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学位論文の内容の要旨 

 

狂犬病は致死的な感染症であるが, 感染後直ちにワクチンを接種することにより, 発症

を防ぐことが可能な疾病である（暴露後予防法）。しかし, 感染の状況, 予防措置までの時

間等により, 発症を阻止することができない狂犬病の事例も報告されている。狂犬病ウイ

ルスは感染動物の咬傷部位から末梢組織に侵入し, 付近の末梢神経を介して脊髄を上行し, 

脳で増殖して感染動物を発症させる。しかし, 狂犬病ウイルスの中枢神経侵入機序に関し

ては未だに不明な点が多い。特に, ウイルスが神経系へ侵入する最初のステップである, 

末梢神経への感染機序については, 極めて情報が少ない。筋肉細胞は末梢組織におけるウ

イルス感染部位であるが, 同細胞でのウイルス増殖が末梢神経への感染に重要であるかに

ついては結論が出ていない。また, 狂犬病ウイルスの中枢神経侵入性に G蛋白質の機能が

重要であることが報告されている一方で, G 蛋白質以外のウイルス蛋白質の関与も示唆さ

れているが, その詳細は不明である。 

 狂犬病ウイルス固定毒の西ヶ原株及び同株を鶏胚線維芽細胞で馴化させた Ni-CE 株は, 

脳内接種によりマウスを発症させる。一方, 両株を筋肉内接種した場合, 西ヶ原株はマウ

スを発症させるのに対し, Ni-CE 株は発症させない。このように, 両株の中枢神経侵入性

には明瞭な違いが認められることから, 同機序の解明のためのモデルになると考えられた。

そこで本研究では, 狂犬病ウイルスの中枢神経侵入機序の解明を目標とし, マウスにおけ

る中枢神経侵入性の異なる西ヶ原株と Ni-CE株の比較解析を行った。 

 第一章では, 西ヶ原株と Ni-CE株の中枢神経侵入性の違いに関連するウイルス遺伝子の

特定を行った。Ni-CE株の N, P, M, Gあるいは L遺伝子を, 西ヶ原株由来のそれぞれの遺

伝子で置換した 5種類のキメラウイルス株 [CE(NiN)株, CE(NiP)株, CE(NiM)株, CE(NiG)

株及び CE(NiL)株] を作出し，各キメラ株をマウスの大腿筋に接種した。その結果, 各株

接種マウス群の発症率は, それぞれ 40%, 80%, 0%, 40%及び 0%であり, Ni-CE 株のゲノム
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に西ヶ原株の P 遺伝子を保有する CE(NiP)株が最も高率にマウスを発症させた。したがっ

て, 西ヶ原株と Ni-CE 株の中枢神経侵入性の違いには, P 遺伝子が主要に関連することが

明らかとなった。 

 第二章では, 西ヶ原株, Ni-CE株及びCE(NiP)株を感染させたマウスにおけるウイルスの

分布を比較するため, 各株を筋肉内に接種した 5日後のマウスの各組織におけるウイルス

ゲノム RNAの検出を RT-nested PCRにより試みた。その結果, 全ての感染マウスにおいて, 

ウイルス接種部位である大腿筋からはウイルス遺伝子が検出された。一方, 西ヶ原株及び

CE(NiP)株接種群では, それぞれ, 100%及び 40%のマウスの脳, 脊髄及び坐骨神経からウイ

ルス遺伝子が検出されたのに対し, Ni-CE株接種群では検出されなかった。このことから, 

感染マウス体内において, CE(NiP)株がNi-CE株よりも効率良く末梢神経に感染することが

明らかとなった。一方, 神経細胞の分離培養系であるマイクロ流体プラットフォームを用

いた実験においては, ウイルスを軸索末端に接種した場合, CE(NiP)株と同様にNi-CE株も

神経細胞への感染能を持っていることが示された。したがって, 両株の軸索末端からの神

経細胞への感染能は同等であることが明らかとなった。このように, 両株の軸索末端から

神経細胞への伝達能は同等である一方で, マウス筋肉内にウイルスを接種した場合には, 

神経細胞への CE(NiP)株の感染効率が Ni-CE株よりも高いことが示された。このことから, 

西ヶ原株の P蛋白質は, 筋肉細胞でのウイルス増殖に寄与することで, 間接的に末梢神経

への感染を促進する機能をもつことが予測された。 

 第三章では, 筋肉細胞における西ヶ原株, Ni-CE 株及び CE(NiP)株の増殖性を培養細胞

（in vitro）及びマウス組織（in vivo）で比較した。その結果, 培養筋肉細胞, ならびに

マウス大腿筋における西ヶ原株及びCE(NiP)株の増殖性は, Ni-CE株よりも高いことが示さ

れた。したがって, 西ヶ原株の P蛋白質が, 筋肉細胞でのウイルス増殖に重要であると考

えられた。 

 これまでに, 狂犬病ウイルス P蛋白質がインターフェロン（IFN）のアンタゴニストとし

て機能し，同ウイルスの病原性に関連することが報告されている。そこで第四章では, 筋

肉細胞における西ヶ原株及び Ni-CE 株 P 蛋白質の IFN 産生抑制能について in vitro 及び

in vivo で検証を行った。西ヶ原株及び CE(NiP)株を感染させた培養筋肉細胞における Ifn-

β の mRNA, ならびに IFN 誘導遺伝子群である Mx1 及び Oas1 の mRNA 発現量は, Ni-CE 株

感染に比べて有意に低かった。また, 西ヶ原株及び CE(NiP)株感染マウスの大腿筋におけ

る Ifn-βの mRNA発現量も, Ni-CE株感染に比べて低い傾向が示された。したがって, 西ヶ

原株の P蛋白質は Ni-CE 株の同蛋白質に比べ, 筋肉細胞において効果的に IFN産生を抑制

する機能を有すると考えられた。 

 以上, 西ヶ原株の P蛋白質は, その IFNアンタゴニスト機能によって筋肉細胞における

ウイルス増殖性を高め, 結果として, 末梢神経へのウイルス感染を促進する役割を持つと

考えられた。 

 本研究では, P 遺伝子が狂犬病ウイルスの中枢神経侵入性に関連することを初めて明ら

かにした。また, 末梢神経への狂犬病ウイルスの感染能と, 筋肉細胞での同ウイルスの増

殖能が, 正の相関関係にあることを初めて実験的に示した。本研究により得られた知見は, 

狂犬病に対してより効果的な暴露後予防法を開発する上で有用な情報となることが期待さ

れる。 

 

 

審 査 結 果 の 要 旨 

 狂犬病は, 感染後直ちにワクチンを接種することにより発症を防ぐことが可能である



 

  

(暴露後予防法)。狂犬病ウイルス(RV)は感染動物の咬傷部位付近の末梢神経から脊髄を上

行し, 脳で増殖して感染動物を発症させる。したがって, RV の中枢神経侵入機序の解明は, 

暴露後予防法の効果を高めるために重要である。そこで, 中枢神経侵入性に違いがある RV

固定毒の西ヶ原(Ni)株及び同株鶏胚線維芽細胞馴化 Ni-CE 株を比較検討することにより, 

RV の同機序の解明を行った。 

 Ni-CE株のN, P, M, G あるいはL遺伝子を, Ni 株由来のそれぞれの遺伝子で置換したキ

メラウイルス株をマウスの大腿筋に接種した。その結果, Ni-CE 株のゲノムに Ni 株の P

遺伝子を保有する CE(NiP)株が最も高率にマウスを発症させ, 両株の中枢神経侵入性の違

いには, P 遺伝子が主に関連することを明らかにした。 

 次に, Ni株, Ni-CE株及びCE(NiP) 株の末梢から神経細胞への伝達性について検討を行

った。全ての感染マウスにおいて, 接種部位の大腿筋から RV 遺伝子が検出された。一方, 

Ni 株及び CE(NiP)株接種群では, 脳, 脊髄及び坐骨神経から RV 遺伝子が検出されたのに

対し, Ni-CE 株接種群では検出されなかった。さらに, 神経細胞の分離培養系マイクロ流体

プラットフォームを用いた検討により, CE(NiP)株と同様に Ni-CE 株も軸索末端から神経

細胞への感染能を持つことを示した。このことから, Ni 株の P 蛋白質は, 筋肉細胞でのウ

イルス増殖に寄与し, 間接的に末梢神経への感染を促進する機能をもつと考えられた。 

 また, 培養筋肉細胞及びマウス大腿筋における Ni 株及び CE(NiP)株の増殖性が Ni-CE

株よりも高い成績であったことから, Ni 株の P 蛋白質が筋肉細胞でのウイルス増殖に重要

であることが示唆された。さらに, Ni 株及び CE(NiP)株感染培養筋肉細胞における Ifn-β

及び IFN 誘導遺伝子群の mRNA 発現量が, Ni-CE 株感染に比べて有意に低く, マウスの

大腿筋でも同様の傾向を示したことから, Ni 株の P 蛋白質は, Ni-CE 株に比べ筋肉細胞に

おいて効果的に IFN 産生を抑制することが明らかとなった。 

 以上, Ni 株の P 蛋白質は, その IFN アンタゴニスト機能によって筋肉細胞での RV の増

殖性を高め, 末梢神経への感染を促進する役割を持つことを示した。本研究により得られ

た知見は, 狂犬病に対してより効果的な暴露後予防法を開発する上で有用な情報となるこ

とが期待できる。 

 

 以上について，審査委員全員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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