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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、インフルエンザウイルスゲノムの機能制御に関わる宿主因子を同
定し、それらの機能と分子構造を明らかにし、ウイルスの増殖と宿主生理機能の間で起こる宿主因子の奪い合い
のメカニズムを明らかにすることである。
　インフルエンザウイルスゲノム複製に関与する新規宿主因子として、pp32/APRIL、Prp18を同定した。また、
複製後のウイルスゲノムはYB-1によって中心体へとリクルートされ、コレステロールに富んだRab11a陽性リサイ
クリングエンドソームを利用して細胞膜に輸送されることを明らかにした。これにより、ウイルスゲノムの輸送
と細胞膜での粒子形成が協調的に制御されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：　This research aimed to identify host factors, which regulate influenza 
virus genome function, and to analyze the replicational and post-replicational regulation of 
influenza virus genome.
  We identified pp32/APRIL and Prp18 as stimulatory factors of viral RNA polymerase. Further, we 
found that newly synthesized viral genomes are recruited to the centrosome by YB-1, and the progeny 
viral genome is transported to the plasma membrane via cholesterol-enriched Rab11a-positive 
recycling endosomes. Cholesterol is thought to be a trigger for the virus assembly concomitantly 
with arrival of the virus genome beneath the plasma membrane.

研究分野： ウイルス学

キーワード： インフルエンザウイルス　RNAポリメラーゼ　RNP　エンドソーム　微小管　小胞輸送
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１．研究開始当初の背景 
 マイナス鎖 RNA ウイルスは、転写から感
染サイクルを開始するウイルスであり、この
ウイルスゲノムの転写・複製には、多様な宿
主細胞由来の因子（宿主因子）が必須である。
従って、ウイルス複製系と細胞生理系の間で
宿主因子を奪い合う分子レベルでの競合（攻
防）が起こっており、その帰結として宿主特
異性（宿主細胞コンピテンシー）が成立して
いる。本研究では、インフルエンザウイルス
を対象として、その攻防の構図を明らかにす
る。 
 
２．研究の目的 
 我々はこれまでに、ウイルスゲノムの複製
と転写の cell-free 系および酵母内ウイルス
RNA レプリコン系を独自に確立し、その活性
を指標にして、生化学的および遺伝学的に宿
主因子の同定および機能解析を展開してき
た（EMBO J., 2007; Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A., 2007 など）。また、長年解決されてい
なかったインフルエンザウイルスの RNA 依
存性 RNA ポリメラーゼの部分構造を決定す
ることにも成功し（Nature, 2008; EMBO J., 
2009）、構造を基盤とした解析も進めてきた。
これまで構築した活性評価系および構造解
析の技術を基盤として、分子、原子レベルで
のウイルス由来の因子（ウイルス因子）と宿
主因子の相互作用メカニズムを解明し、宿主
の生理機能系からウイルスゲノム系への宿
主因子の動員機構を明らかにすることで、攻
防のメカニズムとその結果、引き起こされる
生理反応の理由を理解できると考えられる。
一方、動物種間で宿主因子の構造と機能を比
較する解析を進め、種に特異的な攻防を明ら
かにすることで、宿主特異的な複製機構の詳
細を明らかにする。これらの解析を、ウイル
スが自然宿主の中では、過剰な病原性を誘起
することなく複製が進み、自然宿主とは異な
る動物種では高い病原性を発現する分子機
構の理解に繋げる。これらを総合して、ウイ
ルスが宿主因子を選択した道筋、あるいはそ
れに適合したウイルスの戦略を理解し、病原
性発現機構におけるゲノム複製・転写などウ
イルスゲノムの機能制御機構の位置づけを
明らかにする。 
本研究では、（１）ユビキタス宿主因子の

同定、（２）ウイルス株特異的に機能する種
特異的な宿主因子の同定、（３）ウイルス因
子と宿主因子の相互作用面の機能構造解析
による構造基盤の決定を行う。次いで、これ
らの成果を基盤に、（４）感染によって変動

する宿主生理機能へと発展させる。 
 

３．研究の方法 
インフルエンザウイルス株は、A/Puerto 

Rico/8/34 株および A/Panama/2007/99 株を用
いた。 
ウイルス RNA 合成の試験管内再構成系で

は、精製ウイルス粒子より調製したウイルス
RNP 複合体を酵素源として、新規合成鎖に放
射性標識された GTP を取りこむことで検出
した。 
ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 細 胞 内 局 在 は 、

Fluorescence in situ hybridization（FISH）法で
検出した。FISH 法に用いたプローブは、
Biotin-16-UTPと他のNTP存在下でT7ポリメ
ラーゼにより合成した。合成したプローブは、
アルカリ加水分解により、適切な鎖長に切断
して用いた。感染細胞は、4% パラホルムア
ルデヒドで固定後、Proteinase K により賦活化
処理し、エタノールにより脱水したものを用
いた。ウイルスゲノムと 2 重鎖を形成したプ
ローブは、2xSSC による洗浄後、Avidine-FITC
を用いて検出した。 
中心体の成熟化の評価には、微小管の重合

末端に特異的に結合するタンパク質である
EB1 に GFP を融合した EB1-GFP を恒常発現
する細胞株を用いて、共焦点顕微鏡による
Time-lapse イメージングを行うことで検討す
る。また、詳細な中心体での YB-1 の局在観
察には、構造化照明法を用いた超解像顕微鏡
を用いた。コレステロールの細胞内局在観察
には、Filipin を用いた。 
ウイルス粒子の出芽量を観察するため、in 

situ Proximity Ligation Assay（PLA）法を用い
て、ウイルス膜タンパク質である M2 と HA
の近接シグナルを検出した。 
 
４．研究成果 
 スプライシング因子である UAP56 は分子
シャペロンとして NP を新規複製鎖にリクル
ートし、RNP 複合体形成と協調して伸長反応
を促進することを見出した。UAP56 との結合
に必須な NP の N 末端 20 アミノ酸は、誘導
適合により機能的な構造を形成すると予測
され、NP－UAP56 複合体の立体構造を解析
中である。酵母内ウイルス RNA 合成系を用
いた遺伝学的解析により、NP の分子シャペ
ロンとして、スプライシング因子である
Prp18 を新たに同定した（J . Virol., 2017）。 
 インフルエンザウイルスゲノムの複製中
間体である cRNA からの vRNA 複製に必須な
宿主因子として、IREF-2/pp32/APRIL を同定



した。IREF-2 は、鳥インフルエンザウイルス
の宿主域を決定すると報告されている因子
であった（eLife, 2015）。 
 核外輸送されたウイルス RNP 複合体は、
DNA/RNA 結合タンパク質である YB-1 とと
もに、中心体へと集積する。超解像顕微鏡を
用いて詳細な観察をしたところ、YB-1 は中
心小体の周囲でプロペラ様に局在すること
を見出した。また非感染細胞では、YB-1 が
分裂期にのみ特異的に中心体へと集積し、中
心体からの微小管重合活性を促進すること
を明らかにした。これは、中心体の成熟化と
よばれる現象であり、YB-1 は分裂期終期に
おける核膜の再構成に関与する（Sci. Rep., 
2015）。一方、インフルエンザウイルス感染
細胞では、間期でも YB-1 依存的に中心体か
らの微小管重合活性が促進されていた。以上
の結果より、インフルエンザウイルスは、
YB-1 を中心体にリクルートすることで、間
期でも分裂期様に中心体の成熟化を促進し
ている可能性が考えられる（PLoS Pathog., 
2015）。 
微小管重合を促進するのは、細胞内輸送を

活性化するためである。まず、活性化された
リサイクリングエンドソームの指標となる
GTP 型 Rab11 を検出したところ、感染依存的
に GTP 型 Rab11 は増加した。次に、感染細
胞にTransferrin-Alexa568を取り込ませること
で、活性化されたリサイクリングエンドソー
ムの局在を検討した。その結果、感染により
リサイクリングエンドソームが中心体に集
積し、Endocytic Recycling Compartment（ERC）
と呼ばれるエンドソームが融合した不定形
のオルガネラを形成することを見出した。そ
の機能はほとんど明らかにされていないが、
ERC にはコレステロールが蓄積することが
明らかにされている。そこで、コレステロー
ル特異的な染色試薬であるFilipinを用いて観
察したところ、感染により、YB-1 依存的に
コレステロールの ERC への集積が観察され
た（PLoS Pathog., 2015）。 
ウイルス粒子はコレステロールが豊富な

細胞膜画分である脂質ラフトから出芽し、産
生されたウイルス粒子膜の総脂質の 50%以
上がコレステロールである。そこで、脂質ラ
フトに局在するウイルス膜タンパク質間の
クラスタリングを PLA 法により検出したと
ころ、YB-1 ノックダウン細胞では、ウイル
ス膜タンパク質の集積が低下していた。よっ
て、YB-1 依存的に形成された ERC にウイル
ス RNP 複合体およびコレステロールが集積
し、コレステロールに富んだ輸送小胞が形成

され、その後、細胞膜に輸送された小胞由来
のコレステロールを介して、脂質ラフトがク
ラスタリングして出芽サイトの形成が促進
されると推測される（PLoS Pathog., 2015）。
一方、ウイルス膜タンパク質の細胞膜でのク
ラスタリングには、アクチン-ミオシンネット
ワークが必要であることも明らかにした
（Virology, 2014）。 
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