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論 文 の 内 容 の 要 旨

狂犬病はマイナスセンス1本鎖RNAをゲノムにもつ狂犬病ウイルスによる人猷共通感

染症で,発症するとほぼ100%が死亡する極めて致死率の高い神経疾患である｡狂犬病ウ

イルスは極めて宿主域が広いが,一方で感受性細胞は限られており,特に神経系において

ウイルス増殖部位は神経細胞に限局されている｡これまでに本ウイルスの神経親和性を説

明するために狂犬病ウイルスのレセプター分子の解析がなされてきた｡本研究において,

申請者は侯補としてあげられている分子について詳細に検討し,狂犬病ウイルスに対する

レセプターとして最も重要な分子を同定することを試みた｡

第1章においては様々な培養細胞におけるこれら候補分子の発現をウエスタンプロット

法で調べた｡アセチルコリン受容体,p75NGFRおよび神経細胞接着因子加CAM)につい

てウイルス増殖との関連を調べたところ,NCAMがウイルス感受性と最も関連すると考え

られた｡

NCAMにはスプライシングにより分子量の異なる3種類の主要なアイソタイプが存在

し･そのうちNCAM･180およびNCAM･140は狂犬病ウイルスのレセプターとして機能す

ることが知られている｡しかし,NCAM･120についてはその狂犬病ウイルス感染における

意義は知られていない｡そこで第2章ではNCAM･120の遺伝子をクローニングし,哺乳

動物細胞で発現させることによりその機能の解析を試みた｡この分子は他のNCAM分子

とは異なり細胞膜貫通ドメインと細胞内ドメインのないGPIアンカー型蛋白質である｡ウ

イルスに対して感受性の低いHEp･2細胞にNCAM･140ならびにNCAM･120をコードす

る遺伝子を導入し,これらの分子を恒常的に発現する細胞HEp･140細胞およびHEp･120･
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細胞を樹立した｡両者でのそれぞれの分子の発現を免疫学的手法で確認し,ウイルスに対

する感受性を嗣べたところHEp･140細胞では明らかなウイルス増殖の増強が認められた

が,予想に反しHEp･120細胞ではウイルス増殖の抑制が認められた｡HEp･120細胞は

HEp･140細胞と同等以上のウイルス吸着活性を示したことから,ウイルスはNCAM･120

蛋白を介して細胞に吸着することができることが明らかになった｡次にHEp･120細胞内

へのウイルスの侵入が起きているかどうかを知るためにウイルス遺伝子の転写を調べたと

ころ,NCAM･140発現細胞と同様にmRNA合成が行われていることが明らかになった｡

従って,ウイルスはいずれの細胞においても,吸着し細胞内に侵入していると考えられた｡

一方,細胞内のウイルス蛋白合成を調べたところ,HEp･140細胞ではN蛋白の合成が認

められたが,HEp･120細胞ではほとんどN蛋白の産生は認められなかった｡また,P蛋

白合成は起きてはいるが,ウイルスに感受性を示す細胞とは異なる時期的支配を受けてい

ると考えられた｡以上の結果から,HEp･120細胞では細胞内におけるウイルス蛋白合成が

正常に行われないためにウイルス増殖が抑制されていると考えられた｡

そこで第3章において申請者は,多くのウイルス感染でウイルス蛋白制御に関わってい

ることが知られているⅠ型インターフェロンの関与があるか否かを知る目的で,インター

フェロンβのmRNA合成について解析した｡ウイルス感染していないH耳p･140細胞では

インターフェロンβのmRNA合成は認められなかったが,HEp･120細胞ではインターフ

ェロンβのmRNA合成が克進していることが明らかになった｡またHEp･120細胞ではウ

イルス感染させると速やかなインターフェロンβのmRNA合成が誘導されたことから,こ

の細胞はいわゆるプライミングを受けた状態と考えることができた｡

以上の成績から申請者は,GPIアンカー型NCAM･120はインターフェロンβの産生を

介して狂犬病ウイルスの増殖を制御していると結論した｡

本研究の成果は,これまで知られていなかったGPIアンカー型NCAM･120がインターフ

ェロン産生を介して狂犬病ウイルス増殖に抑制的に働くことを示したもので,ウイルス増

殖過程の分子的機構を理解する上で重要であると考えられる｡また,今後NCAM･120に

よるインターフェロン誘導の機構を解析する事により,本分子の持つ生物学的意義を明ら

かにすることも可能になると考えられる｡

審 査 結 果 の 要 旨

狂犬病はマイナスセンス1本鎖RNAをゲノムにもつ狂犬病ウイルスによる人猷共

通感染症である｡本疾患はウイルスが唆傷部位や粘膜面から侵入し感染が成立し,感

染を受けた末梢の神経あるいは筋肉組織から中枢神経に達する｡狂犬病ウイルスはす

べての温血動物に感染可能であるが,感染部位は限局されている｡

申請者は,狂犬病ウイルスのレセプター候補と考えられている分子について,培養

細胞に発現させることにより,狂犬病ウイルスに対するレセプターとして最も重要な

分子を同定することを試みた｡

申請者は最初に様々な培養細胞におけるこれら候補分子の発現をウエスタンプロ

ット法で調べたところ,神経細胞接着因子餌CAM)がウイルス感受性と最も関連する

と考えられた｡NCAMにはスプライシングにより分子量の異なる3種類の主要なア
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イソタイプが存在し,そのうちNCAM･180およびNCAM･140は狂犬病ウイルスの

レセプターとして機能することが知られている｡しかし,NCAM･120についてはそ

の狂犬病ウイルス感染における意義は知られていない｡そこで申請者はNCAM･120

の遺伝子をクローニングし,哺乳動物細胞で発現させることによりその機能の解析を

試みた｡この分子は他のNCAM分子とは異なり細胞膜貫通ドメインと細胞内ドメイ

ンがなくGPIアンカー型蛋白質である｡ウイルスに対して感受性の低いHEp･2細胞

に発現させたとき,NCAM･140細胞では明らかなウイルス増殖の増強が藩められた

が,予想に反しNCAM･120発現細胞ではウイルス増殖の抑制が認められた｡この分

子のウイルス吸着能を調べたところ,MAM･140と同等以上の吸着活性が認められ

たことから,ウイルスはNCAM･120蛋白を介して細胞に吸着することはできること

が明らかになった｡次にウイルスの細胞内への侵入が起きているかを知るためにウイ

ルス遺伝子の転写を調べたところ,mRNA合成はNCAM･140発現細胞と同様に検出

できた｡従って,ウイルスの侵入も問題なく進んでいると考えられた｡ところが,細

胞内のウイルス蛋白合成を調べたところ,NCAM･140発現細胞ではN蛋白の合成が

認められたが,NCAM･120発現細胞ではほとんどN蛋白の産生は認められなかった｡

また,P蛋白合成は起きてはいるが,感受性細胞とは異なる時期的支配を受けている

と考えられた｡以上の結果から,NCAM･120発現細胞では細胞内におけるウイルス

蛋白合成が正常に行われないためにウイルス増殖が抑制されていると考えられた｡そ

こで申請者はウイルス蛋白制御に関わっていることが知られているⅠ型インターフェ

ロンの関与があるか否かを知る目的で,インターフェロンβのmRNA合成について

解析したところ,NCAM･120発現細胞ではウイルス感染を受けない場合でもインタ

ーフェロンβのmRNA合成が更新していることが明らかになった｡

本研究の成果はこれまで知られていなかったGPIアンカー型NCAM･120がインター

フェロン産生を介して狂犬病ウイルス増殖に抑制的に働くことを示したもので,ウイ

ルス増殖過程の分子的機構を理解する上で重要であると考えられる｡また,

NCAM･120によるインターフェロン誘導の機構を解析する事も可能とすると考えら

れる｡

以上について,筆査貞全点一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論
文として十分価値があると認めた｡
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