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研究成果の概要（和文）：病理医が日常診断で遭遇するサイトメガロウイルス(CMV)感染細胞ではウイルス増殖
が見られ容易に検出可能である．一方， CMV潜伏感染細胞を検出する方法は未だ確立していない．近年，CMVゲ
ノムにおいて潜伏感染を維持するのに必須な遺伝子群が発見され，これらに由来する蛋白(LAP)が潜伏感染時で
も宿主細胞に影響を及ぼすと考えられている．代表者はLAPの一つに注目し，ホルマリン固定パラフィン包埋切
片(FFPE)でも同蛋白を検出できる単クローン抗体の作成を試みた．その結果，3種類の抗体を樹立した．さら
に，これらの抗体を用いて大動脈粥状硬化病変のFFPE標本におけるCMV潜伏感染細胞の局在を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：During routine diagnostic works, pathologists occasionally encounter 
cytomegalovirus (CMV)-infected cells, all of which are fully permissive for viral replication. 
However, they cannot identify the cells latently infected with CMV, where viral replication never 
occurs. Unlike EB virus, until now there have been no established methods for the detection of cells
 latently infected with CMV. Recently it has been reported that several genes in the CMV genome 
appear to be indispensable to maintain CMV latency. The proteins derived from these genes (LAPs) are
 considered to have some impacts on cellular functions even under the latency. In this research the 
author focused on an LAP and tried to establish monoclonal antibodies (Abs) which enable to detect 
LAP even in human formalin-fixed paraffin-embedded tissues (FFPE). As a result, three monoclonal Abs
 were established. These Abs enabled to detect cells latently infected with CMV in FFPE sections of 
atherosclerosis. 

研究分野：ウイルス病理学

キーワード： サイトメガロウイルス　潜伏感染　単クローン抗体　動脈粥状硬化症　人体病理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，サイトメガロウイルス(CMV)がヒト細胞内で潜伏感染を維持するのに必須なウイルス蛋白(潜伏感染関連蛋
白)が明らかにされています．しかし，人体内のどの細胞にCMVが潜伏感染しているかは明らかでありません．本
研究では，代表的な潜伏感染関連蛋白に対して特異的に反応する単クローン抗体を作成しました．さらに，この
新規単クローン抗体を用いることで，人体組織内のどの細胞にCMVが潜伏感染するのかを明らかにし，潜伏感染
しているCMVがどの様にして疾患の発症に関わるのかを明らかにすることが可能になります．

※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 

CMVは幼小児期に不顕性感染し，その後，潜伏感染し人体に終生寄生することで人類集団に

深く浸透している(Griffiths, J Pathol 2015; 小杉, Uirusu 2010)．成人感染率は 80~90%に達し感染人

口は少なくとも 60億人と推定される(Manicklal, Clin Microbiol Rev 2013, ちなみに HIV感染者数

は約 4000万人)．免疫不全状態の臓器移植・AIDS患者などでは再活性化してウイルス増殖によ

る細胞・臓器傷害で生命を脅かし，母子感染では免疫が未熟な胎児に感染し小頭症，難聴，精神

発達遅滞を生ずる．これら顕性化した重度の感染症を来す患者は全 CMV感染者の 0.01%前後で，

ウイルス学的には増殖性感染(細胞融解感染)であり，100 年以上前から巨細胞封入体症として知

られている．CMVの増殖関連抗原を検出する抗体を用いた免疫組織化学等によって，増殖性感

染症の人体病理学的解析はほぼやり尽くされている．一方，感染者の殆どが関わる潜伏感染にお

いて，ウイルス増殖が抑制され封入体を認めない潜伏感染細胞の局在や疾病との関連を明確に

した報告は皆無である．その理由として，EB ウイルス潜伏感染細胞の検出に汎用されている

EBER-ISH の様に，CMV の潜伏感染状態を信頼性高く容易に検出可能な組織化学的方法が未だ

確立していないことによる． 

潜伏感染状態の CMVは遺伝子転写を伴わない眠った状態と考えられていた．しかし，過去 20

年間のウイルス学の進展により，CMV潜伏感染の分子機構の詳細が明らかにされつつある．そ

の中で特筆すべきことは，CMV ゲノム DNA において潜伏感染を維持するのに必須な遺伝子群

が発見されたことである．現時点でウイルスタンパク質が９種類，ウイルス由来のマイクロ

RNA・RNA転写物が５種類存在することが知られている(Goodrum, Ann Rev Virol 2016)．これら

の遺伝子産物を駆使することによって CMVは宿主免疫系の監視を掻い潜り，潜伏感染を維持し

宿主と共生すると考えられる．さらに，これらの遺伝子産物が，CMVの増殖が無くても慢性炎

症疾患(自己免疫疾患，潰瘍性大腸炎，動脈硬化症など)，腫瘍(膠芽腫など)，免疫老化の原因な

いし増悪因子として作用する可能性や CMVの再活性化・顕性化の予測因子となり得ると推測さ

れる(Soderberg-Naucler, J Int Med 2006; Boeckh, J Clin Invest 2011)． 

 

２．研究の目的 

研究代表者は上記の事実に基づき，CMV潜伏感染関連蛋白(latency-associated protein, LAP )の一

つに注目し，同蛋白に対するラット IgG型単クローン抗体(mAb)の作成を試みた．樹立した単ク

ローン抗体を用いて全身組織における CMV潜伏感染細胞の局在を明らかにすると共に，古くか

ら CMVとの関連性が示唆されている疾患の中で動脈硬化症の FFPE標本を対象に病態解析を試

みた． 

 

３．研究の方法 

1) 抗原の免疫とハイブリドーマ作成（担当：小杉，村中，）  

CMV潜伏感染関連蛋白の抗原ペプチドをラットに免疫し，ポリエチレングリコールを用いて

採取リンパ球と SP2 細胞(マウス非分泌型骨髄腫細胞株)と融合し，ハイブリドーマを作成した． 

2) 特異抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングと樹立（担当：小杉，村中，川島） 

①Tag付加HCMV-LAP発現ベクタープラスミドを作成し，②ベクターを96穴プレート上の

293T細胞に導入し最初のスクリーニングを行い，③選別されたIgG型抗体を同じ導入細胞のセル



ブロックFFPE切片でスクリーニングした．④これらの行程で選別された単クローン抗体を用い

て，CMV臨床株感染細胞に対する免疫染色，Cell Lysateに対するウェスタンブロット法を行った．

さらに，実用性が高いと期待される樹立IgG型単クローン抗体については可変領域塩基配列を明

らかにする． 

3)ヒトFFPE標本を用いた解析（担当：小杉，村中) 

剖検症例の大動脈粥状硬化症 FFPE標本において，抗マーカー蛋白抗体等を用いた多重染色で潜

伏感染細胞の細胞種同定や病態への関与を検討した． 

 

４．研究成果 

1) 抗 HCMV-LAPラット IgG単クローン抗体，B23, D13, E20の樹立． 

  ハイブリドーマ上清で LAP を導入した 293T 細胞を免疫蛍光染色することによって，LAP 特

異的なハイブリドーマを選別した．その結果，LAPの中央部付近 15個のペプチドに対する 2種

類の Rat IgG mAb B23, D13を樹立した．さらに， LAPの C末端の 15個のペプチドに対する Rat 

IgG mAb E20を樹立した．D13, B23のアイソタイプは何れも IgG2aであった．E20のアイソタイ

プは IgG2bであった． 

B23では，ウェスタンブロットにおいて予想される 18kDa付近にバンドを認めた．一方，D13

では，18kDaの LAPに加え，38kDaの蛋白を検出した(図１)．後者は非感染細胞でも検出される

ことから，交差反応する宿主蛋白と考えられた．E20はウェスタンブロットにおいて感染細胞ラ

イセート中の蛋白を検出できなかった．しかし，D13, B23, E20の何れも免疫沈降において予想

される 18kDaの LAP蛋白を沈降できた(図２)． 

図１                  図２ 

図１：1 LAP導入 293T細胞，2 HCMV臨床株(C4:LAP+)感染 ARPE19細胞，3 HCMV実験室株(Towne:LAP-)
感染線維芽細胞，4 非感染 ARPE19細胞．図２：mAb D13, B23, E20及び正常 Rat IgGを用いた HCMV-C4
感染 ARPE19細胞ライセートの免疫沈降．沈降物のウェスタンブロットにおいて LAP を mAb B23で検出
した． 

2) mAb D13, B23, E20を用いた免疫染色による大動脈粥状硬化病変における HCMV潜伏感染細

胞の同定． 

 何れの抗体によっても Caldesmon陽性の中膜平滑筋細胞の細胞質内に LAPの局在を認めた(図

3)．粥腫においては，何れの抗体も筋線維芽細胞・マクロファージの細胞質に LAPを検出した．

その発現量は，D13と B23による免疫染色では，マクロファージよりもα-SMA陽性の筋線維芽

細胞に優勢であった．一方，E20による免疫染色では，LAPの発現はマクロファージに優勢であ

った．さらに，CD163陽性M2マクロファージよりも粥腫内の泡沫状 CD68陽性M1マクロファ

ージに優勢であった(図 4，表 1)． 

 



図３                      図４ 

表１ 

3) RNA-In Situ Hybridization (RNA-Scope)に

よる HCMV-LAP-mRNAの検出． 

粥状硬化巣において，RNA-Scope法を用いた LAP-mRNAに対する RNA-ISHを行った．その

結果，D13 免疫染色で LAP 蛋白陽性の筋線維芽細胞において(図 5)，LAP-mRNA の発現を認め

た(図 6)． 

図５                   図６ 

 

4) 総括  

 免疫沈降法では mAb D13, B23, E20の何れも同一分子量の LAP蛋白を認識した．一方，大動

脈粥状硬化巣での免疫染色による LAP の局在は，D13・B23 においては，筋線維芽細胞に優勢

で，E20ではM1マクロファージに優勢であった．この原因については不明であるが，それぞれ

の抗体が認識する LAP の抗原部位もしくはその近傍におけるアミノ酸の修飾が細胞によって異

なる可能性が推測された． 

何れの抗体を用いても，大動脈中膜平滑筋細胞に HCMVが潜伏感染することを追認できた．

粥状硬化病変では，早期の内膜肥厚から完成期の粥腫までの病変部において筋線維芽細胞とマ

クロファージに潜伏感染を認め，それぞれ HCMVが潜伏感染した中膜平滑筋細胞と血中単球に

由来すると推測された．単球・マクロファージ系細胞は粥状硬化病変形成において中心的役割を

担うが，CMV の潜伏感染細胞としても重要である．今回樹立した mAb は、粥状動脈硬化症と

HCMV潜伏感染の関連を探求する上で有用であると考えられた。 
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