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研究成果の概要（和文）：これまでウイルス受容体を効率良く同定する方法の確立と改良を行なってきた。レトロある
いはレンチウイルスのシュードタイプが出来ないウイルスには応用できないという短所の克服に取り組んだ。大切なこ
とは細胞に傷害を与えないウイルスを用いることである。
VSVやJEVをベースに実験を開始したが効率の良い実験系を構築できなかった。そこで低い細胞傷害性で知られるSFTSウ
イルスを用いたところ、膜蛋白質fCD2遺伝子をSFTSウイルスのMセグメントから発現させることが出来た。
SFTSウイルスのリバースジェネティクス法は確立されているので、レポーターを安定して発現させるウイルスの作製が
今後は必要である。

研究成果の概要（英文）：I have established and improved experimental system based on expression cloning 
to identify virus receptors efficiently. The present project is to overcome a disadvantage of the system 
that the systems are inapplicable to viruses whose glycoproteins cannot work as envelope proteins of 
retro- or lentivirus vectors. Important in my system is use of viruses which don’t give infected cells 
damage.
I failed to overcome the disadvantage with VSV and JEV. However, expression of a reporter fCD2 could be 
done with M segment of SFTS virus being known to show no/low cell damage.
Reverse genetics for SFTS virus have been reported, therefore, a next step is to prepare recombinant SFTS 
virus stably expressing a reporter in a future project.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
細胞へウイルスが感染するには、ウイルス
が細胞表面へ吸着する必要があり、その際用
いられる細胞側の分子をウイルス受容体と
呼んでいる。ウイルス受容体はウイルスによ
って異なり、その分子が何であるかを同定す
ることはウイルスの感染宿主域や臓器指向
性・細胞指向性の理解に役立つ。 
代表者はこれまで抗体認識分子を同定す
る高効率の発現クローニング法を開発し、こ
の方法をウイルス受容体の同定に応用する
ことで複数のウイルスの受容体同定が可能
であることを示してきた。ウイルスと受容体
との結合力が弱い場合には、レトロあるいは
レンチウイルスのシュードタイプを用いる
ことで受容体同定が可能であることも示し
た。 
しかし、ウイルスとウイルス受容体との結
合力が弱く、かつレトロあるいはレンチウイ
ルスのシュードタイプを用いることが出来
ないウイルスには応用できず、受容体同定は
行えなかった。例えばフラビウイルス科の日
本脳炎ウイルス JEV やブニヤウイルス科の
クリミア・コンゴ出血熱ウイルス CCHFVが
そうであった。 
 
２．研究の目的 
代表者が開発した高効率の発現クローニ
ング法に基づくウイルス受容体同定法を更
に発展させるため、JEVや CCHFVにも応用
できるよう改良を行うことを目的とした。 

 
３．研究の方法 
水疱性口炎ウイルスや日本脳炎ウイルス
など、シュードタイプのベクターとして用い
ればウイルス受容体同定に応用できると考
えられる材料を用い、実験系の構築を行なっ
た。重要なポイントはウイルスベクターが感
染しても細胞に傷害を与えないことと、レポ
ーターを長期にわたり発現し続けさせるこ
とである。 
 
４．研究成果 
 まず水疱性口炎ウイルス vesicular 
stomatitis virus (VSV)をベクターとするこ
とを考えた。VSV は JEV や CCHFV の糖蛋白質
をエンベロープ蛋白質として用いることが
でき、昆虫細胞であれば少なくとも 3週間の
あいだレポーターを発現させながら細胞増
殖を継続可能であることを確認済みである
からである。この場合には細胞由来の cDNA 
library も昆虫細胞に発現させる必要があっ
た。VSV を用いての cDNA library の発現を検
討したが、106 indepnedent レベルのクロー
ンを発現させることは困難であることが判
明し、VSV をベクターに用いての受容体同定
法の改良は断念した。 
 次 に 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス Japanese 
encephalitis virus (JEV)をベクターにする
ことを考えた。JEV のゲノム RNA より cDNA を

得てクローニングした。糖蛋白質である
prM-E 蛋白質コード領域を蛋白質発現用プラ
スミド pCAGGS にクローニングし、蛋白質の
発現を間接蛍光抗体法で確認した。prM-E 蛋
白質コード領域以外の部分はSP6プロモータ
ー下にクローニングし、prM-E 蛋白質コード
領域にはレポーターとして緑色蛍光蛋白質
GFP あるいは膜蛋白質 fCD2 の cDNA をクロー
ニングした。SP6 プロモーターより RNA を in 
vitro で合成させ、目標とする塩基長を持つ
RNA を得たが、細胞に導入してもレポーター
蛋白質の発現が認められなかった。導入細胞
種や導入試薬を検討、配列の再確認を行った
が問題は見いだせず、レポーターが発現しな
い原因を突き止められなかった。 
 次に重症熱性血小板減少症候群ウイルス
severe fever with thrombocytopenia 
syndrome virus (SFTSV)をベクターとするこ
とを考えた。SFTSV は感染しても細胞傷害性
が低いウイルスである。M segment（本来は
糖蛋白質をコード）の末端領域にfCD2のcDNA
を連結し、これを polI プロモーター下にク
ローニングした。このプラスミドを SFTSV の
N 蛋白質および L 蛋白質の発現プラスミドと
ともに細胞に導入したところ、間接蛍光抗体
法で fCD2 蛋白質の発現を確認することが出
来た。 
 ベクターとして検討した 3 つのウイルス
（VSV, JEV, SFTSV）のうち、SFTSV ではウイ
ルスベクター（様のもの）からのレポーター
の発現を確認できた。SFTSV ではリバースジ
ェネティクス法が既に確立されていること、
また糖蛋白質発現プラスミドは準備済みで
あることから、SFTSV の糖蛋白質を介して細
胞に感染し、その感染細胞に膜蛋白質 fCD2
を発現する組換えSFTSVの作製は可能である
と考えられる。糖蛋白質遺伝子を欠くことか
ら多段階増殖はせず、もともと細胞傷害性が
低いことから、さらに傷害性は無いものと考
えられる。この組換えウイルスと代表者が開
発してきたウイルス受容体同定法を組み合
わせることにより、SFTSV のウイルス受容体
を効率よく同定できるものと考えられる。更
に、SFTSV と近縁で受容体同定が未だ行われ
ていない Heartland virus, Rift Valley 
fever virus, CCHFV の受容体同定も SFTSV ベ
ースのシュードタイプを用いることで可能
であろう。 
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