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研究成果の概要（和文）：ボルナ病ウイルス（BDV）高病原性株（CRNP5）、BDV標準株（CRP3)と遺伝子組み換えBDV(rB
DV)9株を新生仔ラット脳内に接種し経過観察した。1.CRNP5の臨床徴候スコアが最も高く、4株のrBDVがCRP3と比較して
高値を示した。2.4株のrBDVの体重増加は他のrBDVおよびCRP3と比較して低値を示した。3.全接種個体の脳が抗ウイル
ス抗体陽性で脳のウイルス力価は致死的なBD個体が観察期間満了個体と比較して有意に高かった。4.病原性に関与して
いる可能性のあるアミノ酸変異とその組み合わせが示された。5.髄膜脳炎がrBDV接種群のみに認められ、致死的BDV個
体で高度だった。

研究成果の概要（英文）：Newborn rats were inoculated intracranially with CRNP5 variant of Borna disease vi
rus (BDV) with severe pathogenesis, CRP3 BDV variant with mild pathogenesis, and nine recombinant BDV (rBD
V) variants and examined for 8 weeks. 1. The CRNP5 had the highest score for incidence and severity of Bor
na disease (BD). Four groups of rBDV variants had a higher score than CRP3.  2. The body weight increase o
f four rBDV variants was lower than that of other rBDV variants and CRP3 from day 20 after inoculation. 3.
 All BDV inoculated brains were positive for anti BDV antibodies immunohistochemically. The virus titer fo
r pup fatalities was significantly higher than that of pups on termination. 4. Four rBDV variants includin
g L1(L1417R) mutation had higher scores for the severity of perivascular cuffing of mononuclear cells and 
L1(L1417R) may play an important role for the pathogenicity of BD. 5. Menigoencephalitis was observed only
 in rBDV variants.  The pup fatalities had higher scores. 
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１．研究開始当初の背景 

ボルナ病ウイルス（Borna disease viru

s：BDV）は、自然感染によりウマやヒツジに

非化膿性脳脊髄炎をおこし、時に致死的な症

状をひきおこすボルナ病（BD）の原因ウイル

スである。主として中枢神経系から検出され

る神経向性ウイルスであり、きわめて幅広い

動物に感染可能であり、現在、20種類近い哺

乳類や鳥類の自然感染が知られている。 

一方、実験感染によるBDVの中枢神経系に

おける病原性に関してはラットでの解析が

最も良く行われてきているが、これまで実験

に用いられてきたBDV標準株（ラット順化株）

は、新生仔ラットは感染しても免疫寛容によ

り致死的な神経症状を示さずに持続感染が

成立することから、BDは免疫応答依存性疾患

と捉えられ、さらに、免疫不全状態にあるヌ

ードラットではウイルスが感染しても症状

を示さず、病変を形成しないとする過去の報

告（J. Gen. Virol. 66:503, 1985.）もあい

まって、BDの発症は主に免疫応答依存的な中

枢神経傷害で、BDVは神経細胞やグリア細胞

を直接傷害し、発病させることはないと考え

られてきた。 

我々は、BDV高病原性株（マウス順化株）

が新生仔Lewisラットにも重篤な神経症状を

発症することを明らかにし、BDVが免疫応答

非依存的に直接中枢神経系を傷害し、BD発症

に関与するという新しい概念を提示した（J.

 Virol., 76: 8650, 2002）。 

さらに、その後の研究の進展から Lewis ラ

ット以外の複数の新生仔ラット系統やヌー

ドラットでもBDV高病原性株は重篤な神経症

状を発症させ、共通病変として、ウイルス接

種後早期に非炎症性の大脳外套の菲薄化や、

それに伴う水頭症（hydrocephalus ex vacuo）

を引き起こすことを明らかにし、免疫応答非

依存性のBDVによる直接的な神経系傷害の結

果としての、大脳外套の菲薄化による水頭症

が、BD 発症の一端を担っている可能性を示唆

した（未発表データ）。  

しかし、大脳外套の菲薄化および水頭症は、

BDV 高病原性株による致死的な発症を説明す

るための中枢神経系における責任病変とし

ては十分ではない可能性が残る。 

これまでBDV高病原性株に特徴的な重篤な

神経症状を発症させる中枢神経系病変に関

しては、脳組織におけるウイルス抗原の分布

に基づいて｢BDV の脳幹部への早期の到達が

関与している」とする有力な仮説が提示され

ている（J. Virol., 76: 8650, 2002）もの

の、いまだに決定的な証拠がない。 

本研究では、BD 症状において両極に位置する、

ラットに致死的な症状を発現させるBDV高病

原性株と致死的な症状を起こさないBDV標準

株に加えて、両ウイルス株間で相違のある、

病原性に関与していると考えられる4個のア

ミノ酸について、アミノ酸の変異を組み合わ

せて（1 から 4 ヵ所）導入した遺伝子組み換

え BDV、9 株、の計 11 株を用いて、BDV の高

病原性の変異株は免疫応答非依存的に直接

中枢神経系を傷害し致死的な BD を発症させ

るという新しい概念に基づいて、BDV に感染

しても免疫寛容を示す新生仔ラット等の免

疫不全状態のラットに感染実験を行い致死

的な BD 症状の責任病変を形態学的に特定し

ようとする先駆的研究である。 

 
２．研究の目的 

病原性に関与していると考えられる4個のア

ミノ酸について、アミノ酸の変異を組み合わ



せて（1 から 4 ヵ所）導入した遺伝子組み換

え BDV、9 株、の計 11 株を用いて、BDV の高

病原性の変異株は免疫応答非依存的に直接

中枢神経系を傷害し致死的な BD を発症させ

るという新しい概念に基づいて、BDV に感染

しても免疫寛容を示す新生仔ラット等の免

疫不全状態のラットに感染実験を行い致死

的な BD 症状の責任病変を形態学的に特定し

ようとする研究である。 

 
３．研究の方法 

（1）供試ウイルス 

本研究では、BDV2 株(CRNP5 および CRP3)

と 4ヵ所のアミノ酸変異を組み合わせて導入

した遺伝子組み換え rBDV9 株（京都産業大学

総合生物科学部西野佳以准教授より分与）を

感染実験に用いた。本研究で用いたウイルス

は以下の 11 株である（図 1）。 

①CRNP5（NP5）,②rBDV-GSH+LRR（G3+L3）,③

rBDV-GSH+L1417R（G3+L1）, 

④rBDV-LRR（L3）, ⑤rBDV-L1417R（L1）, ⑥

rBDV-GSH（G3）, ⑦rBDV-G480S（G2）, 

 ⑧rBDV-G458S（G1）,⑨rBDV-L1686R（L2）, ⑩ 

rBDV-wt （wt）, ⑪CRP3（P3） 

 

G458S：3608 番目のヌクレオチド Tが Cに変異

することで、Ser が Phe にアミノ酸変異。 

G480S：3673 番目のヌクレオチド Tが Cに変異

することで、His が Tyr にアミノ酸変異。 

L1417R：7936 番目のヌクレオチド A が G に変

異することで、Arg が Lys にアミノ酸変異。 

L1686R：8742 番目のヌクレオチド G が A に変

異することで、Arg が Gly にアミノ酸変異。 

GSH：G458Sおよび G480Sの両変異を有する。 

LRR：L1417Rおよび L1686Rの両変異を有する。  

wt：4ヵ所の全てのアミノ酸変異を有さない。 

 

 

図 1 アミノ酸の変異を組み合わせた遺伝

子組み換え BDV 

尚、CRP3 株の 8742 番目のヌクレオチドは A

と Gが混合しており、現在の CRP3 株の Aと G

の割合は 88.9%：11.1%である。ヌクレオチド

が Gの場合、同じ遺伝子を持つ組換えウイル

スは rBDV-wt であり、A の場合 rBDV-L1686Rで

ある。 

（2）供試動物 

本研究には近交系 SPF/VAF ラット{系統

LEW/CrlCrlj(Lewis)}から得られた新生仔ラ

ットを使用した。 

（3）ウイルス接種 

生後 24 時間以内の新生仔ラットに、前述の

BDV あるいは rBDV を 2×103FFU(20μl/匹)、

脳内接種(左大脳皮質内)した。BDV 接種群の

陰性コントロールとしては同量の健常SJLマ

ウス脳乳剤を、rBDV 接種群の陰性コントロー

ルとしては同量のVero細胞を脳内接種した。 

（4）ボルナ病の臨床徴候の評価と採材 

①臨床徴候の評価 

観察期間を 8週間に設定し、ウイルス接種新

生仔 Lew ラットは接種後 4 日ごとに観察し、

以下の基準に従い 0 から＋3 までにランクを

付け臨床症状を評価した。 

0：無症状 

＋1：軽度神経症状(異常行動) 

＋2：明確な神経症状(四肢の運動異常、振顫、

不全麻痺など) 



＋3：重篤な神経症状(四肢の部分麻痺あるい

は全麻痺、痙攣の継続、不動など)・重度体

重減少(計測期間中、最高体重の 4/5 以下ま

で減少) 

②採材 

8 週間の観察期間終了時点で体重測定後、ラ

ットを安楽殺し、剖検を実施した。尚、臨床

徴候評価でスコア＋3 と判定された個体（致

死的 BD 発症個体）について判定日翌日に剖

検、脳を採材した。 

（5）標本作成、免疫組織化学染色とウイル

ス力価測定 

剖検時に脳を折半し、右脳については常法に

従ってブアン固定を行い大脳と小脳を含む

縦断切片を作成した。抗 BVD 抗体（抗 p24 抗

体マウスモノクローナル抗体(HP062)、抗 p40

抗体マウスモノクローナル抗体(HN123)）(い

ずれも、大阪大学微生物病研究所ウイルス免

疫分野生田和良博士より分与)、アストログ

リア、ミクログリアおよびマクロファージ、

T リンパ球、B リンパ球に対する免疫染色を

行った。左脳についてはウイルス力価測定を

行った。 

（6）計量解析 

髄膜脳炎の評価 

髄膜脳炎を評価するため血管周囲性単核細

胞浸潤を以下に示す 0から 4＋に分け、脳を

9部位(1.大脳皮質、2.大脳髄質、3.海馬、4.

脳梁、5.小脳、6.間脳、7.中脳、8.橋、9.延

髄)に区分して評価した。各部位のスコアを

合計し、合計値を各個体のスコアとした。 

0：正常 

1＋：血管周囲に 1～2層の単核細胞浸潤、限

局性。 

2＋：血管周囲に 1～2層の単核細胞浸潤、広

範囲。 

3＋：血管周囲に 3層以上の単核細胞浸潤、

限局性。 

4＋：血管周囲に 3層以上の単核細胞浸潤、

広範囲。 

 
 
４．研究成果 

（1）臨床徴候 

NP5 の平均臨床症状スコアが各観察日におい

て最も高かった。4種の rBDV（G3+L3、G3+L1、

L3、L1）が P3 に比較して多くの観察日で有

意に高い平均スコアを示した。有意差がない

場合でも高値傾向を示した。 

（2）体重増加 

4 種の rBDV（G3+L3、G3+L1、L3、L1）の体重

増加は他の rBDV および CRP3 に比較して、接

種 20 日目以降、有意な低値あるいは低値傾

向を示した。 

（3）抗ウイルス抗体免疫染色と脳のウイル

ス力価測定 

2種類の抗ウイルス抗体（抗 p24抗体と抗 p40

抗体）を用いて免疫染色を行い、全接種個体

の脳で陽性所見が得られた。陽性所見の程度

については脳の部位間に差異は認められな

かった。致死的な BD を発症し観察途中で採

材した個体がウイルス力価は観察期間を満

了した個体と比較して有意に高かった（図 2）。

観察期間満了時点の比較では L1 のウイルス

力価が最高値を示し、他のウイルスに対して

有意に高かった。また、G3+L1 および L3 の力

価は高値を示す傾向があり、G3+L3 の力価は

低値傾向を示した。 

図2 生存個体と致死的BD発症個体のウイル

ス力価  **危険率 1% 

 

（4）髄膜脳炎の評価 

髄膜脳炎スコアは G3+L3、G3+L1、L3 で他の

rBDV と比較して有意に高く、L1 は高い傾向

を示した（図 3）。致死的な BD を発症した個



体でスコアが高い傾向が示された（図 4）。脳

の部位間のスコアに有意差はなかった。NP5

群と P3 群では髄膜脳炎は認められなかった

（スコア 0）。致死的症状の責任病変部位を特

定できなかった。 

 
NP5 G3+L3 G3+L1 L3 L1 G3 G1 G2 L2 wt P3

NP5 * ** **
G3+L3 * *
G3+L1 ** ** ** ** ** **
L3 * ** ** * * **
L1
G3
G1
G2
L2
wt
P3

図 3 髄膜脳炎スコア   

*危険率 5% **危険率 1% 

 

図 4 生存個体と致死的 BD 個体の髄膜脳炎ス
コア 
 

（5）病原性に関与するアミノ酸変異 

臨床徴候と病理学的変化はNP5と4種のrBDV 

（G3+L3、G3＋L1、L3、L1）が高度で、NP5 の

持つ高病原性に関わる遺伝子は L1(L1417R)の

変異あるいはその組み合わせである可能性

が示唆された。しかし、髄膜脳炎は NP5 には

存在せず、P3と比較して高度な NP5 の病原性

を4ヵ所の遺伝子のみでは説明できなかった。 
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