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牛疫ウイルス(RPV)は牛に致死性の全身疾患を引き起こし、現在でも一部の地域で経済的

損失を与えており、FAOの根絶計画の最重要疾病にあげられている。RPVは麻疹ウイルス、

イヌジステンパーウイルスなどと共にパラミクソウイルス科、モービリウイルス属に分類

される。牛疫は呼吸器症状、出血性腸炎などの劇症症状のほかに激しい免疫抑制、耐過後

の自己抗体産生など多様な病原性を示すが、その病原性発現機構の多くは解明されていな

い。我々は、ウサギ馴化によって牛での牛疫病態を再現する世界でも他に類をみない優秀

な実験感染モデル系を確立してきた。リバースジェネティックス系が確立されてから、RPV
の属するモノネガウイルスの研究は飛躍的に進展している。本研究ではリバースジェネテ

ィックス系を用いて RPV 株間での病原性発現の比較解析と株間における転写、複製の基礎

的研究を行った。本論文は以下３章より構成される。 
  
第 1 章；牛疫ウイルス L 蛋白の種特異的病原性発現への関与 
 これまでウイルスの種を越えた病原性発現に関わる要因として、宿主細胞への侵入を担

うウイルス構成蛋白が主として唱えられてきた。しかしながら近年、RPV において、細胞

への吸着機能をもつ H 蛋白はウイルスの宿主細胞への侵入には必要であるが、侵入後の増



殖能には他のウイルス蛋白が必要であること、さらに病原性発現には RNP 構成蛋白である

P 蛋白が大きく関ることが明らかとなった。ただし、病原性の強さを完全に再現するには他

の蛋白の関与も示唆された。そこで、第 1 章では、牛疫ウイルスにおける、P 以外の他のウ

イルス蛋白の病原性発現への関与を検討するため、P 蛋白と複合体を形成しゲノム複製・転

写を担う L 蛋白に着目し解析を行った。牛のワクチン株でありウサギに病原性のない

RPV-RBOK株のクローン化 cDNAにウサギに強い病原性を示すRPV-L株のL遺伝子とH 、
P 、N 遺伝子をそれぞれ組換えた 3 種類のウイルス、rRPV-lapHL、rRPV-lapPHL、

rRPV-lapNPHL を作製した。この 3 つの組換えウイルスと RBOK 株、L 株をウサギに接種

し、病原性を比較した。RBOK 株接種ウサギでは無症状であり、ウイルスの増殖も確認で

きなかったが、Lv 株接種ウサギでは臨床症状、臓器でのウイルス増殖が顕著であり、リン

パ系組織で重度な壊死像が認められた。以前の報告で lapH 接種のウサギの臓器からはウイ

ルスが分離できないことが明らかとなっているが、lapHL 接種ウサギでは臨床症状は認め

られないものの、ウサギ体内での増殖が認められ、病理組織学的解析ではリンパ系組織で

反応性変化が観察された。lapPHL および lapNPHL 接種ウサギでは Lv 株接種ウサギと比

較し軽度ではあるが、発熱、リンパ球減少が観察され、リンパ系組織ではウイルスの増殖

と広範囲な反応性変化が認められた。これらの結果より、L 蛋白は病原性発現への関与は弱

いものの、生体内細胞侵入後のウイルスの増殖に関わることが示唆された。また、これま

での報告と本実験結果より、種を超えた病原性には他のウイルス蛋白や非翻訳領域の関与

が考えられ、更なる解析が必要であると推測された。 
 
第 2 章；マーモセット B 細胞を用いて樹立した牛疫ウイルス持続感染株の解析 
 RPV の属するモービリウイルス属には麻疹ウイルス、イヌジステンパーウイルスが属し、

これらのウイルスは宿主の中枢神経系で持続感染を起こすことが知られており、終生免疫

を誘導することから中枢以外での持続感染の可能性も推測される。持続感染のメカニズム

についてはこれまで多くの研究がなされているが、未だ明らかになっていない。モービリ

ウイルスの生体内の持続感染を知るため、既に有用な実験感染モデル系が確立されている

RPV を用いて持続感染株の解析を行った。全ての細胞がウイルスを産生しながら生存し続

ける‘真’の持続感染性を持つウイルス樹立を目指し、まず細胞障害性を示さなくてもウ

イルス増殖細胞を容易に検索できるように EGFP(enhanced green fluorescent protein)を
発現する組換えウイルス（rRPV-EGFP-Lv）を作出した。この組換えウイルスは in vitro、 
in vivo の両方で元株である Lv 株と同じ性状を示した。rRPV-EGFP-Lv を B95a 細胞に感

染させ新しい細胞を添加しながら継代し続けクローニングを行い、培養細胞における持続

感染ウイルス株 (rRPV-EGFP-BP)を樹立した。この BP 株は B95a 細胞のみならず

293SLAM、COBL 細胞においても巨細胞形成を誘導しなかった。さらにウサギの感染実験

を行ったところ、Lv 株が感染 4 日で激しい病原性を誘発するのに対し、BP 株は感染 14 日

までに一過性の発熱と白血球減少が認められたのみであった。ウイルスの増殖を EGFP 蛍



光で観察したところ、EGFP-Lv 株感染個体では、感染 4 日後にリンパ系組織切片において

広範囲な EGFP 蛍光が認められたが、BP 株感染個体では 4 日後ではわずかな蛍光が認め

られたのみであり、感染 7 日後に全てのリンパ系組織でウイルスの増殖が確認された。こ

の後、感染 14 日後には消失し、28 日まで認められなかった。また病理組織学的解析からウ

イルスが増殖したリンパ系組織の部位では反応性変化が観察された。さらに血清中の IFN
を測定したところ、EGFP-Lv 株感染個体では感染２日から 4 日後にかけて IFN が誘導さ

れていたが、BP 株感染個体では感染 28 日後まで検出限界値以下であった。それぞれのウ

イルスに対する中和抗体価は、BP 株感染個体で感染 7 日から上昇し始め 28 日後には 1400
倍まで上昇した。以上のことから BP 株はウサギへの感染性は維持され体内での増殖も出来

るが、病原性誘発能は著しく弱く、増殖性においても EGFP-Lv より遅く産生能も低い。従

って増殖過程で免疫応答により体内から排除されたと考えられた。以上よりウイルスの細

胞融合能は病原性の発現機構および持続感染性獲得機構の 1 つであると推測された。 
 
第 3 章；牛疫ウイルスの株間におけるプロモーター機能の比較解析 
 第 1 章の結果から病原性発現にはウイルス蛋白以外の因子が関与する可能性も考えられ

た。そこでウイルスの転写・複製を制御する重要なプロモーターの機能を RBOK 株と Lv
株間で比較解析した。ウイルスゲノムの 3’末端から 107 塩基までの genomic promoter (GP)
は mRNA や全長(＋)鎖 RNA の合成を担い、5’末端からの 109 塩基は antigenome promoter 
(AGP)とされ、全長(－)鎖 RNA の合成を担っている。3’と 5’末端の塩基はモービリウイル

ス間で保存性が高くまた互いに相補的である。RBOK 株、L 株のそれぞれの GP と AGP の

間にホタルルシフェラーゼの遺伝子を組込んだホモまたはキメラのプラスミドを作製し、

(－)鎖のミニゲノム RNA を合成した。この RNA をウイルスの転写・複製に必要な N、P、
L 蛋白を T7 プロモーターにより発現させるプラスミドと共に、予め T７RNA polymerase
発現組換えワクチニアウイルスを感染させておいた細胞に導入し、24 時間後にルシフェラ

ーゼ活性の値を測定して各株のプロモーターの転写活性を比較した。その結果 RBOK 株

GP は、導入した細胞の種類に関わらず高いルシフェラーゼ活性を示した。また RBOK 株

と L 株の両方の N、P、L 蛋白を使用しても同様な結果であった。L 株の GP の 3'末端の 16
塩基と AGP の 5’末端 16 塩基とは 5 番目，12 番目の 2 塩基が相補的でない。L 株 GP を

AGP と相補的に、また RBOK 株 GP の同じ部位の塩基を非相補的になるように変異をいれ

た RNA を合成し、ゲノムの末端の相補性が転写効率に関与しているかを調べた。その結果

RBOK 株 GP は相補性が減少してもルシフェラーゼ活性値に影響が出ないのに対し、Lv 株

GP では 12 番目の塩基の相補的にすることにより高い活性を示した。また、L 株 AGP に

GP と相補的に変異を入れた際も同じ結果が出たことから、L 株の GP と AGP の相補性は

転写複製効率に影響を与えることが示唆された。RBOK 株 GP のプロモーター活性の強さ

を決定する塩基を特定するため、５つの RPV のウイルス株の塩基配列を比較し、RBOK 株

特有な変異部位 3 箇所を L 株塩基に置換した。その結果、1 箇所ずつの変異ではルシフェ



ラーゼの値はほぼ変化しなかった。そこで GP を 1－52 塩基と 53－107 塩基までの 2 つの

領域に分割し、RBOK 株と L 株のキメラ GP を持つミニゲノム RNA でプロモーター活性

を調べたところ、全長の RBOK 株 GP を持つ RNA だけルシフェラーゼ活性が高かった。

このことより、RBOK 株由来の GP の転写活性の強さは 1 塩基ずつでなく、プロモーター

の広範囲に及ぶ塩基の組み合わせによるものであることが示唆された。また、N 遺伝子の

5'UTR 領域の翻訳に対する影響を解析したところ、両株ともに差は認められなかったこと

より、これまでのルシフェラーゼ活性の強さは翻訳効率の差から生じたものではないこと

が考えられた。株間におけるウイルスのプロモーター活性の差と病原性との関係は不明で

あり、さらなる解析が必要であると思われた。 
 
本研究において RPV株間の比較解析により病原性決定要素に関し様々な発見がなされた。

それらの成果により、RPV を含むモノネガウイルスの病原性発現機構の解明に関して極め

て有用な多くの知見が得られたと考える。  
 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


