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研究成果の概要（和文）：フラビウイルスには人獣共通感染症の原因ウイルスが多く属しており、その中にはヒトや家
畜に重篤な脳炎を引き起こす病原体もある。本研究では、フラビウイルス特異的抵抗性遺伝子であるOas1bを正常に発
現するコンジェニックマウスを使用することで、脳炎のより詳細な病態解析が可能なことを示した。さらに、ダニ媒介
性フラビウイルスの高病原性化には、哺乳動物への適応により生じる3'非翻訳領域の変異が重要であることを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Flaviviruses include many clinically important zoonotic pathogens, and some of the
m cause severe encephalitis in humans and domestic animals. In study, we showed that congenic mice express
ing intact Oas1b can be applied for detailed analysis of pathogenicity of flavivirus encephalitis. Further
more, we revealed that mutations which arose during adaptation in mammals increased the virulence of tick-
borne flaviviruses. 
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１．研究開始当初の背景 

フラビウイルスには人獣共通感染症の原
因ウイルスが多く属している。中でも日本脳
炎ウイルス(JEV)、ダニ媒介性脳炎ウイルス
(TBEV)、ウエストナイルウイルス(WNV)は
日本での流行の危険性が高く、ヒトや家畜に
重篤な脳炎を引き起こす病原体であるため、
早急に流行防止対策をたてることが獣医公
衆衛生上の重要な課題である。しかし脳炎の
病態発現機序は十分には解析されておらず、
特異的な治療法も開発されていない。 
 オリゴアデニル酸合成酵素(OAS)はインタ
ーフェロン誘発性遺伝子の一つで、ウイルス
由来の 2 本鎖 RNA(dsRNA)により活性化さ
れ、RNA 分解カスケードによりウイルスを
排除する。近年 OAS 遺伝子ファミリーの
Oas1b がフラビウイルスに対して特異的に
働く感染抵抗性遺伝子であることが同定さ
れた。フラビウイルスの病態解析に使用され
る実験用マウスには、この Oas1b に変異があ
るため防御機構が働かない。そのため、自然
界でのフラビウイルス感染時の病態を十分
には反映できない点や、生体内で OAS がフ
ラビウイルス感染をどのように防御するか
解析ができないという点が病態解析上の問
題となっていた。 
そこで我々は完全な Oas 遺伝子座を持つ

コンジェニックマウスを作製してきた。作製
したコンジェニックマウスは通常の実験用
マウスと比較して、フラビウイルスの感染に
対し特異的に抵抗性を示し、自然界での病態
の相違をより詳細に反映している可能性が
示唆されており、本研究では、このコンジェ
ニックマウスの系を使用して、フラビウイル
ス株の病原性の再評価を行い、フラビウイル
ス感染による脳炎発症の病態発現機構の解
析へと応用した。 
 
２．研究の目的 

（１）完全な Oas 遺伝子座を持つコンジェニ
ックマウスを用いることで、Oas1b に変異が
ありフラビウイルス特異的な感染防御機構
が働かない通常の実験用マウスでは評価の
難しかった、自然界でのフラビウイルス感染
時の病態を反映した知見を収集する。 
 
（２）上記により明らかになった病態に関す
る知見について、その要因となる病態発現機
序に関わるウイルス側因子や宿主応答など
について明らかにする。 

 
３．研究の方法 
野生マウス由来 Oas1b 遺伝子導入コンジ

ェニックマウス(B6.MSM-Oas)にダニ媒介性
脳炎ウイルス、オムスク出血熱ウイルス、ウ
エストナイルウイルス等のフラビウイルス
を皮下接種・及び脳内接種し、臨床症状や死
亡率、体内の臓器におけるウイルス増殖、Oas
関連遺伝子の発現量、病理学的変化などを、
B6 マウスの成績と比較解析した。 
 さらに、病原性に差が認められたウイルス
株について、リバースジェネティクス法を用
いてウイルス株間の遺伝子配列を組み換え
たキメラウイルスを作製した。作製したキメ
ラウイルスをマウスに接種し、病原性を解析
することで、ウイルス株間の病原性の相違に
関わるウイルス遺伝子の責任部位を同定し
た。 
 
４．研究成果 

（１）B6.MSM-Oas に各種フラビウイルスを
皮下接種した所、通常の B6 マウスでは示さ
れていた病原性と比較して明らかに減弱し
ていた。これにより、正常な Oas1b を発現し
ているマウスでは、フラビウイルス特異的な
抵抗性を示すことが明らかになったため、B6
マウスでは解析できなかったフラビウイル
スの自然界分離株間での病原性の相違を検
討できるか、種々のフラビウイルス株を使用
して解析を行った。 
 TBEV の北海道の犬より分離された
Oshima 5-10 株を B6.MSM-Oas マウスに脳
内接種した場合、皮下接種時に観察されたよ
うに、B6 マウスと比較して病原性の低下が
示された。それに対し、極東ロシアで TBEV
に感染し、脳炎を発症した患者より分離され
た Sofjin-HO 株を B6.MSM-Oas に脳内接種
した場合、B6 マウス接種時と比較して、病
原性の低下は認められなかった。これにより、
Sofjin-HO株はOas1bを介したフラビウイル
ス特異的な防御機構に対する抵抗性を示す
可能性が示されたため、さらに解析を進めた。 

B6.MSM-Oas マウスにおいて Oshima 株
は感染後 Oas1b が発現するとともにウイル
ス量が減少していたが、Sofjin 株感染時では
Oas1b は同様に発現していたがウイルス量
は全く減少していなかった 
以上の結果から、Oas1b によるフラビウイ

ルス抵抗性には株間で相違があることが明
らかになり、これが実際の人における感染時
の病態とも関連していることが示唆された。 



（２）TBEV の Sofjin 株及び Oshima 株間で
は 98%以上のアミノ酸配列の相同性があり、
ゲノム遺伝子配列の相同性も高い。両株の病
原性の違いに関わるウイルス因子（遺伝子・
アミノ酸配列）を同定することは、フラビウ
イルス性脳炎の病態発現機序を明らかにす
るうえで重要な基盤となることが期待され
る。 
 そこで、研究代表者が構築したフラビウイ
ルスのリバースジェネティクス系を利用し
て、Sofjin 株及び Oshima 株間で遺伝子配列
を組み換えたキメラウイルスを作製し、病原
性の違いに関わるウイルス因子の同定を試
みた。 
 ウイルス粒子の吸着・侵入に関わるエンベ
ロープ膜蛋白を組み換えた所、病原性に対す
る影響は認められなかった。そのため、ウイ
ルス粒子が細胞に侵入後、細胞内で産生され、
機能を果たすと考えられるその他の領域に
ついて網羅するように、部分的に組み換えた
キメラウイルスを作製し、病原性の解析を試
みた。 
 その結果、ウイルスゲノム中の複数の領域
が累加的に病原性の上昇に関わっているこ
とが示されたが、その中でも NS3 蛋白の N
末端領域、及びウイルスゲノム RNA の 3’末
端非翻訳領域（3’-UTR）が最も強く病原性に
影響を与えていることが示された。 
 Oshima 株の NS3 の N’末端領域を Sofjin
株のものと組み換えたウイルスを B6 マウス
に接種した所、親株では 50％であった死亡率
が 100%まで上昇し、平均生存日数も 18.4±
5.3 日から 12.9±4.7 日まで短くなった。NS3
の N’末端領域はセリンプロテアーゼをコー
ドしており、過去の研究により報告のあった
プロテアーゼ上の重要なモチーフ配列にア
ミノ酸の相違が認められた。このアミノ酸配
列の相違がウイルスのプロテアーゼに影響
を与え、細胞内でのウイルス複製効率が変化
して病原性が上昇したものと考察される。 
 また、3’-UTR について、ウイルス株間で
配列が多様で宿主への適応と関連性がある
と考えられている可変領域(Variable region)
と、ウイルス株間で高度に保存されておりウ
イルスゲノムの複製に重要な働きをしてい
ると考えられている保存領域(Core element)
のどちらがSofjin株とOshima株間での病原
性の相違に関与しているか解析を行った。 
 Oshima 株の 3’-UTR の Variable region 及
び Core element をそれぞれ Sofjin 株のもの
と組換えたキメラウイルスを作製し、B6 マ
ウスにおける病原性の解析を行った。Core 

element を組み換えたウイルスは親株と比較
しても病原性に変化は認められなかったの
に対し、Variable region を組み換えたウイル
ス（Oshima-IC/sofjin3’ UTR_vari）に関して
は、Oshima 親株では 50％であった死亡率が
100%まで上昇し、平均生存日数も 18.4±5.3
日から 10.4±1.6 日と、Sofjin 株での 9.0±1.5
日と同様の日数まで短くなった（図１）。 

 さらに詳細に解析するために、ウイルス接
種マウスでのウイルスの体内動態及び病理
組織変化を解析した所、脳への侵入初期は
Oshima-IC/sofjin3’ UTR_vari は Oshima 親
株と同様であったが、その後の増殖性は
Oshima 親株より高く、死亡直前には Sofjin
株と同様の力価まで上昇した（図２）。病理
解析においても、ウイルス感染極期において、
Oshima-IC/sofjin3’ UTR_vari 感染マウス脳
においてはSofjin株感染マウスと同程度のウ
イルス感染陽性細胞と炎症反応が認められ、
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図 1. 使用したキメラウイルスの模式図

（上）とマウスへの病原性（下） 

図２.ウイルスの脳における増殖性 



Sofjin株の 3’-UTR中のVariable regionは脳
に侵入後の増殖性に大きく影響を与えてい
ることが示唆された。 
 
 Sofjin株の 3’-UTR中のVariable regionに
は 200 塩基程の欠損が存在している。この欠
損は自然界の感染環から分離されるウイル
スには検出されず、哺乳動物細胞への適応に
より生じるものと考えられる。従ってこのよ
うな適応により生じた欠損が、ウイルスの哺
乳動物における増殖性に影響を与え、病原性
を上昇させているものと考察される。 
 今後はこの variable region がウイルスの
RNA 構造や機能にどのような影響を与え、
病原性を制御しているかに関して詳細に解
析することによって、病態発現機序の解明の
ための有益な知見が得られるものと期待さ
れる。 
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