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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ゲノムRNAは分節化しており、異なる8分節が選択的に
集合しウイルス粒子にパッケージングされる。しかし選択的分節集合に関わるパッケージングシグナル（PS）配
列は不明であるため、塩基配列の同定と選択的パッケージング機構の解明を目指した。第6分節5'末端に着目
し、アンチセンスプローブの結合阻害からPS領域を推定し、塩基置換によるウイルス増殖阻害やパッケージング
不良の検出によりPS配列の同定を試みた。15塩基ずつの隣接領域を相補塩基でランダムに置換した3つのウイル
スライブラリを用い、最終的に9箇所の必須塩基の同定に成功し、PS配列を1塩基単位で解析する方法を確立し
た。

研究成果の概要（英文）：The genomic RNA of influenza A viruses is segmented, and eight distinct 
segments are selectively assembled and packaged into a single progeny virion. However, the packaging
 signal (PS) sequences involved in the selective segment assembly are unclear. This research project
 aimed to identify these PS sequences and elucidate the molecular mechanisms of selective packaging.
 Focusing on the 5'-end of the sixth segment, we inferred the PS region based on the inhibition of 
binding of antisense oligonucleotide probes, and attempted to identify the PS sequence by detecting 
viral growth inhibition and packaging defects caused by base substitutions. Using three virus 
libraries in which adjacent regions of 15 bases each were randomly substituted with complementary 
bases, nine essential bases were finally identified, and a method for analyzing PS sequences at 
single-nucleotide resolution were established.

研究分野：ウイルス学

キーワード： インフルエンザウイルス　RNAウイルス　選択的分節集合　パッケージングシグナル　機能的核酸　核酸
プローブ　ウイルスライブラリ　RNP複合体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで各分節末端を対象として選択的パッケージングに必要なPS領域の同定が試みられてきた。しかしPS領域
はタンパク質コード領域(CDS)と一部重複するため、1塩基単位の解析が困難であった。本課題ではPSと重複する
CDSを二重化し機能分離することで、PS領域へ任意の塩基変異を導入可能にした。アンチセンスプローブによる
分節間相互作用領域の推定など複数の手法と組み合わせることで、選択的パッケージングに必要な塩基の特定が
可能となった。将来、この手法を用いて全分節のPS配列が決定できれば、分節交雑ゲノムの安定性を塩基配列か
ら予測し、新型ウイルス発生の可能性を見積もることが可能となるかもしれない。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

A 型インフルエンザウイルスのゲノムは 8 本に分節
化したRNA (vRNA)であり、各分節はRNA依存性RNA
ポリメラーゼ(RdRp)および核タンパク質(NP)と結合し
てリボヌクレオプロテイン複合体(vRNP)を形成してい
る(図１)。ゲノム分節化はウイルス進化の多様性に寄与
しており、時に抗原性が大きく異なる分節入換え株(リ
アソータント)が出現し、世界規模の大流行を引き起こ
す。感染細胞の核内で複製された子孫 vRNP は核外輸
送され、最終的に外界と接する形質膜アピカル面へ極性
輸送されて子孫ウイルス粒子にパッケージングされる。
長らく適切な解析手段が無かったため、その分子機構は
不明であったが、選択的分節集合を示唆する状況証拠が
いくつか報告されている。各 vRNA の両末端 100 塩基
程度が、各分節を特徴づける分節集合/パッケージング
シグナルとして機能することが確実視されている。また
選択的集合の結果として、異なる 8 分節が vRNP の束
として子孫粒子に取り込まれる様子が観察された。しか
しその分節相対配置は一定せず、より早い段階で選択的集合が成される可能性を示唆している。 
報告者は、子孫 vRNP がリサイクリングエンドソーム（RE）などの Rab11 陽性輸送小胞に繋

留され、微小管依存的に輸送される事を証明した(引用文献①②)。この結果より次のような作業
仮説を提唱している。RdRp-Rab11 結合に依存して vRNP が輸送小胞の膜へ繋留され局所濃度
が高まると接触頻度が高くなる。さらに各 vRNP が膜に対して垂直に配置され、分節集合シグ
ナル領域が膜から一定距離に均一配向される。繋留 vRNP は膜上で側方拡散し互いに接触と乖
離を繰り返しつつ、特定の分節間で直接あるいは仲介因子を介して対形成がなされ、最終的に異
なる 8 分節が vRNP 束を形成するのだろう。報告者はさらに、アンチセンス核酸プローブを用
いた in situ 近接ライゲーション系(ASO-based in situ PLA)を構築し、特定 2 分節ペアの近接
頻度を網羅的に測定した(図１)。得られた近接情報を元に 8 分節の最適配置をシミュレーション
し、異なる２株で共通の分節配置に帰着することを発見した。すなわち各分節は一定のパートナ
ー分節と選択的に隣接し超複合体を形成することが判明した。選択的分節集合の基本原則は解
明したが、「新型ウイルス発生時の分節入換えには制限や傾向があるのか？」そして「なぜパン
デミックワクチン株など人工的リアソータントが時にゲノム不安定性を示すのか？」などの疑
問に答えるためには分子機構の解明が必要であった。 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、A/Puerto Rico/8/1934［H1N1］株(PR8)を対象として、分節の両末端に存在する
「分節相互作用を担う塩基配列」の決定を目指した。各分節末端 100 塩基程度まで PS の範囲が
狭められているが、その末端領域全体が必要なのかは不明であった。しかし報告者は ASO-based 
in situ PLA を用いた解析により、vRNA の各末端領域に分節間相互作用のコアとなる「プロー
ブ結合が阻害されるフットプリント領域」が複数存在する可能性に気付いた。そのため、まずこ
の小領域を同定し、次に当該領域に変異を導入した組換えウイルスを作成することにした。変異
ウイルスの増殖特性と各分節のパッケージング効率を野生株と比較し、当該フットプリント領
域が実際に分節集合シグナルとして機能するか確認することにした。PS であることが確認でき
れば、対となる分節の小領域と配列比較することで塩基対形成の可能性を判断できると考えた。 
 
３．研究の方法 
 

本研究では当初下記(1)・(2)を達成すべき主課題、(3)を挑戦的な副課題と位置づけた。 
 
(1)各分節末端領域のフットプリント領域同定 
ASO-based in situ PLA の機能検証時、Seg.8 の 5’端解析は先行して終了している。初年度に
相対近接頻度の高い Seg.2, 4, 6 の両端と Seg.8 の 3’端を先に解析し、次年度以降に残り４分
節を解析する。フットプリント領域の同定が終了した物から順次(2)へ進む。 
 
(2)フットプリント領域変異ウイルスの作成および分節パッケージングの解析 
まず vRNA 発現ベクター上の塩基配列を、inverse PCR と In Fusion クローニングにより相補塩



 

 

基に置換して、組換えインフルエンザウイルスの作成を行う。当該領域がタンパク質コード領域
にあたる場合は、コドン同義置換変異に限定しアミノ酸配列の変異を避ける。フットプリント領
域が複数同定された場合、組み合わせ変異を検証する。さらに変異ウイルスを用いてウイルス増
殖能の解析と子孫粒子にパッケージングされた各分節の相対比解析を定量リアルタイム PCR 
(RT-qPCR)により行う。先行研究(引用文献③)によれば、パッケージングシグナル破壊分節を持
つ変異ウイルスは、当該変異分節パッケージング効率が著しく低下する。 
 
(3) 他株由来の不可換分節に対する配列移植実験および分節間相互作用領域の決定 
分節間相互作用部位と判断された領域が実際に必要十分条件として機能することを証明する。
先行研究(引用文献④)によれば、PR8 株の 8 分節と他株由来 1 分節を共発現させ競合させると、
少なくとも Udorn 株 Seg.2 と 6 については排除される。つまり PR8 株に対して Udorn 株 Seg.2 と
6 は不可換である。このような不可換分節に PR8 株由来のフットプリント領域を移植した場合、
可換となるか確認する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 分節内 PLA による、各分節末端領域のフットプリント領域同定 

 
インフルエンザウイルスの分節化ゲノムについ

て、フットプリント領域の同定とその機能解析をす
すめた(図２)。第 6分節(Seg.6) の 5'末端側につい
て、①5’端から 25-49 塩基領域(以下同)、②75-99、
③87-111に対応するプローブの結合効率が低下する
ことが判明した。これらフットプリント領域①～③
をカバーする22-126塩基領域を15塩基ずつA～Gの
領域に区分し、各領域に最大限の同義置換変異を導
入した。各変異 Seg.6 を有する組換えウイルスを作
成し感染力価を測定したところ、変異体 A～C で顕著
な力価の低下が観察された(図３)。次に子孫ウイル
ス粒子にパッケージングされた分節の相対比を RT-
qPCRにより測定した(図４)。定量に用いる検量線は、
野生型ウイルスサンプルを用いて分節ごとに作成し
た。上記のように変異体により増殖効率が大きく異
なり総 vRNA コピー数も変動するため、Seg.6 の vRNA
コピー数に対する相対比に変換した。領域 A または
B を完全同義置換した場合、変異 Seg.6 に対する他
７分節の相対比は増大した。つまり Seg.6 のパッケ
ージング効率が低下した。領域 C～G の変異体では各
分節の相対比が１に近く、野生型ウイルスと同等の
パッケージング効率であった。 

以上の結果より、フットプリント領域①に対応す
る領域 Aおよび B (22-51 塩基)に Seg.6 のパッケー
ジングに関わる配列が存在することが強く示唆され
た。しかし、フットプリント領域②③に対応する領
域 D～F の変異体では、感染力価と分節相対比のいず
れも異常がみられなかった。つまり、プローブ結合
阻害が同程度みられる複数の領域が見つかったとし
ても、その塩基配列がウイルス増殖に与える影響や
必要性が異なる場合があることが判明した。アンチ
センスプローブを用いたフットプリント領域の特定
だけで PS 領域を推定することは困難であり、人工的
な塩基変異による増殖効率試験が必須であることが
判明した。そのため、この段階で研究方針を転換し、
先に変異体を用いて PS 領域を推定しフットプリン
ト領域の特定は補助的に行うこととした。 
 
(2) CDS 多重化によるタンパク質コード領域と PS 領域の機能分離 
  

選択的分節集合に必要な PS 配列はタンパク質コード領域(CDS)に一部重なる。PS 配列解析の
ためウイルスタンパク質に変異を加えてしまうと、どちらの変異がウイルス増殖に影響を与え
たのか判断しにくく解析を複雑化してしまう。そのため、当該タンパク質を別途供給し解析対象
分節の開始コドンを破壊して CDS を非働化する手法や、変異を同義置換に限定する手法がとら



 

 

れてきた。(1)で用いた領域 A～G の変異体作成では同義
置換を用いた。領域 A および B に導入した合計 18 箇所
の変異のうち、どの塩基が特にパッケージング阻害の原
因となっているのか確認するため、順に 3 塩基ずつ変異
導入した 6 種類の追加変異体を作成した。(1)と同様に
感染力価と分節相対比の測定をおこなったが野生型と
同等であり、3 塩基程度の変異では表現型の変化として
検出することが難しいことが判明した。 

同義置換に基づく解析はこれ以上困難であると考え、
PS 領域と重なる CDS 末端領域を重複・冗長化して機能
分離することに思い至った(図５Ａ)。具体的には、領域
A～Cに相当する終止コドンを含むCDS端 50塩基を直列
に二重化した。CDS として機能させる側には最大限の同
義置換変異を導入し、終止コドン下流(vRNA では 5’側)
に配置し非翻訳領域(UTR)となった側は野生型配列のま
まとした。この機能分離により UTR 側の注目領域には任意の塩基置換が導入可能となり PS 配列
として必須の塩基を特定可能と考えた。このようにして作成した 5’端重複 vRNA「6v5(2x50)」
が野生型 Seg.6 と同等に機能することを確認した。次に、UTR 化した領域 A～C の各 15 塩基を相
補塩基に全置換した変異体 6v5(2x50)-compA～C を作成した(図５Ｂ)。compA 変異体の感染力価
は低下したがどの変異体も増殖可能であり、コードする NA タンパク質も野生型ウイルスと同等
に発現することが確認できた。 
 
(3) 混合配列ウイルスライブラリを用いた PS 配列の決定 
 

さらにこの相補塩基置換した変異 vRNA
を元にして、各領域の 15 塩基をランダム
に相補塩基に置換したウイルスライブラ
リ 6v5(2x50)-mixA～C を作成した(図５
Ｂ)。変異 vRNA 発現プラスミドベクターを
作成する際、例示した混合配列を持つプラ
イマーを使用し inverse PCR と In Fusion
反応により環状化した。大腸菌を形質転換
後、十分な多様性が維持されていることを
確認し、クローン化せずに直接液体培養し
てプラスミド DNA を精製した。混合配列に
偏りが無い事をプラスミドライブラリの
段階で確認した(図５Ｃ)。このプラスミド
ライブラリを変異 Seg.6 vRNA 発現ベクタ
ーとして用い、遺伝子組換えウイルス群を
作成した。培養細胞で 2 回継代して増殖可
能なウイルス群を選別し、選抜された
Seg.6 の配列をダイレクトシークエンシン
グにより確認した(図６Ｂ)。選択圧がかからなければ変異領域は混合状態のまま検出され、PS と
して機能するための必須塩基であれば単一ピークとして野生型塩基が検出されると考えた。各
領域あたり独立して 24 サンプルでウイルス作成と選抜を行い、シーケンス波形のピーク面積よ
り野生型と相補塩基の比率を算出した(図６Ａ)。相対比が 3倍以上となった場合、野生型(WT > 
75%)または相補塩基(WT < 25%)が選別されたと判断した。 

その結果、A領域 5 箇所、B 領域４箇所で野生型の平均比率が 75%以上となった。C 領域に必須
塩基と見なせる箇所はなかった。同定された 9 塩基を様々な組み合わせで相補塩基に置換した
変異体を作成し、パッケージング異常が生じるかを再確認した。程度の違いはあるが、増殖阻害
が最も顕著であった 6 塩基変異体 mutA(29–36)では、野生型ウイルスの 3%程度まで感染力価が
低下し、変異 Seg.6 のパッケージング効率も 1/10 以下であることが判明した。 
 
(4) 考察 
 同定された 9 塩基は N1 亜型の Seg.6 配列で高度に保存されているが N2 亜型 Seg.6 では相当
する配列がないため、N1 亜型 Seg.6 固有の PS 配列であると結論した。当初の目的に従い、パー
トナー分節および相互作用領域を推定するため PR8 株の全ゲノム配列から Seg.6 A・B 領域と相
補的な配列を探索したが、安定して分節間相互作用可能な領域は見つからなかった。そのため復
帰変異株の取得を試みたが、パートナー分節の PS 配列も CDS と重複するためか取得にはいたら
なかった。本研究で用いた手法は当初懸念されていたように解析が煩雑という弱点はあるが、PS
として必須の塩基を一塩基解像度で同定できることを実証できた。他の末端領域で同様の解析
を進め全分節の PS 配列が確定できれば、選択的分節集合の分子機構の解明が期待できる。 
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