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Ａ．研究目的 
 フラビウイルスは、一本のプラス鎖のRNA
をゲノムとしてもつウイルスであり、主に蚊や
ダニ等の吸血性の節足動物によって媒介され伝
播する。また、フラビウイルスには、日本脳炎
ウイルス (JEV) 、デングウイルス (DENV) 、
西ナイルウイルス (WNV) 、黄熱ウイルス 
(YFV) 、ダニ媒介脳炎ウイルス (TBEV) 等、病
原性が非常に高いウイルスが多く、フラビウイ
ルスの感染によって毎年多くの死者が出ている。 
 DENV はアフリカ、南アジア、東南アジア、
中南米の熱帯地域に広く分布しており年間
5,000 万－1 億例のデング熱患者が推定され、
50万例のデング出血熱・デングショック症候群
患者が発生し，2万人以上の死者が報告されて
いる 。DENV感染症における重症化のメカニ
ズムについては完全には解明されていないが、
主に免疫システムが重症化に関与していると考
えられている。DENVには I型から IV型の4

種類が存在し、ある型に対する既存の抗DENV
抗体が異なる型のDENVに対して交差的に結
合した場合や、抗体濃度が低下した状態では中
和が起こらず、ウイルス-抗体複合体がFcγレセ
プターを有する細胞に取り込まれ、抗体がない
場合よりもウイルス感染細胞数が増加するとい
う、いわゆる抗体依存性感染増強 (ADE) の関
与が強く示唆されており、DENVに対するワク
チンの開発は極めて難航している。 
 フラビウイルスは、細胞表面のレセプターに
吸着した後、クラスリン依存的なエンドサイト
ーシスによって細胞内部に侵入する。その後、
エンドソーム内の低pH環境によって脱殻し、
放出されたおよそ11kbのゲノムRNAから一本
のポリペプチド鎖が合成される。このポリペプ
チドには、宿主のシグナルペプチダーゼ又は、
自身にコードされているプロテアーゼによって、
N末端から、ウイルス粒子形成に必要な3種類
の構造タンパク (Capsid、preM、E) と、ウイル
スゲノム複製に必要だと考えられている7種類
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研究要旨 
 フラビウイルスは、一本のプラス鎖RNAをゲノムとしてもつRNAウイルスであり、主に蚊やダ
ニ等の吸血性の節足動物によって媒介され伝播する。また、フラビウイルスにはデングウイルス 
(DENV) 、西ナイルウイルス、黄熱ウイルス、ダニ媒介脳炎ウイルスなど、高い病原性を示すウイ
ルスが含まれ、毎年このウイルス感染症によって多くの死者が出ている。特に、デングウイルスは有
効なワクチンや治療法がなく、熱帯地域を中心に毎年一億人を超える感染者がいるといわれ、大きな
社会問題となっている。また、本邦においても、地球温暖化に伴い輸入感染症としてリスクが徐々に
高まっており、治療法の開発などを含めた早急な対策が求められている。本研究課題は、抗フラビウ
イルス薬開発につながる分子基盤の確立を目指し、フラビウイルスの細胞内での増殖に必須な宿主因
子を同定し、その作用機序を明らかにすることを目的とし、種々の解析を行った。フラビウイルスは、
感染後、宿主細胞内膜系を大規模に再構築し、ウイルスゲノム複製に特化した複製オルガネラと呼ば
れる構造物を小胞体 (ER) 近傍に形成する。本研究課題では、まずフラビウイルス感染細胞より抽出
した複製オルガネラに対して網羅的プロテオミクス解析を行い宿主因子の検索を試みた。次に、網羅
的プロテオミクス解析によって同定された因子群に対して、320種類の siRNAを合成し、それぞれ
の遺伝子のノックダウンがDENVの増殖にどのように影響を与えるのか調べた。その結果、51種類
の因子をノックダウンした場合に、コントロールと比較して著しいウイルス増殖抑制効果があること
がわかった。本研究課題では、その中でも特に著しい効果が確認できたESCRT因子群、ATG因子
群、VCP 関連因子群に着目して、宿主因子群のウイルス増殖での役割を明らかにするとともに、抗
ウイルス薬標的の可能性について検討した。 
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の非構造タンパク (NS1、NS2A、NS2B、NS3、
NS4A、NS4B、NS5) に切断される。Capsid蛋
白質は、主に、RNAへの結合を介したウイルス
ゲノムのパッケージングに関与し、preMおよび
E蛋白質と呼ばれる外殻因子と相互作用するこ
とによって、ウイルス粒子形成に重要な役割を
もつ。また、非構造(NS)蛋白質であるNS3には、
ウイルスポリペプチドを切断するプロテアーゼ
活性の他に、NTPaseを介したRNAヘリカーゼ
活性が存在し、NS2B膜貫通蛋白質と複合体を
形成し、生体膜上にてこれらの酵素活性を介し
てウイルス複製に重要な役割をもつ。また、NS5
はN末端にメチルトランスフェラーゼ活性、C
末端にRNA依存RNAポリメラーゼ活性を持ち、
RNAゲノムの複製に必要不可欠な因子である。 
 フラビウイルス含むプラス鎖RNAウイルス
の場合、ゲノムの複製と粒子形成は、ウイルス
感染後に小胞体近傍に新たに形成される「複製
オルガネラ」と呼ばれる構造物の内部で行われ
ている。このオルガネラは、宿主からの自然免
疫応答をはじめ、小胞体ストレス応答、オート
ファジー機構など、様々な細胞応答からの回避
を可能にし、長期にわたり持続的に自身の遺伝
子を複製させるために必須な構造物であると考
えられている。フラビウイルスの場合、このオ
ルガネラの形成には、NS2A、NS4A、NS4Bの
３つの膜貫通NS蛋白質がそれぞれ関与してい
るとの報告があるが、これら因子がどのように
オルガネラの形成に関与しているのか、その詳
細な分子機構はまだ明らかにされていない。ま
た、種々のプラス鎖RNAウイルスを用いた解
析より、このオルガネラには、ERGIC (ER-Golgi 
Intermediate Compartment) 等の小胞体マーカー
や、ホスファチジルイノシトール4-リン酸
(PI4P)を産生するPI4キナーゼ等の、いくつかの
宿主由来の因子がリクルートされているという
報告があるが、フラビウイルスの場合、どのよ
うな宿主因子がリクルートされ、複製オルガネ
ラの形成に関与しているのか全く明らかになっ
ていない。 
 本研究課題では、DENVと JEVの２種類のフ
ラビウイルスを材料に用い、フラビウイルスに
共通して、複製オルガネラ形成、又は、粒子形
成に関与する宿主因子を同定し、その分子機構
の詳細を明らかにすることを目的とし解析を行
った。まず、ウイルスのNS蛋白質に結合する
因子を種々のプロテオミクス解析によって網羅
的に同定し、得られた候補因子群に対して

siRNAによる遺伝子のノックダウンを行った。
また、ノックダウンによって顕著なウイルス増
殖抑制効果が認められた3種類の宿主因子群、
ESCRT因子群、ATG因子群、VCP関連因子群
に着目して、ウイルス増殖における生理学的な
役割について解析を行い、抗ウイルス薬の標的
となりうるか検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
1 細胞とウイルス 
 用いた哺乳動物細胞 (HEK293A、HEK293T、
BHK-21、Vero、HeLa) は全て、37˚C、5 % CO2

存在下において、10 % Featal Bovin Serum 
(Gibco)、100 µg/ml Penicillin（Nacalai tesque）、100 
units/ml Streptomycin（Nacalai tesque）を含む
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucose
（DMEM、Nacalai tesque）培地中で培養した。
また、ヒトスジシマカ培養細胞であるC6/36は、
28˚Cにて10 % Featal Bovin Serum、100 µg/ml 
Penicillin、100 units/ml Streptomycinを含む
SCHNEIDER’S INSECT MEDIUM (SIGMA) 培
地中で培養した。 
 また、日本脳炎ウイルスはAT31株(大阪大学
微生物病研究所分子ウイルス分野松浦善治教授
より分与) を用いた。また、デングウイルスは
2型New Guinea C株 (ATCCより入手) を用い
た。 
 
2, ウイルス感染 
 24well plateに播種したHEK293A細胞に、JEV
もしくはDENVを、MOI (Multiplicities of 
infection) を0.3になるように調整して感染させ
た。ウイルス液を添加後、2時間培養し、ウイ
ルスを細胞へ吸着させた後、いったんウイルス
液を除去し細胞を洗浄し、再び培地を300µl加
えて、その後、37℃、5 % CO2存在下で培養し
た。 
 
3 ウイルス感染価測定 (フォーカスフォーミ
ングアッセイ) 
 回収した細胞上清中に含まれる感染性ウイル
ス粒子数を測定するために、JEVはVero細胞、
DENVはBHK-21細胞を用いて感染価の測定を
行なった。まず、作成した10倍段階希釈液を、
96well plateに1 x 104 cells/wellとなるように播種
したVero細胞またはBHK-21細胞に50 µlずつ
加えて、37℃、5 % CO2存在下で2時間培養し
た。その後、メチルセルロース #4000 (Nacalai 



 2 

tesque) を終濃度1%になるよう加え、37℃、5% 
CO2存在下でVero細胞は36時間、BHK-21細
胞は60時間培養した。ウイルス感染細胞は、免
疫染色法によって検出した。感染細胞を4% パ
ラホルムアルデヒド (Nacalai tesque) にて室
温で15分間固定した後、膜透過処理、ブロッキ
ング、一次抗体反応を行うために、Anti-JEV 
NS3C (1:5000, オリジナルウサギ抗血清)または
Anti-Dengue CORE (1:5000, オリジナルウサギ
抗血清)、0.2% Triton-X100 (SIGMA) 及び10% 
FBS を含むD-PBSで、室温で一時間反応させ
た。PBSで三回洗浄し、Biotin-conjugated α- rabbit 
IgG (Vector lab.) 二次抗体と10% FBS を含む
D-PBSで、室温で30分反応させた。PBSで三
回洗浄し、ABC Solution (Streptavidin Biotin 
Complex Peroxidase Kit, ナカライ)を室温で30
分反応させた。PBSで三回洗浄し、ペルオキシ
ダーゼ反応基質: VIP Solution (VIP Substrate Kit 
for Peroxidase, Vector Lab.) を加えて、室温で数
分反応させた。最後に、純水にて一回洗浄し発
色反応を停止させた後、完全に水分を取り除き、
乾燥させた。その後、顕微鏡を用いてフォーカ
スをカウントし、Focus Foming Unit (FFU) を算
出した。 
 
4, JEVゲノムRNAの合成とトランスフェクシ
ョン 
 JEVゲノムRNA は、
rJEVMie/41/2002/pMW119 (国立感染症研究所ウ
イルス第一部田島茂博士より分与) を鋳型にし
て、mMESSAGE mMACHINE® Kit (T7) (Life 
technologies) を用いて合成した。RNA合成の方
法は、製品のプロダクトシートに従って行なっ
た。 
 合成したウイルスゲノムRNAの細胞へのト
ランスフェクションはLipofectamine2000 (Life 
technologies) を用いて行なった。まず、24well 
plateに1.2 x 105 cells/wellとなるように
HEK293Aを播種した。次に、1.5mlチューブに
Opti-MEMI (Life technologies) を50 µlずつ入れ、
RNAを0.6 µg加え希釈した。そこに、別のチュ
ーブで作成したLipofectamine 2000 (1 µl)と
Opti-MEMI (50 µl) の混合液を添加し、室温で
20分反応させた。その後、合成リポソームを細
胞培養液に加えて37℃、5 % CO2存在下で6時
間培養した。６時間後、培地を交換し、さらに
24~72時間培養した。 
 

5, プラスミドの構築とトランスフェクション 
 本研究に用いたプラスミドは全て、PCRにて
増幅させた遺伝子を、ベクター上に存在する
種々の制限酵素サイトにライゲーションさせ構
築した。HEK293T細胞、HEK293A細胞、HeLa
細胞へのプラスミド遺伝子導入は、
polyethyleneimine (PEI), linear, MW~25kDa 
(polyscience) によって行った。10μgのプラスミ
ドDNAを1mlのOPTI-MEMに希釈したのち、
1mg/ml のPEI溶液を40μl添加し、室温で10
分間反応させた。合成したリポソームDNAを
培養細胞に添加後、12時間後に培地を交換し、
さらに24時間培養した。 
 
6, 培養細胞にて発現させた蛋白質のアフィニ
ティ精製 
 各種プラスミドを発現させたHEK293T細胞
を回収し、Lysis buffer (1% Triton-X100, 50mM 
Tris (Nacalai tesque), 150mM NaCl (Nacalai tesque), 
プロテアーゼインヒビター ) を加え溶解した。
その後、4℃、150,000 rpmで10分間遠心し、上
清を回収した。回収した上清にStrep-Tactin 
Sepharose (iba) 100 µl加え、4℃で2時間撹拌しな
がら反応させた。8,000 rpmで1分間遠心し、上
清を捨て、Wash buffer（0.1 % Triton-X、50 mM 
Tris、150 mM NaCl in Water）を1 ml加え、再度
8,000 rpmで1分間遠心した。この操作をさらに
3回繰り返し、Wash bufferを捨てた後に2 x 
Sample buffer (125mM TrisHCl, 4% Sodium Lauryl 
Sulfate (SDS、Nacalai tesque) , 20% グリセロール 
(Nacalai tesque) , 使用前に1/10量の2-メルカプ
トエタノール (SIGMA) を加える)を20 µl加え、
100˚Cに設定したヒートブロックで5分間ボイ
ルした。その後8,000 rpmで1分間遠心し、サ
ンプルとした。 
 
7, SDS-PAGE 
 本研究では、15% running gel [30 % acrlyamide 
(Nacalai tesque) 20 ml、1.5 M Tris-HCl pH8.8 
(Nacalai tesque) 10 ml、10 % SDS 400 µl、
N,N,N’,N’-tetramethyl-ethylene diamine (TEMED、
Nacalai tesque) 30 µlを混合した溶液を純水で40 
mlにメスアップし、ゲル作製開始直前に重合開
始剤である10 % ammonium perodisulfate (APS、
Nacalai tesque) 200 µlを加え作製した (ゲル6枚
分)。] と12 % running gel [30 % acrlyamide 16 ml、
1.5 M Tris-HCl pH8.8 10 ml、10 % SDS 400 µl、
TEMED 30µlを混合た溶液を純水で40 mlにメ
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スアップし、ゲル作製開始直前に10 % APS 400 
µlを加え作製した (ゲル6枚分)。]  を目的に
応じて使用した。Stacking gelは30 % acrlyamide 
3.2 ml、1.5 M Tris-HCl pH 6.8 5 ml、10 % SDS 200 
µl、TEMED 30 µlを混合した溶液を純水で20 ml
にメスアップし、ゲル作製開始直前に10 % APS 
200 µlを加え作製した (ゲル6枚分) 。質量分析
に用いたゲルは、10 % e-パジェル14検体用  
(ATTO) を用いた。電気泳動時はゲル1枚につ
き20 mMになるように定電流で泳動を行った。 
 
8, ウエスタンブロッティング 
 SDS-PAGEによって展開した蛋白質を電気ブ
ロット法により、Transfer buffer (1 x TrisGlycine 
(Trisbase (Nacalai tesque) 3.03 gとGlycine (Nacalai 
tesque) 14.41 gを1 Lの純水で溶解したもの) 
10%メタノール((Nacalai tesque))を1Lの純水に
溶解したもの) を用いてpolyvinylidene difluoride 
(PVDF) membrane (Millipore) に転写した。転写
後、PVDF膜を3 % skim milk (雪印) in 
Tris-Buffered Saline Tween-20 (TBST) で一時間
ブロッキングを行った後、目的の一次抗体を含
む0.3% skim milk in TBSTを添加し室温で一時
間反応させた。TBSTで10分間、3回洗浄した
後、Horseradish peroxidase (HRP) 標識二次抗体
を0.3% skim milk-TBSTで希釈 (1:1000) した溶
液に浸し、室温で1時間反応させた。TBSTで
10分間、3回洗浄し、Luminate Forte Western HRP 
Substrate (Millipore) によって反応させた後
LAS-4000miniを用いてシグナルを検出した。 
 
9, 質量分析による蛋白質の同定 
 SDS-PAGEによって展開した蛋白質を酢酸メ
タノール液 (10% メタノール、10% 酢酸 in 
純水) にて固定した後、クマシー染色液 (ultra 
PURE、GIBCO) を用いて蛋白質を染色した。
その後、蛋白質を含むゲル片を切り出し、In gel 
トリプシン消化、を行い、Thermo Scientific社 
LTQ Orbitrap Velos + ETDを用いて解析を行った 
(大阪大学微生物病研究所中央実験室斉藤一伸
博士)。検出されたペプチドは、MSCOT検索に
かけ蛋白質を同定した。 
 
10, 免疫蛍光染色 
カバーガラス（松波硝子工業 No.1 1/2）上に培
養したHeLa細胞にプラスミドを、PEIを用いて
トランスフェクションした。24時間後、細胞を
4%PFAにて室温で10分間固定した。PBSで三

回洗浄し、PFAを完全に取り除いた後、目的の
一次抗体を含む0.2% Triton-X100 / 10% FBS in 
D-PBSを加え、室温で3時間反応させた。PBS
で三回洗浄し、蛍光標識二次抗体 (名称、メー
カー、希釈倍率) を含む10% FBS in D-PBSを
添加し、室温で１時間反応させた。PBSで三回
洗浄し、スライドガラス上に5~10µlの
Fluoromount-G (SouthernBiotech) 添加後マウン
トし、室温で一晩乾燥させた。作成したサンプ
ルは、共焦点レーザ顕微鏡 (FLUOVIEW FV10i, 
Olympus) で観察した。 
 
11, siRNAのデザイン 
siRNAはAmbion社、Bioneer社、SIGMA社に
合成を依頼した。siRNAの配列のデザインは、
Ambion社及びBioneer社由来のものは、プレデ
ザインされたものを用いた。SIGMA社に合成
を依頼したものは、Dhamacon社のアルゴリズ
ム 
(http://www.thermoscientificbio.com/design-center/) 
を用いてデザインした。 
 
12, siRNAによる遺伝子発現抑制 
 siRNAによる遺伝子のノックダウンは、
Lipofectamine RNAiMAX (Life technologies)を用
いて、1.2 x 105個のHEK293A細胞/サンプルの
スケールにて24well plateを用いて行った。全て
の遺伝子ノックダウンは24時間ごとに２回
siRNAをトランスフェクションすることで行っ
た。一回目のトランスフェクションは、あらか
じめ準備したリポソーム/siRNA液に細胞懸濁
液を後で加えるリバース法にて、２回目のトラ
ンスフェクションは、付着細胞培養へリポソー
ム液を加えるフォワード法にて行った。用いた
siRNAは全て最終濃度20nMとなるよう培養細
胞へ添加した。２回目のトランスフェクション
の後、24時間後、培養液を除去し、ウイルスを
感染させた。 
 
13, siRNAと siRNA抵抗性サイレンス変異もつ
発現プラスミドによる機能回復 
 siRNAとsiRNAによって認識されない核酸配
列を持つ siRNA抵抗性プラスミドによる機能
回復実験の為のトランスフェクションは、
HEK293A細胞に、Lipofectamine 2000 (Life 
technologies)を用いて行った。1.2 x 105個の
HEK293A細胞/サンプルのスケールにて24well 
plateを用いて、24時間ごとに２回トランスフェ
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クションした。この場合も、一回目のトランス
フェクションは、リバース法にて、２回目のト
ランスフェクションはフォワード法にて行った。
siRNAは最終濃度20nMとなるように、プラス
ミドは0.5μg/sample加えた。 
 
14, CellTiter-Gloアッセイ 
 24well plateより回収した細胞を、CellTiter-Glo 
Buffer (Promega) を100µl加えて可溶化した。
CellTiter-Glo Substrate (Promega) を2xで調製し
たものを、96well黒色プレートに２５µlずつ入
れ、ここに可溶化した細胞抽出液を10µl加えた。
その後、plateを室温で5分ボルテックスし、15
分静置した。検出はルミノプレートリーダー
Powerscan HT (DSファーマ) によって行った。 
 
15. 定量リアルタイムPCR（qRT-PCR） 
24 well plateより回収した細胞からTrirealengent
（SIGMA）を用いて抽出したRNAを、RevertAid 
Reverse Transcriptase（Thermo）を用いて cDNA
を作成した。cDNAの合成にはRandom hexamer
（LifeScience technologies）を使用した。cDNA
の定量PCR反応はpower SYBer Green PCR 
Master Mix（life technologies）を用いた。10µlの
反応系で実施し、0.03µgの cDNA、10pmolのプ
ライマーを添加した。JEV RNAの定量にはNS5
の配列に特異的に結合し塩基配列を増幅させる
プライマー（5’-GCCGGTGGGACACTA-3’）を
使用した。また、細胞内のβ-アクチン由来の配
列に結合するプライマー
（5’-CCTCCCGCTTCGCTCTCT-3’）を用いてβ-
アクチンのRNA量を定量しRNA量を補正した。 
 
16. 酵母ツーハイブリット（Yeast two hybrid: 
Y2H） 
酵母ツーハイブリッド法は、酵母AH109株及び、
TAKARA/Clontech社のMatchmakerTM 
Two-Hybrid Systemを用いて行った。YPD培地 
（組成20% Pepton（DIFCO LABORATORIES）、
10% Yeast extract（Nacalai tesque）、2% Glucose
（Nacalai tesque））にて一晩振盪培養させた後、
酵母菌体を回収し、終濃度200 O.D.U/mlとなる
ようLiAc Solution（0.1M LiAc（Nacalai tesque）、
10mM Tris pH 7.5、1mM EDTA（Nacalai tesque））
に懸濁し、室温にて半日放置した。この酵母懸
濁液に、0.25 vol.のあらかじめ熱変性させておい
たサーモン精子由来 ssDNA (10mg/ml、SIGMA 
Ardrich) 溶液と、1.58vol.のLiAc/PEG Solution

（10mM Tris pH 7.5、1mM EDTA、50% Poly 
ethyreneglycol 3350: PEG3350（SIGMA-Aldrich）
と、目的の遺伝子とActivated Doamin（AD）が
融合して発現するコンストラクト：pGADT7と
DNA Binding Domain（DBD）が融合して発現す
るコンストラクト：pGBKT7を各々終濃度15ng 
となるように加え、さらに一晩30℃でインキュ
ベートした。その後、42℃、15分間ヒートショ
ックを与え、合成ドロップアウト寒天培地（-Leu, 
-Trp）（0.15% Yeast Nitrogen Base w/o amino acids 
or ammonium sulfate（SIGMA） 、0.5% Ammonium 
Sulfate（Nacalai tesque） 、2% Glucose、0.002% 
Adenin（SIGMA）、0.002% Uracil（Wako）、0.002% 
Histidine（Wako）、0.002% Arginine（Wako）、
0.005% Phenylalanine（Wako）、0.006% Tyrosine
（Wako）、0.006% Lysine（Wako）、0.008% 
Isoleusine（Wako）、0.01% Glutamic Acid（Wako）、
0.01% Aspartic Acid（Wako）、0.015% Valine
（Wako）、0.02% Threonine（Wako）、0.04% Serine
（Wako）） に播種し３日間30℃にて培養した。
その後、形質転換体を適量の滅菌水に懸濁し、
再び合成ドロップアウト選択寒天培地（-Leu, 
-Trp, -Ade, -His）（0.15% Yeast Nitrogen Base w/o 
amino acids or ammonium sulfate（SIGMA） 、0.5% 
Ammonium Sulfate（Nacalai tesque） 、2% Glucose、
0.002% Uracil（Wako）、0.002% Arginine（Wako）、
0.005% Phenylalanine（Wako）、0.006% Tyrosine
（Wako）、0.006% Lysine（Wako）、0.008% 
Isoleusine（Wako）、0.01% Glutamic Acid（Wako）、
0.01% Aspartic Acid（Wako）、0.015% Valine
（Wako）、0.02% Threonine（Wako）、0.04% Serine
（Wako））に播種した。 
 
Ｃ．研究結果 
 
１、質量分析によるフラビウイルス増殖に関与
する宿主因子の網羅的解析 
 フラビウイルスは、感染後後期課程に細胞内
に複製オルガネラと呼ばれる構造体を形成する。
本研究室では、これまでに種々の質量分析を行
い、複製オルガネラ形成に関与する宿主因子の
網羅的な同定を試みてきた。まず、SILAC (Stable 
isotope labeling with amino acids in cell culture) 法
を用いて、JEVまたはDENV感染HEK293T細
胞より生化学的方法により精製した小胞体画分
と非感染細胞より精製した同画分に対して、比
較定量プロテオミクス解析を行い、感染細胞で
より特異的に小胞体画分にリクルートされてく
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る宿主因子を同定した。非感染のコントロール
と比べ、50%以上多く小胞体画分にリクルート
される因子を宿主候補因子群とした。また、JEV
及びDENVの全てのNS蛋白質 (NS2A, NS2B, 
NS3-N, NS3-C, NS4A, NS4B) をStrepタグ融合
蛋白質としてHEK293T細胞内にて発現させ、
細胞溶解後にStrep-Tactinカラムにてアフィニ
ティー精製を行い、ウイルス蛋白質と共精製さ
れてくる宿主因子をショットガン質量分析法に
より網羅的に同定した。何も発現しないエンプ
ティーベクターをトランスフェクションした細
胞と、２種類の関係性の低い蛋白質 (野生型
MTMR3及びフォスファターゼ活性不全変異体
MTMR3) を発現させた細胞の計3種類のネガ
ティブコントロール細胞より、同様にアフィニ
ティー精製とショットガン質量分析法を行い、
同定された因子群をバックグラウンドとした。
各NS蛋白質と共に精製され同定されたペプチ
ドのうち、バックグラウンドに検出されない因
子で、なお且つ、MASCOT検索スコアが100
以上の値を示す因子を候補宿主因子とした。 
 これらの候補宿主因子群に対して、ターゲッ
トマインデータウエアハウス
(http://targetmine.nibio.go.jp/targetmine/begin.do) 
を用いて、BioGRID (http://thebiogrid.org/) に登録
されているデータと統合させ、蛋白質相互作用
ネットワークを構築した。このネットワークよ
り、Bottleneck及びHubを抽出し、100種類の
因子を要解析因子としてピックアップした。ま
た、このような系統的バイオインフォマティク
ス解析とは独立して、過去の報告よりERに局
在し、生体膜動態に関与する可能性のある因子 
(37種類) も同様に要解析因子としてピックア
ップした (Fig.1)。 
 各種プロテオミクス解析及び、それに続くデ
ータ解析によって絞り込まれた要解析候補宿主
因子137種類に対して、siRNAを合成し、遺伝
子のノックダウンが、フラビウイルスの増殖に
どのように影響を与えるのか検討した。 
 137種類全ての因子に対して2-4種類の
siRNAを合成し遺伝子のノックダウンを行った。
宿主細胞には、siRNAのトランスフェクション
効率及びノックダウン効率が高く、且つ JEV及
びDENV感染に高い感受性示すHEK293A細胞
を用いて解析を行った。siRNAを２回トランス
フェクションした後、24時間後の細胞に、JEV
又はDENVをMOI=0.3で感染させ、３日後に
培養上清中に放出される感染性ウイルス粒子の

数を、フォーカスフォーミングアッセイにより
測定した (Fig.2) 。この際、関係性の低い蛋白
質 (GFP及びLuciferase) に対する2種類の
siRNAをネガティブコントロールとして用いた。 
 それぞれの siRNAは３つのグループに分け
て解析を行った。まず、各実験よりネガティブ
コントロールの細胞から産生されたウイルスの
感染価を測定し、バックグラウンドの平均値と
標準偏差 (SD) を算出した。後に、バックグラ
ウンドの標準偏差値よりも3倍以上でネガティ
ブコントロールよりも低い値を示したターゲッ
ト配列を、陽性因子と判断した。また、陽性と
判断したものが多数にわたる場合、全体の
siRNAのウイルス増殖抑制効果が上位20~30位
に入るものをピックアップした。 
 JEVの増殖に対する影響を調べた結果、第1
グループでは14配列、第2グループでは1配列、
第3グループでは33配列の計48配列が陽性と
なった (Fig.3) 。このうち、同じ因子をターゲ
ットとする配列を含むため、最終的に34因子を
陽性と判断した。また、DENVの増殖に対する
影響を調べた結果、第1グループでは30配列、
第2グループでは20配列、第3グループでは
20配列の計70配列が陽性となった (Fig.3) 。こ
のうち、同じ因子をターゲットとする配列を含
むため、最終的に51因子を陽性と判断した。ま
た、JEVで陽性と判断された34種類の因子と、
DENVで陽性と判断された51種類の因子のう
ち、13種類がどちらのウイルス種に対しても効
果を示す因子であった。本研究課題では、ノッ
クダウンによって顕著なウイルス増殖抑制効果
が認められた3種類の宿主因子群、ESCRT因子
群、ATG因子群、VCP関連因子群に着目して、
ウイルス増殖における生理学的な役割について
解析を行った。 
 
 
２、ESCRT因子群の関与 
 一連のプロテオミクス解析により、宿主
ESCRT因子であるCHMP6、CHMP7が感染特
異的に複製オルガネラにリクルートされる因子
として同定された。また、VPS4AとVPS4Bが
NS3、またCHMP1AとCHMP5がNS5と共に
免疫沈降法によって共沈することが明らかとな
った (Fig.4)。さらに、ウイルス感染細胞内に
おいて、種々のESCRT因子がウイルス複製オ
ルガネラに局在することが確認された。これら
の結果は、宿主ESCRT因子群がウイルス因子
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と細胞内にて相互作用していることを示してい
る。ESCRT因子群の役割を明らかにするために、
種々のドミナントネガティブ変異体発現の影響
を調べたところ、CHMP2、CHMP7以外の全て
のESCRT-III変異体発現がウイルス増殖を負に
制御することが示された (Fig.5)。また、ESCRT
因子群に対する網羅的な siRNAノックダウン
によるスクリーニングを行ったところ、TSG101
およびCHMP2、CHMP3、 CHMP4のノックダ
ウンによりウイルスの増殖が顕著に (対照に比
べ1/100-1/1000程度) 阻害されることが明らか
となった (Fig.6)。これらの結果は、これまでに
エンドソームや原形質膜においてのみ作用する
と考えられていたESCRT経路が、ER上でのデ
ングウイルス複製においても重要な役割を担っ
ていることを示している。 
 
３、VCP関連因子群の関与 
VCP は、AAA ATPaseファミリーに属し、ユビ
キチン依存的な蛋白凝集体の解離に作用し、ER
やゴルジ体の膜のダイナミクスなど様々な細胞
機能に関与することが報告されている。まず、
VCPに対する siRNAをトランスフェクション
したHEK293A細胞に JEV又はDENVを
MOI=0.3にて感染させ、72時間後の培養上清中
に含まれるウイルス量を測定した。その結果、
VCPをノックダウンした細胞では、JEVの場合
コントロールに比べ1/100000000に、DENVの
場合コントロールに比べ1/1000000にと、上清
中に含まれる感染性ウイルスの量が著しく低下
していることが確認された (Fig.7 A lane 2、1-B 
lane 2)。また、この細胞を溶解し、ウェスタン
ブロットによってVCPの発現量を調べたとこ
ろ、siRNAのトランスフェクションによって、
効率よくVCPがノックダウンされていること
が確認された(Fig.７-C、D)。それと同時に、細
胞内のウイルスタンパク量の減少も確認できた
(Fig.7-C、D)。siRNA標的配列に抵抗性を示すサ
イレンス変異を導入した野生型VCPを外来的
に発現させると、ウイルス増殖の抑制が打ち消
される(Fig.8)ことから、このウイルス増殖抑制
効果は、siRNAによるオフターゲットによるも
のではなく、VCPのノックダウンによる特異的
なものであることが示された。また、細胞内在
性ATPase活性を測定し細胞生存率を測定した
ところ、VCPのノックダウン細胞とコントロー
ル細胞で顕著な差は認められなかった(Fig.8)。
よって、この抑制効果は、細胞毒性等の間接的

な影響ではなく、VCP欠損の直接的な影響が反
映されている可能性が高い。また、VCPのノッ
クダウンの効果は、JEVを用いた場合でも
DENVを用いた場合でも、同じように認められ
たことから(Fig.8)、VCPはフラビウイルス共通
に作用する宿主因子であると考えられる。 
 次に、VCPがウイルス増殖のどのステップに
作用しているのか検討を行った。感染性 JEVゲ
ノムRNAを直接細胞へトランスフェクション
させ、ウイルスの細胞への侵入過程をバイパス
した実験系においても、劇的な増殖抑制効果が
認められた(感染72時間後、コントロールに比
べ1/10000) (Fig.9)。一方、レプリコン細胞であ
る JEV-SGRを用いた場合では、ノックダウンの
効果が殆ど認められなかった(data no shown)。こ
のことから、ウイルスの細胞への侵入過程以降、
そして、複製オルガネラが形成される過程より
も前の段階にて、ウイルス増殖機構に対して何
かしらの重要な役割が存在すると考えられる。 
 VCPはN terminal domain（ND）、ATP ase 
Domain 1（D1）、ATPase Domain 2（D2）の3つ
のドメインから構成されている(Fig.10A)。次に、
本研究ではVCPの2つのATPase活性がフラビ
ウイルス増殖に関与するかどうか検討した。
siRNA抵抗性VCP発現コンストラクトを用い、
ATPase D1の活性中心である305番目のグルタ
ミン酸をグルタミンに置換したE305Q変異体、
ATPase D2の活性中心である578番目のグルタ
ミン酸をグルタミンに置換したE578Q変異体、
また、両方に変異を導入したE305Q/E578Q変異
体を作製し、VCPのウイルス増殖における機能
回復実験を行った。その結果、細胞内では等量
のVCPが発現しているにもかかわらず、VCP 
E305Q変異体を発現させた場合では野生型
VCPを発現させたときに比べウイルス量が1/10
であったのに対し、VCP E578Qでは1/105、
E305Q/E578Q二重変異体では1/107となり、ウ
イルス量の回復は見られなかった(Fig.10B 
panel1、2、lane6-8)。これらの結果より、ウイル
スの増殖にはVCPのATPase活性は重要である
が、その活性は特にD2に依存していることが
明らかになった。 
  現在、VCPの機能を阻害する種々の薬剤が
開発されている。そのうち、ATPase活性を特異
的に阻害する可逆的阻害剤
N2,N4-dibenzylquinazoline- 2,4-diamine（DBeQ）、
VCPのD2に結合する
3,4-Methylenedioxy-b-nitrostyrene 1（MDBN）、
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VCPとSEC61が関与するERADを阻害する薬
剤としても使用される非可逆性阻害剤 
Eeyarestatin I （Eer1） を使用し、フラビウイル
ス増殖における阻害剤の効果を調べた。また、
VCPはユビキチンが付加したタンパク質をプ
ロテアソームへ輸送する機能をもつことから、
プロテアソーム阻害剤であるMG132の効果も
検討した。293A細胞に、JEVをm.o.i=0.3で感
染させ2時間インキュベートした後、各種低分
子化合物を4時間パルス処理した。その後、メ
ディウムを交換し、44時間後（感染48時間後）
の培養上清に含まれる感染性ウイルス粒子量を
フォーカスフォーミングアッセイにより測定し
た(Fig.11A)。その結果、今回調べたどの低分子
化合物を処理した場合においても、ある一定量
の濃度の化合物を添加した場合においては、コ
ントロールと比較して著しいウイルス産生量の
低下が認められた(Fig.11B、lane2、4、5、6、8)。
この結果から、ウイルスの増殖にVCP ATPase
活性が必要であることが確認され、さらに、
ERADの機能等もウイルス増殖に関与している
可能性が示唆された。興味深いことに、MG132
で処理した細胞はコントロールと比較して
1/108もウイルス量が減少することが明らかに
なった(Fig.11B lane2)。この結果より、ユビキチ
ン-プロテオソーム系もウイルスの増殖に重要
な役割を担っている可能性が示唆された。尚、
各薬剤を処理した時の細胞生存率に変化は見ら
れなかったことから、上清中のウイルス量の減
少は細胞の死滅によるものではないことを確認
している(data not shown)。 
 VCPは、小胞体内タンパク質品質管理や、ゴ
ルジ体などのオルガネラの形態形成など、様々
な細胞内イベントに関与している(Fig.13)。この
ようなVCPの機能的多様性は、主にVCPのN
末端領域（N-terminal Domain: ND）に結合する、
NPL4、UFD1、gp78、p47、p37、UBXD1、UBXD7
などのコファクターに依存している。これらの
コファクターはそれぞれ一つまたは複数の
VCP結合ドメインを有しており、同時にまたは
競合的にVCPに結合している(Fig.13B)。現在ま
でにVCP-ND結合モチーフとして、UBD
（ubiquitin binding domain）、UBX （ubiquitin 
regulatory X）、BS1（binding site 1）、VIM （VCP 
interaction motif）、VBM（VCP-binding motif）な
どが見つかっており、X線結晶構造解析の結果、
興味深いことにどれもが共通してVCP-NDの2
つのサブドメイン間の” 窪み” の中に入り込む

ように結合していることが明らかになっている。 
 本研究では、どのVCPコファクターがVCP
と共にウイルス増殖に機能しているか、種々の
VCP-ND変異体を用いて解析を試みた。これま
でのX線結晶構造解析のデータをもとに、コフ
ァクターへの結合に重要だと想定される
VCP-NDの窪みの表面上に存在する極性アミノ
酸残基R53、I70、L72、L107、V108、K109、
Y110をアラニンに置換した変異体を作製し
(Fig.13BC)、それぞれ変異がコファクターへの
結合にどのように影響を与えるか調べた。また、
同じ変異体がフラビウイルスの増殖に機能する
かどうか、siRNA抵抗性変異体の入れ戻し実験
により検証した(Fig.13FG)。その結果、UFD1と
UBXD7への結合能が欠損したR53Aと、
UBXD1とUBXD7への結合能が欠損した
I70A/L72Aは、フラビウイルスの増殖に関与す
ることが示された。siRNAを導入しVCPをノ
ックダウンした細胞に、R53Aもしくは、
I70A/L72A変異を保持したVCPを入れ戻すと、
野生型を入れ戻したコントロールの細胞とほぼ
同レベルでウイルス増殖能が回復することが示
された(Fig.13EF、lane 4、5)。この結果は、UFD1、
UBXD1、UBXD７への結合は、フラビウイルス
の増殖におけるVCPの機能には関与していな
いことを示唆している。一方、p47やp37には
結合するが、NPL4とUBXD7への結合能が欠
損したV108A/K109A/Y110A 変異を保持する
VCPを入れ戻しても、野生型のコントロールと
比較しておよそ23%のウイルス増殖能の回復し
か見られなかった(Fig.13EF、lane 6)。この結果
は、p47やp37ではなく、NPL4もしくはUBXD7
がウイルス増殖におけるVCPの機能に重要で
ある可能性が示唆された。前述のR53Aもしく
は I70A/L72Aを用いた実験では、UBXD7のウ
イルス増殖への関与の可能性は低いことから、
これらの実験よりNPL4が重要なコファクター
である可能性が示唆された。 
 本研究室で独自に進めてきたIP-MS法による
フラビウイルス結合因子の網羅的なプロテオミ
クス解析によって、NS2BとNS3の結合因子と
してVCPが、また、 NS2Bの結合因子として
NPL4、NS2Bの結合因子としてUFD1、NS3の
結合因子としてp47が同定された。この結果は、
感染細胞内にてウイルス因子が何らかのかたち
でVCP複合体をウイルス複製サイトへリクル
ートしている可能性を示している。本研究では、
VCP複合体とウイルスタンパク質との直接的
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相互作用を検索することを目的として、酵母ツ
ーハイブリッド法によるスクリーニングを行っ
た。フラビウイルスゲノムから合成されるポリ
ぺプチド鎖は20回膜貫通タンパク質である。ま
ず、DENVおよび JEVの細胞内領域全てを13
種類のフラグメントに分割して酵母ツーハイブ
リッドベクターに組み込んだ(Fig.14A)。これら
のプラスミドと同様にVCPコファクター遺伝
子を酵母ツーハイブリッドベクターに組み込み、
それぞれのフラグメントの1:1の相互作用の有
無を検証した。その結果、JEVのNS4Bを含む
フラグメント2276-2377とUFD1またはNPL4
に結合が認められた(Fig.14BC)。次に、NPL4を、
UBDドメインを含むN末端領域：1-83aa、中心
領域：84-247aa、そしてNZFドメインを含むC
末端領域：248-608aaの3つのフラグメントに分
割し(Fig.14D)、それぞれのフラグメントとウイ
ルスタンパク質の結合を解析した。その結果、
DENVではNpl4 84-247とNS2Aを含む
1239-1272、JEVではNpl4 84-247とNS3を含む
1505-1680、またはNS4Bを含む2276-2377、
2393-2447、2460-2527の組み合わせで結合が確
認された(Fig.14E)。DBD-NPL4 247-608を用い
た組み合わせにおいてもシグナルが得られたが、
AD-コントロールベクターとの組み合わせにお
いてもシグナルが得られたので、これらは非特
異的結合を検出しているものと考えられる。以
上の酵母ツーハイブリッド法による解析から、
DENV NS2A-NPL4、JEV NS4B-UFD1、JEV 
NS3-NPL4、JEV NS4B-NPL4との相互作用の可
能性が示されたことより、次に、これらのウイ
ルスタンパク質とコファクターの細胞内での共
局在の有無を検討した。Hela細胞にOSFタグを
付加したコファクターとmycタグを付加した各
ウイルスタンパク質を同時にトランスフェクシ
ョンし、24時間後のそれぞれのタンパク質の局
在を抗FLAGタグ抗体、抗mycタグ抗体を用い
て検出した(Fig.15)。NPL4は単独で発現させた
場合、細胞質全体と核の一部に検出されるのに
対し(Fig.15A)、JEV NS2AまたはNS4Bを共発
現させると、それぞれウイルス因子が局在する
核周辺の細胞質領域の輝点にリクルートされる
ことがわかった(Fig.15BC,FG)。一方、NS3-NS2B
との共発現の場合では、このような現象は確認
されなかった(Fig.15DE)。また、UFD1もNPL4
と同様に細胞質全体にシグナルが検出されるが、
NS4Bと共発現させた場合でも、NS4Bの輝点へ
の局在変化は認められなかった(Fig.15H-J)。同

様にDENVの場合においても、NPL4とDENV 
NS2AまたはNS4Bを共発現させると、それぞ
れウイルス因子が局在する輝点にNPL4がリク
ルートされる像が得られた(Fig.15K-O)。これら
のコファクターとウイルス因子の相互作用は、
プルダウン法によっても確認された(Fig.16)。
FOSタグを付加したNS4Bとmycタグを付加し
たNPL4をHEK293T細胞に発現させ、細胞を
界面活性剤：1%Triton-X100を含む溶液にて溶
解した後、Strep-Tactin ビーズを用いてNS4Bを
精製したところ、精製画分にNPL4を検出した
(Fig.16、パネル1、lane2)。以上の結果より、フ
ラビウウイルスはNS4Bを介してNpl4-VCP複
合体をリクルートすることでウイルスの増殖を
正に制御している可能性が示された。 
 
４、オートファジー経路の関与 
 網羅的プロテオミクス解析によって、オート
ファゴソーム形成に関与するATG因子群が、フ
ラビウイルスの増殖に関与する因子として同定
された。本研究では、まず、ウイルス感染細胞
内におけるオートファジーのアダプター分子で
あるp62の局在について調べた。JEVを感染さ
せたVero細胞を、ウイルス構造蛋白質であるE
蛋白質を特異的に認識する抗体と、p62を認識
する抗体で共染色した(Fig.17A)。JEVを感染さ
せた細胞では核の周りに、ウイルス抗原陽性の
黒色の構造物が現れることが確認された
(Fig.17A 矢頭)。また、p62はその構造物を囲む
ように存在していることが示された(Fig.17A 
矢印)。次に、同じくウイルス感染細胞内での、
p62の標的シグナルであるユビキチンの局在に
ついて調べた(Fig.17B)。その結果、ユビキチン
もp62と同様にウイルス複製オルガネラを取り
囲むようにシグナルが検出された。これらの結
果から、ウイルス感染細胞内に形成された複製
オルガネラは、ユビキチン化され、p62によっ
て認識されていることが明らかとなった。 
  次に、本研究では、オートファジー及びp62
のウイルス感染における生理的役割を検討する
為に、各種遺伝子欠損マウス由来の繊維芽細胞
でのウイルスの増殖能について調べた。オート
ファゴソーム形成分子機構の上流で作用する
FIP200と、下流で作用するATG16L1の欠損細
胞を用いて調べたところ、どちらの細胞を用い
た場合でもそれぞれの野生型細胞に比べ著しく
ウイルスの増殖能が低下していた(Fig18A&B)。
また、p62欠損細胞(19)においても、野生型細胞
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に比べ著しくウイルスの増殖能が低下していた
(Fig19C)。これらの結果は、オートファジー機
構及びp62がJEVの増殖に役割を持っているこ
とを示している。 
 
 
Ｄ．考察 
 本研究では、ウイルス因子と宿主因子の物理
的な相互作用を検索した網羅的なプロテオミク
ス解析と、種々のバイオインフォマティクス解
析による因子の絞り込みにつづき、siRNAによ
る遺伝子ノックダウンのウイルス増殖への影響
という３つの異なる大規模なスクリーニングを
行いフラビウイルス増殖に必要な宿主因子の検
索を行った。この解析によって、VCP関連因子
群や、ESCRT (Endosomal Sorting Complexes 
Required for Transport) 因子であるTSG101や
CHMPファミリー蛋白質、オートファジー関連
蛋白質であるLC3や、小胞体膜ダイナミクスに
関与するKIAA1715やReticulonファミリー因子
群など、これまでに報告されていない種々の宿
主因子が同定された。これらの因子のどれもが、
１）複数の異なったターゲット配列の siRNAを
用いても同様のウイルス増殖抑制効果が認めら
れる、２）siRNAターゲット配列にサイレンス
変異を導入した野生型蛋白質を外来的に発現さ
せると、その抑制効果が解消されることから、
本研究のスクリーニングによって同定された因
子のどれもが、ウイルス増殖に特異的に作用す
る信憑性の高い宿主因子であるといえる。この
ように、信憑性の高い宿主因子の同定につなが
ったのは、ひとえに複数の性質の異なったアッ
セイを導入した複合的なスクリーニングを行っ
た結果であると考えている。 
 本研究のプロテオミクス解析によって
ESCRT因子群がウイルス複製オルガネラにリ
クルートされる因子として同定された。これま
での解析より、ESCRT因子群はレトロウイルス
やラブドウイルスなど、原形質膜上にてアセン
ブリーし出芽するエンベロープウイルスの粒子
形成に関与することがわかっている。ESCRT因
子群がフラビウイルスの複製又は粒子形成に関
与しているということは、ESCRT因子は原形質
膜上やエンドソーム膜上だけでなく、小胞体上
でも重要な役割を担っていることが示された。
この結果から、ESCRT因子群の機能的多様性と、
膜変形における普遍的な役割が存在することが
伺える。ESCRT経路因子群に対する siRNAに

よるノックダウンの影響を調べたところ、
TSG101、CHMP2、CHMP3、CHMP4にウイル
ス増殖に対して重要な役割があることが示され
た。これらのESCRT因子の必要性パターンは、
レトロウイルスの粒子形成の場合と酷似してお
り、ESCRT因子群の作用機序には各種ウイルス
間において一定の共通性があると考えられる。
また、現在開発が進められているTSG101とウ
イルス蛋白質への結合を標的とした抗ウイルス
薬が、フラビウイルスへ応用できる可能性が示
された。 
  今回、フラビウイルス増殖に重要な宿主因
子として同定したVCPは、2つのATPase活性
を保持しユビキチン化タンパク質集合体の脱集
合の機能を持ち、様々な細胞内のイベントに関
与している。本研究において、2つあるATPase
のうち、D1よりもD2のATPase活性がフラビ
ウイルス増殖に重要であることが示された。こ
の結果は、D2のATPase活性がVCPの持つ機
能に重要であるこというこれまでに報告されて
いる生化学的解析結果と一致している。VCPは
他のAAA-ATPaseファミリーと同様に、D1に
ATPが結合することで六量体を形成する。本研
究で用いたE305QはVCP D1 のWalker Bモチ
ーフの変異体であるが、ATP結合に重要なアミ
ノ酸に変異を入れたWalker Aモチーフの変異
体を用いて同様の解析を行う必要がある。また、
今後、これらのATPase変異体の細胞内局在変
化等を検討することにより、VCPの6量体がい
つどこで形成され作用しているかの詳細が明ら
かになるのではないかと期待される。 
VCP阻害剤であるDBeQで処理すると、細胞傷
害は殆ど起こらないにも拘らず、著しいウイル
ス増殖の阻害が確認された(Fig.2)。この効果は
DBeQと同様のATPase阻害剤であるMDBNを
加えた場合においても確認された。これらの結
果は、VCPの機能でも特にATPase活性が重要
であるということを示しており、ATPase活性サ
イトの変異体を入れ戻した機能回復実験の結果
と一致する。VCPの阻害剤であるEer1を処理
しても、同様にウイルス増殖の阻害が確認され
た。この結果は、VCPのSEC61への結合を介
したERADの機能もウイルス増殖に重要であ
る可能性を示すが、この低分子化合物の反応は
不可逆的であり、細胞傷害活性が極めて高く、
ERADのウイルス増殖への関与については今後
さらなる詳細な解析が必要である。一方、プロ
テアソーム阻害剤であるMG132を処理した場
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合においてもウイルス増殖が著しく抑制される
ことが明らかとなった。また、MG132の作用の
タイミングはDBeQの作用のタイミングと極め
て類似していた。この結果は、ユビキチン-プロ
テアソーム系がVCPの機能とリンクしている
可能性を示唆するものである。また、免疫蛍光
染色の解析から、複製オルガネラにユビキチン
化因子が集積していること確認されており、ウ
イルス増殖においてユビキチン化修飾機構に何
らかの役割が存在すると考えられる。VCPがユ
ビキチン化したタンパク質集合体の脱集合に関
与するという機能と関係しているのかもしれな
い。 
立体構造や生化学的解析から、VCPのコファク
ターとの結合に重要なアミノ酸をアラニンに置
換した3種のVCP-ND点変異体を作製し、
siRNAノックダウン細胞に入れ戻しウイルス増
殖における機能を調べた実験を行った結果、
NPL4と結合しない変異体VCPはウイルス増殖
に機能しないことが明らかになった。ただ、
NPL4と結合を示したR53A及び I70A/L72A変
異体も野生型のVCPのウイルス増殖能と比較
すると10-30%抑制することから、これらの変異
によって結合が低下する他のVCP-ND結合因
子が関与している可能性がある。特に、VCP自
体がNDを介してユビキチンと直接相互作用す
るという報告もあり、変異体のユビキチン結合
能の低下がウイルス増殖の抑制を引き起こして
いる可能性も否めない。また、UFD1もウイル
ス複製オルガネラにリクルートするという結果
も得られており、UFD1に存在するBS1モチー
フとの結合、もしくはNPL4を介した間接的な
VCPとの相互作用なども、ウイルスの増殖に必
要なのかもしれない。今後、VCP-NDへの変異
導入がそれぞれのコファクターへの結合に与え
る影響について、変異体コファクターの結合能
の定量的な解析を進めるとともに、さらなる変
異体の作製とその機能解析を行う必要がある。 
 コファクター結合不全VCP変異体の機能回
復実験のほか、酵母ツーハイブリッド法、 細胞
内局在変化観察、免疫沈降法などから、ウイル
ス非構造タンパク質NS4BとNPL4が直接相互
作用することが明らかになった。NS4Bにおけ
るNPL4結合領域を探索した結果、TMD4と結
合することが示された。今のところ、膜貫通領
域であるTMD4とNPL4がどのような様式で結
合しているか定かではない。今後、同様に酵母
ツーハイブリッド法、または細胞内局在変化観

察などにより同定されたNS2AとNPL4との相
互作用についても詳細に解析を進め、どのよう
にウイルスがVCP複合体をリクルートするの
か、その全体像を把握する必要がある。 
 本研究のプロテオミクス解析によって宿主オ
ートファジー機構がウイルス感染に関与する可
能性が明らかとなった。マウス繊維芽細胞に感
染し増殖することが可能なJEVを用いて実験を
行ったところ、オートファジー機構に必須な複
数のATG因子の遺伝子欠損細胞でも、ウイルス
の増殖能は野生型細胞と同等であった。この結
果は、オートファジー機構そのものはウイルス
の増殖に関与していないことを示している。一
方、ATG因子群のなかでもFIP200やp62等の
遺伝子欠損細胞ではJEVの増殖能が著しく阻害
された。この結果から、FIP200やp62はオート
ファジーへの役割とは独立した機能によってウ
イルス増殖に関与していることを示している。 
 本研究によって、デングウイルスの増殖に関
与する可能性のある候補宿主因子群が同定され
た。この中には種々の機能未知の遺伝子が多く
含まれており、今後の解析により、ウイルス増
殖の詳細な分子機構が明らかになると期待され
る。 
 
Ｅ．結論 
 本研究課題では、網羅的プロテオミクス解析
及び siRNAを用いたスクリーニングによって、
多くの宿主因子を同定することができた。また、
それぞれの因子のウイルス増殖における役割を
調べた結果、それぞれの因子が何れかのウイル
ス側因子との物理的相互作用を介して機能して
いる可能性が示された。これらの分子機構はデ
ングウイルスだけではなく、日本脳炎ウイルス
の増殖にも重要なことから、進化的に保存され
たものである可能性が高い。 
 これらの宿主因子—ウイルス因子相互作用を
詳細に解析することによって、抗ウイルス薬開
発につながる情報を提供できる可能性がある。
さらに、宿主因子-ウイルス因子相互作用の構造
を明らかにすることによりin silicoでの創薬につ
ながる情報が得られると期待される。 
 
Ｆ．健康危険情報：なし 
 
Ｇ．研究発表 
 
1.  論文発表 
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Fig.2  siRNAによるノックダウンとウイルス増殖能スクリーニングの流れ
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にて感染させた。
ミングアッセイによって測定した。最終的に、
ダウンした場合に著しいウイルス増殖抑制効果が確認された。
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siRNAをHEK293A

にて感染させた。72時間培養後、上清中に含まれる感染性ウイルス力価をフォーカスフォー
ミングアッセイによって測定した。最終的に、
ダウンした場合に著しいウイルス増殖抑制効果が確認された。

によるノックダウンとウイルス増殖能スクリーニングの流れ
HEK293A細胞に2回トランスフェクションし、
時間培養後、上清中に含まれる感染性ウイルス力価をフォーカスフォー

ミングアッセイによって測定した。最終的に、
ダウンした場合に著しいウイルス増殖抑制効果が確認された。
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Fig5 ESCRT
HEK293A
をトランスフェクションし、
イルス粒子をフォーカスフォーミングアッセイにより測定した。
 
 

Fig4. プロテオミクス解析

ESCRT因子に対するドミナントネガティブ変異体発現とウイルス増殖に対する影響
HEK293A細胞に各種
をトランスフェクションし、
イルス粒子をフォーカスフォーミングアッセイにより測定した。

プロテオミクス解析による一次スクリーニングに

因子に対するドミナントネガティブ変異体発現とウイルス増殖に対する影響
各種ESCRT因子に対するドミナントネガティブ変異体を発現するベクター

をトランスフェクションし、
イルス粒子をフォーカスフォーミングアッセイにより測定した。

による一次スクリーニングに

因子に対するドミナントネガティブ変異体発現とウイルス増殖に対する影響
因子に対するドミナントネガティブ変異体を発現するベクター

をトランスフェクションし、JEVを感染させた後、
イルス粒子をフォーカスフォーミングアッセイにより測定した。
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た後、3日培養し、細胞上清に含まれる感染性ウイルス粒子をフォーカスフォーミングアッ
セイにより測定した。
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各種ESCRT因子に対する

日培養し、細胞上清に含まれる感染性ウイルス粒子をフォーカスフォーミングアッ
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日培養し、細胞上清に含まれる感染性ウイルス粒子をフォーカスフォーミングアッ

因子のノックダウンとウイルス増殖に対する影響 
をトランスフェクションし、JEVを感染させ

日培養し、細胞上清に含まれる感染性ウイルス粒子をフォーカスフォーミングアッ
を感染させ

日培養し、細胞上清に含まれる感染性ウイルス粒子をフォーカスフォーミングアッ



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig7 VCP
 (A) VCP
siRNA(lane1)
清に含まれる感染性
ックダウン細胞での
ランスフェクションした細胞に
染性DENVV
細胞での
JEV-Capsid(low1)
る特異的な抗体を用いて検出した。
の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによって
DENV

Fig7 VCPのノックダウンによる
(A) VCPノックダウン細胞での

siRNA(lane1)をトランスフェクションした細胞に
清に含まれる感染性
ックダウン細胞での
ランスフェクションした細胞に

DENVVをフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
細胞でのJEV蛋白質の発現。

Capsid(low1)
る特異的な抗体を用いて検出した。
の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによって
DENV-NS3(low2)

のノックダウンによる
ノックダウン細胞での
をトランスフェクションした細胞に

清に含まれる感染性JEVをフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
ックダウン細胞でのDENVの増殖。
ランスフェクションした細胞に

をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
蛋白質の発現。

Capsid(low1)、JEV-NS3(low2)
る特異的な抗体を用いて検出した。
の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによって

NS3(low2)、VCP(low3)

のノックダウンによるJEV及び
ノックダウン細胞でのJEVの増殖。
をトランスフェクションした細胞に

をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
の増殖。VCP siRNA (lane 2

ランスフェクションした細胞にDENVを
をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
蛋白質の発現。(A)の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによって

NS3(low2)、VCP(low3)
る特異的な抗体を用いて検出した。 (D)VCP
の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによって

VCP(low3)、α-tubulin(low4)

18

及びDENV増殖への影響
の増殖。VCP siRNA (lane 2

をトランスフェクションした細胞にJEV
をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。

VCP siRNA (lane 2
をMOI=0.3で感染させ、

をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによって

VCP(low3)、α-tubulin(low4)
(D)VCPノックダウン

の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによって
tubulin(low4)をそれぞれ検出した。

増殖への影響 
VCP siRNA (lane 2

JEVをMOI=0.3
をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。

VCP siRNA (lane 2-3)又はコントロール
で感染させ、3日後の培養上清に含まれる感

をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによって

tubulin(low4)をそれぞれの蛋白質を認識す
ノックダウン細胞での

の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによってDENV
をそれぞれ検出した。

VCP siRNA (lane 2-3)又はコントロール
MOI=0.3で感染させ、

をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
又はコントロールsiRNA(lane1)
日後の培養上清に含まれる感

をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。 (C) VCP
の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによって

をそれぞれの蛋白質を認識す
細胞でのDENV蛋白質の発現。

DENV-Capsid(low1)
をそれぞれ検出した。 

又はコントロール
で感染させ、3日後の培養上

をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。 (B) VCP
siRNA(lane1)

日後の培養上清に含まれる感
(C) VCPノックダウン

の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによって
をそれぞれの蛋白質を認識す

蛋白質の発現。
Capsid(low1)、

日後の培養上
(B) VCPノ

siRNA(lane1)をト
日後の培養上清に含まれる感

ノックダウン
の実験で用いた細胞を溶解し、ウェスタンブロットによって

をそれぞれの蛋白質を認識す
蛋白質の発現。(B)



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig8 siRNA
 (A)VCP
ールsiRNA(lane1)
VCP発現プラスミド
し、VCP
合液をトランスフェクション後、
粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。
に与える影響。
ションと同時に、
エンプティープラスミド
中に含まれる感染性ウイルス粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。
(C&D)VCP
CellTiter
 
 

Fig8 siRNAに認識されない核酸配列をもつ
(A)VCPノックダウンの

siRNA(lane1)
発現プラスミド
VCPノックダウンによる影響が打ち消されるかどうか調べた。
合液をトランスフェクション後、
粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。
に与える影響。VCP
ションと同時に、
エンプティープラスミド
中に含まれる感染性ウイルス粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。
(C&D)VCPノックダウン細胞の生存率。
CellTiter-Gloアッセイによって測定した。

に認識されない核酸配列をもつ
ノックダウンのJEV

siRNA(lane1)のトランスフェクションと同時に、
発現プラスミド(lane3)、またはエンプティープラスミド
ノックダウンによる影響が打ち消されるかどうか調べた。

合液をトランスフェクション後、
粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。

VCPに対する
ションと同時に、siRNAに認識されない核酸配列をもつ
エンプティープラスミド(lane2)
中に含まれる感染性ウイルス粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。

ノックダウン細胞の生存率。
アッセイによって測定した。

に認識されない核酸配列をもつ
JEV増殖に与える影響。

のトランスフェクションと同時に、
、またはエンプティープラスミド

ノックダウンによる影響が打ち消されるかどうか調べた。
合液をトランスフェクション後、JEVを感染させ、
粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。

に対するsiRNA(lane2
に認識されない核酸配列をもつ
(lane2)をトランスフェクションし、

中に含まれる感染性ウイルス粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。
ノックダウン細胞の生存率。
アッセイによって測定した。
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に認識されない核酸配列をもつVCPの発現による機能回復
増殖に与える影響。VCP

のトランスフェクションと同時に、
、またはエンプティープラスミド

ノックダウンによる影響が打ち消されるかどうか調べた。
を感染させ、3

粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。
2-3)又はコントロール

に認識されない核酸配列をもつ
をトランスフェクションし、

中に含まれる感染性ウイルス粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。
ノックダウン細胞の生存率。(A)または(B)
アッセイによって測定した。 

の発現による機能回復
VCPに対する

のトランスフェクションと同時に、siRNAに認識されない核酸配列をもつ
、またはエンプティープラスミド(lane2)

ノックダウンによる影響が打ち消されるかどうか調べた。
3日後に上清中に含まれる感染性ウイルス

粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。(B) VCP
又はコントロールsiRNA(lane1)

に認識されない核酸配列をもつVCP発現プラスミド
をトランスフェクションし、DENV

中に含まれる感染性ウイルス粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。
(B)の実験で用いた細胞の生存率を

の発現による機能回復 
に対するsiRNA(lane2
に認識されない核酸配列をもつ
(lane2)をトランスフェクション

ノックダウンによる影響が打ち消されるかどうか調べた。siRNA/プラスミド
日後に上清中に含まれる感染性ウイルス

(B) VCPノックダウンの
siRNA(lane1)のトランスフェク
発現プラスミド
DENVを感染させ、

中に含まれる感染性ウイルス粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。
の実験で用いた細胞の生存率を

siRNA(lane2-3)又はコントロ
に認識されない核酸配列をもつ
をトランスフェクション
プラスミドDNA

日後に上清中に含まれる感染性ウイルス
ノックダウンのDENV
のトランスフェク

発現プラスミド(lane3)、または
を感染させ、3日後に上清

中に含まれる感染性ウイルス粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。
の実験で用いた細胞の生存率を

又はコントロ
に認識されない核酸配列をもつ
をトランスフェクション

DNA混
日後に上清中に含まれる感染性ウイルス

DENV増殖
のトランスフェク
、または
日後に上清

中に含まれる感染性ウイルス粒子数をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.9 JEV
ンの影響

(A)ウイルス産生量の変化。

スフェクションした細胞

し、経時毎培養上清中に含まれる感染性ウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイにて
測定した。
siRNA: lane2
panel)
用いて検出した。

 
 

Fig.9 JEVゲノムRNA
ンの影響 

ウイルス産生量の変化。

スフェクションした細胞

し、経時毎培養上清中に含まれる感染性ウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイにて
測定した。 (B) 
siRNA: lane2-3, control siRNA: lane1) 
panel)、VCP(middle panel)
用いて検出した。

RNAトランスフェクションによるウイルス産生系における

ウイルス産生量の変化。VCP

スフェクションした細胞(■)に、
し、経時毎培養上清中に含まれる感染性ウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイにて

 ウイルス蛋白量の測定。
3, control siRNA: lane1) 

VCP(middle panel)又は
用いて検出した。 

トランスフェクションによるウイルス産生系における

VCPノックダウン細胞

に、in vitroで合成した
し、経時毎培養上清中に含まれる感染性ウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイにて

ウイルス蛋白量の測定。
3, control siRNA: lane1) を溶解し、ウェスタンブロット法により

又はα-tubulin(bottom panel)
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トランスフェクションによるウイルス産生系における

ノックダウン細胞(●
で合成したJEV

し、経時毎培養上清中に含まれる感染性ウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイにて
ウイルス蛋白量の測定。(A)の実験で用いた感染後

を溶解し、ウェスタンブロット法により
tubulin(bottom panel)

トランスフェクションによるウイルス産生系における

●、▲)、又はコントロール
JEVのゲノムRNA

し、経時毎培養上清中に含まれる感染性ウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイにて
の実験で用いた感染後

を溶解し、ウェスタンブロット法により
tubulin(bottom panel)をそれぞれの因子に対する特異的抗体を

トランスフェクションによるウイルス産生系における

、又はコントロール

RNAをトランスフェクション
し、経時毎培養上清中に含まれる感染性ウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイにて

の実験で用いた感染後96時間後の細胞
を溶解し、ウェスタンブロット法により

をそれぞれの因子に対する特異的抗体を

トランスフェクションによるウイルス産生系におけるVCPノックダウ

、又はコントロールsiRNAをトラン

をトランスフェクション

し、経時毎培養上清中に含まれる感染性ウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイにて
時間後の細胞(VCP 

を溶解し、ウェスタンブロット法によりJEV-NS3(top 
をそれぞれの因子に対する特異的抗体を

ノックダウ

をトラン

をトランスフェクション

し、経時毎培養上清中に含まれる感染性ウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイにて
(VCP 

NS3(top 
をそれぞれの因子に対する特異的抗体を



 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.10 VCP
VCP
の ATPase
それぞれアラニンに置換した変異体と、両方同時に置換した二重変異体を作製した。
生型
抗性を示すサイレンス変異を導入した野生型
ランスフェクションした。その後
イルス量を
により細胞中に含まれる
検出した。
 
 
 

Fig.10 VCPの ATPase
VCPの一次構造と、本実験で使用した

ATPaseドメインを不活性化させるために、
それぞれアラニンに置換した変異体と、両方同時に置換した二重変異体を作製した。
生型 VCPと ATPase
抗性を示すサイレンス変異を導入した野生型
ランスフェクションした。その後
イルス量をフォーカスフォーミングアッセイにて測定した。また、ウエスタンブロット法
により細胞中に含まれる
検出した。 

ATPase不活性化変異体がウイルス増殖に与える影響。
の一次構造と、本実験で使用した
ドメインを不活性化させるために、

それぞれアラニンに置換した変異体と、両方同時に置換した二重変異体を作製した。
ATPase不活性化変異体の

抗性を示すサイレンス変異を導入した野生型
ランスフェクションした。その後

フォーカスフォーミングアッセイにて測定した。また、ウエスタンブロット法
により細胞中に含まれる NS3

不活性化変異体がウイルス増殖に与える影響。
の一次構造と、本実験で使用した ATPase
ドメインを不活性化させるために、

それぞれアラニンに置換した変異体と、両方同時に置換した二重変異体を作製した。
不活性化変異体の JEV

抗性を示すサイレンス変異を導入した野生型
ランスフェクションした。その後 JEVを感染させ、

フォーカスフォーミングアッセイにて測定した。また、ウエスタンブロット法
NS3、VCP、α-tubulin
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不活性化変異体がウイルス増殖に与える影響。
ATPase変異体の変異導入位置を示した模式図。

ドメインを不活性化させるために、305番目、または
それぞれアラニンに置換した変異体と、両方同時に置換した二重変異体を作製した。

JEV増殖に与える効果。
抗性を示すサイレンス変異を導入した野生型 VCPと

を感染させ、
フォーカスフォーミングアッセイにて測定した。また、ウエスタンブロット法

tubulinをそれぞれを特異的に認識する抗体を用いて

不活性化変異体がウイルス増殖に与える影響。
変異体の変異導入位置を示した模式図。
番目、または

それぞれアラニンに置換した変異体と、両方同時に置換した二重変異体を作製した。
増殖に与える効果。
と ATPase変異体を、

を感染させ、72時間後の上清中に含まれる感染性ウ
フォーカスフォーミングアッセイにて測定した。また、ウエスタンブロット法

をそれぞれを特異的に認識する抗体を用いて

不活性化変異体がウイルス増殖に与える影響。 
変異体の変異導入位置を示した模式図。
番目、または 578番目のグルタミン酸を

それぞれアラニンに置換した変異体と、両方同時に置換した二重変異体を作製した。
増殖に与える効果。siRNA VCP_252

変異体を、siRNA
時間後の上清中に含まれる感染性ウ

フォーカスフォーミングアッセイにて測定した。また、ウエスタンブロット法
をそれぞれを特異的に認識する抗体を用いて

変異体の変異導入位置を示した模式図。
番目のグルタミン酸を

それぞれアラニンに置換した変異体と、両方同時に置換した二重変異体を作製した。(B) 
siRNA VCP_252に対して抵

siRNAと同時にト
時間後の上清中に含まれる感染性ウ

フォーカスフォーミングアッセイにて測定した。また、ウエスタンブロット法
をそれぞれを特異的に認識する抗体を用いて

変異体の変異導入位置を示した模式図。2つ
番目のグルタミン酸を

(B) 野
に対して抵
と同時にト

時間後の上清中に含まれる感染性ウ
フォーカスフォーミングアッセイにて測定した。また、ウエスタンブロット法

をそれぞれを特異的に認識する抗体を用いて



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.11 VCP
 (A) 
液を添加後
時間処理した。その後、阻害剤の含まない培地に交換した後
れるウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
物添加によるウイルス増殖能の変化。縦軸はウイルス感染価を示す。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.11 VCP阻害剤処理が
(A) 本実験のタイムコースの概略図。
液を添加後 2時間吸着させた後、
時間処理した。その後、阻害剤の含まない培地に交換した後
れるウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
物添加によるウイルス増殖能の変化。縦軸はウイルス感染価を示す。

阻害剤処理が JEV
本実験のタイムコースの概略図。
時間吸着させた後、

時間処理した。その後、阻害剤の含まない培地に交換した後
れるウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
物添加によるウイルス増殖能の変化。縦軸はウイルス感染価を示す。

JEV増殖に与える影響。
本実験のタイムコースの概略図。JEV
時間吸着させた後、5µMまたは

時間処理した。その後、阻害剤の含まない培地に交換した後
れるウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
物添加によるウイルス増殖能の変化。縦軸はウイルス感染価を示す。
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増殖に与える影響。 
JEVの感染時を
または 10µM

時間処理した。その後、阻害剤の含まない培地に交換した後
れるウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
物添加によるウイルス増殖能の変化。縦軸はウイルス感染価を示す。

 
の感染時を 0時間とした。培養細胞にウイルス

10µMのMG132、
時間処理した。その後、阻害剤の含まない培地に交換した後 48
れるウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。
物添加によるウイルス増殖能の変化。縦軸はウイルス感染価を示す。

時間とした。培養細胞にウイルス
、DBeQ、EerI

48時間培養し、上清中に含ま
れるウイルス量をフォーカスフォーミングアッセイによって測定した。(B) 
物添加によるウイルス増殖能の変化。縦軸はウイルス感染価を示す。 

時間とした。培養細胞にウイルス
EerI、MDBN

時間培養し、上清中に含ま
(B) 各種低分子化合

時間とした。培養細胞にウイルス
MDBNを 4

時間培養し、上清中に含ま
各種低分子化合



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.12 VCP
コントロール
にて
RNA
コントロールの値を
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.12 VCPノックダウンによるウイルスゲノム複製に与える影響。
コントロール siRNA
にて JEVを感染させた。感染
RNA量を qRT-PCR
コントロールの値を

ノックダウンによるウイルスゲノム複製に与える影響。
siRNAもしくは、

を感染させた。感染
PCRを用いて測定した。各サンプルの

コントロールの値を 1としたときの相対値を示した。

ノックダウンによるウイルスゲノム複製に与える影響。
もしくは、VCP siRNA

を感染させた。感染 72時間後の細胞を回収し、細胞内に存在するウイルスゲノム
を用いて測定した。各サンプルの
としたときの相対値を示した。
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ノックダウンによるウイルスゲノム複製に与える影響。
VCP siRNAをトランスフェクションした細胞に、
時間後の細胞を回収し、細胞内に存在するウイルスゲノム

を用いて測定した。各サンプルの
としたときの相対値を示した。

ノックダウンによるウイルスゲノム複製に与える影響。
をトランスフェクションした細胞に、

時間後の細胞を回収し、細胞内に存在するウイルスゲノム
を用いて測定した。各サンプルの RNA量を
としたときの相対値を示した。 

ノックダウンによるウイルスゲノム複製に与える影響。 
をトランスフェクションした細胞に、

時間後の細胞を回収し、細胞内に存在するウイルスゲノム
量を β-actinの RNA

をトランスフェクションした細胞に、m.o.i=0.3
時間後の細胞を回収し、細胞内に存在するウイルスゲノム

RNA量で補正し、

m.o.i=0.3
時間後の細胞を回収し、細胞内に存在するウイルスゲノム

量で補正し、
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Fig.13 VCPコファクターがフラビウイルス増殖に与える影響。 
(A)コファクターの種類を変えることで、様々な細胞内イベントに対応する。 (B) 代表的な
VCPコファクタの一次構造。コファクタに存在する様々なドメインのうち、VCP結合ドメ
インを黄色で示した。(C) VCP NDと、VCP NDに結合するドメインの結晶構造。VCP ND
（緑）と gp78-VIM（黄土色、PDB ID:3TIW）、FAF1-UBX（黄色、PDB ID:3QQ8）、OTU1-UBXL
（肌色、PDB ID:4KDI）、NPL4-UBD（桃色、PDB ID:2PJH）を示した。コファクタとの結合
に重要であると予測されるアミノ酸残基を青色で示した。(D) 本実験で作製した VCP ND
変異体の模式図。(E) 酵母ツーハイブリッド法による VCPコファクターと VCP ND変異体
の結合。野生型 VCPまたは変異体 VCPを発現するベクターと、各種 VCPコファクターを
発現するベクターを酵母に形質転換し、-Leu, -Trp（コントロール培地）及び-Leu, -Trp, -Ade, 
-His （選別培地） の２種類の SD培地に播種し、7日間培養した。(F) VCP ND変異体のウ
イルス増殖における機能解析。各種 VCP ND変異体に VCP_252 siRNAに抵抗性を持つよう
にサイレンス変異を導入し、VCP siRNAと共に HEK293Aにトランスフェクションした。そ
の後、m.o.i=0.3の JEVを感染させ、72時間後の上清中に含まれる感染性ウイルス粒子をフ
ォーカスフォーミングアッセイにて計測した。野生型 VCPを入れ戻した時のウイルス感染
力価を 100％としたときのウイルス感染力価をグラフに示した。(G) (F)の実験で用いた細胞
中に含まれる VCP、α-Tubulin、JEV NS3量をウエスタンブロット法によりそれぞれを特異
的に認識する抗体を用いて検出した。 
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Fig.14  VCPまたは VCPコファクターと結合するウイルス非構造タンパク質の検索。 
(A) フラビウイルスポリプロテインの膜貫通領域を示した一次構造と、酵母ツーハイブリッ
ド法で用いた細胞質側に露呈するペプチド領域を示した模式図。黒矢印は NS3タンパク質、
白矢印は宿主因子による切断箇所を示した。酵母ツーハイブリッドベクターに組み込んだ
領域を赤い線で示した。JEV（青字）または DENV（赤字）のアミノ酸配列番号をそれぞれ
示す。(B) 酵母ツーハイブリッド法による JEV NSタンパク質と VCP コファクターとの結
合の探索。(A)で示した JEV及び DENVの細胞質領域のペプチドと、VCP及び 6種類の VCP
コファクターを発現する酵母ツーハイブリッドベクターを酵母に形質転換し-Leu, -Trp （コ
ントロール培地）及び-Leu, -Trp, -Ade, -His （選別培地） の SD培地に播種し、3日間培養
した。(C) 酵母ツーハイブリッド法による DENV NSタンパク質と VCP コファクターとの
結合の探索。 (D) NPL4の末端欠損変異体の一次構造を示した模式図。(E) 酵母ツーハイブ
リッド法による NPL4末端欠損変異体とフラビウイルスタンパク質の結合。陽性のシグナル
を白四角で示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.15 VCP
OSFタグを付加したコファクターと、
ベクターを
体と
を単独で発現させた細胞、
NS2A
と myc
胞、(G) OSF
た細胞、
発現させた細胞、
現させた細胞、
を単独で発現させた細胞、
定し、それぞれの細胞内に発現する因子を抗
検出した。右側に画像に融合させた画像
す。 

Fig.15 VCPコファクターとウイルス非構造タンパク質の局在。
タグを付加したコファクターと、

ベクターを HeLa
体とmyc抗体を用いて
を単独で発現させた細胞、
NS2A-mycを共発現させた細胞、

myc-JEV NS3
(G) OSF-NPL4
た細胞、(I) JEV NS4B
発現させた細胞、
現させた細胞、(M) OSF
を単独で発現させた細胞、
定し、それぞれの細胞内に発現する因子を抗
検出した。右側に画像に融合させた画像

 

コファクターとウイルス非構造タンパク質の局在。
タグを付加したコファクターと、

HeLa細胞にトランスフェクションし、
抗体を用いてVCPコファクターとウイルスタンパク質を検出した。

を単独で発現させた細胞、(B) JEV NS2A
を共発現させた細胞、

JEV NS3及び NS2Bを共発現させた
NPL4と JEV NS4B

(I) JEV NS4B-mycを単独で発現させた細胞、
発現させた細胞、(K) OSF-NPL4

(M) OSF-NPL4
を単独で発現させた細胞、 
定し、それぞれの細胞内に発現する因子を抗
検出した。右側に画像に融合させた画像

コファクターとウイルス非構造タンパク質の局在。
タグを付加したコファクターと、myc

細胞にトランスフェクションし、
コファクターとウイルスタンパク質を検出した。

(B) JEV NS2A
を共発現させた細胞、(D) myc

を共発現させた
JEV NS4B-mycを共発現させた細胞、
を単独で発現させた細胞、
NPL4を単独で発現させた細胞、

NPL4とDENV NS2A
 (M) OSF-NPL4

定し、それぞれの細胞内に発現する因子を抗
検出した。右側に画像に融合させた画像
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コファクターとウイルス非構造タンパク質の局在。
mycタグを付加したウイルスタンパク質を発現する

細胞にトランスフェクションし、
コファクターとウイルスタンパク質を検出した。

(B) JEV NS2A-mycを単独で発現させた細胞、
(D) myc-JEV NS3と

を共発現させた細胞、(F) JEV NS4B
を共発現させた細胞、

を単独で発現させた細胞、
を単独で発現させた細胞、
DENV NS2A-mycを共発現させた細胞、

NPL4と DENV NS4B
定し、それぞれの細胞内に発現する因子を抗 FLAG
検出した。右側に画像に融合させた画像 （merged）

コファクターとウイルス非構造タンパク質の局在。
タグを付加したウイルスタンパク質を発現する

細胞にトランスフェクションし、24時間後に
コファクターとウイルスタンパク質を検出した。

を単独で発現させた細胞、
と NS2Bを発現させた細胞、
(F) JEV NS4B

を共発現させた細胞、(H) OSF
を単独で発現させた細胞、 (J) OSF-
を単独で発現させた細胞、(L) DENV NS2A

を共発現させた細胞、
DENV NS4B-myc
FLAG抗体（緑）、抗
） と拡大させた画像

コファクターとウイルス非構造タンパク質の局在。 
タグを付加したウイルスタンパク質を発現する

時間後に 4%PFAで固定し、
コファクターとウイルスタンパク質を検出した。

を単独で発現させた細胞、(C) OSF
を発現させた細胞、

(F) JEV NS4B-mycを単独で発現させた細
(H) OSF-UFD1を単独で発現させ

-UFD1と JEV NS4B
(L) DENV NS2A

を共発現させた細胞、(N) DENV NS4B
mycを共発現させた細胞をっ固

抗体（緑）、抗 myc抗体（赤）を用いて
と拡大させた画像 （

タグを付加したウイルスタンパク質を発現する
で固定し、FLAG

コファクターとウイルスタンパク質を検出した。 (A) OSF-
(C) OSF-NPL4と

を発現させた細胞、(E) OSF-
を単独で発現させた細
を単独で発現させ

JEV NS4B-myc
(L) DENV NS2A-mycを単独で発

(N) DENV NS4B
を共発現させた細胞をっ固
抗体（赤）を用いて
（magnified）を示

タグを付加したウイルスタンパク質を発現する
FLAG抗

-NPL4
と JEV 
-NPL4

を単独で発現させた細
を単独で発現させ

mycを共
を単独で発

(N) DENV NS4B-myc
を共発現させた細胞をっ固
抗体（赤）を用いて

）を示



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.16 
OSFタグを付加した
ションし、共発現させた。
を精製した。精製したサンプルを
NS4B
含まれる
抗体を用いて検出した。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.16 免疫沈降法による
タグを付加した

ションし、共発現させた。
を精製した。精製したサンプルを
NS4Bと共精製された
含まれる JEV NS4B(
抗体を用いて検出した。

免疫沈降法による JEV NS4B
タグを付加したNS4Bと

ションし、共発現させた。48
を精製した。精製したサンプルを
と共精製された NPL4

JEV NS4B(パネル 2)
抗体を用いて検出した。 

JEV NS4Bと NPL4
とmycタグを付加した

48時間後に細胞を溶解し、
を精製した。精製したサンプルを SDS-PAGE

NPL4を抗 mycタグ抗体を用いて検出した
2)と NPL4(パネル
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NPL4の結合。
タグを付加したNPL4

時間後に細胞を溶解し、
PAGEにて展開後、ウエスタンブロット法により、
タグ抗体を用いて検出した
パネル 3)につても抗

の結合。 
NPL4をHEK293A

時間後に細胞を溶解し、Strep-tactin
にて展開後、ウエスタンブロット法により、

タグ抗体を用いて検出した
につても抗 FLAG

HEK293A細胞にトランスフェク
tactinビーズを用いて、

にて展開後、ウエスタンブロット法により、
タグ抗体を用いて検出した(パネル 1)

FLAGタグ抗体及び抗

細胞にトランスフェク
ビーズを用いて、OSF-

にて展開後、ウエスタンブロット法により、
1)。細胞溶解液に

タグ抗体及び抗 myc

細胞にトランスフェク
-NS4B

にて展開後、ウエスタンブロット法により、
。細胞溶解液に

mycタグ



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17 
Vero cells are infected JEV at M.O.I=1.0, fix at 48h postinfection, stained with anti
monoclonal and anti
and anti
by AlexaFluoro488 conjugated anti
anti-rabbit IgG (lane2, red). Merged images of green and red (lane 3), and phase contras
DNA staining (blue) (lane4) were shown respectively. Bar indicates 10μm.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig18. 
ATG16L1 (A), FIP200 (B), or p62(C) knockout MEF cells were infected with JEV at M.O.I=0.3. 
Culture supernatants are har
measured by performing focus 
control cells.
 
 
 
 
 

Fig. 17 p62とユビキチンがウイルス複製オルガネラにリクルートされる
Vero cells are infected JEV at M.O.I=1.0, fix at 48h postinfection, stained with anti
monoclonal and anti
and anti-JEV NS3 rab
by AlexaFluoro488 conjugated anti

rabbit IgG (lane2, red). Merged images of green and red (lane 3), and phase contras
DNA staining (blue) (lane4) were shown respectively. Bar indicates 10μm.

Fig18. ATG因子群と
ATG16L1 (A), FIP200 (B), or p62(C) knockout MEF cells were infected with JEV at M.O.I=0.3. 
Culture supernatants are har
measured by performing focus 
control cells. 

とユビキチンがウイルス複製オルガネラにリクルートされる
Vero cells are infected JEV at M.O.I=1.0, fix at 48h postinfection, stained with anti
monoclonal and anti-p62 rabbit polyclonal antibodies (A) or anti

JEV NS3 rabbit polyclonal antibodies (B), and detected mouse or rabbit primary antibodies 
by AlexaFluoro488 conjugated anti

rabbit IgG (lane2, red). Merged images of green and red (lane 3), and phase contras
DNA staining (blue) (lane4) were shown respectively. Bar indicates 10μm.

因子群と p62はフラビウイルスの増殖に必要である。
ATG16L1 (A), FIP200 (B), or p62(C) knockout MEF cells were infected with JEV at M.O.I=0.3. 
Culture supernatants are harvested at indicated time after infection, and viral infectious titers are 
measured by performing focus 

とユビキチンがウイルス複製オルガネラにリクルートされる
Vero cells are infected JEV at M.O.I=1.0, fix at 48h postinfection, stained with anti

p62 rabbit polyclonal antibodies (A) or anti
bit polyclonal antibodies (B), and detected mouse or rabbit primary antibodies 

by AlexaFluoro488 conjugated anti-mouse IgG (lane1, green) and AlexaFluoro594 conjugated 
rabbit IgG (lane2, red). Merged images of green and red (lane 3), and phase contras

DNA staining (blue) (lane4) were shown respectively. Bar indicates 10μm.

はフラビウイルスの増殖に必要である。
ATG16L1 (A), FIP200 (B), or p62(C) knockout MEF cells were infected with JEV at M.O.I=0.3. 

vested at indicated time after infection, and viral infectious titers are 
measured by performing focus -forming assay. WT MEFs derived from same littermates are used as 
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とユビキチンがウイルス複製オルガネラにリクルートされる
Vero cells are infected JEV at M.O.I=1.0, fix at 48h postinfection, stained with anti

p62 rabbit polyclonal antibodies (A) or anti
bit polyclonal antibodies (B), and detected mouse or rabbit primary antibodies 

mouse IgG (lane1, green) and AlexaFluoro594 conjugated 
rabbit IgG (lane2, red). Merged images of green and red (lane 3), and phase contras

DNA staining (blue) (lane4) were shown respectively. Bar indicates 10μm.
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DNA staining (blue) (lane4) were shown respectively. Bar indicates 10μm.
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ubiquitin (FK2) mouse monoclonal 
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DNA staining (blue) (lane4) were shown respectively. Bar indicates 10μm. 
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ATG16L1 (A), FIP200 (B), or p62(C) knockout MEF cells were infected with JEV at M.O.I=0.3. 
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