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研究成果の概要（和文）：本研究では、ボルナ病ウイルス1（BoDV-1）の人工合成技術を用いて、アクセサリー
タンパク質（X）を欠損させた組換えウイルスを合成するプロトコルを確立した。また、このX欠損型の組換えウ
イルスを用いて、BoDV-1の感染サイクルにおけるXの機能解析を行い、XがRNA合成、ウイルスタンパク質の核外
輸送、子孫粒子の形成に必須であることを示した。さらに、Xがこれらの機能を発揮するためには、ウイルスRNA
タンパク質複合体の中心であるリン酸化タンパク質（P）に結合する必要があることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this project, by using a reverse genetics system for BoDV-1, we 
established a protocol to rescue X-deficient rBoDV-1. We analyzed the function of X in the 
BoDV-1-infected cells by using X-deficient rBoDV-1 and demonstrated that X plays a critical role in 
viral RNA synthesis, nuclear export of viral proteins, and production of progeny virions. In 
addition, we also showed that X needs to interact with P to exert its function.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ウイルスベクター　アクセサリータンパク質　遺伝子発現制御

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が、BoDV-1を基盤にして開発した新規のウイルスベクターREVecは、幹細胞に高効率に遺伝子を導入し、長
期に渡って持続的に遺伝子を発現させることができる。一方で、導入された遺伝子の発現が、どのような機序で
制御されているかは明らかでなかった。本研究では、XがREVecによる持続的な遺伝子発現に重要な役割を果たし
ていることを示すことができた。Xをターゲットにし、REVec由来の遺伝子の発現を制御する技術を確立すること
で、REVecが遺伝子細胞治療分野において、有用なツールとなることが期待される。

※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                                 

マイナス鎖 RNA ウイルスであるボルナ病ウイルス 1 型（BoDV-1）を基盤として開発された
エピソーマル型 RNA ウイルスベクター（REVec）は、細胞核での長期的かつ安全な遺伝子発現
が可能な新規 RNA ウイルスベクターである。REVec は、アデノ随伴ウイルスベクター（AAV）
やレンチウイルスベクター（LV）などの既存のウイルスベクターと比べ、iPS 細胞を含む幹細胞
への遺伝子導入効率が格段に優れており、分化誘導後も長期に遺伝子を発現し続けることが可
能であるため（Komatsu et al, Mol Ther Methods Clin Dev, 2019）、再生医療や遺伝子細胞医
療の分野での臨床応用が期待されている。しかし、RNA ウイルスを基盤にした REVec はウイル
ス由来の RNA 依存性 RNA ポリメラーゼがウイルス RNA の転写複製を行っているため、AAV
や LV などの DNA ウイルスを基盤にしたウイルスベクターのように、プロモーターを改変する
ことで遺伝子発現を制御することができない点が大きな課題であった。再生医療や遺伝子細胞
医療の分野での実用化に向け、REVec による遺伝子の発現量を調節する技術を開発し、より利
便性の高いウイルスベクターとして発展させることが求められている。 

REVec は感染後、核内にウイルス RNA と複数のウイルスタンパク質から成るウイルス RNA
タンパク質複合体（vRNP）を形成し、RNA の転写と複製を行う。また、vRNP は染色体に結合
することで、細胞分裂の際に安定的に娘細胞に受け継がれるため、分裂細胞においても持続的な
遺伝子発現が可能になっている（Matsumoto et al, Cell Host Microbe, 2012）。一方で、感染後
期には、アクセサリータンパク質（X）の発現が増加し、一部の vRNP が細胞質に輸送されるが、
両者の因果関係は明らかでない。また、細胞質ではウイルスRNAがほとんど検出されないため、
細胞質に輸送された vRNP はウイルス RNA をほとんど合成していないと考えられている。こ
のことから、X タンパク質が vRNA の細胞質への輸送に関与し、ウイルス RNA の転写複製を
制していることが推測されるが、REVec の感染サイクルにおける X タンパク質の機能は明らか
になっていない。感染細胞における X タンパク質の機能を詳細に解明し、REVec の遺伝子発現
を制御する技術に応用させることができれば、幹細胞の増殖・分化に応じて導入した遺伝子の発
現量を調節できるベクターの開発が可能になり、再生医療や遺伝子細胞医療の分野に大きく貢
献できるとの考えから本研究を着想した。 
 
 
２．研究の目的                                     

本研究の目的は、REVec の感染サイクルにおける X タンパク質の機能を明らかにし、REVec の
遺伝子発現を制御する技術を開発することである。特に、X タンパク質が REVec の遺伝子発現
や持続感染にどのような影響を与えているのかを明らかにし、ベクター技術への応用の可能性
を探索する。 
 
 
３．研究の方法                                     

（１）X 欠損型 REVec の人工合成法の改良：研究代表者が確立した手法を用いることで、X 欠
損型 REVec を人工合成することが可能である。しかし、現行の手法では、合成できる X 欠損型
REVec のウイルス力価が低く、様々な解析に用いることが困難であった。そこで、X 欠損型
REVec を効率的に人工合成できる系を確立するため、一過性に加える X タンパク質発現プラス
ミドの添加量の最適化を行った。 

（２）X タンパク質が vRNP の細胞内分布に与える影響の評価：X 欠損型 REVec を作出し、こ
れを薬剤に応答して X タンパク質を発現する Vero 細胞に感染させた。感染細胞を固定し、IFA
法で vRNP の中核であるリン酸化タンパク質（P）、および REVec のゲノム RNA に結合する核
タンパク質（N）の細胞内分布を観察した。 

（３）X タンパク質が REVec の子孫粒子の形成に与える影響の評価：X 欠損型 REVec を作出
し、これを薬剤に応答して X タンパク質を発現する Vero 細胞に感染させた。この細胞を、RFP
を発現する Vero 細胞と共培養することで、REVec の感染伝播に X タンパク質が必要か確認し
た。 

（４）X タンパク質が REVec の RNA 合成に与える影響の評価：X 欠損型 REVec を作出し、こ
れを薬剤に応答して X タンパク質を発現する Vero 細胞に感染させた。その後、4 日ごとに細胞
を継代して total RNA を抽出し、RT-qPCR 法で REVec のゲノム RNA とメッセンジャーRNA
（mRNA）を測定した。 
 
 



４．研究成果                                      

（１）添加する X タンパク質発現プラスミドの量を 0ng
から 25ng の範囲で検討し、合成できる X 欠損型 REVec
の力価を検討したところ、2.5ng あるいは 5.0ng の X タ
ンパク質発現プラスミドを添加した際に、合成できる X
欠損型 REVec のウイルス力価が最大化した（図 1）。 

（２）GFP を発現する REVec（REVec-GFP）を感染さ
せた Vero 細胞において、N タンパク質は核と細胞質の
両方に分布していた。一方で、X 欠損型 REVec を感染
させた Vero 細胞において、N タンパク質は核にのみ局
在していた。しかし、X 欠損 REVec を感染させた Vero
細胞に薬剤を添加して X タンパク質を発現させると、
REVec-GFP を感染させた Vero 細胞と同様、N タンパ
ク質は核と細胞質の両方に分布した（図 2）。また、P タ
ンパク質についても同様の実験を行ったところ、N タン
パク質と同様の結果が得られた。これらの結果から、X
タンパク質が vRNP の核外輸送に関与していることが
考えられた。 

（３）薬剤を添加して X タンパク質を発現させた条件
で共培養を行ったところ、約 0.66%の割合で REVec 由
来の GFP と非感染細胞由来の RFP を共発現する細胞
が観察された。一方で、X タンパク質を発現させずに共
培養を行った場合、GFP と RFP を共発現する細胞は観
察されなかった（図 3）。この結果から、X タンパク質が
REVec の子孫粒子の形成に関与していることが考えら
れた。 

（４）継代の際に薬剤を添加して X タンパク質を発現
させたところ、REVec のゲノム RNA と mRNA は一定
程度で推移したのに対し、X タンパク質を発現させなか
った場合、継代の度に REVec のゲノム RNA と mRNA
は減少し、感染 16 日後にはほとんど検出されなくなっ
た（図 4）。この結果から、X タンパク質が REVec の
RNA 合成を制御していることが考えられた。 

（５）2-4 の結果から、X タンパク質が REVec の感染
サイクルに重要な役割を果たしていることが明らかに
なった。これまでに、X タンパク質は、11 番目のグルタ
ミン酸残基を介して P タンパク質と結合することが報
告されている（Kobayashi et al, J Virol, 2003）。そこ
で、11 番目のグルタミン酸残基をアラニンに置換する
ことで、P タンパク質との結合能を欠損させた変異体
（X/E11A）を作製し、これらの X タンパク質の機能が P タンパク質との結合を介して発揮され
るのかどうか検証した。その結果、X/E11A を用いた場合も、X タンパク質を欠損させた場合と
同様の結果が得られたことから、X タンパク質が P タンパク質との結合を介して REVec の感染
サイクルに影響を与えることが明らかになった。 

REVec は、自身の vRNP を宿主の染色体に結合させ、染色体と共に娘細胞に継代されることで、
安定的な持続感染を可能にしている（Hirai et al, J Biol Chem, 2016）。X 欠損 REVec の vRNP
は細胞核内に局在しており、感染を伝播することができなかったことから、X タンパク質は
vRNP の核外輸送と、感染性粒子の形成に必須であることが考えられた。一方で、vRNP が核内
に限局するにもかかわらず、感染細胞を継代する度にウイルス RNA のコピー数が減少し、持続
感染することができなかった。このことから、ウイルス RNA を合成するためには、vRNP が核
内に存在するだけでは十分ではなく、X タンパク質、あるいは X タンパク質を介した何らかの
因子が必要であることが考えられた。また、REVec が持続感染を維持するために X タンパクが
重要な機能を果たしている可能性が考えられた。 
今後は、細胞分裂時における X タンパク質の機能（特に、vRNP と染色体の相互作用のメンテ
ナンス）を分子レベルで明らかにすることで、REVec の遺伝子発現を制御する技術の開発に発
展させる。また、X タンパク質を欠損させることで、宿主の遺伝子発現やウイルス RNA にどの
ような影響があるか明らかにし、X 欠損 REVec の臨床応用への可能性を探索する。 
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