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研究成果の概要（和文）：がん関連死亡率の中で多数を占める肺癌の発症に喫煙は最大の原因であることはよく
知られているが、近年、非喫煙者の中での肺癌が増加している。本研究では、皮膚の神経原性腫瘍であるメルケ
ル細胞腫から検出されたメルケル細胞ポリオーマウイルスに着目し、非喫煙者における肺癌発症の原因となり得
るかを検討している。欧米型のウイルスベクターとアジア型のウイルスベクターによる肺癌由来の細胞株への感
染実験を行い、その感染性に差異の認められることを見出した。欧米型とアジア型の2つの感染肺癌細胞株にお
ける発現遺伝子のプロファイリングを行い、その差を比較することで、病態との関連性を明らかにすることが必
要である。

研究成果の概要（英文）：Lung cancer is a leading cause of cancer-related mortality. Although smoking
 is the major risk factor for the development of lung cancer, the number of lung cancer occurring in
 never smokers has increased in recent times. In this study, we focused on Merkel cell polyoma virus
 (MCPyV) detected in Merkel cell tumor, a neurogenic tumor of the skin. We examined that Merkel cell
 polyoma virus is factor of lung cancer in never smokers. Transfection analyses to lung cancer cell 
lines derived from Caucasian or Asian virus vectors were performed and detected to be different in 
infectious form.
It is necessary to profile the expression in the MCPyV-transformed lung cancer cell lines and 
clarify the relationship with the pathologenesis and tumorigenesis.

研究分野：ウイルス学

キーワード： 呼吸器悪性腫瘍　ウイルス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、地球的規模で肺癌が増加し続けており、

世界で年間130万人ほどの肺癌死亡がみられ

る。わが国においても肺癌死亡は一貫増え続

けており、癌死亡の第一位を占め、危惧すべ

きいわば国民病とも言える。喫煙は肺癌の最

大の原因であるが、非喫煙者の非小細胞肺癌

(NSCLC)は近年増加し、NSCLC の約 20%以上は

喫煙以外に、遺伝的素因、環境因子、ウイル

スの関与が示唆されてきたが、最近の世界的

疫学研究結果は喫煙以外の因子の関わりを

強く示している。また日本においても一部の

肺癌の発症に地域差がみられ、ウイルス関与

の可能性は残されたままである。 

世界中において、ウイルスや細菌の持続感染

が起因となる癌(=感染癌)は、全癌の約 20%

も占める。呼吸器悪性腫瘍における腫瘍ウイ

ル ス の 関 与 に つ い て は 、 Human 

papillomavirus(HPV) 、 Epstein-Barr 

virus(EBV)、および simian virus 40(SV40)

や JC virus(JCV)などのポリオーマウイルス

で報告があるが、その関与については世界で

地域差がある。しかし、本邦におけるウイル

スに関する研究報告は欧米に比べ十分なデ

ータが蓄積されているとは言えないのが現

状である。 

2008 年に皮膚癌の一種であるメルケル細胞

癌(MCC)からメルケル細胞ポリオーマウイル

ス(MCPyV)が検出された。MCPyV は SV40 や JCV

と同じポリオーマウイルスに属するが、ヒト

ポリオーマウイルスとしては初めての「癌ウ

イルス」として認められた。現在、MCC 以外

の腫瘍でも発癌に関係するのか世界中で注

目を浴びている。これまでに我々は、一部の

NSCLC において MCPyV のゲノムや蛋白を検出

した。しかも検出されたウイルスが野生型で

はなく、腫瘍特異的感染形態をとって存在す

ることを突き止めた。皮膚癌の一種であるメ

ルケル細胞癌以外の癌で、このような感染形

態を証明したのは初めてであった。 

 

２．研究の目的 
悪性腫瘍の発症において、ウイルスや細菌の

持続感染が直接あるいは間接的に関与して

いる事実を探求する。この中で近年、非喫煙

者において増加の傾向にある非小細胞肺癌

を取り上げ、喫煙以外の何らかの環境因子と

してウイルス感染が関わっている可能性に

ついて検討する。これまで申請者は新規癌ウ

イルスである MCPyV に着目し、NSCLC におけ

る MCPyV の発癌性を突き止めた。この結果を

さらに発展させることにより、「肺癌と

MCPyV」に関する研究の先駆的役割を担う成

果を目指す。 

 

３．研究の方法 
「感染・炎症を基盤に発症する呼吸器悪性腫

瘍」の腫瘍化機序と病態解析を明らかにする

ため、新規腫瘍ウイルス MCPyV の未解決点を

解明する。すなわち、非小細胞肺癌における

蔓延性、発癌性の証明、腫瘍と MCPyV の遺伝

子型との関係、感染に伴う（宿主）側遺伝子

の発現、ウイルス陽性例の臨床学的特徴につ

いて調べる。 

MCPyV が発癌に関係することを論じるため、

MCPyV ゲノムの検出に加えて、以下の方法を

用いた。検体については、当該大学倫理委員

会で定められた規則に従い（すでに承認済

み）手術摘出凍結標本およびパラフィン包埋

ブロックから DNA を抽出し、MCPyV LT 領域と

VP1 領域を標的にした通常の PCR を行い、次

に申請者らが既に構築している定量的リア

ルタイム PCR 法を用いて、ウイルスゲノムの

コピー数を測定した。更に、MCPyV Small T

領域を標的にした標準曲線と RNaseP の内部

標準を基に算定した。 

潜伏持続感染を維持するために、LT 遺伝子の

特定領域に変異あるいは欠失が生じ、MCPyV 

DNA ヘリカーゼが失活する、つまり溶解感染

への移行がないことを明らかにする。MCPyV 

LT 遺伝子領域の全配列を決定するために、

PCA 法あるいは複数のプライマーをつなぎ合



わせて PCR 法を繰り返し、得られた産物のシ

ークエンスを解析に供する。その塩基配列を

野生型（非腫瘍型）MCPyV と比較し、LT 遺伝

子の変異を解析する。 

MCPyV 宿主細胞の染色体に組み込まれるこ

とを明らかにするため、DIPS(ditection of 

integrated papilloma sequences)-PCR 法で

解析する。 

MCPyV の腫瘍化賦与と細胞（宿主側）遺伝子

の発現解析 

申請者らは MCPyV 発現ベクター（ウイルス全

ゲノムを有し、ウイルス粒子産生可能）を既

に作製した。このベクターを様々なヒト気管

支上皮細胞やヒト肺線維芽細胞へ導入し、

MCPyV の遺伝子発現がみられるかを解析し、

本ウイルスの細胞指向性を明らかにする。ま

た MCPyV 導入後に細胞増殖能亢進など、悪性

形質が獲得されるかを調べる。さらに cDNA

マイクロアレイや次世代シークエンサー解

析にて、ウイルス感染特異的に発現変化する

細胞遺伝子の特定を行う。 

 

４．研究成果 

メルケル細胞ポリオーマウイルスが非小細

胞肺癌細胞に感染し得ることを確認するた

めに、既に得られているクローニングされた

全塩基配列を有する欧米由来のメルケル細

胞ポリオーマウイルスプラスミドを、

Lipofectamine 3000 (Invitrogen)により、

非小細胞肺癌細胞株 H1299 に導入した。その

後、ウイルス由来 mRNA と蛋白が発現されて

いるかを RT-PCR 法とウエスタンブロット法

で解析した。その結果、メルケル細胞ポリオ

ーマウイルス DNA導入肺癌細胞 H1299 におい

て、ウイルス mRNA のみならず、ウイルス由

来蛋白の large T antigen (LT) と viral 

protein 1 (VP1) の発現が起きることを見出

した。これらの所見は、メルケル細胞ポリオ

ーマウイルスが非小細胞肺癌細胞に感染し、

複製できることを示唆するものである。神経

原性腫瘍由来細胞株 PFSK-1 についても、LT

と VP1 の発現を確認することが出来た。同様

の感染実験をヒト非小細胞肺癌細胞株

H460,H520, 胃癌細胞株 AGS, ヒト肺胞基底

上皮腺癌細胞株 A549, ホジキンリンパ腫由

来細胞株 HD70, 慢性骨髄性白血病由来細胞

株 K562 など様々な細胞株に行ったが、VP1 の

発現が確認できたのは A549, AGS, K562 であ

った。 

当該研究者はこれまでに、肺癌症例で 5番染

色体(5q23)、11 番染色体(11q25)に MCPyV の

組み込みを証明している。今回、MCPyV ベク

ターを感染させた H1299 細胞について、

DIPS-PCR 法にて検出を試みたが、有意な PCR

産物は得ることが出来なかった。 

この時点までに用いたウイルスベクターに

ついては欧米人患者由来のベクターであっ

た。当該研究者らは肺癌発症の地域格差に

MCPyV の遺伝情報に関する差が、反映されて

いる可能性について言及している。この点を

明らかにするため、感染実験で用いるプラス

ミドをアジア型と欧米型に分けて検討した。

欧米由来の MCPyV ベクターと、当該施設でク

ローニングされた全塩基配列を有する日本

人由来のアジア型メルケル細胞ポリオーマ

ウイルスベクターを用いた感染実験を行っ

た。H1299 では欧米型でもアジア型でも

RT-PCR において感染が確認できたが、A549, 

PFSK-1, K562, AGS では欧米型のみ RT-PCR で

感染が確認できたが、アジア型では感染は確

認できなかった。さらに、蛋白発現に関して

はH1299の欧米型ウイルス感染のみで確認で

きた。これらの結果により、アジア型ウイル

スと欧米型ウイルスでは感染形態に差があ

る可能性が考えられた。 

この考えを進めるため、非小細胞肺癌細胞に

おいて、メルケル細胞ポリオーマウイルスの

欧米型とアジア型で感染形態が異なる可能

性を検討するために、感染によって得られた

H1299 における発現遺伝子のプロファイリン



グを行い、病態との関連性を明らかにするこ

とを試みた。H1299 への感染実験で得られた

RNA のプロファイリングを cDNA subtraction

により解析することで、アジア型と欧米型そ

れぞれのウイルス感染で起こる発現の差を

検討した。この結果、欧米型では MALAT1 と

いう non-coding RNA の発現が多くみられた。

MALAT1 は文献的には肺癌の発症とは大きな

関連性はないとの報告が多く、また

nin-coding RNAであるため蛋白産生は起こら

ない遺伝子であるため、発癌について有意な

遺伝子とは考えにくく、今後マイクロアレイ、

RNAseq などの方法による検討を加えていく

必要がある。 
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