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研究成果の概要（和文）：１）日本脳炎ウイルス NS4Aの 3番目のアミノ酸がイソロイシンであ

る強毒株は神経浸潤毒性が高いことが示唆された。２）国内で分離された日本脳炎ウイルスの

約 20％がイソロイシン型であったが、その中には強毒でない株も見つかった。３）日本脳炎ウ

イルスＥ蛋白質の 123番目のアミノ酸をセリンからアスパラギンに置換してもウイルス性状に

はほとんど影響はなかった。４）日本脳炎ウイルスの 3’非翻訳領域可変領域の短い欠失はウ

イルス性状に影響しないことが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study we showed that 1) Japanese encephalitis virus 
(JEV)with a 3-Ile residue in NS4A protein exhibits higher neuroinvasiveness than JEV with 
3-Val in the protein, 2) approximately 20% of the JEV isolates in Japan have 3-Ile residue 
in NS4A, and in the 3-Ile group we found a strain with significantly weaker virulence 
as compared with the other 3-Ile strains, 3) a Ser-to-Asn substitution at position 123 
in the JEV E protein has weak impact on viral growth properties in vitro or on pathogenicity 
in vivo, 4) the short VR in JEV 3’ non-translated region do not affect its growth in 
vitro or its pathogenicity in mice.   
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１．研究開始当初の背景 
国内の日本脳炎患者数はワクチンの普及

により現在は年間数人程度である。しかし未
だウイルスは常在しており、発症リスクは依

然として消えていない。国外をみると、中国、
インド、東南アジアでは多くの患者および死
者が発生している。 
我々はこれまでに国内で分離された日本
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脳炎ウイルスの病原性解析を続けてきたが、
分離株の中に有意に病原性の高いものを 1株
見出した。しかしこの病原性の違いは何に起
因するのかは不明であった。そこで病原性の
高いウイルスと弱いウイルスとで、ゲノム塩
基配列を比較したところ、非構造蛋白質の１
つである NS4A遺伝子の 3番目のアミノ酸部
位に差異があり、さらにその違いによりアミ
ノ酸配列も異なることがわかった（弱毒株が
バリンで強毒株がイソロイシン）。しかしこ
の解析からだけでは、病原性の差異との関連
性を証明することはできない。そこで我々は、
これまでに確立した日本脳炎ウイルスのリ
バースジェネティクス法を活用し、バリンか
らイソロイシンに置換することにより強毒
になることを証明した。しかし、この毒性の
違いが神経毒性の違いによるのかそれとも
神経浸潤毒性の違いによるのか、また野外株
でどの程度イソロイシン型が蔓延している
のか、さらにはイソロイシン型株すべてが強
毒型なのかなど未解明の事柄が多く残され
ている。 
 
２．研究の目的 
（1）日本脳炎ウイルス NS4Aの 3番目のアミ
ノ酸による病原性の差異が、神経毒性あるい
は神経浸潤毒性の違いによるものなのかを
マウスへのウイルス接種方法を検討するこ
とにより調べた。 
（2）国内の日本脳炎ウイルス分離株につい
ての網羅的な分子疫学的解析を行い、強毒型
アミノ酸（イソロイシン型）を有する分離株
の蔓延状況を調べた。また新たなイソロイシ
ン型の分離株についてその培養細胞中での
増殖性およびマウスに対する病原性を調べ
た。 
（3）上記の分離株の分子疫学的解析を行う
過程で、我々が以前同定したエンベロープ
（E）蛋白質上の病原性決定部位（E123）に
これまでと異なる種類のアミノ酸残基を有
する株を見出した。そこでこのアミノ酸残基
が病原性に与える影響を同じくリバースジ
ェネティクス法を用いて解析した。 

（4）近年の分離株のゲノム解析から、3’
非翻訳領域に欠失のある分離株が複数見出
された。ウイルス増殖や病原性にこの欠失が
影響するのか調べるため、同様にリバースジ
ェネティクス法により変異ウイルスを作製
し性状解析を行った。 
 
３．研究の方法 
ウイルス蛋白質中の特定のアミノ酸の差

異および特定の塩基配列欠失だけの効果を
調べるため、すでに我々が確立していた日本
脳炎ウイルスのリバースジェネティクス法
を用いた。強毒型組換え日本脳炎ウイルスク
ローン（プラスミド）である

rJEV-Mie41/pMW119の NS4A遺伝子および E遺
伝子にアミノ酸置換を伴う点変異を導入し
た。導入したクローンより完全長組換えウイ
ルス RNAを合成し、これを Vero細胞にトラ
ンスフェクトクトすることにより変異型組
換え日本脳炎ウイルスを得た。得られた変異
ウイルスを各種培養細胞に感染させウイル
スの増殖能を調べた。さらにウイルスをマウ
ス（C3H/He系統あるいは ddY系統）に腹腔接
種あるいは脳内接種し、ウイルス間で病原性
を比較した。所属研究所で保存されている近
年分離された日本脳炎ウイルス 98株につい
て、NS4A領域および E領域の塩基配列を決定
し、分子系統樹解析を行った。これらの分離
株より、NS4A配列が強毒株と一致する株を選
択し、マウスに腹腔接種し病原性の強弱を調
べた。 
 
４．研究成果 
（1）NS4Aの 3番目のアミノ酸がバリンであ
る弱毒型日本脳炎ウイルス Mie/41/2002株と、
この部位のみをイソロイシンに置換した強
毒株（rJEV(M41)NS4AV3I株）をマウスに脳内
接種した。腹腔接種の時と異なり、投与量に
関係なく両者で有意な差異は認められなか
った。これより NS4Aの 3番目のアミノ酸の
違いによる病原性の差異は、神経毒性ではな
く、神経浸潤毒性である可能性が示唆された。 
（2）NS4Aの 3番目のアミノ酸がイソロイシ
ンである株がどの程度国内で蔓延している
かを調べるため、近年分離された日本脳炎ウ
イルス 98株について、NS4A領域と E領域の
塩基配列を決定した。20株がイソロイシン型
であり残り 78株はすべてバリン型であった。
分子系統樹解析において、1株を除きイソロ
イシン型は同一のサブクラスタを形成した。
イソロイシン型は中国でも 4株報告されてお
り、そのうちの 1株は患者から分離されたも
のであった。イソロイシン型の分離株 5株を
選び出し、ヒトや蚊由来培養細胞中での増殖
能を調べたが、株間で明らかな差異は認めら
れなかった。一方これら 5株をマウス腹腔に
接種し経過観察したところ、4株はイソロイ
シン型強毒株と類似した生存曲線を示した
が、1株（Mie51株）はバリン型弱毒株と類
似した生存曲線を示した。解析に使用したウ
イルスの全塩基配列を決定し、株間で比較し
たところ、Mie51株は E配列に 2ヶ所、NS4B
領域に 1ヶ所、NS5領域に 2ヶ所計 5ヶ所が
他のイソロイシン株と異なっていることが
明らかとなった。今後はどの部位が弱病原性
に関わっているのかを調べてゆく予定であ
る。 
（3）以前に我々は日本脳炎ウイルス E蛋白
質の 123番目がセリンからアルギニンへ置換
することによりマウスに対する病原性が顕
著に上昇することを見出した(Tajima et al. 



 

 

2010)。一方（2）の分子疫学的を解析する過
程で、この部位がアスパラギンである分離株
を見出した。しかしアスパラギンである場合
の病原性の強弱については全く不明であっ
た。そこでリバースジェネティクス法により
この部位のみをセリン（Mie/41/2002株）か
らアスパラギンに置換した組換えウイルス
を作製し、各種培養細胞での増殖性およびマ
ウスに対する病原性（神経浸潤毒性および神
経毒性）を調べた。in vitroでの増殖性はセ
リンの場合と変わらなかった。またマウス病
原性もセリンの株と同等であった。これより
アスパラギンとセリンとで、ウイルス性状に
有意な差異は無いことが示された。 
（4）リバースジェネティクス法により、日
本脳炎ウイルス（Mie/41/2002株）の 3‘非
翻訳領域の可変領域に、野外株で稀に観察さ
れる欠失と同様の欠失を導入し、得られた組
換えウイルスの増殖能およびマウスに対す
る病原性を調べた。しかし各種培養細胞中で
の増殖能およびマウスに対する病原性に有
意な差異は認められなかった。以上より、野
外株にみられる欠失はウイルス性状にほと
んど影響しないことが示唆された。 
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