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研究要旨  

次世代シークエンサーを応用し、本邦において検出されたヒトライノウイルス

C（HRV-C）VP1～3 全長遺伝子の分子進化に関する研究を行った。時系列系統解

析には Bayesian MCMC 法を用いた。株間の遺伝学的距離（p-distance）解析、

SimPlot 解析および Positive/negative selection 解析も行った。さらに、VP1～3
蛋白の構造解析シミュレーションも行った。その結果、各々の遺伝子は独立かつ

速い速度（1.35～3.74×10-3 substitutions/site/year）で進化し、検出株は 40 以

上の遺伝子に分類されるとともに起源は 400～900 年前に遡ることが推定された。

また、検出株はきわめて遺伝学的に多様であるだけでなく、positive selection site
は検出されなかった。さらに、抗原蛋白外側に、アミノ酸置換部位がきわめて多

いことも推定された。以上のことから、HRV-C の主要抗原遺伝子（VP gene）は

数百年にわたり速い速度で進化しながら遺伝学的に多様化したことが示唆され
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た。また、抗原蛋白は生体防御の圧力を受けにくい性質を有することも推定され

た。  
 
 

A.研究目的 
 ヒトライノウイルス（human rhinovirus, HRV）

は、種々の呼吸器感染症（通常感冒、気管支炎お

よび肺炎）の起因となるだけでなく、気管支喘息

の発症増悪に関与することが示唆されている。実

際、Johnston らの報告によれば、喘息増悪時の

80%にライノウイルスが検出されている 1。 

HRV は、3 つの種（HRV-A, -B および-C）に分

類されている。HRV-Aと-Bは多数の血清型に分類

されており、両者を合わせて、現在100種類以上

の血清型のHRVが同定されている。一方、HRV-C

は、近年、新たに発見されたウイルスで、細胞培

養が困難であるため、このウイルスの検出には、

HRV-A と-B と同様に遺伝子配列が比較的保存的

なVP4/VP2 領域を標的としたRT-PCRを主体とし

た検出・解析法が用いられている。HRV-CはHRV-A

と同様に遺伝学的にきわめて多様であることが示

唆されているが不明な点が多い。くわえて、ウイ

ルス抗原（VP 蛋白）をコードしている VP1-4 遺

伝子（viral protein gene）の進化に関しても不明

な点が多い。しかし、株間の遺伝学的多様性のた

め、通常のprimer walking法での主要抗原の遺伝

学的解析は極めて困難であることが予想される。

そこで、我々は、既報のHRV-C塩基配列を網羅的

に解析し、新たなプライマーセットを設計すると

ともに、VP1-3遺伝子全長を含む約5.8kbのHRV-C

の PCR 産物を次世代シークエンサーにより網羅

解析を行い、HRV-C臨床株139株のVP1-3遺伝子

の詳細な分子進化に関する解析を行ったので以下

に報告する。 

 

B.研究方法 
検体は、2007年11月から2013年3月の間に、

栃木県、福井県、熊本県における感染症発生動向

調査および横浜医療センターにおいて採取した急

性呼吸器感染症 (ARI)患者 2922 名の鼻咽頭ぬぐ

い液を使用した。 

RNAは、QIAamp Viral RNA Mini Kitを用いて抽

出 し 、 プ ラ イ マ ー を HRV-C_546F: 5´- 

CTACTTTGGGTGTCCGTGTT-3´と HRV-C_6410R: 

5´-CCRTCATARTTDGTRTARTCAAA-3´ 使用して

PrimeScript® II High Fidelity One Step RT-PCR Kit 

(TaKaRa Bio)にて遺伝子増幅を行った。得られた

DNAをNextera XT DNA sample prep kit (Illumina)

でライブラリーを作成し MiSeq (Illumina)により

解読を行った。得られた塩基配列は、CLUSTAL W 

(http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-j.html)によりア

ライメントし、Kakusan 4 program version 4.0 

(http://www.fif-thdimension.jp/products/kakusan/

)により塩基置換モデルを選択しBayesian Markov 

Chain Monte Carlo (MCMC)法による解析を

BEAST package version 1.8.0を使用して行った 2。

さ ら に 、 Datamonkey [http://www. 

datamonkey.org/]において、positively/negatively 

selected sites の解析を single likelihood ancestor 

counting (SLAC), fixed effects likelihood (FEL), お

よびinternal fixed effects likelihood (IFEL)の3つの

方 法 で 行 い 、 MEGA 5.0 (http://www. 

megasoftware.net/) を使用して pairwise-distance 

(p-distance)を計算した 3。 

HRV-CのVP1, VP2, VP3タンパク質の3次元構

造モデルは、Molecular Operating Environment 

(MOE) (Chemical Computing Group Inc.) の

‘MOE-Align’ と ‘MOE-Homology’を使用してホモ

ロジーモデリングにより作成し、アミノ酸の多様

性はshannon entropy scoresを使用して解析した
4, 5。 

 

C.結果 
RT-PCR法により187の増幅産物が得られ、NGS

による解析を行ったところ、139 産物で完全長の

VP1、VP2およびVP3遺伝子完全長領域を含む解

析可能な塩基配列が得られた。 

まず、MCMC 法により VP1 遺伝子(804–846nt)

を解析したところ、解析株は3系統に分類された

（図1）。さらに13%のdivergenceを基準として

genotyping したところ 44 種類の遺伝子型に分類

できた（図 1）。各系統の共通の祖先は、1652 年
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(95% highest posterior density (HPD); 1522年か

ら1769年)に分岐した（図1）。VP1の進化速度は、

3.48×10-3 substitutions/site/year (95% HPD 

2.36×10-3 から4.60×10-3)であった。 

 次に、VP2 遺伝子(783–816nt)は、MCMC 法に

より作成した系統樹で4系統に分類された（図2）。

さらにVP1遺伝子と同様に13%のdivergenceを

基準としてgenotypingしたところ43種類の遺伝

子型に分類できた。各系統の共通の祖先は、1294

年 (95% highest posterior density (HPD); 853年

から1643年)に分岐した（図2）。VP2遺伝子の進

化速度は、1.35×10-3 substitutions/site/year (95% 

HPD 2.12×10-3から 6.46×10-4)であり、これらの

結果からVP1遺伝子と同様にVP2遺伝子にも幅広

い多様性があることが分かった。 

VP3 遺伝子(699–717nt)も同様にMCMC 法によ

る時系列系統解析を行ったところ、3 系統に分類

された（図 3）。さらに、13%の divergence を基

準としてgenotypingしたところ42種類の遺伝子

型に分類できた（図 3）。各系統の共通の祖先は、

1628 年 (95% highest posterior density (HPD); 

1494 年から 1746 年)に分岐したことが推定され

た（図 3）。VP3 遺伝子の進化速度は、3.74×10-3 

substitutions/site/year (95% HPD 2.63×10-3から

4.91×10-3)であり、これらの結果からVP1 遺伝子

やVP2遺伝子と同様にVP3遺伝子も幅広い遺伝学

的多様性を有することが分かった。 

VP1遺伝子の株間での塩基配列相同性（identity

は60.2～100%であり、塩基相同性は58.5～100%

であった。さらにVP1遺伝子における株間の塩基

配列を基盤としたp-distanceを計算したところ、

全体の p-distance は 0.34±0.07 (mean±standard 

deviation, SD)であり、系統 1、2 および 3 の

p-distance は、それぞれ 0.29±0.07、0.28±0.10、

0.29 ± 0.11であった（図4）。 

VP2 遺伝子では株間の塩基の相同性は 60.2 か

ら100%であり、塩基の相同性は58.5から100%

であった。さらにVP1遺伝子同様にVP2遺伝子に

おける株間のp-distanceを計算したところ、全体

の p-distance は 0.34±0.07 (mean±standard 

deviation, SD)であり、系統 1、2 および 3 の

p-distance は、それぞれ 0.29±0.07、0.28±0.10、

0.29 ± 0.11であった（図5）。 

VP3 遺伝子の株間の塩基の相同性は 60.2 から

100%であり、塩基の相同性は58.5から100%で

あった。さらに VP3 遺伝子においても株間の

p-distance を計算したところ、全体の p-distance

は0.34±0.07 (mean±standard deviation, SD)であ

り、系統 1、2 および 3 の p-distance は、それぞ

れ0.29±0.07、0.28±0.10、0.29 ± 0.11であった

（図6）。 

また、解析遺伝子のpositively/negatively selected 

sitesの解析を行ったところ、positive selection site

は見られず、100以上のnegative selection siteが

検出された。加えて、HRV-CのVP1, VPおよび VP3

蛋白の3次元構造モデルからキャプシド内側に比

べて、外側に高頻度のアミノ酸置換が生じている

ことが推定された（図7）。 

 

D. 考察 

今回我々は、次世代シークエンス（NGS）を応

用したHRV-C 臨床株 139 株の完全長 VP1-3 遺伝

子の分子進化に関する研究を行った。ベイジアン

MCMC法による時系列系統解析の結果、解析株は、

3 あるいは 4 系統に分類された。これらの株はさ

らに 40 以上の遺伝子型に細分類されることがわ

かった。解析株の VP1-3 遺伝子の起源は、1625、

1125 および 1628 年に遡れることが示唆された。

また、各々の遺伝子は、1.35～3.74×10-3 

substitutions/site/year と非常に速い速度で進化し

ていることが示唆された。株間の遺伝学的距離は

平均 0.3 を超えていた。また、いずれの遺伝子に

もpositive selection siteは検出されなかった。さ

らに、構造解析により、キャプシド外側にアミノ

酸の置換が非常に多いことも明らかになった。 

 今まで、HRVは、VP4/VP2領域解析が主体に行

われていた。しかし、この領域は、解析領域が短

いだけでなく、主要なウイルス抗原部分ではない

ため、HRV-Cの抗原遺伝子の全長配列を用いた総

合的な進化解析を行うことが困難であった。また、

HRV のVP 遺伝子は遺伝学的にきわめて多様であ

るため、従来法、例えばprimer walking法による

全長解析は困難であることが推定される。そこで、

我々は本研究において、HRVのゲノムの5’末端に
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近いVP4遺伝子領域および3’末端に近い3D遺伝

子領域の保存的な部位に着目し、独自のプライマ

ーを設計し、RT-PCR法により、VP1-3遺伝子全長

を含む 5.8kb の PCR 産物をNGS により解析を行

う方法を考案した。その結果、この方法により大

半（70%）のHRV-C の VP1-3 遺伝子の全長塩基

配列解析に成功した。また、先端の遺伝子解析方

法により、これらの主要抗原の進化解析に成功し

た。 

 今回の時系列系統解析により、各遺伝子は、400

～900 年前にその起源を遡れることが示唆された。

また、各遺伝子は独立かつ独自に進化しているこ

とも推定された。さらに、その遺伝学的多様性も

各遺伝子により異なることも推定された。 

 一般に、ウイルスの主要抗原は、宿主側の生体

防御の圧力などにより、positive selectionが生じ、

生存に有利な子孫が宿主集団に順化・適応してい

くことが示唆されている。しかし、今回の結果で

は、解析部位に、positive selection siteが検出され

なかった。このことは、HRV のVP 蛋白は宿主の

生体防御の圧力を受けにくい性質を有することを

示す。しかし、今後詳細なエピトープ解析も含め、

さらなる解析が必要であると思われる。 

 次に、VP1-3 の構造シミュレーションにより、

キャプシド内側に比し、外側に高頻度にアミノ酸

置換が生じていることが明らかになった。このこ

とは、主要抗原遺伝子の多様性が、抗原性の多様

性に密接に関与していることが構造上も示してい

る。今後、他の種、HRV-Aと比較も含めた主要抗

原構造に関する研究が必要であろう。 

 

E. 結論 

NGS を応用した本邦の呼吸器感染症から検出

された 139 株の HRV-C の主要抗原全長遺伝子

（VP1-3 遺伝子）の分子進化に関する研究を行っ

た。その結果、HRV-Cの主要抗原遺伝子は独自か

つ非常に速い速度で進化していることが明らかに

なった。また、多種類（40種類以上）の遺伝子型

の HRV-C が本邦の呼吸器感染症に関与している

ことも推定された。 
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G. 知的財産権の出願・登録状況 
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図1 VP1遺伝子分子系統樹(MCMC法)                 図2 VP2遺伝子分子系統樹 (MCMC法) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3 VP3遺伝子分子系統樹(MCMC法)                      図4 VP1遺伝子のp-distance 
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        図5 VP2遺伝子のp-distance 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

   図6 VP3遺伝子のp-distance                           図7 VP1, VP2およびVP3タンパク質の 

                                                             3次元構造モデル 

 

 

 

  


