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研究成果の概要（和文）：私たちが世界に先駆けて開発に成功したヘルパーウイルスを用いるロタウイルスのリバース
ジェネティクス系を駆使して、未だその理解が不十分である、ロタウイルスの感染性獲得における外殻スパイク蛋白質
VP4の役割を実際のウイルスで解析した。また、このシステムの適用が未だ報告されていない遺伝子分節についても組
換えウイルスを単離するための選択条件の開発を試みた。さらに現在の系を発展させ、全11本の遺伝子分節がcDNA由来
の組換えロタウイルスを作製しうる技術の開発を試みた。

研究成果の概要（英文）：Rotavirus VP4 possesses three conserved mono-basic residues at its trypsin 
cleavage site (R231, R241, and R247). Although only R247 is assumed to be required for the activation of 
infectivity with conventional techniques, the strict conservation of the three residues suggests that the 
presence of these residues may play an important role during infection. This possibility was evaluated by 
generating recombinant rotaviruses with trypsin cleavage site mutations using reverse genetics.
We isolated and characterized a rotavirus variant possessing a rearranged segment 11 with small sequence 
(3-bp)deletion within the open reading frame. Our results indicate that a rotavirus genomic rearrangement 
impairs packaging efficiency into the progeny viruses despite does not confer growth disadvantage to 
viruses.
We developed a plasmid-based reverse genetics system for reovirus driven by a plasmid-encoded T7 RNA 
polymerase, which could increase the flexibility of such reverse genetics systems.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 レオウイルス科に属するロタウイルスは、
11本の２本鎖 RNA（dsRNA）分節をゲノム
として保有する。各遺伝子の機能を明らかに
するため、これまで、温度感受性変異株、RNA
分節の交換体であるリアソータント、発現蛋
白質を用いた解析が主に行われてきた。ゲノ
ム複製機序についても、コア粒子を用いた in 
vitro複製系による解析が主に行われてきた。
しかし、ウイルス感染細胞内で起こるウイル
ス遺伝子およびその産物の機能的相互作用
をこれら従来の方法で解析するには限界が
あり、実際のウイルス複製や病原性発現機構
を正確に理解することはできない。ウイルス
を自己複製する存在として真に理解するた
めには、感染性ウイルスを用いた検証が必要
不可欠である。遺伝子操作系（リバースジェ
ネティクス系）は、ウイルスゲノムへ任意の
変異を導入することで、ウイルスを自由に設
計し作製することができ、ウイルス感染性や
病原性の獲得機構を理解する上で最も強力
な手法である。しかしながら、11 本もの
dsRNA 分節をゲノムとするロタウイルスで
は、そのゲノム構造の複雑さゆえか、この技
術の応用がきわめて困難であり、如何なるリ
バースジェネティクス系も存在していなか
った。2006 年にようやく私たちは、ヘルパ
ーウイルスを用いて 11 本の遺伝子分節のう
ち１本が cDNA に由来するような組換えロ
タウイルスを可能にするリバースジェネテ
ィクス系の開発に世界に先駆けて成功した
（PNAS 103, 2006）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上述のヘルパーウイルスを用
いるリバースジェネティクス系を VP4 遺伝
子（外殻スパイク蛋白質 VP4をコード）に応
用し、VP4が関与するロタウイルスの感染性
の獲得機構を実際のウイルスで解析するこ
とを目的とした。また、VP4以外の遺伝子分
節についても組換えウイルスを単離するた
めの条件を開発し、ロタウイルスにおけるリ
バースジェネティクス系を発展にも展開さ
せていくことを目指した。一方で、このシス
テムはヘルパーウイルスを用いるので、回収
ウイルスの中から組換えウイルスを単離す
るための強力な選択条件が必要であり、目的
とする遺伝子分節によってはその条件が存
在しない。そこで、ヘルパーウイルスを必要
とせず、全 11本の遺伝子分節が cDNAに由
来する組換えロタウイルスを作出する技術
の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
(１) ヘルパーウイルスを用いるリバースジ
ェネティクス系の応用 
 エンベロープウイルスの多くは、表面スパ
イク蛋白質が宿主プロテアーゼによって切
断活性化されて感染性を獲得する。このため、
宿主プロテアーゼによる表面スパイク蛋白

質の切断は、多くのエンベロープウイルスの
病原性発現に深く関わっている。非エンベロ
ープウイルスであるロタウイルスも、トリプ
シンで VP4が VP8*と VP5*に切断されるこ
とで感染性を獲得する。VP4の切断領域には
高度に保存された非連続の３個のアルギニ
ン残基（R231、R241、R247）が存在し、異
なる感受性でトリプシンにより切断される。
発現蛋白質を用いた解析から、感染性の獲得
には R247の切断だけで十分であり、残る２
個のアルギニン残基の切断はロタウイルス
感染には必要でないと推測されている。しか
し、全てのアルギニン残基はロタウイルス間
できわめて高度に保存されていることから、
ウイルス感染において何らかの生物学的意
義があるとも推測されてきた。この VP4上の
切断領域にさまざまな変異を導入し、組換え
ロタウイルスの性状を検討した。 
 
(２)ロタウイルスリアレンジメント変異株
KU-24 の解析 
 ヒト KU 株の限界希釈から、セグメント 11
に３塩基欠失（423-425）を起こしたリアレ
ンジメント変異株 KU-24 を分離し、変異型セ
グメント 11 のウイルス粒子へのパッケージ
ング効率を解析することで、KU-24 株が
NSP5/6 遺伝子を標的とするリバースジェネ
ティクス系を開発する際にヘルパーウイル
スとして活用できる可能性を検討した。 
 
(３)ヘルパーウイルスフリーのリバースジ
ェネティクス系の開発の試み 
 ロタウイルスのリバースジェネティクス
系は、ヘルパーウイルスの利用を必要とし、
cDNA のみによる系はまだ開発されていない。
哺乳類オルソレオウイルス（レオウイルス）
は、10 本の dsRNA をゲノムとして保有し、多
分節dsRNAウイルスの複製機構および病原性
を理解する上で優れたモデルである。近年、
cDNA のみから感染性レオウイルスの作製を
可能にするリバースジェネティクス系が開
発され、従来の系では困難であった任意のウ
イルスゲノム改変を可能にした。ロタウイル
スにおけるヘルパーウイルスフリーのリバ
ースジェネティクス系の開発にあたり、レオ
ウイルスの系はそのモデルとなり得る。この
レオウイルスのシステムでは、T7 RNA ポリメ
ラーゼを発現している培養細胞にレオウイ
ルスをコードする T7 プラスミドを導入する
ことで、感染性レオウイルスを作製できる。
これまで、T7 RNA ポリメラーゼの供給は、組
換えワクシニアウイルス rDIs-T7pol あるい
は BHK-T7 細胞の使用に限られてきた。本研
究では、さらに幅広く応用できる T7 RNA ポ
リメラーゼ発現プラスミドを用いたレオウ
イルスのリバースジェネティクス系の確立
を試みた。 
 
４．研究成果 
(１) ヘルパーウイルスを用いるリバースジ



ェネティクス系の応用 
 VP4 上の切断領域のアルギニン残基を単
独あるいは同時にヒスチジン残基あるいは
リシン残基に置換した組換えロタウイルス
をリバースジェネティクス系で作製した。ア
ルギニン残基とリシン残基を各々特異的に
切断するアルギニルエンドペプチダーゼと
リシルエンドペプチダーゼを用いて、各残基
における切断の重要性を検討したところ、発
現蛋白質を用いた解析では見出すことので
きなかった、R231 における切断もロタウイ
ルス感染性の獲得には必要である可能性が
示された。 
 
(２)ロタウイルスリアレンジメント変異株
KU-24 の解析 
 リアレンジメント変異株KU-24は野生型KU
株と同程度の増殖能を示したが、ウイルス粒
子へのパッケージング効率は、変異型セグメ
ント 11＜野生型セグメント 11 であることが
競合感染実験により示された。KU-24 株の２
つのリバータントウイルスはともに 423-425
位置にオリジナル配列と類似の遺伝子配列
の挿入を有することから、この領域のシーケ
ンスがセグメント 11 のパッケージングに重
要なシグナルを含んでいる可能性が示され
た。したがって、KU-24 株をヘルパーウイル
スとして用いることで、パッケージング効率
の違いを選択条件とした NSP5/6 遺伝子を標
的としたリバースジェネティクス系の開発
につながるものと期待される。 
 
(３)ヘルパーウイルスフリーのリバースジ
ェネティクス系の開発の試み 
 レオウイルスをコードする 10個の T7プラ
スミドと T7 RNA ポリメラーゼの発現プラス
ミド（pC-T7pol）を共導入した L929 細胞で
は、ウイルス量は少ないものの、組換えレオ
ウイルスが回収された（～10 PFU/ml）。次に、
インターフェロン産生能が欠損している
BHK-21 細胞に、これら 11 個のプラスミドを
共導入したところ、組換えレオウイルスの回
収効率は著しく上昇した（～103 PFU/ml）。こ
うして、これまで報告されていない、T7 RNA
ポリメラーゼ発現プラスミドを用いたレオ
ウイルスのリバースジェネティクス系が確
立された。 
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