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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスのゲノムRNAは、ウイルスRNAポリメラーゼおよび核タンパク
質NPとともに、螺旋状のRNP複合体を形成する。本研究では、核内におけるRNP形成機構を明らかにすることを目
的とした。
核小体移行シグナルに変異を導入した変異体NPを用いて細胞内でRNPを再構成したところ、変異NPは螺旋状のRNP
を形成できず、転写・複製活性を持たないことを見出した。一方で、その変異NPに核小体移行シグナルを付加し
た復帰変異体NPを用いてRNPを再構成したところ、螺旋状RNPを形成し、転写・複製活性を持つことを確認した。
従って、核小体がRNP形成で重要な役割を果たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The genomic RNA of influenza virus, together with viral polymerase and the 
nucleoprotein NP, forms a helical RNP complex. The current study aimed to elucidate the mechanism of
 RNP formation within the nucleus. We reconstituted RNPs in cells using mutant NPs in which a 
mutation was introduced into the nucleolar localization signal, and found that the mutant NP could 
not form helical RNPs and had no transcription and replication activity. On the other hand, when the
 RNP was reconstituted using the reversion mutant NP to which a nucleolar localization signal was 
added, the mutant NP formed helical RNPs and was found to have transcription and replication 
activity. These findings demonstrate the significant role of the nucleolus in influenza virus RNP 
formation.

研究分野：ウイルス学

キーワード： インフルエンザウイルス　転写・複製　RNP　核小体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、インフルエンザウイルスの転写・複製を担うRNP複合体の形成において、核小体が重要な役割を担
うことを明らかにした。RNP形成の場が核小体か否かは未だ議論の余地があるが、NPが一過性に核小体に移行す
ることが必須であることを明らかにした点において、ウイルス学的に重要な意義を持つ。実際に核小体形成を阻
害する化合物により、インフルエンザウイルスの増殖を有意に阻害することができた。RNP複合体形成のメカニ
ズムをより詳細に明らかにすることで、細胞毒性のないRNP形成阻害薬の開発につながる可能性がある。

※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 
インフルエンザウイルスは、8分節にわかれた一本鎖
マイナス鎖 RNA をゲノムとして持つ。各ゲノム RNA
分節（vRNA）は、1 分子のウイルス RNA ポリメラー
ゼ（PB2・PB1・PA タンパク質から構成されるヘテロ
3量体）と、多分子のウイルス核タンパク質NPととも
に、二重らせん構造の ribonucleoprotein（RNP）複合
体を形成する。RNP複合体は、vRNAの核内移行、vRNA
の転写および複製、vRNAの核外移行、vRNAの子孫ウ
イルス粒子への取り込みに不可欠な構造体であり、ウイ
ルス増殖環において中心的な役割を担う。 
 ほとんどの RNAウイルスは感染細胞の細胞質でゲノムの転写・複製を行うが、インフルエン
ザウイルスは例外的に感染細胞の核内でゲノムの転写・複製を行う。vRNAの転写においては、
RNP複合体が核内の宿主 RNA polymerase IIに結合し、クロマチン領域でウイルスmRNAの
合成を行う。一方、vRNAの複製過程は、vRNA→cRNA (vRNAと相補的な配列を持つ RNA)→
vRNAと 2段階のステップを要し、さらに、cRNAや vRNAの伸長反応と同時に新規翻訳され
た NPの連続的な結合（すなわち、RNP複合体の形成）が進行する。 
 このように、インフルエンザウイルスの RNP複合体の形成は、vRNAの複製を通じて感染細
胞の核内で起こることが古くから知られているが、実際に RNP複合体の形成が核内のどの領域
で起こっているかに関しては全く明らかにされていない。 
 
 
２．研究の目的 
細胞の核内は、膜構造を伴わずに液-液相分離により多くのコンパートメントに分けられてお
り、ヘテロクロマチン領域、ユークロマチン領域、クロマチン間領域、核マトリックス、核小体、
PMLボディ、Cajalボディ、核スペックル、パラスペックルなど、様々な核内ドメインを含む。
しかし、インフルエンザウイルスの RNP複合体形成が感染細胞核内のどのドメインで起こるの
か、どのドメインが RNP複合体形成に重要な枠割を担うのかについては、未だ未解明のままで
ある。 
そこで本研究では、インフルエンザウイルスのゲノム RNAの転写・複製に必須の複合体であ
る RNP複合体が形成される核内の場を明らかにすることを目的とする。本研究ではこれまでの
予備データを元に、特に核小体に着目して研究を進める。核小体がインフルエンザウイルスの
RNP複合体の形成の場であることを明らかにできれば、従来のようなウイルス因子を標的とし
た抗インフルエンザ薬ではなく、核小体を標的とした新規抗インフルエンザ薬の開発へと研究
を展開することも期待される。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、核小体に着目して研究を進めることとした。インフルエンザウイルスの RNP 構成
タンパク質のうち、ウイルス RNA ポリメラーゼ（PB2・PB1・PA タンパク質）には核小体移行シ
グナル（NoLS）が存在せず、NPタンパク質にのみ核小体移行シグナル配列が存在する。 
そこで NP タンパク質の核小体
移行シグナルをアラニン置換
した「変異体 NP」を作製した。
また、その変異体 NP のアミノ
末端に核小体移行シグナルを
付加した「復帰変異体 NP」を発
現するプラスミドを作出し、比
較対象とした。 
 NP 変異体および復帰変異体 NP の局在は間接蛍光抗体法により解析した。ウイルスゲノムの転
写・複製活性は、PB2、PB1、PA 発現プラスミドおよび luciferase をコードするミニゲノムを発
現するプラスミドとともに変異体 NP/復帰変異体 NP を 293 細胞に共発現させ、24 時間後に
luciferase 活性を指標に評価した。 
 RNP の形態形成に関しては、以下のように実施する。「野生型 NP」、「変異体 NP」あるいは「復
帰変異体 NP」をウイルス RNA ポリメラーゼ（Flag-PB2・PB1・PA タンパク質）とともに哺乳類細
胞で発現させ、細胞内で RNP 複合体を再構成する。細胞を溶解後、抗 Flag 抗体を用いて再構成
された RNP 複合体に対する免疫沈降を行う。免疫沈降した産物をグリセロール密度勾配遠心法
によりフラクションに分画し、SDS-PAGE で各フラクションを確認後、RNP 複合体を含むフラクシ
ョンを精製 RNP として回収する。その後、高速原子間力顕微鏡を用いて RNP 複合体の構造を解析



し、螺旋構造形成を評価する。 
 
 
４．研究成果 
初めに、核小体移行シグナルをアラニン置換した「変異体 NP」、変異体 NP のアミノ末端に核
小体移行シグナルを付加した「復帰変異体 NP」を発現するプラスミドを作出し、それら NPの核
内局在を蛍光抗体法で解析した。その結果、「変異体 NP」は核質にのみ局在し、「復帰変異体 NP」
は野生型 NP と同様に、核質だけでなく核小体にも局在
することを確認した。 
 次に、RNP 複合体形成における NP の核小体移行の重
要性を明らかにするため、プラスミド導入法を用いて
培養細胞内で RNP 複合体を再構成後、vRNA の転写・複
製量を qRT-PCR で評価した。その結果、「変異体 NP」を
用いて再構成した RNP 複合体は転写・複製活性を持た
ず、「復帰変異体 NP」を用いて再構成した RNP 複合体
は、野生型 NP を用いて再構成した RNP 複合体と同程度
の転写・複製活性を示した。従って、核小体に移行しな
い「変異体 NP」は、正常な RNP 複合体を形成できない
可能性が示唆された。 
 次に、正常な螺旋状 RNP 複合体が形成されているか
どうかを視覚的に明らかにするため、「野生型 NP」、「変
異体 NP」あるいは「復帰変異体 NP」をウイルス RNA ポ
リメラーゼ（Flag-PB2・PB1・PA タンパク質）とともに
培養細胞で発現させ、RNP 複合体を再構成した。RNP 複
合体の精製後、高速原子間力顕微鏡法によりその構造
を解析したところ、「野生型 NP」を
用いて再構成したときには螺旋状
の RNP 複合体が確認された。しか
し、変異体 NPを用いて RNP 複合体
を再構成し、精製した RNP 複合体
の構造を解析したところ、螺旋状
の RNP 複合体は全く観察されず、
不定形の凝集体のみが観察され
た。一方で、変異体 NPに核小体移
行シグナルを不可した復帰変異体
NPを用いて RNP複合体を再構成し
た場合は、不定形の凝集体が観察
されたものの、野生型 NP と同じく
螺旋状 RNP を形成していることが
わかった。これらの結果から、NP分
子が核小体に移行することが正常
な RNP 複合体形成に必須のステッ
プと考えられた。 
最後に、宿主 RNA ポリメラーゼ I阻害薬をインフルエンザウイルス感染細胞に処理し、核小体
の機能阻害による RNP 複合体形成阻害を評価した。その結果、RNA ポリメラーゼ I阻害薬が細胞
毒性を示さない濃度において、RNP 複合体の形成が阻害されることを見出した。すなわち、NPが
核小体に移行することが RNP 複合体形成に必須のステップであること、また、正常な核小体構造
が RNP 複合体形成に重要であることを明らかにした。 
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