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研究成果の概要（和文）：細胞の分裂や増殖を伴う活性化がウイルスの増殖性に如何なる影響を

与えるかについて検討した。急性感染、持続感染のモデルをリンパ球系細胞、上皮系細胞で構

築し、ＴＬＲ情報伝達系をＬＰＳ，熱ショック蛋白、イミキモド等で活性化し細胞培養上清中

の遊離ウイルス量を測定した。その結果、リンパ球系や単球系細胞に持続感染している麻疹ウ

イルス、ムンプスウイルス、単純ヘルペスウイルス１型（ＨＳＶ１）の遊離ウイルス量には大

きな変化は認められなかった。しかし、上皮系細胞であるＦＬ細胞をイミキモドで処理した場

合は、インターフェロン非依存的にＨＳＶ１の増殖は有意に抑制された。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the fluctuation of virus growth via activation of 
TLR signaling pathway in persistently or acutely infected cells with measles, mumps or 
herpes simplex viruses. The fluctuation was not recognaized in lymphoid cell lines 
persistently infected with these viruses through treatment with LPS or HSP. On the other 
hand, release of herpes simplex virus type 1 was significantly suppressed by pretreatment 
of FL cells with imiquimod. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）多くのウイルスは細胞の活性化、増殖
性・分裂に依存して複製することが知られて
いる。つまり、宿主細胞の増殖因子を必要と
している。 
 
（２）リンパ系細胞、上皮系細胞は細胞膜や
エンドソーム膜上に TLR(Toll-like receptor)
を発現し、その情報伝達系を介して細胞を活

性化し、インターフェロン（ＩＦＮ）を含む
種々サイトカインを誘導し自然免疫の成立
に深く関与している。また、細胞分裂の誘導
なども促進する。 
 
（３）ＴＬＲのリガンドとしては、ウイルス
や細菌の構成成分以外に宿主生体の産生す
る熱ショック蛋白（ＨＳＰ）等も報告されて
いる。 
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２．研究の目的 
（１）ＴＬＲ情報伝達系を介する細胞の活性
化（分裂、増殖、サイトカイン産生等）がウ
イルスの増殖性に如何なる影響を与えるか
を検討する。 
 
（２）特に、持続感染（潜伏感染、慢性感染）
状態のウイルスの再活性化、増殖性の増加が
ＴＬＲ情報伝達系の活性化と関連している
かどうかを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）持続感染細胞の成立 
リンパ球系細胞である TAL-1, CCRF-CEM, 
AKATA, 単球系細胞である U937, THP-1,神 
経 系 細 胞 で あ る U118-MG, ST88-14, 
MO3.13, SK-N-AS, NT2, ヒト羊膜由来上皮 
細胞ＦＬ等を用いて麻疹ウイルス（ＭｅＶ）， 
ムンプスウイルス（ＭｕＶ）、単純ヘルペス 
ウイルス１型（ＨＳＶ－１）による持続感染 
系の成立を試みた。ウイルス力価の測定は 
Vero 細胞によるプラーク形成法によった。ウ
イルスの定性にはＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ法に 
よった。 
 
（２）サイトカインの測定 
培養上清中のサイトカインの定量はＥＬＩ
ＳＡキット(ELISA Development kit)、また
検出は細胞抽出全ＲＮＡ（RNeasy Mini kit）
を用いたＲＴ－ＰＣＲ法によった。 
 
（３）ＴＬＲの刺激 
大腸菌Ｏ１１１：Ｂ４株由来ＬＰＳ（100 or 
1000 ug/ml)、ヒトＨＳＰ７０（10 ug/ml）、 
ＨＳＰ免疫複合体（ヒトＨＳＰ７０:10 ug/ml
＋抗ヒトＨＳＰ７０抗体:10ug/ml）、ＴＰＡ
（50nM）、イミキモド（10 ug/ml）によりそ
れぞれの細胞を２４時間処理した。 
Ｕ９３７、ＴＨＰ－１に関しては、活性ビタ
ミンＤ３（１０ｎＭ）で２４時間処理、未処
理したものを刺激した。 
 
（４）NF-ｋB 活性化はレポータ遺伝子発現増
強により測定した。 
 
（５）イミキモド処理 FL細胞における抗ウ
イルス因子の検索は、細胞から抽出した RNA
を用いた網羅的マイクロアレイによって行
った。 
 
４．研究成果 
（１）持続感染細胞系の成立。 
MeV、MuVによる持続感染系は用いた全ての細
胞系で成立した。これらの持続感染系では、 
ほぼ全ての細胞がウイルスに感染しており、 
培養上清中には１ｍｌ当り 1000～10000 個 
のウイルス粒子が検出できた。 

 一方、HSV-1に関しては安定な持続感染系 
は成立しなかった。但し、TALL-1、U937,THP
－１においてはやや安定な持続感染系を成
立させることができた。さらに HSV-1VR3 株
（野生株）の欠損株、ｄ４１株（U41欠損 VR3
株）、ｄ１３株（U13欠損 VR3 株）を用いて持 
続感染系の成立を試みたところ、TALL-1 では 
VR3、ｄ１３でやや安定な系が得られたが、 
ｄ４１は不安定な系であった。U937,THP-1で
は VR3は不安定であり、ｄ４１、ｄ１３感染 
系は比較的継代は可能であるが常にあるレ
ベルの死細胞が認められた。 
 ｄ１３、ｄ４１持続感染 U937細胞での IFN 
誘導性 MHCクラス I、II発現に対する抑制能 
に差異が認められた。U937細胞は、IFN-α処 
理により MHCクラス I 発現が、また IFN-γ処 
理により MHCクラス II発現がそれぞれ有意 
に上昇する。HSV-d13持続感染 U937細胞(U 
937-d13)は未感染 U937細胞とクラスＩ，II 
発現に関しては大差が認められず、IFN-α、 
γ処理による発現増強も同程度認められた。 
これに反して、HSV-d41持続感染 U937 細胞 
（U937-d41）のクラスＩ，II の発現レベル 
は未感染 U937細胞の発現レベルより著しく 
抑制されていた。また、この抑制レベルは 
IFN-α、γの処理によっても回復しなかった。 
 従って、Ｕ１３遺伝子産物にはＭＨＣクラ 
スＩ、IIの発現を制御（抑制）する機能が存 
在する可能性が示唆された。 
 
（２）ＭｅＶ、ＭｕＶ持続感染細胞のＴＬＲ 
   刺激 
 成立した全てのＭｅＶ及びＭｕＶ持続感 
染細胞をＬＰＳ、ＨＳＰ７０、ＨＳＰ７０ 
免疫複合体で処理したがウイルス遊離量に 
変動は認められなかった。 
 Ｕ９３７、ＴＨＰ－１細胞に関してはＴＰ 
ＡやビタミンＤ３処理によりマクロファー 
ジへ分化することが報告されている。持続感 
染細胞と未感染細胞との比較において、これ 
らの薬剤処理による分化程度に差は認めら 
ず、さらにウイルス量も変化しなかった。 
 Ｕ９３７、ＴＨＰ－１におけるＭｅＶ感染 
はＴＬＲ４やＴＬＲ７情報伝達系をＡ２０ 
の誘導を介して抑制するのでＮＦ－ｋＢや 
ＡＰ－１の活性化は認められずサイトカイ
ンの誘導も生じない、つまり細胞の活性化は
生じていない可能性があるためウイルス量
の変動が小さいとも推察される。しかし、 
ＭｕＶ感染ではＴＬＲ刺激でＮＦ－ｋＢの 
活性化が生じサイトカインは誘導されるが 
ウイルス量に変化は生じなかった。 
 さらにＭｅＶ持続感染Ｕ９３７細胞では 
ＴＰＡ処理において極めて高力価のＩＦＮ 
―αの誘導が認められるが、ウイルス量は抑
制されることはなかった。 
 これらのことはＭｅＶやＭｕＶの持続感 



 

 

染系においてはＴＬＲ情報伝達系の活性化 
はウイルス複製や産生に影響をおよぼさな 
いものと推察された。 
 
（３）ＨＳＶ持続感染細胞のＴＬＲ刺激 
今回用いた細胞株においては残念ながら安 
定な持続感染系は得ることはできなかった。 
しかし、それぞれの細胞でのＨＳＶ複製、増 
殖能は様々であり、細胞変性効果（ＣＰＥ） 
の出現に違いのあることも判明した。 
 感染がある程度期間維持できた TALL-1,U9 
37, THP-1の系でＴＬＲ刺激を試みた。いず 
れのＨＳＶ－ＶＲ３株、ＨＳＶ－ｄ１３株、
ＨＳＶ－ｄ４１株の感染細胞もＴＬＲ刺激 
によってウイルスの遊離には大きな影響は 
表れなかった。Ｕ９３７、ＴＨＰ－１細胞に 
おいてはＮＦ－ｋＢの活性化が認められる 
がウイルス量に変化が無いことから、細胞の 
活性化がウイルス複製を促進することはな 
いと推察された。 
 
（４）イミキモド処理によるＨＳＶ複製・増 

殖性の変動 
イミキモドはヒトパピローマウイルスによ
る尖圭コンジローマの治療薬として臨床応
用されてる薬剤である。作用機序はＴＬＲ７
／８を刺激し、Ｉ型ＩＦＮを含むサイトカイ
ンを誘導・産生することによりウイルス感染
細胞に間接的に影響を与えるものと考えら
れている。今回はＨＳＶの標的細胞でもある
上皮系細胞でのイミキモドの効果を検討し
た。 
 イミキモド処理したＦＬ細胞では、イミキ
モドの濃度と処理時間に依存してＨＳＶ－
１の増殖が著しく抑制された。ＨＳＶの前初
期タンパク質ＩＣＰ４の発現は感染後６時
間まではイミキモド処理細胞と未処理細胞
間では差が認められなかった。しかし、感染
１２時間以降ではイミキモド処理細胞では
ＩＣＰ４発現は強く抑制され、初期および後
期タンパク質の発現は殆ど認められなかっ
た。ＴＬＲ７経路阻害剤ＩＲＳ６６１処理は
イミキモドによるＨＳＶ複製抑制効果を解
除した。 
 イミキモドによってＦＬ細胞内に誘導さ
れるＲＮＡをマイクロアレイによって解析
した結果、Ｉ型および III型ＩＦＮ、ＩＦＮ
誘導性抗ウイルス因子、サイトカインの発現
増加は認められなかった。一方、システイン
プロテアーゼ阻害因子であるシスタチンＡ
とＣの強い発現誘導が認められた。シスタチ
ンの誘導はＩＲＳ６６１の処理により抑制
された。また、ＦＬ細胞へのシスタチンＡの
導入はＨＳＶの複製を有意に抑制した。すで
にシスタチンＣがＨＳＶの複製を抑制する
との報告があるが、今回は、これに加えてシ
スタチンＡがＨＳＶに対する抗ウイルス効

果を発揮することが明らかになった。 
 ＦＬ細胞でのイミキモドの抗ＨＳＶ効果
はＩ型および III型ＩＦＮシステム非依存的
に発揮されることも判明した。 
 ＦＬ細胞以外の上皮系細胞であるＨｅＬ
ａ、ＳｉＨａ、ＣａｓＫｉにもＴＬＲ７が発
現しており、イミキモドによってシスタチン
Ａが誘導されることから、これらの細胞にお
いてもＨＳＶ複製抑制がもたらされること
が推察された。 
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