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研究成果の概要（和文）：ここ数年、新型コロナウイルス感染症や鳥インフルエンザといった新興感染症が、人
類社会に多大な影響を及ぼしている。新型コロナウイルスや鳥インフルエンザウイルスといったRNAウイルス
は、宿主の細胞で増殖するために、自身のゲノムにコードされたRNA複製複合体（RdRp）関連タンパク質に加え
て、宿主のタンパク質あるいは細胞機構を利用する必要がある。つまり、RdRpを中心としたウイルスと宿主の相
互作用を明らかにすることは、ウイルスの増殖メカニズム解明につながる。本研究では、新型コロナウイルスの
RNA転写に関与する宿主因子を同定し、その機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In recent years, emerging infectious diseases caused by RNA viruses, such as
 SARS-CoV-2 and avian influenza virus, have significantly impacted human society. For the 
replication of RNA viruses in host cells, RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) complexes and host 
proteins are essential. Therefore, understanding virus-host interactions centered on RdRp will 
provide important information on the mechanism of virus replication. In this study, we identified 
host factors involved in RNA replication of SARS-CoV-2 and evaluated their function.

研究分野：ウイルス学

キーワード： 宿主因子　ウイルス‐宿主相互作用

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルス感染症を完全に制御するためには、予防法のみならず治療法の開発が重要である。これまで開発されて
きたウイルス感染症に対する治療薬は、ウイルスに対して作用するものが多いが、治療薬に対抗するようにウイ
ルスタンパク質が変異し、耐性ウイルスが出現する可能性もある。一方、ウイルス増殖に関わる宿主因子は、ウ
イルスに対する選択圧を持たないため、耐性ウイルス出現の可能性も低く、有効な創薬標的となりうる。本研究
で同定した、SARS-CoV-2の増殖に関わる宿主因子は、ウイルス増殖機構の解明の糸口になると同時に、新たな治
療薬開発の分子戦略構築の起点となる可能性も考えられる。

※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 
 
 ここ数十年、新型コロナウイルスや鳥インフルエンザウイルスといった RNAウイルスが原因
となる新興感染症が、人類社会に多大な影響を及ぼしている。ウイルスは、宿主の細胞に感染し、
増殖するために、自身のゲノムにコードされたウイルスタンパク質だけでなく、宿主のタンパク
質あるいは細胞機構を利用する必要がある。つまり、ウイルスの増殖メカニズムを理解するため
には、ウイルスタンパク質の機能だけでなく、ウイルスと宿主の相互作用を詳細に解析する必要
がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
 RNA ウイルスが宿主細胞内で増殖するためには、ウイルスの RNA 依存性 RNA ポリメラー
ゼ（RdRp）が、宿主のタンパク質（宿主因子）あるいは細胞機構を利用しながら、自身のゲノ
ムを複製し増幅する必要がある。つまり、RdRpを中心とした宿主との相互作用を詳細に解析す
ることで、ウイルスの増殖メカニズムを理解できると同時に、感染症制御に向けた治療薬開発の
標的を明らかにすることができると考えた。そこで本研究では、新型コロナウイルス感染症の原
因ウイルスである SARS-CoV-2 について、細胞内での増殖に関わるウイルスタンパク質および
宿主因子の物性・機能を明らかにしようと考えた。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 質量分析法によるウイルス粒子に取り込まれる宿主タンパク質の同定 
ウイルスは細胞内で自身のゲノムおよびタンパク質を合成し、子孫粒子を組み立てた後、細胞外
へと出芽する。この際、宿主のタンパク質がウイルス粒子に取り込まれることが知られている。
そこで、カラムクロマトグラフィーによる SARS-CoV-2 粒子の精製手法を確立し、質量分析法を
用いたショットガン解析により、ウイルス粒子に取り込まれた宿主タンパク質を同定した。 
 
(2) RNAi 法によるウイルス増殖に関わる宿主因子の同定 
ウイルス粒子に取り込まれた宿主タンパク質について、ウイルス増殖に関与する宿主因子を同
定するために、siRNA を用いて各宿主因子をノックダウンした培養細胞における、SARS-CoV-2 増
殖を評価した。 
 
(3) ウイルス‐宿主間タンパク質相互作用の評価 
同定した宿主因子について、ウイルス‐宿主タンパク質間の相互作用を、共免疫沈降法により評
価する。 
 
(4) 同定した宿主因子がウイルス増殖に及ぼす影響の評価 
同定した宿主因子について、ウイルスゲノムの複製・転写に及ぼす影響を qPCR 法により評価す
る。 
 
 
４．研究成果 

 まず、SARS-CoV-2 の細胞侵入に関与する ACE2 および TMPRSS2 を発現する 293 細胞（293-AT 細

胞）に、武漢株 SARS-CoV-2（Hu/DP/Kng/19-020）を感染させ、培養上清を回収した。CaptoCore700

（Cytiva 社）を用いたカラムクロマトグラフィーにより、ウイルス粒子を精製した後、質量分

析により、感染細胞に特異的な宿主因子を同定した。感染細胞の培養上清（107 PFU/ml）を

CaptoCore700カラムにアプライしたところ、SARS-CoV-2の全ての構造タンパク質（S, M, E, 

N）が含まれ、かつ、感染性を保った（107 PFU/ml）精製画分を得ることができた。質量分析に

より同定した 732種類の宿主因子のうち一部について、siRNAを用いて SARS-CoV-2の増殖効

率の変化を評価したところ、ノックダウンによりウイルス増殖が抑制される宿主因子を 5 種類

同定することができた。 

 同定した宿主因子のうち、宿主因子 Aについて、詳細な解析を進めた。まず、siRNA により宿



主因子 Aをノックダウンした 293-AT 細胞に、異なるウイルス量（Multiplicity of Infection: 

MOI）SARS-CoV-2 を感染させ、培養上清中のウイルス量を経時的に評価した。その結果、マルチ

サイクルでの感染（MOI = 0.02）およびシングルサイクルでの感染（MOI = 2）どちらの場合に

おいても、宿主因子 Aのノックダウンにより、ウイルス力価が低下することを確認した。 

 さらに、シングルサイクル感染における、細胞内での SARS-CoV-2 ゲノムおよび mRNA の複製・

転写を、qPCR により経時的に評価した。その結果、宿主因子 Aのノックダウンにより SARS-CoV-

2 のゲノムおよび mRNA 量が低下することがわかった。つまり、宿主因子 Aは、SARS-CoV-2 のゲ

ノム複製・転写ステップにおいて重要な因子であることが示唆された。 
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