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シュードタイプウイルスを利用したウイルス侵入機構の解析

谷 英樹

1. はじめに

遺伝子工学技術を用いてウイルスのゲノムを自由に操
作する手法が確立され，これまでにウイルスそのものに関
する研究だけでなく，ワクチン開発や解析ツールとしてな
ど，実に多くの応用例が報告されてきた．水疱性口内炎
ウイルス（vesicular stomatitis virus：VSV）に関しても，リ
バースジェネティクス（逆遺伝学）によりエンベロープ
遺伝子を欠損させても，通常の形態を保持したウイルス
粒子が大量に産生されることから，この性質を利用して，
シュードタイプウイルスシステムが確立された．シュード
タイプウイルスを利用する大きなメリットとして，技術的
にも法的にも取り扱いが困難なバイオセーフティレベル
（BSL）-3やBSL-4に属するウイルスをBSL-2レベルで解析
できることや，さまざまな要因により培養細胞などで増や
せないウイルスの細胞侵入に関わる研究ができることなど
があげられる．またVSVゲノムにはリポーター遺伝子が
挿入されているため，このリポーター遺伝子の発現や活性
を指標として感染効率を定量的にまた容易に評価すること
ができる．シュードタイプウイルスのシステムはVSVの
他にもレトロウイルスやレンチウイルスなどをベースとし
たものも広く使われているが，本稿では，主にVSVを基
盤としたシュードタイプウイルスの作製方法とその応用に
ついて概説したい．

2. VSVとシュードタイプウイルス

VSVはラブドウイルス科ベシクロウイルス属のマイナ
ス一本鎖RNAウイルスである．発生はアメリカ大陸のみ
に限られ，主に馬，ロバ，牛，豚，水牛などに感染し，
2～4日の潜伏後，発熱，泡沫性の流涎や蹄，鼻，口腔内

の水疱形成がみられるが，1週間程度で治癒する 1）．ヒト
が感染してもほぼ症状は現れないが，まれにインフルエン
ザ様の症状を示すこともある．日本では症状が口蹄疫と酷
似することから，家畜伝染病予防法における法定伝染病の
対象となっている．主な血清型として，ニュージャージー
株とインディアナ株が存在する．実験室株として主に扱わ
れているインディアナ株は，BSL-2で取り扱うことが可能
で，増殖効率が高くさまざまな細胞で培養可能なこともあ
り古くから代表的なマイナス鎖RNAウイルスとして，侵
入や複製，出芽機構の研究に用いられてきた．また，VSV
と他のウイルスを共感染させるとVSVが他のウイルスの
エンベロープを非選択的に取り込んでシュードタイプ化
することが知られていた 2）．シュード（pseudo）とは本来，
“偽の”という意味であり，自身のエンベロープタンパク
質以外に他のウイルスエンベロープタンパク質などを粒
子表面に外套したウイルスをシュードビリオン（pseudovi-
rion），もしくはシュードタイプウイルス（pseudotype virus）
と呼ぶ．VSVは，1995年マイナス鎖RNAウイルスの中で
最初にリバースジェネティクスが確立され 3），各構成タン
パク質の性状が研究される中，自身のエンベロープ遺伝子
を欠損してもウイルスが構成される性質を利用して，一過
的に他のウイルスエンベロープ遺伝子や標的分子のみを外
套した完全シュードタイプウイルスシステムの開発が行わ
れた 4, 5）．ほどなく，ウイルスゲノムに直接他のウイルス
エンベロープ遺伝子を挿入して自立増殖を可能にした組換
えウイルスを用いて，目的タンパク質を発現させるための
発現ベクターやワクチンベクターなどの開発も行われ，現
在もさまざまな活用法が期待されている 4‒6）．

3. シュードタイプウイルスの作製方法

シュードタイプウイルスの作製は，親（種）ウイルス［い
わゆる一過性にVSVエンベロープタンパク質（VSVG）を
外套したVSV］があれば比較的簡単に作製できる．親ウ
イルスの作製には，ウイルスのテンプレートとなるゲノム
DNAプラスミド（エンベロープ遺伝子を欠損させ，代わ
りにリポーター遺伝子であるGFPやDsRed，ルシフェラー
ゼ，分泌型アルカリホスファターゼなどが組み込まれてい
る）と，VSVの各構成タンパク質を発現するヘルパープ
ラスミド（N, P, L, Gをコードする遺伝子をそれぞれ組み
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込んだpBlueScriptベクター）をT7 RNAポリメラーゼを発
現させた細胞にコトランスフェクションする．T7 RNAポ
リメラーゼの供給には，T7 RNAポリメラーゼをコードす
る組換えワクシニアウイルスを感染させるか，同じくT7 
RNAポリメラーゼをコードする哺乳動物発現プラスミド
をトランスフェクションした細胞，もしくはそれを安定的
に発現する細胞株を用いる．細胞はトランスフェクション
効率のいい293TもしくはBHK21細胞などを用いた方が，
ウイルスの回収効率が高くなる．いったん回収できたウ
イルスは，VSVGタンパク質を発現する細胞で繰り返し増
やすことができるので，これを小分けして親ウイルスとし
て−80°Cで保存する．感染価は，限外希釈によってリポー
ター遺伝子の発現状況で判定するか，VSVGタンパク質を
発現するBHK21細胞を用いて（293T細胞は，はがれやす
いのでBHK21細胞がよい），寒天培地下でウイルスのプ
ラークを作らせて判定する．通常，107～8 pfu/mLのウイル
ス液が準備できる．
シュードタイプウイルスを作製するためには，外套させ

たい目的のウイルスエンベロープタンパク質を発現するプ
ラスミドを準備する．通常，発現量が多い方が感染価の高
いシュードタイプウイルスが作製できるが，発現すること
で細胞傷害が起きるような分子を発現させる場合にはあえ
て発現を抑える工夫が必要になることもある．VSVは通
常，細胞表面から出芽するウイルスであるため，外套させ
たいエンベロープタンパク質が細胞表面に発現するものの
方が，VSVが出芽する際に外套できる効率が高くなるた
め，比較的高い感染価（106～7 pfu/mL）のシュードタイプ
ウイルスが得られる．一方で，細胞内の小胞体やゴルジ装
置などで出芽するようなウイルスのエンベロープタンパク
質は，多くが細胞内に残留しているため，VSVがエンベ
ロープタンパク質を外套できる効率が低く，高い感染価の
シュードタイプウイルスは得られにくい．実際，こうした
シュードタイプウイルスは，一部細胞内で出芽するような
まれなVSVが細胞内のエンベロープタンパク質を外套し
ているのか，一部細胞表面に漏れ出てきて発現しているま
れなエンベロープタンパク質を外套しているのかは不明で
ある．
発現プラスミドをトランスフェクションし，24～48時
間培養して十分なエンベロープタンパク質を発現させた
細胞に，上記の親ウイルスをmoi（multiplicity of infection，
細胞あたりのウイルス感染数）0.1～3程度（ルシフェラー
ゼをコードしているウイルスの場合，バックグラウンドが
高く出るためmoiは低くする方がよい）で感染させ，1～2
時間培養する．その後，感染しなかった親ウイルスを除く
ために，培地交換等で細胞を洗って親ウイルスを除く．洗
い終わった感染細胞を18～24時間培養すると培養上清に
十分量のシュードタイプウイルスが出現しているため（実

際には感染4時間ほどからウイルスが産生され始める），
培養上清を回収する．シュードタイプウイルスは通常，ト
ランスフェクション効率の高いことで知られる293T細胞
で作製するため，細胞を洗う操作を慎重にしなければ細胞
がはがれてしまう．筆者は，接着性の高いコラーゲンコー
トのプレートもしくはディッシュを用いて作製している．
培地交換を3～4回ほど行えば，ほぼ親ウイルスは除かれ
る．ただ，この操作は毎回安定ではないため，常にバック
グラウンドのウイルスプレート（もしくはウェル）を用意
して，バックグラウンドのウイルスに対してシュードタイ
プウイルスの感染価を評価しなければならない．筆者は，
バックグラウンドのウイルスを作製するのに，トランス
フェクション効率も同時に確認するため，GFPを発現する
プラスミドをトランスフェクションした細胞でウイルスを
作製している（たとえGFPを外套しても感染性はない）．
感染価のあるシュードタイプウイルスの作製にあたり注
意する点としては，まずトランスフェクション効率が非常
に高いことが必要になる．効率に関しては主観的な判断で
はあるが，95％以上は確保できている方がよい．わずかだ
と思われるかもしれないが80％程度では極端に感染価の
低いウイルスとなってしまう．あとは，親ウイルスの感染
量（moi）と洗いの程度を調整することによって，バック
グラウンドと比較してなるべく高い感染価のシュードタイ
プウイルスを得ることが必要となる．

4. シュードタイプVSVを用いた応用研究

シュードタイプウイルスがいち早く応用されたのは，
エボラウイルスに対してであった 7）．エボラウイルスは
BSL4病原体のため，ウイルスそのものを扱うのが多方面
の要因から非常に難しく，感染事故のリスクも高い．そこ
で，エボラウイルスの糖タンパク質を外套したシュードタ
イプVSVが作製され，BSL2施設で糖タンパク質の性状解
析をはじめ細胞侵入機構に関する研究などが行われた．そ
の後，多くのウイルス種のエンベロープタンパク質を外
套したシュードタイプVSVが作製され，さまざまな研究
が進められた．筆者らは，当時，細胞培養系がなく生ウ
イルスを扱うことが難しかったC型肝炎ウイルスや日本脳
炎ウイルスのシュードタイプVSVおよび組換えVSV（後
述）を作製し，受容体との相互作用や中和抗体検出系など
の解析に応用した 8, 9）．また，BSL4病原体であるアレナウ
イルス科の新興ウイルス種やクリミア・コンゴ出血熱ウイ
ルス，新規ブニヤウイルスの重症熱性血小板現象症候群
ウイルスなどでもいち早くシュードタイプVSVを作製し，
細胞侵入機構の解析を行った 10, 11）．その他，麻疹ウイルス
の受容体の一つであるSLAM（CDw150）は，シュードタ
イプウイルスを利用してスクリーニングを行い，同定さ
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れた受容体である 12）．現在まで，シュードタイプウイルス
は，細胞侵入機構の解析だけでなく，感染患者血清中のウ
イルス中和抗体の有無を簡便かつ迅速に調べる診断系への
応用や，リポーター遺伝子を指標にしたモノクローナル抗
体や侵入阻害剤のスクリーニング，より本来のウイルスエ
ンベロープタンパク質に近い構造をとるものとしての免疫
抗原としても応用されている（図1）．これまでに，報告
されたシュードタイプVSVの応用例について表に記した
（表1）．現在でも新種のウイルスが発見されると，シュー
ドタイプウイルスが作製され，いち早くエンベロープタン
パク質の性状解析や細胞指向性，受容体の探索を含む細胞

侵入に関する研究などが行われており，今後ますます利用
される価値は高いと思われる．

5. 組換えVSVを用いた応用研究

組換えVSVはシュードタイプVSVと異なり，ターゲッ
トとなるウイルスエンベロープタンパク質を自身の複製に
より産生して，シュードタイプウイルスとなり，二次感染
によって自律増殖できるようになるウイルスである．この
性質を利用して，現在，最も研究が進んでいるのが，エボ
ラウイルス病をターゲットとしたワクチンベクターの開発
である 13）．ウイルスゲノム内にエボラウイルスの糖タン
パク質遺伝子を組み込んで作製された組換えVSVをマウ
スやサルなどの実験動物に感染させ，その後，エボラウイ
ルスを感染させると防御効果が得られる 14）．この実験結
果をもとに，2015年には西アフリカでのエボラウイルス
病流行の影響もあって臨床試験が進められた 15）．その結
果，ヒトにおいても高い予防効果が得られており，今後，
ワクチンとしての実用化が期待されている．
その他，ターゲッティングベクターとしての開発も行
われており，ヒト免疫不全ウイルス（HIV）の受容体であ
るCD4を組み込んだ組換えVSVは，糖タンパク質である
gp120を発現しているであろうHIV感染細胞にのみ感染で
きるため，感染細胞のみを選択的に排除するというエイズ
治療用ベクターとしての応用にも研究展開されている 16）．

図1 シュードタイプVSVを利用した研究
VSVシュードタイプウイルスはバイオセーフティレベル2で，
細胞侵入機構の解析をはじめ，迅速診断系への応用，スクリー
ニング，ワクチンへの応用などに用いられている．

表1 シュードタイプVSVの応用例

ウイルス 文献 ウイルス 文献

エンベロープタンパク質，細胞侵入機構の解析など ワクチン用ベクター
エボラウイルス Rakada et al., PNAS 1997 インフルエンザウイルス Roberts et al., J Virol 1998
C型肝炎ウイルス Lagging et al., J Virol 1998 パピローマウイルス Roberts et al., J Virol 2004

Tani et al., J Virol 2007 マールブルグ，エボラ，ラッサウイルス Garbutt et al., J Virol 2004
ヒト免疫不全ウイルス Boritz et al., J Virol 1999 ヒト免疫不全ウイルス Publicover et al., J Virol 2005
麻疹ウイルス Tatsuo et al., J Virol 2000 ウエストナイルウイルス Iyer et al., Vaccine 2009
ヒトT細胞白血病ウイルス Okuma et al., J Gen Virol 2001 B型肝炎ウイルス Cobleigh et al., J Virol 2010
RSウイルス Kahn et al., J Virol 2001 ノロウイルス Ma & Li, J Virol 2011
SARSコロナウイルス Fukushi et al., J Gen Virol 2005 診断
B型肝炎ウイルス Saha et al., J Virol 2005 ボルナ病ウイルス Perez et al., J Virol 2001
アレナウイルス科 Vela et al., J Virol 2007 ハンタウイルス Lee et al., J Virol 2006

Tani et al., J Virol 2014 ニパウイルス Kaku et al., J Virol Methods 2009
日本脳炎ウイルス Tani et al., J Virol 2011 狂犬病ウイルス Moeschler et al., Viruses 2016
バキュロウイルス Kaname et al., J Virol 2011 ジステンパーウイルス Logan et al., Vaccine 2016
リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス Muik et al., J Virol 2011
MERSコロナウイルス Fukuma et al., Arch Virol 2015
重症熱性血小板減少症候群ウイルス Tani et al., J Virol 2016
クリミア・コンゴ出血熱ウイルス Suda et al., Arch Virol 2016

多くのウイルスで，細胞侵入機構の解析やワクチン用ベクター，診断系の開発が報告されている．
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6. おわりに

多くのウイルスでリバースジェネティクスが確立され，
そのウイルス自身の解析が行われる中，VSVはいち早く
リバースジェネティクスが確立し研究が展開されたことも
あるが，自身のエンベロープタンパク質なしでもウイルス
粒子が出芽してくること，RNAウイルスのためゲノムに
プラスミド等で持ち込んだ外来遺伝子が組み込まれないこ
となど特長的な性質を利用することでシュードタイプウイ
ルス化が可能になった．同じラブドウイルス科に属する狂
犬病ウイルスでも同じくシュードタイプウイルスを作製す
ることは可能であるが，狂犬病ウイルス自身の病原性の問
題もあり，あまり応用は進んでいない．VSV自身は非常
に増殖能の高いウイルスであるため，実験室内での扱いに
は人的操作による培養細胞へのウイルスの汚染などに注意
が必要であるが，エンベロープ遺伝子を欠損させたウイル
スを扱っている限りはたとえ汚染があったとしても影響は
低く，外環境下への問題も起こらない．しかしながら，現
在このシュードタイプウイルスも通常のVSVと同じく家
畜伝染病予防法の届出伝染病等病原体に含まれている．実
験室等でこのシュードタイプウイルスを取り扱うときには
届出等を忘れないように注意していただき，多くの研究者
に広く利用されることを願っている．
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