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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が子孫ウイルス粒子に取り込まれるには、M2が重要な
役割を担う。本研究では、M2と相互作用する宿主因子を同定し、M2の細胞内輸送機構を明らかにすること、さらに、RN
Pの細胞内輸送機構を解明することを目的とした。我々は、M2と相互作用する宿主因子GBF1を同定した。GBF1のノック
ダウンにより、ウイルス増殖能が有意に低下した。さらに、RNPのウイルス粒子内への取り込み効率に影響はなかった
が、ウイルス粒子形成が阻害されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Influenza virus M2 protein plays an important role in the packaging of influenza 
virus ribonucleoprotein complexes (RNPs) into progeny virions. Our purpose of this study is to identify 
M2-interactiong host proteins that are involved in intracellular transport of M2 proteins and RNPs. First 
we identified that GBF1 interacted with M2 protein. Down regulation of GBF1 specifically inhibited the 
virus replication. Further experiments revealed that GBF1 is responsible for assembly and virus particle 
formation, but not for intracellular transport of RNPs.

研究分野： ウイルス学

キーワード： インフルエンザ
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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 分節に分か

れたマイナス鎖 RNA をゲノムとして持つ。
この分節化ゲノムがウイルス粒子内に取り
込まれるメカニズムについては、ウイルス学
の古典的命題とされており、約半世紀もの間、
ほとんど明らかにされていなかった。申請者
はこれまでに、電子顕微鏡法を用いて、8 本
の RNP（ゲノム RNA＋ウイルス蛋白質複合
体）が規則的な配置をとってウイルス粒子内
に取り込まれることを明らかにした（Noda 
et al., Nature, 2006）。また、電子線トモグラ
フィー法により、ウイルス粒子内に取り込ま
れた RNP の立体構造を明らかにし、規則的
に並ぶ 8本のRNPが 8種類のRNA分節によ
り構成されること、また、それら 8 種類の
RNP が互いに結合して 8 本 1 セットの巨大
な複合体（multi-segmental complex）を形成
していることを明らかにした（Noda et al., 
Nat Commun, 2012）。以上の成績は、近年、
海外の研究グループによっても支持され
（Chou et al., PNAS, 2012）、「インフルエン
ザウイルス粒子は 8 種類の RNP（RNA 分節）
を 1 セット取り込む」というコンセンサスが
得られるようになった（Noda and Kawaoka, 
PNAS, 2012）。 
また、申請者らは、免疫電子顕微鏡法によ

り、ウイルス膜貫通蛋白質の 1 つである M2
が、ウイルス粒子において RNP の近傍に存
在することを明らかにした（Noda et al., Nat 
Commun, 2012）。さらに、リバースジェネテ
ィクス法を用いて、M2 の細胞質領域
（cytoplasmic tail）を 11 アミノ酸欠損させる
と、8 本 1 セットの RNP がウイルス粒子内
に取り込まれなくなり、中空のウイルス粒子
が 産 生 さ れ る こ と を 見 出 し た
（Iwatsuki-Horimoto et al., J Virol, 2006）。以
上 の 結 果 か ら 、 RNP （ multi-segmental 
complex）のウイルス粒子内への輸送あるい
は取り込みに、M2 が必須の役割を担うこと
が示された。 
 
２．研究の目的 
 
これまで、RNP がどのような経路を介して

感染細胞内を輸送され、どのようにウイルス
粒子内に取り込まれるのか（ゲノム動態）に
ついては、ほとんど明らかにされていない。
そこで申請者は、M2 に着目した。上記の成
績から、M2 が粗面小胞体からウイルス粒子
へと輸送される途中、感染細胞内の何処かで
cytoplasmic tail を介して RNP と相互作用す
ることで、RNP をウイルス粒子内へと輸送し
取り込ませるメカニズムが存在することが
予想される。そこで本研究では、M2 の細胞
内輸送機構を解明することで、RNP の細胞内

輸送機構ならびにウイルス粒子内への取り
込み機構（ゲノム動態）を明らかにすること
を目的とする。 

 
３．研究の方法 

 
初めに M2 と相互作用しうる宿主因子を質

量分析法にて同定する。約 200 種類の候補因
子それぞれに対して、siRNA を用いた発現抑
制を行う。 
発現抑制した細胞にインフルエンザウイ

ルス(A/WSN/33[H1N1])を感染させ、ウイルス
増殖を有意に抑制する宿主因子を同定する。
さらに、細胞内 ATP 量を指標に、候補因子の
発現抑制による細胞毒性の有無を確認する。 
発現抑制した細胞にウイルスを感染させ、

ウェスタンブロット法により、培養上清に放
出されるウイルス量 M2 量、ならびに NP 量
を抑制する宿主因子を同定する。 
発現抑制した細胞にウイルスを感染させ、

共焦点レーザー顕微鏡を用いて、M2 および
NP（RNP）の細胞内局在に変化を与える宿
主因子を同定する。 
上記の実験で絞り込まれた候補因子に対

して、以降の実験を行う。 
共焦点レーザー顕微鏡を用いて、候補因子

と M2 が共局在することを確認する。また、
候補因子と M2 が相互作用することを、免疫
沈降法により確認する。 
発現抑制した細胞にウイルスを感染させ、

超薄切片を作製し、ウイルス粒子（ウイルス
粒子内 RNP）の電子顕微鏡解析を行う。  
上記の実験結果から、RNP の細胞内輸送あ

るいはウイルス粒子内への取り込みに特異
的に関与する宿主因子を同定する。 
次いで、M2 を介したゲノム動態阻害であ

ることの確認を行う。上記実験で同定した宿
主因子を発現抑制した細胞に、M2 あるいは
NP を単独で一過性に発現させる。 
共焦点レーザー顕微鏡を用いて、M2 の細

胞内局在に影響を与えるが、NP には影響を
与えないことを確認する。 
免疫沈降法により、候補因子と M2 は共沈

降するが、候補因子と NP は共沈降しないこ
とを確認する。 
上記の実験において、NP に直接作用しゲ

ノム動態を阻害する宿主因子が見つかった
場合、想定（M2 を介したゲノム動態の阻害）
とは異なるが、ゲノム動態を阻害する宿主因
子として解析を続ける。 
本実験では、RNP の細胞内動態に影響を与

えないが、M2 の細胞内動態あるいはウイル
ス粒子形成・出芽能に影響を与える宿主因子
が多数同定されることが予想される。その場
合、申請者がこれまでに進めてきたウイルス
アセンブリー・粒子形成機構の解析（Nature,  



2006: PLoS Pathog, 2006: Cell host 
Microb, 2008: Nature Commun, 2012 等）を
発展させることができると考えられるため、
RNP の細胞内動態の解析のみに固執せず、そ
れらの宿主因子についても解析を行い、ウイ
ルス粒子形成機構に関わる宿主因子の同定
とその機能解析を行う。 

 
４．研究成果 
 
初めに、M2 を哺乳類細胞に発現させ、M2

と相互作用しうる665種類の宿主因子を質量
分析法にて同定した。さらに、これらの宿主
因子の中から、細胞質に存在し、かつ、細胞
内輸送に関与しうる約200種類の宿主因子に
着目し、解析対象とした。約 200 種類の候補
因子の中から、ウイルス増殖を有意に抑制す
る宿主因子をスクリーニングした。これらの
中から、Golgi Brefeldin A Resistant Guanine 
Nucleotide Exchange Factor 1 (GBF1)に着目
した。 
免疫沈降法により M2 と GBF1 が共沈する

ことを確認した。また、siRNA により GBF1
をノックダウンした場合に細胞毒性を示さ
ないことが確認された。GBF1 のノックダウ
ンによりウイルス増殖環のどのステップが
抑制されているかを明らかにするため、ポリ
メラーゼアッセイ、PB2 ノックアウトインフ
ルエンザウイルスを用いた１次転写アッセ
イ、HA VLP 形成アッセイ、M1 VLP 形成ア
ッセイ、vRNA incorporation アッセイ、NP 
incorporationアッセイを実施した。その結果、
GBF1 のノックダウンにより、VLP 形成効率
が顕著に減少することが明らかになった。NP
の細胞内局在やウイルス粒子への取り込み
効率に変化は認められなかった。これらの結
果から、M2 と GBF1 の相互作用は、RNP の
細胞内輸送には関わらないが、アセンブリ
ー・ウイルス粒子形成・出芽に重要であるこ
とが示唆された。 
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