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研究成果の概要（和文）：サイトメガロウイルス（CMV）経胎盤感染の詳細を解明するための検討を行った。胎
盤で高発現するマイクロRNA群を導入した細胞で、CMV感染効率の上昇を確認した。先天性CMV感染症では高率に
難聴が認められる。動物実験により内耳におけるミオシンVI発現の消失が難聴の一因と推察されるが、機序は分
かっていない。細胞株を用いた検討により、CMVタンパクとミオシンVI間で交叉抗原性を有する可能性を示唆し
た。研究継続により、CMV経胎盤感染の防止とCMV難聴の防止に結びつく研究成果が得られると考えている。

研究成果の概要（英文）：To clarify the etiology of congenital Cytomegalovirus (CMV) infection, we 
focused on the role of microRNAs (miRNAs), which are expressed at high levels in placental 
trophoblasts. We used C19MC, a unique group of primate-specific miRNAs, which are highly expressed 
in human trophoblasts from the chromosome 19 miRNA cluster. We confirmed the enhanced CMV infection 
in cells with C19MC-BAC. We also confirmed the possibility of cross-reactivity between myosin VI, 
which is known to have important role for hearing in cochlea, and CMV antigen. 

研究分野：ウイルス学　

キーワード： サイトメガロウイルス　先天感染
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　先天性CMV感染は全出生の1/300と高頻度で生じている。顕性感染例については平成30年1月から尿を用いたウ
イルス検出が保険適用となった。米国では患児家族団体の働きにより、リスク新生児を対象としたウイルススク
リーニング検査の義務化を可決する州が増えつつある。先天性CMV感染については厚生労働科学研究班や患者会
が設立され、予防・治療に関する研究が強く求められている。本研究は胎内CMV感染と難聴の機序解明を行い、
先天性CMV感染とその疾患予防に貢献することが目的である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
サイトメガロウイルス（CMV）は健康成人の約 70％に不顕性感染している。しかしながら
妊婦の CMV 初感染は高率に胎児へ先天性 CMV 感染を引き起こす。先天性 CMV 感染の多くは不
顕性感染であるが、一部感染児には死産、精神発達障害、聴覚障害などを生じる。我々は感
染母子血中の抗 CMV 抗体血清型、感染児尿中のウイルス DNA 型を解析することにより、妊娠
中の CMV 感染が初感染なのか重感染なのかを区別し、先天性 CMV 感染の 1割は重感染による
ことを証明してきた。しかしながら CMV が垂直感染するメカニズムの詳細は明らかにされて
いない。妊婦への対応は手洗い等で感染を防ぐきわめて古典的な衛生指導のみしかない。ウ
イルスの垂直感染阻止機構のひとつとして、胎盤栄養膜由来エクソソームに含まれるマイク
ロ RNA（miRNA）によるオートファジー誘導が報告されている。多くのウイルスは胎盤由来
miRNA により経胎盤感染出来ないにもかかわらず、胎盤由来 miRNA はむしろ CMV 感染を促進
させる。CMV 感染における胎盤由来 miRNA の役割を明らかにすることによりある種の胎盤由
来 miRNA がリスクファクターと分かれば、これを標的とした積極的な予防法の開発に繋げる
ことが出来る。 
先天性 CMV 感染症の発症病理に関しても多くは未解明である。先天性 CMV 感染は聴覚障害
を引き起こす主要因のひとつである。言語能力獲得に大きな支障をきたし、最終的な治療法
である人工内耳の埋込手術は幼児への負担が極めて大きい。聴覚器官は骨で囲まれた蝸牛内
に存在するために物理的なアプローチが困難であり、CMV 感染による聴覚障害の発症メカニ
ズムは解明されていない。我々は生後 24 時間以内のマウスに CMV を脳室内接種することに
より、聴覚障害モデルマウスを作製した。聴覚障害の進行時期に内耳有毛細胞のミオシン発
現消失が認められ、これが聴覚障害の要因と考えられた。しかしながらミオシン発現が消失
する機序は不明である。ミオシンはモーター蛋白であり、音信号で反応する有毛細胞の運動
において重要な役割を担っている。有毛細胞自身に CMV 感染は認められず、CMV がどのよう
にミオシン発現消失へと関わっているのかを解明する必要がある。マウス内耳有毛細胞にお
ける糖脂質欠損では聴毛脱落、糖脂質組成変化ではミオシン局在不安定化が報告されている。
CMV 感染が糖脂質の分解や組成変化に関わっていることが証明できれば、CMV のみならず他
の感染症による聴覚障害を解明する一助にもなる可能性が考えられる。 
先天性サイトメガロウイルス感染については厚生労働科学研究班や患者会が設立され、予
防・治療に関する研究が強く求められている。本研究では、先天性サイトメガロウイルス感
染の予防と発症阻止を目指している。 

 
２．研究の目的 
（１）胎盤由来 miRNA による CMV 感染促進のメカニズム解明 
miRNA はタンパク質をコードせず、メッセンジャーRNA 配列に部分相補結合することでそ
の発現量を抑制する。胎盤では 46種類の miRNA（胎盤由来 miRNA）が発現しており、そのう
ち特に高発現している 3種類の胎盤由来 miRNA はオートファジーを引き起こすことで、複数
種類のウイルス（コクサッキーウイルス、ポリオウイルス、水泡性口内炎ウイルス、ワクチ
ニアウイルス、単純ヘルペスウイルス）の感染を抑制することが in vitro 実験で報告され
ている。しかし CMV では胎盤由来 miRNA により感染はむしろ促進されるが、詳細は明らかと
なっていない。CMV が垂直感染を起こす機序の１つに胎盤由来 miRNA が関与している可能性
が考えられる。本研究では特に胎盤で高発現している miRNA を培養細胞に導入し、CMV 感染
効率が上昇することを確認する。当該 miRNA を CMV 非感染細胞に導入し、CMV 感染が効率的
に起こりうるのか確認する。感染効率の上昇に食作用が関与しているのか検討を行う。将来
的には先天性 CMV感染児とその母親の血清中に当該 miRNAの有意な上昇が認められるのか検
討を行う。胎盤由来 miRNA による CMV 感染促進の詳細機序が明らかとなれば、先天性 CMV 感
染における垂直感染阻止の新たな手掛かりが得られることが期待できる。また垂直感染の詳
細な機序解明により、CMV のみならず他の先天性感染症に対する防衛手段を講じる際の一助
となるものと考えている。 
（２）CMV 抗体がミオシン発現に及ぼす影響解明 
マウスに CMV を脳室内接種した聴覚障害モデルマウスでは、ウイルス抗原・DNA 陽性細胞
はらせん神経節等に限局していた。聴覚障害は週令とともに進行するにもかかわらず、ウイ
ルスは 2週令以降に認められなかった。聴覚障害の進行時期には内耳有毛細胞のミオシン発
現の消失が認められ、これが聴覚障害の要因と考えられる。しかしながら内耳有毛細胞にウ
イルスは認められず、ミオシン発現が消失する機序は不明である。CMV 心筋炎では心筋ミオ
シンと抗 CMV 抗体の交叉反応が知られている。CMV のどのタンパクに対する抗体がミオシン
と交叉しているのかを明らかにする。交叉抗体が疾患要因となる機序を探る。 

 
３．研究の方法 
（１）胎盤由来 miRNA による CMV 感染促進のメカニズム解明 
胎盤で高発現し CMV 以外のウイルスでは高い抗ウイルス効果が認められている胎盤由来
miRNA（Dharmacon 社製）を購入した。Dharmafect をもちいて CMV 感受性培養細胞へ導入し
た。導入効率の確認には蛍光標識された標準 miRNA を用いた。また C19MC-BAC（chromosome 
19 derived microRNA cluster-bacterial artificial chromosome；ヒト染色体 19 番に存在



して胎盤由来 miRNA 群をコードする BAC）を保持した細胞株を入手した。これら細胞に CMV
を添加し、感染効率を経時的に評価した。ウイルス抗原を免疫染色で検出し、ウイルス DNA
は qPCR 法、ウイルス RNA 発現は RT-qPCR 法で定量的な評価を行った。産生ウイルス量は
infectious center assay による検討を行った。 
（２）CMV 抗体がミオシン発現に及ぼす影響解明 
CMV 感受性培養細胞株に CMV を感染させ、抗 CMV 抗体で感染細胞を特定することと並行し
て、抗ミオシンポリクローナル抗体を用いた染色により交叉反応を確認した。ウエスタンブ
ロット法により交叉に関わるウイルス抗原の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）胎盤由来 miRNA による CMV 感染促進のメカニズム解明                                                                             

ヒト線維芽細胞株 hTERT BJ-1 において、胎盤で高発
現し CMV 以外のウイルスに抑制的効果を有することが
知られている miRNA：miR-512-3p または miR-516b-5p
を導入した。高効率に導入された細胞に対して CMV を
感染させたが、感染効率に変化は認められなかった。 
C19MC-BAC または C19MC 欠損 BAC（Del）を導入した骨
肉腫由来上皮細胞株 U2OS に CMV 感染を試みた。CMV 感
染 1日後に RT-qPCR 法により CMV 前初期遺伝子
（Immediate Early; IE）発現を定量した。C19MC-BAC
導入により CMV IE 発現が約 9倍上昇することを確認し
た（左図）。感染 2日後の免疫染色の結果、C19MC-BAC
導入により CMV IE 発現細胞数は約 4倍増加した。感染
6日後に細胞を回収し、単層培養したヒト線維芽細胞株
MRC5 へ重層することで感染性ウイルス産生細胞数の評 

価を行った（infectious center assay）。C19MC-BAC 導入によりウイルス産生細胞数は約
3倍増加した。他ウイルスにおける抗ウイルス効果とは異なり、CMV 感染効率の上昇には
複数の胎盤高発現 miRNA が関与している可能性が示唆された。 
C19MC による CMV 感染効率上昇へのオートファジー関与を検討するために、阻害剤 3-MA
を用いて同様の検討を行っているが、現在のところ有意差は得られていない。 

 （２）CMV 抗体がミオシン発現に及ぼす影響解明 
ヒト線維芽細胞株 hTERT BJ-1 へ CMV を感染させ、抗 CMV IE 抗体と抗ミオシン VI 抗体
を用いた二重蛍光染色を行った。抗 CMV 抗体ではウイルス感染細胞の核に特異的な蛍光を
認めた。ミオシン VI は内耳等に特異的に発現するタンパクであり、hTERT BJ-1 では発現
していないため、抗ミオシン VI モノクローナル抗体では陽性細胞を認めなかった。しか
し二種類の抗ミオシン VI ポリクローナル抗体を用いたところ、ともに CMV 感染細胞の細
胞質に特異的な蛍光を認めた。細胞質に存在するウイルスタンパクと抗ミオシン VI ポリ
クローナル抗体の交叉反応によるものと考えられる。ウエスタンブロット法により交叉抗
原の探索を行っているが、特定には至っていない。 

 
本研究により、胎盤由来 miRNA が CMV 感染を促進させる環境形成を担っている可能性が
明らかとなった。感染効率上昇の詳細機序解明を目指した研究を進行中である。また CMV
難聴発症機序の一因として、交叉抗体が関与している可能性を提議することとなった。交
叉反応により形成される抗原抗体複合体がどのようにミオシン発現低下を誘導している
のか検討予定である。これらの課題を明らかにすることにより、先天性 CMV 感染の撲滅と
CMV 難聴の防止を目指したい。 
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