
98 米子医誌、JYonago Med Ass 34， 98-110， 1983 

ヒトサイトメガロウイルス関連初期産物の

mitogen活性について

鳥取大学医学部クイノレス学教室(主任:栗村 敬教授〉

鳥取大学医学部歯科口控外科学教室(主任:浜田 鶴教授)

領 家 和 男

The mitogenic activity in earlyproducts related 

to human cytomegalovirus 

Kazuo RYOKE 
Detartment 01 Virology and Detartment 01 Oral Surgery， 

Tottori University School 01 Medicine， Yonago， ]atan. 

ABSTRACT 

Human cytomegalovirus (HCMV) is a well known pathogen which causes congenital irifect-

ion， posttransfusionsyndrome， mononucleosis etc. Usually persistent infection Qccurs after 

primary infection with HCMV. HCMV induced blastoid pro1iferationof human lymphocytes 

both specifically and non-specifically. Non-specific stimulation of lympl10cytes by the early 

products of HCMV might be one of the causes of HCMV mononuc1eosis. The nature of the 

mitogenic activity in the early products was analysed and the following results were obtained. 

1. Both Towne strain and Inoue strain produced mitogenic substance(s) early after infection， 

so the induction of mitogenic substance(s) by HCMV was deduced to be universal among 

HCMV strains. 

2. The mitogenic substance(s) stimulated both the E-rosetting and the EAC-rosetting subpo・

pulations of human cord blood lymphocytes. 

3. Addition of cycloheximide or tunicamycin revealed that the mitogenic substance was of pro-

tein nature and did not require sugar chain for the expression of the mitogenic activity. 

4. By the use of Triton X-100， it was assumed that the mitogenic activity could be expressed 

only when the mitogen was integrated into the membrane structure. 

5. The mitogenic activity was lost after 5 cycles of freezing and thawing. It was fairly uns-

table under the temperature above 40・C，but it was stable when incubated at 0-30・Cfor 1 hour 

and diminished after 12 hours incubation. 

For the analysis of immunity evoked after HCMV infection and of the pathogenesis of HCMV 

mononucleosis， the data stated above offer a very important clue. 

(Accepted on November 5， 1982) 

ヒトサイトメガロウイノレス (HCMV)の初感染や再

活性化を免疫学的にとらえた場合，液性免疫ではその

防禦は難しい 2)20)21)22) 一方細胞性免疫に関しては，

細胞性免疫能が不完全な乳幼児期に初感染をきたすこ
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mitogenとの間に何らかの関係があるのではないか

と思われ，乙の mitogen物質の性状について検討を

行った.

実験材料と方法

1. ウイノレスと細胞

HCMVはTowne株および井上株(何れも東海大

より分与)を用い，ヒト胎児線維芽細胞 (HEF)に，

細胞変性効果が最大にみられる感染後6日目の培養上

清に dimethylsulfoxide (DMSO) ，牛胎児血清

(FCS)を各々 10%加え，-80・Cに凍結保存したも

のを用いた.細胞の継代には EagleMEM(日水)に

新生仔牛血清 (NCS)を10%添加したものを用い，

維持には NCSを2%添加したものを用いた.ウイノレ

スの感染価は TCID50法を用いた.

2. HCMV初期産物の抽出

HEFIζHCMVを1-2 TCID5o/cellで感染させ，

一定時間の後，細胞を 1/100Mリン酸緩衝液pH7.2 

(PBS)にて2回洗浄の後，ラパーポリスマンを用い

ヒトサイトメガロウイノレスの mitogen活性

とが多く，その後の再活性化も，細胞性免疫能の低下

を誘因として起ζっている町.すなわち HCMV感染

症やその再活性化は，細胞性免疫が重要なかかわりを

もっていると考えられている.

HCMV Iζ対する細胞性免疫に関して，リンパ球の

活性化を指標としたものでは，そのほとんどが anti-

genとして作用しているものであるが，一部に mito冊

genの存在も明らかにされている33)叫 .ζの HCMV

関連抗原のmitogen活性に関して，具体的にはZaia

がCF抗原を用いたリンパ球活性化の実験でmitogen

活性の存在を思わせる報告を行い39〉，続いて， CF抗

原のみならず， early antigen(EA)中にも mito・

gen活性がみられたという竹原の論文がある33).この

EA中の mitogenは，感染後3時聞には出現し， 5 

時間でピークに達しており， HCMV感染初期におけ

る細胞性免疫の関与をζの mitogenとの関連で論じ

ることは興味深い.また EBVとともに HCMVは，

単核症の病悶ウイルス川として知られており，伝染

性単核症の際にみられる巽型ワンパ球の出現と，乙の
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井上株HCMV初期産物の mitogen活性

騎帯血ワンパ球2:x:105/O.2mll乙井上株HCMV初期産物 (12μg/ml)0.05 ml 
を添加， 3日間培養し，最終の4時間に 3H-thymidineを加えラベルし，霊堂不溶

性分画の放射活性を測定した.

* 1 井上株HCMV初期産物
材 T:Towne株 HCMV初期産物

PHA-P T米議!議

国 1.



て細胞を採取し， 0.05 M glycine buffered: saline 

(GBS) pH 9.0で1回洗浄し， GBS中に 10;;ぎにな

るように浮遊させ，凍結融解を3回行った後， 250g，

15分遠心後の上清を-80・C~と凍結保存した明.

3. 蛋白定量

Lowryの方法を用いた17)• 

4. 感染細胞の分画

HCMV感染5時間後のHEF細胞を， PBS ~ζて洗

浄ののち，ラパーポリスマンにて cellを採取した.

更に洗浄の後ゲゆるいすり合わせとかたいすり合わせ

のテアロン製Potter-Elvehjemホモジナイザーを使

用した Colemanらの方法7)に基づき，細胞膜，核，

縮抱質の3種iζ分留した.細胞画分の純度の測定は鏡

検lζて行った.

cycloheximide 

cycloheximide (和光純薬〉は，最経濃度が50μg

Imlとなるように培養液中に加えため12)• 

男

6. tunicamycm 

tunicafuycin (東大田村学造教授より分与〉は

dimethyLsulfoxide ~ζ諮解し， 1 mg/mlの stock

solutionとしたものを，最終濃度が0.1μg/mlとな

るように培養液中に加えた判明30)

7. phytohemagglutinin (PHA) 

PHAはPHA-P(Difco Lab.，む.S.A.)を用い，

well あたり 1~2;5μg，リンパ球培養時間 3 日で最大

の DNA合成が得られており 33)，2.5μg/0.05 mlの

量を使用した.

8. 抗日CMV抗血清

HCMV患者抗血清(東海大問中重明劫教授より供

与)は，抗 PENA抗体128情，抗EA抗体32倍，

抗LA(NT)抗体1024倍， CF抗体16倍のものを使

用した.

和ζ担
増、戸領100 

リンパ球の分離，培養

ヘパリン加騎帯血を PBS(一)Iとて3告に希釈後，

9. 
5. 
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E-rosetting cell， EAC-rosettiIlg eell， unseparated cellへの mitogen活性

騎帯血リンパ球を E-rosettingcell， EAC-rosetting cell， unseparated cell 

l乙分蘭し，各リンパ球2X105/0.2mlにTowne株HCMV初期産物を添加， 3日間

培養し，最終の4時間に3H-thymidineを加え，ラベノレし，綾不法性分間の放射活

性を測定した.

A: HCMV初期産物

B : PHA-P 

EAO E 

図 2.
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100の量は，試料の 275nmの吸光度を諦べるととに

よって決定した.蛋白定量は Lowry法を用いた17)

結 果

1. HCMV初期鹿物の mitogen活性

リンパ球Ir:添加する HCMV初期産物の最大の

mitogen活性に関しては， Towne株において明らか

にされているように， HCMV初期産物の濃度と培養

時閣に密接な関係があり叫，井上株では蜜出量として

12μg/ml， Towne株では11.4μg/mlのHCMV初

期抽出波0.05mlをリンパ球に添加， 3日間培養した.

その結果，井上株初期産物の mitogen活性は， DNA

への放射活性のとり込み (cpm)として 19，386cpm，

stimulation index のめとして 16.2を示した.

Towne株ではお，674cpm， 8Iで21.2を示した.

井上株においても Towne株と向様に， PHA-Pより

は低いが確実な mitogen活性を認めた〈図1).

2. E-rosetting cell， EAC-rosetting cell， 

unseparated cell Iζ対する mitogen活性

騎帯血よりリンパ球を分離し，更に E-rosetting

ヒトサイトメガロウイルスのmitogen活性

Ficoll圃Conray比重遠心法4)Iとて単核球を分離した.

更に T cell は E~rosette 法を用いて， B cellは

EAC-rosette法を用い38)，どちらにも rosetteを形

成しなかったものを unseparatedcellとした.分離

リンパ球は，非働化した 10~ぢ FC8 添加 RPMI1640

(日水〉に浮遊させ，平板マイクロプレート (Nunc)

に1wellあたり 2X105/0.2 ml加えた.PHA-PO.05 

mlあるいは HCMV初期鹿物0.05mlをリンパ球に

加えた後， 3臼開培養した.培養最終4時間前に 3狂-

thymidine (5 Ci/mmol， 1μCi/well)を添加，ラ

ベルし，所定時間後， GF/F glass品erpaper . (Wh-

atman LTD. U. K.)上の596冷 TCA酸不溶性分

画の放射活性を PackardTricarb model 3255液体

シンチレーションスペクトロメータ{で測定した.

10. HCMV初期産物中の蛋自の精製川

HCMV初期産物中の蛋白を精製する目的で，最終

濃度が0.196となるように Triton X -100を添加後，

Bio-Beads SM-2 (Bio-Rad Lab. U .8.A.)を用

い， 4・C2時間の batch法にて， ζの detergentを

除去した.Bio-Beads SM-2 Iと吸着した TritonX-
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cycloheximideのHCMV初期産物への影響

cycloheximideを50μg/mlの濃度に培養液に添加し，感染後S時間， 10 時間の

Towne株の HCMV初期産物を抽出し，それぞれのリンパ球刺激活性を認定した.

騎帯血リンパ球2X105/O.2mlに， HCMV初期産物を添加， 3日間培養し，最終

の4時間に 3H-thymidineを加えラベルし，酸不溶性分画の放射活性を測定した.

cycloheximide非添加

cycloheximide添加
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h
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図 3.



MEM中iζ添加し，感染後5時間， 10時間の Towne

株初期産物のリンパ球刺激活性を測定した.その結

果，感染後5時間において， cycloheximide添加群

では，リンパ球刺激活性は非添加群の約30%の健を示

しているにすぎず， 10時間後においても， cyclohe-

ximide 添加群では間様の抑制がみられた(図3).こ

のことから，乙の mitogenは蛋自である ζとが明ら

かとなった.

4. tunicamycinのHCMV初期産物への影響

HCMV初期産物の mitogenが糖蛋白であるかど

うかを明らかにすべく， Towne株 HCMVのHEF

感染時，およびその後の維持液に tunicamyc加を

0.1μgjmlの割で怒加し向31〉，感染後2時間， 5時間，

10時間に HCMV初期産物を抽出し，リンパ球lと対

する mitogen活性を測定した.その結果 tunica剛

mycin 添加群は対照の非添加群とほとんど同じ活性

を有し， mitogen活性をもっ物質の産生は tunica岨

mycinとより阻害されなかった(図4).すなわち，

この mitogenは，糖蛋白であったとしても，その活

男nH 
7
・
家

cell， EAC:-rosetting cell， unseparated cellの3

つの subpopurationIと分溜した.乙の割合はそれぞ

れ65%，12;払 2396を示した.各ワンパ球2X105j

0.2 ml/well IζTowne株 HCMV初期産物を0.05

ml添加し，その mitogen活性を測定した.その結

果， HCMV初期鹿物は， E-rosetting cell， EAC-

rosetting cell， unseparated cellのいずれに対し

でも mitogen活性を有した.なかでも E-rosetting

celllζ対しては最も活性が強く， 4.2X104cpmを示

し， EAC-rosetting cellや unseparatedcellは両

者ともにほとんど等しい活性を示したが，その2倍以

上の活性を有し，対照として用いた PHA-Pよりも

吏に高い活性を示した.なお， EAC-rosetting cell 

への PHA-Pのmitogen活性はみられなかった(図

2.) . 
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3. cycloheximideのHCMV初期産物への影響

日CMV初期産物が蛋白であるかどうかを明らかに

すべく;HCMVを〆HEFIζ吸着時およびその後も

cycloheximideを50μgjmlの濃度で，培養液の
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tunicamycinのHCMV初期産物への影響、

towne株HCMVをHEFIt::感染させる際， tunicamycinを0.1μ.gjmlの濃度

で加え，感染後2時間， 5時間， 10時間の HCMV初期産物を抽出し，その各々の

リンパ球刺激活性を測定した.

騎帯血リンパ球2X105jO.2mllζHCMV初期産物を添加， 3日間培養し，最終

の4時間l乙3H-thymidineを加えラベノレし，酸不溶性分画の放射活性を測定した.

tunicamycin添加

tunicamycin非添加

hpi 10 5 2 

@…一一@

。一一一0

図 4.



103 

HCMV感染 HEF細胞における mitogen

の存在部位

ヒトサイトメガロウイノレスのmitogen活性

表1.性には糖鎖を必要としない蛋白であるととが明らかと

なった.

HCMV感染 HEF細胞における mitogenの存
8timulation 
index 

32 

19 

27 

19 

81 

19447土4699

11643土21

48424土7379

11534土303

16463土413

cpm土8D

物産期初V
 
M
 
C
 
H
 
細胞分画群

細胞膜

細砲質

来分画群

核

. PHA-P 

1 

Towne株HCMV感染HEF細胞を Colemanら

の方法により，細胞膜，細胞質，核の3つに分画し，

それぞれのリンパ球刺激活性を測定した.

騎帯血リンパ球2X105jO.2 ml Iζ各分酪物質を添

加， 38間培養し，最終の4時間Iζ3H-thymidineを

加えラベルし，酸不溶性分画の放射活性を測定した.

601土100-対照

在部{立

HCMV感染 HEF細胞中の mitogenの存在部位

を明らかにすべく，感染HEF細胞を細胞質，紹胞膜，

核の 3つの分画lと分離し，それぞれの分画について，

mitogen活性を測定した.その結果，細胞膜，核は

8I においてそれぞれ32，27を示したのに対し，縮胞

質は 19とやや低い値を示したが，その局在を明糠lと

区分する ζ とはできなかった(表1).

6. HCMV初期産物の遠心操作と mitogen活性

日CMV初期産物を1X105g 30分間，低温 (4.C)

遠心操作を加えた後，その上清と沈毅物の mitogen

活性を調べた.その結果，詑撞には，対照として遠心

操作を加えなかった HCMV初期産物とほぼ等しい

mitogen活性を持っていたのに対し，上清{とは活性

は認められなかった(国 5). 

Tri ton X -100処理日CMV初期産物の mitogen

5. 

活性

5.， 6の実験より， mitogenの大部分が細胞膜や

7. 
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HCMV初期産物の遠心操作と mitogen活性

HCMV初期産物を 1X105g 30分間 (4・C)遠心操作を加え，その上清 (sup)と

沈漆 (sed)の mitogen活性を測定した.

騎帯血リンパ球2x105jO.2mllζ，上清，沈漬を添加， 3日間培養し，最誌の4

時間lζ3H-thymidineを加えラベルし，酸不溶性分画の放射活性を測定した.

図 5.



(1) mitogen活性の温度安定性

Towne株初期産物を4・C，30・C，40・C，50・C，60 

・CIζ各1時間保存し，そのリンパ球刺激活性の変化を

測定した.4・Cや 30・C1時間保存後において， SIは

それぞれ77.4，83~2 を示したのに対し， 40.Cにおい

ては 23.2 とその活性は約 1j3~1/41ζ低下し， 50'C や

60・Cにおいては殆んど活性を失い， control群とほぼ

閉じ値を示した(表2). 

(2)mitogen活性の4・C，30・CIとおける安定性

HCMV初期建物を 4.Cまたは 30・Cで1時間保存

した場合，その mitogen活性に影響がみられなかっ

たので，更に5時間および12時間後の mitogeri活性

を測定した.1時間後の DNAへの放射活性の取り込

み(cpm)ほ4・C，30・Cにおいては，それぞれ29，023，

31，203を示し， 5時間後においても両者ともに同様の

30，000前後のイ遣を示した.しかしながら， 12時間後

においては 4.Cでは 22，567cpmを示し，約2096の

低下をきたし， 30・Cでは 16，730cpmを示し約50必

の低下をきたした(国7).

(3) 凍結融解の回数による mitogen活性の安定性

HCMV初期産物lζI回， 5回，羽田の acetone

dry iceを用いて凍結融解の操作を加えるととによ

り，リンパ球刺激活性に与える影響を測定した.その

結果， 5回ないし 10由の凍結融解でその活性の大半が

失われた(図8). 

9. 抗 HCMV抗血清による HCMV初期産物の中和

HCMV初期産物が pre-earlynuclear antigen 

男和家

核膜などに組み込まれて蒋在するととが考えられたの

で，その蛋白を TritonX-100を，最終濃度が0.1%

になるように添加，可溶化し精製 Lた.予情実験で

Bio-Beads SM-2を用いる ζ とにより， Triton X-

100 はりンパ球に対する影響ーがないまでの 1j100以下

に除去でき，蛋自の約4696は囲収される ζとが判明し

たので， Triton X-100の除去は Bio-BeadsSM-2 

を用いた.上記操作の後，可溶化された蛋白の mito-

gen活性を測定した.Triton X-100処理 HCMV初

期産物は，対照として用いたTritonX-100未処理の

Bio-Beads処理 HCMV初期産物が mitogen活性

をもつのにまったく活性はみられなかった(図6). 

8. HCMV初期産物の各謹条件における mitogen

活性の安定性について
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mitogen活性の温度安定性

stimulation index 

77.4 

83.2 

23.2 

1.5 

1.6 

1 

日CMV初期産物を 4.C，30・C，40・C，50・C，60・C，

に1時間保拝した後， mitogen活性を測定した.

麟帯血リンパ球2X105jO.2mlにHCMV初期産物

を添加3日間培養し，最終の4時間に3H-thymidine

を加えラベルし，駿不溶性分画の放射活性を測定し

7こ.

29023土343

8687土534

568土143

610土476

375土73control 

Tri ton X -100処理HCMV初期産物の mi-

togen活性

Triton X-100 0.1 % (WjV， in GBS)で，

HCMV初期産物を処理し，蛋白を可溶化したのち，

Bio-Beadsを用いて TritonX-100の徐去を行っ

た後mitogen活性を測定した.

勝帯血ワンパ球2X105jO.2rrinr，Triton X.:.. 

100で処理した HCMV初期産物を添加， 3日間培

養し，最終の4時間に 3H-thymidineを加えラベ

ノレし，酸不溶性分画の放射活性を誤tl安した.

* : Triton X-100と Bio-BeadsSM-2で処理

した HCMV初期産物

料:Bio-Beads SM-2のみで処理した HCMV

初期産物

non treated六犬treated* 

31203土29230.C 

50'C 

60'Cマ

40'C 

図 6.
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mitogen活性の4・C，30・Gにおける安定性

HCMV初期産物を4・C(・一一・)，あるいは30・C(・一一・〉で1時間， 5時間，

12時間保存した後，リンパ球刺激活性を測定した.

騎帯血リンパ球2X105/0.2 ml IζHCMV初期産物を添加， 3日間培養し，最終

の4時間に3H-thymidineを加えラベルし，酸不溶性分画の放射活性を測定した.

12 5 

国 7.

感染に移行するものから伝染性単核症隷症状，中枢神

経系への障害を及ぼすものまでさまざまである ζと1)

判明は周知の事実であろう.しかしながら， HCMV 

感染に関して，液性免疫ではその防禦は難しいといわ

れている2)20)21)22) 細胞性免疫に関しては， EBVや

HCMVの伝染性単核症の人の末梢血中の異型リンパ

球は Tcellであり 35)，特異的免疫反応2叫ζより生じ

たとの報告があるが， in vitro において， HCMVの

virionや densebody iζ対するリンパ球刺激活性は

CF抗体腸性者の中でも一部にしかみられないという

報告叫があり，特異的細胞性免疫の関与もそう期待で

きそうにない.

次に CMV単核症の異型リンパ球は mitogen刺

激芽球類似の細胞で，非特異的な細胞障害性を示す

Lemon16)の報告や， CF抗原や EA中に mitogen活

性を見い出した竹原町の報告があり， HCMV単核症

やHCMV感染症の細胞性免疫に関しではむしろζの

(PEN 1¥)32)， immediate early antigen (IEA)町，

EA26)などと同一である可能性があるため，抗PENA

抗体が128倍，抗EA抗体32倍(抗LA1024倍， CF 

抗体16倍)の抗 CMV抗血清を1倍， 25倍， 125倍

lと希釈し，乙れをHCMV初期産物iと添加，中和し，

mitogen活性を測定したとζろ，添加した抗HCMV

抗血清に dosedependentな mitogen活性の低下

がみられたが， control群として用いた PHA-P群

においても同様な傾向がみられたため，乙の血清lとよ

り， HCMV初期産物の中和がおきたものかを同定す

るζ とはできなかった.

察

HCMVは， 11'1生前における経胎盤感染，周産期の

産道感染，出生後は腎移植をはじめとした臓器移植，

大量輸血，摘牌後などに感染あるいは再活性化をきた

し，その症状としては，ほとんど無症状のうちに潜伏

考
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10回5図

凍結融解の回数による mitogen活性の安定性

HCMV初期産物の凍結融解を1閉， 5毘， 10由行った後，

図 8.

リンパ球刺激活性を測

定した.

H斉帯車リンパ球2X105jO.2mllζHCMV初期産物を添加， 3日間培養し，最終の

4時聞に 3H-Thymidineを加え，ラベノレし，費支不溶性分調の放射活性を測定した.

0--0 : sample A 

・一一.:sample B 
一般に mitogenは，その活性が targetになる細

胞に関してまったく非特異的であるわけではなく，あ

るものは TGellを，またあるものは Bcellを，ま

たす， B cellの雨者を選択的に活性化する.そζでこ

のHCMV初期産物は，ワンパ球のどの population

iζ対し活性を有するかを調べたと乙ろ， PHA-Pが

E-rosetting cell にのみ活性を示したのに対し，

E-rosetting cell に最も強く認めたものの EAC-

rosetting cellや unseparatedcell に対しでも活性

がみられた.またウイ jレスに関連した mitogenとし

てインフルエンザA型ウイルスのH2スパイクは， T，

B cell両者を活性化する ζとが知られている5).また

Westmoreland 37)はUV照射した単純へjレペスウイ

mitogen物質の関与が有力と考えられ，今回日CMV

初期産物中の mitogenに注目した.

との HCMV初期産物中の..mitogenの存悲が，

ウイルス株の違いにより異なるとしたならば， ζの

mitogenは HCMVの中でも極く限られた一部の:問

題にしか過ぎなくなる.そこで既に mitogen活性が

明らかである Towne株に加え，弁上株の mitogen

活性を測定したところ， Towne株とほぼ同等の活性

が認められた.更に多くの HCMVにおいても mito-

gen活性の存在の有無を確かめる必要があろうかと思

われたが，任意に選択した Towne株，井上株ともに

認められたζ とから他のウイルス株においても同様に

mitogen活性の存在が予想された.
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ノレスが nonE-rosetting cellを活性化するとの報

告を行っているのに対し， ζのHCMV初期産物は，

HCMV自体には mitogen活性は認められず， DNA 

合成組害剤存在下でもその mitogen活性の産生が認

められ，蛋白合成阻害剤である cyc10heximideIとよ

り，切らかに mitogen活性の低下が認められるζと

から，感染後早期lと出現する蛋白であることが明らか

となった.

HCMV初期産物の mitogenが糖蜜自である可能

性もあるのでtunicamycinで処理し，乙の mitogen

活性への影響をみた.ζ の tunicamycinはリピド

中間体の形成反応を選択的lζ阻害する ζ とによって糖

蛋白質糖鎖，ペプチドグワカン，タイコイン酸等各種

複合糖質の合成を阻害する ζとが明らかになっており

31) との tunicamycinによっても何ら mitogen活

性に影響がみられてないととより， ζの mitogenは

糖蛋白であったとしてもその活性には糖鎖を必要とし

ない蛋白であることが明らかとなった.

ζの mitogenの感染細胞上での存在部位につい

て，感染細胞を細胞膜，細胞質，核と 3つに分画した

とζろ，綿胞膜や核は細胞質に比しやや活性が高かっ

たが，各分画iζmitogen活性がみられ，その局在を

明瞭に区分するζとはできなかった.更に HCMV初

期産物を1X105g， 30分間低混迷心処理をしたのち，

その上清及び沈澄の mitogen活性を調べたとζろ，

前者にはほとんど活性はみられなかったのに対し，後

者は処理前のものと変わらない活性がみられたため，

膜抗原の可能性が考えられた.そのため，核膜や細胞

膜などに組み込まれた蛋白を TritonX -100を用い

て可溶化したところ， Triton X-100を用いたζとに

より蛋自の収量は約 15%増加したにもかかわらず，

mitogen活性は消失し，あくまでも膜に結合した形

で mitogen活性をもつものと思われた.現在までに

HCMVの感染細胞の膜抗原に関して， Stinski 27)や

BoIdoghめの報告があるが，それが mitogen活性を

有していたとの報告は見当らない.

更にこの五CMV初期産物のmitogenの安定性が，

ζの物質の発見に影響を及ぼしていたととも考えられ

たので，種々の条件下における安定性を検討した.保

存温度による mitogen活性の安定性は4・Cや30・Cで

1時間保存した場合， SI にしてそれぞれ 77.4，83.2 

に対し 4ぴC ではその 1/3~1/4IC活性が低下し， 50'C 

や60・Cではほとんどその活性は失われ，易熱性であ

るζ とが判明した.更に4・C，30・Cで5時間と12時

間後の mitogen活性を測定したところ，とのHCMV

初期産物は少くとも 5時間自まではどC，30・Cにおい

ては，その mitogen活性に変化はみられなかったが，

12時間後においては両者ともに低下がみられた.また

30・Cの方が4・C!ζ比し，やや mitogen活性の低下が

強く認められた.HCMV初期産物の mitogen活性

は4・C，30・Cにおいても，保存期間が mitogen活性

の低下に影響を与える ζとが明らかとなった.すなわ

ち保存温度や保存期間はζの mitog・enの安定性lと重

要なかかわりを持っているととがうかがえた.また凍

結融解の影響を調べたところ， 5由， 10回の凍結融解

において，ほとんどその mitogen活性は失われてい

た.Kim町(1977)によると， CF抗原活性は4・C，

2ヶ月保存， 10回の凍結融解に耐えるのに対し， ζの

CF抗原の mitogen活性はすみやかに消失しており，

mitogen活性については HCMV初期産物や CF抗

原においても同様に非常に不安定なζ とがいえ， ζの

mitogenの同定が難しかったものと思われた.その

ため.乙の mitogenの抽出の際はこれらの性質を

考慮した操作を今後更に検討する必要があると思われ

る.

ζのHCMV初期産物中の mitogenは感染後3時

間には出現し， 5時間lζピークとなり， 10時間後にお

いても存在するといわれている33)ζの他の HCMV

の関連抗原としては PENA32)，EBNA型 nuc1ear

antigen 8)10)， IEA 6)18)， EA 26)34)， Iate antigen 

(LA)などが報告されている.その分子学的性状につ

いては徐々に明らかにされつつある.PENAは感染

後1時間以内に産生2される蛋白で，その機能として

は， HCMV増猫過程中の細胞性RNA合成の誘導iζ

関係しているといわれ， cyc10heximide によりその

合成が阻害される.EBNA型 nuc1earantigenは

CMNA ともいわれ，感染 3~6 時間以内に産生され

る.IEA は感染後1時開以内に出現し， DNAまた

はRNA合成観客剤の影響を受けない.また EAは

感染12時間後からウイノレス DNAの合成が始まる 40

時間後の開花産生され，締胞性 RNAが誘導され，

ポリゾームの生成をきたすζとが明らかになってい

る.とれはりファンピンにより組止される.LAは

ウイルス粒子構成成分が多いとされ，フォスフォノ酢

酸により阻止される.最初に述べた mitogenを有す

HCMV初期産物は明らかに PENA，IEA， EBNA 

型 nuc1earantigenなどと問ーのものである可能性

があり，あらかじめ HCMVの抗体価のわかっている

血清(抗 PENA128倍，抗 EA32倍，抗 LA1024 

倍， CF抗体 16倍)にて HCMV初期産物の中和試
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験をリンパ球で行ったが，非特異的なりンパ球芽球化

抑制がみられ PENAあるいは EAとの関連を明ら

かにする ζ とはできなかった.

HCMV初期産物中の mitogen物質は，熱や凍結

融解lと不安定で，膜lζ結合した形でのみ活性をもち，

可法化することによりその活性が失われるためその分

析は難しいが，今田 T-Bcell Iζ対し mitogen活

性がみられたことより，今後更にリンホカイン産生の

有無などと関連して研究する ζとは HCMV感染時に

おける縮胞性免疫の関与が更に明らかとなると思われ

る.またζの mitogenにより芽球化したワンパ球と

百CMV単核症との関連については未解決であり，今

後更に検討する必要があると思われる.

総括

1. HCMV初期産物中の mitogen活性は，

Towne株間様，井上株においてもその存在が認めら

れた.

2. Towne株初期産物は， E-rosetting cell， 

EAC-rosetting cell， unseparated cellのいずれに

対しでも mitogen活性を有した.なかでもE-roset-

ting celllと対しては， EAC-rosetting cell， unse-

parated cell両者ともにほとんど等しい活性を有し

ていたが，その2倍以上の活性を有し， PHA-P刺激

よりも更に高い mitogen活性を示した.

3. Towne株初期産物の mitogenは， tunica-

mycin存在下でも出現し， cycloheximide により胆

害されたことから，糖蛋白質であったとしても，その

活性には糖鎖を必要としない蛋白である可能性が示さ

れた.

4. Towne株初期産物の mitogenは，細胞膜あ

るいは核膜に結合しているものと思われた.また乙れ

らの膜に結合している状況でのみ mitogen活性をも

つものと考えられた.

5. Towne株初期産物の各種条件における mito-

gen活性の安定性について

(1). 4.Cや30・C1時間の保存には耐えうるが， 40・c
では1/3~1/4 に低下し， 50・C や 60・C ではそのほ

とんどが失われた.

(2). 4.Cや30・Cにおいても，その保存期間が 12時

聞に達すると活性の低下傾向がみられた.その

際， 30・CIζ保存した方がより抵下傾向が強かっ

た.なお，保存期間が少くとも5時間までは，両

者ともに活性への影響はみられなかった.

(3) .凍結融解を繰り返すζとにより，その活性は急

速に消失した.

稿を終るにあたり，終始御指導，御校闘を賜った思

師東村敬教授，浜田駿教授に謹しんで謝意を捧げると

ともに，終始御指導，御援助いただいた竹原直秀博士，

高知医大尾崎受忍雄教授，東大尽村学造教授，東海大

田中重明助教授，長田昭夫i専士に深部致します.

また，本研究に御協力，街l援助いただいたヲイノレス

学教室各位，口腔外科学教室各位に浮く御礼申し上げ

ます.
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