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研究成果の概要（和文）：レオウイルス科オルビウイルス属流行性出血熱ウイルス群に属するイバラキウイルス（IBAV
）は、10分節の二本鎖RNAをゲノムに持つ。本研究では、同属のブルータングウイルスなどの研究を基に、IBAVにおけ
る遺伝子改変法（RG システム）を開発し、オルビウイルスの VP6には、ウイルス複製に必須でない領域が存在するこ
とを初めて明らかにした。さらにその領域を様々なタグに置き換えたIBAVを用いて、ウイルス複製時のVP6の動態を可
視化することに成功した。また、VP6の粒子形成時における役割を示唆するデータを得た。

研究成果の概要（英文）：Ibaraki virus (IBAV) is a strain of the epizootic hemorrhagic disease virus 
(EHDV) serogroup, which belongs to the Orbivirus genus of the Reoviridae family. Reverse genetics (RG) 
system is one of the strong tools to understand molecular mechanisms of virus replication. Here, we 
developed a RG system for IBAV to identify a nonessential region of a minor structural protein, VP6, by 
generating VP6-truncated IBAV. Interestingly, the nonessential region of VP6 is sheared in orbiviruses. 
In addition, several tags were inserted into the truncated region of IBAV VP6 to produce viable 
VP6-tagged IBAV. We demonstrated that tagged-VP6 proteins were first assembled into puncta in cells 
infected with VP6-tagged IBAV. Further, as it is believed that orbivirus VP6 is likely to be important 
for genome packaging, we tried to clarify how orbivirus VP6 could recruit virus genome into the particle 
by using several orbivirus RG systems.

研究分野： 分子ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 

 イバラキ病は 1959 年日本で初めて報告さ
れた嚥下障害を主徴とする牛の感染症（致死
率~20%）で、家畜伝染病予防法の届出伝染病
である。その原因ウイルスであるイバラキウ
イルス（Ibaraki virus, IBAV）は茨城県下の発
病牛から最初に分離された。ワクチン接種な
どにより、2000 年を最後にイバラキ病の発生
はしばらく途絶えているが、感染モニタリン
グ用の「おとり牛」での IBAV 抗体の陽転が、
ほぼ毎年確認されており、今後もアウトブレ
イクが起こる可能性は否定できない。 
 IBAV は 10 分節二本鎖 RNA（dsRNA）をゲ
ノムとして有し、レオウイルス科、オルビウ
イルス属、流行性出血病ウイルス(EHDV)血清
型第二群に分類されている。ウイルス粒子は
エンベロープを持たない 2 層のカシプド構造
で、10 分節の二本鎖 RNA（dsRNA）ゲノム
と 7 種類の構造タンパク質から構成されてい
る。また、感染細胞内では 4 種類の非構造タ
ンパク質を発現する。 
 IBAV が属するレオウイルス科のウイルス
をはじめとする dsRNA ウイルスでは、感染
後、細胞内に放出された core 粒子からウイル
ス mRNA が合成される。ウイルスゲノム複製
に宿主因子を必要としないと考えられてい
るが、ウイルスの複製機構、特にゲノム複製
複合体の形成機序については国内外を通じ
てほとんど解明されていない。その理由の一
つとして、特定の変異を導入した感染性ウイ
ルス粒子を効率よく作出できる遺伝子操作
法（RG システム）の開発が困難であった事
が挙げられる。 
 近年、レオウイルス科のいくつかのウイル
スにおいて RG システムが開発され、特に
IBAV と同属である BTV において、複製機序
の解明が進み始めている。例えば、ウイルス
の産生量を増やすために、初期複製機構が存
在することや、これまで機能がよく分かって
いなかった BTV 構造タンパク質 VP6 が、初
期複製機構、特にゲノムの取り込みに必須で
あること、ゲノムの選択的取り込みに必須で
ある cis-acting element が、BTV ゲノム上に存
在することが、明らかになった。また、これ
らの知見を応用した新規の BTV ワクチンの
開発も進んでいる。しかし、日本で、家畜へ
の感染が多く報告されている IBAV の研究は
ほとんど進んでいない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでに得られている BTV
での知見を基に、まず、日本で家畜への感染
が多く報告されている IBAV における RG シ
ステムを開発する。さらに、IBAV の複製機
序の解明を進めるとともに、新規予防法およ
び治療法の確立に向け、dsRNA ウイルスのゲ
ノム複製複合体の形成機構の解明をさらに
大きく推し進めていく。 
 

３．研究の方法 
（1）IBAV の感染性評価 
 RG システム構築に適した培養細胞を調べ
るため、様々な培養細胞での IBAV 複製能を
比較した。 
（2）IBAV の RG システムの構築 
①IBAVを感染させたBHK細胞から精製した
core粒子を用いて mRNAを in vitroで合成し、
その mRNA を BHK 細胞に導入し IBAV が作
製されるかを調べた。 
②IBAV 感染細胞からゲノム dsRNA を精製し、
RT-PCR 法を用いて 10 分節それぞれの完全長
cDNA クローンを作製した。さらに、T7 プロ
モーター下に各 cDNAを挿入したベクターを
作製し、T7 ポリメラーゼを用いて in vitro で
ssRNAを合成した。合成された ssRNAをBHK
細胞に導入し IBAV が作製されるかを調べた。 
（3）RG システムの改良 
①IBAV の mRNA を用いて、transfection の回
数によるウイルス産生量の変化を調べるこ
とで、初期複製機構が存在するかを明らかに
した。 
②各分節の翻訳領域をほ乳動物細胞用高発
現ベクターにサブクローニングした。これら
のベクターと IBAVのmRNAを様々な組み合
わせで、細胞に transfection した場合のウイル
ス産生量の変化を調べ、最も効率よくウイル
スを回収できる条件を決定した。 
（4）遺伝子組換え IBAV の作製 
①複製可能な変異を入れた VP6 を発現でき
る IBAV を変異 S9 ssRNA と mRNA の
reassortment によって作製した。 
②ヘルパー細胞を用いて複製不可能な変異
を入れた VP6 を発現できる IBAV を変異 S9 
ssRNA と mRNA の reassortment によって作製
した。 
（5）変異 IBAV の性状解析 
作製された遺伝子組換え IBAV について、増
殖性などの性状を調べ、VP6 の機能について
考察した。 
 
４．研究成果 
（1）RG システム構築のため、IBAV が効率
よく増殖できる培養細胞系を決定した。ハム
スター由来細胞である BHK-21 および HmLu
細胞において IBAV が効率よく増幅すること
が分かった。一方、これまで株化細胞系では
細胞向性がないと考えられていた IBAV が増
殖出来ない培養細胞株を発見した。また、
IBAV の増殖阻止が複製のどの過程で起こっ
ているかを明らかにした。さらに、IBAV 持
続感染細胞を樹立した。現在、増殖抑制因子
を探索中である。 
（2）既報の精製方法を改変した新しい簡易
精製法を用いて、イバラキウイルス（IBAV）
の core 粒子を感染細胞（BHK-21）から精製
し、SDS-PAGE および電子顕微鏡観察にて純
度等を確認した（図 1, Matsuo et al,  FEBS 
Open Bio, 2015）。さらに、精製した core 粒子
を用いて in vitro で mRNA 合成した。約 25 µg



の core粒子から 20 µg以上のmRNAが合成可
能であった。以上より、超遠心機を用いずと
も、純度の高いウイルス粒子/core 粒子を精製

が可能であることが明らかとなった。また、
core 粒子からゲノム dsRNA を精製し、配列
非特異的RT-PCR法を用いて10分節それぞれ
の全長 cDNA クローンを作製し、その全塩基
配列を確認したところ、既報の配列とは異な
る箇所があることが分かった。 
IBAV を感染させた BHK 細胞から精製した
core 粒子を用いて in vitro で合成した core 
mRNA を、BHK 細胞に導入し、IBAV を作製
することに成功した。一方、mRNA の代わり
に、T7 ベクターから合成された ssRNA を用
いた場合、IBAV は作製されなかった。現在、
各T7ベクターの塩基配列を再確認中である。 
（3）coremRNA を用いた RG システムによる
ウ イ ル ス 産 生 は 、 coremRNA の

double-transfection や、初期複製機構に必要と
考えられる IBAV タンパク質（VP1、VP3、
VP4、VP6、VP7、NS2）を予め発現させるこ
とで、はるかに増加した（図 2）。このことか
ら、初期複製機構が IBAV の life cycle にも存
在することが分かった。さらに、初期複製機
構に関与するタンパク質で、最も初期に必要
とされるタンパク質が NS2、次いで VP1、VP4
である可能性を示唆する結果を得た。しかし、
全体的にそのウイルス産生効率はブルータ
ングウイルス（BTV）やアフリカ馬疫ウイル
ス(AHSV)の RG システムに比べて悪いため、

更なる改変が必要と考えられる。 
（4）ウイルス産生効率が予想外に悪かった
ため、他のオルビウイルスで確立されている
T7 ベクターを用いた RG システムではなく、
core mRNA と、T7 ベクターから人工合成し
た変異 T7S9ssRNA との reassortment を用い
て変異ウイルスを作製した。 
まず、IBAV の複製に影響を及ぼさない変異
を導入したウイルスを作製した。 
BTV VP6（329 aa）の NMR 解析から、BTV VP6
には、大きなループ領域が二カ所あり、一方
のループ領域（ループ A, aa 34-130）を欠損さ
せてもその三次構造に影響を及ばさないこ
と が 明 ら か と な っ た （ Matsuo et al, 
Biochemical and Biophysical Research 
Communications, 2014）。同様に、IBAV VP6
（337 aa）も、二次構造予想（Jpred4）の結果
より、大きなループ領域が二カ所（ループ A’, 
aa 31-130、ループ B’, aa292-230）存在するこ
とが分かった（図 3、Matsuo et al,  FEBS Open 
Bio, 2015）。構造は似通っているにもかかわら
ず、これらのループ領域のアミノ酸配列相同
性は、ループ領域以外の相同性と比較して、
オルビウイルス VP6 間で極めて低かった。
VP6がウイルスゲノムの取り込みに関与して
いることと合わせ、本ループ領域が、ゲノム
の取り込みにおける種特異性を発揮してい
る可能性が考えられる。 
BTV、IBAV ともに、VP6 ループ領域を欠損
させた場合も、VP6 の高次構造に影響がない

と考えられるた
め、これらのル
ー プ 領 域 欠 損
VP6 が機能的で
あるかを調べる
ため、RG システ
ムを用いて、VP6
欠損変異BTVお
よび IBAV を作
製した。 
まず、英国ロン
ドン大学、Roy
教授の協力のも
と、ループ A 全
体 （ d2; aa 
34-130）および半
分（d1, aa 34-90）
を欠損した VP6
を遺伝的にもつ

遺伝子組換えBTVを作製した（図3）ところ、
d1BTV は複製可能であったが、d2BTV は野
生型の BTV VP6 を供給しない限り、複製す
ることができなかった。このことから、aa 
34-99 の領域は複製に重要でないことが明ら
かとなった。 
次に、IBAV の VP6（S9 遺伝子）のループ A’
領域に次の４種類の欠損変異を入れた：D1, 
aa 34-76; D2, aa 34-82; D3, aa 34-91; D4, aa 
34-129。BHK 細胞を用いた reassortment の結
果、D1 および D2 の変異 VP6 をもつ IBAV は

 
図 1．精製 IBAV 粒子（左）および core 粒子（右）。
Bar：100 nm 

 
図 2．core タンパク質および NS2 タンパク質の
過発現（6seg）によるウイルス産生の亢進。
CTRL; IBAV 感染（MOI 0.01） 

 
図 3．変異 BTV のゲノム
dsRNA。S9（VP6）遺伝子
を矢印で示す。 



作製できたが、D3 および D4 は作製できなか
った（Matsuo et al,  FEBS Open Bio, 2015）。
D1IBAV および、D2IBAV は野生型の IBAV と

ほぼ同等の複製能力を有していた（図 4）。ま
た、各変異 IBAV を 10 回以上継代しても、欠
損箇所は維持されており、少なくとも、aa 
34-82 の領域が複製に必須ではないことが明
らかになった。さらに、D1IBAV、D2IBAV の
core 粒子を精製し、粒子中に欠損 VP6 が取り
込まれていることを確認した。しかし、その
粒子径は、野生型 IBAV を変わらなかった。 
次に、aa 34-76 の領域を Flag タグ、HA タグ
ならびにテトラシステインタグ（TC）に置き
換 えた とこ ろ、 各タ グ付 き欠 損 VP6
（tagged-VP6）をもつ VP6-tagged IBAV も野
生型の IBAV と同程度の複製能を持つことが
分かった（図 4）。さらに、各 tagged-VP6 は
VP6-tagged IBAV 感染細胞内で検出可能であ
った（図 5）。特に TC-VP6 は、生細胞内での
VP6の動態のモニタリングが可能であるため、
TC-IBAV は、今後、様々な研究への応用が期
待できる。 

Tagged-VP6 が機能的であることが分かった

ため、Flag-VP6 を恒常的に発現する BHK 細
胞を作製し、ヘルパー細胞（BHK-F6）とし
た。BHK-F6 を用いたところ、D3IBAV、
D4IBAV ともに作製することができた。現在、
これらの変異 IBAV の複製能力を検討中であ
る。 
（ 5 ） VP6-tagged IBAV 感染細胞内での
tagged-VP6 の動態を調べたところ、感染後、
早い段階で、VP6 が集塊状になっていること
が明らかとなった（図 6）。オルビウイルスの
初期複製複合体（core 粒子・サブ core 粒子）
は、ウイルス封入体（NS2）で形成されるこ
とから、今回観察された集塊状の構造物はウ
イルス封入体に VP6 が集まっている状態で
ある可能性が考えられる。 
IBAV の複製における VP6 の機能解析の一環
として、粒子形成に関与していると考えられ

る領域に変異を入れた VP6 をもつ IBAV を作
製した。 
BTV で、VP3 と VP6 が結合することが明ら
かになったため、IBAVにおいてもVP3とVP6
が結合することを確認した。さらに、BTV 
VP6 と IBAV VP6 の VP3 結合領域をそれぞれ
同定し、VP3 結合モチーフが、オルビウイル
スの VP6 に共通して存在していることを明
らかにした（Matsuo et al,  The 13th Awaji 
International Forum on Infection and Immunity 
in Nara, 2014 他）。この VP6 の VP3 結合モチ
ーフに変異を挿入した変異 IBAV および BTV
は、ヘルパー細胞以外の細胞では増殖するこ
とができないことが明らかとなった。さらに、
VP6 と VP3 の結合が、粒子形成に重要な働き
をしていることを示唆するデータを得た。現
在、VP6 と VP3 の結合のウイルス複製におけ
る意義をさらに詳細に検討中である。 
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