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研究成果の概要（和文）：我々はインフルエンザウイルスの細胞内侵入に細胞内カルシウム濃度の上昇が重要であるこ
とを報告しているが、その機構は未知であった。そこで本研究ではウイルス感染時の細胞内カルシウムダイナミクスを
詳細に解析し、その解明を目指した。高速イメージングを用いた観察の結果、ウイルス吸着部位の付近でカルシウム上
昇が生じることが明らかとなった。さらに、インフルエンザウイルスタンパク質と結合する細胞膜局在タンパク質のな
かで、細胞内カルシウム濃度の制御に関与する膜タンパク質を同定した。この膜タンパク質はウイルス感染にも関与し
たことから、インフルエンザウイルス感染に鍵となる受容体タンパク質であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We have reported that Ras-PI3K signaling mediates endocytosis, and influenza 
viruses exploit this pathway to expedite their efficient incorporation into cells. Moreover, calcium 
signaling, triggered by the viruses, has been identified as an upstream regulator of Ras-PI3K signaling. 
In this study, we explored in detail the mechanism by which calcium signaling is activated upon the viral 
infection. First, we performed high-speed imaging experiments with fluorescently labeled virus particles 
to gain further insight into the spatiotemporal dynamics of Ca2+ responses upon virus entry. Immediately 
after infection, localized and modest Ca2+ elevations, prior to the aforementioned robust Ca2+ release 
from endoplasmic reticulum, were detected in the regions where the labeled particles were adsorbed. 
Moreover, we identified the membrane protein, which is involved in the Ca2+ elevation by the viruses.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
これまで我々は蛍光イメージングを用い
て細胞内シグナル伝達を研究してきた。こ
れまでに低分子量 GTP 結合型タンパク質
Ras とその標的因子 PI3K がエンドゾーム
からシグナルを発信することがエンドサ
イトーシス制御に重要であることを報告
している。この研究の過程で、インフルエ
ンザウイルスが細胞内のカルシウムを動
員して Ras-PI3K シグナルを活性化し、エ
ンドサイトーシスを亢進すること、および
亢進したエンドサイトーシスに乗じて細
胞に取り込まれることを見出した。しかし、
インフルエンザウイルスが細胞内カルシ
ウム濃度を上昇させるメカニズムは不明
であった。 

 
 
２．研究の目的 

 
インフルエンザウイルスが宿主細胞内の
カルシウム濃度を上昇させるメカニズム
を解明する。このメカニズムを明らかにす
ることで、インフルエンザウイルス感染に
鍵となる受容体タンパク質を同定し、イン
フルエンザウイルスの宿主細胞侵入機構
の全貌を解明したい。将来的には、ウイル
ス侵入経路を標的とした創薬に展開し、ウ
イルス感染対策基盤の構築を目指したい。 

 
 
３．研究の方法 
 
高速イメージングを用いた観察を行う。イ
ンフルエンザウイルスは蛍光色素でラベ
ルすることで可視化する。また、蛍光バイ
オセンサーを用いて、細胞内のカルシウム
ダイナミクスや低分子量 GTP 結合タンパ
ク質の活性化状態をリアルタイムでモニ
ターする。 
また、プロテオーム解析を行い、インフル
エンザウイルス感染に鍵となる受容体タ
ンパク質を探索する。最終的には同定した
受容体タンパク質とインフルエンザウイ
ルスタンパク質の相互作用を阻害する低
分子量化合物をスクリーニングし、インフ
ルエンザウイルス感染対策基盤の構築を
目指す。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ウイルス感染細胞におけるカルシウム
ダイナミクスの高速イメージング 

 
ウイルス粒子をカルボシアニン膜色素 DiI
で染色した。このウイルスを用いて、カル
シウムセンサーが発現する細胞に感染さ
せ、ウイルス粒子の吸着・侵入と細胞内カ

ルシウムダイナミクスをライブセルで可
視化した。2 秒毎のタイムラプスイメージ
ングを行った結果、感染直後にウイルス粒
子結合部位周辺で細胞全体でのカルシウ
ム上昇に先行する一過性のカルシウム上
昇が観察された。このことから、ウイルス
結合部位付近の膜タンパク質が、限局した
部位でのカルシウム流入に関与している
可能性が示唆された。 
 
(2) ウイルス感染細胞における RhoA 活性
化状態の高速イメージング 

 
上記の実験と同様に、蛍光ラベルしたイン
フルエンザウイルスを低分子量 GTP 結合
タンパク質 RhoAの活性をモニターするバ
イオセンサー、RaichuRhoA が発現する培
養細胞に感染させた。その結果、ウイルス
が細胞に取り込まれる際に、RhoA の活性
が上昇していることが分かった。 
 
(3) カルシウムの流入を促すタンパク質の
探索 
 

HA タンパク質と結合する細胞膜局在型の
膜タンパク質を同定した。この膜タンパク
質はC末端領域でHAタンパク質と相互作
用した。さらに、この相互作用には糖鎖修
飾が必要か検証するために、糖鎖修飾され
ない変異型膜タンパク質を作製し、HA タ
ンパク質との相互作用を解析した。その結
果、C 末端側の 2 つのアミノ酸残基が HA
タンパク質との相互作用に必要なことが
分かり、詳細な結合様式が明らかとなった。
また、この膜タンパク質を発現抑制もしく
は機能阻害すると著しくウイルス感染を
抑制した。以上から、この膜タンパク質が
インフルエンザウイルス受容体タンパク
質であることが強く支持される。本研究で
同定した「受容体タンパク質」は、我々が
取り組んできたインフルエンザウイルス
の細胞侵入機構研究のラストピースを埋
める発見であり、その全貌解明に向けて大
きく前進したと考えられる。また、この膜
タンパク質を標的とした創薬は宿主細胞、
特にウイルスの細胞侵入経路を標的とし
ており、耐性を生み出しにくいと考えられ
る。 
 
(4) 今後の展望 
 
インフルエンザウイルス感染に鍵となる
受容体タンパク質候補が同定されたので、
今後は詳細な結合様式を解析するととも
に、ウイルスタンパク質との相互作用を阻
害する少分子化合物のスクリーニングに
取り組む。将来的には、インフルエンザウ
イルスの宿主細胞侵入機構を標的とした
創薬に展開し、ウイルス感染対策基盤の構
築を目指したい。 
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