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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスの核外輸送に関わるNS2蛋白質のN末側に、

蛍光標識蛋白質（Venus）を組み込み、蛍光標識組換えウイルスの作製を行った。このウイル

スを培養細胞（Madin-Darby Canine Kidney 細胞）に感染させ、共焦点顕微鏡を用いてタイ

ムラップス解析を行ったところ、NS2 蛋白質が一度核内に集積した後、一気に核外に放出され

る映像をリアルタイムでとらえることに成功した。本研究で得られた蛍光標識組換えインフル

エンザウイルスは、NS2 蛋白質の細胞内輸送を解明する有効なツールとなることが期待できる。 

 
研究成果の概要（英文）：The NS2 protein of influenza A virus is thought to be required for 

nuclear export of viral ribonucleoprotein complexes. To determine the kinetics of the NS2 

protein during viral replication, we introduced full-length Venus to the N terminus of the 

NS cDNA encoding the NS2 protein and generated Venus-tagged NS2 mutant virus by 

reverse genetics. Madin-Darby Canine Kidney cells were infected with the Venus-tagged 

NS2 mutant virus, and monitored by time-laps. Then we got dynamics image of the NS2 

protein in a cell. NS2 protein was accumulated in the nucleus at the first stage of the 

infection and then burst to the cytoplasm. This Venus-tagged NS2 mutant virus will likely 

be useful for analysis of subcellular trafficking of the NS2 protein. 
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１．研究開始当初の背景 

 2009 年に H1N1 ウイルスによるパンデミ
ックが発生したが、2007 年の研究開始当時

は、高病原性鳥インフルエンザによるパンデ
ミックの危険性に注目が集まっていた。イン
フルエンザの流行への対抗手段としては、ワ
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クチンと抗ウイルス薬があるが、国民全員分
のワクチンを備蓄するのは困難である。また、
これまでに抗インフルエンザ薬は、M2 イオ
ンチャンネル阻害剤（アマンタジン）とノイ
ラミニダーゼ（NA）阻害剤（オセルタミビ
ルとザナミビル）の 2 種類が認可されている
が、いずれも耐性ウイルスが出現して問題と
なっている。このような状況下、新しい抗イ
ンフルエンザウイルス薬開発の必要性が高
まってきた。これまでに、抗インフルエンザ
薬やワクチンの開発には、ヘマグルチニン
（HA）、NA、M2 といった膜蛋白質が用いら
れており、これら膜蛋白質の機能解析は進ん
でいた。一方で、ウイルス蛋白質の細胞質内
での動きは不明な点が多い。研究開始時まで
に申請者は、核内で合成されたウイルス RNA

を核外に輸送するために、NS2 が重要な役割
を果たしていることを明らかにした（J Viril 

78:10149-10155, 2004）。 

 

２．研究の目的 

 インフルエンザウイルスは、感染細胞の核
内でゲノムの複製を行い、新しく合成された
ウイルス RNA は、リポ核酸複合体（RNP）
として核外に輸送される。我々は、ウイルス
の NS2 蛋白質が、核外輸送を行う細胞因子
の CRM1 と結合し、RNP の核外輸送を誘導
すること、さらに NS2 蛋白質に存在する
nuclear export signal (NES)様アミノ酸配列
が重要であることを明らかにした。しかし、
その複合体が感染細胞内の、どの場所で、ど
の様に形成されているのかは不明である。ま
た核外輸送された後の RNP が、どの様にウ
イルス粒子に取り込まれているのかも不明
である。本研究では、まず NS2 蛋白質と NP

蛋白質を、それぞれ異なる色の蛍光蛋白質で
標識したウイルスを作製し、このウイルスを
感染させた細胞を生きたまま共焦点顕微鏡
で観察することにより、感染細胞内での NS2

蛋白質と NP 蛋白質の動態を明らかにする。
RNP は、ウイルス RNA と NP 蛋白質から構
成されているので、NP 蛋白質を標識するこ
とにより、RNP の動態を観察することができ
る。これにより、NS2 蛋白質と RNP が、感
染細胞内のどこでどの様に複合体を形成し、
核内外への輸送が行われているのかを明ら
かにする。さらに、RNP が核から出た後の細
胞質内輸送経路を、リアルタイムで解析する
ことにより明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)NS1 遺伝子と NS2 遺伝子を分割するため
に構築した、９本鎖タイプと VSV タイプコ
ンストラクト（図１）の、NS2 遺伝子に蛍光
標識蛋白質（lumio）あるいは、蛍光蛋白質
（GFP など）の遺伝子を組み込む。 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 
図１：インフルエンザウイルスのコンストラ
クト 

 

(2)蛍光標識された NS2 蛋白質を有し、かつ、
最も効率よくウイルスを作ることのできる
系を、９本鎖タイプ、VSV タイプから選択す
る。また、蛍光（標識）蛋白質についても、
最も効率の良いものを選択する。 

 

(3)蛍光標識組換えインフルエンザウイルス
を培養細胞（MDCK 細胞）に感染させ、NS2

蛋白質の感染細胞内での動きを共焦点顕微
鏡を用いて、リアルタイムに観察する。 

 
４．研究成果 
(1)A 型インフルエンザウイルス（A/WSN/33）
の NS1 遺伝子と NS2 遺伝子を分割するため
に構築した、NA のパッケージング領域の間
に NS2 遺伝子を組み込んだプラスミドを用
い、NS2 の N 末側、あるいは C 末側に蛍光
標識蛋白質（lumio）の遺伝子を組み込んだ。
このプラスミドを用いて、９本鎖タイプ（PB2, 

PB1, PA, HA, NP, M, HA-NA, NS(NS2KO)）
あるいは VSV タイプ（PB2, PB1, PA, NP, M, 

HA-VSVG,, NS(NS2KO)）のコンストラクト
で、リバースジェネティクス法によりウイル
スを回収したところ、蛍光標識組換えインフ
ルエンザウイルスを作製することに成功し
た。しかし、この組換えウイルスを共焦点顕
微鏡で観察したところ、９本鎖タイプ、VSV

タイプのどちらの組換えウイルスも、非特異
的な蛍光が強く認められ、NS2 の動きを特定
することが困難であった。蛍光標識の条件な
どに工夫を重ねたが、改善は認められなかっ
た。 

 

(2)そこで次に、蛍光蛋白質（Venus）を用い
て NS2 蛋白質を蛍光標識した組み換えウイ
ルスの作製を行った。NA のパッケージング
領域の間に NS2 遺伝子を組み込んだプラス
ミドを用い、NS2 の N 末側に Venus の遺伝
子を組み込み、このプラスミドを用いて、９
本鎖タイプ（PB2, PB1, PA, HA, NP, M, 

HA-NA, NS(NS2KO), NA-NS2-Venus）、あ
るいは VSV タイプ（PB2, PB1, PA, HA, NP, 



 

 

M, HA-VSVG, NS(NS2KO), NA-NS2- 

Venus）のコンストラクトでリバースジェネ
ティクス法を行ったところ、９本鎖タイプの
コンストラクトで蛍光標識組換えインフル
エンザウイルスを作製することができた。本
ウイルスを感染させた MDCK 細胞を共焦点
顕微鏡で観察したところ、感染後 24 時間に
ウイルスが周囲の細胞に広がっていく様子
が観察できた（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２：９本鎖タイプの蛍光標識組換えインフ
ルエンザウイルスを感染させた MDCK 細胞
（感染後２４時間） 

 

(3)上述の蛍光標識組換えインフルエンザウ
イルスを MDCK 細胞に感染させ、共焦点顕
微鏡を用いてタイムラップス解析（条件、5 

slice、30 min interval）を行ったところ、
NS2 蛋白質が一度核内に集積した後、一気に
核外に放出される映像をリアルタイムでと
らえることに成功した。本研究で得られた蛍
光標識組換えインフルエンザウイルスは、
NS2 蛋白質の細胞内輸送を解明する有効な
ツールとなることが期待できる。 
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