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研究成果の概要（和文）：本研究では、狂犬病の病態に関与する狂犬病ウイルス蛋白質を同定するため、ウイルス蛋白
質を神経細胞特異的に発現するトランスジェニック（Tg）マウスを作出し、同マウスに狂犬病様の症状を再現すること
を目指した。同時に、遺伝子欠損型狂犬病ウイルスの併用による詳細な検討を試みた。L蛋白質発現Tgマウスの作製に
は失敗したものの、G蛋白質発現Tgマウスの作製に必要なプラスミドを得ることができた。また、LおよびG遺伝子欠損
ウイルスの作出にも成功し、その有用性を確認した。

研究成果の概要（英文）：To identify rabies virus protein that is responsible for the pathogenesis, we 
tried to established transgenic (Tg) mice expressing each viral protein exclusively in neurons and then 
to reproduce rabies-like symptoms in the mice. In addition, we aimed to further examine this point by a 
combination use of the mice and the gene-deficient rabies viruses. Although we failed to generate L 
protein-expressing Tg mice, we established a plasmid required for G protein-expressing mice. Further, we 
have successfully generated L and G gene-deficient viruses before confirming their utilities.

研究分野：獣医学

キーワード： 狂犬病ウイルス　病態発生機序　トランスジェニックマウス

  ２版



様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

狂犬病は、重篤な神経症状を特徴とするウ
イルス性人獣共通感染症である。発症後の致
死率がほぼ 100%であると同時に、有効な治
療法が確立されていないことから、現在も最
も恐ろしい感染症のひとつと言える。ワクチ
ンが十分に普及していない発展途上国を中
心として、毎年 5 万 9000 人が本病の犠牲と
なっている。 
狂犬病の原因である狂犬病ウイルスは、モ

ノネガウイルス目ラブドウイルス科リッサ
ウイルス属に分類される。そのゲノムは約
12,000塩基のマイナス鎖 1本鎖 RNAである。
狂犬病ウイルスは、人を含む哺乳動物の神経
系に感染し、活発に増殖することで、致死的
な神経症状を引き起こす。一般的に、狂犬病
患者の脳では、著しい神経症状とは対照的に、
肉眼および組織学的に顕著な神経細胞死は
確認できない。また、炎症細胞の浸潤も極め
て限定的である。以上の知見より、狂犬病の
病態には、神経組織の器質的変化ではなく、
神経細胞の機能的変化が深く関与している
と考えられている。 
狂犬病ウイルスが感染した神経細胞では、

ウイルス増殖の過程で、5 種類のウイルス蛋
白質（N、P、M、G および L 蛋白質）が産
生される。狂犬病ウイルスによる神経細胞の
機能障害には、感染細胞内で産生されるウイ
ルス因子が関与すると考えられるものの、上
記のウイルス蛋白質のいずれが病態形成に
関与するかについては不明のままである。さ
らに、神経細胞におけるウイルス複製が病態
形成に関与するか否かについても解明され
ていない。このような基礎的情報の欠落は、
狂犬病の治療法を確立する上で、大きな障害
となっている。 
 
２．研究の目的 

本研究では、狂犬病の治療法の確立を最終
目標として、本病の病態形成に関与するウイ
ルス蛋白質を特定することを目的とする。 

【研究戦略の概要】 
上記の目的を達成するため、神経細胞特異

的に狂犬病ウイルスの各蛋白質を誘導発現
するトランスジェニック（Tg）マウスを作出
し、その発現誘導によりマウスが狂犬病様の
症状を発症するか否かを検討する（実験 1）。
さらに、あるウイルス遺伝子を欠損した狂犬
病ウイルスを遺伝子操作により作出し、当該
ウイルス遺伝子産物（蛋白質）を発現誘導し
た Tg マウスに脳内接種することで、狂犬病
が発現されるかどうか検証する。Tgマウスが
致死的な狂犬病を発症したことを確認した
後、当該蛋白質の発現を停止することで、発
症マウスが回復するか否か検証する（実験 2）。 
 
３．研究の方法 

(1)ES 細胞導入用プラスミドの構築 
狂犬病ウイルス蛋白質の調節発現系を確

立するため、テトラサイクリン（Tet）発現
誘導システム（Tet-offシステム）を活用した。
まず、TREプロモーターの支配下で狂犬病ウ
イルス西ヶ原株のL蛋白質あるいはG蛋白質
を発現するプラスミドを構築した（ここでは
プラスミド A とする）。なお、L 蛋白質発現
プラスミドには、同蛋白質の発現をモニター
するため、口蹄疫ウイルスの自己開裂ペプチ
ド 2Aおよび赤色蛍光蛋白質であるmCherry
を組換え L蛋白質の C末端側に融合した。 
神経細胞特異的プロモーターであるシナ

プシン・プロモーターの下流で転写活性化因
子 tTAを発現するプラスミドも構築した（プ
ラスミド B）。なお、Tet が tTA に結合した
場合、TREプロモーターは活性化されず、目
的の蛋白質は発現されない。反対に、Tet が
非存在の場合は、tTA が TRE プロモーター
に結合し、蛋白質の発現が誘導される。 
さらに、プラスミド Aおよび Bをマウス

ES細胞の ROSA26遺伝子座に特異的に挿入
するためのプラスミドも調整した。部位特異
的組換え反応（LR 反応）により上記 3 種類
のプラスミドを 1種類のプラスミド（プラス
ミド A+B+C）に統合し、ES細胞導入用のプ
ラスミドとした。 
 
(2) 特定の遺伝子を欠損した狂犬病ウイル
スの作出 
強毒の狂犬病ウイルス固定毒の西ヶ原株

の遺伝子操作系（Yamada et al., Microbiol. 
Immunol.2006）を用いて、L 遺伝子あるいは
G 遺伝子を欠損し、かつ GFP を発現するウイ
ルス株を樹立した（それぞれ Nishi-∆L/GFP
株および Nishi-∆G/GFP 株と命名）。同様に、
同様に、GFP の代わりにホタルルシフェラー
ゼ を 発 現 す る Nishi-∆L/Luc 株 お よ び
Nishi-∆G/Luc 株も作出した。L蛋白質あるい
は G蛋白質を発現するプラスミド（バックボ
ーン：pCAGGS/MCS）を導入した細胞に、これ
らの株を接種することで各ウイルスを増殖
させ、保存液を調整した。得られた保存液に
ついては、使用するまで-80˚C にて保管した。 
 
(3)狂犬病ウイルス G 蛋白質を調節発現する
培養神経細胞系の樹立 
G 蛋白質調節発現 Tg マウスの in vitro モ

デルを確立するため、狂犬病ウイルスに対し
て高感受性を示すマウス神経芽細胞腫由来
NA 細胞を用いて、G蛋白質調節発現細胞を樹
立した。その作製には、Retro-X Tet-Off 
Advanced Inducible Expression System
（Clontech）を用いた。得られた G蛋白質発
現細胞を NA-TetOff-NiG 細胞と命名した。 

 
(4) G 蛋白質の発現停止が NA-TetOff-NiG 細
胞における Nishi-∆G/GFP 株の増殖性に及ぼ
す影響の検討 
Tet 誘導体である Doxycycline (Dox)を含



まない培地で培養することで G蛋白質の発現
を 誘 導 し た NA-TetOff-NiG 細 胞 に 、
Nishi-∆G/GFP 株を感染多重度 0.01 で接種し
た。接種後 1日目の培養上清を回収した後に、
Dox を含まない培地を加え培養を続けた。そ
の後、接種後 2 日目に 0.1µg/ml の Dox を含
む培地に置き換えることで G蛋白質の発現を
停止した。その後、毎日、Dox 含有培地に置
換しながら、接種後 7日目まで培養を続けた。
接種後 1日目および 7日目の培養上清に含ま
れるウイルス感染価を、G 蛋白質発現
NA-TetOff-NiG 細胞を用いたフォーカス・ア
ッセイにより決定した。 
 
４．研究成果 

(1)L 遺伝子欠損狂犬病ウイルスの作出 
実験 2 に使用するためのウイルスとして、

L遺伝子欠損ウイルスNishi-∆L/GFP株を作出
することに成功した。L 蛋白質を発現しない
NA 細 胞 （ 空 ベ ク タ ー 導 入 細 胞 ） に
Nishi-∆L/GFP 株を接種した場合、GFP のシグ
ナルは確認できなかったのに対し、L 蛋白質
を発現する細胞（L 蛋白質発現プラスミド導
入細胞）では、明瞭な GFP シグナルが確認さ
れた（図 1）。なお、L蛋白質発現細胞の培養
上清には、3.3x106 FFU/ml の感染性ウイルス
が含まれていた。同様に、GFP の代わりにル
シフェラーゼを発現する Nishi-∆L/Luc 株に
ついても作出することができた。 

 

 
 

(2)L 蛋白質調節発現 Tg マウスの作出のため
の ES 細胞導入用プラスミドの構築と機能性
確認 
実験 1および 2に使用する L蛋白質調節発

現 Tg マウスを作出するためのプラスミドを
構築した。L 蛋白質を発現するプラスミド A

と、tTA を発現するプラスミド Bを NA 細胞に
共導入した NA 細胞では、Dox 不含の培地で培
養した場合、L 蛋白質の発現の指標となる
mCherry のシグナルを持つ多数の細胞が確認
された（図 2）。一方、Dox 含有培地で培養し
た同細胞では、mCherry 陽性細胞の数が著し
く低下した。以上より、Dox 除去による発現
誘導が確認されたと同時に、プラスミド Aお
よび B の機能性が確認された。 
そこで、LR 反応によりプラスミド A、B お

よび C の結合を行い、プラスミド A+B+C を得
た。しかし、プラスミド A+B+C を導入した NA
細胞では、Dox 除去による発現誘導の有無に
かかわらず、mCherry 陽性細胞の数は変化せ
ず、いずれもごく少数のままであった（図 2）。
また、同細胞に Nishi-∆L/Luc 株を接種した
場合でも、発現誘導の有無にかかわらず、同
株の増殖の指標となるルシフェラーゼの価
はほぼ同等であった（データ非掲載）。以上
より、LR 反応に結合された L蛋白質発現プラ
スミド A+B+C は、何らかの原因により機能性
を失っていることが明らかとなった。 

 

 
 
(3) G 遺伝子欠損狂犬病ウイルスの作出 
上記のような技術的な問題により、当面の

標的を L 蛋白質から G 蛋白質に切り替えた。
そこで、実験 2に使用する G 遺伝子欠損ウイ
ルス Nishi-∆G/GFP 株の作出を試み、同株を
得ることに成功した。本株の感染細胞では明
瞭な GFP シグナルが確認された（データ非掲
載）。 

 
(4)G 蛋白質調節発現 Tg マウスの作出のため
の ES 細胞導入用プラスミドの構築と機能性
確認 
次に、ES 細胞導入用の G 蛋白質発現プラス

ミド A+B+C の構築を行なった。プラスミド
A+B+C細胞を導入したNA細胞におけるG蛋白
質の発現をウェスタンブロット法により確
認した。その結果、G 蛋白質と同じ分子量を
示す特異的なバンドが確認された（データ非
掲載）。さらに、培養液への Dox の添加によ
り、G 蛋白質の発現が抑制されることも確認
された。G 蛋白質に対する単クローン抗体を



用いた間接蛍光抗体法によってもプラスミ
ド導入細胞における G蛋白質の調節発現が確
認された（図 3）。 
  

 
 
(5) G 蛋白質の発現停止が NA-TetOff-NiG 細
胞における Nishi-∆G/GFP 株の増殖性に及ぼ
す影響の検討 
Tet-off システムを活用し、G 蛋白質を調

節発現する NA-TetOff-NiG 細胞を樹立した。
同細胞に Nishi-∆G/GFP 株を接種した後、1日
目に採取された培養上清中のウイルス感染
価は、約 104 FFU/ml であった（図 4）。接種 2
日目以降に Dox の除去により G蛋白質の発現
を停止させた場合、接種 7日目の培養上清中
のウイルス感染価は、1.8x102 FFU/ml まで低
下した。一方、G 蛋白質の発現停止を行なわ
なかった場合、培養上清中のウイルス感染価
は上昇を続け、接種後 7 日目には 4.6x106 
FFU/ml に達した。以上より、G蛋白質の発現
停止により、Nishi-∆G/GFP 株の増殖性が著し
く低下することが確認された。 

(6)考察と今後の課題 
当初は、各狂犬病ウイルス蛋白質を神経細

胞特異的に発現した場合、Tg マウスが狂犬病
様の症状を発症するか否かを検討すること
（実験 1）が研究計画の主体であった。しか
し、人工的な発現系では、感染細胞で産生さ
れるレベルのウイルス蛋白質の発現量が得
られないという懸念が生じた。そこで、この
問題を解決するため、当該蛋白質をコードす
るウイルス遺伝子を欠損した狂犬病ウイル
スを Tg マウスに接種する方法（実験 2）を併
用することとした。 
本研究では、最初に、ウイルスの RNA 依存

性 RNA ポリメラーゼとしてウイルス増殖に必

須な役割を担う L 蛋白質を標的とした。L 蛋
白質は、ゲノム RNA の複製だけではなく、各
mRNA の合成・修飾にも重要な役割を果たす多
機能性蛋白質であり、その重要性から有力な
狂犬病の治療標的となることが予想される。
しかし、今回、L蛋白質を調節発現する Tg マ
ウスの作製に必要なプラスミド A+B+C を作出
することができなかった（図 2）。その理由は
明らかではないが、非常に大きなサイズの L
遺伝子（約 6400 塩基）が、今回使用した ES
細胞導入用プラスミドに許容されなかった
可能性が考えられた。 
本研究では、狂犬病ウイルスの遺伝子操作

により、L 遺伝子欠損ウイルスを世界で初め
て確立することに成功した。これらのウイル
ス（Nishi-∆L/GFP 株および Nishi-∆L/Luc 株）
は、いまだに不明な点が多い L蛋白質の分子
機能解析に応用できるだけでなく、ウイルス
の初期転写メカニズムを解明するための強
力なツールとなる。今回、技術的な問題によ
り、L 遺伝子欠損ウイルスを当初の目的（実
験 2）のために活用することはできなかった
ものの、今後は、様々な角度からの L蛋白質
の機能解析に利用していく予定である。 
上記のような状況を鑑み、研究の対象を L

蛋白質から G蛋白質に切り替えることとした。
G 蛋白質は、受容体結合蛋白質として知られ
ており、ウイルスの細胞への接着・侵入、さ
らには子孫ウイルス粒子の形成にも必須の
役割を担っている。一方で、G 蛋白質は、感
染細胞内のゲノム複製および mRNA 転写には
関与しない。このような G蛋白質の機能と狂
犬病の病態の関連性を明らかにすることを
新たな目標とした。 
そこで、G 蛋白質を神経細胞特異的に調節

発現する Tgマウスの作出を行うこととした。 
G 蛋白質については、L 蛋白質の場合とは異
なり（図2）、ES細胞導入用のプラスミドA+B+C
が完成し、Dox 除去による発現誘導も確認さ
れている（図 3）。現在、本プラスミドを用い
て、G蛋白質調節発現 Tg マウスの作出を始め
ており、まもなく完成する予定である。 
実験 2 を実施するため、G 遺伝子欠損ウイ

ルス Nishi-∆G/GFP 株を作出することに成功
した。さらに、実験 2 の in vitro モデルを
確立するため、Tet-off システムにより G 蛋
白質を調節発現する NA-TetOff-NiG 細胞を樹
立した。G 蛋白質を発現する同細胞に
Nishi-∆G/GFP 株を接種した後、G蛋白質の発
現を停止した場合、ウイルス増殖が顕著に抑
制された（図 4）。この成績により、G蛋白質
を調節発現する Tg マウスに Nishi-∆G/GFP 株
を接種した場合でも、G 蛋白質の発現を停止
することでウイルス増殖の抑制が可能であ
ることが強く示唆された。今後は、当初の計
画に基づき、狂犬病の病態における G蛋白質
の重要性を検証していく予定である。 
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