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リバースジェネティクスと麻疹ウイルス

九州大学大学院医学研究院ウイルス学分野

　　竹　田　　　誠，柳　　　雄介

はじめに

　マイナス極性の非分節型RNAをゲノムに持ったウイルスは，遺伝子の並びや機能，遺伝子発現のメカニ

ズムなどに共通性があり，まとめてモノネガウイルス目に分類されている．ヒトに病原性を示す同目の代

表的なウイルスには，麻疹ウイルス，ムンプスウイルス，パラインフルエンザウイルス，RSウイルス，狂

犬病ウイルス，エボラウイルスなどがある．本総説では，同目のパラミクソウイルス科モルビリウイルス

属の麻疹ウイルスを例に，リバースジェネティクスと呼ばれるウイルスの遺伝子操作手法がウイルスの病

原性や遺伝子機能の研究，そしてウイルスベクターの開発などに，どのように貢献しているのかを紹介す

る．

1．リバースジェネティクスとウイルス研究

　従来の遺伝学とは，生物の表現型の相違を研究の起点として，その責任遺伝子，あるいは遺伝子部位を

明らかにしてゆく学問である．近年，遺伝子工学の手法が発達し，生物の遺伝子構造を人工的に改変する

ことが可能になってきた．そのことにより，遺伝子改変を研究の起点として，その改変により生じる表現

型の変化を解析することができるようになった．このような研究手法は，研究の流れが従来の遺伝学とは

逆であるために，リバースジェネティクスと呼ばれている．ウイルスのリバースジェネティクス技術を端

的に述べると，プラスミド上にクローン化したウイルスゲノムのcDNAから感染性ウイルスを作出する技

術である．改変が自由自在に行えるプラスミドからウイルスを得ることができれば，理論上，思いどおり

のウイルスを作出することができる．表現型の異なるウイルスの存在が前提となる従来の遺伝学的研究で

は，ウイルスの遺伝子機能の解析には，大きな制限があった．意図的な遺伝子改変が可能なリバースジェ

ネティクス技術を用いれば，遺伝子機能の解析の可能性が飛躍的に拡大する．

2．麻疹ウイルスのリバースジェネティクス

　麻疹ウイルスは，パラミクソウイルス科のモルビリウイルス属に属するウイルスで，そのゲノムはマイ

ナス極性をもった非分節型一本鎖RNAである．約16　k塩基で構成され，ゲノムの3’端から順にN，　P，

M，F，　H，　しの6つの遺伝子が並んでいる（図1A）．それぞれの遺伝子が，　N，　P，　M，　F，　H，　Lタンパ

クをコードしている．P遺伝子だけが，　Pタンパクと重複した遺伝子領域に，　RNA編集機構などを利用し

て，さらにふたつのタンパク（C，Vタンパク）をコードしている（図1A）．　NタンパクはゲノムRNAに

整然と並んで結合し，らせん対称のヌクレオカプシドを形成する．ヌクレオカプシドに包まれたゲノムは，

ポリメラーゼを構成するL，PタンパクとともにRNP複合体を形成することにより鋳型活性を発揮する

ことができる．M蛋白は，エンベロープを裏打ちし，さらにRNP複合体とも結合することにより，ウイ

ルスの粒子形成の中心的な役割を担っていると考えられている（図1B）．エンベロープ上には，受容体と

結合するHタンパクと膜融合活性をもったFタンパクがスパイク状に並んでいる（図1B）．　P遺伝子に

コードされているV，C蛋白は，粒子中には取り込まれない非構造タンパクと考えられている．1995年に

Radeckeらが，麻疹ウイルスの代表的なワクチン株であるEdmonston株の完全長cDNAから，ウイルス

を作出すること，すなわちリバースジェネティクス系の構築に成功した1）．その5年後われわれは，野生型
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図1　麻疹ウイルスのゲノム構造（A）と粒子構造（B）
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図2　麻疹ウイルスのリバースジェネティクス系

　　　麻疹ウイルスのゲノム全長をコードするプラスミドp
　　　（＋）MVと，　RNP複合体の構成タンパクをコードするプ

　　　ラスミド，pCA7－N，　pCA7－P，　pCA7－Lを，麻疹ウイル

　　　スの受容体SLAMを恒常的に発現させたCHO細胞
　　　（CH：0／hSLAM）に導入する．そこへT7　RNAポリメラー

　　　ゼを発現するワクシニアウイルスvTF7－3を感染させる

　　　ことにより，ウイルスゲノムとN，P，　Lタンパクが発現
　　　する．ウイルスゲノムは，N，　P，　LタンパクとともにRNP

　　　複合体を形成することによって活性型となり，麻疹ウイル

　　　スが自律増殖を開始する．プラスミド導入後，2日で麻疹

　　　ウイルス感染細胞に特徴的な多核巨細胞を観察すること

　　　ができる．一方，ワクシニアウイルスは，CHO／hSLAM細
　　　胞内で，自身の感染後期過程が行えず，結果として麻疹ウ

　　　イルスだけを効率良く回収することができる．
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麻疹ウイルスを用いたりバースジェネティクス系の構築に成功した2）．野生型麻疹ウイルスを用いること

は，病原性の研究を進める上で重要であるばかりか，各々の遺伝子の野生株本来の機能を知る上でも非常

に重要である．さらに2005年に，われわれは，リバースジェネティクス系の効率を格段に高める方法を開

発した3）．そのことにより，従来の系では困難であった遺伝子領域の改変や，大幅な遺伝子構造の改築など

が可能になった．本システムの効率は，モノネガウイルスの系としては世界的にも最も優れていると考え

られる．システムの概要について図2に示した．

3．リバースジェネティクスを用いた麻疹ウイルス遺伝子の機能解析

　1）麻疹ウイルスHタンパクと細胞指向性の変化

　ワクチン株と野生型麻疹ウイルスは，培養細胞での増殖性に顕著な違いがある．ワクチン株は，ヒトの

有核細胞の全てを含む，さまざまな培養細胞で増殖できるように馴化している4）．一方，野生型の麻疹ウイ

ルスは，ヒトの免疫系細胞の一部にしか感染しない4）．この違いは，ワクチン株と野生株のHタンパクの構

造の違いが主な原因であることをわれわれは明らかにした4）～6）．すなわちリバースジェネティクス法でH

遺伝子（Hタンパクをコードする）だけをワクチン株のものと交換するだけで野生型麻疹ウイルスは，ワ

クチン株と同様に広い細胞指向性を有するようになる6）．このことは，野生型麻疹ウイルスのHタンパク

が，Signaling　lymphocyte　activation　molecule（SLAM；CD150）と呼ばれるリンパ球活性化に関わる

分子にしか結合しないのに対して，ワクチン株のHタンパクが，SLAMに加えてCD46にも結合できるよ

うに変化しているためであり，麻疹ウイルスワクチン株にみられる最も顕著な変化である5）7）．一方，ワク

チン株にみられるHタンパクのアミノ酸置換の中でも，特に481番目のアミノ酸のアスパラギンからチロ

シンへの置換（N481Y）が細胞指向性の変化（CD46への結合）を決定していると報告されてきた8）9）．し

かし，実際にリバースジェネティクス手法でN481Y変異だけを導入したウイルスを作成してみると，その

変異だけでは，ワクチン株と類似の細胞指向性を獲得できないことが明らかになった10）．現在，どのような

変異がワクチン株型のHタンパクと同様の機能を持つために必要であるかを解析中であり，その詳細が明

らかになりつつある（Tahara　et　al．未発表データ）．

　2）細胞内でのウイルス増殖を高める変異

　われわれは，リバースジェネティクス手法を用いて，さらにさまざまな遺伝子領域をワクチン株のもの

と組換えたウイルスを約20種類用意した11）．それら組換えウイルスの解析から，ワクチン株にみられる変

異の中で，Mタンパクの64番目のアミノ酸のプロリンからセリンへの変異，そして89番目のグルタミン

酸からリジンへの変異が，非リンパ球系培養細胞への馴化に重要であることが分かった11）．それらの変異

は，麻疹ウイルスの粒子形成過程を促進していると予想している．一方，ポリメラーゼをコードしている

L遺伝子についても同様に，ワクチン株のL遺伝子の方が，ウイルスの培養細胞での増殖に有利であるこ

とが示された11）．

　3）アクセサリータンパクと麻疹ウイルスの病原性

　麻疹ウイルスのP遺伝子には，ポリメラーゼのサブユニットであるPタンパクに加えて，C，　Vふたつ

のタンパクがコードされている．Vタンパクには，インターフェロンのシグナル伝達を阻害する機能があ

ることをわれわれは明らかにしている12）13）．一方，Cタンパクの機能は，依然として不明である．そこで，

われわれは，リバースジェネティクス手法を用いて，Cタンパクの発現を欠いたウイルスを作成して，培養

細胞での増殖性や，サルにおける病原性などを解析した14）．その結果，Cタンパクは，培養細胞での増殖に

おいて必ずしも必要ではないが，その発現を欠くことにより麻疹ウイルスのサルにおける病原性が完全に

消失することが明らかになった14）．現在，Cタンパクの病原性発現における機能について解析を進めてい

る．
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　4）長いタンパク非翻訳領域の機能

　麻疹ウイルスのゲノム上には6つの遺伝子が並んでコードされているが，FmRNAの5’末端側，　M

mRNAの3’末端側に対応する領域には非常に長いタンパク非翻訳領域が存在する．しかしながら，その機

能については，分かっていなかった．われわれは，それらの領域を選択的に欠いたウイルスを作製し，解

析を行なった15）．その結果，おのおののタンパク非翻訳領域が，Fタンパク，　Mタンパクの発現を主には

翻訳レベルで調節することによって，ウイルスの高い複製能を維持しつつ，ウイルスによる細胞傷害性を

軽減していることが明らかになった15）．宿主（細胞，あるいは感染個体）の傷害性を軽減することは，自然

界においてウイルスが存続する上で，重要な要素のひとつであろうとわれわれは，考えている．

4．リバースジェネティクスを駆使したゲノム構造の改変やウイルスベクターの開発

　リバースジェネティクス技術を応用することにより，新しい遺伝子をウイルスゲノムに追加して，タン

パク発現用のベクターとして利用できる．麻疹ウイルスなどのパラミクソウイルスを用いる場合の主な利

点のひとつは，これらのウイルスの複製の全過程が細胞質内で行われるため，宿主ゲノムへの影響がない

と考えられることである．センダイウイルスなど，近縁のウイルスでは，ウイルスの構造タンパクの一部

を欠失させることにより，ウイルスそのものの自己複製能を失わせたベクターが開発されている16）．また，

麻疹ウイルスにおいては受容体に結合するHタンパクの構造を変えることにより，癌細胞などの目的の細

胞にのみ特異的に感染するウイルスベクターの開発が進んでいる17）．われわれは，これらのベクターの可能

性をさらに高めることを目的に，本来は，非分節構造の長い一本のRNA分子である麻疹ウイルスのゲノム

を，2本，あるいは3本の短いRNAに分節化することを試みた18）（図3）．一本の長いゲノムを分節化す

ることにより，最大5から6種の外来遺伝子を同時に搭載し発現できる新しいタイプのモノネガウイルス

ベクターの開発に成功した18）（図3）．われわれの開発した極めて効率の高い麻疹ウイルスのリバースジェ

ネティクス系を用いて，今後ますます麻疹ウイルスの遺伝子機能の研究が進むとともに，その技術や知見

を生かして，より優れたウイルスベクターの開発が進むと考えている．

　　し19搬 DsRed　　　　釜…GドP

図3　3分節構造をもつように改変した麻疹ウ
　　　イルス

　　　（A）本来，非分節型の一本である麻疹ウ

　　　イルスのゲノムを，3本の分節型に改変
　　　した．分節のおのおのが，麻疹ウイルス遺

　　　伝子（N，P，　M，　F，　H，　L）のふたつを

　　　コードしている．さらに，おのおのの分節

　　　に外来遺伝子を挿入することにより，総

　　　計5種類の外来性タンパク（LacZ，
　　　DsRed，　CAT，　SEAP，　EGFP）を発現す

　　　る麻疹ウイルスを作出することができる．

　　　（B）位相差顕微鏡（Light）で観察できる

　　　多核巨細胞が，二種類の蛍光（DsRed，

　　　EGFP）を発している．

おわりに

　われわれが主に研究を進めている麻疹ウイルスを例に，リバースジェネティクス技術が，ウイルスの研

究，そして新型ウイルスベクターの開発などに，どのように貢献しているのかを概説した．麻疹は，古典

的な感染症であり，その名を知らない人はあまりいないであろう．しかし今もなお，発展途上国を中心に

猛威をふるっている感染症である．ウイルス自体も，約半世紀前に分離され，熱心に研究が行われてきた．
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にも拘らず，そのゲノム機能については不明な点も多く，また，病原性発揮のメカニズムについては，主

要な標的細胞がSLAMを発現する一部の免疫細胞であるということを除き，あまり分かっていない．われ

われの開発した野生型麻疹ウイルスのリバースジェネティクス技術を用いて，それらの謎解きが急速に進

んでいる．さらには，より効率の優れた技術の導入が，今後のウイルス研究，そしてウイルスベクターの

開発に大いに役立つものと考えている．
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