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研究成果の概要（和文）：蛍光ATPバイオセンサーATeamを利用することにより、ウイルス複製細胞におけるATPの分布
、ダイナミクスを解析出来るようになった。このATeamを利用して、C型肝炎ウイルス（HCV）のゲノム複製の場にATPが
どのように供給されるかを解明するための実験を行った。
とても興味深いことに、HCV複製細胞の細胞質において、高ATPレベルのHCV複製複合体とミトコンドリアが近接または
接着して存在することが観察された。ミトコンドリア外膜が、ウイルス複製複合体膜と融合することにより、接着面を
介してミトコンドリアからATPが供給されているのかもしれない。

研究成果の概要（英文）：Replication of the virus genome is a physiological mechanism that is known to 
require energy for operations. However, mechanisms for how ATP, the major energy currency of living 
cells, can be recruited to the site for the viral replication are unknown.
In this study, since mitochondria play a central role in ATP metabolism and is known to localize near the 
membranous web in certain conditions, we analyzed the subcellular localization of the FRET and 
fluorescence signals detected in cells expressing HCV-ATeam subgenome with that of mitochondria. Possible 
viral replication complexes, foci reflecting high ATP levels, did not co-localize with, but were 
localized adjacent to mitochondria in the viral replicating cells. This may suggest that ATP can be 
directly supplied from mitochondria to the sites of viral RNA replication in cells.

研究分野： ウイルス学
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１.  研究開始当初の背景 
 ウイルスのゲノム複製は一般にエネル

ギー要求性の反応であり、エネルギー源とな

る ATP がどのようにウイルス複製の場へ供

給されるかはウイルスの複製制御機構を理

解する上で極めて重要である。この解析が十

分に進んでいない背景には、生細胞における

ATP 挙動の解析が技術的な問題から進んで

いなかった点がある。我々は、今村らによっ

て 2009 年に開発され、単一生細胞内の ATP
濃度をリアルタイムに可視化する FRET タ

イプ蛍光プローブ”ATeam”(PNAS, 2009)を
ウイルス学研究に利用して、Ｃ型肝炎ウイル

ス遺伝子（HCV）が複製する細胞における 
ATP 濃度の変化、ATP の細胞内分布を解析

した。その結果、HCV ゲノム RNA の複製の

場、すなわちウイルスタンパク質複合体を内

包した小胞体由来膜構造において、ATP レベ

ルが顕著に亢進していることを見出した。ウ

イルス複製が細胞内の ATP 分布に影響を与

えることを示した初めての報告である

（PLOS Pathogens, 2012）。また、複製複合

体を構成する HCV タンパク質と結合し複製

調節に関与する宿主因子を探索し、生体組織

において ATP 供給や ATP レベルの維持に働

く creatine kinase B (CKB)がHCV NS4Aと

会合し HCV ゲノム複製に重要であることを

報告した（J Virol, 2009）。 
 
２．研究の目的 
 ウイルス酵素活性に ATP 加水分解エネ

ルギーが必要であることや宿主細胞内での

ウイルス増殖に ATP が重要であることは

種々のウイルスで知られているものの、「ウ

イルス複製に必要なエネルギーが供給され

るしくみ」は全くと言ってよいほど明らかに

されていない。本研究では、HCV のゲノム

複製の場に ATP が供給される主要な機構、

供給経路を明らかにする。「ミトコンドリア

等で合成されたATPがHCV複製の場へ輸送

される」あるいは「複製の場で ATP が積極

的に産生される」の可能性が考えられるが、

どちらが主要であるかを検証する。さらに、

その機構が、ウイルス複製に伴って誘導、活

性化されるかなど、ウイルス複製と ATP 供

給制御の関連性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 ATeam を HCV レプリコン細胞(genotype 

2a)に遺伝子導入し、細胞質における ATP レ

ベルを検証した。HCV 複製複合体に含まれる

NS5A 蛋白質と ATeam を融合させ、複製複合体

におけるATPレベルをモニター可能なレプリ

コン(HCV-ATeam)を構築した。HCV-ATeam を

HuH-7 細胞に遺伝子導入し、共焦点顕微鏡に

よる観察を行った。ミトコンドリアの融合等

ダイナミクスの関与する各宿主因子の発現

抑制に伴って HCV RNA 複製レベルがどのよう

に変化するかを調べるため、CRISPR/cas シス

テムを利用して宿主因子遺伝子のノックア

ウト細胞を作製する。HCV レプリコンの複製

はルシフェラーゼレポーターアッセイまた

は real-time RT-PCR 法によって定量測定す

る。HCV 複製細胞におけるミトコンドリアと

複製複合体との接着、融合について、

mitochondria-associated membraneのマーカ

ータンパク質などに対する抗体を用いて共

焦点レーザー顕微鏡観察によって解析する。 

 
４．研究成果 

 エネルギーを産生するミトコンドリア

はタンパク質合成の場である小胞体と近接

することによりカルシウムイオンの受け渡

しなどを行っている。これには、ミトコンド

リアと小胞体の可逆的な会合と解離の繰り

返しが重要な役割を果たしていることが近

年明らかになっている。一方、HCV の複製

過程では、小胞体に由来する膜構造内で複製

複合体によってゲノム RNA の新生が進む。

RNA 合成酵素、ヘリカーゼ活性等、HCV ゲ

ノム複製に必要な反応は ATP 依存的である。

そこでHCVのゲノム複製の場にATPが供給

される機構として以下の二通りの可能性を

考えた。仮説１：ミトコンドリア外膜が、ウ

イルス複製複合体膜と融合することにより、

接着面を介してミトコンドリアから効率よ

くエネルギーが供給される。仮説２：ATP 供

給に働く CKB が HCV 複製複合体へ積極的

にリクルートされ、複製の場で ATP 合成に

関与する。 



 まず、仮説１の可能性を考え、HCV 複製

細胞内で複製複合体とミトコンドリアの接

着像が認められるかを解析した。HuH-7 細胞

に HCV-ATeam を導入すると、発現した

NS5A-ATeam の多くは細胞質で複製複合体

内に局在し顆粒状像を示す。図１左で黄色の

顆粒状あるいはドット状像は高 ATP レベル

の HCV 複 製 複 合 体 を 示 し て い る

（arrowhead）。図１右の fluorescence パタ

ーンでこの位置にウイルスタンパク質

（NS5A-ATeam）が集合していることがわか

る 。 こ の HCV-ATeam 複 製 細 胞 へ

MitoTracker を添加しミトコンドリアの分布

を解析した。図１右においてミトコンドリア

は赤色（arrow）で示され、とても興味深い

ことに高 ATP レベルの複製複合体にミトコ

ンドリアが近接または接着して存在するこ

とが観察された。 
 ミトコンドリアとウイルス複製複合体と

の接着、融合が HCV 複製に関与する可能性

を考え、ミトコンドリア間の融合またミトコ

ンドリアと小胞体との接着に関与すること

が知られている mitofusin（Mfn1 と Mfn2）
に注目し、mitofusin の発現が HCV 複製に影

響を及ぼすのかを調べた（図２）。HuH-7 細

胞から Mfn1 をノックアウトした細胞株

（Mfn1 KO-1）を樹立し、HCV サブゲノム

レプリコンを導入して HCV RNA 複製を親

株（parental）細胞と比較したところ、HCV
複製効率は両細胞で大きな違いはなかった。

Mfn1 KO-1 細胞へ Mfn1 発現ベクターを導

入し Mfn1 発現を回復させた場合でも Mfn1
発現の有無によって HCV 複製効率の明らか

な変化は認められなかった。現在、Mfn2 に

ついて同様の解析をすすめているが、

mitofusin 以外でミトコンドリアのダイナミ

クスに関与する種々の宿主因子群について

網羅的な解析が必要かもしれない。 
 仮説２の可能性について以下のように検

証した。HCV-ATeam 複製細胞へ CKB の特

異的阻害剤サイクロクレアチンを 10 mM で

添加すると、複製複合体像の数は低下する傾

向にあるものの、複合体を示す顆粒像での

ATP レベルは同剤非添加に比べ明らかな変

化を認めなかった。同様の傾向は siRNA で

CKB のノックダウンした場合にも観察され

た。仮説２の可能性は低いことが示唆された。 
 今後、仮説１の検証を中心に解析を進め、

最終的に HCV だけでなくウイルスゲノム複

製過程等で必要不可欠なエネルギー源であ

る ATP がどのようにして細胞内の複製の場

へ供給されるのか、というウイルス学におけ

る根源的な疑問への答えを導きたい。 
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