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はじめに

　ロタウイルスは，ヒトを含めた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．感染性は極めて高く，
1～ 100個の感染性ウイルス粒子により感染が成立するこ
とから，世界中のほぼすべての乳幼児が感染し，発症する．
ロタウイルス胃腸炎により，開発途上国を中心に年間 45.3
万人の乳幼児が死亡している 23）．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種のウイルス構造蛋白

質（VP1～ 4，VP6，VP7）と 6種の非構造蛋白質（NSP1
～ 6）をコードしている．ウイルスゲノム（総塩基数：約
18.6 k）はコア内部に格納されている．ロタウイルス粒子
は直径 80～ 100 nmの正 20面体構造をとり，コア，内殻，
外殻の 3層で構成される二重殻粒子である．エンベロープ
は持たない 5）（図 1）．ウイルス粒子内に RNA依存性 RNA
ポリメラーゼ（RdRp）やキャップ合成関連酵素を有する．
コアは VP1，VP2，VP3からなり，内殻蛋白質 VP6が覆っ
て一重殻粒子を形成し，さらに外殻蛋白質 VP7と VP4で
覆われて二重殻粒子つまり感染性ウイルス粒子となる．
VP7は平滑な粒子表面を，VP4はスパイクを形成する．
正 20面体粒子の各頂点には穴が存在し，粒子内部につな
がるチャネルとして機能する．外殻蛋白質 VP7と VP4は
独立した中和抗原を有し，それぞれ血清型（遺伝子型）G
タイプと Pタイプを規定する．これまでに，G1～ G27と
P[1]～ P[37]が報告されており，多数の遺伝子型が存在す
る 17, 25）．
　cDNAから感染性ウイルスを作製することを可能にする
技術，すなわち遺伝子操作系（リバースジェネティクス系）
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イルスでは，過去 10余年もの間，精力的な開発の試みが行われたにもかかわらず，如何なる成功も
報告されていなかった．我々は，ロタウイルス増殖過程および病原性発現機構の研究を分子レベルで
展開させることを目的として，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を行ってきた．
2006年にヘルパーウイルスを用いた系ではあるが，cDNAに由来するゲノム分節を有する組換えロ
タウイルスを作製することを可能にするリバースジェネティクス系の開発に世界に先駆けて成功し
た．このシステムを外殻スパイク蛋白質 VP4に応用することで，異なる血清型由来の交差反応性中
和エピトープをキメラに発現する組換えロタウイルスおよび，ロタウイルス感染性の獲得に重要な役
割を果たす VP4上のトリプシン切断領域にフューリン様プロテアーゼ認識配列を導入した組換えロ
タウイルスの作製にも成功している．本稿では，これらロタウイルスにおけるリバースジェネティク
ス系の開発とその応用例，そして今後の展望を紹介したい．
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は，分子生物学的手法による改変が自由自在に行える
cDNAからウイルスゲノムを任意に改変した感染性ウイル
スを作製することができ，ウイルス増殖過程や病原性発現
機構を理解する上で最も強力な手法となる．これまでに，
多くの DNAおよび RNAウイルスにおいて，その開発と
応用が盛んに行われてきた．一方で，11本もの多分節
dsRNAをゲノムとするロタウイルスは，そのゲノム構造
の複雑さゆえか，このリバースジェネティクス系の開発は
困難を極めていた 13, 21）．そのため，ロタウイルス研究では，
個々のウイルス遺伝子をクローニングしそれぞれを細胞に
導入して発現させることや，遺伝子再集合体（リアソータ
ント）の利用などといった従来の手法が用いられ，多くの
知見が得られてきた．しかし，それぞれの遺伝子ごとに得
られた情報を単純に総和しても，それらが複雑に相互作用
する存在である生物としてのウイルスを真に理解すること
はできない．また，実際のウイルス増殖において，それら
遺伝子のどの領域または塩基が関与するのかといった詳細
な解析もできない．やはり，ロタウイルス増殖過程および
病原性発現機構の研究を分子レベルで展開させるために
は，リバースジェネティクスの研究手法が理想的である．
　1990年にロタウイルスゲノムの全塩基配列が初めて決
定され 18），1994年には in vitro複製系（精製したオープ
ンコア粒子を用いて cDNA由来プラス鎖 RNAを鋳型とし
て dsRNAゲノムを複製する in vitroシステム）が開発さ
れた 3）．そこで，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予想された．しかしな
がら，それ以後，世界中で 10余年もの間，精力的な開発
の試みが行われたにもかかわらず，如何なる進歩も報告さ
れなかった．ようやく 2006年に，我々の研究室において，
ロタウイルスでは初めてのリバースジェネティクス系の開
発に成功した 12）．この系は，ヘルパーウイルスを必要と
する初期的なリバースジェネティクス系ではあるものの，
これまで不可能であった cDNA由来の分節 dsRNAゲノム
を有する感染性ロタウイルスの作製を可能にした．本総説
では，ロタウイルスにおけるリバースジェネティクス系の
開発とその応用例，そして今後の展望についてまとめてみ
たい．

1．ロタウイルスのリバースジェネティクス系の確立

　まず，ロタウイルスにおけるリバースジェネティクス系
の開発原理の理解のため，ロタウイルスの生活環における
ゲノム転写と複製を概説する．ロタウイルスの生活環は細
胞質内で完結する．ロタウイルスが細胞質内に侵入すると，
外殻蛋白質 VP7と VP4が外れる．細胞質内に放出された
一重殻粒子の内殻蛋白質 VP6は再配置され，RdRpが活性
化されてゲノム転写が開始する 16）．11本の dsRNA分節
それぞれのマイナス鎖を鋳型として 11本の完全長のプラ
ス鎖 RNAが転写され（転写過程），チャネルから細胞質
内に放出される 2）．このプラス鎖 RNAは，5’末端にキャッ
プ構造を有するが，3’末端にはポリ Aを持たない構造を

図 1. クライオ電子顕微鏡法による電子密度データをコンピュータ解析して得られた感染性ロタウイルス粒子（二重殻粒子）のモデル
感染性ロタウイルス粒子は 3層構造を有する．VP1，VP2，VP3からなるコアは内殻蛋白質 VP6に覆われて一重殻粒子を形成
し，さらに外殻は VP7の平滑な表面と VP4のスパイクが取り囲み，二重殻粒子となる．（Baylor College of Medicine，Prasad

博士提供）
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示し 7），ウイルス蛋白質合成の mRNAとなるとともに，
新生されるコア粒子内にパッケージングされ，ここでゲノ
ム dsRNA複製の鋳型ともなる（複製過程）3）．このゲノ
ム複製の全過程でゲノム dsRNAはコア粒子内に格納され
ていることから，ゲノム dsRNAへ直接に特異的変異を導
入することは不可能とされる．しかしながら，理論上は，
ロタウイルス感染細胞に cDNA由来のプラス鎖 RNAを導
入すれば，新生のコア粒子内に取込まれて RdRpによる
dsRNA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
かと考えられた．そこで我々は，ヘルパーウイルスを用い
て，11本の分節ゲノムのうち 1本が cDNAに由来するよ
うな組換えロタウイルスの作製を試みた（図 2）．まず，
細胞内に cDNA由来のプラス鎖 RNAを供給するため，上
流から T7 RNAポリメラーゼプロモーター，サルロタウ
イルス SA11株（G3P[2]）の全長 VP4遺伝子（外殻スパイ
ク蛋白質をコード）cDNA，デルタ肝炎ウイルス（HDV）
リボザイム，T7 RNAポリメラーゼターミネーター配列を

配置したプラスミド pT7/VP4(SA11)を構築した（図 3）．
この T7プラスミドを，T7 RNAポリメラーゼ発現組換え
ワクシニアウイルスを感染させた細胞に導入することで，
ワクシニアウイルス自身がコードする 5’末端へのキャッ
プ構造付加活性とHDVリボザイムの自己切断活性とで，5’
および 3’末端の配列と構造がロタウイルスの真正のプラ
ス鎖 RNAと一致した cDNA由来のプラス鎖 RNAを細胞
質内に供給できる．組換えワクシニアウイルス感染により
誘導される細胞傷害性は，弱毒 rDIs-T7pol株 8）を用いる
ことで，その程度を最小限に抑えることが可能である．そ
こで，rDIs-T7polをあらかじめ感染させた COS-7細胞に
この T7プラスミドを導入し，さらにヘルパーウイルスと
なるヒトロタウイルス KU株（G1P[8]）を重感染させた．
回収ウイルスの中から cDNA由来の VP4遺伝子分節をゲ
ノムとする組換えウイルスを単離するため，回収ウイルス
を KU株の VP4（P[8]タイプ）に対する特異的な中和モノ
クローナル抗体存在下で継代培養したところ，ロタウイル
スによる細胞変性効果の出現とともに，KU株をベースと

図 2. ロタウイルスのリバースジェネティクス系
あらかじめ T7 RNAポリメラーゼ発現組換えワクシニアウイルス（rDIs-T7pol）を感染させた COS-7細胞に，ロタウイルス
遺伝子をコードする T7プラスミドを導入し，さらにこの細胞にヘルパーウイルスを重感染させる．子孫ウイルスの中から
cDNA由来の遺伝子分節をゲノムとして有する組換えロタウイルスを選択する．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．
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して cDNA由来の SA11株 VP4遺伝子（P[2]タイプ）を
dsRNA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//rVP4(SA11)）が回収された 12）．さらに，
VP4遺伝子上に 2種類のサイレント変異を単独あるいは同
時に導入した T7プラスミドを構築して同様の実験を行っ
たところ，いずれの T7プラスミドを用いた場合にも，同
様に VP4組換えウイルス 3株が回収され，この開発した
ロタウイルスのリバースジェネティクス系の有用性が確認
された（図 3）．こうした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ポイントは，Pタイプ特異的な中
和モノクローナル抗体を作製していたこと，組換えワクシ
ニアウイルスに弱毒 rDIs-T7pol株を用いたこと，プラス
ミド導入が容易な COS-7細胞を利用したことだと考えら
れる．

2．ロタウイルスのリバースジェネティクス系の応用

　外殻スパイク蛋白質 VP4は感染初期の細胞侵入で機能
するとともに，ロタウイルス粒子表面の主要な中和抗原で
もある．そこで，リバースジェネティクス系を用いて，

VP4上の 3つの交差反応性中和エピトープ（I，II，III）20）

の 1つ，エピトープ IIの配列をサルロタウイルス SA11
株（P[2]タイプ）からヒトロタウイルス DS-1株（P[4]タ
イプ）に置換した，異なる Pタイプ由来の中和抗原をキ
メラに発現するような組換えロタウイルスの作製を試み
た．SA11株の VP4エピトープ II内に 5アミノ酸変異を
導入して DS-1株由来の配列に置換した T7プラスミドを
構築し，リバースジェネティクス系で組換えロタウイルス
（KU//rVP4(SA11)-II(DS-1)）を作製した（図 4）14）．さま
ざまな Pおよび Gタイプ特異的モノクローナル抗体を用
いて KU//rVP4(SA11)-II(DS-1)の抗原性を検討したとこ
ろ，エピトープ IIについては DS-1株（P[4]タイプ）の抗
原性を示し，エピトープ Iおよび IIIについては，SA11
株（P[2]タイプ）の抗原性を保持していた（表 1）．さらに，
この KU//rVP4(SA11)-II(DS-1)は，P[4]タイプ特異的なエ
ピトープ II配列に対する中和モノクローナル抗体でその
感染性が中和されたが，逆に，P[2]タイプのエピトープ II
配列を認識する中和モノクローナル抗体との反応性は失っ
ていた．こうして，リバースジェネティクス技術の手法で，

図 3. SA11株 VP4遺伝子のプラス鎖 RNAを発現する T7プラスミドの構造
T7 RNAポリメラーゼプロモーター下流に SA11株 VP4遺伝子 cDNAを配置したプラス鎖 RNA転写プラスミド pT7/

VP4(SA11)を構築した．また，変異を導入した 3つの T7プラスミドは，制限酵素 Pst Iおよび Hae IIサイトを破壊する 2種
類のサイレント変異を単独あるいは同時に有する．PT7，Rib，TT7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，T7ターミネーターを示す．（文献 13を改変）

表 1　作製したKU//rVP4（SA11）-Ⅱ（DS-1）の抗原性

VP4エピトープ
ロタウイルス株 エピトープⅠ エピトープⅡ エピトープⅢ VP7エピトープ
SA11 SA11型 SA11型 SA11型 SA11型
KU//rVP4(SA11) SA11型 SA11型 SA11型 KU型
KU//rVP4(SA11)-Ⅱ (DS-1) SA11型 DS-1型 SA11型 KU型
KU KU型 KU型 KU型 KU型
DS-1 DS-1型 DS-1型 DS-1型 DS-1型
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設計通りに VP4が抗原モザイクを示す感染性ロタウイル
スの作製が可能となった．将来的には，1種類のロタウイ
ルスで複数の異なる血清型の中和エピトープを発現するロ
タウイルスワクチンの開発への可能性が期待できる．
　エンベロープウイルスの多くは，表面スパイク蛋白質が
宿主プロテアーゼによって切断活性化されることで感染性
を獲得する．このため，宿主プロテアーゼによるスパイク
蛋白質の切断活性化は，多くのエンベロープウイルスの病
原性発現に深く関わっている 9）．単独あるいは連続した塩
基性残基からなる切断部位は，それぞれが細胞外トリプシ
ン様プロテアーゼと細胞内フューリン様プロテアーゼに
よって切断を受ける．非エンベロープウイルスであるロタ
ウイルスも，トリプシンで VP4が VP8*と VP5*に切断さ
れることで感染性を獲得する 4）．そこで，トリプシン非存
在下でのロタウイルス多段階増殖の可能性を試みる目的
で，VP4上のトリプシン切断領域にフューリン様プロテー
ゼ認識配列を導入した組換えロタウイルスの作製を試み
た．SA11 株の VP4 遺伝子上のトリプシン切断領域
（244IHYR247）にフューリン認識配列（244RHRR247）を
置換導入した組換えロタウイルス（KU//rVP4(SA11)-
R247Furin）をリバースジェネティクス系で作製した（図 5）15）．
KU//rVP4-R247Furinは予想外にトリプシン非存在下では

多段階増殖し得ないのみならず，新生ビリオンの大部分が
感染細胞内に蓄積しており，増殖能は野生型 VP4を有す
る親株（KU//rVP4(SA11)）に比べて大きく低下した（図 6）．
細胞内での VP4切断活性化は，ロタウイルス増殖には負
に作用する可能性が示唆された．こうして，リバースジェ
ネティクスの手法は，実際のウイルス増殖における各遺伝
子の機能を明らかにする上で非常に有用である．また，こ
のようなロタウイルス感染性の弱毒化に関与する遺伝子変
異の情報は，次世代のワクチンを開発する際に役立つもの
と期待される．
　一方で，我々のロタウイルスのリバースジェネティクス
系の標的は VP4遺伝子のみであったが，NSP224）および
NSP3遺伝子 26）についてもこのシステムを改変すること
で適用可能であることが報告されている．今後さらに，残
る 8遺伝子分節についても組換えウイルスを単離するため
の選択条件を開発し，ロタウイルスにおけるリバースジェ
ネティクス系を発展させていく必要がある．

3．ロタウイルスのリバースジェネティクス系の改良

　我々は，ロタウイルスのリバースジェネティクス系を応
用した研究を進めながら，より効率良く研究を進めるため
に，現在のシステムを改良する試みも行ってきた．リバー

図 4. VP4が抗原モザイクを示す組換えロタウイルスの作製
SA11株 VP4エピトープ II内に 5アミノ酸変異（＊で示す）を導入して，DS-1株由来の配列に置換した組換えロタウイルス
KU//rVP4(SA11)-II(DS-1)を作製した．（文献 15を改変）

図 5. VP4上のトリプシン切断領域にフューリン配列を導入した組換えロタウイルスの作製
SA11株 VP4上のトリプシン切断領域に 2アミノ酸変異（＊で示す）を導入することで，フューリン認識配列（紫色）を導入
した組換えロタウイルス KU//rVP4(SA11)-R247Furinを作製した．（文献 16を改変）
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11本の遺伝子分節のうち 3本に過ぎない．また，これら
システムでは，変異導入によって増殖能が大きく低下した
組換えウイルスの単離は困難である．この問題は，ロタウ
イルスを任意に設計する上で大きな問題であり，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技術の開
発が望ましい．近年，レオウイルス科に属し，いずれも
10本の dsRNA分節をゲノムとする，哺乳類オルソレオウ
イルス（レオウイルス）10, 11）とブルータングウイルス 1）

において，cDNA由来の全 10本のプラス鎖 RNAを細胞
内に供給するだけで，ウイルス複製を開始させることがで
きると報告された．このことは，レオウイルス科における
最小複製単位はゲノム全分節のプラス鎖 RNAであること
を強く示している．11本の dsRNA分節をゲノムとするロ
タウイルスにおいても，全 11本の cDNA由来プラス鎖
RNAを細胞内に供給することで，感染性ロタウイルスが
合成できると考えられる．しかしながら，世界中の多くの
研究室がこれらのシステムをロタウイルスに適用するべく
全力を挙げているものの，いまだに成功には至っていない．
一方で，我々の研究室においても，T7 RNAポリメラーゼ
を発現している細胞にレオウイルスゲノムをコードする
10個の T7プラスミド（Vanderbilt University，Dermody
博士から分与）を導入するだけで，効率良く感染性レオウ
イルスを合成できている（Komoto et al.，投稿中）．何故
ロタウイルスでは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が困難であるかは不明である
が，考えられる要因として以下を挙げることができる：（1）

スジェネティクス系による組換えウイルスの回収効率は，
大多数のヘルパーウイルスの中から組換えウイルスを単離
するための選択条件に依存するので，この選択条件を改良
することで組換えウイルス回収効率を改善できると考えら
れた．我々は，VP4遺伝子をコードする T7プラスミドと
ともに，ヘルパーウイルス由来の VP4プラス鎖 RNAを特
異的に分解する siRNAの発現プラスミド（U6プラスミド）
を細胞に共導入することにより，VP4組換えウイルスの回
収効率を大きく向上させることができた（図 7）（Komoto 
and Taniguchi，未発表）．この改良したリバースジェネティ
クス系を用いることで，より容易に組換えロタウイルスが
作製できるようになり，現在は，VP4上のトリプシン切断
領域にさまざまな変異を導入した組換えロタウイルスを多
数作製し，この領域の各残基における切断の重要性につい
て詳細な解析を進めている．一方で，中和モノクローナル
抗体と RNAiメカニズムを組み合わせたこの強力な選択条
件は，これまで系の開発に至っていない，もう一方の外殻
蛋白質 VP7を標的としたリバースジェネティクス系の開
発につながるものと期待される．

4．ヘルパーウイルスを用いないロタウイルスの
リバースジェネティクス系開発の試み

　上述したように，ロタウイルスにおけるリバースジェネ
ティクス系はヘルパーウイルスを必要とするため，回収ウ
イルスの中から組換えウイルスを単離するための強力な選
択条件が必要であり，その選択条件が開発されているのは

図 6.　フューリン配列導入株の細胞内蓄積
フューリン配列導入株（KU//rVP4(SA11)-R247Furin）では，新生ウイルス粒子の大部分が感染細胞内に蓄積しており，増殖
能は野生型株（KU//rVP4(SA11)）に比べて大きく低下した．
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ティクス系を開発するためには，従来の実験手法と現在の
ヘルパーウイルスを用いるリバースジェネティクス系を動
員することで，ロタウイルス複製に関する知見をより一層
深めることが必要であるように思われる．

おわりに

　RNAウイルスでは，1978年のバクテリオファージ Qβ 22）

から始まって 1981年のポリオウイルス 19）と続き，現在で
はそのほとんどでリバースジェネティクス系が開発され，
ウイルス遺伝子の機能解析研究に役立っている．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
スは，長らくこの技術の適用を頑なに拒否してきた．しか
しながら，本稿で述べたように，ロタウイルスにおいても，
ようやくこの分野の突破口が開かれた．その結果，従来の

ロタウイルスは，遺伝子分節がレオウイルスよりも 1本多
い，（2）培養細胞におけるロタウイルス増殖能（108 PFU/
ml）は，レオウイルス増殖能（109 PFU/ml）よりも一桁
低い，（3）ロタウイルス増殖のためには，培地から FCS
を除いた上でトリプシンを添加する必要があり，この操作
が，大量のプラスミドを導入した細胞にダメージを与える，
（4）産生されるロタウイルス粒子全体の中の感染性ウイル
ス粒子の割合は，レオウイルスの場合と比較し，きわめて
少ない 6）．我々は，サルロタウイルス SA11株およびヒト
ロタウイルス KU株のゲノムをコードする T7プラスミド
の構築を終え，これらの考えられる要因のいくつかを回避
する工夫を含めてさまざまな試みを行っているが，現在の
ところいずれも成功に至っていない 21）．このことは，ヘ
ルパーウイルスを用いないロタウイルスのリバースジェネ

図 7.　ロタウイルスのリバースジェネティクス系の改良
VP4遺伝子をコードする T7プラスミドとともに，ヘルパーウイルス由来の VP4プラス鎖 RNAを特異的に分解する siRNA

の発現プラスミド（U6プラスミド）を共導入することで，VP4組換えウイルスの回収効率は大きく改善した．PU6，PT7，Rib

はそれぞれ U6プロモーター，T7 RNAポリメラーゼプロモーター，HDVリボザイムを示す．
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手法では手の出なかった，実際のロタウイルス増殖におけ
る各遺伝子の詳細な機能解析が可能になりつつある．さら
に現在の系を発展させ，ヘルパーウイルスを必要とせずに
任意にロタウイルスを設計しうる技術を開発し，ロタウイ
ルス増殖過程や病原性発現機構の研究を飛躍的に展開する
ことが期待される．我々がロタウイルスのリバースジェネ
ティクス系の開発を報告した 2006年，時を同じくして 2
種のロタウイルスワクチンの開発が報告された．これらの
ワクチンは 100ヶ国以上で認可され，約 30ヶ国で定期接
種されている．我々の研究が，新世代のワクチンやウイル
スベクターの開発といった臨床応用にも役立てるよう努力
していきたい．
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 The rotavirus genome is composed of 11 gene segments of double-stranded (ds)RNA.  Reverse 
genetics is the powerful and ideal methodology for the molecular analysis of virus biology, which 
enables the virus genome to be artificially manipulated.  Although reverse genetics systems exist for 
nearly all major groups of RNA viruses, development of such a system for rotaviruses is more 
challenging owing in part to the technical complexity of manipulation of their multi-segmented 
genome.  A breakthrough in the field of rotavirus reverse genetics came in 2006, when we established 
the first reverse genetics system for rotaviruses, which is a partially plasmid-based system that 
permits replacement of a viral gene segment with the aid of a helper virus.  Although this helper 
virus-driven system is technically limited and gives low levels of recombinant viruses, it allows 
alteration of the rotavirus genome, thus contributing to our understanding of these medically 
important viruses.  In this review, I describe the development and application of our rotavirus reverse 
genetics system, and its future perspectives.  


