
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21 年 5 月 29 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究 (B) 

研究期間：2006〜2008 

課題番号：18390293 

研究課題名（和文） ウイルスケモカインホモログを標的としたヒトサイトメガロウイルス感染

モデルの開発 

  

研 究 課 題 名 （ 英 文 ）  Study for the viral chemokine-associated pathogenesis in 

cytomegalovirus infection 

  

研究代表者 

野田 敏司（NODA SATOSHI） 

東海大学・医学部・講師 

 研究者番号：10297260 

 
研究成果の概要： 
１） マウスサイトメガロウイルス(MCMV)由来ケモカインホモログ MCK-2 は、後期骨髄

細胞をその標的細胞として、当該ウイルスの病原性の増大に寄与している知見を得た。 
２） ヒトヘルペスウイルス潜伏感染／再活性化の動物モデルの構築へむけ、コモンマーモ

セットにおける CODEHOP 法を用いた内因性ヘルペスウイルスの検出ならびに同定を確

立した。 
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１．研究開始当初の背景 

MCK-2 (murine chemokine-2) は 、 murine 

cytomegalovirus (MCMV) の病原性を規定する

一増悪因子として同定されたCCケモカインホモ

ログ (CC-chemokine homolog) である。本ホモ

ログは、同ウイルスゲノム上にコードされており、

ウイルス感染細胞あるいは組織より産生される。

申請者は、米国スタンフォード大学医学部

Mocarski教授との共同研究において、同ホモロ

グが感染部位に、骨髄細胞の分化後期に位置

する未熟な形質のCD31+Mac-1+Gr-1int細胞群を

誘導してくることを見出し、これを未熟骨髄細胞: 

LMPs (late myeloid progenitors)と命名した。

LMPsは感染性ウイルス粒子の運搬体として機

能しうること、また、MCK-2自身が白血球依存性

のウイルス血症レベルを亢進させることによって、

生体内におけるウイルス量 (viral dissemination) 

を増大させ、その結果、唾液を介してのウイルス



伝播 (viral transmission) を増強させる機能を

有することから、同ホモログによって動員された

LMPsが同ウイルス病原性惹起の上流に位置す

ることが強く示唆された。本知見は、ウイルスがコ

ードするケモカインホモログの増悪要因を、細胞

論的かつ分子論的に解明したフロンティア的知

見と認識されている。興味深いことに、多様な

CCケモカインホモログが、動物種を超えて各

CMVゲノム (HCMV, chimpanzee CMV: CCMV, 

simian CMV: SCMV, MCMV, rat CMV: RCMV, 

など) に高頻度に保存されていることが近年明

らかにされ、virulence factorとしての同ホモログ

が高い注目を集めている。 

 

２．研究の目的 

ウイルスケモカインホモログを標的とした動物モ

デルとしては、マウスあるいはラットが従来これに

当てられてきた。ところが、これらげっ歯類はヒト

との系統学的・遺伝学的差異が著しいため、感

染免疫動態のための基礎研究には十分ではあ

っても、臨床レベルにおけるヒト疾患モデルの作

成や治療薬のスクリーニングには不適切とされる。

ヒ ト に 近 縁 な 霊 長 類 で あ る チ ン パ ン ジ ー 

(Chimpanzee) や赤毛ザル (Rhesus) の使用も

散見される。ところが、本当該動物は高コストか

つ低繁殖である上、マウスのように目的繁殖 

(purposed bred) されておらず品質規格が不揃

いであり、動物愛護の観点からも問題が多い。

一 方 、 同 じ く 真 猿 類 で あ る マ ー モ セ ッ ト 

(marmoset) は、遺伝学的にもヒトに近い実験動

物としての資質を備え、性格も温和で小型 

(~300g) 、かつ目的繁殖されていることから、世

界的に有用視されてはじめている。ところが、同

感染疾患モデルの基盤整備については、代表

的な真猿類の中では唯一マーモセットのみが同

動物に特異的なCMVが同定されていないため、

研究整備環境が遅延した状況にある。本背景に

鑑み、当該研究では、げっ歯類のヒト感染モデ

ル と し て の マ ウ ス に お け る MCK-2-induced 

LMPsの生理的機能の解析を実施した。ならび

に、本知見をヒトモデルに還元するため、ヒトサイ

トメガロウイルスをはじめとするヘルペスウイルス

潜伏感染・再活性化動物モデルの基盤として、

コモンマーモセットを用いての内因性ヘルペス

ウイルスの検出系を構築した。 

 

３．研究の方法 

(1) マウスサイトメガロウイルス実験系につい

て ： MCMV-encoded chemokine homolog: 

MCK-2 は、LMPs を感染・発現局所に動員す

る。LMPs は CD31+Mac-1+Gr-1int のフェノタイ

プを提示する。本後期未熟骨髄細胞は、

MCMV の格好の標的細胞と推測され、感染

個体の病原性の発揮に関与していると考えら

れている。本研究では、HCMV-IE1 プロモー

タ ー 制 御 下 に GFP (green fluorescence 

protein) を マ ー カ ー に 発 現 す る

MCMV-mutants (RM4503; MCK-positive 

virus, RM4511; MCK-negative virus) を作成、

LMP が MCMV の標的細胞の一つであるのか、

ならびに MCK 動員性 LMP の宿主における病

原性発揮への貢献についての検討を実施し

た。さらに、本病原性を緩解させる有用微生

物のスクリーニングを並行して行った。 

      

      図１ LMPs の細胞像 

 

(2) マーモセットヘルペスウイルス感染系につ

いて：潜伏モデル構築のさきがけ研究として、



当該動物における内因性ヘルペスウイルスの

検 出 系 を 確 立 し た 。 本 主 旨 に 鑑 み 、

CODEHOP(consensus-degenerate hybrid 

oligonucleotide primers)を用いた PCR 法によ

りこれを実施した。 

 

４．研究成果 

(1) マウスの足裏に RM4503 あるいは RM4511

を接種２日目に当該肉趾を切除、これをコラ

ゲナーゼ処理にて single cell 化後、密度勾配

遠心法を用いて白血球分画を分離した。同分

離細胞を用いて、FACS による LMPs サブセッ

トのウイルス感染率（GFP-positive cells）を検

定した。MCK-positive virus における感染率

が、MCK-negative virus のそれの 10 倍を提

示した。MCK 発現によって、感染局所に高率

に動員されてくる LMPs が、ウイルスの標的細

胞群の一サブセットであることが示唆された。 

 

(2) 上述の結果は、LMPs がウイルスの格好の

キャリアーであること、かつ、個体のウイルス感

染病原性の発揮に、何らかの役割を担ってい

るものと考えられた。LMPs は放射線に感受性

が高く、同処理によって著明に減少する(Noda 

and Mocarski, unpublished data)。そこで、ウイ

ルス（RM4503 あるいは RM4511）を肉趾感染

後、ガンマ線処理を施したマウスを用いて、ウ

イルス標的臓器（脾臓：急性感染期、唾液腺：

持続感染期）におけるウイルス価を検定し、

MCK-2-induced LMPs について検討を加え

た。結果、いずれの変異ウイルスのマウス標的

細胞感染価間でも相違が認められなかった

(Smith, Noda, and Mocarski, unpublished 

data)。放射線処理は LMPs に高感受性とはい

え、他の造血系の細胞にも影響があることが

推測される。そこで次に細胞移入実験による

検討を行った。 

 

(3) 細胞移入実験におけるLMPsの感性性増悪

の役割について：マウスの足裏に変異MCMV（R

M4503：GFP-positive mutant）を接種２日目に

当該肉趾を切除、これをコラゲナーゼ処理にてs

ingle cell化後、密度勾配遠心法を用いて白血

球分画を分離した。同分離細胞をさらにcell sor

tingし、本サブセットの増悪性における役割をin 

vivo細胞移入実験によって検討した。In vitroで

は、同サブセットの他細胞群（上皮細胞、血管内

皮細胞などの標的細胞）へのcell-to-cell sprea

dの動態解析および観察を、変異ウイルスを用

いて行った。本解析の結果、LMPsがウイルス伝

播の一役割を担っていることが示された。MCK-

2による本細胞群を介した病原性増悪のメカニズ

ムを強く補完するものである。 

 

(4) MCK-2のLMP動員におけるCMXR4の機能

について：CXCR4遺伝子欠損マウス (CXCR4 

KO) におけるLMPs動員効率ならびにウイルス

病原性の増悪率を分析し、CXCR4のLMPs誘導

における機能を、同野生型マウスと比較・検討し

た。結果、同NOマウスと野生株ではLMPsの動

員率に大きな差異は認められなかった。MCK-2

のLMPs動員機序には、構成的に未熟骨髄細胞

の動員に関わるとされる本ケモカインレセプター

は本病原性の規定因子としては大きく貢献して

いないことが示唆される。 

 

(5) LMPs の動員に indispensable な MCK-2 リガ

ンドの同定：マウスサイトメガロウイルスがコードし

て い る ケ モ カ イ ン ホ モ ロ グ MCK-2 の

recombinant fusion proteins を用いて、現在迄に

同定されているヒト及びマウスのケモカインレセ

プターについて avidity analysis を検討した。結

果、既存の同レセプターへの親和性は検出され

な か っ た (Noda and Mocarski, unpublished 

observation)。この事実は、MCK-2 が未知のリガ

ンドに結合し、LMP 動員のキーファクターとなっ



ていることを示唆するものである。 

   

   図２ リコンビナント MCK-2 の作成 

 

(6) MCK-2-induced LMPs の動員および病原性

増悪の抑制性因子の探索：申請者らは、微生物

の重複感染あるいは生体内定住によって、免疫

学的機能を修飾する因子について従来研究を

担ってきた（Tanaka et al, J. Immunol. 2007）。そ

こで、当該ヒト感染動物モデルにおける将来的

な治療基盤の初端として、本病原性の増悪抑制

のための微生物因子の検索についての検討を

実施した。結果、バチラス属の細菌の一つが同

ウイルス感染で惹起される病原性を抑制するこ

とを見いだした(Noda et al, in preparation)。病原

性の改善と LMPs との関連性について今後詳細

な検討を実施する。 

      

 図３ バチラスによる経時的感染防御効果 

 

(7) マーモセットヘルペスウイルス感染系につ

いて： 内因性ヘルペスウイルスの検出・同定を

目的として、内因性ヘルペスウイルスの特異的

PCR 産物を検出可能な CODEHOP 法を用い、

当該ウイルスの検出・同定、および当該動物へ

の潜伏頻度感染についての解析を行った。その

結果、ヘルペスウイルスの標的臓器において、

本法によるウイルス特異的な PCR 産物を認めた。

X％のマーモセットに当該潜伏ウイルスを認めた。

潜伏感染マーモセットにこれほどの高頻度で当

該ウイルスが潜伏感染している事実は、ヒトヘル

ペスウイルス感染モデル（再活性化）として有用

であることを示唆している。 

 

  図４  内因性ヘルペスウイルスの検出 
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