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はじめに

　マイナス鎖 RNAウイルスには，インフルエンザウイル
ス，エボラウイルス，麻疹ウイルス，狂犬病ウイルスなど，
ヒトや動物に高い病原性を示すものが多数含まれる．これ
らのウイルス粒子の構造を詳細に明らかにすることは，ウ
イルス増殖機構の理解やウイルス粒子形成阻害剤等の予
防・治療薬の開発に重要である．しかし，多くのウイルス
が有する正二十面体の堅牢なウイルス殻を持たず，脂質膜
であるエンベロープに包まれたマイナス鎖 RNAウイルス
は非常に柔軟で不安定な性質をもつ．そのため形態解析が
困難で，ウイルスの形態や分子構造には不明な点が多い．
　電子顕微鏡法は，1930年代に開発され，肉眼や光学顕
微鏡では見えないウイルスを可視化する有用な技術として
1950年代から生物学分野でも用いられてきた．電子顕微
鏡法は，X線結晶構造解析法の適用が困難なマイナス鎖
RNAウイルスの構造解析に必要不可欠な研究手法である．
1980年代には，急速凍結固定によって生体分子を生理的
条件下で観察できる低温電子顕微鏡法が開発されたが，当
初は解像度の低い不明瞭な塊 (blob)のようなものとしてし
か分子構造を捉えることができなかったことから，電子顕
微鏡は biologyではなく“blobology”のツールであると揶
揄されてきた．しかし，2010年代に検出器（カメラ）や

画像解析の技術革新が起き，低温電子顕微鏡法によって医
学・生物学的に重要な生体分子の新規構造が次々に報告さ
れている．その結果，現在では電子顕微鏡法は NMR法お
よび X線結晶構造解析法と並んで構造生物学分野の主役
となった．これまで，我々は従来の電子顕微鏡法および
（2020年現在で）最先端の低温電子顕微鏡法を用いて，ウ
イルスの詳細な構造を解析してきた．本稿では，我々が明
らかにしたインフルエンザウイルス粒子の形態およびゲノ
ム取り込み機構，エボラウイルスのコア分子構造に関する
研究成果を紹介する．

A型インフルエンザウイルス

　インフルエンザウイルスは，オルソミクソウイルス科に
属する A―D型インフルエンザウイルスの４種のウイルス
の総称である．A型および B型インフルエンザウイルス
はヒト呼吸器感染症の主要な病原体であり，毎年冬季に流
行を引き起こして世界で数十万人に及ぶ死者を出す（季節
性インフルエンザ）．A型インフルエンザウイルスの自然
宿主はカモ等の水禽類であり，ウイルス表面タンパク質の
抗原性の異なるウイルス亜型が多数存在する．A型インフ
ルエンザウイルスは広い宿主域をもち，ヒト，ブタ，ウマ，
アザラシなどの哺乳類のほか，鳥類に感染するウイルス株
が存在する．また，季節性インフルエンザウイルスとは抗
原性の大きく異なる A型インフルエンザウイルスがヒト
で効率よく増殖する能力を獲得し，新型インフルエンザウ
イルスとして世界的な大規模流行（パンデミック）を引き
起こしてきた歴史がある．

A型インフルエンザウイルス粒子の構造

　A型インフルエンザウイルスは 8本に分節化したマイナ
ス一本鎖 RNAゲノム (vRNA) を持ち，それぞれの vRNA
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分節は１種類以上のウイルスタンパク質をコードしてい
る．ウイルス粒子表面にはウイルス膜タンパク質のヘマグ
ルチニン (HA)，ノイラミニダーゼ（NA）およびプロトン
チャネル (M2)が存在する．エンベロープを裏打ちするマ
トリクスタンパク質 (M1)はウイルス粒子構造の形成を担う．
vRNAは，リボ核タンパク質複合体（ribonucleoprotein 
complex: RNP）を形成して，ウイルス粒子内に取り込ま
れている (図 1A)． 
　ウイルス粒子の微細構造解析に一般的な手法として，重
金属染色によって精製試料の形態をコントラストよく観察
する負染色という電子顕微鏡法がある．負染色によってイ
ンフルエンザウイルスを観察すると，ほとんどのウイルス
粒子が短径およそ 100 nmの球形，楕円形あるいはヒモ状
(図 1B) だが，しばしばアメーバのような不規則な形状の
ウイルス粒子も見受けられる (図 1C)．したがって，イン

フルエンザウイルス粒子は「不定形の構造を持つ」と多く
の教科書や学術書等に記載されてきた 1-2)．一方で，走査
型電子顕微鏡や超薄切片法を用いて感染細胞から出芽する
インフルエンザウイルス粒子を観察すると，このような不
規則な形状のウイルス粒子は殆ど見られない．負染色法で
は通常，超遠心処理によってインフルエンザウイルスを精
製するため，遠心力によって変形したウイルス粒子が観察
された可能性が考えられた．そこで本研究では，インフル
エンザウイルス本来の構造を明らかにすることを目的とし
た．
 　まず，負染色以外の電子顕微鏡法で不規則な形状のウ
イルス粒子が観察されるかどうかを確かめるために，走査
型電子顕微鏡および超薄切片法を用いて，ウイルス感染細
胞から出芽するインフルエンザウイルス粒子を観察した．
その結果，過去の報告と同様に，不規則な形状のウイルス

図 1. インフルエンザウイルス粒子の構造 A.インフルエンザウイルスの模式図 B. C.インフルエンザウイルスの負染色像

図 2. 感染細胞から出芽したインフルエンザウイルス粒子 A. 走査型電子顕微鏡像 B.超薄切片像
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粒子は観察されなかった (図 2)．次に，超遠心による粒子
構造への影響を評価するために，化学固定を行った．その
結果，超遠心前にタンパク質間を架橋するグルタールアル
デヒドで処理すると，不規則な形状のウイルス粒子が殆ど
観察されなくなった (図 3)．したがって，不規則な形状の
ウイルス粒子はウイルスタンパク質の相互作用が物理的に
壊された人工産物であり，インフルエンザウイルス粒子本
来の構造は短径が均一な球形，楕円形，もしくはヒモ状で
ある事が明らかになった 3)．

ウイルス粒子の構造安定性に重要なM2の細胞質側末端

　M2はプロトンポンプとして働き，宿主細胞エンドソー
ム内におけるウイルスの脱殻や感染後期の HA成熟に関わ
るだけでなく，C末端（細胞質側末端）がウイルス粒子の
形態形成に重要であると報告されている 4)．また，M2タ

ンパク質の C末端領域は，M1タンパク質と相互作用する
ことが示唆されている 5)．本研究では，インフルエンザウ
イルス粒子の構造維持に重要なウイルス分子領域を明らか
にするために，ウイルス膜タンパク質M2の C末端 11ア
ミノ酸を欠損させた変異ウイルス（M2Δ11ウイルス）を
逆遺伝学的手法によって作製し，超遠心によってウイルス
粒子を精製した後に，負染色で観察した．その結果，ウイ
ルス感染細胞上清中のウイルス粒子の形態は野生型，M2
Δ 11ウイルスともに有意な差が見られなかったが，M2Δ
11ウイルスは超遠心操作によってより大きく変形するこ
とが判った (図 4）3)．これらのことから，ウイルス粒子構
造の安定性にはM2の C末端を介した分子間相互作用が
重要であることが示唆された．また，本研究の発表後に，
M2のC末端 11アミノ酸に含まれる領域がオートファジー
関連タンパク質 LC3と結合し，LC3がウイルス出芽の場

図 3.  超遠心後に負染色で観察したインフルエンザウイルス粒子 A.未固定で超遠心を行ったウイルス粒子 B. 2.5%グルタールアルデ
ヒドで固定した後に超遠心を行ったウイルス粒子

図 4. 野生型およびM2欠損変異ウイルスの形態
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である形質膜にリクルートされることがウイルス粒子の形
成と構造安定性に重要であると報告された 6)．このように，
ウイルス粒子構造の形成と維持には，ウイルス分子だけで
なく宿主タンパク質とM2の C末端領域との相互作用も
重要であると考えられる．
 

インフルエンザウイルスゲノムの取り込み方向性

　インフルエンザウイルスの RNPは，vRNAが複数分子
の核タンパク質 (NP）および，PA，PB1および PBから構
成されるヘテロ３量体の RNA依存性 RNAポリメラーゼ
複合体と結合することで形成される．RNP上において，
vRNAの 3'末端と 5'末端は一部相補的な配列で結合し，
もう一方でループを形成して二重螺旋構造を形成する (図
5A)．ポリメラーゼ複合体は，3'と 5'末端が形成するプロ
モーター領域に結合し，RNPの一端に１分子ずつ局在す
る 7-10)．
　8本に分節化したゲノムのウイルス粒子内への取り込み
が選択的なのかランダムなのか，ゲノムパッケージングの
メカニズムには論争があった．近年，８分節の RNPが１
セットずつ選択的にウイルス粒子内へ取り込まれることが
判ってきた 11-12)．しかし，RNPの取込み機構の詳細は不
明で，RNPがどのような向きでウイルス粒子内に取り込
まれているかは曖昧なまま文献に記載されていた 13-14)．そ
こで本研究では，8本の RNPがどのような方向でウイル
ス粒子内に取り込まれるかを明らかにすることを目的とし
た．
　本研究では RNAの一端に局在するポリメラーゼを指標
にすることで，ウイルス粒子内における RNPの方向性を
解析した．感染細胞から出芽するウイルス粒子の縦切り切
片に対して，免疫電子顕微鏡法でポリメラーゼ分子（PA, 
PB1, PB2）を検出した．その結果，ウイルス粒子内で上
側と下側の両方でシグナルが検出された (図 5B)．この結

果から，インフルエンザウイルス粒子内において，異なる
方向の RNPが混在しうるという新たなゲノム取り込み機
構が明らかになった 15)．一方で，インフルエンザウイル
スの分節ゲノムの取り込み機構にはいまだに不明点が多
く，RNP同士の結合を担う分子の同定など，大きな研究
課題が残されている．
 

エボラウイルス

　エボラウイルスは，ヒトを含む霊長類に対して高い致死
率の急性感染症を引き起こす．エボラウイルスは 1976年
の発見以来，中央アフリカでのみ散発的に流行を起こして
きたが，2014年から２年間に渡り西アフリカで 11,000名
以上が犠牲になった史上最大規模のアウトブレイクのほ
か，2018年からコンゴ民主共和国において史上二番目の
大規模なアウトブレイクが起きた．ワクチン及び抗ウイル
ス薬が実用化されつつあるが，予防および治療法の開発は
充分ではない．大陸を越えた人の往来が活発な現代の国際
社会において，エボラウイルス病への対策は喫緊の課題で
ある．
　エボラウイルスは，モノネガウイルス目フィロウイルス
科エボラウイルス属に分類される．エボラウイルス属は現
在６種に分類されており，本稿では基準種であるエボラウ
イルス（ザイールエボラウイルス）に関して記述する．
　エボラウイルスは，非分節マイナス一本鎖 RNAをゲノ
ムとして持つ．ウイルス粒子は宿主細胞形質膜由来のエン
ベロープを有し，ヒモ状構造を示す (図 6A)．ウイルス粒
子表面には，1種類のウイルス膜タンパク質 (GP)が存在
する．エンベロープを裏打ちするウイルスマトリクスタン
パク質 (VP40)はウイルス粒子のヒモ状構造を規定する分
子である．ウイルス粒子内部には，ヌクレオカプシド (RNP
と同義だが，モノネガウイルスでは慣習的に本用語が使わ
れることが多い )が取り込まれている (図 6B)．ヌクレオ

図 5.  インフルエンザウイルスの RNP A. インフルエンザウイルス RNPの模式図 B. 免疫電子顕微鏡法によってウイルスの切片上で検
出したポリメラーゼ分子の局在 (矢印 )
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カプシドは，核タンパク質（NP）と vRNAが結合して形
成される左巻き螺旋構造をコアとして，さらに VP30, 
VP35, RNA依存性 RNAポリメラーゼ (L) が結合すること
で形成される．細胞内における感染後期には，VP24が結
合することでヌクレオカプシドが成熟し，ウイルス粒子内
に取り込まれる．ヌクレオカプシドは感染細胞内における
ウイルスゲノム RNAの転写・複製やウイルス粒子形成に
おいて中心的な働きをする．そのため，構造研究が盛んに
行われ，電子線トモグラフィーという電子顕微鏡法による
ヌクレオカプシドの低分解能構造 16-17)や，X線結晶構造
解析による RNAが結合していない単量体の NP構造が複
数報告されていた 18-19)．しかし，螺旋複合体は巨大，柔
軟かつ不安定な性質を持つことから高分解能構造解析が困
難であり，その詳細な構造や分子間相互作用機構は不明
だった．具体的には，NP-RNA相互作用および NPの多量
体化（NP-NP相互作用）機構を理解するには，複合体構
造を明らかにする必要があった．

エボラウイルス・核タンパク質―RNA複合体の構造

　我々は，ヌクレオカプシドコアである NP-RNA螺旋複
合体の構造と形成機構を詳細に明らかにするために，低温
電子顕微鏡法と単粒子画像解析法を駆使し，その構造を初
めてアミノ酸側鎖が可視化されるレベルの高分解能 (3.6オ
ングストローム分解能 ) で報告した (図 7A）20)．明らかに
なった構造から，複合体の原子モデルを構築することが可
能になった (図 7B)．その結果，RNAがらせん構造の外側
に巻き付くように結合していることが明らかになった．ま
た，NP１分子当たりに 6ヌクレオチドの RNAが結合し，
3塩基が螺旋の内側に，残る 3塩基が外側に配置される特

徴的な構造を取ることが判った (“3-in, 3-out”構造 )．こ
の構造は，同じモノネガウイルス目のパラミクソウイルス
科ウイルスの RNA構造と類似している 21)．なお，モノネ
ガウイルス目のニューモウイルス科ウイルスは７ヌクレオ
チド，ラブドウイルス科ウイルスは 9ヌクレオチドの
RNAが核タンパク質 1分子に結合することが報告されて
いる．エボラウイルス NP-RNA結合は NPの塩基性アミ
ノ酸側鎖と RNAリン酸骨格との間の静電相互作用で維持
されていることが分かった (図 8A)．この塩基配列非依存
的な NP-RNA相互作用機構は，他のモノネガウイルスに
も共通して見られる 21-29)．複合体構造から，螺旋鎖内
NP-NP相互作用（つまり，NP分子の多量体化）が，NP
の N末端アーム領域と隣の NP分子との疎水性相互作用
によって維持されていることも明らかになった（図 8B）．
また，螺旋鎖間には NPの荷電あるいは極性アミノ酸が集
合しており，鎖間の静電相互作用によって螺旋を凝縮した
状態で保持していることが判った（図 8C）．
　NP-RNA複合体構造を解析する過程では，螺旋一巻き
あたりの複合体の長さが 7.36 nmで，そこに含まれる
RNAヌクレオチド数が 146.5であるという幾何学的な規
則性も明らかになった．これらの数値と，既知のゲノムサ
イズ (18,960ヌクレオチド )から，ウイルスゲノム１コピー
を取り込むのに必要な複合体の長さが約 950 nmと計算で
きる．この長さは，過去に報告されたエボラウイルス粒子
の平均の長さである 980 nmと一致する 30-33)．また，ウイ
ルス粒子の長さの分布はこの平均値の整数倍（およそ 2, 
3µm…）にピークを示すことが報告されている 33)．つまり，
NP-RNA複合体はウイルス粒子の長さを規定する構造体
であることが分かってきた．感染後期に形質膜直下に輸送

図 6. エボラウイルス粒子の構造 A. エボラウイルスの負染色像 (上 ) ウイルスの全体像 (下 ) ウイルスの拡大図ウイルス粒子内のヌ
クレオカプシド（矢印）B. エボラウイルス粒子の模式図
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構造情報に基づいた新規抗ウイルス薬候補が見出されるこ
とが期待される．また，近縁のウイルス構造との比較によっ
て，ウイルスの分子進化に関する知見も得られる．一方で，
ウイルス感染細胞では NP-RNA複合体に結合する VP24，
VP30，VP35，Lといった他のヌクレオカプシド構成分子
によってウイルス粒子形成とゲノムの転写・複製機構が複
雑に制御されている．したがって，エボラウイルス粒子形
成機構をさらに深く理解し，抗ウイルス薬の標的候補を増
やすためには，ヌクレオカプシドの全体構造を明らかにす
る必要がある．また，感染細胞内においてはヌクレオカプ

されるヌクレオカプシドは，VP40-NP相互作用によって
ウイルス粒子内に取り込まれるため，NP-RNA複合体を
ウイルスエンベロープが包み込むようにウイルス粒子が形
成されると考えられる 34-35)．
　このように，NP-RNA複合体構造を原子レベルで決定
するとともに，複合体のもつ幾何学的な規則性を明らかに
することで，ウイルス粒子形成に重要な分子間相互作用機
構とウイルス粒子全体の長さを決める仕組みが明らかにな
りつつある．このような構造情報はウイルス分子間相互作
用を阻害する化合物の設計に極めて重要であり，今後この

図 7.  低温電子顕微鏡法で明らかになったエボラウイルス NP-RNA複合体構造 A.電子顕微鏡の三次元マップ（赤で RNA，青で NP1

分子を強調表示）B. NP単量体の三次元マップから構築した原子モデル（青：NP，赤：RNA）

図 8.  エボラウイルス NP-RNA複合体形成を担う主要な分子間相互作用領域．A. NP-RNA相互作用領域（青 :塩基性アミノ酸側鎖，赤：
RNA，ベージュ：NP N末端コアドメイン，緑：NP C末端コアドメイン）B. 螺旋鎖内 NP-NP相互作用領域（黄：N末端アー
ム領域，桃：疎水性アミノ酸側鎖）C.螺旋鎖間 NP-NP相互作用領域
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シドの規則的な螺旋構造が緩むことがヌクレオカプシドの
機能に重要であると考えられるため，緩んだ複合体構造や
複合体分子のダイナミクスを理解することも，今後の重要
な研究課題である．
 

おわりに

　マイナス鎖 RNAウイルスには，宿主に対して感染力も
強く病原性の高いウイルスが多数存在するが，実際に研究
対象として扱ってみると実に壊れやすくて脆いことに気付
かされる．いまだに難易度が高い研究対象といえるが，そ
の柔らかい性質も効率的なウイルスの増殖性に重要である
ことは間違いない．今後も，日々進化を続ける電子顕微鏡
法を駆使しながら，柔軟に思考を巡らせて様々な時空間ス
ケールでウイルスの構造研究を進め，感染症制圧に資する
知見を得られるように努力したい．
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Structural studies on negative-strand RNA virus
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 Negative-strand RNA viruses do not possess a rigid viral shell, and their structures are flexible 
and fragile. We have applied various electron microscopies to analyze the morphologies of influenza 
and Ebola virus. Our studies have revealed the native interior and exterior ultrastructures of influenza 
virus as well as the assembly of Ebola virus core in atomic detail.
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