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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RNAゲノムに由来するRNAが持つ機能や生理機構を明らかに
するための研究を行った。まず、培養細胞を用いた実験系によって、RNAゲノムに由来するsmall RNAの長さや発
現量が、該当するゲノム領域の塩基配列に依存することを明らかにし、さらにこのsmall RNAがウイルス遺伝子
の複製と転写の切り替えに関与していることを解明した。次に、ウイルスに由来するRNA分子上の化学修飾を受
けている部位を同定した。さらに、インフォマティクス解析によって、進化の過程で有利であったために選択さ
れたと思われるウイルスRNA上の特定の変異を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The study aimed to reveal the physiological functions of RNA molecules 
derived from the RNA genome of influenza virus. In this study, we found that the length and 
expression level of small RNA derived from the RNA genome are determined by the nucleotide sequence 
in the corresponding region in the genome. We further showed that the small RNA plays a role in the 
transition between replication and transcription of viral genes. The presence of RNA modifications 
in viral RNAs was also explored. Finally, genetic mutations under selective sweep in the viral RNAs 
were identified using a novel informatics algorithm.

研究分野：感染症学

キーワード： ウイルス　RNA　機能性RNA　ゲノム　進化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、インフルエンザウイルスに由来するRNAの持つさまざまな性質が明らかになった。ウイルスに
由来するRNA分子がウイルスの増殖機構や、宿主とウイルスの相互作用に関与していることが示されたことか
ら、これらのRNA分子はインフルエンザの病原性に関わっていると考えられる。そのため本成果をもとにした今
後の研究によって、新規治療薬開発のターゲットを見つけられる可能性がある。

※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 

 

 インフルエンザは毎年の流行を引き起こし、わが国では高齢者を中心に１シーズンで 1 万人

程度が死亡していると推計されている。いくつかの抗ウイルス薬があるが、この多大な疾病負荷

を減らすためにも新しい機序の抗ウイルス薬の開発が求められている。そのためには、インフル

エンザウイルスの増殖機構やそれに伴う病態を理解することが重要であるが、インフルエンザ

ウイルスの基礎ウイルス学的理解は、いまだ十分とは言えない。 

 具体的には、ウイルスゲノムの複製・転写の切り替え、分節化されたゲノムの効率的なパッケ

ージング、宿主免疫反応の制御がどのようにして起きているかなどが、いまだに不明な点として

残されている。インフルエンザウイルスは、8本の分節化された RNAをゲノムとして保有して

おり、そこから 10 個の主なタンパク質がつくられる。しかし、全長で約 14,000 塩基というコ

ンパクトでシンプルな遺伝子構造で効率的な増殖を可能とするためには、ウイルスゲノム上に

コードされるタンパク質だけではなく、ゲノム上の塩基配列自体も機能性 RNA として様々な役

割を担っていると考えられる。先行研究からは、複製・転写のためのプロモータや、ウイルス粒

子形成のためのパッケージングシグナルといった機能がゲノム上にあることがわかっている。

それでもなお、これまでの研究はタンパク質をコードする領域の解析を中心に展開されてきて

おり、ウイルスの RNA ゲノムには多くの未解明の機能が隠されているのではないかと研究代表

者は考えていた。 

 

 興味深いことに、近年になって、インフルエンザウイルスゲノムの特定の非コード領域に由来

する 20–30塩基の small RNAが感染細胞内において大量に存在することが示された（Umbach, 

mBio, 2010）。しかしながら、その生成メカニズムや機能はいまだに不明である。Umbach らが

見出した small RNA は、パッケージングに関わるゲノム領域に由来しており、さらに RNA 複

製・転写酵素に結合する配列を有している。これらのことから、この small RNA が、これまで

不明だったウイルスの生活環や病原性に大きく寄与している可能性が考えられる。 

 

 

２．研究の目的 

 

 そこで本研究では、インフルエンザウイルス small RNA がどのような働きを有し、これまで

に不明であったウイルスの増殖過程や病原性においてどのように関わっているのか明らかにす

ることを目的とした。 

 

 ウイルスゲノムに由来する small RNA としては、アデノウイルスに由来する VA-RNA やヘ

ルペスウイルスに由来する miRNAなどが知られている。これらのウイルスは DNA ウイルスで

あり、核内に存在する RNA 分解酵素によって small RNA がつくられ、ウイルスや宿主のさま

ざまな因子の遺伝子発現を制御していることがわかっている。一方で、RNA ウイルスは一般的

に細胞質で複製されるため、このような small RNA はつくられないと考えられていた。しかし

ながら、インフルエンザウイルスは RNA ウイルスであるが例外的に核内で複製するため、ウイ

ルスゲノムに由来する small RNA が存在するかもしれないという仮説の元に、研究代表者が以

前に所属していた研究室において次世代シーケンサーを用いた探索的な研究がなされ、本研究

のテーマとなるインフルエンザウイルスの small RNA が発見された。この small RNA はゲノ

ム上のタンパク質をコードしない特定の領域に由来しており、これまでにも研究代表者はイン

フォマティクス解析によってこの領域の機能性を独自に研究してきた（Furuse, Infect Genet 

Evol, 2011）。 

 

 ウイルスの RNA ゲノムに由来する small RNA の機能はインフルエンザウイルスのみならず

ほかのウイルスについてもほとんど知られていない。これを研究しているグループは世界的に

見てもほとんどなく、これまでに試みられていない独自性がある。本研究によって、これまでに

わかっていなかったウイルスの増殖に関わる機構や、新たな宿主－ウイルス相互作用が明らか

になる可能性がある。 

 



 

３．研究の方法 

 

（１）インフルエンザウイルス small RNA の生成機構 

ウイルスタンパク質発現プラスミドとウイルスのゲノム様配列 RNA 発現プラスミドを構築し、

これらを用いて培養細胞内でのウイルス複製過程を再現した。そして、これらのプラスミドに変

異を導入することで、生成されるウイルス由来 small RNA がどのように変化するのかを観察し

た。 

 

（２）インフルエンザウイルス small RNA の生理機構 

インフルエンザウイルス small RNAを試験管内合成し、これを培養細胞にトランスフェクショ

ンした。その後、その培養細胞に対して上述のプラスミドを用いたウイルス複製再現実験、ある

いはウイルス感染実験を行い、small RNA トランスフェクションの有無でどのような違いが生

じるのかを解析した。 

 

（３）ウイルスに由来する RNA分子に存在する RNA 修飾 

既知の機能性 RNAは、さまざまな化学修飾によってその機能が制御されており、インフルエン

ザウイルスに由来する RNA も化学修飾によって機能制御されている可能性がある。インフルエ

ンザウイルス感染細胞から RNA を抽出した後に断片化を行い、RNA 修飾に特異的な抗体を用

いて免疫沈降実験を行った。そして、免疫沈降後の試料に対して次世代シーケンサーによる網羅

的核酸解析を施行した。 

 

（４）ウイルスに由来する RNAに働く進化選択圧 

ウイルスに由来する RNA が機能を持っていた場合、進化の過程で何らかの選択を受けている可

能性がある。これを解析するための新規アルゴリズムを開発し、ウイルスに由来する RNAの中

で選択圧によって定着したと思われる変異を探索した。 

 

 

４．研究成果 

（１）インフルエンザウイルス small RNA の生成機構 

プラスミドと培養細胞を用いたインフルエンザ複製再現実験においても、small RNA が生成さ

れることをノーザンブロット法によって確認した。そして、複製テンプレートとなるウイルスゲ

ノム様配列にさまざまな変異を導入すると、それに応じてテンプレートゲノムから生成される

small RNAの発現量や塩基長が変化することを明らかにした。 

 

（２）インフルエンザウイルス small RNA の生理機構 

インフルエンザウイルスに由来する配列をもつ small RNA が細胞内に存在する条件下で行った

ウイルス複製過程再現実験では、テンプレートに由来するゲノム様 RNA/相補 RNA/mRNA の

量比が変化することがわかった。ウイルスゲノム由来 small RNA をトランスフェクションした

細胞に対してウイルスの感染実験を行っても同様の結果が得られたことから、この small RNA

は遺伝子の複製と転写の切り替えに関与していることが示された。 

 

（３）ウイルスに由来する RNA分子に存在する RNA 修飾 

RNA 修飾特異抗体を用いた免疫沈降によってエンリッチされた領域を解析することで、ウイル

スに由来する RNA 分子において化学修飾を有していると考えられる部位を同定することがで

きた。さらに検討を行ったところ、RNA 修飾を制御する宿主因子がウイルス増殖に影響を与え

ていること、逆にウイルス感染後に宿主の RNA 修飾関連遺伝子が変動することが示され、イン

フルエンザウイルス感染と RNA 修飾機構の間にクロストークが存在することが明らかになっ

た。 

 

（４）ウイルスに由来する RNAに働く進化選択圧 

新たな進化解析アルゴリズム「DMAMS」を開発した。DMAMS では、ウイルスのゲノム塩基

配列とそれに対応する系統樹をデータとして、特定の遺伝子型をもつウイルス株が集団中で広

がった時に、どの遺伝子変異がその広がりに関連しているのかを検出することができる。開発し

た DMAMS を用いてインフルエンザウイルスの RNA 塩基配列を解析したところ、進化の過程

で有利であったために選択されたと思われる特定の変異を同定することができた。 
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