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研究成果の概要（和文）：レオウイルス科オルビウイルス属流行性出血熱ウイルス群に属するイバラキウイルス
（IBAV）は、10分節の二本鎖RNAをゲノムに持つ。本研究では、IBAVの複製機構や病原性発揮機序に関する知見
が、IBAVに特有なものかを明らかにするため、IBAVと他のオルビウイルス属のウイルスを比較した。レオウイル
ス科でもオルビウイルス属に特有の構造タンパク質VP6の機能については、オルビウイルスで共通している点が
多かったが、マウス由来細胞における顕著な増殖抑制は、ヌカカが媒介するオルビウイルスでのみ起こることが
示唆された。また、オルビウイルスは共感染時、タンパク質レベルでの自己認識が曖昧であることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Ibaraki virus (IBAV) is a member of the epizootic hemorrhagic disease virus 
serogroup, which belongs to the Orbivirus genus of the Reoviridae family. Previously, we developed 
reverse genetics system (RG) for IBAV, to clarify the molecular mechanism of orbivirus replication. 
We also found several cell lines, in which, the replication of IBAV was suppressed. Here, using 
newly developed plasmid-based RG for two other orbiviruses, bluetongue virus (BTV) and Muko virus 
(MUV), fluorescent-labeled (FL-) BTV and MUV were generated. Co-infection assay using FL-BTV and 
FL-MUV together with FL-IBAV revealed the fuzzy self-recognition mechanisms in virus inclusion body.
 In addition, we demonstrated that some mechanisms of a unique protein, VP6, were shared among 
orbiviruses. Further, the replication of midge-borne orbiviruses, not tick-bone virus, was likely to
 be suppressed in several cell lines. We also tried to reveal VP6 structure using Cryo-EM technique,
 which was unfortunately failed. 

研究分野：分子ウイルス学

キーワード： 二本鎖RNAウイルス　遺伝子改良法　VP6　ウイルス封入体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、同属他種のウイルスを、全く同じ条件で同時に比較した論文は少ない。また、同種の異なる株のウイ
ルスの共感染時に細胞内で起こる現象については報告があるが、同属異種のウイルスが共感染した時に何が起こ
っているかについて、その分子機構を調べた報告はない。二本鎖RNAウイルスは医学的・獣医学的領域で重要な
ものも多いにも関わらず、その分子生物学的発見はやや後進的とみられることがあるが、本研究で得られた知見
には完全に新規の発見が含まれている。また、本研究成果は、治療法やワクチン開発にも大いに貢献できると期
待され、学術的だけでなく社会的にも非常に意義があると考えられる。

※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 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
二本鎖 RNA（dsRNA）をゲノムとして持つイバラキウイルス（IBAV）は、レオウイルス科オ
ルビウイルス属流行性出血熱ウイルス（EHDV）群に属する。IBAVが病因であるイバラキ病は
1959 年日本で初めて報告された嚥下障害を主徴とする牛の感染症（致死率~20%）で、家畜伝
染病予防法の届出伝染病である。2000年を最後にイバラキ病の発生はしばらく途絶えていたが、
2013 年に鹿児島において 2 頭のイバラキ病発症が確認され、2015 年には兵庫県下で、EHDV
血清型 6が病因の「イバラキ病様疾病」による死流産が確認されている。加えて、ほぼ毎年、
感染モニタリング用の「おとり牛」での IBAV抗体の陽転が確認されており、今後も、IBAVや
EHDVのアウトブレイクが起こる可能性は否定できない。 
 ウイルス性疾患の予防や治療には宿主内でウイルスがどのように増殖するかを知る必要があ
る。しかし、IBAV をはじめ、多くのオルビウイルス属のウイルスについて分子生物学的な感
染・複製機序はほとんど解明されていない。我々はこれまで IBAVで樹立した遺伝子操作系（RG）
を用いて、IBAV の感染・複製機序の解明を進めてきた。しかし、これまで得られた知見をさ
らに発展させ、最終目標である、「新規予防法および治療法の確立」に向け、dsRNA ウイルス
の特異性や病原性決定機序を解明するためには、IBAV で得られた知見が、「IBAV 特有なもの
なのか」、「オルビウイルス に特有なものなのか」それとも「dsRNA ウイルスに共通するもの
か」を明らかにする必要がある。そのためには、異なる dsRNAウイルスを用いた比較実験が必
要となる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、新規予防法および治療法の確立に向け、まず、オルビウイルスのみがもつ、ユ
ニークな構造タンパク質であり、「オルビウイルスの複製に必須である」VP6に着目し、「何故、
他の dsRNA ウイルスには VP6 ないのか」を明らかにするため、ウイルス感染・複製時におけ
るオルビウイルス VP6 の詳細な機能を分子生物学的手法ならびに構造学的手法を用いて明ら
かにすることで、dsRNAウイルスの特異性や病原性決定機序の解明を目指す。さらに、先行研
究で明らかになった「マウス由来細胞における IBAV の増殖抑制と、再感染による増殖抑制解
除および IBAVの持続感染化」が、IBAVを含むオルビウイルス属のウイルスに共通した現象で
あるかを、IBAV とは病原性を発揮する宿主動物や感染時の毒力が異なるオルビウイルスを用
いて調べることで、「宿主側のウイルス種特異的防御機構」について調べる。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝子組換えオルビウイルスの作製と評価 
VP6に存在する「複製に不要な領域」に、様々なマーカー遺伝子を挿入した「機能的な VP6」
を持つ遺伝子組換えウイルスならびに、「ゲノムの取り込み能のみを欠損した VP6」を持つ遺
伝子組換えウイルスなどを、IBAVの他に、アフリカ馬疫ウイルス（AHSV）およびブルータン
グウイルス（BTV）で作製し、その増殖性やマーカー遺伝子の安定性を評価した。 
（２）VP6の VP3結合能の解析 
先行研究によって明らかとなった VP6と VP3の結合性について、IBAV, BTV, AHSVを用いて、
共免疫沈降法によるタンパク同士の結合性や、結合領域変異ウイルスの感染細胞での機能性を
解析した。 
（３）VP6のループ領域の解析 
先行研究によって明らかとなった VP6のループ領域について、IBAV, BTV, AHSVのキメラウイ
ルスを用いて解析した。 
（４）ウイルス粒子中の VP6の局在解析 
構造を維持したまま、ゲノムの取り込み機能のみを欠損した VP6を取り込んだウイルスを作製
し、クライオ電子顕微鏡（cryo-EM）を用いて、ウイルス粒子中の VP6 の局在および構造を解
析した。 
（５）感染細胞中の VP6の可視化と同属異種ウイルス共感染実験 
（１）で作製された蛍光標識オルビウイルスを、BHK-21 細胞等に感染させ、VP6 の動きを蛍
光顕微鏡で解析した。また、ウイルス共感染蛍光標識オルビウイルスを共感染させ、感染細胞
内の各ウイルスタンパク質の局在を蛍光顕微鏡で解析した。 
（６）マウス由来細胞におけるオルビウイルス複製抑制能の解析 
マウス肝臓細胞（NMuLi）における BTV, AHSV の複製能力をプラークアッセイによってウイ
ルス力価を測定することで調べるとともに、ウイルスタンパク発現を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）効率よく遺伝子改変ウイルスを作製するためにIBAVだけでなく、BTVについても
plasmid-base RGを新たに樹立した（2018年13th International dsRNA Virus Symposiumにて発表、投
稿準備中）。AHSVについても樹立を試みたが、外殻タンパク質をコードするS2分節のT7 plasmid
の作製がうまくいかず、AHSVについては従来通りのRNA-base RGを用いることにした。また、
BTV、AHSV、IBAVは、全てヌカカが媒介するオルビウイルス だが、オルビウイルス属間での
比較には、ベクターが異なるウイルスも必要と考え、2015年に兵庫県下で採取されたダニ（アカ
コッコマダニ）から分離されたオルビウイルス 、ムコウイルス（MUV）についてもplasmid-base 



RGを樹立した（2019年第162回 日本獣医学会学術集会にて発表、投稿準備中）。これらの系を用
いて、IBAVおよびBTV、MUVのVP6の「複製不要な領域」に赤色蛍光タンパク質mCherryおよび
緑色蛍光タンパク質EGFPやUnaGを挿入した蛍光標識オルビウイルスを作製した（2019年第67
回日本ウイルス学会学術集会にて発表、投稿準備中）。いずれの蛍光タンパク質も挿入可能であ
ったが、mCherry遺伝子は不安定であり、継代によってウイルスゲノムから切り出されやすいこ
とがわかった。一方、緑色蛍光タンパク質遺伝子は比較的安定しており、特にニホンウナギのビ
リンビンセンサーであるUnaG遺伝子は、継代が10代を超えても安定していた（2019年第162回 日
本獣医学会学術集会にて発表、投稿準備中）。また、VP6のループ領域や、VP3結合領域に変異
を入れたウイルスを作製した。蛍光標識AHSVは英国London School of Hygiene & Tropical 
Medicine（LSHTM）の施設が渡航中に急に使用できなくなったため、作製することができなか
った。 
 

（２）免疫沈降法を用いた結合試験によってBTV
とIBAVの VP6のVP3結合領域を決定した。VP3結
合領域のアミノ酸配列は、BTV、IBAV共にRATAYF
であり、YとFが特に結合に重要であることが分か
った（引用文献①）。AHSVとMUVにおける相同領
域の配列はそれぞれRAKAMFとQAHILFでありア
ミノ酸は異なっていたが、二次構造予想ではいず
れもベータシート構造をしていることが分かった。
また、BTV、IBAV、MUVのVP6はいずれもVP3と
結合することから、VP3とVP6の結合はオルビウイ
ルスに共通した特徴であることが示唆された。こ
の結合が、どのような役割を果たしているかを調
べるため、BTVとIBAVでVP3結合領域に変異を入
れたウイルスを作製し、性状解析を行った。BTV
では、R、Y、Fを全てAに置換した場合、「ウイル
ス複製が起こらない」こと、「変異VP6は、感染細
胞内で粒子形成の場であるウイルス封入体（VIB）
へ移行出来ない（図１）」こと、「変異VP6やウイ
ルスゲノムだけでなく、VP1およびVP4も粒子中に
は取り込まれず中空粒子になる（図２）」ことが明
らかになった。また、変異BTVを野生型VP6（VP6 
wt）恒常発現細胞（BSR-VP6）に感染させると、
多くの中空粒子が出来ることが分かった。先行研
究で作製したVP6の大部分を欠損したVP6欠損変
異BTVをBSR-VP6に感染させた場合は、このよう
な中空粒子は、観察されなかった。よって、アミ
ノ酸変異によってVP3結合能力のみを欠損させたVP6は、他の機能・構造は維持しているため、
VP6 wtと競合したことが示唆された（引用文献①）。 
IBAVのVP3結合領域変異体においても似た結果が得られた。AHSVについては英国LSHTMの施
設が緊急の整備のため使えなかった時があったため、十分に解析できなかったが、MUVでは、
少なくともQAHILFを全て欠損させると、複製能力を失うことが確認された。 
異種間のVP6とVP3が結合するかを調べたところ、BTVとIBAVでは異種間での結合が可能であっ
たが、MUVとIBAV、BTVでは結合力が弱まった。また、AHSVのVP3結合モチーフがRXXXMF
であるため、IBAVVP6の結合領域のYをMに置換したところ、VP3の結合能やウイルス複製能は
維持されていたため、AHSVとIBAV、BTVでも異種間での結合が可能であることが示唆された
（2016年第69回 日本細菌学会関西支部総会にて発表、投稿準備中）。 
 

（３）VP6のループ領域について、AHSV、IBAV、BTV、MUVで比較したところ、ウイルス種
間でループ領域のアミノ酸相同性は低かったが、荷電されたアミノ酸が多く存在していることが
明らかとなった。VP3結合領域に変異を入れ、複製能力を欠損したウイルスを異種のVP6を発現
した細胞に感染させても複製能力を補完することは出来ず、ウイルス粒子中に、異種のVP6は取
り込まれるが、ウイルスRNAは取り込まれなかった。そこで、ループ領域の多様性が、ウイル
スゲノムの選択的取り込みに関与している可能性を調べるため、IBAV VP6のループ領域をBTV
やAHSVのループ領域と入れ換えた変異IBAVを作製した。この変異IBAVは、複製能力を欠損し
ておらず、ループ領域はゲノムの選択性に関与していないことが分かった。さらに数種類のルー
プ領域欠損IBAVを作製したところ、ループ領域のアミノ酸の種類は重要であるが、配列そのも
のの重要性は低いことを示唆する結果を得た（2017年第65回日本ウイルス学会学術集会にて発表、
投稿準備中）。 
（４）先行研究により、ループ領域を全て欠損させたVP6は、構造は維持しているが機能を失い、
変異ウイルスは複製できないことが分かっている（引用文献②）。このVP6はVP3結合領域を維
持しているためウイルス粒子に取り込まれる。また、VP1、VP4も粒子中に取り込まれたが、ゲ
ノムは取り込まれないことが分かった。これまでcryo-EMを用いたBTV粒子の解析が行なわれて

 

 

図 1. VP3結合領域変異 BTV（上段）と野生
型 BTV（下段）感染細胞における VP6の VIB
（NS2）への移行 

 

図２. VP3結合領域変異 BTV（3A）と野生型
BTV（wt）粒子の SAS-PAGE像（右図）と 3A
粒子の電子顕微鏡像（左図） 



いるが、粒子の内部が高密度であるため、その内部構造
を解析することは困難であった。そこで、VP6のループ
領域を欠損したBTVを用いて、粒子中のVP6の局在およ
び構造をVP1、VP4の局在と共に探索した。しかし、解
像度3.7Aの粒子構造を得ることはできたがVP6の局在
を明らかにすることはできなかった（図３）。引き続き
構造解析を遂行中である。 
 

（５）蛍光標識オルビウイルスをBHK-21細胞に感染さ
せたところ、標識VP6は野生型のVP6と同様にVIBに移
行することが分かった。また、これらの標識ウイルスは
野生型のウイルスと比べて少し増殖速度が遅いが、解析
には問題ない程度の増殖速度を維持していた。そこで、
「同属ウイルスの共通性・異種性」を明らかにするため、
まずウイルス複製の場であるウイルス封入体（VIB）に
着目し、同属他種のウイルス共感染時における、VIB形
成について解析した。IBAVとBTVが共感染した細胞で
はIBAVとBTVはVIBを常に共有した。一方、IBAVとMUVが共感染した細胞ではそれぞれがVIB
を形成する場合が多いが、共有した場合は、VIBのサイズが常に大きいことが分かった（2019年
第67回日本ウイルス学会学術集会にて発表、投稿準備中）。 
また、VP6の局在を検討する過程において、BTVの VIBにはこれまで局在しないと思われてい
た外殻タンパク質 VP5 や、ウイルス粒子の出芽に関与する非構造タンパク質 NS3 が共局在す
る瞬間があることが明らかとなった。構造化照明顕微鏡法でさらに解析したところ、VP5や NS3
は、VIBの中ではなく表層部に局在していることが明らかとなった（引用文献③）。 
 

（６）NMuLi細胞でのAHSV、BTV、MUVの増殖性を調べたところ、AHSVとBTVでは、IBAV
で観察されたような増殖抑制が起こったが、MUVでは、BHK-21細胞での増殖と比較すると、複
製能は低下しているが、明らかなウイルス増殖が確認された。AHSV、BTV、IBAVは、ヌカカ
媒介性のウイルスであり、MUVはダニ媒介性であるため、NMuLi細胞での増殖抑制はヌカカ媒
介性のオルビウイルスのみに起こる可能性がある。また、IBAVの増殖抑制はタンパク合成時に
起こっていたが、AHSV、BTVもNMuLi細胞内ではタンパク合成が抑制されていることが分かっ
た（2017年第65回日本ウイルス学会学術集会にて発表、投稿準備中）。 
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図３ . ループ領域欠損 BTV（d2VP6 
BTV）（a）と野生型 BTV（b）コア粒子
の cryo-EMを用いた構造解析 
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