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清音

､IuJ).7ラビウイルス代は､沈降抜放 12-19Sで塩怯故約 日kbのポシテ11セン

ス ･本紙 Tt＼1を遺伝(･とし,外被股をイ[する′ト確の球状ウイルスとしてIB鬼きれてお

り､トガウイ)レス件の一月として､アルファウイルス叫､ ルベラウイルス拭､ ペス+

ウイルス絹とともに一つの杵に分類されていたBしかし､その枚ウイIL,ス托 (-の構造式

｢l門､道は F R＼hlの悌道およびウイルスの挫魁増糾鮒 拓が研究され.198.-'年にフラ

ビウイルス掛 ま敗;rしたフラビウイルス朴として分別され トガTlJイルス朴から放;/ーした

It.2ト

フラビウイルス手=二は､武熱病ウイルス (Yn')､ アングウイルス､ 日本脳炎ウイ/レ

ス UEVlなどから構成されるワラビウイルス絹と,'rl'榊11't-.ウイルス (13Vl)＼ト 陳コ

レラウイルス (CSFV).ヒツジボーダー柄 (riD日 から他成されるペスナrL/イルス蛸 そ

して.】989年に新たに発見された C型肝炎ウイルス (llCV)を(,Tむ那3の捕:γ'称七

決定 (後に Ilepacl､-ruSと命名された 1999牢に守っても､この約3の抑 こ含まれる

rLJイルスは HCVのみであるため､本品文では IlCVとi<3亡する).以卜_3推知の餌が含

まれている131

7ラビウイルス科に吊する3つの与引二は､ゲノム Tm lH=t,IndL･largL,OPLtnr亡adlng

frame(ORF)がIt･在し､ウイルス感知 寺に n身が mRhAとして横能するという共通.,～-が

ある(岡 1)uLかし､ゲノム の塩)&配列に肱づく分 /進化過lL{;''的脚たり L即｡t･liL･

dl､Lanぐぐまたは dlStanCC および､ゲノム LI/未婚の胤左の違いによって､これら3つの

頓 は､プラヒウイルス蛸とヘスチウイ)L,ス蛸､IICV の2つに -̂きく分別される. プ

ラビウイJL,ス鶴に鴫するウイルスは､ゲノム Rゝ Aの 51末端にキャップ構造を有してお
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JL ttfえ'l物で格も汗ig的な東山拝謝訳持紙である､キrノ7偶道1/(II的韻訳を'Itうこ

とが知られているIl､5,6). ･))-､ペスナウイルスbi､llC＼■■I<rJるウイ･'レスLま.T,

;i:掛 二キヤノ1献 立が年fl三しない17.81.これこのウイルスの:Il'非捕訳剛史 nonr･A･n巧

r柳 川 :5■＼CR には､internalr'bosomHnLr," -tLL(lf(Eゝ1と叫ばれるR＼▲＼のr-1て次子井迄

か捕集さ11.､キ1･′フ購道非依11J的耕JiをJITうとろえらjLているE9､川､ltl;税b=ま

でに明らかにされた JRESによるキ1.ノブ構造Jf=依作的捕訳を'ITう.')イルスは､ビコル

ナウイルス糾 二拭する一群のウイJL,スEIL'1と､ペスナrLJイルスt.i､LIC＼■のみであり,敬

あるウイルスのLt･でも少数派である

1995→ 1998年にかけて､節LI凝りの属と考えられる GL3rlJイルス (r'R ウイル

ス H GBY-Ah CR ウイルス B(CI3＼'BH13ト およびCriウイルス CJGIPiJJt炎rl/イ

)L,ス ((;T3VC/HGV))が発見されたl川 ,この CIミウイルスについては.とのような潮

.州岸J始を1Tうのか,とのようなゲノム隅造をイけ るのかは耶糾されておらず､はっきり

とした分散はなされていない

他力､フラビウイルス朴に践するウイルスは､多様なrt牡'1ilに､iVJ.1る蛸原作をイ[

している 7ラビウイルス件の7ラビウイルスt･jHよ､人献火辿感染症のJLElE月ウイルスで

あり,蚊､ダこなとの吸血件節足動物で媒介される節足劫物蝶介rLJイルス arthropod･

bo,n= 0,1phr.l上e､･lruS アルボウイルス)として知られているEl.-'l ･JJJ.織る2つの属

は､ベスナウイルス絹がウシ､7夕､ヒツジ116I.ltC＼'は入関もしくはナンパンジ-が

rl黙砧 Ll17､相､191であり,もに同 一動杓稚内感歎でのみ†ム揺する 新た'に発見され

たcljウイルスのGTl＼-Aは新Lu･界ザルに蛸するクマリンを｢‡蜘iiiJ_1131としているが,

cB＼,臥 CBVCIIGVはヒトから発見されたた55r燃 描 仁がヒトであるuT能性が強く､

伺 帖でありながら異なる動物桂ELrJで(ム描 している可能化が考えられる,
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このような特赦を持つフラビウイルス仲のウイルスは､lr岨動物及びヒトに感染する

と屯P.な較柄を起こすものが多く､ウイルス悠刺 右脚､かかの肌色tかJ>ウイルスのTrH-

特沢作 lトロと'ズム)､ウイルス病原推党規のメカニズムの解やrが経たれている.

4:研究では.ベスナウイルス鶴､llC＼̀､CI3ウイルス Lこれらをまとめて unCappL.dウ

イルスと叶称する)のゲノム R.11の仝塩JEA!列をiLL'.とし､ゲノムの帆造を判ちかにす

ることを目指した さらに､ゲノム全長の塩)E配列を対象とした分 (進化過は'(:的解析

によって､ウイルスがどのように病llJ7.作を発現するのか､とのようにスビーシーズバリ

アー (叩CrtL･Sharr'er 絶間の曙)を突破しJJl帖していったのかを探'紫した



第 Ⅰ章

フラビウイルス科に属するuncapped ウイルスである

豚コレラウイルス (CSFV)のゲノム構造と特徴



轄首

賭コレラウイルス (CSF＼- のゲ/ムは.約 13kbのポジティブt:ンス -本納 R＼＼

である｡約 370ヌクレオチ ドInLlの長い51＼CR､約 12kbのORFと約2:iOntの 3＼LIRか

ら成るとされているが､5.に薄の構造､及び)土壌配列はEylちかにされてい/.LLL､(川 川2()['

csF＼rの 5･.TtCRは約 37OnLとLlく､その小に潮Jir鞘胎コドンである 1T(;を多致含むこ

と､校純な高次隅遇をとることがJ'･lIl.qされることなどIICVとの類似性から､5 NCl‡に

tRESと呼ばれるRiM の特徴的な‡推造をイtLL.キヤノブflV造非依仔rI勺軌州こより,針 E

合成を子rうと推測されているll0】｡したがって､5'人端にキ1･ノブ構造やIキたか 'とP;.

えられている ･方､3･h.CRはすでに :l'七井が決定されたペスナ/Jイルス蟻の'トト榊

1.Eウイルス (R＼-D＼′)との類似作から､rn'L)V剛 繁CSF＼一にもr)01)^配列が廉いとぢえ

らjtでいる

キャノブ構造を布する17ラビウイルスt･JHま､そのゲノム RNA Lに/(:ll;.1るORドの 5

):4側には､構造蛋白質がコードされている 1L'l初､CSrV においてもIull･kであると考

えられていた｡しかし､ 199)年にfN )＼においでORFの5●｣三溝側に非牌'玉針ITfで

ある n crm.nata｡L｡T)rOLLlaSC h-pro をコートする新城のfi在が明らかにされたことか

ら121､ 22トCSFVも Bヽ,Dヽ,同様､ORFの 5人端側に ＼1)rOをコー ドしているurfJW -

がノr-.唆されている これに続くORド下流の 11は桃j生JJiM 守逝†1;(.(コアとエンペ U

-プを漸次すると思われる 3推知の粘針 順 . gpH 18､ L･P25､ i,P5･I')､残る 3 I

は非構造頚｢頂 過信7-(p51,TiS2､ p8O'YS3､ pl()NSla･ p30 ＼Slb､ p58 ＼S5a･

p75r(S5b)であると推測されている123日 '洪Or(S3には,ウイJt,ス稚さWJ炎Fl質分析

悼窮､RN,tへリカーゼのアミノ酸モナーフ(21トp75,NS5bにはR＼▲lfltlTlft_Rヽ Aポリ
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メラーゼ RdRp の7ミノ椴モチ-712.-)IのtF/Iが鞄許されており､おのおのそれらの

惰能を有すると考えられている1201 しかし.'ji掛 こ殊能が確認されているのは､＼S.～

のヘリカーーtf､ウイルス特発的東白質JJl脈筋71号のみであり,-}ラビウイルス抑 二Jt-ゲ

ノムの構造,機能にrqする研究が巡れている

csFV の感熊及び流行は､荘月朱に深刻なyメージをリ･える/=め､このウイルスの感触

防御の研究は 19約 年より盛んに行われて主た126)そのため世相終地から多様な町外

流行株が分軽されていることに加え､いくつかの臥 振化生rJク+ン椎もI芹J'jtされている.

しかし､分子′上物′;･rW.)な手法を剛 ､た研究はプラヒウイルス掛 二比べ正れており､花が

抑 二は,CSF＼,野外流行分社株であり強制末である AL-D株､ALL)珠を')i験'J:ミで称代す

ることによって作られた赫 3i化生ワクチン株CPE(-)株が存在するll77I.本平では､これ

ら2株の仝ゲ/ム塩)占配列を決lJL-IlL.ウイルスの柄IET.惟発現のメカニズムを明らかにす

ることをu的としてJと娼配列の耶柄をjJJったO



方法

csFVの培養

月卵子眼Ell来細胞株 PE(15卿胞もしくは月紺t粧初代七千産細川』に､CSド＼ヨ■f外波子r強'tJ

休である ALL)株､ 城山化咋ワクチン株であるGPl三H株を m川 10で感触させ､ 1 tj

u脚 .,a=点した後ーその培益 [･泊を剛 史した [･･Iuした増益上i'.Jは､:川00rl川1の机追心

により細胞残敵等を除去し､ウイルスのたまれるL梢をシ-ドウイルス淡として得た

RNA抽出

シードウイルス漁 lOmlに含まれるCSIT＼糾7-から､酸プア二i/ン･71ノール グ

ロロ7サルムは(,lC'dLruanLdmttphenolehlO-orormL･uraCL■On:.I(】PC日281(こ妓/}いてR＼～

を相川した｡

cDNA合成およびpCR

シードウイルス液からhhLLIJ.したR＼Aを 100!LIのTEburrL･r日()mMTrl､‖CLpll7-,､

1mllEDTA 2ヽ a)に再話解し､tO/Ltをcl).u 合成に用いた cl)ヽ八分皮は､フライ

7-にランダムヘキサマ-､逆転写酵滋として＼luLVEn来逆転13:軒jl･;supL･(､CnPlrC＼･ぐrSLt

L'anscr■ptasercrs■onll (CIBCOBRL･20()un心 を脚 一､群糸に付城のI/ロトコールに

したがって37℃にて 1時r耶 iった

1991年 ユn時政のデータベース上に OHF'E蚊の塩詰配列が公r註ほ れていたヨーロ

ッパで分離された町外流榊 米､CSFVTl'･csem株の塩鹿門亡列を),r-に PCRl別-rl川Jのフライ

マ-を設計した ㈹幅領域は､PCR産物が8O0- 1200nLのサイズになり､かつ､IL
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い:二I丈り合う節城の PCR獲物が50 21)0nHIT･,なi)f}うようl二OliFを 1t)分割して

増帖するJ:うに'定めた

pcRは､1.rLられたL.I).VAを弘MJ_にして､封=変fL.ゝHC 1分l糊､7'--I)ンデ .I)5℃ I

分Hu.仲良反応 72℃ 3分lFl')の温度サイクルを 1サイクルとし､ 1511イ'/ルを､I)CR

LhLlrmaEcyclerPJ20(10 (App)I(､dRIOSySLenlS)を†‖いてJ̀;施 した｡

紺られた増幅妬物は､3%Nl】S】pver,TGア7Ilロースゲル lTLn遇1によr)'Ei;'Ji泳刺 し､

介【由J分 j'-3_-を確認 した後､アガロースyルより切り出したr切りLLH.LI=増帖佐相は､

hlERnlaldI):u pur■rlcaLtOnklt([310lOl)を用いてキ ノト付蛸の7Uトコールに従いfl't

慢した.,

塩基配列の決定および解析

柵懲 した 16 純班の梢帖産物は､dyeLCrnl■nittOreydLl北qL■L･nCLnLrk-i(̂ pl)I)Ll(l

BLOSySLCmS)をnJいて､キ ノト付属のプロトコールに従い比応させ,CL･nt'-'SLll】n.LC,O叩 ･】l

COlurT.nS(AppILCd恥 systcms で分従軸魁綾､Ar3IPMSllt377 (̂ppllL･dlilO､)St川は)

により直襟塩濃配列を決'jizした なお.塩准配列は､増幅産相のセンスおよびアンチセ

ンスtlIをそれぞれ2LU]以上解析 し､結A-が一致することを確認したし映'Jtした塩JL:配列

は配列解析ソフトウェ7としで DT(̂ SISMac(lllLathSolい､arL,EnRlnLt.rlngCo Ltd)､

CLLn叫 YJlac(SofLuarcDe､clopmcntCo.LLd,を川いて解析した.

5'末端及び3'末端の塩基配列の決定

51呆端の塩遜配列については RNA-fnp̂ ライゲーションに此づ く R叩IdanlP)LrlCiltlOn

eDNJIcnd(RzICE)法1291および J)N＼DN̂ ライゲーションに).r-づ く R̂ CEは [301(二
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よiJ決',gした⊃3人箱の塩Jk配列については絶述 したポ リアナ'ニレーションによる

3fuCEは 13日を川いて紘'ji;した｡

RNA-RNA ライグーシヨンによる 5■RACE

5●人端にリン椴鵜を持たない 3OnlCrのオリノRNA､＼lCST7RN～(.r=)■l̂ (;GLIACCJ＼A

CCLH ･AALICGAClで ACL､Al◆A:r)をn･lkL､diI述のJf7よで州LLIJ.L.たcsF＼ ゲノ

ム Ru の 5末端にTIR＼＼ライケース 2unlLs(lit.酒造)をIIJいて..-J(1nluTr)sIIClPt1

7.-'､ 5mM llgClハ IOm＼12メルカプ トエタノール､ 05m＼llTP, 175%PEC6(70()

反払終 /後ライゲーション尉 t-･液から R＼＼を71ノ-ル､クロロホルムによって抽出

し,ユタノ-ル沈殿によって剛 又した.逆転'':川17ンチセンスプライマーは､塩)左心列

決･jiiに蚊功した 5'NCRの塩盤配列をもとに日,LPL.汁し介成したCライゲーションさせたRNA

の.rL･,-次梢造にrn'rllされず､5t｣ミ端まで cDN八合成がj;lj述するように､迎虹′JJ捕手茶として

il妹作の高い AMVEh来迎較Jfj酵女 rL･Ver､L･tran､erlPLilSCXL (L'reScICr'CL･)2u■11Lsを川

い.筋掛こ付絹のプロトコールにしたがって57℃にて30分間L･[)＼AII収を行った.

合成 した cl)>,.1 を弘判として､＼tCST7RNA と等い ､配ylJをイJ'するオリゴ DtiA:

lヽCST7(5-dAGGTACC,u GCTTTAATACC:日をセンスプライマーに､アンチセン

スプライマ-に cD.Tu 合成時に桐いたものとl"I-のプライマーを川いてPCRを行った､

pcRは､典変惟 9t℃ 1JJ川 1,7ニーリング 57℃ )分臥 伸上主TiLL172℃ 3'JlfiLJの

温度サイクルを 1サイクルとし､15サイクル'R施した f:きられた岬帖耗物は､i.111述の

))-YLHニしたがってアガロースゲlレ'LTi'Jい永劫､MrllinlaldklLにて分粗相魁した.

絹製した卿 召廃物は,PTTT31uc-1､･cct｡rクローニングキ ノト (JTJo､こIF:Cn､1nr)を川
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い､プラスミドベクター PTTbLueにクL1-ニングした｡紺られ1=クu-ンをkl･牧 5 I/

ロ-ン以上用いて､rAJ-方向から塩塵配列を決'iIした往アライメントし､.-)七箱の塩鵜配

列を決定した｡

DNA-DNA ライグーションによる5■RACE

塩)I.位列決定に成功した 5YCliの塩)占配列ももとに7ンナセンスフライマ-を(ナ成

し,ゲノム R:(Aの5-未胤 二到達するように逆転'JJ-･鮮ふ いlVrL･＼ビr､= ranSCrlPtaSLl＼L

を用いてeDヽ AをIT成し1= cD:＼Aft成終 (経､02NNaCHHilLfIで :M JJ州り6.I)でで

加温することで枚応敵中に/i花するRNAを加水'Jl解処理 し､L:I)＼lを 本紙にした後.

等洩度の酢酸により申f目してゲルろ過によりJJl妊1rl製した_

.I/上端をリン倍化し､3)こ端をアミノ)丘で捲飾LI=35mCrのオTJJ I)NL 7ンカ

ー DNA(5-1日lACC(JAATTCACT'mC(;へTTCTCĜ ACCTTCAGAC(;Nl13●)を

分成し､TlRNA ライy-スを川いて(ナ成した cl).vAの 3′k端に-/ン1J- 1)NA を摺

殺した (DNADTm ライゲーション) アンカー DNIlと相補的な配列をイJ-するカリゴ

I)卜人､アンカ-プライマー (5 dCTG(jTTC(;(.CCCへCCTCT(;.llGCTTCCAGA

ArcGITAC3●)をセンス7'ライマ-としてliL成し､cL)NA lt蚊でmいたアンチセンス

プライマーと料 二川いて､PCR を行った,fFlfらtLたJ馴畠床材は pT7riluLにクローニン

グし､塩准配列を決定した ライゲーション､PCR,クローニングは Rヽ ＼R:＼A ライゲ

-ションで'T(したJJ一法に従った

31末端の塩基配列の決定 (3rRACE)

袖山柿裂したcsFV ゲノムの 3ノミ端に pol〉･̂ ポリメラー七をmいて pol.vzl配列を

】0



1.T如し､オリゴdT13umt.rlプライマー合川し､た辿む:''奴に.Lで cl)＼＼を:城 し/J= [川里

し/･CD.TC.Aは､配列を決定 した3.TtCRの塩)ム配列をもとにp2..1し''=センスプライマ-

er)八人合成に川いたオリゴdT(30mぐr)プライマーを川いて PCRを施行し､増幅存物を

f̂持た｡捌 捕 物は p17L3IUぐにクtj一二ングし,31人端の塩).肌 ylJをi火'起した(ライゲ

-シヨン､ PCR､クローニングはRNARNAライゲ-ションで′l(したノjlLをqW:fした｡



括Ei!

csFVの 5■末端､3-末端の構造

E1本の野外流行強'!B棟である L̂D株､ I)'13ん化′‡.rJクチン株であるCt'lこ(-)株の 5●火

胤 二は､1995年 31川.LL.A.1.のデ-タ-ペース (L)L)L3J､ GLLnl)(lnL､ lT_NnL)['_に/jt朕ほ

れでいた･既報のCSTT＼リ皇)L配列にはJj:IL:しない､新たな9ntの塩)と配列 (5pr(;し̂ し.lC

GllG･3'げ 存在することが明らかになった このIと嬉配列は R＼Hu ＼ライゲーシヨン

に)LづくRACE7よによっても､ I)ドADh'1 ライゲ-ションに)EづくTuCE71tによ･,で

も､確認でき,テクニカル7-ティ7-rクトでは掛 ､ことがiill目された.1デ-クーベー

ス上には既にCSFV分社株であるAlrorL株.LhLSC■a株,およびCSl:＼●とIuJじ蛸の BVDV

分Nt株 である NADL株､sl)l株の塩准配列が輯;I;･されている そこで今回､塩)占配列

を決定 したCSFV ALD株､CPE(-)株をこれら此椎の塩)JS配列とアライメントしたと

ころ､51人端に新たに比つかった 9nLの11)占配列は､ⅠうVDVの 5lJ;鵜の 9111とl･一日ニ)生

准配列であることが明らかになった (li]2) CS｢V ALD株のゲノムの5■上端の'/7

二ン (C 残進をヌクレオチ ドポジション (ポジション)lとし､ポジション )- 132

までの RNAの 2次構造 (ステムル-プ構造)をコンヒュークーにT･測させたところ､

mln.nuJJ71freeenLtrg_I(JG)=-3993- flo12Realmolの叔)JllJ:那)に安'起したステム

ループ構造が形成されることが明らかになった CS什 ＼LL)秩.ripEト淋 ともに､5

末端脚から2つのへ7ピン偶道 (ステムループ ドメイン L IH と.1つのステムルー

プ梢j立 (ステムル-プ ドメイン Hl)が形成されていた (図 3) 51人端のヘアピン構造

(ステム/レープ ドメイン 1)は､ポジション 1- 9, ポジシ ョン 21- 29の7⊥い

に伸輔的な配列が､強固なステムを形成していた-このステムは､塩)占配列は発なるも
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のの､CSF＼~たけでなくH＼r)tにも7Flb･することがtVJらかとなった｡

-ノJI.ALD､ GPEH株のゲノム RN̂ 3七9引二は､既縦の.=orL Brt･､cla株とrL･J

帆 YFV､ アンプウイルス､ JE＼′なとから陳放される7ラビ･lJイルス鵬の:r末端にfl

花する1)OlyALa】1は/(～/たしなかった しかし､()朴'の終日-_コドンである L(;̂ 卜流には､

ALrlCh範域が/f11ILL､さらにその下流のこrJi端(i()nLには女',i:したRN＼のヘアピン 構

造が形作られることが明らかとなった 川 lA CSF＼'に比られ1_･これらの特徴は､

L生)lA!列がR-なるものの B＼'L)＼'にも確認された tl-i)LL B)り

CSFV ･ALD株 とGPE(-)株の比較

野外流行強み株であるALD株とその朗L糾ヒ′l;.rJクチン株であるGPEH株の全塩Jtr紙!

列を比較すると､225ntの比鵜の通いが認められた 毘なっていた'22511tのうち6日tか

5-人端および 3人端にflInJ.する非翻訳執成 (NCR)に.認められた 5.卜CRの ポジシj

ン 39では､ALD株のCがCPE(-)株で ∧に変災していた lり】椛にポジシ｣ン 60では

Aが tiに､220ではし'がCに変化していた(]<日, 3hCRでは.ホシシjン 12078

のUがCに､12150のCが Lに､)2192の LがCに変異していた｡.-)'＼CRのポジシ

ョン 39､ 60の海港配列の速いにより./uD休とCPE日経では 5人端のヘアピン構

近 (ステムループドノイン 日 に変化はなかったが､その下11庇に†;/.ZFl11る那2のヘアピ

ン構造 (ステムループドメイン 11 が形碇されるL.lL7lL!二違いがrl-.じてい1=Lbl13),ま

た､さらに トー淀のポジション 220の変椎は.日日二は示さないが､ステムルーブ ドメイ

ン 日 の 下流に形成されるステムループドメイン IVの仏道変化をもたらしていた

一ノブ､銀Fl'Hコー ド細城に確認された 219nLの1塩)占配列の追いのうらアミノ根のT･Y･:

換を伴う塩)1変災は 16ヶ所であった これら 16ヶ所の変料 ま､ti人端偶からp23NpTO

)3



机城:こ8ヶ所､pllJコア叙城に 1ヶ所､エンベU-ブを搬岐iるとILIJ,れる3推Utの

拙射 '頂 ､ gT)日.目し FT)25､ 印L-75訂l上釦二それぞれ :3､2､7ヶ所､叩.-'5'dL域此 下流

の横維不t,は 領域に 1ヶ所､p5llTIS2音l域に3ヶ所､pFiO ＼ゝ :i訊域に2ヶ所､ plo,

NSlil､ r)30′NSlbからなる機能不Enな訂i城に7ケ帆 pLr,EI ＼S.rm､ l,75NS5b甘1城

にそれぞれ 1､8 ヶ所Ifl上した (末 1) 妙味深いことに､榔粥l'TTrの｣- ド首i城に/I-

llJする 31ヶ所の繕幡縄部位のうちtgPH/･lR Iの 1ヶ所が (;1'l二1-)帆において消X.し

ていた また､蛋｢1質のlE:.-1次柵道を保つうえでJTL紫な C＼S声U.[-は‥lLD恥 二おける ヽ

)こ端tuIから211日曳篠目の Sぐr粍基が GPE(-)株においてC〉S柁鵜になっていたことを

除いて､完全に保†(-されていた

次に,既報の _川orL株.BrLIS"l株を加え､矧 'l質コ- ド那岐の粕r･,)作を比較したと

こ7)､舷も柳 p日生が試かった節城は p80 かS3で､逆に位も相川作のfltかった叙域は

p23NT)rO､gP556fi城であった しかし､ 脚 を飾湘†､Ii.､C)rsy'宅地は､すべての音i城に

おいて良く保存されていた.

BVDV は､蛋｢】fIコー ドyI城にホス ト細胞の迎IL三･Fである llt)】qMLInCLぐ川IHl̀ll

hさdrolase(L'CH)gL･nrの 一部が挿入されていることが知られているl:暮2】｡しかし.CSFl'.

Al.D株､ CPEH株ともに既報のすべてのCSF＼株とr"J様､ホスト退†Lu の組み込みは

認められなかった,



考察

7ラヒウイルス蛸は､そのゲノムにコードされているウイルスdil′l盲Ⅰの臥Jeを.i.1偵

Jk物で 一般的なキャップ梢退依/i的軌 州こよって子iうため､rノム EuT̂ の 5.ノミ端には

キヤノ-/構造がlr/l=_していることが知られているll.5､6､:i礼 しかし.1995iFEIl

l耳では､rL･lじ7ラビウイ)レス柵のベス+ウイルスbSの 5末井のHU,■iはィ､明であった,

JJ､1995年若者は､7ラビ･J/イルス蛸とIuJf.k､5●よJUJiにキヤノ1練造をlJするシンド

ビスウイルスのゲノム RhA l311に RNlRV＼ライゲーシヨン､ l)Nll)N＼ライゲー

シヨンに逝づく5●RICEをJ;み､その舐柴を紘'nt-_た シンドビスウイルスは､DNADhl

ライゲ-ションでは 5TnCEが成功し､5●末端の塩),;配列が1,riらitたが.R＼ARヾ lラ

イゲ-ションでは､ライゲ-ションが成TlILなかった TIR＼∧ ライケースは､一本

鎖 RNAの 31-0tI)ミ端と5■リン酸末端川のリン僚ジエステル祐介を触媒する肺.窮である

那.シンドビスウイルスのゲノム RNAの 5■｣ミ端には,キヤ ノブ十推造がイf一在するため､

オリゴ RNA とゲノム RN＼のライゲーションがFnL̀l,-されたものと考えられ1=L本やの

研究において､CSFVのゲノム R:(.451人胤 よ､TIR＼Jlライr-スを川いたオリゴTLh'A

とのRN ,トRNA ライゲ-ションが可能であり､l)＼日)NA ライゲ-シコンによる5'RlCI三

とr‖JL結果が得られた すなわち､TtR＼.1ライケースによる:ナ成-1りゴRNlとのラ

イゲーションが可能であった CSn'のゲノム R＼15-末端は､リン酸准であり､キヤ ノ

ブ構造やポリオウイルスに存在する ＼'PL･I:i5､ 361のような修飾物松が付加していない

ことが強く示唆された

Y.省が,csl..Vのゲノム RNJl5･東端に新たに比いだした9ntは､5●大端のへ7ピン偶

造のステムを形成した また､ゲノム Rへ＼:りこ胤 二は 51,k端のヘアピン1押遣よりも良
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いステムを持つへ7ピン構造がiLJ.められた フラビウイルス鵬では､ゲノム R＼＼の

3･＼CRに微禄な R＼＼のステムループ構造がff11f-すること､特に LルーブとY,付けられ

たL'T:型をした 3'大端のステム)Lr-プ構造は､lF＼'､ デングウイルス､JE＼に典適し

て詑められ､ウイルスの性別に正LAtな役判i･紫たすことが排;I,'･されている16l.哉Bが

t995畔に新たに比いだしたCSFVのゲノムlモNA5'上端の 9nLおよびヘアヒン隅道は､

JILL)抹ー CPE(-)牡に問イTのものではなく,-.y1996年にCrぐi:Or＼lL･＼打Sらによって､

はかの CSFVにもll:在することが粥ちかにされているl371 まf･.cn:＼ ゲノム乍fiの

cDh'A クローンよりIn川rORN,1台成したCSFVR卜.＼を川いた悠染');験において､r)

東端がlntでも欠落すると､rLLiA染惟RヾAとは蚊()えないことも明らかにされているT.判 ｡

JJ､ベスチウイルス梶の他のウイルス､BVr)＼'では1992年から1996iF-にかけてIT.

:岬､ rlDVでは1998作にlこ39ICSF＼′と蛾似作のか ､5.絹 のJi)肌 列とヘアピン構造

が確,dJ.されている｡さらに､現在では､フラビウイルス杵の tICV､GtうVCllCV の 5■

大端と 3･末端にも附仇他の.Tll,'いヘアヒンI推造が.濫められている (gTJ2TF参照) また､

現れ:までに明らかにされた't･tでの CSFV5'求端には､XIJ一首のLLいだした 9nLの塩)占配列

がlTJftしていることが確認されている_し/=がって.199517:･までにW.'(された Cさ､ド＼

の訂｣ミ端の塩蒐配列が不ぞろいであったのは､ゲノム RIu のステムループ構造に起柑

するテクニカルエラーで人端の9ntを抜',iIできなかったのがLr,.州 であると思われた.以

l二のことからベスチウイルス屈のゲノム両,k端にIT-/仁するヘアピン構造はウイルスの挫

現にかかわる屯安な構造であると考えられた

軌 if株である ALD株と軌 !j鞍ワクチン株である CPE(-)株の比較でLgJらかになった

5.NCRのポジション 39, 6Oの変料 ま.{'l人端のヘアピン偶追 (ステムループドメイ

ン l に等主管をf)-･えなかったが.その F流にflAI潤 する第 2のヘアヒン偶遇 (ステムルー
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ブ ドメイン 日 が形成される位U7言に追いを隼じさせていた また､ポシション 220の

変発は､ステムルー1 トメイン Ⅰ＼'の純道に彩7TをLJ･えていた Cゝ ｢＼｢の 5＼CRはllC＼'

とのdH以作から.IRESをイlL､キヤ ノブ構造井伏/F'n!)顔.rJ=よLJ､鮒 ′l行成を行うと

JFt:測されている110に また､1995年までに HC＼'ではステムルーブ ドメ(ン II以降の

RN̂ の高次構造が IRESによる軌JJJNLjfTに必多rlであることがEHちかにされている1日l,

このことからtCPE(-)操における 3nLの食恥は､IRESによる軌J淵 地租ヰ′に影菅を)̀I

え､如3㍍ ヒに関■ナしている可能作があるとEiiわれたー199Hil'･.T3＼Ⅰ)＼ 肘10L)PL･Ilにお

いて,野外強み株と､方lJJfJ･株の/t'塩基配列の比較が行われ､朗ふ化に問')･うる避†_,;(･'変

災が う＼CRの 2nLであることが報汚された1111CSl:Vの ＼lJ)托､CPEH件においで

は.いまだ感染作をイけ る/}蛙の CSF＼'Rヽ ＼の(‡蚊に成功 しておらず､Y.斤の発iLし

た 5.NCRの変5q･とウイルス応化の関係をpl川りするにはif_つていない しかし､m l)＼

gcnotypeltの報;■子は､jr甥 の仮説を強 く支川すると与えられた

肘′lf']コー ド節城のアミノ椴変異を伴う拙).Elrf～換は､エンベロープを鰍成する枇giL'l

門節域に多かった シンドビスウイルスでは､この訊城が､嫡I11.作にF対EPするqi城の -

つであることが yJらかにされているEllJ) このことから､5.I(CRの食発のみではなく､

これらの変異もALD株の弓i3劇 ヒにr14')J一しているpT能性がある

CPE(-)株は､ALD株をLn川rDにおける細胞培鹿を艮期にわたって子rうことによって

守:;られた親子株であるとされている127I-ポリオウイIL,スでは､強･!j株である hlahonLL〉

株と粥滋生ワクチン株 sab‖1株が､〝H Ltm におけるF'期間の細胞増益によってJlLきられ

た祝(株であることが知られており､hu-onLL_t株とSiLtnTl株のJk)占配列の追いは57nL

であることが報:',されているIt3lCSFV の ∧LD株とGPEH株では､なぜこのように

2OOm l二日二と多数の変災が生 じたのか粥らかではないが､ア ミノ恨変M･を伴う塩鹿関根
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のi')'f･汝が構造軌1ff節城に多く認められたことから,この訂I蛾与新しく一変化させるこ

とで1.Y･遵細胞に適介したのかもしれない..
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第 11章

C型肝炎ウイルス (HCV)のゲノム5'末端の構造と機能の解析

)9



緒言

lICV は約 95kbのポジティブセンス一本餓 RNJlをゲノムとしてイJするLIl;経 lo

60r"Tlのエンベロープ ウイルスである｡ゲノム IlN八は､5■人J.Lhlか亡,.料 :110lltの良い

5ItCR､約 9kbのORFと約 7(卜 120ntの 3'YCRでI掛戊されている (川 1日 lll この

ようなゲノム R＼1の特赦や分 (一進化過Ij:I.I'･的検..rから､TICl'は7ラビrl/イルス4日-

属しベスチウイルス属に近紹な新たな銘を形成するウイルスであると考えられている

El5LIICVのゲノムには､ヘスチウイルス蛸InJ梯､.-'ノミ端:二キャ ンプ献立が無いとぢえ

ら九でいるが116､ 17ト呼Jちかにされていない また､IIC＼ I/ノふの :rヽ CRにはIXIL)

1配列を持つ7ラビウイJt,ス端と界なり､pol､LA!列がfi:lrすることが枇‡1,1されてい

るI181 しかし､ペスナウイルス蛸の 3lNCRが 八.Lr･ehFld列と､その ト流にLt7JT･lL､

3,東端のヘアヒン梢道を偶成する 10O歎 l･ntのFILl列を有することを考J.Sに入れると､

lICVはゲノムの完令な3●大端まで塩泌配列がTjt延されていないLlrlJE化がある

1991年までにIICVのEI川ULさPCは少なくともlHX卜 6まで,(チ..f6純仔作すること

が明らかにされている119】,しかし､世界的な JIC＼'の分/11月食の拙火.i-_1'i己をlt11める

見川OL)peはgenot〉rpp I.subt)pea(i)pClah 肘-(･t)PCI subLlpeb(L)pH bh genoLl lX t
2･subl)rpca(type2a)､gcnol)pe2･sl)bLHX･b(typLL2b)､gL･r一叫 l)(.:3･仙I)1日)Ca(type

3a).であることが明らかにされている15O) 花が河ではt)fkLlb感敷布が/itC型肝炎 tilt

名の 70%を占めており､i_Irk2a感染者はわずか 20%､i_tTX,2bやその他の感染E-はそ

れぞれ 10%に満たないことがE明らかにされているr5日

'ryl)ClbとtylJL.2Llは.//ノム塩北行Ll列の刷Iul性か65%をrl")っていることに加え､

インサーション､ デTJ-ションが存在しl18トベスチウイルスkLiでたとえればBVDV､
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csFV の分 F進化退11(-(一的郎AEに相当するほどTl-.いに触たっ1=l'il稀にある このため､

(｡JじllC＼であI)ながらl)LX･lbと11Tk･2..には､その作Tfい ､くつかの人きな栃+=りが

/(/fする rPでも抗ウイlレス剤として肝炎LiI.恥 こ仙川されるインタ ー/~Uン りFNIに

対-4る感受性､肝炎心満の捕掛 二は封ほ な'Y-がFFiL'.されている1.521.T)pitlb悠牡.むポー

は､1ドヽ 頼法が成功 しウイルスが排除され肝伺能がlL骨化する61l･i'が こi()% ･̂浦であるの

に対し､I)pe2a感染吸音は 75%をHnlる榊 か舷 Jか争亡を示-nL-I:n ま1=､博惟肝炎から

肝碓変,肝執 二移行する.Lil.I;･1ま､Lさ･PC2a蛙.A.Ti:･.名よl)もt).TXlll'感触.TLl.符:こr'･7;切花に

認められることが明らかとなっている【511 これらのことから,IICV において L)Fk･lb

は強ん株､trTX2.1は舶萄株として位uT･!付けられている,

ltCVは､第1車でW.L,'-したベスチウイルス蛸との軌似作かL''5'トCRに1RESをイ=‥

ここに楢主細胞由来の東rtfiが結合することによりキヤノ7'構造外依Ifn')捕訳がおこり

軌▲l合成を行うと6-えられている19､ 日) ピコルナウイルス川 二付 するホリオウイル

スでは､叔一別米である Maho'ley株と掛 !JHヒ'E:rJクナン株である S;l[川l株のゲノムの/-t

塩姓配列を比較 し､和ウイルス株間の塩姓及び7ミノ倍配列の追いがJgへられ､i;il'ij化

に槻′j･する塩巷及びアミノ酸配列変界の昨'jEが､感触作CD.TLAクローンを州 IJLて子Tわ

れた その結果.ポリオウイルスでは.5＼CRに.t7fJ'j▲化に関L+する塩)iLrYH無力輔 イげ ろ

ことが明らかにされているLl礼 しかし､lJC＼'では 5/hCRの塩)とAl列の多様性につい

て f･桝 二調べられておらず､ゲノム RTu 仝L{に渡る t)叩lb､ LさPL･2こtの比較も行われ

ていない また､Lllk･1a､ b､tHxt27こ'､ b以外はいま1=に II7木箱の塩)派 別 が決定さ

れていない｡

本(こ㌣では､IRES機舵を11+る TICV51NCRの比).1=配列の多様什と り.'N榊 庶効米との

関係を解析すること目的として､tIC＼ に対する L｢NILi法の効果が卯らかな1L-_例から相
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られたtypcla､ b､i.'pc･1)乙I. b､およびl)LXlこh lIC＼'の5●＼CRの'FJと)派別 をik',と

し.比較検討した



対象

リコンビナントインターフTロン(rlF.Tto2bIによる抗ウイルス桝1:･をせけ.その後 6

ヶnFI"の触緊糊Z指は 締て､if.棚効果判'jizのEI)Jらかにされている悼ilcIE川l炎一u:L.汽66例

のIJ:N投rj一前血TI'ほ 用いた

C(.not)PCの内訳は.hlXll'11例､ i_tPL.lb53例ー l)rk.2AGT臥 l川L･2b5例､ I)PC

3al例であった.抗ウイルス頼はの冶糠初耳とは.炎 2にまとめた｡



方法

プライマー

cDNA合成およびl､CRに用いるプライマーは､データベースI-_('拙リーされているtyl)(.

I｡､ b､ LyPC2{1､ bの IICVの塩基flけりをアライメントし､Jh)hrlJ列が保イT:されてい

る親戚に設計Lた シントビスウイルスのプライマーは､デ-夕べ ス卜に組符されて

いるliJl配列に)Bづいて設計した プライ17-のJ皇)左卍列は女 :H-まとめて小した

RNÅ袖出およぴcDNA合成

I nn'1100plに含fiLる … を 入GPC7Llimいて､仙 川 裂した 批 f順 した
RNAをアンチセンスプライマー Enl02で逆転汚し､L･l)ヽ 1を(ナ成 した

PCR

pcRは､逆転7.枚Lt.膵桝 二センスプライマ- lIC＼'日 3を加え､熱変仲 91C )分rZI,1､

7ニーリング 55℃ 1'JT制､伸1壬反応 72℃ 2LJ1rulの温I.LfFサイクルを 1サイクルとし､

t5サイクルのPCRを行った

J 待ちれた刷 岳産物は､アガロ-スゲル雀,,.t泳伽 二より分社し､カラスハウダー法にてfl11

割し/J｡

塩基配列の決定および解析

枯懲した捌 か-E一物のセンスおよびアンチセンス机をそれぞれ､AEll汁のdyLltC,･n･naLor

c)clC SL･quCnC'ngLltをもちいて､直接塩)左鮎ylJをりt'jilを行った 5●人端の塩)&配列に')
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いては､Rh'ATLXA ライゲーションおよび DトIID＼＼ライゲーシ3ンに仏づく RlCE

はにより決定した 托'JELI=塩堪配列は 抑-t't)pぐ恥 二分部 し､終 T:川OhFWI勺でTl_L､に

Ji)I,･配列の相同性を比較し､RLlnOt)PCl勺をさらにJi収h!列の災なる稚つかのyル-プに

分別した｡各グループの塩).師d列が出現-4る41日女をn-LtEJ.L 終 FiLl】1°t)F'L.にLlとも.lI7;娩f1-

に&).められる塩遜門Ll列を外型例､その他をjlF･典11弛例とした

frTiらjlた塩基配列の解析にはDITASISMacおよび(-Ltn叫 Y＼lnrをlTJいf･二

InyLETOI召訳

･コンストラクトの作製

HC＼i)pclaアイソレー トh.037L tyFX･lbの 興世嗣アイソL,- ト hOOll､ 非

典Q.例アイソレー トKOO:36､ し)PC2aの 典判例アイソレー ト h()(Hl i_tPLt2乙1､ jf

外LED.例アイソレー トKOOl()､ 2椎類の LylXI21)アイソレー トK()(日3､ K 11､今日1

7枚知のアイソレー トの 5'大端に PCR を川いて 17 プロモーター を接紋した綾､

pL●Cl19にクローニングし.各7イソレー ト について 5-hCR/ifl主のクU-ンを門た｡

招鼓した T77ロモーターは､T7R.VA ポリメラーゼの RN,llナ峡が IIC＼の 5●末端か

らスタ- トするようにプロモーター末射 二IF/ll-4る3ntの C(CG(;)を欠失させたものを

用いた IRESによるt乱-rtJlか牢を S庁議メチカニンの収 り込みで測'ji:-4るため.レポ

ーターとして､HC＼,L.11* lhのアイソレー ト 川 (日lのコア範城を指紋 し.コンス トラ

クトを持た｡コア節城の接b-Cは､すべての 5■NCRのグロ-ンの王乱川岩脈 コドン T̂CLll:

Fにプライマー K7135･dA(jC TTT A(JG ′lTT ĜT,ACT CAT:‡■､ -/ライマー

Klr]7cc(メ5-dAAGGTACCA ĜCT-rT ÂT ĈGACTCACTLlTA3.を川いて､ア

イソレー トK-00日 のコア領域のC末端に-/ライ7- L(7ト25●dlT(;.～(;TI＼CTLH T
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CCTA吊 CCT3㌧ プライマー EX＼'033をlHいてそれぞれ PCRを子r1､､-/ライ7-

H=アンダーラインで′J;した滋aLslteを帝人し､この3.1J仔l肺去 ､llcを(7lいて各クロー

ンに桜寺差した｡

RNAです成および Inl･JlT.()封I.那

各コンストラクトのコア蝕城C末端側を糾駅行才女F;(I()剛でbI)噺して弘ttl).とし､T71～N∧

ポリメラーゼをもちいて,川 ‖Lro恥 ＼分岐を1JJっt:u iiきられ7:･lH'kLM▲＼キ 1/Lglflい

て､ウサギ網状赤血球ライセー ト(RRL)にて Sほ戚メチオニン(11r卜Jn Htr〝輔J壬を

行った SDSポリアクリルアミドゲ1レ'iE;li泳鋤 くSr)SP,lGElにより､ゝほ.鼓メチオニ

ンを取り込んだコア炎l'1質を分乾し､バイオイメーシアナライザー ltacliS＼10OO シ

ステムをmいて三IrSほ.鞍メチオニンの取 り込みもtを測定 した
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結果

51RACEに上る 5'末端書遠の比較

IICVは 5東端決'Lに用いたいずれのタイプのウイルスも,RNARN̂ ライゲーショ

/､ T)NIIDNA ライ//-ションともに5■｣こ;･謎の状'iiが･.T能であり､州 kのiJ,鵜が紺ら
れた,しかし､5Jこ胤 ~キヤ ノブ構造をイけ る-本納 R＼八 をゲノムとしてI.tつウイル

スとして､シンドビスウイルスを円いHC＼'と比較したところ､シンドビスllJイJL,スは､

i)N,u)Nlライゲ-ションによる 5R▲lCEはnT能であったが､R＼＼R＼＼ライデーシヨ

ンによる5RACEは､PCRによる増幅産物が'f'tられず成;LLなかった.

51NCRの塩基配列変異 とlFN治療効果

pcR此摺塩基Flt!州九'jii71三によって決定した5:!例の Lyl)Clt)‖CVのJ土)左肘州のうち､

5･NCRの ポジション _297-ポジション -1(プロトタイプEICVである=CVlのElH始

コドンATCのAを lとし.ポジションを衣.暮亡した.をアライメントしたtExj.r))_27′53

例 L51%)は､互いにJL,.=全に等しい塩基配列であった 姥り 26fmは付】速のJ空席配列と

は 1-枚 nL異なるJi鳩配列であった｡このことから,IICl'l)PL･lbの 5:t'CRには､こ

のタイプを代&する救世的な塩)!配列を持つウイルスと､致 nLの食代を†11･つた非典刊

的な塩鵜配列を持つウイルスがLi在することが明らかとなった.まlJ､回 ･.Fil者で典刊

的なタイプと非典機的なタイプが共存していることはなかった,

同肘 こL)PC2alICVの塩)EWIJを調へたところ･I-･6例がllJ-いに7.1しい塩)日脚 は 示

し､1例が 3-､t穴なる塩花配列を示したくこのことから､tyr)C2aにもtypLlll)と同様に

タイプを代f<する典別 (I)な塩肱配列と,非典朋 ()な塩)去配列がll･IIJすることが明らかに
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なった. 一方､t)pL･2bHC＼'は､35例､-i.-)例がttL､に等しい也JLh!列をJJこしたため､

とちらの塩甚配列が典句的な紀列であるか特'おできなか )た

T.TPL･lbHC＼rの典唱的な配列をイけ るウイルスに感紫してい7J正岡では.わずか 5:1)7

日85%)の 1FN溝効やであったのに対 し､典LJU.rl()なfl〟りと JZnt以 日でなる州 l川州勺な塩

)b配列をjfするウイルスに感放しているJi;_例の tFN 汽効紳士7川 には洲,)とイJJ怨に高

かった P<001) HT＼i:･効例1ーiEめられたIと).r;Pk!列′変発がーIIC＼｢5 こヽCTH:形成され

る R＼▲＼の二次構造 l二とこにII-1I-するかを-jRべたとこ7)､ホシション -:12拝の食指を除

いて､ポジション -223､ ･137. -91､ -12の Ll‡ESとして株能iる故地l勺にIf在して

いた rFX]6).-JJ'､LさLX･2aHC＼'の城合.典やJ的な配列をイTするウイルスに感染して

いる5症例､非典型的な私刑をイl~するウイルスに悠恥している l症例ともに.'7-'例が IF卜

者劫例であった｡

HCV名 タイプにおける 51NCRの RNA塩基配列 と構造の比救

T)･pcla､ type3aの 5.に端の塩基配列､2伸筋の L.tpL,Zbの 51人端のJ王)E配列なら

びに､I)pelb､ LyFr 2aの典租例アイソレー トの :'よ端の塩)E配列を 5-R̂ CE法を川

いて決定したところ.tytxlla､ b､ tyrk･2a､ b【こ､ll.L､に91%以上の相同f'ほ 示 し､

既報の塩)1配列とほぼ同じであったc Lかし､T)pC:iLLの 5-NCRのL王)lru州 よ､t〉FWla,

b､ 1日X:･2a､ bの 5■.TyCRと91%未満の仰IuJ惟 しか,1,-きなかった,特Ttriべきことに､

5-末弟の 20nlは既報の LさPLlh. b､ L,tPC2a､ bとの榔 司性が :3()%Jf(浦であり､著し

く舛なる塩苑配列をイけ ることが,]ちかとなった

5NCRのステムループ梢遇をし)′l)elb, 2;1の典Wl(Jな塩場内Ll列と､i)･1)LLこね の塩)ムrl己

列を用いて比較 したところ､51長堀 20ntのJl肱配列は t)pLI.'､ b､i.tpLL2i'､ bと溝▲
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ーく弼なっていたにもかかわらず∴lつのタイ1の LIC＼~は全て､.-'七月jLJ()nt【~!.りJT-I

的.=安'起した Rヾ ＼のヘアピン搬送 (ステムルー-7ドメイン I)をとることが明らかに

なった (桝 6) また､I_tpcJb､ 3aは､.A/末端のヘアピン隅遇の 卜.石ilO()■､日ポジショ

ン -320- -229)に､姓iiBのステムルーブ隅迫 (ステムループドメイン IH が形作ら

れた しかし､hl)i,22tは､ポジション ーこH2にfTJ/I:するJHoC変y(によっrtyl)Clb､

3aにdi7)･められた,3プランナが7IJは し､これらとは粍なるステムループ隅遇をとること

が州らかになった (図 7),

IDYJ'tTOf荊訳

.-)＼cRの塩JE配列の多様化が HC＼の IRESによる翻訳効率にどのような影響を ナ̀え

でいるのかを明らかにするため.t_yFXilla､外f世的なL)PClb.･)l=典桝付なt_u)i,Ib､ 典

卿的なtypC2il､非gL,LJもり的な し)pぐ2a､そして tHX.2bの 2杵柄､合.汁6仲郡のコンス

トラグトから合成したRN̂ を用いて､RRいこよるInHLl･0翻訳をキト)た 姓控J的なt,vpc

lb配列をイけ るRNAの軸Ji効牢を 100%とすると､非典昭的なl)lXLlbは 1()%､典刊

的なL)IY2aは70%､非典型的なtさIX12aは I5%､2種類のL,1Pt-2bは 1つが:i0%､も

うlつが 120%であったO典型的な1,rK･lbと典W_的なtさPe2aのみを比較するとl)tx･2a

は.L〉Jk･lL)の約 2/3の輔Ji助字であった (阿 8I,
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考察

HCV ゲノム 5-未婚の構造

199I卑三､11CVは､5●NCRに IRESをイ】~しキヤ ノブ補遺非依fT'rl()i乱州こより,炎l'1‡‡

作成を行うと増えられていた19､ 1日 したがって､tlCV のゲノム RN′＼の 5■JFミ韻に

は､キ1.ノブ構造が存在しないと推定されていたが､その止卿 よ相られていなかった11GlL

本中の研究において.シンドビスrLJイルスのゲノム rn▲＼と IIC＼のゲ/ム RN＼をIIJ

いて､5lRACEを施子iLld･]名の結果を比較したところ､HCV では L)hAl)＼＼ライゲ-

ション､ RJT(̂ 一RNA ライゲ-ションの 2秤煩の RACE法とも､pcRによる相似乾物が

狩られ､5.k端を決定することが[･T能であったp-JJ-､シンドビスウイルスではRhARNA

ライゲーンヨンに脹づくRACE法において咽eEL,J.杯物を縛ることができず､Ⅰ)N̂ L)Nlラ

イゲーションによってのみ5●よ端を決起llT能であった一これは､gl'-(:千で述へたように､

TlRNA ライゲースによって触媒される ･本紙 R八八の 30lI七端と5.リン酸末端flHJの

リン催シエステル鞍分か､シンドビスウイルスのゲノム 5｣ミ端のキ1･/ブ偶道により

阻'!.r･されたためであると考えられた これに対LIICVはTIRヽ 1ライJ/-スによって

k托される､合成オリゴR＼へとIIC＼'のゲノム Th'̂ のライダーシコンがJE了;I;に起こり､

RN.I-RNA ライゲーション:=よる 5｣三溝の決定が吋徒であったことから､IIC＼のゲノ

ム RNA51｣ミ端はリン椴濃であり､キヤノ71#道やポリオウイルスにIT在うるVpgI:!5.

36】のような暢飾物質が付加していないことか幼く′1､唆された,

5■NCRの塩基配列の多様性 とIFN感受性

EtCVのゲノム RN▲＼変艶速度は022-75Ixl()[-ucleoLIdesubsL)LLlL'on､】tL･JyLlalで､
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ポリ寸ウイルスや Dg_肝炎r'Jイルス (llD日 ､ヒト免1麦イこ令Jd-'=ウイルス hIXlHf日日 )

とはばrl･J等にゲノム R＼＼の変災速度の速いウイルスであることが稚:'7.されているIt-N-'I｡

rflでも､El(エンベロープ窮E'J矧 新城にfl在する超吋変糾 戎川＼Rlは､ r)-fむ.斤1勺

において､多数のクアジスピーシーズがIflJJするばかりでなく､柳 川(Jに激しくJ/7'ジ

スビーシーズが入れ件わって変化していくことが明らかにされているl叫 JtL中の研究

では,IIC＼'は､ゲノム fuAの中で位も保†1-された領域の 一つである 5'TJCl‡においで

も脚 OL)peを代左する典型的なAi列と､非典TTl的な配列が行fI=,することがEyJちかにな

った ItCVは､り叩 1bとtypeZaでは.その lrN悠･2化や柄原作にP,しいIが/(:/L･す

ることが明らかにされている IICl において L･L･nOt)Pe問のウイルス竹rtの追いと

粁nOt)PCrit･)の塩荘配列の多様作の関係を.渇ペるためには,それぞれ F;LtnOL)pL-を代よう

る興和的な塩基配列を有するアイソレー川,IL･を比較しなければなL')ないとろえられた.

本巾の研究でL)pclb､lH)i.2aのそれぞれALぺ那l'.)な5●NCRの塩).llnL例 .さらにqTた

に披''izしたLyPe3aの塩盛配列を川いて､RM のステムループ粗造を比較したところ､

I)pt･lb､L.trX･3aは 】992年にBro､､nらによって緋F;-されたもの【81とll.Jじステムルー

7'構造を形作ったが､I)･TX 2aのみ実なる陳述をとることがE?Jちか;:なった Tllx 2a

における構造変化はホジション-313に[1-/〔する.ILOGChangぐによって､R＼1の熱)]

'1-的なハランスが変化し1=ため生したものと考えられた.共適のレ･1:-クー (tさPt,lb

のコア遺伝7･lをつないだコンストラクトによる川 Htn'翻訳の船架を比書2すると､LlTX･

lbの敗判例はt〉pe2ilの典qJ_例の約 16倍のi札Jミ劾牢があった ポリオウイルスでは､

IRESに/lJ在するポジション 18()(hlal-oncy株の5■七城を1としJ:JJ-_lFYl_)に/II/l二する1Tlt

の変粗によってJIH JLI･0毒臥Jt効料 二5仰の,Y-A.〟/l:.じ､フラークサイズにも彩管を プ̀ーえ､

ひいてはそれが弱みやワクチンの Sab.n株と赦;I;･の MahonL･y株との神総IjJ他 の追いを
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もたらしているとされているLl:刈 Lたが }て､ポリすウイルスの変鞘と川 tに､ItC＼

のIRESポジション -313の 1から Gへの地位LT.＼穐こよる胤Zi-窒化は,lREゝ の執JijtF

平に彩管を与えるばかr)でなく､ウイルスの柑製まか辛【に等Z官をIfえている"丁稚Mがある

日:トP,効ヰ三の低いt.uLllt)に対し､IFNRJ･ljH'の .L:I,L､i)pL,2.1は､血汀.小の IIC＼R＼.＼LLtL.r

がt)tx･ll)よりも低い佃を′Jけ ことが知られているl叫 , ltCVのIRI･:ドI･にIT-llJする翻

訳助平をLIEI{させる抱懐変災が,ウイルスの柚穀助手̀をも旺 卜させ､さらに､TF＼gul'L

作を頼っているのかもしれない｡しかし､I);掛 二ITtEゝ がこのようなf礼遇i･とるかとう

かについては.さらに.洋Allな検..Tが必L6-であり､-:113以外の塩JLILrJt_襖による着き苛もri

'iEできない また､IIC＼'は 1999年現れてにおいても､幼子;のよいウイルスt:-f崖系が隅

禁されていないため､'If際に IFNがどのようなメカニズムで抗 llC＼幼米を示すのか､

rRESとの関係はとのJ:うなものなのかは/Ltく明らかにされてBらす.今経のITT安なE.jf

究..取越である

HCVの51末端のヘアピン構造

HC＼'の5.長滝ポジション -311- -32()の塩)占紀州 よ､L)PL･1b､Lrpt2こLと1_tFK･3a

間の七日ul作が 31%長浦を′Jこしたにもかかhらず､これらの gcnoL.tPtl:J∈適したヘアピ

ンf#道をとることが本市の研究で明らかになった,このような隅造は.IRESをイ1Jする

ヘスチウイルス塙だけでなく､キヤノブ構造をJlするフラビウイルス鵬にも認められて

いる161 7ラビウイルス蛸では,ゲノム RV八.I/火掛 こ作在するヘアビン構造がrL/イル

スゲノムの機矧 こ必机の純遇であることがHJjらかにされている161 ま/･､ホリ7!ウイル

スでは､//ノム RNA 5'末～削こ/FAG_するヘアピンfl'qj'Bを含むステムループfIVj遇 (J%作の

形からポリオウイルスではclo､｡rleaf構造と呼ばれている)がウイルスゲノムの複製に
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EJ,EIであることが明らかにされている157J｡これらのことから､llCVにおいでもこのへ

7ヒン千束遇はウイルスyノムの複製に屯安なi2割を黙･たすものであるとろえL-,れ1=
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第 ⅠⅠⅠ章

GBウイルス Cのゲノム塩基配列と構造の解析



緒言

196Iill--,原閃イこ明の肝炎を骨症したシカゴ/ttl･_の外杵t'/;(イニシャル (‖り のlhir')'

を､r朋と析鹿新世界サルであるダマリンに掘印したところ肝炎の発1II.が帆LLJされた こ

の肝炎を発症したクマリンの山l■J'を別の側作には維したところ､この剛 心も肝炎を発由一

し､外fH'<cBの血7'†中に含まれる未知のlペ/･は.タマリンで縦代が叶肘 ぐあることが

証明された この未知の凶tは､蛙初の発蛙井である外相医のイニシャルをとり､(;R

l a脚 tと糾 †けちれた158I

1995年･､クマリンで 】2代の鮮代を経たタマリンの血泊からGB＼1､ (iBVBとい

う2推知のウイlレスが発見された1131｡GEiVA､ Gli＼Bは,それぞれ約 95Lbのゲノ

ムをイl-するポジティブセンス一本銑 R.TÎ ウイJレスであり､oRFはそれぞれ約 290()ア

ミノ慨をコードしていることが明らかにされているr59JCli＼'-仏は.115-1Lの比い5NCR

をイtL.J tCVやヘスチウイルスの5NCRと塩)かltl列の刷同作がF':,I)いことから､IRESに

よる輔J引芸l始を行うと考えられている(LXlI)E.-)9l一 -JJL.GBVllについては､1996 1卜

においても､5.Jti岸の塩為配列､RN′lの構造にInlえ､E対姶コドンAL(;の†:/_F'tもIyJちか

:こされていない また､5末端付近の塩)1配列は､IlCV､ベスナウイルス､CFIVB と

の七Ilul性も低く､どのような潮Jir剤始を行うのかイこ明である.GBVA は､cI与a脚 Lの

鮎代に供されたダマリン以外のタマリンからもその他酸が RTPCRによって槙IH.される

ことから､クマリンに伺有のウイルスであるとゼえられている16OI, ･JJGli＼Rは､CIl

W nLの縦代に関与-する血拍以外から検tIJ.された稚;I.Jはない また､】999イ暮秋作にi5

るまで､この7イソレートが知られるのみであり､l'慨 硝 i=は不LyJである

1995年､GB a即nLの探索にかかわっていたアメリカのアポ ノトflの'/ループは､
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CR＼1, GBVBの推泣上のコア､ ＼S3, ＼Sl､ ＼ゝ.-'韻城の rt･川mbln..nL射 ′lTii･抗

原とした1A.休アノ七イ系を構築した このrl'.七イ系によるスグリー _ングで､院Tl,を

laLf=仲アフリカ在日‥の供血符血i,..%対/架にして､(;l汀 八､ cm 11の ＼S:～'dl蛾のア

ミノ恨配列に甚づいてアサインしたdLtgCnLLrLlLL･dプライマーによる RTl】CRを'1rったと

ころ､GFN･A. Cn＼'･Hの ＼SJ宮It域の枝椴配州 二潜l似した新たな絶憶断JIIを検川する

ことに成功したIHし この断片をもとに､lqアフリカ/I-1r-のfjtdlLklnLl-I..'の ぐDNlライブ

ラリーより､ヒトを紹王とする新たなウイルス (;l‡VCがクローニングされた に の

protot)PL,CBVlCアイソレートをGB＼7-C′ⅥEとした)lGlI.そのll晒 .199f'1l二にア}

リカの ＼iltlOnallnsllLutL･r)rllLlatth(NIll)から日印.lHlSCl1ruS川C＼')とY.付けられたウイ

ルスが､新たな肝炎ウイルスとして報汚された(ここで縦告された2-l'イソレー トを

EIG＼'LlSPl､ lIG＼′し'SP2とした日621.1996年から､首者は NS二日Eり戒､r'●トCRのJ王

)S配列に)占づく分If･進化退伝J,･'1日()な耶折を子rない､Cli＼′C′W^とり(,VLSPt､ P2は､

同 一蛸の熊なるg川OL)pL･であることをEy】らかにした 1997年に､これら2つのウイル

スは､まとめてCBV･C｡HGVと呼ばれるようになった

)997年2月咋JlL 核酸データベース tDDBJ)上には.IIGVノLSPl. ll(;～ LSP2､

CLn'C′llAの 37イソレートが完全桂ゲノムとして後手よされていたーこLtらの也)E配

9fJから､ct汀 C.LIGVのゲノムは､全長約9600nLの 一本仇 Rヽ 人で､.-1末端榊から約 350

､500ntの 5-NCR.約 9LbのOR｢,約 320TILのInl)U､polュJIA例 をHたか ､3●hCR

からなると推定され ⊂いる ORFには､5｣ミ端例から lJlに構造矧′IJ17 (lil､ E2)

がコードされ､続く下流 3′tに非構造頻Ll球戯lLr(NS2､NS3､NSl(.､NSlb.NS5̀1.

NS5b)がコードされていると胞則されている(l元日 )(6日

CBVC′FIC＼'は､分 f一系統樹 Lベスチウイルスtli､ HC＼Fに近紘なプラヒ,'Jイルス杵の
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ウイルスとされているため､そのゲノムの輔Ji問鰍 ま､lRI:S:-よるのではか ､かと考

えられている【6O) しかし.前述の こi7イソレートの塩)k配列をrl'ライノントしても､

ゲノムの両人端は小lrp)いであり､.-)1末端もしくは 3■末端について t/Jlな耶折がなされて

おらず､IRES横能のG加については確認されていないbまた,糊始コ ドンには髄つも

の絞補があり､どのfm始コドンから実際に Ol‡ドにコードきれた矧′1符の翻訳が側桁さ

れるのか不EMであるため.フラビウイルス杵では ･般的にORFのアミノ ノミ端 (ヽ 人指〉

削̀二コ-ドされるコア軌 ′l質が､GB＼'CllGVでは比つかっていない

C.1れ-CHGVには､GB＼rCWへの拭するプル-ブとflGV LSPl､ P_)の蛸するグル

ープの Z種類のグループが行L上し.llCVやペス11ウイルスのようにp:L･110L.川Ltが幾つか

lild㌻ると考えられている16:il)したがって､GBVC Hい′においでも､flC＼-のように

塩鵜配列の多様化と肝炎の関係が7jl.日されているが,その解析は1'くなされていか ､

本TFでは､CBV･A､臥 CのこれらGBウイルスのうち､ヒトを指しと-4るGR＼C H(;V

に解析の対象を絞り､GBVC,IIGV のゲノムの他造を明らかにするとともに､ゲノムの

懐Tlftこついて考黙した



方法

CBV-CノHGV感染者のスクリーニング

浸作ウイルス惟肝挿'!)1が疑われた日本人の非 lJEB判肝炎IL1肴 1:17例の血I'/Jを明い

た 与芝らによって維'出･されたGB＼'CllG＼'の推'Jil二の ＼S.iを珊帖'Ll城とする1ライ

マー七 /トおよび､RTPCR止 【61梓川いて (.Jn CILい Rhl鞘rt省のスクリ一二ン

Yを施行した このスクリーニングで隙件をrl.-.した 10例の忠常血htJをGli＼Cllい'ゲ

ノム の/[三塩Nt,札91J決定に川いた.,

全塩基配列の決定

RNAilhLu､cL)N̂ 合成およびpCR

GBVC/HCVRNAは､前述のスクT)一二ングによって手指られ/i1()例のIq;什月の血7I-J

から､AGPC法を)IJいてhh'Ll.し.cDNAか友に川いた.cl)Nへは､1.1ndoITlプライマ- (6

mcr)を川いて､＼1uLV山東逆転ウノ二鮮京叫)LtrSCrll)= 1L､ぐrHHraTl､rrlPLilSL･H､rnOnH(GIIICO

RRL)による逆転'li:反応を1rい合成した‖

既にデータベース上に ORF全良の塩)E配列が公INされている Crl＼'C.=CVのプロト

タイプ37イソレー ト(CBV-C＼＼1､ 日CV LSPl, IIG＼'LSP2)をペースにし､ORF

を 日 分割して増幅するように PCR プライマーを分成した pCR岬帖IrI物は､隈合う

均帖敵城がlf.いに 100-200nLオーノー ラyプTる帖に7-'lJインLL･ pcRは､ぐDNA

を鋳掛 こして.熊変性 91℃ 151臥 7ニJ )ング 5r)℃ 1分問､伸l之ILr.ii-I72℃ 3分

岡の温度サイク)L,を ]サイクルとし､1.-,サイクルの PCRをrrったし持ちitた榊 冨産物

を7ガロースゲル･L･i気泳動により分推し､カラスバrlJダー法にて納現した
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l ･塩)Eh!列の決定)3よび解析

l 梢出した捌 言辞抱は･d_rLtLLlrmlnau,rC.,山 R･qu川tlnL.k･tをもらいて､【f･_描IL)B配列

を決'起した 塩基A!列の決'jiiは､増幅産物のセンス佃および7ンナセンス8glをそれそれ

決定し､各領域に対して2l･.けJ.1.施行した｡

亨持ちJl.た全塩湛配列の解析にはL)NASISMac､ (;LlnItい ht̀leおよび()l)Eh (l小'l_逝lLd/;I-

UF究所 ､WはconSlnSLq"川(ぐ＼n..1)､.5Il°(LllF:ぐ ､tn 10n とHGtnttlrhCompuLLrCroup)を
用いた

5-末端の塩基配列決定

5.に箱の塩基配列については節 目帝に芸LlLた THJIR:(.4 ライゲーシ･Jンに)1づ く

RapldampllllCatlOnCt)N′lend (m CE lL-)3よぴ D＼＼DNA ライゲ-シコンに)kづ (

RACE7よにより決定したし

3'乗鞍の塩基配列決定

51末端をリン酸化し.3束端をアミノ)1で持飾した29merのオリゴRVl､Il,eoSP6R､ヾ ＼

(5､-p-rLLlLLIGLCLCACCLA.4.1LGju UL'cc(.1Wt33-)を合成し.CSF＼ ゲ/ム

R＼八の 3'人靖にTIFuA ライケースを川いてライゲーシヨンさせた_ライゲーシヨン

させた恥 Aと相補的な配列をイJLするオリゴDXÅ､SP6rna′120(.-/ TCCr;llTTCJlTT

TAGCTG AC-3●)をアンチセンスプライマーとして分岐 し.cD＼̂ (‡蚊を亨iっ/= 合成

したcDNAは､配列を決定した 3lNCRの塩)ifIdyllJをもとに設計したセンス-/ライマ一､

cDNA合成に用いたアンチセンスプライマー (SI'6rnaA20)を川いて PCRを施術 し､

伽 召種物を鞘た｡増帖蹟物は pT7Blucにクローニングし∴i●上端の11准A!列を決定 し
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JJ= ライゲーシヨン､ PCR､クU一二ンYは･rHl刑 こ,:LlしたJJil､を鵬′:rLた



結果

5･末端及び3●末端の特赦

5■末端は､RNARNA ライゲーション､ DN一日)ヽ ^ ライゲーシ･JンいずjLの R̂ C1二

法によって決定uT能であり､Ji)長配列上rt,1--の結氷が子!幸られた .5人端を決',宣Lf.riたの

は前述の lO7イソレート中の97イソレートであっ1=,さらに.=/1､湖から3-右端まで

の'i!塩塵配列を決定し相たのは前述の 107イソレート中の 77イソレートであったL

データベースLに苛録されていた 11CV LSPlをIfJいて､CRVCll(;I yノム 51およ

び3'よ箱のステムループ隅道をGcnclyrMacにより(-澗させた_これら寸へてのCt)V

cJHC＼'7イソレー トは､5｣三,XjH L<19A､ B)および3'末端 (凶 fIC)にInl111mllmfrぐC
ul叩 日 .lG)三一)73Kcalmo1 - -2日(cal'nlUlの熊ノ)'.I'=的に'5'iiL/･RN＼のへ7tfン

l 構造をイけ ることが明らかになった この構造はH＼′L)Vでは 1995年にDL･nFi･R らIIOl

によって､CSFVでは 1996,1･.にE者が灘'li･したものとほほ同様であった さらに､LICV

では 1997年に,これまで3.｣ミ端であるとされていたpol)Lnt例 のさらにFi肘二3 Y

rcglOnと呼ばれる 98ntの塩)&配列が発見され､この配列の 31人端がへ7ビンI削生を47

することが報告された165ト したがって,5●k-胤 3人鰍 こ､安r4iiした RM のへ7ヒ/

構造を有するのは､フラビウイルス科の uncappedウイIL,ス:=共過し/.･特徴であること

がLylちかになった亡

GBV-C/HGVのORF

1997年時JhJでほほ企Iiの塩遊配列が扶'jizされているアイソレー ト(;tうVIC/WA､

HCVLS-Pl､ P2および､本中で全塩姑配列を決定したt｣本人FFLl･井l暮l米の 77イソレ
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-ト(K166結. 17.17､ 17日､ 1789. 1916､ 2111, 37こ121を対製として ORF

の検索を才iったところ､7アイソレ- トすへてのゲ/ム l'_L il)紬O()■lLからなる ､】nか

1arLit10RFがI純=_することがLyJちかになっtL: しかし.I-,NCRIJl!二は拙攻の悶鮪コドン

.lLGがliLtL､その中にはstnglclargeORFに対して 1nfr;LmL･l:fELるものも含まれて

いた,また､扱歓の開始コドンの位節や故はアイソレー トによ-て粍なっており､77

イソレー トすべてに典過した ■ゝndelargLtORFの開始コドンは､IIC＼LSPlの 5末端

のAをポジション Jとしたとき,ポジション 5.I)3-.-)5r)の AL(,であった I司もkに､

77イソレー トすべてに共通した終ltl.コドンは､ホジション 9079- 9081の LG.Aで

あったC本市で食塩B'配列を決'jEを試みたn本の 107イソレー トのうらFII71述の 717イ

ソレー ト (K1668､ 1737､ 171I, 1789､ 1916, 2111､ 二i732)は ､9:汁=nLの

ゲノム位をイTL､G+C含冶ー呼 5927-5955%､ポジション 553-5r'5の ALCをF諒】姶

コドンとしたとき､oRドのIiさは 8622ntで 2873アミノ椴をコ- ドしていた07イソ

レートK606､】775は､3末端が()t定できなかったが､OEモ】Tは 7アイソレー トとr")雌

であった.城る17イソレー ト (FIO29)については､後述した

GBVIC/HGVのgenotype

アフリカノく陸 (Gli＼'-Cハ＼E)､アメリカ大陸 (H(;VLS-Pl､ P2),そしてLj本の 9

7イソレ- トのアミノ酸配列をアライ}ントし､JtlkcsandCantt)r掛 二よl)dlSLanCCを

貨出した後､un､､cl洪tllt･dl'u'L-g'OLIF'mCthod" ■Lh drlthne=crnぐ洲､(LP(Jht̂)で分 (L系耗

解析を行った そのも..紫､GB＼'C,HG＼ は#･なる地域で発見されたアイソレー トが､そ

れそれ 3つの触､'!-.したクラスターを形成し分岐することが明らかとなった (図 10)

CBV-C川CVのクラスターtBJの dlSlaneeは､CSF＼'のgenoL)pL･問の dlstanceとほほ同等
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であった｡3つのクラスター間のゲノム全長の塩)k配列､アミノ酸配列の相F,)fLをペス

チウイルス. ltCVと比較したところ､gLl'1°l)PLtFL"の柁椴の刷r･】Jflは IIい や 飢 Ⅰ)＼'よ

')遥かに広く､CSnrのRL･nOt)pe問柏同作とgt似 したkAJLll/iを示した.アミノ澱の相同作

も剛 長のB'某であった 以上の結果から､CB＼C′rlい'に､少なくともLi托軌のrtn叫 PC

が打在することが ‖ちかになった

劇症肝炎のjii肴から分牡されたアイソレートFIO29は､ゲノム R＼Aの TT末端､3-

末端が決起できなかった しかし､他の7イソレー トと7ラ1メントしたところ､推定

LのhTS5a節域が他の7イソレートよりも36nL､ 】2アミノ敵城)L'Jl抜かった (I;xlllJl､

B) この 3611し 12倍残基の相列は,データーペースl-.に1Jtf_よされているヒトの遺伝

tとの旬日司性はなく,Fl029のゲノムこの配列のzt'rT]7JにトJ/llrlL+る塩)&枇列のyイレク

トリビートであることが明らかになったOまた､ドIO2()は､他の/Iモてのアイソレー ト

と塩)I,配列の相同作が†ltかった そこで､ド1029の分 J■･系統 )-.の(;/JtrrLを.J託lぺるため､

本増で明らかにした日本の 10アイソレートのうちK1775を除く97イソレー ト､】99鴇

年の時.･!..で DJ)Bjデーターペース｣一に報告されていた GIiV-C/llCV187イソレー ト､

CriV-A 27イソレートのゲノム全長の塩)左配列をJlJいて､NclandCoJOt)Orlらの パラ

メーター 166】によりdlStanCeを簿出した後､nc■ghb(I-)oln'叩 r･･ethod(Nは)(こより分 (一

系統樹を描いて解析を行った (LXH 2)oGBV-AをアウトグループとLfL'Nh上では､ま

ず祖先ウイルスからCBV･A､CBVCIIい'の分岐がおこり､次に即n叫,pぐ2と耶nOtさPe

lおよび軒n【)LYPO3(FIO29を除いたn本の7(ソレ ト)の/JT帳が起こり､その}):ド

脚 ot_tF'elとgcnot)pC3の分岐があり､最後にgenoL)T'LAlとド=)29の/Jl唯が起こった

ことが明らかになった F1029は,GBVC′WA と)l;-に 一つのクラスタ-を形成してお

り,他のn本のアイソレートのクラスタ-や hrLtn叫 r)C2のクラスターからは b00tstrap
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､nluelO0%で分岐 していた.しかし､FIO29 とFLLn(-I)I)LLlである Gl汀 CLWJlとの

i d-､tanCLは･F川29を･7H の恥nOL.yPLlとして位耶づけるには 卜11ではなかった.

3つのgenotyDe間および同一genotype内の塩基配列､ア ミノ酸配列の相同性

3つの genoL_～PEl岩は よひIt,J gen叫 Ptll勺の塩)Lt-一批札 アミノ椴配列の七日目州‥を､神

左上の.-)rNCR､El､ E2､ NS2､ Sゝ3, NSl. Sヽ5.1､ ＼S.1)b､ :!'＼CRについて節峻

別に比較した 蛭113)ところ､殻も高度に塩基配列の†糾F'された宮1城は:川CRであり.

次に保存されたpdl城は5ATtCRであった｡3NCRは､gLlnOt)I)L･rnLKCr1OL叩亡内ともに96̀b

以上の書目nl性があった -/1､5NCRはgcn叫 pe内相r,J化は 3NCRとI.･1様にIrlかった

が､即nOLyPC州 r旧 作は 85%程度に牧Fする'拝がE9Jらかになった iLiL'lFGコード韻城

のr̂]､NS3仔i域は､那n叫 l)e臥 内を問わず塩)占配列の多様化が.iJめられたが,その

ほとんどはア ミ/筋変y(-を伴わない塩)Js挺襖であった したがって,7ミノ酸化列は

gen('Ll･T)e内はもちろん､那■､Otyl)e即日こおいてもr'.1.77延に保/(-されていた｡NS5b領域は､

アミノ懐配列の fIt1-101日)C rr･川IIDJj作が高い識域であるばかりでなく.塩)左Fld列のMr司性

も31NCR､5■NCRに次いでI.:引史に保h-されていた｡さらに.NSr)T)のアンチセンス組に

は,全ての genoLypeに)t一通する約 90アミノ酸から成るORITがIflIこする■拝が明らかと

なった.NS5a節城は gcnotype問アミノ酸配列の相rr抑HIrlと肘-OLyPCELJアミノ酸配列

の傾向性他が蚊も有唐に棚述する領域であった.



考察

GBV-C/HGVの 5'末端､3-末等の特鼓

CI汀-CHGVの 5●末端､3●長堀には助力JiL的に'左右したヘアピン構造がfT-IEA.していた

掛 二､3㌧tt端を含めた3＼CrH=は､RlfAの.rtt,J次構造の/T'II三が I'･刺され､1998年'･にHC＼'

のpol).L配列以降に俺見された98nLの 3XrLlftlOn16{11とのl̂HLlt牛か}'､CI汀 CILG＼r

もこの諌域が ILCVの 3.XrtWOnに相当する都城であると臥われた ま/=､ゲノムr曲i人

端のヘアピンi辞退は､GIうV-C′HGVだけでなく.CSFヽ ､IICV にも)t一通してfTllしてお

り､第1帝で述べたように､CSFVの Tntlu･0で含成したTu'AをTfIいた研'JLL1..では､yノ

ムRN∧の人端の塩).与をITlLでも欠くとレプリコンとなり手i阜ないことが判ちかにされて

いるE:18】 さらにポリオウイルスでは5㌧末端の clo､･O-lca川rj逝ならびに､りミ端の poly.＼

の前に形成されるヘアピン構造がrLJイJレスゲノムの辛変色削こ必机の仙)立であることがりJら

かにされている157E このようなプラスW=モNA ウイIL,スとcE3VC/lZGVとの附Ll性か

ら､C13V-C/目し.Vの 5■人端､3■末端は､ウイルスゲノムの拙戦に必きflなilYi道であると考

えられた｡

GBVC/TIGV の 51末端は RドA-RNA ライゲ-ションがnT能であり､これを用いた

51RACE法はDNADT(A ライゲーシヨンをFHL､た5.RACE71:と等しいiI.某を示したこと

から､CL3VC/HCVの5'●大端は､IIC＼~やペスチウイルス蟻とr日日Tr'.=キヤノブ構造やVPg

は吐く､リン酸基であるとTt_ll.われた GBV-C/HGVの 5'NCrH=は､内部に触散の AUG

コドンが存在していたが､ ■ゝnglelargeORFの開始コドンとして'7T能代のあるものは､

すべてのアイソレー トにJt-,由して存在したポジション 553-.-7.-'5'の llGであると甲J)

れた｡ここを脱胎コドンとした場合､GB＼'C′HC＼'は松雄な 恥 A の南淡構造が1･測さ
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れる552ntのF<い5NCRを持ち､ITC＼'やペスナウイルス絹の ､'･hCL(とF'･ltkの船徴を[f

Lでいた`また､1996年､S'mo‖SらはCB＼'AとGl3＼'Cll(;＼L-/＼CRを川いた Ln川r('

て侍能することを示唆した1601.以上のことから､GB＼Cllい'の本抑戒に IRESの維

能が存l亡すると考えられた一また､G臥一-CHG＼'の 5.＼CrHよ即一一｡lypLlr勺廿日nlm.は:nlCR

と同株に高かったが､即nOtyPC問粕同性は 85%程度と低 トする特徴があった このよ

うな特徴は､ItCVやヘスチウイ)L,ス民にも同様にL.LyLめられた したがって､本宮i域の

塩荘配列は LRESとしての機能を維持するために塩)iri亡ylJ依f川'Jに変災の制約がかかっ

ている部JJlと､RhAの高次構造依存的に制約かかかっている.%分が/I-/Eこうると考えら

れた｡

GBV-C/HGVの分子系統解析

今岡塩)占配列をi)t'jiiL7-Jl本人悠者由来の 107イソレー トのうち F)029を除く9

7イソレー トは全て dlStanCCOO6以下の閲係にあり､一つのクラスターを)fZ成してい

た｡現在までに､いくつかのグ)i,-プから､GBVC/=GV には地Fy的'JHtlをIi映 した稚

つかのタイプが存在するとした報告が行われている167､ 63I しかし.これらの結果

は.5-NCRや NS3のパーシャルシーケンスに)左づいた分7･系統解析によるものであり､

ウイルスゲノム仝嬢を川いた報符はない ハーシャルシーケンスで分 /･系統解析を行う

と､柊なるJ/ノムIiiJでおこるhomologuus ∫ビ川 ‖山=aL't川やそれによる{ンサ ションが

存在した場合には､解析対象として選んだ領域によって､枯淡がn:なるuT維作がある

CBVcLIGV には.アイソレー トFIO29に認められたような NS5Ll都城のダイレクト

リヒ～トによる塩基配列fiの違いが存在したため､r司 -yノム ヒ_でおこる FN人の高次
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構造による R＼′＼依存tlRhA ポリメラ-ゼ RdRplの ミスり- ドによるインサーショ

ンやデリーシヨンの他に､熊なるゲノム問でおこるhu'noloEiOHS tuO'.lhTn'111｡nのpr能作

が示唆された しか し､本平のゲノム仝l壬を対繁とした分 [系統書帥tにおいても,

CBV-CIIGVには 抑10typeが少なくとも 3推知u I二iT･/lこし､さらに地域によって典巧'!

的な tpIOl)peが艶なることがEgJらかとなり､既報のパーシャルシーケンスをIIJL､た分

(一系耗解析の報告と等しい結5Iミとなった さらに結米には′1-;さなかったが､本章の解析

に用いた全てのアイソレー トのゲノムを川いて､'dl城 (コア. lT.I. l三2.hS2. Sヽ二1､

x'sta､hSlb､h'S5a､＼SSb)ごとに系耗樹を作成しても,3つのgcnt)t)pcおよびド1029

の分岐の紙火 (クラスタリング)は等しかった.また､ド102t)を除く/たでのアイソレ

ートは､そのゲノム上にダイレクトリt:'- トを持たなかった｡以 卜のことから､CBV

c'FlGVでは､)やなる//ノム糊でおこる 110nmlopLl日でCOrnbLllaLl(M によ[)､FT()29のよ

うなインサーションもしくはデリーシヨンをイ1-する新たな株が.'J'.収するE･(服代は,きわ

めて低いとJ5-えられたo Lたがって.F1029の NS5tlGJr7枚のyイレクトリt:I- トによる

塩iE配列lくの追いは､紫なるゲノム間でおこるhol1LOlく哨UuSI-L･COnlb‖1aい(1nではなく､l‖1

-ゲノム トでおこる RdRpの ミスリー ドによるイン11-ションやデリーシヨンによって

もたらされたと考えられた｡本市の研究において､GB＼'Llをアウトグループとした NJ

法による系統附折の紙袋､FIO29の'Ji帳は､GlうV･C川CVの 3つの 耶nOt)I)Llが附'kウ

イルスから分岐 した後に起こったことが明らかになった.すなわち､アイソレー ト

｢1029の NS5a領域のダ (レクトTJt:-- ト は､GB＼'C･Ilい の進化の流れのrf.でウイ

ルスゲノムの複利の際に RdRpの ミスリー ドによって仲人された 36nLのインサーショ

ンである可能性が強く､cI汀 C,llGV が進化のrrlで/̂火していったテHJ-ション配列で

はないと思われた｡
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GBVIC/HGV のアミノ酸 コー ド領域の特赦

GB＼C,llCVの7ミノ椴コー ド領域の内､:ts3箭城にはプロテアーゼ､へリカーtlの

7ミノ椴モチーフの/7･1仁が【68トNS5b諏城にはRdRpの7ミノ椴モチーフ (Gl)D配列)の

伴在が169､ 251それぞれ報告されており､7ミノ廠 レベルでの強い描能的制約i･･受け

ているたれ 即nOL.tperifJおよび genoLype内を問わず､アミ/醗FMJlJがIL'.A)'舷に代作され

ていたと考えられた しかし､塩基配列の保存作を比ると..Vゝ :i執成の塩Jlg配列は､ア

ミノ酸,A:Mを作わない他較変与や (SさnOn)mOuSSubsL-LutMn)が多く､じ2;Ei城に次いで

塩嬉配列の多様化のlSい節城であった GB＼一C/H(;＼'のJ/ノム R＼一＼変災A1-T空は 9()x

IO卜-39ヽ1()'nuclcot】dcsIJbsいLut10nSltCyCal･であり､IIC＼′との比較では､10-100O
倍低いが,ウイルスのしいでは比較的高速に核酸変)埠が起きるものと考えられた したが

って､アミノ酸配列に機能的制約が加わっており､核椴に加わらなければ NSこi故地の

ように塩北門L!列の多様性がJI:.']くなる可tlE性がある｡それに対し､NS51)材1城はアミノ恨

配列ばかりでなく､塩A帥Ll列も5'NCRに匹敵するほどlL.-.lJJ立に保巾されていることから､

この徴域はifiE'l質の横能的制約だけでなく､核酸レベルで機能的制約を受けていると考

えられた｡7'tjトタイプである lIGVPlは､非 A-JFH三7坦慢化肝炎,Fil.ポーの血祭から構

築された cDNA ライプラリーから,聖者lhいIIJl･を川いたイムノスク1)一二ン'/によって

得られた 1つの脂性クローンがTLがかりとなり､/t=uiが決'jiiされたことが知られている

このクtj-ンは､E2領域のアンチセンス鎖にコー ドされる IIRアミノ酸を発現 してお

り､()f際にこのクローンの発現するタンハク質とJi応する抗体をイ1--!るJF･;1←JFE世

怪惟肝炎怨者血牧が多数存在したことが報器されている しかし､その後､現rEに至る

まで､E2領域や､本草で発現のnr能性を示唆LI=NS.r,b訂i城の7ンナセンス鰍 こITJ-荏

するoRFのタンパク質発現を調べた報告はない また､依然として GBVCl1G＼-のコ
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於括

フラビウイルス科 (uncappedウイルスを中心として)

のゲノム構造から見た分子進化



IRESトロピズムの可能性

フラビウイルス科の IRESによる最初の分岐

ウイルスゲノム全長を解析対架にして7ラビウイルス利の進化を'Jll進化;馴Lミ′'iJrl'Jに

解析した純米､推定 Lの起源ウイルス (分f-系統樹 Lの根に柵IL'1する)からの'Jl帖は､

吸血節足昆虫によ1)llrfT乳類や人に感典するフラビウイlレス属と､l)rFi孔好日ニのみ感触する

属であるペスチウイルスIFE,､ EtCV および Gliウイルス (A-C)のクラスターが始め

に分岐し､次に偶蹄目に感染するペスチウイルスJiiのクラスタ-と詣kWlに感触する

HCV およびCIヨウイルス (A-C)のクラスタ-の分岐､CR ウイルス rA-C)i llCVの

分岐の順であることが邦吉されたr70l｡興味深いことに､7ラビウイルス利のJrR初の/Jl

蝿は､蛋白節制訳機構の違いと一致していた｡

1IiESが機能するためには､いくつもの桔主凶JFが ERESに結合することが逆､狐であ

ることが知られている【71Joまた,IRESが機能するにはゲノム ltNA の1誌)i-配列にfll来

する高次構造も重安であることが本研究でLyJらかにされた.さらに､IRES をイTする代

表的なウイルスであるピコルナウイルス科のポリオウイルスや ^巧-J肝炎ウイルス

(HAV)では､IRES に結合する宿主凶+により､感染臓器､悠%L細胞が決',巨されるとい

うIRES トロピズムが存在することが報ILJされている172､73､7上り.1997年､Hcvの

51NCRからEl領域までを昆虫細胞であるSF9細胞に導入し､IRESTlf性を測定したと

ころ､SF9 奉IH胞ではHCVのIRESが機碓しないことが明らかにされた175) tR上土Sを有

するグル-プは､昆虫をベクターとすることがない 昆虫というTfi主では､7ラビウイ

ルス科の JRESが機能するために必貨な招十閃J'が/̂搭しおり､このため IRESを4-す

るウイルスを受け入れず､この分岐がおきた1-]能代がある

5】



~≠三'
1999年になり､比火ウイルスで IRESを1け るものが発姐さん､耶くべきことに評

釈開始コドンが cHTであることが事JちかにされたL7t-1 このようなコドンをi札1糊 始

に使う例は.この比虫rAJイルス以外に粗'1,-.が無いことから､1立｣ミウイルスの LREさ､は.

動物ウイルスの )RESとは性質が粍なる'JIが考えられた｡Lf･が-)て､このようなlRES

の作質の違いがIiiJ述の分岐に問保しているnT能代もある,

Uncapped ウイルス (IRESを有するグループ)の分岐

ウイルスの トロヒズムには､レセプターによるもの､1'如央したウイルス東｢I質を作る

ための7ロテ7-tFによるものが知られている1771(NSこi領域 (プロテア一七､へTJカ

-tliEi域)､hTS5b"dり或 (RdRp留り或)は､7ラビウイルス件に鳩するすべてのウイルス

を通じて砧も相同他の.L:古いアミノ酸配列をtTする範域である これらの甘l地を川いた'rl

f一系統耶折は､I/ノム仝蛇及び 5NCRよりもウイルスrLuの1日ILJ;/[''的抑牡が如くなるこ

とが知られている【78､ 79l｡ ･J八 5.NCRで系統解析を才J-'うと､ゲノム/Eliを附いて

行った系統解析に比べ､ウイルスrZS】の避仏的距艶がよりIl;がるが､IJ-ウイルスriJlの逝

†よ的批杜はより近くなることが報告されているF8()).また､1998年 9Ji､IOJH二郎次

いでチンパンジーから新たな GB＼'-Cが発見､雑;†;-きれた これらのウイルスを含めプ

ラLJrl/イルス杵にbiする uncZtPpCdウイルスの分 (･系耗解析を 51NCR､IvS3､:(S5bで

行ったところ.へリカーゼをコ-ドしている.NS3や､RdRpをコードしている Sヽ5bよ

りも､5●ヽCRを用いた系徒解析が､ホストである軸物椎の分岐とLtiも 一放した系耗関係

になることが報告されている さらに､ナンハンシーから発見された蹄たな GIl＼C と

これまでに討iE;されている人riilのCF3VCIlG＼'の退fL;約弛柾は.EINS.-)bよりも5●卜CR

のほうが粧れており,よl)明確なクラスタリングか叶能であることも縦'Ll.･されているL8()､
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8日｡これらのことから,フラビウイルスfLの lRESをIf-3るyル プに)3ける 51＼CR

の塩嬉配列の岩･しい近川 ま､それぞれのウイルスが､それぞれの捕IlqJ'-をJlh､てlRES

を権能させるために塩N.t.配?'IJを変化させ,ji応LI=結氷といえるかもしれない_他JJ-､

5YCRは､1注進配列がウイルスによりRJしく㌍なるが､RYlの,C;次構造;-は耳t似虫が

多いことを本研究で明らかにした このことからJtE故地のI一遇の痢似は､LRES触能を

杜けするという選択1仁が Rl'Aの拓次統追依ff的にかかっているためにJl_したものであ

ると考えられた

ポリオウイルスの LRL:Sは､神経細胞中では汽-しい1.rl-性を'J(すが､仙1.n細胞･卜では活

Mが粥いこと,さらに同様の油性の棚逆は lnlJEI･()き弧jtでも頼;Lfされている これは､

ホリオウイルスの IRESが神経細胞特有の柄 1:JJJl'･を必rGとするためであるとろえられ

ている173ト この栢i-_囲 1'･は､IRESのL盆肱配列を.認識して紡f†している‖r値性が示唆さ

れている rl･=ニヒコルナウイルス科である HAVの 川LiSは､JJE脹山水の郷胞では,.:.7い

軌州別姶7,I汁とを示すのに対し､肝臓以外の紺胞ではほとんどその1.1汁Iを′7ささないことが

稚'u1-されており､l暮̂VIRESが肝帳特異的な桁 l･.lAh'を必紫と-1ることが JIA＼'の脹aFI

特界作に強く昏王将していることが示唆されているⅠ71】フラビウイルス村のL'nCLIpPL･dウ

イIレスであるペスチウイルス鳩やCBV･C,‖G＼●の ]RESについては研究が)&んでおらず

細胞称米作や脱器特派性については不明なままであるーしかしIrTl述のようにIICVのIRES

は､比虫細胞 SF!)細胞rljでは掩能しないことが排汚されており､スビーシーズバリア

ーにl鞘係する[･T舵性かあると考えられた 現11T:､IIC＼ やベスチウイルス/･かこついては

IRESに#.･介する絹 i･潤 子の検束が進んでおり.近い将来.細胞特双Mや帳才芸指先作が

解明されることが糊f'#きれる

･方､T7RNAホリノラ-ゼによって合成した11CVR＼.AをTtRLを用いた In川 rO梯
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訳系で捕訳させ.大きなポリプロテインを持た枚､イヌの-､,II/ロソームphlJJlを加える

ことにより､射 rl芹の 1次配列1二:こT-iPlされている切析瓢†:Fでプr)テ7--t:'による切ki

が尽きることが確認された182､83､811,このtJ)Et,-rは､llCVR＼＼をサルの細胞である

cos7細胞や蛇dt細胞である SF9に導入してもIE司様にyi3常なく担きることが佃LEされ

ており､IRESにみられたような追いはなかったIRT'､ 叫 ,以 ト.のことから､ 7ラビ

ウイルス朴の unCaPPed ウイルスの進化に13いては､1ロテ7-ゼ::よるトロピズムよ

りも､5●NCRに/(:tEする1RESによるトロピズムによる拘水化の))か放いと,til.われる,

5.I



複 製 開始携 帯 の違 い に よる分 岐 の可 能性

一般に､プラス組 Rヽ Jlウイルスの牲梨には､ゲノム R:＼＼のヘアピンあるいはステ

ムループ手書遇のようなゲノム末端の.馬次f#道とそこにも7分する捕iMTかJZ.I安であると

されている187､ 88117ラビウイルス蛸では.yノム R＼,＼の :r＼CRのIE'.WC構造が､

ウイルス'/ノムの松裂に･TL要な働きをしていることがIVJちかにさJLている189I11本脈

炎ウイルスでは､この節域に指tEqi-が結合することが糾 1.1されているll)OIまた､llC＼'

でもこのqi域に捕 fT.川+であるオリゴヒ1)ミシン配列紡介タンハク門 (pTll､または

hnRトPI)がiEI,A合し､ウイルスゲノムの手交裂に･Tt.習な横紙を米たすIJrlJW lか示されている

191､ 92).ポリオウイルスでは､ゲ/ムの 5■人指の 90･"稚の地)lth例 は､クローバー

リーフ偶iZlと呼ばれる 1つのヘアピン偶造の組み合わせからなってJjり､IRlミSにでは

なくウイルスゲノムの横取に必狙な構造であることが刑ちかにされているrL):q また､

シンドビスウイルスや､ トガウイJレスでは.ゲ/ムrJJi大端に/(･It三する Lltg_ルーフがウ

イ)L,スゲノムの横取に必ijlな構造であることが明らかにされている19I.95】 lhH'Ⅰい

ことに.ビコルナウイルス属は､ポリオウイルス､ヒトライノウイルス.脈心筋炎ウイ

ルス (EMCV)は､如 ､に 5●末端のクローハーリーフ柵造の入れ換えを行っても､rLJイ

Jt,スの槻製が行われることが知られている しかし.同じビコルナウイルスであっても､

コクサ ′キ-ウイルスとの入れ換えは成立しないlT'7l.これは.ゲノム｣ミ;･岩の構造に結
tiうるウイルスy/ムの扱製に必要な宿主LAlr･が､ウイ)レスによって舛なることを示し

ている これらのプラス抽 RNA ウイルスとの煩似化から､/,'【11川1ちか.こした-/ラビウ

イルス杵のuncappedウイルスの .-'｣ミ端および31人胤 こy;辿し/=へ7ヒン隅造は､RdRp

のコンフレ/クスや､招 i:閃7.が結合するウイルスyノムの扱製に必!,jIな構造であると
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考えられる さらに､この邦'J:)に結合する捕 EL勾Jlによって.揃'I.1如 制 限されている

pT能性もある しかし,フラビウイルス科の urlCetl'Pぐdウイ)I,スは､細胞での増掛 二収

功した例が特に少なく､いまだ解析が進んでいないが､本従1城も5-NCRの 1RESと同様

にトロピズムとf対係しており､本グル-プの分岐に関係するL.T能Mが高いと々えられた
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OAF(10kb/⊃400aa)

l NS4 1 堅 ] つYUn【 ply▲ JEV (llkb)
3'NCR

51NCR 31NCR

70-1:!Onしっ

- polyu HCV (9.6kb)

3■NCR

39-341nヒ c EI E2/NSI NS2 NS3 NS4aNS4b NS5a NS5b

51NCR

つIc IEllE2/NSll NS2 l NS3 1NS4alNS4bl NS5a I NS5b l つ GBVIA(9.5kb)

32nt

445nt' :EllE2/NSl lNS2 l NS3 如S4alNS4d NS5a l NS5b トpolyu GBVIB(9.2kb)

5■NCR 3･NCR

OR㌢(9kb/3000aa)

51NCR 3.NCR

図 1 JEV､CSFV,llCV､GBV-A､GBV-B､GBV-C/HGVのゲノム構造を模式的に示した｡キヤノブ構造を〇､
noncodmgreg10n(NCR)を実線､oRFをロで示した｡コアをC､メンブレンをM,エンベロープをE､

糖蛋白質をgpで表した｡塩基配列や､機能が明らかにされていない部分はつで示した｡
塩)1数(キロペース kbまたはヌクレオチドnt)および7ミノ酸柁)1数(aa)は概数で'7=した



CSFV/ALD 5-UTR 1 GtJAUACGAGGUUIAGUUCAUU一一CUCGUAUGCAUGAUUGGACAAAUUAAAAUUUCAAUUU

CSFV/GPEト ) 5■UTR l‥‥‥‥. A

CSFV/Alfort 5■UTR l - C UH 一一 日 A GAU,日 .U C C U CG-

CSFV/Brescla 51UTR l . C
BVDV/NADL 51UTR l ‥ . AA U AÅ九.GGCA ..A.G.AU-...G .U.A. AAU .A

BVDV/SD11 51UTR i . AACU A A AAUA . .A AU1. . .CAG n U A

CSFV/Al.D 5■UTR 5a GGAUCAGGGCCUCC--一一CUCCIAGCGACGGCCGAACUGGG-CUAGCCAUGCCCACAGUA
CSFV/GPEト ) 5■UTR 58 U

CSFV/Alfor亡 5■UTR 48 .UCU AC 一一一一 A _- U

CSFV/Brescla 51UTR 49 U C .一一-I
BVDV/NADL 5'UTR 60 CCU .AACAAAUCC UC. . .A . AA A G ...UU‥

BVt)V/SD-1 5■UTR 60 ccU AA GAAUCC UC. .A. AG A G UTJ

CSFV/A⊥D 5■UTR 112 GGACUAGCAAACGGAGGGACU-AGCCGUAGUGGCGAGCUCCCUGGGUGGUCUAAGUCCUG

CSFV/GPE卜 ) 5.UTR 112

CSFV/Alfor亡 5tUTR 102

CSFV/Brescla 5'UTR 103

BVつⅤ/NADI.5■UTR 120 .U AU GGGU AÅc U U GU A CU .C

BVt)V/SDll 5■UTR 120 ‥ U.AU . .GGGU AAC .U..U GU A CU ...C

阿 2.ペスチウイルスの5●末端のアライメント csF＼●に新たに発見された9llLの塩基配列を太'ilで示した csF＼-/.lLD株を
基唯配列として､等しい塩掛ま点 ()で､7ライノントによって挿入されたギヤソ7は､ハイフン (-)で,示した.
比較した6ウイルス抹すべてで等しい塩基は､岨印 ★Iでマークした
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同3 コンヒュ-クー解析によっです測されたcsFVALD､C,PEH株の5｣ミ端のステムルーフ構造 熱力学的安走性は､

TTLLmm11mStaCk川lir州LlW (_lG kCalノmOい で示した CSF＼'の51こ端に新たlこ発見されたL)塩基は､四角で幽んだ
2つのへ7'ヒン柵遥およびその下流に位置するステムルーフ榊道は5mから､ドメインⅠ､Il､IILとした
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ltJl A ヘス1ウイルスの3'NCRの7--/イノント 'jtウ1JL,ス拝のsmBIcldrgCORトの軌 hIトンUGAr_I
人1T.アライメントによ-'て仲人され/Jキ1プ-/4･ハイ)ン E- で､比推した7イソレート
.Jペてで等しいJnt,は､l川 H H で-/-クし/. A Urrch甘l城は､.'･織で.3-人端のへ-''L='ン
作造別井成する射創よ);裸で閃んで小し/I.
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凹5 IICVの5■NCRをgcnotype別にアライメントLI_ 給tyDCの弗他例アイソレー トの塩舷配列をそのtypcの).(,平配列として
叔ヒ段に′J-.し.Jk.即己列L=等 しいJji尉ま[.I,｣ で小した ポジショ /は ､slngLcrdrgeORFU)l執事澗飴コドンAUGのAtf
lとしてL{′J-tLt=



岡6 lFN血効であったHCVtypelb典型例7イソレー トと､IFNだ効であったJF典判例アイソレー ト朋で熊なっていた塩鵜の

ポジションを,5'NCRに予測されるRNAのステムループ捕道上に模式的に示した Type2aについては､典型例7イソレ- ト
と､非典型例7イソレー ト間で異なっていた塩巷のポジションを同様に,-r;した
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Type2a

ユG=-4522kc.lJ/mol
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CAUGGCG
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Lxl7 コ/ピューター解析によって Iy･測されたHCVtypetb.2a､3aの5†末端のステムルーフ偶道 教力′)･';的安定性は､

nlLnlmumStaCklnSenergy(上G:kcal/mol)で'TIした 51未端のヘアピン構造をドメインI､ その 卜流に位関する

ステムループ構造をドメインllとし､ ドメインIlに存在する2つのヘアピン構造を5'側からそれそれα､一2プランナ
とした Type2aの一3プランナの消失をもたらしたポジション1312のG残封 土矢印で示した Tyr)elbの典型例
アイソレー トを堪難配列とし､粍なる塩基を太'Fで大した



凶8-A RRLを川いた1nVltrO御～糾こより'■S拡散メチオニンでラベルされたコア軌二ITfのSDS-ポリアクリルアミド
'.lil//t妹勅保を′)こしたoJRl.Ldt系にRNAを加えなかったィ､ガティプコントロールは､RNA(-)でよした
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L叫8-B 各rypeにおける典型的な5'NCRの)正)占rl止列をイけ るコン

翻訳効率 (%)
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la 1b 2a 2b RNA(-)

ストラクトをLT.いに比較した IllVitroを封.Jミによりラベル [･丈】SlC F棚常に､非4,.LJ即は アイソレー トも加えて比や欠した
されたネコンストラクト山粟のコアタンパクTf:.ほ BAS /ru.L巧州(JfJアイソレー トを,J､いの什､jJALJtIJ.rIJ)な
システムで測定し､外)即')なtype)bのコンストラクトによる アイソレートをrLljよきの杵で小 した
タンパクJI'1日Jは 100%として1nVltrO軌Jく効…ヰぐを相対的に示した
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ltl10 LPGlt,1法によるフラビウイルス打のur.ぐ叩l九dウイルスの分 [系統肘 各クラスクー川の dJSLanC亡は､1ランナの l●淋 二,(;した

各ウイルスの脚 Ol川Cに肘 1け るクラスターには､タイプの番ijを人̀‡:の放て一で衣した
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=

GBV-C/WA 2136
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K1668 2136
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K1741 2136
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K3732 2136

K1789 2136
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也ll 7イソレー トFIO29で兄いだされたNS5a領域の36nl､12アミノ酸の挿入配列を､その前後の配列を含むアライメントによって示した

A)は核酸､B)は7ミノ厳配列 どちらもプロトタイ7GBV-C/HGVである7イソレー トCBV-CrWAをJj<7V一配列として′)くLI=
湛唯配列に等しい械基は!.?.()で､アライメントによって挿入されたギヤノブはハイフン (-)で示した ダイレクトリピー トとFiHつ
れた塩)33配列は凹角で閃み､挿入配列は根澱､アミノ酸ともに人手で示した







蓑 l 〔SFVのALD珠とCPE(-)株の塩基及び7ミノ敢配列の遠い.
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.5'N⊂R､3rN(Rの核酸変異とoRFの7ミノ
+･推定上の機能領域｡
｡'･機能が推定できてない領域をunkn｡hn.UKとした.





表3 PCR及びSequence用プライマー

プライマー 塩基配列 (5㌧ 3･) 方向 ウイルス
HCV14-3

ENVO2

fiCV16-2

HCV15

HCV71

HCV73

HCV80-15

HCV75

S⊥ndblSS-1
S⊥ndblSAS-1
SlndbisAS-2

ACT CCA CCA TAG ATC ACT CCC

ACC CGC A(GC)A C(GA)で CCC (CA)AC

TCT TCA CGC AGA AAG CGT CT

GTT GAで CCA AGA AAG GA〔 CC

GAG AGC CAT ACT GGT CTG CG

CTA TCA GGC AGT Ace ACA AG

CGA CCG GGT CCT TTC TTG GA

GTG CAC GGT CTA CGA GAG Cで

ART CAR ACA Gce GAG CAR TT

AGA TGC GAA AAT GCT CTG GC

Ace TGC でGT GCT ACT Ace TC

sense HCV

an亡1SenSe HCV

sense HCV

antlSenSe HCV

sense HCV

arltlSenSe HCV

sense HCV

antlSenSe HCV
sense Slndbisvirus
an亡1SenSe SlndblSVirus
anヒ15ense SlndblsvlruS



論文内容の要旨

論文選目 フラビウイルス朴に杭する uncapTXdウイルスのゲ

ノム構造と分1-進化に関する研究

氏 名 片山和彦

7ラビウイTLス杵は､兵乱柄ウイルス nt11. アンプウイルス. 日本Ii炎ウイ,レス OEVl

rJとbONf知以 l;ニトるウイルスから梢催される'Jラビr)イJンスtl.'l一卜叫JqlJイルス 仰＼ll＼1.

脹 コレラウイルス ICSド＼).ヒツ>'トーダー的ウイルス tW＼ からIA成 されるベス 1ウイル

ス拭.13上び 19続く)年に莞比され/ C耶 r炎r'Jイルス (fIC＼)をlHFも仲人決''ilf+節 .Iの紳しい

4< に のtiL:朴 lけ るウイルスは IIC＼'のんである の 3絶切のウ1ルス叫かJ州 bLt_u Lる

1995-1998年に発見されl_･Ch ウイ4,ス .II(川＼八一. (,B I)イルス Il((,hH lL JJ上ひPF'･

/.Iヒトの肝炎ウイルス挨h-として鷲姓きれた (,Rウイルス C C村If-炎ウJlL･スパ,[1＼~LIl(.17

.i.HC＼ [=丘#な7ラヒウイ1,ス1Lの･7日 の銭では/+.いかとされているが.そのftはH l小耶

なJJ1-が多く..まっきりこしたJJ川 111なされてい/1･い

プラヒウイ′L･ス打の 3つの拓は.沈陀休放 lZ ll)ゝ で外推校をイ11る中世のL矢状.71Il,ス

でポジナ 17'七 /ス ･JlfrLR～lS･J/ノムとすること,ゲノム RN＼11'urldL･).lrt(川 l九･Tlrl･即[LrLK

rranle(()reFlをイIL､ウイルス感即 日二yノムそのものが Jl)RN̂ としで侍従するという八Ird.L'7,

に上 て つ のfH二まとめられている Lかし.汁/′E的′('的Ti上を川い/=ゲノム R＼＼の柵

造お上びIk態州印鞭恥 こ関する川究が進めらtLI一紙火.ゲノム R＼lの 5Jll適;.̀キ■･y′f*j互
を有 し.キIt･ノー/梢追抜fF的輔J!によI)ウイJ'スタンパクT1分1&を子TうフラビウイI.スkと,

ゲノム Rヽ ＼の-,人並にキ1･Jプ紳遇が豆く､-)淋粥訳軌はLn川ぐ'dlrl只rt･glrln:-1トLRlのInLt･rnal
TILN)紬mt,LlnlrliIttHlRESJと叫:Zれる Rヽ ＼の応次tl丘[:よって.キJ/1ブt*遇JHltlF･竹村,Jほ

寺Tつと推･ji:きれる llCl とベスナウイルスt<の2つの グルー /:'大別で lることがlyJJJかとな



}た. 7ラヒl?イLlス667)YJL-7は.人獣托通告J=JIJ.の敬川ウ†んスでも･1､tL y I_t'

でtV.介さ)IZi,崩に胸村上て介ウイr-入相rlhroptJbo川日 日tebr.LIc､】rt1､.74･71ウ イ T.ス･eある

の;ー対し.代る .'つのKと GBウイー-スのプr･ 1は菰虹助 軌 ~上る(JI介L子Jl'r+-い･71TLス
であるとい;,38いがあるLしかし丙yJt,-プとt.1r堆Jb柵彼Ul,ト ~埠7.1iるとrr托'.1校8Jを

起こすt･のが多く､ウ1～ス'&史的油.冶呼のgI4-かF'r)/I,スqH行暮梓耶tt トロビズLL

ウイ1ス朝晩作発JUIのJカニズムの耶rTがLHllLこいる

如 l食はこの上うr_朽缶を持,)ペス+ウイルスb(､IIい ､(.H ウJn.ス -,LLらi･まとめて

Llrle叩Fk･d r)イT･･スと呼杓する のyノム Rヽ ＼の乍Jiは h!叫',沌aIL.ゲノムのfA,1を明らか
にすることを目指 L,た｡きF'::､ゲノム'E蛙の塩Ji血t･Jを対取とレたI'Jl雌化.d†i.7的解れ 二

よ 〉て､ウイルスがLL/のように碗枚ftを免税するのか.どの 上Jll'ス I シ *ハリア

【叩 L･ぐ■t､birr'ILr:附uJの作 を実践L分岐してい･_/･のか冬作七･ た.

邪 l中では､ヘスfウイルス韻の CSFlrjC･11製として､51､花の牌il､/iぴJと)LAl判をEyJち

かにするとともに.!f外榔 丁分姓作であり軌 b:株である ＼LL)rL‥＼LI)経を'JE験J;(/Cか化する

ことによって†1▲っJL/=淋 :J化'krJク+ン払 CPE日払のゲノムの1､山北札列をtJt'.LfL､ウイルス

の楓収什J'A収のメカニズムについて検pTLた.

郡 日中でLifFい の6抽軌の 即Z-OL川CのつらJlLウイルス利として肘''主̀(.･恥 二(LkJuきれる ナ

ンタ- ノJJJ/ (lF＼)に11け る感実作､感触打の叫噂l二抑Y.fj,Yが帽i',iされている IICV掛目も

l印lllbと払いも1)PL･2aの比較をrFl心にJRl三S俄能をイけ る LLCヽ 5'トCRのJiJと札列の多畑作

と Irh7T'地 物火とのr'J陳'iA締付 ると火に､人/-yノム 5-j､梢の壮I,I__A判が明(,かにされてい
ないL)PLYJallい の3-hlCRの乍Lii妓Ali･lL/T決;i:し､比枚愉3日_1=

?.日 伊では､77ビウJTレス朴?,4の叫として帆 ■.された .1紳Altの GJlウイルスのうら.

ヒトの月1炎ウイルスとして柑 ilTされ1=C臥'Cllい l~併行のり取を較rL 日本人から'J/JlLI_･

10,rイソレー トの (.Jl＼Cllm-y/ムケi主のlEq,批判をlた'ii:i､その柵jLヒ托能;.ついて堺Fr

するとJlJこtプラヒウイ1レス打のu一.叩 Pd ウイ,レスの1/[･J進化&･群附 _ 1= .

ゲ/ムの I'taZliU'3Jこ34のJi桂配列とII息 旅能｢ ついては以 卜のことがyJちかとr+･,/Jー

HCゝド＼'Q)I/ノム ft＼UJ,-)佃がEt経の良性配列よりも9JとJi-1壬く.-)1､品け J/催).tであり.

キャ ′1IX誌やポリイウイT-.･ス▲二′i:lfする ll'Fの上:Jr+r)fルスタン′(ク77rill加していf+.か

<た.,21二の 91.HEがステJ･となり Sl小箱!=ヘア t:'ノrXJ玉が形作られることが明らかにな

た 3Jy/ム Rト13人足:二は5七箱;よりも1妄いステムを托つへ7ヒ/l弗丘が.1/)L',I_fJl荊l､

IHや 他)1.1川 C＼は5●j;軸の)主塔配ケ11がhtMll'E‖只､31ヽ.人絹であ r't=にも杓わら-tJLIP.1b､

.Ja,33に)I.油レ/i Rヽ 1のヘアヒン竹丘が形作られることかl即 ,かl~なった (･P,llやJ｡51

(･肘 C ll(J＼ の 5人恥 こも.llい やベスチウイ'レスtiとr･,JtL.~キヤJlf4歳や ＼Ppllkく.

リン酸為であること,5●上端I.:汁で/+く 3人2*1-も̂ )JJf的｢'釘,こしたヘアピンHt遇がIIlI'ナ



ることがLIlちかと/_A // 茶 Hl帝 17--/i:-rH tスパ J.I)･TL;I.ナノ= kヽ ＼-,L等:-lI

lf｢るへ7ピンIl乃が ウ イル スゲ ノー'･の相賀l:i:･'JLJ)補足であるこ レが小されてお I)

･‖-ぐJL,Pt･d ウイJL･ス(:iiuめられ1=ゲノムrLlん泊のへ7t:-ン胤 左もキめて､ソラビウイルス川のウ

イルスゲノムの性湖にLf(%Fなは'fl与')とたしているとぢえらiLlI

nlr叩Ⅰ)edウイルスにfLl11る 川じゝ のJiJふた列の半tH†とr)イルスW I.Htとのr判綻l･ついて

は以 トのも■けさが持ちれ1:｡HCSl＼ の強心作である ul11本と仙 L,I.7ケ1ンflである GPEH

杜の比較で明らかrr1-,1=-,ヽ cRの-ポジンヨン ､札 (､0､22()に仲沢する塩牧の,変沢は､Ifu_㌔

の快適食化をも/-･F,していることがPheきれた t好日 Jf)･1,川 い の L､l叫 lh～l叩 九 時た

:二i蛇 し/:L)Pt･33の塩息だ列S･JIい て.R＼lのスTムル17書柁 '_,JttL /rとこ7,.hl,ilh.

l､IVlh はr.･JLステムループIl･1.ui,fflt,/-が､nPt･ム uボソンヨン -311 1L:,rL･[/. IJと姓

のat掛 二上-,て､恥 如 変̀化していた 315'＼Ckの ITHヽ粍能をJt較fる/J H･L,Jf タ-と

してL)I,L･lbの=7ア,81-･･(-rrつ/･主 m H･,Y'軌粥を亨i'てt'.牡も比f2Lf:とこ7,.L､卯 lbはl､J九･

1'aの約 16f籍の軌｡Bミ劾辛があ一一た 節 目 や〕 これL''の事!.kLから.csF＼や ITn の IRF.ヽ の塩

放たyrl変災が川En芳志の文化をい _らし､それが臼.JIrKl軌 -I汀 をLナえ.rLJfルス,11杜やIr＼

患そttに1喝r-+する叶柁ftがあるンぢえ3'れた.ポリlウfルスでは.IRE日 ソIllrる lJと牡の
史料 こよ て m H′rL7捕Jミ紗fL -･l拝のX.カ咋し､それが仙 ti′Lr7クナンの .ヽE"1汁と強心の

＼lth州L,)珠との押掛 ･'m の追いやもたらしているとされている.i/ilt)q叫 .11日)＼批n仙=k･

lTrおいて.野外親心株と成心,1本の/F塩削 げIJの化化がiH)札.恥 も†trE'4'Jr/i,,帆 .Tとy(

〟 .-,LTJCRの L'JiJ･tC'あることが芋即 .され11 これで'のは榊 ま､n=名のIltJii_･強 く川 4･るとろ

えられた しかし､cSF＼の ＼ll)EL.GPEf-ll'n:13いては､いfl=嫁姑M クり - /+lllい/)二

強兵が朝日)-してい{_･いため､.I'VCRの変鞘とウイルス心MのrVJ係を捌 け るにilJ.IJでいない,

王1=IJC＼ は剛い二J.I_つても､秒軒のよいウイルス).了尤S:が仕舞さ1ておらず.･JJ･.Il一lIV が

どのようf･メカニズムで托 11い 初尖を′JIL.IRl.ゝ ととの1うに問繰するのか'.･くlNJ,かl-き

れていない PI約 一発見した･1:/'ンコ/-113にT.trH ろ収姓11外の)i)SF;如 ･い 蛙鮒にm
'1しているuT能ftもある Cゝ Z･＼ や HClの IREゝ がだ三､1~と̀の上う/iL精読LiLfとrl.ウイルス毒

ftやIn き告作にどのように同 1するのかを析rTrることは.今往Q)帝管fJ輔.̂凡.7.牡 亡ある

Gl事＼CHい の 5ヽ LRには､I勺拓に牧丘の rlLl,コドンが/TlrしていI=が.nr..tl.h√m ORE

の仔憾 コドンとして"r能flのあるものは.すべての71ソレー トlこ兵 虫 て†lll.し/i;r'/'ンこl

ン L-,53-55TH-I:L打Tる llGであるとEL'われ1= ここ',開城 ,トンとLt･相打､(,ln CIl(,I

は校維/A冗.T]̂ の枯淡I#遇が (･mされる .-'52Yii)5=のl{い m LRを持ち.Frい やペス1ウイルス

絹の 51CR とrlrH繁の羽板をイlしていた (?,HTI,り ま/.:19(16'iJJ､SIIM"㌔(,は (.(1＼八 と

(･m CllG＼5 CヽfIをり小､/一m HtrO朝.Ji､ 細胞への ltM の見入 と 淵.付人娘を子rい.(,H＼一

CHい 'の 5ヽ CRが IRESとtて旅徒することを'J;唆し//｡u lのことからJ .111日 I(,tの本



範は:IIREヽ の叫舵がfl-A:T/i)とらえられた

r)イルスゲノム'j='Lii_･群附 丁取'.-して7-/ビ ウIlレス川のJS化(_･'TTl進化'即 .I.T的IlW申し
/_･地米､11トのことがF事Jらかく~された｡jt',iItの也将･-)/I-.･X Iiナl'糸耗船の附 一柳 IIT-ら

は､fl机 二吸血抑止比虫;二より榔孔旨1や人(二Al._kI恭-1るノラヒり1ルスbiと.柿礼fJl'のh磐 .良

-さるヘス1ウイJL,スti､llC＼および (,Li,ンイーL･ス ll C のク-)スタ rJJlliL′･r/..わ

ら.フラビウイルス杵のJll初のJJMiは.鵡rlltM.J順 柵の)か ､と 致してい/一恥m r.t･ 川Llゝ

が持能するため､二は.いくつもの捕llJn'が IFIEヽ ｣的でTJることがe･ytであるこ がもJJ,JL

でいる ま1_:ITRl'ヽ /,JJ-'17/Jイルスには. lRFヽ ::hl.(㌻jるiriHql.I上り.i:'rku詳言.悠

IJtql屯が(た'iIされるという ITIEゝ いJヒズムの†lllがfk.1,さLtている ltl(lTIJJEい の -,ヽCR

からEl初托までを托虫細胞である Fヽ9 簡岨l'中人r.lRlヽ 硝化を測,iiLI･とこ7'.＼ドq細

胞でIiIIC＼'の IREヽ が托托しないことが耶 I,か.~きi+ IRE＼を†げ ろブル 711.31虫を

ベクターとすることが/J.1い jL火といつ1万iではr/ラビウイr/ス打の ILH･.ヽ がtl柁する1-れ 二

だ雀riLIdHAH･が'̂Tl為しており､この/=め 恨Eゝ I:i･lH るrLJ1rLスをせけ人JL㍗.この''Tlとが
おLt/=PT能作がある 77ビrJJイJt･ス打の IREゝ をJ.rる'/lL 7rJ'王ナる --ヽLkの).i尽Al叫
のT.ーい速いは.そ11.それのr')イルスが､そILそれのIrli川fをFHいて IRtヽ 'i托能させるI=
′).~スt二一シーズバリー/-を集り且えてきLL.し/_･iI.1王といえるかもしJtない -の1･LJ｢.E-)ヽLR

のLi姓h!節目iウIルスl~1りY.しく11/Aるが､そil;▲t.拘 わL',す kヽ ＼のIl.次†井jl1-はht帆.lJ

が争いことを本町先でLIJちか【'LI= 本卸 せo)偶ie(のイー仏は.】MJ 粍能を削 ,け るという)岩肌

LI斬.Rhrlの梢-)こtliaytlIrr)にかかっているT_めに′lじ/~ものであるとろえられ/｡

一般に.1ラス州 R11.-7イルスのyノムの叫恥l二はtゲ/ム Rヽ 1のヘー/ビンあるいは7.

7--I.ルー-/絹道のようなゲノム人rAの(.7;=jtMr道とそこ;~y.lrjる1(Ilrlh'か･LZ,姓であるとされ

ている または想｢一g･晋/_･'ftiiJLln'は.ウイlノスrllJで搬rjることも小さILでいる 77Lご

りIT,ス杵の LZnraPPed ウイしスは.胡胞での培&山lJbLl一例か巧に少なく.し圭/解tlrが

kんていr_･､､ TかF､二九一Jのプラス納 棺＼1ウイルスとのyl似作から.′,･･IllIPJ,I.かにし/

-)ラビウイP,ス叫の tJnC叩Ⅰ沖d ウlr,スの 5●j､左および .I1.箱lー共通し/･へ7ヒンNl正.1､ウ

イr-ス Rヽ l独禁鮮虫T)托缶仏や.LdHqJが銘liするウイルスの糟繋t~2'tL/.HA丑であると

考えられる,さらに､この払'Jltニ耗1㌢する7両Hql.1上 )て､Tl. 城が判別さLTでいるpl能ft
があり.本グIL･-1の分暮をに関係すると考えられた･

DL/L IIClやベスイウイルス叫l一ついては EREヽ ､二&'TlTするlliiI月/･の旅Jlが瓜んでいる｡

MIR兜でqFlちかになったゲノL.の牌追とそのれ虎は..JJイルスの細胞年目1MやMant的恥代脈朋

の 助となり.村瀬.ウイルスの トロピズムをi川=ノ_ウイルス称luL']増刷机恥へのiElをr芹Jく
Tかかりとなることが例字書される
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