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研究成果の概要（和文）：RNAウイルスは感染細胞内で宿主環境を変化させ、ウイルス自身の複製環境を最適化
させる。HCVのNS4B蛋白質がCOPIとCOPIIに関わる宿主因子と相互作用して、細胞内膜構造を変化させウイルス複
製環境を形成する機構を見いだした。さらにNS5A蛋白質結合宿主因子もウイルスゲノム複製効率を増強する機構
に関与していた。また、原子間力顕微鏡を用いて、一本鎖RNAの全長構造解析法を確立し、HCV genome全長の構
造を可視化、28S rRNA全長の構造解析法に成功した。さらに、ウイルスの出芽機構解明の観点から、細胞膜にお
けるエキソサイトーシス、エンドサイトーシスの過程をAFMで捉えることに成功した。

研究成果の概要（英文）：It has been proposed that RNA virus triggers the membranous replication 
compartment. In the present study, we identified that COPII and COPI proteins, PREB and Surf4, 
respectively promotes HCV RNA replication by participating in the formation of the membranous HCV 
replication compartment and maintaining its proper structure via interacting with NS4B.We also 
developed the application methods of Atomic Force Microscopy (AFM) to the single molecule structural
 analysis of long single-stranded RNA molecules, including RNA virus genomes, and the entire 
structures of HCV genome and full-length 28S rRNA molecule and were successfully obtained. We also 
succeeded in visualizing the exo- and endo-cytosis processes at cell surface using AFM, which is 
expected to be useful in further analysis of virus budding processes.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景	
	 プラス鎖 RNA ウイルスは複製複合体を含む
膜小胞を形成しその中で複製することが知ら
れている。HCV の場合 NS4B がその役割を担っ
ていると考えられている。しかしながら、そ
の形成メカニズムについては不明である。	

	 HCV	 NS5A タンパク質も NS4B 同様にウイル
ス複製複合体（RC）の膜結合型必須構成要素
である。いくつかの宿主細胞タンパクが NS5A
結合パートナーとして同定されており、ウイ
ルス複製におけるその重要性が報告されてい
るが、HCV ライフサイクルにおける NS5A の分
子的基礎はまだ完全には理解されていない。	
また、竹安研究分担者は、原子間力顕微鏡

（AFM）を用いて、二本鎖 DNA-タンパク質相互
作用を 1 分子レベルで可視化解析する方法を
探索してきた［図書	1,	2］。この方法の開発
は現在も進行中である[雑誌論文	 3-12,	 18,	
19,	 21-25]。本計画研究ではこの方法を用い
て、領域内での共同研究を推進すると共に［雑
誌論文	16;	図書	3］、新たに一本鎖 RNA 全長
の可視化法を確立し［雑誌論文	17］、28S	rRNA
全長や HCV	 genome	 全長の構造解析に成功し
た［雑誌論文	24-27;	図書	4］。さらに、ウィ
ルスの出芽機構の観点から、細胞骨格と細胞
内輸送（特に核膜における輸送、細胞膜にお
ける輸送）との関係に興味を持ってきた［雑
誌論文	1,	2,	13-15,	20］、そして本計画研究
で細胞膜におけるエキソサイトーシス、エン
ドサイトーシスの過程を AFM で捉えることに
成功した［雑誌論文	21］	

２．研究の目的	
	 本研究では HCV の複製の場である膜小胞形
成および複製のメカニズム解析を目指す。	
	 さらに、NS5A は HCV の生活環において、複
製だけでなく粒子形成にも重要な役割を果た
していると考えられているが、その詳細なメ
カニズムも分かっていない。	
原子間力顕微鏡（AFM）を用いて、領域内で

の共同研究を推進すると共に一本鎖 RNA 全長
の可視化法を確立する。さらに、	
細胞膜におけるエキソサイトーシス、エン

ドサイトーシスの過程を AFM で捉える。	
	
３．研究の方法	
	 タンデムアフィニティー精製およびプロテ
オーム解析によって NS4B 関連宿主膜タンパ
クのスクリーニングを行い、さらにレプリコ
ン細胞における siRNA スクリーニングにより、
HCV複製の補因子の同定を目指した。さらに、
NS5Aと相互作用する新規細胞因子を分析する
ために、エピトープ標識 NS5A を発現する細胞
の細胞質膜画分を用いて精製およびプルダウ
ンアプローチを行った。免疫沈降、免疫蛍光
法、近接ライゲーションアッセイにより、NS4B
タンパクおよび NS5A タンパクとの相互作用
を確認した。目的タンパクのサイレンシング
により、生化学的、電験学的に HCV の生活環
における役割、感染、翻訳、複製、粒子形成、
放出、特に膜小胞の形成を解析した。	
	1kb 以上の RNA 分子の構造解析は技術的にこ
れまで困難だったが、1本鎖 RNA を基板（通常
は劈開した雲母片）上に吸着させ、1本鎖 RNA
の本来の高次構造を保つことにより HCV	 RNA
の構造解析をおこなった。MATLAB-based デー
タプロセッシングアルゴリズムにより画像か
らのデータを解析した。	
	
４．研究成果	
	 我々は、タンデムアフィニティー精製およ
びプロテオーム解析によって NS4B 関連宿主
膜タンパクのスクリーニングを行い、202 個
の宿主タンパクを同定した。レプリコン細胞
における siRNA スクリーニングにより、HCV 複
製の補因子としてプロラクチン調節エレメン
ト結合タンパク（PREB）を同定した。内因性
PREB のサイレンシングは、JFH1 感染細胞にお
ける HCV 粒子の増殖を減少させた。	
さらに、免疫沈降、免疫蛍光法、近接ライゲー
ションアッセイにより、NS4B タンパクとの相
互作用を確認した。NS4B 結合領域を欠失させ
た PREB、完全長 PREB の発現比較により、HCV	
RNA 複製における PREB と NS4B との相互作用
が複製に必要であることを示唆した。PREBは、
HCV レプリコン細胞において二本鎖 RNA と共
局在した。電子顕微鏡観察で PREB	siRNA によ
り DMV が減少した。さらに、PREB サイレンシ
ングは、膜小胞における HCV	NS タンパクおよ
び RNA のプロテアーゼおよびヌクレアーゼ感
受性をそれぞれ増加させた。したがって、本
研究における我々の知見は、PREB が膜性 HCV



複製コンパートメントの形成に関与し、NS4B
との相互作用を介してその適切な構造を維持
することによって、HCV	 RNA 複製を促進する
ことを見出した。	
	 さらに SURF4 についても解析を行った。タ
ンデムアフィニティー精製、プロテオーム解
析によって NS4B と相互作用する新規な宿主
タンパク質として、COPI の動員を調節するこ
とが報告されている因子Surfeit	4を見出し、
免疫沈降法、間接免疫蛍光法および近接ライ
ゲーションアッセイで確認した。	Surfeit4サ
イレンシングは、Surfeit4 がレプリコン複製
および JFH1 ウイルス増殖に関与することを
示した。Surfeit	4 は、HCV	RNA 複製複合体が
存在する界面活性剤耐性膜（DRM）画分で検出
され、レプリコン細胞内のウイルス dsRNA お
よび新規合成ウイルス RNA と共存した。しか
し、NS4B に結合する能力を欠く Surfeit4d1 は
dsRNA と共存しなかった。Surfeit4d1 ではな
く全長 Surfeit4 の発現は HCV 複製を増加さ
せ、したがって Surfeit4 と NS4B との相互作
用が HCV 複製に重要であることを示唆してい
る。Surfeit	4 サイレンシングでは、HCV 複製
複合体の主な部位である二重膜小胞（DMV）の
数が減少した。COPI の動員を調節することに
よって、HCV 複製複合体の形成に関与するこ
とが見出された。さらに、DRF 中の HCV レプリ
カーゼタンパク質およびゲノム RNA の酵素耐
性もまた、Surfeit4 サイレンシングによって
減少した。本研究により、Surfeit	 4 が NS4B
との相互作用によって HCV	 RNA 複製複合体に
動員され、HCV 複製複合体を含む膜小胞の形
成を増加させ、その構造を維持することによ
り HCV	RNA 複製を促進し、	HCV 宿主補因子に
導入することが判明した。	
	 さらに、NS5A と相互作用する新規細胞因子
を分析するために、エピトープ標識 NS5A を発
現する細胞の細胞質膜画分を用いて精製およ
びプルダウンアプローチを行った。HCV 再感
染に関与しない JFH-1	/	wt	RNA をトランスフ
ェクトした Huh7-25 細胞における siRNA スク
リーニングにより、HCV	 RNA 合成の補因子と
しての embryonic	lethal,	abnormal	vision,	
Drosophila-like	1（ELAVL1）を同定した。HCV
レプリコン RNA または JFH-1	/	wt	RNA の HCV	
RNA 合成が、siRNA	/	shRNA による ELAVL1 の
ノックダウンによって抑制され、shELAVL1 に
耐性である ELAVL1 変異体の発現がそれらを
回復したことを確認した。我々はまた、膜浮
遊遠心分離によって得られた画分を用いて無
細胞複製アッセイを行い、ELAVL1 が HCV	RC に
関連し、HCV	 RNA 合成に直接関与することを
実証した。従って、本研究は、ウイルス複製に
おいて NS5A タンパク質の新しい機能を理解
するためのさらなる手掛かりを提供するだけ
でなく、HCV のための新規な抗ウイルス剤を
開発するためのユニークな宿主標的を見出す
役になる。	
	 AFM を用いた Single-stranded	RNA	の可視
化方法を、①	cRNA（2kb）、②	Poly(A)	tail	

の cRNA、③	18S/28S	 rRNA、で確立	[雑誌論
文	17;	図書	3]、④	HCV（9kb）でも可視化が
可能であることを示した	[雑誌論文	17,	24,	
27,	27,	図書	4]。ついで、画像解析の自動化
プログラムを開発し、28S	rRNA 全長の構造を
予測した。	

	 この予測と結晶構造解析から提唱されてい
る	28S	rRNA	のモデルとを比較検討し、両者
とも非常によく合うこと、また結晶構造解析
からは不明であった部位の構造も予測可能で
あること、さらに、単離・精製の過程で、rRNA
の構造は非常に安定であることが分かった
[雑誌論文	25]。	

現在、80％が未知である HCV のゲノム全体構
造に解析に移った。	

	 藤田研究室との共同で、Double-stranded	
RNA	への MDA5 の結合様式を、AFM を用いて行
った	[雑誌論文	16,	図書	3]。	
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