
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）

１７７０１

挑戦的萌芽研究

2013～2012

インフルエンザウイルス感染動態解析用マウスの作出

Generation of transgenic mouse for analysis of in vivo dynamics of influenza virus i
nfection

５０５６８７２２研究者番号：

小澤　真（Ozawa, Makoto）

鹿児島大学・獣医学部・准教授

研究期間：

２４６５８２４５

平成 年 月 日現在２６   ６   ９

円     3,100,000 、（間接経費） 円       930,000

研究成果の概要（和文）：GFPをコードしたインフルエンザ遺伝子様組換えRNAを発現する遺伝子組換えマウスを作出す
るため、プラスミドを構築した。プラスミド導入培養細胞へ野生型ウイルスを感染させると、GFPが発現した。プラス
ミド転写領域のDNAをマウス受精卵に導入し、導入遺伝子陽性マウス3系統を得た。各系統のマウス個体ならびに尻尾由
来初代培養細胞に野生型ウイルスを感染させたが、GFPは発現しなかった。本研究の完遂には、プラスミド転写領域の
改変が必要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：To generate transgenic mouse ubiquitously expressing a recombinant influenza virus
-like RNA encoding GFP gene, we constructed a plasmid for the expression of the recombinant RNA. Cultured 
cells pre-transfected with the constructed plasmid and subsequently infected with wild-type influenza viru
ses expressed GFP specifically in virus-infected cells. By injecting the transcriptional region fragment o
f the plasmid into mouse fertilized eggs, we obtained three mouse lines whose germlines were positive for 
the injected genes. The animals or their tail-derived primary cells, however, did not express GFP even aft
er infection with wild-type influenza viruses. These results imply that the transcriptional region of the 
plasmid should be modified to complete this study.
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１．研究開始当初の背景 
公衆衛生上重要なウイルスの多くは、GFP
などのレポーター遺伝子を安定的に発現す
る組換えウイルスが作出され、その生体内感
染動態の解明に利用されてきた。一方インフ
ルエンザウイルスは、これまで最も精力的に
研究されてきた病原体のひとつであるにも
かかわらず、遺伝子変異率の高さや、分節遺
伝子のウイルス粒子内取り込み機構の繊細
さ・複雑さのため、そのような組換えウイル
スは長い間作出できなかった。2010 年に、
マウスに致死的な GFP 発現組換えインフル
エンザウイルスが初めて報告されたが
（PNAS. 2010;107:11531-6）、その病原性は
野生型ウイルスと比べて著しく弱く、レポー
ター遺伝子の発現も不安定だったため、実験
ツールとして十分な信頼性・汎用性を備えて
はいなかった。このような背景から、インフ
ルエンザウイルスの生体内感染動態の解析
には、全く新しいアプローチが必要と考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
 ウイルスではなく宿主にレポーターvRNA
を発現させることで、インフルエンザウイル
スの変異率の高さや分節遺伝子維持機構な
どの問題点を克服した実験ツールを確立し、
ウイルスの生体内感染動態の解析に応用す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
①インフルエンザウイルスのゲノムは 8遺伝
子に分節化しており、その翻訳領域の両端は、
vRNAの転写・複製に重要な非翻訳領域に挟
まれている。本研究で用いる vRNAには、レ
ポーター遺伝子を効率よく発現させるため、
3’末端側非翻訳領域に vRNAプロモーター活
性 を 上 昇 さ せ る 変 異 （ J Gen Virol. 
1995;76:1709–1717）を導入した。また、翻
訳領域の一部は、組換え vRNAのウイルス粒
子内への取り込みを促してしまうため
（PNAS. 2003;100:2002-7）、レポーター
vRNA上のウイルス蛋白質翻訳領域は、GFP
遺伝子と完全に置換した。インフルエンザウ
イルスの全 8遺伝子に関して上述の条件を満
たすコンストラクトを各々作製し、野生型ウ
イルスの人工合成に必要なプラスミドセッ
トと共にヒト由来培養細胞へ導入して、細胞
内における GFP 発現と培養上清中のウイル
ス力価を確認した。 
②マウス細胞での発現に最適化するため、上
述の実験で良好な結果が得られた組換え
vRNA 発現コンストラクトのヒト由来 RNA
ポリメラーゼ Iプロモーター配列を、マウス
由来の配列に置換した。作製したプラスミド
をげっ歯類由来培養細胞へあらかじめ導入
し、野生型ウイルスを感染させ、GFPの発現
を確認した。 
③このプラスミドの転写領域に相当する
DNAをマウス受精卵に導入し、F0個体を得

た。各 F0 個体の尻尾から DNA を抽出し、
GFP 遺伝子を標的として組換え遺伝子の有
無を調べた。 
④GFP遺伝子陽性 F0個体を野生型マウスと
交配させて F1個体を生ませ、F0個体と同様
に組換え遺伝子の有無を調べた。 
⑤GFP遺伝子陽性 F1個体、ならびに同個体
の尻尾から樹立した初代培養細胞に野生型
ウイルスを感染させ、GFPの発現を確認した。 
 
４．研究成果 
①HA遺伝子を鋳型とした組換え vRNAのみ
が、効率的な GFP 発現と高いウイルス力価
の両方を示した。 
②感染細胞特異的な GFP発現が見られた。 
③全 69匹の F0個体のうち、7匹の尻尾から
GFP遺伝子が検出された。 
④7匹中 6匹の F0個体から子供（F1個体）
が生まれ、そのうち 3系統の F1個体の尻尾
から GFP遺伝子が検出された。 
⑤野生型ウイルスを感染させたいずれの F1
個体または尻尾由来初代培養細胞でも、GFP
は発現しなかった。 
 
以上の結果から、今回作出した遺伝子組換
えマウス体内には、導入した組換え DNA は
維持されているものの、インフルエンザ遺伝
子様組換え RNA は発現していない可能性が
示唆された。そのため、本研究の完遂には、
プラスミド転写部位の改変が必要と考えら
れた。 
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