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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リボヌクレオタンパク質複合体（RNP複合体）はゲノムRNA
とRNAポリメラーゼおよびウイルス核タンパク質から構成され、ゲノムRNAの転写・複製を担う。RNP複合体はフ
レキシブルな二重螺旋構造を持つことが知られており、ゲノムRNAが転写あるいは複製される際に構造変化が伴
うことが予想される。本研究ではRNPの構造変化をライブイメージングするための実験系を確立し、ゲノムRNAの
転写あるいは複製の際のRNP複合体の構造変化を明らかにすることを目的とした。

研究成果の概要（英文）：Influenza virus genome is composed of multiple copies of NP and a RNP 
polymerase complex, forming a ribonucleoprotein complex (RNP), which is responsble for transcription
 and replication of the viral genome. The RNPs have flexible double-stranded helices, suggesting 
that conformational changes may take place during the transcription and replication. However, 
conformation of RNPs in the functional state remains unknown. Here, to visualize conformation of 
RNPs during transcription and replication, we have tried to establish a system by combining in vitro
 RNA synthesis and high speed atomic force microscopy (AFM) observation. We have successflly purify 
a recombinant RNP, which contains 248nt-length minigenome derived from NS segment and forms 
ring-like structures. Although we confirmed that the recombinant RNPs have transcription and 
replication activity by RI, we could not observe growing RNAs produced from the recombinant RNPs 
under the AFM observation.  

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はオルソミクソ

ウイルス科に属しており、8 分節のマイナス
鎖一本鎖 RNA をゲノムとして持つ。各 RNA
分節の両末端には相補的な配列を持つ 12-13
塩基長のプロモーター領域が存在し、二本鎖
を形成する。二本鎖プロモーター領域には
PB2, PB1, PA のヘテロ三量体からなる RNA
依存性 RNA ポリメラーゼが結合する。残り
の一本鎖 RNA 領域にはウイルス核タンパク
質である NP が多数結合する。すなわち、各
ゲノムRNA分節はRNA依存性RNAポリメ
ラーゼおよび NP とともにリボヌクレオタン
パク質複合体（RNP 複合体）を形成する。
RNP 複合体は、ゲノム RNA の転写および複
製を担う最小単位として機能する。 
 ネガティブ染色法を用いた RNP 複合体の
電子顕微鏡解析から、RNP 複合体は紐状の
NP-RNA 複合体が折りたたまれコイル状に
巻き付いた二重らせん構造を形成している
こと、抗ポリメラーゼ抗体を用いた免疫電子
顕微鏡解析から RNA 依存性 RNA ポリメラ
ーゼは RNP 複合体の一端に結合しているこ
とが明らかにされていた。近年のクライオ電
子顕微鏡を用いた単粒子解析により、RNP
複合体の一端に RNA 依存性 RNA ポリメラ
ーゼが結合し、その逆端はループ構造を持つ
こと、中央部は二重螺旋をとることが確認さ
れている。しかし、これらの RNP 複合体は
ウイルス粒子から精製されたものが解析さ
れており、静的な状態の RNP 複合体の構造
である。一方で、RNP 複合体がゲノム RNA
を転写および複製しているとき、すなわち機
能的な状態の RNP 複合体の構造および構造
変化は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
  
本研究では、インフルエンザウイルスの

RNP 複合体が転写および複製の際、すなわち
RNP複合体上の vRNA を鋳型として mRNA
を合成する際やcRNAを合成する際にその微
細構造を変化させるかどうか、もし変化する
のであればどのようにその構造を変化させ
るのかを明らかにすることで、ウイルスゲノ
ムの転写・複製機構を微細構造学的観点から
理解することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
  
RNP 複合体がゲノム RNA を転写および複製

する際に構造変化を起こすかどうか明らか
にするために、in vitro RNA 合成系と高速原
子間力顕微鏡解析を組み合わせて実験を進
めることとした。ウイルス粒子から二重らせ
ん構造を有する RNP複合体を用いた in vitro 
RNA 合成系を用いた予備実験では、高速原子
間力顕微鏡観察のためにマイカ基板上に吸
着させた RNP 複合体に対して in vitro RNA
合成反応を実施しても効率よく mRNA 合成お
よびcRNA合成を起こすことができなかった。
そこで本研究では、よりシンプルな実験系で
ライブイメージング解析を行うことを行う
ため、ミニゲノム RNA を持つリコンビナント
RNP 複合体、すなわち二重らせん構造ではな
くリング状のRNP複合体を用いて、ゲノムRNA
の転写および複製におけるRNP複合体の動態
を解析することを目指した。 
 
４．研究成果 
 
 本研究では初めに、転写および複製活性を
持つリコンビナントRNP複合体の精製を行っ
た。NS 分節の 248 塩基からなるミニゲノム
RNA を発現する pPolI プラスミドと、His タ
グを融合させた PB2 タンパク質、PB1 タンパ
ク質、PA タンパク質を発現する pCAGGS プラ
スミドとともに培養細胞に導入し、抗 His 抗
体およびグリセロール密度勾配遠心法によ
りリコンビナントRNP複合体の精製を行った。
各フラクションを用いて in vitro RNA 合成
反応を実施し、RI を用いて新規 RNA 合成量を
検出した。その後、RNA 合成がピークとなる
フラクションを決定した。さらに、SDSPAGE
およびクマシー染色によりRNP複合体のコン
ポーネントを確認後、ネガティブ染色法を用
いた電子顕微鏡観察により、リング状のリコ
ンビナント RNP 複合体を確認した。観察され
たリコンビナント RNP 複合体は、従来の報告
と同様に、NP分子が 9－12分子程度からなる
リング状の構造を保持していた。 
 次に、高速原子間力顕微鏡を用いて、精製
したリコンビナントRNP複合体の観察を行っ
た。高速原子間力顕微鏡を用いてリコンビナ
ント RNP 複合体を観察するためには、基板で
あるマイカにRNP複合体を適切に結合させる
必要がある。そこで、種々のバッファーでマ
イカの処理を行いマイカ表面の電荷を変化
させ、リング状のリコンビナント RNP 複合体
がマイカ表面に結合する条件を検討した。い
くつかの条件検討を行うことで、リング状の
リコンビナントRNP複合体が比較的効率よく
マイカ基板上に結合する条件を見出した。高



速原子間力顕微鏡で観察されたリング状の
リコンビナント RNP 複合体は、電子顕微鏡で
観察されたリコンビナントRNP複合体と同様
の構造を保持していた。さらに、まれにでは
あるが、リング状のリコンビナント RNP 複合
体の横にポリメラーゼ複合体と思われる構
造体が結合している様子も観察された。 
 最後に、高速原子間力顕微鏡観察下におい
て in vitro RNA 合成反応を実施し、リコン
ビナント RNP複合体から新規合成 RNAが放出
される様子のライブイメージング観察を試
みた。しかし、これまでのところ RNA 合成の
ライブイメージング観察はできていない。そ
の原因としては、リコンビナント RNP 複合体
の転写・複製活性の低さと、リコンビナント
RNP 複合体のマイカへの結合力が適切ではな
いことが考えられる。現在、リコンビナント
RNP 複合体からの転写および複製の活性を上
昇させるため、in vitro RNA 合成反応の条件
を再検討している。また、リコンビナント RNP
複合体を適度にマイカ表面に結合させる条
件も検討を続けている。 
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