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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は、ウイルス核蛋白質やウイルスRNAポリメラー
ゼとともにらせん状のRNP複合体を形成する。このRNP複合体は、ウイルスゲノムRNAの転写・複製装置として機
能する。RNP複合体は螺旋構造を持つが、転写・複製の際にRNP複合体がどのような構造変化を示すかは明らかに
されていない。本研究では、クライオ電子顕微鏡法を用いてRNA合成中のRNP複合体の構造を明らかにすることを
目的とした。精製RNP複合体を用いてin vitroRNA合成反応を行いクライオ電子顕微鏡観察を行ったところ、RNA
合成中のRNP複合体に構造変化が認められた。

研究成果の概要（英文）：Each segment of influenza A virus genome (vRNA) forms a helical 
ribonuceoprotein complex (RNP) together with viral nucleoproteins and a polymerase. The helical RNP 
is responsible for transcription and replication of the vRNA, but its structure in the course of 
vRNA synthesis remains unknown. Here, to visualize RNP structure during transcription and 
replication, we examined in vitro-transcribed RNPs that were purified from influenza A virions by 
using cryoelectron microscopy. Control RNPs showed helical structures as reported previously. In 
contrast, in vitro-transcribed RNPs showed deformed structures associating with a synthesized RNA. 
These results suggest that RNPs would cause conformational changes during RNA synthesis.

研究分野： ウイルス学
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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のマイナス鎖

一本鎖ゲノムRNAは、それ自身のみではRNA

ポリメラーゼによって転写・複製されず、

多数のウイルス核蛋白質（NP）とゲノム RNA

が結合したNP-RNAにRNAポリメラーゼが結

合した RNP 複合体（ribonucleoprotein 

complex）の状態でのみ、転写・複製反応が

実行される。すなわち、RNP 複合体はゲノ

ムRNAからmRNAを合成する転写装置ならび

にゲノムRNAからcRNAを合成する複製装置

として機能する。申請者の研究室（Sugita 

et al. J Virol, 2013）および他の研究室

（Arranz et al. Science, 2012）によって

行われた電子顕微鏡解析から、ウイルス粒

子から精製された RNP 複合体（＝非機能状

態の RNP 複合体）が柔軟ならせん構造を持

つことがサブナノメートルの分解能で明ら

かにされた。また、X 線結晶構造解析によ

り、RNP 複合体を構成するウイルス蛋白質

（NP, PB2, PB1, PA）分子構造が原子分解

能で明らかにされている（Ye et al. Nature, 

2006; He et al. Nature, 2008; Dias et al. 

Nature, 2009）。しかし、mRNA 合成過程に

おける転写反応中の RNP 複合体あるいは

cRNA 合成中の RNP 複合体（＝機能的状態の

RNP 複合体）の構造に関しては、これまで

全く明らかにされていない。このような機

能的な状態でらせん状の RNP 複合体が構造

変化を起こすか否かも明らかにされていな

い。 

 
２．研究の目的 

 

本研究では、クライオ電子顕微鏡法を用

いて、転写・複製反応中（機能的な状態）

のRNP複合体の構造変化を明らかにするこ

とで、ウイルスゲノムの RNA 合成機構を構

造学的観点から理解することを目的とす

る。 

 

３．研究の方法 

 

本研究では、in vitro transcription 

assay 系とクライオ電子顕微鏡法ならびに

高速原子間力顕微鏡法を組み合わせ、RNA

合成中のRNP複合体の構造変化を解析した。

原子間力顕微鏡を用いたプレりみなりー

な解析から、RNP 複合体は 3 次元空間で立

体的な構造変化を起こすと考えられたた

め、プラスチック支持膜に RNP 複合体を載

せて観察するネガティブ染色電子顕微鏡

法では、RNP 複合体の正確な立体構造変化

を捉えることができないと考え、支持膜に

よる立体障害を取り除くことを目的とし

て、ガラス状の氷に RNP 複合体を閉じ込め

て観察するクライオ電子顕微鏡法を用い

て RNP 複合体の構造を解析した。さらに、

RNP 複合体の微細構造をより詳細にかつ立

体的に明らかにするために、クライオ電子

線トモグラフィーによる RNA 合成中の RNP

複合体の立体構造解析も行った。 

 

４．研究成果 

 

初めに、ウイルス粒子から精製した vRNP

複合体を用いた in vitro RNA 合成系を確

立した。ここでは、ウイルス感染細胞の培

養上清からシュクロース密度勾配遠心法

によりウイルス粒子を精製し、界面活性剤

で精製ウイルス粒子を処理した後に、グリ

セロール密度勾配遠心法でウイルス粒子

内に存在する RNP 複合体を精製した。精製

RNP複合体をdNTPやApGプライマー存在下

でインキュベートし、in vitro RNA 合成を

行った。従来の報告では、本実験系におい

て mRNA のみが合成されると考えられてい

たが、qRT-PCR法にて mRNAだけでなくcRNA

が合成されること、すなわち転写過程だけ

でなく複製過程の一部（複製中間体の合

成）が行われていることを確認した。様々

な異なる条件下で in vitro RNA 合成反応



を実施したが、合成される mRNA と cRNA の

合成比に変化が認められたものの、ApG 非

存在下においてもmRNAおよび cRNAの両者

の合成が認められた。 

次に、in vitro RNA 合成中の RNP 複合体

をクライオ電子顕微鏡で観察した。C flat

や quantifoil などのグリッドを用いて、

親水化処理の条件、RNP 複合体の至適濃度

の条件、試料マウンティングの条件、ブロ

ッティングの条件、などの条件検討を行い、

RNP 複合体ができるだけグリッドのカーボ

ン膜孔に均一に存在しかつ薄氷サンプル

が作製できる条件を決定した。コントロー

ルの in vitro RNA 合成を行っていない RNP

複合体を観察したところ、従来からの報告

と一致するように、らせん状の RNP 複合体

のみが観察された。観察されたらせん状の

RNP 複合体の直径はほぼ一定だったが、長

さは異なっており、この結果も従来の報告

と一致していた。一方、in vitro RNA 合成

中の RNP 複合体は、コントロールサンプル

で認められたらせん状のRNP複合体も観察

されたが、一部の RNP 複合体ではそのらせ

ん構造が変形していた。また、変形した RNP

複合体には新規合成されたと考えられる

RNA が結合していた。同様の RNP 複合体の

構造変化ならびに新規合成されたと思わ

れる RNA の結合は、高速原子間力顕微鏡を

用いた観察でも認められた。新規合成 RNA

は、Click 反応を用いた実験および Br-UTP

を用いた実験を行い、高速原子間力顕微鏡

法で確認した。Br-UTP を用いた実験では、

in vitro RNA 合成反応の際に Br-UTP を加

えて反応を行い、新規RNAの合成を確認後、

反応溶液をマイカ基板に吸着し、抗 Br-UTP

抗体を用いてRNA様構造体に抗体が結合す

るか否かで確認した。また、Click 反応を

用いた実験では、アルキン化した 5’エチ

ニルウリジンを用いて in vitro RNA 合成

反応を行い、新規 RNA 合成の確認後、アジ

ド化したビオチンを反応させ、さらにスト

レプトアビジンを反応させることで、新規

合成RNAと考えられる構造体にストレプト

アビジンが特異的に結合するか否かで確

認した。いずれの実験においても、らせん

構造が変形した RNP 複合体と結合した RNA

様の構造体が、新規に合成された RNA であ

ることが確認できた。 

さらに、クライオ電子線トモグラフィー

解析により、詳細な構造解析を行った。ク

ライオ電子線トモグラフィーは、直接電子

検出器を装備した 300 kV の Titan Krios

を用いて行った。コントロールの RNP 複合

体のクライオ電子線トモグラフィー解析

から、ウイルス粒子から精製した RNA 合成

を行っていないRNP複合体は二重らせん構

造を持つことが確認できた。RNP 複合体の

一端には従来の報告通り一本鎖のループ

構造も確認できた。一方、in vitro RNA 合

成中の RNP 複合体を観察したところ、新規

RNA 合成中の RNP 複合体のらせん構造の変

形が認められた。変形した RNP 複合体を立

体的に詳細に解析したところ、RNP 複合体

のらせん構造の全体が壊れているわけで

はなく、新規合成 RNA と結合している領域

のらせん構造が壊れており、残りの一部は

コントロールのRNP複合体と同様にらせん

構造を維持していたことから、RNP 複合体

のらせん構造の変形はRNA合成とカップル

したものと考えられた。 

これまでに得られた結果から、in vitro 

RNA 合成中の RNP 複合体には構造変化が起

こりうることが示唆された。しかしその構

造変化の詳細はいまだ不明であり、今後は

高速原子間力顕微鏡を用いたライブイメ

ージング解析などにより、RNP複合体がRNA

合成とともに経時的にどのような構造変

化を示すかなど、その構造変化の詳細を明

らかにしていく必要があると考えられる。 
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