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研究成果の概要（和文）：潰瘍性大腸炎関連発癌におけるサイトメガロウィルス（以下CMV）の役割を解明する
ことを研究目標とした。（1）マウスCMV潜伏感染マウスを用いた実験についてはマウスCMV投与群における早期
死亡が度重ったことから、検討に耐える個体数の確保が困難だった。生存し得た少数のWild Typeマウスで、
real-time PCRにおけるIFN-γの発現上昇を確認したが、飼育条件の改善により個体数確保を十分に図るのが今
後の課題となった。（2）ヒト炎症性大腸癌検体においてCMV免疫染色を行ったが、腫瘍性病変ならびに非腫瘍性
粘膜双方ででの陽性細胞は検出できず、免疫染色レベルでの再活性化評価は困難と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Our goal was to elucidate the role of cytomegalovirus (CMV) in ulcerative 
colitis-related carcinogenesis. (1) In experiments using mouse CMV latently infected mice, it was 
difficult to obtain sufficient numbers of mice due to the frequent occurrence of early death in the 
mouse CMV-administered group. With the study of Wild Type mice that have survived, we confirmed that
 the expression of IFN-γ was increased in real-time PCR. However, it is a  crucial task that obtain
 sufficient mice by improving the breeding conditions. (2) CMV immunostaining was performed on human
 colitic cancer specimens, but CMV positive cells could not be detected in both neoplastic lesions 
and non-neoplastic mucosa. We considered that it would be insufficient to detect the reactivation of
 CMV with immunohistological evaluation.

研究分野：炎症性腸疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
潰瘍性大腸炎の長期経過症例では、腸炎を背景とした大腸癌を合併するリスクが高くなる。一方、CMV感染は潰
瘍性大腸炎の難治および慢性炎症持続に寄与する要因の１つであることが知られている。したがって、CMV感染
による慢性炎症の持続は、潰瘍性大腸炎関連大腸発癌と関連するものと推測され、マウスCMV潜伏感染モデルを
作成し検討を行うことを目標としてきた。現段階で得られている成果は、CMVと炎症性発癌の相関関係を根本的
に解明するものではない。今後も実験を継続し、潰瘍性大腸炎関連発癌の予測の観点から、CMV治療を行う意義
について明らかにしたい。

※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 
クローン病や UCをはじめとする炎症性疾患(Inflammatory Bowel Disease：以下 IBD) は近年
増加の一途を辿っている。また、若年者に多く発症するため生涯治療の継続が必要とされる難治
性疾患である。 
潰瘍性大腸炎 (Ulcerative colitis：以下 UC) の長期経過症例では、腸炎を背景とした大腸
癌を合併するリスクが高くなる。しかしながら、その発癌機序には未だ不明な点が多い。
Cytomegalovirus (以下CMV) 感染はUCの難治および慢性持続炎症に寄与する要因の１つである
ことが知られている。従って、CMV 感染による慢性炎症の持続は UC 関連大腸発癌と関連するも
のと推測されるが、その関連についての基礎的検討は未だに行われていない。 
今回、申請者は、新規確立された CMV 感染 UCマウスモデルおよびヒト炎症性大腸癌検体を用
いて、UC 関連発癌の機序における CMV の役割の解明に取り組む。 
 
２．研究の目的 
IBD の長期経過症例では腸炎を背景とした大腸癌を合併するリスクが高くなることが知られ
ており、日本においても患者数の増加傾向に伴い癌化例の報告が急増している。従って、その発
癌メカニズムを解明することは臨床上重要な課題の１つである。 
申請者の研究指導者である仲瀬らは IBD における炎症性発癌症例の報告やマウスモデルを用
いた炎症性大腸発癌機序解明に関する報告を行っており、慢性腸管炎症部位にはマクロファー
ジやリンパ球が浸潤し、炎症性サイトカインである TNF-αや IL-6 等が産生される知見を得てい
る。炎症性サイトカインの持続的な産生は上皮細胞や間質細胞内での NF-κB を誘導し、炎症性
発癌に寄与するものと考えられる。また、我々が報告した cohort 研究でも、慢性持続型の難治
性 UC 患者において発癌リスクが上昇することが明らかとなっている。 
一方、IBD の難治および重症化の要因の１つとして Human CMV (以下 HCMV) 感染が注目されて
いる。HCMV は生体内で線維芽細胞、上皮細胞、マクロファージ、平滑筋および内皮など多くの
組織細胞で増殖し汎臓器向性を示す。HCMV は炎症性サイトカインにより再活性化される特徴を
有したウイルスである。HCMV が感染したマクロファージは主として炎症性サイトカインを産生
するマクロファージとなり、局所の炎症を持続させる。我々は、粘膜生検組織中の DNA を用いた
Real time PCR 法にて、IBD 患者における HCMV 再活性化は主に腸管炎症粘膜で認められること
を報告してきた。 
このことから、腸管局所免疫機構の破綻 (持続的な腸管炎症) が HCMV の再活性化を促進⇒
種々のサイトカインの誘導⇒慢性炎症を増悪⇒炎症性大腸発癌に関連するものと推測されるが、
現在まで CMV 感染と UC関連発癌との関連は明らかとなっていない。 
我々のグループでは IBD の病態に及ぼす HCMV 感染の影響を検討するため、Mouse CMV (以下
MCMV) 感染 UCマウスモデルを世界ではじめて確立した (研究業績：文献 24) 。本マウスモデル
では、T cell receptor (TCR) -α Knockout (KO) マウスに MCMV を潜伏感染させると、潜伏期
に一旦消失した MCMV 抗原陽性細胞が炎症腸管部位に再出現し、PCR や in situ hybridization
にて MCMV-DNA の増幅が確認されている。加えて、MCMV 感染 TCR-α KO マウスは非感染マウス
に比し腸炎が増強され、その腸管組織では TNF-α や IFN-γなどの Th1 型サイトカインの遺伝
子発現の上昇を認めた。同時に、IL-6 や TGF-βの上昇に伴う IL-17 の遺伝子発現が誘導されて
いた。MCMV 感染 TCR-α KO マウスでは Th2 型以外に Th1/Th17 型免疫応答を呈し、腸炎増悪を
引き起こすことが示唆された。また、IL-6 や TGF-β、IL-17 の上昇は、炎症性発癌の initiation
に関与していると報告されている。 
我々は、UC関連発癌機序における CMV の役割を解明するため、(1)MCMV 感染マウスを用いた新
規炎症性大腸癌モデルを作製し、CMV 感染が炎症性大腸癌発症ならびに進展におよぼす関与、(2)
ヒト炎症性大腸癌検体を用いて、癌周辺組織における CMV の存在と癌の進展との関与について
検討を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
本研究は潰瘍性大腸炎関連発癌機序におけるサイトメガロウィルス（以下 CMV）の役割を解明
することが研究目標である。そのために、（1）マウス CMV 感染マウスを用いた新規炎症性大腸癌
モデルを作製し、CMV 感染が炎症性大腸癌発症ならびに進展におよぼす関与、（2）ヒト炎症性大
腸癌検体を用いて、癌周辺組織における CMV の存在と癌の進展との関与について検討すること、
この 2点を本研究の行動目標とした。 
(1)MCMV 感染マウスモデルを用いた発癌機構の解明 
生後 1週目の Wild Type（以下、WT）マウス、および TCR-α KO マウスに MCMV を感染させ、



生後 8週目に AOM (12µg/g/body) を腹腔内投与した。12 週、16 週、20週でマウス腸管を取り出
し、以下の実験を行うこととした。  
(A)組織学的評価  
(B)局所サイトカイン発現：MCMV 感染マウスおよび MCMV 非感染マウスの腸管組織および腫瘍性
病変における IL-4、IL-13、IFN-γ、IL-17、さらに炎症性発癌に重要な役割を果たす TNF-αお
よび IL-6 の発現を Real time-PCR 法を用いて検討する。 
(C) MCMV 感染が腸管細胞に及ぼす影響：マウスから腸管を採取し、MACS を用い上皮細胞および
樹状細胞、さらにマクロファージを単離する。上皮細胞については、IL-4、IL-13、IFN-γ、IL-
17、TNF-α、IL-6 などの種々のサイトカインを添加することにより、CMV 感染が上皮細胞増殖に
およぼす影響を検討する。樹状細胞やマクロファージに対しては LPS 刺激を行い、IL-12、IL-
23、IL-18 などを測定する。 
(D)CMV 感染が線維芽細胞に及ぼす影響：腸管組織から線維芽細胞を単離後、炎症性サイトカイ
ン (IL-17、TNF-αおよびIL-6) で刺激を行い、線維芽細胞から産生される活性型TGF-βをELISA
により測定し、CMV 感染が fibroblast に及ぼす影響を検討する。 
(E)CMV 感染による遺伝子変異の評価：MCMV 感染マウスおよび非感染マウスより採取した腸管組
織から DNA を抽出し、網羅的に CGH アレイ解析を行い癌抑制遺伝子等の発現を比較検討する。 
(F)マイクロアレイ解析による上皮系マーカー (E-cadherin、Occludin、Mucin1 など) と間葉系
マーカー (N-cadherin、MMP、Vimentin など) の発現を比較検討する。加えて、組織標本におい
て上皮系マーカー (E-cadherin) 及び間葉系マーカー (N-cadherin、Vimentin) に対する免疫
染色を行い腫瘍先進部における上皮系マーカーと間葉系マーカーの発現の強弱を比較する。腫
瘍先進部における EMT による形態変化の有無についても検討を行う。 
(G)AOM 投与後の MCMV 感染 TCRα KO マウスに対してガンシクロビル（25mg/kg 1 日 1 回、30日
間）投与群と非投与群に分け、抗ウイルス剤による MCMV の制御が大腸癌発生・進展に及ぼす影
響を検討する。 
 
(2) ヒト炎症性大腸癌検体を用いた CMV 関連の検討 
手術標本の非炎症粘膜、炎症粘膜、腫瘍性病変（dysplasia を含む）、ならびに sporadic colon 
cancer の検体から DNA を抽出し、CMV 再活性化の存在を評価する。また、抗 CMV 抗 (IE 抗原) を
用いて免疫組織学的評価を行う。 
上記のマウスの実験と同様に、腸管組織および腫瘍性病変から RNA を抽出し、IL-4、IL-13、 IFN-
γ、IL-17、TNF-αおよび IL-6 の発現を検討する。CMV 存在と腸管局所サイトカイン発現および
組織学的悪性度との相関を検討することにより、CMV 感染が炎症性大腸癌の悪性度に及ぼす影響
を検討する。 
 
４．研究成果 
（1）については、2019 年度までは TCR-α KO マウスの繁殖不良が目立ち、個体数確保に難渋
した。2020 年度に入り繁殖に成功し、Mouse CMV（以下 MCMV）投与群/非投与群に割り振り飼育
したが、MCMV 投与群において早期死亡が度重なった。 
飼料や衛生環境など飼育環境を適宜調整したが、期間内に十分な検討に足る MCMV 潜伏感染モ
デルの個体数を確保することが困難であった。MCMV 潜伏感染モデルは、AOM 非投与群の WTマウ
スで、少数ながら生後 16 週まで到達しえた。AOM 投与群は、現段階での飼育条件では、早期死
亡のため予定期間に到達しえた個体は存在しなかった。炎症性発癌に重要な役割を果たす TNF-
αおよび IL-6 の発現、さらに IL-13、IFN-γの発現などを Real time-PCR 法を用いて検討した。
結果、IFN-γの発現が MCMV 投与群において著明に上昇していた。ただ、これらの検討は潜伏感
染モデルの個体数増加を図る必要がある。また、個体数過小から腫瘍形成の差異や、腫瘍部/非
腫瘍部での炎症サイトカイン発現の差異について検討できていない。単離細胞を用いた諸実験
とともに、今後継続的に遂行していく予定である。 
（2）については、共同研究施設からヒト手術標本を収集し、腫瘍性病変（dysplasia を含む）
ならびに非腫瘍性粘膜に対し免疫染色を付し、CMV 再活性化の有無について検討を行い、免疫染
色で検出可能な CMV 再活性化は認められないという知見を得た。 
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