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研究要旨 

次世代シークエンサー (NGS)は大量の核酸配列を網羅的に解読することができるため、

従来法では特定できないウイルスも塩基配列から検出する事ができる。したがって、迅速・

網羅病原体解析法を基盤とした感染症対策ネットワークシステムの構築には有用な機器で

ある。特に地方衛生研究所 (地研)における感染症発生動向調査等における病原体網羅解析

のニーズは極めて高い。本研究では、まずNGS を活用して、臨床検体からウイルスの遺伝

子がどの程度検出できるか検討を行った。その結果、分離株よりは少ないが検出が可能で

あることが分かった。 

 
A. 研究目的 
 地方衛生研究所 (地研)では、感染症発生動向

調査事業をはじめとして多くの感染症におけ

る病原体の特定を行っている。特に、集団発生

などにおいて患者の実像とともに病原体を特

定することは、早期の対応を可能にするため、

解決への有効な手段である。しかしながら、感

染症が特定される検体は、およそ50%程度であ

り、多くの不明症例が存在していることから網

羅的病原体解析のニーズは極めて高い。 
近年、遺伝子解析技術は急速に発展している。

中でも次世代シークエンサー (NGS)は、核酸塩

基配列を偏見無く網羅的に解読することがで

きる。NGSは、従来から行われてきた(RT-)PCR
などで同定が困難であった易変異性 RNA ウイ

ルスや未知の病原体に対しても有用である。 
そこで、本研究では NGS を活用し１次スクリ

ーニングとして臨床検体から直接病原体の網

羅的遺伝子検出を試み、不明症例を迅速に究明

する方法について検討を行った。 
 
B. 研究方法 
感染症発生動向調査事業により分離された

ヒトメタニューモウイルス (HMPV)および

HMPV 集団発生事例において採取された咽頭

拭い液を使用した。ウイルスRNAは、QIAamp 
Viral RNA Mini kit ® (QIAGEN)を carrier RNAを

入れずに使用した。得られた RNA を Qubit 
(Invitrogen)で定量し、ScriptSeq-v2 RNA-Seq 
Library Preparation Kit® (Epicentre)にてライブラ

リーの作成を行いアガロースゲル電気泳動に

て目的の遺伝子だけを精製した。得られたライ

ブラリーをMiseq Reagent kit v2® (Illumina)を用

いて Miseq® (Illumina)により網羅的遺伝子配列

の読み取りを行った。解読リードに内在するヒ

トゲノム配列を削除し、残った解読リードを用
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いて相同性検索 (blastnおよびblastx)を行い、病

原体の検索を行った。得られた結果をMEGAN
にて類似性の見られた生物種の一覧図を作成

した。患者配列を特定する作業は行わず、個人

情報に結びつく塩基配列の解析は行わなかっ

た。 
 

C. 研究結果 
HMPV分離株からは、リード数135,887本の

解読リードを取得した。その中で類似性の見ら

れた生物種は、61316 本のリードであった。ウ

イルスに関連するリードの割合は、20.9%であ

り、そのうちHMPVの割合 95.8%であった (図
1A)。一方で、臨床検体からはリード数938,586
本の解読リードを取得した。その中で類似性の

見られた生物種は、938,586 本のリードであっ

た。ウイルスに関連するリードの割合は、20.1%
であり、そのうち HMPV の割合 99.6%であっ

た (図 1B)。これらの遺伝子を詳細に解析した

結果いずれのウイルス関連遺伝子からも

HMPV遺伝子が多く検出された。 
  
D.考察 
本研究により、ウイルス分離株、臨床検体と

もにでは得られたリードの中の約 20%が目的

とするウイルスの遺伝子であったことから、

RT-PCR で陽性となっている臨床検体であれば

分離株とほぼ同様に詳しく遺伝子を調べるこ

とが可能であることが分かった。 
 
E. 結論 
 本研究により、分離株と同様に臨床検体から

ウイルス遺伝子を検出する事が可能であるこ

とが示唆された。今後、NGSを活用して多くの

不明症例を解析することにより、原因となる病

原体の検索を行っていく予定である。 
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図1 HMPV分離株および咽頭拭い液からの網羅的病原体検索 (検出された生物種の割合) 
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