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研究成果の概要（和文）：本研究では、インフルエンザウイルス(IAV)の細胞への侵入から出芽までの過程を高
速原子間力顕微鏡(高速AFM)や電子顕微鏡を用いて観察した。その結果、IAVのエンドサイトーシスを利用した侵
入と細胞膜表面からの出芽の様子をリアルタイムに観察することに成功した。さらに、アンルーフ法で細胞膜裏
側、あるいは徳安法で細胞質内を晒した後、免疫電子顕微鏡法でウイルスのRNAを含んだタンパク質の複合体
vRNPとウイルスの外殻形成に使用されるM1タンパク質の局在を観察した。これらの手法の確立と得られた画像は
ウイルスの細胞内外での行動や構造形成過程の解明に寄与するものと考えている。

研究成果の概要（英文）：In this research, I tried to observe the uptake and budding process of 
influenza virous by high speed scanning atomic force microscopy (high speed scanning AFM) and 
electron microscopy. Therefore, the real time imaging of the uptake and budding process from 
infected living cell could be observed by high speed scanning AFM. In addition, distributions of 
vRNP formed by RNA and proteins and M1 protein related with formation of the envelope in the 
cytoplasm and on the inner surface of plasma membrane were observed by immune-freeze etching replica
 after using unroofing method for exposing the inner surface of plasma membrane or Tokuyasu method 
for preparing the cytoplasm section. These methods and results make it possible to contribute to 
breakthrough of the motion and the structure formation process.

研究分野： 生物物理

キーワード： インフルエンザ　高速原子間力源鼻鏡　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
本研究では、まず原子間力顕微鏡を用いたインフルエンザウイルスの細胞への侵入と細胞からの出芽を観察する
手法の確立をすることがきた。この手法は他のウイルスの観察にも活かすことを期待でき、ウイルスの侵入と出
芽に関する新たな知見だけでなく、薬品開発につながる阻害剤のリアルタイムな効果の観察にも応用できると考
えている。次に、電子顕微鏡による観察から、細胞内でのウイルス形成の過程に関係すると思われる形態を見る
ことができた。これにより、これまで不透明な細胞内でのウイルス形成の解明に寄与できると考えている。

※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 
これまでウイルスの研究では生化学的な手法による解析が一般的で、形態的な研究も光学顕

微鏡や電子顕微鏡を用いた観察にとどまり、１つのウイルスの動的な観察はなされていなかっ
た。なぜならば、電子顕微鏡では細胞やウイルスが活性を持った状態で観察ができなく、蛍光を
用いた光学顕微鏡では分解能が足りず、いつウイルスが細胞膜を超えたか、その時の細胞膜の形
態変化はどうなっているかについては全くわからないためである。これらの問題を解決してウ
イルスの動的な情報を得ることは、ウイルスが薬に対してどのような応答をするのか、どのよう
な過程で細胞へ侵入するかあるいは細胞から出芽するかなど、ウイルスの基礎的な情報を得る
ために重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究はインフルエンザウイルス（以下 IAV）の細胞への侵入から出芽に至る過程をイメージ

ングにより解明する研究である。高速原子間力顕微鏡(以下高速 AFM)によるウイルス観察技術を
確立することで、ウイルスの侵入と脱出(Budding off)の細胞表面で見られる動的過程を、クラ
イオ電子顕微鏡を用いた免疫電子顕微鏡法やフリーズエッチングレプリカ法などによってウイ
ルスゲノムとタンパク質の複合体である vRNA+NP（以下 vRNP）、エンベループの形成に携わって
いる M1 タンパク質の細胞質内の局在分布を観察する。これらの技術を用いることで今までに得
られなかったウイルスの新しい知見を得られると予想している。 
 
３．研究の方法 
（１）高速 AFM を用いた細胞への侵入と出芽の動的観察 
細胞は A549 細胞(アフリカミドリザル腎臓由来の培養細胞)や MDCK 細胞(イヌ腎臓尿細管上皮

細胞由来の細胞)を用いる。高速 AFM はオリンパスが開発した走査型高速 AFM”BIXAM”を用いる
[1]。侵入観察の系では、細胞を二酸化炭素５％、温度３７℃の条件下で高速 AFM 専用スライド
ガラスの上に培養した後、高速 AFM の観測ステージに載せて観察する。観察開始後、時期を見計
らい IAV を細胞上に播種する。IAV は予め Alexa488 を用いて蛍光標識を行っておく。これによ
り、蛍光顕微鏡と高速 AFM との間で相関をとることが可能となり、高速 AFM の画像上でどの粒子
が IAV であるかを判別できるようになる。一方で、出芽観察の系では、同様の条件で高速 AFM 専
用スライドガラスの上で培養した細胞に IAV[2]を播種し、１時間ほどインキュベーションをす
ることで IAV の細胞への接着と侵入を促す。その後、培養液を交換することで、細胞膜上に残存
する IAV を洗い流す。そして、ウイルスの出芽が始まるまで再びインキュベーションする。最後
に再び培養液交換で細胞表面を洗浄した後、高速 AFM で観察を行いウイルスの出芽を観察する。 
 

（２）細胞膜裏と細胞質内における vRNP の局在と細胞膜裏の M1 タンパク質の局在の観察 
2.5×2.5 mm のカバーガラス上に細胞を培養し、IAV を播種して 16 時間後に小型のソニケー

ターを用いた unroofing[3]を行った後、１％glutaraldehyde で固定を行う。さらに、標的とし
た vRNP や M1 タンパク質の抗体を結合させた後、洗浄を挟み金コロイド二次抗体で標識する。そ
して、急速凍結エッチングレプリカ法により、細胞膜裏のレプリカを作製し電子顕微鏡で観察を
行う。一方で、細胞質内における vRNP の局在を調べるために、培養後に固定を行いセルスクラ
ッパーで集めた細胞の塊から徳安法[4]に従って氷結細胞切片を作製し、上記と同様の方法で金
コロイドの標識と急速凍結エッチングを行い電子顕微鏡で観察するためのレプリカを作製した。 
 
４．研究成果 
（１）IAV の細胞への侵入の様子 
本研究ではおよそ 10 sec/frame の時間分解能で IAV がエンドサイトーシスを利用して細胞へ

侵入する様子を高速 AFM で捉えることを試みた。高速 AFM はカンチレバーを通してサンプル表
面の起伏を捉える。それらの起伏の中でどれが細胞表面に付着している IAV であるかを確かめ
るために、事前に IAV に Alexa488 を修飾し蛍光顕微鏡でも高速 AFM が観察している範囲を観察
できるような仕組みを組み立てた。その結果、図１のように IAV が細胞のエンドサイトーシスを
利用して細胞内へ侵入する様子をリアルタイムに撮影することができた。多くの場合、IAV が細
胞に付着してエンドサイトーシスを利用して侵入するまでの時間はおよそ５０秒だった。一方
で幾つかの IAV は２分以上細胞表面に存在するものも見られた。それらは５０秒で起こるエン
ドサイトーシスとは別の機構のエンドサイトーシスによる侵入をしている可能性も考えられる。 
 
（２）IAV の細胞からの出芽の様子 
次に、培養した細胞に IAV を感染させ１６時間インキュベートした後に同一の高速 AFM を使

い IAV が細胞から出芽する様子を観察した。その結果、図２のように細胞表面に幾つかの穴が見
えており、それらの幾つかは中に粒子状の構造物が見られる。これらは、カプシド形成を終了し
エンベループでパッケージングを終えた IAV が出芽している様子だと思われる。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）細胞質内における vRNP の局在 
液体窒素温度の下で細胞の切片を作製

する徳安法と免疫電子顕微鏡法を組み合
わせることで、細胞質内の特定のタンパ
ク質の局在を探ることができる。図３を
見ると、vRNP は細胞膜の上や滑面小胞体
のようなシート型の構造物に分布してい
ることがわかる。拡大してみると、筋模様
が見えており、これはシート型構造物が
フィラメントの上を覆っている状態から
見られるものだと思われる。故に、滑面小
胞体とは違う構造物と考えられる。更に
シート型構造物上の vRNP の局在を見る
と、一つに集積した様子を見せずバラバ
ラに分布していることが確認できる。 
 
（４）細胞膜裏における vRNP と M1 タン
パク質の局在 
 細胞にアンルフーフ法を使うことによ
って細胞膜裏の立体的な構造を得ること
ができる。この手法と免疫電子顕微鏡法
を組み合わせることで、IAV に感染した細
胞の細胞膜裏における vRNP や M1 タンパ
ク質の局在を見ることが可能になる。図
４はvRNPの細胞膜裏の分布を示した画像
である。細胞膜裏に広く分布している様
子がわかる。更に観察すると図５のように vRNP は３タイプの局在を見せていることがわかる。
１つ目はアクチンフィラメントの上でバラバラに局在している状態、２つ目はアクチンフィラ
メントの上で塊を形成している状態、３つ目が細胞膜裏で塊を形成している状態である。この状
態では周辺にアクチンフィラメントは見られない。３つ目の状態は高速 AFM でも同様の状態が
観察できている。さらに、幾つかの画像ではこれらの塊が８つの構造物で形成されていることを
確認した。以上の結果から、８つの vRNP が集積した状態で運ばれてくるのではなく、細胞膜近
傍で集積すると考えられる。図６は細胞膜裏の M1 タンパク質の局在を示しており、vRNP と同じ

 
図１、高速 AFM と蛍光顕微鏡による相関観察が捉えた IAV が細胞へ侵入する様子の連続
画像。時間分解能は 10sec/frame。AFM の画像内では IAV は白いスポットで表されている。
そこに緑色で表されている部分が蛍光顕微鏡で捉えられた IAV に結合した蛍光物質の発光
である。黄色の丸で囲まれた部分は IAV がエンドサイトーシスで取り込まれている様子で
ある。白い矢印は IAV が穴に捉えられている様子である。 

図２、高速 AFM が捉えた IAV が細胞から出芽する様子の連続画像。時間分解能は
10sec/frame。細胞表面に IAV が出芽したとみられる多くの穴が見られる。緑の矢印で示し
た部分は細胞膜表面から IAV と見られる粒子が出てきている様子が見受けられる。 

 

図３、免疫電子顕微鏡法で観察した IAV に感染
した細胞の細胞質内の vRNP の局在。抗原抗体
反応を用いて金コロイドで修飾を行っている。A, 
黄色いスポットが vRNP の場所を示す金コロイ
ドである。緑色の領域はシート型構造を示してい
る。M はミトコンドリア。B, 高倍率でみたシー
ト型構造。C、黄色くカラーリングする前の様子。
白いドット部分が金コロイドになる。 



ように膜裏に広く分布している様子が見ら
れる。このことは、M1タンパク質は膜裏にお
いて vRNP ととも存在していることを示唆し
ている。 
一方で、図６Cのようにシート型の構造物

のエッジ部分に M1 タンパク質が多く局在す
る様子が見られた。このシート型の構造物エ
ッジ部分はアンルーフの際に、破砕された部
分であると考えられるのでこのシート型の
構造物の中に M1 タンパク質が存在しており、
それらが破砕された領域で露出している状
態と推察される。さらに、細胞膜裏の構造を
調べると、図７のようにシート型構造物が細
胞膜裏の一部分を覆っている様子も散見さ
れた。しかし、このシート状の構造の表面に
は M1 タンパク質の抗体が結合してはいなか

った。これらの結果を考えると、このシート型の構造物は M1 タンパク質を内包していて、細胞
膜に溶け込むことで M1タンパク質を細胞膜に運んでいるのではないかと考えられる。 
他に、よく観察すると IAV が変わった形態で出芽している様子やピーナッツのように２つの

カプシドが存在する様子、ダンベルのような形や一部分が細くなったような形が図８のように
観察することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図４、アンルーフ法と免疫電子顕微鏡法を組
み合わせて観察した細胞膜裏の vRNP の局
在。広く巻く裏に分布しているのがわかる。 

 
図５、アンルーフ法と免疫電子顕微鏡法で観察した細胞膜裏の vRNP の様々箇所での局在。
A、アクチンフィラメント上に見られる vRNP。バラバラに結合している様子が見られる。
B、感染していない細胞の膜裏の様子。C、アクチンフィラメント上で塊を形成している
vRNP。D、アクチンフィラメント上ではなく細胞膜裏で塊を形成している vRNP。E、IAV
に感染した細胞の膜裏を高速 AFM で観察した画像。 

 

図６、アンルーフ法と免疫電子顕微鏡
法で観察した細胞膜裏の M1 タンパク
質の局在。A、膜裏に広く分布している。
B、アクチンフィラメント上に局在して
いる M1 タンパク質。C、シート型構造
のエッジ部分に局在する M1 タンパク
質。 
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図７，IAV に感染した細胞の膜裏に見られるシートで覆われたような部分。A、クラス
リン構造の途中からシートのような構造物（＊）に覆われている。B、シート構造上で
は M1 タンパク質の局在が見られない。C、IAV に感染していない細胞膜の裏打ち構造。 

 

図８、様々な形態の IAV。
A、フィラメント型の構
造物から出芽している様
子。B、よく見られる出芽
の状態。C、IAV のエンベ
ループの中が見えている
状態。D、E、F、G、様々
なカプシドの形態 
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