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緒緒  言言  

 
フラビウイルスには、日本脳炎ウイルス、デングウイルス、ジカウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイルスなどが属する。

ジカ熱の世界的流行、デング熱の国内発生、ダニ媒介性脳炎による国内死亡例が報告されていることから、公衆衛生危

機管理上重要な疾病の病原体である。これらのウイルスは、ヒト以外の哺乳動物あるいは鳥が保有宿主・増幅動物とな

る。蚊またはダニにより媒介されるため、フラビウイルスを自然界から排除することは不可能である。またヒトの移動

と物流は止めることはできないため、感染予防と流行阻止のためには先回り対策が必要である。すなわち、効果的な   
ワクチンと抗ウイルス薬を利用することであるが、ワクチンは未だフラビウイルス感染症の全てを網羅するものではな

い。また有効な抗ウイルス薬はなく、対症療法しかない。その理由は適切な動物モデルが存在せず、病態の分子メカニ

ズムが不明であるからである。 
一般的な実験用マウスで、フラビウイルス感染症の病態を解析することは難しい。実験用マウスのインターフェロン

誘発性遺伝子Oas1bは、変異があるためウイルスを排除することができない［1］。また、ウイルス蛋白質NS5はヒト

のSTAT2に結合することで分解し、一連の自然免疫応答を抑制する。しかし、NS5 はマウスのSTAT2とは結合する

ことができず、ウイルスは宿主の免疫応答により排除される［2］。近年、マウスのStat2 遺伝子をヒトのSTAT2 遺伝

子に置換したマウスが開発され、ジカ熱の病態解析に利用されている［3］。しかし、解析には免疫不全マウスで継代し、

変異を獲得したウイルス株が使用されている。臨床分離株とは異なる指向性を示すマウス馴化株を用いて真にヒトの 
病態を模倣することができるかは疑問である。さらに、マウスの培養細胞株および自然免疫系の遺伝子をノックアウト

したマウスの初代培養細胞でのフラビウイルスの増殖性は、ヒトの細胞と比較して著しく劣っている［4］。従って、   
マウスの細胞では自然免疫系以外のフラビウイルスの増殖に関与する宿主因子が、欠損あるいは発現が抑制されている

と考えられる。従って、現行の動物モデルとマウス順化株ではヒトの病態を十分に模倣することが達成できない。 
そこで本研究では、フラビウイルス感染症の感染予防および治療薬の開発に必要なヒトの病態を模倣する動物モデル

を確立するために、マウスにおけるウイルスの増殖に必要な宿主因子を同定することを目的とし、企図された。 
 

方方  法法  

 
11．．レレポポーータターー遺遺伝伝子子をを搭搭載載ししたた組組換換ええウウイイルルススのの作作製製  
報告者がこれまでに作製した日本脳炎ウイルスAT31株の cDNAクローン［5］を用いて、ウイルスタンパク質C遺

伝子領域内に、9種の蛍光タンパク質（mScarlet-I、mOrange2、MiCy、Tag-RFP、NowGFP、mRFP、sfGFP、mEmerald、
RFP）およびThosea asigna virus 由来の 2A ペプチド配列を各々の遺伝子を増幅するプライマーを用いてPCR にて

増幅させ、プラスミドベクターにクローニングした。クローニング後に得られたプラスミド DNA の塩基配列は、

SeqStudio Genetic Analyzer あるいは FASMAC 社の遺伝子解析サービスを利用して決定し、正しい配列のプラスミ

ド DNA を続く実験に使用した。各種蛍光タンパク質遺伝子を搭載したウイルスの cDNA クローンとそれ以外のウイ

ルス遺伝子領域をコードするプラスミド 6 つおよびウイルスの転写に必要な CMV プロモーターをコードしたプラス

ミドを用いて、特異的なプライマーにて PCR を行った。その後、報告者の既報［5］に従って Circular Polymerase 
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Extension Reaction（CPER）を実施して、その反応物をヒト肝臓由来株化細胞Huh7にトランスフェクション法にて

導入した。その5日後に培養上清を回収し、新たなHuh7細胞に接種した。ウイルスの感染を示す細胞変性効果を認め

た時点で培養上清を回収し、続く実験に使用した。回収したウイルスのRNAをPurelink RNA Mini kitにて精製した

のち、SuperScriptVI にて cDNA を作製した。その後、上述と同様に DNA アンプリコンを作製し、Sanger 法にて   
ウイルス遺伝子の配列を決定した。ウイルス感染価は、階段希釈したウイルス液をHuh7細胞に接種し、その36時間

後に細胞を 4％パラホルムアルデヒド溶液で固定した。その後、ウイルスタンパク質 E に対する抗体にて免疫して、  
感染する細胞が形成するフォーカスの数を計測することによって算出した。 
デングウイルスの組換えウイルスは、デングウイルス血清型2の16,681株の cDNAクローンをもとに同様の方法で

各種蛍光タンパク質遺伝子をコードしたプラスミドを構築した。組換えデングウイルスの CPER 反応液はハムスター

胎児由来株化細胞BHK-21にトランスフェクション法にて導入した。ウイルス感染価の測定もBHK-21細胞を用いた。

また、同様にジカウイルスMR766株の組換えウイルスをCPER法にて作製した。 
 

22．．組組換換ええウウイイルルススにに搭搭載載ししたたレレポポーータターー遺遺伝伝子子のの安安定定性性のの評評価価  
作製した組換え日本脳炎ウイルスを各々多重感染価0.01にて12穴プレートに単層を成したHuh7細胞に接種した。

その36時間後に培養上清を回収し、100μlを新たなHuh7細胞の接種に用いた。この実験を合せて5回連続して繰り

返した。連続継代した各ウイルス液からRNAを抽出し、上述の方法にて逆転写とPCRを行った。PCR産物をアガロ

ースゲルにて電気泳動することによって、想定されるDNA分子量か否かを検するとともに、シークエンスを決定する

ことでレポーター遺伝子が維持されているか否かを解析した。 
 

33．．ススププリリッットト型型蛍蛍光光タタンンパパクク質質遺遺伝伝子子をを搭搭載載ししたた組組換換ええウウイイルルススのの作作製製とと評評価価  
スプリット型蛍光タンパク質の短い断片であるmNG11［6］を日本脳炎ウイルスAT31 株のNS1 タンパク質に上述

の方法にてプラスミドにクローニングし、CPERにて組換えウイルスを作製した。次に、スプリット型蛍光タンパク質

の残された断片であるmNG1-10をpCSIIプラスミド［7］に特異的に増幅するプライマーと In Fusion酵素にてクロー

ニングした。その後、ViraPower Lentiviral Packaging MixとLenti-X 293T細胞を用いてレンチウイルスを作製した。

作製したレンチウイルスを Huh7 細胞に感染させることで、mNG1-10 を過剰に発現する Huh7 細胞を作製した。  
mNG1-10の発現は、mNeonGreen2に対する抗体を用いてウェスタンブロッティング法にて確認した。発現を確認する

ことができた Huh7 細胞に mNG11 を搭載した組換え日本脳炎ウイルスを接種し、その 24、36 時間後に蛍光を

KEYENCEオールインワン顕微鏡BZ-X810にて観察した。 
 

44．．組組換換ええウウイイルルススののママウウススにに対対すするる病病原原性性評評価価試試験験  
組換えウイルスをBALB/cマウス（8週齢、オス）に腹腔内接種し、臨床症状を観察した。6日目に脳を採取し、RNA

を上述の方法にて抽出して精製した。その後、Shirato ら（2005）が報告したプライマーセット［8］を用いて、

QuantStudio 5 Real-Time PCR SystemにてウイルスRNAを定量した。 
 

55．．フフララビビウウイイルルススのの増増殖殖にに関関与与すするる宿宿主主因因子子のの同同定定にに向向けけたたススククリリーーニニンンググ実実験験系系のの構構築築  
CRISPRa のスクリーニングに必要な dCas9 を発現させるためのレンチウイルスとマウスの Genome-Wide 

CRISPRa sgRNA Libraryを用いて同様にレンチウイルスを作製した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．全全長長のの蛍蛍光光タタンンパパクク質質をを搭搭載載ししたた組組換換ええフフララビビウウイイルルススのの性性状状  
日本脳炎ウイルスAT31株のウイルス遺伝子に9種の蛍光タンパク質（mScarlet-I、mOrange2、MiCy、Tag-RFP、

NowGFP、mRFP、sfGFP、mEmerald、RFP）を挿入した結果、その全てで感染性のある組換えウイルスが作製され
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たことがわかった。その後、ウイルスを5回連続継代した結果、mOrange2とNowGFP遺伝子を挿入した組換えウイ

ルスだけが、感染細胞で蛍光を発色した（図1a）。また、連続継代したこれら組換えウイルスの遺伝子を解析したとこ

ろ、ウイルス遺伝子に各々の遺伝子が維持されていることがわかった（図1b）。 
 

 
図1．全長の蛍光タンパク質搭載組換えウイルスの培養細胞での性状 

a） 日本脳炎ウイルスAT31 株にNowGFP（左図）あるいはmOrange2（右図）を挿入した組

換えウイルスをHuh7細胞に接種してその蛍光を観察した。スケールバー：100μm。 
b） 組換えウイルスを連続継代し、挿入した蛍光タンパク質遺伝子が維持されているか否かを当

該遺伝子の上流と下流に設計したプライマーにて cDNAを増幅し、得られたDNAの分子量

を比較した。M：DNA分子量のマーカー、P0～P5：継代1代目から5代目、WT：野生株。 
 
次に、作製した組換えウイルスとその親株をBALB/cマウスに接種し、ウイルスの増殖性を比較した。その結果、親

株は接種6日目に脳でのウイルスRNAを検出することができたが、各々組換えウイルスを接種したマウスの脳からは

ウイルスRNAを検出することができなかった（図2）。従って、当該組換えウイルスは蛍光タンパク質遺伝子を挿入す

ることにより弱毒化したことがわかった。 

 
図2．組換えウイルスのマウスでの増殖性での性状 

ウイルスを接種6日後の脳におけるウイルスRNAコピー数。ND：検出されず、WT：野生株。 
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22．．ススププリリッットト型型蛍蛍光光タタンンパパクク質質をを搭搭載載ししたた組組換換ええフフララビビウウイイルルススのの性性状状ととススククリリーーニニンンググ実実験験系系のの構構築築  
近年、蛍光タンパク質を構造上から正しく相互作用ができるように2つに分割し、各々を同一細胞で会合させること

でその蛍光を検出するスプリット型蛍光タンパク質が開発されて、研究に広く使用されている［6］。そこで、日本脳炎

ウイルス AT31 株のウイルス遺伝子に split 型 GFP の短い断片を挿入した結果、感染性の組換えウイルスを作出する

ことができ、感染細胞で蛍光を認めた（図3）。また、組換えウイルスを接種したマウスの脳からウイルスRNAを検出

することができたことから、スプリット型の蛍光タンパク質を搭載した組換えウイルスを採用して研究を推進すること

とした。 
以上より、現在マウスの網羅的な遺伝子をコードするCRISPRaアッセイを構築し、種々の組換えウイルスを用いて

感染実験を実施している。 

 
 

図3．スプリット型の蛍光タンパク質搭載組換えウイルスの培養細胞での性状 
日本脳炎ウイルスAT31 株にSplit 型GFP を挿入した組み換えウイルスをHuh7 細胞に接種

してその蛍光を観察した。スケールバー：100μm。 
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