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「ウイルス性脳障害の発症機構の解明と治療法の開発」

１．研究実施の概要

ウイルス性脳障害の発症機構を解明する為に、ヒト脳に進行性多巣性白質脳症を

惹起するJCウイルスを主なターゲットとし、その脳組織特異性の研究を以下の２

つのアプローチで行っている。

�　 JC ウイルス受容体の研究

JC ウイルス（JCV）を人工的に作成して、粒子形成を電子顕微鏡で確認し、

さらに人工ウイルスが哺乳類細胞に対してのベクターとしての役割を持つことも

証明した。またJCVはヒトＯ型赤血球を凝集させるが、この人工ウイルスも赤血

球凝集能を持ち、酵素処理することにより凝集作用は抑制されたことから赤血球

への吸着は特定の糖鎖が関与することが明らかとなった。現在この人工ウイルス

を用いてJCウイルス受容体の単離を進めている。

�　 神経特異的転写因子の研究

JCVの転写調節に関して以下の実験を行っている。病原型および非病原型の

各々２種類の転写調節領域（早期および後期転写領域）の下流に発光蛋白を融合

させたトランスジェニックマウスを作成している。また成人T細胞白血病 の患者

で進行性多巣性白質脳症の病変が高度であったことから、白血病の原因ウイルス

であるHTLV-Iの構成蛋白TaxがJCVを活性化するということを証明した（J Biol 

Chem, in press）。またこの活性化が神経系細胞特異的である機序を解明し報告し

た。現在はその転写活性化因子の同定を行なっている。

２．研究実施内容

研究目的：

本研究は、ウイルスから"脳を守る"ことを主眼とする。ウイルスによる脳の障害

は多くの場合致命的であるが、その大きな理由の１つは、脳血管疾患とは異なり、

ウイルスによる障害ではその病変が脳の広範囲にわたることである。また、脳血管

疾患では画像診断が発達しており、手術による治療も可能であるが、ウイルス性脳

障害は有効な治療法がほとんど確立されていない。現在、神経科学の分野で多くの

神経細胞特異的な栄養因子、受容体分子、転写因子をコードする遺伝子が単離され
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てきているが、損傷された複雑な生命現象を制御する中枢神経系を三次元的に修復

する方法は未だ確立されていない。

さらに、近年、ウイルス性脳障害は増加している。なぜならば、HIV感染症の増

加、悪性腫瘍に対する化学療法の発達等による免疫不全状態における日和見感染症

としての脳炎・脳症が増加しているためである。また、骨髄を代表とする移植治療

に伴い脳炎・脳症の頻度は増加しており、ウイルスに起因する脳障害を克服するこ

とが、ひいては移植医療の正否を決めることになる。

本研究では、まずJCウイルスが高い神経親和性を有するメカニズムを、ウイル

ス受容体、ウイルスゲノムの転写調節領域の遺伝子配列、転写因子レベルから解明

する。さらに、脳障害をひき起こす様々なウイルスを転写レベルで抑制するため

に、個々のウイルスにおいて神経組織での増殖に必須である分子を同定する。 

以上の結果を統合して、JCウイルスの外殻蛋白、および転写調節領域を有し脳

組織特異的に種々のmoleculeを発現させ得るウイルスベクターを作成することによ

り、ウイルス性脳障害の治療法を開発することを最終目的とする。

研究方法：

�　 JCウイルス受容体の単離

JCVの受容体の単離は以下に述べる１）pseudovirusを用いたoverlay assay法、

２）VP1 affinity columnによる単離、の２つの方法で行っている。　

 pseudovirusはE. coliおよびbaculovirus-insect cellを用いた系でJC virus （JCV） 

capsid proteinであるVP1を発現させ、粒子形成（pseudovirus）を電子顕微鏡で確

認した。さらにmarker geneであるGFP発現plasmidをE. coliにtransformし、この

pseudovirusにpackagingさせ、JCV 感染細胞であるIMR-32細胞とincubationしたと

ころ、一部の細胞でGFPの発現が認められ、pseudovirusが細胞へ吸着、侵入する

ことを確認した。またJCVはヒトO型赤血球を凝集させるが、このpseudovirusも

赤血球凝集能を持ち、さらに赤血球をsialidase処理することにより凝集作用は抑

制され、JCVと赤血球のattachmentにsialic acidが関与することが明らかとなっ

た。現在このpseudovirusを用いてIMR-32細胞の膜分画を抽出してoverlay assayま

たVP1 columnを作成して受容体の単離を行なっている。

�　 神経特異的転写因子の同定

次にJCVの転写調節に関して以下の実験を行っている。病原型および非病原型

の各々２種類の転写調節領域（早期および後期転写領域）の下流にmarker geneを

融合させたplasmidを作成して、マウス神経細胞を用いてその発現を確認した。

さらにそれら４種類のplasmidを用いて、transgenic mouseを作成し、JCVの転写調

節の神経特異性について解析を行なっている。またAdult T-cell leukemia/lymphoma 

の患者でPML病変が高度であったことから、HTLV-I TaxがJCVを活性化するとい
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う仮説を立て、dual luciferase assayを用いて解析を行なった。その結果TaxはJCV 

regulatory regionのNF-κB binding siteを介してJCVを活性化することをNF-κB 

binding siteのmutant、Tax mutant、IκBαを用いて証明した。またこの活性化が

神経系細胞特異的であることをNF-κB binding siteをprobeとしたEMSAを行な

い、その機序を解明した（J Biol Chem, in press）。現在はEMSAにより転写活性

化因子の同定を行なっている。

�　 細胞内シグナル伝達機構の解析

"脳を守る"という研究を推進して行く上での基礎として細胞内のシグナル伝達

分子であるrap1GAPIIの機能を明らかにし、本年Nature: 400 891-894に報告した。

Rap1は神経系に特異的な機能があると考えられ、神経突起再生時にrapIGAPIIの

作用が抑制されるメカニズムが存在することが予想されている。現在共同研究者

の望月らが神経系に特異的に発現するrap1GAPIIのクローニングを進めている。

�　多動性障害モデルラットの解析

私達は北海道大学実験生物センターとの共同実験で肝炎・肝癌を発症し、その

遺伝子座がヒトWilson病と同じであることが判明しているLEC（Long Evans 

Cinnamon）ratの中から異常行動を示すratを見出し、遺伝学的解析によりその行

動異常がWilson病とは異なった単一遺伝子による病態であることを確認し、その

遺伝子を有する（congenic）Wister ratを樹立した。本研究は既に特許申請を行

なっており、現在、北海道大学動物染色体研究施設の松田洋一先生と共同で原因

遺伝子の単離を進めている。
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