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研究成果の概要（和文）：リバースジェネティックス系を駆使して、ポリオウイルス（PV）、ア

イチウイルス、C 型肝炎ウイルス（HCV）（以上、一本鎖 RNA ウイルス）およびロタウイル

ス（二本鎖 RNA ウイルス）の複製機構、および病原性発現機構の研究を行った。実験系が確

立している前者の一本鎖 RNA ウイルスに関しては、宿主分子との相互作用について、二本鎖

RNA ウイルスについては、より効率の良いリバースジェネティックス系の確立を目指した。 
 
研究成果の概要（英文）：Reverse genetics systems for poliovirus, Aichivirus, and hepatitis C 
virus were established.   For these viruses, interaction between viral and host molecules 
were investigated to give an insight into molecular mechanisms of viral replication and 
pathogenesis.   As for rotavirus whose reverse genetics is not completely established, 
mainly antigenic structure and cleavage region of viral VP4 were studied.   At the same 
time, we made an effort to establish better reverse genetics system for rotavirus. 
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１．研究開始当初の背景 

PV 研究に関しては、リバースジェネティ
ックスが確立し、ヒトの PV 受容体（hPVR）
を持つトランスジェニック（Tg）マウスが作
製され、サルに替わる PV の感染モデル動物
として利用出来るようになっていた。 

アイチウイルスについても、リバースジェ
ネティクス系はすでに開発され、無細胞複製
系もほぼ確立され、実験系は我々のグループ
により準備されていた。新しいウイルス属で

あるため、ゲノム RNA5’末端の非翻訳領域に
おけるステム・ループ構造の RNA 複製およ
び encapsidation に関する機能解析以外、複
製過程の研究はほとんど進められていなか
った。 

HCV に関しては、リバースジェネティッ
クス系が導入されたばかりで、この系を駆使
した実験は、世界的にも開始されたばかりで
あった。 
ロタウイルスについては、世界に先駆けてリ
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バースジェネティックス系が開発されたば
かりであったが、効率が十分でなく、また標
的タンパク質も VP4 に限られていた。このシ
ステムを利用した解析は進められていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 プラス鎖 RNA ウイルスとして、最も研究
が進んでいる PV、我が国で発見され命名さ
れたアイチウイルス、培養細胞での複製系が
確立したばかりの HCV を、また二本鎖 RNA
ウイルスとしては、不完全ながらリバースジ
ェネティックス系が導入されたばかりのロ
タウイルスを使用し、リバースジェネティッ
クスを駆使した RNA ゲノムのウイルス複製
における構造と機能の解析を行うことを目
的とした。さらに、改変したゲノムを保有す
る人工変異ウイルスの個体内での生活環お
よび病原性発現機構を追求し、プラス鎖RNA
ウイルスおよび二本鎖 RNA ウイルスに関す
る感染現象の基本に対する理解を深めるこ
とを目的とした。 
 PVに関しては、2Aプロテアーゼに注目し、
その人工変異株を使用してウイルス複製に
関するウイルス側機能と宿主細胞の細胞変
性に関わる機能を明らかにする。また、PV
感受性Tgマウスを使用した in vivoにおける
病原性発現についての研究も展開する。アイ
チウイルスについては、ポリオウイルス、ラ
イノウイルスなど主要なピコルナウイルス
にはない非構造タンパク質Lおよび他の非構
造タンパク質 2A, 3CD, 3AB のウイルス複製
過程における機能解析を行うとともに、宿主
タンパク質との相互作用を明らかにし、病原
性との関わりを検討する。HCVについては、
確立した増殖系を利用し、ウイルス複製能力
または RNA 複製能力にとって重要な塩基を
ゲノム上に同定する。また、RNA ポリメラ
ーゼとの相互作用を解析する。 

ロタウイルスについては、開発されたばか
りのリバースジェネティックス系を駆使し
て、スパイクタンパク質である VP4 上の抗原
構造の解析、トリプシン開裂部位の解析を行
う。リバースジェネティックス系の改良を進
め、特に、ヘルパーウイルスを利用しない、
プラスミド DNA のみによるリバースジェネ
ティックス系の開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
PV： 
 神経細胞に PV 抵抗性があることをこれま
でに明らかにしている。神経細胞内に PV の
種々の変異株を感染させ、どの遺伝子に対す
る抵抗性があるかを検討する。各遺伝子の神
経細胞に対する影響を明らかにした後、PV
を基礎とした、運動神経細胞をターゲットと
した PV ベクターの構築を行う。 

アイチウイルス： 
 Vero 細胞、HeLa 細胞および無細胞複製系
を用いて、RNA 複製、感染性ウイルス粒子
の生成過程を解析した。各非構造タンパク質
の細胞内局在は共焦点顕微鏡により検索し
た。各ウイルス非構造タンパク質間および宿
主細胞タンパク質との相互作用は、酵母、哺
乳動物細胞ツーハイブリッド法および免疫
沈降反応により行った。 
HCV： 
 感染性を持つ cDNA クローンと持たない
クローンの間で分子遺伝学的な解析を行い、
感染性獲得に必要な塩基を同定する。また、
HCV の複製、病原性の発現に重要な、ウイ
ルス側分子と宿主側分子の相互作用を解析
する。 
ロタウイルス： 
ヘルパーウイルス（ヒトロタウイルス KU

株）、選択用中和モノクロン抗体を利用した
リバースジェネティックス系を用いて、プラ
ーク法および酵素抗体法による抗原性の解
析、塩基配列決定および制限酵素による切断
パターンの解析による cDNA 解析を行った。 
 
４．研究成果 
PV: 
 神経細胞に PV を感染させ、2 時間後に感
染防御抗体を添加すると、24 時間後には PV
はクリアランスされ、感染神経細胞は継代可
能となる。抗体添加時期を遅らせると、この
現象は見られなくなることから、添加抗体の
効果は、複数回の感染を阻止することによる
ものと考えられた。そこで、1 回感染のみ起
こる PV の欠陥干渉（DI）粒子を使用した感
染実験を行った。その結果、神経細胞は PV
の DI 粒子に抵抗性を示した。このとき、コ
ントロールで使用したHeLa細胞には激しい
細胞変性効果が発現した。DI 感染によっても、
PV の細胞変性効果発現に中心的役割をなす
2A 蛋白質は発現する。したがって、神経細
胞は、2A 蛋白質に対し抵抗性があることが
判明した。神経細胞が PV の 1 回の感染に対
し抵抗性を持つのは、このためであると考え
られる。 
そこで次に、神経細胞に DI 粒子を複数回

感染させ、細胞変性効果を観察したところ、
予想に反し細胞変性は生じなかった。DI 粒子
は神経細胞には、何回感染させてもほとんど
無毒であるため、DI 粒子ゲノムで欠損してい
るキャプシド蛋白質領域に神経病原性が存
在するとの仮説を立てた。そこで、PV のキ
ャプシド蛋白質領域を発現するワクシニア
ウイルスベクターを使用し神経細胞への感
染実験を行ったところ、コントロールの野生
株ワクシニアウイルスに比べ、明らかに細胞
変性効果が強く発現した。このことは、神経
細胞は 2A 蛋白質よりもキャプシド蛋白質に



 

 

よって強く損傷を受ける可能性を示してい
る。 

それでも、2A 蛋白質による細胞変性効果
は、良く知られるところなので、ベクターと
して PV を使用するときには、無いに越した
ことは無い。そこで、2A 領域ゲノムを欠損
した PV を作製し、その複製能力を観察した。
このウイルスの複製能力は非常に低く、ベク
ターとしての力は無いと判断するに至った。 

PV をベクターとして使った場合、分泌型
蛋白質の発現は得られないとの論文がある。
この点をクリアーし、分泌型蛋白質である
hepatocyte growth factor （HGF）の発現を
試みた。これまでの PV ベクターと異なり、
EMCV の IRES を使用した dicistronic virus
とし、キャプシド蛋白質領域に HGF を組み
込んだ。このベクターを細胞に感染させたと
ころ、期待通りの HGF の発現が見られた。
また、筋肉内接種により、中枢の運動神経細
胞に発現することが明らかとなった。 

血流中から中枢神経へ移行しやすい PV 変
異株を得た。そのゲノム構造を解析すると、
キャプシド蛋白質 VP1 のウイルス粒子表面
に位置するペプチドの一部に変位が生じて
いた。この変異が、血液脳関門（BBB）の
PV 透過に関わっているかを検討している。
実際に、PV の BBB 透過に関わる宿主分子と
して、トランスフェリン受容体を同定し、両
者の結合に関わるペプチド部位を同定した
が、上記の変異箇所は、同定したペプチド内
である。現在、実験は進行中である。 
アイチウイルス： 

アイチウイルスについて、一連の L タンパ
ク質段階欠失変異体を作成し、ウイルス産生
能、RNA 複製能を解析することにより、L
タ ン パ ク 質 は 、 RNA 複 製 に 加 え 、
encapsidation にも関与していることを示し
た。さらに、キャプシドコード領域をルシフ
ェラーゼ遺伝子と置換したレプリコンに
EMCV の IRES を導入して作成したジシス
トロニック RNA を用いた解析により、L タ
ンパク質が P2P3 タンパク質と同一分子で合
成されなければならないことを明らかとし
た。       
アイチウイルスのL蛋白質はウイルス特異

的ポリ蛋白質の細胞内局在を決定している
こと、2A がゲノムの複製に必須であること
を明らかにした。 
感染細胞内において、dsRNA は細胞質に

多数、dot 状に認められ、抗 dsRNA 抗体に
より RI や RF が検出されたが、非感染細胞
ではこのような dot は確認できなかったこと
から、dot がウイルス RNA 複製部位を示し
ていることが考えられた。L タンパク質は感
染細胞の細胞質全体に一様に存在し、
L-EGFP-P2P3 は、感染細胞での dsRNA の
局在に類似して、細胞質に dot として観察さ

れた。一方、ΔL-EGFP-P2P3 は、小胞体マ
ーカーcalnexin と共局在するようであった
が、dot 形成は認められなかった。以上の結
果から、L タンパク質は翻訳直後、ポリプロ
テインの一部として存在している間にポリ
プロテインの細胞内局在を決定し、複製複合
体形成を導いていること、複製複合体形成後、
プロセッシングによりポリプロテインから
切り出されたLタンパク質は細胞質に存在し、
複製複合体内での RNA 合成には関わってい
ないことが考えられた。 

2A の N 末端の切断効率と Luc-2A と 3CD
間の相互作用には強い相関が認められた。2A
の N 末端が効率よく切断されるためには 3C
ではなく 3CD という形のプロテアーゼが必
要であること、その切断には 3CD と 2A 間の
相互作用が深く関係していることが示唆さ
れた。 
アイチウイルス非構造タンパク質間にお

ける網羅的な相互作用解析では、すべてのア
イチウイルス非構造タンパク質を含んだ複
雑な相互作用ネットワークの存在を示唆し
た。特に、2A-3CDの最も強力な結合と 2A-3C, 
2A-3CD, 2A-3D の結合は、ウイルス複製にお
ける 2A の重要性や多機能性を示唆した。 
酵母ツーハイブリッド法により、各種ウイ

ルス非構造タンパク質と相互作用する宿主
タンパク質を、HeLa 細胞 cDNA ライブラリ
ーからスクリーニングした。その結果、ウイ
ルスタンパク質 3AB と相互作用する宿主タ
ンパク質 X を見出した。哺乳動物培養細胞内
での 3AB との相互作用を、哺乳動物細胞ツ
ーハイブリッドおよび共免疫沈降により確
認した。このタンパク質のウイルス複製にお
ける役割を明らかにした。 
HCV： 
 HCVの培養細胞における複製系を作製し、
レプリコン活性のあるもの（JFH-1）と無い
ものの比較、および両者の組換え体の複製効
率の比較から、レプリコン活性の無い MA 株
も NS5A の活性は保有していることが判明
した。また、ウイルスの RNA ポリメラーゼ
NS4B の発現により、宿主肝細胞の癌抑制遺
伝子 Rb の分解が誘導されることを見いだし
た。このメカニズムを解析し、Rb が NS5B
および宿主のユビキチンリガーゼE6AP依存
にユビキチン化され、プロテアソームにより
分解されることを示した。この情報伝達は、
肝細胞の癌化に繋がる可能性がある。さらに
TLR3 の転写が上昇するが、これは、Rb が減
少し、そのため E2F 発現量の上昇となり、こ
れが TLR の発現上昇につながったと考えて
いる。感染時に TLR3 の発現は NS5B 依存的
に上昇することを見いだした。更なる実験に
より、HCV は TLR3 により負のフィードバ
ック制御を受けることが明らかとなった。 
 HCV が、CDK 阻害剤により、Rb のリン



 

 

酸化が抑制され、Rb 蛋白質量が上昇するこ
とにより、HCV の増殖が抑制されると考え
られた。 
ロタウイルス： 

開発したばかりのヘルパーウイルスを利
用したロタウイルスのリバースジェネティ
ックス系を利用し、抗原モザイクを有する組
換えロタウイルスを作製し、その性状解析を
行った。ロタウイルス VP4 はトリプシンによ
り VP8*と VP5*に開裂するが、VP5*には交
叉反応性の中和抗原領域が存在し、３つの中
和エピトープ部位からなる。サルロタウイル
ス SA11 株の VP5*の中和エピトープ II をヒ
トロタウイルス DS-1 株の中和エピトープ II
に置き換えた抗原モザイクを有する、キメラ
ウイルスを作成した。各種特異的モノクロナ
ール抗体との反応性の検討から、調製したキ
メラウイルスは、SA11 株の中和エピトープ I
および中和エピトープ III 活性を有し、DS-1
株の中和エピトープ II 活性を有することを
確認した。本ウイルスは、リバースジェネテ
ィックスの手法でカプシド蛋白質のアミノ
酸に人工的に変異を導入した、初めての感染
性ロタウイルスである。こうした抗原モザイ
クを有する完全粒子は、今後ワクチンとして
応用可能である。 
ロタウイルスは、2 種類の外層タンパク質

VP4 と VP7 をもつ。VP4 はスパイクタンパ
ク質で細胞レセプターのリガンドとなる。開
裂部位は、アミノ酸 No. 231, 241, 247 の 3
ヵ所のアルギニン残基であり、トリプシン感
受性は、Arg-241>Arg-231>Arg-247である。
Arg241Ala の変異を人工的に加え、変異 VP4
を有する感染性ロタウイルスを調製した。変
異ウイルスは、親株に比して、増殖能、プラ
ークサイズも大きな差はなく、Arg241 は必
須な開裂部位ではないことが示された。 
サルロタウイルスSA11株のVP4遺伝子上

のトリプシン切断領域（244IHYR247）にフ
ューリン認識配列（244RHRR247）を導入し
たプラス鎖 RNA 発現プラスミドを構築した。
COS-7 細胞にプラスミドを導入し、ヘルパー
ウイルスとしてヒト RV KU 株を感染させた
後に、KU 株 VP4 に対する中和モノクロン抗
体存在下で培養を行い、cDNA 由来 VP4 遺伝
子を有する KU//rVP4-R247Furin を単離し
た。KU//rVP4-R247Furin 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、ト
リプシン存在下でも 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 KU//rVP4 に比べて大きく低下していた。
KU//rVP4-R247Furin 感染細胞では、総ウイ
ルス量は親株とほぼ同じであったが、培養上
清中のウイルス量が著しく低下していた。一
方で、LoVo 細胞（フューリン発現を欠損）
においては、KU//rVP4-R247Furin は親株と
同程度の増殖能を示した。細胞内フューリン

による VP4 切断効率は低いものの、細胞内で
の VP4 切断活性化はロタウイルス増殖には
負に作用する可能性が考えられた。 

プラスミド DNA のみによるリバースジェ
ネティクス系の開発に向けた試みを、SA11
株、KU 株由来プラスミド DNA を用いてト
ランスフェクション効率の改良、細胞の選択、
T7RNA ポリメラーゼ発現細胞の利用など、
諸条件を検討することにより進めた。 
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