
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３１２０１

基盤研究(C)

2014～2012

ＣＭ２の塩素イオンチャネル活性はＣ型インフルエンザウイルスの増殖を制御するか？

Involvement of the CM2 ion channel activity in the influenza C virus replication 
cycle

００２４１６８８研究者番号：

村木　靖（Muraki, Yasushi）

岩手医科大学・医学部・教授

研究期間：

２４５９０５６０

平成 年 月 日現在２７   ６ １０

円     4,100,000

研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、C型インフルエンザウイルスの第二の膜蛋白CM2がウイルス増殖にどのよう
に関与するのか、特にCM2のもつイオンチャネル活性との関連性を明らかにすることである。
そのために糖鎖付加を欠くCM2、量体形成能を欠くCM2、または膜貫通領域をHEFの同領域に置換したCM2、のそれぞれを
有する3種類の組換えC型ウイルスを作製した。その結果CM2はゲノムの取り込みpackagingと脱殻uncoatingに関与する
ことを示す知見を得た。イオンチャネル活性との関連性は解決されるべく課題として残されているが、CM2はC型インフ
ルエンザウイルスの重要な病原因子であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study is to elucidate the role of CM2, the second 
membrane protein of influenza C virus, in the virus replication, particularly with regard to the CM2 ion 
channel function. Toward this aim, we generated three recombinant influenza C viruses as follows: N11A; a 
recombinant virus lacking CM2 glycosylation, C1620A; a recombinant virus lacking CM2 oligomerization, 
CHC; a recombinant virus in which the CM2 transmembrane region was substituted with that of HEF 
(hemagglutinin-esterase-fusion). As a result, we obtained several lines of evidence that CM2 is involved 
in uncoating and packaging. Thus CM2 is shown to be an important pathogenic factor of influenza C virus, 
although the relationship between the roles of CM2 and its ion channel activity remains to be clarified, 
primarily due to the reduced expression level of CM2 or reduced splicing efficiency of the M gene in the 
virus-infected cells.

研究分野： ウイルス学

キーワード： C型インフルエンザウイルス　CM2蛋白　uncoating　packaging　増殖過程　スプライシング
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１．研究開始当初の背景 
C 型インフルエンザウイルス（C 型ウイルス）
はヒトに浸淫している。ほとんどのヒトは 6
歳頃までに初感染し、その後も再感染を繰り
返す。このウイルスは通常は上気道炎を起こ
すが、肺炎、細気管支炎、脳炎・脳症などの
重篤な疾患も引き起こす。したがってこのウ
イルスのもつ病原性の解明は重要な研究課
題である。 
CM2 はウイルス粒子に存在する第二の膜蛋
白質である。CM2 を欠損させたウイルスは
作製できなかったことから、CM2 はウイル
スの増殖に深く関与する重要な病原性因子
であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
CM2 は M 遺伝子から合成される 115 個のア
ミノ酸であり、1997 年本研究の研究代表者
の所属するグループによって同定された。上
記のように CM2 はウイルスに必須であると
考えられるが、ウイルス増殖における役割は
明らかではない。また同グループにより CM2
がイオンチャネル活性をもつことも明らか
にされたが、このイオンチャネル活性と増殖
機構の関係も不明である。本研究の目的は、
C 型ウイルスの増殖における CM2 の役割、
特にイオンチャネル活性との関係、を明らか
にすることである。 
 
３．研究の方法 
研究代表者の村木靖は、世界に先駆けて C 型
ウイルス様粒子(VLP)作製系とリバース・ジ
ェネティクスを報告した  (J Gen Virol, 
2004; J Virol, 2007)。本研究ではこれらの方
法を利用し、CM2 に種々のアミノ酸変異（４．
研究成果参照）をもつ M 遺伝子をクローニン
グし、Pol I plasmid にクローニングした。そ
して 293T 細胞に他の plasmid と共にトラン
フェクションし、上清中に産生される組換え
ウイルスを回収した。次に組換えウイルスの
感染細胞とウイルス粒子を生化学的、形態学
的手法で解析した。 
 
４．研究成果 
（１）糖鎖修飾部位を欠く CM2 をもつ組換
えウイルスの作製と解析： 
①  CM2 は C 型 ウ イ ル ス に 必 須 の
component であり、packaging と uncoating
の両過程に関与することが示唆されている。
これは下記の知見に基づいている。i) CM2
を欠損させた組換え C 型ウイルスは回収で
きなかった。ii) CM2 を欠損させた VLP は野
生型VLPと同様の効率で作製できたが、VLP
の内部には野生型の 30%程度の量のゲノム
しか含まれておらず、また VLP 感染細胞で
はレポーター遺伝子の発現が激減していた。 
② これらの結果から推測された CM2 の役
割を感染性ウイルスを用いた実験で証明す
る必要がある。そこで代表者は CM2 の翻訳
後修飾部位に着目した。これらの部位に変異

を導入した CM2 は何らかの機能を欠損して
いると予測されるので、この変異をもつ組換
えウイルスは CM2 の役割を解析するツール
として有用であると考えられるからである。 
③ CM2 の 65 位のシステインはアシル化（パ
ルミチン酸の付加）を受ける。そこで同部位
をアラニンに変異させた CM2 をもつ組換え
ウイルス (rCM2-C65A) を作製した。しかし
この組換えウイルス rCM2-C65Aは培養細胞
においても、発育鶏卵においても野生型と同
様の効率で増殖した。したがって CM2 のア
シル化の有無はウイルスの増殖には影響し
ないことが明らかとなった。すなわち、
rCM2-C65A を用いて目的を達成することは
困難であると考えられた。 
④ そこで本研究では次に糖鎖付加部位を欠
く CM2 をもつ組換えウイルスを作製した。
CM2の 11位のアスパラギンはN結合型糖鎖
の付加部位であり、しかもその糖鎖はポリラ
クトースアミノグリカンというきわめてユ
ニークな構造をもつ。そこで代表者は 11 位
のアスパラギンをアラニンに変異させたウ
イルス (rCM2-N11A) を作製した。その結果、
rCM2-N11A は野生型ウイルスに比し、数十
倍程度増殖効率が劣っていた。これにより、
CM2 がウイルスの増殖にとって重要な役割
を果たすことを証明できたことになる。 
次に 11 位のアスパラギンをアラニンに変異
させた CM2 をもつ VLP を作製し解析した。
その結果、この VLP の uncoating と
packaging の機能が欠損しており、ウイルス
の増殖効率が劣っていた理由が判明した。す
なわち、CM2 は uncoating と packaging に
関与する重要な病原因子であることが明ら
かとなった。 
本研究では糖鎖を失った CM2 のイオンチャ
ネル活性を解析していないが、上記の知見は
CM2 のチャネル活性が変化し、uncoating と
packaging に影響を与えた可能性を示唆する。
そこで次に CM2 のイオンチャネル活性を失
わせた組換えウイルスの作製を試みた。 
 
（２）量体形成能を欠く CM2 をもつ組換え
ウイルスの作製と解析： 
CM2 は、ナトリウムイオン存在下で水素イ
オンに対する透過性を、また低 pH で塩素イ
オンに対する透過性を示すイオンチャネル
蛋白である。そのチャネル活性が uncoating
や packaging に関与することを明らかにす
る必要がある。 
そのためイオンチャネル活性を失った CM2
をもつ組換えウイルスを作製した。CM2 は 4
量体を形成してチャネル機能を発現する。こ
の量体形成に必須である細胞外ドメインの 3
つのシステイン（1，6，20 位）のすべてを
アラニンに変異させたウイルス (rC1620A) 
を作製した。rC1620A の増殖能は野生型の
10%程度であった。すなわちウイルスの効率
の良い増殖にはイオンチャネル活性が必要
と考えられた。換言すれば、イオンチャネル



活性が病原性因子としてウイルスの増殖に
関与する証拠を得たことになる。 
ところが、感染細胞における変異 CM2 の細
胞膜への輸送効率が野生型 CM2 に比し劣っ
ていた。このことからウイルス増殖能の低下
は CM2 の輸送効率の低下が原因である可能
性も考えられた。すなわちこの時点でイオン
チャネル活性がuncoatingやpackagingと関
連するとは結論付けられなかった。 
 
（３）膜貫通領域を置換した CM2 をもつ組
換えウイルスの作製と解析： 
CM2 のチャネル活性を担うのはその膜貫通
領域である。そこで本研究では、膜貫通領域
を C 型ウイルスの HEF 糖蛋白の膜貫通領域
に置換したウイルス (rCHC) を作製した。
rCHCの増殖能は野生型の10%程度であった。
すなわちウイルスの効率の良い増殖にはイ
オンチャネル活性が必要と考えられた。 
ところが、この組換えウイルスの M 遺伝子の
スプライシング効率が野生型の 50%に低下
し、感染細胞では大量の CM2 が合成されて
いた。またウイルス粒子には大量の CM2 が
取り込まれており、その結果ウイルス粒子の
形は野生型ウイルスとは大きく異なる短い
多形性を示していた。これは変異 M 遺伝子の
スプライシング効率が低下し、大量のP42（と
CM2）が合成された結果である。すなわち、
M 遺伝子のスプライシング効率が病原性を
規定する因子となることを示唆している。 
このように、rCHC を用いても CM2 のイオ
ンチャネル活性とuncoatingやpackagingと
の明確な関連性を示す結果は得られなかっ
た。 
 
（４）研究成果の総括： 
ウイルス様粒子作製系とリバース・ジェネテ
ィクスを利用し、 CM2 は増殖過程の
uncoating と packaging に関与する病原性因
子であることを明らかにした。しかし、イオ
ンチャネル活性を失わせるような変異は、
CM2 の細胞表面の発現量の低下や M 遺伝子
の splicing効率の低下といった予期しなかっ
た影響を生じた。このように CM2 のイオン
チャネル活性がウイルスの増殖に及ぼす影
響は解決されるべく課題として残されてい
る。今後は CM2 のチャネル活性を特異的に
阻害する化合物の探索や、チャネル活性を決
定づけるアミノ酸残基の同定が必要である
と考えられる。 
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