
京都大学・ウイルス・再生医科学研究所・特定助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

若手研究(B)

2017～2016

新規遺伝子型RSウイルスが従来型RSウイルスを凌駕した分子メカニズムの解明

Molecular Mechanisms a Novel Genotype of Respiratory Syncytial Virus Replaced 
Old One

５０７４０９４０研究者番号：

古瀬　祐気（Furuse, Yuki）

研究期間：

１６Ｋ１９１３５

平成 年 月 日現在３０   ４ １０

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：RSウイルスは、感染すると主に細気管支炎を引き起こす。本研究課題では、近年出現
したON1型と呼ばれる新たな遺伝子型をもつRSウイルスについて解析を行った。ON1型RSウイルスがもつ遺伝子学
的特徴を全ゲノムレベルで明らかし、系統学的解析によってON1型が出現した進化過程を考察した。さらに、数
理モデルによる検討の結果、季節性の有無や免疫学的差異が新しい遺伝子型をもつウイルスの流行拡大に寄与し
うることがわかった。さらに、培養細胞を用いた感染実験によって、ON1型RSウイルスが従来のウイルスとは異
なる形質を示すことがわかったため、今後その分子生物学的メカニズムをさらに詳細に検討する必要性が示唆れ
た。

研究成果の概要（英文）：Respiratory syncytial virus (RSV) is a major cause of bronchiolitis among 
young children. In the study project, we analyzed a new genotype of the virus, ON1. We identified 
genetic signature of the ON1 RSV by whole genome sequencing. Phylogenetic analysis with the sequence
 data revealed evolutionary pathway that the ON1 RSV had generated. Mathematical modelling found 
immunological difference and seasonality as factors responsible for replacement of circulating 
genotypes of the virus. We also found a phenotypic difference between the ON1 and a former genotype 
of the virus in infection model with isolated virus and human airway-derived cells. Further study 
would unveil molecular mechanisms underlying difference between the genotypes.
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１．研究開始当初の背景 

RS ウイルスは、感染すると主に小児におい

て細気管支炎を引き起こし、免疫能が未熟で

あったり医療資源の乏しい環境であったり

すると致死的となりうる。このウイルス感染

症は主に冬季に流行し、年間で 3000 万人以

上の小児が感染し、6 万人ほどがこれによっ

て病院で死亡していると推計されている [1]。

また、さらに多くの小児が病院にいくことな

く死亡していると考えられている。 

 この RS ウイルスは２つのグループ（サブ

グループ A とサブグループ B）にわけられ、

さらに複数の遺伝子型へと細分化される。サ

ブグループＡに属する RS ウイルスから、

ON1 型と呼ばれる新たな遺伝子型の出現が

2012年にカナダから報告された [2]。その後、

この ON1 遺伝子型をもつウイルスは世界中

へと拡がり、それまでに流行していた遺伝子

型と置き換わり主要な割合を占めるように

なった。 

 

 

２．研究の目的 

ON1型の RSウイルスが、１）どのように発

生したのか、２）どのように感染が拡大した

のか、３）従来の遺伝子型をもつ RS ウイル

スとどのように異なるのかを、遺伝学的・分

子系統学的・分子生物学的に明らかにするこ

とを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

１）フィリピンにおいて行われている小児呼

吸器感染症のコホート研究に参加している

小児から、下気道症状を呈した際に咽頭ぬぐ

い液を採取した。これを培養細胞に接種し、

RS ウイルスの分離を試みた。分離に成功し

た場合、ウイルスを含んでいる細胞培養液上

清から核酸を抽出し、逆転写反応後に PCR

を行い、塩基配列をサンガー法によって解読

した。 

 ON1 型がもつ遺伝子学的特徴を明らかに

するため、上述した解析によって明らかにな

った塩基配列を、ON1 型が出現する以前の

RS ウイルスの世界中から報告されている塩

基配列と比較した。さらに、ON1型が出現し

た進化過程を検討するため、これらの塩基配

列をもとに最尤法を用いて系統樹を作成し

た。 

 

２）新しい遺伝子型が出現した際に、古い遺

伝子型と置き換わるようにして流行が拡大

するためにはどのような要因が必要なのか

を数理モデルによって検討した。古い遺伝子

型を持つウイルスと新しい遺伝子型をもつ

ウイルスによる 2階層のSIRモデルを構築し

た。RS ウイルスの感染に関するモデルやパ

ラメータは未知の部分が大きいため、RS ウ

イルスと同じく小児に感染し冬季に流行す

る呼吸器感染症であるインフルエンザをモ

デルとして用いた。 

 

３）培養細胞に従来の古い遺伝子型をもつ

RSウイルスとON1型のRSウイルスをそれ

ぞれ感染させ、ウイルスの増殖や細胞死の様

子に違いがあるかを検討した。また、呼吸器

症状を呈した小児から得られた臨床検体で

ある咽頭ぬぐい液において、RS ウイルスの

遺伝子型によってウイルス量に差があるの

かを定量PCR法によって検討した。さらに、

ウイルス遺伝子の機能的な差異を明らかに

するため、RS ウイルスの各遺伝子を発現す

るプラスミドの構築を行った。このプラスミ

ドを培養細胞に導入し、各遺伝子の形質に従

来の古い遺伝子型と ON1 型の間で表現型に

違いがみられるのかを検討した。 

 

 

４．研究成果 

１）2012～2013年に収集された検体から RS



ウイルスを分離し、そのうち 13 件のサンプ

ルを抽出し本研究に用いた。7 件の ON1 型

RS ウイルスと 6 件の従来の古い遺伝子型を

もつ RS ウイルスの全ゲノムの塩基配列を決

定することができた。解析の結果、ON1型を

もつ RS ウイルスは、P 遺伝子（92 位）・G

遺伝子（126, 130, 232, 237, 253, 314位)・F

遺伝子（104 位）・L 遺伝子（598, 835 位）

に特徴的なアミノ酸変異をもつことがわか

った。ON1型 RSウイルスの特徴として、G

遺伝子に塩基配列の部分的な重複をもつこ

とが出現時より報告されていたが [1]、それ

以外の部位にも複数の特徴的な変異があり、

これらがウイルスの増殖あるいは伝播効率

を高めることで流行の拡大に寄与している

可能性が示された。 

 さらに、世界中から報告されている RS ウ

イルスのゲノムと比較したところ、G遺伝子

の重複は過去に２回起きており、重複の前後

で同様の遺伝子多様性が保持されていると

いう進化過程が明らかとなった。 

 

 

 

 

２）2階層の SIRモデルを構築し、新しい遺

伝子型をもつウイルスが古い遺伝子型をも

つウイルスを凌駕するように流行できると

きと、できないときをシミュレーション上で

作り出すことに成功した。 
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 このモデルを解析した結果、免疫学的な違

いが大きいことと、季節による伝播能の変動

がない状況において、新しい遺伝子型をもつ

ウイルスが古い遺伝子型をもつウイルスと

置き換わるようにして流行できることがわ

かった。 

 

 

 

３）ヒトの気道上皮に由来する培養細胞に

ON1型 RSウイルスを感染させたところ、古

い遺伝子型をもつウイルスに比べて増殖が

若干遅い様子が観察された。このとき、細胞

の様子を観察すると、ウイルス感染による細

胞融合が ON1 型ウイルス感染細胞において

小さかった。さらに、臨床検体においても

ON1型RSウイルスに感染した患者ではウイ

ルス量が古い遺伝子型をもつウイルスに比

べて少なかった。 

 これらのことから、遺伝子型間での増殖の

違いは、細胞内での複製効率よりも細胞間で

の伝播能の違いによるものである可能性が

考えられた。 

 そこで、細胞内での複製に関わるL遺伝子、

細胞間でのウイルス伝播に関わるF遺伝子を



組み込んだ発現プラスミドを構築した。しか

しながら、これらを培養細胞に導入したとこ

ろ、それぞれの機能を検出することができな

かった。ウェスタンブロット法によって検討

した結果、導入された遺伝子の発現自体がほ

とんどされていないことがわかった。近年流

行している ON1 型の RS ウイルスやその直

前に見られた古い遺伝子型をもつウイルス

でなく、古典的に研究に用いられている実験

室株の RS ウイルスに由来する遺伝子を用い

て同様の実験を行ったところ、この場合には

問題がないことが確認された。 

 以上のことより、近年流行している RS ウ

イルスがもつ遺伝子ではプラスミドと培養

細胞を用いた実験系に適さないことがわか

ったため、今後コドンの最適化などの条件検

討を行っていく必要があると考えられた。 
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