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 狂犬病は主に罹患動物による咬傷を介して感染し、発症すると特徴的な神経

症状を示して死亡する致死的感染症である。その歴史は古く、紀元前 2300 年頃

の法律であるエシュンナ法典に狂犬病に関する記述があり、紀元前 450 年頃に

は科学的な記録が残されている(Baer, 2007; 高山, 2000)。狂犬病は、日本、英国、

スカンジナビア半島の国々など一部の地域を除いて、全世界で発生しており、年

間の死亡者数推計は約 60,000 人(アジア地域：約 36,000 人、アフリカ地域：約

22,000 人)、年間の暴露後ワクチン接種者推計は約 2,000 万人に上る(Rupprecht et 

al., 2018; World Health Organization, 2018)。 

 日本では狂犬病の流行および蔓延防止対策として、1950 年に狂犬病予防法が

制定され、それに基づく飼育犬の登録および予防接種の義務化、また野犬や飼い

主不明犬の駆除および輸入検疫の厳格化がなされてきた。その結果、1957 年に

発生した猫の症例を最後に、国内の飼育犬および家畜における狂犬病発生は報

告されていない。しかしながら、近隣諸国には狂犬病が存在し、十分な対策を講

じなければ日本国内で狂犬病が再流行する危険性がある。また、人では輸入感染

事例が報告されており、1970 年にネパールでの犬による咬傷が 1 例、2006 年に

フィリピンでの犬による咬傷が 2 例発生している(Yamamoto et al., 2008; 菅沼他, 

2013; 高山, 2000)。このように、狂犬病は未だ公衆衛生上重要な人獣共通感染症

である。 
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 狂犬病の病原体である狂犬病ウイルス(RABV)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、非分節型マイナス鎖(NNS)-RNA

をゲノムにもつ。約 12,000 ヌクレオチド (nt)からなるウイルスゲノム

RNA(vRNA)は、3′リーダー配列から始まり、vRNA の保護に関わる核タンパク質

(Nucleoprotein; N)、RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ(RdRp)の小サブユニットであ

るリン酸化タンパク質(Phosphoprotein; P)、ウイルス粒子(VP)の構造を内側から

支えるマトリックスタンパク質(Matrix protein; M)、宿主細胞への吸着、侵入に関

わる糖タンパク質(Glycoprotein; G)、および RdRp の大サブユニットであるラー

ジタンパク質(Large protein; L)の 5 つの構造タンパク質遺伝子が、類似した転写

開始および終了シグナルと共にコードされ、5′トレーラー配列で終わる(Wunner, 

2007)。N によって vRNA はカプシド形成され、P および L と共にリボ核タンパ

ク質(RNP)複合体を形成する。RNP 複合体はさらに M および 3 量体 G を含む宿

主細胞由来の脂質 2 重膜で構成されるエンベロープに覆われることによって感

染性の VP が形成される(Gaudin et al., 1992; Mebatsion et al., 1999; Whitt et al., 1991)。

VP サイズは直径 75 nm - 80 nm、長さ約 180 nm の弾丸状の形態をしている

(Hummeler et al., 1967)。 

 遺伝子改変が可能なクローン化ゲノム DNA または cDNA から感染性ウイル

スを作出する技術であるリバースジェネティクス(RG)法が開発され、1994 年に
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は Schnell らが NNS-RNA ウイルスとして初めて RABV の RG 法の樹立に成功し

て以来(Schnell et al., 1994)、様々な NNS-RNA ウイルスの RG 法が開発、改良さ

れ(Collins et al., 1995; Garcin et al., 1995; Kato et al., 1996; Lawson et al., 1995; Radecke 

et al., 1995; Whelan et al., 1995; 加藤, 1997)、ウイルス遺伝子の機能解析を含む基

礎研究(Ito et al., 2001; Mebatsion et al., 1999; Okada et al., 2016; Yamaoka et al., 2017)

からウイルスベクターを用いた遺伝子治療を含むウイルス療法への応用研究

(Biacchesi et al., 2004; Bitzer et al., 2003; Fielding, 2005; Hasan et al., 1997; Nakaya et 

al., 2001; Russell, 2002; Schnell et al., 1996; Yu et al., 1997; 飯田他, 2003)が行われて

いる。NNS-RNA ウイルスにおける RG 法には一般的に vRNA-cDNA プラスミド

と共に vRNA の複製および mRNA の転写に関わる N、P および L 発現プラスミ

ドをヘルパープラスミドとして至適な量比で遺伝子導入する必要がある(Kato et 

al., 1996; 飯田他, 2003; 加藤, 1997)。vRNA-cDNA プラスミドから発現した

vRNA-cRNA はヘルパープラスミドから発現した N、P および L によって vRNA

が複製され、複製された vRNA から構造タンパク質が転写、翻訳されることに

よって子孫 VP が産生される。 

 国際ウイルス分類委員会(ICTV)において、ラブドウイルス科にはこれまでに

未分類を含めて 18 属 131 種が登録されている。ラブドウイルス科のウイルスは

一般的に NNS-RNA をゲノムにもつが、例外的に分節型マイナス鎖(SNS)-RNA
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をゲノムにもつラン壊疽斑紋ウイルス(OFV)の存在が報告されている(Kondo et 

al., 2006)。また、水胞性口炎ウイルス(VSV)および RABV において遺伝子欠損ウ

イルスが互いに不足するウイルスタンパク質を補完し合い増殖が維持されるこ

とが報告されている(Klingen et al., 2008; Muik et al., 2012)。さらに、ラブドウイ

ルス科と類似した vRNA 構造をもつパラミクソウイルス科の麻疹ウイルス

(MeV)およびニューカッスル病ウイルス(NDV)において vRNA の分節化が可能

であることが報告されている(Gao et al., 2008; Takeda et al., 2006)。これらの報告

は RABV においても RG 法を用いて vRNA の分節化が可能であることを示唆し

ている。 

 そこで本研究では、RABV の子孫ウイルス産生メカニズムの解明および新た

なウイルスベクター開発への展開のために分節化 vRNA を有した組換え

RABV(rRABV)を作出し、vRNA の分節化に伴う RABV 性状の変化を明らかとす

ることを目的として研究を行った。第 2 章では、分節型 rRABV の vRNA 構造を

設計し、RG 法によって分節型 rRABV の作出を試みた。第 3 章では、作出した

分節型 rRABV の VP 形成の確認および vRNA の分節化に伴う VP 性状の変化を

明らかとするために、電子顕微鏡観察および vRNA の相対定量解析を行った。

第 4 章では、分節型 rRABV の外来遺伝子であるレポーター蛍光タンパク質遺伝

子の安定性およびvRNAの分節化に伴う増殖動態の変化を明らかとするために、
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継代培養を行い、フォーカスアッセイを行った。 
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2. 1 はじめに 

 

 RABV は約 12,000 nt からなる NNS-RNA をゲノムにもつ。分節型 rRABV を

作出する場合、vRNA の分節化に伴って vRNA の nt 数は減少するため、vRNA

の複製速度が上昇し、結果としてウイルス増殖効率が上昇することが期待され

る。また、作出した rRABV をウイルスベクターとして用いるためには外来遺伝

子を搭載し、安定的に発現させる必要があるが、vRNA の nt 数には限界がある

ため、vRNA を分節化することによって、新たに搭載できる外来遺伝子数および

外来遺伝子の nt 数の増加が可能であることが期待される。さらに、RG 法を用い

た rRABV の作出には全長の vRNA-cDNA プラスミドを用いるため、vRNA の分

節化に伴って cDNA プラスミドの nt 数が減少することによって、クローニング

によるプラスミド構築効率およびコンピテントセルである大腸菌への形質転換

効率が上昇することが期待できる。以上のように vRNA の分節化によって多く

の利点が得られることが期待される。 

 そこで本章では、NNS-RNA をゲノムにもつ RABV において vRNA の分節化

が可能であるかを検討するために、分節型 rRABV の vRNA 構造を設計し、RG

法を用いて分節型 rRABV の作出を試みた。 
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2. 2 材料および方法 

 

2. 2. 1 培養細胞 

 培養細胞はシリアンハムスター胎児腎由来細胞株である BHK-21 細胞を用い

た。BHK-21 細胞は 10 % Tryptose phosphate broth (TPB; Difco, Detroit, MI)、5 % ウ

シ胎児血清 (FBS; Japan Bio Serum, Tokyo, Japan)および GlutaMAX™-I (Invitrogen, 

Carlsbad, CA)添加 Eagle’s MEM (Nissui, Tokyo Japan)を用いて 37 ℃、5 % CO2条件

下で培養した。培養細胞は CELLBANKER® 1 Plus (ZENOAQ, Fukushima Japan)を

用いて−80 ℃で凍結保存した。 

 

2. 2. 2 プラスミド構築 

 分節型 rRABVの vRNA構造は固定毒HEP-Flury株 (Inoue et al., 2003a; Genbank 

accession no. AB085828)の vRNA 配列を基礎とし、N-P-M-G 遺伝子領域をコード

する S1、そして L 遺伝子領域をコードする S2 に分節した。S1 および S2 発現を

判別するためのレポーター蛍光タンパク質遺伝子として DsRed 遺伝子を S1 に

おける G 遺伝子領域下流、eGFP 遺伝子を S2 における L 遺伝子領域上流に搭載

した。また、新たな転写ユニットを S1 における N-P および G-DsRed、そして S2

における eGFP-L遺伝子間に搭載した。S1およびS2は感染細胞内における vRNA
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複製および子孫 VP へのパッケージングのために 3′リーダー配列および 5′トレ

ーラー配列を搭載した(Finke and Conzelmann, 1997)。S1 および S2 cRNA 発現プ

ラスミドをそれぞれ pH-S1 および pH-S2 プラスミドとした。非分節型および分

節型 rRABV の vRNA 構造の模式図を図 2-1 に示す。プラスミドは In-Fusion® HD 

Cloning Kit (Clontech, Palo Alto, CA)を用いて構築し、E. coli HST08 Premium 

Competent Cells (Takara Bio, Shiga, Japan)に形質転換し、PureYield™ Plasmid 

Midiprep System (Promega, Madison, WI)を用いて精製した。pH-S1 および pH-S2

プラスミド構築に用いたプライマーを表 2-1 に示す。 

 

2. 2. 3 非分節型および分節型 rRABV の作出 

 実験対照とする非分節型 rRABV は既存の方法によって作出した(Inoue et al., 

2003a)。すなわち、非分節型 rRABV の vRNA-cDNA プラスミドである pHEP5.1-

2 プラスミド(2.00 μg)と共にヘルパープラスミドとして N 発現 pH-N プラスミド

(0.50 μg)、P 発現 pH-P プラスミド(0.25 μg)、G 発現 pH-G プラスミド(0.15 μg)お

よび L発現 pH-Lプラスミド(0.10 μg)を用いた。分節型 rRABV 作出には S1-cDNA

プラスミドである pH-S1 プラスミド(1.00 μg)および S2-cDNA プラスミドである

pH-S2 プラスミド(1.00 μg)と共にヘルパープラスミドとして N 発現 pH-N プラス

ミド(0.50 μg)、P 発現 pH-P プラスミド(0.25 μg)および G 発現 pH-G プラスミド
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(0.15 μg)を用いた。BHK-21 細胞を 24 well 細胞培養用プレートに 1.0×105 個/well

で播種し、37 ℃、5 % CO2条件下で培養した。播種 2 日後に TransIT-LT1 (Mirus, 

Madison, WI)および Opti-MEM® I Reduced Serum Medium (Gibco, Grand island, NY)

を用いて上述のプラスミドの遺伝子導入を行った。遺伝子導入 6 日後に培養上

清を回収し、新たに 24 well 細胞培養用プレートに播種した BHK-21 細胞に接種

し 37 ℃、5 % CO2条件下で培養した。接種 6 日後に蛍光顕微鏡 (IX71, Olympus, 

Tokyo, Japan)を用いて、レポーター蛍光タンパク質の発現を観察した。 

 

2. 2. 4 分節型 rRABV の vRNA 分離 

 分節型 rRABVの vRNAは接種 5日後のBHK-21細胞の培養上清からQIAamp® 

Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)を用いて分離し、RQ1 RNase-Free 

DNase (Promega)を用いて DNase 処理した。 

 

2. 2. 5 PCR および RT-PCR 

 分離した分節型 rRABV の vRNA は Blend Taq -Plus- (TOYOBO, Osaka, Japan)を

用いて PCR を行い、PrimeScript™ One Step RT-PCR Kit Ver. 2 (Takara Bio, Shiga, 

Japan)を用いて RT-PCR を行った。PCR および RT-PCR に用いたプライマーを表

2-2 に示す。 
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表 2-1 pH-S1 および pH-S2 プラスミド構築に用いたプライマー 

プライマー名 センス 領域 配列 (5'→3')

S1F FW + L  5'UTR & DsRed GAGACCCATATCAAGATGGCCTCCTCCGAGGAC

S1F RV − L  3'UTR & DsRed TCATTAATGTCCGGCCTACAGGAACAGGTGGTG

S1V FW + L  3'UTR GCCGGACATTAATGAAAGCCTGTAC

S1V RV − L  5'UTR CTTGATATGGGTCTCGAGATGAGAA

S2F FW + N  5'UTR & eGFP TGTAACACCCCTACAATGGTGAGCAAGGGCGAG

S2F RV − G  3'UTR & eGFP AAGGATGACCGGCCTTTACTTATACAGCTCG

S2V FW + G  3'UTR AGGCCGGTCATCCTTTTGACACCTC

S2V RV − N  5'UTR TGTAGGGGTGTTACATTTTTGCTTTG

配列の下線部領域は重複領域を示す。
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表 2-2 PCR および RT-PCR に用いたプライマー 

プライマー名 センス 位置* 領域 配列(5'→3')

PF + 1826-1845 P  gene GAATGAGGGAGAGGACCCCA

PR − 2010-2029 P  gene CGGCCAGTAGTTTGGGTTGA

LF + 11203-11222 L  gene ATCTACCGCTTTAGGCGACG

LR − 11326-11345 L  gene TGAACACTGGGGTGTCATCG

* GenBank accession no. AB085828
 

 



 14 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1 vRNA 構造の模式図 

非分節型 rRABV の vRNA は 3′リーダー領域から始まり、N-P-M-G-L 遺伝子をコ

ードし、5′トレーラー領域に終わる。分節型 rRABV の vRNA である S1 は N-P-

M-G 遺伝子領域をコードし、S2 は L 遺伝子領域をコードする。レポーター蛍光

タンパク質遺伝子として DsRed 遺伝子を S1 における G 遺伝子領域下流、eGFP

遺伝子を S2 における L 遺伝子領域上流に搭載している。また、新たな転写ユニ

ットを S1 における N-P および G-DsRed、S2 における eGFP-L 遺伝子間に搭載

し、■で示す。S1 および S2 は感染細胞内における vRNA 複製および子孫 VP へ

のパッケージングのために 3′リーダー配列および 5′トレーラー配列を搭載して

いる。 

 

5′3′ N P M G DsRed

S1 (5,973 nt)

5′3′ eGFP L

S2 (7,513 nt)

分節型rRABV

5′3′ N P M G L

全長 (11,679 nt)
非分節型rRABV
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2. 3 成績 

 

2. 3. 1 レポーター蛍光タンパク質の検出 

 分節型 rRABV の作出を確認するために遺伝子導入細胞の培養上清を回収し、

新たに播種した BHK-21 細胞に接種した。その結果、接種細胞において S1 に搭

載した DsRed および S2 に搭載した eGFP のレポーター蛍光タンパク質発現が観

察された(図 2-2)。また、接種細胞には DsRed または eGFP のみ発現している細

胞と DsRed および eGFP の両方を発現している細胞が観察された。 

 

2. 3. 2 分節型 rRABV の vRNA の検出 

 作出した分節型 rRABVの接種細胞におけるレポーター蛍光タンパク質発現が

プラスミド由来ではなく、ウイルス増殖に伴う発現であることを確認するため

に、vRNA の検出を行った。その結果、DNase 処理の有無に関わらず PCR の増

幅産物は確認されなかったが、RT-PCR の増幅産物が確認された(図 2-3)。このこ

とから分節型 rRABV の vRNA はプラスミドの遺伝子導入に伴う発現ではなく、

ウイルス増殖に伴う発現であることが確認された。 

 

2. 3. 3 分節型 rRABV の作出における L 発現プラスミドの影響 
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 分節型 rRABV の作出条件を確認するために、ヘルパープラスミドの有無によ

るレポーター蛍光タンパク質発現を観察した。その結果、分節型 rRABV は L 発

現 pH-L プラスミド無添加の条件下において S2 に搭載した eGFP が発現してお

り、分節型 rRABV の作出には L 発現 pH-L プラスミドの遺伝子導入を必要とし

ないことが確認された(図 2-4)。 
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図 2-2 分節型 rRABV 由来レポーター蛍光タンパク質の発現 

遺伝子導入細胞の培養上清を接種した BHK-21 細胞(接種 6 日後)。スケールバー

は 200μm を示す。 

 

eGFP (S2)DsRed (S1) Merge
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図 2-3 分節型 rRABV の vRNA の検出 

作出した分節型 rRABV接種BHK-21細胞の培養上清から vRNAを分離し、DNase

処理後、S1 の P 遺伝子領域および S2 の L 遺伝子領域を標的として PCR および

RT-PCR を行った。 

 

S2

S1

RT

DNase + −

+ +− −
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図 2-4 分節型 rRABV の作出における L 発現プラスミドの影響 

遺伝子導入細胞の培養上清を接種した BHK-21 細胞(接種 5 日後)。 

+：pH-S1(1.00μg)、pH-S2(1.00μg)、pH-N(0.50μg)、pH-P(0.25μg)、pH-G(0.15μg)、

+：pH-L(0.10μg) 

−：pH-S1(1.00μg)、pH-S2(1.00μg)、pH-N(0.50μg)、pH-P(0.25μg)、pH-G(0.15μg) 

 

+ −

pH-L
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2. 4 考察 

 

 NNS-RNAウイルスにおけるRG法を用いた組換えウイルスの作出には一般的

に vRNA-cDNA プラスミドと共に vRNA の複製および mRNA の転写に関わるウ

イルスタンパク質である N、P および L 発現プラスミドの遺伝子導入が必要と

なる。しかしながら、本研究によって確立した分節型 rRABV の作出には L 発現

プラスミドの遺伝子導入を必要としなかった。本研究において vRNA-cDNA プ

ラスミドおよびウイルスタンパク質発現プラスミドにはサイトメガロウイルス

(CMV)プロモーター駆動性プラスミドを使用しており、さらに vRNA の効率的

な複製に重要となる正確な末端配列形成のために CMV プロモーターと 3′リー

ダー配列間に RNA 自己切断活性を有するハンマーヘッド型リボザイム(HmRz)

配列を搭載している。しかしながら、HmRz の RNA 自己切断活性は完全ではな

く、CMV プロモーターの mRNA 発現活性が高いために、vRNA の分節化に伴っ

て CMV プロモーターと L 遺伝子領域が近接したことで S2-cDNA プラスミドで

ある pH-S2 プラスミドから L が発現し、分節型 rRABV の作出に適した量の L

が供給されたと推察される。 

 本章では、vRNA-cDNA プラスミドと共にヘルパープラスミドを細胞に遺伝子

導入することにより分節型 rRABV を作出する RG 法を確立した。また、分節型
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rRABV 接種細胞の培養上清から vRNA が検出されたことから、S1 または S2、

もしくは S1 および S2 の両方をパッケージングした VP が放出されていること

が示唆された。 
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2. 5 小括 

 

 分節型 rRABV の vRNA 構造を設計し、RG 法を用いて分節型 rRABV の作出

を試みた。 

 分節型 rRABV の vRNA 配列は固定毒株 HEP-Flury 株の vRNA 配列を基礎と

し、N-P-M-G 遺伝子領域をコードする S1、そして L 遺伝子領域をコードする S2

に分節した。S1 および S2 発現を判別するためのレポーター遺伝子として DsRed

遺伝子を S1 の G 遺伝子領域下流、eGFP 遺伝子を S2 の L 遺伝子領域上流に挿

入した。S1 および S2 は感染細胞内における vRNA の複製および VP へのパッケ

ージングのために 3′リーダー配列および 5′トレーラー配列を搭載した。S1-cDNA

プラスミド(pH-S1)および S2-cDNA プラスミド(pH-S2)をヘルパープラスミドで

ある N、P および G 発現プラスミドと共に BHK-21 細胞に遺伝子導入すること

によって分節型 rRABV の作出を行った。 

 一般的に RG 法による rRABV の作出には vRNA-cDNA プラスミドと共に

vRNA の複製および mRNA の転写に関わる N、P および L 発現プラスミドの遺

伝子導入が必要とされているが、分節型 rRABV の作出には L 発現プラスミドの

遺伝子導入を必要としなかった。本研究において用いた CMV プロモーターの

mRNA発現活性が高いために、vRNAの分節化に伴ってpH-S2から分節型 rRABV
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の作出に適した量の L が供給されたと推測される。 

 また、作出した分節型 rRABV の接種細胞におけるレポーター蛍光タンパク質

の発現が確認され、培養上清において vRNA が検出されたことから、VP が放出

されていることが示唆された。 
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第 3 章 

 

 

分節型 rRABV の VP 性状の解析 
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3. 1 はじめに 

 

 第 2 章において、作出した分節型 rRABV の接種細胞の培養上清に VP が放出

されていることが示唆された。RABV と同様にラブドウイルス科に分類される

VSV では vRNA の nt 数の変化に伴って VP の長さが変化することが報告されて

おり(Schnell et al., 1996)、例外的に SNS-vRNA をゲノムにもつ OFV では弾丸状

を呈する小型の VP が存在することが報告されている(Kondo et al., 2006)。その

ため、分節型 rRABV の VP サイズは非分節型 rRABV と比較して小型化してい

ることが想定される。しかしながら、ラブドウイルス科と類似した vRNA 構造

をもち、実験的に vRNA の分節化が可能であることが報告されているパラミク

ソウイルス科のウイルスでは複数の vRNA をパッケージングした VP が存在し

(Dahlberg and Shimon, 1969; Granoff, 1959; Hosaka et al., 1966; Rager et al., 2002)、

パッケージングされた vRNA の量に相関して VP サイズが大型化することが報

告されている(Hosaka et al., 1966)。そこで本章では、分節型 rRABV の VP 形成の

確認および vRNA の分節化に伴う VP 性状の変化を明らかにするために、電子

顕微鏡観察および vRNA の相対定量解析を行った。 
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3. 2 材料および方法 

 

3. 2. 1 細胞培養 

 培養細胞はシリアンハムスター胎児腎由来細胞株である BHK-21 細胞を用い

た。BHK-21細胞は 10% TPB (Difco)、5% FBS (Japan Bio Serum)および GlutaMAX™-

I (Invitrogen)添加 Eagle’s MEM (Nissui)を用いて 37 ℃、5 % CO2条件下で培養し

た。培養細胞は CELLBANKER® 1 Plus (ZENOAQ)を用いて−80 ℃で凍結保存し

た。 

 

3. 2. 2 VP の精製 

 3 継代培養後の非分節型および 20 継代培養後の分節型 rRABV 接種細胞の培

養上清をそれぞれ接種 5 日後および 9 日後に回収し、1,500 × g で 20 分間遠心を

行った。VP 精製には Optiprep™ (Axis-shield, Oslo, Norway)のイオジキサノール溶

液を用いて密度勾配遠心分離を行った。超遠心用チューブ Ultra-Clear™ Centrifuge 

tubes (Beckman Coulter, Brea, CA)に作製した 12 % (w/v, 4ml)および 50 % (w/v, 1ml)

のイオジキサノール溶液の不連続勾配溶液に遠心分離を行った培養上清を重層

した。SW40Ti Rotor (Beckman Coulter)および Optima™ LE-80K Ultracentrifuge 

(Beckman Coulter)を用いて 4 ℃、120,000 × g の条件下で 2 時間遠心分離を行った
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後、ウイルスバンドを回収した。 

 

3. 2. 3 電子顕微鏡観察 

 18 継代培養後の分節型 rRABV の接種細胞における微細構造の観察のために

10 % 中性緩衝ホルマリンで固定した接種 9 日後の感染細胞を 1 % 四酸化オス

ミウムで固定後、エポキシ樹脂に包埋した。超薄切片は酢酸ウラニルとクエン酸

鉛を用いて染色後、電子顕微鏡観察を行った。 

 密度勾配遠心分離によって精製した非分節型および分節型 rRABV は 2 % グ

ルタルアルデヒド(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, WI)を用いて固定後、2 % 

酢酸ウラニル(Cerac Incorporated, Milwaukee, WI)を用いてネガティブ染色を施し

た。VP 観察は花市電子顕微鏡技術研究所(Aichi, Japan)の H-7600 transmission 

electron microscope (Hitachi, Tokyo, Japan)を用いて行った。 

 

3. 2. 4 非分節型および分節型 rRABV の vRNA 分離 

 精製した非分節型および分節型 rRABV を感染多重度(MOI) 0.01 で細胞に接種

し、37 ℃、5 % CO2 条件下で培養した。接種 1 日-8 日後の接種細胞の培養上清か

ら QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen)を用いて vRNA を分離した。 
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3. 2. 5 定量 RT-PCR 

 分離した vRNA は ReverTra Ace® (TOYOBO)を用いて 3′リーダー配列領域から

cDNA 合成した。定量 RT-PCR は SYBR® Premix Ex Taq™ Ⅱ (Tli RNase H Plus; 

Takara Bio)および Thermal Cycler Dice® Real Time System Ⅱ (Takara Bio)を用いて

測定した。定量 RT-PCR に用いたプライマーを表 3-1 に示す。 
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表 3-1 定量 PCR に用いたプライマー 

プライマー名 センス 位置* 領域 配列(5'→3')

RT + 28-50 3' leader GTATACAGCGTCATTTGCAAAGC

PF + 1826-1845 P  gene GAATGAGGGAGAGGACCCCA

PR − 2010-2029 P  gene CGGCCAGTAGTTTGGGTTGA

LF + 11203-11222 L  gene ATCTACCGCTTTAGGCGACG

LR − 11326-11345 L  gene TGAACACTGGGGTGTCATCG

* GenBank accession no. AB085828
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3. 3 成績 

 

3. 3. 1 分節型 rRABV 接種細胞の観察 

 分節型 rRABV 接種細胞における微細構造を、透過型電子顕微鏡を用いて観察

した。その結果、ウイルス感染に伴う細胞質内封入体の形成および VP 様構造物

の存在が確認された(図 3-1)。 

 

3. 3. 2 VP の観察 

 分節型 rRABV の VP 形態およびサイズを確認するために、密度勾配遠心分離

によって精製した VP をネガティブ染色し、透過型電子顕微鏡を用いて観察を行

った。その結果、分節型 rRABV の VP 形態は RABV に特徴的な弾丸状の形態を

しており、長さは約 130 nm (110 nm - 150 nm)であった。非分節型 rRABV の VP

の長さは約 200 nm (190 nm - 210 nm)であるため、vRNA の分節化に伴って VP の

長さが短くなることが確認された(図 3-2)。一方で、VP の直径に関しては、非分

節型および分節型 rRABV においてほとんど変わらず約 100 nm であった。 

 

3. 3. 3 vRNA の相対量解析 

 分節型 rRABV の VP における vRNA のパッケージング様式を確認するため
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に、S1 および S2 の相対値の比較を行った。その結果、分節型 rRABV における

S2(L)/S1(P)相対値は 0.58 であり、非分節型 rRABV と比較して有意に低いことが

確認された(図 3-3)。 
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図 3-1 分節型 rRABV の接種細胞における微細構造 

18 継代培養後の分節型 rRABV を BHK-21 細胞に接種し、透過型電子顕微鏡を用

いて接種 9 日後の感染細胞の微細構造を観察した。ウイルス感染に伴う細胞質

内封入体の形成(＊)および RABV の VP 様構造物の存在(→)が確認された。N は

細胞核を、スケールバーは左図が 2 μm、右図が 100 nm を示す。 

 

N

＊ 
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図 3-2 非分節型および分節型 rRABV の VP 

密度勾配遠心分離によって精製した rRABV の VP をネガティブ染色し、透過型

電子顕微鏡を用いて観察を行った。スケールバーは 100 nm を示す。 

 

分節型rRABV非分節型rRABV
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図 3-3 vRNA の相対量解析 

分節型 rRABV における S1 および S2 の相対量を比較するために、P および L 遺

伝子領域を標的として定量 RT-PCR を行った。非分節型および分節型 rRABV は

それぞれ 24 検体ずつ用いた。全ての測定は 3 well ずつ行い、平均値±標準偏差

の測定値を示す。(＊)は P 値 < 0.01 の有意差を示す。 
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3. 4 考察 

 

 分節型 rRABV の VP は RABV に特徴的な弾丸状の形態をしていることが確認

された。一方で、VP サイズに関して非分節型 rRABV と比較すると VP の直径

はほとんど変化が認められなかったが、VP の長さはおよそ半分になっているこ

とが確認された。これらの結果は、RABV と同じラブドウイルス科に分類され

る VSV における vRNA の nt 数と VP サイズに関する研究報告(Schnell et al., 1996)

と同様であることを RABV においても実証した。また、ラブドウイルス科と近

縁なパラミクソウイルス科のウイルスでは複数の vRNA をパッケージングした

VP が存在し(Dahlberg and Simon, 1969; Granoff, 1959; Hosaka et al., 1966; Rager et 

al., 2002)、パッケージングされた vRNA の量に相関して VP サイズが大型化する

ことが報告されている(Hosaka et al., 1966)。以上のことを考慮すると、本研究で

作出した分節型 rRABV の VP は S1 および S2 の両方ではなく、S1 または S2 の

どちらか一方をパッケージングしている可能性が高く、ラブドウイルス科のウ

イルスが複数の vRNA をパッケージングする能力はパラミクソウイルス科のウ

イルスより低いことが想定される。 

 そこで、分節型 rRABV における S1 および S2 の vRNA の相対量の比較を行

った。もし、分節型 rRABV 接種細胞において S1 および S2 が並行して複製さ
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れ、S1 および S2 の両方をパッケージングした子孫 VP が放出されると仮定する

と、P および L 遺伝子領域を標的とした定量 RT-PCR における CT 値の割合は非

分節型 rRABV と同様に 1.00 に近似するはずである。しかしながら、分節型

rRABV における S2(L)/S1(P)は 0.58 であり、1.00 よりも有意に低くなっていた。

この結果は分節型 rRABV 接種細胞の培養上清中に S1 または S2 のどちらか一

方をパッケージングした少なくとも 2 種類の子孫 VP(S1VP または S2VP)が放出

されていることを示唆する。つまり、S1VP および S2VP は互いにサテライトウ

イルスであると同時にヘルパーウイルスの関係になっていると考えられる。ま

た、分節型 rRABV の vRNA は S1 が 5,973 nt であり、S2 が 7,513 nt であるため、

S2 より S1 の方が短く、より効率的に複製された結果として S1VP が多く産生さ

れていると推定される。分節型 rRABV の S1 および S2 の複製速度が異なるとい

うことは、分節型 rRABV の増殖は永久的には継続しないことが想定される。 
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3. 5 小括 

 

 作出された分節型 rRABV の VP 形成の確認および vRNA の分節化に伴う VP

性状の変化を明らかにするために、電子顕微鏡観察および vRNA の相対定量解

析を行った。 

 分節型 rRABV の VP は RABV に特徴的な弾丸状の形態をしていることが確認

された。VP サイズに関して非分節型 rRABV(約 200 nm)と比較すると長さは半分

程度(約 130 nm)であり、vRNA の nt 数は非分節型 rRABV が 11,679nt、分節型

rRABV の S1 が 5,973 nt、S2 が 7,513 nt であることより nt 数と VP 長さに相関関

係があることが示された。また、VP 直径はほとんど変化していなかったことか

ら分節型 rRABV の VP は S1 または S2 のどちらか一方をパッケージングしてい

る可能性が高いことが示唆された。 

 そこで、分節型 rRABV の S1 および S2 の相対量の比較を行った。もし分節型

rRABV 接種細胞において S1 および S2 が並行して複製され、S1 および S2 の両

方をパッケージングした VP が放出されると仮定すると、S1 における P 遺伝子

領域および S2 における L 遺伝子領域を標的とした RT-PCR の増幅産物の相対量

は非分節型 rRABV と同様に 1.00 に近似するはずであるが、分節型 rRABV にお

ける S2(L)/S1(P)は 0.58 と低かった。したがって分節型 rRABV 接種細胞の培養
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上清中には S1 または S2 をパッケージングした少なくとも 2 種類の VP(S1VP ま

たは S2VP)が放出されていることが示された。また、分節型 rRABV の vRNA は

S2 よりも S1 の方が短く、複製速度が速い結果として S1VP が多く産生されてい

ると想定される。 

 以上の結果より、分節型 rRABV には S1 または S2 をパッケージングした VP

が存在し、互いにサテライトウイルスであると同時にヘルパーウイルスとして

機能していることが示唆された。 
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分節型 rRABV の外来遺伝子発現能および増殖動態の解析 
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4. 1 はじめに 

 

 第 2 章において、分節型 rRABV は外来遺伝子であるレポーター蛍光タンパク

質遺伝子の発現が可能であることが確認された。また、第 3 章において、分節型

rRABVの増殖にはS1VPおよびS2VPの共感染が必要であることが確認された。

レトロウイルス科以外のRNAウイルスを用いたウイルスベクターは感染細胞の

核内へは入らず、細胞質内で vRNA を複製し、ウイルスタンパク質を転写、翻

訳するため、染色体を改変するリスクは原理上なく、従来の DNA ウイルスを用

いたウイルスベクターがもつ危険性を根本的に回避できる利点をもつ。しかし

ながら、免疫原性や安全性、外来遺伝子の安定性などの多くの問題点が残ってい

る(Takayama-Ito et al., 2006)。そこで本章では、外来遺伝子であるレポーター蛍光

タンパク質遺伝子発現の安定性の確認および vRNA の分節化に伴う RABV の増

殖動態の変化を解析するために継代培養を行い、フォーカスアッセイを行った。 
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4. 2 材料および方法 

 

4. 2. 1 細胞培養 

 培養細胞はシリアンハムスター胎児腎由来細胞株である BHK-21 細胞を用い

た。BHK-21細胞は 10% TPB (Difco)、5% FBS (Japan Bio Serum)および GlutaMAX™-

I (Invitrogen)添加 Eagle’s MEM (Nissui)を用いて 37 ℃、5 % CO2条件下で培養し

た。培養細胞は CELLBANKER® 1 Plus (ZENOAQ)を用いて−80 ℃で凍結保存し

た。 

 

4. 2. 2 分節型 rRABV の継代培養 

 BHK-21 細胞を 24 well 細胞培養用プレートに 1.0×105個/well で播種し、37 ℃、

5 % CO2条件下で培養した。播種 2 日後にウイルス液(100 μl)を接種し、10 % TPB 

(Difro)、5 % FBS (Japan Bio Serum)および GlutaMAX™-I (Invitrogen)添加 Eagle’s 

MEM (Nissui; 900 μl)を加え、全量 1,000 μl とし、37 ℃、5 % CO2条件下で培養し

た。接種 5 日後に培地を全交換し、接種 10 日後に上記の操作を繰り返し、継代

培養を行った。 

 

4. 2. 3 分節型 rRABV の vRNA 分離 
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 16 継代培養した分節型 rRABV の vRNA は接種細胞の培養上清から QIAamp® 

Viral RNA Mini Kit (Qiagen)を用いて分離し、RQ1 RNase-Free DNase (Promega)を

用いて DNase 処理した。 

 

4. 2. 4 RT-PCR 

 分離した分節型 rRABV の vRNA は PrimeScript™ One Step RT-PCR Kit Ver.2 

(Takara Bio)を用いて RT-PCR を行った、RT-PCR に用いたプライマーを表 4-1 に

示す。 

 

4. 2. 5 免疫組織化学的検索 

 18 継代培養した分節型 rRABV の培養上清を BHK-21 細胞に接種した。接種

10 日後、セルスクレーパーを用いて細胞を回収し、200 × g で 10 分間遠心した。

細胞ペレットは Mildform® 10 NM (Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan)を用いて固

定後、1,500 rpm で 5 分間遠心し、1 % アルギン酸ナトリウムを滴下後、さらに

4,000 rpm で 5 分間遠心した。上清を除去し、CaCl2を滴下し硬化した細胞塊を上

昇アルコール系列で脱水、クリアプラスで透徹後、パラフィン包埋した。包埋ブ

ロックは 3 μm の厚さで切片を作製し、免疫組織化学的染色に供した。作製した

切片は脱パラフィン後、下行アルコール系列で再水和し、0.25 % トリプシンに
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より抗原を賦活化した。内因性ペルオキシターゼは 0.3 % 過酸化水素加メタノ

ールを室温で 60 分間反応させて除去し、非特異的反応を抑制するため、10 % 正

常ヤギ血清(Nichirei Bioschience Inc., Tokyo, Japna)でブロッキングした。一次抗体

はウサギ抗 N 抗体、ウサギ抗 P 抗体、マウス抗 G 抗体(Anti-G mAb #1-46-12)を

それぞれ 1,200 倍希釈し、4 ℃で一晩反応させた(Inoue et al., 2003b; Irie et al., 2002; 

Irie and Kawai, 2002, 2005; Park et al., 2006)。ウサギ抗 N 抗体およびウサギ抗 P 抗

体は国立感染症研究所獣医科学部の井上 智 博士、マウス抗 G 抗体(Anti-G mAb 

#1-46-12)は生産開発科学研究所分子微生物研究室の河合 明彦 博士に分与して

いただいた。二次抗体には Histofine® Simple Stain MAX-PO (R) (Nichirei Bioscience 

Inc.)あるいは Histofine® Simple Stain MAX-PO (M) (Nichirei Bioscience Inc.)をそれ

ぞれ室温で 30 分間反応させた。反応させた切片は Simple Stain DAB 溶液(Nichirei 

Bioscience Inc.)により可視化し、ヘマトキシリンで対比染色を施した。 

 

4. 2. 6 フォーカスアッセイ 

 BHK-21 細胞を 24 well 細胞培養用プレートに 1.0×105個/well で播種し、37 ℃、

5 % CO2条件下で培養した。播種 2 日後に培養上清を除去し、Hanks’ Balanced Salt 

Solution (HBSS)を用いて洗浄した。10 倍階段希釈した非分節型および分節型

rRABV を細胞に接種し、37 ℃、5 % CO2の条件下で 15 分ごとに振盪しながら 1
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時間ウイルス吸着を行った。吸着後、接種したウイルス液を除去し、HBSS で洗

浄した。その後、5 % FBS および 0.5 % メチルセルロース添加 Eagle’s MEM 

(Nissui)を 0.5 ml 加え、37 ℃、5 % CO2条件下で培養した。接種 4 日後、接種細

胞に 0.5 ml の 4 % Paraformaldehyde Phosphate Buffer Solution (Wako Pure Chemicals)

を加え、室温で 10 分間固定した。固定後に培養上清を除去し、PBS (pH 8.5)を用

いて洗浄した。固定したウイルス接種細胞に 0.5 ml の 80 %アセトン(Wako Pure 

Chemicals)を加え、室温で 20 分間、後固定した。その後、後固定液を除去し、

PBS (pH 8.5)を用いて洗浄した。ウイルス感染に伴うフォーカス形成はFITC Anti-

Rabies Monoclonal Globulin (Fujirebio Diagnostics, Malvern, PA)を用いて染色し、ウ

イルス力価を測定するために蛍光顕微鏡 (Olympus)を用いてフォーカス数を確

認した。 

 

4. 2. 7 ウイルス増殖効率 

 精製した非分節型および分節型 rRABV を MOI 0.01 または 0.1 の条件下で

BHK-21 細胞に接種し、37 ℃、5 % CO2条件下で培養した。ウイルス接種細胞の

培養上清を接種 1 日-7 日後に回収し、フォーカスアッセイによりウイルス力価

を測定した。 
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表 4-1 RT-PCR に用いたプライマー 

プライマー名 センス 位置* 領域 配列(5'→3')

GF + 3355-3378 G gene AACATCCCTCAAAAGACTTAGGGA

GR − 4354-4370 G gene AACCCGGGGACAAGTTT

G-LF + 4591-4614 G-L  gene ATAGAGTTATTGGAATCCTCAGTT

G-LR − 5197-5217 G-L  gene TCTGACTCAACTGGATCAATG

LF + 11203-11222 L  gene ATCTACCGCTTTAGGCGACG

LR − 11326-11345 L  gene TGAACACTGGGGTGTCATCG

* GenBank accession no. AB085828
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4. 3 成績 

 

4. 3. 1 外来遺伝子発現の安定性 

 分節型 rRABVにおける外来遺伝子であるレポーター蛍光タンパク質遺伝子の

安定性を確認するために、分節型 rRABV を 3 継代株に分け(継代株 1-3)、独立し

て継代培養を行った。その結果、継代株 1 では 16 継代目において S2 に搭載し

た eGFP の発現低下が確認された。一方で、継代株 2 では 12 継代目において S1

に搭載した DsRed の発現低下が確認された。また、継代株 3 では 10 継代目にお

いて S1 に搭載した DsRed および S2 に搭載した eGFP の発現がほとんど観察さ

れなくなった(図 4-1)。 

 

4. 3. 2 相同組換えの確認 

 分節型 rRABV の継代株 1-3 における DsRed および eGFP のレポーター蛍光タ

ンパク質の発現低下が S1 および S2 の相同組換えを原因としていないことを確

認するために、16 継代培養した分節型 rRABV の継代株 1-3 から vRNA を分離

し、G-L 遺伝子領域を標的として RT-PCR を行った。その結果、継代株 1-3 にお

いて G および L 遺伝子領域をそれぞれ標的とした RT-PCR の増幅産物が確認さ

れたが、G-L 遺伝子間領域を標的とした RT-PCR の増幅産物は確認されなかった
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(図 4-2)。 

 

4. 3. 3 ウイルスタンパク質の検出 

 18 継代目の分節型 rRABV 接種細胞において HE 染色および免疫組織化学的

染色を行った。その結果、継代株 1-3 において好酸性の細胞質内封入体の形成が

確認された。N および P は細胞質内封入体部位に局在していることが確認され

た。一方で G は細胞膜付近に局在していることが確認された(図 4-3)。 

 

4. 3. 4 ウイルス増殖効率 

 非分節型および分節型 rRABV の増殖効率を比較するために FITC 標識抗 N 抗

体を用いてフォーカスアッセイを行った。フォーカスサイズに関して非分節型

rRABV と比較すると分節型 rRABV は小さくなっていることが確認された(図 4-

4)。また、接種 5 日後におけるウイルス力価は非分節型 rRABV は 7.9 Log FFU/ml

であり、分節型 rRABV は 5.6 Log FFU/ml であった(図 4-5)。さらに、分節型 rRABV

はウイルス感染に伴う細胞変性効果(CPE)をほとんど示さないことが確認され

た(図 4-6)。 
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図 4-1 継代培養に伴う分節型 rRABV のレポーター蛍光タンパク質発現の変化 

分節型 rRABV を異なる 3 つの継代株に分け、継代培養を行った。継代株 1 は 16

継代目において eGFP 発現が低下した。継代株 2 は 12 継代目において DsRed 発

現が低下した。継代株 3 は 10 継代目において DsRed および eGFP 発現が低下し

た。スケールバーは 600μm を示す。 

 

継代株1

DsRed eGFP Merge

(16継代目)

継代株2

(12継代目)

継代株3

(10継代目)
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図 4-2 RT-PCR による相同組換えの確認 

16 継代培養を行った分節型 rRABV の継代株 1-3 の培養上清から vRNA を分離

し、G 遺伝子領域、G-L 遺伝子間領域および L 遺伝子領域を標的として RT-PCR

を行った。非分節型 rRABV の vRNA をポジティブコントロール(P)として用い

た。 

 

G

G-L

L

N P

継代株

1 2 3
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図 4-3 免疫組織化学的検索 

18 継代培養後の分節型 rRABV を接種した BHK-21 細胞を用いて免疫組織化学

的検索を行った。HE 染色によって好酸性の細胞質内封入体の形成が確認された

(赤矢印)。N および P は好酸性の細胞質内封入体部位に局在していることが確認

された。一方で、G は細胞膜付近に局在することが確認された(黒矢印)。スケー

ルバーは 10 μm を示す。 

 

HE

抗P抗体 抗G抗体抗N抗体



 51 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-4 フォーカスサイズ 

精製した非分節型および分節型 rRABV を MOI 0.1 の条件で BHK-21 細胞に接種

し、接種 4 日後に FITC 標識抗 N 抗体を用いて染色を行った。フォーカスサイ

ズは非分節型 rRABV が約 600 μm、分節型 rRABV が約 200 μm であった。スケ

ールバーは 200 μm を示す。 

 

非分節型rRABV 分節型rRABV
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図 4-5 精製 rRABV の増殖曲線 

精製した非分節型および分節型 rRABV を MOI 0.01 または 0.1 の条件で BHK-21

細胞に接種し、接種 1 日-7 日後におけるウイルス力価をフォーカスアッセイに

より測定した。MOI 0.01 および 0.1 の条件における非分節型 rRABV の増殖曲線

を黒丸および黒四角、分節型 rRABV の増殖曲線を灰丸および灰四角で示す。全

ての測定は 3 well ずつ行い、平均値±標準偏差の測定値を示す。 
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図 4-6 vRNA の分節化に伴う CPE の変化 

精製した非分節型および分節型 rRABV を MOI 0.01 の条件で BHK-21 細胞に接

種し、接種 7 日後における CPE を観察した。スケールバーは 1,000 μm を示す。 

 

分節型rRABV非分節型rRABV Mock
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4. 4 考察 

 

 分節型 rRABV はレポーター蛍光タンパク質遺伝子として DsRed 遺伝子を S1

に、eGFP 遺伝子を S2 に搭載している。分節型 rRABV は継代培養を繰り返すこ

とによってレポーター蛍光タンパク質の発現が低下することが確認された。し

かしながら、レポーター蛍光タンパク質の発現が低下した分節型 rRABV の接種

細胞の培養上清において vRNA の存在が確認され、接種細胞内においてウイル

ス感染に伴う好酸性の細胞質内封入体の形成および免疫組織化学的検索による

ウイルスタンパク質の存在が確認された。レポーター蛍光タンパク質は子孫 VP

の産生に必要ではないため、レポーター蛍光タンパク質の発現が何らかの要因

によって低下してもウイルス増殖は維持されていると考えられる。さらに、レポ

ーター蛍光タンパク質の発現低下の動態は継代株 1-3 で異なっていたことより、

無作為に生じることが確認された。これらの結果は、分節型 rRABV は継代培養

が可能であるが、継代培養を繰り返すことによってレポーター蛍光タンパク質

遺伝子、つまり外来遺伝子の発現は不安定になることを示している。NNS-RNA

ウイルスは一般的に相同組換えを生じる可能性は低いと考えられているが、街

上毒 RABV において稀に相同組換えを生じることが報告されている(Liu et al., 

2011)。そこで、継代培養を行った分節型 rRABV におけるレポーター蛍光タンパ
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ク質の発現低下が相同組換えを原因とするか検討するために、S1 および S2 に

コードされているウイルスタンパク質遺伝子領域を標的として RT-PCR を行っ

た。その結果、G および L 遺伝子領域を標的とした RT-PCR の増幅産物は検出

されたが、G-L 遺伝子領域間を標的とした RT-PCR の増幅産物が検出されなかっ

たことより、継代培養を行った分節型 rRABV は相同組換えを生じていないこと

が確認された。また、第 3 章における透過型電子顕微鏡を用いた VP の観察によ

って、非分節型 rRABV と比較して分節型 rRABV の VP の長さが短くなってい

たことからも、分節型 rRABV が相同組換えを生じていないことが支持される。

もし、分節型 rRABV において相同組換えが生じたと仮定すると、VP の長さは

非分節型 rRABV と等しくなり、P および L 遺伝子領域を標的とした定量 RT-PCR

の S2(L)/S1(P)は 1.00 に近似するはずである。 

 また、vRNA の分節化に伴って vRNA の nt 数は減少するため、分節型 rRABV

の増殖効率は上昇することが期待された。しかしながら、分節型 rRABV の最大

ウイルス力価は非分節型 rRABV より低かった。その要因として、分節型 rRABV

は子孫 VP 産生に S1VP および S2VP の共感染が必要であり、結果として分節型

rRABV のウイルス力価が低下したことが推察される。また、分節型 rRABV は

接種細胞においてウイルスタンパク質を発現しているにも関わらず、顕著な

CPE を示さないことが確認された。これらの結果から RABV は vRNA の分節化
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に伴って子孫 VP の産生効率が減少することが確認された。 

 RABV におけるミニ vRNA を用いた外来遺伝子の発現は、vRNA 構造が欠損

干渉粒子と似ているにも関わらず、親株であるヘルパーウイルスの増殖効率に

影響を与えないことが報告されている(Conzelmann and Schnell, 1994; Finke and 

Conzelmann, 1999; Schnell and Conzelmann, 1995)。また、RABV と同様にラブドウ

イルス科に分類される VSV において、異なるウイルスタンパク質遺伝子領域を

欠損したウイルスが互いに不足するウイルスタンパク質を補完し合い増殖を維

持する組換えウイルスでは、分節型 rRABV と同様にウイルス力価が低下するに

も関わらず、腫瘍溶解性ウイルスの能力を維持していることが報告されている

(Muik et al., 2012)。したがって、本研究で作出した分節型 rRABV においてもウ

イルス療法への応用が可能であることが期待される。 
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4. 5 小括 

 

 分節型 rRABV のレポーター蛍光タンパク質発現の安定性および vRNA の分

節化に伴う増殖動態の変化を明らかにするために、継代培養を行い、フォーカス

アッセイを行った。 

 分節型 rRABV は DsRed 遺伝子を S1 に、eGFP 遺伝子を S2 に搭載している

が、10 継代以上の培養を行うことによってレポーター蛍光タンパク質の発現が

低下することが確認された。しかしながら、18 継代培養後の分節型 rRABV 接種

細胞の培養上清において vRNA の存在が確認され、接種細胞内においてウイル

ス感染に伴う好酸性の細胞質内封入体の形成およびウイルスタンパク質の存在

が確認された。レポーター蛍光タンパク質は VP 産生に必要でないため、その発

現が何らかの要因によって低下してもウイルス増殖は継続していると推察され

る。また、レポーター蛍光タンパク質の発現低下は別々の継代株において異なっ

ていたことより、無作為に生じることが確認された。さらに、継代培養を行った

分節型 rRABVにおけるレポーター蛍光タンパク質の発現低下が相同組換えを原

因とするか検討するために、S1 および S2 にコードされているウイルスタンパ

ク質遺伝子領域を標的として RT-PCR を行った。その結果、G-L 遺伝子領域間を

標的とする RT-PCR の増幅産物が確認されなかったことから、継代培養を行っ
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た分節型 rRABV は相同組換えを生じていないことが証明された。 

 また、vRNA の分節化に伴って vRNA の nt 数は減少するため、分節型 rRABV

の増殖効率は上昇することが期待されたが、分節型 rRABV の最大ウイルス力価

は非分節型 rRABV より低かった。その要因として、分節型 rRABV の VP 産生

には S1VP および S2VP の共感染が必要であり、子孫 VP 産生効率が低下した結

果として、分節型 rRABV のウイルス力価が低下したことが推測された。また、

分節型 rRABVは接種細胞においてウイルスタンパク質を発現しているにも関わ

らず、顕著な CPE を示さないことが確認された。 

 以上の結果より、分節型 rRABV は継代培養によってレポーター蛍光タンパク

質遺伝子、つまり外来遺伝子発現は不安定になることが示された。また、RABV

は vRNA の分節化に伴って VP 産生効率が低下することが示された。 
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 狂犬病ウイルス(RABV)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、非分節型マイナス鎖(NNS)-RNA をゲノムとしてもつ。ウイ

ルスゲノム RNA(vRNA)は約 12,000 ヌクレオチド(nt)からなり、3′リーダー配列

から始まり、核タンパク質(N)、リン酸化タンパク質(P)、マトリックスタンパク

質(M)、糖タンパク質(G)および RNA 依存性 RNA ポリメラーゼの機能として重

要なラージタンパク質(L)の 5 つの構造タンパク質遺伝子をコードし、5′トレー

ラー配列で終わる。N によって vRNA はカプシド形成され、P および L と共に

リボ核タンパク質(RNP)複合体を形成する。さらに RNP 複合体は M および 3 量

体の G を含む宿主細胞由来の脂質 2 重膜で構成されるエンベロープに覆われ感

染性のウイルス粒子(VP)が形成される。VP サイズは直径 75 nm - 80 nm、長さ約

180 nm の弾丸状の形態をしている。 

 遺伝子改変が可能なクローン化ゲノム DNA または cDNA から感染性ウイル

スを作出する技術、いわゆるリバースジェネティクス(RG)法が開発され、1994

年には Schnell らが NNS-RNA ウイルスとして初めて RABV の RG 法の樹立に成

功して以来、様々な NNS-RNA ウイルスの RG 法が開発、改良されてウイルス遺

伝子の機能解析を含む基礎研究から遺伝子治療に用いるウイルスベクターを含

むウイルス療法への応用研究が行われている。 
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 ラブドウイルス科のウイルスは一般的に NNS-RNA をゲノムとしてもつが、

例外的に分節型マイナス鎖RNAをゲノムとしてもつラン壊疽斑紋ウイルスの存

在が報告されている。また、水胞性口炎ウイルスおよび RABV において異なる

遺伝子の欠損ウイルスが互いに不足するウイルスタンパク質を補完し合い増殖

が維持されることが報告されている。さらに、ラブドウイルス科と類似した

vRNA 構造をもつパラミクソウイルス科の麻疹ウイルスおよびニューカッスル

病ウイルスにおいて vRNA の分節化が可能であることが報告されている。これ

らの報告は RABV において vRNA の分節化が可能であることを示唆しており、

子孫ウイルス産生メカニズムの解明および新たなウイルスベクター開発への展

開が期待される。そこで本研究では、RG 法を利用して分節型組換え

RABV(rRABV)を作出し、そのウイルス性状を解析した。 

 

1. 分節型 rRABV の作出 

 分節型 rRABV の vRNA 構造を設計し、RG 法によって分節型 rRABV の作出

を試みた。 

 分節型 rRABV の vRNA は固定毒株 HEP-Flury 株の vRNA 配列を基礎とし、N-

P-M-G 遺伝子領域をコードする S1、そして L 遺伝子領域をコードする S2 に分

節した。S1 および S2 発現を判別するためのレポーター遺伝子として DsRed 遺
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伝子を S1 の G 遺伝子領域下流、eGFP 遺伝子を S2 の L 遺伝子領域上流に挿入

した。S1 および S2 は感染細胞における vRNA の複製および VP へのパッケージ

ングのために 3′リーダー配列および 5′トレーラー配列を搭載した。S1 および S2

発現プラスミド(pH-S1 および pH-S2)をヘルパープラスミドである N、P および

G 発現プラスミドと共に BHK-21 細胞に遺伝子導入することによって分節型

rRABV の作出を行った。 

 一般的に RG 法による rRABV の作出には vRNA-cDNA プラスミドと共に

vRNA の複製および mRNA の転写に関わる N、P および L 発現プラスミドの遺

伝子導入が必要とされているが、分節型 rRABV の作出には L 発現プラスミドの

遺伝子導入を必要としなかった。本研究において vRNA-cDNA プラスミドおよ

びウイルスタンパク質発現プラスミドにはサイトメガロウイルス(CMV)プロモ

ーター駆動性プラスミドを使用しており、vRNA 末端形成のために CMV プロモ

ーター配列および 3′リーダー配列間にRNA 自己切断活性を有するハンマーヘッ

ド型リボザイム(HmRz)配列を搭載している。しかしながら、HmRz の RNA 自己

切断活性は完全ではなく、CMV プロモーターの mRNA 発現活性が高いために、

vRNA の分節化に伴って S2 における CMV プロモーターと L 遺伝子領域が近接

したことによって pH-S2 から L が発現し、分節型 rRABV の作出に適した量の L

が供給されたと推測される。 
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 また、作出した分節型 rRABV の接種細胞におけるレポーター蛍光タンパク質

の発現が確認され、培養上清において vRNA が検出されたことから、VP が放出

されていることが示唆された。 

 以上の結果より、RABV の vRNA の分節化が可能であり、分節型 rRABV は継

代培養が可能であることが示された。 

 

2. 分節型 rRABV の VP 性状の解析 

 作出された分節型 rRABV の VP 形成の確認および vRNA の分節化に伴う VP

性状の変化を明らかにするために、電子顕微鏡観察および vRNA の相対定量解

析を行った。 

 分節型 rRABV の VP は RABV に特徴的な弾丸状の形態をしていることが確認

された。VP サイズに関して非分節型 rRABV(約 200 nm)と比較すると長さは半分

程度(約 130 nm)であり、vRNA の nt 数は非分節型 rRABV が 11,679 nt、分節型

rRABV S1 が 5,973 nt、S2 が 7,513 nt であることより nt 数と VP の長さに相関関

係があることが示された。また、VP の直径はほとんど変化していなかったこと

から分節型 rRABV の VP は S1 または S2 のどちらか一方をパッケージングして

いる可能性が高いことが示唆された。 

 そこで、分節型 rRABV において S1 および S2 の相対量の比較を行った。もし
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分節型 rRABV 接種細胞において S1 および S2 が並行して複製され、S1 および

S2 の両方をパッケージングした VP が放出されると仮定すると、S1 における P

遺伝子領域および S2 における L 遺伝子領域を標的とした RT-PCR の増幅産物の

相対量は非分節型 rRABVと同様に 1.00に近似するはずであるが、分節型 rRABV

における S2(L)/S1(P)は 0.58 と低かった。したがって分節型 rRABV 接種細胞の

上清中には S1 または S2 をパッケージングした少なくとも 2 種類の VP(S1VP ま

たは S2VP)が放出されていることが示された。また、分節型 rRABV の vRNA は

S2 よりも S1 の方が短く、複製速度が速い結果として S1 をパッケージングした

VP が多く産生されていると想定される。 

 以上の結果より、分節型 rRABV には S1VP および S2VP が混在し、互いにサ

テライトウイルスであると同時にヘルパーウイルスとして機能していることが

示された。 

 

3. 分節型 rRABV の外来遺伝子発現能および増殖動態の解析 

 分節型 rRABV のレポーター蛍光タンパク質発現の安定性および vRNA の分

節化に伴う増殖動態の変化を明らかにするために、継代培養を行い、フォーカス

アッセイを行った。 

 分節型 rRABV は DsRed 遺伝子を S1 に、eGFP 遺伝子を S2 に搭載している
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が、10 継代以上の培養を行うことによってレポーター蛍光タンパク質の発現が

低下することが確認された。しかしながら、18 継代培養後の分節型 rRABV 接種

細胞の培養上清において vRNA の存在が確認され、接種細胞内においてウイル

ス感染に伴う好酸性の細胞質内封入体の形成およびウイルスタンパク質の存在

が確認された。レポーター蛍光タンパク質は VP 産生に必要でないため、その発

現が何らかの要因によって低下してもウイルス増殖は継続していると推察され

る。また、レポーター蛍光タンパク質の発現低下は別々の継代株において異なっ

ていたことより、無作為に生じることが確認された。さらに、継代培養を行った

分節型 rRABVにおけるレポーター蛍光タンパク質の発現低下が相同組換えによ

るものでないことを確認するために、S1 および S2 にコードされているウイル

スタンパク質遺伝子領域を標的として RT-PCR を行った。その結果、G-L 遺伝子

間を標的とする RT-PCR の増幅産物が確認されなかったことから、継代培養を

行った分節型 rRABV は相同組換えを生じていないことが証明された。また、VP

観察によって、非分節型 rRABV と比較して分節型 rRABV の VP の長さが短く

なっていたことからも、分節型 rRABV が相同組換えを生じていないことは支持

される。 

 また、vRNA の分節化に伴って vRNA の nt 数は減少するため、分節型 rRABV

の増殖効率は上昇することが期待された。しかしながら、分節型 rRABV の最大
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ウイルス力価は非分節型 rRABV より低かった。その要因として、分節型 rRABV

の子孫 VP 産生には S1VP および S2VP の共感染が必要であり、子孫 VP 産生効

率が低下した結果として、分節型 rRABV のウイルス力価が低下したことが推測

された。また、分節型 rRABV は接種細胞においてウイルスタンパク質を発現し

ているにも関わらず、顕著な細胞変性効果を示さないことが確認された。 

 以上の結果より、分節型 rRABV は継代培養によってレポーター遺伝子、つま

り外来遺伝子発現は不安定となることが示された。また、RABV は vRNA の分

節化に伴って子孫 VP 産生効率が低下することが示された。 

 

 本研究によって、NNS-RNA をゲノムにもつ RABV において、分節型 rRABV

の作出方法を確立し、RABV において vRNA の分節化が可能であることを実証

した。また、本研究はラブドウイルス科のウイルスにおいて vRNA の分節化に

成功した初めての報告でもある。 
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