は、Golgi 装置内での S蛋白質の蓄

積に関与しており、さらに、Golgi 装置に輸

送された S蛋白質を再び ERGIC に回収してウ

イルス粒子内へ取り込む働きを持つ事が明

らかとなった。 

我々は以前に、PEDV の S 蛋白質の ERRS がウ

イルス粒子形成にほとんど関与していない

ことを示しており、同じ CoV 亜科内でもウイ

ルス粒子形成における ERRS の働きが大きく

異なる事が示唆された。 

 

 

 

２）BToV S 蛋白質の CT 領域の細胞内輸送に

おける役割 

 

ToV 亜科の S 蛋白質の CT 領域は約 10 アミノ

酸で構成されており、CoV 亜科に見られる各

種細胞内輸送シグナルが存在しない。このた

め、ToV 亜科の CT 領域の細胞内輸送に関する

役割は不明である。 

本研究では、野生株 BToV-S 蛋白質及びその

CT 領域の欠損変異体及びアラニン置換変異

体を作製し、その細胞内輸送能の変化を観察

した。この結果、BToV-S 蛋白質を単独発現す

ると主に細胞表面に輸送されるのに対し、CT

領域を欠損した変異体、又は CT 領域内のア

ミノ酸をアラニン置換した変異体では、細胞

表面への輸送能が著しく低下した。この事か

ら、BToV-S 蛋白質は単独発現では細胞表面に

輸送される事、細胞表面への輸送には CT 領

域が重要な働きを持つ事が明らかとなった。 

CoV亜科では多くのS蛋白質がCT領域を欠損

するとERGICに留まる事が出来ず細胞表面へ

の輸送が増大する。一方、BToV-S 蛋白質の

CT を欠損すると、細胞表面への輸送が著しく

減少した。この事から、両亜科の S蛋白質の

CT 領域の役割が本質的に異なる事が明らか

となり、両亜科におけるウイルス粒子形成メ

カニズムも大きく異なる事が示唆された。 

 

３）BToV-N 蛋白質の核輸送調節機構の解析 

 

CoV 科をはじめとする(＋)鎖 RNA ウイルスは

細胞質内で複製するため、構造蛋白質は一般

に核内に輸送されることは無く、細胞質に輸

送される。ところが、CoV 亜科の SARS-CoV の

N 蛋白質と、ToV 亜科の BToV の N蛋白質の細

胞内局在を比較した所、CoV 亜科の N 蛋白質

は細胞質に輸送されるのに対して、BToV の N

蛋白質は主に核内に輸送される事が明らか

となった（図１）。この事は、ウイルス粒子

形成過程において、いわば『回り道』とも言



え非常にユニークな特徴と言える。本研究で

は、両亜科の違いを特徴づける BToV-N の核

内移行に注目し、BToV-N 上の核輸送調節機構

の解析を行い、下記の成果を得た。 

 

欠損変異体を用いた解析により、N 蛋白質の

N末端近辺の60アミノ酸から成る広範囲な領

域が核移行に必須であることが明らかとな

った。またこの領域に豊富に存在するアルギ

ニン(R)残基をアラニン置換した変異体は、

核移行能に大きな変化が見られた。この事か

ら、この領域の複数の R残基が核移行に重要

な働きをしている事が示唆された。また、こ

の領域には既知の核移行シグナル(Nuclear 

Localization Signal :NLS)が存在しないた

め、新規の NLS が存在する事が示唆された。

一方、N 蛋白質の C 末端近辺には核外移行シ

グナル(Nuclear Export Signal : NES)も同

定された。この事から、BToV-N 蛋白質は、相

反する2つのシグナル-新規NLSとNES‐によ

ってウイルスの感染サイクル中に核内と核

外への輸送を調節している事が示唆された

（図２）。 

 

 

４）SARS-CoV 及び BToV の VLP 形成能の比較 

 

CoV 亜科の VLP 形成に必要な最小単位の構造

蛋白質は、M 蛋白質及び E 蛋白質と考えられ

ており、最近の報告ではそこに N蛋白質が存

在するとさらに VLP 形成の効率が上昇する。

一方、ToV 亜科は、E蛋白質を持たず、VLP 形

成に必要な最小単位は不明である。 

BToV は培養細胞で継代すると構造蛋白質の

うちHE蛋白質が欠損する事が知られている。

そこで本研究では、BToV の 3つの構造蛋白質

（S、M、N）を様々な組み合わせで 293T 細胞

に発現させて VLP が形成されるか解析した。

この結果、BToV の VLP はいかなる組み合わせ

でも検出する事が出来なかった。この事から、

ToV 亜科の VLP 形成にはさらに未知の要因が

必要である事が示唆され、CoV 亜科と粒子形

成機構が大きく異なることが示唆された。 
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