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第一章序論

ポリオウイルス (PY)はピコルナウイルス科エンテロウイルス属に分

知される一本のプラス鎖 RJ'iA をゲノムとして持つウイルスである。エンベロ

ーフ.は持っていない。4種のキャプシド蛋白 VP1，VP2， VP3， VP4がそれぞれ

60コピーずつ集ま旬 、直径約 30nmの正二十商体構造の枝子を形成している。

PVには 3種類の血清型 (1型、 2型、 3型)があり、それぞれの血清型に対し

て強姦株と弱毒株が分離されている。絵子表面にはキャニオンと呼ばれるくぼ

みが存在し (Hogleel al.， 1985)、この音11分が PVレセプター (PVR)(M巴ndelsohn

el al.， 1989‘Koike el (/1.， 1990)により認識される。 PVRは PVの感染初期、すな

わちウイルスの細胞表面への吸着、侵入、脱殻といった段階で重要な役割を果

たしていると考えられている。感受性細胞に吸着した PVは、沈降係数 160S 

の完全な感染性粒子から VP4を失った(Lonberg-Ho加 etal.， 1975) 135 S粒子

に変化することが知られている(DeSenaand Mandel， 1976， 1977; Gul1man and 

8alLimo眠 1977;Yafal etα1.，1993)。この 135S粒子から 附>IA ゲノムが抜けると、

すなわち脱殺が起こると、 80S粒子が生じる。精製 PVRによる mνI1roの笑

験からも PVRそのものがウイルスの脱殺の引き金となることが示されている

(Arita et al.， 1998)。

ヒト PVR(hPVlミ)はイムノグロプリン (lg)スー){ーファミリーに属し、

V-C2-C2という 3つの細胞外 19様ドメインを持ち、 IJ臭貫通ドメイン、細胞質

|均ドメインを持つ。hPVRには少なくとも 4つの m則可A アイソフォームがある
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ことが知られている。1I英結合裂の hPVRα と hPVRo、そして分?必型の hPVRs

と hPVRyである。これらはヒト細胞において発現カ鴇められている (Koikeet 

(/1.， 1990)。細胞外ドメインでは NH2末端に位置する 19様ドメインのみが PV

の感染に必要であることが示されている (Koikeet al.， 1991a: Selinka et al.， 1991)。

ウイルス結合部位とお'LPVR感染防御抗体の結合部位もまたこのドメインにあ

ることが示された。PVRの細胞質内ドメインは PV感染には必要ないことが、

マウス細胞に変異 PVRを発現させたものを用いて示されている (Koikeel CU.， 

1992， 1991a; Sclinka el al.， 1991)。

PVは小児麻簿 (急性灰白髄炎)の原因ウイルスである。ヒトにおいて、

PVの感染は経口感染で始まり、日図頭や腸管上皮で増殖した後、扇桃腺やバイエ

jレオ反などの局所リンパ節へとtlよがり、ウイ lレスI血症を経た後、中枢神経に達す

る。瓜lrtの抗 PV抗体が小児麻簿をlill筈することから、ウイルス血症はウイル

スが中催中IjJ経系へ侵入するために不可欠な段階であることが示されている。中

1sに侵入したウイルスは、主に脊髄前;角の運動神経細胞を破壊し、四肢に弛緩

性の麻縛を生じさせる。PVが中継神経系へ侵入する経路には2種類が考えられ

る。一つは血液脳関門 (BloodsI叩 1Barrier， sBB)を経由するもので、もう一つ

は末梢神経を経由するニューラルパスウェイである。

どのようにして PVが sBBを通過するのかはわかっていない。ウイル

ス血症の段階では多くの臓鮮がウイルスにl爆されているにも関わらず、ほとん

どのi泌総ではウイルスの増殖が兄られない (Bodian，1955) 0 PVに感受性がな
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いとされるマウスに、 PVRを発現させたトランスジェニツク (Tg)マウスを作

製したところ、ウイルス感受性を獲得していた (Koikeel cd.， 1991 b; Ren ei al.， 

1990)。この Tgマウスにウイルスを感染させたときに見られる現象がどこまで

ヒトでの現象を反映しているかは定かではないが、このマウスを用いることに

より、 jfil1iコウイルスの体内分布や中継ネ111経系へのウイルスの蓄積を観ることが

できるようになった。Yangら (Yanger cd.， 1997)によるこの Tgマウスを用い

た実験により、静脈内媛極後のウイルスの中佐神経系への侵入量は他の臓器に

比べ少ないこと、ウイルスは PVR非依存的に BBBを効率よく通過することな

どがl狗らかとなった。また、筋肉からのニューラ 1レパスウェイはウ イルスが中

継神経系へ侵入するための主要な経路ではないことも示された。

このようにニューラルパスウェイは PVの主要な感染経路ではないに

もかかわらず、ヒト、サル、 Tgマウスにおいて存在することが報告されている。

サルにおいて坐骨神経を経由して PVが中枢神経系へ侵入することが示されて

いる (Howeand Bodian， j 942)。また、カァターワクチンの事例では、 不完全な

不活化ワクチンを筋肉内注射されたヒ トに、注射された四肢に高い確率で初期

の麻棒 (イニシヤlレパラリシス)が起きたと報告されている (Nathan昌00and 

L釦1901Uir，1963)。さらに、 Tgマウスにおいて筋肉から中枢に至るニューラルパ

スウェイが存在し、この経路でのウイルス伝播に PVRが重要な働きをしている

ことが示されていた (Renand Racallie110， 1992)。これに加え、PVに感染してい

る時に外傷を受けると麻仰が生じるという、ヒ トで観られていた現象が Tgマ

ウスでも観られることが報告された (Gromcierand Wimmer， 1998)。このことは骨



絡筋の傷害により PVの逆行性!MI索愉送が促進され、その結果ウイルスがINs:

神経系へ侵入し、脊fJjnを侵したことを示唆している。これらの知見から、ニュ

ーラ jレj{スウェイは PVを輸送する系として関心をひいた。

ヒト TCTELIのマウスホモログである Tclex-Iは、細胞質ダイニンの

際鎖であることが示された (Kingel al.， 1996)。ダイニンは微小管のマイナス方向

に向かうモーター蛋白質である (Holzbaurand Vallee， 1994; Vall伐 andSheelZ， 

1996; I-lirokawa el al.， 1998; I-lirokawa.， 1998)。細胞質ダイニンは後期エンドソーム

やリソソーム、ゴJレジ体、シナプスノj、胞、小l泡体などと相互作用し、これらの

輸送を行ったり、これらのオルガネラ問の小胞輸送を司っている (Holzbaurand 

Vallee， 1994; Vallee and SheelZ， 1996; Hirokawa et aI.， 1998; Hirokawa.， 1998; Anjenlo 

el al.， 1993)0 IClex-1 (l-complex 岡山-exprcssed)は、生殖不全マウスから見つかっ

た、子孫への伝達率が正常より高い、マウス トcomplexesの候補遺伝子として同

定されたものである(Lad巴rel aI.. 1989)。近年、ウシ脳から分離された細胞質ダ

イニンの経鎖がこの Tclex-lであることが判明した(K.inget al.， 1996)。

ノj、Y2麻締を:IiU圧するため、 u盟、 2型、 3裂の全ての弱毒株を含む PV経

口生ワクチンが使われており、高い効果が認められている (Sabinand Boulger， 

1973)。サルにおいて餓られる強議株とisJ毒株の表現形は、 Tgマウスでも同嫌

に観察される。Tgマウスにおける脳内媛種、及び脊髄内接種のや11経毒性試験の

結果において (Abeel al.， 1995a， 1995b; Horie et al.， 1994)、また静脈内接穏の結

果においても両1*1視のや11経毒性に差が観られた (Koikeet o/.， 1994a; Yang et al.， 

1997)。同様に、 Tgマウスに対する筋肉内J安程においてもサルで在日られる神経
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毒性の7;~ を観ることができる可能性が考えられる。

私は、 PV感受性の Tgマウスとその遺伝的背長が同ーの non-Tgマウ

スをmいて、下腿千刊!iJに筋肉内注射(筋注)された PVが坐骨神経の甲山索内部

を完全な感染性粒子として微小管に沿った速い逆行性軸索輸送系により運ばれ、

ウイルスの取り込みまたは愉送に PVRが不可欠であること、逆行性秘索輸送系

にはいくつかの性格の兵なるものが存在することを明らかにした。 P刊細胞質

内ドメインにはダイニンのサプユニッ トのーっと考えられる T口 ELI が相互

作用することが共同研究者により示されたことから、 PVR依存的な輸送系のメ

カニズムに対する仮説を立てることができた。また、弱毒株のキャプシド蛋白

質がどのようにこの輸送系に影響するのかも調べた。
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第二章 材料と方法

トランスジェ ニ ックマウス

IQIマウスとのへミザイゴートの ICR-PVRTg21(Tg21) (Koike el (d.， 

1991b. 1994b)を Tgマウスとして用いた。 IQIマウスを non-Tgマウスとして

ITJ いた。 SPFレベルで、 6-10週齢のものを用いた。

2 ウイルスおよび培養細胞

l惑染性 cDNAクローンである pOMl(Shiroki e/ cd.. 1995)と pVS(I)IC

O(n (Kohara el cd.， 1988) より合成される 貯~A を細胞にトランスフェクション

することにより PV 1型強毒 Mahon巴y株と弱君主 Sabin 1株をそれぞれ得た。

pOMIと pVS(I)IC-Oσ7のうちキャプシド (PI)をコードしている部分を相互

に入れ換えた組換え cDNAクローンを得た。 pOMI に pVS(l)IC-O(η のキヤ

プシド領域を導入したものを pMSM、i症の構造のものを pSMSとした。これら

のクローンから得られる 貯-IAを細胞にトランスフェクションして得られたウ

イルスをそれぞれ MSM株、 SMS株とした (Yange/ al.. 1997)。

RNA トランスフェクション、ウイルスの力価測定、ウイルス液の調製

に使用した AEricangr悶 1l110nkey kidn巴Y(AGMK)単j習培養細胞は、 5%ウシ新生

児胤治 (MπSUBISHlKASEI)、0.11% NaHC03、0.1mgf mlカナマイシン(硫

酸カナマイシン明治)を含む Dulbecco'sMod.ified Eaglc Medium (DルffiM.GJBCO 
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BRL)府地を則い、 37"C5 % CO2の条件下で炭酸ガス婿養器内で椛養した。e'5]

メチオニン標識ウイ ルスの剥製にmいた HeLa53浮遊細胞は、 5% ウシ新生児

血清 (M1T5UB15HlKA5Eり、0.22% NaHCO)、0.1mg / rnlカナマイシン(硫酸

カナマイシン明治)を含む RPMI1640 (GmCO BRL)培地を用い、スピナーフラ

スコで 37"C精義務内で応ー養した。

3 抗イ本およびレクチン

PVRのPV軸索輸送への関与を観る際には、マウス抗ヒト PVRモノク

ローナJレ抗体 p286(Yang e/ al， 1997)をウイルス溶液と混合し、最終的に 5μl

の混合液をマウスに筋肉内注射(筋注)した。 e'5]メチオニン標識ウイルスを

投与する場合、モノクローナル抗体を 42.2時 ウイ lレスに混合し、最終的に 20

μlの混合液を筋注した。坐骨神経内のウイルス抗原に対する p286の影響を免

疫組織染色法により確認する場合、 Mahoney株 2.7x107PFU， p28622.6μg 120 

μlを筋注した。筋注古11位からI侃中に漏れ出たウイルスを中和するために、 100~L1 

のウサギ抗 PV 1型高度免疫1([1消を静1:fーしてからすぐにウイルスを筋注した。

i移住した抗 PV1[11清は 1X 106 PFUの M油oney株を中和することができる。 小

麦JJI芽凝集素 (Wbeatgcnn aggluLinin， WGA， Vector Laboratories Inc.)の筋注の際

には、 10μg120μlを投与Fした。マウス抗ヒ ト PVRモノクローナル抗体 p286を

WGAに混合する場合には、p28642.2トIg，WGA 10陪 120~L1 混合液を筋注した。
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4 ウイルスの調製

4・1 組換えポリオウイルスの構築

pOMIと pVS(l)IC-O(T)の BωJTフラグメント (nt905 -3519) を

BanIT 制限醇悶索部位 (nt471， 485)で自己環状化した pBR322に導入し、それぞ

れ pBR(M)、 psR(S)と名付けた。 psR(M)、 psR(S)の Nde!(psR322: nt 2297 

-PV: nt 3381)フラグメントを相互に組換え、ウイルスの配列内にある Nde!制

限酵J持11位の前後で Snbinl の配列から M且honeyの配列に変わるものを pBR

SM、Mahoneyの配列から Sabinlの配列に変わるものを pBRMSとした。BanII

制限酵素部位 (PV:nt 905， 3519)で自己環状化した pOMl と pVS(I)JC-O(T)を

それぞれ pM-Ban口、pS司.san]]とし、これらの BanH制限酵素部位に pBRSM、

pBRMSの BanIlフラグメント(PV:111905 -3519)をそれぞれ導入し、 pMSM、

pSMSを得た。

4-2 ウイルス cDNAからの RNA合成

プラスミドを PvuT(nt 12164)で切断後、ブエノーJレ・クロロホルム ・イ

ソアミ lレアルコーjレ:tJll出、クロロホJレム イソアミルアルコー Jレ抽出したもの

をエタノール沈殿し、 財~A 合成の鋳型とした。RNA 合成は、 T7 中 10 promoterを

川いて、 IVIEGAscript™ In ¥'IlTO Transcription KilS for Large Scale Synthesis of RNA : 
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17 Kits ( Ambion)で行った。方法はキットのプロトコールに従い、 RNA合成を

行った。または、 80rnMI-l即日-KOH(pH 7.5)， l2 mM MgCI2， 2 rnM Spcrmid川e，40

mM dithiOlhrcilol， 30 mM  NTPs， 0.5 unil /μ1 pyrophosphalase， 3.3 unil /μIRNas巴

inhibilor， 0.5μ呂/μl鋳型 DNA，10 unil/μ117 RNA polymerase反応液中で 37"c 

2時間]RNAを合成した。反応終了後、鋳型 DNAを DNaseJで消化し、フェ

ノール クロロホルム ・イソアミルアルコール羽lJ出、クロロホ Jレム ・イソアミ

ルアJレコール抽出した後、 間 A をエタノ-)レ沈殿した。エタノーJレ沈殿は、酢

酸アンモニウムを)JI1えイソプロピルアルコールで行った。得られたちt殿は

RNase-frcc H20に溶解した。

4-3 RNA トランスフェクション

6 cm プラスティックディッシュあたり 8- 8.5 X 10'個になった

AGMK単廓指餐細胞を使用した。DEAEdexlran法 (v加 derWelf el a1. 1986 )で

よ記合成 RNAを 1- 3μg / dishでトランスフェクションした。細胞を PBS

(ー)( NaCI 8.00 g， Na2HPO，卜15g， KCI 0.20 g， MgCI2・61-1，，00.10g， KH2PO， 0.20 g/ 

1)で洗い、 RNAが含まれた 200~Ll の D臥Edex回n 溶液を加え、 37'(;5%C0
2 

炭盟主ガス培養器で 30分IltJiJfI温する。この間 5分ごとに溶液を細胞全体に行き

波らせる。トランスフェクションの溶液を取り除いてから~.úIl清 DMEM で細胞

を 2I思洗い、 5叫 の DMEM(5%ウシ新生児臥消、 0.11% NaHC0
3
、0.1mg/ml 



カナマイシンを含む)を加え、 37'(;5%C02炭敵ガス培養器で 2日 - 3口

))Jll足する。 -80'(;と笈jaで凍結融j併を 3回繰り返し、 4'C3000 rprnで 10分間遠

心した上併がウイルス液である。

4-4 ウイルス液の調製

6 crnプラスティァクディッシュあたり 8- 8.5 X 105個の AGMlく

Ij1J習法廷細胞を用意し、真!~1!11前 DMEM(O.I 1% NaHC03 、O.I mgl mlカナマイ

シンを含む)で洗った後、 multiplicily of infe心rion(m.o.i. )が 10.1となるように、

無血清 DMEMで希釈したウイルス液を ImJ加え、全体に行き渡らせる。 37'(;

5% CO2 炭酸ガス培養器で 30分間加泊した後、ウイルス液を除く。 Dν厄M 培

地(5%ウシ新生児血街、 0.11% NaHCO" 0.1 rng/mJカナマイシンを含む)を

5 ml hoえ、 37'(;5% CO，炭鮫ガス精養器に入れ、 2日間加温する。 80'(;と室

混で凍結融j搾を3回繰り返し、 4'(;3000 rpmで 10分間違心 し、上清をとる。

ウイルスを増やす場合には、プラスティックボ トJレい7Scm2)あたり

I X 107個の AGMK単層培養細胞を用意し、無IUl清 DMEMで洗った後、無

J!Jliti. DMEMで m.o.i.10']となるように希釈した仁記ウイルス液 10mlを加え、

全体に行き渡らせる。室j鼠で 20分間静置後、37'(;5% CO，炭酸ガス培養器で

20分間加温し、 20011の DMEM培地 (5%ウシ新生児lUI清、0.11% NaHCOぃ

O. I mg I 011カナマイシンを含む)を加え、 37'(;5% CO
2炭酸ガス培養器に入

れ、2IJ Ilfj加iJili.する。 80'(;と室温で凍結面白併を 3 回繰り返し、4'C3000rpm で
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10分間遠心したよ的をとり、ウイルス液とした。

4-5 光感受性 Mahoney株の調製

光感受性 M討loney株は過去の文献に従って調製した (Madshusetαl・2

1984: Koike el al.， 1990)0 HeLaS3 1i主麿培養細胞に m.o.i.0.01 (AGMK単層培養

細胞によるプラークアヅセイの値で換算)のウイルスを含有する無血清 DMEM

培地(0.1 1 % NaHCO;、0.1mg/mlカナマイシンを含む)10 mJを加え、室温 30

分[泣く。 i符かに ISμg/ mlのニュートラルレッド(特級、和光純薬)を含む

DMEM .t"f5;地(8% ウシ新生~'Cj(ll済、 0. 11 % NaHC01、0.1mg / mJカナマイシン

を含む)を 20ml )JI1える。 37"cにおいて遮光して 2日加温し、遮光しつつウ

イルスを回収する。得られたウイ Jレスをもう一度 HeLaS3単層培養細胞に

m.o.i.1となるように遮光しつつ感染させ、 37 "cにおいて 1日加温し、ウイ lレ

スを回収する。こうして待られたウイルスは、白熱球下 30cm の所で 30分間

光を照射することにより 108PFUから 1PFU まで力仙が減少した。

4-6 [358]メチオニン標識 Mahoney株の調製

Y剖19el ，，1.， 1997で述べられている方法で行った。 戸S]メチオニン僚議

Mahoncy株は、無メチオニンJ有地に ["S] メチオニンを加えた培地中の HeLa

S3浮遊車111)抱でウイ ルスを絞裂させることにより得られた。感染細胞の細胞質紺1
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li¥i夜を DEAE-SepharoseCL-6B (Li et al.， 1992)カラムにより精製し、CsCI平衡密

度勾配迷心を二回行った (Yanget (11.， 1997)。精製標識 M油oney株の放射活性は

7.3 X 108 J.lCi / PFUであった。esS]メチオニン標識ウイルスは分解しやすい

ので、調製後2週間以内のものを実験に用いた。

5 ウイルス感染および臓器からのウイルス回収

マウスに 300-400μlの麻酔薬(1 0 mg / mI ke!!1mine (動物用ケタラール

so、三共(株)、 51古希釈して用いる)と 0.2mg / mI xyl位 ine(スキJレペン 2%

注射液、 こ共(株)、 100f告希釈してmいる)を含む生理食塩水(大塚生食注、

大塚製楽工場))を腹腔内投与し、麻酔をかけた。10ドlハミルトンマイクロシリ

ンジを捌いて、 5μlのウイルス溶液をマウスの1ei!1I]T腿背側に筋注した。臓器

からのウイルス回収の際には、クロロホルムで麻酔をかけ、左側下腿背但1)の筋

肉、左1ftl]の坐省宇IjJ経、脊髄を採取し、 -80'cで凍結した。筋肉、坐骨神経は、

Phosphu!e-Buffered SaliJ1e (8 g NaCl， 0.2 g KCI， 1. 15 g Na，l-lPo.μ0.2 g KH，PO.) 

(PBS(ー))で3回洗った。融かした臓器に無1m清 Dル1EMをそれぞれ 150、100、

200 ~tl JJOえぬlIelPestl巴MOlor(Konres Scientific)を用いてホモジナイズした。ISK

rpmで 10分間遠心後、上mrjlに含まれるウイルスカ価を AGtv依細胞でのプ

ラークアッセイ法により測定した。ウイ Jレスを静t主する際には、 100ldのウイ

ルス溶液を無麻酔で尼静脈内に注射した。r'Slメチオニン標識ウイルスを筋注

する場合、 5μ|ずつのウイルス溶液をマウスの左fW)下腿背側に4カ所注射した。

12 



筋注した.f:~iill~ ウイ jレスは全部で 5 X 10. PFU (0.37μCi) 1 20μlである。坐骨神

経内のウイルス抗原を免疫組織染色法により俗認する場合、 Mahoney株 2.7 X 

107 PFU 120μlを同級にiiJj注した。

6 プラークア ッセイj去

知f:山清 DMEM培地でウイ Jレス液の 10倍希釈系列をつくる。感染時に

10 - 103 PFU Imlとなる 3段階の希釈ウイルス液を用いる。 6cmプラステイ

ァクディッシュあたり 8- 8.5 X 105個の AGルK 単層培養細胞を用意し、

I!!t1fu. f，li DM日4塙地で洗った後、ウイ jレス液をそれぞれ lmJ加え、全体に行き

渡らせる。室温で 10分間静置後、 37'C5% CO2炭酸カ"ス培養若手で、 30分間加

温する。ウイルス液を除き、 5mlの祭天入り DMEM培地 (5%ウシ新生児血清、

0.11 % Nal-lC03、1% Agar Noble (DIFCO Labor:uories)を含む)を加え、しばら

く室温に静置し、家天が回まり次第、37'C5% CO2 炭酸ガス培養器lこ入れ、2日

間加温する。 10% HCHO(一級、 37%ホJレムアlレデヒド液を 4倍希釈したもの、

和光品必薬)を 3- 5ml加え、 室温でーl挽放置する。寒天を剥離し軽く水洗後、

1 % crystal violet (特級、手11光純菜、 80% EtOH溶液)を適量加えて細胞を染色し、

経〈水洗後、プラークを計数する。
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7 坐骨神経切断と結紫

さJb.骨神経の切IfJfは Tylerel al.， 1986で述べられているような方法で行っ

た。マウスを麻酔した後、左の大j腿骨に平行に表皮を切り、大腿宵に沿って存

在するさ位骨神経が見える ように筋肉層を切り開く。坐骨神経を周りの組織から

傷っけないように分離し、大腿骨と骨捻が交差する付近で 5mm程度の干IIJ経を

切り U¥し、切断した (Fig.2B)。傷口は表l支をアロンアルファで接着して閉じた。

この手術後、マウスは不全麻時を起こすが、 PVによって起こる麻事草とは区別で

きる。ウイ Jレス筋注部位は、坐骨神経切断部位から約 2cmの所にある。

r"S]メチオニン標識ウイ lレスを筋注し、坐骨神経内の物質について解

析するときには、まずマウスの左側坐骨神経の大腿骨と骨盤が交差する付近を

綿製縫合糸 (liA性、 No.1、夏ド|製作所)できつく縛った (Hirokawael 01.， 

1990，1991)。表皮をアロンアルファで接着した後、下腿背側に ["S)メチオニ

ン標識ウイルスを筋注した。

8 Ef.糖密度勾配遠心法による分析

さI~骨ネl~ *去を紡殺したマウスに ['5 S) メチオニン標識ウイ ルスを筋注後

1.5 11年11tH後に坐骨神経(紡数奇11位より未柄拘1])、左側下腿筋肉、血液を採取した0

~I~骨干!J!経と筋肉は PBS(ー)で 3 @1洗う。 1 % Nonidel P40と 0.1% BSA Fraclion V 

を含む PBS(ー)で4t:ホモジネー トし、 i設終的に 1n吐にする。 3，000rpmで 10



分間遠心して」二泊をとり、上記バッファーで作った 15-30 %の成糖勾配の上に

I:iti-をのせる。ベックマンロ ター SW41で、 39，000中ITI 4 'c 2時間j童心する。

遠心後、上方から 500μlずつ分画し、それぞれ 5mJのカクテル剤 (Hionic-fl uor， 

packard)とともにポニーパイアル (6mJ， Packard)中で撹持し、液体シンチレー

ションカウンターで C14 モードで放射活性を測定する。血液、ホモジナイズ後

の遠心でLI'_じる沈殿、または左側坐骨神経 (結致部位より替槌例11)、右側坐育

相11Ki、右側の下腿筋肉、持髄内に存在する標穀物質の欣射活性をそのままiJlIJ)E

する場合には、ガラスパイアlレに入れた組織または血液 50μlを0.1M NaOH 

500μ1 - 1 mJとともに 50'c温浴中でーi挽加温し、組織が溶けたのを確認後、

室温に戻し、 0.1M HCI500μ1 - 1 mlで中和する。血液の場合は、ここで H，O，

を適当最 (50μl程度)加え、 lJ有色になるまで脱色する"15 - 18 mJのカクテ

Jレ斉lJを加え従事ドし放射活性を測定する。

9 微小管重合阻害剤による坐骨神経の処理

マウスを 300-400 ~t.J の麻酔楽 (1 0 mg I 011 ke凶nineと 0.2mg I叫

且ylazine を含む~I:=.JÆ食庖水)で麻酔をかけ、左側のさ~骨神経を露出させる。坐骨

flll去をから他の組織をはがし、 0.15mM viobJastine (vinblasline slllfate s剖t，Sig01a.用

時溶解して調製、:i![光)を含む PBS(ー)または含まない PBS(-)で浸した滅菌

済み脱脂綿で~i刊11 1経をくるむ (Fi g. 6)。脱脂紛とマウス組織との|旬には、やわ

らかく引き延ばしたパラフィルムを敷き、神経以外への薬物の浸透を少なくす

15 



る。バッフ 7ーの蒸発を|坊ぎつつ 15分間!次世し (Kashibaet al.， 1992; ZhuQ e/α1， 

1995)、その後脱脂綿、パラフィルムを取り除き、 PBS (ー)で坐骨神経と周辺組

織を 31副洗給与し、表J5l.をアロンアルフ 7で塞ぐ。翌日、再度上記の麻酔薬で麻

酔をかけ、左または右側に 1X 106 PFU 15μlの Mahoney株を筋注した。脊倣

内ウイルス最をiJI11定する場合には、ウイルス筋注後 16時間で脊倣を採取し、

その中に含まれるウイルス力価をプラークアァセイ法により測定した。

10 免疫組織染色

マウスをクロロホルムで麻酔後、 PBS(ーJで縫流する。筋注部位から約2

cmの部分にあたる坐骨神経を取り出し、プラスチックボートの中で O.CT.

compound (MilωlJlc.， lN)に浸す。ドライアイスで冷却したアセトン(特級、和

光純薬)中にヘキサン(特級、相l光純楽)の入ったビーカーを浮かべ、冷えたヘ

キサン中にポートを浸し、凍結し包脱する。クリオスタァ卜 (JungCM 3000， Leica 

Inst.ruments Gmbf-l)で8-10nun厚の切片を作製し、 APSコート済みスラ

イドグラス (MatsunamiGlass Ind.， Lld.， Jap加)に載せ、扇風機でよく乾燥させる。

3・2の割合で混合したアセトンとメタノールの混合液で固定を室温で5分程

度行い、よく乾燥させる。 3% BSA Fraction V (Sigma A-2058)、0.02% アジ化

ナトリウムを含む PsS(ー)で 37"(30分間ブロッキングを行った。ウイルスの

染色には、一次抗体としてウサギ抗 PV 1型高度免疫血泊ーを 1 1 0 0で 37"(

2 11;) JHJ反応させた。二次抗体としてヤギ F汀C標識抗ウサギ IgG(M巴dical& 



Bi.ological Labol'atorics， Co.， LTD.)を1・30 0で37'(; 2時間反応させた。小麦

版芽凝集素 (WGA)の染色には、一次抗体としてウサギ anli-Trilicum Vulgm'is 

し∞tin(WGA)抗Jfllm(Sigrna ChemicaJ Co.)を1 1 0で用いた。抗体希釈液と

して O.1% BSA Fraction V、0.02%アジ化ナトリウムを含む PBS(ー)を用いた。

染色した切片は、 80% (v / v)グリセリンでマウントし、共焦点レーザー顕微鏡

(BioRad)で観祭した。



第三章 結果および考察

! ポリオウイルスレセプター (PVR)発現トランスジェニック (Tg)

マウスにおけるポリオウイルス (PV)の逆行性軸索輸送系と病原

性発現機構

ト1 結果

ト1-1 筋肉内注射 (筋注)によるウイルス接種および感染実験系の

確立

ヒトにおいて、 PVを筋注した後に、投与した手足に麻簿(イニシャル

パラリシス)が生じる事例が報告されている(Nathansonand Langmuir. 1963)。こ

の現象は、ウイルスが骨絡筋からキ111経を経由し、中枢神経系の運動神経細胞に

運ばれる経路が存在することを示している。この現象が PV感受性 Tgマウス

においても見られるかどうかを調べるために、Tg21マウスの左下腿背側に l

X Iげまたは 1X 10' PFU /5μlの PV 1型 Maboney株を筋注し、麻鯨と生

死を観察した (Fig.1)0 1 X 10' PFU /5μl筋注した場合には、徐々に麻海を起

こし死亡しているのに対し (Fig.1 町、 1 X 106 PFU / 5 ~Ù J(fi注した場合には投

与後2日目に全例に左下JJ正に麻停が生じ、投与後3日臼までに全例が死亡した

(Fig. IA)。投与後 2[1 Elに見られた麻痴は、ウイルスを左側に筋注すれば左側に、
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布側に筋注すれば右側IJに、というように、投う1l!1Jの下肢に麻純が見られた (data

not shown)。したがって、この時期に見られる麻停はヒトで観察されたのと同

級のイニシ-¥.)レパラリシスであると考えることができる。以降の実験では、 l 

X 10. PFU /5μlの Mahoneyf*を筋注する系を用い、投与後 48時間後のイニ

シャJレパラ リシスを指標に、ウイルスの神経経由の逆行性輸送系について調べ

ることにした。

ト1-2 坐骨神経軸索切断による筋注感染実験系への影響

PVを筋注後、ウイ Jレスがニューラjレパスウェイによって中枢神経系へ

侵入するならば、投与部位を支配している神経を経由していると考えられる。

ウイルスの筋注部位である下腿背側は、主に坐骨神経により支配されている

(Fig.2B)。坐骨神経には運動神経が多く含まれている。また、太い神経束を形成

するため、手術が行いやすいという利点がある。この坐骨神経を切断すること

により、イニシヤ Jレパラリシスの発症がどう影響されるかを観察した (Fig.2A)o

"11".白神経を切断せず、 1 X 10. PFU /5μlの Mahoney株を Tg2lマウスに筋

注した場合には、投与後2日後に全例に麻簿が生じた。これに対し、坐骨神経

を切断後ウイ jレスを筋注した場合には、 2日!ヨの麻仰は全く見られなかった。

したがって、 2日目に見られるイニシヤ Jレパラリシスは、坐骨神経を経由した

ウイルス伝掃によることが明らかとなった。ウイルス筋注部位から血中に漏れ
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IL¥たウイルスによる影響を見るため、等価のウイルス 1X 10. PFUハ00μlを

j毛静注し、経過を観察した。この場合も 2日目のイニシヤルパラリシスは観祭

されなかった。したがって、イニシヤルパラリシスはlillrl'に漏れ出たウイルス

によるものではなく、イニシャルパラリシスを観ている限りは漏出ウイルスの

影響を .~-r~: しなくても良いことが示唆された。

ト1-3 血中抗ウイルス抗体の影響

シナプスや筋肉に取り込まれたウイルスは、血中の抗 PV抗体による彩

智を受けるかどうかを儲かめた。ウサギ高度免疫抗 PVlIll清を Tg21マウスに

尾静注し、直後に 1x 106pFUの Mahoney株を筋注あるいは苦手注し、経過を

観察した (Table1)。ウイルスを静注した場合には投与後2週間まで全例で麻媒

の発症が阻害された。これに対し、ウイルスを筋注した場合には 10匹中2匹

しか麻擁の発症を阻害することができなかった。このように、 1m中抗 PV抗体

は、筋注，されたウイルスに対する中和効果は非常1こ低いことが示された。した

がって、筋肉からrド枢神経系へのニューラ Jレパスウェイは体液性免疫の影響を

ほとんど受けないと忠われる。

1-1-4 筋注感染後の坐骨神経断面の免疫組織染色
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筋tt された PV が干11 1絡 。1~1i索内部を伝機しているのかどうかを確かめる

ために、免疫組織染色法により坐骨神経断面における抗原の分布を調べた。Tg21

マウスに M叫lOney株を筋注後311寺間後に、 Fig.2Bでハサミで示した部分の坐

f刊111経を取り山し、街断面の凍結切片を作製し、ウサギ高度免疫抗 PV[血清で

染色し、 FITCで検出した(f'ig.3)。ウイルスを投与していないものでは抗原は

絞られないが、ウイルスを投与した方では、ミエリン鞘に取り囲まれた運動神

経'IIlb索内部に抗原カ官、められ、確かにウイルスが運動神経軸索内部を輸送され

ていることが示唆された。抗肢はミエリン鞘に取り閉まれていない感覚神経や

血管の中には認められなかった。

ト1-5 筋注後のウイルス時間分布変化

筋注されたウイ Jレスがどのように伝帰していくのかを調べるため、筋肉

内と脊髄内のウイ Jレスカ価の時間変化を調べた。 IX 106 PFU I 5ドlの

Mahoney株を Tg21マウスに筋注し、各1時間後に臓器から回収されるウイルス

カ価をプラークアッセイ法により測定した (Table2)。筋肉内においては、ウイ

ルスは 48I時間後まで>2 X 10' PFUに維持されていた。コントロールとして

non-Tgマウスに同級の;Jf験を行った場合、24時間後と 48時間後に筋肉内から

回収されるウイルスはそれぞれ<I X 16' PFUとく 1X 10' PFUであった

(data nOl shown)。したカずって、Tgマウスにおいてはわずかながら筋肉内でウイ
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Jレスが複製していることが示唆された。 脊骨jiiF'~においては、投与後 1 6 時間か

らウイルスが検出され始め、 Tgマウスがイニシャルパラリシスを起こす 48

JI年間後には 4-5 X 107 PFUのウイルスが検出された。このように、脊飽内

で見られるウイルスの増舶は病態発現と結びついていた。光感受性 M油oney株

をmいて同様の実験を行ったところ、脊髄内でウイルスは投与後 16時間から

倹IIIされ始めた (dalUno[ shown)。このことは、脊髄内で 16時間後に見られる

ウイルスは投与したウイルスそのものではなく、複製を経たウイルスであるこ

とが示唆された。したがって、投与したウイルスそのものは、投与後 16時間

よりも前の段階で脊髄内に到達していると考えられる。

ト1-6 PVの軸索内移行速度

ト1-6-(1) 坐骨神経切断によるウイルス輸送阻止実験

i'ui注された PVの軸索内移行速度を調べるために、 1 X 10. PFU /5μl 

の Mahoney株を Tg21マウスにwi注し、 2、4、6、10時間後に坐骨神経を

切断し、ウイルス投与後 481時間後に見られるイニシヤlレパラリシスを鮫祭し

た (Table3)。ウイルス投与後21時間後に干111経を切断したものではイニシヤlレパ

ラリシスは全例で阻止された。しかし、 4時間後、 6r時間後に神経を切断した

ものでは、それぞれ61庄中4匹、 6匹中 2匹にしかイニシヤ Jレパラリシスの阻

害効泉が見られなかった。 1011寺間後に神経を切断したものでは、全く阻害効



占長が見られなかった。これらの紡裂から、少なくとも筋注されたウイルスのう

ちかなりの量のウイ lレスは投与後4時間後以内に切断地点に到達していると考

えられる。投与地点から切断地点までの距離は約 2cm であることから、筋注

されたウイルスは 12cm I dayよりも速い速度で移行していることが示唆され

た。

さ~骨・事11絞切断によるウイルス輸送阻害実験の結果から、ウイルス投与後

61時間後に神経を切断した場合にもイニシヤルパラリシスの阻筈効果が見られ

たことに関しては、少し遅い愉送系もウイルス輸送に関与しているか、または、

ウイルスの輸送能力が投与ウイルス量に比べて小さいことに起因する可能性も

ある。いずれにしろ、遅い逆行性軸索輸送系として定義されているのは く0.6cm 

I dayであるので (Brady1991)、ウイルスの輸送は速い軸索輸送系に属すると考

えられる。

ト1-6-(2) 免疫組織染色法による軸索内抗原確認

さらに正俄にウイルスの軸索内移行速度を調べるために、免疫組織染色

法をJTJいて、坐骨trlJ経の切断地点にいつ抗原が見え始めるかを調べたぐrable5)。

Mahoney株を Tg21マウスに筋1主し、各|時間後の坐骨ヰ111*圭の切断地点の凍結切

片を作製し、ウ吋ギ高度免疫抗 PV血清で染色し、 FITCで検出した。各時間

につき 3匹ずつ行った。+は抗原がよく見えたことを、土は少なかったことを、

ーは見えなかったことを表す。 1.5U手間後では3匹中 i匹に坐官神経に抗原が

認められ、投与後 3f時間後には全例の坐骨-ヰ111経に抗原が認められた。この結果
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から、 IiIi注されたウイルスは 1.6cm / dayよりも迷い迷度で制l索内を移行してい

ることが示唆された。この速度はJAい逆行性雨11索輸送系に分瀕される (Brady

1991)。

ト1-7 筋注後の筋閃内、血液内、坐骨神経内ウイルスの形態

筋花後のウイ jレスが各組織内でどのような形態で存在しているのかを

調べた。坐骨神経を結主主した Tg21マウスに、 [可]メチオニンで標識した

Mahollcy株を筋注し、 1.5時間後の筋肉、坐骨ヰIt経、血液を採取し、それらの

中に存在する標識物質をしょ秘密度勾配遠心法により分画した。坐骨神経内部

ではほとんどが完全な感染性粒子である沈降係数 160S として存在していた

(Fig.4A)。この結果より、ウイルスは軸索内部を完全な感染性枝子としてi輸送さ

れることが示唆された。実際に、軸索内部に存在しているウイルスが感染性を

維持していることは、 AGMK細胞に対して感染性を維持していることからも示

された (datanOl shown)。筋肉内においては、相当量のウイ Jレスがまに 160Sと

して干了在していた。 l血液においては、欣射活性は主に 160Sとして検出された

が、その泣はごくわずか (- 500 cpm / 50 111)であったoへパリン.Itllをアルカ 1)・

l民色処里II後 、 Jjì~す活性を 測定したところ 、 標識物質が大量に検出され (1. 2 X 

10' cpm / 50川)、この処理をしないと本来の欣射活性を測定できないことが判明

した。したがって、筋肉、坐骨神経内に存在する血液の放射活性の影響は、し
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ょ泌総，'s主勾配遠心法による分間時には、考えなくてよい。標識ウイルス投与後

6時間後について同級の笑験を行ったところ、坐骨神経内、筋肉内で、ともに、

多少 1355や 80Sがl告加しているものの、ほとんどの襟誠物質が 1605として

存復していた (datanot shown)ことから、これらの組織内でウイルスは安定に完

全な感染料:粒子として存在することが示唆された。

ト1-8 抗 PVR抗体のウイルス軸索輸送に対する影響

卜1-8-(1) 坐骨神経内[:I;S]メチオニン標識ウイルス

esS)メチオニンで標識した か!ahoney株と抗 PVR抗体 p28642.2同

との混合液を Tg21マウスに筋注し同様の実験を行ったところ、坐骨神経内に

見られる 1605の呈が激減した σig.4B)。したがって、 PVRはシナプスへのウ

イルスの取り込み、またはウイルスの軸索輸送に必要であることが示唆された。

p286は、筋肉内およびl血液内のウイルスには何ら彩響を及ぼさなかった (data

not shown)。

ト1-8-(2) 坐骨神経断面の免疫組織染色

坐什ヰ1ft経の免疫染色によっても p286の効果を篠かめた (Table5)0 p286 

とウイルスの混合液を Tg21マウスに筋注した場合、投与後3時間には全例で

ウイルス抗原が坐骨折l経内に検出きれなかった。ウイルスのみを投与した場合
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には、投与後31時間に全例にウイルス抗原が検出されたことから、 p286により

PV の ;I~II紫愉送が|但筈されたことがわかる。この結泉からも、 PVRがシナプス

へのウイルスのJ限り込み、またはウイルスの紬索輸送に必須であることが強く

示唆された。

ト1-8-(3) 病態発現

筋注したウイルスによる病態発現に p286がどのような影響を及ぼす

かを調べた (Table4)0 1 X 10. PFU の Mahoney株と BSAFraclion V または

p286の混合液を Tg2Jマウスに筋注し、ウイルス投与後 48時間後のイニシャ

ルパラリシスを観察した。 BSAFmction V を混合した場合には、ウイルスのみを

投与したとき (Fig.J A， Fig. 2A)と同様に会例にイニシャルパラリシスが観察さ

れた。一方、 p286を混合した場合には、抗体量に比例してイニシャルパラリシ

スが}f[JitlJされ、 2.4同混合した場合には完全に抑制された。以上の結果より、

PVRは坐骨ヰ111*差経由の病態発現に関与していることが示唆された。

ト1-9 微小管重合阻害剤のウイルス軸索輸送への影響

~い市111家輸送には微小管が関与していると言ーわれている (Brady 1991)。

PV の車rtl;{-~'ii命送は速い逆行性仙索愉送に分実質さ れることがわかったので、この輸

送系に微小管が関与しているかどうかを、微小管の重合阻害剤である vinbJastine



を )TJ いて検討した。 Tg2 1 マウスの友側の坐骨~111経を vinb l astine あるいは

PBS(ー)で処;gIJし、 !翌日 1X 106 PFU の M油oney株を左下腿背側に筋注し

(Fig.6. J二百JI)、生死を観察した (Fig.S)q PBS(うで処理したものでは、 3日目

から死亡し始め、5日目までに会例が死亡した。これに対し、 vinblaslineで処理

したものでは、 4日目から死亡し始め、 8日目までに全例が死亡した。このよ

うに、死亡までに至る|待問が vinblaslin巴の方が長くかかり、 vinblastineがウイ

ルスの病態発現に阻答的に働いていることが示唆された。

Vinblぉ tm巴の阻害効果がどの段階に働いているのかを知るため、 Tg21 

マウスの坐骨神経を vinblaslineあるいは PBS(ー)で処理し、翌日 1X 106 PFU 

の Mahoney株を筋注し、ウイルス投与後 161時間後に脊髄を採取し、中に含ま

れるウイルスカ佃1をプラークアッセイ法により測定した (Fig.6)q Fig. 7に示し

たように、 PBSω で左側の坐骨神経を処理後、左右いずれの下腿背側にウイル

スを筋注しても (PBS，L， R)、脊髄内から回収されるウイlレス量は等しく、坐骨

神経の処却による脊r，ill内で検出されるウイルス量への影響は無いことが示され

た。Vinblastincで左側IJの坐骨神経を処理後、左側の下腿背側にウイルスを筋注す

ると (Vinb.し)、脊悩|λlに検出されるウイルス量が減少する。また、 vinblasrineで

左側の~骨神経を処坦!後、右側の下腿背1J!1J にウイルスを ÍÍfj注すると (Vinb. R)、

PBS(ー)で坐骨神経を処理したときと同様のウイルスf置が脊髄内から検出された。

したがって、 vinblastineによる脊髄内でのウイルス複製抑制効果は無いことが示

された。 以 !この結果より、 vinblasun巴は PVの土佐官・神経内伝嬬を阻答している

ことが考えられる。したがって、 PV の逆行性愉送には微小包・が関与しているこ
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とが示唆された。

ト1-10 強憲、弱毒、および組換え PVの筋注感染実験

PVのキャプシド蛋白買が病怒発現にどのように影響するかを調べるた

めに、 MSM株と SMS株 (Fig.8)を筋注し麻嫁の発現と生死を観察した (Fig

9). MSM株は MHhoney事iとよりも少し弱い病原性を示した。この結来は、脳内

接種 (HorieCL a/.， 1994)と静脈内接種 (Yangel a/.， 1997)により得られている結

果と矛前しない。弱い神経病原性決定基がキヤプシド領域に存在していると考

えられている (Koharaet a1.， 1988)ことにも一致する。Fig.9の結果では、 SMS

株の病原性が Sabin1株よりも弱かった。この結果は脳内接極ーによる以前の結果

と矛盾している (HOIieel a1.， 1994; Yang el a1.， 1997)0 Sabin 1株のキャプシドを持

つウイルスは筋注された場合に Mahoney株のキャプシドを持つものに比べ病

態の進行に有利な面を持ち合わせていることが考えられる。



ト2 考察

PV感受性百マウスを月jいて、 PV筋注後の病!l.Ue'!Jlについて訴jぺた。

筋注された PVは、筋注後31時間以内に投与地点から約 2 Clllのところにある

坐骨1'1'#径の餓祭地点に到達していたが (Table5)、投与後3時間という短い時間

内ではウイルスの復製は起こり符ないため、ウイルスは坐骨神経末端のシナプ

スからi直接取り込まれていると考えられる。 Tgマウスの筋肉内ではウイルスは

わずかに複製する (TabJe1)ので、筋細胞で複製したウイルスが神経筋接合部に

あるシナプスから取り込まれることが考えられる。このようなメカニズムは、

ヒトにおける Cutlerワクチンの事例 (Nathansonand Langmuir， 1963)にもあて

はまる。筋肉を実験的に傷つけることにより、筋肉内での PV複製効率が上が

り、ウイルスの軸紫愉送効率も上がることが示されている (Gromeierand W旧国民

1998)。一方で、霊長類における実験から筋肉の損傷により中枢神経系の血管の

透過性が変わるため、 PVが中枢神経系へ侵入するのではないかとも考えられて

いる (Bodian，1954)。

これまでに、ニューラルパスウェイは PVが中躯神経系へ侵入する主要

な伝婚経路ではないことが示唆されている (Yanget al.， 1997)が、ウイルスを筋

t.:H去に投与fWIの下肢に麻締が生じる現象は致命的である。 Tgマウスへの筋注の

実験系において;f.!.が示した結来は、 PVRがイニシャルパラリシスの発現に必要

であることを示した以前の実験 (RenωldRacaniello， 1992)を支持している。イニ

シャルパラリシスが投与した下肢に発現する現象は、神経向性の PV 2型 MV
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状態を維持したまま細胞体へ移行し、や11経の筏内に存在する CREB(cyclic 

adcnosin巴 rnonophospbatcresponsc elemcnl-binding prot巴in)にシグナルをイ云えるこ

とが切らかになっている (Riccio er al.， 1997)。このようにレセプターごと小胞輸

送されることが考えられている。また、 HeLa細胞において、 PVが完全な感染

性位予のまま PVl互依存的に取り込まれ、l汲着後 10分まではクラスリンコート

ノト胞中に存在し、吸着後 30分まで完全な粧子のまま存在していることが示唆

されている σ桁Iling01annlil (/1.， 1989)。クラスリンの関与はまだはっきりしてい

ないが(白川l1eoand Kirchhauscn.， 1998)、PVは細胞に吸着後、エンドサイトー

シスされるようである (Kronenbergerer al.， 1998; Madshus el a1.， 1987; Zeichbardt 

el a/.， 1985)。以上の結果を考え合わせると、PVもシナプスにおいて PVR依存

的にエンドサイトーシスされ、坐骨神経の中で PVRとともにエンドソーム中に

存在している可能性が考えられる。透過型電子顕微鏡で坐骨神経断面を観察し

たところ、ノj、胞に包まれたウイルスらしい形態が観察された (datanot shown)。

今後免疫電顕により詳しく解析する必要があるが、坐骨神経内でウイルスが小

J胞内にイF征する可能性を示していると考えられる。

このように PVが PVR依存的にエンドサイトーシスされるとすると、

ウイルス含有エンドソームからは PVRの細胞質内ドメインが突出することに

なり、この部分がノl、j胞輸送に附して重姿な働きを担っている可能性が考えられ

た。そこで共同研究者の土問らが、 PVRの細胞質内ドメインに相互作期する蛋

白質を酵母 lwo-hybrid系でヒト cDNAライブラリーから検索した。その結果、

マウスの逆行性モーター蛋白質ダイニンの峰鎖である Tctex-l(King el a/.， 1996) 
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株をサjレに筋fょした笑験でも見られている (Nalhansonand Bocuan. 196り。この麻

wは坐'i'j村l絡を凍結することにより阻害されることから、 MV事長の筋肉から中

十1i~1jI経系への伝J括経路は坐'，tJヰ'1'経を経由していると考えられた。CUlter ワクチン

事例においては、麻仰を起こしたヒ トの症例のうち、 71%で投与部位とイニシ

ヤlレパラ 1)シスの発現部位の相関が凡られた (Na【hansonand Langmu民 1963)。

Mahoncy株を筋注されたサルで、は、投与部伎と麻il草の発現部位の相関は見られ

なかった (Natbansonand Bodian， 1961)。これは、神経細胞外でのウイルスの複製

や、投与官官位に投射している他の神経の影響によると考えられる。坐骨神経を

切断しても投与後7口日までに全例が麻媒を起こしたことから σig.2A)、坐骨

中l'経切断によって筋注されたウイルスの中枢神経系への伝播を阻止することは

できないことがわかる。この結果は、坐骨神経以外にも中枢神経系への伝播経

路カf存症していることを示唆している。

PVRにはウイルスを結合する働きと、ウイルスの構造変化を起こす働

きがあることが主nられている。精製 PVRは、完全な感染性粒子である沈降係数

160Sの粒子を、 135Sや 80Sに変化させることが報告されている (Arilael al.. 

1998)。このように PVR自身が PVの脱殻に関与していると考えられる。とこ

ろが坐骨や|崎長内に検出されたウイルス関連物質は、沈降係数 160Sであった

(Fig.4A)。シナプスにおいてウイ lレスと PVRとの相互作用により細胞表商での

ウイルスのエンドサイトーシスが起こると思われるが、ウイ lレスあたりの PVR

総合数が少ないために、ウイルスの構造変化が起きないためと考えることがで

る。 PVRを介した細胞JI英との融合によりウイルスゲノムが細胞質内へ放出さ
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れたり、 PVR依イ7イ19にウイルスがエンドサイトーシスされ、エンドソーム中で

ウイルスがj民放するなどといった、いくつかの経路によって PVの感染は成立

すると考えられる。 in¥li¥loの運動神経に PVが取り込まれる場合には、後者ーの

i全日告が主体となっている可能性がある。Tgマウスのニューラルパスウェイによ

り、ウイルスが輸送されている過程では、ウイルスのJJ見毅を阻害する因子が存

在している可能性もある。

PVを筋注後の、筋肉細胞へのウイルスの感染、シナプスへのウイ Jレス

の取り込み、ウイ jレス複製につながる神経細胞体内でのウイルスの脱殻といっ

た過程には、 PVRが必要であると考えられる。PVRは筋肉内で発現している

(Koike etα1.. 1994a: Leon-Monzon el aL， 1995)。また、 p286抗体を用いた免疫染色

の結果、 Tg21マウスJJf由来迎動ネIjJ経のプライマリーカルチャーでは、軸索、

シナプスを含め表面全体に PVRが発現していることを確認した (dalanOl 

shown)。ヒトのシナプトソームも PVの総合苦11位を持っていることが報告され

ている (Brown針。1.， 1987)。

PV は~~'骨神経内を速い逆行性輸送系によって移行することが強〈示唆

された。この速い逆行性輸送系では、プレリソソーマル小胞、多胞体、神経成

長国f-(NGF)、リサイクル蛋白が輸送される (Brady.1991)。速い逆行性輸送系

によって述ばれるものの多くは、エンドソームに内包されて微小管に沿って輸

送されると考えられている。NGFは PCI2細胞中でレセプター TrkAの速いエ

ンドサイトーシスを誘導し (Grimeset al.， 1996)、TrkA自体が逆行性、 )1闘行性に

愉送されることが示されている (Rossel al.. 1994)。この TrkAは自己')ン般化



のヒトホモログ TCT'ELl(Walanabe et (I/.， 1996)が PVR(hPVRa， hPVR1i)の細胞

質内ドメインに-l'11IT1'F-)J1することがIYJらかとなった。 Tcleλー!と TCTELI はア

ミノ般レベルで 98%のホモロジーがあるため、 Tctex-lがヒトのダイニンサ

プユニットとして機能する可能性は十分に考えられる。ダイニンは微小管のマ

イナス端向性に働くモーター蛋白質である。制H胞質ダイニンは後期エンドソー

ム、リソソーム、ゴルジ体、シナフ。ス小j抱、小l泡体などと相互作用し、それら

の愉送に関与することが知られている。速い逆行性輸送系による線小胞の輸送

には、細胞質ダイニンとダイナクチンの複合体が必姿であるとの報告もある

(WalcrmarトSlorer et al.， 1997)。したがって、ウイルス含有小胞から突き出した

PV1ミ の細胞質内ドメインにダイニンが相互作用することによって、微小管に沿

った速い逆行性l愉送が行われるモデJレが考えられる (Fig.11)0 

Tctex-lはいくつかの蛋白質と相互作用することが報告されている。

Doc2は Muncl3と相互作別して Ca2+依存性のエキソサイトーシスに関与し

ていること地電知られているカf(Ori凶 etal.， 1997， 1996)、この Doc2は TClex-lと

も相互作用することが報告されている (Naganoel CIl.， 1998)。また、この他にも

TClcll.-1はチロシンキナーゼ p59"yn(Campbell el 01.， 1998)、CD5細胞質内アミノ

酸配列 (Buuchel al.， J 998)、ヒトロドプシン(T制針。1.， 1998)と相互作用するこ

とが報告されている。チロシンキナーゼ p59F，，，は、細胞内輸送に関与している

と考えられている CaveoJjn-1とともに Sbc-Ras-ERK シグナル伝達を仲介して

いる (Waryel al.， 1998)。このように Tc臥ーlが小胞輸送機構に関与している可

能性が分子生物学的にも考えられることから、 TCTELlについても同級の機能
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を持つ可能性が考えられる。

PVRの細胞質内ドメインは PVの感染にとって必要ないことがマウス

k:1IJ胞系で示されている (Koikeelal.， 1992， 1991a;Selinkaetal.， J991)。しかし、こ

こで見られている現象はあくまで一般犠養細胞での現象であるため、細胞の特

殊代によって発何される PVRの細胞質内ドメインの役割を見逃している可能

性も考えられる。極性細胞である小JJ最上皮細胞において、 PVが管j控領Ijから放出

される現象が報告されている (Tuckeret al.， 1993)ことなどを考え合わせると、

細胞の極性がウイルスに何らかの影響を及ぼしていることが考えられる。した

がって、 川VlVO の神経細胞のような極性のある特殊な細胞において、 PVRの細

胞質内ドメインが軸索輸送に関与する可能性も 卜分考えられる。

筋注によるマウス神経病原性試験の結果より、 M剖lOney株は MSM株

よりも多少強いキIJ!経病原性を持つことが示された σIg・9)。この結果はウイルス

株により安定性に差があることにより説明できる。non-Tgマウス脳においては、

Sabinl株のキヤプシドを持ったウイ Jレスの方が Maho日巴y株のキャプシドを持

ったものよりも不安定である (Yanget al.. 1997)。したがって、キャプシドの安

定性は、神経病原性を決定する要因のーっと考えられる。しかし、 SMS株は

Sabinl 株よりもわずかに1111~町内原性が弱かった (Fig・ 9)。 これはウイルスの安定

伎の遂によっては説明がつかない。麻J点が起きてから死亡するまでの期間の平

均について見ると SMS株の方が Sabinl株よりも短〈、Mahon巴y株カサ最も短い。

この結果・は、中中区中111経系においてウイルスの綾裂が始まると SMS株の方が

Snbin I併とよりも強い神経病原tJ:を示すことを示唆している。一方、軸索内輸送
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については、Sabinl株のキャプシドを持ったウイルスの方が Mahoney株のキャ

プシドを持ったものよりも効率よく輸送される可能性がある。このように、筋

注された MSM株と SMS株の神経病原性については、それぞれ過大評価、過

小寺'1'価されていると考えられ、脳内接種よりも筋注後の方が神経病L夜間発現機

構が絞縦なようにみえる。

35 



11 Tgマウスおよび non-Tgマウスにおける逆行性軸索輸送系

11-1 結果

|卜1-1 筋注後の筋肉内、血液内、坐骨神経内ウイルスの形態

PVRを発現していない non-Tgマウスにおいては Mahoney株を筋注

しでも病態が発現しない υiaCI a.l.， submilred)o PVが取り込まれているかどうか

を見るために、坐骨神経を結数した Tg21マウスに、 [35S]メチオニンで篠識し

た Mahoney株を筋注し、 1.5時間後の筋肉、坐骨神経、血液を採取し、それら

の中に.{:{:夜する標識物質をしょ糖密度勾配達心法により分画した (Fig.10A)。坐

管・神経内部ではほとんどが完全な感染性経子である沈降係数 160Sとして存在

していた。この結果より、ウイルスは non-Tgマウスにおいても剥l紫内部を完全

な感染性粒子として輸送されることが示唆された。実際に、取b索内部に存在し

ているウイルスが感染性を維持していることは、AGMK細胞に対して感染性を

維持していることからも示された(c1ata1101 showl1)。筋肉内においては、相当量

のウイルスが主に I60Sとして存在していた。 血液においては、放射活性はし

ょ糖裕度勾配達心分画中にほとんど検出されなかった。したがって、しょ糖密

度勾配遠心による分画l待に 、 筋肉、坐'l~ 神経内に存在する血液の放射活性の影

響はないと考えられる。
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ルト2 抗 PVR抗体のウイルス軸索輸送に対する影響

[3ち]メチオニンで標識した Mahoney株と抗 PVR抗体 p28642.2同

との混合液を non-Tgマウスに筋注し同様の笑験を行ったところ、坐骨神経内に

見られる 160Sの誌に変化は見られなかった(Fig.10B)。したがって、non-Tgマ

ウスにおける PVの輸送に PVRは関与しないことが示l凌された。 p286の存

在下、筋肉内の標識物質は大部分が 160Sで占められていた。I血液においては、

放射活性がほとんど検出されなかった。

|卜1-3 PVの逆行性移行速度

non-Tgマウスにおける PVの逆行性移行速度を調べるために、免疫組

織染色法により坐骨神経内に見られるウイルス抗原を時間を追って検出した

(Table 5)。ウイ Jレス抗原は、ウイルスを筋注後 12時間に全例に検出されるよう

になったo ウイルス投与後61時間後には3匹中 llifにわずかに検出されたのみ

なので、ウイルスは観察地点を 6- 12時間後に通過すると考えられる。 し

たがって、 non-Tgマウスにおけるウイ Jレスの逆行性移行迷度は 4 - 8 cm / 

dayと考えられる。この速度は、遅い逆行性軸紫輸送として定義されている速さ

<O.6cm/day(Brady 1991)よりも圧倒的に迷く、速い逆行性輸送に属すると考え

られる。



|卜1-4 小麦任芽凝集素 (WGA)の逆行性移行速度

WGA は軸索輸送のトレーサーとして使われる、レクチンの一花である。

WGAは N-アセチルグルコサミンと N-アセチ Jレノイラミン酸に結合すること

が知られている (Manssonand O.lofs50n， 1983)。細胞膜に結合し、効率よく取り込

まれる (Segad巴ela1.， 1991; Trojanowski el al.， 1981; Broadwell叩 dBal.in， 1985; 

Gonalas el ，，1.. 1979)。この WGAが Tgマウスと non-Tgマウスにおいてどれく

らいの速さで輸送されるかを免疫組織染色法で調べた σable6)0 Tg21マウス、

non-Tgマウスに関わらず、M.祭音11位で抗原は WGAを筋注後1.5時間からす

でに|食山され始め、筋注後31時間には会例で検出された。したがって、 WGA は

観察地点を投与後3時間以内に通過していると考えられ、速い集団についての

逆行性移行速度は 16cm / day以上となる。役与後 12時間後まで抗原が会例で

検出され統け、 WGAは 4- 16 cm/dayの幅広い輸送系において逮ぱオしてい

る。この WGA と p286の混合液を筋注しでも Tgマウス、 non-Tgマウスに

関わらず投与後 31時間後には全例に抗原が検出されることから、WGA の逆行性

輸送系には PVRが関与していないことが示唆された。

PVと WGAを混合して筋注したところ、 Tgマウス、 non-Tgマウスの

両方で同級にウイルスの愉送がかなり阻害され、 WGA の輸送が多く見られた

(data nOl shown)o WGA のレセプターは11築上に相当多〈存在すると考えられるの
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で、 WGAと PVがエン ドサイトーシスの段階で搭抗し、 PVRが特異的なレセ

プターである PV は1~ り込みの効率が低下する可能性が考えられる 。



11-2 考察

PV 感受性 Tg マウスと ~I，感受性 non-Tg マウスを伺い、 PV の逆行性

幅11然輸送について比j絞検討した。Non-Tgマウスにおいても、ウイルスはシナプ

スから取り込まれ輸送されていることが示唆された。シナプスにおいてはシナ

プス小胞から分泌物が放出された後、放出活性有?とは別の音11分から小胞膜が特

典，的に取り込まれる(Ryancl :u.， 1996)。また、西洋わさびペルオキシダーゼ

(JJRP)の取り込み実験7う、ら、シナプスには、効率は低いけれども (5tieber ct aJ.， 

1989: Gon3!as cr al.， 1979)レセプターを介きない受動的なエンドサイトーシス機

併が存在することが知られている (vander Want cl aJ.， 1997)。このように、シナ

プスには非特典ー的な取り込み機備が存在するようである。 Non-Tgマウスにおけ

る PVの取り込みは、 PVR 非依存u'Jであり、 Tgマウスにおいて見られる

PVR依存的ウイルス輸送機株とは別の機構が存在することを示唆している。こ

の PVR ~I"依存的ウイルス輸送機構は、シナプスの非特異的な取り込み機構に関

連している可能性が考えられる。免疫組織染色の結果より、 PV抗原は non-Tg、

Tgマウス双方の坐骨干'11経内に間程度存在し (elalanOl shown)、PVRを持たない

non-Tgマウスにおけるウイルスの取り込みが PVRを持つ Tgマウスに匹敵す

ることを示唆している。したがって、 llon-Tgにおいても何らかの非特異的なウ

イルスレセプターによる非特異的な取り込み機構によってウイルスが取り込ま

れる可能性が考えられる。
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Tgマウスにおいて、 PVは-16 cm / dayで逆行性輸送されているの

に対し、 non-Tgマウスでは 4- 8cm/dayで輸送されていた(Table5)。小胞

輸送の速度は、ノト胞の大きさや、条1'1ーによって異なってくることが知られてい

る(Nakalael nl.， 1998)。また、取り込まれた小胞が再利用されるか否かでダウン

レギュレーションの迷皮がレセプターによって異なることが知られているので

(Faussncr CI a/.， 1998; Co同町ael aJリ 1994)、レセプターによっても輸送速度が異な

ると考えられる。したがって、これらの移行速度は、いずれも速い注行性輸送

系に分類されると考えられる oTgと non-Tgマウスでの移行速度の差は、レセ

プターの差によると考えるのが妥当であろう。速い逆行性輸送では小胞が運ば

れることが知られているので、 non-Tgマウスにおいてもウイルスは小胞輸送さ

れると考えられる。

坐骨神経内にウイ Jレスが完全な感染性粒子として認められ、ウイルスが

坐骨神経内を移行して脊髄内にある細胞体まで感染性を維持したまま到達して

いると考えられる。それにも関わらず、non-Tgマウスにおいては、 Mahoney株

を大量に筋注しでも臨床波状は現れない。Mahoney株のマウス脊髄適応変異株

である SA株は、脊髄内接砲により non-Tgマウスの神経細胞で増殖し、麻癖

を起こすにもかかわらず、大量;に筋注しても麻掠を起こさない (Jiaet aJ.， 

submilled)。そこで、この SA株について軸索輸送されているかどうかを免疫組

織染色法で他認したところ、 Mahoney株同様、 4- 8 cm / dayで逆行性輸送さ

れていることカマfi{f，認された (dalanol shown)。この結*より 、norトTgマウスでは

'I~U~~'I!白送に関与する要素と、細胞体でのウイ Jレス殺製へ導く要素は別なもので



あることが示唆される o non-Tgマウスの末梢神経末端には、ウイルスの取り込

みや愉送を+EJう分子は存在しているものの、ウイルスの有効な脱殻を促す分子

が)~JJ2していないため、ウイルスが脊館内に侵入しでも複製することができな

いか、高IUJJ包体表面からの侵入とシナプスからの佼入との間に、輸送経路などに

速いがあると考えることができる。

non-Tgマウスに存在している PVの 4- 8 CJ1l I dayの輸送系は、 Tg

マウスにも存在しているはずである。しかし、 Fig.4Bと TabJe5の結果より、

Tgマウスには non九 に兄られる輸送系がほとんどまたは全く存在していな

いことがわかる。 p286非存花下でも TabJe5にあるように投与後 12時間後の

坐骨神経内にウイルス抗原はほとんど見られず 4- 8 CJ1l I dayの輸送系がほ

とんと溺Jいていないうえ、 p286存在下ではウイルスの輸送そのものが阻害され、

4 - 8αn I dayの愉送系がほとんど動いていないことを示している。つまり

p286あるいは PVが存従すると、 Tgマウスにおけるウイルスの 4- 8 CITI I 

dayの愉送系が阻害される。したがって、 PVRに結合したものがエンドサイト

ーシスされる際に、 4- 8 cl11l dayの輸送系に関わる非特呉的レセプターも同

時に取り込まれ、ダウンレギユレートされる可能性が考えられる。笑際に、ク

ラスリン依存性のエンドサイトーシスにおいて、エンドサイトーシス時にレセ

プターを小胞内へ導くコネクタ一分子 (suturabJecOlTIponen!s)が共通しているレ

セプター同いま、同じエンドソーム内に取り込まれることがありうるとされて

いる 刊larrcnel <11.， J 998)。また、 PVRにウイルスや抗体が結合することにより、

シナプス脱の状態が変化する可能性も考えられる。
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逆行性]nlú;t~愉送のコントロー Jレとして、 WGA の輸送速度について検討

した。WGAは PVR非依存的に 4~ 16cm/dayの慨広い輸送系で連ばれてい

ると考えられた。WG八 は脱上に存在するオリコ(.'fiJfに結合して細胞膜を標識し、

強力ドエンドサイトーシスされると考えられる。脊骨;11後根ヰ111;%1節の神経におい

て、 WGAの愉送は salUrablcである (DiSlefanoand Curtis， 1994)ので、特異的な

レセプターによる輸送と考えられる。WGAはクラスリンの関与しないアドソー

プテイプエンドサイトーシスにより取り込まれ (Broadw巴州11and Ba川Ilin，1ゆ985勾)、小胞

l巾ドに4ゐf

lゆ98む5;Bu閃阿1にIchnω悶cre似t丘a1.， 1987)ことが示されている。喫神経 (pikeolfac!Ory nerve c-

fibers)においては、微小管に沿って逆行性に輸送され、25mm /dayと 7mm /day 

の二相性に輸送されることが示唆されている のuchneret a1.， 1987)。このように、

WGAの輸送は、いくつかの小JJ包輸送系を反映していると考えられる。



第四章結論

PV感受性 Tgマウスとその泣伝的背景を共有する non-Tgマウスを用

いた実験から、ヒトやサJレに観祭されていた PVのニューラルパスウェイと同

級の経路が Tgマウスに存花することを維認し、この系において軸索輸送のメ

カニズムについて検討した。PVは Tgマウスにおいて微ノj、管に沿った速い逆行

性輸送系により完全な感染性校子として輸送され、ウイルスの取り込みか輸送

の段階で PVRが必須であることを示した。一般的に速い逆行性輸送系において

は、小胞成分が輸送されることが生1Iられていることから、 PVもエンドソームと

して+.tl劇刈を移行すると考えられる。小j泡輸送の際には、 PVRの細胞質内ドメ

インが小胞の外側に位置すると考えられるが、この PVR細胞質内ドメインへ逆

行性モーター蛋白質ダイニンのサプユニットと考えられる Tワ ELIが相互作

用することが明らかとなり、このドメインの小j泡輸送における重要性が示唆さ

れた。以七の結来より、ダイニンによるウイルス含有小胞逆行性軸索輸送の仮

説を立てるに至った。

I1on-Tgマウスにおいても PVは神経内に取り込まれ、輸送されている

ことが示唆された。それにも関わらず、マウス脊髄適応変異株ですらウイ jレス

を筋注後に病原性を示さないことから、ウイルスが刻印刷本へ感染性を維持した

まま到達するだけでは病原性が発現しないことが示唆された。このことは、末

梢シナプスにはウイルスの有効なJJ見殻に必要な分子が存在しないか、細胞体表
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而からのも記入とシナプスからの侵入の問に、質的なA:がある可能性を示してい

る。 non-Tg マウスにおける逆行性'j副，~ぷ・輸送を Tg マウスと比較することにより、

少なくとも 3種類の逆行性lj;III索輸送系が存在することが示唆された。 Fig・12に

ぷしたように、 Tgマウスで見られる PVR依存的な PVを倫送する系、 non-Tg

マウスで見られる PVRJド依存的な PV輸送系、そして、 Tg、non-Tgマウスに

関わらず見られる PVR非依存的な WGA輸送系である。いずれの系も速い逆

行性輸送系に属するので、 小j泡輸送されると考えられる。

PVが細胞に侵入することと脱殺を区別して観祭できる In vivoでの系

を縦立することができた。また、 PVRは PVを結合し、脱殻させる能力を持っ

ていることが釘lられているが、軸索輸送にも関与している可音色性を示唆するこ

とができた。このように、 PV感染時に種々の機能を持っている PVRの自然環

境下における働きは興味深い。 PVRの自然環境下におけるリガンドもウイルス

や NGFと同様に軸索内部を逆行性に輸送され、何らかのシグナJレを伝達して

いる可能性が考えられる。
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第五章付録

| 図表

Table 1. PV筋注による神経病原性発現に対する血中抗 PV

抗体の影響

Virus.J Anti-PV AbbJ 48 hl Up to 2 we巴>ks

inoculation route after inoculatioo aft巴rinoculation 

別

刷

w

w + 

10110 cJ 

8/10 

0/10 

0110 

10/l0 

8/l 0 

10110 

0/10 

+ 

a) Tg21 mOLlse was inoculated with J x 105 PFU of Ihe Mahoney virus 

b) Anti-poliovirus serum was injecl巴dinto the taiJ veinjl1st b巴for巴th巴virus

IIloculation 

c) Nl1mber of rnice paralyzed / inocllJat巴d.



Table 2. PV筋注後のウイルス分布経時変化

Hours arlel Mou;e'l Spinal Cord MuscJ巴

仏11inoculation No. 

4hl 1 x 10'同 3 x 10' 

2 NDω 7 x 10' 

3 5 x 10' 3 x 10' 

8hr ND 5 x 10' 

2 ND 4 x 10' 

3 5 x 10' 4 x 10' 

12hr ND 2 x 10' 

2 ND 3 x 10' 

3 ND 2 x 10' 

16hr 2 x 10' 9 x 10' 

2 ND 4 x 10' 

-、〉 4 X 104 3 x 10' 

20hr 5 X 104 3 x 10' 

2 2 x 10' 3 x 10' 

3 5 x 10" 3 x 10' 

24hr 4 X 104 2 x 10' 
2 5 x 10' 3 x 10' 

3 5 x 10' 3 x 10' 

48hr 4 x 10' 5 x 10' 

2 4 x 10' 9 x 10' 

3 5 x 10' 3 X 106 

a)政Ichmous巴wasinoculatcd with 1 x 106 PFU of山eMahoney virus 

b) Titers in AGMK cells創己indicatcdby PFU / tisslIC 

c) ND mcuns less lban 10 PFU /lisslIe 
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Table 3. PV筋注によるイニシャル/'Iラリシスに対する坐骨

神経切断の影響

Transectjon Mouse l1umber (paralyzed / il1oculated) 

48 hr after vi印 sinocuJation吋

211r b) 
fo

rhu

〆

o

ro

，，，，，，

，，，

，，I 

0

2

4

rb
 

4hr 

6hr 

10l1r 

a) Tg21 mous巴wasrM-inoculated with 1 x 106 PFU of出eMahoney virus 

b) Sciatjc n巴rvetranseCllon was p巴rformedat 2 I1r aft巴rth巴 virus

inoculation. 

48 



Table 4. PV Jin注によるイニシャル/'1ラリシスに文サして抗

PVR抗体が及ぼす影響

Amol1nt of 

mAb p286 Or BSA叶

Non-paralyzed mic巴(%)

(48 hr after virus inoculation) 
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a) Tg21 n10llse was IM-inoclIlated with I x 106 PFU of白eMahon巴yv汀us

which was n1jxed with anti-PVR mAb p286 or BSA. 

b) Five 10 seven mice wer巴lIsedfor each condition 



Table 5. PVの軸索輸送速度

Tg21 Non-Tg 

h.p.ia)αPVR mAb + 

1.5h 

3h 

6h 

12h 

一+

+++ 

十++

NTb) NT T

T

T

T

 

N

N

N

N

 NT 一土

一土士 一:t::!: +++ 

a) h.p.i.: Hours post inoclIlation 

b) NT: Not t巴stecl



Table 6. WGAの軸索輸送速度

h.p.i.')αPVR mAb 

1.5h 

3h 

6h 

12JJ 

Tg21 Non-Tg 

十 + 

±十+ T2) ー++ NT 

+++ :t++ 十十十 十++

+++ +十+ +++ +十十

:t++ ++十土+十十十十

1) h.p.i.: HOllrs post inoclIlation 

2) NT: Not t巴sted
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Fig. 4 [358]メチオニン標識 Mahoney株を Tgマウスに筋注 1.5時間後
の坐骨神経内物質のしょ糖密度勾配遠心法による分析

:坐骨布IIKfを結殺したTgマウスに 5x 106 PPU (0.37μCi) / 20 ~LI の標識ウイルス (A) あるいは標識
ウイルスと p28642.2凶の混令ìl~ CB)を筋注し、 1.5r時間後の的問t経をホモジネートし、しょ
縫う制見勾自己逮心法により分画した。
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Fig. 5 Vinblastineの筋注ポリオウイルスの病態発現に対する影響
VinbJastine (0)あるいは PBS(ー)(口) で左側の坐骨神経を処理し、翌日左側の下腿背
側に 106PFU / 5μlのMahoney株を筋注し、生死を観祭した。縦l!qijは生存匹数を示す。
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Treatment with 
Vinblastine or 
PBS十)

~州

Inoculation with 
PV in the Left(L) or 
Right(R) Calf 

~6hours 

Extraction of PV from Spinal Cord 

Fig. 6 Vinblastineによる坐骨神経処理とポリオウイルス
筋注、脊髄採取の実験方法

坐'問中|ぱ'去の図示した部分を Vinblastineまたは PBS(ー)で処珪J!.し、翌日 106

PFU/5 ~tI の Mahoney 株を友 ( L ) または右 (R) の下腿背側に筋注する。
その 16時間後に脊髄を採取する。
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Fig. 7 Vinblastineの筋注ポリオウイルスの軸索輸送に対する影響
Fig.6に示した)ii:去で係J仮した脊髄から回収されたウイルスカ簡を縦納に示した。
N = 4 -50 
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Fig.9 Tgマウスにおける強毒、弱毒、および組換えPVの筋
注後の神経毒性

14 

14 

強穆 Mahoncy株 (A)、弱11;:Sabinl株 (B)、およびそれらの組換えウイルス

(SMS (C)、MSM (D) )をそれぞれ106 PFU /5μl筋注し、麻縛および生死

を飢祭した。l?.で示した部分が正常、灰色の音11分が麻揮を起こしていることを示
している。
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Fig. 10 35 S *票5哉Mahoneyヰ来を non-Tgマウスに筋注後 1.5
時間の坐骨神経内物質のし ょ糖密度勾配遠心法による分析

坐骨?-ill経をおん殺した non-Tgマウスに 5x J06 PFU (0 37いCi)120μlの標識ウイルス

(A)あるいは標識ウイルスと抗PVR抗体p28642.2同 の混合液(B)を筋注し、 1.5
1時間後の坐骨1111経をホモジネートし、しょ:判官密度勾配遠心法により分画した。
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