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研究成果の概要（和文）：ロタウイルスは乳幼児に重篤な下痢症を引き起こす。発展途上国を中心に年間約20万
人の死亡例が報告されている。本研究では、次世代ロタウイルスワクチンの開発基盤の確立を目的とし、独自に
開発した新規ロタウイルスリバースジェネティクス系を駆使することで、ロタウイルスにおける複製機構ならび
に病態発現機序の解明を行う。研究成果として、ロタウイルスの増殖機構を理解する上で有用なヒトロタウイル
スOdelia株（G4P[8]）ならびにマウスロタウイルスEW株のリバースジェネティクス系の開発などを行った。これ
らの成果はロタウイルスの予防・治療法の開発研究を進める上で有用と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Rotaviruses are a major cause of severe gastroenteritis in infants and young
 children worldwide and are responsible for approximately 215,000 deaths annually, particularly in 
developing countries. The objective of this research is to understand how rotaviruses replicate in 
vitro and cause diseases in vivo using plasmid-based rotavirus reverse genetics systems. We 
established a plasmid-based reverse genetics system for G4P[8] human rotavirus strain Odelia. Using 
reverse genetics systems, we recovered a panel of monoreassortant viruses harboring one gene segment
 from strain Odelia within the simian rotavirus strain SA11 genetic backbone. We also tried to 
develop a reverse genetics system for murine rotavirus strain EW. Reassortant viruses between 
strains SA11 and EW generated by the rescue system enabled study of the biological functions of 
viral gene segments. These systems will provide insight into the molecular mechanisms underlying 
rotavirus replication and pathogenesis.

研究分野：ウイルス学

キーワード： ワクチン　ロタウイルス　リバースジェネティクス系
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、使用されているロタウイルスワクチンにおいては、発展途上国における不十分な防御効果、高額な費用、
副反応（腸重積症）等の問題があげられており、次世代ワクチンの開発研究は重要な課題である。これまで有用
なリバースジェネティクス系の開発の遅れからロタウイルスの複製機構ならびに病態発現機序の解明は進んでい
なかった。本研究成果で開発されたヒトおよびマウスロタウイルス株のリバースジェネティクス系やレポーター
遺伝子発現ロタウイルスを用いた研究は新規ワクチン開発や感染伝播、病態発現機序の理解につながると期待さ
れる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ロタウイルス（RV）は乳幼児に深刻な嘔吐・下痢症を引き起こす原因ウイルスであり、発展

途上国を中心に年間約 20万人の死亡例が報告されている。先進国においては、死亡例は少な

いが、入院治療を必要とする重症例は多く、医療経済の観点から重視されている。 

現在、2種類の弱毒生 RV ワクチンが広く使用されているが、RV感染症が特に問題視されて

いる発展途上国における不十分な防御効果、高額な費用、副反応（腸重積症）、また、既存の

ワクチンでは多様な RVの全ての血清型を制御することが困難になる可能性等の問題から、次

世代ワクチンの開発研究の重要性が増している。RVは 11 本の分節型二本鎖 RNA をゲノムに有

する。様々な哺乳動物や鳥類に感染し、種間伝播や分節ゲノムの遺伝子再集合は RV の遺伝子

多様性の獲得に寄与している。ウイルスの感染性には、3層構造（外殻、内殻、コア構造）か

らなる RV の粒子表面に存在する中和抗原を含有する VP4 と VP7 が関与している。RV は VP4、

VP7 遺伝子型の組み合わせにより多数の遺伝子型が存在する。 

エンテロトキシン活性を有する RV NSP4 と下痢症との関わりについては解析が進んでいる。

NSP4 以外にも NSP1 が Interferon regulatory factor 3 と結合し、分解することから、自然

免疫阻害因子として、病原性に関与することが示唆されている。しかし、RV においてはウイ

ルス遺伝子改変技術およびヒト感染病態を完全に反映している優れた動物モデルの開発の遅

れから、下痢症や腸重積症の発症メカニズムについては詳細な解明がなされていない。 

 

２．研究の目的 

他の病原性 RNA ウイルスと比較して、RV ではリバースジェネティクス系の開発が遅れてい

たことから、病原性遺伝子の同定やその機能解析研究は進んでいない。これまでの研究は、組

換えタンパク質や分節ゲノムの交換体を用いた解析のみが行われており、リバースジェネテ

ィクス系の欠如から感染性組換えウイルスによる感染サイクルにおける解析研究は不可能で

あった。我々のグループは人工的に組換え RV を作出できる完全なリバースジェネティクス系

の開発に世界に先駆けて成功した。この技術の開発により、これまで不可能であった RV遺伝

子を任意に改変し、複製や病原性に関わる変異を持つ様々な組換え RVを作製することが可能

になった。本研究では、独自に開発した新規 RV遺伝子改変技術を駆使することで、病原性に

関わる RV 分節遺伝子に変異を加えたワクチンシードウイルスとなりうる組換え RV の作製や

レポーター遺伝子発現 RV等の開発を行うとともに、新規ロタウイルス株のリバースジェネテ

ィクス系についても確立し、RV 感染における増殖機構の解明を目指す。得られた知見を基に

次世代 RVワクチンの開発研究基盤を確立する。 

 

３．研究の方法 

ヒト RVのリバースジェネティクス系の開発およびレポーター遺伝子発現 RVの作製 

サル RV においては効率的なリバースジェネティクス系が確立されている。一方、新規ワクチン

開発を行う上で、ヒト RVのリバースジェネティクス系の開発は重要な課題である。本研究では、

ヒト RV の主な流行型の一つである G4P[8]の遺伝子型をもつ Odelia 株のリバースジェネティク

ス系の開発を試みた。Odelia 株由来ウイルス粒子から二本鎖 RNA ゲノムを抽出し、cDNA を作製

し、全ゲノム配列を決定した。得られた Odelia 株ゲノム由来 cDNA を T7 プロモーターおよび D

型肝炎リボザイム配列の間に配置したコンストラクトを作製した。組換えウイルスの作製のた



め、全 11 分節の Odelia 株ゲノム由来 cDNA をコードするプラスミドと RV 人工合成促進因子を

共に T7 RNA ポリメラーゼ発現細胞に導入した。また、野生型 Odelia 株の作製に加えて、SA11

株（サル RV）と Odelia 株とのモノリアソータントウイルスおよび NSP1 遺伝子変異ウイルスに

ついても作製し、解析を行った。RV の増殖機構の解明や抗ウイルス薬のスクリーニング等に有

用なレポーター遺伝子発現 RV の開発を行った。2種類の NanoLuc ルシフェラーゼ断片（LgBiT お

よび HiBiT）の相補性を利用した発光系である Split NanoBiT System を応用し、NSP1 遺伝子の

C末端に 11アミノ酸の HiBiT 配列を挿入した組換えサル RV を作製した。作製した組換えウイル

スの増殖性およびレポーター活性について解析を行った。 

 

マウス RVのリバースジェネティクス系の開発 

RV の感染には種特異性があり、サル RVはマウスでの増殖性が低い。そのため、マウスで増殖

性が高いマウス RV（EW 株）のリバースジェネティクス系の開発を試みた。EW 株由来ウイルス粒

子から二本鎖 RNA ゲノムを抽出し、cDNA を作製し、得られたウイルスゲノム由来 cDNA を T7 プ

ロモーターおよび D型肝炎リボザイム配列の間に配置したコンストラクトを作製した。全 11 分

節の EW 株ゲノム由来 cDNA をコードするプラスミドと RV 人工合成促進因子を共に T7 RNA ポリ

メラーゼ発現細胞に導入することで、組換えウイルスの作出を試みた。また、SA11 株（サル RV）

と EW 株とのリアソータントウイルスの作製についても試みた。 

 

４．研究成果 

ヒト RVのリバースジェネティクス系の開発 

Odelia 株全 11 分節ゲノム由来 cDNA を T7 RNA

ポリメラーゼ発現細胞に導入した結果、組換え

Odelia 株の作出に成功した。作製した組換え

Odelia 株の培養細胞における増殖性は野生型と

同程度であった。得られた組換え Odelia 株の

NSP2 遺伝子に挿入した遺伝子マーカーの存在が

確認できたことから、ウイルスゲノム由来 cDNA

から作出された組換えウイルスであることが明

らかになった。また、SA11 株と Odelia 株とのモ

ノリアソータントウイルスを作製し、増殖性につ

いて解析を行った。その結果、SA11 株をバックボ

ーンとしたモノリアソータントウイルスでは

VP1、VP2、VP4 および VP7 遺伝子がウイルス複製

に影響を与えていることが明らかになった。

Odelia 株のリバースジェネティクス系を用いて、

NSP1 の C 末端 166 アミノ酸領域を欠損させた変異体（rsOdelia-NSP1-dC166）を作製し、解析を

行った結果、rsOdelia-NSP1-dC166 は親株と比較して顕著に複製能が低下していた（図 1）。これ

らの結果から、Odelia 株 NSP1 の C末端領域にはインターフェロンシグナル伝達経路の阻害等に

関与することでウイルス複製に影響を及ぼす重要な領域が含まれていることが示唆された。 

 

Split NanoLucペプチドタグを発現する組換えRVの作製 



SA11株 NSP1遺伝子の C末端にHiBiTタ

グを挿入したコンストラクトを作製し、組

換えウイルス（rSA11-HiBiT）を作出した

（図 2）。rSA11-HiBiT は親株と同様に効率

よく培養細胞で増殖し、高い NanoLuc ルシ

フェラーゼ活性を示した（図 2）。挿入した

HiBiT タグの安定性について解析を行っ

た結果、培養細胞で 10 回継代後も HiBiT

配列は安定してウイルスゲノム（NSP1 遺

伝子）に保持されていた（図 3）。さらに

rSA11-HiBiT の有用性を理解するため、RV

の増殖阻害剤であるリバビリンを用いて

解析を行った。その結果、リバビリン濃度

依存的に rSA11-HiBiT の複製能およびレ

ポーター活性は抑制された（図 4）。以上の

結果より、rSA11-HiBiT は安定的にレポー

ター遺伝子を発現し、効率よく複製できることが明らかになった。また、rSA11-HiBiT は抗ウイ

ルス薬のスクリーニングに有用なツールであることが示された。 

 

 

 

マウス RVのリバースジェネティクス系の開発 

EW株全 11分節ゲノム由来 cDNA および人工合成促進因子を同時に T7 RNA ポリメラーゼ発現細

胞に導入し、組換えウイルスの作出を試みたが、作出することはできなかった。そこで、SA11 株

および EW 株における様々なリアソータントウイルスの作製を行った。マウスモデルを用いて

SA11 株と下痢症の発症能について比較した結果、幾つかのリアソータントウイルスでは下痢発

症能が増強していた。また、EW 株由来分節ゲノム 10 種および SA11 株由来分節ゲノム 1 種をも

つリアソータントウイルスの作製にも成功した。これらのリアソータントウイルスは RV の病原

性を理解する上で有用と考えられる。 
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