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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスゲノムの細胞内輸送に関与する新規宿主因子としてYB-1をこれまで
に同定した。本研究課題では、YB-1が感染によって、中心体へと集積し、中心体の成熟化を担うことを明らかにした。
これによって、細胞内の膜輸送系が活性化され、ウイルスゲノム輸送に関与するRab11陽性輸送小胞上にコレステロー
ルが集積することを明らかにした。このコレステロールのRab11陽性細胞への集積は、細胞膜上でウイルスゲノムがウ
イルス粒子内に取りこまれるのに必要であり、中心体の活性制御を介して、ウイルスゲノムの輸送と粒子形成を協調的
に制御していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：YB-1 accumulates in the centrosome with influenza virus genome and formed a 
toroidal structure with a beads-on-a-string distribution around centriole. We also found that YB-1 
localized at the centrosome in uninfected cells during mitotic phase and stimulates microtubule 
nucleation from the centrosome. Thus, it is likely that influenza virus recruits YB-1 at the centrosome 
to stimulate microtubule assembly. It is also revealed that, in infected cells, recycling endosomes 
accumulate in pericentrosomal organelle, called endocytic recycling compartments (ERC), through the 
centrosome maturation by recruiting YB-1. Further, we found that cholesterol accumulates in ERC with the 
virus genome and the cholesterol-enriched ERC is important for clustering of viral membrane proteins at 
the plasma membrane. These results suggest that cholesterol could be a trigger for budozone formation 
concomitantly with the virus genome trafficking to the plasma membrane (PLoS Pathog., 2015).
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１．研究開始当初の背景 
ウイルスは限られた数の遺伝子しか持た
ず、その増殖には数多くの宿主細胞由来の因
子（宿主因子）が必須である。しかし、ウイ
ルスがどのように宿主因子を略取し、その生
理機能を利用するのかは不明な点が多い。本
研究では、複製後のインフルエンザウイルス
ゲノムの細胞内動態に焦点をあてる。特に、
インフルエンザウイルスによる中心体の成
熟化機構とそれを制御する宿主因子に着目
する。また、これらの解析を通じて、細胞分
裂および細胞分化における中心体の機能に
ついても研究を展開する。 

 
 
２．研究の目的 
これまでの研究成果より、ウイルス RNP
複合体とともに中心体へと集積した宿主因
子 YB-1によって、中心体から伸長する微小
管が増加することが明らかになっている。通
常、中心体からの微小管重合活性は、間期で
は低く、分裂期で中心体が成熟することで最
大となる。一方、詳細な機能は不明だが、分
裂期において、YB-1は中心体に集積するこ
とが報告されている。よって、インフルエン
ザウイルスは、ウイルス RNP複合体を効率よ
く細胞膜へ輸送するため、間期でも YB-1を
リクルートすることで中心体を成熟させ、微
小管重合を促進している可能性がある。本研
究はこの仮説を実証するものである。また、
感染現象で得られた解析結果と比較し、細胞
分裂・細胞分化における YB-１による中心体
制御機構ついても明らかにする。 

 
 
３．研究の方法 
本研究では、（１）インフルエンザウイル
ス感染による中心体成熟化の分子機構、（２）
細胞分裂・細胞分化における YB-1 の機能、
の 2項目からなっている。いずれの場合でも、
YB-1の中心体における相互作用因子の同定、
および微小管や核膜の細胞内動態を明らか
にすることで YB-1 によって制御される中心
体の機能とその分子メカニズムを明らかに
する。 
インフルエンザウイルス株は、A/Puerto 

Rico/8/34 株および A/Panama/2007/99 株を用
いた。 
中心体の成熟化の評価には、微小管の重合
末端に特異的に結合するタンパク質である
EB1に GFPを融合した EB1-GFPを恒常発現
する細胞株を用いて、共焦点顕微鏡による

Time-lapse イメージングを行うことで検討す
る。また、詳細な中心体での YB-1 の局在観
察には、構造化照明法を用いた超解像顕微鏡
を用いた。コレステロールの細胞内局在観察
には、Filipinを用いた。 
ウイルス粒子の出芽量を観察するため、in 

situ Proximity Ligation Assay（PLA）法を用い
て、ウイルス膜タンパク質である M2 と HA
の近接シグナルを検出した。 

 
 
４．研究成果 
核外輸送されたウイルス RNP 複合体は、

DNA/RNA 結合タンパク質である YB-1 とと
もに、中心体へと集積する。超解像顕微鏡を
用いて詳細な観察をしたところ、YB-1 は中
心小体の周囲でプロペラ様に局在すること
を見出した。また非感染細胞では、YB-1 が
分裂期にのみ特異的に中心体へと集積し、中
心体からの微小管重合活性を促進すること
を明らかにした。これは、中心体の成熟化と
よばれる現象であり、YB-1 は分裂期終期に
おける核膜の再構成に関与する（Sci. Rep., 
2015）。一方、インフルエンザウイルス感染
細胞では、間期でも YB-1 依存的に中心体か
らの微小管重合活性が促進されていた。以上
の結果より、インフルエンザウイルスは、
YB-1 を中心体にリクルートすることで、間
期でも分裂期様に中心体の成熟化を促進し
ている可能性が考えられる（PLoS Pathog., 
2015）。 
微小管重合を促進するのは、細胞内輸送を
活性化するためである。まず、活性化された
リサイクリングエンドソームの指標となる
GTP型 Rab11を検出したところ、感染依存的
に GTP 型 Rab11 は増加した。次に、感染細
胞にTransferrin-Alexa568を取り込ませること
で、活性化されたリサイクリングエンドソー
ムの局在を検討した。その結果、感染により
リサイクリングエンドソームが中心体に集
積し、Endocytic Recycling Compartment（ERC）
と呼ばれるエンドソームが融合した不定形
のオルガネラを形成することを見出した。そ
の機能はほとんど明らかにされていないが、
ERC にはコレステロールが蓄積することが
明らかにされている。そこで、コレステロー
ル特異的な染色試薬であるFilipinを用いて観
察したところ、感染により、YB-1 依存的に
コレステロールの ERC への集積が観察され
た（PLoS Pathog., 2015）。 
ウイルス粒子はコレステロールが豊富な
細胞膜画分である脂質ラフトから出芽し、産



生されたウイルス粒子膜の総脂質の 50%以
上がコレステロールである。そこで、脂質ラ
フトに局在するウイルス膜タンパク質間の
クラスタリングを PLA 法により検出したと
ころ、YB-1 ノックダウン細胞では、ウイル
ス膜タンパク質の集積が低下していた。よっ
て、YB-1依存的に形成された ERCにウイル
ス RNP 複合体およびコレステロールが集積
し、コレステロールに富んだ輸送小胞が形成
され、その後、細胞膜に輸送された小胞由来
のコレステロールを介して、脂質ラフトがク
ラスタリングして出芽サイトの形成が促進
されると推測される（PLoS Pathog., 2015）。
一方、ウイルス膜タンパク質の細胞膜でのク
ラスタリングには、アクチン-ミオシンネット
ワークが必要であることも明らかにした
（Virology, 2014）。 
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