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研究成果の概要（和文）： 
 ニパウイルスの激しい病原性発現機構の解明を目的として、ウイルス増殖時の自然免疫回
避に関与するアクセサリー蛋白と、強毒化に関わるウイルス蛋白の同定を目指して研究を
行った。ニパウイルスのリバースジェネティックス系を用いてアクセサリー蛋白欠損ウイ
ルスを作製し、感染細胞内での IFN応答系への影響を解析した。その結果、全てのアクセ
サリー蛋白欠損ウイルスが、親株と同様に細胞の IFN応答系を抑制することが明らかとな
った。また、これら組換えウイルスの病原性をハムスター感染モデルで調べたところ、３
種のアクセサリー蛋白のうち、V、W蛋白を欠損させたウイルスの病原性が著しく低下する
ことが分かった。これらの結果から、ニパウイルスの V、C蛋白がウイルス病原性に大きく
関与しているが、その機序は IFN応答系を介したものではないことが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the role of the accessory proteins in the 
NiV pathogenicity, using recombinant viruses lacking the accessory proteins which 
were constructed by reverse genetics.All the recombinants grew well in cell culture, 
although the maximum titers of rNiV(V–) and rNiV(C–) were lower than the other 
recombinants. The rNiV(V–), rNiV(C–) and rNiV(W–) suppressed the IFN response as 
well as the parental rNiV, thereby indicating that the lack of each accessory protein 
does not significantly affect the inhibition of IFN signaling in infected cells. 
In experimentally infected golden hamsters, rNiV(V–) and rNiV(C–) but not the rNiV(W
–) virus showed a significant reduction in virulence. These results suggest that 
V and C proteins play key roles in NiV pathogenicity, and the roles are independent 
of their IFN-antagonist activity. 
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１．研究開始当初の背景 
 ニパウイルスは、1998年にマレーシアに
初めて出現し 100名以上の死亡患者を出し
たエマージングウイルス感染症の原因ウイ
ルスである。自然宿主はオオコウモリで、
その排泄物等に濃厚接触したブタに流行が
広がり、発症豚からヒトへ伝播したと推察
されている。オオコウモリは東南アジア地
域に広く分布し、日本と地理的にも近いこ
とから、我が国においても本ウイルスの診
断、予防法の開発は急務である。またエマ
ージングウイルス発生の原因である自然宿
主から他の動物種へのウイルス伝播機構や、
その高い病原性発現機序は未だ解明されて
おらず、これらは重要な基礎的研究課題で
ある。 
 我々は、平成１７年度からニパウイルス
の reverse genetics系の開発に着手し、世
界に先駆けて感染性クローンニパウイルス
の作出に成功した。このウイルス合成系を
持つ優位性を生かし、ニパルイスの激しい
病原性発現を決定するウイルス蛋白の探索
や宿主細胞内の自然免疫機構を回避する機
序等の解明を目指して、本研究計画に至っ
た。 
２．研究の目的 

１)アクセサリー蛋白の作用機序； 細胞内

でウイルスが増殖する際に、細胞側の自然

免疫による抵抗性機序が働くことが知られ

ている。ニパウイルスでは、アクセサリー

蛋白（V、C、W 蛋白）が、宿主の IFN 応答

系および産生系を抑制することが、個々の

蛋白の細胞発現系を用いた実験により示唆

され、この抵抗性抑制作用がウイルスの高

病原性に関与すると推測されている。が、

実際の感染性ウイルスでの機能および作用

機序は全く解明されていない。また我々は

近縁の牛疫ウイルスの研究において、同様

に蛋白発現系で示唆されたアクセサリー蛋

白の IFN応答系抑制性は実際のウイルス感

染細胞内では異なる様子を示すことも見い

だしている。そこで、遺伝子改変ニパウイ

ルスを作出できるのは世界でも我々のみで

ある優位性を生かし、個々のアクセサリー

蛋白を欠損または改変させた組換えウイル

スを作出し、細胞内および個体内での増殖

性や病原性の変化を解析することによって、

アクセサリー蛋白の本来の機能および IFN

カスケードへの作用機序の詳細を明らかに

する。 

２)ウイルス粒子放出機序；最近、M蛋白に

存在する late domain motifs が粒子形成に

必須であることが、蛋白発現系を用いた実

験で示唆された。そこで、reverse genetics

系によりこの motifを様々に改変させたウ

イルスを作出し、ウイルス増職能やウイル

ス形態観察により、実際のウイルス粒子形

成への役割を検索する。 
 
３．研究の方法 

１）アクセサリー蛋白の作用機序 

 アクセサリー蛋白欠損ウイルス群を用い

て、感染細胞内でのそれぞれの機能を解析

する。まずそれぞれの組換えウイルスの培

養細胞での増殖を親ウイルスと比較し、増

殖への影響を検索する。 
 C、V、W蛋白を細胞内で発現させた実験
では、これらアクセサリー蛋白は細胞の
IFN 応答能に影響を与えることが報告され
ているが、感染性ウイルスにおいて同様の
作用を持つかどうかは不明である。そこで、
IFN-stimulated response elementとレポ
ーター遺伝子を組込んだプラスミドをトラ
ンスフェクションした Vero 細胞にそれぞ
れの欠損ウイルスと親ウイルスを感染させ、
IFN を添加した後レポーター解析を行ない、
それぞれのアクセサリー蛋白欠損ウイルス
が細胞の IFN応答能に与える影響を調べる。
in vitro での性状解析を行なったアクセサ
リー蛋白欠損ウイルスの病原性に変化が生
じるか否かについて、ハムスターへの感染
実験によって解析を行なう。動物実験は全
てフランスの BSL4実験室で行なう。最初に
全てのウイルスの LD50を調べる。次に各ウ
イルスを接種し感染後４〜５日目の感染極
期に解剖して臓器を採取し、RT-PCRと病理
組織学的解析により、体内でのウイルス感
染の広がりを解析する。また経時的に採血
し、血中 IFN量をバイオアッセイにより測
定する。全ての欠損ウイルスの感染実験の
結果を比較し、アクセサリー蛋白がニパウ
イルスの病原性に与える影響を判定する。 
２）ウイルス粒子放出機序；ニパウイルス
はウイルス膜蛋白である M 蛋白の細胞内強
制発現によってウイルス様粒子（VLP）産生
が強く起こるが、他のウイルス多くのウイ
ルスでの研究から、M蛋白に相当するウイ
ルス膜蛋白上に late domain motifsと呼ば
れる配列が存在し、この部位に改変を加え
ると VLPの産生が起こらなくなることが証
明されている。従ってウイルス粒子形成に
必須の部位と推測され、この部位と相互作



用する宿主因子の研究も進められている。
最近、ニパウイルスの M蛋白にも馬伝染性
貧血ウイルスの YPDL late domain に類似し
た motifが存在し、この部位への改変によ
って VLP産生が起こらなくなることが報告
された。しかしながらウイルスによっては
この motifsは実際の感染性ウイルス粒子
形成には必須でない例も報告されている。
そこで、late domain motif のニパウイル
スでの粒子形成への必要性を検索するため、
本 motifsを様々に改変させたウイルスを
reverse geneticsにより作出し、増殖や上
清中への放出を解析する。また、感染性ウ
イルス粒子形成に必須の N蛋白と P蛋白の
相互作用についても、検討する。 
 
４．研究成果 

１）アクセサリー蛋白の作用機序 

 ニパウイルスのアクセサリー蛋白である
V および W 蛋白については、それぞれを細
胞に強制発現させる実験によって、STAT1
の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る こ と に よ り
JAK/STAT シグナリングを抑制することや、
IFN-βや IRF3 responsive promoterの 活
性化を阻害するなどの抗 IFN作用を持つこ
とが報告されている。もう１つのアクセサ
リー蛋白である C蛋白については報告がな
いが、近縁のパラミクソウイルスでの報告
では、ウイルスゲノムの転写、複製に関わ
ることや IFN-β産生を抑制することなど
が 示 唆 さ れ て い る 。 本 年 度 は 、
IFN-stimulated response element とレポ
ーター遺伝子を組込んだプラスミドをトラ
ンスフェクションした Vero 細胞にそれぞ
れのアクセサリー欠損ウイルスと親ウイル
スを感染させ、IFN を添加した後レポータ
ー解析を行ない、それぞれの欠損ウイルス
が細胞の IFN応答能に与える影響を調べた。
その結果、アクセサリー蛋白欠損ウイルス
も IFN応答を抑制することが明らかになっ
た。さらに、アクセサリー蛋白欠損ウイル
スの病原性に変化が生じるか否かについて、
ハムスターへの感染実験によって解析を行
なった。親株とアクセサリー蛋白欠損ウイ
ルスをそれぞれ、ハムスターに 10^3 TCID50
ずつ腹腔内投与し病態を２週間観察した。
その結果、３種のアクセサリー蛋白のうち
W 蛋白を欠損させたウイルスでは親株と同
様の高い病原性を示したのに対し、V およ
び C蛋白を欠損させたウイルスの病原性が
著しく低下することが明らかとなった。 

２）ウイルス粒子放出機序 

 ニパウイルスはウイルス膜蛋白であるM
蛋白の細胞内強制発現によってウイルス様
粒子（VLP）産生が強く起こるが、他のウイ
ルス多くのウイルスでの研究から、M蛋白に

相当するウイルス膜蛋白上にlate domain 
motifsと呼ばれる配列が存在し、この部位
に改変を加えるとVLPの産生が起こらなく
なることが証明されている。このlate 
domain motifのニパウイルスでの粒子形成
への必要性を検索するため、本motifsを様
々に改変させたウイルスをreverse 
geneticsにより作出した。このウイルスを
vero細胞へ感染させたところ、感染初期に
おいて培養上清中へのウイルス放出が強く
抑えられていることを確認した。さらに、N

蛋白のP蛋白との相互作用部位の同定 
N、P蛋白に蛍光標識を付加して細胞内での挙
動を直接観察し、生きたままの細胞内での共
局在を確認することができた。この系を利用
して、N 蛋白の deletion mutant を作製して
P 蛋白との共局在の有無を観察した結果、新
規の相互作用領域を同定することができた。
さらに、ニパウイルスのミニジェノム系を用
いた解析により、同定した N 蛋白内の相互作
用領域がウイルス遺伝子の複製に関与する
ことも明らかとなった。                                        
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