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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(CMV)感染は新生児300人に1人に見られ、感染児の3割程
度に神経学的障害等を起すためワクチン開発が求められている。本研究では、内皮･上皮細胞及びマクロファー
ジ指向性を決定する蛋白複合体ペンタマーに着目し、小動物で唯一先天性感染を起すモルモットCMVをモデルと
して、ペンタマーの構造と機能、抗ペンタマー抗体による個体レベルでの感染防御を明らかにした。また、ヒト
CMVに対する中和抗体を簡便に測定できるレポーター細胞株を樹立し、抗ペンタマー抗体がペンタマー遺伝子の
多型に関わらず感染中和能を有すことを示した。従って、ワクチン候補抗原としてペンタマーは有望と考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：As congenital cytomegalovirus (CMV) infection causes developmental 
abnormalities in children, the development of CMV vaccines is critical to public health. The 
pentameric complex of glycoproteins (Pentamer), which is required for human CMV infection of 
endothelial and epithelial cells, is considered to be a potent vaccine antigen.  As guinea pig CMV 
(GPCMV) infects congenitally and encodes homologs of all Pentamer components, GPCMV models can be 
useful for the development of vaccine strategies. Here, using several GPCMV mutants with an 
alteration in GP131, we identified critical sequences for the structure and functions of Pentamer.  
We demonstrated that Pentamer but not gB induced a high level of neutralizing antibodies against 
GPCMV infection of macrophages and that immunization with Pentamer protected guinea pigs from GPCMV 
infection. Finally, we found that anti-Pentamer antibodies neutralized all clinical isolates 
irrespective of their polymorphisms in the genes encoding Pentamer. 

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
先天性サイトメガロウイルス(CMV)感染を防ぐためのワクチンの候補抗原であるペンタマーの細胞指向性に関わ
る構造と機能に関する詳細を明らかにするとともに、動物モデルにおいてペンタマーを免疫することで感染防御
が可能であることを実証した。さらに、様々なヒトの臨床分離株の感染をペンタマーに対する抗体で中和できる
ことを明らかにした。本研究は、CMVワクチンの開発の方向性を明確にする社会的意義を有する。



１．研究開始当初の背景 

 先天性 CMV 感染は、死産･流産、胎内発達遅滞、出生児の神経学的障害や発達障害の原因となる。私達は、

紙おむつ中で特殊濾紙に尿を収集し、その濾紙片を用いる簡便なリアルタイム PCR 法を開発し、この方法を用

いて、新生児 2万 3千人から71人の感染児（0.3%）を同定した。感染児の 3割は、出生時に臨床症状ないしは

頭部画像異常所見を呈する症候性児で、出生時無症候性児の 1 割が 2 年間の追跡調査で何らかの後遺症を発症

していた。即ち､700-800人に1人の新生児にCMVによる障害が発生していた。疫学的解析から、主な感染源が

家庭内小児であることも明らかにした。こうした感染経路の遮断には、妊婦の行動様式を変える啓発が一定の効

果をもつが、風疹ウイルスによる先天性風疹症候群がワクチンの浸透に伴い激減したことから明らかなように、

最終的にはワクチンによる感染防御が必須である。しかしながら、実用化可能なCMVワクチン候補はない。中

和抗体の最大の標的と考えられていたウイルス粒子エンベロープ糖蛋白 B(gB)がサブユニットワクチンとして

臨床試験で評価されたが、自然感染に対する感染防御の有効性は 50%程度と不十分なものであった。 

 個体でのCMV感染病態の解析には、サルやげっ歯類のCMVを用いた動物モデルが用いられている。しかし

ながら、サル類の飼育や実験の物理的・経済的限界に加え、未感染動物が希少のために感染実験が困難である。

一方、小動物では、ヒトと同様な hemomonochorial な胎盤構造をもつモルモットに感染するモルモット CMV 

(GPCMV)のみが唯一先天性感染を起す。このため、GPCMV感染動物モデルは、ヒトCMV(HCMV)ワクチン開

発の進展に必要な Proof-of-concept を得るための研究に有用であり、私達はGPCMV 先天性感染動物モデルを用

いて胎内発達遅滞や聴覚障害の発生などヒトとの病態の類似を確認してきた。さらに、gB に対するワクチンの

有効性と限界を再検討するために、GPCMVの gBを発現する非増殖型アデノウイルス(rAd)を妊娠 1週モルモッ

トに接種し、3週間後に野生型GPCMVで攻撃し、その 3週後に胎盤・胎仔へのGPCMV感染を解析した。その

結果、gB 免疫群では、GPCMV 攻撃による母体や胎仔の体重減少の抑制、胎盤や胎仔への感染率の低下を確認

したが、一旦感染が成立した胎仔ではコントロール群と同程度に感染が進んでいた。病理解析の結果、gB 免疫

は血中でのウイルス増殖の抑制に有効であるが、組織内での増殖抑制には効果がないと考えられた。 

 私達は、GPCMV全塩基配列約 240Kbを決定し、GPCMVゲノムがクローニングされたBACを作製し、大腸

菌内で遺伝子改変できる系を確立した。塩基配列決定過程において、ATCCより購入したウイルスが実は 2種類

のウイルス株から成っており、一方の株に約 1.6kb の欠失があること、この領域の欠損は線維芽細胞(GPL)での

増殖には影響を与えないが、個体での増殖能を著しく低下させることを見出した。この領域にコードされる遺伝

子産物をRACE法などにより解析した結果、HCMVで内皮・上皮細胞への細胞指向性に関与する糖蛋白群UL128, 

UL130, UL131Aにアミノ酸配列レベルで弱い相同性があるGP129, GP131, GP133を同定した(図 1)。これらの 3

つのGPCMV遺伝子産物は、HCMVのUL128, UL130, UL131Aと同じように gH、gLと 5量体「ペンタマー」

を形成し、粒子構成成分となっていた。GPCMV-BAC を用いて、これらの蛋白をノックアウトした変異ウイル

スをそれぞれ作製したところ、いずれもGPL細胞で正常に感染・増殖するのに対してマクロファージ(MΦ)では

感染が成立しなかった。HCMV の UL128, UL130, UL131A も内皮・上皮細胞への細胞指向性に関与することか

ら、GPCMVペンタマーの解析はHCMVペンタマーの機能解析に繋がると考えられる。なお、マウスやラット

CMVでは、ペンタマーを介した細胞指向性はない。 

 ペンタマーを標的としたワクチンを開発すれば、個体で

最初に感染が成立する粘膜上皮細胞やその後の各臓器への

伝播を担うと考えられる MΦ への感染を防御することが可

能となると考えられる。実際、既感染者の血清には、ペンタ

マーを介した上皮細胞感染を中和する高力価の抗体が存在

する。そこで、本研究では、ペンタマーに着目して研究を実

施することにした。 

 

２．研究の目的 

細胞指向性を決定するペンタマーの同定に伴い、中和抗体の主要な標的が、これまで考えられてきた gBでは

なく、ペンタマーであるという認識が形成されつつある。これを受けて以下の検討を行った。 



(1) GPCMV のペンタマーを介した感染の分子機序を明らかにする。特に、受容体認識に関与すると考えられ

るアミノ酸配列部位を明らかにする。 

(2) ペンタマーに対する抗体誘導が感染防御に有効かをモルモット個体レベルで明らかにする。 

(3) 抗ペンタマー抗体が、様々な臨床分離株の感染を中和できるかを明らかにする。 

本研究により、個体での感染防御を誘導できるペンタマー中の抗原構造を明らかにするとともに、ペンタマーの

ワクチン抗原としての有用性を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) マウス及びモルモット上皮細胞株の樹立とモルモット MΦ の調製：SV40 T 抗原を発現するレトロウイルス

ベクターを作製し、BALB/c マウス及び Hartley モルモットの腎臓から得た細胞を不死化させた。細胞クローン

を多数得て、その中で cytokeratinの発現が認められるマウス上皮細胞株(MK)及びモルモット上皮細胞株（GPE）

をいくつか樹立した。また、モルモット脾臓から単球を分離し、PMA添加培地で 2日間培養後、プラスチック

容器に固着しているMΦをGPCMVの感染に用いた。 

(2) ペンタマー構成蛋白 GP131 に変異を有する GPCMV の作製：GP131 のアミノ酸配列を解析し、蛋白表面に

存在する可能性が高い領域を推定し、こうした領域の主に電荷を有するアミノ酸をアラニンに点変異させたウ

イルスを、RedET法を用いたGPCMV-BAC改変系により作製した。各変異の導入の確認は塩基配列の決定によ

り、変異を有するGPCMV-BAC に大きな欠失などがないことの確認は制限酵素切断像の比較により行った。ま

た、各変異について変異ウイルス株を２つ以上作製した。 

(3) CMV抗原発現細胞を用いた免疫とGPCMV攻撃に対する感染防御の検討：GPCMV gBやペンタマーの各構

成蛋白やその改変体を発現する rAd を用いて、BALB/c 由来上皮細胞株MK-2 もしくはHartley 由来上皮細胞株

GPE-4及びGPE-7に抗原を発現させた。抗原発現細胞をアジュバントともにBALB/cマウスもしくはHartleyモ

ルモットに投与し抗体を誘導した。得られた血清を用いて、抗原特異的抗体の誘導レベル及びモルモットMΦへ

のGFP 発現GPCMVに対する感染防御能（中和能）を解析した。また、免疫したモルモットに野生型GPCMV

を感染させ、5日後に安楽殺し、臓器の外観、脾臓重量、血液ならびに臓器中のウイルスDNA量を指標に個体

レベルでの感染防御能を検討した。 

(4) ヒト上皮細胞由来HCMVレポーター細胞株の樹立：HCMVの各種初期遺伝子のプロモーターをクローニン

グしたルシフェラーゼ発現プラスミドをHCMV前初期蛋白 IE2発現プラスミドと共にヒト網膜上皮細胞ARPE-

19に遺伝子導入したところ、UL98, UL112, TRL4遺伝子のプロモーターの活性化が優れていた。そこで、これら

3つのレポータープラスミドを、G418耐性マーカーをコードするプラスミドと 50:1でARPE-19に導入し、G418

耐性クローン 107 株を樹立し、その中から上皮細胞での感染能を復帰させた HCMV AD169rev 株の感染により

ルシフェラーゼが高度に発現し非感染では発現しない最良のクローンを選択し、レポーター細胞株とした。 

(5) HCMVレポーター細胞を用いた抗体のCMV感染中和能測定：ボランティア血清や精製ペンタマーをモルモ

ットに免疫して得た血清を段階希釈後、上皮細胞で 50-100 PFU となる量の臨床分離CMV 株と 30分間反応し、

上記レポーター細胞に接種 2 日後にルシフェラーゼ活性を測定した。レポーター細胞を用いた系では、HCMV

の感染の程度に応じてルシフェラーゼを発現するため、その活性を発光量として測定することで、各血清中の抗

体による感染防御を判断できる。血清と混合しないウイルス液の 25％量を添加したウェルの発光量をカットオ

フ値とし、それ以下となる最大血清希釈倍率を中和抗体価とした。 

(6) 臨床分離株のペンタマー構成蛋白をコードする遺伝子の多型解析：日本の臨床分離株 25 株のペンタマー構

成蛋白をコードする 5 遺伝子の塩基配列を解析し、アミノ酸変異を特定した。日本以外の 7 ヵ国の臨床分離株

39株の多型解析にはデータバンクDDBJ上に登録されている配列を用いた。Clustal Omegaを用いて、近隣結合

法によるクラスター解析を行い、アミノ酸変異のパターンが似ているグループを作った。日本の臨床分離株につ

いて、ヒト血清と抗ペンタマー血清の中和能を測定した。 



４．研究成果 

(1) ペンタマー蛋白群の細胞指向性及びウイルス粒子形成に関与する蛋白構造に関する解析  

 得られた変異GPCMVの線維芽細胞GPL、脾臓由来MΦ、上皮細胞株GPE-4及びGPE-7株への感染を評価し

た結果、GP131に変異を導入してもGPL細胞での増殖能に変化はないが MΦや上皮細胞への感染が低下する変

異があり、MΦのみ、上皮細胞のみ、MΦ・上皮細胞ともに感染を低下させるものの 3種類に分類された(図 2)。

従って、細胞ごとに異なる構造や機能が GPCMV の感染には関与していると思われた。また、GP131 や GP133

の粒子への取込を阻害する変異もあり、GP131のE47-D51周辺がGP133との相互作用に関与すると考えられた。 

 

(2) 抗原発現細胞を用いた免疫とGPCMV攻撃に対する感染防御 

 GPCMVのgBやペンタマー構成蛋白をそれぞれ発現するrAdの

組合せをマウスBALB/c由来上皮細胞やモルモットHartley由来上

皮細胞に感染させ、細胞をadjuvantと混合後、BALB/cやHartleyを免

疫すると、結合抗体は抗原の組合せによらず誘導されたが、ペン

タマー発現細胞の免疫でのみ高い中和能を有する抗体が誘導され

た。中和抗体価200-500の個体にGPCMV感染で攻撃した場合、ペ

ンタマー免疫した個体では体重減少の抑制、脾臓重量増加の抑制、

血液及び臓器におけるウイルス量の減少など、有意な感染防御が

見られた(図3)。 

(3) 臨床分離株のペンタマー構成蛋白の多型と抗ペンタマー抗体による感染中和能の関係 

① ボランティア血清の中和抗体価を ARPE-19 由来 CMV レポーター細胞を用

いて測定した場合、抗 IE1/2モノクローナル抗体を用いた免疫染色法による測定

結果と高い相関を示した(図 4)。 

② 64株の臨床分離株において、gH, gL, UL128, UL130, UL131Aに 100残基当り

それぞれ 5.5, 5.4, 1.8, 8.4, 3.1個のアミノ酸変異が認められた。これらの変異で、

報告されている中和エピトープに重複するものを有したのは3株のみであった。

また、日本の臨床分離株は、クラスター解析の結果 3グループに分類された。ヒ

ト血清および抗ペンタマー血清は臨床分離株に対して高い中和能を示した。 

③ 50 人のボランティア血清パネル中最も高

いCMV抗体価を示した血清Aと比較して、

抗ペンタマー抗体は数倍以上の中和能を示し

た。ボランティア血清、抗ペンタマー血清と

もに、ペンタマーのアミノ酸配列の多型と中

和能の間には相関はなく、特定の株の配列を

元に作製されたペンタマーワクチン抗原を投

与した際に誘導される抗体は、臨床に存在す

るアミノ酸変異によらず、その高い中和能を

発揮する可能性を示し、ワクチン候補抗原と

してペンタマーは有望と考えられた。 

K33A R152A E49A K96A K141A D40A D138A E47A D51A R124A K37A R43A D74A

線維芽細胞での増殖 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

上皮細胞への感染 100 39 59 67 22 59 76 119 90 82 110 106 84 110 37 41 27

MΦへの感染 100 7 17 59 142 130 100 3 4 28 50 83 101 93 1 1 1

細胞指向性との関係 both both both epi epi epi MΦ MΦ MΦ MΦ both both both

GP131の発現 ○ ○ ▼ ○ ○ ■ ■
GP131の粒子への取込 ○ ○ ■ ○ ○ Χ Χ ○ Χ Χ

図2　GP131変異の細胞指向性や粒子への取込への影響のまとめ

数値はWTを100%とした場合の感染.   赤ハイライト: p<0.01.  ○:正常, ▼:減少, Χ:検出されず, ■: ゲル内移動度遅い, 空白欄:検討せず
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図3 Pentamerにより免疫したモルモットにおける感染防御
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