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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はサイトメガロウイルス（CMV）が移植後に再活性化する機序を明らかにする
ことである。そのためにはCMV再活性化のモデルを作成する必要がある。我々はマクロファージ系の細胞株を用いた試
験管内実験系でMCMV再活性化には感染細胞の分化度及びヒストンのアセチル化が重要であることを観察した。つぎに動
物を用いたCMV再活性化のモデルの作成を試みた。CMV潜伏感染BALB/c♀マウスと BALB/c♂マウスと交配させたところ
の母乳からCMVが検出された。一方、C57BL/6♂マウスと交配させた群でもCMVが検出されたがウイルス価はBALB/c♂マ
ウスと交配させた群と比較し有意に低値を示していた。

研究成果の概要（英文）：Aim of this study is to clarify the mechanism of cytomegalovirus (CMV) reactivatio
n after organ transplantation. For this purpose, we developed in vitro and in vivo CMV reactivation models
. In in vitro model, two macrophage-derived cell lines were used, and then the cell differentiation and ac
etylation of histone in CMV infected cells were demonstrated to be critical in CMV reactivation. In in viv
o model, we demonstrated the CMV reactivation in the milk of breast-feeding female mice. Interestingly, re
activated CMV titers in the breast milk was much higher in syngeneic pregnancy than those in allogeneic pr
egnancy, suggesting that allogeneic stimuli is unnecessary in CMV reactivation.       
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１．研究開始当初の背景 
研究の学術的背景・着想に至った経緯：臓器

移植法の改正により我が国でも臓器移植が

治療法として定着してきたが、サイトメガロ

ウイルス（CMV）抗体陽性レシピエントでは
移植後 45-85％のレシピエントに CMV 再活
性化が認められ、適切な抗ウイルス剤を投与

しないと再活性化が認められたレシピエン

トの 25-30％に CMV 感染症が発症する
(Hebart et al. Human Immunol. 
65.432:2004)。従って CMV 再活性化による
CMV 感染症発症は臓器移植の大きな課題で
ある。我々は MCMV 感染マウスにおける
CMV特異的 CD8＋メモリーT細胞の維持に
関する研究から、マクロファージ（MΦ）の
分化・活性化が CMV再活性化の要因ではな
いかと考えるに至った。即ち、BALB/c マウ
スに 0.2LD50のマウス CMV（MCMV）を投
与し、ウイルス量をリアルタイム PCR 法に
よって測定した。その結果、感染２週後をピ

ークにウイルス量は急速に低下し、感染６ヶ

月には検出限界（1 コピー／検体、n=6-7）
になったが、感染 9ヶ月には再び検出される
ようになった。MCMV感染 SPFマウスの肺
では MCMV の再活性化が周期的に起こって
いるのではないかと考えた。即ち、CMV 再
活性化は免疫抑制によるものではなく、潜伏

感染細胞での細胞生物学的な変化が再活性

化の原因ではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
サイトメガロウイルス（CMV）は代表的な日

和見病原体であり、健常状態ではウイルス

は潜伏している。しかし、臓器移植、骨髄

移植後、AIDS などでは潜伏ウイルスの再活

性化がみられ、CMV 感染症が発症する。CMV

再活性化については多くの研究がなされて

いるが、その機序に関してのコンセンサス

は得られていない。我々は CMV 特異的 CD8

＋メモリーT 細胞の維持に関する研究から、

CMV 再活性化は免疫抑制によるものではな

く、CMV 潜伏感染細胞の分化・活性化が CMV

再活性化の要因ではないかと考えるに至っ

た。そこで、本研究はマウス CMV（MCMV）

が潜伏するマウスを用いて MCMV 再活性化

モデルの作成及び再活性化の仕組みを明ら

かにし、移植後 CMV 感染症の発症機序の解

明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）試験管内感染実験系 
マクロファージ系の細胞が CMVの潜伏感染
細胞と考えられている。そこで、マウスサイ

トメガロウイルス（MCMV）潜伏感染から再
活性化し、MCMV-IEが発現すると細胞が緑
色を発色する Green Fluorescent Protein 
(GFP)標識 MCMV をマクロファージ系の細
胞株である M1 細胞（MΦ前駆体）および
Mm1細胞 （MΦ）にMCMVを潜伏感染さ
せ、再活性化を調べた。 
（２）母乳に関する実験 
免疫抑制を伴わないアロ刺激の臨床例とし

て妊婦に注目した。出産直後の女性の母乳を

採昭和大 NICU に入院中の新生児の母親よ
り採取し、リアルタイム PCR 法にて母乳中
の CMV量を測定した。 
（３）マウスを用いた CMV感染実験 
出産後の母乳中に HCMV の再活性化が認め
られることから、マウスモデルを作成した。

BALB/c♀マウス 7 週齢の腹腔内にマウスサ
イトメガロウイルス（MCMV、Smith株）を
感染させた（1500pfu/マウス）。感染 4 週後
には唾液腺、乳腺、脾臓、肺には感染性ウイ

ルスは存在しておらず潜伏感染が成立して

いることを確認した。このMCMV感染 4週
マウスにBALB/c♂及びC57BL/6♂を交配さ
せ、出産後の母乳中の CMV量をリアルタイ
ム PCRにて測定した。 
 
４．研究成果 
（１）試験管内実験系 

マクロファージ系の細胞株である M1 細胞

（MΦ前駆体）およびMm1細胞 （MΦ）の

表面抗原調べた。その結果、Mm1 では M１

に比べ CD11b、F4/80の発現が増強しており、

Mm1 がより分化していることを確認した。

マウスサイトメガロウイルス（MCMV）潜伏

感染から再活性化し、MCMV-IEが発現する

と細胞が緑色を発色する Green Fluorescent 

Protein (GFP)標識MCMVをM1細胞、Mm1

細胞に感染させた。しかし、M1、Mm1のい

ずれにおいても MCMV 再活性化は認められ

なかった。しかし、上記２の実験系において

培養細胞に脱アセチル化阻害剤であるトリ



コスタチンＡを添加したところ、Mm1 細胞

では発色が認められたが、M1 細胞では認め

られなかった。即ちヒストンが非アセチル化

し て い る 状 態 で は major IE 

promoter/enhancer (MIEP) が働かないが、

トリコスタチンＡの作用でアセチル化する

と MIEPが活性化し、MCMVが再活性化す

ることを確認した。 即ち、MCMV再活性化

には感染細胞の分化度及びヒストンのアセ

チル化が重要であることを観察した。 

（２）臨床例（妊婦）における検討 

そこで、免疫抑制を伴わないアロ刺激の臨床

例として妊婦に注目した。その結果出産直後

の女性の母乳を採取したところ高率（11例中

7例）に母乳中に再活性化ヒトCMV（HCMV）

が存在することを観察した。この結果から、

CMV の再活性化は免疫抑制によるものでは

なく allogeneic stimuliによるものではない

かと考えた。そこで免疫抑制を伴わないアロ

刺激の臨床例として妊婦に注目した。その結

果出産直後の女性の母乳を採取したところ

高率（11例中 7例）に母乳中に再活性化ヒト

CMV（HCMV）が存在することを観察した。

出産後 2週目より母乳中に HCMVが検出さ

れる事を観察し、この臨床研究から CMV再

活性化のモデルとして妊娠、出産のモデルが

使えるのではないかと考えた。 

（３）動物実験系 

出産後の母乳中に HCMV の再活性化が認め

られることから、マウスモデルを作成した。

BALB/c♀マウス 7 週齢の腹腔内にマウスサ

イトメガロウイルス（MCMV、Smith株）を

感染させた（1500pfu/マウス）。感染 4 週後

には唾液腺、乳腺、脾臓、肺には感染性ウイ

ルスは存在しておらず潜伏感染が成立して

いることを確認した。このMCMV感染 4週

マウスにBALB/c♂及びC57BL/6♂を交配し

た。その結果、BALB/c♂マウスと交配させ

た群（n=10）では出産 5,10,15日のいずれの

母乳から 8,000-20,000 コピー/ml の MCMV

が検出された。同様に出産後の尿中にも

MCMV の排出が認められた。さらに仔マウ

スは立毛、運動低下などの MCMV 感染の症

状が認められた。以上より妊娠により母マウ

スにおいて MCMV が再活性化することが明

らかとなった。一方、C57BL/6♂マウスと交

配させた群でも出産 5,10,15 日のいずれの母

乳から MCMV が検出されたがウイルス価は

6,000-15,000 コピー/ml と BALB/c♂マウス

と交配させた群と比較し、ウイルス価は有意

に低値を示していた。また尿中への MCMV

排出は認められなかった。以上、妊娠、出産

に伴う変化により MCMV が再活性化するこ

とが明らかになった。即ち、CMV 再活性化

には免疫抑制やアロ抗原刺激が関与してい

ないことが示唆された。さらに、妊娠、出産

に伴う CMV再活性化は CMV再活性化の動

物モデルとなりうると考えた。さらに

MCMV潜伏BALB/c♀マウスとBALB/c♂マ

ウスを交配させ、出生後１時間以内に新生児

マウスを MCMV 非感染 BALB/c♀マウスの

母乳にて飼育したところ仔マウスには

MCMV は検出されなかった。これにより仔

マウスへの感染ルートは経胎盤ではなく経

母乳であることを確認した。 

 以上より、妊娠、出産に伴う変化により

MCMV が再活性化することが明らかになっ

た。即ち、CMV 再活性化には免疫抑制やア

ロ抗原刺激が関与していないことが示唆さ

れた。 

（４）今後の展開 

CMV再活性化に関する知見の多くはHCMV

感染 THP1/NT2D1細胞株で得られており、

動物レベルでの解析は殆どない。今迄のマク

ロファージ細胞株で得られた in vitro実験の

結果、およびマウス母乳における MCMV 再

活性化モデルを参考にして、今後以下のよう

な方は法で CMV再活性化の仕組みを解明し

たい。第一に再活性化組織を同定する。CMV

は当初、唾液腺ウイルスと呼ばれ、腺組織に



特異性が高いと言われている。そこで、乳腺

と唾液腺から DNA を抽出し、リアルタイム

PCR、プラック法にて CMVの有無を確認す

る。また、再活性化ウイルスの腺組織での局

在を in situ PCR にて確認する。第二には再

活性化に関与しているとされる転写因子

（NF-κB、CREB、AP1）の妊娠中の動態を

調べる。 

CMV再活性化に関する知見の多くはHCMV

感染 THP1/NT2D1細胞株で得られている。

これらの報告をまとめると CMVの再活性化

は次の２つのステップから成る（J.Sinclair. 

Biochim.Biophys.Acta., 2009, doi:10.1016）。 

１ ． Major Immediate /Early promoter 

(MIEP) 領域の非アセチル化ヒストンがアセ

チル化され、この領域の遺伝子が活性化され

る。 

２．さらにこの MIEP 領域に NF-κB 

(Nuclear Factor -κB )、CREB（Cyclic AMP 

response element binding protein）、AP-1

（Activator Protein-1）などが結合すると、

下流にある I/E 遺伝子が活性化され潜伏

CMVゲノムが 再活性化する。 

第三には CMV再活性化に伴い CMVに対す

る宿主側の応答を調べ、再活性化と宿主側免

疫担当因子（特に MCMV 特異的メモリーT

細胞）との関係を明らかにする。最後に CMV

再活性化に関与している転写調節のノック

アウトマウスあるいはトランスジェニック

マウスの作成を行い、これらのマウスでの

CMV再活性化の程度を調べる。 
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