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研究成果の概要（和文）：本研究は、狂犬病ウイルス(RABV)のRNA による新規複製・転写制御機構を明らかにす
ることを目的に研究を行った。RABV野外株119検体の間で保存されているRNAモチーフを探索した結果、N遺伝子 
CDSの5’側とM遺伝子の3’UTRにRNAモチーフが同定された。RABVの3’UTR挿入したluciferase RNAを用いてレポ
ーターアッセイを行った結果、MとG の3’UTRがmRNAの分解を促進することが明らかになった。また、ミニゲノ
ムレポーターアッセイと組換えウイルスを用いた実験により、N CDSの高度保存領域はRABVの複製に必要なモチ
ーフ配列をコードすることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to find a novel mechanism that regulates 
replication and transcription in rabies virus (RABV) at the RNA level. The RNA motifs conserved 
among 119 wild-type RABV strains were found at the 5’ end of N CDS and 3’-UTR of M gene. Since the
 reporter activities using the luciferase mRNAs with the 3’UTR of RABV genes were lower than that 
of control luciferase mRNA, the 3’-UTR of M and G mRNAs may promote the degradation of M and G 
mRNAs, respectively. The mini genome reporter assay showed that the synonymous mutations in 
conserved motif at the 5’ end of N CDS reduced the luciferase activities. In addition, the 
replication yield of recombinant RABV with synonymous mutations in the conserved motif was lower 
than that of parental RABV strain. These results suggest that the conserved motif at the 5’ end of 
N CDS encode nucleotide sequences are required for the effective replication of RABV.

研究分野：ウイルス学

キーワード： 狂犬病ウイルス　複製・転写制御　3' UTR　RNAモチーフ
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１．研究開始当初の背景	
	 狂犬病は、狂犬病ウイルス(RABV)に感染し
た動物の唾液を介して感染する、致死性の人
獣共通感染症である。本病はワクチンにより
感染を予防できるが、発症すると有効な治療
法はなく、神経症状を呈してほぼ 100%死亡す
る。	
	 野外で流行している RABV(野外株)は、様々
な種類の動物で維持されている。これら	
RABV 野外株はマウスに接種すると強い毒性
を示し、数日以内に死亡する。一方、RABV は
脳や細胞で継代を重ねると弱毒化する傾向
があり、研究所などで維持されている固定株
の中には、マウスに接種しても病状が回復す
るものもある。この RABV 株間における毒性
の違いに注目をした研究により、RABV の毒性
を決定する複数のアミノ酸残基が同定され
てきた。一方、その他の因子として、RABV 強
毒株は弱毒株よりも子孫ウイルス産生量が
少ないことから(引用文献 1)、RABV のゲノム
複製・転写機構も毒性に関わる可能性がある。	
	
２．研究の目的	
	 RABV は子孫ウイルスを多く産生すると宿
主の免疫誘導や細胞のアポトーシス誘導を
起こすため、感染を維持するためにウイルス
ゲノムの複製・転写調節を進化の過程で特化
させてきた可能性がある。RABV は非分節型の
1 本鎖マイナス鎖ウイルスで、ウイルスゲノ
ムの複製・転写は RNA の配列レベルで制御さ
れていると考えられる。そこで本研究は、
RABV の病原性発現機序の解明を目指し、RNA
レベルの新規複製・転写機構を明らかにする
ことを目的とした。	

	

３．研究の方法	
(1)	RABV のゲノム複製・転写調節に関わる機
能候補部位の探索	
	 塩基座位が連続的に保存されているゲノ
ム領域は、複製・転写調節に関わる RNA モチ
ーフをコードしている可能性がある。そこで、
全長配列が決定されている RABV 野外株 119
検体の塩基配列をデータベースから回収し、
Multiple	alignments を行い、各塩基座位の
塩基一致率を計算し、95%以上の塩基一致率
を示す塩基座位が 6連続する領域を高度保存
領域として同定した。	
	
(2)	RABV	mRNA	3’UTR の転写後発現調節	
	 pSP-luc+NF	 Fusion	 vector(Promega) の
luciferase 遺伝子にアデニンが 60 連続する
polyA 配列を挿入し、luciferase 遺伝子と
polyA 配列の間に RABV 野外株(BRdg335 株、
BR-Pfx1 株)の N、P、M、G、L 遺伝子の 3’UTR
を挿入したプラスミド作製した。またコント
ロールとして、RABV の 3’UTR を挿入しない
luciferase-polyA プラスミドも作製した。そ
の後、SP6	RNA	polymerase を用いて上記プラ
スミドから luciferase-RABV	3’UTR の mRNA
を in	vitro合成し、HEK293T 細胞にトランス

フェクションした 24 時間後にレポーターア
ッセイを行った。また、G	3’UTR を挿入した
luciferase 遺伝子のコピー数を qPCR で算出
した。	
	
(3)	M	3’UTR と宿主蛋白質の相互作用解析	
	 M	3’UTRに宿主蛋白質が結合する可能性を
検討するために、ゲルシフトアッセイを行っ
た。方法は、in	vitro 合成した M	3’UTR の
3’末端にビオチン標識を行い、マウス神経
芽細胞(Neuro-2a 細胞)の細胞質タンパク質
とインキュベートした後に電気泳動を行い、
M	3’UTR の移動度の変化を観察した。結合が
特異的であることを確認するために、コンペ
ティターとして未標識の M	3’UTR	RNA を加
えて結合が阻害されることを確認した。	
	 また、M	3’UTR に結合する宿主タンパク質
の分子量を確認するために、ビオチン標識 M	
3’UTRと Neuro-2a細胞質タンパク質をUVク
ロスリンキングで架橋し、SDS-PAGE を行った。	
	
(4)	N	CDS 高度保存領域が RABV の複製・転写
調節に与える影響	
	 N	CDS の 5’側に同定された高度保存領域
がゲノムの複製・転写調節に与える影響を調
べるために、ミニゲノムのレポーターアッセ
イを行った。N	CDS で観察された高度保存領
域に対応する塩基配列と、高度保存領域の同
義座位に変異を挿入したミニゲノムプラス
ミドを作製し、ヘルパーN、P、L プラスミド
と共に BHK-T7/9 細胞にトランスフェクショ
ンした後に、レポーターアッセイを行った。	
	
４．研究成果	
(1)	RABV のゲノム複製・転写調節に関わる機
能候補部位の同定	
	 RABVのゲノムサイズはおよそ1.2kbで、3’
末端から N-P-M-G-L 遺伝子をコードしている。
RABV野外株119検体の間で連続的に保存され
ている領域をスクリーニングしたところ、N	
CDS の 5’側の約 20 塩基と、M の 3’UTR に複
数の高度保存領域が同定された(図 1)。	
	

	
図 1	RABV のゲノム構造と高度保存領域(☆)	
	
(2)	RABV	mRNA	3’UTR の転写後発現調節	
	 mRNA の 3’UTR は、タンパク質が結合する
ことによって mRNA の転写後発現調節に関わ
ることがある。そこで、luciferase 遺伝子
CDS の末端に N、P、M、G、L の 3’	UTR を結
合した Cap 付加 mRNA を in	vitro 合成し、
HEK293T 細胞にトランスフェクションし、
luciferase活性をRABVの 3’UTRが挿入され
ていないコントロールプラスミドと比較し
た。その結果、RABV野外株のMおよびG	3’UTR
を luciferase 遺伝子に付加すると、コント
ロールと比較して luciferase 活性が有意に



減少した(図 2)。従って、M および G	3’UTR
は mRNA の分解能を促進する可能性が示唆さ
れた。	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
図 2	RABV の各遺伝子の 3’UTR が luciferase
遺伝子の転写後発現に与える影響。RABV の
3’UTR を挿入しないプラスミドから発現し
た luciferase タンパク質の活性に対する相
対値で表している。*P	<	0.05	
	
(3)	G	3’UTR が mRNA 分解能に与える影響	
	 上記解析により、特に G	3’UTR は mRNA の
分解能が高い可能性が示唆された。しかし、
Palusa ら(2012)は G	3’UTR が mRNA の分解を
抑制することを報告している(引用文献 2)。
しかし、RABV 野外株の G	3’UTR はおよそ 456
塩基長であるが、Palusa らは G	3’UTR が 72
塩基と短い ERA 株を解析に用いていたため、
長さの違いが結果に影響をしていた可能性
がある。そこで G	3’UTR の mRNA 分解能調べ
るために、ERA 株の G	3’UTR の 72 塩基に相
当する BRdg332 株の G	3’UTR 領域(62 塩基長)
と、全長の 3’UTR(456 塩基長)を挿入した
luciferase	mRNA を	HEK293T 細胞にトランス
フェクションし、24 時間後に細胞内の mRNA
残存量を qPCR で定量した。その結果、全長
の G3’UTR	mRNA	は短い G	3’UTR と比較して
mRNA の残存量が有意に減少した(図 3)。従っ
て、RABV 野外株の G	3’UTR は G	mRNA を分解
促進することが示唆された。	

図 3	G	3’UTR が luciferase遺伝子の転写後
発現に与える影響。ERA 株の G3’UTR と相同
なBRdg335の塩基配列を挿入した luciferase
遺伝子(62nt)、G	3’UTR の全長を挿入した
luciferase遺伝子(465nt)の luciferase活性
を、G3’UTR を挿入しない luciferase遺伝子

(0nt)と比較した。*P	<	0.05	
	
(4)	RABV	M	3’UTR と宿主タンパク質の相互
作用	
	 M	mRNA	3’UTR で高度保存領域が複数箇所
観察されたことから、これらの保存領域はタ
ンパク質が結合するモチーフ配列である可
能性がある。そこで M	3’UTR に宿主タンパ
ク質が結合することを確認するために、ビオ
チン標識した M	3’UTR	RNA を Neuro-2a 細胞
質タンパク質とインキュベートし、ゲルシフ
トアッセイを行った。その結果、細胞質タン
パク質とインキュベートしたビオチン標識 M		
3’UTR は移動度が変化したことから、M	
3’UTR には宿主タンパク質が結合する可能
性が示唆された(図 4A)。	
	 また、UV クロスリンクによりビオチン標識
M	3’UTR と Neuro-2a 細胞質タンパク質を架
橋し、SDS-PAGE を行った結果、M	3’UTR に
は 150kDa 付近のタンパク質が結合する可能
性が示唆された(図 4B)。現在、M	3’UTR に
結合するタンパク質の同定を行っており、こ
のタンパク質の種類が明らかになれば、M	
3’UTR の高度保存領域の機能が明らかにな
ることが期待される。	

	
図 4	 ビオチン標識 M	3’UTR と Neuro-2a 細
胞質タンパク質の(A)ゲルシフトアッセイ
(B)UV クロスリンク法	
	
(5)	RABV	N	CDS 高度保存領域	
	 N は CDS 領域の 5’側から約 20 塩基に同義
座位を含む連続的に保存された高度保存領
域が観察された(図 5A)。そこで RABV の N	CDS
高 度 保 存 領 域 を 5’ 側 に 挿 入 し 、
N-luciferase 融合遺伝子をコードする
plasmid を作製し、ミニゲノム系によるレポ
ーターアッセイを行った。その結果、N	CDS
に同義変異を挿入した場合、luciferase活性
が 70%程度低下した(図 5B)。また、N の高度
保存領域に同義変異を挿入したレスキュー
ウイルスを作製した結果、RABV の複製速度が
低下することが明らかになった(図 5C)。従っ
て、N	CDS の高度保存領域は RABV の複製に必
要な配列をコードしており、おそらく RNA 依
存性 RNA ポリメラーゼの認識に関わる領域で
あることが示唆された。	
	
	
	



	

	
図 5	(A)RABV 野外株 119 検体の N	CDS(塩基座
位 71-91)の Multiple	alignments。矢印は同
義変異を挿入した塩基座位と配列を示す。
(B)ミニゲノムレポーターアッセイ	(C)RABV
のフォーカスアッセイ。同義変異を入れた
RABV は複製速度が低下するためフォーカス
サイズが小さい。	
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