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はじめに

　インフルエンザウイルスのゲノムは八本に分節化された
マイナス極性の一本鎖 RNAであり，各ウイルスゲノム分
節には 1ないし 2つのウイルスタンパク質がコードされて
いる．インフルエンザウイルスの最大の特徴は，分節化さ
れたウイルスゲノムを持つことであり，DNAシーケンサー
が普及していない 1970年代でも，マウスでの連鎖解析と
同様に，変異株と野生株を共感染させて交雑株を単離する
ことで，変異が導入されたウイルス遺伝子を同定すること
が可能であった．この利点を生かし，本奨励賞に名前を冠
する杉浦先生を筆頭に，温度感受性変異株を用いたインフ
ルエンザウイルスのフォワードジェネティクスが盛んに進

められ 1,2)，リバースジェネティクスによる分子遺伝学が
導入される以前から，各ウイルスタンパク質のおおまかな
機能が明らかにされていた．しかし，インフルエンザウイ
ルスは 12種類しかウイルスタンパク質を持たないため，
ウイルスタンパク質の機能のみで，ウイルスゲノムの細胞
内動態を説明することは難しく，宿主因子の同定とその機
能を明らかにすることは，ウイルスの増殖機構だけでなく，
種特異性や病原性を理解するためにも重要である．本稿で
は，我々が進めてきた A型インフルエンザウイルスゲノ
ムの複製機構とその細胞内輸送機構について，各過程を制
御する宿主因子の機能を中心に概説する．

ウイルスゲノム複製と vRNP複合体形成

　ウイルスポリメラーゼ複合体は，PB1サブユニットに
PB2サブユニットと PAサブユニットがそれぞれ結合した
3者複合体であり，インフルエンザウイルスゲノム（vRNA）
の 3' 末端側の 12塩基と 5' 末端側の 13塩基が半相補鎖を
形成したプロモーター配列に結合する．vRNAは，RNA
結合タンパク質である NPが数珠状に結合することで，
viral ribonucleoprotein （vRNP）複合体を形成し，vRNP
が転写およびゲノム複製の基本ユニットとして機能する．
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NP の vRNA への結合は，機能的な RNA 合成の鋳型形成
に必須である 3,4)．インフルエンザウイルスの転写反応は，
宿主 pre-mRNAのキャップ構造に PB2が結合し，キャッ
プ構造から 12～ 14塩基下流で PAが mRNAを切断する
ことで開始する．これにより生成された十数塩基の短鎖
RNAをプライマーとして，vRNAを鋳型としたウイルス
mRNAの伸長反応が開始する．転写反応が鋳型 vRNAの
5' 末端近傍まで到達すると，連続した 5～ 7塩基の U残
基をウイルスポリメラーゼが繰り返して転写することで約
20 塩基の poly（A）鎖を付加し，ウイルス mRNA合成が
終結する．一方，ゲノム複製の開始反応は，プライマー非
依存的である．ゲノム複製では，vRNA を鋳型として複製
中間体である cRNA を合成し，cRNA を鋳型として vRNA 
の増幅を行う．複製反応では転写反応の場合とは異なり，
連続した U残基領域においてウイルスポリメラーゼはス
リップせず，忠実に鋳型鎖を複製する．
　細胞核内には RNAポリメラーゼ II（Pol II）の転写部
位が約 8,000カ所あり，それぞれの転写部位では複数の
Pol II分子が mRNAを転写している．これらの転写部位
では，転写ファクトリーとよばれる様々な転写関連因子が
含まれる巨大な転写複合体が形成されている 5)．その周囲
には，スプライシング因子が濃縮された核内ドメインであ
るスプライソゾームなどの構造体が局在し，転写反応と協
調した mRNA成熟が行われている．ウイルスポリメラー
ゼは PAサブユニットを介して，Pol IIの最大サブユニッ
トの C-terminal domain （CTD）と相互作用し 6,7)，ウイル
スポリメラーゼは転写ファクトリーの宿主因子を利用して
ウイルスゲノムの転写・複製を制御していることが推測さ
れる．これまで我々の研究グループでは，機能的にウイル
スゲノム複製に関わる宿主因子を同定するため，試験管内
ウイルスゲノム複製系を構築し，その解体と再構成を進め

てきた 8-12)．ウイルス粒子から精製した vRNPは，転写反
応を行うことはできるが，完全鎖長のウイルスゲノムをプ
ライマー非依存的に複製できない（vRNA→ cRNA合成，
及び cRNA→ vRNA合成）．一方，vRNPに非感染細胞の核
抽出液を加えることで，ウイルスゲノム複製反応を再構成す
ることができる．そこで，非感染細胞の核抽出液から上記の
反応を支える宿主因子を生化学的に単離し，vRNA→ cRNA
合成に関与する宿主因子として，宿主 DNA複製のライセン
シング因子であるMCM複合体 11)，cRNA→ vRNA合成
に関与する宿主因子として転写関連因子である pp32/
APRILを同定してきた 12)（図 1）．
　MCM複合体は，minichromosome maintenance（MCM）
2, 3, 4, 5, 6, 7の 6種類のタンパク質からなるリング様のヘ
テロ 6量体であり，G1期に宿主 DNAの複製起点上にリ
クルートされ，S期への進行に伴って DNA複製ヘリカー
ゼとして開始反応を制御する分子である．RNA合成反応
は，（1）RNAポリメラーゼとプロモーターの結合（開始
反応），（2）RNAポリメラーゼのプロモーターからの離脱
および伸長反応複合体の形成，（3）伸長反応，（4）反応の
終結および RNAポリメラーゼの鋳型からの離脱，の４つ
の素過程に大別することができる．MCM非存在下では，
開始反応は観察されるが，プロモーターから離脱した伸長反
応複合体が不安定であり，新規合成鎖を伸長しにくい 11)．
一方，MCMが新規合成鎖と PAサブユニットに結合する
ことによって，伸長反応複合体が安定化され，長鎖ウイル
スゲノムでも複製できることが示唆されている．pp32/
APRILは鋳型極性を認識する宿主因子だと推測されてい
るが詳細な機能は不明である 12)．鳥のpp32遺伝子で同定
されている挿入変異の有無によって，鳥インフルエンザウ
イルスの種特異的なウイルスポリメラーゼ活性が規定され
ているとの報告もあり 13)，今後の展開が期待される宿主

図 1 ウイルスゲノム複製と子孫 RNP複合体形成のモデル図
MCM複合体は伸長反応複合体を安定化する．UAP56によって，NPが新規合成鎖にリクルートされ，RNP複合体が形成され
る．子孫 vRNPには，核内で YB-1が結合し，核外輸送後，vRNPと共に中心体へと集積する．
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因子である．
　ウイルスポリメラーゼ活性を促進する因子として，多く
のスプラインシング関連因子が同定されている 9,14-16))．北
里大学 百瀬博士によって同定された RAF-2p48は，スプ
ライシング因子 U2AF 65のリンカー領域近傍に結合する
UAP56 （U2AF65-Associated Protein, 56 kDa）と同一分子
である．RAF-2p48は NPの三量体化を促進し，二量体の
RAF-2p48に三量体の NPがそれぞれ結合することで 400 
kDaを超える八量体を形成する．RAF-2p48は複製反応と
協調して，三量体の NPを新規合成鎖にリクルートするこ
とで，子孫 vRNPの形成を促進する（図 1）．また，酵母
レプリコン系を用いた遺伝学的解析から，Tat-SF1（Tat 
stimulatory factor 1）と Prp18を同定しており 14,15)，いず
れの宿主因子も vRNA-NP複合体形成を促進する分子シャ
ペロンとして機能する．NPは一本鎖 RNAに結合して，
鋳型鎖の不要な二次構造形成を抑え，機能的な鋳型構造を
形成するのに必要である 15)．また，NPが新規合成鎖に結
合することで，新規合成鎖と鋳型鎖の二本鎖 RNA形成を
抑制し，新規合成鎖の鋳型鎖からのリリースが促進される
17)．今後は，各 NPシャペロンの機能的な使い分けを明ら
かにすることが課題である．

Rab11陽性小胞輸送経路を介したウイルスゲノムの
細胞内輸送

　複製された vRNPはM1及び NS2を介して核外輸送因
子である CRM1と結合し，細胞質へと移行する 18-21)．ウ
イルス粒子の裏打ちタンパク質であり，脂質膜に結合する
性質をもつM1を介して，vRNPは細胞膜直下に集積する
モデルが考えられているが 22)，詳細は不明である．そこで，
Fluorescence in situ hybridization（FISH）法により，ウ
イルスゲノムの細胞内局在を観察したところ，ウイルスゲ
ノムは中心体の周囲に集積して輸送小胞様の局在を示すこ
とを見出した 23)．Arf依存的なエンドソーム形成阻害剤で

あるブレフェルディン A処理により，ウイルスゲノムは
繊維状の局在パターンを示して微小管と共局在すること，
および微小管重合阻害剤であるノコダゾール処理によっ
て，ウイルスゲノムが細胞質全体に分散することが明らか
になった 23)．よって，ウイルスゲノムはエンドソーム依
存的に微小管を介して細胞質を輸送されていると推測され
る．
　エンドソームによる細胞内の時空間的な物質輸送は，低
分子量 GTPaseである Rabファミリーを分子スイッチと
して制御される．そこで，ウイルスゲノムと共局在する
Rabファミリー分子を探索したところ，Rab11aとの共局
在が観察された 24-26)．Rab11aはリサイクリングエンドソー
ムの輸送を制御する因子であり，細胞膜からの逆行性輸送，
及び核近傍で形成される Endocytic recycling compartment
（ERC）からの順行性輸送を制御する．Rab11aは GTPと
結合することで活性型となり，C末端のゲラニルゲラニル
基修飾を介してエンドソーム膜に挿入され，キネシンなど
モータータンパク質によって輸送される．我々は，インフ
ルエンザウイルス感染によって，GTP型 Rab11aが増加し，
リサイクリングエンドソームが ERCへと集積することを
明らかにした 27)．また，vRNPは GTP型 Rab11aに特異
的に結合することも明らかになっている（北里大・百瀬博
士との共同研究）24)．現在，Rab11aのグアニンヌクレオチ
ド交換因子は明らかにされておらず，感染に応答した
Rab11aの活性化機構を明らかにすることが今後の課題で
ある．

ウイルス感染による微小管ダイナミクスの変動

　vRNPの主要構成因子はウイルスポリメラーゼと NPで
あり，これらのウイルスタンパク質のみでは，時空間的な
vRNPの細胞内輸送を規定するのは難しく，宿主因子が子
孫 vRNPに結合して，その動態を制御する必要があると
考えられる．そこで，抗 NP抗体を用いて vRNPを精製し，

図 2 中心体に局在した YB-1の超解像顕微鏡観察
3D-SIM超解像顕微鏡を用いて，YB-1（赤色）及び中心小体のマーカーとして GFP-centrin-2（緑色）を観察した．Scale bar; 

500 nm．文献 27より改変．
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結合する宿主因子を LC-MS解析で網羅的に同定したとこ
ろ，Y-box binding protein-1（YB-1）を同定した 28)．YB-1
は DNA/RNA 結合タンパク質であり，Y-box配列に結合
する転写因子として機能するだけでなく，転写された宿主
mRNAと共に細胞質へと輸送され，mRNP複合体の主要
構成因子として翻訳制御に関与する 29)．非感染細胞では，
YB-1は宿主 mRNAと結合するため，細胞質に局在する．
一方，インフルエンザウイルス感染により，YB-1は核移
行し，核内ドメインの一つである PMLボディに集積して
スペックルを形成することを見出した 28)．核内で複製さ
れた vRNAは，すぐに核外輸送されるため，vRNAの核
内局在を観察するのは困難である．そこで，レプトマイシ
ン Bで核外輸送因子 CRM1を阻害し，FISH法により
vRNAを検出したところ，vRNAと YB-1が PMLボディ

で共局在した 28)．CRM1と結合するためのアダプターと
して機能する NS2やM1も PMLボディに集積することが
報告されており 30)，YB-1は核外輸送複合体を形成した
vRNPと結合すると推測される．
　中心体は，微小管重合中心として機能するオルガネラで
あり，9本のトリプレット微小管がドーナツ状に束ねられ
た中心小体と，それを取り囲む中心体マトリックスから形
成されている 31-34)．中心体は，細胞周期間期で娘中心体
を複製後，分裂期で成熟化し，紡錘体を形成して染色体の
娘細胞への分配を担う．“成熟化”の分子実体は，中心体
マトリックスに微小管重合を促進する因子が集積すること
である 35,36)．感染後期で，YB-1は vRNPと共に核外輸送
され，中心体に集積する．超解像顕微鏡を用いて詳細な観
察をしたところ，YB-1は中心体マトリックスに局在し，

図 3 中心体から出芽する微小管の Time-lapse観察
微小管の重合末端に局在する GFP-EB1タンパク質を発現する細胞にインフルエンザウイルスを感染させ，感染 8時間後に中
心体（矢頭）から出芽する微小管を 1分間，1.56秒ごとに Time-lapse観察を行った．各時間の画像を重ね合わせた結果を示す．
Scale bar; 5 μm．文献 27より改変．

図 4 インフルエンザウイルス感染によってコレステロールはリサイクリングエンドソームに蓄積する
感染 8時間後に，蛍光標識したトランスフェリン（赤色）を取りこませ，リサイクリングエンドソームを検出した．細胞固定
後，コレステロール特異的な染色試薬である Filipin（緑色）でコレステロールを検出した．赤枠部分の拡大像を各パネルの
右部に示す．文献 27より改変．
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中心小体の周囲でプロペラ様の局在パターンを示すことを
明らかにした 27)（図 2）．一方，非感染細胞では，YB-1は
分裂期にのみ中心体へと集積し，中心体からの紡錘糸形成
を促進することを見出した 37)．また，Time-lapseイメー
ジングで微小管のダイナミクスを観察したところ，インフ
ルエンザウイルス感染によって，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 27)（図 3）．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．
　微小管は重合と脱重合を繰り返して，細胞内輸送を制御
する．よって，中心体の活性化は，細胞内輸送の促進へと
繋がる．蛍光標識されたトランスフェリンをリサイクリン
グエンドソームの積み荷として感染細胞に取り込ませ，ア
クティブなリサイクリングエンドソームをパルス標識した
ところ，YB-1依存的にリサイクリングエンドソームが融
合した不定形のオルガネラである ERCが増加することを
見出した 27)．ERCはリサイクリングエンドソームの中継
点として機能し，ERCへ運ばれた小胞は，ERCから再び
出芽して，中心体近傍から細胞膜へ順方向性輸送される．

脂質ラフトでのウイルス粒子形成場の構築

　細胞膜から取りこまれた膜タンパク質や脂質の多くは，
初期エンドソームを介して，数分以内に細胞膜へリサイクル
される．一方，一部は ERCへと蓄積後，十数分かけてゆっ
くりと細胞膜へ再輸送される．ERCでは，一部の膜タンパ
ク質の basolateral/apicalソーティングが行われること 38,39)，
リソソームからリサイクルされるコレステロールが集積す
ることなどが報告されているが 40)，ERCの機能はほとん
ど明らかにされていない．そこで，コレステロール特異的
な染色試薬である Filipinを用いてコレステロールの細胞
内局在を観察したところ，感染によって形成促進された
ERCには，vRNPと共にコレステロールが多く集積する
ことを見出した 27)（図 4）．従って，YB-1によって中心体

が成熟化することで，コレステロールに富んだ ERC形成
が誘導されることが示唆された．
　脂質ラフトとは，スフィンゴ脂質とコレステロールに富
む細胞膜上の膜ドメインの一種である 41)．脂質ラフトの
大きさやその動態は，いまだに正確な定義が成立していな
いが，スフィンゴ脂質間の空隙にコレステロールがパッキ
ングされることで秩序だった膜構造を形成している．脂質
ラフトには膜受容体をはじめとする様々なシグナル伝達分
子が同定されており，細胞内外の情報伝達を担うプラット
フォームとして機能する．最近の仮説では 42)，細胞膜上
には数十 nm程度の小さな脂質ラフトしか存在せず，刺激
に応答して大きな脂質ラフトが形成されることでシグナル
伝達の基盤になると提唱されている．大きな脂質ラフトを
形成するトリガーとして，タンパク質間や脂質間の相互作
用が推測されているが，その詳細は不明である．
　インフルエンザウイルス粒子表面には，HAと NAがス
パイクタンパク質として発現し，M2がイオンチャネルと
してウイルス粒子膜に挿入されている．M1はウイルス粒
子の裏打ちタンパク質として，HAと NAの細胞内ドメイ
ンと相互作用する 43)．ウイルス粒子は脂質ラフトから出
芽すると考えられており 44)，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．HA（おそ
らく NAも）は，コレステロールに結合して小さな脂質ラ
フトに集積し，細胞膜上に点在する 45,46)．M2はコレステ
ロール結合モチーフを持つが 47,48)，膜貫通ドメインが短い
ため，スフィンゴ脂質間にコレステロールが入り込むこと
で厚くなった脂質ラフト内には局在できず，脂質ラフトの
エッジ部分に結合すると考えられている．よって，ウイル
ス粒子の形成場“budozone”は，HAやM2が集積した小
さな脂質ラフトが，大きな脂質ラフトへとリモデリングさ
れることで形成されると推測される．
　Proximity Ligation Assay（PLA）法は 40 nm以内に近
接した分子間の相互作用を蛍光シグナルとして検出できる
アッセイ系であり，HAとM2間の PLAシグナルは各タ

図 5 PLA法によるウイルス粒子形成場の検出
抗 HA抗体および抗M2抗体を用いて PLA法を行い，HAとM2間の近接シグナル（赤色）を検出した．通常の間接蛍光抗体
法で検出した HA（緑色）および DAPIで染色した細胞核（青色）も示す．文献 27より改変．
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解析や構造生物学的観点も含めて，vRNPの細胞内動態を
より理解していくことで，詳細な分子機構を明らかにし，
宿主域の決定機構や病態の発現などウイルス学の重要課題
に取り組んでいきたい．
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 For efficient replication of the influenza virus genome and its post-replicational processes, not 
only viral factors but also host-derived cellular factors (host factors) are required.  The influenza virus 
genome exists as viral ribonucleoprotein (vRNP) complexes with viral RNA-dependent RNA 
polymerases and nucleoprotein (NP).  Using biochemical and proteomics approaches, we have 
identified host factors which are required for the vRNP replication and the progeny vRNP transport.  
We found that MCM complex, a cellular DNA replication licensing factor, is required for successful 
viral genome replication.  In concert with the replication reaction, the nascent RNA chains are 
encapsidated with NP by cellular splicing factor UAP56.  Further, after nuclear export of vRNP, we 
revealed that vRNP is transported to the plasma membrane using cholesterol-enriched recycling 
endosomes through cell cycle-independent activation of the centrosome by YB-1, which is a mitotic 
centrosomal protein.  Depletion of YB-1 shows that the cholesterol-enriched endosomes are important 
for clustering of viral structural proteins at lipid rafts to assemble the virus particles concomitantly 
with the arrival of vRNP beneath the plasma membrane.
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