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はじめに

ロタウイルスは，コモンな疾患である急性胃腸炎の病原
体である．ヒトにおいては，ロタウイルス胃腸炎により，開
発途上国を中心に年間約 60万人の乳幼児が死亡している 17）．
先進国においても，入院を必要とする重症例が多く，医療
経済的な観点からも，その予防に注目が集まっている．
ウイルスの増殖，病原性，免疫などを研究する上で，ゲ
ノムを人工的に自由に改変した感染性ウイルスの性状を検
討して，各ウイルス蛋白ないし遺伝子の機能を解析するリ
バースジェネティクスはきわめて有用である．これまでに，
多くのウイルスにおいて，その開発と応用が盛んに行われ
てきた．しかし，10～ 12本の多分節の二本鎖 RNAをゲノ
ムとするレオウイルス科に属するウイルスについては，世
界中で多くの研究室が取り組んできたものの，分節 RNA

が 10本のレオウイルスを除いて，その開発はきわめて困難
であった．最近，我々の研究室において，ヘルパーウイル
スを利用した系ではあるが，分節 RNAが 11本からなるロ

タウイルスでは初めて，リバースジェネティクスの系の開
発に成功した 13,14）．ロタウイルスで開発されたのを機に，
レオウイルスそしてブルータングウイルスでは，ヘルパー
ウイルスを利用しない理想的な系が開発された 3,4,11,12）．こ
こでは，これらの系の紹介も含めて，ロタウイルスのリバ
ースジェネティクスの開発とそれを利用した一例，そして
今後の展望についてまとめてみたい．

ロタウイルスのリバースジェネティクスまでの背景

ロタウイルスは，正二十面体をなす直径約 80nm（VP4

スパイクの突起を含めると 100nm）の球形ウイルスである．
ゲノムが 11本の分節した二本鎖 RNAからなるのが大きな
特徴である．ロタウイルス遺伝子の機能解析は，発現タン
パク質の利用，遺伝子再集合体（リアソータント）の利用，
温度感受性変異株の利用，siRNAの利用，intrabodyの利
用などによって行われてきた．特に，リアソータントにつ
いては，性状の異なる二種のロタウイルスを同時に感染さ
せることにより，分節 RNAのさまざまな組み合わせのリ
アソータントを調製することが可能である．特定の形質に
ついて，分節 RNAのさまざまな組み合わせのリアソータ
ントの性状を比較することにより，どの分節 RNAが関与
するかを同定できる 18）．siRNAについては，VP4，VP7，
NSP4，NSP2，NSP5などについて，各遺伝子発現を特異的
に抑えることにより，各蛋白質の機能が解析されている 1,6）．
しかし，それら蛋白質のどの領域，あるいはどのアミノ酸
が関与するか，そして非翻訳領域などの解析はできない．

5. ロタウイルスのリバースジェネティクスとその展望
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また，変異を加えたウイルスを調製し，それを利用するこ
ともできない．さらに，外来遺伝子をウイルス RNAに挿
入し，ウイルス感染細胞に発現あるいはウイルス粒子構造
に表出させるためには，やはり，リバースジェネティクス
の手法が理想的である．
ロタウイルスでは，1994年に in vitroでの RNA複製系

が開発され，無細胞系で，精製オープンコア粒子を用いて
cDNA由来のmRNAを鋳型として dsRNAゲノムが複製さ
れることが報告された 5）．それ以後，世界中で精力的なリ
バースジェネティクス系の開発の試みが行われてきたが，
これまで如何なる進歩も報告されなかった．

ロタウイルスのリバースジェネティクスの開発

われわれは，インフルエンザウイルスの例にならい，
cDNA由来の人工的な 1本の遺伝子セグメントとヘルパー
ウイルス由来の 10本の遺伝子セグメントを有する感染性ウ
イルスの作成を試みた．ロタウイルスレセプターのリガン
ドである VP4はロタウイルスの増殖能に強く関連してい
る．そこで，高い増殖能をもつサルロタウイルス SA11株
の VP4 cDNAと増殖効率が SA11の約 10%であるヒトロ
タウイルス KU株をヘルパーウイルスとして利用した．こ
の手法では，培養液中のウイルスの大多数はヘルパーウイ
ルスなので，cDNA由来の遺伝子を含むトランスフェクタ

ントウイルスを得るためには強い選択圧が必要となる．そ
こで，KU株の属す P[8]タイプのヒトロタウイルスを特異
的に中和し，SA11株のような P[8]以外のタイプの VP4を
有するウイルスとは反応しない抗 VP4中和モノクロン抗体
を利用した．この中和抗体の存在下で培養することにより，
SA11の cDNA由来の VP4遺伝子分節を含むトランスフェ
クタントウイルスを選択的に増殖させた．
まず，上流から，T7 RNAポリメラーゼプロモーター，

SA11 ウイルス完全長 VP4 遺伝子，D 型肝炎ウイルス
（HDV）リボザイム，そして，T7ターミネーターを配置し
た転写プラスミド pT7/VP4（SA11）を準備した 14）（図 1）．
このベクターは，SA11 VP4 mRNAの末端に対応する正し
い 5’末端及び 3’末端を有する 2,362塩基のプラス鎖 RNA

を産生することになる．
T7 RNAポリメラーゼの細胞内での供給には，石井ら 9）

が作成した T7 RNAポリメラーゼ発現組換えワクシニア
ウイルス rDIs-T7polを利用した．これは，鳥類の細胞には
細胞変性効果（CPE）を起こすが，哺乳類の細胞には CPE

を起こさないことからきわめて有用である．まず，rDIs-

T7polを COS-7細胞に感染させた後，pT7/VP4（SA11）を
トランスフェクトし，1日後，ヘルパーウイルスとしての
KU株を重感染させ，さらに 1日培養を続けた後，培養液
を回収した．ヘルパーウイルス KU株を特異的に中和する，

図 1 SA11 株 VP4 コード一本鎖 RNA の転写プラスミドの構造

プラスミド pT7/VP4(SA11) は，上流から，T7 RNAポリメラーゼプロモーター，SA11ウイルス完全長 VP4遺伝子，D型肝

炎ウイルス（HDV）リボザイム，そして，T7 ターミネーターを配置している．プラスミド pT7/VP4(SA11)Δ PstI，

pT7/VP4(SA11)Δ HaeII，及び pT7/VP4(SA11)-Δ PstI,Δ HaeIIは，プラスミド pT7/VP4(SA11)の VP4遺伝子のコーディング

領域に遺伝子マーカーとしてのサイレント変異を導入する（赤字で示した）ことで，それぞれ，PstI切断部位あるいは HaeII

切断部位を破壊，あるいは両切断部位を破壊した．（文献 14より）
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異なる中和エピトープを認識する 2種類の抗 VP4中和抗体
ST-1F2と YO-2C2の存在下で，MA104細胞を回転培養し
た．培養後，得られたウイルスをプラーク純化した後，
MA104細胞で増幅し，ビリオン dsRNAをポリアクリルア
ミド電気泳動で解析した．さらに，RT-PCR産物断片の塩
基配列決定により，回収したウイルスの VP4 遺伝子が
SA11由来であることを確認した．こうして，cDNA由来
の VP4遺伝子分節を含む感染性ロタウイルストランスフェ
クタント（KU//rVP4（SA11）ウイルス）が得られた．
次いで，PCRを利用した部位特異的変異法によって，プ
ラスミド pT7/VP4（SA11）における VP4遺伝子のコーデ
ィング領域に遺伝子マーカーとしての 4つのサイレント変
異を導入した．PstI切断部位あるいは HaeII切断部位をそ
れぞれ破壊，あるいは両切断部位を破壊したプラスミド
pT7/VP4（SA11）-ΔPstI，pT7/VP4（SA11）-ΔHaeII，及び
pT7/VP4（SA11）-ΔPstI，ΔHaeIIを調製し，上述と同様の
条件下で培養することにより，KU//rVP4（SA11）-ΔPstI，
KU//rVP4（SA11）-ΔHaeII，KU//rVP4（SA11）-ΔPstI,

ΔHaeIIを得た．RT-PCR制限酵素消化分析および塩基配

列決定により，サイレント変異の導入を確認した 14）．こう
して，ゲノム内に部位特異的変異を有する感染性ロタウイ
ルスを回収することができた．こうしたロタウイルスにお
けるリバースジェネティクス開発のポイントは，細胞傷害
の少ないワクチニアウイルス rDIs-T7polを利用したこと，
特異的な中和モノクロン抗体を作成していたこと，増殖能
の異なる 2種のロタウイルスを基本としたことであろう．

ロタウイルスのリバースジェネティクスの応用

我々の系においては，現在のところ，標的となるのは
VP4だけである．VP4は，ロタウイルスのスパイク蛋白質
で，細胞レセプターのリガンドとして，増殖の最初のステ
ップを規定する．VP4 が，トリプシンにより，VP8* と
VP5*に開裂することで，ロタウイルスの感染性が獲得され
る．ロタウイルスには，外層蛋白質である VP7と VP4が
規定する，独立した 2種の血清型，G血清型と P血清型が
存在する．G血清型は少なくとも 15種存在し，最近，遺伝
子解析から，20種の存在が示唆されている．一方，P血清
型については，少なくとも 14種が報告されているが，P血

Ⅰ Ⅱ Ⅲ 
a)

1 775240246 融合部位 
赤血球凝 
集素領域 

b)

ピ プ  

DGEトリプシン 
開裂部位 

305 385,, 392 428, 433中和エ トー にクリ 
ティカルなアミノ酸 No.

図 2 ヒトロタウイルス（KU 株）VP5* 上の交叉性中和エピトープのマップ (a)と VP4 の構造（b）

ヒトロタウイルス KU株の VP4は 775アミノ酸からなる．VP5*上の交叉性中和エピトープは大きく３種に分かれ，I，II，III

からなる．Iは YO-2C2抗体により認識され，アミノ酸 305が，IIは，KU-6B11抗体，YO－ 1S3抗体などにより認識され，ア

ミノ酸 385，392が，IIIは，KU-4D7，KU-7E，KU-10H，KU-2A，S3-5E抗体などにより認識され，アミノ酸 428，433がクリ

ティカルなアミノ酸である．その他，インテグリンのリガンド DGEモチーフ，融合領域，赤血球凝集素領域，トリプシン開

裂部位を示す．（文献 10を改変）
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清型を血清学的に分類することは，困難なため，塩基配列
の違いから推定され，少なくとも 25種の，いわゆる Pタ
イプが報告されている．Pタイプ特異性は主に VP8*に存
在し，交叉反応性は VP5*に存在する．
われわれのマウスモノクロン抗体とそれに対する抵抗性
変異株との中和パターン解析の成績から，VP5*上には Pタ
イプの枠を超えた 3種の交叉反応性中和抗原部位 I, II, III

が存在し，Iは独立しておりシーケンシャルな抗原であり，
IIと IIIは互いに重なり合っておりコンフォメーショナル
な抗原であることがわかっている 10,24,26）（図 2）．さらに，
他の研究室で分離されたモノクロン抗体の解析結果も含め
ると，VP5*上には 5種類の抗原領域（5-1, 5-2, 5-3, 5-4, 5-5）
が存在する 7）．一方，VP8*上の抗原領域は，4つに分類さ
れる（8-1, 8-2, 8-3, 8-4）15）（図 3）．ヒト型モノクロン抗体を
作成し，VP8*にも交叉中和エピトープが存在すること，マ
ウスとヒトでは認識される中和エピトープに違いがあるこ

とを示唆するデータが得られている 8）．
リバースジェネティクスを用いて，VP4にモザイク抗原
をもつロタウイルスの作成を試みた．KU//rVP4（SA11）ウ
イルスは SA11由来 VP4遺伝子を有しているが，その中和
エピトープ IIをヒトロタウイルス P1B[4]の中和エピトープ
IIに置換したキメラ VP4を有する人工感染性ロタウイルス
の作出を試みた 13）．そのために，中和エピトープ領域の 6

ヵ所の塩基に変異を加え，5個のアミノ酸の置換を行った
（図 4）．得られた KU//rVP4（SA11）IIDS-1 は，ELISAに
おいて，SA11株の中和エピトープ IIと反応するモノクロ
ン抗体 YO-1E6との反応性を失い，一方，DS1と反応し
SA11とは反応しない S2-2F2抗体が反応性を獲得した（図
5）．さらに，KU//rVP4（SA11）IIDS-1 に対して，S2-2F2

は弱いながら中和活性を示した．エピトープ Iおよび IIIに
対する中和モノクロン抗体の反応性は SA11に対する反応
性と同じであった．こうしてリバースジェネティクスの手

図 3 VP4 における中和エピトープの存在部位

パネル c,dにおける像は，パネル a,b に示された像を 90℃回転したものである．

数値は，ヒトロタウイルスで選択した，抗 VP5*中和モノクロン抗体抵抗性変異株での変異アミノ酸残基の番号を示す．実線

で囲む領域は，VP5*の異なる５つの抗原領域を示す．黄： 5-1，白色： 5-2，緑： 5-3，ピンク： 5-4，オレンジ： 5-5．（ ）

内は，それぞれを認識するモノクロン抗体名を示す．破線で囲む領域は，VP8*の異なる４つの抗原領域を示す．黄： 8-1，白：

8-2，緑： 8-3，ピンク： 8-4．ロタウイルスのレセプターであるシアル酸の結合部位を＊で示す．（文献７を改変）



95pp.91-98，2009〕

中和エピトープ SA11 ウイルス VP4
Ⅲ 

VP8* VP5*

1 776Ⅰ Ⅱ 241

247

TGGSYNFSLPVGQWPVLTGGA        SA11サルサル 
381 401

TGGSYNFRLPVGQKPIMNGGA DS-1 ヒトヒト 

ACT GGA GGC AGC TAT AAT TTT AGT CTA CCA GTT GGA CAA TGG CCT GTT TTA ACT GGG GGA GCA        SA11
1147 1209

- - A - - T - - G - - T - - - - - - - - - - - A T-G - - C - - A - - T A - - - - - - - - A- - A-G - A - - - T - - T - - T DS-1

図 4 SA11 株 VP4 の中和エピトープ II の DS-1 株の中和エピトープ II への置換

中和エピトープ IIの周辺領域：アミノ酸 No.381～ 401において，SA11株と DS-1株間では，５個のアミノ酸の違いがある．

そこで，アミノ酸置換を伴う，６個の塩基（赤色の三角形）に置換を加え，SA11株 VP4のアミノ酸 No.381～ 401を，DS-1

株と同一になるように置換した．緑色の○のアミノ酸（SA11株でW，DS-1株で K）がクリティカルなアミノ酸．

中和反応 ELISA

S2-2F2     - - +++ + - - +++ +++

KU-6B11 +++ +++ - - +++   +++    + -

YO-1E6 +++ +     - - +++    +     - -

YO-2C2 +++ - - - +++    - ++ -

S2-2F2, KU-6B11, YO-1E6: 中和エピトープⅡ 

YO-2C2: 中和エピトープ Ⅰ 

図 5 VP4 の抗原モザイクを示す KU//rVP4(SA11)ⅡDS-1 の反応性

S2株は DS-1株と同様の抗原を有する．中和反応，ELISAの反応において，SA11の中和エピトープ IIを DS-1株の中和エピ

トープ IIに置換したウイルス KU//rVP4(SA11)IIDS-1が，SA11株と DS-1株の抗原のモザイクであることを示す．
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法で，VP4抗原モザイクの感染性ウイルスの作成が可能と
なった．現時点でこのウイルスの作成の意義は大きく，ま
ず，ロタウイルスでは初めて，アミノ酸の変異を伴う塩基
変異を人工的に加えることが出来たこと，そして，自然界
では存在しない VP4の抗原モザイクを有する感染性ウイル
スを作成したことである．将来的に，1種のウイルスで多
数の異なる特異性の中和エピトープを有するワクチンの開
発への可能性もある．

他の 2本鎖 RNAウイルスのリバースジェネティクス

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ウイルスの中で，動物を宿主とするウイル
スでは，分節 RNAが 2本である伝染性ファブリキウス嚢
症ウイルス（IBDV）および伝染性膵臓壊死症ウイルス
（IPNV）において，2本の RNAトランスクリプトをただト
ランスフェクションしただけで，感染性のウイルスが容易
に回収できており，この手法で，人工変異ウイルスが作出
されている．また，オルビウイルス科に属するブルータン
グウイルスについても，in vitroでウイルスコア粒子を用
いて合成した 10本のmRNAをトランスフェクションする
ことにより，感染性のウイルスを得た 4）．その後，T7プロ
モ－ターを有するトランスクリプションベクターに取り組
んだブルータングウイルスのゲノムの in vitroで調製した
プラス鎖 1本鎖 RNAを用いて，感染性ウイルスを回収し
た 3）．そして，レオウイルスでは，1990年にヘルパーウイ
ルスを利用した温度感受性変異株の調製，操作を加える遺
伝子分節でコードされる特定のウイルス蛋白質を安定に発
現するトランスフォーム細胞の調製といった極めて煩雑な
準備を必要とするかなり複雑な系ではあるが，最初のリバ
ースジェネティクス系の報告 22）があり，その後改良が加
えられ，最近になり多くの研究データが提出されるように
なった 19-21）．さらに 2007年には Kobayashiら 11）が，プラ
スミド DNAのみのトランスフェクションにより感染性レ
オウイルスの回収に成功した．すでに，多くの人工変異を
加え，有意義な研究データを提出している 12）．

現在の試みと今後の展望

現在のところ，ロタウイルスのリバースジェネティクス
の標的遺伝子は VP4遺伝子のみである．しかも，その効率
は不十分である．今後，効率を高める条件を整え，標的を
もう一方の外層蛋白質 VP7，そして非構造蛋白質にも広げ
ていきたい．さらに，ヘルパーウイルスを利用せず，11本
すべての分節 RNAに対するプラスミド DNAのみ，ないし
in vitroで調製した RNAトランスクリプトのみでの系の
開発に進めたい．ウイルス増殖過程，病原性の解析といっ
た基礎的研究から，新世代のワクチン開発，外来蛋白質の
発現ベクターといった臨床応用への道が開けるものと期待
される．現在，取り組み中の課題は以下の通りである．

1）NSP1

NSP1は，ロタウイルスの増殖には必須でない非構造蛋
白質として同定された．我々は，タイで分離した A5株の
性状を検討する過程で，NSP1コード遺伝子で 500塩基が
欠失した，あるいは，ORFの途中でナンセンスコドンを有
することで，それぞれ 50アミノ酸あるいは 40アミノ酸し
かコードしない NSP1遺伝子を有する A5-16および A5-10

クローンを得た 23）．その後，NSP1は，IRF3の破壊を誘導
し，インターフェロンの産生を抑制する働きがあるが，増
殖には必ずしも必須ではない遺伝子であることが判明した 2）．
そこで，この遺伝子が，外来遺伝子を組み込む候補遺伝子
となる．特に，GFP遺伝子を挿入し，蛍光を発する細胞を，
FACSで選別する方法でのロタウイルスの分離に取り組ん
でいる．
ロタウイルス粒子は，トータルで，本来のゲノムの総塩

基数よりも，少なくとも 2400塩基余分の塩基を収容できる
ことが，わかっている（Chen, Wu, Taniguchi, 未発表）．
そこで，NSP1遺伝子に限らず，他の遺伝子でも，IRESを
挿入し，GFPないしは，何らかの外来遺伝子の挿入が可能
である．
2）VP7

ヘルパーウイルスを抑えるための中和モノクロン抗体で
の選択の過程で，中和モノクロン抗体に抵抗性の変異株が
比較的容易に生成される．そのため，異なる 2種の中和エ
ピトープに対する中和モノクロン抗体の存在下での増殖を
行う．SA11-L2株においては，感染性のトリプシンに対す
る依存性がきわめて低い 22）ので，リバースジェネティク
スで得られている，VP4遺伝子のみ SA11-L2由来で他のセ
グメントが KU株由来であるウイルスをヘルパーウイルス
として用いて，SA11-L2由来の VP7 cDNAを取り込む，
新しいウイルスの選別を 2種の異なる抗 KU中和モノクロ
ン抗体の存在下で，低ないし無トリプシン存在下での増殖
条件で可能なはずである．また，トランスフェクトする
cDNAに対応するヘルパーウイルスの KU株の VP7遺伝子
を siRNAで抑制するなどの試みも行っている．
3）プラスミド DNAのみ

上述したように，レオウイルスでは，プラスミド DNA

のみでのリバースジェネティクスが開発された 11）．すでに，
SA11-L2株およびヒトロタウイルス KU株について，すべ
てのセグメントについてプラスミド DNAの調製は終え，レ
オウイルスの系を参考に諸条件の設定に取り組んでいる．
4）RNAトランスクリプトのみ

ブルータングウイルスと同様に，ロタウイルスにおいて
も，EDTA処理で外層蛋白質 VP4および VP7を取り除い
た一重殻粒子を用いて，プラス極性一本鎖 RNAを大量に
調製できる．また，in vitroで調製した，プラス極性一本
鎖 RNAも含めて，トランスフェクション実験を行ってい
る．さらに，この系で，ヘルパーウイルスを利用する系に
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ついても試みている．
こうして，さまざまな試みが行われているが，いずれも
現在のところ成功にいたっていない．他の二本鎖 RNAウ
イルスと異なり，なぜロタウイルスでは困難であるのかは
不明であるが，分節 RNAがレオウイルス，ブルータング
ウイルスよりも 1本多いこと，それ以外の何らかの理由が
あるものと思われる．

おわりに

ロタウイルスのリバースジェネティクス系は，まだ自由
に操ることができる状態ではない．レオウイルス，ブルー
タングウイルスで，本来のリバースジェネティクスが可能
となったが， 我々の系も改善し，さらに発展させていき
たい．時を同じくして，ヒトロタウイルスワクチンの開発
が報告された．100ヶ国以上で，認可され，多くの国々で
すでに定期接種化もされている．本研究が次世代のワクチ
ン，外来遺伝子導入のためのベクターとしての役割，病態
の解明にも役立てるよう，さらに努力したい．
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Present and future of reverse genetics of rotavirus
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Rotavirus is the leading pathogen for acute gastroenteritis in mammals and birds. Although

the reverse genetics system has been utilized in many viruses, the system using a helper virus was

developed for rotavirus in 2006. As a step for antigenic analysis of VP4 antigen of rotavirus, we

prepared an infectious rotavirus with a spike protein VP4 having an antigenic mosaic by substituting one

of the cross-reactive neutralization epitopes of a simian strain SA-11 with the corresponding one of a

human strain DS-1. The  future improvement and application of the rotavirus reverse genetics were

discussed in this review.


