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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染症は科学技術が進歩した現代でも人類最大の脅威の一つであり、2009年に世間
を震撼させた新型インフルエンザパンデミックは記憶に新しい。我々はイメージングを用いたシグナル伝達研究の過程
で、エンドゾームにおいてRasと結合したPI3Kが、エンドサイトーシス制御に重要な役割を担うことを明らかにした。
本研究では、Ras-PI3Kシグナルがインフルエンザウイルス感染に重要なこと、また細胞内カルシウムがインフルエンザ
ウイルス感染過程を制御するキーとなる分子であることを明らかにした。これらの成果の応用による宿主細胞因子を標
的とする新概念のウイルス感染抑制法確立も期待される。

研究成果の概要（英文）：Virus infections are one of the largest threats of humanity in modern society with
 scientific and technological advances, of which the H1N1 pandemic in 2009 would be a practical example. W
e have previously reported that PI3K bound to and activated by Ras plays a crucial role in the regulation 
of endocytosis by deciphering the signal transduction pathways with the best use of fluorescence bioimagin
g techniques.
In this study, we found that Ras-PI3K signaling is required for influenza virus infection, and identified 
intracellular calcium as a key molecule to regulate a series of influenza virus infection processes. It mi
ght also be expected to lead to a new concept of antivirus therapeutics through application of these resul
ts.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
新興・再興感染症は生命科学研究の大きなテ
ーマであり、インフルエンザパンデミック等
保健医療問題のみならず社会経済的にも対
策を要する事例は多い。例えば、2009 年に北
中米から発した豚由来 H1N1 インフルエンザ
ウイルスの感染拡大は世界中 210 以上の国と
地域で 18,000 人以上の死者を出し、大きな社
会問題となった。幸い H1N1 の病原性は当初
の懸念ほどは高くなかったが、変異の早い
RNA ウイルスの場合、早い段階かつ高い確率
での病原性変化も否定できない。またこの変
異の早さは耐性株出現という治療上の問題
点にも直結する。ウイルス構成成分を標的と
するワクチンや現行の抗インフルエンザ薬
も例外ではなく、WHO により数百のオセル
タミビル（タミフル）耐性 H1N1 株感染例が
報告されている。一方、ウイルス感染に必要
な宿主側因子を標的とする治療は、亜型によ
らない効果が期待される理想的方法論であ
る。実際、インフルエンザ感染関連宿主因子
同定を目指すゲノムワイドスクリーニング
の報告が最近の一流誌をにぎわしていた。 
膜融合を介して感染するウイルスを除くと、
多くのウイルスはエンドサイトーシスによ
り細胞に取込まれるため、実験レベルでは非
特異的エンドサイトーシス阻害によるウイ
スル感染抑制効果が証明されている。しかし、
エンドサイトーシスは多くの生理的機能を
担う重要な生命現象であり、阻害が有効なの
は細胞レベルに限定され、実臨床での応用は
不可能である。ウイルス感染特異的なエンド
サイトーシス調節のメカニズムは今のとこ
ろ解明されておらず、その究明は新たなウイ
ルス感染対策基盤確立の要である。 

２．研究の目的 
我々はこれまで、蛍光蛋白質とバイオイメー
ジング手法を用いた Ras ファミリーG 蛋白質
研究に従事し、シグナル伝達が細胞内の「い
つ・どこ」で生じるかという時空間的制御の
重要性を明らかにしてきた。また、エンドゾ
ーム上のシグナル伝達因子複合体形成が、遺
伝性転写制御の特異性と強度を決定するこ
とも明らかにし、シグナル伝達制御における
エンドゾームの重要性に注目してきた。 
また我々は、Ras とその標的分子 PI3K 
(phosphoinositide 3-kinase) がエンドゾームで
特異的に結合していることを発見し、この結
合がエンドゾームの形成と成熟化を制御し
ていることを見出した。本研究では、Ras-PI3K
によるエンドサイトーシス制御を起点に、ウ
イルス感染時に活性化されるシグナル伝達
ネットワークの全貌を明らかにすることを
目的に研究を行った。また得られた成果を元
に、将来的な新しいウイルス感染対策法の基
盤確立を目指した。 

３．研究の方法 
PI3Kγ および PIP5K のノックアウトマウスの
胎児から線維芽細胞を採取した。各種培養細

胞は周知の方法にて培養、維持した。 
各種発現ベクターは譲受、ないし遺伝子工学
的手法を用いて構築した。エンドサイトーシ
ス能は蛍光標識デキストランおよびトラン
スフェリンを用い、細胞内の蛍光強度および
下流数を、画像データから解析ソフトを用い
て定量化し検討した。 
インフルエンザウイルスとして、A/Puerto 
Rico/8/34 (H1N1; PR8) および A/Aichi2/68 
(H3N2; Aichi)を用い、ウイルス感染価はプラ
ークアッセイで評価した。細胞内取込と複製
は、それぞれ感染後 1 時間と 4 時間後に細胞
を固定し、ウイルス粒子の構成タンパク質お
よび複製後発現したウイルスタンパク質に
対する特異的抗体を用いて染色、評価した。 
細胞内シグナル伝達経路の解析には蛍光バ
イオイメージングおよび生化学的手法の両
者を用い、比較しながら検討した。 

４．研究成果 
(1) Ras-PI3K シグナルによるエンドサイトー
シスとインフルエンザウイルス感染制御 
① Ras-PI3K によるクラスリン非依存性エン
ドサイトーシスの制御 
Ras による PI3K 活性化のエンドサイトーシ
スにおける重要性を確認するため、PI3Kγ 欠
損（Pik3cg-/-）マウス線維芽細胞（mouse 
embryonic fibroblast, MEF）を樹立した。また
ここに野生型と Ras との結合能を欠く変異体
（K251E）を相補した細胞を準備した。これ
らの細胞におけるエンドサイトーシス能を、
蛍光標識デキストラン（クラスリン非依存
性）おおびトランスフェリン（クラスリン依
存性）を用いて評価した。デキストランの取
込みはPI3K阻害薬LY294002処理した細胞と
PI3K 欠損 MEF で低下した（図 1）。この抑制
は野生型の PI3K 発現で解除されたが、K251E
変異体の発現では解除されなかった。一方ト
ランスフェリンの取込にはいずれの細胞に
おいても有意な差は認められなかった。以上
より、Ras による PI3K 活性化がクラスリン非
依存性エンドサイトーシス制御に重要であ
ることが示唆された。 

 
図 1 クラスリン非依存性（A）と依存性（B）
エンドサイトーシスの評価。 

② Ras-PI3K によるインフルエンザウイルス
感染制御 
次に、Ras-PI3K シグナルがインフルエンザウ
イルス感染において機能しているか否かを
検討するため、上記細胞群を用いて MDCK
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プラークアッセイを行った。その結果 PR8 株
の感染は、PI3K 阻害薬処理と PI3K 欠損細胞
で抑制された（図 2）。また、PI3K 欠損は野
生型 PI3K で相補され、変異型 PI3K では相補
されなかった。また、H3N2 亜型である Aichi
株を用いた場合も同様の結果であった。この
結果よりインフルエンザウイルス感染に
Ras-PI3K の結合による PI3K 活性化が必要で
あることが明らかになった。またこの経路は、
少なくとも複数の亜型が利用していること
も解った。さらに、感染の抑制パターンはク
ラスリン非依存性エンドサイトーシス抑制
パターンと一致していることから、少なくと
も H1N1 および H3N2 タイプのウイルス粒子
はクラスリン非依存性エンドサイトーシス
を介して細胞内に取り込まれることも示唆
された。 

 
図 2 H1N1（A）と H3H2（B）の感染価 

③ Ras-PI3K によるウイルス粒子取込制御 
実際に、インフルエンザウイルス粒子の取込
を定量化したところ、上記と同じ抑制パター
ンでウイルス粒子の取込が阻害されている
ことが解った。また、インフルエンザウイル
スはデキストランの取込、すなわちクラスリ
ン非依存性エンドサイトーシスを活性化す
ることも判明した。さらに、インフルエンザ
ウイルス感染過程の早期において、Ras が活
性化すること、優勢劣性変異型 Ras がインフ
ルエンザウイルス感染を抑制することも確
認できた。以上の結果をうけ、次にウイルス
粒子取込過程に実際に Ras-PI3K シグナルが
関与しているか否かを検討した。 
野生型の MEF に YFP-H-Ras と CFP-AktPH を
発現させ、PR8 を感染後 1 時間で細胞を固定
し、ウイルスタンパク質 NP に対する抗体を
用いて免疫染色を行うことにより、ウイルス
粒子、Ras、PI3K の活性を同時に可視化した。
その結果、NP で描出された取込過程にある
ウイルス粒子の局在に一致して、Ras が局在
し、かつ PH の集積が認められた（図 3）。ま
たこの位置は Rab5 陽性、Rab7 陰性であるこ
とから、早期エンドゾームであることが確認
できた。また Ras 優勢劣性変異型の発現は三
者の局在を低下させることから、Ras の活性
化もこれらの現象に重要であるといえる。 

(2) インフルエンザウイルス取り込みを制御
するシグナル伝達ネットワーク 
① 細胞内 Ca2+によるインフルエンザウイル
ス感染と粒子とり込み制御 

 
図 3 ウイルス粒子と各シグナル因子の局在 

(3) インフルエンザウイルス取り込みを制御
するシグナル伝達ネットワーク 
① 細胞内 Ca2+によるインフルエンザウイル
ス感染と粒子とり込み制御 
次に、インフルエンザウイルス感染時に
Ras-PI3K シグナルを活性化する分子メカニ
ズムを探索した。Ras を活性化する因子とし
てチロシンリン酸化と細胞内Ca2+が知られて
いる。細胞内チロシンリン酸化レベルにはウ
イルス感染前後で有意な差はなかった。一方、
FRET バイオセンサーを用いて Ca2+シグナル
を観察したところ、ウイルス感染により一過
性の細胞内 Ca2+の上昇が認められた（図 4）。
細胞内Ca2+のキレートによりウイルス感染依
存的な Ras 活性化が消失することから Ca2+が
インフルエンザウイルスによる Ras 活性化を
媒介することが明らかになった。 

 
図 4 ウイルス感染時（PR8）および非感染
時の細胞内 Ca2+動態。赤が Ca2+濃度の高いと
ころ、青が低いところを示す。 

② Rho ファミリータンパク質によるウイル
ス粒子取込制御 
次に、実際に細胞内 Ca2+がインフルエンザウ
イルス感染時に機能しているか否かを、プラ
ークアッセイとウイルス粒子の細胞内取込
で確認した。予想通りにカルシウム阻害薬に
より両者を抑制することが確認できた。一方、
予想に反してその抑制効果は、PI3K 阻害薬の
効果より大きいものであった（図 5）。以上の
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結果から細胞内Ca2+がウイスル感染に重要で
あることと同時に、Ras-PI3K シグナル以外の
下流因子の存在が示唆された。実際に細胞内
カルシウムは、クラスリン非依存性に加えて
クラスリン依存性えんどサイトーシスも制
御可能であった。 

   A      B 

   
図 5 カルシウム阻害薬によるインフルエン
ザウイルス感染（A）と粒子取込（B）の抑制 

そこで、カルシウムシグナルとエンドサイト
ーシスの双方に関連する分子としてRhoファ
ミリーG タンパク質に着目して研究を進めた。
Rho ファミリータンパク質のうち、RhoA と
Rac1 によりウイルス感染価が変化したが
Cdc42 では変化が見られなかった。また、カ
ルシウム阻害薬によりウイルス感染時の両
者の活性化は抑制された。一方で Ras の優勢
劣性型変異体の発現は Rac1 の活性化のみ抑
制した。以上の結果より Rac1 はウイルス感
染時に Ras の下流で、RhoA は Ras の上流な
いし独立経路で機能することが示唆された。 
RhoA とカルシウムシグナルの関係を詳細に
調べる過程で、予想外の結果に遭遇した。そ
れは RhoA が細胞内カルシウム濃度上昇を惹
起することである。野生型の RhoA の発現は
非刺激時における自発性のカルシウム発火
を誘導した（図 6）。この作用は Rac1 および
Cdc42 には見られなかった。したがって RhoA
はカルシウムの下流のみならず上流でも機
能することが示唆された。 

 
図 6 RhoA（左）による細胞内カルシウムの
自発的発火 

③ インフルエンザウイルス取込を制御する
シグナルネットワーク 
最後に RhoA による細胞内カルシウム濃度上
昇メカニズムを探索した。その結果、RhoA
の標的因子の一つ ROCK がキナーゼ活性非
依存的にこの経路に関与することが示され、
ROCKが従前報告されていない機能を有して
おり、それが本経路で重要であることが示唆
された。実際に ROCK はアダプター分子とし
て PIP5K をリクルートし、PLC を活性化する

こと、これによりカルシウムが誘導されるこ
とが、PIP5K 欠損 MEF や PLC の阻害薬を用
いた実験から明らかとなった。 
本研究によって、Ras-PI3K シグナルの解析を
足がかりに、インフルエンザウイルス感染時
に起動し、その粒子取込を制御するシグナル
伝達ネットワークの一端を紐解くことがで
きた（図 7）。今後、これらの成果を元にイン
フルエンザウイルスによる細胞内カルシウ
ム上昇の分子メカニズムの探求と Ras-PI3K
シグナルによるエンドサイトーシス制御の
分子メカニズムの両方向からさらなる研究
の発展を目指したい。 

 
図 7 インフルエンザウイルス感染時に発動
するシグナル伝達ネットワーク 
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