
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年 ６月 １日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

SV40の腫瘍ウイルスとしての意義を解明するため，日本，韓国，台湾における悪性中皮腫，髄
膜腫症例を対象に SV40-DNA の存在を PCR 法によって検討した．悪性中皮腫では，PQ，SV，NK
フラグメントは日本 35症例中 7，0，0症例に検出された．韓国 4，台湾 5 症例ではすべて陰性
であった．髄膜腫では，PCR 増幅が安定している NK 断片で検討した場合，検出率は日本 3.1%
（5/159），韓国 2.5%（6/244）であった．日本，韓国，台湾における中皮腫における SV40の関
与は共通して乏しいが，髄膜腫については日本，韓国ともに低頻度ではあるが関与の可能性が
あり，分子疫学的検討がさらに必要である． 
 
研究成果の概要（英文） 
The significance of SV40 as an oncogenic vrus was evaluated in mesothelioma and menigioma 
of Japan, Korea, and Taiwan by PCR of SV40-DNA. PQ, SV and NK fragments of SV40-DNA were 
amplified in 7, 0 and 0 cases of 35 Japanese mesotheliomas, Four Korean and five Taiwan 
mesotheliomas showed no  amplification of three fragments of SV40. On the other hand, 
NK fragments were amplified in low frequencies, 3.1% (5/159) in Japanese and 2.5% (6/244) 
in Korean meningiomas. SV40 has little relationship with mesotheliomas in Japan, Korea, 
and Taiwan. On the other hand, SV40 has definite relationship with menngiomas in Japan 
and Korea with low frequencies, suggesting necessity for further molecular epidemiologies 
on this topic. 
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１．研究開始当初の背景 
simian virus 40 (SV40) は，ポリオーマウ
イルス科に属する環状 2重鎖の DNAウイルス
である．1960年に発見されてまもなく，SV40

感染によってハムスターに中皮腫などの腫
瘍が発生すること，ヒト初代培養細胞をトラ
ンスフォームすることが見いだされた．さら
に，SV40 ウイルスの large T antigen（Tag）
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が，P53，Rb に関連した蛋白と結合し，これ
らを不活化すること，テロメラーゼあるいは
増殖因子などを活性化することなどが明ら
かになっている． 
  ヒト腫瘍との関連性については，米国で
1955 年から 62 年までに接種されたポリオワ
クチンに SV40が混入していたことから，1970
年代に疫学的に検討された．当時は，血清中
の抗体を指標に検討され，ワクチン接種者か
らの癌発生の危険性は非接種者に比べ高く
なっていることはない，と結論された．しか
し，これらの研究で用いられた抗体の特異性
は低く，SV40以外のポリオーマウイルス，BK 
virus（BKV）や JC virus（JCV）を認識する
もので，癌との関連性を否定するには不十分
な検討であった．しかもその後の研究により，
SV40 は汚染ワクチン接種の有無に関わらず
10%程度のヒトに不顕性感染を認めるとも言
われている．ちなみに，BKV はヒトに普遍的
に感染が見られ，臓器移植後などで免疫不全
状態に陥ると出血性膀胱炎をきたす．感染部
位は主には腎臓である．また，JCV は成人の
健常人において 70%程度に不顕性感染がみら
れ，免疫不全状態になると進行性多巣性白質
脳症を引き起こす． 
1990 年代に入り，PCR 法によって SV40 の

遺伝子断片が種々のヒト脳腫瘍に高率に検
出されるという報告（Bergsagel DJ et al. N 
Engl J Med 326:988, 1992）が契機となって， 
SV40 とヒト腫瘍の関連性が再び注目を浴び
るようになった．これまでに検出率が高いと
された腫瘍は，脳腫瘍（脈絡叢乳頭腫，上衣
腫，髄芽腫），悪性中皮腫，骨肉腫，そして
非ホジキンリンパ腫などである（Vilchez RA, 
Butel JS, Clin Microbiol Rev 17:495, 2004）．
脳腫瘍に関しては，SV40 によってトランスフ
ォームした培養細胞を扱っていた科学者に
髄膜腫が発生，その組織内の SV40 の塩基配
列が培養細胞内の SV40 の配列と同一であっ
たことから，実験室内で感染し発症した可能
性が高い，というショッキングな症例報告も
ある（Arrington AS et al. Oncogene 23:2231, 
2004）． 
社会的影響という点では，悪性中皮腫との

関連性が重要である．悪性中皮腫と石綿
（crocidolite）との関係は 1960年来ほぼ確
立されているが，実際，悪性中皮腫が発生す
るのは，アスベスト暴露歴のある人の 5％に
過ぎない．このため，アスベストとは別の付
加的な因子の存在が想定されていたが，1994
年に Carbone らは，悪性中皮腫において SV40 
DNA が 60%と高率に検出されることを報告し
た（Oncogene 9:1781,1994）． 
 

２．研究の目的 

疫学的調査を含め，SV40 の腫瘍ウイルスと
しての意義について検討することを目的と

した．とくに，脳腫瘍（髄膜腫），悪性中皮
腫について日本のみならず，アジア（韓国，
台湾など）諸国と比較することにより新たな
知見が得られる可能性があると考えた． 
 なお，研究開始後に新たなポリオーマウイ
ルス，メルケル細胞癌ポリオーマウイルス
（merkel cell carcinoma polyoma virus，
MCPyV）が発見された．MCPyV は皮膚のメルケ
ル細胞癌に高率に検出され，腫瘍化に関わっ
ている可能性が示唆されている（Feng et al. 
Science 319:1096, 2008）．その存在につい
ても検討を追加した． 
 
３．研究の方法 
(1) 資料収集： 
日本，韓国，台湾の諸施設に資料収集につい
て協力を要請し，症例はすべて匿名化した上
で，ホルマリン固定パラフィン包埋材料を収
集した． 研究の協力に際しては，各施設に
おいて倫理委員会に申請を行い，許可を得た． 
 中皮腫細胞株については， ATCC より
MST0211H，NCI-H226，NCI-H2452，NCI-H28，
NCI-H2052 の 5 株，理研より RIKEN2292，
RIKEN2293 の 2株を購入した． 
 
(2) SV40の検出： 
Manfredi らの方法に準拠し（ Cancer Res 
65:2005），Primer PQ (5027-4911)，Primer SV 
(4476-4372)，PrimerN’K’(3106-2966)の三
フラグメントの増幅で SV40 の有無を検討す
る． 

SV40ウイルスの DNAフラグメント検出に関
する技術的な問題については，Poulin Dl, 
DeCaprio の総説（J Clin Oncol 26:4356, 
2006）に詳述されている．図１の黒，赤矢頭
で示したフラグメントが，実験室で頻用され
ているプラスミドベクターに組み込まれて
おり，偽陽性の原因となり得る． 

今回，我々の対象がホルマリン固定，パラ
フィン包埋標本された材料であることから，
増幅フラグメントの長さを 200bp以下に設定
しておく必要性がある．このため，プライマ
ーの設計については，Manfredi らの方法に準
拠することにした（Cancer Res 65:2005）．
図２に示すように，これまでの多くの研究は
SV.for3，SV.rev で挟まれた large T antigen 
(LTA) 105bp フラグメントを増幅している．  
 
 
 
 
 
 

 
図１ SV40LTA と隣接するウイルス DNA 
 
 

 

 



 

 

この部位は図１に示す黒矢頭の部位で，Rb蛋
白と結合する部位に相当するが，同時に偽陽
性となり得る部位である． 
一方，この部位以外にも，SV40のトランス

フォーメーションに重要な部位が 3箇所存在
し，今回採用する方法では，増幅の標的が 2
箇所追加された形になっている（ P/Q，
N’/K’）．増幅されたフラグメントについて
は，塩基配列決定による確認を行った．PQ，
SV，N’K’フラグメントの長さは，各々，117，
105，141bp である． 
 

 
 
 
 
 
 
 

図２ SV40-DNA 検出のためのプライマー 
 
 
 PCR の条件については，SV40-SV のアニー
リング温度 58℃，30 秒であり，SV-PQ，
SV-N’K’は 53.5℃，30 秒とし，すべて  
60cycle で行った． 
 なお，cdc25 フラグメント（100bp）の増幅
を同時に行い，増幅の可能であった検体につ
いて評価を行った． 
 
（3）DNA メチル化との関係： 
Toyooka らの報告（Oncogene 21:4340, 2002）
によれば， SV40 の感染を認める中皮腫細胞
株では癌関連遺伝子のプロモター領域にメ
チル化が高率に生じているとしている．この
点についてもメチル化特異的 PCR（MS-PCR）
を用い検討を加えた． 
 
(4)メルケル細胞癌ポリオーマウイルス
（MCPyV） 
MCPyV の検出について，Katano らの方法（J 
Med Virol 81:1951. 2009）を採用し， 6 箇
所の配列を標的として PCRを行うこととした．
メルケル細胞癌組織を陽性対照として PCRに
よる検出条件を設定し，その特異性を確認し
た． 
 
４．研究成果 
(1)資料収集： 
 平成 20，21年度には国内，自治医科大学，
愛知がんセンターに協力を要請した．韓国，
台湾については，平成 20 年度（2008 年 8 月
18-20 日），平成 21 年度（2009 年 6 月 25-27
日）韓国啓明大学病理学教室を訪問，また平
成 21 年度（2010年 3月 8-11 日）台湾彰化基
督教医院を訪問した．さらに平成 22 年度
（2010 年 10 月 6-8 日）に韓国ソウル大学病

理学教室を訪問した． 
以上の結果，中皮腫に関しては，東大 12

症例，自治医科大学 10 症例，愛知がんセン
ター14症例，韓国啓明大学 4症例，台湾彰化
基督教医院 5症例のホルマリン固定パラフィ
ン包埋材料を得た．また，髄膜腫については，
東大 164 症例，韓国啓明大学 32 症例，韓国
ソウル大学 225 症例を対象とした． 
 
(2) 中皮腫における検討：  
①SV40-DNA断片の検出： 

Manfredi らの方法に準拠し，Primer PQ 
(5027-4911) ， Primer SV (4476-4372) ，
PrimerN’K’(3106-2966)の 3つの領域の DNA
フラグメントの増幅により SV40 の有無を検
討した． 
 まず，中皮腫細胞株について検討した．陽
性コントロールとして SV40LTAをトランスフ
ェクションした cos7，HEK297 細胞株を用い
た．検索した 7 株，3 フラグメントすべてに
ついて陰性であった．Toyooka らの報告では，
NCI-H28，NCI-H2052 では SV40-DNA フラグメ
ントの存在が報告されているが，異なる結果
となった． 
 

 
 
 
 
 
 
 
図３ 中皮腫細胞株における SV40-DNA 
 
 
 
 
 
 

 
次に，悪性中皮腫臨床検体について，日本 

（東大，自治医大，愛知がんセンター）36例，
韓国 4例，台湾 5症例のホルマリン固定パラ
フィン材料より抽出した DNA を用い，
SV40-DNA の存在について検討した（表１）． 
 
表１悪性中皮腫における SV40-DNAの検出 

 症例数 PQ SV N’K’ 

東大 12 0 0 0 

自治医大 10 3 0 0 

愛知がんセ 13 (1)
＊ 

4 0 0 

韓国啓明 4 0 0 0 

台湾彰化 5 0 0 0 

計 44 7 0 0 

＊：括弧内の数字は外数．cdc25 増幅がみら
れなかったため除外．  
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1: CMV-SV40ベクターをトランスフェクションし

た co7，2：CMV-SV40 ベクターをトランスフェク

ションした HEK297， 3-10：中皮腫細胞株

（MST0211H，NCI-H226，NCI-H2452，NCI-H28，

NCI-H2052，RIKEN2292，RIKEN2293） 



 

 

 
PQ フラグメントが増幅される検体が少数

認められたが，SV フラグメント，N’K’ フ
ラグメントについては，すべて陰性であった． 
 
②DNA メチル化との関係： 
Toyooka らの報告（Oncogene 21:4340, 2002）
によれば， SV40 の感染を認める中皮腫細胞
株では癌関連遺伝子のプロモター領域にメ
チル化が高率に生じている． NCI-H28，
NCI-H2052 において RASSF1A のメチル化を検
討したところ，彼らの報告と同様，メチル化
が確認できたが，SV40の感染は確認できなか
った． 
 
③メルケル細胞癌ポリオーマウイルス
（MCPyV） 
MCPyV は新たなポリオーマウイルスで皮膚の
メルケル細胞癌に高率に検出され，腫瘍化に
関わっている可能性が示唆されている．そこ
で，MCPyV の存在についても検討を加えた（表
２）． 
 
表２悪性中皮腫における MCPyV-DNAの検出 

 症例数 ST LT1 VP1 

東大 12 0 0 0 

自治医大 9 (1)
＊ 

1 0 0 

愛知がんセ 13 (1)
＊ 

0 0 1 

韓国啓明 4 0 0 0 

台湾彰化 5 0 0 0 

計 43 1 0 1 

＊：括弧内の数字は外数．cdc25 増幅がみら
れなかったため除外． 
 
表２に挙げたの ST，LT1，VP1 フラグメン

トに加え 3箇所の検討を行っているが，全例，
全箇所，陰性であった．陽性となる検体は極
めて少なく，1 フラグメント片のみの陽性で
あることから，関与の可能性は極めて低いと
考えられた． 
 
④中皮腫に関するまとめ 
以上の検討から，SV40-DNA の PQ フラグメン
トが散発的に増幅されることがあったが，SV，
N’K’ フラグメントの陽性例はみられなか
ったことから，SV40の関与は日本，韓国，台
湾での中皮腫発生への関与の可能性は極め
て低い，と考えられた． 
 
(3)髄膜腫における検討： 
東大 164 症例，韓国啓明大学 32 症例，韓国
ソウル大学 212 症例を対象とし，中皮腫と同
様に PCRによる SV40-DNAの検出を行った（表
３） 
今回の結果では，PQ，SVフラグメントの増

幅が施設によって違いが大きかった．東京大
学，韓国啓明大学症例では通常のパラフィン
切片，韓国ソウル大学は組織マイクロアレイ
切片からの DNA 抽出であった．このような材
料の処理の違いが影響していた可能性もあ
る．今後，PCR 条件に関して再検討を要する
結果となった． 
 

表３髄膜腫における SV40-DNA の検出 

 症例数 PQ SV N’K’ 

東大 159 
(5)＊ 

50 4 4 

韓国啓明 32 5 2 1 

韓 国 ソ ウ
ル 

212 
(13)＊ 

13 95 5 

＊：括弧内の数字は外数．cdc25 増幅がみら
れなかったため除外． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 韓国髄膜腫における SV40-N’K’検出 
 
 
 
 
 

増幅が安定していると考えられた N’K’
フラグメント増幅の結果から推定すると，東
大 3.1%（4/159），啓明大学 3.1%（1/32），ソ
ウル大学 2.4%（5/212）であった．低頻度で
あるが，SV40 の関与が否定できないものと考
えられる．今後更に検討が必要である． 
 
(4)まとめ： 
日本，韓国，台湾における中皮腫における
SV40の関与は共通して乏しいが，髄膜腫につ
いては日本，韓国ともに低頻度ではあるが関
与の可能性があり，分子疫学的検討がさらに
必要である． 
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