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研究成果の概要（和文）：ヒトメタニューモウイルス（HMPV）は、乳幼児に重症の細気管支炎、肺炎を起こすことがあ
るため、小児科領域で重要な呼吸器感染症のひとつである。しかしながら、診断の助けとなる中和抗体価の測定には、
最低1週間を必要とする。培養細胞でのHMPVの増殖は遅く、細胞変性効果も弱いためである。本研究では、高感度ルシ
フェラーゼを発現する組換えHMPVを利用して迅速な中和抗体価測定法を開発した。本法では、12時間以内に測定が完了
し、多段増殖に必要なトリプシンや蛍光染色をともなうプラックアッセイも必要としない。これまで報告されたどの測
定法よりも迅速で、多量検体の測定にも適した簡便な方法が確立された。

研究成果の概要（英文）：Human metapneumovirus (HMPV) is an important cause of lower respiratory tract 
infections in young children. Because of its slow replication and weak cytopathic effect in cultured 
cells, conventional neutralization assays for HMPV require about one week for completion. In this study 
we established a rapid neutralization assay based on a recombinant virus expressing highly sensitive 
luciferase genes. This assay could be completed within 12 h and eliminated the requirement of trypsin 
supporting multistep replication in cultured cells, as well as laborious processes including the plaque 
assay with immunostaining. Thus we succeeded in establishing the novel neutralization assay for HMPV, 
which is the fastest and the most straightforward of all previous assays and may be available for high 
throughput screening of neutralizing antibodies.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトメタニューモウイルス（HMPV： 
human metapneumovirus）はヒトに気管支
炎・細気管支炎を起こす。あらゆる年齢層に
感染するが、先天性心疾患をもつ乳幼児や低
出生体重児等では重症化することがあるた
め、小児科領域では RS ウイルスとならんで
重要な呼吸器感染症である。 
 HMPV 感染に対する免疫応答の解析やワ
クチン開発には、迅速で信頼性の高い中和抗
体価測定法が求められる。しかしながら、
HMPV は、培養細胞での増殖が遅く細胞変性
効果も弱いため、細胞変性効果やプラークを
指標とする中和抗体価測定法は難しく、免疫
染色等の操作を必要とする。また、測定には
１週間以上を要する。近年、緑色蛍光色素タ
ンパク質（GFP：Green fluorescence protein）
発 現 組換え ウ イルス を 用いた 改 良 法
（NA-GFP 法）が報告され、免疫染色は省略
できるようになったが、それでも測定に 3〜5
日ほどかかっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、HMPV 中和抗体価測定法のさら
なる迅速化と簡便化を目的とする。測定時間
の大幅な短縮のため、ウミシイタケ由来ルシ
フェラーゼ（Rluc: Renilla luciferase）、或い
は、Rluc より高感度の Nanoluc（Nluc）を
発現する組換えHMPV（rHMPV）を作製し、
luc 活性を指標とした中和抗体価測定法（そ
れぞれ NA-Rluc 法、NA-Nluc 法）を確立す
る。さらに、分泌型 Nluc（sNluc）を発現す
る rHMPV を作製し、細胞破砕の手順を省く
ことにより多量検体に適した測定法の確立
もすすめる。また、作製した組換えウイルス
をウイルス感染細胞の一次転写検出系とし
て利用できるかどうかも検討する。 
 
３．研究の方法 
⑴ rHMPV の作製：HMPV Jpn03-1 株の転
写複製に関わる N、P、L、M2-1 タンパク質
発現プラスミドと、ゲノム RNA 発現プラス
ミドを作製し、それらを培養細胞に導入する
こと（リバースジェネティクス法）で組換え
ウイルスを作製した。最初に、GFP と Rluc
を発現する rHMPV- Rluc/GFP と GFP を発
現する rHMPV-GFP を作製した（図１）。 
 

図１ rHMPV-GFP と rHMPV-Rluc/GFP のゲノム構造 
 
さらに、より感度の高い Nluc あるいは分泌
型の sNluc を発現する組換えウイルス
rHMPV-Nluc/GFP、rHMPV -sNluc/GFP も
同様な手順で作製した。Nluc としてはトゲオ

キヒオドシエビ（Oplophorus gracilirostris）
のルシフェラーゼ遺伝子を利用し、Nluc の N
端にシグナルペプチドを付加したものを
sNluc とした。 
 
⑵ プラークアッセイ：ウイルスを LLC-MK2
細胞に接種後、トリプシン含有 3%メチルセ
ルロース培養液を重層し、一週間後にプラー
ク数をカウントした。 
 
⑶ 免疫沈降とイムノブロット解析：HMPV
に対して高い中和能を有するヒト血清 No.9
を使って解析した。血清No.9をprotein G（あ
るいは Glutathione）セファロースビーズと
混合後、遠心し、その上清を proteinG（ある
いは Glutathione）処理血清（コントロール）
として利用した。FLAG タグ付加ウイルスタ
ンパク質（F, G, SH）を一過性に発現させた
HEK293T の細胞溶解液を No.9 血清あるい
はビーズ処理コントロールを使って免疫沈
降後、抗 FLAG 抗体によるイムノブロット解
析を行った。 
 
⑷ NA-Rluc 法と NA-GFP 法：段階希釈した
血清と rHMVP-Rluc/GFP（50pfu/well）を
混合後、LLC-MK2 細胞に接種した。NA-Rluc
法では、トリプシン非添加培養液を重層し、
1 日後に Rluc 活性を測定した。NA-GFP 法
では、トリプシン含有培養液を重層し、7 日
後に LAS-4000 を利用して GFP 発現を定量
化した。中和抗体価は、Rluc 活性あるいは
GFP 発現が 50%に抑制されたときの血清希
釈倍率の逆数と定義した。 
 
⑸  Nluc と sNluc の活性測定：rHMPV- 
Nluc/GFP あるいは rHMPV-sNluc/GFP を
LLC-MK2 に 50pfu/well で感染後、経時的に
細胞内 Nluc 活性、あるいは培養液中 sNluc
活性を測定した。 
 
４．研究成果 
⑴ rHMPV-Rluc/GFP の増殖能は、rHMPV 
-GFP とほぼ同じで、大きな差は認められな
かった（図２）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ rHMPV-GFP と rHMPV-Rluc/GFP の増殖曲線 
各組換えウイルスを LLC-MK2 細胞に moi 0.01 で接種

後、培養液中のウイルス粒子数を経時的にプラック法で

測定した。 
 



rHMPV-GFP は野生株の増殖能と遜色ない
ので、rHMPV-Rluc/GFP の増殖能も野生株
とほぼ同じと考えられた。 
 
⑵ HMPV は、多段増殖するのにトリプシン
を必要とする。しかしながら、 rHMPV 
-Rluc/GFP は、10 pfu/well 以上で接種すれば、
トリプシン非存在下（1 段増殖）でも接種 24
時間後には Rluc 活性を検出できる（図３）
ので、Rluc 活性を指標とすれば中和抗体価測
定には多段増殖させる必要がないと考えら
れた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ rHMPV-Rluc/GFP 接種後の Rluc 活性の検出 
rHMPV-Rluc/GFP を LLC-MK2 細胞に moi 0.01 で接種

後、トリプシン存在下と非存在下で培養し、経時的に

Rluc 活性を測定した。 
 
⑶ Rluc 活性を指標とした血清 No.9 の中和
曲線は、GFP 発現を指標とした場合とほぼ同
様のものが得られた（図４AB）。 
 

図４ Rluc 活性または GFP 発現に基づく中和抗体価測

定 
中和抗体価測定のための指標である Rluc 活性（A）ある

いは GFP 発現（B）は、ウイルス接種後それぞれ１日後、

7 日後に測定した。FLAG-F，FLAG-G、FLAG-SH を

発現させた HEK293T 細胞の抽出液を使って FLAG 単

クローン抗体、No.9 ヒト血清、プロテイン G 処理 No.9
血清（プロテイン G ビーズ混合後の遠心上清）、グルタ

チオン処理 No.9 血清（グルタチオンビーズ混合後の遠

心上清）で免疫沈降後、FLAG 単クローン抗体でイムノ

ブロット解析した(C, D)。 

protein G 処理により IgG を除いたコントロ
ールサンプルでは、中和活性が喪失していた。
イムノブロットの結果から、中和活性は、
HMPV F タンパク質に結合する IgG に由来
すると推定された（図４CD）。 
 
⑷ ヒト血清 23 検体について、NA-Rluc 法と
NA-GFP 法で中和抗体価を測定した。中和抗
体陽性・陰性の判定は、両者の間ですべて一
致した（図５A）。また、両者の中和抗体価の
値には正の相関が認められた（図５B）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ NA-Rluc 法と NA-GFP 法で測定されたヒト血清

23 サンプルの中和抗体価の相関 
20 倍希釈の血清が Rluc 活性あるいは GFP 発現を 50%
抑制できなかったとき、陰性とした。 
 
⑸ NA-GFP 法でも測定に 3〜5 日必要であ
ったが、今回確立した NA-Rluc 法は 24 時間
以内に測定でき大幅な時間短縮となった。ま
た、培養液にトリプシンを添加する必要がな
いため、トリプシンによる細胞剥離が起こら
ず、測定に失敗するリスクは激減した。
NA-GFP 法と同程度の感度と特異性を持つ
ことが明らかとなったが、使用ウイルス量
（50pfu /well）を減らすことにより、より高
感度な測定法に改善できる可能性がある。ま
た、NA-Rluc 法では、アガロース重層や免疫
染色など煩雑の手順が不必要であり、操作の
簡便性の点でも NA-GFP 法に劣らない。 
 
⑹ rHMPV-Rluc/GFP の代わりに rHMPV 
-Nluc/GFP を使うと、さらに測定時間が短く
なり、12 時間以内に終了することができた。 
これまでの方法の中で最も迅速且つ簡便な
測定法となった。 
 
⑺ rHMPV-Rluc/GFP の代わりに rHMPV 
-sNluc/GFP を使うことで、細胞破壊操作を
省略でき、多量検体をあつかうのに適した測



定法が確立できた。ただし、測定時間は延び、
最低 36 時間必要となった。それは、
rHMPV-sNluc/GFP のシードストックに含
まれる sNlucが高いバックグラウンドになる
ためである。 
 
⑻ rHMPV-Nluc/GFP を利用することによ
り、感染後 2 時間から Nluc 活性を認め、ウ
イルスの一次転写に由来するタンパク質合
成の検出が可能であったが、測定値は不安定
で、これをベースにウイルス一次転写を解析
するのは難しいことがわかった。 
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