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研究成果の概要（和文）： 
ヒトメタニューモウイルスアクセサリータンパク質 M2-2 の機能について解析し、以下のことを

明らかにした。1)M2-2 タンパク質は、ウイルス RNA ポリメラーゼである Lタンパク質に結合し

ウイルスゲノムの転写・複製を抑制的に制御する。2)M2-2 タンパク質は、インターフェロン

(IFN)-産生抑制活性をもつ。本活性は、転写複製抑制活性とは別の独立した活性であり、IFN-
産生細胞である形質細胞様樹状細胞に存在する Toll-like receptor 7/9 依存性シグナル伝達を

ブロックすることによる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The present study has uncovered the following functions of human metapneumovirus 
accessory protein M2-2. Firstly, M2-2 binds to viral RNA polymerase L and negatively 
regulates replication and transcription of viral genome. Secondly, M2-2 potentially serves 
as an interferon (IFN) antagonist that inhibits alpha IFN production. This activity is 
independent of the inhibitory activity against genome replication and transcription, and 
ascribed to the blockade of Toll-like receptor 7/9-dependent signaling in plasmacytoid 
dendritic cells characteristic of producing a large amount of alpha IFN. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)ヒトメタニューモウイルス（HMPV; human 
metapneumovirus）は、2001 年に発見された
新規の呼吸器ウイルスである。Respiratory 

syncytial virus (RSV)に似たウイルスで、
臨床症状から両者を区別することはできな
い。RSV と同様、しばしば幼児に重症呼吸器
感染症を起こす。 
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(2)HMPV の M2 遺伝子産物である M2-1 タンパ
ク質、M2-2 タンパク質を欠損させた組換え
HMPV は、いずれも培養細胞では増殖するもの
の実験動物ではその増殖が強く抑制される
ことから、両タンパク質は病原性を規定する
アクセサリータンパク質であると推定され
た。 
 
(3)HMPV の M2-2 タンパク質には、インターフ
ェロン(IFN)の産生を抑制する能力とウイル
スゲノムの転写複製を抑制する能力がある
こと、M2-1 タンパク質には、M2-2 タンパク
質とは逆に、転写複製を促進する能力がある
ことを見いだした。 
 
２．研究の目的 
 
(1)アクセサリータンパク質(M2-1、M2-2)が
転写複製をどのように調節しているのか明
らかにし、ウイルス増殖や病原性における意
義を検討する。 
 
(2)アクセサリータンパク質 M2-2 が IFN 産生
シグナル伝達上のどの分子に作用してどの
ように抑制しているのかを明らかにし、ウイ
ルス増殖や病原性における意義を検討する。 
 
(3)アクセサリータンパク質が相互作用する
宿主分子を検索し、その情報からアクセサリ
ータンパク質の新規の機能を推定する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)アクセサリータンパク質（M2-1、M2-2）
によるゲノム転写複製抑制機構の解析 
 
①HMPVミニゲノム転写複製系(図 1)における
ゲノム、アンチゲノム、mRNA 合成に対するア
クセサリータンパク質の効果を検討する。 

②HMPV アクセサリータンパク質が N、P、Lの
どのタンパク質と結合するのか免疫沈降法
で検討する。 
③アミノ酸置換を導入した変異アクセサリ
ータンパク質を作製し N、P、Lタンパク質結

合能と転写複製抑制能を調べ、どの相互作用
が重要かを明らかにする。 
④ゲノム転写複製抑制能を欠損したアクセ
サリータンパク質をもつ組換え HMPV を作製
し、培養細胞や動物個体内での増殖性・病原
性を検討する。 
 
(2)アクセサリータンパク質 M2-2 による
IFN-産生抑制機構の解析 
 
① HEK293T 細胞での Toll-like receptor 
(TLR) 7/9 依存性経路再構成系においてアク
セサリータンパク質がどのステップで働い
て阻害しているのかを解析する。 
②アクセサリータンパク質とシグナル伝達
分子との相互作用を免疫沈降法により検討
する。 
③変異アクセサリータンパク質の IFN-産生
抑制能とシグナル伝達分子結合能を調べど
の分子との結合が重要かを明らかにする。 
④IFN-抑制能は失っているが転写複製抑制
能を保持している変異アクセサリータンパ
ク質を発現する組換え HMPV を作製し、培養
細胞と実験動物での増殖性を含む性状を検
討し病原性における役割を解析する。 
 
(3)アクセサリータンパク質の新たな機能の
解析 
 
①アクセサリータンパク質と共沈する細胞
タンパク質を質量分析（LC/MC/MC）にて同定
する。 
②結合分子からアクセサリータンパク質の
機能を推定する。 
 
４．研究成果 
 
(1)アクセサリータンパク質のゲノム転写複
製制御機構の解析 
 
①M2-1 タンパク質は、ウイルスゲノムの転写
複製を促進するが、転写複製に必須ではない。
このことは M2-1 タンパク質が RSV とは異な
る働きをしていることを明示した。 
②M2-2 タンパク質は、転写と複製の両方を抑
制する(図 2、図 3)。 



③M2-2 タン
パク質の転
写複製抑制
活性には、C
末端と N 末
端の領域い
ずれもが必
要 で あ る
(図 4）。 
④M2-2 タン
パク質は、
RNA ポリメ
ラーゼであ
る L タンパ
ク質に結合
する(図 5)。 
⑤M2-2 タン
パク質（約
70 アミノ酸）の変異体 pm1 (E27A/D29A/E30A)
と pm2  (K36A/E37A/K39A/E40A)を作製し、二
つの機能について wild type (wt)と比較検討
した。 
 ミニゲノム転写複製系において pm1は転写
複製抑制能を喪失していたが、pm2 は wt と変
わらぬ抑制能を保持していた。しかしながら、
いずれの変異タンパク質も Lタンパク質との
結合能は保持していた。したがって、pm1 で
置換した領域(27-30)は、Lタンパク質の結合
には必須でないが、抑制活性の発現には重要
な領域であった。一方、36-40 の領域は、転
写複製抑制に関してはあまり重要ではなか
った。 
⑥M2-2 タンパク質発現細胞に HMPV を感染さ
せると、HMPV ゲノムの転写複製は抑制された。
したがって、M2-2 タンパク質は、ミニゲノム
だけでなくフルサイズのウイルスゲノムに
対しても転写複製抑制因子として働くこと
が明らかとなった。 

 
(2)アクセサリータンパク質による IFN-産
生抑制機構の解析 
 
①HMPV の M タンパク質と M2-2 タンパク質に
は、HEK293T 細胞において再構成した TLR7/9
依存性 IFN-産生シグナル伝達を阻害する能
力があった。 

②常時活性
型 IRF7-2D
あ る い は
IPS-1 と
IRF7 の共発
現 に よ る
IFN-6 プ
ロモータの
活 性 化 を
M2-2 タンパ
ク質は抑制
できない。
したがって
M2-2 タンパク質は IRF7 の活性化あるいはそ
れより上位の TLR7/9 依存性経路特異的プロ
セスを阻害している。 
③M2-2 タンパク質は IRF7 だけでなく TRAF6
や IKKにも結合する。これらの結合が直接的
かどうかを調べるため、同じ科のセンダイウ
イルス V タンパク質を利用してその方法論
を検討した。その結果、昆虫細胞での単独発
現ならびに HEK293T 細胞での過剰発現や
siRNA によるノックダウンあるいはノックア
ウト MEF(mouse embryo fibroblast)を利用す
ることで、解析可能なことを明らかにした。 
④pm1 と pm2 は、TLR7/9 依存性 IFN-産生シ
グナル伝達を阻害する能力を保持していた。
pm1 は転写複製抑制能を喪失しているが
IFN-産生シグナル伝達阻害能を保持してい
ることから、両者の抑制能は独立の活性であ
ることが明らかとなった。 
⑤IRF7 はリン酸化されると不溶性画分に移
行することが明らかとなった。細胞溶解液中
のリン酸化 IRF7 の検出が難しいのは、これ
が原因である。本現象は、これまで全く報告
されておらず、IRF7 の活性化プロセスに関し
て新しい知見を提供した。 
⑥IRF7の上部に現れる2本のバンドがリン酸
化バンドであることをホスファターゼ処理
により明らかにした。 
⑦新たな HMPV 親株ウイルスと M2-2 ノックア
ウトウイルスの作製に成功した。M2-2 タンパ
ク質を特異的に認識する抗体が得られなか
ったため、本来の HMPV 親株の代わりに、FLAG
タグを C 末端に付加した M2-2 タンパク質を
発現する組換えウイルスを作製し、本ウイル
スを親株として M2-2 タンパク質ノックアウ
トウイルスを作製した。このとき、各組換え
ウイルスの感染を容易に判断できるよう M遺
伝子と F 遺伝子の間に緑色蛍光タンパク質
(GFP)遺伝子も導入した。 
 
(3)アクセサリータンパク質の新たな機能の
解析 
 
M2-1 タンパク質と相互作用する分子として
polyA binding protein cytoplasmic 4 等、



M2-2 タンパク質と相互作用する分子として
ubiquitin等が質量分析LC/MC/MCにより同定
された。 
 
(4)今後の展望 
 
M2-2 タンパク質のゲノム転写複製抑制活性
については、すでに論文として発表した（発
表雑誌論文の④）。今後、ヒト末梢血液から
分離した形質細胞様樹状細胞に M2-2 ノック
アウトウイルスあるいは親株ウイルスを感
染させ、M2-2 タンパク質が再構成系だけでな
く形質細胞様樹状細胞においても IFN産生抑
制因子として機能していることを確認した
い。これらの結果を総合したうえで、M2-2 タ
ンパク質の IFN-産生抑制活性の論文を投稿
する予定である。 
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