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研究成果の概要（和文）：エボラウイルスの主要標的細胞はマクロファージや樹状細胞であるとされているが、
これらの細胞でのウイルス増殖が致死的病態や、宿主応答へどのような働きをしているのかは未だ不明である。
本課題では、細胞特異的に発現している細胞内小分子RNAであるmicroRNAに着目し、microRNAのターゲット配列
を組み込むことで主要標的細胞特異的に増殖が抑制されたエボラウイルスを作出した。作出したウイルスの病原
性を親株と比較することにより、 エボラウイルスの病原性における主要標的細胞でのウイルス増殖の重要性を
確認した。

研究成果の概要（英文）：Cells of the mononuclear phagocyte system, such as macrophages/monocytes, 
are the primary target cells of Ebola virus (EBOV). To investigate the pathological significance of 
targeted infection of macrophages/monocytes by EBOV, we generated recombinant EBOV possessing the 
target sequences of microRNA (EBOV-miRt) that is expressed in hematopoietic cells. We first 
characterized the replication of EBOVs in the human hepatoma cells as well as the macrophage-derived
 cells. Compared with control EBOV, EBOV-miRt showed reduced replication in only macrophage-derived 
cells. To analyze the role of macrophages/monocytes in pathogenesis, mice were inoculated with 
mouse-adapted-EBOV-miRt or control mouse-adapted-EBOV. Mice infected with mouse-adapted-EBOV-miRt 
survived. Conversely, mice inoculated with mouse-adapted-EBOV succumbed to infection. These results 
suggested that replication in macrophages is an important factor contributing to a lethal outcome of
 EBOV infection. 

研究分野：ウイルス学

キーワード： ウイルス　病原性
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 エボラウイルスはヒトや類人猿に致死率
最大 90％の重篤な出血熱を引き起こす。しか
しながら、これまでに認可されたワクチンや
治療法は存在しない。ワクチン開発とともに
アウトブレイク発生後対策としても治療法
の開発は喫緊の課題であり、治療法開発の基
礎ともなるエボラウイルスの病原性解明は
重要である。エボラウイルスに感染すると免
疫抑制性傾向、全身性炎症反応に続いて血液
凝固系の破綻などがおこり、全身性ショック
をおこし死に至る。これまでにエボラウイル
スの主要標的細胞はマクロファージや樹状
細胞などであることが報告されてきたが、マ
クロファージや樹状細胞がエボラウイルス
感染の致死的病態にどのような役割を果た
しているか、また致死的病態にどのように関
与しているのかは未だ多くが不明である。そ
こで本課題ではエボラウイルスの致死的病
原性における主要標的細胞であるマクロフ
ァージや樹状細胞でのウイルス増殖に着目
し解析を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
 microRNA（miRNA）は 20—25 塩基の RNA で、
生物自身の遺伝子よりつくられて、相補的な
配列を持つメッセンジャーRNA（mRNA）と結
合することにより遺伝子発現を抑制するこ
とで細胞機能を調節する働きを持つ小分子
RNA である。近年、ウイルスの遺伝子にコー
ドされる miRNA や宿主細胞で産生された
miRNA がウイルス増殖や病原性に関与してい
ることが報告された１）。また特定の臓器で発
現している miRNA の相補配列（miRNAt）をウ
イルス遺伝子に組み込むことで、感染細胞に
おいてmiRNAと結合したウイルス遺伝子mRNA
からのタンパク質生成が抑制されることか
ら、miRNA を発現している臓器の細胞特異的
に増殖が抑制されたウイルスを作出する方
法が報告された。そこで本研究では、 
１）マクロファージや樹状細胞で発現してい
るmiRNAの相補配列を組み込んだ組換えエボ
ラウイルスを作出し、作出したウイルスがマ
クロファージや樹状細胞での増殖が抑制さ
れているか確認する 
２）マクロファージで増殖が抑制された組換
えエボラウイルスをマウスなどの実験動物
へ実験感染し、親株である通常の増殖能力を
もつエボラウイルスと病原性を比較する 
ことにより、エボラウイルスの致死的病原性
にマクロファージや樹状細胞でのウイルス
増殖がどのように関与しているか解明する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）組換えエボラウイルス遺伝子の作製 
エボラウイルスの部分遺伝子を組み込んだ
サブクローニングプラスミドを用いて、エボ
ラウイルスの L 遺伝子の停止コドン後に
miRNAt を組み込んだエボラウイルス遺伝子

を作製した。作出したサブクローニングプラ
スミドを用いて miRNAt を組み込んだエボラ
ウイルスの全長遺伝子を作出した。 
（２）リバースジェネティクス法による感染
性ウイルスの作出 
リバースジェネティクス法を用いて感染性
ウイルス粒子を作出した。作出した miRNAt
組換えエボラウイルスの遺伝子配列を確認
後、種々の培養細胞におけるウイルスの増殖
能力を、親株と機能を持たない対照配列を組
み込んだ対照株を用いて比較した。 
（３）マウスモデルにおける感染実験 
ヒトや類人猿に病原性をもつエボラウイル
スはマウスに病原性をもたないため、マウス
に致死的病原性を示すマウス馴化株に
miRNAt を組み込んだマウス馴化型 miRNAt 組
換えウイルスを作出した。作出した miRNAt
組換えエボラウイルスをマウスに実験感染
し、マクロファージでウイルス増殖が抑制さ
れた組換えエボラウイルスと親株であるマ
ウス馴化株との病原性を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞内において miRNA が mRNA に組み
込まれた miRNAt を認識することで目的の蛋
白質の発現が抑制されることが予測される。
一方で細胞内には多種のmiRNAが存在してい
る。マクロファージや樹状細胞で特異的に増
殖できない組換えウイルスを作出するため、
初めにマクロファージや樹状細胞に特異的
に発現しているmiRNAを選択することとした。
実際のウイルスを用いる実験を行う前に、エ
ボラウイルス遺伝子の 5’および 3’UTR の間
にレポーターとしてルシフェラーゼ遺伝子
を導入したエボラウイルスのミニゲノムシ
ステムの作成を試みた。エボラウイルスの増
殖の代わりにルシフェラーゼ活性の抑制率
を比較するため BSL2 施設で使用可能である
ことから、このシステムを用いてマクロファ
ージ特異的に遺伝子発現を抑制する miRNAt
の配列を検討する予定であった。しかしなが
らミニゲノムシステムの構築に予定より時
間がかかったこと、さらに同時に検討してい
たエボラウイルス部分遺伝子のサブクロー
ニングプラスミドへの遺伝子導入が効率よ
く行えたことから、ウイルスの作出を試みる
こととした。 
（２）エボラウイルスおよびエボラウイルス
の遺伝子全長配列を扱う実験は日本国内で
は許可されていないため米国の BSL４施設に
おいて実施した。これまでの報告２）よりマク
ロファージ及び樹状細胞特異的に発現する
miRNA をいくつか選択し、エボラウイルスの
L遺伝子の後にmiRNAt配列もしくは対照配列
を組込んだ全長遺伝子を作出し、BSL4 施設に
おいて組換えウイルスの作出を試みた。ヒト
に病原性を持つ野生株とともに、マウスモデ
ルを用いた解析に用いるためにマウスに馴
化させることでマウスやハムスターに対し
致死的病原性を示すようになったマウス馴
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