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要旨 

ボルナウイルスは非分節 1 本鎖マイナス鎖 RNA をゲノムに持ち、核内で持続

的に複製するウイルスである。ボルナウイルス科オルソボルナウイルス属はクレード

1 哺乳類ボルナウイルス、クレード 2 鳥類ボルナウイルス、クレード 3 鳥類ボルナウ

イルスと系統学上大きく 3 つのクレードに分類される。現在までに、クレード 1 には

3 種類、クレード 2 および 3 には 13 種類のウイルスが同定されているが、これらオル

ソボルナウイルスの宿主特異性および宿主特異性を決定する分子基盤に関する知見は

殆どない。そこで本研究では、これら 3 つのクレードに分類されるオルソボルナウイ

ルスの in vitro における宿主特異性、ならびにその宿主特異性に関わる分子基盤の解明

を目的とし研究を行った。 

まず初めに、各クレードに属する 4 種のウイルス（クレード 1 : ボルナ病ウイ

ルス; Borna disease virus 1 ; BoDV-1, クレード 2 : キンバラボルナウイルス 1 ; Munia 

bornavirus 1 ; MuBV-1, クレード 3 : オウムボルナウイルス 2 ; Parrot bornavirus 2 ; 

PaBV-2, オウムボルナウイルス 4 ; Parrot bornavirus 4 ; PaBV-4）を哺乳類細胞および鳥

類細胞に接種し in vitro における宿主特異性を評価した。その結果、クレード 1 ウイル

ス（BoDV-1）ならびにクレード 2 ウイルス（MuBV-1）は哺乳類および鳥類細胞両方

に感染性を示すのに対し、クレード 3 ウイルス（PaBV-2, PaBV-4）は鳥類にのみ感染

性を示すことが明らかとなった。 

多くの RNA ウイルスでは、細胞表面に発現する受容体とウイルス粒子の表面

糖タンパク質が結合する細胞侵入段階で宿主特異性が制限される。そこで、クレード

3 ウイルスの表面糖タンパク質（G タンパク質）と哺乳類細胞の受容体との結合能が

低く、細胞侵入段階が宿主特異性を制限していると仮定し、G タンパク質をそれぞれ

のクレードに置換したシュードタイプウイルスの感染性を評価した。その結果、クレ

ード 3 ウイルスは哺乳類細胞に感染性を示さないにも関わらず、クレード 3 の G タン
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パク質を発現する組換え BoDV-1 は哺乳類細胞にも感染性を示した。以上のことか

ら、G タンパク質を介する細胞侵入段階は宿主特異性を制限する決定段階ではないこ

とが示唆された。 

ウイルスはさまざまな宿主に適応し複製効率を上げるため、進化の過程で

次々に変異を獲得する。そこで、ウイルス進化の過程においてクレード特異的に変異

が有意に蓄積した部位を検出するため、ウイルスゲノム配列を用いて比較ゲノム解析

を行った。その結果、N タンパク質の N 末端領域に他の領域と比較し有意に変異が蓄

積しており、正の選択圧が働いていることが示唆された。モチーフ予測ならびにタン

パク質局在を解析した結果、この N タンパク質の末端領域は核移行シグナル(NLS)で

あると予測された。そこで次に、各クレードの N タンパク質の哺乳類および鳥類細胞

における細胞内局在を比較した。その結果、クレード 3 ウイルスの N タンパク質は哺

乳類細胞における核内移行活性が低下していた。また、クレード 3 の NLS は哺乳類細

胞における核移行活性がクレード 1 と比較して低いことが示された。 

最後に、この NLS を介する N タンパク質の核移行能がウイルスの転写複製活

性に及ぼす影響を明らかにするために、哺乳類ならびに鳥類細胞におけるポリメラー

ゼ活性をミニレプリコンアッセイを用いて評価した。その結果、クレード 3 ウイルス

のポリメラーゼ活性は哺乳類細胞において顕著に低いことが示された。また、クレー

ド 1 およびクレード 3 のポリメラーゼ活性は NLS を介した N タンパク質の核移行能に

依存することが示唆された。さらに、N タンパク質の NLS をクレード 3 の配列に置き

換えた組換え BoDV-1 は、哺乳類細胞における増殖効率が野生型と比較し顕著に低下

した。以上の結果より、NLS を介する N タンパク質の核移行活性が宿主特異的なオル

ソボルナウイルスのポリメラーゼ活性に重要であり宿主特異性に関与していることが

示された。本研究により、進化過程においてウイルスが種間を超えた宿主へ適応する

メカニズムの一端が明らかとなった。 
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略語表 

 

本文中および図表中に用いた略語は以下の通りである。 

 

A.A.  : Amino acid 

ABBV  : Aquatic bird bornavirus 

ABV  : Avian bornavirus 

BoDV  : Borna disease virus 

cDNA  : Complementary DNA 

CnBV  : Canary bornavirus 

DAPI  : 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMEM  : Dulbecco's modified Eagle medium 

dN/dS  : The ratio of non-synonymous to synonymous substitutions 

DNA  : Deoxyribonucleic acid 

eGFP  : Enhanced green fluorescent protein 

EsBV  : Estrildid finch bornavirus 

FCS  : Fatal calfserum 

G  : Glycoprotein 

GAPDH  : Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

gRNA  : genome RNA 

Gluc  : Gaussia luciferase 

HIV-1  : human immunodeficiency virus 1 

IAV  : Influenza A virus 

IFA  : Indirect immune fluorescence assay 

IMP  : Importin 

KPNA  : karyopherin alpha 

kb  : Kilobase 

L  : RNA dependent RNA polymerase 

M  : Matrix protein 

mM  : Milimolar 

MOI  : Multiplicity of infection 

mRNA  : messenger RNA 

MuBV  : Munia bornavirus 

N  : Nucleoprotein 

NCBI  : National Center for Biotechnology Information 
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NES  : Nuclear export signal 

NLS  : Nuclear localization signal 

NPC  : Nuclear pore complex 

nt  : Nucleotide 

ORF  : Open reading frame 

P  : Phosphoprotein 

PAGE  : Poly-acrylamide gel electrophoresis 

PBS  : Phosphate-buffered saline 

PDD  : proventricular dilatation disease 

pH  : Potential of hydrogen 

PVDF  : Polyvinylidene difluoride 

PaBV  : Parrot bornavirus 

RNA  : Ribonucleic acid 

RT-PCR  : Reverse transcription polymerase chain reaction 

RT-qPCR : Real-time quantative polymerase chain reaction 

SDS  : Sodium dodecyl sulfate 

TBS  : Tris buffered saline 

TNPO  : Transportin 

Triton X-100 : Octylphenol ethoxylate 

Tween-20 : Polyoxyethylene sorbitan monolaurate 

vRNP  : Viral ribonucleoprotein 

VSBV  : Variegated squirrel bornavirus 

vSPOT  : Viral speckle of transcripts 

WB  : Westernblotting 

WT  : Wildtype 

X  : X protein 

ΔG  : G gene deficient recombinant virus 

ΔMG  : M and G gene deficient recombinant virus 

%  : Percent 

µL  : Microliter 

µg  : Microgram 

µm  : Micrometer 
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1-1. ボルナウイルスの基本性状 

オルソボルナウイルスはモノネガウイルス目、ボルナウイルス科、オルソボ

ルナウイルス属に属し、非分節 1 本鎖マイナス鎖 RNA をゲノムに有する RNA ウイル

スである 1–3。多くの RNA ウイルスは細胞質内で転写複製をおこない、増殖後は細胞

傷害性を示すのに対し、オルソボルナウイルスは細胞傷害性を示すことなく、細胞核

内で転写複製をおこない細胞分裂後も持続感染を長期間成立させる非常に特徴的な

RNA ウイルスである 4。オルソボルナウイルスのプロトタイプとして現在までにボル

ナ病ウイルス(Borna disease virus 1 ; BoDV-1)が主に研究されている。BoDV-1 は中央ヨ

ーロッパにおいて、ウマやヒツジで散発的に流行した髄膜脳脊髄炎（ボルナ病）の病

原因子として同定された 5–7。BoDV-1 感染個体は、数週間または長い場合数ヶ月の潜

伏期間を経て、痙攣、発熱、抑鬱、興奮、麻痺などを呈したのち全身性麻痺により、

ウマの場合約 80-100%が死に至る 8。近年、ヒトへの感染とその病原性も確認されてお

り、急性脳炎による死亡が報告された 9–11。 

BoDV-1 はエンベロープに包まれた直径 100-130 nm の球状のウイルス粒子か

ら成り、約 8.9 kb のウイルスゲノム RNA に少なくとも 6 つの遺伝子をコードしている

（図 1）12。他のモノネガウイルスと同様、3’末端よりヌクレオタンパク質（N）、リン

酸化タンパク質（P）、マトリックタンパク質（M）、表面糖タンパク質（G）、RNA 依

存性 RNA ポリメラーゼ（L）が順にコードされている。また P 遺伝子をコードする

mRNA に約 10 kDa の非構造タンパク質である X タンパク質がバイシストロニックに

コードされている 13。N、P、L タンパク質は RNA ポリメラーゼ複合体の主要構成因子

であり、ウイルスの転写複製に必須である。M タンパク質は 1 本鎖 RNA および脂質

膜と結合し、エンベロープを裏打ちする構造タンパク質である 14。G タンパク質はウ

イルス粒子表面に突出し、宿主細胞への侵入に関与している 15。X タンパク質は P タ

ンパク質との相互作用を介してウイルスの転写複製活性を負に制御するアクセサリー
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タンパク質である 16。 

 

 

 

図１. オルソボルナウイルスのゲノム構造 

オルソボルナウイルスは少なくとも N, P, X, M, G, L と 6 つの遺伝子をコードしている。X

および P をコードする mRNA は異なるフレームで ORF が存在し、それぞれの翻訳開始点

がリボソームに認識されることでタンパク質が発現する。M, G, L をコードするポリシスト

ロン性 pre-mRNA はスプラシングにより個々のタンパク質を発現する mRNA へ成熟する。 

 

BoDV-1 の受容体は明らかにされていないが、ウイルスと宿主細胞の吸着に関

与する宿主因子として 78 kDa glucoseregulated protein(BiP, GRP78)が同定されている

17。またウイルス側の因子として、G タンパク質の N 末端側にある GP1 ドメインが細

胞表面への吸着に関与することが明らかとなっている 18。細胞表面への吸着後、Rab5

を介したエンドサイトーシス、または脂質ラフトを経由してウイルス粒子は細胞質内

へ侵入する 19,20。細胞質侵入後、ウイルスエンベロープと宿主細胞膜の膜融合によ

り、複製複合体であるウイルスリボヌクレオプロテイン(vRNP)が細胞質へ放出される

21。BoDV-1 は核内で転写複製をおこなうため、宿主の分子機構を利用して vRNP を核

内へ移行する。N、P、L タンパク質はそれぞれ核内移行シグナル(nuclear localization 

signal ; NLS)をもち、ウイルスタンパク質単独、もしくは相互作用により核内へ移行さ

れる（図 2）21。 

 

 

図 2. ウイルスタンパク質の核移行シグナルと核外輸送シグナルの分布 
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ウイルスタンパク質 N, P, X, L はそれぞれ核移行シグナル(NLS)および核外輸送シグナル

(nuclear export signal ; NES)を有しており、宿主の分子輸送機構を用いてウイルスタンパク

質を核内外へ輸送することで核内での転写複製を可能にしている。 

 

他のモノネガウイルスと同様、BoDV-1 の転写複製にはヌクレオカプシド、N-

P タンパク質複合体、P-L タンパク質複合体による vRNP の形成が必須である 22,23。ヌ

クレオカプシドはウイルス RNA を覆うように結合する N タンパク質からなり、転写

複製の鋳型として機能する。BoDV-1 は感染細胞の核内で、宿主のクロマチンを足場と

したドット状の構造物である viral speckle of transcripts(vSPOT)を形成する 24,25。この

vSPOT ではウイルスタンパク質だけでなく、ウイルスゲノム RNA およびアンチゲノ

ム RNA も検出されていることから BoDV-1 の転写複製の場であると考えられている。

安定な vSPOT の形成に関与している宿主因子としてヒストン、High mobility group box 

protein 1(HMGB1)、X-linked RNA-binding motif protein(RBMX)が同定されており、これ

ら核内機能タンパク質は vSPOT の形成のみならず、ウイルスの転写効率にも影響を及

ぼす 24,26。細胞分裂時には BoDV-1 は vRNP を宿主のクロマチンに結合させることで、

娘細胞にも vRNP を分配し、細胞分裂後も染色体とともに細胞核に維持され持続感染

を成立させる 24。 

 

 

 

1-2. 新興ボルナウイルス 

オルソボルナウイルス属に属するウイルスは、2008 年以前では BoDV-1 のみ

が同定されていた。しかしながら、前胃拡張症（proventricular dilatation disease ; PDD）

を呈するオウムの脳からボルナウイルス様 RNA 配列が検出され、新たに鳥ボルナウイ

ルス(ABV)が同定された 27,28。 

PDDは中枢神経系および末梢神経の神経節へのリンパ球浸潤を主とする致死
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性の神経疾患である 29,30。PDDに罹患した個体は、前胃平滑筋の弛緩、迷走神経麻痺

により前胃が拡張し、胃腸機能不全や運動失調、心因発作などを含む重度の神経症を

呈する 30。PDDは飼育、野生問わず 50 種以上のオウムでの発症例が世界中で報告され

ているが、治療法はいまだ確立されておらず対症療法のみが行われている。一度発症

すると自然寛解の見込みは薄く、急性の場合数週間で死に至る。ABVの発見以前は、

PDD疾患の原因は不明であり、主に飼育等によるストレスであるとされていた。 

ABVの感染が PDDの原因であることは実験的に示されているが、現在確認さ

れている遺伝子型すべてが PDDを引き起こすかはいまだ不明である 31。その中でも、

Parrot bornavirus-2（PaBV-2）、Parrot bornavirus-4（PaBV-4）が最も多くの鳥類から検出

されている 32。健常鳥からも ABVが検出されていることから、感染のみが PDD発症

を促すわけではなく、その他の環境要因や宿主要因と相まって致死性の PDDへ発展す

ると考えられている 33。また PDDだけではなく、毛引き症を呈するオウムからも同ウ

イルスが検出されているため、その他神経症との関連も疑われている 34。ABVの自然

感染での感染性は高く、飼育されていた感染オウム 1 羽のケージ内侵入により、数ヶ

月にしておよそ 14/71 羽が PDDにより死亡し、16/71 羽が陽性であったという報告が

ある。また疫学調査から既に全世界に ABVは広まっていることが明らかとなってお

り、その多くは水平伝播による感染である 35。ABV陽性鳥では神経系のみならず全身

の臓器からも広くウイルス RNAが検出されており、また糞便からも検出されることか

ら、感染経路は糞便を介した経口感染と考えられている 34,35。 

さらに、2011-13 年の間に原因不明の進行性脳炎または髄膜脳炎で死亡した 3

名の高齢男性の脳組織から、新たにカワリリスボルナウイルス（Variegated squirrel 1 

bornavirus:VSBV-1）が発見同定された 36。3 名の患者はカワリリス（Sciurus 

variegatoides）のブリーダーであり、同動物との接触歴がある。患者の凍結脳と飼育さ

れていたカワリリス 1 頭の肝臓、腎臓、肺などの臓器からほぼ同一のウイルス RNAが
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次世代シーケンス技術により検出された。また、患者の血清中および髄液中からボル

ナウイルスの抗体が検出されたことから、カワリリスボルナウイルス感染により脳炎

を発症したと考えられている 36。 

 

 

 

1-3. オルソボルナウイルスの系統と宿主域 

 現在までにウマやヒト、オウムを含む様々な動物から 20 種以上のオルソボル

ナウイルス属の遺伝子型が同定されている 37。先行研究では、オルソボルナウイルス

属は系統学的に 3 つのクレードに分類されることを報告している (図 3)38。クレード 1

は BoDV-1 や VSBV-1などの哺乳類ボルナウイルスから、クレード 2 は毛引き症に関与

すると疑われている Parrot bornavirus 5 (PaBV-5)や Munia bornavirus 1 (MuBV-1)などの

ABVから、クレード 3は PDDを引き起こす原因でありボルナウイルスの中で最も頻

繁に同定される PaBV-2や PaBV-4 などの ABV から構成されている。 
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図 3. オルソボルナウイルス属の系統樹 

近隣結合法にて作成したウイルスゲノム配列の有根系系統樹を示す。ブーストラップは

10,000 に設定し、節に示す値はブーストラップ値である。各ウイルス株は NCBI Accession 

number/ウイルス遺伝子型名で示した。 

 

クレード 1に属する BoDV-1 の宿主域は広く、実験感染では鳥、ウサギ、ラッ

トなど霊長類以外にも感染しボルナ病様の神経症状を引き起こす 5。BoDV-1 の自然感

染ではネコのスタッガリング病やウシの受胎率の低下などとの関連性が報告されてい

る 39,40。また VSBV-1はリスを媒介したヒトへの感染が疑われており、これら哺乳類ボ

ルナウイルスは人獣共通感染症として近年再認識されている 36。 

ABVは現在までに、疫学研究においては鳥類からのみ検出、分離されてい

る。その一方で、細胞株を用いた感染実験ではクレード 3 ウイルスである PaBV-2、

PaBV-4 は鳥類細胞にのみ感染性を示すのに対し、同じく ABVでありクレード 2 に分

類される Estrildid finch bornavirus-1（EsBV-1）と Canary bornavirus-2（CnBV-2）は哺乳
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類由来である Vero 細胞にも感染性を示すことが報告されている 41,42。これらの報告は

クレード 2ウイルスの人獣共通感染症の可能性を示唆している。 

 

 

 

1-4. ウイルスの宿主特異性規定と進化 

ウイルスの生活環において、宿主特異性を規定する重要な段階は、ウイルス

粒子表面の膜糖タンパク質と宿主細胞表面に発現する受容体が結合し細胞内へ侵入す

る過程である。世界で広く分布している新興・人獣共通感染症の 1 つである鳥インフ

ルエンザウイルスはその代表例である。同ウイルスは粒子表面のヘマグルチニンが、

受容体である宿主細胞表面のガラクトースに結合したシアル酸に吸着することで細胞

内へ侵入する 43。このシアル酸は、動物種によりガラクトースとの結合様式が異なっ

ている。鳥類ではガラクトースに α2,3 結合したシアル酸、ヒトでは α2,6 結合したシア

ル酸が主に発現している 43,44。鳥ウイルスのヘマグルチニンは α2,3 結合したシアル酸

のみを、ヒトウイルスのヘマグルチニンは α2,6結合のシアル酸をのみ認識するため、

鳥ウイルスはヒトに感染にくい 45,46。しかしながら、鳥ウイルスのヘマグルチニンの

特定の領域に変異が生じると、α2,6 結合のシアル酸を認識できるようになり、ウイル

スはヒトへの感染能を獲得する 43。多くの RNA ウイルスの宿主特異性は細胞内侵入過

程におけるウイルス表面タンパク質と宿主受容体の結合特異性で規定され、またそれ

をウイルスは変異を獲得し適応進化することにより種の壁を乗り越え新たに感染を成

立させる。 

 

 

 

1-5. これまでの研究の推移と本研究の目的 
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新興ボルナウイルスについては、疫学的な研究は比較的多く報告されている

が、基本的なウイルス性状の知見は乏しい。細胞株を用いた感染実験から、EsBV-1 と

CnBV-2 は哺乳類細胞で増殖することが報告されており、鳥ボルナウイルスは人獣共通

感染症の潜在性を有していることが示唆されている 41,42。しかしながら、その宿主域

およびそれを規定する分子基盤はまったく明らかになっていない。またオルソボルナ

ウイルスはどのようにしてそれぞれの宿主へ適応し、各クレードへの分岐を経てウイ

ルスの特性が進化したかの知見はまだない。そこで本研究では、新興感染症である鳥

ボルナウイルスの基本的なウイルス性状を把握し、オルソボルナウイルスの宿主適応

を理解することを目的に、上記 3 つのクレードに分類されるウイルスの宿主特異性の

評価およびその宿主特異性に関与する分子機序の解明を行った。さらに本研究結果か

ら観察されたボルナウイルスの進化の特徴についても解析を行い考察した。 
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2-1. クレード 2ウイルスは哺乳類細胞への感染性を示す 

オルソボルナウイルスの宿主域規定の分子メカニズムを解明するため、まず

はじめに哺乳類細胞および鳥類細胞を用いてクレード 1(BoDV-1)、クレード 2(MuBV-

1)、クレード 3 ウイルス(PaBV-2 および PaBV-4)の宿主特異性を評価した（図 3）。本実

験では哺乳類細胞株として Vero, OL, COS-7, BHK, MDCK, C6 細胞を用い、また鳥類細

胞として QT6 および DF-1 細胞を用いた。マイトマイシン Cを使用した共培養による

ウイルス感染法（第四章 材料と方法を参照）により各細胞株へウイルスを接種し、14

日後に抗 BoDV-1 P 抗体を用いた間接免疫蛍光染色法(Indirect immune fluorescence 

assay ; IFA)をおこなった(図 4)。その結果、クレード 1 に分類される BoDV-1 およびク

レード 2 に分類される MuBV-1 を接種したすべての細胞株において、ウイルス抗原が

検出された。一方で、クレード 3 に分類される PaBV-2 および PaBV-4 を接種した細胞

株では、鳥類細胞(QT6および DF-1 細胞)にのみウイルス抗原が検出され、哺乳類細胞

ではほぼウイルス抗原は検出されなかった。 

 

 

図 4. 免疫蛍光染色法によるオルソボルナウイルスの宿主特異性の評価 

ウイルス接種 14 日後に、500 倍希釈した抗 BoDV-1 P 抗体を用いて免疫蛍光染色法をおこ

なった。コントロールとしてウイルス接種をおこなっていない非感染細胞を用いた（1 段

目）。二次抗体として Alexa Flour 555 標識抗ウサギ IgG 抗体（Thermo Fisher Scientific）を
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用いた。（スケールバー: 100 µm） 

 

また IFAだけでなくウェスタンブロッティングによるウイルス抗原の検出と RT-PCR

法によるウイルス RNAの検出をおこなった(図 5)。IFAと同じく接種 14日後の細胞を

回収し、抗 BoDV-1 P 抗体を用いてウェスタンブロッティングをおこなった結果、

BoDV-1 および MuBV-1 は鳥類細胞および哺乳類細胞でバンドが検出されたのに対し、

PaBV-2 および PaBV-4 は鳥類細胞でのみバンドが検出された。マウス胎児線維芽細胞

である 3T3 細胞とヒト子宮頸ガン由来細胞である Hela 細胞は BoDV-1 の感受性が低い

ことが報告されている。本実験でも同様に、クレードにかかわらず 3T3 細胞および

Hela 細胞ではバンドは検出されなかった。 

 

 

図 5. ウェスタンブロッティングおよび RT-PCRによる宿主特異性の評価 

(A) 抗 BoDV-1 P 抗体によるウェスタンブロット法を用いたウイルス抗原の検出。感染 14

日後に感染細胞の溶解液を回収した。コントロールとして抗 Tubulin 抗体（Merck）を

用いた（右段）。 

(B) RT-PCR によるウイルス RNA の検出。PaBV-2、PaBV-4 または MuBV-1 を共培養ウイル

ス感染法により接種した細胞から、感染 14 日後に RNA を抽出して、それぞれの遺伝子

型の M 遺伝子特異的プライマーを用いてウイルス RNA の検出をおこなった。 

 

以上のことから、クレード 2 ウイルス(PaBV-2 および PaBV-4)は鳥類細胞にのみ感
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染性を示すのに対し、クレード 1 ウイルス(BoDV-1)およびクレード 2 ウイルス(MuBV-

1)は鳥類細胞のみならず哺乳類細胞にも感染性を示すことが明らかとなった。MuBV-1

と同じくクレード 3 に分類される EsBV-1 および CnBV-1 も Vero細胞にわずかながら感

染性を示すことが報告されているため 41,42、哺乳類細胞への感受性はクレード 3 に共

通する性質であることが示唆された。 

鳥類の平均体温は哺乳類より高くおおよそ 40~42℃である。インフルエンザウ

イルスでは、宿主の体温に適応したウイルスポリメラーゼ活性を持つことが報告され

ている。例えば H7N9 亜型の鳥インフルエンザウイルスのヒト分離株には、RNAポリ

メラーゼ活性の至適温度を鳥類の体温 41℃から哺乳類の上気道温度の 34℃に低下させ

る変異が PB2 遺伝子に入っている 47。ABVも同様に鳥類を宿主とするウイルスである

ため、RNAポリメラーゼが高温条件に適応し、37℃で培養する哺乳類細胞での増殖性

が低下している可能性がある。そこで、高温条件下(39℃)での ABVの哺乳類細胞

（Vero 細胞）への感染性を検討した（図 6）。ウェスタンブロッティングによりウイル

スタンパク質を検出した結果、クレード 3 ウイルスである PaBV-2 と PaBV-4 は Vero細

胞で増殖せず、クレード 1 ウイルスである BoDV-1 およびクレード 2 ウイルスである

MuBV-1 は増殖することが示唆された。このことから、高温条件下でもクレード 3 ウ

イルスは哺乳類細胞で増殖せず、培養温度は宿主特異性に影響を与えないと示唆され

た。 

 

 

図 6. 高温条件下でのウイルス感染性 
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39℃（左）または 37℃（右）の培養条件で、共培養によるウイルス感染法により Vero 細

胞へウイルスを接種し、抗 BoDV-1 P 抗体を用いたウェスタンブロッティングをおこなっ

た。コントロールとして抗 Tubulin抗体（Merck）を用いた（下段）。 

 

 

 

 

2-2. G タンパク質を介する細胞侵入段階は宿主域規定因子ではない 

多くの RNA ウイルスの宿主特異性は、宿主細胞表面に発現する受容体とウイ

ルス粒子表面に発現する膜糖タンパク質との結合特異性に規定されている。上記の結果

より、クレード 2 ウイルスは哺乳類細胞および鳥類細胞の両方で増殖するのに対し、ク

レード 3 ウイルスは鳥類細胞でのみ増殖することが示唆された。そこで、オルソボルナ

ウイルスの宿主特異性が宿主細胞への侵入段階に規定されるか検討するため、Gおよび

M タンパク質のシュードタイプウイルスを作製し、その感染指向性を評価した（図 7）。

作製したそれぞれのシュードタイプウイルスを哺乳類細胞である Vero 細胞、また鳥類

細胞である QT6 細胞へ感染させた結果、すべての G タンパク質（図 7A）および M タ

ンパク質シュードタイプウイルス（図 7B）は QT6 細胞に感染性を示した。興味深いこ

とに、哺乳類細胞で増殖できるクレード 1ウイルス(BoDV-1, VSBV-1)およびクレード 2

ウイルス(PaBV-5, MuBV-1)の G または M タンパク質を持つシュードタイプウイルスだ

けでなく、鳥類細胞でのみ増殖するクレード 3 ウイルス(PaBV-2, PaBV-4)の G タンパ

ク質を持つシュードタイプウイルスでも Vero 細胞に感染性を示した。陰性対照である

G および M タンパク質を発現しない空ベクターのみを導入し回収したシュードタイプ

ウイルス(empty 群)は、どちらの細胞株においても感染性を示さなかった。これらのこ

とから、G および M タンパク質を介した細胞内侵入段階は宿主特異性を規定しないこ

とが明らかとなった。 
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図 7. Gおよび M タンパク質シュードタイプウイルスの感染指向性評価 

(A) G タンパク質シュードタイプ BoDV-1 および (B) M タンパク質シュードタイプ BoDV-1

の感染性。GFP をコードした G 遺伝子欠損組換え BoDV-1(rBoDVΔG-GFP)または M 遺伝子

欠損組換え BoDV-1(rBoDVΔM-GFP)を持続感染させた 293T 細胞に、各遺伝子型の G タン

パク質または M タンパク質を発現するプラスミドをそれぞれ導入し、シュードタイプウイ

ルスを回収後 Vero 細胞（左）または QT6 細胞（右）に接種した。感染後 3 日目に蛍光顕微

鏡で GFP 陽性細胞をカウントした。(n=3) 

 

 BoDV-1 の粒子は宿主細胞表面の受容体に吸着した後、エンドサイトーシスに

より細胞質内へ取り込まれる。エンドソーム内の低 pH環境は Gタンパク質の立体構造

変化を引き起こし、ウイルスエンベロープとエンドソーム脂質膜の膜融合を誘導する。

BoDVの vRNP は膜融合により細胞質へ放出され、核内に移行したのちに転写複製を開

始する。G タンパク質過剰発現細胞への低 pH 処理による合胞体形成誘導は、この膜融

合能の指標となる。エンベロープと細胞膜の膜融合段階で宿主特異性が規定されるのか

を、各クレードウイルスの Gタンパク質を介した合胞体形成の誘導により評価した（図

8）。 
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図 8. G タンパク質を介した合胞体形成誘導能の評価 

レトロウイルスを用いて作製した G タンパク質恒常発現細胞を pH 5.0 で処理して合胞体形

成を誘導し、4%パラホルムアルデヒドで固定した細胞を倒立顕微鏡で観察した。形成され

た合胞体を黄色枠で示す。（スケールバー:30 µm） 

 

レトロウイルスベクターを用いてそれぞれの遺伝子型の G タンパク質恒常発

現細胞（QT6、DF-1、OL、3T3 細胞）を作製し、pH 5.0 の環境下で静置することにより

合胞体形成を誘導した。pH 7.0 で処理した場合には、いずれの細胞株においても合胞体

形成は観察されなかった。一方、pH 5.0 で処理した場合には、Gタンパク質発現細胞に

おいて合胞体形成が観察された（図 8 の黄色枠部分）。哺乳類および鳥類細胞に感染性

を示すクレード 1 およびクレード 2 ウイルスの G タンパク質では、どちらの細胞株に

おいても合胞体形成が観察された。また哺乳類細胞では感染性を示さないクレード 3ウ

イルス(PaBV-2と PaBV-4)の Gタンパク質においても、鳥類細胞（QT6、DF-1 細胞）の

みならず、哺乳類細胞株（OL 細胞）でも合胞体形成が観察された。オルソボルナウイ

ルス非感受性である 3T3 細胞ではどの G タンパク質発現細胞でも合胞体形成は観察さ

れなかった（図 8 上段）。また、各ウイルスが持続感染した QT6 細胞を用いて上記と同

様の処理を行い合胞体形成を誘導させた結果、すべての持続感染細胞で合胞体が観察さ

れた（図 9）。以上の結果より、Gタンパク質を介するウイルスエンベロープと細胞膜の

膜融合段階は、オルソボルナウイルスの宿主特異性の規定段階ではないことが示唆され
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た。 

 

 

図 9. QT6感染細胞を用いた合胞体形成誘導 

QT6 持続感染細胞を pH 5.0 で処理して合胞体形成を誘導し、4%パラホルムアルデヒドで固

定した細胞を倒立顕微鏡で観察した。形成された合胞体を黄色枠で示す。（スケールバー:30 

µm） 

 

 

 

2-3. MG タンパク質組換えウイルスの感染性評価 

上述の結果より、Gタンパク質または M タンパク質を介した侵入段階および G

タンパク質を介した膜融合段階では宿主特異性は規定されないことが示唆された。さら

に細胞侵入段階における宿主域規定を詳細に検討するため、M タンパク質と G タンパ

ク質をそれぞれ組み合わせた MGタンパク質シュードタイプウイルスを作製し、Vero 細

胞または QT6 細胞への感染性を評価した（図 10）。その結果、作製した MG タンパク質

のシュードタイプウイルスすべてが、鳥類細胞である QT6 細胞のみならず（図 10右）、

哺乳類細胞である Vero 細胞にも感染性を示した（図 10 左）。M および G タンパク質発

現プラスミドを導入していないシュードタイプウイルスはどの細胞株においても感染

性を示さなかった（図 10 中の Empty 群）。これらのことから、M および G タンパク質

のいずれの組み合わせであっても、そのシュードタイプウイルスは哺乳類細胞にも鳥類

細胞にも感染性を示し、M および G タンパク質はオルソボルナウイルスの宿主特異性

を規定する因子ではないことが示唆された。 
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図 10. MGシュードタイプウイルスの感染指向性評価 

各遺伝子型の M、G タンパク質発現プラスミドの組み合わせを、GFP をコードした MG 欠

損組換え BoDV-1(rBoDVΔMG-GFP)を持続感染させた 293T 細胞に導入し、回収したシュー

ドタイプウイルスを Vero 細胞（左）と QT6 細胞（右）に接種した。シュードタイプウイル

ス作製に用いたプラスミドに関して X 軸に M タンパク質、Y 軸に G タンパク質の遺伝子型

を示す。ヒートマップの色に対応してウイルス力価の増減を表し、セル内に値(x 103 infectious 

forming unit/mL)を示した。(n=3) 

 

 

 

2-4. N タンパク質の N末端領域には正の選択圧が働いている 

 上述の結果より、多くの RNA ウイルスでは宿主細胞への侵入段階で宿主特異

性が規定される一方で、オルソボルナウイルスでは M および G タンパク質を介した細

胞侵入過程は規定段階ではないことが明らかとなった。そこで、オルソボルナウイルス

の宿主細胞への感受性の違いを理解するために、ウイルスゲノム配列を用いた比較ゲノ

ミクス解析をおこない、オルソボルナウイルスの進化過程でクレード依存的な進化的選

択を経験した遺伝子領域の検出を試みた。進化的選択を経験した遺伝子領域には、ウイ

ルスの進化の過程において異なる宿主に適応するための変異が有意に蓄積されたと予

想され、ウイルスの宿主特異性を理解する足掛かりとなる。進化的選択圧を経験し有意

に変異が蓄積した領域を検出するため、オルソボルナウイルスの 3 つのクレード間で、
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ウイルスタンパク質のアミノ酸配列の類似性を分析した（図 11）。 

 

 

図 11. 各ウイルスタンパク質のアミノ酸配列の保存度 

ウイルスタンパク質の各位置のアミノ酸保存スコアは、ConSurf（https://consurf.tau.ac.il/）48

により算出した。基準配列として BoDV-1 のアミノ酸配列を用いた。最も低いスコアは、タ

ンパク質配列の中で最も保存されている部位であることを示す。 

 

多重配列整列後、ConSurf48 を用いて，BoDV-1 の配列を基準配列として、最尤

法により各アミノ酸残基の類似度を計算した。ConSurf によって算出されたアミノ酸保

存度スコアは、基準配列をもとにした各アミノ酸位置における進化的保存度の指標であ

る。図 11 に示すように N、G、L の各遺伝子内では，他の遺伝子よりも高いスコアが数

か所で算出され、これらの遺伝子がウイルスの進化過程で有意に変異を蓄積した可能性

が示唆された。 

 つぎに、各ウイルスタンパク質の分子進化速度を推定するため、BoDV-1（クレ

ード 1）と PaBV-4（クレード 3）の配列を用いて同義・非同義置換率（dN/dS）を解析

した。アミノ酸配列を整列後、12 残基ごとのフラグメントに分け、そのアミノ酸配列と

元の塩基配列から dN/dS 値（ω）を算出した（図 12）。ω<1.0 はその配列に負の自然淘
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汰が働き、機能的制約によりアミノ酸変異の蓄積を排除する部位であることを意味する。

ω>1.0 はその部位に正の自然淘汰が働き、適応的進化により積極的に変異を固定させる

進化部位であることを意味する。進化速度推定の結果、図 12 に示すように他の領域よ

りも多くの変異を獲得していると予想される正の自然選択下の領域（dN/dS > 1.0）が N

遺伝子と L 遺伝子の末端に検出された（図 12 中の矢印）。これらの領域がオルソボルナ

ウイルスの適応進化過程において正の影響を与えている可能性が示唆された。 

 

 

図 12. 各ウイルスタンパク質の進化速度推定 

BoDV-1 と PaBV-4 間の各ウイルス遺伝子における同義・非同義置換率(dN/dS)の解析。それ

ぞれの塩基配列を 36 塩基（12 アミノ酸残基）ずつに分け、その dN/dS を示した。横軸は分

画したフラグメントを、縦軸は dN/dS 値（ω）を表す。 

 

L 遺伝子内の dN/dS 比が 1.0 より大きい領域に既知の機能的モチーフはなかっ

たが、同じく dN/dS 比が 1.0 以上となった N 遺伝子の N 末端領域には NLS

（P3KRRLVDDA11）が含まれていた 49。そこで、Nタンパク質の配列を詳細に解析する

ため、BoDV-1（クレード 1）、MuBV-1（クレード 2）、PaBV-4（クレード 3）の N タン

パク質配列を用いて各コドンの標準化 dN-dS 値の分布を計算した（図 13）。図 13 に示
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すように、正の選択圧を示す 0 以上の値は、NLS を含む N 末端領域に特に蓄積されて

おり、この領域がオルソボルナウイルスの進化過程におけるクレード依存的な適応進化

に関与している可能性が示唆された。 

 

図 13. N遺伝子のコドンごとの進化速度推定 

各コドンの標準化 dN-dS 値は、BoDV-1、PaBV-4 また MuBV-1 の N 遺伝子配列を用いて算出

した。 

 

 

 

2-5. クレード 3 ウイルスの N タンパク質は哺乳類細胞における核移行

活性が低い 

以上の結果から、Nタンパク質がオルソボルナウイルスのクレード特有の宿主

特異性および適応進化に深く関与していると示唆されたため、Nタンパク質の細胞内局

在や転写複製活性に与える影響を検討した。オルソボルナウイルスの N タンパク質の

N 末端領域を整列した結果、クレード 1 およびクレード 2 ウイルスは保存された NLS

配列を有していたが、クレード 3 ウイルスの保存度は低かった（図 14）。 
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図 14. N タンパク質の NLS領域比較 

オルソボルナウィルスの遺伝子型間での N タンパク質の NLS配列の多重配列整列をおこな

った。cNLS Mapper50,51 で予測された NLS 領域（1-32 残基）を示した。BoDV-1 と同一のア

ミノ酸残基は黄色で強調した。 

 

興味深いことに、2 つのアミノ酸（Q6 および S8）の挿入といくつかのユニーク

な置換がクレード 3 ウイルスの NLS コア領域に観察された。インポーチン α 依存性の

NLSを予測できる cNLS Mapper50,51は、BoDV-1の Nタンパク質 NLS が既に報告されて

いる配列よりもさらに長い配列（3-32 残基）である可能性を示した 49。実際、BoDV-1 N

タンパク質の N末端領域（1~32 残基）を付加したタンデム GFP は、導入した細胞の核

内にほとんど局在していたが、NLS コア配列（1-11 残基）のみを付加したタンデム GFP

発現プラスミドを導入した細胞では、細胞質内にも GFP 蛍光が観察された（図 15）。こ

のことから、上述の配列解析（図 12、図 13）で予測された正の選択を経験した Nタン

パク質の N末端領域（1~32 残基）は、NLS であることが示唆された。 

 

図 15. N タンパク質の N末端領域の核移行活性 

N タンパク質の N 末端領域（1~11 または 1~32 残基）を付加したタンデム GFP をコードす

るプラスミドを OL 細胞に導入し、48 時間後の GFP の蛍光を観察した。（スケールバー: 10 

µm） 
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次に、鳥類細胞および哺乳類細胞内における各遺伝子型の Nタンパク質の核

内移行活性を P タンパク質の発現下または非発現下で比較した。Nタンパク質は、P

タンパク質と結合することにより NES による核外輸送を制御し、自身の核内保持を促

進することが明らかになっている。BoDV-1、MuBV-1 および PaBV-4 の N、P タンパク

質発現プラスミドをそれぞれ OL 細胞または QT6 細胞に導入した（図 16）。 

 

図 16.  鳥類細胞および哺乳類細胞における各クレードウイルスの Nおよび P タンパク質の細胞

内局在 

Mycタグ付加 Nタンパク質および FLAGタグ付加 P タンパク質の発現プラスミドを QT6細

胞または OL 細胞に単独または同時に導入した。導入し 48 時間後に IFA をおこない、N タ

ンパク質と P タンパク質の細胞内局在を検出した。プラスミドを導入しシグナルが検出さ

れた細胞の代表的な画像を示す。（スケールバー:10 µm） 

 

BoDV-1 の N タンパク質は単独発現下において哺乳類細胞と鳥類細胞の両方で

核内に局在したのに対し、MuBV-1 と PaBV-4 の N タンパク質は細胞質と核の両方に局

在した。また P タンパク質との共発現により、OL 細胞において MuBV-1 N タンパク質

の核内蓄積が誘導された。一方で、PaBV-4 の N タンパク質は OL 細胞において P タン

パク質の発現下でも細胞質内での局在を維持しており、哺乳類細胞における PaBV-4 の
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核局在活性能は BoDV-1や MuBV-1 と比較し低いことが示唆された。 

これら共発現下における細胞内局在の割合を測定したとき、哺乳類細胞では

BoDV-1（クレード 1）、また MuBV-1（クレード 2）の場合は核内に局在している N タ

ンパク質が多いのに対し、PaBV-4（クレード 3）では有意に低かった（図 17）。これら

の結果、クレード 3 ウイルスである PaBV-4 の Nタンパク質は哺乳類細胞における核移

行活性が他のクレードと比較し低いことが示唆された。 

 

 

図 17. 鳥類細胞または哺乳類細胞における NP共発現下での N タンパク質の細胞内局在 

QT6 細胞または OL 細胞に BoDV-1（クレード 1）、MuBV-4（クレード 2）、PaBV-4（クレー

ド 3）由来の N タンパク質と FLAG タグを付加した P タンパク質を発現するプラスミドを

導入した。N タンパク質の細胞内局在は、導入し 48 時間後に共焦点顕微鏡による IFA で解

析した。N タンパク質の局在（核、細胞質、またはその両方）を評価し、その割合を求めた。

（1 回あたり 200 細胞をカウント、n=3） 

 

 

 

2-6. 哺乳類細胞におけるクレード 3ウイルスのポリメラーゼ活性は低い 

オルソボルナウイルスの宿主特異性の規定は細胞侵入段階には規定されず、ま

た鳥類にのみ感染性を示すクレード 3 ウイルスの N タンパク質の核移行活性は哺乳類

細胞において低いことが明らかとなった。そこで、つぎに細胞内侵入後のウイルスの転

写過程に着目し、細胞株におけるクレード 1 およびクレード 3 ウイルスのポリメラーゼ

活性を評価した。鳥類細胞である DF-1T 細胞と、哺乳類細胞である 293T、OL 細胞を用
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いた BoDV-1（クレード 1）または PaBV-4（クレード 3）のミニレプリコンアッセイに

より細胞内のウイルス転写活性を比較した（図 18）。BoDV-1 のミニレプリコンアッセ

イでは、哺乳類細胞および鳥類細胞どちらにおいても高い転写活性がみられた（図 18

左）。しかしながら、鳥類細胞でのみ増殖するクレード 3 に分類される PaBV-4 のミニレ

プリコンアッセイでは、哺乳類細胞では転写活性はほとんど検出されず、鳥類細胞での

み高い転写活性を示した（図 18 右）。これらのことから、クレード 3 ウイルスの転写活

性は哺乳類細胞においては顕著に制限され、鳥類細胞に指向性があることが示唆された。 

 

図 18. BoDV-1および PaBV-4の哺乳類および鳥類細胞における転写活性比較 

各細胞株に BoDV-1 または PaBV-4 の N、P、L タンパク質発現プラスミド、および Gluc を

挿入したミニレプリコンを導入し 72 時間後に Gluc 活性を測定した。L タンパク質発現プラ

スミドを導入していない陰性対照の Gluc 活性値を 1.0 とした。（n=3, エラーバーは標準誤差

を示す） 

 

 

 

2-7. クレード 3 ウイルスの N タンパク質核移行シグナルは哺乳類細胞

におけるウイルスポリメラーゼ活性を抑制する 

 クレード 3 ウイルスの転写活性は哺乳類細胞内で顕著に制限されることから、

オルソボルナウイルスの宿主特異性は細胞侵入後の段階で規定されることが示唆され

た。NLS を介する N タンパク質の核内局在化は、オルソボルナウイルスの効率的な核
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内での転写複製に不可欠である。前述の配列解析、また細胞内局在解析（図 12~図 17）

の結果から N タンパク質の NLS が宿主への適応過程で進化し、宿主特異性を規定して

いる可能性が考えられる。この仮説を検証するために、クレード 1 とクレード 3 ウイル

ス間でそれぞれの NLSを入れ替えたキメラ Nタンパク質変異体を作製した（図 19左）。

前述の細胞内局在解析の結果と一致して、PaBV-4 の NLS を有する BoDV-1 N タンパク

質（BoDV-1N rNLS）は、導入した哺乳類細胞において、野生型(WT)と比較して細胞質

に多くシグナルが検出された（図 19 右）。一方、PaBV-4 N に BoDV-1 の NLS を置換し

た PaBV-4N rNLS は、PaBV-4N WT と比較し核内に多くシグナルが検出されたことから、

クレード 3 の NLS は哺乳類細胞における核内移行活性は低く、また宿主に依存した N

タンパク質の核内移行能は NLS が深く関与していることが示唆された。 

 

 

 

図 19. NLSを置換したキメラ N タンパク質の細胞内局在 

作製したキメラ N タンパク質の模式図とその細胞内局在。OL 細胞に各プラスミドを導入

し、48 時間後各タンパク質の細胞内局在を共焦点顕微鏡で評価した。（スケールバー: 10 µm） 

 

つぎに、上述の NLS を置換したキメラ N タンパク質変異体を用いて鳥類およ

び哺乳類細胞でミニレプリコンアッセイをおこなった。PaBV-4 の NLS 配列を有する N

タンパク質を用いた BoDV-1 のミニレプリコンアッセイでは、鳥類細胞では転写活性に

変化がなかったのに対し、哺乳類細胞においては転写活性が有意に低下した（図 20 左）。

さらに、BoDV-1 の NLS 配列を有する Nタンパク質を用いた PaBV-4 のミニレプリコン
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アッセイでは、鳥類細胞での転写活性は変わらず、哺乳類細胞での活性が有意に上昇し

た（図 20 右）。これらの結果より、クレード 1 ウイルスの NLS は哺乳類細胞において

ウイルスの転写活性を増加させることが示唆された。以上の結果から、オルソボルナウ

イルスの宿主特異性は転写過程で規定され、その分子メカニズムの一端として NLS を

介した Nタンパク質の核内移行が関与することが示唆された。 

 

 
図 20. BoDV-1および PaBV-4のミニレプリコン活性に対する NLS置換の影響 

キメラ N タンパク質（rNLS）発現プラスミドを用いた転写活性と野生型（WT）の N タンパ

ク質発現プラスミド用いた転写活性の相対比を示す。データは、6 回の独立した実験から得

られた結果の平均値および標準誤差として示した。統計解析には、One-way analysis of 

variance (ANOVA) and Tukey’s post hoc testを用いた。（*, p < 0.05） 

 

 

 

2-8. N タンパク質の核移行シグナルを置換したボルナ病ウイルスは哺

乳類細胞での増殖効率が減少する 

オルソボルナウイルスの複製における N タンパク質の NLS の役割をより詳細

に解析するため、逆遺伝学的手法を用いて GFP を発現する BoDV-1 をもとに、PaBV-4

の NLS配列を有するキメラ rBoDV-1（rBoDV-1 rNLS）を作製した。キメラ rBoDV-1 ゲ

ノムとヘルパープラスミドを 293T 細胞に導入し 3 日後に Vero 細胞と共培養した。野生
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型（WT）の rBoDV-1 は、Vero 細胞と共培養してから少なくとも 30 日後には 80％の感

染率を示したが、rBoDV-1 rNLS は 1％以下の感染率を示した（図 21A）。同様に、組換

えウイルス作製の際、rNLSは WTよりも顕著に低いレスキュー効率を示した（図 21B）。 

 

 

図 21.  NLSを置換したキメラウイルスの作製とその効率 

293T 細胞にそれぞれのゲノムプラスミドと N, P, L タンパク質発現プラスミドを導入し、

Vero 細胞と共培養することで野生型(WT)およびキメラウイルス(rNLS)を作製した。 

(A) プラスミドを導入してから経時的に GFP 陽性細胞率を 4 日ごとに TaliTM Image-Based 

Cytometerにより測定した。 

(B) 6 well plate に播種した 203T 細胞にプラスミドを導入し 3 日後に、GFP 陽性細胞数を目

視によりカウントしウイルスレスキュー効率として示した。統計解析には、Student’s t-

test を用いた。(n=6, **, p < 0.01) 

 

作製したキメラウイルスの特徴を解析するため、rBoDV-1 rNLS 陽性の Vero 細胞を

クローニングし、持続感染する細胞株を樹立した（図 22）。抗 BoDV-1 N抗体により免

疫染色した結果、rBoDV-1 rNLS が持続感染した細胞では、野生型と比較し Nタンパク

質が核内にも広く局在しているように観察された（図 22 下段）。 
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図 22. キメラウイルス感染細胞における N タンパク質の細胞内局在 

野生型および N タンパク質の NLS を置換したキメラウイルス（rNLS）それぞれの Vero 感

染細胞をクローニングし、rBoDV-1 持続感染細胞を樹立した。抗 BoDV-1 N 抗体を用いて IFA

をおこなった。緑色は GFP 蛍光、青色は DAPI のシグナルを示している。（スケールバー: 10 

µm） 

 

さらに、持続感染した細胞からWTおよびキメラ rNLSウイルス粒子を回収し、

OL 細胞に感染多重度 0.05（multiplicity of infection : MOI）で接種した（図 23）。経時的

に細胞から RNA を抽出し、BoDV-1 の P 遺伝子特異的なプライマーを用いてウイルス

ゲノム量を測定した。その結果、rBoDV-1 rNLSは WT と比較し OL 細胞において極めて

遅い増殖を示した。ウイルスを接種し 20 日後には WT の場合、感染細胞率がおよそ 50%

であるのに対し rNLS は 5％未満であった。これらの結果は、PaBV-4 の NLS は BoDV-1

の哺乳類細胞における複製効率を顕著に抑制させることを示している。 

 

 

図 23. OL細胞における WTおよび BoDV-1 rNLSの増殖曲線 

OL 細胞に MOI 0.05 で rBoDV-1(WT または rNLS)を接種させ、プロットした時点でのゲノム

RNA 量を qRT-PCR により測定した。（n=3） 

 

 

 

2-9. 鳥類由来のインポーチンは哺乳類細胞内でのクレード 3 ウイルス

のポリメラーゼ活性を上昇させる 
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ウイルスタンパク質は NLS を介して宿主の核輸送機構を利用し核内外を行き

来する。オルソボルナウイルスの N タンパク質も同様に NLS を介して核へ移行するた

め、インポーチンαおよび βなどの核輸送に関与する宿主因子が、オルソボルナウイル

スの転写活性を左右することが予想される。そこで最後に、鳥類由来の核移行を担うイ

ンポーチンなどの宿主因子が、哺乳類細胞における PaBV-4 のポリメラーゼ活性をレス

キューできるか検討した。QT6 細胞から各種インポーチン遺伝子をクローニングし、

PaBV-4 ミニレプリコンとともに 293T 細胞へ共導入した（図 24）。その結果、インポー

チン β（KPNB1）ではなく、インポーチン α ファミリー（KPNA1、KPNA2、KPNA4）

を導入により哺乳類細胞内でのルシフェラーゼ活性が顕著に上昇した。この結果から、

オルソボルナウイルスの N タンパク質の核内移行には、宿主の種特異的な NLS 配列が

重要であり、宿主核内でのウイルスポリメラーゼ活性を左右していることが示唆された。 

 

 

図 24. 鳥類由来のインポーチンは哺乳類細胞内での PaBV-4のポリメラーゼ活性を上昇させる 

293T 細胞に PaBV-4 の N、P、L タンパク質発現プラスミドと鳥類由来インポーチン発現プ

ラスミドを共導入した。導入し後 72 時間後に Gluc 活性を測定し、WST-1 により標準化し

た。インポーチン発現プラスミドの代わりに空ベクターを導入した細胞のルシフェラーゼ

活性を 1.0 とし、それぞれの群について相対値で示した。各ドットは、独立した実験の相対

値を表す。データは、6 回の独立した実験から得られた結果の平均値および+SE として示さ

れている。統計解析には、One-way ANOVA followed by a Dunnett’s test を用いた。（n=6, *, p < 

0.05） 
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3-1. 本研究の意義 

本研究では，オルソボルナウイルスに属するいくつかの遺伝子型の哺乳類およ

び鳥類細胞への感染性を評価し、先行研究でも報告されているように PaBV-2 や PaBV-

4 などのクレード 3 に分類される ABV は哺乳類細胞への感染性を示さないが、クレー

ド 2 に分類される MuBV-1 などの ABV は鳥類細胞のみならず、哺乳類細胞への感染能

も有することを示した。また、オルソボルナウイルスの宿主特異性は M および G タン

パク質を介する細胞侵入段階には規定されないことがシュードタイプアッセイや合胞

体形成能の比較により明らかとなった。さらに、ウイルス配列の比較解析や進化解析に

より、N タンパク質の NLS 領域が正の選択圧を経験していること、およびこの NLS を

介した N タンパク質の核移行能がポリメラーゼ活性の宿主指向性に関与していること

が明らかになった。これらの結果から、オルソボルナウイルスの Nタンパク質の核移行

活性が宿主特異性に関与し、宿主への適応進化に寄与した可能性が示唆された。 

 

 

 

3-2. 細胞侵入過程とウイルス進化 

宿主とウイルスの間には、ウイルスの宿主への適応とそれに宿主が対抗する適

応が競うように発達する「進化的軍拡競争（Arms Race）」が起こる 52。宿主にとって細

胞傷害性や感染個体への病原性、行動異常など負の側面を多くもつウイルスを克服する

ため、宿主は世代を経るごとに自身のゲノムに変異を蓄積して抗ウイルス機構を獲得す

る。それに対して、ウイルスは自身の急速な変異速度によりさらに進化することで、宿

主が獲得した抗ウイルス機構を乗り越え、ふたたび宿主への感染を成立させる。このよ

うな進化的軍拡競争を長期間繰り広げることによりウイルスと宿主生物の双方に遺伝

的多様性が生じる。例えばフィロウイルス科のエボラウイルスの自然宿主はコウモリと
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考えられているが、エボラウイルスの感染性はコウモリの種によって異なる。コウモリ

目の African straw-colored fruit bats（Eidolon helvum）は、エボラウイルスの侵入過程を

阻止するが、これは Eidolon helvum の進化過程でエボラウイルスのレセプターである

Niemann-Pick C1遺伝子のウイルス結合部位に変異が蓄積したことにより、現在の個体

が抗ウイルス機構を持っているためと考えられている 53。 

現在までにオルソボルナウイルスの宿主特異性がどのようなメカニズムで規

定されるのかは未だ解明されていない。本研究では、オルソボルナウイルスの宿主特異

性は細胞侵入の段階では制限されないことを明らかにした。この結果よりオルソボルナ

ウイルスは、鳥類と哺乳類細胞の両方に発現している 1つ以上の保存された受容体と特

異的結合して細胞内に侵入することが示唆された。今後オルソボルナウイルスの細胞侵

入に関与する受容体を明らかにすることで、これらのウイルスの宿主特異性や進化過程、

さらには人獣共通感染症の病原体としての可能性について、より深い理解が得られるだ

ろう。 

 

 

 

3-3. 核移行とウイルス複製  

細胞核内で転写複製するウイルスは、感染を成立させるために細胞膜だけでな

く核膜も通過しなければならない。核膜を通過してウイルス因子を核内へ輸送するため

には、宿主と同じく核膜孔複合体（NPC）が用いられる 54。NPCは巨大なタンパク質複

合体であり、分子を核に出入りさせるゲートとして機能し、比較的大きな分子であって

も NPC を介することで効率的に核輸送できる。この核内外への分子輸送を担う宿主因

子の代表例は、輸送受容体ファミリーの一員であるインポーチンなどの「カリオフェリ

ン」である 55,56。カリオフェリンは、NLS をもつ分子と相互作用して NPC へ運搬し、核

膜を通過させる。この分子輸送システムは、宿主の機構を利用し増殖するウイルスにお



40 

 

いても活用され、自身のタンパク質を核内に輸送するため広く利用されている。鳥類お

よび哺乳類に感染する A 型インフルエンザウイルスのポリメラーゼサブユニットの核

内輸送は、種特異的なインポーチン α サブユニットに依存していることが報告されてい

る 57。さらに、ヒト免疫不全ウイルス（HIV-1）の preintegration 複合体の核輸送は、HIV-

1インテグラーゼがマウスの輸送システムと十分に相互作用しないためにマウス細胞内

では制限されることが明らかとなっている 58。またバイオインフォマティクス解析によ

りウイルス DNA をキャプシドにカプセル化するための分子モーターであるヘルペスウ

イルスのターミナーゼがもつ NLS 配列は、本研究のオルソボルナウイルスと同様に他

のウイルスタンパク質と比較し急速に進化しており、ウイルスのサブファミリー間で多

様化していることが示唆されている 59。 

本研究では、インポーチンのように核内輸送に関わる遺伝子が、ウイルスとの

進化軍拡競争を通して多様性を獲得し、それに適応したクレード 1 のオルソボルナウイ

ルスは哺乳類と鳥類での増殖性を示し、一方、適応しなかったクレード 3 ウイルスは鳥

類細胞にのみ適応していたと考えられた。実際、インポーチンファミリーは生物種間で

多様性が大きいことが分子進化学的解析により明らかとなっている 60。H7N7 亜型の鳥

インフルエンザウイルスでは、ウイルスの転写複製に必須の PB2 と NP の変異により哺

乳類のインポーチン α1 に認識されるようになり、哺乳類細胞内でのウイルスの転写活

性が上昇し増殖能を獲得したと報告されている 61。ウイルスタンパク質の効率的な核輸

送にはウイルスがもつ NLS とインポーチンのようなトランスポーター受容体との結合

親和性が重要であることから、ウイルスの多様化に伴う宿主適応には宿主のトランスポ

ーター受容体との親和性を維持する NLS の進化が必要であると考えられる。本研究で

は、オルソボルナウイルスの N タンパク質の NLS を認識して核内移行を行う宿主因子

の発見に至っていない。今後、ウイルスタンパク質の核内輸送を担う因子を同定するこ

とで、オルソボルナウイルスの適応進化過程における宿主との進化的軍拡競争のさらな
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る理解につながるだろう。 
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細胞培養 

アフリカミドリザル由来腎臓上皮細胞(Vero 細胞)は、2％ウシ胎児血清（Fatal 

calf serum: FCS）(MP Biomedical、CA、USA）を含む Dulbecco's modified Eagle's medium

（DMEM）(Thermo Fisher Scientific、MS、USA）中で培養した。ヒト由来オリゴデン

ドログリオーマ細胞(OL細胞)は、５%FCS を含む DMEM 中で培養した。ヒト由来腎臓

上皮細胞(293T 細胞)、イヌ由来腎臓尿細管上皮細胞(MDCK細胞)、ラット由来グリア

膠腫細胞(C6 細胞)、アフリカミドリザル由来腎臓上皮細胞(COS-7 細胞)、ニワトリ由

来線維芽細胞(DF-1)、ヒト由来子宮頸部類上皮癌細胞(HeLa 細胞)、シリアンハムスタ

ー由来腎臓細胞(BHK 細胞)、およびマウス胎児由来線維芽細胞(NIH-3T3 細胞)は、10％

FCS を含む DMEM 中で培養した。ウズラ由来繊維肉腫細胞(QT6 細胞)およびチャイニ

ーズハムスター由来卵巣細胞(CHO-K1 細胞)は、それぞれ 10％FCS を含む Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium/nutrient mixture F12(DMEM/F12)(Thermo Fisher Scientific）また

は DMEM/F12 Ham(Thermo Fisher Scientific)中で培養した。上記すべての細胞は、5％

CO2含む飽和水蒸気温槽中、37℃で培養した。 

 

 

ウイルス株 

BoDV-1 に持続感染した OL 細胞(OL/BoDV-1)は、以前報告されたように

He/80/Fct 株のリバースジェネティクス法を用いて得た 62。各鳥ボルナウイルスに持続

感染した QT6 細胞株は、PaBV-2 KOKO株 63、PaBV-4 7I6 株 63および MuBV-1 を非感染

QT6 細胞に接種後、二週間継代を行い得られた。これらボルナウイルス持続感染細胞

はそれぞれの親細胞と同条件で培養した。上記持続感染細胞は感染性ウイルスを産生

し、かつ細胞の 90％以上が抗 P タンパク質抗体を用いた免疫染色法により陽性である

ことを確認した。 
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ウイルス溶液の調整 

各ウイルス持続感染細胞をトリプシン処理により回収し、DMEM に懸濁し

た。トリプシン処理には 0.05% Trypsin-EDTA(Thermo Fisher Scientific)を用いた。

BIORUPTOR II(ソニックバイオ、神奈川、日本)を用いて、同細胞懸濁液を超音波処理

し(条件: Time ON = 30 秒、Time OFF = 30 秒、サイクル数 = 5、Power = High)、

1200×g、4℃で 25 分間遠心分離した。上清を回収し、感染性ウイルス溶液として使用

まで-80℃にて保存した。 

 

 

ウイルス溶液を用いた感染 

培地を除去後、リン酸緩衝生理食塩水(Phosphate  buffered saline: PBS)で細胞

を洗浄しウイルス溶液を添加した。37°Cで１時間接種した後、接種した細胞を

DMEM で 2 度洗浄し、FCS を含むそれぞれの培地中で培養した。 

 

 

共培養によるウイルス感染 

持続感染細胞(2.0 × 106細胞)を 10cm ディッシュ上で培養し 24 時間後、ピュー

ロマイシン耐性の非感染 Vero 細胞(1.0×106細胞)を同ディッシュに添加した。2 日間共

培養した後、ピューロマイシン(8.0 µg/mL)を含む培地で 14 日間培養し、元の持続感染

細胞を除去した。これら共培養細胞は 2 日に 1 回継代を行った。ピューロマイシン耐

性 Vero 細胞以外の非感染細胞を用いた実験では、元の持続感染細胞を除去するために

マイトマイシン C(和光、大阪、日本)を使用した。マイトマイシン Cは細胞内で還元

され DNAの核酸塩基に架橋構造を介して結合し、DNAの開裂および複製を阻害す
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る。培養細胞に直接添加することで細胞分裂、増殖を停止させ徐々に死滅させる。持

続感染細胞の培養液にマイトマイシンＣ溶液を 10ｃｍディッシュに最終濃度 15 µｇ

/mL になるように直接滴下した。マイトマイシン C溶液の滴下後、感染細胞を 37℃で

2 時間培養した。DMEMで 3 回洗浄した後、マイトマイシン C処理した同ディッシュ

に非感染細胞(3.0×106細胞）を混合し共培養した。マイトマイシン C処理した元の感

染細胞は細胞死を引き起こし徐々に除去され、混合した非細胞は正常に増殖する。こ

れら共培養した細胞は 2日ごとに 3倍希釈で継代した。 

 

 

プラスミドの作製 

アンチセンス方向に Gaussia luciferase(Gluc)遺伝子をコードした BoDV-1ミニ

レプリコン発現プラスミドである pMG-BoDV/Gluc、BoDV-1 N発現プラスミドである

pCA-N、BoDV-1 P 発現プラスミドである pCXN2-P、BoDV-1 L 発現プラスミドである

pCAGGS-L は、当研究室で以前作製されたものを使用した 64。同様に pMG-PaBV-

4/Gluc、pCAG-PaBV-4/N、pCAG-PaBV-4/P、pCAG-PaBV-4/L は Friedrich-Loeffler-Institut

の Dr. Dennis Rubbenstroth より供与いただいた。各遺伝子型 BoDV-1、PaBV-2、PaBV-

4、PaBV-5、MuBV-1 の Gタンパク質および Mタンパク質発現プラスミドを

pEF4A(Thermo Fisher Scientific)に挿入し作製した。また Integrated DNA Technologies  

gBlocks(USA)により人工合成した VSBV-1 の G 遺伝子、M 遺伝子配列を pCAGGS に挿

入し各発現プラスミドを作製した。ボルナウイルスの G遺伝子は mRNA に転写された

のち、宿主のスプライシング機構を利用し成熟した mRNA になる。プラスミド導入に

よるタンパク質発現を高めるため、それぞれの G遺伝子配列に含まれる 3’-スプライシ

ング部位“AG”を PaBV-2 および PaBV-4、PaBV-5 では“GG”に、MuBV-1 では“AC”

に置換した。BoDV-1、PaBV-4、MuBV-1 の N または P 遺伝子の配列を
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pcDNA3(Thermo Fisher Scientific)に挿入した。BoDV-1、PaBV-4、MuBV-1の Nタンパク

質の C末端側に Mycタグを融合させた配列を PCR により合成し、pcDNA3 に挿入し

た。同様に BoDV-1、PaBV-4、MuBV-1 の P タンパク質の N末端側に FLAG タグを融

合させた配列を pcDNA3 に挿入した。また N-NLS 変異体の発現プラスミドを構築する

ために、BoDV-1 Nの NLS 配列(アミノ酸配列 3-30 番目)を PaBV-4 Nの NLS配列に置

き換えた。同様に、BoDV-1 Nに PaBV-4 Nの NLS 配列へ置換した変異体を PCR によ

る変異導入で合成し、pcDNA3 に挿入した。 

 

 

細胞へのプラスミドの導入 

プラスミドは、Lipofectamine 2000（Thermo Fisher Scientific）または TransIT-

293(TaKaRa)を用いて細胞に導入した。操作は付属の手順に従った。 

 

 

BoDV-1組換えウイルスの作製 

BoDV-1 He/80/Fct 株のリバースジェネティクス法は、大東卓史博士らが報告し

ている方法に従い実施した 62。P 遺伝子領域と M遺伝子領域間に GFP 遺伝子をコード

する(pFct-He/80 PM-GFP)完全長 cDNAクローンを保有するプラスミドを使用した。

293T 細胞に pFct-He/80 PM-GFP、pCA-N、pCXN2-P、pCAGGS-L を TransIT-293 

Transfection Reagent(TaKaRa)を用いて導入した。導入し 72 時間後、導入後の細胞を継

代しピューロマイシン耐性 Vero 細胞と共培養した。共培養して 3 日後、ピューロマイ

シンを加え Vero細胞のみを選択的に培養し、元の 293T 細胞を死滅させた。組換えウ

イルスが持続感染を成立させるまで継代をおこなった。NLS を改変した組換えウイル

ス(rNLS)を作製する際には、pFct-He/80 PM-GFPの N遺伝子領域に PCR により変異を

導入した cDNAクローン(pFct-He/80-rNLS PM-GFP)を使用した。プラスミドを導入し
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たウェルごとの GFP 陽性細胞数をカウントすることで、組換え BoDV-1のレスキュー

効率を評価した。 

 

 

G遺伝子、M遺伝子および MG遺伝子欠損組換えウイルスの作製 

G遺伝子を欠損した組換え BoDV-1(rBoDVΔG GFP)、M 遺伝子を欠損した組換

え BoDV-1(rBoDVΔM GFP)、および M 遺伝子と G遺伝子の両方を欠損した組換え

BoDV-1(BoDVΔMG GFP)は先行研究で報告された方法に従いリバースジェネティクス

法により作製した 62,65。これらの組換えウイルスは、P 遺伝子領域の下流にレポーター

遺伝子として GFP をコードしている。293T 細胞に BoDV-1 cDNA発現ベクタープラス

ミおよび pCA-N、pCXN2-P、pCAGGS-L を TransIT-293 Transfection Reagent(TaKaRa)を

用いて導入した。G 遺伝子欠損組換えウイルス作製にはこれらプラスミドに加え G遺

伝子発現プラスミド pCAGGS-Gを、M 遺伝子欠損組換えウイルス作製には M 遺伝子

発現プラスミド pCAGGS-M をヘルパープラスミドとして導入し、それぞれ rBoDVΔG

または rBoDVΔM を作製した。M および G遺伝子両方を欠損した組換えウイルス

rBoDVΔMGの作製には、M および G遺伝子発現プラスミドをベクターおよび N、P、

L 遺伝子発現プラスミドを 293T 細胞に導入した。導入して 72 時間後に細胞を継代し

た。継代して 24 時間後、M タンパク質および Gタンパク質を安定的に発現するピュ

ーロマイシン耐性 Vero細胞を 293T 細胞に混合し共培養をおこなった。共培養して 3

日後、ピューロマイシンを加え Vero 細胞のみを選択的に培養し、元の 293T 細胞を死

滅させた。組換えウイルスが持続感染を成立させるまで継代をおこなった。 

 

 

G タンパク質恒常発現細胞株の樹立 

Ｇタンパク質恒常発現細胞を樹立するために、pMXs-Puro レトロウイルスベ
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クター(Cell Biolabs Inc、SD、USA)を用いた。各遺伝子型のＧ遺伝子を pMXs プラスミ

ドのマルチプルクローニングサイトに挿入した。6 ウェルプレートに播種した

Platinum-GP レトロウイルスパッケージング細胞(Cell Biolabs Inc)に水胞性口内炎ウイル

ス膜糖タンパク質発現プラスミド(pMD2.G)および G遺伝子を挿入した pMXs-Puro レト

ロウイルスベクターを導入しレトロウイルスベクターを作製した。導入し 72 時間後、

レトロウイルスを含む培養上清を回収し、1200 x g で遠心分離した。遠心後上清を回

収し、0.45 µm フィルター(Merck)でろ過した。精製したレトロウイルスベクターを含

む培養上清を各細胞株(OL、QT6、DF-1、および 3T3 細胞)に添加した。レトロウイル

スを接種した各細胞を、ピューロマイシン 8 µg/mL を含む培地中で培養しセレクショ

ンをおこなった。 

 

 

合胞体形成アッセイ 

Gタンパク質恒常発現細胞を 6 ウェルプレートに播種(5.0×105細胞/well)し、24

時間後に培地を除去して 37℃の PBS で 2 回洗浄した後、Mg2+と Ca2+を含む D-PBS+ 

pH5.0(ナカライテスク)0.5 mL を細胞に添加した。37℃で 5分間静置した後、細胞を

DMEM で 3 回洗浄し、新たに 2mL の培地を加え 37℃で 90 分間培養した。培養後、培

地を除去し４％パラホルムアルデヒドを添加し細胞を固定した。顕微鏡(ニコン)で細

胞を観察し画像を取得した。 

 

 

BoDV-1を用いたシュードタイプアッセイ 

G遺伝子欠損組換え BoDV-1(rBoDVΔG GFP)、M遺伝子欠損組換え BoDV-

1(rBoDVΔM GFP)、および M 遺伝子と G遺伝子の両方を欠損した組換え BoDV-
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1(BoDVΔMG GFP)が持続感染した 293T 細胞に各遺伝子型の Gタンパク質、M タンパ

ク質発現プラスミドを導入することによりシュードタイプウイルスを作製した。プラ

スミドを導入して 48 時間後、前述の方法に従いウイルス溶液を調整し、使用まで-

80℃にて保存した。 

 

 

RNA抽出 

培養細胞からの RNA 抽出は、TRIzol(Thermo Fisher Scientific)を用いておこなっ

た。操作は付属の手順に従った。 

 

 

RT-PCR 

 cDNAの作製には Verso cDNA Synthesis Kit(Thermo Fisher Scientific)を使用し

た。操作は付属の手順に従った。逆転写用プライマーにはランダムヘキサマーを用い

た。RT-PCR には、合成された cDNAを鋳型とし、PrimeStar MAXポリメラーゼ

(TaKaRa、滋賀、日本)を付属の手順に従い使用した。PCR は 98℃を 30 秒間行った

後、98℃を 20 秒間、55℃を 8 秒間、72℃を 15秒間の過程を 25 サイクルでおこなっ

た。使用した各プライマーの配列は表 1 に記載した。アガロースゲル電気泳動は 100V

の定電圧でおこない、画像は BioDoc-It Imaging System(Ultra-Violet Products Ltd.、UK）

で取得した。 

 

 

定量 RT-PCR (qRT-PCR) 

培養細胞から抽出した RNA 1.0 µg と Verso cDNA Synthesis Kit(Thermo Fisher 

Scientific)を使用し、cDNAを作製した。逆転写用プライマーには、Olido dT、BoDV-1
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ゲノム特異的プライマーまたは PaBV-4 ゲノム特異的プライマーのいずれかを使用し

た。定量 RT-PCR には合成された cDNAを鋳型とし、SYBR-Green PCR Assay(東洋紡、

大阪、日本)を使用した。各評価方法には比較 Ct 法を用い、定量 RT-PCR には Rotor-

Gene Q System(Qiagen、Germany)を用いて実施した。いずれも操作は付属の手順に従っ

た。使用したプライマーの配列は表 1 に記載した。 

 

 

免疫蛍光染色（IFA） 

12 ウェルプレートまたは 8 ウェルチャンバースライドに播種し培養した細胞

を PBS で洗浄し、37℃に温めた 4%パラホルムアルデヒド(富士フィルム和光純薬)を添

加して室温で 15 分間静置し細胞の固定をおこなった。4%パラホルムアルデヒドを除

去し PBS で 2 回洗浄した後、0.25%Triton X-100(ナカライテスク、京都、日本)を含む

PBS に 10 分間浸し膜透過処理をおこなった。膜透過処理後、1%FCS を含む PBS に室

温で 1 時間浸しブロッキングをおこない、1%FCS を含む PBS に希釈した抗 BoDV N抗

体，抗 BoDV P 抗体，抗 FLAGタグ抗体，抗 Mycタグ抗体を細胞に添加し室温で 1 時

間反応させた。1 次抗体を反応させた後、PBS で 3 回洗浄し 1%FCS を含む PBS に希釈

した Alexa Fluor 標識 2 次抗体(Thermo Fisher Scientific)および 4’,6-ジアミノ-2-フェニル

インドール(DAPI: Merck)を添加した。室温で 1 時間反応させた後に、PBS で 4 回洗浄

し観察に用いた。免疫蛍光観察と画像の取得には，ECLIPSE Ti 共焦点レーザー走査顕

微鏡(Nikon、東京、日本) を使用した。本研究で使用した 1次抗体は表 2に記載した。 

 

 

ウェスタンブロッティング 

回収した細胞懸濁液と等量の 2×SDS-Sample 緩衝液(10%メルカプトエタノー

ル(富士フィルム和光純薬、大阪、日本)、4%SDS(富士フィルム和光純薬)、0.3Mスク
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ロース(富士フィルム和光純薬)、0.01%BPB(富士フィルム和光純薬)を含む 125 mM Tris-

HCl 緩衝液(Tris: ナカライテスクおよび HCl: 富士フィルム和光純薬)を添加後、95°C

で 10 分間加熱しタンパク質を変性させた。変性後のタンパク質をサンプルとし SDS-

PAGE に供し分画した。電気泳動は e-PAGEL minigel 12.5%もしくは 5-20%ポリアクリ

ルアミドゲル(ATTO、東京、日本)を、泳動用緩衝液は Tris-glycine-SDS buffer 

powder(TaKaRa)を用いた。電気泳動は 400Vの定電圧で実施した。泳動後、Trans-Blot 

Turbo PVDF Transfer Pack(Bio-Rad、CA、USA)を用いてゲル中のタンパク質を PVDF 膜

へと転写した。膜転写にはセミドライ式ブロッティング法を用いた。膜転写後、

Blocking One(ナカライテスク)に PVDF 膜を浸し室温で 1 時間浸透することでブロッキ

ングをおこなった。ブロッキング後、Can Get Signal Immuonreaction Enhancer Solution 

1(東洋紡、大阪、日本)を用いて 1次抗体を希釈し、室温で 1 時間 PVDF 膜と反応させ

た。TBS-T(TBS: Tris buffered saline tablets pH 7.6 (TaKara)、0.1% Tween-20(富士フィルム

和光純薬))で 3 回洗浄した後、Can Get Signal Immuonreaction Enhancer Solution 2(東洋

紡)を用いて 2 次抗体を希釈し、洗浄後の PVDF 膜と室温で 1 時間反応させた。2 次抗

体として西洋ワサビペルオキシダーゼ(Horseradish peroxidase: HRP)で標識された抗マウ

ス IgG抗体および抗ウサギ IgG 抗体(Jackson ImmunoResearch、PA、USA)を使用した。

TBS-T で 3 回洗浄後、Amersham ECL Prime(GE Healthcare、IL、USA)を用いて化学発光

反応をおこなった。HRP 発光の検出および画像の取得には ImageQuant LAS 

4000mini(GE Healthcare)を用いた。操作はすべて付属の手順に従った。本研究で使用し

た 1 次抗体は表 2 に記載した。 

 

 

ミニレプリコンアッセイ 

BoDV-1 および PaBV-4 のミニレプリコンアッセイは、以前に報告された方法
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に従い実施した 64,66。12ウェルプレートに 8.0×104細胞の 293T 細胞または OL 細胞、

および 105細胞の DF-1細胞を播種し 24 時間培養した。培養後、それぞれに対応する

pCAGGS-Gluc ミニレプリコンプラスミドを 0.25 µg、pCAGGS-Nを 0.25 µg、pCAGGS-

P を 0.025 µg、pCAGGS-L を 0.25 µg を導入した。導入して 48 または 72時間後に培養

上清を回収し、Gaussia luciferase 活性を BioLux Luciferase Assay Kit (New England 

BioLabs、MA、USA)を用いて測定した。それぞれのサンプルにおける Gluc 活性を標

準化するため Premix WST-1 Cell Proliferation Assay System(TaKaRa)を用いて WST-1 活性

を測定した。データの取得には Berthold Lumat LB 9507(Bad Wildbad、Germany)を用い

た。すべての操作は付属の手順に従い実施した。 

 

 

ウイルスゲノム配列の系統解析 

ボルナウイルス科オルソボルナウイルス属に含まれる 16 の遺伝子型の計 34

株の N、P、X、M、G、また L 遺伝子の一部を含むゲノム塩基配列を MAFFT67にて多

重アライメントし、MEGA X68にて系統樹を作成した。系統樹は Juke–Cantor モデル近

隣結合法(10,000 bootstrap）により作成 48した。解析に用いたウイルス株、国際塩基配

列データベースに登録されているアクセッションナンバーは図に示した。 

 

 

アミノ酸配列解析 

各クレードに属するウイルスに蓄積した変異を同定するため、ConSurf48を用

いてアミノ酸保存スコアを算出した。BoDV-1のウイルス遺伝子(N、P、M、G、L)の

アミノ酸配列(Accession no. AB258389)、BoDV-2(AJ311524)、VSBV-1(LN713680)、

PaBV-5(LC120625)、CnBV-2(KC464478)、MuBV-1、PaBV-2(KC464478)、PaBV-4 
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(JX065209)、および PaBV-7(JX065209)のウイルス遺伝子(N、P、M、G、L)のアミノ酸

配列を MAFFT67によりアラインメントした。L遺伝子の解析では、PaBV-7 の配列が部

分的にしか決定されていないため、解析に用いる配列長は PaBV-7 に合わせた。アライ

ンメント後、最尤法によりスコアを算出した。 

 

 

dN/dS解析 

BoDV-1(AB258389)と PaBV-4(JX065209)の N、P、M、G、L タンパク質のアミ

ノ酸配列を MAFFT67でアライメントした。アライメントされた配列を 12 残基ごとに

分割し、各セグメントの非同義置換率(dN)と同義置換率(dS)およびその比(dN/dS: ω)を

PAL2NAL により算出した。各コドンの dN/dS 標準値は、遺伝子型 BoDV-1、PaBV-4、

MuBV-1 の N遺伝子の完全長を用いて HyPhy パッケージにより算出した 69。 
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表 1. 本研究で使用したプライマーの配列 

      

用途 プライマー 配列 (5'-3') 

RT BoDV-1 He/80 genome tgttgcgctaacaacaaaccaatcac 

RT-PCR 

PaBV-2 Fw atgaattcaaagcatacctatgt 

PaBV-2 Rv ttaagggctggaatggcgtatgt 

PaBV-4 Fw atgaattcaaaacacacctacgt 

PaBV-4 Rv ttaagggccggaatggcgtatgt 

MuBV-1 Fw atgaattccaagcattcttacgt 

MuBV-1 Rv ctaagagcttgaggtgcgaatgt 

Human GAPDH Fw caacggatttggtcgtattgg 

Human GAPDH Rv ggactgtggtcatgagtcctt 

Quail GAPDH Fw gctggtgctgagtatgttgtgg 

Quail GAPDH Rv ggaaagccattccagtaag 

qRT-PCR 

BoDV-1 He/80 Fw atgcattgacccaaccggta 

BoDV-1 He/80 Rv atcattcgatagctgctcccttc 

Human GAPDH Fw atcttcttttgcgtcgccag 

Human GAPDH Rv acgaccaaatccgttgactcc 

 

 

 

表 2. 本研究で使用した抗体 

      

抗体名 使用した実験 メーカー 

抗 BoDV-1 P ポリクローナル抗体 WB、IFA 当研究室 

抗 BoDV-1 N ポリクローナル抗体 WB、IFA 当研究室 

抗 BoDV-1 G ポリクローナル抗体 WB 当研究室 

抗 BoDV-1 M ポリクローナル抗体 WB 当研究室 

抗ヒト Tubulin モノクローナル抗体 WB Sigma-Aldrich 

抗 FLAG M2 モノクローナル抗体 WB、IFA Sigma-Aldrich 

抗 Myc 9E10 モノクローナル抗体 WB、IFA Merck Millipore 

WB: ウェスタンブロッティング 

IFA: 免疫蛍光染色 
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注釈 

 

本学位論文は以下の学術論文の内容に基づいて書かれたものである。 

 

Ryo Komorizono, Yukiko Sassa, Masayuki Horie, Akiko Makino, Keizo Tomonaga 

Evolutionary Selection of the Nuclear Localization Signal in the Viral Nucleoprotein Leads 

to Host Adaptation of the Genus Orthobornavirus 

Viruses, 2020 Nov 11;12(11):1291. DOI: 10.3390/v12111291. 
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