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研究成果の概要（和文）：これまでに生体温度での増殖性を喪失した持続感染性センダイウイルス（SeV）は樹
立されているが、今回生体温度での増殖性を保持した持続感染性SeVの獲得を試み、これを得ることに成功し
た。このウイルスは、神経細胞を含む様々な培養細胞で容易に持続感染が成立した。このウイルスの持続感染責
任変異を同定するとともに、持続感染成立に宿主のリサイクリングエンドソーム系が関与していることを見出し
た。また、これらの持続感染性ウイルスが野生型ウイルスに対する干渉作用を持つことを見出した。このウイル
スの干渉作用を応用した、簡便で効率的な新規ウイルスベクター除去技術の開発を目的として研究を進めてい
る。

研究成果の概要（英文）：Although a persistently infectious Sendai virus (SeV) with loss of 
proliferative ability at biological temperatures has been established, we have attempted to obtain a
 persistently infectious SeV that retains proliferative ability at biological temperatures, and 
succeeded in obtaining this SeV. This virus easily established persistent infection in various 
cultured cells, including neurons. We identified the mutation responsible for the persistent 
infection of this virus and found that the recycling endosome system of the host is involved in the 
establishment of the persistent infection. We also found that these persistently infectious viruses 
have an interference effect on wild-type viruses. We are now working to develop a simple and 
efficient technology for removing novel viral vectors by applying the interference effect of these 
viruses.

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
近年、iPS細胞関連研究の進展やゲノム編集技術の急速な普及などにより、細胞や個体へのより安全かつ効率的
な遺伝子導入技術の必要性が益々高まってきている。この目的のために、ウイルスの感染能力を利用して能動的
に遺伝子を細胞内に導入、発現させる様々なウイルス由来ベクターが開発され、広く利用されてきた。ウイルス
ベクターでは、導入遺伝子の一過性及び持続性発現の選択や、発現のON/OFFなども一部で可能ではあるが、本研
究成果はさらに任意の時点で遺伝子発現を停止させ、さらに細胞、個体内から導入したウイルスベクターを完全
に除去することを可能とする新規ウイルスベクター制御技術の開発につながるものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
SeV は、ヒトを含む多くの動

物に病原性を持たない齧歯類の呼吸
器病ウイルスであるが、その増殖性
の高さ、安全性、自然宿主としてマウ
スを用いた実験が可能であることな
どから、モノネガウイルスのプロト
タイプとして、ウイルス複製や病原
性発現メカニズムの解明だけでな
く、特に宿主の自然免疫システムの
解明に利用され、非常に大きな成果
を生み出してきたウイルスである。これらの性質に加え、宿主域が広く幅広い細胞種、組織に感
染できること、ウイルス増殖が細胞質内で行われ遺伝毒性が無いことなどから、基礎研究で蓄積
された知識を活用して様々な性質を付与、改変した安全なウイルスベクターとしての利用が進
められている。申請者らは、SeV を主な研究材料に、数多くの基礎ウイルス学的な成果を上げて
きたが、研究の過程で、他の SeV の増殖に干渉し、これを抑制、排除する「単独干渉型」ウイ
ルス（Shimazu, Virology 2008）及び特定の変異 SeV の組合せの場合に相互に増殖に干渉し、
両方のウイルスが排除される「相互干渉型」ウイルスを発見した（図２参照）。 

SeV ベクターは、上記の特性や、特にレトロウイルスベクターなどと異なり遺伝毒性を
持たないこと、温度感受性変異の利用によりウイルスの排除が可能であることなどの利点もあ
り、iPS 細胞作製用途で広く世界的に用いられているが、我々は、ヒト以外のウシ等の動物を対
象とした iPS 細胞作製の際に、当該動物細胞がウイルス排除のための温度変化により悪影響を
受けてしまう問題に直面した。また、ゲノム編集用 SeV ベクターを作製し、慢性感染性ウイル
ス疾患の治療を目的とした研究では、個体への適用時にウイルスを完全に排除する技術の必要
性が浮上した。 

これらの問題の解決のために、上記の干渉性 SeV の、簡便で効率的なウイルスベクター
排除技術への適用を着想するに至った。 

 
 
２．研究の目的 

 
近年、iPS 細胞関連研究の進展

やゲノム編集技術の急速な普及などに
より、細胞や個体へのより安全かつ効
率的な遺伝子導入技術の必要性が益々
高まってきている。この目的のために、
ウイルスの感染能力を利用して能動的
に遺伝子を細胞内に導入、発現させる
様々なウイルス由来ベクターが開発さ
れ、広く利用されてきた。ウイルスベ
クターでは、導入遺伝子の一過性及び持続性発現の選択や、発現の ON/OFF なども一部で可能
であるが、任意の時点で遺伝子発現を停止させ、さらに細胞、個体内から導入したウイルスベク
ターを完全に除去することは非常に困難であり、これを達成するための技術も非常に限定的で
ある。 

センダイウイルス（SeV）は、ヒトに病原性、遺伝毒性を持たず、蓄積された基礎研究成
果に基づいた様々な性能改変が可能であり、ウイルスベクターとして iPS 細胞作製用途などに
広く利用されている。現在その除去には、温度感受性変異を利用した技術が用いられており、感
染細胞の培養温度を変化させることにより除去が達成される。しかしこの方法では、温度変化に
より悪影響を受ける細胞種や個体への適応は不可能である。 

本研究では、これまでに我々が発見した様々なウイルス干渉作用を応用した、簡便で効率
的な新規センダイウイルスベクター除去技術の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 

当初、研究室でこれまでに蓄積してきた様々な SeV 株や組換え SeVを活用して、図１に示
すようなスキームで干渉性を示すウイルスの組み合わせをスクリーニングし、検証する計画を
立て、研究を進め、干渉性を示すいくつかの組み合わせを得ることができた。しかし、抑制する
ターゲットとなるウイルスは、培養細胞に感染した後、数日のうちに感染細胞を死滅させてしま



うか、持続感染を成立させるが、生体温度（37℃）での自立増殖性を欠損しており、感染を拡大
させる能力を喪失しているものであった。 
 
 

本研究で用いるターゲットウイルスは、生体温度で感染を拡大させる能力を保持した状
態で持続感染性を獲得したものが理想的であると考え、以前に作出した緑色蛍光蛋白質（Venus）
を発現する組換え SeV や、市販の SeV ウイルス株（カンテル株）を利用して、この様な性質の
SeV変異株の獲得を試みた。 
   具体的には、研究室で日常的に維持している様々な動物培養細胞株（Vero 細胞、HeLa 細
胞、BHK-21細胞、LLC-MK2 細胞、293T細胞）に様々なウイルス量（MOI=0.02～MOI=5）で各ウイ
ルスを接種し、生残細胞を継代維持して持続感染細胞を樹立した。持続感染の状態（感染の有無）
は Venus の発現または抗 SeV N 蛋白質抗血清を用いた免疫蛍光染色により確認した。持続感染
細胞の培養上清中に放出されたウイルスを回収し、ウイルス力価を測定した後、これらのウイル
スの持続感染能力を上記の細胞株及び神経芽細胞腫由来細胞である Neuro2A を用いて検証した。
また、得られたウイルスについて全長のウイルスゲノム配列を決定し、各ウイルスで獲得された
変異を同定した。これらの変異が導入された組換え SeV を作成し、変異と持続感染性獲得の関連
を確認した。また、これらのウイルスと野生型ウイルスを組み合わせたコンペティション感染実
験により、各ウイルス間の干渉作用について検討した。 
 
４．研究成果 
 
持続感染細胞の樹立 
   SeV カンテル株を出発材料にした場合には、MOI=5 ではいずれの細胞種でもわずかに生残
細胞が確認された。これを継代維持した結果、遅くとも継代６代目までに比感染細胞と同様の形
態を示し、SeV 抗原を発現した持続感染細胞を樹立することができた。BHK-21 細胞で樹立された
持続感染細胞についてさらに継代を繰り返したが、途中で持続感染状態が破綻して細胞が急激
に死滅することは無く、安定的に継代を繰り返すことができ、継代６及び４０代目でもすべての
細胞で SeV 抗原の発現が確認できた。 
   一方、Venus 発現組換え SeVを出発材料とした場合には、同様の条件での感染では全ての
細胞が死滅してしまった。上記の市販のカンテル株 SeV サンプルは継代が重ねられており、多様
な変異を持ったウイルス集団となっている。そのため、SeV-C 感染で比較的容易に持続感染細胞
が樹立でき、持続感染性ウイルスを獲得することができたのは、SeV-C の培養細胞での複製中に
持続感染変異が生じたわけではなく、すで
に SeV-C ストック中に持続感染変異をも
ったウイルスが含まれていた可能性が考
えられる。Venus 発現組換えウイルスは
cDNA から作出され、継代を繰り返していな
いために遺伝的多様性の少ない状態にあ
り、これが持続感染細胞が得られにくい原
因であると考え、同ウイルスを鶏卵で 19代
まで継代し、各継代段階のサンプルで
MOI=0.002～5 までの接種条件で持続感染
細胞の樹立を試みたところ、継代 19 代目
のサンプルを用いて MOI=0.002で接種した
場合に継代維持可能な Venus発現陽性の生
残細胞を得ることができた。 
 
持続感染細胞から産生されたウイルスの性状解析 
   上記で樹立された継代 10 代目の各持続感染細胞の培養上清中にいずれも感染性ウイルス
が存在することが確認された。各ウイルスの生体温度での増殖性を検討したところ、カンテル株
由来のウイルスは元のウイルスに比べて若干増殖性が低下していたが、以前に報告されている
持続感染性 SeV（Cl.151）が生体温度での増殖性を喪失している
のに対し、増殖性を保持していることが確認できた。一方、Venus
発現 SeV 由来のウイルスでは、元のウイルスと変わらない増殖
性を示した。さらに、前述の様々な動物培養細胞に対して各ウ
イルスを MOI=1 または 5 で接種したところ、いずれの細胞種に
対してもどのウイルスも容易に持続感染することが確認でき
た。 
   得られた持続感染性ウイルスについて、全長のウイルス
ゲノム塩基配列を決定し、獲得された変異を検討したところ表
１及び２の様になった。これらの変異を導入した。表２の結果
を参考に、これらの変異を導入した組換え SeV を作成したとこ
ろ、持続感染性を有したウイルスが得られたことから、これら



の変異のいずれか若しくは複数の
組み合わせが持続感染性に関与し
ていると考えられた。 

さらに作成した持続感染ウ
イルスと元の野生型 SeV の干渉性
を検討した。Venus 発現持続感染性
ウイルス感染細胞に、赤色蛍光蛋白
質 Katushka を発現する野生型 SeV
を接種し、２４時間後に Katushka 
の発現を調べた。結果は図３の様に
なり、非感染 LLC-MK2 細胞では明
瞭な 
Katushka の発現が確認できたもの
の、続感染細胞では Katushka の発
現は観察できなかった。このことか
ら持続感染性ウイルス感染細胞は
野生型 SeV の感染を許容しないこ
とが示された。 

   現在これらのウイルスを用

いて、詳細な持続感染性獲得メカニ

ズムの検討及び干渉性を利用した

ウイルス排除技術の確立を進めて

いる。 

図３． 
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