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研究要旨：高い神経侵襲性を有する日本脳炎ウイルス JaTH160株感染群のマウスは，感染
5日後より脳内でウイルス増殖が確認され，ウイルス増殖が確認された脳では，MMP-3お
よびその上流の IL-6 の mRNA 発現レベルが上昇していた．この発現上昇は脳内に限られ
ており，血液中では見られなかった．日本脳炎発症には脳内での MMP-3 発現が重要であ
り，神経侵襲性決定には脳内での IL-6発現が関与する可能性が示唆された． 

A. 研究目的 

日本脳炎ウイルス(JEV)は致死的な日本脳

炎の原因ウイルスである．その多くは不顕

性感染であるが，ひとたび発症すると未だ

治療法はない．蚊によって媒介される JEV

は末梢で増殖し，血流に乗って移動，血液

脳関門（BBB）を介して脳へと侵入するこ

とで，脳炎を発症すると考えられている．

しかしながら，BBBを介した脳への侵入機

構は明らかになっていない．そこで本研究

の目的は，日本脳炎の発症機構の解明を行

うため，日本脳炎ウイルスの脳への侵入機

構を解明することである． 

本研究において我々が特に注目しているの

がマトリックス・メタロプロテアーゼ

（MMP）-3及び MMP-9 である．MMP-3

は線維芽細胞や血管内皮細胞から分泌され

るメタロプロテアーゼである．MMP-3は血

液脳関門の一部である基底膜を構成するコ

ラーゲンを含む多くの基質を分解すること

で注目されている．MMP-9は活性化された

T 細胞から産生され，gap 結合などを構成
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するコラーゲンを分解するメタロプロテア

ーゼである．BBBはこの gap結合と tight

結合からなり MMP-9 はこの結合を壊すこ

とで，近縁のウエストナイルウイルス

(WNV)の BBB 侵入に関与することが報告

されている．そこで我々は JEVの脳への侵

入機構における MMP-3 及び MMP-9 の役

割を解析するため，ウイルスが脳へ侵入す

るとき，MMP-3及びMMP-9がどのタイミ

ングで発現し，BBBに損傷を与えるのかを

JEV JaTH160株およびNakayama株を用

いて検討した． 

 

B. 研究方法 

ウイルス： JEV JaTH160 株および

Nakayama株をアフリカミドリザル腎臓細

胞由来 Vero細胞を用いて増殖し，力価測定

を行い，使用するまで-80℃に保存した． 

マウス：FVB/NJ 系統の４週齢のマウス

（♀）を用いて JEV攻撃試験を行った． 

感 染 実 験 ： マ ウ ス に 3.3 × 103PFU

（JaTH160株の１LD50相当）の JaTH160

と Nakayama 株をそれぞれ腹腔内接種し

た．感染 0, 1, 3, 5, 7, 10日後に血液と脳を

採取し，RNAを抽出した．RT-PCRで各サ

ンプルにおけるウイルス動態および，

MMP-3，MMP-9 および炎症性サイトカイ

ン IL-6, IL-1β，TNF-α のmRNA発現レ

ベルを測定，比較した． 

 

C. 研究結果 

マウスにおけるウイルス動態： JEV 

JaTH160 株および Nakayama 株を 3.3×

103PFUマウス腹腔内接種し，0，1，3，5，

7，10日後に血液および脳組織を採取した．

JaTH160株摂取群では接種 9日後に JEの

発症が認められたが，Nakayama株接種群

では特異的症状は認められなかった．得ら

れた血液および脳からそれぞれ RNA を抽

出し，マウスの体内におけるウイルス動態

を調べた．その結果，ウイルス血症が

JaTH160株接種 1日後に観察された．接種

5 日後には脳内でのウイルス増殖が観察さ

れた．しかしながら，Nakayama株感染群

ではウイルス血症が観察されず，脳におい

ては，接種 7 日後にウイルス RNA が観察

された． 

マウス脳内における MMP-3 および

MMP-9の発現量：次にマウス脳内における

MMP3およびMMP9のmRNA量の動態を

定量リアルタイム RT-PCR（qRT-PCR）法

を用いて観察した．このときインターナル

コントロールとして GAPDH の mRNA 量

を測定した．その結果，JaTH160株感染マ

ウスにおいてはMMP-3のmRNA量の上昇

が JEV 感染 5 日後から観察された．また

MMP-9 の発現量に変化は認められなかっ

た．Nakayama 株接種群においては

MMP-3 および MMP-9 の発現量に変化は

認められなかった．以上の結果より，JEV

の脳への侵入および脳炎発症において

MMP-3が関与する可能性が示唆された． 

マウス脳内における炎症性サイトカインの

発現量：MMP-3の発現に関与することが報

告されている炎症性サイトカインの内，

IL-6，TNF-α，IL-1β のmRNA発現量を

qRT-PCR 法を用いて検討した．その結果

JEV JaTH160株感染 3日後に IL-6の上昇



- 15 -  

が観察された．また，TNF-α および IL-1

β のmRNA量の上昇が感染 5日後から観

察された．JaTH160株接種群において IL-6

の発現上昇は MMP-3 の発現上昇より前に

認められたが，TNF-α と IL-1β の発現上

昇は MMP-3 の発現上昇とほぼ同時であっ

た．したがって，JaTH160株接種群におい

ては IL-6の発現上昇がMMP-3の発現上昇

に関与する可能性が考えられた．ところで

Nakayama株接種群では脳における炎症性

サイトカインの発現量の有意な上昇は認め

られなかった． 

 

D. 考察 

JEV JaTH160株は1959年に死亡患者から

分離され，成熟マウスで継代された分離株

であり，脳内接種および腹腔内接種のいず

れの場合も強毒性を示すウイルス株である．

また，Nakayama 株は 1935 年に死亡患者

から分離され，乳のみマウス脳で継代され

たウイルス株であり，ワクチン株である．

Nakayama株は神経毒性は高いが，神経侵

襲性が野生株と比較して低下していること

が知られている．本研究において我々は

JEVの脳内への侵入過程を解明するために

異なる神経侵襲性を有す 2 つの株を用いて

それぞれのウイルスのマウス腹腔内接種時

のMMP-3及びMMP-9の発現とBBBの損

傷および病原性を比較検討することにより

JEVの脳への侵入機構におけるMMP-3及

び MMP-9 の役割を検討した．その結果 

JaTH160株感染群のマウスでは，脳内のウ

イルス増殖， MMP-3 の mRNA の発現上

昇，および MMP-3 に関連する炎症性サイ

トカインの mRNA の発現上昇が観察され

たが，神経侵襲性が低い Nakayama株感染

群のマウスでは脳内でのウイルス増殖に加

えて MMP-3 および炎症性サイトカインの

mRNAの発現上昇は観察されなかった．ま

た，Nakayama株接種群においては抹消血

中のウイルス量も低く，炎症性サイトカイ

ンのmRNAの発現上昇も見られなかった． 

以上の結果より，日本脳炎の発症には

脳内での MMP-3 の発現上昇が関与し，神

経侵襲性決定にはその上流にある炎症性サ

イトカイン IL-6 が関与する可能性が示唆

された． 

 

E. 結論 

本研究において JEV JaTH160 株の

腹腔内接種におけるウイルスの神経侵襲

性過程においては脳内でのMMP-3の発現

上昇が関与し，神経侵襲性決定にはその上

流にある炎症性サイトカイン IL-6が関与

する可能性が示唆された． 
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