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研究成果の概要（和文）：リバースジェネティクス系を用いて、 cDNA由来の VP4遺伝子      
（外殻スパイク蛋白質 VP4をコード）をゲノムとして有する組換えロタウイルスを作製した。
VP4 上のトリプシン切断領域にフューリン様プロテアーゼ認識配列を導入した組換えロタウ
イルスは、トリプシン非存在下では多段階増殖し得ないのみならず、新生ビリオンの大部分が

感染細胞内に蓄積しており、増殖能は野生型 VP4を有する親株に比べて大きく低下した。細胞
内での VP4活性化はロタウイルス増殖には負に作用する可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：We generated and characterized a recombinant rotavirus expressing 
cDNA-derived VP4 with a modified cleavage site recognized by furin as well as trypsin. 
Unexpectedly, the VP4 cleavage site mutant virus could not undergo multicycle replication 
without an exogenous protease. Furthermore, the mutant virus showed lower infectivity 
even in the presence of trypsin compared with the parental virus carrying authentic VP4. 
These results suggest that intracellular cleavage of VP4 by furin may be disadvantageous 
for rotavirus infectivity.   
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１．研究開始当初の背景 
 ロタウイルス（RV）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
てもコア粒子を用いた 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 法によるノックダウン解析も行われて
いる。しかし、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
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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系（遺伝子操作系）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、ウイルス増殖過程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分節をゲノムとす
る RV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。2006
年にようやく私達は、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 RV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 RV 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 COS-7 細
胞に、T7 RNAプロモーター下に RV遺伝子
を配置したプラスミドを導入することで、細
胞内に cDNA由来の RV mRNAが発現する。
この細胞にヘルパーウイルスを重感染させ、
回収したウイルスの中から cDNA 由来の分
節ゲノムを有する組換え RV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VP4遺伝子（外殻スパイク蛋白質VP4
をコード）に応用し、VP4が関わる増殖過程
を実際のウイルスで解析することを目的と
した。一方で、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、その条件が存在しない。そこで、ヘルパ
ーウイルスを必要とせずに任意に RVを設計
し得る技術（全 11 本のゲノム分節が cDNA
に由来する RVを作出する系）を開発するこ
とも目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）ヘルパーウイルスを用いるリバースジ

ェネティクス系の応用 
 エンベロープウイルスの多くは、表面スパ
イク蛋白質が宿主プロテアーゼによって切
断活性化されて感染性を獲得する。このため、
宿主プロテアーゼによる表面スパイク蛋白
質の切断活性化は、多くのエンベロープウイ
ルスの病原性発現に深く関わっている。非エ
ンベロープウイルスである RVも外殻スパイ
ク蛋白質 VP4 がトリプシンで VP8*と VP5*

に切断活性化されることで感染性を獲得す
る。トリプシン非存在下での RV多段階増殖
の可能性を試みる目的で、VP4上のトリプシ
ン切断領域にフューリン様プロテアーゼ認
識配列を導入した組換え RVの作製した（図
2）。 

図 2 RV VP4遺伝子への部位特異的変異の
導入（サル RV SA11株 VP4遺伝子上のトリ
プシン切断領域（247番目のアルギニン残基）
にフューリン様プロテアーゼ認識配列を導
入した組換え RVを作製した。この組換えウ
イルスの VP4 はトリプシンおよびフューリ
ンによって切断される。） 
 
（2）ヘルパーウイルスを必要とせず、完全
に cDNAのみから RVを作出する系の開発 
 サルおよびヒト RVの全 11本の分節ゲノ
ム各々をコードするプラスミド 11個を構築
した。培養細胞にこれら 11個のプラスミド
を導入した場合、全 11本の RV mRNAと全
11種の RV蛋白質が供給されることから、理
論上は RV複製サイクルを開始させることが
できると考えられた。 
 
４．研究成果 
（1）ヘルパーウイルスを用いるリバースジ
ェネティクス系の応用 
 作製した組換えウイルスの VP4 は設計通
りに、細胞内フューリンによって高効率に切
断された。しかし、この組換えウイルスはト
リプシン非存在下では多段階増殖し得ない
のみならず、新生ビリオンの大部分が感染細
胞内に蓄積しており、MA104および CV-1細
胞における増殖能は野生型 VP4 を有する親
株に比べて大きく低下した。フューリン発現
を欠損した LoVo 細胞においては、この組換
えウイルスは親株と同程度の増殖能を示し



 

 

たことから、細胞内における VP4 活性化は
RV 増殖には負に作用する可能性が示された。 
 
（2）ヘルパーウイルスを必要とせず、完全
に cDNAのみから RVを作出する系の開発 
 様々なRV感受性（COS-7、293T、MA104、
CV-1、HT-29、MDCK、Vero）および非感受
性（BHK、CHO、L929）の細胞株に全 11
個の RVプラスミドを導入した。この際に T7 
RNA ポリメラーゼの供給方法として、従来
の組換えワクシニアウイルスを用いる方法
とともに、安定発現細胞株を用いる方法を試
みた。しかしながら、いずれにおいても未だ
感染性 RVの作出に成功していない。当研究
室においてもレオウイルス（10本の dsRNA
分節をゲノムとする）の全 10 個のプラスミ
ドを培養細胞に導入することで、感染性レオ
ウイルスを効率良く作出できており、RV の
プラスミド 11 個を高効率で培養細胞に導入
する問題はクリアしていると考えている。こ
れらのことから、汎用している培養細胞内に
全 11本の RV mRNAsを供給するだけでは、
感染性 RVを回収できないことが示唆された。 
 
 今後、ヘルパーウイルスを用いるリバース
ジェネティクス系を VP4 遺伝子に応用し、
VP4が関わる RV感染過程の各段階を実際の
ウイルスで解析する。特に、未だその理解が
不十分であるVP4の限定切断によるRV感染
性獲得の機構を解明したい。一方で、現在の
システムを駆使することで得られる知見を
もとに、ヘルパーウイルスを必要とせず全 11
本のゲノム分節が cDNA に由来する組換え
RVを作出する技術の開発を目指したい。 
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