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研究成果の概要（和文）：ラット中脳由来神経細胞株CSM14.1は分化依存的に日本脳炎ウイルス（JEV）感受性の低下を
示す。分化状態によって発現が変動する遺伝子群をマイクロアレイ法にて解析し、これらのうちから神経細胞のウイル
ス感受性に関与する未知の宿主遺伝子を同定する目的で、未分化CSM14.1細胞での発現が分化CSM14.1に比較して高い遺
伝子群より2個、分化CSM14.1細胞での発現が未分化CSM14.1細胞に比較して高い遺伝子群より2個の遺伝子を選別した。
これら遺伝子を未分化CSM14.1細胞に過剰発現させ、JEV感受性の変動を解析した。

研究成果の概要（英文）：CSM14.1 is a rat mesencephalic neuronal cell line that can be induced to 
differentiate into neurons by culture under non-permissive conditions. CSM14.1 cells become more 
resistant to Japanese encephalitis virus (JEV) infection as they mature. Differentiation-dependent gene 
expression in CSM14.1 cells was analyzed by microarray. To identify host molecules that is responsible 
for the differentiation-dependent susceptibility of neuronal cells with JEV infection, we cloned two 
genes whose expression in undifferentiated CSM14.1 cell was higher than that in differentiated CSM14.1 
cells, and also cloned other two genes whose expression in differentiated CSM14.1 cell was higher than 
that in undifferentiated CSM14.1 cells. Effect of expression of those genes in undifferentiated CSM14.1 
cells on JEV-susceptibility was analyzed.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
（1）日本脳炎（JE）は極東から東南アジア、
南アジアにかけて広く分布するウイルス感
染症である。日本脳炎ウイルス（JEV）感染
に際し、ヒトでは感染者の多くが不顕性感染
に終わる。しかし、いったん脳炎症状を起こ
すと、死亡率は 20～40%に至る危険な疾患で
ある。特に幼少児では死亡の危険が大きいこ
とが知られており、より効率的な治療法の開
発が求められている。 
 
（2）JEV の標的細胞は神経細胞であり、神経
細胞へのウイルス感染と増殖に続く細胞死
が JE の本態である。従って、神経細胞の JEV
感受性を規定する宿主因子の解明は本ウイ
ルスに対する予防治療戦略を構築する上で
極めて重要であるにもかかわらず、これまで
ほとんど行われてこなかった。 
 
（3）ヒト、動物の JEV に対する感受性は加
齢に伴って低下することが知られている。本
現象の背景にはJEVの標的細胞である神経細
胞の分化・成熟レベルが関与していると考え
られており、加齢に伴って分化・成熟した神
経細胞は胎生期、新生子期の未熟な神経細胞
に比較して JEV 感受性が低いことが in vivo
の動物実験によって示唆されている。しかし
ながら、その詳細な分子メカニズムは不明で
ある。 

 
（4）CSM14.1 細胞はラット 14 日胚中脳由来
神経細胞に温度感受性 SV40 ラージ T 抗原遺
伝子を導入して樹立された不死化細胞株で
ある。培養温度を変化させることで未分化状
態から分化状態となり、より成熟した神経細
胞の性質を獲得する。分化誘導した CSM14.1
細胞は未分化状態に比較してJEV感受性が低
下するため、研究代表者らは本細胞を「神経
細胞の分化・成熟に依存する JEV 抵抗性」の
in vitroモデルとして提唱した（Kimura et al. 
Microbiol Immunol 57:723-31, 2013）。 
 
２．研究の目的 
分化依存的にJEV感受性の低下を示すラッ

ト細胞株 CSM14.1 を in vitro モデル系とし
て用い、分化状態によって発現が変動し、か
つ神経細胞のウイルス感受性に関与する未

知の宿主遺伝子を同定・機能解析する。 
 
３．研究の方法 
（1）マイクロアレイ法により、JEV 高感受性
を示す未分化 CSM14.1 細胞、8 日齢ラット脳
と低感受性を示す分化 CSM14.1 細胞、17 日齢
ラット脳の遺伝子発現を比較した。 
 
（2）未分化 CSM14.1 細胞は分化 CSM14.1 細
胞に比較してより多くのウイルス粒子を細
胞内に取り込むことが明らかになっている。
そこで、未分化 CSM14.1 細胞での発現が分化
CSM14.1 に比較して高い遺伝子群ならびに分
化 CSM14.1 細胞での発現が未分化 CSM14.1 細
胞に比較して高い遺伝子群のうち、ウイルス
のエンドサイトーシスに関与が推測される
候補遺伝子をクローニングした。クローニン
グした遺伝子をCSM14.1細胞に過剰発現させ、
JEV 感受性の変化を解析した。 
 
（3）未分化 CSM14.1 細胞と分化 CSM14.1 細
胞にそれぞれに JEV を感染させ、インターフ
ェロン誘導の差異に関与する宿主分子をパ
スウェイ特異的なリアルタイムPCRアレイを
用いて比較した。 
 
４．研究成果 
（1）「神経細胞の分化・成熟に依存する JEV
抵抗性」の in vivoモデルであるラットの脳
組織と in vitro モデルである CSM14.1 細胞
の遺伝子発現パターンを全ラットゲノムオ
リゴ DNA マイクロアレイ（アジレント）にて
網羅的に比較した。その結果、ラット脳と
CSM14.1 で共通して分化に伴い発現が増加す
る遺伝子が 78 個、減少する遺伝子が 13 個同
定された。 
 
（2）エンドサイトーシスへの関与が推測さ
れる遺伝子として、未分化 CSM14.1 細胞での
発現が分化CSM14.1に比較して高い遺伝子群
から 4個、分化 CSM14.1 細胞での発現が未分
化CSM14.1細胞に比較して高い遺伝子群から
3 個の候補遺伝子をクローニングし、発現コ
ンストラクトを作成した。これら遺伝子を未
分化 CSM14.1 細胞に過剰発現し、JEV 感受性
を検討した。その結果、未分化 CSM14.1 細胞
での発現が分化CSM14.1に比較して高い遺伝
子1個はエンドサイトーシスの促進因子であ
り、分化 CSM14.1 細胞での発現が未分化
CSM14.1 細胞に比較して高い遺伝子 2 個はい
ずれもエンドサイトーシスの抑制因子であ
ることが確認された。従って、本研究により、
「神経細胞の分化・成熟に依存する JEV 抵抗
性」に関与する可能性のある宿主遺伝子が同
定された。 
 
（3）未分化 CSM14.1 細胞と分化 CSM14.1 細
胞のそれぞれにおけるインターフェロン誘
導に関しては、サンプル間のばらつきが大き
いため、サンプルサイズを増加させてさらに



検討を行う予定である。 
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