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研究成果の概要（和文）：本研究は細胞膜の細胞質側表面を露出させ、膜細胞骨格などを電顕やAFMで立体的に
観察するための試料作製法であるアンルーフ法(unroofing method)の開発、改良と普及を目的としている。研究
期間中に三つのアンルーフ法を開発改良し、誰でも使えるようにした。
　A型インフルエンザ感染サイクルの視覚化にこの方法を用いた。複製されたゲノムを含むリボヌクレオタンパ
ク(vRNP)は細胞膜の細胞質側表面に集積され､そこでホスト細胞膜細胞骨格アクチン線維の運動性を利用して、
vRNPのパッケージングを行い、子孫ウイルスの形成を行うことが明らかになった（投稿中）。

研究成果の概要（英文）：This study aims to develop, improve and disseminate the unroofing method, a 
sample preparation method for exposing the cytoplasmic surface of the cell membrane and observing 
the membrane cytoskeleton attached to it in three dimensions by electron microscopy and AFM. Three 
unroofing methods, the sonication, adhesion and perforation methods, were developed and improved 
during the research period.
　We used this method to visualise the influenza A infection cycle. Ribonucleoproteins (vRNPs) 
containing the replicated genome were found to accumulate on the cytoplasmic side surface of the 
plasma membrane, where vRNPs are packaged for the formation of progeny viruses exploiting the 
motility of host plasma membrane cytoskeletal actin fibres (under submission).

研究分野：細胞生物学

キーワード： アンルーフ法　unroofing　膜細胞骨格　アクチン線維　細胞膜　インフルエンザAウイルス　genom pac
kaging　電子顕微鏡

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞膜は細胞の内外を隔てるだけでなく､内外の積極的な情報交換の場でもある。ウイルスなどの病原体もレセ
プターを介して､膜の飲食作用により取り込まれる。言わば生命現象の最前線でもある。細胞膜の細胞質側表面
の構造を立体的に観察できるようなったことは学術的に極めて有意義なことである。また、我々の応用研究から
A型インフルエンザの子孫ゲノムが細胞膜の細胞質側表面に集積し､そこでパッケージングされ子孫ウイルスとし
て排出されることが分かった。これはインフルエンザ感染症の対策や創薬にとって重要な知見であり､社会的に
も重要な研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
本研究は細胞膜の裏打ち構造を電顕やAFMで観察するための試料作製法であるアンルーフ
法(unroofing method)の更なる改良と普及を目指して、2020年度から3年間の予定で開始
されたが、2020年の後半より､コロナウイルス感染症が蔓延し、各学会の学術講演会の開
催はオンライン開催又は中止となった。アンルーフ法の普及活動は十分ではなかったの
で、2022年度末に2023年度1年間の期間延長を行い、学会活動を通して普及活動を続け
た。アンルーフ法(unroofing method)は細胞に孔を空け細胞質の一部を除去し、細胞膜の
細胞質側表面を露出させるユニークな標本作製法であるが、厳密には新しい方法ではな
い。初期のころは、ポリ-L-リジン（PLL）を用いて細胞を基板に接着させた後、パスツー
ルピペットや注射器の針から排出されるリンゲル液や緩衝液の水流で、先端の細胞膜や細
胞質を除去し､腹側細胞膜の細胞質側表面を露出させていた[1-6]。しかし、収量､再現性
が悪く普及しなかった。膜の裏打ち構造とも言える細胞膜の細胞質側表面は生命現象の最
前線とも言える場所で､その構造解析は極めて重要である。そこで、我々は再現性のある
アンルーフ法の開発とその普及を目指して､研究を開始した。本研究はコロナウイルス感
染症の蔓延中に行われたが、奇しくもウイルスの感染サイクルの形態学的研究に役立つ事
が分かった。応用研究として行ったA型インフルエンザの感染サイクルの形態学的研究に
於いて、A型インフルエンザの子孫ゲノムのパケージングがホスト細胞の細胞膜の細胞質
側表面で膜細胞骨格であるアクトミオシン線維を利用して行われることが明らかになった
（下記研究成果参照）。 
 
２．研究の目的 
細胞膜の細胞質側表面の構造（膜の裏打ち構造）は外界との情報交換､細胞運動、感染初期
過程に於いて重要な役割を果たしており､生命現象の最前線とも言える。したがって、この
部分の構造解析は多くの生命現象を解明する上で必須である。しかし、その観察法は未だに
確立されていない。そこで、再現性の良いアンルーフ法の開発を始めた。アンルーフ法の再
現性は実際に応用しその成果によって評価することになる｡このために、応用研究として A
型インフルエンザの感染過程における膜の裏打ち構造の役割を調べた。したがって、本研究
の目的はアンルーフ法の確立とその普及、およびアンルーフ法を用いて、膜の裏打ち構造が
A 型インフルエンザの子孫ゲノムのパッケージングに重要な役割を演ずることを示すこと
である。 
 
３．研究の方法 
①細胞がアンルーフされるところを生細胞イメージングし、どのように細胞膜が剥がされ
るかを明らかにすることで、効率の良いアンルーフ法を確立する。 
②応用研究：A549 細胞を 2.5mm×2.5mm のカバーガラス上に蒔き、80％コンフルーエントま
で培養する。MOI 10 の濃度で A型インフルエンザウイルスを培養液中に播種し､約 16時間
培養する。その後、細胞をアンルーフし、2％グルタールアルデヒドで 10分間固定し、洗浄
後、ゲノムを含む vRNP に対する抗体、およびアクチン、ミオシンに対する抗体で標識し、
急速凍結エッチングレプリカ(immuno-freeze-etching；以後、免疫-FE と名付ける)として、
電子顕微鏡による観察を行う。標本処理の概略は概ね図 1のとおりである。 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
アンルーフ法の開発、改良とそのメカニズムの解明 
 腹側の細胞膜の裏打ち構造を観察するために超音波によるアンルーフ法(sonication 
unroofing)と背側の細胞膜の裏打ち構造を観察するための接着によるアンルーフ法
(adhesion unroofing)の二つ方法を主に開発、改良した。収量(yield)は sonication 
unroofing の方が高いが、低出力の超音波発生装置など機器が必要である。一方、adhesion 
unroofing ではアルシアンブルー処理により接着性を高めたカバーガラスやグリッドで背
側の細胞膜を剥がし取るので特別な機器を必要としない。しかし、細胞への接着が不十分で

図 1 Immuno-freeze-etching 法の手順を示
す図。A549 細胞を培養し、A型インフルエン
ザウイルスに感染させ、16 時間後にアンルー
フする。その後、固定し、抗体標識をする。
標識後は洗浄し､急速凍結し、freeze-
etching レプリカとして観察する。 



あることが多く、収量(yield)は悪い。我々が開発した sonication unroofing 装置の写真を
図 2に示す。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

応用研究：インフルエンザ A 型ウイルスは、宿主細胞内でのゲノムパッケージングのため
に、膜細胞骨格アクトミオシンフィラメントの運動性を利用している。 
 オルソミクソウイルス科のインフルエンザ Aウイルス（IAV）は、公衆衛生と獣医衛生の
両面で大きな脅威となっている［7］。IAV のゲノムは異なる 8つのウイルスリボヌクレオタ
ンパク質（vRNP）に分配されているため、パンデミックの可能性を持つ組み換え株の出現が
容易である［7-10］。それぞれが異なるウイルス RNA（vRNA）（ゲノム）をヌクレオタンパク
質（NP）が包み込み、その末端は RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ（RdRp）ユニットによって固
定されている［11,12］。RdRp 複合体は、ポリメラーゼ酸性（PA）タンパク質とポリメラーゼ
塩基性 1 および 2（PB1 および PB2）タンパク質から構成されている。各 vRNA セグメント
は、ウイルスの複製と集合に不可欠な特定のウイルスタンパク質をコードしている。さらに、
IAV RNA ポリメラーゼはエラーを起こしやすい性質を持っているため、ゲノムドリフトが起
こりやすく、その結果、既存の集団免疫を回避できる変異型が発生する［13］。そして、こ
れらの変異は毎年の流行を引き起こす上で極めて重要な役割を果たしている。 
 
 vRNP のパッケージング過程の形態学的アプローチ。 
   子孫 vRNP がどこに輸送され、そこでどのように子孫ビリオンのコアにパッケージされ
るかを解明するためには、感染細胞の皮質領域、特に細胞膜の細胞質側表面の形態学的観察
が不可欠である。この目的のために、アンルーフ法[14,15]と組み合わせた免疫-FE が用い
られた。多数の vRNP 免疫金標識（すなわち vRNP）が、アンルーフによって露出した細胞膜
の細胞質側表面に集積し、様々なサイズと多くの形の異なる凝集体を形成していた（図 3）。
拡大すると、免疫標識 vRNP を相互接続している細いフィラメントが観察される（図 3b）。
これらのフィラメントは、抗アクチン抗体による標識（図 4a）とその構造的特徴（すなわ
ち、約 7 nm の太さと約 5.5 nm の周期的な筋）から、アクチン線維と同定された。これらの

アクチン線維の多くは細胞膜に
接していたことから、膜細胞骨格
の一部であると考えられた。抗ミ
オシン抗体標識によってミオシ
ンもまたアクチンフィラメント
に沿って検出され（図 4b）、ミオ
シンによるアクチンフィラメン
トの運動が示唆された。ヌクレオ
タンパク質（NP）とアクチンの間
の生化学的親和性はすでに報告
されていたが[16]、vRNP をつな
ぐアクチンフィラメントは今回
初めて画像としてとらえられた。
これはvRNPのパッケージングの
メカニズムとプロセスを解明す
る上で重要な発見である。太い
アクチン束上では、抗体標識
vRNP は直線的に並ぶ傾向があっ
たが、様々な形の凝集体を形成

している vRNP は細いアクチンフィラメントと結合していた（図 5 a-e）。細いアクチンフィ
ラメントはしばしば鋭く曲がっており、凝集体中のvRNPと複雑に絡み合っていた（図3,4）。
図 2bに示すように、凝集体はアクチンフィラメント（凝集体間アクチンフィラメント）に
よっても互いに連結されていた。vRNP が円形にぎっしり詰まると、凝集体間アクチンフィ

図 2 実体顕微鏡とカスタマイズされた超音波発生装置からなるアンルーフィング装置。写真はそ
れぞれ右上（右の画像）と左上（左の画像）から見たところ。A: HEPES ベースのリンゲル液。B: Ca
を含まない HEPES ベースのリンゲル液。C：Ca を含まない HEPES ベースのリンゲル液に溶解したポ
リ Lリジン（0.5 mg/mL）。D：低張または等張 KHMgE 緩衝液。E: タンパク質分解酵素阻害剤（ペフ
ァーブロック）を含む KHMgE 緩衝液（アンルーフィングバッファー）。F: アンルーフ細胞洗浄用の
新鮮なアンルーフィングバッファー。 

図 3 IAV に感染した細胞のアンルーフ免疫-FE 電子顕微鏡写
真。a: 抗 vRNP 抗体標識は細胞膜の細胞質側表面に分布し、
様々なサイズの凝集体を形成している。ストレスファイバー
には抗体標識（すなわち vRNP）はほとんど観察されないが、
細胞膜と接触している側枝には vRNP の線状配列が見られる
（挿入図）。b: やや拡大した免疫-FE 顕微鏡写真、 vRNP と結
合しているアクチン線維を示す。c:円形に密に集合した標識
vRNP を示す免疫-FE 顕微鏡写真｡ d： 一次抗体の代わりに非
免疫血清を用いた免疫-FE コントロールを示す電子顕微鏡写
真。抗体に結合した免疫-金粒子はオレンジ色で着色されてい
る。アクチンフィラメントは緑色で着色されている。 



ラメントは崩壊し、各凝集体は独立した状態になった（図 3c と図 5e）。しかし、細く短い
アクチンフィラメントの一部は凝集体の中に残り、vRNP と絡み合っていた（図 5e）。実際、
ウェスタンブロッティングでも、精製 IAV 中のアクチン、ミオシン、コフィリンが検出され
た。これらの結果は、アクチン、ミオシン、および関連タンパク質が vRNP のパッケージン
グに使用され、その一部が vRNP と絡み合いながら子孫ビリオンに組み込まれたことを示唆
している。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ゲノム vRNP パッケージングにおけるアクチンフィラメントの機能性 
   上述のように、アクチンフィラメントに沿ってミオシンが存在することは、アクチンフ
ィラメントが活発に動いていることを示唆している。vRNP パッケージング過程をより詳細
に理解するためには、アクチンフィラメントがどのように、どの程度動くのかを知ることが
さらに不可欠である。そこで、原子間力顕微鏡（AFM）ライブセルイメージングにより、細
胞膜直下の膜細胞骨格アクチンフィラメントの動きを可視化した。カンチレバー先端を細
胞表面に密着させて走査することで、ラメラポディアのような細胞表面の動きだけでなく、
細胞膜直下のアクチンフィラメントの動きも検出することができる。実際、細胞膜直下の細
いフィラメントがランダムに高速で動いていた。これらの動くフィラメントは、後述するよ
うに、その太さ、動き、ブレッビスタチンに対する感受性から判断して、アクチン線維と推
定される。もしそうであれば、免疫-FE で観察された vRNP に結合したアクチンフィラメン
トも、このように活発に動いているはずである。このようなアクチン線維の活発な動きは、
それに結合した vRNP 間の相互接触を促進し、それによって 8 つの異なる vRNP の選別と集
合を可能にするであろう。アクチンフィラメントに沿ってミオシンが存在すること（図 4b）
は、アクチン線維の運動がミオシンとの相互作用によって誘導されることを強く示唆して
いる。実際、ブレッビスタチンによってミオシン活性を阻害すると、細いフィラメントの動
きが減少し、vRNP の適切な集合が妨げられ、しばしば大きな凝集体が出現した。さらに、
ブレッビスタチン処理によって誘導された vRNPs 凝集体の形態学的変化を、ブレッビスタ
チンを添加せずに培養した細胞と統計的に比較した（図 6）。細胞膜の細胞質側表面に 4 個
以上の抗 vRNP 抗体標識（免疫金標識）を含む凝集体の分布密度は、ブレッビスタチン非投

与では 25±5 個／μ
m2（平均値±信頼限界
（95％））であったの
に対し、ブレッビスタ
チン存在下では 8±2
個／μm2（平均値±信
頼限界（95％））であ
った（図 6a）。さらに、
サイズ（各凝集体中の
抗体標識数）別の凝集
体数（出現頻度）をヒ
ストグラムで示した
（図 6b）。ブレッビス
タチン非存在下では、
7〜9 個の抗体標識を
含む凝集体が最も多
く、グラフ上に1つの
鋭いピークを形成し
ている。しかし、ブレ

ッビスタチン存在下では、10-12 個の抗体標識を含む凝集体の数がわずかに多かったものの、
グラフ上有意なピークは形成されなかった。全体として、ブレッビスタチン処理細胞におけ
る vRNP の凝集体形成は、より大きなサイズにシフトした。これらの結果は、ゲノム vRNP の
パッケージングにアクトミオシンが大きく関与していることを示唆している。細胞膜の細

図 4 アクチン(a)、ミオシン(b)の免疫局在を示す免疫
FE の高倍率電子顕微鏡写真。コロイド金標識二次抗体
はオレンジ色で着色され、アクチン線維は緑色で着色さ
れている。スケールバー： 50 nm 

図 5.アクチンフィラメントによって連結されて
いる vRNP は様々な形状の凝集体を形成する｡線状
から円形凝集体までを並べた免疫 FE 電子顕微鏡
写真  スケールバー： 50 nm 

図 6 抗 vRNP 抗体標識の細胞質側細胞膜表面への分布と集合体の統計解
析 a: ブレッビスタチン存在下または非存在下における、4個以上のvRNP
抗体標識を含む凝集体の分布密度と、抗 vRNP 抗体標識の細胞質側細胞膜
表面への分布密度をそれぞれ示す表。ブレッビスタチン存在下では、vRNP
凝集体の数だけでなく、細胞膜に到達する vRNP の総数も減少する。b：
凝集体のサイズ別ヒストグラム。ブレッビスタチン非存在下では、7-9 個
のラベルを含む凝集体が最も多く検出され、グラフ上に鋭いピークを形
成している（青棒）。しかし、ブレッビスタチン存在下では、グラフ上に
顕著なピークは形成されない（オレンジ色のバー）。 



胞質側表面に分布する抗 vRNP 抗体標識の総数にも有意差が認められた。ブレッビスタチン
非存在下では、単位面積あたりの抗体標識数（抗体標識の分布密度）は 231±28 標識／μm2

（平均値±信頼限界（95％））であったのに対し、ブレッビスタチン存在下では 149±28 標
識／μm2（平均値±信頼限界（95％））であった（図 7a）。すなわち、ミオシン活性の阻害は、
細胞膜の細胞質側表面に到達する vRNP の総数をも減少させた。アクトミオシン系は、子孫
vRNP の細胞膜への輸送にも何らかの形で関与しているのかもしれない。 
 以上のような観察データーから我々は子孫 IAV のゲノムパッケージングはホスト細胞の
膜細胞骨格アクトミオシン線維の動きにより､図 7のような過程を辿り行われるという仮説
を立てた（図 7）。 
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図 7.  8 つの異なるゲノム vRNP がアクチンフィラ
メントによってパッケージされる過程を示す仮説
図。a：アクチン束上の vRNP の整列が最初のステッ
プと思われる。b: ポリヌクレオチドのようなポリア
ニオンが太いアクチン束を細いアクチンフィラメン
トに横方向に分離し[17]、その結果 vRNP が細いアク
チンフィラメントに移動すると考えられる。vRNP 同
士の相互接触は、vRNP-vRNP 相互作用による選択的パ
ッケージングを促進する､e： 異なる vRNP からなる
凝集体の部分は引き締まり始め、重なり合った vRNP
セグメントは緩んで凝集体から排除される。f: 8 つ
の vRNP が集合すると、アクチンフィラメントの助け
を借りて、より密に詰まったように見える。最終的に
は、凝集体間のアクチンフィラメント（二重頭曲線の
矢印で囲まれている）は消失する。vRNP に与えられ
た番号（1-8）は任意である。 
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