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1. はじめに

　ロタウイルスは，1973年に急性胃腸炎で入院した幼児
の十二指腸生検標本中に発見された，乳幼児嘔吐下痢症の
病因ウイルスである 1, 2)．これまでに，ロタウイルスは，
ヒトを含めたきわめて多数の哺乳動物および鳥類に急性胃
腸炎を起こすウイルスであることが明らかとなった 3)．ロ
タウイルスの感染性はきわめて高く，1～ 100個のビリオ

ンにより感染が成立することから，衛生状態をいかに改善
してもロタウイルス感染の制御は困難であり，先進国を含
めた世界中のほぼすべての乳幼児が 5歳までに感染し，し
かも発症する．2006年に 2種の弱毒生ワクチンが開発さ
れたものの，開発途上国を中心に，いまだ年間 21.5万人
の乳幼児が死亡する，最も主要な下痢症ウイルスの 1つで
ある 4)．ロタウイルスはレオウイルス科に属し，11本の 2
本鎖RNA (double-stranded RNA: dsRNA) をゲノムとして，
6個の構造蛋白質（VP1～ VP4, VP6, VP7）と 6個の非構
造蛋白質（NSP1～ NSP6）をコードする．ビリオンは直
径 80～ 100 nmで，コア，内殻，外殻のカプシド 3層で
構成される二重殻粒子であり，非エンベロープウイルスで
ある 3)．
　ウイルスゲノムをクローニングした cDNAから感染性
ウイルスを人工合成する技術，すなわち遺伝子操作系（リ
バースジェネティクス系）は，理論上は（ウイルスにとっ
て致死的な変異を導入しない限りは）任意にゲノムを改変，
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設計したウイルスを人工合成することができ，ウイルス増
殖過程や病原性発現機構の解明といった基礎研究のみなら
ず，ワクチンやウイルスベクター開発といった臨床研究に
おいても，きわめて有用な技術である．これまでに，
DNAおよび RNAウイルスにかかわらず，殆どの主要な
病原ウイルスにおいて，リバースジェネティクス系の開発
と応用が活発に行われ，多くの重要な知見と成果が得られ
てきた．しかしながら，11本もの多分節 dsRNAをゲノム
とするロタウイルスでは，そのゲノム構造の複雑さゆえに，
リバースジェネティクス系の開発は困難をきわめた 5, 6)．
そのため，長らく温度感受性変異株，ゲノム分節の交換体
である遺伝子再集合体（リアソータント），ウイルス蛋白
質の単独発現による解析が主に行われてきた．しかし，そ
れぞれの遺伝子ごとに得られた知見を単純に総和しても，
それらが複雑に相互作用する存在である，生きた存在とし
てのウイルスを真に理解することはできない．やはり，ロ
タウイルスの増殖過程や病原性発現の機構を真に理解する
ためには，リバースジェネティクスの研究手法が必要である．
　他の主要な病原ウイルスと同様に，1990年にはロタウ
イルスについても全ゲノム塩基配列（約 18.6 k）が初めて
決定され 7)，1994年には in vitroゲノム複製系（ロタビリ
オンから精製したオープンコア粒子を用いて，cDNA由来
の mRNAから dsRNA複製を可能とする in vitro複製系）
も開発された 8)ことから，ロタウイルスにおいてもリバー
スジェネティクス系が開発される日は近いと期待された．
しかしながら，その後 10余年もの間，欧米を中心とした
ロタウイルス主要研究室で精力的な開発競争が行われたに
もかかわらず，如何なる成功も報告されなかった．ようや
く 2006年に，私たちの研究室において，ヘルパーウイル
スを用いる初期的な系ではあるが，ロタウイルスでは世界
初となるリバースジェネティクス系の開発を報告した 9)．
この系では，11本のゲノム分節のうち 1本が cDNAに由
来する組換えロタウイルスの作製を可能とした．その後
10年かかって 2017年，大阪大学のグループと私たちは，
増殖能がきわめて高い動物ロタウイルスを用いて，ロタウ
イルスゲノムをコードする 11本の T7プラスミドに加え
て，細胞融合性蛋白質等を発現するヘルパープラスミド 3
本を合わせた計 14本を細胞に導入することで，動物ロタ
ウイルスにおける完全なリバースジェネティクス系の開発
を報告した 10)．次いで，ロタウイルスの 11本の遺伝子の
うち，2種類の遺伝子（非構造蛋白質 NSP2と NSP5）を
他の 9本の遺伝子の 3倍量として細胞に導入することで，
最少因子（ロタウイルスゲノムをコードする T7プラスミ
ド）のみから，しかも高効率にロタウイルスを人工合成す
るリバースジェネティクス系（11-plasmid system）を確
立した 11)．一方で，最も重要なヒトロタウイルスは増殖
能がきわめて低く，依然としてリバースジェネティクス系
の確立は困難であったが，本年（2019年），11-plasmid 

systemとロタウイルス患者下痢便中のウイルスを効率良
く分離する技術（高濃度のトリプシン添加と回転培養）と
を利用することで，世界初となる，感染性ヒトロタウイル
スの人工合成にも成功した 12)．1973年に遡るヒトロタウ
イルス発見から約 45年を経て，私たちはようやくにして，
ヒトロタウイルスを任意に改変，設計できる技術を実現で
きた．

2. ヘルパーウイルスを用いた 

リバースジェネティクス系の開発

　ロタウイルスが細胞に感染すると，細胞質内で dsRNA
ゲノムからプラス鎖 RNAが転写される．このプラス鎖
RNAは，ウイルス蛋白質の mRNAとして機能するととも
に，新生のコア粒子内に取り込まれて dsRNA複製の鋳型
ともなる．そこで私たちは，ロタウイルス感染細胞内に
cDNA由来のウイルス mRNAを供給すれば，新生コア粒
子内に取り込まれて dsRNAゲノム複製の鋳型となり，
cDNA由来の dsRNAをゲノムとして有する組換えロタウ
イルスが作製できるのではないかと考えた．そこで，細胞
内に cDNA由来のウイルス mRNAを発現するためのプラ
スミド（T7プラスミド）を構築した．ロタウイルス cDNA
の上流に T7 RNAポリメラーゼプロモーター配列，下流に
D型肝炎ウイルス（HDV）リボザイム配列と T7 RNAポ
リメラーゼターミネーター配列を配置することで，両末端
の塩基配列が真正のロタウイルス mRNAと完全に一致し
た cDNA由来ウイルス mRNAを細胞質内に発現させるこ
とができる．私たちが以前にサブクローン化していた，き
わめて高い増殖能を有するサルロタウイルス SA11-L2株
（G3P[2]）13)の VP4遺伝子（外殻スパイク蛋白質をコード）
をコードする T7プラスミドを構築した．T7 RNAポリメ
ラーゼを発現させた培養細胞（COS-7）にこの VP4プラス
ミドを導入し，そこにヘルパーウイルスとなるヒトロタウイ
ルス KU株（G1P[8]）14)を感染させた．ヘルパーウイルス
KU株に特異的な抗 VP4中和モノクローナル抗体存在下
で，感染 COS-7細胞ライセートを継代培養したところ，
KU株をバックボーンとして，cDNA由来の SA11-L2株
VP4遺伝子分節をゲノムとして有する，世界初となる組換
えロタウイルス（KU//rVP4SA11）が作製された 9)．当初，
このリバースジェネティクス系の標的遺伝子は構造蛋白質
VP4のみであったが，組換えロタウイルスを単離するため
の選択条件を工夫することで，非構造蛋白質 NSP2と
NSP3にもこの系が適用可能であることが報告された 15, 16)．
一方で，このヘルパーウイルスを用いるリバースジェネ
ティクス系では，回収ウイルスの中から目的の組換えロタ
ウイルスを単離するための強力な選択条件の有無が実験成
功の要となり，その条件が確立できたのは，11本のゲノ
ム分節のうちわずか 3本に過ぎない．また，ウイルスゲノ
ムへの変異導入で増殖能が低下した組換えロタウイルスの
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単離はさらに困難であることから，本系では，ロタウイル
スゲノムを自由自在には改変，設計することはできず，ヘ
ルパーウイルスを用いない，11本のゲノム分節のすべて
を cDNAから人工合成する，完全なリバースジェネティ
クス系の開発が切望された 5, 6)．

3. ヘルパーウイルスを必要としない 

リバースジェネティクス系の開発

　私たちは，2006年からヘルパーウイルスを必要としな
いリバースジェネティクス系の開発にも取り組み，上記の
サル SA11-L2株について，VP4遺伝子以外の 10本の遺伝
子分節についてもクローニングして各々の T7プラスミド
を構築し，全 11本の T7プラスミドを細胞導入することで，
ロタウイルス複製を開始させることを試みた．遺伝子導入
に用いる培養細胞株の検討を始めとして，さまざまな条件
を精力的に試したものの，なかなか成功に至ることはでき
なかった．2013年からは共同研究を開始し，大阪大学・
小林先生の研究グループと私たちは，最終的に，T7プラ
スミド配列の一部を修正するとともに，11本の T7プラス
ミドが 1つの細胞に同時に導入される確率は相当に低いこ
とから，コウモリのウイルス由来の細胞融合性蛋白質等を
発現するヘルパープラスミド 3本をあわせた計 14本を培
養細胞（BHK-T7）に遺伝子導入することで，11本のゲノ
ム分節がすべて cDNA由来となる組換え動物ロタウイル
スの作製がようやく実現した 10)（図 1）．ロタウイルスに

おける完全なリバースジェネティクス系開発の突破口を開
いた，小林先生らの細胞融合性蛋白質等の使用の意義は大
きい．

4. 新規なリバースジェネティクス系による NSP6の解析

　全 11本のロタウイルスゲノム分節は，基本的に 1つの
蛋白質のみをコードするが，セグメント 11は例外で，非
構造蛋白質 NSP5と NSP6の 2つをコードする 3)．in vitro
で継代培養したロタウイルス株のなかには NSP6発現を欠
損したものがごく少数ながらあることから，in vitroにお
けるロタウイルス増殖に NSP6は必要でない可能性が示唆
されていた 17-19)．一方で，自然界に存在するロタウイル
ス株間では，NSP6発現が完全に保存されていることから，
in vivoにおける NSP6の重要性もまた推測されていた．
そこで，セグメント 11へのサイレント変異導入で NSP6
発現を欠損させた組換えロタウイルスの作製が可能かどう
かを，新規なリバースジェネティクス系を用いて試みた（図
2）．その結果，NSP6欠損ウイルス（rSA11-delNSP6）は，
親株 (rSA11-L2)に比べて増殖速度が遅くなるものの作製
可能であること，すなわち，in vitroにおけるロタウイル
ス増殖にNSP6は必須ではないことが示された 20)（図2, 3）．
さらに，rSA11-delNSP6はマウスを用いた in vivo実験系
で，ウイルス増殖に伴う下痢を誘導することもわかってい
る（福田ら，論文準備中）．こうして，新規なリバースジェ
ネティクス系を用いることで，従来の手法では全く手の出

図 1 ヘルパープラスミドを利用したロタウイルスのリバースジェネティクス系
ロタウイルスゲノムをコードする 11本の T7プラスミドに加えて，コウモリのウイルス由来の細胞融合性蛋白質等を発現す
るヘルパープラスミド３本を合わせた計 14本を T7 RNAポリメラーゼを恒常的に発現する BHK-T7細胞に導入することで，
11本のゲノム分節がすべて cDNA由来となる組換えロタウイルスが作製される．PT7，Ribはそれぞれ T7 RNAポリメラーゼ
プロモーター，HDVリボザイムを示す．（参考文献 10から改変）    
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なかったセグメント 11に変異を導入することが可能とな
り，実際のロタウイルス増殖における NSP6の意義に関し
て重要な知見が得られた．

5. 最少因子を用いた高効率な 

リバースジェネティクス系の確立

　上述の新規なリバースジェネティクス系における組換え
ロタウイルスの作製効率は不十分であり，また，必要とす
るコウモリのウイルス由来の細胞融合性蛋白質は，生体に
おける安全性がいまだ確認されていないため，臨床応用に
用いることが難しいと考えられた．そこで私たちは，11

本のロタウイルスゲノムをコードする T7プラスミドのみ
からロタウイルスを人工合成できるリバースジェネティク
ス系の確立を目指し，各 T7プラスミドの遺伝子導入する
適量を検討するスクリーニング実験を開始した（表 1）．
その結果，効率は低いながら，ロタウイルスゲノムをコー
ドする 11本の T7プラスミドのみで組換えロタウイルス
が作製できること，さらに，2種類の遺伝子（非構造蛋白
質 NSP2あるいは NSP5）を 3倍量として細胞に導入する
ことで，組換えロタウイルスが高効率に作製可能であるこ
とを見い出した（表 1）．ロタウイルス感染細胞内において，
NSP2と NSP5はペアで viroplasm（ウイルス工場）と呼

表 1　最適な遺伝子導入 T7プラスミド量のスクリーニング（参考文献 11を改変）
プラスミド量 (μg) a： ウイルスレスキュー

効率 b

(成功 /実験回数 ) ウイルス価 (PFU/ml)VP1 VP2 VP3 VP4 VP6 VP7 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5 FAST

0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.2 2/3 実験 1: <10
実験 2: <10
実験 3: 0

0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0 1/3 実験 1: <10
実験 2: 0
実験 3: 0

2.25 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0 0/3 実験 1: 0
実験 2: 0
実験 3: 0

0.75 2.25 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0 0/3 実験 1: 0
実験 2: 0
実験 3: 0

0.75 0.75 2.25 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0 0/3 実験 1: 0
実験 2: 0
実験 3: 0

0.75 0.75 0.75 2.25 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0 0/3 実験 1: 0
実験 2: 0
実験 3: 0

0.75 0.75 0.75 0.75 2.25 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0 0/3 実験 1: 0
実験 2: 0
実験 3: 0

0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 2.25 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0 0/3 実験 1: 0
実験 2: 0
実験 3: 0

0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 2.25 0.75 0.75 0.75 0.75 0 1/3 実験 1: <10
実験 2: 0
実験 3: 0

0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 2.25 0.75 0.75 0.75 0 3/3 実験 1: 6.8 x 105

実験 2: 4.3 x 104

実験 3: 5.0 x 104

0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 2.25 0.75 0.75 0 0/3 実験 1: 0
実験 2: 0
実験 3: 0

0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 2.25 0.75 0 0/3 実験 1: 0
実験 2: 0
実験 3: 0

0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 2.25 0 3/3 実験 1: 5.8 x 102

実験 2: 1.5 x 105

実験 3: 1.0 x 102

a太字は３倍量にした T7プラスミド
b  3回のリバースジェネティクス実験での組換えロタウイルスレスキュー効率
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用いるリバースジェネティクス系を用いて，FLAGタグ塩
基配列（24塩基）あるいはコオロギ麻痺ウイルス由来の
IRES塩基配列（190塩基）を NSP2遺伝子分節の 3'側非
翻訳領域（UTR）にアウトフレームで挿入した組換えロ
タウイルスの作製が報告された 24)．次いで，新規なリバー
スジェネティクス系を用いて，split-GFP塩基配列（48塩基）
あるいは NanoLuc Luciferase遺伝子（516塩基）を NSP1
蛋白質の C末側に融合させる形でインフレームでの挿入
が報告された 10)．一方で，全長の蛍光蛋白質といった，
さらに大きなサイズの外来遺伝子をロタウイルスゲノムに
挿入することは，リバースジェネティクス系の効率が不十
分なこともあり，成功に至っていなかった．そこで私たち
は，上述の 11-plasmid systemを活用することで，蛍光蛋
白質のなかでも最も汎用される EGFP遺伝子（720塩基）
と mCherry遺伝子（708塩基）のロタウイルスゲノムへ
の挿入を試みた．蛍光蛋白質遺伝子を挿入する遺伝子分節
の候補として，NSP1遺伝子が考えられた．それは，私た
ちが以前にウイルス分離していた，遺伝子再編集（リアレ
ンジメント）を起こしたウシロタウイルス A5-16株が，
NSP1遺伝子上の 500塩基を欠損しているからである 25)．
そこで，リアレンジメントを起こした A5-16株の NSP1遺
伝子構造を模した SA11-L2株の NSP1遺伝子をコードし
た T7プラスミドを構築し，この 500塩基の欠損領域に
EGFP遺伝子または mCherry遺伝子を挿入した 2種の T7
プラスミド（pT7/NSP1-EGFP，pT7/NSP1-mCherry）を
構築した（図 6A）．これら蛍光蛋白質をコードする NSP1

ばれる，新生のウイルス遺伝子および蛋白質が集積してウ
イルス複製の場となる構造体を形成する．そこで，NSP2
遺伝子と NSP5遺伝子を同時に 3倍量あるいは 5倍量とす
る実験を次に行ってみた．その結果，3倍量 ＜ 5倍量で，
組換えロタウイルスの作製効率はさらに有意に上昇するこ
とが明らかとなった（表 2）．こうして，2種類の遺伝子
（NSP2と NSP5）を他の 9本の遺伝子の 3～ 5倍量として
細胞に導入することで，最少因子（ロタウイルスゲノムを
コードする T7プラスミド）のみから，しかもきわめて高
効率に組換えロタウイルスを人工合成することを可能とす
るリバースジェネティクス系（11-plasmid system）が確
立された 11)（図 4）．全 11本の T7プラスミドを導入した
BHK/T7-921）細胞内では，2 種類の遺伝子（NSP2 と
NSP5）を他の 9本の遺伝子の 3倍量とすることで，ロタ
ウイルス様粒子数の顕著な増加が認められる（図 5）．

6. 蛍光蛋白質を発現する組換えロタウイルスの作製

　ウイルス研究において，ウイルスが生体内でどの組織で
どの細胞に感染しているかを判別することは，最も重要で
基本となる情報であり，特に，蛍光蛋白質といったレポー
ターを発現する組換えウイルスの作製は，ウイルス増殖に
関する基礎研究のみならず，抗ウイルス剤の開発などにお
いて大きく貢献している 22, 23)．ロタウイルス分野におい
ても，レポーターを発現する組換えロタウイルスの作出を
目標として，ウイルスゲノムへの外来遺伝子の挿入につい
て多大な努力がなされてきた．まず，ヘルパーウイルスを

表 2　 リバースジェネティクス系における NSP2遺伝子と NSP5遺伝子をコードする T7プラスミド間の相乗効果 
（参考文献 11を改変）

T7プラスミド量 (μg) a： ウイルスレスキュー
効率 b

(成功 /実験回数 ) ウイルス価 (PFU/ml)VP1 VP2 VP3 VP4 VP6 VP7 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5

0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 2/6 実験 1: <10
実験 2: 25
実験 3: 0
実験 4: 0
実験 5: 0
実験 6: 0 

0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 2.25 0.75 0.75 2.25 6/6 実験 1: 3.3 x 106

実験 2: 6.5 x 105

実験 3: 2.5 x 104

実験 4: 3.3 x 105

実験 5: 1.0 x 106

実験 6: 7.5 x 105

0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 3.75 0.75 0.75 3.75 6/6 実験 1: 7.5 x 105

実験 2: 8.0 x 104

実験 3: 1.2 x 106

実験 4: 5.3 x 105

実験 5: 6.5 x 104

実験 6: 2.8 x 105

a太字は３倍量あるいは５倍量にした T7プラスミド
b  6回のリバースジェネティクス実験での組換えロタウイルスレスキュー効率
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呼吸器粘膜を標的器官とするインフルエンザウイルスの感
染防御抗原をそれぞれ発現する組換えロタウイルスが，
11-plasmid systemを活用することですでに作製できてお
り，これら外来抗原を発現する組換えロタウイルスの経口
投与による，腸管粘膜刺激を介した，異種病原体に対する
粘膜免疫誘導ロタウイルスベクターの開発が期待される．

7. ヒトロタウイルスにおける 

リバースジェネティクス系の確立

　最も重要なヒトロタウイルスには，ウイルス学的形質に
おいて，動物ロタウイルスとは大きく異なる，少なくとも
以下の特徴が存在する．（1）感染防御抗原である VP7と
VP4上の中和エピトープ抗原構造は，ヒトロタウイルスと
動物ロタウイルスとでは大きく異なる 26-29)．（2）ヒトロ
タウイルスに特異的なレセプター認識パターンがあり，ヒ
トロタウイルスは，GM1ガングリオシドや組織血液型抗
原（HBGA）などの分子内に埋もれた形や修飾された形の
シアル酸に結合するが，動物ロタウイルスは，分子表面に
露出したシアル酸と結合する 30-37)．（3）ロタウイルス増
殖において，ビリオン上のスパイク蛋白質 VP4が腸管内
腔のトリプシンで切断活性化されることでロタウイルスが

遺伝子の T7プラスミドと他の 10本の T7プラスミドを用
いて，11-plasmid systemで組換えロタウイルスの作製を
試みたところ，緑色の EGFPあるいは赤色の mCherryを
発現する，世界初となる、全長の蛍光蛋白質を発現する組
換えロタウイルス（rSA11-EGFP，rSA11-mCherry）が作
製できた 11)（図 6B, C）．rSA11-EGFPや rSA11-mCherryの
使用は，生体組織を固定することなく，ロタウイルス増殖
部位を蛍光で発色させることができるので，in vitro や in 
vivo におけるライブイメージングが容易に可能となった．
一方で，レポーターを発現する組換え RNAウイルスの多
くでは，ウイルス継代に伴ってレポーター遺伝子が徐々に
脱落することが知られているが，rSA11-EGFPと rSA11-
mCherryは継代を 10代繰り返してもウイルスゲノム構造
には何ら変化が起こらず，挿入したレポーター遺伝子は依
然として安定してウイルスゲノム内に保持される 11)．こ
のことは，自然界で発生したリアレンジメント株である
A5-16の NSP1遺伝子構造を模したためであると考えられ
る．同様に，レポーター遺伝子以外にも様々な外来遺伝子
を NSP1遺伝子上のこの領域に挿入することが可能であ
る．これまでに，腸管粘膜を標的器官とするノロウイルス，
性器粘膜を侵入門戸とするヒト免疫不全ウイルス (HIV)，
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図 2 NSP6欠損ロタウイルスの作製
(A) セグメント 11へのサイレント変異導入で NSP6発現を欠損させた組換えロタウイルス（rSA11-delNSP6）の作製．(B) 

rSA11-delNSP6のポリアクリルアミドゲル電気泳動 (PAGE) 像．(C) rSA11-delNSP6のウイルス蛋白質発現．rSA11-delNSP6

は NSP6発現を欠損している．（参考文献 20から改変）
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感染，増殖や病原性発現の機構を理解するためには，やは
りヒトロタウイルスにおけるリバースジェネティクス系の
確立は必須であると考えられた．そこで私たちは，やはり
当研究室で分離していた上記のヒトロタウイルス KU株
（ヒトロタウイルスのなかでも最もコモンであり，最重要
な G1P[8]株）について，ウイルスゲノムをコードする 11
本の T7プラスミドを構築し，11-plasmid systemを適用
することで，感染性ヒトロタウイルスの人工合成を試みた．
サルロタウイルスのリバースジェネティクス系開発におい

感染性を獲得する過程があるが，この切断活性化に必要な
トリプシン濃度は，ヒトロタウイルス＞動物ロタウイルス
である 38, 39)．（4）ヒトロタウイルスの増殖能は，in vitroと
in vivoともに，動物ロタウイルスよりもきわめて低い 40)．
特に，ヒトロタウイルスの増殖能が低いという点は，ヒト
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
おいてはきわめて不利に働く．こうして，依然としてヒト
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
困難であった．しかしながら，自然なヒトロタウイルスの
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図 3 NSP6欠損ロタウイルスの増殖能
(A) rSA11-delNSP6の一段階増殖曲線．rSA11-delNSP6は親株 rSA11-L2に比べて増殖速度が遅い．(B) rSA11-delNSP6のプラー
ク形成能．増殖曲線の結果と一致して，rSA11-delNSP6は親株 SA11-L2に比べて減弱したプラーク形成能を示す．（参考文献
20から改変）
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図 4 最少因子を用いた高効率なロタウイルスのリバースジェネティクス系
ロタウイルスゲノムをコードする 11本の遺伝子のうち，２種類の遺伝子（非構造蛋白質 NSP2と NSP5）を他の９本の遺伝
子の３倍量として BHK/T7-9細胞に導入することで，最少因子（ロタウイルスゲノムをコードする T7プラスミド）のみから，
しかも高効率にロタウイルスが作製できる．（参考文献 11から改変）
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株ゲノムをコードする T7プラスミドの塩基配列を高い信
頼性を持つものとした．11-plasmid systemは高効率なシ
ステムではあるが，ヒトロタウイルスの人工合成は一筋縄

ては，T7プラスミドの塩基配列がきわめて重要であった
経験から，北里大学・片山先生の研究グループとの共同研
究で，次世代シーケンシング技術を駆使することで，KU

A CB Native SA11-L2
3-fold

(NSP2 and NSP5)1-fold

8.9 22.7>21

図 5 ロタウイルスゲノムをコードする 11本の T7プラスミドを導入した BHK/T7-9細胞内の電気顕微鏡像
ロタウイルスゲノムをコードする 11本の T7プラスミドを導入した BHK/T7-9細胞の小胞体内には，ロタウイルス様粒子が
認められる．２種類の遺伝子（NSP2と NSP5）を他の９本の遺伝子の３倍量にすると，ロタウイルス様粒子の数は顕著に増
加する．スケールは 500 nm．（参考文献 11から改変）
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図 6 蛍光蛋白質を発現するロタウイルスの作製
(A) リアレンジメント株であるウシ A5-16株の NSP1遺伝子構造を模した SA11-L2株 NSP1遺伝子への蛍光蛋白質（EGFP，
mCherry）遺伝子の挿入．2Aは 2Aプロテアーゼ配列を示す．(B) 11-plasmid systemを用いて作製した rSA11-EGFP，rSA11-

mCherryの PAGE像．(C) rSA11-EGFP，rSA11-mCherryを感染させた CV-1細胞における EGFP，mCherryの蛍光像．スケー
ルは 200 nm．（参考文献 11から改変）
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はリン酸化や糖鎖付加といった修飾を受けるが，その意義
は何かなど，ロタウイルスには明らかにしなければならな
い謎が数多く残されている．また，2種類の遺伝子（非構
造蛋白質 NSP2と NSP5）を他の 9本の遺伝子の 3～ 5倍
量として細胞に導入することで，リバースジェネティクス
系の効率が亢進する分子機構についても詳細は不明のまま
である．私たちは，ロタウイルスにおけるリバースジェネ
ティクス系開発の試みを開始してから約 20年かかって，
ようやく，ロタウイルス研究者の宿願であった，ヒトロタ
ウイルスにおけるリバースジェネティクス系まで確立でき
た．今後，この技術を駆使することで，ヒトロタウイルス
の感染，増殖や病原性発現の機構の詳細を明らかにしてい
くことは，安全性に優れた次世代ワクチンの開発に繋がる
と期待される．また，本技術は生体における安全性がいま
だ確認されていない，コウモリのウイルス由来の蛋白質等
を用いることなく，最少因子（ロタウイルスゲノムをコー
ドする T7プラスミド）のみからロタウイルスの人工合成
を可能とするので，次世代ワクチン開発のみならず，安全
性に優れた，腸管細胞を特異的に標的とする，新規な遺伝
子治療や外来遺伝子の伝達技術の開発（ロタウイルスベク
ター開発）といった臨床応用が大いに期待できる．

にはいかなかった．そこで，私たちが普段行っていた，ロ
タウイルス患者下痢便中のウイルスを効率良く分離する技
術（高濃度のトリプシン添加と回転培養）をあわせて利用
したところ，世界初となる，感染性ヒトロタウイルスの人
工合成に成功した 12)（図 7）．こうして，11-plasmid 
systemを工夫することで，ロタウイルス研究者の宿願で
あった，ヒトロタウイルスにおけるリバースジェネティク
ス系をついに確立することができた．

8. おわりに

　ロタウイルス研究では，1973年のヒトロタウイルス発
見からの約 45年間で，多くの重要なウイルス学的知見が
蓄積されてきた．それら研究の成果として，2006年に認
可された 2種の弱毒生ロタウイルスワクチン（Rotarix，
RotaTeq）の優れた有効性が報告されている 41-43)．しかし
ながら，これらワクチン株の弱毒の分子基盤は明らかでは
ない．その他にも，ロタウイルスには数多くの不明な点が
存在する．例えば，11本の分節 dsRNAが 1本ずつウイル
ス粒子にパッケージングされるメカニズムはどうなってい
るのか，viroplasm内でウイルス遺伝子とその産物の相互
作用はどのようになっているのか，その際に宿主因子はど
のように関与しているのか，そして一部のウイルス蛋白質
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図 7 ヒトロタウイルスにおけるリバースジェネティクス系の確立
ヒトロタウイルスゲノムをコードする 11本の遺伝子のうち，NSP2と NSP5遺伝子を他の９本の遺伝子の３倍量にして
（11-plasmid system），さらに，ロタウイルス患者下痢便中のウイルスを効率良く分離する技術（高濃度のトリプシン添加と
回転培養）を利用することで，感染性ヒトロタウイルスが作製される．（参考文献 12から改変）
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Reverse genetics of rotaviruses: Generation of recombinant human 

rotaviruses from just 11 cDNAs encoding the rotavirus genome

Satoshi KOMOTO and Saori FUKUDA

Department of Virology and Parasitology, Fujita Health University School of Medicine
E-mail: satoshik@fujita-hu.ac.jp

 An entirely plasmid-based reverse genetics system for animal rotavirus was established very 
recently. We improved the reverse genetics system to generate recombinant rotavirus by transfecting 
only 11 T7 plasmids for its 11 genes under the condition of increasing the ratio (3- or 5-fold) of the 
cDNA plasmids for NSP2 and NSP5 genes (11-plasmid system). Utilizing this highly efficient system, 
we engineered the first infectious recombinant rotaviruses harboring fluorescent (EGFP and 
mCherry) protein genes. In addition to these recombinant animal viruses, the first infectious 
recombinant human rotavirus (strain KU (G1P[8])) was also generated with the 11-plasmid system 
with some modifications. The availability of recombinant human rotaviruses will provide a genetic 
platform for a better understanding of the replication, pathogenicity, and other biological 
characteristics of this medically important virus and enable the rational development of next-
generation human rotavirus vaccines. 
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