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平成２５年度厚生労働科学研究費補助金 
新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業 

迅速・網羅的病原体ゲノム解析法を基盤とした感染症対策ネットワーク構築に関する研究 
 

分担研究課題： 不明症例の病理検体からの新規病原体検索  
 

研究分担者 片野晴隆   国立感染症研究所・感染病理部 
 
研究協力者 福本 瞳、佐藤由子、高橋健太、保科しほ、中島典子、長谷川秀樹（国立感染

症研究所・感染病理部）、都築慎也、佐藤典子、望月眞、峰宗太郎、松下竹次

（国立国際医療研究センター）、黒田 誠、関塚剛史（国立感染症研究所・病

原体ゲノム解析研究センター）、李 天成（国立感染症研究所・ウイルス第２

部）、鈴木哲朗（浜松医科大学）、梁 明秀（横浜市大医学部） 
 

研究要旨  
 原因不明であった感染症症例の病理検体を対象に、網羅的ウイルス遺伝子検出法を用

いて、既知の病原体遺伝子を検出すること、および、次世代シークエンサーを用いて、

未知の病原体遺伝子を検出することを目的とした。2013 年に国立感染症研究所感染病理

部にコンサルトされた 23 例の不明疾患症例につき、163 種類のウイルスを同時に網羅的

に検出可能な multivirus real-time PCR を用い、原因ウイルスの同定を試みた。その結果、

8 例（35％）で原因ウイルスが同定され、multivirus real-time PCR が次世代シークエンサ

ーを行う前のスクリーニングに有効であることが示唆された。また、multivirus real-time 
PCR でも有意なウイルスが検出されなかった 3 症例の病理検体につき、次世代シークエ

ンサーでの解析を行ったが、有意なウイルスは検出されなかった。一方、2012 年に心筋

炎患者から次世代シークエンサーを用いて検出された trichodysplasia-spinulosa associated 
polyomavirus (TSV)の解析を行った。当該患者の心筋組織から TSV の全長遺伝子のクロー

ニングに成功し、その全塩基配列を決定し、世界で 3 番目の株として GenBank に登録し

た。 
 
 

Ａ．研究目的  
 次世代シークエンサーは感染症検体における

微生物遺伝子を検出する、極めて有力なツールであ

り、データベースに登録されている既知の病原体遺

伝子配列の他に、未知の病原体の遺伝子配列も解読

することが可能で、しかも、その感度はPCRとほぼ

同等である。近年、発見された新しいウイルスの多

くは次世代シークエンサーを用いて発見されてい

る (Merkel cell polyomavirus, human polyomavirus 6 
と 7）。しかし、次世代シークエンサーの解析には

高額なランニングコストがかる上、一度のランで極

めて多くの遺伝子情報が得られることから、その解

析には高度なバイオインフォマティクスの知識と

技術を要し、長い時間がかかる。このため、現在で

はすべての検体につき、次世代シークエンサーの解

析を行うことは現実的でない。次世代シークエンサ

ーの解析にふさわしい症例､サンプルであるかどう

かは、多くの臨床情報を集め、患者の状態、症状、

緊急性、サンプルの種類、状態､量等から総合的に

判断する必要がある。特に、十分な微生物学的検索

がなされているかが、重要な点であるが、では、ど

のような検索が事前になされていればよいか、は基

準がない。 
国立感染症研究所感染病理部には臨床で感染症

が疑われながら、医療機関や地方衛生研究所で病原

体が同定できなかった不明感染症例や、これまで感

染症が疑われながらも、原因が明らかでない疾患の

病理検体が毎年、数十検体、コンサルテーションと

して送られてきている（感染病理部リファレンス症

例）。われわれはこれらの症例につき、組織形態学

的検索や免疫組織化学、PCRなど、様々な手法を駆

使して、病原微生物の核酸や蛋白の同定を試みてき
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た。また、感染病理部では、160 種類以上のウイル

スを網羅的に検出できるReal time PCR法（multivirus 
real-time PCR）を開発し、これらの疾患の原因の解

明に努めているが、依然として原因不明のままであ

る症例が多い。本研究では感染病理部に送付された

原因不明の感染症疾患の病理検体を対象に、次世代

シークエンサーで全遺伝子を解読することで、未知、

あるいは、既知の病原体遺伝子の検出を試みた。 
また、われわれは 2012 年に 0 歳児の心筋炎サン

プ ル か ら 、 trichodysplasia-spinulosa associated 
polyomavirus (TSV)の核酸断片を、次世代シークエ

ンサーにより検出した。TSVは 2010 年にヨーロッ

パで発見された新しいヒトポリオーマウイルスで

あり、8 番目のヒトポリオーマウイルスということ

か ら ヒ ト ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス ８ (human 
polyomavirus 8, HPyV8)とも呼ばれる。今年度は､本

症例から、TSVの全長遺伝子をクローニングし、全

遺伝子配列を決定した。 
 

Ｂ．研究方法 
１）臨床検体 
全国の医療機関または地方衛生研究所から感染

病理部に送付された不明感染症疾患の病理検体を

使用した。これにはホルマリン固定パラフィン包埋

標本が含まれる。 
２）核酸抽出 
ホルマリン固定パラフィン包埋標本からの核酸

抽出は Qiagen DNeasy FFPE kit (DNA) および

Invitrogen PureLink FFPE RNA extraction kit (RNA)を
用いた。凍結サンプル、髄液、血清、鼻咽頭ぬぐい

液、尿、便等からの核酸抽出は Qiagen DNeasy kit 
(DNA), RNeasy Plus kit (RNA)を用いた。 
３）real-time PCR によるウイルスの網羅的検出法 
ヒトに病原性を持つと考えられる 163 種類のウ

イルスを 96 穴プレート上で一度に検出できる

real-time (RT-)PCR システムを本研究室で独自に開

発し、これにより RNA および DNA サンプルから

ウイルスの検出を試みた (Katano H et al. J Med 
Virol 2011)。個々のウイルスを検出する定量的 PCR
は MX3005P (ストラタジーン社)、または ABI Prism 
7900HT（アプライド・バイオシステムズ社)を用い

て行った。 
４）次世代シークエンサーによる遺伝子解析（研究

協力者 黒田らによる）： RNA 〜10 ng をもとに 
ScriptSeq V2 RNA-seq library preparation kit にて網

羅配列解読用のライブラリーを作成した。調整した

ライブラリーを ベンチトップ型次世代シークエン

サー MiSeq にて 150 mer x 150 mer のペアエンド

法で解読した。検出されたリードは megablast 法に

て NCBI nt データベースに配列照合し、MEGAN 5 
にて各リードを生物種ごとに分類した。ヒト遺伝子

を除き、既知のウイルスゲノムに相同性のある配列

を抽出した。 
５）TSV 遺伝子の増幅と全長遺伝子のクローニン

グ 
 心筋凍結組織から抽出したDNAを鋳型にToyobo 
KOD-FX を用い、long PCR を行った。増幅された

TSV の全長遺伝子は pCR-Blunt にクローニングし

た。塩基配列の決定は Dye Terminator 法により、通

常の DNA シークエンサーを用いて行った。TSV を

特異的に検出する real-time PCR では、TSV の VP1
領域である nt 1,841–1,923 (GenBank GU989205)を標

的とする Taqman PCR を行った。 
  
 （倫理面への配慮） 

 本研究計画は国立感染症研究所・ヒトを対象とす

る医学研究倫理審査委員会にて承認済である

（H25/7/30 No.417）。試料提供者の個人情報は、検

体を提出する医療機関において削除され、試料には

患者 ID がつけられた状態で感染研に送付される。

個人を特定するための対応．表は医療機関が保管す

る（連結可能匿名化）。したがって、検査実施者が

試料提供者個人を特定することはできない。 
 
Ｃ．研究結果 
１）感染病理部リファレンス症例における既知、ま

たは未知の病原体遺伝子の検索 
 2013 年に感染病理部に不明感染症例として送ら

れてきた病理検体のうち、multivirus real-time PCR
で解析した症例は 23 例であり、このうちの 8 例

(35％)で、本検査系により病原ウイルスを同定する

ことができた（表１）。検出されたウイルスの内訳

は単純ヘルペスウイルス 2 型、水痘帯状疱疹ウイル

ス、コクサッキーウイルス A6 型、コクサッキーウ

イルス B3 型(2 例), 日本脳炎ウイルスであった。

multivirus real-time PCR では、TTV やヒト内因性レ

トロウイルスの遺伝子が検出される例が少なくな

いが、これらのウイルス遺伝子はヒトの健常者や健

常部位からも検出されるものであり、有意ではない。

上記、ウイルスの多くは病理組織(生検、剖検)にお

いて、免疫組織学的に確認されたもので、病理学的

に原因と考えられるウイルスである。 
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 さらに、multivirus real-time PCR で有意なウイル

スが検出されなかった症例 3 例については病理検

体から抽出した RNA について、次世代シークエン

サーの解析を行った（表 2）。検索の結果､有意なウ

イルスを検出することができなかった。表 2 に示す

第 2 例では Avian leukosis virus の遺伝子断片が検出

されているが、これは、逆転写酵素に含まれるもの

であり、非特異的なものであることが判明している。

また、3 例目は EBV が関連することがすでに分か

っており、EBV 以外のウイルスの関与を期待した

が、有意なウイルスは検出されなかった。 
 
２）心筋炎から検出された TSV の検討 
 2012 年に感染病理部にリファレンス症例として

解析依頼のあった､0 歳児の心筋炎症例から次世代

シークエンサーの解析により TSV の遺伝子断片が

検出された。今年度はこの心筋の凍結検体から TSV
の遺伝子を増幅し、その全長遺伝子の配列決定を行

った。心筋から抽出した DNA からは long PCR によ

り 5.2 kpbにおよぶTSVの全長遺伝子の増幅が可能

であった（図 1）。PCR 産物を pCR-Blunt ベクター

にクローニングし、TSV 遺伝子の全長遺伝子配列

を決定した。シークエンスした遺伝子配列は既報告

の 2 つの TSV と 99％の相同性があり、他のヒトポ

リオーマウイルスとの相同性は、HPyV9 と 52％､

その他は 50%以下であり、本遺伝子配列が TSV で

あることが確認された。TSV-TMC 株（Tokyo 
MyoCarditis が由来）と命名し、GenBank に登録し

た(accession no. AB873001)。TSV-TMC 株は世界で 3
番目に報告された TSV の全長遺伝子配列となった。 
 本症例は剖検例であり、脳を除くほぼすべての臓

器が採取されていることから、臓器別の TSV 量を、

TSV 遺伝子を特異的に検出する real-time PCR によ

り測定した。その結果、心臓に TSV が濃縮されて

いることが明らかになった（図 3）。さらに、

TSV-TMC 株から、VP1 の遺伝子を増幅し、現在、

VP1 に対するモノクローナル抗体を作製している

（研究協力者 梁らによる）。 
 
Ｄ．考 察 
 不明感染症例の一般的な定義は存在せず、病院や

医療機関の多くの医師は、不明感染症例とされる症

例を日常的に経験している。その中には、軽症のた

め、十分な微生物検査がなされる前に軽快し、原因

不明とされた症例もあれば、重症例でさまざまな微

生物検査がなされたにもかかわらず、原因が不明で、

不明感染症例とされている症例もあるであろう。地

方衛生研究所等から微生物検索依頼がなされた症

例は、原則として疑わしい微生物に対する検索が終

了しているものである。次世代シークエンサーの解

析は、サンプルに含まれるすべての遺伝子情報を解

読するものであり、病因微生物の遺伝子が含まれる

場合には、かなり高い確率で検出可能である。しか

し、不明感染症例のすべての症例を解析することは

予算的にも、時間的にも不可能である。不明感染症

例の、どの検体を次世代シークエンサーの解析を行

うかについての一般的な選択基準は存在しないが、

目安となる検査やスクリーニング法が存在すれば､

効率的な検査が可能かも知れない。本研究でわれわ

れが用いた multivirus real-time PCR は次世代シーク

エンサーよりも手軽に、低予算で、多くのウイルス

を網羅的にスクリーニングできるシステムであり、

次世代シークエンサーに進む前の検査としては極

めて有用なスクリーニング法と考えられる。 
われわれが病理の検体を検索対象としている理

由は 2 つある。一つは病理検体はすでに組織学的診

断が付いているものがほとんどであり、明らかな感

染症以外の疾患を除外することができる点である。

組織学的検索により病変部が確実に含まれている

かどうかも分かる点は、不明感染症の検索には極め

て有利である。もう一つの理由は、multivirus 
real-time PCR や次世代シークエンサーで検出され

た微生物が、果たして病因微生物であるかどうかを、

病理検体に戻って、病理組織学的に検索が可能であ

る点である。血液などの体液サンプルでは､病変部

位を反映した結果が得られず、最終的な結論が出な

いことが多いのに対し、病理検体は病変部を直接、

組織学的に免疫組織化学や in situ hybridization など

で検索することにより、検出微生物が病変部と関連

があったかどうか、結論が得られる確率が高い。病

原体遺伝子を検出する網羅的微生物検出法を利用

した際には、PCR も次世代シークエンサーも､極め

て感度の高い方法であるために、有意でない微生物

遺伝子がしばしば検出される。病理検体以外のサン

プルではこの判定がむずかしく、今後、多くのサン

プルを検討することにより、検出された微生物が病

因微生物であるかどうかを判定する方法、適切なサ

ンプルを選択する方法が次第に明らかになってい

くことが期待される。 
TSV はこれまでのところ、顔面皮膚の高角化症

である trichodysplasia-spinulosa 以外には疾患との関

連は明らかにされていない。今回の心筋炎の症例で
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は心臓に TSV が濃縮されていること、心臓から

TSV の全長遺伝子が検出されていること、また、

Ori を挟んだプライマーで PCR を行ったところ、増

幅が可能であったこと（データは示していない）か

ら、心臓には環状の TSV が存在していたことが示

され、これは心臓で、TSV の複製が起きていた可

能性を示唆している。これまで、TSV の報告例は

ほとんどが皮膚に限定されており、心臓から検出さ

れたとする報告はない。心筋炎の原因ウイルスはエ

ンテロウイルスやヘルペスウイルスなどが知られ

るが、感染病理部のリファレンス例でも、多くの心

筋炎の症例が原因微生物不明であり、TSV は新た

な心筋炎の原因ウイルスであるかも知れない。今後、

作成中の抗体を用いた組織学的検索の結果が待た

れるところである。 
 
E．結 論 
不明感染症例の病理組織検体を対象に、multivirus 

real-time PCR を用い、原因ウイルスの同定を試み､

検索した症例の 35％で原因ウイルスを同定した。

Multivirus real-time PCR は次世代シークエンサーを

行う検体のスクリーニング法として有効な手段で

ある。また、3 症例の病理検体につき、次世代シー

クエンサーでの解析を行ったが、有意なウイルスは

検出されなかった。心筋炎症例から TSV の全長遺

伝子のクローニングし、全塩基配列を決定した。 
 
Ｆ．健康危険情報 
  特になし 
 
Ｇ．研究発表 
１）論文発表 
 なし 
 
２） 学会発表  

(1) 片野晴隆、佐藤由子、中島典子、福本瞳、鈴

木忠樹、黒田誠、長谷川秀樹 病理検体から

の不明病原体検出法の最先端 ワークショッ

プ 「感染病理学の新展開」第 102 回 日本病

理学会総会. 札幌。2013.4. 
(2) 中島典子、片野晴隆 定量的 PCR によるウイ

ルスの網羅的検出法と病理検体への応用 シ

ンポジウム３ 病原体の新しい診断法 第 18
回日本神経感染症学会総会学術集会 宮崎 

2013 年 10 月 

 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

該当なし 
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表１ 2013 年に Multivirus real-time PCR で検索した病理検体の結果．HSV: herpes simplex virus, VZV: 
varicella zoster virus, Cox: coxsackievirus, JEV: Japanese encephalitis virus. 

臨床診断 検索症例数 ウイルス検出症例数 検出ウイルス 

脳炎、髄膜炎 9 4 HSV-2, VZV, CoxA6, JEV 

心筋炎 7 3 CoxA2, B3 

リンパ節腫脹 2 0  － 

血液貪食症候群 2 0  － 

その他 3 1 VZV 

合計 23 8 － 

 
 
 
 
 

表 2 2013 年に次世代シークエンサーの解析を行った病理検体。SFTSV：Severe fever with thrombocytopenia 
syndrome virus, EBV: Epstein-Barr virus. 

No. 疾患名 年齢、性別 組織 結果 

1 急性心筋炎 10 歳代 女性 剖検組織 有意な微生物遺伝子は検出されない。 

2 
亜急性壊死性
リンパ節炎 

50 歳代 男性 
ダニに咬傷後の所属
リンパ節腫大。
SFTSV 陰性。 

有意な微生物遺伝子は検出されない。 
(Avian leukosis virus 
→逆転写酵素由来 ) 

3 
形質芽細胞リ

ンパ腫 
60 歳代 男性 EBV 陽性。 EBV のみ。 

 
 
 
 
 
表 3 TSV-TMC 株と既報告の TSV および他のヒトポリオーマウイルスとの相同性。TSV: 
trichodysplasia-spinulosa associated polyomavirus, HPyV: human polyomavirus. 

Virus gene (GenBank Accession No.) Homology (%) 

TSV (JQ723730) 99.4 

TSV (GU989205) 99.4 

HPyV9 (NC_015150) 52.0 

KI polyomavirus (NC_009238) 49.88 

JC virus (PLYCG) 49.53 

BK virus (PLYCGAS) 49.39 

Merkel cell polyomavirus (NC_010277) 49.34 

HPyV7 (NC_014407) 47.70 

HPyV6 (NC_014406) 47.55 
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図 1 本研究における原因不明症例の病原微生物の検出の概要 
原因不明症例の病理検体は、まず、HE 染色などの組織学的検索がなされ、明らかな感染症以外の疾患は除外される。また、

検体に病変部が含まれるかどうかも、組織学的に検索される。組織学的に感染症が疑われる検体では、考えられる微生物を

検出する免疫染色や特殊染色を行なう。必要により、電子顕微鏡でウイルス粒子などを観察する。組織学的にウイルス感染

が疑われるものの、病理組織学的な検索で原因ウイルスを同定できないサンプルは、multivirus real-time PCR によりウイルス

の網羅的検索を行う。Multivirus real time PCR は、multiplex Taqman real time PCR を応用した網羅的ウイルス検出キットで、

感染病理部で独自に開発したものである(Katano et al. J Med Virol 2011 83:322-330)。各ウイルスの probe-primer セットを 96 穴

プレートに配し、Fam と Hex の二つの蛍光標識プローブを使用することで、ひとつの well で 2 種類のウイルスを検出できる

よう設計されている。また、同一プレート上で定量線を作成し、各ウイルス量が大まかに計測可能である。各 probe-primer
セットは約 100bp のウイルス核酸断片を検出できるよう設計されており､パラフィン切片から抽出した核酸など、断片化した

核酸にも対応可能である。Multivirus real-time PCR でも､原因ウイルスの同定に至らない検体が次世代シークエンサーの解析

対象となる。 
 
 
 

 

 
 

図 2 TSV の全長遺伝子のクローニングと塩基配列の決定 
心筋組織から抽出した DNA より long PCR により、TSV 遺伝子の全長（5.2 kbp）の増幅が可能であった（左図）。PCR 産

物を pCR-Blunt vector にクローニングし、TSV 遺伝子の全長の塩基配列を決定した。塩基配列は TSV-TMC 株として、GenBank
に登録した（accession no. AB873001）。右図には TSV-TMC 株の遺伝子構造を示す。既報告の TSV と遺伝子構造は変わらない。 
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図 3 TSV が検出された心筋炎患者の各臓器における TSV 量の定量。 
TSV の VP1 を特異的に検出する real-time PCR により、各臓器から抽出した DNA を検索した。縦軸は DNA 100ng あたりの

TSV コピー数を示す。心臓が最も TSV 量の高い臓器であり、心筋炎との関連が示唆される。心臓＊と肺＊以外はパラフィン

切片による検索である。 
 
 
 
 
 


