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研究成果の概要（和文）：メルケル細胞ポリオーマウイルスの発癌のメカニズムを解明するとと

もに、診断、治療に役立つ知見を得ることを目的に研究を行った。メルケル細胞癌に large T 抗
原が発現することを明らかにし、Large T の核局在シグナルを同定し、遺伝子変異との関連を明

らかにした。また、2010 年に発見された新たなヒトポリオーマウイルスである HPyV6 と HPyV7
の検出系を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：Merkel cell polyomavirus-DNA was detected in 6 of 11 (55%) Japanese cases 
of Merkel cell carcinoma by real-time PCR. Immunohistochemistry using a rabbit polyclonal antibody 
revealed that large T antigen was expressed in the nuclei of Merkel cell carcinoma cells. Deletion mutant 
analyses identified a nuclear localization signal in large T antigen. Real-time PCR analysis revealed that 
Merkel cell polyomavirus replication is associated with host immunity, and that circulation of human 
polyomavirus-6 and -7 in the serum is rare. 
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１．研究開始当初の背景 

メルケル細胞癌は高齢者の顔面や皮膚に
まれに発症する癌である。米国では年間 1,000
例程度の発症があり、主に白人に多い。再発
や転移の頻度が高く、患者は高齢者が多いこ
とから予後はきわめて悪い。2008 年 2 月米国
ピッツバーグ大学のグループが、このメルケ
ル細胞癌の検体から新しいヒトポリオーマ
ウイルスを発見したと報告した (Science 
319:1096-100)。メルケル細胞ポリオーマウイ
ルス(Merkel cell polyomavirus, MCPyV, MCV)
と名付けられたこのウイルスは、Science の報

告によるとメルケル細胞癌の 8 割に検出され、
一部の癌細胞では MCPyV がゲノムに
integration されていることから、MCPyV が新
しいヒト発癌ウイルスである可能性が示唆
された。一方で、コントロールとして検索し
た健常者の臓器や生検検体からも約 10%、カ
ポジ肉腫のサンプルでは 20％の陽性率が示
されており、MCPyV は米国では広く蔓延し
ているウイルスであることが予想された。そ
の後、ヨーロッパのグループもメルケル細胞
癌から MCPyV が検出されたことを報告して
いる。 
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日本ではわれわれが 10 例のメルケル細胞癌
の検体を収集し、PCRにより 5例から MCPyV
を検出したのが最初の報告である(2008 年 
第 56 回日本ウイルス学会学術集会、岡山)。
さらに、われわれはエイズに関連したカポジ
肉腫 49 例中 3 例から MCPyV を検出し、その
うちの１例から MCPyV 遺伝子全長のクロー
ニングを行った。われわれがクローニングし
た MCPyV は米国の株と 97%の相同性を持っ
ていたが、随所で変異や挿入が見られ、これ
まで報告されている 3 株と比較すると最長の
5,418bp であった。 

MCPyV は JC ウイルスや SV40 など、他のポ
リオーマウイルスと同様に small T, large T, 
VP1-3 のタンパクをコードしている。large T
はC末に pRb binding siteを保持しているなど、
SV40 との遺伝子構造の類似性から large T 単
独で transformation 活性を持っている可能性
が高い。MCPyV はヒトポリオーマウイルス
としては初めての癌ウイルスである可能性
が高く、MCPyV は健常者でどの程度蔓延し
ているか、MCPyV がどのようにメルケル細
胞に感染するか、MCPyV によるメルケル細
胞の癌化の分子機構などが解明すべき課題
である。 
また、2010 年には健常者のヒト皮膚から新

しいヒトポリオーマウイルス（ human 
polyomavirus, HPyV）６，７が発見され、新
たなヒトポリオーマウイルスに加わった。人
に対する病原性などに関しては一切明らか
になっていない。 

 
２．研究の目的 
本研究では米国でメルケル細胞癌から新

しく発見されたメルケル細胞ポリオーマウ
イルス(MCPyV)について、メルケル細胞癌や
他の疾患との関連、日本における感染疫学を
明らかにし、さらに新たなヒト癌ウイルスと
しての病原性を分子レベルで解明し、診断、
治療に役立つ知見を得ることを目的とする。 
具体的には下記の項目を解明する。 

(1) メルケル細胞癌における MCPyV 感染細
胞の同定 

メルケル細胞癌の発癌と MCPyV 感染の関
連を証明するには、メルケル細胞癌の細胞そ
のものに MCPyV が感染していることを示す
必要がある。MCPyV に対する抗体を作成し、
メルケル細胞癌の病理組織標本上で MCPyV
感染細胞の同定を行うことで、MCPyV の病
理学的診断法の開発を行う。また、作成した
抗体でさまざまな疾患の病理組織標本を検
索し、抗体の特異性の確認を行うとともに、
他の MCPyV 関連疾患の発見に努める。 
(2) MCPyV の病原性の検討 

MCPyV は他のポリオーマウイルスと同様
に large T 抗原をコードしている。MCPyV 
Large T 抗原の明らかな腫瘍原性はまだ示さ

れていないが、large T 抗原遺伝子中に停止コ
ドンが存在することが示されている。メルケ
ル細胞癌における MCPyV の遺伝子変異と病
原性について、臨床検体を用いて検討する。 
(3) 新しいポリオーマウイルスの感染疫学 

血清中の抗 MCPyV 抗体を検出できる
ELISA や IFA 等の血清学的診断法の開発し、
日本人健常者における抗体陽性率を明らか
にするとともに、高感度な real-time PCR の検
出系を確立し、メルケル細胞癌や他の疾患に
おける抗体陽性率を調査する。また、多くの
原因不明疾患の血清をスクリーニングする
ことにより、初感染に関連する疾患を調査す
る。2010 年に健常者のヒト皮膚からた新しい
ヒ ト ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス （ human 
polyomavirus, HPyV）６，７についても同様
の検索を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 材料: メルケル細胞癌、及びその他の疾患
の組織、血清などの検体は、国立感染症研究
所感染病理部にコンサルテーションされ、保
存された検体を用いた。ヒト検体を用いた研
究は国立感染症研究所倫理委員会の承認を
得た。(承認番号 149, 192, 273) 
(2) 核酸抽出: 血清は DNeasy Blood＆Tissue 
Kit（Qiagen）、ホルマリン固定パラフィン包
埋組織は Qiaamp FFPE DNA extraction kit 
（Qiagen）、凍結組織は the DNeasy Tissue Kit 
（Qiagen）を用いて DNA を抽出した。  
(3) DNA real-time PCR: real-time PCR 
（Applied Biosystems）にて MCPyV （Katano 
H et al. J Med Virol 2009;81:1951-8）、HPyV6 
VP1、HPyV6  small T (ST)、HPyV7 VP1、
HPyV7 ST の DNA の定量を行った。また、内
因性コントロールとして βアクチンの DNA
の定量を行った（Kuramochi H et al. Clin 
Cancer Res 2006;12:29-33)。 
(4) 免疫組織化学：MCPyV large T 抗原に対す
る抗体を一次抗体として、LSAB 法による免
疫組織化学を行った。 
(5) プラスミド、遺伝子導入: pCXN2-mRFP
ベクターに large T 抗原の各欠損変異体を挿
入した。Fugene 6（Roche）で 293T 細胞に遺
伝子導入し、RFP の発現から発現タンパクの
局在を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) メルケル細胞癌および他の疾患からの
MCPyV の検出 
日本のメルケル細胞癌の症例から、はじめ

て MCPyV を検出し、報告した。11 例のメル
ケル細胞癌の症例のホルマリン固定パラフ
ィン標本から DNA を抽出し、MCPyV の各遺
伝子を nested PCR で検索した結果、6 例
（55％）で MCPyV が陽性であった。この陽
性率は欧米諸国の報告と比べると低い。細胞



あたりのウイルスコピー数は 0.04-0.43 コピ
ーであり、低いコピー数の症例も存在してい
た。同時に検索した、200 を超える他の疾患
の病理組織標本では、3 例のカポジ肉腫症例
から MCPyV が検出された。しかし、カポジ
肉腫では MCPyV のコピー数がきわめて低く、
疾患との関連は薄いものと考えられた。 
(2) MCPyV large T抗原の抗体の作成と病理組
織検体における検索 

Large T 抗原の遺伝子をクローニングし、
GST 融合蛋白を作成し、ウサギに免疫するこ
とでポリクローナル抗体を作成した。これを
1 次抗体として、メルケル細胞癌組織で免疫
組織化学を行った。メルケル細胞癌細胞の核
内に陽性シグナルを認め、メルケル細胞癌で
large T 抗原が発現していることが明らかに
なった。 

 

図 1 メルケル細胞癌組織における MCPyV large 

T抗原の発現。Large T抗原はメルケル細胞癌(MCC)

の核内に発現している。 

 
(3) large T 抗原における核局在化シグナルの
同定：日本人由来の MCPyV の large T 抗原を
クローニングし、欠損変異体を作ることによ
って、large T 抗原の核局在化シグナルを同定
した。メルケル細胞癌の臨床検体ではこの核
局在化シグナルの下流に停止コドンを伴っ
た変異が入ることで発癌することが明らか
となり、日光露出部位におけるウイルス発癌
の機構を明らかにした。 
 
(4) 血液中の MCPyV, HPyV6, HPyV7 の検出 
血液サンプルにおいては健常者の 1 割程度

に MCPyV が定量的 PCR で検出され、とくに
エイズなどの免疫不全患者では 9 割程度のサ
ンプルに MCPyV の DNA が検出された。こ

れらの結果から、MCPyV の感染は健常者の
間でもまれではなく、ヒト体内における
MCPyV の複製は宿主の免疫能と関連してい
る可能性が示唆された。また、2010 年に発見
された新しいヒトポリオーマウイルス
（human polyomavirus, HPyV）６，７につい
て、同様の検索を行ったが、エイズ患者の血
清でも定量的 PCR での陽性率は 1％程度と、
検出はまれであった。これは、HPyV6,7 の感
染が日本ではまれである可能性と、HPyV6,7
は皮膚に限定して増殖し、ウイルス血症の頻
度が高くない可能性が含まれる。 

 
図 2 MCPyV large T抗原の核局在化シグナルの同

定。欠損変異体を作成することにより、277-280

の Arg-Lys-Arg-Lys を核局在化シグナルとして同

定した。 
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