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研究成果の概要（和文）：本研究ではパラミクソウイルスのRNA合成におけるR2TP複合体の機能解析を行った。
R2TP複合体はパラミクソウイルスのLタンパク質と相互作用した。R2TP複合体をノックダウンしても、ムンプス
ウイルス（MuV）のゲノム複製には影響がない一方、転写が有意に亢進した。このR2TP複合体によるRNA合成制御
は、MuVの増殖と宿主の自然免疫反応からの回避に不可欠であった。R2TP複合体は麻疹ウイルス（MeV）のRNA合
成も制御していたが、MeVはR2TP複合体非存在下で宿主の自然免疫反応を回避したため、その機能は抑制的でMeV
にとって有益なものではなかった。

研究成果の概要（英文）：The regulation of paramyxovirus RNA synthesis by host proteins is poorly 
understood. Here, we identified a novel regulation mechanism of paramyxovirus RNA synthesis by the 
Hsp90 co-chaperone R2TP complex. We showed that the R2TP complex interacted with the paramyxovirus 
polymerase L protein and that silencing of the R2TP complex led to uncontrolled upregulation of 
mumps virus (MuV) gene transcription but not genome replication. Regulation by the R2TP complex was 
critical for MuV replication and evasion of host innate immune responses. The R2TP complex also 
regulated measles virus (MeV) RNA synthesis, but its function was inhibitory and not beneficial to 
MeV, as MeV evaded host innate immune responses in the absence of the R2TP complex. The 
identification of the R2TP complex as a critical host factor sheds new light on the regulation of 
paramyxovirus RNA synthesis.

研究分野：ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、パラミクソウイルスのRNA合成を制御する新たな宿主因子として、R2TP複合体を同定し、その機能
を明らかにした。さらにR2TP複合体による厳密なウイルスRNA合成の制御が宿主免疫からの回避に必須であるこ
とも示された。パラミクソウイルス感染症の治療標的の一つであるウイルスRNA合成の理解は、抗パラミクソウ
イルス薬の開発に重要な知見となる。

※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 
パラミクソウイルス科ウイルスにはムンプスウイルス(MuV)や麻疹ウイルス(MeV)、ニパウイ
ルスなどヒトや動物の重要な病原体が数多く含まれる。パラミクソウイルス感染症の中で有効
なワクチンが開発されているのはムンプス(おたふくかぜ)および麻疹のみであり、特異的な治
療法は存在しない。広範囲なパラミクソウイルスを標的とした治療法の開発は、既存の感染症の
制御だけでなく、ニパウイルスのような新興感染症、さらにはまだ出現していない未同定パラミ
クソウイルスにも対抗できると期待される。ウイルス RNA の合成過程はウイルスの増殖および
病原性を規定する重要なステップであり、パラミクソウイルス感染症の治療標的の一つと考え
られている。 
パラミクソウイルスの RNA 合成を担う RNA 合成酵素(RNA-dependent RNA polymerase: RdRp)
は酵素活性を有する L タンパク質とその補助因子である P タンパク質によって構成される。そ
の機能はさらにウイルスのアクセサリータンパク質および宿主タンパク質によって厳密に制御
される。RdRpは大別するとゲノムRNAからmRNAを合成する”Transcriptase”としての機能と、
ゲノムの完全長を複製する”Replicase”としての 2 つの機能を有する。Transcriptase は RNA
合成だけでなく、転写産物のキャッピング、キャップメチル化およびポリアデニル化に必要なす
べての酵素反応を触媒する。一方、Replicase はゲノム RNA を鋳型にアンチセンス RNA、さらに
生成されたアンチセンス RNA からゲノム RNA を合成する。抗ウイルス薬の標的を考える上で、ウ
イルス RNA 合成の詳細な分子機構、および感染過程におけるその制御機構を理解することは必
要不可欠であるが、パラミクソウイルスの RNA 合成に関する詳細な分子機構についての解析は
十分に進んでいない。その要因として、転写/複製共に L タンパク質のポリメラーゼ領域で行わ
れること、さらに鋳型となるのはどちらもゲノム RNA であることから、Transcriptase と
Replicase を区別して解析することが難しいことが挙げられる。 
ウイルスが細胞に感染し、ウイルスの遺伝情報が細胞質に放出されると、まず RdRp は
Transcriptase として mRNA を産生する。細胞内のウイルスタンパク質が一定量に達すると、RdRp
は Replicase へと転換し続いてゲノム複製が起こる。すなわち、感染細胞においてウイルスタン
パク質量およびゲノム RNA 量は転写/複製のスイッチングによる時間的制御によって合成量が調
節されている。さらに mRNA およびゲノム RNA はどちらも細胞質に形成される封入体という共通
空間で合成される。このようにパラミクソウイルス感染細胞において、転写/複製は厳密に時空
間的制御を受けていると考えられるが、その詳細な機構についても明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では代表的なパラミクソウイルスである MuV を用いて、ウイルス RNA 合成機構を分子
レベルで解析する。さらにウイルス感染細胞を用いた時空間的解析を組み合わせることで、パラ
ミクソウイルス感染における RNA 合成機構の全体像を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) MuV のポリメラーゼタンパク質と相互作用する宿主因子の探索 
MuV の RNA 合成機構を明らかにするため、MuV の Lタンパク質と相互作用する宿主因子の探索
を行なった。Lタンパク質のポリメラーゼ領域(N 末端領域)に Strep-tag を付加し、293T 細胞に
発現させた。次に Strep-Tactin を用いて、L タンパク質を精製し、相互作用する宿主タンパク
質を質量分析によって網羅的に同定した。 
 
(2) MuV 感染における R2TP 複合体の機能 
siRNA による R2TP 複合体の構成因子のノックダウンが MuV 増殖に及ぼす影響を qRT-PCR、
Immunoblotting、RNAseq 等の手法を用いて解析した。また同様の実験を別のパラミクソウイル
スである MeV 感染についても実施することで、パラミクソウイルス感染における R2TP 複合体の
役割を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) MuV のポリメラーゼタンパク質と相互作用する宿主因子の探索 
MuV の Lタンパク質のポリメラーゼ領域と相互作用する宿主因子を同定した結果、Heat shock 
protein 70 (Hsp70)や Hsp90 といったシャペロンタンパク質およびシャペロン関連タンパク質
が数多く同定された。本研究では得られた因子の中から、タンパク質複合体の形成に関与する
RuvBL1 および RuvBL2 に着目し、ウイルス RNA 合成における機能を解析した。 
 
(2) MuV 感染における R2TP 複合体の機能 



RuvBL1 および RuvBL2 は PIH1D1 および RPAP3
と共に R2TP 複合体を形成し、機能することが知
られている。免疫沈降の結果、L タンパクと
RuvBL2 を除く 3 因子との相互作用が確認され
た。そこで RuvBL1、PIH1D1 および RPAP3を siRNA
を用いてノックダウンし、ウイルス RNA 合成へ
の影響をリアルタイム PCR によって評価した。
その結果、ノックダウン細胞ではゲノム複製に
は変化が認められなかったが、ウイルス mRNA の
転写が有意に亢進した(図 1)。3因子の中で、転
写亢進効果が最も高かった RPAP3 について、さ
らなる検討を行った。RPAP3 ノックダウン細胞
におけるウイルス増殖を評価したところ、感染
48 時間後まではコントロール細胞に比べてノ
ックダウン細胞で mRNA 量およびウイルスタン
パク質の発現が亢進した。ゲノム RNA 量および
ウイルス産生量には変化が認められなかった。
一方、感染 72 時間以降ではノックダウン細胞
においてウイルス増殖抑制が認められた(図
2)。このウイルス増殖抑制の原因を明らかにす
るため、感染後 48 時間の感染細胞における宿
主の遺伝子変動を RNAseq によって網羅的に解
析したところ、コントロール細胞と比較して
RPAP3 ノックダウン細胞では有意に免疫や炎
症に関連する遺伝子の発現が亢進していた(図
3)。自然免疫抵抗能を持つセンダイウイルス
(SeV)の C タンパク質を発現させた細胞を用い
て同様のノックダウン実験を行った結果、SeV
の Cタンパク質発現細胞では、RPAP3 ノックダ
ウンによるウイルス増殖抑制が認められなか
った。以上の結果より、R2TP 複合体は L タン
パク質との相互作用を介して、ウイルス RNA の
転写/複製バランスを正確にコントロールし、
免疫応答を最小限に留めることで効率的な
MuV 増殖に寄与する宿主因子であることが明
らかになった。 
 
 興味深いことに、MeV について同様の実験を
行ったところ、MuV 感染とは異なり、RPAP3 ノ
ックダウンによってウイルス mRNA およびゲノ
ム RNA どちらも増加し、ウイルス産生も亢進し
た。この結果から、R2TP 複合体はパラミクソウ
イルスの RNA 合成を制御する宿主因子である
が、その制御機構はパラミクソウイルスごとに
異なることが示唆された。RNA の合成過程はウ
イルスの増殖および病原性を規定する重要な
ステップであり、ウイルス感染症の治療標的の
一つである。本研究で明らかにした R2TP 複合
体を介したパラミクソウイルスの RNA 合成調
節機構は、まだ治療薬のないパラミクソウイル
ス感染症の制御に向けた重要な知見になると
期待される。 
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