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研究成果の概要（和文）： 

本研究の目的は、インフルエンザウイルスのゲノム複製と転写に関わる宿主因子を同定し、
それらの機能を明らかにすることである。我々はインフルエンザウイルスゲノムの複製と転
写を再現できる試験管内系を確立し、その解体と再構成により、宿主因子の探索と機能解析
を進め、ウイルス RNA 合成を促進する数種の宿主因子を同定した。また、酵母内インフル
エンザウイルスレプリコン系を独自に構築し、遺伝学的にもウイルスゲノム機能に
関与する宿主因子を同定した。  

 
研究成果の概要（英文）： 
 We have focused our study on the identification and characterization of host factors 
involved in the replication and transcription of the influenza virus genome.  We have 
purified and identified a number of host factors, which stimulate the viral genome 
replication and transcription, by dissecting and reconstituting a cell-free influenza 
virus RNA synthesis system.  Further, we also established an yeast-based influenza 
virus replicon system and identified host factors by genome-wide screening system 
using an yeast single-gene deletion library. 
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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のゲノム複製と
転写の分子機構研究では、ウイルス因子の機
能解析を中心に研究が進んできた。一方、宿
主因子については、ゲノム複製と転写活性化
に必要であることが示唆されてきた。しかし、

ウイルス因子と相互作用する宿主由来タン
パク質を同定した例はあるものの、その多く
については機能が不明のままであり、ウイル
スゲノムの複製と転写に与える活性を直接
モニターすることで宿主因子を同定した例
は極めて少ない。 
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２．研究の目的 
本研究では、インフルエンザウイルスゲノ

ムの複製とウイルス遺伝子の転写過程に焦
点をあて、複製と転写にかかわる宿主因子を
同定し、それらの機能を明らかにするととも
に、その知見を基盤に当該宿主因子の細胞内
における新規機能を明らかにすることであ
る。 

 
３．研究の方法 
具体的には、まず我々が確立した cell-free

系の解体と再構成と、最近になり開発に成功
した酵母を用いた遺伝学的なスクリーニン
グ系を用いて宿主因子の同定をすすめる。次
いで、これまでに同定した宿主因子、および
新たに同定された宿主因子について、感染細
胞および感染過程における機能解析を行う。
さらに、ウイルスゲノムの複製と転写の
cell-free 系を用いて、各宿主因子の分子機能
を明らかにする。これらを基盤に、分子機能
解析から、新たな機能が推定される分子につ
いては、その観点にたった新たな生理機能の
探求を目指す。 
 
４．研究成果 
（１）試験管内のインフルエンザウイルス
RNA 合成系を用いて、非感染細胞核抽出液よ
りインフルエンザウイルスゲノム複製反応
を促進する宿主因子として IREF (Influenza 
virus Replication Factor)-1/MCM 
(Minichromosome maintenance) 複合体を同定
した。vRNA 複合体のみでは、ウイルスポリ
メラーゼは反応開始から伸長反応への移行
ができず、全長のウイルスゲノムを複製でき
ない。IREF-1/MCM は、ウイルスポリメラー
ゼに processivity を付与することで、全長のウ
イルスゲノムの複製を可能とすることが明
らかになった。IREF-1/MCM 複合体の標的は
ウイルスポリメラーゼ PA サブユニットであ
った。 
 複製反応に関わる第 2 の宿主因子として
IREF-2 を同定した。IREF-2 は、複製中間体
である cRNA を鋳型としたウイルスゲノム複
製を特異的に促進する宿主因子であり、鋳型
極性を認識する活性をもつ因子であった。 
（２）酵母内インフルエンザウイルスレ
プリコン系を用いて、スプライシング関
連因子をコードする遺伝子群の中から
インフルエンザウイルスのRNAの合成
を促進する宿主因子候補として、U1A、
U2B、 TIA-1、 Prp18を同定した。 vRNP
を酵素源とした試験管内ウイルスRNA
合成系においても4つの因子にRNA合成
促進活性が認められた。したがって、こ
れらの宿主因子はvRNPの構成因子と直
接相互作用し、ゲノム複製に関与してい
ることが示された。Prp18については、

NPを標的とし、NPがRNAに結合する際に、
分子シャペロンとして機能することが明ら
かとなった。 
（３）インフルエンザウイルス RNA ポ
リメラーゼの PA サブユニットの結晶構
造を明らかにし、カルボキシ末端が折り
畳まれた高度に疎水的な溝を形成し、触
媒サブユニットである PB1 のアミノ末
端が挿入され RNA ポリメラーゼ複合体
が形成されることが明らかとなった。ま
た、インフルエンザウイルス RNA ポリ
メラーゼの PB1 と PB2 の相互作用部位
の結晶構造を明らかにした。  
（ ４ ） ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 結 合 し 、
Ribonucleoprotein（RNP）複合体の形成に必須
であるウイルスタンパク質 NP によっても、
ウイルスゲノム複製は促進されることを見
出し、NP はウイルスポリメラーゼが開始反
応から伸長反応へ移行するのに必要である
ことを明らかにした。さらに、この過程には
NP の分子シャペロンとして機能する宿主由
来 の ス プ ラ イ シ ン グ 関 連 因 子 で あ る
RAF-2p48/UAP56 が促進因子として機能し、
子孫 RNP 複合体形成と協調して、RNA 合成
反応を促進することを明らかにした。 
（５）感染細胞内のウイルスゲノムをウイル
ス RNP に対する特異的抗体と FISH 法で可視
化し、その動態解析を行ったところ、ウイル
ス RNP の細胞内輸送は微小管依存的であり、
Rab11 陽性の小胞輸送を介した経路によって
能動輸送されていることを明らかにした。 
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