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1．はじめに

ポリオウイルスは HeLa細胞などの培養細胞株で簡単に
増殖させることができる．ウイルス学を研究しているラボ
に入門すればまず初めに培養細胞にウイルスを感染させる
方法を習い，それをプラーク法などで定量することを習う
であろう．ところが古いウイルス学の論文を読むとウイル
スが存在することは動物に接種し発症することにより証明
されており，現代と同様の方法でタイタ－は記載されてい
ない．たとえばはじめてポリオウイルスがトランスミッシ
ョン可能であることを証明したのもポリオのために死亡し
たヒト脳のホモジネートをサルに接種し同様の病理学的所
見が観察されたことによっている 1）．ウイルスの継代もサ
ルの脊髄のホモジネートを別の個体に接種するという方法
で行われ，定量性もホモジネートを何倍かに希釈して接種
したという具合に記載されているのみである 2）．Theiler's

murine encephalomyelitis virusが分離された頃の論文を
みると，ウイルスが存在することを示すために組織のホモ
ジネートをマウスに脳内接種しマヒの有無を指標にしてい
る 3）．脳へ直接ウイルスを接種することがもっとも感度の
高い方法であったのでこの方法が用いられた訳である．培
養細胞を使用する簡便さを知ってしまっている我々にとっ
ては，サルなどの動物を用いてこのような実験をすること
の大変さは想像を超えるものがある．現在のような方法で
ポリオウイルスのタイタ－が測定されたのは Endersらに
よってヒト胎児の手足，腸などから調製した初代培養細胞
でウイルスが増殖することが証明され 4），さらに Dulbecco
& Vogtによってサルの腎細胞でポリオウイルスを増殖さ
せることができプラークとしてその定量が可能になってか
らである 5）．また現行のポリオウイルス生ワクチン株は培
養細胞で継代を繰返し培養細胞に馴化させて弱毒化したも
のである 6）．1980年代に入り，分子生物学的手法の発達と
ともにポリオウイルス複製のメカニズムの研究がさかんに
なされた．ウイルスのmoiや感染開始からの時間など条件
を整えることができ，均質な感染系を用いて再現性よく複
製機構の研究ができたのは株化細胞を用いた研究ができた
からこそである 7, 8）．このように培養細胞系の恩恵は図り
しれないものがある．しかし，ウイルスには多くの場合標
的組織がきまっていて，それ以外の組織ではほとんど増殖
できないことが多い．神経系でしか増殖できないポリオウ
イルスを別の方法で増殖することは Endersの時代では画
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期的な革新的技術であったはずである．ではこのような革
新的な技術（いまとなっては技術ということさえ奇妙であ
るが）はどのような経緯で開発され，どのような論理的な
裏付けがあるのであろうか？

2．ポリオウイルスの感染特異性

ポリオウイルスの感染は種特異的で組織特異的である．
まず通常のポリオウイルス株の宿主域は霊長類に限定され
ている．これはポリオウイルスレセプター（PVR）とウイ
ルスの結合特異性によって決定されていることがすでに明
らかにされた 9）．また感染して病変を生じる組織が限定さ
れている 10, 11）．ポリオウイルスの感染はウイルスを経口
的に摂取することからはじまる．チンパンジーの経口感染
実験の結果などからウイルスは小腸の粘膜で増殖したのち，
扁桃，パイエル板，腸間膜リンパ節などのリンパ装置で増
殖すると考えられているが，その増殖の程度は低く激しい
病変は観察されない．しかし，ウイルスはここから血流に
入り全身に広がる．ウイルス血症となると全身の組織はウ
イルスに曝されると考えられるが，やはり非神経系組織で

はウイルスの顕著な増殖は見られず，爆発的に増殖するの
は脊髄の運動神経細胞などの中枢神経系に限られる．マウ
スは通常ポリオウイルスの宿主とはならないが，PVR遺伝
子を導入したトランスジェニックマウス（PVR-tg）は種特
異性の壁を越えてポリオウイルス感受性となる 12, 13）．ヒ
トと異なり経口感染の効率は非常に低いが，実験的にウイ
ルスを静脈内，腹腔内に接種をするとウイルス血症となる．
肝臓，腎臓などではポリオウイルスはほとんど増殖しない
が，最終的に中枢神経系に達してマヒを発症することは霊
長類と同様である．すなわち，霊長類であれマウスモデル
であれ，個体のレベルにおいては神経特異性は厳格に守ら
れている．ところがさまざまな組織を培養するとその特異
性はなくなり，増殖がほとんどできないはずの非神経系組
織でも単層培養細胞にすることによってウイルスは増える
ことができるようになる（図 1）．つまり組織特異性の喪失
が起こるのである．ポリオウイルスの感染の組織特異性と
特異性の解除はどのようなメカニズムによって起こるのか
は長い間明らかにされることがなかった疑問である．

図 1 ポリオウイルス感染の組織特異性と特異性の喪失

PVR-tgマウスにポリオウイルスを感染させると脊髄ではウイルスは効率よく増殖し，重篤な病変を生じる（左）．一方腎など

非神経系組織ではウイルスの増殖も病変も見られない（中央）．ところが腎細胞を培養するとウイルスは効率よく増殖できるよ

うになる（右）．
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3．Enders，Dulbeccoらによる培養細胞系の確立

培養細胞系を用いて組織特異性の喪失をはじめに示した
のは Endersらである 4）．Endersらはポリオウイルスの生
体内の非神経系組織での増殖部位を探すことなどを研究目
的の一つとしてヒト胎児の腸，手足などの組織から初代培
養細胞を調製しウイルス感受性を調べた．ウイルスが培養
細胞の上清に存在するかどうか確認するために，マウスに
アダプトした Lansing 株を用いた．Lansing株は霊長類に
も病原性を持つが cotton ratの脳に接種して得られたげっ
歯類にも脳炎を起こす性質を持つ株である 14）．初代培養細
胞に少量のウイルス液を加えて培養し，同様の操作を 2も
しくは 3代繰返し，最後の培養上清をマウスの脳に接種し，
マヒが発症することを確認した．継代の際の希釈率を計算
すると 3代の培養の間にウイルスは 1017倍に増殖したと考
えられた．この論文では培養細胞が cytopathic effects
（CPE）を起こしているかどうか記述がないのだが，CPE
を始めて観察したのはこのグループの一員の Robbinsであ
り，Endersが CPEという新しい言葉を作ったということ
である．
さらに Dulbecco & Vogtはサルの腎，睾丸から初代培養

細胞を作成し，ウイルスを感染させた後に細胞を寒天培地
で覆うことによりプラークが形成され，この方法によって
再現性よくウイルスの定量が行えることを示した 5）．培養
細胞は鋭敏にウイルスの存在を証明できることから他のウ
イルスの分離にも使われ，これ以降はなぜこのようなこと
ができるのかという問題はさておき培養細胞系を用いた研
究や応用が盛んにされることになる．

4．厳格な神経特異性がなぜ寛容になるのか？

－ Racanielloらの実験－

ポリオウイルスの感受性の問題は種特異性，組織特異性，
組織特異性の喪失の問題が混然としながら議論されてきた．
Hollandらはマウスの培養細胞はポリオウイルス感受性を
持たないが，ウイルスゲノム RNAをトランスフェクショ
ンするとウイルスの増殖が起こることから PVRが細胞のウ
イルス感受性を決定する因子として重要であることを示し
た 15, 16）．これは種特異性に対する回答であるが組織特異
性も同様に考えられており，感受性のない生体内の内臓組
織には PVRが発現しておらず，培養と同時に PVRが発現
しウイルス感受性を獲得すると漠然と考えられていた（図 2）．
Ren & Racanielloは PVR遺伝子が単離された後この仮説
を検証すべく PVRを発現する tgマウスの腎を用いて実験
した 17）．まず in situ hybridizationでマウス生体内の腎を
調べると培養する前から PVR mRNAは発現していること
がわかった．PVR-tgマウスの腎をトリプシンやコラゲナー
ゼなどのタンパク質分解酵素を用いて分散させ初代培養細
胞を調整することができる．PVR-tgマウスの腎を分散させ
る処理をした直後は，細胞は生きているもののシャーレに
は付着せず浮遊している．一部の細胞が付着して増殖をは
じめ 1週間程培養を続けるときれいな単層培養となるが，
この単層培養細胞ではウイルスは増殖することができる．
培養開始直後の細胞はタンパク質分解酵素処理によっても
PVRが消化されている訳ではなく，ウイルスの結合が起こ
ることにより機能をもつ PVRが発現していることが確認さ
れた．しかしウイルスの増殖性はみられなかった．ところ

図 2 培養細胞のポリオウイルス感受性メカニズムの仮説

PVRや IRES trans-activating factorsなどウイルス複製に必要な因子が培養とともに発現が上昇することによってウイルス感

受性を獲得するとかつては考えられていたが，Racanielloらの実験によってその可能性が否定された．
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が 24時間以上経過してからは細胞が浮遊状態であってもウ
イルスの増殖が認められたと報告している．これらのこと
から彼等は in vivoでは発現していなかった PVRが培養操
作の後に発現することによってウイルスの感受性が獲得さ
れたのではないこと，しかも重要な変化はウイルスが吸着
したあとのステップで起こっていることを結論した．そし
て彼等はポリオ感染の組織による感受性の違いを規定して
いる機構と培養の前後でウイルス感受性の違いを規定して
いる機構は同じものではないかと考えた．
次に培養の際に変化してウイルス感受性に変化を与える候
補と考えられたものは internal ribosome entryによるウイル
スタンパクの複製開始効率の変化であった（図 2）．Pelletier
& Sonenbergによってポリオウイルスの 5’非翻訳領域にウイ
ルスタンパクの翻訳開始に必須の internal ribosome entry
site（IRES）が発見され 18），IRESに結合して IRESを活性化
する IRES trans-activating factorsとして polypyrimidine
tract-binding protein（PTB），La autoantigen, poly riboC-
binding protein-2（PCBP-2），unrなどが同定された 19-23）．
これらの宿主因子が不足するとウイルスタンパクの翻訳開
始効率が低下するためにウイルスは増殖できにくくなる．
しかし，これらの候補も Racanielloらの実験によって否定
された．Kauder & Racanielloは IRESを含むレポーター
遺伝子を発現する組換えアデノウイルスを作成し，マウス
に感染させた．このレポーター遺伝子は非神経系以外でも
発現し，培養前の生体内でも IRESは機能しうることを示
した 24）．彼らは細胞のウイルス感受性に関与しているステ
ップはウイルスの吸着，侵入，さらにウイルスのタンパク
合成開始よりもあとのステップであると結論した．

5．インターフェロン（IFN）応答と組織特異性

我々は組織特異性を決定する要因として I型 IFN応答の
組織による違いが重要であることを明らかにした 25-27）．こ
れを明らかにする過程は最近の総説ですでに述べたので結
論だけを簡潔に述べる．PVR-tgマウス生体内の非神経系組
織でポリオウイルスの増殖が非常に困難なのはウイルス感
染すると IFN応答が速く，強く起こり複製が妨げられるた
めである．IFN応答が起こらない I型 IFNレセプターノッ
クアウトマウス 28）と PVR-tgマウスを交配した PVR-tg/
Ifnar KOマウスにおいては通常ウイルスの増殖がみられ
ない組織においてもウイルスは増殖することができた．こ
のことは PVRを発現している多くの（すべてかどうかは不
確定ではあるが）組織では潜在的にウイルスは複製可能で
あることを示している．非神経系組織では速く，強い IFN
応答が起こる理由として，これらの組織では神経系組織と
比較して，感染が起こっていない状態においても IFN応答
に必要な遺伝子群がより高いレベルで発現していることが
考えられる．すなわちこれらの組織では抗ウイルス状態を
実現するために必要な 2’-5’ oligoadenylate synthetase

（OAS）, protein kinase R（PKR）などがはじめから発現
していてウイルスの増殖に抵抗しており，さらに RIG-I,
MDA529, 30）のような二本鎖 RNAの検出装置，IRF-731）の
ような I F N 遺伝子の転写に関わる転写因子， I F N -
stimulated genes（ISG）の転写に関わる IRF-9, STAT-1,
STAT-2がより多く発現しているためウイルス感染開始直
後からより速く応答することができる．1970年代より低濃
度の IFNで培養細胞を前処理するとより速く，より強い
IFN応答が起こることが知られておりプライミングと呼ば
れている 32）．これは IFN応答に関与する上記遺伝子はそ
れ自身が IFNによって誘導され，正のフィードバックルー
プを形成しているためである 33, 34）．しがたってプライミ
ングされた細胞では準備万端整っているので応答が起こり
はじめると一気に強い抗ウイルス状態となるのでますます
ウイルス側に不利な状況となる 35, 36）．一方ウイルスは複
製し始めるとプロテアーゼ 2Aや 3Cの働きにより宿主細胞
のタンパク合成を阻害したり，IFN誘導に関与する転写因
子 NF-κBを切断するなどして IFN応答を抑制することが
知られている 37-39）．通常 HeLa細胞などにポリオウイルス
を感染させても IFNの産生はないことが知られているが，
これはそのような IFN応答抑制が感染後早期に起こるため
と考えられる．従って IFN応答とウイルス増殖のどちらが
先手をとるかが大きな問題になり，それによって感染細胞
あるいはウイルス増殖の運命が決定される（図 3）．ポリオ
ウイルスに対して抵抗を示す非神経系組織中の細胞はすで
に IFN応答の側が先手をとっている格好になっている．こ
のような結果から単層培養を形成する初代培養細胞や株化
細胞でポリオウイルスが効率よく増殖できるのは，この
IFN応答によるウイルス複製阻害が起こらなくなっている
ためではないかと考えた．

6．培養細胞のポリオウイルス感受性と IFN応答

もし上記の説が正しいのであれば，培養細胞のウイルス
感受性の獲得（組織特異性の喪失）は細胞の IFN応答が低
下するために起こるのではないかと推定することができる．
この仮説に基づき PVR-tgマウス腎細胞の培養にともなう
IFN応答の変化を調べた 40）．まず，生体の腎と初代培養細
胞での ISGの発現量を調べた．表 1に示すようにMDA5
STAT-1, STAT-2, IRF-7, IRF-9 などの発現量が半分以下に低
下していた．また実際の IFN応答の素速さを調べるため，
PVR-tg マウス個体にはポリオウイルスを静脈内接種し経
時的に腎の OAS1a mRNAの発現を調べ，初代培養細胞で
はさまざまなmoiでポリオウイルスを感染させ，経時的に
OAS1a mRNAなどの発現を調べた．生体内では応答は 6
時間以内に起こり OAS1aの上昇が見られた．一方培養細
胞ではどのような moiで感染させた場合も OAS1aの上昇
は見られなかった（図 4）．同様にマウス個体では感染後 6
時間以内に IFN-βの誘導が見られたが，培養細胞ではごく
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図 3 ウイルス増殖に対する IFN によるプライミング効果

細胞を低濃度の IFNで前処理すると RIG-I, MDA5, IRF-7, IRF-9, STAT-1, STAT-2などの ISGの発現量が増加する．これにより

RIG-I, MDA5によるウイルス RNAの検知，IFN遺伝子の転写，ISGの転写をすぐに行うことができるので，速く強い IFN

応答が可能となり，ウイルスの増殖は抑制される．このとき子孫ウイルスよりも先に多くの IFNが産生され近傍の細胞にも供

給されるのでこれらの細胞も含めてウイルス増殖は困難となる．in vivoにおいてはこのような状態にある組織に病変が生じ
ることはない．

一方プライミングされていない細胞ではウイルスタンパクがある程度蓄積すると宿主細胞の翻訳の停止，NF-kBの切断などが

起こり，IFN応答を行うことができなくなると考えられる．これによってウイルスは効率よく増殖して感染細胞は死に至る．

細胞は IFNをほとんど産生できないので，近傍の細胞も IFNを受け取ることなく，増殖した子孫ウイルスの感染を受けてし

まうことになる．そのため感染の連鎖が起こりウイルスは効率よく増殖する．

表 1 培養による遺伝子の発現量の変化

さまざまな遺伝子の mRNAを定量的 RT-PCRで測定し，in vivoの腎の値を 100として in vitroの腎細胞での発現量を示し
た．MDA5, IRF-7, IRF-9, STAT-1, STAT-2などの ISGの発現量が低下している．このために速く強い IFN応答の能力を失った

と考えられた．一方 PVR, IRES trans-activating factors，あるいは GAPDHの発現量の低下はみられない．

RIG-I

MDA5

STAT-1

STAT-2

IRF-7

IRF-9

PVR

PTB

La

PCBP-2

unr

GAPDH

in vivo

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

in vitro

85

42

28

21

16

38

137

81

115

91

90

98
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わずかな IFN-β mRNAが観察されたのみであった．ポリ
オウイルスの複製は 6時間程度要することから IFNや ISG
の誘導が 6時間以内に起こるか否かはウイルスの感染が広
がるか，広がりが食い止められるかには決定的に重要であ
るに違いない．
そこで今度は逆に PVR-tgマウス由来の腎細胞に低濃度

の IFNを作用させウイルス感染前からこれらの遺伝子の発
現レベルを上昇させたのちウイルス感染を行った．すると
このプライミング効果により 6時間以内に IFN-βが上昇
し，高moiで感染させた場合を除いて細胞はウイルスに対
して抵抗性を示した．すなわち ISGの発現レベルを上げて
おけば初代培養細胞といえども生体内の腎細胞と同様にウ
イルス抵抗性を示すことができた．
ポリオウイルスがよく増殖する HeLa細胞では応答はさ

らに鈍化していてどのようなmoiでポリオウイルスを感染
させても IFN-βはまったく発現せず，OAS1遺伝子の上昇
も観察されなかった．また HeLa細胞以外の複数の株化細
胞でも少なくとも RIG-I，MDA5，IRF-7，IRF-9などのい
ずれかの発現レベルが低くなっており，IFNの誘導も見ら
れなかった．初代培養細胞よりも株化細胞で IFNの誘導が
見られない傾向は強いので，細胞を継代していく過程で
IFN応答は鈍化していくか，生育可能な細胞を培養してい
く操作自体が IFN応答の鈍い細胞を選択していることにな
っている可能性がある．いずれにしても生体の中と異なっ
て培養細胞では IFN 応答を維持し続けることが困難なよ

うである．細胞の増殖能力と IFN応答性の関係は興味深
い．がん細胞をさまざまなウイルスを用いて死滅させるこ
とが行われているが，特異的に感染させることができるの
はこれらの細胞のウイルス抵抗性が生体内においても培養
細胞と同様に低いためであるからかも知れない．
一方で Racanielloらの実験によって変動している可能性
が否定された PVRや IRES trans-activating factorsの発現量
は彼らの予想通りあまり変化がなかった（表 1）．したがっ
て組織から培養細胞へと環境が変化して細胞がポリオウイ
ルス感受性を獲得する際にもっとも大きな影響を与えるの
は IFN応答であると結論した．

7．終わりに

一見非常に矛盾している生体内とシャーレの中の細胞の
ポリオウイルス感受性の違いは IFN応答という共通のキー
ワードで非常に簡単に説明できることが判明した．ポリオ
ウイルスが複製できるかできないかはどのような場合でも
IFN応答が強く起こるかどうかという点に制限を受けてい
る．このようなメカニズムを IFN response-restricted
tropismと呼ぶことを提唱したい．生体内で組織によって
IFN応答の程度が異なったり，培養を開始したりすると
IFN応答が低下するのはどのようなメカニズムによるのは
現在不明である．生体内において感染が起こっていない時
の ISGの発現レベルは消化管でもっとも高い．食物の摂取
とともに侵入してくるウイルスに対して警戒し防御態勢を
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図 4 マウス個体中の腎と培養腎細胞の OAS1a の誘導

PVR-tgマウスに 108 PFUのポリオウイルスを静脈内接種し経時的に OAS1a mRNAを定量的 RT-PCRで測定した．また培養

腎細胞にmoi 10でウイルスを感染させ，経時的に OAS1a mRNAを定量的 RT-PCRで測定した（左）．マウス個体中では十分な

OAS1aの誘導が見られるが，培養細胞ではどのようなmoiでウイルスを感染させた場合でも誘導はみられない（右）.
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はじめからとっているかのようである．さまざまな状況に
おける IFN応答の違いを生む機構はさらに研究を要する課
題である．
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Poliovirus is the causative agent of poliomyelitis. It replicates efficiently in the neurons in the cen-
tral nervous system and produces severe pathological lesions. It cannot replicate well in the non-neur-
al tissues.  In spite of this strict neurotropism in vivo, however, it can replicate in cells of monolayer
cultures derived from almost any tissues of primates as Enders and colleagues initially shown.  It was
supposed that cellular changes during the process of cultivation were required for acquisition of sus-
ceptibility.  This question remained unsolved for a long time.  We have recently shown that cells in
culture acquire poliovirus susceptibility by loosing rapid and robust interferon response that has been
normally maintained in tissues in vivo.


