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はじめに

　モノネガウイルス目（Mononegavirales）は，これまで，
ラブドウイルス科（Rhabdoviridae），パラミクソウイルス
科（Paramyxoviridae），フィロウイルス科（Filoviridae），
およびボルナウイルス科（Bornaviridae）から構成されて
いたが 1,2），新たにニヤミウイルス科（Nyamiviridae）3）

が加わり現在では 5つのファミリーを含む（国際ウイルス
分類委員会ウェブサイト参照 , http://ictvonline.org/
virusTaxonomy.asp）．この目に属するウイルスは， 一分節
（monopartite）のマイナス極性（negative polarity）RNA
をゲノムとしてもつため，“モノネガ”ウイルスあるいは
非分節マイナス鎖 RNAウイルスと呼ばれている 1）．この

ため，近年発見された二分節型の植物ウイルスはラブドウ
イルスと極めて良く類似しているが，分類学上モノネガウ
イルスに加えることは難しいようである 4）．モノネガウイ
ルス目には，狂犬病ウイルス（ラブドウイルス），麻疹ウ
イルス（パラミクソウイルス），RS（respiratory syncytial）
ウイルス（パラミクソウイルス），ニパウイルス（パラミ
クソウイルス），エボラウイルス（フィロウイルス），マー
ルブルグウイルス（フィロウイルス）などのヒトに重篤な
病原性を示すウイルスが多く含まれている． 
　モノネガウイルスの特徴は，ウイルス粒子内にマイナス
極性一本鎖 RNA ゲノムと共通の起源から進化したと考え
られる RNA依存性 RNAポリメラーゼ（RNA-dependent 
RNA polymerase, RdRp）Lタンパク質（図 1）をもつこと
である．異なる科に属するモノネガウイルスは粒子やヌク
レオカプシドの形態が異なり，それぞれの科に属する個々
のウイルスは異なる宿主（植物，昆虫，魚類，鳥類，は虫
類，ほ乳類）に異なる病原性を示すなど非常に高い生物学
的多様性を示す．一方で，異なる科に属するモノネガウイ
ルスであっても，ウイルスゲノムや Lタンパク質の構造
には多くの共通点が存在する 1,2,5-10）．このことから，モノ
ネガウイルスゲノムは共通の機構で転写・複製されると推
測されている．Lタンパク質は，RNA合成だけでなく，
mRNAキャッピング，キャップメチル化，およびポリア
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デニル化に必要な全ての酵素反応を触媒すると考えられて
いる 11-23）．
　1970年に David Baltimoreら 24）が界面活性剤で処理し
たウシ水疱性口内炎ウイルス（vesicular stomatitis virus, 
VSV）の粒子に RNA合成活性を初めて検出して以来，過
去 40年以上に渡って，VSVはプロトタイプウイルスとし
てモノネガウイルスの転写・複製機構の生化学的解析に用
いられてきた．その理由としては，（1）VSVは昆虫を媒介
して牛，豚，馬などの動物に水疱性口内炎を引き起こすこ
とが知られているが，ヒトに対してはほとんど病原性を示
さないこと，（2）ほ乳類培養細胞で極めて効率よく増殖する
ため，大量の精製ウイルス粒子を容易に調製できること，（3）
そしてなによりも精製ウイルス粒子の RNA合成活性が知
られているモノネガウイルスの中で最も高いことなどが挙
げられる．VSVを用いた初期の研究から，ウイルス粒子には，
RdRp24）だけでなく，mRNAキャッピング酵素 25,26），キャッ
プメチルトランスフェラーゼ（MTase）25,27），およびポリ（A）
ポリメラーゼ 28,29）などのウイルスmRNAの修飾に関わる
酵素が存在することが次々と発見された．本総説では，
VSV転写・複製研究の歴史的な背景と筆者らが明らかに
した Lタンパク質の mRNAキャッピングにおける機能に
ついて紹介したい．

VSVの転写・複製機構

　VSVは，モノネガウイルスの中で最も単純なゲノム（11 
kb）をもつ（図 2）．ゲノムの 3'と 5'側には，それぞれリー
ダー配列およびトレーラー配列と呼ばれる約 50ヌクレオ

チドの領域が存在する．ゲノム内部には，N，P，M，G，
およびL の 5つの遺伝子が順番に並んでいる．ゲノムは，
ヌクレオ（N）タンパク質に覆われており，N–RNA複合
体と呼ばれるヌクレオカプシドとして存在する 30）．VSV 
Lタンパク質（2,109アミノ酸 , 241 kDa）は，その補助因
子である Pタンパク質（古くは NSタンパク質と呼ばれて
いた）と結合して RdRp複合体を形成する 11,31）．RdRp複
合体は，Pタンパク質と Nタンパク質との結合を介して，
N–RNA複合体に結合し，転写活性のあるリボヌクレオタ
ンパク質（RNP）複合体を形成する 11,13,31,32）．
　試験管内転写系による解析から，RdRp複合体は，ゲノ
ムの 3'末端からエントリーして，47ヌクレオチドのプラ
ス鎖リーダーRNAを合成した後に 33-35），ストップ –スター
トと呼ばれる機構によって 5つの mRNAを順番に合成す
ると考えられている 36-38）（図 2）．5つの遺伝子は 3'と 5'
側に共通の遺伝子開始配列（3'-UUGUCDNUAG; D: A, U, 
あるいは G; N: いずれかのヌクレオチド）および遺伝子終
結配列（3'-MUACUUUUUUU; M: Aあるいは C）をもち，
それぞれが転写開始シグナルおよび転写終結・ポリアデニ
ル化シグナルとして機能する 39）．また，遺伝子終結配列
と開始配列の間には mRNAには転写されない 2ヌクレオ
チドの介在配列（SA; S: Gあるいは C）が存在する．ちな
みに，異なる属に属するモノネガウイルスでは，それぞれ
特徴のある遺伝子開始，遺伝子終結，および介在配列をも
ち，VSVのそれらとは異なる 39-42）．上流（3'側）の遺伝
子の転写終結後，同じ RdRpが下流（5'側）の遺伝子の転
写を再開始すると推測されているが，再開始効率は完全で

図 1 非分節マイナス鎖 RNAウイルスの Lタンパク質の構造
モノネガウイルス目の異なる 5つの科に属するウシ水疱性口内炎ウイルス (vesicular stomatitis virus, VSV)，麻疹ウイルス 

(measles virus, MeV)，ザイールエボラウイルス (Zaire ebolavirus , ZEBOV)，ボルナ病ウイルス (Borna disease virus, BDV)，
およびニヤマニーニウイルス (Nyamanini virus, NYMV) の Lタンパク質の構造を模式的に示した．Lタンパク質は 6つの保存
された領域 (IからVI) をもつ 5)．推定されるRNA依存性RNAポリメラーゼ (RdRp)，ポリリボヌクレオチジルトランスフェラー
ゼ (PRNTase, キャッピング酵素 )，およびキャップメチルトランスフェラーゼ (MTase) ドメインの位置，およびそれらの活性
中心のアミノ酸モチーフを示した．
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はないため，下流に向かうほどmRNA合成量が低下する．
その結果，mRNA合成量のグラディエント（N > P > M 
> G > L）が生み出される 36-38,43）．このユニークな転写レ
ベルでの遺伝子発現量の調節機構によって，ゲノムを覆い
尽くす Nタンパク質の量を最大にし，酵素である Lタン
パク質の量を最小にすることができる．
　ゲノム 3'末端から転写されるリーダー RNA（47ヌクレオ
チド）は，5'-ACGAA配列で始まり，5'-三リン酸（あるいは
二リン酸）基をもち，3'-ポリアデニル化されない 33,34）．一
方で，mRNAは，5'-AACAG配列で始まり，遺伝子開始
配列から転写された直後は 5'-三リン酸基をもつが，
mRNA鎖伸長反応の初期段階（23から 37 ヌクレオチド）
で 5'末端の修飾（キャップ構造の付加とそのメチル化）
を受ける 38,44-46）．また，遺伝子終結配列の中のポリ（U）
ストレッチで RdRpがスリッページを起こすことによっ
て，mRNAの 3'末端にはポリ（A）鎖が付加されると推
測されている 43,47,48）．ウイルスの mRNAは細胞質で合成
されるが，核内で DNA依存性 RNAポリメラーゼ IIによっ
て合成される宿主 mRNAと同様に，翻訳に必要なキャッ
プ構造とポリ（A）鎖をもつため，宿主翻訳装置によって
効率良くウイルスタンパク質へと翻訳される．
　一方で，RdRpが N–RNA複合体の中のゲノムを複製す
るためには，N0-P複合体（N0: RNAと結合していない N
タンパク質の意）が必要である 49-56）（図 2）．N0-P複合体は，
Nタンパク質と Pタンパク質の比が 1:1で RNAを含まな
い複合体であり，合成途上のゲノムあるいはアンチゲノム
RNAに Nタンパク質を運ぶ役割を担っていると考えられ

ている．ゲノムのエンカプシデーションを伴う複製過程で
は，RdRpはゲノム中の遺伝子開始・終結配列を認識せず
に完全長のアンチゲノム RNA（11 kb）を合成するが，そ
の機構の詳細についてはほとんど明らかになっていない．

従来型のキャップ形成反応とキャップ構造の機能

　VSVのキャッピング機構について述べる前に，宿主お
よび他のウイルスのキャッピング機構について説明した
い．mRNAキャップ構造は，1975年にカイコ細胞質多角
体病ウイルス 57）やレオウイルス 58）などの二本鎖 RNAウ
イルスおよびワクシニアウイルス 59）などの巨大核質
DNAウイルスの mRNAの 5'末端に初めて発見された ．
同年には，真核細胞の mRNAにも同一のキャップ構造が
存在することが明らかになった 60-64）．キャップ構造（m7 

GpppN-）は，7-メチルグアノシン（m7G）の 5'位が三リ
ン酸基（ppp）を介して mRNAの第一ヌクレオシド（N）
の 5'位に連結した真核細胞の mRNAに普遍的に存在する
構造である（図 3）65-67）．キャップ構造は，真核細胞では
RNA 5'-トリホスファターゼ（RTPase）および GTP:RNA 
グアニリルトランスフェラーゼ（GTase）からなるキャッ
ピング酵素により核内で合成途上の mRNA前駆体の 5'末
端に付加される（図 4A）．この従来型のキャップ形成反
応は，レオウイルス 68）およびワクシニアウイルス 69-72）

を用いて初めて明らかにされ，その後真核細胞のキャッピ
ング酵素も同様の反応を触媒することが示された 66,67,73）．
RTPaseは mRNA前駆体の 5'-三リン酸末端からγ位リン
酸基を除去し，5'-二リン酸末端をもつ RNA（ppN-RNA）

図 2 VSVの転写・複製機構
VSVマイナス鎖ゲノム (中央 ) は，3'および 5'末端にそれぞれリーダー配列 (Le) およびトレーラー配列 (Tr) を，内部に５つ
の遺伝子 (N，P，M，G，およびL) をもつ．マイナス鎖ゲノムおよびプラス鎖アンチゲノムは Nタンパク質に覆われた
N-RNA複合体として存在する．Lタンパク質と Pタンパク質からなる RdRp複合体は，マイナス鎖ゲノムの 3'末端から転写
を開始し，プラス鎖リーダー RNA (47ヌクレオチド ) とキャップ構造とポリ (A) 鎖をもつ 5つの mRNAを合成する（下側 )．
複製反応には (上側 )，RdRp複合体に加えて，RNAを含まない Nタンパク質と Pタンパク質からなる N0-P複合体が必要で
ある．
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を生成する．真核細胞および巨大核質 DNAウイルスの
GTaseは，ATP依存性 DNA/RNAリガーゼと共に，共有
結合型ヌクレオチジルトランスフェラーゼスーパーファミ
リーに属し，高度に保存された KxDGモチーフを活性中
心にもつ 74）．KxDGモチーフ内のリジン残基は，ε -ア
ミノ基の窒素原子上に存在する孤立電子対を用いて，GTP
のα位リン原子へ求核攻撃し，その結果として酵素は
GMPと共有結合反応中間体（E-pG）を形成する．その後，
GMPは中間体から mRNA前駆体の 5'-二リン酸末端に転
移し，キャップ化 RNA（GpppN-RNA）が生じる．この従
来型のキャッピング反応を“GMP転移反応”ともいう．
さらに，S-アデノシル -L-メチオニン（AdoMet）をメチ
ル基供与体として用いて，mRNAグアニン -N7-MTaseが
キャップ構造のグアニンN7位をメチル化し，いわゆる
キャップ 0（m7GpppN-）と呼ばれる真核細胞の mRNAに
共通に見出される構造が形成される．このキャップ 0構造
は，核内 mRNA前駆体のスプライシング，mRNAの効率
の良い翻訳，mRNAの安定化など様々な過程で必要であ
る 65-67,75）．
　高等真核細胞では，キャップ 0構造は mRNAリボース
-2'-O-MTaseによってメチル化され，キャップ 1（m7Gppp 
Nm-）となることが知られる．さらに，第二ヌクレオシド
のリボース -2'-O 位がメチル化されるとキャップ 2構造
（m7GpppNmpNm-）となる 65,66）．キャップ 1構造は前述
した高等真核細胞の細胞質で複製するウイルスの mRNA
に初めて発見されたが 57-59），リボース -2'-O 位のメチル化
の意義は長い間わかっていなかった．近年，リボース
-2'-O-MTase活性を欠失させたウェストナイルウイルスや
コロナウイルスなどの複製がインターフェロンによって野
生型ウイルスよりも強く抑制されること 76,77），インター
フェロンで誘導される抗ウイルスタンパク質の一つ IFIT1
（IFN-induced proteins with tetratricopeptide repeats 1）
が mRNAのキャップ 0構造に結合してその翻訳を抑制す

ること 78,79），リボース -2'-O位のメチル化が IFIT1のキャッ
プ構造への結合を防ぐこと 78,79）などが示された．さらに，
高等真核細胞の mRNAリボース -2'-O-MTaseの発現はイ
ンターフェロンで誘導されることが報告されている 80,81）．
これらのことから，古代の真核細胞ウイルスは，キャップ
構造に依存した宿主翻訳機構を利用するために，mRNA
の 5'末端にキャップ 0構造をもっていたが，宿主は自己
の mRNAのリボース -2'-O 位を核内でメチル化しキャッ
プ 1とすることによって，細胞質で合成されたキャップ 0
構造をもつウイルスmRNAの翻訳を選択的に抑制する機
構を構築したことが推測される．残念ながら，現在では，
多くの細胞質で複製するウイルスは，リボース -2'-O-
MTaseの遺伝子をすでに獲得しており，自らの酵素で
キャップ 1構造を作ることができるため，IFIT1による自
然免疫反応に耐性を示す．一方で，リボース -2'-O-MTase
をもたないアルファウイルスは，mRNAの 5'非翻訳領域
に二次構造をもうけることによって，IIFT1のキャップ 0
構造への結合を防いでいることが明らかになった 82）．

VSVの mRNAキャッピング反応

　キャップ構造が発見された 1975年には， 試験管内で合
成 さ れ た VSV mRNA に も 同 一 の キ ャ ッ プ 構 造
（m7GpppAm-）が存在することが明らかになった 25）．
キャップ構造のメチル化の順序は宿主細胞と異なり，VSV
粒子内のMTaseは，リボース -2'-O 位を初めにメチル化し，
次にグアニンN7位をメチル化する 27）．ウイルス感染細
胞で合成された VSV mRNAのキャップ構造は，さらに宿
主MTaseによって第二ヌクレオシドのリボース -2'-O 位
および第一と第二ヌクレオシドのアデニン -N6位がメチ
ル化を受け，m7Gpppm6Ampm6Am-（m6Am: N6,2'-O-ジメ
チルアデノシン）となる 83,84）．Abrahamら 25,26）は，異な
る部位を 32P標識した GTPあるいは ATPを基質として用
いて VSVの試験管内転写反応を行うことによって，GTP

図 3 真核細胞 mRNAの 5'末端に存在するキャップ構造
真核細胞のmRNAは，7-メチルグアノシンの 5'位が第一ヌクレオシドの 5'位に三リン酸基を介して結合した修飾構造 (キャッ
プ 0構造 , m7GpppN-) をもつ．高等真核細胞では，第一および第二ヌクレオシドの 2'-O 位がさらにメチル化され，キャップ 1 

(m7GpppNm-) およびキャップ 2 (m7GpppNmpNm-) となる ．
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らは 5'-AACAG配列で始まるにもかかわらず，キャップ
構造ではなく 5'-三リン酸基をもつ 38,45,86,87）．これらのこと
から，筆者は，VSVキャッピング酵素は，mRNA開始配列
特異的に 5'-三リン酸基をもつ RNAにキャップ構造を付加
するのではないかと仮説を立てた．そこで，T7ポリメラー
ゼで 5'-三リン酸基をもつオリゴ RNA，pppAACAG（mRNA
開始配列）および pppACGAA（リーダー RNA開始配列）
を合成し，それらを [α－ 32P]GTP存在下に VSV粒子か
ら精製した RNPとインキュベートした．その結果，
pppAACAGのみが基質として働き，キャップ化 RNAす
なわち GpppAACAGが生成した 19）．
　この試験管内キャッピング系を用いることにより，RNP
中に存在する VSVキャッピング酵素は，（1）GTPのα位
およびβ位のリン酸基をキャップ構造（GpppA）に組み込
むが，GTPのγ位のリン酸基は組み込まないこと，（2）
GTPだけでなく GDPを基質にし，キャップ構造を作るこ
と，（3）5'-三リン酸化 RNAを基質にするが，5'-二リン
酸化 RNAや 5'-一リン酸化 RNAを基質にしないことが明
らかになった 19）．これらの結果は，VSVキャッピング酵
素の基質特異性が宿主あるいは他のウイルスのキャッピン
グ酵素のそれと大きく異なることを示す．宿主あるいは他
のウイルスの GTaseは，5'-二リン酸化 RNAを GMP受容
体として用いるが，GDPを GTPの代わりに GMP供与体
として用いることはできない 68,71,88,89）．さらに，（4）VSVキャッ
ピング酵素がウイルスmRNAの 5'末端配列（AACAG）を
もつ RNAに特異的にキャップを付加することが 19,90），RNA
配列に依存しないでキャップ構造を付加する宿主や DNAウ
イルスの酵素と大きく異なる点である 88,89）．RNA配列特

からはα位およびβ位のリン酸基，ATPからはα位のリ
ン酸基がキャップ構造（GpppA-あるいは AdoMet存在化
では m7GpppAm-）に組み込まれることを明らかにした．
この結果は，VSVのキャッピング反応が真核細胞や他の
ウイルスの GTaseが触媒する ppRNAへの GMP転移反応
と異なることを示した初めての例である．しかしながら，
他のウイルスのキャッピング反応と異なり，外から加えた
RNAと [α－ 32P]GTPを基質として用いた試験管内キャッ
ピング系を構築することができなかったため，その反応機
構の詳細は長い間不明であった．さらには，キャッピング
反応は mRNA合成反応と共役して起こるために，試験管
内キャッピング系を構築することは不可能であると言われ
た．加えて，他のウイルスの GTaseと異なり，[α－ 32P]
GTPと VSV RNPをインキュベートしても，共有結合反応
中間体（例えば E-ppG）を形成するウイルスタンパク質を
検出することもできなかった．VSVでは，5'-一リン酸化 
RNA（pRNA）への“GDP転移反応”が起こると多くの
研究者が長い間信じていたが，実際には，GDPが転移す
るのではなく， GDPへ pRNAが転移する“pRNA転移反応”
が起こることが筆者らの研究で 2007年に初めて明らかに
なった 19）．
　VSVのキャッピング反応を解明するために，筆者はま
ず，5'-ACGAA配列で始まるリーダー RNA（47 nt）は 5'-
三リン酸基（ppp-）をもつのに対して，5'-AACAG配列で
始まる完全長 mRNAは 5'末端にキャップ構造（GpppA-）
をもつこと 33,85）に着眼した．興味深いことに，VSVの試
験管内転写産物の中に，mRNA前駆体あるいはアボーティ
ブ転写産物と思われる短鎖 RNAが見出されており，これ

図 4 従来型および非従来型キャッピング反応
(A)  真核細胞および巨大核質 DNAウイルスは，RNA 5'-トリホスファターゼ (RTPase) および グアニリルトランスフェラーゼ 

(GTase) からなるキャピング酵素によってmRNA前駆体の 5'末端にキャップ構造を付加する．GTaseの活性中心に存在する
リジン残基は GMPと共有結合反応中間体を形成する．
(B) VSVおよびチャンディピュラウイルス (CHPV) などの非分節マイナス鎖 RNAウイルスは，Lタンパク質のもつグアノシン 

5'-トリホスファターゼ (GTPase) とポリリボヌクレオチジルトランスフェラーゼ (PRNTase) 活性によってキャップ構造を作
る．PRNTaseの活性中心に存在するヒスチジン残基は pRNAと共有結合反応中間体を形成する．
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間体であることが強く示唆されたため，我々はこの新規酵
素を RNA:GDP ポリリボヌクレオチジルトランスフェラー
ゼ（polyribonucleotidyltransferase, PRNTase）と命名し
た 19,90）．すなわち，VSVの mRNAキャッピング酵素は
“RNA転移酵素”であることを提唱した．
　さらに，共有結合 L-pRNA複合体が反応中間体である
ことを証明するために， L-pRNA複合体をホスホセルロー
ス樹脂で単離し，それに GDPへの pRNA転移活性がある
ことを示した 23）．以上の結果より， PRNTase 反応は，下
記の二段階反応を経て進行すると結論づけた（図 4B）．（i）
Lタンパク質中に存在すると考えられる PRNTaseドメイ
ンが，5'- 三リン酸末端をもつ VSV mRNA 開始配列
（pppRNA）に特異的に反応し，共有結合反応中間体
（L-pRNA）を形成する．（ii）pRNAは L-pRNA中間体か
ら GDPに転移し，キャップ化 RNA（GpppRNA）が Lタ
ンパク質から遊離する．

Lタンパク質の mRNAキャッピング酵素ドメイン

　VSV Lタンパク質と pRNAとの共有結合はホスホアミ
ド結合であり，その形成にはヒスチジン残基が関与してい
ることが，結合の化学特性の解析から示唆された 19）．我々
は，PRNTaseドメインの活性中心を明らかにすることを
目的とし，L-pRNA中間体内の pRNA 共有結合部位を同
定した．実際には，L-pRNAを酵素反応および化学反応で
段階的に分解することによって得られたペプチド -AMP

異性の解析の結果，pppARCNG（R: Aあるいは G）配列
をもつ RNAが VSVのキャッピング酵素によって効率良
くキャップ化されること，中でも第一ヌクレオシドの A
と第三ヌクレオシドの C残基は基質活性に必須であるこ
とがわかった 19,90）．
　VSVのキャッピング酵素の基質特異性は，さらなる反
応機構の解明に糸口を与えた．まず，GDPを RNA合成の
前駆体GTPから生み出すためのグアノシン5'-トリホスファ
ターゼ（GTPase）活性が RNPにあることを見出した 19）．
さらに，筆者は，GTase の触媒機構から類推して，
pppRNAから pRNAを GDPに転移するためには，酵素が
pRNAと共有結合反応中間体（E-pRNA）を形成する可能
性があるのではないか考えた．予測は的中し，RNP中の
Lタンパク質が RNAの 5'末端リン酸基と共有結合する活
性（共有結合 L-pRNA複合体形成活性）があることを発
見した 19）．これらのキャップ形成活性，GTPase活性，お
よび L-pRNA複合体形成活性は，昆虫細胞で発現し，高
度に精製した組換え VSV Lタンパク質単独にも検出され
たことから，他のウイルス因子（Pタンパク質，Nタンパ
ク質，ゲノム RNAなど）は活性発現に必要ではないこと
が明らかになった 19）．GTPase活性は GpppAキャップ形
成活性に必要であり，GTPの GDPへの加水分解の程度が
低いと四リン酸を含んだ異常な GppppAキャップ構造が
形成される 90）．共有結合 L-pRNA複合体は pRNA転移反
応（VSVキャッピング反応）の E-pRNA共有結合反応中

図 5 Lタンパク質の第五保存領域に存在するアミノ酸モチーフ
VSV Lタンパク質の第五保存領域の推定二次構造 (PHD法 110)) と他のモノネガウイルスの Lタンパク質に保存されているアミ
ノ酸モチーフを示した．VSV Lタンパク質の 1227番目のヒスチジンは，キャッピング反応の中で pRNAの共有結合部位とし
て機能する．図中に示したウイルスの Lタンパク質アミノ酸配列の GenBank登録番号は以下の通りである：VSV, K02378; 狂
犬病ウイルス (rabies virus, RABV), M13215; 牛流行熱ウイルス (bovine ephemeral fever virus, BEFV), AF234533; センダイウイ
ルス (Sendai virus, SeV), X03614; 麻疹ウイルス (MeV), M20865; ムンプスウイルス (mumps virus, MuV), D10575; ニパウイルス 

(Nipah virus, NiV), AF212302; ヒト RSウイルス (human respiratory syncytial virus, HRSV), M75730; ザイールエボラウイルス 

(ZEBOV), AF086833; ボルナ病ウイルス (BDV), AJ311522; ニヤマニーニウイルス (NYMV), FJ554526．
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中に起こることが知られる 93）．しかしながら，SVCVは
GTPの非水解アナログである GMP-PNPから GMP部分を
キャップ構造（GpppA）に組み込むことができると報告さ
れているが 93），この反応は VSVや CHPVでは決して起こ
らない．牛疫ウイルス（パラミクソウイルス）では，Lタ
ンパク質の C末端領域が従来型の GTaseのように GTPと
インキュベートすると E-pG反応中間体の様な複合体を形
成することが報告されているが，この複合体が従来型
キャッピング反応の共有結合反応中間体であるかは証明さ
れていない 94）．ほとんどのモノネガウイルスの Lタンパ
ク質は HRモチーフをもつが，これまでのところ生化学的
実験でキャッピング機構を明らかにした例は VSVと
CHPV以外にはない．一方で，ノビラブドウイルス属に属
するウイルスの Lタンパク質は，例外的に HRモチーフの
代わりにヒスチジン -リジン（HK）配列をもつが 10,23,92），
HK配列がキャッピング反応に関与しているか否かは不明
である．
　Liら 95）は 2008年に，アラニンスキャニング変異導入
法によって，VSV Lタンパク質の第五保存領域内の四つ
の保存されたアミノ酸残基（G1155, T1157, H1227, H1228）
が [α－ 32P]GTPを基質としたキャッピング反応に必要で
あることを示した．前述したように，その後 HRモチーフ

複合体やリン酸化アミノ酸をそれぞれタンデム質量分析法
と逆相薄層クロマトグラフィーで解析した 23）．その結果，
RNAの 5'-一リン酸末端は，ホスホアミド結合を介して，
Lタンパク質中の 1227番目ヒスチジン残基（H1227）の
ε 2位の窒素原子に共有結合していることが明らかになっ
た．この結果から，我々は，H1227のε 2位の孤立電子対
が RNA の 5'-三リン酸末端の中のα位リン原子に求核攻
撃することにより，L-pRNA中間体が形成するというモデ
ルを提唱した 10,23,91）．H1227は，モノネガウイルス Lタ
ンパク質に高度に保存されているヒスチジン -アルギニン
（HR）モチーフ内に位置した 10,23,91,92）（図 5）．HRモチー
フは，PRNTase反応の中の L-pRNA中間体形成活性に必
須であるが，GTPase活性には必要ではない 23）．HRモチー
フおよびその周辺のアミノ酸配列は知られている 100以上
の異なるモノネガウイルスの Lタンパク質で高度に保存
されている．
　VSV以外では，ヒトに脳炎を引き起こすことが知られ
るチャンディピュラウイルス（CHPV, ラブドウイルス）の
Lタンパク質が VSVと同様の PRNTase活性を触媒するこ
と，その活性に HRモチーフが必要であることを明らかに
した 22）．コイ春季ウイルス血症ウイルス（SVCV, ラブド
ウイルス）でも，非従来型のキャッピング反応が転写反応

図 6 キャップ形成不全の VSV mRNA生合成に与える影響
(A) 野生型 Lタンパク質を含む RdRp複合体は，ウイルスゲノムの 3'末端からエントリーし，まず 5'-三リン酸末端をもつリー
ダー RNA (47ヌクレオチド ) を合成する．次に，5'-キャップ構造および 3'-ポリ (A) 鎖をもつ 5つの完全長mRNA (N，P，M，
G，および L) をストップ –スタートと呼ばれる機構で順次合成する．図中ではゲノム 3'側の一部 (リーダー配列から P遺伝
子の途中まで ) から起こる転写反応を模式的に示した．ゲノム上の転写開始部位の配列と転写産物の 5'末端配列を示した．
(B) HRモチーフに変異をもつ Lタンパク質を含む RdRp複合体は，リーダー RNAを合成した後に，異常なストップ –スター
ト転写反応を起こし，5'-三リン酸末端をもつ N mRNAの断片 (N1－ 40, N41－ 68, およびポリアデニル化された N157－
1326) を合成する．なお，量は少ないがポリアデニル化された完全長 N mRNA (N1-1326) も合成されるが，P mRNAはほとん
ど合成されない．隠れた転写開始部位の配列と転写産物の 5′末端配列を示した．
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の二カ所をメチル化できる特殊な酵素ドメインであると推
測されている 8,9,16-18,103）．

mRNAキャッピング酵素ドメインの
転写反応における役割

　筆者らは 19,104），高度に精製した組換え VSV Lタンパク
質，Pタンパク質，および N-RNA複合体からなる再構成
転写系を開発し，この系で合成された mRNAがキャッピ
ング，キャップメチル化，およびポリアデニル化を受けて
いることを示した．この系を用いて，キャッピング反応に
必須な HRモチーフへの変異が転写反応に与える影響を調
べた 105）．HRモチーフ変異体は，野生型 Lタンパク質と
同様に，ゲノム 3'末端から効率よくリーダー RNAを合成
したが，著しく低い N mRNA合成活性を示した 105）（図 6）．
詳細に転写産物を解析してみると，HRモチーフ変異体は，
N遺伝子開始配列の正確な転写開始部位（+1）から
mRNA合成を開始したものの，40ヌクレオチドで転写を
停止していた．驚くべきことに，変異体は，+41に位置す
る隠された転写開始部位から再び RNA合成を開始し，28
ヌクレオチドの RNAを合成した．さらに，+157に位置
する隠された転写開始部位からも再びRNA合成を開始し，
約 1200ヌクレオチドで 3'側にポリ（A）鎖の付加を受け
た異常な RNA（N mRNAの 5'側が欠損した RNA）を合
成した．+1からの RNAは 5'-ATPで始まっていたが，
+41と +157からの RNAは開始ヌクレオチドとして通常
は利用されない 5'-GTPで始まっていた．HRモチーフ変
異体は，N遺伝子の中の隠れた転写終結および開始配列を
頻繁に利用するため， ストップ –スタート転写反応に伴う
劇的な転写の減弱を起こし，下流の P遺伝子の転写がほ
とんどできない．これらの結果は，mRNA鎖伸長反応の
初期段階（23から 37 ヌクレオチド）でキャッピング反応
38,44-46）が起こらないと，RdRp ドメインは mRNA鎖伸長
反応の再開，遺伝終結配列での正確な転写終結，そしてそ
れに引き続いて起こる遺伝開始配列からの正確な転写再開
始ができなくなることを示唆する．
　一方で，Liら 95）は筆者とは異なる結果を報告している．
彼らのウサギ網状赤血球可溶化液を含んだ再構成転写系で
は，HRモチーフ変異体は N遺伝子内の不特定の部位で転
写を早期停止し，100から 500ヌクレオチドの不均一な長
さの転写産物を合成したことから，彼らはキャッピングが
mRNA鎖伸長反応のプロセッシビティの上昇に必要であ
るというモデルを提唱した．さらに，彼らの系では完全長
mRNAにポリ（A）鎖が付加されなかったことから，5'末
端の mRNAキャッピングが 3'末端のポリアデニル化に必
要であるとも推測している 106）．しかしながら，筆者の系
では，同じ変異体を用いても，不均一な長さの転写産物や
ポリ（A）鎖をもたない完全長 mRNAは合成されない．
少ないながらも HRモチーフ変異体によって合成された N 

は PRNTase活性の L-pRNA中間体形成段階で必要である
ことがわかったが，HRモチーフの N末端側に位置する
G1155と T1157残基はキャッピング反応のどの段階で必
要であるかはわかっていなかった．これらの残基は，知ら
れているすべてのモノネガウイルス（ノビラブドウイルス
を含む）の Lタンパク質に高度に保存されている [Y/W]
xG[S/T/A]xT モチーフ内に含まれる 10,91,92）（図 5）．筆者
らの解析から，このモチーフと HRモチーフの C末端側
に位置する FQモチーフ（多くのパラミクソウイルスは
YQ配列）が VSV Lタンパク質の触媒する PRNTase活性
の L-pRNA中間体形成段階に必須であることがわかって
きた（未発表）．しかしながら，正確な PRNTaseドメイ
ンの位置は同定されていない．
　低温電子顕微鏡を用いた，組換え Lタンパク質の超微
形態観察の結果，Lタンパク質単独では N末端側のリン
グ状 RdRpドメインにフレキシブルな三つの球状のドメイ
ンが連結しており，その内の二つが PRNTaseドメインと
MTaseドメインであることが推測されている 96）．しかし
ながら，酵素活性を保った VSV Lタンパク質の断片を得
た例は，現在のところ報告されていない．筆者らは，パラ
ミクソウイルス科のプロトタイプであるセンダイウイルス
の Lタンパク質を用いて，グアニン -N 7-MTase活性のあ
る C末端側断片を得ることに成功しているが，その酵素
活性は完全長 Lタンパク質に比べると極めて低いもので
あった 18）．興味深いことに，パラミクソウイルス科の麻
疹ウイルス 97），牛疫ウイルス 98），犬ジステンパーウイル
ス 99），および RSウイルス 100）の Lタンパク質そして
VSVの Lタンパク質 101）のMTaseドメインの N末端近
傍に位置する推定ヒンジ領域に GFPを組み込んでも，そ
れらの融合タンパク質はある程度転写・複製活性を保って
いることが報告されている．さらに，麻疹ウイルス，ニパ
ウイルス，および RSウイルスの Lタンパク質では，推定
ヒンジ領域で，RdRpドメインとキャッピング酵素ドメイ
ンを含む N末端側とMTaseドメインを含む C末端側に分
け，それぞれの断片に人工的な二量体ドメインを付加する
と，細胞内で転写活性のある複合体を再構成できることが
示された 102）．一方で，宿主細胞の核内で増殖するモノネ
ガウイルス（ボルナウイルス，ニヤミウイルス，およびヌ
クレオラブドウイルス） の Lタンパク質は，MTaseドメ
インをもたないため（図 1），核内の宿主MTaseを利用し
てキャップ構造をメチル化しているものと推測される．細
胞質で増殖するモノネガウイルスは，MTaseドメインを
Lタンパク質の C末端に融合させることによって，細胞
質でもキャップ構造のメチル化を触媒できるようになった
ものと考えられる．なお，真核細胞ではグアニン
-N7-MTaseとリボース -2'-O-MTaseは独立のタンパク質
として存在するが，モノネガウイルス Lタンパク質の C
末端MTaseドメインはグアニンN7位とリボース -2'-O 位



173pp.165-178，2014〕

mRNAは，キャップ構造こそもたないが，野生型 Lタン
パク質と同様に 100から 2000ヌクレオチドの長さのポリ
（A）鎖をもつ 105）．よって，筆者は 105），HRモチーフへ
の変異は，mRNA鎖伸長反応のプロセッシビティやポリ
アデニル化に影響を与えずに，隠れた転写終結および開始
配列を用いた異常なストップ –スタート転写を引き起こ
し，結果として N mRNAの断片化を誘発すると結論づけ
た．
　VSVのレプリコン系を用いた解析により，Stillmanと
Whitt107）は，遺伝子開始配列（3'-UUGUCDNUAG）が 3'- 
UYG配列（Y: Uあるいは C）で始まると完全長の mRNA
が合成されるが，3'-CUGや UGGなどの配列で始まると
キャップ構造をもたない短い RNA（40から 200ヌクレオ
チド）が合成されることを発見した．前述したように，筆
者らの解析では，3'-UYGに相補的な 5'-ARG配列は VSV 
Lタンパク質の PRNTaseドメインによる 5'-三リン酸化
RNA基質認識に必要である 19,90）．よって，3'-CUGや
UGG配列から合成される RNAは 5'末端に GAGや ACC
配列をもつため，これらにはキャップ構造が付加されない
と考えられる．Lタンパク質の HRモチーフへの変異と同
様に，遺伝子開始配列への変異もmRNA合成を約 40ヌク
レオチドで停止させる作用があることは，大変興味深い． 
　一方で，抗 RSウイルス活性を有する低分子化合物存在
下に試験管内 RSウイルス RNA合成反応を行うと，完全
長 mRNAの合成が阻害され，5'-三リン酸基をもつ 50ヌ
クレオチド以下のアボーティブ転写産物が蓄積することが
見出されている 108）．さらに，その低分子化合物存在化に
RSウイルスを培養細胞で継代すると，化合物に耐性のウ
イルスが出現し，耐性ウイルスは Lタンパク質の HRモ
チーフ近傍にアミノ酸変異をもっていた 108）．このことか
ら，その低分子化合物は，PRNTaseドメインに結合する
ことにより mRNAキャッピングを阻害し，その結果 
mRNAの合成を早期終了させたことが推測された．
　これらの発見は，モノネガウイルス mRNA 鎖の伸長反
応の初期に起こる mRNA前駆体のキャッピングが完全長
mRNAの合成において必須なステップであることを強く
示唆する．現在のところ，キャップ形成不全によって引き
起こされる転写終結の機構は良くわかっていないため，今
後の詳細な解析が期待される．

おわりに

　VSVおよび CHPV Lタンパク質を用いた我々の研究か
ら，PRNTaseドメインは，真核細胞キャッピング酵素と
は独立に進化した，新しいクラスのキャッピング酵素であ
ることが明らかになった．現在のところ，真核細胞には
PRNTaseのホモログは見出されていない 92）．さらに，筆
者は VSV Lタンパク質の PRNTaseドメイン活性中心に存
在する HR モチーフは VSVの細胞内増殖に必須であるこ

とを証明した 105）．PRNTaseドメイン活性中心のHRモチー
フとその周辺のアミノ酸配列は，他のモノネガウイルス L
タンパク質においても良く保存されているため 10,23,91,92），
他のモノネガウイルスの Lタンパク質も VSV と同様に非
従来型の mRNAキャッピング酵素活性をもつことが強く
示唆される．以上の結果は，モノネガウイルス mRNA
キャッピング酵素が抗ウイルス剤の標的となりうることを
強く示唆するものである．
　2014年 10月の時点で西アフリカでの致死的なエボラ出
血熱の流行は収束のめどが立っておらず 109），エボラウイ
ルスに対するワクチンおよび薬剤の開発は急務である．過
去 40年間 VSVを用いて明らかになった転写・複製機構が，
エボラウイルスなどのヒトに病原性を示すモノネガウルス
に対する薬剤を開発する上で重要な知見になることを期待
したい．
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The multifunctional RNA polymerase L protein of non-segmented 
negative strand RNA viruses catalyzes unique mRNA capping

Tomoaki OGINO
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Case Western Reserve University School of Medicine

Non-segmented negative strand RNA viruses belonging to the Mononegavirales order possess RNA-
dependent RNA polymerase L proteins within viral particles.  The L protein is a multifunctional 
enzyme catalyzing viral RNA synthesis and processing (i.e. , mRNA capping, cap methylation, and 
polyadenylation).  Using vesicular stomatitis virus (VSV) as a prototypic model virus, we have shown 
that the L protein catalyzes the unconventional mRNA capping reaction, which is strikingly different 
from the eukaryotic reaction.  Furthermore, co-transcriptional pre-mRNA capping with the VSV L 
protein was found to be required for accurate stop–start transcription to synthesize full-length 
mRNAs in vitro and virus propagation in host cells.  This article provides a review of historical and 
present studies leading to the elucidation of the molecular mechanism of VSV mRNA capping.


