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研究成果の概要（和文）：2014年に西アフリカで起きたエボラウイルス(EBOV)感染症の大流行は、1万人以上の
死者を出した。EBOVに対する治療法は確立していないため、その感染症対策は国際的に取り組むべき重要な課題
と言える。本研究では、EBOVのポリメラーゼと転写制御因子に着目し、ウイルス粒子の形成機構を解明すること
を目的とした。そのためにリバースジェネティクス技術を用いて蛍光発現組換えウイルスを構築し、転写・複製
におけるウイルスタンパク質の相互作用を各種顕微鏡法で解析した。そして、組換えウイルスを構築し転写制御
因子VP30のオリエンテーションを明らかにすると共に、その機能の一端を解明することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The Ebola virus (EBOV) epidemic in West Africa in 2014 caused more than 10,
000 deaths; as there is no established treatment for EBOV, its control is an important international
 public health concern. In this study, we aimed to elucidate the mechanism of viral particle 
assembly by focusing on the polymerase protein L and transcriptional regulator protein VP30. For 
this purpose, we constructed fluorescent labelled recombinant viruses using reverse genetics 
technology and analyzed the interaction among viral proteins in transcription and replication 
processes by using several microscopy techniques. We have constructed recombinant viruses and 
clarified the orientation of transcripti4onal regulator VP30 and its functions.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルスタンパク質に対する薬剤、例えばRNAポリメラーゼ阻害薬はウイルスの転写・複製を選択的に抑制でき
るので、高い特異性を持つ抗ウイルス薬として知られる。しかしエボラウイルス(EBOV)のRNAポリメラーゼ複合
体の構造はわかっておらず、その制御機構も不明であった。そこで本研究では、EBOVのRNAポリメラーゼ複合体
を形成する転写制御因子VP30がどのようにヌクレオカプシド形成に関わるか、介在する宿主細胞因子も含めて、
高解像度顕微鏡を用いて解明することを目指した。ウイルスの転写・複製機構を制御する分子機構を解明するこ
とで、アセンブル阻害剤やポリメラーゼ阻害薬の開発に貢献することが期待される。

※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 
 
エボラウイルス（EBOV）とマールブルグウイルス（MARV）に代表されるフィロウイルスは、

一類感染症に属しバイオセーフティレベル 4（biosafety level-4: BSL-4）に分類されるため、感

染実験を行う際には物理的な封じ込め設備及び機器が必要である。治療法およびワクチンは確

立しておらず、重篤な出血熱症状と高い致死率を示す最も重要な新興感染症の一つである。2014

年に起きた西アフリカの EBOV 感染症の流行では、感染者 28,000 人以上、死者 11,000 人以上

が報告された（WHO：世界保健機関、2016 年）。感染はアフリカにとどまらず、アメリカ・ヨ

ーロッパでも患者が出たことから、EBOV 感染症は世界的に深刻な公衆衛生上の脅威と言える。

こうした状況で、一刻も早い EBOV 感染症に対する治療薬の開発が望まれる。中でもウイルス

タンパク質に対する薬剤、例えば RNA ポリメラーゼ阻害薬はウイルスの転写・複製を選択的に

抑制できるので、高い特異性を持つ抗ウイルス薬として知られている。実際にヘルペスウイルス

や肝炎ウイルスに対するポリメラーゼ阻害薬が臨床応用されている。しかし、フィロウイルスの

RNA ポリメラーゼ複合体の構造の詳細はわかっておらず、その詳細な機能や制御機構も不明で

ある。   

EBOV は一本鎖(-)RNA ウイルスで、5 つのウイルスタンパク質（ヌクレオプロテイン NP、ポ

リメラーゼL、ポリメラーゼ共因子のVP35、ウイルスゲノム転写因子であるVP30、そしてVP24）

がヌクレオカプシド(NC)を形作る。マトリックスタンパク質 VP40 と表面糖タンパク質である

GPがNCを取り囲みウイルス粒子が形成される。また免疫電顕法により、NP, VP24, VP35, VP40, 

GP の粒子内の大まかな位置はわかっているが、ポリメラーゼ複合体の配置は不明である。ゲノ

ムの複製は L/VP35/NP で行われるが、転写には VP30 が必須なことから、フィロウイルスでは

転写と複製でウイルスポリメラーゼの構造が変化すると考えられる。VP30 はリン酸化されると

ポリメラーゼ複合体から離れることが示唆されており、VP30 がリン酸化を介して転写と複製を

スイッチするとされる。しかし、その制御メカニズムはわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
フィロウイルスの RNA ポリメラーゼ複合体は、どのようにヌクレオカプシドに取り込まれ、ウ

イルス粒子のどこに位置するのか不明である。またポリメラーゼ複合体が、転写制御因子である

VP30 および宿主細胞因子との相互作用を通して、どのようにウイルスの転写・複製を制御する

のかわかっていない。そこで本研究では、ライブセルイメージング顕微鏡と電子顕微鏡を用いて、

ウイルス粒子におけるポリメラーゼ複合体の立体配置を解明し、粒子形成における VP30 の役

割を解明することを目的として開始した。本研究でウイルスのアセンブル阻害薬やポリメラー

ゼ阻害薬の開発基盤を構築することが期待される。 
 
３．研究の方法 
 

本研究では、リバースジェネティクス技術を用いてポリメラーゼ L 及び転写制御因子 VP30 に

ついて、タグ標識または蛍光標識した組換えウイルスを構築する。それらを用いて、ライブセル

イメージング顕微鏡でウイルスの細胞内動態を、電子顕微鏡でウイルス粒子及びヌクレオカプ

シドの微細構造を観察する。 

具体的な方法として、L および VP30 を蛍光タンパク質またはペプチドタグで標識した組換え



タンパク質を全長ゲノムに導入し、組換えウイルスを作製した。組換えエボラウイルスの構築は

本邦では不可能なため、共同研究を行っているドイツ国フィリップ大学マールブルグで行った。

L タンパク質は、N末端・C末端へのタグ融合によりポリメラーゼ活性が低下することがわかっ

ている。そこで L の OLF の非機能領域にタグを挿入し、全長のゲノムに組み込んだ組換えウイ

ルス EBOV-LmCherry を構築した。また、VP30 については、C末端側に蛍光タンパク質を融合

し、全長ゲノムに挿入することで、EBOV-VP30TagRFP を構築した。さらに、ヌクレオカプシ

ドを免疫沈降法で抽出できるように、VP30 をペプチドタグにより標識した組換えウイルス

EBOV-VP30Flag を作出した。これらの組換えウイルス及び野生型のウイルスからヌクレオカプ

シドを精製するために、ウイルスを大量培養し、エンベロープのみを可溶化する条件を検討した。

また、この精製過程をウイルス様粒子に応用することで、ヌクレオカプシドタンパク質間の相互

作用についても検討を行った。 

VP30 タンパク質はリン酸化修飾を受けることがわかっており、リン酸化・脱リン酸化をスイ

ッチすることが転写・複製に必須であることが報告されている。一方で、この VP30 リン酸化が

ウイルス粒子の形成機構にどのように関与するのかはわかっていなかった。そこで本研究では、

リン酸化の状態が異なる種々の VP30 変異体を構築し、ライブセルイメージング顕微鏡や生化

学的アッセイ法を用いて、ヌクレオカプシド及びウイルス粒子形成における VP30 の役割を明

らかにした。 

 
４．研究成果 
 

エボラウイルスのリバースジェネティクス技術を用いた組換えウイルス作成は、申請者が利用

資格を持つドイツ国フィリップ大学マールブルグの BSL-4 実験施設で 2018~2019 年に行った。

実際に EBOV-LmCherry, EBOV-VP30TagRFP, EBOV-VP30Flag をレスキューし、培養細胞レベ

ルで野生型ウイルスと同等の複製機能を持つことを確認した。これらの組換えウイルスを用い

て、ウイルスゲノムの鋳型となるヌクレオカプシドの形成機構を解明するため、界面活性剤を用

いてウイルス粒子の外殻のみを壊し、内部のヌクレオカプシド複合体を抽出・精製する方法の確

立を目指した。この過

程で、これまでわかっ

ていなかった転写制御

因子 VP30 の局在を明

らかにすることに成功

した（図 1, Takamatsu, 

et al. in preparation.）。

一方で精製については

不十分であり、L の局

在については大まかに

しかわかっておらず、

今後の課題である。続

いて、それぞれの組換

えウイルスの詳細な性

状解析を行うと共に、

宿主因子との相互作用



も含めて細胞内動態を解明する予定であった。しかし、COVID-19 による種々の事情（本邦の研

究活動制限、ドイツ国の BSL4使用制限、海外渡航制限など）があり、十分な進捗は得られなか

った。 

 

この間、申請者は転写制御因

子 VP30 のリン酸化がウイルス

粒子の形成にどのように関わ

るのか、変異体を用いて詳細な

解析を進めた（図 2）。具体的に

はリン酸化の状態が異なる

VP30変異体を用いて、転写・複

製過程、ヌクレオカプシド形成

過程、ヌクレオカプシド輸送過

程、ウイルス粒子形成過程のそ

れぞれについて検討を行った。

この結果、VP30 がリン酸化さ

れると長距離輸送される NCLS

の頻度が高くなることがわか

った（図 3）。一方で、VP30 の

リン酸化は、ヌクレオカプシド

の形状や、ウイルス様粒子の形



状には影響を与えなかった。また、VP30 のリン酸化は、NCLS の成熟過程や、移動速度、移動

距離などの複合体形成および輸送過程には直接的な影響が無いことがわかった。 

リン酸化によるヌクレオカプシドへの VP30 取り込み量の増大、及び脱リン酸化による VP30

取り込み量の低下は、ウイルス感染細胞でも観察された。感染細胞でリン酸化モチーフに変異を

導入しリン酸化を制限すると、長距離輸送されるヌクレオカプシドの頻度が減少することがわ

かった(図 4)。 

この分子機構であるが、VP30 はリン酸化によりヌクレオカプシドの中心タンパク質である NP

との相互作用を強固にすることが報告されている。本研究では NCLS 複合体を免疫沈降法で落

とし、含まれるウイルスタンパク質量を定量解析したところ、VP30 がリン酸化されるとヌクレ

オカプシドへの取り込み量が増加することがわかった。したがって NCLS, ヌクレオカプシドの

輸送過程で観察されたリン酸化による検出頻度の増加は、VP30 取り込み量に依存すると考えら

れた。以上からエボラウイルスは、"リン酸化された VP30”を選択的にウイルス粒子に取り込ま

せることで、ウイルスの転写・複製機能を最適化している可能性が示唆された。申請者の前駆研

究で、"リン酸化された VP30”がゲノムの初期転写に必須であることがわかっており(Takamatsu, 

et al, mBio. 2020)、本研究で得られた結果は、ウイルスのライフサイクルを考える上でも理に適

っていると考えられた。 
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