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研究成果の概要（和文）：　神経向性フラビウイルスをモデルとして，病原微生物の感染臓器特異性を解明することを
目的として，以下の実験を行った。ウイルスの感染を可視化するため，感染細胞で赤色蛍光蛋白質を発現するフラビウ
イルスのレポーターウイルス様粒子（RVPs）を作製した。次に，マウスから摘出した脳のスライス標本培養系を作製し
た。さらに，培養脳スライス標本を用いてRVPsの感染系を構築した。本法を用いることで，フラビウイルスの臓器特異
性についての研究を，さらに推進できるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：   In order to solidify organ-tropisms of pathogenic microbes, we conducted the ex
periments as described below, using a neurotropic flavivirus as a model of infectious agent. First, flaviv
irus reporter virus particles (RVPs) encoding the red-fluorescent protein gene within its genome RNA, were
 prepared to be visible virus infections. Next, mouse brain slice-culture system was established to analyz
e organ-tropism of the virus easily. Finally, flavivirus RVPs-infection system on mouse brain slice-cultur
es was established. We might apply the system to do research on organ-tropism of pathogenic microbes.
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１． 研究開始当初の背景 
 病原微生物の宿主動物への感染メカニズ
ムに関する情報は少ない。病原微生物が宿主
動物に感染すると、宿主の体内で増殖し，そ
の病原微生物に特徴的な病態変化を引き起
こす。この感染に伴う病態の形成には，病原
微生物の持つ感染臓器特異性(病原微生物に
よって，易感染性の細胞と難感染性の細胞が
存在する)に依存しているものと考えられて
いる。これまで，感染の「臓器特異性」の研
究は主に二つの方法で行われて来た。すなわ
ち，（1）病原微生物に感受性のある宿主動物
に，様々な経路で当該微生物を感染する方法
である。感染後，経時的に感染動物を安楽死
し，その各種臓器を採材する。当該臓器にお
ける微生物の遺伝子や蛋白質を検出するこ
とにより，当該微生物の増殖を確認するとと
もに，病態変化を観察する。しかし，この方
法では生の病原微生物を使用するので，宿主
の免疫系により感染が制限される。したがっ
て，感染部位（臓器）によっては実質的な感
染能を評価することが困難となる。もう一つ
の方法は，（2）各種臓器から分離培養した初
代培養細胞や，各種臓器から分離した株化細
胞等を用いて感染実験を行い，病原微生物の
感染性を評価する方法である。本法では，分
離した個々の細胞についての，病原微生物の
感受性についての情報は得られる。しかし，
個体レベルでの病原微生物の臓器特異性に
ついては評価すること難しい。そこで，病原
微生物の感染臓器特異性についての実質的
な評価方法の開発が望まれる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，フラビウイルスを病原微生物
のモデルとし，その感染臓器特異性を解明す
るための方法論の確立を目的とした。ある病
原微生物についての感染臓器特異性に関す
る情報を得ることは，当該微生物感染症の治
療における標的臓器への集中治療法の開発
に繋がることが期待される。 
 
３．研究の方法 
 本研究の目的を達成するために以下の3項
目について検討した。すなわち，（1）効率的
なフラビウイルスのレポーターウイルス粒
子（Reporter Virus particles; RVPs）の作
製方法の開発，および（2）マウスの摘出脳
へのフラビウイルス RVPs の感染，（3）マウ
スの摘出脳のスライス組織培養系の確立と
フラビウイルス RVPs の感染，について検討
した。 
（1） 効率的なフラビウイルスのRVPsの作
製方法の開発 

 フラビウイルスの一種であるウエストナ
イルウイルス（WNV）のゲノム RNA から，構
造蛋白質のコード領域（コア（C）蛋白質の C
末端とプレメンブラン（prM）蛋白質，エン
ベロープ（E）蛋白質）を除去し，除去部位
にレポーター遺伝子として，赤色蛍光蛋白質

遺伝子である DsRed2 遺伝子を組み込んだ細
胞 内 自 己 増 殖 型 の レ プ リ コ ン RNA
（repWNV/DsRed2，構造蛋白質を持たないた
め，粒子は形成されない）が持続的に複製す
る BHK 細胞（RprBHK 2G2 細胞）を確立した。
この RprBHK 2G2 細胞に，発現ベクター，
pCAGGS-WNV prM/E および pCAGGS-WNV C を細
胞に導入して，WNV の構造蛋白質（prM，E，
および C蛋白質）を発現させた。各種ウイル
ス蛋白質の発現を免疫染色法やウエスタン
ブロッティング法により確認した。また，細
胞内での RVPs の産生を電子顕微鏡により観
察した。次に，20～60％の密度勾配遠心によ
り分画精製した WNV RVPs の構造蛋白質の構
成と，同一分画におけるWNVのレプリコンRNA
の存在，感染性物質の存在を調べることによ
り WNV RVPs の細胞外への放出を確認した。 
 
（2） マウスの摘出脳へのフラビウイルス
RVPs の感染 

 C57BL/6 マウスを麻酔し，案楽殺した後，
その脳を摘出した。摘出した脳は，10％ウシ
胎児血清（FCS）を含むダルベッコ修飾培養
液（DMEM）中で培養した。培養は 37℃，5％
CO2のインキュベーター内で行った。摘出直後
のマウス脳に，WNV VLPs を感染し，経時的に
DsRed2 の発現を蛍光顕微鏡下に観察した。 
 
（3） マウスの摘出脳スライス組織培養系
の確立とフラビウイルスRVPsの感染 

 C57BL/6 マウスを麻酔し，案楽殺した後，
その脳を摘出した。マウス脳スライスブロッ
クを用いて，摘出した脳を 1 mm あるいは 2 mm
厚にスライスした。また，スライサー（WPI）
を用いて 200～400μm厚にスライスした。ス
ライスした脳組織は，10％ FCS を含む DMEM
中で培養した。培養は 37℃，5％ CO2のイン
キュベーター内で行った。作製直後のマウス
脳スライス培養に，WNV VLPs を感染し，経時
的に DsRed2 の発現を蛍光顕微鏡下で観察し
た。 
 
４．研究成果 
（1） 効率的なフラビウイルスのRVPsの作
製方法の開発 

 図 1 に，フラビウイルスの RVPs の従来法
（図 1A）と，本研究により開発した新法（図
1B）を模式的に記す。従来法（図 1A）では，
In vitro で転写した WNV レプリコン RNA，
repWNV/DsRed2，を WNV の構造蛋白質発現ベ
ク タ ー で あ る pCAGGS-WNV prM/E と
pCAGGS-WNV C と共に BHK-21 細胞に導入する
ことで，その培養上清中から回収される。し
かし、この方法には，取扱いに注意が必要な
長鎖RNAの作製と細胞への導入ステップが含
まれており，作業者は熟練を要する。一方，
新法（図 1B）では，RNA の取扱いステップを
排除しており、より簡便に WNV の RVPs を作
製できる。新法の開発過程では、最初に In 
vitroで転写したrepWNV/DsRed2をBHK-21細 



 
図 1．WNV RVPs 作製の従来法と新法の比較 

 従来法（A）では，In vitro で，転写で作製したレプ

リコン RNA（repWNV/DsRed2）を，pCAGGS-WNV prM/E と

pCAGGS-WNV C とともに BHK-21 細胞に導入する。本研究

で確立した方法（新法）（B）では，repWNV/DsRed2 が持

続的に複製している細胞（RprBHK2G2）を構築する。次

に，pCAGGS-WNV prM/E と pCAGGS-WNV C を導入する。 

 
胞に導入し，repWNV/DsRed2 が持続的に複製
している細胞（RpRBHK2G2 細胞）を分離し，
株化した（図 2）。コントロールの BHK-21 細
胞では，DsRed2 の発現は認められないが（図
2A）, RpRBHK2G2 細胞では，細胞質に DsRed2
の発現が認められた（図 2B）。次に，RpRBHK2G2
細胞に pCAGGS-WNV prM/E と pCAGGS-WNV C を
導入し，WNV の prM と E, C 蛋白質を発現させ
た。RpRBHK2G2 細胞における prM，E，および
C 蛋白質の発現を各蛋白質に対する特異抗体
を用いた免疫染色法とウエスタンブロット
法により確認した。また，培養上清中に放出
された RVPs の同定について，以下の通り行
った。培養上清中の WNV RVPs を 20～60％シ
ョ糖密度勾配中で 26,000rpm，3 時間遠心し
て RVPs を分画した（RVPs 画分）。精製した
RVPs の存在する画分について，WNV の構造蛋
白質であるE蛋白質の存在をウエスタンブロ
ッティング法により解析したところ，ウイル
スの E 蛋白質が存在することが確認された。
WNV RVPs は，その粒子内に repWNV/DsRed2 を
有すると考えられるため，WNV RVPs の感染に
より感染細胞はDsRed2を発現する。そこで，
超遠心による RVPs 画分を，WNV 感受性細胞で
ある VeroE6 細胞に処理したところ，細胞の 
 

 

図 2．RpRBHK2G2 細胞における DsRed2 の発現 

 BHK-21 細胞（A）と RpRBHK2G2 細胞（B）を蛍光顕微鏡

下で観察した。 

 
細胞質にDsRed2の発現が確認された。また，
RVPs 画分のネガティブ染色を行ったところ，
直径50～100nmの粒子様構造物が確認された。
以上の結果は，超遠心の RVPs 画分には，ウ
イルスの構造蛋白質から構成され，粒子内に
repWNV/DsRed2 を持つ粒子様構造物である
RVPs が含まれることを示している。WNV RVPs
の産生数は，従来法と新法で差は認められな
かった（表 1）ため，今回，開発した RVPs の
作製法は，従来法の代替として使用できるも
のと考えられる。 
 
（2） マウスの摘出脳へのフラビウイルス
RVPs の感染 

 C57BL/6マウスから摘出した脳（図3A）に， 
WNV RVPs を，シリンジを用いて摂取した（図
3B）。この脳を，10％FCS を含む DMEM 培地中
で，37℃，5％ CO2の条件で臓器培養した（図
3C）。WNV RVPs 感染後 4日目に，脳スライス
を作製し（図 3D），DsRed2 の発現を蛍光顕微
鏡下で観察した。しかし，WNV RVPs は摂取部
位に限局していた。 
 
（3） マウスの摘出脳のスライス組織培養
法の確立とフラビウイルスRVPsの感
染 

 前項のマウス摘出脳への WNV RVPs の直接
摂取実験では，WNV RVPs の感染が摂取部位に
限局してしまったため，WNV 脳の臓器特異性 
 
図 3 マウス脳の臓器培養と WNV RVPs 

 マウスから脳を摘出し（A），10％ FCS を含む DMEM 培

地中で培養した（C）。WNV RVPs 感染後(B)，3 日目以降

に脳のスライス組織を作製し（D）、投与部位に DsRed2

遺伝子が発現していた（E）が、限局していた。 

 
 



図 4. マウス脳のスライス組織培養と WNV RVPs 

 脳を摘出し（A），脳のスライスを作製した（B）。WNV RVPs

を感染後（C），10％ FCS を含む DMEM 培地中で培養した

（D）。経時的に，DsRed2 遺伝子の発現を蛍光顕微鏡下で

観察した。（E）。 

 
を評価することは困難であると考えられた。
そこで，脳スライス組織培養法を確立し，WNV 
RVPs の感染実験を行った（図 4）。C57BL/6 マ
ウスから脳を摘出し（図 4A），スライスブロ
ックを用いて 1mmあるいは 2mm厚の脳スライ
スを作製した（図 4B）。スライスした脳組織
に，WNV RVPs を感染し（図 4C），10％FCS を
含む DMEM 培地中で，37℃，5％ CO2の条件で
臓器培養した（図 4D）。感染後，経時的に
DsRed2 の発現を蛍光顕微鏡下で観察した（図
4E）。感染後 3 日目より，脳細胞の一部に
DsRed2 の発現が観察された。今後，WNV RVPs
の感染脳スライスを組織染色し，WNV RVPs の
脳における感染細胞について解析する予定
である。 
 
本研究では，実験系の構築に大部分の時間
を費やしてしまい、当初予定していたフラビ
ウイルス感受性マウスと非感受性マウスと
の比較解析，これら両者を比較解析すること
による感染性因子の同定は行えなかった。今
回確立したスライス組織培養法を使用した
WNV RVPs の感染実験を行うことにより，WNV
の感染臓器特異性の研究が可能となったた
め，消化できなかった事項については今後の
検討事項とする。 
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