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研究成果の概要（和文）： インフルエンザウイルスゲノムは RNA－タンパク質複合体

(vRNP)として宿主細胞の核内で複製されたのち、細胞表面まで運ばれ子孫ウイルス粒子と

なる。本研究では、この子孫 vRNP 輸送が宿主細胞の微小管輸送系に依存していることを

明らかにした。また、感染細胞の vRNP を生きたまま観察し、vRNP が微小管に沿って比

較的速い速度(0.7-1.5 m/s)で間欠的に前後へ移動していることを見いだした。 

 

 

研究成果の概要（英文）：  Influenza virus genome is replicated in the nucleus as 
ribonucleoprotein complex (vRNP) and is transported to the cell surface where the 
budding of progeny virion occurs.  This research revealed that the trafficking of 
progeny vRNP depends on the host cellular microtubule transport system.  Live cell 
imaging of progeny vRNP demonstrated that the vRNP signals moved along 
microtubules rapidly (the average velocity of 0.7-1.5 m/s) but intermittently in both 
plus and minus directions. 
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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 8 本に分節化し

た RNA ゲノムを持つため、常に抗原変異を
繰り返す。そのため、小規模変異株が毎年流
行し、大きく抗原性が異なる新型ウイルスの
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出現も危惧されている。 

子孫ウイルスゲノム－タンパク質複合体
(vRNP)に着目してインフルエンザウイルス
の生活環(図１)を概説する。①ウイルス粒子
が細胞に吸着し進入すると、細胞骨格に依存
して核近傍の低 pH オルガネラ(後期エンド
ソームやリソソーム)まで輸送される。②膜融
合と脱殻により親 vRNP が細胞質に放出さ
れ、③核内移送タンパク質により宿主細胞の
核内へと運搬される。④核内の宿主因子群を
利用しウイルス遺伝子の転写が起こり、子孫
vRNP の材料となるウイルスタンパク質の翻
訳が起こる。⑤充分量のウイルスタンパク質
が蓄積することによりウイルスゲノム複製
が起こる。⑥M1・NS2 タンパク質(ウイルス
因子)および CRM1(宿主因子)等の関与によ
り、子孫 vRNP が核外輸送され、⑦何らかの
メカニズムにより 8種の vRNPが選択的に集
合し細胞膜/形質膜への輸送が行われる。その
後⑧ウイルス粒子を形成するタンパク質
(HA・NA・M1・M2)をまとい、子孫ウイル
ス粒子が出芽する。 

これら素過程のうち⑦子孫 vRNP の分節
集合と輸送について、次のような状況証拠が
報告されている。まず、ウイルス粒子に子孫
vRNP がパッケージングされるためには、ゲ
ノム複製の場である核から形質膜直下まで
正しく輸送される必要がある。また子孫ウイ
ルス粒子の出芽は形質膜アピカル(頂端)面で

起こるため、子孫 vRNP およびウイルス粒子
を形成するタンパク質群は、形質膜アピカル
面に向け極性輸送される。インフルエンザウ
イルスゲノムは分節化した RNA であるため、
各 vRNP分節が最低 1本ずつ計 8本以上のセ
ットとしてパッケージングされる必要があ
る。各分節 RNA 上にはパッケージングに必
要なシグナル配列が存在する。 

このように、すでにウイルス増殖機構の大
部分が解明されたと考えられているが、抗ウ
イルス薬の設計などに必要な「分子レベルの
メカニズム解析」については、未解明な点が
多く残されたままとなっている。実際、子孫
ウイルスゲノムの核－形質膜輸送について、
経路および関与する因子等について不明な
点が多い。 

一方、我々は RNP 複合体と優先的に結合
する抗 NP モノクローナル抗体の作製に成功
し、固定した感染細胞標本の蛍光観察により
vRNP とみられる粒状の NP 抗原が微小管と
共局在することを見いだした。また、本抗体
を用いれば、未解明であった子孫 vRNP の輸
送動態が解析可能であると考えた。 

２．研究の目的 

本研究は、核内でのウイルスゲノム複製に
引き続いて起こる、子孫 vRNP の選択的集合
と、粒子出芽の場である形質膜への輸送につ
いて、分子レベルで解明する事を目的とした。 

具体的には、我々が作製した「ウイルス
RNP 複合体と優先的に結合するモノクロー
ナル抗体(mAb61A5)」を主要解析ツールとし、
子孫 vRNP の核－形質膜間輸送経路および
その動態、関与する宿主・ウイルス因子の同
定をめざした。これらの結果を基に、最終的
には子孫 vRNP 分節同士が何処でどのよう
に集合するのか、またその集合が選択的であ
るかの検証をめざしている。 

３．研究の方法 

まず、mAb61A5 により検出される粒状 NP

抗原と子孫vRNPの同一性確認を、in situ ハ
イブリダイゼージョンにより行なった。また、
エピトープ解析や再構成 vRNP 等を用いて
抗体特性を把握し、実験系の最適化と有効性
の検証をおこなった。次に主目的である「子
孫 vRNP 輸送に関与する宿主/ウイルス因子
の同定と輸送メカニズムの解析」に取り組ん
だ。 

(1) 子孫 vRNP のリアルタイム生細胞観察系
の構築 

直接蛍光標識した mAb61A5 を、膜透過ペ
プチド法あるいはリポフェクション法に基
づいたタンパク質導入技術により感染細胞
へ導入し、共焦点レーザー顕微鏡によるリア



 

 

ルタイム生細胞観察を行った。その際、偽陽
性シグナルの判別手法を考案し、多シグナル
解析を効率化するための画像処理を施した。 

(2) 子孫 vRNP が局在する細胞質オルガネラ
の同定 

蛍光タンパク質を融合した既知オルガネ
ラマーカータンパク質の発現ベクターを 20

種類構築し、リポフェクション法を用いてイ
ヌ腎臓由来 MDCK 細胞に一過性発現させた。
その後インフルエンザウイルスを感染させ、
mAb61A5 を用いて vRNP とマーカータンパ
ク質の共局在を検証した。 

(3) vRNP と相互作用する宿主タンパク質の
同定 

感染細胞の細胞質画分を出発材料とし、
mAb61A5 を用いた免疫沈降実験を行なった。
抗体に依存した vRNP の分離を確認すると
共に、共存する宿主タンパク質の確認を行な
った。さらに、共局在が判明したオルガネラ
マーカータンパク質について、エピトープタ
グを用いた免疫沈降実験、GST タグを融合し
た組換えタンパク質による、GST プルダウン
実験をおこない、直接相互作用の有無を確認
した。 

４．研究成果 

(1) 子孫 vRNP 細胞質内輸送のリアルタイム
生細胞イメージング 

 蛍光標識した mAb61A5 を、膜透過ペプチ
ド法あるいはリポフェクション法に基づい
たタンパク質導入技術により感染細胞へ導
入し、共焦点レーザー顕微鏡によるリアルタ
イム生細胞観察(2～17 fps)を行った(図２)。
偽陽性シグナルを判別するため、非特異的な
マウス Igを異なる蛍光色素で標識し(図２Ｃ)、
mAb61A5 (図２Ｂ)と混合導入している。 

膜透過ペプチドを用いた手法では凝集抗
体による偽シグナルの割合が多く、メーカー
推奨の手法のままでは子孫 vRNP の動態解
析には不適切であることが判明した。一方リ
ポフェクション法による導入では、細胞表面
に判別可能な偽陽性シグナル(図２Ａ、矢頭)

が見られるが、細胞内に偽シグナルはほとん
ど検出されず、感染に依存して粒状の vRNP

シグナルが観察された(図２Ｂ)。 

 細胞質に移行した子孫 vRNP は緩急ある
速度で時に進行方向を反転させつつ移動し
ていることが判明した。得られた vRNP シグ
ナルを複数追跡し(図２Ｄ)、１移動あたりの
平均速度(Vmean)と瞬間最大速度(Vmax)を
算出した(図２Ｅ)。子孫 vRNP 複合体の平均
速度は 0.7～1.5 m/s に最大頻度を示し、瞬
間最大速度は 5 m/s 以上に達することが判
明した。 

図２ 生細胞イメージングによる vRNP 輸送の動態解析 

GFP 融合-チューブリンを恒常発現する
MDCK 細胞株を樹立し、同様の生細胞観察
を行なった結果、子孫 vRNP の蛍光シグナル
が微小管に沿って移動していることを確認
できた。微小管重合阻害剤である Nocodazole

存在下では、vRNP シグナルの移動速度が低
下した。 

 以上の結果より、核外輸送された子孫
vRNP は直接微小管と相互作用し移動してい
るのではなく、モータータンパク質との直接
相互作用あるいは輸送小胞を介して、微小管
に依存した形質膜輸送がなされていると考
えられる。 

(2) 子孫 vRNP の微小管輸送に関与する宿主
/ウイルス因子の同定および解析 

当初、感染細胞の細胞質画分を出発物質と
して、mAb61A5 を用いた免疫沈降により
「vRNP と相互作用する輸送因子の特定」を
試みたが、共沈降する宿主タンパク質の種類
が多く、単純に相互作用のみで本質的な輸送



 

 

関連因子を同定することは困難であると判
断した。そこで、まず子孫 vRNP が局在する
細胞質内オルガネラおよび共局在する宿主/

ウイルスタンパク質の同定を行なった後、こ
れら因子と vRNP の相互作用を検証するこ
とにした。 

蛍光タンパク質を融合した既知オルガネ
ラマーカータンパク質を 20 種類作製し、そ
れぞれ一過性発現細胞で意図した局在を示
す事を確認した。これらマーカータンパク質
を発現させた MDCK 細胞にインフルエンザ
ウイルスを感染させ、mAb61A5 を用いた間
接蛍光抗体法により子孫 vRNP の局在を観
察した。その結果、程度の差はあるが 3 種類
のマーカータンパク質と vRNP シグナルの
共局在が確認できた。このうち共局在性の良
い 2種についてエピトープタグを付加した組
換えタンパク質発現ベクターを作製し、一過
性発現細胞にウイルスを感染させ抗タグ抗
体による免疫沈降実験を行なった。その結果、
これらオルガネラマーカータンパク質と感
染細胞 vRNP が共沈降することを確認した。
ただし、逆の組合せ(mAb61A5 による vRNP

の免疫沈降)では、実験条件および検出感度の
問題から内在オルガネラマーカータンパク
質の共沈降を確認できていない。 

共局在・共沈降が確認できたオルガネラマ
ーカータンパク質について、大腸菌を用い
GST 融合組換えタンパク質を作成した。感染
細胞抽出液を出発物質として GST プルダウ
ン法による相互作用の検証を行なったとこ
ろ、感染細胞由来 vRNP と組換え宿主タンパ
ク質の相互作用が確認できた。vRNP は GST

融合宿主タンパク質に依存してグルタチオ
ンビーズと共に沈降したが、vRNP の分子数
に相当する他の内在性宿主タンパク質が見
られないことから、両者が直接結合している
可能性が示唆された。現在、この宿主オルガ
ネラマーカータンパク質が核外移行した子
孫 vRNP を微小管/輸送小胞上へ導く因子で
あると考え、解析を進めている。 

(3) 本研究成果の国内外における位置づけと、
今後の展望 

 現在、インフルエンザウイルスの基礎研究
分野において特に注目されているのは、①分
節化ゲノム/vRNP の選択的パッケージング
機構、②子孫ウイルス粒子の出芽メカニズム
である。本研究が対象とする③子孫 vRNP の
細胞質内輸送については、これまで適切な検
出系が存在しなかった為、解析が遅れていた。
しかし、①～③の素過程は緊密に結びついた
現象である可能性が高く、本研究の成果が今
後①および②の解析に貢献することも期待
できる。 

 現在、細胞質内子孫 vRNP と相互作用する

宿主因子について解析を行なっているが、そ
の相互作用メカニズムを解明することによ
り、形質膜アピカル面へ向けた子孫 vRNP の
極性輸送や、他のウイルス粒子構成タンパク
質輸送との共役関係が明らかになり、最終的
にインフルエンザウイルス生活環の全貌が
明らかになると期待している。 
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