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研究成果の概要（和文）：タイラーマウス脳脊髄炎ウイルス (TMEV) 感染による脱随疾患は多発性硬化症 (MS) 
の代表的な疾患モデルである。TMEVが免疫グロブリン様受容体であるSiglec-Eに結合することを見出した。しか
しながら、Siglec-E単体の発現では、感染成立には不十分であることが判明した。一方、TMEVは、形質細胞様樹
状細胞(pDC)に結合しないことから、脂質構成成分を検討したところ、pDCではガングリオシド構成成分の発現が
低いことが判明した。また、DCではウイルスカプシドタンパクとコレラトキシンBサブユニットが共染色され
た。これらの結果から、TEMVの受容体はガングリオシドであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Theiler's murine encephalomyelitis virus (TMEV) is a representative disease 
model of multiple sclerosis (MS) Although we have showed that TMEV binds to the immunoglobulin like 
receptor, Siglec-E, the expression of Siglec-E alone was founded to be insufficient for viral 
infection in non-TEMV infected strain. On the other hand, because TMEV does not bind to plasmacytoid
 dendritic cells (pDCs), we investigated the membrane lipid components in pDCs and DC, and found 
that the ganglioside GM1 was less in pDCs. Moreover, cholera toxin B subunit and TMEV capsid protein
 VP1 were co-localized in DCs, suggesting that GM1 act as the entry receptor of TMEV infection. 

研究分野： 免疫学

キーワード： 神経科学　多発生硬化症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多発性硬化症（MS）は、中枢神経系の慢性脱髄性疾患で、ミエリン塩基性蛋白など自己抗原に対する自己免疫反
応によって生じる代表的なヒト自己免疫疾患である。再発と緩解を繰り返すことから、原因の一つにウイルス感
染があることが指摘されている。代表的な疾患モデルとして、タイラーマウス脳脊髄炎ウイルス (TMEV) 感染に
よる脱随疾患が知られているが、細胞表面に結合する受容体は不明なままであった。本研究では、TEMVが細胞膜
上に発現するガングリオシドに結合することを見出した。ガングリオシドがMSのみならずウイルス感染防御の新
たな治療標的となることを示唆した結果であり、極めて意義のある知見と考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
多発性硬化症（Multiple sclerosis: MS）は、中枢神経系の慢性脱髄性疾患で、ミエリン塩基
性蛋白など脳内の自己抗原に対する自己免疫反応によって生じる代表的なヒト自己免疫疾患で
ある。近年、I型インターフェロン(Interferon: IFN)の一つである、IFN-gが治療薬として定
着しているが、再発例や不応例が問題となっている。好発年齢は 30歳前後の若年成人である
が、小児期からも発症し、加齢に伴って高齢者においても再発・再燃する。他の自己免疫疾患
と同様に遺伝子背景のみならず環境要因など複数の原因が関与して発症すると考えられてい
る。とりわけ、再発と緩解を繰り返す病態の特徴から、環境要因の一つにウイルス感染がある
ことが指摘されている。疾患モデルとして、ミエリン塩基性蛋白を免疫して誘導する実験的自
己免疫性脳脊髄炎 Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)と、RNA ウイルスである
タイラーウイルス Theiler's murine encephalomyelitis virus (TMEV)の持続感染による脱随
疾患モデルが存在する。EAE に関しては免疫学的機序が詳細に検討されているが、TMEV 感染モ
デルについては不明な点が多く残されている。TMEV 誘導性脱随疾患モデルは EAE とは異なり、
髄鞘傷害のみならず初期から軸索傷害を認め1)、I型 IFN 受容体欠損マウスで病態が増悪する
ことからも、MSの臨床像に近い疾患モデルとされている 2)。また TMEV は、抗原提示細胞であ
る樹状細胞（dendritic cell: DC）やマクロファージに感染するが、ウイルス排除に働く T細
胞が効率よく誘導されず、逆に自己反応性 T細胞が出現することが知られている 3)。これまで
RNA ウイルス受容体である Toll-like receptor (TLR) 3 の関与が指摘されているが、TEMV 感染
における細胞表面受容体は不明のままである。 
 申請者らは、通常型 DC (cDC)と異なり、I型 IFN を多量に産生する形質細胞様樹状細胞 
(plasmacytoid DC: pDC)において、免疫グロブリン様受容体である PIR-B の役割を明らかにし
ている 5)。TMEV 感染において pDC の役割を検討したところ、pDC は I型 IFN を産生せず、cDC
と比較しても IL (interleukin)-12 を殆ど産生しなかった。驚くべきことに pDC ではウイルス
増殖は殆ど認められなかった。さらにFACS での解析により、pDC は TMEV と結合しないことが
判明した。すなわち pDC は、TMEV の受容体を発現していないために、感染しないことが判明し
た。TMEV と細胞との結合にはシアル酸が関与していることが示唆されている。そこで申請者ら
は、pDC と cDC 間において DNAマイクロアレイ解析を、さらに pDC において RNA sequence 解析
を行い、cDC のみに発現しているシアル酸受容体を選定した。マクロファージ細胞株において
一過性の遺伝子導入実験を行ったところ、TMEV との結合が免疫グロブリン様受容体である
Siglec-E 導入細胞で亢進していることが判明した。Siglec-E は、細胞内に脱リン酸化酵素を動
員する抑制型受容体である。これまでSiglec-E は、好中球の遊走・活性化を抑制することが報
告されている。これらの結果は、TMEV は Siglec-Eを認識して免疫応答を抑制し、炎症応答を
遷延させ脱随疾患を引き起こしている可能性を強く示唆する所見と考えられた。そこで、これ
まで不明であった TMEV 誘導性脱随疾患モデルにおいて、Siglec-E の寄与を明らかにすること
は、学術的および臨床的に極めて重要な課題と考え本研究を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
免疫グロブリン様受容体によるウイルス誘導性脱随疾患モデルの発症機序の解明と制御 

 本研究では TMEV 誘導性脱随疾患モデルにおける Siglec-E の寄与を追求することにより、多

発性硬化症の新たな発症機序の解明と治療標的分子としての Siglec-E の可能性を追求すること

を目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）Siglec-E 恒常的欠損株および恒常的発現株における TMEV 結合の検討 
 TMEV は多くの細胞種・細胞株に結合しており、Siglec-E も神経細胞や免疫細胞に普遍的に発
現している。siRNA ノックダウンにより mRNA レベルでの発現低下は確認できたが、抗体の検出
感度が悪くタンパク質レベルでの発現抑制は確認できなかった。この実験の過程で、マクロフ
ァージ株 M1細胞が、TMEV に感染しないことを発見した。そこで、M1細胞に Siglec-E 遺伝子を
導入し、Siglec-E 恒常的発現株を作成し、TMEV 結合に与える影響を検討した。 
 
（２）pDC と cDC における細胞膜脂質構成タンパク質の検討 
 pDC と DC において、細胞膜構成脂質について検討する目的で、薄層クロマトラフィーおよ
び、ガングリオシドに結合するコレラトキシン Bサブユニット(CTB)を標識し、フローサイトメ
トリーによる発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）Siglec-E 恒常的発現株における TMEV結合の検討 
 TMEV が感染しない M1細胞に、Siglec-E 遺伝子を導入し、Siglec-E 恒常的発現株を作製し、
TMEV 結合に与える影響を検討した（図 1A）。その結果、Siglec-E を発現させても TMEV の結合
は認めなかった（図 2B）。一方で、感染性の J774 細胞の Siglec-E 導入株では、TMEVの結合が
亢進していた。すなわち、Siglec-E 単体では TMEVと結合せず、他の受容体と共結合して TMEV
に結合する可能性が考えられた。そこで、Sigle-Eを標的とした実験を見直すことにした。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２)pDC と cDC における細胞膜脂質構成タンパク質の検討 
 TMEV は、pDC に結合しないことから、細胞膜脂質構成成分について注目した。薄層クロマトラ
フィーにより検討を行った結果、pDC ではガングリオシド構成成分の一つの発現が極めて低いこ
とが判明した。また、DNA マイクロアレイ解析の結果から、pDC では DCと比較してガラクトース
をガラクトシルセラミドに転移する酵素(B4GALT および ST3GAL3)の遺伝子発現が低下している
ことが判明した（図 3）。さらに、pDC では、ガングリオシドに結合する CTB が結合せず、DC で
は VP1 と CTB が共染色された。これらの結果から、 TEMV はガングリオシドを介して感染するこ
とが判明した。現在、Siglec-E の共受容体の探索と、ガングリオシド合成阻害剤による治療実
験を行なっている。 
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