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研究成果の概要（和文）：狂犬病ウイルスは、ヌクレオカプシド（N）蛋白質の機能により、宿

主細胞のウイルス RNA センサーである RIG-I の活性化を回避し、I 型インターフェロンの産生

を抑制している。本研究では、この現象の詳細な分子機序の解明を目的とした。その結果、N

蛋白質の273及び394位のアミノ酸がRIG-I活性化回避に重要であることを示した。また、RIG-I

標的分子である可能性が指摘されている欠損干渉 RNA の分子構造を明らかにし、その定量のた

めの基盤を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）：Rabies virus, by a function of its nucleocapcid (N) protein, evades 

activation of the cellular factor RIG-I, which recognizes viral RNA and plays important 

role in induction of type I interferon. The aim of this study was to elucidate the molecular 

mechanism underlying this phenomenon. We found that amino acids at positions 273 and 394 

in N protein are important for evasion of RIG-I activation. Also, we determined molecular 

structure of defective interfering (DI) RNAs, which is a possible target for RIG-I, and 

established molecular basis to quantify DI RNAs.  
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１．研究開始当初の背景 
 強毒の狂犬病ウイルス固定毒の西ヶ原株

は、その派生株で弱毒の Ni-CE 株と比較した
場合、宿主細胞のウイルス RNA センサー分子
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である RIG-I の活性化を効率的に回避し、そ
の結果として I型インターフェロンの産生を
抑制する。西ヶ原株 N遺伝子を Ni-CE 株のゲ
ノムに持つキメラウイルス CE(NiN)株が
Ni-CE 株よりも効率よく RIG-I の活性化を回
避することから、西ヶ原株とNi-CE株のRIG-I
活性化回避能の違いに N蛋白質が関与するこ
とが明らかとなっている（図 1）。 
 
 

 
図 1．本研究に使用した狂犬病ウイルス各株
のゲノム構成、病原性ならびに RIG-I 活性化
能の違い 
 
 
 
２．研究の目的 
 狂犬病ウイルスを含むモノネガウイルス
のヌクレオカプシド蛋白質が自然免疫の回
避にどのような役割を果たしているのかを
明らかにするため、狂犬病ウイルス Ni-CE 株
と CE(NiN)株の RIG-I 活性化回避能の違いに
着目し、その分子機序を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) Ni-CE株の遺伝子操作系を用いてN遺伝子
に変異を導入することにより、Ni-CE 株と
CE(NiN)株の RIG-I 活性化回避能及び病原性
の違いに関与するアミノ酸変異を特定した。 
 
(2) 上記で同定された Ni-CE 株 N 蛋白質上の
アミノ酸変異を狂犬病生ワクチン株である
ERA 株のゲノムに導入することにより、本変
異株のインターフェロン誘導能の増強及び
病原性の低下が起こるか否かを検討した。 
 
(3) RIG-Iの標的RNAであることが示唆されて
いるゲノム RNA の産生量を Ni-CE 株及び
CE(NiN)株感染培養神経細胞の間で比較した。 
 
(4) 同様に、RIG-I の標的 RNA である可能性
が指摘されている欠損干渉 RNA（DI RNA）に
着目し、RT-PCR 法を用いて、Ni-CE 株及び
CE(NiN)株感染細胞において DI RNA の産生の
有無を比較・検証した。 
 
(5) Ni-CE 株及び CE(NiN)株感染細胞におい
て産生されるDI RNAのcDNAをクローン化し、

その配列構造を決定した。また、その多様性
についても検証した。 
 
(6) RIG-I 活性化に重要な 2 本鎖構造を持つ
RNA（dsRNA）を認識する抗体を用いて、Ni-CE
株及び CE(NiN)株感染細胞を染色し、その発
現量の違いを比較した。 
 
４．研究成果 
(1) Ni-CE 株と CE(NiN)株の RIG-I 活性化回避
能及び病原性の違いに N 蛋白質 273 及び 394
位のアミノ酸変異が関与することを明らか
にした。さらに、各株の RIG-I 活性化回避能
と病原性が正の対応関係にあることを示し
た。このことは、自然免疫回避が狂犬病ウイ
ルスの病原性発現に重要であることを強く
示唆している。（Masatani et al., Virus Res., 
2011） 
 
(2) Ni-CE 株 N 蛋白質の 273 及び 394 位のア
ミノ酸変異を生ワクチン株である ERA株に導
入した結果、病原性の低下とインターフェロ
ン誘導能の増強が認められた。これら N蛋白
質上の変異と、既知の弱毒化変異と組み合わ
せることにより、より安定に弱毒化され、か
つ高い免疫誘導能を持つ生ワクチン株を作
出することが可能となった。（投稿準備中） 
 
(3) リアルタイム PCR 法を用いた解析により、
Ni-CE 株及び CE(NiN)株感染細胞におけるゲ
ノム及びアンチゲノム RNA量に有為な差は認
められないことが明らかとなった（図 2）。こ
のことは、両株の RIG-I 活性化回避能の違い
にゲノム RNAの産生量は関係ないことを示し
ている。 
 
 
 

 
図 2．各ウイルス株に感染した培養神経細胞
（SYM-I 細胞）におけるゲノム RNA 量 
 
◇：西ヶ原株、□：Ni-CE 株、○：CE(NiN)
株、ns：有意差なし 



 

 

 
 
 
(4) 狂犬病ウイルスのゲノム RNA の両末端
配列には、ゲノム複製に必須なシグナルが存
在する。したがって、必然的に DI RNA にも
このゲノム両末端配列が存在する。この考え
に基づき、狂犬病ウイルスのゲノム末端配列
に特異的なプライマーを用いて RT-PCR を
行い、Ni-CE 株及び CE(NiN)株感染細胞中に
DI RNA が存在するのかどうか検討した。そ
の結果、いずれの株の感染細胞からも DI 
RNA の存在を示唆する約 1.2~1.5kb の DNA
が増幅された（図 3）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3．Ni-CE 株および CE(NiN)株感染培養神経
細胞（293T 細胞）から、RT-PCR 法によって
増幅された DI RNA に相補的な DNA 断片 
 
MW：分子量マーカー、1：陰性対照（鋳型
RNA なし）、2：非感染細胞、3：Ni-CE 株感
染細胞、4：CE(NiN)株感染細胞 
 
 
 
(5) 増幅された DNA 断片をクローニング・
ベクターに挿入し、塩基配列を決定した結果、
Ni-CE 株および CE(NiN)株感染細胞のそれ
ぞれに 1303〜1461 塩基及び 1200〜1305 塩
基からなる種々の長さのDI RNAが存在する
ことが分った。これらの分子構造は、基本的
に「3’ゲノム末端配列-N 遺伝子（部分）-[L
遺伝子（部分）クローンによっては存在しな
い]-5’ゲノム末端配列」であった（図 4）。以
上より、今後、狂犬病ウイルス感染細胞中の
DI RNA 定量法を確立するために必要な基盤
情報が得られた。 
 
 
 
 
 

 
 
図 4．Ni-CE 株および CE(NiN)株感染培養神経
細胞（293T 細胞）から、RT-PCR 法によって
検出された DI RNA の分子構造 
 
 
 
(6) dsRNAを特異的に認識する抗体を用いて
Ni-CE 株および CE(NiN)株感染細胞の免疫
染色を実施した結果、蛍光シグナルの細胞内
局在および強度に顕著な違いは認められな
かった。 
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