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はじめに

ロタウイルスは，世界中の様々な哺乳動物および鳥類に
急性胃腸炎を起こすウイルスで，レオウイルス科に属す 26）．
ヒトでは，冬季乳幼児嘔吐下痢症の病原体として知られ，
下痢，嘔吐による脱水のため，開発途上国では，年間 50万
人の乳幼児死亡が算出されている．開発国においては，そ
の重篤度から入院に占める割合が高く医療経済的に重視さ
れている 46）．ロタウイルスには，血清学的な交叉反応を示
さない 7種の群（A～ G）が存在するが，ここでは，病原
性，検出頻度ともにもっとも高い A群についてのみ触れる．
ロタウイルス粒子は，三層構造からなる．ゲノムは，11

本の分節した 2本鎖 RNA（dsRNA）からなり，6種の構造
蛋白質（VP1～ VP4，VP6，VP7），および 6種の非構造蛋
白質（NSP1～ NSP6）をコードしている．外層蛋白質であ
る VP4と VP7は，独立した中和抗原を有し，それぞれ P
セロタイプ，Gセロタイプを規定する 15）．ただ，VP4につ

いては，血清学的な分類が困難なため Pセロタイプが未決
定な場合があり，アミノ酸配列の違いにより，P遺伝子型
として分類されるのが一般的である．Gセロタイプは，15
種（G1～ G15），Pセロタイプは 14種，P遺伝子型で 26種
（P[1]～ P[26]）が報告されている．こうして，ロタウイル
スには多数の血清型が存在するため，ワクチンによる感染
防御は困難が予想される．

2006年に，ヒトに対する 2種のロタウイルスワクチンが
開発されたが，新たな世代のロタウイルスワクチンの開発
に向け，また，ロタウイルスの生活環の解析，免疫応答の
解析など広い分野で，リバースジェネティクスの系の開発
が期待されていた．RNAウイルスのリバースジェネティク
スについては，1978年のバクテリオファージ QBでの最初
の開発以来，多くのプラス鎖 RNAおよびマイナス鎖 RNA
ウイルスについて広く開発，応用されてきた．ロタウイル
スのような dsRNA をゲノムとして有する，いわゆる
dsRNAウイルスは，細菌，植物，昆虫，寄生虫，鳥類，哺
乳動物と，幅広い生物種を宿主とする．ゲノムである
dsRNAは，一部の dsRNAウイルスを除いて，2本～ 12本
に分節している特徴を有する．分節 RNAが 2本，3本の
dsRNAウイルスの場合では，リバースジェネティクス系が開
発されている 10-15，42-44）が，10～ 12本のレオウイルス科のウ
イルスでは，複雑な系を用いたレオウイルス以外では，リ
バースジェネティクス系の開発が困難を極めていた 66-70）．
我々は，ごく最近，明確な病気を引き起こすコモンなウイ
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ルスであるロタウイルスにおいて，念願のリバースジェネ
ティクス系の開発に成功した 27,28）．これを機会に，本総説
では，ロタウイルスのゲノムの性状，生活環を簡単に述べ，
ロタウイルスを含めた dsRNAウイルスのリバースジェネ
ティクスについて解説したい．

1．ロタウイルスのゲノム

ロタウイルスのゲノムは，前述した通り，11本の dsRNA
（RNAセグメント 1～ 11）からなっており，各セグメント
は，out-of-frameの 2つの ORFを有するセグメント 11を
除いて，それぞれ 1つの ORFを有している．数種のウイ
ルス株で，全塩基配列が決定されている．サルロタウイル
ス SA11株では，セグメント 1の 3,302塩基からセグメン
ト 11の 663塩基まで，総数 18,555塩基である 37）．ロタウ
イルスのプラス鎖 RNAは 5'末端がキャップ構造を有する
が，3'末端はポリ Aを持たない．A群特異的およびセグメ
ント特異的な塩基配列が，RNAの複製，翻訳そしてエンカ
プシデーションに必須である．5'末端，3'末端は保存されて
おり，5'-GGC（A/U）（A/U）U（A/U）A（A/U）（A/U）------------
（A/U）U（G/U）（G/U）（G/U）（A/G）CC-3' となっている．
これらの配列は，トランスクリプターゼ，レプリカーゼの
認識シグナルとなっている．また，5'と 3'末端の塩基配列
は相補的で，ステム－ループの二次構造をなす．
ロタウイルスのゲノムは多様性を示し，各分節 dsRNA

のポリアクリルアミド電気泳動における移動度の違いによ
り容易に検出される．この多様性は，点変異の蓄積，リア
ソートメント，リアレンジメントにより生じる 75）．リアソ
ートメントは，1つの細胞が 2つ以上の異なるウイルス株
に感染することにより起こる．その効率は高く，in vitro
で 50%，in vivoで 70～ 80%である 19, 65）．リアレンジメ
ントは，1つの遺伝子内での塩基配列群の変化をいい，多
くは，部分的な重複，ときに欠失が起こる 11）．

2．ロタウイルスの生活環

ウイルスの増殖サイクルは，増殖効率の良い SA11株で
10～ 12時間，効率の悪いヒトロタウイルスでは 18～ 22
時間である．すべての増殖過程は細胞質内で起こる．細胞
質内に局在する電子密度の高い封入体（viroplasm）の重要
性が多くの研究で明らかにされている．viroplasmは，感
染初期には多数の小型の構造体であるが，感染後期には小
型の集合体が集まり大型の構造体となる．NSP2と NSP5
がこの viroplasmの生成に必須の要素であり，ウイルスの
増殖に重要であると認識されている．ロタウイルスの転写
と複製に関する詳細な総説はすでにある 30, 47, 49, 50, 51, 53）の
で，ここでは，ロタウイルスの生活環の概要を記述する．
1）吸着と侵入

感受性細胞をノイラミニダーゼで処理すると，多くの動
物ロタウイルスの感染性が大幅に減少するので，シアル酸

はロタウイルスの細胞への吸着に必要であることがわかっ
ている．しかし，動物ロタウイルスの一部とほとんどのヒ
トロタウイルスの感染性は，このノイラミニダーゼの処理
で影響を受けない．その後の研究により，ノイラミニダー
ゼに感受性のウイルスはガングリオシドの外側に位置する
シアル酸を，抵抗性のウイルスはガングリオシドの内側に
位置するシアル酸に結合することが判明した 32）．しかし，
ロタウイルスのレセプターは単純ではない．コレステロー
ルおよびグリコスフィンゴリピドに富む細胞質膜のマイク
ロドメインに埋まっている分子の複合体であるらしい．さ
らに，インテグリンがより特異的なレセプターであり，細
胞内への侵入も促進する 7）．結局，吸着から侵入まで一連
の流れが提唱されている 25,31）．VP8がまずシアル酸を含む
レセプターと接触し，VP5がインテグリンα 2β 1と結合
し，次いで VP7がα vβ 3およびα xβ 2と相互作用し，
ウイルスが侵入する際，VP5がヒートショック蛋白質と相
互作用する．侵入すると，外層蛋白質である VP7と VP4が
除去され，三層構造の二重殻粒子が二層構造の一重殻粒子
となり，転写活性を示す．
2）転写

一重殻粒子は RNA 依存 RNA ポリメラーゼ（RNA-
dependent RNA polymerase:RdRp）である VP1，グアニ
リルトランスフェラーゼである VP3，足場となる VP2，そ
して内部蛋白質 VP6から構成される．転写の過程は，この
一重殻粒子内で行われる 15）．一重殻粒子内のゲノムである
dsRNAのマイナス鎖を鋳型として，5'末端にキャップ構造
を有し，3'末端にはポリ Aを持たない完全長のプラス鎖
RNAが合成される．合成されたプラス鎖 RNAは，正 20面
体粒子の頂点に存在するチャネルから突出してくると考え
られている 60）．このプラス鎖 RNAは，蛋白質合成に使用
されるとともに，dsRNA合成の鋳型ともなる．トランスフ
ェクトしたプラス鎖 RNAが viroplasmに輸送されないと
の報告がなされたことから，以下のような仮説が提唱され
ている 72）．ロタウイルス感染細胞にはプラス鎖 RNAの二
つのプールが存在しており，1つは，dsRNAの鋳型となる
viroplasmに存在するプラス鎖 RNAプールであり，もう 1
つは，翻訳の鋳型となり viroplasmの外に存在するプラス
鎖 RNAプールであるとするものである．転写においては，
dsRNAは環状構造をとり，転写が次から次へと回転するよ
うに進行すると考えられている 77）．
3）翻訳

ロタウイルスのmRNAは 3'末端にポリ Aをもたない．そ
こで，NSP3の N末端側ドメイン（アミノ酸 No.4～ 164）
が，mRNAの 3'末端の共通配列（5'-GUGACC）に特異的に
結合し，NSP3の C末端側ドメインがキャップ関連翻訳開
始因子 eIF4Gと結合し，mRNAは環状となる 10,56）．eIF4E
が 5'末端のキャップ構造に結合し 5'末端の 4 塩基（5'-
GACC-3'）は翻訳のエンハンサーとして働く 57）．つまり，
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ポリ A結合蛋白質（polyA binding protein; PABP）の代わり
に，NSP3がmRNAの環状化に関わっているらしい．NSP3
と PABPの eIF4Gとの結合部位はオーバーラップしてお
り，また，NSP3と eIF4Gの親和性は PABPと eIF4Gの親
和性よりも強いため，宿主のmRNAの翻訳よりもロタウイ
ルスの翻訳がより効率的に進むと思われる 23,45,55,80）．こう
して，ウイルスは宿主の翻訳装置をハイジャックすること
となる 78）．これに対して，Monteroら 38）は，RNA干渉で
NSP3をノックダウンしても，翻訳にはまったく影響がな
いとするまったく相反した実験結果を提出した．NSP3の
役割に対するこの顕著な相違は，無細胞系と培養細胞系で
の実験の違いによるものと思われる．

11本の個々の遺伝子の発現は，転写のレベルで制御され
ている．最も多量に発現される NSP4と最も少量の発現で
ある VP1とでは，約 250倍の量的違いがある．また，NSP3
と結合する RoXaNという110kDaの新たに見出された細胞
由来蛋白質もまた，翻訳の制御に関わっているようである 83）．
4）複製

すでに述べたように，RNAの複製は，NSP2と NSP5が
集積している viroplasmで行われている．粒子内に取り込
まれたmRNAは，1回だけマイナス鎖 RNAの鋳型となり，
dsRNAの合成がなされる．dsRNAの合成は，VP1，VP2，
VP3，NSP2，NSP5（これらはすべて 1本鎖 RNAに結合能
を有する）からなるコア粒子へのmRNAのパッケージング
と同時に起きる．3'末端には，マイナス鎖 RNAの合成開始
に関与するエレメント，RdRp を誘うエレメントなど，
dsRNAの合成を促進するエレメントを有する．5'末端もま
た，マイナス鎖 RNAの合成に関わる安定な複合体（RdRp
と他の因子）を含んでいる．ORFにも cis作働性エレメン
トが存在する 52）．さらに，mRNAの長さ，AU含量も複製
の効率に影響を与える．最終的に 1ウイルス粒子には，11
本の分節 dsRNAが 1本ずつパッケージされているので，パ
ッケージのためのmRNAの選択はきわめて特異性が高いと
言える．そのメカニズムは，古くから不思議に思われてい
るが，現在でも，よくわかっていない．

3．dsRNAウイルスにおけるリバースジェネティクス系

ロタウイルスの分節 dsRNAゲノムがコードする各遺伝子の機
能を理解するため，これまでに，温度感受性変異株 18,22,61-63），
RNA分節の交換体であるリアソータント 61-63），発現蛋白
質 6,8,16,29,35,36,85）を用いた解析が主に行われてきた．ゲノム
複製機序についてもオープンコアを用いた in vitro複製系
による解析 5,45,76）が行われてきた．また，最近では RNA
干渉 1,4,9,33,72）や細胞内抗体結合法 79,81,82）によるノックダウ
ン解析も用いられている．しかし，ロタウイルス感染細胞
内で起こるウイルス遺伝子およびその産物の機能的相互作
用をこれら従来の方法で解析するには限界があり，実際の
ウイルス複製を理解することはできない．ウイルスを自己

複製する生物として真に理解するためには，感染性ウイル
スを用いた検証が必要不可欠である．
リバースジェネティクス系は任意のウイルス設計を可能

とするので，ウイルスを真に理解するには最も強力な実験
手法となる．これまでに，dsRNAウイルスでは，Φ 642,43）

およびΦ 8ファージ 44），伝染性ファブリキュウス嚢症ウイ
ルス（IBDV）3,40），伝染性膵臓壊死症ウイルス（IPNV）84）

およびレオウイルス 70）においてリバースジェネティクス
系が開発されている．ごく最近，我々もロタウイルスにお
けるリバースジェネティクス系を開発した 27）．この新たに
可能となった強力な遺伝子操作技術は，ロタウイルスの複
製機構，病原性を分子論的に解析することを可能とし，基
礎研究のみならず，ワクチンやベクター開発に広く貢献す
ることが期待される．
1）バクテリオファージΦ 6

バクテリオファージΦ 6はシストウイルス科に属するウ
イルスである．ウイルス粒子は 3分節 dsRNAゲノムを収
納するプロカプシドをエンベロープが包む．各分節（L，
M，S）は 4または 5個の ORFを含み，5'および 3'末端に
は数百塩基からなる非翻訳領域（untranslated region;
UTR）が存在する 71）．

L分節がコードする P1，P2，P4および P7蛋白質を宿主
細菌内で強制発現させると，レプリカーゼおよびトランス
クリプターゼ活性を有するプロカプシド（発現プロカプシ
ド）が自律構成される．発現プロカプシドは，試験管内で
ウイルスmRNAを内部に取込んで dsRNA複製の鋳型とす
る．さらに，生成した dsRNAからのmRNA転写もおこな
う（in vitroパッケージング-複製系）20,21）．

1990年，Olkkonenら 42）は，ゲノム 3分節のうち 1分節
が cDNAに由来するΦ 6を作製するリバースジェネティク
ス系の開発に成功した．5'および 3'末端配列がウイルス
mRNAと一致したM分節の 1本鎖 RNA （ssRNA）を T7
RNAポリメラーゼを用いて in vitroで転写合成し，ウイ
ルス由来の Lおよび S分節 ssRNAと混合して，in vitro
パッケージング-複製系に用いる ssRNAとした．これら
ssRNAを内部に取込んだ発現プロカプシドを外殻蛋白 P8
でコーティングし（ヌクレオカプシドの生成），スフェロプ
ラストへ導入すると，cDNA由来のM分節をゲノムとして
持つ組換えΦ 6が産生された．その後，Onoderaら 43）は
この最初の系を改良し，cDNA由来の L分節 ssRNAを発
現している宿主細菌に，L分節が欠損した非感染性の組換
えΦ 6（in vitroパッケージング-複製系で構築）を感染さ
せ，in vivoで cDNA由来 ssRNAをパッケージングさせる
ことで，感染性復帰体となる組換えΦ 6を回収する系も開
発している．さらに最近，T7あるいは SP6 RNAポリメ
ラーゼで ssRNAを発現する全 3分節の各プラスミドを同
時にスフェロプラストに導入するだけで，完全に cDNA由
来のΦ 6を作出する系も開発されている 74）．また，この系
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は，同じシストウイルス科のバクテリオファージΦ 8への
応用にも成功している 44）．一方で，Bamfordのグループ
は，精製したウイルス蛋白質と ssRNAを試験管内で混合
し，感染性Φ 6を再構成する系を開発している 58, 59）．彼
らはウイルスゲノムに変異導入していないが，この系もシ
ストウイルス科のリバースジェネティクス系となり得るこ
とは明らかである．しかし，これらシストウイルス科にお
けるリバースジェネティクス系の応用による組換えロタウ
イルスの作出は報告されていない．
2）ビルナウイルス

ビルナウイルス科に属する IBDVは鳥類を宿主とする高
度免疫不全症の病因ウイルスである 2）．ビルナウイルス粒
子は 2分節 dsRNAゲノムを単殻カプシド内に収納する 12）．
分節 Aはカプシドを構成する VP3と VP2，分節 Bは RdRp
である VP1をコードする 24）．VP1はさらに dsRNAゲノム
5'末端に結合する VPgとしても機能する 13）．両分節ゲノム
の 5'および 3'末端には約百塩基の UTRが存在する 39）．ウ
イルスmRNAの 3'末端はポリ Aを欠いているが，一方，5'
末端にはキャップ構造 73）あるいは VPg13, 34）が結合する
との 2通りの説がある．

1996年，Mundtら 40）は両分節が完全に cDNA由来の
IBDVを作製するリバースジェネティクス系の開発に成功
した．5'および 3'末端がウイルスmRNAのものと一致する
Aおよび B分節の ssRNAを T7 RNAポリメラーゼを用い
て in vitroで転写合成し，Vero細胞に導入したところ，

36時間後に cDNA由来の両分節をゲノムとする IBDVの産
生が確認された．この系はその後すぐに，同じビルナウイ
ルス科に属する IPNVにも応用された 84）．次に，Bootら 3）

は，T7 RNAポリメラーゼを発現する組換え鶏痘ウイルス
を感染させた QM5細胞に，T7 RNAポリメラーゼでウイ
ルス ssRNAを発現する両分節の転写プラスミドをトラン
スフェクトすることで，完全に cDNA由来の IBDVを作出
することに成功した．この系では，プラスミドのウイルス
cDNAを T7 RNAプロモーターと D型肝炎ウイルス
（HDV）由来リボザイム配列の間に配置することで，5'およ
び 3'末端がウイルスmRNAと一致した ssRNAが発現する
ようにしている．さらに最近，Petersら 54）は，カプシド
蛋白質（VP2および VP3）発現プラスミドを ssRNA転写
プラスミドと同時に細胞に導入することで，組換えウイル
スの回収効率が向上すると報告している．このように，ビ
ルナウイルス科では，バクテリオファージΦ 6の場合と同
様に，ウイルス ssRNAを細胞に導入するだけで，ウイル
ス複製サイクルを開始することができる．しかしながら，
これら 2本あるいは 3本の分節をゲノムとするウイルスに
対し，10-12本もの多くの分節をゲノムとするレオウイル
ス科のウイルスでは，上述のストラテジーによる組換えウ
イルスの作出は報告されていない（図 1）．
3）レオウイルス

オルソレオウイルス（レオウイルス）は，レオウイルス
科に属するウイルスである．ヒトの呼吸器，腸管から分離

図 1 分節 dsRNA ウイルスの ssRNA 導入によるウイルス複製サイクルの開始

2本あるいは 3本の分節 dsRNAをゲノムとするビルナウイルス科およびシストウイルス科のウイルスでは，ssRNAを細胞に

導入するだけでウイルス複製サイクルを開始することができる．一方，10-12本もの分節 dsRNAをゲノムとするレオウイルス

科のウイルスでは，ssRNA導入による感染性ウイルスの回収は報告されていない．
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されたが，病原性は明確でないウイルスとして名付けられ
た．レオウイルスは 3つの血清型（ST1，ST2，ST3）に分
類される．ウイルス粒子は 10本の分節 dsRNAゲノムを二
重殻カプシドが収納する．10本の分節（L1，L2，L3，M1，
M2，M3，S1，S2，S3，S4）には 12の ORFが存在し，8
個（λ 1，λ 2，λ 3，μ 1，μ 2，σ 1，σ 2，σ 3）の構造蛋白
質，4個（μ NS，μ NSC，σ NS，σ 1S）の非構造蛋白質
がコードされている．各分節 RNAの 5'および 3'末端には
短い配列の UTRが存在する．また，ロタウイルスと同様
に，ウイルスmRNAは 5'末端にキャップ構造を有している
が，3'末端にはポリ Aを欠いている 41）．

1990年，Ronerらは 10本のウイルス RNAからレオウイ
ルスを作製するリバースジェネティクス系を開発した 70）．
この系はユニークで複雑なものだが，過去 10余年間，レオ
ウイルス科における唯一のリバースジェネティクス系であ
った．この系の実験手順は次の通りである．レオウイルス
ST3のウイルス由来 ssRNAおよび dsRNAと同時に，これ
らウイルス RNAをウサギ網状赤血球ライセートで翻訳し
た産物を L929細胞にトランスフェクトし，さらに，ヘル
パーウイルスとなるレオウイルス ST2を感染させて，23時
間培養後に細胞を回収した．回収ウイルスを用いてウイル
スプラークを形成させたところ，5日後には ST3ウイルス
が回収された．ここでは，ST3ウイルスのプラーク形成に
要する日数が 5日以上なのに対し，ST2ウイルスは 12日
以上であることが，この実験系で目的ウイルスを単離する
ための選択条件となっている．彼らはまた，回収される ST3
ウイルスのゲノムは，導入 ssRNAに由来しており，dsRNAは
ssRNAの感染性を増強すると報告している．66,67,69）．しかし
ながら，この実験系では，導入 ssRNAの感染性を dsRNA

が増強する機序，また，ウサギ網状赤血球ライセートのウ
イルス RNA翻訳産物と ST2ヘルパーウイルスの果たす役
割が不明であり，今日でもこれらは明らかにされていない．
一方で，彼らはこの系で，2つの温度感受性変異を同時に
保有する二重温度感受性株の作出にも成功している 68）．
次に，彼らは最初のリバースジェネティクス系を改良し，

cDNA由来の S2分節をゲノムとして持つレオウイルスを
作出した 68）．ST3ウイルスの S2遺伝子 3'側領域を欠損さ
せ，代わりに CAT遺伝子を in-frameで連結した配列を T7
RNAプロモーターとHDVリボザイムの間に配置したプラス
ミドを構築した．このプラスミドの発現する蛋白質（σ 2-CAT）
はσ 2蛋白質としての機能をもはや有しないので，全長の
σ 2 蛋白質をトランスに発現するような L929 細胞（L-
ST3.S2細胞株）を新たに準備した．10本で構成される ST3
ウイルスの精製 ssRNAに，S2遺伝子とアニールするオリ
ゴヌクレオチドを反応させ，RNA-DNA複合体を RNaseH
で消化することで，S2遺伝子を欠いた 9本からなるウイル
ス ssRNAを準備した．構築したプラスミドから T7 RNA
ポリメラーゼを用いて転写合成したσ 2-CAT ssRNAをこ
のウイルス ssRNAに加え，新たに 10本（9本プラス 1本）
で構成される S2遺伝子置換 ST3 ssRNAとした．この S2
遺伝子置換 ST3 ssRNAとウサギ網状赤血球ライセートの
S2遺伝子置換 ST3 ssRNA翻訳産物を同時に L-ST3.S2細
胞へトランスフェクトし，さらに，ヘルパーウイルス ST2
を感染させることで，CATを発現する組換え ST3ウイル
スを回収している．上述の実験手順でもわかるように，レ
オウイルスにおけるリバースジェネティクス系は相当に複
雑であり，要求される技術水準も高い．しかしながら，彼
らはさらにこのリバースジェネティクス系を用いて，S2

図 2 ヘルパーウイルスを用いたロタウイルスにおけるリバースジェネティクス系のデザイン

細胞に導入した cDNA由来のプラス鎖 ssRNAは，ヘルパーウイルスの ssRNAとともにウイルスゲノム dsRNA複製の鋳型と

なり，さらにパッケージングされて cDNA由来の dsRNAをゲノムとして持つ組換えロタウイルスが生成する．
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ssRNA上のパッケージングシグナル配列を明らかにするこ
とにも成功している 66,69）．一方で，他の研究室でのこのリ
バースジェネティクス系の再現，および他のレオウイルス
科のウイルスでの応用はいまだに成功していない．
4）ロタウイルス

ロタウイルスでは，1994年に in vitroでの RNA複製系
の開発に成功している 5）．この論文で Chenらは，無細胞
系で，精製オープンコア粒子が cDNA由来の mRNAを鋳
型として dsRNAゲノムを複製することを報告した．そこ
で，ロタウイルスにおいてもリバースジェネティクス系の
開発される日が近いと予想された．しかしながら，それ以
後，世界中で 10余年もの間，精力的な開発の試みが行われ
てきたにもかかわらず，これまで如何なる成功も報告され
ていなかった．このため，多くのロタウイルス研究者は，
ロタウイルスにおけるリバースジェネティクス系の開発に
対してかなり悲観的でもあった．
前半部でも述べたように，ロタウイルスの複製では，

RdRpが転写する mRNAはゲノム dsRNA複製の鋳型とし

ても機能する．そこで理論上では，細胞に導入した cDNA
由来のプラス鎖 ssRNAは，ヘルパーウイルスの RdRpに
認識されてゲノム dsRNA合成の鋳型となり，さらにパッ
ケージングされることで，cDNA由来の dsRNAをゲノム
として持つ組換えロタウイルスが生成するのではないかと
考えられる（図 2）．そこで我々は，ヘルパーウイルスを用
いて，11本のゲノム分節のうち 1本が cDNAに由来するよ
うなロタウイルスの作出を試みた（図 3）．まず，細胞内に
cDNA由来のウイルス ssRNAを供給するため，増殖能の
良いサルロタウイルス SA11株の VP4遺伝子を T7 RNA
プロモーターと HDVリボザイムの間に配置したプラスミ
ドを構築した．T7 RNAポリメラーゼを発現している細胞
にこのプラスミドを導入すると，5'および 3'末端がウイル
スmRNAと一致したプラス鎖 ssRNAが発現する．そこで，
T7 RNAポリメラーゼを発現する組換えワクシニアウイル
ス rDIs-T7polを感染させた COS-7細胞にこのプラスミド
をトランスフェクトし，さらに，ヘルパーウイルスとなる
ヒトロタウイルス KU株を重感染させた．24時間培養の後

図 3 開発したロタウイルスにおけるリバースジェネティクス系

T7 RNAポリメラーゼを発現する細胞に，T7 RNAプロモーター供給下で VP4遺伝子 ssRNAを発現するプラスミドを導入す

る．導入 24時間後にヘルパーウイルスを感染させ，さらに 24時間培養を続ける．回収したウイルスをヘルパーウイルスに特

異的な中和抗体存在下で培養することで，cDNA由来 VP4遺伝子分節をゲノムとする組換えウイルスを単離する（文献 28か

ら改変して引用）．
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にこの COS-7 細胞を回収した．回収ウイルスの中から
cDNA由来 VP4遺伝子分節をゲノムとする組換えウイルス
を単離するため，回収ウイルスを KU株の VP4に特異的な
中和単クローン抗体存在下で継代培養したところ，ロタウ
イルスによる細胞変性の出現とともに，KU株をベースと
して cDNA 由来の SA11株 VP4遺伝子分節をゲノムとし
て安定に保有する組換えロタウイルスが得られた 27）．さら
に，トランスフェクトするプラスミドの VP4遺伝子の ORF
内に 2種類のサイレント変異を単独あるいは同時に導入し
たプラスミドを構築して同様の実験を行ったところ，いず
れのプラスミドを用いた場合にも cDNA由来 VP4遺伝子
分節をゲノムとする組換えロタウイルスが回収され，この
新しく開発されたロタウイルスにおけるリバースジェネテ
ィクス系の有用性が確認された．一方で，現在の我々の系
は，組換えウイルスの回収効率がまだかなり不十分である．
これは，ロタウイルスを含むレオウイルス科のゲノムパッ
ケージングが厳格にコントロールされているというこれま
での知見を反映しているように思われる．そして，この厳
しいウイルスゲノムのパッケージングコントロール，さら
に，viroplasmという細胞内の隔離した環境でゲノム複製
を行うというこのウイルス科特有の複雑さが，組換えロタ
ウイルスの回収を難しくしている主な原因かもしれない．
このように，回収効率に改善の余地があるものの，このロ
タウイルスにおけるリバースジェネティクス系の開発は，
今後のロタウイルス研究の著しい展開を導くものであると
期待される．

おわりに

2本あるいは 3本の分節 dsRNAをゲノムとするビルナウ
イルスやシストウイルスではリバースジェネティクス系が
これまでに開発されている．これらのウイルスでは，全分
節のmRNAを細胞に導入するだけでウイルス複製サイクル
を開始することができる．一方で，10-12 本もの分節
dsRNAをゲノムとするレオウイルス科のウイルスでは，レ
オウイルスを除いて，いずれでもリバースジェネティクス
系は開発されていなかった．また，これらウイルスの全分
節mRNAだけを細胞に導入してウイルスを回収しようとす
る試みは，多くの研究室で精力的に試されてきたにもかか
わらず，世界のどこでも未だ成功しておらず，完全に
cDNA由来の感染性ウイルスを作出するには，mRNAに加
えて，ウイルス側または宿主側の因子をトランスに供給す
る必要があるのかもしれない．一方で，ごく最近，我々は
ヘルパーウイルスを用いる系でロタウイルスにおけるリバ
ースジェネティクス系の開発に成功した．この系はヘルパ
ーウイルスを用いるので，回収ウイルスの中から組換えウ
イルスを単離するための強力な選択条件が必要であり，目
的とする遺伝子によっては，その条件が存在していない．
また，現時点では組換えウイルスの回収効率はまだかなり

不十分であり，人工変異の導入で増殖性の低下した組換え
ウイルスの回収を困難にするかもしれない．しかしながら，
これら問題はあるものの，リバースジェネティクス系の開
発は，ロタウイルスの複製サイクルにおいて，今までウイ
ルスから切り離した状態でしか調べることのできなかった
ウイルス遺伝子とその産物の機能的相互作用を実際のウイ
ルスで解析することを可能とし，さらには，近い将来，ヘ
ルパーウイルスを必要としない，すべての分節 dsRNAが
cDNAに由来するロタウイルスを作出するリバースジェネ
ティクス系確立への道につながるものと期待している．
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Establishment of a reverse genetics system for rotavirus

Satoshi KOMOTO, and Koki TANIGUCHI

Department of Virology and Parasitology, School of Medicine, 
Fujita Health University, Toyoake, Aichi 470-1192, Japan

The rotavirus genome is composed of 11 segments of double-stranded RNA (dsRNA).  Rotavirus is
the leading etiological agent of severe gastroenteritis in infants and young children worldwide.
Reverse genetics is the powerful and ideal methodology for the molecular study of virus replication,
which enables the virus genome to be artificially manipulated.  Very recently, we developed the first
reverse genetics system for rotavirus, which enables one to generate an infectious rotavirus contain-
ing a novel gene segment derived from cDNA.  In this review, we describe each steps of rotavirus
replication to understand the background to the establishment of a reverse genetics system for
rotavirus, and summarize the reverse genetics systems for segmented dsRNA viruses including
rotavirus.


