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ウイルス性脳炎における組織破壊誘導シグナル分子の研究

「はしがきJ

本研究は、これまでその分子病態成立過程の詳細が不明であるウイルス感染

による組織破壊メカニズムの解明をR的に行われた。対象としたウイルスはヒ

ト免疫不全ウイルス 1型CHIv-l)と単純ヘルベスウイルス 1型CHSV-l)であり、

特に最も解明が遅れている中枢神経系組織に対する組織破壊シグナル分子を中

心に解析を行った。 HIV-lは神経細胞に感染しないにもかかわらず、神経細胞へ

アポトーシスを誘導し組織破壊に陥らせるO 一方、 HSV-lは神経締胞へ感染し、

その細胞を破壊し組織破壊を誘導する。しかし、いずれの場合にも最終的には

神経細胞の破壊が中心となりその組織が破壊されることがこれら脳炎の発症機

序であると考えられている。これら死に至らせる組織破壊誘導シグ、ナル分子の

同定、そして、その分子に対する阻害分子の解明から、新たな治療法への発展

をめざす。

本研究は以下研究者の協力により遂行が可能となったものであり、ここに深

く感謝する。 HSV-l株の分与は東京大学医科学研究所川口寧助教授、脳海馬スラ

イス培養の確立は東北大学生命科学研究科八尾寛教授、 CD4抑制因子産生細胞の

分与は琉球大学医学部問中勇悦教授、そして、共同研究者の京都大学ウイルス

研究所三浦義治助手、大学院生北山裕子さん、安藤良徳、君に感謝します。
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「研究成果の概要J

課題名:ウイルス性脳炎における組織破壊誘導シグナル分子の研究

本研究の成果をその内容にしたがって、 3項目に分け、以下に概略するO

1.脳組織培養系を用いた組織破壊メカニズムの解析

研究代表者らは本研究期間内にラット脳海馬組織スライス培養系を確立した。

この培養系は生体における脳の構成細胞である神経細胞、アストログリア、オ

リゴデンドログリア、ミクログリア、そして、神経幹細胞も含んだ脳組織の構

成細胞が 3次元レベルに再構築されることが特徴である。さらに、この組織内

では特記すべきこととして、神経細胞はその軸索を伸長して組織内でシナプス

形成によりネットワークを構築し、近年パッチクランプ法などの電気生理学的

解析によく使用される培養系である O すなわち、中枢神経系という複雑なネッ

トワーク構築を再現して

いる O この組織培養系を

用いて単純ヘノレベスウイ

ルス 1型 (HSV-l)および

ヒト免疫不全ウイルス 1

型 (HIV-l)の脳炎組織モ

デル系として確立し、そ

の分子病理学的変化を中

」…
/
白
山

日
開
一

錐体細胞層

(神経細胞層)

心に解析した。

方法は生後 7日目の

日甫乳 WisterHannover GALASラットの脳より脳海馬を分離し、それをさらに

Mclilwainティッシュチョッパーにて海馬溝に垂直に厚さ 350μmにスライスし

た。これをあらかじめ準備しておいた 6ウェル培養フ。レート内のインサートメ

ンブレン (Millicell-CM:PICM03050，Millipore)上に 1ウェルあたり 4-5片の密

度で培養した(図 la)0 免疫染色法による解析の結果、 NeuN陽性神経細胞、

GFAP陽性アストログリア、EDl陽性ミクログリアが生体内の海馬組織と同じよ

うに局在し、 TSQ亜鉛染色の結果、その神経細胞の軸索機能も保たれているこ

図 1a.ラット脳海馬スライス培養系
生後7日目噛乳ハノーパラットから脳海馬部分を切り出し、 6ウェルプレート
内のインサートメンブレン上で 14日間培養した。

-4 -

とが判明した(図 lb)



この脳海馬片に HSV-l感染細胞

を添加すると、ネスチン陽性の未分

化なグリア細胞が多く局在する辺

縁部を中心に感染が拡大した(図

2)。このことから従来報告されてき

た神経細胞内での感染伝播に加え

て、未分化なグリア系細胞も感染伝

播に重要な細胞群である

と示唆された。またこの脳

海馬片においては感染 3

週後においても中央部に

存在する一部の神経細胞
nestin 

HSV 

NeuN 
{Neuron} 

GFAP 

(astrocyte) 

ED1 
(microglia) 

図lbラット脳海馬スライス片の解析
脳の三次元立体|構築を保ったスライス培養系において、NeuN陽性神経細胞

GFAP陽性アストログリア.EDl陽性ミクログリアが局在していた.また‘TSQ亜鉛染
色の結果、神経軸索機能も保たれていた.

E 
はその細胞の生存が確認

され、 HSV-l感染による細

胞破壊に対して抵抗性を

示す神経細胞群が存在す

ることが明らかになった。
図2HSV-1感染細胞を添加したラット脳海馬スライス片

その後のマイクロアレイ

未分化なゲリア系細胞の多い組織周辺部を中心に感染は拡大し、組織中央部
の細胞は長期にわたり生存していた。

解析、ならびに、免疫染色解析の結果をあわせると、グリア前駆細胞に発現す

る成長因子、および、神経細胞に発現するアポトーシス抑制因子が、この組織

破壊過程に関与している可能性が考えられた。

次にこの脳海馬スライス片と HIV-l感染マクロファージを共培養して解析し

た。方法は健常人の末梢血よ

り単球由来マクロファージを

分離培養し、ここにMOllでマ

クロファージ指向性ウイノレス

である HIV-lJRFLを感染させて

メンブレンを隔てて 2週間共

培養を行った(図 3)0 この共

培養したスライス片では、神

経グリア再構築反応が特異的

に阻害され、 NeuN陽性神経細

(.."合 うツト量属高周スライス片
\.~J ~~ MDM分諸

々~ ー ⑨島 一 ⑥@-----信長~
'- HIV-lr附感挨 (MOI1β)

健常人来4高血 N制 ，N(nr:urol1} GFAP ':'aslrogha) E.D I(mlcroghaj SYTO X 

HIV-IJRFL感染
マヲロフyージ

共f車整スライス

コントロールスライス

れJNEL染色
(apoptosi.s) 

函3 HIV.1I事後マクロフ7ージラット脳議属スライス失絡饗系
健常人未檎血より分.u告書Eした単線由来マクロファージfこHIV'を感染させて‘前述のラット錨海馬
スライス片と共翁饗を2週間行ったa縛経細胞の脱落とアポトーシス、アストロサイトとミクログリア
の活性化が包められた.
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胞におけるアポトーシスとそれらの細胞群の高度の脱落が見られた(図 3)0 一

方、 GFAP陽性アストヨサイトおよび ED1陽性ミクログリアなどのグリア細胞の

活性化がみられた(図 3)0 これらの病理学的変化は、エイズ脳症にみられる神

経細胞の脱落、ならびに、グリア締胞の活性化像ときわめて類似しており、こ

のスライス組織共培養実験系で、はエイズ脳症の病態の一部が反映されていると

考えられた。さらに未分化神経系細胞に発現する beta-3-tubulinや軸索突起に

見出される tau-1分子などの発現が低下していることが免疫染色法による解析

の結果判明し、この組織内では HIV-1感染マクロファージとの共存により神経

細胞機能の発揮に必須である軸索伸長過程も限害されていることがわかった。

さらに、この組織に特異的に発現する遺伝子群の解析をマイクロアレイ法によ

り検討したところ、SlitEphなどの軸索伸長に関わる分子群が有意に増加して、

これらの分子がHIV-l感染による脳組織障害に関わっている可能性を見出した。

2.小動物生体を用いた脳組織破壊モデ、ルの開発と解析

これまで、単純ヘルペスによる脳炎モデル動物として、マウス、ウサギ、 Lewis

ラットが報告されている。本研究では新たに開発された小型ラットである Wister

系 HannoverGALASラットを用いて脳炎モデ、ルラットの作製を試みた。まず生

後4週間以降の成獣ラットに 1x107TCID50のHSV-1を経鼻接種すると、脳内で

の潜伏感染は確認できたものの、臨床的経過観察の限り脳炎発症には査らなか

った(結果示さず)。また同様に河量のウイノレスを脳内接種した場合も潜伏感染

は成立するものの、脳炎発症には至らなかった。次に生後 5日の哨乳ラットに

経鼻腔接種した場合、および、生後 10日までの晴乳ラットに脳内接種した場合

は、すべてのラットは l週間以内に全脳炎様症状を呈して死亡した。さらに免

疫染色法による解析の結果、神経細砲および一部のアストロサイトに HSV二1の

感染が認められた。すなわち、未分化組織に対する新規の単純ヘルペス脳炎ラ

ットモデ、ルが作製された(図的 O さらにこの感染ラットの脳を経時的に回収し

て解析した結果、未分化細胞のマーカーであるネスチンが発現した神経幹細胞

や未分化細胞群にも HSV二lが有意に感染し、そして、感染細胞が分化とともに

中枢神経組織内を移動している可能性が示唆された。これらの事実より、 HSV-l

に感染した神経幹細胞、ならびに、未分化細胞群内における、分化増殖、なら

びに、その結胞の移動に関わる分子群は、ウイルス複製を強力に増強すること

により組織破壊に働いている可能性が示唆された。
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且園・ーーーー

次にこの研究期間内

で改良を加えている

脳内 HIV-l感染細胞

浸潤マウスの神経行

動学的解析を T-CAT

試験を用いて行った。

方法は ヒト健常人の

末梢血より分離した

白血球を我々が開発

した免疫不全マウス

である NOGマウス

(IL2 common γ 

chain-knockout non 

obese 

diabetic/Shi-scid 

mouse)の腹腔に移植

後、 HIV脳症患者より

分離した HIV-l株で

ある HIV-lJRFLを接種

し、その後LPSをH隻腔

内投与し HIV-l感染

HSV NeuN 

海馬

側脳室周囲
(HE染色)

75 cm 

図4 単純ヘルペス脳炎モデルラット
神経細胞、アストロサイトに加えて脳室周囲のネスチン
陽性未分化細胞にもウイルスが感染していた。

First task Next task 

色向

E、明暗
F E 
~ ‘ E 
'0 

~ 、

14什eechoice task 

図5 脳内トl¥V感染マウスのT-CAT(T-mazecontlnuous alternation task)を照いた
神経行動解析
14回の自由選択行動の結果、感染マウスでの有意な行動低下は晃られなかった。

を脳内まで播種させ、 3-8日後に行動解析を行った。その結果、 HIV-l感染マ

ウスでは有意な神経学的行動低下は検出されなかった(図 5)0これは NOGマウ

スは元来より食餌探索行動能が低く、むしろ脳内への細胞浸潤の影響は食餌探

索行動を誘発する方向に働いている可能性を示唆している。

次に、本研究期間内においてヒト血液幹細胞移植の新規脳炎モデ、ルマウスの

開発を目指した。方法はヒト瞬帯血より CD34陽性の血液幹細胞を自動磁気細胞

分離装置を用いて分離し、 2.4Gyの放射線を照射した前述の NOGマウスに骨髄

移植実験を行った。その結果、移植後一ヶ月では末梢血中にヒト CD45陽性の細

胞群が出現し、 3ヶ月後にはヒトCD3陽性細胞が約 20%まで増加した。さらに

HIV-lを接種すると、 2週間後に PCR法によりウイルスが検出されたが、感染細

胞数はきわめて少数であった。また commonγ鎖と RAG2のダブルノックアウト、

-7 -



あるいは、 NOGの新生マウス肝臓にヒト臓帯血由来の CD34陽性血液幹細胞を移

植した。その結果、 1ヶ月後いずれの系統においても末梢血中にヒト CD45陽性

白血球細胞が出現し、そして 3ヶ月後にはヒト CD3陽性 T細胞が約 20%まで増

加した。いずれの移植マウスにおいても脳障害モデルへと発展する可能性があ

ると考えられた。

3.脳炎限害技術の開発

3 -1 HSV-1複製阻害因子の探索

生後 14日の Wister系

Hannover GALASラッ

トの脳内に 1x107 

TCID50のHSV-1を接種

すると死亡率は約

50見であること、そし

て、残り 50%の生存

ラットは軽微な麻庫

はみられるものの、そ

の後、症状が回復し、

感染領域は時間経過

偲復後

~h (n=竺j

." 
捻

ト玉三平

!日h(吋乃
一官

a・凶 働組抽岨伽醐

縛れ官..~""

1 36~. (同)I 

HSV慾者世領!It

、 一 -一ーえ三~)...-~ ・ /:..ミ工戸.ζ¥

; " 打 {~識 i

HSV 

とともに減少するこ

とが判明した(図的 O

図6 HSV接種B14日齢ラット脳の感業領域は時間経過とともに縮小した

この回復ラット脳では、免疫染色法により HSV-1抗原、ならびに ICP27陽性細

胞は脳組織中では認められないながら、 PCRにより ICPO陽性細胞が存在するこ

とが確認され、 HSV-1の複製が抑制されるとともに脳内において潜伏感染が誘導

されていることが判明した。そして、この回復ラットの脳を回収し、マイクロ

アレイ法によってその組織における発現遺伝子解析を行った結果、回復ラット

脳組織において、複数の実験において共通して 290個の遺伝子の発現上昇が確

認された。その中には、 IFN関連遺伝子群や MHCclass1関連遺伝子群や補体関

連遺伝子群などが含まれていた。そして、 RNA-PCR法に確認実験から、 APOBEC1，

Prostaglandin D2 synthase2， Adenosine A3 receptor， Palmi toyl-protein 

thioesterase2， STAT1， Peptidyl-prolyl isomerase C associated protein， TLR4 

などの遺伝子については、その発現克進が確認され、ウイルス感染拡大に抑制
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的に作用し、潜伏感染へと関わる可能性のある分子群として確認された。

3-2 CD63遺伝子導入による旧V-1誘導性細胞変性効果の抑制およびウイルス

複製の抑制

HIV脳症において、神経細胞の表面に発現する CXCR4分子、および、感染マクロ

ファージが産生するウイルスコーデイング蛋白質が組織破壊に重要で、ある可能

性が指摘されている。研究代表者はこれまでに白血球および培養細胞を用いて

CD63分子の N末端欠損分子を遺伝子導入することにより、細胞表面の CXCR4が

down regulationされることを見出している。そしてそれはCXCR4分子の締胞膜

への輪送を阻止し、リソソームへ直接送る活性があり、それが N末端細胞外領

域の欠損により強力に増強されることが判明した。この結果から神経細胞への

同遺伝子導入による脳炎阻害効果が期待される。

また培養細胞を用いた実験から CD63とその近縁の tetraspanin分子には旧V-1

粒子放出抑制活性があることが判明した。これは、ウイルス構造蛋白との直接

結合も証明されることより、 tetraspaninという特異な分子群がウイルス増殖に

直接的に関与している可能性が考えられる。これらの分子群は tetraspaninweb 

という細胞膜上でラフトとは異なる部位に高分子複合体を形成していることが

よく知られており、その機能については受精時における精子との膜融合過程、

接着分子との会合による細胞接着活性の制御、また、それに関連したがん細胞

の転移活性の修飾、抗原処理と提示機能の制御、そして、ウイルスについても

HTLV感染に関与することや CD81はHCVのレセプター分子として知られている。

このように tetraspanin遺伝子導入によるウイルス複製抑制をヒトマク口ブア

ージ細胞に応用することにより、脳内マクロブァージが産生するウイルスコー

デイング蛋白質の産生抑制ならび、に脳症発症の抑制へつながると考えられる。

3 3 CD4陽性T細胞由来のウイルス複製抑制因子

腹腔内にヒト末梢血を移植した免疫不全マウス (CB17-scid/scid)マウスにさ

らに牌臓内に HIV-1抗原を処理暴露した樹状細胞を移植すると、液性の HIV…1

抑制因子が産生されることが知られている。このマウスからヒト CD4陽性T細

胞を回収して HTLV-Iを用いて不死化させ、樹立した細胞株においても抗日IV-1

因子産生能があることが判明している。この細胞をマイクロアレイにて解析し

た結果、 3，719個の遺伝子が有意に変動していた。さらに培養上清にて活性を持
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つ因子およびへパリンと結合しない因子を中心に抽出したところ、 granulys in， 

prostasin， spondin1， PFCなど 58僻の遺伝子が候補遺伝子として同定された。

これらはエイズ脳症の脳内においてもウイルス複製に対して抑制的に働いてい

る可能性があり、脳炎限害因子として重要で、ある可能性があると考えられる。
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