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研究成果の概要（和文）：チクングニアウイルス（CHIKV）は蚊によって媒介され、感染患者は関節炎を特徴と
した発熱症状を示す。本研究では、CHIKVが細胞への吸着にC型レクチンを使用することを明らかにし、CHIKVは
蚊と哺乳類との間でまわる感染の過程でウイルス膜蛋白質上に纏う糖鎖構造を変え、複数のレクチン発現細胞に
効率よく感染する可能性を示した。また、CHIIKV感染により関節炎を発症するマウスモデルを確立し、炎症部位
ではレクチン関連分子の遺伝子発現量が上昇することを明らかにした。この結果より、発現が増加したレクチン
関連分子を介して炎症部位ではCHIKVの細胞への吸着効率が増加する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Chikungunya virus is transmitted to human by mosquitoes. The most common 
symptoms of Chikungunya virus infection are fever and arthritis. Here we showed that C-type lectins,
 which bind to carbohydrates in a calcium-dependent manner, bound to Chikungunya virus and mediated 
the attachment of the virus to the cell surface. Our data suggested that Chikungunya virus attached 
to the cells expressing different C-type lectins using the different glycan structures on the viral 
glycoprotein added in the cycle between mosquito and mammalian hosts. Furthermore, we developed the 
mouse model of Chikungunya arthritis seen in patients using the viral isolates from Chikungunya 
imported cases. The gene expression of the lectin-related molecules was upregulated in the mouse 
lower legs showing the arthritis by Chikungunya virus infection. These results implied that the 
Chikungunya viral attachment to the cell surface might increase by upregulated lectin-related 
molecules at the site of arthritis.

研究分野： ウイルス学

キーワード： チクングニアウイルス　関節炎　レクチン　糖鎖

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
2004 年以降、チクングニア熱は世界的に流

行し、日本では 2013 年 10 月現在で 47 例の
輸入症例が確認されている。チクングニアウ
イルス（CHIKV）を保有する蚊に刺されるこ
とによって感染し、患者は熱、筋肉痛、関節
痛を主症状とする急性熱性疾患の症状を呈
する。一部の患者では、急性症状から回復し
た後も日常生活に支障をきたす程の関節リ
ウマチ様後遺症が残る。CHIKV 感染による関
節炎と類似した病態を示す関節リウマチで
は、患者の関節内マクロファージで C 型レク
チン（DC-SIGN）の発現量が増加することが
報告されている。しかし、CHIKV 感染による
関節炎とC型レクチンの関連については明ら
かにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、近年の CHIKV 臨床分離株を

用い、CHIKV 感染による関節炎の病態形成に
C 型レクチンが関与するかどうかを明らかに
する。具体的に以下の点について研究を実施
する。 

 
(1) CHIKV が細胞への吸着・侵入に C 型レ

クチンを利用するかどうかを明らかに
する。 

(2) CHIKV 感染により関節炎を発症するマ
ウスモデルを確立する。 

(3) 関節炎発症部位でレクチンやレクチン
関連分子の発現量が増加するかどうか
を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 輸入症例からの CHIKV の分離および分
離株の系統解析 

CHIKV 感染症の輸入症例検体を C6/36 細
胞または Vero 細胞に接種することでウイル
ス分離を行った。分離株の全長配列を次世代
シークエンサーを用いて解読した。解読した
配列をもとに分子系統学的解析を実施した。 
 
(2) CHIKV の C 型レクチン発現細胞への感
染性解析 
① 輸入症例検体より分離した CHIKV の E
タンパク質をクローニングし、それぞれの E
タンパク質を被った GFP 発現シュードタイ
プ Vesicular Stomatitis Virus を作出した。各シ
ュードタイプウイルスの C 型レクチン
（DC-SIGN、DC-SIGNR、LSECtin）発現 Raji
および Jurkat 細胞への感染率をフローサイト
メーターを使用して測定した。 
② C6/36 細胞または Vero 細胞にて増殖させ
た 4 種の CHIKV 臨床分離株（Mal09-02、
SL10571、IDN09-58、BaH306）を DC-SIGN、
DC-SIGNR、LSECtin 発現 Jurkat 細胞へ接種し
た。接種後、経時的に回収した培養上清中の
ウイルス力価をプラーク法により測定した。 
 
(3) CHIKV 感染により関節炎を発症するマ

ウスモデルの開発 
① 104 または 105 pfuのCHIKVを 11種類の
近交系マウス（ A/JJmsSlc 、 AKR/NSlc 、
BALB/cCrSlc、C3H/HeSl、C3H/HeJYokSlc、
C3H/HeNSlc 、 C57BL/6NCrSlc 、
C57BL/6JJmsSlc 、 DBA/2CrSlc 、 DBA/1J 
JmsSlc、NZW/NSlc）の下腿皮下に接種し、臨
床症状を観察した。また、血清および組織中
のウイルス力価測定を実施した。 
 
② マウス順化 CHIKV を作出するため、
IFNAR1 欠損マウスまたは乳のみマウスで
CHIKV を継代した。10 継代したウイルスを
C57BL/6J マウスに接種し、臨床症状の観察、
血中および組織中のウイルス力価測定を実
施した。 
 
③ 104 CCID50の CHIKV を C57BL/6J マウス
および IFNAR1 欠損マウスの足背部に皮下接
種し、臨床症状を観察した。また、血清およ
び組織中のウイルス力価測定、病理学的解析
を実施した。 
 
(4) 関節炎発症局所におけるレクチン関連
分子の遺伝子発現量解析 

CHIKV 感染により関節炎症状を呈したマ
ウスの後肢から RNA を抽出し、次世代シー
クエンサーを使用して遺伝子発現量解析を
実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 輸入症例からの CHIKV の分離および分
離株の系統解析 
 2016 年 6 月までに国内で診断された
CHIKV感染症輸入症例89例のうち54例の実
験室診断を実施した。2013 年以前は南アジア、
東南アジアからの輸入症例のみに限られて
いたが、2014 年以降、CHIKV の流行拡大に
伴い、太平洋諸国、カリブ海諸国、アメリカ
大陸からの帰国者においても CHIKV 感染症
が診断された（図 1）。2016 年には、それま
で CHIKV の流行が報告されていなかったキ
ューバからの帰国者において CHIKV 感染症
を実験室診断し、キューバ国内で CHIKV が
流行していることを初めて明らかにした。 

図 1. CHIKV 感染症の輸入症例数 
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診断した輸入症例検体から 14 株の CHIKV
を分離し、分離株の全長遺伝子配列を決定し
た。決定した遺伝子配列をもとに分子系統学
的解析を行い、4 株は東/中央/南アフリカ
（ECSA）遺伝子型、10 株はアジア遺伝子型
に属することを明らかにした（図 2. 赤字）。
また、系統解析の結果、インドネシアおよび
アンゴラには複数の異なる CHIKV 株が存在
したことを明らかにした。 

図 2. CHIKV の系統樹（株名_国_分離年） 
 
(2) CHIKV の C 型レクチン発現細胞への感
染性解析 
① ECSA 型に属す Mal09-02 株、SL10571 株
および、アジア型に属す IDN09-58 株、BaH306
株のE蛋白質を被ったシュードタイプウイル
スを作出した。各シュードタイプウイルスの
C 型レクチン（ DC-SIGN 、 DC-SIGNR 、
LSECtin）発現 Raji および Jurkat 細胞への感
染率を非発現細胞と比較した結果、いずれの
シュードタイプウイルスにおいてもてレク
チン発現細胞で感染性が増加した（図 3）。
CHIKV は DC-SIGN、DC-SIGNR、LSECtin を
介して細胞へ吸着・侵入可能であることを明
らかにした。 
 

 
 
 
 
 

図 3. シュードタイプウイルスの C 型レクチ
ン発現細胞への感染効率 
 
② 蚊由来 C6/36 細胞または哺乳類由来 Vero
細胞にて増殖させた Mal09-02 株、SL10571
株、IDN09-58 株、BaH306 株を DC-SIGN、
DC-SIGNR、LSECtin 発現 Jurkat 細胞へ接種し
た後、経時的に培養上清中のウイルス力価を
測定した。SL10571 株、IDN09-58 株、BaH306
株と比較して、Mal09-02 株でレクチン発現細
胞への感染性が増強した（図 4）。また、C6/36
細胞で増殖させた Mal09-02 株の感染性は
DC-SIGN 発現細胞で最も高く、Vero 細胞で増
殖させた Mal09-02 株の感染性は DC-SIGNR
および LSECtin 発現細胞で高かった（図 4）。 

図 4. CHIKV の C 型レクチン発現 Jurkat 細胞
への感染効率 
 

C 型レクチンはカルシウム依存性に糖鎖を
認識して結合する蛋白質である。蚊細胞と哺
乳類細胞では付加される糖鎖構造が異なる
ことから、ウイルスを調整した細胞種によっ
て各レクチン発現細胞への感染効率が異な
ることが示された。この結果より以下のこと
が考えられた。蚊の体内で増殖した CHIKV
は DC-SIGN と結合しやすい糖鎖構造を纏う。
蚊の吸血時にヒトの皮内に侵入した CHIKV
は、DC-SIGN を発現する単球系細胞に感染す
る。ヒト単球系細胞で増殖したウイルスは、
DC-SIGNR や LSECtin を発現する内皮細胞に
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感染しやすい糖鎖構造を纏う。このように、
蚊と哺乳類で付加される糖鎖構造の違いが
CHIKV の宿主内での動態に影響を与えてい
る可能性が示唆された。 
 
(3) CHIKV 感染により関節炎を発症するマ
ウスモデルの開発 

11 種類の近交系マウス（A/JJmsSlc、
AKR/NSlc 、 BALB/cCrSlc 、 C3H/HeSl 、
C3H/HeJYokSlc、C3H/HeNSlc、C57BL/6NCrSlc、
C57BL/6JJmsSlc 、 DBA/2CrSlc 、 DBA/1J 
JmsSlc、NZW/NSlc）の下腿皮下に 104または
105 pfu の Mal09-02 株を接種したが、いずれ
のマウス系統においても症状が認められず、
また、血清および接種部位直下の筋組織にお
いてウイルスの増殖が認められなかった。 

CHIKV に易感染性の IFNAR1 欠損マウス
または乳のみマウスでウイルスを継代する
ことによりマウス順化 CHIKV の作出を試み
た。マウスで 10 継代したウイルスを
C57BL/6J マウスの下腿皮下に接種したが、臨
床症状および各組織でのウイルスの増殖は
認められず、マウス組織へのウイルスの順化
は確認できなかった。 
一方、足背部皮下に 104 CCID50の Mal09-02

株、IDN09-58 株、DMA14-73 株を接種するこ
とで、C57BL/6J マウスにウイルス血症および
後肢腫脹（筋炎・関節炎）を起こすことに成
功した（図 5、6）。IFNAR1 欠損マウスにお
いても足背部皮下に CHIKV を接種すること
でウイルス血症および後肢腫脹を観察可能
であったが、感染後 4 日程度で致死的症状を
示した。CHIKV 感染患者において死亡例は稀
であることから、IFNAR1 欠損マウスはヒト
患者での症状を模倣しなかった。 

図 5. CHIKV 感染 C57BL/6J マウスにおける
ウイルス血症の経時的変化 

図 6. CHIKV 感染 C57BL/6J マウスにおける
後肢腫脹 

(4) CHIKV 感染マウスの炎症局所における
レクチン関連分子の遺伝子発現量解析 

(3) において、CHIKV 感染により炎症を認
めたC57BL/6Jマウスの後肢よりRNAを抽出
し、次世代シークエンサーを使用して遺伝子
発現量解析を実施した。非感染コントロール
と比較して、炎症を示したマウスでは 5 種類
の C 型レクチン関連遺伝子（CLEC4A1, 4A3, 
4D, 4E, 7A, 12A）の発現が増加していた。 

 
本研究の結果、CHIKV は蚊と哺乳類との間

でまわる感染の過程でウイルス膜タンパク
質上に纏う糖鎖構造を変え、複数の C 型レク
チン発現細胞に効率良く感染する可能性が
考えられた。また、CHIKV 感染による炎症発
症部位ではレクチン関連分子の発現量が上
昇することから、発現が増加したレクチン関
連分子を介して CHIKV の細胞への吸着・侵
入効率が炎症部位で増加する可能性が考え
られた（下図）。 
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