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要旨 
 

遺伝子導入技術であるウイルスベクターは、基礎研究だけでなく臨床分野

にも欠かすことができない。導入遺伝子を安全にかつ長期発現できるウイルスベ

クターが、臨床応用において求められている。持続感染を特徴とするボルナ病ウ

イルス 1型（BoDV-1）を用いたエピゾーマル RNAウイルスベクター（REVec）

は、細胞に導入すると、外来遺伝子を長期間発現させることができる。しかしな

がら、BoDV-1は産出粒子が少ないという課題がある。そこで、REVecの導入効

率を向上させるために、BoDV-1 を含むオルソボルナウイルス属の膜糖蛋白質

（G）の感染性粒子産出における役割を評価した。 

免疫染色による評価で、BoDV-1 感染細胞の半数において G の発現が検出

限界以下であったことから、Gのスプライシングサイトに変異を入れ、発現量を

増加させたところ、細胞由来の蛋白質分解酵素フーリンによる開裂と翻訳後修

飾に異常が生じた。 

Gの発現量による粒子産出への影響を調べるために、G遺伝子欠損 REVec

（ΔG-REVec）に G の発現を一過性に補完することで回収するシュードタイプ

REVecを用いて、産出されるウイルス粒子を解析した。Gの過剰な発現は、粒子

の産出自体に影響を与えなかったが、導入効率の低い REVec 粒子の産出をもた

らした。また、適切な開裂と糖鎖付加により成熟した G、および REVec がもつ

ウイルスゲノム RNAの粒子への取り込みを阻害した。さらに、Gの過剰な発現

の副産物である未開裂の Gがこれらの原因になることを明らかにした。 

以上の G の特徴は、BoDV-1 を含むオルソボルナウイルス属のウイルスで

共通したが、カナリアボルナウイルス 1型（CnBV-1）の Gのみ例外的に、発現

量を増加させた場合でも、高い開裂効率および細胞への導入効率を維持した。そ

して、CnBV-1と近縁である CnBV-2とのキメラ Gを用いて、CnBV-1のシグナル

ペプチドがフーリンとの相互作用を介する高い開裂効率の責任領域であり、そ

のことが高い導入効率を示す粒子の産出に寄与することを明らかにした。 
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最後に、導入効率の高い REVec システムに改善するために、CnBV-1-G 利

用による効果を調べた。 CnBV-1は本来鳥類を宿主とするが、CnBV-1-Gを持つ

シュードタイプ REVec は、ヒト培養細胞だけでなく幹細胞への遺伝子導入効率

を上昇させた。また、シュードタイプだけでなく CnBV-1-G 遺伝子に組換えた

REVecでも導入効率の向上に成功した。 

以上から、オルソボルナウイルスは Gの発現を制限することによって、感

染性粒子の産出を制御することが明らかになった。未開裂のＧは過剰な発現の

指標となり、感染性粒子の産生に対する負のフィードバックとして機能する可能

性が考えられた。このことは、持続感染を成立させるために、ウイルスが自身の

膜糖蛋白質の発現を調整することで、免疫機構を逃れ忍びやかに粒子を産出す

る新たなメカニズムを示した。本研究成果は、オルソボルナウイルスの粒子産出

についての理解を深めるだけでなく、REVec産生システムの改善に貢献すること

が期待できる。  
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略語表 
 
本文中および図表中に用いた略語は下記の通りである。 

BoDV  : Borna disease virus ボルナ病ウイルス 

CBB  : Coomassie brilliant blue クマシーブリリアントブルー 

CnBV  : Canary bornavirus カナリアボルナウイルス 

EsBV  : Estrildid finch bornavirus カエデチョウボルナウイルス 

G  : Glycoprotein 膜糖蛋白質 

HA  : Hemagglutinin ヘマグルチニン 

HIV  : Human immunodeficiency virus ヒト免疫不全ウイルス 

iPSC  : Induced pluripotent stem cell 人工多能性幹細胞 

L  : Large polymerase protein  RNA依存性 RNAポリメラーゼ 

LCMV  : Lymphocytic choriomeningitis virusリンパ球性脈絡髄膜炎ウイ 

ルス 

M  : Matrix protein マトリックス蛋白質 

MuBV  : Munia bornavirusキンパラボルナウイルス 1型 

MyoD1  : Myogenic differentiation 1骨格筋分化制御因子 1 

N  : Nucleoprotein 核蛋白質 

OL  : Oligodendrogliomaヒトオリゴデンドグリオーマ細胞 

OPC  : Oligodendrocyte precursor cell オリゴデンドログリア前駆細胞 

P  : Phosphoproteinリン酸化蛋白質 

PaBV  : Parrot bornavirusオウムボルナウイルス 

PDD  : Proventricular dilatation disease前胃拡張症 

PLA  : Proximity ligation assay近接ライゲーションアッセイ 

REVec  : RNA virus-based episomal vector エピゾーマル RNAウイルス 

ベクター 

SP  : Signal peptide シグナルペプチド 
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SPC  : Subtilisin-like proprotein convertases サブチリシン様プロ蛋白質 

転移酵素 

vgRNA  : Viral genome RNA ウイルスゲノム RNA 

vRNP  : Viral ribonucleoprotein ウイルスリボヌクレオ蛋白質 

VSBV  : Variegated squirrel bornavirusカワリリスボルナウイルス 

VSV  : Vesicular stomatitis virus水疱性口内炎ウイルス 
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1-1. 治療分野におけるウイルスベクターの活躍 

ウイルス工学は、ウイルスベクターという遺伝子導入ツールを疾患治療分

野に提供し効用をもたらす 1。遺伝子治療の臨床現場では、遺伝子導入技術の中

でウイルスベクターが最も多く採用され、遺伝子疾患やがんなどの治療に活用さ

れている 2。使用されるウイルスベクターの中でも、アデノウイルス、アデノ随伴

ウイルス、レトロウイルスおよびレンチウイルスが多くを占め、遺伝子導入だけ

でなくそれを応用したゲノム編集技術にも利用される 1–3。しかしながら、臨床

へのさらなる応用には免疫原性や腫瘍化などが課題とされ 1、すべてのウイルス

ベクターに継続的な遺伝子発現と導入後の安全性が求められる。 

 

 
1-2. ボルナ病ウイルス 1型（BoDV-1）の持続感染機構 

ウマやヒツジにボルナ病を引き起こす病原体としてボルナ病ウイルス 1 型

（BoDV-1）が発見された。BoDV-1は、非分節一本鎖マイナス鎖 RNA（8.9 kb）

をゲノムとし、ボルナウイルス科オルソボルナウイルス属に分類される。ウマ、

ヒツジに加えウシ、ネコなどの哺乳類や、マガモなどの鳥類への自然感染、また

実験的にはげっ歯類や霊長類に病原性を示すことが報告され、本ウイルスの宿主

域は広い 4,5。一方で、ヒトへの BoDV-1感染とそれによる疾患との因果関係につ

いて議論されてきたが 6–9、 BoDV-1 感染による急性脳炎の死亡例が近年報告さ

れた 10–13。脳炎患者の脳の組織免疫染色と in situ hybridization解析により、BoDV-

1の核蛋白質（N）と RNAが検出された 12。 

細胞に BoDV-1 が感染すると、核内でその複製が維持されるが、細胞傷害

性は示さない 14,15。ウイルス蛋白質である N、リン酸化蛋白質（P）および RNA

依存性 RNAポリメラーゼ（L）と、ウイルスゲノム RNA（vgRNA）からなる複

合体であるウイルスリボヌクレオ蛋白質（vRNP）（図 1A）が複製の最小単位と

なり、転写複製がおこなわれる。また、細胞分裂期には vRNPをクロマチンに結

合させることで、娘細胞にもその感染を継続させる（図 1B）14,16,17。この機構ゆ
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えに、BoDV-1の持続感染において細胞がもつゲノム DNAへの vgRNAの組み込

みは極めて低頻度である 18。細胞ゲノム DNAへの挿入は腫瘍化の原因とされる

が、BoDV-1は宿主のクロマチンを感染の足場として利用するのみに留まること

から、細胞を損傷せずに非分裂細胞および分裂細胞の両方で安定的に感染を維

持できる。 

 

 

 
1-3. BoDV-1による子孫ウイルス粒子の産生 

外皮膜をもつ RNAウイルスでは、一般的にマトリックス蛋白質（M）と膜

糖蛋白質（G）が、子孫ウイルス粒子の形成に機能する 19。BoDV-1においても、

感染性をもつ子孫ウイルス粒子の作製には、M と G が関与することが知られて

いる 20。BoDV-1のMは 4量体を形成し、正電荷に帯電する面を露出させること

で、形質膜との相互作用を可能にする 21,22。また、感染細胞において、Pおよび

vgRNA と相互作用し、その複製の場である vRNP と結合する 21,23。このことか

ら、粒子への vRNPの輸送にも関与する可能性が示唆されている。一方、BoDV-

1の Gは、細胞の受容体への結合 24,25、およびその後の pH依存性エンドサイト

ーシスによる膜融合と細胞への侵入過程に機能することから、作製された粒子

に感染性を付与する役割をもつ 26,27。他の RNAウイルスでは粒子形成過程にお

ける膜糖蛋白質の役割が報告されているが 28–30、BoDV-1を含めオルソボルナウ

図1. BoDV-1はvRNPのクロマチンへの結合を介して感染を持続させる
(A) BoDV-1のvRNP。vgRNA, N, PおよびLで構成させる複合体であるvRNPは、核内で転
写複製がおこなわれる。(B)免疫蛍光染色による分裂期のBoDV感染細胞中のN, Pの検出。
核内で検出されるN, PのシグナルがvRNPを示す。Hirai, Y. et al. JBC. 2016の図5Aから引
用した。

BA

vgRNA

NL P

Hirai Y. et al., 2016改変

N
P

DAPI

前期 後期 終期
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イルス属の Gについては明らかにされていない。 

BoDV-1 の持続感染細胞から子孫ウイルス粒子がほとんど産出されないこ

と、またその培養上清に含まれるウイルス粒子の力価が極めて低いことがこれま

でに報告されている 31–33。この特徴は、BoDV-1が核内で持続感染を成立させる

ために重要な戦術の可能性が考えられるが、どのように子孫ウイルス粒子の産出

を抑制的に制御しているか明らかにされていない。 

 

 
1-4. エピゾーマル RNAウイルスベクター（REVec） 

持続感染する BoDV-1 の機構を利用して、導入遺伝子の長期間安定的な発

現を目的としたエピゾーマル RNA ウイルスベクター（REVec）が、私が所属し

ている研究室から報告された 34–36。本ベクターを接種したマウス脳で 8 ヶ月間

にわたり外来遺伝子 GFP の発現が観察された 36。また、REVecはウイルス粒子

に感染性を付与する G遺伝子を vgRNA上で欠損させることで、非伝播型のベク

ター（ΔG-REVec）が作製された 36。ΔG-REVecは Gを発現する細胞では感染を

伝播できるが、発現しない細胞に一度感染すると、その細胞から感染性を付与し

た子孫ウイルス粒子を産出できないため、感染を伝播できない 36。さらに、粒子

の形成に機能する Mも欠損させた ΔMG-REVecが開発された 37。これらの非伝

播型ベクターは、導入した細胞を移植する ex vivoでの応用が考えられている 38。 

これまでに、BoDV-1が向神経性であることから、神経変性疾患のアルツハ

イマー病治療を目的として、発症原因とされるアミロイド β を分解する酵素ネ

プリライシン遺伝子を組換えた REVec が開発され、その分解の効果が示された

（図 2）39。また、REVecシステムは人工多能性幹細胞（iPSC）を含む幹細胞に高

効率で遺伝子を導入でき 40、導入による分化能への影響は観察されていない 40,41。

さらに、転写因子の骨格筋分化制御因子（MyoD1）を組換えた REVecを iPSCに

導入することで、骨格筋細胞への分化に成功したことが報告されている 40。これ

らのことから、REVec システムは再生医療に応用できる可能性が示されている。 
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BoDV-1が核内で転写される機構を利用して、低分子 RNAの効率的かつ持

続的な発現を目的にした REVec が構築され、標的遺伝子の発現抑制が確認され

た 42。また、BoDV-1の複製を抑制する抗ウイルス剤であるファビピラビルを用

いて、iPSCを含む導入細胞から REVecの効果的な排除が示された 40,43。発現調

整においてさらなる改良が近年報告された。それは、REVecの導入遺伝子の下流

にテオフィリン依存性自己開裂型リボスイッチ（L2b9）を追加することで、発現

の切り替えを可能にした REVecシステムが開発された 44。 

 

 
1-5. 本研究の目的 

2011年に REVecシステムが開発されて以降、ベクター自体の改良や有効性

の評価がおこなわれてきたが、臨床分野において新たなウイルスベクターとして

REVecシステムを躍進させるためには、ベクターの回収効率が低いことが課題で

図2. REVecから発現したNEPはアミロイドβを分解する
(A), (B) REVecを導入したヒト神経芽細胞腫の培養上清中のアミロイドβ42。内因性のア
ミロイドβの前駆体蛋白質(A)と、家族性変異で知られるスウェディッシュ変異 (K670N,
M671L) をもつ前駆体蛋白質(B) から作製されたアミロイドβ42をELISAを用いて定量し
た。スウェディッシュ変異をもつ前駆体は、プラスミドにより発現させた。NEPはネプ
リライシンを、NEPE585Vは活性部位に変異 (E585V) をもつ不活性型ネプリライシンを示
す。エラーバーは標準誤差を示す。ダネット検定により統計解析した。*, p < 0.05; ***, p
< 0.001。参考論文のSakai M. et al. Microbiol. immunol. 2018の図2d, eのデータを使用し作
製した。
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ある 41,45。子孫ウイルス粒子の産出能の低さは、BoDV-1 の持続感染機構に重要

とされる一方で、プラスミドから人工的に作製したベクターを高い力価で回収す

る点においては、障壁になっている。これまでに、タンジェンシャルフローろ過

を用いた濃縮方法が報告されているが、大量にベクターを回収する課題が残され

た 46。 

そこで本研究は、REVec システムの導入効率を向上させることを目的とし

た。まず、BoDV-1感染細胞において Gの発現が制限されていることに注目し、

発現量を変化させたときに産出される粒子を解析した。それによって、粒子産出

における Gの役割を明らかにした。さらに、BoDV-1以外のオルソボルナウイル

ス属のウイルスがもつ Gによる REVecの導入効率を比較し、REVecシステムの

改良に応用できるかを検討した。 
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2-1. Gの翻訳後修飾はその発現量により変化する。 

BoDV-1は核内において複製および持続感染を成立させるために、M、Gお

よび L をコードするポリシストロニックの転写産物から、選択的スプライシン

グ機構を利用することでそれぞれの蛋白質の発現量が調節される（図 3A）47–50。

これまで、BoDV-1感染細胞において、Nの発現が検出されるが Gの発現が検出

されない細胞があると報告されていた 26,27,51。そのことを確かめるために、免疫

蛍光染色法により評価したところ、BoDV-1感染細胞のほとんどすべての細胞で

一様に発現を検出できた N に対して、G の発現量はさまざまで、半数以上の細

胞で検出限界以下だった（図 3B、C）。G の発現量が、BoDV-1 の感染性粒子の

産出の低さに関係しているのではないかと考えられた。 

 

 

G は、N 末端にシグナルペプチド、C 末端に膜貫通領域をもつⅠ型一回膜

貫通型蛋白質である 26。Gの前駆体（pre-G）（95 kDa）が、遍在的に発現するサ

ブチリシン様プロ蛋白質転移酵素であるフーリンによる開裂、および糖鎖修飾

を受けることで、GP1（51-60 kDa）と GP2（43 kDa）に成熟する（図 4A）26,52,53。
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図3. BoDV-1感染細胞におけるGの発現
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BoDV-1の粒子形成における Gの発現量の影響を調べるために、BoDV-1感染細

胞と、プラスミドにより強制発現させたときの細胞における G の発現特性を観

察した。Gの ORFはMの ORFと、Lの ORFおよびイントロンと重なる 48,49。

Gの ORFそのままをコードするプラスミド（Gwt）に加えて、Gの発現量を上昇

させるためにスプライシングドナー部位とアクセプター部位に同義変異をもつ

スプライシングノックアウト G発現プラスミド（GspKO）を作製した（図 4B）
54。Gwt発現細胞、および GFP組換え BoDV-1（BoDV-GFP）感染細胞では、pre-

Gと成熟した Gが明瞭に検出されたが、発現量を増加させた GspKOを導入する

図4. BoDV-1-Gの発現は制限される
(A) BoDV-1-Gの構造と成熟。Ⅰ型一回膜貫通型蛋白質で、翻訳後に糖鎖修飾と開裂を受
けることで成熟する。(B) スプライシングノックアウトGspKO。BoDV-1-GのORFにある
スプライシングドナー部位 (172-180塩基)とアクセプター部位 (1464-1472塩基)に同義変
異をもつ。(C) BoDV-GFP感染293T細胞およびG遺伝子を導入した293T細胞におけるGの
発現。GwtもしくはGspKOの発現プラスミドを導入した2日後に回収した細胞溶解液を、
抗BoDV-1-G抗体を用いたウェスタンブロット法により解析した。CBB染色は、ロー
ディングコントロールとした。(D) Gの開裂効率の比較。(C) を元に、ImageJを用いてバ
ンド強度により解析した。GP1とGP2の合計をtotalG (GP1+GP2+pre-G) で割ることで算
出した。エラーバーは、標準誤差を示す。フィッシャーの最小有意差法により統計解析
した。****, p < 0.0001
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と、pre-Gが増加し pre-Gと開裂後 GPの修飾に異常が生じた（図 4C、D）。適切

な成熟過程を経た GP1と GP2が、新規に産出されるウイルス粒子に取り込まれ

ることから、G の発現量が子孫ウイルス粒子の産出に関与する可能性が示され

た。 

 

 
2-2. Gの過剰な発現は新規産出粒子の導入力価を低下させる。 

BoDV-1の子孫ウイルス粒子の産出に、Gの発現量が関与するかを調べるた

めに、G遺伝子欠損 GFP組換え REVec（ΔG-REVec）感染 293T細胞に、さまざ

まな量で GspKO発現プラスミドを導入し、外皮膜に BoDV-1の G（BoDV-1-G）

を異所性に取り込ませたΔG-REVec（BoDV-1G-REVec）を作製した（図 5A）36。

回収した BoDV-1G-REVecを Vero 細胞に接種させ、3日後の GFP 陽性細胞を計

数することで、そのベクターの導入効率（力価）を決定した。興味深いことに、

0.1 µgの GspKO発現プラスミドを導入したときは力価が 3倍近く増加したが、

導入プラスミド量を 1.5 µgに増加させると力価は逆に減少した（図 5B）。このこ

とから、高力価で REVec を回収できる最適な G の発現量があることが示され

た。 

次に、GspKO発現プラスミドを導入した ΔG-REVec感染 293T 細胞におけ

るGの発現を、ウェスタンブロット法により観察した。高力価のBoDV-1G-REVec

を産出した細胞では、GP1と GP2が明瞭に検出された一方で、過剰に発現させ

た細胞では pre-Gと、異常な糖鎖修飾を受けた GP1（GP1*）55が優位に検出され

た（図 5C）。次に、ΔG-REVec感染 293T細胞に GspKO発現プラスミドを導入す

ることで産出させたウイルス粒子への G の取り込みを評価した。少量および適

量の Gを発現させた細胞から産出された粒子で検出される Gは、GP1と GP2に

限定されていた（図 5D）。その一方で、過剰に GspKOを発現させると、粒子に

取り込まれた GP1と GP2は顕著に減少し、pre-Gが検出された（図 5D、E）。粒

子に取り込まれた Mを検出することによって粒子の産出量を評価したところ、
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Gの発現量に影響されなかった（図 5F）。すなわち、Gが過剰に発現すると、新

規に産出されるウイルス粒子への開裂されていない G の取り込みが増加するこ

とが示された。 

 

 

細胞における内因性のフーリンの発現が少量であることから 56、さまざま
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M発現プラスミドを3.0×106のΔG-REVec感染293T細胞に導入し、2日後にMgCl2を含む
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スミドを導入したΔG-REVec感染293T細胞におけるGの発現。CBB染色をローディング
コントロールとした。(右) Gの開裂効率の比較。(左) を元に、ImageJを用いてバンド強
度により解析し、GP1とGP2の合計をtotalG (GP1+GP2+pre-G) で割ることで算出した。
(D) 回収したBoDV-1G-REVec粒子に含まれるGおよびMの検出。(C)で0.1 µgだけ導入し
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子に含まれるM。(D) を元に、ImageJを用いてバンド強度により解析した。エラーバー
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キーの多重比較検定 (C)を用いた。**, p < 0.01; ****, p < 0.0001; ns, non-significant
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な量でフーリンを追加で発現させ、そのときの BoDV-1-G の開裂と BoDV-1G-

REVecの導入力価を調べた。予想した通り、フーリンの発現を追加すると、導入

量依存的に粒子に取り込まれる pre-Gが減少し（図 6A）、産出されるベクターの

力価が増加したが、図 5Bで求めた最適な量（0.1 µg）を発現させたよりも低か
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った（図 6B）。これらのことから、BoDV-1G-REVecの導入力価を決定するのは、

フーリンだけでなく、Gの発現量も関わることが示された。そのことを確かめる

ために、G が最適な量で発現する ΔG-REVec 感染 293T 細胞にフーリン阻害剤

（decRVKR-cmk）を添加し、産出される粒子の力価を評価した。使用した阻害剤

の濃度依存的に、回収した BoDV-1G-REVecの力価が減少したが、Gを過剰に発

現させたときのほうが低かった（図 6C）。阻害剤添加による細胞の増殖に影響は

なかった（図 6D）。導入力価の高い粒子を産出させるためには、Gの開裂に寄与

するフーリンの機能だけでなく、Gの発現量が重要であることが確認された。 

REVec の粒子の産出を確かめるために、ネガティブ染色をおこない電子顕

微鏡を用いて解析した。Gを発現していない ΔG-REVec感染 293T細胞から粒子

が観察されたことから（図 7A）、BoDV-1 は M の発現のみで粒子を形成できる

ことが示された。次に、過剰に G を発現させて回収した粒子は、BoDV-GFP お

よび適量の G を発現させたときと同様に、突起をもつ粒子が電子顕微鏡で観察

された（図 7A）。M による粒子形成能と、G による粒子形成への影響を評価す

るために、ウイルス様粒子を用いて解析した。HiBiT タグを付加した M または

Nを 293T細胞に導入して、精製した培養上清の HiBiTによる発光強度を測定す

ることで、形成されたウイルス様粒子を定量した 57–59。Nを発現させても上清中

にほとんど発光は検出されなかったが、M の発現では検出された（図 7B）。さ

らに、そこに G を発現させても検出される発光強度に変化はなかったことから

（図 7B）、BoDV-1は M単体でウイルス様粒子を形成できるが、Gの発現はその

形成に影響を与えないことが示された。以上の結果から、BoDV-1-Gの過剰な発

現は、粒子自体の形成ではなく、GP1と GP2の粒子への取り込みに影響した結

果、導入力価を低下させることが明らかとなった。 
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外皮膜をもつ RNAウイルスの中で、膜蛋白質が vRNPと相互作用すること

でウイルス粒子の形成を促進させるウイルスが報告されている 60–62。BoDV-1G-

REVecの粒子への vRNPの取り込みを評価するために、粒子中の vgRNAを定量

的逆転写 PCR（RT-qPCR）により比較した。Gの発現の増加によって、細胞中の

vgRNAがわずかに増加した（図 8A）。Gを発現させていない細胞から産生され

た粒子中に vgRNAが検出されたことから、BoDV-1のMは粒子の形成だけでな

く、粒子への vgRNPの取り込みに機能することが示された。一方、細胞中に過

剰な pre-G を生じる G の過度な発現条件（図 5C）では、粒子に取り込まれる

vgRNA が G を発現させていないときと比較しておよそ 6 分の 1 まで減少した

（図 8B）。以上のことから、感染細胞中の BoDV-1-Gの発現量は、成熟した G だ

けでなく vgRNAの REVec粒子への取り込みにも関与することが示された。 

図7. Gの過剰な発現は粒子の産出自体に影響しない
(A) BoDV-GFPおよびBoDV-1G-REVecの電子顕微鏡解析。精製したベクターをネガティ
ブ染色し観察した。エラーバーは、25 nmを示す。(B)ウイルス様粒子を用いた粒子産出
量の比較。HiBiTタグを付与したNまたはM遺伝子と、GFPもしくはGspKO遺伝子を293T
細胞に導入し2日後に上清を回収した。精製した上清および細胞溶解液のHiBiTの活性を
測定した。エラーバーは、標準誤差を示す。統計解析は、ボンフェローニの多重比較検
定を用いた。n.s., non-significant
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2-3. 導入力価が低い粒子の産出は過剰発現による副産物 pre-Gに起

因する。 

G を過剰に発現させると細胞中で増加する pre-G が、子孫ウイルス粒子の

産出に影響するのかを調べるために、フーリンによる開裂部位 52 をアラニン置

換した G変異体（GspKO_R4A）を作製した（図 9A）63。まず、Gの開裂が細胞

内局在に影響するかを評価するために、ΔG-REVec が感染する Vero 細胞に、フ

図8. Gの過剰な発現は粒子へのvgRNAの取り込みを減少させる
(A) GspKO遺伝子導入2日後の細胞内のvgRNA量の比較。(B) 回収したBoDV-1G-REVecに
含まれるvgRNA量の比較。vgRNA量は定量的逆転写PCRにより検出した。エラーバーは、
標準誤差を示す。統計解析は、フィッシャーの最小有意差法を用いた。 *, p < 0.05; **, p
< 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001
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ーリンにより開裂する GspKOもしくは、開裂を介しない GspKO_R4Aをプラス

ミドにより発現させ、抗 BoDV-1-G 抗体を用いてその局在を観察した。その結

果、GspKO_R4Aの局在は GspKOと変わらなかったことから（図 9B）、BoDV-1-

Gのフーリンによる開裂は、細胞内の局在自体に影響しないことが示された。 

次に、ΔG-REVec 感染 293T 細胞に、GspKO と GspKO_R4A を同時に遺伝

子導入し、Gの発現パターンの変化をウェスタンブロット法により解析した。導
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図10.未開裂のGが粒子へのGP1, 2およびvgRNAの取り込みを減少させる
(A)(左)プラスミドを導入したΔG-REVec感染293T細胞におけるGの発現。GspKO (0.1 µg),
GspKO_R4A (0.1, 1.5 µg), M (5 µg) 発現プラスミドを3.0×106のΔG-REVec感染293T細胞に
導入し、2日後にMgCl2を含むHEPES緩衝液で回収し精製した。(右) 開裂したGの発現の
比較。(左) を元に、ImageJを用いてバンド強度により解析した。GP1とGP2の合計をCBB
で割ることで算出した。(B)(左) 回収したBoDV-1G-REVecに含めれるGおよびMの検出。
(A)でGspKO (0.1 µg)を導入した細胞溶解液を陽性対照として使用した。(右)ベクター粒
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Mで標準化した。(C) ベクター力価の比較。(D) 回収したBoDV-1G-REVecに含まれる
vgRNA量の比較。 vgRNA量は定量的逆転写PCRにより検出した。 (E) BoDV-GFPおよび
BoDV-1G-REVecの電子顕微鏡解析。精製したベクターをネガティブ染色し観察した。エ
ラーバーは、25 nmを示す。エラーバーは、標準誤差を示す。統計解析は、テューキーの
多重比較検定 (A)およびフィッシャーの最小有意差法 (B, C, D)を用いた。 *, p < 0.05; **,
p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001
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入した GspKO 発現プラスミド量が一定であるにもかかわらず、GspKO_R4A の

発現を増加させると、開裂した GP1と GP2が減少した（図 10A）。また、未開裂

の Gの発現は、粒子に取り込まれた GP1と GP2の量と（図 10B）、導入力価を

減少させた（図 10C）。さらに、Gを過剰に発現させたときと同じく（図 8B）、

未開裂の Gを発現させると粒子に取り込まれた vgRNAが減少した（図 10D）。

電子顕微鏡を用いて、産出された粒子を解析したところ、BoDV-GFPや、Gを適

切な量を発現させたときの粒子と同じく、GspKO_R4Aを発現させたときでも突

起をもつ粒子が観察された（図 10E）。以上のことから、Gの過剰な発現により

副産物的に増加する未開裂の Gが、成熟した Gおよび vgRNAの形成された粒

子への取り込みを減少させ、粒子の導入力価を低下させることが示された。  

 

 
2-4. オルソボルナウイルス属で CnBV-1 のみ例外的に高い開裂効率
を維持する。 

オルソボルナウイルス属には、BoDV-1以外にさまざまなウイルスが含まれ

る 64。オルソボルナウイルスの Gの細胞内領域は保存されているため（図 11A）、

BoDV-1から改良した ΔG-REVecの粒子の外皮膜に、BoDV-1-Gに代わり他のオ

ルソボルナウイルスの G を取り込ませたシュードタイプ ΔG-REVec を作製でき

るのではないかと予想した。さまざまな生物種を宿主とする、オルソボルナウイ

ルスの Gを比較することによって、Gの成熟過程、および子孫ウイルス粒子の形

成機構を調査した。BoDV-1 を含めオルソボルナウイルス属から異なる 10 つの

遺伝子型のウイルスの G をもつシュードタイプ ΔG-REVec を作製した。本実験

には、カワリリスボルナウイルス 1型（VSBV-1）、カナリアボルナウイルス 1型、

2型（CnBV-1, -2）、カエデチョウボルナウイルス 1型（EsBV-1）、オウムボルナ

ウイルス 2型、4型、5型、7型（PaBV-2, -4, -5, -7）、キンパラボルナウイルス 1

型（MuBV-1）を用いた 64。予想した通り、試験したすべての Gで、感染性が付

与されたシュードタイプ ΔG-REVecが回収されたことから、BoDV-1をもとに改
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良された REVecシステムにおいて、オルソボルナウイルスの Gは BoDV-1-Gに

代替してベクターを産出できることが示された（図 11B、C）。試験したベクター

の中で、CnBV-1-Gをもつシュードタイプ ΔG-REVecが、Vero細胞とウズラ線維

肉腫細胞（QT6細胞）の両方で最も高い力価を示した（図 11B、C）。 

 

ベクターの高い導入力価に CnBV-1-G の開裂が関わるのかを調べるため

に、ΔG-REVec感染 293T細胞に発現させる Gの量を増減させた。ほとんどのシ

ュードタイプ ΔG-REVecで、BoDV-1-Gと同じく発現量を増加させると導入力価

が減少したが、興味深いことに CnBV-1G-REVecの力価のみ影響しなかった（図

12A）。CnBV-1-Gの発現量をさらに変化させたが、CnBV-1-REVecの導入力価は

影響しなかった（図 12B）。細胞中の CnBV-1-Gの発現パターンを解析したとこ

ろ、発現量の増加により pre-Gは検出されるが、開裂効率は減少しなかった（図

図11.オルソボルナウイルス属のGを用いてΔG-REVecが回収できる
(A)(左)オルソボルナウイルス属に分類されるウイルスのG (10遺伝子) の細胞内領域のア
ライメント。(B), (C)ベクター力価の比較。 それぞれのG発現プラスミド (0.4 µg) を
1.2×105のΔG-REVec感染293T細胞に導入し、2日後に凍結融解法で回収した。Vero/puro細
胞 (B), QT6細胞 (C) を用いて力価を測定した。エラーバーは、標準誤差を示す。統計解
析は、ダネットの多重比較検定を用いた。 *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p <
0.0001
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12C）。これらのことから、G の過剰な発現により産生される子孫ウイルス粒子

の導入力価が減少する機構は、CnBV-1以外のオルソボルナウイルスで広く共通

することが示された。 

 

 
2-5. CnBV-1-G のシグナルペプチドは G の開裂効率に関与し産出粒

子の導入力価を上昇させる。 

発現量に依存しない一定した開裂効率を示す CnBV-1-G の責任領域を見つ
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図12. CnBV-1-Gの発現量は導入力価に影響しない
(A)(左) Gの発現量に依存した導入力価の変化。それぞれのG発現プラスミド (0.015もし
くは0.4 µg) を1.2×105のΔG-REVec感染293T細胞に導入し、2日後に凍結融解法で回収し
た。力価はVero/puro細胞を用いて測定した。(B) CnBV-1G-REVecの力価の比較。CnBV-
1-G発現プラスミド (0.015, 0.05, 0.15, 0.4 µg) を1.2×105 ΔG-REVec感染293T細胞に導入し、
2日後に凍結融解法で回収した。力価はVero/puro細胞を用いて測定した。(C)(左) CnBV-
1-G発現プラスミド導入したΔG-REVec感染293T細胞におけるGの発現。CBB染色をロー
ディングコントロールとした。(右) Gの開裂効率の比較。(左)を元に、ImageJを用いてバ
ンド強度により解析した。GP1とGP2の合計をtotalG (GP1+GP2+pre-G)で割ることで算出
した。エラーバーは、標準誤差を示す。統計解析は、スチューデントのt検定 (A)および
テューキーの多重比較検定 (B, C) を用いた。 *, p < 0.05; ****, p < 0.0001; n.s., non-
significant
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けるために、CnBV-1と遺伝的に近縁の CnBV-2とアミノ酸配列を比較し 65、3つ

の非保存領域に注目した（図 13A）。一つ目は、N末端のシグナルペプチド（SP）

で、CnBV-1 はアミノ酸が 9 つ少ない。二つ目は、CnBV-1 の 121 番目のアミノ

酸（P）で、膜融合の機能に重要とされる fusion loop周辺に位置し極性が異なる
66,67。三つ目には、フーリンによる開裂部位の直前領域（BC）に注目した 52。こ

れらの 3つの領域を、CnBV-1と CnBV-2で置換したキメラ Gを発現するプラス

ミドを作製し（図 13B）、それらのキメラ Gをもつシュードタイプ ΔG-REVecを

回収した。その結果、CnBV-2の SPに置換した CnBV-1-G（CnBV-1_SP2）は REVec
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式図。(C), (D)キメラCnBV-1-G (C) もしくはキメラCnBV-2-G (D) により回収したΔG-
REVecの導入力価の比較。それぞれのG発現プラスミド (0.4 µg) を1.2×105のΔG-REVec感
染293T細胞に導入し、2日後に凍結融解法で回収した。力価は、Vero/puro細胞を用いて
測定した。エラーバーは、標準誤差を示す。統計解析は、ダネットの多重比較検定を用
いた。 **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001
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の力価を減少させた（図 13C）。逆に、CnBV-2-Gに CnBV-1の SPに置換すると、

REVecの力価が増加した（図 13D）。以上のことから、CnBV-1-Gの SPが、CnBV-

1-Gによる高い導入力価の粒子の産出に関与することが示された。 

 次に、細胞中において、CnBV-1-Gの SPが Gの開裂効率にも影響するの

かを調べた。もとの CnBV-1_Wt と比較して、CnBV-1_SP2 の開裂効率が顕著に
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図14. CnBV-1-GのSPが発現量に依存しない開裂効率の維持に関わる
(A) キメラG発現プラスミド導入したΔG-REVec感染293T細胞におけるGの発現。CBB染
色をローディングコントロールとした。(B), (C) キメラCnBV-1-G (B), キメラCnBV-2-G
(C) の開裂効率の比較。(A) を元に、ImageJを用いてバンド強度により解析した。GP1と
GP2の合計をtotalG (GP1+GP2+pre-G) で割ることで算出した。(D)(上段) PLAを用いたキ
メラGとフーリンとの相互作用の検出。相互作用のシグナルを赤、細胞骨格を緑で示す。
(下段) キメラGとフーリンの細胞内局在。FLAGタグを付与したキメラGとフーリンプラ
スミドにより発現させ、抗FLAG抗体および抗フーリン抗体を用いて免疫蛍光染色によ
り検出した。(E)キメラGとフーリンとの相互作用の定量化。(D)(上段)をもとに、ImageJ
を用いて1細胞当たりのシグナルの面積を解析した。エラーバーは、標準誤差を示す。統
計解析は、テューキーの多重比較検定 (B, C) およびフィッシャーの最小有意差法 (E) を
用いた。 *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001
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減少し、発現量を増加させるとさらにその効率が減少した（図 14A、B）。一方、

CnBV-2_SP1は発現を増加させても高い開裂効率を維持した（図 14A、C）。さら

に、どのように Gの SPが開裂効率に影響を及ぼすのかを調べるために、近接ラ

イゲーションアッセイ（PLA）を用いて細胞内のフーリンとキメラ Gとの相互作

用を評価した。CnBV-1-Gもしくは CnBV-2_SP1を発現させた細胞において、フ

ーリンとの相互作用を示す PLAのシグナルは、CnBV-2-Gもしくは CnBV-1_SP2

を発現させたときよりも多かった（図 14D、E）。その一方で、試験したすべての

G の細胞内局在に変化はなかった（図 14D）。これらのことから、CnBV-1-G の

SP が細胞内のフーリンとの相互作用を介して pre-G の開裂効率に関与し、高い

導入力価の REVecの産出に寄与することが示された。 

 

 
2-6. CnBV-1-Gをもつ REVecは高い導入力価を示す。 

CnBV-1 は鳥類を宿主とするが 68,69、CnBV-1-G は哺乳類細胞において効率

的に開裂し、ΔG-REVecに感染性を付与した（図 11B、12B、12C）。そこで、Vero

細胞、QT6 細胞以外の細胞での CnBV-1-G-REVec の導入力価を調べるために、

ヒト培養細胞、遺伝子細胞治療に利用されるヒト多能性幹細胞（iPSC）70–72、生

体の状態に近い哺乳類初代培養細胞を用いて評価した。ヒトオリゴデンドグリオ

ーマ細胞（OL細胞）において、CnBV-1-Gは BoDV-1-Gと比較して REVecの力

価を 15倍上昇させた（図 15A）。iPSCを用いた評価には 201B7と 409B2を使用

し、CnBV-1-Gは BoDV-1-Gよりもそれぞれ 5.8倍、13.6倍高い導入力価を示し

た（図 15B）。さらに、ラット初代アストロサイト、初代オリゴデンドログリア

前駆細胞（OPC）への導入力価を比較した。どちらの初代培養細胞でも CnBV-1-

G をもつシュードタイプ ΔG-REVec の導入力価のほうが高かった（図 15C）。こ

れらの結果から、CnBV-1-G-REVecは iPSCを含めたヒト細胞および、哺乳類初

代培養細胞に効率的に外来遺伝子を導入できることが示された。 
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最後に、ベクターゲノム上に CnBV-1-G遺伝子を組換えた REVecの力価を、

BoDV-1-Gおよび CnBV-2-Gと比較した。REVecのゲノムでは G遺伝子は、Mと

L遺伝子が重なっているため（図 16A）、G遺伝子の ORFのみをゲノムに組換え

ることができない。そこで、M遺伝子、G遺伝子、および L 遺伝子のイントロ

ンを欠損させたΔMG-REVecを利用し 37、GFPと L遺伝子の間に G遺伝子を挿

入した（図 16A）。ゲノムプラスミドと、ヘルパープラスミド（N, X, P, M, L）を

293T 細胞に導入することで、G 組換え REVec を回収した（図 16B）。回収した

ベクターの導入力価は、Vero細胞を用いて決定した。その結果、CnBV-1-Gは、

BoDV-1-Gと CnBV-2-Gと比較して最も高い導入力価を REVecにもたらした（図
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16C）。以上から、CnBV-1-Gを用いることで、シュードタイプだけでなく G遺伝

子組換え REVecの導入力価を向上できることが示された。 
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3-1. Gの蛋白質分解性成熟に関わる新たな細胞内因子の可能性 

本研究は、標的細胞への遺伝子導入効率の低い REVecシステムを改善する

ことを目的として、これまでに明らかにされていないオルソボルナウイルスの G

の感染性粒子の形成における役割の解明を試みた。まず、これまで複数報告され

ていたことと一致して 51、N が一様に発現する感染細胞の半数でしか G の発現

を検出できない Gの発現量の低さに注目し（図 3B、C）、それによる粒子産出に

影響があるのかを調べた。BoDV-1-Gを過剰に発現させると、pre-Gが増加し（図

3C、5C）、その成熟過程における開裂効率、成熟した Gと vgRNAの粒子への取

り込みが減少することが示された（図 5C、8B）。これらの粒子は、導入力価が低

い（図 5B、10C）。一方で、Gの過剰な発現による pre-Gの増加は（図 4C、5C）、

内因性のフーリンの発現が低いことによって 56、BoDV-1-Gの効率的な開裂が妨

げられている結果である可能性が考えられた。実際に、プラスミド導入によりフ

ーリンの発現を増加させると、粒子に取り込まれる未開裂 Gが減少し（図 6A）、

BoDV-1G-REVecの力価が上昇した（図 6B）。しかしながら、フーリンの追加発

現による感染性粒子の産生は、G を最適な量を発現させたときよりも上回るこ

とがなかった（図 6B）。逆に、最適な量で G が発現している細胞にフーリン阻

害剤を処理したときの粒子の導入力価は、過剰に G を発現させたときよりも下

回らなかった（図 6C）。さらに、オルソボルナウイルス属の中で CnBV-1-Gだけ、

その発現量に依存せず高い効率を維持した（図 12C）。これらの結果からフーリ

ンの他に、開裂もしくは細胞内局在に影響を与える細胞内の蛋白質分解酵素や

そのほかの要素が、オルソボルナウイルスの G の効率的な成熟に必要であるこ

とが示唆された。 

これまで、フーリンによる開裂により活性化するウイルス膜糖蛋白質が多

数あり 73、BoDV-1-Gにもその開裂モチーフ RXK/RRをもつことから、フーリン

による開裂が成熟に関与することが確認された 52。しかしながら、開裂認識配列

が共通するサブチリシン様プロ蛋白質転移酵素（SPC）には、フーリン（SPC1）

の他に 7つの酵素（SPC2、SPC3、 SPC4、SPC5、SPC6、SPC7、PCSK9）が含ま
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れる。その中でも、神経指向性を示す BoDV-1が感染する脳に分布する神経内分

泌細胞で発現する SPC2や SPC3、もしくは BoDV-1-Gが局在する小胞体 53で自

己活性化する SPC474が成熟に関わる可能性が考えられた。また、BoDV-1-G の

膜貫通領域と細胞内領域に小胞体保留シグナル配列を持つことを示唆する報告

がされているが、そのメカニズムは解明されていない 53。細胞内局在に影響を与

える細胞内因子の解明にはさらなる解析が必要とされる。 

 

 
3-2. BoDV-1-Gの子孫ウイルス粒子産出における役割 

開裂を介したウイルスの膜糖蛋白質の成熟は、子孫ウイルス粒子への組み

込みや、その細胞内輸送に関わる 75–79。BoDV-1-Gの開裂されていない Gの細胞

内局在は、Gの局在と変わらなかったことから（図 9B）、Gの開裂はその細胞内

輸送に関与しないことが示された。その一方、細胞内における未開裂の G の蓄

積は、その開裂を妨げ（図 10A）、作製途中のウイルス粒子への vgRNAの取り込

みを減少させる（図 10D）。外皮膜をもつ多くの RNAウイルスの膜糖蛋白質が新

規粒子の vRNPの取り込みの促進に関わることが知られている。例えば、BoDV-

1 と同じく RNA ウイルスでブニヤウイルス科に含まれるウークニエミウイルス

の膜糖蛋白質は、vRNP と相互作用を介して、粒子へのウイルスゲノムの取り込

みに機能する 62。また、インフルエンザ A型のヘマグルチニン（HA）は、粒子

が出芽する脂質ラフトに vRNPを効率的に誘引することで、産出粒子に vRNPを

取り込ませる 80,81。そのため、vgRNAの粒子への取り込みにおいて、膜糖蛋白質

の前駆体 pre-Gが抑制的な効果をもつことにBoDV-1特異的な戦略があると考え

られた。未開裂の G がどのようにその開裂効率を低下させ、さらに粒子への成

熟 Gおよび vgRNAの取り込みを減少されるのか不明であるが、未開裂の Gが

Gの過剰な発現の指標となり、子孫ウイルス粒子の産出において負のフィードバ

ックとしての役割を持つ可能性があると考えられた。vRNPの粒子への取り込み

における BoDV-1-Gがもつ機能の詳細な解明には、Gと Mもしくは vRNPとの
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相互作用についてのさらなる調査が必要である。 

 

 
3-3. BoDV-1-Gの発現量による戦略的な子孫ウイルス粒子産出機構 

BoDV-1の子孫ウイルス粒子の産出は、Gの成熟に関わる蛋白質分解酵素よ

りも BoDV-1-Gの発現量によって強力に制御されることが示された。BoDV-1感

染細胞における G の発現は、宿主のスプライシング機構を利用して転写された

後でも制御される 47,48。G の ORF の上流には複数の開始コドンがあり、leaky 

ribosomal scanningを介して翻訳されるスプライシングされていない mRNA（2.8 

kb, 7.2 kb）、および上流のミニシストロンによって促された ribosomal reinitiation

による翻訳されるスプライシングされた mRNA（2.7 kb, 7.1 kb）から Gが発現す

る 48。さらに、BoDV-1-Gの ORFには、Lの mRNAのイントロンが含まれる 49。

以前の報告では、in vivo感染では、脳の大脳皮質、海馬、扁桃体、視床の神経細

胞に G の発現が限定され、さらにその感染後期においてはその発現が制限され

る 82。外皮膜をもつウイルスでは、膜蛋白質の過剰な発現が新規ウイルス粒子の

形成を促進する代わりに、未成熟の膜蛋白質の産生で宿主の自然免疫反応を誘

導することも報告されている 83,84。これらの報告は、自然免疫反応の回避と、成

熟粒子の効率的な産出は、相反関係であることを示す。BoDV-1は細胞の核内で

持続感染を成立させるために、レーダーに探知されにくいステルス機のように、

免疫機構を逃れながら成熟粒子を産出し、水面下で感染を維持する機構を有し

ているのではないかと考えられた。 

 

 
3-4. 粒子産出機構における CnBV-1-Gの特質的な機能 

BoDV-1-G を用いて明らかにした発現量に依存した子孫ウイルス粒子の産

出機構が、オルソボルナウイルス属の Gで広く保存された（図 12A）。しかしな

がら、例外的に CnBV-1-Gは過剰に発現させても、その開裂効率および産出粒子
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の導入力価が高く維持された（図 12B、C）。CnBV-1は、前胃拡張症 （PDD）の

症状を呈したカナリア（Serinus canaria）から 2009年に同定された 68。感染実験

において病原性の再現性が確認されたことから 69,85、PDDの病原ウイルスとして

特定され、ドイツで捕獲されたカナリアの 40%で CnBV-1が検出された 69。これ

までに、CnBV-1に加えて CnBV-2と-3が発見されたが、それぞれのウイルス学

的な性状および病原性の相違は明らかにされていない。本研究において、CnBV-

2-Gと組換えたキメラ CnBV-1-Gを用いた解析によって、SPが細胞内のフーリン

との相互作用を介した G の高い開裂効率に重要な領域であり、それによって産

出された粒子の導入力価が上昇することが示された（図 11C、11D、12）。SPは、

その蛋白質の分泌や成熟に関わる細胞内輸送を指示する配列であるが、さらな

る機能をもつことが報告されている 75,86–89。例えば、ヒト免疫不全ウイルス 1型

（HIV-1）の膜蛋白質の SPは、その発現量、および輸送効率、糖鎖修飾、フォー

ルディング、感染効率と多岐に影響を与える 87,88,90。また、リンパ球性脈絡髄膜

炎ウイルス（LCMV）の膜糖蛋白質（GP）の SPは、シグナルペプチダーゼによ

り切断された後も GPと複合体を形成し、成熟過程における GPの開裂、および

細胞表面での発現に関与する 75。今回の研究で、CnBV-1の SPが Gの開裂効率

に関わる細胞内因子であるフーリンとの相互作用に関与することを明らかにし

た（図 14D、E）。しかしながら、CnBV-1は培養細胞で持続感染を起こし 69、感

染生体内ではウイルス力価が低いことから 85、CnBV-1の感染細胞内での Gの高

い開裂効率やウイルス粒子の成熟効率を制限する因子が存在する可能性が考え

られた。 

 

 
3-5. CnBV-1-Gを用いた REVecシステム改善 

オルソボルナウイルスの感染性粒子の産出における G の役割の解明は、

REVecシステムの改良に大いに貢献すると考えられた。実際に、遺伝子治療の分

野で広く承認されているレンチウイルスおよびレトロウイルスでは 2、ほかのウ
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イルスである水疱性口内炎ウイルス（VSV）の膜糖蛋白質 G が利用されている
91,92。ベクターの回収に VSV-Gを用いることで、導入できる細胞の種類が拡大す

る。また他方面ではベクター粒子に安定性を与え、ベクター精製の工程を経ても

感染性を維持させる 93–95。これまでの報告で、VSV-G は ΔG-REVec を産出させ

ることができなかったが、BoDV-1-Gの細胞内領域を組換えると産出できたこと

から、BoDV-1の粒子への膜糖蛋白質の取り込みには細胞内領域が重要であるこ

とが示唆されていた 36。そこで、細胞内領域が保存されるオルソボルナウイルス

属に含まれるウイルスの Gを用いたところ、ΔG-REVecを産出させることができ

た（図 11）。CnBV-1-Gを外皮膜にもたせた ΔG-REVecは、iPSCを含めヒト細胞

およびラット初代培養細胞にも、効率的に外来遺伝子を導入した（図 15）。さら

に、ベクターゲノム上に CnBV-1-Gを組換えた REVec の導入力価もまた、BoDV-

1-G および CnBV-2-G を組換えた REVec と比較して最も高かった。以上のこと

から（図 16C）、in vivoおよび ex vivoでの遺伝子細胞治療への応用の可能性が示

された。しかしながら、将来的に臨床分野での利用のためには、CnBV-1-Gを利

用した REVecの免疫原性や分布など in vivoにおける特性の評価が必要である。 

本研究において、膜糖蛋白質の発現を制限し、未成熟の膜蛋白質の蓄積を

抑えることで、少数ではあるが導入力価の高い子孫ウイルス粒子のみを産出する

BoDV-1特異的な機構を明らかにした。このことは、無駄なく子孫ウイルス粒子

を産出することで、宿主の免疫機構を回避しながら効率的に感染を拡大する新

たな持続感染戦略として提示できる。さらに、REVecの産出システムの抜本的な

改良に貢献することが期待できる。 
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細胞培養 

ヒト胎児腎細胞（293T 細胞）、GFP 組換え BoDV-1感染 293T 細胞、ピュ

ーロマイシン耐性遺伝子恒常発現アフリカミドリザル腎臓上皮細胞（Vero/puro

細胞）には、10％ ウシ胎児血清（FCS）を含むダルベッコ改変イーグル培地

（DMEM）（1.0 g/L glucose）（nacalai tesque, Kyoto, Japan）を使用した。ΔG-REVec

感染細胞 Vero細胞には、10％ FCSを含む DMEM（1.0 g/L glucose）（nacalai tesque）

を使用した。ヒトオリゴデンドログリオーマ由来細胞（OL 細胞）と ΔG-REVec

感染細胞 293T細胞には、それぞれ 5％, 10％ FCSを含む DMEM（4.5 g/L glucose）

（Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA）を使用した。ウズラ線維肉腫細胞（QT6

細胞）には、5％ FCSを含む DMEM-F12（Thermo Fisher Scientific）を使用した。

ヒト人工多能幹細胞（iPSC）の201B7と409B2には、5 ng/mL FGF basic (ReproCELL 

lnc., Kanagawa, Japan）を含む Repro FF2（ReproCELL lnc.）を用いた 40。すべての

細胞は、37 °C、5％ CO2、飽和水蒸気温槽中で培養した。 

 

 
免疫蛍光染色 

8穴チャンバースライド（Matsunami Glass Ind., Osaka, Japan）を用いておこ

なった。4% パラホルムアルデヒド（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）

により室温で 15分間、細胞を固定した。0.5％ Triton-X100と 2% FCSを含む PBS

を以降の反応溶液として用いた。PBSで洗浄後、反応溶液で 15分間ブロッキン

グと膜透過処理をおこなった。反応溶液で希釈した一次抗体を 1時間反応させ、

PBSで洗浄した。一次抗体の使用については下記に示す。反応溶液で 1,000倍希

釈した Alexa Flora 555標識ウサギ抗体（Thermo Fisher Scientific）、Alexa Flora 488

標識マウス抗体（Thermo Fisher Scientific）および 300 nM DAPI（Merck, Darmstadt, 

Germany）を二次抗体反応液として加え、暗所室温で 1時間静置した。PBSで洗

浄後、Fluoro-KEEPER（nacalai tesqu）もしくは Prolong Gold（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて封入した。観察には、共焦点レーザー顕微鏡 ECRIPSE Ti
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（Nikon, Tokyo, Japan）または DeltaVision Elite （Cytiva, Tokyo, Japan）を使用し

た。一次抗体は、抗 N抗体（HN132）（1:4）、抗 BoDV-1-G抗体（1:750）36、抗

FLAG M2 抗体（Merck）（1:5,000）、抗フーリン抗体（abcam, Cambridge, UK; 

ab183495）（1:750）を上記の通り希釈して用いた。 

 

 
プラスミド作製 

ヒトフーリンの cDNA は、293T 細胞から逆転写 PCR により作製し、

pCAGGSに挿入することで発現プラスミドを作製した。 

HiBiT タグ付き BoDV-1-N もしくは、BoDV-1-M は、PCR により作製し、

pCAGGS、pEF4myc/Hisにそれぞれ挿入した。 

フーリンによる開裂を受けない GspKO_R4A 発現プラスミドは、開裂認識

部位アルギニンをアラニンへの置換は、PCR を用いて作製し、pCAGGS に挿入

した。 

EsBV-1-G（GenBank accession no. KF680099）、CnBV-1-G（GenBank accession 

no. KC464471）、CnBV-2-G（GenBank accession no. KC464478）、PaBV-7-G（GenBank 

accession no. JX065210）は、人工遺伝子合成（Fasmac, Kanagawa, Japan）により

取得し、VSBV-1-Gは gBlocks Gene Fragments（Integrated DNA Technologies, Iowa, 

USA）により取得した。PaBV-5-G（GenBank accession no. LC120625）、MuBV-1-

G、PaBV-2-G 96 および PaBV-4-G 96 は、PaBV-5 感染オオハナインコ（Eclectus 

roratus）の糞便、MuBV-1、PaBV-2もしくは PaBV-4感染 QT6細胞からそれぞれ

逆転写 PCRにより取得した。すべての G遺伝子がもつスプライシングアクセプ

ター部位にある AGに同義変異を加えた。上記すべて、岩手大学大塚弥生博士か

らいただいた pCAGGSに挿入し発現プラスミドを作製した。 

キメラCnBV-1-GおよびキメラCnBV-2-G、FLAGタグ付きCnBV-1-G,CnBV-

1_SP2, CnBV-2-G, CnBV-2_SP1は、PCRにより断片を作製した。シグナルペプチ

ド領域は、SignaIP-5.0（https://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）を用いて決定した。
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岩手大学大塚弥生博士からいただいた pCAGGSに挿入し発現プラスミドを作製

した。 

BoDV-1G-、CnBV-1G-、CnBV-2G-ΔM-REVec をつくるために、 pFct-

BoDVΔMG-GFP 37の PとGFPの遺伝子の間に、制限酵素認識部位のAscIとAsiSI

を挿入した。さらに、GFP遺伝子と G遺伝子をそれぞれ AscI/AsiSI、BsiBI/PacI

に挿入した。 

 

 
ウェスタンブロット法 

細胞溶解液（50 mM Tris-HCl（pH 7.4）、150 mM NaCl、1 % TritonX-100）で

2倍希釈した SDS サンプル緩衝液（125 mM Tris-HCl（pH 6.8）、10% 2-メルカプ

トエタノール、4% ドデシル硫酸ナトリウム、10% スクロース、0.01% ブロモフ

ェノール）で溶解した細胞を 95 °Cで 10分間加熱したものを SDS-PAGEサンプ

ルとした。回収したベクターのサンプルは、上記の SDS サンプル緩衝液で準備

した。e-PAGEL（ATTO Corporation, Tokyo, Japan）を用いてゲル 1枚あたり 20-25 

mA 定電流で、蛋白質を分画し、Trans-Blot Turbo PVDF Transfer Pack（Bio-Rad, 

Richmond, USA）を用いてポリフッ化ビニリデン膜に転写した。その後、5 %ス

キムミルク（Wako Pure Chemical Industries）を含む TBS-T（0.1 % Tween 20）を

用いて室温で 1 時間以上ブロッキングした後、Can Get Signal Immunoreaction 

Enhancer Solution 1（Toyobo, Osaka, Japan）で希釈した一次抗体を一晩 4 °Cで反

応させた。一次抗体は、抗 BoDV-1-G 抗体（1:1,000）24、注文品の抗 CnBV-1-G

抗体（Eurofins Genomics K.K., Tokyo, Japan）（1:1,000）、抗 BoDV-1-M抗（1:500）
23、抗フーリン抗体（abcam, Cambridge, UK; ab183495）（1:20,000）を希釈して用

いた。TBS-Tで洗浄後、Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 2（Toyobo）

で 50,000倍希釈した HRP標識抗マウスまたはラビット IgG抗体（Merck）を室

温で 2時間以上反応させた。TBS-Tで洗浄後、Clarity Western ECL Substrate（Bio-

Rad）に用いて、化学発光反応により検出した。Fusion Solo instrument （Vilber-
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Lourmat, Marne-la-Vallée Cedex, France）でバンドの検出、および撮影をおこなっ

た。バンド強度は、ImageJを用いて解析した。 

 

 
REVec 回収と導入力価の測定 

Cellmatrix（Nitta Gelatin Inc, Osaka, Japan）でコーティングし ΔG-REVec感

染 293T細胞で播種した。翌日、TransIT-293 Transfection Reagent（TaKaRa, Shiga, 

Japan）を用いて付属の手順に従い、それぞれ図の説明文に記載したプラスミド

（図 5B, 6A, 10A, 11BC, 12A, 13CD）を導入した。フーリン阻害剤を用いる場合

は、導入 1時間後に decRVKR-cmk（Cayman Chemical, Michigan, USA）を図の説

明文に記載した濃度で添加した。decRVKR-cmkについては後述にする。導入 48

時間後、20 mM 4-[2-hydroxyethyl]-1-piperazineethanesulfonic acid（HEPES）（pH 7.5）

で洗浄し、1% FCSと 250 mM MgCl2を含む 20 mM HEPES を加えた。37 °Cで

90分間静置した後、上清を 0.22 µmフィルター（Merk）でろ過し、20%ショ糖と

1% FCS を含む 20 mM HEPES を用いて 80,000 × g、4 °Cで 1時間超遠心した
97。その沈殿物を PBSで懸濁した。代わりの方法として、プラスミド導入 48時

間後、FCSを含まない DMEM（Thermo Fisher Scientific）を洗浄し、同 DMEMを

加え 2回凍結融解した。加えた培養液を 3,000 rpmで 5分間遠心し、上清を回収

した。両方法で回収したベクター溶液は、-80 °Cで保存した。 

回収したベクターを 10倍段階希釈した溶液を準備し、Vero/puro細胞、QT6

細胞、もしくは OL 細胞に接種させ、3 日後に Eclipse TE-2000-U 倒立顕微鏡

（Nikon）を用いて GFP陽性細胞を計数した。 

 

 
WST-1を用いた細胞増殖の評価 

ジメチルスルホキシドに溶解し、10 mM decRVKR-cmk（Cayman Chemical）

を保存用濃度として準備した。細胞に使用する濃度には、Opti-MEM I Reduced 
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Serum Media（Thermo Fisher Scientific）を用いて希釈した。12穴プレートに ΔG-

REVec感染 293T細胞を播種した翌日に、各濃度の decRVKR-cmkを添加した。

2日後、100 µLの Premix WST-1 Cell Proliferation Assay System（TaKaRa）を添加

し、37 °C で 2時間反応させた後、440 nmの吸光度をマイクロプレートリーダ

ー（SH-9000 Lab）（Corona Electric, Ibaragi, Japan）を用いて測定した。 

 

 
電子顕微鏡解析 

超遠心した後、20 mM HEPESで懸濁した沈殿物を、2 % パラホルムアルデ

ヒドで固定し、2 % 酢酸ウラニルを用いてネガティブ染色した。透過電子顕微鏡

像は、加速電圧 80 kVで HT7700（Hitachi High-Tech, Tokyo, Japan）を用いた。 

 

 
HiBiTによるウイルス様粒子解析 

293T細胞に HiBiTタグ付き BoDV-1-N、HiBiTタグ付き BoDV-1-M、BoDV-

1-G、陰性対照として EGFP 発現プラスミドを TransIT-293 Transfection Reagent

（TaKaRa）を用いて導入した。その 48時間後、培養上清を 20% ショ糖水溶液に

よって 288,000 × g、4 °Cで 2時間超遠心し、沈殿物を PBSにより懸濁した。ま

た、細胞は上述の細胞溶解液により回収した。それぞれ、9 µL の精製した培養

上清と細胞溶解液の HiBiTは、Nano-Glo HiBiT Lytic Detection System（Promega, 

Wisconsin, USA）を用いて付属の手順に従い、定量した。 

 

 
定量的逆転写 PCRによる vgRNAの比較 

Nucleospin RNA virus kit（Macherey-Nagel, Düren, Germany）を用いて付属の

手順に従い、超遠心したベクター溶液から total RNAを抽出した。7 µLの RNA

から、SuperScript IV Reverse Transcriptase（Thermo Fisher Scientific）を用いて BoDV-
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1特異的プライマー（5′-GTT GCG TTA ACA ACA AAC CAA TCA T-3′）98によっ

て、cDNAを合成した。1 µLの cDNAから、Luna Universal qPCR Master Mix（New-

England Biolabs, Massachusetts, USA）を用いて定量 PCRをおこなった。BoDV-1

ゲノム特異的プライマー（forward : 5’- ATG CAT TGA CCC AAC CGG TA -3’、

reverse : 5’- ATC ATT CGA TAG CTG CTT CCT TC -3’）を用いた 43。定量 PCRは、

CFX Connect real-time system（Bio-Rad）を用いて 95 °Cを 30秒後、95 °Cで 5秒

間し、60 °Cを 30秒間の過程を 40サイクルでおこなった。測定した CT値から

検量線を作成することで、vgRNA量を比較した。 

 

 
アミノ酸配列のアライメント 

CLC Genomics Workbench Version 20.0.4wを用いて、オルソボルナウイルス

属のウイルスの G の細胞内領域をアライメントした。細胞内領域は、TMHMM 

Server v. 2.0（https://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/）を用いて決定した。 

 

 
In situ近接ライゲーションアッセイ 

5.0×104 Vero/puro細胞に、Lopofectamine 2000（Thermo Fisher Scientific）を

用いて付属の手順に従い、FLAGタグ付き CnBV-1-G、CnBV-1_SP2、CnBV-2-G、

または CnBV-2_SP1（0.4µg）とヒトフーリン（0.1µg）を導入した。その後 48時

間で、細胞を 4％ パラホルムアルデヒド（Wako Pure Chemical Industries）によっ

て室温で固定し、0.5％ Triton-X100と 2% FCSを含む PBSで 15分間処理した。

同反応液で希釈した抗 FLAG M2（Merck）（1:5,000）、または抗フーリン抗体

（Abcam; ab183495）（1:750）で 1時間反応させた。以降の過程は、DuoLink PLA

テクノロジープローブおよび試薬（Merck）を用いて、付属の手順に従った。抗

マウス PLUS および抗ウサギ MINUS を PLA プローブとして使用した。増幅過

程の後、細胞骨格を標識するために 100 nM Acti-stainTM 488 Fluorescent Phalloidin
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（Cytoskeleton, Denver, USA）を用いて室温で 30分間反応させた。PBSで洗浄し

た後、Duolink in situ mounting medium containing DAPIで封入した。DeltaVision 

Elite（Cytiva）を用いて観察した。 

 

 
iPSCにおける ΔG-REVecの導入力価 

ΔG-REVec感染 293T細胞を、Cell matrix（Nitta Gelatin Inc）でコーティング

したシャーレに播種し、TransIT-293 Transfection Reagent（TaKaRa）を用いて、

BoDV-1-G もしくは CnBV-1-G 発現プラスミドを導入した。その 48 時間後、細

胞を 2％ FCSを含む 200 µLの DMEM中に懸濁させ、超音波処理により細胞を

破壊した。上清を 1200 × g、4 °Cで 25分間遠心分離することにより回収した。

201B7または 409B2 iPSCへの ΔG-REVecの接種は、記載されているようにおこ

なった 40。接種 5日後に、Eclipse TE-2000-U倒立顕微鏡（Nikon）を用いて蛍光

顕微鏡像を取得し、GFP発現領域の面積を ImageJで解析した。 

 

 
ラット初代グリア細胞樹立 

アストロサイト 

0から 2日の Slc:SDラット（SLC, Shizuoka, Japan）新生仔の大脳皮質を取

り出し、20 ％ FCS DMEM（Thermo Fisher Scientific）で懸濁し、Poly-DL-ornithine 

hydrobromid（Merck）でコーティングした T-75フラスコ（Thermo Fisher Scientific）

で培養した。2日に 1度の培地交換で 2週間培養した後、220 rpm、37 °Cで 1時

間振とうさせた。培地交換後さらに、220 rpm、37 °C で一晩振とうさせた T-75

フラスコの底に接着した細胞を、トリプシンではがしてアストロサイト として

回収した。1,000 rpmで 3分間遠心し、回収した細胞を 10 ％ FCSを含む DMEM

（Thermo Fisher Scientific）で懸濁した。24穴プレートには 5.0 × 104、また 48穴

プレートには 1.0 × 104で播種した。3日 1回の培地交換で培養した。 
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オリゴデンドログリア前駆細胞（OPC） 

上述のアストロサイトの樹立工程の途中で 220 rpm、37 °Cでさらに一晩振

とうさせた後、培養上清を 40 µm セルスレーナー（Falcon、Kanagawa、Japan）

によりろ過した培地を 10 cmシャーレにまき、1時間 37 °Cで静置した。シャー

レの上清を 40 µm セルスレーナーでろ過し、1,200 rpm で 5 分間遠心して OPC

として回収し下記の OPS 用の培地で懸濁した。OPC 用の培地は、2 mM L-

glutamine acid（nacalai tesque）、B-27 supplement（Thermo Fisher Scientific）10 ng/mL 

Recombinant Human PDGF-AA（Peprotech、Rocky Hill、USA）、および 10 ng/mL 

Recombinant Human FGF-basic（Peprotech）を含む Neurobasal Medium（Thermo 

Fisher Scientific）を用いた。Poly-L-ornithine hydrobromide（Thermo Fisher Scientific）

でコーティングした 6穴プレートには 1.0 × 104の OPC、48穴プレートには 1.0 × 

104播種し、2日 1回の培地交換で培養した。 

 

 
ラット初代グリア細胞における導入力価評価 

前述の樹立したラット初代アストロサイトおよび OPCに、各培地で 250 倍

希釈した超音波処理により回収したベクター（BoDV-1G-REVec、CnBV-1G-

REVec）を、48穴プレートにそれぞれ 125 µLを加えた。37 °Cで 1時間吸着さ

せ、培地で一度洗浄し、培養した。培養 3 日後、Eclipse TE-2000-U 倒立顕微鏡

（Nikon）で GFPの発現を観察した後、4 % パラホルムアルデヒドで固定した。

GFP陽性細胞の計数は、オールインワン顕微鏡 BZ-X700（Keyence, Osaka, Japan）

を用いた。 

 

 
G組換え ΔM-REVec-GFPの作出 

293T細胞（6.0×105）に、pCAG-BoDV-2-N（500 ng）、BoDV-1-P（25 ng）、
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BoDV-1-X（5 ng）、BoDV-1-M（20 ng）、BoDV-1-L（250 ng）、および BoDV-1-G-、

CnBV-1-G-または CnBV-2-G-ΔM-REVecのゲノムプラスミド（2 µg）を TransIT-293 

Transfection Reagent（TaKaRa）により導入した。導入 3日後、それぞれ 4.0×106

の細胞から、上述の超音波を用いた方法によりベクターを回収した。導入力価

は、上述の通り、Vero/puro細胞を用いて決定した。 

 

 
統計解析 

統計解析は GraphPad Prism 8を用いた。使用した検定方法は、図の説明文

に示した。  
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注釈 

図 11B、11C、12Aで使用した VSBV-1-G、PaBV-5-G、MuBV-1-G、PaBV-2-Gお

よび PaBV-4-G発現プラスミドに用いた cDNAは、本研究室所属 小森園 亮氏

により作製された。図 6A、6Bで使用したヒトフーリン発現プラスミドは、本

研究室所属 助教牧野 晶子博士により作製された。電子顕微鏡による解析（図

7A, 10E）は、京都大学大学院生命科学研究科微細構造ウイルス学所属の博士課

程藤田 陽子氏によって取得されたデータを使用した。図 15Cで用いた初代ラ

ットグリア細胞は、滋賀医科大学内科学講座脳神経内科所属の南山 素三雄特

任助教と共同で樹立したものである。 
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