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はじめに

　プラス鎖 RNA ウイルスは，宿主細胞に侵入すると，ゲ
ノム RNA の翻訳により複製に関わるタンパク質（本稿で
は「複製タンパク質」と総称する）を合成する．複製タン
パク質は，複製鋳型である自身の RNA を認識して，ゲノ
ム複製複合体を形成し，相補的なマイナス鎖 RNA の合成
を経て，子孫プラス鎖 RNA を複製する．本稿では，ゲノ
ム複製複合体の 3 次元構造と機能活性化の分子機構につい

ての最新の知見を紹介したい．なお，紙面の都合上，関連
研究を網羅出来ないことを予めお許し頂きたい．

プラス鎖 RNAウイルスの分類とゲノム複製複合体の 
形態との相関

　プラス鎖 RNA ウイルスは，現在 3 つのブランチ（ICTV
分類上では Phylum：門）に分類されている 1, 2）（図 1）．
ブランチ 1 は，主に原核生物を宿主とするウイルスと，真
核生物を宿主とする近縁のウイルスより構成される．ブラ
ンチ 2 は，ピコルナウイルススーパーグループに属するウ
イルスより構成され，SARS コロナウイルスも当区分に含
まれる．ブランチ 3 は，フラビウイルススーパーグループ
およびアルファウイルススーパーグループに属するウイル
スより主に構成される．これら三大スーパーグループの中
で，複製に関する知見の充実した 3 つのウイルスについて，
ゲノム構造とコードするタンパク質を図 1下部に示す．上
記の分類はポリメラーゼの配列比較に由来するものである
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が，ポリメラーゼおよび他の複製タンパク質から構成され
るゲノム複製複合体の形態とも相関が認められる 3）．一般
に，ブランチ 1 に属するウイルスは可溶性のゲノム複製複
合体を形成する 4, 5）．ブランチ 2 に属するウイルスは 2 重
膜の小胞 （Double membrane vesicle: DMV） からなるゲ

ノム複製複合体を形成する．ブランチ 3 に属するウイルス
のゲノム複製複合体は，細胞小器官の膜が内腔側に陥入し
て形成される，1 重膜の釣鐘状の小胞 （spherule） である 

（図 3）．ブランチ 2 と 3 のゲノム複製複合体が膜に覆われ
ている理由のひとつとして，複製中間体である 2 本鎖

図 1 RNA ウイルスのポリメラーゼ配列に基づく系統樹とモデルプラス鎖 RNA ウイルス．（A）代表的なウイルス目と関連モデル
ウイルス（文献２の系統樹を一部抜粋）．（B）モデルウイルスのゲノム構造とコードするタンパク質．複製タンパク質のコー
ド領域を白色で示す．
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図 2 プラス鎖 RNA ウイルスの複製タンパク質多量体とゲノム複製複合体の模式図．（A）コロナウイルス（MHV）のゲノム複製
複合体（B）ノダウイルス（FHV）のゲノム複製複合体（C）アルファウイルス（Chikungunya virus）複製タンパク質 nsP1 
の立体構造．複製タンパク質多量体は，小胞内腔においてポリメラーゼ（Pol）と近接し，RNA 重合反応に伴った伸長エネル
ギーを用いて新生鎖 1 本鎖（黄色線）を細胞質に放出すると予想される．
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図 3 宿主細胞内コンパートメントの酸化還元状態およびゲノム複製複合体の細胞内局在．青色は還元的な環境を，黄土色は酸化的
な環境を示す．ジスルフィド結合形成に関わる宿主タンパク質（ERO1, ERV1, QSOX1）の局在も図中に示した．複製複合体
の局在については文献 8, 9）を参照頂きたい．
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RNA や，適切な末端修飾が施されていない新生 1 本鎖
RNA を，宿主細胞に存在する非自己 RNA 認識機構 6, 7）

から隔離・保護する可能性が提唱され 8, 9），実験的にも一
部支持されている 10）．

プラス鎖 RNAウイルスのゲノム複製複合体の類似性

　近年，ブランチ 2 に属するコロナウイルス （Mouse Hepatitis 
virus: MHV および SARS-CoV-2），並びにブランチ 3 に属
するノダウイルス （Flock house virus: FHV）のゲノム複
製複合体の 3 次元構造が，クライオ電子顕微鏡技術により，
生体に近い状態で観察された 11-15）．その結果，特定の複
製タンパク質 （MHV nsp3 もしくは FHV protein A）よ
り構成される 6 もしくは 12 量体からなるリング状構造体
が新規に同定された （図 2Aと B）．当該新規構造体はコ
ロナウイルスの場合は 2 重膜を横断し，FHV の場合は複
製複合体と細胞質との境界に位置していた．これらはいず
れも子孫 RNA とみられる繊維状構造の起点となっていた
ことから，新生 RNA の細胞質への放出孔として機能する
と考えられた．さらに，クライオ電子顕微鏡を用いた精製
タンパク質の単粒子解析が，ブランチ 3 に属するアルファ
ウイルス （Chikungunya virus）の複製タンパク質 nsp1 に
ついて行われ，近縁の FHV 複製タンパク質 16）と同様の
12 量体リング状構造が確認され （図 2C），多量体会合様式，
膜結合様式，さらには RNA 5’ キャッピング酵素の触媒機
構の一端までが原子レベルで明らかになった 17, 18）．個々
の複製複合体の形成モデルについては原著 13, 14, 17）に譲る
が，複製複合体の形成，構造，機能において，分類の垣根
を超えた類似性が議論され始めている 12, 19）．

ゲノム複製複合体の酸化依存的活性化

　細胞質基質は高濃度（1-10 mM）の還元型グルタチオン
を含むとともに，酸化型グルタチオンを即座に除去する複数
の仕組みをもち，高度に還元的な環境を維持している 20）（図
3）．別の抗酸化物質であるアスコルビン酸も 0.1-10 mM
の濃度で細胞質基質中に存在する 21）．プラス鎖 RNA ウ
イルスのゲノム複製は，上述のように宿主細胞質と繋がり
のある構造体で行われるため（図 2と 3），いずれの複製
複合体構成因子も上記還元剤に晒されると推測されるが，
少なくともブランチ 3 に属する数種のウイルスのゲノム複
製に，酸化的な環境が必要であることが，以下の研究によ
り示された．
　アルファウイルススーパーグループに属する Tomato 
mosaic virus は， 宿 主 細 胞 の 膜 タ ン パ ク 質 TOM1 と
ARL8 との相互作用を経て，自身の複製タンパク質の
RNA 5’ キャッピング酵素活性を活性化する 22, 23）．著者
らは，この活性化機構を解析する過程で，複製タンパク質
の一部が酸化修飾（ジスルフィド修飾）を受けること，さ
らに酸化修飾を受けた複製タンパク質のみが，RNA 5’ 

キャップ付加に必須な，グアニリル化中間体を形成するこ
とを見出した 24）．複製タンパク質にあるシステイン残基
への変異導入実験から，アルファウイルススーパーグルー
プ内で高度に保存された 2 つのシステイン残基が，ゲノム
複製の様々な過程 （ゲノム RNA および膜結合，ジスルフィ
ド修飾，グアニリル化反応）において重要な役割を果たす
ことが判明した．複製タンパク質の酸化修飾およびグアニ
リル化は，近縁の Brome mosaic virus （BMV 図 1）およ
び Cucumber mosaic virus においても観察された 24）．
　フラビウイルスが感染した細胞では，酸化ストレスが誘
導される．Geiss らは，抗酸化剤処理により，フラビウイ
ルス （Kunjin virus）のゲノム複製が阻害されることを報
告した 25）．分子レベルでの解析により，抗酸化剤処理に
よりマイナス鎖と比較してプラス鎖 RNA の合成が抑制さ
れること，5’ 末端にキャップ構造をもたない子孫 RNA が
より蓄積することが明らかとなり，宿主の RNA 品質管理
機構により適切な末端修飾の施されていない子孫 RNA が
分解を受けていると推測された．この知見に一致するよう
に，酸化剤を処理すると，フラビウイルス （Dengue 
virus）NS5 キャッピング酵素のグアニリル化活性が亢進
した．同様のキャッピング活性の亢進は，アルファウイル
ス （Venezuelan Equine Encephalitis virus）の複製タンパ
ク質 nsP1 でも観察された．さらに，NS5 は分子間ジスル
フィド結合を形成すること，NS5 において保存されたメ
チオニン残基が酸化修飾され，酸化依存的なキャッピング
酵素活性亢進に関与することも明らかになった 25）．
　Red clover necrotic mosaic virus （RCNMV）は，ブラ
ンチ 3 の中でアルファウイルスおよびフラビウイルスの中
間に分類される（図 1）．RCNMV のゲノム複製には，宿
主の活性酸素種産生酵素 （NbRBOHB）に加え，活性調節
因 子 で あ る カ ル シ ウ ム 依 存 性 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ 

（NbCDPKiso2）26）と植物免疫複合体の足場タンパク質 
（NbRACK1）27）が必要であることが報告された．RCNMV
の複製タンパク質 p27 は，ゲノム複製の場である小胞体
膜上に，これら宿主タンパク質をリクルートして複合体を
形成し，活性酸素種の産生を誘導した 26, 27）．特異的な抗
酸化剤を用いた薬理学実験から，活性酸素種の中でも，
NbRBOHB の生成物であるスーパーオキシドアニオン 

（O2
−）が RCNMV のゲノム複製に必要であることが示さ

れた 28）．さらに，NbRBOHB の酵素活性は，スーパーオ
キシドとその代謝産物である過酸化水素を介して BMV の
ゲノム複製にも必要であることが示された 26, 28）．従って，
ブランチ 3 のプラス鎖ウイルスは，ゲノム複製に活性酸素
種を積極的に利用している可能性が浮かび上がった．

細胞小器官膜の透過性亢進と酸化力流出を介した 
ゲノム複製複合体活性化機構

　BMV はアルファウイルススーパーグループの中で，ゲ
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ポリン検定試験において，BMV 1a 複製タンパク質（図 1）
は ポリオウイルス 2B と同様の表現型を示したことから，
1a には膜透過性亢進機能があると考えられた 33）．
　さらに，1a に存在する両親媒性αヘリックスの 1 つが
ビロポリン機能に関与すること，ならびにビロポリン機能
を欠く 1a 変異体は，1a の初期機能である複製複合体の形
成と複製鋳型取り込みの機能を維持する一方で，1a の後
期機能であるジスルフィド結合形成とキャッピング活性に
欠損がみられた 33）．以上から，1a 複製タンパク質は小胞
体膜の透過性を亢進し，Ero1 が産出した酸化性物質を小
胞体内腔から放出して，自己の分子間ジスルフィド結合を
誘導するとともに，おそらくは立体構造の再編成を経て，
キャッピング酵素機能を活性化すると考えられた （図 4）．
これらの結果は，上述したブランチ 3 の複製タンパク質に
関する知見 24-26）と矛盾しないものであり，フラビウイル
スにおいて推測されていたビロポリンを介した複製タンパ
ク質の酸化と活性化の作業仮説 25）を全く別の系で実証す
るものであった．従って，ブランチ 3 のウイルス（フラビ，
トンブス，アルファ）は共通して，複製タンパク質による
膜透過性亢進と酸化誘導を介した，複製複合体活性化機構
を有している可能性がある．

今後の課題と展望

　ブランチ 2 に属するウイルスの大多数は，ゲノム RNA 5’ 
末端にキャップ構造をもたず，ゲノム結合タンパク質 

（VPg/3B）が付加されている．従って，ブランチ 3 のモ
デルをそのまま適用出来ない．上記 BMV 研究を進めるに
つれ，1a の膜透過性機能は 2a ポリメラーゼが担う RNA
合成にも必要であるという事実が見えてきた 33）．ピコル
ナウイルス 2B の膜透過性機能も，3D ポリメラーゼが担
う RNA 合成に必要である 39, 40）．従って，プラス鎖 RNA
ウイルスのゲノム複製におけるビロポリンの機能を一般化
するならば，複製複合体の構築から機能化への遷移促進（具

ノム複製複合体の構築から機能活性化に至る素過程の解析
が進み，複製に関する知見が最も多く蓄積しているウイル
スのひとつである （総説として 8, 9, 29））．著者らは，前述
の複製タンパク質のジスルフィド結合と酵素活性の活性化
の分子機構をさらに理解するため，BMV の RNA 複製が
可能で 30），かつ酸化経路に関する知見が充実した出芽酵
母を用いて遺伝生化学的解析を進めた．出芽酵母および高
等真核生物において，小胞体内腔の酸化的環境は主にフラ
ビン酵素 Ero1 により作り出される 31, 32）．Ero1 はタンパ
ク質もしくは還元グルタチオンのシステイン残基の電子を
分子状酸素へ受け渡し，基質のジスルフィド結合の形成を
触媒するとともに，副産物として過酸化水素を産生する．
Ero1 は生存に必須な因子であるが，出芽酵母においては
温度感受性変異体ero1-1 が単離され 31, 32），関連経路の理
解に役立っている．当該変異体およびERO1 過剰発現体
を用いた解析から，小胞体内腔に存在する Ero1 タンパク
質が，小胞体の細胞質側表面で行われる BMV ゲノム複製
の律速因子であることが判明した 33）．
　細胞小器官内腔に由来する酸化力を，主に細胞質側に存
在する複製タンパク質が，膜を越えて，どのように利用し
ているのであろうか？ 1990 年代から，ピコルナおよびフ
ラビウイルスのいくつかで，膜の透過性を上げる複製タン
パク質群 34, 35）が知られていた．例として，ブランチ 2 の
ポリオウイルス 2B タンパク質 35）もしくはブランチ 3 の
デングウイルス NS2 タンパク質 36, 37）が挙げられ （図 1），
このような機能をもつタンパク質は，おそらく孔を形成す
ることから，ビロポリン（viroporin）と呼ばれる 38）．こ
れまでに同定されたビロポリンは，ゲノム複製のみならずウ
イルスの粒子形成や，さらには宿主の小胞輸送阻害やウイル
スの細胞毒性にも関与する多機能タンパク質である 38）．
BMV を含めアルファ様ウイルスの複製タンパク質にはこ
のような機能は知られていなかったが，古典的なハイグロ
マイシン感受性検定試験 38）を含む，4 系統の独立なビロ

1a 複製タンパク質の
構造変化と孔形成による
小胞体内腔からの
酸化力の解放

局所的酸化を介した
複製タンパク質分子間
ジスルフィドの形成

複製タンパク質
酵素活性の亢進

小胞体内腔
(酸化状態)

細胞質
(還元状態)

小胞体膜

図 4 BMV ゲノム複製複合体の活性化モデル．近縁のアルファウイルス複製タンパク質 nsP1 の立体構造（図 2）を基本としたモ
デルを提示する．



60 〔ウイルス　第 71 巻　第 1号，

9:e02329.
2 ）	 Wolf YI, Silas S, Wang Y, Wu S, Bocek M, Kazlaus-

kas D, Krupovic M, Fire A, Dolja VV, Koonin EV. 
2020. Doubling of the known set of RNA viruses by 
metagenomic analysis of an aquatic virome. Nat 
Microbiol 5:1262-70.

3 ）	 Ahola T. 2019. New Phylogenetic Grouping of Posi-
tive-Sense RNA Viruses Is Concordant with Replica-
tion Complex Morphology. mBio 10:e01402.

4 ）	 Vega L, Sevillano L, Esteban R, Fujimura T. 2014. 
Resting complexes of the persistent yeast 20S RNA 
Narnavirus consist solely of the 20S RNA viral 
genome and its RNA polymerase p91. Mol Microbiol 
93:1119-29.

5 ）	 Haruna I, Spiegelman S. 1965. Autocatalytic synthe-
sis of a viral RNA in vitro. Science 150:884-6.

6 ）	 Schlee M, Hartmann G. 2016. Discriminating self 
from non-self in nucleic acid sensing. Nat Rev Immu-
nol 16:566-80.

7 ）	 Guo Z, Li Y, Ding SW. 2019. Small RNA-based anti-
microbial immunity. Nat Rev Immunol 19:31-44.

8 ）	 den Boon JA, Ahlquist P. 2010. Organelle-like mem-
brane compartmentalization of positive-strand RNA 
virus replication factories. Annu Rev Microbiol 
64:241-56.

9 ）	 den Boon JA, Diaz A, Ahlquist P. 2010. Cytoplasmic 
viral replication complexes. Cell Host Microbe 8:77-
85.

10）	 Kovalev N, Inaba JI, Li Z, Nagy PD. 2017. The role of 
co-opted ESCRT proteins and lipid factors in protec-
tion of tombusviral double-stranded RNA replication 
intermediate against reconstituted RNAi in yeast. 
PLoS Pathog 13:e1006520.

11）	 Wolff G, Limpens R, Zevenhoven-Dobbe JC, Laugks 
U, Zheng S, de Jong AWM, Koning RI, Agard DA, 
Grunewald K, Koster AJ, Snijder EJ, Barcena M. 
2020. A molecular pore spans the double membrane 
of the coronavirus replication organelle. Science 
369:1395-8.

12）	 Unchwaniwala N, Ahlquist P. 2020. Coronavirus dons 
a new crown. Science 369:1306-7.

13）	 Ertel KJ, Benefield D, Castano-Diez D, Pennington 
JG, Horswill M, den Boon JA, Otegui MS, Ahlquist P. 
2017. Cryo-electron tomography reveals novel fea-
tures of a viral RNA replication compartment. Elife 
6:e25940.

14）	 Unchwaniwala N, Zhan H, Pennington J, Horswill M, 
den Boon JA, Ahlquist P. 2020. Subdomain cryo-EM 
structure of nodaviral replication protein A crown 
complex provides mechanistic insights into RNA 
genome replication. Proc Natl Acad Sci U S A 
117:18680-91.

15）	 Klein S, Cortese M, Winter SL, Wachsmuth-Melm M, 
Neufeldt CJ, Cerikan B, Stanifer ML, Boulant S, 
Bartenschlager R, Chlanda P. 2020. SARS-CoV-2 
structure and replication characterized by in situ 
cryo-electron tomography. Nat Commun 11:5885.

16）	 Ahola T, Karlin DG. 2015. Sequence analysis reveals 
a conserved extension in the capping enzyme of the 

体的には，ポリメラーゼおよび RNA 修飾酵素を含むゲノ
ム複製関連酵素の活性亢進）と言えるかもしれない．
　ピコルナ様ウイルスの 2B ビロポリンは，小胞体もしくは
ゴルジ体から，カルシウムや他のイオンを放出する 38, 41, 42）．
カルシウムや亜鉛等の金属イオンは，ポリオウイルス 3（C）
D ポリメラーゼの多量体化と活性化に関わる 43, 44）．ウイ
ルス側の因子に加え，宿主側の因子も酸化修飾もしくは金
属イオン等の補因子の供給により活性化される可能性があ
る．関連経路に関わる下流因子の探索と機能解析が今後必
要である． 
　ウイルス生活環の中核を担い，かつ共通項の多いゲノム
複製機構は，薬剤標的として高い潜在性をもつ．いわゆる
チャネルブロッカーは幅広く利用されていることから 45），
プラス鎖 RNA ウイルス間で少なくとも機能が保存されて
いるビロポリンは，基礎および応用研究の両側面において
興味深い研究対象である．

おわりに

　本稿では，プラス鎖 RNA ウイルスのゲノム複製複合体
の分子構造と，宿主の酸化装置を介したゲノム複製複合体
の活性化にまつわる新奇分子機構について紹介した．様々
な幸運に恵まれて，著者はプラス鎖 RNA ウイルスの複製
タンパク質に膜透過性の機能が広く保存されていること，
さらにビロポリンの分子機能の一端を明らかにすることが
出来た．植物アルファ様ウイルスの複製に関与する宿主因
子の同定と機能解析というニッチからスタートした本研究
が，20 年近くの時を経て，稚拙ながらもプラス鎖 RNA ウ
イルス全般について議論出来るところまできた現状を嬉し
く思う．
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