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研究成果の概要（和文）：オートファジー(ATG)遺伝子に対するドミナントネガティブ変異体発

現、又は ATG 遺伝子欠損が、種々のウイルス様粒子の細胞外への産生を負に制御することを

明らかにした。また、細胞内における各種ウイルス蛋白質陽性構造体にはオートファゴソーム

マーカーである LC3 が一部共局在することを確認した。これらの結果は、オートファジーが非

エンベロープウイルス放出に何らかの役割を持っていることを示している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified that dominant negative expression or 
gene disruption of autophagy (ATG) genes negatively regulates the viral like particle 
production from the cells. We also confirmed that several viral protein positive 
compartments are co-localizes with LC3s, markers for autophagosome. These results 
suggest that the cellular autophagy pathway are involved in the virus particle release in 
infected cells. 
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１．研究開始当初の背景
  細胞質でアセンブリする RNA 非エンベ
ロープウイルスの多くは、感染後期過程に宿
主細胞内膜系を大規模に再構築し、ウイルス
粒子複製の場（ウイルスファクトリー又は複
製オルガネラと呼ばれる）を創出し効率よく
複製する。その後、ウイルス粒子は細胞内膜
輸送系を介して、細胞障害を伴わずに、細胞
外へ効率良く放出されると考えられている。
これまでのウイルス複製オルガネラの解析
は、主に電子顕微鏡観察に由来するもので、
その特徴や形成の分子メカニズムは未だ多
くの謎に包まれている。近年、ピコルナウイ
ルスやロタウイルスを材料に用いた解析に
より、感染時に見られる複製オルガネラは、

宿主細胞のオートファゴソームと類似した
構造物であるというモデルが提唱された。そ
のモデルは、扁平の脂質２重膜がウイルス粒
子を含む細胞質分画を隔離膜で覆い、内容物
をリソソームへ輸送する代わりに、細胞外へ
放出するというものであるが、その詳細に関
しては不明な点が多い。一方、最近、ピコル
ナウイルスの複製複合体は、細胞側の
ERGIC (ER- Golgi Intermediate 
Compartment) という構造体に由来する可
能性が示された。オートファゴソームが ER
膜に由来するという最近の知見と合わせて
考えると、大変興味深い報告であるといえる。

２．研究の目的

機関番号：１４４０１ 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2011～2012   

課題番号：２３７９０５０３ 

研究課題名 細胞内膜輸送系を介した非エンベロープウイルスの細胞外への放出 

研究課題名 Non-enveloped virus release by intracellular membrane trafficking  

研究代表者 

森田 英嗣（MORITA EIJI） 

  大阪大学・微生物病研究所・特任准教授

研究者番号：７０３４４６５３ 



 上記の背景をもとに、本研究は RNA 非エ
ンベロープウイルスの複製にかかわる細胞
側因子を同定し、その分子メカニズムを明ら
かにすることを目的とした。主にロタウイル
スを材料に用い、細胞質でアッセンブリする
非エンベロープウイルスがどのように細胞
内膜輸送系を利用し細胞外へ放出されるの
か、オートファジーの機能を足がかりにその
分子メカニズムを解析した。また、エンベロ
ープウイルスであるフラビウイルスも対照
として材料に用い、ウイルス増殖におけるオ
ートファジーの役割の普遍性について検討
した。

３．研究の方法
(1) ロタウイルス様粒子(VLP)産生系の確立 
293T細胞にロタウイルス VP1、VP2、VP3、VP4、
VP6、VP7 発現ベクターをトランスフェクショ
ン後 48 時間後に培養上清を回収し、遠心分
離後、沈殿に含まれるウイルス蛋白質をウエ
スタンブロット法、又はネガティブ染色によ
る電子顕微鏡観察にて VLPの放出を確認した。 

(2) 免疫蛍光顕微鏡観察および、免疫電子顕
微鏡観察による、ウイルス蛋白質の細胞内局
在 
ロタウイルスを MA104 感染に感染させ、細胞
を化学固定し、超薄切片を調整後、抗ロタウ
イルス抗体と、小胞体マーカーである抗 PDI
抗体との二重染色を行った。それぞれの抗体
を金コロイド標識した二次抗体に反応させ
電子顕微鏡により検出した。また、ロタウイ
ルスを感染させた MA103 細胞、フラビウイル
スを感染させた Vero 細胞、あるいは myc-tag
を fusion させた各種ウイルス蛋白質を発現
させた HeLa 細胞を用いて、抗 myc-tag 抗体
あるいは抗ウイルスタンパク質抗体と蛍光
標識二次抗体を用いて、それぞれのウイルス
蛋白質の細胞内局在を蛍光顕微鏡にて観察
した。 

(3) VLP の放出における各種ドミナントネガ
ティブ変異体発現の影響 
オートファジー遺伝子ATGの一つであるULK1
の優勢変異体、または Multivesicular Body
形成に必要な VPS4A の優勢変異体を発現する
プラスミドと、ロタウイルス VLP を発現する
プラスミドを 293T 細胞に同時にトランスフ
ェクションし、48 時間後に培養上清を回収し、
ウエスタンブロット法にて上清に放出され
る VLP を検出した。 

(4) フラビウイルス増殖におけるオートフ
ァジーの役割 
フラビウイルスである日本脳炎ウイルス及
びデングウイルスを各種 ATG遺伝子ノックア
ウトマウス由来の繊維芽細胞に M.O.I=0.1 で

感染させ、経時毎に培養上清を回収し、上清
中に含まれるフラビウイルスの量をウエス
タンブロット法、またはフォーカスフォーミ
ングアッセイにて検出した。 

４．研究成果 
(1) ロタウイルス VLP 産生系の確立 
ロタウイルス VP1、VP2、VP3、VP4、VP6、VP7
発現ベクターを 293T 細胞にトランスフェク
ション後 48時間後に培養上清を回収すると、
多くのロタウイルス蛋白質がウエスタンブ
ロット法によって培養上清中に検出された
(図２レーン１)。また、上清を遠心分離した
後、沈殿画分を電子顕微鏡にて観察すると、
ロタウイルス粒子と酷似した球形の構造物
が多数検出された(図１)。これは、発現させ
たウイルス蛋白質が細胞内でアセンブリし、
細胞外へ放出されたことを示している。この
とき、細胞障害活性が見られなかったことか
ら、細胞膜が破壊されることなくウイルス様
粒子(VLP)を大量に産生する機構が存在する
ことを意味している。この結果は、非エンベ
ロープウイルスは、従来想定されていた細胞
膜を破壊して細胞外出るわけではなく、何ら
かの膜形態変化を伴う細胞側の機構により
能動的に細胞外へ放出されていることを示
すものである。 

図１ロタウイルス様粒子の産生と精製 

(2) ロタウイルスVLP放出にはオートファジ
ー因子が関与している 
ロタウイルス様粒子産生系を用い、VLP の放
出が細胞質画分を生体膜で隔離する働きが
あるオートファジー経路を介しているかど
うかについて、ドミナントネガティブ変異体
を用いて解析した。ATG4B プロテアーゼの活
性中心のシステイン残基をセリンに置換し
た変異体又は、ATG1 複合体のサブユニットで
ある ULK1 プロテインキナーゼの活性中心に



変異を導入したものをオートファジーのド
ミナントネガティブ変異体として用いた。ま
た、コントロールとして ESCRT 経路を阻害す
る VPS4A AAA-ATPase の活性中心変異体を用
いて実験を行った。その結果、VPS4A 変異体
発現細胞では、VLP の放出はエンプティーベ
クターコントロールと比べ低下することは
なかったが、ULK1 の優勢変異体発現によって
VLP の放出が著しく低下していることがわか
った(図２レーン３)。これは、ESCRT 経路で
はなくオートファジー経路が非エンベロー
プウイルス VLP放出に何らかの役割を持って
いる可能性を示している。 

図２ ロタウイルス VLP産生系における各種
ドミナントネガティブ変異体発現の影響 

(3) ロタウイルスは細胞内にてオートファ
ゴソームと共局在している 
次に、オートファゴソーム形成が直接ウイル
ス複製に関与しているか調べるために、免疫
蛍光顕微鏡観察および、免疫電子顕微鏡観察
に よ り 、 細 胞 内 小 胞 体 (Endoplasmic 
Reticulum: ER) 近傍に形成されるウイル
ス抗原陽性の新規構造体がオートファゴソ
ームマーカーの一つである LC3、または ER マ
ーカーである PDI と共局在するか調べた。そ
の結果、ウイルス蛋白質陽性構造体は細胞膜

に近い領域で LC3または PDI と共局在するこ
とが明らかとなった(図３)。この結果は、ウ
イルス隔離膜が ER 由来であり、且つ、オー
トファゴソーム類似膜である可能性を示唆
している。 

(4)フラビウイルスの増殖におけるオートフ
ァジー因子の役割 
 ウイルス感染におけるオートファジーの
普遍的な役割を調べるために、様々なウイル
ス種を用いて、オートファジー経路が重要か
どうか調べた。まずこれまでにオートファジ
ー経路との相互作用が報告されているフラ
ビウイルスに着目して解析を行った。各種
ATG KO マウス由来 MEF に日本脳炎ウイルス
(JEV)を感染させてウイルスの増殖を調べた。
その結果、ATG3-/-、ATG5-/-、ATG9L1-/-、
ATG7-/-、ATG14L-/-、ATG16L1-/-、Beclin-/-
細胞を用いた場合、野生型と比較してウイル
ス増殖能に変化が認められなかったのに対
し、FIP200-/-、p62-/-細胞を用いた場合で
は著しいウイルス価の低下が確認された。こ
れらの結果から、オートファジー機構のウイ
ルス感染への役割はウイルスのエンベロー
プの有無により大きくことなり、また特定の
ウイルス種の増殖においては、オートファジ
ーによるバルク分解機構は必要ではなく、む
しろ、まだ明らかになっていない各種 ATG 因
子の新た機能が深く関与している可能性が
示された。 

(5) ウイルス感染によって誘導されるオー
トファゴソーム様構造体 
さらに、デングウイルスを各種 ATG 欠損細胞
に感染させ、オートファゴソームマーカーで
ある LC3輝点形成を検出したところ、ATG3-/-、 
ATG5-/-、ATG7-/-、ATG16L1-/-細胞では、輝
点の形成が確認されなかったのに対し、
ATG9L1-/-、ATG14L-/-、Beclin-/-、FIP200-/-、
p62-/-細胞では野生型細胞とほぼ同等に輝
点が形成された。この結果は、ウイルス感染
によって誘導される LC3 陽性構造物は、飢餓
状態で誘導されるコンベンショナルなオー
トファゴソームとは同一のものではない可
能性が示唆される。今後、この構造物につい
て詳細に解析することによって、ウイルス増
殖におけるオートファジー誘導の詳細な分
子機構が明らかになると期待される。 
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