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学位論文内容の要旨

  ウマヘルペスウイルス1型(EHV-1）は世界中に広く分布し、馬に鼻肺炎、流産、脳脊

髄炎を惹き起こす。近年、EHV-1感染症のモデル動物として用いられているBALB/c成

マウスでは、経鼻接種によルウイルス血症、鼻肺炎、異常産など馬に類似の病態が発生する

が、本モデルで中枢神経系(CNS)病変は報告されていない。過去に乳飲みマウスに

EHV-1を脳内接種することにより脳炎が惹き起こされることが報告されていたものの、末梢

から接種した場合のEHV-1神経病原性は不明であった。第1章ではEHV-1 HH1株な

らぴにHH1株より作出した乳飲みマウス神経馴化株を脳内、経鼻、腹腔内接種し、その

神経病原性を組織学的に解析した。その結果、脳内、経鼻接種では、いずれのウイルス株

によっても非化膿性脳炎が惹き起こされた。腹腔内接種では神経馴化株により非化膿性脳

脊髄炎が惹き起こされたが、HH1株接種マウスでは中枢神経系病変は認められなかった。

第2章では、乳飲みマウスにHH1株および神経馴化株を腹腔内接種し、末梢血、

CNS、全身諸臓器を組織学的、分子生物学的に検索した。その結果、HH1株接種マウス

ではCNS病変は認められなかったが、神経馴化株接種マウスにおいて、ウイルスは細胞随

伴性ウイルス血症に続発して血行性にCNSに伝播し、非化膿性脳脊髄炎を惹き起こし

た。これらマウスの脳炎、脳脊髄炎において、ウイルスは神経細胞およびグリア細胞で増殖

し、感染細胞の変性、壊死が惹き起こされた。また、馬のEHV1脳脊髄炎の発生に重要

である血管内皮細胞へのウイルス感染はほとんど認められなかった。以上の結果から、

EHV-1感受性細胞は乳飲みマウスCNSと馬CNSでは大きく異なることが示された。

第3章では、馬およびマウスCNS血管内皮細胞のウイルス感受性の差異を細胞レベ

ルで解析するために、馬大脳皮質より分離した初代培養馬脳微小血管内皮細胞

(EBMECs)と初代培養マウス脳微小血管内皮細胞(MBMECs)のEHV-1感受性を比較



した。プラークアッセイによりEBMECsではEHV-1高感受性であるウサギ腎由来細胞

(RK13細胞）と同程度のウイルスカ価上昇がみられた。従って、EBMECsはEHV-1高感

受性であり、EHV-1神経病原性の解明に有用なモデルとなり得ることが示唆された。一方、

MBMECsではウイルスカ価の上昇は認められなかった。また、抗EHV-1抗体を用いた間

接螢光抗体法により、MBMECsではウイルス抗原が検出されなかった。RT‐PCR法でウイ

ルス遺伝子の発現を検索したところ、MBMECsでは前初期遺伝子、初期遺伝子、後期遺

伝 子すべ てが 発現 してい なか った。また、EBMECsとMBMECsにおいてEHV．1が細

胞ヘ侵入ヽする段階を超微形態学的に観察した。EBMECsでは細胞質小胞内に取り込まれ

たウイルス粒子が観察されが、MBMECsでは観察されなかった。以上の結果から、

MBMECsは EHV‐ 1非 感 受 性 で あ り 、 EBMECsと MBMECsの EHV‐ 1感 受 性 の 差 異

はウイルス侵入段階に起因することが示唆された。

  EHV．1の細胞内侵入機構には不明な点が多い。第3章の超微形態学的解析により、

EHv．1はEBMECsにエンドサイトーシスを介して侵入することが示された。EHい1高感

受性であるRK13細胞、馬真皮由来線維芽細胞¢．Denn）で同様の検索を行ったとこ

ろ、EHV―1はRK13細胞、E．Demlに対してもエンドサイトーシスにより侵入することが明

らかとなった。そこで、第4章ではEHV‐1のエンドサイトーシスに関与する宿主因子の検

索を行った。EHV‐1感染細胞におけるウイルス抗原とエンドサイトーシスマーカーの局在を

共焦点顕微鏡で検索した結果、EBMECs、RK13細胞においてウイルス抗原はカベオリン

と共存していたが、クラスリンとの共存は認められなかった。一方、E．Dennでは、一部でウ

イルス抗原とクラスリンの共存が観察されたが、大部分はクラスリンおよぴカベオリンとは共存

していなかった。以上の結果から、EHV‐1の主な侵入経路はEBMECs、RK13細胞では

カベオラ介在性エンドサイトーシス、E．Dennではクラスリン非依存性カベオラ非依存性エ

ンドサイトーシスであることが示唆された。また、チロシンキナーゼ阻害剤（genistein）と

Lysosomotropicagents（ba丘lomycinA，NH4Cl）がEHV‐1感染に及ばす影響を検討した。

Gemstein処理により、EBMECs、RK13細胞におけるEHV－1感染は有意に減少した。ま

た、b面lonッcinA処理によりE．Dennへの感染、N出Cl処理によりEBMECs、E．Denn

への感染が有意に減少した。従って、EBMECsとRK13細胞へのEHV‐1感染にはチロ

シンキナーゼ活性が重要であり、EBMECsとE．Denn^ の感染はエンドソーム内のpH

に依存すると考えられた。以上よりEHV－1の宿主細胞への侵入には複数の経路が存在す

ることが示唆された。
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    学位論文題名
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    Equine Herpesvirus―1

（ウマヘルベスウイルス1型神経病原性のin vivo，in vitro解析）

  ウマヘルベスウイルス1型(EHV-1）は馬に鼻肺炎、流産、脳脊髄炎を惹き起こす。馬

での感染実験は経済的、設備的な制約を伴い、困難であるが、EHV-1脳脊髄炎の小動物

モデルは確立されていない。また、EHV-1脳脊髄炎の発生機序には不明な点が多い。本

研究において申請者はマウスおよび培養細胞系を用いてEHV-1の神経病原性の解析を行

った。

  初めに、EHV-1を乳飲みマウスに接種し、組織学的に解析した。その結果惹き起こさ

れた脳脊髄炎は、馬の病態とは異なり、血管内皮細胞へのウイルス感染と血管病変は認

められなかった。次に、馬とマウスの中枢神経系(CNS)におけるEHV・1の血管内皮向

性の差異を細胞レベルで解析するために、馬脳微小血管内皮細胞（EBMECs）培養系を樹

立し、そのEHv‐1感受性をマウス脳微小血管内皮細胞（MBMECs）と比較した。EBMECs

はEHV―1高感受性であるのに対し、MBMECsは非感受性であり、それはウイルスの細胞

内侵入段階に起因することが示された。最後に、EBMECsと他のEHV‐1感受性細胞を用

いてEHV‐1の細胞内侵入機構を解析した。その結果、EHV―1の侵入経路は細胞により異

なることが示された。

  本研究の成果から、馬とマウスに対するEHV‐1の神経病原性は異なり、それはCNS

血管内皮細胞のウイルス感受性の差異によることが示された。また、EHV‐1神経病原性

の解析に有用なinvitroモデルを確立し、それを用いた解析によりEHV‐1の細胞内侵入機

構が明らかとなった。

  以上のように申請者はEHv－1神経病原性のinvivo、invitroモデルを用いた研究により

EHv‐1感染症研究の発展に貢献した。よって、審査委員一同は、上記博士論文提出者長谷部

理絵の博士論文は、北海道大学大学院獣医学研究科規程第6条の規定による本研究科の行

う博士論文の審査等に合格と認めた。


