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研究成果の概要（和文）：牛パラインフルエンザウイルス3型の遺伝子改変系を用いて膜（M）タンパク質遺伝子
を欠損するウイルスを回収した。このMタンパク質遺伝子欠損ウイルス感染細胞に変異を加えたMタンパク質を発
現させることによりMタンパク質の機能解析を行った。その結果、Mタンパク質のアミノ末端、カルボキシ末端の
数アミノ酸がウイルスの粒子形成に重要であることがわかった。牛下痢症ウイルス（BVDV）のE2タンパク質を発
現する組換えBPIV3を構築し、ハムスターに接種したところBVDVに対する中和抗体が誘導された。

研究成果の概要（英文）：We successfully recovered membrane (M) protein gene-deficient bovine 
parainfluenza virus type 3 (BPIV3) using our reverse genetics system. We analyzed the function of 
the M protein in virus particle formation by transfecting M protein expressing plasmids into cells 
infected with M protein gene-deficient BPIV3. We found that a few amino acids in both amino and 
carboxy-termini of the M protein are important for BPIV3 virus particle formation. We generated 
recombinant BPIV3 expressing the E2 protein of bovine viral diarrhea virus (BVDV). When hamsters 
were infected with this recombinant BPIV3, neutralizing antibodies against BVDV were detected in 
sera of infected hamsters, indicating that this recombinant BPIV3 would be useful as a vaccine 
against BVDV.

研究分野：ウイルス
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の結果は、牛パラインフルエンザウイルス3型（BPIV3）に非常に近縁なウイルスであるヒトパラインフルエ
ンザウイルス3型（HPIV3）の粒子形成機構の解析に役立つと思われる。これらの結果は、まだワクチンの開発さ
れていないHPIV3に対するワクチン開発あるいは抗ウイルス薬開発に役立つ可能性がある。また、我々が開発し
たBPIV3の遺伝子操作系は牛の各種ウイルス感染症に対するワクチン開発に利用出来る可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
（１）ヒトに感染する呼吸器ウイルスとしては、インフルエンザウイルス、パラインフルエン
ザウイルス、RS ウイルス、メタニューモウイルス等が挙げられる。これらの呼吸器ウイルスに
毎年世界中の多くの人が罹患している。上気道、下気道感染症を起こし、特に、老人、幼児、
乳幼児への感染では重篤になるケースも多い。呼吸器ウイルスによる感染症はその重要性にも
関わらず未解明な点が多い。これらのウイルスの呼吸器特異的な感染・増殖機構も不明のまま
である。牛パラインフルエンザウイルス 3型（BPIV3）は典型的なパラミクソウイルスであり、
牛に感染して軽度の呼吸器症状（いわゆる輸送熱）を呈するが、細菌の二次感染により重篤な
牛呼吸器症候群（BRDC）を引き起こす事が知られている。BPIV3 は、培養細胞で良く増殖し、
ヒトに対する病原性も無く取扱いが容易であり、古くからヒト呼吸器ウイルス研究のモデルと
して使われてきた。最近、私たちは、BPIV3 のウイルスゲノム改変技術（リバースジェネティ
クス）の開発に成功した。そこで、この技術を用いて任意の変異を導入した BPIV3 を作製し、
呼吸器ウイルスの呼吸器特異的な感染・増殖機構を研究することを着想した。呼吸器ウイルス
に関しては、インフルエンザウイルス以外、ヒト用ワクチンは実用化されていないのが現状で
ある。呼吸器ウイルス感染症の制圧がこれからのウイルス学に課せられた問題の一つである。 
（２）上述のように BPIV3 は自然宿主である牛に軽度の呼吸症状を引き起こすが弱毒生ワクチ
ンも開発されている。また、BPIV3 の感染は一過性であり宿主の免疫機構により排除されるの
で牛の乳や肉を食用に供する際の安全性が高い。したがって、BPIV3 弱毒生ワクチン株の遺伝
子操作系を確立して異種抗原を発現する組換え BPIV3 を構築することが出来れば牛用のワクチ
ンとして利用出来る可能性があると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
（１）BPIV3 を含む呼吸器ウイルスについては、なぜ呼吸器の上皮細胞特異的に感染・増殖す
るのかといった基本的な問題も未だ解明されていない。細胞 apical 面へのウイルスタンパク質
やゲノム RNA 輸送機構、ウイルス粒子の形成・出芽機構も十分解明されていない。これらの知
見は、安全で有効なワクチン、あるいは抗ウイルス剤を開発する際にも重要である。BPIV3 の
ウイルス粒子形成機構と呼吸器特異的な細胞指向性（トロピズム）の解析のためには、BPIV3
の膜タンパク質の解析が重要である。BPIV3 の膜タンパク質は M、F、HN タンパク質の 3種類で
あるが、これらのタンパク質がウイルスの粒子形成に具体的にどのように関わっているか不明
な点が多い。そこで、今回は膜タンパク質のひとつである Mタンパク質遺伝子を欠損した BPIV3
を構築し、変異を加えた M タンパク質をトランスに供給することにより、M タンパク質の機能
解析を行うことを目的とした。 
 
（２）BPIV3 が牛の各種ウイルス感染症に対する組換えワクチンのプラットフォームとして利
用出来るかどうかを調べるため、牛下痢症ウイルス（BVDV）の主要抗原である E2を発現する組
換え BPIV3 および牛白血病ウイルス（BLV）の主要抗原である env を発現する組換え BPIV3 を構
築し免疫原性を評価すること、BPIV3 ワクチン株（BN-CE 株）を用いた BPIV3 の遺伝子操作系を
確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）これまで行われてきたパラミクソウイルス粒子形成の研究では、プラスミド発現系を用
いてこれらのタンパク質を培養細胞に一過性に発現させウイルス様粒子（Virus-like 
particles; VLP）形成を調べる方法（Schmitt et al, J Virol, 2002,他）が主流であった。し
かし、培養細胞を用いたプラスミドからのタンパク質発現系は、ウイルスゲノム・ヌクレオカ
プシド複合体（RNP）が無い状態であり、本来のウイルス粒子形成を正確に反映していないので
はないかという指摘が以前よりあった。そこで、この問題を解決するため、まずリバースジェ
ネティクスを用いて個々の膜タンパク質を欠損させた BPIV3 を作製した。M 遺伝子欠損 BPIV3
の作製： EGFP 発現 BPIV3 BN-1 株の完全長 cDNA プラスミドより制限酵素と PCR 法を用いて M
遺伝子を削除した。この完全長 cDNA プラスミドと N、P、Lタンパク質発現プラスミドに加えて
Mタンパク質発現プラスミドを HeLa 細胞にトランスフェクションし、Mタンパク質発現プラス
ミドをトランスフェクションした Vero 細胞と混合培養することにより M 遺伝子欠損ウイルス
（rBPIV3ΔM-EGFP）を回収した。M タンパク質の機能解析：変異を導入した M タンパク質発現
プラスミドをトランスフェクションした Vero 細胞に rBPIV3ΔM-EGFP を感染させ上清に放出さ
れたウイルスを回収した。放出されたウイルスは BPIV3 に対する抗体を用いたウェスタンブロ
ッティングにより評価した。感染性ウイルスは MDBK 細胞を用い EGFP の蛍光を指標にして定量
した。 
 
（２）次に、野外株あるいは M遺伝子を個別に欠損させた BPIV3 を細胞に感染させ、細胞表面
上でのウイルス粒子形成の有無、培地中へのウイルス粒子放出の有無、ウイルス粒子の形状、
培地中に放出されたウイルスの感染性、欠損させた膜タンパク質の他のウイルスタンパク質の



局在に与える影響を共焦点レーザー顕微鏡、生化学的方法を用いて、M、F、HN タンパク質のウ
イルス粒子形成における機能を解析した。 
 
（３）牛下痢症、牛白血病に対するワクチンを作製するため、牛下痢症の病因ウイルスである
BVDV の E2 タンパク質、牛白血病の病因ウイルスである BLV の膜タンパク質である env を発現
する組換え BPIV3 を作製した。BVDV E2 タンパク質を発現する組換え BPIV3 に関してはハムス
ターに経鼻接種して BVDV に対する中和抗体誘導能を評価した。 
 
（４）日本で使用されている BPIV3 の弱毒生ワクチン株である BN-CE 株の完全長ゲノム cDNA
構築し、BN-CE 株のリバースジェネティクス系を構築した。 
 
４．研究成果 
 
（１）BPIV3 に非常に近縁なヒトパラインフルエンザウイルス 3 型を用いたこれまでの報告と
全く異なり、M タンパク質のアミノ末端、カルボキシ末端をわずかに削っただけで感染性ウイ
ルスは回収されなくなった。M タンパク質はその全域にわたって重要な機能が割り当てられて
いるものと思われる。これまで、パラインフルエンザウイルスの粒子形成機構は、ウイルスタ
ンパク質 cDNA プラスミドを細胞にトランスフェクションしてウイルス様粒子（VLP）の形成を
評価する方法、あるいは、変異を導入したウイルスをリバースジェネティクスで作製して感染
性ウイルスの増殖を評価する方法で行われてきた。しかしながら、前者はウイルス RNP 複合体
が無いなどウイルス感染細胞の内部を正確には反映していないという問題があり、後者は導入
した変異がウイルス増殖に強く影響する場合、組換えウイルス自体が取れないという問題があ
った。今回の方法は、ウイルスタンパク質の機能を解析する良い方法だと考えられる。今後、
電子顕微鏡、超解像顕微鏡を用いて Mタンパク質のウイルス粒子形成における機能を検討して
いく予定である。 
 
（３）BVDV E2 に関しては、先行研究により、BVDV E2 タンパク質をそのまま培養細胞で発現さ
せても正常には発現しないことが報告されていたので、VSV G タンパク質のシグナル配列、膜
貫通ドメイン、細胞内ドメインを付加した BVDV E2 タンパク質遺伝子を構築し、BPIV3 の転写
開始配列と転写終結配列を両端に付加し、BPIV3 完全長 cDNA プラスミドの N遺伝子と P遺伝子
の間に挿入した。このプラスミドより、私たちの開発したリバースジェネティクス系により感
染性 BPIV3（BPIV3-E2）を回収した。BVDV E2 に対する抗血清を用いて Western blotting を行
い BPIV3-E2 感染細胞中に E2 タンパク質が発現していることを確認した。また、BVDV E2 タン
パク質に対する抗血清を用いて蛍光抗体法を行い、BPIV3-E2 感染細胞の細胞表面に BVDV E2 タ
ンパク質が発現している事を確認した。BPIV3-E2 をハムスターに経鼻接種して経時的に採血し
たところ、BVDV に対する中和抗体（〜256 倍）が検出された。BLV env に関しては、BLV env
を発現する組換え BPIV3 (BPIV3-env)を回収することが出来た。また、BLV env に対するモノク
ローナル抗体を用いてBPIV3 env感染細胞の細胞表面にenvが発現されていることを確認した。 
 
（４）BPIV3 の野外株（BN-1 株）の完全長ゲノム cDNA の一部をワクチン株（BN-CE 株）の相当
する領域で順次、置換し、最終的に BN-CE 株の完全長ゲノム cDNA を構築した。この完全長ゲノ
ム cDNA から感染性ウイルスを回収することに成功した。 
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