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研究成果の概要（和文）：Ephrin-B2とRARRES2のRSウイルス複製における作用を検討するためにCRISPRによるノ
ックアウト細胞を構築し、検討する予定であった。しかし当初使用していたSigmaのプラスミド系が極めて使い
づらいものであったことが分かった。Thermoのものがまともである。新型コロナウイルスにより研究が中断され
非常に残念である。

研究成果の概要（英文）：The CRISPR plasmids kit sold by Sigma was not for this study. Thermo kit was
 better. When SARS-2 pandemic is over, I would like to try again.

研究分野：ウイルス学

キーワード： RSウイルス　Ephrin-B2　RARRES2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
非常に残念ながら本研究は十分な成果が得られなかった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

RSウイルスは Pneumovirus科 Orthopneumovirus族に属するマイナス鎖 RNAウイルスで

ある。世界中に広く分布しており、症状は軽症の感冒様症状から下部気道感染にいたるまで様々

で、成人になってからも容易に再感染を起こす。特に、生後 8週から 30週齢の乳幼児が感染す

ると最も症状が悪化し、ウイルス性気管支炎で入院する幼児の 70％が RS ウイルス感染といわ

れる。また老人や骨髄移植などで免疫抑制がなされている患者等でも重症化し、院内感染や家庭

内感染の防止が重要とされている。しかしながら、かつて 1960年代に行われたホルマリン不活

化ワクチントライアルでは、逆にワクチン接種群のほうで症状が悪化して 2 名が死亡したよう

に、ワクチンの開発は困難であり、2016年時点で利用できるワクチンはまだない。また効果的

な治療法も開発されておらず、抗ウイルス薬の開発も待望されている。 

インフルエンザにおけるタミフルは、インフルエンザウイルスが出芽する際に利用するノイ

ラミニダーゼを阻害し、ウイルス複製サイクルをブロックすることで生体によるウイルス排除

を促進させる効果がある。このように抗ウイルス薬の標的分子を特定するためにはウイルス複

製の詳細な解明が必要であり、我々は RS ウイルス複製に関与する宿主因子の研究を進めてき

た。これまでの研究により、RS ウイルス複製に関与する宿主因子として、膜蛋白質である

Ephrin-B2およびRARRES2をピックアップする事に成功している (Virus Res. 2015. 210:213)。

そこで本研究ではこれらの遺伝子が RS ウイルス複製サイクルにどのように関与しているかに

ついて詳細な解析を進め、これらの分子が抗ウイルス薬開発の標的たり得るか否かを明らにす

ることが目的であった。 
 
２．研究の目的 
先に述べたように RSウイルス感染症は生後 8週から 30週齢の乳幼児が感染すると最も症状が

悪化し、ウイルス性気管支炎で入院する幼児の 70％が RS ウイルス感染といわれる。また老人

や骨髄移植などで免疫抑制がなされている患者等でも重症化し、院内感染や家庭内感染の防止

が重要とされている。全体としてみた場合、その致死率は 0.005～0.02％であるが、このような

集団に限れば RSウイルス感染による致死率は上昇する。現存する唯一の RSウイルス感染予防

薬として、ヒト化モノクローナル抗体の Palivizumab が商品化されて予防的投与に用いられて

いるが、月一回の筋肉注射を半年近く接種し続ける必要があり、高額なうえ、一部の未熟児にし

か保険適用されず、RSウイルス感受性の幼児、高齢者、免疫不全患者などへの長期投与は事実

上不可能である。また RSウイルス感受性の幼児は流行期毎に入退院を繰り返す傾向があり、保

護者の精神的、肉体的な負担は計り知れない。 

これまで、RSウイルスワクチン開発は困難を極めており、現時点でも市販のワクチンは存在し

ていない。しかし 2015年の 3月にWHOで行われた RSV surveillance meetingでは、2018年

から 2020 年にかけて RS ウイルスに対するワクチンの第 1 弾が承認される見通しと報告され

た。ワクチンの詳細は Novavax社の F nanoparticleである。ワクチンの性状から察するに、F

蛋白質に対する抗体を誘導し、感染阻止の効果があるものと推察される。しかし生ワクチンでは

ないため細胞性免疫の誘導はなく、有効年数もおそらく数年であろう。従って、ワクチン実用化

の後もインフルエンザのように、抗ウイルス薬の併用による感染コントロールが重要であると

考えられる。また免疫不全や、高齢者のケースを考慮すれば、ワクチンが利用可能であるとして

も抗ウイルス薬の選択肢をそなえておく必要性は非常に高いと考えられる。本研究により

Ephrin-B2および RARRES2が RSウイルス複製サイクルのどのステップで関与しているかを

明らかにでき、これらが抗ウイルス薬開発のための標的因子となりうるとわかれば、抗ウイルス

薬開発を検討することも可能となろう。 



 

これまで、RS ウイルスのウイルス受容体候補に関する論文がいくつか発表されている。

Nucleolin、ICAM-1、ヘパリン、anexinII、TLR-4、CX3CR1などが候補因子として挙げられて

いるが、なかでも Nucleolinはメインのウイルス受容体ではないかと考えられている。Ephrin-

B2、RARRES2と RSウイルスの関連に注目している研究者は我々の他にいない。 

ウイルス受容体とウイルス構造蛋白質の結合をブロックすることは、直接のウイルス感染の阻

止につながるため、抗ウイルス薬の標的分子としては第 1 候補ともなりうる。今回我々が注目

している Ephrin-B2や RARRES2は、実験手段として感染後 3日目のウイルス力価を指標とし

てピックアップしたため、ウイルス複製のどのサイクルで関与しているかが明らかではない。

Ephrin-B2 はへ二パウイルスのレセプターであることが報告されており (Nature. 2005. 

436:7049)、RS ウイルスの(co)receptor である可能性もあるが、ウイルス粒子の放出や cell-to-

cell の拡散に関与している可能性もある。タミフルもウイルス感染を阻止するわけではないが、

効果的な抗ウイルス薬として実用されており、Ephrin-B2、RARRES2が複製サイクルの後期に

関係しているとしても、抗ウイルス薬の標的となりうると考える。 

 

抗ウイルス薬の開発と言っても、ゼロからのスタートであれば途方もない時間がかかるであろ

う。しかし、予め、作用部位が特定できればその作業は非常に軽減されると考える。宿主蛋白質

とウイルス蛋白質の結合がウイルス複製に関与しているならばそれらをブロックするような薬

剤のデザインが必要である。一方宿主蛋白質の何らかの生理活性がウイルス複製を促進してい

る場合は、蛋白質の生理活性を阻害するような薬剤をデザインする必要がある。前者の場合、宿

主蛋白質とウイルス蛋白質の結合部位の特定も叶えば薬剤のデザインは非常に効率的となるだ

ろう。Ephrin-B2は結晶構造の解析が報告されているし(Dev Cell. 2001. 1:83)、RSウイルスも

F(J Virol 2011. 85:7788)、G (Curr Top Microbiol Immunol. 2013. 372:83)、N(Science 2009. 

326:5957)、M2－1(PNAS 2014 111:1580)などいくつかの蛋白質で結晶構造解析がなされている。

本研究の成果とこれらの知見を合わせて活用することが可能であれば、薬剤デザインの労力も

軽減されることになると考える。 

 

３．研究の方法 

本研究は Ephrin-B2、RARRES2 が RS ウイルス複製のどのステップで作用するかを特定する

ことが第 1 の目標である。そのためにまず、CRISPR ゲノム編集技術を用いて Ephrin-B2、

RARRES2遺伝子ノックアウト細胞を作成する。そしてそれらの細胞を用い、細胞侵入、脱殻、

RNA合成、集合、出芽のどのステップで作用しているかをレポーター遺伝子発現 RSウイルス

等を用いて解析する。また併せて、Ephrin-B2、RARRES2が真に生体で RSウイルス複製に関

与しているかを確認するため、ヒトプライマリ呼吸器上皮細胞の Air-Liquid Interface 培養と

siRNA を用いて試験を行う。第 2 に、Ephrin-B2、RARRES2 が RS ウイルス蛋白質と相互作

用しているか否かを免疫沈降等の試験を行い解析する。という計画であった。 

 
４．研究成果 

本実験を遂行するにあたり、「CRISPRゲノム編集技術を用いて Ephrin-B2、RARRES2遺伝子

ノックアウト細胞を作成する。」が非常に重要であるが、これが極めて困難であった。 

 

RSウイルス高感受性細胞である HEp-2、HeLa、呼吸器上皮由来の A549細胞を用い、CRIPR



はオフターゲット効果を抑えるために、Sigma の Paired nickases を用い、さらに 1 つのター

ゲットについて 2 種のプラスミドを用いた。ノックアウトは標的配列をプライマーとした RT-

PCRで確認し、標的配列がノックアウトされていれば PCRで増幅産物は見られなくなり、選択 

が可能であると考えられた。まずは Ephrin-B2 のシングルノックアウト細胞を作製できたと想

定していた。いくつかのクローンが取れたと思われ、ウイルスの細胞侵入に関する実験を行って

いたが、実験結果が極めて安定しないことに気づき、得られていたノックアウト細胞について

PCR によるバンド長確認、遺伝子配列の解析を行い、確実なノックアウト細胞のクローンが得

られていないと判定した。PCR で確認出来ていても継代している間にもとに戻っていると考え

られた。クローニングがうまくいっていない、2対の染色体が完全にノックアウト出来ていない

可能性が考えられた。使っていたのは Sigma社の CRISPR関連試薬であり、3つのプラスミド

を形質導入する必要があるが、実験条件を詳細に検討しなおしたところ、肝心な Cas9発現プラ

スミドの形質導入効率が極めて低く、カタログ通りのスペックを全く発揮できておらず、形質導

入条件の検討をいろいろ行ったが、目的の細胞に対し、十分な導入効率を得る条件が設定できな

かったため、試薬そのものの変更を検討した。その結果、Thermo社の試薬が良さそうに思えた

ため、これらによるノックアウト細胞の最構築を行うことにした。しかし、Thermo社のプラス

ミドは 1つのプラスミドに Cas9、ガイド RNA、選択用の CD4分子が搭載されているが、これ

に目的のガイド RNAを挿入することが極めて不安定で困難であった。カスタマサポートのサポ

ートもあり、2標的のうち 1クローンは取れたが、もう 1つはプラスミド全長をベクタービルダ

ーで完全合成しなければ得られなかった。これらのプラスミドを用い、ようやくノックアウト細

胞のクローンがいくつか入手できたが、新型コロナウイルス(SARS2)の発生に伴い、国研の担当

部署として職務専念義務があり、すべての基礎研究を中断せざるを得なくなったため、本研究で

目的とした実験を行うことが出来なかった。プラスミドの作製に想定外の時間がかかり、実験期

間中に十分な試験が行えなかったのが残念である。SARS2のパンデミックが制圧された暁には

実験を再開したい。 
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