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研究成果の概要（和文）：2008年にヒトポリオーマウイルスとしては初の腫瘍ウイルスであるメルケル細胞ポリオーマ
ウイルス(MCPyV)が報告された。欧米ではMCPyVと慢性リンパ性白血病(CLL)との病因的関与について報告がなされてい
るが、我が国でのMCPyVとCLLの関係については明らかにされていなかった。本研究において一部の本邦発症CLLでMCPyV
が検出されたが、CLL発症に直接的な役割を果たしているかは不明である。MCPyVは単球にも持続感染することが報告さ
れている。この持続感染が細胞の腫瘍化へと発展させるのかどうかは不明であった。そこで、単球性白血病におけるMC
PyVの感染有無について解析した。

研究成果の概要（英文）：Some virus infections are closely associated with oncogenesis. In 2008, Merkel cel
l polyomavirus (MCPyV) was reported as the first tumor polyomavirus. The association of MCPyV with chronic
 lymphocytic leukemia (CLL) has been discussed in the Western world, whereas the prevalence of the virus i
n CLL cases in Eastern countries has not been investigated. In this study, we determined the prevalence an
d DNA loads of MCPyV in Japanese CLL cases. We found that MCPyV is present in a subset of Japanese CLL cas
es, but it is unclear that MCPyV have a direct causal role in Japanese CLL.
Since MCPyV can also infect monocytic cells, we investigated the prevalence of MCPyV in disorders of monoc
ytic lineage. MCPyV DNA was not detected in any of our leukemia samples with the monocytic lineage, sugges
ting that MCPyV is unlikely to have played a pathogenetic role in the monocytic leukemias of these patient
s.
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１．研究開始当初の背景 
世界中において、ウイルス感染が起因とな

る悪性腫瘍は、全悪性腫瘍の約 15%を占める。
造血器腫瘍は、Epstein-Barr ウイルス(EBV)、
ヒト T細胞白血病ウイルス (Human T-cell l
eukemia virus I: HTLV-I)、ヒトヘルペスウ
イルス8型 (Human herpesvirus 8: (HHV-8)、
ヒト免疫不全ウイルス (Human immunodefid
ency virus : HIV) などが密接に関与し、悪
性腫瘍の中でも、とりわけウイルスとの関連
性が高い腫瘍カテゴリーである。2008 年にヒ
トポリオーマウイルスとしては初の腫瘍ウ
イルスであるメルケル細胞ポリオーマウイ
ルス(Merkel cell polyomavirus: MCPyV) 
が報告された。しかし、この新規腫瘍ウイル
スが造血器腫瘍の発症・病態形成に関与する
か否かは不明であった。 
 
２．研究の目的 
(1) 2010 年にドイツのグループは慢性リン
パ性白血病(Chronic lymphocytic leukemi
a: CLL)の発症に MCPyV の関与を示唆した。C
LL は欧米では好発する白血病であるが、本邦
では非常に稀である。そこで本研究では本邦
における CLL の MCPyV の蔓延性を調べ、検出
されたウイルスの遺伝子解析を行った。 

また MCPyV と同じポリオーマウイルスに
属し、最近報告されたヒトポリオーマウイル
ス 9 型 (HPyV9) が CLL に関係するのかを明
らかにすることも本研究の目的とした。 
 
(2) MCPyV は単球にも感染することが報告さ
れている。したがって、この腫瘍ウイルスの
持続感染が細胞の腫瘍化へと導く可能性を
調べるために、単球由来白血病における MCP
yV の関与について調べた。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究では日本人発症 CLL 27 症例を調
べた。その内訳は B細胞性 CLL 25 例、T細胞
性 CLL 2 例であった。男性 18 例、女性 9 例
で、年齢は 49 歳から 93 歳で中央値は 63 歳
であった。対照として、18人の健常人末梢血
（27 歳から 55 歳、中央値 48 歳）を用いた。
フィコールコンレイを用いて末梢血から白
血病細胞を豊富に含む単核球を分画し、-80o

C で保存した。DNA 抽出はフェノール/クロロ
ホルムを用いた標準的方法で行った。 

MCPyV の検出は、定量的リアルタイム PCR
法で行った。ウイルスの small T (ST)遺伝子
領域にプライマーを設定し、鋳型 DNA 量を 5
00 ng とした。ゲノムコピー数は MCPyV ST
領域を標的にした標準曲線と RNaseP の内部
標準を基に算定した(copies/cell)。リアル
タイム PCR 法で陽性のサンプルについては、
large T (LT)遺伝子領域(ヌクレオチド番号
1867-2221)にプライマーを設定し、通常の P
CR 法を行い、その PCR 産物の長さにより、L
T 遺伝子に欠損がないかを調べた。 

さらに、別のプライマーを用いて、MCPyV 

LT 遺伝子(ヌクレオチド番号 183-1157)を通
常の PCR 法で増幅した。その PCR 産物を精製
後、ダイレクトシークエンス解析に供した。
これにより LT 遺伝子に腫瘍特異的変異がみ
られるかを調べた。 
MPyV9 の検出は、viral protein 1 (VP1)

遺伝子領域にプライマーを設定し、500 ng の
DNA を鋳型にして定量的リアルタイム PCR 法
で行った。 
 
(2) 単球性白血病 21 例の MCPyV 感染有無に
ついて調べた。その内訳は、急性骨髄単球性
白血病 5例（45 歳から 92歳、中央値 60歳）、
急性単球性白血病 10 例（16 歳から 83歳、中
央値 66 歳）、慢性骨髄単球性白血病６例（64
歳から 84 歳、中央値 78歳）であった。フィ
コールコンレイを用いて末梢血あるいは骨
髄から白血病細胞を分離し、DNA をフェノー
ル/クロロホルムを使い抽出した。 
単球由来白血病における MCPyV の検出は、

ST 遺伝子領域にプライマーを設定し、100 n
g の DNA を鋳型にして定量的リアルタイム PC
R 法で行った。 
 
４．研究成果 
【結果と考察】 
(1) CLL 27症例中9例 (33.3%)でMCPyVゲノ
ムが検出された。これまでのカナダ、ドイツ、
アメリカ合衆国からの報告では、それぞれ 2
1％、27％、33％ (Toracchio S, et al. Eme
rg Infect Dis. 16:1702–1709, 2010; Pant
ulu ND, et al. Blood. 116:5280–5284, 20
10; Teman CJ, et al. Leuk Res. 35:689–6
92, 2011) の陽性率であり、今回の研究結果
は欧米での陽性率と類似していることが明
らかとなった。 

陽性サンプルの MCPyV DNA コピー数は、1.
7 x 10-5～1.2 x 10-3 copies/cell であり、
北米からの報告とほぼ一致していた (Teman
 CJ, et al. Leuk Res. 35:689–692, 2011)。
これら CLLから検出される MCPyV DNA コピー
数は日本人のメルケル細胞癌から検出され
るコピー数よりも少なかった。調べた健常人
末梢血 18 人のうち 1人のみが、MCPyV DNA 陽
性であり、そのコピー数は 1.5 x 10-4 copie
s/cell であった。CLL症例のMCPyV検出率は、
健常人に比べて統計学的に優位差を持って
高率であった(P = 0.034)。このように、一
部の CLL 症例で MCPyV が検出されるものの、
そのゲノム量は少なく、ほとんどの日本人 C
LLの発症にMCPyVの関与は少ないと考えられ
た。しかしながら、今回の我々の研究結果に
より、CLL と MCPyV の関係については、他の
アジア地域を含めた全世界的サーベイの必
要性があることを提示することができた。 
リアルタイム PCR法で陽性となった 9症例

について、LT 遺伝子(ヌクレオチド番号 1867
-2221)の変異解析のために、通常の PCR 法で
増幅を試みた。1症例のみ 355 bp の PCR 産物
が得られ、欧州で報告されたような LT 遺伝



子の欠損はみられず、野生型であることが判
明した。 

さらに、MCPyV LT 遺伝子(ヌクレオチド番
号 183-1157)を PCR 法で増幅し、5 症例で PC
R 産物が得られた。シークエンス解析の結果、
全ての症例で同じウイルス遺伝子配列を有
していた。ただし、欧米で分離される MCPyV
株と比べるとヌクレオチド番号 774 部位と 7
75 部位の二箇所で塩基欠損が認められた。し
たがって、これら塩基欠損は日本人（アジア
人）特有の変異である可能性が示唆された。 

高感度リアルタイムPCR法でMPyV9ゲノム
の検出を試みたが、1例も検出されなかった。
また健常人末梢血での本ウイルスは検出さ
れなかった。これらの結果により、CLL にお
ける MPyV9 の関与はないことが示唆された。 
 
(2) 本研究で調べた全ての単球由来白血病
において、MCPyV DNA は検出されなかった。
陽性コントロールとして用いたMCPyV陽性メ
ルケル細胞癌サンプルではウイルスゲノム
は検出可能であったことより、偽陰性の可能
性は低く、MCPyV は単球性白血病の発生には
関与していないという結果を得た。 

しかしながら、個体が免疫不全状態下にお
かれ、単球での MCPyV 持続感染が成立した時
に、MCPyV が細胞を腫瘍化させる可能性は残
されたままであり、世界的な疫学調査が必要
であると考えられた。 
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