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緒言 

 

狂犬病は，狂犬病ウイルスを病原とし，致死性の脳炎を主症状とする人獣共

通感染症であり，すべての哺乳類が感受性を持っていると言われている。日本，

ニュージーランド，オーストラリア，ハワイ，グアム・フィジー諸島などの限

られた国を除き，世界中で発生が見られる。特にアジアやアフリカで多く発生

しており，世界保健機構の推計によれば，年間 60,000 人以上が狂犬病によっ

て死亡しているとされており，古代エジプトやギリシャ，ローマ時代から現在

に至るまで公衆衛生上の重要な問題であり続けている（1，59）。 

狂犬病ウイルスの感染は，通常，感染動物に噛まれた際に，唾液中のウイル

スが傷口から侵入することによって成立するが，これ以外に，傷口や粘膜面を

感染動物に舐められる，ウイルスを含むエアロゾルを吸い込むといった経緯で

感染することがある（21）。アジア，アフリカなどの発展途上国では主にイヌ

が媒介動物であり，欧米ではスカンクやアライグマ，キツネ，コウモリなど野

生動物由来の狂犬病が問題となっている（59）。狂犬病ウイルスは，高い神経

親和性を示し，平均して 1〜3 か月，時には数年にわたる長く不定な潜伏期間

中に，咬傷部近傍の末梢神経から逆行的に中枢神経系（Central Nervous 

System, 以下 CNS）に到達して増殖することで宿主を発症に至らせると考え

られている（21，22，46）。CNS到達後の脊髄から脳，脳内におけるウイルス

の感染拡大は非常に速やかであり，CNSで増殖したウイルスは感染の後期に神

経を経由して網膜，角膜，唾液腺，筋肉，皮膚などの神経細胞に分布する。唾

液腺ではウイルスの増殖が起こり，動物間やヒトへの伝播の原因となる（4，

22，59）。 

ヒトの狂犬病では，患者は，頭痛や発熱，感染部位の疼痛などの初期症状に
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引き続き，咽喉頭炎，意識障害，神経過敏，幻覚，恐水症状，麻痺，昏睡など

の病態を示したのち，最終的に呼吸麻痺や多臓器不全によって死亡する（21）。

有効な治療法は未だ確立されておらず，発症後の死亡率はほぼ 100%である。

しかし，狂犬病ワクチンによる暴露前免疫により予防は可能であり，暴露後で

も直ちに狂犬病ワクチンによる暴露後免疫を行うことで発症を阻止できる。感

染部位が CNS に近い場合には，暴露後免疫と免疫グロブリンを併用すること

で，発症を阻止することが可能である（59）。 

狂犬病の特徴として，死に至るほど激しい神経症状が見られるにもかかわら

ず，発症し死亡したヒトや動物において，特異的な剖検所見が認められないこ

とが挙げられる。病理組織学的には CNS の非化膿性脳炎を呈するが，炎症や

組織の変性は軽度であり，発症機序については不明な点が多い（21，43）。 

狂犬病ウイルスは，モノネガウイルス目（order Mononegavirales）ラブド

ウイルス科（family Rhabdoviridae）リッサウイルス属（genus lyssavirus）

に属するマイナス一本鎖 RNAウイルスであり，縦約 180nm，幅約 75nmの弾

丸状の形状をとる（13，60）。ウイルスゲノムは核蛋白質（nucleoprotein，以

下 N 蛋白質），リン酸化蛋白質（phosphoprotein, 以下 P 蛋白質），RNA ポリ

メラーゼ（large protein，以下 L蛋白質），マトリックス蛋白質（matrix protein，

以下 M蛋白質），糖蛋白質（glycoprotein，以下 G 蛋白質）の 5種類のウイル

ス蛋白質遺伝子をコードしている（60）。N蛋白質は RNAと結合し，P蛋白質，

L蛋白質とともにヌクレオカプシドを構成している（30）。M蛋白質と G蛋白

質は，宿主由来の脂質二重膜とともにエンベロープを構成し，ヌクレオカプシ

ドを包み込みウイルス粒子を形成する（60）。 

狂犬病ウイルスは，野外流行株である街上毒（street virus）と培養細胞や実

験動物を用いて繰り返し継代して作出された固定毒（fixed virus）に分類され
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る（29，37）。固定毒には，親株である街上毒や継代歴の違いにより，実験動

物に対する病原性の異なる様々な株が存在する。街上毒は，ヒトに対する極め

て高い病原性から取り扱うことのできる施設が限られ，さらに潜伏期が不定で

あることなどから，その解析も限定されてきた。一方，固定毒は，街上毒と比

較して株ごとの潜伏期や症状など性状が安定していて街上毒よりも取り扱いや

すいことから，これまで様々な実験室内研究やワクチン開発に用いられてきた。

しかし，固定毒は，街上毒と比較して末梢感染性の減弱や潜伏期間の短縮・一

定化，さらには免疫誘導能の増強といった性状の変化が見られ，固定毒を用い

た研究で得られた所見が必ずしも街上毒に該当するとは限らない（4，9，26，

29，38，42，52，55，56）。特に，街上毒が，その特徴的な長い潜伏期の間に

宿主体内のどこでどのように潜んでいるのか，どのように宿主の免疫機構を回

避しているのかについては，未だに解明されていない。したがって，街上毒と

固定毒の病原性の差を決定する機構を解明することが街上毒による狂犬病の病

態を理解することにつながると考えられる。 

狂犬病ウイルスの重要な病原性決定因子として，G蛋白質が挙げられている

（13）。G 蛋白質は，エンベロープの外側にスパイク状に配置しており，細胞

表面上のウイルス受容体と結合し，細胞への吸着・侵入に重要な役割を果たし，

ウイルス中和抗体の産生を誘導する主要な抗原となる（5，7，8，10，27，38，

42，44，57，60）。また，病原性の高い固定毒株の G蛋白質の 333位アミノ酸

がアルギニンやリジンから他のアミノ酸に変異することによって，マウスに対

する病原性の著しい低下や末梢感染性の低下，培養細胞における細胞間伝播の

効率の低下など，様々な性状の変化が生じることが報告されている（7，8，27，

51）。これらの固定毒で得られた知見からも，街上毒と固定毒の病原性の違い

について，G蛋白質が強く関与していることが示唆される。 
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街上毒と固定毒の G 蛋白質を比較した場合に見られる最も特徴的な違いは

潜在的 N型糖鎖付加部位のコンセンサス配列（Asn-X-Ser/Thr；Xはプロリン

以外のアミノ酸）の数である。街上毒の G蛋白質が 1ないし 2か所の潜在的 N

型糖鎖付加部位を持つのに対して，固定毒の G蛋白質は 3か所以上の潜在的 N

型糖鎖付加部位を持っている（36，39，49，63，64）。実験的に街上毒の G蛋

白質に N型糖鎖を追加すると，マウスに対するウイルスの病原性が低下し，培

養細胞内でのウイルス増殖が亢進したという報告がある（62～64）。また，電

子顕微鏡による観察によって，街上毒は細胞膜からはほとんど出芽せず，主に

細胞内小器官の膜からウイルス粒子が出芽するのに対して，固定毒では細胞膜

からのウイルス粒子の出芽が頻繁に認められたと報告されている（12，20，32

～34，37）。 

本研究では，街上毒と固定毒でウイルスの出芽様式が異なることに着目し，

ウイルスの出芽に重要な役割を持つ G 蛋白質，特に G 蛋白質に付加される N

型糖鎖数及び N型糖鎖付加部位の違いが，街上毒と固定毒のウイルス粒子形成

の過程の違いに深く関与していると予測し，分子生物学的，免疫組織学的手法

を用いて，N型糖鎖が G蛋白質の細胞内局在，ウイルス粒子の出芽に与える影

響を解析した。さらに，糖鎖数の異なる狂犬病ウイルスの G蛋白質発現細胞に

おける細胞由来遺伝子発現プロファイルがどのように異なるかを解析した。こ

れらの解析によって，狂犬病ウイルスの街上毒が，固定毒化する過程で獲得し

た病原性低下に係る因子とその機序を明らかにすることを目的とした。 

 

第一章では，狂犬病ウイルスは，ヌクレオカプシドが G 蛋白質と M 蛋白質

の局在する小胞体・ゴルジ体あるいは細胞膜の脂質二重膜を被って出芽すると

考えられることから，細胞内における G蛋白質の局在の違いがウイルス粒子の
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出芽部位の違いを決定する要因であると仮説を立てた。そこで，街上毒の Kyoto

株と固定毒のCVS-26株感染細胞内におけるそれぞれのG蛋白質の局在の違い

を明らかにし，その局在が G蛋白質のみにより規定されることを組換え狂犬病

ウイルスを作製して証明し，G蛋白質が街上毒と固定毒の出芽様式の違いに関

与していることを示すことを目的とした。 

 

 第二章では，街上毒 Kyoto株と固定毒の CVS-26株のそれぞれの G蛋白質の

細胞内分布を規定する要因として，街上毒と固定毒の G蛋白質に付加される N

型糖鎖の違いに注目し，特に Kyoto 株の G 蛋白質には存在せず CVS-26 株 G

蛋白質に存在する， 第 204位のアミノ酸への N型糖鎖修飾が G蛋白質の細胞

膜への分布に関与しているとの仮説を立て，これを組換え G蛋白質を用いた実

験によって明らかにすることを目的とした。 

 

第三章では，第二章で第 204位アミノ酸への N型糖鎖修飾の有無によって G

蛋白質の細胞内分布に違いが見られたことから，糖鎖修飾部位が異なる G蛋白

質が発現された細胞内において，蛋白質輸送，ウイルスの出芽，ウイルス複製，

免疫応答に関与する細胞由来遺伝子群の mRNA 発現が変化するという仮説を

立てた。そこで，第 204位アミノ酸に N型糖鎖が付加される，または付加され

ない組換え G 蛋白質をそれぞれ発現させた細胞における mRNA 発現量を，

DNA マイクロアレイ法によって比較解析して発現レベルの異なる遺伝子群を

検索した。 
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第一章 

 

狂犬病ウイルス Kyoto株（街上毒）と 

CVS-26株（固定毒）の G蛋白質の細胞膜局在

の比較解析 
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序論 

 

狂犬病ウイルスは，野外流行株である街上毒と実験室株である固定毒とに分

類される（29，37）。固定毒には親株である街上毒や継代方法の違いなどでさ

まざまな実験室株が存在し，末梢感染性やマウスに対する病原性などの性状も

株によって異なる。 

 固定毒は，その病原性の低さや免疫誘導能の高さから不活化ワクチンの製造

用株として用いられると同時に，街上毒よりも取扱いやすいため，実験室での

狂犬病ウイルス研究に広く用いられてきた。 

 しかし，固定毒は街上毒と比較するとその性状に様々な違いがあることが指

摘されている。例えば，街上毒の潜伏期間は長く不定で，一週間から時には数

年に及ぶこともあるが，固定毒の潜伏期間はより短く一定化している（29）。

また，固定毒の多くは街上毒よりも末梢感染性が減弱している（29）。さらに，

街上毒に感染したヒトや動物では，血清抗体価の上昇や，CNSにおける炎症性

細胞の浸潤や神経細胞の破壊などはほとんど認められないが，実験的に固定毒

に感染させた動物では確認されている（37，50，55）。 

 このように，街上毒と固定毒の間にはその性状や病原性において様々な違い

が存在し，固定毒を用いた研究で得られた知見が街上毒にもそのまま適用でき

るとは限らない。しかし，街上毒と固定毒の性状や病原性について比較解析し，

その違いを決定する要因を明らかにすることで，未だに不明な点の多い街上毒

の病原性を決定する因子や発症機序を明らかにすることができると考えられる。 

 本研究では，過去に行われた電子顕微鏡による観察で，街上毒は細胞膜から

の出芽がほとんど見られないのに対し，固定毒では細胞膜からの出芽が見られ

るという報告に注目し，固定毒が街上毒よりも細胞外に出芽しやすくなってい
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ることが，街上毒と固定毒の病態の違いに影響しているという仮説を立てた

（12，20，32～34，37）。また，狂犬病ウイルスの病原性決定機構に膜糖蛋白

質である G蛋白質が深く関わっていることが報告されていることから，街上毒

と固定毒の出芽部位の違いに G蛋白質が深く関与しているものと推論した（13， 

60）。 

 第一章では，電子顕微鏡による観察で見られた街上毒と固定毒の出芽部位の

違いと，街上毒と固定毒の G蛋白質の違いの関係について解析した。街上毒で

ある Kyoto株と固定毒である CVS-26株の G蛋白質について，感染細胞におけ

る細胞内分布を比較した。また，CVS-26 株の G 蛋白質を Kyoto 株の G 蛋白

質に置き換えた組換えウイルスを作製して，感染細胞におけるウイルス由来の

G蛋白質の分布と感染性ウイルス粒子の細胞外への放出量について比較解析を

行った。 
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材料及び方法 

 

細胞 

 マウス神経芽細胞腫（MNA）細胞を，10%非働化ウシ胎児血清（FBS）（Gibco, 

Invitrogen by Life technologies, Carlsbad, CA, USA），ペニシリン（100 U / ml）

とストレプトマイシン（100 μg / ml）（Gibco）を添加したイーグル最小必須

培地（MEM）（SIGMA-ALDRICH, St.Louis, MO, USA）（MEM-10% FBS）

で培養した。 

 

ウイルス 

 狂犬病ウイルスの街上毒である Kyoto 株は，2006 年に報告されたフィリピ

ンからの狂犬病の輸入症例由来で，ストックウイルスを使用時まで-80℃で保存

した（48，65）。 

 狂犬病ウイルス CVS-26株（固定毒）は，Dr C.E.Rupprecht（Rabies section, 

Virus and Rickettsia Zoonoses Branch, Center for Disease Control and 

Preservation, Atlanta, GA, USA）より分与していただいた。マウス脳内に接

種し増殖させた後，9倍容量のMEM-2% FBSでホモジナイズし，上清をスト

ックウイルスとして使用時まで-80℃で保存した。 

 

ウイルス接種 

 MNA 細胞を CELLview4 分画グラスボトムシャーレ（CELLview Cell 

culture dish with glass bottom, TC, 35 mm, 4 compartment）（Greiner 

Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany）に，5.0×104 cell / 分画で播きこ

んで，細胞がシャーレの底面の 80%を占めるよう一晩培養した。リン酸緩衝生
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理食塩水（PBS）で細胞を洗浄後，5.0×102フォーカス形成単位（FFU）のウ

イルス液 100 μl を各分画に接種し，37℃，5%CO2下で 1 時間培養し，吸着

させた。その後 PBSで細胞を 3回洗い，MEM-2% FBSを各分画に 500 μl ず

つ添加し，37℃で 72 時間，または 96 時間培養し，間接蛍光抗体法（indirect 

immunofluorescence antibody assay， IFA）で解析した。 

 MNA細胞を平底 96穴プレート（Iwaki, Tokyo, Japan）の底面の 90-100%

を占めるように培養した。PBSで細胞を洗浄後，5.0×102 FFUのウイルス液

100 μl を各 well に接種し，37℃，5%CO2下で 1 時間培養し，吸着させた。

PBSで細胞を 3回洗浄後，MEM-2%FBS を 150 μl / well添加し，37℃で 96

時間培養した。吸着終了時点を 0時間とし，24時間後，48時間後，72時間後，

96 時間後に上清と細胞を回収して-80℃で保存し，後日ウイルスウイルス力価

とウイルス RNA量を測定した。ウイルス 1株につき，4 wellの細胞に接種し，

それぞれについて測定後，1群 4 well のウイルス力価と RNA量の平均値を算

出した。 

 

間接蛍光抗体法（IFA） 

 ウイルスを感染させた 4分画グラスボトムシャーレの細胞から上清を除去し，

10%中性緩衝ホルマリン（Wako, Tokyo, Japan）を各分画に 1 mlずつ加え，

室温で 30分反応させて，細胞を固定した。PBSで細胞を 3回洗浄した後，PBS

で 0.02%に希釈した Triton X-100（SIGMA）を各分画に 500 μlずつ加え，5

分反応させ，細胞膜の透過処理を行った後に PBS で細胞を 3 回洗浄した。間

接蛍光抗体法は，ホルマリン固定細胞と固定細胞の細胞膜透過処理を行ったも

のを抗原として行った。一次抗体として PBSで 4 μg / mlに希釈した抗 G蛋

白質モノクローナル抗体 7-1-9（生産開発科学研究所分子微生物研究室 河合
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明彦先生より分与）を各分画に 100 μlずつ加え，室温で 1時間反応させた（18，

39）。PBSで細胞を 3回洗浄後， 二次抗体として，fluorescein isothiosyanate

（ FITC ） 標 識 -goat anti-mouse IgG （ H+L ）（ Invitrogen ） を

0.1%4’6’-diamidino-2-phenylindole（DAPI）添加 PBSで 1:50に希釈したもの

を各分画に 100 μl ずつ加え，室温で 30 分反応させた。PBS で洗浄後，共焦

点レーザー顕微鏡（Fluoview FV-1000；Olympus, Tokyo, Japan）で観察し

た。 

 N蛋白質をG蛋白質と共染色するために，一次抗体と１時間反応させる際に，

500倍に希釈した抗N蛋白質ウサギ血清を同時に添加し，二次抗体として1,000

倍に希釈した Alexa Fluor 555 標識 anti-rabbit IgG（H+L）, F（ab'）2 fragment

（Cell signaling technology, Inc., Bevery, MA, USA）を室温で 30分反応させ

た（16）。 

 

ウイルス力価測定 

 1群 4 wellから回収した上清を，MEM-2%FBSで 10倍階段希釈した。細胞

は，5 回凍結融解した後，150 μl の MEM-2%FBS で懸濁し，10 倍階段希釈

した。96穴プレートに培養したMNA細胞に接種し，37℃，48時間培養した。

PBSで洗浄後，80%アセトンで 4℃，30分の固定を行い，その後完全に乾燥さ

せ，染色直前に PBS で洗浄した。FITC 標識抗狂犬病ウイルス N 蛋白質抗体

（Fujirebio Diagnostics, Inc., Malvern, PA, USA）を PBSで 1:50に希釈し，

0.002%エバンスブルーを加えたものを染色液として 80 μl / well で細胞に添

加し，室温で 30分染色した。PBSで細胞を洗浄後，蛍光顕微鏡（Eclipse TE200; 

Nicon, Tokyo, Japan）で観察した（46）。ウイルスの感染価はフォーカス形成

単位（FFU / 150 μl）で算出し，4 wellの平均をウイルス感染価として算出し
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た。 

 

リアルタイム RT-PCR 

QIAamp Viral RNA Mini kit（QIAGEN, GmbH., Hilden, Germany）を用

いて，感染細胞の培養上清からウイルス RNAを抽出した。最終的に，96穴プ

レート 1 wellの培養上清（150μl）あたり 60 μlの溶出バッファー（buffer AVE）

で溶出した。また，RNeasy Mini kit（QIAGEN）を用いて感染細胞から total 

RNA を抽出した。最終的に，平底 96 穴プレート 1 well の細胞あたり 60 μl

の RNAase free waterで溶出した。 

 培養上清中，および感染細胞中の狂犬病ウイルス RNA 量を，QuantiTect 

Probe one step RT-PCR kit（QIAGEN）を用いた N蛋白質遺伝子を標的とし

たリアルタイム RT-PCR にて定量した。10 μl の 2 x Quantitect Probe 

RT-PCR Master Mix，0.2 μlのQuantitect RT Mix，と 1 μlのRNA抽出液，

0.06 μlの各プライマーおよびプローブ（100 pmol / μl）（表 1-1）を混合し，

RNase Free蒸留水を加えて反応液が 20 μlになるように調製した。上記反応

液を，Light Cycler 480 systemⅡ（Roche Diagnostics, GmbH., Basel, Schweiz）

を用いて以下の条件で反応させた。50℃で 30 分逆転写反応した後，95℃，15

分の熱反応を行い，94℃・15秒の熱変性，60℃・1分のアニーリング・伸長反

応を 45サイクル繰り返した。ウイルス 1株につき，4 wellの細胞に接種し，1

群 4 wellの細胞から得られた RNA量を，既知量の合成 RNAを用いて作成し

た標準曲線を用いて定量した。 

 

リバースジェネティクス 

 Inoue らの用いた手法を参考に，リバースジェネティクスの手法を用いて，
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CVS-26 株由来の N，P，M，L 蛋白質と，Kyoto 株由来の G 蛋白質から構成

される組換えウイルス rCVS-26（Kyoto-G）株と，すべて CVS-26株由来のウ

イルス蛋白質から成る組換えウイルス rCVS-26 株を作製した（図 1-1）（大臣

確認通知番号：平成 24年 3月 21日付 23受文科振第 2709号）（17）。 

 rCVS-26フルゲノムプラスミド pzC26-fullとヘルパープラスミド pzC26-G，

pzC26-P，pzC26-N，pzC26-Lを，京都大学の井上謙一先生より分与していた

だいた。これらのプラスミドは，それぞれ pcDNA3.1/Zeo（＋）（Invitrogen）

に，CVS-26 株由来のフルゲノム cDNA および N，P，G，L 蛋白質遺伝子の

cDNA をそれぞれ組み込んだものである。pzC26-full では，フルゲノムの 5’

端にハンマーヘッド型リボザイムが，3’端に HDVリボザイムが付加されてお

り，また，G蛋白質遺伝子の 5’端に制限酵素サイト AflⅡが，3’端に制限酵

素サイト PacⅠが付加されている。CVS-26 株と pzC26-full の遺伝子配列を比

較すると，P蛋白質遺伝子の第 831位ヌクレオチドが Aから Tに，L蛋白質遺

伝子の第 5058位が Tから Aに，L蛋白質遺伝子の第 7416位が Tから Cへ変

異していたが，これらがコードするウイルス蛋白質のアミノ酸配列は完全に一

致した。全ての遺伝子は pcDNA3.1/Zeo（＋）の CMV プロモーターのコント

ロール下で発現させた。 

 Kyoto株の G蛋白質遺伝子を CVS-26株に組換えた rCVS-26（Kyoto-G）株

は，以下の方法で作製した。Kyoto 株 RNA を QIAamp Viral RNA Mini kit

（QIAGEN）を用いて抽出し，RNA抽出溶液10 μlを，1 μlの random primer

（50 ng / μl）（Promega Corporation., Fitchburg, WI, USA）と混合し，95℃

で 1分熱変性させ，氷上で冷却した。4 μlの 5 x AMV reverse transcription 

buffer（Promega），4 μlの 2.5mM dNTP（TAKARA BIO Inc., Shiga, Japan），

1μlの RNase inhibitor（40U / μl）（Promega），1 μlの AMV逆転写酵素
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（20 U / μl）（Promega）を加えて混合し，42℃・45分の逆転写反応を行い，

95℃・5分の熱処理を行った。 

この cDNA溶液1 μlと，5 μlの10 x High Fidelity PCR buffer（Invitrogen），

5μlの dNTP Mixture（2 mM），2μlのMgSO4（50 μM），1μlのプライマ

ー（RABVK/Y-G-F・RABVK/Y-G-Rまたは Kyoto-G-F-AflⅡ・Kyoto-G-R-Pac

Ⅰ（表 1-2））（10 nM），0.2 μlの Platinum Taq High Fidelity（5 U / μl）

を混合し，蒸留水を加えて反応液が 50μl になるよう調製し，サーマルサイク

ラーを用いて以下の条件で反応させた。94℃・2分の熱反応ののち，94℃・30

秒の熱変性および 51℃・30 秒のアニーリング，68℃・90 秒の伸長反応を 30

サイクル繰り返し，最後に 94℃・30 秒，51℃・30 秒，68℃・10 分の反応を

行った。 

得られた PCR産物を， TOPO TA Cloning kit （Invitrogen）を用いた TA

クローニングによってクローニングした。4 μl の PCR 産物と 1 μl の salt 

solution，1 μl の TOPO vector を混合し室温で 5 分置き，Competent high 

DH5α（TOYOBO CO., LTD., Osaka, Japan）25 μlと混合し，氷上に 20分

置いた後，42℃のウォーターバスで 45秒間加熱し，すぐに氷上に戻した。250

μlの SOC培地（Invitrogen）を加え，37℃・80 rpmで振盪しながら 1時間

培養し，アンピシリン加［Anpicillin sodium（Wako）100 μg / ml］］LB寒

天培地［LB broth for microbiology（Merck Millipore, MA, USA），1.5% Agar, 

Bacteriological Type A Ultra pure（USB, Affimetrix., CA, USA）］に播きこみ，

37℃で一晩培養してコロニーを形成させた。 

シングルコロニーを，5ml のアンピシリン加 LB 培地に懸濁してさらに培養

し，Quicklyse Miniprep kit（QIAGEN）を用いてプラスミドを抽出した。挿

入された遺伝子の塩基配列を，BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
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（Applied Biosystems by Life Technologies. Thermo Fisher Scientific, Inc.，

Waltham，MA，USA）を用いて決定した。1 μl のプラスミド液と 1 μl の

2.5 x BigDye Terminater Ready Reacting Mix，3.5μ l の 5 x BigDye 

Sequencing Buffer，3.2 μlのプライマー（1 pmol）とを混合し，蒸留水を加

えて 20 μlの反応液を調製し，以下の反応を行った。96℃・3分の熱反応を行

い，96℃・10秒，50℃・5秒，60℃・4分の熱反応，アニーリング，伸長反応

を 25サイクル繰り返した。反応物を精製するために，5 μlのエデト酸二ナト

リウム水溶液（edetate disodium，EDTA）（125 mM）と，60 μlの 100%エ

タノールを加え，室温で 15分反応させた後，4℃・3200 rpmで 30分遠心し，

上清を捨て，60μl の 70%エタノールで沈殿を一回洗った。15μl のホルムア

ミドを加え，95℃・2 分の熱反応を行い，Genetic Analyzer 3130（Applied 

Biosystems）を用いて解析を行った。 

 プラスミドによってトランスフォーメーションされた大腸菌 DH5αを，

50ml の LB 培地で培養し，増殖させた DH5αから Nucleobond Xtra Midi

（MACHEREY-NAGEL. GmbH., Düren, Germany）を用いてプラスミドを抽

出した。 

 RABVK/Y-G-F・RABVK/Y-G-Rプライマーによる PCR産物を組み込んだプ

ラスミドは，4 μlの 10 x Hバッファー（TAKARA）と，4μl の 10 x BSA

（TAKARA），1 μl の EcoRⅠ（TAKARA）と NotⅠ（TAKARA），1 μl の

DNA液を混ぜ，蒸留水で 40 μlになるよう反応液を調製し，37℃で 3時間反

応させた。また，Kyoto-G-F-AflⅡ・Kyoto-G-R-PacⅠプライマーによる PCR

産物を組み込んだプラスミドは，1 μl の AflⅡ（TAKARA）と 1 μl の Pac

Ⅰ（TOYOBO）を加えて 37℃で 3時間反応させた。0.8% Seakem GTG agarose

（Lonza，Basel，Switzerland） / TAEゲルを用いて電気泳動にかけ，G蛋白
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質をコードする cDNAを QIAfilter Gel-extraction kit（QIAGEN）を用いて

精製し，インサートとして用いた。同様に，それぞれ EcoRⅠと NotⅠで処理

して精製した pcDNA3.1/Zeo(+)と，AflⅡと PacⅠで処理して G 遺伝子部分を

除去して精製した pzC26-fullをベクターとして用意した。インサートとベクタ

ーのモル比が 10:1 になるように混合し，DNA 混合液と等量の Ligation high 

Ver.2（TOYOBO）を加え，16℃で 30分ライゲーション反応を行い，反応産物

を DH5αにトランスフェクションしてクローニングした。pcDNA3.1/Zeo に

Kyoto株G蛋白質をコードする cDNAを組み込んだものをヘルパープラスミド

pzKyoto-G，Kyoto 株 G 蛋白質をコードする cDNA を pzC26-full に組み込ん

だものを，フルゲノムプラスミド pzC26（Kyoto-G）-fullとした（図 1-2）。挿

入された塩基配列がKyoto株のG蛋白質遺伝子の塩基配列と同じであることを

確認した。 

 6 wellプレートにMNA細胞を 2.0×105  cell / well 播きこみ，一晩培養し，

細胞が底面の 50-80%を占めるようにした。フルゲノムプラスミドとヘルパー

プラスミドの溶液を，pzC26-full（Kyoto-G）：6 μg / well，pzC26-N：1 μg 

/ well，pzC26-P：0.5 μg / well，pzKyoto-G：0.3 μg / well，pzC26-L：0.2 μ

g / well の比率になるよう混合した。TransIT-LT1 transfection reagent 

（Mirus Bio LLC.，Madison，WI，USA）180 μlと，無血清MEM 900 μl

を混合し，5分静置した。DNA液と試薬液を混合し，20分静置した。MNA細

胞に，110 μl / wellずつ添加した。3日ごとに上清を回収して 12 wellプレー

トに培養したMNA細胞に接種し，FITC標識抗狂犬病ウイルス N蛋白質抗体

を用いた蛍光抗体法によってウイルスの増殖を確認した。回収されたウイルス

の塩基配列を確認後，G蛋白質組換えウイルス rCVS-26（Kyoto-G）として実

験に用いた。rCVS-26株も同様に作製し，実験に用いた。 



17 

 

結果 

 

狂犬病ウイルス感染MNA細胞における G 蛋白質の局在 

 狂犬病ウイルス感染細胞における G蛋白質の局在を IFAにより解析した。感

染細胞をホルマリン固定した抗原では細胞膜周囲の局在を，細胞膜透過処理を

行った抗原では細胞内における局在を解析した。その結果，Kyoto 株感染細胞

では，G蛋白質は主に細胞質内の核周囲に局在し，細胞膜への分布は認められ

なかった。CVS-26株感染細胞では，G蛋白質は主に細胞膜周囲に分布した（図

1-3）。 

 

組換え狂犬病ウイルス感染MNA 細胞における G 蛋白質と N蛋白質の共局在 

 rCVS-26株感染MNA細胞では，G蛋白質は CVS-26株と同様，主に細胞膜

周囲に分布し細胞質内にも分布した。rCVS-26 株の N 蛋白質は，細胞膜周囲

と細胞質内に分布しており，特に細胞膜周囲で G 蛋白質と N 蛋白質の共局在

が認められた。一方，Kyoto株感染細胞では，G蛋白質と N蛋白質は，細胞質

内にのみ分布しており細胞膜周囲には分布が認められなかった（図 1-4）。 

 組換えウイルス rCVS-26（Kyoto-G）株感染細胞では，Kyoto 株感染細胞と

同様，G蛋白質は細胞質内にのみ分布した。N蛋白質も細胞質内にのみ分布し，

細胞膜周囲にはほとんど認められなかった。また，G蛋白質と N 蛋白質は細胞

質内で共局在した（図 1-4）。 

 

Kyoto株，rCVS-26株及び rCVS-26（Kyoto-G）株を感染させたMNA細胞に

おけるウイルス増殖 

 それぞれのウイルス株を感染後，0時間後から 96時間後にかけて，ウイルス
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感染細胞と培養上清を 24時間ごとに採材し，そのウイルス力価を測定した。 

Kyoto株感染細胞の培養上清のウイルス力価は，0時間後から 72時間後まで

は検出限界未満であったが，96時間後に 1.5 FFU / wellとなり，非常に低力価

ながらウイルス増殖が認められた。一方，rCVS-26株感染細胞の培養上清のウ

イルス力価は，1.75 FFU / well（0時間後）から 4.75×105 FFU / well（96

時間後）まで経時的に上昇し，効率の良いウイルス増殖が認められた。組換え

ウイルス rCVS-26(Kyoto-G)株の感染細胞の培養上清のウイルス力価は，0.75 

FFU / well（0時間後）から 1.25×103 FFU / well（96時間後）まで上昇して

いた（図 1-5A）。 

細胞を 5回凍結融解した後，感染細胞内のウイルスのウイルス力価を測定し

たところ，Kyoto 株感染細胞では 48 時間後から感染性ウイルスが検出され，

96時間後に 1.5×10 FFU / wellと，ウイルス力価の緩やかな上昇が認められ

た。rCVS-26 株感染細胞では，24 時間後にウイルス増殖が認められ，96 時間

後に 3.45×106 FFU / well と，効率の良いウイルス増殖が認められた。

rCVS-26（Kyoto-G）感染細胞では，24時間後にウイルス増殖が認められ，96

時間後には 7.0×103 FFU / wellにウイルス力価が上昇した（図 1-5B）。 

 

Kyoto株，rCVS-26株及び rCVS-26（Kyoto-G）株を感染させたMNA細胞中

の狂犬病ウイルス RNA 量 

 96 穴プレートに MNA 細胞を播きこみ，各ウイルスを 1 群 4 well ずつ接種

し， 24 時間ごとに上清と細胞を回収して，感染 MNA 細胞内の狂犬病ウイル

ス RNA量をリアルタイム RT-PCRにより定量した。 

 その結果，Kyoto 株感染細胞の培養上清中からは，0 時間時点で 1.82×103 

copy / wellのウイルスRNAが検出され，96時間後で4.92×104 copy / wellと，



19 

 

わずかな上昇が認められた。rCVS-26（Kyoto-G）株感染細胞の培養上清中の

ウイルス RNA量は，0時間時点の 1.50×102 copy / well から 96時間後に 2.66

×107 copy / wellに上昇していた。rCVS-26株感染細胞の培養上清中のウイル

ス RNA量は，0時間後時点で 1.20×10 copy / well であったが，96時間後に

は 1.78×108 copy / well に上昇していた（図 1-6A）。 

一方，細胞内のウイルス RNA 量を定量したところ，Kyoto 株感染 MNA 細

胞では 0時間の時点で 1.08×104 copy / well のウイルス RNAが検出され，96

時間後には 1.37×104 copy / wellのウイルス RNAが検出された。rCVS-26株

感染細胞では，検出限界未満から 96時間後には，4.48×108  copy / wellまで

ウイルス RNA 量が増加した。rCVS-26（Kyoto-G）感染細胞では，4.60×103 

copy / wellから 5.98×108 copy / wellまで狂犬病ウイルス RNA量が増加した

（図 1-6B）。 

  



20 

 

考察 

 

狂犬病ウイルス感染細胞における G 蛋白質の細胞内分布を，IFA と共焦点レ

ーザー顕微鏡を用いて解析した。その結果，街上毒である Kyoto株の G蛋白質

は細胞膜周囲に分布せず核周辺部に局在したが，固定毒である CVS-26株の G

蛋白質は細胞膜周囲に分布した（図 1-3)。狂犬病ウイルスは，ヌクレオカプシ

ドが G 蛋白質と M 蛋白質の分布する脂質膜をエンベロープとして被って出芽

してくるため，G蛋白質の分布する場所で出芽が起きていると考えられる（60）。

したがって，Kyoto株と CVS-26株感染細胞で認められた細胞膜への G蛋白質

分布の顕著な相違は，街上毒では細胞膜からの出芽はほとんど見られないが，

固定毒では頻繁に認められるという，これまで報告された電子顕微鏡による狂

犬病ウイルスの出芽に関する観察結果を裏付けるものであったと言える（12，

20，32～34，37）。 

 この様な G蛋白質の感染細胞内での局在の相違が，G蛋白質自身によって規

定されるのか，あるいは他のウイルス蛋白質によっても規定されるのかを明ら

かにするために，リバースジェネティクスの手法により，CVS-26 株由来の N，

P，M，L 蛋白質と，Kyoto 株由来の G 蛋白質を持つ組換えウイルス rCVS-26

（Kyoto-G）株と，全ての構造蛋白質が CVS-26株由来である rCVS-26株を作

製した。これらの組換えウイルスをMNA細胞に感染させて，G蛋白質の細胞

内分布を Kyoto 株感染 MNA 細胞と比較した。その結果，rCVS-26 株の G 蛋

白質は CVS-26株と同様に細胞膜に分布したが，rCVS-26（Kyoto-G）の G蛋

白質は，Kyoto株と同様に細胞膜には分布しなかった（図 1-4）。この結果から，

G蛋白質の細胞膜への分布は，G蛋白質自身によってのみ規定されることが示

された。 
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また，N蛋白質の細胞内分布についても IFAにより解析したところ，rCVS-26

株感染細胞では N 蛋白質の細胞膜周辺への局在が認められ，細胞膜周囲で G

蛋白質と共局在したのに対し，Kyoto 株感染細胞および rCVS-26（Kyoto-G）

株感染細胞では，N 蛋白質の細胞膜周囲への分布は認められず，細胞質内で G

蛋白質と N 蛋白質の共局在が認められた（図 1-4）。エンベロープの構成蛋白

質である G 蛋白質とヌクレオカプシドの構成蛋白質である N 蛋白質の分布が

重なる場所は，ウイルス粒子が G蛋白質を被って出芽する場所であると考えら

れることから，これらの結果は，Kyoto 株や rCVS-26（Kyoto-G）株のウイル

ス粒子が，主に細胞質内のおそらく小胞体・ゴルジ体で出芽し，rCVS-26株の

ウイルス粒子は細胞膜で出芽することを示すものと考えられた。本研究からは，

G蛋白質と N蛋白質の共局在が，両蛋白質の相互作用によるものか，G蛋白質

とマトリックス蛋白質である M蛋白質，M 蛋白質と N 蛋白質がそれぞれ相互

作用することによるものなのかは不明であり，今後の研究が必要とされるが，

ウイルス粒子の出芽部位を G蛋白質が規定することが明らかとなった。 

 これまで，固定毒 SAD 株では，G 蛋白質を欠損させても細胞膜から出芽す

ることが報告されているが，G蛋白質が存在しないとM蛋白質の働きにより細

胞膜からの出芽が起きると考えられる（35)。しかし G 蛋白質を欠損させた場

合の出芽効率は，G 蛋白質を有するウイルスに比べて 30 分の 1 に低下してお

り，G蛋白質が細胞膜からの出芽促進に深く関わっていることも示されている

（35）。 

 G蛋白質の性質の違いにより，ウイルス粒子の出芽部位が規定されることが

明らかとなったが，このことがウイルス増殖あるいは感染性ウイルスの形成に

どのように影響するかを確認するため，それぞれのウイルス株を細胞に接種し

た後，培養上清と細胞内のウイルスのウイルス力価の経時的変化を調べた。そ
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の結果，Kyoto 株を感染させた MNA 細胞では，ウイルス増殖は認められたも

のの非常に効率が低かった。一方，感染性ウイルスは培養上清と比較して細胞

内で早期に検出され，街上毒の成熟ウイルス粒子は主に細胞内で作られるとい

う報告に沿う結果であると考えられた。 

一方，rCVS-26株は，感染 24時間後からウイルス増殖が認められ，96時間

後にかけて，培養上清においても感染細胞においてもウイルス力価が上昇し，

リバースジェネティクスで作製された固定毒である rCVS-26株がMNA細胞に

おいて効率よく増殖することが確認された（図 1-5A，B）。この rCVS-26株の

G蛋白質の遺伝子のみをKyoto株の遺伝子と入れ替えた組換え狂犬病ウイルス

rCVS-26（Kyoto-G）株は，Kyoto 株と比較して有意に効率よくウイルスが増

殖したことから，CVS-26株と Kyoto株の G蛋白質の遺伝子以外のウイルス遺

伝子も両株のウイルス増殖の違いに関与していることが明らかとなった。しか

し，rCVS-26（Kyoto-G）株の感染性ウイルスは培養上清と比較して細胞内で

早期に検出され， Kyoto株と同様の傾向を示した。過去に，固定毒 SN株の G

蛋白質を街上毒 SHBRV-18 株の G 蛋白質と組換えた結果，培養細胞における

感染性ウイルスの増殖効率が低下したことが報告されており，これは本実験で

得られた結果と一致する（42）。 

rCVS-26 株の G 蛋白質を Kyoto 株の G 蛋白質に入れ替えた結果，rCVS-26

株よりもウイルス増殖が低下したのはウイルス粒子の形成能が G 蛋白質の局

在により影響を受けるためと考えられる。しかし，G蛋白質はウイルスの細胞

への吸着及び細胞内への侵入に関与することから，産生されたウイルスの細胞

への吸着・侵入効率が低下した可能性も考えられた。 

そこで，感染細胞培養上清のウイルス RNA 量を経時的に調べた結果，

rCVS-26（Kyoto-G）株感染細胞からも，若干 rCVS-26株感染細胞よりも低い
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ものの効率良くウイルス粒子が上清に放出されていた。しかし，培養上清のウ

イルス RNA 量とウイルスウイルス力価の比率は，rCVS-26（Kyoto-G）株で

は rCVS-26株よりも有意に低かった。このことから，rCVS-26（Kyoto-G）株

感染細胞から産生されるウイルスのウイルス力価が rCVS-26 株感染細胞から

産生されるウイルスのウイルス力価よりも低い大きな要因は，産生されたウイ

ルス粒子の感染性が低いためであると考えられた。G蛋白質を欠損したウイル

ス粒子が M 蛋白質によって細胞膜から出芽するという報告があることから，

rCVS-26（Kyoto-G）株感染細胞から産生されたウイルス粒子の感染性が低い

のは，一部の粒子が G 蛋白質の分布しない細胞膜から M 蛋白質の機能によっ

て出芽しているためとも考えられる（35）。 

一方，感染細胞内のウイルス RNA量は，rCVS-26（Kyoto-G）株では rCVS-26

株と同等以上であったことから，CVS-26 株の G 蛋白質を Kyoto 株の G 蛋白

質に入れ替えても，感染後の細胞内でのウイルス RNA の合成量にはほとんど

影響がないことが示唆された。 

 

本章では，街上毒である Kyoto株と，固定毒である CVS-26株では，感染細

胞における G 蛋白質の局在が異なることが示された。また，組換えウイルス

rCVS-26（Kyoto-G)を用いた実験で，ウイルス感染細胞における G蛋白質の細

胞内分布の違いや感染性ウイルス粒子の産生量の違いに，Kyoto株の G蛋白質

とCVS-26株のG蛋白質の違いが関与していることが示された。このことから，

Kyoto 株の G 蛋白質と CVS-26 株の G 蛋白質のアミノ酸配列や立体構造，糖

鎖修飾などの違いが，G蛋白質の細胞内局在や感染性ウイルス粒子産生量の決

定に関わっていると考えられた。 
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第二章 

 

G蛋白質の細胞膜への分布を規定する 

第 204位アミノ酸への N型糖鎖付加に関する研究 
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序論 

 

第一章では，街上毒である Kyoto株と固定毒である CVS-26株を感染させた

MNA 細胞において，Kyoto 株の G 蛋白質は細胞膜に分布せず核周辺部位に局

在するのに対して，CVS-26株の多くの G蛋白質が細胞膜に局在することが明

らかにされた。また，CVS-26 株の G 蛋白質遺伝子を Kyoto 株の G 蛋白質に

組換えた，組換えウイルス rCVS-26（Kyoto-G）株を作製し，MNA 細胞に感

染させて細胞内の G 蛋白質と N 蛋白質の局在を調べた。その結果，Kyoto 株

の G蛋白質と CVS-26株の N，P，M，L蛋白質を有する rCVS-26（Kyoto-G）

株が細胞膜でウイルス粒子を形成しないことが示唆され，G蛋白質の細胞膜へ

の移行の有無は，Kyoto株と CVS-26株の G蛋白質が持つアミノ酸配列・立体

構造・糖鎖修飾等の違いに起因するものと考えられた。そこで，本章では Kyoto

株とCVS-26株のG蛋白質が示したMNA細胞内での分布の違いを規定する要

因について解析した。 

 狂犬病ウイルスの G遺伝子は，524個のアミノ酸からなる G蛋白質をコード

しているが，N 末端から第 19 位のアミノ酸までの領域は，シグナルペプチド

（signal peptide，SP）であり，G蛋白質の成熟過程でシグナルペプチダーゼ

に切断されるため，成熟した G蛋白質は 505個のアミノ酸で構成される。この

505個のアミノ酸のうち，N末端から第 439位のアミノ酸までが細胞外ドメイ

ン（ectodomain，ED）で，ウイルス粒子表面にスパイク状に突き出ており，

細胞のレセプターや中和抗体と結合する。第 439位から第 461位でアミノ酸ま

でが膜貫通ドメイン（transmembrane region，TM）で，脂質二重膜を貫通し

ている。C末端側の 44個のアミノ酸が細胞質ドメイン（cytoplasmic domain，

CD）と呼ばれ，脂質 2 重膜より内側（細胞質内あるいはウイルス粒子内）に
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存在し，ウイルス粒子形成に重要な役割を果たすマトリックス蛋白質であるM

蛋白質と相互作用する。ウイルス粒子上の G 蛋白質は 3 量体を形成する (14，

60)。 

 街上毒と固定毒の G蛋白質の構造を比較した時，最も顕著な違いは潜在的な

N型糖鎖付加部位の数である。街上毒の G蛋白質は 1～2か所の潜在的な N型

糖鎖付加部位（Asn-X-Thr/Ser）を持つのに対し，固定毒の G 蛋白質は 3～4

か所の潜在的 N 型糖鎖付加部位を持つ（表 2-1）（36，39，49，63，64）。一

般的に，糖蛋白質の糖鎖は，ポリペプチド鎖をプロテアーゼや抗体による影響

から保護し，細胞内蛋白質輸送に影響し，そして糖蛋白質の生理学的機能に深

く関わっているとされている（52）。 

狂犬病ウイルスの G 蛋白質では，新たな N 型糖鎖付加部位の獲得は街上毒

の固定毒化において重要な意味を持つと考えられている。実際に街上毒 1088

株を繰り返し継代して配列と性状の変化を調べた実験で，G蛋白質に付加され

る N型糖鎖が増加すると，ウイルスの細胞からの出芽効率が上昇し，マウスに

対する病原性の低下が見られたと報告された（64）。また，固定毒 ERA 株と

CVS株を用いた実験で，N型糖鎖の付加を阻害することによって細胞膜への G

蛋白質の分布が抑制されたという報告がある（3，45）。したがって，第一章で

観察された，Kyoto 株感染 MNA 細胞と CVS-26 株感染 MNA 細胞における G

蛋白質の細胞内局在の違いにも，G蛋白質に付加される N型糖鎖が深く関与し

ていると考えられる。 

 本章では，Kyoto 株 G 蛋白質と CVS-26 株 G 蛋白質の N 型糖鎖付加部位の

違いに注目した。第 204位アミノ酸に変異を導入し，それぞれ第 204位アミノ

酸にN型糖鎖付加部位を持つG蛋白質とN型糖鎖付加部位を持たないG蛋白

質を作製した。これらの組換え G 蛋白質を発現させた MNA 細胞における G
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蛋白質の細胞内局在を，共焦点レーザー顕微鏡を用いて比較解析し，第 204位

の N型糖鎖付加の G蛋白質の細胞内局在に係る役割を解明した。  
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材料及び方法 

 

細胞 

 狂犬病ウイルス G 蛋白質の発現には，マウス神経芽細胞腫（MNA）細胞を

用い，MEM-10% FBSで培養した。 

 

N型糖鎖付加部位へ変異導入した組換え G蛋白質発現プラスミドの作製 

 PrimeSTAR mutagenesis Basal kit（TAKARA）を用いて，pzKyoto-Gおよ

び pzC26-Gの潜在的糖鎖付加部位への変異導入を行った（表 2-2，図 2-1）。25

μlの 2 x  PrimeSTAR Max Premix と，1 μlのフォワードおよびリバースプ

ライマー（10 pmol / μl）（表 2-3），50～100 pg / μlに希釈した鋳型プラス

ミドを混合し，蒸留水を加えて 50 μl の反応液を調製し，以下の条件で PCR

を行った。98℃・2分の熱変性の後，98℃・10秒の熱変性と 55℃・15秒のア

ニーリング，72℃・35 秒の伸長反応を 30 サイクル繰り返し，さらに 98℃・

10秒，55℃・15秒，72℃・10分の反応を行った。 

 2 μlの PCR産物を，25 μlの Competent high DH5α（TOYOBO）と混

合し，氷上に 20 分置いた後，42℃で 45 秒間加熱し，氷上に戻した。SOC 培

地（Invitrogen）を 250 μl加えて 80 rpmで振盪しながら 37℃で 1時間培養

し，アンピシリン加 LB寒天培地に播きこみ，37℃で一晩培養しコロニーを形

成させた。シングルコロニーを 5 mlのアンピシリン加 LB培地に懸濁して 37℃

で一晩培養し，Quicklyse Miniprep kit（QIAGEN）を用いてプラスミドを抽

出した。 

変異導入の確認は遺伝子配列を決定して確認した。BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）を用いてシークエンス反応を行
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った。EDTA溶液とエタノールを反応させて沈殿させ，精製したシークエンス

反応産物に 15 μl のホルムアミドを加えて溶解し，95℃・2分で熱変性させた

後，Genetic Analyzer 3130（Applied biosystems）を用いて解析した。 

 プラスミドをトランスフェクションした DH5αを，50 mlのアンピシリン加

LB培地（MERCK）に懸濁して 37℃で一晩培養し，Nucleobond Xtra Midi

（MACHEREY NAGEL）を用いてプラスミドを抽出した。 

上記の手順で，変異導入 G 蛋白質の cDNA を挿入したプラスミド，

pzKyoto-G(S204N)，pzC26-G(N204S)，pzC26-G(N37S)，pzC26-G(N319Q)，

pzC26-G(N204S,N319Q)，pzC26-G(N37S,N204S,N319Q)を作製した。これら

により表 2-2及び図 2-1に示す変異導入 G蛋白質が発現される。プラスミド液

の濃度は ND-100（Nanodrop Technologies., Wilmington, DE, USA）で測定

し，無血清 MEM で 1 μg / 100 μl に調製してトランスフェクションに用い

た。 

 

トランスフェクション 

 6 穴プレートまたは CELLview 4 分画グラスボトムシャーレ（Greiner 

Bio-One）に 1.0×105 / ml の濃度に懸濁したMNA細胞を，2 ml / well（6穴

プレート）または 500 μl / 分画（4分画グラスボトムシャーレ）で播きこみ，

シャーレ底面の 80%を細胞が占める様に一晩培養した。プラスミド液を無血清

MEMで 1 μg / 100 μlに希釈し，希釈プラスミド液 100 μl あたり 3 μlの

TransIT Neural transfection reagent（Mirus）と混合し，30分静置した。混

合液を 6 wellプレートの細胞には 200 μl / wellずつ，4分画グラスボトムシ

ャーレの細胞には 50 μl / 分画ずつ添加した。37℃，5%CO2下で 48時間培養

した後，それぞれウェスタンブロッティングと IFAにより発現した G蛋白質を
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解析した。 

 

ツニカマイシン添加による糖鎖付加阻害 

 MNA細胞にプラスミドをトランスフェクションして，37℃，5% CO２下で 4

時間培養した後に，培地を取り除き，1 μg / mlのツニカマイシン（SIGMA）

を含む培地に交換した。その後再び 37℃，5%CO２下で培養し，トランスフェ

クション後 48 時間培養した後，ウェスタンブロッティングと IFA により発現

した G蛋白質を解析した。 

 

PNGase Fによる脱糖鎖 

 N 型糖鎖の N-アセチルグルコサミン残基とアスパラギン残基間を切断する

Peptide-N-Glycosydase F（PNGase F）により G蛋白質の N型糖鎖を除去し

た。以下に示す方法で調製した細胞溶解液に，1 μl の 5% SDS と，1 μl の

dithiothreitol（DTT）（Wako）（1 M）を加え，95℃で 5分熱処理した後，急

冷した。さらに，2 μlのリン酸緩衝液（0.5 M・pH 7.5），2 μlの 10% Triton 

X-100，2 μlの recombinant PNGase F（Promega）を加え，37℃で 3時間

反応させたものをサンプルとして SDS-PAGE とウェスタンブロッティングに

より解析した。 

 

ウェスタンブロッティング 

 プラスミドをトランスフェクションし，48 時間培養した 6 穴プレートの

MNA細胞から上清を取り除き，PBSで 3回洗った後，Lysis buffer［50 mM 

sodium phosphate (pH 8.0), 300 mM NaCl, 0.01% (vol/vol) Tween-20, 1% 

(vol/vol) Triton X-100］を加え，氷上で 1時間反応させて細胞を溶解した。そ
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の後 4℃・12000 x gで 30分遠心し，上清を細胞溶解液として回収した（24）。 

 2.5 μlのNuPAGE LDS sample buffer（Invitrogen）と，1 μlの NuPAGE 

sample reducing agent（Invitrogen），5 μlの細胞溶解液を混合し，蒸留水を

加えて 10 μl の反応液を調製し，70℃で 10 分反応させた。NuPAGE MOPS 

SDS running buffer（Invitrogen）を調製し，上流バッファーのみに NuPAGE 

Antioxidant（Invitrogen）を 250 μl / 100 mlになるよう添加した。NuPAGE 

Novex 8% Bis-Tris Midi protein Gels, 26 well（Invitrogen）に，反応液を

10μl / well添加し，200V，500ｍA，50Wで 40分間，電気泳動を行った。 

 PVDF membrane（Immobilon-P Transfer Membrane., MILLIPORE, MA, 

USA）をメタノールに 5分浸し，蒸留水に 10分浸したのち，調製した NuPAGE 

transfer buffer（Invitrogen）に浸した。Transfer buffer に浸したろ紙に，

泳動後のゲルとメンブレンを挟み，Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell

（Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA）にセットし，20V，100mA，

20Wで 30分間電流を流し，セミドライブロッティングによる転写を行った。 

 スキムミルク（Difco, BD., Franklin Lakes, NJ, USA）を PBSで 50倍に希

釈し，転写したメンブレンを浸して振盪しながら室温で 1時間又は 4 ℃で一晩

反応させ，ブロッキングを行った。 

 PBS-0.05% Tween 20（PBS-T）で希釈した 1%スキムミルクで抗狂犬病ウイ

ルス G蛋白質マウスモノクローナル抗体 7-1-9を 4 μg / mlに希釈し，一次抗

体液としてメンブレンを浸して振盪しながら 4℃で一晩反応させた。PBS-T に

メンブレンを浸し，室温で振盪しながら 5 分 x 4 回メンブレンを洗浄した。

Monoclonal mouse anti-rabbit glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

（GAPDH）（HyTest Ltd., Turku, Finland）を 1%スキムミルク / PBS-Tで

5,000倍（0.2 μg / ml）に希釈し，一次抗体液として，メンブレンを浸して振



40 

 

盪しながら室温で 30分反応させ，PBS-Tで 5分 x 4回洗った。HRP標識抗マ

ウス IgGヤギ抗体（Goat anti-Mouse IgG （H+L） Secondary Antibody, HRP 

conjugate）（Thermo Fisher scientific）を 1%スキムミルク/ PBS-Tで 5,000

倍に希釈し，二次抗体液としてメンブレンを浸し，室温で 30分反応させた後，

PBS-T で 4 回洗った。ECL prime Western Blotting Detection Reagent 

substrate solution（GE Healthcare., Little Chalfont, UK）を用いて化学発光

させ，シグナルを Varsa Doc（Bio-Rad）で検出し，撮影した。 

 

間接蛍光抗体法（IFA） 

 プラスミドをトランスフェクションし，48時間培養した 4分画グラスボトム

シャーレのMNA細胞から上清を除去し，10%中性緩衝ホルマリン（Wako）を

1 ml / 分画加え，室温で 30分反応させ，細胞を固定した。PBSで細胞を 3回

洗浄した後，PBSで 0.02%に希釈した Triton X-100（SIGMA）を 500 μl / 分

画加え，5分反応させ，細胞膜の透過処理を行った。PBSで細胞を 3回洗浄後，

一次抗体として PBSで 4 μg / ml に希釈した抗 G モノクローナル抗体 7-1-9

を 100μl / 分画加え，室温で 1 時間反応させた。PBS で細胞を 3 回洗浄後，

二次抗体として FITC-Goat Anti-Mouse IgG（H+L）（Invitrogen）を PBSで

1:50に希釈し，DAPI（0.1 %），小胞体マーカーである ER-ID RED Dye （Enzo 

Life Sciences, Inc., NY, USA）（1 μg / ml）を添加して細胞に 100 μl / 分画

加え，室温で 30 分反応させた。PBS で 3 回洗浄後，共焦点レーザー顕微鏡

（Fluoview FV-1000；Olympus）で観察した。 
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結果 

 

G蛋白質単独発現細胞における G蛋白質の分布 

 Kyoto株およびCVS-26株のG蛋白質を発現するプラスミドをトランスフェ

クションして，それぞれのG蛋白質を一過性に発現させたMNA細胞において，

Kyoto株由来の組換え G蛋白質(Kyoto rG）は，細胞質内のみに分布し，CVS-26

株由来の組換え G蛋白質（CVS-26 rG）は，細胞質内だけでなく細胞膜にも多

く分布していた（図 2-2）。 

 また，Kyoto rG発現細胞では，Kyoto rGが小胞体に局在することが明らか

となった。同様に，CVS-26 rG発現細胞においても，細胞内に分布している G

蛋白質は，小胞体に局在した（図 2-3）。 

 

Kyoto株と CVS-26株の G 蛋白質の N型糖鎖修飾 

MNA 細胞に発現させた Kyoto rG は，ウェスタンブロッティング解析で

CVS-26 rGよりも移動度が早く，Kyoto rGの方が CVS-26 rGよりも分子量が

小さいことが示された（図 2-4, 2-5）。一方，Kyoto rGと CVS-26 rGをMNA

細胞で発現させる際にツニカマイシンを添加すると，Kyoto rGと CVS-26 rG

は，ほぼ同じ分子量を示した（図 2-4）。さらに，MNA細胞に発現させた Kyoto 

rGと CVS-26 rG を PNGase Fで酵素処理したところ，両者はほぼ同じ分子

量を示した（図 2-5）。これらの結果から，Kyoto rGよりも CVS-26 rGの方に

多くの N型糖鎖が付加されていることが明らかとなった。 

  

ツニカマイシンによる糖鎖付加阻害が組換え G 蛋白質の細胞内分布に与える

影響 
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ツニカマイシンを培地に添加した状態で MNA 細胞に Kyoto 株および

CVS-26株の組換え G蛋白質を発現させ，IFAで検出し，その分布を共焦点レ

ーザー顕微鏡で観察したところ，ツニカマイシン添加の有無に関わらず，Kyoto 

rGは核周囲の小胞体に局在しており，細胞膜への分布は認められなかった。一

方，CVS-26 rGは，ツニカマイシンを添加しなかったときは多くが細胞膜へ分

布したが，ツニカマイシンを添加すると，核周囲の小胞体に局在するようにな

った（図 2-6）。 

 

第 204 位アミノ酸の N 型糖鎖に影響する変異導入が組換え G 蛋白質の分子量

と細胞内分布に与える影響 

 Kyoto株と CVS-26株の G蛋白質遺伝子の配列をもとに，アミノ酸配列を確

認したところ，Kyoto株 G蛋白質は，第 37位アミノ酸と，第 319位アミノ酸

の 2か所が潜在的な N型糖鎖付加部位であるのに対し，CVS-26株 G蛋白質で

は，第 37 位アミノ酸と，第 319 位アミノ酸に加え，第 204 位アミノ酸が潜在

的な N型糖鎖付加部位（Asn-Lys-Thr）であった。Kyoto株 G蛋白質では，第

204位アミノ酸はセリンで潜在的N型糖鎖付加部位ではなかった（Ser-Lys-Thr）

（表 2-1）。National Center for Biotechnology Information のデータベースを

利用して，他の街上毒の G蛋白質のアミノ酸配列を調べたところ，第 204位ア

ミノ酸が潜在的 N 型糖鎖付加部位である街上毒の株は存在しなかった（表 2-1）。 

Kyoto株の G蛋白質には存在せず，CVS-26株の G蛋白質に存在する第 204

位アミノ酸への N 型糖鎖付加が，G蛋白質の細胞内局在を規定しているかを検

討するために，Kyoto株由来の G蛋白質の第 204位アミノ酸をセリンからアス

パラギンに変異を導入し，N型糖鎖付加配列を導入した組換え G蛋白質［Kyoto 

rG（S204N）］と，CVS-26株由来の G蛋白質の第 204位アミノ酸をアスパラ
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ギンからセリンに変異を導入し，糖鎖付加配列を欠失させた組換え G 蛋白質

［CVS-26 rG（N204S）］を MNA 細胞に発現させた。ウェスタンブロッティ

ングでこれらの変異導入 G 蛋白質の分子量を，それぞれ Kyoto rG および

CVS-26 rGと比較した結果，Kyoto rG（S204N）は，Kyoto rGよりも分子量

の大きなバンドと，Kyoto rGとほぼ同じ分子量のバンドに分かれた。CVS-26 

rG（N204S）は，Kyoto rGと同程度の分子量のバンドと，CVS-26 rGと同程

度の分子量のバンドに分かれた（図 2-7）。 

 Kyoto rG ，Kyoto rG（S204N），CVS-26 rG ，CVS-26 rG（N204S）の細

胞内分布を共焦点レーザー顕微鏡で調べた結果，Kyoto rG（S204N）は，Kyoto 

rG では認められなかった細胞膜への分布が認められた。一方，CVS-26 

rG(S204N)は，CVS-26 rG と同様に細胞膜への分布が依然認められたものの，

細胞質内では Kyoto rGと同様に核周囲に多くの G蛋白質の分布が見られるよ

うになった（図 2-8）。 

 

第 37位と第 319位アミノ酸のN型糖鎖に影響する変異導入がCVS-26株G蛋

白質の分子量と細胞内分布に与える影響 

 CVS-26株G蛋白質の第 37位アミノ酸と第 319位アミノ酸へのN型糖鎖付

加が G 蛋白質の細胞内局在を規定しているかを明らかにするために，第 37 位

アミノ酸をアスパラギンからセリンへ変異させ N 型糖鎖付加配列を欠失させ

た組換え G 蛋白質［CVS-26 rG（N37S）］と第 319 位アミノ酸をアスパラギ

ンからグルタミンに変異させ N 型糖鎖付加配列を欠失させた組換え G 蛋白質

［CVS-26 rG（N319Q）］を MNA 細胞に発現させた。ウェスタンブロッティ

ングでこれらの変異導入G蛋白質の分子量を，それぞれKyoto rG及びCVS-26 

rGと比較した結果，CVS-26 rG（N37S）は，CVS-26 rGと同じ分子量であっ
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たが，CVS-26 rG（N319Q）は CVS-26 rGよりも分子量が低下していた（図

2-9）。さらに，第 204 位アミノ酸と第 319 位アミノ酸の N 型糖鎖付加配列を

欠失させた組換え G蛋白質［CVS-26 rG（N204S,N319Q）］をMNA細胞に発

現させると，ツニカマイシン存在下で発現させた CVS-26 rG と同じ分子量の

蛋白質が大部分であったが，それより分子量の大きいバンドが少量認められた

（図 2-9）。これらの結果から，CVS-26株の G蛋白質の第 37位のN型糖鎖付

加配列には効率良く N型糖鎖修飾されていないことが明らかとなった。 

 これらの変移導入 CVS-26 rG 蛋白質の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡

で調べた結果，CVS-26 rG（N37S）と，CVS-26 rG（N319Q）は，細胞膜へ

の分布が認められたが，CVS-26 rG（N319Q）の細胞レベルでの細胞膜への分

布は CVS-26 rGと比較して減少していた。CVS-26 rG（N204S,N319Q）も，

細胞膜への分布は認められたが，CVS-26 rG（N319Q）と比較すると細胞レベ

ルでの細胞膜への分布はさらに減弱していた。3か所の潜在的 N 型糖鎖付加部

位を完全に欠失させた CVS-26 rG（N37S,N204S,N319Q）は，細胞膜への分

布は全く認められなかった（図 2-10）。 
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考察 

 

 狂犬病ウイルスのG蛋白質を単独でMNA細胞に発現させた場合でも，Kyoto

株と CVS-26 株を MNA 細胞に感染させた場合と同様に，Kyoto 株由来の rG

蛋白質は細胞膜に分布せず小胞体に局在したが，CVS-26株由来の rG蛋白質は

細胞膜に分布した（図 2-2）。この結果は，Kyoto株の G蛋白質と CVS-26株の

G蛋白質の間に存在するアミノ酸配列や立体構造，糖鎖修飾などの違いが G蛋

白質の細胞内分布や感染性ウイルス粒子形成部位およびその産生量の決定に関

わっていることを示唆した第一章で得られた実験成績を支持するものであった。 

 Kyoto rG発現MNA細胞では，G蛋白質と小胞体の共染色から Kyoto rGは

小胞体に局在することが明らかになった（図 2-3）。一方，CVS-26 rG発現MNA

細胞では，CVS-26 rGの多くは細胞膜に分布するが，細胞内に分布する CVS-26 

rG は小胞体に局在することが明らかになった（図 2-3）。このことから，粗面

小胞体で G 蛋白質が合成された後，Kyoto rG が小胞体に留まるのに対して，

CVS-26 rGは細胞内の糖蛋白質輸送経路を利用して，ゴルジ体を経由して細胞

膜に輸送されることが示唆された。第一章で，CVS-26株の G蛋白質の遺伝子

をKyoto株のG遺伝子に入れ替えた組換え狂犬病ウイルスを感染させたMNA

細胞では，細胞内の核周辺部で G 蛋白質と N 蛋白質が共局在し，感染性ウイ

ルスの多くが細胞内に留まるようになることを明らかにしたが，第二章で得ら

れた実験成績と併せて考察すると，街上毒と固定毒の G蛋白質の性状によりそ

の細胞内局在が規定され，G蛋白質が局在する部位でウイルス粒子形成が起き

ることが強く示唆された。即ち，G蛋白質がウイルスの出芽部位決定に深くか

かわると考えられる。このことは，固定毒のウイルス粒子が細胞膜から主に出

芽するのに対して，街上毒のウイルス粒子は細胞膜からはほとんど出芽せず，
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小胞体やゴルジ体などの細胞内小器官の膜から細胞質内に出芽する現象をよく

説明する（12，33，34，37）。 

 一般的な街上毒と固定毒の G 蛋白質に特徴的な性状として，潜在的 N 型糖

鎖付加部位の数が異なることが挙げられ，街上毒では 1～2 か所であるのに対

し固定毒では 3～4 か所である（表 2-1）（36，39，49，63，64）。Kyoto 株の

G蛋白質では第 37位と第 319位のアミノ酸が潜在的N型糖鎖付加部位である

が，CVS-26株の G蛋白質では，第 37位と第 319位の他に，第 204位アミノ

酸が N 型糖鎖付加部位である（表 2-1）。そこで，G 蛋白質の細胞内局在に G

蛋白質への N型糖鎖修飾が関与しているか否かを検討した。 

まず，潜在的な N 型糖鎖付加部位への実際の糖鎖付加の有無を確認するため

に，組換え G 蛋白質発現 MNA 細胞をツニカマイシン処理して N 型糖鎖付加

を阻害した場合（図 2-4）と，組換えG蛋白質発現MNA細胞の溶解液をPNGase 

Fで処理して N型糖鎖を除去した場合（図 2-5）の G蛋白質の分子量の変化を

解析した。本来の Kyoto rGの分子量は CVS-26 rGの分子量よりも小さいこと

から，両者の N型糖鎖の数が異なると考えられる。一方，ツニカマイシン処理

をして Kyoto rGと CVS-26 rGを発現させると，それぞれ本来の G蛋白質より

も分子量が小さくなり両 G 蛋白質の分子量は等しくなった。また，Kyoto rG

および CVS-26 rG 発現MNA細胞溶解液を PNGase Fで酵素処理すると，ツ

ニカマイシン処理と同様，それぞれ本来の rG よりも分子量が小さくなり，両

G 蛋白質の分子量は等しくなった。これらの結果から，CVS-26 rG 蛋白質は

Kyoto rGよりも多くの N型糖鎖が付加されていることが明らかとなった。 

 次に，N 型糖鎖付加が G 蛋白質の細胞内局在に与える影響を解析するため，

ツニカマイシンを培地に添加して，N 型糖鎖の付加を阻害しながら Kyoto rG

と CVS-26 rGをMNA細胞にそれぞれ発現させた。その結果，Kyoto rGはツ
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ニカマイシン処理の有無にかかわらず小胞体へ局在し，細胞膜への分布は認め

られなかったが，CVS-26 rGではツニカマイシン未処理で発現させた際には認

められた細胞膜への分布が，ツニカマイシン処理により認められなくなり，核

周囲の小胞体に局在するようになった（図 2-6）。このことから，G蛋白質が細

胞膜に輸送されるためには，G蛋白質への糖鎖付加が必要であることが明らか

となった。ツニカマイシン処理や，G蛋白質遺伝子への変異導入による糖鎖付

加の阻害により，G蛋白質の細胞膜への輸送が阻害されることは，CVS株や他

の固定毒株（ERA株）でも報告されており，この結果はそれらの報告と一致す

るものであった（3，45）。 

 Kyoto株を含む一般的な街上毒の G蛋白質には，CVS-26株の G蛋白質に見

られる第 204 位アミノ酸を含む潜在的 N 型糖鎖付加配列がない。そこで，第

204位アミノ酸を変異させた Kyoto rGと CVS-26 rGを作製し，MNA細胞に

発現させて G 蛋白質の分子量と細胞内分布を調べた。変異を導入した G 蛋白

質への糖鎖付加の有無についてはウェスタンブロッティングで変異導入前後の

分子量を比較することで確認した（図 2-6）。その結果，第 204位アミノ酸の N

型糖鎖付加部位のアスパラギンをセリンに変異させた CVS-26 rG（N204S）は， 

CVS-26 rGよりも分子量が小さくなり，Kyoto rGと同程度の分子量を示すバ

ンドと，CVS-26 rGと同程度の分子量を示す薄いバンドに分かれた。このこと

から，CVS-26 rG の第 204 位アミノ酸に N 型糖鎖が付加されていたことが示

された。一方，第 204位アミノ酸をセリンからアスパラギンに変異させ潜在的

N型糖鎖付加部位を導入した Kyoto rG（S204N）では，Kyoto rGと同じ分子

量のバンドと，CVS-26-rGと同程度の分子量を示す薄いバンドが検出されたこ

とから，Kyoto rG（S204N）の第 204位アミノ酸に N型糖鎖が付加されたも

のの，その効率は CVS-26 rG の第 204 位アミノ酸への糖鎖付加効率よりも低



48 

 

いことが示された。狂犬病ウイルスの G蛋白質の第 204位アスパラギンへの糖

鎖付加効率が低いことについては，これまで他の株（CVS-11株，変異導入 1088

株）でも報告されている（61，63）。ERA 株や CVS-11 株では，第 37 位アミ

ノ酸を含む潜在的糖鎖付加部位に，ほとんど N型糖鎖が付加されなかったとい

う報告がある（39，45，58，61）。また，アミノ酸配列上では N 型糖鎖付加部

位であっても，隣接するアミノ酸によって疎水性が高くなっていて糖鎖がアク

セスしにくい，蛋白質の立体構造上，内側に折り込まれているなどの理由で糖

鎖が付加されないことがあることも報告されている（39）。これらから，Kyoto

株の G蛋白質は，CVS-26株の G蛋白質と比較して，N型糖鎖が付加されにく

い構造をとると考えられた。 

 Kyoto rG（S204N）をMNA細胞に発現させたところ，G蛋白質の細胞膜へ

の分布が観察されたが，細胞あたりの細胞膜への分布量は CVS-26 rG と比較

して少なかった（図 2-8）。このことから，第 204 位アミノ酸に N 型糖鎖が付

加されることによって G 蛋白質が細胞膜へ輸送されることが示された。Kyoto 

rG（S204N）の細胞膜への分布効率が低いのは，Kyoto rG(S204N)の一部のみ

が第 204位アミノ酸に糖鎖が付加されたことを反映していると考えられる（図

2-7）。 

一方，CVS-26 rG(N204S)を発現させたMNA細胞では，第 204位アミノ酸

をセリンに変異させて N 型糖鎖付加を阻害しても一部の G 蛋白質の細胞膜へ

の分布が認められた（図 2-8）。このことと，CVS-26 rG(N204S)の大部分は

CVS-26 rGよりも分子量が小さくなるものの，一部は CVS-26 rG と同等の分

子量であることから，第 204位の糖鎖修飾が阻害されるとほかの潜在的 N型糖

鎖付加部位へ糖鎖が付加される可能性が示唆された。 

 そこで，CVS-26 rG(N204S)の一部が細胞膜に分布した原因を明らかにする
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ために，潜在的 N 型糖鎖付加部位である第 37位アミノ酸と第 319位アミノ酸

に変異を導入した種々のCVS-26株の組換えG蛋白質をMNA細胞に発現させ

て，第 204位アミノ酸以外の潜在的 N型糖鎖付加部位への糖鎖付加が CVS-26

株の G蛋白質の細胞膜への分布に与える影響を解析した（図 2-1）。CVS-26株

の G蛋白質の潜在的糖鎖付加部位である第 37位，第 204位，第 319位アミノ

酸残基それぞれに変異を導入した組換え G蛋白質と，第 204位と第 319位の 2

か所に変異を導入した組換え G蛋白質，第 37位と第 204位と第 319位の 3か

所全てに変異を導入した組換え G 蛋白質を MNA 細胞に発現させた結果，第

37位アミノ酸をアスパラギンからセリンに置換した CVS-26 rG(N37S)の分子

量は，CVS-26 rGと比較して変化が見られなかったが，他の変異を導入した G

蛋白質は，何れも CVS-26 rG よりも分子量が小さくなっていた（図 2-9）。こ

れらの結果から，CVS-26 株組換え G 蛋白質の第 37 位アスパラギンには，ほ

とんど N型糖鎖が付加されないことが示された。これは，CVS-26株に近縁な

CVS-11 株の第 37 位アスパラギンには N 型糖鎖が付加されないというこれま

での報告と一致する（39，45，61）。しかし，第 204位アスパラギンをセリン

に置換して N型糖鎖付加配列を欠失させた CVS-26 rG（N204S）と第 204位

と第319位のアスパラギンをそれぞれセリンとグルタミンに置換してN型糖鎖

付加配列を欠失させた CVS-26 rG（N204S,N319Q）では，糖鎖修飾のない G

蛋白質に相当する分子量と，より大きい分子量の二種類の G蛋白質が認められ

たことから，これらの組換え G 蛋白質では，一部の第 37 位アスパラギンに N

型糖鎖が付加されていたことが示唆された（図 2-9）。 

これらの組換え G蛋白質発現MNA細胞では，CVS-26 rG(N37S)と CVS-26 

rG(N319Q)は細胞膜に分布していた。なお，CVS-26 rG（N319Q）の細胞膜へ

の分布は，CVS-26 rGや CVS-26 rG（N37S）と比較して明らかに低下してい
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たことから，第 319 位アスパラギンへの N 型糖鎖付加も，G 蛋白質の細胞膜

への分布に関わっていることが示唆された。また，3か所の N型糖鎖付加配列

を全て欠失させた CVS-26 rG（N37S,N204S,N319Q）は，細胞膜への分布が

認められず，核周辺にのみ局在したことから，N 型糖鎖が CVS-26 rG の細胞

膜への輸送に必要不可欠であることが示された（図 2-10）。 

 

 本章において，街上毒である Kyoto 株由来の G 蛋白質の第 204 位アミノ酸

への N型糖鎖修飾を導入すると，G蛋白質が小胞体から細胞膜へ輸送されたこ

とから，この部位の N 型糖鎖は G 蛋白質の細胞膜への輸送に重要な役割を持

つことが明らかとなった。 

一方，固定毒である CVS-26株由来の G蛋白質は，第 204位アミノ酸へのN

型糖鎖付加を欠失させても細胞膜への分布が認められた。このことから，

CVS-26株は街上毒から固定毒化される過程でG蛋白質の第 204位アミノ酸が

N型糖鎖付加されるような変異を獲得したと考えられるが，これ以外にも G蛋

白質の細胞膜への輸送を促すような変異を獲得したことが示唆された。固定毒

ERA株の G蛋白質を用いた実験では，第 37位の潜在的糖鎖付加部位が，糖鎖

付加効率が低くても G 蛋白質の細胞膜への分布に影響を与えることが報告さ

れた（45）。また，同じく ERA 株 G 蛋白質を用いた実験で，ある糖鎖付加部

位の糖鎖の存在の有無は，同一蛋白質上の他の潜在的糖鎖付加部位の糖鎖に対

するシアル酸付加などの修飾には影響を与えるが，糖鎖付加効率には影響を与

えないと報告されている（45，58）。しかし，本研究では，第 204 位アミノ酸

への変異導入によって，CVS-26 株 G 蛋白質の第 37 位アミノ酸への糖鎖付加

が促進されたことを示唆する結果が得られた。本研究で作製した CVS-26 rG

（N204S）については，第 204位アミノ酸への変異導入によって，G蛋白質の
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立体構造が変わり，第 37 位アミノ酸など他の糖鎖付加部位への糖鎖付加頻度

等が上昇したのではないかと考えられた。将来，Kyoto株の G蛋白質と CVS-26

株の G蛋白質について，第 204位アミノ酸への変異導入による蛋白質の立体構

造や糖鎖修飾の変化を詳細に調べることで，固定毒化の機序をさらに究明でき

ると考えられた。 
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第三章 

 

第 204位アミノ酸に N型糖鎖付加された 

Kyoto株（街上毒）の G蛋白質発現により 

発現レベルが変動する細胞遺伝子の検索 
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序論 

 

 第一章，第二章において，街上毒である Kyoto株由来の G蛋白質が感染細胞

の核周囲にある小胞体にのみ局在するのに対して，固定毒である CVS-26株由

来の G 蛋白質が感染細胞の細胞膜にも分布することを見出し，Kyoto 株 G 蛋

白質に第 204 位アミノ酸への N 型糖鎖付加配列を挿入することで G 蛋白質が

細胞膜に分布するようになることを発見した。G蛋白質の第 204 位アミノ酸の

アスパラギンに N 型糖鎖が付加されたことで，G蛋白質を小胞体膜およびゴル

ジ体から細胞膜に運ぶ細胞内輸送経路が活性化されたのではないかと考えられ

た。 

また，狂犬病ウイルスは固定毒化により抗原性が増強し，かつ，G蛋白質が

免疫誘導やアポトーシス誘導に深く関わることが指摘されている。このことか

ら，糖鎖修飾の異なる G蛋白質を発現させた細胞内における蛋白質輸送，ウイ

ルスの出芽，ウイルス複製，免疫応答に関与する遺伝子群の活性化状態を比較

解析することで，固定毒化の過程で獲得したと考えられる第 204位アミノ酸へ

の N型糖鎖付加が感染細胞に及ぼす影響の解析につながり，街上毒の固定毒化

により得られたウイルスの性状を解明できる可能性が考えられた。（11，13，

26，41，55，66）。 

そこで，第三章では，街上毒の Kyoto株と固定毒の CVS-26株の組換え G蛋

白質およびそれぞれの第204位アミノ酸のN型糖鎖付加配列の有無によって細

胞のmRNAの発現が有意に変化する遺伝子群があるか否かをDNAマイクロア

レイによって解析した。  
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材料及び方法 

 

細胞 

 MNA細胞を，MEM-10% FBS で培養し，トランスフェクションに用いた。 

 

トランスフェクション 

 24穴プレート（Iwaki）にMNA細胞を 5.0×104 cell / wellで播きこみ，底

面の 80%を細胞が占めるように一晩培養した。pzC26-G，pzKyoto-G，pzC26-G

（N204S），pzKyoto-G（S204N）のプラスミド液を無血清MEM で 1μg / 100

μl に希釈し，希釈プラスミド液 100μl あたり 3μl の TransIT Neural 

transfection reagent（Mirus）と混合し，30分静置した後，50μl / wellずつ

添加し，48 時間培養した。それぞれのプラスミドを 4 well にトランスフェク

ションし，それぞれをマイクロアレイで解析した。 

 

マイクロアレイ解析 

狂犬病ウイルス Kyoto 株およびその第 204 位に変異導入した G 蛋白質が発

現する細胞において，有意に発現量に変動がある細胞遺伝子を検出するために，

それぞれの G蛋白質を発現する細胞由来 RNAのプロファイルをマイクロアレ

イにより解析した。 

pzKyoto-Gおよび pzKyoto-G（S204N）プラスミドをトランスフェクション

したMNA細胞から，RNeasy mini kit （QIAGEN）を用いて total RNAを精

製し，得られた total RNAは Agilent 2100 Bioanalyzer （Agilent Technologies，

Foster city，CA，USA）とAgilent RNA 6000 Nano Kit（Agilent Technologies）

を用いて品質を測定した。高品質（RNA Integrity Numberが 7以上）な Total 
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RNA であることが確認されたサンプルについて，マイクロアレイ解析に使用

した。150 ngの Total RNAは Low Input Quick Amp Labeling Kit, one-color

（Agilent）を用いて cDNAに逆転写し，cRNA増幅および Cy3標識を行った。

得られた Cy3標識 cRNAは RNeasy mini kit（QIAGEN）で精製後，RNA濃

度と Cy3 濃度を Spectrophotometer ND-100（Nanodrop Technologies, 

Wilmington, DE, USA）で測定し，Cy3取り込み率を算出し，6pmol / μg以

上であることを確認した。その後，600 ng の標識 cRNA を Fragmentation 

Bufferで 60℃，30分で断片化し，SurePrint G3 Mouse GE Microarray 60k 

probes×4 arrays/ slide （Agilent）に 65℃，17時間ハイブリダイズさせた。

マイクロアレイスライドは，Wash Solution 1，Wash Solution 2（Agilent）で

洗浄後，マイクロアレイスキャナ（Agilent） で Cy3の蛍光イメージを取得し

た。pzKyoto-Gおよび pzKyoto-G(S204N)をトランスフェクションした 2軍の

細胞それぞれ 4 サンプルから得られた各イメージファイルは Feature 

Extraction software ver.11（Agilent）で解析し，6万種の細胞由来遺伝子の発

現強度が記載されたテキストファイルを得た。 

 Feature Extraction softwareより出力したテキストファイルを GeneSpring 

GX 12（Agilent）に取り込み，以下の 2段階を踏んでデータの Normalization

（正規化）を行った。①Per Chip Normalization：マイクロアレイ間のシグナ

ル強度の系統的な誤差を補正し生物学的な変動を抽出する為に，サンプル毎に

6 万プローブの中で 75 percentile の蛍光を保持するプローブ蛍光強度を 1 に

変換し，その他のプローブは相対値に変換した。②Per Gene Normalization：

各プローブ蛍光強度の 2 群の細胞計 8 つのサンプル間の値の中から中央値を 1

に変換後，その他のプローブ蛍光強度は相対値で示した。 

 GeneSpring を用いて正規化した計 8 サンプルのデータは，プローブ名と遺
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伝子名を関連付けた後，pzKyoto-G 群（N=4）および pzKyoto-G（S204N）

群（N=4）の 2群に分類した。有意に発現レベルの変動した遺伝子を選定する

前に，2 群中 1 群で確実に遺伝子発現が確認された遺伝子の抽出，および生デ

ータにおいて 2 群中 1 群で 10 以上のシグナル強度が確認された遺伝子を抽出

した。その後，2 倍以上変動する遺伝子の抽出後，有意に変動した遺伝子を

moderated t-test（p<0.05，Benjamini-Hochberg false discovery rate（FDR））

を用いて選定した。 

 pzKyoto-G群と pzKyoto-G（S204N）群間で有意に発現レベルが変動してい

た遺伝子群の，生物学的意味を解釈する為に Ingenuity Pathway Analysis（IPA）

（Ingenuity systems, Redwood City, CA,USA） により機能解析を行った。 

 CVS-26株 G蛋白質および，第 204位アミノ酸に変異導入した G蛋白質を発

現させた MNA 細胞，pzC26-G 群と pzC26-G（N204S）トランスフェクショ

ン細胞群（1 群 4 サンプル，計 8 サンプル）の比較解析についても，同様の手

順で行った。 
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結果 

 

Kyoto rG発現細胞と，Kyoto rG（S204N）発現細胞における細胞由来遺伝子

発現の比較解析 

Kyoto rG発現MNA細胞と，Kyoto rG（S204N）発現細胞の細胞由来mRNA

の発現プロファイルをマイクロアレイによって比較解析した。Kyoto rG 発現

MNA細胞と比較して，Kyoto rG（S204N）発現細胞で有意に発現レベルの変

化していた細胞遺伝子は 6 遺伝子で，すべて Kyoto rG（S204N）発現細胞で

発現レベルが有意に上昇していた（表 3-1）。これら 6遺伝子に関して IPAによ

る機能解析で，有意性の高い関連遺伝子の機能を検索したところ，抗微生物反

応や炎症反応に関連する遺伝子群が特に有意に変化していることが示された

（表 3-2）。IPAによる機能解析では，canonical pathwayとして，role of pattern 

recognition receptor in bacterial and viral recognition が活性化していると示

されたが，6 遺伝子の中でこの経路に含まれるのは，2’,5’-オリゴアデニル

酸合成酵素（2’,5’-olygoadeylate synthetase2, OAS2）をコードする遺伝子だ

けであった（図 3-1）。 

 

CVS-26 rG発現細胞と，CVS-26 rG（N204S）発現細胞における細胞由来遺伝

子発現の比較解析 

 Kyoto株組換え G蛋白質発現細胞での解析と同様に，CVS-26 rG発現MNA

細胞と，CVS-26 rG（N204S）発現細胞の細胞由来mRNA発現プロファイル

をマイクロアレイによって比較解析した。その結果，CVS-26 rG発現細胞と比

較して CVS-26 rG（N204S）発現細胞で発現が有意に変化していた細胞由来遺

伝子は，76遺伝子で，うち IPAに機能が登録されていたのは 55遺伝子だった。
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機能が既知の 55 遺伝子の内，CVS-26 rG（N204S）発現細胞で発現レベルが

上昇していた細胞由来遺伝子は 33 遺伝子で，発現が減少していた遺伝子は 22

遺伝子だった（表 3-3）。 

 これらの発現が有意に変化していた遺伝子に関して IPA で機能解析を行い，

有意性の高い関連遺伝子の機能を検索したところ，内分泌系疾患に関連する遺

伝子群で特に有意な発現の変動が見られた（表 3-4）。活性化していた canonical 

pathway として role of pattern recognition receptors in recognition of 

bacteria and viruses（図 3-2）や interferon signaling（図 3-3）などが挙げら

れたが，いずれも有意に変化していた 76 遺伝子のうち，1～4 遺伝子しか含ま

れていなかった。 
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考察 

 

マイクロアレイ解析を行うに当たり，Kyoto rG蛋白質と Kyoto rG（S204N）

蛋白質間および CVS-26 rG蛋白質と CVS-26 rG（N204S）蛋白質間で，G蛋

白質の細胞内における発現量が同等であることをウェスタンブロッティングで

確認した。その上で MNA 細胞における細胞遺伝子群の発現レベルについて比

較解析した。 

 Kyoto rG発現細胞と Kyoto rG（S204N）発現細胞について比較解析を行っ

たところ，Kyoto rG発現細胞に対して Kyoto rG（S204N）発現細胞で有意に

発現レベルが上昇している細胞由来遺伝子が 6遺伝子認められた（表 3-1）。こ

れら 6遺伝子について，IPAによる機能解析を行ったところ，細胞表面への蛋

白質発現に関わる 1遺伝子の活性化と，自然免疫反応に関わる抗微生物反応や

炎症反応の活性化に関連する 5遺伝子の活性化が明らかとなった。 

Kyoto rG（S204N）発現細胞で発現レベルの上昇した自然免疫反応に関わる

抗微生物反応や炎症反応の活性化に関連する 5 遺伝子は以下のとおりである。

Ifi44（interferon-induced protein 44 をコードする），Mx1/Mx2（Mixovirus 

resistance protein 1 および 2 をコードする），Oas2（2'-5'-oligoadenylate 

synthetase 2をコードする），Phf11a（PHD finger protein 11 をコードする）

はインターフェロンによって発現が誘導される遺伝子で，いずれも抗ウイルス

活性やヘルパーT 細胞の活性化に関わることが示されており，ウイルス感染に

よって発現量が変化することが報告されている（15，16，23，25，28，31，

54，67，68）。固定毒は街上毒よりも感染宿主細胞における免疫誘導能が強い

ことが，これまでの研究で指摘されており，第 204位アミノ酸をN型糖鎖付加

部位に変異させ，固定毒である CVS-26 株の G 蛋白質の N 型糖鎖付加部位に
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近似させた Kyoto rG（S204N）を発現させた細胞で，これら自然免疫誘導に

関わる遺伝子の発現上昇が示されたことは，固定毒化によって宿主の免疫応答

が増強されるという報告を支持する成績であった（8，9，29，37，38，53，

55，56）。 

 一方，Kyoto rG（S204N）発現細胞で発現レベルの上昇した細胞表面への蛋

白質発現に関わる Rtp4 遺伝子がコードする receptor （chemosensory） 

transporter protein 4（RTP4）は，他の蛋白質と結合する能力を持っており，

味覚受容体の排出に関わり，受容体のユビキチン化を防いで細胞表面への発現

を強化する役割を持つことが指摘されている（2）。また，細胞表面におけるμ

オピオイド受容体とδオピオイド受容体とのヘテロダイマーの形成を調節する

役割を持っていると言われている（6）。また，Kyoto 株 G 蛋白質への第 204

位アミノ酸を含む N型糖鎖付加部位の導入により，G蛋白質の細胞膜への分布

が見られるようになったことから，宿主細胞で発現レベルが有意に上昇した

Rtp4遺伝子が，第 204位アミノ酸に N型糖鎖修飾された G蛋白質の細胞膜へ

の輸送に関わると考えられた。 

また，これら 6遺伝子の発現上昇は，CVS-11株を感染させたマウスの CNS

を用いて行ったマイクロアレイでも認められている（47）。しかし，今回のマ

イクロアレイ解析のみからは，優位に発現レベルの変化した遺伝子の種類が少

ないため，Kyoto rG（S204N）を発現させたMNA細胞内でこれら特定のシグ

ナル伝達経路が活性化されていると判断することはできなかった（表 3-2，図

3-1）。これらの細胞遺伝子発現レベルの上昇が持つ意義を理解するためには，

今後，リアルタイム PCR による発現量の定量や，特定の遺伝子をノックアウ

トした細胞を用いた G 蛋白質の発現実験や狂犬病ウイルス感染実験などを行

い，詳細に解析することで，これらの細胞遺伝子が狂犬病ウイルス街上毒の固
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定毒化によって獲得された G 蛋白質の免疫原性の増強や細胞内輸送にどのよ

うにかかわっているかを明らかにする必要がある。 

 一方，第 204位アミノ酸をアスパラギンからセリンに置換して N型糖鎖付加

配列を欠失させた CVS-26 rG（N204S）では街上毒の Kyoto 株と同じ糖鎖付

加部位と数となり，CVS-26 rGを発現させた細胞よりも免疫反応に関連する遺

伝子の発現レベルが低下することが期待されたが，インターフェロン誘導性蛋

白質（IRF7，Irgm1，Igtp，OAS，GBP4など）や，オートファジー関連因子

である IRGM や，異常蛋白のユビキチン化と分解に関わる UBA7 などの遺伝

子で発現の有意な上昇，アポトーシス抵抗性に関与する BNIP 遺伝子，免疫反

応に関わる PDCD1LG2 遺伝子の有意な発現低下などが示されたが，街上毒の

表現型に係る遺伝子群と考えることは困難であった。糖蛋白質の糖鎖は蛋白質

のフォールディングや輸送，機能に影響を与えるとされている（45，52，58）。

CVS-26 rG の第 204 位アミノ酸をアスパラギンからセリンに置換して糖鎖付

加が欠失された CVS-26 rG（N204S）は，N型糖鎖付加部位と数が同じ Kyoto

株の G蛋白質とは異なるフォールディングや立体構造をとるため，誘導される

細胞遺伝子群が異なった可能性がある。このことは，CVS-26 rG（N204S）の

一部が第 204 位の糖鎖欠失を補う新たな糖鎖付加がおそらく第 37 位アミノ酸

に起きていることからも予想される。 

 

本研究によって，街上毒である Kyoto 株 G 蛋白質に第 204 位アミノ酸への

N型糖鎖付加配列を挿入して固定毒の特性を獲得した G蛋白質の発現が，細胞

表面への蛋白質輸送に関わる Rtp4 遺伝子と，固定毒化した狂犬病ウイルスに

特徴的な免疫誘導の増強を説明し得る自然免疫反応に関わる遺伝子群（Ifi44

遺伝子，Mx1 および Mx2 遺伝子，Oas2，Phf11a 遺伝子）の発現レベルを有
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意に上昇させることが示されたが，これらの遺伝子誘導が Kyoto株の第 204位

アミノ酸への N型糖鎖付加のみに認められる現象か，多くの街上毒の固定毒化

において共通して認められる現象かを今後明らかにする必要がある。もしこれ

が固定毒化に共通して認められるのであれば，これらの細胞遺伝子の誘導は固

定毒の G 蛋白質の細胞膜への輸送や免疫原性の増強を説明する重要な知見で

あると考えられる。 
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結論 

 

 狂犬病ウイルスは，野外流行株である街上毒と街上毒を実験室内で継代して

作出された固定毒に分類される。固定毒は街上毒と比較して，末梢感染性の減

弱や潜伏期間の短縮と一定化，さらには免疫誘導能の増強といった様々な性状

の変化が見られる（4，9，29，38，42，53，55，56）。これまでに，電子顕微

鏡による感染細胞の観察から，街上毒は細胞膜からのウイルス粒子の出芽がほ

とんど認められないが，固定毒では細胞膜からのウイルス粒子の出芽が高頻度

で認められることが報告されている（12，20，32～34，37）。また，最近の研

究で，街上毒の固定毒化に伴う増殖効率の上昇や，マウスに対する末梢感染性

の低下に，狂犬病ウイルスの G 蛋白質に付加される N 型糖鎖数の増加が関係

することが示唆された（62～64）。 

 そこで本研究では，街上毒と固定毒の出芽部位の違いには G蛋白質の糖鎖修

飾の違いが関与していると仮説を立て，これを証明するために街上毒の Kyoto

株と固定毒の CVS-26株および両者のキメラである組換えウイルスと組換え G

蛋白質の哺乳類細胞発現系を用いて，G蛋白質の糖鎖修飾と細胞内分布につい

て比較解析した。さらに種々の組換え G蛋白質を発現させた細胞において発現

レベルの上昇する細胞由来遺伝子を比較解析した。その結果，以下の知見が得

られた。 

 

1. 街上毒の Kyoto 株を感染させた MNA 細胞において G 蛋白質は細胞膜に輸

送されなかったが，固定毒の CVS-26株を感染させたMNA細胞では G蛋白

質は細胞膜に分布した。 
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2. 固定毒の CVS-26 株の G 蛋白質をコードする遺伝子のみを街上毒の Kyoto

株の遺伝子に置換した組換え狂犬病ウイルス rCVS-26(Kyoto-G)株をリバー

スジェネティクスにより作製し，MNA細胞に感染させると，その G蛋白質

は細胞膜に輸送されず，Kyoto株感染細胞と同様に小胞体に局在した。 

 

3. 固定毒の CVS-26株をリバースジェネティクスにより作製した，組換え狂犬

病ウイルス rCVS-26 株を感染させた MNA細胞では，G 蛋白質はヌクレオカ

プシドを構成する N 蛋白質と細胞膜周囲に共局在したが，街上毒由来 Kyoto

株の G蛋白質を持つ rCVS-26(Kyoto-G)を感染させたMNA細胞では，G蛋白

質と N 蛋白質は MNA 細胞の細胞膜周囲には分布せず，核周辺の小胞体に共

局在した。 

 

4. 街上毒の Kyoto 株の G 蛋白質を持つ rCVS-26(Kyoto-G)株は，固定毒の

CVS-26株の G蛋白質を持つ rCVS-26株よりも感染性ウイルス粒子の産生量

が有意に低下した。 

 

5. 街上毒の Kyoto 株に由来する Kyoto rG と固定毒の CVS-26 株に由来する

CVS-26 rGをMNA細胞に発現させると，Kyoto rGは細胞膜に分布せず小胞

体に局在したが，CVS-26 rGは細胞膜に分布した。 

 

6. 街上毒の Kyoto株に由来する G蛋白質の第 204位アミノ酸をセリンからア

スパラギンに置換して N 型糖鎖付加配列を挿入した Kyoto rG（S204N）を

MNA細胞に発現させると細胞膜に分布するようになった。 
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7. 街上毒のKyoto株に由来するG蛋白質の第 204位アミノ酸へのN型糖鎖付

加配列を挿入して固定毒の特性の一つである細胞膜へ輸送される性質を獲得

した Kyoto rG（S204N）を発現させた MNA 細胞で，自然免疫誘導に関わ

る細胞遺伝子群の発現上昇が示され，固定毒の免疫誘導の増強という表現型

を獲得したのではないかと考えられた。 

 

以上の結果から，Kyoto株感染細胞と CVS-26株感染細胞における G蛋白質

の分布の違いには，G蛋白質の第 204位アミノ酸への糖鎖付加が大きく関与し

ていることが明らかとなった。糖鎖付加数の増加により，G蛋白質が細胞膜へ

効率的に輸送されたことは，これまでに報告されている街上毒が固定毒化する

際に獲得する表現型の一つを説明し得る（12，20，32～34，37）。また，固定

毒は街上毒よりも免疫誘導能が強いことがこれまでの研究で指摘されているが，

第 204位アミノ酸を糖鎖付加部位に変異させ，固定毒である CVS-26株の G蛋

白質に近似させた Kyoto rG（S204N）を発現させた細胞で，自然免疫誘導に

関わる遺伝子の発現上昇が示されたことは，固定毒化によって免疫応答が増強

される現象を部分的に説明し得る（8，9，29，37，38，53，55，56）。また，

蛋白質の膜輸送に関与する遺伝子も発現上昇が認められ，第 204 位アミノ酸へ

糖鎖付加された G 蛋白質の細胞膜への輸送効率の上昇を説明し得ると考えら

れた。 

 本研究により，狂犬病ウイルスの街上毒が固定毒化される過程でウイルスが

獲得した特徴的な性状の少なくとも一部を明らかにできたと結論される。 
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