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略語集 

Akt the serine/threonine kinase, 別名 PKB(protein kinase B)       

cDNA complementary DNA 
     

CMV cytomegalovirus 
     

CT computed tomography 
     

DAP10 DNAX-activating protein of 10 kDa 〈NKG2Dのアダプター分子〉 
  

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
    

ERK Extracellular Signal-regulated Kinase 
    

FBS fetal bovine serum 
     

FGR fetal growth retardation 
     

Grb2 growth factor receptor-bound 2 
    

HIV human immunodeficiency virus 
    

HLA human leukocyte antigen 
     

HRP horseradish peroxidase 
     

IL interleukin 
      

IRF interferon regulatory factor 
     

JAK2 Janus kinase 2 
     

MEK MAPK(Mitogen-activated Protein Kinase)/ERK kinase 
   

MHC major histocompatibility complex: 主要組織適合遺伝子複合体 
  

MICA 
MHC(major histocompatibility complex) class Ⅰ-related chain A 〈NKG2Dのリガンドの一

つ〉 

MRI magnetic resonance imaging 
     

mRNA messenger RNA 
     

NF-κB nuclear factor-kappa B 
     

NK natural killer (cell) 
     

NKG2D 〈NK細胞などに発現する活性化レセプターの一つ〉 
   

PBS phosphate buffered saline: リン酸緩衝生理食塩水 
   

PCR polymerase chain reaction 
     

PI3K phosphoinositide 3-kinase 
     

PVDF polyvinylidene difluoride 
     

SDS sodium dodecyl sulfate 
     

SDS-PAGE SDS Poly-acrylamide gel electrophoresis 
    

SNP single nucleotide polymorphism: 一塩基多型 
   

STAT5 signal transducer and activator of transcription 5 
   

TLR Toll-like receptor: Toll様受容体 
    

TNF tumor necrosis factor 
     

ULBP UL16-binding protein 〈NKG2Dのリガンドの一つ〉 
   

VSD ventricular septal defect: 心室中隔欠損症         
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要旨 

 

CMVは先天性ウイルス感染の中で最多の原因ウイルスである。しかし、胎内

感染や臨床経過に関わる危険因子は明らかでない。本研究では、87 人の先天性

CMV感染児について、自然免疫に関わる Toll 様受容体(TLR)や NK細胞受容体

NKG2Dの一塩基多型（SNP）、及び NKG2Dのリガンド MICAの遺伝子アレル

を調べ、TLR2 や NKG2Dの SNPと感染・感染症の相関が判明した。NKG2Dの

非同義置換 SNPについて、MICAとの結合やシグナル伝達への影響も解析した

が、遺伝子型による有意差はなかった。これらの SNPの機能への影響はさらな

る解析が必要だが、SNPが感染や臨床経過を推測する一助になり得る。 
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1. 序文[1] 

1-1. サイトメガロウイルス(cytomegalovirus, CMV)について 

ヘルペスウイルスはヘルペスウイルス科に属するDNAウイルスの総称であ

り、潜伏感染、再活性化といった共通した生物学的特徴を持つ。ウイルス粒子

は、内側からコア、カプシド、テグメント、エンベロープから成り、コアに二

本鎖 DNA分子のウイルスゲノムがある。エンベロープには、複数のウイルス糖

蛋白質を含む。 

ヒトを宿主とするヘルペスウイルスとして 8種類が知られており、α、β、

γの 3 種の亜科に分類される。CMV はそのうちの一つで、ヒトヘルペスウイル

ス 5とも呼ばれ、βヘルペスウイルス亜科に属している。βヘルペスウイルス

は宿主域が狭く、培養細胞での増殖が遅いといった特徴を持つ。生体内では、

リンパ球、マクロファージなどに潜伏感染を起こす。 

CMVは、多くの場合、幼小児期に症状のない不顕性感染(自然感染)を成立

させ、生涯宿主の体内に潜伏する。乳幼児の感染経路は唾液、尿、母乳が主で

ある。その他、産道、輸血、性行為によっても CMVの感染は起こる。母乳感染

や水平感染で初感染を受けたほとんどの乳幼児において、CMV感染は不顕性で

あるが、初感染後数年にわたり感染者の尿及び唾液中にウイルスが排出される。

尿中の CMVは常温で数日は安定に存在する。従って、保育園などで子供同士の

密接な接触やウイルスを含む尿との接触により感染が成立する。 

健常者における感染は疾病につながらないが、免疫抑制下の移植患者や

human immunodeficiency virus (HIV)感染者においては再活性化し、肺炎、脳炎、

網膜症などを含め重篤な病態を引き起こす。より深刻な問題は、妊婦の初感染
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に伴う胎児への先天性感染である。 

 

 

1-2. 先天性 CMV感染について 

風疹が制御され、HIVに対しては抗ウイルス療法行われるようになった先

進国では、CMVは、最も多い先天性ウイルス感染の原因ウイルスとなっている

[2]。 

日本においては、従来、大半の人が幼児期に感染を受けている状態が続い

ていたが、核家族化・出産年齢の高齢化・少子化など社会の変化、生活習慣や

衛生環境の変化により、現在日本での妊婦の CMVに対する抗体保有率は約 70%

まで減少してきている（図 1）[3]。 

抗体を持っていない 30%の妊婦のうち、0.5-1%が妊娠中に初感染を起こす

[4]。感染経路は、兄弟など初感染を起こした子供の唾液や尿を介してが多い。

動物モデルを用いた研究から胎盤が感染防御に一定の役割を果たすことが知ら

れているものの[5]、母体が初感染を起こすと、14-52%で、胎盤の感染を介して

胎児に感染が起こる（経胎盤感染）[6-8]。その一部は流産、死産となるが、10-15%

が、肝脾腫、血小板減少、胎児発育不全(fetal growth restriction, FGR)、黄疸、肺

炎などの症状がある顕性感染児として出生する(図 2, 3, 表 1)[8-10]。先天性感染

で異常を起こす理由としては、胎児は獲得免疫が弱いこと、胎児の natural killer 

(NK)細胞による免疫応答が不十分であることなどが考えられる[11]。 

一方、残りの 85-90%は出生時不顕性である[8]。しかし、出生時不顕性であ

っても、感音性難聴や発達遅滞のような遅発性の神経学的障害が起こることが
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ある。具体的には、感音性難聴は出生時顕性感染児の 25-50%に、不顕性感染児

の 7-15%に起こる[10, 12]。脳室帯及び脳室下帯の神経幹細胞・神経前駆体細胞

の増殖・移動・分化により胎児期に大脳皮質が形成されるが、CMVは神経幹細

胞・神経前駆体細胞に感染し、大脳皮質の正常な発達を阻害するため、神経学

的障害が起こると考えられている[1]。しかしながら、出生時に症状が出る場合

と遅発性に症状が出る場合の差が何によるのかの理由は明らかでない。 

 

 

 

 

 

 

図 1  先天性 CMV感染の概要 
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症状 患者数 (%)

点状出血または紫斑 417   　  (54)

血小板減少症　 392   　  (54)

肝腫大 360   　  (47)

脾腫 336       (44)

黄疸 272       (36)

周産期発育遅延 362       (47)

溶血性貧血 83         (13)

肺炎 77         (11)       

脳内石灰化 288       (43)

小頭症 301       (40)

聴覚障害 213       (41)

脈絡網膜炎 67         (11)

てんかん 59         (8)

神経学的異常 197       (28)

ビリルビン値異常（胆嚢障害） 274       (40)

ALT値異常（肝臓障害） 175       (30)

図 2  生後 5日死亡例の点状出血[9]  図 3  奇形・脳内石灰化症例 

(旭川医大 古谷野先生より提供) 

      表 1  出生時顕性感染の症状  

（米国先天性 CMV感染症レジストリー786 患児情報[10]） 

石灰化 
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1-3. 新生児 CMVスクリーニング調査について 

2008 年以降、厚生労働省研究班として、国立感染症研究所を中心に全国 6

地域 25施設において、先天性CMV感染及びその感染症の頻度を把握すること、

難聴や発達遅滞に対し早期に介入することを目的に、新生児 CMVスリーニング

調査を行ってきた。 

スクリーニングの方法としては、オムツに特殊濾紙を挟み、尿を浸み込ま

せ、その濾紙片を用いて、リアルタイムPCR (polymerase chain reaction)を行った。

陰性の場合は、1ヶ月健診で両親に結果を伝え、陽性の場合は、児に対しては、

臨床症状の確認及び採血、採尿を施行し、ウイルス分離・株の同定、ウイルス

量の定量をして、総合的に確定診断した。確定診断された場合は、聴力検査及

び頭部CT (computed tomography)または頭部MRI(magnetic resonance imaging)を追

加した(図 4)。 

スクリーニング調査の結果、21272 人の新生児のうち 66人(0.31%)が先天性

CMV感染と確定診断され、その 30%に典型的な臨床症状もしくは頭部画像異常

を認めた[13]。 
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1-4. 先天性 CMV感染・感染症の危険因子 

先天性 CMV感染や感染症は、CMV に感染した妊婦から生まれる全ての児

に起こる訳ではなく、感染成立や感染症発症に関わるいくつかの危険因子があ

る。 

感染成立や感染症発症に関わる危険因子には、大きく分けてウイルス側の

因子と宿主側（母体及び胎児）の因子があるが、ウイルス側の因子としては、

ウイルス量とウイルスの遺伝子型が考えられる。顕性感染の新生児では不顕性

感染の新生児に比べ、血中のウイルス量が多いことが分かっており、ウイルス

図 4  新生児 CMVスクリーニング調査概要 

オムツに特殊濾紙を挟み、尿を浸み込ませ、その濾紙片を用いて、リアルタ

イム PCRを行った。陰性の場合は、1ヶ月健診で両親に結果を伝え、陽性の

場合は、児に対しては、臨床症状の確認及び採血、採尿を施行し、ウイルス

分離・株の同定、ウイルス量の定量をして、総合的に確定診断した。確定診

断された場合は、聴力検査、頭部画像検査を追加した。 
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量は危険因子となるが、ウイルスの遺伝子型は関係しない[14-17]。しかし、聴

覚障害の発症については、血中ウイルス量との相関はないとの報告もある[16]。 

宿主側の因子としては、妊婦の CMV-IgG avidityが関係していることが分か

っている[18, 19]。妊婦の CMV-IgG avidityが低い場合、妊婦が CMVの初感染を

起こしてから 4カ月以内である可能性が高く、胎児への感染が危惧される。臨

床的な指標としては、胎児超音波検査での FGR やその他の特徴的な所見の存在、

小頭症や脳内石灰化含め頭部 CT 画像異常の存在、播種性血管内凝固の発症が死

亡や重篤な後遺症といった予後不良因子と関連しているが、中でも FGRは有意

に予後不良因子となっている[20]。免疫グロブリンの使用も予後不良因子と報告

されているが[20]、同等の重症度の感染児に対して、免疫グロブリンの使用と不

使用を比較していないため、免疫グロブリンの使用が求められた患者が重篤で

あった可能性は否定できない。また、主に不顕性の先天性 CMV感染児を対象に

した研究で、コントロールに比べ、CD8 陽性 T 細胞の分化や増殖が多く見られ

たとの報告があり、CD8 陽性 T 細胞も先天性 CMV感染や感染症に関わってい

る可能性がある[21]。しかし、胎児の自然免疫についてはまだあまり研究がされ

ていない[22]。胎児や新生児は獲得免疫が弱いため、自然免疫が重要な役割を果

たしている可能性がある[21, 23]。 

 

 

1-5. Toll 様受容体(Toll-like receptor, TLR)と CMV 

Toll 様受容体(TLR)は、自然免疫に関わる膜タンパク受容体である。免疫細

胞を含めあらゆる細胞に発現し、病原体共通パターン分子に対するパターン認
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識受容体として、転写因子である interferon regulatory factor (IRF)-3、IRF-5、IRF-7、

nuclear factor-kappa B (NF-κB)を活性化し、サイトカインなどの生体防御遺伝子

群を発現させる(図 5)[24]。 

CMVに関係する TLR として、TLR2、TLR4、TLR9 が報告されている。TLR2

については、CMVの糖蛋白 Bや糖蛋白 Hが TLR2 のシグナル伝達系を刺激し、

NF-κBの活性化と炎症性サイトカインの産生が起こると報告されている[25, 

26]。TLR4 は CMVの認識には直接関わっていないが、TLR4のリガンドである

リポ多糖によって刺激された樹状細胞が CMV特異的 CD4陽性、CD8 陽性 T 細

胞の応答を高めると言われている[27]。TLR9 は CMVの感染制御に極めて重要

である。TLR9 のリガンドであるシトシン-リン酸-グアニン-オリゴデオキシヌ

クレオチドに不応となる TLR9 遺伝子の変異を持ったマウスでは、CMV感染が

起こりやすくなり、感染が誘発するインターフェロンα/βの産生や NK活性も

低下する[28, 29]。 

近年、TLR 遺伝子の一塩基多型(single nucleotide polymorphism, SNP)が、様々

なウイルスに対する、感受性や感染後の臨床経過に関係するという報告が増え

ている[30, 31]。CMVに関しては、肝臓移植後のウイルス量の増加や CMV 感染

症の発症に TLR2 遺伝子の SNP rs5743708 (Arg753Gln)が関係しているという報

告や、同種幹細胞移植患者のウイルス性肺炎の発症に TLR9遺伝子の SNP 

rs5743836 (T-1237C)が関係しているという報告がある[32, 33]。しかし、これらの

SNPは日本人に存在しないため、日本人に関しては CMVと TLR遺伝子の SNP

の関連性を調べた報告はない。 
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1-6. ナチュラルキラー(natural killer, NK)細胞の標的細胞認識について 

1-6-1. NK細胞と活性化受容体 NKG2D 

NK細胞は、ウイルス感染や腫瘍化などにより主要組織適合遺伝子複合体

(major histocompatibility complex, MHC)クラスⅠ分子の発現が低下した異常細胞

を認識して細胞傷害活性を示すリンパ球の一つで、CMV感染の制御に重要な役

割を果たしていることが知られている[34, 35]。NK細胞の細胞傷害活性は、活性

図 5  Toll様受容体(TLR)の働き 

TLR は自然免疫に関わる膜タンパク受容体で、免疫細胞を含めあらゆる細胞

に発現し、病原体共通パターン分子を認識して、転写因子である IRF-3、

IRF-5、IRF-7、NF-κB を活性化し、サイトカインなどの生体防御遺伝子群

を発現させる。 
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化及び抑制化受容体のシグナルのバランスによって制御される(図 6)[36]。 

NKG2Dは NK細胞受容体の中でも重要な活性化受容体であり、MHC class 

I-related chains (MIC) A (MICA)、MICB、UL16-binding protein (ULBP)をリガンド

とし[37-40]、細胞膜上でアダプター分子 DNAX-activating protein of 10 kDa 

(DAP10)と会合して、全ての抑制化シグナルを抑え活性化シグナルを伝達する

[36, 41]。DAP10 に Phosphoinositide 3 (PI3)キナーゼ(PI3K)の p85と Grb2 という

分子が結合するが、結合部位が重なっているため、同時に両方は結合できない(図

7)[36]。さらに PI3Kと Grb2 どちらかの結合が阻害されると、正常な細胞傷害活

性は起こらない[36]。ヒト NK細胞培養系においては、NKG2Dリガンドの一つ

である ULBPにより NKG2Dが刺激されると、Akt、MEK1/2、ERK、JAK2、STAT5

のリン酸化が起こることが分かっている[42]。しかし、JAK2→STAT5 が PI3Kを

介した経路と Grb2 を介した経路のどちらで起こるのか、あるいはどちらでも起

こるのか、Grb2 を介した経路も MEK1/2→ERKのリン酸化に関わるのか、PI3K

の活性化がどのような機序でカルシウムの流入を起こすのかなど、NKG2D が

DAP10 を介して伝達するシグナルについては分かっていない部分も多い[36, 43]。 
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図 6  NK細胞の標的細胞認識機構 

NK細胞は、ウイルス感染や腫瘍化などによりMHCクラスⅠ分子の発現が低

下した異常細胞を認識して細胞傷害活性を示す。活性化及び抑制化受容体を

有し、それらのシグナルのバランスによって細胞傷害活性が制御される。 



18 

 

 

 

 

 

 

 

1-6-2. CMVの免疫逃避機構と NKG2DのリガンドMICA 

CMVは NK細胞からの攻撃を逃れるいくつかの機構を持つ。具体的には、

以下である：①CMV感染細胞において、抑制化 NK受容体 NKG2Aに認識され

るヒト白血球抗原(human leukocyte antigen, HLA) -E の発現を誘導する。②ウイル

スMHC クラスⅠ様分子により攻撃を回避する。③活性化リガンドの発現を抑制

する[44]。活性化リガンドの発現抑制について、具体的には、CMV感染細胞で

はMICAの細胞表面発現が起こり、NK細胞上のNKG2Dが刺激される。一方で、

CMVの UL142 はMICAの発現を抑制し、NKG2Dからのシグナルを介した NK

図 7  NKG2D のシグナル伝達 

NKG2D は細胞膜上でアダプター分子 DAP10 と会合し、活性化シグナルを

伝える。DAP10には PI3Kと Grb2が結合する。(Upshaw 2006[43]を改変) 
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細胞の細胞傷害を阻止しようとする。しかし、MICAのアレル*008 では、MICA

の細胞表面発現が抑制されない[45]。 

 

 

1-7. 本研究の目的 

本研究では、CMVの先天性感染における自然免疫の重要性に注目した。先

天性 CMV感染児について、CMVに関係する TLR2、TLR4、TLR9、NKG2Dの

SNP、及び MICAの遺伝子アレルを調べ、遺伝子多型と先天性 CMV感染や感染

症との相関を検討することを目的とした。 
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2. 方法 

2-1. 対象 

本研究は、2006年 12月から 2010 年 7月に下記の方法で診断された先天性

CMV感染児 87人を対象として行った。その内訳は、①全国スクリーニング調

査で CMV感染と確定診断された 66 人のうち、血液検体が利用できた児 48人（9

人は出生時顕性、39人は不顕性であり、後者のうち 4人に遅発症状を認めた）

（「1-3. 新生児 CMVスクリーニング調査について」の項を参照）、②発達遅滞ま

たは難聴を主訴とし、乾燥臍帯を用いた CMV-PCR にて後方視的に先天性 CMV

感染と確定診断された児 21人（21人中 15人は出生時不顕性であった）、③出生

前または出生時に先天性 CMV感染が疑われ、生後 3週間以内の尿検体の PCR

またはウイルス分離によって CMVが同定され、先天性 CMV感染と確定診断さ

れた児 18人（18人中 3人は出生時不顕性であり、そのうち 2人に遅発症状を認

めた）である。 

倫理審査の上で健常児を解析できなかったため、コントロールとして、SNP

の rs番号、遺伝子型を解析した人種・人数、遺伝子型の頻度が掲載されている

データベース(the National Center for Biotechnology Information dbSNP and HapMap 

databases (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/))の一般日本人の情報を利用した。 

 

 

2-2. 臨床評価(図 8) 

全対象者の臨床症状、在胎週数、出生時体重、聴力検査及び頭部画像検査

の結果の情報はカルテから得た。出生時に診断された児のフォローアップは外



21 

 

来にておこない、フォローアップ期間は 5.25±1.08 年(3.9-7.6年)であった。聴力

検査は聴性脳幹反応もしくは聴性定常反応を用いておこない、頭部画像検査は

CT もしくは MRIを用いた。全対象者に対し、聴力検査及び頭部画像検査をおこ

なった。 

対象は、大きく、①出生時顕性か、不顕性か、②遅発症状（感音性難聴・

発達遅滞）の有無、③遅発症状を含めた症状の有無で分類した。「出生時顕性」

児（D群、図 8）は、小頭症、脈絡網膜炎、感音性難聴、あるいは点状出血・肝

脾腫・黄疸のうち複数を含むものなど、出生時に先天性 CMV感染に特徴的な臨

床所見を持つ児と定義した。FGR単独や不整脈・心室中隔欠損症(ventricular septal 

defect, VSD)といった非特異的な所見のみの児は、D群から除外した。出生時顕

性と不顕性での比較において統計学的に評価するため、D群には出生時に確定

診断された児だけでなく、後方視的に診断された児も含めた。「CMV感染に関

係する何らかの臨床的特徴あり」の群(H群)には、①「出生時顕性」児(D群)、

②脳内石灰化、水頭症、白質異常など CMV感染関連の頭部画像異常がある児、

③遅発症状（感音性難聴・発達遅滞）が出た児を入れた。「CMV感染に関係す

る臨床的特徴なし」の児(G群)は、フォローアップ期間内に H群に分類されなか

った児と定義した。全く何の症状もなかった児に加え、FGRのみの 4例、VSD

のみの 1例、不整脈のみの 2例が G群に分類された。 
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2-3. DNAサンプルの抽出 

先天性感染児の末梢血単核球または感染児の自宅で保管してあった乾燥臍

帯から、QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen)または Maxwell 16 DNA Purification 

Kit (Promega)を用いて DNAの抽出をおこなった[46]。抽出した DNAの質・定量

は、ヒトアルブミン遺伝子を標的とした定量 PCRを実施し、末梢血単核球の細

図 8  対象の分類 

SNPやアレルと先天性 CMV感染・感染症の相関を解析するため、対象を図

に示すような群に分類した。群名は表でも使用する。スクリーニング調査で

診断された児の群は「Bs群」など群名に小文字の「s」を付けた。 

*TLR2 の SNP rs3804100 のデータベースにおける人数を記載した。他の

SNPにおける人数は、本文中に記載した。 
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胞数または乾燥臍帯の乾重量から想定されるコピー数との一致で確認した。 

 

 

2-4. SNPの選択 

一般日本人（A群、図 8、TLR2・TLR9・NKG2D遺伝子は n=83-86、TLR4

遺伝子は n=42、）の SNPの情報は、「2-1. 対象」の項に記載したデータベースよ

り得た。 

TLR 遺伝子の SNPの選択は下記の 2 つの条件を両方満たすものとした：①

TLR2、TLR4、TLR9 遺伝子上に存在し、「2-1. 対象」の項に記載したデータベ

ース上一般日本人でマイナー遺伝子型が 5%以上（対象の人数から統計解析が可

能と考えられる割合）である。②ウイルス感染症の重篤度やウイルス感染の罹

患に関わることが報告されている[47-51]。その結果、①を満たす SNPは、TLR2

遺伝子では 5つ、TLR4 遺伝子では 9 つ、TLR9遺伝子では 4つであり、全てイ

ントロン、非翻訳領域に存在するか、翻訳領域中の同義置換 SNPであった。こ

の中で②を満たす、TLR2遺伝子上の SNP rs1898830 (イントロン 1)、rs3804100 (エ

クソン 3、同義置換)、TLR4 遺伝子上の SNP rs11536889 (非翻訳領域)、TLR9 遺

伝子上の SNP rs352139 (イントロン 1)、rs352140 (エクソン 2、同義置換)、計 5

つを TLR 遺伝子の解析 SNPとして最終的に選択した。 

NKG2D遺伝子の SNPの選択は下記の 2つの条件を満たすものとした：①

データベース上一般日本人で SNPが存在する、②非同義置換 SNPである。その

結果、Aから Gに置換することにより、72位のアミノ酸が Thr から Ala に置換

する SNP rs2255336 (Thr72Ala, c214.A>G)を解析した。 
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2-5. TLR2・TLR4・TLR9・NKG2Dの SNPの解析 

SNPの解析は、TaqMan allelic discrimination 法にておこなった。原理は以下

の通りである（図 9）。リアルタイム PCRのプローブを 2種類用意し、各プロー

ブに多型に対応する一塩基配列を含ませる。各プローブには消光物質と異なっ

た 2つの蛍光色素が標識されているが、両方がある状態では、蛍光は検出され

ない。プライマー伸長反応が起こると、蛍光色素が遊離し、消光物質の影響が

なくなるため、蛍光を発する。アニーリング温度の差により、特異的配列のプ

ローブの方がゲノム DNAに結合しやすいため、違う蛍光色素が発光し、どちら

の型かが識別できる。図 10に解析例を示した。縦軸、横軸はそれぞれのアレル

のコピー数を反映する。青とピンクのマークはメジャーアレル・マイナーアレ

ルの同型接合のコントロールで、それぞれ反応当りのコピー数が 10
3、10

4、10
5

になっており、理想的にはこれらが直線状に並ぶ。異型接合の場合はメジャー

アレルとマイナーアレルの同型接合の間に出てくるため、サンプルの遺伝子型

を決定することができる。 

プローブとプライマーは TaqMan SNP Genotyping Assays (Applied 

Biosystems) のものを使用した。プローブの塩基配列は以下の通りである（多型

の部位は[ ]で示した）：TLR2の rs1898830→ATAGTAAAATAAATCCAGAGAAATC 

[A/G] GAACAGGGGAAATAATAATATAAGA、TLR2 の rs3804100→ACTTATCCAG 

CACACGAATACACAG[C/T]GTAACAGGCTGCATTCCCAAGACAC、TLR4 の

rs11536889→ATGCTCCTTGACCACATTTTGGGAA[C/G]AGTGGATGTTATCA 

TTGAGAAAACA、TLR9 の rs352139→ TGTGTGAGTGGCCGGCCCCCAGCTC 

[C/T]ACCTCCACCCACTCCACTTCATGGG、TLR9 の rs352140→ TTTAGGAATA 



25 

 

CAGCACTCCATATTG[C/T]TAC CATAATAATGAAACGGATTCCC、NKG2D の

rs2255336→TTTAGGAATACAGCACTCCATATTG[C/T]TACCATAATAATGAAAC 

GGATTCCC (https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=ABG 

TKeywordSearch)。プライマーの塩基配列は、非公表となっていた。 

サーマルサイクリングの条件は、50℃2分間、95℃10分間、92℃15秒間の

後 60℃1分間を 40回とした。 

遺伝子型決定の正確性はコントロールプラスミドで確認した。コントロー

ルプラスミドは以下のように作製した。該当 SNPを含んだ 0.8-1.3kb の DNA断

片を PCR にて増幅させ、QIAEXⅡ(Qiagen)を用いて精製した後、pBluescript SK

Ⅱ(+)プラスミドベクターに組み込み、クローニングした。SNPを含んだコント

ロールプラスミドは、QuikChange Ⅱ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)を

用いて、点変異を含むプライマーからの DNA伸長により作製した。メジャーア

レル、マイナーアレルを含んだコントロールプラスミドについて、その塩基配

列を確認した(「2-6. 塩基配列解析法」の項を参照)。 
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図 9  TaqMan allelic discrimination 法による SNP解析 

原理としては、リアルタイム PCRのプローブを 2種類用意し、各プローブに多

型に対応する一塩基配列を含ませる。各プローブには消光物質と異なった 2 つ

の蛍光色素が標識されているが、両方がある状態では、蛍光は検出されない。プ

ライマー伸長反応が起こると、蛍光色素が遊離し、消光物質の影響がなくなるた

め、蛍光を発する。アニーリング温度の差により、特異的配列のプローブの方が

ゲノム DNAに結合しやすいため、鋳型配列に応じて違う蛍光色素が発光し、ど

ちらの型かが認識できる。 



27 

 

 

 

 

 

 

 

2-6. 塩基配列解析法 

  Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)に付属のバ

ッファーとプレミックス、解析したい領域を増幅するためのプライマーを解析

する DNAに加え、PCR 反応液を調整した。プライマーには、クローニング領域

の外側に当たるベクター配列、5'-TCACACAGG AAACAGCTATGAC-3'及び

5'-TAATACGACTCACTATAGGG -3'を用いた。96℃5 分間、96℃30秒間→50℃1

分間→60℃4分間を 25 回のサーマルサイクリングで解析領域を増幅させた後、

サンプルを精製し、ABI PRISM3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

図 10  TaqMan allelic discrimination 法の SNP解析例 

縦軸、横軸はそれぞれのアレルのコピー数の相対値を反映する。青とピンクの

マークはメジャーアレル・マイナーアレルの同型接合のコントロールで、それ

ぞれコピー数が 103、104、105になっており、理想的にはこれらが直線状に並

ぶ。異型接合の場合はメジャーアレルとマイナーアレルの同型接合の間に出て

くるため、サンプルの遺伝子型を決定することができる。 
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で塩基配列を解析した。 

 

 

2-7. MICAの解析 

日本人に存在する MICAのアレルは*002、*004、*007、*008、*009、*010、

*012、*019 であり、エクソン 2及び 3の一部を解析することでアレル決定でき

る[52, 53]。そのため、エクソン 2及び 3の一部を Nested PCR にて増幅後 DNA

断片の調製を行い、塩基配列解析することでアレルを決定した (「2-6. 塩基配列

解析法」の項参照)。エクソン 2の DNA断片調製のための PCR用プライマーに

は、5'-GCACCTGGCCTACAAGTTTGC-3'及び 5'-ATTCCTCACCCCCAGCCTG-3'

を、Nested PCR 用プライマーには、5'GTTCTTGTCCCTTTGCCCGTGT-3'及び

5'-CTGGAAAAGGCCTCTCCAGTC-3'を、エクソン 3 の DNA断片調製のための

PCR用プライマーには、5'-AGGAGGGCCAGGGAGGCATAC-3'及び

5'-AGGGAGGGTTTCCCTGGACACAT-3'を、Nested PCR 用プライマーには、

5'-GGTGATGGGTTCGGGAATGG-3'及び 5'-GAGGTGAGGCAACTCTAGCAG-3'を

用いた。PCR条件は、94℃5分間の後、94℃45秒間、65℃45秒間、72℃｛0.12

×標的配列の塩基数｝秒間を 45回、72℃10分間とした。エクソン 2の塩基配列

解析用プライマーには、5'-GTTCTTGTCCCTTTGCCCGTGT-3'及び

5'-CTGGAAAAGGCCTCTCCAGTC-3'を、エクソン 3 の塩基配列解析用プライマ

ーには、5'-GGTGATGGGTTCGGGAATGG-3'及び

5'-CTCTAGCAGAATTGGAGGGAGAGG-3'を用いた。 
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2-8. SNP rs2255336 が AA遺伝子型もしくは GG遺伝子型の NKG2Dの cDNAの

作製 

NKG2Dの cDNA (商品番号：SC322611)は ORIGENE 社より購入した。購入

した cDNAは、GG遺伝子型だった (http://www.origene.com/human_cdna/NM_ 

007360/SC322611/KLRK1.aspx)。SNP rs2255336 が AA遺伝子型の NKG2D cDNA

プラスミドは、QuikChange Ⅱ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)を用いて、

点変異を含むプライマーからの DNA伸長により作製した。塩基配列は、

ORIGENE社より購入したNKG2Dの cDNA に付属していたプライマーを用いて

確認した（「2-6. 塩基配列解析法」）。プライマーの塩基配列は非公表となってい

た。 

 

 

2-9. Halo タグ付き分泌型 MICA(Halo-MICA)の作製 

日本人に最も多いアレルである*008のMICAの cDNA(商品番号：SC328538)

は ORIGENE 社より購入した[52]。MICAの cDNAをテンプレートとして、PCR

を用い、分泌型 MICAを増幅させた。プライマーは、

5’-GGGGTACCACCATGGGGCTGGGCCCGGTC-3’及び 

5’-CGGGATCCTTTCCCAGAGGGCACAGGGTGAG-3’を用いた[54]。 

一方、pH6HTC His6HaloTag○R T7 Vector (Promega)の Halo タグを含む部分を

5'-CGGGATCCGAAATCGGTACTGGCTTTCCATTCG-3'及び

5'-ATTGCGGCCGCTTAGTGGTGATGGTGATGATGAC-3'をプライマーとして用

い、PCR で増幅させた。PCR産物を BamHIと NotIで切断し、同酵素で切断し
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た pcDNA3 ベクターに導入した(pcDNA-Halo)。 

分泌型 MICAの PCR 産物を制限酵素 KpnI、BamHIで切断した後、同酵素

で切断した pcDNA-Halo に導入して、Halo タグ付き分泌型 MICA (Halo-MICA)

を作製した。 

 

 

2-10. 細胞培養 

本研究ではヒト胎児腎細胞 (293T 細胞、David W. Russell (ワシントン大学)

より提供)を使用した[55]。培養液には、10%ウシ胎児血清 (FBS) (Hyclone)とペ

ニシリン-ストレプトマイシン(ペニシリン 10000 U/ml, ストレプトマイシン 

10000 μg/ml ) (GIBCO)を添加した Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 

(GIBCO)を使用した。細胞数は、6穴プレートの場合は 1穴あたり 8.0×10
5個/well、

24穴プレートの場合は 1.0×10
5個/well となるように調整し細胞を播いた。 

 

 

2-11. 培養細胞へのプラスミドの導入 

NKG2Dの cDNAプラスミド、DAP10 の cDNAプラスミド (ORIGENE、商

品番号：SC321835)、Halo-MICAのプラスミドはリン酸カルシウム法を用いて培

養細胞に導入した。同系列の実験の場合、コントロール DNAである pcDNA3 ベ

クターを用いて導入する DNAが等量となるように調整した。例えば、DAP10

の有無で NKG2Dの細胞表面発現が変わるか解析する場合、DAP10 の cDNAを

導入しないプレートには、導入するプレートに加える DAP10 の cDNAと等量の
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pcDNA3 ベクターを加えた。 

 

 

2-12. Halo タグ付き分泌型MICAの産生確認 

Halo-MICA蛋白産生確認のため、24 穴プレートに 293T 細胞を播き、3時間

培養後、1 µg /well の Halo-MICAのプラスミド DNAを導入した。遺伝子導入か

ら24時間後に培養液で1000倍希釈したHaloTag○R  TMRDirect
TM

 Ligand (Promega)

を添加し、37℃で一晩培養した。培養上清は、2-mercaptoethanol (最終濃度 5%)

を添加した 2×Leammli 溶液(0.1 M Tris-HCl (pH6.8)、4% SDS、20% gycerol、0.2% 

bromophenol blue)を加え、電気泳動サンプルとした。培養細胞は、リン酸緩衝生

理食塩水 (PBS)で洗浄後、プレートに 2-mercaptoethanol (最終濃度 5%)を添加し

た 2×Leammli 溶液を加え、セルスクレイパーで回収し、氷中で 20 秒間 3回超

音波処理した。溶解物を 4℃で 10分間 14000×gで遠心し、細胞沈殿物を除去し、

電気泳動サンプルとした。 

9%ポリアクリルアミドゲル(9% acrylamide、375 mM Tris-HCl (ph 8.8)、0.1% 

SDS、0.1% ammomium persulfate、0.1% tetramethylethylenediamine)を作製し、細

胞上清及び培養細胞の電気泳動サンプルを泳動バッファー(25 mM Tris、192 mM 

glycine、0.1% SDS)の中で、100 V定電圧の条件で 1-2時間電気泳動した。 

電気泳動後のゲルを、532 nm レーザー及び 580/30 バンドパス発光フィルタ

ーを用いた Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare)、fluorescence モードでスキャニン

グした。HaloTag○R  TMRDirect
TM

 Ligand の発光を検出することで、培養細胞サン

プル及び細胞上清サンプルでの Halo-MICA蛋白の産生を確認した（図 11）。 
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2-13. 共培養 

 NKG2Dに MICAを結合させ、細胞刺激を与えるための方法として、共培養を

用いた。Halo-MICAを発現した 293T 細胞を培養プレートからはがし、遠心分離

した後、上清を吸引し、細胞を培養液で再懸濁した。NKG2Dと DAP10 を発現

した細胞の培養プレートを PBSで洗浄後、プレートに Halo-MICAを発現した細

胞の懸濁液を加えた。培養方法は、実験により異なるため、「2-13. フローサイ

トメトリー」及び「2-14-1. 細胞刺激」の項に記載した。 

 

 

2-14. フローサイトメトリー(図 12) 

NKG2D遺伝子の SNPによるNKG2DとMICAの結合の差を解析するため、

フローサイトメトリーを行った。 

24 穴プレートに 293T 細胞を播き、3時間培養後、0.5 µg /well の NKG2Dの

図 11  Halo-MICA蛋白の産生確認 

Halo-MICAの DNAを導入した 293T細胞に HaloTag○R  TMRDirect
TM

 Ligand を添加、

培養することで、Halo-MICA蛋白を蛍光標識した。培養細胞の溶解物及び培養上清の

サンプルを電気泳動し、泳動後のゲルを Typhoon FLA 7000 を用いて蛍光イメージン

グ分析することで、Halo-MICA蛋白の産生を確認した。 
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cDNAプラスミド(SNP rs2255336 が AA遺伝子型もしくは GG遺伝子型)及び 0.5 

µgの DAP10 の cDNAプラスミドを導入した。別の 24穴プレートに播いた 293T

細胞には、3時間培養後、 1 µg /well の Halo-MICAの DNAプラスミドを導入

した。遺伝子導入から 24時間後に Halo-MICAを発現した細胞を NKG2Dと

DAP10 を発現した細胞と共培養し、1000 倍希釈した HaloTag○R  TMRDirect
TM

 

Ligand を培養液に加えた。共培養は、Halo-MICAを発現した細胞を培養プレー

トからはがし、遠心分離した後、上清を吸引し、細胞を 24時間後、培養細胞を

セルスクレイパーで回収し、10 µgの anti-human NKG2D-Alexa Fluor○R  488 (R&D 

systems)を加え、室温で 30分放置した。その後、細胞を洗浄し、0.5-1×10
6個/ml

になるよう再懸濁し、Guava EasyCyte Mini (Millipore)でソーティングした。前述

の 2色の蛍光色素を用いて、細胞数計測を行い、解析した。 

尚、293T 細胞に NKG2Dが発現していないことは、anti-human NKG2D-Alexa 

Fluor○R  488を用いてフローサイトメトリーを行い、遺伝子導入を行わなかった

293T細胞や DAP10の cDNAのみを導入した 293T細胞をソーティングした場合

に陽性細胞が検出されないことで確認した。293T 細胞に DAP10 が発現していな

いことは、anti-human NKG2D-Alexa Fluor○R  488を用いてフローサイトメトリー

を行い、NKG2Dの cDNAと DAP10 の cDNAを導入した 293T 細胞をソーティ

ングした場合には陽性細胞が検出されるが、NKG2Dの cDNAのみを遺伝子導入

した 293T細胞をソーティングした場合には陽性細胞が検出されないことで確認

した。 
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2-15. NKG2Dの SNPによる PI3K-Akt シグナル経路への影響の解析 

2-15-1. 細胞刺激 

6穴プレートに 293T細胞を播き、3時間培養後、2 µg /wellのNKG2Dの cDNA 

(SNP rs2255336 が AA遺伝子型もしくは GG遺伝子型)及び 2 µg /well の DAP10

の cDNA、または4 µg /wellのHalo-MICAの各プラスミドDNAを導入した (「2-12. 

フローサイトメトリー」の項参照)。遺伝子導入から 48時間後、FBSを添加しな

い DMEMに培養液を交換し、さらに 18時間培養した。その後、MICAで細胞

刺激するため、Halo-MICAを発現した細胞を NKG2Dと DAP10 を発現した細胞

と 30分間共培養した。 

 

 

図 12  フローサイトメトリーの概略図 

蛍光リガンドで標識した分泌型 MICA を NKG2D と DAP10 を発現させた

293T細胞に加え、フローサイトメトリーを行った。 
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2-15-2. 細胞溶解物の作製 

細胞刺激後、冷却した PBSで細胞を洗浄し、細胞溶解液(20 mM Tris-HCl (pH 

8.0)、1% Triton X-100、137 mM NaCl、2 mM EDTA (pH 8.0)、1 mM Na3VO4)に溶

解した。氷上に 5分間置いた後、細胞をセルスクレイパーで回収し、氷中で 20

秒間 3 回超音波処理した。溶解物を 4℃で 10分間 14000 ×gで遠心し、細胞沈

殿物を除去した。 

 

 

2-15-3. 免疫沈降と SDS-PAGE サンプルの調製 

200 µl の細胞溶解物に 10 µl の Akt (pan) (C67E7) Rabbit mAb (Sepharose Bead 

Conjugate) (Cell Signaling Technology)を加え、4℃で一晩緩やかに混和した。その

後、ビーズを溶解液 (「2-11-2. 細胞溶解物の作製」の項参照)で 5 回洗浄し、2

×Leammli 溶液を加えて、95℃で 5分間加熱した。加熱後の溶液を 14000×gで

1分間遠心し、上清に 2-mercaptoethanol (最終濃度 5%)を加えて、再度 95℃で 5

分間加熱し、電気泳動のサンプルとした。 

 

 

2-15-4. ウェスタンブロッティング 

12%ポリアクリルアミドゲル(12% acrylamide、375 mM Tris-HCl (pH 8.8)、

0.1% SDS、0.1% ammomium persulfate、0.1% tetramethylethylenediamine)を作製し、

前項で作製したサンプルを泳動バッファーの中で、100 V定電圧の条件で 1-2時

間電気泳動した。 
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電気泳動後、泳動タンパクを PVDF膜に転写した。転写溶液(20% methanol、

25 mM Tris、192 mM glycine、0.05% SDS)中で、100 V 定電圧で 1時間転写をお

こなった。 

転写後、PVDF膜を 5% skim milk の中で 4℃一晩、ブロッキングした。 

ブロッキング後、Akt のリン酸化をみるために、5% skim milk で 400倍に希

釈した Akt (pan) (C67E7) Rabbit mAb もしくは Phospho-Akt (Ser473) (193H12) 

Rabbit mAb (Cell Signaling Technology)を一次抗体として 37℃で 1-2時間反応させ

た後、PBST (PBS+0.1% Tween 20)で 3回洗浄した。二次抗体として、5% skim milk

で 1000 倍希釈した Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit IgGを 37℃

で 30分-1時間反応させた後、PBST で 3回洗浄し、ECL select Western Blotting 

Detection Reagent (GE Healthcare)で 1-5分間反応させ、発光検出装置(ChemiDoc 

XRS, Bio-RAD)で検出した。 

解析は Quantity One ソフトウェア(Bio-RAD)を用いて行った。検出された各

バンドで(発光強度×面積)を算出し、phospho-Akt/ Akt(pan)比にて、リン酸化を

比較した。 

 

 

2-16. 統計解析 

SNP解析については、SNPStats software (http://bioinfo.iconcologia.net/ 

en/SNPStats_web)を用いて、ハーディ・ワインベルグ平衡分析、連鎖不均衡解析

及びハプロタイプ分析を行った。対立遺伝子モデル、優性遺伝モデル、劣性遺

伝モデルに分け、それぞれオッズ比、95%信頼区間、P値を算出し、多型と感染・
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感染症のリスクの相関を推測した。対立遺伝子モデルとは、遺伝形質がアレル

の所有本数に比例して発生するという考え方に基づいた遺伝モデルである。優

性遺伝モデルは、マイナーアレルが疾患など遺伝形質につながると考えた場合

に、遺伝形質が優性遺伝するという考え方に基づいた遺伝モデルである。例え

ば、Gアレルがマイナーアレル、Aアレルがメジャーアレルの場合、優性遺伝

モデルにおいては、GG遺伝子型でも GA遺伝子型でも遺伝形質が発生すること

になるため、AA遺伝子型と「AG遺伝子型+GG遺伝子型」に分けて、遺伝子型

頻度を評価する。劣性遺伝モデルは、マイナーアレルが疾患など遺伝形質につ

ながると考えた場合に、遺伝形質が劣性遺伝するという考え方に基づいた遺伝

モデルである。オッズ比と 95%信頼区間は、優位アレルの同型接合遺伝子型を

基準に計算した。P値は 2×2または 2×3のカイ二乗検定、両側検定で算出し、

P<0.05 を統計学的に有意とした。多重比較には、Bonferroni 補正を加味して検定

を行った。 

 

  

2-17. 研究倫理 

本研究は、東京大学医学部付属病院、旭川医科大学附属病院、福島県立医

科大学附属病院、国立成育医療センター、神戸大学医学部付属病院にて集めた

検体を用いて、主に国立感染症研究所ウイルス 1部にておこなった。対象者の

両親（対象は未成年のため）より研究参加への同意を得た上で、研究内容につ

いて各施設の倫理委員会より承認を得て研究をおこなった。（承認番号：東京大

学 G3517、旭川医科大学 984、福島県立医科大学 719、国立成育医療センター 
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551、神戸大学 1231、国立感染症研究所 327） 

 

 

2-18. 研究内容の公表と共同研究者からの同意 

本研究に関する内容の一部は、"International Journal of Infectious Diseases"に

"Polymorphisms in TLR-2 are associated with congenital cytomegalovirus (CMV) 

infection but not with congenital CMV disease"のタイトルにて既に公表済みである

[56]。尚、本研究論文に同内容を引用することについても全ての共同研究者より

同意を得ている。 
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3. 結果 

3-1. TLR 遺伝子の SNPと先天性 CMV感染または感染症の関係[56] 

3-1-1. TLR 遺伝子の SNPと先天性 CMV感染の関係(表 2) 

TLR 遺伝子の SNPと先天性 CMV感染の関係について調べるため、一般日

本人(A群、各 SNPにより nが異なるため、nは表 2 に記載)と先天性 CMV 感染

児(B群、n=87)で遺伝子型の頻度を比較した。 

TLR2 遺伝子の SNP rs3804100 は、一般日本人に比べ、先天性 CMV感染児

で有意に CC遺伝子型の割合が多かった(対立遺伝子モデルにおいてオッズ比 

11.7、95%信頼区間 1.42-96.3、p= 0.015)。また、TLR2 遺伝子の SNP rs1898830

は、対立遺伝子モデルでの解析において、一般日本人に比べ、先天性感染児で

AG遺伝子型の割合が少なく、AA遺伝子型の割合が多い傾向にあった(オッズ比 

0.43、95%信頼区間 0.21-0.88)。SNP rs1898830 の遺伝子型の頻度を優性遺伝モデ

ルで解析すると、一般日本人に比べ、先天性感染児で Gアレルが有意に少なか

った(オッズ比 0.43、95%信頼区間 0.23-0.93、p=0.030)。後方視的診断で先天性

CMV感染と確定診断された児を加えてデータを解析したことにより選択バイア

スが発生する可能性があるため、同定された 48人の先天性 CMV感染児のみで

解析これら 2つの SNPについて、スクリーニング調査で診断された 48人の先天

感染児に絞って同様の解析を行っても同じ結果が得られた(表 3)。 

TLR4 遺伝子の SNP rs11536889、TLR9 遺伝子の SNP rs352139、SNP rs352140

では、A群と B群の間で遺伝子型の頻度の統計学的有意差は見られなかった。 
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TLR2 rs1898830 対立遺伝子 AA 17 (19.7) 30 (34.5) 1 NS
4

(イントロン1) AG 54 (62.8) 41 (47.1) 0.43 (0.21-0.88)

(n=86) GG 15 (17.4) 16 (18.4) 0.60 (0.24-1.52)

優性遺伝 AA 17 (19.7) 30 (34.5) 1 0.030

AG+GG 69 (80.2) 57 (65.5) 0.47 (0.23-0.93)

劣性遺伝 AA+AG 71 (82.6) 71 (81.6) 1 NS

GG 15 (17.4) 16 (18.4) 1.07 (0.49-2.32)

rs3804100 対立遺伝子 TT 48 (57.8) 37 (42.5) 1 0.015*

(エクソン3) TC 34 (41.0) 41 (47.1) 1.56 (0.84-2.92)

同義置換 CC 1 (1.2) 9 (10.3) 11.7 (1.42-96.3)

(n=83) 優性遺伝 TT 48 (57.8) 37 (42.5) 1 0.046

TC+CC 35 (42.2) 50 (57.5) 1.85 (1.01-3.41)

劣性遺伝 TT+TC 82 (98.8) 78 (89.7) 1 0.011

CC 1 (1.2) 9 (10.3) 9.46 (1.17-76.4)

TLR4 rs11536889 対立遺伝子 GG 24 (57.1) 45 (51.7) 1 NS

(非翻訳領域) GC 15 (35.7) 35 (40.2) 1.24 (0.57-2.72)

(n=42) CC 3 (7.1) 7 (8.0) 1.24 (0.29-5.25)

優性遺伝 GG 24 (57.1) 45 (51.7) 1 NS

GC+CC 18 (42.9) 42 (48.3) 1.24 (0.59-2.61)

劣性遺伝 GG+GC 39 (92.9) 80 (92.0) 1 NS

CC 3 (7.1) 7 (8.0) 1.14 (0.28-4.64)

TLR9 rs352139 対立遺伝子 AA 25 (29.1) 22 (25.3) 1 NS

(イントロン1) AG 37 (43.0) 47 (54.0) 1.44 (0.70-2.96)

(n=86) GG 24 (27.9) 18 (20.7) 0.85 (0.37-1.97)

優性遺伝 AA 25 (29.1) 22 (25.3) 1 NS

AG+GG 61 (70.9) 65 (74.7) 1.21 (0.62-2.37)

劣性遺伝 AA+AG 62 (72.1) 69 (79.3) 1 NS

GG 24 (27.9) 18 (20.7) 0.67 (0.33-1.36)

rs352140 対立遺伝子 GG 25 (29.1) 22 (25.3) 1 NS

(エクソン2) GA 37 (43.0) 47 (54.0) 1.44 (0.70-2.96)

同義置換 AA 24 (27.9) 18 (20.7) 0.85 (0.37-1.97)

(n=86) 優性遺伝 GG 25 (29.1) 22 (25.3) 1 NS

GA+AA 61 (70.9) 65 (74.7) 1.21 (0.62-2.37)

劣性遺伝 GG+GA 62 (72.1) 69 (79.3) 1 NS

AA 24 (27.9) 18 (20.7) 0.67 (0.33-1.36)

遺伝子

rs番号1

(位置)

(A群の人数)

遺伝モデル 遺伝子型

一般日本人(A
2
) または

先天性CMV感染児(B
2
)

A(%) B(%)
オッズ比

(95%信頼区間)
P

3

表 2  TLR遺伝子の SNPと先天性 CMV感染の関係 

1 公式データベース(dbSNP)のリファレンス番号。 

2 各群の詳細は図 8 に示した。 

3 P値はカイ二乗検定で算出し、P<0.05 を統計学的に有意とした。 

4 NS: not significant 

*Bonferroni 補正を行った多重比較検定後 p=0.045。 
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3-1-2. TLR 遺伝子の SNPと先天性 CMV感染症の関係(表 4) 

TLR 遺伝子の SNPと先天性 CMV感染症の関係について調べるため、以下

の群で遺伝子型の頻度を比較した：①「出生時不顕性(C群、n=57)」対「出生時

顕性(D群、n=30)」、②「遅発症状なし(E群、n=38)」対「遅発症状あり(F群、n=19)」、

③「CMV感染に関係する臨床的特徴なし(G群、n=33)」対「CMV感染に関係す

る何らかの臨床的特徴あり(H群、n=54)」。しかし、いずれの群間の比較でも統

計学的に有意差はなかった。FGRや非特異的な一症状を持つ児を D群や H群に

rs1898830 対立遺伝子 AA 17 (19.7) 19 (39.6) 1 NS
4

(イントロン1) AG 54 (62.8) 19 (39.6) 0.32 (0.14-0.73)

(n=86) GG 15 (17.4) 10 (20.8) 0.60 (0.21-1.68)

優性遺伝 AA 17 (19.7) 19 (39.6) 1 0.013

AG+GG 69 (80.2) 29 (60.4) 0.38 (0.17-0.82)

劣性遺伝 AA+AG 71 (82.6) 38 (79.2) 1 NS

GG 15 (17.4) 10 (20.8) 1.25 (0.51-3.04)

rs3804100 対立遺伝子 TT 48 (57.8) 17 (35.4) 1 0.013*

(エクソン3) TC 34 (41.0) 27 (56.3) 2.24 (1.06-4.74)

同義置換 CC 1 (1.2) 4 (8.3) 11.3 (1.17-108)

(n=83) 優性遺伝 TT 48 (57.8) 17 (35.4) 1 0.013

TC+CC 35 (42.2) 31 (64.6) 2.50 (1.19-5.21)

劣性遺伝 TT+TC 82 (98.8) 44 (91.7) 1 0.040

CC 1 (1.2) 4 (8.3) 7.45 (0.81-68.8)

rs番号1

(位置)

(A群の人数)

遺伝モデル 遺伝子型

一般日本人(A
2
) または

スクリーニングで診断された先天性CMV感染児(Bs)

A(%) Bs (%)
オッズ比

(95%信頼区間)
P

3

表 3 スクリーニング調査で診断された児に限定し解析した TLR2遺伝子の 

SNPと先天性 CMV感染の関係 

1 公式データベース(dbSNP)のリファレンス番号。 

2 A群の詳細は図 8に示した。 

3 P値はカイ二乗検定で算出し、P<0.05 を統計学的に有意とした。 

4 NS: not significant 

* Bonferroni 補正を行った多重比較検定後 p=0.039。 
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含めても、結果は同じであった。また、ハプロタイプと先天性 CMV感染症との

相関も見られなかった。尚、全経過を通じて G群と H群のフォローアップ期間

に有意差はなかった。後方視的診断で先天性 CMV感染と確定診断された児を加

えてデータを解析したことにより選択バイアスが発生する可能性があるため、

スクリーニング調査で診断された 48 人の先天感染児に絞った解析も行ったが、

いずれの群間の比較でも統計学的に有意差はなかった(表 5)。 
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TLR2 rs1898830 対立遺伝子 AA 31.6 40 1 34.2 26.3 1 30.3 37 1

(イントロン1) AG 47.4 46.7
0.78

(0.29-2.06)
42.1 57.9

1.79

(0.49-6.47)
42.4 50

0.96

(0.36-2.61)

GG 21.1 13.3
0.50

(0.13-1.92)
23.7 15.8

0.87

(0.16-4.58)
27.3 13

0.39

(0.11-1.35)

優性遺伝 AA 31.6 40 1 34.2 26.3 1 30.3 37 1

AG+GG 68.4 60
0.69

(0.28-1.74)
65.8 73.7

1.46

(0.43-4.94)
69.7 63

0.74

(0.29-1.86)

劣性遺伝 AA+AG 79 86.7 1 76.3 84.2 1 72.7 87 1

GG 21.1 13.3
0.58

(0.17-1.97)
23.7 15.8

0.60

(0.14-2.56)
27.3 13

0.40

(0.13-1.20)

rs3804100 対立遺伝子 TT 36.8 53.3 1 39.5 31.6 1 45.5 40.7 1

(エクソン3) TC 54.4 33.3
0.42

(0.16-1.11)
52.6 57.9

1.37

(0.41-4.56)
48.5 46.3

1.07

(0.43-2.64)

同義置換 CC 8.8 13.3
1.05

(0.24-4.55)
7.9 10.5

1.67      (0.22-

12.62)
6.1 13

2.39

(0.43-13.10)

優性遺伝 TT 36.8 53.3 1 39.5 31.6 1 45.5 40.7 1

TC+CC 63.2 46.7
0.51

(0.21-1.25)
60.5 68.4

1.41

(0.44-4.53)
54.5 59.3

1.21

(0.51-2.91)

劣性遺伝 TT+TC 91.2 86.7 1 92.1 89.5 1 93.9 87 1

CC 8.8 13.3
1.60

(0.40-6.47)
7.9 10.5

1.37

(0.21-9.00)
6.1 13

2.31

(0.45-11.85)

TLR4 rs11536889 対立遺伝子 GG 56.1 43.3 1 60.5 47.4 1 60.6 46.3 1

(非翻訳領域) GC 35.1 50
1.85

(0.73-4.68)
28.9 47.4

2.09

(0.65-6.74)
30.3 46.3

2.00

(0.78-5.12)

CC 8.8 6.7
0.98

(0.17-5.73)
10.5 5.3

0.64

(0.06-6.52)
9.1 7.4

1.07

(0.21-5.33)

優性遺伝 GG 56.1 43.3 1 60.5 47.4 1 60.6 46.3 1

GC+CC 43.9 56.7
1.67

(0.69-4.08)
39.5 52.6

1.70

(0.56-5.17)
39.4 53.7

1.78

(0.74-4.30)

劣性遺伝 GG+GC 91.2 93.3 1 89.5 94.7 1 90.9 92.6 1

CC 8.8 6.7
0.74

(0.14-4.08)
10.5 5.3

0.47

(0.05-4.55)
9.1 7.4

0.80

(0.17-3.82)

TLR9 rs352139 対立遺伝子 AA 24.6 26.7 1 21.1 31.6 1 18.2 29.6 1

(イントロン1) AG 54.4 53.3
0.90

(0.31-2.60)
63.2 36.8

0.39

(0.10-1.50)
63.6 48.1

0.46

(0.15-1.40)

GG 21.1 20
0.88

(0.24-3.24)
15.8 31.6

1.33

(0.28-6.28)
18.2 22.2

0.75

(0.19-2.91)

優性遺伝 AA 24.6 26.7 1 21.1 31.6 1 18.2 29.6 1

AG+GG 75.4 73.3
0.90

(0.33-2.46)
79 68.4

0.58

(0.17-2.00)
81.8 70.4

0.53

(0.18-1.52)

劣性遺伝 AA+AG 79 80 1 84.2 68.4 1 81.8 77.8 1

GG 21.1 20
0.94

(0.31-2.81)
15.8 31.6

2.46

(0.67-9.05)
18.2 22.2

1.29

(0.43-3.83)

rs352140 対立遺伝子 GG 24.6 26.7 1 21.1 31.6 1 18.2 29.6 1

(エクソン2) GA 54.4 53.3
0.90

(0.31-2.60)
63.2 36.8

0.39

(0.10-1.50)
63.6 48.1

0.46

(0.15-1.40)

同義置換 AA 21.1 20
0.88

(0.24-3.24)
15.8 31.6

1.33

(0.28-6.28)
18.2 22.2

0.75

(0.19-2.91)

優性遺伝 GG 24.6 26.7 1 21.1 31.6 1 18.2 29.6 1

GA+AA 75.4 73.3
0.90

(0.33-2.46)
79 68.4

0.58

(0.17-2.00)
81.8 70.4

0.53

(0.18-1.52)

劣性遺伝 GG+GA 79 80 1 84.2 68.4 1 81.8 77.8 1

AA 21.1 20
0.94

(0.31-2.81)
15.8 31.6

2.46

(0.67-9.05)
18.2 22.2

1.29

(0.43-3.83)

オッズ比
(95%CI)

E% F%
オッズ比

(95%CI)

遺伝子
rs番号 1

(位置 )
遺伝モデル 遺伝子型

出生時不顕性 (C
2
)

または顕性 (D
2
)

臨床的特徴なし (G
2
)

またはあり (H
2
)

遅発症状なし (E
2
)

またはあり (F
2
)

C% D%
オッズ比

(95%CI)
G% H%

表 4  TLR遺伝子の SNPと先天性 CMV感染症の関係 

注釈：全て p>0.05 であり、統計学的に有意ではなかった。 

1 公式データベース(dbSNP)のリファレンス番号。 

2 各群の詳細は図 8 に示した。 
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TLR2 rs1898830 対立遺伝子 AA 35.9 55.6 1 35.1 50 1 31.2 56.2 1

(イントロン1) AG 41 33.3
0.52

(0.11-2.60)
40.5 50

0.87

(0.05-15.28)
40.6 37.5

0.51

(0.14-1.92)

GG 23.1 11.1
0.31

(0.03-3.12)
23.4 0

0.00

(0.00-NA)
28.1 6.2

0.12

(0.01-1.18)

優性遺伝 AA 35.9 55.6 1 35.1 50 1 31.2 56.2 1

AG+GG 64.1 44.4
0.45

(0.10-1.95)
64.9 50

0.54

(0.03-9.39)
68.8 43.8

0.35

(0.10-1.22)

劣性遺伝 AA+AG 76.9 88.9 1 75.7 100 1 71.9 93.8 1

GG 23.1 11.1
0.42

(0.05-1.95)
24.3 0

0.00

(0.00-NA)
28.1 6.2

0.17

(0.02-1.49)

rs3804100 対立遺伝子 TT 35.9 33.3 1 37.8 0 1 43.8 18.8 1

(エクソン3) TC 56.4 66.7
1.27

(0.27-5.93)
54 100

NA

(0.00-NA)
50 75

3.50

(0.82-14.99)

同義置換 CC 7.7 0
0.00

(0.00-NA)
8.1 0

1.00

(0.00-NA)
6.2 6.2

2.33

(0.16-34.90)

優性遺伝 TT 35.9 33.3 1 37.8 0 1 43.8 18.8 1

TC+CC 64.1 66.7
1.12

(0.24-5.19)
62.2 100

NA

(0.00-NA)
56.2 81.2

3.37

(0.80-14.18)

劣性遺伝 TT+TC 92.3 100 1 91.9 100 1 93.8 93.8 1

CC 7.7 0
0.00

(0.00-NA)
8.1 0

0.00

(0.00-NA)
6.2 6.2

1.00

(0.08-11.93)

TLR4 rs11536889 対立遺伝子 GG 59 55.6 1 62.2 0 1 62.5 50 1

(非翻訳領域) GC 33.3 33.3
1.06

(0.22-5.18)
29.7 100

NA

(0.00-NA)
31.2 37.5

1.50

(0.41-5.52)

CC 7.7 11.1
1.53

(0.13-17.97)
8.1 0

1.00

(0.00-NA)
6.2 12.5

2.50

(0.30-20.92)

優性遺伝 GG 59 55.6 1 62.2 0 1 62.5 50 1

GC+CC 41 44.4
1.15

(0.27-4.96)
37.8 100

NA

(0.00-NA)
37.5 50

1.67

(0.50-5.61)

劣性遺伝 GG+GC 92.3 88.9 1 91.9 100 1 93.8 87.5 1

CC 7.7 11.1
1.50

(0.14-16.36)
8.1 0

0.00

(0.00-NA)
6.2 12.5

2.14

(0.27-16.81)

TLR9 rs352139 対立遺伝子 AA 23.1 11.1 1 21.6 50 1 18.8 25 1

(イントロン1) AG 61.5 66.7
2.25

(0.24-21.37)
62.2 50

0.35

(0.02-6.24)
62.5 62.5

0.75

(0.17-3.28)

GG 15.4 22.2
3.00

(0.22-40.93)
16.2 0

0.00

(0.00-NA)
18.8 12.5

0.50

(0.07-3.85)

優性遺伝 AA 23.1 11.1 1 21.6 50 1 18.8 25 1

AG+GG 76.9 88.9
2.40

(0.26-21.84)
78.4 50

0.28

(0.02-4.92)
81.2 75

0.69

(0.16-2.92)

劣性遺伝 AA+AG 84.6 77.8 1 83.8 100 1 81.2 87.5 1

GG 15.4 22.2
1.57

(0.26-9.47)
16.2 0

0.00

(0.00-NA)
18.8 12.5

0.62

(0.11-3.48)

rs352140 対立遺伝子 GG 23.1 11.1 1 21.6 50 1 18.8 25 1

(エクソン2) GA 61.5 66.7
2.25

(0.24-21.37)
62.2 50

0.35

(0.02-6.24)
62.5 62.5

0.75

(0.17-3.28)

同義置換 AA 15.4 22.2
3.00

(0.22-40.93)
16.2 0

0.00

(0.00-NA)
18.8 12.5

0.50

(0.07-3.85)

優性遺伝 GG 23.1 11.1 1 21.6 50 1 18.8 25 1

GA+AA 76.9 88.9
2.40

(0.26-21.84)
78.4 50

0.28

(0.02-4.92)
81.2 75

0.69

(0.16-2.92)

劣性遺伝 GG+GA 84.6 77.8 1 83.8 100 1 81.2 87.5 1

AA 15.4 22.2
1.57

(0.26-9.47)
16.2 0

0.00

(0.00-NA)
18.8 12.5

0.62

(0.11-3.48)

遺伝子
rs番号 1

(位置 )
遺伝モデル 遺伝子型

出生時不顕性 (C
2
s)

または顕性 (D
2
)

臨床的特徴なし (G
2
s)

またはあり (H
2
s)

Cs% Ds%
オッズ比

(95%CI)
Es% Fs%

オッズ比
(95%CI)

Gs% Hs%
オッズ比

(95%CI)

遅発症状なし (E
2
s)

またはあり (F
2
s)

表 5 スクリーニング調査で診断された児に限定し解析した TLR 遺伝子の

SNPと先天性 CMV感染症の関係 

注釈：全て p>0.05 であり、統計学的に有意ではなかった。 

1 公式データベース(dbSNP)のリファレンス番号。 

2 各群の詳細は図 8に示した。 
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3-2. NK細胞の標的細胞認識に関わる遺伝子多型と先天性 CMV感染・感染症の

相関 

3-2-1. NKG2D遺伝子の SNP rs2255336 (Thr72Ala, c214.A>G)と先天性 CMV 感染

または感染症の関係 

3-2-1-1. NKG2D遺伝子の SNP rs2255336 (Thr72Ala, c214.A>G)と先天性 CMV感

染の関係(表 6) 

NKG2Dの SNP rs2255336 と先天性 CMV感染の関係について調べるため、

一般日本人(A群、n=86)と先天性 CMV感染児(B群、n=87)で遺伝子型の頻度を

比較したが、統計学的に有意差はなかった。後方視的診断で先天性 CMV感染と

確定診断された児を加えてデータを解析したことにより選択バイアスが発生す

る可能性があるため、スクリーニング調査で診断された 48人の先天感染児に絞

った解析も行ったが、一般日本人と先天性 CMV感染児で遺伝子型の頻度に統計

学的有意差はなかった(表 7)。 
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対立遺伝子 GG 58 (67.4) 36 (75) 1 NS
3

GA 21 (24.4) 9 (18.8) 0.69 (0.29-1.67)

AA 7 (8.1) 3 (6.3) 0.69 (0.17-2.84)

優性遺伝 GG 58 (67.4) 36 (75) 1 NS

GA+AA 28 (32.6) 12 (25) 069 (0.31-1.53)

劣性遺伝 GG+GA 79 (91.9) 45 (93.8) 1 NS

AA 7 (8.1) 3 (6.3) 0.75 (0.19-3.05)

遺伝モデル 遺伝子型

一般日本人(A
1
) または

スクリーニングで診断された先天性CMV感染児(Bs)

A(%) Bs(%)
オッズ比

(95%信頼区間)
P

2

対立遺伝子 GG 58 (67.4) 62 (71.3) 1 NS 
3 

GA 21 (24.4) 21 (24.1) 0.94 (0.46-1.89) 

AA 7 (8.1) 4 (4.7) 0.53 (0.15-1.92) 

優性遺伝 GG 58 (67.4) 62 (71.3) 1 NS 

GA+AA 28 (32.6) 25 (28.7) 0.84 (0.44-1.60) 

劣性遺伝 GG+GA 79 (91.9) 83 (95.4) 1 NS 

AA 7 (8.1) 4 (4.7) 0.54 (0.15-1.93) 

遺伝モデル 遺伝子型 

一般日本人 (A 
1 )  または 

先天性 CMV 感染児 (B 
1 
) 

A(%) B(%) 
オッズ比 

(95% 信頼区間 ) 
P 

2 

表 6  NKG2D遺伝子の SNPと先天性CMV感染の関係 

1 各群の詳細は図 8 に示した。 

2 P値はカイ二乗検定で算出し、P<0.05 を統計学的に有意とした。 

3 NS: not significant 

表 7 スクリーニング調査で同定された児に限定し解析したNKG2D遺伝子

の SNPと先天性 CMV感染の関係 
 

1 群の詳細は図 8に示した。 

2 P値はカイ二乗検定で算出し、P<0.05 を統計学的に有意とした。 

3 NS: not significant 
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3-2-1-2. NKG2D遺伝子の SNP rs2255336 (Thr72Ala, c214.A>G)と先天性 CMV感

染症の関係(表 8) 

NKG2Dの SNP rs2255336と先天性 CMV感染症の関係について調べるため、

以下の群で比較した：①「出生時不顕性(C群、n=57)」対「出生時顕性(D群、

n=30)」、②「遅発症状なし(E 群、n=38)」対「遅発症状あり(F群、n=19)」、③「CMV

感染に関係する臨床的特徴なし(G群、n=33)」対「CMV感染に関係する何らか

の臨床的特徴あり(H群、n=54)」。その結果、出生時不顕性児に比べ、顕性児で

A (Thr)アレルが有意に多かった(優性遺伝モデルにおいてオッズ比 3.06、95%信

頼区間 1.15-8.16、p=0.024)。E 群と F群、G群と H群の比較では、SNPと先天性

CMV感染症との間に統計学的有意差はなかった。尚、全経過を通じて G群と H

群のフォローアップ期間に有意差はなかった。後方視的診断で先天性 CMV 感染

と確定診断された児を加えてデータを解析したことにより選択バイアスが発生

する可能性があるため、スクリーニング調査で診断された 48人の先天感染児で

解析を行うと、対象人数が少ないため、若干結果が異なるものの、C群と D群

の比較では、顕性児で AA遺伝子型が多い傾向であった(表 9)。 
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対立遺伝子 GG
45

(79)

17

(56.7)
1 0.055

29

(76.3)

16

(84.2)
1 NS

3
26

(78.8)

36

(66.7)
1 NS

GA
11

(19.3)

10

(33.3)

2.61

(0.92-7.44)

8

(21.1)

3

(15.8)

0.68

(0.16-2.93)

6

(18.2)

15

(27.8)

1.81

(0.62-5.28)

AA
1

(1.8)

3

(10)

7.20

(0.69-74.98)

1

(2.6)

0

(0)

0.00

 (0.00-NA)

1

(3)

3

(5.6)

2.17

(0.21-22.02)

優性遺伝 GG
45

(79)

17

(56.7)
1 0.024

29

(76.3)

16

(84.2)
1 NS

26

(78.8)

36

(66.7)
1 NS

GA+AA
12

(21.1)

13

(43.3)

3.06

(1.15-8.16)

9

(23.7)

3

(15.8)

0.60

(0.14-2.56)

7

(21.2)

18

(33.3)

1.86

(0.68-5.09)

劣性遺伝 GG+GA
56

(98.2)

27

(90)
1 NS

37

(97.4)

19

(100)
1 NS

32

(97)

51

(94.4)
1 NS

AA
1

(1.8)

3

(10)

5.70

(0.56-58.16)

1

(2.6)

0

(0)

0.00

 (0.00-NA)

1

(3)

3

(5.6)

1.88

(0.19-18.89)

遺伝モデル 遺伝子型

F (%)
オッズ比
(95%CI)

PP
2

出生時不顕性 (C
1
)

または顕性 (D
1
)

臨床的特徴なし (G
1
)

またはあり (H
1
)

遅発症状なし (E
1
)

またはあり (F
1
)

C

(%)

D

(%)

オッズ比
(95%CI)

G

(%)

H

(%)

オッズ比
(95%CI)

PE (%)

対立遺伝子 GG
29

(74.4)

7

(77.8)
1 0.03

28

(75.7)

1

(50)
1 NS

3
25

(78.1)

11

(68.8)
1 NS

GA
9

(23.1)
0 (0)

0.00

(0.00-NA)

8

(21.6)

1

(50)

3.50

(0.20-62.42)

6

(18.8)

3

(18.8)

1.14

(0.24-5.39)

AA
1

(2.6)

2

(22.2)

8.29

(0.65-104.90)

1

(2.7)

0

(0)

0.00

(0.00-NA)

1

(3.1)

2

(12.5)

4.55

(0.37-55.54)

優性遺伝 GG
29

(74.4)

7

(77.8)
1 NS

28

(75.7)

1

(50)
1 NS

25

(78.1)

11

(68.8)
1 NS

GA+AA
10

(25.6)

2

(22.2)

0.83

(0.15-4.66)

9

(24.3)

1

(50)

3.11

(0.18-54.97)

7

(21.9)

5

(31.2)

1.62

(0.42-6.26)

劣性遺伝 GG+GA
38

(97.4)

7

(22.2)
1 0.058

36

(97.3)

2

(100)
1 NS

31

(96.9)

14

(87.5)
1 NS

AA
1

(2.6)

3

(10)

10.86

(0.86-136.60)

1

(2.7)

0

(0)

0.00

(0.00-NA)

1

(3.1)

2

(12.5)

4.43

(0.37-52.99)

P
Gs

(%)

Hs

(%)

オッズ比
(95%CI)

遺伝モデル 遺伝子型

出生時不顕性 (C
1
s)

または顕性 (D
1
s)

遅発症状なし (E
1
s)

またはあり (F
1
s)

臨床的特徴なし (G
1
s)

またはあり (H
1
s)

Cs

(%)

Ds

(%)

オッズ比
(95%CI)

P
2

Es

(%)
P

Fs

(%)

オッズ比
(95%CI)

表 8  NKG2D 遺伝子の SNPと先天性 CMV感染症の関係 

1 各群の詳細は図 8に示した。 

2 P値はカイ二乗検定で算出し、P<0.05 を統計学的に有意とした。 

3 NS: not significant 

表 9 スクリーニング調査で診断された児に限定し解析した NKG2D 遺伝子

の SNPと先天性 CMV感染症の関係 

1 各群の詳細は図 8 に示した。 

2 P値はカイ二乗検定で算出し、P<0.05 を統計学的に有意とした。 

3 NS: not significant 
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3-2-2. MICA遺伝子のアレルと先天性 CMV感染症との関係(表 10) 

MICA遺伝子のアレルと先天性 CMV 感染症の関係について調べるため、以

下の群で比較した：①「出生時不顕性(C群、n=57)」対「出生時顕性(D群、n=30)」、

②「遅発症状なし(E 群、n=38)」対「遅発症状あり(F群、n=19)」、③「CMV感

染に関係する臨床的特徴なし(G群、n=33)」対「CMV感染に関係する何らかの

臨床的特徴あり(H群、n=54)」。しかし、いずれの群間の比較でもアレルの頻度

に統計学的有意差は見られなかった。スクリーニング調査で診断された 48人の

先天感染児に絞った解析も行ったが、いずれの群間の比較でもアレルの頻度に

統計学的有意差は見られなかった(表 11)。 
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C (%) D (%) P
3 E (%) F (%) P G (%) H (%) P

*002 + 9   (16.1) 9   (30) NS
4 7   (18.4) 2   (11.1) NS 7   (21.2) 11 (20.8) NS

- 47 (83.9) 21 (70) 31 (81.6) 16 (88.9) 26 (78.8) 42 (79.2)

*004 + 6   (10.7) 3   (10) NS 2   (5.1) 3   (17.6) NS 2   (5.9) 7   (13.5) NS

- 50 (89.3) 27 (90) 37 (94.9) 14 (82.4) 32 (94.1) 45 (86.5)

*007 + 1   (1.8) 0   (0) NS 1   (2.6) 0   (0) NS 1   (2.9) 0   (0) NS

- 55 (98.2) 30 (100) 38 (97.4) 17 (100) 33 (97.1) 52 (100)

*008 + 25 (44.6) 12 (40) NS 16 (41.0) 9   (52.9) NS 15 (44.1) 22 (42.3) NS

- 31 (55.4) 18 (60) 23 (59.0) 8   (47.1) 19 (55.9) 30 (57.7)

*009 + 6   (10.7) 1   (14.3) NS 4   (10.3) 2   (11.8) NS 3   (8.8) 4   (7.7) NS

- 50 (89.3) 6   (85.7) 35 (89.7) 15 (88.2) 31 (91.2) 48 (92.3)

*010 + 20 (35.7) 8   (26.7) NS 11 (28.9) 9   (50) NS 10 (30.3) 18 (34.0) NS

- 36 (64.3) 22 (73.3) 27 (71.1) 9   (50) 23 (69.7) 35 (66.0)

*012 + 8   (14.3) 5   (16.7) NS 7   (17.9) 1   (5.9) NS 6   (17.6) 7   (13.5) NS

- 48 (85.7) 25 (83.3) 32 (82.1) 16 (94.1) 28 (82.4) 45 (86.5)

アレル
アレルの

有無
1

出生時不顕性(C
2
)

または顕性(D
2
)

遅発症状なし(E
2

)

またはあり(F
2
)

臨床的特徴なし(G
2
)

またはあり(H
2
)

1 アレルが存在するものは+、存在しないものは-とした。例：アレル*002 の場

合、*002/*002→+、*002/*008→+、*008/*008→-となる。 

2 各群の詳細は図 8 に示した。 

3 P値はカイ二乗検定で算出し、P<0.05 を統計学的に有意とした。 

4 NS: not significant 

表 10  MICA遺伝子のアレルと先天性 CMV感染症の関係 



51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3-2-3. NKG2D遺伝子の SNP rs2255336(Thr72Ala, c214.A>G)により起こる NK細

胞機能への影響 

3-2-3-1. NKG2D遺伝子の SNP rs2255336(Thr72Ala, c214.A>G)により起こる

NKG2Dへの MICAの結合に対する影響 

NKG2D遺伝子の SNP rs2255336(Thr72Ala, c214.A>G)と先天性 CMV感染症

の間に相関が見られたため、フローサイトメトリーによって、本 SNPが NKG2D

へのMICAの結合に対し影響及ぼすか検討した。抗 NKG2D抗体が陽性の細胞

Cs (%) Ds (%) P
3 Es (%) Fs (%) P Gs (%) Hs (%) P

*002 + 8   (20.5) 2   (22.2) NS
4 7   (18.9) 1   (50) NS 7   (21.9) 3   (18.8) NS

- 31 (79.5) 7   (77.8) 30 (81.1) 1   (50) 25 (78.1) 13 (81.3)

*004 + 2   (5.1) 1   (11.1) NS 2   (5.3) 0   (0) NS 2   (6.1) 1   (6.7) NS

- 37 (94.9) 8   (88.9) 36 (94.7) 1   (100) 31 (93.9) 14  (93.3)

*007 + 0   (0) 0   (0) NS 0   (0) 0   (0) NS 0   (0) 0   (0) NS

- 39 (100) 9   (100) 38 (100) 1   (100) 33 (100) 15  (100)

*008 + 18 (46.2) 4   (44.4) NS 17 (44.7) 1   (100) NS 15 (45.5) 7   (46.7) NS

- 21 (53.8) 5   (55.6) 21 (55.3) 0   (0) 18 (54.5) 8   (53.3)

*009 + 4   (10.3) 0   (0) NS 4   (10.5) 0   (0) NS 3   (9.1) 1   (6.7) NS

- 35 (89.7) 9   (100) 34 (89.5) 1   (100) 30 (90.9) 14  (93.3)

*010 + 12 (30.8) 0   (0) NS 10 (27.0) 2   (100) NS 9 (28.1) 3   (18.8) NS

- 27 (69.2) 9   (100) 27 (73.0) 0   (0) 23 (71.9) 13 (81.3)

*012 + 7   (17.9) 3   (33.3) NS 8   (21.1) 0   (0) NS 6   (18.2) 4   (26.7) NS

- 32 (82.1) 6   (66.7) 30 (78.9) 1   (100) 27 (81.8) 11  (73.3)

アレル
アレルの

有無
1

出生時不顕性(C
2
s)

または顕性(D
2
s)

遅発症状なし(E
2
s)

またはあり(F
2
s)

臨床的特徴なし(G
2
s)

またはあり(H
2
s)

表 11 スクリーニング調査で診断された児に限定し解析した MICA 遺伝子の

アレルと先天性 CMV感染症の関係 

1 アレルが存在するものは+、存在しないものは-とした。例：アレル*002 の

場合、*002/*002→+、*002/*008→+、*008/*008→-となる。 

2 各群の詳細は図 8 に示した。 

3 P値はカイ二乗検定で算出し、P<0.05 を統計学的に有意とした。 

4 NS: not significant 
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（NKG2Dを細胞表面に発現している細胞）でゲーティングを行い、Halo-MICA

に結合する蛍光リガンドが陽性の細胞（MICAが結合している細胞）の割合を測

定した。GG (Ala/Ala)遺伝子型と AA (Thr/Thr)遺伝子型を比較したところ、

NKG2D陽性細胞の中で MICA陽性である細胞の割合は、52%と 51%であり、有

意差はなかった。 

 

 

3-2-3-2. NKG2D遺伝子の SNP rs2255336(Thr72Ala, c214.A>G)により起こる

PI3K-Akt シグナル経路への影響 

NKG2D遺伝子の SNP rs2255336(Thr72Ala, c214.A>G)と先天性 CMV感染症

の間に相関が見られたため、免疫沈降、ウェスタンブロッティングを用いて、

本 SNPが PI3K-Akt シグナル伝達経路に対し影響を及ぼすか検討した。コントロ

ール実験として、MICA刺激でリン酸化が増えるかを確認するため、MICAの有

無で比較したところ、MICA刺激によりリン酸化された Akt が 1.3倍程度増加し

た。GG (Ala/Ala)遺伝子型と AA (Thr/Thr)遺伝子型を比較したところ、Akt のリ

ン酸化に有意差はなかった(図 13)。同様の実験を 3 回繰り返したが、GG遺伝子

型と AA遺伝子型で Akt のリン酸化に有意差はなかった(図 14)。 
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図 13  NKG2D 遺伝子の SNPによる PI3K-Aktシグナル経路に対する影響 

293T細胞にNKG2Dの cDNA (SNP rs2255336が GG遺伝子型もしくは AA

遺伝子型 )及び DAP10 の cDNA を導入した。また別の 293T 細胞に

Halo-MICA を導入した。遺伝子導入から 48 時間後、FBS を抜いた DMEM

に培養液を交換し、さらに 18 時間培養した。Halo-MICA を発現した細胞を

NKG2D と DAP10を発現した細胞と 30分間共培養した後に回収した溶解物

を用いて、抗 Akt 抗体付きビーズを用いて、免疫沈降をおこなった。免疫沈

降後のサンプルを 12%ポリアクリルアミドゲルで SDS-PAGE をおこなった

後で PVDF 膜に転写し、抗 Akt 抗体もしくは抗リン酸化 Akt 抗体でウェス

タンブロッティング検出をおこなってリン酸化を比較した。 

図 14  ウェスタンブロッティングによるGG遺伝子型とAA遺伝子型のAkt

のリン酸化の比較 

陰性コントロール及び各遺伝子型で、{phospho-Akt のバンドの(発光強度×面

積)}/{Akt(pan)のバンドの(発光強度×面積)}を算出し、陰性コントロールの値

を 1 として、各遺伝子型の NKG2D発現に伴う相対的リン酸化率を求めた。3

回の実験の平均値±標準誤差を図に示した。 
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4. 考察 

4-1. TLR 遺伝子の SNPと先天性 CMV感染・感染症との相関[56] 

近年、TLR 遺伝子の SNPが、様々なウイルスに対する感受性や感染後の臨

床経過に関係するという報告が増えているが、先天性 CMV感染及び感染症と

TLR 遺伝子の相関を研究した報告はまだなく、本研究が初めてである。 

今回、TLR2 遺伝子の SNP rs3804100 及び rs1898830 の頻度が先天性 CMV感

染児と一般日本人で異なっていることが明らかになった。一方、先天性 CMV感

染症の発症は、今回解析した TLR 遺伝子のいずれの SNPとも有意な相関が見ら

れなかった。後方視的診断で顕性感染児を加えて 87 人のデータを解析したこと

により何らかの選択バイアスが発生する可能性は、排除できない。しかし、新

生児 CMVスクリーニング調査は一般日本人を反映しており[13]、そこで同定さ

れた 48 人の先天性 CMV感染児のみで解析しても同様の結果が得られているこ

とから、後方視的診断で同定した顕性感染児を解析に加えても、そうした影響

はないと言える。本研究の限界としては、倫理審査の上で遺伝的解析が先天感

染症例に制限されたため、先天感染症例に完全に一致した一般人口のコントロ

ールの SNPを解析できていないことである。今回の結果をさらに確固たるもの

にするには、TLR2 遺伝子の他の SNP も解析することが重要であろう。本研究

のもう一つの限界点としては、頭部画像検査の時期や種類が一定でないことで

ある。そのことが今回の解析結果にどの程度影響を与えるかは定かではないが、

影響が出るとすれば、E 群と F群、G群と H群の比較解析であり、少なくとも

TLR2遺伝子の SNP頻度が先天性CMV感染児と日本人一般人口で異なっている

という結果には影響を与えない。 
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母体の CMV感染は必ずしも胎児の感染を引き起こす訳ではない。母体の再

感染や再活性化の場合の経胎盤感染率は明らかになっていないが、初感染を起

こした場合、経胎盤感染率は約 40%と考えらえている[8]。従って、今回の結果

から、TLR2 遺伝子の遺伝子多型が、少なくとも初感染の母体から胎児へのウイ

ルス伝播の危険因子になっている可能性は十分ある。しかし、他の病原体を含

め先天性感染と母体の TLR の SNPとの相関を解析した報告はないものの、母体

の遺伝子多型が関わっている可能性はある。母体の遺伝子多型の解析も試みた

かったが、統計学的に解析可能な検体数を得ていなかったため、本研究では解

析を行わなかった。また、TLR2 は胎盤にも発現しており[57]、合胞体栄養膜細

胞を用いた細胞培養モデルで、CMV によって刺激された TLR2 のシグナルが炎

症性サイトカインの分泌を増加させたという報告もある[58]。従って、胎盤の

TLR2 の遺伝子多型の関与も考えられるだろう。 

本研究で CC遺伝子型が先天性 CMV感染児に有意に多く見られた TLR2遺

伝子の rs3804100 (エクソン 3、同義置換)については、B型肝炎ワクチンを 3セ

ット 2 回接種しても抗体価が 10 mIU/ml 以下の抗体非獲得者に比べ、抗体獲得者

で TT 遺伝子型が有意に多かったという報告がある[47]。同 SNPは、麻疹ワクチ

ンに関しても、TT 遺伝子型を有する人が TC遺伝子型や CC遺伝子型の人に比

べ、抗体価が高かった[48]。すなわち、Cアレルの保有がウイルス感染に対する

免疫応答を低下させるという点で本研究の結果と一致している。Gアレルが先

天性 CMV感染児に少ない傾向にあった TLR2 遺伝子の rs1898830 (イントロン

1)については、細菌由来リポ蛋白質の刺激による末梢血中の腫瘍壊死因子(tumor 

necrosis factor, TNF)-αやインターロイキン(interleukin, IL)-8の産生が Gアレルで
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有意に増加したと報告がある[59, 60]。従って、先天性 CMV感染においても、G

アレルの欠如が、結果として、TNF-αや IL-8の産生を低下させ、CMVへの感

染を助長する可能性がある。本研究で解析したこれら 2つの TLR2 遺伝子の SNP

によるアミノ酸配列の変化はない。SNPが TLR2 遺伝子自体にどういった影響

を与えるか解析を行った報告はないが、SNPによって TLR2 の発現が低下し、

感染制御のためのサイトカインの産生が減少するなどの可能性が考えられるだ

ろう。実際、翻訳領域の外に位置する SNPや同義置換 SNPと疾患の関連性の報

告例は多数あり、同義置換 SNPがスプライシングや翻訳効率、mRNAの安定性、

タンパク質の折り畳み構造に影響を与えるとも報告されている[61-66]。しかし、

本研究で遺伝子型頻度に有意差が見られた 2つの TLR2 遺伝子の SNPが他の遺

伝子多型とリンクし、リンクした遺伝子多型が感染伝播の直接の危険因子にな

っている可能性は否定できない。本研究で判明した SNPと先天性 CMV感染と

の関連を確実にするには、同義置換 SNPの生物学的重要性に関するさらなる研

究が必要である。 

TLR4 遺伝子の SNP rs11536889 は、肝移植後の B型肝炎ウイルス感染の再

発防御との関連が言われ、TLR4 遺伝子の他の SNPは、腎移植レシピエントの

CMV感染症と関係していると報告されている[31, 50]。TLR9 遺伝子に関しては、

SNP rs352139と rs352140のハプロタイプはHIVの母子感染に影響を与え、また、

他の SNPは、同種造血幹細胞移植患者において CMV感染症発症と関係してい

るという報告がある[33, 51]。しかし、本研究では TLR4 遺伝子と TLR9 遺伝子

の SNPと先天性 CMV感染及び感染症との相関は見られなかった。 
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4-2. NK細胞の標的細胞認識に関わる遺伝子多型と先天性 CMV感染症の相関 

NK細胞は、腫瘍化した、もしくはウイルス感染を起こした細胞に細胞傷害

活性を示す。NK細胞に関わる遺伝子多型とウイルス感染の関連性を調べた報告

は少ない[67-69]。特に CMV感染・感染症との関連についての報告は、CMV感

染細胞の排除において NK細胞が重要な役割を果たすにも関わらず、MICAのア

レルと HIV患者における CMV再活性化の関連を報告した 1 つだけである[70]。

①NK細胞の活性化レセプターNKG2Dのリガンドである MICAのアレルによっ

ては、CMVによるMICAの細胞表面発現の抑制を回避すること[45]、②NKG2D

は NK細胞の標的細胞認識において鍵となる活性化レセプターであること[36, 

71]から、本研究では、NKG2Dの SNPやMICAのアレルと先天性 CMV感染症

との相関について解析した。 

今回、NKG2D遺伝子の非同義置換 SNP rs2255336(Thr72Ala)の頻度が出生時

顕性感染児と不顕性感染児で有意に異なっていることが明らかになった。一方、

遅発症状の出現などに関しては、同 SNPとの関連は認められなかった。また、

MICAのアレルによって CMV感染に対する応答が変化する[45]という報告があ

ったが、今回の解析では MICAのアレルと先天性 CMV感染症の相関は見られな

かった。 

本研究ではさらに、有意差のあったNKG2D遺伝子の SNPにより、①NKG2D

とMICAの結合への影響、②シグナル伝達への影響が認められるかも検討した

が、今回解析した範囲では、多型による差は見られなかった。 

本研究の限界としては、NKG2D遺伝子の該当 SNPだけ遺伝子型が異なり、

その他の遺伝的背景が同一の NK細胞を用意することが実際的に不可能である
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ことから、NK細胞ではなく、上皮系の細胞を使用して検討を行ったことにある。

そのため、用いた細胞系では実際のシグナル伝達系が反映されていない可能性

も否定はできない。しかし、293T 細胞を用いて PI3K-Akt シグナル経路の解析を

行った報告はある[72]。 

また、本研究では、分泌型 MICAを用いて全ての機能解析をおこなったが、

分泌型 MICAがシグナル解析の上で最適でなかった可能性もある。しかし、融

合タンパク質は異なるものの、過去の研究で NKG2D受容体のシグナル解析に分

泌型MICAを用いており、分泌型を使用したことによる影響の可能性は低いと

考えられる[42]。ただし、日本人に最も多い MICAのアレルを選択したものの、

その選択が適当でなかった可能性はある。 

NKG2Dに関する報告はないものの、先天性 CMV感染児の NK細胞では活

性化レセプターNKG2C の発現が増加するという報告はあり[73]、NKG2C と同様

に NKG2Dも先天性 CMV感染に関わっている可能性は十分に考えられる。今回

の機能解析では、有意な影響は確認できなかったものの、NKG2Dの SNP 

rs2255336(Thr72Ala)は、NKG2D受容体の膜貫通部分にあたり、DAP10 アダプタ

ー分子と水素結合する66位の膜貫通アルギニンのごく近傍に位置している[74]。

従って、この変異は NKG2Dがリガンドと結合した後の細胞内シグナルを変化さ

せ得る。 

PI3K-Akt 経路のシグナルに有意な多型の影響は見られなかったものの、

PI3Kを介した他の経路や DAP10 に結合するもう一つのタンパク質 Grb2 以下の

シグナルに影響を及ぼす可能性が考えられる。MICAの刺激により NKG2D 受容

体がDAP10を介して伝達するシグナルについてはまだ分かっていない部分が多
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く、本 SNPのシグナル伝達への影響をさらに追究するにはその点をまず明らか

にすることが必要であろう。 

 

 

4-3. 今後の展望と課題 

これまで行ってきた新生児 CMV感染スクリーニング調査で先天性 CMV感

染が新生児の 0.31%に発生しており、感染児の 20%が難聴などを含む顕性感染児

であること、また 15%に頭部画像所見に異常が認められ、両者を合わせ 30%の

感染児が先天性 CMV感染に伴う障害・異常を示すことが判明している[13]。従

って、ダウン症候群に匹敵する 1000 人に 1人の頻度で、先天性 CMV感染の影

響が表れていることになる。さらに、出生時不顕性の約 1割以上が数年のうち

に難聴などの神経学的障害を発症する。抗ウイルス薬の副作用の問題があり、

先天性 CMV感染症に対する治療は確立していないが、ガンシクロビルやガンシ

クロビルのプロドラッグであるバラガンシクロビルが聴力を改善したり、正常

聴力を保ったり、聴力の悪化を防止したりするという報告もある[75, 76]。薬の

副作用のため、治療を選択しない場合でも、少なくとも難聴や発達遅滞などに

対し、早期介入することは重要であり、早期発見の意義は大きい。しかし、現

時点では、胎児への感染や発症、症状の重篤度を左右する要因が何であるかに

ついては不明の部分が多い。 

胎児や新生児は獲得免疫が弱いことを考慮し、本研究では自然免疫に注目

した。その結果、TLR2 遺伝子の SNP が経胎盤感染の危険因子になっている可

能性があること、NK細胞の活性化受容体 NKG2D遺伝子の SNPが出生時顕性感
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染の危険因子になっている可能性があることが判明した。遅発症状の出現など

が遺伝子多型によって違うことが証明されれば、治療の選択肢を与えたり、早

期介入を行う上での一助になり得たが、本研究ではその成果は得られなかった。 

本研究では、自然免疫に関わる遺伝子多型と先天性 CMV感染及び感染症と

の相関が示されたが、それらの遺伝子多型が TLR や NK細胞の機能に対し、具

体的にどのような変化をもたらすかまでは解明できなかった。その点が解明で

きれば、先天性 CMV感染及び感染症発症の機序につながる可能性があり、その

対策に資することができると考えられる。そのためには、同義置換 SNPの生物

学的重要性に関するさらなる研究、NKG2D受容体から伝わるシグナルについて

の研究などが今後の課題と考えられる。 
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