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研究成果の概要（和文）： 

Rab11 陽性リサイクリングエンドソーム(RE)により A 型インフルエンザウイルスの子
孫 vRNP 複合体が細胞頂端面へ極性輸送されることを明らかにした。その際、vRNP に含
まれるウイルスRNAポリメラーゼとGTP結合型Rab11分子の相互作用に依存してvRNP
が RE に局在する事を証明した。さらに頂端面への極性輸送に Rab11 エフェクタータンパ
ク質 Rab11-FIP3/4 が関与する事を見いだした。 

 
研究成果の概要（英文）： 

This study revealed that Rab11-positive recycling endosomes (RE) participate in the 
polarized trafficking of influenza A virus ribonucleoprotein complexes (vRNP) to the 
apical plasma membrane.  The targeting of vRNP to the RE depends on the specific 
interaction between viral RNA dependent RNA polymerase on vRNP and GTP-bound 
active Rab11.  This RE dependent apical transport of vRNP also requires class II 
Rab11 effector proteins such as Rab11-FIP3/4. 
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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

した一本鎖マイナス極性の RNA ゲノム
(vRNA)を持ち、各分節 vRNA はウイルス
RNA ポリメラーゼおよび複数の核タンパク
質(NP)と複合体(vRNP)を形成している。 

vRNP に着目してインフルエンザウイルス
の生活環を概説する。親ウイルス粒子が宿主
細胞に侵入すると小胞輸送により核近傍ま
で輸送され、低 pH オルガネラでの膜融合と
脱殻により親 vRNP が細胞質に放出され核
移行する。親 vRNP を鋳型としてウイルス遺
伝子の転写とタンパク質の新規合成が起こ
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る。またウイルスゲノム複製により子孫
vRNP が増幅され、感染後期にはウイルス因
子であるマトリックスタンパク質(M1)・核外
移送タンパク質(NS2/NEP)が vRNP に結合
し子孫 vRNP が核外輸送される。その後、何
らかの機構により子孫 vRNP の集合と輸送
が行われ、外殻タンパク質群(HA・NA・M1・
M2)をまとい形質膜頂端面(アピカル面)より
子孫ウイルス粒子が出芽する。 

子孫 vRNP が感染性ウイルス粒子として
形質膜アピカル面から出芽するためには、ま
ずゲノム複製の場である核から形質膜アピ
カル面まで極性輸送される必要があり、加え
て、いずれかの時点で 8 種類の vRNP が最低
1 本ずつ計 8 本以上のセットとして集合する
必要もある。実際、逆遺伝学を用いた解析に
より、各分節 RNA の両末端には選択的集合
に必要な領域が存在する事が示唆されてい
た。しかし、これら状況証拠を裏付ける分子
機構の直接証明はなされていなかった。国内
外の研究動向は「分節化 RNA ゲノム選択的
集合の解明」にあったが、やはり分子機構の
解析がなされておらず、裸の RNA ではなく
RNA-タンパク質高次複合体として集合する
点や vRNP が極性輸送される点に着目した
解析は無いに等しかった。 

本研究計画の着想は、我々が作製した抗
NP モノクローナル抗体 mAb61A5 が「複合
体 NP に対して優先的に結合する」という特
殊な性質を見出したことから得られた。すで
に抗原抗体反応に必要な抗原アミノ酸残基
の決定がなされ、固定細胞の免疫蛍光染色あ
るいは予備的な生細胞リアルタイム観察に
より、子孫 vRNP と思われる粒状 NP 抗原の
検出と移動性の確認に成功していた。また、
粒状 NP 抗原と vRNA が共局在すること、す
なわちmAb61A5により細胞質 vRNPの検出
が可能であることを、蛍光 in situ ハイブリ
ダイゼーションにより証明していた。 
 

２．研究の目的 
 

上記した予備的結果および状況証拠を基
に、子孫 vRNP の細胞質内局在部位の同定と
局在の分子メカニズムを解明する。合わせて、
生細胞イメージングによる子孫 vRNP 極性
輸送の動態解析を行ない、最終的に子孫
vRNP(分節化RNAゲノム)の選択的集合メカ
ニズムの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
 各種オルガネラマーカーと mAb61A5による
共染色を行い、vRNP 局在部位の決定を行った。
さらに、感染細胞の細胞質分画物あるいは
vRNP と共免疫沈降するウイルス/宿主因子の

解析により、子孫 vRNP が粒状の局在を示す
ために必要な因子の同定を行なった。同定さ
れた因子の変異体を用いて局在メカニズム
の解明を目指した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 子孫 vRNP 局在部位の決定 

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、Rab11A、Rab17、Rab25
と vRNP シグナルの共局在が確認できた。特
にRab11とは細胞辺縁部において 100%に近
い共局在率を示した(図１)。これらの宿主タ
ンパク質はリサイクリングエンドソーム
(RE)に局在することが知られている。以上の
結果より、感染細胞の細胞質にみられる粒状
NP 抗原像は、RE に局在した子孫 vRNP で
あることが判明した。 

【図 1】AcGFP-Rab11 と vRNP の共局在 

(2) RE 局在メカニズムの解明 

次に、特に共局在性のよい Rab11A につい
て解析を進めた。FLAG 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、合わせて既知の点変異体 2 種類
(Rab11A-DN, -CA)も作製した。それぞれ
GDP または GTP との結合状態を維持する変
異体であり、ドミナントネガティブまたはド
ミナントアクティブ変異体として機能する。 
野生型(WT)あるいは両変異体を恒常発現す
る MDCK 細胞株を作製し、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、Rab11-WT, -CA と vRNP
が共沈降することを見いだした。また、逆の
組合せ(mAb61A5 による vRNP の免疫沈降)
では、Rab11-CA の共沈降が確認できた。さ
らに、FLAG-Rab11-CA による vRNP の共免
疫沈降を行なう際 RNA 分解酵素を加えたと
ころ、NP は最終沈降物から離脱するが RNA



ポリメラーゼは残存することが判明した(図
２、レーン４)。これらの結果より、子孫 vRNP
は vRNP に含まれるウイルス RNA ポリメラ
ーゼを介してGTP結合型/活性型のRab11と
結合し、RE へ局在することが判明した。 

【図 2】FLAG Rab11 による vRNP 構成因子の共免疫沈降 

(3) vRNP 陽性 RE 極性輸送因子の同定 

 次に、vRNP 陽性 RE を形質膜アピカル面
へ極性輸送する因子の同定を試みた。RE の
極性輸送を担う宿主因子として、Rab11 エフ
ェクタータンパク質である Rab11-family 
interacting proteins (Rab11-FIPs)が知られ
ている(図３Ａ)。一次配列を元にクラス I 
(Rab11-FIP1/2/5)および II (Rab11-FIP3/4)
に大別されており、いずれもカルボキシル端
に Rab11 結合ドメイン(RBD)を有している。 

 5 種の Rab11-FIP について、RBD 欠損変
異体(FIPnRBD-FLAG)と、蛍光タンパク質
を融合した RBD 断片(mSB-FIPnRBD)を作
製した。これらを一過性発現した MDCK 細
胞にウイルス感染を行ない、子孫 vRNP の局
在変化を観察した。その結果、どの RBD 断
片を発現させた場合も vRNPのRE局在が阻
害され、vRNP は細胞質に拡散することが判
明した。このとき形質膜アピカル面への蓄積
も阻害されていた。この結果より、各 RBD
は機能的に等価であり、蛍光タンパク質融合
RBDが Rab11 と結合してしまうため、vRNP
と Rab11 の結合が抑制されたと考えた。 

【図 3】RBD 欠損 Rab11-FIP3/4 による vRNP 極性輸送阻害 

RBD 欠損変異体を発現させた場合、クラ
ス I 由来のものは vRNP 動態に影響を与えな

かった。しかし、クラス II 由来 RBD 欠損変
異体を発現させた細胞では、vRNP の RE 局
在は阻害されないが形質膜アピカル面への
蓄積が阻害され、細胞質全体に vRNP 陽性
RE が観察された(図３Ｂ)。以上の結果より、
vRNP 陽性 RE の極性輸送は、Rab11-FIP3/4
により制御されることが判明した。 

(4) 子孫 vRNP 選択的集合モデルの提唱 

 本研究の成果およびこれまでの状況証拠
を踏まえ、次のような子孫 vRNP 選択的集合
モデルを提唱した(図４Ｂ)。 

【図 4】選択的集合モデル 

①核外輸送された子孫 vRNP は、RNA ポ
リメラーゼとGTP結合型/活性型Rab11の相
互作用に依存して RE 表面に集積する。②
RNA ポリメラーゼは分節化ゲノムの両末端
が形成する半相補的二重鎖に結合するため、
vRNP 複合体末端部に位置する。したがって、
RE 膜から一定の距離に選択的分節集合に必
要なゲノム領域(vRNA 両末端の 150 塩基程
度)が並行配置される。③RE 膜上で Rab11
が側方拡散することにより、vRNP 分節同士
の接触と離脱が繰り返され、適切な分節同士
がペアとなった場合のみ安定な超複合体と
なる。④分節認識と超複合体化を繰り返すこ
とにより 8 分節の選択的な集合がなされ、
Rab11-FIP3/4 などに制御された極性輸送に
より形質膜アピカル面へと向かう。⑤すでに
別経路で極性輸送されていたウイルス膜タ
ンパク質などをまとい、8 分節 1 セットの超
複合体として出芽する。 

これまで提唱されていた M1 被覆小胞によ
る vRNP 輸送モデル(図４Ｃ)では、vRNP の
自由度が低くなるため試行錯誤による分節
認識と集合は不可能と考えられる。逆に、細
胞質に拡散した状態(図４Ａ)では自由度が高
すぎるため、選択的集合に必要なゲノム領域
が正しい配置で接触する確率が低くなって
しまう。RE 膜を足場とする「適度に自由度
を制限した状態」(図４Ｂ)であれば、効率良
い分節選択と集合が可能と考えており、現在、
このモデルの検証を進めている。 
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