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研究成果の概要（和文）：本研究は、急性および持続感染後の再活性化により致死性脳炎を引き

起こすパラミクソウイルス科のウイルスである麻疹ウイルスおよびニパウイルスの、神経細胞

間伝播機序を明らかにすることを目的とした。ラット神経細胞を AMCA(on-chip agarose 

microchamber array)培養系を用いて培養し、蛍光蛋白発現組換え麻疹ウイルスを感染させる

実験により、隣接する神経細胞間での麻疹ウイルスの伝播様式を明らかにすることができた。

また、蛍光標識を付加したニパウイルス構成蛋白を作製し、細胞内での挙動を解析した結果、

これまで知られていなかったウイルス蛋白同士の相互作用領域を同定することができた。 

さらに、EGFP 発現ニパウイルスを用いてアフリカミドリザル体内でのウイルス伝播をマクロ

に解析した。その結果、脳への伝播は比較的遅く全身感染後に起こることが明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）：Both Measles and Nipah virus causes severe acute or late-onset 

encephalitis in human. In this study, we aimed to investigate the mechanisms of measles 

and nipah virus spread between neural cells. We established the AMCA (on-chip agarose 

microchamber array) system for primary neural cells, and elucidated the propagation 

manner of MV to neighboring cells. By using fluorescent labeled- viral protein, a new 

domain, which was important for interaction of NiV N and P protein, was identified. 

Further, we investigated NiV spread in African green monkey by using EGFP-expressing 

recombinant NiV. The results indicated that lethal infection to CNS occurred after systemic 

infection. 
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１．研究開始当初の背景 

MV は急性脳炎のみでなく、持続感染後に致死
性の亜急性硬化性全脳炎を発症させるが、本
病は現在でも治療法がなく難病に指定され
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ている。NiV 感染症は、近年アジアで出現し
た新興感染症で、急性脳炎により 40〜75％が
死亡する。持続感染後の再発重篤例も多く、
やはり治療法はない。パラミクソウイルス科
には同様の急性および持続感染性の脳炎を
生じさせるものが存在し、持続感染機序およ
び脳神経細胞間の感染・伝播機序の解明は極
めて重要な課題であるが、ほとんどわかって
いない。夫々のウイルスの感染・増殖・伝播
機序は、増殖の良い株化上皮細胞等で解析が
進められており、通常 in vitro の神経細胞
での増殖が悪いことや伝播経路の優れた解
析系がないことなどから、細胞レベルでの神
経細胞間伝播機序の解析報告はほとんどな
い我々は、これらのウイルスについて組換え
ウイルスを作出する技術を世界に先駆けて
開発していた。本研究により神経細胞間伝播
機序や神経細胞内でのウイルス成熟過程を
明らかにできれば、治療薬の開発にも繋がる
と考えられた。 
 

２．研究の目的 

本研究は、急性および持続感染後の再活性化
により致死性脳炎を引き起こすパラミクソ
科のウイルスである麻疹ウイルス(MV)およ
びニパウイルス(NiV)の、神経細胞間伝播機
序を明らかにすることを目指すものである。
そのために、神経細胞を１細胞単位で培養す
る技術を確立し、ウイルスが神経細胞間をど
のように伝播するのかを明らかにする。また、
ウイルス蛋白に蛍光標識を付加し、細胞内で
のウイルス蛋白の挙動を観察し、神経細胞に
おけるウイルスの成熟過程や出芽様式を解
明する。 

 

３．研究の方法 

１）MVの神経細胞間伝播機序の解析 

ラットの脳継代により樹立されたラットに
脳炎を起こす MV 株の個々の遺伝子を
MV-HL 株に組換えたウイルスを作出して、
ラット脳親和性に関与するウイルス蛋白を
同定し、その部分のみを組換え、齧歯類に脳
炎を起こさせる rMV-CAM(HP)-EGFP を開
発した。これを、AMCA (on-chip agarose 

microchamber array)培養系を用いて培養し
た神経細胞に感染させ、共焦点レーザー顕微
鏡で観察を行なう。また、神経突起を介した
ウイルス伝播が、ウイルス粒子放出によるか
細胞融合によるかをだぶるパッチクランプ
で解析する。 

２）NiV の各構成蛋白の細胞内移動の解析 

NiVの構成蛋白のC末に蛍光蛋白を連結した
蛍光融合蛋白発現ベクターを作出し、ハムス
ター胎児初代培養神経細胞に導入し、細胞な
いでの動態を観察する。 

３）NiV の感染経路の解析 

EGFP 発現 NiV を感受性動物であるアフリ

カミドリザルに感染させ、経時的に各臓器で
のウイルスの蛍光を観察することにより、個
体内でのウイルス伝播を解析する。 

 
４．研究成果 
１）MVの神経細胞間伝播機序の解析 
ラット脳海馬領域より神経細胞を回収して
初代培養細胞を作製した。連携研究者および
分担研究者により、リジンコートしたディッ
シュにアガロースを重層し、顕微鏡下でレー
ザー照射により well および神経回路の溝を
設計する培養系である AMCA 培養系を作製し
た。神経突起を介して隣接する細胞へ接触で
きる最適 well 間隔などの条件検討を行なっ
た後、この well に組換えウイルスである
MV-GFPを感染させた神経細胞を生着させ、単
個の培養神経細胞間において神経突起を介
した MV 感染伝播が起こるかを GFP の蛍光を
示標に観察した。隣接する細胞へウイルスが
伝播する際の伝播様式を解析するため、さら
に接合部位の電子顕微鏡観察やパッチクラ
ンプ解析を行なった。その結果、神経突起を
介して隣接する神経細胞体に伝播する様子
が観察できた。さらにこの伝播は、ウイルス
の budding によるのではなく、細胞融合によ
ることも示唆された。 
２）NiV の各構成蛋白の細胞内移動の解析 

NiV のゲノムの複製に関与する N、P 蛋白に
それぞれ異なる蛍光標識を付加し、細胞を生
きた状態で観察することにより、これまで知
られていなかった N-P 相互作用領域を同定
することができた。また、蛍光標識を付加し
た M 蛋白を発現する組換え NiV の作出に成
功した。さらに、ウイルスの出芽への関与が
示唆されている M 蛋白中のアミノ酸２残基
を置換した組換えウイルスも作出して比較
観察を行なったところ、明らかに異なる細胞
融合像を示すことが明らかとなった。 

３）NiV の感染経路の解析 

EGFP を発現するウイルスを用いてアフリカ
ミドリザルの感染実験を行い、感染初期から
のウイルス伝播をマクロに解析した。経鼻、
経口摂取後初期に扁桃や気管などでウイル
スの蛍光が観察され、その後腹腔内の臓器に
広がり、脳においては接種後 12 から 14日に
前頭葉の脳蹄に蛍光が観察され始めた。ニパ
ウイルスは非常に広範の組織に感染するが
脳神経へ感染が広がることで致死的になる
と考えられているが、今回の観察結果から、
脳への感染は全身感染後に起こることが明
らかになり、その間の治療の重要性が示唆さ
れた。 
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