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研究成果の概要（和文）：出血熱ウイルス感染症は致死率が高く重篤な疾患を引き起こすため、ウイルス感染そ
のものを阻止することが重要であり、感染初期の吸着・侵入機構を解明することが急務である。本研究では、ラ
ッサウイルスの新規細胞侵入受容体であるリソソーム関連膜タンパク質1の関与および重症熱性血小板減少症候
群ウイルス（SFTSV）の細胞侵入に関与するウイルス側エンベロープ蛋白質および宿主側因子の性状解析を行っ
た。その結果、SFTSVの細胞侵入時に細胞融合に関与するエンベロープ蛋白質のアミノ酸を同定することができ
た。また、宿主側因子として細胞侵入の際に活性化されるシグナル分子も同定することができた。

研究成果の概要（英文）：Because hemorrhagic fever virus infection has a high fatality rate and 
causes severe disease, it is important to prevent virus infection itself, and it is urgent to 
elucidate the mechanism of adsorption and invasion in the early stage of infection. In this study, 
we analyzed the properties of the novel entry receptor, lysosome-associated membrane protein 1, for 
Lassa virus and the viral envelope proteins and host factors for severe fever with thrombocytopenia 
syndrome virus (SFTSV). As a result, it was possible to identify amino acids of envelope proteins 
involved in cell fusion of SFTSV. In addition, signal molecules activated upon cell entry could also
 be identified as a host factor.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 ウイルスが宿主細胞へ感染するためには、

多くの場合、特定受容体を介した侵入が成立

しなければならない。ウイルスは宿主細胞内

にゲノムを放出するために、細胞膜表面で結

合および膜融合を誘発する形態や、細胞表面

で結合後、エンドソームによるエンドサイト

ーシスで細胞内に取り込まれて、そこで pH

の変化などで膜融合を誘発する形態をとる

ことが知られている。また、単一の受容体で

感染が成立するウイルスもあれば、複数の受

容体が必要なウイルスもあり、ウイルスの細

胞侵入は予想以上に複雑であると考えられ

ている。これまでウイルス受容体は多くが細

胞表面に存在する分子であると考えられて

いたが、最近新たに、エボラウイルスとラッ

サウイルスにおいて、エンドソーム内で作用

できる細胞内侵入受容体として、それぞれ、

ニーマンピック C1（NPC1）とリソソーム関

連膜タンパク質 1（LAMP-1）の存在が明らか

になった（Carette et al., Nature 2011, Jae et al., 

Science, 2014）。これらのウイルスでは、細胞

表面に存在するそれぞれ別の結合受容体に

結合後、細胞内に取り込まれ、エンドソーム

内の酸性環境下で、新たにそこに存在する細

胞内侵入受容体と結合し、膜融合が誘発され

ゲノムの放出が起こる。 

 エボラウイルスおよびラッサウイルスは、

ともにバイオセーフティレベル（BSL）4 最

高度危険ウイルスに分類されているが、ウイ

ルス属としては異なっており、利用する受容

体の種類も異なるため、共通項は考えにくい。

ただ、両ウイルスは、細胞表面にエンベロー

プタンパク質（GP）が局在しているにも関わ

らず、通常、他のウイルス GP では細胞間膜

融合が見られる酸性条件下（pH5.0）でも膜

融合が観察されず、これは、前述の細胞内侵

入受容体が細胞表面にほとんど発現してい

ないことに起因していると考えられる。C型

肝炎ウイルスにおいても、近年、細胞侵入に

関わる分子としてニーマンピック C1 様 1

（NPC1L1）が同定されており（Sainz et al., 

Nat Med. 2012）、こうした細胞内侵入因子（受

容体）はまだ多くのウイルスに存在すると考

えられる。 

 申請者は、これまでアレナウイルス科に属

する種々のウイルス GP を用いて、その局在

や細胞融合活性、また水疱性口内炎ウイルス

(VSV)を基盤としたシュードタイプウイルス

を作製して細胞侵入機構の解析を行ってき

た（Tani et al., J Virol. 2014）。その結果、新興

アレナウイルスであるルジョウイルスの GP

発現細胞では、酸性条件下でも細胞間膜融合

が確認されなかった。これは、エボラウイル

スやラッサウイルスと同様に細胞表面には

局在していない細胞内侵入受容体が存在す

ることが示唆される。 

 重症熱性血小板減少症候群（severe fever 

with thrombocytopenia syndrome, SFTS）の原因

ウイルスとして新たに同定された SFTS ウイ

ルス（SFTSV）においては、現在までウイル

スの生活環は多くが不明であり、受容体に関

しても確定的な同定には至っていない。日本

における SFTSによる致死率は現段階で 30%

近くに及び、極めて致死率の高いウイルス感

染症である。SFTSVは、野山に生息するマダ

ニが媒介源と考えられており、万人が罹患す

るリスクに晒されているにも関わらず、現在、

予防薬はおろか治療薬も開発されておらず、

早急な対策が必要となっている。  

 出血熱ウイルスをはじめ、こうした急性期

に劇症化するようなウイルス性疾患の場合

は、ウイルス感染そのものを阻止することが

重要であり、そのためにも、ウイルスが細胞

に感染する際の最初のステップである吸

着・侵入機構を解明することは、重要な研究

課題の一つである。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ルジョウイルスをはじめとする



アレナウイルス各種、および SFTSVの GPに

関与する細胞内侵入受容体の探索を行う。ま

た、ルジョウイルスに関しては、ラッサウイ

ルスに比較的近縁のウイルスでもあるため、

LAMP-1 の関与についても検証する。また、

ウイルスの細胞侵入、細胞融合に関与するウ

イルス側のエンベロープ蛋白質の責任領域

の探索も行う。 

 
３．研究の方法 
 LAMP-1 は細胞表面に発現する変異体が既

に知られているため、この変異体を用いてラ

ッサウイルスおよびルジョウイルスを含む

アレナウイルス科のウイルス種の細胞間膜

融合を観察する。 

 次に、重症熱性血小板減少症候群ウイルス

（SFTSV）の細胞侵入とそれに関与するエン

ベロープ蛋白質（GP）の性状について検討を

行う。膜融合活性の低い中国株と膜融合活性

の高い日本株を比較して、アミノ酸の違いを

調べ、それぞれの株で異なっているアミノ酸

の配列を遺伝子レベルで改変させ、変異株を

作製する。変異株の GP を発現させた細胞で

細胞融合の程度を比較し、どのアミノ酸が細

胞融合に重要であるか同定する。 

 さらには、細胞侵入に関与する分子を探索

するためにキナーゼ阻害剤ライブラリーを

用いてスクリーニングを行う。スクリーニン

グにより阻害活性の得られた阻害剤に共通

する分子が同定できれば、その分子の発現抑

制および過剰発現によりウイルスとの関与

を検証する。また、阻害抗体や直接的な相互

作用についても検討する。 

 

４．研究成果 

 出血熱ウイルス感染症は致死率が高く重

篤な疾患を引き起こすため、ウイルス感染そ

のものを阻止することが重要であり、感染初

期の吸着・侵入機構を解明することが急務で

ある。本研究では、こうしたウイルスの新た

な細胞侵入受容体の存在を明らかにするこ

とを目的としており、まず、最近ラッサウイ

ルスで新たに報告された新規細胞内侵入受

容体であるリソソーム関連膜タンパク質 1

（LAMP-1）のラッサウイルスおよび近縁の

ルジョウイルスでの関与について検討を行

った。LAMP-1 は、通常リソソーム内に発現

しており細胞表面にはほとんど発現してい

ないため、この残留シグナルを欠損させた、

もしくは変異を入れた変異体を作製した。こ

の発現プラスミドを用いて、細胞内で

LAMP-1および LAMP-1変異体を発現させて、

ラッサウイルスおよびルジョウイルスのエ

ンベロープ蛋白質（GP）の発現細胞と供培養

し、酸性条件下で処理後の膜融合活性を、同

じくT7ポリメラーゼ発現プラスミドとT7ル

シフェラーゼプラスミドの高感度リポータ

ーアッセイ系を用いて検証した。その結果、

LAMP-1 の発現は免疫蛍光抗体法を用いて確

認できたものの、LAMP-1 と変異体とで発現

局在が変わらず、リポーター活性もほぼ同等

の値を呈した。 

 次に、重症熱性血小板減少症候群ウイルス

（SFTSV）の細胞侵入とそれに関与するエン

ベロープ蛋白質（GP）の性状について検討を

行った。はじめに SFTSVの HB29株（中国株）

と YG1株（日本株）を細胞に感染させ、膜融

合がどのように生じるか、またそれぞれの

GP を細胞に発現させて、同様に実験を行っ

た。その結果、HB29株は YG1株に比べ、膜

融合が起こりにくいことが明らかになった。

そのため、2 株で GP のアミノ酸配列を比較

し、膜融合の活性に変化を与えるようなアミ

ノ酸を人為的に置き換えた遺伝子配列の GP

の変異体を細胞に発現させ、膜融合の程度を

ルシフェラーゼを用いたレポーターアッセ

イで評価した。その結果、HB29 株の GP の

962番目のアルギニン（R）をセリン（S）に

変化させた変異体（R962S）で膜融合が起こ

りやすくなるという結果を得た。この実験結



果を確かめるために GPの 962番目のアミノ

酸に注目し、YG1株のアミノ酸（S）を HB29

株のアミノ酸（R）に変異させて同様の実験

を行ったところ、逆に膜融合を起こしにくく

なった。加えて VSV シュードタイプウイル

スを用いた感染性の測定では R962S の変異

体で感染性が高まり、962 番目のアミノ酸は

ウイルスの感染にも関与することが示唆さ

れた。 

 さらに別のプロジェクトとしてキナーゼ

阻害剤ライブラリーを用いたスクリーニン

グにより得られた重症熱性血小板減少症候

群ウイルス（SFTSV）の細胞侵入に関与する

分子の解析を行った。いくつかの阻害剤で

SFTSVの感染阻害効果が認められたため、そ

れぞれの阻害剤でターゲットとなる分子の

50%阻害濃度の解析から、共通のターゲット

分子となっていたのが、血小板由来増殖因子

受容体（PDGFR）であった。まず、この分子

が SFTSV 増殖のどの過程に関与しているの

かを調べるために、細胞侵入を解析できる一

過性の感染システムである SFTSV 外被タン

パク質を外套したシュードタイプ VSV

（SFTSVpv）を用いて感染性を調べたところ、

感染阻害が認められた。そこで次に、PDGFR

の遺伝子を siRNA を用いて発現抑制させて、

SFTSVpvの感染性を調べたところ、コントロ

ールの VSVpv と比較して感染阻害が認めら

れた。また、PDGFR の機能を中和できる抗

体を用いても同じように SFTSVpv の感染性

を抑制することが明らかとなった。PDGFR

が SFTSV の細胞侵入に関与する分子である

ことがわかったので、さらに SFTSV の感染

による PDGFR のリン酸化を調べたところ、

感染直後に PDGFR のリン酸化が認められた。

以上の結果から、SFTSV は細胞侵入の際に

PDGFR がリン酸化されることで、エンドサ

イトーシス等が活性化され、細胞内にウイル

スが取り込まれていることが示唆された。 
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