
はじめに

PVはピコルナウイルス科エンテロウイルス属に分類さ

れる一本のプラス鎖RNAをゲノムとして持つウイルスで

ある．感染細胞内において，PVゲノム RNAはmRNAと

して機能する．PV蛋白質の合成は PV RNAの非翻訳領域

に存在する Internal ribosomal entry site（IRES）依存的

に行われる．すなわち，キャップ非依存的翻訳開始機構で

ある（図１）２）．

ヒトにおいて PV感染は経口感染に始まり，咽頭や腸管

上皮で増殖した後，ウイルス血症となる．その後，PVは

血液脳関門を通過して中枢神経系に侵入し，主に脊髄前角

の運動神経細胞を破壊し，四肢に弛緩性の麻痺を生じさせ

る．PVRは PV感染に重要な役割を担う宿主細胞側因子

であり，イムノグロブリン（Ig）スーパーファミリーの一

員である．PVRは PV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

担うと考えられている．PVはヒトとサルのみに感染する

という明確な種特異性を示すが，この種特異性は PVRの

存在によって決定されている．

PVが培養細胞に感染すると，細胞膜の透過性の亢

進３，４），宿主細胞側の転写と翻訳阻害５～８），クロマチンの縮

合，核内蛋白質の細胞質への移行９）などが生じ，劇的なCPE

を発現する．PV蛋白質である２Apro を HeLa 細胞で単独

発現させるとCPEを発現することから，２Apro が CPE発

現において重要な因子の一つであることが示唆されてい

る１０）．PV RNAは，一つの前駆体ポリペプチドをコードす

るオープンリーディングフレーム（ORF）を持つ．この

ポリペプチドは翻訳されながら１１），PVプロテアーゼによ

り切断され，機能を持つ各ウイルス蛋白となる１２）．PVプ

ロテアーゼには２Apro と３Cpro の二種類が存在する．２Apro

は Tyr―Gly（Y―G：tyrosine―glycine）間を，３Cpro とその

前駆体である３CDpro は Gln―Gly（Q―G：glutamine―gly-
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ポリオウイルス（PV）は小児麻痺（急性灰白髄炎）の病因となるRNAウ

イルスである．ヒトでは腸管上皮細胞や神経細胞などで増殖する．また，PV

はヒト子宮頸癌由来HeLa 細胞などの培養細胞でも効率の良い増殖が可能であ

る．PVが細胞に感染すると細胞が丸くなり，細胞変性効果（Cytopathic effect；

CPE）を発現する．このCPE発現には PV由来蛋白質である２A protease（２

Apro）が重要な因子の一つであるとの報告があるが，PV感染によるCPE発現

機構の詳細は未だに明らかになっていない．神経培養細胞に PVを感染後，抗

PV血清を細胞培養液に加えると，PV感染によるCPE発現が抑制されるとい

う報告がある１）．また本研究室では，PV感染に重要な役割を果たす宿主細胞

側分子であるヒトポリオウイルスレセプター（hPVR；CD１５５）に対する抗体

を用いても同様のCPE発現阻害効果があることを明らかにした．PV感染

HeLa 細胞に両抗体を添加してもCPE発現を阻害することができないことか

ら，これは神経細胞特異的な現象であることが示唆された．PV感染によるCPE

発現機構を理解するために，本研究では神経細胞特異的なポリオウイルス感染

に対する抵抗性の機構解析を行った．
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cine）間を切断する．２Apro は PVの構造蛋白質（P１）

と非構造蛋白質（P２，P３）間を切断するうえ１３，１４），さら

に宿主細胞側蛋白質も切断することが報告されている．

２Apro により切断される宿主細胞側蛋白質としては，

eucaryotic polypeptide chain initiation factor４G（eIF４

G），poly A binding protein（PABP），TATA binding pro-

図１ ポリオウイルス（PV）の構造
（A）PVのゲノムは一本のプラス鎖RNAであり，感染細胞内でmRNAとして
機能する．PV感染による細胞変性効果（CPE）発現には PV由来蛋白質である
２Aプロテアーゼ（２Apro）が重要な因子の一つであることが明らかとなってい
る．（B）PV IRES（internal ribosomal entry site）を含む PVゲノム５’末端の構
造を示す．PVはキャップ非依存的翻訳開始を行い，リボソームは PV mRNAの
５’非翻訳領域内に存在する IRES 領域にエントリーし翻訳を開始する．

図２ PV感染細胞内における蛋白合成
PV感染により，PV蛋白質である２Apro が翻訳開始因子の一つである eIF４Gを
切断することにより，キャップ依存的翻訳である宿主細胞側蛋白合成が阻害され
る．一方，PV蛋白質は IRES 領域よりキャップ非依存的に翻訳されるので，蛋
白合成が効率的に行われる．
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tein（TBP）などが挙げられる１５，１６）．eIF４Gと PABPは共

に翻訳における重要な因子である．PV感染細胞における

翻訳レベルでの変化は２Apro によって引き起こされると報

告されている．２Apro が翻訳開始因子の一つである eIF４

Gを切断することによって，宿主細胞側のキャップ依存的

翻訳開始が阻害されることが明らかとなっている１７，１８）（図

２）．一方，PV蛋白質の合成は，キャップ依存的翻訳開

始ではなく PV IRES 依存的に行われるので，その翻訳は

効率よく進行する．PVは感染細胞にこのような翻訳レベ

ルでの変化を引き起こし，PV自身の複製を有利なものと

している．

ヒト神経芽細胞種（SK―N―SH）に PV感染２時間後，

抗 PV血清を培養液に加えると PV感染によるCPE発現

が阻害されることが報告されていたが，抗 hPVRモノク

ローナル抗体（p２８６）で処理しても，同様にCPE発現が

阻害されることを明らかにした（図３）．非神経細胞であ

るHeLa 細胞ではこれらの抗体の有無に関わらずCPEが

発現するので，この現象が神経細胞特異的であることが示

唆された．

１．抗体処理細胞における PVの複製

本研究で使用した抗 PVモノクローナル抗体（７m００８）

と抗 hPVRモノクローナル抗体（p２８６）はいずれも PV

感染を阻害できる．抗体処理により PV複製が抑制される

かを検討する目的で，抗 hPVR抗体処理 PV感染神経細

胞内における PVの一段増殖実験を行った（図４）．その

結果，PV感染時における神経細胞内の PV複製効率は抗

体処理により影響を受けないことが明らかとなった．ま

た，神経細胞における PV産生量は非神経細胞である

HeLa 細胞での PV産生量とほぼ同じであり，神経細胞に

おいても効率的に PVが複製できることも明らかとなっ

た．したがって，抗体処理以前に感染した PVは抗体存在

下でも増殖することが可能であり，抗体が PVの複製を抑

制することはないと結論された．すなわち，抗体処理によ

るCPE発現阻害は PV複製効率の問題ではないことが示

された．

この両抗体のターゲットはそれぞれ PVおよび hPVR

と異なるにも関わらず，CPE発現阻害に対する効果が同

じであることから，PV感染を阻止するという両抗体に共

図３ 抗 hPVR抗体処理による神経細胞特異的なCPE発現阻害
PV感染２時間後に，抗 hPVR抗体で神経細胞を処理すると，PVによる CPE発
現が抑制された．Mock（mock infected）．

図４ プラークアッセイ法によるウイルスの一段増殖実験
抗 hPVR抗体処理神経細胞と抗体未処理神経細胞内でのウイ
ルス複製効率をプラークアッセイ法により検討した．PFU
（plaque forming unit）．
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通する作用が，CPE発現阻害において重要である可能性

がある．実際，抗体での処理開始時間を子孫ウイルスが産

生される感染４時間後以降に遅らせると，抗体によるCPE

発現抑制作用がなくなる．このことからCPE発現が抑制

されるのは，抗体により子孫ウイルスによる再感染が阻害

されることが原因の一つである可能性が示唆された．非神

経細胞であるHeLa 細胞では，抗体処理をして子孫ウイル

スの再感染を阻害してもCPEを発現することから，神経

細胞には子孫ウイルスの再感染阻害以外にもCPE発現抑

制に関与している機構が存在している可能性が考えられ

た．

PVに対する免疫染色実験により，抗体処理神経細胞で

は，感染１１時間後までに一度は増殖した PVが感染２４時間

後ではほとんど細胞からクリアランスされていることが明

らかとなり，神経細胞特異的にウイルスをクリアランスす

る機構が存在する可能性が示唆された．以下の実験では，

ウイルスをクリアランスする神経細胞特異的な分子機構の

存在を検討した．

２．抗体処理神経細胞における蛋白合成

３５S―methionine を用いたパルスラベル法により，PV感

染神経細胞内における蛋白合成を経時的に検討した（図

５）．抗体処理を行わない場合，感染１１時間後には宿主細

胞側蛋白合成が阻害されていた．一方，抗体処理を行った

場合，宿主細胞側蛋白合成は持続されることが明らかとな

った（図５A）．また，抗体処理神経細胞では，PV蛋白合

成は感染７時間後までに阻害されることが明らかとなった

（図５B）．この結果より，抗体処理による子孫ウイルス

の再感染阻害および PV蛋白合成の選択的抑制という二つ

の機構によって，感染細胞内における PV蛋白質の蓄積が

抑制される可能性が示唆された．この PV蛋白質の蓄積抑

制が，神経細胞におけるCPE発現阻害の原因の一つであ

ることが示唆された．

非神経細胞であるHeLa 細胞の場合，抗体の有無に関わ

らず，感染５時間後には宿主細胞側蛋白合成が阻害され，

PV蛋白合成のみが行われていた．両細胞の PVに対する

感受性は異なり，神経細胞はHeLa 細胞と比べて，約１０倍

感受性が低い．この PVに対する感受性の差が両感染細胞

に蛋白合成機構の違いをもたらしているのではないかと考

えた．そこでこの可能性を検討する為に，神経細胞にHeLa

の約１０倍の力価の PVを感染させたところ，１倍の力価の

場合と蛋白合成パターンがまったく同じであった．以上の

結果から，両細胞間の蛋白合成パターンの差は，それらの

PVに対する感受性の差により生じているのではないこと

が示された．

PV蛋白合成阻害が，転写レベルまたは翻訳レベルのど

ちらの段階で生じているかを検討するために以下の実験を

行った．ノーザンブロット法により，抗体処理神経細胞内

で PV IRES 依存的翻訳開始によるPV蛋白合成が阻害さ

れる感染７時間後において，PVmRNAの存在を検討した

ところ，確かに存在することが明らかとなった．したがっ

て，PV蛋白合成の阻害は翻訳レベルの阻害である．すな

わち，PV IRES 活性が阻害されている可能性が示唆され

た．PV IRES は RNAの特殊な二次構造を持っており，そ

の活性発現に必要な細胞側因子として，La 蛋白質１９～２２），

polypyrimidine tract binding protein（PTB）２３，２４），poly（rC）

図５ PV感染神経細胞内における蛋白合成
パルスラベル法により，PV感染神経細胞における蛋白合成を検討した．
（A）PV感染神経細胞内の宿主細胞側蛋白合成．（B）PV感染神経細胞内の PV
蛋白合成．M（mock infected）．
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binding protein２（PCBP―２）２５，２６）などが報告されている．

これら以外にも，PV IRES 活性発現に関わる細胞側因子が

存在している可能性があり，またそれら因子の発現量は各

細胞により異なることが予測される．以上のことから，神

経細胞内では PV感染に応答して発現する分子が存在し，

その作用によって PV IRES 活性が阻害されている可能性

が考えられた．

３．抗体処理神経細胞における２Aproおよび

eIF４Gの経時変化

PV感染時によるCPE発現に重要な役割を担っている

のは２Apro であるので，CPE発現が抑制される抗体処理

神経細胞におけるその発現量をウエスタンブロット法によ

り検討した．その結果，感染１１時間後の抗体処理神経細胞

では２Apro の発現量が減少しているが，細胞内に依然とし

て存在していることが明らかとなった（図６A）．

抗体処理神経細胞内の２Apro を介した eIF４Gの切断を

ウエスタンブロット法により検討した（図６B）．その結

果，eIF４Gは感染５時間後までに一度は完全に切断され

るが，感染１１時間後には再び完全長の eIF４Gが出現する

ことが明らかとなった．また感染２４時間後では完全長の

eIF４Gのみが検出されることから，完全長の eIF４Gに

よる蛋白合成が復活していると考えられた．このために抗

体処理神経細胞では宿主細胞側蛋白合成が継続的に行われ

ていると思われる．

抗体未処理神経細胞内においては，eIF４Gは感染５時

間後に完全に切断され，完全長の eIF４Gはそれ以後存在

しないのであるが，図５Aに示すように宿主細胞側蛋白合

成は感染１１時間後になって初めてほぼ完全に阻害される．

このことから，完全長の eIF４Gに代わって，宿主細胞蛋

白合成を担う他の翻訳因子が神経細胞には存在している可

能性が示唆された．

PV感染１１時間後の抗体処理神経細胞内で２Apro は検出

されるのにも関わらず，完全長の eIF４Gが出現すること

から，２Apro がなんらかの原因により eIF４Gの切断を行

うことができない状態になっている可能性が示唆された．

その原因の一つとして，eIF４Gが存在する細胞質に２Apro

が存在していない可能性が考えられたので，以下の実験で

は，PV感染時における２Apro の細胞内局在を経時的に検

討することにした．

図６ 抗 PV抗体処理 PV感染神経細胞における２Apro の発現量と eIF４G
の切断
抗 PV抗体処理 PV感染神経細胞における２Apro の発現量（A）と翻訳開始
因子の一つである eIF４Gの切断（B）をウエスタンブロット法により検討
した．２２０kDa のバンドは完全長の eIF４Gを示し，約１００kDa のバンドは切

断型 eIF４Gを示す．M（mock infected）．
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４．PV感染神経細胞内における２Aproの局在

HA tag を付加した２Apro を発現するようなリコンビナ

ントウイルスを作製し，免疫染色法により２Apro の細胞内

局在を検討した（図７）．その結果，感染５時間後の抗 hPVR

抗体処理神経細胞では，２Apro は細胞質と核の両方に存在

していた．また，感染１１時間後の抗体処理神経細胞では２

Apro は核に局在しており，細胞質には検出されなかった．

抗 PV抗体処理の場合もこの局在は同様な結果であった．

これらの結果より，感染１１時間後の抗体処理神経細胞にお

いて２Apro が核に局在することが，２Apro の eIF４G切断

活性消失の原因であると考えられた．また，今回初めて PV

感染細胞内において２Apro が核内に移行することが明らか

となったが，２Apro の核内における機能は現在のところ不

明である．PV蛋白質はその種類が少数であることから，

一つのウイルス蛋白質が多機能を持つ可能性は十分に考え

られる．２Apro の基質として核内蛋白質であるTBPが切

断されることが報告されているが，この現象と２Apro の核

局在がどのような関係にあるのか大変興味深いところである．

５．２Apro単独発現細胞におけるその細胞内局在

２Apro が他の PV蛋白質の非存在下でも核局在するかを

検討するために，２Apro 発現プラスミドを神経細胞にトラ

ンスフェクションし，一過性に単独発現させて免疫染色法

によりその局在を検討した（図８）．その結果，２Apro を

単独発現させると，トランスフェクション４日後でもCPE

を発現せず，２Apro は核に局在することが明らかとなっ

た．これらの結果から，２Apro が核局在することが抗体処

理 PV感染神経細胞においてCPE発現が阻害される原因

の一つである可能性が示唆された．

PV感染細胞において核膜孔複合体（nuclear pore com-

plex；NPC）の構成分子が分解され，核―細胞質間輸送系

が攪乱されるとの報告がある２７）．PV感染細胞では，宿主

細胞の核内蛋白質が細胞質に移行する現象が報告されてい

る１９，２８，２９）．また核内蛋白質である La 蛋白質は，そのC末

端側にある核局在化シグナル（nuclear localization signal；

NLS）が PV蛋白質である３Cpro により切除され，核から

細胞質に移行する３０）．この PV感染細胞内における核内蛋

白質の細胞質への移行と PVによる CPE発現との関係は

明らかとなっていない．

６．抗体処理 PV感染神経細胞における

CPE発現阻害機構

以上の結果をまとめると，抗体処理 PV感染神経細胞で

図７ 抗 hPVR抗体処理 PV感染神経細胞内における２Apro の局在
抗 hPVR抗体処理 PV感染神経細胞における２Apro の局在を免疫染色法により検
討した．
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図８ ２Apro の一過性発現
哺乳細胞発現ベクターを用いて，２Apro を神経細胞に一過性発現させ，２日後に
細胞を固定し，免疫染色法によりその局在を検討した．

図９ 抗体処理神経細胞におけるCPE発現阻害機構
抗体処理神経細胞内におけるCPE発現阻害機構を示した．
hpi（hours post infection）．
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は以下のような機構によりCPE発現を阻害している可能

性が示唆された（図９）．PV感染２時間後に抗 PV抗体ま

たは抗 hPVR抗体を培養液に加えることにより，子孫ウ

イルスによる再感染を阻害する．各抗体処理以前に感染し

た PVは通常に複製が可能である．感染５時間後に２Apro

は細胞質と核の両方に存在するので，細胞質にある eIF４

Gは一度切断される．感染７時間後では PV IRES による

翻訳活性が阻害されて，PV蛋白質合成が阻止される．こ

の時点で２Apro は新たに細胞質において合成されなくな

る．感染１１時間後では２Apro が核内に局在するので，完全

長の eIF４Gが細胞質に出現する．そのため，宿主細胞側

の翻訳が回復し，結果として神経細胞は生存し続ける．以

上の機構により，抗体処理神経細胞では PV感染による損

傷を最小限にくい止めている可能性が示された．

おわりに

ヒトにおいて，中枢神経系に存在する神経細胞は，血液

脳関門により他の組織から隔たれていることから，他の組

織とは異なった生体防御機構を持っていると考えられる．

免疫系の関与は単球由来のミクログリアなどの細胞性免疫

である．ミクログリアは遊走能，貪食能を持ち，サイトカ

インを産生することから，免疫調節細胞として，神経―免

疫相互作用に重要な役割を担っている．近年，intracellular

immunity として，dsRNAによって誘導される二本鎖

RNA依存性プロテインキナーゼ（double―stranded RNA―

dependent protein kinase；PKR）や RNA interference

（RNAi）などが報告されている．本研究により，神経細

胞自身にもこのような intracellular immunity の機構が存

在していることが明らかになりつつある．今回の実験では

神経細胞自体が持つ PV抵抗性の存在を示すことが出来

た．実際，PV感染後のサルにおいて，一度は変性しかけ

た神経細胞が回復していく現象も観察されているので，本

研究の各抗体処理によるCPE発現阻害現象は in vivo での

現象を反映している可能性がある３，３１）．このような PV IRES

の活性を阻害する物質を同定できれば，抗ウイルス剤とし

ての候補になると期待される．

本研究により，抗体処理感染神経細胞において，PV蛋

白合成が翻訳レベルで阻害されていることが明らかとなっ

た．また，神経細胞と非神経細胞であるHeLa 細胞とでは，

PV感染時における経時的な蛋白合成に違いがあることが

明らかとなった．過去の PV感染による翻訳レベルの実験

はそのほとんどが非神経細胞で行われており，本研究によ

り，PVの本来のターゲットの一つである神経細胞を用い

て翻訳レベルの実験を行う重要性が示唆された．

抗体処理感染神経細胞において eIF４Gが完全に切断さ

れている PV感染５時間後から感染１０時間後の間は，通常

の eIF４G以外の翻訳開始因子が完全長の eIF４Gの代わ

りに翻訳に関わっている可能性がある．eIF４Gファミリ

ーには数種類の分子が存在することが報告されている．例

えば，p９７/NAT１/DAP５という eIF４Gファミリーの分

子は，eIF４Gの N末端が欠損したものであり，PV感染

により切断された eIF４Gの C末端側に類似した構造を持

つ３２～３４）．このような eIF４Gファミリーに属する他の分子

または他の翻訳に関わる宿主細胞側分子が神経細胞には発

現しており，完全長の eIF４Gが存在しない時にそれらが

機能している可能性が考えられる．すなわち，神経細胞で

は非神経細胞にはない翻訳制御機構が存在し，ウイルス感

染といったストレス環境に適応する機構を持っている可能

性が考えられる．

PV感染細胞では短時間でCPEが発現するが，この時，

細胞内において分子の挙動は劇的に変化している．したが

って，感染細胞内における各分子の転写，翻訳レベルでの

制御機構，細胞内局在，量的変化や質的変化を短時間に経

時的かつ総合的に評価することは，PVの神経毒性発現に

とって基本的でしかも，非常に有益な知見をもたらすと考

えている．
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