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研究成果の概要（和文）：日本脳炎ウイルスJapanese encephalitis virus（JEV）は世界で年間数万人の感染者
及び1万数千人の死者を生じる重要なウイルス感染症である。JEVは豚や鳥を増幅動物とし、蚊によって媒介され
る。JEVの細胞受容体は脊椎動物細胞でいくつか報告されているが、蚊細胞ではごく限られている。我々は、蚊
細胞のウイルス受容体を探索する研究で、JEVのウイルス様粒子Virus-like particles (VLPs)を用いた新たな実
験系を確立した。今後、この技術を応用して引き続きJEVの蚊細胞受容体の探索を行い、蚊媒介ウイルスの蚊細
胞への感染機序の解明を目指す。

研究成果の概要（英文）：Japanese encephalitis virus (JEV) causes viral encephalitis in Asia, 
estimating nearly 68000 clinical cases of JE globally each year. JEV is transmitted by mosquitoes, 
and maintained in a cycle between mosquitoes and vertebrate hosts, such as pigs and birds, in 
nature. Some of JEV receptor on cell surface has been reported on vertebrate cells, but a little or 
none on mosquito cells. We have established a new experimental systems to examine the cell factor 
binding to JEV by using virus-like particles (VLPs). Now we applied the JEV_VLPs systems to 
elucidate the mechanisms for the JEV infections on mosquito cells.
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１． 研究開始当初の背景 
 
蚊やマダニは吸血の際にヒトや動物へ

ウイルス等の病原体を媒介する、公衆衛生上
の重要な節足動物である。これら節足動物に
よって媒介される病原ウイルスは節足動物
媒介性ウイルス Arthropod-borne virus（ア
ルボウイルス Arbovirus）と総称され、世界
で広く問題となっている。これらアルボウイ
ルスは媒介節足動物－脊椎動物間で感染環
が維持されており、この異なる生物間の往来
がアルボウイルスの永続的な感染力と病原
性の維持に重要と考えられている 

日本脳炎ウイルス Japanese encephali 
-tis virus（JEV）はフラビウイルス科フラ
ビウイルス属に属し、アジアを中心に世界で
年間数万人の感染者及び1万数千人の死亡者
を生じる、重要なアルボウイルス感染症であ
る。JEV は豚や鳥を増幅動物とし、蚊（主に
コガタアカイエカ）によって媒介される。 

ウイルスは細胞に感染する際、自身の外
皮蛋白質と細胞表面の受容体蛋白質とを連
結させて結合する。アルボウイルスの場合、
脊椎動物、節足動物に類似またはそれぞれに
異なる受容体を利用していると考えられて
いる。JEV の宿主細胞受容体については、脊
椎動物細胞でいくつか示されているが、昆虫
細胞では同定されていない。 
 
２．研究の目的 
 

我々は、これまで JEV の感染機序の解明
や高感度検出系の確立に関する分子生物学
的研究、JEV の感染環や越冬機序の解明に関
する分子疫学的研究に取り組んできた。その
過程において我々は、JEV エンベロープ蛋白
質（E）のアミノ酸 387-399 番目に該当する
RGD 領域が、蚊細胞への効率的な感染に重要
な役割を担う可能性を見出した。JEV_RGD 領
域は E蛋白質の外部ドメインであることから，
この領域が細胞接着因子として機能してい
る可能性が考えられる。 

そこで本研究では、この JEV_RGD 領域と
相互作用する蚊細胞受容体の探索を行い、
JEV の蚊細胞への感染機序への理解を深める
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）JEV_RGD ペプチドの合成と解析 

JEV_RGD 領域を含む遺伝子断片を pGEX 
-6P-1ベクターにクローニング後、大腸菌DH5
αで蛋白質を発現し、JEV_RGD 領域を含む蛋
白質 23aa を GST 融合蛋白質として合成・精
製した（GST_RGD）。比較対象として、脊椎動
物細胞での継代により得られたJEV変異株由
来のペプチド GST_RGN を同様に合成・精製し
た（図 1）。精製した各蛋白質の蚊細胞または
脊椎動物細胞に対する細胞吸着性を検証す
るため、フローサイトメトリー解析を行った。 

 
図 1 クローニングしたプラスミドのマップ
（左）と、合成・精製したペプチドをポリア
クリルアミドゲルで電気泳動後、ゲルを CCB
染色した画像（右） 
 
（２）JEV のウイルス粒子様構造物（Virus 
-like particles; VLPs）の作製と応用 

Inagaki et al. (2016) を参考に、タグ
蛋白質を導入したJEV_VLPsの作製を試みた。
JEV/Bo/Miyazaki/1/2009 株の遺伝子の一部
にタグ蛋白質の遺伝子を組み込んだ配列を
pCAGGS ベクターにクローニングした。得られ
たプラスミドを HEK293 細胞に導入し、培養
上清中へのJEV_VLPの生成をウエスタンブロ
ットによって観察した。また、PCR により RGD
領域に変異または欠損を導入したプラスミ
ドを作製し、オリジナルのプラスミドと同様
に JEV_VLPs が合成されるか検証した。 
 
４．研究成果 
 
（１）合成した各ペプチドを用いて、フロー
サイトメトリーによる細胞吸着性を調べた。
その結果、GST_RGD ペプチドは脊椎動物細胞
への吸着は認められたが、蚊細胞への吸着は
認められなかった。また、GST_RGN ペプチド
は、蚊細胞、脊椎動物細胞のどちらにも吸着
が認められなかった（図 2）。 

図 2合成ペプチドの各種培養細胞に対する吸
着性。最下列の GST-only（コントロール）と
比較して、Vero 細胞（アフリカミドリザル由
来）の GST_RGD は赤い点線のエリアに細胞が
検出され、GST_RGD ペプチドが吸着した細胞
を多く検出していることを示している。 



 
一般に、アミノ酸の RGD 配列は、細胞接着性
蛋白質に共通する細胞接着活性配列として
知られており、今回検出された GST_RGD の
Vero 細胞との接着は、Vero 細胞表面に分布
するインテグリンとの結合が考えられた。こ
れらのことから、JEV_RGD 領域の細胞吸着性
を調べるためには、E 蛋白質の立体構造が維
持された状態で解析を行う必要があると考
えられた。 
 
（2）JEV_E 蛋白質の立体構造を維持したまま
細胞吸着性の解析を行いたいと考え、次に、
JEV の VLPs を作製し、解析に応用することを
試みた。Inagaki et al. (2016) を参考に、
JEV の preM-E をコードする遺伝子に Strep、
Flag を導入した配列をデザインし、pCAGGS
ベクターでクローニングを行った後、HEK293
細胞にトランスフェクションし、JEV_VLPs の
生成を試みた。その結果、トランスフェクシ
ョンを行った HEK293 細胞の培養上清中に、E
蛋白質と融合したStrep蛋白質を検出するこ
とが出来、これらの培養上清中に JEV_VLPs
が生成されていることが示された（図 3）。次
に、オリジナルの RGD 配列に対し、PCR によ
って RGD 配列を RGG、RGN、RG に変異させた
プラスミドを作製し、同様に VLPs が得られ
るか検証した。その結果、RGG、 RGN プラス
ミドをトランスフェクションした HEK293 細
胞の培養上清では、E蛋白質と融合したStrep
蛋白質を検出することが出来たが、RG プラス
ミドでは HEK293 細胞内での遺伝子発現は認
められたものの、培養上清中への出芽は認め
られなかった（図 3）。これらの結果から、
JEV_RGD は JEV の出芽や粒子形成に重要であ
る可能性が示唆された。 

図 3 JEV_RGD 領域を、RGG、RGN、RG に変異さ
せ、各プラスミドを HEK293 細胞にトランス
フェクションした3日後の細胞および培養上
清を抗原としたウエスタンブロット。RGD、
RGG、RGN では細胞および培養上清に特異的バ
ンドが検出されるが、RG では培養上清にバン
ドが検出されない 
 
本研究により、JEV_VLPs によるアッセイ法を
確立することに成功した。今後は JEV_RGD 領
域に変異を導入した VLPs とオリジナル株と
の比較を行い、フローサイトメーターやセル
エライザによる細胞吸着性の解析と、ウエス
タンブロット等により、JEV_RGD と相互作用
する細胞因子の探索を行う。 
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