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研究成果の概要（和文）：熱水などの極限環境に生息する超好熱古細菌に感染するウイルスのうち、代表者が過
去に単離し、ゲノムサイズが最も小さくシンプルなClavaviridae科ウイルスAPBV1の解析を行った。ウイルス粒
子を構成する4つの構造タンパク質の解析では、主殻タンパク質は単独でウイルス様粒子を構成し、粒子内の局
在が不明だった1つのタンパク質は粒子の表層部に付加されていることが明らかになった。新たな熱水サンプル
から単離したAPBV2とAPBV1のゲノム配列を比較したところ、両者は極めて高く保存されていることが明らかにな
った。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed the replication mechanism of one of the most simplest 
archaeal virus, APBV1 of the Clavaviridae family. Experimental investigation on the virion 
structural protein revealed that the major capsid protein self assembles to form the bacilliform 
structure. And by performing immuno-electron microscopy, we identified that one of the minor capsid 
proteins are being located on the outer surface of the virion. 
We have also succeeded in isolating the second isolate of the Clavaviridae virus, APBV2, from fresh 
sample obtained from a Japanese geothermal environment. Comparative genomics of the two genomes 
revealed that two clavaviruses are highly conserved in their genetic content. Due to their unusually
 small genome size, it may be that clavaviruses cannot tolerate much flexibility in their genetic 
composition. 

研究分野： 環境ウイルス学

キーワード： 古細菌　ウイルス　超好熱菌　ゲノム　殻タンパク質

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で解析したAPBV1ウイルスの殻タンパク質は、長細い桿菌型に自己会合する珍しいタンパク質であること
が明らかとなった。タンパク質工学的観点からの利用も見込まれるため、福井大学との共同でこの成果で得られ
た技術的知見について特許出願を行った。4種ある構造タンパク質の粒子内局在も徐々に明らかになりつつある
ことから、今後は遺伝子組換法を用いた配列改変なども行うことで、将来的にはコンタミと無縁なワクチンを生
産するための新たなウイルスベクターとなることも期待される。
また、古細菌ウイルスの多様性を理解することで、数十億年に亘るウイルスの起源や進化の解明にも繋がること
が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

 ウイルスは、古細菌(Archaea)、細菌(Bacteria)、真核生物(Eukarya)の全てのドメインに存在
するが、最も研究例が乏しいのが古細菌を宿主とするウイルスである。僅かな研究例ながら、
80℃以上の高温環境に生息する超好熱古細菌を宿主とするウイルスは、レモン型やボトル型を
はじめとし、粒子形状やゲノム配列が極めて多様性に富んでおり、ウイルスの進化や多様性を考
察する上でも特異な存在である。1980 年代に最初の超好熱古細菌ウイルスが発見されて以来、
単離例は漸く 100 株を超えるまでになったものの、その多くはウイルス粒子の電子顕微鏡画像
とゲノム配列などの一次情報に限られており、詳細な生物学的解析まで行われているものは限
定的である。このような背景から本研究では、既に単離されている超好熱古細菌ウイルスのうち
の 1 種をターゲットに、その生物学的特性をより詳細に研究することで、地球上のウイルス界
において特別な存在である古細菌ウイルスの理解を深化させたいと考える。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では代表者が 2005 年に九州の沿岸熱水環境から単離した、超好熱古細菌 Aeropyrum 

pernix (至適増殖温度 90-95℃ )に感染する Clavaviridae 科ウイルス Aeropyrum pernix 
bacilliform virus 1  (APBV1)の詳細を研究することを目的とした。本ウイルスは 5.2kb の環状
二本鎖 DNA ゲノムを有するが、これは全ての古細菌ウイルスの中で最小のゲノムサイズであ
る。全ての二本鎖 DNA ウイルスと比較しても、哺乳類などに感染しゲノムサイズが最小の
Polyomaviridae 科の真核ウイルスより数十塩基大きいのみである。本ウイルスは他の古細菌ウ
イルスと比較しても、培養が極めて簡単である上に粒子生産能も非常に高い。また本研究に先立
ち、研究代表者を含めた欧州の国際研究グループによりクライオ電子顕微鏡解析による構造解
析が行われており、143×15.8 nm の桿菌型粒子の 3Åレベルでの詳細構造が既に解明されてい
る。これらの特性から、本ウイルスは、将来的に古細菌ウイルス研究におけるモデルウイルスの
一つになりうると充分に予想される。そこで本研究では APBV をより多角的に解析することで、
様々な応用研究への発展を含め、本ウイルスが将来的に古細菌ウイルス研究におけるモデルウ
イルスの一つとなるための二次情報を提供することを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

 

本研究では、Clavaviridae 科ウイルス APBV1 を用い、下記 4 点の解析実験を行った。 

 

(1) 感染サイクルの理解を目的とした一段増殖実験 

本ウイルスは倍加時間が 2.5 時間の宿主 A. pernix に感染し、1-2 日程度の培養後には高濃
度のウイルス粒子が細胞外に放出されることは経験的に分かっていたが、詳細な感染サイクル
はこれまで検証していなかった。一般的なウイルスでは、感染サイクルを解明するための一段
増殖実験(one step growth curve)は、ウイルスの溶菌性を計数の指標、もしくは核酸染色剤と
蛍光顕微鏡を用いたウイルス粒子の直接計数により行う。しかし本ウイルスは、宿主を殺さな
い非溶菌性ウイルスであり、また蛍光観察が検出限界以下の小さいゲノムのウイルスである。
そのため本研究では、細胞外液からウイルス粒子を濃縮精製し、ウイルスゲノム DNA の核酸
量を定量化することによりウイルス粒子数を算定した。 

 

(2) 計 4 つの殻タンパク質の粒子内局在の解明 

代表者による先行研究により、本ウイルスは 4 つの構造タンパク質(ORF6-81, 7-201, 8-93, 

9-99)から構成されていることは明らかとなっていた。各タンパク質の存在量比から、そのうち
の ORF6-81 がウイルス粒子本体を司る主殻タンパク質(major capsid protein)であることは既
に解明しており、また先述の詳細な構造解析からも同様の結果が得られていた。しかし残りの
3 つの構造タンパク質(minor capsid protein)がウイルス粒子内のどの部位を構成しているか
については一切情報が得られていなかった。そこで本研究では、全ての構造タンパク質に対す
る抗体を作成(外注)し、金コロイドを付着した二次抗体を用いた免疫電顕法を行うことで、各
minor capsid protein の粒子内局在の解明を試みた。 

 

(3) 主殻タンパク質の粒子形成メカニズムの解明 

先述の通り、本ウイルスは ORF6-81 産物が主殻タンパク質として桿菌型のウイルス粒子本
体を構成していることは明らかになっているが、当タンパク質が単体で桿菌型の粒子を形成
するのか、またはゲノム DNA や他の構造タンパク質などの他の要素が組み合わさって形成す



るのかなどは未解明である。一般的にウイルスの主殻タンパク質は大腸菌などの発現系では
封入体を形成してしまうなど、発現が困難である。研究代表者も過去に一度大腸菌での発現を
試みたものの、可溶性タンパク質を得ることはできなかった。そこで本研究では、好熱性古細
菌のタンパク質発現の研究実績を豊富に有する福井大学の里村武範准教授らの協力を仰ぐこ
とにより、大腸菌を用いた ORF6-81 の発現を再度試みた上で、桿菌型粒子のアッセンブリー
のメカニズムの解明を行った。 

 

(4) "APBV2"の単離による比較ゲノミクス 

本研究開始時点では Clavaviridae 科ウイルスは、本研究で対象としている APBV の 1 種のみ
が報告されていた。そのため、これまでは近縁種間を比較する比較ゲノミクスを行うことができ
なかった。本研究ではこれを可能にするため、日本各地の熱水活動域(温泉)にて再度熱水のサン
プリングを行うことで、”APBV2”の単離を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 感染サイクルの解明を目的とした一段増殖実験 
ウイルスのゲノム DNA の定量化により得られた実験結果から、本ウイルスの 1 回の感染サイ

クルは 60-90 分程度で完了することが明らかとなった。これは比較的短時間で本ウイルスが宿
主へ吸着、複製、子ウイルスの放出といった一連の感染サイクルを完了していることを意味する
が、電子顕微鏡を用いた従来の観察結果とも合致する。 
一方で、本実験では安定的なデータの再現性を得ることに苦労した。本実験ではデータ取得の

ための本培養の前の前培養までの条件は可能な限り統一していたものの、前前培養までの条件
統一が必要であることも明らかとなった。このことは、ウイルス粒子が細胞から放出された後、
未感染の宿主菌と短時間のうちに出会うことができなければ、熱ストレスなどにより失活して
いることが原因であると考えられる。 
 
(2) 殻タンパク質の粒子内局在の解明 

4 つの構造タンパク質に対する抗体を外注したところ、配列特異性のため、大腸菌によるタン
パク質の生成は 3 つにおいて生成不可能と判断された。唯一生成された抗体を一次抗体として、
金コロイドを付着した二次抗体を用いた免疫電顕を行ったところ、当該タンパク質はウイルス
粒子の主軸部の最表層域に存在することが明らかとなった。本研究の開始以前に行ったクライ
オ電顕を用いた構造解析では、このような表層構造は認められなかったことから、本研究の結果
はやや意外なものであった。一般的にクライオ電顕を用いた粒子の再構成では、画像データを平
均化することで構造を取得する。そのため、低い割合での付着・修飾物などは構成データから省
略されることとなる。そのため本実験で対象とした構造タンパク質も、低頻度で表層タンパク質
に付着しているものと推察される。 
 当初は抗体作成に至らなかった残りの殻タンパク質に関しては、配列を部分的に改変させる
ことなども含めて検討していた。しかし本研究期間内に勃発した新型コロナ禍により、バイオ系
企業の受託サービスに世界規模で混乱が生じたことに加えて国際物流システムにも混乱が生じ、
期間内に抗体を入手することは叶わなかった。今後、システム混乱は落ち着くことが予想される
ため、機会があれば他の構造タンパク質にも再挑戦したいと考えている。中でも、桿菌型ウイル
ス粒子の異なる 2 つの末端を構成するタンパク質を同定した上で、感染直後に宿主細胞表層に
付着する側の末端の特定を行いたいと考えている。 
 
(3) 主殻タンパク質の粒子形成メカニズムの解明 
 超好熱古細菌由来のタンパク質の大腸菌発現実験の経験が豊富な、福井大学の里村准教授ら
のグループと行った共同研究の結果、主殻タンパク質である ORF6-81 の大腸菌による発現試験
に成功した。カラム精製後の高濃度の発現タンパク質を電子顕微鏡下で観察したところ、APBV1

のウイルス粒子に極めて類似したウイルス様粒子(VLP: Virus-Like Particle)が認められた(図 1)。
この結果は、本ウイルスの桿菌型粒子の主要部分は、主殻タンパク質であり 81 残基のアミノ酸
から成る ORF6-81 のみの自己会合により形成・構成されることが明らかとなった。先のクライ
オ電顕を用いた詳細な構造解析においては、ウイルス粒子の中心部には複雑に織り込まれたゲ
ノム DNA 分子の存在が明らかとなっていた。他の長形・線形ウイルスなどにおいては、ゲノム
DNA を芯として、その周辺に殻タンパク質が巻き付く形で会合することにより粒子が形成され
ることが知られていた。またそのような長形ウイルスでは、ウイルスのゲノム長が粒子の長さを
決定する主要因となっている。本研究により得られた結果から、本ウイルスは他の多くの長形ウ
イルスと異なり、ORF6-81 産物が単独でウイルスの殻部分を構成しており、折りたたまれたゲ
ノム DNA や他の殻タンパク質などは粒子形成には不要であることが明らかとなった。また興味
深いことに、観察された発現タンパク質由来の VLP は本ウイルスと同程度の粒子長のものが多
く、200 nm を越えるような VLP は観察されなかった。現在はさらに、ORF6-81 の配列を改変
させたタンパク質の発現試験も行っている。 

 



                                 
図 1. 組換大腸菌により発現させた APBV1 の ORF6-81 産物による桿
菌型 VLP の透過型電子顕微鏡画像。スケールバーは 100 nm。 
 
 
 
 
 

 
 

(4) “APBV2”の単離による比較ゲノミクス 

 国内外の熱水活動域(温泉)にて熱水サンプルを採取し、A. pernix を宿主とする新たなウイル

スの単離培養を試みたところ、新規ウイルスの単離に成功した。透過型電子顕微鏡にてその形状

を観察したところ、APBV1 と同じ桿菌型ウイルスであったことから、APBV2 と命名した(図 2A)。

そのゲノム配列を解析したところ、APBV1 の全 14 の ORF が APBV2 においてもコードされて

いた (図 2B)。配列保存性も高く、1 つを除く 13 の ORF では DNA レベルで 97-100%の一致が

見られた。そのため、ウイルス分類学上 APBV2 は、Clavaviridae 科の新種ではなく、APBV1

の同種別株であると判断される。古細菌ウイルスにおいてこのように高度に配列が保存された

株が単離されることは極めて珍しいことである。 

 両ウイルスのゲノム配列を BLAST 解析したところ、APBV1 の ORF11-90 から ORF14-191

までの同一オペロン上の 4 遺伝子は、本ウイルスの実験宿主である Aeropyrum 属と同じ

Desulfurococcales 目に属し、太平洋北東部の深海熱水孔から 2016 年に単離された Pyrodictium 

delaneyi のゲノム上にも保存されていることが明らかとなった。この遺伝子水平伝播がどちら

の配列を起源とするかは定かではないが、Clavaviridae 科のウイルスでは 2 つのゲノムに保存

されている一方、古細菌においてこの配列を有しているのはこれまでのところ P. delaneyi のみ

であることから、ウイルスから古細菌へ起きたと推察される。また、Clavaviridae 科のウイルス

が太平洋の熱水環境に広く分布していることを示唆するものである。今後は、より広域環境から

更なる Clavaviridae 科ウイルスの単離を試みることで、同科ウイルスの多様性と進化の解明に

も繋げたいと考えている。 

 

図 2. 新たに単離されたAPBV2

の電子顕微鏡画像(A)とゲノム

マップ(B)。電顕画像のスケール

バーは 100 nm。 
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