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研究成果の概要（和文）：エボラウイルスゲノムの転写・複製制御機構の分子基盤を解明する目的で、クライオ電子顕
微鏡を用いたエボラウイルスNP-RNA複合体 (NP helix) の構造解析を行った。NP helixのクライオ電子顕微鏡画像を大
量撮影し、コンピュータークラスタを用いて画像解析した結果、近原子分解能で詳細な三次元構造モデルを構築した。
NP helix上では、隣合うNPが密に結合していた。また、C末端のαヘリックスはジッパーのように特徴的に並ぶ構造を
有することが判った。これらの構造は、NP helixの形態形成およびウイルス感染環における構造変化のメカニズムを説
明するための重要な知見となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to further understanding of structural basis of Ebola 
viral transcription and replication by an cryo-electron microscopic analysis of the viral nucleocapsid 
core, nucleoprotein-RNA complex (NP helix). The reconstructed three-dimensional structure of the NP helix 
shows that it is formed by a helical assembly of a band of tightly packed NP units. The clearly resolved 
alpha-helical structures of NP C-terminus are located at the seam between the axial boundaries of the 
protein band. The structure suggests both a mechanism of self-assembly and reversible structural change 
of the NP helix during the Ebola viral life cycle.

研究分野： ウイルス学

キーワード： エボラウイルス　クライオ電子顕微鏡
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１．研究開始当初の背景 
 エボラウイルスは、ヒトを含む霊長類に対
して重篤な急性感染症を引き起こし、その致
死率は 90%に達することもある。エボラウイ
ルスによる感染・死亡例は中央および西アフ
リカにおいて散発的にみられるが、近年その
報告数が増加している。2014 年には、史上
最大規模のアウトブレイクが西アフリカで
勃発し、それに伴う欧米諸国への輸入例も散
発した。この事例からも、短期間の風土病に
留まっていた本病が長期化・グローバル化し
うる現状があらわになった。従って、エボラ
ウイルス病への早急な対策が求められてい
るが、感染性ウイルスを用いた研究にはバイ
オセーフティレベル４施設が必要であると
いう制約もあり、いまだ有効な予防および治
療法が確立されていない。 
 フィロウイルス科に属するエボラウイル
スはマイナス一本鎖 RNA をゲノムとして持
つヒモ状のエンベロープウイルスである。ゲ
ノム RNA は多数のウイルス核蛋白質 (NP) 
に結合して螺旋構造をとり、さらに ウイル
ス蛋白質 VP24 と VP35 が NP に結合して成
熟ヌクレオキャプシドを形成する。VP24 は、
成熟ヌクレオキャプシドの形成に必須の分
子である一方で、NP との結合依存的にゲノ
ム RNA の転写・複製を抑制する (Watanabe 
et al, J Infect Dis, 2007)。これまでにも、ウ
イルスのヌクレオキャプシドの構造解析が
行われている (Bharat et al., PNAS, 2012)。
しかし、ヌクレオキャプシド上でゲノムRNA
がどのように NP に結合するか、NP 同士が
どのように結合して高次の螺旋構造  (NP 
helix) を形成するか、その他の構成蛋白質 
(VP24,VP35) がどのようにヌクレオキャプ
シドに結合するか等、ウイルスゲノムの転
写・複製制御機構を説明する上で重要である
ヌクレオキャプシドの詳細な分子構造は不
明だった。 
 
２．研究の目的 
クライオ電子顕微鏡を用いてエボラウイル
スのヌクレオキャプシドを高分解能で明ら
かにし、ウイルスゲノムの転写・複製制御機
構の分子基盤を解明する。 

 
３．研究の方法 
(1) NP helix および ヌクレオキャプシド 
の精製 
 ヒト胎児由来腎臓上皮細胞 HEK293T 細胞
で、C末端領域を欠損させた NP を強制発現し
た。強制発現細胞質内で NPと RNA が結合し、
形成された NP helix を細胞溶解によって溶
出させた後、塩化セシウム密度勾配遠心法を
用いて精製した。 
HEK293T 細胞内において NP、VP24 および

VP35 を強制発現し、細胞内で形成されたヌク
レオキャプシドを NP helix と同様の方法で
精製した。精製した蛋白質の精製度および構
造を、ネガティヴ染色法で確認した。 

(2) 氷包埋法 
 蛋白質複合体のネイティヴな構造を保持
したまま観察するために、最適な蛋白質濃度
および急速凍結条件を検討した上で、非晶質
の氷中に NP helix を固定した。 
(4) クライオ電子顕微鏡法 
凍結された試料の低温を保ったまま、クライ
オ透過型電子顕微鏡および電子直接検出型
カメラを用いて、NP helix の二次元透過像を
大量に取得した。 
(3) 螺旋再構成法を用いた NP helix の三次
元分子構造の解析 
ソフトウェア EMAN2 を用いて、撮影した二

次元透過像内の NP helix 画像を切り出した。
さらに、ソフトウェア SPRING を用いて画像
の分割、整列および分類を行い、同じグルー
プに分類された画像を平均化して信号雑音
比を向上させた。平均化像と、計算機によっ
て推定された構造パラメータを用いて、NP 
helix の三次元像を再構成した。 
 

４．研究成果 
(1) NP helix およびヌクレオキャプシドの
精製 
螺旋構造を保持した NP helix が精製され

た（図 1）。ヌクレオキャプシドは細胞溶解あ
るいは精製の過程で螺旋構造が緩んで変形
し、その後の構造解析を困難にしている。そ
のため、以降本研究期間においては NP helix
の解析を優先して行った。 

 
(2) 氷包埋法の最適化およびクライオ電子
顕微鏡法 
厚い氷の中に試料を包埋すると、氷自体が

雑音を生じ、画像の信号雑音比が著しく悪く
なって高分解能の構造情報を取り出すこと
が 困難になる。しかしながら、研究を進め
る過程で、氷が薄すぎると NP helix の螺旋
構造を変形させてしまうことが明らかにな
った。条件検討の結果、NP helix の構造を保

図 1. NP helix のネガティヴ染色像 
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