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研究成果の概要（和文）：オートファジーは細胞内タンパク質分解系の一つで、変性タンパク質の排除や感染微生物の
排除等、様々な役割を持つ。ウエストナイル脳脊髄炎発症の原因の一つであることが予想されるウエストナイルウイル
ス感染によるオートファジーの抑制は、ウエストナイルウイルスの非構造タンパク質であるNS2B/3によって惹起される
ことが示唆された。また、オートファジーはウエストナイルウイルスのウイルスゲノム複製及び遺伝子発現過程を抑制
し、ウイルス増殖を顕著に抑制することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is one of the intracellular protein degradation system that is implicate
d in elimination of denatured proteins and infectious microbes. It is expected that inhibition of autophag
y is cause of West Nile encephalomyelitis. In this study, we found that autophagy was inhibited by NS2B/3 
that is non-structural proteins of WNV. We also found autophagy inhibited West Nile virus replication at t
he viral genome replication and gene expression stages.
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 ウエストナイルウイルス（WNV）は、ウマ
やヒト等に致死率の高いウエストナイル脳
脊髄炎を惹起する人獣共通感染症の原因ウ
イルスである。ウエストナイル脳脊髄炎は
WNV 感染により神経細胞が障害されることが
原因で発症するが、WNV 感染によって誘導さ
れる宿主因子の応答および、細胞障害発症機
構は解明されておらず、特異的治療法も確立
されていない。	
 
	
 WNV 感染モデルマウスを用いた解析から、
WNV 感染により障害を受けた神経細胞に、細
胞にとって有害である変性タンパク質が蓄
積すること、ならびに WNV 感染神経細胞にお
いて細胞内タンパク質分解機構の一つであ
るオートファジーが抑制されることが明ら
かとなった。神経系細胞特異的オートファジ
ーノックアウトマウスでは、神経細胞に変性
タンパク質が蓄積し、死に至ることが知られ
ている。以上の結果に基づいて、「WNV 感染で
惹起される神経細胞障害はオートファジー
の低下による変性タンパク質の蓄積によっ
て起こる」という仮説を立てた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
WNV 感染で惹起されるオートファジー抑制に
関わるウイルス因子を明らかにする。また、
WNV 感染によるオートファジー抑制が WNV の
増殖に与える影響を明らかにする。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
（１）WNV のゲノムにコードされている 10 個
のウイルスタンパク質を個々に発現するプ
ラスミドを作製した。それぞれのプラスミド
を神経系由来細胞に形質導入し、オートファ
ジーマーカーである LC3-II の発現をイムノ
ブロッティング法及び、免疫細胞化学染色法
で評価し、オートファジー抑制ウイルスタン
パク質を特定した。	
 
	
 
（２）	
 
①オートファジーに必須因子である Atg5 を
欠損したマウス胚性線維芽細胞（Atg5-/-	
 MEF）
に WNV を接種後、上清中のウイルス価をプラ
ーク法により定量し、ウイルスの増殖効率を
野生型（Atg5+/+	
 MEF）と比較した。また、WNV
の増殖に対するオートファジーの役割を確
認するために、ATG5 発現プラスミドを Atg5-/-	
 

MEF に導入後、WNV の増殖を control プラス
ミド導入細胞と比較した。	
 
	
 
②オートファジーによって抑制される WNV の
増殖段階を特定するために、オートファジー
誘導ペプチドである Tat-beclin1 を WNV 感染
前及び、感染後に作用させ、上清中のウイル
ス価を測定した。また、感染が成立すると GFP
を発現し、子孫ウイルスを産生できないウイ
ルス様粒子（WNV-RVP）を Atg5-/-	
 MEF に接種
し、GFP 発現率を Atg5+/+	
 MEF と比較した。	
 
	
 

４．研究成果	
 
（１）オートファジーを抑制する WNV のタン
パク質の特定	
 
	
 ウイルスタンパク質発現プラスミドを
SK-N-SH 細胞に形質導入し、LC3-II の発現を
イムノブロッティング法および免疫染色法
を用いて確認すると、どちらの結果において
も NS2B/3 発現細胞において LC3-II の発現が
低下する傾向が認められた（図 1）。以上の結
果から、NS2B/3 がオートファジーを抑制する
ことが示唆された。	
 
	
 

図 1.	
 WNV タンパク質の発現細胞におけるオ
ートファジーの評価。NS2B/3 を発現させた細
胞において、LC3-II の発現が低下する傾向に
あった。	
 
	
 
（２）オートファジーが WNV 増殖に与える影
響についての解析	
 
①WNV の増殖を Atg5+/+	
 MEF	
 および Atg5-/-	
 MEF
で比較した結果、感染 24 または 48 時間後の
ノックアウト細胞において有意にウイルス
価が高く（図 2）、また、ノックアウト細胞に
ATG5 発現プラスミドを導入すると、ウイルス
量の低下が認められ、これらの結果から、オ
ートファジーは WNV の増殖を抑制することが
明らかとなった。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 2.	
 Atg5+/+	
 MEF および Atg5-/-	
 MEF における
WNV の増殖。感染 24 または 48 時間後のウイ
ルス価は Atg5-/-	
 MEF で有意に高い（*p<0.05,	
 
**p<0.01）。	
 
	
 
②オートファジーが抑制する WNV の増殖段階
を明らかにするために、WNV 感染前に
Tat-beclin1 で処理した細胞における WNV の
増殖は control ペプチドで処理した細胞と比
較して、差が認められなかったが、感染後に
処理した細胞では、ウイルス量の低下が認め
られ（図 3）、オートファジーは WNV 増殖後期



 

 

を抑制することが明らかとなった。	
 
	
 

図 3.	
 オートファジー誘導ペプチドを用いた
解析。WNV 接種後に Tat-beclin1（T-B）を加
えると、control ペプチド（T-S）に比較して
ウイルス価が低下する（**p<0.01）。	
 
	
 
	
 続いて、WNV ゲノム複製及び遺伝子発現過
程までをモニターできる WNV-RVP を Atg5+/+	
 
MEF	
 および Atg5-/-	
 MEF に接種し、GFP 発現細
胞数を比較すると Atg5-/-	
 MEF で有意に高く
（図 3）、オートファジーは WNV ゲノム複製及
び遺伝子発現過程までに抑制効果を示すこ
とが明らかとなった。	
 
	
 

図 3.	
 RVP 感染 Atg5+/+	
 MEF	
 および Atg5-/-	
 MEF	
 
での GFP 陽性率の比較。RVP 接種 24 時間後の
GFP 陽性細胞数は Atg5-/-	
 MEF で有意に高い
（**p<0.01）。	
 
	
 
	
 WNV のゲノム複製及び遺伝子発現過程以降
が WNV 後期過程であることから、オートファ
ジーは WNV のゲノム複製及び遺伝子発現過程
に作用し、ウイルスの増殖を抑制することが
示唆された。以上の結果は、英文雑誌に投稿
中である。	
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