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研究成果の概要（和文）：本研究では、狂犬病ウイルスのG蛋白質N型糖鎖が規定している増殖亢進機構と弱毒化
機構について解明を試みた。野生型G蛋白質と相互作用し、N型糖鎖の追加による増殖亢進と関連すると想定され
る宿主膜蛋白質分子として22分子が得られた。また、狂犬病ウイルスの病原性解明に資するin vivoイメージン
グ法を開発した。すなわち、近赤外蛍光蛋白質iRFP720がウイルス感染動態の蛍光イメージングに最適であるこ
と、赤方偏移型ルシフェラーゼを用いた発光イメージングでは高感度にウイルス感染動態が追跡できること、さ
らにN型糖鎖変異弱毒株が宿主体内で排除される過程を時空間的に追跡することが可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this work, we have attempted to clarify the mechanisms of rabies virus 
(RABV) propagation and pathogenicity that are determined by N-glycans on the G protein. We have 
identified 22 host membrane proteins interacted with the wild-type G protein, which are thought to 
be associated with the efficient viral propagation. We have also established in vivo imaging system 
for RABV replication dynamics in small animals, which is useful for analysis of RABV pathogenesis. 
Our results indicate that the near-infrared fluorescent protein iRFP720, the most red-shifted 
fluorescent protein, is optimal for in vivo fluorescence imaging of RABV infection and that the 
bioluminescence imaging with the red-shifted firefly luciferase enables to monitoring of the viral 
infection dynamics with higher sensitivity. Moreover, we found that the bioluminescence imaging 
could track when and where the N-glycan-modified attenuated mutant began to be eliminated in mice.

研究分野： ウイルス学、獣医学
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１．研究開始当初の背景 
	 狂犬病は狂犬病ウイルスにより引き起こ
され、重篤な神経症状を伴いほぼ 100%死亡
する極めて恐ろしい人獣共通感染症である。
発症後の治療法は未だ確立されていない。現
在、世界では毎年少なくとも約 55,000人が狂
犬病で死亡し、1,500 万人以上が曝露後予防
措置を受けており、依然、公衆衛生上重大な
問題である。狂犬病予防連盟（Global Alliance 
for Rabies Contol）によると、現在、世界全体
で狂犬病対策に掛かっているコストは毎年
1240億ドルと見積もられている。狂犬病対策
にこれだけの莫大なコストを掛ける必要が
あるのは、狂犬病が不治の病でほぼ 100%死
亡するためである。したがって、狂犬病が治
癒可能な疾患となれば、狂犬病による不幸な
ケースだけでなく狂犬病対策に掛かるコス
トを減少させることができる。 
	 狂犬病の治療法については、2005 年に
Willoughby博士が発表したミルウォーキー・
プロトコルがある（Willoughby et al, N. Engl. J. 
Med., 2005）。現在（2013 年当時）までに 43
例の患者にこの治療が試みられ、5 例で狂犬
病からの生還が確認されている。しかし、こ
の治療法はアジアの狂犬病（イヌ由来）につ
いては成功していない（Hemachudha et al, J. 
Neurovirol., 2006; Aramburo et al, Clin. Infect. 
Dis., 2011等）。しかも、治療法の有効性につ
いて実験動物モデルで検証しておらず、科学
的根拠にも乏しいことから、狂犬病研究の第
一人者らはミルウォーキー・プロトコルを推
奨していない（Jackson, Antiviral Res., 2013）。 
	 狂犬病の治療法確立のためには、まず狂犬
病ウイルスの増殖機構および病原性発現機
構を解明することが重要である。これまでに、
我々は狂犬病ウイルスの野外株（街上毒）を
用いて、ウイルス G蛋白質への 1個の N型糖
鎖の追加が、マウスにおける病原性を減少さ
せること、培養細胞での増殖（ウイルス粒子
の放出）を亢進させることを世界に先駆けて
発見し、公表してきた（Yamada et al, Virus 
Res., 2012; Yamada et al, J. Gen Virol., 2013; 
Yamada et al, Arch. Virol., 2013; Yamada et al, 
Virus Res., 2013）。 
	 街上毒の N 型糖鎖追加による病原性減少
は末梢感染（筋肉内接種）の場合にのみ認め
られ、脳内接種の場合は野生型と同様にマウ
スに致死的感染を起こす。しかし、N型糖鎖
追加変異株の末梢感染時の中枢神経侵入能
（neuroinvasiveness）は損なわれていなかった。
したがって、この変異株は、末梢感染時には
宿主免疫反応を野生型に比べて強く惹起す
ることが推測され、実際、G蛋白質第 194位
に N 型糖鎖が追加された変異株では野生型
に比べて中和抗体を強く誘導することが確
認された（Yamada et al, Virus Res., 2012）。 
	 しかし、第 247位に N型糖鎖が追加された
変異株（D247N 変異株）および第 37 位への
N型糖鎖付加が効率的となった変異株（L38R
変異株）では末梢感染時での病原性低下が確

認されたのにもかかわらず、中和抗体誘導の
亢進は認められなかった（Yamada et al, Arch. 
Virol., 2013; Yamada et al, Virus. Res., 2013）。
さらに、血液-脳関門の透過性の亢進およびそ
れに伴う脳内への免疫担当細胞の流入増加
が、狂犬病ウイルスの末梢感染時の病原性低
下に関与するという報告があるが（Phares et 
al, J. Immunol., 2006等）、両変異株と野生型の
間で免疫担当細胞の脳内への流入の度合い
に違いは認められなかった。さらに、街上毒
に比べて弱毒実験室馴化株は末梢感染後に
脳内でインターフェロン・炎症性サイトカイ
ン等の自然免疫関連遺伝子の発現を著しく
上昇させるという報告もあるが（Wang et al, J. 
Virol., 2005）、これも我々の例には当てはまら
なかった。したがって、D247N変異株および
L38R 変異株は末梢感染の際、末梢組織で何
らかを活性化し、そのシグナルが脳内に伝達
され、脳内が未知の機構により抗ウイルス状
態となるのではないかと推測するに至った。
さらに、D247N変異株および L38R変異株は、
末梢感染においてマウスを一旦発症（体重減
少、軽度の神経症状等）させるが、その後マ
ウスは回復することから、この弱毒化機構解
明は発症後の治療法確立に直接つながるも
のであると考えられた。 
	 一方、G蛋白質への N型糖鎖の追加によっ
て、感染細胞からウイルス粒子の放出量が亢
進することも明らかにしてきた（Yamada et al, 
J. Gen. Virol., 2013）。モノクローナル抗体を用
いた実験から、N型糖鎖追加による G蛋白質
の構造変化は認められなかった。これについ
て、野生型 G蛋白質に特異的に相互作用する
宿主分子があり、それがウイルス粒子の細胞
外への放出を阻害しているのではないか、一
方で N 型糖鎖追加型では追加された糖鎖が
その相互作用を阻害しているのではないか
と推測している。もし、これが解明できれば
宿主分子を標的とした抗ウイルス薬の開発
につながるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
	 そこで本研究課題では、上記の背景を踏ま
え、G蛋白質への N型糖鎖追加による狂犬病
ウイルス街上毒の弱毒化機構・増殖亢進機構
を分子レベルで明らかにして、その成果を狂
犬病治療法の確立に応用することを試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)	 G蛋白質への N型糖鎖追加による狂犬病
病ウイルス増殖亢進機構の解明	 
①	 酵母ツーハイブリット法による G 蛋白質
（野生型）と相互作用する宿主分子のスクリ
ーニング 
	 酵母膜蛋白質ツーハイブリッド法の受託
サービスを利用し（MBmate Y2H screen、
Hybrigenics 社）、狂犬病ウイルスの野外株で
ある 1088 株の G 蛋白質（野生型）と相互作
用する宿主膜蛋白質のスクリーニングを行
った。のべ 8130 万分子との相互作用解析が



行われ、その結果、合計 67 分子との相互作
用が確認されたが、これらのうち、これらの
うち非特異的相互作用が強く想定されるも
の、膜蛋白質でないもの、トポロジー的に正
しくないものは除外した。 
 
②	 スプリットルシフェラーゼを利用した G
蛋白質と宿主分子の相互作用の検証 
	 酵母でのスクリーニング結果を哺乳類細
胞で検証するため、断片化ガウシアルシフェ
ラーゼ（split GLuc）を使用した相互作用解析
を他の報告を参考にして試みた（Hashimoto et 
al, J. Biol. Chem., 2011; Luker and Luker, 
Methods Mol. Biol., 2014）。すなわち、1088株
G蛋白質の細胞質領域に GLucの C末側（ア
ミノ酸残基 110-185 番目）を、リンカー配列
を介して融合させたものを発現するプラス
ミドと、GLucの N末側（アミノ酸残基 17-109
番目）を、リンカー配列を介して候補分子の
N末側に融合させたものを発現するプラスミ
ドをそれぞれ構築した。これらのプラスミド
をマウス神経芽細胞種由来の NA細胞に共導
入し、一定時間培養後に細胞を溶解し、溶解
液を用いてセレンテラジンを基質としたル
シフェラーゼアッセイを行った。 
 
③	 CRISPR/Cas9 を利用した G 蛋白質と宿主
分子の相互作用の検証 
	 まず培養細胞で候補分子をノックアウト
できる CRISPR/Cas9 プラスミドベクターの
構築を行った。すなわち、オンラインツール
（http://chopchop.cbu.uib.no/）を用いて標的遺
伝子に対する PAM配列を含んだDNA配列を
設計し、その配列を pGuide-it-ZsGreen1 プラ
スミド（TaKaRa 社）にクローニングした。
構築したプラスミドを NA細胞に導入し、蛍
光蛋白質（Katushka2S）発現組換え狂犬病ウ
イルス 1088 株（後述）を多重感染度 0.01 で
接種し、ウイルスの拡がりを蛍光顕微鏡下で
毎日観察を行った。 
 
(2)	 in vivoイメージングによる G蛋白質への
N型糖鎖追加による狂犬病ウイルス弱毒化機
構の時空間的解析	 
①	 狂犬病ウイルス感染の in vivo蛍光イメー
ジングの確立 
	 リバースジェネティクス法により、長波長
型蛍光蛋白質 Katushka2S、 E2-Crimson、
iRFP670もしくは iRFP720を発現する組換え
1088株をそれぞれ作出した。これらの組換え
ウイルスをヌードマウスに脳内接種し（104 
FFU）、Lumazone in vivoイメージングシステ
ム（日本ローパー）により、3 種類のフィル
ターセット（励起フィルター/吸収フィルタ
ー; 607/697 nm、655/732 nm、および 710/785 
nm）を用いて、蛍光イメージングを行った。
取得したイメージは ImageJ ソフトウェアを
用いてシグナル強度解析を行った。さらに、
最も優れたシグナル/ノイズ（S/N）比が得ら
れたウイルスについては、末梢感染モデルに

よる検証を行った。すなわち、ヌードマウス
の右後肢筋肉内に組換えウイルスを 5×105 
FFUで接種し、至適フィルターセットにより
経日的に全身の蛍光イメージングを行った。 
 
②	 狂犬病ウイルス感染の in vivo発光イメー
ジングの確立と解析	 
	 赤方偏移型ホタルルシフェラーゼ Red 
Firefly Luciferase（RFLuc）を発現する 1088
株を蛍光発現ウイルスと同様に作出した。加
えて、G 遺伝子に L38R 変異を有する弱毒型
ウイルスも（G:L38R/RFLuc）作出した。作出
した組換えウイルスを免疫系は正常である
ヘアレスマウスの右後肢筋肉内に 5×105 
FFUで接種し、経日的に D-ルシフェリンを腹
腔内投与した後に、Lumazone in vivoイメージ
ングシステムを用いて、画像の取得を行った。
また、好中球やマクロファージなどの活性化、
すなわちミエロペルオキシダーゼ（MPO）活
性化を可視化できる XenoLight RediJect 
Inflammation Probe（PerkinElmer社）を腹腔内
投与し、炎症反応のイメージングも併せて行
った。 
	 
(3)	 弱毒株排除における所属リンパ節の役
割についての検証	 
	 BALB/c マウスの右後肢膝窩リンパ節を外
科的に除去し、一週間後に R196S変異を有す
る N 型糖鎖追加弱毒株 1088-N30 を高濃度で
右後肢のふくらはぎに接種して、一定期間観
察を行った。対照群として 1088-N30 を同様
に接種した Sham 処置（切開のみ）マウスを
おいた。 
	 
４．研究成果	 
(1)	 G蛋白質への N型糖鎖追加による狂犬病
病ウイルス増殖亢進機構の解明	 
①	 酵母ツーハイブリット法による G 蛋白質
（野生型）と相互作用する宿主分子のスクリ
ーニング 
	 スクリーニングの結果、小胞体・ゴルジ装
置等の膜系細胞小器官内において G 蛋白質
（野生型）と相互作用する宿主分子について、
22種類の候補分子が得られた。このうち、特
に信頼性の高い 4分子について、まずマウス
神経細胞での相互作用の検証を行うことと
した。 
 
②	 スプリットルシフェラーゼを利用した G
蛋白質と宿主分子の相互作用の検証 
	 構築した系について G 蛋白質との相互作
用が確認されているウイルス M 蛋白質を陽
性コントロールとして検証したところ、 相
互作用を検出することかできず、別の検出系
に変更する必要があることが分かった。 
 
③	 CRISPR/Cas9 を利用した G 蛋白質と宿主
分子の相互作用の検証 
	 信頼性の高い上位 4 つの分子について、
CRISPR/Cas9法によるノックアウト細胞を調



製し、それらに Katushka2S発現 1088株を感
染させて増殖性の亢進が認められるかどう
か検討したが、増殖性亢進を示す細胞を見出
すことはできなかった。 
 
(2)	 in vivoイメージングによる G蛋白質への
N型糖鎖追加による狂犬病ウイルス弱毒化機
構の時空間的解析	 
①	 狂犬病ウイルス感染の in vivo蛍光イメー
ジングの確立 
	 4 種類の長波長蛍光蛋白質発現組換え狂犬
病ウイルスを作出し、それぞれヌードマウス
に脳内接種した後、3 種類のフィルターセッ
トを用いて、感染マウス頭部の in vivo蛍光イ
メージングにおけるシグナル強度解析を行
ったところ、最も長波長の蛍光を発する近赤
外蛍光蛋白質 iRFP720を発する組換えウイル
ス（1088/iRFP720）感染マウスで、710/785nm
のフィルターセットを用いた場合で最も高
い S/N比が得られた。実際に図 1に示すよう
に、生きた感染マウスから非常に解像度良く
脳を検出することに成功した。 

	 続いて、この 1088/iRFP720を用いて末梢感
染モデルでの in vivo蛍光イメージングの検証
を行った。すなわち、本組換えウイルスをヌ
ードマウスの右後肢筋肉内に接種し、経日的
なイメージング観察を行ったところ、感染早
期（感染後 5日目まで）にはシグナルを検出
できなかったが、感染 6日目から脊髄領域か
らシグナルが検出できるようになり、続いて
脳からも明瞭にシグナルが検出できるよう
になった（図 2）。つまり、末梢感染における
ウイルス感染動態を追跡することに成功し
た。しかし、感染早期における検出という点
で課題が残った。 
 
②	 狂犬病ウイルス感染の in vivo発光イメー
ジングの確立と解析	 
	 ウイルス感染動態を蛍光イメージングで
観察したかった理由は、ウイルス感染に伴う
宿主反応を同時に発光イメージングで観察
するデュアルイメージングを行いたかった
ためである。しかし、感度の低さは解析を行
う上で問題であり、基質の特異性を利用した
デュアル発光イメージングも可能であるた
め、当初の計画を変更して、ウイルス感染動
態観察における感度向上のため、発光イメー

ジングの確立を行った。すなわち、RFLucを
発現する 1088 株（1088/RFLuc）を作出し、
ヘアレスマウスを用いた末梢感染モデルに
おいて、1088/iRFP720感染による蛍光イメー
ジングとの感度比較を行った。1088/iRFP720
感染ではヘアレスマウスでも感染 6日目に脊
髄領域からシグナルが検出されるようにな
ったが、1088/RFLuc感染における発光イメー
ジングでは、感染 1日目から接種部位からの
シグナル検出に成功した。	  
	 そこで、RFLucを発現する N型糖鎖変異弱
毒型ウイルス（G:L38R/RFLuc）を作出し、in 
vivo 発光イメージングによる野生型
（1088/RFLuc）感染との比較解析を、ヘアレ
スマウスを用いて行った。また、同時に MPO
活性（好中球やマクロファージの活性化）を
指標とした炎症反応の発光イメージングも
行った。図 3に示すように、ウイルス感染の
発光イメージングにより、弱毒型感染におい
て感染 5日目では脊髄領域から、野生型感染
と比べてより強いシグナルが検出されたが、
感染 6日目では著しく低下することを観察す
ることができた。さらにこれ以降、野生型感
染とは異なり脳にけるシグナルの著しい増
大は認められず、弱毒型ウイルス感染マウス

図 1 1088/iRFP720感染ヌードマウス頭部の in vivo
蛍光イメージング像 

図 2 1088/iRFP720末梢感染ヌードマウスの in vivo
蛍光イメージング像 



は耐過した。このことから、弱毒型ウイルス
感染マウスでは、感染 5~6日目に何らかのウ
イルス排除に働く反応が惹起されているこ
とが推測された。しかし、MPO活性のイメー
ジングでは、弱毒型ウイルス感染におけるウ
イルス増殖抑制との関連が示唆されるよう
なMPO活性化については認められなかった。	 
	 
(3)	 弱毒株排除における所属リンパ節の役
割についての検証	 
	 所属リンパ節の被膜下洞マクロファージ
は神経侵襲性ウイルスの侵入阻害に働くと
いう報告があるため（Junt et al, Nature, 2007）、
それが弱毒株の病原性低下に関与している
かどうか検討を行った。しかし、膝窩リンパ
節を除去した BALB/cマウスのふくらはぎに
N型糖鎖変異弱毒株（1088-N30）を接種した
が、致死的感染は起こらずマウスは耐過した
ことから、本実験によりその関与を認めるこ
とはできなかった。 
	 
	 今回、G蛋白質 N型糖鎖が規定する狂犬病
ウイルスの増殖亢進機構と弱毒化機構につ
いて、分子レベルで明らかにすることはでき
なかった。しかしながら、狂犬病ウイルスの
本来の性状を有する野外株の遺伝子操作系
を確立し、それを利用して各種レポーター遺

伝子発現組換えウイルスを作出して、狂犬病
ウイルスの in vivoイメージング法を世界に先
駆けて確立することができた。加えて、この
イメージング法により弱毒株のマウスにお
ける感染動態の可視化、すなわち時空間的解
析が可能となり、いつどこで弱毒株が排除さ
れ始めるのか突き止めることにも成功した。
今後引き続き、特定した時期の組織サンプル
を用いたオミクス解析により、当初の目的で
ある狂犬病治療法開発に資する、弱毒株が誘
導する宿主防御反応システムとそれに関連
する宿主分子の同定を行っていきたい。 
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