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研究成果の概要（和文）：エボラウイルス粒子の宿主細胞への取込みにおいて、アクチン再構成

に関与する種々の宿主因子が関与することが明らかになった。また、ウイルス粒子の取込みに

伴ってメンブランラッフリングの形成が認められたことから、上記のアクチン関連因子の活性

化を介してウイルス粒子が取込まれることが判明した。 
 
研究成果の概要（英文）：We characterized the multiple host factors involved in actin 
reorganization play roles in the internalization of Ebolavirus viral particles. We also 
found that the internalization of viral particles was associated with actin-dependent 
membrane  ruffling,  suggesting  that  Ebolavirus  particles  are  internalized  in  the 
identified host factors-dependent manner. 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１．研究開始当初の背景 
エボラウイルス感染は重篤な出血熱を惹

起しその致死率は極めて高い。現在エボラウ
イルス集団感染の勃発はアフリカに限定さ
れているものの、昨今の世界的な交通網の発
達により将来的に我が国において生じる可
能性は否定できない。エボラウイルスは早急
に制圧されなくてはならない世界的な感染
症の一つであるにも関わらず、現時点におい
ては有効な予防、治療法は確立されていない。
宿主細胞への侵入過程は、ウイルス感染にお
いて鍵となる重要なステップであり、抗ウイ
ルス薬の標的の一つとなりうる。ウイルスの

多くはその増殖の場となる宿主細に侵入す
る際に、様々なエンドサイトーシス経路を利
用することが知られているが、エボラウイル
スの侵入機構の詳細についてはほとんど理
解されていなかった。これに対し、研究代表
者はエボラウイルス粒子がマクロピノサイ
トーシス経路を介して宿主細胞に取り込ま
れることを明らかにした。 
 

２．研究の目的 
 これまでの研究代表者の成果をふまえ、本
研究ではエボラウイルスの侵入機構の詳細を
明らかにする目的で解析を行った。ウイルス
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の侵入において、種々の細胞内因子が重要な
役割を示すことが示唆されているが、エボラ
ウイルス侵入に関与する宿主因子についての
報告はほとんどない。そこで、本研究におい
ては、エボラウイルス侵入の際に関与する宿
主因子の同定を試みた。 
 
３．研究の方法 
  これまでの研究成果から、エボラウイルス
粒子がマクロピノサイトーシス経路を介して
宿主細胞に取り込まれることを明らかにした。
現時点において、上皮細胞増殖因子(EGF)によ
って誘導されるマクロピノサイトーシス経路
において活性化される複数の細胞内情報伝達
因子が同定されており、EGFを処理した細胞で
は、これらの因子の活性化を介して下流へと
シグナルが伝達し、それに引き続いてアクチ
ン再構成が誘導され、最終的に細胞辺縁部の
アクチンに富んだ構造（ラッフリング)が生じ
ることが報告されている。そこで、本研究に
おいてはエボラウイルス侵入におけるこれら
の因子の役割を以下に示す可視化システムを
用いて検証した。              
第一に、ヒト胎性腎組織由来HEK293T細胞に

エボラウイルスのマトリックスタンパク質
VP40、糖タンパク質GP、核タンパク質NPを一
時的に発現させ、培養上清中に放出されるエ
ボラウイルス様粒子(VLP)を精製した。精製し
たVLPをlipophilicトレーサーであるDiIを用
いて蛍光標識した。なお、VLPへの各種エボラ
ウイルスタンパク質の取り込み、またはVLP
が生来のエボラウイルス粒子と同様の形態を
有するか否かを、それぞれウェスタンブロッ
ト、電子顕微鏡(ネガティブ染色)によって確
認した。  
サル腎臓上皮細胞由来Vero-E6細胞株をガ

ラスボトムプレート上に生育させ、標識した
VLPを30分間室温で吸着させた。未吸着のVLP
を洗浄により除去した後、37℃でインキュベ
ートすることでVLPを細胞に取り込ませ、共焦
点レーザー顕微鏡を用いて取込み効率を解析
した。 
VLPの取込みにおける各種宿主因子の役割

を以下の方法を用いて検証した。標的とする
宿主因子に対するドミナントネガティブ体ま
たはsiRNAをVero-E6細胞に導入した。また、
特異的阻害剤を処理し、ウイルス粒子の取込
みに与える影響についても検討を行った。
siRNAを導入することによる特定の宿主因子
のノックダウン、あるいはドミナントネガテ
ィブ体の強制発現や阻害剤処理による宿主因
子の活性化の抑制については、各種因子特異
的な抗体を用いたウェスタンブロット法およ
び免疫染色法を用いて、あるいはマクロピノ
サイーシスの指標となる蛍光標識したデキス
トランMw10,000の取り込みに対する影響によ
って検証した。 

 
４．研究成果 
(1)エボラウイルス粒子の宿主細胞への
取込み過程に関与する宿主因子の同定 
  エボラウイルス粒子の取込みに関与する
宿主因子の候補として以下の4種を選択した。
すなわち、アクチン重合およびマクロピノサ
イトーシスの誘導に関与することで知られ
ているRhoファミリー低分子量Gタンパク質
で あ る Ras-related  C3  botulinum  toxin 
substrate 1 )  RAC1 お よ び Cell  division 
control protein 42 homolog (Cdc42),下流
因 子 で あ る   p21-activating  kinases 
(Pak1),Protein kinase C (PKC)である。こ
れらの因子のウイルス粒子の取込みにおけ
る役割を検証する目的で以下の解析を行っ
た。Rac1についてはドミナントネガティブ体
(dnRac1)の発現(図1-A)、Cdc42およびPak1に
ついてはsiRNAによるノックダウン(図1-B)、
PKC に つ い て は 特 異 的 阻 害 剤 で あ る
Staurosporin 処 理 ( 図 1-C) を そ れ ぞ れ
Vero-E6細胞に施し、VLPの取込みに与える影
響を検証した。 その結果、いずれの場合に
おいても、VLPの取込みが対象と比較して抑
制されることが明らかとなった(図1)。 

 
(2) エボラウイルス粒子の取込みに伴う
ラッフリング形成の確認 
  (1)の結果より、VLPの取込みにおいてアク
チン再構成に関与する各種因子が活性化さ
れる可能性が示された。そこで、Vero-E6細
胞にeGFPを融合させたアクチンタンパク質
(eGFP-actin)を発現させ、この細胞にVLPを
取り込ませた際のアクチンのダイナミクス
を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。その結
果、VLPの取込みに伴い、細胞辺縁部にラッ
フリングが形成されることが示された(図2)。 



 
以上の結果から、エボラウイルス粒子の取

込みにおける分子機構として、ウイルス粒子
が細胞膜上の受容体に結合することでこれ
らの各種宿主因子が活性化され、これに引き
続いてアクチン再構成およびマクロピノサ
イトーシスが誘導され、ウイルス粒子が効率
良く細胞内へ取り込まれる可能性が示され
た(図3)。なお、上記の結果を含む一連の研
究成果はPLoS Pathogens誌に掲載された。 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