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研究成果の概要（和文）：本研究課題は、狂犬病や仮性狂犬病などの神経親和性ウイルス感染症

に対する予防・治療法を開発することを目的とした基礎研究であり、主に実験動物を用いて、

血液中の抗ウイルス抗体産生細胞を中枢神経系へ誘導することを試みた。その結果、抗ウイル

ス抗体産生細胞の脳内誘導にはケモカイン CXCL12 が関与すること、さらに比較的増殖速度の遅

い狂犬病ウイルスの脳内増殖阻止に有効であることをマウスを使った実験により証明した。 

 
研究成果の概要（英文）：The objective of the present study is to establish an effective 
prophylactic/therapeutic measure against neurotropic virus infections, rabies and/or 
pseudorabies. By using experimental animals, an induction of anti-virus antibody 
producing cells from peripheral tissues into central nervous system (CNS) was tested. 
It is demonstrated that an induction of antibody-secreting cells into the CNS is partly 
mediated by chemokine CXCL12 expression. Further, the induction of anti-virus antibodies 
into CNS is effective for inhibition of virus propagation, especially for rabies virus, 
in mice experiment.  
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１．研究開始当初の背景 
 狂犬病や仮性狂犬病等の神経親和性ウイ
ルス感染症は難治性の疾患であり、特に狂犬
病は現在もなお発展途上国を中心に年間 5万
人以上（WHO の統計による）が犠牲となって
いる人獣共通感染症である。狂犬病は適切な
ワクチン接種（予防接種）によって予防でき
る疾患ではあるものの、品質の良いワクチン
を大量生産することは難しく、特に発展途上
国内においては充分に供給できない現状が
ある。さらに、ひとたび神経症状を発症する
と治療法がなく、ほぼ 100％死亡するという
恐ろしい疾患である。狂犬病のように、人や

動物の脳内でウイルスが増殖する感染症の
制圧を困難にしている原因のひとつが、血液
脳関門の存在である。この特殊なバリアーに
よって血液中や末梢リンパ装置に存在する
抗ウイルス因子や免疫細胞の脳内への誘導
が制限されるからである。過去の研究によっ
て、鞘内（脳実質内、髄腔内）に不活化ウイ
ルスを投与することによって、脳脊髄液中の
抗体価が上昇すること、抗ウイルス抗体産生
細胞が中枢神経系内に誘導されることがマ
ウスとウサギを使った研究によって明らか
になっている。しかしながら、その詳細な機
序は不明であった。 
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２．研究の目的 
 ウイルス排除に有効な免疫細胞、特に抗ウ
イルス抗体産生細胞を脳内に誘導する機序
を明らかにすること、またその有効性（脳内
のウイルスを排除する効果）を動物実験によ
って検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 マウスの脳内に不活化ウイルスを投与し
た後の、血液中および各種リンパ節での抗ウ
イルス抗体の産生を ELISA, ELISPOT 法によ
り調べた。また、脳内でどのようなサイトカ
インやケモカインが発現しているかについ
て定量的 RT-PCR法により検索した。続いて、
発現上昇が認められたケモカインに対する
抗体産生細胞の走化性について、膜チャンバ
ーを用いた in vitro 試験と、免疫マウスの
脳内へ接種する実験（in vivo 試験）により
評価した。さらに、末梢免疫マウスの脳内に
生ウイルスを接種して、ケモカイン投与によ
る発症予防効果を調べた。 
 
４．研究成果 
 マウスに不活化ウイルスを脳内投与（IC）
することによって、脾臓（spleen）と頸部リ
ンパ節（cervical lymph nodes）における抗
体産生が、皮下投与マウス（SC）に比較して
有意に上昇することが明らかとなった（図
１）。不活化ウイルスは PRV（仮性狂犬病ウイ
ルス）を用いた。 

 また脳内投与マウスの脳では免疫グロブ
リン IgG の遺伝子発現が免疫後 10 日目から
コントロールマウスに比べて有意に上昇し
ていた。また、脳抽出物から得られた免疫グ
ロブリン中には抗ウイルス抗体が含まれる
ことが判明した。各種ケモカインの遺伝子発
現を定量した所、CXCL9, 10, 11, 12, 13, BAFF
の発現上昇が観察された（図２）。 
 次に、免疫マウスから分離した抗体産生細
胞を用いて、各種ケモカインへの走化性を調
べたところ、CXCL12およびカクテル・ケモカ

イン（各種ケモカインの混合物）に対する強
い走化性が観察された。さらに、末梢免疫マ
ウスにこれらケモカインを脳内投与するこ
とによって、抗体産生細胞の脳内誘導が起こ
ることを免疫染色と脳抽出物を用いた ELISA
によって明らかにした。すなわち、in vitro
の実験結果と同様に、CXCL12 およびカクテ
ル・ケモカインに対して、強い走化性を示す
ことが判明した（図３）。 

 さらに、充分に免疫したマウスを用意して、
仮性狂犬病ウイルス（PRV）または狂犬病ウ
イルス（RV）をそれぞれマウス脳内へ接種し
た所、CXCL12またはカクテル・ケモカインの
投与によって RV 接種後の生存率が有意に上
昇した（図４）。一方、PRV接種実験ではその
効果が観察されなかった。 
以上の成績から、血液中やリンパ装置等の

末梢組織に存在する抗ウイルス抗体産生細
胞を中枢神経系に誘導するための因子とし
て、CXCL12が機能することが実験的に示され
た。免疫染色の結果、抗体産生細胞の多くは
脳髄膜に存在しており、これらの細胞から脳
脊髄液中へ抗ウイルス抗体が供給されてい
ると推察された。 
PRV 接種時にケモカイン投与による生存率

の変化が認められなかった原因としては、ウ
イルスの増殖速度に関連があると推察され



 

 

た。すなわち、PRV は非常に増殖速度の早い
ウイルスであり、ウイルス接種後わずか 2～4
日でマウスを殺すのに対して、RV の増殖は比
較的緩やかであり、ウイルス接種後 7～10 日
かけて致死的なウイルス増殖が引き起こさ
れた（図 4）。RV 接種マウスではこの期間内
に、ケモカインによる抗ウイルス抗体産生細
胞の誘導が起こり、脳内でのウイルス増殖・
拡散が効果的に抑制された結果、マウスが生
存したと推察した。 

さらに、生残したマウスの脳からはウイル
ス抗原が検出されなかった。そのため、既に
ウイルスに感染した神経細胞からもウイル
スが排除されることが示唆された。これは、
ウイルス感染神経細胞に表出したウイルス
の外殻タンパク質に対して抗体が結合し、子
孫ウイルスの出芽を抑制した結果、細胞内に
蓄積したウイルスが消化されたのではない
かと推察された。 
本実験で用いた狂犬病ウイルス CVS 株は、

固定毒株ではあるものの、狂犬病ウイルスの
中では比較的増殖が速く、神経細胞への傷害
や免疫細胞への毒性が強いという特徴が報
告されている。一方、実際にフィールドに存
在する狂犬病ウイルス野外毒株は、固定毒
CVS 株もさらに増殖速度が遅く、神経細胞に
対する傷害（形態学的変化の誘導）が軽度で
ある。よって、野外株を用いて同様の実験を
行なった場合には、より明確なケモカインの
効果が現れる可能性が考えられた。 
以上のように、本研究成果は、狂犬病の治

療法を確立する上で非常に有意義な基礎的
情報を提供したと考えられる。これら研究成
果を国際学術誌上で発表し、さらに国内外の
学術集会において研究成果とその意義を発
信した。 
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