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研究成果の概要（和文）：本研究では、パラミクソウイルス科センダイウイルス（SeV）をモデ

ルとして、エンベロープウイルスの出芽・粒子形成における細胞骨格系の関与について、その

機能的詳細を明らかにすることを目的とした。その結果、SeVマトリクス蛋白質の発現により、

アクチン細胞骨格の再構成が誘導され、フィロポディア様構造が形成されること、これに宿主

の Rho ファミリーGTPase の一つである Cdc42 が関与していること、Cdc42 によるフィロポ

ディア様構造の形成がウイルスの出芽効率に影響を与えている可能性を明らかにした。また、

この研究過程で、出芽を促進している SeV のアクセサリー蛋白質である C 蛋白質が、ウイル

ス RNA 合成の極性を制御していること、ウイルス増殖における C 蛋白質の重要性、もう一つ

のアクサリー蛋白質である V 蛋白質が IFN 産生誘導を抑制する新規メカニズム、N 蛋白質に

よる DI ゲノム産生抑制と自然免疫からの回避などを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： In this study, we aimed at elucidation of importance of 

reorganization of host cellular cytoskeleton induced by SeV matrix protein M on viral 

assembly and budding, and we found that SeV M protein has the ability to induce 

reorganization of actin cytoskeleton to form filopodia-like actin-based structure in a 

Rho-family GTPase Cdc42-dependent manner. This actin reorganization was important for 

efficient budding of virus-like particles formed by expression of M alone. In addition, we 

also showed a mechanism for polarized regulation of viral RNA synthesis by one of the SeV 

accessory protein C, a potential importance of C protein on viral replication, a novel 

mechanism for inhibition of IFN-β induction by another SeV accessory protein V, and an 

importance of SeV nucleoprotein N on restriction of DI genome production and evasion 

form detection of viral infection by host innate immune sensors. 
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１．研究開始当初の背景 

 多くのエンベロープウイルスでは、そのマ
トリクス蛋白質やGag蛋白質などが粒子形成
及び出芽の主要な原動力となっており、多く
の場合その単独発現で、これらの蛋白質を内

包し、細胞由来の脂質二重膜に包まれたウイ
ルス様粒子（Virus-like Particles: VLPs）が
形成され、細胞外に放出される。我々は、パ
ラミクソウイルス科センダイウイルス（SeV）
をモデルに、そのマトリクス蛋白質中に出芽
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に重要な YLDL 配列を同定し、これを介した
宿主の多小胞体形成、細胞質分裂、エンドサ
イトーシスなどの膜小胞形成、膜切断に関与
する ESCRT 経路の関連因子である Alix との
相互作用が重要であることを報告した（Irie 

et al., 2007, 2008, 2010）。またウイルスの増
殖に必須ではないアクセサリー蛋白質の一つ
であるC蛋白質も同様にAlixと相互作用する
ことにより、ESCRT 系を出芽部位である原
形質膜にリクルートし、これを出芽に利用で
きるようにすることで出芽効率を上昇させて
いることを見出した（Irie et al., 2008）。この
研究の過程で、SeV のマトリクス蛋白質（M）
の発現時に、アクチン細胞骨格の再構成が起
こることを見出した。ウイルスの増殖におい
て細胞骨格系が重要な役割を果たしているこ
とは古くから報告されており、例えば 1970

年代にまさに細胞膜表面より出芽しようとし
ているウイルス粒子を突き押し出すような形
でアクチンフィラメントが存在していること
が電子顕微鏡的に観察されている。また、ア
クチンの重合、脱重合阻害剤などにより、出
芽ウイルス粒子量が減尐すること、マトリク
ス蛋白質がアクチンと相互作用することなど
が報告されている。しかし、アクチン細胞骨
格系が具体的にどのようにウイルス粒子形
成・出芽段階に関与しているのか、また、そ
れはどのような分子メカニズムによるものな
のかは未だほとんど明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

 我々は、M 蛋白質単独発現での VLP 形成・
出芽に於いて、野生型 M 蛋白質及び上記
YLDL配列に変異を持つ出芽欠損型M蛋白質
の比較から、野生型 M 蛋白質発現では、アク
チン細胞骨格の再構成が起こり、フィロポデ
ィア様構造が形成されること、一方で、出芽
欠損型M蛋白質発現ではこれが起こらないこ
とを見出した。このことは、M 蛋白質がアク
チン細胞骨格の再構成を誘導する能力を有し
ており、これが粒子形成・出芽段階に何らか
の正の影響を及ぼしている可能性を示唆する
ものである。この観察を端緒に、エンベロー
プウイルスの粒子形成・出芽におけるアクチ
ン細胞骨格の関与の詳細を、SeV をモデルに、
解明することが本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

(1) M 蛋白質によるアクチン細胞骨格系の再
構成における Rho ファミリーGTPase の関与 

 前述のように、SeV M 蛋白質の発現により
アクチン細胞骨格の再構成が誘導され、細胞
表面にフィロポディア様構造が形成される。
Rho ファミリーGTPase は、主に細胞骨格の
制御に関与することが知られており、代表的
なものに RhoA、Rac1、Cdc42 などがある。

これらはそれぞれ、ストレスファイバー及び
接着斑、葉状仮足、糸状仮足（フィロポディ
ア）の形成を誘導する。各因子のドミナント
ネガティブ（DN）変異体を構築し、これらが
M 蛋白質発現によるフィロポディア様構造の
形成に与える影響を検討する。 

(2) アレイ解析による M 蛋白質発現によって
誘導される宿主因子の解析 

 野生型及び出芽欠損型M蛋白質発現によっ
て誘導されるアクチン細胞骨格制御因子を
RT-PCR アレイによって比較、検討する。ま
たSeV感染細胞で同様の因子の動きをマイク
ロアレイにより解析する。 

(3) M 蛋白質発現による VLP の形成・出芽に
おける Rho ファミリーGTPase の関与 

 M 蛋白質発現によって誘導される VLP の
形成及び出芽に、上記各 Rho ファミリー
GTPase の DN 変異体が与える影響を検討す
る。 

４．研究成果 

(1) M 蛋白質によって誘導されるフィロポデ
ィア様構造の形成と VLP の出芽における
Cdc42 の関与（投稿準備中） 

 野生型M蛋白質発現によって誘導されるフ
ィロポディア様構造の形成は、DN 型 RhoA

及び Rac1 の発現では抑制されなかったが、
DN-Cdc42 変異体の発現によって抑制された。 

 アクチン細胞骨格系制御因子に対する
RT-PCR アレイ解析の結果から、野生型 M 蛋
白質発現細胞ではCdc42及びその下流の因子
の発現が亢進していたが、フィロポディア様
構造を誘導できない出欠損型M蛋白質の発現
では亢進している因子は見られなかった。ま
た、野生型 SeV 感染細胞のマイクロアレイ解
析からも、SeV 感染によって Cdc42 の発現が
亢進していることが示された。 

 野生型 M 蛋白質発現によって形成される
VLP の出芽は、DN 型 RhoA 及び Rac1 の発
現では変化が見られなかったが、DN-Cdc42

変異体の発現によって抑制された。 

 以上の結果から、SeV M 蛋白質の発現によ
って誘導されるアクチン細胞骨格の再構成と
それに伴うフィロポディア様構造の形成には、
宿主の Cdc42 が関与していること、またこの
アクチン細胞骨格の再構成が、VLP の形成、
出芽に関与していることが明らかになった。 

(2) 本研究から派生したその他の主な成果 

① SeV 複製における C 蛋白質の重要性
（Yoshida et al., 2012） 

 ウイルス粒子形成、出芽における C 蛋白質
の重要性について、ウイルスレベルで検討す



るために、以前に報告されている C 蛋白質欠
損ウイルス[4C(-)]の性質を再検討した。4C(-)

ウイルスは、変異を導入した cDNA ゲノムか
ら作製された組換えウイルスであるが、通常
の組換えウイルス作製時とは異なり、cDNA

からのレスキュー操作直後は非常に低い感染
価しか得られないが、３回目程度の鶏卵継代
で急激に感染価が上昇し、得られたものであ
る。このウイルスを更に１～２回、鶏卵で継
代すると C 蛋白質発現を復帰したウイルスが
出現することが明らかになった。C 蛋白質発
現の欠損は、C 蛋白質遺伝子に５箇所の塩基
置換を加える事で作製されているが、これら
の変異だけでなく、その周辺部位のみに 20

箇所もの U>C トランジション変異を持った
単一のウイルスが出現していることが明らか
になった。この領域は特に変異が起こりやす
い領域というわけではなく、C 蛋白質の欠損
は非常に強い選択圧を与えていると考えられ、
このことはこれまで考えられていた以上に C

蛋白質がウイルス増殖に重要な役割を果たし
ている可能性を示唆している。 

② C 蛋白質による新しいウイルス RNA 合成
の極性制御機構の解明（論文投稿中） 

 SeV を始めとする(-)鎖 RNA ウイルス感染
では、通常感染細胞内で(-)鎖ゲノム RNA が
(+)鎖アンチゲノム RNA に対して優位に合成
され、その結果(-)鎖ゲノムを持った感染性粒
子が(+)鎖アンチゲノムを持った非感染性粒
子よりも優位に産生される。我々は、上記 C

蛋白質欠損ウイルス感染では、この割合が逆
転し、非感染性粒子が感染性粒子よりも多く
産生されていることを見出した（Irie et al., 
2008）。 

 この結果を更に発展させ、ゲノム両末端の
RNA 合成プロモーター領域を入れ換えた組
換えウイルスや、様々な C 蛋白質変異ウイル
スを作成し、SeV では C 蛋白質により、感染
初期の(+)鎖アンチゲノム RNA 合成が優位な
状態から、以降の(-)鎖ゲノム RNA 合成が優
位な状態への切り替えが起こっており、感染
初期に(-)鎖ゲノム RNA の鋳型となる(+)鎖ア
ンチゲノムが供給されるが、後期にはこれが
抑制され、感染性ウイルス粒子を優位に産生
するために相対的に(-)鎖ゲノム RNA 合成が
優位になることを示し、ウイルス蛋白質がト
ランス制御因子としてウイルス RNA 合成の
極性を行なっていることを世界ではじめて明
らかにした。 

③ V 蛋白質による自然免疫誘導抑制機構の解
明（Irie et al., 2012） 

 SeV は、P 遺伝子から P 蛋白質以外に、２
種類のアクセサリー蛋白質C及びV蛋白質が
合成される。C 蛋白質については上述したが、
この V 蛋白質の機能について検討した。SeV

が属するパラミクソウイルス科のウイルスの
多くが共通して、V 蛋白質が宿主の自然免疫
系 RNA センサー分子の一つである MDA5 と
結合し、下流へ IFN 産生誘導のシグナルが伝
わるのを防ぎ、自然免疫を回避していること
が報告されている。しかし、SeV を含む多く
の RNA ウイルスが、MDA5 ではなく、もう
一つの自然免疫系 RNA センサー分子である
RIG-I によって認識されることが知られてい
る。この矛盾について、SeV V 蛋白質が RIG-I

やMDA5より下流の転写因子 IRF-3と相互作
用し、IRF-3 の核移行を抑制することで IFN

の産生誘導を抑制していることを見出した。
これにより SeV では、上流の経路に依存せず
に効率よく IFN産生誘導を抑制できることが
明らかとなった。 
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