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研究成果の概要（和文）：本研究では、クライオ電子顕微鏡単粒子解析法を用いてフィロウイルスのコア構造で
あるヌクレオカプシドならびに核タンパク質 (NP)-RNA複合体の高分解能構造を解析し、エボラウイルスのヌク
レオカプシド様構造、マールブルグウイルスおよびヨーロッパで発見されたフィロウイルス（クエヴァウイル
ス）のNP-RNA複合体の詳細な構造を明らかにした。これにより、ヌクレオカプシド形成機構とその機能の構造基
盤が明らかになった。これらの成果は、広範な抗フィロウイルス薬の開発に向けた重要な基盤情報になると考え
られる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the high-resolution structures of the 
nucleocapsid　and the nucleoprotein (NP)-RNA complex of filoviruses using single-particle 
cryo-electron microscopy. We elucidated the detailed structures of nucleocapsid-like structures of 
the Ebola virus and the NP-RNA complexes of Marburg virus and a filovirus discovered in Europe 
(Cuevavirus). These studies revealed the structural basis of nucleocapsid formation and its 
function. These findings are expected to provide important foundational information for the 
development of a wide range of anti-filovirus drugs.

研究分野： ウイルス学

キーワード： フィロウイルス　クライオ電子顕微鏡

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、複数のフィロウイルスの核タンパク質（NP）-RNA複合体の高分解能構造を初めて明らか
にし、NP-RNA複合体の形成機構と機能の構造基盤を解明した点にある。これにより、フィロウイルスの形成機構
ならびにRNA合成におけるヌクレオカプシドコアの機能の理解が大幅に進んだと言える。これらの構造情報が広
範な抗フィロウイルス薬の開発に向けた重要な基盤情報となり、致死性の高いフィロウイルス感染症に対する新
たな治療法の開発が進展する可能性がある。

※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 
ヒトに対して致死的な出血熱を引き起こすエボラウイルスやマールブルグウイルスは、モノネ

ガウイルス目フィロウイルス科に属する。エボラウイルス１種に対するワクチンおよび治療用

抗体が実用化されつつあるが、その他のエボラウイルス種に対しては効果が望めないほか、マ

ールブルグ病を含むその他のフィロウイルス感染症に対する特異的な予防・治療法は確立され

ていない。フィロウイルス感染症は、主に中央アフリカで散発的に発生してきた。しかし、

2014〜2016 年に西アフリカで拡がったエボラウイルス病の史上最大の流行や、フィロウイル

スのアフリカ外への輸入例も報告されており、グローバルに人の往来が活発な現代社会におい

て本病への対策は喫緊の課題である。また、ヒトへの病原性は不明だが、近年ヨーロッパの食

虫コウモリから新種のフィロウイルスであるクエヴァウイルスが発見された (Negredo et al, 

PLOS Pathogens, 2011)。その後も、遺伝学および血清学的調査によって、フィロウイルスの

遺伝的多様性が大きく、アジアを含めた広い地域に分布することが明らかになってきた。した

がって、フィロウイルスに共通するウイルス・構造学的知見の蓄積や、広範なウイルス種に対

して効果的な新たな治療法の開発が急務となっている。 

 フィロウイルスのウイルスゲノム RNA は、多数の核タンパク質（NP）分子と共に螺旋状の複

合体を形成し、さらに VP24 および VP35 が結合することで成熟ヌクレオカプシドが構築され

る。このヌクレオカプシドはゲノム RNA の合成を行う分子複合体であり、細胞内でのウイルス

RNA の輸送もヌクレオカプシドの形態で行われる。したがって、NP-RNA 複合体ならびにヌク

レオカプシド構造とその分子機能を解明することは、ウイルス学において極めて重要な課題で

ある。研究開始当初は、フィロウイルス科では我々が決定したエボラ NP-RNA 螺旋複合体の

み、詳細な構造情報が報告されていた。しかし、その他のウイルス種の詳細な三次元構造や形

成機構、機能に関する知見や、ウイルス種間の構造特異性・共通性、さらに高次のヌクレオカ

プシド構造は不明だった。 

 

２．研究の目的 
本研究は、クライオ電子顕微鏡法を用いてフィロウイルスの核タンパク質 (NP）-RNA 複合

体、ヌクレオカプシドの高分解能構造を解析し、その形成機構と機能の構造基盤を解明するこ

とを目的とした。 

具体的には、以下の 3 つの目標を設定した。 

1. マールブルグウイルスの NP-RNA 複合体構造の解明 

エボラウイルスと同様に致死的な急性熱性疾患を引き起こすマールブルグウイルスの NP-RNA

複合体構造を明らかにし、エボラウイルスとの比較を通じてその形成機構の解明を目指した。

マールブルグウイルスの NP-RNA 複合体の詳細な構造解析を通じて、フィロウイルスにおけ

る複製や転写における NP 分子の機能を理解し、ウイルス形成機構、RNA 合成機構のならびに

ウイルス進化に関する新たな知見が得られると考えた。 

2. クエヴァウイルスの NP-RNA 複合体構造の解明 

ヨーロッパで近年発見された新種のフィロウイルスであるクエヴァウイルスの NP-RNA 複合

体の高分解能構造を明らかにし、当該ウイルスの粒子形成機構ならびに増殖機構の構造基盤を

解明することを目的とした。前項同様、得られた構造をエボラウイルスやマールブルグウイ

ルスと比較することにより、クエヴァウイルスの NP-RNA 複合体の形成メカニズムや機能の



違いを解析し、フィロウイルス間の共通性と特異性を理解することができると考えた。 

3. エボラウイルスのヌクレオカプシド構造の解明 

これまでにエボラウイルスの NP-RNA 複合体の構造は解明されていたものの、VP24 や VP35 がさ

らに結合した高次のヌクレオカプシドの詳細な構造については不明であった。そこで、ヌクレ

オカプシドの形成機構とその分子機能の構造的基盤を明らかにすることを目的として、単粒子

クライオ電子顕微鏡法を実施した。 

 

３．研究の方法 
本研究では、以下の手法を用いて研究を進めた。 

1. 試料調製 

ヒト培養細胞発現系を用いてマールブルグウイルス、クエヴァウイルスの NP を強制発現し、細

胞内で NP-RNA 複合体を形成させ、精製した。エボラウイルスのヌクレオカプシドコア構造につ

いては、NP に加えて VP24 や VP35 などのヌクレオカプシド構成分子ならびにマトリクスタンパ

ク質 VP40、膜糖タンパク質 GP を共発現することにより、ヌクレオカプシド様構造を内包する

ウイルス様粒子を作製し、試料とした。精製した試料は、クライオ電子顕微鏡観察用のグリッ

ドに少量滴下し、液化エタンで急速凍結した。 

2. クライオ電子顕微鏡法 

所属機関である京都大学異生物学研究所内の Glacios cryo-TEM (加速電圧 200 kV) もしくは大

阪大学蛋白質研究所の Titan Krios (加速電圧 300 kV)クライオ透過型電子顕微鏡を用いて、各

ウイルスの NP-RNA 複合体、ウイルス様粒子の高分解能画像を多数取得した。 

3.  単粒子画像解析 

ソフトウェア RELION もしくは cryoSPARC を用いた単粒子画像解析法によって、取得した画像か

ら三次元構造を再構築した。具体的には、画像の前処理、粒子の選別、二次元分類、二次元投

影像の三次元再構築を段階的に行い、高分解能な三次元構造を取得した。 

4. 原子モデルの構築ならびに構造評価、比較 

得られた三次元クライオ電子顕微鏡構造データの原子モデルを構築し、分子間相互作用領域の

推定、ウイルス種間の構造比較を行い、フィロウイルス形成ならびに RNA 合成に重要な構造領

域の特定や、ウイルス種間の共通性と特異性を評価した。各ウイルスの NP-RNA 複合体の構造的

特徴を詳細に解析した。 

5. 構造情報に基づいた機能解析 

構造解析によって明らかになった詳細な分子構造情報を基に、NP-RNA およびタンパク質サブユ

ニット間の相互作用に重要なアミノ酸残基を推定した。この情報を基に、特定のアミノ酸残基

に変異を導入した NP あるいは VP24 の変異体を作製した。これにより、各変異が NP、VP24 の機

能やウイルス RNA 合成に与える影響を解析することが可能となる。これらの変異体 NP を用いて

レポータ遺伝子の合成活性をもとにウイルス RNA 複製効率を評価するミニレプリコンアッセイ

を実施した。さらに、変異体 NP-RNA 複合体の構造を詳細に解析するために、負染色法を実施し

た。この構造解析により、変異がウイルス複合体形成に与える影響を評価できる。以上の手法

を統合することで、変異が NP-RNA 複合体の構造および機能に与える影響をウイルス学的に理解

することができる。 

 

４．研究成果 

本研究では、マールブルグウイルス、クエヴァウイルスの核タンパク質（NP）-RNA 複合体の高



分解能構造を初めて明らかにした。さらには、エボラウイルス様粒子の解析によって、ヌクレ

オカプシド様粒子の構造解析にも一定の成果が得られた。以下に、各ウイルスの NP-RNA 複合体

の構造解析を通じた研究結果とその意義を示す。 

 

マールブルグウイルスの NP-RNA 複合体解析： 

本研究では、フィロウイルス科マールブルグウイルスの NP-RNA 複合体の構造解析を行い、3.1

オングストロームでその詳細な三次元構造が決定された。得られた構造から、エボラウイルス

と同様にマールブルグウイルスでも NP 分子間の疎水性相互作用や NP-RNA 分子間の静電相互作

用によって複合体構造が形成されていることが明らかになった。さらに、NP 変異体を用いた機

能解析により、NP と RNA との相互作用や隣接する NP 同士の相互作用に重要なアミノ酸、螺旋

状 NP-RNA 複合体の形成に重要なアミノ酸が特定された。これらのアミノ酸は、マールブルグウ

イルスとエボラウイルスの NP に共通して存在しており、フィロウイルス科において保存されて

いることも明らかになった。最終的に、これらの研究成果は Nature Communications 誌に掲載

された。 

 

クエヴァウイルスの NP-RNA 複合体解析 

ヨーロッパで発見された新種のフィロウイルスであるクエヴァウイルスの NP-RNA 複合体の高分

解能構造を初めて解明した。これまでのフィロウイルスの NP-RNA 複合体構造解析では、複合体

構造の安定性向上のために C末端欠損 NP を用いた構造解析が行われてきた。本研究では、全長

NP-RNA および C末端欠損 NP-RNA 複合体の三次元構造を高分解能で決定することに成功し、初

めてこれらの構造の比較解析が可能になった。その結果、全長 NP および C末端欠損 NP が同一

の螺旋構造を形成することを確認した。明らかになった構造から、NP-RNA 複合体の形成に重要

な NP-RNA および NP-NP 分子間相互作用機構や、RNA 合成において重要な NP のアミノ酸がフィ

ロウイルス科において高度に保存されていることが明らかになった。これらの研究成果は、学

術論文として PNAS Nexus 誌に掲載された。 

 

エボラウイルス様粒子内のヌクレオカプシド複合体解析 

ウイルス様粒子の脂質膜を保持したまま、内部のヌクレオカプシド様構造をクライオ透過型電

子顕微鏡法で撮影し、単粒子解析で三次元構造を再構築した。その結果、4.6 Å分解能で VP24

を含むヌクレオカプシド様構造を明らかにした。また、解析から 2つの NP と 2つの VP24 間の

特異的相互作用機構を同定した。さらに、分子構造に基づく変異体解析により、異なる向きを

持つ 2 つの VP24 がヌクレオカプシドの組み立て、ウイルス RNA の合成、およびヌクレオカプシ

ドの細胞内輸送をそれぞれ独自に調節することが示された。この研究を通じて、ヌクレオカプ

シドの組み立てと RNA 合成の複雑な制御機構に関する理解が深まった。これらの研究成果は、

プレプリントとして bioRxiv で公開し、学術論文としても発表予定である。 

 

本研究を通じて得られた構造情報は、広範な抗フィロウイルス薬の開発に向けた重要な基盤情

報となる。具体的には、NP-RNA 複合体の形成を阻害する新たな薬剤の設計や、ウイルスの複製

を抑制する治療法の開発に貢献する可能性がある。フィロウイルス感染症は、依然として世界

的な公衆衛生の脅威であり、本研究の成果は、これらの感染症に対する新たな治療法の開発に

向けた重要な一歩となると考えられる。 
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