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研究要旨：狂犬病ウイルス（RV）は自然感染では潜伏期間中に RV に対する抗体は産生さ

れずウイルスも検出できないが、野外株である街上毒を実験室内継代等で弱毒化させた固

定毒は容易に中和抗体を誘導し、潜伏期間の短縮と一定化、免疫誘導能の増強といった特

徴を示す。本研究では、狂犬病ワクチンの標的であるＧ蛋白質の細胞内における発現様式・

動態を明らかにして、現行の暴露後予防的治療をより効果的・安価に行える方法の開発を

可能にするために、Kyoto 株（街上毒）と CVS-26 株（固定毒）の G 蛋白質の細胞内発現と

その局在を in vitro で比較解析した。Kyoto 株組み換え G 蛋白質をマウス神経芽腫由来 MNA

細胞に発現させると G 蛋白質は核周囲小胞体に分布し細胞膜に分布しないが、CVS-26 株 G

蛋白質の多くは細胞膜に分布し、両株 G 蛋白質の N 型糖鎖付加を阻害させると核周囲小胞

体に分布すること、また、Kyoto 株 G 蛋白質の第 204 位アミノ酸を N 型糖鎖付加部位に置

換すると細胞膜に分布することを明らかにした。固定毒化が進んでいる CVS-26 株 G 蛋白

質の第 204 位アミノ酸を N 型糖鎖付加部位に変異させても一部が細胞膜に分布したことか

ら、第 204 位の N 型糖鎖付加は G 蛋白質の細胞膜輸送を規定するが、これ以外にも細胞膜

輸送に関与する因子が存在することが示唆された。街上毒が固定毒化の過程で獲得した細

胞膜からのウイルス粒子の発芽や宿主の免疫応答の亢進に、 G 蛋白質 204 位への N 型糖鎖

付加が大きく関与しており、糖鎖付加によって小胞体等から細胞膜への蛋白質輸送が可能

になることを明らかにした。  

 

A. 研究目的 

狂犬病ウイルスは、ラブドウイルス科リッサ

ウイルス属に属し、野外流行株である街上毒と

街上毒を実験室内で継代することによって宿

主に対する末梢感染性が減弱して潜伏期間が

短縮・一定化し、さらには免疫誘導能が増強し

た固定毒（ワクチン株・実験株）に分けること

ができる。 
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電子顕微鏡で感染細胞を観察すると、街上毒

では細胞膜からウイルスが出芽する像が観察

されないが、固定毒では細胞膜から高頻度に出

芽している像が報告されており、街上毒の固定

毒化に伴う培養細胞でのウイルス増殖効率の

上昇やマウスに対する病原性の低下は狂犬病

ウイルス G 蛋白質の糖鎖修飾と関連している

と考えられている。 

街上毒株と固定毒株で比較解析を行うこと

により、街上毒が固定毒化する過程で獲得した

表現型について弱毒化の機序を解明すること

ができれば、狂犬病の発症機序を明らかにして、

現行の暴露後予防的治療をより効果的・安価に

行える方法の開発が可能になる。 

本研究では、街上毒が固定毒化する過程で G

蛋白質の N 型糖鎖付加部位が増加することに

着目し、分子生物学的・免疫組織学的手法を用

いて街上毒 Kyoto 株と固定毒 CVS-26 株の組み

換え G 蛋白質の糖鎖付加部位に種々の変異を

導入し、G 蛋白質の N 型糖鎖修飾と細胞内局

在について比較解析を行った。  

 

B. 研究方法 

分子生物学的・免疫組織学的手法により、街

上毒 Kyoto 株と固定毒 CVS-26 株の組み換え G

蛋白質を作製して、N 型糖鎖修飾の違いによる

細胞内局在について比較解析を行った。 

 

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（図 1）。変異導入の

確認は遺伝子配列を決定して確認した。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。これらにより図 1 に示す変異導入 G 蛋

白質が発現される。 

 

トランスフェクション：6 穴プレートまたは

CELLview4 分 画 グ ラス ボ ト ムシ ャ ー レ

（Greiner Bio-One）に培養した MNA 細胞に上

記プラスミドトランスフェクションし、48 時

間培養後に WB と IFA により発現した G 蛋白

質を解析した。 

 

C. 研究結果 

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 蛋白質発現

プラスミドをトランスフェクションした MNA

細胞において、Kyoto 株由来の組換え G 蛋白

質(Kyoto rG)は細胞質内の小胞体のみに分布し、

CVS-26 株由来の組換え G 蛋白質（CVS-26 rG）

は、細胞質内（小胞体）及び細胞膜に分布した

（図 2, 3）。また、CVS-26 rG 発現時にツニカ

マイシンを添加すると G 蛋白質は小胞体に分

布した。 

 

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、

CVS-26 rG よりも分子量が小さかった。Kyoto 

rG と CVS-26 rG はツニカマイシン存在下で発

現したり、発現蛋白を PNGase F 処理すると同

等の分子量を示したことから、Kyoto rG よりも

CVS-26 rG の方が N 型糖鎖が多いことが明ら

かとなった。 

 

第 204 位アミノ酸の N 型糖鎖に影響する変異

導入の組換え 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
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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い

（Ser-Lys-Thr）。Genbank に登録された街上毒

の G 蛋白質では、第 204 位アミノ酸が潜在的 N

型糖鎖付加部位である株はなかった。 

そこで街上毒 Kyoto 株の G 蛋白質には存在

しない第 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に与える影響を調べる

ために、Kyoto 株 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導入して N

型糖鎖付加配列にした組換え 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ギンからセリ

ンに変異導入して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。その結果、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 4）。 

また、Kyoto rG（S204N）は、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。 

 

第 37位と第 319位アミノ酸の N型糖鎖に影響

する変異導入の 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。その結果、CVS-26 rG（N37S）は CVS-26 

rG と同じ分子量であったが、CVS-26 rG

（N319Q）は CVS-26 rG よりも分子量が低下し

ていた（図 5）。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 5）。 

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よく N型

糖鎖修飾されていないと考えられる。 

また、CVS-26 rG（N37S）と CVS-26 rG

（N319Q）は細胞膜へ分布したが、CVS-26 rG

（N319Q）の細胞膜への分布は CVS-26 rG と比

べて減少した。CVS-26 rG（N204S, N319Q）も、

細胞膜への分布は認められたが、CVS-26 rG

（N319Q）と比べて細胞膜への分布はさらに減

小した。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、細胞膜へは分布しなかった。 

 

D. 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 株の rG 蛋白質は細胞膜に分布せず小胞

体に局在し、CVS-26 株由来の rG 蛋白質は細

胞膜に分布した（図 2, 3）。粗面小胞体で G 蛋

白質が合成された後に 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経由で細胞膜

に輸送されると考えられる。これは、固定毒の

ウイルス粒子が細胞膜から主に出芽するのに
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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、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知見

と一致する。つまり、狂犬病の G 蛋白質がウ

イルス粒子形成部位を規定すると思われる。 

G 蛋白質の潜在的 N 型糖鎖付加部位は、街

上毒では 1～2 か所であるのに対し固定毒では

3～4か所ある。実際、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た。 

また、ツニカマイシンを培地に添加して、

Kyoto rG と CVS-26 rG を発現させると、Kyoto 

rG はツニカマイシンの有無にかかわらず小胞

体へ局在したが、CVS-26 rG ではツニカマイシ

ン処理により細胞膜への局在が無くなり、小胞

体にのみ局在したことから、CVS-26 rG に存在

し Kyoto rG に存在しない N 型糖鎖付加が細胞

膜局在に必要であると考えられた。 

そこで、各種変異導入 G 蛋白質を発現して

局在を調べた。その結果、第 204 位に N 型糖

鎖付加部位を導入した Kyoto rG（S204N）は細

胞膜へ分布したことから、第 204 位アミノ酸へ

の N 型糖鎖付加は G 蛋白質が細胞膜輸送に重

要であると考えられる。一方、 CVS-26 

rG(N204S)では、一部の G 蛋白質の細胞膜への

分布が認められたことと、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

鎖が付加されることが示唆された。 

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ために、第 37 位アミノ

酸と第 319 位アミノ酸への糖鎖付加部位を欠

失させた。第 37 位アミノ酸への糖鎖付加部位

を欠失させた CVS-26 rG(N37S)の分子量は、

CVS-26 rG と同等の分子量を示したことから、

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。第 204 位の N

型糖鎖付加を欠失させた CVS-26 rG（N204S）

と第 204 位と第 319 位の 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された。 

CVS-26 rG (N37S)と第319位アミノ酸への糖

鎖付加部位を欠失させた CVS-26 rG(N319Q)は

細胞膜に分布したが、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与すること

が示唆された。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）は細胞膜へ分布せず、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。 

今後、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

ると考えられる。 

 

E. 結論 

街上毒の Kyoto 株の G 蛋白質の第 204 位の

アミノ酸への糖鎖付加は、G 蛋白質の局在を小

胞体から細胞膜にシフトさせることからこの

部位の糖鎖修飾が街上毒と固定毒の性状の違

いに関わる大きな要因であると考えられた。固

定毒のCVS-26株のG蛋白質は第 204位のアミ

ノ酸の N 型糖鎖付加以外にも細胞膜輸送に関

与する糖鎖修飾があることも示された。 

本研究によって、街上毒が固定毒化する過程

で獲得したG蛋白質の第204位アミノ酸へのN

型糖鎖付加が、ウイルス粒子の細胞膜からの出

芽や宿主の免疫応答の亢進に関与している可

能性が示唆され、街上毒が固定毒化する過程で

獲得した新たな N 型糖鎖付加部位がどのよう
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に固定毒の中和抗体誘導に係るかを解明でき

れば、現行の暴露後予防的治療をより効果的・

安価に行う方法の開発に寄与できると考えら

れた。 
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図 1．組換え G 蛋白質の糖鎖付加部位 

 



 37

図２．組み換え G 蛋白質の細胞内分布 

 
Kyoto 株の組換え G 蛋白質発現細胞(A、 C)と、CVS-26 株の組み換え G
蛋白質発現細胞(B、 D)を、ホルマリン固定後、抗 G モノクローナル抗
体 7⁻1⁻9 で染色したもの(A、B)と 0.2%Triton-X100 処理により細胞膜の
透過処理を行い(C、D) 染色した．対比染色として DAPI で核を染色し
た．緑色蛍光：rG 蛋白質．青色蛍光：核． 

 

図３．組み換え G 蛋白質の細胞内分布 

 
 

G 蛋白発現プラスミドを MNA 細胞にトランスフェクションし、48 時間
培養した後ホルマリン固定し、Triton X-100 による透過処理を行った．
その後、抗 G モノクローナル抗体 7⁻1⁻9 で染色し、ER Red dye による
小胞体の染色、DAPI による核染色により、G 蛋白質の局在を調べた．
緑色蛍光：rG 蛋白質．赤色蛍光：小胞体．青色蛍光：核 
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図４．第 204 位アミノ酸に変異導入した組み換え G 蛋白質の分子量の変動 

 
 

Kyoto 株、CVS-26 株の第 204 位アミノ酸に変異導入して N 型糖鎖付加
部位を導入あるいは欠失した G 蛋白質の分子量をウェスタンブロッテ
ィングで解析した． 

 

 

 

 

図５．CVS-26 株の 37 位、319 位アミノ酸に変異導入した G 蛋白質の分子量の変動 

 
 

1：CVS-26 rG．2：CVS-26 rG（ツニカマイシン添加）．3：CVS-26 rG(N37S)．
4：CVS-26 rG(N204S)．5：CVS26 rG(N319Q)．6：CVS-26 rG(N204S、N319Q)．
7：C26 rG(N37S、N204S、N319Q)．MNA 細胞に rG 蛋白質を発現させてウ
ェスタンブロッティングにより G 蛋白質を検出した． 
 
 
 
 
 

 


