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研究成果の概要（和文）：狂犬病は致死的な人獣共通感染症で、現在もなお有効な治療法はない。本研究では､これま
での脳免疫に関する自家所見に基づき、鞘内免疫(脳脊髄液へのワクチン投与)によって狂犬病発症動物を治療する事を
目指した。その結果、暴露前あるいは暴露後ワクチン接種を受けた個体では、発症後早期に鞘内免疫を行えば、脳炎に
起因する症状は残るものの、100％延命可能であることを明らかにした。狂犬病発症例では心筋壊死を併発するが､その
発生メカニズムは不明であった。心筋壊死は神経原性心筋症であり、狂犬病発症個体の治療に当たっては心筋症の併発
に留意する必要がある事を本研究で明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Rabies is a fatal zoonotic disease for which no effective treatment measures are c
urrently available. I purposed treatment of rabid animals using intrathecal immunization which means direc
t inoculation of vaccine into cerebrospinal fluid, based on our previous research results on brain immunit
y. As a result, the treatment using intrathecal immunization on rabid patients who ever received pre- or p
ost-exposure vaccination resulted 100% survival of the patients. However, their recovery was incomplete an
d persisted were nervous signs due to brain damages before the treatment. Rabid patients usually show myoc
ardial necrosis of unknown pathogenesis. The present research disclosed that the myocardial lesion was neu
rogenic cardiomyopathy and complication of myocardial lesion should be kept in mind at the treatment of ra
bid patients.
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１．研究開始当初の背景 
狂犬病は致死的な人獣共通感染症で、現

在もなお有効な治療法はない。2005 年に米
国で 2 名の狂犬病罹患患者が抗ウイルス薬
と麻酔薬を用いた昏睡療法の併用により救
命できたと報告され、この治療法は
Milwaukee Protocol と命名された。しかし､
その後の追試は全て不成功に終わり､かつ
本治療法のメカニズムも不明なことから、
本治療法は忘れ去られつつある。 
狂犬病ウイルスは少なくとも5種類の蛋白

をコードする遺伝子を有しており、感染細胞
の壊死やアポトーシスおよび宿主の感染防
御反応（炎症）を最小限に抑える感染症式を
発達させている。例えば、感染神経細胞のア
ポトーシスと T細胞浸潤を誘導する G蛋白の
産生が少ないほか、P 蛋白はインターフェロ
ン産生に始まる一連の宿主免疫反応を抑制
する。一方、中枢神経組織は免疫学的特権組
織と呼ばれ、リンパ管と樹状細胞を欠き、炎
症がなければ MHC 抗原も提示されていない。
さらに、正常な中枢神経組織の血液脳関門は
炎症性細胞の浸潤と末梢血抗体の流入を遮
断している。従って、細胞壊死に始まる炎症
反応が中枢神経組織で起きない限り、血液中
の中和抗体は中枢神経組織に侵入した狂犬
病ウイルスに作用せず、このことが狂犬病の
治療を困難にしている。 

 
２．研究の目的 
狂犬病例の組織切片を見ると、生前の神経

症状の激しさに比べ、脳の神経細胞壊死や炎
症性変化が乏しいことに驚く。特徴的な好酸
性細胞質封入体を持つ神経細胞や大量の狂
犬病ウイルス抗原・ゲノムを含む神経細胞に
おいても、核と細胞質の形態が良く保持され
ている。感染細胞を生かしておいた方がウイ
ルスにとって都合がよいのだろうが、逆に、
ウイルスを神経組織から駆逐できれば狂犬
病は完治するかもしれない。これまでに報告
のある 7名の狂犬病発症後生存例では、脳脊
髄液中の中和抗体価が共通して高かったと
いう記録がある。それならば、脳脊髄液に中
和抗体を誘導できれば狂犬病は治療できる
はずである。 
鞘内免疫とは抗原を脳硬膜（鞘）内に接種

するという、いささか乱暴な免疫法で、臨床
応用はされていない。この免疫法に関する実
験的研究は1990年代から活発に始められた。
現在の脳免疫（中枢神経組織と末梢免疫シス
テムの連携）に関する概念によれば、鞘内免
疫の機序は以下のように考えられる。脳脊髄
液に投与された抗原はCD11b/MAC-1+抗原提示
細胞（ミクログリア）あるいは血管周囲樹状
細胞に捕捉され、脳では免疫担当細胞の遊走
と分化を促進するケモカインおよびサイト
カインが産生される。脳脊髄液の一部は頚部
リンパ節に流入するため、抗原情報は頚部リ
ンパ節から脾臓、さらには骨髄に達して全身
性の免疫反応を喚起する。増殖したＴリンパ

球（特に CD4, CD8 および CD17 陽性細胞）と
Ｂリンパ球の一部は血液脳関門あるいは脈
絡膜の血管を通過して脳組織へ浸潤する。そ
の結果、強い抗体応答と細胞性免疫が脳内と
末梢血の両方で起こる。 
 研究代表者はこれまでに、（１）脳脊髄液
の抗体価は鞘内免疫によってのみ顕著に上
昇すること、（２）鞘内免疫した脳では抗体
産生細胞である形質細胞が脳髄膜、血管周囲
および脳室脈絡叢に浸潤すること、（３）鞘
内免疫した脳では IgG の mRNA のみならず、
形質細胞の遊走能に関与するケモカインお
よびサイトカイン（CXCL9, 10, 13 および
BAFF）の mRNA が脳で高発現していることか
ら、鞘内免疫によって脳内で特異抗体産生が
起こること、（４）鞘内免疫は血液脳関門の
透過性を亢進させ、鞘内免疫によって脳脊髄
液に誘導された抗体は末梢血抗体と脳内で
産生された抗体の2つの起源を持つことを報
告してきた。そこで、鞘内免疫を施したマウ
スの後肢筋肉内に大量の狂犬病ウイルスを
接種し、皮下免疫および筋肉内免疫と発症予
防効果を比較したところ、すべての鞘内免疫
マウスは狂犬病ウイルス接種に無症状で耐
過した。これらの結果は、鞘内免疫を予防的
（暴露前）あるいは暴露後免疫として使用す
れば完全な狂犬病発症予防効果を発揮する
ことを示していた。 
つぎに、鞘内免疫は脳内に侵入した狂犬病

ウイルスの増殖を阻止できるか否かを検証
するため、鞘内免疫したマウスの脳に狂犬病
ウイルスを直接接種し、生残率、脳病変、ウ
イルス分離および脳脊髄液中の抗体レベル
を検索した。その結果、鞘内免疫群の狂犬病
発症および死亡率は 20%に留まり、鞘内免疫
によって脳内でのウイルス増殖を抑制でき
ることが分かった。 
以上の結果を踏まえ、本研究課題では、固

定毒および街上毒狂犬病ウイルス接種によ
って神経症状を表したウサギに鞘内免疫を
施し、狂犬病の治療法確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
 攻撃用固定毒狂犬病ウイルスとしてCVS株
を、街上毒狂犬病ウイルスとして 1088 株を
用い、実験動物としては市販 SPF ウサギを用
いた。CVS 株接種実験を北海道大学人獣共通
感染症リサーチセンターP2 動物実験室にお
いて、1088 株接種実験を大分大学医学部 P3
動物実験施設において、それぞれの大学の動
物実験委員会の承認を得て行った。 
固定毒ウイルス接種実験：市販狂犬病ワク

チンで皮下免疫後3日目のウサギの後肢に狂
犬病ウイルスを接種し、狂犬病発症 1，2 お
よび 4日後に 4羽のウサギに鞘内免疫を行っ
た（SC/IT 群）。対照として、ワクチンを投与
しないでウイルス接種した群（陽性対照群）
3 羽、皮下免疫後ウイルス接種し、発症後は
ワクチン投与しなかった群（SC 群）3羽、皮
下免疫後ウイルス接種し、狂犬病発症確認後



皮下免疫を 3回行った群（SC/SC 群）3羽の 3
群、合計 4群を設定した。 

街上毒ウイルス接種実験：1088 株をウサギ
の咬筋(4 羽)あるいは鼻腔内(4 羽)に接種し
た。 
上記の2つの実験ではウイルス接種後の症

状観察と体重測定を毎日行ったほか、血液お
よび脳脊髄液を定期的に採取して抗体価を
測定した。死亡例および実験終了時に安楽死
させたウサギ全例を剖検し、全身諸臓器を組
織学的に検索した他、免疫染色と PCR 法によ
り､ウイルス抗原あるいはウイルス遺伝子の
検索を行った。 
 
４．研究成果 

固定毒ウイルス接種実験：ウイルス接種ウ
サギの初期狂犬病症状は後肢麻痺で、次いで
摂餌・摂水量の減少、流涙および流涎亢進、
全身性麻痺/けいれん発作を経てウイルス接
種後 8～12 日後に死亡した。しかし、SC/SC
群の 3羽中 1羽と SC/IT 群 4羽中 4羽は全身
性けいれんなどの狂犬病極期の神経症状を
示したのち快方に向かい、生残した。生残ウ
サギは摂餌・飲水が可能となり、外部刺激に
も反応するようになったが、最長 35 日間の
経過観察中、１羽も起立歩行するには至らな
かった。 
病理組織学的に死亡例では神経細胞壊死

が脳脊髄と背根神経節で広範に認められ、免
疫染色切片では大量の狂犬病ウイルス抗原
が神経細胞に沈着していた。特に、大脳皮質、
視床、視床下部、脳幹の上行性神経核および
網様体、小脳虫部、脊髄背核および中間質、
腰部および仙骨部の脊髄神経節でこれらの
病変が重度で、海馬では軽度ではあった。ま
た、Iba1 陽性ミクログリアの増殖/肥大とリ
ンパ球のび漫性、囲管性および髄膜浸潤が顕
著で、リンパ球の多くを CD3 陽性 Tリンパ球
が占めていた。一方、生存例では上記脳部位
における神経細胞消失が目立ち、マクロファ
ージ浸潤を伴った軟化巣形成が脊髄灰白質
および脳幹に散発していた。リンパ球浸潤は
生存例に比べ強く認められたが、CD3 陽性 T
リンパ球の比率は死亡例に比べ低かった。狂
犬病ウイルス抗原がごく稀に、神経細胞内に
認められたが、RT-PCR 検索では生存例の脳組
織には狂犬病ウイルスのゲノムは検出され
なかった。 
 狂犬病発症後生残したヒト症例の全てで
脳脊髄液に高力価の中和抗体が検出された
ことから、脳脊髄液の中和抗体の重要性が強
調されてきた。しかし、本実験で臨床症状の
極期（生死を分けた時期）に採取した血清お
よび脳脊髄液の中和抗体価を死亡例と生残
例で比較したところ有意な差はなく、死亡例
の脳に浸潤したリンパ球の多くが T リンパ
球であった。これらの結果から、中枢神経組
織に侵入した狂犬病ウイルスの排除におい
て、血清および脳脊髄液の中和抗体だけが重
要ではなく、詳細は今後解明しなければなら

ないが、細胞性および液性免疫の両方がウイ
ルス排除に関与していることが示唆された。 
 街上毒ウイルス接種実験：接種ルートに拘
わらず、ウイルス接種後 9～12 日に一過性に
摂餌・摂水量が減少したが、その 4～5 日後
までには正常に復帰し、1 羽も神経症状を表
さなかった。組織学的には大脳に軽度の囲管
性細胞浸潤が認められ、全例で末梢血および
脳脊髄液の中和抗体価が顕著に上昇してい
た。街上毒狂犬病ウイルスは末梢神経を経由
して中枢神経組織に到達するのが固定毒に
比べて遅いことが知られているが、本実験で
は､街上毒ウイルスが脳に到達して脳炎を起
こす前に強い免疫反応が起こり、ウイルスが
中枢神経系から排除された結果、狂犬病発症
に至らなかったと理解された。 
 狂犬病ウイルス接種ウサギに発生した心
筋壊死の発生メカニズム：固定毒ウイルスを
接種した総計 14羽中 13羽のウサギに心筋壊
死が認められた。心筋病変は左右心室壁に出
現し、しばしば収縮帯壊死を伴っていた。心
筋壊死の程度は脳病変の程度と比例し、麻酔
薬の投与回数あるいは投与量と無関係であ
った。また、心筋にウイルス抗原は認められ
なかった。以上の所見から、この心筋病変は
神経原性心筋症と診断された。 
 結論：本研究により、暴露前あるいは暴露
後ワクチン接種を受けた個体では、狂犬病
発症早期に鞘内免疫を行えば、脳炎に起因
する症状は残るものの、100％延命可能で
あることを示した。本研究成果は、狂犬病
に罹患した人および動物を完治できる治療
法開発に道を拓くものである。また、狂犬
病発症例では心筋壊死を併発する事が報告
されてきているが､その発生メカニズムは
不明であった。心筋壊死は神経原性心筋症
であり、狂犬病発症個体の治療に当たって
は心筋症の併発に留意する必要があること
が明らかになった。 
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