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研究成果の概要（和文）：A型インフルエンザウイルス粒子内に、宿主由来の低分子RNAなどの様々な低分子RNAが取り
込まれているかどうかはわかっていない。発育鶏卵あるいはVero細胞で増殖させたウイルス粒子中の低分子RNAを次世
代シークエンサーを用いて解析した。その結果、tRNAやウイルスゲノムRNA断片が検出された。HA分節のRNA断片を恒常
発現するMDCK細胞を作製し、ウイルス増殖に与える影響を調べたが、ウイルス増殖性に影響は与えなかった。作製した
細胞では発現量や局在がウイルス感染細胞と異なる可能性があることが考えられる。今後はよりウイルスゲノム末端の
発現量を高めた恒常発現細胞を作製し、解析することが必要である。

研究成果の概要（英文）：It is not known whether the various small RNAs, such as small RNA derived from 
host cells are incorporated in influenza A virus particles. Small RNAs which were extracted from viral 
particles grown in embryonated chicken eggs or in Vero cells were analyzed using the next generation 
sequencers. As a result, host-derived tRNA and viral genomic RNA fragments were detected. We established 
a MDCK cells stably expressing the RNA fragment of HA segment (MDCK-5’ HA) and examined viral growth in 
the cells. Viral growth kinetics in MDCK-5’ HA were similar to those in wild-type MDCK cells. The 
expression level and localization in virus-infected cells may differ from that in the MDCK-5’ HA cells. 
It is necessary to prepare a cells expressing amount increased viral genome fragments and to analyze in 
such cells.

研究分野：ウイルス学

キーワード： インフルエンザ
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１．研究開始当初の背景 
 ウイルス粒子内には、ウイルスの増殖に必
須なウイルスゲノムおよびウイルスタンパ
ク質が取り込まれているが、A型インフルエ
ンザウイルス粒子内にゲノム RNA 以外に宿
主由来の低分子 RNA 等の RNA が取り込ま
れているかどうか調べた報告はない。これま
でに、インフルエンザウイルス感染細胞内に
おける低分子 RNA の発現プロファイルが解
析され、感染によって低分子 RNA の発現が
変化することがわかっている（Umbach et al., 
mBio 2010; Peng et al., mBio 2011）。しかし
ながらウイルス粒子中に低分子 RNA がどの
程度含まれ、また低分子 RNA がどのように
ウイルス増殖に関与しているかは全く明ら
かになっていない。インフルエンザウイルス
のゲノム複製および転写は、他の RNA ウイ
ルスと異なり、低分子 RNA が濃厚に存在し
ている核内で行われる。したがって核内でウ
イルスゲノムと相互作用し、そのままウイル
ス粒子に選択的に取り込まれる低分子 RNA
が存在する可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
人獣共通感染症の原因ウイルスであるイン
フルエンザウイルスは鳥類および哺乳類を
宿主とする。したがって、それらの宿主で増
殖させたウイルスに共通して取り込まれて
いる RNA を調べることで、ウイルス粒子内
に選択的に取り込まれる低分子 ncRNA が存
在するかどうかを調べることができる。本研
究では、ウイルス粒子に取り込まれている低
分子 ncRNA を同定するとともにインフルエ
ンザウイルス増殖に関する機能を明らかに
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粒子内に取り込
まれる低分子 ncRNA の定量 
 発育鶏卵に代表的な実験室株である
A/Puerto Rico/8/1934(PR8)を感染させ、培
養上清を回収した。培養上清に RNase カクテ
ルを添加することで、粒子外にあるリボソー
マル RNA なの RNA を分解した。次にウイルス
粒子を超遠心によってペレットダウンさせ
る。ペレットダウンしたウイルス粒子をさら
にショ糖密度勾配超遠心法によって精製す
る。精製したウイルス粒子から低分子 RNA 画
分（<200 nt）を回収し、cDNA 化したのち GS 
junior 次世代シークエンサーで解析した。 
 
(2)インフルエンザウイルス粒子内に選択的
に取り込まれる低分子 ncRNA の解析 
インフルエンザウイルス粒子内に選択的に
取り込まれる低分子ncRNAを同定するために、
発育鶏卵と PR8 株組み合わせのみでなく、ア
フリカミドリザル腎臓上皮細胞（Vero）細胞
でPR8株を増殖させ、ウイルス粒子を精製後、
（1）の場合と同様に GS junior 次世代シー
クエンサーで解析した。 

 
(3)次世代シークエンサーで読まれたデータ
ーの解析および選択的に取り込まれる低分
子 ncRNA の同定 
得られたRNA配列データーをウイルスゲノム
RNA、rRNA、miRNA、などに分類し、Vero 細胞
と発育鶏卵で共通して取り込まれている低
分子 RNA を同定した。 
 
(4) 同定した低分子RNAが特異的に取り込ま
れているかどうかの検討 
 同定した tRNA の定常状態およびインフル
エンザウイルス感染時の細胞内での発現お
よび粒子内に tRNA が特異的に取り込まれて
いるかどうかをノーザンブロットによって
確認した。 
 
(5) 同定した低分子RNA発現細胞におけるウ
イルスの増殖カイネティクス 
 インフルエンザウイルスゲノムの 5’末端
から 20 塩基程度の低分子 RNA を恒常発現す
るMDCK細胞(MDCK-Flu5’)をレトロウイルス
ベクターを用いて作製した。MDCK-Flu5’細
胞におけるウイルス増殖を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)発育鶏卵あるいはVero細胞で増殖させた
PR8 株の粒子内の低分子 RNA を次世代でシー
クエンサーで解析したところ、それぞれ
51447 リード、62387 リードが得られた。発
育鶏卵で増殖させたウイルス粒子内には、ウ

イルスゲノムの 5’あるいは 3’断片が多く
含まれていたほか、rRNA や tRNA がウイルス
ゲノム断片と同程度含まれていた(表 1)。
Vero 細胞で増殖させたウイルス粒子内にも
発育鶏卵と同様にウイルスゲノムの 5’ある
いは 3’断片、rRNA や tRNA が含まれていた
(表 2)がその割合は異なっており、Vero 細胞
由来のウイルス粒子にはウイルスゲノム断
片がより高い割合で取り込まれていること
が明らかになった。また発育鶏卵および Vero
細胞由来の粒子中には tRNA-Glu-CTC が共通
して取り込まれていることが明らかとなっ
た。 

表 1．発育鶏卵で増殖させたウイルス粒子中に
含まれる低分子 RNA 



 
(2)粒子内に共通して取り込まれていた
tRNA-Glu-CTC がウイルス感染によって発現
量が変化するかノーザンブロットによって
確認したが変化はみられなかった。また
tRNA-Glu-CTC が選択的に粒子内に取り込ま
れているかどうかを明らかにするために PR8
感染発育鶏卵のしょう尿膜のトータルRNAと
しょう尿液中のウイルス粒子内のRNAの比を
ノーザンブロットで比較した。その結果、し
ょう尿膜中に含まれる tRNA-Glu-CTC の割合
とウイルス粒子中に含まれる tRNA-Glu-CTC
の割合はほぼ同等であった。この結果より、
tRNA-Glu-CTC がウイルス粒子内に特異的に
取り込まれている可能性は低いことが示唆
された。 
 
(3)次世代シークエンサーによる解析で、ウ
イルス粒子中にはウイルスゲノムの 5’およ
び 3’末端付近の 20-30 nt 程度の RNA断片が
多く含まれていることがわかった(表 1、２)。
特にインフルエンザウイルスの8分節のゲノ
ムのうちでもHA分節の5’末端の配列が発育
鶏卵および Vero 細胞でともに多いことがわ
かった。そこでこの低分子ウイルスゲノム
RNA のウイルス増殖に与える影響を調べる目
的で、レトロウイルスベクターを用いて
PolIII RNA プロモータの制御の下 HA 分節の
5’末端の RNA を恒常発現するイヌ腎臓由来
MDCK（MDCK-5’HA）細胞を作製した。また対
象としてスクランブル RNA 発現 MDCK
（MDCK-scramble）細胞も同様の方法で作製
した。MDCK-5’HA 細胞および MDCK-scramble
細胞に野生型 A/WSN/33 株を感染させ、増殖
性を調べたところ、どちらの細胞においても
ウイルスの増殖性に違いは見られなかった。
MDCK-5’HA細胞におけるHA分節5’末端RNA
の発現量が低い可能性やその局在が実際の
感染細胞と異なる可能性が考えられるため、
今後検討する必要がある。 
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表 2．Vero 細胞で増殖させたウイルス粒子中
に含まれる低分子 RNA 
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