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研究成果の概要（和文）：ペスチウイルスの原型とされる牛ウイルス性下痢ウイルス１型と２型の自然免疫抑制
型と誘導型を単離し、全ゲノムを比較し、両型に共通して非構造タンパク質３領域にアミノ酸置換がみつかり、
自然免疫応答の責任遺伝子がNproである可能性が高まった。
自然免疫抑制型と誘導型のウイルスが培養細胞に重感染すると、感染細胞に現れる生物現象が消失することや、
お互いの自然免疫制御能やウイルス複製を抑制しつつも感染を維持することが判った。インターフェロン受容体
ノックアウト細胞の樹立し、それを用いて詳細に解析することで、ウイルス株に共存する自然免疫抑制型と誘導
型の直接的なウイルス間相互反応が明らかになると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Bovine viral diarrhea virus, which is the prototype of pestivirus, is 
divided to two types: innate immunosuppressive (E+) and inducible (E-) types. Each type was 
reisolated from some viral strains of BVDV-1 and BVDV-2, respectively, and the whole genomes of 
these viruses were compared.  As a result, there are substitutions in 3 nonstructural viral protein 
regions between these types, and Npro was likely to be responsible for the innate immune response.
Superinfection of E+ and E- viruses on cultured cells had result the biological phenomenon caused by
 each virus to disappear, but each virus had maintain the infection while suppressing each other's 
innate immune regulation and virus replication. The establishment of interferon receptor knockout 
cells in this study might reveal in detail the direct viral interactions between E+ and E- viruses 
that coexist in virus strains.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、牛ウイルス性下痢ウイルスの同一株内に遺伝子検査や通常のウイルス検査では捉え難い性格の異
なるウイルスが混在しており、それらが相互に影響しあいながらウイルス株の性状を変化させ、しいては宿主へ
の病原性等を変化させている可能性を示唆している。すなわち、ペスチウイルス共通の現象である可能性もあ
り、ペスチウイルスの多様な病態や持続感染性を理解する上で重要かつ新たな知見を提供する可能性が高い。ま
た、自然免疫誘導型のウイルスがその他の性状のウイルスの複製や宿主への作用に抑制的に働く可能性を有して
おり、ペスチウイルスの診断やワクチンへの応用の可能性を有すると考えられる。

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）ペスチウイルス属に分類される病原ウイルス３種：豚熱ウイルス、牛ウイルス下痢症ウ
イルス、羊のボーダー病ウイルスは、いずれも細胞病原性や自然免疫応答の違いによって少な
くとも３つの生物型に分類できる。近年の分子ウイルス学的研究により、各生物型の生物学的
特性と病原性や自然免疫制御能力との関係が明らかになってきたが、ペスチウイルス感染症の
多様な病態や持続感染を説明するには至っていない。 
 
（２）野外で流行し、感染動物から分離されるペスチウイルス株の中に、自然免疫応答が相反
するウイルスが様々な比率で混在していることが明らかになった。しかし、それらウイルスは
自然免疫制御能力が拮抗するにもかかわらず動物の体内でどうして共存できるのか、どのよう
に共存しているのか、疾病にどのように関与するかは不明なままである。 
 
２．研究の目的 
 ウイルス株の中に混在する自然免疫応答が拮抗するウイルスの相互作用の平衡や変調が、病
態の多様性や自然界のウイルス存続に関係しているとの仮説を立てた。それを検証するため、
基礎情報となる自然免疫制御能力が相反するウイルスが共感染した培養細胞内における各ウイ
ルスの複製や自然免疫応答の分子機序を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ペスチウイルスの原型とされる牛ウイルス性下痢ウイルス（BVDV）を用いて検証する。ま
た、遺伝的及び血清学的に異なる BVDV1型と BVDV2型の両方を用いた。 
 
（１）自然免疫応答の相反するウイルスのクローニングと遺伝子解析 
 BVDV1型と BVDV2型の野外株の中から、限界希釈法を用いて自然免疫抑制型（E＋）ウイ
ルスを単離し、他方で逆プラック法を用いて自然免疫誘導型（E－）ウイルスを単離した。次
いで、各々のウイルスについて限界希釈による生物学的クローニングを３回繰り返して純化し
た後、各ウイルスのゲノムを解析した。また、得られたゲノム情報に基づいてリバースジェネ
ティクス系によるウイルス人工合成系の構築を試み、分子クローニングを図った。 
 
（２）培養細胞におけるウイルス重感染実験 
 クローン化した BVDV1型の E＋又は E－ウイルスと BVDV2型の E－又は E＋ウイルスを
組み合わせて牛由来培養細胞に重感染させ、各ウイルスによる感染細胞に表れる生物現象の有
無、BVDV1型と BVDV2型を識別するリアルタイム PCRによる細胞内のウイルス複製状況、
自然免疫応答に関与するウイルス抵抗性タンパク質Mx1遺伝子の発現状況について検証した。
各ウイルスの生物学的検出には、E＋ウイルス感染細胞にみられるニューカッスル病ウイルス
による細胞変性効果が増強される END現象を利用した END法を、E－ウイルス感染細胞にみ
られる水疱性口炎ウイルスによる細胞変性効果を阻止する干渉現象を利用した干渉法を用いた。 
 
（３）インターフェロン受容体欠損細胞の作製とるウイルス複製の解析 
 E-ウイルスによって誘導される自然免疫がウイルス同士の相互関係の解析を邪魔する可能性
があるため、自然免疫反応を示さない培養細胞の作製を行った。ゲノム編集ツール（CRISPR-Cas9
システム）を用い、自然免疫の中心的役割を担うインターフェロン（IFN）の受容体を欠損した
IFN 受容体ノックアウト細胞を作出し、クローニングを繰り返した。得られたクローン細胞に E
＋と E－ウイルスを感染させ、インターフェロン活性化遺伝子 ISG15 の発現とウイルス複製の
程度を確認した。 
 
４．研究成果 
（１）ウイルス遺伝子の相違 
 BVDV1 型と BVDV2 型のぞれぞれの E＋及び E－ウイルスのアミノ酸配列を比較したとこ
ろ、E＋と E－の間で BVDV1型では５カ所、BVDV2型では 6カ所にアミノ酸置換が見つかり
（表１）、非構造タンパク質の Npro、NS5A 及び NS5B で共通して存在した。特に、自然免疫
制御に関連する Npro領域に 1か所のアミノ酸置換があり、Nproが自然免疫応答の責任遺伝子で
あるとの知見を支持する可能性があった。NS5A に見つかったアミノ酸置換の位置は BVDV1
型と 2型で非常に近接しており、E
＋と E－ウイルスの生物性状の相
違に関与する可能性も考えられる。
人工合成ウイルスを用いて自然免
疫応答の責任遺伝子の検証を行っ
たところ、BVDV1型では Nproの
8番目のアミノ酸置換が自然免疫応
答の相違を決定することが判明し
た。BVDV2型では、ウイルス人工
合成が達成されず、自然免疫応答の



決定因子の同定には至っていない。 
 
（２）自然免疫応答が拮抗するウイルス間の相互反応 
 生物学的に純化したBVDV1型のE＋
とE－ウイルスの比率を変えて混合して
同時に培養細胞に感染させ、48 時間後
の感染細胞内の Mx1 の発現を調べたと
ころ、自然免疫を誘導する E―が混ざっ
ているにもかかわらず Mx1 発現が検出
されない比率が存在し（図１）、E＋ウイ
ルスがE－ウイルスの自然免疫誘導能に
抑制的に働いていることが判明した。 
 生物学的に純化したBVDV1型と 2型
のE＋とE－ウイルスを組み合わせて培
養細胞に重感染させ、48 時間後の感染
細胞について、END 現象と干渉現象な
どの生物現象の出現状況、ウイルス遺伝
子の複製、Mx1の発現を検証した。その
結果、①初感染が E＋ウイルスの場合、重感染した E－ウイルスによってウイルス抵抗性蛋白
質Mx1が弱いながらも発現し、E＋ウイルスの複製効率を低下させる一方で E－ウイルスは複
製を維持、②初感染が E－ウイルスの場合、E＋ウイルスが重感染してもウイルス抵抗性蛋白
質Mx1は抑制されながらも十分に発現し、E＋と E－ウイルスともにウイルス複製効率は低下
することが判明した（図２）。また、いずれの順番で感染しても、END現象や干渉現象は消失
又は減弱することがわかった。 

 
これらのことから、ウイルス株に混在する E＋と E－ウイルスが相互に影響しあって感染細
胞の免疫応答を変化させているが、宿主細胞に感染する順番やウイルスの量によって生物現象
が見かけ上で消失又は減弱することがわかった。また、両ウイルスの重感染はウイルス複製に
とって見かけ上は不利に働いているようにみえるが、E―ウイルスは持続的な感染する可能性
があることがわかった。 
 
（３）IFN 受容体ノックアウト細胞の作製 
 ゲノム編集ツール（CRISPR-Cas9 システ
ム）を用いて IFN 受容体をノックアウトし
た牛腎由来培養細胞の作製を試み、6 クロ
ーンの候補細胞を得た。それら細胞に、
BVDV1型のE＋及びE－ウイルスを感染させ、
並びにヒト型 IFN を添加し、インターフェ
ロン活性化遺伝子ISG15の発現を調べたと
ころ、１クローンで発現が全く認められな
かった（図３）。なお、E+及び E－ウイルス
を感染させたいずれのクローンにおいて
も、細胞内で効率よくウイルスが複製して
いた。従って、作成した IFN 受容体ノック



アウト細胞は、IFN 反応系を欠損している可能性があり、今後さらなるクローニングと詳細な
解析を行うことによって、IFN の影響を排除した E＋と E－ウイルスの細胞内相互反応の解析に
有用なツールになると考えられる。 
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