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研究成果の概要（和文）：狂犬病ウイルスは末梢の咬傷部位から中枢神経に侵入し感染動物を発症

させるが、その成立機序は不明である。本研究では、野外流行株 1088株を神経系細胞で連続継代す

ることで、末梢感染においてのみマウスでの病原性が低下した弱毒株を確立した。解析の結果、その

弱毒化にはウイルス G タンパク質への N型糖鎖の追加が関与していることが示された。この N型糖鎖

の追加は、他の実験室馴化株でも認められるが野外流行株では認められないことから、狂犬病ウイル

スの末梢感染を規定する一つの因子であることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： It is still unclear how rabies viruses enter into the central nervous system 

from a bite site and then cause rabies. In this study, by serial passaging of the street rabies virus strain 

1088 in a neuroblastoma cell line, we established a variant that was attenuated in mice following i.m. but 

not i.c. infections. We found that addition of an N-glycan to the viral G protein is related to the 

attenuation. Concerning the additional N-glycosylation is also found in laboratory-adapted strains but 

not street strains, the N-glycosylation status of the G protein is probably one of the determinants for the 

rabies virus pathogenicity following peripheral infection. 
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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の感染によっておこ
る人獣共通感染症で、ヒトおよび動物が発症し
た場合、重篤な神経症状を伴ってほぼ 100%死
亡する。今なお、世界では毎年約 55,000人が狂
犬病で死亡しており、公衆衛生上重要な疾患の
一つとなっている。 

 感染動物におけるウイルスの体内動態につい

て一般的には、感染動物からの咬傷などを介し
て侵入したウイルスが直接、末梢神経に侵入、も
しくは一端、筋細胞などへの感染を経てから末
梢神経に侵入した後、中枢神経系に到達して脳
炎が惹起されると理解されている。しかし、これ
までの狂犬病ウイルスの病原性に関する知見の
ほとんどが、脳内接種によるものがほとんどであ
り、末梢感染の成立機序については未だ不明な
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点が多い。例えば、長い潜伏期間の間、ウイル
スが感染動物の体内の何処でどのように存在し
ているのか、どのように宿主の免疫系を回避して
いるのか、筋肉細胞への感染が末梢感染成立
に必須か否か等のについて明らかになっていな
い。 

 狂犬病ウイルスの末梢感染成立機構について
未解明な部分が多いことの一つに、これまで野
外で流行している街上毒ではなく、動物の脳・組
織等での長期継代により作製された固定毒株を
使用して研究が行われてきたことが挙げられる。
固定毒は街上毒に比べ末梢感染性が格段に低
下しており、本来の狂犬病ウイルスの性質を反
映しているとは言い難い。同時に、何故固定毒
の末梢感染性は低下しているのか、その機序に
ついてもほとんど分かっていない。 

 

２．研究の目的 
 そこで本研究では、1970 年代に米国でウッド
チャックから分離された街上毒 1088 株を使用し
て、狂犬病ウイルスの末梢感染を規定する分子
基盤を明らかにすることを目的とした。すなわち、
1088 株を神経系細胞で連続継代することにで、
マウスに脳内接種では致死的感染を起こすが、
末梢感染では起こさない変異株を確立し、親株
と変異株の性状を比較することによりその解明を
試みた。 

 

３．研究の方法 
(1) 連続継代による街上毒 1088 株由来弱毒変
異株の確立と比較解析 

 

① 街上毒 1088 株の NA 細胞での連続継代: 

1088 株には乳飲みマウスの脳で 2 代継代され
10%脳乳剤上清として調整されたものを使用し
た。1088株のマウス神経芽細胞腫由来NA細胞
での連続継代において、各継代における培養
上清は使用まで-80˚Cで保存された。 

 なお、不活化されていない 1088 株およびその
変異株を用いた全ての実験は、厚生労働省によ
り街上毒の使用が許可された P3 実験室内にて
行われた。 

 

② ウイルスゲノムの全塩基配列決定: RT-PCR

およびダイレクトシーケンス法によりウイルスゲノ
ムの塩基配列を決定した。ゲノムの 3’および 5’

末端領域については RACE 法により決定した。 

 

③ マウスでの病原性の検討: 10 倍階段希釈し
たウイルス液を準備し、ddY マウス（6 週齢、雌）
の脳内（i.c.）もしくは右後肢筋肉内（i.m.）に接種
した。i.c.接種群については 28日間、i.m.接種群
については 48日間観察した。10

6
 FFU接種群に

ついては、感染 5、8および 11日後に安楽殺し、
血清の分離および各臓器・組織の採取を行った。
血清中の抗狂犬病ウイルス中和抗体価の測定
は、WHO の標準法である RFFIT （ Rapid 

Fluorescent Focus Inhibition test）法によって行
われ、その力価は IU（国際標準単位）/ml で算
出された。脳組織についてはホルマリンで固定
後、免疫組織化学染色に供試された（北里大学
獣医学部 朴天鎬博士の下で行われた）。本実
験は大分大学の動物実験倫理委員会の承認を
得て行われた。 

 

(2) 固定毒 G タンパク質に認められる N型糖鎖
の追加がウイルス産生に及ぼす影響 

 

① プラスミドの構築: 1088株 G タンパク質発現
プラスミドを構築し、点変異導入法により N 型糖
鎖追加もしくは欠失変異体の発現プラスミドを各
種構築した。 

 

② シュードタイプウイルスアッセイ: Gタンパク質
へのN型糖鎖追加のウイルス産生に与える影響
については、G 遺伝子欠損狂犬病ウイルス（岐
阜大学応用生物科学部 杉山誠・伊藤直人両
博士より分与）を使用したシュードタイプウイルス
アッセイにより評価した。すなわち、G タンパク質
発現プラスミドを細胞に導入後、G 遺伝子欠損
ウイルスを感染させ、一定時間培養した後、上
清を回収して感染価およびウイルスタンパク質
量を測定した。 

 

４．研究成果 
(1) G タンパク質における N 型糖鎖の数は狂犬
病ウイルスの末梢感染性を規定する要因の一つ
である 

 

 街上毒 1088株を NA細胞で計 30代継代した
ところ、培養上清中のウイルス力価は 1 継代目
では 10

5
 FFU/ml であったが、30 代目では 10

8
 

FFU/mlに達した。この馴化株を1088-N30株（以
下 N30 株）とし、全塩基配列を決定して 1088 株
（GenBank Accession no. AB645847）と比較した
ところ、計 3 つのアミノ酸置換が認められ、そのう
ち 2つはGタンパク質に認められた（P144Lおよ
び R196S）（表 1）。なかでも R196S 変異は、第
194位にN型糖鎖付加をもたらすことが判明した
（図 1）。 

 



 

 

 興味深いことに、これまでに分離されたほとん
どの街上毒の G タンパク質には N 型糖鎖付加
部位が第 319 位の一ヵ所もしくは第 37 位・319

位の 2ヵ所しかないが、固定毒では第 37位・319

位に加えて、さらにもう 1~2 ヵ所（第 158 位、204

位もしくは 247 位）の N 型糖鎖付加部位が存在
する。1088 株でも他の街上毒株と同様に第 37

位・319 位の 2 ヵ所しか N 型糖鎖付加部位は存
在しない。したがって、N30 株で認められた第
194 位への N 型糖鎖付加部位の追加は、他の
固定毒では認められない新規の糖鎖付加部位
であるが、これが NA 細胞への馴化と街上毒の
病原性に関与しているのではないかと推測した。
実際、R196S 変異は、N30 株で認められた変異
のうち連続継代の過程で最も早期（4 継代目）に
出現した変異で、培養上清中のウイルス力価が
10

7
 FFU/ml に達した時とほぼ一致していた。そ

こで、4 継代目から限界希釈法により R196S 変
異のみを有する変異株のクローニングを試み、
1088-N4#14 株（以下 N4#14 株）を得た。N4#14

株は R196S 変異に加えて 1 ヵ所の変異（P タン
パク質 G61E）が認められたが（表 1）、この変異
はいくつかの街上毒株でも認められたため、街
上毒の病原性への影響は小さいと考え、以後の
実験に使用した。N4#14 株においても G タンパ
ク質への N型糖鎖の追加が確認された（図 1）。 

 

 1088株、N4#14株およびN30株について各種
性状の比較を行った。NA 細胞での増殖性を調
べたところ、N4#14株および N30株は 1088株と
比べて、著しく増殖性が亢進していた（図 2）。
1088株はMOI（多重感染度）≒1であっても、培
養上清中のウイルス力価はいずれの時点でも
10

5
~10

6
 FFU/ml程度であった。したがって、G タ

ンパク質への N 型糖鎖の追加が 1088 株の NA

細胞への馴化に強く関与していることが示唆さ
れた。 

 

 続いて、マウスでの病原性について検討した。
脳内接種においては、いずれも成熟マウスに致
死的感染を起こし、1088 株、N4#14 株および

N30株の 50%致死量はそれぞれ 6.8、6.8および
5.0 FFU であり、ほぼ同程度であった。一方、末
梢感染（右後肢筋肉内接種）においては、1088

株に比べて、N4#14 株および N30 株の病原性
は低下しており、特に N30 株では顕著であった
（表 2）。末梢感染時のマウス脳内でのウイルス
抗原の分布を調べたところ、感染 5 日目で、い
ずれの感染においても大脳皮質にウイルス抗原
が検出された（図 3）。感染 8・11日目では、1088

株感染ではウイルス抗原が脳全体に拡がってい
たが、N30 株感染では大脳皮質（一部は視床ま
で）に限局したままであった。一方、N4#14 感染
マウスにおけるウイルス抗原の分布は、1088 株
感染と N30 株感染の中間型を示した。さらに、
末梢感染時の血中ウイルス中和抗体価の推移
についても調べたところ、感染5日後で、1088株
感染に比べて、変異株感染ではともに有意に高
いウイルス中和抗体価の誘導が認められ、同様
の傾向が感染 8日後でも認められた（図 4）。 



 

 

 

 以上に示したように、本研究において当初の
目論見通り、街上毒 1088 株を神経系細胞で連
続継代することにより、神経病原性は保たれて
いるが、末梢からの接種において病原性の低下
した変異株を確立することに成功した。変異株と
親株である 1088 株の比較解析の結果、R196S

変異によるGタンパク質第 194位へのN型糖鎖
の追加が、神経系細胞への馴化と病原性の低
下に強く関与していることが示唆された。 

 

 末梢感染において、変異株感染マウスでは共
に 1088 株感染マウスと比べて、脳におけるウイ
ルス抗原の拡がりが制限されており、一方で、感
染早期から高い中和抗体の誘導が認められた。
また、感染 5 日目の時点で、いずれの接種群で
大脳皮質にウイルス抗原が認められ、抗原の分
布の程度について差は認められなかったことか
ら、変異株の末梢部位から中枢神経系へ侵入
する能力は 1088 株と遜色ないことが示唆された。
両変異株は脳内接種ではマウスに致死的感染
を起こせることから、神経病原性も損なわれてい
ない。したがって、変異株の末梢感染における
病原性の低下は、脳内に侵入する過程で宿主
の防御免疫反応を強く誘導し、そのため脳内に
侵入後その拡がりが抑制されるためであると考
えられた。 

 
(2) 街上毒 Gタンパク質における N型糖鎖の追
加は感染細胞におけるビリオン産生を促進する 

 

 R196S 変異による G タンパク質第 194 位への
N 型糖鎖の追加が培養神経系細胞への馴化お
よび末梢感染時の病原性低下に関与することを
示したが、他の固定毒で認められる N 型糖鎖追
加部位（第 158 位、204 位、247 位）も同様の影
響があるのかについては依然不明であった。そ
こで、街上毒 G タンパク質において固定毒の N

型糖鎖追加部位が培養細胞への馴化に関与し

ているかどうかについてシュードタイプウイルス
アッセイにより検討を行った。 

 

 図 5に示すように、1088株Gタンパク質および
その N型糖鎖追加もしくは欠失変異体発現プラ
スミドを構築し、その発現を NA 細胞で確認した
ところ、過去の報告にもあるように（Wunner 1985, 

Shakin-Eshleman 1992）、第 37位のN型糖鎖付
加と第 204 位への N 型糖鎖の追加は効率的で
はないことが分かった。 

 

 続いて、構築した発現系を用いて NA 細胞に
てシュードタイプウイルスアッセイを行ったところ、
野生型 1088株Gタンパク質（WT）に比べて、糖
鎖が追加された G タンパク質では、培養上清中
への感染性ウイルス粒子（ビリオン）放出の亢進
が認められ、それは特に R196S および D247 変
異体で顕著であった（図 6）。N 型糖鎖追加によ
るビリオン産生の亢進は非神経系細胞である
L929（マウス線維芽細胞系）細胞でも認められ
た（図 7）。 

 

 さらに、N型糖鎖の成熟を阻害する各種グルコ
シダーゼ阻害剤を使用した解析において、
R196SおよびD247変異体によるビリオン産生は、
WT の場合と比べて阻害剤による抑制効率が高
かったことから、1088 株 G タンパク質への N 型
糖鎖追加によるビリオン産生亢進には、N 型糖
鎖の成熟が重要である可能性が示唆された。 



 

 

 

 以上、本研究により、狂犬病ウイルス街上毒の
細胞での増殖性と末梢感染における病原性に
G タンパク質への N 型糖鎖追加が関与すること
が初めて実証された。すなわち、狂犬病ウイルス
の末梢感染を規定する一つの因子として、G タ
ンパク質 N 型糖鎖を同定することができた。さら
にシュードタイプウイルスアッセイにより、他の固
定毒で認められる N 型糖鎖追加も細胞での増
殖性亢進に関与していることが明らかとなった。
末梢感染における病原性の発現は、狂犬病ウイ
ルスの自然界における感染環の成立および存

続に重要であることは想像に難くない。ほとんど
の街上毒の G タンパク質において N 型糖鎖の
追加が認められないのは、その追加が狂犬病ウ
イルスの自然界での存続において不利であるた
めであることが想像される。したがって、他の固
定毒で認められる N 型糖鎖追加も末梢感染時
の病原性の低下をもたらすことが期待されるが、
今回その実証までにはいたっていない。また、
再度 NA 細胞での連続継代およびクローニング
を行ったところ、第 247 位や他の部位に N 型糖
鎖付加部位を持つ 1088 株変異体を得ることに
成功した。今後、これら変異体の解析やリバース
ジェネティクスにより、N 型糖鎖と狂犬病ウイルス
の病原性発現の関連についてより明らかにして
いきたい。 
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