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1.研究実施概要 

 インフルエンザウイルスを構成する個々の蛋白質の性状ならびに機能については、かな

り詳細な知識が集積している。このような基礎研究の進展にもかかわらず、それが必ずし

もウイルス病原性の根本的な理解や効果的な予防・治療方法につながっていない。その理

由は、インフルエンザウイルスの増殖過程の理解が不十分なためである。そこで、ウイル

ス増殖に関わるウイルス側と宿主細胞側の遺伝子産物間のインターラクション、そしてウ

イルス粒子形成過程の解明を目指した。これまでに、ウイルス増殖に重要な宿主細胞遺伝

子を網羅的に同定する実験系を確立するとともに、インフルエンザウイルス粒子形成の根

幹となるゲノム・パッケージングのメカニズムの解明に着手した。また、インフルエンザ

ウイルスを基にした遺伝子伝達ベクターの開発も始めた。 

 今後は、ウイルス側と宿主細胞側の遺伝子産物間のインターラクションを念頭に、ウイ

ルス粒子形成過程の解明を進めるとともに、ウイルスの病原性に関する研究も、インフル

エンザウイルスならびにその他のウイルスについても展開する予定である。 

 

2.研究実施内容 

インフルエンザウイルス・ゲノムパッケージング：８種類のRNA分節は、どのようにして

粒子に取り込まれるのか？ 

 ウイルスは極めて小さな感染性因子で

あり、自身の遺伝情報をもつ核酸（DNA

あるいはRNA）と、それを包む蛋白質の

殻から成る。この“微生物”は、その単

純な構造にもかかわらず、宿主細胞とい

う工場において実に効率良く自分のコピ

ーを作り出す。ウイルスの感染は宿主細

胞への吸着・侵入から始まる。その後、

細胞内で多数のウイルスゲノムとウイル

ス蛋白質が合成され、最終的にそれらの

図１．インフルエンザウイルスRNA分節の 
   「ランダムパッケージング説」と 
   「選択的パッケージング説」 



パーツが寄せ集まり、自身のコピーである子孫ウイルスが製造される。しかし、完全な子

孫ウイルスを作るためには、宿主細胞内の豊富な核酸プールの中からウイルスゲノムだけ

を選択的に釣り上げてくるメカニズムが必要である。インフルエンザウイルスのゲノムの

パッケージングメカニズムについてはほとんどわかっておらず、ウイルス学の古典的命題

である。 

 A型インフルエンザウイルスは８本のRNA分節をもつ。これらのRNA分節は、一体どのよ

うな仕組みでウイルス粒子に取り込まれるのであろうか？これには、二つの説が提唱され

ている。８本のRNA分節には共通の目印があり、それをもとに分節がウイルス粒子にラン

ダムに取り込まれ、たまたま8種類揃ったものが増殖能をもつという「ランダムパッケー

ジング説」と、それぞれのRNA分節には固有の目印があり、それをもとに８分節が粒子に

ワンセットで取り込まれるという「選択的パッケージング説」である（図1）。 

 最近、私たちは、細胞のRNAポリメラーゼIのプロモーターおよびターミネーターをもつ

プラスミド（PolⅠプラスミド）を利用して、プラスミドから人工的にインフルエンザウ

イルスを作出する系-リバース・ジェネティクス-を確立した。ウイルスRNA（vRNA）を供

給するための8種類のPol Iプラスミドと、ウイルス粒子を形成するのに必要な構造蛋白質

をコードする9種類の発現プラスミドの合計17種類のプラスミドを同時に細胞に導入する

ことによって、感染性ウイルスを作出する方法である。私たちはこの技術を駆使して、イ

ンフルエンザウイルスゲノムの「選択的パッケージング説」を裏付ける証拠を得た。 

Ⅰ. 効率の良いウイルス粒子形成には８種類のRNA分節が必要である。 

 リバース・ジェネティクスを用いて、

NA欠損ウイルス（7本鎖）およびHA&NA

欠損ウイルス（６本鎖）を作出し、そ

れらの粒子形成効率を野生型ウイルス

（8本鎖）と比較した（図２）。その結

果、ウイルス粒子の形成効率は、RNA分

節が８種類あるときが最も高く、７種

類、６種類というように、分節数を減

らすにつれて低下した。つまり、効率

良くウイルス粒子を形成するためには

８種類全てのRNA分節が必要であることを示唆しており、８種類のRNA分節を選択的に取り

込むメカニズムの存在が予想された。 

Ⅱ. NA分節のパッケージング・シグナルは翻訳領域に存在する。 

 ウイルスRNA分節が粒子中に選択的に取り込まれるなら、８本それぞれのRNA分節に固

有の“パッケージングシグナル”が存在するはずである。NA分節の3’（19塩基）およ

び5’非翻訳領域(28塩基) の間にgreen fluorescent protein (GFP)遺伝子を挿入した

変異RNA分節([NA(0)GFP(0)]vRNA)を持つウイルスを作出した（図3）。同様に、非翻訳

領域に加えNA蛋白質の翻訳領域のうち3’側183塩基および5’側157塩基の配列の間に

図２．ウイルス粒子形成効率におけるRNA分節数の影響 



GFP 遺 伝 子 を 挿 入 し た 変 異 RNA 分 節 

([NA(183)GFP(157)]vRNA)を持つウイルス

を作出した。これら２種類の変異ウイル

スのプラックアッセイを行い、形成され

た全プラックのうちGFP陽性となったプラ

ックの割合を、それぞれの変異RNA分節の

ウイルス粒子への取り込み率として評価

した。その結果、NA(183)GFP(157)vRNAの

粒子への取り込み率は90%以上であった

のに対し、NA(0)GFP(0)vRNAの取り込み

率は１％しかなかった。したがって、NA分節のパッケージングには、翻訳領域が重要であ

ることが示唆された。 

 そこで、ゲノム・パッケージングシグナルの存在範囲を同定するために、蛋白質翻訳領

域の配列を徐々に減らした変異RNA分節を構築し、それらのウイルス粒子への取り込み率

を比較した（図3）。その結果、5’側より3’側の配列がより重要であった。特に、3’側の

配列を21塩基から18塩基に縮めたところ、急激にRNA分節のウイルス粒子中への取り込み

率は低下したため、この部分がNA分節の粒子への取り込みに非常に重要な役割を果たして

いると考えられた。 

Ⅲ. インフルエンザウイルスのゲノム・パッケージングのメカニズム 

 NA分節を用いた以上の成績から、蛋白質翻訳領域の塩基配列がRNA分節のパッケージン

グに重要な役割を果たしていることが明かになった。NA以外のRNA分節（HA, M, NS）にお

いても、それぞれ翻訳領域の末端配列が、RNA分節のウイルス粒子への取り込みに重要で

あるという成績が得られている（未発表）。したがって、ゲノムパッケージングにおける

蛋白質翻訳領域の関与はNA分節に限ったことではなく、他の全ての分節にもあてはまるも

のと考えられる。これら翻訳領域には全ての分節に共通する塩基配列はないことから、そ

れぞれのRNA分節が独自のパッケージングシグナルをもっていると推定される。すなわち、

それはインフルエンザウイルスゲノム

の「選択的パッケージング説」を裏付

ける証拠になる。 

 それでは、各RNA分節は、そのパッケ

ージングシグナルがどのように認識さ

れることでウイルス粒子へ取り込まれ

ているのだろうか？レトロウイルスで

は、Gag蛋白質がウイルスゲノム上のパ

ッケージングシグナルを認識、結合す

ることにより、ゲノムを特異的に粒子

中に取り込んでいる。インフルエンザ

図３．NA分節のパッケージングに重要な
領域の解析 

図４．ベースペアリングを介した選択的 
      パッケージング仮説 



ウイルスの内部蛋白質であるNPやM1蛋白質はRNAに結合することが知られているが、その

結合は塩基配列非特異的である。したがって、各RNA分節のパッケージングシグナルを個

別に認識しうるようなウイルス蛋白質の存在は考えにくい。そこで考えられるのは、RNA-

RNAの相互作用である。すなわち、８種類のRNA分節がそのパッケージングシグナルのベー

スペアリングを介して相互作用し、一つにまとまったRNA集合体となった後（図4）、RNA

結合能をもつウイルス蛋白質に抱き込まれ、ウイルス粒子にパッケージングされるという

メカニズムを私たちは提唱する。レトロウイルスの二量体RNAのウイルス粒子への取り込

みも、RNA-RNA間の相互作用が示唆されている。RNAの二次構造予測を含めRNA分節間のベ

ースペアリングの実体を証明すること、さらに宿主遺伝子産物の粒子形成への関与の解明

が今後の課題となる。 

 

3.研究実施体制 

 ウイルス解析・開発グループ 

① 研究分担グループ長名（所属、役職） 

 河岡義裕（東京大学 医科学研究所、教授） 

② 研究項目 

 ウイルス増殖に関与する宿主細胞遺伝子の網羅的同定 

 ウイルス粒子形成におけるウイルスおよび宿主遺伝子産物間の相互作用の解明 

 ウイルスベクター開発のための基礎技術の確立 
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