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研究成果の概要：  
 我々は胃酸によりポリオウイルス（PV）が失活することを見出したため、胃酸の影響を受け
ずに直接小腸へウイルスを導入できる腸溶性カプセルを用いた経口投与法を確立した。カニク

イザルに PV 液含有腸溶性カプセルを経口投与したところ、小腸からの感染は成立することが
示唆された。サル小腸へ効率的に PV を導入したにも関わらず、ヒトと比較して圧倒的に感染
効率が低いことから、自然免疫の種差により扁桃や小腸組織内での PV 増殖効率が変化するた
めである可能性が考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
ポリオウイルス（PV）は急性灰白髄炎（小
児まひ）の原因ウイルスである。PV 根絶に
向けて PV 生ワクチンが主に用いられてい
るが、近年 PV 生ワクチン由来変異ウイルス
自体が流行を引き起こすことが明らかにな
った。これを受け世界保健機関（WHO）は、
次世代ワクチンを開発する必要性を認めた
（Heymann D.L., et al., 2005）。また、次
世代ワクチン、予防・治療薬が開発されるま

では、現在のワクチンを使い続ける必要性が
世界的に認められている（Agol V.I., et al., 
2005）。 

 ヒトが PV を経口摂取すると、容易に腸管
感染が成立する。ヒトにおいて PV は経口で
侵入し、消化管などで増殖後血中に入りウイ
ルス血症となり、その後中枢神経系内へ侵入
し運動神経で増殖し四肢に麻痺を引き起こ
すと考えられている。この経口感染経路は、
ヒトにおいて最も主要かつ重要な経路であ
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るにも関わらず、これまで全く未解明だった。
その主な原因は、ウイルス血症以降の伝播経
路について PV 感染モデル動物として用い
られている、ヒト PV 受容体（hPVR/CD155）
発現トランスジェニックマウス（Tg）、およ
びサルにおいて、経口感染がこれまで成立し
なかったためである。したがって、まず経口
感染が成立する感染モデル動物系を確立す
ることが重要と考えられた。 

 上述の通り、経口感染モデル動物が存在し
なかったため、PV 経口感染系の研究は世界
的にほとんど行われてきていない。hPVRは 
PV 感染初期段階に重要な役割を果たすこと
が知られている。ところが、数少ない報告例
では、hPVR-Tg 腸管に hPVRが発現してい
るにも関わらず、PV 経口感染が成立しなか
ったという報告がある（Zhang S., et al., 
1997）。血液脳関門の PV 透過に関して我々
がこれまでに得た結果より、トランスフェリ
ン受容体が PV に結合し、PV のトランスサ
イトーシスに関与する可能性が考えられ（論
文準備中）、小腸においてもこういった 
hPVR以外の受容体が関与している可能性も
考えられる。したがって、小腸上皮における
hPVRの発現分布のみでは PV 感染モデル動
物における経口感染に対する感受性の低さ
を説明できない可能性もある。 

我々は、これまで hPVR-Tg において PV 
経口感染が成立しなかった原因のいくつか
を明らかにすることにより、マウスにおける 
PV 経口感染系を確立することに世界に先駆
けて成功した（Ohka S., et al., 2007.）。
まず、i) マウス胃内の低 pH により、PV が
感染性を失うことを明らかにした。また、ii) 
１型インターフェロン受容体欠損 hPVR-Tg 
における経口感染系を確立した。これにより、
１型インターフェロンがマウスにおける PV 
経口感染防御に寄与していることが明らか
になった。さらに一段階進め、１型インター
フェロン受容体を欠損しておらず正常な先
天性免疫システムを持つ hPVR-Tg におい
ても腸管で増殖し経口感染が成立する、腸管
適応 PV 変異株を分離することに我々は成
功している。これにより、正常な先天性免疫
システムを持つ hPVR-Tg において、上記腸
管適応 PV 変異株を用い、経口感染メカニズ
ムを解析することが可能になった。 
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２．研究の目的 
正常な先天性免疫システムを持つ hPVR-Tg 
において、腸管適応 PV 変異株がどういった
バリアーを超えることにより経口感染でき
るようになったのかを解明する。この知見は、
ヒトにおいて PV 経口感染が成立しやすい
原因を解明する手がかりとなる。また、上記
腸管適応 PV 変異株を、胃で失活しない方法
でサルに経口投与することにより、サルにお
ける経口感染系を確立できる可能性も高い。
これらの系を駆使し、これまで解析不可能だ
った PV 経口感染後の PV 体内伝播経路・感
染機構を、経口感染モデルマウスおよびサル
において解明する。以上から得られる知見は、
PV の体内伝播・感染機構解明に繋がるのみ
ならず、PV 感染予防・治療薬、次世代ワク
チンの開発に貢献できる可能性が非常に高
い。 

 
３．研究の方法 
(1) 正常な先天性免疫システムを持つ PV 
感受性モデルマウス （hPVR-Tg） において
経口感染が成立する腸管適応 PV 変異株の
クローニングと腸管適応原因変異の同定 
 上記腸管適応 PV 変異株のクローニング
を行い、腸管適応原因変異を同定する。腸管
適応 PV 変異株のクローニングは難しいが、
その原因をこれまでに明らかにした。まず、
i) 変異株は特定の培養細胞内では、増えにく
いため変異株のポピュレーションが下がり
やすい。また、ii) 現有の変異株は小腸組織
で部分的に増殖していると考えられるうえ、
iii) 小腸上皮組織は短期間でターンオーバー
するため、サンプル採取のタイミングにより
ウイルスの回収効率が悪いことがわかった。
これらの点を改良しクローニングを成功さ
せるために、以下のように行う。 
①上記変異株の性質を維持しつつ、変異株の
高いポピュレーションを維持したままで、よ
り安定的に増殖可能な培養細胞系および培
養条件の検討を続ける。 



 

 

②同時に、これまでに得られている変異株よ
りもさらに腸管適応性の高い変異株を、高い
ポピュレーションで得る。具体的には、
hPVR-Tg に変異株を経口投与し、小腸およ
び糞便からウイルスを回収する。回収したウ
イルスを、増殖に適した培養細胞に高い 
m.o.i. で感染させて増やし、できるだけ継代
の少ないウイルスストックを再度 hPVR-Tg 
に経口投与することを繰り返し、腸管での複
製能または病原性が圧倒的に高い変異株を
得る。 
③変異株の増殖に適した培養細胞において
変異株の単一プラークを単離する。変異株の
増殖に適した培養細胞に、単離したウイルス
を高い m.o.i. で感染させることにより全体
としての変異株ポピュレーションを維持す
るように、変異株を複数単離・増幅する。そ
れらの単離した変異株の経口感染能を
hPVR-Tg において確認する。PV cDNA の
簡便なクローニング系（全長約 7.5 kb の一
本鎖プラス鎖 RNA ウイルスである PV か
ら、RNA 抽出、cDNA 合成後、high fidelity 
PCR により PV 全長のゲノムを増幅し、ベ
クターにクローニング）を既に確立している
ので、この系を用いて経口感染能が高い変異
株をクローニングする。クローニングされた
変異株 cDNA から変異株 RNA を合成し、
変異株の増殖に適した細胞にトランスフェ
クションし、変異株を回収する。得られた変
異株クローンの経口感染能をhPVR-Tg を用
いて確認し、経口感染能が高いものについて、
全塩基配列を決定する。または、 
④小腸組織あるいは糞便から得られた変異
株ウイルス液の力価が充分に高い場合には、
得られたウイルス液から直接クローニング
を行うとともに、ダイレクトシークエンスも
行う。得られたクローンについて、経口感染
能を hPVR-Tg において確認する。経口感染
能が高い変異株クローンについて、全塩基配
列を決定する。また、上記ダイレクトシーク
エンスの結果、変異が見つかった場合、それ
らの変異を導入した感染性 cDNA を人為的
に作製することも可能である。そこから変異
株 RNA を合成し細胞にトランスフェクシ
ョンすることにより得られた変異株クロー
ンについて hPVR-Tg を用いて経口感染能を
確認する。 
⑤変異塩基のうち腸管増殖能または経口感
染後の病原性発現の原因となる変異塩基を
解明するため、親株と変異株を組換えた、組
換え感染性 cDNA を作製し、それをもとに
組換えウイルスを得る。その経口感染能を
hPVR-Tg で確認することにより腸管適応原
因変異を同定する。 
(2)hPVR-Tg における PV 経口感染後の伝

播・感染機構の解析 
 (1)を終了後、(2)に着手する。hPVR-Tg に
腸管適応 PV 変異株を経口投与後の PV 伝
播・感染機構を検討する。 
①hPVR-Tg に親株と腸管適応 PV 変異株
を経口投与し、臨床症状の経時変化、および
投与 PV 力価に対する発症確率を観察する。
また、腸管および脳、脊髄、血液を経時的に
採取し、PV 力価を測定し、どの組織でどの
タイミングで変異株が増えやすくなること
が hPVR-Tg における経口感染成立に寄与
しているのか等を明らかにする。 
②PV が経口感染後どのように中枢神経系内
へ伝播していくかを調べるため、hPVR-Tg 
に腸管適応 PV 変異株を経口投与し、経時的
に灌流固定し全身サンプルを採取し、組織の
切片を凍結切片作製装置で作製し、免疫組織
染色法により PV 存在部位を共焦点レーザ
ー顕微鏡で観察する。また同時に、病理組織
学的解析も行い、PV の複製部位および伝播
経路を詳細に解析する。必要に応じて、親株
との比較を行う。 
③親株および腸管適応 PV を hPVR-Tg に
経口感染後、腸管等におけるインターフェロ
ン応答を確認し、変異株は腸管の細胞に適応
したのか、インターフェロンのバリアーを超
えられるようになったのか等の可能性を検
討する。 
(3) サルにおける PV 経口感染実験 
 サルの胃内低 pH で PV が失活しないよ
うに投与する方法を確立し、PV 経口感染後
の伝播経路を解析する。 
①サルにおいて、胃内低 pH で PV が失活
しないように投与する方法としては、i) 麻酔
下胃ゾンデでウイルス液を胃内へ注入する
か、ii) 腸溶性カプセルにウイルス液を充填
し経口投与する方法がある。i) は投与時の操
作によりできる傷口から血中へウイルスが
侵入するアーティファクトが無視できない
ため、ii) の腸溶性カプセルによる経口投与
系を確立する。腸溶性カプセルが腸に到達し
て始めて溶解できるようにするには、充填す
るウイルス液の pH や組成を検討する必要
がある。そこでまず、マウスにおいてマウス
用腸溶性カプセルによりウイルスが失活せ
ずに腸内へ送達される条件を検討する。マウ
ス用腸溶性カプセルに pH や組成の異なる
ウイルス液を充填し、一定時間後に小腸内容
物を回収し、ウイルス力価を測定する。腸溶
性でないカプセルにウイルス液を充填した
ものを投与した場合と比較、および投与量に
対する小腸からの検出効率を検討し、充分量
のウイルスが小腸へ送達されている条件を
採用する。 



 

 

②同様な条件でサル用腸溶性カプセルにウ
イルス液を充填し、カニクイザルに経口投与
し、麻痺等の臨床症状の観察、糞便からのウ
イルス・抗 PV IgA 抗体の検出、血中ウイル
スおよび血中抗 PV 抗体の検出を４週間に
わたり行う。まず、糞便中から充分量のウイ
ルスが検出されれば、ウイルスが小腸まで送
達されていたと考える。それでもなお臨床症
状や抗 PV 抗体価の上昇が観られなかった
場合、投与力価を増やすことを検討する。 
③経口感染後、ウイルス増殖、排泄、麻痺の
発症を示した場合、小腸上皮細胞のどの細胞
にウイルスが取り込まれどこで増殖するか、
また中枢神経系への侵入部位を明らかにす
るため病理解剖を行い、解析する。 
 
４．研究成果 

 我々は胃酸により PVが失活することを見
出したため、腸溶性カプセルを用いて PV強
毒株をカニクイザルに経口投与した。以前に
報告されているサルへの経口感染実験では、
胃ゾンデで胃内に直接ウイルスを注入して
いたが、ウイルスの付着したゾンデが咽頭を
通るために咽頭からアーティファクトによ
る感染も成立している可能性が充分に考え
られる。そこで、カニクイザルにおいてアー
ティファクトによる感染がなく安定して経
口投与可能な PV含有腸溶性カプセルの作製
方法と経口投与法を確立した。 
この方法を用いて PV強毒株をカニクイザ
ルに経口投与した。小腸内へ PV投与した個
体において、髄膜炎および血中抗体価の上昇
が観られたことから、PV 強毒株による腸か
らの感染がカニクイザルにおいて成立して
いることが示唆された。咽頭でカプセルが破
壊され、咽頭からの感染が疑われる個体もあ
り、咽頭からの感染も否定できないことから、
腸溶性カプセル投与方法の改善に加え、咽頭
および小腸からの感染を区別して感染伝播
機構を解析していく必要性が示された。 
 そこで、腸溶性カプセルを用いた経口投与
法を改良し、カニクイザルに PV強毒株ウイ
ルス液を扁桃に滴下、または PV強毒株含有
腸溶性カプセルを経口投与した。扁桃接種群
3頭中 1頭において、接種 7～10日後まで軽
度の麻痺が認められ、その個体において視床
の下部にグリオーシス、血管周囲性細胞浸潤、
髄膜炎が見られた。残りの 2頭のうち１頭で
は、四肢の脱力が若干見られ、組織学的には
視床部位に一カ所だけわずかな炎症性細胞
浸潤が見られた。PV 抗原が確認されなかっ
たため上記炎症性変化が PV感染によるかは
現段階では不明であるが、咽頭からも PV感
染が成立する可能性は考えられる。残る１頭
では臨床経過、組織学的所見ともに著変が見

られなかった。 
腸溶性カプセル投与群では、3頭中 1頭に
おいて、進行性のポリオ様麻痺が発症し、そ
の個体の視床部および脊髄の炎症部位には、
血管周囲性細胞浸潤、神経細胞の変性、壊死
が観られた。腰髄の脊髄前角では神経細胞の
消失像が多くみられ、視床部の神経細胞に
PV 抗原が検出された。したがって、小腸か
らの感染は成立することが示唆された。残り
の 2頭においても四肢の脱力が若干見られた
ものの、組織には著変が見られなかった。 
以上の結果から、サルにおいて咽頭からで
はなく小腸からの感染が成立することが示
唆された。サル小腸へ効率的に高力価の PV
を導入したにも関わらず、ヒトと比較して圧
倒的に感染効率が低いことから、胃酸の影響
で小腸へ到達する PV力価が低下するために
サルにおける PV経口感染が成立しにくいの
ではないことが明らかとなった。扁桃接種に
よって中枢神経系内に炎症性変化が見られ
たことから、扁桃からも PV感染が成立する
可能性が考えられる。しかし、ヒトでの経口
感染に比較すると圧倒的に効率が悪い。これ
は自然免疫の種差により扁桃や小腸組織内
での PV増殖効率が異なるためである可能性
が考えられる。 

hPVR-Tg マウス腸管における継代を繰り
返して分離したマウス腸管適応 PV変異株は、
マウス腸管における増殖性が高い表現型を
維持したクローンを得ることが困難であっ
た。強力なマウス腸管適応変異株クローンを
得るには、マウス適応と腸管（in vivo）適応
の二段階を経る必要がある可能性を考えた。
hPVR発現マウス腸管上皮細胞において、よ
り大きなプラークを形成できる変異株の
hPVR-Tg マウス体内における表現型を確認
したところ、有意な増殖効率の上昇は認めら
れなかった。また、その変異株を hPVR-Tg
マウス腸管において継代を繰り返したが、際
だって増殖効率が上昇した変異株をクロー
ン化することができなかった。増殖能が上昇
した株をダイレクトシークエンスで塩基配
列解析したが、有望な変異は見つけられなか
った。増殖効率が充分上昇した変異株を安定
して単離できないことから、変異の入ったウ
イルスポピュレーションが非常に低いか、増
殖させる際に復帰変異が入りやすいか、マウ
ス個体差が大きいか、単離するにはもっと増
殖効率を上昇させる必要がある、などが考え
られる。 
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