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研究成果の概要（和文）： 
一本鎖陰性鎖 RNA をゲノムとしてもつセンダイウイルスのＣ蛋白質欠損ウイルスの細胞感染

実験から、Ｃ蛋白質がウイルスゲノム複製においてゲノム極性の制御に関連している可能性が

示唆された。感染後期にＣ蛋白質がプロモーター特異的に RNA 合成を抑制し、その結果とし

て子孫ウイルスは陰性鎖をもつようになる。さらにインターフェロン β誘導と関連することも

示した。また、近縁のウイルスにも研究範囲を広げた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Infection experiments with the C protein-deficient Sendai virus, which has a single-stranded 
negative-sense RNA as a genome, suggested that the C protein was involved in regulation of RNA 
genome polarity during genome replication. The C protein appeared to suppress genomic RNA synthesis 
in a promoter-dependent fashion, resulting that progeny viruses dominantly had a negative-sense RNA 
genome. This regulation seems to be related with interferon-β induction. We also tested other closely 
related viruses for the regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
 (−)鎖 RNA をゲノムとしてもつウイルスに
は、麻疹ウイルス、ニューカッスル病ウイル
ス （パラミクソウイルス科）、狂犬病ウイ
ルス（ラブドウイルス科）、エボラウイルス
（フィロウイルス科）、インフルエンザウイ

ルス（オルソミクソウイルス科）などの数多
くの病原ウイルスがある。センダイウイルス
（SeV）は、パラミクソウイルス科のプロト
タイプであり、マウスなどの齧歯類に呼吸器
疾患を引き起こす。SeV には C, V と呼ばれる
アクセサリー蛋白質があり、これらを欠損す
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るウイルスの研究からＣ蛋白質は宿主のイ
ンターフェロン系の阻害を起こすことが知
られている。また、我々はＶ蛋白質はインタ
ーフェロンではない未知の自然免疫に対抗
する作用もあることを示してきた。 
 これらの免疫に対する作用とは別に、セン
ダイウイルスのＣ欠損ウイルスは培養細胞
での増殖効率も低く、Ｃ蛋白質はウイルスの
基本的な増殖にも重要である。我々は、Ｃ蛋
白質の欠損によりウイルス出芽が障害され
ることを報告してきた。また、Ｃ欠損ウイル
スでは本来の(−)鎖 RNA ゲノムだけではなく、
相補的な(＋)鎖をもつウイルスが顕著に増加
することを最近明らかにした。この結果はＣ
蛋白質がウイルスゲノムの極性の制御に関
連している可能性を示唆している。 
 (−)鎖 RNA ウイルスでは、両端のプロモー
ターから合成される(−)鎖ゲノムと(＋)鎖アン
チゲノムのうち、(−)鎖ゲノムが多く合成され
るように調節されている。これまで海外で、
ミニゲノムを用いて、Ｃ蛋白質が RNA ポリ
メラーゼＬ蛋白質と相互作用してプロモー
ター特異的な RNA 合成抑制を起こすことが
報告されている。このことと合わせて、ウイ
ルス増殖におけるゲノム複製機構のモデル
を確立する必要がある。このような RNA 極
性の調節は、細かい機構に違いがあるにして
も、(−)鎖 RNA ウイルス増殖において本質的
な機構であると考えられる。 
 また、Ｃ蛋白質の存在によってウイルス
RNA 合成時に２本鎖 RNA (dsRNA)の生成が
阻害されることが、最近報告された（J. Virol. 
82:10102-10110, 2008）。これはウイルスにと
ってはdsRNAで活性化されるprotein kinase R
等の宿主防御機構を回避するという意味を
有すると考えられる。C 欠損ウイルスによる
(＋)鎖ゲノム蓄積とdsRNA生成に関連がある
可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ゲノム極性の制御機構と
dsRNA が生成する機構を解明し、さらにウイ
ルス病原性との関連を明らかにすることを
目的とする。 
(1)．リーダー・プロモーターとトレーラー・
プロモーターは最初の 12 塩基はほぼ同一で
あるが、その後の 40 塩基あまりは大きく異
なっている。これらのプロモーターを入れ替
えたウイルス、あるいは部分的に入れ替えた
ウイルスを作製して、Ｃ蛋白質による制御を
受けるプロモーター配列を同定する。 
(2)．これらのウイルスを用いて、転写・複製、
ゲノム極性、dsRNA 合成能などの RNA 合成
や培養細胞での増殖を、感染早期と後期に分
けて解析し仮説を検証する。 
(3)．これらのウイルスのマウスでの病原性を

解析する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)．リーダー・プロモーターとトレーラー・
プロモーターを全置換あるいは部分置換し
た変異ウイルスの作製 
 プロモーターを全置換あるいは部分置換
したウイルスゲノム cDNA を構築する。例え
ば、両端にリーダー・プロモーターをもつウ
イルスなどである。この cDNA を、N, P, L 蛋
白質を発現するプラスミドとともに T7 RNA
ポリメラーゼを発現する BHK 細胞に導入し
てウイルスを回収する。自立増殖する遺伝子
組換えウイルスを作出するので、カルタヘナ
法の大臣確認を取得して実験を行う。ウイル
スが回収できない場合には塩基配列を確認
し、必要ならば修正変異を加える。 
(2)．作製した組換えウイルスにおける転写・
複製、ゲノム極性、dsRNA 合成能などの RNA
合成、培養細胞での増殖やマウスでの病原性
の解析 
 組換えウイルスの培養細胞での増殖曲線
を描く。また、蛋白質合成を免疫沈降あるい
はウェスタンブロットで解析する。さらに感
染細胞、粒子から抽出した RNA でノーザン
ブロットを行い、ゲノム RNA の転写・複製
を検討する。 
 精製ウイルス粒子、ウイルス感染細胞から
RNA を抽出し、逆転写時にストランド特異的
な合成 DNA を用いて定量的 RT-PCR を行う。
あるいはノーザンブロットを行い、ストラン
ド特異的プローブでハイブリダイゼーショ
ンを行う。以上からウイルス粒子内、感染細
胞内のゲノム極性を決める。 
 dsRNA の検出のために、抗 dsRNA モノク
ローナル抗体を用いて蛍光染色を行う。陽性
対照として dsRNA 合成が知られているニュ
ーカッスル病ウイルス等を用い、陰性対照と
して dsRNA 特異的 RNase で処理を行う。同
時に、ヌクレオカプシドなどと二重染色を行
い、細胞内局在を検討する。また、作製した
組換えウイルスをマウスに感染させて、ウイ
ルスの肺内増殖とマウスに対する病原性を
検討する。 
(3)．他の(−)鎖 RNA ウイルスにおけるゲノム
極性の解析 
 他の(−)鎖 RNA ウイルスのいくつかについ
て、実際のゲノム極性を解析する。さらにそ
のウイルスのアクセサリー蛋白質ノックア
ウトウイルスを使用してゲノム極性を調べ
る。これによってゲノム極性の制御がどの範
囲まで当てはまるかが明らかになる。これに
ついては、該当する組換えウイルスを新たに
作製するか、すでに保有している研究室との
共同研究を検討する。 
 



 
 
４．研究成果 
 センダイウイルス（SeV）野生型ウイルス
を細胞に感染させて、細胞内およびウイルス
粒子内のゲノム合成量とゲノム極性を経時
的に検討したところ、感染後早期（６時間）
までは陽性鎖が増加するが、その後、陰性鎖
が増えるという変化が見られる。これは感染
早期ではゲノムの相補鎖を大量に合成し、後
期にはそれを元に本来のゲノム陰性鎖を合
成するという調節が行われていることを示
している。ところがＣ蛋白質欠損ウイルスで
は、陽性鎖の比率は増大し続ける。このこと
からＣ蛋白質が陰性鎖ゲノム合成に関わっ
ていることが明瞭に示された。ゲノム両端の
プロモーターを入れ替えた SeV の実験から、
Ｃ蛋白質はリーダー・プロモーターを抑制し、
トレーラー・プロモーターは抑制しないとい
うプロモーター特異性が明らかになった。従
ってＣ蛋白質は感染後期に蓄積して特定の
プロモーターからの RNA 合成を抑制してい
ると考えられる。一方、ラブドウイルス科の
VSV では、陰性鎖と陽性鎖の比率は感染後の
時間に関わらず一定であった。このウイルス
ではゲノム合成の経時的な調節は行われて
いないと考えられる。Ｃ蛋白質に相当すると
言われるＶ蛋白質をもつルブラウイルス属
のヒトパラインフルエンザウイルス２型の
Ｖ欠損ウイルスの分与を三重大学河野博士
より受け、実験を行っている。 
 また、Ｃ蛋白質欠損ウイルスでは、転写因
子 IRF3 を介してインターフェロン β の誘導
が起こる。インターフェロン誘導の原因とし
て、自然免疫の細胞内受容体に感知される
dsRNA のような異常 RNA が生成する、欠損
干渉粒子の生成の場合のようにインターフ
ェロン誘導を抑えるウイルス蛋白質（Ｃ、Ｖ）
の量が相対的に低下するという可能性が考
えられる。我々は実験の経過中に、Ｃ蛋白質
欠損ウイルスのヌクレオカプシド（ゲノム
RNA と N 蛋白質の複合体）が、特定の単ク
ローン抗体に対して異なる反応性があるこ
とを見いだした。ヌクレオカプシドの構造が
異なっていて、これが細胞内センサーによっ
て感知され、インターフェロン誘導が起こっ
ている可能性がある。以上の結果を元に実験
を継続している。また国際学会を含む学会で
これらの結果を発表し、現在論文にまとめつ
つある。 
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