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研究成果の概要（和文）：複製されたウイルスゲノムは核外輸送後、Rab11a陽性輸送小胞を介して、微小管依存
的に細胞膜へと輸送される。小胞輸送系を阻害することで、出芽したウイルス粒子上のウイルス膜タンパク質の
密度が低下することを見出し、Rab11a陽性輸送小胞上のARHGAP1によって、ウイルスゲノム輸送と協調したウイ
ルス膜タンパク質のクラスタリングが促進されることを見出した。また、ウイルスゲノムの輸送と協調してクラ
スターラフトを形成することで、スパイクタンパク質の密度が高い、“良質”なウイルス粒子が形成される。こ
れは、外環境でのウイルス粒子の安定性獲得だけでなく、宿主の免疫系から回避するためにも重要な戦略であ
る。

研究成果の概要（英文）：After the nuclear export, the replicated viral genome is transported to the 
plasma membrane via Rab11a-positive transport vesicles in a microtubule-dependent manner. We found 
that inhibition of the vesicular transport system reduced the density of viral membrane proteins on 
viral particles, and that ARHGAP1 on Rab11a-positive transport vesicles promotes the clustering of 
viral membrane proteins in concert with viral genome transport. The clustering of lipid rafts in 
response to the viral genome trafficking results in the formation of "high-quality" viral particles 
with spike viral proteins. This is an important strategy not only for achieving stability of viral 
particles in the external environment, but also for evading the host immune system.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ウイルス粒子形成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、細胞膜上でのウイルス粒子形成機構については、十分な観察技術が無く、ほとんど明らかにされてい
なかった。本研究では、高解像度・高時間分解能で細胞膜上でのウイルス粒子形成を観察する技術を開発するこ
とで、ウイルスゲノムの細胞膜への輸送に協調して、ウイルス膜タンパク質が集積する分子機構を解析した。特
に、アクチンフィラメントを介したウイルス膜タンパク質の流動性の制御により、ウイルス粒子の質が決定され
ることを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザウイルスは、総脂質の 50%以

上がコレステロールである脂質二重膜をエンベ

ロープとしてもつ。ウイルス粒子上には、ウイル

ス膜タンパク質 HA 及び NA がスパイク状に発

現し、プロトンチャネルである M2 が挿入されて

いる（図 1）。インフルエンザウイルスゲノムは 8

本に分節化された一本鎖 RNA であり、末端にウ

イルスポリメラーゼが結合し、ウイルスタンパク

質 NP が数珠状に連なって RNP 複合体を形成し

ている。細胞核内で複製されたウイルスゲノムは

核外輸送後、中心体周囲の Endocytic recycling 

compartments（ERC）に集積し、ERC から出芽した Rab11a 陽性輸送小胞（リサイクリングエン

ドソーム）を介して、微小管依存的に細胞膜へと輸送される。一方、Rab11a 陽性輸送小胞を阻

害しても、受動拡散で代替されて、ウイルスゲノムは細胞膜まで到達するため、ウイルス産生量

の低下はわずかであり、ウイルスゲノムが小胞輸送系を介して輸送される意義は不明であった。

研究代表者らは、小胞輸送系を阻害することで、出芽したウイルス粒子上のウイルス膜タンパク

質の密度が低下することを見出し、Rab11a 陽性輸送小胞にはウイルスゲノム輸送と協調したウ

イルス膜タンパク質のクラスタリング（＝budozone 形成）を促進する宿主因子が含まれている

可能性が示唆されていた。ちなみに、HA、 NA 及び M2 は、リサイクリングエンドソーム非依

存的なトランスゴルジ網を介して、細胞膜まで輸送されるため、Rab11a 陽性輸送小胞を阻害し

ても、細胞膜上のウイルス膜タンパク質は減少しない。 

 
２．研究の目的 

 細胞膜へのインフルエンザウイルスゲノムの小胞輸送と協調して、ウイルス膜タンパク質が

脂質ラフトに集積し、ウイルス粒子は形成される。これは、脂質ラフトのクラスタリングを活性

化する分子が輸送小胞に存在するためだと推測され、本研究では、その分子実体を明らかにする

ことを目的とする。また、ウイルスゲノムの輸送と協調してクラスターラフトを形成することで、

スパイクタンパク質の密度が高い、“良質”なウイルス粒子が形成される。これは、外環境での

ウイルス粒子の安定性獲得だけでなく、宿主の免疫系から回避するためにも重要な戦略である

可能性がある。小胞輸送系を機能欠損した細胞から、スパイクタンパク質が少ない、低質なウイ

ルス粒子を調製してマウスに免疫することで、免疫学的な観点からもウイルス粒子の質を保証

する意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）ウイルスゲノム輸送に関与する宿主因子のプロテオミクス解析 

myc-BirA*-Rab11a 発現 A549 細胞（2 x 106 細胞）を φ10 cm ディッシュに播種した。37ºC で

12 時間培養後、PR8 株を多重感染度（MOI）10 で感染させ、感染 2 時間後に培地を終濃度 20 

μM Biotin を含む DMEM 増殖培地に交換し、6 時間培養を続けた。感染 8 時間後に細胞を回収

し、Lysis buffer1 に懸濁後、氷上で 5 分間静置して細胞を溶解した。その後、等量の Lysis buffer 

を添加して同様に処理し、可溶画分に streptavidin 磁気ビーズ（TriLink）を添加して混和した。

ビーズの洗浄を行い、Elution buffer を添加して 100 ºC にて 5 分間静置することでビーズに結合

図 1. インフルエンザウイルス粒子の模式図 



したタンパク質を溶出した。溶出したタンパク質は Q Exactive HF-X mass spectrometer（Thermo 

Fisher）を用いて液体クロマトグラフィー質量分析（LC-MS）解析を行い、DAVID version 6.8 を

用いて遺伝子オントロジー解析を行った。 

 
（２）高速原子間力顕微鏡-共焦点顕微鏡の相関観察による budozone 形成の可視化 

チップスキャンタイプの⾼速 AFM と倒立共焦点顕微鏡を組み合わせた相関顕微鏡（Olympus; 

BIXAMTM）を使⽤した。蛍光標識ウイルス膜タンパク質を発現するベクターを COS-7 細胞に

トランスフェクションし、1 時間後に PR8 株を MOI＝10 で感染させた。感染 12 時間後、電子

ビーム堆積を利⽤して作製されたバネ定数 0.05 N/m の特注カンチレバー（Nanoworld）を装着し

た相関顕微鏡を phase-modulation mode で運⽤し、10 s/frame のスキャン速度で画像を取得した。 
 

（３）FRAP 解析によるアクチンフィラメントの動態解析 

 レンチウイルスベクターを使⽤して作製した Lifeact-TagGFP2 を恒常的に発現する A549 細胞

に PR8 株を MOI＝10 で感染させた。感染 12 時間後、細胞が播種されたガラスボトムディッシ

ュ（IWAKI）を LSM880 共焦点顕微鏡（Carl Zeiss）に付属のチャンバー（37ºC、5% CO2）に移

して FRAP 解析を行った。prebleach として 2 枚撮影した後、488 nm のレーザー光を用いて

Lifeact-TagGFP2 を局所的に退色させ、その後 0.3 s/flame のスキャン速度で 40 秒間画像を取得

し、退色領域における蛍光回復をモニターした。非退色領域の測定結果を使用して標準化した退

色領域の輝度データをもとに、GraphPad Prism の one-phase exponential equation を使用して近似

蛍光回復曲線を作成し、50%回復に要した時間（half-recovery time）を導出した。 
 
４．研究成果 

（１）ウイルスゲノム輸送に関与する宿主因子のプロテオミクス解析 

遺伝子オントロジー解析の結果、感染細胞において Rab11a と近接相互作⽤する因⼦として、

"Cell surface"、"Glycoproteins"、"Cell-cell adhesion"、"Actin-cytoskeleton"、"Vesicle-mediated transport"、

"Rab GTPase binding"に関連するタンパク質群を同定した。"Rab GTPase binding"として Rab11 エ

フェクター分⼦の FIP1、FIP2、FIP5 が同定された⼀⽅で、FIP3 と FIP4 は同定されなかった（Fig. 

2-6）。これらの結果から、感染細胞において class I FIP（FIP１、FIP2、FIP5）は Rab11 エフェク

ターとして機能している可能性が⽰唆された。また、アクチン制御因子として、Rho ファミリー

を不活性化する GAP であり、Rab11a 陽性小胞上の局在が報告されている ARHGAP1 が同定され

た。 

 

（２）高速原子間力顕微鏡-共焦点顕微鏡の相関観察による budozone 形成の可視化 

Budozone の形成およびウイルス粒⼦膜の出芽は、ウイルス膜タンパク質が埋め込まれている

脂質ラフトのクラスタリングと協調して行われる。高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）に蛍光顕微

鏡が搭載された相関顕微鏡（Olympus; BIXAM）を⽤いて、budozone 形成のダイナミクスの観察

を試みた。HA-Venus および M2-mCherry を発現する COS-7 細胞に PR8 株を MOI＝10 で感染

させ、感染 12 時間後に相関顕微鏡で観察した。非感染細胞では直径 400 nm の数⼗秒で消失す

る膜ラッフルが観察された。一方で感染細胞においては、過去の TEM 観察例と類似した直径

500 nm 程度の budozone 様の突出構造が約 3 分にわたって比較的安定して観察され、HA-Venus 

および M2-mCherry と共局在した。Budozone 様構造においては、リング状の HA 染色像が M2

染色像を取り囲む様⼦が観察され、細胞膜から出芽するウイルス粒子の首部分にM2 が集積し、

粒子の切り離しを行うモデルを⽀持した。また HA のコレステロール結合ドメインに I532A、



Y533A、S534A の変異を導⼊した non-raft HA においては、突出構造および M2 との共局在が観

察されず、HA が脂質ラフトのクラスタリングを介して budozone に集積するモデルを⽀持した。 

 

（３）FRAP 解析によるアクチンフィラメントの動態解析 

Lifeact-TagGFP2 発現細胞を⽤いた FRAP 法を⾏ない、アクチンフィラメントのダイナミクス

を測定した。非感染細胞では平均 50%蛍光回復時間（mean half-recovery time）が 3.28 秒であっ

たのに対して、感染細胞においては 4.49 秒と⻑く、感染細胞ではアクチンフィラメントの動態

が安定化していることが示された。そこで次に、Sec14-homology domain を介して Rab11 陽性リ

サイクリングエンドソームに局在し、主に RhoA と Cdc42 の GAP として機能してアクチンフ

ィラメントのダイナミクスを制御する ARHGAP1 に着目し、感染細胞におけるアクチン制御機

構の詳細解明を試みた。FLAG-ARHGAP1 発現細胞に PR8 株を MOI＝10 で感染させ、感染 0、

4、8 時間後に細胞を固定し、免疫染色と FISH 法で解析を行った。ARHGAP1 と vRNA の共局

在は感染 4 時間後では ERC 周辺において、感染 8 時間後では細胞質の小胞様の点状構造で観

察された。感染 8 時間後の細胞では、細胞質の ARHGAP1 の点状構造の数が非感染細胞と比較

して増加した一方で、感染 8 時間後の FIP5 KD 細胞においては、そのような増加は見られなか

った。これらの結果から、ARHGAP1 は vRNP の輸送と協調して FIP5 依存的に細胞膜直下へと

輸送されることが示された。FRAP 法によってアクチンフィラメントのダイナミクスを解析した

ところ、コントロール細胞では感染依存的に mean half-recovery time が増加した一方で、FIP5 KD 

細胞と ARHGAP1 KD 細胞ではそのような増加は見られなかった。さらに ARHGAP1 KD 細胞

では、感染後期における HA-M2 間の PLA シグナルはコントロールの 6 割程度に減少してお

り、放出されるウイルス粒⼦の HA 充填率もコントロールの 6 割程度であった。加えて、

ARHGAP1 KD 細胞から放出されるウイルス粒⼦はコントロールよりもプロテアーゼ耐性が低

下していた。以上の結果から、ARHGAP1 は FIP5 依存的な vRNP の輸送に付随して細胞膜直下

へと到達し、アクチンフィラメントの動態を安定化して budozone 形成を促進することで、“良

質”な粒⼦形成を促進することが明らかになった。 
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