
はじめに

サイトメガロウイルス（CMV）は胎生期の感染によっ

て脳の発達障害を起す最も頻度の高いウイルスである１，２）．

全出産の０．４―１．０％に胎内感染が報告され，その中の５―

１０％は出生時に巨細胞性封入症として生まれ，肝脾腫，黄

疸，出血傾向とともに，小頭症，脳室壁の石灰沈着，小眼

球症などの重篤な脳障害が生ずる３～７）．胎内感染児の他の

約１０％は出生時は無症状で，生後数年してから精神発達遅

滞，視力障害，難聴，てんかん，痙攣などの脳障害が生ず

ることが知られている８，９）．健康な成人においてはCMVの

感染は無症状であるが，AIDSなどの感染による免疫不全

状態において，日和見感染を起し重篤な肺炎やCMVの脳

室脳炎を生ずる１０～１２）．CMVの脳障害の発生機序について

人の材料で研究するのは限界がある．私達はマウスの実験

モデルによって解析してきた１３～１５）．CMVが発育期脳の神

経前駆細胞に感受性があること，グリア細胞と神経細胞で

感染動態が異なること，さらにCMVは脳で潜伏感染する

ことについて述べ，これらの結果よりヒトのCMV脳症の

発生機序について考察する．

発育期脳における感染感受性

マウスでは胎齢７日目ころから胎盤が形成されるので，

胎齢８．５日目に羊膜腔内へMCMVを手術的に注入し，そ

の後の胎仔を経時的に調べた結果，小眼球症や小頭症が胎

生期に認められた１３）．胎盤は胎内感染の最初の関門であ

る１６）．マウスではCMVは胎盤の構造から経胎盤感染しな

いとされているのでより自然の感染に近づけるために，私

達は胎齢１２．５日の胎盤へ直接MCMVを注入し，胎齢１８．５

日で胎仔を取り出し，各臓器について胎仔への感染を PCR

および抗体を用いて免疫染色によって感染を調べた１５）．そ

の結果，ウイルスを注入した胎盤の約６０％が感染し，その

５０％以上が胎仔に感染した．中でも脳へ２７％と高率に感染

した（表１）．脳における感染細胞の局在は脳室壁の ven-

tricular zone（VZ）に高頻度に認められた．このことは胎

生期において脳はCMVの感染を受けやすく，特に脳室壁

の未分化神経系細胞が感受性が高いことが示唆された．胎

盤感染して出産させた新生児マウスではその２５％に発育遅

滞と小頭症を認め，ヒトの先天性CMV感染症によく類似

していた１５）．この胎盤感染の実験モデルから胎生期には

CMVは脳に感染しやすく特にVZが感受性が高いことが

分かった．

神経幹・前駆細胞への感染感受性

脳の発育において，胎生期に脳室壁のVZで未分化神経

上皮はその層の中でエスカレーター運動をして増殖を続け

る．脳の発育とともに神経細胞は非対称分裂する細胞の割

合が増加する１７）．すなわち一方は未分化細胞としてVZ内

で増殖を続け，他方はVZを離れて将来白質になる中間層

intermediate zone（IZ），さらに大脳皮質になる皮質板 cor-

tical plate（CP）へと移動し，その間，神経細胞，グリア

系細胞へと分化する．未分化な神経細胞は未分化な radial

glial の線維に沿って脳室壁からCPへと移動し１８），将来の

皮質の層形成，さらに神経回路形成へと進行すると考えら

れている．脳の発育におけるこれらのステップへCMVは

如何に作用し傷害を与えるかが問題である（図１）．

発育期脳の脳室壁のVZに神経幹細胞（neural stem

cells）が存在すると考えられている．この神経幹細胞は自

己増殖し，しかも神経系細胞，グリア系細胞へ分化する能

力を潜在している１９，２０）．近年 Reynolds & Weiss は発育期

あるいは発達した脳から神経幹細胞を含む未分化な神経系

細胞を分離し，epidermal growth factor（EGF）存在下で

培養すると neurospheres というマリモ状の浮遊状態で増

殖可能であることを明らかにした２１）．この neurospheres

は nestin 陽性で自己再生し，分化へと誘導すると神経細

胞へもグリア細胞へも分化することから，神経幹細胞の培

養と考えられたが，神経幹細胞だけでなくそこから分化し

た神経前駆細胞も含まれることが明らかになってきた．教

室の小杉らは胎生期マウス脳から分離した neurospheres
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に対してMCMVの感染が如何なる影響を与えるかを解析

した２２）．MCMVは neurospheres に感染し（図２），ウイ

ルス抗原を産生し，ウイルスを産生すること，自己再生能

力もウイルス感染価の増加とともに低下することが分かっ

た．このことは発生早期の胚細胞や未分化胚癌細胞が

MCMVにほとんど感受性を示さないことと相違してい

る．Neurospheres は培養液からEGFを除いて２％horse

serum存在下で培養すると分化へと誘導することが出来

る．MCMV感染によって neurospheres の細胞は分化へ

と誘導されにくくなり，グリア系細胞より神経細胞への分

化が阻害される傾向を示した．neurospheres を BrdUで

標識して新生児ラットの脳へ移植すると感染細胞は

GFAPを発現してグリア系細胞へ分化する傾向を示した

が，神経細胞への分化は示さなかった２２）．このことはヒト

の先天性CMV感染症の脳では脳室壁のグリア系細胞がウ

イルス感染しやすいことと一致していた．CMVは脳室壁

の神経幹細胞あるいは神経前駆細胞に感染しやすく，その

増殖と分化を抑制することによって小頭症などの脳発達障

害を起す可能性が示唆された．

MCMV MEM

PCR 免疫染色 PCR 免疫染色

胎盤
胎仔

脳
肺
肝

２２/３６（６１．１％）
１３/３６（３６．１％）
１０/３６（２７．８％）
７/３６（１９．４％）
１０/３６（２７．８％）

１６/２６（６１．５％）
８/２６（３０．８％）
７/２６（２６．９％）
４/２６（１５．４％）
７/２６（２６．９％）

１/１３（７．７％）
０/１０（０％）
０/１０（０％）
０/３（０％）
０/１０（０％）

０/６（０％）
０/１０（０％）
０/１０（０％）
０/１０（０％）
０/１０（０％）

生存率 ３６/６２（５８．１％） ２９/４８（６０．４％）

表１ MCMV胎盤感染後の胎盤および胎仔への感染率

胎令１２．５日 ICRマウスの右側子宮内にMCMV（１×１０３ PFU）を手術的に注入
し，左側子宮内にMEMを注入して，胎令１８．５日に胎仔脳を取り出し，前初
期遺伝子の PCR及びMCMV早期抗原に対する抗体で PCRを行った．

図１ 大脳形成における神経系細胞の増殖，移動，層形成（Rakic１９８８を参考）
VZ：ventricular zone, SVZ：subventricular zone, IZ：intermediate zone,
CP：cortical plate.

図２ 胎生期マウス脳からの neurospheres
A：非感染，B：MCMV感染．
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脳の発育段階と感受性の変化

ヒトにおいてCMVは胎生期の感染によって脳障害を起

すが，生後に成長してからは免疫不全状態にならない限り

健康な状態ではCMV感染症にならない．胎生期にはなぜ

感染しやすく，障害が脳に残りやすいのか充分には明らか

にされていない．成長に伴って宿主の免疫機構が発達し，

感染細胞が排除されやすいことが主たる要因と考えられ

る．

新村らは Stoppini らの方法２３）を改良して大脳スライス培

養の系にMCMVを感染して解析する方法を確立した２４）．

用いたウイルスはMCMVの後期遺伝子 γ０．８５に大腸菌
LacZ 遺伝子が発現プロモーターの下流に挿入され，感染

すると β―galactosidase（β―gal）が発現する変異ウイルス
RM４６１であり，スタンフォード大学のDr. Mocarski から

供与された２５）．この変異ウイルスによる感染細胞はX―Gal

染色で β―gal の発現を青く染め出すことが出来る．大脳ス
ライス培養は分離細胞の培養に比して３次元的構造を保っ

たまま培養が出来，しかも培養環境を人工的に変えること

が出来る利点がある２６）．

私達はミクロマニピュレーターで大脳スライスの任意の

部位へウイルスを注入し培養する方法を確立した２４）．変異

MCMVウイルスRM４６１を大脳スライスの皮質，脳室上衣

下の subventricular zone（SVZ），線状体と異なる部位へ

注入したところ，注入した SVZの部位のみX―Gal 染色で

感染細胞が認められ，in vivo と同じようにこの部位が感受

性が高いことが分かった２７）．

教室の河崎らは脳の発育に伴う感染感受性を大脳スライ

スを用いて比較した２７）．出生直後，生後１週，２週，３週

のマウスから大脳スライスを作成し，変異ウイルスRM４６１

を大脳スライス全面に吸着し，３日および５日間培養し

た．大脳スライスをX―Gal で染色すると，発育に伴って

感染細胞の出現が著明に減少した．しかし，大脳辺縁部お

よび脳室壁周辺には発育した脳においても感受性細胞が残

存することが明らかになった（図３）．感染細胞を神経組

織特異抗原に対する抗体で染色したところ，神経幹・前駆

細胞のマーカーである nestin２８），Musashi２９）で染色され，

増殖のマーカーであるBrdUの取込みが認められた２７）．こ

のことは，感染感受性を示す細胞は神経幹・前駆細胞であ

り，これらの細胞の減少と相関して感受性が低下する可能

性が示された．脳室壁の感受性細胞の減少した生後３週令

のマウス脳の大脳スライスを２週間培養すると，これらの

神経前駆細胞が有意に増加を示し，しかもMCMVに感受

性を示すことが明らかとなった２７）．これらの結果から発育

期脳におけるCMVに対する感染感受性は，主として脳室

壁にある未分化な神経幹・前駆細胞の量と相関していると

考えられる．

培養することによって脳室壁の神経前駆細胞が増生する

ことは，神経幹・前駆細胞は成長しても生涯に渡って神経

再生に寄与するという近年の報告に一致している１９，３０）．AIDS

脳症によって神経細胞が脱落しやすいことが知られてい

る３１，３２）．この神経細胞の消失は SVZにおける神経前駆細胞

の再生を誘導し，そこにCMVが感染しやすい可能性があ

る．AIDS脳症などの脳障害によって脱落する神経細胞を

補うため脳室壁の未分化神経系細胞の増生が誘導され，そ

こでCMVが再活性化されやすい可能性が考えられる．

発育期脳における細胞特異性

CMVによる発育期脳障害の病理発生を明らかにする上

で，ウイルス感染の細胞特異性が重要である．ヘルペスウ

イルス属であるCMVはその２００近い遺伝子群は，前初期

（IE），早期（E），および後期（L）遺伝子に分類され，

それらはカスケード状に発現することが知られている３３）．

私達はMCMVの前初期遺伝子産物（８９K）に対するラッ

トで作ったモノクローナル抗体（mAb N２）３４）および早期遺

伝子（３２Kから３８Kの複数）の遺伝子産物に対するマウス

のモノクローナル抗体（mAb D５）３５）を作成して免疫組織化

学的にMCMVを感染した発育期マウス脳での発現につい

て解析した．培養線維芽細胞においてmAb N２では感染

初期から核内が瀰漫性に染色され，mAb D５では感染早期

は核内が点状に染まり，それが次第に大きく顆粒状にな

り，感染後期になると核内封入体が染色された３４）．胎生期

図３ 大脳スライスに変異MCMV（RM４６１）２５）を感染し５日間培養，X―Gal 染色
した
A：生後１週マウス，B：生後３週マウス．
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マウス脳（E１５．５）にMCMVを手術的に注入し，新生マ

ウス脳を免疫染色で観察すると，mAb N２で認識される前

初期抗原 IE１は主として脳室壁のグリアのマーカーであ

るGFAP陽性細胞で発現し，mAb E１で認識される早期

抗原E１は大脳皮質および海馬の神経細胞で発現する傾向

を示した３４）．このことは，発育期脳の神経細胞およびグリ

ア細胞でMCMVの遺伝子発現の動態が異なることを示し

ている（図４）．脳室壁のグリア系細胞はMCMVが許容

感染しやすく，同時にMCMV DNAをプローブとして in

situ hybridization するとそれらの細胞でウイルスが増生が

示された３４）．一方，早期抗原E１は感染神経細胞で比較的

長期間発現することが明らかとなった３６）（Tsutsui et al.,

１９９５）．

私達はMCMV IE 遺伝子 promoter に reporter gene で

ある LacZ を繋いだ組換体を導入したTgマウスの作成を

試みていた３７）．脳においてはアストロサイト特異的に発現

し，神経細胞やオリゴデンドロサイトでは発現しなかっ

た．私達のTgマウスの結果は，脳における急性感染にお

いてmAb N２による免疫染色でグリア系細胞において IE

１が発現しやすいという結果と一致している．Tgマウス

脳においてMCMV IE promoter が発育段階に従ってどの

ように発現するか調べた３８）．神経発生の早期では，IE pro-

moter は血管内皮で既に発現したが神経上皮では発現して

いなかった．胎齢後期（E１８）になると脳室壁の ventricu-

lar zone（VZ）の未分化神経系細胞で発現を認めた．発現

している細胞は nestin，GFAP陽性で BrdUを取込み，神

経系前駆細胞と見なされた．このことは感染実験において

胎生期マウス脳の脳室壁の細胞がMCMVに感染感受性が

あることと一致していた．

発育期脳における急性期感染においてはグリア系細胞で

許容感染するが，感染が慢性期に移行すると，上述した早

期抗原E１は神経細胞で比較的長期間発現することが分か

った３６）．遺伝子を培養細胞へ導入してmAb D５で染色され

ることから，この早期抗原はHCMVの早期遺伝子UL１１２―

１１３３９）に相当するMCMV e１（M１１２―１１３）であることが明ら

かとなった４０）．教室の新井らはこのMCMV早期遺伝子 e１

promoter（１５７２bp）に lacZ を繋いだ組換体を導入してTg

マウスを作成した４１）．MCMV e１ promoter 導入 Tgマウ

スが４系統出来たが，驚いたことにX―Gal 染色で中枢神

経系のみが β―gal を発現した．組織レベルで見ると神経細
胞に限局して発現していることが分かった．大脳皮質，海

馬，脳底核などの神経細胞の一部に発現することが明らか

となった．神経細胞以外の細胞では発現していなかった．

許容感染細胞であるグリア細胞と異なり，このTgマウス

の系では，神経細胞においては前初期遺伝子産物である IE

３が働かなくても早期遺伝子 e１ promoter が活性化され

るということは，IE３に類似した e１promoter を活性化す

る因子が神経細胞に存在する可能性を示唆している（図

５）．

この e１promoter が神経細胞特異的に発現することは，

先天性CMV感染症の小児や，免疫不全患者とくにAIDS

患者で脳障害が起きやすいことと関連している可能性があ

図４ 胎生期脳室壁へのMCMV感染と感染細胞の分化，移動
グリア系細胞では IE遺伝子が発現しやすく，神経細胞では早期 e１遺伝子が発現し
やすい．
VZ：ventricular zone, SVZ：subventricular zone, CP：cortical plate.
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り，また，この e１promoter が発現しやすいことは，神経

細胞で持続感染が起りやすいことの分子的基盤である可能

性を示唆している．最近教室の小杉らは，発育期マウス脳

にMCMVを感染すると，海馬の e１遺伝子産物を発現し

ている神経細胞は innate immunity の反応を回避して持続

感染に移行する可能性を示した４２）．また，感染神経細胞は

アポトーシスに陥りにくく４３），神経細胞はMHC ClassⅠの

発現が抑制されており特異的キラーT細胞の攻撃を受け

にくいことも持続感染へ移行しやすい要因と考えられ

る４４）．e１遺伝子の神経細胞における持続的発現が神経機能

に如何に影響するかが今後の課題である．

マウス脳におけるMCMVの潜伏感染

脳は先天性CMV感染症やAIDSの HCMV感染症にお

いて主要な標的であるにも関らず，CMVの脳における潜

伏感染と再活性化に関する報告はない４５～４７）．種々のヒトの

脳由来の培養細胞のHCMVに対する感受性に関する報告

があり，グリア細胞４８），ミクログリア４９），神経細胞５０），脳

血管内皮細胞５１）で HCMVが増殖することが知られてい

る．しかし，in vivo におけるHCMVの感染動態に関して

は，剖検脳で推測する以外にはない５２）．私達は発育期マウ

ス脳におけるMCMVの急性期及び亜急性期のグリア細胞

および神経細胞の感染動態について感染動態が異なること

図５ 許容感染をするグリア細胞では前初期（IE）遺伝子産物 IE３が早期遺伝子 e１
promoter を活性化するが，e１promoter 発現 Tgマウスの神経細胞では，IE
３に類似した神経特異的細胞因子が e１promoter を活性化すると考えられ
る．

図６ 脳における変異MCMV（RM４６１）の潜伏感染と，大脳スライス培養によ
る再活性化の実験
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を報告した３４，３６）．急性感染においては前初期（IE）遺伝子

がグリア系細胞で発現しやすく，感染が持続すると神経細

胞で早期遺伝子 e１が発現しやすい傾向を示した．

マウス脳でMCMVが潜伏感染するかどうか分っていな

い．私達は長期感染脳を取り出して大脳スライス培養する

ことによって再活性化してくることを明らかにした．感染

すると β―gal が発現する変異ウイルスRM４６１を用いた２５）．

出生直後にRM４６１を５×１０２PFU脳内感染したマウス（新

生感染群）と生後６週令に５×１０４ PFU脳内感染したマウ

ス（若成獣感染群）をそれぞれ６カ月飼育し，大脳スライ

ス培養へ移した（図６）．新生感染群は非感染群と比較し

て平均体重が有意に低く，またバラツキが大きかった．こ

れに対して若成獣感染群は非感染群と比較して平均体重に

差がなくバラツキもなかった（図７）．感染後経時的に脳

を取り出して大脳スライスおよびプラークアッセイしたと

ころ，ウイルス感染価は両群とも感染１カ月までに消失

し，X―Gal 染色による脳室壁の感染細胞の検出も感染後３

週までに消失した．従って両群ともに感染１カ月までに脳

に感染性のウイルスおよび感染細胞が消失し，潜伏感染状

態に移行したと見なした．

感染後３カ月および６カ月で脳を取り出し，大脳スライ

ス培養を行ったところ，X―Gal 染色によって特定の部位に

感染細胞が出現することが明らかとなった５３）．この様な方

法によってMCMVの脳での潜伏感染からの再活性化を検

出したのは初めてである．培養４週までに新生感染群では

７５％がX―Gal 染色で陽性となり，陽性細胞の局在は主に

脳室壁周囲であった（図８）．予想外なことに，若成獣感

染群でも７５％に陽性所見を認めた．しかし，感染細胞の量

は新生感染群と比較して有意に少なかった．また，ウイル

ス感染価を５×１０３ PFUに落とした若成獣感染群では再活

性化率は４２％と低下した．大脳スライスのウイルス感染価

をプラークアッセイしたところ，培養ご３週目をピークと

して感染性のウイルスの放出を認めた（図９）．Reddehase

ら５４）は新生児期にMCMVを感染させ１年後に全身 γ線照

図７ 周産期および生後６週マウスの脳に変異MCMV（RM４６１）を感染した群
および非感染群の体重増加曲線

図８ 潜伏感染後（１８０日），４週間大脳スライス培養後，X―Gal 染色
A：周産期感染マウス，B：生後６週感染マウス．
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射したマウスでは肺，脾臓で約３０％再活性化したのに対し

て，成獣マウス感染群では６．７％であったと報告している．

私達の再活性化率は高かったが，これは脳へ直接感染させ

たことによると考えられる．若成獣感染群で再活性化率が

高かったことは，成人においてもCMVの潜伏感染がおこ

りAIDSなどの免疫不全によって再活性化する可能性が示

唆された．

大脳スライス培養によって潜伏感染から再活性化してく

る機序は明らかではないが，以前から行われている ex-

plant 培養法と同様であろうと考える．すなわち，潜伏感

染細胞とCMVに感受性のある線維芽細胞の混合培養によ

って再活性化を検出する２５，５５）．しかし，大脳スライス培養

法での再活性化の検出の利点は再活性化してくる細胞の局

在をみることが出来る点にある．

再活性化してくる細胞の大脳スライスにおける局在は脳

室壁周辺と大脳皮質辺縁部であるが，若成獣感染群および

低い感染価で感染した脳では脳室周囲に局在する傾向が強

かった（図８）．また，ウイルス感染細胞のX―Gal 染色と

神経前駆細胞のマーカーである nestin，Musahi，GFAP

との二重染色で，両者が一致する傾向を認め，活性化して

くる細胞はグリア系神経前駆細胞である可能性が示唆され

た．脳室壁の subventricular zone（SVZ）は，神経幹細

胞を含む神経前駆細胞の存在する部位である１９，５６）．大脳辺

縁部にも未分化神経系細胞があるという報告がある５７）．神

経幹細胞は自己再生能を持ち，神経細胞，グリア細胞，オ

リゴデンドロサイトへ分化する能力を有する細胞である．

図９ 周産期感染マウスを１８０日間飼育後，大脳スライス培養し，X―Gal 染色後
の感染細胞の量とプラークアッセイによるウイルス感染価

図１０ CMVの胎生期脳への感染による脳形成障害，および生後長期間して脳機
能障害の生ずるプロセスの想定図
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神経前駆細胞は神経幹細胞から神経細胞あるいはグリア系

細胞の方向へ分化が限定された未分化細胞と考えられてい

る．再活性化した細胞はグリア系神経前駆細胞の性質を有

すると考えられるが，この様な移行的な細胞で潜伏感染す

るとは考えにくいので，私達の仮説としてCMVは神経幹

細胞に潜伏感染すると考える．培養によって神経前駆細胞

へ分化することによって再活性化したと考えられる．最近

Murphy ら５８）は分化に伴う histone deacetylase（HDACs）

の低下によるクロマチン構造のゆるみが IE遺伝子を活性

化させ，再活性化へと移行すると報告している．

CMVは胎生期の感染および生後の感染によって潜伏感

染しやすく，免疫不全状態および同種異系の移植による刺

激などによって再活性化すると考えられている４６，４７）．神経

疾患を神経幹細胞の移植によって治療しようとする試みが

なされている．私達の結果から神経幹細胞でのCMVの潜

伏感染を考慮に入れる必要があると考える．

おわりに

CMVは胎生期あるいは発育期脳に感染しやすい．その

原因は主として脳室壁に存在する神経幹・前駆細胞が感受

性が高いことに起因する．急性期の感染においてはグリア

細胞において前初期遺伝子が活性化され許容感染になりや

すい．感染神経細胞においては前初期遺伝子は発現しにく

く，早期遺伝子 e１が発現しやすい．Tgマウスにおいてプ

ロモーターは神経細胞特異的に活性化された．これらの事

実は e１遺伝子がCMVの神経細胞における持続感染に関

与していると考えられる．e１遺伝子の神経細胞での発現が

神経機能にどのように障害を起こすかは今後の課題である

（図１０）．感染後長期間したマウスから大脳スライス培養

に移すと再活性化されることにより，私達はMCMVが脳

で潜伏感染することを初めて示した．潜伏感染している細

胞は神経幹・前駆細胞である可能性が高いと考える．
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