
A型インフルエンザウイルス粒子の構造と

ゲノム・インコーポレーション

A型インフルエンザウイルスはオルソミキソウイルス

科に属するウイルスで，ウイルスゲノムは８種類のマイナ

ス鎖 vRNAセグメントとして宿主細胞膜由来のエンベロ

ープ内に存在する．エンベロープはM１蛋白質で裏打ち

されており，その表面には糖蛋白質HA，NAとイオンチ

ャンネルM２蛋白質が存在する．vRNAには，両端に全

vRNAセグメントに共通の配列が存在し，NP蛋白質と３

つのポリメラーゼ蛋白質サブユニットが結合している３）．

vRNAセグメントのウイルス粒子への取り込みに関し，

各セグメントがランダムに取り込まれて８種類のセグメン

トがそろったものだけが感染性を持つというランダム・イ

ンコーポレーション説１）と，８種類のセグメントが１セッ

トとして粒子に取り込まれるというセレクティブ・インコ

ーポレーション説８）の二つの説が提唱されている．

私達は vRNAのウイルス粒子への取り込みを研究する

材料として，NA vRNAセグメントの欠落変異ウイルスに

注目した．

機能的なNA蛋白質を作らない欠落変異NA vRNAセグメントが，

ウイルスに安定的に保存されている．

A型インフルエンザウイルスは，培養細胞において上

清に抗NA抗体を加えても，それによって抑制されるウ

イルスNAのシアリダーゼ活性を細菌由来のシアリダー

ゼを加えて補うと，継代が可能である．このような条件下

で継代すると，両末端はそのままだが中央部分が欠損した

NA vRNAセグメントを持つ変異ウイルスが出現する．し

かしながらこのNA vRNAセグメントは，機能的なNA蛋

白質をコードしていないにもかかわらず，培養細胞，マウ

ス，発育鶏卵などで継代を繰り返しても，ウイルスに安定

に保持されている２，４，５，９）．この事実は，欠落変異NA vRNA

セグメントは，インフルエンザウイルスが効率よく増殖す

るために役割を果たす可能性を示唆している．

NAセグメントを欠き，７本の vRNAセグメントしかなくても

A型インフルエンザウイルスは増殖可能である．

それでは，NA vRNAセグメントはウイルスが増殖する

ために必須なのだろうか？この疑問を解明するため，イン

フルエンザウイルスA/WSN/３３株をプラスミドから人工
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合成する系７）を用い，NA vRNAセグメントを欠く７本 の

vRNAセグメントしかないインフルエンザウイルス（NA

（－）ウイルス）が増殖可能かどうかを，プラスミドから本

ウイルスを人工合成するリバース・ジェネティクス法７）を

用いて調べた．この実験系では，インフルエンザウイルス

の各 vRNAセグメントの cDNAを RNAポリメラーゼ I

のプロモーターの下流に配置したプラスミドを２９３T細胞

にトランスフェクションし，細胞のRNAポリメラーゼ I

により各 vRNAセグメントを細胞内で合成させる．同時

に９種のウイルス構造蛋白質を蛋白質発現プラスミドから

供給すると，感染性ウイルスが培養上清中に放出される．

この実験系において，NA vRNAセグメントを合成するた

めのプラスミドを除くことにより，NA（－）ウイルスの作

成を試みた．その結果，培養上清中にシアリダーゼを加え

ると，このウイルスは７本の vRNAセグメントしか持た

ないにもかかわらず５０代以上継代可能であった．この成績

は，NA vRNAセグメントはウイルスの増殖には必要不可

欠ではないことを示している．

欠落変異 NA vRNAセグメントの

ウイルス増殖における重要性

では，何故，ウイルス増殖に必要不可欠ではない欠落変

異NA vRNAセグメントはウイルス継代中になくならない

のだろうか？この疑問を明らかにするために，欠落変異

NA vRNAセグメントを持つ８本の vRNAセグメントを持

つウイルスと７本の vRNAセグメントしか持たないNA

（－）ウイルスの増殖性について，両ウイルスを競合的に継

代し，どちらのウイルスが優位になるかを調べた．

FLAGタグを付けた欠落変異NA vRNAセグメントを持

つ８本鎖ウイルス（NA―FLAGウイルス）をリバース・

ジェネティクスにより作成し，７本鎖NA（－）ウイルスに

対しNA―FLAGウイルスを１％の割合に混ぜて継代した

ところ，５回継代後にNA―FLAGウイルスがウイルス全

体の９０％を占めた（図１）．この結果は，欠落変異NA vRNA

セグメントがある方がウイルスがよく増殖することを示し

ている．

次に，欠落変異 vRNAに残っている部分にコードされ

ているアミノ酸が重要なのか，vRNAそのものが重要な

のかを調べるため，NA―FLAG vRNAの開始コドンに変異

を導入し，蛋白質を発現しない変異NA―FLAG vRNA（NA

―FLAGM（－）vRNAと命名）を持つウイルスを作成した．

このNA―FLAGM（－）ウイルスとNA（－）ウイルスとの競

合的継代でもNA―FLAGウイルスの場合とほぼ同様の結

果が得られた（図１）．以上の成績は，欠落変異NA vRNA

セグメントにコードされている蛋白質のためではなく，

vRNAセグメントそのものが，ウイルスが効率よく増殖

するのに重要であることを示している．

ウイルス粒子は８種類の vRNAセグメントが

存在するときに最も効率よく形成される．

以上の結果は，ウイルス粒子形成に，vRNAセグメン

トが重要であることを示唆している．そこで，vRNAが

８，７，そして６種類のときで粒子形成効率が変わるかど

うかを調べた．構造蛋白質を発現するプラスミドを２９３T

細胞にトランスフェクションし，vRNAを供給するプラ

スミドの数を，８，７，６種類と減らしていった．その結

果，vRNAの種類が８，７（―NA），７（―HA），６（―NA，

―HA）種類と減るに従い，粒子形成効率は低下した（図

２）．以上の成績は，vRNAが８種類あることが効率良く

ウイルス粒子が形成されるために重要であることを示して

いる．

NA vRNAセグメントのインコーポレーション・シグナルは

蛋白質翻訳領域に存在する．

欠落変異NA vRNAが継代中，安定にウイルスに存在す

るためには，残った部分にNA vRNAセグメントがウイル

スに取り込まれるために必要な構造（インコーポレーショ

ン・シグナル）が含まれていることが必要である．

Luytjes らは，クロラムフェニコール・アセチルトラン

スフェラーゼ（CAT）遺伝子翻訳領域両端にNS vRNAセ

グメントの３’，５’非翻訳領域を持つ vRNAセグメント

図１ 欠落変異NA vRNAセグメントのウイルス増殖における
重要性
欠落変異NA vRNAセグメントを持つNA―FLAGウイルス，
またはNA―FLAGM（－）ウイルスを，７本鎖NA（－）ウイル
スに対し１％の割合に混ぜて継代した．得られたウイルスに
よるプラックにおけるFLAG抗原またはFLAG配列の
mRNAを含むプラックの割合を，抗FLAG抗体を用いた免
疫染色またはFLAG配列に対する合成オリゴDNAプローブ
による in situ hybridization により求めた．いずれの欠落変異
NA vRNAセグメントを持つウイルスも，NA（－）ウイルスよ

りも効率よく増殖した．
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を持つウイルス（NS―CAT）を作成できたことから，イ

ンフルエンザウイルスのRNAセグメントの粒子への取り

込みには非翻訳領域のみで十分であると結論した６）．しか

し，このウイルスを継代すると感染細胞におけるCAT活

性は低下した６）ため，非翻訳領域だけで vRNAセグメント

が効率よくウイルス粒子に取り込まれるかどうかには疑問

が残る．そこで，私達は，欠落変異NA vRNAセグメント

の欠落した部分の変わりに enhanced green fluorescent

protein（eGFP）の翻訳領域を挿入した変異NA―eGFP

vRNAセグメントを持つウイルスを作成した．このNA

vRNAセグメントにはNAの蛋白質翻訳領域の一部（N

端側１８３塩基，C端側１５７塩基）が存在するので，得られた

ウイルスをNA（１８３）GFP（１５７）と名づけた．本ウイルス

のプラックの９１％が eGFP陽性で，４回の継代後も８７％の

粒子がNA―eGFP vRNAセグメントを維持しており，eGFP

陽性プラックを形成するすべての細胞が eGFPを発現して

いた（図３a）．この結果はNS―CATの結果とは異なり，

NA―eGFP vRNAセグメントが効率よく粒子に取り込まれ

ることを示している．NS―CATと NA―GFP vRNAセグメ

ントの違いは，ウイルス蛋白質の翻訳領域が存在するか否

かである．そこで，NS―CATと同様にNAの非翻訳領域

のみを直接 eGFPの翻訳領域の両端に付けた遺伝子を持つ

ウイルス，NA（０）GFP（０）ウイルスを作成した．このウイ

ルスの作るプラックの０．１％しか eGFPを発現しておら

ず，eGFP陽性プラック内でも eGFPを発現している細胞

は１―２個であった（図３b）．この結果はNA vRNAセグ

メントがウイルス粒子に取り込まれるためにはNAの翻

訳領域が重要であることを示している．

まとめ

A型インフルエンザウイルスのゲノム vRNAのインコ

ーポレーション・シグナルは，Luytjes らの研究から，こ

れまで非翻訳領域のみで十分であると考えられてきた．し

かし，私達のNA vRNAセグメントの研究結果はそれとは

異なり，NA vRNAセグメントのウイルス粒子への取り込

みには翻訳領域のRNA配列が重要であることが明らかに

なった．何がゲノム vRNAのインコーポレーション・シ

グナルを認識し，ゲノム vRNAを粒子に取り込んでいる

のか，そのメカニズムの解明はこれからの検討課題であ

る．インコーポレーション・メカニズムが明らかになれ

ば，それを阻害する薬剤の開発が可能となるだろう．ゲノ

ムインコーポレーションはウイルス特異的であるため，そ

の阻害剤は副作用が少ないと考えられる．また，ゲノム

vRNAのインコーポレーション・シグナルの同定が行わ

れれば，インフルエンザウイルスベクターの開発に応用す

ることが期待される．

分節したインフルエンザウイルスのゲノム vRNAがど

のようにして粒子に取り込まれているのか，というウイル

ス学の古典的命題には，未だ明確な結論は得られていな

図２ ８種類の vRNAセグメントが存在すると効率よくウイ
ルス粒子が形成される．
vRNAを供給するためのプラスミド数を，８，７（―NA），７
（―HA），６（―NA，―HA）種類と変え，産生されるウイル
ス粒子数を，プラスミド導入２４時間後，および４８時間後に比
較した．ウイルス粒子形成効率は vRNAセグメントが８種類
ある時が最も効率が良く，７種類，６種類と減るに従い低下

した．

図３ NA vRNAのウイルス粒子への取り込みには，その翻訳
領域が重要である．
欠落変異NA vRNAの欠落部分に eGFP の翻訳領域を導入し
たNA（１８３）GFP（１５７）vRNA（従ってNAの翻訳領域が一部
残存）と eGFP の翻訳領域を直接NA vRNAの非翻訳領域に
つなげたNA（０）GFP（０）vRNA（従ってこの vRNAにはNA
の翻訳領域が存在しない）を持つウイルスを作成し，これら
のウイルスのプラックにおいて，eGFP が発現するか否かに
より，これらNA―GFP vRNAのウイルス粒子への取り込み
を調べた．a）NA（１８３）GFP（１５７）ウイルス，b）NA（０）GFP（０）
ウイルス感染プラック．NA（１８３）GFP（１５７）ウイルスでは９１％
が eGFP 陽性で，eGFP 陽性プラックを形成するすべての細
胞が eGFP を発現していた．NA（０）GFP（０）ウイルスのプラ
ックでは０．１％しか eGFP を発現しておらず，eGFP 陽性プラ

ック内でも eGFP を発現している細胞は１―２個であった．
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い．この命題を解くことは，インフルエンザウイルス研究

のみならず，分節型遺伝子を持つその他のウイルスの研究

の進歩にも貢献すると考えている．
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