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はじめに

　フラビウイルス科フラビウイルス属の多くは吸血性の節
足動物（ダニ・蚊）によって媒介され，人や動物に病原性
を示す多くの重要なウイルスが属している 1-2）．フラビウ
イルス属のウイルスは遺伝子学的・生態学的に，ダニ媒介
性（tick-borne）フラビウイルス，蚊媒介性（mosquito-borne）
フラビウイルス，そして脊椎動物特異的（No known vector）
フラビウイルス，そして昆虫特異的（insect-specific）フ
ラビウイルス 3)の 4つのグループに分けられている． 蚊
媒介性フラビウイルスには，デングウイルス，日本脳炎ウ
イルス（JEV），西ナイルウイルス（WNV），黄熱ウイルス，
ジカウイルス等が挙げられる．近年，これらのフラビウイ
ルスの流行地域の拡大が報告されており，世界人口の大部
分が，一つ以上のフラビウイルスの流行地に居住している状
況であり，世界的に公衆衛生上重要な問題となっている 4-5）．
　フラビウイルス属のウイルス遺伝子は＋鎖，一本鎖の
RNAであり，約 11,000塩基で構成される．ウイルス遺伝
子 RNAは 1つのORFをコードしており，ここから約 3,400
アミノ酸の一つの蛋白質として翻訳された後，宿主又はウ
イルスのプロテアーゼにより 3つの構造蛋白（C，prM，E）

と 7つの非構造蛋白（NS1，NS2A，NS2B，NS3，NS4A，
NS4B，NS5）へと切断される 6)．
　ダニ媒介性脳炎ウイルス（TBEV）はダニ媒介性フラビ
ウイルスの中で最も医学的に重要なウイルスであり，ダニ
媒介性脳炎（TBE)患者はユーラシア大陸の広域で年間
一万人前後発生していて，患者報告地域も拡大している 7)．
TBEVは遺伝子性状から，ヨーロッパ型，シベリア型，極
東型の 3つのサブタイプに分類される．各サブタイプの地
理的分布については，重複する領域もあり，韓国でヨーロッ
パ型が分離されていたりする等 8)，ユーラシア大陸内での
TBEVの頻繁な移動が示唆されている．
　TBEVは自然界ではマダニによって媒介されており，主
にIxodes 属 9-12)，Dermacentor 属 9, 13)，Haemaphysalis 属 14)

等の幅広い種のマダニが媒介可能であると報告されてい
る．TBEVはマダニの中で，経齢間伝達 15)及び経卵巣伝
達 16)することが知られており，マダニの中で世代を超え
て長期間ウイルスが維持されることが可能である．
　小型野生げっ歯類を中心に様々な野生動物とマダニの間
で感染環が維持されているが，感染マダニの吸血により伴
侶動物，家畜動物や人を含めた幅広い動物種に感染する．
特に小型野生げっ歯類はウイルス血症を起こし，これによ
り吸血時のダニへの感染を引き起こすとされているが 17-18)，
ウイルス血症を起こしていない動物においても，感染マダ
ニと非感染マダニが同じ場所で吸血することにより
(co-feeding)，非感染マダニがウイルスを保有しうる事も
知られている．さらに，TBEVに感染した家畜動物の生乳
及びチーズを介した人への感染がヨーロッパで報告されて
いる 19-20)．
　日本では 1948年に発生した日本脳炎流行時に，日本脳
炎疑い患者から TBEVの一遺伝子型である跳躍病ウイル
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スが 2株分離されている 21-22)．そして北海道においては，
1993年に道南において国内初の確定診断症例が発生してお
り 23)，2016－ 2017年においては札幌市および函館市にお
いて 2-4例目となる確定診断症例が発生しており，そのう
ち 2名が死亡している 24-25)．我々は国内初の TBE確定診
断症例の発覚以来，継続的に動物を対象とした血清疫学調
査を行ってきているが，北海道の広範な地域及び西日本に
おいて，抗 TBEV抗体を保有する動物が生息している事を
明らかにしており，北海道のみならず日本の広域に TBEV
の流行巣が存在している可能性を示してきている 23, 26-27)．
　ダニ媒介性フラビウイルスは，ダニの宿主への吸血時の
かなり初期に宿主に感染するものと考えられている．吸血
された皮膚の部位において好中球や単球，樹状細胞などに
感染し，所属リンパ節に輸送されて増殖後，ウイルス血症
や末梢臓器への体内伝播を起こすものと考えられている 28)．
その後，神経向性ダニ媒介性フラビウイルスは中枢神経系
（CNS）に侵入し，増殖すると考えられている．しかしダ
ニ媒介性フラビウイルスが，どのようにして病原性を発現
していくのか，その機序は殆ど不明である．

ダニ媒介性フラビウイルスにおける神経病態を決定する 

ウイルス因子の同定

　ダニ媒介性フラビウイルスの多くは TBEVに代表され
るように，感染した人や動物に脳炎を引き起こし，それに
付随して生じる様々な神経症状が認められる．それに対し，
キャサヌール森林熱ウイルス（KFDV），オムスク出血熱
ウイルス（OHFV）及び Alkhumra virus（ALKV）の 3つ
のダニ媒介性フラビウイルスは，発熱や頭痛，筋肉痛など

の初期に認められるインフルエンザ様症状は脳炎ウイルス
と共通しているものの，感染した人に内臓の出血等の出血
熱様症状を引き起こす事が知られている 29)．またマウス
モデルにおいても感染した人と同様に，TBEVは四肢の麻
痺等の神経症状を伴う脳炎を引き起こすのに対し，OHFV
では脳でのウイルス増殖が認められるものの神経症状は認
められず，内臓指向性の出血熱様症状を引き起こすことが
明らかになっている 30-31)．
　TBEVと OHFVはアミノ酸配列全長にして 90%以上の
相同性があるにも関わらず 32)，何故このような病態の違
いが起きるのか，それを決定するウイルス因子については
長年不明であった．そのため，我々は両ウイルスの感染性
cDNAによるリバースジェネティクス法を確立し 33-35)，マ
ウスモデルを利用することで，両ウイルスの病態の違いを
決定する因子の同定とその機序の解明を試みた 36)．

1. TBEVの NS5がマウスモデルにおける神経症状発現に
重要である．

　まず TBEVの Oshima 5-10株及び OHFVの Guriev株に
由来する感染性 cDNAを利用して，エンベロープ膜蛋白
（prM-E）領域を TBEV―OHFV間で組換えたキメラウイ
ルス（TBEV/OHF-ME，OHFV/TBE-ME）を作製した．
親株由来である TBEV-pt，または OHFV-ptを 10,000 pfu
皮下接種した 5-6週令の BALB/cマウスでは，殆ど全て
体重減少を示したが，TBEV-ptでは高率に神経症状とし
て四肢の麻痺や平衡感覚の異常などを示したのに対し
（81.0％），OHFV-ptでは殆どのマウスは神経症状を示さ
なかった（6.4%）．そしてこの神経症状を示した割合は，

図 1 キメラウイルス感染マウスにおける神経症状発症
 各ウイルスを BALB/c に 10,000 pfu 皮下接種し，神経症状の発症を観察
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TBEV/OHF-ME，OHFV/TBE-MEを接種したマウスにお
いても，それぞれの親株由来である TBEV-pt，OHFV-pt
と殆ど変わらず，prM-E領域は両ウイルスの病態の違い
には関与していないことが示された．
　同様に OHFV-ptをベースとして各ウイルス蛋白をコー
ドする領域を組換えたキメラ OHFVを作製し，マウスに
接種した所，C，NS1，NS2A，NS2B，NS4AB領域の組
換えは，接種マウスの神経症状を示した割合には殆ど影響
を与えていなかった．しかし，NS3領域の組換えにより
45.5％まで上昇し，さらに NS5領域の組換えでは 88.9％
と TBEV-pt感染マウスと殆ど同じ割合で神経症状を発症
するようになり，TBEVの NS5に神経症状発症に関わる
ウイルス因子が存在することが示された．
　さらに NS5領域について詳細に解析していった所，
OHFVの NS5の 879-881番目のアミノ酸 RYS及び 891番
目のアミノ酸 Eを，それぞれ TBEV由来である KFK及び
Dに置換したウイルス（OHFV/NS5879KFK891D）を接種
したマウスの内，80.8％が神経症状を示した（図 1）．また
TBEVから同部位のアミノ酸を OHFV由来のものに置換
したウイルス（TBEV/NS5879RYS891E）を接種したマウス
では，神経症状を示す割合が低下した（81％ → 30％）．こ
れらの結果より，TBEVの NS5の 4つのアミノ酸（KFK-D）
がマウスモデルにおける神経症状発症に重要であることが
示された．
2. TBEVの NS5の 4アミノ酸は神経突起の伸長に影響を
与える．

　TBEVの NS5の 4つのアミノ酸（KFK-D）が，どのよ

うな機序でマウスモデルにおける神経症状発症に影響を与
えているのか解析を行った．TBEV-pt，OHFV-pt，TBEV/ 
NS5879RYS891E ，OHFV/NS5879KFK891Dについて，ハム
スター腎臓由来培養細胞である BHK細胞及びマウス神経
芽腫由来培養細胞 NA細胞を用いて，ウイルスの増殖性を
検討したが 4つのアミノ酸置換による影響は認められな
かった．さらに各ウイルスを感染させたマウスにおいて，
血液，脾臓及び脳におけるウイルス量の経時変化を解析し
たが，同じく 4つのアミノ酸置換による影響は認められな
かった．さらに脳の組織病理解析においても，ウイルスの
神経細胞への分布や炎症反応には 4つのアミノ酸置換によ
る影響は認められなかった．以上のことから NS5の 4つ
のアミノ酸の置換による神経症状発症率の変化は，ウイル
スの増殖性や，脳内における神経細胞への感染指向性，炎
症反応の誘発等に起因しているものでは無いことが示され
た．
　そこで我々は，神経成長因子存在下で神経突起を伸長し
神経細胞のモデルとして使用されるラット副腎髄質由来の
褐色細胞腫である PC12細胞を用いて，ウイルス感染によ
る神経突起伸長への影響を解析した．BHK細胞や NA細
胞と同じく，NS5の 4つのアミノ酸の置換によるウイル
スの増殖性は認められなかった．TBEV-pt感染細胞では，
神経成長因子存在下での PC12細胞の神経突起伸長が大き
く阻害されたのに対し，TBEV/NS5879RYS891E 感染では，
その阻害効果が減弱していた．また OHFV-pt感染細胞で
は神経突起伸長への影響は殆ど認められなかったのに対
し，OHFV/NS5879KFK891D感染細胞では神経突起伸長が
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図 2 キメラウイルス感染 PC12細胞における神経突起伸長
 各ウイルスを PC12細胞に感染させ，NGF存在下における神経突起の伸長への影響を観察
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阻害されていた（図 2）．従って，NS5の 4つのアミノ酸
は神経突起の伸長に影響を与える事が示された．
　神経症状発症等の神経病態の表現型の発現には，何らか
の神経科学的な機能不全や変性が関与しているものと考え
られている．今回同定された KFK-D配列は，神経突起の
伸長に大きく影響を与えることが示された．神経突起の伸
長の阻害は，神経突起の分化発達や，シナプス可塑性・小
胞輸送に大きく影響を与える事が知られており 37-38)，こ
れがウイルス感染マウスの神経病態の表現型発現につな
がったものと考えられる．
　今回同定された KFK-Dの 4つのアミノ酸は TBEVの殆
どの自然界分離株に保存されており，OHFVで見られる
RYS-Eの配列は KFDV，ALKVを含む出血熱性のダニ媒
介性フラビウイルスに高度に保存されている．この 4つの
アミノ酸配列は NS5の C末端部に位置しているが，各ウ
イルスの進化・分岐の過程においてそれぞれの媒介マダニ・
自然宿主哺乳動物に適応する形で選択されていったと推定
される．今後はこれらのアミノ酸が相互作用する宿主因子
を解析してその機序を明らかにしていくことで，ダニ媒介
性フラビウイルスの病態発現機序に有益な知見が得られる
ものと考えられる．

TBEVの神経細胞内における特異的な複製機構の解析

　フラビウイルスは感染した人や動物に様々な症状を引き
起こすが，その中でも CNSに感染した際に起こる脳炎は
症状も重篤化し致死率も高い傾向にある．主な脳炎を引き
起こすフラビウイルス（TBEV，JEV，WNV）は CNSに
おいて神経細胞を標的細胞として増殖するが，表現型とし
て現れる中枢神経症状は各ウイルスで傾向が異なることが
知られている 39-41)．しかし神経細胞でのウイルス複製が

どのようにしてこのような神経学的症状の違いにつながっ
ているのか，その機序は不明である．

1. ダニ媒介性フラビウイルスは神経細胞の樹状突起で局
所的に複製し膜構造の変性を引き起こす．

　マウス初代培養神経細胞に TBEV，JEV又はWNVを感
染させた所，全てのウイルスが神経細胞で顕著な増殖性が
認められた．神経細胞内におけるウイルス抗原の分布を解
析した所，蚊媒介性フラビウイルスである JEV，WNVは
神経細胞体においてウイルス抗原は認められ，樹状突起上
には殆ど認められなかったのに対し，TBEVを感染させた
神経細胞では，細胞体のみではなく樹状突起においてもウ
イルス抗原が蓄積しているのが認められた（図 3）．さら
に OHFVや Langat virus等の他のダニ媒介性フラビウイ
ルスを用いて解析を行った所，TBEVと同様に樹状突起へ
のウイルス抗原の蓄積が観察され，この性質はダニ媒介性
フラビウイルスに共通するものであることが明らかになっ
た．
　この樹状突起上でのウイルス抗原の蓄積部位には，ウイ
ルスの構造蛋白及び非構造蛋白の双方が存在しており，さ
らにウイルス RNA複製時に生成される 2本鎖 RNAも観
察された．従って，この部位において局所的に TBEVの
ゲノム RNA複製が行われウイルス蛋白が産生されている
ことが示された．さらに電子顕微鏡を用いて解析した所，
樹状突起内に ER由来と考えられる膜構造の変性が認めら
れ，層状の膜構造が観察され内部にウイルス粒子と推定さ
れる粒子構造物が多数認められた．
　フラビウイルスは一般的に感染した細胞の ERにおいて
ウイルス複製が行われ，これに伴い ER膜構造の変性が起
こる．上記の成績から，TBEVのウイルスゲノム RNAは

500nm

変性した膜構造

ウイルス粒子

200nm

図 3 TBEV感染マウス初代神経細胞の樹状突起におけるウイルス抗原の蓄積
TBEVをマウス初代神経細胞に感染させ，ウイルス抗原の分布を観察した (左図：赤 )．樹状突起 (MAP2: 緑 )に結節状のウイ
ルス抗原の蓄積が認められる．電子顕微鏡下（中・右図）では，樹状突起上のウイルス抗原蓄積部位と考えられる所に，異常
な内膜由来構造が認められ，内部にウイルス粒子と思われる構造物が見られる．
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何らかのメカニズムにより感染神経細胞中の樹状突起内を
輸送され，局所的にウイルス RNAの複製が起こっている
と考えられる．この複製は樹状突起内の ER由来の膜構造
において行われ，細胞体での複製と同様に，ウイルス複製
に伴う膜構造の変性を引き起こしており，これが樹状突起
の機能変性につながっているものと推定される．この現象
は蚊媒介性フラビウイルスである JEV，WNVでは認めら
れず，ダニ媒介性フラビウイルスに特異的に認められたこ
とから，フラビウイルス性脳炎においても TBEV特異的
な中枢神経症状の発現に関与しているものと考えられる 42)．

2. ダニ媒介性フラビウイルス RNAは neuronal granuleに
より樹状突起内を輸送され，神経病態に影響を与える．

　前項までの結果から，ダニ媒介性フラビウイルスは樹状
突起内で局所的にウイルス複製が起こっていることが明ら
かになっており，これはウイルス RNAが樹状突起内を輸
送されることを示されている．このようなウイルス RNA
の輸送のメカニズムや神経病態の発現への影響等について
はこれまで殆ど不明であった．そこで我々はこのウイルス
RNAがどのように運ばれているか，その分子機序を解析し，
神経病態への影響との関連性について解析を行った 43)．
　神経成長因子存在下で神経突起を伸長させた PC12細胞
に，ウイルス RNAを発現させて神経突起への輸送を
FISH法で解析した所，ウイルス蛋白及びウイルス蛋白を
コードする領域の RNAではなく，非翻訳領域（UTR）の
RNAが神経突起への輸送に重要であることが明らかに

なった．さらに UTR中の輸送に重要な領域を絞り込んで
いった所 5'UTRの特定の配列が輸送の決定因子であるこ
とが明らかになった（図 4）．
　またウイルス RNAの輸送機序の解析において，我々は
Neuronal granuleと呼ばれる RNA-蛋白複合体に着目し
た．神経細胞は，樹状突起上で局所的に蛋白翻訳を行う機
能を持ち，これにより複雑な神経ネットワークの制御を
行っている 44-45)．この局所翻訳機構において細胞体から
樹状突起への宿主 RNAの輸送を担っているのが Neuronal 
granuleであり，我々は TBEVのウイルスゲノム RNAは
Neuronal granuleを利用して樹状突起上へ運ばれているの
ではないかとの仮説のもと解析を行った．樹状突起上での
ウイルスゲノム RNAと neuronal granule の構成要素であ
る RNA結合蛋白（FMRP）との局在について解析した所，
両者の共局在が認められた（図 5）．またプルダウンアッ
セイにより 5'UTRとの相互作用も確認された．さらに，
ウイルス RNAの Neuronal granuleによる輸送が，本来運
ばれるはずだった宿主 mRNAの輸送に影響しているか解
析した所，TBEV感染により樹状突起上のこれらの宿主
mRNAの分布量が減少しており，TBEVゲノム RNAと宿
主mRNAの樹状突起上の輸送は競合する事が示された．
　我々はさらに，5'-UTRの SL2に変異を導入することに
より，神経突起上のウイルスゲノム RNA輸送と局所翻訳
機能が欠損した TBEVを作製した．この変異ウイルスの
マウスモデルにおける神経病原性発現への影響を解析した
所，野生型と比較して死亡率や平均生存期間は影響を受け
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CMV luciferase

3’UTR

TBEV TBEV

5’UTR
CMV luciferase

3’UTR

TBEV WNV

5’UTR
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3’UTR

WNV TBEV

5’UTR
CMV luciferase
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図 4 神経突起内の TBEV由来 RNAの輸送に関わる RNA領域の同定
TBEV/WNVの 5'UTR/3'UTRを持つ RNAを，神経突起を伸展させた PC12細胞内で発現させ，神経突起 (MAP2:赤 )におけ
る発現 RNAの輸送 (緑 )を FISH法により検出した．
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おわりに

　一般にウイルス性脳炎は重篤化する傾向があり，致死率
も高くなり回復後も重篤な後遺症が残ることも多い．一口
に脳炎と言っても発現する神経学的な臨床症状はウイルス
毎に異なる事も多く，それぞれのウイルスに特異的な病態
発現機序が存在することが近年指摘されている．しかしこ
のようなウイルス性脳炎における神経学的な解析は難しい
点が多く，詳細な機序は殆ど分かっていないため特異的な

なかったが，神経症状を示した個体数や神経症状の重篤度
等が減少していることが示された．
　以上の結果を総合して，TBEVが感染した神経細胞にお
いて，ウイルスゲノム RNAは Neuronal granuleにより樹
状突起内を輸送され，これにより本来運ばれていた宿主
mRNA輸送を競合し局所蛋白翻訳の阻害を引き起こすと
ともに，神経突起上における TBEV ゲノム RNAの複製・
翻訳により誘導される宿主膜構造の変性に起因する樹状突
起の障害によって，TBEV特異的な中枢神経系の病態発現
へとつながっていると考察される（図 6）．

FMRP, RNG105
Staufen etc

RNA binding proteinsNeuronal granule

FMRP TBEV RNA Merge

RNA
Kinesin motor: KIF5a, 5c

図 5 樹状突起内の TBEV RNA と neuronal granule 構成蛋白の共局在解析
マウス初代培養神経細胞に TBEVを感染させ，樹状突起内における TBEV RNA（マゼンダ）と Neuronal granuleを構成する
RNA結合蛋白である FMRP（緑）の局在を解析した．

Dendritic
mRNA

×
Viral genome

5’ UTRを介したneuronal 
granule のハイジャック

NS5NS5

NS5

樹状突起内のdendritic 
mRNA輸送の競合阻害

• NS5による樹状突起伸長・
分化の抑制

• ウイルス複製に伴う内膜
構造の変性

局所的なウイルス複製

図 6 樹状突起内の TBEV RNA輸送メカニズムと樹状突起の機能変性の模式図
神経細胞において，TBEVの RNA は neuronal granule の RNA輸送機構をハイジャックすることで樹状突起内を輸送され，
これは本来運ばれる dendritic mRNAの輸送を競合阻害する．樹状突起内では輸送されたウイルス RNAが局所的に複製され，
これが樹状突起の伸長・分化を抑制し，細胞内膜構造を編成させる．
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治療法も存在していない．我々の研究で解析したように，
脳炎ウイルスが感染した CNSに対してどのような機序で
機能不全を起こして神経学的な症状の発現につながるかが
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めとするウイルス性感染症の制御に貢献し社会に還元でき
るように努力していきたい．
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 Many tick-borne flaviviruses causes fatal encephalitis in humans and animals with severe 
sequelae. However, it remains unclear how viral replication and pathogenicity contribute to the 
neurologic manifestations. In this paper, I summarized the specific replication mechanism of tick-
borne flaviviruses in neurons and their effect on the pathogenicity of neurological disease. Our 
findings of the unique virus-host interaction in central nerve system will improve further 
understanding of the molecular mechanisms of viral replication and the pathogenicity of neurotropic 
viruses.
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