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研究成果の概要（和文）：　外来遺伝子として容易に検出できる蛍光タンパク（GFP）発現アカバネウイルスを
改変し、より効果的に蛍光発現するウイルスを作出した。このウイルスは、培養細胞レベルで元のウイルスより
も蛍光が早く検出できた。またマウスに対して病原性が増しており、蛍光実体顕微鏡による中枢神経系でのウイ
ルスの可視化に成功した。本研究で作出した改変ウイルスは、未知の感染動態を探索する有用なツールとなる。

研究成果の概要（英文）： Although the Akabane virus (AKAV) expressing enhanced green fluorescence 
protein, we previously generated, was able to detect infected cells in in vivo histopathological 
study, its fluorescent signal was too weak to apply to in vivo imaging study. Here, we successfully 
generated a modified reporter virus. The produced virus expressed higher intensity of eGFP 
fluorescence both in vitro and in vivo than the original virus did. In addition, the virus was 
pathogenic in mice at a comparable level to that in the original and wild-type virus. In the mice 
infected with the virus, the fluorescent signals, i.e., the virus-infected cells, were detected in 
the central nervous system using the whole-organ imaging. Our findings indicate that the modified 
virus could be used as a powerful tool to help elucidate the dynamics of AKAV in vivo.

研究分野：ウイルス学

キーワード： 改変型組換えアカバネウイルス 　転写プロモーター活性　感染の可視化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で行なった蛍光発現アカバネウイルスの改変では、アンチゲノムからの転写やゲノムへの複製が増強さ
れていることが分かった。これまでに報告されたオルソブニヤウイルスのミニゲノムアッセイを使った研究とは
逆の結果となっており、オルソブニヤウイルスゲノムに関する新たな知見が得られた。
　本研究で確立されたウイルス作出手法により、蛍光遺伝子を別の病原体の遺伝子に置き換えることで、アカバ
ネウイルスの多価ワクチン製造が可能となる。またこの手法は別のウイルスにも応用が期待でき、感染機構の解
明に貢献できる。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

アカバネウイルスが家畜反芻獣に引き起こす AH 症候群（流・早・死産および奇形子の晩
出）を特徴とするアカバネ病は、日本をはじめ世界各地で散発的な発生がみられる。野外分離
株における病原性の変化（福富ら、日本獣医師会雑誌 57:101-105, 2004）や神経強毒株の出現
（Miyazato et al., Jpn J Vet Sci 51:128-136, 1989）が報告されており、ワクチン接種地域
でのアカバネ病の発生は、抗原性、病原性変異株の流行が原因であると考えられる。2011 年に
ヨーロッパで大流行したシュマーレンベルグウイルスのような新奇オルソブニヤウイルスや、
アカバネウイルス変異株の大流行が日本でも懸念されるなか、迅速に新奇ウイルスに対応でき
るワクチン開発技術は、感染制御の面から重要である 。  

オルソブニヤウイルスでは、外来遺伝子を安定して発現できる組換えウイルスはこれまで作
出できなかったが、応募者は T7 RNA polymerase を用いた reverse genetics 系により、外来遺
伝子を安定して発現する組換えオルソブニヤウイルスの作出に初めて成功した（Takenaka-Uema 
et al., J Virol 89:9477-9484, 2015）。このウイルスは、アカバネウイルスの S分節に蛍光
タンパク（GFP）遺伝子を組み込んだものである。このウイルスを細胞に感染させた場合、ウイ
ルス産生に遅れて蛍光が発現するため、組み込んだ GFP の転写翻訳能が、ウイルスタンパクの
それに比べて弱いことが推察される。この現象を改善し、安定的かつより高度に蛍光タンパク
を発現するウイルスが作出できれば、GFP 遺伝子を他の病原体の遺伝子に置き換えることで、
効果的なアカバネウイルス多価ワクチンの開発が可能となる。	  
 
２．研究の目的 

ブニヤウイルスは一本鎖のマイナス鎖 RNA ウイルスで、ゲノムは S、M、Lの 3分節 RNA から
なる。アカバネウイルスを含むオルソブニヤウイルスの S分節では、ゲノム RNA から mRNA が転
写され、オーバーラップした読み枠から核タンパク（N）と非構造タンパク（NSs）とが作られ
る（図 1、AKAV S）。一方、フレボウイルス属やトスポウイルス属の S分節は、マイナス鎖の N
遺伝子配列とプラス鎖の NSs 遺伝子配列を併せ持つアンビセンス構造をとっており、ゲノムと
アンチゲノムの両方からそれぞれ、Nと NSs の mRNA が転写されタンパクが合成される（図 1、
RVFV S）。応募者が以前に作出した蛍光アカバネウイルスは、フレボウイルス属に属するリフ
トバレー熱ウイルスのアンビセンス構造をアカバネウイルスの S分節に取り入れ、新しい転写
方式でタンパクを作らせたものである（Takenaka-Uema et al., J Virol 89:9477-9484, 
2015）（図 1、eGFP-AKAV S）。このウイルス（eGFP-AKAV）を細胞に感染させた場合、蛍光は
細胞変性効果（CPE）が起きた後に発現する。これは、アンチゲノムからの転写がゲノムからの
転写に比べて弱いためと考えられる。そこで、この eGFP-AKAV の構造をもとに、挿入遺伝子の
転写能力をあげることで、GFP 蛍光を高発現する改変型組換えアカバネウイルスの作出を試み
る。作出できた改変型ウイルスは感染細胞で転写・翻訳能力を検討し、in vitro での性状を親
株の eGFP-AKAV と比較する。またマウスに対する病原性を維持しているかを確認した上で、感
染マウス体内組織での蛍光強度についても比較解析する。	  

図 1. オルソブニヤウイルスの S分節構造 
 
３．研究の方法 
（１）ブニヤウイルスのゲノムは、各分節の非翻訳領域（UTR）の両末端十数塩基が互いに相補
的に結合してパンハンドルと呼ばれる環状構造を形成しており、RNA調節やゲノム合成など重要
な役割を担う（Lowen and Elliott, J Virol 79:12861-12870, 2005）。S分節の UTR は、アカバ
ネウイルスの 5′ UTR が 3′ UTR よりもかなり長い配列を有している（3′ UTR: 33 nt、5′  
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UTR: 121 nt）（図 2）のに対し
て、アンビセンス構造を持つリフ
トバレー熱ウイルスの 5′ UTR は
3′ UTR とほぼ同じ長さである
（3′ UTR: 38 nt、5′ UTR: 34 
nt）ことから、アンビセンス構造
では短い UTR で転写が可能である
ことが分かる。また eGFP-AKAV の
アンビセンス S構造では介在配列
IGR 内で転写が終結することが分
かっており（Takenaka-Uema et 
al., J Virol 89:9477-9484, 
2015）、転写終結シグナル（stop 
signal）（図 2）は不要であると
考えられる。そこで eGFP-AKAV の 
アンビセンス S 分節構築をもと 
に、5′ UTR の 3′側領域を段階
的に削った改変型アンビセンス S 

図 2. アカバネウイルス S分節 UTR 
 
を構築し（図 2）、ウイルス回収を試みる。構築した改変型 S 遺伝子を T7プロモーター配列を
持つプラスミドベクター（pT7riboSM2）に組み込んだプラスミドを作製し、同様に M、Lをそれ
ぞれ組み込んだプラスミドと一緒に、T7 RNA polymerase を恒常発現している細胞（BHK/T7-
9）に遺伝子導入する。ウイルス回収は、CPEの有無と蛍光顕微鏡による GFP検出で判定する。  
（２）回収できた改変型組換えアカバネウイルスについて、培養細胞で蛍光発現時期の変化を
観察し、転写・翻訳能力を調べる。アカバネウイルス継代細胞である HmLu-1細胞に感染させ、
継時的に回収した細胞から Sおよび GFP の RNA を抽出する。これらの RNA量を、ノーザンブロ
ッティングや定量 PCR で比較解析する。また培養細胞への病原性を、力価測定、増殖曲線、プ
ラック形成の大きさを等で解析する。  
（３）eGFP-AKAV の親株である野生株（Iriki 株もしくは組換え Iriki 株）は、新生子マウスへ
の腹腔内投与で致死的病原性を示す（Ogawa et al., Vet. Microbiol 124:16-24, 2007; 
Murata et al., J Comp Pathol 153:140-149, 2015）。作出した改変型組換えアカバネウイル
スを 3日齢マウスに腹腔内投与し、病原性を eGFP-AKAV や野生株と比較する。腹腔内接種後、
発症したマウスを安楽殺し、蛍光実体顕微鏡にて腹腔内および脳内の蛍光分布を観察する。 
 
４．研究成果 
（１）eGFP-AKAV の 5′ UTR欠損 S 分節プラスミドライブラリーを作製し、5′ UTR欠損 AKAVラ
イブラリーを作製した。まず eGFP-AKAV の S 分節 5′ UTR を 79塩基欠損させて作出した eGFP-
AKAV/42 の S 分節をもとに、さらに 1塩基ずつ欠損させた 9種類の 5′ UTR欠損 S 分節プラスミ
ドを作製した。これらを用いてウイルスレスキューを試みたところ、変異の入っていない 5種類
のウイルス（eGFP-AKAV/42、eGFP-AKAV/41、eGFP-AKAV/40、eGFP-AKAV/39、eGFP-AKAV/38）が回
収できた。これらの改変型組換えウイルスはそれぞれ、5′ UTR の 121塩基のうち 80〜83塩基
を欠損させたもので、全てのウイルスで CPE発現よりも早期に感染細胞で蛍光が検出できた。 
（２）回収できた改変型組換えアカバネウイルスのうち eGFP-AKAV/42 と eGFP-AKAV/38 を用い
て、in vitro での性状解析を行なった。 
①蛍光発現時期の解析：eGFP-AKAV/42、eGFP-AKAV/38 および eGFP-AKAV を moi=0.01 で HmLu-1
細胞に感染させ蛍光を観察したところ、eGFP-AKAV/42 と eGFP-AKAV/38 は eGFP-AKAV よりも蛍光
が早く検出できた。さらにウイルス感染領域における蛍光発現率は GFP-AKAV/38 が最も高く、
100%であった。 
②安定性について：eGFP-AKAV/42、eGFP-AKAV/38 および eGFP-AKAV を 10代まで HmLu-1細胞で
継代し、蛍光検出できたプラック率を継代数ごとに比較して、挿入遺伝子が安定して発現してい
るかを調べた。eGFP-AKAV/42 は 8代以降に蛍光が減少傾向を示したが、eGFP-AKAV/38 は 10代継
代でも蛍光保持率は安定してほぼ 100%であり、eGFP-AKAV（平均 81%）と比べて高かった。 
③増殖性について：eGFP-AKAV/42 と eGFP-AKAV/38、および eGFP-AKAV と野生株ウイルスを用い
て感染細胞での増殖とプラックの大きさを調べた。eGFP-AKAV/38 は全ての GFP 発現ウイルスの
中で最も増殖速度が早く、プラック形成も最も大きかった。プラックの大きさは野生株と同等で
あった。 
④ゲノムの転写能の検討：蛍光発現時期の違いについて、その原因解明のために GFP mRNA量を
ノーザンブロッティングで調べる予定であったが、GFP mRNA の発現量が少なく検出不能あった
ため、リアルタイム PCR を行った。反応産物が GFPゲノムではなく mRNA であることは、反応液
を電気泳動し検出したバンドの長さで確認した。その結果、eGFP-AKAV/38 は eGFP-AKAV に比べ
てアンチゲノムから転写される GFP mRNA量が増えていた。またノーザンブロッティングの結果
から、アンチゲノムからゲノムへの複製が増強されていることが分かった。これまでに、同じオ
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ルソブニヤウイルスのブニヤンベラウイルスで、S分節の 5′ UTR を削ると転写・複製効率が下
がるというミニゲノムアッセイの報告があるが、本研究結果では転写・複製効率が上がるという
逆の結果となっており、感染性ウイルスでは異なることが示唆された。 
（３）eGFP-AKAV/38 および eGFP-AKAV、野生株を用いてマウスの感染実験を行ない、生体内での
蛍光強度についての解析を行なった。eGFP-AKAV/38 は eGFP-AKAV と比較してマウスに対する病
原性が増しており、致死率は野生株と同じ 100%であった。発症したマウスの臓器を蛍光実体顕
微鏡で観察したところ、eGFP-AKAV 感染では蛍光が検出されなかったのに対して、eGFP-AKAV/38

感染では小脳・大脳・脳幹などの中
枢神経系で蛍光が観察され（図 3）、
オルソブニヤウイルス感染の ex 
vivo での可視化に初めて成功した。
本研究のアンビセンス S 分節の改
変による外来遺伝子を高発現させ
る手法は、他のオルソブニヤウイル
スにも応用できると推測され、病原
性や感染動態を探索する上で有力
なツールとなる。 
 

図 3.（左）eGFP-AKAV/38 感染マウスの小脳における蛍光検出（矢印） 
（右）左図の矢印部分（左側小脳）の拡大 
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