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1．はじめに

　オルビウイルス（genus Orbivirus）は 10分節の 2本鎖
RNAをゲノムとして有し，15属あるレオウイルス科
（family Reoviridae）のうちの１属である．国際ウイルス分
類委員会（International committee on taxonomy of virus, 
ICTV）によって，1974年に，ブルータングウイルス
（Bluetongue virus, BTV），アフリカ馬疫ウイルス（African 

horse sickness virus, AHSV），流行性出血病ウイルス
（Epizootic hemorrhagic disease virus, EHDV）など 9種類
のウイルスがオルビウイルス属として初めて分類された．
オルビの名前は，ドーナツのようなウイルスカプシドの形
状 31)から，「Ring=輪っか」を意味するラテン語である
「Orbi」に由来している．現在，2013年度版の ICTVによ
るウイルス分類において，オルビウイルス属には，22種
類のウイルスが分類されており，また， 種として未分類の
オルビウイルスも存在している 4, 17, 49, 74)．
　オルビウイルス感染症には，アフリカ馬疫（AHS）や

ブルータング病（BT）など，畜産業に甚大な影響を与え
る感染症だけでなく，少数ではあるが，人獣共通感染症も
含まれている．現在，オルビウイルス感染症に対する有効
な対処法はワクチンのみである．また，オルビウイルスの
感染・複製機序の詳細や病原性発揮のメカニズムも不明で
ある．近年，オルソレオウイルス 33)，ロタウイルス 34)に
続いて，オルビウイルスでも特定の変異を導入した感染性
ウイルス粒子を効率よく作出できる遺伝子操作系（リバー
スジェネティクス，RGシステム）が開発され 5, 7, 28, 44)，
ウイルス複製の詳細な解析が始まっている．
　本稿では，オルビウイルスの基礎的性状について紹介す
ると共に，オルビウイルスの中でも研究が最も進んでいる，
BTVでの報告を中心に，その分子機構や複製機構，特に
オルビウイルスが持つユニークな構造タンパク質 VP6の
機能について概説する．

2．オルビウイルスの疫学と対策

　オルビウイルスは同じ科のオルソレオウイルスやロタウ
イルスとは異なり，ダニや蚊などの吸血性節足動物を介し
て感染するアルボウイルス（arbovirus）である．そのため，
オルビウイルス感染症の発生域・発生時期は，その媒介節
足動物の生息域・発生時期と一致する 55)．近年の輸送手
段の発達や，気候変動などにより，これまで生息していな
かった地域での媒介節足動物の拡散に伴って，BTVなど
のアルボウイルスの感染が拡大する可能性が 報告されて
いる 1, 22, 41)．
　オルビウイルスの多くは，主にヒツジやウシ，ウマなど
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動物に感染し，ヒトへの感染は報告されていないが，いく
つかのオルビウイルスは，ヒトにも感染する人獣共通感染
症の原因ウイルスである．オルビウイルスの感染から発症
までの潜伏期間はおおよそ数日～ 20日である（国際獣疫
事務局 OIE 2014 technical-disease-cards, http://www.oie.
int/animal-health-in-the-world/technical-disease-cards/）．
また，宿主によっては感染しても病原性を発揮せず，不顕
性感染に終わることもある．このような不顕性感染をして
いる宿主がオルビウイルスのリザーバー（reservoir）にな
る可能性がある．例えば，AHSVでは，不顕性感染したシ
マウマやロバに加えてワクチン接種のため不顕性感染してい
るウマが新たな感染源となる可能性が報告されている 54, 72)．
　ヒトにも感染するオルビウイルスは，発熱や頭痛など，
軽い疾患をヒトに引き起こし，時として髄膜炎などを引き
起こすことが報告されているが，死亡することはまれであ
る 10, 15, 23, 36, 40, 52, 66, 67)．一方，動物にのみ感染が報告され
ているオルビウイルスの感染力や致死率は様々である．例
えば，ウマ脳症ウイルス（Equine encephalosis virus, 
EEV）では滅多に感染個体は死亡しないが 26, 27)，BTVでは，
感染個体の致死率は 70%以上 7, 59)，AHSVでは，95%に
も及ぶ場合がある 16)．また，その症状も粘膜の充血，発熱，
嚥下障害，泡沫性流涎，蹄冠炎による歩行障害，死流産，
浮腫，肺水腫，大脳欠損など様々である．
　AHSVや BTVのように高い致死率のオルビウイルスに
よる家畜の疾病は，感染個体の死亡などにより， 経済的損
失を招く．また，イバラキウイルス（Ibaraki virus, IBAV）
を含む EHDVのように，致死率は 20%程度だが，その感
染により，乳牛の産乳量の激減など生産力の低下により畜
産経済に大きな影響を及ぼすものもある 32, 60)．さらに，

これらのウイルスが流行している地域からの 感受性個体
の移動制限や，精液，受精卵の移動も禁じられるため，輸
出入における損失も甚大である 2)．
　日本では，BTVと IBAVの家畜への感染が報告されて
おり，BTとイバラキ病は家畜伝染病予防法の届出伝染病
に指定されている．BTは 2006年を最後にその発生は報
告されていないが，その後も，媒介昆虫であるヌカカや感
染モニタリング用の「おとり牛」から BTVが検出されて
おり 63)，再びアウトブレイクが起こる可能性がある．一方， 
イバラキ病は，2000年を最後にその発生はしばらく途絶
えていたが，2013年には鹿児島で 2頭の発症が確認され
ている（農林水産省 平成 25年次監視伝染病発生年報 , 
http://www.maff.go.jp/j/syouan/douei/kansi_densen/
kansi_densen.html ）．また，ほぼ毎年，「おとり牛」にお
いて，IBAV抗体の陽転が確認されており，今後もアウト
ブレイクが起こる可能性は否定できない．
　AHSVや BTV，IBAVの家畜への感染予防には，生ワク
チンや不活化ワクチンが用いられている．しかし，1997
年に死流産を起こした IBAV53)や，2006年から 2008年に
かけて，英国を含むヨーロッパでアウトブレイクした
BTV血清型 8（BTV-8）61)のように，ワクチン株と血清型
の異なるウイルスが新たに侵入した場合や，これまでウイ
ルスが存在しなかった地域に侵入した場合，また病原性が
確認されなかったためワクチン接種が行われなかった家畜
が新たに感染・発症した場合には，その感染・流行拡大を
止めることはできない．さらに，ワクチンの製造までには
時間がかかるため，迅速な対応は期待できない．また，発
症個体に対する治療法は補液などの対症療法しかないた
め，感染症流行の収束までには時間がかかる．

図 1 BTV粒子の構造（参考文献 51, 73）より改変）
外殻：VP2（レセプター結合タンパク質），VP5（膜融合タンパク質）；コア粒子：VP7，VP3，VP1（RNA依存的 RNAポリメ
ラーゼ），VP4（Cap構造付加酵素），VP6（ATP依存的 RNAヘリケース），10分節の dsRNA（S1~S10）



205pp.203-212，2014〕

が欠損した NS3Aが発現する場合がある 21, 35)．
　オルビウイルスの複製サイクルは，基本的にはオルソレ
オウイルスやロタウイルスと類似点が多い（図 2）．まず，
VP2が宿主細胞表面のシアル酸に結合した後，クラスリン
依存的エンドサイトーシスで細胞内に取り込まれる 18, 73)．
エンドソーム内に取り込まれたウイルス粒子の外殻は pH
依存的にエンドソーム膜と融合して脱殻し，細胞質内にコ
ア粒子を放出する 19, 69)．放出されたコア粒子は，転写活
性を持ち，mRNAの合成を始める．コア粒子から合成・
放出された mRNAは，リボソームに運ばれウイルスタン
パク質を合成する．この時，非構造タンパク質であり，翻
訳促進機能を持つ NS1がまず合成され，他のタンパク質
の合成を促進すると考えられている 6)．合成されたタンパ
ク質のうち，サブコア粒子を形成するタンパク質（VP1，
VP3，VP4，VP6）と 10本の mRNAは，非構造タンパク
質の NS2が形成するウイルス封入体（VIB）に運ばれ，
サブコア粒子を形成した後 37, 48)，VP7を獲得し，コア粒
子となって VIBから運び出される 29, 38, 39, 50)．コア粒子は
VP5，VP2を獲得して成熟ウイルス粒子となり，非構造タ
ンパク質 NS3と宿主タンパク質 Tsg101などの働きで，宿
主細胞から出芽（budding）もしくは細胞溶解（cell lysis）
によって放出される 3, 13, 14)．

4．オルビウイルスにおける RGシステムの構築と
初期複製機構

　筆者らは，オルビウイルスを含むレオウイルス科のウイ

3．オルビウイルスの構造とウイルス複製サイクル

　オルビウイルスは，エンベロープを持たない直径
80~90nmの球状の粒子で，2層のカプシド構造をとる（図
1）． 外殻はレセプター結合タンパク質である VP225, 73)と
膜融合タンパク質である VP520, 24)からなる．外殻の内側
にあるコア 粒子は VP3と VP7からなる内殻とその内側の
３つの酵素タンパク質：VP1（ポリメラーゼ），VP4（Cap
構造付加酵素），VP6（ATP依存的 RNAヘリケース）と
10分節のゲノム dsRNAからなる転写複合体で構成されて
いる．コア粒子から VP7粒子を除いたものをサブコア粒
子と呼ぶ．また，感染細胞内では上記の 7種類の構造タン
パク質以外に，4種類の非構造タンパク質（NS1~NS4）
が発現される 57, 68, 70)．
　10分節の dsRNA（S1~S10）にはそれぞれ非翻訳領域
（UTR）に挟まれるように翻訳領域（CDR）が存在する 58)．
各 dsRNAの＋鎖 RNAの 5'末には Cap構造を有し，Cap
依存的 mRNA合成が行われる．UTRは，ウイルスゲノム
の粒子への取り込みに重要な働きをしていると考えられて
いる 9, 37)．CDRには S9と S10を除き，それぞれ１個のタ
ンパク質がコードされている 68, 70)．S9の CDRには，酵
素タンパク質である VP6と非構造タンパク質である NS4
が異なるオープンリーディングフレーム（ORF）上にそ
れぞれコードされている 57)．S10には非構造タンパク質で
ある NS3がコードされているが，同じ ORF上の 2個目の
開始コドンから翻訳が開始され，NS3の N末 13アミノ酸

図 2　BTVの複製サイクルの概観 51,59）と RGシステムの原理
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　BTVでは，10本の T7 RNAを 1回 transfectionするよ
りも 1 日間隔で 2 回 transfection（double-transfection）
する方が，ウイルス産生率が高いことが分かっていた．そ
こで，double-transfection の 1回目の transfectionの条件
によって，ウイルス産生率がどのように変化するか調べた
（図 3）．すると，1回目の transfectionで，サブコア粒子
を構成するタンパク質（VP1，VP3，VP4，VP6）と NS2
を十分量発現した場合，たとえ，2回目の transfectionに
Cap構造のない T7 RNAを用いても，1回 transfectionす
るよりもはるかに多くの BTVが産生された 47, 48)．しかし，
1回目の transfectionで，VP3を発現しない場合，ウイル
ス産生は激減したことから，VIB内で形成されたサブコア
粒子は転写活性を持ち，新たに mRNAを合成することが
明らかになった 48)．したがって，BTVの複製サイクルに
は初期複製機構があり，初期複製複合体（primary 
replication complex, PRC）の最小単位はサブコア粒子で
あることが証明された．
　さらに，詳細に初期複製機構を調べるために，2回目の
transfectionで VP7がコードされている S7 T7 RNAのみ
に Cap構造を付加せず，新たに形成されたサブコア粒子
から mRNAが合成されない限り VP7の発現がほとんどな
い場合，1回のみ transfectionするよりはるかに効率は良
いものの，2回目の transfectionからの VP7発現がある場

ルスに特徴的な複製ステップ「脱殻コア粒子内でのmRNA
合成および細胞質への放出」を利用して，RGシステムを
構築した．すなわち，in vitro で合成された mRNAを 細
胞内へ transfectionすることで，コア粒子からの mRNA
の放出を mimicした（図 2）．mRNAの合成には，まず，
感染細胞から精製したコア粒子を用いた（core RNA）7, 44)．
現在では，より効率よく変異体を作製するために，ウイル
ス dsRNAから各分節の cDNAを合成し，T7プロモーター
下流にそれぞれ挿入したプラスミドから，T7 RNAポリメ
ラーゼを用いて 10本の一本鎖＋ RNA（ssRNA）を合成し
ている（T7 RNA）5, 28, 47, 48)．さらに，初期複製機構（primary 
replication）と呼ばれる，ウイルス増幅機構を利用した 
double-transfection法を用いて効率よく変異ウイルスを作
製している 28, 47, 48)（図 3）．
　レオウイルス科のウイルスの複製サイクルには，ウイルス
を効率よく増殖させる機構が存在すると長く信じられてきた．
例えば，オルソレオウイルスでは secondary transcriptionと
呼ばれる，新たに形成されたサブウイルス粒子から再び
ssRNA合成が始まるステップの存在が報告されている 62)．
しかし，直接的にその機構の存在を証明した研究は少ない．
オルビウイルスでは，RGシステムを用いて，ウイルス増
幅機構を証明し，初期複製機構（primary replication）と
名付けた 47)（図 3）．

図 3 RGシステムを用いた BTVの初期複製の証明（参考文献 48)より改変）
Cap構造のない BTV ssRNAからは BTVタンパク質が合成されない．しかし，1回目の transfectionで供給された BTVタン
パク質と 2回目の transfectionで供給された ssRNAが PRCを形成すると，PRC内で合成された ssRNAには Cap構造が VP4

によって付加されるため，VP2，VP5を含む全ての BTVタンパク質が合成された結果，感染性ウイルスが産生される．
CTRL：Cap構造をもつ ssRNAを 1回 transfectionした細胞から産生された BTV量
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したところ，急激なウイルス産生の増加がみられた 44)（図4）．
また，血清型の異なる AHSVの dsRNAはポリアクリルア
ミドゲルでの移動度が異なることを利用して，1回目，2
回目の transfectionにそれぞれ異なる血清型の AHSVの
core RNAを用いたところ，産生された AHSVのゲノムは
2回目の transfectionに由来していた 44)（図 4）．このこと
から，1回目の transfectionで発現された AHSVタンパク
質と，2回目の transfectionで供給された ssRNAが PRC
を作り，ウイルス産生効率を高めていることが明らかに
なった 44)．さらに，BTVと同様のほ乳動物細胞用発現ベク
ターと T7 RNAを用いた RGシステムも開発されている 28)．

5．オルビウイルス構造タンパク質 VP6の機能解析

　オルビウイルスの構造タンパク質 VP6は，レオウイル
ス科の他のウイルスには同等のタンパク質が存在せず，オ
ルビウイルスに特有である．遺伝子組換えバキュロウイル
ス発現システムにより発現・精製された BTV VP6タンパ
ク質を用いた in vitro の実験系において，VP6は RNAに
結合し，ATPase活性とヘリケース活性を持つことが明ら
かになった 30, 64)．このことから，VP6はポリメラーゼ活性
を持つ VP1 8, 46, 71)と Cap構造付加酵素である VP4 42, 56, 65)，
dsRNAとともに転写複合体を形成し，脱殻したコア粒子
内での mRNA合成時，dsRNAを解く RNAヘリケースと
して働くと考えられている 7)．しかし，多くのウイルス
RNAヘリケースタンパク質は，二量体であるのに対し，
VP6は六量体を形成する 30)．また，VP6は精製コア粒子
中に存在することは確認されているが，VP1，VP4のどち
らとも結合が確認されておらず，ウイルス粒子内のどこに
存在するのかも不明であるため，実際のウイルス複製サイ
クルでの機能は不明であった．

合に比べてウイルスの産生効率が悪くなった 48)．近年開発
された，BTVの Cell-free assembly system（CFA）でも，
VP7がない場合，形成されたサブコア粒子中のゲノムに
RNase耐性がないことが分かっており 37)，サブコア粒子
は非常に不安定で，VP7によって，PRCの安定性を高め
ていると考えられた 48)．また，VP7により VIBからタン
パク質合成の場である細胞質内に PRCを移動させている
可能性がある 29, 48)．
　ウイルスタンパク質合成の初期に翻訳されると考えられ
ている，NS1と NS2の初期複製への関与を調べたところ，
VIBの構成要素である NS2を予め発現させないと，ウイル
ス産生量が激減するため，VIB（NS2）は，初期複製には
重要な因子であることが分かった 48)．一方，NS1は，RG
システムの場合はほ乳動物細胞用発現プラスミドで初期複
製に関与するタンパク質を発現させるので不要だが，実際
のウイルス複製サイクルでの初期複製においては，ウイル
スタンパク質の翻訳促進に寄与していると考えられる 6, 48)．
いずれの非構造タンパク質も，人工タンパク質合成システ
ムを利用した CFAシステムでは，サブコア粒子の形成に
関与しないことが分かっている 37)．
　残りのウイルスタンパク質（VP2，VP5，NS3/NS3A，
NS4）の複製機構への関与は明らかではない．しかし，ウ
イルス放出に関与している NS3を予め過剰発現させた場
合，ウイルス産生の低下が観察されることがある．このこ
とは，新たに形成されたサブコア・コア粒子が，初期複製
の開始，あるいはウイルス成熟の開始のどちらのステップ
に進むのかを決定する因子を研究する上で重要な知見であ
るかもしれない．
　AHSVでは，BTVにやや遅れて RGシステムが開発さ
れた 28, 44)．まず， AHSVの core RNAを double-transfection

図 4 RGシステムを用いた AHSVの初期複製の証明（参考文献 44）より引用）
BSR細胞に core RNA（Core transcripts）の量もしくは回数を変えて transfectionした場合の AHSV産生量（左図）と，1回
目と 2回目 に異なる血清型の AHSV由来の core RNAを用いて transfectionして得られた AHSVの dsRNA泳動パターン（右
図）．CTRL：血清型 4型（A-4）と 6型（A-6）の AHSVから得た dsRNA
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空粒子であることが分かった 48)（図 5）．さらに，この中
空粒子には VP1，VP4も含まれていないことから，VP6は，
dsRNAを VP1，VP4とともに PRCへ取り込む packaging 
promoterである可能性が明らかとなった 48)．現在，どの
ようなメカニズムで VP6がゲノムの取り込みに関与して
いるかを検討中である．
　 一部が欠損した VP6をコードする S9をゲノムとして
持つ BTVは複製機能を欠損していることから，VP6は
BTVの複製に重要であることが分かった．しかし，VP6
には，BTVの複製に関与しない「不要な領域」も存在す
ることが，初めて明らかになった 45)．VP6は可溶性が高く，
結晶化しないため，その構造は不明である．しかし，核磁
気共鳴法（NMR）を用いた構造解析の結果，VP6には２
つの大きなループがあり，N末側のループ（34~130番目
のアミノ酸）を欠損させてもその構造には変化がないこと
が明らかとなった．この N末側のループを半分もしくは
全て欠損した VP6をコードする S9を持つ BTVを作製し
たところ，全て欠損した BTVは複製能を欠損していたが，
半分だけ欠損した（34~92番目のアミノ酸）BTVは普通

　BTVの RGシステムを用いて，ウイルス複製における
VP6の重要性を検討するため，一回目の transfectionで
VP6を発現させずに 2回目の transfectionをしたところ，
ウイルス産生が激減した 47)．このことから，初期複製に
VP6は必須であることが明らかになった．さらに，VP6
をコードする S9の CDRの約 3分の 1を欠損させ，欠損
領域に緑色蛍光タンパク質遺伝子（EGFP）を挿入した
EGFP/S9 T7 RNAを用いて，変異 BTVを作製した．この
BTVの作製には，正常な VP6を供給する必要があるため，
VP6を恒常的に発現するヘルパー細胞（BSR-VP6）を用
いた．作製された変異 BTVは，BSR-VP6細胞では野生型
BTVと同様に増殖したが，VP6が発現していない普通の
BSR細胞では各ウイルスタンパク質は発現しているが，
感染性粒子の増加はみられなかった 43)（図 5）．さらに，
変異 BTV感染 BSR細胞内での dsRNA合成を調べたとこ
ろ dsRNA合成が起こっていなかったことから，PRCの形
成が起こっていない可能性が考えられた 48)．そこで，変
異 BTV感染 BSR細胞からコア粒子を精製し，電子顕微鏡
で観察したところ，ほとんどの粒子はゲノムを含まない中

図 5　複製能欠損 BTV（S9E2 BTV）の作製と性状検査（参考文献 43, 44）より改変）
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 The members of Orbivirus genus within the family Reoviridae cause severe arthropod-born 
diseases mainly in ruminants and equids. In addition, the orbiviruses, which can infect humans, have 
been reported. In the last decade, the molecular and structural studies for orbiviruses, including 
Bluetongue virus (BTV), has made a great progress. Especially, a reverse genetics system (RG) for 
BTV, developed soon after Orhoreovirus and Rotavirus, is a major breakthrough. Here, I introduced 
the recent findings in orbivirus replication, especially the function of an enzymatic protein, VP6.  


