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研究成果の概要（和文）：本研究は, 生後感染型AKAVのKM株およびFI株の全ゲノム配列を明らかにすることで, 
生後感染型AKAVにおける遺伝学的基盤情報の蓄積に貢献した。また, 両株のリバースジェネティクス系を新たに
確立し, これを駆使することで, オルソブニヤウイルス共通の病原性因子NSs遺伝子に非依存性の神経病原性を
示す生後感染型AKAV株が存在することを初めて明らかにした。さらに, Vero細胞での連続継代を実施することで
弱毒化ウイルスを作出し、この弱毒化に関与する3つのアミノ酸を特定できた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we obtained basic genetic information on postnatal AKAV by 
sequencing the whole genome of KM and FI strains of postnatal AKAV. We also established a new 
reverse genetics system for postnatal AKAV strains and demonstrated for the first time that 
postnatal AKAV strains exhibit neuropathogenicity independent of the NSs gene, a common virulence 
factor of orthobunyaviruses. Furthermore, we generated attenuated viruses by serial passaging in 
Vero cells, and were able to identify three amino acids involved in this attenuated viral strain.

研究分野： 獣医病原生物学

キーワード： アカバネ病　マウス　病原性　神経系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アカバネ病は, アカバネウイルス(AKAV)によるウシ等の反芻動物の節足動物媒介疾病であり, 時に成牛に神経症
状を起こし甚大な被害をもたらす「生後感染型」と呼ばれる病型が存在する。本研究では、生後感染AKAVの神経
病原性に関わるウイルス因子の特定を目指した。本課題で得られた知見は新規ワクチン開発だけでなく、生後感
染型AKAVを特異的に識別する遺伝子マーカーになりうる。

※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 

アカバネ病は、ブニヤウイルス目ペリブニヤウイルス科に属するアカバネウイルス（AKAV）によって引

き起こされる牛や山羊の疾病である。AKAV は、通常は牛に対する病原性は低く、無症状のまま耐過す

る。しかし、本ウイルスが妊娠牛に感染し子宮内の胎仔に到達・増殖した場合、流産・死産及び仔牛の

奇形を生じる。このため、本疾病による牛繁殖農家へ対する経済的ダメージは大きい。 

AKAV は小型吸血昆虫（ヌカカなど）によって媒介され、夏季-秋季に鹿児島・熊本・宮崎県など南日

本を中心に毎年流行する。ウイルスは媒介昆虫とともに季節風に乗って中国や東南アジアから飛来す

るため、年によって異なるウイルス株が流行する。したがって本病は越境性動物疾病としても監視・コン

トロールすることが重要である。 

 AKAV に対するワクチンは存在するものの、いまだに毎年散発的に発生しており、時として数十戸の

農家に同時発生して多大な損害を与える。そのため、牛繁殖農家にとっては対策を要する疾病の一つ

である。特に、流行地である南日本は我が国の重要な肉牛生産基地でもあるため、予防の徹底が求め

られている。 

AKAV株のなかには、上述の胎仔のみに奇形を起こす「通常型」の株とは別に、成牛にも時に致死的

な脳炎を引き起こす「生後感染型」と呼ばれるウイルス株が存在し、我が国でも度々流行している。生後

感染型ウイルスによる被害は従来型ウイルスに比べて甚大であり、2006 年に熊本県・鹿児島県で集団

流行した際は数 100 頭を越える被害を出している(Kono et al., BMC Vet Res, 2008)。したがって、生後

感染型 AKAV のコントロールは養牛業界において喫緊の課題となっている。また、通常型株と生後感

染株は抗原性状が異なり交差性が低い。そのため、現行型生ワクチンでは生後感染型アカバネ病を予

防することは困難である。しかし、ワクチン開発に必要となりうるウイルス側の病原性決定遺伝子に関す

る知見はほぼない。 

これまでに申請者が入手している、3 つの異なる地域・時期に分離された生後感染型 AKAV 株（Iriki、

FI-1/Br/08および KM-2/Br/06 株）については全ゲノムを解読済みである（Okajima et al., Microbiol. 

Resour. Announc., 2020）。申請者らはこの情報に基づき、これら 3つの異なる生後感染型 AKAV 株の

遺伝子操作系の確立に成功している。 

他のブニヤウイルス目ウイルスでは、非構造蛋白質の１つ NSs 蛋白質が宿主のインターフェロン（IFN）

の産生を抑制し、自然免疫から回避するのに必要であることが示されている(Bridgen et al., PNAS 2000; 

Billecocq et al., J Virol., 2004など)。実際に、通常型 AKAV において NSs 欠損株を遺伝子操作により

作出したところ、哺乳マウスに対する病原性が著しく低下することが報告されている（Ogawa et al., J. 

Gen. Virol., 2007）。そこで 申請者らは、生後感染型 AKAV でも同様に NSs 蛋白質が病原性に関与す

ると考え、遺伝子操作技術により上記の生後感染型 AKAV 株のうち、マウスに対する致死性が最も高い

KM-2/Br/06 株（Genogroup I）の NSs 遺伝子欠損

株を作出した。その結果、NSs 遺伝子欠損株は予

想に反してマウスへの高い致死性を保ち、さらに

NSs 蛋白質は培養細胞における IFN産生を全く抑

制しなかった（図 1: 岡島ら、第 162 回獣医学会に

て発表）。このことは、多くのブニヤウイルスの病原

性因子と考えられている NSs 蛋白質は、生後感染

型 AKAV では病原性に関与しない可能性があるこ

とことを示している。 



２．研究の目的 
多くのブニヤウイルスに共通する病原性因子として NSs蛋白質の重要性が示されているのに対し、我々

が見出した「生後感染型 AKAV において、NSs 蛋白質は病原性に関与しない」という事実はユニークな

事象である。そこで本研究では、ウイルス遺伝子操作技術を駆使することで、生後感染型 AKAV の病

原性を決定する遺伝子領域を同定し、生後感染型アカバネ病の病態形成メカニズムの一端を明らかに

することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
3-1  生後感染型 AKAV の神経病原性における NSs 遺伝子の重要性の検討 

生後感染型 AKAV 株のうちGenogroup IIに属する FI/Br/08株の遺伝子操作系を KM-2/Br/06 株

と同様のシステム（Takenaka-Uema et al., J. Virol. 2015）により確立した。得られた組換え FI/Br/08株

（rFI）と、その NSs 遺伝子欠損株である FIΔNSs の病原性について、3 日齢及び 4 週齢の ICR マウス

へ脳内接種（それぞれ 102 及び 105 プラーク形成単位（PFU）/匹）することで検討した。4 週齢マウス脳

内におけるこれらウイルスの増殖性を、感染マウス（105PFU/匹で接種）より採取・作製した脳乳剤上清

を用いた TCID50 アッセイによって検討した。さらに牛血管由来培養細胞である HH細胞に各ウイルスを

感染させ、自然免疫関連遺伝子発現量をリアルタイム PCRによって定量・比較した。 

 

3-2  NSs 遺伝子以外の病原性関連遺伝子および病原性規定アミノ酸の同定 

遺伝子組換え技術によって作出された KM-2/Br/06 株（rKM）を Vero細胞で連続継代することで、

KMV20 株を作出した。４週齢の ICR マウスに脳内接種することで、KMV20 株の神経病原性を評価した。

KMV20 株に導入された遺伝子変異を探索する目的で、同ウイルスのゲノム RNA を抽出し、RT-PCRを

行った。得られた PCR 断片を次世代シークエンス解析によって全長解読し、KMV20 株に導入された変

異を同定した。遺伝子組換え技術によって組換え KMV20 株を作出し、培養細胞におけるマウスに対す

る病原性が親株である KMV20 株と同等であるかどうかを検討した。KMV20 株に導入されていたアミノ

酸変換を伴う 3 つの塩基置換を単一または組み合わせて rKM 株に導入し、どのアミノ酸の変異がマウ

スに対する病原性減弱に寄与したか、その同定を試みた。 

 

４．研究成果 

4-1  生後感染型 AKAV の神経病原性における NSs 遺伝子の重要性の検討 

 NSs 遺伝子の有無が異なる genogroup に属する生後感染型 AKAV のマウスに対する病原性を検

討する目的で、Genogroup IIに属する FI/Br/08株の遺伝子操作系を確立し、rFI株及び FIΔNSs株

を作出した。これらの培養細胞（Vero）における増殖能は同等であった。次に、これら 2 株に加え rKM

株、およびその NSs 遺伝子

欠損株である KMΔNSs株を

3 日齢哺乳 ICR マウスに

102PFU ずつ脳内接種した。

その結果、rKM株接種群は6

日目までに全個体が死亡し、

KMΔNSs 株接種群では発

症・死亡にわずかに遅延が

見られたものの（p=0.0012）、

7日目までに全個体が死亡し



た（図 2a）。一方、rFI 株接種群は 6 日目までに全個体が死亡したのに対し、FIΔNSs株接種群では発

症・死亡が大きく遅延した（図 2b）。したがって、両株における NSs 遺伝子の病原性への貢献度が大きく

異なる可能性が示された。 

次に、これら 4 株のウイルスを 4 週齢の ICR マウスへ 105PFU ずつ脳内接種し、その症状変化、致

死率について検討した。その結果、rKM 株及び KMΔNSs 株接種群では同等の症状を示し、いずれも

接種 6 日目までにほぼ全ての個体が死

亡した。一方、rFI 株接種群は 9 日目ま

でに全個体が死亡したのに対し、FIΔ

NSs株接種群では発症個体もみられたも

ののほとんどが無症状のまま生残した

（図3）。なお、102PFUずつ脳内接種した

場合は rKM株感染マウスが全個体死亡

したのに対し、KMΔNSs感染マウスは半

数以上生残したことから、KM 株の神経

病原性に NSs 遺伝子は部分的に関与し

ている可能性が示された。 

以上より、KM株の病原性は NSs 遺伝子以外のウイルス遺伝子によって規定されるのに対し、FI株の

病原性は NSs 遺伝子に大きく依存していることが示された。 

 

4-2  NSs 遺伝子の有無がマウス脳内におけるウイルス増殖に及ぼす影響の検討 

  NSs 遺伝子が規定する神経病原性につ

いてさらに調べるため、各株接種マウス脳

内におけるウイルス力価を経時的に測定

した（図 4）。rKM株及び KMΔNSs株接種

群では、脳乳剤中のウイルス力価は接種 5

日目まで同等に上昇し、いずれの接種群マ

ウスも 6日目までに全個体死亡した。これ

に対し、rFI 株接種群では接種 9 日目に全

個体が死亡するまで、継続的に脳乳剤中ウ

イルス力価の上昇がみられたのに対し、FI

ΔNSs 株接種群ではウイルス力価の上昇は

間欠的であり、接種 10 日目からは検出限界

以下となった。したがって、脳内におけるウイルス増殖の程度の違いが神経病原性の強さに関連するこ

とが示された。 

 

4-3  NSs 遺伝子の有無が牛由来初代培養細胞の自然免疫関連遺伝子発現に及ぼす影響の検討 

牛血管由来培養細胞である HH 細胞に各ウイルスを感染させ、その増殖曲線を作成するとともに自然

免疫関連遺伝子発現量をリアルタイムPCRによって定量・比較した。HH細胞における rKM株及び KM

ΔNSs株の増殖は同程度であったのに対し、FIΔNSs株の増殖は rFI株に比べ、いずれの時間におい

ても顕著に低かった(図 5)。HH 細胞は上皮系の初代培養細胞であり自然免疫系も健常であると考えら

れることから、FI 株の NSs 遺伝子は他の同属ウイルス同様、自然免疫回避に重要な役割を示すのに対

し、KM株の NSs 遺伝子は自然免疫回避に大きく寄与していない可能性が考えられた。 



各株感染 HH 細胞における自然免疫関

連遺伝子（IFN-β1、IFN-β2、ISG54 お

よび Mx1a）の発現量をリアルタイム PCR

によって測定したところ、KM 株および FI

株の双方とも、親株に比べ NSs 遺伝子欠

損株のほうが強く自然免疫関連遺伝子の

発現量を上昇させることが示された（図

6）。 

したがって、両株とも NSs 遺伝子は自然

免疫関連遺伝子の発現制御に関わること

が示された。特に、KM 株

の NSｓ蛋白質単独発現で

は自然免疫関連遺伝子の

発現を抑制しないにもか

かわらず（第 162回獣医学

会にて発表）、NSs 遺伝子

欠損ウイルスでは自然免

疫関連遺伝子の発現を強

く上昇させたため、同株で

は他のウイルス遺伝子産

物との相互作用による自

然免疫回避機構の存在が

示唆された。 

 

4-4  NSs 遺伝子以外の病原性関連遺伝子および病原性規定アミノ酸の同定 

  KM 株は NS 遺伝子が自然免疫関連遺伝子発現を制御するにもかかわらず、KMΔNSs 株のマウス

に対する神経病原性は親株と同等であったことから、NSs 遺伝子以外の病原性関連因子の存在が強く

示唆された。これを明らかにする目的で、他のウイルスでも行われているように、培養細胞での連続継代

による弱毒株の作出とその解析

を実施した。Vero 細胞で 10 回

および 20 回連続継代すること

で KMV10 株および KMV20 株

をそれぞれ樹立し、マウスに脳

内接種したところ、いずれも親

株である rKM 株に比べ著しい

病原性の減弱が認められた（図

7）。                 図 7 Vero細胞継代株のマウスに対する病原性 
  KMV20 株の全ゲノム配列を次世代シークエンスによって決定した結果、NSs 蛋白質、Gn 蛋白質お

よび Gc蛋白質をそれぞれコードする配列に 1 つずつ、アミノ酸変化を伴う変異を計 3つ見出した。これ

らアミノ酸をさまざまな組み合わせで持つ変異ウイルスを作出し、マウスに対する神経病原性を検討した

結果、いずれのアミノ酸も病原性の減弱に寄与することが示唆された。以上より、KM 株の病原性には

NSs 蛋白質、Gn蛋白質および Gc蛋白質がそれぞれ関与していることが示された。 
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