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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスはマイナス鎖RNAウイルスであり、ゲノムが8本に分節化しているこ
とが特徴の一つである。一つの粒子中には8種8本のウイルスゲノムが取り込まれていると考えられているが、その分子
機構は明らかとなっていない。本研究では、ウイルスゲノム分節が効率的に粒子内に取り込まれるために必要なRNAモ
チーフの探索を行った。この結果、ウイルスゲノムのパッケージングに影響を及ぼすと考えられる塩基を同定した。同
定した塩基に変異を持つウイルスは転写複製は野生型と同程度あるが、培養上清中に回収されるウイルスRNA量が減少
していたことから、ゲノムパッケージングの段階で影響を受けることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The influenza A genome consists of eight single-stranded negative-sense viral RNA 
(vRNA) segments. Previous studies have suggested that each infectious virion must contain at least one 
set of eight vRNP segments. However, how influenza virions selectively incorporate a set of the eight 
distinct vRNAs is not known. In this study, we try to identify the RNA motif for packaging of viral 
genome. As a result, we identified candidate nucleotides important for genome packaging in protein 
cording region. The virus which has a mutation in the identified nucleotide reduce viral RNAs in culture 
supernatant from infected cells but the replication and transcription are comparable to those in wild 
type virus infected cells. These results suggest that the identified nucleotides are important for genome 
packaging in influenza virion.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 A型インフルエンザウイルスはエンベロー
プを有し、マイナス鎖 RNA をゲノムとする
RNA ウイルスである。インフルエンザウイ
ルスのゲノム RNAは 8本に分節化されてい
る。分節化したゲノムはインフルエンザウイ

ルスの大きな特徴の一つであり、異なるウイ

ルス株間での分節組換えによるパンデミッ

クインフルエンザウイルス発生の大きな要

因である。インフルエンザウイルスが感染細

胞から子孫ウイルスを放出するためには 8種
の分節すべてが必要であり、ひとつの粒子中

にウイルスゲノムは 8種 8本含まれることが
明らかとなっている。これらの結果から、8
種 8本のウイルスゲノムを選択的に一つの粒
子にパッケージングする機構が存在すると

考えられている。各分節 RNAの 5’および 3’
末端には、ゲノム RNA のパッケージングに
必要な非翻訳領域（UTR）が存在する。UTR
領域のみでゲノム RNA のパッケージングは
行われるが、パッケージングされる効率は低

い。効率的なパッケージングには UTR 領域
に加え、翻訳領域の一部が必要となる。さら

に、翻訳領域内のパッケージングに必要な領

域を欠損した組換えウイルスの一部は、欠損

した分節のみでなく、特定の分節のパッケー

ジングも減少する事が報告されている。これ

らの結果から、ゲノム RNA の翻訳領域も含
めた一部領域が分節間認識に関与すると考

えられている。しかしながら、翻訳領域中の

パッケージングに必要な領域はタンパク質

をコードしているため解析が難しく、分節間

の認識機構については明らかとなっていな

い。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、翻訳領域中に存在するパッケ

ージングに必要な塩基の同定を行う。その後、

同定した変異を持つ組換えウイルスを用い

て分節化ゲノム集合に重要な細胞画分およ

び分節間の相互作用を明らかとし、分節化し

たウイルスゲノムのパッケージング機構を

解明することを最終的な目標とする。 
 
３．研究の方法 
 パッケージングに関与する領域は翻訳領

域中にも存在するため、ウイルスタンパク質

発現への影響を排除する系を新規に立ち上

げる必要がある。そこで、ウイルス膜タンパ

ク質の一つであるHAおよびM2を恒常的に
発現する細胞である MDCK-HA および
MDCK-M2の樹立を行い、HAおよびM2を
コードする分節の一部にランダムな配列を

持つウイルスライブラリーを作製、継代する

ことでパッケージングに必要な塩基の同定

を行う 
（１） ランダムな配列を持つウイルスプー

ルの作製 
 HAおよび M2をコードする分節に終止コ
ドンを挿入し、終止コドンの下流側配列の一

部をランダムな配列に置き換えたプラスミ

ドを作製する。作成したランダムな配列を含

むプラスミドと他の分節、ウイルスタンパク

質をコードするプラスミドを細胞にトラン

スフェクションすることで組換えウイルス

を作製し、HA をコードする分節の一部がそ
れぞれのウイルス粒子で異なるウイルスプ

ールを作製する。 
（２） 保存された塩基の同定 
 （１）で作成したウイルスプールを

MDCK-HAおよびMDCK-M2に感染させ、
培養上清を回収する。回収した培養上清を再

びMDCK-HAおよびMDCK-M2へと感染を
繰り返すことで、ウイルスプール中から効率

よく増殖するウイルスの選択を行う。繰り返

し感染を行った後、培養上清よりウイルス

RNA を精製し、RT-PCR 後、クローニング
およびシークエンスを行う。シークエンス結

果を野生株と比較することで、効率の良い増

殖に必要な塩基の同定を行う。また、同定し

た塩基に変異を持つ組換えウイルスを作製

し、増殖効率を野生株と比較することで同定

した塩基のウイルス増殖への影響について

再確認を行う。 
 

４．研究成果 

（１） 子孫ウイルスゲノムの出芽部位繋留

におけるHAの役割 
 HA または M2 恒常発現細胞である
MDCK-HAおよびMDCK-M2の樹立を行っ
た。MDCK-HA に HA をコードする領域に
stop コドンを挿入した組換えウイルスを感
染させたところ、子孫ウイルス粒子の回収が

確認された。この結果は細胞側で発現する

HAによりウイルス側の HA発現欠損を相補
可能であることを示している。また、HA 発



現欠損ウイルスにおいては、子孫ウイルス粒

子産生の減少が確認された。HA 発現欠損ウ
イルス感染細胞内のウイルスゲノム複製、転

写、翻訳、子孫ウイルスゲノム輸送は野生型

ウイルス感染細胞と変化が見られなかった。

しかし、HA 発現欠損ウイルス感染細胞では
ウイルス出芽部位である脂質ラフト画分へ

の子孫ウイルスゲノム結合が減少していた。

また、これまで脂質ラフト画分への子孫ウイ

ルスゲノム結合に重要であると考えられて

いたウイルスタンパク質であるM1の脂質ラ
フト画分への結合は野生型ウイルス感染細

胞とHA発現欠損ウイルス感染細胞間で変化
が見られなかった。これら結果より、子孫ウ

イルスゲノムの脂質ラフト画分への結合は

M1ではなく HAが主要な役割を担っている
と考えられた（論文投稿中）。 
（２） 子孫ウイルスゲノムの効率的なパッ

ケージングに必要な塩基の同定 
 HAまたはM2をコードする領域に stopコ
ドンを挿入し、下流にランダム配列を持つ組

換えウイルスの作成を行った。これら組換え

ウイルスはMDCK-HAまたはMDCK-M2で
のみ増殖可能であることを確認した。これら

ランダム配列を含む組換えウイルスの

MDCK-HAまたはMDCK-M2への感染-培養
上清の回収の繰り返しを行いランダム配列

の選択性について検討を行った。継代 1代目、
3 代目、5 代目のウイルスについて、ランダ
ム配列を挿入した部位を次世代シークエン

サーMiSeqにより読み取りを行い、継代によ
る塩基の選択について検討した結果、M2 を
コードする領域においていくつかの優先的

に選択される塩基が見られた（支援型新学術

領域「ゲノム支援」による研究支援）。選択

が見られた塩基をウイルスゲノムのパッケ

ージングに関与する候補塩基として、それぞ

れの塩基に変異を入れた組換えウイルスを

作成し、ウイルス増殖を検討した結果、いく

つかの組換えウイルスにおいてウイルス増

殖の低下が見られた。また、これらウイルス

増殖の低下が見られた組換えウイルスにお

いては、感染細胞培養上清中に回収されるウ

イルス RNA 量が減少していた。一方、組換
えウイルス感染細胞内におけるウイルス複

製、転写、翻訳、ウイルスゲノム輸送につい

ては野生型ウイルスと比較して変化が見ら

れなかった。これらの結果より、M2 翻訳領

域内の同定した塩基はウイルスゲノムパッ

ケージングに関与することが示唆された。次

に、分節集合について検討を行うため、組換

えウイルス感染細胞を異なる分節でコード

されるウイルスタンパク質で共染色を行っ

た。この結果、いずれの組換えウイルス感染

細胞においても野生型ウイルス感染細胞と

同様の割合で異なるウイルスタンパク質が

共染色された。この結果は、今回同定した塩

基に変異を持つ組換えウイルス感染細胞内

においても 8種の分節化ゲノム集合は正常に
行われていることを示唆している。現在、ゲ

ノムパッケージングに関与する塩基の機能

について、より詳細に検討を行っている。 
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