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1. はじめに

　ウエストナイルウイルス（WNV）はフラビウイルス科
フラビウイルス属のウイルスで，同属のウイルスにはデン
グウイルス，ジカウイルス，黄熱病ウイルス，日本脳炎ウ
イルスなどが含まれる．WNV はプラス鎖一本鎖の RNA
をゲノムとして保有するウイルスであり，ゲノムは約 11 
kb である．ウイルスゲノムは一つの ORF をコードしてお
り，転写・翻訳された一つのタンパク質は，宿主およびウ
イルスのプロテアーゼにより，Capsid（C），premembrane

（prM），Envelope（E）タンパク質の 3 つの構造タンパク
質と，NS1，NS2A，NS2B，NS3，NS4A，NS4B，NS5 の
7 つの非構造タンパク質へと切断される 1）．WNV はウイ
ルスゲノムを用いた系統解析による分類から，少なくとも
5 つの系統（lineage）に分類され 2, 3），ヒトに病原性を示し，
アフリカ，西アジア，ヨーロッパ，アメリカなどで分離さ
れる株の大部分と，オーストラリアに存在するクンジンウ
イルスは lineage 1 に分類される．
　WNV は自然界では蚊と鳥類の間で感染環が形成されて
いる．ウイルスの増幅動物はカラスやスズメなどの鳥類で
あり，流行における主な媒介蚊はイエカ（Culex）類である．

ウイルスを保有する蚊の吸血により，ヒトやウマなどの哺
乳動物は感染するが，血液中のウイルス量は比較的低く，
感染源とならない終末宿主であると考えられている 4）．
WNV に感染すると，発熱や頭痛，筋肉痛，倦怠感などの
症状が起こり，感染者の 150 人に 1 人の割合で，激しい頭
痛や高熱を伴う脳炎や髄膜炎の重篤な症状を示す 5, 6）．こ
れらの重篤な症状を示した場合は死に至るケースも報告さ
れており，その致死率は 3-15% とされる．現在までに
WNV に対してヒトで使用可能なワクチンおよび，感染に
よって起こる脳炎や髄膜炎などに対する特異的な治療法は
存在せず，これらの開発が望まれている．

2. WNV感染による神経細胞の病理学的変化

　WNV はヒトやウマなどの終末宿主の体内に侵入する
と，皮膚などの局所組織または局所リンパ節で増殖し，一
次ウイルス血症を起こす．その後，ウイルスは全身の細網
内皮系細胞に感染，増殖し，二次ウイルス血症を起こし，
血行性に中枢神経組織に到達し，脳炎病態を形成する 6）．
ヒトにおける WNV 感染症の病理組織学的所見は実験動物
における所見と一致しており，神経細胞死，神経食現象

（neuronophagia），ミクログリアやマクロファージの浸潤，
主にリンパ球から構成される血管周囲性細胞浸潤などを
伴った非化膿性脳炎を示す 7）．これらの動物において
WNV は主に神経細胞に感染し，細胞変性および細胞死を
誘導する．WNV 感染による神経細胞の変性および死は，
脳内における様々な炎症反応の誘導につながると考えられ
ており 8），発生機序を明らかにすることは重要である．
　WNV の感染によって神経細胞に起こる変化を明らかに
するために，WNV 感染マウスモデルを構築し，ウイルス
が感染している神経細胞について，免疫組織学的手法を用
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いて詳細に解析した結果，WNV 感染神経細胞において
Triton X-100 に不溶性のユビキチン化されたタンパク質が蓄
積することが明らかになった 9）（図 1）．不溶性のユビキチン
化タンパク質の蓄積は，神経細胞死が病態形成の中心となる
アルツハイマー病や筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic 
Lateral Sclerosis: ALS）などの神経変性疾患の神経細胞に
特徴的に観察される病理組織像である 10-12）．神経変性疾患
において，不溶性ユビキチン化タンパク質の蓄積は細胞内
のタンパク質品質管理機構の異常との関連が数多く報告さ
れていることから 13-17），WNV 感染による神経細胞の傷害
機構においてもタンパク質品質管理機構との関連が示唆さ
れ，以降の研究でその関連について解析した．

3. タンパク質輸送機構とWNVの増殖の関連

　宿主の膜タンパク質や分泌タンパク質は小胞体上のリボ
ソームで合成され，小胞輸送などの細胞内タンパク質輸送
機構により適切な部位に輸送される．WNV は小胞体にお
いて，ウイルスタンパク質の合成やウイルスゲノムの複製
を行い，ウイルス粒子を形成し，小胞体内腔に出芽する 4, 18）．
出芽したウイルス粒子は宿主細胞の細胞内タンパク質輸送
機構を利用することで細胞外に放出される 19, 20）．
　小胞の出芽，輸送，融合の各ステップは Ras スーパーファ
ミリーに属する低分子量 G タンパク質である Rab タンパ
ク質により制御されており，その制御機構を明らかにする
ことは細胞内のタンパク質の小胞輸送機構の理解につなが
る 21-23）．WNV 粒子の小胞体から細胞膜までの輸送の分子

メカニズムを解明するために，小胞体から細胞膜までの小
胞輸送に関与することが示唆されている 18 種類の Rab タ
ンパク質の発現を siRNA で抑制した細胞を用いて，WNV
粒子の細胞外への放出を評価した．フラビウイルスゲノム
の全長から構造タンパク質領域の大部分を欠損させ，同部
位にレポータータンパク質の配列を組込んだレプリコンを
発現するプラスミドと構造タンパク質発現プラスミドを，
哺乳動物細胞に共に導入することで一回のみ感染すること
が可能なウイルス様粒子（single-round infectious particles: 
SRIPs）が産生される 24-26）．WNV のウイルス粒子の形成
から細胞外への放出過程のみに関与する Rab タンパク質
を特定するために，Rab タンパク質の発現を抑制した細胞
に，レプリコン発現プラスミドと構造タンパク質発現プラ
スミドを導入し，細胞上清中に放出される SRIPs の量を
レポータータンパク質の発現を観察することで解析した．
その結果，Rab8b の発現を抑制した細胞の上清に含まれ
る SRIPs の量はコントロールと比較して，有意に減少し
ていた．Rab8b と WNV の感染の関連について解析すると，
感染細胞では非感染細胞と比較してRab8の発現が増加し，
Rab8 とウイルス抗原が細胞膜付近で共局在することが明
らかになった．また，Rab8b 欠損細胞では野生型細胞と
比較して細胞外のウイルス量の減少と細胞内のウイルス抗
原の蓄積が認められ，ウイルス抗原は Rab11 陽性のリサ
イクリングエンドソームに局在することが明らかになっ
た．続いて電子顕微鏡を用いて解析し，WNV に感染した
Rab8b 欠損細胞内では野生型細胞と比較して，多くのウ

図 1 WNV感染によるユビキチン化タンパク質の蓄積
WNV を接種したマウスの脳組織を用いた免疫組織蛍光染色（左）では，ウイルス抗原陽性細胞（緑）においてユビキチン化
タンパク質の蓄積（赤）が認められる．Scale bar = 5μm．また，脳組織を用いたイムノブロット（右）により，WNV の感
染で TritonX-100 不溶性分画（Insol）においてユビキチン化タンパク質の蓄積が認められる．
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イルス粒子を含む小胞が多数認められ，Rab8b の欠損に
よりウイルス粒子の小胞輸送が妨げられ，細胞内に蓄積す
ることが示唆された．以上の結果から，WNV はタンパク
質の細胞内輸送に重要な小胞輸送機構によりリサイクリン
グエンドソームを経由して，Rab8b の作用により細胞外
に放出されることが明らかになった 27）（図 2）．

4. オートファジーによるWNVの増殖への影響

　細胞質中のタンパク質などをリソソームに運搬，分解す
るオートファジーは様々なウイルス感染で誘導され，ウイ
ルスの増殖に影響を与えることが知られている 28-33）．
WNV を感染させた神経系培養細胞では，感染初期におい
てオートファジーのマーカーである LC3 type 2（LC3-II）
の発現が上昇した．また，オートファジーの必須因子であ
る Atg5 を欠損させた細胞では野生型細胞と比較してウイ
ルスの増殖が亢進したことから，オートファジーは WNV
の感染により誘導され，WNV の増殖を抑制することが明
らかになった．
　続いて，オートファジーによって影響を受ける WNV の
増殖過程について解析した．オートファジー誘導ペプチド
である Tat-beclin1 をウイルス感染前に処理しても WNV
の増殖に影響は認められなかったが，ウイルス感染後 3 時
間から処理すると，ウイルスの増殖が抑制された．WNV
は感染後 3 時間でウイルスゲノムの複製が認められること
から，オートファジーは WNV の侵入過程には影響せず，
細胞内へのウイルスゲノムの放出以降の過程に作用するこ
とが示唆された．さらに，感染細胞でウイルスタンパク質
の合成およびゲノムの複製により GFP を発現する一回感
染性ウイルス様粒子（GFP-SRIPs）を Atg5 欠損細胞に接
種したところ，野生型細胞に比較して GFP 陽性細胞数お

よびウイルスゲノム量の上昇が認められた．これらの結果
により，オートファジーが WNV のウイルスタンパク質の
合成およびゲノムの複製過程を抑制することが示唆され
た．
　以上の結果をまとめると，オートファジーは WNV 感染
により誘導され，ウイルスタンパク質の合成およびゲノム
の複製を抑制することで，WNV の増殖を抑制することが
明らかになった 34）．しかし，WNV 感染によるオートファ
ジーの誘導は，ウイルス感染 24 時間後ではほとんど認め
られなかったことから，WNV 感染ではオートファジー誘
導を阻害する機構が存在することが示唆された．

5. WNV感染によるオートファジーの抑制

　これまでの知見から，WNV 感染神経細胞で認められる不
溶性のユビキチン化タンパク質の蓄積は，神経細胞死および
脳炎病態の形成において重要であることが示唆された 9, 10）．
不溶性のユビキチン化タンパク質の蓄積を誘導するウイル
スタンパク質を特定するために，C，prME，非構造タン
パク質をそれぞれ発現させた細胞を用いて解析した結果，
C タンパク質の発現細胞においてユビキチン化タンパク質
が蓄積することが明らかになった．一方，ユビキチン化タ
ンパク質の蓄積は，WNV と同じフラビウイルス属の日本
脳炎ウイルスやダニ媒介性脳炎ウイルスの C タンパク質
発現細胞では認められなかった．ユビキチン化タンパク質
の蓄積を誘導するアミノ酸を特定するために，これらのウ
イルス間で C タンパク質の配列を比較解析し，WNV の C
タンパク質のアミノ酸の 51 番目の Leu と 52 番目の Ala
がユビキチン化タンパク質の蓄積に重要であることが明ら
かになった．
　ユビキチン化タンパク質の細胞内蓄積は，プロテアソー

図 2 WNVの細胞外への放出の模式図
WNV 粒子はゴルジ体からリサイクリングエンドソームを経由して，Rab8b の作用により細胞外に放出される．
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ムやオートファジーなどの細胞内タンパク質分解機構の阻
害により惹起されることが報告されている 35, 36）．WNV
感染によるユビキチン化タンパク質の蓄積機構を明らかに
するために，哺乳動物細胞の相同組換え機構を利用するこ
とにより，相同配列を持つ複数の配列に分割したウイルス
ゲノムから組換え WNV を再構築する実験系を確立し 37），
WNV の C タンパク質の 51 番目の Leu と 52 番目の Ala
に変異を導入した組換え WNV（LA51IT）を作出した．
LA51IT 感染細胞では野生型 WNV 感染細胞と比較してユ
ビキチン化タンパク質の蓄積が少なく，死細胞数も有意に
減少したことから，これらのアミノ酸が WNV 感染による
ユビキチン化タンパク質の蓄積および細胞死の誘導に重要
であることが明らかになった．これらのウイルスを感染さ
せた細胞では，プロテアソームの抑制によって検出される
タンパク質は検出されなかった．一方，野生型 WNV を感
染させた細胞ではオートファジーのマーカーである LC3-II
の発現量の低下，分解基質である p62 の蓄積が認められ，
LA51IT 感染細胞では認められなかった（図 3）．以上の
結果は，WNV は C タンパク質の 51 番目の Leu と 52 番
目の Ala の作用により，オートファジーを抑制すること
を示している 38）．
　続いて，WNV 感染で惹起される脳炎病態の形成とオー
トファジーの抑制によるユビキチン化タンパク質の蓄積の
関連を明らかにするために，LA51IT を感染させたマウス
モデルにおける脳炎病態の形成について病理組織学的に解
析した．野生型を感染させたマウスと比較して LA51IT
感染マウスでは，生存率が有意に上昇し，脳組織の変性神
経細胞数およびユビキチン化タンパク質の蓄積の減少が認
められた 38）．

6. WNV感染によるオートファジーの抑制の分子機構

　オートファジーの誘導は細胞のエネルギーセンサーであ

る AMP 活性化プロテインキナーゼ（AMPK）から下流の
Beclin1-PI3KC3 複合体にシグナルが伝わることで起こる 39）．
WNV の感染で起こるオートファジー抑制の分子機構を明
らかにするために，WNV 感染で影響を受けるオートファ
ジー誘導シグナル因子の発現量を解析した結果，WNV 感
染細胞では AMPK の発現が低下することが明らかになっ
た．腫瘍細胞などで，AMPK はユビキチン - プロテアソー
ムによって分解されることが報告されており 40），プロテア
ソーム阻害剤である MG132 での処理により，WNV 感染
細胞内にユビキチン化された AMPK の蓄積が認められた．
また，WNV 感染細胞に AMPK を強制発現させると，
WNV 感染による LC3-II の発現量の回復が認められた．
これらの結果により，WNV 感染により AMPK はユビキ
チン化され，プロテアソームで分解され，その結果，オー
トファジーの誘導が抑制されることが明らかになった．一
方，AMPK のユビキチン化および分解は LA51IT 感染細
胞では認められず，WNV 感染による AMPK の分解への
C タンパク質の関与が示唆された．そこで，野生型または
LA51IT 変異を有する C タンパク質を発現させた細胞を用
いて，C タンパク質と AMPK の結合を Pull-down アッセ
イにより解析すると，AMPK は野生型の C タンパク質と
結合し，LA51IT 変異により結合が減少することが明らか
になった．以上の結果から，WNV 感染細胞では 51 番目
の Leu と 52 番 目 の Ala の 働 き に よ り，C タ ン パ ク 質
AMPK が結合し，AMPK のユビキチン化および分解が起
こり，その結果，オートファジーが抑制されることが明ら
かになった 38）．

7. おわりに

　これまでの研究により，WNV の増殖や感染による病態
形成に宿主のタンパク質品質管理機構が密接に関わること
が明らかになってきた．その中で，タンパク質分解系の一

図 3 WNV感染によるオートファジーの抑制
野生型の WNV 感染細胞では陰性対象や LA51IT 感染細胞に比較して LC3（緑）のドット上の蓄積が減少する（左）．Scale 
bar = 5μm また，イムノブロットによる解析（右）では，野生型感染細胞では LC3-II の発現量が減少し，オートファジー分
解器質である p62 の蓄積が認められる．
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利益相反事項の開示

　本稿に関連し，開示すべき利益相反状態にある企業等は
ありません．

つであるオートファジーと WNV 感染について着目する
と，WNV 感染の初期段階においてオートファジーは，ウ
イルスの増殖に対して抑制的に働くが，細胞内の C タン
パク質の発現により，AMPK の分解およびオートファジー
の抑制が起こることが明らかになった．オートファジーの
抑制は神経細胞内のユビキチン化タンパク質の蓄積を誘導
し，その結果，神経細胞死および脳炎病態の形成へとつな
がると考えられた（図 4）．WNV 感染による神経細胞死お
よび脳炎病態の形成は，ウイルスを排除しようとする宿主
反応とその反応に対するウイルスの生存戦略の攻防の結果
であると考えられた．
　また，本稿で紹介した WNV の感染で認められるユビキ
チン化タンパク質の蓄積は，WNV の感染の維持や増殖に
対する影響はほとんど認められなかった．従来 WNV の神
経病原性は，ウイルスの増殖性によって規定されると考え
られていたが，それに加えて，「ウイルス因子による神経
細胞の機能障害が病態形成に重要である」ことが明らかに
なり，ウイルス感染における脳炎病態形成に関する研究の
新たな考え方になると考えている．さらに本研究で得られ
た結果は，WNV 感染で認められた病理学的変化と同様の
変化が観察される ALS などの神経変性疾患の病態形成に
ついても新しい示唆を与えるものである．このような小さ
な発見の積み重ねが，将来的に WNV の感染による病態形
成の全容解明，さらには他の疾患の病態形成や，様々な生
命現象の基礎的な基盤の構築につながることを期待してい
る．

図 4 WNV感染によるオートファジー抑制の分子機構の模式図
C タンパク質と結合した AMPK はユビキチン・プロテアソームにより分解され，オートファジー誘導が抑制される．オートファ
ジーの抑制はユビキチン化タンパク質の細胞内蓄積を誘導し，その結果，細胞死および脳炎が惹起される．
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Elucidation of neuropathogenesis of West Nile Encephalitis

Shintaro KOBAYASHI
Laboratory of Public Health, Faculty of Veterinary Medicine, Hokkaido University

 West Nile virus, which causes serious encephalitis in humans and horses, infects neuronal 
cells and induces cell death. As the neuronal cell death leads to the induction of various inflammato-
ry responses, elucidation of the molecular mechanism of cell death is important for development of 
a treatment for West Nile encephalitis. In this paper, we investigated the pathology of the neuronal 
cells infected with West Nile virus and summarized the mechanism of neuronal cell death and their 
effect on the neuropathogenesis.
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