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研究成果の概要（和文）：今回の研究ではヒトCMV中枢神経感染特有の新たな病理機序を研究することを目的と
していた。実験を進めるにあたって、iPS細胞から３次元大脳培養組織を作成することが難しく、当初の計画通
りに実験は進まなかった。しかしその過程でCMV血行感染における初期感染病理機序の解明が進み、感染初期に
は血液脳関門がCMV粒子に対して機能的に働き、integrinβ1の分布が大切であることがわかった。これらの結果
はAmerican Journal of Pathology誌、Journal of Visualized Experiments誌、Pathology International誌に
論文を発表した。

研究成果の概要（英文）： The purpose of this project is to find out new pathogenesis of CMV 
encephalitis. Unfortunately, we found that it was difficult to establish the 3-D culture of cerebrum
 from human iPS. We could not achieve the primary goal of this project. But to elucidate the 
mechanisms of CMV susceptibility in the developing brain, cell tropism and the infectious dynamics 
of CMV infection were investigated. We evaluated intraventricular and intravascular infections from 
the perspective of the distribution of CMV and its receptor in the earliest phase of infection. 
Murine CMV (MCMV) positive cells were colocalized mainly with meninges and choroid plexus or with 
endothelial cells and pericytes. Therefore, our data demonstrated that the initial distributions of 
MCMV particles and β1 integrin determine the distinct pattern of infection in the brain in the 
acute phase. We have published these results in the American Journal of Pathology, Journal of 
Visualized Experiments, and Pathology International.

研究分野： 実験病理、人体病理、ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
	 母子感染、特に TORCH 症候群の中で、CMV
は最も高頻度に胎内感染を引きおこす。	 先
天 CMV 感染においては約 1%の胎児が感染
し、CMV に感染した胎児の約 5〜10%に小頭
症、小脳低形成、小眼症などの重篤な神経症
状を認める。申請者らは今まで幹細胞、動物
実験を用いて CMV 大脳感染の病理機序を明ら
かにしてきた。神経幹細胞がマウス CMV
（MCMV）に感受性を示すこと(Kosugi,	
Kawasaki	et	al.	Lab	Invest	2000)、大脳に
おいて神経幹/前駆細胞の量が CMV 感染感受
性にとって重要な因子であることを発表した
(Kawasaki	et	al.	Lab	Invest	2002)	
(Tsutsui,	Kawasaki	et	al.	J	Virol	
2002)。その一方で胎生初期やマウス ES 細胞
/iPS 細胞の段階では MCMV の感染感受性は極
めて低いことも明らかにした(Matsukage,	
Kawasaki	et	al.	Birth	Defects	Res	A	Clin	
Mol	Teratol.	2006)(Kawasaki	et	al.	PLoS	
One	2011)。これらの結果から胎生中期〜後
期における神経幹・前駆細胞への CMV 感染が
細胞の増殖・神経新生を抑制し、小頭症を引
き起こすというモデル（図 1）を提唱した
（Tsutsui,	Kosugi,	Kawasaki,	Rev	Med	
Virol.	2005）。	

 
２．研究の
目的 
日本では毎
年約 1000 人
の神経障害
をもった症
候性サイト

メガロウイルス(CMV)患者が発生している。
ダウン症につぐ大きな先天異常であり毎年膨
大な医療費を必要とする。CMV 先天異常の新
たな感染機序を解明することは将来の先天
CMV 感染の予防・治療にとって必要不可欠で
ある。今まで大脳 CMV 感染機序の解析はマウ
スモデルを中心に行われた。ヒト大脳での
CMV 感染実験には限界があるため、ヒト CMV
中枢神経感染機序はほとんどわかっていな
い。2013 年にヒト iPS/ES 細胞から大脳立体
組織を作成するという画期的な方法が報告さ
れた。2012 年にはヒト iPS 細胞から血液脳
関門(BBB)を in	vitro で再現する新しい技術
も発表された。今回の研究ではこれらの新し
い技術を用いて、申請者らが提唱してきたマ
ウス大脳 CMV 感染モデルをヒトモデルで検証
し、ヒト CMV 中枢神経感染特有の新たな病理
機序の解明や治療法につなげることを目的と
する。	
	
３．研究の方法 
	 今まで CMV 大脳感染機序はマウスモデルを

中心に解析されてきた。今回はヒトで起きて

いる HCMV 大脳感染機序を解明するためにヒ

ト iPS 細胞を利用する計画である。	2013 年

にヒト iPS/ES 細胞から 3 次元大脳組織が作

成可能との画期的な報告がされた。まず申請

者らはヒト iPS 細胞より 3 次元大脳組織を安

定的に作成するための技術を獲得する計画で

ある。作成されたヒト 3次元大脳組織を用い

て HCMV の感染実験を行い、今まで申請者ら

が提唱してきたマウス CMV 大脳感染モデルが

ヒト大脳モデルにおいても成り立つかを検

証、解析する。次に血行性大脳感染時におい

て HCMV がいかにして brain	blood	

barrier(BBB)の破綻を引き起こし、脳実質に

侵入するのかを検索する予定である。そのた

めにヒト iPS 細胞より血管内皮細胞、血管周

皮細胞を分化・分離後に in	vitro ヒト BBB	

3 次元モデルを作成し、CMV 感染実験を行う

計画である。	

	 ヒトiPS細胞から3次元モデルがうまくいか

なかった時のために,マウスモデルを用いた

大脳初期感染におけるMCMV粒子動態や血管

BBBとMCMV粒子との関係の研究も同時に行っ

た。こちらの実験では1：新生仔マウスに

MCMVを静脈内/頭蓋内投与し、感染後に経時

的にMCMV	IE1の発現を観察。mannitol投与に

よる破壊と感染感受性との比較もおこなっ

た。2：蛍光microbeadsを静脈内/頭蓋内投与

し、MCMV感染分布と比較。3：MCMV	genomeの

in	situ	hybridizationを行う。4：ウイルス

粒子自体が光るM32-GFP発現MCMVを作製し、

血行性感染における大脳急性感染を観察。

5：NIH3T3細胞のCD29	knockdown	や抗体によ

るfunctional	blockingでのMCMV感染感受性

の比較。6：in	vivo,	大脳スライスでCD29の

発現分布とMCMV感染との相関を比較。7：電

子顕微鏡でウイルス感染後の血管表面の状態

を観察。8：新生仔マウス脳を透明化法

(CUBIC法)にて大脳を透明化し、血管の走行

とウイルスの分布を検索した。	

	
４．研究成果	
	
	 感染超初期の感染分布を調べるために、
MCMV の頭蓋内（脳室内）投与をまずおこな
った。経時的に大脳での MCMV 抗原陽性細胞
の分布変化を調べたところ、感染は，脈絡
叢、髄膜、ventricular	zone(VZ),	
subventricular	zone	(SVZ)からはじまり、
感染経過とともに皮質にひろがっていくこと
がわかった。in	situ	hybridization で調べ
た MCMV	genome の分布でもその傾向は一致し
ており、シェーマのような感染の拡がりを示
している。この感染様式は髄腔内感染モデル
となることがわかった（図 2）。	



	

	 次に MCMV の静脈内投与(図 3)を行ったと
ころ感染後 12 時間では、感染細胞(IE1 陽性
細胞)は血管内皮細胞（CD31 陽性細胞）、血
管周皮細胞(PDGFRβ陽性細胞、NG2 陽性細
胞)、髄膜細胞であった。フローサイトメト
リーの解析においては、その比率は約 70％

程度は血管内皮細胞で、約 10%程度が血管周
皮細胞でした。In	situ	hybridization にお
いてもほぼ同様の分布で、MCMV 粒子が感染
初期では BBB で捕らえられていることがわか
った（図 4）。	

	
	

	
ウイルス粒子そのものの拡がりを知るため
に、GFP 発現ウイルス粒子を作製することに
した。M32 蛋白の下流に GFP の融合蛋白がで
きるようにデザインし、homologous	
recombination で変異ウイルスを作成した。
電子顕微鏡でみるとウイルスの構造をもって
いた（図 5）。この GFP 発現 MCMV で実験を
行った。	

	まずウイルス粒子がどれくらいもれやすい
のか観察することにした。血行感染後 2時間

で、CD31 陽性の血管の近傍にウイ
ルス粒子がみられたが、髄膜では

脳実質より血管の外側にウイルス粒子が多く
みられた。これをカウントした像が右の図
で、有意の差があった。これは感染が比較的
弱い時は髄膜への感染を起こしやすいことを
示している。これは血管の構造が脳の部位に
よって異なることを示している図である。こ
の血管構造の違いがウイルスのもれやすさの
違いを反映している。ウイルスの大きさが原
因かどうか調べるためにウイルス粒子と同様
の直径をもっている蛍光 microbeads を静脈
内に注入させたところ、同様に血管の周囲に
microbeads がみられるが、microbeads のほ
うが血管の外側に漏出される比率が有意に高
いことがわかった。	
	 ウイルス粒子が microbeads よりも血管に
trap されやすい理由は、このようにウイル
スと接着に関連する herapan	sulfate が血管
内皮、髄膜に高発現をしているためである
(図 6)。	
	

	

	
	 ウイルス粒子はそばにあっても細胞が中に
入らないといけないため、CMV の細胞の侵入
に関わる receptor である integrinβ1 に着
目した。integrinβ1 と CMV の関係を確認す
るために、shRNA によって integrinβ1 の発
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現を NIH3T3 細胞で低下した。その細胞に感
染させると、感染 3時間の in	situ	
hybridization で MCMV の細胞内侵入の低下
を認めた（図 7）。そこで脳内の
integrinβ1 の分布を観察することにした。	
	 脳内の integrin	β1 は SVZ,	marginal	
area のみならず、脳実質の血管様構造に強
発現がみられることがわかった。拡大すると
integrinβ1 は CD31 血管内皮細胞 PDGFRβ,	
NG2 陽性 pericyte 陽性細胞と共在を認め
た。integrinβ1 陽性細胞が BBB の重要な構
成因子となっていることが知られている。感

染 12 時間後には静脈内感染、脳室内感染い
ずれにおいても感染細胞は integrinβ1 発現
陽性細胞との co	loczalization を認めた。
フローサイトメトリーでは感染細胞と
integrinβ1 の colocalization は他の
PDGFRα や EGFR よりも有意に高く、約 90％
と高い相関を認めた（図 8）。	
	 ウイルス粒子の分布が大事なのかレセプタ
ー分布が大事なのか brain	slice を用いて解
析した。大脳スライスでは感染直後にはウイ
ルス粒子がびまん性に分布するにもかかわら
ず、MCMV	IE1 発現細胞は integrinβ1 発現
細胞と一致した。そして大脳スライスにおい
て CD29 発現部位と MCMV	感染部位はほぼ一
致した（図 9）。	
	 それでは integrin	β1 を blocking 抗体で
直接阻害して、感染抑制効果を調べることに
しました。培養細胞に integrinβ1	
blocking 抗体を処理して、感染させると感
染が濃度依存性に有意に抑制されます Brain	
slice においても integrin	β1	blocking 抗

体を処理すると感染が抑制された。in	vivo
における integrin	β1	blocking 抗体は	
facial	temporal	vein に注入した後に、感
染させると軽度ではあったが，有意に低下し
た。integrinβ1	blocking 抗体は BBB の破
壊を促進するので、このような微妙な結果と
なったと考えた(図 10)。	
	 感染 24 時間では血管に trap されることが

多いが、感染 72 時間では血管の外側に感染
細胞がみらる。これは BBB の破綻を示唆する
結果であった。	
	 ウイルスは脳の様々部分に感染がひろがっ
ていくが、脳室周囲にも感染が拡がる。そこ
は nestin 陽性細胞との共在を認めた。また
F4/80 陽性細胞が IE1 陽性細胞周囲に集まっ
てくることもわかった（図 11）。	
	 BBB 破綻に影響を与える因子を探索するこ

とにした。最近では透明化技術が開発され、
透明化法の一つである CUBIC 法で透明化し、
ウイルスの拡がりを三次元的に観察した。	

図 7	
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感染 72 時間後の新生仔マウスの静脈内に
lectin を注入し、血管をラベリングした
（赤色）。感染細胞は GFP 陽性細胞として判

別できる。こ
のように三次
元の感染細胞
の拡がりと、
血管周囲に感
染がひろがっ
ていく様子
や、髄膜への
感染がみられ
る像もあった
(図 12)。	
	 BBB 破綻に
影響のあるマ

トリックスメタロプロテアーゼの活性化を調
べた。感染 72 時間で MMP の活性化を認め
た。そして炎症によって誘導される MMP9 に
注目した。western	blotting では感染 24,	
72 時間で、ごくわずかの MMP9 の増加をみと
め、BBB の構成因子である claudin-5 の発現
変化はみとめなかった。	
しかし免疫染色で観察すると感染 72 時間で
は感染細胞周囲に MMP9 の増加を認めた。

claundin-5 の発現は BBB の integrity を観
察することができる。感染 12 時間では
claudin-5 の配列の乱れはなかったが、72 時
間では claudin-5 の配列の乱れを認めた。	
	 図 13 は血管内腔の SEM 像である。大脳の
血管内腔はスムーズな構造をとっています。
しかし肝臓の血管内皮は疎で穴を多く認め
た。感染 24 時間でみると、血管に trap され
る量や外に漏れ出す量は肝臓で圧倒的に高く
なる。このような血管の構造の違いは初期感
染においてウイルス粒子に拘束される率や血
管のもれやすさに影響をあたえます。感染後
72 時間後には血管が疎で穴が多くみられる
ようになった。感染というプロセスを通して
より脳に感染しやすくなるということがわか
った。	
	 これらの結果を総説に書き、pathology	
international に掲載され表紙を飾ることが
できた。そのシェーマを図 14 のようにまと
めることができた。	
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