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牛トロウイルスのリバースジェネティクスの確立
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要　　　　旨

試験管内で合成したウイルス遺伝子を細胞に導入して、感
染性ウイルスを人工合成する技術を「リバースジェネティク
ス（RG）」と呼びます。この技術を用いると、ウイルスがな
ぜ病気を起こすのか、ウイルスの増殖を止めるにはどのよう
な薬を作れば良いのかなどを、ウイルスゲノムを直接操作し
て研究できるようになり、ワクチンや治療薬の開発を飛躍的
に進展させることができます。このため RG は、現代のウイ
ルス学において最も重視されている技術の一つです。本研究
では、この技術を使って世界で初めて牛トロウイルス

（BToV）の人工合成に成功しました。今回、確立した牛ト
ロウイルスの RG によって、BToV ゲノムを自由に改変でき
るようになり、ウイルスの増殖機構の解明や新規ワクチン開
発などが飛躍的に進展することが期待されます。

は　じ　め　に

牛トロウイルス（BToV）は、ニドウイルス目トバニウイ
ルス科トロウイルス（ToV）亜科に属する、エンベロープを
持つ 1 本鎖プラス鎖 RNA ウイルスです。BToV は仔牛の下
痢の原因ウイルスであり、1979 年にアメリカで発見されて
以来、日本を含む世界各国で検出されています。ToV は、
以前はコロナウイルス（CoV）科に属していたため、ToV
と CoV は見た目も性質もよく似ています。しかしながら、
その注目度は大きく異なり、CoV は新型コロナを初めとし
て医学や獣医学領域で重要なウイルスを多く含むため、広く
研究されてきました。一方、ToV は通常無症状か軽症なた
めあまり注目されず、ほとんど研究されてきませんでした。
実際、発表論文数を比較してみると、CoV 科に関する論文
は、新型コロナが流行する以前でも約 16,500 報あるのに対
して、ToV は現在までにわずか 242 報しかなく、超マイナー
ウイルスであることがわかります。本学着任前の著者は、イ
ンフルエンザや CoV の研究をしていましたが、本学着任後
は激しい競争をさけるために、競争相手の少ないこの超マイ
ナーウイルスを研究対象の一つに加えることにしました。

牛トロウイルスのリバースジェネティクス（RG）の確立

トロウイルスを研究対象にすれば、激しい競争から離脱し

てのんびり研究できると思ったのですが、誰も扱っていない
ウイルスであったため、確立されたアッセイ系や各種抗体が
なく、興味深いデータは得られるもののそれ以降の研究が進
まない状況が続きました。特に、ToV のリバースジェネティ
クス（RG）は極めて困難であるため、RG が確立されておら
ず、これも研究の大きな障壁となっていました。実は RG の
難易度は、ウイルス科によって大きく異なり、例えば RNA
ウイルスの中で最もシンプルなピコルナウイルス科の RG は
1981 年に成功したのに対し、最大の RNA ゲノムを持つ
CoV 科の RG はその 19 年後の 2000 年に成功しました。CoV
科の RG は 2 つの主流な方法があり、全長ゲノムを BAC（大
腸菌人工染色体）に組み込み細胞に導入する方法（Enjuanes
法）1）と、数個の断片に分けた遺伝子を試験管内でつなぎ合
わせ、そこからウイルス遺伝子を転写し細胞に導入する方法

（Baric 法）2）があります。理屈だけ聞くと簡単ですが、CoV
科の RG の難しさは有名で、例えば Baric 法ではラボ内で同
じ材料と同じ試薬を使いながら、実際に操作できるのは職人
技をもつ古参の研究者のみといった具合です。このため、
CoV によく似た ToV も、RG が極めて困難であると言われ
ていました。

転機が訪れたのは、大阪大学微生物病研究所の神谷亘先生
（現群馬大学大学院医学系研究科 生体防御学講座 教授）に
お会いしたことで、神谷先生は国内で初めて Enjuanes 法を
使って猫コロナの RG に成功しました 3）。BToV の RG につ
いて相談すると、共同研究者として全面的にサポートしてく
ださることになり、さらに、このころ、2 人の熱心で優秀な
学生（江藤由佳さんと漆山尚也さん）に出会うことができま
した。そこで、機は熟したと感じ、4-5 年かかることを覚悟
して着手したのです。幸いにも、神谷先生のサポートと学生
らの甚大な努力のおかげで、わずか 2 年ほどで BToV の RG
に成功しました。このように書くと順調に進んだように見え
ますが、BToV のゲノムは 30kb ほどあり、Enjuanes 法では
これを 10 断片に分けて、大腸菌内の相同組み換えを利用し
て BAC に組み込んでいきます。1 断片組み込むのに約 2 週
間かかるため、なんのトラブルもなく休まず働いても 5-6 か
月かかる大仕事です。学生らは実習・講義・定期試験の合間
を縫って、1 年半ほどの驚異的なスピードで全ゲノムの組み
込みを終わらせました。
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ところが、期待に胸を膨らませて行った最初の実験では、
人工ウイルスを作ることができず、ひどく落胆します。あと
で理由が判明するのですが、BToV のゲノムの一部は大腸菌
に強い毒性を持つため、この毒性を中和するために大腸菌由
来の遺伝子が意図しない形で BToV ゲノムに挿入されてい
ました。そこで、この大腸菌由来の余分な遺伝子を除去する
ために、様々な方法をトライするのですが、何をやっても上
手く行かず関係者全員の心が折れ始めた半年後にようやく成
功したのです。このようなわけで、2 年かかった RG の最後
の半年間は心身ともに疲弊することになりました。幸いに
も、苦労して確立した RG は、様々な仕事に応用でき（レ
ポーター遺伝子発現 BToV やウイルスタンパク質の機能解
析など）4-5）、現在は RG を使った次世代ワクチンの開発など
も手掛けており、今後も研究の幅が大きく広がっていきそう
です。

さ　い　ご　に

先日、とある学会の会場で、当研究室出身の学生（東京大
学大学院　岩田修二さん）にこんなことを言われました。

「僕が、研究室見学に行った時に（おそらく 7-8 年前に）、氏
家先生が『難しいけど、トロウイルスのリバースジェネティ
クスにチャレンジしてみたい』と言っていたのをよく覚えて
います。成功して本当に良かったですね。おめでとうござい
ます。できることが広がって、今の学生が本当にうらやまし
いです。」と告げられ、とても嬉しく思いました。また、ウ
イルス学の分野では、Journal of Virology（J.Virol）がトッ
プジャーナルの一つとして認識されていますが、責任著者と
して J.Virol に研究成果を載せることを目標にしていました。
目標達成にずいぶん時間がかかりましたが、今回の RG 関連
の仕事で、2 報の J.Virol に掲載 4-5）することができ、これも
本当に嬉しかったです。

我々が 2 年間かかった BToV の RG ですが、技術は日進
月歩であり、新型コロナの RG には新しい技術が開発され、
わずか 1 か月で RG が確立されました 6）。（この技術を使え
ば、ToV も理論上は 1 か月でできます！）その後も、簡便
な RG 法が開発され続けています 7）。とはいえ、ToV は依然
として超マイナーウイルスであるため、BToV の RG にチャ
レンジするモノ好きな研究者はおらず、当分この技術は我々
の研究室だけで独占できそうです。

最後に、著者は ToV 研究と並行して CoV 研究も続けてお
り、最近は共著ながらも大変興味深い仕事に携わることがで
きました 8-9）。今後も、ToV や CoV 研究において、質の高い
研究が行えるように努力していきたいです。
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