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研究成果の概要（和文）：抗インフラマソーム能と抗インターフェロン（IFN）能を有するパラインフルエンザ
ウイルス1型V蛋白質とヒトメタニューモウイルス（HMPV）M2-2蛋白質のアラニン置換変異体を作製した。抗イン
フラマソーム能のみを失ったV変異体は得られなかった。一方、抗インフラマソーム能のみを失ったM2-2変異体
は得られたので、そのM2-2変異体を発現する組換えHMPVを作製した。培養細胞に感染させたところ、インフラマ
ソーム依存性のIL-1β分泌は抑制しなかったが、IFN-β産生は抑制しIFN産生細胞で増殖することができた。本
研究により、HMPVの抗インフラマソーム能の役割が解明されることが期待される。

研究成果の概要（英文）：We generated mutants of the V protein of parainfluenza virus type 1 and the 
M2-2 protein of human metapneumovirus (HMPV), which have anti-inflammasome and anti-interferon (IFN)
 activity, by alanine substitution. No mutants of the V protein that lost only anti-inflammasome 
activity were obtained. On the other hand, several mutants of the M2-2 protein that lost only 
anti-inflammasome activity was obtained, and recombinant HMPV expressing the M2-2 mutant was 
created. When these recombinant viruses were infected with cultured cells, they did not inhibit 
inflammasome-dependent IL-1β secretion, but they did inhibit IFN-β production and were able to 
grow in IFN-producing cells. This study is expected to elucidate the role of the anti-inflammasome 
activity of HMPV.

研究分野：ウイルス学

キーワード： パラインフルエンザウイルス　メタニューモウイルス　アクセサリー蛋白質　インフラマソーム　イン
ターフェロン　ワクチン　抗ウイルス薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトメタニューモウイルス（HMPV）は、ときに細気管支炎・肺炎を引き起こす。しかし、特異的な治療法がな
く、有効なワクチンや治療薬の開発が望まれている。HMPVは、宿主が産生するインターフェロン（IFN）産生と
インフラマソーム依存性IL-1βの分泌を阻害する機構を備えている。抗IFN能については、多くの研究がなされ
ているので、本研究では、抗インフラマソーム能のみを喪失したHMPVを作製した。このウイルスを使用して、抗
インフラマソーム能がワクチンや治療薬の新たな標的として有効なのかを検証できるようになった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
研究成果の概要（和文） 
１． 研究開始当初の背景 
パラインフルエンザウイルス１型（PIV１）は、乳幼児に細気管支炎・肺炎などの下気道感染症を起こしや

すい。しかし、特異的な治療法はないため、有効なワクチンや治療薬の開発が望まれている。PIV1 の V蛋

白質は、宿主が産生するインターフェロン（IFN）を阻害する機構（抗 IFN 能）と宿主が分泌するインフラ

マソーム依存性 IL-1βを分泌させない機構（抗インフラマソーム能）を備えている。実際、V蛋白質を発現

しない組換えウイルスは弱毒化する。そのため、V蛋白質は、ワクチンや治療薬の標的と考えられている。

マウスパラインフルエンザウイルス１型（ｍPIV1）の研究では、抗 IFN 能はウイルスの増殖・病原性には

無関係で，それ以外の自然免疫逃避機構が本質ではないかと報告された(Virology. 2007 359:82-91, J.Virol 2012 86:7136-7145)。

その後、呼吸器ウイルスでは、感染時に免疫細胞から分泌されるインフラマソーム依存性 IL-1βがウイル

スの肺からの排除に極めて重要であり、抗インフラマソーム能を有するウイルスは病原性が高いと報告さ

れた。そのため、PIV1 でも抗インフラマソーム能が重要ではないかと考えた。しかし、現在の V欠損ウイ

ルスは抗インフラマソーム能と抗 IFN 能の両方を喪失しているため、抗インフラマソーム能の役割を解明

することができない。抗インフラマソーム能のみを喪失して抗 IFN 能が保持された V蛋白質を発現する組

換えウイルスが作製できれば、ウイルス感染における抗インフラマソーム能の役割が解明でき、ワクチン

や治療薬開発のための基盤情報が得られると考えた。 
 
２．研究の目的 

私達は、2004 年にマウスパラインフルエンザウイルス 1型（ｍPIV1）V蛋白質に IFN 産生阻害活性があ

ることを報告した(Virology. 2004 325:137-148)。当時は、この抗 IFN 能が V 欠損 PIV1 の弱毒化の原因と考えられ

た。しかし、清谷、入江らによって、抗 IFN 能はウイルスの増殖・病原性には無関係で、in vivoに特有の

免疫細胞が担う自然免疫に対する阻害能が重要ではないかと報告された(Virology. 2007 359:82-91, J.Virol 2012 86:7136-7145)。

その後私達は、2018 年に mPIV1V 蛋白質にインフラマソーム依存性 IL-1βの分泌を阻害する活性がある

ことを報告した(J.Virol 2018 92:e00842-18)。そこで、本研究では、ｍPIV1V 蛋白質の抗インフラマソーム機構と抗

IFN 機構を解析し、抗インフラマソーム能のみを欠失した V 蛋白質を発現する組換えウイルスを作製し、

ウイルス感染における抗インフラマソーム能の役割を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 発現プラスミド 

PIV1 V 蛋白、HMPV M2-2 蛋白質、それぞれの欠損または点置換変異体（Vm、M2-2m）を発現するプラ

スミドを作製した。各遺伝子のORFを発現ベクターpCA7のCAGプロモーターの下流に挿入した。FLAG、

V5、MyC、HAタグを付加した発現プラスミドも作製した。NLRP3 インフラマソーム依存性 IL-1β分泌経

路や IFN-β産生経路のシグナル伝達分子を発現するプラスミド、ウイルスミニゲノムアッセイ、リバース

ジェネティクスで使用したプラスミドは以前作製したものを使用した(J Virol. 2018 92:e00842-18, Microbes Infect. 2020 

22:322-330, Microbes Infect. 2010 12:135-145, J Clin Virol.2013 56:31-36)。 

 

(2) NLRP3 インフラマソーム阻害能（抗インフラマソーム能）の評価 

前駆体 IL-1βと NLRP3 インフラマソーム複合体を構成する分子 (NLRP3、ASC、および前駆体 Casp-1)

を発現するプラスミドとともに VmあるいはM2-2mを発現するプラスミドをHEK293T 細胞にトランス

フェクションし、培養液中に分泌される IL-1β量を ELISAで測定しインフラマソーム阻害能を評価した。 

 

(3) IFN 産生経路阻害能（抗 IFN能）の評価 



IFN-βプロモーター下流にホタルルシフェラーゼ遺伝子を挿入したプラスミド pIFN-β-Luc と RIG-I 経路

を構成するシグナル伝達分子（RIG-I とそのユビキチンリガーゼ TRIM25）を発現するプラスミドととも

に VmあるいはM2-2mを発現するプラスミドを HEK293T 細胞にトランスフェクションし、細胞抽出液

のルシフェラーゼ活性を測定し IFN 産生経路阻害能を評価した。 

 

(4) ウイルスミニゲノムアッセイによる転写複製調節能の評価 

リーダー配列の下流にルシフェラーゼ遺伝子を挿入したウイルスミニゲノム発現プラスミドとＮ，Ｐ，Ｌ，

M2-1 蛋白質発現プラスミドを BHK-T7 細胞（T7RNA ポリメラーゼを発現）とともにM2-2mをトランス

フェクションし、細胞抽出液のルシフェラーゼ活性を測定しウイルスゲノムの転写複製調節能を評価した。 

 

(5) 組換えウイルスの作製 

M2-2m遺伝子を発現するHMPV Jpn03-1 株のゲノム RNA発現プラスミドと転写複製に関わるN、P、L、

M2-1 蛋白質を発現するプラスミドを BHK-T7 細胞にトランスフェクションし、組換え変異ウイルス

(HMPV-M2-2m)を作製した。 

 

(6) 組換え変異ウイルス感染による IFN 産生の評価 

IFN-stimulated response element（ISRE）プロモーター下流に分泌型の Lucia ルシフェラーゼ遺伝子が

挿入されたレポーター遺伝子を発現する A549 細胞にHMPV-M2-2mを感染させて、培養液中のルシフェ

ラーゼ活性を測定し IFN 産生経路阻害能を評価した。 

 

(7) 組換え変異ウイルス感染による IL-1β分泌の評価 

THP-1 細胞にHMPVM2-2mを感染させて、培養液中に分泌される IL-1β量を ELISA で測定しインフラ

マソーム阻害能を評価した。 

 

４．研究成果 

(1) PIV1 の V変異体（Vm）の解析 

荷電アミノ酸をアラニンに置換したVmを作製した。ELISAによってインフラマソーム阻害能を調べると、

阻害能を喪失した Vmが複数得られた。これらの Vmについて、レポーターアッセイによって IFN 産生経

路阻害能を調べると、すべて IFN 産生経路阻害能も喪失していた。以上の結果より、計画した実験では抗

インフラマソーム能のみを喪失し抗 IFN 能が保持された Vmを得ることはできなかった。採択時に計画し

た PIV1 では期待した変異体を得られなかったので、抗インフラマソーム能を示すことを見いだしていた

HMPV M2-2 蛋白に研究対象を変更した。 

 

(2) HMPV の M2-2 変異体（M2-2ｍ）の解析 

荷電アミノ酸をアラニンに置換した M2-2m を作製した。ELISA によってインフラマソーム阻害能を調べ

ると、阻害能を喪失した変異体が８つ得られた（M2-2-m1～-m8）。これらについて、レポーターアッセ

イによって IFN 産生経路阻害能を調べたところ、抗 IFN 能を保持した M2-2-m3、-m5、-m8 が得られ

た。さらに、ウイルスミニゲノムアッセイによって転写複製調節能を調べると、M2-2-ｍ3，-m5、-m8 と

も M2-2-WT と同レベルの転写複製調節能を示した。以上の結果より、抗インフラマソーム能のみを喪失

してその他の機能が保持されたM2-2mが得られた。 

 

(3) M2-2 変異体を発現する組換え変異ウイルス（HMPV-M2-2m）の作製 



M2-2-m3、-m5、-m8 を発現するウイルス全ゲノム発現プラスミドを作製し、リバースジェネティクス法

にて組換え変異ウイルスHMPVM2-2-m３、-m5、-ｍ８を作製した。 

 

(4) HMPV-M2-2mのインフラマソーム阻害能の解析 

HMPVM2-2-m3，-m5、-m8を THP-1 細胞に感染させ、培養液中の IL-1β量を測定したところ、M2-2 を

発現しない組換えウイルス（HMPVΔM2-2）に近い IL-1βの分泌がみられた。以上の結果より、3種類の変

異ウイルスとも抗インフラマソーム能が解除されていることが示唆された。 

 

(5) HMPV-M2-2mの IFN 産生経路阻害能の解析 

HMPV-M2-2-m3，-m5、-m8 を A549 レポーター細胞に感染させたころ、HMPVΔM2-2 のようなレポー

ター活性の上昇はみられず、親株（HMPV-WT）と同レベルのレポーター活性を示した。以上の結果より、

得られたHMPV-M2-2mは IFN 産生経路阻害能を保持していることが示唆された。 

 

(6) HMPV-M2-2mの増殖 

HMPV-M2-2mを LLC-MK2細胞（IFN 産生細胞）に感染させ増殖を調べたところ、3種類のウイルスとも

HMPVΔM2-2 とは異なりHMPV-WT に近い増殖を示した。 

 

(7) まとめ 

採択時に計画したパラインフルエンザウイルス１型では期待した変異体を得られなかった。そこで、対象

ウイルスにヒトメタニューモウイルスを用いて計画を遂行した。過剰発現を用いた再構成系で評価して得

られた M2-2 変異体を発現する組換えウイルスは、抗インフラマソーム能のみを喪失してその他の機能が

保持されていた。このウイルスを用いれば、ウイルスに備えられた抗インフラマソーム能がワクチンや治

療薬の新たな標的として有効なのかを検証できるようになった。 
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