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研究成果の概要（和文）：チクングニアウイルス(CHIKV)の感染関連遺伝子の網羅的同定を目的とし、
Brummelkampらが開発したヒト一倍体HAP1細胞にエクソントラッピングベクターを挿入する方法で変異細胞ライ
ブラリーを作製し、これにCHIKVのE3-E1膜タンパク質を有する水疱性口内炎ウイルスのシュードウイルスを接種
し、感染抵抗性細胞の特異的濃縮を行った。感染抵抗性細胞群と対照細胞群において、挿入されたベクターの近
傍遺伝子配列を次世代シークエンサーで解析することにより、感染関連候補遺伝子の網羅的選定を行った。その
結果へパラン硫酸鎖のN硫酸基修飾がCHIKVの標的細胞への結合に非常に重要であることを明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms underlying chikungunya virus (CHIKV) infection are 
poorly characterized. In this study, we analyzed the host factors involved in CHIKV infection using 
genome-wide screening. Human haploid HAP1 cells, into which an exon-trapping vector was introduced, 
were challenged with a pseudotyped vesicular stomatitis virus expressing the CHIKV-E envelope 
proteins. The genes inserted with the exon-trapping vector were identified using a next-generation 
sequencer. By the comparison of collected cell pool with control one, specifically enriched genes in
 the mutant cell pool were selected as candidate genes involved in CHIKV infection. We identified 
several genes functioning in the heparan sulfate (HS) biosynthesis pathway, and found that the 
N-sulfation of the glucosamine residue of HS, catalyzed by NDST1 is essential for efficient binding 
of CHIKV to target cells. 

研究分野： virology

キーワード： chikungunya virus　heparan sulfate
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
チクングンヤ熱はトガウイルス科アルフ

ァウイルス属に属するチクングンヤウイル
スによる感染症で、アフリカ、インド洋島嶼
国、インド、東南アジアの熱帯・亜熱帯地域
を中心として流行がみられている。ヒトから
ヒトへのチクングンヤウイルスの直接的な
感染はないが、チクングンヤウイルスを保有
するヤブカ属のネッタイシマカ、ヒトスジシ
マカなどにヒトが刺されることで感染する。
2005 年には、ヒトスジシマカを媒介蚊として、
コモロ諸島で流行がおこり、コモロ諸島に近
いレユニオン島では、2005 年の 3月から 2006
年の 2月までの期間に、15万人以上の患者が
発生し、死者 237 人が報告されている。ヒト
スジシマカは日本では沖縄地方から東北地
方まで広く生息が確認されており、また急性
期の患者の血液にはチクングンヤウイルス
が多く含まれることから、媒介蚊の活動が活
発な夏期に、流行地からの保菌者の日本への
渡航や、蚊の伝搬を契機とした国内感染の発
生に注意が必要である。 
チクングンヤウイルスの潜伏期間は３～１

２日（通常３～７日）で、患者の大多数は急
性熱性疾患の症状を呈し、発熱と関節痛が必
発する。また重症例では神経症状 （脳症）や
劇症肝炎が報告されている。関節痛は四肢（遠
位）に強く対称性で、その頻度は手 首、足首、
指趾、膝、肘、肩の順であり、関節の炎症や
腫脹を伴う場合もある。関節痛は急性症状が
軽快した後も、数週間から数ヶ月にわたって
続く場合がある。 
チクングンヤウイルスのヒト細胞への感染

機構については明らかでなく、チクングンヤ
ウイルスに対する予防薬や、ワクチンも開発
されていない。 
 
２．研究の目的 
チクングンヤウイルスのヒト細胞への結合
機構ならびに侵入機構を明らかにすること
を目的とし、ヒト細胞におけるチクングンヤ
ウイルス感染受容体及び感染関連細胞性因
子を同定する。 
 
３．研究の方法 
(1) チクングンヤウイルス感染受容体及び
感染関連細胞性因子の発現クローニング 
 チクングンヤウイルス感染に高感受性と考
えられているヒトグリオーマ由来細胞株よ
り、mRNA を抽出し、cDNA を合成したのち、
レトロウイルスベクタープラスミドにクロ
ーニングする。このヒトグリオーマ由来 cDNA
発現レトロウイルスベクタープラスミドと、
レトロウイルス gag-pol 発現ベクター、並び
に水疱性口内炎ウイルス膜蛋白質遺伝子と
を 293T 細胞株にコトランスフェクトするこ

とで、ヒトグリオーマ由来 cDNA ライブラリ
ーを発現するレトロウイルスベクターを作
出する（図１）。これらヒトグリオーマ由来
cDNA ライブラリー発現レトロウイルスベク

ターをチクングンヤウイルスに最も抵抗性
である T細胞由来の細胞株に感染させ、レト
ロウイルスベクターの持つ薬剤耐性遺伝子
(puromycin)を指標に選抜を行い、ヒトグリ
オーマ由来 cDNA ライブラリー発現ヒト T細
胞由来の細胞株を作出する。ウイルスベクタ
ーを用いたチクングンヤウイルス感染受容
体発現細胞の選抜方法として、チクングニア
ウイルスE膜蛋白質をウイルス粒子表面に持
つ薬剤抵抗性遺伝子発現シュードレトロウ
イルスを感染させた後、薬剤を培養に添加す
ることで、ウイルスベクターの感染が成立し
た細胞株を選抜する。 
選抜できたチクングンヤウイルス感染感受
性の更新した細胞から、ゲノムDNAを回収し、
cDNA を導入したレトロウイルスベクターの
配列をもとに、導入してある cDNA うちを PCR
法により回収し、その塩基配列を決定し、チ
クングンヤウイルス感染受容体を同定する。 
 
(2) チクングニアウイルスの感染に関連す
る遺伝子の網羅的同定 
Brummelkampらが開発したヒト一倍体HAP1細
胞にエクソントラッピングベクターを挿入
する方法で変異細胞ライブラリーを作製す
る（図２）。この変異細胞ライブラリーにチ
クングニアウイルスE膜蛋白質をウイルス粒

子表面に有する水疱性口内炎ウイルスのシ



ュードウイルスを接種し、ウイルス感染の成
立した感受性のある細胞に細胞死を起こさ
せる。ウイルスに感受性がなく、感染が成立
せず細胞死を免れ生き残ってきた細胞はチ
クングンヤウイルス感染受容体もしくは感
染関連細胞性因子が欠失した変異細胞株で
あると考えられるため、これら生存細胞を回
収し、エクソントラッピングベクターが挿入
されノックアウトされている遺伝子を、次世
代シーケンサーを用いたゲノムワイドスク
リーニングで検出及び同定を行う（図２）。 
 
４．研究成果 
研究方法(1) の発現クローニング法におい
て、チクングンヤウイルス感染受容体及び感
染関連細胞性因子の遺伝子候補を得ること
が出来なかった。 
研究方法(2) の次世代シーケンサーを用い
たゲノムワイドスクリーニングではチクン
グニアウイルスE膜蛋白質を有する水疱性口
内炎ウイルスのシュードウイルス感染に抵
抗性の生存細胞を得ることが出来た。次に、
感染抵抗性細胞群と対照細胞群において、エ
クソントラッピングベクターの近傍遺伝子
配列を次世代シークエンサーで決定し包括

的に解析比較することによって、感染関連候

補遺伝子の網羅的選定を行った。検出された
候補遺伝子は、へパラン硫酸生合成に関与す
る酵素蛋白質群、へパラン硫酸発現への関与
が報告されている非酵素蛋白質群、へパラン
硫酸との関連が不明な蛋白質群の3つのカテ
ゴリーに分けられた (Table 1)。 
それぞれの候補遺伝子を選定後、それぞれ
の遺伝子をCas9/CRISPRのシステムにより野
生細胞株において破壊し、ウイルス感染抵抗
性を評価した（図３）。 

 
またへパラン硫酸鎖における糖鎖修飾経路
の硫酸基修飾において、グルコサミンの N-
アセチル基を脱アセチル化し、硫酸基を転移
させる酵素、N-脱アセチル/N-硫酸転移酵素 
(NDST1)による修飾がチクングニアウイルス
の標的細胞へ結合に重要であることを明ら
かにできた(図４)。 

本研究からチクングンヤウイルス感染にお
いて、ウイルス粒子と細胞表面グリコサミノ
グリカンとの結合は従来考えられていたも
のより複雑であり、標的細胞の発現している
へパラン硫酸の構造に強く影響をうけるこ
とが考えられた。 
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