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研究成果の概要（和文）：エボラウイルス VP35は RNAポリメラーゼの補因子であり、NPや

VP24 とともにヌクレオカプシドを形成する。我々は NP と VP35 の相互作用に関して解析を

行い、NPの C末端を介して VP35が相互作用することを明らかにした。さらに、過剰量の VP35

を発現させると、inclusion body の形成が阻害されること、あらに、NP-RNA 複合体の形成量

が減少することを見出した。以上の結果は、NP と VP35 の発現量がヌクレオカプシドの形成

に重要であること、すなわちエボラウイルスの増殖に重要であることを示している。 

研究成果の概要（英文）：Ebola virus VP35 is a cofactor of the viral RNA polymerase complex and, 

together with NP and VP24, is an essential component for nucleocapsid formation. In the present 

study, we examined the interactions between VP35 and NP and found that VP35 interacts with helical 

NP-RNA complexes through the C-terminus of NP. We also found that coexpression of excess VP35 

with NP reduced the yields of NP-RNA complexes purified by CsCl gradient ultracentrifugation and 

inhibited the formation of the NP-induced inclusion bodies that typically form in Ebola virus-infected 

cells. These findings suggest that the NP to VP35 ratio is important in the Ebola virus replication cycle 

and advance our knowledge of nucleocapsid morphogenesis. 
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１． 研究開始当初の背景 

 申請者はこれまでに、電子顕微鏡法により、
エボラウイルスの NP-RNA 複合体が成熟型
ヌクレオカプシドのコアとなることと、成熟
型ヌクレオカプシド形成に NP、VP35、VP24

が必須であることを明らかにした。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、さらに詳細なヌクレオカプシ
ド形成機構を明らかにするために、1. NPの
リン酸化、2. VP35の機能、3. NP-RNA複合
体および成熟型ヌクレオカプシドの立体構
造に着目し、生化学的・分子生物学的・構造
学的手法を用いて、ヌクレオカプシド形成機
構の解析を行う。 
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３．研究の方法 

 主に、エボラウイルス蛋白質発現系を用い
る。NPのリン酸化に関しては、細胞に一過性
に発現させた NPを精製し、質量分析により
リン酸化部位を同定する。 
 VP35の機能に関しては、NPと VP35をさま
ざまな割合で発現させ、過剰量の VP35発現
がヌクレオカプシド形成に及ぼす影響を調
べる。 
 ヌクレオカプシドの立体構造に関しては、
細胞に一過性に発現させた NPあるいは NP＋
VP35＋VP24を精製することで NP-RNA複合体
あるいは成熟型ヌクレオカプシドを回収し、
電子顕微鏡解析を行う。 
 
４．研究成果 
 NP のリン酸化に関しては、精製 NP を質量
解析することで、5 か所のリン酸化部位を同
定した。現在、リン酸化されたセリンあるい
はスレオニン残基をアラニンもしくはアス
パラギン酸に置換した変異体を作製してい
る。 
 VP35 の機能に関しては、NP の発現量に対
して VP35 の発現量を増加させると、
inclusion bodyが正常に形成されなくなるこ
とがわかった。これは、NP-RNA複合体形成が
阻害されることによるものということが明
らかになったことから、正常なヌクレオカプ
シド形成には、NP と VP35 の発現量比が重要
であることが明らかになった。 
 ヌクレオカプシドの立体構造に関しては、
NP を一過性に発現させた細胞から NP-RNA 複
合体を精製した。また、成熟型ヌクレオカプ
シドを含むウイルス様粒子を用いて、NP＋
VP35+VP24 からなる成熟型ヌクレオカプシド
の電子顕微鏡解析を行った。単粒子解析によ
って得られた両構造を比較することで、NP－
RNA がヌクレオカプシドのコアを形成し、
VP35 と VP24 がとげ状の構造をコアの周囲に
形成することが明らかになった。 
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