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はじめに

　レオウイルス科に属するロタウイルス（RV）は，3層
構造からなる非エンベロープウイルスであり，11分節の
二本鎖 RNA（dsRNA）ゲノムを有する．5歳以下の乳幼
児の多くが感染し，重症化する例も多く，世界中で毎年約
20万人が RV感染により亡くなっている 1)．世界の乳幼児
の死亡原因の中で 10%前後を急性感染性胃腸炎が占める
が，その中でも 25~30%が RV感染によるものと報告され
ている 2)．RVはヒトの他，様々な哺乳動物や鳥類に感染し，
種間伝播や分節ゲノムの遺伝子再集合は，RVの遺伝子多
様性の獲得に寄与している．現在，2種類の弱毒生ワクチ
ンが世界中で使用され，重症化の予防に大きく貢献してい
るが，幾つかの問題点も指摘されていることから，次世代
ワクチンの開発も求められている 3-5)．
　リバースジェネティクス系とは，プラスミド等にクロー

ニングしたウイルス由来 cDNAや合成したウイルス由来
核酸から，感染性ウイルスを人工的に作製する技術である．
標的とするウイルスゲノムに任意の改変を自由自在に加え
ることができるリバースジェネティクス系は，ウイルス学
研究に必須の手法である．動物の RNAウイルスでは，1981
年にポリオウイルスでリバースジェネティクス系が報告さ
れて以降 6)，現在まで狂犬病ウイルス 7)，インフルエンザ
ウイルス 8) 等，多くの RNAウイルスでその技術が開発さ
れ，ウイルス増殖機構の解明やワクチンベクター開発研究
に多大な貢献をしてきた 9)．9-12本の分節型 dsRNAゲノ
ムを有するレオウイルス科では，その複雑なゲノム構造か
らリバースジェネティクス系の開発は遅れていたものの，
近年，幾つかのウイルスでこの技術が確立されている 10)．
しかし，この科で最も重要な病原ウイルスである RVにお
いては，実用性の高いリバースジェネティクス系の開発は
進んでおらず，RVの基礎・応用研究を進める上で大きな
障害となっていた．

オルソレオウイルス属のリバースジェネティクス系

　レオウイルス科オルソレオウイルス属は細胞融合活性の有
無により Fusogenicグループと Nonfusogenicグループに
分類される．Fusogenicグループには，コウモリレオウイ
ルス（Pteropine reovirus: PRV），トリレオウイルス，ヒ
ヒレオウイルス等が，Nonfusogenic グループには哺乳類オ
ルソレオウイルス（Mammalian orthoreovirus: MRV）が含
まれる 11-14)．Fusogenicグループの細胞融合活性は，このグ
ループがコードするFusion-associated small transmembrane
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（FAST）タンパク質の作用によることが知られている 13, 15)．
　MRVは，正 20面体 2層構造を持ち，10分節の dsRNA
をゲノムとして保有している．MRVは古くからレオウイ
ルス科のモデルウイルスとして研究が進んでおり，ウイル
ス学研究以外にもキャップ構造の発見やタンパク質の翻訳
機構など，黎明期の RNA研究に広く貢献してきた 16, 17)．
また，MRVは近年，病原性が極めて低いこと，選択的腫
瘍溶解活性を持つことから，腫瘍溶解性ウイルスとして癌
治療研究に応用されており，実用化に向けた基礎・臨床研
究が精力的に行われている 18-20)．レオウイルス科におけ
るリバースジェネティクス系は，MRVで最初の成功例が
報告された．
　1990年，RonerらはMRVのリバースジェネティクス系
の基礎となる成果を報告した．彼らは，MRV-3型由来コ
ア粒子から in vitro transcription反応により合成した 10
分節のプラス鎖の一本鎖ウイルス RNA（ssRNA）をウサ
ギ網状赤血球ライセートを用いた系で翻訳し，得られた翻
訳産物，MRV-3型由来 dsRNAならびに ssRNAゲノムを
ヘルパーウイルス（MRV-2型）感染細胞に導入することで，
目的とするウイルス（MRV-3型）の作製に成功した 21)．
この系では，産生されたMRV-3型はヘルパーウイルスと
して用いられたMRV-2型との増殖速度の差を利用するこ
とで，プラーク法により単離された．その後，Ronerらは
この系をさらに応用し，レオウイルス科初となるリバース
ジェネティクス系の開発に成功した．彼らは，コア粒子か
ら合成した 9分節の ssRNAと，in vitro transcription反
応により合成したクロラムフェニコールアセチルトランス
フェラーゼ（CAT）遺伝子を S2遺伝子に組み込んだ
S2-CAT ssRNAを同時にヘルパーウイルス感染細胞に導
入することで，遺伝子改変を加えた組換えMRVの作製に
成功した 22)．しかし，ヘルパーウイルスを用いたMRVの
リバースジェネティクス系は，操作が複雑かつ高度な手技
が必要とされることから，より簡便で効率の高い系の開発
が望まれていた．
　2007年，筆者らは汎用性の高いMRVのリバースジェネ
ティクス系の確立を目的にヘルパーウイルスを必要としな
い Plasmid-basedリバースジェネティクス系の開発に成功
した 23)．この系の開発のため，筆者らは，MRV-3型の全
10分節 dsRNAゲノム由来 cDNAを作製し，得られた
cDNAを T7プロモーターおよび D型肝炎ウイルス（HDV）
リボザイム配列の間に挿入したプラスミドを構築した．
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（VV）DIs-T7pol株 24)を感染させたマウス由来 L929細
胞に構築した 10分節ゲノム発現プラスミドを導入するこ
とで，組換えMRVの作製に成功した 23)．MRVの複製サ
イクルでは，コア粒子内でウイルス自身が持つ RNA 依存
性 RNA ポリメラーゼにより合成された 10分節の ssRNA 
は，mRNAとしてウイルスタンパク質の合成あるいは

dsRNAゲノム合成の鋳型として機能する．Plasmid-based
の系においても，T7 RNAポリメラーゼにより転写され，
HDVリボザイムによって自己切断された RNAがウイル
ス ssRNAとして機能することで，その後の感染サイクル
が反映されると考えられる．
　筆者らは，MRVの Plasmid-basedリバースジェネティ
クス系を基に，複数のMRVゲノム発現カセットを一つの
プラスミドにクローニングし，最終的に 4個の発現プラス
ミドに集約することでウイルス作製効率を向上させた系や
T7 RNAポリメラーゼを持続的に発現するハムスター由来
BHK（BHK-T7）細胞を使用することで，VV DIs-T7pol株
を必要としないより簡便なシステムの開発も行った 23, 25)．
現在，MRVの Plasmid-basedリバースジェネティクス系
は，多くの研究室で導入され，レオウイルス科研究の発展
に広く貢献している．
　細胞融合活性を持つ Fusogenicグループではリバース
ジェネティクス系の開発は遅れていた．最近，筆者らは，
PRVのリバースジェネティクス系の開発に成功した 26)．
PRVは，1968年にオーストラリアでオオコウモリ（Pteropus 
poliocephalus）から分離され，長らくコウモリを自然宿主
とする非病原性のレオウイルスと考えられていた．しかし，
2007年にマレーシアで重篤な呼吸器症状を呈した患者か
ら PRVが分離され，ヒトに病原性を示すことが報告され
た 27)．その後もアジア諸国で同様の呼吸器症状を呈した
患者からの PRV感染例が報告されており，国内において
も，インドネシア・バリ島より帰国後，急性の呼吸器症状
を呈した患者から，PRV Miyazaki-Bali/2007（MB）株が
分離されている 28)．筆者らは，PRVの複製機構ならびに病
態発現機序を理解するため，MRVのリバースジェネティ
クス系を基に高病原性MB株の Plasmid-basedリバース
ジェネティクス系の開発を行った．さらに，この系を用い
て，セルアタッチメントタンパク質 sigmaC欠損ウイルス
を作製し，解析を行った結果，PRVの細胞吸着・侵入過
程には sigmaCを含む複数のウイルスリガンドによる感染
経路が存在することを明らかにした 26)．PRVのリバース
ジェネティクス系は他のレオウイルス科の系と比較して，
組換えウイルスの作製効率が非常に高いことから，
Fusogenicグループ特有の感染機構（細胞融合性 FASTタ
ンパク質の機能解析等）の解明のみならず，ゲノムアセン
ブリーやゲノムパッケージングなど，レオウイルス科共通
の複製機構の解明にも有用と考えられる．

オルビウイルス属のリバースジェネティクス系

　オルビウイルス属は，10分節 dsRNAゲノムを有し，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 haemorrhagic disease 
virus: EHDV）等の獣医学領域で重要な節足動物によって



101pp.99-110，2017〕

媒介されるウイルスが含まれる 29-31)．その中でも，反芻
動物に感染する BTVは，古くからオルビウイルス属のモ
デルウイルスとして研究が進んでいる 32-34)．リバースジェ
ネティクス系の開発においても，MRVの Plasmid-based 
リバースジェネティクス系の開発と同時期に，BTVで
RNA-based リバースジェネティクス系が英国のロンドン
衛生熱帯医学大学院大学のグループにより報告された．英
国のグループは，BTV粒子から酵素処理によりカプシド
タンパク質を除去したコア粒子を用いて ssRNAを合成し，
得られた 10分節全ての ssRNAを BTV感受性細胞にトラ
ンスフェクションすることで，感染性ウイルスが作製でき
ることを証明した 35)．この報告は，ヘルパーウイルスを
必要とせず，ssRNAのみを培養細胞に導入することで，
感染性ウイルスの作製が可能であることを示した重要な成
果である．
　英国のグループは，この方法を発展させることで，
RNA-based リバースジェネティクス系の開発を行った．
ウイルスゲノム cDNAをコードするプラスミドから，T7
プロモーターを利用した in vitro transcription反応によ
り，10分節 ssRNAを合成し，得られた 10分節の ssRNA
を細胞へトランスフェクションすることで，組換え BTV
の作製に成功した 36)．当初，この RNA-basedリバースジェ
ネティクス系のウイルス作製効率は低かったが，in vitro
で合成された 10分節 ssRNAの培養細胞への導入回数を 1
回から 2回に増やすこと，BTV複製複合体を形成する
VP1，VP3，VP4，VP6タンパク質ならびに Viral inclusion 
bodyを形成するNS2タンパク質を過剰発現させることで，
ウイルス作製効率は大幅に改善されている 37)．BTVの
RNA-based リバースジェネティクス系を基に，その後，
AHSVや EHDVにおいてもリバースジェネティクス系が開
発されており，筆者らもAHSVの系の開発に貢献した 38, 39)．
RNAを直接トランスフェクションする RNA-based リバー
スジェネティクス系は，初期複製過程の研究に利点はある
が，in vitro で 10分節全ての ssRNA合成が必要なこと，
合成した ssRNAを培養細胞に効率的にトランスフェク
ションする必要があることから，高いコストと高度な技術
が要求される．そのため，最近では，BTVや AHSVにお
いても，より簡便な Plasmid-basedのリバースジェネティ
クス系が開発されている 40, 41)．

RVにおけるヘルパーウイルスを用いた
リバースジェネティクス系

　RVはレオウイルス科で最も公衆衛生上重要な感染症で
あり，世界中の多くの RV研究者がこれまで RVのリバー
スジェネティクス系の開発を試みていた．様々な試行錯誤
の中，2006年，最初のブレークスルーとして，ヘルパー
ウイルスを用いた系が藤田保健衛生大学のグループにより
報告された．この系は，サル RV SA11株由来の外殻スパ

イクタンパク質 VP4をコードする VP4遺伝子由来 cDNA
を T7プロモーターおよび HDVリボザイム配列の間に配
置したプラスミドを構築し，構築した VP4分節ゲノム発
現プラスミドを VV DIs-T7pol株およびヘルパーウイルス
（ヒト由来 RV KU株）を感染させた細胞に導入することで，

SA11株由来の VP4遺伝子を持つ KU株を作製する方法で
ある．ヘルパーウイルスから目的とする組換えウイルスの
選別は，KU株の VP4に対する中和抗体を用いて野生型
KU株の増殖を抑制することで，SA11株由来 VP4遺伝子
を持つ組換えウイルスの単離を行っている．この系では，
中和抗体による組換えウイルスの選別が必須であるため，
標的とする遺伝子は現在までのところ VP4遺伝子に限ら
れているが，セルアタッチメント VP4タンパク質は，RV
の抗原性（遺伝子型）を決定する重要なタンパク質の一つ
であり，新規の異なる遺伝子型を持つワクチン候補株の作
出などに応用可能である 42, 43)．
　2010年には，Viroplasm形成に関わる非構造タンパク質
NSP2 44)に変異を導入できるヘルパーウイルスを用いたリ
バースジェネティクス系がアメリカ国立衛生研究所のグ
ループより報告された．このグループは，NSP2遺伝子に
機能的変異を持つ RV温度感受性変異株（tsE株）をヘル
パーウイルスとして用いることで，外来性の NSP2遺伝子
を取り込ませることに成功した 45)．tsE株は NSP2遺伝子
の変異により 30℃の培養条件では効率よく増殖するが，
39℃での増殖効率は低い．この性質を利用して，39℃で培養
することで，目的とするNSP2遺伝子を取り込んだ組換えウ
イルスの選別を行った．さらに，選別方法をより強力にする
ため，tsE株由来の NSP2遺伝子に対する small interfering 
RNAを用いることで，外来性の NSP2遺伝子を持つ組換
えウイルスのみが選択的に増殖するよう操作している．こ
れらの系の報告以降，幾つかのヘルパーウイルスを用いた
リバースジェネティクス系が報告されている 46, 47)．しか
し，これらの系では，改変できる分節遺伝子が限定される
ことから，ヘルパーウイルスを必要としない，全ての 11
分節遺伝子を自由自在に改変できる完全なリバースジェネ
ティクス系の開発が切望されてきた．

RVにおける Plasmid-basedのリバースジェネティクス系

　筆者らは，オルソレオウイルス属の研究と並行して，
RVにおけるヘルパーウイルスを必要としない完全なリ
バースジェネティクス系の開発に取り組んできた．MRV
の系を基に，RV SA11株の 11分節ゲノム由来 cDNAを
T7プロモーターおよび HDVリボザイムの間に挿入した
プラスミドを作製し，得られたプラスミドを T7 RNAポ
リメラーゼ発現細胞に導入することで，組換えウイルスの
作出を試みたが，成功には至らなかった．しかし，オルソ
レオウイルス属およびオルビウイルス属では，Plasmid-
basedのリバースジェネティクス系が確立されているこ
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と，RVのヘルパーウイルスを用いた系でも，T7プロモー
ターを有するゲノム発現プラスミドから合成された外来性
のウイルス様 ssRNAは，ヘルパーウイルス粒子に取り込
まれ，RVゲノムとして機能していることを考慮すると，
筆者らの開発研究の方向性は間違ってはおらず，ただ，他
のレオウイルス科のシステムと比較してウイルス産生効率
が極めて低いことが，成功に至っていない最大の理由では
ないかと推察された．そこで，筆者らは，RVのウイルス
作製効率を向上させるために様々な試みを行った．試行錯
誤の中，筆者らは，RVの人工合成を促進できる二つの因
子を見出した．
　一つ目の因子は，PRVの研究を行っている過程で発見
された．Fusogenicグループに属する PRVは前述のよう
に FASTタンパク質をコードしている．過去の報告から，
FASTはウイルス複製の増強に関与することが示唆されて
いたことから 48)，FASTをコードしないレオウイルス科の
ウイルスであるMRVや RVの複製能に及ぼす FASTの効
果について検討した．その結果，興味深いことに，FAST
存在下でMRVおよび RVの複製能が顕著に増加されるこ
とが明らかとなった（図 1A, B）．そこで，筆者らは，
FASTを RVリバースジェネティクス系の人工合成促進因
子として用いることを着想した．
　二つ目の人工合成促進因子として，VV由来の RNA
キャッピング酵素を見出した．感染細胞の細胞質内で複製
する VVは，そのゲノム内に D1Rと D12Lのサブユニット
からなる RNAキャッピング酵素をコードしている 49, 50)．
レオウイルス科の ssRNAの 5'末端にはキャップ構造が付
加されている．そのため，MRVや PRVで開発された VV 
DIs-T7pol株を使用する Plasmid-basedリバースジェネ
ティクス系では，導入したゲノム発現プラスミドから合成
される ssRNAの 5'末端には VV由来の RNAキャッピン
グ酵素により，キャップ構造が付加されることから，
ssRNAの安定性と翻訳効率は高いことが予想される．一

方，T7 RNAポリメラーゼを持続発現する細胞株を用いる
リバースジェネティクス系では，細胞質内で合成される
ssRNAの 5'末端にキャップ構造が付加される割合は極め
て低く，翻訳効率も低いと考えられる．実際，PRVにお
ける VV DIs-T7pol株を用いる系と T7 RNAポリメラーゼ
発現細胞を使用する系では，VV DIs-T7pol株を用いる系
の方がウイルス作製効率は，より高い 26)．そのため，キャッ
プ構造を効率よく付加することは，レオウイルス科の組換
えウイルス作製効率の向上に重要と考えられたことから，
筆者らは T7 RNAポリメラーゼ発現細胞に VV由来の
RNAキャッピング酵素を導入する発想に至った．
　筆者らが見出した人工合成促進因子，FASTならびに
VV由来 RNAキャッピング酵素がどのように RVのリバー
スジェネティクス系の効率に影響を与えるかは不明であっ
た．そこで，安定的なMRVのリバースジェネティクス系
を用いて，これら二つの因子の効果を検証した．その結果，
10分節のMRVゲノム発現プラスミドセットのみを BHK-T7
細胞に導入した場合と比較して，FASTタンパク質あるい
は VV由来 RNAキャッピング酵素の存在下で，組換え
MRVの作製効率は顕著に増強された．FASTならびに VV
由来 RNAキャッピング酵素の両方を加えた場合では，約
1150倍の作製効率の向上が認められた（図 1C）．これら
の成果から，二つの促進因子は，レオウイルス科のリバー
スジェネティクス系の効率の向上に極めて有用であると考
えられた．最終的に，筆者らはMRVのリバースジェネティ
クス系で得られた FASTならびに VV由来 RNAキャッピ
ング酵素の成果を基に，RVのリバースジェネティクス系
の開発に成功した．RVゲノム発現プラスミド 11種，
FASTタンパク質発現ベクター，VV由来 RNAキャッピ
ング酵素（D1Rおよび D12Lサブユニット）発現ベクター，
計 14種のプラスミドを BHK-T7細胞にトランスフェク
ションした後に，RVの高感受性細胞であるサル腎臓由来
MA104細胞を加え，37° Cで数日間トリプシン存在下の

図 1 FASTおよび RNAキャッピング酵素による組換えウイルス作製効率の促進（参考文献 51より改変）
FASTタンパク質の発現により，（A）哺乳類レオウイルス（MRV）および（B）ロタウイルスの複製能は増強された．（C）
FASTおよび RNAキャッピング酵素存在下で，組換えMRVの作製効率が顕著に増加した．
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を含む NSP1の C末端側 103アミノ酸を欠損した組換え
ウイルス（rsSA11-dC103）の作製を行った（図 3A）．
rsSA11-dC103の増殖能は野生型 rsSA11株と比較し，様々
な培養細胞株において，顕著に低下しており（図 3B），
IRF3の分解能も欠如していた（図 3C）．これらの成果から，
NSP1の C末端領域は IRF3の分解により IFN経路を抑制
し，ウイルス増殖の促進に関与していることが確認された．
NSP1は，E3 cullin-RING リガーゼ複合体中のβ-TrCP と
直接相互作用することで，IκB の分解経路を抑制し，結
果として NFκBの活性化を抑制することが報告されてい
る 54, 55)．また，NSP1の N末端領域には RNA結合ドメイ
ン 56)や RINGドメインが存在し 57)，E3 cullin-RING リガー
ゼ複合体との相互作用に必要と考えられている 58)．今後，

培地で共培養することで目的とする組換え RVの作製に成
功した（図 2）51)．

リバースジェネティクス系による
NSP1タンパク質の機能解析

　RVはそのゲノム内に 6種の非構造タンパク質（NSP1-
NSP6）をコードしている．その中でも，NSP1は最も機
能解析が進んでいるタンパク質の一つであり，C末端領域
に含まれる pLxISモチーフを介して IRF-3の分解を誘導
し，インターフェロン（IFN）応答を抑制することが報告
されている 52, 53)．そこで，NSP1の C末端領域のウイル
ス複製サイクルにおける重要性を明らかにするため，新規
RVリバースジェネティクス系を用いて，pLxISモチーフ

図 2　FASTおよび RNAキャッピング酵素を利用したロタウイルスのリバースジェネティクス系（参考文献 51より改変）

図 3 ロタウイルス NSP1 C末端領域の機能解析（参考文献 51より改変）
（A）NSP1の C末端領域 103アミノ酸を欠損した組換えウイルス（rsSA11-dC103）の作製．
（B）様々な培養細胞において，rsSA11-dC103の複製能は低下した．
（C）rsSA11-dC103感染細胞における IRF3分解能の消失．
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細胞内における NSP1タンパク質の細胞内動態のイメージ
ング研究に有用である．
　次いで，筆者らは，よりサイズの大きいレポーター遺伝
子を発現する組換えRVの作製を試みた．過去の報告から，
NSP1遺伝子はウイルス複製に必須ではないことが示唆さ
れている 63, 64)．そこで，NSP1遺伝子の N末端領域内に
NanoLuc Luciferase（NLuc）遺伝子を挿入した組換え RV
（rsSA11-NLuc）の作製を行った（図 4A）．rsSA11-NLuc
感染により形成されたプラークは，NLucの基質を添加す
ることで，明瞭な発光シグナルが認められた（図 4C）．さ
らに，rsSA11-NLucを抗 RV剤として知られるリバビリ
ン存在下で培養したところ，リバビリン濃度依存的に発光
シグナルが低下することが示され，簡便な抗 RV薬のスク
リーニングに応用可能であることが示された（図 4D）．
RVは経口投与により効率的に粘膜免疫を誘導できること
から 56, 65)，NSP1遺伝子に様々な粘膜感染症に対する抗原
遺伝子を搭載した組換え RVは，経口投与型粘膜ワクチン
ベクターとして有用と考えられ，今後の開発研究の進展が
期待される．

RVリバースジェネティクス系を応用した
次世代ワクチン開発の展望

　2006年以降，2種類の弱毒生ワクチン，Rotarix（GSK）
と RotaTeq（Merck）が市場に導入され，重症化を予防す

リバースジェネティクス系により，NSP1の機能領域
（RINGドメイン，RNA結合ドメインおよび pLxISモチー
フ等）やランダムに変異を加えた組換えウイルスを作製し，
解析することで NSP1のより詳細な機能が明らかにされて
いくことが期待される．

レポーター遺伝子発現 RVの作製

　蛍光タンパク質や発光タンパク質を発現する組換えレ
ポーター遺伝子発現ウイルスは，薬剤のスクリーニングを
簡便にし，細胞や生体における感染のライブイメージング
を可能にすることから，ウイルス学研究に多大な貢献をし
ている．レオウイルス科においても，レポーター遺伝子発
現ウイルスの作製例がいくつか報告されている 26, 59-61)．
筆者らは最初に短いペプチドタグを用いたレポーター遺伝
子発現 RVの作製を行った．方法として，Split-GFPシス
テムを用いた 62)．Split-GFPシステムは，全長 230 アミノ
酸残基からなる GFPタンパク質を GFP1-10 (214アミノ酸
残基 )と GFP11（16アミノ酸残基）に分割し，細胞内で
再構築することで緑色蛍光を発する実験系である．Split-
GFPの GFP11ペプチドを NSP1タンパク質の C末端に挿
入した組換えウイルスを作製し（図 4A），GFP1-10を発
現する細胞に感染させたところ，ウイルス抗原陽性の細胞
に GFP蛍光が観察された（図 4B）．この Split-GFP蛍光
は NSP1の感染細胞内局在を反映していることから，感染

図 4 レポーター遺伝子発現ロタウイルス（RV）の作製（参考文献 51より改変）
（A）NSP1遺伝子改変によるレポーター遺伝子発現 RVの作製． 

（B）NSP1-GFP11ペプチド融合タンパクを発現する RV（ rsSA11-GFP11 ）を作製し，GFP1-10発現細胞に感染させたところ，
GFP蛍光が認められた．

（C）NLuc遺伝子発現 RV（rsSA11-NLuc）により形成されたプラークにおいて発光シグナルが観察された．
（D）リバビリンの濃度依存的に rsSA11-Nluc感染細胞における NLuc活性の低下が認められた．
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 Rotavirus (RV), a non-enveloped icosahedral virus containing eleven gene segments of double-
stranded RNA, is the leading cause of severe, acute diarrhea among infants and young children 
worldwide. Safe and effective rotavirus vaccines have been available since 2006, and have markedly 
reduced the number of deaths by severe gastroenteritis. However, rotaviruses are still responsible for 
approximately 200,000 deaths annually worldwide. Reverse genetics systems for the manipulation of 
viral genomes are a powerful approach for studying viral replication and pathogenesis, and for 
developing vaccines and viral vectors. The understanding of the molecular mechanisms underlying 
RV pathogenesis, or development of next generation vaccines, has been hampered by the lack of a 
complete reverse genetics system. Recently, we developed a novel reverse genetics system which 
enabled recovery of recombinant RVs entirely from cloned cDNAs. This new strategy requires 
co-expression of a small transmembrane protein that accelerates cell-to-cell fusion and vaccinia virus 
capping enzyme. In this review, the strategies and history of the development of reverse genetics 
systems for the family Reoviridae are described. 
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