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研究成果の概要（和文）：京都市で捕集されたマダニから分離されたトゴトウイルスHl-Kamigamo-25株（THOV）
のウイルス学的・病態学的特徴を解明するために、ウイルスのゲノムRNA様の構造と転写・複製上の特徴を持つ
ミニゲノムRNAの発現系を構築した。また、THOVの実験動物への病原性を解析したところ、マウスには顕著な病
原性は示さなかったが、ハムスターには出血や肝炎を引き起こし、致死的であった。今後は、本研究で構築した
システムを応用し、組換えウイルスを作製するリバースジェネティックス法を開発する。最終的に、ウイルスの
ゲノムRNA上の病態形成に関与する領域を同定し、THOVの病態形成機構を詳細に解明したい。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the virological and pathological characteristics of 
Tototovirus Hl-Kamigamo-25 strain (THOV) isolated for the first time in Japan from ticks collected 
in Kyoto city, we constructed a pseudo RNA (mini-genomic RNA) expression system. In addition, THOV 
was not pathogenic in experimental mice, but it was found to be lethal in hamsters due to hemorrhage
 and hepatitis. By developing reverse genetics applying the mini-genome RNA expression system 
constructed in this study, it is expected to elucidate the pathogenesis mechanism of THOV in our 
future research.

研究分野： ウイルス学

キーワード： トゴトウイルス　ミニゲノムRNA　リバースジェネティックス　病原性解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
京都市で捕集したマダニから分離されたトゴトウイルス（THOV）は、実験用マウスには病気を起こさないが、ハ
ムスターには致死的であった。したがって、国内に生息するマダニは、動物に感染し病気を起こす可能性を有す
る未知の病原体を保有することが明らかとなった。しかし、THOVのヒトへの病原性については不明である。ま
た、本研究で開発したTHOVのミニゲノムRNA発現系を用いることで、THOVの病態形成を解明することや、予防・
治療法等の開発が期待できる。さらに、ヒトや動物でTHOV感染症が発生した場合に、緊急の対応が可能となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、マダニが媒介する人獣共通感染症の

流行が、世界各地で相次いでいる。日本にお
いても、日本紅斑熱やダニ媒介性脳炎等の感
染症が存在することが、以前から知られてい
る。2013 年、山口県で、日本で初めての重症
性血小板減少症候群（SFTS）患者の発生が報
告された（IASR 35: 31-32）。このことは、
私たちの身の周りに生息するマダニが、動物
や人に病気を引き起こす未知の病原微生物
を保有していることを示している。私の研究
室では、2013 年に捕獲した、京都市に生息す
るマダニが保有する微生物の分離を試みた
ところ、マダニの一種であるフタトゲチマダ
ニから、それまでに日本を含む東アジアで同
定・分離報告のなかったトゴトウイルス（THOV）を分離した（Kamigamo 株）（J.Gen.Virol. 96: 
2099-2103）。THOV は、1960 年、ナイロビのウシに寄生したマダニから初めて分離された
（J.Gen.Microbiol. 38: 389-394）。本ウイルスはオルソミクソウイルスに属し、マイナス鎖の
一本鎖、6分節の RNA をゲノムとして持つ（図 1）。ウシやヒツジ等の家畜への感染においては、
白血球減少症や熱症、流産を引き起こすことが知られている。また、人に感染した場合、神経
症状を引き起こし、重症例では死亡する場合もある。2014 年、アメリカ合衆国のカンザス州バ
ーボン郡において、マダニ媒介性のトゴトウイルス感染症が突然発生し、新大陸においても
THOV 感染症が存在することが明らかとなった（Emerg.Inf.Dis. doi:10.3201/eid2105.150150）。
本ウイルス感染症はアフリカやヨーロッパ、中東においては古くから知られていた。しかし、
人での感染例が少ないため、THOV に関する研究は進んでいないのが現状である。したがって、
本ウイルスの感染や病原性の発現メカニズムについては不明な点が多い。 
私の研究室では THOV の Kamigamo 株の in vitro での細胞への感染様式の解明と、実験用マウ

スへの in vivo 感染における病原性発現メカニズムの解明に関する研究を行い、以下の結果を
得た。(1)THOV Kamigamo 株 6種類の蛋白質（図 1）のうち、ウイルス RNA 合成に関与する蛋白
質（PA、PB1、PB2 および NP）は感染初期に発現していた。一方、ウイルス粒子を構成する構造
蛋白質（GP や ML）は感染後期に発現していた。ウイルス粒子中には各蛋白質をコードする 6
種類の分節 RNA が存在し、各 RNA に RNA ポリメラーゼ複合体（PA、PB1 および PB2）が結合して
いるものと考えられている（図 1）。THOV が細胞に感染すると、この RNA ポリメラーゼ複合体が
ウイルスのゲノム RNA を鋳型としてプラス鎖の mRNA を転写する。次に、mRNA を鋳型として、
各分節 RNA がコードする蛋白質が合成される。私たちは、感染の進行にともない、各ウイルス
蛋白質の発現が段階的に行われていることを観察したが、そのメカニズムについては不明であ
る。多くのウイルスの転写や複製、翻訳には、ウイルス RNA の 5’および 3’の非翻訳領域（UTR）
が重要な役割を果たしている。THOV Kamigamo 株の 6 種類の分節 RNA の 5’および 3’UTR の塩
基配列を決定したところ、6 種類の分節 RNA は、それぞれ異なる配列であった。この塩基配列
の違いが、各ウイルス蛋白質の発現時期に関与しているのかもしれない。また、THOV Kamigamo
株を 3週齢の実験マウスに感染させたところ、感染後 1か月の間に顕著な病態変化は観察され
なかった。一方、アフリカやヨーロッパで分離された株では、実験的に感染させたマウスでは、
肝炎を伴う重篤な病態を示し、致死的な経過を辿った（Am.J.Trop.Med.Hyg. 76: 785-790）。様々
な動物種に由来する株化細胞への THOV 感染感受性を調べたところ、Kamigamo 株は、ヒトやサ
ル、ハムスター、ダニ由来の株化細胞には顕著な細胞変性効果（CPE）を示したが、マウス由来
の細胞では顕著な CPE は認められなかった。以上の予備実験の結果から、THOV Kamigamo 株は、
これまでに分離された他の THOV とは異なる特性を持つものと考えられた。この分離株間での違
いを比較検討することで、THOV の病原性発現機構の解明 に繋がるものと思われる。 
 
２．研究の目的 
 THOV(Kamigamo 株)の逆遺伝学的手法（リバースジェネティックス法）を確立し、本法を用い
て in vitro および in vivo における THOV の感染と増殖機構を解明することを目的とした。近
年のウイルス学研究においては、人為的にウイルスのゲノムに変異を導入し、その機能解析を
行うリバースジェネティックス法を用いることが一般的な手法となっている。そこで、本研究
では、まず、（1）THOV 感染メカニズムを解明することを目的として、THOV のミニゲノム RNA（THOV
ゲノム RNA の 5’および 3’UTR を持ち、その間にレポーター蛋白質の遺伝子配列をアンチセン
ス方向に配置した RNA）発現システムを開発することを目的とした。また、THOV の Kamigamo
株においては、ヒトや動物に対する病原性は不明であるため、（2）実験動物のマウスやハムス



ターへの感染性と病原性について検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）THOV のin vitro 感染メカニズムの解明 
本研究は、THOV のリバースジェネティックスを用いて、THOV のin vitro およびin vivoにお

ける感染メカニズムの解明を目的とした。まず、THOVのin vitroでの感染メカニズムを解明する
ために、THOVミニ ゲノムRNA発現システムを開発した。THOVの転写は、細胞核でおこなわれる。
THOV RNAの転写、複製、翻訳能を解析する方法として、細胞核でRNAが合成されるレポーター遺
伝子発現システムを考案した（THOVミニ ゲノムRNA発現システム）（図2と3）。本法では、RNA 
polymerase Ⅰ（Pol Ⅰ）による細胞核でのRNA合成システムを利用して、THOVのミニゲノムRNA を
発現させる「PolⅠシステム」を採用した。また、THOVミニゲノムRNAの転写に必要なTHOVのポリ
メラーゼ複合体（THOV PA、PB1およびPB2蛋白質）とNP蛋白質を補給する方法として、①THOVミ
ニゲノムRNA導入細胞にTHOVを感染させる方法（図2）と、②THOVのポリメラーゼ複合体とNP蛋白
質発現プラスミドをTHOVミニゲノムRNA導入細胞に共導入する方法（図3）について検討した。 
①THOVミニゲノムRNA導入細胞にTHOVを感染させる方法の検討 
まず、ヒトのPolⅠのプロモーターの下流に、THOVのゲノムRNAの5’UTR、レポーター遺伝子（THOV 

はマイナス鎖なのでレポーター遺伝子はアンチセンスの方向に挿入した）、3’UTR、最後にPol
Ⅰターミネーター配列の順に配置した発現プラスミドを構築した（pHH21-THOV/NP-DsRed2）（図
2、右上）。次に、THOV 感染細胞（ウイルスRNA合成酵素を提供するため、ウイルスの感染を利
用）に、構築したミニ ゲ
ノムRNA 発現プラスミド
を導入し、細胞におけるレ
ポーター遺伝子の発現を
観察した。レポーター蛋白
質遺伝子としては、赤色蛍
光蛋白質（DsRed2）遺伝子
を用いた。 
②THOVのポリメラーゼ複
合体とNP蛋白質発現プラ
スミドをTHOVミニゲノム
RNA導入細胞に共導入する
方法の検討 
 次に、ウイルス感染によ
ってウイルスRNA合成に必
要な蛋白質を補給する代
わりに、ウイルスRNAの合
成に必要とされているPA、
PB1、PB2およびNP蛋白質を、
それぞれ発現するプラスミドを
構築した（pCAG THOV PA、pCAG 
THOV PB1、pCAG THOV PB2および
pCAG THOV NP）。レポーター蛋白
質をコードするミニゲノムRNA発
現プラスミド
（pHH21-THOV/NP-DsRed2）を、こ
れら4種類のプラスミドと共にヒ
ト由来細胞に導入するシステム
について検討した。具体的には、
THOV粒子からウイルスRNAを抽出
し、PA、PB1、PB2およびNP蛋白質
の遺伝子cDNAをRT-PCRにより合
成した。これらのcDNAを哺乳動物
細胞での遺伝子発現用プラスミ
ド（CAGプロモーターにより発現
を誘導する）に組み込んだ（図2）。
これらのプラスミドと、レポータ
ーミニゲノムRNA発現プラスミド
（pHH21-THOV/NP-DsRed2）をヒト



由来の293T細胞に共導入し、導入後、細胞でのレポーター遺伝子の発現を、蛍光顕微鏡下で継時
的に観察した。 
（2）マウスやハムスターへのTHOVの感染性と病原性の解析 
 4週齢の雌ICR、C57Bl/6およびBALB/cマウスと、4週齢の雌シリアンハムスターに致死量（104 
plaque forming units (p.f.u.)）のTHOVを腹腔内に接種し、その後の病態の変化と致死性を観
察した。また、脳、肺、肝臓、腎臓、脾臓などの臓器を採材し、各臓器でのウイルス量について
検討した。また、臓器の一部については、ホルマリンで固定し、組織病理学的に解析した。 
 
４．研究成果 
（1）THOV のin vitro 感染メカニズムの解明 
①THOVミニゲノムRNA導入細胞にTHOVを感染させる方法の検討 
 Pol1プロモーターにより制御されるTHOVミニゲノム発現プラスミド（pHH21-THOV/NP-DsRed2）
を構築した。THOVの5’および3-UTRとして、THOV感染細胞で高発現していることが確認されてい
るNP蛋白質（セグメント5）のものを使用した。発現レポーター蛋白質として赤色蛍光蛋白質
（DsRed2）の遺伝子を使用した。また、本システムでは、THOVの感染をともなうため、ヒト由来
細胞の中で比較的感染性の高いHeLa細胞を使用した（データは示さず）。pHH21-THOV/NP-DsRed2
をリポフェクション法でHeLa細胞に導入し、DsRed2の発現を蛍光顕微鏡下で観察した。しかし、
発現量が低かったため、DsRed2の発
現は確認されなかった。そこで、抗
DsRed2抗体を用いた免疫蛍光抗体
法により発現を確認した（図4）。
また、同時に、抗THOV NP抗体を用
いて二重染色を行い、ウイルスの感
染を確認した（図4EおよびG）。そ
の結果、pHH21-THOV/NP-DsRed2を導
入し、THOVを感染した場合にのみ、
DsRed2の発現が観察された（図4H）。 
 さらに、本システムをRNAの転写
レベルで解析した（図5）。HeLa細
胞にpHH21-THOV/NP-DsRed2を導入
した場合、期待された通り、マイナ
ス鎖のTHOVミニゲノムRNA（図5A、
レーン2）が転写されていること、および、プラス鎖であるmRNAが合成されていないこと（図5B、
レーン8）が確認された。次に、HeLa細胞にpHH21-THOV/NP-DsRed2を導入後、1日目にTHOVを感染
し、感染後1、2および3日目（d.p.i.）の細胞におけるマイナス鎖、およびプラス鎖のTHOVミニ
ゲノムRNAの発現を確認した。その結果、期待通りpHH21-THOV/NP-DsRed2を導入し、THOVを感染
させた細胞において、1 d.p.i.からマイナス鎖（図5A、レーン4-6）およびプラス鎖のTHOVミニ
ゲノムRNA（図5B、レーン10-12）の転写が起こっていることが観察された。 
 



 以上の結果は、本システムにおいてTHOVのミニゲノム発現が起こっていることを示している。
しかし、その発現レベルは期待したレベルではなく、レポーター蛋白質の発現を、その抗体で増
強しなければ検出できなかった。そこで、次に、THOVのポリメラーゼ複合体とNP蛋白質発現プラ
スミドをTHOVミニゲノムRNA導入細胞に共導入する方法について検討した。 
②THOVのポリメラーゼ複合体とNP蛋白質発現プラスミドをTHOVミニゲノムRNA導入細胞に共導
入する方法の検討 
 本方法は、最近のウイルスのリバースジェネティックス法の主流であり、蛋白質の高発現が期
待される293T細胞を使用する（293T細胞のTHOV感染性は低く、①の実験では使用できなかった）。
そこで、先のウイルス感染を用いた方法における問題点を克服できるのではないかと期待された。 
 方法に示した通り、THOVのRNA合
成に関与するウイルス蛋白質（PA、
PB1、PB2およびNP）を哺乳類由来細
胞で発現するプラスミド（それぞれ、
pCAG THOV PA、pCAG THOV PB1、pCAG 
THOV PB2およびpCAG THOV NP）を構
築した（図3）。これら4種類のプラ
スミドとTHOVミニゲノムRNA発現プ
ラスミド（pHH21-THOV/NP-DsRed2）
を293T細胞に共導入し、導入後2日
目の細胞を蛍光顕微鏡下で観察し
たところ、作製した5種類のプラス
ミドを導入した細胞においてのみ、
レポーター蛋白質であるDsRed2の
発現が確認された（図6C）。 
 この結果は、本システムにより
THOVミニゲノムRNAの高発現が可能であることを示している。今後は、このシステムを応用し、
THOVの転写・複製・翻訳など分子レベルの解析や、組換えウイルスを作製し、その病原性発現メ
カニズムの解析等について詳細に検討することが可能である。 
（2）実験動物のマウスやハムスターへのTHOVの感染性と病原性の解析 
 本研究で使用する THOV
はフタトゲチマダニから
分離されたものであり、動
物への感染性・病原性につ
いては不明である。そこで、
まず、実験動物のマウスや
ハムスターへの感染実験
を行った。4 週齢の雌 ICR
や C57BL/6、BALB/c マウス
（各 n=6）に 104プラーク
形成単位（p.f.u.）を腹腔
内（ip）に接種した。接種
後 30日以上、病態変化を観察したが変化は認められなかった（データは示さず）。図 7Aには、
一例として、ICR マウスの生存率を示す。THOV を接種した全ての個体が観察期間を通じて生存
した。 
次に、4週齢の雌シリアンハムスター（n=6）に等量のウイルスを接種したところ、全ての個

体が 3 d.p.i.に斃死した（図 7B）。肉眼的な病理所見として、皮下の点状出血、血管からの血
液の漏出、腹水の貯留、様々な臓器における出血等が観察された。THOV 感染ハムスターの臓器
を採材し、ホルマリン固定後、薄切して組織標本を作製した。組織標本は HE染色するとともに、
抗 THOV-NP 抗体、抗活性化カスパー
ゼ（Cas）3 抗体で染色した。図 8
には、一例として肝臓の組織染色像
を示す。肝臓では、高度の出血、う
っ血が認められることや、幹細胞実
質にネクローシスやアポトーシス
が起こっていることが明らかとな
った（図 8A および C）。また、THOV
の感染も高度に起こっていた（図
8B）。また、血液中および臓器にお



けるウイルスの存在量をプラー
クアッセイにより測定したとこ
ろ、2 d.p.i.以降、多くの臓器で、
急激にウイルス価の増加が認め
られた（図 9）。図 9A には、感染
後の経時的な血液中 THOV 価の変
化を示した。ウイルス血症が 1 
d.p.i.から起こっていた。また、
図 9B には、肝臓の結果を示した。
THOV は肝臓において、顕著に増
幅されていることが分かった。 
以上の結果から、2013 年に京都のフタトゲチマダニから分離された THOV Kamigamo 株は、マ

ウスには顕著な病原性は示さないが、シリアンハムスターに致死的な感染を引き起こすことが
明らかとなった。今後は、シリアンハムスターにおける病態の発現メカニズムについて、先に
確立したリバースジェネティックス法を用いて詳細に検討したいと考えている。 
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