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蚊によって媒介されるデングウイルスは熱帯・亜熱帯地方で、ウエストナイルウイルス

は北米を中心に毎年多くの患者が発生している。これらのウイルスは現在日本には存在し

ないとされるが、いつ日本に侵入してきてもおかしくない状況である。さらに両ウイルス

は感染ヒト血中で比較的高いウイルス血症を呈することから、輸血や臓器移植の際には注

意を要する。本事業において我々は献血者や血液製剤がこれらのウイルスに感染している

か否かを判断するための新規方法を開発するための基礎データを得ること目的とし研究を

進めてきた。 

本研究期間中の成果として、1) マイクロアレイ解析により、日本脳炎ウイルス感染より

もデングウイルス感染の方でより顕著に誘導される遺伝子を抽出した。2) 1)で抽出された遺

伝子の 1 つである補体成分の一つである C1s の誘導についてより詳細に解析した。3) Flap 

RT-PCR 法が、デングウイルス特異的プライマーでは効果的でない一方で、フラビウイルス

共通プライマーやアルファウイルス共通プライマーでは効果的である場合が多いことがわ

かった。4) Flap RT-PCR 法により、ブタ血清から増幅させた日本脳炎ウイルス溶液中のゲタ

ウイルスを検出し、さらに詳細な遺伝子解析を行った。5) ウエストナイルウイルス NS1 検

出系開発に向けたNS1蛋白の哺乳動物細胞を用いた大量発現系を確立し、NS1を精製した。 

 

 

A． 研究目的 

米国において輸血や臓器移植によるウエス

トナイルウイルス感染例が報告されている

ことから、移植組織におけるフラビウイル

ス検査は非常に重要である。ウエストナイ

ルウイルスと同じフラビウイルス属に属す

るデングウイルスは、デング熱およびデン

グ出血熱の原因ウイルスである。世界 100

か国以上で年間数千～1 億人がデングウイ

ルスに感染し、患者数は 4 千万人以上に上

り 2 万人が死亡していると推定されている。

デングウイルスは 1～4型の 4種の血清型群

からなり、ときに以前と異なる型のデング

ウイルスに感染した場合に、より重篤度の

高いデング出血熱に至る可能性が高くなる。

これは中和能のないあるいは弱い抗デング

抗体により引き起こされる抗体依存的感染

増強が主要因と考えられている。 

ウエストナイルウイルスおよびデングウイ

ルスはともに蚊によりヒトに伝搬される。



これらのウイルスは現在日本には存在しな

いとされるが、感染蚊、感染動物、あるい

は感染したヒトを介して何時日本に侵入し

てきてもおかしくない状況である。さらに

両ウイルスは感染ヒト血中で比較的高いウ

イルス血症を呈することから、輸血や臓器

移植の際には注意を要する。本事業におい

て我々は、献血者や血液製剤がこれらのウ

イルスに感染しているか否かを判断するた

めの新規方法を開発する上での基礎データ

を得ること目的とし、1) デングウイルス感

染による宿主側応答の解析、2) 高感度ウイ

ルスゲノム検出法の検討、3) ウエストナイ

ルウイルス NS1 検出系開発のための基盤的

研究を行ってきた。 

 

B． 研究方法 

1) 感染細胞中の遺伝子動態の変化は DNA

マイクロアレイ法によりおこなった。ヒト

肺がん由来細胞 A549 細胞およびマウス肝

がん由来細胞 Hepa 1-6 細胞にデング 1 型ウ

イルス（NIID02-20 株）および日本脳炎ウイ

ルス（Mie/41/2002 株）を multiplicity of 

infection が 2 になるように感染させた。感

染後 24、48、72 時間後に細胞を回収し全

RNAを抽出した。得られたRNAについて、

3D-Gene system によりマイクロアレイ解析

を行った（マイクロアレイ解析は東レ株式

会社に委託した）。得られた遺伝子発現デー

タについてクラスター解析等を行った。ま

た両ウイルス感染細胞での発現上昇が顕著

であったものを抽出し、ウイルス間および

細胞間で比較した。ヒト A549 細胞において、

デングウイルス感染でより顕著な発現上昇

が観察された遺伝子 C1s については、新た

に遺伝子増幅用プライマーを作製しリアル

タイム RT-PCR 法により発現変化を確認し

た。さらに培養上清中の C1s は抗 C1s 抗体

を使用してウエスタンブロット法により検

出した。A549 以外のヒト由来細胞として、

ヒト肝がん由来 Huh-7 細胞を使用した。他

の血清型のデングウイルスとして、デング

2 型ウイルス (Hu/OPD030NIID)、デング 3

型ウイルス (CH53489)、デング 4 型ウイル

ス (TVP360) を使用した。ヒト A549 細胞

において、日本脳炎ウイルス感染に比べデ

ングウイルス感染でより顕著な発現上昇が

観察された遺伝子 C1s について、新たに遺

伝子増幅用プライマーを作製しリアルタイ

ム RT-PCR 法により発現変化を確認した。

さらに培養上清中の C1s は抗 C1s 抗体を使

用してウエスタンブロット法により検出し

た。日本脳炎ウイルスについてはこれまで

使用してきた Mie/41/2002 株に加え、中山株

および Mie/40/2004 株も用いた。またウイル

ス感染細胞としてヒト肺癌由来細胞 A549

株に加え、ヒト単球系細胞 THP-1 細胞も使

用した。 

2) Flap RT-PCR 法は Afonina らの報告(2007)

を参考にした。具体的には従来我々が使用

してきたデング 1 型ウイルス検出用プライ

マー（Ito et al., 2004）の 5’末端側に非ウイ

ルス由来ヌクレオチドを 12 塩基（Flap 配列: 

5’-AATAAATCATAA-3’）付加した。鋳型に

はデング 1 型ウイルス(NIID02-20 株)を

A549 細胞に感染させたのちの培養上清か

ら回収したウイルスゲノム RNA を使用し

た。また RT-PCR は SYBR Green I を用いた

方法によりおこなった。フラビウイルス共

通 NS3 領域プライマー（Briese et al. 1999）

および NS5 プライマー（Kuno et al. 1998）,

およびアルファウイルス共通プライマー



（Pfeffer et al. 1997）の 5’末端側に Flap 付加

した。鋳型にはフラビウイルス代表として

デング 1 型ウイルス(NIID02-20 株)、日本脳

炎ウイルス(Mie/41/2002 株)およびヨコセウ

イルス（Oita-36 株）を、アルファウイルス

代 表 と し て チ ク ン グ ニ ヤ ウ イ ル ス

(NRTQ11-01 株)、シンドビスウイルス、ベ

ネズエラ馬脳炎ウイルス、およびゲタウイ

ルス(GETV/Kochi/01/2005 株)を使用した。

ウイルスゲノム RNA は Vero 細胞に各ウイ

ルスを感染させた後の培養上清より調製し

た。また RT-PCR は SYBR Green I を用いた

方法によりおこなった。結果的にゲタウイ

ルスが検出された Kochi/01/2005 株はもと

もと分離された日本脳炎ウイルスが増幅さ

れているものとして得られたものである。

決定されたゲタウイルス配列は分子系統学

的解析に使用した。比較解析に用いた他の

ゲタウイルス配列は GenBank データベース

よりピックアップしてきた。また一部の配

列は論文より直接引用した（Wekesa et al. 

2001）。 

(3) ウエストナイルウイルス NS1 遺伝子は

NY99 株のものを使用した。RT-PCR で NS1

領域を増幅後、タンパク質精製時のタグと

なる Flag ペプチドコード配列を連結して哺

乳動物細胞発現ベクターである pCAGCS に

導入した。こうして得られた NS1 発現プラ

スミドを 293T 細胞に導入し、72 時間後培

養上清を回収した。培養上清を 3xFlag アフ

ィニティーカラムに供し、Flag が結合して

いる NS1 蛋白を精製した。 

 

C．研究結果 

1) 2万以上のプローブを用いたDNAマイク

ロアレイ解析により、両ウイルス感染細胞

中における遺伝子発現プロファイルを得る

ことができた。クラスター解析により変動

の大きかった遺伝子を分類した。変動の見

られた遺伝子および変動の大きさは Hepa 

1-6 細胞よりも A549 細胞で顕著であった

（図 1）。顕著な増加を示した遺伝子は、１）

インターフェロン応答・関連遺伝子（OAS, 

Mx, ISGs,IFITs, IFIs, IRFs）、サイトカイン・

ケモカイン、TREM/TRIM、STAT、RIG-I な

どであった。これらの遺伝子の多くは、日

本脳炎ウイルス感染細胞での方が早く誘導

されてきたが、異なるパターンを示す遺伝

子も見られ、それほど単純ではないことが

明らかとなった。日本脳炎ウイルス感染よ

りもデング 1 型ウイルス感染でより顕著に

発現上昇が観察された遺伝子を抽出した

（図 2）。筆頭の PLAT (tissue plasminogen 

activator; tPA) はすでにデングウイルス感

染ヒト上皮細胞から分泌されることが明ら

かとなっており、さらにデング感染症の重

症化過程で血清中の PLAT 量の明らかな増

加が観察されている。2 番目に顕著であっ

た補体因子 C1s についてはリアルタイム

RT-PCR 法により確かに RNA レベルで発現

量の上昇がみられることを確認した。同様

の結果は別のヒト細胞(Huh-7)でも確認され

た。さらに発現上昇は蛋白質レベルでも確

認された。次に C1s の誘導が今回用いたデ

ング 1 型ウイルス株に特異的でないことを

証明するため、他の血清型群のデングウイ

ルスについてもリアルタイム RT-PCR 法お

よびウエスタンブロット法により調べた

（図 3）。先のデング 1 型ウイルスでの結果

と同様に C1s の RNA レベル、蛋白質レベル

での発現誘導が確認された。C1s が同じフ

ラビウイルスでも日本脳炎ウイルス感染で



はほとんど発現誘導されず、デングウイル

ス感染で誘導されるのかは不明である。そ

こで両ウイルスで増殖速度が異なることが

原因である可能性を疑い、日本脳炎ウイル

ス株の中でもプラーク形成が極度に遅い中

山株を使用し C1s 遺伝子の誘導を RT-PCR

法及びウエスタンブロッティング法で調べ

た。すると RNA レベル、蛋白質レベルで

C1s の発現誘導が確認された。次にこれま

で使用してきた日本脳炎ウイルス株

Mie/41/2002 株とこれと近縁の Mie/40/2004

株を使用し、これまでよりも 10 倍以上低い

multiplicity of infection (MOI)で感染させ、

C1s 遺伝子の発現を観察した（図 4）。する

とデングウイルス程ではないものの明らか

な C1s 遺伝子の発現誘導が確認された。実

際ヒトなどにデングウイルスが感染する場

合、その主な標的細胞は単球系の細胞と考

えられている。さらにこれらの細胞は Fcγ

レセプターを発現していることから、デン

グ重症化の原因の一つとされる抗体依存性

感染増強（ADE）時の主標的と考えられて

いる。そこでヒト単球系細胞株 THP-1 にデ

ングウイルスを感染させたときの C1s 遺伝

子の発現を調べた。また感染時に感染増強

抗体（4G2）を加えた。増強抗体を加えない

と THP-1 中ではデングウイルスはほとんど

増えないことが明らかとなった。デングウ

イルスが増殖できても C1s の特異的な発現

上昇は観察されなかった。 

2) 通常使用しているウイルス遺伝子検出

用プライマーに 12 塩基の非ウイルス由来

配列（Flap 配列）を連結すると、検出感度

および増殖量が顕著に増加するとの報告が

された（Afonina, I. et al., Biotechniques 43: 

770-774, 2007）この報告ではエンテロウイ

ルスおよび水痘ウイルスで感度・増幅量が

改善している。そこで我々が保有し、通常

ウイルス検出用に使用しているプライマー

に Flap 配列を連結した新たなプライマーを

合成し、SYBR Green I を用いた RT-PCR 反

応を行い従来のプライマーや、ややウイル

ス特異的配列を短縮したプライマーとの間

で増幅感度・増幅量を比較した（図 5、6）。

今回 5 パターンについて増幅したが、これ

まで使用してきたプライマーが最も高感度

であった。次に Flap 配列をフラビウイルス

共通 NS3 領域プライマーの両方に付加し、

デング 1 型ウイルス、日本脳炎ウイルスお

よびヨコセウイルスゲノム RNA を鋳型と

して RT-PCR 反応を行った（図 7）。3 種類

すべてのウイルスにおいて、通常のプライ

マーを用いた場合に比べ Flap 付加プライマ

ーでの増幅量が上昇した。その傾向はヨコ

セウイルスで顕著であり、増幅量のみなら

ず検出感度においても大幅な改善がみられ

た。次に Flap 配列をフラビウイルス共通

NS5 領域プライマーの両方に付加し同様に

検討した。結果はウイルスごとに異なって

いた。デング 1 型ウイルスでは Flap により

増幅量が増加したものの、日本脳炎ウイル

スやヨコセウイルスでは変化なしかむしろ

減少傾向であった。次にアルファウイルス

共通nsP1プライマーに付加したときの効果

を 4 種のウイルスを使用して調べた（図 8）。

またこの際、フォワードプライマーは 2 種

類使用した。ゲタウイルス、シンドビスウ

イルス、ベネズエラ馬脳炎ウイルスを用い

た場合、長断片増幅用のフォワードプライ

マーに付加すると増幅量および検出感度が

顕著に改善された。一方短断片用では長断

片に比べ効果が弱いもしくはほとんど効果



はみられなかった。チクングニヤウイルス

の場合も長断片用プライマーでのみ効果が

みられたが、他の 3 種のアルファウイルス

に比べ改善効果が低かった。2005 年に高知

県のブタ血清から分離された日本脳炎ウイ

ルス遺伝子型 1型株であるKochi/01/2005株

を Vero 細胞を用いて 4～5 継代したところ、

他の日本脳炎ウイルス 1 型株とは明らかに

形態の異なるプラークを形成した。また日

本脳炎ウイルス特異的プライマーを用いて

ウイルスゲノムを増幅したが、プラーク数

から算出した感染力価とは異常にかけ離れ

たコピー数であった。プラークの形態がア

ルファウイルスのものに類似していたこと

から、上記のアルファウイルス共通 Flap 付

加プライマー等で増幅をこころみたところ、

はっきりとした増幅断片が得られた。この

断片の塩基配列を決定したところ、ゲタウ

イルスの Jin-Ju 株と最も高い相同性を示し

た。これにより本ウイルス溶液にはゲタウ

イルスが混入していることが明らかとなっ

た(GETV/Kochi/01/2005)。次にゲノム全長の

塩基配列を決定し、他のゲタウイルスと比

較した（図 9）。すでに完全長の明らかにな

っているゲタウイルス 8 株の中では、モン

ゴルで分離された LEIV17741 株と最も高い

相同性を示した。日本で分離されたゲタウ

イルスの 1 種であるサギヤマウイルスとは

異なっていた。また部分的 nsP1 領域や E2

領域で比べた際にも類似した結果が得られ

た。GenBank には登録されていないももの、

部分的に塩基配列が決定されている株が 7

株（1960 年代 1 株、1970 年代 3 株、1980

年代 3 株）見つかった（Wekesa et al. 2001）。

これらの配列も含めて部分的nsP1配列の分

子系統樹解析を行ったところ、70～80 年代

の株と今回の株が比較的近縁であることが

わかった。継代過程で、Kochi/01/2005 液に

含まれるゲタウイルスと日本脳炎ウイルス

がどのように変化してきたかを調べるため、

2 継代目から 5 継代目までのウイルス液に

ついてリアルタイム RT-PCR 法でウイルス

ゲノム数を、プラーク形成法により感染力

価を調べた。継代が進むにつれて日本脳炎

ウイルスゲノム数が顕著に減少するのに対

し、ゲタウイルスゲノム数は増加傾向にあ

った。また感染力価はゲタウイルスではや

はり増加傾向が見られたが、日本脳炎ウイ

ルスは 3 継代目までは測定できたが、それ

以降ではプラークが検出されなかった。以

上より、Kochi/01/2005 には日本脳炎ウイル

スとゲタウイルスの両方が混ざっており、

継代により日本脳炎ウイルスが排除される

傾向にあることがわかった。また両ウイル

スがブタに接種される生ワクチン株とは異

なることも確認した。 

3) ウエストナイルウイルス NS1 cDNA と

Flag 配列を組み込んだ pCAGCS を 293T 細

胞にトランスフェクトし、72 時間後の上清

を回収した。上清より 3xFlag アフィニティ

ーカラムにより NS1 を精製した（図 10）。

精製後に抗 Flag 抗体により発現を確認した。

現在精製産物を蓄積させており、近いうち

にマウスへの免疫ができるよう予定を立て

ている。 

 

D．考察 

1) 今回の研究により、デングウイルス感染

により遺伝子発現が変動する遺伝子群を網

羅的に抽出することに成功した。顕著発現

上昇の見られた遺伝子のほとんどは、すで

にインターフェロンにより誘導されること



が明らかな遺伝子であった。これらについ

てはすでに報告もあり、今回はそれ以上の

解析対象とはしなかった。今回はヒト A549

細胞とマウス Hepa 1-6 細胞を用いたが、ヒ

ト細胞での方が、発現が変動する遺伝子の

数および変動の大きさが大きかった。これ

は、A549 細胞の方が両ウイルスの感染・増

殖が良いためだと考えられる。また多くの

遺伝子で日本脳炎ウイルスの方がデング 1

型ウイルスよりも発現変動が早いかつ大き

かった。これは日本脳炎ウイルスの方がデ

ング 1 型ウイルスよりも増殖速度が速いた

めと考えられる。そのような状況の中でも、

デング 1 型ウイルス感染での方がより発現

上昇が顕著であった遺伝子も見出された。

これらのうちで最も顕著であった PLAT に

ついては、すでにデング熱患者でもその上

昇は報告されていることから、今回の解析

で新たな因子を見出せる可能性があるもの

と期待している。次いで顕著であった補体

因子 C1s については、他の血清型群のデン

グウイルス株でも誘導が確認された。最近

の論文では、補体因子がデング感染症にお

いて重要な役割を果たしている可能性が示

唆されており、C1s もデングウイルスがコ

ードする非構造蛋白質 NS1 と相互作用し、

ウイルス感染による補体経路の活性化に干

渉しているとの報告もある。しかし本当に

C1s の発現誘導が日本脳炎ウイルスではほ

とんど起こらないのかを調べるため、プラ

ーク形成が遅い（つまり細胞変性能が弱い）

中山株を使用して C1s の発現を観察したと

ころ、誘導させることがわかった。さらに

これまでに使用してきたウイルスも、MOI

を 10 倍以上に下げれば、C1s の誘導が起こ

ることが明らかとなった。これより、in vitro

では日本脳炎ウイルスのような増殖速度が

速いウイルスでは C1s が誘導される前に細

胞変性により誘導が抑えられている可能性

が示唆された。つまり C1s の誘導は本質的

にデングウイルスに特異的な現象でないこ

とが明らかとなった。一方、感染個体内で

のデングウイルスの主要標的細胞と考えら

れている単球系細胞に由来する株化細胞

THP-1 細胞を使用して C1s の発現誘導を調

べたが、誘導は確認されなかった。この原

因としては、この細胞でのデングウイルス

複製効率が非常に悪いことが（放出される

感染性ウイルス粒子量が A549 細胞の約

1000 分の 1）考えられる。補体因子はデン

グ感染症の悪性化に関与するとの報告があ

る。実際のデング患者血中での C1s の量な

どに関する報告はないが、この研究が端緒

となり、そのような解析がされることを望

んでいる。また今後は他の誘導蛋白質につ

いて詳細な解析を行う予定である。 

2) 迅速かつ高感度な病原体検出法は、血液

製剤の安全性確保と安定供給のために非常

に有用である。本研究では、現行の RT-PCR

法をさらに高感度にする可能性のある Flap 

RT-PCR 法デングウイルス特異的プライマ

ーを用いて試みた。しかし結果は従来法に

勝るどころか、少々劣る結果となった。ま

た他のウイルス（ポリオーマウイルス）で

も同様の結果であったとの話を聞いている

（私信）。この方法はすでに条件としてほぼ

最適化されているものには適当でないのか

もしれない。次に幅広いウイルスを検知可

能である共通プライマーに焦点を当てて

Flap 配列の有効性を検討した。フラビウイ

ルス、アルファウイルス合わせて 3 種類の

プライマーセットに適用したが、すべてに



おいて改善効果が確認された。しかし改善

効果は同じ属のウイルスであっても異なる

場合もあった。フラビウイルス共通プライ

マーについては、NS3 領域を標的にしたも

のでは今回使用した 3 種のフラビウイルス

のいずれにおいても改善効果がみられたが、

NS5 領域のものでは、1 種では効果的であ

ったが他の 2 種では変化なしかむしろ悪化

した。アルファウイルス共通プライマーに

ついてもウイルス種によって効果があるも

の、ほとんどないものと分かれた。このよ

うに Flap 配列の効果は同じプライマーでも

標的のウイルス種によって結果が異なるこ

とが明らかとなった。今後今回の共通プラ

イマーを用いる際には、「Flap あり」と「Flap

なし」の両方を用いるのが良いかと思う。

今回の実験ではさらに、これまで日本脳炎

ウイルス液と認識していた Kochi/01/2005

が、すでに日本脳炎ウイルスはマイノリテ

ィーであり、ゲタウイルスがマジョリティ

であることが明らかとなった。両ウイルス

の遺伝子配列から、これらのウイルスは生

ワクチンに由来するものでなく、各々これ

までに報告のない株であることが確認され

た。よって、ブタ血清より日本脳炎ウイル

スを分離する際、そのブタが日本脳炎ウイ

ルスとゲタウイルスに共感染していた可能

性が高い。ゲタウイルスは日本脳炎ウイル

スと非常に似た感染サイクルを有し、また

過去にブタ血清から分離された事例もある。

ブタ血清から日本脳炎ウイルスを分離する

際、細胞変性効果と遺伝子検出だけで日本

脳炎ウイルスと判断するのは危険であるこ

とがわかった。今後はプラーク形態や、ア

ルファウイルス共通プライマーによるアル

ファウイルス存否の確認が必要であろう。 

3) これまでに哺乳動物培養細胞からのウ

エストナイルウイルス NS1 の発現と分泌を

確認し、その培養上清から NS1 を分離精製

することが可能であることを示してきた。

今後精製した NS1 を用いてモノクローナル

抗体の作製、さらには検出系の開発と進め

ていきたいと考えている。 

 

E．結論 

1) DNA マイクロアレイ解析により、日本脳

炎ウイルス感染よりもデングウイルス感染

での方がより顕著に誘導される遺伝子を抽

出することに成功した。しかしその中の一

つである補体成分 C1s の誘導が感染条件や

株によっては日本脳炎ウイルス感染によっ

ても誘導されることが明らかとなった。 

2) Flap 配列をデングウイルス特異的プライ

マーに付加した場合は効果的でなかったが、

フラビウイルス共通プライマーおよびアル

ファウイルス共通プライマーに付加するこ

とにより検出感度および増幅量が改善され

る例が多く見出された。また Flap 付加アル

ファウイルス共通プライマーを使って、

2005 年に高知県のブタ血清から分離された

日本脳炎ウイルス溶液にゲタウイルスも存

在することが確認された。このウイルスの

完全長ゲノムの塩基配列を決定し、分子系

統学的解析を行った（論文投稿中）。 

3) ウエストナイルウイルス感染症の診断

ツール開発のため、同ウイルスの NS1 の大

量調製を行った。 
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 デングウイルス特異的プライマーへの
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