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インフルエンザウイルスレプリコンと宿主
複製・転写因子

は じ め に

ウイルスの複製と病原性発現機構の理解を目指した時，

ウイルスが宿主の機能に完全に依存した寄生体であること

に鑑みれば，ウイルスゲノムにコードされる因子と宿主に

由来する因子（宿主因子）の機能とその相互作用を明らか

にすることが重要である．

ウイルス因子の機能を解析するにあたり，ウイルス遺伝

子に任意の変異を導入し，その変異遺伝子を含んだウイル

スを作成して形質を調べる分子遺伝学的な方法が一般的で

ある．宿主と同じゲノム様態，すなわち二本鎖 DNAをゲ

ノムとして持つウイルスでは容易に構築でき，実際用いら

れてきた方法である．細胞に人工的に導入した時に，一定

の条件下で，感染性ウイルス粒子を産生できるウイルスゲ

ノム核酸を「感染性ゲノム」と呼ぶ．従って，二本鎖 DNA

ウイルスのゲノムは，一部の例外（ワクシニアウイルスな

どは，細胞質で複製が進行するために，ゲノムの複製と転

写を行う酵素を感染時に持ち込む必要がある）を除いて，

感染性ゲノムである．mRNAと同じ極性（プラス極性，

あるいはプラス鎖）の RNAをゲノムとして持つウイルス

では，感染直後からウイルス因子の翻訳が行われ，複製に

必要なウイルスタンパク質が合成される．従って，プラス

鎖 RNAゲノムは感染性ゲノムである．一方，本稿でとり

あげるインフルエンザウイルスなどの，mRNAと逆の極

性（マイナス極性，あるいはマイナス鎖）の RNAをゲノ

ムとして持つウイルスでは，精製したゲノムを細胞に導入

しても，感染性粒子は産生されない．細胞には，ウイルス

RNAを複製できる RNA依存性 RNAポリメラーゼが存在

せず，mRNAの鋳型では翻訳されることもないからであ

る．ウイルスゲノムの転写・複製には，粒子に付帯してい

るウイルス RNA依存性 RNAポリメラーゼが必須である．

マイナス鎖 RNAゲノムに感染性を持たせるには，ウイル

ス粒子内に存在するウイルス RNAポリメラーゼを含んだ

ウイルスゲノム RNA-タンパク質複合体（viral RNA-viral

protein complex, vRNP）として細胞に導入するか，細胞内

で vRNPを再構成させる必要がある．

一方，宿主因子については，ウイルスゲノムの複製と転

写を再現できる無細胞系を構築し，生化学的な相補試験に
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より，機能を指標に因子を同定する方法が用いられてき

た．DNAウイルスでは，この方法が大きな成果をもたら

してきた．インフルエンザウイルスについても，無細胞系

の解体と再構成により，各種の宿主因子が同定されてきて

いる１）．このような生化学的な系に加えて，遺伝学的な系

の重要性も認識されているが，宿主の順遺伝学をウイルス

感染の解析に用いることは，かなり困難であった．遺伝学

的な扱いが容易な酵母を動植物ウイルスの宿主として用い

ることが可能であれば，この問題は解決する．

本稿では，インフルエンザウイルスのウイルスゲノム-

ウイルス RNA依存性 RNAポリメラーゼ-ヌクレオプロテ

イン（NP）複合体を導入した酵母内で，ウイルスゲノム

の複製と転写が可能であることを基盤に開発された酵母内

インフルエンザウイルス RNPレプリコン系を用いた新た

な宿主因子の同定について概説する．

１． インフルエンザウイルスゲノムの転写・複製様式

インフルエンザウイルスゲノムは，８本に分節化された

一本鎖マイナス鎖 RNAである．ウイルスゲノムは，ウイ

ルス RNA依存性 RNAポリメラーゼおよび RNA結合タン

パク質である NPと結合して，vRNP複合体を形成してい

る（図１）１）．ウイルスポリメラーゼは，PB１，PB２および

PAの三つのサブユニットから構成されている．PB１は触

媒サブユニットとして機能し，PB２は転写時にプライマー

として必要となるキャップ構造を持つ宿主細胞由来の

RNA断片に結合し，PB１がキャップ構造を切り取る際の

認識に関わっている（キャップスナッチング機構）．PA

の機能の詳細については不明な点が多いが，ポリメラーゼ

の集合とゲノム複製に関与していることが強く示唆されて

いる．最近，我々は PAと PB１の部分ペプチド複合体の構

造を明らかにした２）．NPは，十数ヌクレオチドごとに結

合し，RNA合成の伸長反応に必要である．転写反応およ

び複製反応の基本装置は，この vRNPである．vRNAから

mRNAを産生する過程が転写反応である（図１）．一方，

複製過程では，vRNAの完全なコピーであるプラス鎖

cRNAが合成され，cRNAを鋳型として子孫 vRNAが増幅

される．

vRNP複合体と細胞抽出液を組合わせた無細胞系を用い

て，各種のウイルス RNA合成に関わる宿主因子が同定さ

れ，機能解析が行われている１）．最近になり，インフルエ

ンザウイルスの de novo ウイルスゲノム複製系が構築さ

れ，完全鎖長の複製産物の合成に関わる宿主因子として，

MCM（mini-chromosome maintenance）複合体が同定され

た３）．また，cRNAから vRNAの増幅反応だけにかかわる

宿主因子も存在する（未発表）．

２． 感染性インフルエンザウイルスゲノム

インフルエンザウイルス粒子は，細胞膜に吸着した後，

エンドサイトーシスにより取り込まれる（図２）．そして，

粒子由来の膜成分と細胞膜とが融合し，vRNPが細胞質に

放出される．その後，vRNPは核内に移行し，ウイルス遺

伝子の転写および複製反応が起こり，感染サイクルが進行

する．Rochovanskyら４）は，ウイルス粒子から vRNPを精

製し細胞に取り込ませることで，感染性粒子の回収に成功

している（図２；vRNPトランスフェクション系）．その後，

試験管内で合成したウイルス RNAとウイルスタンパク質

による再構成 vRNPからも，ウイルス粒子が回収された

（図２；in vitro vRNP再構成系）５～７）．インフルエンザウイ

ルスゲノムに，組換え操作が可能であることを示した画期

的な報告であった．

さらに，プラスミドのみを用いて細胞内に vRNPを再構

成させる系が確立され，容易に遺伝子組換えウイルスの回

収が可能となった（図２；プラスミド発現系）８）．それは，

宿主 RNAポリメラーゼ I（Pol I）のプロモーターとター

ミネーターに８種類すべての RNAゲノムを組込んだプラ

スミドと，ウイルスポリメラーゼおよび NPを発現するプ

ラスミドを一緒にトランスフェクションする手法である．

Pol Iシステムを利用することで，Cap構造や Poly（A）など

が付加しない非修飾な RNAが合成され，インフルエンザ

ウイルスの RNAゲノムとして機能できる．現在では，逆

遺伝学系を利用しインフルエンザウイルスの病原性を規定

する因子の解析がさかんに行われている．

マイナス鎖 RNAウイルスにおいて，感染性粒子をプラ

スミドにより回収する逆遺伝学系は，先にラブドウイルス

科に属する狂犬病ウイルスにより確立されていた．引き続

いて，同じラブドウイルス科である水泡性口内炎ウイル

ス，またパラミクソウイルス科に属するセンダイウイル

ス，麻疹ウイルスなどで逆遺伝学系が確立された９）．

３． インフルエンザウイルス酵母内レプリコン

ウイルスの逆遺伝学系が確立されて，ゲノム複製や病原

性に関わるウイルス因子の機能解析が飛躍的に進展した．

一方，それらの過程に関わる宿主因子の研究は個別論的に

進められてきた．無細胞系の解体と再構成実験により，ウ

イルスゲノムの転写や複製に関与する宿主因子の同定と機

能解析が行われてきた．実際にこのような系を用いたアデ
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図１ インフルエンザウイルスゲノムの転写と複製
転写と複製の過程では，簡便のため，一部ウイルスタンパク質を省略した．詳細は本
文を参照．

図３ インフルエンザウイルス酵母内レプリコン系を用いた宿主因子のスクリーニング
（A）vRNPトランスフェクション系．ザイモリアーゼ処理により細胞壁を消化しスフェロプラスト化し
た酵母へ，インフルエンザウイルス粒子から精製した vRNPをポリエチレングリコール存在下により
導入する．トランスフェクション後，細胞を回収し RNAを抽出後，リアルタイム RT-PCRにより
vRNA，cRNAおよび mRNAを定量する．
（B）欠損株ライブラリーを用いた宿主因子のスクリーニング．酵母遺伝子の欠損株に vRNPを導入す
る．野生株と比較してウイルス RNA量が増加するものは抑制因子としての，減少するものは促進因
子としての候補となる．
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図２ インフルエンザウイルスにおける逆遺伝学の応用
インフルエンザウイルスの感染性ゲノムを利用した逆遺伝学の応用と，感染性ウイルス粒子産出系．詳細は本文を参照．

図３
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ノウイルスや SV４０の研究から，真核細胞の DNAゲノム

の複製と転写反応の根本的な分子機構が明らかにされた．

RNAウイルスについても生化学的な解析系の開発がすす

められてきたが，宿主側の解析については遺伝学的な実験

系が求められてきていた．

真核細胞の遺伝学を考えた時，「酵母」は優れた材料で

ある．近年いくつかの動物および植物ウイルスにおいて，

ウイルス複製機構の解析に出芽酵母（Saccharomyces cere-

visiae）を利用した例が報告されるようになってきた１０）．

出芽酵母は完全なゲノム配列が決定されており１１），１６本あ

る染色体に約６，６００遺伝子が存在している．出芽酵母の機

能遺伝子の多くは，他の高等真核生物の機能遺伝子と高い

相同性を示すこと，また遺伝子破壊や変異導入のような遺

伝学的な方法が駆使できることなどから，有用なモデル生

物として広く利用されている．現在では，酵母遺伝子の欠

損株ライブラリーが市販されており，容易に各種欠損株を

利用できる．プラス鎖 RNAウイルスのブロモモザイクウ

イルスやトマト矮化病ウイルスでは，酵母内ゲノムレプリ

コン系が確立しており，欠損株ライブラリーを用いてウイ

ルスゲノムに関与する宿主因子の網羅的なスクリーニング

が行われている１０）．一方，マイナス鎖 RNAウイルスでは，

酵母を宿主としたレプリコン系の開発はすすんでいなかっ

た．唯一，水泡性口内炎ウイルス（vesicular stomatitis vi-

rus；VSV）では，酵母内で転写反応が起きることが報告

されていた１２）．低 pH下で，VSV粒子は酵母スフェロプラ

ストと融合し，酵母内でウイルス RNAからの転写反応お

よびウイルスタンパク質の新規合成が観察された．しか

し，酵母内でのウイルスゲノム複製反応についての検証は

行われていなかった．

最近になり，我々は vRNPをスフェロプラストへ導入す

る方法で，インフルエンザウイルスゲノムの酵母内レプリ

コン系を確立した（図３A）１３）．導入された酵母内では，ウ

イルス mRNAの合成，ウイルスタンパク質合成，および

複製中間体 cRNAと子孫 vRNAの増幅が確認された．さ

らに，ウイルス RNA合成活性を促進する動物細胞由来の

宿主因子として既に報告されている RAF-２p４８１４）（酵母ホ

モログは SUB２）の欠損株では，ウイルス RNA合成量の

低下が認められた．この結果は，生化学的解析手法により

同定したヒト宿主因子の酵母ホモログについても，酵母内

でウイルス RNA合成活性を制御することを示唆してお

り，インフルエンザウイルスのゲノム複製の活性を酵母内

でも測定できることを示している．

これらを基盤に，酵母欠損株ライブラリーへ vRNPを導

入し，ウイルスゲノムの転写および複製に関与する宿主因

子のスクリーニングを行った（図３B）．インフルエンザウ

イルスのゲノム複製は核内で起こるため，核に局在するタ

ンパク質をコードする遺伝子（約１，４００個）に焦点をあて，

その中でもまず核酸結合因子や核酸代謝に関与する因子の

欠損株（３４５株）でのウイルス RNA合成活性を検定した．

その結果，いくつかのスプライシング関連因子の欠損株に

おいて，RNA合成活性が顕著に低下することが明らかと

なった．すなわち，RNA合成活性を促進する宿主因子を

コードしている候補遺伝子を探索できたことになる．その

中で，RNA合成に対して最も強い影響をもたらしたのは

CUS２遺伝子であり，そのヒトホモログは Tat-SF１（Tat

stimulatory factor １）である．Tat-SF１は HIV-１の Tatと相

互作用し，ウイルス遺伝子の転写伸長反応を促進する．ま

た，宿主 RNAポリメラーゼ�やスプライシングに関与す

る全ての snRNA（U１，U２，U４，U５および U６snRNA）と

相互作用することもわかっており，転写とスプライシング

反応の制御に関わっていると考えられている１５）．ヒト培養

細胞を用いた解析と試験管内における再構成実験から，

Tat-SF１はウイルス RNAが結合していない NPと相互作用

し，NPを RNAへと効率的に受け渡すシャペロン様活性

を持つことで，RNA合成を促進することが示唆された．

酵母スクリーニング系の有用性を示すためにも，他の候補

因子に関しての詳細な機能解析をすすめているところであ

る．インフルエンザウイルスの vRNPの導入による酵母内

レプリコン系は確立されたが，プラスミドを用いたマイナ

ス鎖 RNAウイルスの酵母内レプリコン系を構築すること

で，さらに利便性が向上することが期待される．

お わ り に

近年，強毒性を持つトリインフルエンザウイルスがヒト

の間で大流行を起こすのではないか，という話題が頻繁に

取り上げられている．ウイルスは変異を繰り返すことで，

生態防御機構を逃れ，宿主域を拡大あるいは替え，宿主で

の複製効率を向上させる「カタチ」に変化し続ける．しか

し，宿主となる生物・細胞の「カタチ」は変わることはな

い．ウイルスの増殖において根本的に必要となる宿主因子

を同定し，その機能を調べることは，ウイルスを制御する

ための重要な基盤である．ウイルスに関わる宿主因子を遺

伝学的に同定することは，高等動植物細胞では容易ではな

い．そういった背景のもと，本稿で述べたように，遺伝学

的な解析が容易な酵母をウイルスの宿主とするというブ

レークスルーが生まれた．酵母内ウイルスゲノムレプリコ

１１３２ 〔生化学 第８０巻 第１２号

みにれびゆう



ン系をプラスミドにより確立できるようになれば，ウイル

ス因子を標的とした薬剤，あるいはウイルスタンパク質と

宿主因子の相互作用を標的とする薬剤などのスクリーニン

グが低コストで簡便に行える．さらに異なる種の cDNA

ライブラリーを用いることで，種特異的な宿主因子の検索

も可能となる．ウイルスの増殖メカニズムを完全に理解す

るため，酵母の利点を最大限に引き出し，さらに各種スク

リーニング方法を組合わせることで，宿主因子の同定と機

能解析の飛躍的な進展が期待される．
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肥満と糖代謝におけるケモカイン CXCL１４
の新たな役割

１． ケモカイン CXCL１４の基本的性質

CXCL１４は，ヒトのがん組織およびがん由来細胞株で発

現低下するケモカイン様分子として１９９９年にクローニン

グされた１）．複数のグループが独立してこの分子を同定し

BRAK，BMAC，Mip-２γとそれぞれ命名したが１～３），ケモ

カイン呼称の統一ルールに従って，本稿では CXCL１４と

呼ぶ．CXCL１４ mRNAは９９アミノ酸をコードし，N端に

あるシグナル配列の切断によって，７７アミノ酸から成る

ポリペプチドを産生する（図１）．成熟型 CXCL１４の推定

分子量は９．４キロダルトンで，等電点１０．３の弱アルカリ

性タンパク質である．

ケモカインは N端の二つのシステイン残基の間にアミ

ノ酸がひとつ入っているか否かによって，CC型あるいは

CXC型に大きくクラス分けされ，CXC型ケモカインはさ

らに N端の ELRモチーフの有無によって，ELR＋型と

ELR－型とに分類される．CXCL１４は CXCケモカインの

図１ CXCL１４のアミノ酸配列の種間比較
プロセシング後の成熟 CXCL１４ポリペプチド（７７アミノ酸残基）について，４種類の種で相同性を比較した．共通しているアミノ
酸残基をボックスにて囲んだ．なお，保存されている４箇所のシステイン残基を太字で表し，それらの位置をアステリスクで示した．
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