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研究成果の概要（和文）： 

日本脳炎ウイルス（以下JEV）は人や馬に感染し脳炎を、豚に感染し流死産を引き起こす。本
研究ではJEVの感染から発症までのウイルス動態を臓器・細胞・分子レベルで具体化することを
目的とした。 

JEVの増殖が認められないDaudi細胞にC型レクチンDC-SIGN, DC-SIGNR, LSECtin分子を発現さ
せたところ、増殖が認められるようになった。ただしその効果は発現させる分子およびJEVを調
製した細胞に依存した。JEVのE蛋白質の分子量は調製した細胞により異なっていたが、明確な糖
鎖構造の差異は見いだせなかった。レクチンを介した感染は糖鎖構造を主とするMannanやGlcNAc
β1-2Manにより特異的に阻害された。 
これらから次のことが考えられる。JEVは蚊の吸血により皮内に侵入し樹状細胞などにDC-SIGN

分子を介して感染する。増殖したウイルスは血流に乗り樹状細胞以外のDC-SIGNRやLSECtinを発
現している肝類洞や胎盤の内皮細胞に感染し良く増殖する。感染した細胞で受ける糖鎖修飾が異
なるため、次の標的も変わる。胎盤内皮細胞への感染は妊娠豚の流死産と関係するかも知れない。
中枢神経系に良く感染する傾向を持つ日本脳炎ウイルスを産生する細胞種が体内にあるのかも
知れない。 
 
研究成果の概要（英文）： 

JEV causes encephalitis in humans and horses and abortion in pregnant pigs. The 

infection mechanism of JEV was comprehensively studied to clarify JEV dynamics at the 

levels of organs, cells, and molecular levels. 

Expression of DC-SIGN, DC-SIGNR, and LSECtin, separately, made Daudi cells 

susceptible to JEV infection, while their effects depended on the origins of cell lines used 

for JEV preparation as well as the molecules expressed. Molecular weights of JEV envelope 

(E) protein were different among cell lines used, while structural differences of sugar 

chains on the E protein were unclear. Lectin-mediated infection was specifically inhibited 

by mannan or GlcNAcβ1-2Man. 

These results suggest a model of JEV dynamics in vivo: JEV invades via 

skin-bites of infected mosquitoes and infects dendritic cells expressing DC-SIGN molecules. 

JEV produced by dendritic cells enters blood stream and infects other cells such as 

endothelial cells which express DC-SIGNR and/or LSECtin. Sugar modification of JEV E 

protein may depend on cell types infected and also affect a next target. Infection of 

placental endothelial cells may result in abortion of pigs. Cells producing JEV which tends 

to infect the central neuron system well could exist in vivo. 
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１． 研究開始当初の背景 

日本脳炎ウイルスは人や馬に感染し
脳炎を、妊娠した豚に感染し流産や死産
を引き起こす。蚊の吸血を介して豚や鳥
で増殖しており、東南アジアを中心に日
本・韓国・中国・極東ロシア・インド・
オーストラリア大陸に分布している。 

日本脳炎という疾患は１８７０年代
に日本において初めて認識され、その原
因ウイルスである日本脳炎ウイルスは
やはり日本人によって初めて分離され
た。ウイルスの分離後は、より一層の研
究が日本で行われ、開発された不活化ワ
クチンは日本脳炎では唯一ＷＨＯの承
認を受けている。 

ところで、このような日本人による輝
かしい研究成果の一方で、日本脳炎の本
質すなわち吸血時のウイルスの感染細
胞や感染メカニズム、増殖部位、脳への
到達経路、脳炎を引き起こすメカニズム
についてはあまり解析がなされていな
い。その理由は早期にワクチン開発がな
されたこと、また欧米の先進国には日本
脳炎ウイルスが存在せず研究対象にさ
れにくいことなどであろう。しかし日本
脳炎の歴史における日本人研究者の位
置づけ、そして次のような現状から“日
本人による日本脳炎の完全コントロー
ルに向けて”、本質を見直す研究に取り
組むべきであると考えた。 

・ワクチンを用いても身の回りから日本
脳炎ウイルスがいなくならない。・不活
化ワクチンはコストが高い。・治療法や
治療薬がない。・世界的には患者数は増
加中。・弱毒生ワクチンも含めウイルス
の動態が分かっておらず、その使用には
不安がある。・人での解析は戦前は比較
的行われていたが、近年は殆ど行われて
いない。・感染に関わる細胞側の候補分
子の解析は限られたものである。 

 

２．研究の目的 

日本脳炎ウイルスの感染メカニズム
を包括的に調べ、『感染から発症までの
ストーリーを臓器、細胞、分子レベルで
具体化する』ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

日本脳炎ウイルス：2002年にブタから
分 離 さ れ た genotype I 株 で あ る
JEV/sw/Chiba/88/2002 を用いた。通常は

蚊由来 C6/36細胞で増殖させたものを用
い、力価測定は Vero 細胞におけるプラ
ーク法で行った。 
各種培養細胞における日本脳炎ウイ

ルスの増殖：様々な培養細胞を用い、日
本脳炎ウイルスの増殖曲線を描く。ウイ
ルスの力価測定は Vero 細胞を用いたプ
ラーク法で行った。 
C 型レクチンファミリーからの日本脳

炎ウイルスの受容体の探索：C 型レクチ
ンファミリーの 10 分子ほどについては
既に発現ウイルスベクターとして所持
しているので、各分子を細胞株にレンチ
ウイルスベクターを用いて発現させ、ウ
イルスの結合性や増殖性を調べた。 
細胞への JEVの結合評価：抗フラビウ

イルス抗体 4G2を用いたフローサイトメ
トリーで行った。 

 
４．研究成果 

（１）各種培養細胞における JEVの増殖 
JEV を moi 0.02 で各種培養細胞に感染

させ、上清中の力価を経時的に測定した。
用いた培養細胞は、JEV の調製や分離に良
く用いられるサル由来 Vero 細胞と、ヒト
由来の 293, HeLa, HT1080, A549, Jurkat 
Daudi 細胞を用いた。多くの細胞株で JEV
の増殖が認められたが、Daudi細胞では増
殖は認められなかった。 
 

（２）C 型レクチンファミリーからの JEV
の受容体探索 
JEVの増殖が認められなかった Daudi細

胞に C 型レクチンである DC-SIGN, 
DC-SIGNR, LSECtin, ASGPR1, ASGPR2, 
ASGPR2b, CLEC2-1, CLEC4A, CLEC4D, 
CLEC4Eを安定的に発現させ、JEVを感染さ
せた。48 時間後の上清を回収し力価を測
定 し た と こ ろ 、 DC-SIGN, DC-SIGNR, 
LSECtin を発現させた Daudi 細胞では 105 
pfu/ml以上の JEVが、また ASGPR1を発現
させた Daudi 細胞では 5.5x101 pfu/ml の
JEVが認められたが、その他を発現させた
場合には JEVは検出されなかった（検出限
界は 5x100 pfu/ml）。 
 
（３）Daudi細胞への C 型レクチン分子の
発現 
C 型レクチン分子を発現することによ

り JEV の増殖が認められるようになった
DC-SIGN, DC-SIGNR, LSECtin, ASGPR1 発



現 Daudi 細胞のうち、抗体が利用可能であ
る前者３についてフローサイトメトリー
により各分子の発現を調べた。いずれの分
子も 95％以上の細胞で発現が確認された。 
 

（４）C型レクチン発現Daudi細胞でのJEV
増殖曲線 
DC-SIGN, DC-SIGNR, LSECtin 発現 Daudi

細胞における JEVの増殖を調べた（図１）。
DC-SIGNR 分子の発現により、早期からの
顕著な JEV の増殖が認められた。DC-SIGN
分子の場合には、中程度で一過性の増殖が
認められた。LSECtin の場合には、効率は
悪いものの持続的な JEV の増殖が認めら
れた。 

図１：C型レクチン発現 Daudi細胞にお
ける JEV の増殖曲線 
 

（５）C型レクチン発現Daudi細胞でのJEV
の抗原 
上記（４）の実験における細胞内 JEV

抗原を間接蛍光抗体法で調べた（図２）。
DC-SIGNR 発現細胞では早期から割合が上
昇する JEV 抗原陽性細胞が認められたが、
DC-SIGN 発現細胞ではわずかな陽性細胞
が見られるものの割合は増加していない
ように見受けられた。これに対し LSECtin
発現細胞の場合、抗原陽性細胞は早期には
ごくわずかであるものの時間経過ととも
にその割合は増加し続けていた。 

（図２）C 型レクチン発現 Daudi 細胞に
おける JEV抗原 
 
（６）JEV の調製に用いる細胞と C 型レ

クチンの関連性 

（４）および（５）の結果から次のこと
が考えられた。蚊由来細胞で増殖させた
JEV は DC-SIGNR 発現細胞に良く感染し、
DC-SIGNや LSECtin発現細胞にはわずかに
感染すること。Daudi細胞から産生された
JEV の DC-SIGNR や LSECtin 発現細胞への
感染具合も同様であるが、DC-SIGN発現細
胞へは感染しないこと。このことから、JEV
を調製する細胞により C 型レクチンの効
果は異なると考えられた。そこで JEV を
（これまで通り）蚊由来の C6/36 細胞、哺
乳類由来の Vero 細胞、A549 細胞、293 細
胞で調製し、C型レクチン発現細胞への感
染率を比較した。感染は moi 0.02で行い、
感染後 12 時間後にフローサイトメトリー
により感染率を測定した（図３）。Vero 細
胞、A549 細胞で調製した JEV を用いた場
合にはこれまでと同様の傾向が認められ、
効率は DC-SIGNR＞DC-SIGN＞LSECtin の順
であった。しかし 293細胞で調製した JEV

を用いた場合には、LSECtin と DC-SIGN 分
子の効果は逆転していた。 
（図３）JEV調製細胞と C型レクチンの

関連 
 

（７）JEVの E蛋白質の糖鎖修飾 
C 型レクチンは糖鎖を認識する分子で

あるとされる。（６）の結果は JEV のエン
ベロープ蛋白質である E 蛋白質が受ける
糖鎖修飾が調製した細胞により異なるこ
とを示唆していた。そこで C6/36 細胞、
Vero細胞、293細胞で調製した JEV を PEG
濃縮し、ウエスタンブロットにて分子量お
よびレクチン結合能、糖分解酵素への反応
性を調べた。E蛋白質の分子量は 3 細胞種
で異なっていた（図４）。末端の糖鎖を認
識する GNA レクチンはいずれの細胞で調
製した JEV にも結合を示した（図５）。糖
分解酵素 Endo H でわずかに分子量が減少
すること、PNGaseF でさらに小さい分子量
になることはいずれの細胞で調製した
JEVでも同様であった。 
 



（図４、左）JEV E 蛋白質の分子量 
（図５、右）GNAレクチンとの反応性 

 
（８）C型レクチン発現細胞への感染に

対する糖の効果 
C型レクチンを介した JEVの感染に糖が

関わるか調べるため、high mannose 構造
よりなる mannan および 2 糖よりなる
GlcNAcβ1-2Man の存在下での感染実験を
行った（図６）。DC-SIGN、DC-SIGNR 発現
細胞への感染は mannan により、LSECtin
発現細胞への感染は GlcNAcβ1-2Man によ
り特異的に阻害された。 

（図６）C 型レクチン発現細胞への感染
における糖の影響 
 
以上のことは次のことを示している。C

型レクチンの 3 分子 DC-SIGN, DC-SIGNR, 
LSECtinは JEVの E蛋白質上の糖鎖を特異
的に認識して JEV の細胞への感染を高め
る。DC-SIGNは樹状細胞やマクロファージ
に、DC-SIGNR はリンパ節・肝類洞・胎盤
の内皮細胞に、LSECtinはリンパ節・肝類
洞の内皮細胞に発現しており、これらの細
胞は C 型レクチンを発現しているが故に
JEV の感染を受けやすくなっている。3 分
子の中では DC-SIGNR が最も効果が強く、
DC-SIGNの効果は JEVが産生された細胞に
依存する。 
このことから、JEVの生体内の動態とし

て次のようなストーリーが描ける。JEVは
蚊の吸血により人や馬の皮内に侵入した
後、樹状細胞などに DC-SIGN 分子を介して
感染する。樹状細胞で増殖したウイルスは
血流に乗るなどして樹状細胞以外の細胞
に感染していく。DC-SIGNR や LSECtin を
発現している肝類洞や胎盤の内皮細胞に
感染していき、良く増殖する。感染した細
胞で E 蛋白質が受ける糖鎖修飾が変わる
に伴い次の標的も変えて JEV は体内で広
まっていくのかもしれない。胎盤内皮細胞

への感染は妊娠豚の流死産と関係するか
も知れない。中枢神経系に良く感染する傾
向を持つ JEV を産生する細胞種が体内に
あって、そのために JEV は中枢神経に感染
していき病態を示すのかもしれない。その
ような細胞群を同定することが脳炎を発
症するメカニズムの解明や阻止に役立つ
はずである。 
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