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研究成果の概要（和文）：先天性サイトメガロウイルス感染児の尿から分離された細胞指向性（トロピズム）の
異なる2組4株のトロピズムの異なる臨床分離株についてbi-sulfate法を用いた次世代シークエンサーによる全ゲ
ノムメチル化解析を試みた。トロピズムの異なる株間には塩基配列に違いが見られないにも関わらず、21の遺伝
子に有意にメチル化に差が見られた。また、４株間のメチル化の系統樹解析でトロピズムの同じ株同士が近縁の
位置にあることが明らかとなった。メチル化に差が見られた遺伝子産物がトロピズムに関与するかどうか検証中
である

研究成果の概要（英文）：Cytomegalovirus clinical isolates (2 sets of 4 strains) isolated from 
infants with congenital cytomegalovirus infection which show different cell tropism were 
investigated by whole-genome methylation analysis using bisulfate method. Although there were no 
differences in the nucleotide sequences between the strains with different tropism, there were 
significant differences in methylation in 21 genes. In addition, a phylogenetic tree analysis of 
methylation among the four strains revealed that the strains with the same tropism are closely 
related to each other. Investigations have been going whether these gene product are involved in 
tropism.

研究分野：ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
サイトメガロウイルスは複数の細胞種に感染することで多様な感染症を引き起こす。そのため、トロピズムの変
化の機構を理解することは本ウイルスによる感染症の病態生理を解明する鍵になると考えられる。業室株におい
て、本ウイルスのエピジェネティックな変化が潜伏感染に関与するという報告はあるが、臨床分離株を用いたエ
ピジェネティックな研究は本研究が初めてである。本研究でメチル化の違いによってトロピズムが変化すること
が示唆されたことは、将来的に感染者が持つウイルスのメチル化の状態を知ることでどのような感染症を起こし
得るかを予測することが可能になると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）サイトメガロウイルス(CMV)は、初感染の後に潜伏感染に入り、宿主の免疫力が低下する
と回帰感染を起こすウイルスである。本ウイルスは CD34 陽性造血幹細胞、マクロファージ、血
管内皮細胞、網膜色素上皮細胞、線維芽細胞などに感染し網膜炎や肺炎、骨髄炎などの多様な疾
患を引き起こす。 
 
（２）本ウイルスによる乳幼児期の初感染は無症候である一方で、妊婦が初感染した場合には胎
児へ経胎盤感染をするリスクが高く(およそ 40 % 程度)、全出産の 0.3 % 程度で胎児期の CMV
感染(先天性 CMV 感染)が起こっている。この先天性 CMV 感染の 90 % は無症候であるが、およ
そ 10 % は小頭症、脈絡網膜炎、聴覚障害、精神未発達、肝炎などが認められ、出生時無症候で
あっても約 10 % には後に難聴が進行性に発症する。我々はこの CMV 感染児の尿から同一個人よ
り上皮・内皮系の細胞への感染効率が 1,000 倍異なる CMV 臨床分離株のセットを分離培養する
ことが出来た。 
 
（３）業室株では細胞指向性を決定する遺伝子について報告があるが、臨床分離株では報告がな
く、臨床分離株における細胞指向性の違いは異なる臓器の疾患を引き起こすと考えられる。 
 
（４）細胞指向性の異なる CMV 臨床分離株の全ゲノムシークエンスの結果、同一個人から分離し
た株間の塩基配列に違いが見とれられず、ゲノムのメチル化などのエピジェネティックな制御
がトロピズムの違いに関与すると考えた。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究では、同一個人から分離した細胞指向性の異なるウイルスのメチル化領域を次世代
シークエンサーで網羅的に解析し、トロピズムの異なる株間での違いを特定すること、またその
結果をもとに、細胞指向性の異なる CMV 株別に検出できるリアルタイム PCR の系などの検査法
を開発することを目的とする。 
 
（２）ここで開発した検査法によって CMV  感染の詳細を臨床検体でも解析し、CMV の細胞指向
性と CMV が原因とされている感染症の病態生理を明らかにすることを目的とする。この成果は、
病態に則した先制的治療法を可能にするものと期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞指向性の異なるウイルスの分離 
先天性 CMV 感染症児の尿中の CMV をヒト網膜色素上皮細胞(ARPE)およびヒト繊維芽細胞(h-
TERTBJ1)に感染させ、細胞変性効果（CPE）が出現したところで培養上清を回収する。それぞれ
の細胞から回収したウイルスを更に ARPE および h-TERT BJ1 細胞に感染させ、1週間以内での 
CPE 出現の有無で細胞指向性の指標とした。 
 
（２）ウイルスゲノムの精製 
（１）で CPE が出現した２組４株のウイルス（20270-2UA, 20270-3UB, 21558-4UA, 21558-2UB）
について、更に継代培養し培養上清からはウイルス粒子を精製し、感染細胞内からはパルスフィ
ールドゲル電気泳動および Sijmons らの方法によりウイルスゲノムを精製した。 
 
（３）全ゲノム Bisulfate（重亜硫酸ナトリウム）メチル化解析 
①精製したウイルスゲノムを適当なサイズに断片化し、bisulfate 変換により非メチル化シト
シンをチミンに変換することでライブラリーを作成し、イルミナ社 HiSeq 次世代シークエンサ
ーでシークエンス解析を行った（図1）。 
 
②得られたデータを図2に示した順に解析を行った。 



 

図 1. 全ゲノムメチル化解析の手順     図 2. バイオインフォマティクス解析のプロセス 
 
（３）UBJ株のARPE細胞での感染効率 
メチル化解析によって、UBJ株とUAR株との間でゲノムのメチル化に有意に差があったウイルス
遺伝子をARPE細胞で発現させ、UBJ株をこの細胞に感染した際の感染効率が回復するかどうかを
調べた。 
 
４．研究成果 
（１）先天性 CMV 感染児の尿から分離した CMV 株の細胞指向性 
リアルタイム PCR により、出生後の尿から CMV ゲノムが検出された５名の先天性 CMV 感染児
の尿から経時的に h-TERT BJ1 および ARPE 細胞を用いてウイルス株を分離し、本研究で用い
たウイルス株２組４株のウイルス株の特性を以下の表に示した。 
 

患者 ID 分離したウイルス株名 
細胞指向性確認に用いた細胞 

h-TERT BJ1 ARPE 

20270 
3UBJ ◯ × 

2UAR ◯ ◯ 

21558 
3UBJ ◯ × 

4UAR ◯ ◯ 

表１. 先天性 CMV 感染児尿から分離したウイルス株の細胞指向性 
 
UBJ は h-TERT BJ1、UAR は ARPE 細胞を用いて分離したウイルス株であり、その前の数字は検
体を採取した日時を示す。例えば 21558-3UBJ は 21558-4UAR より前に採取した尿から分離し
たウイルス株を示している。また表中の◯は感染後 １ 週間以内に CPE が出現、×は出現しな
かったことを示す。この表では示していないが、h-TERT BJ1 細胞で経時的にウイルス株を分離
した場合、ある時期には ARPE 細胞で増殖出来るウイルスが分離出来るが、別な時期には分離
出来ないといった変動をすることがあった。 

  



 
（２）全ゲノム Bisulfate メチル化解析 
①全ゲノム Bisulfate メチル化解析の結果、
depth は67〜490回で、CMV ゲノム約 250 キ
ロ b.p. の約 97% をカバーするリードを得
られた。いずれのウイルス株ともbisulfateに
よる変換効率は99 %以上であり、メチル化シ
トシンは mCpG が99 %以上を占め、mCHGは 1%
にも満たない数値となった。Methyl Kit 
(version 0.9.5)を用いて、各ウイルス株間の
メチル化サイトの違いを解析すると図3のよ
うに細胞指向性の同じ株同士（UAR株同士、UBJ
株同士）が近縁の位置にあった。 
 

 

図3. クラスター解析の結果 

 

細胞指向性の違う株同士で有意にメチル化に差があった部位、遺伝子について解析を行った結
果、20270株間ではおよそ250の遺伝子のうちの21の遺伝子のエクソン内あるいはORFの上流（プ
ロモーターを含む）に、21558株間では110の遺伝子について有意に差が見られた。それぞれの株
間で共通してメチル化に有意に差があった遺伝子とその機能については下表の通りである。 
 
UL8 膜糖タンパク、炎症性サイトカインの産生を抑制 
UL9 膜糖タンパク、繊維芽細胞で継代することで変異が入りやすい 
UL45 リボヌクレオチドリダクターゼ 
UL48 ユビキチン特異的なプロテアーゼ活性を持つ 
UL50 ウイルス感染時のウイルス粒子の核放出に関与 
UL56 ウイルスゲノムのパッケージング時のターミナーゼ 
UL57 一本鎖DNA結合タンパク 
UL69 一本鎖DNA結合タンパク 
UL80 カプシドの成熟を行うプロテアーゼ 
UL86 カプシドタンパク 
UL95 後期遺伝子の転写調節因子 
UL102 ヘリカーゼ/プライマーゼのサブユニット 
UL114 ウラシル DNA グリコシラーゼ 
UL116 gH、UL148と複合体を形成し、細胞への吸着に関与 
UL122 IE-2、転写調節因子 

UL136 
５つのisoformがあり、そのバランスによって潜伏感染か再活性化かに別れる 
繊維芽細胞の増殖には不要との報告がある 

UL138 潜伏感染マーカー 
UL139 膜糖タンパク 
US30 膜タンパク、本遺伝子の欠損株は繊維芽細胞での増殖が上昇する 
US33A 不明 
US34 不明 
 
 
（３）UBJ株のARPE細胞での感染効率 

CMV IE-1およびIE-2遺伝子はウイルス感染後最初に発現する前初期（IE: immediate early）遺

伝子であるが、IE-2遺伝子のエクソン内に細胞指向性の異なる株間でメチル化に差が見られた

ことから、この遺伝子を恒常的に発現するARPE細胞株を作成し、UBJ株を感染させた。その結果、

IE-1およびIE-2遺伝子の発現はARPE細胞におけるUBJ株の感染効率を改善しなかった。IE遺伝子

以外については現在検討中である。 

 

（４）トロピズムの異なるCMV臨床分離株の全ゲノムメチル化解析の結果、ゲノムのメチル化に

よる遺伝子発現の違いがトロピズムに関与することが示唆された。今後はトロピズムを決定す

る遺伝子とそのメチル化領域の特定を行い、この領域をターゲットに株別にウイルスを検出で



きる検査法を開発し、臨床像と照らしあわせることで本ウイルスによる感染症の病態生理を明

らかにしたいと考えている。 
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