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研究成果の概要（和文）：ウイルスRNA機能領域は様々なウイルスで増殖に重要な働きを担っているが、インフ
ルエンザウイルスにおいてはウイルスタンパク質であるNPがウイルスRNA（viral RNA: vRNA）に結合することで
vRNAの二次構造は解消されると考えられてきた。しかし近年、NPはvRNAに一様に結合するのではなく、vRNPの状
態でもRNA二次構造形成は可能であることが明らかとなってきている。本研究ではウイルス粒子内におけるvRNA
二次構造について網羅的に明らかとした。変異ウイルスを利用した解析により、今回同定したvRNP上に形成され
るstem-loop構造はウイルスRNA合成に関与することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：The influenza A virus genome is segmented into eight viral RNAs (vRNA). 
Secondary structures on vRNA are thought to be involved in the viral proliferation process. However,
 the functional RNA structure on vRNA is not well known. The secondary structure of vRNA in virion 
is partially unwound by binding viral non-specific RNA binding proteins, NP, in a 
sequence-independent manner (viral ribonucleoprotein; vRNP). Here, we establish the global map of 
the vRNA secondary structure in virion. We identified comprehensive secondary structures on vRNP, 
and mutations within a detected structure affect the replication efficiency of the mutated segment. 
Furthermore, we showed a more precise structure which is previously predicted to form a pseudoknot 
structure. 

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二次構造　RNA高次構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インフルエンザウイルスのvRNP上に形成されるRNA構造について、多くの新規構造を同定した。また、vRNP上に
形成されるRNA構造について詳細に検討した結果、これまで構造予想から形成されると考えられていた構造では
なく、異なる構造が形成されていることを明らかとした。今回同定した構造の一部はウイルスRNA合成に関与す
ることを明らかとし、RNA構造-機能の関係について一部解明した。本研究でインフルエンザウイルスゲノム一本
鎖RNA領域が明らかとなり、将来的に効率の良いアンチセンス核酸のターゲット部位の決定やRNA構造を標的とし
た低分子開発に役立てる事ができる。

※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 
細胞内において RNA は塩基配列情報翻訳の担い手としてのみでなく、二次構造やより高次の
構造を形成する事で機能的に重要な役割を持つ。ウイルスにおいてもピコルナウイルスの
internal ribosome entry site（IRES）やレンチウイルスの Rev response element（RRE）のよ
うにゲノム RNA が二次構造を形成することで機能する機能性エレメントがコードされている
事が知られている。インフルエンザウイルスは RNAをゲノムとして持つマイナス鎖 RNAウイ
ルスである。ウイルスゲノム RNAは 8本に分節化しており、一つのウイルス粒子中に 8種 8本
のウイルスゲノム RNAが取り込まれている。ウイルス粒子中やウイルス感染細胞中でウイルス
ゲノム RNA（viral RNA: vRNA）はウイルスポリメラーゼ複合体およびヌクレオプロテイン
（nucleoprotein: NP）と複合体を形成している（viral ribonucleoprotein: vRNP）。一本鎖 RNA
は自身の配列により二次構造を形成するが、vRNP上では配列非特異的一本鎖 RNA結合タンパ
ク質である NP が vRNA に結合することで二次構造が解消され、特異的な RNA 構造は形成さ
れないと考えられてきた。しかし近年、特定タンパク質の RNA 結合部位を網羅的に同定する
Cross-linking and immunoprecipitation（CLIP）法を用いた解析により vRNP上におけるNP
結合領域が明らかとなり、NPは vRNPに一様に結合するのではなく vRNPの状態でも vRNA
上に二次構造が形成しうる領域が存在する事が明らかとなった（Lee N et al., NAR, 2017; 45, 
8968, Williams GD et al., Nat. Comm., 2018, 9, 465）。 
インフルエンザウイルス分節化ゲノムの集合は分節 RNA 間の相互作用が想定されているが、
その相互作用様式は HIVウイルスのゲノム二量体化と同様な stem-loop構造間による kissing-
loop 形成が一つの候補と考えられている。また、vRNA の二次構造予測より stem-loop 構造が
予測される領域を同定し、stem-loop構造を解消する変異を持つ組換えインフルエンザウイルス
は子孫ウイルス量が減少する事が報告されている（Kobayashi Y et al., RNA Biol., 2016; 13, 883, 
Spronken M et al., RNA Biol., 2017; 14, 1606）。 
これら背景から、感染細胞内で vRNA二次構造は解消されると考えられてきたインフルエンザ
ウイルスにおいても vRNA 上に存在する RNA 機能エレメントについて注目され始めている。
しかし、現在行われている研究は vRNA 構造予想により二次構造を推定する方法のみであり、
ウイルス粒子内やウイルス感染細胞内で形成される vRNP の状態での二次構造解析から機能的
な領域を予測し、解析を行うアプローチはまだ行われていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では一本鎖 RNA特異的修飾試薬と大規模シークエンスを利用して、ウイルス粒子内にお
ける vRNP の二次構造を網羅的に明らかとする。得られた結果より、特徴的な二次構造を取る
領域について着目をし、ウイルス増殖における機能を解明する。本研究ではこれまで主に二次構
造予測を元に行われてきた RNA構造解析を、ウイルス粒子内で存在する形で網羅的に行う点に
特徴がある。構造解析にバイオインフォマティクス的手法も取り入れて、より正確な vRNP 構
造について明らかとする。 
 
３．研究の方法 
精製インフルエンザウイルスおよびウイルス感染細胞に対して一本鎖 RNA 特異的 RNA 修飾試薬
である dimethyl sulfate（DMS）または 2-methylnicotinic acid imidazolide（NAI）で処理を
行い、一本鎖 RNA 部位の塩基に対して修飾を行う。DMSはアデノシンの N1位またはシチジンの
N3位のメチル化を行い、NAIは 4つの塩基に対して 2’OHのアシル化を行う（図 1）。vRNP構造
を構成する RNA 結合タンパク質が塩基修飾に影響を及ぼす可能性を考慮して、修飾部位が異な
る DMSと NAIを利用し vRNP形成時の二次構造解析を行う。DMSまたは NAIで修飾を受けた塩基
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図1: 網羅的RNA二次構造解析実験概要



 

 

で逆転写反応が停止するため、逆転写反応の停止位置を指標にして修飾塩基の同定を行い、一本
鎖 RNA 部位の解析を行う。RNA を精製、逆転写反応後、大規模シークエンス用のアダプターライ
ゲーションを行い、シークエンス用のライブラリー作成を行う。作成したライブラリーに対して
次世代シークエンサーでの読み取りを行う。また、同様の実験を複数回行い、得られた配列断片
の分布から RNA の一本鎖・二本鎖領域の推定を隠れマルコフモデルを応用したモデルにより推
定する。これによりシーケンシングのノイズの影響を除外した信頼性の高い構造推定が可能と
なる。 
vRNP上に形成される stem-loop構造形成領域の同定を行った後、stem-loop構造が解消される
ような同義置換を導入した組換えウイルスの作成を行う。作成した組換えウイルスについてウ
イルス増殖を野生型ウイルスと比較をした後、特に分節化ゲノムの集合、ウイルスゲノムのパッ
ケージング、子孫ウイルス粒子形成について着目をして組換えウイルスと野生型ウイルスの比
較を行う。子孫ウイルス粒子形成量の定量として、野生型または組換えウイルス感染細胞上清の
プラークアッセイによる感染性粒子数の定量、ウイルスタンパク質のウェスタンブロッティン
グを行う。ウイルスゲノムパッケージング量の定量として、感染細胞上清に回収されるウイルス
RNA 量の RT-qPCR を行い、野生型と組換えウイルスで比較を行う。 
 
４．研究成果 
精製インフルエンザウイルス粒子、ウイルス粒子より精製した vRNP、vRNA に対して DMSまたは
NAI 処理後、RNA 精製、シークエンス用ライブラリー作成を行い、大規模シークエンスを行った。
各 2サンプルに対して大規模シークエンスを行い、得られた結果を確率モデルから一本鎖 RNA 領
域の反応性を計算する reactIDR を用いて解析を行い、各塩基の一本鎖 RNA である確率を得た。
この得られた確率を元に RNA 二次構造予測を行い、精製ウイルス粒子内 vRNP、精製 vRNP、vRNA
における RNA 二次構造マップを作成した。また、RNA 二次構造予想において複数構造を取りうる
指標である Shannon entropyについても計算を行い、各塩基の Shannon entropyも求めた。これ
らの結果の中で、一本鎖 RNA 領域である確率が低いかつ RNA 構造予想で複数構造を形成しない
（Shannon entropyが低い）領域について、精製ウイルス粒子、vRNP、vRNA で共通する領域の抽
出を行った。抽出された領域の二次構造について解析を行い、stem-loop構造を形成する領域に
ついて vRNP 上に形成される機能的な stem-loop 構造の候補として抽出した。この vRNP 上に形
成される stem-loop 領域のうち 5 箇所について、それぞれ変異を導入し stem-loop 構造が解消
された組換えウイルスを作成し、ウイルス増殖について評価を行った。この結果、一つの組換え
ウイルスについて野生型と比較してウイルス増殖が減少していた（図 2）。次に、この組換えウ
イルスについて、感染細胞内におけるウイルス RNA 合成と感染細胞培養上清に放出されるウイ
ルス RNA 量について検討を行った。この結果、一つの stem-loop構造が解消された組換えウイル
ス感染細胞内では、特定分節 RNA の RNA 合成が減少していた。また、ウイルス粒子内に取り込ま
れる分節についても特定分節が取り込まれる量が減少していた（図 3）。これら結果より、vRNP
上に形成される機能的な stem-loop構造の一部を同定し、その stem-loop構造は特定分節の RNA
合成やウイルス粒子中へのパッケージングに関与していることを明らかとした。 

 
vRNP上に形成される RNA 高次構造についてさらに解析を行うために、大規模シークエンスから
のシークエンスデータを reactIDR と異なる確率モデルで一本鎖 RNA 領域の確率を出力する
BUMHMMを用いて解析を行った。この結果、第 5分節に比較的長い RNA 構造領域（約 45塩基）が
存在することが明らかとなった。この領域は in silicoでの解析で pseudoknot構造を形成しう
るという報告がなされており、この領域の RNA 構造について詳細に検討することとした。
reactIDR を用いた解析結果ではこの領域は 5’側の stem-loop構造、3’側の stem-loop構造、
pseudoknot構造を形成しうることを示していた。この内、3’側の stem-loop構造を解消する変
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図2: 組換えウイルスの増殖
wild type mutC

図3: 組換えウイルス感染細胞内のウイルスRNA量



 

 

異を持つ組換えウイルスおよび解消した stem-loop 構造を再び形成する追加変異を持つ組換え
ウイルスを作成し、ウイルス増殖における活性について検討を行った。この結果、stem-loop構
造を解消する変異を持つ組換えウイルスウイルスは野生型と比較してウイルス増殖が減少して
いた（図 4）。また、stem-loop構造を再構成する変異を持つ組換えウイルスは野生型と比較して
ウイルス増殖に変化は見られなかった。これら組換えウイルス中における該当領域の RNA 構造
について解析を行うため、精製組換えウイルスに対して NAI 処理を行い、大規模シークエンスを
行った。得られたシークエンスデータを reactIDR で解析を行った結果、stem-loop 構造を解消
する変異を持つウイルス中では野生型と異なる位置で stem-loopが形成され、stem-loop構造を
再構成する変異を持つウイルス中では野生型でも見られる 5’側の stem-loop 構造が形成され
ていた。これら結果はこの領域の RNA 構造がウイルス増殖に関与することを示唆している。次
に、この組換えウイルスについて、感染細胞内におけるウイルス RNA 合成と感染細胞培養上清に
放出されるウイルス RNA 量について検討を行った。この結果、stem-loop構造が解消された組換
えウイルス感染細胞内では、すべての分節 RNA の RNA 合成が減少していた（図 5）。これら結果
は、vRNP上の RNA 構造がウイルス RNA 合成に与える影響は多様であることを示している。 
 

 

図4: 特定stem-loop解消（mut）および再構成
（rec）ウイルスの増殖

図5: 特定stem-loop解消（mut）および再構成
（rec）ウイルスのウイルスRNA合成
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