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研究成果の概要（和文）：RNA ウイルスである脳心筋炎ウイルス (EMCV) や E 型肝炎ウイルス 

(HEV) を試験管内で組み立てる方法を確立した。EMCVに関しては、ヒト細胞抽出液由来試験管

内タンパク質合成システムを用いて DNA から合成し、精製し、透過型電子顕微鏡により形態を

観察できるようにした。HEV に関しては、大腸菌で合成し精製した殻タンパク質を試験管内で

インキュベートすることにより、ウイルスカプセルを作成することに成功した。そして、それ

ぞれドラッグデリバリーやバイオイメージングに利用できるようにアミノ酸配列に改変を加え

た。 
 
研究成果の概要（英文）：We established procedures through which RNA viruses, EMCV and HEV 
are synthesized in vitro. We synthesized EMCV in the human cell extract-derived in vitro 
protein expression system from DNA, and purified it for analysis with a transmission 
electron microscope. HEV capsid proteins were produced in E. coli and purified. The 
purified HEV proteins were incubated in vitro for the formation of HEV viral capsules. 
To apply these viral particles to drug delivery and bio-imaging, the amino acid sequences 
of the capsid proteins of EMCV and HEV were altered.     
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１．研究開始当初の背景 
ウイルス粒子をナノバイオテクノロジーに
応用するという研究が盛んになりつつあっ
たが、ウイルス粒子を合成するために細胞を
用いていたため、粒子内に細胞内因子が入り

込むという欠点があった。また、細胞を用い
るタンパク質合成法では非天然アミノ酸な
どの導入が難しく、目的に応じた粒子の改変
が容易ではなかった。 
２．研究の目的 
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細胞内合成

図１ EMCV（脳心筋炎ウイルス)
の電子顕微鏡写真

試験管内合成

そこで、細胞を用いるのではなく試験管内で
ウイルス粒子を組み立てる方法を確立する
ことにした。試験管内での合成では、非天然
アミノ酸の導入が容易である。また、精製し
たウイルスカプシドタンパクを試験管内で
ウイルスカプセルを作成できるようにすれ
ば、カプセル内に意図したものを自由に挿入
でき、また、他の物質の混入を避けることが
できる。 
 
３．研究の方法 
二つの RNAウイルス：脳心筋炎ウイルス 
(EMCV)と E 型肝炎ウイルス (HEV)を用いた。
EMCV粒子はヒト細胞抽出液由来試験管内タ
ンパク質合成システムを用いて合成した。  
HEVに関しては、HEVカプシドタンパクを大
腸菌で発現し、精製品を試験管内でインキュ
ベートすることにより粒子を組み立てた。 
 
４．研究成果 
(1) EMCV: 従来の試験管内ウイルス合成シス
テムは RNAウイルスのゲノム RNAをヒト細胞
抽出液由来試験管内タンパク質合成システ
ムに投入することにより行われてきた。しか
し RNAの取り扱いは難しく失活させてしまう
場合が多い。そこで、EMCV RNAをコードする
DNA を RNA ポリメラーゼと共に合成システム
に加えることにより一本の試験管の中で転
写と翻訳、そしてウイルス粒子の形成まで自
動 的 に 進 む シ ス テ ム を 開 発 し た
(Biotechnology Letters 34: 67-73)。 
  次に、試験管内で合成した EMCV を精製
する方法を確立した。分離はショ糖密度勾配
遠心を用いた。この方法は分子量の差で分離
する方法であるが、細胞抽出液中でウイルス
粒子に匹敵する大きさを持つものとして、リ
ボソームと mRNA の複合体であるポリソーム
がある。そのポリソームの混入を阻止するた
めに、合成反応後、サンプルに RNA分解酵素、
界面活性剤、ピューロマイシンそして高濃度
の塩化カリウムを添加後インキュベートし、
サンプルをショ糖密度勾配遠心に掛けた。こ
の操作を２回行うことによりポリソームの
混入の無い EMCV 粒子を得ることができた。
そして、このサンプルを透過型電子顕微鏡で
観察することにより、試験管内で合成した
EMCV 粒子と細胞で合成された EMCV 粒子は全
く同じ形態を呈していることが確認された

（ 図 １ ）（ Biotechnology Letters 35: 
309-314）。これらの結果は我々が開発した試
験管内ウイルス合成システムの有用性を示
すものである。 
(2)HEV: N 末にヒスタグを導入した HEV カプ
シドタンパク(ORF2)を大腸菌で合成し、ニッ
ケルカラムで精製し、外部液（150 mM KCL,20 
mM MOPS pH 6.8, 5 mM CaCl2）に対し透析し、
ショ糖密度勾配遠心を用いて分離した。精製
した粒子を透過型電子顕微鏡で観察するこ
とにより、形成された粒子は直径３０ｎｍの
典型的なＥ型肝炎ウイルスの形状を呈して
いた（図２）。これは空のウイルスカプセル
であり、以下のよう応用に向けた改変を行っ
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

構造解析により HEV粒子カプセルを構成す
る各 ORF2の N末はカプセルの内側、C末はカ
プセルの外側に向いている事がわかってい
る。そこで、カプセルを腫瘍細胞にターゲッ
トさせるためにＲＧＤ (Arg-Gly-Asp) 配列
を ORF2 の C 末に挿入した。ＲＧＤ配列は腫
瘍細胞で多く発現しているインテグリンに
結合するため、腫瘍細胞をターゲテイングす
ることができる。ＲＧＤ配列を C末に持つ粒
子を肝癌細胞とインキュベートすると効率
良く細胞に取り込まれることがわかった。 

カプセルの内側に量子ドットを挿入
するため、粒子形成の際に量子ドットを共存

させ粒子を形
成させた。す
ると、量子ド
ットを内包す
る粒子は２－
３割の確率で
形 成 さ れ た
（図３）。 
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