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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の遺伝子変異率を規定する分子基盤を解明するため、ウイルス
のPB1遺伝子にランダムな変異を持つウイルスライブラリーを構築した。このウイルスライブラリーの中から、(1)抗ウ
イルス薬に対する感受性が低下したウイルスクローン、ならびに(2)レポーター遺伝子の発現安定性が上昇したウイル
スクローンを選抜した。各ウイルスクローンの遺伝子変異率のレポーターアッセイによる確認とPB1遺伝子の解析を通
じて、遺伝子変異率を上昇ならびに低下させるPB1遺伝子変異を同定した。

研究成果の概要（英文）：To determine the molecular basis for the regulation of gene mutation rate in 
influenza A viruses, we generated recombinant influenza A virus library possessing random mutation(s) in 
the PB1 gene. We selected virus clones exhibiting (1) reduced sensitivity to antiviral and (2) enhanced 
stability of the reporter gene expression. Through validation of the mutation rate of the selected virus 
clones by means of reporter assays and sequencing of the PB1 genes, we identified the PB1 gene mutations 
that enhance and reduce the viral mutation rates, respectively.

研究分野：ウイルス学

キーワード： インフルエンザウイルス　遺伝子変異率　分子基盤　ウイルスライブラリー
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトを含む様々な動物に感染して多大な
健康・経済被害をもたらす A型インフルエン
ザウイルスは、RNA遺伝子をゲノムとする。
RNA遺伝子の合成を担う RNA依存性 RNA
ポ リ メ ラ ー ゼ （ RNA-dependent RNA 
polymerase；RdRp）には、遺伝子の転写・
複製時にミスが生じた際の修復・校正機能
（proofreading活性）が備わっていないため、
RNAウイルスの遺伝子変異率は、DNAをゲ
ノムとする生命体と比べて極端に高い。この
遺伝的特性は、多くの子孫ウイルスが感染・
増殖性を失うデメリットを伴う一方で、遺伝
的多様性の観点からは大きなメリットとな
る。とりわけインフルエンザウイルスの場合、
その遺伝子変異率の高さが、宿主免疫からの
回避や新たな宿主への適応、薬剤耐性化など
に寄与していると考えられる。 
インフルエンザウイルスの RNA 遺伝子は、

3 種類の RNA ポリメラーゼ・サブユニット
（PB2、PB1、PA 蛋白質）の協調作用によ
り転写・複製される。このうち PB1蛋白質は、
全ての RNA ウイルスに幅広く保存されてい
る RdRp モチーフを 4つ有し、RNA 遺伝子
の転写・複製過程において中心的な役割を担
う。近年、この RdRp モチーフが、RNA ウ
イルスの遺伝子変異率に影響を及ぼす可能
性が示唆されているが、その分子基盤を解明
するための実験系は確立されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 PB1蛋白質のRdRpモチーフを解析対象と
して、A型インフルエンザウイルスのウイル
ス遺伝子変異率を規定する分子基盤を解明
すること。 
 
３．研究の方法 
①PB1 遺伝子分節の cDNA をコードしたプ
ラスミドを鋳型として、Fidelityの低い DNA 
Polymeraseを用いたPCRによりランダムな
塩基置換を導入する『Error-prone PCR法』
により、PB1遺伝子の RdRpモチーフを含む
303～482 番目のアミノ酸（全 180 アミノ酸
残基）の領域を増幅した。この際、あらかじ
め 1 クローン当たり概ね 1～2 アミノ酸がラ
ンダムに置換される PCR条件を検討した。 
②増幅遺伝子産物を、野生型 PB1遺伝子分節
をコードするウイルス RNA 発現用プラスミ
ドの該当領域へクローニングし、ランダムな
塩基置換を伴う PB1 遺伝子発現プラスミド
ライブラリーを調整した。この際、180アミ
ノ酸残基中 1～2 ヵ所にランダムなアミノ酸
置換を導入するには、理論上 6.4x106
（=180C2 x202）の多様性が必要となるので、
各変異体のプラスミドを 10 コピー以上ずつ
回収するため、形質転換した大腸菌数が
6.4x107 コロニー形成単位を超えるよう、ラ
イゲーションや形質転換などの反応条件を
最適化した。 
③②で調整したプラスミドライブラリーを

用いて、培養細胞へのプラスミド導入により
感染性インフルエンザウイルスを作出する
技術『リバースジェネティクス法（Neumann 
et al., 1999, PNAS）』を実施し、ランダムな
PB1 蛋白質変異体を発現するウイルスライ
ブラリーを構築した。この際、より多くの
PB1 蛋白質変異体発現ウイルスの解析を可
能とするため、培養上清中のウイルス力価が
できるだけ高くなるよう、実験条件を最適化
した。 
④抗インフルエンザ薬のひとつで、耐性ウイ
ルスが出現しにくいことで知られるウイル
スのノイラミニダーゼ活性阻害剤のひと
つ・ペラミビルの存在下で③で構築したウイ
ルスライブラリーを培養細胞へ接種し、明瞭
なプラークを形成したウイルス 12 株をクロ
ーニングした。この 12株の全長 PB1遺伝子
の塩基配列を解析し、互いに異なる位置に非
同義置換を有する 6株を見出した。 
⑤②で調整したプラスミドライブラリーを
用いて、野生型HA遺伝子の代わりに、翻訳
領域の大部分を GFP 遺伝子に置換した組換
え HA 遺伝子（Watanabe et al., 2003, J 
Virol）をコードする HA 遺伝子分節有する
HA遺伝子欠損・GFP遺伝子発現ウイルスラ
イブラリーを、リバースジェネティクス法に
より構築した。 
⑥⑤で構築したウイルスライブラリーを HA
発現細胞へ接種し、GFP 陽性プラーク 320
個からウイルス株をクローニングした。これ
らのウイルス株を、野生型 PB1遺伝子を持つ
HA遺伝子欠損・GFP遺伝子発現ウイルス 8
株と共にHA発現細胞で継代した。全ての野
生型 PB1 遺伝子を持つウイルスの感染細胞
における GFP 発現が確認できなくなった 8
継代目で、感染細胞における明瞭な GFP 発
現が確認できたウイルス 6株をクローニング
した。この 6株をHA発現細胞へ接種し、50%
以上のプラークで GFP を発現する 3 株を見
出した。この 3 株の全長 PB1 遺伝子の塩基
配列を解析し、互いに異なる位置に非同義置
換を有することを確認した。 
⑦ルシフェラーゼ遺伝子をコードしたミニ
ゲノム発現プラスミド、ならびにルシフェラ
ーゼ遺伝子の途中に人為的にストップコド
ンを導入した変異ミニゲノムの発現プラス
ミドを構築した。あらかじめこれらのプラス
ミドを導入した培養細胞へ、④と⑥で見出し
た計 9株の変異ウイルス、ならびに野生型ウ
イルスを接種し、ルシフェラーゼ活性を指標
に、野生型ウイルスとの遺伝子変異率の差異
を確認した。 
 
４．研究成果 
 A型インフルエンザウイルスの遺伝子変異
率を上昇させる可能性が高い 6 種類の PB1
遺伝子変異、ならびに低下させる可能性が高
い 3種類の PB1遺伝子変異を同定した。 
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