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論 文 の 内 容･の 要 旨

狂犬病ウイルスはヒトを含むほとんど全ての哺乳動物に感染する｡本ウイルスは致死的

な神経症状を引き起こし､発病するとヒトや動物はほぼ100%死亡するきわめ七危険な人

獣共通感染症である｡狂犬病ウイルスの病原性に関する分子基盤は､未だほとんど明らか

にされていない｡パスツールによってなされた街上毒から固定毒の作出における変異メカ

ニズムも不明のままである｡狂犬病ウイルスは､N,P,M,GおよびL蛋白質により構成さ

れている｡そのうち､ウイルス粒子の最外層に存在するG蛋白質は､細胞べの侵入に係わっ

ていることから病原性と密接に関連すると言われてきた｡近年､狂犬病ウイルスG蛋白質

333痘のアミノ酸は､固定毒株の病原性に深く関与していることが報告されている｡この

部位にアルギニンまたはリジンを持つウイルスは､脳内接種により成熟マウスに致死的感

染を引き起こし強毒型を､それ以外では非致死的で弱毒型を示すことが多くの固定毒に共

通して認められている｡しかし､我が国の動物用ワクチンの製造棟であるRC一日L珠は､高

度に弱毒化されているにもかかわらず､この部位に強毒型と同じアルギニンを持ち､･これ

までの結果と異なることを､托0ら(1994)は明らかi=してきた｡そこで､弱毒型のRC-HL

株とその親株で強毒型の西ヶ原株を用いて､西ふ原株の病原性関連遺伝子の同定を試みた｡

最初に､RC一日L株および西ヶ原株のゲノム全塩基配列を決定し､南棟の遺伝子性状を比

較した｡南棟のゲノムは共に11,926塩基から構成され､いずれの遺伝子領域にも塩基の欠

損および挿入は認められなかった｡南棟間における各構造蛋白質の推定アミノ酸配列の相

同率を比較した結果､G蛋白質が最も低値であった｡また､蛋白質の構造に大きく影響を

-202-



及ぼすと考え■られる非同類置換もG蛋白質で最も高率に認められた｡このことから､G蛋白

質の構造が南棟の間で大きく異なることが示唆され､この蛋白質が南棟の病原性の違いに

影響していると推測された｡

そこで､G遺伝子OpenReadingFrame(ORF)のみ西ヶ原株由来､その他の全領域は

RC-HL株由来のゲノムを持つキメラウイルスを作串し､このウイルスの成熟マウスに対す

る致死性を調べることを試みた｡その前段階として､人為的操作の可能なウイルスゲノム

CDNAか､ら感染性粒子を回収するウイルネ再構成系の確立が必要である｡狂犬病ウイルス

の再構成系は､非分節一本鎖RNAウイルスの中では最も早<､1994年にSchne"らによっ

て報告されているが､未だにZ例日の報告はない｡著者は､彼らと同様の原理を用いて､

RC一日L練の再構成系の確立を試みた｡

まず､RC一日L株ゲノム全長のCDNAを挿入したゲノム･プラスミドと､RC-HL株のN､P

およびL蛋白質を発現するヘルパー･プラスミドを作出した｡これらのプラスミドにはTア

ブロモーターが付加してあり､T7RNAポリメ.ラーゼによリブロモーター下流のウイルス遺

伝子が転写される｡なお､ゲノム･プラスミ.ドのG-L遺伝子間非コード領域に､野生型

RC一日L株には存在しない制限酵素切断部位を遺伝子マーカーとして構築した｡これらのプ

ラスミドを､T7RNAポリメラーゼ発現ワクチニアウイルスVTF7-3株を予め感染させた

BHK-21細胞に導入することにより､感染性粒子を回収することができた｡RT-PCRおよび

制限酵素切断により､.この回収されたウイルスのゲノム上に遺伝子マーカーの存在するこ

とが確要され､このウイルスがゲノム･プラスミドに由来することが明らかになった｡こ

の再構成RC-HL抹は､神経系のNA細胞と非神経系のBHK-Zl細胞のいずれの培養細胞にお

いても野生型と類似した増殖態度を示した｡また､この再構成RC-HL株は､野生型と同様

に､成熟マウスには如致死的感染を､乳飲みマウスには致死的感染をそれぞれ引き起こし

た｡再構成および野生型RC-HL株の乳飲みマウスに対する50%致死量(LD50)はほぼ同

じであった｡以上のことから､再構成RC-HL株は､野生型とほぼ同一の生物学的性状を持っ

ていることが明らかになった｡

次に､確立したRC一日L株の再構成系を用いて､､-RC-HL株のG遺伝子ORFのみを西ヶ原株の

それと置き換えたゲノム･プラスミドを構築し､キメラウイルスを件出した｡RT-PCR産物

の制限酵素切断とシーク工ンシングによ､リ､このキメラウイルスが西ヶ原珠由来のG遺伝
子を持っていることを確認した｡キメラウイルスは脳内接種により成熟マウスに致死的感

染を引き起こし､その皿50は1フォーカス振成単位であった｡･しかし､キメラウイルスの

u)50が西ヶ原株のそれと比べて約16倍高かったことから､その他の遺伝子領域も病原性

に部分的に関与していることが示唆された｡

以上のようIこ､本研究により､西ヶ原株のG遺伝子が成熟マウスに対する病原性に密接

に関与していることを直接証明することができた｡これらのデータは､狂犬病ウイルスの

病原性メカニズムを解明するために有益であると考えられる｡

/ 審 査 結 果 の 要
1

申請者､伊藤直人署の学位論文は､日本で現在使用されている動物用狂犬病ワクチン

の製造棟である弱毒のRC-HL株とその親株で強毒の西ヶ原株を用いて､狂犬病ウイルス

固定毒の成熟マウスにおける病原性関連遺伝子をリバース･ジェネテックスの手法で伸
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出したキメラウイルスを用いて同定したものである｡

氏は､まずRC-HL株と西ヶ原株のゲノム全塩基配列を決定比較し､糖(G)蛋白質をコー

ドしている遺伝子が､成熟マウスの病原性に最も関与していることを推測したJ次いで､

RC一日L株のゲノム全長cDNAから感染性ウイルス粒子を回収するリバース･ジェネテッ

クス技術を確立した｡さらに､その技術を用いてG遺伝子OpenReadingFrame(ORF)

のみ強毒の西ヶ原株由来､その他の全領域は弱毒のRC-HL株由来のゲノムを持つキメラ

ウイルスを作出し､その手メラウイルスが脳内接種により成熟マウスに致死的感染を引

き起こしたことから､西ヶ原株のG遺伝子が成熟マウスの病原性に深く関与しているこ

とを明らかにした｡得られた成績は次の3つに大別することが出来る｡

第一に､弱毒型のRC一日L株および強毒型の西ヶ原株のゲノム全塩基配列を決定し､南

棟の遺伝子性状を比較した｡南棟のゲノムは共に11,926塩基から構成され､いずれの

遺伝子領域にも塩基の欠損および挿入は認めちれなかった｡両株間における各構造蛋白
質の推定アミノ酸配列の相同率を比較した結果､G蛋白質が最も低値であった｡また､

蛋白質の構造に大きく影響を及ぼすと考えられる非同類翠換もG蛋白質で最も高率に認

められた｡このことから､G蛋白質の構造が南棟め間で大きく異なることが示唆され､

この蛋白質が南棟のマウスに対する病原性の遠いに影響していると推測された｡

第二に､G遺伝子OpenReadingFrame(qRF)のみ西ヶ原株由来､その他の全領域

はRC一日L株由来のゲノムを持つキメラウイルスを作出し､このウイルスの成熟マウスに

対する致死性を調べることを試みた｡その前段階として､人為的操作の可能なウイルス

ゲノムCDNAから感染性粒子を回収するウイルス再構成系の確立が必要である｡狂犬病
ウイルスの再構成系は､非分節一本鎖RNAウイルスの中では最も早く､1994年に

SchneHらによって報告されているが､未だに2例目の報告はない｡著者は､彼ちと同

様の原理を用いて､RC一日L株P再構成系の確立を試みた｡まず､RC一日L株ゲノム全長

のCDNAを挿入したゲノム･プラスミドと､RC一日L株のN､PおよぴL蛋白質を発現する

ヘルパー･プラス･ミドを作出した｡.これらのプラスミドにはTアブロモーターが付加し

てあり､T7RNAポリメラーゼによりプロモーター下流のウイルス遺伝子が転写される｡

なお､ゲノム･プラスミドのG-L遺伝子間非コード領域に､野生型RC-HL殊には存在し

ない制限酵素切断部位を遺伝子マーカーとして構築した｡これらのプラスミドを､

T7RNAポリメラーゼ発現ワクチニアウイルスVTF7-3株を予め感染させたBHK-21細胞

に導入することにより､感染性粒子を回収することができた｡RT-PCRおよて緬限酵素
切断により､ノこの回収されたウイルスのゲノム上に遺伝子マーカーの存在することが確

認され､このウイルスがゲノム･プラスミドに由来することが明らかになった｡＼▲この再

構成RC一日L株は､■神経系のNA細胞と非神経系のB自K-21細胞のいずれの培養細胞_にお

いても野生型と類似した増殖態度を示した｡また､再構成RC一日L躾は､､野生型と同様に､

成熟マウスには非致死的感染を､乳飲みマウスには致死的感染をそれぞれ引き起こレた｡

再構成および野生型RC-HL株の乳飲みマウスに対する50%致死量(LD50)はほぼ同じ

であった｡以上のことから､再構成RC一日L株は､野生聖上ほぼ同一の生物学的性状を持っ

ていることが明らかになった｡
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第三に､p確立したRC一日L株の再構成系を用いて､RC一日L株のG遺伝子ORFのみを西ヶ

原株のそれと置き換えたゲノム･プラスミドを構築し､キメラウイルスを作出した｡

RT-PCR産物の制限酵素切断とシークエンシングにより､このキメラウイルスが西ヶ原

株由来のG遺伝子を持っていることを確認した｡キメラウイルスは脳内接種により成熟

マウスに致死的感染を引き起こし､そのLD50は1フォーカス形成単位であった｡しかし､

キメラウイルスのLD50が西ヶ原株のそれと比べて約16倍高かったことから､その他の

遺伝子領域も病原性に部分的に関与していることが示●唆された｡

以上のように､本研究により､西ヶ原株のG遺伝子が成熟マウスに対する病原性に密

接に関与していることを直接証明することができた｡これらの成績は､狂犬病ウイルス

の病原性メカニズムの解明並びに狂犬病ワクチンの開発に有益なデーターを提供するも

のと考えられる｡

以上について､審査委員全員一致で本論分が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位

論文として十分価値有るものと認めた｡
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