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研究成果の概要（和文）：プラス鎖RNAウイルスはオルガネラ膜上でゲノム複製が行われるという共通した特徴がある
。本研究ではプラス鎖RNAウイルスのゲノム複製機構に必要なウイルス側、宿主側の因子を同定し、プラス鎖RNAウイル
ス共通のゲノム複製機構の解明を目指した。プラス鎖RNAウイルスである風疹ウイルスのゲノム複製定量系を樹立し、
ウイルス側、宿主側のウイルス増殖促進因子を同定した。風疹ウイルスが形質膜でゲノム複製を行うことを初めて明ら
かにした。本研究の成果はプラス鎖RNAウイルスのゲノム複製メカニズムの解明に有用と考える。

研究成果の概要（英文）：The common hallmark of plus-strand RNA viruses is to synthesize their genomes at v
arious organelle membranes. In this study, we attempted to isolate viral and host factors for genome synth
esis of plus-strand RNA viruses and common mechanisms underlying genome replication. In order to quantify,
 the subgenomic replicon of rubella virus, a member of plus-strand RNA viruses, was established in this st
udy, and using this system viral and host factors for promoting viral propagation were identified. Further
more, this is the first study to indicate that rubella virus undergoes the genome synthesis at the plasma 
membrane. The results in this study provide the information for understanding of mechanisms underlying gen
ome replication of plus-strand RNA viruses.
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１．研究開始当初の背景 
プラス鎖RNAウイルスは生物界で広く存在
しており、医学分野においても C型肝炎ウ
イルス、日本脳炎ウイルス、デングウイル
ス、風疹ウイルス、ポリオウイルス、ノロ
ウイルス、SARS コロナウイルス等、さま
ざまな病原ウイルスが知られている。これ
らのウイルスは引き起こす病態が全く異な
る以外にも数多くの相違点が認められるが、
一方で宿主オルガネラ膜から形成された小
胞構造内でゲノム複製を行うという点で共
通している。しかしながら小胞形成の分子
生物学的メカニズムについては十分に解明
されていない。もし、プラス鎖 RNA ウイ
ルスに共通する増殖機構が存在するのなら
ば、それをターゲットにしたプラス鎖 RNA
ウイルス全般に有効な抗ウイルス剤の開発
が可能となるかもしれないと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では小胞形成に必須なウイルス因子、
哺乳動物由来宿主因子の同定及びその性状
解析を通じ、プラス鎖 RNA ウイルスのゲ
ノム複製小胞形成機序の解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
プラス鎖 RNA ウイルスの代表として、風疹ウ
イルスを使用した。本ウイルスはゲノム複製
に関わるウイルス蛋白質が非構造蛋白質
p150 および p90 のみであり、比較的解析がし
やすいと考えた。 
１） 風疹ウイルスゲノム複製活性を定
量できるサブゲノムレプリコンの樹立 
風疹ウイルスのゲノム複製を定量的に解析
するため、ウイルス粒子の形成に関与する構
造蛋白質遺伝子をレポーター蛋白質遺伝子
に入れ換えたサブゲノムレプリコンの樹立
を行った。 
２） 風疹ウイルスゲノム複製を促進す
るウイルス因子の同定 
１）で作成されたサブゲノムレプリコンが予
想に反して非常にゲノム複製の成立が困難
であった。そのため、ウイルス構造蛋白質の
うち、ゲノム複製を促進する蛋白質が存在す
ると考え、同定と機能解析を行った。 
３） 風疹ウイルスのゲノム複製が行わ
れるオルガネラの解明 
風疹ウイルスのゲノム複製が行われる部位
が不明であったため、イメージング技術を用
い解析した。 
４） 風疹ウイルスのゲノム複製複合体
がオルガネラ膜移行に関与するウイルス因
子の同定 
ゲノム複製小胞を構築するにあたって、最初
にウイルスゲノム複製複合体を構築する因
子のオルガネラ膜移行が先行すると考えら
れる。膜移行に関与するウイルス因子の同定
を行い、様々な変異を導入して機能解析を行
った。 
５） 風疹ウイルスの非構造蛋白質と結

合する宿主蛋白質の同定と相互作用の意義
の解析 
細胞のイメージングからウイルス複製複合
体と共局在する宿主因子の同定を行い、相互
作用の意義について解析を行った。 
 
４．研究成果 
１） 風疹ウイルスゲノム複製活性を定
量できるサブゲノムレプリコンの樹立 
風疹ウイルスの構造蛋白質遺伝子を薬剤耐
性遺伝子およびウミシイタケルシフェラー
ゼ遺伝子に置換したサブゲノムレプリコン
RNAを作成した。本RNAを細胞に導入すると、
ゲノムRNAを導入した場合と比較して複製の
成立効率が劣ることが示唆された。このこと
は、ウイルス構造蛋白質内にゲノム複製を促
進する蛋白質が存在することを示唆してい
た。 
２） 風疹ウイルスゲノム複製を促進す
るウイルス因子の同定 
ウイルス感染細胞内で、ゲノム複製複合体と
共局在するウイルス構造蛋白質の探索を行
った。その結果、キャプシドを形成する C蛋
白質が非構造蛋白質 p150 と非常に良く共局
在することが明らかとなった。そこで、C 蛋
白質をサブゲノムレプリコンRNAと細胞内に
導入したところ、著しくゲノム複製を向上さ
せることが分かった。C蛋白質と p150 との結
合部位を検討したところ、C 蛋白質の N 末
1-30 アミノ酸によって p150 と結合すること
が示された。この領域は coiled-coil 構造を
形成することがコンピュータ解析によって
予想され、確かに C 蛋白質 1-30 アミノ酸領
域は自己結合していることが示された。その
coiled-coil 構造の予測に従い、この構造を
破壊するような変異を導入すると、C-C 蛋白
質結合だけでなく、C-p150 結合も失われた。
この変異を導入したウイルスはほとんど増
殖することができなかったことから、増殖性
に両蛋白質の結合は非常に重要であること
が示唆された。この結合はゲノム複製の促進
に必須であることから、ゲノム複製レベルで
C蛋白質とp150は協調して機能していること
が示唆された。 
風疹ウイルスゲノム複製に必要なウイルス
因子が明らかになった一方で、ゲノム複製を
恒常的に維持される細胞種は非常に限られ
ていることが明らかとなった。特に風疹ウイ
ルスの唯一の自然宿主であるヒトを由来と
する培養細胞においてはそのゲノム複製効
率が非常に悪く、解析に不適であることが明
らかとなった。このことは当初計画していた
siRNA ライブラリーによる網羅的な宿主因子
の同定を困難とした。 
３） 風疹ウイルスのゲノム複製が行わ
れるオルガネラの解明 
風疹ウイルスの非構造蛋白質 p150 に緑色蛍
光蛋白質を導入し、生細胞内でゲノム複製部
位を観察できる変異ウイルスを作製し、解析
に用いた。風疹ウイルス p150 は感染初期に



形質膜に局在するが、感染後期には細胞室内
でフィラメント様構造体を形成することが
示された。さらにゲノム複製中間体である二
本鎖RNAの細胞内局在を免疫蛍光抗体法で観
察したところ、感染の時期によらず、形質膜
に局在することが明らかとなった。このこと
から、風疹ウイルスのゲノム複製は主に形質
膜で行われることが示唆された。 
４） 風疹ウイルスのゲノム複製複合体
がオルガネラ膜移行に関与するウイルス因
子の同定 
風疹ウイルスのゲノム複製に必要なウイル
ス蛋白質は非構造蛋白質 p150、p90 および構
造蛋白質Cであることが2)で明らかになった。
これらの細胞内での局在を観察すると、p90
はほとんどが細胞質内に拡散して存在し、一
方 p150 は３）で示した通り、感染初期に形
質膜に局在することが示された。C 蛋白質の
多くは p150 と共局在するが、これを単独発
現した場合には細胞質に拡散して局在する
ことから、C蛋白質は p150 に依存した局在を
示すことが示唆された。このことから、p150
が形質膜へのターゲッティングに機能して
いるものと考えた。本蛋白質は膜貫通領域が
存在しないため、膜表面に結合する蛋白質で
あることが示唆された。プラスミド発現させ
た場合には、全長 p150 は膜への局在を示さ
なかった。このことは p150 の膜局在にはさ
らにゲノムRNA等の因子が必要であることが
示唆された。 
５） 風疹ウイルスの非構造蛋白質と結
合する宿主蛋白質の同定と相互作用の意義
の解析 
細胞内イメージングを行い、非構造蛋白質
p150 と宿主のアクチンが共局在することを
明らかにした。アクチンは主要な細胞骨格蛋
白質であり、細胞の運動、分裂、輸送等に関
わる膜の再構築に重要であることが示され
ている。そこで、アクチンと p150 の結合の
意義について検討を行った。まず p150 のど
の領域がアクチンとの結合に重要であるか
を検討した結果、547 位のアスパラギン酸に
変異を導入するとアクチンとの結合が認め
られなくなることが明らかとなった。さらに
この変異をウイルスへ導入したところ、大き
く増殖性が低下することが示された。しかし、
この変異はウイルスのゲノム複製には影響
が無く、むしろゲノムのウイルス粒子への取
り込みに関与している可能性が示唆された。 
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