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研究成果の概要（和文）：　わが国のウシにおけるD型インフルエンザウイルス感染の実態を調査する目的で、
日本にはこれまで報告されたD型インフルエンザウイルスとは異なる遺伝学的系統のウイルスが存在しているこ
とを明らかにした。さらにこの新しいウイルスを分離し、抗原性を解析したところ既知の遺伝学的系統の分離株
とは異なる抗原性を持つことがわかった。
　また、ウイルス性状の解析するために重要なツールであるリバースジェネティクス系を開発し、任意の変異を
導入したD型インフルエンザウイルスの作製を可能にした。さらにこのリバースジェネティクス系を用いて、8分
節化したウイルスを作製することに成功した。

研究成果の概要（英文）：To investigate the epidemiological status of influenza D virus infection in 
cattle in Japan, we detected a strain of influenza D virus in Japan that was phylogenetically 
different from the previously reported strains of influenza D virus. Furthermore, we isolated this 
new virus and we found that the new strain was antigenicity different from previously known strains.
　We also successfully developed a reverse genetics system of influenza D virus, which is an 
important tool for analyzing viral properties. Furthermore, using this reverse genetics system, we 
succeeded in producing an 8-segmented virus.

研究分野：ウイルス学

キーワード： D型インフルエンザウイルス　牛呼吸器病症候群　リバースジェネティクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分離した日本株の独自性についての知見は、ワクチン開発におけるウイルス株選択の重要性を示している。また
確立したD型インフルエンザウイルスの最適化したリバースジェネティクス技術は、任意のゲノム改変技術とし
て、例えば、変異ウイルスを用いたウイルス増殖過程の解析やウイルス抗原性の解析などに活用できる。さら
に、本技術は、呼吸器感染症であるD型インフルエンザのワクチン開発において、感染防御能をもつ粘膜抗体を
誘導できる理想的な弱毒生ワクチン株の作出を可能にすることで、世界中で被害を及ぼしているBRDCの制御に大
きく貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
①研究の学術的背景 
2011 年、米国オクラホマ州の牧場で飼育されていた呼吸器疾患のあるブタから、新しいインフ
ルエンザウイルスが分離された（Hause et al., PLoS Pathog 2013）。遺伝子・抗原解析によりこ
の分離ウイルスは既知のインフルエンザウイルス（A～C型）とは異なる性質を示し、D型イン
フルエンザウイルスという新奇の分類位置が提唱され(Hause et al., mBio 2014)、2016年 9月
に国際ウイルス分類委員会(ICTV)により正式に認められた。米国におけるその後の調査により、
D型インフルエンザウイルスは、本来はウシの病原体であり、ウシ呼吸器病症候群（BRDC）の
患畜から高頻度でウイルス遺伝子が検出されることから、BRDC の原因ウイルスの一つである
可能性が示されている(Hause et al., mBio 2014)。 

BRDC はストレスなどの環境要因下で、ウイルス感染を起因として、細菌の二次感染によっ
て重症化する疾病である。BRDC は米国でのウシの死亡原因の第一位である（Hilton, Anim 
Health Res Rev 2014）。BRDCの制御は現在の畜産業、食肉産業における解決すべき最重要課
題の一つであり、早急な対策が求められている。現行の BRDCの予防ワクチン（D型インフル
エンザウイルス抗原を含まない）は実際にフィールドでも用いられているが、その効果は確実で
はない。D型インフルエンザウイルスが初めて分離された米国では、複数の血清疫学調査や遺伝
子検出が実施されている。それによると、ウシの D型インフルエンザは少なくとも 2004年から
存在しており、米国内の多くの州に広く侵淫していることが示されている。D型ウイルスはウシ
への感染実験により単独で呼吸器疾患を引き起こすことが示された (Ferguson et al., J Virol 
2016)。米国以外でも、フランス (Ducatez et al., Emerg Infect Dis 2015)、中国 (Jiang et al., 
Virus Genes 2014)、イタリア (Chiapponi et al., Emerg Infect Dis 2016)、メキシコ（Mitra et 
al., J Gen Virol 2016） において呼吸器疾患のウシやブタからこのウイルスが検出されている
ことから、すでに世界規模で侵淫していると考えられている。さらに米国では D 型ウイルスに
対する特異抗体がヒツジやヤギでも見つかっており（Quast et al., Vet Microbiol 2015）、家畜
全般に対する考慮すべき病原体である可能性が高い。 
わが国での D 型ウイルスの流行状況は、申請者たちが初めて明らかにし報告した。呼吸器症
状を呈するウシから D 型ウイルスが検出され、系統樹解析の結果、これまでに他国で分離され
た株と遺伝的に異なることを明らかにした（Murakami et al., Emerg Infect Dis 2016）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、わが国のウシなどの家畜おける D型インフルエンザウイルス感染の実態を調査し、
その BRDCとの関連性や、日本に存在する D型インフルエンザウイルスの生物性状を明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①呼吸器疾患牛から新しい遺伝学的系統の D型インフルエンザウイルスの分離 
 2019 年 1 月に、山形県の農場で呼吸器症状を呈したホルスタイン 9 頭から、鼻腔スワブを
採取した。D 型ウイルスの PB1 遺伝子を特異的に検出するリアルタイム RT-PCR によって検
査した。陽性検体をヒト結腸ガン由来 HRT-18G 細胞に続いてブタ精巣由来 ST細胞にするこ
とでウイルス分離を試みた。また陽性検体の全ゲノムシークエンスを決定し、最尤法による
系統樹解析をした。 

  
②D型インフルエンザウイルスリバースジェネティクス法の開発 
D 型インフルエンザウイルス D/swine/Oklahoma/1334/2011 株（OK 株）の全 7分節ゲノムを
RNA 発現用の pHH21 ベクターに組込んだ。また PB2, PB1, P3, NP タンパク質発現プラスミ
ドも作製した。これら 11 種のプラスミド HRT-18G 細胞にトランスフェクションした。3-4
日後に培養上清を回収し、ST 細胞に接種した。さらに 3-4 日後に上清を回収し、リアルタ
イム RT-PCR、赤血球凝集試験、抗体による感染細胞染色によってウイルスレスキューを確
認した。さらに作製したウイルスを超遠心で濃縮後 RNA 抽出し、各ゲノム分節をノーザン
ブロットによって検出・定量した。 

   
③8分節改変ゲノムを持つ組換え D型インフルエンザウイルスの作出 
OK 株の NS分節を NS1 と NS2 分節に分割した RNA 発現プラスミドを作製した。これらプラス
ミドと②で作製した NS 分節 RNA 発現プラスミドを除く 10 種のプラスミドの合計 12 種を
HEK293T 細胞にトランスフェクションし、ウイルスを作製した。 

 
 
 
４．研究成果 



①呼吸器疾患牛から新しい遺伝学的系統の D型インフルエンザウイルスの分離 
 2019 年 1 月に、山形県の農場
で呼吸器症状を呈したホルスタ
イン 9 頭から、鼻腔スワブを採
取し、D型ウイルスゲノムを特異
的に検出するリアルタイム RT-
PCR によって検査した。その結
果、9 頭すべてが陽性であり、D
型ウイルスの感染が認められ
た。一方、他のウイルス病原体の
感染は認められなかった。次に、
陽性検体についてウイルスゲノ
ムの全塩基配列を決定し、進化
系統樹解析をしたところ、検出
された D 型ウイルスはこれまで
に報告のある 3 系統のいずれに
も属していないことがわかった
(図 1)。さらに、スワブ検体を培
養細胞に接種することで、ウイ
ルスの分離にも成功した。この
分離ウイルスの抗原性につい
て、作出した抗 HEF モノクロー
ナル抗体パネルを用いて調べた
ところ、既知の 3 系統に属する
ウイルス株とは HEF 抗原性に違
いがあることがわかった。 
 今回検出・分離した D 型イン
フルエンザウイルスは、既知の
ウイルス株とは異なる第 4 の遺
伝学的系統を形成することが明
らかとなった。つまり、わが国に
は複数の遺伝学的系統に属する
抗原性の異なる D 型ウイルスが
侵淫していることが明らかとな
った。この日本株の独自性につ
いての知見は、ワクチン開発に
おけるウイルス株選択の重要性を示している。今後は、日本における第 4 系統ウイルスの
侵淫・流行状況を明らかにするためのさらなる疫学調査が必要であると考えられる。 
 
②D 型インフルエンザウイルスリバースジェネティクス法の開発 
他の型のインフルエンザウイルスでは、感染性の変異ウイルスをプラスミドから人工的
に構築できるリバースジェネティクス法が確立しており、詳細な基礎研究に必須の解析技
術として有効活用され、さらに、この技術を用いて作出された低温馴化弱毒変異ウイルス
が、人のインフルエンザの生ワクチン株として実用化されている。そこで、D型ウイルスの
リバースジェネティクス法の確立と最適化を目的とした。 
 インフルエンザウイルスのリバースジェネティクス技術の開発には、ウイルスゲノム配
列、特にウイルス RNA の転写・複製や RNA 分節の粒子への取り込みに重要な構造を形成す
るゲノム分節末端の塩基配列に関する正確な情報が必要である。そこでまず、D型ウイルス
のプロトタイプ株や日本株などのゲノム分節末端の塩基配列を独自に改変したRACE法によ
り調べたところ、いくつかのゲノム RNA 分節においては、すでに報告のある塩基配列とは
最末端の塩基種が異なり、すべての塩基が Uであることを発見した。次に、決定した正確な
末端塩基配列を基に、ウイルスゲノム各 7分節の cDNA を逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(RT-
PCR)により増幅し、RNA ポリメラーゼ Iのプロモーター/ターミネーター配列をもつ RNA 転
写用プラスミドに挿入した。加えて、ウイルスゲノムの転写・複製を司るウイルス RNA ポリ
メラーゼタンパク質(PB2, PB1, P3)や核タンパク質 NP を含むウイルスタンパク質の高度発
現プラスミドを構築した。これらのプラスミドを HRT-18G 細胞に導入し、さらにその培養
上清を ST細胞に接種することで、感染性ウイルスの作出に成功した。しかし、その増殖性
は野生型ウイルスより低かった。そこで、ウイルス粒子に取り込まれている各ゲノム分節
RNA 量をノーザンブロットで調べたところ、PB2、P3、NP 遺伝子がほとんど取り込まれてい

図１．D 型インフルエンザウイルスの HEF 遺伝子の進化
系統樹解析 
 HEF 遺伝子分節の塩基配列をもとに作成しました。今
回、検出・分離した赤矢印で示した分離株は、これまでの
系統の株とは異なる独立した遺伝子位置を示しています。 



ないことがわかった。そこ
で、トランスフェクションす
るプラスミド量を最適化し、
同様にウイルスを作製した
ところ、野生型ウイルスと同
様な増殖性を示す感染性ウ
イルスの作製に成功した(図
2)。さらに、この方法を用い
ることで、人為的な変異を導
入した変異ウイルスが作出
できることを明らかにした。 
今回、私たちが確立した D
型インフルエンザウイルス
の最適化したリバースジェ
ネティクス技術は、任意のゲ
ノム改変技術として、例え
ば、変異ウイルスを用いたウ
イルス増殖過程の解析や有
効性の高いワクチンの開発
に重要であるウイルス抗原
性の解析などに活用できる。
さらに、本技術は、呼吸器感
染症である D 型インフルエ
ンザのワクチン開発におい
て、感染防御能をもつ粘
膜抗体を誘導できる理
想的な弱毒生ワクチン
株の作出を可能にする
ことで、世界中で被害を
及ぼしている BRDC の制
御に大きく貢献するこ
とが期待される。 

 
 
③8 分節改変ゲノムを持つ組換え D型インフルエンザウイルスの作出 
  D 型ウイルスゲノムは 7 分節
で構成される。このうち NS 分節
にはスプライシング制御により 2
種類のタンパク質(NS1 および
NS2)がコードされている。研究が
進んでいる A型ウイルスの NS1 タ
ンパク質は、宿主の自然免疫を抑
制する多機能因子として宿主域
や病原性を制御し、NS2 タンパク
質はウイルス RNP の核外移行を担
うことがわかっているが、D 型ウ
イルスの NS1や NS2タンパク質の
機能はわかっていない。各タンパ
ク質の機能解析には、それぞれに
任意の変異を導入した変異ウイ
ルスの表現型の変化を解析する
手法が必要だが、NS1 と NS2 遺伝
子間には N 末端の重複領域(NOR: 
N-terminal overlapping domain)
があるため NS 分節上で各タンパ
ク質に特異的な変異を導入する
ことは不可能です。そこで、ス
プライシング配列の改変により
NS1 のみを発現する NS1 分節と
イントロン配列の欠損変異によ
り NS2 のみを発現する NS2 分節
を同時にもつ 8分節ウイルスを
作出しました(図 3: rD/OK-8seg)。さらに、各分節の NOR を欠損させた 8分節変異ウイルス

図 3 8 分節ゲノムをもつ組換え D型ウイルス 
人工 NS1 分節と NS2 分節をもつ 8 分節ウイルス(rD/OK-8seg)を作
出した。加えて、NS2の NORを欠損する 8分節ウイルス(rD/OK-8seg-
NS2ΔNOR)もレスキューされた。NS1 の NOR を欠損する 8 分節ウイ
ルスはレスキュー出来なかった。 

図 2 D 型インフルエンザウイルスのリバースジェネティクス法 
ウイルス RNA 分節を合成する 7 種類のプラスミドとウイルス RNA の転
写・複製を司る 4 種類のウイルスタンパク質を発現するプラスミドを
最適化した量比で同時に細胞にトランスフェクションすると、細胞の
中で全てのウイルス RNA とタンパク質が作られ、その結果、感染性の
ウイルスが作出された。作出したウイルスは、野生型ウイルスと同等の
細胞増殖性を示した。 



のレスキューの成否から、NS1 タンパク質の NOR はウイルス増殖に必須の機能をもつことが
わかった。 
 今回、確立した D型インフルエンザウイルスの 8分節レスキューシステムは、NS1 や NS2
タンパク質のみならず、M分節に同様にコードされる 2 つのタンパク質(M1 および M2)の分
子解析にも応用できると考えられる。さらに、8分節ウイルスは弱毒化すること、またその
ゲノム構造から強毒復帰する可能性は極めて低いため、D型インフルエンザのワクチン開発
への応用も期待できる。 
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