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研究成果の概要（和文）：ポリオウイルス（PV）感受性トランスジェニック（Tg）マウスを用

い、PV の体内動態を解析した。主な研究項目は、Tg マウスへの経口感染について、PV の血

液脳関門（BBB）透過機構について、骨格筋から中枢に至る逆行性軸索輸送機構について、神

経細胞の PV 抵抗性についてなどである。その結果、BBB 透過には、宿主のトランスフェリン

受容体を利用していること、逆行性軸索輸送には、PV 受容体依存的な機構と非依存的な機構

があることなどを見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：Poliovirus (PV) dissemination routes were investigated by using 
transgenic mice susceptible to PV and rodent cells.   Main interests were i) low efficiency 
of oral infection, ii) PV permeation mechanism through blood brain barrier, iii) PV 
transportation mechanism of retrograde axonal pathway, and iv) PV resistance character of 
neural cells.   Our data indicate that PV utilizes transferrin receptor to invade the central 
nervous system (CNS), and that PV is retrogradely transported both by PV receptor 
dependent- and independent-pathways through the axon. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの PV 受容体（hPVR）を持つトラン
スジェニック（Tg）マウスを作製し、サルに
替わる PV の感染モデル動物として利用出来
るようになっていた。事実、体内伝播経路も
ヒトの場合と同様であった。しかし、この Tg
マウスは、サル同様に経口感染に対しては、
非常に抵抗性であった。 
 

２．研究の目的 
 Tg マウスで経口感染が成立しない理由を
明らかにし、血液脳関門（BBB）透過機構や
逆行性軸索輸送の分子機構を解明すること、
さらに、神経細胞が持つ PV 抵抗性のメカニ
ズムも合わせて明らかにすることを目的と
した。 
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 1 型インターフェロン受容体の KO マウス
と上記 Tg マウスから、PV 感受性マウスを作
製する。BBB 透過に必要な分子を同定するた
めにマウス脳血管内皮細胞の表面物質と PV
の相互作用を調べる。逆行性軸索輸送に関与
するメカニズムおよび輸送終了前と輸送後
の PV の動態を初代培養の運動神経を使い検
討する。神経細胞の PV 抵抗性については、
各種の変異ウイルスを作製し、神経細胞変性
に関与する PV の遺伝子を同定する。 
 
４．研究成果 
 hPVR を持つ Tg マウスは、PV の感染モデ
ルとして有用である。しかしながら、経口感
染の効率が非常に低く、真にヒト型マウスと
は言えない。そこで、Tg マウスの消化管に適
応した PV 変異株を得た。しかし、この変異
株は安定性が悪く、維持することは困難であ
った。そこで、血流中から中枢神経系に移行
しやすい変異株を得る方針を立て、ある程度
移行しやすい変異株を得た。そのゲノム構造
を解析した結果、キャプシド蛋白質 VP1 のウ
イルス粒子表面に位置するペプチドの一部
が変異していることを見出した。この変異が
BBB 透過に関与しているかを、以下に示すよ
うに解析中である。 
 BBB 透過機構には、hPVR は関与していな
いことが明らかとなっている。そこで、hPVR
を持たないマウス脳血管内皮細胞（MBEC4
細胞）をトランスウェル上で培養し、in vitro 
BBB モデルを作製して、PV の透過実験を行
った。その結果、作製した in vitro BBB モデ
ルは、in vivo の透過性を反映していることが、
明らかとなった。 
 次に、PV と MBEC4 細胞を混合し、界面
活性剤で処理した後、PV が結合している細
胞表面分子を、PV に対する抗体を使用した
免疫沈降法により得た。この分画を SDS ポ
リアクリルアミドゲル電気泳動法により分
離し、各分画に含まれる細胞側分子を質量分
析法により解析した。その結果、トランスフ
ェリン受容体分子が唯一の細胞表面分子と
して同定出来た。 
 トランスフェリン受容体と PV の結合性を
確認するため、PV とタグを付加したトラン
スフェリン受容体を混合し、タグの抗体を使
用して免疫沈降法による解析を行った結果、
トランスフェリン受容体と PV は結合するこ
とが証明された。さらに、両者の結合に関与
するペプチドの同定に成功した。ペプチド同
士も結合することを示すことが出来た。PV
粒子上のペプチドにマーカー分子を結合さ
せた分子も、MBEC4 細胞に取り込まれるこ
とが明らかとなり、さらに、in vitro BBB モ
デルを効率よく透過することも明らかとな
った。この研究は、中枢神経系をターゲット
とした DDS の新しい戦略として、特許出願

につながった。現在、血流中から中枢神経系
に移行しやすい変異株の透過性も検討する
準備を整えている。 
 PV の逆行性軸索輸送に関しては、細胞質
ダイニンが関与する速い軸索輸送であるこ
とを明らかにした。しかし、その速度は、4 
cm/day～32 cm/day の幅があることが明ら
かとなった。32 cm/day の輸送に関してのメ
カニズムは、hPVR に依存的であった。すな
わち、骨格筋に接種した PV は、神経シナプ
スで hPVR 依存的にエンドサイトーシスに
より取り込まれる。PV を持つエンドソーム
の外側には hPVR の細胞質ドメインがあり、
その上には、ダイニン複合体サブユニットへ
の結合モチーフがある。そのモチーフを介し
てダイニン複合体に結合する。PV を持つエ
ンドソームは、ダイニン複合体を介し、マイ
クロチューブルに沿って逆行性に神経細胞
体まで運ばれる。このことは、in vitro での
再構成系を使用して証明した。すなわち、ラ
ットの初代運動神経細胞に GFP を付加した
hPVRの cDNAをマイクロインジェクション
し、8 時間培養後、蛍光標識した PV を感染
させ、共焦点レーザー顕微鏡で観察し、hPVR
と PV が共に移動するビデオを作成すること
によって、証明した。4 cm/day の比較的遅い
輸送系は、hPVR 非依存的であることも証明
した。 
 また、逆行性軸索輸送中の PV は、感染性
粒子であること、神経細胞体に到達してから
hPVR 依存的なウイルス複製が開始される。
どのようにウイルス複製が開始されるかは
今後の問題である。本研究では、この問題を
解明するために、神経の細胞体とシナプス側
を分離して培養できる培養装置の開発を行
った。Tg マウスからの運動神経細胞の初代培
養細胞の分離培養に成功したが、この装置を
使用しての研究は、これから開始するところ
である。 
 1 型インターフェロン受容体の KO マウス
と PV 感受性 Tg マウスから作製したマウス
を使用して、PV 感染実験を行った。PV は、
マウスの胃の酸性条件下で失活することが
明らかとなったので、炭酸水素ナトリウムと
同時に PV を与えた。この自然免疫系が働か
ないマウスでの経口感染では、ある程度マウ
スが感受性となることが示された。このマウ
スへの経口感染系を使用し、最初に感染する
細胞を検討したが、細胞の種類を同定するこ
とはできなかった。またマウス腸管の M 細胞
には PV 抗原を検出することはできなかった。 
 神経細胞に PV を感染させ、2 時間後に感
染防御抗体を添加すると、PV はクリアラン
スされ、24 時間後には感染神経細胞は継代可
能となる。抗体添加の時期を遅らせると、こ
の現象は見られなくなる。このことから、添
加抗体の働きは、複数回の感染を阻止したこ



 

 

とにあると考え、その可能性を検討した。 
 すなわち、1 回感染のみ起こる PV の欠陥
干渉（DI）粒子を使用した感染実験を行った。
その結果、神経細胞は抵抗性を示したが、コ
ントロールとして使用したHeLa細胞には激
しい細胞変性効果が現れた。DI 粒子感染によ
っても、細胞変性に関し中心的な役割を演じ
る、PV の 2A 蛋白質は発現する。したがって、
神経細胞は、2A 蛋白質に対し抵抗性がある
ことが判明した。神経細胞が、PV の一回の
感染に対し抵抗性を持つのは、このためでは
ないかと考えられる。 
 そこで、神経細胞に DI 粒子を複数回感染
させ、細胞変性効果を観察した。予想に反し、
細胞変性は生じなかった。そこで、DI 粒子に
欠けているキャプシド蛋白質領域を発現す
るワクシニアウイルスを使用し神経細胞へ
の感染実験を行ったところ、コントロールの
野生型ワクシニアウイルスに比べ、明らかに
細胞変性効果が強く発現した。このことは、
神経細胞は、2A 蛋白質よりもキャプシド蛋
白質に、強く損傷を受ける可能性を示してい
る。 
 PV を使用した発現ベクターは、キャプシ
ド蛋白質領域を外来mRNAと置換するので、
神経細胞を標的とする場合、安全性の高いベ
クターとなると予想された。 
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