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〈要 約〉

　妊婦へのジカウイルスへの感染と胎児の重篤な先天性の異常が関連づけられているが，ジカウイルスの母子感染の機序についてはほとんど解明されていない．今回，筆者らは，妊娠中期あるいは妊娠後期の胎盤に由来する初代培養細胞，および，妊娠初期の胎盤の絨毛膜絨毛の組織片に対しジカウイルスのプロトタイプ株および病原株の感染を試みた．ジカウイルスはウイルスの侵入に必要な宿主のタンパク質であるAxl，Tyro3，TIM1を発現する栄養膜細胞，血管内皮細胞，線維芽細胞，Hofbauer細胞，羊膜上皮細胞，栄養芽細胞前駆細胞，絨毛膜絨毛の組織片に感染し，ウイルスのタンパク質であるNS3およびEを発現した．また，妊娠中期の羊膜から単離した羊膜上皮細胞のほうが，妊娠後期の羊膜上皮細胞よりも力価の高い子孫ウイルスを産生した．さらに，ウイルスとTIM1との結合を阻害する環状ペプチドであるデュラマイシンによりジカウイルスの感染は阻害された．これらの結果より，ジカウイルスの妊婦から胎児への垂直感染経路として，基底脱落膜から胎盤を介する経路，および，胎盤を介さずに壁脱落膜から感染する経路の2つの可能性があることが明らかにされた．また，TIM1を標的とすることによりジカウイルスの感染を抑制できることが考えられた．

はじめに

　ジカウイルスはフラビウイルス科に属し，蚊により媒介される．ほとんどの場合，感染しても症状がないか軽症ですむ．しかし，2007年にミクロネシア連邦のヤップ島，2013年にフランス領ポリネシアにおいて流行がはじまり，2015年以降，ブラジルを含む中南米やカリブ海において流行が持続し，流行地が急速に拡大している．さらには，ジカウイルスとGuillain-Barre症候群との関連も明らかにされた1,2)．妊娠初期にジカウイルスに感染することにより胎児が感染し小頭症や重篤な脳障害などの先天性の異常が多発しており，流産，死産，胎児の発育の不全も報告されている3,4)．胎児が小頭症と確認された妊婦の羊水や胎盤，小頭症により死亡した新生児の脳のグリア細胞やニューロンからはジカウイルスのRNAが検出されている4,5)．しかし，ジカウイルスがどのような機序により胎盤さらには胎児に感染するのかについては解明されていない．

　胎盤は母体と胎児のあいだの栄養および老廃物の輸送やガス交換を行うとともに，種々のホルモンや成長因子を産生しており，正常な胎児の発育において重要なはたらきを担う．胎盤は胎児に由来する絨毛膜絨毛および母体に由来する基底脱落膜から構成される．妊娠初期の絨毛膜は栄養膜細胞，絨毛の表面をおおう合胞体栄養細胞，絨毛間質から構成され，間質には胎児の血液が流れる．絨毛外性の栄養膜細胞は増殖して分化し，基底脱落膜のらせん動脈壁と置換するよう浸潤する（中間型の栄養細胞）．妊娠15週ごろまでには，胎盤の発達にともない子宮の内面をおおう壁脱落膜は羊膜が融合した絨毛膜板と隣接するようになる．羊膜は羊水と胎児を包む一層の膜で，胎児の側は羊膜上皮細胞によりおおわれており，絨毛膜板には壁脱落膜へと浸潤する栄養膜細胞に分化する栄養芽細胞前駆細胞が存在する6)．

　フラビウイルス科のデングウイルスの細胞への侵入に必要な宿主のタンパク質としてTyro3，Axl，TIM1が同定されている7,8)．TIM1はデングウイルス，西ナイルウイルス，エボラウイルスのエンベロープに存在するホスファチジルセリンおよびホスファチジルエタノールアミンと直接に結合する9)．さらには，DC-SIGN，Axl，Tyro3，TIM1はジカウイルスの皮膚線維芽細胞，表皮角化細胞，未熟樹状細胞への侵入を促進し，とりわけAxlが重要な役割を担うことが報告された10)．

1．ジカウイルスは妊娠中期および妊娠後期の胎盤に由来する初代培養細胞と妊娠初期の胎盤の絨毛膜絨毛の組織片に感染する

　ジカウイルスが胎盤に由来する初代培養細胞に感染するかどうか，羊膜上皮細胞，栄養芽細胞前駆細胞，絨毛間質の線維芽細胞，栄養膜細胞，血管内皮細胞にジカウイルスのプロトタイプ株を感染させたところ，すべての細胞においてウイルスのタンパク質であるEおよびNS3の発現がみられた．なかでも，羊膜上皮細胞は感染に対する感受性がもっとも高く，かつ，培養液にもっとも高力価の子孫ウイルスを産生した．さらに，羊膜上皮細胞は2016年にニカラグアにおいて分離された病原株にも容易に感染した．また，妊娠中期の羊膜から単離した羊膜上皮細胞のほうが妊娠後期の羊膜上皮細胞よりも高力価の子孫ウイルスを産生した．絨毛膜絨毛の組織片の器官培養においては，絨毛外性の栄養膜細胞および中間型の栄養膜細胞であるHofbauer細胞においてウイルスのタンパク質の発現がみられた．感染した絨毛外性の栄養膜細胞においては細胞増殖のマーカーであるKi67の発現が低下していた．以上の結果より，ジカウイルスのプロトタイプ株および病原株とも，妊娠中期および妊娠後期の胎盤に由来する初代培養細胞に対し感受性を示し，感染により絨毛外性の栄養膜細胞の増殖が阻害されることがわかった．

2．胎盤に由来する初代培養細胞におけるジカウイルスの感染に必要な宿主のタンパク質の発現

　ジカウイルスは胎盤に由来する初代培養細胞に感染したことから，これらの細胞における感染に必要と考えられている宿主のタンパク質の発現についてイムノブロット法により検討した．感染に必要な宿主のタンパク質のうちTIM1の発現については，栄養膜細胞における発現はドナーあるいは細胞の分化の程度により異なり，分化につれて発現が減弱する傾向が認められた．羊膜上皮細胞の培養細胞においてはドナーあるいは妊娠時期に関係なく一貫して強く発現し，栄養芽細胞前駆細胞，絨毛間質の線維芽細胞，血管内皮細胞においては低程度から中程度に発現していた．一方，Axlの発現は細胞型，ドナー，細胞の分化の程度によりまちまちであり，栄養膜細胞においてはTIM1と異なり，分化につれて発現が強くなる傾向が認められた．また，妊娠後期の細胞を単離するまえの組織においては発現しておらず，培養により発現することがわかった．Tyro3の発現も細胞型，ドナー，細胞の分化の程度により異なり，羊膜上皮細胞には発現のみられない細胞もあった．

3．組織におけるジカウイルスの感染に必要な宿主のタンパク質の発現

　表皮角化細胞におけるジカウイルスの感染においてはAxlがもっとも重要であることから10)，妊娠中期の脱落膜，胎盤，胎児膜の生検組織においてAxlの発現および局在を蛍光免疫染色法により検討した．Axlは基底脱落膜においては脱落膜細胞および脱落膜に深く浸潤した栄養膜細胞（中間型の栄養細胞）に発現していた．絨毛膜絨毛においてはHofbauer細胞，血管内皮細胞，絨毛間質の線維芽細胞，羊膜-絨毛膜板においては羊膜上皮細胞，栄養芽細胞前駆細胞に発現がみられた．

　さらに，31例の妊娠中期および後期の組織のパラフィン切片を免疫染色した．Axlの発現は羊膜および絨毛において多様であり，妊娠後期の羊膜において発現は認められず，基底脱落膜および壁脱落膜において発現が認められた．Tyro3は羊膜上皮，基底脱落膜，壁脱落膜に発現していたが，絨毛膜絨毛において発現はみられなかった．一方，TIM1は妊娠期間をとわずすべての組織において一貫して強く発現していた．以上より，AxlおよびTyro3の発現はドナー，妊娠期間，組織における細胞の局在により異なることがわかった．

4．TIM1の阻害ペプチドはジカウイルスの胎盤に由来する細胞への感染を阻害し絨毛膜絨毛の組織片への感染を減弱する

　ジカウイルスはTyro3の発現とは関係なくAxlやTIM1を発現する絨毛膜絨毛あるいは羊膜-絨毛膜板に由来する細胞に感染したことから，AxlおよびTIM1が胎盤細胞へのジカウイルスの感染に必要な宿主のタンパク質として機能すると考えられた．しかし，Axlの発現は妊娠後期の羊膜の生検組織および培養のまえの組織において認められなかった．そこで，Axlの特異的な阻害剤であるR428がジカウイルスの感染を抑制するかどうか検討したところ，高濃度のR428により感染は40～50％ほど抑制された．
　TIM1はすべての培養細胞およびすべてのドナーのどの組織においても広く発現していたことから，放線菌に由来する環状ペプチドであるデュラマイシンを用いてジカウイルスの感染を阻害することができるかどうか検討した．デュラマイシンはウイルスのエンベロープに存在するホスファチジルエタノールアミンと結合し，ジカウイルスともっとも近縁のデングウイルスがTIM1を発現する細胞に感染するのを阻害する．その結果，妊娠中期および妊娠後期の羊膜上皮細胞において，デュラマイシンはジカウイルスのプロトタイプ株の感染を強く阻害した．また，デュラマイシンはプロトタイプ株の栄養芽細胞前駆細胞，絨毛間質の線維芽細胞，血管内皮細胞への感染も阻害し，病原株の羊膜上皮細胞あるいは栄養膜細胞への感染も同様に阻害した．
　デュラマイシンがin vivoに近い状態においてジカウイルスの感染に影響をおよぼすかどうかを検討した．デュラマイシンを処理したジカウイルスのプロトタイプ株を妊娠初期の絨毛膜絨毛の組織片に感染させたところ，デュラマイシンを処理しなかったジカウイルスの感染と比べ，子孫ウイルスの力価は95％以上も減少した．これらの結果より，デュラマイシンは妊娠中期および妊娠後期の胎盤の初代培養細胞におけるジカウイルスの感染を阻害するが，Axlの阻害剤による感染の阻害効果は低いことが示された．さらに，デュラマイシンは絨毛組織片へのジカウイルスの感染の阻害にも有効であった．

おわりに

　この研究により，ジカウイルスは胎盤から単離されたさまざまな細胞および胎盤組織に感染し子孫ウイルスを産生することがわかった．とくに，胎児をとりかこむ羊膜上皮細胞が感染しやすく，しかも，妊娠後期よりも妊娠中期においてより高力価の子孫ウイルスが産生された．このことから，妊婦が胎児の脳の発達においてもっとも重要な時期である妊娠初期から妊娠中期にジカウイルスに感染すると，胎児が羊水のより高力価のウイルスにさらされることが考えられた．感染した細胞の局在およびさまざまな細胞のウイルスに対する感受性から，ジカウイルスの感染経路は，妊娠初期においては子宮が隣接する胎盤に接する基底脱落膜から胎盤を介する経路であり，妊娠中期から妊娠後期においては胎盤を介さない経路，すなわち，子宮と胎児膜とが接触するようになる壁脱落膜から羊膜-絨毛膜板の栄養膜細胞，栄養芽細胞前駆細胞，羊膜上皮細胞などさまざまな細胞に感染することにより胎児へ感染が伝播する可能性が考えられた（図1）．
　組織片の器官培養の結果から，ジカウイルスの感染により栄養膜細胞の増殖が阻害されることが考えられた．栄養膜細胞の増殖の阻害により，栄養膜細胞の子宮への浸潤の阻害，胎児へ栄養を輸送する子宮のらせん動脈の置換の抑制につながる．その結果，ジカウイルスの感染において報告されている胎児の発育の不全につながることが示唆された．

　さらには，胎盤細胞へのジカウイルスの感染においては宿主のタンパク質であるTIM1が重要な役割を担い，デュラマイシンは胎盤の細胞および組織へのジカウイルスの感染を効率よく阻害することが示された．TIM1はジカウイルスと同じフラビウイルス科に属する西ナイルウイルス，デングウイルス，さらには，フィロウイルス科に属するエボラウイルスの感染に必要な宿主のタンパク質であり，デュラマイシンはこれらのウイルスの感染を阻害することが報告されている9,11,12)．デュラマイシンは一般的には動物薬として使われ，現在，膿疱性線維症の患者において臨床試験が行われている．今後，TIM1を標的とした新薬の開発，および，先天性の感染への広範囲での適用が期待される．また，ジカウイルスの先天性の感染の機序の解明や，抗ウイルス薬の効果の判定などに胎盤組織片の器官培養の系が有用となるであろう．
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〈図説明〉

図1　妊娠初期および妊娠中期から妊娠後期におけるジカウイルスの垂直感染経路のモデル
ジカウイルスの妊婦から胎児への垂直感染経路においては，妊娠初期には，基底脱落膜から基底脱落膜へ浸潤する栄養膜細胞（中間型の栄養細胞），絨毛膜絨毛，胎児の血流へという経路と，妊娠中期から妊娠後期には，壁脱落膜から壁脱落膜へ浸潤する栄養膜細胞，絨毛膜板の栄養芽細胞前駆細胞，羊膜の羊膜上皮細胞などのさまざまな細胞に感染し，感染した羊膜上皮細胞から羊水へと子孫ウイルスが分泌され胎児へと感染する経路の，2つの経路が存在する可能性が示唆された．
