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研究成果の概要：2001 年に発見された新規呼吸器ウイルス、ヒトメタニューモウイルスの病原

性発現の機構について研究をすすめた。本ウイルスには、宿主の防御機構の要となるインター

フェロンシステムに対する対抗機構が存在することを見いだした。本対抗機構を担うウイルス

蛋白質は M2-2 蛋白質で、形質細胞様樹状細胞に特化している TLR7/9 経路を介したインター

フェロンα遺伝子の転写活性化を阻害することを明らかにした。 
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研究分野：医歯薬学 
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キーワード：ヒトメタニューモウイルス、病原性、インターフェロン、免疫応答、IRF7、Toll-like 
receptor、M2-2、呼吸器感染症 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)ヒトメタニューモウイルス（HMPV; human 
metapneumovirus）は、2001 年に発見された
新規の呼吸器ウイルスで、Respiratory 
syncytial virus (RSV)のように、乳幼児に
重症呼吸器感染症を起こすことがある。 
 
(2)しかし、基礎研究は不十分で病原性発現
における各ウイルス蛋白質の役割は明らか
でなかった。 
 
(3)HMPV は、パラミクソウイルス科に属する。
パラミクソウイルスの分野では、当時、宿主

防御機構に対する対抗能の研究がすすんで
いた。私達の研究グループでは、特に、セン
ダイウイルス（パラインフルエンザ１型ウイ
ルス）について詳細な研究を行い、初期宿主
防御機構において中心的役割を果たすイン
ターフェロン（IFN）に対して多様な対抗能
を進化させていることを明らかにしていた。 
 
２．研究の目的 
(1)ゲノムの遺伝子構成がセンダイウイルス
とも RSV とも異なる HMPV が宿主 IFN システ
ムに対してどのような抗 IFN機構を進化させ
ているのかを明らかにする。 
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(2)抗 IFN 機構に関わるウイルス蛋白質（IFN
アンタゴニスト）を同定し、宿主のどの分子
にどのような効果を与えることで本機能を
発揮しているのかを明らかにする。 
 
(3)IFN アンタゴニスト欠損 HMPV を作製し、
病原性発現における IFNアンタゴニストの役
割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)ウイルス蛋白質発現ベクターの作製 
 ２００３年の臨床分離株 Jpn03-1株のゲノ
ム RNA（図 1）の全塩基配列を決定する。さ
らに、ゲノム上の各ウイルス遺伝子 N、P、M、
F、M2-1、M2-2、SH、G、L の open reading 
frame(ORF)領域を T7 プロモータ下流に挿入
しウイルス蛋白質発現ベクターを作製する。 

図 1 HMPV のゲノム構造 
 
(2)IFN 産生誘導のシグナル伝達経路（図 2）
あるいは IFN誘導遺伝子を活性化するシグナ
ル伝達経路（JAK-STAT 経路）（図 3）に対し
て各ウイルス蛋白質がどのような効果を示
すか検討する。 
 
①ウイルスに由来する２重鎖 RNA（dsRNA）や
1 本鎖 5’triphosphate RNA は、細胞に存在
する receptor により pathogen -associated 
patterns(PAMPs)として認識される。エンド
ソーム内 PAMPs は、TLR3（図 2A）により、細
胞内 PAMPs は、RIG-I, MDA5（図 2B）により
認識され、最終的に転写因子 IRF3 を通じて
IFN-β遺伝子が活性化される。本経路の活性
化は、IFN-βプロモータの下流に luciferase
遺伝子挿入したレポータプラスミドを利用
して評価できる。RIG-I、MDA-5 経路あるいは
TLR3 経路上のシグナル伝達分子とともにレ
ポータプラスミドをトランスフェクション
し、同時に各ウイルス蛋白質発現プラスミド
を細胞内に導入することで、IFN-β遺伝子活
性化に各ウイルス蛋白質がどのような効果
を示すかを判定する。 
 
②形質細胞様樹状細胞に特化した TLR7/9 経
路依存 IFN—α産生を標的とする抗 IFN 機構の
検討 
 形質細胞様樹状細胞の IFN-α産生は、
TLR7/9 経路の活性化による（図 2C）。本経路
は、シグナル伝達分子 MyD88、TRAF6、IRF7
を発現させることで 293T 細胞でも再構成で
きる。この系において IFN-αプロモータの下

流に luciferase 遺伝子を挿入したレポータ
プラスミドと各ウイルス蛋白質発現プラス
ミドを細胞内に導入し評価する。 
 

図 2 IFN 産生誘導シグナル伝達経路 
 
③IFN 誘導遺伝子活性化シグナル伝達経路
（JAK-STAT 経路）を標的とする抗 IFN 機構の
検討 
 IFN stimulatory response element (ISRE)
あるいは gamma-activated sequence (GAS)
の下流に luciferase 遺伝子を挿入したレポ
ータプラスミドを使って、それぞれ IFN-α/β
刺激、IFN-γ刺激に対する IFN 誘導遺伝子の活
性化を評価する（図 3AB）。このとき、各ウイ
ルス蛋白質発現プラスミドを同時にトラン
スフェクションすることで、その効果を判定
する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 IFN-α/βあるいは IFN-γ刺激に対する
IFN 誘導遺伝子活性化シグナル伝達経路 
 
(3)IFN アンタゴニストと相互作用する宿主
因子の解析  
 上記(2)の実験により IFN アンタゴニスト
とその標的シグナル伝達経路とが明らかに
なれば、その経路の各シグナル伝達分子とア
ンタゴニストの相互作用を免疫沈降法によ
り検討する。 
 
(4)IFN アンタゴニストの標的シグナル伝達
経路への作用の解析 
 標的シグナル伝達経路の活性化の特徴に



 

 

あわせて、伝達分子のリン酸化あるいはユビ
キチン化、二量体化、核移行などにどのよう
な影響があるかを検討する。 
 
(5)HMPV のリバースジェネティクスの樹立 
 N、P、M2-1、L 蛋白質発現ベクターと HMPV
アンチゲノム発現ベクター（すべて T7 プロ
モータ支配）を作製し、これらを BSR-T7/5
細胞（T7 ポリメラーゼ安定発現細胞）にトラ
ンスフェクションする。翌日、LLC-MK2 細胞
と共培養し、培養上清からウイルス粒子の回
収を試みる（図 4）。 
 

図 4 HMPV のリバースジェネティクス 
 
(6)IFN アンタゴニストノックアウトウイル
スの作製とその特性の解析 
 IFN アンタゴニスト遺伝子を欠損させたウ
イルスゲノムをもつ組換えウイルスを作製
し、本ウイルスと親ウイルスの抗 IFN 能の違
いを評価するとともに、増殖性、病原性につ
いて検討する。 
 
４．研究成果 
(1)HMPV 臨床分離株 Jpn03-1 株のウイルスゲ
ノム全塩基配列を決定した。その結果、本ウ
イルス株は、CAN97-83 株に最も近縁で、４つ
のサブグループのうち A2 グループに属する
ことを明らかにした（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 G ORF に基づく HMPV の系統樹 
 
(2)Jpn03-1 株の各ウイルス蛋白質（N、P、M、

F、M2-1、M2-2、SH、G、L）発現ベクターを
作製し、これらの抗 IFN 能を検討した。 
 
①RIG-I、MDA5 や TLR3 経路を通じて IRF3 を
活性化する経路を阻害するウイルス蛋白質
はなかった。 
 
② IFN-α/β あ る い は IFN-γ 刺 激 に よ る
JAK-STAT 経路の活性化を阻害するウイルス
蛋白質も見いだされなかった。 
 
③293T 細胞に MyD88、TRAF6、IRF7 を発現さ
せる TLR7/9 経路再構成系で M2-2 蛋白質に
IFN-α産生シグナルを阻害する能力が認めら
れた（図 6）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 293T 細胞における TLR7/9 経路再構成
系での IFN-αシグナル伝達抑制 
 
(3)M2-2蛋白質によるTLR7/9シグナル伝達経
路阻害機構の解析 
 
①M2-2 蛋白質は TLR7/9 経路上の伝達分子
IRF7、MyD88、TRAF6 に特異的に結合した。 
 
②M2-2 蛋白質は IRF7 の二量体化や核移行を
妨げなかった。IRF7 の constitutive active 
mutantによるIFN-αプロモータの転写活性化
を阻害できなかった。 
 
③IRF7の上流分子MyD88、TRAF6の存在下で、
IKKαによるIRF7のリン酸化をM2-2蛋白質は
抑制できなかった。 
 
④以上から、M2-2 蛋白質は IRF7 の活性化よ
りも上流のプロセスを阻害していると推定
された。現在、M2-2 蛋白質が TRAF6 のユビキ
チン化を抑制しているかどうかについて検
討している。 
 
(4)HMPV のリバースジェネティクスを樹立し
た。 
 N、P、M2-1、L 蛋白質発現ベクターと HMPV

 



 

 

アンチゲノム発現ベクター（すべて T7 プロ
モータ支配）を作製し、これらを BSR-T7/5
細胞（T7 ポリメラーゼ安定発現細胞）にトラ
ンスフェクション後、LLC-MK2 細胞と共培養
することでウイルス粒子の回収に成功した
（図 7）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 アンチゲノム発現プラスドを導入した
細胞から生成した組換え HMPV 
 phMPV-M1 は、ゲノムに NheI サイトを、phMPV-M2

は、NheI に加えて SnaBI サイトをマーカとして導

入したプラスミドを意味する。各アンチゲノム発

現プラスミドを BSR-T7/5 細胞に導入し、培養上清

に HMPV が含まれているかどうかを検討した。どち

らのプラスミドから得られた上清も LLC-MK2 に接

種すると強い CPE が見られ(A)、抗 F蛋白質単クロ

ーン抗体あるいは成人正常血清による蛍光抗体法

でウイルス抗原が認められた(B)。phMPV-M1(L-)

は、培養上清を作製するとき L 蛋白質発現ベクタ

ーを除いたコントロールを示す。 

 
(5)ゲノムに GFP 遺伝子を組み込んだ組換え
HMPV の作製 
 ウェスタンブロッティング法により HMPV
を検出できる適切な抗体がないため、ウイル
ス感染を評価できなかった。そこで、感染の
指標として GFP 遺伝子をゲノムの M遺伝子と
F 遺伝子の間に挿入し、GFP を発現する HMPV
ウイルスを作製した。 
 
(6)M2-2 ノックアウト HMPV の作製 
 GFP発現HMPVアンチゲノム発現プラスミド
をベースに M2-2 ノックアウトウイルスを作
製した。ウイルス増殖は、親株よりも少し悪
い傾向があった。本ノックアウトウイルスに
よって、ウイルス増殖サイクルの中で M2-2
蛋白質が IFN産生に対してどのような働きを
もち、また、ウイルス増殖に対してどのよう
な役割を果たしているかを、今後、検討する
予定である。 
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