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1. アイチウイルス

アイチウイルス（AiV）は，1989年に愛知県で生カキが原
因で集団発生した胃腸炎患者の便から初めて分離された 29）．
その後 1998年にゲノムの全塩基配列が決定された．AiVの
ゲノムは 8,279塩基と poly（A）からなるプラス鎖 RNAで，
2,432アミノ酸をコードし得る翻訳領域を有し，5'および 3'
非翻訳領域はそれぞれ 744，240塩基であった 19, 32）（図
1）．塩基配列およびアミノ酸配列の解析の結果，ピコルナ
ウイルス科の新しい属，コブウイルス属に分類された．
国内外での疫学研究が進むにつれ，わが国のみならず東
南アジアやドイツ，ブラジルでも胃腸炎患者からの検出例
が報告されるようになり 17, 30, 31），世界的に広く分布する
ウイルスであることが分かってきた．ただ，わが国の胃腸
炎集団発生事例において，ウイルス性食中毒の主要な原因
ウイルスであるノロウイルスと AiV両方の検出が試みられ
た 12事例のうち，AiV陽性は 3事例であったが，ノロウイ
ルスは 12事例全てで検出されたという報告がある 33）．従
って現段階では，AiVが単独で胃腸炎を起こすのか否かは
明らかでない．ヒト体内での増殖部位もいまだ特定されて
おらず，感染病理を明らかにすることは今後の重要な課題

である．

2. ピコルナウイルスの性状と複製

ピコルナウイルスはエンベロープのない，直径 30nmの
球状ウイルスである．長さ 7000-8500塩基の一本鎖，プラ
ス鎖 RNAをゲノムとし，哺乳類に感染する．ピコルナウ
イルス科は現在 9属（エンテロウイルス属，ライノウイル
ス属，カルジオウイルス属，アフトウイルス属，ヘパトウ
イルス属，パレコウイルス属，エルボウイルス属，コブウ
イルス属，テスコウイルス属）に分類されており 24），ポリ
オウイルス（エンテロウイルス属）やライノウイルス（ラ
イノウイルス属），A型肝炎ウイルス（ヘパトウイルス属），
口蹄疫ウイルス（foot-and-mouth disease virus; FMDV）
（アフトウイルス属）など，人や動物のよく知られた病原体
が本科に属する．
ウイルスが細胞に吸着・侵入した後，細胞質にゲノムが

放出される．プラス鎖 RNAであるゲノムはまずmRNAと
して働く．ウイルスタンパク質はポリプロテインとして翻
訳された後，ウイルス自身のコードするプロテアーゼによ
って，構造タンパク質やゲノム複製に関わる各種非構造タ
ンパク質など，各々の機能を持つタンパク質へと切断され
る．プラス鎖ゲノムは続いてマイナス鎖合成の鋳型として
利用され，さらに合成されたマイナス鎖を鋳型にプラス鎖
RNAが大量に合成される．新たに合成されたプラス鎖は構
造タンパク質と会合しウイルス粒子が形成され，細胞の崩
壊に伴い細胞外へと放出される．
新規ウイルスの複製機構の解析を通し，ピコルナウイル

スの複製機構に関する新たな知見を得ること目的として，
我々はこれまでに，AiVのゲノム 5'末端領域の機能解析と
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非構造タンパク質の一つ，Leader（L）タンパク質の機能
解析を行ってきた．以下に，現在までに我々が得た知見を
報告する．

3. ゲノム 5'末端領域の解析

ピコルナウイルスのゲノム 5'末端は，ゲノム複製に重要
な働きをもつ領域である．ピコルナウイルスのゲノム 5'末
端に形成される二次構造には，大きく分けて 2つのタイプ
があり，エンテロウイルスやライノウイルスではクローバ
ーリーフ構造，カルジオ・アフト・ヘパト・パレコウイル
スではステム-ループ構造（シュードノット構造を含む場合
もある）をそれぞれ形成する 1, 2, 4, 7, 14）．我々が研究を開
始した時点では，ポリオウイルスゲノムのクローバーリー
フ構造の研究に比べ，他のウイルスのステム-ループ構造に
関する研究は少なかった．AiVゲノム 5'末端領域を RNA二
次構造予測プログラムを用いて解析したところ，ステム-ル
ープ構造の形成が予測されたが，塩基配列やステム-ループ
構造のサイズについては他のウイルスとは異なっていた．

そこで，ウイルス複製におけるこれら高次構造の重要性を
リバースジェネティクスにより詳細に調査した．

RNA二次構造予測プログラムにより AiVゲノム 5'末端
領域に推測されたステム-ループ構造のステムの塩基対形成
を壊したり，塩基対形成を壊さずに配列を置換した変異を
導入した多数の変異体を作成した．これらの変異体の培養
細胞での RNA複製能とウイルス産生能を調べ，それぞれ
の二次構造や一次配列の重要性を決定した．その結果，ゲ
ノム 5'末端 115塩基に形成される 2つのステム-ループ（SL-
Aおよび SL-C）と 1つのシュ－ドノット構造（PK-B）（図 2）
のどのステム部分の塩基対形成を壊しても RNAが複製し
なくなったことから，これらの高次構造が RNA複製に必
要であることが分かった．また，最も 5'末端に形成される
ステム-ループ SL-Aは，高次構造に加え，ステム下部の塩
基配列も RNA複製に重要であった 12, 13, 19）（図 3A，
mut9）．さらに，AiVの IRESを別のピコルナウイルスで
ある脳心筋炎ウイルス（ encephalomyocarditis virus;
EMCV）の IRESと入れ換えたキメラ RNAをベースに，
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図 1 アイチウイルスのゲノム構造．

図 2  ゲノム 5'末端領域に形成される高次構造．
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様々な長さの 5'末端領域をもつ変異体を作成し，ゲノム複
製に必要な領域の範囲を決定した（図 4）．その結果，シ
ュ－ドノット構造を含む 5'末端 115塩基がゲノム複製に最
低限必要な領域であることが分かった．

4. 無細胞翻訳-複製系を用いた解析

ある変異 RNAが培養細胞で複製しない時，マイナス鎖
を合成できない場合とマイナス鎖は合成できるがプラス鎖
を合成できない場合があり，これを判別することは，マイ
ナス鎖合成とプラス鎖合成それぞれのメカニズムを明らか
にしていく上で重要となる．この判別を容易に行うことが
可能な手法が，無細胞翻訳-複製系である．
非感染培養細胞の細胞質抽出液にアミノ酸，rNTP，K+，

Mg2+などを補充し，さらにウイルス RNAを加えると，ま
ずウイルス RNAからタンパク質が合成され，続いて RNA
が複製し，最終的に感染性ウイルスが得られる．つまり，
in vitroでウイルス複製を再現できる．この無細胞翻訳-複
製系は 1991年に HeLa細胞質抽出液を用いてポリオウイル
スで開発され 11），ゲノム RNA複製をはじめ様々なポリオ
ウイルス複製研究に利用されてきたが，他のウイルスでは
ごく最近まで利用されていなかった 10, 26）．我々は AiV感
受性細胞である Vero細胞の抽出液を用いて，AiVのため
の無細胞翻訳-複製系を確立した 13）．

RI標識塩基を加えて反応を行うと，反応液中で新たに合
成された RNAが標識される．反応液から全 RNAを抽出
し，非変性アガロースゲルで電気泳動すると，二本鎖と一

図 3 A. SL-Aの各種変異体の Vero細胞での増殖能の解析結果．B.無細胞翻訳-複製系におけるアイチウイルス RNA合成の解析．

[32P]CTPを加えた反応液から抽出した全 RNAを非変性アガロースゲルで泳動し，シグナルを検出した．C. 無細胞翻訳-複製

系における SL-A変異体の RNA合成の解析．
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本鎖の標識された RNAが検出される（図 3B）．二本鎖は，
最初に加えたプラス鎖 RNAを鋳型に新たにマイナス鎖が
合成されてできた replicative form（RF）であり，一本鎖
は，その合成されたマイナス鎖を鋳型に，新たに大量に合
成されたプラス鎖である．つまり，二本鎖はマイナス鎖合
成の，一本鎖はプラス鎖合成の指標となる．
細胞で複製が認められなかったゲノム 5'末端変異体の

RNA合成をこの系で解析したところ（図 3C），SL-Aのス

テム構造を壊すとマイナス鎖合成も起こらなくなった
（mut5）．SL-Bや PK-Bのステム構造を壊しても同様の結
果が得られた 13）．一方，SL-A下部のステム形成を保った
まま塩基置換した変異体では，マイナス鎖合成は起こるが
プラス鎖が合成されなかった（mut9）13）．以上の結果から，
高次構造形成はマイナス鎖合成に，5'末端の塩基配列はプ
ラス鎖合成に重要な働きをしていると考えられた．これは，
ポリオウイルスゲノム 5'末端のクローバーリーフ構造で明
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RNAをトランスフェクトした Vero細胞から経時的に抽出液を調製し，ルシフェラーゼ活性を測定した．

図 5 アイチウイルスのマイナス鎖合成およびプラス鎖合成のモデル．ウイルスタンパク質 VPgはプロテインプライマー，3Dは RNA

依存 RNAポリメラーゼである．マイナス鎖合成開始時には，タンパク質を介したゲノム環状構造が形成されると推測される．

一方，プラス鎖合成開始においては，マイナス鎖の 3'末端の塩基配列が，プラス鎖合成に必要なタンパク質の結合部位として

重要な役割を果たしている可能性が考えられた．
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らかにされた機能と同じであった 3, 9, 23, 28）．

5. AiVのマイナス鎖合成とプラス鎖合成のモデル

AiVにおけるマイナス鎖合成とプラス鎖合成のモデルを
図 5に示した．ゲノム 5'末端に形成される高次構造はマイ
ナス鎖の合成に重要であったが，マイナス鎖の合成はゲノ
ム 3'末端の poly（A）を鋳型として開始することから，マ
イナス鎖合成開始時にはゲノム両末端が相互作用すること
が推測される．ポリオウイルスでは，ゲノム両末端にそれ
ぞれ結合するタンパク質同志の結合を介してゲノムが環状
構造をとることがマイナス鎖合成開始に必要であることが
示されている 9）．また最近 FMDVでは，ゲノム 5'末端領域
と 3'非翻訳領域がタンパク質を介さずに直接相互作用する
ことが報告された 22）．

AiVでも，ゲノム 5'末端に特異的に結合するウイルスタ
ンパク質と宿主タンパク質の存在が明らかとなっている
（未発表）．これらのタンパク質はポリオウイルスのゲノム

5'末端に結合するタンパク質とは異なるものであった．従
って AiVのマイナス鎖合成において，PVの場合とは異な
るタンパク質を利用したゲノム環状構造が形成される可能
性が考えられた．FMDVで報告されたようなゲノム両末端

の直接的な相互作用については現時点では未検討である．
一方，プラス鎖の合成には SL-Aの下部の塩基配列，つ

まり，ゲノム 5'末端の一次配列が重要であった．プラス鎖
の合成は，ゲノム 5'末端の相補鎖であるマイナス鎖の 3'末
端を鋳型として開始する．このことから，マイナス鎖の 3'
末端の配列が，3Dつまり RNA依存 RNAポリメラーゼを
含めた，プラス鎖合成開始に関わるタンパク質の結合領域
である可能性が考えられる．AiVのマイナス鎖 3'末端に結
合する因子については未検討であり，今後明らかにしてい
きたい．

6. ゲノム 5'末端領域の encapsidationヘの関与

AiVゲノム 5'末端領域は，ゲノム複製以外にも重要な働
きをもつことが明らかとなった．SL-Aのステム中央部に，
ステム形成を保ったまま塩基配列を変える変異を導入した
RNA（mut6）は，効率良く複製するにもかかわらず，プラ
ークを形成しないことが分かった 19）（図 3A）．野生型（WT）
と mut6とでは，培養細胞で産生される成熟粒子とゲノム
を取り込んでいない空粒子の産生量に違いがあり（図 6），
mut6では空粒子は蓄積しているが，成熟粒子量はごくわ
ずかで，野生型に比べ，encapsidation効率が著しく低下し

図 6 Vero細胞における野生型（WT）と mut6 の成熟粒子と空粒子産生量の比較．RNAをトランスフェクトした細胞を[35S]メチ

オニンで標識した後，ウイルス粒子を回収し，ショ糖密度勾配遠心により成熟粒子と空粒子を分離した．25分画に分け，各分

画の CPMを測定した．
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ていることが示された 21）．
以上の結果から，AiVゲノム 5'末端領域は，ゲノム RNAの
複製に加え，encapsidationにも重要な役割を果たしているこ
とが明らかとなった．ピコルナウイルスの中で encapsidation
に関与する RNA配列の存在が示されているのは，現時点
では AiVだけである．ポリオウイルスではこれまでにゲノ
ム 5'末端領域の多種多様な変異体が解析されているが，今
のところ encapsidationとの関わりを示す報告はないため，
ポリオウイルスの encapsidationに関与する配列は，5'末端
領域以外に存在するのかもしれない．一方，パレコウイル
スでは，ある程度のゲノム複製が起こるにもかかわらず，
感染性ウイルスを産生しないという性状を示す，ゲノム 5'
末端ステム-ループ構造の変異体が得られている 14）．その
論文で著者らは特に触れていないが，ゲノム 5'末端ステム-
ループ構造と encapsidationとの関わりを示している可能
性も考えられ，一層の調査が期待される．

7. Lタンパク質の機能

Leader（L）タンパク質は翻訳領域の先頭にコードされ
るタンパク質である．AiVの Lタンパク質は 170アミノ酸
からなる（図 7A）．すべてのピコルナウイルスが Lタンパ
ク質をコードしているわけではなく，ポリオウイルスやラ
イノウイルスはコードしない．また，コードしているウイ
ルス間でも，異なる属間ではアミノ酸配列の相同性は認め
られない．今のところFMDVやカルジオウイルス属のEMCV，
Theiler's murine encephalomyelitis virus（TMEV），およ
びメンゴウイルスで機能解析が行われている．FMDVの L
タンパク質はプロテアーゼであり，自身の C末端側を切断
する 25）．また，宿主の翻訳開始因子 eIF4Gを切断すること

で，宿主側の翻訳の shut-offにも関与する 6）．一方，カル
ジオウイルス属や AiVの Lタンパク質にはプロテアーゼ活
性はない．

AiVの Lタンパク質のウイルス複製における機能を明ら
かにするために，図 7Aに示したような段階欠失変異体を
作成し，それら変異体の性状を調査した．その結果，43-
135，4-53，あるいは 74-163番目のアミノ酸を欠失した変
異体では RNAが複製しなかったことから，AiVの Lタン
パク質が RNAの 複製に必要であることが明らかとなっ
た．また，114-163番目のアミノ酸を欠失させた変異体（Δ
114-163）は，RNA複製効率は野生型とほぼ同程度であっ
たが，感染性ウイルス産生量は野生型の 1万分の 1に減少
した．そこで，培養細胞中でのΔ 114-163の成熟粒子およ
び空粒子の形成を調べたところ，野生型に比べ，空粒子形
成の増加と成熟粒子形成の著しい減少が認められ（図 7B），
AiVの Lタンパク質が encapsidationにも関与しているも
のと考えられた 20）．
他のピコルナウイルスの Lタンパク質は培養細胞でのゲ
ノム複製に必須ではないことが報告されているので 5, 8, 18, 34），
培養細胞でのゲノム複製に必須であるという点で，AiVの
L タンパク質は他のウイルスとは異なっている．一方，
TMEVの Lタンパク質が encapsidationに関与することが
最近報告された 27）．お互いに全くアミノ酸配列に相同性の認
められない AiVとTMEVの Lタンパク質が，encapsidation
の過程において，それぞれどのような役割を果たしている
のか，そのメカニズムの詳細が興味深い．
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時間で細胞を回収し，プラークアッセイを行うことにより感染性ウイルス産生能を決定した．B. Vero細胞における野生型

（WT）とΔ 114-163 の成熟粒子と空粒子産生量の比較．
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6. おわりに　

細胞中でのピコルナウイルスゲノムの翻訳，複製，
encapsidationは一連の流れの中で起こる．ゲノム RNAが
複製するためには，まずその RNAからタンパク質を合成
されなければならず 15），また，encapsidationの過程にお
いては，新たに合成されたプラス鎖 RNAが，直ちにキャ
プシドタンパク質に取り込まれていくと考えられている 16）．
本研究では，ゲノム 5'末端領域と Lタンパク質がゲノム複
製と encapsidation両方に関わることを明らかにした．今
後，ゲノム複製から encapsidationに到る流れの中での，ゲ
ノム 5'末端領域と Lタンパク質の機能を明らかにしていけ
ればと考えている．
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Analysis of Aichi virus replication

Jun SASAKI 

Department of Virology and Parasitology, Fujita Health University School of Medicine

Aichi virus is a member of the Family Picornaviridae. This virus was first isolated in 1989 from a
stool specimen from a patient with oyster-associated gastroenteritis in Aichi, Japan. We analyzed the
function of the 5' terminal region of the genome and the leader protein in virus replication. The results
indicate that both the 5' terminal region of the genome and the leader protein are involved in viral
RNA replication and encapsidation.


