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研究成果の概要（和文）：2016年のジカウイルス感染症の流行は、胎児における小頭症の発生やギランバレー症
候群との関係性が疑われ、また性行為による感染の可能性により社会的インパクトを与えた。本研究ではジカウ
イルスの胎児における病原性発現機構の解析のため、マーモセットを用いて、妊娠感染モデル動物の確立及びそ
の病態解析をおこなった。その結果、妊娠マーモセットにジカウイルス感染が生じると流産が惹起され、その妊
娠に関連した母体及び胎仔組織では非常に多いウイルス遺伝子が検出されることが明らかとなった。また、その
他にCas9恒常発現細胞を作製した。今後、ジカウイルス等のウイルス受容体の網羅的探索のためのツールとなる
と考えられる。

研究成果の概要（英文）：A widespread epidemic of Zika fever, caused by Zika virus, occurred in South
 America in 2016. The evidence that Zika virus infection to pregnant woman can cause microcephaly in
 the fetus has been reported. Besides, it has been reported that Zika virus infection in adults can 
result in Guillain-Barre syndrome. To understand Zika virus pathogenicity, non-human primate 
pregnant animal model using common marmoset was established and analyzed. The results suggested that
 Zika virus infection caused miscarriage to maternal marmosets in first trimester pregnancy and Zika
 virus propagated in organs such as uterus and placenta. Besides, Cas9-expressing cell lines were 
established to analyze the entry mechanism of Zika virus. These cell lines will help us to identify 
new entry receptors of Zika virus and other viruses in the future study.

研究分野：獣医学、ウイルス学

キーワード： モデル動物　ジカウイルス　妊娠　マーモセット

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウスを用いたジカウイルスの妊娠感染モデルは多く報告されているが、より詳細な解析を行う上では、よりヒ
トに近い霊長類の妊娠感染モデルの確立が好ましい。旧世界ザルを用いた感染モデルの報告もあるが、一度に多
くの感染動物を扱えないこと、妊娠期間が長期に及ぶこと、妊娠適齢個体を用意することの難しさから適切な動
物モデルとは言い難い。その点、マーモセットは小型で取り扱いが容易であり、妊娠期間も他の霊長類と比較し
て短いことからマーモセットを用いたジカウイルスの妊娠感染モデルが確立されたことは意義深い。また、様々
な種のCas-9恒常発現細胞を作製したことは今後のウイルス受容体研究に非常に役に立つと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) デング熱、ジカウイルス感染症、ダニ媒介脳炎、重症熱性血小板減少症候群など、近年多く
のアルボウイルス感染症が公衆衛生上問題視されてきている。2016年、ジカウイルス感染症
の南米における流行では、胎児における小頭症の発生やギランバレー症候群との関係性が疑
われ、また性行為による感染の可能性により社会的インパクトを与えた。 

(2) ジカウイルスのモデル動物としてはマウス、アカゲザルが報告されている(Morrison TE et 
al., J Virol, 2017)。特にマウスを用いた研究では、妊娠モデルにおいて小頭症の発生が再現
され、オスマウスでは精巣の萎縮や精子への感染も報告されている。申請者の所属部署では
ジカウイルス 2 株 (MR766 株、PRVABC59 株)を新世界ザルであるマーモセットに接種し
ジカウイルス感受性を確認していた。特に PRVABC59 株を接種したマーモセットではウイ
ルス血症が持続し、感染 2週間後においてもウイルスゲノムが尿中から検出されヒトにおけ
る感染例と似た傾向がみられた。 

(3) ウイルスの細胞侵入機構の解明は抗ウイルス薬の開発、ウイルスの宿主における病原性発 
現機構を明らかにするといった面で非常に重要な知見をもたらす。フラビウイルスの中で も
特にデングウイルスでは詳細な解析がなされており、CD14、DC-SIGN、 HSP70/HSP90、
Fc-receptor など多くの宿主因子が受容体として報告されている (Boldescu V et al., Nat 
Rev Drug Discov, 2017)。その一方でジカウイルスの細胞侵入機 構は、Axl や TIM1 の関
与が報告されているものの、未だに不明な点が多い(Meertens L et al., Cell Rep, 2017, 
Hamel R, et al. J Virol, 2015)。 

 
 
２．研究の目的 
以下の 2項目を研究目的とした。 
(1) モデル動物におけるウイルスの病原性発現機構の解析を行う。 
 
(2) ジカウイルスの細胞侵入時の新規受容体を同定する。 
 
３．研究の方法 
(1) ジカウイルスの病態の特徴として小児における小頭症が挙げられる。そこでマーモセットを
用いた妊娠モデルの確立を目指した。マーモセットの妊娠期間は 144日である。妊娠前期の
マーモセット 3頭 (#5375, #5376, #5377)、妊娠後期のマーモセット 1頭 (#5421)にジカウ
イルス PRVABC59株を 1x106 PFU背部皮下に接種した。また、コントロールとして妊娠後
期のマーモセット 1 匹(#5423)に培地を接種した。それぞれ接種後、観察、血液、咽頭スワブ、
尿の回収を行った。また、感染マーモセットは感染後 8 日目、9 日目に剖検、各種臓器、胎
仔試料を採材し、ウイルス学的解析を行った。 

 
(2) ゲノム編集技術の一つであるCRISPR/Cas9システムを用いて網羅的にジカウイルスの新規
受容体、感染に必須な宿主因子を探索することを目指した。組換えレンチウイルスを作製、
種々の細胞株に感染させることで各種 Cas9 恒常発現細胞株を樹立、CRISPR ガイド RNA
ライブラリーを導入し、ジカウイルスを感染、感染耐化した細胞のノックアウト遺伝子を探
索することでジカウイルスの感染に必須な宿主因子が明らかになると考えた。 

 
４．研究成果 
(1) 妊娠前期のマーモセット 3頭のうち 1頭(#5376)は感染後 2日目に流産を生じた。また、別
の 1頭(#5375)は感染 8日目に流産を生じた。残りの 1頭(#5377)は妊娠を維持していたが、
エコーにより胎仔を観察した結果、心音が微弱となっている事が観察された。#5375, #5377
を 8日目に剖検、各種主要臓器、胎仔試料、胎盤等を採材した。ウイルス学的解析、病理学
的解析を行ったところ、子宮内膜、子宮、胎盤で非常に高いウイルス遺伝子量が検出された
(図１)。また、#5375の子宮残留物、#5377の子宮からジカウイルス抗原が検出された(図２)。
接種後、経時的に採材した血清(図 3)、咽頭スワブ、尿からもウイルス遺伝子が感染 8日目の
剖検時まで検出された。また、#5377の胎仔 2頭からも非常に高いウイルス遺伝子量(4.8x108 

/ g 及び 3.7x107 / g)が検出され、羊水中からもウイルス遺伝子が検出された(1.8x105/ml)。 
妊娠後期に感染させたマーモセット(#5421)は感染 9日目に剖検を行い、妊娠前期マーモセッ
トと同様の解析をおこなった。接種後、経時的に採材した血清、咽頭スワブ、尿からもウイ
ルス遺伝子が感染 9 日目の剖検時まで検出された(図 4)。母体の主要臓器からは脳をのぞい
てウイルス遺伝子が検出され、特にリンパ節、腸管、妊娠関連臓器(子宮、胎盤等)で高いウイ
ルス遺伝子量が検出された(図 4)。さらに採材された 3頭の胎仔(A-C)について剖検、臓器ご
とのウイルス遺伝子検出を試みた。その結果、胎仔血清、羊水はウイルス遺伝子陰性であっ



 

 

たが、大脳、小脳、肝臓等の臓器からウイルス遺伝子が検出された(図 5)。また、臍帯から非
常に高いウイルス遺伝子量が検出されたが、臍帯血、血清からのウイルス遺伝子検出は１頭
のみであった。妊娠初期、後期ともに感染 8 or 9日目には子宮及び胎盤組織を中心に高いウ
イルスゲノムコピー数が検出された。妊娠初期の胎盤組織ではウイルス抗原が検出されてい
ることから胎盤はジカウイルスの増殖の場であると考えられる。妊娠後期の母体から採材さ
れた胎仔の血清中からはウイルスゲノムが検出されないが、臓器からはウイルスゲノムが検
出された。このことは胎仔においてウイルス血症が終了したが各臓器にウイルスが感染した
可能性を示唆している。親マーモセットの小腸、大腸、腸間膜リンパ節から高いウイルスゲ
ノム量が検出されたことはこれらの組織がウイルス増殖の場である可能性を示唆している。 

 

 

 
 
(2) 293T細胞にレンチウイルスベクター用 プラスミド(pMDLg/pRRE, pMD2.G, pRSV-Rev)お
よびブラストサイジン、Cas9 の遺伝子をもつレンチウイルス搭載用プラスミド(lenti-Cas9-
Blast)をトランスフェ クションし上清を回収、Cas9 発現用レンチウイルスを作製した。こ
の Cas9 発現用レンチウイルスを種々のヒト由来培養細胞株へ感染した。その後、薬剤存在
下、Cas9 発現細胞を選択、クローニングを行なった。その結果、293T 細胞、A549 細胞、
IMR-32細胞、SK-N-SH細胞、HTR-8/SVneo細胞、HeLa229W細胞でブラストサイジン存
在下での培養で細胞の生存が確認され、クローニングに成功した。 
クローニングを終了した細胞株に対しては抗 Cas9 抗体を用いたウエスタンブロット法を行
い、Cas9 タンパク質の発現を確認した。 
今後これらの細胞に対して CRISPRライブラリーの sgRNAを保持したレンチウイルスを感
染させ、細胞遺伝子にランダムな変異を導入、種々の病原性の異なるジカウイルス株を感染
させる予定であり、感染後生存した細胞コロニーにおける遺伝子変異導入部分を同定し新規
受容体の同定を行う予定であったが、未だ実施できていない。今後、実施予定である。また、
これらの Cas9 恒常発現細胞株はジカウイルスに限らず、その他のウイルスの感染に必須な
因子の探索にも用いることができると考えられる。 
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図1: 妊娠前期感染マーモセットの各臓器におけるウイルス遺伝子量
図2: 妊娠前期感染マーモセットの子宮および子宮内容物における病理学的解析

(A) #5375の子宮内容物。 (B) #5377の子宮。
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図3: 妊娠前期感染マーモセットの血清におけるウイルス遺伝子量
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図4: 妊娠後期感染マーモセットにおけるウイルス遺伝子量
(A) 血清、尿、唾液におけるウイルス遺伝子量。(B) 各種主要臓器における
ウイルス遺伝子量。

(A) (B) 

Cer
eb

ru
m

Cer
eb

ell
um

Live
r

Splee
n

Kid
ney

Adre
nal 

glan
d

Lar
ge i

nte
st

in
e

Sm
all

 in
te

st
in

e

Um
bilic

al 
co

rd
0

1

2

3

4

5

6

7

8

Organs

V
ir

al
 R

N
A

(L
og

 1
0 

G
en

om
e 

C
op

ie
s/

 g
)

201812 marmoset-fetus-viremia-organs

Fetus A Fetus B Fetus C

U
D

U
D

U
D

U
D

N
D

N
D

N
D

Ser
um

Cord
 b

lo
od se

ru
m

Am
nio

ch
ic 

flu
id

0

1

2

3

4

5

6

Organs

V
ir

al
 R

N
A

(L
og

 1
0 

G
en

om
e 

C
op

ie
s/

 m
l)

201812 marmoset-fetus-viremia-fluids

Fetus BFetus A Fetus C

U
D

U
D

U
D

U
D

U
D

U
D

U
D

U
D

Cer
eb

ru
m

Cer
eb

ell
um

Live
r

Splee
n

Kid
ney

Adre
nal 

glan
d

Lar
ge i

nte
st

in
e

Sm
all

 in
te

st
in

e

Um
bilic

al 
co

rd
0

1

2

3

4

5

6

7

8

Organs

V
ir

al
 R

N
A

(L
og

 1
0 

G
en

om
e 

C
op

ie
s/

 g
)

201812 marmoset-fetus-viremia-organs

Fetus A Fetus B Fetus C

U
D

U
D

U
D

U
D

N
D

N
D

N
D

Ser
um

Cord
 b

lo
od se

ru
m

Am
nio

ch
ic 

flu
id

0

1

2

3

4

5

6

Organs

V
ir

al
 R

N
A

(L
og

 1
0 

G
en

om
e 

C
op

ie
s/

 m
l)

201812 marmoset-fetus-viremia-fluids

Fetus BFetus A Fetus C

U
D

U
D

U
D

U
D

U
D

U
D

U
D

U
D

図5: 妊娠後期感染マーモセットの胎仔におけるウイルス遺伝子量
(A) 胎仔の主要臓器におけるウイルス遺伝子量。(B) 各胎仔の血清、臍帯血
、羊水におけるウイルス遺伝子量。
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