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研究成果の概要（和文）： ウエストナイルウイルス（WNV）はアメリカ合衆国、アフリカ等広域に分布しており、ウエ
ストナイル脳炎の致死率は高い。本研究はWNVの細胞内輸送動態を解明し、得られた基礎的知見に基づき脳炎治療法の
開発の基盤を形成することを目的とした。
 本研究により、細胞への侵入段階においてWNVの輸送にはは少なくとも2種類の異なった細胞内輸送系が関与すること
、チュブリンが輸送に関与すること、RabがWNV粒子の細胞からの放出に関与することが明らかになった。これらの結果
はチュブリン、Rab等を抑制することによりWNV感染が抑制されることを示しており、今後のWNVによる脳炎の治療法の
開発に寄与することが期待される。

研究成果の概要（英文）：   West Nile virus (WNV) is widely distributed in United States and African countr
ies and so on. The mortality rate of WNV encephalitis is still high. This research project attempts to ana
lyze the intracellular trafficking mechanisms of WNV and find basic findings which are related to therapeu
tic strategy against WNV encephalitis. 
  We found that following cellular entry, WNV subviral particle (SVP) movements could be divided into two 
phases: early (slow movement) and late (fast movement) phase. Moreover, fast viral particle movement at th
e late phase correlated with SVP-microtubule association. In addition, we found that the release of WNV fr
om cells is regulated by cellular protein, Rab. According to these results, there are some possibilities t
o establish the therapeutic strategies against WNV encephalitis in which we can target cellular proteins, 
such as tubulin and Rab. 
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１．研究開始当初の背景 
ウエストナイルウイルス（WNV）はフラビウ

イルスに属する RNA ウイルスである。WNV 感
染症はアフリカ、ヨーロッパ、中央アジア、
西アジアなど広い地域に分布しており、ウエ
ストナイル脳炎の致死率は高い。WNV のゲノ
ムは C、prM、Eの構造タンパクの他、NS1、2A、
2B、3、4A、4B、5の非構造タンパクの遺伝子
からなる。WNV 粒子は M および E タンパクか
らなるエンベロープを有し、内部には Cタン
パクとウイルス RNA からなるヌクレオカプシ
ドを含む。 WNV は蚊により媒介され、血液を
介して人間、馬等の体内に入り、リンパ組織
で増殖し、1 次ウイルス血症を起こす。さら
に細網内皮系での増殖に続いて 2次ウイルス
血症を起こし、最終的に WNV は血液脳関門を
通過して脳内に侵入し、脳炎を惹起する。従
来、WNV の血液脳関門の通過は、ウイルス感
染により分泌が亢進した TNF-αの作用によ
る、ウイルスの血管内皮細胞間隙の通過の亢
進がその原因と考えられていた。しかし研究
代表者らは培養系を用いて、WNV の血管内皮
細胞の通過が細胞間隙を介するものではなく、
血管内皮細胞内を通過することを明らかにし
た。さらに「脳炎を惹起する強毒 WNV 株は、
弱毒 WNV 株に比べ、血管内皮細胞内の通過性
が著明に高いこと、強毒 WNV 株の血管内皮細
胞内の通過性が Eタンパク質の 2個のアミノ
酸により規定されていること。」を見出した 
(Hasebe et al, BMC Microbiol 10:165, 2010)。  
本研究はこの結果を発展させ、細胞内の

WNV の細胞内輸送動態を解明し、得られた基
礎的知見に基づき脳炎治療法の開発の基盤を
作ることを目的とする。 
 
２．研究の目的 
WNV による脳炎は致死的であり、発症機構

も不明な点が多い。従来 WNV による脳炎は、
感染により産生が増加した炎症性サイトカイ
ンにより血液脳関門が破綻し、脳内に WNV が
侵入することにより脳炎を惹起すると考えら
れていたが、研究代表者及び研究分担者の長
谷部は「脳炎を惹起する強毒 WNV 株が、他の
弱毒株に比べて血管内皮細胞内の通過性が著
明に高いこと、血管内皮細胞内の通過性が
WNVの構造タンパク質であるEタンパク質の2
個のアミノ酸(Serine156 および Valine159)
により規定されていること。」を見出した。 
本研究は細胞内での WNV の輸送動態を解明

することにより、WNV の脳内侵入機構を解明
し、得られた知見に基づいて脳炎の治療法の
開発の基盤を作ることを目的とする。 
  
３．研究の方法 
(1) WNV ゲノムの定量法：マウス由来細胞に
WNV (NY99 6LP 株 ) を 感 染 多 重 度
（Multiplicity of Infection： MOI)を 1 で
接種し、感染 12 時間後に細胞を回収し、
Trizol と PureLink RNA Mini kit を組み合わ

せて RNA を抽出した。抽出した RNA は Taqman 
Fast Virus 1-Step Master Mix を用いて、Step 
One Plus real Time PCR SystemによりRT-qPCR 
(One-step qPCR)を実施した。WNV の RNA の検
出のために、3’側の非翻訳領域にプライマー
プローブセットを設計し、WNV 感染細胞を用
いて至適条件を設定した。 
 
(2) WNV感染実験：8週齢のメスC57BL/6Cr Slc
マウスを吸入麻酔後に 100 プラーク形成単位
（Plaque Forming Unit：PFU）の WNV の NY99 
6-LP 株を脳内に接種し、10 日目に脳組織を採
集し、免疫組織学的検索を実施した。 
 
(3) WNV 様粒子の細胞内輸送機構の解析：WNV
の構造タンパク質である prM 及び Eタンパク
質を、細胞に強制発現させ、細胞培養上清中
に WNV 様粒子を放出する安定細胞株を樹立す
る。また WNV の粒子形態及び機能が保たれて
いることを、電子顕微鏡、生化学的実験にて
確認する。作成した WNV 様粒子を放出する細
胞株の細胞膜を蛍光色素である DiD で標識し、
蛍光標識した WNV 様粒子を作成する。作成し
た蛍光標識した WNV 様粒子を細胞に接種し、
WNV 様粒子の細胞内動態をタイムラプス顕微
鏡、共焦点レーザー顕微鏡を用いて詳細に解
析する。 
 
(4) 宿主因子である Rab と WNV の細胞内輸送
の関連：WNV のウイルス粒子の細胞外放出機
構を明らかにするために、細胞内小胞輸送の
重要な制御分子である Rab に注目し、ER から
細胞膜までの anterograde な小胞輸送に重要
であることが報告されている約30種類のRab
タンパク質を選択し、Rab siRNA ライブラリ
ーを作成した。WNV NY99 6-LP 株の構造遺伝
子である CME を発現するプラスミドとルシフ
ェラーゼをマーカー遺伝子として持つ WNV の
レプリコンをトランスフェクションすること
により Virus Like Particle (VLP)を作成し、
Rab siRNA ライブラリーを用いて、Rab タンパ
ク質の抑制による VLP 放出への影響を検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1) WNV ゲノムの定量法：WNV 感染細胞から抽
出した RNA を 10 倍ずつ希釈して、検量線を作
成した（図 1：灰色の曲線、図 2：赤い点）。 
得られた結果から本系における PCR の増幅効
率はほぼ 100%であることが明らかとなり（相
関係数は 0.999）、WNV 感染細胞由来の RNA を
用いたウイルス RNA の定量に使用可能である
ことが明らかとなった。 
 
(2) WNV 感染実験：WNV の脳内接種により、脳
組織では神経細胞傷害が惹起されていた（図
3）。また、WNV は主に神経細胞に感染するこ
とが明らかになった（図 4）。 
 



 
 
 
図 5：微小管形成を阻害するノコダゾール
で細胞を処理するとWNV様粒子(SubViral 
Particle: SVP)の速度が低下することを
示した図。 
 
 

 

図 6：神経系細胞に WNV（MOI=1）を接種
し、Rab8 と WNV の抗原は共局在していた。 

50 μm
 

図 4：図 3 で示した脳組織で WNV 抗原の
発現を確認した免疫染色像。神経細胞に
陽性シグナルが認められる。 

 

図 1：WNV 感染細胞から抽出した RNA を 10
倍ずつ希釈して実施した real time 
RT-PCR の結果。 

 

図 2：図 1 の結果に基づいて作成した検
量線。 

 
図 3：WNV 感染マウスの脳組織の HE 像。
感染により神経細胞傷害が惹起されて
いる。 

 

 
(3) WNV 様粒子の細胞内輸送機構の解析： 
①WNVV の構造タンパク質を細胞に強制発現
させ、細胞培養上清中に蛍光色素で標識した
WNV 様粒子を放出する安定細胞株を樹立した。
また粒子の形態および機能が損なわれていな
いことを、電子顕微鏡、生化学的実験にて確
認した。 
②蛍光標識した WNV 様粒子を細胞に接種し、
WNV 様粒子の細胞内動態を詳細に観察した結
果、WNV 様粒子は侵入段階において、移動速
度が遅い相と速い相に分かれて輸送されてい
ることを見出した。 
③輸送速度が速い相の WNV 様粒子の輸送は、
微小管依存性であり、宿主因子であるチュブ
リンが関与していることを明らかにした（図
5）。 
 
(4) ①構造遺伝子 CME を発現するプラスミド
とルシフェラーゼをマーカー遺伝子として持
つWNVのレプリコンを形質導入し、Virus Like 
Particle (VLP)を作成した。この細胞の培養
上清を Vero 細胞に感染させ、感染した細胞で
発現するルシフェラーゼ活性を測定すること
により、培養上清中に放出された VLP 量を定
量した。その結果、Rab8B の siRNA を用いた
ときのみ、有意に VLP の放出が抑制されるこ
とが明らかになった。 
②さらに、神経系の細胞である SK-N-SH 細胞
にWNVを感染させRab8との局在を検索した結



果、WNV抗原とRab8は共局在していた（図6）。   
これらの結果から、Rab8 は WNV の細胞内輸

送に何らかの影響を与えている事が示唆され
た。 
(5) 以上の結果から、細胞への侵入段階にお
いて WNV 粒子は少なくとも 2種類の速度の異
なった細胞内輸送系により輸送されているこ
とが判明した。また、輸送速度の速い相では
輸送が宿主因子であるチュブリンが輸送に関
与していること、また WNV 粒子の細胞からの
放出に関しては Rab が関与していることが明
らかになった。今後 WNV 粒子と細胞内のオル
ガネラ及び細胞骨格との局在の比較や、各種
阻害剤処理等を行い、WNV 様粒子の動態に関
連する他の宿主因子の同定と機能解析を試み
る。 
 また本研究で得られた結果は、細胞内因子
であるチュブリン、Rab 等を抑制することに
より、WNV 感染が抑制されることを示したも
のであり、今後の WNV による脳炎の治療法
の開発に寄与することが期待される。 
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