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研究成果の概要（和文）：リバースジェネティクス技術を用いて、cDNA由来の VP4遺伝子（外
殻スパイク VP4をコード）をゲノムとして有する感染性ロタウイルスを構築した。この技術の
応用は、新原理に基づくワクチン開発、ロタウイルスをベースとした外来遺伝子発現ベクター

の開発、さらにロタウイルスの病原性発現機構の分子レベルでの研究にも大いに役立つと期待

される。 
 
研究成果の概要（英文）：Recombinant rotaviruses (RVs) containing a cDNA-derived VP4 
genome could be generated by means of reverse genetics system. It is expected that this 
approach will be valuable for the development of novel RV vaccines and vaccine vectors, as 
well as for an understanding of the molecular basis of RV pathogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 ロタウイルスは、 11 本の 2 本鎖
RNA(dsRNA)分節をゲノムとして保有する。
各遺伝子の機能を理解するため、これまで、
温度感受性変異株、RNA 分節の交換体であ
るリアソータント、発現蛋白質を用いた解析
が主に行われてきた。ゲノム複製機序につい
ても内殻粒子を用いた in vitro複製系による
解析が主に行われてきた。また、最近では、

RNAi や細胞内抗体結合法によるノックダウ
ン解析も行われている。しかし、ロタウイル
ス感染細胞内で起こるウイルス遺伝子およ
びその産物の機能的相互作用をこれら従来
の方法で解析するには限界があり、実際のウ
イルス複製を理解することはできない。ウイ
ルスを自己複製する生物として真に理解す
るためには、感染性ウイルスを用いた検証が
必要不可欠である。リバースジェネティクス

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2008～2009   

課題番号：２０７９０３６０ 

研究課題名（和文） ロタウイルスの遺伝子操作系の確立と応用 

                     

研究課題名（英文） Reverse genetics for rotavirus and its applications 

 

研究代表者 

 河本 聡志（KOMOTO SATOSHI） 

藤田保健衛生大学・医学部・講師 

 研究者番号：６０３６７７１１ 

 
 



系はウイルスゲノムへ任意の変異を導入す
ることで、ウイルスを自由に設計し作製する
ことができ、ウイルス増殖や病原性発現機構
を理解する上で最も強力な手法である。しか
しながら、11本もの dsRNAゲノム分節をゲ
ノムとするロタウイルスは、そのゲノム構造
の複雑さゆえか、この技術の応用が極めて困
難であり、如何なる遺伝子操作系も存在して
いなかった。最近、ようやく私達は、ヘルパ
ーウイルスを用いて 11 本のゲノム分節のう
ち 1本が cDNAに由来する組換えロタウイル
スを作出することを可能にするリバースジ
ェネティクス系の開発に世界に先駆けて成
功した（PNAS 103, 2006）（図 1）。 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ロタウイルスにおけるリバースジェネ
ティクス系（T7 RNAポリメラーゼを発現す
る組換えワクシニアウイルスを感染させた
細胞に、T7 RNA プロモーター下に VP4 遺
伝子をコードするプラスミドを導入するこ
とで、細胞内に cDNA 由来の VP4 遺伝子プ
ラス鎖 RNA が発現する。この細胞にヘルパ
ーウイルスを重感染させ、回収したウイルス
をヘルパーウイルス特異的な中和モノクロ
ーナル抗体存在下で培養することにより、
cDNA 由来 VP4 遺伝子分節をゲノムとする
感染性ロタウイルスクローンを選択する。） 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上述のリバースジェネティク
ス系を駆使し、外殻スパイク蛋白質をコード
する VP4 遺伝子とその産物の機能的相互作
用を実際のウイルスで追求することを目的
とした。一方、この系はヘルパーウイルスを
用いるので、回収ウイルスから組換えウイル
スを単離するための強力な選択条件が必要
であり、目的とするウイルス遺伝子によって
は、その条件が存在していない。そこで、現
在のリバースジェネティクス系を発展させ、
ヘルパーウイルスを必要とせずに任意にロ
タウイルスを設計しうる技術（11本全ての分
節ゲノムが cDNA に由来するロタウイルス

を作出する系）を開発することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 外殻スパイク蛋白質 VP4は感染初期の細
胞吸着と侵入で機能するとともに、ロタウイ
ルス粒子表面の主要な中和抗原でもある。そ
こで、リバースジェネティクス系を用いて、
VP4上の 3つの交差反応性中和エピトープ（I、
IIおよび III）の１つ、IIの配列をサルロタ
ウイルス SA11株（P[2]タイプ）からヒトロ
タウイルス DS-1株（P[4]タイプ）に置換し
た、異なる Pタイプ由来の中和抗原をキメラ
に発現するような感染性ロタウイルスの作
製を試みた。SA11株 VP4遺伝子上のエピト
ープ II配列を DS-1株に置換したプラス鎖
RNA発現プラスミドを構築し、感染性ロタ
ウイルスを作出した（図 2）。 
 
 
 

 
 
 

 
図 2 ロタウイルスVP4遺伝子への部位特異
的変異の導入（サルロタウイルス SA11 株
VP4 遺伝子上のエピトープ II 配列をヒトロ
タウイルス DS-1 株に置換した感染性ロタウ
イルスを作出した。また、VP4上に存在する
疎水性領域（アミノ酸 384-401）はエピトー
プ II領域（アミノ酸 381-401）と大きく重な
っている。） 
 
４．研究成果 
 様々なPタイプ特異的中和モノクローナル
抗体を用いて、回収した変異ウイルスの抗原
性を検討したところ、エピトープ IIについて
は DS-1 株（P[4]タイプ）の抗原性を示し、
エピトープ Iおよび IIIについては、SA11株
（P[2]タイプ）の抗原性を保持していた。さ
らに、この変異ウイルスは、P[4]タイプ特異
的なエピトープ II 配列に対する中和モノク
ローナル抗体でその感染性が中和されたが、
逆に P[2]タイプのエピトープ II 配列に結合
する中和モノクローナル抗体との反応性は
失っていた。これらのことから、作製した組
換えロタウイルスは、設計通りに、ウイルス
粒子表面に抗原モザイクを呈する VP4 を発
現していることが確認された。 
 前述したように、VP4は細胞吸着と侵入で
機能するために、ロタウイルス感染性を決定
する因子であり、病原性を考える上で重要な
分子である。この VP4上には疎水性領域が存
在し、この配列はアルファウイルス属の E1
蛋白質（細胞侵入に関与する）の融合ペプチ
ド配列と相同性を示すことから、ロタウイル



スが細胞侵入する際に働く融合ペプチドで
ある可能性が、発現蛋白質を用いた解析から
も示唆されている。面白いことに、この疎水
性領域（アミノ酸 384-401）は、前述のエピ
トープ II配列（アミノ酸 381-401）と大きく
重なっている（図 2）。もしこの領域が感染性
ウイルスにおける融合ペプチドであれば、こ
の領域のアミノ酸配列を置換した上述の
VP4抗原モザイクウイルスは、親株と比較し
て、生物学的性状、すなわち感染性が変化し
ている可能性が考えられる。なぜなら、増殖
の良いサルロタウイルス SA11株の疎水性領
域を増殖の悪いヒトロタウイルス DS-1 株の
ものと置換したからである。そこで、これら
ウイルスの培養細胞における感染性を検討
したところ、置換変異を導入した変異ウイル
スの感染性は、親株の 10 分の 1 程度にまで
大きく低下していた。つまり、増殖の悪い
DS-1 株の疎水性領域配列への置換は、増殖
の良いSA11株由来のVP4を有するウイルス
の感染性を大きく低下させた。実際、SA11
株 VP4 へ導入した 5 個のアミノ酸変異のう
ち 2個は、中性アミノ酸から親水性アミノ酸
への置換であり、結果としてこの領域の疎水
性は低下している。今後、変異を狭めてアミ
ノ酸変異を導入すれば、ロタウイルス増殖過
程におけるこの疎水性領域の各アミノ酸の
重要性が明らかになるであろう。 
 こうして、ロタウイルスにおいても、これ
まで出来なかった、人工的に変異を加えた生
きたウイルスを分子生物学的研究の対象と
して扱うことが可能になりつつある。 
 このロタウイルスにおけるリバースジェ
ネティクス系開発の成功は、ロタウイルスが
属するレオウイルス科を対象とする研究者
を大いに刺激し、現在では世界の多くの研究
室で活発な開発研究が行われている。その成
果として、ごく最近、いずれも 10 本の分節
dsRNA をゲノムとするオルソレオウイルス
とブルータングウイルスにおいて、全 10 本
のプラス鎖 RNA を細胞内に供給するだけで、
ウイルス複製サイクルを開始させることが
できると報告された。このことは、多分節
dsRNA ウイルスであるレオウイルス科にお
いても、全分節のプラス鎖 RNA を細胞に導
入するだけでウイルスの複製サイクルを開
始することができること、即ち、レオウイル
ス科における最小複製単位もゲノム全分節
のプラス鎖 RNA であることを強く示してい
る。11本の分節 dsRNAをゲノムとするロタ
ウイルスにおいても、全 11分節の cDNA 由
来プラス鎖 RNA を細胞に導入することで、
感染性ロタウイルスが作出できると考えら
れる。このヘルパーウイルスを必要としない、
全ての分節 dsRNAが cDNAに由来するロタ
ウイルスを作出するリバースジェネティク
ス系は、理論上は、生きたロタウイルスに自

由自在の変異を入れることができ、ロタウイ
ルスの増殖複製過程、病原性発現機構の研究
を分子レベルで飛躍的に展開することを可
能にすると期待される。現在のところ、私達
のロタウイルスを cDNA のみから作出する
という試みは成功に至っていない。これまで
にリバースジェネティクス系が開発された
どのウイルスのゲノム分節数よりも多いロ
タウイルスの 11 本という分節数と、ウシ胎
児血清非存在下でトリプシン存在下という
過酷なロタウイルス遺伝子を導入した細胞
の培養条件が cDNA 由来のロタウイルス回
収を困難にしている主な要因と考えられる
が、これら技術的な問題に慎重に対応してい
くことで本研究の実現を目指していきたい。 
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