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研究成果の概要（和文）：  

 本研究は、モービリウイルスの病原性発現に関わる因子の同定とその機序の解明、およびニ
パウイルス感染症のワクチン開発を目的として行なった。その結果、モービリウイルス感染に
おいて、細胞種により宿主因子への影響が異なることを発見した。またウイルス主要構成蛋白
である N 蛋白が IFN-α/β、γ共に阻害活性をもつことという新たな知見を得た。またニパウ
イルスに関しては、アクセサリー蛋白が病原性に強く関与することが明らかとなり、さらに組
換え麻疹ウイルスを用いたワクチンが優れたワクチン候補となることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 We investigated the key factors in pathogenicity of morbilliviruses, and developed a 

vaccine for Nipah virus infection. For morbilliviruses, it was discovered that MV induced 

different cellular responses in a cell-type specific mannar, and viral nucleocapsid protein 

had inhibitory potency for IFN-α/β and γ signaling. For Nipah virus, we showed that 
accessory proteins play key roles in it’s pathogenicity. We have also showed that our 
established recombinant measles virus expressing Nipah virus protein effectively 
protected hamsters from NiV infection.  
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１．研究開始当初の背景 

 モノネガウイルス(マイナス・一本鎖・RNA

ウイルス)目は、エマージングウイルス感染

症の原因ウイルスを多数含んでいる。しか

し、新興感染症出現の原因である自然宿主

から他の動物種に種を越えて伝播する機序

や、高い病原性発現機構は未だ解明されて

いない。我々は、この目に属するパラミク

ソ科モービリウイルス属(牛疫ウイルス

(RPV),イヌジステンパーウイルス(CDV),麻

疹ウイルス(MV))を対象に長年研究を積み

重ねてきた。モービリウイルス属はそれぞ
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れの宿主に対して高い致死率を示し、激し

い免疫抑制や、神経病原性、持続感染など

多様で激しい病原性を示す重要ウイルスと

されており、その病態発現機序の解明や防

御法の研究は重要課題である。また、宿主

特異的病原性発現機序解明の有用なモデル

でもある。我々はこれまでに、これら 3 種

のウイルスにおいて、病態を再現する優れ

た動物感染実験モデル系を確立し、また

reverse genetics 系(遺伝子から感染性ウ

イルスを作出する技術)を、この 3種のウイ

ルスで開発することに成功し、ウイルス性

状、増殖機構や病原性発現機構、持続感染

機構などの基礎研究や新型組換えワクチン

開発の研究を行なってきた。特に、病原性

発現に関わる因子として、侵入の成立以外

に必須の因子があること、ウイルスのポリ

メラーゼ複合体の構成蛋白は重要な役割を

果たすこと、既知のレセプター以外の侵入

経路が存在することなどを示すなど、数多

くの新しい重要な知見を蓄積している。 

 一方、モービリウイルスと近縁のニパウ

イルス(NiV)は、1998 年にマレーシアに初

めて出現して 100 名以上の死者を出したウ

イルスであるが、畜産にも多大な被害を及

ぼした。その後も散発的流行を起こし、致

死率は 70％以上におよび、研究の緊急性と

重要性は増している。我々はモービリウイ

ルスでの経験を生かして、NiV の reverse 

genetics系の開発に世界に先駆けて成功し

た（PNAS,2006）。     

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、これまでの研究成果の

蓄積を元に、モノネガウイルスの病原性発

現に関わる因子を同定してその機序を解明

し、ニパウイルス感染症ではワクチン開発

を目指すことである。具体的には以下の項

目を目的とした。 

1) これまでの成果から動物個体での病原性

発現に重要な役割を担うことが示唆されたP

蛋白について相互作用する因子の探索し、病

原性に関与する宿主因子を解析する。 

2) モービリウイルスのアクセサリー蛋白

(V,C)の機能の解析： 近年他のウイルスか

らアクセサリー蛋白のIFN応答経路の抑制機

能が示され、病原性発現にも関与することが

示唆されている。そこで、V, C蛋白を欠損さ

せたモービリウイルスを用いて、アクセサリ

ー蛋白の感染細胞内での機能を明らかにし、

病原性への関与についても解析する。 

3) NiVのアクセサリー蛋白3種類(V,C,W)に

ついて、それらの欠損組換えウイルスを

reverse genetics系を用いて作出し、病原性

の変化が起こるかをin vitroおよびin vivo

で解析する。これにより、アクセサリー蛋白

の病原性発現への関与機序を解析する。 

4) 3)で病原性の著しく低い組換えNiVが得

られた場合には、動物に免疫し、その組換え

ウイルスのワクチン効果を解析する。 

5) モービリウイルスの組換えウイルス作製

技術を用いて、NiVの抗原蛋白遺伝子を挿入

し、NiVに対するワクチンとしての有効性を

解析する。 

 

３．研究の方法 

1) P 蛋白と結合する宿主因子の探索と解

析：P 遺伝子を yeast 発現プラスミドに組み

込み、 yeast two-hybrid 法を用いて細胞

cDNA ライブラリーからスクリーニングを行

ない、増殖したクローンから遺伝子を増幅し

た。また、P 蛋白をバキュロウイルスベクタ

ーで発現させ、発現蛋白と細胞抽出液とを反

応させて結合宿主蛋白を検索する共沈法も

同時に行ない、2 種類で得られる結合蛋白を

比較検討した。得られた候補蛋白は MALDI- 

TOF-MSにより解析した。 

2) モービリウイルスのアクセサリー蛋白

解析：モービリウイルス,MV, RPV それぞれの

アクセサリー蛋白 (V,C)をそれぞれ欠損さ

せた組換えウイルスを reverse genetics に

よって作出した。これらを用いて、ウイルス

感染後の宿主因子の遺伝子転写動態をマイ

クロアレイによって包括的に解析し、親ウイ

ルスとの差を比較した。特に、モービリウイ

ルスの主要ターゲットである上皮系細胞と

血球系細胞での転写動態を比較し、アクセサ

リー蛋白の細胞種特異的な機能発現の有無

を検索した。また、アクセサリー蛋白は細胞

への単独発現系では IFN応答シグナルを抑制

すると報告されているため、アクセサリー蛋

白欠損ウイルスの感染細胞でのその機能を

確認した。すなわち、レポーター遺伝子を

ISRE (IFN signaling responsible element)

の下流に結合させた plasmid を各種細胞に

transfection し、ウイルス蛋白を発現した場

合と組換えウイルスを感染させた場合での

IFN応答抑制作用を検索した。 



3) NiVのアクセサリー蛋白の病原性への関与

機序：アクセサリー蛋白 3 種類(V,C,W)をそ

れぞれ欠損した組換えウイルスを、我々が確

立した reverse genetics 系(PNAS,2006)を用

いて作出した。アクセサリータンパクは全て

P 遺伝子から作られるため、P 遺伝子に改変

を加えた。作出された組換えウイルスを用い

て、蛋白の単独発現と比較しつつ、上記のレ

ポーター遺伝子解析を行った。また、感染実

験モデルであるハムスターに感染させて、病

原性の強さが変化するかを親株と比較して

解析した。 

4) 組換えービリウイルスによる NiV に

対するワクチン開発： MV の reverse 

genetics を用いて NiV の膜蛋白である G

遺伝子を挿入したウイルスを作出した。

このウイルスについて増殖性などの性状

を解析後、動物モデルであるハムスター

に接種して、抗体価上昇を検索する。そ

の後、BSL4 施設で同様に本ウイルスを免

役し、NiV の攻撃試験を行い、防御効果

を非免疫群と比較検討する。 

４．研究成果 

1) 組換えバキュロウイルス発現 P蛋白を用

いて結合する候補宿主因子が複数あげられ

た。しかし、機能を解析した結果、いずれも

ウイルスの増殖性等に影響を与えるもので

はなかった。そこで、ウイルス感染後に転写

動態の変化する宿主因子群をマイクロアレ

イによる網羅的な解析を行った。その結果、

MV を感染させた上皮系細胞では感染初期か

ら type I IFN を始めとする抗ウイルス応答

が誘導されること、また感染後期には様々な

シグナル活性化による遺伝子発現上昇に加

え、ハウスキーピング遺伝子群の発現低下が

起こることがわかった。また、血球系細胞で

もマイクロアレイ解析を行ったところ、上皮

系細胞で観察された発現動態の変動がほと

んど起きないことが観察された。この現象は、

MV が細胞種によって感染後の宿主因子に及

ぼす影響に違いがあるという新たな知見で

ある。 

2) モービリウイルスのアクセサリー蛋白

の機能解析： IFN シグナル伝達阻害活性を持

つことが報告されている V蛋白を欠損する MV

を作出して、上記と同様に感染後のマイクロ

アレイ解析を行ったところ、親ウイルス同様

の遺伝子誘導を起こすことが観察された。す

なわち、これまで単独発現で証明されてきた

V 蛋白の IFN シグナル伝達阻害活性は、ウイ

ルス感染時には発現しないことが明らかに

なった。すなわち、個体での感染時において、

V 蛋白の IFN 応答阻害活性が病原性発現に関

与することはないと示唆された。 

3) 病原性に関与するその他のウイルス蛋

白の解析：ウイルス主要構成蛋白である N 蛋

白の機能解析を行った。その結果、N 蛋白も

IFN-α/β、γ共に阻害活性をもつこととい

う新たな知見を得た。さらに、N 蛋白の核移

行によって活性化 STAT の核移行が阻害され

る新規メカニズムを同定した。 

4) NiV のアクセサリー蛋白の機能解析：ア

クセサリー蛋白 3 種類(V,C,W)をそれぞれ欠

損した組換えニパウイルスを、 reverse 

genetics 系を用いて作出する事に成功した。

これらウイルスの増殖曲線を測定したとこ

ろ、C 欠損 NiV で若干の増殖低下を示したも

ののどのウイルスも高い増殖効率を示した。

これらのウイルスを感染させた培養細胞の

IFN シグナル伝達をみたところ、全てのウイ

ルスで IFN シグナル伝達の阻害が確認され、

in vitroではアクセサリー蛋白 1種のみを欠

失させた場合では、IFN シグナル阻害活性は

保たれることがわかった。そこでこれらウイ

ルスを用いた感染実験を行った。これらの組

換え NiVを様々なウイルス力価でハムスター

に接種したところ、W 欠損 NiV は親ウイルス

と同等の病原性を示したのに対し、V 欠損お

よび C欠損 NiV は、ハムスターに対して全く

病原性を示さないことが明らかになった。す

なわち、V,C 蛋白は個体での病原性発現に重

要な役割を担っていることが、その機序は

IFN 応答系阻害活性によるものではないこと

が明らかになった。 

5) MV の reverse genetics によって NiV の

膜蛋白を発現する組換え MV を作出した。こ

のウイルスをハムスターに感染させたとこ

ろ、病原性は全く示さずに、NiV-G に対する

抗体価が上昇した。そこで本ウイルスを免疫

したハムスターに NiVの親株を接種する実験

を行ったところ、極めて強い防御効果を示し

た。このことから、本組換えウイルスは NiV

に対する優れたワクチン候補となると考え

られた。 
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