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研究成果の概要（和文）：重症熱性血小板減少症候群(SFTS)はSFTSウイルス(SFTSV)によって引き起こされる。
本研究では、SFTSVのリバースジェネティクス系の確立を試みたが、研究実施期間内に確立することはできなか
った。そこで、SFTSVの膜糖蛋白質の機能解析とそれを応用させた中和試験法の改良を行った。また、SFTSVの転
写複製に関与する核蛋白質の機能解析をおこなった。
また、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス(LCMV)の遺伝子操作系を用いてウイルスゲノム非翻訳領域の病原性解析を
行った。その結果、マウスに対して非致死性の弱毒株を作製した。本研究はLCMVのワクチン株作製の基盤研究に
つながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Severe fever with thrombocytopenia syndrome (SFTS) is caused by SFTS virus 
(SFTSV). SFTSV belongs to genus Phlebovirus, family Phenuiviridae. In this study, we tried to 
establish reverse genetics system for SFTSV to apply this system to a high-throughput drug screening
 system and functional analysis of viral proteins. However, we couldn’t establish the system. 
Alternatively, we analyzed the characteristics of SFTSV glycoprotein and developed a new 
neutralization assay of SFTSV. Furthermore, we analyzed the function of nucleoprotein which is 
essential for viral genome replication.
Lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) belongs to family Arenaviridae. In this study, we tried to
 elucidate the role of untranslated regions (UTRs) of LCMV S segment genome. We found that 
introduction of mutations in the UTR in S segment resulted in attenuation of LCMV. These results 
suggested LCMVs with mutated UTRs could be a candidate of attenuated LCMV vaccine.

研究分野：ウイルス学、獣医学

キーワード： SFTSウイルス　ハートランドウイルス　ミニゲノム法　リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 重症熱性血小板減少症候群(SFTS)は 2011
年に中国で初めて報告されたダニ媒介性感染
症で、ヒトに重症熱性疾患を引き起こす。ブニヤ
ウイルス目フェニュイウイルス科フレボウイルス属
の重症熱性血小板減少症候群ウイルス
(SFTSV)によって引き起こされる。また、2012 年
に米国で同様に重症熱性疾患を生じた患者か
ら SFTSV と遺伝的に近縁であるハートランドウイ
ルス(HRTV)が分離された。これらのウイルスに
対する抗ウイルス薬の開発、病原性発現機構の
解明、ワクチンの開発は公衆衛生上急務である
が未だ十分になされていない。 
リバースジェネティクス法はウイルスゲノムの任
意の領域に変異を加えることでウイルスの病原
性の解明、弱毒株の樹立を可能にする。また、
レポーター遺伝子をウイルスゲノムに挿入するこ
とで抗ウイルス薬スクリーニングを可能にする。
研究開始当初、SFTSVのリバースジェネティクス
法は確立されていなかった。 
 
(2)リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス(LCMV)はア
レナウイルス科哺乳類アレナウイルス属のアレナ
ウイルスである。SFTSV同様にマイナス鎖アンビ
センス遺伝子をもつ。LCMV には多くの株が存
在するが、WE 株は霊長類で出血熱を引き起こ
すことが報告されている。WE 株のリバースジェ
ネティクス法は報告されておらず、SFTSVと同様、
抗ウイルス薬の開発、病原性発現機構の解明、
ワクチンの開発は十分になされていない。 
 
２．研究の目的 
(1)SFTSVに関する研究 
本研究の第一の目的は SFTSV のリバースジェ
ネティクス法を確立することである。また、同時に
ウイルスゲノムの open reading frame(ORF)へレ
ポーター蛋白質遺伝子を導入したミニゲノム法
を確立する。その上で、レポーター蛋白質を持
つ組換えウイルスを作製し、それを用いて抗ウイ
ルス薬スクリーニング系の確立、ウイルスの病原
性解析をおこなうことを目的とした。最終的な目
的としては、確立した抗ウイルス薬スクリーニング
系を用いて抗ウイルス効果を持つ新規化合物の
同定やウイルスの蛋白質間の相互作用の解明
を目的とした。 
 
(2)LCMVに関する研究 
本研究の目的は LCMV WE株のリバースジェネ
ティクス法を用い、非翻訳領域(UTR)の機能解
析をおこなうことである。ウイルスゲノムの S 分節
の UTR の一部へ変異を導入することでウイルス
の病原性に変化がみられるか、弱毒株を樹立す
ることが可能かを評価することを目的とした。
UTRは両末端 19塩基が必須であり相補性を維
持していることが明らかとなっている。 
 
３．研究の方法 
(1) SFTSVに関する研究 
SFTSV SPL005株のウイルスゲノム S, M, L分節
全長を polIVプラスミドの polymerase I promoter

の下流へ挿入(polIV-SFTSV-S, polIV-SFTSV-M, 
polIV-SFTSV-L)、またウイルスゲノムの転写複
製に必須であるNおよび Lを pKS336プラスミド
の HEF-1α  promoter の下流に挿入した
(pKS-SFTSV-N, pKS-SFTSV-L) 。 作 製 し た
polIV-SFTSV-S, M, L, および pKS-SFTSV-N, L
を 293T 細胞へトランスフェクションし感染性ウイ
ルスが得られるか検討した。また、それぞれの分
節のORFへGFPあるいはNano luciferase遺伝
子を挿入したミニゲノムプラスミド(SMG, MMG, 
LMG)を作製し pKS-SFTSV-N, Lと共に 293T細
胞へトランスフェクションし、２日後にレポーター
アッセイをおこなった。ミニゲノムプラスミドに関し
ては HRTV MO-4株に関しても同様に作製、実
施した。 
確立したミニゲノムを用いて SFTSV及び HRTV
の N および L の各セグメントにおける転写複製
能を比較検討した。得られた結果及び SFTSVと
HRTVのNのアミノ酸配列を比較した結果から、
SFTSVとHRTVのキメラN発現プラスミドを作製、
SFTSVのNの転写複製に必須なアミノ酸領域を
同定した。 
また、SFTSV SPL030株を Vero細胞で 50代継
代、元株と比較して増殖速度が速く、プラーク、
細胞変性効果(CPE)が明瞭な継代株を樹立した
(p50-2 株)。本株の塩基配列を同定、元株の配
列と比較し異なる配列に関して、蛋白質発現プ
ラスミド、ミニゲノム法を用いて性状解析をおこな
った。また p50-2 株を用いて中和試験法を検討
した。 
 
(2) LCMVに関する研究 
LCMV WE 株の S, L 分節を pRF vector の
polymerase I 下流に挿入したプ ラ ス ミ ド
(pRF-WE-S, pRF-WE-L)及び核蛋白質(NP)、
RNA依存性 RNAポリメラーゼ(L)発現プラスミド
(pC-WE-NP 及び pC-WE-L)を BHK 細胞へトラ
ンスフェクションすると感染性粒子が得られること
が過去の申請者の研究から明らかとなっている。
そこで LCMV WE株の S分節の 5末端及び 3
末端の UTR 遺伝子へ種々の変異を導入した S
分節プラスミドを作製した。これらの変異導入プ
ラスミドを用いUTR変異導入組換えLCMVを作
製し、UTRの必須領域の同定をおこなった。さら
に Vero 細胞での増殖速度の比較、CBA マウス、
DBA マウスにおける病原性の比較をおこなっ
た。 
またORF部にGFPあるいは luciferase遺伝子を
挿入したミニゲノムを用いて、これらのUTR領域
のウイルスゲノム転写複製効率への影響、ウイ
ルスゲノムの粒子への取り込み効率への影響に
ついて比較、検討をおこなった。 
 
４．研究成果 
(1) SFTSVに関する研究 
i) リバースジェネティクス法およびミニゲノム法
の確立 
上述の 3. 研究の方法に記述した方法に従って
プラスミドを調整、リバースジェネティクス法として
293T細胞にトランスフェクションをおこなったが、



感染性ウイルスを得ることができなかった。
Polymerase I を 用い た発現系の他 、 T7 
polymerase 等の系、種々の条件検討もおこなっ
たが、感染性ウイルスを得ることができなかった。
一方、ミニゲノム法に関しては S, M, L全ての分
節のミニゲノムプラスミドに関して N 及び L の発
現プラスミドと共に 293T細胞にトランスフェクショ
ンすると 2 日目に評価可能なレベルのレポータ
ー蛋白質の発現が観察された(図 1)。またこれら
のミニゲノムプラスミドを単体、もしくは N, L発現
プラスミドのどちらかのみと共にトランスフェクショ
ンした場合はレポーター蛋白質の発現はみられ
なかった。このことからミニゲノム法の確立に成
功した。HRTV に関しても同様の条件でミニゲノ
ム法の確立に成功した(図 1)。 
 

図１ SFTSV及び HRTVのミニゲノム法の確立 

ii) SFTSV及び HRTVの N蛋白質の機能解析 
i)の結果を踏まえ、抗ウイルス薬スクリーニング
系の確立より、ミニゲノム法を用いたウイルス蛋
白質の機能解析を優先させ研究をおこなった。
SMG, MMG, LMG 及び N, L の SFTSV 及び
HRTV 間での互換性について検討した。すなわ
ちミニゲノム法で用いるプラスミド、N, L の発現
プラスミドを各々SFTSV及びHRTV由来の組み
合わせにしてレポーター蛋白質の発現を比較し
た(図 2)。その結果、SFTSVの Nは HRTVの N
に対して機能的互換性を持つが、HRTVのNは
SFTSV の N に対して機能的互換性を持たない
ことが明らかとなった。また、S, M, Lいずれの分
節のミニゲノムプラスミドを用いた場合でも同様
の結果が得られた。このことはウイルス種に関係
なく各分節のUTRは機能性を持つことを意味す
る。 
 

図２ SFTSV と HRTVの N, L及びミニゲノムの機能的互換性の検討 

SFTSVとHRTVのNは 62%のアミノ酸同一性を
持つ。SFTSVのNとHRTVのNのアミノ酸配列
を比較、キメラの N を発現させ、ミニゲノムアッセ
イをおこなった。その結果、HRTV の N が
SFTSV の N に対して機能的互換性を持たない
原因の部位を特定した(図 3)。N のアミノ酸配列
のうち 2-28番目のアミノ酸及び 77-102番目のア
ミノ酸領域が HRTVであるキメラ Nはウイルスゲ
ノムの転写複製を阻害することが明らかとなっ
た。 
図 3 キメラ Nによるミニゲノム法を用いた SFTSV Nの転写複製機能必須

部位の同定 

SFTSV-N-H(XX-XX): XX-XX 番目のアミノ酸が HRTV の配列である

SFTS のキメラ N である。ミニゲノム法でそれぞれの N におけるレポーター

蛋白質の発現を評価している。 

 

 

先行研究から SFTSVの Nは多量体を形成する
ことが明らかとなっている(Lianying Jiao et al, 
Journal of Virology, 2013)。そこでミニゲノム法で
転写複製がみられなかった 2-28 番目のアミノ酸
及び 77-102番目のアミノ酸領域がHRTVである
SFTSV のキメラ N(SFTSV N HRTV(2-28)、
SFTSV N HRTV(77-102))に関して立体構造予
測をおこない SFTSV N と比較した。その結果、
SFTSV N HRTV(2-28)は多量体形成能が低下
していることが予想された。また、SFTSV N 
HRTV(77-102)に関しては多量体形成時の安定
性は SFTSV N と同程度であった。 
本研究の結果、以下のことが明らかとなった。①
HRTVの N(S分節)と SFTSVの L(L分節)で構
成されるリボ核酸はウイルスゲノムの転写複製を
行えない。②SFTSVのN(S分節)とHRTVのL(L
分節)はウイルスゲノムの転写複製が可能である
ことから、これらのウイルス間でリアソートメントが
生じる可能性がある。③SFTSV の N は N 末端
側を HRTV の配列へ変化すると機能性を失う。
④SFTSVの Nのα1-2ヘリックス領域(2-28AA)
は N の多量体形成に重要な領域であり、この多
量体形成の有無がウイルスゲノムの転写複製効
率へ影響を与える可能性が示唆される。⑤N の
77-102AA はリボ核酸形成時、L の転写複製能
へ影響を与える可能性がある。 
 
iii) 50代Vero細胞で継代した SFTSVの性状解
析 
SFTSV SPL030株を Vero細胞で 50代継代した
結果、元株と比較して増殖速度が速く、プラーク、
細胞変性効果(CPE)が明瞭な継代株を樹立した
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(p50 株)(図 4)。本株からさらにプラーククローニ
ングをおこない(p50-2 株)、塩基配列を同定、元
株の配列と比較した結果、M 分節で 6 塩基、L
分節で 3塩基の変異がみられた。そのうちM分
節の 4 塩基変異、L 分節の 1 塩基変異はアミノ
酸変異を伴う変異であった。M 分節の 4 箇所の
変異に関して Gn / Gc 発現プラスミドを作製、
Vero 細胞で発現、低 pH 処理を行った後、細胞
融合能を観察した。その結果、Gn / Gcの 962番
目のアミノ酸のセリンからアスパラギンへの変異
(S962N)が性状変異の責任領域であることが明
らかとなった。また、L分節の 1変異に関してもミ
ニゲノム法を用いて本変異のウイルスゲノム転写
複製能への影響を評価したが、元株、p50-2 株
間で差はみられなかった。M分節のみ p50-2株
をもつリアソータントウイルスを作製した結果、そ
の性状は極めて p50-2株に類似していた。 
図 4 SFTSV SPL030元株と Vero50代継代株の性状の差 

 
P50-2 株を用いた中和試験法の評価をおこなっ
た。SFTSVはCPE、プラークが明瞭ではなく、中
和試験法では抗体で感染細胞を染色しフォー
カスを数える方法が一般的である。しかしながら、
p50-2 株は明瞭なプラークを示すため本株を用
いた中和試験法は直接プラーク数を数えること
が可能になり、中和試験法の手順の簡便化に成
功した。また、臨床検体を用いた評価でも元株、
p50-2株間で大きな差はなかった(表 1)。 
 

表 1 元株、p50-2株における中和試験の臨床検体を用いた評価 

Sample IDs 元株を用いた中和試験結果 P50-2株を用いた中和試験結果 

30C1 1:40 1:40 

30C2 1:320 1:160 

32C1 1:640 1:1,280 

35C 1:80 1:40 

50A 1:320 1:320 

60A <1:20 <1:20 

60C1 <1:20 <1:20 

62C <1:20 <1:20 

64A <1:20 <1:20 

64C 1:1,280 1:320 

FKS <1:20 <1:20 

SMJ <1:20 <1:20 

 
(2)LCMVに関する研究 
LCMV WE株の S分節UTR変異導入組換えウ
イルス作製のため種々の変異導入プラスミドを
作製した。これらを pRF-WE-L, pC-WE-NP, 
pC-WE-L とともに BHK細胞へトランスフェクショ
ンした結果、5末端側20-40塩基あるいは 3末端
側 20-38塩基を欠損した変異導入プラスミドを用
いた場合、感染性ウイルスは回収できなかった。
一方で両末端のより下流である 5 末端側 41-77
塩基あるいは 3末端側 39-60塩基を欠損した組

換えウイルスは産生された (rLCMV 5UTRΔ
41-60, rLCMV 5UTRΔ60-77, rLCMV 3UTRΔ
39-60) 。 こ れ ら の ウ イ ル ス は 野 生 型
LCMV(wtLCMV)とVero細胞における増殖に差
がなかった。5末端側20-40塩基あるいは 3末端
側 20-38 塩基を欠損したウイルスは産生されな
かったことから、この領域に種々の変異を導入し
た組換えウイルスを作製した (図 5, rLCMV 
complementary, rLCMV 5-3UTRchange, 
rLCMV Δ26-40)。これらのウイルスは wtLCMV
と比較して Vero 細胞感染 5 日目の上清で
101-103程度感染性ウイルスの収量が少なかった
(図 6)。 
図 5 5末端側 20-40塩基あるいは 3末端側 20-38塩基に変異を導入した

組換えウイルスの両末端配列 

赤の網地部分は両末端必須領域。赤字あるいは見え消し部分は変異導入部分。 

 

図６ rLCMV complementary, rLCMV 5-3UTRchange, rLCMV Δ26-40の

Vero細胞における増殖曲線 

 

これらの変異ウイルス 100FFUを感受性のあるマ
ウスである CBA/NSlc, DBA/1JJmsSlcに腹腔内
接種した結果、5 末端側 20-40 塩基あるいは 3
末端側 20-38 塩基に変異を導入したウイルスを
接種したマウスはいずれも死亡、体重減少がみ
られなかった。また、5 末端側 41-77 塩基あるい
は 3末端側 39-60塩基の欠損組換えウイルス接
種群に関しては CBA/NSlc では rLCMV 5UTR
Δ41-60, rLCMV 5UTRΔ60-77 接種群では体
重減少や死亡個体が観察されたものの rLCMV 
3UTRΔ39-60 接種群では死亡、体重減少はみ
られなかった。DBA/1JJmsSlc では、 rLCMV 
5UTRΔ41-60, rLCMV 5UTRΔ60-77接種群で
は体重減少が観察されたものの死亡個体は見ら
れなかった。rLCMV 3UTRΔ39-60接種群では
1 頭のみ体重減少、死亡が観察されたものの、
残り 4 頭では死亡、体重減少がみられなかった
(図7)。これらの結果から、5末端側41-77塩基あ
るいは 3末端側 39-60塩基は in vitroではその
増殖速度に大きな影響はないものの、in vivoで
は病原性に関与してくる結果が示唆された。 
図 7 変異導入 rLCMV接種 CBA/NSlc, DBA/1JJmsSlcマウスの生存曲線 
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さらに初回の接種から 40日目に生残した変異ウ
イルス接種群、培地接種群に対して1000FFUの
wtLCMV を接種した。その結果、CBA/NSlc の
初回変異ウイルス接種群は wtLCMV 感染に対
して全頭生残した。また、DBA/1JJmsSlc マウス
の初回変異ウイルス接種群に関しても、
wtLCMV 感染に対して、rLCMV Δ26-40 接種
群で 5 匹中 1 匹が死亡したが、残りは全て生残
し た 。 初 回 培 地 接 種 群 は CBA/NSlc 、
DBA/1JJmsSlc いずれでも wtLCMV 接種により
全頭死亡した(図 8)。 
 

図 7 変異導入 rLCMV既感染 CBA/NSlc, DBA/1JJmsSlcマウスへの野生

型 LCMV感染後の生存曲線 

 

 

ミニゲノムを用いてこれらの UTR のウイルスゲノ
ム転写複製効率への影響、ウイルスゲノムの粒
子への取り込み効率への影響について比較、
検討をおこなった結果、5末端側 20-40塩基ある
いは 3末端側 20-38塩基に変異を導入した場合、
ウイルスゲノムの転写複製効率は大幅に低下す
る一方、その他の領域に変異を導入した場合、
ウイルスゲノムの転写複製効率、ウイルスゲノム
の粒子への取り込み効率に関しては大きな差が
ないことが明らかとなった。 

以上のことから LCMV の S 分節の 5 末端側
20-40塩基及び 3末端側20-38塩基は転写複製
効率に大きく関わってくる領域であることが明ら
かとなった。その一方でその他の UTR はウイル
スゲノムの転写複製、パッケージングには関与し
ないことが明らかとなった。B 細胞機能低下を生
じている CBA/NSlc の感染実験の結果から
3UTR39-60 塩基は自然免疫を中心とした
LCMV の病原性発現機構に関与する可能性が
あることが明らかとなった。また、5UTR41-77 塩
基についてもマウスにおける病原性発現機構へ
の関与が示唆された。これらのことから UTR は
LCMV の病原性に関わっていることが明らかと
なり、本研究は今後の LCMV の弱毒株、ワクチ
ン株の樹立に大きな知見を与えると考えられる。 
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