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研究成果の概要（和文）：　ジカウイルスはアフリカ株、アジア株の2系統に大別される。我々は人工的ウイル
ス様粒子SRIPsを用いることで、アフリカ株がアジア株に比べて宿主細胞への侵入能が高いことを明らかにし
た。さらに、両株間のエンベロープ領域の1つのアミノ酸の違いがこの侵入能の差を規定することを明らかにし
た。
　我々は神経変性疾患の1つである多発性硬化症のマウスモデルであるEAEがジカウイルス感染によって増悪化す
ることを見出した。さらに、ジカウイルスが中枢神経系のアストロサイトに感染すると病原性Th17細胞を中枢神
経系に遊走させるためのケモカインが産生されることがこの増悪化の原因であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Genetically, the lineage of ZIKV is classified broadly into African and 
Asian strain. We demonstrate that SRIPs of African strain show higher cell entry ability than that 
of Asian strain. Furthermore, our study identified 1 amino acid of African strain envelope protein 
as the key residue, which is required for strong cell entry ability.
 We demonstrated that ZIKV infection exacerbated EAE, the most common animal model for multiple 
sclerosis. ZIKV infection accelerated pathogenic Th17 cell infiltration into the central nervous 
system by upregulating the chemokines for the migration of the cell.

研究分野：免疫学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年、プエルトリコやブラジルなどでジカウイルス感染症の大流行がおこり、それぞれギラン・バレー症候
群、小頭症などの神経変性疾患との関連が報告され、国際的な問題となった。しかしながら、現在においても有
効な治療薬やワクチンが存在しない。
　我々はジカウイルスの宿主細胞に対する侵入能を規定するエンベロープタンパクのアミノ酸を同定した。さら
に、ジカウイルス感染が多発性硬化症のマウスモデルEAEの病態を増悪化させることを見出し、その増悪化メカ
ニズムを明らかにした。これら知見はジカウイルス感染の予防薬や感染に伴う神経変性疾患の新たな治療法の開
発に繋がることが期待される。

※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。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 ジカウイルスは、デングウイルスや日本脳炎ウイルス等と同じフラビウイルス属に属する
RNA ウイルスで、ヒトは感染した蚊に吸血されることによって感染する。ジカウイルスに健
康な成人が感染した場合、約 80%は無症状である。一部の感染者に発熱・皮膚の発疹等の症状
が現れるが、重症化することはまれであったため、ジカウイルス感染症が注目を集めることは
ほとんどなかった。 
	 しかし、近年ジカウイルスの局地的な大流行が相次いで報告された。中でも、2013年のフラ
ンス領ポリネシアでの大流行や 2015 年のブラジルでの大流行ではそれぞれギラン・バレー症
候群、小頭症などの神経変性疾患との関連が報告され、国際的な問題となった。その後は北米
においても多くの国内感染例が報告されている。しかしながら、現在においても有効な治療薬
やワクチンが存在しない。 
 
	 ジカウイルスは 1947 年にアフリカのウガンダの森に生息していたアカゲザルから初めて分
離され、その後急速にアジアを経由して世界中に広まった。ジカウイルスはアフリカ株、アジ
ア株の 2 系統に大別されるが、両株間におけるアミノ酸配列の違いはわずか 4%以下である 
(PLoS Negl Trop Dis. 2012;6(2):e1477.)。興味深いことに、これまでに各地で大流行を起こし
たものは全てアジア株である。しかし、我々のマウスを用いた感染実験ではアフリカ株がアジ
ア株に比べて病原性が高いことが明らかになり、同様の報告が多くの研究グループから発表さ
れた。そこで我々は両株の病原性の違いを規定する因子として細胞侵入能に着目した。ジカウ
イルスが宿主細胞に侵入する能力にはウイルス粒子表面の構造タンパクであるエンベロープお
よび前駆膜タンパクの構造が関与することが知られている。つまり、株間でのこれらタンパク
のアミノ酸配列の差異による細胞侵入能の違いが病原性の違いを生むのではないかという仮説
を立てた。この仮説を実証するための有効なツールとして、1 回感染性ウイルス様粒子
single-round infectious particles (SRIPs)に着目した。SRIPsは人工的なウイルス様粒子で、
初期感染細胞内において不完全な状態で複製し 2次感染できないため、細胞への侵入能のみに
焦点を当てた解析を可能にする。さらに、SRIPs にルシフェラーゼ遺伝子を組み込むことで、
細胞への侵入を定量化することが可能である。我々は、SRIPsを用いて、アフリカ株がアジア
株よりも細胞侵入能が高いことを明らかにした。しかし、エンベロープおよび前駆膜タンパク
のどの領域のアミノ酸の違いがこの細胞侵入能の違いを規定しているかは明らかになっていな
かった。 
 
	 神経変性疾患の一種である多発性硬化症は自己免疫性の脱髄性疾患であり、四肢の麻痺や運
動障害をきたす難病である。これまで、ジカウイルス感染症と多発性硬化症との関係性は報告
されていなかった。近年、多発性硬化症患者の脳組織よりジカウイルスが検出されたという症
例報告がなされ、これらの関係性が示唆されるに至った(Mult Scler. 2019;25(3):427-430.)。そ
こで我々はあらかじめジカウイルスを感染させたマウスに多発性硬化症の病態モデルである実
験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)を誘導し、感染が病態に与える影響を解析した。はじめに、ジ
カウイルス感染のみではマウスに全く症状が出ないことを確認した。しかし、ジカウイルスに
感染したマウスに EAEを誘導すると、非感染マウスに比べて EAEの症状が有意に増悪化する
ことを見出した。多発性硬化症および EAE の増悪には炎症性サイトカイン IL-17 産生性ヘル
パーT 細胞(Th17 細胞)が重要な働きを担うことが知られている。Th17 細胞はケモカイン受容
体 CCR2, CCR6を高発現しており、これらに対するケモカインリガンドの濃度勾配に従って遊
走する。多発性硬化症患者や EAE マウスの中枢神経系には、様々な要因によりこれらケモカ
インリガンドの中枢での発現が高くなることで、Th17 細胞が血液脳関門を通過して浸潤して
くる。そこで我々はジカウイルス感染が中枢神経系での CCR2, CCR6に対するケモカインリガ
ンドを誘導することで EAEマウスの病態を増悪化させるのではないかという仮説を立てた。 
 
 
２．研究の目的 
① 変異 SRIPsを用いて、細胞侵入能を
規定するエンベロープおよび前駆膜タ
ンパクのアミノ酸を同定する。 
② ジカウイルス感染が中枢性脱髄性疾
患を増悪化させるメカニズムを明らか
にする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞株を用いたジカウイルスキメラ
SRIPsの感染実験 
	 図 1Aに示すように、アフリカ株(赤色)
とアジア株(青色)のエンベロープおよび
前駆膜タンパク領域には合計で 25 ヶ所



のアミノ酸の違いがある。ジカウイルスの侵入能を規定するウイルスゲノム領域を絞り込むた
めに、この領域を図 1Bに示すように 4ヶ所に分割し、様々な組み合わせのキメラ SRIPsを作
製した。これら SRIPsのエンベロープおよび前駆膜タンパク以外の領域は全て同一の配列とな
っている。キメラ SRIPsを用いて宿主細胞への侵入能をルシフェラーゼアッセイにより解析し
た。 
 
(2) 細胞株を用いたジカウイルス 1アミノ酸変異 SRIPsの感染実験 
	 次に、(1)で絞り込んだ領域に存在する株間で異なる全てのアミノ酸をそれぞれアフリカ型か
らアジア型、またはその逆に置換した 1アミノ酸変異 SRIPsを作製し、宿主細胞への侵入能を
ルシフェラーゼアッセイにより解析した。 
 
(3) アストロサイトおよびマウスにおけるジカウイルス感染時のケモカインの測定	  
	 野生型マウスから培養したアストロサイトにジカウイルスを感染させ、CCR2 のリガンド
CCL2, CCR7, CCR8, CCR1のリガンド CCL3, CCR5, CCR6のリガンド CCL20の発現をリア
ルタイム PCR 法にて測定した。さらに、ジカウイルスを感染させたマウスの脳組織における
上記ケモカインの発現を同法にて測定した。 
 
(4) アストロサイト特異的 TRAF6欠損マウスを用いたジカウイルス感染によるEAEの増悪化
解析 
	 アストロサイトで特異的に TRAF6 を欠損したマウスに予めジカウイルスを感染させた後に
MOGペプチドを免疫することで EAEを誘導し、免疫後 3週間に渡り臨床スコアを解析した。 
 
(5) TRAF6欠損アストロサイトおよびアストロサイト特異的 TRAF6欠損マウスにおけるジカ
ウイルス感染時のケモカインの測定	  
	 アストロサイト特異的 TRAF6 欠損マウスから培養した TRAF6 欠損アストロサイトにジカ
ウイルスを感染させ、CCL2, CCL3, CCL5, CCL7, CCL8, CCL20の発現をリアルタイム PCR
法にて測定した。さらに、ジカウイルスを感染させたアストロサイト特異的 TRAF6 欠損マウ
スの脳組織における上記ケモカインの発現を同法にて測定した。 
	
(6) CCR2および CCR6欠損マウスを用いたジカウイルス感染による EAEの増悪化解析	
	 CCR2, CCR6欠損マウスに予めジカウイルスを感染させてMOGペプチドを免疫することで
EAEを誘導し、免疫後 3週間に渡り臨床スコアを解析した。 
	
(7) プロパゲルマニウム投与マウスを用いたジカウイルス感染による EAEの増悪化解析	
	 野生型マウスに予めジカウイルスを感染させて MOG ペプチドを免疫することで EAE を誘
導し、免疫後 3 週間に渡り臨床スコアを解析した。また、MOG 免疫マウスには連日プロパゲ
ルマニウムを経口投与した。 
	
	
４．研究成果	
(1)	図 1Bで 4ヶ所に分割した領域の 1つをアフリカ型からア
ジア型にすると細胞侵入能が有意に低くなることが明らかに
なった。よって、当該領域に存在するアミノ酸の違いがジカ
ウイルスの細胞侵入能に強く影響することが明らかになった。
(未発表データのため、具体的な領域については未記載)  
 
(2) (1)で絞り込んだ領域に存在するアフリカ型の 1 つのアミ
ノ酸をアジア型に置換するとアジア型と同程度にまで細胞侵
入能が低下すること、逆にアジア型の当該アミノ酸をアフリ
カ型に置換するとアフリカ型と同程度
にまで上昇することを見出した(図 2)。
一方でその他のアミノ酸は置換しても
細胞侵入能に影響を与えなかった(デー
タ非表示)。(未発表データのため、具体
的なアミノ酸については未記載) 
 
(3) 血液脳関門を構成するアストロサイ
トはケモカイン CCL2や CCL20を産生
することで Th17細胞の中枢神経系への
遊走を促進し、EAE の増悪化に関与す
ることが報告されている 
(J Neuroimmunol.2014;274(1-2):53-61. 
Immunity.2015;43(6):1174-85.)。このこ



とはジカウイルスに感染したアストロサイトが病原
性 T細胞を中枢神経系へ誘引するためのケモカイン
を産生することを示唆する。当解析はこの可能性を
検証したものである。 
	 感染培養アストロサイトにおいて、CCL2, CCL3, 
CCL5, CCL7, CCL8, CCL20の発現がジカウイルス
の感染により大きく上昇した(図 3)。さらに、ジカウ
イルスを感染させたマウスの脳組織におけるCCL2, 
CCL3, CCL5, CCL7, CCL8, CCL20の発現も非感
染マウスのものに比べて有意に上昇することが明ら
かになった(データ非表示)。	
 
(4) アストロサイトが CCL20 を産生するためには
RANK（Receptor Activator of NF-κB Ligand）か
ら の 刺 激 が 必 要 で あ る (Immunity. 
2015;43(6):1174-85.)。シグナル伝達分子 TRAF6 
(TNF receptor-associated factor 6) は RANKの下
流のシグナル伝達に必須の分子である。以上の知見
はアストロサイトにおける TRAF6シグ
ナルはジカウイルス感染における EAE
の増悪化に関与している可能性を示唆
する。 
	 アストロサイト特異的 TRAF6欠損マ
ウスは野生型マウスに比べて EAE に耐
性を示し、野生型マウスで観察されるジ
カウイルス感染による症状の増悪化が
全く観察されなかった(図4)。これより、
アストロサイトにおける TRAF6シグナ
ルが EAE の病態を制御することが示さ
れた。さらにこのシグナルが病原性 T細
胞を中枢神経系へ誘引するためのケモ
カインの産生に関与していることが示
唆された。 
 
(5) TRAF6欠損アストロサイトでは、ジカウイル
スを感染させたにも関わらず、CCR2 のリガンド
CCL2, CCL7, CCL8と CCR6のリガンド CCL20
が上昇しなかった。一方で、CCR1 のリガンド
CCL3, 5は発現が有意に上昇した(図 5)。さらに、
ジカウイルスを感染させたアストロサイト特異的
TRAF6 欠損マウスの脳組織においても、CCL2, 
CCL7, CCL8, CCL20の発現が感染により上昇せ
ず、CCL3, CCL5は有意に上昇することが明らか
になった(データ非表示)。これらより、アストロ
サイトにおけるジカウイルス感染時の CCR2, 
CCR6 リガンドの産生は TRAF6 シグナルに依存
するが、CCR1 リガンドの産生は依存しないこと
が明らかになった。また、(4)の結果と組み合わせ
ると、ジカウイルス感染による EAE の増悪化の
原因が TRAF6シグナル依存的な CCR2-CCR2リ
ガンドの作用またはCCR6-CCR6リガンドの作用
によること、もしくはこれら両方の作用によるこ
とが示唆された。 
 
(6) CCR6 欠損マウスでは野生型マウスと同様にジカウイルス感染による症状の増悪化が観察
されたが、CCR2 欠損マウスではこの増悪化が全く観察されなかった(データ非表示)。これよ
り、ジカウイルス感染による EAE の増悪化は TRAF6 シグナル依存的な CCR2-CCR2 リガン
ドの作用によることが明らかになった。 
 
(7) プロパゲルマニウム(PG)は元来 B 型肝炎の治療薬として使用されてきた薬剤であるが、
CCR2の阻害薬としての機能を有することが明らかになり、近年ではその機能によりがんの転
移を予防することが報告されている(J Clin Invest.2015;125(2):621-35.)。以上の知見はプロパ
ゲルマニウムがジカウイルス感染における EAEの増悪化を阻害できる可能性を示唆する。 



	 プロパゲルマニウム投与マウスは野生型マウスに比べて EAE の症状が抑制されることが明
らかになった。さらに、プロパゲルマニウム投与マウスではジカウイルス感染による EAE の
増悪化が観察されなかった(図 6)。このことより、プロパゲルマニウムがドラッグリポジショニ
ングの観点より、将来的に多発性硬化症およびジカウイルス感染による神経変性疾患の治療に
応用できる可能性が示唆された。 
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