
顕微鏡  Vol. 44, No. 2 （2009）82

1.　はじめに

イネ萎縮ウイルス（Rice Dwarf Virus（（ , RDV）は，ウイルス

の分類で言えば，レオウイルス科（Reoviridae（（ ），ファイトレ

オウイルス属（Phytoreovirus（（ ）に属する．このウイルスの研

究により，世界で初めて植物ウイルスが虫を介して伝搬され

ることが明らかにされ，有名になった．その発見の歴史は，

1895 年（明治 28 年）にまで遡り，我が国滋賀県の研究にお

ける，イナズマヨコバイ，ツマグロヨコバイによるイネ萎縮

病媒介の指摘，その後の福士貞吉博士によるウイルスの経卵

伝染，虫体内増殖説の研究，そして，同博士及び四方英四郞

博士らによる 1960 年の論文において明瞭に捕らえられた昆

虫内のウイルス写真による世界初の虫体内増殖説証明へとつ

ながる 1,2）．その後の分子生物学，細胞生物学を取り入れた

大村らを中心とする研究によって，特に昆虫細胞内でのライ

フサイクルが解明されてきた．本特集では，このウイルス自

身の構造，そしてウイルスのライフサイクルに登場する様々

な超分子構造に関する研究の中で特に細胞間移行に関する機

構を紹介する．

2.　ウイルスの構造

図 1にあるように，RDV は，二重殻をしており，直径約

70 nm の粒子である．外殻は，正二十面体をしており，780

個の P8 と呼ばれる蛋白質によって形成されている．P2 と

P9 と呼ばれる蛋白質も外殻に存在することが示唆されてい

るがこれについては後述する．内殻は，120 個の P3 のみで

構成されている薄い球状の殻である．その内側には，12 分

節の二本鎖 RNA が含まれており，S1 から S12 まで名付けら

れている．前述の P2, P3, P8, P9 は，もちろんこれらの RNA

でコードされている蛋白質だが，その他に，RNA ポリメラー

ゼの P1，グアニニルトランスフェラーゼの P5，核酸結合蛋

白質の P7，非構造蛋白質（Non-Structural Protein）という意
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味で名付けられた Pns4, Pns6, Pns10–12 と，それぞれの RNA

分節に対応した蛋白質が全て同定されている 3 ～ 6）．非構造蛋

白質は，ウイルス粒子には含まれないためこのように名付け

られてはいるが，後述するように感染した細胞内で Pns4 や

Pns10 のように超分子構造を形成し，ウイルスの複製や移行

の役割を担っている．

3.　外殻の役割

イネ萎縮ウイルスには，HIV やヘルペスウイルスの様な膜

成分はなく，その外殻は，分子量 46 kDa の P8 によって覆

われている．P8 は，三量体を形成し，それが単位となって

正二十面体を形成している．この外殻は，どのようにして形

成されるのだろうか，またその役割は何だろうか．我々は，

精製した P8 のみから，チューブ状結晶を作ることに成功し

（図 2左），解析の結果得られた構造と阪大・蛋白研の中川

らが X 線結晶構造解析によって解明した RDV 粒子の原子構

造（図 2右）とを比較することでその役割について一つの

考えを提唱することができた 7,8）．P8 は，0.8 M MgCl2 を含

む溶液中で，粒子から遊離する．こうして単離してきた溶液

からイオンを取り去るとチューブ状結晶を形成する．得られ

たチューブ状結晶をクライオ電子顕微鏡を用いて解析した

ところ，図 2に示すように，らせんを形成していた．この

ような形を単なるアーティファクトだと片付けることはで

きない．なぜならば，RDV 感染細胞内でもこのようなチュー

ブ状結晶は観察されており，より一般的に，正二十面体ウイ

ルスがその成熟粒子形成に失敗し，チューブ状になることは

知られているからである．P8 チューブの外径は，59 nm で

あり，正常ウイルス粒子の外周 70 nm より顕著に小さい

図 3　P8 チューブ状結晶と RDV 粒子の大きさの比較．

左側が，チューブ状結晶．右側がウイルス粒子．黄色部分は，

内殻を表す．

図 2　らせん再構成法によって，クライオ電子顕微鏡像から再構成された P8 のチューブ状結晶（左図）と X 線結晶構造解析

によって得られたイネ萎縮ウイルスの原子構造（右図）．

中央の図は，P8 三量体の原子構造（リボンモデル）をチューブ状結晶にソフトウェア Situs12）を使用して当てはめたもの．表

示は Chimera13）を使用している．
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（図 3）．つまり，P8 三量体自身は，内殻の球面より大きな

曲率で自己集合する性質をもっているのである．P8 三量体

間は，非常に明瞭な静電的相互作用によって会合しており，

ある程度三量体間の配向に自由度があると考えられる．実

際，チューブ状結晶では，P8 三量体のみから構成されてい

るにもかかわらず，その隣り合う三量体の結合状態は，3 種

類存在する．図 4を見て頂きたい．左端に非常に密接に会

合しているもの，右端に外向きに開いているもの，真ん中に

その中間のものの 3 通りがある．これだけでも，三量体どう

しは，非常に柔軟に相互作用することがわかる．正二十面体

粒子になると，内殻の P3 の影響を受け，P8 三量体間のイン

ターフェースとしては，7 種類になる．同じく図 4の Virion

のところを見て頂きたい．特有の配置をとっている P8 三量

体を中川らの報告に従い，P, Q, R, S, T と名付けると 7），P-Q

間のように粒子外側に反っているものから，P-P 間のように

大きく粒子内側に曲がってしまっているものもある．ネット

ワーク構造とでもいうべき P8 三量体のこうした横方向の相

互作用からなる組み合わせの中で，チューブ状結晶は，P8

のみが形成する安定な構造を反映しているといえる．しかし

これは，天然に存在する RDV 粒子よりも大きな曲率を持つ．

それならば，P8 ネットワークは，内殻を内側にしめつける

方向に力を働かせているはずである．なぜだろうか．P3 が

形成する内殻は，非常に薄く，脆弱な構造である．これを保

持し，乾燥や圧力などから守るためには，強固な構造が必要

である．さもなければ，標的の宿主にたどり着く前に，緩く

なった，あるいは壊れた内殻から，RNA や酵素が漏れ出し

てしまう．我々は，これを防いでいるのが P8 ネットワーク

だと考える．P8 三量体は，パズルのような相補的な会合面

をもつことにより，正しいネットワークを形成する一方で，

静電相互作用によって，バネのように引き合うが，しかし自

由度が多少なりともある構造をつくることで P3 内殻を守っ

ているのである（図 5）．

4.　昆虫細胞における隣接細胞への感染メカニズム

中央農業研究センターでは，ツマグロヨコバイの培養細胞

の利用によって，RDV の昆虫細胞感染後から成熟までのプ

ロセスを，詳細に調べることができるようになった．その過

図 4 隣接 P8 三量体のチューブ状結晶に見られる 3 種類の折れ曲がり（Tube）と，ウイルス粒子における 7 種類の折れ曲が

り（Virion）．

図 5　a；内殻の構造を示すために RDV の結晶構造の外殻半分

を取り除いたもの．b；P8 ネットワークモデルの模式図．この

ように P8 三量体がバネのように繋がって内殻を締め付けてい

るものと思われる．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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程で明らかになったのが，Pns10 チューブルの役割である 9）．

隣接細胞へどのようにしてウイルスが伝搬していくのか謎

だった．このときに観察されたのが，ウイルス粒子を内包す

るチューブルだったのである．図 6に見られるようにフィ

ロポディアから形質膜に覆われたまま突き出たチューブ状の

構造物が，免疫染色等の実験により判明した，Pns10 で構成

される超分子複合体である 9）．また，バキュロウイルス発現

系を用いて発現させた Pns10 によって，in vitro で同じ直径

のチューブルが形成された．我々は，RDV を感染させた昆

虫細胞の超薄切片を用いて，Pns10 チューブルの二軸電子線

トモグラフィーを行った．各軸において 2° おきに −60° ～

+60°まで，傾斜させ，2 k × 2 k の TVIPS 社製 CCD カメラで

撮影を行った．使用した電子顕微鏡は，阪大超高圧電子顕微

鏡センターの保有する日立ハイテクノロジーズ社製

H9500SD である．IMOD によって解析されたトモグラムに，

RDV の原子構造から作製した低分解能密度図を重ねると，

RDV 粒子がチューブル内で，お互いに接触していないこと

がわかった．ところどころ粒子が抜けているが，並んでいる

ところは，必ず等間隔なのである．チューブルを使って隣接

細胞へウイルスが運ばれていく機構としては，二つ考えられ

る．一つは，図 7aのようにチューブルがトンネルのように

細胞間を繋ぎ，その中をウイルス粒子が自由拡散によって運

ばれる仕組みである．もう一つは，図 7bのようにウイルス

粒子がチューブル内に固定され，チューブルの伸長と共に運

ばれていく機構である．仮に自由拡散で運ばれるとするなら

ば，ウイルス粒子の間隔は，ランダムなはずである．ところ

が，規則的に並んでいるという事実は，この可能性を否定す

る．つまり，後者の説，チューブルの伸長によるウイルス粒

子の伝搬に軍配が上がる．

それならば，チューブル内にウイルス粒子が固定されてい

ることになるのだが，どのような仕組みなのかわかっていな

い．我々は，in vitroで再構成されたPns10チューブルのパワー

スペクトラム像から，層線を観察し，チューブルがらせん構

造であることを示した．数少ない遺伝子で，このような巨大

構造物を作るのには，対称性を利用するのが得策だというウ

イルスの策であろう．しかし，このことは，謎を深める．

Pns10 という一種類の蛋白質がらせん構造を作っている限

り，チューブル内の環境は何処も同じであり，等間隔で粒子

を互いに接触させずに並べる仕組みはない．一つの可能性と

しては，らせんの単位となる Pns10 が，その大きさにより

連続ではなく，離散的な環境をつくりだすことであるが，分

子量が，32 kDa と小さく，考えにくい．また，等間隔の説

明にもならない．現在までのところ手がかりとなるデータは

なく，大村らは，RDV と Pns10 以外の因子が関与している

可能性を探るための実験を計画している．

また，読者の中には，細胞間に隙間があること自体を奇異

に思われる方がおられるかもしれないが，培養細胞ではなく，

ツマグロヨコバイの切片を電子顕微鏡で観察してもこのよう

な隙間が至る所に観察されることを断っておく．

5.　その他の超分子構造

その他の超分子構造の一つにバイロプラズムと呼ばれる通

常のプラスチック切片像で非常に濃い密度をもつ，封入体様

構造物がある．Wei らの研究により，バイロプラズムは，

Pns6, Pns11, Pns12 から構成されており，ウイルスの複製が

ここで行われていることがわかっている 10）．また，Pns4 は，

図 6　a；細胞間に存在する Pns10 チューブル．全面に散在する黒い粒子は金コロイド．b；トモグラムのスライス像．最も外

側のコントラストが細胞膜．その内側に Pns10 チューブルと，内殻内が黒く染色された RDV 粒子が見える．c；2 本隣り合っ

た Pns10 チューブルのセグメンテーション像．下は，トモグラムのスライス像．スケールバー，100 nm．

図 7 a；自由拡散で運ばれる場合．おそらくこのようにラン

ダムな配列になるはずである．b；チューブル内にウイルス粒

子が固定されて隣接細胞に運ばれる場合．チューブルの伸長と

ともに運ばれる．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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感染後しばらくするとミニチューブルと呼ばれる太さ約

10 nm の繊維状の束を形成する．これらはバイロプラズム周

辺に観察される 4）．何故集積し，どのような詳細な構造をし

ているのかはまだ明らかにされていない．

6.　おわりに

RDV のライフサイクルにおいては，未解明な点の方がは

るかに多い．その一つが，ウイルスが宿主細胞に吸着すると

きの受容体である．これは，まだ同定されていない．解明の

鍵を握るのが，1 節で触れたもうひとつの外殻タンパク質

P2 である．P2 は，RDV 粒子の結晶構造には含まれていない．

四塩化炭素を使用したウイルス粒子精製の過程で脱離してい

たのである（現在は，この精製法は用いられていない）．し

かし，この P2 無しでは，ウイルスは，昆虫細胞には感染で

きない．ところが，昆虫細胞内に P2 欠損のウイルスをガラ

スキャピラリーで注入すると，感染する 11）．つまり，P2 は，

宿主細胞への吸着あるいは，侵入の過程で何らかの重要な役

割を果たしているのである．また，植物内におけるライフサ

イクルは，昆虫細胞での研究に比べ，未解明な点が遙かに多

い．例えば，隣接細胞間の感染には，原形質連絡を利用する

ウイルスがあるが，この通路の大きさはせいぜい 20 ～

40 nm 程度であり，70 nm の RDV には狭すぎる．わずか 12

個の遺伝子が作り出した仕組みを解明するのも楽ではない．
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