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1. レオウイルス科の概要

　レオウイルス科ウイルスはエンベロープを持たない正
二十面体構造の粒子内部に 9 ～ 12 分節の二本鎖 RNA

（double-stranded RNA：dsRNA）ゲノムを含有している．
オルソレオウイルス属に含まれる哺乳類オルソレオウイル
ス（哺乳類レオウイルス）は 1950 年代に分離され，呼吸
器や消化器に感染するものの病気との関連性が不明のウイ
ルス「Respiratory Enteric Orphan virus」の頭文字をと
りレオウイルス（Reovirus）と命名された．レオウイルス
科にはヒトに疾患をもたらすウイルスとして，乳幼児に重
篤な下痢症状をもたらすロタウイルス，マダニによって媒
介されるコロラドダニ熱ウイルスなどが知られている．獣
医学や農学領域で重要なウイルスとして，反芻動物に感染
するブルータングウイルスや致死性感染を引き起こすアフ
リカ馬疫ウイルス，家禽に関節炎等をもたらすトリレオウ

イルス，魚類に致死的な症状を引き起こすアクアレオウイ
ルス，イネ科の植物の生育に悪影響を与えるイネ萎縮ウイ
ルスやイネ黒条萎縮ウイルスなどが知られており，レオウ
イルス科は幅広い宿主域を示し，産業上脅威となるウイル
スが多く含まれている．近年，レオウイルス科の研究は遺
伝子操作技術であるリバースジェネティクス系が哺乳類レ
オウイルスやロタウイルス等で確立されたことで，急速に分
子生物学的な理解が進んでいる．

2. 哺乳類レオウイルスの粒子構造および複製サイクル 

　哺乳類レオウイルスは，レオウイルス科のモデルウイル
スとして古くから研究されており，ウイルス粒子やゲノム
構造ならびにウイルス複製サイクルに関する研究が精力的
に進められている．哺乳類レオウイルスがコードする構造
タンパク質（λ1，λ2，λ3，µ1，µ2，σ1，σ2，σ3）は外殻
と内殻の 2 層構造からなる非エンベロープ性の正二十面体
のウイルス粒子を形成する（図 1）．ウイルス粒子の 12 個
の頂点の基部には RNA キャッピング酵素であるλ2 が位
置し，そこからファイバー状のσ1 がウイルス粒子外に突
出している．ウイルス粒子の内には RNA 依存性 RNA ポ
リメラーゼλ3と，そのコファクター µ2 が内殻内に位置す
るλ2 の基部に局在し，粒子内には 10 分節の dsRNA ゲノ
ム（L1，L2，L3，M1，M2，M3，S1，S2，S3，S4）が含
まれる．感染の際にはウイルス粒子表面のσ 1 が細胞表面
の感染受容体であるjunctional adhesion molecule A（JAM-
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A），シアル酸等と結合し，エンドサイトーシスにより細
胞内に侵入する 1）．エンドソーム内で低 pH や cathepsin
の作用により外殻を形成するウイルスタンパク質が除去さ
れ，内殻からなるコア粒子が細胞質中に放出される 2）．コ
ア粒子では外殻の除去により活性化した RNA ポリメラー
ゼ複合体の作用により，dsRNA のマイナス鎖を鋳型とし
てキャップが付加されたプラス鎖の一本鎖 RNA の合成が
開始され，細胞質中に放出される．これらの RNA は
mRNA として機能し，ウイルスタンパク質の翻訳が開始さ
れる．この時に非構造タンパク質である µNS およびσNS
はウイルス複製の場である viral factory（viroplasm とも呼
ばれる）を形成し，構造タンパク質およびウイルス由来の
一本鎖プラス鎖 RNA が集合し，新規ウイルス粒子が形成
される（図 2）．
　哺乳類レオウイルスと並んで研究が進んでいるロタウイ
ルスも同様に非エンベロープ性正二十面体のウイルス粒子
を形成する．ロタウイルスは 6 種類の構造タンパク質が 3
層構造の粒子を形成し，5 種類の主な非構造タンパク質が
ウイルス複製をサポートする．またウイルス粒子外層は
VP4 がスパイク状突起を形成し，細胞表面の糖鎖を受容
体とするなど，哺乳類レオウイルスと異なる点も多い．し
かしながら，エンドサイトーシスで細胞内に取り込まれ，
細胞質に放出された内殻粒子においてプラス鎖の一本鎖
RNA が合成され，ウイルスタンパク質の翻訳が開始され
るなど，基本的な複製サイクルは共通している．
　哺乳類レオウイルスの 10 分節 dsRNA ゲノムは，それ
ぞれ 5' および 3' 末端に非翻訳領域を持ち，その間に翻訳
領域が含まれる．基本的に各分節がそれぞれ一つの遺伝子
をコードするが，S1 遺伝子分節のみ読み枠の異なる 2 種
類のタンパク質（σ1，σ1s）がコードされる．また全ての

分節遺伝子において 5' 末端の 4 塩基（5'-GCUA）および 3'
末端の 5 塩基（UCAUC-3'）は完全に保存されており，ウ
イルスゲノムの複製に寄与していると考えられている．ま
た，各遺伝子分節の 5' および 3' 末端から，非翻訳領域お
よび翻訳領域の一部を含む100～200塩基前後の配列には，
遺伝子分節固有のパッケージングシグナルが含まれている
ことが，遺伝子組換えウイルスの作製結果から予想されて
いる 3）．以上のような基本的な遺伝子構造（ウイルス種固
有の両末端数塩基の保存配列，非翻訳領域に挟まれた翻訳
領域等）はレオウイルス科において共通であると考えられ
る．末端配列やパッケージングシグナルはウイルス複製過
程に必須であることから，正確な末端配列を保持したウイ
ルスゲノム由来相補的 DNA（cDNA）のプラスミドへの
クローニングと，それを鋳型としたウイルスゲノム RNA
の正確な転写はリバースジェネティクス系の構築に重要で
ある．

3. レオウイルス科におけるリバースジェネティクス系の
確立

　ウイルスのリバースジェネティクス系は，ウイルスゲノ
ム由来 DNA もしくは RNA を培養細胞に導入し，人工的
に組換えウイルスを合成する技術である．単離したウイル
スゲノム由来 cDNA は PCR mutagenesis 等の一般的な分
子生物学の手法により変異を導入することが出来るため，
任意の遺伝子変異を持つ組換えウイルスを作製できる．リ
バースジェネティクス系は様々な RNA ウイルス種におい
て確立されているが，人工合成の方法は各ウイルス種の複
製サイクルやゲノム構造に依存する．動物 RNA ウイルス
の中では，一本鎖プラス鎖 RNA ゲノムを持つポリオウイ
ルスのリバースジェネティクス系が 1981 年に開発された

図 1.　哺乳類レオウイルスの粒子構造
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が 4），9 ～ 12 分節の dsRNA ゲノムを持つレオウイルス科
においては他の RNA ウイルス種に比べ遅れており，レオ
ウイルス科初となる完全なリバースジェネティクス系が哺
乳類レオウイルスを用いて確立されたのは2007年である5）．
先述したように哺乳類レオウイルスは細胞内に侵入後，ウ
イルス粒子に含まれる RNA 依存性 RNA ポリメラーゼの
機能によりキャップ構造を持つプラス鎖の一本鎖 RNA を
合成し，このウイルス RNA がウイルスタンパク質の翻訳
や新規ウイルスのゲノムとして利用される．レオウイルス
科のリバースジェネティクス系では，この感染ステップを
模倣し，全分節ゲノム由来の一本鎖プラス鎖 RNA を細胞
内に産生させることで，組換えウイルスを作製する．
　レオウイルス科のリバースジェネティクス系の開発の黎
明期には，ヘルパーウイルスの感染に加え，変異を導入し
た特定の遺伝子分節由来の RNA を感染細胞内に発現させ
ることで，ウイルスゲノムに外来遺伝子を取り込ませる部
分的な遺伝子組換え技術が哺乳類レオウイルスおよびロタ
ウイルスで報告されている 6, 7）．その後，哺乳類レオウイ
ルスの各分節遺伝子由来の cDNA をコードするプラスミ
ドを全て同時に培養細胞にトランスフェクションすること
で組換えウイルスを得る完全なリバースジェネティクス系
が確立され 5），レオウイルス科のリバースジェネティクス
系の主流な方法として様々なレオウイルス科ウイルスに応
用されている．
　リバースジェネティクス系に使用するレスキュープラス
ミドがコードしているウイルスゲノム由来 cDNA 配列の
上流には T7 プロモーター配列を配置し，下流には D 型肝
炎ウイルス（hepatitis delta virus：HDV）由来の自己切
断型リボザイム配列が配置されている．T7 プロモーター
からの転写は 3' 末端の TATA の直後の G（グアニン）か

ら効率よく開始される．哺乳類レオウイルスやロタウイル
スの 5' 末端は共通して G から始まるため，余計な配列を
付加することなく発現ベクターの構築が可能である．ウイ
ルスゲノムの正確な両末端配列の合成はウイルス複製に極
めて重要であることから，転写開始点を厳密に制御できる
T7 プロモーターはレオウイルス科のみならず，様々なウ
イルスのリバースジェネティクス系に利用されている．哺
乳類レオウイルスゲノム cDNA をコードしたレスキュー
プラスミドを T7 RNA ポリメラーゼを発現するワクシニ
アウイルス感染細胞あるいは T7 RNA ポリメラーゼ安定
発現細胞に導入することで，T7 プロモーター下流のウイ
ルスゲノムの 5' 末端から転写が起こり，3' 末端に位置す
る HDV リボザイム配列により転写されたウイルス RNA
の末端が正確な位置で切断され，ウイルス感染時にウイル
ス粒子より生成されるプラス鎖の一本鎖 RNA と同等の
RNA が産生される（図 3）．また哺乳類レオウイルスの感
染時には構造タンパク質であるλ2 タンパク質が 5' キャッ
プ構造を付加し，効率的なウイルスタンパク質の翻訳をサ
ポートしていることが知られている．T7 プロモーターを
利用したリバースジェネティクス系では，T7 RNA ポリ
メラーゼ安定発現細胞内でウイルス RNA の合成は成立す
るが，転写された RNA はキャップ構造をほとんど持って
いないと予想される．そこで人工的にキャップ構造を付加
する目的で，レオウイルス科のリバースジェネティクス系
ではワクシニアウイルスやアフリカ豚コレラウイルス由来
の RNA キャッピング酵素を同時に発現させることで，ウ
イルスの作製効率が向上することが報告されている 8-10）．
　レオウイルス科でこれまでにリバースジェネティクス系
が確立されているブルータングウイルス（10 分節），ネル
ソンベイオルソレオウイルス（10 分節），ロタウイルス（11

図 2.　哺乳類レオウイルスの複製サイクル
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来するがん細胞において，抗ウイルス分子として古くから
知られる dsRNA 依存性プロテインキナーゼ（protein kinase 
R：PKR）の活性が低下していることがレオウイルスの抗
腫瘍活性の主な分子機構であると考えられていた 18）．し
かし，その後の研究により Ras 遺伝子変異を伴わないが
ん細胞に対しても腫瘍溶解活性を示す例が報告されてお
り，がん細胞種ごとに異なる分子機構を介した複合的な要
因により腫瘍溶解活性を発揮していると考えられている
19）．レオウイルス以外にも多くのウイルスが腫瘍溶解活
性を示すことが知られており，抗腫瘍ウイルス製剤として
開発が進んでいるが，レオウイルスは低病原性であるため，
比較的高力価のウイルスを一度に投与できることが利点と
される．一方で，ヘルペスウイルスやワクシニアウイルス
等の先行する腫瘍溶解性ウイルスでは，様々な遺伝子改変
により，病原性の低下や抗腫瘍活性の改良が行われている
のに対し 20），レオウイルスにおいては野生型ウイルスのみ
を用いたがん治療の臨床試験が行われてきた 21）．近年，
哺乳類レオウイルスの遺伝子改変技術の改良が進み，外来
遺伝子を発現する遺伝子組換えレオウイルスの作製や，腫
瘍溶解活性が高いレオウイルス株の遺伝子操作系の開発が
行われることで，より有用な腫瘍溶解性レオウイルスの作
出が期待されている．
　野生型の哺乳類レオウイルス感染では，ウイルス粒子表

分節），タルミズダニウイルス（12 分節）等は遺伝子分節
数が異なるものの，分節間で保存された末端配列等，哺乳
類レオウイルスと同様のゲノム構造を持ち類似した複製サ
イクルを経ることから，哺乳類レオウイルスに準じたリ
バースジェネティクス系が開発されている 9, 11-16）．特筆す
べきはレオウイルス科で最多の 12 分節 dsRNA ゲノムを
持つコルチウイルス属（タルミズダニウイルス）のリバー
スジェネティクス系が 2021 年に報告されたことである．
リバースジェネティクス系の確立は遺伝子分節数が多くな
るにつれ困難になることが知られていたが，12 分節のゲ
ノムを有するウイルスの人工合成が可能になったことで，
今後はゲノム分節数を問わないレオウイルス科ウイルスの
リバースジェネティクス系の確立が期待される．

4. 遺伝子組換え哺乳類レオウイルスによる 
腫瘍溶解性ウイルスベクターの開発

　哺乳類レオウイルスは 1970 年代に RNA 研究などの基
礎的研究に用いられてきたものの，ヒトにはほとんど病原
性を示さないため，医学的な重要性は低いとみなされてい
た．しかし，1998 年に腫瘍細胞に対して選択的に複製し
細胞溶解を誘導することが報告され，現在までレオウイル
スを用いたがん治療法への応用研究が進められている 17）．
腫瘍溶解活性が発見された当初は Ras 遺伝子の変異に由

図 3.　哺乳類レオウイルス（10分節），ロタウイルス（11分節），タルミズダニウイルス（12分節）のリバースジェネティクス系
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効率は格段に向上している．
　ロタウイルスのリバースジェネティクス系は基礎研究だ
けでなく，ワクチン開発への応用も期待されている．現在
主に 2 種類のロタウイルス弱毒生ワクチンが日本を含む世
界で広く使用さている．Rotarix （GlaxoSmithKline）は
G1P[8] 型のヒトロタウイルスを培養細胞で感染継代する
ことで得られた弱毒生ワクチンである．もう一方の
RotaTeq（Merck）はウシロタウイルスとヒトロタウイル
スの混合感染によって得られたリアソータントウイルスで
あり，ヒトロタウイルス由来の VP7（G1, G2, G3, G4）も
しくは VP4（P1A[8]）を持つ 5 種のリアソータントウイ
ルスのカクテルである．Rotarix と RotaTeq は 2006 年に
ヨーロッパと米国でそれぞれ認可され，その後世界各国で
使用が開始され，2022 年現在，世界 110 か国以上で使用
されている．ワクチン使用以前は，ロタウイルスによる乳
幼児の死亡者数は年間 50 万人程度報告されていたが，ワ
クチンの効果によりロタウイルスによる死亡者数は 128,000
人程度にまで減少している．一方で，低所得国でのワクチ
ン効果の低下やロタウイルス遺伝子型間での効果に差があ
ることなどから，さらなるワクチンの改良も求められてい
る．実際に，後発のワクチンとして 2018 年にインドで開発
された 2 種類の弱毒生ワクチンは WHO の prequalification
を取得している．
　これまでのワクチン開発では，培養細胞での継代などに
よりウイルスの弱毒化が行われていたが，時間と手間がか
かり，遺伝子変異と弱毒化の関連が不明であるなど問題も
多かった．リバースジェネティクス系では任意の遺伝子変
異を導入することが出来るため，抗原性や病原性を制御し
たワクチン株を迅速に作製できると期待されている．我々
や米国のグループは培養細胞で増殖能の高いサルロタウイ
ルス SA11 株を基に様々な遺伝子型のヒトロタウイルス由
来 VP4 もしくは VP7 をもつリアソータントウイルスを作
製し，任意の抗原性を示す組換えロタウイルスの作製に成
功している 27, 28）．しかしながら，VP4 や VP7 のリアソー
タントウイルスでは増殖能が顕著に低下することが報告さ
れている．ワクチン株の増殖能はワクチンの生産コストに
直結することから，さらなる遺伝子改変により抗原性を維
持しながら高い増殖能を示す組換えロタウイルスの作製方
法が求められている．

6. 12分節 dsRNAゲノムを有する節足動物媒介性コルチ
ウイルス属のリバースジェネティクス系

　コルチウイルス属は 12 分節の dsRNA ゲノムを有する．
コルチウイルス属に含まれるコロラドダニ熱ウイルスは，
北米大陸のマダニやげっ歯類が保有しており，マダニの吸
血によりヒトに感染する．感染患者は二相性の発熱，頭痛，
筋肉痛，食欲不振を呈し，重篤な場合は白血球減少，髄膜
炎，脳炎を発症することもある．病原性が強いことから，

面のσ1 タンパク質（図 1）と，細胞表面に発現する
JAM-A が結合することで感染が成立するが 1），JAM-A の
発現が低下しているがん細胞では野生型レオウイルス感染
に抵抗性となることが知られている．我々は JAM-A の発
現が低下したがん細胞を標的とするため，細胞表面に発現
するインテグリンに親和性を示す RGD ペプチド配列をσ1
タンパク質に挿入した組換えレオウイルスの作製に成功し
ている 22）．腫瘍溶解性ウイルスとして開発が先行してい
るヘルペスウイルスやワクシニアウイルスでは，がん免疫
を促進する IL-12 や顆粒球マクロファージコロニー刺激因
子（GM-CSF）等のサイトカイン遺伝子を発現する遺伝子
組換えウイルスが開発され，がん治療に対する効果が認め
られている．我々は外来遺伝子を発現するレオウイルスベ
クターを開発し，NanoLuc Luciferase （NLuc）を発現す
る組換えレオウイルス（rMRV-NLuc）を作製した．ヒト
がん細胞を皮下に移植したマウスに rMRV-NLuc を尾静脈
より投与し，生体イメージング観察を行ったところ，がん
細胞に限局した NLuc のシグナルが観察され，レオウイル
スががん細胞に選択的に感染していることを確認した 23）．
オランダの研究グループは GM-CSF を発現する遺伝子組
換えレオウイルスを開発し，培養細胞において機能的な
GM-CSF の発現が確認されている 24）．これらの報告は外来
遺伝子を発現する腫瘍溶解性レオウイルスの開発研究を進
めるうえで有用な知見である．
　

5. ロタウイルスのリバースジェネティクス系と 
ワクチン開発

　ロタウイルスは乳幼児の急性胃腸炎の主な原因ウイルス
であり，途上国ではロタウイルス感染により多くの乳幼児
が命を落としている．また獣医学領域においてもウシやブ
タなど幅広い宿主に対して，時に重篤な下痢症を引き起こ
すことから，公衆衛生上極めて重要性が高いウイルスであ
る．哺乳類レオウイルスの完全なリバースジェネティクス
系が 2007 年に確立されたことから，ロタウイルスのリバー
スジェネティクス系も速やかに確立されるかと思われた．
しかし実際に実用的な系が報告されたのは 10 年後の 2017
年であった．我々はロタウイルスの 11 分節のウイルスゲ
ノムを発現する 11 種類のプラスミドに加えて，ネルソン
ベイオルソレオウイルスの FAST タンパク質を増殖促進
因子として，さらにワクシニアウイルス由来の RNA
キャッピング酵素を同時に細胞内に導入することで，遺伝
子組換えロタウイルスの人工合成に成功した（図 3）9）．
開発当初は組換えロタウイルスの作製効率は低かったもの
の，その後非構造タンパク質である NSP2 および NSP5 タ
ンパク質の過剰発現 25, 26）や，アフリカ豚コレラウイルス
由来の RNA キャッピング酵素の使用 8），インターフェロ
ン経路を抑制した細胞株の使用 10）などの改良法が国内外
の研究グループによって報告され，組換えウイルスの作製
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をもつことから，研究が進むことでウイルス学分野のみな
らず，RNA 構造生物学を含む様々な分野の発展にも寄与
すると期待される．
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