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研究成果の概要（和文）： 先天性サイトメガロウイルス（CMV)感染症に関する新たな実験基盤を確立し、その活用に
より当該疾患における神経学的合併症の克服に資することを目的とした。
 ヒト人工多能性幹細胞由来神経幹・前駆細胞およびヒト神経系培養細胞株を用いてCMV感染モデルを確立した。これら
感染モデルを活用し、神経系培養細胞におけるCMV感染様式や細胞障害発症機序に関する知見を得た。さらに、CMV感染
にともなって発現変動する細胞遺伝子群を同定する目的で、マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析を行い、CMV
による神経系障害発症に関与すると推定される遺伝子群およびバイオマーカー候補遺伝子群を同定した。

研究成果の概要（英文）：Congenital human cytomegalovirus (HCMV) infection causes neurodevelopmental 
disorders such as mental retardation and sensorineural hearing loss. To understand the neuropathogenesis 
of congenital HCMV infection, we established experimental models of HCMV infection using induced 
pluripotent stem cells (iPSCs) and several neural cell lines. iPSC-derived neural stem/progenitor cells 
(NSPCs) and the cell lines were susceptible to HCMV infection and allowed the expression of viral gene 
products. HCMV infection induced apoptosis in NSPCs. To explore key molecules of CMV-induced neural 
disorders, we performed microarray analysis and assessed changes in cellular gene expression induced by 
HCMV infection. We identified cellular genes which may be involved in the mechanism of HCMV-induced 
neurological diseases.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
先天性サイトメガロウイルス（CMV）感染

症は、ウイルスによる先天感染症として最も
頻度が高く、中枢神経系障害をはじめ多様な
臓器障害を引き起こす。このため、先天感染
児の発育に多大な影響を及ぼすことが知ら
れているが、先天感染児における精神発達遅
滞、脳性まひ、感音性難聴など神経学的合併
症の発症機序については不明な点が多かっ
た。また、先天感染児における神経学的合併
症の有無とその重症度を早期かつ正確に把
握するための診断技術は十分に確立されて
おらず、先天感染児の病状に応じた適切な医
療サポートを実現する上でも新規診断技術
の確立は重要課題と考えられた。 
先天性 CMV感染症における神経学的合併症

を克服する上で、CMV 感染モデルは重要な研
究基盤となるが、これまでは一部の培養細胞
やマウス・モルモットなどを用いた感染モデ
ルが用いられており、さらに有用性の高い
CMV感染モデルの開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
先天性 CMV感染症における精神発達遅滞や

感音性難聴など神経学的合併症を研究する
上で新たな CMV 感染モデルを確立し、その活
用により神経系障害発症機序の解明、および
神経系障害関連バイオマーカー探索などを
推進することで、当該疾患における神経学的
合併症の克服に資することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
ヒト線維芽細胞株 MRC5 に山中 4 因子を導

入して作製されたヒト人工多能性幹細胞
(induced pluripotent stem cell; iPSC)と
し て MRC-iPSC-25 細 胞 を 使 用 し た 。
MRC—iPSC-25細胞から SMAD情報伝達系の二重
阻害法に基づいて分化誘導を行い、神経幹・
前駆細胞 (NSPC/iPSC)を作製した。CMV 感染
実験には、Towne 株あるいは AD169 株を用い
た。 
細胞遺伝子産物および CMV遺伝子産物の発

現状況の解析は、RT-PCR 法、ウェスタンブロ
ット法、免疫染色法により行った。マイクロ
アレイ解析には、Agilent Technology 社製 
SurePrint G3 Human GE Microarray 8x60K v2
を使用した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト iPSC由来 NSPCの作製 
ヒト iPSC 由来神経系細胞を用いた新たな

CMV 感染モデルの確立を目的として、
MRC-iPSC-25 細胞から分化誘導によって神経
幹・前駆細胞 (NSPC/iPSC)を作製した。
NSPC/iPSCについて、NSPCマーカーの発現を
解析するために Nestin、Sox2、Musashi-1、
Pax6 などの発現を RT-PCR 法、ウェスタンブ
ロット法、免疫染色法により解析した。その
結果、NSPCとしてのマーカー発現パターンを
示していることが確認された。 

 (2) iPS 細胞および NSPC/iPSCにおける CMV
感染感受性と CMV遺伝子発現様式に関する解
析 
MRC-iPSC-25 細胞および NSPC/iPSC に対し

て CMV を実験的に感染させ、CMV に対する感
染感受性や CMV 遺伝子発現様式を解析した。
その結果、CMV 感染 NSPC/iPSC は細胞変性効
果と思われる細胞形態変化を示すとともに、
CMV遺伝子産物 IE1, IE2, vIL-10, pp65, UL36, 
UL38 の mRNA を RT-PCR 法で検出した。また、
IE1, IE2, pp65, gB についてはウェスタンブ
ロット法で各蛋白質の発現を検出した。これ
らの結果より、NSPC/iPSC は CMV に対する感
染感受性を保持し、CMV感染後には様々な CMV
遺伝子産物の発現が誘導されていることが
明らかとなった。CMV 複製に関連する遺伝子
産物の発現にともない、子孫粒子を産生し得
ることも明らかとなった。 
 一方、分化誘導前の iPS 細胞である
MRC-iPSC-25 細胞に CMV を感染させた場合に
は、IE1/IE2 蛋白質など CMV 遺伝子産物の発
現は著しく抑制されており、免疫染色法で
IE1/IE2 蛋白質を検出することは困難であっ
た。この結果より、iPS 細胞(MRC-iPSC-25)
と神経幹・前駆細胞(NSPC/iPSC)との間には、
CMV に対する感染感受性や CMV 遺伝子発現を
規定する細胞内環境に関して差異が生じて
いることが示唆された。 
 
(3) 神経系培養細胞株を用いた CMV感染モデ
ルの確立 
NSPC/iPSC とともに、複数のヒト神経系培

養細胞株についても、CMV 感染感受性の有無
および CMV 遺伝子産物発現様式を解析した。
本研究では、神経系培養細胞株として
SH-SY5Y細胞、U373MG細胞、Hs 683 細胞を用
いて CMV 感染実験を行い比較検討したが、い
ずれの培養細胞株においても CMV感染は成立
し、CMV複製関連遺伝子産物の発現も RT-PCR
法やウェスタンブロット法により確認され
た。また、CMV 感染細胞は細胞変性効果と思
われる細胞形態変化を示した。これらの結果
から、NSPC/iPSC に加えてこれら神経系培養
細胞株も CMV感染モデルを確立する上で有用
であると考えられた。 
 

(4) CMV 感染による神経系障害発症機序に関
する解析 
CMV による神経系障害発症機序として、

NSPC/iPSC に CMV が感染することでアポトー
シスを誘導することを TUNEL (TdT-mediated 
dUTP nick end labeling)法により検出した。
次に、CMV 感染によるアポトーシス誘導機序
について解析した結果、CMV 感染細胞におい
てカスパーゼ 3やカスパーゼ 9の活性化が観
察された。さらに、カスパーゼ経路活性化の
機序について解析した結果、シトクロム cの
ミトコンドリア外漏出と思われる細胞内分
布変化が観察された。加えて、小胞体ストレ
ス の セ ン サ ー 分 子 で あ る



inositol-requiring enzyme 1α (IRE1α)や
PKR-like eukaryotic initiation factor 2a 
kinase (PERK) の リ ン 酸 化 を 認 め た 。
C/EBP-homologous protein (CHOP)をコード
する転写産物や X-box binding protein 1 
(XBP1)RNA のスプライシング亢進も観察され
た。これらのことから、CMV 感染 NSPC/iPSC
において、ミトコンドリア機能障害や小胞体
ストレス応答 (Unfolded Protein Response; 
UPR)がカスパーゼ経路活性化にともなうア
ポトーシス誘導に関与していると考えられ
た。 
 
(5)先天性 CMV 感染症における神経学的合併
症関連分子の探索 

先天性 CMV 感染症における神経学的合併
症に関連するバイオマーカー探索および神
経学的合併症の発症機序解明を目的として、
CMV 感染 NSPC/iPSC において、マイクロアレ
イによる網羅的遺伝子発現解析を行った。そ
の結果、CMV 非感染 NSPC/iPSC と比較して、
CMV 感染 NSPC/iPSC において著しく発現変動
する細胞遺伝子群を同定した。これらの遺伝
子群の中には、細胞増殖、細胞分化、シグナ
ル伝達、サイトカイン、アポトーシスなどに
属する遺伝子が複数含まれていた。これらの
遺伝子群は、当該疾患の神経系障害発症機序
に関連すると推定されるため、RT-PCR法によ
り発現変動の有無を確認した。また、一部の
遺伝子についてはバイオマーカーとしての
有用性を検討するため、ウェスタンブロット
法などにより蛋白質レベルの発現変動の有
無を解析した。 
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