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1．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，先ずゲノム RNAが翻訳を受け，複製に
かかわるタンパク質（本稿では「複製タンパク質」と総称
する）を含む一群のタンパク質が合成される．複製タンパ
ク質は，ゲノム RNAを生体膜上にリクルートして複製複
合体を形成し，その中でゲノム RNAを鋳型とする相補鎖
（マイナス鎖）RNAの合成を経て，プラス鎖 RNAを複製
する．複製複合体は膜構造により細胞質から隔離されてお
り，マイナス鎖 RNAはこの中に保持される．一方，合成
されたプラス鎖 RNAは細胞質に放出される．複製タンパ
ク質による複製鋳型の選択は非常に厳密である．その厳密
さは，複製タンパク質によるゲノム RNA分子上の特定の

領域（いわゆるシスエレメント）の特異的な認識によると
考えられている．最近我々は，プラス鎖 RNAウイルスの
メンバーである TMV (Virgaviridae, Tobamovirus) の鋳型
認識の分子機構に関する新たな知見を得たので紹介したい．

2．TMVについて

　TMVのゲノム RNAは，5' 末端にキャップ構造を，3' 
末端近傍に tRNA様構造をもつ約 6.4 kbの 1本鎖 RNAで
ある 1)．TMVゲノムには，少なくとも 4個のタンパク質
がコードされている．そのうち 126-kDaタンパク質と，
その終止コドンが約 1割の確率でチロシンとして読み過ご
されて合成される 183-kDaタンパク質は，ゲノム RNAか
ら直接翻訳される．これらのタンパク質は RNAの複製を
司る（他の 2個のタンパク質：細胞間移行タンパク質と外
被タンパク質は複製には不要である）2)．126-kDaタンパ
ク質は，N末端側に RNAのキャッピングを司るメチルト
ランスフェラーゼ様ドメイン（MT）を，C末端側にヘリカー
ゼ様ドメイン（Hel）をもつ．両ドメイン間は中間領域（IR）
と呼ばれている（図 1A）．また，183-kDaタンパク質の読
み過ごし部分にはポリメラーゼ様ドメイン（Pol）が存在
する．MT, Hel, Polドメインは，動物あるいは植物を宿主
とするプラス鎖 RNAウイルスの一群であるアルファ様ウ
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イルススーパーグループのメンバーの複製タンパク質に共
通してみられ 3)，これらのウイルスは似た機構で複製する
と考えられている．ゲノム RNAの 5' 非翻訳領域 (UTR) は
約 70ヌクレオチドで，翻訳のエンハンサーとして働くと
されている 4,5)．
　TMVの 126-kDa, 183-kDa複製タンパク質には膜貫通領
域は予測されず，TMV感染細胞破砕液を分画すると，こ
れら複製タンパク質は膜画分と可溶性画分の両方に検出さ
れる 6)．しかし，ウイルス関連 RNA合成活性は膜画分か
らのみ検出される等の諸生化学的性質から，TMVも他の
真核プラス鎖 RNAウイルスと同様，膜上に形成された複
製複合体の中で RNA複製を行っていると考えられる 6-9)．
これまでの研究で，複製タンパク質と相互作用する宿主の
膜タンパク質 TOM1および ARL8が，TMVの効率のよい
複製に必須であることがわかっており，複製タンパク質が
RNA合成能を獲得するためにはこれらのタンパク質と結
合することが重要なのであろうと推測されている 10,11)．一
方，いくつかの実験により，可溶性の複製タンパク質は，二
本鎖小分子 RNAに結合する活性をもち，RNAサイレンシ
ングサプレッサーとして機能することが示されている 12-17)．

3．試験管内ウイルス RNA翻訳・複製系

　一般に，細胞へのプラス鎖 RNAウイルス感染実験系で
は，侵入したゲノム RNAの翻訳，マイナス鎖合成，プラ
ス鎖合成のサイクルが複数回行われてはじめてウイルスの
増殖が検出可能となる．従って，複製サイクルのどこかに
致命的な不具合があれば，「増殖が検知できない」という
結果が得られるのみである．例えば，TMVの 5' UTRに
数塩基の欠失をもつ人工変異株 RNAは，試験管内翻訳の鋳
型にはなるもののプロトプラストへの感染性はもたないこ
とがわかっていたが，この変異がマイナス鎖合成に影響を
与えているのか，プラス鎖合成に影響を与えているのかは
不明であった 18)．
　この問題を解決できるのが，試験管内ウイルス複製系で
ある．1991年，Mollaらは，HeLa細胞の抽出液中でポリ
オウイルス RNAを翻訳すると，ウイルス RNAの翻訳の
みならず RNA複製とウイルス粒子形成までもが起きるこ
とを示した 19)．この系では，添加したウイルス RNAを鋳
型にした翻訳とマイナス鎖合成が，複数回の複製サイクル
を経ることなく，直接検出できるので，変異ウイルスの複

図 1．TMVゲノム RNAの構造（Ａ）と複製サイクルモデル（Ｂ）．
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製サイクルのどこに異常があるのかを知ることができる．
その後，この実験系の威力は遺憾なく発揮され，ポリオウ
イルスの複製機構の理解の著しい深化がもたらされた．
　一方，植物細胞は一般に，細胞内容積のほとんどを占め
る巨大な液胞をもつ．液胞の内部は酸性に保たれ，そこに
は RNAあるいはタンパク質を分解する酵素が多量に含まれ
る．このため，多くの場合，植物細胞をそのまま破砕して
得た細胞抽出液を用いても，ウイルス RNAの翻訳や複製を
起こさせることはできない．そこで筆者らは，液胞内部と細
胞質の比重の違いを利用して，植物プロトプラストを密度
勾配遠心により液胞を含む小胞と細胞質と核を含む小胞に
「引きちぎって」分離する，園部らが開発した脱液胞化技術

20) を用いて，植物細胞を破砕する前に液胞を除去しようと
考えた．脱液胞化植物プロトプラストを破砕して得た，膜を
含む細胞質抽出液 (BYL) 中で TMV RNAを翻訳し，さらに
RNA合成基質を添加すると，感染細胞内で観察されるのと
よく似たパターンで TMV関連 RNAの合成が起きた 21)．こ
の系では brome mosaic virus (Bromoviridae, Bromovirus), 
turnip crinkle virus (Tombusviridae, Carmovirus), red clo-
ver necrotic mosaic virus (Tombusviridae, Dianthovirus ), 
tomato bushy stunt virus (Tombusviridae, Tombusvirus) の
RNAを複製させることもできる 21-23)．

4．TMV複製タンパク質による鋳型認識に
必要な RNAシスエレメントの同定

　筆者らは，この実験系を利用して，どのような過程を経
て TMVの複製複合体が生体膜上に形成されるのかを解析
した．先ず，TMV RNAの複製への膜の関与を調べるため
に，遠心により膜を除去した BYL (membrane-depleted 
BYL: mdBYL) を用いた．mdBYL中で TMV RNAは効率
よく翻訳されたが，予想通り複製は観察されなかった 24)．
一方，翻訳後に翻訳阻害剤を添加し，さらに除去してあった
BYL由来の膜を加え戻したところ，RNA複製が起きた 24)．
TMV RNAを翻訳した mdBYLを分析したところ，TMV 
RNAと複製タンパク質を含む複合体が形成されているこ
と，この複合体自体には RNA合成活性がないが，BYL由
来の膜と混合すると RNA複製が起きることが判明した 24)．
TMV RNAを翻訳したmdBYLには TMV RNAと結合して
いない（フリーの）複製タンパク質も含まれていた．そこ
で，複合体の再構築を目的として，フリーの複製タンパク
質と TMV RNAを混合し，BYL由来の膜を添加したが，
RNA複製は観察されなかった．このことから，複製タン
パク質は，翻訳と共役して TMV RNAに結合し，複製複合
体の前駆複合体を形成すると考えられた．筆者らは，この複
合体を pre-membrane-targeting complex (PMTC) と命名し
た．同様の複合体は，183-kDa タンパク質を欠損した
TMV RNA誘導体（TMV-126：126-kDaタンパク質はコー
ドする）を mdBYL で翻訳したときにも形成され（core 

PMTC），これをフリーの 183-kDaタンパク質と翻訳阻害
条件下で混合し，さらに BYL由来の膜と混合すると RNA
複製が観察された 24)．
　PMTCが形成されるとき，複製タンパク質が TMV RNA
の特定の領域に結合しているならば，その領域はヌクレ
アーゼに対して耐性を示すかもしれない．そのような考え
に基づき，筆者らは PMTCをマイクロコッカルヌクレアー
ゼで処理し，分解を受けなかった RNA断片を解析した．
これと他の実験結果とを合わせて，TMV RNAの 5' UTR
を含む約 70ヌクレオチドの領域に複製タンパク質が結合
し，この領域をヌクレアーゼによる消化から保護している
ことが判明した 25)．TMV RNA 5' UTRへの結合は，126-
kDaタンパク質だけでも（183-kDaタンパク質がなくても）
起きた．さらにこの結合は，Helを欠くMT-IR領域断片
でもみられたが，MTのみにすると失われた．TMV RNA
の 5' UTRの配列を他のウイルスの 5' UTRと置き換える
と，RNAの被翻訳能は保持されたが，複製タンパク質の
RNAへの結合（PMTC形成）とマイナス鎖 RNAの合成は，
いずれも起こらなかった 25)．これらの結果から，TMV 
RNAが翻訳されると，合成された複製タンパク質が翻訳
と共役して 5' UTRに結合し，形成された PMTCが膜に結
合して複製複合体を形成すると推測された（図 1B）．

5．鋳型認識のシス嗜好性の分子基盤：
翻訳途上の複製タンパク質による鋳型認識

　TMV-126は，細胞感染実験においても，183-kDaタン
パク質を発現して自己複製能をもつヘルパーウイルスと共
感染すると複製できる 26)．しかし，126-kDaタンパク質の
コード領域内にナンセンスあるいはフレームシフト変異を
導入した TMV-126誘導体は，ヘルパーウイルスと共感染
させても複製しない 26)．この観察等に基づいて，126-kDa
タンパク質はシスに複製鋳型を選択する（自身の翻訳鋳型
を複製鋳型として認識する）とされてきた．ヘルパーウイ
ルスから供給されたタンパク質が，複製タンパク質を欠損
するウイルスの複製をサポートできない現象は，多くのプ
ラス鎖 RNAウイルスで観察されている 27-35)．ポリオウイ
ルスの defective interfering RNAが構造タンパク質のコー
ド領域を欠失しているものの，非構造タンパク質のコード
領域は翻訳可能な形で維持していることの背景にもこの性
質があると考えられる 36,37)．TMVで観察された，翻訳と
共役した複製鋳型への結合（PMTC形成）は，複製タン
パク質による複製鋳型選択のシス嗜好性をうまく説明する
ものである．しかし，潜在的に RNA結合能を有するはず
である複製タンパク質が，なぜ翻訳終了後トランスに鋳型
を認識し得ないのだろうか？
　Helを欠くMT-IR領域が TMV RNAの 5' UTRに結合す
る能力があることを踏まえ，筆者らは一つの可能性として，
TMV複製タンパク質の C末端側に存在する Hel領域が 5' 
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UTR結合の自己阻害ドメインとして働き，翻訳途上のポ
リペプチド（HelがまだできていないMT-IR部分）には
5' UTR結合能があるが，翻訳終結後には（Helができてし
まうと）結合能が失われるのではないかと考えた（図
1B）．そこで，一旦フリーのMT-IR領域断片を調製し，
TMV RNAと混合したところ，全長 126-kDaタンパク質に
はない，トランスに 5' UTRに結合する活性が検出された 25)．
この結果は，上記モデルを支持する．
　感染後期になると，ゲノム RNAには隣接細胞への移行
や，外被タンパク質による粒子化など，複製以外の経路で
の役割が求められてくる．一方，この時期の細胞内には複
製タンパク質が高濃度で蓄積してくることが想定される．
したがって，複製タンパク質がむやみにウイルス RNAに
結合することは，ウイルスにとって好ましいことではない．
カブ黄化モザイクウイルス (Tymoviridae, Tymovirus） の
複製タンパク質はユビキチン‐プロテアソーム系による分解
を受けることによって 38)，tobacco etch virus (Potyviridae, 
Potyvirus） の複製タンパク質は核に移行して封入体を形
成することによって 39) この問題を回避していると考えら
れる．一方TMVの 126-kDaタンパク質は複製だけでなく，
RNAサイレンシングの抑制も司る多機能タンパク質であ
る．したがって，新規マイナス鎖合成が必要なくなった感
染後期においても，RNAサイレンシングを抑制するため
に 126-kDaタンパク質を蓄積する必要がある．自己阻害
により複製鋳型認識能をもたない形でタンパク質を蓄積さ
せるシステムは，この点においても優れていると考えられる．

6．ゲノム RNA上でのリボソームと RNAポリメラーゼの
衝突の回避：PMTC形成に伴う翻訳抑制

　プラス鎖 RNAウイルスのゲノムは翻訳の鋳型であり，
複製の鋳型でもある．翻訳時にリボソームは RNA上を 5' 
末端から 3' 末端の方向に進むのに対して，マイナス鎖合
成時に RNAポリメラーゼは鋳型上を 3' 末端から 5' 末端
の方向に進む．このため，これらの反応が同時に起こると，
両反応とも破綻してしまう．したがって，マイナス鎖合成
開始に先だってリボソームはゲノム RNA上から排除され
ている必要がある．このことは，ポリオウイルスを用いた
エレガントな実験により実際に示された．試験管内複製系
においてポリオウイルスのマイナス鎖 RNAの合成は，リ
ボソームを mRNAから解離させる翻訳阻害剤ピューロマ
イシンの添加によって促進されたが，翻訳中のリボソーム
を mRNA上で停止させるシクロへキシミド等の添加に
よって阻害されたのである 40)．5' 末端に VPgをもつポリ
オウイルス RNAの翻訳は，5' UTR に存在する internal 
ribosome entry site (IRES) に依存する 41)．一方，5' UTR
にはウイルス 3CD複製タンパク質が複製鋳型を認識する
際に結合する配列もあり，3CDが 5' UTRに結合すると，
ポリオウイルス RNAの翻訳が阻害されるとともに，複製

（マイナス鎖合成）への舵が切られることが示された 42)．
5' 末端にキャップ構造をもたない barley yellow dwarf 
virusおよび turnip crinkle virusの場合には，複製タンパ
ク質がマイナス鎖を合成しながらゲノム RNA上を移動す
るときに，翻訳に必要な RNA二次構造（cap-independent 
translation element）を壊すことにより新たな翻訳を阻害
しているのではないかと考えられている 43,44)．
　TMVは 7-メチルグアノシンの 5' キャップ構造をもつ
点で上述のウイルスと翻訳開始の仕組みを異にするが，マ
イナス鎖 RNAの合成に先立って 5' UTRに複製タンパク
質が結合することが翻訳開始の障害となりうることが予想
された．そこで，35S-メチオニンを用いた標識実験によっ
て被翻訳活性を調べたところ，精製した PMTCの被翻訳
効率は著しく低かったのに対し，PMTCをフェノール処
理することにより複製タンパク質を除いた RNAは高い被
翻訳効率を示すことがわかった 25)．さらに，TMVの 5' 
UTR配列を融合したレポーター mRNAの翻訳がトランス
に作用させたMT-IR断片により阻害されたことなどから，
PMTC形成には翻訳から複製への切り替えスイッチとし
ての役割もあることが示唆された 25)．

7．おわりに

　TMVは，最初にウイルスとして認識され，結晶化，
RNAが感染性をもつことの証明，ゲノム RNAと外被タ
ンパク質からのウイルス粒子の再構築がいずれも最初に行
われたウイルスである 45)．Watsonが TMVの結晶構造解
析を通してらせん構造に接していたことが DNA二重らせ
んの発見につながったことなど，歴史的なエピソードにも
事欠かず，ウイルス学・分子生物学の発展に重要な役割を
果たしてきた．ゲノム塩基配列の決定やリバースジェネ
ティクス系の確立も比較的早期に達成され 1,46,47)，また，6.4 
kbのゲノムにたった 4個のタンパク質しかコードしてい
ないという単純さをもち，増殖効率が非常に高いことなど
から集中的な解析が行われてきた．しかし，ウイルスの複
製鋳型選択にかかわるシスエレメントはこれまで完全に見
逃されてきた．これは，(i) 細胞内では PMTCは膜に結合
して複製複合体へと移行してしまうため，ほとんど蓄積し
ないであろうこと，(ii) 5' UTRを欠失すると複製が起きな
くなることがわかっても，細胞への感染系で解析する限り，
複製サイクルのどこで破綻したのかを知ることはできない
こと，(iii) 完成した複製タンパク質はもはや 5' UTRへの
結合能を喪失しており，トランスに RNAを複製すること
ができないことなどによると考えられる．
　本稿では，TMVの鋳型認識機構について我々の最近の
成果を中心に紹介した．他の真核プラス鎖 RNAウイルス
を見渡すと，複製タンパク質が直接ゲノム RNA上の複製
のシスエレメントに結合することが知られているものもあ
るが 48-51)，鋳型 RNAのリクルートメントに必要なシスエ
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2007.

23) Gursinsky T, Schulz B, Behrens S-E. Replication of 

レメントは同定されていてもそこに結合する因子が同定さ
れていないものや，未だそのようなシスエレメントが見つ
かっていないものもある．後二者のようなウイルスは，
TMVと類似の機構で鋳型選択を行っている可能性があり，
それらの複製鋳型選択機構を明らかにするためには試験管
内系を用いた解析が有効かもしれない．
　また，マイナス鎖合成のためのシスエレメントが 5' 
UTRに存在し，これに複製タンパク質が結合することに
より翻訳を阻害するシステムは，TMVとは遠縁のポリオ
ウイルスにも共通してみられ，それがいかに合理的である
かを暗示しているように見える．さらに，鋳型をシスに選
択するシステムは，多くのウイルスに備わっていることか
ら，ウイルスの生存に有利であると推測できる．今回明ら
かになった翻訳途上の複製タンパク質による鋳型認識機構
が，他のプラス鎖 RNAウイルスにどれだけ広く当てはま
るのか今後の研究が待たれる．
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Template selection by replication protein of tobacco mosaic virus
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2-1-2 Kannondai, Tsukuba, Ibaraki 305-8602, Japan

 Replication proteins of eukaryotic positive-strand RNA viruses specifically recognize the 
genomic RNA as replication template, recruit them to the surfaces of intracellular membranes, and 
form replication complexes. We recently revealed that tobacco mosaic virus (TMV) replication protein 
cotranslationally binds 5' untranslated region (UTR) of the genomic RNA, and that a full-length 
replication protein cannot posttranslationally bind TMV RNA in trans . This result provides a 
mechanistic explanation for the previously reported property of TMV replication protein that it 
selects replication template preferentially in cis. We also found that the binding of the replication 
protein to the 5' UTR prevents further translation of the genomic RNA. Fatal collision between 
translating ribosomes and negative-strand RNA-synthesizing polymerases on the genomic RNA is 
thus avoided.
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