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研究成果の概要（和文）： A 型インフルエンザウイルスの遺伝子再集合に影響する要因を調べ

るために、断片化したレポーター蛋白質を発現する HAと NAのゲノム分節でウイルス様粒子

（VLP）を作製した。再構築レポーター蛋白質の活性は、蛋白質発現系では野生型に比べ 10

万分の 1の活性に低下して検出され、VLP感染細胞では検出できなかった。再構築レポーター

蛋白質の活性の低下に加え、HA と NA 分節から発現する蛋白質が著しく異なることも再構築

の効率に影響していると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：To explore causes that have an influence on reassortment of 

influenza A virus, virus like particles that carried HA and NA genome segments expressing 

split reporter proteins were generated. Reporter activity by protein complementation was 

detectable in cells transfected with protein expression plasmids. However the activity 

was reduced to 1/105 of the wild type activity. Due to the significant reduction of the 

activity the complementation could not be detected upon the VLP infection. The different 

amount of protein production between HA and NA segments may contribute the undetectable 

complementation upon VLP infection. 
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１．研究開始当初の背景 

インフルエンザウイルスのゲノムは 8本の

分節で構成されるため、2 種類のウイルスが

感染した細胞ではゲノム分節が相互に交換

され、異なるゲノム構成を持つウイルスが出

現する（遺伝子再集合）。遺伝子再集合は、
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アジア風邪（1957 年、H2N2 型）と香港風邪

（1968 年、H3N2 型）の発生で重要な役割を

果たした。したがって、現在世界規模で流行

する高病原性鳥インフルエンザウイルスに

おいても遺伝子再集合によるパンデミック

ウイルスへの変化が懸念されている。 

ヒトにおいて H3N2型と H1N1型は流行する

が、H1N2型は稀であり H3N1型は皆無である。

このことは、遺伝子再集合においてゲノム分

節、特に HAと NA分節は無作為に交換されな

い可能性を示唆する。この理由として、HAが

認識するウイルスレセプターであるシアル

酸と NA が基質とするシアル酸の不一致がウ

イルス増殖に影響することが考えられるが、

同じヒトを宿主としている H3N2型と H1N1型

では、ウイルスレセプターとの相互作用に根

拠は見出せない。 

ゲノム分節の選択的集合によるゲノム構

築がウイルスゲノムの維持に必要である。こ

のモデルの重要な点は、ゲノム分節の集合が

ウイルス(v)RNA分子の相互作用（直接か間接

かは現在不明である）により決定されること

にある。さらに、ゲノム分節の集合のしやす

さは HA分節と NA分節では異なり、またそれ

ら分節の共存はゲノム分節の集合を促進す

る。このことは、vRNAはそれぞれ異なる集合

強度を持ち、かつ、その集合強度は他の分節

に影響を受けることを示す。すなわち、遺伝

子再集合には何らかの制限が存在すると考

えられる。 

 

２．研究の目的 

A 型インフルエンザウイルスのゲノム分節
の選択的集合によるゲノム構築の過程に注
目して、遺伝子再集合に制限を与える要因を
明らかにすることを目的とし、その知見を新
型インフルエンザウイルスの出現予測に応
用することを目指した。 
 
３．研究の方法 

レポーター蛋白質（蛍光蛋白質、ルシフェ
ラーゼ）を断片化して細胞で発現させた。断
片化レポーター蛋白質のコンプリメンテー
ションにより回復したレポーター活性の検
出系を構築した。 
断片化したレポーター蛋白質の遺伝子を A

型インフルエンザウイルスの HAと NA分節の
ゲノムに挿入した。培養細胞へのトランスフ
ェクションで RNPの再構築し、RNPからの発
現によりコンプリメンテーションを行った。 
組換えゲノム分節を持つウイルス様粒子

（VLP）をリバース・ジェネティクス法で作
製した。VLP感染細胞でのレポーター再構築
による活性を検出した。 
 

４．研究成果 
（１）断片化蛍光蛋白質の再構築 

Amalgaam 社 が 開 発 し た monomeric 
Kusabira-Green(mKG)の蛋白質断片コンプリ
メンテーションをインフルエンザウイルス
の VLPに導入した。トランスフェクションに
よる RNP再構築では mKGによる緑色蛍光を検
出した。次に、断片化 mKGをゲノムにもつ VLP
を作製して MDCK細胞に感染させたが、VLP感
染による特異的蛍光は検出できなかった。 
 
（２）断片化ルシフェラーゼの再構築 
再構築により回復したレポーター活性が

野生型に比べて低くなることが考えられた
ことから、レポーターとしてより感度の高い
ルシフェラーゼを採用し、断片化の可能性を
検討した。Firefly luciferaseでは、550ア
ミノ酸を 1-416と 398-550に断片化し、それ
らをそれぞれに融合させた Idと MyoDの相互
作用で活性を回復させた。また、Renilla 
luciferase では、311 アミノ酸を 1-229 と
230-311 に断片化し同様に活性を回復させた。
蛋白質発現プラスミドから直接それを発現
させた時、両断片の存在下でルシフェラーゼ
の活性を検出できた(図１)。 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
図１  Firefly luciferase と Renilla 

luciferase の断片化と再構築 断片化ルシ
フェラーゼを直接プラスミドから発現させ、
活性を測定。 

 
（３）再構築 RNPからの断片化ルシフェラー
ゼ発現 
高いルシフェラーゼ活性を示しバックグ

ラウンドが低い断片化 Firefly luciferase を



 

 

HAと NA分節ゲノムに挿入し、PB1、PB2、
PA、NP蛋白質を培養細胞で同時に発現させ
て RNP を再構築させた。断片化ルシフェラ
ーゼを発現させた細胞では、ゲノム RNA 非
発現細胞に比べて100倍程度のルシフェラー
ゼ活性を検出した。 

 

（４）断片化ルシフェラーゼの VLP 感染に
よる発現 

断片化ルシフェラーゼをHAとNAゲノム
分節にもつ VLPを作製し、MDCK 細胞に感
染させたがルシフェラーゼ活性は検出でき
なかった。 

 

（５）アッセイ系の評価 

断片化ルシフェラーゼを RNP から発現さ
せた時の活性は、野生型のそれに比べて 10

万分の１に低下した。野生型のルシフェラー
ゼをゲノムから発現する VLP 感染細胞では
検出されたルシフェラーゼ活性が 35万 RLU

であった。この結果から単純に計算すると、
断片化ルシフェラーゼの VLP 感染での検出
は 3.5RLU となり、実際に検出には VLP の
量を増加させる必要があることがわかった。
そこで、超遠心操作で 33 倍に濃縮した VLP

を調製した。濃縮 VLP の感染を野生型ルシ
フェラーゼで評価すると、活性は 4倍の増加
にとどまった。また、断片化ルシフェラーゼ
は感染細胞での活性を検出できなかった（図
２）。 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
図 2 VLP 感染による断片化ルシフェラーゼ
の発現 １、２：断片化ルシフェラーゼ VLP、
３：野生型ルシフェラーゼ VLP 
 
（６）HA と NA 分節からの発現パターンの検
討 
断片化ルシフェラーゼのコンプリメンテ

ーションは蛋白質分子が 1:1の相互作用であ
る。そこで VLP感染細胞での HAと NA分節か
らの発現量を比較した。野生型の Firefly 
luciferase、Renilla luciferase を HA また
は NA ゲノム分節に持つ VLP を作製し、MDCK
細胞に感染させて活性を検出して HA 分節と
NA 分節からの発現量を比較した。一般的に
HA に比べて NA の発現量は少ないが、レポー

ター蛋白質発現を用いた結果においても、NA
分節からの蛋白質発現量は HA のそれに比べ
ておよそ 1/10であった（図３）。 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
図３ VLP感染細胞での Renilla luciferase
発現 HA まはた NA が分節から Renilla 
luciferaseを発現する VLPを MDCK細胞に感
染後、系時的にルシフェラーゼの活性を測定。 
 
 
以上の結果より、ルシフェラーゼの断片化

とそれらのコンプリメンテーションによる
活性の回復は可能であったが、その回復を
VLP 感染で検出することはできなかった。そ
の原因として、コンプリメンテーションによ
る酵素の回復が 10 万分の 1 にまで低下する
ことと、VLP 感染細胞で発現する断片化蛋白
質の量がかなり異なることが考えられた。し
たがって、それらの問題を克服することが必
要である。 
断片化ルシフェラーゼの単独発現では十

分なルシフェラーゼ活性を検出できたこと
から、MyoD と Id を他の蛋白質に置換するこ
とで相互作用の検出に応用できる。 

A 型インフルエンザウイルス感染細胞では
一般的に NAの産生量が HAに比べて少ないこ
とが知られている。今回の研究では、VLP の
感染において HAと NAゲノム分節から同じ蛋
白質を発現させた場合でも、NA分節からの産
生量が少ないことが示された。このことは、
HA と NA の産生量はゲノムレベルで制御され
ていることを示唆する。HA と NA の発現制御
は出芽においてウイルス産生量に影響を与
えることから、ゲノム分節の組み合わせによ
る HAと NA分節からの遺伝子発現調節は、遺
伝子再集合体の出現に関与するかもしれな
い。 
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