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研究成果の概要（和文）：フラビウイルスには、人や動物に重篤な症状を引き起こす人獣共通感染症の原因ウイルスが
多く属しているが、その病態発現機序には不明な点が多い。本研究では、ウイルス由来長鎖ノンコーディングRNAの産
生に関わる3’ 非翻訳領域が、神経向性フラビウイルスであるダニ媒介性脳炎ウイルスの病態発現に重要であることに
着目し、本領域の病態発現における機能を解析した。その結果、3’ 非翻訳領域内の可変領域の高次構造が病態に関与
していることを明らかにし、哺乳動物における適応によって生じる変異/欠損によりこの構造が影響を受け、未知の機
構により脳における病原性を上昇している可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Flaviviruses include many clinically important zoonotic pathogens, but little is 
known about the pathogenic mechanism. In our previous study, we showed that the 3’-untranslated region 
(UTR) is involved in the pathogenicity of the strains of tick-borne encephalitis virus (TBEV). In this 
study, to investigate the detailed function of the 3’-UTR, we constructed recombinant TBEV with partial 
deletions in the variable region of the 3’-UTR. In a mouse model, the partial deletions drastically 
increased the virulence of the virus, with no effect on virus multiplication in mouse brain. These data 
suggested that the conformational structure of the variable region is associated with the pathogenicity 
of TBEV. These findings provide a foundation for further research to identify the pathogenic mechanisms 
of TBEV.

研究分野： 獣医公衆衛生学
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１．研究開始当初の背景 
フラビウイルス科フラビウイルス属に属

するウイルスの多くは、ダニや蚊等の節足動
物によって媒介されており、ヒトや家畜に感
染した場合重篤な症状（脳炎・出血熱等）を
引き起こす人獣共通感染症の原因ウイルス
が属している。近年話題となっている、デン
グウイルスやジカウイルスのように、フラビ
ウイルスは世界人口の 1/3 に感染リスクがあ
るとされており、公衆衛生上の重要な問題と
なっている。しかしその病態発現機序は不明
な点が多く、特異的な治療法も開発されてい
ない。 
ゲノムからは蛋白質をコードする mRNA

が転写されるだけではなく、大部分の転写
RNA は蛋白質をコードしないノンコーディ
ング RNA(ncRNA)であることが近年明らか
になっており、この ncRNA が生命現象の複
雑な表現形とその変化を制御しているので
はないかと考えられているが、その機能はほ
とんど不明である。またウイルス研究におい
ても、ウイルスが産生する長鎖 ncRNA 
(lncRNA)についてはフラビウイルスを含む
数種類で判明しているのみであり、感染現象
へ与える機能はほとんど不明である。 
近年、フラビウイルスはウイルスゲノムに

由来する lncRNA を産生し、これがウイルス
の病原性に関与していることが分かってき
た。申請者はこれまでの研究で、フラビウイ
ルスに属し、ヒトに重篤な脳炎を引き起こす
ダニ媒介性脳炎ウイルス(TBEV)において、ウ
イルスの高病原性化に関わる要因について
の解析を行ってきた。その結果、lncRNA の
産生に関わる 3’-非翻訳領域(3’-UTR)内に認
められる欠損が病原性を上昇することを明
らかにしてきた(Sakai et al., J Gen Virol 2014)。 

 
２．研究の目的 
 TBEV の 3’-UTR 領域はウイルス株毎に多
様性が認められる可変領域と、ウイルス株間
で高度に保存されウイルスゲノムの複製に
重要と考えられている保存領域に分けられ
る。この内、可変領域は自然界で媒介する節
足動物の中では保持されているのに対し、哺
乳動物体内での増殖・適応過程において変
異・欠損が生じることが明らかになっている。
特に終末宿主であるヒト（感染患者）では高
率に欠損が認められており、申請者が同定し
た病原性の上昇に関わるのもこの可変領域
の欠損である。本研究においては、この可変
領域の変異・欠損がどのような機序で病態発
現機序に寄与するか、そのメカニズムの解明

を試みた。 
 
３．研究の方法 
(１）ヒトの脳炎患者から分離された TBEV
の高病原性株である Sofjin-HO 株（accession 
no. AB062064）と、北海道の犬から分離され
た低病原性株である Oshima 5-10 株 accession 
no. AB062063）について、RNA の 2 次構造解
析 プ ロ グ ラ ム で あ る MFOLD 
(http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Fold
ing-Form)を用いて、3’-UTR の 2 次構造の解
析を試みた。 
 解析結果を元に、両株で特徴的な 2 次構造
を取る領域に着目して、Oshima 5-10 株を元に
2 次構造に欠損・変異を導入した組換えウイ
ルスを作製し、培養細胞における増殖性をマ
ウス神経芽腫由来培養細胞である NA 細胞を
用いて確認した。 
 
（２）作製した組換えウイルス、及び親株を
C57BL/6J マウスに 1,000 pfu 皮下接種し、病
原性の解析を行った。各 10 匹のウイルス接
種マウスを 28 日間観察し、体重の変化及び
臨床症状を記録した。また、ウイルス接種後
1、3、5、7、9 日後に、各 3 匹のマウスを安
楽殺し、血液、脾臓、脳を採材し、各臓器中
のウイルス力価を測定し増殖性を解析した。 
 
（３）各ウイルスのウイルス由来 lncRNA の
産生状態を検討するため、各ウイルスを感染
させ 48 時間後の BHK 細胞より RNA を抽出
し、DIG 標識した TBEV の 3’-UTR に対する
RNA プローブを用いることで、ウイルス由来
RNA を検出した。 
 またインターフェロン(IFN)系による抗ウ
イルス応答を解析するために、ヒト神経芽腫
培養細胞である SYM 細胞に 4×IRF-3-Luc レ
ポータープラスミドをトランスフェクトし、
各ウイルスを感染させて、感染 48 時間後の
IFN-β プロモーター活性を測定した。また NA
細胞に pISRE-Luc レポータープラスミドをト
ランスフェクトし、各ウイルスを感染させて
24 時間後に IFN-α を作用させて、3 時間後に
ISRE プロモーターの活性化を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）Sofjin-HO 株と Oshima 5-10 株の 3’-UTR
の配列を比較した所、Sofjin 株では可変領域
中の SL3、SL4、SL5 構造が欠損していた（図
1）。そこで、Oshima 5-10 株を基に、SL3/4、
SL5、又は SL3/4/5 を欠損させたウイルス
dSL3/4、dSL5、dSL3/4/5 を作製した。作製し



たウイルスの培養細胞での増殖性を解析し
た所、欠損による影響はなく、それぞれの SL
構造はウイルスのゲノム複製・増殖能には関
与していないことが示された（図 1）。 

 
（２）各ウイルスをマウスに感染させた所、
SL3/4/5 領域のいずれかに欠損が導入される
ことによって、Sofjin 株と同様の生存曲線を
示すようになり病原性の上昇が認められた
（図 2）。さらに各臓器中での増殖性を解析し
た所、欠損を持つウイルスは親株と比較して
血中でのウイルス力価は低下していたもの
の、脳内での増殖性は殆ど変わらなかった。 
 従って、SL 領域の欠損による病原性の上昇
はウイルスの増殖性の変化に由来ものでは
なく、ウイルスが感染脳神経細胞に対して何
らか機能変化をもたらしたためでは無いか
と推察された。さらに、SL3/4/5 はそれぞれ
の SL 単独ではなく、SL3/4/5 によって形成さ
れる高次構造が病原性に重要であることが
明らかになった。 
 

 
（３）各ウイルスのウイルス由来 lncRNA 産
生状況を解析した所、約 300 bp 及び 500 bp
の lncRNA を産生していることが示された。
さらに、ウイルス感染による IFN-β プロモー
ター活性及び ISRE プロモーター活性には、
欠損による影響は認められなかった。 
 以上の研究成績より、3’-UTR の可変領域は
脳内における宿主応答を未知の機構で変化
させることによって病原性を発現させるの
に関与していることが示唆される。この機能
には脳内の宿主蛋白と可変領域の RNA 高次
構造の相互作用が重要であると考えられ、今
後その宿主因子を同定し機能を解析してい
くことで、TBEV による神経病態発現機序の
解明に繋がっていくものと思われる。 
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