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研究成果の概要（和文）：ハザラウイルス（HAZV）はクリミア・コンゴ出血熱ウイルス(CCHFV)に非常に近縁で
ありながら、ヒトに病気を起こさず、代用モデルとして非常に有用である。まずウイルス蛋白の機能を調べるた
めに必要なモノクローナル抗体を作製した。HAZV感染細胞では細胞傷害性が起こるが、N蛋白にはそれを阻害す
る機能がある事が明らかになった。また、ウイルスの病原性を解析するためのin vivoの系をして発育鶏卵を使
う方法を確立した。L蛋白のポリメラーゼ活性を評価する方法として、ミニゲノムの系を構築した。これによ
り、ゲノム末端のプロモータ活性を解析する事ができた。

研究成果の概要（英文）：Hazara virus(HAZV) is closely related to Crimean-Congo hemorrhagic fever 
virus(CCHFV). However, it is non-pathogenic to humans, making it a suitable model to study CCHFV. We
 first generated monoclonal antibodies against HAZV. In this study, we found that HAZV infection 
caused apoptosis, and N protein prevented it. We also established an infection model system in vivo,
 using embryonate chicken eggs. Furthermore, we made a minigenome system for HAZV to study the 
contributions of promoter elemetens within the genomic ends for viral RNA synthesis. 

研究分野： ウイルス学

キーワード： ハザラウイルス　クリミア・コンゴ出血熱ウイルス　モノクローナル抗体　発育鶏卵による病原性評価
　HAZVミニゲノム系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CCHFVは、致死性の高い人獣共通感染症の１つであるが、その危険性ゆえにあまり研究が進んでいない。HAZVの
遺伝子の多くの部分はCCHFVと一致していることから、代用モデルとして非常に有用であると考えられる。HAZV
を使って各蛋白の機能など基本的情報を得る事により、CCHFVの増殖・病原性の解明し、感染予防や効果的な治
療法を確立することにつながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様式 C−１９、F−19−１、Z−１９（共通） 

1.研究開始当初の背景 

(1)クリミア･コンゴ出血熱は致死率の高い人獣共通感染症である 
クリミア･コンゴ出血熱は、エボラ出血熱・マールブルク出血熱・ラッサ熱とともにウイルス

性出血熱４疾患のひとつであり、１類感染症に定められている。その原因となるクリミア・コン
ゴ出血熱ウイルス(CCHFV)はブニヤウイルス目ナイロウイルス科の３分節マイナス鎖 RNA ウイル
スである。ダニによって媒介されるが、体液や血液を介したヒト-ヒト感染も見られる。その致
死率は 40%にも達することから、人獣共通感染症として最も重要な疾患と言われている。これま
で日本での発生はないが、中央アジアからアフリカにかけて頻発しており、我が国においても無
視できない重大な問題である。 
CCHFV はその危険性ゆえに、最高クラスであるバイオセーフティレベル４の施設を必要とし、

限られた研究機関でしか扱うことができない。このような背景により、CCHFV に関する分子生物
学的知見は RNA ウイルスの中でも非常に少なく、治療法も確立されていない。 

 
(2)ハザラウイルスはクリミア・コンゴ出血熱ウイルスのモデルとして最適である 
ハザラウイルス(HAZV)は、ダニから分離されたウイルスで、知られている中で最も CCHFV に近

縁である。HAZV は、実験用マウスに感染し、CCHFV に近い病態を示す。また、ヒトを含む様々な
哺乳類由来培養細胞への感染が可能である。しかし、ヒトに対しては病原性を示すことがなく、
バイオセーフティレベル２で安全に扱うことが可能である。すなわち、HAZV は安全に扱うこと
のできる CCHFV のモデルとして魅力的な研究対象であると考えられる。HAZV を用いて様々なウ
イルスの性質を明らかにすることで、CCHFV の病態を理解するための情報を得ることができると
考えられる。 
 

2.研究の目的 
CCHFV は、致死性の高い人獣共通感染症の１つであるが、その危険性ゆえにあまり研究が進ん

でいない。CCHFV 遺伝子には、宿主因子との相互作用を介することで病原性に関与すると思われ
る様々な特殊なドメインや、機能不明の遺伝子が存在する。これらがウイルス生活環に果たす役
割を明らかにすることは病態解明において重要である。 
HAZV は CCHFV に非常に近縁でありながら、ヒトに病気を起こさない。しかし、HAZV の遺伝子

の多くの部分は CCHFV と一致していることから、代用モデルとして非常に有用であると考えら
れる。本研究の目的は CCHFV の増殖・病原性の解明し、感染予防や効果的な治療法を確立する
為、HAZV を使って基本的情報を得る事である。 
 

3.研究の方法 
(1)HAZV 蛋白質に対するモノクローナル抗体の作製 

２種類の方法で、マウスに免疫することによって HAZV 蛋白質に対するモノクローナル抗体の
作製を行う。１つは、大腸菌で発現させた蛋白を精製し、免疫抗原とする方法。もう１つはマウ
ス由来の L929 細胞にウイルスを感染させ免疫抗原とする方法。スクリーニングはウイルス感染
細胞をプレートに固定し、ELISA 法により行う。 

(2)HAZV ミニゲノム系の構築 

HAZV ゲノムの遺伝子領域をルシフェラーゼに変更したミニゲノムを作製する。N 及び L 蛋白
を発現するヘルパープラスミドも作製する。ミニゲノムと N および L を同時に培養細胞に発現
させ、ルシフェラーゼ活性を測定する。 

(3)病原性の解析 

1. in vivo の病原性評価として、4日齢の発育鶏卵の黄卵嚢にウイルスを接種する。 

2. ウイルス感染によるアポトーシスを DNA ラダーと caspase-Glo3/7 assay により評価する。 



 

4.研究成果 
(1)HAZV 蛋白質に対するモノクローナル抗体 
大腸菌で発現させた N蛋白を抗原とした作製方法により、N蛋白に対するモノクローナル抗体

を５つ得ることができた。４つは N末 94アミノ酸を認識する抗体であり、残り１つは中央部の
187 から 296 アミノ酸の領域を認識する抗体であった。大腸菌で発現させた蛋白を抗原として作
製したモノクローナル抗体はウエスタンブロット(WB)に適した抗体であった。WB の結果、HAZV
の Nは約 54 kDa の蛋白として検出された。興味深いことに、ヒトの感染細胞では約 30 kDa 程
度の産物も同時に検出された。CCHFV の N はカスパーゼ活性により切断を受けるとの報告①があ
るが、HAZV の N でも同様の現象が起こっていると考えられる。 
ウイルス感染細胞を抗原とした作製方法では、数多くの抗体を得ることができたが、大部分が

N蛋白を認識する抗体であった。感染細胞内で最も多い N蛋白に対する抗体が多く出来たと考え
られる。感染細胞を抗原とした作製したモノクロー
ナル抗体は大腸菌で発現させた蛋白を抗原として作
製したモノクローナル抗体に比べ、免疫染色や免疫
沈降に適した抗体であった。 
 
(2)in vivo の病原性評価 

これまで in vivo の病原性評価は免疫機能を欠損
したマウスを使った系しか無かった②ので、簡便に調
べる方法を検討した。4日齢の発育鶏卵の黄卵嚢にウ
イルスを接種すると、胎子に致死的感染を示し、in 
vivo の病原性評価系の構築が出来た。この系を使用
した結果、HAZV は、わずか 30PFU/egg で 100％の致
死性を示すことが明らかになった（図 1A）。 
 
(3)HAZV の細胞傷害性の解析                            

HAZV 感染細胞では、激しいアポトーシスが起こり、
顕著な DNA ラダーが見られ、caspase-Glo 3/7 assay
でも高い数値を示した（図 1B、C）。 
HAZV の N 蛋白には DNA 分解酵素ドメイン・DNA メ

チル化活性ドメインと推測できる領域が存在する。N
蛋白の機能を分析する目的で、まず N 蛋白を恒常的
に発現している細胞株を作製した。その細胞株に
HAZV を感染させると DNA ラダーが見られなくなり、明らかに caspase-Glo 3/7 assay の値が下
がった。 
ウイルス増殖は感染後 36 時間でピークに達し、コントロール細胞ではその後、減少するが、

N蛋白恒常発現細胞株ではその減少が見られなかった。ピーク後、コントロール細胞では細胞が
傷害されているのに対し、N蛋白恒常発現細胞株では傷害性がほとんど見られないことが原因と
考えられた。また、上清中のウイルスの安定性についても検討を行った。比較に用いたインフル
エンザウイルスやヒトパラインフルエンザウイルス２型は 37℃で 24 時間置いておいても感染
能はほとんと落ちなかったが、HAZV では 28℃でも少し減少が見られ、37℃では 1/10000 以下に
減少した。 
 
(4)HAZV ミニゲノム系によるプロモータ解析 

構築したミニゲノム系を用い、HAZV L のポリメラーゼ活性を評価した。S、M、Lの非翻訳領域
でルシフェラーゼ遺伝子を挟んだミニゲノムプラスミドを作製し、これを N 及び L 蛋白を発現
するヘルパープラスミドと共に発現させた。ルシフェラーゼの値より、S、M、Lのプロモータ活
性を検討した結果、M＞S＞L の順となったが、L 分節のプロモータ活性は極めて低かった。L 分



節の 3’末端非翻訳領域が
36nt と短いせいではないかと
考え、+100nt としたが効果は
なかった。逆に、Sと M分節の
3’末端非翻訳領域を 36nt と
短くすると、プロモータ活性
は S分節は 1/7 に減少した（L
分節と比較すると約 10 倍高
い）が、M分節は逆に約２倍に
増加した。これらの結果から、
プロモータ活性は非翻訳領域
の長さには無関係である事が
明らかになった。 

３分節の3’末端と5’末端
非翻訳領域の 36nt が Watson-
Crick base pairs を形成する
かをチェックしたところ、
11nt まで(PE1)は３分節全て
に共通であるが、12-36nt に違
いがある（図 2）。この領域を
12-16、17-25、26-36nt と３つ
に分け、最もプロモータ活性
が高い M 分節と最も低い L 分
節を組み合わせることによっ
て、重要な領域を解析した。そ
の結果、12-16nt の領域が
pairs を形成せず、17-25nt の
領域が pairs を形成する事が
重要である事がわかった（図
3B、HAZV）。さらに、17-25nt の
領域の G:C base pairs が重要
である事、pairs を形成する領
域のnt数も重要である事が明
らかになった。アレナウイル
ス科、ブニヤウイルス目ペリ
ブニヤウイルス科及びナイロウイルス科の M 分節の 3’末端と 5’末端の非翻訳領域 36nt の比
較により、RNA-dependent RNA polymerase とプロモータ領域の相互作用のモデルを示した（図
3）。 
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