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図図 11..  PP 遺遺伝伝子子 mmRRNNAA かからら発発現現すするる PP 蛋蛋白白質質アアイイソソフフォォーームムのの模模式式図図    
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図図 22..  ここれれままででにに報報告告さされれてていいるる PP33 のの機機能能のの模模式式図図  
  
○A : P3 が STAT1 と結合し、STAT1 の核内移行および核内での DNA との 

結合を阻害することが示唆されている(27, 39)。 
B : P3 が抗ウイルス蛋白質の PML に結合することが報告されている(2)。 
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BHK BHK/T7-9 17 5%FCS

10% Becton Dickinson

: 260300 E-MEM 37 CO2 5%
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: MIR2300 50 µl OPTI-MEM Gibco : 31985-070
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1 2 µg pCE(NiP) RC-HL

N P L 0.4 µg pT7IRES-RN 0.1 µg 

pT7IRES-RP 0.2 µg pT7IRES-RL 50 µl
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Greiner Bio-One 24 : 662160

BHK/T7-9 37 5 1,400 ×g

10 −80

10 Greiner Bio-One

75cm2 : 658170 NA 5

1,400 ×g 10 CE(NiP)

−80  

 

CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55   

CE(NiP)∆P2-5 RNA  
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P 20 53 69 83 Met

Ile pCE(NiP)

1-1 pCE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

17 NA
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QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN 52904)
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CE(NiP)∆P2-5 140 µl RNA 50 µl

RNA RT

RNA 11 µl Random Primer [hexadeoxyribonucleotide mixture; pd (N)6]
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4 l 5×First-Strand Buffer 1 l 0.1 M DDT RNaseOUT 

Recombinant Ribonuclease Inhibitor Invitrogen : 10777-019

SuperScript  Reverse Transcriptase 25  / 5

50  / 60 70  / 15 cDNA PCR

4  

TaKaRa Ex Taq Hot Start Version TaKaRa : RR006A
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cDNA PCR 4 P
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0.25 µl 50 µM 0.125 µl TaKaRa Ex Taq HS

24 µl PCR PCR

1 l cDNA 95  / 

5 95  / 30 58  / 30

72  / 1 30 72  / 5

cDNA BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems : 4336917

RHN28(+)
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0.5 : 22224-55 10%FCS
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Turbo Bio-Rad
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0.1% Tween20 PBS PVDF
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P αP1-5 1-1

Sigma : T5168
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Lightning Plus ECL kit Perkin-Elmer : NEL103001EA
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表表 11--11..  ダダイイレレククトトシシーーククエエンンススにに使使用用ししたたププラライイママーー  

プライマー 方向 a 配列（5’ → 3’） アニール部位 b 

RHNS18(+) F ACTTTGTTGGATGCTATATGGG 1008 - 1029 

RHN7(-) R GTTCATTTTGTCAGTGGTGTTGCCCG 2502 - 2477 

RHN28(+) F AGTCAGTTCCAATCATCAAGCCCGT 1348 - 1372 

 
a: F（フォワードプライマー）、R（リバースプライマー） 
b: 狂犬病ウイルス西ヶ原株（Accession No.AB044824）の完全長ゲノム配列に基づく 

塩基番号 
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表表 11--22..  ppCCAAGGGGSS--PP11~~  --PP55 のの作作製製にに使使用用ししたたププラライイママーー  

プライマー 方向 a 配列（5’ → 3’） 

P1(+) F ACGGAGCTCAATATGAGCAAGATCTTCGT 

P2(+) F TTACTTCGAATTCTGAGACGATGGCTGAAGAGACTGTT 

P3(+) F TTACTTCGAATTCTGAGACCATGAGCCGA 

P4(+) F TTACTTCGAATTCTGAGACGATGTCCAAA 

P5(+) F TTACTTCGAATTCTGAGAAGATGGATGAAGGA 

P(-) R CAGCGAGGTGCTAGCTTAGCAAGATGCATAGCGA 

a: F（フォワードプライマー）、R（リバースプライマー） 
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図図 11--11..  CCEE((NNiiPP))株株  ((AA))  おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株  ((BB))  ののゲゲノノムム  
構構成成、、ななららびびにに各各 PP 遺遺伝伝子子 mmRRNNAA かからら発発現現すするる PP 蛋蛋白白質質  
アアイイソソフフォォーームムのの模模式式図図  

 
白丸（○）は P 遺伝子上に導入された変異[AUG→AUA（+鎖として表示）]を示す。 
αP1-5: 抗 P 蛋白質ペプチド抗体 
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図図 11--22..  CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株感感染染 NNAA 細細胞胞にに  

おおけけるるアアイイソソフフォォーームムのの発発現現パパタターーンン   

 

CE(NiP)株および CE(NiP)∆P2-5 株の感染 NA 細胞を、P1～P5 を 
発現させるため各々pCAGGS-P1～-P5 を導入した NA 細胞と共に、 
ウエスタンブロットにより解析した。

30 

46 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

空空ベベククタターー  

非非感感染染  
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図図 11--33..  ダダイイレレククトトシシーーククエエンンススにによよるる CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株 PP 遺遺伝伝子子上上のの  

変変異異導導入入箇箇所所のの配配列列分分析析  
 

矢印（↓）は変異導入箇所を示す。 
 

AATATGAGC GAGATGGCT 西ヶ原株由来 
P遺伝子配列 

ダイレクト 
シークエンス結果 

P1 
(開始コドン) 

P2 P3 
AGGATGTCC CAGATGGAT 

P4 P5 

A A A T A T G A G
150

C A T G
200

AG AT AG C T GGG A
300

C A T A A G C C

GACATGAGC 

T AG G A
350

T A T C C A T C A
390

G A T A G AT G
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図図 11--44..  NNAA 細細胞胞ににおおけけるる CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株のの  
増増殖殖能能のの比比較較  

 
CE(NiP)株および CE(NiP)∆P2-5 株を、MOI=0.01 の条件で NA 細胞に 
接種した。接種後 1、3 および 5 日目に培養上清を回収した後、フォー 
カスアッセイによって上清中のウイルス感染価を計測した。 
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NA 1

SYM-I [ ]   

CO2 37 CO2

5% SYM-I GM 10%FCS Gibco : 10437-028

E-MEM : 05900  

  

  

P 1

pCAGGS-P1 -P5 CE(NiP)∆P2-5 P1

CE(NiP)∆P2-5 P1 cDNA PCR

pCAGGS/MCS

CE(NiP)∆P2-5 P1 pCAGGS-P1∆P2-5

tPs N GFP P1

2-4 CE(NiP) CE(NiP)∆P2-5

P1 cDNA PCR

pEGFP-C1 Clontech GFP

N GFP

CE(NiP) CE(NiP)∆P2-5 P1

pEGFP-P1 pEGFP-P1∆P2-5

GFP P1 GFP-P1 GFP-P1∆P2-5 IFN
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GL IFN-β IFNB-pGL3

McGill University Rongtuan Lin IFN

GL

ISRE pISRE-luc Stratagene

: 219092

RL

pRL-Tk Promega : E2241  

pRVDI-luc 40 PCR   

5’   GL  3’

  cDNA

pCAGGS/MCS

pCAGGS-RVDI-Luc Ni-CE

PCR L cDNA

pCAGGS/MCS L 

pCAGGS-CEL pCAGGS-CEN

22  

  

SSDDSS--PPAAGGEE   

Greiner bio-one 24 : 662160

NA 1 0.8 g pCAGGS-P1~-P5 pEGFP-C1
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pEGFP-P1 pEGFP-P1∆P2-5

Lipofectamine 2000 Invitrogen : 11668027

2 PBS 50 l Sample Buffer 

Solution (2ME+) ( 2) ( : 196-11022) 

1

SDS-PAGE

SYM-I NA

SYM-I P

[ ]

 

  

  

Greiner bio-one 24 : 662160

NA 1 0.12 g pCAGGS-P1 pCAGGS-P1∆P2-5

pCAGGS/MCS 0.8 g pCAGGS-RVDI-Luc 0.4 g

pCAGGS-CEL 1.2 g pCAGGS-CEN

Lipofectamine 2000 Invitrogen : 11668027

37 2 PBS( ) : 

05913 100 µl Cell Culture Lysis Reagent Promega

: E1531 −80

12,000 ×g / 4℃ / 2 Luciferase assay system

Promega : E1500 10 µl
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Relative Light Unit (RLU)/sec

1

Dunnett  

  

IIFFNN--ββ   

Greiner bio-one 24 : 662160

SYM-I 1 0.12 g pEGFP-P1 pEGFP-P1∆P2-5

pEGFP-C1 0.25 g IFNB-pGL3 0.04 g pRL-Tk

Promega : E2241

Lipofectamine 2000 Invitrogen : 11668027

37 24 5 g 2 RNA Poly (I

C) 37 24 PBS( )

: 05913 100 µl Passive Lysis Buffer Promega

: E1941 −80

12,000 ×g 4 2 Dual-Luciferase Reporter Assay 

System Promega : E1910 10 µl

GL RL IFN-β

1

Dunnett  
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IISSRREE   

Greiner bio-one 24 : 662160

NA 1 0.12 g pEGFP-P1 pEGFP-P1∆P2-5

pEGFP-C1 0.25 g pISRE-luc 0.04 g pRL-Tk

Lipofectamine 2000

Invitrogen : 11668027 37 24

1,000U/ml IFN-α PBL Assay Science : 1120-1

37 6 PBS(-)

: 05913 100 µl Passive Lysis Buffer Promega

: E1941 −80 IFN-β

GL RL

GL RL ISRE

1

Dunnett  
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RRNNAA CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 PP11   

RNA CE(NiP)∆P2-5 P1

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP) P1 NA

2-5

374 RLU/sec CE(NiP) P1

4.6 104 RLU/sec

P1 RNA

mRNA CE(NiP)∆P2-5

P1 4.5 104 RLU/sec

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP) P1

p 0.05 CE(NiP)∆P2-5

P1 CE(NiP) P1 RNA

 

 

CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 PP11 IIFFNN   

tPs P1

GFP-P1∆P2-5 GFP-P1 pEGFP-P1∆P2-5

pEGFP-P1 NA

tPs

GFP-P1∆P2-5 GFP-P1 2-6

CE(NiP)∆P2-5 P1 IFN
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GFP-P1∆P2-5 GFP-P1 SYM-I

IFN-β

2-2 -7 Poly (I C)

IFN-β GFP-P1∆P2-5

GFP-P1 IFN-β

1/2 p 0.05 GFP-P1∆P2-5

GFP-P1 IFN-β

p≧0.05 Poly (I C)

GFP-P1∆P2-5

GFP-P1 CE(NiP)∆P2-5  P1

CE(NiP) P1 IFN  

 

CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 PP11 IIFFNN   

CE(NiP)∆P2-5 P1 IFN

GFP-P1∆P2-5 GFP-P1 NA ISRE

2-3 -8

IFN-α ISRE

GFP-P1∆P2-5 GFP-P1 ISRE

1/20 1/30

p<0.01 GFP-P1∆P2-5 GFP-P1

ISRE p 0.05 IFN-α
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GFP-P1∆P2-5 GFP-P1

CE(NiP)∆P2-5 P1 CE(NiP) P1 IFN
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CE(NiP)∆P2-5 P1 4

1  1-1

CE(NiP)∆P2-5 P1 CE(NiP)∆P2-5

tPs

P1

CE(NiP)∆P2-5 P1

 

CE(NiP)∆P2-5 P1 RNA

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP) P1

NA CE(NiP)∆P2-5

P1 RNA CE(NiP)

P1 2-5 NA

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

1  1-4 CE(NiP)∆P2-5

RNA P1  

1 pCAGGS-P1 -P5 NA

1  1-2 2~6 tPs IFN

21, 27, 

39 tPs P1 IFN
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P1 pEGFP-P1∆P2-5 pEGFP-P1

GFP

GFP tPs

tPs

pEGFP-P1∆P2-5 pEGFP-P1

tPs GFP-P1∆P2-5 GFP-P1

2-6 tPs CE(NiP)∆P2-5

CE(NiP) P1 IFN

pEGFP-P1∆P2-5 pEGFP-P1  

CE(NiP)∆P2-5 P1 IFN

GFP-P1∆P2-5 GFP-P1

CE(NiP)∆P2-5 P1 IFN

2-7 -8

P1 IFN 176 181 IFN 267 297

30, 38

CE(NiP)∆P2-5 P1 4 20 53 69

83 P1 IFN

 

2 CE(NiP)∆P2-5 P1 RNA

IFN

CE(NiP)∆P2-5 P1
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(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 

 

 
  

  
図図 22--11..  ((AA))ミミニニゲゲノノムムププララススミミドドのの模模式式図図  

((BB))ミミニニゲゲノノムムアアッッセセイイのの原原理理のの模模式式図図  

ルシフェラーゼ 

: ハンマーヘッドリボザイム 

: デルタ肝炎ウイルスリボザイム 

: 5’トレーラー配列 

: 3’リーダー配列 

 
 

NN  PP  LL  

NN LL 

培養細胞 

ルルシシフフェェララーーゼゼ  

ヌクレオカプシド 
ミニゲノムRNA 

PP 

発発光光  

PP、、NNおおよよびびLL発発現現ププララススミミドド  

 
 

リボザイムによる自己切断 
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図図 22--22..  IIFFNN--ββ ププロロモモーータターーレレポポーータターーアアッッセセイイのの模模式式図図  

ルルシシフフェェララーーゼゼ  

 
 

P 

 
 

ルルシシフフェェララーーゼゼ  

IIFFNN--ββププロロモモーータターー  ：：  

PP 
レレポポーータターーププララススミミドド  

PP蛋蛋白白質質発発現現  
ププララススミミドド  PPoollyy((II･･CC))  

P

シグナル伝達 

抑制 

発発光光  

I型IFN 
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図図 22--33..  IISSRREE レレポポーータターーアアッッセセイイのの模模式式図図 

ルルシシフフェェララーーゼゼ  

 
 

P 

 
 

ルルシシフフェェララーーゼゼ  

IISSRREE含含有有ププロロモモーータターー  ：：  

PP 
レレポポーータターーププララススミミドド  

PP蛋蛋白白質質発発現現  
ププララススミミドド  

P

発発光光  

IIFFNN--αα  

IFN誘導性因子 

シグナル伝達 

抑制 
PP  
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図 2-4. pEGFP-P1 および pEGFP-P1∆P2-5 から発現する 
GFP-P1 および GFP-P1∆P2-5 の模式図 

GFP P1 GFP P1∆P2-5 
pEGFP-P1 pEGFP-P1∆P2-5 

pEGFP-C1 
ベクター 

GFP-P1 GFP-P1∆P2-5 

: Met → Ile 
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図図 22--55..  CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株のの PP11 のの  
ウウイイルルスス RRNNAA 合合成成ににおおけけるる機機能能性性  

 
空ベクター、pCAGGS-P1 もしくは pCAGGS-P1∆P2-5 を、ルシフ 
ェラーゼ発現ミニゲノムプラスミド、N 蛋白質発現プラスミドおよ 
び L 蛋白質発現プラスミドと共に、NA 細胞に導入した。導入２日 
後に細胞を回収し、ルシフェラーゼ活性を測定した。pCAGGS-P1 
および pCAGGS-P1∆P2-5 より発現する蛋白質を、各々P1 および 
P1∆P2-5 と表記している。エラーバーは標準誤差を示す（n=3）。 
ns: p≧0.05

空空ベベククタターー  PP11  PP11∆PP22--55  

1 

2 

3 

4 

5 

ル
シ

フ
ェ

ラ
ー

ゼ
活

性
（

RL
U

 [ 
x1

04
 ] 

/ 
se

c）
 

0 

6 nnss  
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図図 22--66..  ppEEGGFFPP--PP11 おおよよびび ppEEGGFFPP--PP11∆∆PP22--55 をを導導入入ししたた  

NNAA 細細胞胞ににおおけけるる GGFFPP--PP11 おおよよびび GGFFPP--PP11∆∆PP22--55 のの発発現現  

 

pEGFP-P1 および pEGFP-P1∆P2-5 を導入した NA 細胞を、P1～P5 を発現 
させるため各々pCAGGS-P1～-P5 を導入した NA 細胞と共に、ウエスタンブ 
ロットにより解析した。 

58 

46 

30 

46 

空空ベベククタターー  

ppEE
GGFFPP

--cc11
  

PP33  PP11  PP22  PP44  PP55  ppEE
GGFFPP

--PP11
  

ppEE
GGFFPP

--PP11
∆PP

22--55
    

P2 
P1  

P3 
P4 

P5 

GFP-P1 
GFP-P1∆P2-5  

チューブリン 



51 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図図 22--77..  CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株のの PP11 のの IIFFNN 産産生生抑抑制制活活性性  
のの比比較較  

 
空ベクター、pEGFP-P1 もしくは pEGFP-P1∆P2-5 と共に、レポータープラス
ミドの IFNB-pGL3 および導入効率補正用の pRL-Tk を SYM-I 細胞に導入した。
導入 24 時間後に、さらに Poly (I･C)を各々の細胞に導入した。24 時間培養した
後、細胞を回収し、ルシフェラーゼ活性を測定した。ウエスタンブロットにより、
細胞溶解液中のチューブリンおよび GFP 融合型 P1 を検出した結果をグラフ下部
に示している。エラーバーは標準誤差を示す。＊: p<0.05、ns: p≧0.05

0 

1 

2 

3 

4 

5 

GFP-P1 
GFP-P1∆P2-5  

��	� ��	� ��	�
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L/
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) 

空空ベベククタターー  
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図図 22--88..  CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株のの PP11 のの IIFFNN 応応答答抑抑制制活活性性  
のの比比較較  

 
空ベクター、pEGFP-P1 もしくは pEGFP-P1∆P2-5 と共に、レポータープラス
ミドの pISRE-luc および導入効率補正用の pRL-Tk を NA 細胞に導入した。導入
24 時間後に、各々の細胞に IFN-α を投与した。6 時間培養した後に、細胞を回
収し、ルシフェラーゼ活性を測定した。ウエスタンブロットにより、細胞溶解液
中のチューブリンおよび GFP 融合型 P1 を検出した結果をグラフ下部に示してい
る。エラーバーは標準誤差を示す。＊: p<0.01、ns: p≧0.05 
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1 tPs CE(NiP)∆P2-5

2 CE(NiP)∆P2-5 P1

CE(NiP)∆P2-5 P1

tPs

CE(NiP)∆P2-5

tPs  

Ni-CE P CE(NiP)

34 P

tPs

 

3  tPs

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

tPs

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)  
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NA BHK/T7-9 1

BHK/T7-9

CE(NiP) CE(NiP)∆P2-5 1

1  

 

LLuucc CCEE((NNiiPP)) CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55   

G-L Luc CE(NiP)  

[CE(NiP)-Luc ]

pCE(NiP)-Luc 45 3-1A Luc

CE(NiP)∆P2-5  [CE(NiP)∆P2-5-Luc ] 

pCE(NiP)-Luc PCR G N

Luc G L

L cDNA

PstI Bsp1407I pCE(NiP)-Luc

CE(NiP)∆P2-5-Luc  [pCE(NiP)∆P2-5-Luc] 

1

pCE(NiP)-Luc pCE(NiP)∆P2-5-Luc CE(NiP)-Luc

CE(NiP)∆P2-5-Luc 3-1B 1

G-L

Luc
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1

 

 

CCEE((NNiiPP)) CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55   

ddY 4 SLC

1 20 1×104 FFU 1×103 FFU CE(NiP)

CE(NiP)∆P2-5 0.03 ml

5%FCS E-MEM

14

5%

5

10

13069  
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1 3 1×104 FFU CE(NiP)-Luc

CE(NiP)∆P2-5-Luc

5%FCS E-MEM 1

3 5

1 ml Passive Lysis Buffer : E1941 Promega

−80 20,000 

×g / 15 Luciferase assay system Promega : 

E1500 10 µl

RLU/sec/g

Dunnett  

 

  

1 5 1×104 FFU CE(NiP) CE(NiP)∆P2-5

5%FCS E-MEM

5

NA

10 −80

3,000 ×g / 10 1
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CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 CCEE((NNiiPP))

  

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

3-1 3-2 1×104 FFU

3-2A

100% 1×103 FFU

CE(NiP) 20 17

CE(NiP) P2-5 20 19

3-2B CE(NiP)

85% CE(NiP)∆P2-5 95%

p 0.05

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

 

 

CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55--LLuucc CCEE((NNiiPP))--LLuucc

  

CE(NiP)∆P2-5-Luc CE(NiP)-Luc

3-3
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CE(NiP)∆P2-5-Luc CE(NiP)-Luc

5

4.8 107 2.47 108 RLU/sec/g 3 5

CE(NiP)∆P2-5-Luc

CE(NiP)-Luc

p≧0.05

CE(NiP)∆P2-5-Luc CE(NiP)-Luc

 

 

CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 CCEE((NNiiPP))

 

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

3-4 CE(NiP)∆P2-5

1.5×106 FFU/g CE(NiP)

2.9×106 FFU/g

p≧0.05 CE(NiP)∆P2-5

CE(NiP)  

 



61 
 

  
 

tPs

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

1×104 FFU

100% 3-1 3-2A

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

100%

1×103 FFU

CE(NiP) 85%

CE(NiP)∆P2-5 95%

p 0.05 3-1 3-2B

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

tPs P1

P

P1  

P IFN CE(NiP)

16 P

P1 CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

3-1 3-2 P1 IFN
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CE(NiP) CE(NiP)∆P2-5 P1 IFN

CE(NiP)∆P2-5 P1 IFN

 

40

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

CE(NiP)∆P2-5-Luc

CE(NiP)-Luc

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

3-3

-4 tPs

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

 

3 CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

tPs
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表表 33--11..  CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株をを脳脳内内接接種種さされれたたママウウススのの発発症症率率  
おおよよびび致致死死率率  

 1×104 FFU 1×103 FFU 

株 
発症率 

（発症/接種個体数） 

致死率 
（死亡/接種個体数） 

発症率 
（発症/接種個体数） 

致死率 
（死亡/接種個体数） 

CE(NiP) 
100% 

（20/20） 
100% 

（20/20） 
85% 

（17/20） 
85% 

（17/20） 

CE(NiP)∆P2-5 
100% 

（20/20） 
100% 

（20/20） 
95%ns 

（19/20） 
95%ns 

（19/20） 

ns: CE(NiP)株接種群と比較して、有意差なし（p≧0.05） 
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（A） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   （B） 
 

 

 

 

 

図図 33--11..  ((AA))ゲゲノノムムププララススミミドド ppCCEE((NNiiPP))--LLuucc のの模模式式図図  
((BB))CCEE((NNiiPP))--LLuucc 株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55--LLuucc 株株のの  

ゲゲノノムム構構成成模模式式図図  
  

白丸（○）は P 遺伝子上に導入された変異[プラスミド: ATG→ATA、ゲノム:  
AUG→AUA（+鎖として表示）]を示す。 

 

CE(NiP)-Luc 

株名  ゲノム構成模式図  

CE(NiP)∆P2-5-Luc 

��� 	��NN  PP  MM  GG  LL  LLuucc  

NN  PP  MM  GG  LL  LLuucc  

GG  LL  LLuucc  

: G遺伝子転写終結シグナル 

: N遺伝子転写開始シグナル 

pCE(NiP)-Luc 

pCE(NiP)∆P2-5-Luc 

: L 遺伝子転写開始シグナル 

Pst I Bsp1407 I 

PCR増幅配列 
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図図 33--22..  11××110044  FFFFUU  ((AA))  ももししくくはは 11××110033  FFFFUU  ((BB))  のの CCEE((NNiiPP))株株  

おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株がが脳脳内内接接種種さされれたたママウウススのの症症状状推推移移  

 

1×104 FFU（A）もしくは 1×103 FFU（B）の CE(NiP)株または CE(NiP)∆P2-5 株を、
20 匹/群の 4 週齢マウス（ddY 系統、雄）に脳内接種した。接種後 14 日間における
各株感染マウスの症状を観察した。感染マウスの症状を正常、体重減少、軽度の神経症
状、重度の神経症状および死亡の 5 つに分類した。  

0 

5 

10 

15 

20 

0 7 14 

0 

5 

10 

15 

20 

0 7 14 

0 

5 

10 

15 

20 

0 7 14 

CCEE((NNiiPP))∆PP22--55  
個

体
数

 

接種後日数 

：正常 

：重度の神経症状  

：体重減少 ：軽度の神経症状 

：死亡 

(A)  
1×104 FFU 

CCEE((NNiiPP))  

(B)  
1×103 FFU 

0 

5 

10 

15 

20 

0 7 14 
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図図 33--33..  感感染染ママウウスス脳脳内内ににおおけけるる CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55--LLuucc 株株おおよよびび  

CCEE((NNiiPP))--LLuucc 株株ののウウイイルルスス複複製製効効率率のの比比較較  
 

1×104 FFU の CE(NiP)∆P2-5-Luc 株および CE(NiP)-Luc 株を、3 匹/群の 4 
週齢マウス（ddY 系統、雄）に脳内接種した。接種 1、３および 5 日後に各感 
染脳を採取し、ルシフェラーゼ活性を計測した。 
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図図 33--44..  感感染染ママウウスス脳脳内内ににおおけけるる CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株おおよよびび  

CCEE((NNiiPP))株株のの感感染染性性ウウイイルルスス産産生生能能のの比比較較  
 

1×104 FFU の CE(NiP)∆P2-5 株および CE(NiP)株を、5 匹/群の 4 週齢マウ
ス（ddY 系統、雄）に脳内接種した。接種 5 日後に各感染脳を採取し、フォ
ーカスアッセイにより脳内の感染性ウイルス量を計測した。ns: p≧0.05 

 
 
 

  mock   CE(NiP) 

4 

6 

8 

(lo
g 1

0 
FF

U
/g

) 
ウ

イ
ル

ス
感

染
価

 

2 

ns 

非非感感染染  CCEE((NNiiPP))  CCEE((NNiiPP))  
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Ni-CE

Ni-CE P

CE(NiP) 45

P P

45

tPs

 

4 tPs

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

tPs

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)  
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NA 1 G-8

American Type Culture Collection [ATCC] Number: CRL-1456 CO2

37 CO2 5% G-8

GM 10%FCS 10% HS Invitrogen

: 26050-088 D-MEM Invitrogen

: 11995-065 G-8 ATCC

GM 2%FCS

2%HS D-MEM CE(NiP)

CE(NiP)∆P2-5 1 CE(NiP)-Luc

CE(NiP)∆P2-5-Luc 3

1  

 

  

CE(NiP) CE(NiP)∆P2-5 P1

pCAGGS-P1 pCAGGS-P1∆P2-5

2 pCAGGS-RVDI-Luc

N L 2 pCAGGS-CEN

pCAGGS-CEL  
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Greiner bio-one 24 : 662160

G-8 1 0.2 µg pCAGGS-P1

pCAGGS-P1∆P2-5 pCAGGS/MCS 0.8 µg pCAGGS-RVDI-Luc

0.4 µg pCAGGS-CEL 0.4 µg pCAGGS-CEN

TransIT-LT1 TaKaRa : MIR2304

37  / 2 2

RLU/sec 1

Dunnett  

 

CCEE((NNiiPP)) CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55   

ddY 4 SLC

1 20 1×106 FFU CE(NiP)

CE(NiP)∆P2-5 0.1 ml

5%FCS E-MEM

24

3

13069  
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RRNNAA ccDDNNAA   

1 5 1×106 FFU CE(NiP)

CE(NiP)∆P2-5 5%FCS

E-MEM 5

TRIzol Reagent Invitrogen : 15596-026 PureLink RNA 

Mini Kit Invitrogen : 12183018A RNA

RNA SuperScript  Reverse 

Transcriptase Invitrogen : 18080-044

RT RHN19 (+) 4-1  cDNA

RNA 11 µl 1 µl 10 mM dNTP Mix Invitrogen

: 18427-013 RHN19 (+) 65 5

RNA 4 µl 5×First-Strand Buffer

1 µl 0.1 M DDT RNaseOUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor

Invitrogen : 10777-019 SuperScript  Reverse 

Transcriptase 55 60 RT 70 15

 

 

NNeesstteedd  PPCCRR 

4-1 TaKaRa Ex Taq Hot Start Version 
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TaKaRa : RR006A PCR N

cDNA 2.5 µl 10×Ex Taq Buffer

2 µl dNTP Mixture 0.25 µl 50 µM 0.125 µl

TaKaRa Ex Taq HS 24 µl PCR

PCR 1 l cDNA

1st PCR 95  / 5 95  / 30

58  / 30 72  / 

30 72  / 5 2nd PCR

50 25  

TAE 40 mM Tris-acetate/1 mM EDTA

0.5 µg/ml 1.2 PCR

UV ULTRA LUM

PCR 461 bp ChemiDoc XRS+ 

Bio-Rad  

 

  

1 3 1×106 FFU CE(NiP)-Luc

CE(NiP)∆P2-5-Luc

5%FCS E-MEM 0

24 48 72

1 ml Passive Lysis Buffer Promega
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: E1941 −80

20,000 ×g / 15 Luciferase assay system

Promega : E1500 10 µl

RLU/sec/g

Dunnett  

 

  

Greiner bio-one 24 : 662160

G-8 CE(NiP)-Luc CE(NiP)∆P2-5-Luc

MOI=1 1 3 5 PBS( )

: 05913 1 100 µl

Cell Culture Lysis Reagent Promega : E1531

−80 12,000 ×g / 2

Luciferase assay system Promega : E1500

10 µl RLU/sec

1 3

Dunnett  
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Greiner bio-one 6 : 657160

G-8 CE(NiP) CE(NiP)∆P2-5 MOI=1

1 3 5

1 3

Student t  
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CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 CCEE((NNiiPP))

  

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

4-2 4-1 CE(NiP)

20 16

CE(NiP)∆P2-5 20 7

6 CE(NiP)

80% CE(NiP)∆P2-5

35% 30%

p<0.01 CE(NiP)∆P2-5

CE(NiP)  

 

CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 CCEE((NNiiPP))   

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

RT-nested PCR

4-2 CE(NiP) 5 3 CE(NiP)∆P2-5

5

CE(NiP)



77 
 

CE(NiP)∆P2-5 5 1

CE(NiP)∆P2-5

CE(NiP)  

 

CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55--LLuucc CCEE((NNiiPP))--LLuucc

  

CE(NiP)∆P2-5-Luc CE(NiP)-Luc

4-3 CE(NiP)-Luc

48 72

CE(NiP)∆P2-5-Luc 72

72 CE(NiP)∆P2-5-Luc

9.1 103 RLU/sec/g

CE(NiP)-Luc 4.2 103 

RLU/sec/g CE(NiP)∆P2-5-Luc

CE(NiP)-Luc  

 

CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55--LLuucc CCEE((NNiiPP))--LLuucc

  

CE(NiP)∆P2-5-Luc CE(NiP)-Luc

G-8

4-4 CE(NiP)-Luc
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CE(NiP)∆P2-5-Luc

5 3

CE(NiP)-Luc 9.1 103 RLU/sec

CE(NiP)∆P2-5-Luc 1.3 103 RLU/sec

1/7 p<0.05 5

CE(NiP)∆P2-5-Luc CE(NiP)-Luc

p<0.01

CE(NiP)∆P2-5-Luc CE(NiP)-Luc

 

  

CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 CCEE((NNiiPP))

  

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

G-8

4-5

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

p<0.05 1 CE(NiP) 1.5 104 

FFU/ml CE(NiP)∆P2-5 1.1 103 

FFU/ml 1/10

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)
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RRNNAA CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 PP11   

CE(NiP)∆P2-5 P1 RNA

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

P1 G-8 4-6

82 RLU/sec

CE(NiP) P1 1.2 104 RLU/sec

P1

RNA mRNA

CE(NiP)∆P2-5 P1

8.9 103 RLU/sec

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP) P1

p 0.05

CE(NiP)∆P2-5 P1 CE(NiP) P1 RNA
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tPs

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

CE(NiP)∆P2-5

tPs

4-2 4-1

tPs

tPs  

tPs

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

RT-nested PCR 45

10 FFU

45

4-2

CE(NiP) 100% CE(NiP)∆P2-5

20% 4-2 CE(NiP)∆P2-5

tPs
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45 in vivo

in vitro CE(NiP)∆P2-5

CE(NiP)

CE(NiP)∆P2-5

4-3 -4 -5 tPs

 

tPs CE(NiP)∆P2-5

CE(NiP)∆P2-5 P1

RNA P1

2 P1

G-8

CE(NiP)∆P2-5 P1 RNA

G-8 CE(NiP)∆P2-5 P1 CE(NiP)

P1 RNA

4-6 CE(NiP)∆P2-5

P1 tPs

 

in vivo in vitro CE(NiP)∆P2-5

CE(NiP) 4  4-3

-4 -5

1  1-4 3  3-3 -4
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CE(NiP)∆P2-5 tPs

tPs

 

CE(NiP)∆P2-5

CE(NiP)

tPs
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表表  44--11.. RRTT おおよよびび NNeesstteedd  PPCCRR にに使使用用ししたたププラライイママーー  

 プライマー 方向 a 配列（5’ → 3’） 位置 b 

RT RHN19(+) F AAAATGTAACACCTCTACAATG 52 ‒ 73 

1st PCR N501(+) F TCCTGAGTCTGTATAGGTTGAGCAA 501 ‒ 525 

RHN18(-) R CCATGTAGCATCCAACAAAGT 1028 ‒ 1008 

2nd PCR N540(+) F ACACCGGTAACTATAAAACAAACAT 540 ‒ 564 

N1000(-) R ATTGAACACATGACCAACGGCATTC 1000 ‒ 976 

a: F（フォワードプライマー）、R（リバースプライマー） 
b: 狂犬病ウイルス西ヶ原株（Accession No.AB044824）の完全長ゲノム配列に基づく塩基番号 
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表表  44--22.. CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株がが筋筋肉肉内内接接種種さされれたたママウウスス  
のの発発症症率率おおよよびび致致死死率率  

株 発症率（発症/接種個体数） 致死率（死亡/接種個体数） 

CE(NiP) 80%（16/20） 80%（16/20） 

CE(NiP)∆P2-5 35%*（7/20） 30%*（6/20） 

 *: 発症率および致死率を CE(NiP)株接種群と比較して、有意差あり（p<0.01） 
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図図 44--11..  CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株がが筋筋肉肉内内接接種種さされれたたママウウスス  

のの症症状状推推移移  

  
1×106 FFU の CE(NiP)株または CE(NiP)∆P2-5 株を、20 匹/群の 4 週齢マウス
（ddY 系統、雄）に筋肉内接種した。接種後 24 日間における各株感染マウスの症
状を観察した。感染マウスの症状を正常、体重減少、軽度の神経症状、重度の神経
症状および死亡の 5 つに分類した。 
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図図 44--22..  感感染染ママウウススににおおけけるる CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株のの  

体体内内動動態態のの比比較較  

  
1×106 FFU の CE(NiP)株または CE(NiP)∆P2-5 株を筋肉内接種した 5 匹/群の 4 週齢
マウス（ddY 系統、雄）から、脳、脊髄、坐骨神経および大腿筋を接種 5 日後に採取
した。各臓器から RNA を抽出した後、狂犬病ウイルス N 遺伝子（461 bp）を標的と
した RT-nested PCR により各組織におけるウイルス遺伝子を検出した。#: マウス個
体識別番号、非感染: ウイルス希釈液を筋肉内接種したマウスの各組織、＊: 組織を採
取した接種 5 日後までに、体重減少、もしくは軽度の神経症状を示した個体を+、無症
状出会った個体を-とした。 

CCEE((NNiiPP))∆PP22--55  

-+ + - -+ - - - -#1 #2 #3 #4 #5 

非
感
染 

マ
ー
カ
ー 

CCEE((NNiiPP))  

＊発症の有無 

1000 bp 
500 bp 461 bp 

脳 

脊髄 

坐骨神経 

大腿筋 

#1 #2 #3 #4 #5 
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図図 44--33..  感感染染ママウウスス筋筋肉肉内内ににおおけけるる CCEE((NNiiPP))--LLuucc 株株おおよよびび  

CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55--LLuucc 株株ののウウイイルルスス複複製製効効率率のの比比較較  

  
1×106 FFU の CE(NiP)-Luc 株または CE(NiP)∆P2-5-Luc 株を、3 匹/
群の 4 週齢マウス（ddY 系統、雄）筋肉内接種した。接種 0、24、48
および 72 時間後に各マウスから大腿筋を採取し、ルシフェラーゼ活性
を測定した。ルシフェラーゼ活性は、RLU/sec/g（筋肉の重量）により、
算出した。 
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図図 44--44..  GG--88 細細胞胞ににおおけけるる CCEE((NNiiPP))--LLuucc 株株おおよよびび  
CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55--LLuucc 株株ののウウイイルルスス複複製製効効率率のの比比較較  

 
CE(NiP)-Luc 株および CE(NiP)∆P2-5-Luc 株を、G-8 細胞に MOI=1
となるよう接種した。接種 1、3 および 5 日後に各感染細胞を回収し、
ルシフェラーゼ活性を計測した。＊: p<0.05、＊＊: p<0.01 
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図図 44--55..  GG--88 細細胞胞ににおおけけるる CCEE((NNiiPP))--LLuucc 株株おおよよびび  
CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55--LLuucc 株株のの感感染染性性ウウイイルルスス産産生生能能のの比比較較  

 
CE(NiP)-Luc 株および CE(NiP) ∆P2-5-Luc 株を、G-8 細胞に MOI=1 と
なるよう接種した。接種 1、3 および 5 日後に培養上清を回収し、フォー
カスアッセイによって上清中のウイルス感染価を計測した。エラーバーは
標準誤差を示す（n=3）。＊: p<0.05 
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図図 44--66..  GG--88 細細胞胞ににおおけけるる CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株のの  
PP11 ののウウイイルルスス RRNNAA 合合成成ににおおけけるる機機能能  

  
空ベクター、pCAGGS-P1 もしくは pCAGGS-P1∆P2-5 を、ルシフェラーゼ発
現ミニゲノムプラスミド、N 蛋白質発現プラスミドおよび L 蛋白質発現プラスミ
ドと共に、G-8 細胞に導入した。導入２日後に細胞を回収し、ルシフェラーゼ活
性を測定した。pCAGGS-P1 および pCAGGS-P1∆P2-5 から発現する蛋白質を、
各々P1 および P1∆P2-5 と表記している。エラーバーは標準誤差を示す（n=3）。
ns: p≧0.05 
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4 tPs

P IFN

45 P 176 181

IFN

30 P

1  1-1 IFN

tPs IFN

 

5 IFN tPs

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

IFN

P IFN  
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NA 1 G-8

American Type Culture Collection [ATCC] Number: CRL-1456 4

CE(NiP) CE(NiP)∆P2-5

1

1  

 

  

GFP-P1 GFP-P1∆P2-5 2

pEGFP-P1 pEGFP-P1∆P2-5 P

1 pCAGGS-P1 -P5

CE(NiP)∆P2-5 P1

pCAGGS-P1∆P2-5 N pCAGGS-N

22  

 

IIFFNN--ββ   

Greiner bio-one 24 : 662160

G-8 1 0.12 g pEGFP-P1

pEGFP-P1∆P2-5 pEGFP-C1 0.25 g IFNB-pGL3 0.04 

g pRL-Tk Promega : E2241 pEGFP-P1

pEGFP-P1∆P2-5 pEGFP-C1 pCAGGS-P1~-P5
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pCAGGS-P1∆P2-5 pCAGGS-N pCAGGS/MCS

TransIT-LT1 TaKaRa : MIR2304

37 24 1 0.5 g 

2 RNA Poly (I C) 37  / 6

2 GL RL

GL RL IFN-β

1

Dunnett  

 

SSDDSS--PPAAGGEE   

1 G-8

SDS-PAGE  

 

RRNNAA ccDDNNAA   

Greiner bio-one 24 : 662160

G-8 CE(NiP)

CE(NiP)∆P2-5 MOI=1 24

PBS( ) : 05913

RNeasy Plus Mini Kit QIAGEN : 74134

RNA RNA SuperScript  

Reverse Transcriptase Invitrogen : 18080-044 Random 
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Primer [hexadeoxyribonucleotide mixture; pd (N)6] TaKaRa : 3801

cDNA RNA 11 µl 1 µl

10 mM dNTP Mix Invitrogen : 18427-013 Random 

Primer 65 5 RNA

4 µl 5×First-Strand Buffer 1 µl 0.1 M DDT RNaseOUTTM 

Recombinant Ribonuclease Inhibitor Invitrogen : 10777-019

SuperScript  Reverse Transcriptase 25  / 5 50  / 60

70  / 15 cDNA

PCR 4  

 

PPCCRR  

RNA Ifn-β Mx1 Oas1

-3- Gapdh mRNA cDNA

TaqMan PCR

10 µl TaqMan Gene Expression Master Mix Applied Biosystems

: 4369016 cDNA 2 µl

TaqMan Assays Applied Biosystems Ifn-β: Mm00439546 Mx1: 

Mm00487796 Oas1: Mm00449297 GAPDH: 4352339E 1 µl

20 µl  

StepOnePlus real-time PCR system Applied Biosystems

50  / 2 95  / 10 95  / 15

60  / 1 40
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Gapdh mRNA

RNA

PCR 1 3

Gapdh mRNA

Dunnett
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CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 CCEE((NNiiPP)) IIffnn--ββ、、

MMxx11 OOaass11   

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP) IFN

G-8 Ifn-β mRNA

5-1A CE(NiP)∆P2-5 Ifn-β mRNA

CE(NiP) mRNA 4

p<0.01 IFN

Mx1 Oas1 mRNA 5-1B C

CE(NiP)∆P2-5 Mx1 Oas1 mRNA

CE(NiP) mRNA 4 5

p<0.01 CE(NiP)∆P2-5

CE(NiP) IFN IFN

 

 

CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 PP11 IIFFNN   

CE(NiP)∆P2-5 P1 IFN

GFP-P1∆P2-5 GFP-P1 G-8

IFN-β

GFP-P1 Poly (I C)

IFN-β

GFP-P1 GFP-P1∆P2-5
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P1 pEGFP-P1∆P2-5 pEGFP-P1

pCAGGS-P1∆P2-5 pCAGGS-P1

5-2 Poly (I C) IFN-β

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP) P1

IFN-β 1/8

p 0.01 P1

IFN-β p≧0.05

Poly (I C)

tPs CE(NiP)∆P2-5

CE(NiP) P1

CE(NiP)∆P2-5 P1 IFN CE(NiP) P1

 

 

PP IIFFNN   

P IFN

pCAGGS-P1 -P5 G-8 IFN-β

5-3

pCAGGS-N Poly (I C) IFN-β

P

IFN-β

1/6 1/10 p 0.005 5-3A

Poly (I C)
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5-3B

IFN  
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tPs IFN

CE(NiP)P2-5 CE(NiP) G-8 IFN

IFN CE(NiP)

CE(NiP)∆P2-5 Ifn-β

5-1A CE(NiP)∆P2-5

IFN Mx1 Oas1 CE(NiP)

5-1B C CE(NiP)∆P2-5

G-8 IFN

tPs IFN

 

tPs CE(NiP)∆P2-5

IFN CE(NiP)∆P2-5 P1

4 P1 IFN

IFN 2

P1

CE(NiP)∆P2-5 P1 G-8

IFN-β  

pEGFP-P1 pEGFP-P1∆P2-5

GFP-P1 G-8 IFN-β

G-8 GFP
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CE(NiP) P1 IFN

pEGFP-P1 pEGFP-P1∆P2-5 pCAGGS-P1

pCAGGS-P1∆P2-5

pCAGGS-P1 pCAGGS-P1∆P2-5 G-8

P1 tPs 5-2

P1 N GFP pCAGGS-P1

tPs

tPs IFN

5-1 pCAGGS-P1 pCAGGS-P1∆P2-5 G-8

IFN-β 5-2

pCAGGS-P1 tPs

CE(NiP)∆P2-5 P1

CE(NiP) P1 IFN

CE(NiP)∆P2-5 IFN

P1 tPs

 

CE(NiP)∆P2-5 G-8 IFN

IFN tPs IFN

G-8

P IFN-β

IFN

5-3 tPs P2 P3
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IFN 21, 27, 39

tPs IFN

 

CE(NiP)∆P2-5

CE(NiP) 4  4-3 -4 -5

tPs IFN 5-3

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP) IFN

5-1

tPs IFN

IFN

40  

CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

1  1-4 3  3-3 -4

tPs IFN

tPs

IFN

P IFN-β

IFN

tPs

IFN
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CE(NiP) tPs

 

5 CE(NiP)∆P2-5 CE(NiP)

IFN

P IFN-β

tPs IFN
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図図 55--11..  CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株をを接接種種ししたた GG--88 細細胞胞にに  

おおけけるる IIffnn--ββ、、MMxx11 おおよよびび OOaass11 遺遺伝伝子子のの発発現現量量  

  
G-8 細胞に、CE(NiP)株および CE(NiP)∆P2-5 株を MOI=1 で接種し、接種 24 時
間後に感染細胞における(A) Ifn-β、(B) Mx1 および(C) Oas1 遺伝子発現量をリア
ルタイム PCR により定量した。ウイルス希釈液のみを接種したものを、非感染と
した。エラーバーは、標準誤差を示す（n=3）。＊: p<0.01 
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図図 55--22..  GG--88 細細胞胞ににおおけけるる CCEE((NNiiPP))株株おおよよびび CCEE((NNiiPP))∆∆PP22--55 株株のの PP11 のの  

IIFFNN 産産生生抑抑制制活活性性のの比比較較  
  

空ベクター、pCAGGS-P1 もしくは pCAGGS-P1∆P2-5 と共に、レポータープラスミ
ドの IFNB-pGL3 および導入効率補正用の pRL-Tk を G-8 細胞に導入した。導入 24 時
間後に、さらに Poly (I･C)を各々の細胞に導入した。6 時間培養した後、細胞を回収し、
ルシフェラーゼ活性を測定した。pCAGGS-P1 および pCAGGS-P1∆P2-5 より発現す
る蛋白質を、各々P1 および P1∆P2-5 と表記している。ウエスタンブロットにより、
細胞溶解液中のチューブリン、P1 および P1∆P2-5 を検出した結果をグラフ下部に示
している。エラーバーは標準誤差を示す（n=3）。＊: p<0.01 
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図図 55--33..  GG--88 細細胞胞ににおおけけるる各各 PP 蛋蛋白白質質アアイイソソフフォォーームムのの IIFFNN 産産生生抑抑制制活活性性  
 

(A) 空ベクター、pCAGGS-P1~-P5 もしくは pCAGGS-N と共に、レポータープラ
スミドの IFNB-pGL3 および導入効率補正用の pRL-Tk を G-8 細胞に導入した。導入
24 時間後に、さらに Poly (I･C)を各々の細胞に導入した。6 時間培養した後、細胞を
回収し、ルシフェラーゼ活性を測定した。(B) ウエスタンブロットにより、細胞溶解液
中のチューブリンおよび各 P 蛋白質アイソフォームを検出した。エラーバーは標準誤
差を示す（n=3）。＊: p<0.01 
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図図 66  本本研研究究のの結結果果にによよりり考考ええらられれるる ttPPss がが関関与与すするる神神経経侵侵入入性性のの  
機機構構のの模模式式図図  
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