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研究成果の概要（和文）：長く伸びる神経突起を持つ神経細胞では、一部のmRNAを細胞体で翻訳するのではな
く、神経突起上に輸送し、刺激に応じて局所的に翻訳し蛋白を供給しており、この機能が、脳における認知・記
憶・学習等の高次生命機能に重要であると考えられている。本研究では、特定の神経向性フラビウイルスでは、
ウイルスRNAが神経突起内を局所翻訳機構により輸送・翻訳されている事を利用して、局所翻訳特異的な発現ベ
クターの開発を目的として、外来遺伝子を発現する組換えウイルスを作成した。作成したウイルスにより、脳内
において外来遺伝子の発現が認められ、局所翻訳特異的な発現ベクターとして応用可能である事が示された。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that mRNAs are transported and locally translated in 
neuronal dendrites. Transport of the mRNA and local translation in neuronal dendrites have been 
shown to be important for neurogenesis and the plasticity of the synaptic communication. 
Furthermore, disruption of the neuronal granule system has been shown to be involved in mental 
retardation and neurodegenerative diseases. In this study, we focused on a neuro-tropic flavivirus 
which uses the mRNA transport mechanism for the viral RNA transport in dendrites, and tried to apply
 it to vector for local protein translation in neurons. We constructed a reported virus which 
expressed heterologous genes, and mice were infected with the virus. The heterologous gene was 
successfully expressed in the brain indicating that the virus can be applied for the development of 
the virus vector for local translation in dendrites of neurons.

研究分野： 獣医学

キーワード： 局所翻訳　フラビウイルス　ウイルスベクター　脳の高次機能

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで脳の高次機能における局所翻訳の重要性は指摘されていたものの、生体レベルで諸因子の機能を解析す
るには遺伝子改変動物の使用以外に方法は無く、解析が困難であった。本研究の成果を基盤として任意の局所翻
訳因子の発現が可能になれば、これまで解析が困難であった諸因子の局所翻訳における詳細な機能解析が容易に
行えるようになり、脳の高次機能制御に関わる重要な基盤情報収集が飛躍的に進むと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 通常の細胞において、mRNA は細胞質で蛋白へと翻訳され、翻訳された蛋白が適宜輸送され

る。しかし、長く伸びる神経突起を持つ神経細胞では、膨大な数のシナプス刺激に対して即自的
な応答をするために、mRNA を神経突起上まで運んでおき、刺激に応じて局所的に翻訳する（局
所翻訳制御）ことが近年明らかになり注目を浴びている。 
この局所翻訳制御が、脳における認知・記憶・学習等の高次生命機能を支えており、この機能

の異常と様々な神経変性疾患や機能性精神疾患との関連性が指摘されている。しかし、どの mRNA
が、どのように輸送・局所翻訳され、どう神経機能を制御するか等、そのメカニズムは未だ不明
な点が多い。 
その原因として、実験的に神経細胞内での局所翻訳をコントロールすることが困難である事

が大きい。通常の発現ベクターを用いて局所翻訳される因子を発現させても、細胞体内で蛋白が
合成され、シナプス刺激に応じた神経突起内での局所翻訳を再現できないためである。 
そのような中、神経向性ウイルスの感染も脳の高次機能障害を引き起こすが、研究代表者達は

その過程において、特定のフラビウイルスは局所翻訳制御機構をハイジャックすることでウイ
ルス遺伝子 RNA を輸送・翻訳している事を明らかにした。(引用文献 1)。 
この事から、この局所翻訳利用のメカニズムを解析し、研究代表者が構築してきたウイルス粒

子の組換え技術を組み合わせることで、局所翻訳特異的な発現ベクターとして応用できるので
はないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
上記の背景及びこれまでの研究成果を基に、本研究では、特定のフラビウイルスが保有するウ

イルス RNA による局所翻訳利用のメカニズムに着目し、このような性質を利用した発現ベクタ
ーの構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）外来遺伝子発現組換えダニ媒介性脳炎ウイルスの作製 

ダニ媒介性脳炎ウイルス（TBEV）の感染性 cDNA(引用文献 2)を元に、5’非翻訳領域（5’-UTR）
と C 蛋白領域の間に EGFP 遺伝子を挿入した。GFP 遺伝子の 5’末端には C 蛋白の一部のアミノ
酸をコードする塩基配列が付加した。さらに、GFP 遺伝子の 3’末端には口蹄疫ウイルスの
autoproteolytic peptide（2A）の配列を付加した（TBEV-C-GFP：図１）。 

 また、3’非翻訳領域（3’-UTR）の TBEV のウイルス株間で多様性が認められる領域(引用文献
3)に、CAP 非依存的に翻訳を行えるように、internal ribosome entry site（IRES）配列及びそ
の下流に GFP 遺伝子を挿入したものも作製した（TBEV-IRES GFP）。 
 作製した感染性 cDNA を元に、レポーター遺伝子として GFP を発現する TBEV を再構築した。 
 
（２）ウイルスの増殖性、病原性解析 
作製したウイルスを、BHK 細胞（ハムスター腎臓由来）に感染させ、経時的に培養上清を回収

した。培養上清中のウイルスは、BHK 細胞を用いたプラークアッセイにより力価を測定した。 
また BHK 細胞において複数回ウイルスの継代培養を行い、各継代毎にウイルスの力価測定、外

来遺伝子の発現状態の解析を行った。 
また、C57BL/6J マウスに皮下接種(1,000 pfu)し、 病原性の解析を行った。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、経時的にマ
ウスを安楽死させ、血液、脾臓、脳を採材し、各臓器中のウイルス力価を測定し体内でのウイル
ス動態を解析した。さらに、ウイルス脳内における外来遺伝子の発現状態の解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）レポーターウイルスによる外来遺伝子の発現 
 各レポーターウイルスを BHK 細胞へと感染させ、48 時間後に、感染細胞での GFP およびウイ
ルス蛋白質の発現の確認を行った（図 2）。TBEV-C-GFP ではウイルス蛋白質が発現しているほと

図1. 作製したレポーターウイルスのゲノム構造
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んど全ての細胞で GFP の発現がみられた。一方、
TBEV-IRES GFP ではウイルス蛋白質の発現はみら
れるものの、一部の細胞でしか GFP の発現は見ら
れなかった 
各レポーターウイルスの安定性を検討するた

め、培養上清を新しい BHK 細胞へと感染させてい
き、5代継代した後の細胞（P5）における蛋白質の
発現を調べた。P1 細胞の時点でほとんど GFP の発
現が見られなかった TBEV -IRES GFP に対して、
TBEV-C-GFP では P5 細胞においても GFP の発現が
ほぼ全ての細胞で見られた。 
 以上の結果から、レポーター遺伝子を 5’非翻
訳領域（5’-UTR）と C蛋白領域の間に挿入した場
合に、継代を重ねた際にも GFP の発現が認められ
たため、以降はこれを元に実験を行った。 
 培養細胞におけるウイルスの増殖性を検討するために、レ
ポーターウイルスと元の組換えウイルス（TBEV-IC）を MOI= 
0.01 となるように BHK 細胞へ接種し、接種後 24、48、72 時
間後に細胞培養上清を回収し、上清中のウイルスの力価を求
めた（図 3）。 
TBEV-IC 感染細胞のウイルス力価は感染 48時間後に 1.6×

108 pfu/ml と最大に達したのに対し、TBEV-C-GFP は感染 72
時間後に 6.2×107 pfu/ml と最大に達し、TBEV-IC と比較す
ると、感染 24時間の時点で有意に低い力価を示し（P<0.01）、
また、48 時間時点でも低い傾向を示していた。 
以上のことから、作製したレポーターウイルスはそれぞれの親株と比較すると増殖性が低下

していることが示された。 
 
（２）マウスモデルにおけるウイルスの病原性の検討 

マウスモデルにおけるウイルスの病原性を比較解析するために、TBEV-IC または TBEV-C-GFP
を 5週齢の C57BL/6J マウスにそれぞれ 103 pfu 皮下接種した。接種後経時的に体重変化を測定
し、症状の有無を確認した（表 1）。 

TBEV-IC を接種したマウスにおいては、大幅に
体重の減少が認められ、眼瞼の痂皮などがみら
れ、発症後は 3日以内に死亡した。TBEV-C-GFP を
接種したマウスでは、死亡した個体については、
TBEV-IC とほぼ同様の経過をたどり死亡した。発
症率、死亡率はそれぞれ 67％、53％であり、生存日
数も Sofjin-IC と比較すると延長しており、病原性
の低下がみられた。 
TBEV-C-GFP を接種し死亡したマウスの脳では、GFP の蛍光が確認

された（図 4）。また、死亡マウスの脳乳剤を接種した BHK 細胞にお
いて focus assay を行ったところ、100％のウイルス focus で GFP が
発現しており、欠損のない TBEV-C-GFP ウイルスが死亡したマウスの
脳内で増殖し、GFP を発現していることが示された。 
ウイルスの病原性の相違を生じる原因を解析するために、ウイルスを感染させたマウスの臓

器を採取し、ウイルス力価を測定することで、マウ 4 の臓器におけるウイルス分布を調べた。 
TBEV-IC 接種マウスの血清では、3 日目に 6.8×103pfu と最も高いウイルス力価が観察された。
その後血清中のウイルス力価は減少し、ウイルス接種後 9 日目にはウイルス血症は確認されな
かった。脾臓では接種後 6日目に最もウイルスが増殖し、3.2×104 pfu/ml のウイルスが検出さ
れ、その後減少していった。マウス脳内では接種後 3日目からウイルスが検出された。その後、
脳内のウイルス力価は上昇し 9 日目には、8.0×108 pfu/ml と非常に高いウイルス力価が観察さ
れた。 
 TBEV-C-GFP 接種マウスの血清では、15 日目までの観察期間中ウイルス血症は見られなかっ

た。脾臓においては 6 日目、12 日目にそれぞれ一匹のみでウイルス力価の上昇が観察され、そ
れぞれ 600 pfu/ml と 800 pfu/ml であり、親株と比較して低い値だった。脳においても同様で、
9 日目、12 日目、15 日目でそれぞれ一匹のみでウイルス力価の上昇が見られた。その他の個体
については脾臓、脳どちらにおいてもウイルス力価の上昇は一切見られなかった。 
 以上の結果より、Sofjin-C28 GFP 接種マウスでは末梢における十分なウイルスの増殖がみ

られず、その結果、脳内への進入やウイルス増殖性に影響を及ぼし病原性が低下していたことが
示唆された。 
 
以上の結果から、本研究では TBEV のレポーターウイルスの作製を試み、レポーター遺伝
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図3. BHK細胞におけるレポーターウイルスの増殖性
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有病率 平均発症日数*

（day±S.D.）
平均生存日数*

（day±S.D.）
死亡率

100%

67%

7.7±0.8日 9.0±1.5日 100%

13±3.7日 14±3.7日 53%

表1.レポーターウイルス皮下接種マウスにおける病原性



子の安定性及びウイルスの基本生物性状への影響を解析した。挿入遺伝子や、ウイルスゲノ
ム内への挿入位置を検討することでレポーターウイルスとして利用可能であることを示し
た。今後は改良を加えていくことで、局所翻訳特異的な発現ベクターとしての応用が期待さ
れる。 
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 ４．巻
Kobayashi Shintaro、Yoshii Kentaro、Phongphaew Wallaya、Muto Memi、Hirano Minato、Orba Yasuko、
Sawa Hirofumi、Kariwa Hiroaki

16
 １．著者名

10.1007/s00705-019-04302-0

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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siRNAによるダニ媒介性フラビウイルスの増殖抑制の検討



2020年

2020年

2020年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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The 29th European Congress of Clinical Microbiology & Infectious Diseases（国際学会）
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Elucidation of the role of a glutathione S-transferase (GST) during langat virus (LGTV) infection of Ixodes scapularis-
dervied tick cells (ISE6)

ダニ媒介性脳炎：日本に潜在する感染のリスクと課題
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中塚聖菜、原田真緒、山形幸、辻本絢香、好井健太朗、染谷梓、前田秋彦

 ３．学会等名

 ３．学会等名
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第162回日本獣医学会学術集会
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 １．発表者名
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ウエストナイルウイルスのカプシドタンパク質とAMPKの相互作用の解析

トゴトウイルス感染に伴うハムスターの病態発現の解析
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エンベロープタンパク質のアミノ酸変異によるウエストナイルウイルスの増殖および病態形成への影響
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ダニ媒介性脳炎：日本に潜在する感染のリスクと課題
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日本におけるダニ媒介性脳炎の現状と課題

ダニ媒介性脳炎：日本に潜在する感染のリスクと課題
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 １．発表者名

 １．発表者名
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Tick-borne encephalitis: as a matter of public health
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 ３．学会等名

好井健太朗

Minato Hirano, Memi Muto, Mizuki Sakai, Hirofumi Kondo, Shintaro Kobayashi, Hiroaki Kariwa, Kentaro Yoshii

小林進太郎、 好井健太朗、Wallaya Phongpaew、武藤芽未、平野港、大場靖子、澤洋文、苅和宏明

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年
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