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研究成果の概要（和文）：マウス血管内皮細胞、およびマウスin vitro BBBモデルを使用し、ポリオウイルス（PV）の
血液脳関門透過機構の解明を行った。この研究成果を踏まえ、中枢神経系への新たなDDSを開発することも目的である
。本研究により、PVがBBBを透過する際には、宿主のトランスフェリン受容体分子を利用している可能性を確認し、さ
らに他の分子も利用している可能性を示した。また、トランスフェリン受容体上のPV結合サイトを同定し、PVのキャプ
シド蛋白質VP1がその結合に重要に関与していることを示すことが出来た。

研究成果の概要（英文）：Poliovirus dissemination routes were investigated by using mouse capillary endothe
lial cells and mouse in vitro BBB model.   Main interests were i) PV permeation mechanism through blood br
ain barrier (BBB), and ii) development of drug delivery system through BBB.   Our data confirm that PV uti
lizes transferrin receptor to invade the central  nervous system, and suggest that other host molecule mig
ht be involved as additional receptors in the BBB permeation.   In addition, our data indicates peptide re
gions on transferrin receptor and PV particle involved in the binding.
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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）マウスが開発され、サルに替わる感染モ

デルとして使用できるようになっていた。この Tg

マウスおよびノーマルマウスを使用した実験から、

PV の血流中から中枢神経系への移行（BBB 透

過）には、ヒト PVR 受容体は関与せず、マウスの

分子のみで BBB 透過が起こることが証明されて

いた。その流れとして、我々は、PV 粒子と相互

作用するマウスの分子を探索し、一つの候補分

子としてトランスフェリン受容体に焦点を合わせ

ていた。 

 
２．研究の目的 
 PV の BBB 透過機構にトランスフェリン受容体

が関与しているかを知るためには、PV 粒子とトラ

ンスフェリン受容体との間に相互作用があること

を明らかにし、更にその結合に関与するペプチ

ド部位を明らかにし、PV 側のペプチドのみで

BBB 透過が行われるかを証明することである。ま

た、PV 粒子を取り込む際のエンドサイト―シスの

メカニズムを明らかにすることも非常に重要であ

る。BBB 透過経路は多くの神経性ウイルスが使

用している体内伝播経路であり、神経性ウイルス

の一般的な病原性発現メカニズムの解明に結

びつく可能性が大きい。さらに本研究は、中枢

神経系への新しい DDS 開発研究に戦略を与え

るものとしても注目に値すると考えた。 

 
３．研究の方法 
 PV粒子をマウス血管内皮細胞 MBEC4 また

は TM-BBB2 と一定時間（４時間またはover 

night）、一定温度（１２℃、３７℃）で触れさせ、そ

の後、細胞を破砕し、PV抗体（ハイパーイムン血

清またはprotein Gを使用して精製したもの）を使

い免疫沈降法による沈降物の中にトランスフェリ

ン受容体およびその他の受容体が存在するかを

質量分析法で解析した。 

 次に同様の免疫沈降実験を、PV量を変化させ

て行い、免疫沈降される細胞側蛋白質の量の変

化を観察した。我々がこれまでに可能性ある受

容体分子として考えていたトランスフェリン受容

体は、上記の実験中、PV抗体としてハイパーイ

ムン血清を使用した場合、確実に検出でき、さら

にPV量を変化させると結合しているトランスフェリ

ン受容体も連動して変化するので、トランスフェリ

ン受容体に関しては、in vitro実験も行いin vivo

の結果を確認し、更に先に進めた。 

 PV粒子とトランスフェリン受容体の結合に関与

しているペプチドを同定するために、トランスフェ

リン受容体の各部分にGSTを融合させた蛋白質

を合成し、PV粒子との結合実験を行った。次に、

同定したトランスフェリン受容体上のペプチドと結

合するPV粒子上のペプチドを、同様な結合実験

により同定した。 

 同定したPV粒子ペプチドについてマウス血管

内皮細胞 MBEC4 を使用したペプチド取り込み

実験に、in vivoイメージング解析を行った。コント

ロールとして、トランスフェリン受容体に対するモ

ノクローナル抗体 OX-26 を使用した。 

 マウス血管内皮細胞 MBEC4 をトランスウェル

で培養し、in vitro BBB modelを作製し、トランス

フェリン受容体がPVのBBB透過の際に働く受容

体であるかを確かめる実験を行った。すなわち、

PVが in vitro BBB を透過する際に、トランスフェ

リン分子を共存させる、またはトランスフェリン受

容体抗体を共存させるなどして、PV透過の阻害

を観察した。 

 マウス脳血管内皮細胞（MBEC4、TM-BBB2)を

使用して、これら細胞におけるトランスサイトーシ

ス経路を可視化して観察できるように、培養条件

の確立を目指す。そのために、以下の方策をとる。

COS-1細胞では、PVが感染したのち、初期エン

ドソーム、リサイクリングエンドソーム、ゴルジ体（ト

ランスゴルジネットワーク）およびリソソームを明確

に判別できることが証明されている。したがって、

まずCOS-1細胞を用いて蛍光標識PVのエンドサ

イトーシスを観察し、次にマウス脳血管内皮細胞

を使用した実験系に移行する。 

 PV の 蛍 光 標 識 に は 、 粒 子 表 面 を

AlexaFluor-488 (-555)でラベル化する。観察に

は、共焦点レーザー顕微鏡を用いる。 



 
４．研究成果 

 まず、PV粒子とトランスフェリン受容体の関係を

確認するために、MBEC4 細胞にPV粒子を加え、

12℃で4時間培養し、細胞を破壊したのち、PVの

ウサギハイパーイムン血清を加えて免疫沈降を

行った。沈降物をゲル電気泳動法で分析した後、

トランスフェリン受容体に対する抗体を使用し、ウ

エスタンブロット法による解析を行ったところ、トラ

ンスフェリン受容体が検出され、PV粒子とトランス

フェリン受容体との結合が確認された。また、最

初に加えるPV粒子の量を多くすると、沈降してく

るトランスフェリン受容体の量もそれに伴って増え

ることから、PVのBBB透過には、トランスフェリン

受容体が重要な関与をしていると思われた。 

 以上は、PVのウサギハイパーイムン血清を用い

た実験である。その後、プロテインGを使用して

血清から抗体を精製し、精製抗体を使用したとこ

ろ、上記実験で、トランスフェリン受容体をウエス

タンブロットで検出できなくなった。PV抗体は、精

製前も精製後も、PV粒子は同様に沈降させる。

したがって、精製前のPV抗体には、PV以外に結

合するものがあり、トランスフェリン受容体はPV以

外のものと結合しているとの予測がなりたった。ト

ランスフェリン受容体がPV粒子と結合していない

とすれば、PV粒子のBBB透過とトランスフェリン

受容体は何の関係もないことになるので、このデ

ータは大変重要である。そこで、PV粒子と細胞

の触れ合わせ方など、多くの条件で実験を繰り

返した。その中で、トランスフェリン受容体を過剰

発現させた細胞を使用すると、トランスフェリン受

容体はPV粒子と共沈することが明らかとなった。

すなわち両者は親和性が無いわけではなく、思

ったより親和性が低かったのである。この実験結

果は、同時にPVのBBB透過にはトランスフェリン

受容体以外にも実際に働いている受容体が存

在する可能性を示した。 

 精製したPV粒子と精製したトランスフェリン受容

体分子とのin vitroの結合実験は、両者の間に親

和性があることを明確に示した。そこで、両者の

結合に関与するペプチドを同定するために、ま

ず、トランスフェリン受容体の各部分とPV粒子と

の結合を調べた。その結果、トランスフェリン受容

体の（AD）Apical Domainに結合することが示され

た。PV粒子とトランスフェリン受容体の結合力は

かなり強いことが明らかとなった。結合実験に使

用したタグは、MBP（マルトース結合蛋白質）また

はGSTを使用した。 

 次に、トランスフェリン受容体のADがPV粒子表

面のどのペプチドと結合するかを調べた。まず、

PVキャプシド蛋白質であるVP1からVP3を調べる

と、VP1が効率良く結合した。さらに、VP1の各ペ

プチド部分を調べるとVP1のGHループが最初最

有力ペプチドであったが、他のペプチド領域も結

合力があり、実験ごとにばらつきが出るようである。

現在実験を繰り返しながら検証している。 

 最近になり、PV側のVP1～VP3の種々のペプ

チドがMBEC4に取り込まれる効率を調べた。そ

の結果、VP1よりVP3の方が、またそのペプチド

の方が圧倒的に効率よく細胞に取り込まれること

が明らかになった。このことは、トランスフェリン受

容体を使用する際には、VP1のペプチドが対応

するが、他の受容体を使用するときにはVP3のペ

プチドが対応していることを示しているように思え

る。現在のところ、トランスフェリン受容体以外に

受容体らしきものは発見できていない。 

 細胞へのペプチドの取り込みは、GFPをタグと

して使用することで、可視化できた。今後は、実

際にマウスを使用して血管からBBBを越えて中

枢神経系に侵入する様子を観察したい。 

 エンドソームにPVが取り込まれるメカニズム、お

よび脳血管上皮細胞内での移行メカニズム、さら

に細胞の逆側からのPVの放出メカニズムに関し

ては、今後の研究成果に依ることとなってしまっ

たが、今年度は、PVとマウス血管内皮細胞との

結合が、思っていたほど強くはなく、PVの精製抗

体を使用すると、免疫沈降するトランスフェリン受

容体の量が、ほとんどなくなることが明らかになっ

た。また、VP3のペプチドと優先的に結合する細

胞表面受容体の存在が予測されるので、受容体

は複数存在するという考えに矛盾はない。 



 以下に、トランスフェリン受容体がPVのBBB透

過用の受容体である可能性について議論した

い。 

 トランスフェリンは鉄と結合し、トランスフェリン受

容体によってリサイクリングエンドソームに取り込

まれ、細胞内に運ばれる。全ての細胞は、鉄を

必要とするから、トランスフェリン受容体はどの細

胞にも存在する。また、トランスフェリンは、血中

に大量に存在する。 

 これまでに、本研究グループは、PVとトランスフ

ェリンは、マウス血管内皮細胞への取り込み過程

で競合するとの実験結果を得ており、PVのトラン

スフェリン受容体への親和性を示した。また、PV

のin vitro BBB透過をトランスフェリン受容体のPV

結合サイトのペプチドが阻害することも示した。ト

ランスフェリンの受容体上の結合サイトはPVの結

合サイトとは異なるが、両者が競合するということ

は、どちらかが結合すると、受容体は構造変化を

起こすのであろうと考えられた。 

 トランスフェリン受容体がどの細胞にも存在する

というのは、「トランスフェリン受容体がPVのBBB

透過に特異的に働く」という考えに反する。しかし

ながら、PVの感染に必要なPVRも全身で発現し

ているが、感染する組織・細胞は決まっているこ

とを考えると、何かのメカニズムが働いて、特異

的であると感じさせているのかもしれない。実際

に、トランスフェリン受容体も脳血管内皮細胞で

は、Apicalに発現しており、その他の組織では、

Basolateralに発現しているとの報告がある。その

ため、PVは、脳血管内皮細胞によってのみ、トラ

ンスサイト―シスが起きるのかもしれない。 

 最後に、PVとトランスフェリン受容体との共沈殿

に使用したPV抗体について述べたい。この抗体

は、ウサギハイパーイムン血清とそれをプロテイ

ンＧで精製したものである。両者とも、PVに対す

る反応は問題なく、PVとトランスフェリン受容体と

のコンプレックスに対する親和性が異なる。 

 精製中に失ってしまった物質の中に、このコン

プレックスに対し親和性が高いPV抗体があった

のかもしれない。精製抗体は、IgGが主である。そ

の他のIgサブタイプが重要であるとすれば、新た

な発見である。 

 未精製PV抗体について考えると、ウサギの体

内に入ったPVは感染する細胞もないまま、ウサ

ギ体内で種々のタンパク質やその他の物質と結

合しているであろう。そのPVコンプレックスに対す

る抗体が作られることは、想像が付く。PVコンプ

レックスの中にはPVとウサギトランスフェリン受容

体とのコンプレックスも含まれるはずである。この

ようなコンプレックスに対する抗体にはIgGが少な

いとすれば、本研究で観察された現象は簡単に

説明が付く。 

 しかしながら、本当に PV とトランスフェリン受容

体の親和性が弱く、真の BBB 透過用の受容体

が他に存在する可能性がある。現在の状況を本

研究の正念場と認識し、あらゆる実験を繰り返し

ながら、人類初となる、神経性ウイルスの BBB 透

過メカニズムの解析を進めたい。 
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