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はじめに

真核生物を宿主とするプラス鎖 RNA ウイルスが宿主細
胞に侵入すると，脱外被を経てゲノム RNA が翻訳され，
複製を司るタンパク質（本稿ではこれを「複製タンパク質」
と呼ぶことにする）が合成される．複製タンパク質は，オ
ルガネラ膜の細胞質側表面にゲノム（プラス鎖）RNAをリク
ルートして複製複合体を形成する．この際利用される膜の
種類はウイルスにより様々である．また，多くのウイルス
で，複製複合体形成に伴い，膜内腔への陥入構造や多重膜
構造等が形成される例が報告されている（例えば文献 19,
20）．複製複合体の中では，ゲノムに相補的なマイナス鎖
RNA が合成される．次いで，複製複合体はもっぱら子孫
プラス鎖 RNA を合成して細胞質中に放出する 1, 19）（図
1A）．ここで，マイナス鎖 RNAは細胞質とは隔離された複
製複合体の中に格納され，外に出ることはない．二本鎖
RNAは動物におけるインターフェロン応答や，高等真核生
物に広く備わっている RNAサイレンシングの引き金とな
ることから，真核プラス鎖 RNAウイルスの複製サイクル
では，マイナス鎖 RNAを隠すことがウイルスにとって非
常に重要なのではないかと考えられている．以上の過程は，
プラス鎖 RNA 合成のための鋳型認識とマイナス鎖 RNA

合成のための鋳型認識と相補鎖合成開始が，可溶性の「複
製酵素」により，互いに似た機構で起こり，マイナス鎖
RNAが細胞質中に提示されるプラス鎖 RNA ファージの
複製過程 5）（図 1B）とは全く異なるものである．むしろ最
近，真核生物プラス鎖 RNAウイルスと，逆転写を介して
複製するウイルスや二本鎖 RNAウイルスが，複製サイク
ルのいろいろな局面で類似点をもち，共通の祖先をもつ可
能性が指摘されている 1, 19）．

1．ウイルス増殖関連宿主因子の

順向きの遺伝学的アプローチによる同定

ウイルスのゲノム複製機構を理解するためには，その過
程にどのような因子が関与するかを知ることが前提となる
が，そのような宿主因子についての知見は，現在でも多く
のウイルスにおいて欠落が著しい．我々は，トバモウイル
スの増殖に関与する宿主因子を，ゲノム全体にわたる塩基
配列が決定されたモデル植物シロイヌナズナ 3）を用いて，
順向きの遺伝学的手法で同定する試みを行ってきた．具体
的には，トバモウイルスの効率のよい増殖を許容するシロ
イヌナズナ野生株を突然変異誘起処理し，トバモウイルス
の増殖効率が低下した突然変異株を単離し 10, 15），原因遺
伝子を同定した 23, 26）．これにより，欠損によりトバモウ
イルスの増殖が阻害されるような遺伝子，T O M 1 と
TOM2Aを同定することができた．これらはそれぞれ 7回，
4回膜貫通タンパク質をコードすると予想された．さらに，
酵母ツーハイブリッド解析により，TOM1はトバモウイル
スの複製タンパク質および TOM2Aと相互作用すること
が示唆された 23, 26）．また，感染細胞抽出液の細胞分画法
による解析において，TOM1はトバモウイルスの RNA合
成活性と酷似した挙動をとることも明らかになった 7）．こ
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れらの結果と，真核生物プラス鎖 RNAウイルスの複製複
合体がオルガネラ膜上に形成されることを総合して，
TOM1，TOM2Aは，トバモウイルスの複製タンパク質を
膜上につなぎ止め，複製複合体の形成あるいは機能維持に
重要な働きをしていると予想された．

我々は，さらに多くの宿主因子を同定すべく，変異株の
スクリーニングを展開したが，単離されたのは tom1のア
リルばかりであった 26）．シロイヌナズナのゲノムが解読さ
れてわかったことの一つは，多くの遺伝子が重複している
ということである 3）．ウイルスの増殖に必要な遺伝子であ
ってもそれがファミリーを形成していた場合，そのうちの
ひとつが欠損してもウイルスの増殖効率の低下という表現
型を現さないことが予想される．また，当該遺伝子に重複
がなかったとしても，その遺伝子の欠損が致死的であった
場合，遺伝学的に同定することは難しい．このようなこと
を考えると，植物を用いた順向きの遺伝学的アプローチで
ウイルスの増殖をサポートする遺伝子を同定できたことは，
多くの幸運な条件に恵まれた，むしろ例外的な事例といえ
るのかもしれない．最近，高等真核生物に比して遺伝子の
重複が少ない出芽酵母で複製できる植物ウイルス，ブロム
モザイクウイルス（BMV），トマトブッシースタントウイ
ルスの増殖に関わる宿主遺伝子のゲノムワイドな検索が行
われ，ウイルスの増殖に影響を与える数多くの遺伝子が同
定された 2, 12, 17）．これらのうちには，間接的に影響を及
ぼしているものも含まれると考えられるが，今後の詳細な
解析により，多くのことが明らかになることが期待される．

このように，我々は植物を用いた順向きの遺伝学的アプ
ローチに限界を感じ，生化学的に宿主因子を同定し，遺伝
学的手法で同定された因子も含めて，それらの機能を解析
したいと考えた．その背景には，タンパク質のアミノ酸配
列情報の充実と質量分析法を利用した微量タンパク質同定
技術の進展があった．生化学的なアプローチを進めるため
にどうしても必要なのは，試験管内ウイルス RNA複製系
である．我々が手本にしたのは，ポリオウイルスの試験管
内複製系である．1991年，Mollaらは，Hela細胞を破砕し，
低速遠心で非破砕細胞と核を除いただけの粗抽出液を用い
てポリオウイルス RNAを翻訳し，RNA合成基質を添加す
ることにより，ゲノム RNAの複製はもとより，新しくウイル
ス粒子まで作らせることに成功した 13）．さらに，低濃度のグ
アニジンを作用させることにより，翻訳を阻害することな
く一連の反応をマイナス鎖 RNA合成の前で一時停止させ
ることができること，グアニジンを除去すればその後の反
応を再開することができること 4）などを利用して，ポリオ
ウイルスのライフサイクルの詳細が次々と明らかにされて
いる．ところが，同様な系の確立は，2003年にポリオと同
じピコルナウイルスに分類される Encephalomyocarditis
virus について報告されたのみであった 22）．我々は，植物
細胞抽出液を用いて植物 RNAウイルスゲノムの翻訳・複
製系を開発しようと考えた．その予備段階として，トバモ
ウイルスの一種であるトマトモザイクウイルス（ToMV）
RNAを市販の小麦胚芽抽出液あるいはウサギ網状赤血球ラ
イセートを用いて翻訳し，放射性標識した RNA合成基質
を添加してみた．しかし，これらの系では，複製タンパク
質は合成されたが，ToMV特異的 RNA合成は検出されな

図 1 プラス鎖 RNAウイルスのゲノム複製モデル．（A）真核生物を宿主とするプラス鎖 RNAウイルスのゲノム複製モデル．ゲノ

ム RNA（濃い太線）は翻訳されて複製タンパク質（黒丸）を産生する．複製タンパク質はゲノム RNAを鋳型として認識し，

膜表面にリクルートして複製複合体を形成する．複製複合体は膜により細胞質から隔てられた空間でマイナス鎖 RNA（淡い

太線）を合成し，次いで多量のプラス鎖 RNAを合成して細胞質に放出する．（B）原核生物を宿主とするプラス鎖 RNAウイ

ルスのゲノム複製モデル．可溶性の「複製酵素」（黒丸）により，細胞質中でマイナス鎖およびプラス鎖が合成される．RNA

の 5’末端は丸印で示した．
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図 2 タバコ BY-2 培養細胞由来プロトプラストの脱液胞化．

スケールバーは 20μm．

図 3 BYLを用いた試験管内 ToMVRNA翻訳・複製．左側に，

BYLを用いた試験管内 ToMV RNA翻訳・複製反応産物

（RNAは[α-32P]CTPで標識し，ゲル電気泳動により分離

後オートラジオグラフィーで検出した），右側に，ToMV

感染 BY-2プロトプラストにおける 130K, 180K 複製タン

パク質の蓄積と RNA合成パターン（RNAは[3H]ウリジ

ンで標識し，ゲル電気泳動により分離後フルオログラフ

ィーで検出した）を示す．

かった 11）．複製が膜に依存することを考えると，膜を含ま
ないこれらの翻訳系で複製が起きないことは当然とも思わ
れた．そこで我々は，膜を含んだ翻訳系を自前で作ろうと
考えた．

2．植物 RNA ウイルスゲノム試験管内翻訳・複製系

多くの植物細胞は，細胞内容積の大部分を占める液胞を
もつ．液胞は，単膜系のオルガネラで，細胞の種類によっ
て機能が多様に分化している．一般に植物体を構成する体
細胞では，液胞内腔は酸性に保たれ，タンパク質あるいは
核酸等を分解する酵素を含んでいる．植物細胞をそのまま
破壊すると液胞も壊れ，これらの内容物が混入してしまう．

従って，その抽出液においては一本鎖 RNAはたちまち分
解され，ほとんど翻訳活性は検出されない．試験管内翻訳
を行うための植物細胞抽出液を作製する材料としては，小
麦胚芽がよく知られているが，この組織の細胞において液
胞は未発達である．我々は，トバモウイルス RNAの試験
管内翻訳・複製系を構築するにあたり，トバモウイルスが
効率よく増殖することが知られているタバコ BY-2培養細
胞を材料に使用しようと考えた．この細胞は倍加時間が 24
時間弱と植物細胞としては例外的に短く，非常に扱いやす
いため，「植物の Hela細胞」と呼ばれている，日本で樹立
され，世界中で使われている懸濁培養細胞である 14）．液胞
は比較的未発達な上，脱液胞化の技術も園部らにより確立
されていた 21）．セルラーゼ等の酵素を用いて細胞壁を除去
して作製した BY-2プロトプラストを，パーコール密度勾
配中で遠心すると，浮遊密度の小さな液胞は上方に，核を
含む細胞質は重いので下方に引っ張られ，2つに引きちぎ
られる．結果として，液胞を失った「脱液胞化プロトプラ
スト」は，浮遊密度の大きな領域にバンディングしてくる
（図 2）．これを回収し，ダウンスホモゲナイザーで破砕し，
低速遠心で未破砕細胞と核を除去した細胞質抽出液（BYL）
を得た．BYLは，プラス鎖 RNAウイルスが複製複合体を
形成するために必要なオルガネラ膜を含んでいる．BYLを
用いて ToMV RNAを翻訳して複製タンパク質を合成し，
次いで RNA合成基質を添加すると，ToMV RNAの複製
がみられた．標識ヌクレオチドは，ゲノミック（+）RNA,
複製型（二本鎖）RNA，サブゲノミック（+）RNAにとり
こまれ，合成パターンは，ToMV感染 BY-2プロトプラス
トにおいて見られるものと似ていた（図 3）．このことから，
この試験管内系で，生体内と同様の複製複合体が形成され
たと考えられる．また，BYLを用いた同様の反応により，
BMV，キュウリモザイクウイルス，カブクリンクルウイル
ス RNAも翻訳・複製させることができた 11）．この実験系
は，幅広く植物プラス鎖 RNAウイルスの複製複合体形成
過程の有効な解析手段になると期待される．

3．トバモウイルス感染誘導植物培養細胞からの

複製複合体の単離

これまでに，複製複合体の性状を知ることを目的に，多
くのプラス鎖 RNAウイルスについて感染細胞の破砕物か
ら生体膜を精製し，RNA合成活性の特性を調べる実験，さ
らに，膜に結合した複製複合体を界面活性剤で可溶化し，
RNAポリメラーゼ活性を精製し，共精製される宿主因子を
同定する試みが精力的に行われてきた．このような試みの
中で，多くの場合に共通に見いだされたことは，（1）膜を
可溶化しない状態では，内在性鋳型をもとに標識ヌクレオ
チドを二本鎖 RNAに取り込む活性が検出される；（2）界
面活性剤を添加して膜を可溶化すると，内在性の鋳型に依
存した RNA 合成活性は消失し，外から加えたウイルス



38 〔ウイルス　第 56巻　第１号，

RNAに対してその相補鎖を合成する活性が現れることであ
る．可溶化されたウイルス RNA依存 RNAポリメラーゼ
（RdRp）が，添加した当該プラス鎖ウイルス RNAを，相補
鎖を経て複製するサイクルを完遂する例も報告された 8, 25）．
しかし，可溶化酵素で完全な複製サイクルを回せたのは，
むしろ例外に属する．個々のウイルスについての成果は，
本誌に掲載された渡辺と日比による総説に詳述されている
ので，そちらを参照されたい 24）．可溶化されたウイルス
RdRpは，図 1Aに示した複製サイクルを考慮すれば，生
体内で起こっている鋳型認識と複製の過程を再現するもの
ではないことが予想される．実際，例えば，BMV感染細
胞の膜を可溶化すると，外来 BMV RNAを特異的に鋳型
として認識し，マイナス鎖 RNAを合成する活性が得られ
る．BMVのウイルス粒子は 3本に分節したゲノム RNAに
加え，RNA4 と呼ばれるサブゲノミック RNA を含む．
RNA4は BMV RNAが複製鋳型として認識される際に必
要なシス配列を欠き，生体内ではマイナス鎖合成の鋳型と
しては使われないにもかかわらず，この酵素は RNA4を鋳
型としてマイナス鎖を合成することができる 18）．このよう
に，可溶化された RdRpは生体内での過程を完全には反映
しないやり方で鋳型を認識していると思われる．しかし一
方で，可溶化されたウイルス RdRpが鋳型特異性をある程
度残しているのも事実で，この酵素の性質や構成因子を調
べることは，鋳型認識機構や複製複合体の構造の解明に向
けて十分に意味があると考えられる．

前述の通り，植物細胞をそのまま破砕すると，液胞から
の各種分解酵素の漏出により，多くの生化学的過程が妨害
される．ウイルスの複製過程も例外ではなく，感染細胞を
そのまま破砕して得た抽出液あるいは膜画分に見いだされ
るのは，ほとんどの場合，二本鎖 RNA 合成活性のみで，
生体内で見られるような，多量の一本鎖（＋）RNA の合
成は観察されない．ただ，そこから膜画分を精製したり，
可溶化後クロマトグラフィー等で精製すると，一本鎖（＋）
RNA の合成が検出されるケースがあることは知られてい
た 8, 16）．従って，一本鎖 RNAが合成されないことの原因
のひとつは，抽出液に混入した一本鎖 RNA分解酵素にあ
ると考えられた．このような状況下では，活性の一部しか
観測されないだけでなく，RNA合成のマシナリー自身無傷
の状態で抽出されているか不明である．ToMV感染植物葉
から抽出された膜画分は，蔗糖密度勾配遠心により精製す
ると一本鎖ゲノム RNAを合成する活性を含んでいたが，そ
れは，生体内では多量に合成されるサブゲノミック RNA
はほとんど合成しなかった 16）．これは，一本鎖 RNAを合
成する活性は得られても，生体内のものとは質的に異なる
ものに変化してしまっている可能性を示唆する．これらの
背景を踏まえ，我々は，既に形成された複製複合体を得る
ためにも，脱液胞化が有効と考えた．非感染 BY-2細胞か

ら得た BYLを用いた試験管内翻訳・複製系では，得られる
複製複合体の量が生化学的解析を行うには十分とはいえな
かった．そこで，我々は従来行われてきたエレクトロポー
レーション法によりウイルス RNAを BY-2プロトプラスト
に感染させ，培養後，脱液胞化することを先ず試みた．こ
の方法も成功はしたが，再現性が乏しく，また，多量の感
染細胞を得るためには何回もエレクトロポーレーションを
行わなければならず，多大な労力が必要であった．

ウイルス感染培養細胞を多量に得るには，誘導性のプロ
モーター下流に完全長ウイルスゲノム cDNAを挿入した遺
伝子カセットで細胞を形質転換しておき，誘導をかける方
法が考えられる．同様の方法は，既に他のウイルス－宿主
系でも成功例があった（例えば，文献 9）．我々は，これに
ならい，ステロイドホルモン誘導性のプロモーター下流に，
転写開始点がウイルスゲノムの 5’末端に近くなるように完
全長 ToMV cDNAを挿入した．cDNAの直後には，RNA
が転写されたあとに元のウイルス RNAの 3’末端付近で自
己切断が起きるようリボザイムの配列を，さらにその下流
にはポリ（A）シグナルを挿入した．ウイルスゲノムとし
ては，感染したことが容易にモニターできるよう，外被タ
ンパク質のコード領域を GFP のコード領域で置換した
ToMVゲノムを用いた．対応するウイルスのゲノムが複製
すると，GFPをコードするサブゲノミック RNAが合成さ
れ，GFPタンパク質が発現する（図 4）．なお，GFPは一
次転写産物からは翻訳されないので，RNA複製の指標とな
る．我々はこの方法で，誘導前は感染が全く見られないが，
ステロイドホルモンの添加によって 8割以上の細胞で同調
的に感染が誘導される細胞株を得た 6）．この感染誘導細胞
からプロトプラストを調製し，脱液胞化し，細胞抽出液を
得た．この抽出液は複製型 RNAに加え，一本鎖ゲノミッ
クおよびサブゲノミック RNAを合成することができた．標
識ヌクレオチドが取り込まれた RNAの電気泳動バンドパ
ターンは，感染細胞に放射性標識したウリジンを取り込ま
せた際とよく似ており，無傷の複製複合体が抽出できたと
考えられた．

おわりに

我々は，現在，BYLを用いた試験管内 ToMV RNA翻
訳・複製系を用いて複製複合体の形成過程の詳細を，また，
ToMV感染誘導脱液胞化 BY-2プロトプラスト抽出液を用
いて，形成が完了した ToMV RNA複製複合体の性状解析
を進めている．これらの研究により，ToMV RNA の複製
に関与する宿主因子が同定され，複製機構が明らかになる
ことを期待する．
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Analysis of the mechanisms of tobamovirus RNA replication

Masayuki ISHIKAWA
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2-1-2, Kan-non-dai, Tsukuba 305-8602, Japan. E-mail: ishika32@affrc.go.jp

The replication of eukaryotic positive-strand RNA virus genomes occurs in membrane-bound
replication complexes. Currently, little is known about the process of replication complex formation
and the molecular structure of the replication complexes. We are trying to understand how eukaryotic
positive-strand RNA viruses replicate using tobamoviruses as models. Here, I describe our approach-
es to this end.
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