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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） 

総括研究報告書 
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 

 
研究代表者 黒田 誠  （国立感染症研究所・病原体ゲノム解析研究センター・センター長） 
研究協力者 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第三室・主任研究官） 
      竹内史比古（国立感染症研究所・病原体ゲノム解析研究センター第三室・室長） 
      山下明史（国立感染症研究所・病原体ゲノム解析研究センター第三室・主任研究官）      

 
 
研究要旨  
 未知病原体や変異病原体による感染症疑いの不明症例の解明や、新興感染症の汎発流行に対し
的確な対処法を立案・整備する上で、次世代ゲノムシーケーンサー（Next-generation DNA 
sequencer: NGS）による網羅的かつ迅速に配列解読することは最も的確なアプローチの一つと考
えている。本計画は、臨床検体から網羅的に病原体を検出する次世代型病原体検査法へと発展さ
せ、原因不明症例を不明のまま残さない抜本的な検査法の改革に貢献するのが目的である。現在、
国立感染症研究所・病原体ゲノム解析研究センターで行政検査・依頼検査を遂行中であるが、こ
れら技術を普及させるべく、迅速な現場対応を可能とする地研・大学病院との感染症対策ネット
ワークの構築を目指す研究班である。 
 本年度は研究代表者として大学病院・地研でも次世代型検査法が運用可能になるよう、感染
研・病原体ゲノム解析研究センター・web サイトにてネットワーク化に不可欠な解析サーバー
MePIC (Metagenomic Pathogen Identification pipeline for Clinical specimen) の運用も開始し、次世代
シークエンサーを有する研究分担者（地研・大学病院）が活用できるようシステム整備した。次
世代シークエンサーを導入した群馬衛研、山口衛研、富山衛研、東邦大をはじめ、計９機関の検
査担当者に技術研修を行い技術力向上に貢献した。各分担機関で懸案になっていた不明症例を中
心に、本技術研修を通して網羅配列解読した結果、簡易微生物検査キットでは陰性だったロタウ
イルス症例を特定することに成功し、既存キットの“特異性”だけでなく“感度”においても問
題点を指摘することができた。現在汎用されている検査キットのみでは不十分であり、これら成
果を検査現場に還元することで従来の病原体検査体制（レファレンス活動）へも充分に貢献する
ことが可能だと確信した。 
 不明症例の解明はもとより、検査現場・感染研のネットワーク構築のため、臨床・網羅的検査・
技術研修・インフラ整備の全体の底上げを図る予定である。逐次、ネットワークの効率が悪い律
速段階をチェックし、臨機応変かつ重点的にエフォートを投じ、従来のレファレンス活動をより
重厚なシステムへと補強していきたい。今後さらに重厚な感染研と連携ネットワークを構築し、
迅速に病原体検出と行政対応が迅速に執り行えるよう、現場中心の検査体制の確立に貢献する。 

 
研究分担者： 
木村博一 国立感染症研究所・感染症疫学センター 
小澤邦壽 群馬県衛生環境研究所 
調 恒明 山口県環境保健センター 
佐多徹太郎 富山県衛生研究所 
齋藤幸一 岩手県環境保健研究センター 
舘田一博 東邦大学・医学部・微生物・感染症学 
片野晴隆 国立感染症研究所・感染病理部 
梁明秀 横浜市立大学・医学部・微生物学 

 
Ａ．研究目的 
 感染症疑いのある不明症例・バイオテロ・新興再

興感染症などアウトブレイク対策のための迅速・網

羅病原体解析法を基盤とした感染症対策ネットワー

クシステムの構築を行う。次世代シークエンサー（流

れ図参照）は大量の核酸配列を偏見無く網羅的に解

読することができ、本計画には必要不可欠である。

解読の結果、従来法で特定できない易変異性 RNA
ウイルスも“塩基配列”として確定することができ

る。地方衛生研究所（地研）における感染症発生動

向調査においても、重症あるいは原因不明感染症由

来の病原体網羅解析のニーズは極めて高く、１次ス
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クリーニングとして臨床検体からダイレクトに解

読検査し、患者に生じている実像を把握することは

早期解決への極めて有効な手段と考えられる。 
 感染研では、次世代シークエンサーの解析パイプ

ラインを整備し、不明症例について病原体候補の特

定に役立ててきた（養殖ヒラメ・O111・新規サポウ
イルスによる集団食中毒、ワクチン接種後の脳炎）。

しかしながら、網羅配列解読法は認知されつつある

が先端的すぎるために、結果の解釈と情報処理に困

難を伴う場合も少なくない。また、地研との物理的

な距離、諸手続き等による遅延が生じ、有効な解析

法であっても迅速性を発揮できない。 
 病原体の網羅的 PCR 検査法は開発されているが、
未知・易変異性ウイルス等では同定不能になる事例

が少ない無い。それを補うための次世代シークエン

サーによる“迅速性”と“包括性”を地研および基

幹病院などの検査・医療現場に提供することを重視

し、３カ年計画で地方衛生研究所と基幹病院と感染

研との相互連携ネットワークの整備を重点的に行う。

不明症例を迅速に究明するセーフティーネットとし

て、わが国における包括的な感染症対策に貢献する

ことを目指す。 
 
Ｂ．研究方法 
１．  感染症発生動向調査および食中毒事例にお

いて、迅速かつ網羅解析が必要な検体の収集お

よび地研間の網羅解析ネットワークの構築 
・ 通常業務内で依頼された集団および重症

例の臨床検体（髄液、血清、咽頭拭い液、便、

尿）を次世代シークエンサーにより網羅配列解

読を行う（研究分担者：小澤・齋藤・調・佐多・

舘田）。感染研では、各地研からの要望に応じ

て不明・重症例について適宜、網羅配列解読（研

究代表者：黒田）および病理検体から新規、既

知病原体の検索を行う（研究分担者：片野） 
・ 得られた配列をネットワーク経由で感染

研（代表者：黒田）に転送し、担当者相互で病

原体検索にあたる。従来の鑑別診断結果と網羅

配列解読法の結果が符合するのか照合し、一般

検査法と網羅配列解読法の特異性・感度につい

て検討する（研究代表者：黒田、研究分担者：

小澤・齋藤・調・佐多・舘田） 
２．  不明感染症疑いの中でも厚労行政上で最重

要項目である重症例を最優先し、想定以上の増

悪に関わる混合感染など病原因子の特定も検

討する。（研究代表者：黒田、研究分担者：小

澤・齋藤・調・佐多・舘田・片野） 

 
（倫理面への配慮） 
  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
れる。本研究班で対象となる患者から検体を採取す
る場合は、各医療機関の倫理委員会にて本研究の承
認を受けたのちに、インフォームドコンセントが得
られた患者のみの検体解析を行う。緊急の対応が必
要であったり、各医療機関の倫理委員会で検討でき
ない場合は、感染研の倫理委員会で包括的に審査さ
れるものとする。 
 連結可能匿名化ができる連続した番号を本研究の
提供者個々の ID とし、研究者間の臨床データなど
のやりとりはすべてこの IDを運用して行う。 
申請者には ID が付けられた検体と添付の情報が送
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、申請者
において個人を特定することはできないようにする。
本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を受けた（H25/7/30 
No.417, H26/2/18 No.495）。 
 
Ｃ．研究結果 
１）ネットワーク経由による次世代型網羅的病原体

検索のための解析システム 
 現在、感染研・ゲノムセンターにベンチトップ型・

次世代シークエンサーと情報解析サーバーが整備さ

れている。感染研に臨床検体が到着後、数日で解析・

検査結果を報告できるようにはなっているものの、

感染研に検体が送付されるまでには現場で数多くの

微生物検査等が行われた後になってしまうケースが

少なくない。このような現状の中、各地方自治体に

も本研究課題で構築したシステムを導入して頂き、

検査体制の一助となるのであれば非常に有効かつ迅

速な病原体鑑別に資するものと考えている（図１）。 
 本システムで特に重要なのが配列解読後の情報解

析にあたる。基本、情報解析に特化した専門家が必

要となるが、各自治体に人材を用意もしくは養成し

ている余裕はない。そこで、その煩雑な解析部分を

できるだけ簡便化するために、検査技師等がインタ

ラクティブに病原体鑑別を利用できるよう、Web 
interfaceによる情報解析パイプラインを用意した。 
 
２） 配列解読から情報解析まで 
 ベンチトップ型・次世代シークエンサー MiSeq 
(Illumina)の解読リードを病院・地方衛生研究所等で
も情報解析できるよう、ネットワーク経由で病原体

鑑別するための情報解析パイプライン(Metagenomic 
Pathogen Identification pipeline for Clinical specimen: 
MePIC) を構築した（図２）。情報解析を習熟してい
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ない検査技師であっても簡単な講習会により利用で

きるよう利便性を考えて作成した。本システム 

MePIC は、感染研、地方衛生研究所においても利用
可能な次世代型網羅的病原体検索システムをサポー

トする Web 情報解析サービスであり、現在、アカ
デミアのみアカウント取得可能として提供している。 
https://mepic.niid.go.jp/cgi-bin/mepic2/index.cgi 
 
３）Metagenomic Pathogen Identification pipeline for 
Clinical specimen: MePIC 
 MiSeq 等の次世代シークエンサーの解読リードを
下記の手順で必要な情報パラメーターを設定し、解

析ボタンのワンクリックで解析をシームレスに行う

ことができる（図３）。 
① Target read files:    

 次世代シークエンサーの解読リードをア
ップロード 
② Reads trimming:    

 解読リードの不必要なアダプター配列の
削除とクオリティーの低い塩基の削除 
③ Screening:     

 bwa mapping法によるヒト配列の削除（マ
ウス等、他のほ乳動物のゲノム配列など、

別途、レファレンス配列の指定が可能） 
④ Reads classification:   

 megaBLAST によるデータベース検索。各
種データベースの選択が可能。非特異的な

ヒットを選択しないよう、E-value 等の閾値
の変更も可能 

MePIC で解析した Megablast 解析結果は、配列アラ
イメントを含むテキスト配列で排出される。そのテ

キスト配列を フリーソフト MEGAN (MEtaGenome 
Analyzer http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/megan/)
で生物種毎の系統分類をおこない、病原体候補を探

索していく。臨床検体に内在する数多くの候補生物

が抽出されるため、ここでの探索には病原体と感染

症の知識が多分に要求される。 
 
４）網羅的病原体検査法の技術研修 
 臨床検体の DNA/RNA 調整、ライブラリー作製、
MiSeq 次世代シークエンサー解読、情報解析までの
技術研修を執り行った（４日間）。下記研修受講者を

４回に分けて実施した。 
 ・技術研修を修了した地衛研９拠点：  

 青森県環境保健センター 
 群馬県衛生環境研究所 
 富山県衛生研究所 

 東邦大学・医学部 
 岩手県環境保健研究センター 
 栃木県保健環境センター 
 山口県環境保健センター 
 愛媛県立衛生環境研究所 
 沖縄県衛生環境研究所 
 得られた成果については各分担者の研究報告書を

参照。 
 
 
Ｄ/Ｅ．考察・結論 
 現在、国立感染症研究所・病原体ゲノム解析研究

センターで感染症疑いの不明症例に対して行政検

査・依頼検査を遂行中であるが、網羅的病原体検索

法を普及させるべく、迅速な現場対応を可能とする

地研・大学病院との感染症対策ネットワークの構築

を目指している。本年度は感染研・病原体ゲノム解

析研究センター・web サイトにてネットワーク化に
不可欠な解析サーバーMePIC (Metagenomic Pathogen 
Identification pipeline for Clinical specimen) の運用を
開始し、次世代シークエンサーを有する研究分担者

（地研・大学病院）が活用できるようシステム整備

できた。実際に本検査法が現場で活用できるよう、

計９機関の検査担当者に技術研修を行い、各検査機

関で懸案になっていた不明症例への解明に有効かど

うか検討することができた。特に、簡易微生物検査

キットでは陰性だったロタウイルス症例を特定する

ことに成功し、既存キットの“特異性”と “感度”
の問題点を発見し、従来の病原体検査体制（レファ

レンス活動）へ還元できるシステムだと確信した。 
 不明症例の解明はもとより、検査現場・感染研の

ネットワーク構築のため、臨床・網羅的検査・技術

研修・インフラ整備の全体の底上げを図る予定であ

る。今後さらに重厚な感染研と連携ネットワークを

構築し、迅速に病原体検出と行政対応が迅速に執り

行えるよう、現場中心の検査体制の確立に貢献する。 
 
 
Ｆ．健康危険情報 
  とくになし 
 
Ｇ．研究発表 
１． 論文発表 
 MePIC, Metagenomic Pathogen Identification 
for Clinical Specimens. Fumihiko Takeuchi, 
Tsuyoshi Sekizuka, Akifumi Yamashita, Yumiko 
Ogasawara, Katsumi Mizuta, and Makoto 
Kuroda. Jpn. J. Infect. Dis., 2014, 67 (1): 62-65. 
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2. 学会発表 
なし 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
１． 特許取得 
なし 

 
２． 実用新案登録 
  なし 
３． その他 
なし 
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図１ ネットワーク経由による次世代型網羅的病原体検索のための解析システム。現在、感染研・ゲノ

ムセンターにベンチトップ型・次世代シークエンサーと情報解析サーバーが整備されている。地方衛生

研究所等においても少しずつ整備されるようになってきた。検査技師等がインタラクティブに病原体鑑

別を利用するために、Web interface による情報解析プログラムの開発と提供を試みた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 臨床検体からダイレクトに網羅配列解読したリード配列の情報解析パイプライン 
(Metagenomic Pathogen Identification pipeline for Clinical specimen: MePIC)。 
次世代シークエンサー NGS による解読リードの Web 情報解析サービス。 
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図３ MePIC の操作画面の仕様。NGS リードから i)質の悪いリード、塩基の除去、 
ii)臨床検体に内在するヒト配列の削除、iii) megablast 検索による病原体検索。 
この i – iii までの一連の流れを一度に完結させるパイプライン。 
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厚生労働科学研究費補助金（新興・再興感染症研究事業）  
 分担研究報告書  

 

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  

 
研究代表者 黒田誠 国立感染症研究所病原体ゲノム解析研究センター長  
 

病原体網羅遺伝子配列を基盤とした分子疫学解析法の開発  
 
研究分担者 木村博一 国立感染症研究所感染症疫学センター第 6 室長  
研究協力者  
塚越博之 吉住正和 小澤邦壽（群馬県衛生環境研究所）  
調恒明（山口県環境保健センター）  
古川紗耶香（青森県環境保健センター）  
水越文徳（栃木県保健環境センター）  
平野映子（福井県衛生環境研究センター）  
吉冨秀亮（福岡県保健環境研究所）  
清田直子（熊本県保健環境科学研究所）  
仁平稔（沖縄県衛生環境研究所）  
石井晴之 倉井大輔 皿谷健 滝澤始（杏林大学医学部第 1 内科学）  
河野陽一 下条直樹（千葉大学医学部小児科）  
松田俊二（国立病院機構愛媛医療センター）  
岡崎薫（国立病院機構四国こどもとおとなの医療センター）  
菅井和子 宮地裕美子 清水博之（横浜市立大学医学部小児科）  
森田幸雄（東京家政大学）  
石岡大成 佐藤弘 加納和彦 関塚剛史 竹内史比古 野田雅博  
（国立感染症研究所）  
 
研究要旨  

Bayesian Markov chain Monte Carlo(MCMC)法を用い、本邦で急性呼吸器ウイル
ス感染症から検出されたヒトライノウイルス (HRV)VP4/VP2 領域および RS ウイ
ルス (RSV)G 遺伝子の時系列系統解析を行った。さらに、解析遺伝子部位の相同
性解析、株間の遺伝学的な距離 (p-distance)解析、positive selection 解析および塩
基置換速度解析を行った。その結果、HRV-A および HRV-C の起源は約 20,000 年
前、RSV は、約 150 年前にさかのぼることが推定された。HRV-C 株間の p-distance
は長く、多数の遺伝子型に分類されることがわかった。一方、RSV の p-distance
は比較的短く、少数の遺伝子型のウイルスが本邦の呼吸器ウイルス感染症に関与

していたことが示唆された。  
 
A.研究目的 
 RSウイルス(RSV)およびヒトライノウイ
ルス(HRV)は呼吸器感染症の主要なウイル
スとして認識されている 1, 2。特に、RSVは
乳幼児に気管支炎、細気管支炎や肺炎を引き

起こし、HRVは気管支喘息の発症・増悪に
関与することが示唆されている。しかし、こ

れらのウイルスの詳細な疫学は未だに不明

な点が多い。いうまでもなく、ウイルス感染

症の原因究明に、患者情報に原因ウイルスの
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遺伝学的解析データなどを加味した分子疫

学解析は必要不可欠である。今まで、分子疫

学解析の基盤である系統解析は、主に近隣結

合法(NJ法)などにより行われてきたが、本法
はクラスター解析アルゴリズムに解析の礎

をおくため、時系列に関するパラメーター得

ることができない。その一方、近年、新しい

数理統計解析学的手法による時系列系統解

析、Bayesian Markov chain Monte Carlo 
(MCMC)法が開発され、より詳細なウイルス
感染症の分子疫学が解明されつつある 3。本

研究においては、RSVの主要抗原をコード
している G遺伝子(C-terminal 3rd hypervaria-
ble region)およびHRV-Aおよび-CのVP4/VP2
領域を主体としたMCMC法による時系列系
統解析、相同性解析、株間の遺伝学的な距離

(p-distance)解析、positive selection解析および
塩基置換速度解析を行った結果を以下に報

告する。 
 
B.研究方法 

HRVは、0-91歳(3.0 ± 3.0 歳)の急性呼吸器
感染症 (ARI) 由来の咽頭拭い液(904 検体)、
気管吸引液 (1 検体) および喀痰 (1 検体)を
材料とした。常法により、VP4/VP2領域遺伝
子(position: 623–1012; 390 bp)を RT-PCRによ
って増幅し、ダイレクトシークエンス法によ

り、塩基配列データを得た 4。 
RSVは、2008年 10月から 2011年 9月ま
でに栃木県内で採取された 16 歳以下の ARI
由来の咽頭拭い液 (739 検体)を材料とした。
常法により、G遺伝子(position: 673–912; 240 
bp strain AUS/A2/61, position: 670–963; 294 bp 
strain BA/4128/99)を RT-PCRにより増幅・シ
ークエンス解析を行った 5。 
それぞれ得られた塩基配列は CLUSTAL 

W (http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-j.html)によ
り多重整列化し、Kakusan 4 program version 
4.0 (http://www.fif-thdimension.jp/products 
/kakusan/) (Tanabe, 2011).により塩基置換モ
デルを選択し Bayesian Markov Chain Monte 
Carlo  (MCMC)法による解析を BEAST 

package version 1.7.4 (Drummond and Rambaut, 
2007)を使用して行った 6。さらに、MEGA 5.0 
(http://www.megasoftware.net/) を使用して
pairwise-distance(p-distance)を計算した 7。 
 
C.結果 

HRVは、906検体中96検体 (10.6%)から検
出された。HRVが検出された患者の平均年齢
は、1.0±1.5歳 (平均値±標準偏差)であり、主
に上気道炎の患者より検出された。検出され

たHRVは、さらにHRV-A (58株), HRV-B (4株), 
HRV-C (34株)に分類された (図1)。系統樹解
析の結果から、HRVは21,364年前に分岐して
いることが分かり、分子進化速度は、

1.19×10-3 substitutions/site/yearであり、HRV-A
では6.50×10-4stitutions/site/year, HRV-Bでは 
2.33×10-3 substitutions/site/year、HRV-Cでは
3.70×10-3 substitutions/site/yearであった。さら
に、株間のp-distanceを計算したところ、それ
ぞれHRV-Aでは 0.205±0.033、HRV-Bでは
0.204±0.029、HRV- Cでは0.256±0.046であっ
た。 

RSV は、739 検体中 55 株が検出された
(7.4%)。検出された患者の年齢は 1.5±1.5 歳 
(平均値±標準偏差)であった。これらの株を
系統樹解析した結果、RSV-Aは 1947年頃、
RSV-Bでは 1953年頃に分岐していることが
分かった(Fig.2)。さらに、分子進化速度は、
RSV-Aでは 3.63×10-3 substitutions/site/yearで
あ り 、 RSV-B で は 4.56×10-3 substitu-
tions/site/year であった。さらに株間での
p-distance は そ れ ぞ れ 0.013±0.009 、
0.053±0.030であった。 
これらの結果から、HRV-C の株間の遺伝
学適距離(p-distance)は長く、多数の遺伝子型
に分類されることがわかった。一方、RSV
の株間の p-distanceは比較的短く、少数の遺
伝子型のウイルスが近年流行していたこと

が示唆された。 
 
D. 考察 
時系列系統解析が可能な MCMC法を用い、
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本邦で急性呼吸器ウイルス感染症から検出

されたヒトライノウイルス VP4/VP2 領域お
よびRSウイルスG遺伝子の時系列系統解析、
解析遺伝子部位の相同性解析、p-distance 解
析、positive selection 解析および塩基置換速
度解析を行った。その結果、HRV-A および
HRV-Cの起源は約 20,000年、RSVは、約 150
年にさかのぼることが推定された 8, 9。また、

HRV-C 株間の p-distance は長く(<0.2)、多数
の遺伝子型に分類されることがわかった。一

方、RSV の p-distance は比較的短く(>0.06)、
少数の遺伝子型のウイルスが国内で流行し、

種々の呼吸器ウイルス感染症に関与してい

たことが示唆された 9。 
 HRVは通常感冒(common cold)の主要な原
因ウイルスであるが、最近の知見によれば、

気管支炎や肺炎などの下気道炎を引き起こ

すことも報告されている。また、気管支喘息

の発症や増悪に関与することも示唆されて

いる。しかし、HRVの血清型や遺伝子型は
多種類(100種類)におよび種々の呼吸器感染
症に関与する HRVの分子疫学には不明な点
が多い。本研究により、上気道炎、気管支炎、

喘鳴を伴う気管支炎や肺炎には多数の遺伝

子型の HRV-Aおよび HRV-Cが関与するこ
とが明らかになった。一方、HRV-Bは少数
の患者からのみ検出された。また、HRV-A
および HRV-Cの株間の遺伝学的距離は比較
的長いことも明らかになった。さらに、

HRV-Aと HRV-Cの起源は 20,000年以上前
にさかのぼれることも明らかになった 8。以

上のことから、本邦においては、長い時間を

経て進化した多数の遺伝子型の HRVが種々
の呼吸器ウイルス感染症や急性喘鳴に関与

していることが推察された。 
RSVは、乳幼児に気管支炎、細気管支炎
および肺炎を引き起こす主なウイルスであ

る。特に、乳幼児における肺炎入院例の 30
～50%は、RSV感染が原因であることが推定
されている 1。また、感染時に急性喘鳴など

の気道過敏性の亢進を合併する例も少なく

ない 1。さらに、慢性肺疾患を有する高齢者

においても重症化することが知られている 2。

しかし、本邦における RSV感染症の分子疫
学には不明な点が多い。本研究により、種々

の呼吸器感染症患者から検出された RSV は、
少数の遺伝子型であることと、株間の遺伝学

的距離は比較的短いことが推察された 9。ま

た、各々の subgroupの RSVの起源は約 150
年前に遡ることも明らかになった 9。さらに、

RSV-Aの新しい遺伝子型 ON1も最近出現し
ていることも明らかになった 10。以上のこと

から、本邦で過去数シーズンに少数の遺伝子

型の RSVが種々の呼吸器疾患や急性喘鳴に
関与していることが示唆された 4,5,9,10。 

 
E. 結論 
 本邦においては、遺伝学的に多様かつ多数

の遺伝子型の HRV が種々の呼吸器感染症に
関与していることが明らかになった。その一

方、RSV は少数の遺伝子型によって呼吸器
感染症の流行が引き起こされていることが

推察された。また、検出された HRV は約
20000年前、RSVは 150年前までその起源が
遡ることも明らかになった。 
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図 1 HRV分子系統樹(VP4/VP2領域)
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図 2 RSV分子系統樹(G遺伝子) 
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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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研究要旨  

 山口県環境保健センターに、今年度初めて次世代シークエンサー（NGS）を導入した。

NGSによる解析技術を習得するため、山口県環境保健センターの職員を国立感染症研究

所病原体ゲノム解析研究センターに派遣した。本研究の目的は、原因不明の感染症の患

者検体のメタゲノム解析によりその病原体を同定することにある。初年度である今年度

は、臨床検体のメタゲノム解析によりウイルスの検出が可能である事を確認する目的

で、すでにPCR法によりウイルスを同定する事の出来ている臨床検体のメタゲノム解析

を行い臨床検体からの病原体同定を試みた。対象としては、これまでゲノム情報が少な

いParainfluenza 4型について、分離されたウイルス培養上清およびそれが由来する臨

床検体の解析を行い、NGSを用いて全ゲノム解析配列を得た。 

 

A. 研究目的 

近年、医療現場において感染症の重要性

が高まっている一方、重症例、死亡例にお

いて原因病原体が同定されていない例は多

い。2013年1月に初めて我が国における患

者の発生が報告された重症熱性血小板減少

症候群（SFTS）では、NGSにより病原体

が同定された。SFTSは、ウイルスの遺伝子

配列の解析により日本に古くから存在して

いたと考えられており、NGS技術によって

同定が可能になった例と思われる。 

本研究では、これまで病原体発生動向調

査事業とは別に、山口県環境保健センター

において実施してきた調査研究による病原
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体サーベイランスの検体の中から原因不明

となった検体および協力基幹医療機関にお

いて原因不明感染症と考えられた検体につ

いてNGS解析を行い、新規の病原体を同定

することを目的として研究を行う。研究1

年目である今年度は、臨床検体のメタゲノ

ム解析により病原体を同定できるかを検証

するために、既にウイルスが同定されてい

る臨床検体についてメタゲノム解析によっ

て病原体を検出することを目的とした研究

を行った。 

 

B. 研究方法 

 山口県環境保健センターにおいて呼吸器

感染症や原因不明の感染症の患者検体につ

いてPCR法、細胞培養によるウイルス分離

を行ってきた。呼吸器感染症の患者から得

た臨床検体から分離したParainfluenza 

4a1検体、Parainfluenza 4b3検体について

NGS解析を行った。また、それらの分離株

が由来する臨床検体についてNGS解析を

行った。 

C. 研究結果と考察 

1. NGSの導入 

 山口県環境保健センターでは、2013年に

初めてIllumina社製MiSeqを導入した。

NGSを用いた解析技術を習得するため、山

口県環境保健センターから２名の専門研究

員を国立感染症研究所病原体ゲノム解析研

究センターに派遣し、ライブラリーの作成

法、配列決定法、解析法について技術習得

した。NGS解析に必要な周辺機器、タワー

型サーバー、解析用ソフトを導入した。ま

た、国立感染症研究所病原体ゲノム解析研

究センターとG baseレベルのゲノム配列を

やりとりする必要があるため、県庁のLAN

とは独立した個別のインターネット回線を

設置した。 

2．分離株の解析結果 

 Parainfluenzaウイルス感染症は、事例数

としてはインフルエンザ、RSウイルス、ヒ

トメタニューモウイルス、ライノウイルス

と並ぶ重要な感染症であるが、検査が十分

になされていないためこれまで重視されて

こなかったが、最近、重症呼吸器感染症患

者から検出されると言う報告がなされてい

る。さらに、Parainfluenzaウイルスには1，

2，3，4型があるがこれまで4型の検出例は

少なく重要視されてこなかった。しかし、

我々の病原体サーベイランスでは重症呼吸

器感染症患者から多数検出されており重要

な感染症と思われる。4型についてはゲノム

解析の報告が少ないため、本研究において

ゲノム解析を行った。ゲノム解析を行った

Parainfluenzaウイルスは、4a1株、4b3株

である（表1）。それらの株の由来する患者

の臨床症状等を表2に示した。 

2-1. Parainfluenza4aウイルス 

 こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る

Parainfluenza4a ウイルスの全ゲノムは 2

つのみである。そのうち M-25 は古い株で

かつ、サンガーシークエンスでの全ゲノム

解析である。最初の CDS（NP）が 56ntほ

ど早く出現しており、最後の CDS(L 

protein)の後が 45ntほど短いことから、最
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初の 50nt 程度を見逃している可能性が高

い。2013年に報告されたデンマークの株と

の比較では、ゲノム長及び CDSの位置も同

一で、相同性は全ゲノムで 96.9%と高い相

同性が見られた。 

2-2. Parainfluenza4bウイルス 

 Parainfluenza4b ウイルスの全ゲノムの

報告は 3つのみである。strain 68-333は古

い株でかつ、サンガーシークエンスでの全

ゲノム解析である。68-124bpに大きな欠失

が見られ、他にも 1 塩基挿入が数カ所見ら

れる。strain 04-14（Cairo online only）も、

同様に大きな欠失が見られる。2009年に全

ゲノム配列決定された SKPIV4（2004年カ

ナダ採取検体からの分離株）と今回決定し

た 3株は、ゲノム長、CDSの位置もほぼ同

一であった。ただし、今回決定した 3 株の

PIV4bのうち、ind5及び ind6の平均カバ

レッジがそれぞれ、137.77 と 180.30 であ

り、最初の ACCAA が読めてない可能性が

ある。ind7は平均カバレッジが、205.31で

配列決定に信頼性があると思われる。

PIV4aの ind4の平均カバレッジは 629.15

であり、この 3 株については、配列の信頼

性について再検討が必要と思われる。平均

カバレッジが最も高かった ind7とSKPIV4

の相同性は全ゲノム配列で 95.65%であっ

た。 

 なお、今回決定した 3 株の相同性を比較

すると、Ind5と Ind6で 95.54%、Ind5と

Ind7で 95.48%、そして、Ind6と Ind7で

99.53%であり、Ind5 のみの相同性が低か

った。なお、Ind5は、H23（2011）年の株

であり、Ind6及び Ind7は、H24（2012）

年の株である。流行年の 1 年のずれによる

配列の相違についても今後解析の必要があ

る。一方、Ind5の平均カバレッジが低かっ

たことで、正確に読めておらず、相同性が

低くなっている可能性も否定できない。 

3．臨床検体の解析結果 

 Parainfluenzaウイルスが分離された臨

床検体のメタゲノム解析を行った（表2  

H24-Shu-42を除く）。感染研病原体ゲノム

解析研究センターで、ヒトゲノム配列を削

除、残った配列についてデータベース上の

配列に対してBLASTを行った。その結果、

Parainfluenzaウイルスの配列が含まれる

ことが示された。この結果から今後、原因

不明の感染症患者の臨床検体の解析により

原因解明が可能である事が示唆された。 

 

D. 結論 

1． 分離株の解析 

Parainfluenzaウイルスは分離、配列情

報に乏しい。今回、日本で分離された 4つ

の分離株の全ゲノム配列を初めて決定した。

また、山口県環境保健センターにおける過

去 4年間の調査研究病原体サーベイランス

の検体のなかにパラインフルエンザウイル

スが検出された検体が 114検体含まれてい

るため、これらについて PCR法でウイルス

遺伝子を増幅し NGS解析を行うことによ

って多くのフルゲノムに近い配列を解析す

ることを検討する。 

2． 臨床検体の解析 
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臨床検体については、山口県環境保健セ

ンターにおける呼吸器疾患を中心とした過

去 4年間の調査研究病原体サーベイランス

の検体について、丹念に呼吸器ウイルスを

検索してきた。その中で既知のウイルスを

検出できなかった検体が 465検体あり、こ

の中から疫学的リンクがあり病原体を検出

できる可能性が高いと思われる検体等につ

いて NGS解析を実施していきたいと考え

ている。 

3． 原因不明重症感染症の解析について 

来年度以降は、主に山口県内の基幹病院

から原因不明重症感染症患者検体を積極的

に収集し NGS解析を行っていく予定であ

る。 

E. 健康危機情報 

なし 

F. 研究発表 

論文発表 
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09 infection. Cytokine. 2013;63(2):1
94-200.  

2. Tsukagoshi H, Yokoi H, Kobayashi
 M, Kushibuchi I, Okamoto-Nakaga
wa R, Yoshida A, Morita Y, Noda 
M, Yamamoto N, Sugai K, Oishi K,
 Kozawa K, Kuroda M, Shirabe K,
 Kimura H. Genetic analysis of att
achment glycoprotein (G) gene in n
ew genotype ON1 of human respira
tory syncytial virus detected in Jap
an. Microbiol Immunol. 2013;57(9):6
55-9.  

 

学会発表 

国際学会 

なし 

国内学会 

なし 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

特記事項なし 
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表 1．NGS解析を行ったウイルス分離株 
 
Index Sample ID Passage Clinical sample RT-PCR results 
Ind4 S-22-228 VeroE6 3rd Throat swab PIV4a 
Ind5 S-162 VeroE6 3rd Nasal PIV4b 
Ind6 ST-26-53 VeroE6 2nd Nasal PIV4b 
Ind7 H24-Shu-42 VeroE6 3rd Throat swab PIV4b 
 
 

表 2．Parainfluenzaウイルスが分離された臨床検体 
 

検体情報 

H
C 

Sample 
ＩＤ 

医療
機関 疾患名 年

齢 
月
齢 
性
別 
検
体 発病日 検体採取

日 備考 

宇
部 S-22-228 S小

児科 
喘息性気
管支炎 0 1

1 M 
拭
い
液 

H22.12.1
0 

H22.12.1
0 

咳 嗽 、 喘
鳴 、 入 院
中、WBC: 
15,800 、
CRP: 5.2 

宇
部 S-162 S小

児科 
気管支喘
息発作 1 6 M 鼻

汁 H23.7.5 H23.7.7 

発 熱
37.5 ℃ 、
咳、喘鳴、
hMPV(-)、
RS(-) 

下
関 ST-24-53 

S市
民病
院 

無菌性髄
膜炎 
気管支炎 

0 1
0 M 鼻
汁 H24.9.18 H24.9.19 

発熱 39℃、
熱性痙攣、
髄膜炎、そ
の後、気管
支炎症状、
マ イ コ
IgM(±) 

周
南 

H24-Shu-
42 

福祉
養施
設護 

急性上気
道炎 

3
5 1 M 

拭
い
液 

H24.11.2 H24.11.7 

発 熱
37.7℃、基
礎疾患：脳
性麻痺、経
過観察中、
福 祉 養 護
施 設 集 団
発生 

 
 
 



 

図 11．ParainlfuenzavirusParainlfuenzavirus

図 2．臨床検体のゲノム解析

23 

Parainlfuenzavirus分離株のゲノム配列

 

．臨床検体のゲノム解析

分離株のゲノム配列による系統樹解析

．臨床検体のゲノム解析 

による系統樹解析による系統樹解析 
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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 

 

網羅解析を必要とする感染症患者検体収集および網羅解析ネットワークの構築： 

富山県衛生研究所 

 

研究分担者：佐多徹太郎（富山県衛生研究所） 

研究協力者：小渕正次、滝澤剛則、名古屋真弓、板持雅恵、稲崎倫子、嶋 一世、 

綿引正則、磯部順子、木全恵子、清水美和子、増田千恵子、金谷潤一 

（富山県衛生研究所） 

 

研究要旨：地方衛生研究所では、感染症発生動向調査の中で臨床ないし食品等の検体

で病原体診断を行っているが、残念ながら全ての検体の検査が陽性になるわけではな

い。次世代シーケンサは、大量の核酸配列を網羅的に解読することができることから、

これまで病原体を特定できずに不明としていた感染症疑いの患者の検査診断に役立

つことが期待できる。地方衛生研究所での次世代シーケンサの利用について、今回、

薬剤耐性インフルエンザウイルスの検出、病原微生物不明の感染症を疑う患者検体の

解析、そして少量の便検体からでも検査が可能かどうかについて検討した。結果、変

異インフルエンザウイルスは検出できず対照と同様の変異率であった。感染性胃腸炎

患者の検体からサポウイルスが検出でき、最初に用いたプライマー配列とは変異があ

ったため原因不明となったことが判明した。また少量の便検体でも十分検討可能であ

った。これらのことから、その方法や大量のリードの解析への対応が可能となったの

で、今後さらに検体を解析していくことで地方衛生研究所での次世代シーケンサの利

用方法を明かとし、解析方法の確立とともに、国立感染症研究所と地方衛生研究所と

のネットワークの意義についても検討していきたい。 

 

Ａ．研究目的 

 地方衛生研究所では、感染症発生動向調

査の中で臨床ないし食品等の検体で病原体

診断を行っている。感染症法で１類から５

類に定められている 100種類以上の感染症

のうちのいくつかを対象として病原体検査

マニュアルが準備されている。しかし、も

し検査対象検体が感染症を原因としていて

も、残念ながら全ての患者検体の検査が陽

性になるわけではない。これには種々の理

由が考えられるものの、一つはその方法論

にもあると思われる。次世代シーケンサは、

従来のシーケンサと異なり、大量の核酸配

列を網羅的に、つまり病原体核酸には非特

異的に解読することができることから、こ

れまで病原体を特定できずに不明としてい

た感染症疑いの患者の検査診断や病原体遺

伝子の変異の検出に役立つことが期待でき

る。そこで地方衛生研究所が感染症発生動

向調査において次世代シーケンサの応用を
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検討する意味でも、病原微生物が不明であ

った検体での網羅的解析や耐性ウイルスの

検出にどのように使えるかについて、以下

の３点について検討した。 

１）薬剤耐性インフルエンザウイルスの検

出：従来のキャピラリーシークエンサによ

る PCR産物のシークエンスでは、ウイルス

試料中のごくわずかな変異ウイルスまでは

解析することはできない。そのため、これ

まではウイルス遺伝子のクローニングを行

い、個々のクローンについて塩基配列を解

析する必要があった。しかし、次世代シー

クエンサが開発されたことで、PCR産物の

ディープシークエンスによりマイナーポピ

ュレーションを検索することが可能になっ

た。そこで、本研究では抗インフルエンザ

ウイルス薬投与中の薬剤耐性ウイルスの発

生の有無を調べるため、次世代シークエン

サ（MiSeq、Illumina社）を用いて、投薬

前後の患者検体から薬剤耐性ウイルスの検

出を試みた。 

２）病原微生物不明の感染症を疑う患者検

体の解析：平成 23～24年度において、当ウ

イルス部に無菌性髄膜炎、脳炎・脳症等の

臨床診断により搬入された検体の 57％、ま

た、感染性胃腸炎の散発事例および集団発

生事例として搬入された検体のそれぞれ

31％および 11％でウイルスが検出されず

に原因不明となっている。次世代シーケン

サを用いることにより原因不明検体の病原

ウイルスが特定できれば、今後の診断、治

療、予防等の感染症対策に有用な情報が得

られるものと考えられる。しかしながら、

次世代シーケンサを用いた病原体検索は、

一部の研究機関が研究として開始している

のみで、検査法が確立しているわけではな

い。そこで、上記診断名で当ウイルス部に

搬入され、病原体が特定されなかった過去

の検体を対象にして、次世代シーケンサを

用いて解析し、検体の処理条件の設定や、

その解析の有用性等を検証することを目的

とした。 

３）少量の便検体でも次世代シーケンサで

検査が可能か：地方衛生研究所は感染症や

食中毒患者から糞便検体が搬入されて検査

を行っているが、検体にはいろいろ制約が

あって少量しか得られない場合があるため、

まず、検討を行った。 

 

Ｂ. 研究方法   

１）富山県内の 5 医療機関において、

2012/13 年シーズンにインフルエンザで入

院加療した小児患者 7 名から、ペラミビル

投与前後（オセルタミビル併用患者 1 名）

に鼻腔ぬぐい液を採取した。検体から RNA

を抽出し、アダプタ配列を含む NA 遺伝子

特異的プライマーを用いて、既知の薬剤耐

性変異部位のなかで高頻度に見出される

E119V ならびに R292K（N294S）の近傍

約 100塩基の領域を one step RT-PCR法に

より増幅した。得られた PCR産物をアガロ

ースゲル電気泳動により精製して DNA ラ

イブラリを調製した。次いで、MiSeq 

Reagent Kit (300 Cycle)を用いてシークエ

ンスを行い、得られたリードの SNP解析に

より E119V、R292Kおよび N294Sの変異

率を算出した。 

２）無菌性髄膜炎、脳炎・脳症、感染性胃

腸炎が疑われ、当ウイルス部に搬入された

検体で、行政検査によりウイルスが検出さ

れなかった検体を対象とした。無菌性髄膜

炎、脳炎・脳症例の検体は、2008 年から
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2012年にそれぞれ 8検体、6検体から採取

された髄液を用いた。いずれも、単純ヘル

ペスウイルス 1型及び 2型、ヒトヘルペス

ウイルス6型7型、サイトメガロウイルス、

水痘帯状疱疹ウイルス、エンテロウイルス、

ムンプスウイルス、日本脳炎ウイルスを対

象とした PCR 検査あるいは分離培養検査

でウイルスが検出されなかった。感染性胃

腸炎は、2013年 4月に老人保健施設で発生

した集団発生事例から採取された 10％便

乳剤 6 検体を用いた。検体からは、遺伝子

検査あるいは迅速診断キットでノロウイル

ス、サポウイルス、ロタウイルス、アスト

ロウイルス、アデノウイルスが検出されな

かった。各検体から RNA 抽出キット

(QIAamp Viral RNA Mini Kit, QIAGEN,

キャリア RNA 無添加の Buffer AVL を使

用）により RNA を抽出し、ScriptSeq 

v2RNA-Seq Library Preparation kit 

(Epicentre)を用いて RNA ライブラリを作

製した。ライブラリを AMPure XP 

Purification (Beckman coulter)により精製

後、DNA 濃度を約 11pM/ランに調整し、

MiSeq Reagent kit nano 300 Cycles PE 

(Illumina)を用いて、MiSeq により塩基配

列の解読を行った（paired-end、120 cycles）。 

３）便検体は、食中毒関連で収集した便検

体 16検体で、うち、Cary-Blaire培地に埋め

込まれた少量便検体（CB便）８検体が含ま

れる。便の DNA抽出は、QIAamp DNA Stool 

Mini Kit（QIAGEN）を用いた。抽出した

DNAの濃度測定は、NanoDropおよびQubit

を用いた。NGS 解析用 DNA ライブラリの

作製には、MiSeq用の DNAライブラリ作製

キット、NexteraXT ライブラリキットを使

用した。作製は、製品キットのプロトコー

ル通りに実施した。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究は、「疫学研究における倫理指針」

に基づき、富山県衛生研究所倫理審査委員

会に申請し承認された（平成 23年度受付番

号 1および変 1、平成 25年度受付番号１－

５）。 

 

Ｃ. 研究結果 

１）ペラミビル投与前後に採取した患者 7

名の 14検体において、E119V、R292Kお

よび N294Sの各部位で 184,121～628,054

リードの塩基配列が得られた（図 1）。これ

らのリードを SNP解析したところ、それぞ

れの部位で 0.01～0.14％の変異が検出され

た。また、N294Sの変異率は他の部位と比

べてやや高い傾向がみられた。しかし、投

薬前後の検体で変異検出率に大きな違いは

認められなかった（図 1）。さらに、陰性対

照として用いた薬剤感受性ウイルスの NA

遺伝子断片を挿入したプラスミド DNA の

変異率もウイルス検体とほとんど同じであ

った。 

２）Miseqにより解読された 1検体あたり

のリード数は、髄膜炎では 19,340～

55,772（平均 33,915）、脳炎・脳症例では

16,416～55,280（平均 33,071）、感染性

胃腸炎は 27,626～56,876（平均 37,711）

であった。MePICを用いたメタゲノム解

析により、ヒト以外のゲノムにヒットし

たリード数は、1 検体あたり髄膜炎では

356～21,771（平均 5232）、脳炎・脳症例

では 352～5,962（平均 4047）、感染性胃

腸炎では、1,414～8,343（平均 4,772）で

あり（表 1～3）、平均すると総リード数



 27

の約 12％であった。いずれの検体からも、

細菌由来の遺伝子配列が最も多く検出さ

れた（表 1～3）。特に、脳炎・脳症 1 例

（検体番号 5）においてバクテリオイデス

属の検出が多かったが（表 2）、発症との

関連は不明である。一方、ウイルスの配

列に類似した配列が 1サンプルあたり 11

～114リード検出されたが（表 1~3）、サ

ポウイルス（表 3）以外は、ほとんどはバ

クテリオファージかあるいはライブラリ

作製キットや精製キットの試薬に混入し

ているウイルス遺伝子の類似配列と考え

られた。感染性胃腸炎の 3検体から 2～6

リードのサポウイルスが検出された（表

3）。いずれのリードも、食中毒事例（2012

年 5 月、名古屋市・万代）から検出され

た サ ポ ウ イ ル ス （ Sapovirus 

Hu/Nagoya/NGY-1/2012/JPN ： SaV 

GV.2）のゲノムの塩基配列の一部と 93～

99％一致した。同一事例由来の 3 検体か

ら共通に SaV GV.2 が検出されたことか

ら、本事例は SaV GV.2 が原因であった

可能性が考えられた。 

３）便検体から全 DNAの抽出は、QIAamp 

DNA Stool Mini Kitのプロトコールに準拠

して、出発量は 0.5g とした。Cary-Blaire

培地に保存されていた便検体でも

Cary-Blaire培地も含めて 0.5gを使用した。

結果を図２右表に示した。抽出した DNA

量の測定については、NanoDrop では基本

的にOD260値からDNA量を換算している

が、Qubit は 2 本鎖 DNA に特異的に親和

性の高い蛍光物質を混合して 2 本鎖 DNA

を特異的に定量する。実際、定量値は

NanoDropより低かった。また、18検体中、

CB 便検体の 1 検体からは検出されなかっ

た。一方で残りの検体は、 0.059～

16.75ng/μl であり、通常便検体と CB 便の

差はみられなかった。NexteraXTキットに

よる DNA ライブラリの作製のプロトコー

ルには、0.2ng/μl濃度の DNA 5μl必要であ

る。そこで、この濃度の確保できた 14検体

についてライブラリを作成した。最終的に

作製した 50μlの反応液の 2.5μlを、1.5%ア

ガロース電気泳動を用いて評価した。結果

は図 2 右に示した。合成量が少ない検体

（#3,11）はあったものの、他は 500～

1,000bp 程度までの DNA が合成されてい

た。 

 

Ｄ. 考察 

今回の解析では、ペラミビル投与患者 7

名の鼻腔ぬぐい液検体について、次世代シ

ークエンサを用いて PCR 産物のディープ

シークエンスを行い、薬剤耐性変異ウイル

スの検出を試みた。しかし、投薬前後で変

異率に大きな差はみられず、薬剤耐性ウイ

ルスの発生は確認できなかった。ほかの部

分における変異については今回、調べてい

ない。さらに、陰性対照でみられた変異率

から、検出された変異は PCR反応に用いた

DNA ポリメラーゼのヌクレオチド取込み

エラーやシークエンサの検出エラーによる

ものと考えられた。以上のことから、PCR

産物のディープシークエンスにおける変異

検出限界はおおよそ 0.1％であることが示

された。今後、MiSeqの変異検出限界につ

いて遺伝子変異を有する試料等を用いてさ

らなる検討を行う予定である。 

 病原体が不明であった臨床検体から解析

したが、検体あたりの総リード数が数万で

あったため、検出感度を上げるために、総
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リード数を一桁以上増やす必要があると考

えられた。また、短いリードによるベクタ

ー配列（インデックス配列）の混入が非常

に多い検体があり、ゲルの切り出し等によ

り 100塩基長以上の断片を精製すべきと考

えられた。今回、感染性胃腸炎の集団発生

事例から SaV GV.2が検出された。リアル

タイム PCR による遺伝子検査でサポウ

イルスが陰性であったのは、既報(J Med 

Virol 78:1347–1353 (2006)）のプライマ

ーが SaV GV.2との相同性が低く、反応し

なかったためと考えられる。同一事例の

複数の検体から共通の配列が検出される

場合は、少数のリードでも診断に有用で

あると考えられた。しかし網羅的解析で

候補の病原体が検出されたと考え、最終

的には、特異的な PCRや臨床症状を含め

た総合的判断が必要と思われる。 

次世代シーケンサの解析は、①検体から

の DNAあるいは RNAの抽出、②塩基配列

決定原理（装置）に応じたサンプル調製、

③解析データの処理、の 3 つの工程で実施

される。①については、存在する DNA を

すべて抽出して解析する DNA-seqと RNA

ウイルスや遺伝子転写産物としての RNA

を解析する RNA-seqに大別される。②につ

いては、最近ではイルミナ社の次世代シー

ケンサが普及しているとされるが、いずれ

も装置に応じたサンプル調製が必要である。

③については、膨大な配列情報を処理する

ための技術が必要となりなかなかハードル

が高かった。今回、MePICが利用できるよ

うになり、このハードルが低くなると思わ

れる。本年度は、①に関する要素技術につ

いて検討した。その目的は、DNA や RNA

を抽出する必要がある臨床検体は、通常は

診断や治療目的で、医療機関で採取される

ものであり、仮に不明症例の検体として次

世代シーケンサを用いた解析をするにして

も、検体の状態に依存することが充分予想

される。そこで、今回は、集団食中毒事例

で収集された便検体及び少量便検体として

Cary-Blaire培地入り便検体からDNAを抽

出し、MiSeq で解析可能な DNA ライブラ

リが作成できるかどうか検討した。その結

果、ライブラリは合成されていることが確

認された。今後は、このライブラリをMiSeq

で解読し、さらに評価したい。今回の便検

体は、行政検査のなかで収集されたもので

あるが、検査目的で既に何回かの凍結融解

を繰り返しており、検査する検体として、

品質は高くはないと思われるが、一方で、

Cary-Blaire便の利用は、本検査の幅を広げ、

一患者採取日の異なる検体で比較すること

により、原因菌の推定が容易になると期待

される。 

 

謝辞：本研究の実施にあたり、検体の採取

にご協力いただいた富山市民病院小児科の

金田 尚先生、富山赤十字病院小児科の津

幡眞一先生、黒部市民病院小児科の篠崎健

太郎先生、高岡市民病院小児科の辻 隆男

先生、厚生連高岡病院小児科の絈井正春先

生に深謝いたします。 

 

Ｅ. 結論 

地方衛生研究所での次世代シーケンサの

利用について検討した結果、インフルエン

ザウイルスの変異の検討が可能であること、

感染性胃腸炎患者の検体から既知のプライ

マー配列とは異なるサポウイルスが検出で

きたこと、さらに少量の便検体でも十分検
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討可能であることが判明した。これらのこ

とから、さらに、次世代シーケンサの利用

方法や解析方法の確立とともに、この感染

研と地衛研とのネットワークついて検討す

る。 
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図１ 次世代シークエンサーによるペラミビル耐性A(H3N2)インフルエンザウイルスの検出
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表 1.無菌性髄膜炎例の解析結果 

検体

番号 
総リード数 

MEGA BLAST 
解析リード数 

微生物由来遺伝子のリード数 

細菌 
原虫、 
アメーバ 

真菌 ウイルス 

１ 25,792 356 129 0 0 11 

２ 29,398 3,138 227 0 0 50 

３ 25,980 4,872 390 3 3 73 

４ 31,144 946 611 1 1 114 

５ 44,306 8,572 459 2 2 23 

６ 55,772 21,771 21,585 1 1 37 

７ 19,340 1,409 1,297 0 0 16 

８ 39,590 788 591 0 0 7 

 

表 2. 脳炎・脳症例の解析結果 

検体

番号 
総リード数 

MEGA BLAST 
解析リード数 

微生物由来遺伝子のリード数 

細菌 
原虫、 
アメーバ 

真菌 ウイルス 

1 16,416 352 259 0 0 11 

2 23,836 3,328 3,170 1 1 84 

3 38,010 5,962 5,809 2 2 89 

4 30,056 2,371 2,167 1 1 27 

5 34,826 6,837 6,746* 0 0 49 

6 55,280 5,429 5,289 0 0 76 

*Bacteroides属のリード数 1097を含む。 

 

表 3. 感染性胃腸炎例の解析結果 

検体

番号 
総リード数 

MEGA 
BLAST解
析リード数 

微生物由来遺伝子のリード数 

細菌 
原虫、 
アメーバ 

真菌 
ウイルス 
（サポウイルス） 

1 43,708 6,137 2,590 ３ 4 16 （６） 

2 27,626 1,414 948 0 1 12 （0） 

3 30,838 7,052 4,806 0 1 3 （0） 

4 38,794 8,343 8,205 1 2 15 （4） 

5 28,428 2,509 2,252 1 3 76 （2） 

6 56,876 3,174 2,801 0 99 10 （0） 
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図 2．便 DNAの定量と NexteraXTによるライブラリーの検定 
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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」 

研究分担報告書 研究代表者 黒田誠 

 

 網羅解析を必要とする感染症患者検体収集および網羅解析ネットワークの構築  

 

 研究分担者 

研究協力者 

研究協力者 

研究協力者 

齋藤 幸一 

木村 博一 

高橋 雅輝 

佐藤 直人 

岩手県環境保健研究センター 

国立感染症研究所 

岩手県環境保健研究センター 

岩手県環境保健研究センター 

 

 

 研究要旨 

国立感染症研究所と連携し、原因食品が特定されていなかった集団食中毒事例

を対象に、次世代シークエンサー（NGS）を用いて胃腸炎起因ウイルス遺伝子の

網羅的解析を行うとともに網羅的解析技術の習得に努めた。また、倫理面に配慮

し研究を進めるため、検体及び解析データの取り扱い方法について検討した。こ

れらの取組により、国立感染症研究所との間に病原体の NGSによる網羅的解析を

行うネットワークを構築した。 

 

 

A. 研究目的 

 PCR は、感染症や食中毒の病原体検出

に広く使用されているが、特定の病原体

を検出対象とするため、未知の病原体の

検出には応用できない。また、かぜや胃

腸炎などの多様な病原体が関与する症候

群を対象に病原体の検索を行う場合には

複数の反応を並行して行う必要がある。 

一方、最近開発された次世代シークエ

ンサー（NGS）は、遺伝子を網羅的に解析

することが可能であることから、不特定

の病原体を対象とした病原体検査への応

用が期待されている。 

岩手県環境保健研究センターには NGS

が整備されていないため、不明感染症疑

い症例等からの病原体の網羅的解析が行

政対応として必要となった場合に、迅速・

的確に検査が実施できるようNGSが整備

されている国立感染症研究所（感染研）と

の間に病原体の網羅的解析を行うネットワ

ークの構築を目的に研究に取り組んだ。 

具体的には、倫理面に配慮した検体の収

集方法及び解析データの取り扱い方法につ

いて検討するとともに、原因ウイルスを含

む食品が特定されていなかった集団食中毒

事例を対象に感染研病原体ゲノム解析研究

センターおよび感染症疫学センターと連携

して NGSによる胃腸炎起因ウイルスの網

羅的解析を行った。 
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B. 研究方法 

1. 対象とした集団食中毒事例の概要 

平成 25年 1月某日の昼に、岩手県内の某

飲食店で会食した 5グループ（参加者 94名）

のうち４グループの 40 名が、嘔気、嘔吐、

腹痛、下痢を主症状とする食中毒様症状を

呈した（表１）。潜伏時間は、9～57時間で

平均は 33 時間 46 分であった。摂食状況調

査の結果、発症状況に食品による偏りは認

められなかった。また、提供された食事に

カキは含まれていなかった。原因調査では、

PCR（リアルタイム RT-PCR及び RT-PCR）

により、調査対象としたグループ Aの患者

及び飲食店の調理従事者から数種類のノロ

ウイルスが検出された。疫学調査の結果、

本事例はノロウイルスによる集団食中毒事

例と判断された。しかし、カキが提供され

ていなかったにもかかわらず患者と調理従

事者から数種類のノロウイルスが検出され

たことや発症状況に食品による偏りが認め

られなかったことから、疫学的な因果関係

を特定できなかった。 

2. 材料 

グループ Aの患者のうちから RT-PCRに

よりノロウイルスが検出された 8 検体（患

者及び調理従事者から採取した糞便または

吐物）を対象とした。 

3. 遺伝子の網羅的解析 

検査材料 0.05gを 1%SDS加 TEバッファ

ー500μL に懸濁し、フェノール 500μL を添

加し振とう後、15,000 rpm、5分の遠心を行

い、上清を回収した。得られた上清から High 

Pure Viral Nucleic Acid Kit(Roche)を用いて

核酸を抽出し、Qubit® dsDNA HS Assay 

Kit(Molecular Probes)により抽出した核酸の

濃度を測定した。 

 核酸抽出液  9.0μL から ScriptSeq v2 

RNA-Seq Library Preparation Kit 

(Epicentre)を用いて cDNA を作成後、

FailSafeTM PCR System(Epicentre)を用いて

15サイクルの Enrichment PCRにより DNA

の増幅を行った。増幅産物をMinElute PCR 

Purification Kit(Qiagen) を用いて精製した

後、アガロースゲル電気泳動を行い、250 

bp~500 bpのバンドを切り出し、アガロース

片から Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 

System(Promega)を用いてDNAを回収した。

回収した DNA の濃度を測定して全ての検

体が同じ濃度になるよう調整した後、全て

の検体を混合しシークエンス用試料とした。

100 倍希釈した遺伝子解析用試料 600μL を

用い、NGS（MiSeq II, Illumina）にて解析し

た。なお、シークエンス解析はMetagenome

モードで行った。配列データの解析は、

BaseSpace(Illumina)に格納されたデータを、

MePIC 2(感染研サーバー )で加工し、

megaBLAST によりレファレンス配列と照

合し、配列を決定した。決定した配列は次

の解析用ソフトを用いてさらに検討した。

系 統 樹 作 成 等 の 解 析 に は MEGAN 

(Universität Tübingen)を、ショートリードの

マッピング・アセンブリには CLC Genomics 

Workbench(CLC bio)を、アセンブリ結果の評

価には Tablet(The James Hutton Institute) 

を用いた。 

 

(倫理面への配慮) 

 病原体遺伝子の網羅的解析では主にヒ

トから採取した臨床検体が解析対象とな

ることから、次により倫理面に配慮し研

究を進めることとした。①検体は採取機
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関である岩手県環境保健研究センターに

おいて暗号を付け匿名化した後、感染研

に搬入し網羅的解析を実施する。②網羅

的解析データの岩手県環境保健研究セン

ターへの還元にあたっては、ヒトの遺伝

子データを削除した後、還元する。③研

究に対する倫理審査は、感染研において

倫理委員会の審査を受けた。 

 

C. 研究結果 

現在、シークエンスデータを解析中であ

るが、表２に RT-PCR によるウイルス検出

状況と NGS によるウイルス検出状況を示

した。 

対象とした検体は、RT-PCRで、全ての検

体からノロウイルスが、1 検体からアイチ

ウイルスが検出された検体である。 

NGSによる網羅的解析により、全ての検

体からノロウイルスとアイチウイルスのリ

ードが検出された。しかし、得られたリー

ド数が少なく、遺伝子型の決定や株間の塩

基配列の比較に必要な量の配列データを決

定できない検体も多かった。十分な量の配

列データが得られたのはノロウイルスが 5

検体、アイチウイルスが 1検体であった。 

 

D. 考察 

因果関係が不明であったノロウイルスを

原因とする集団食中毒事例を対象に、因果

関係の解明につながる新たな情報を得るこ

とを目的に、NGSによる網羅的解析を行っ

た。 

その結果、ノロウイルスとアイチウイル

スのリードが全検体から得られた。しかし、

得られたリード数が少なく疫学的解析に十

分な量の配列データが得られない検体が多

く、これまでのところ、因果関係の解明に

つながるデータは得られていない。 

十分な量の配列データを得るためには対

象とするウイルスのリード数を増やすこと

が必要であるが、本村らは、糞便からのノ

ロウイルスの網羅的な解析に特異的なプラ

イマーを用いた PCR産物を網羅的解析の出

発材料としている。 

今後は、NGSにより得られる検出対象ウ

イルスのリードを増やせるよう、出発材料

の種類や前処理法について検討することが

必要と考えられた。また、NGSにより得ら

れたデータ解析を円滑に行うため、さらな

る解析技術の習得・熟練が必要と考えられ

た。 

 

E. 結論 

国立感染症研究所との間に病原体の網羅

的解析を行うネットワークを構築すること

を目的に、倫理面に配慮した検体の取扱い

方法及び解析データの取扱い方法について

検討するとともに、感染研と連携して NGS

による網羅的解析を実施した。今後はさら

なる高度な解析技術習得を行うとともに、

検出対象について疫学解析上、十分な量の

配列情報が得られるよう網羅的解析の出発

材料の種類や検体の前処理方法について検

討する予定である。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2. 学会発表 

   なし 
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G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得：なし 

2. 実用新案登録：なし 

3. その他：なし 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表２ ウイルス検査状況 

番号 検体 被験者 RT-PCR 網羅的解析（リード数） 

      Norovirus  Aichivirus Norovirus  Aichivirus 

1 糞便 患者 ● 
（GII-4） 

  1,341 
（GII-4） 

17 

5 糞便 患者 ● 
（GII-2） 

  12 
（GII-2） 

4 

6 糞便 患者 ● 
（GII-11） 

  40 1 

7 糞便 患者 ● 
（GII-4） 

  4 1 

8 糞便 患者 ● 
（GII-4） 

  397 
（GII-4） 

5 

9 嘔吐物 患者 ● 
（GII-4） 

  30 9 

10 糞便 調理従事者 ● 
（GII-4） 

  114 
（GII-4） 

1 

11 糞便 調理従事者 ● 
（GI-4, GII-4） 

● 
（type 1） 

2,880 10,046 
（type 1） 

   
●：検出 (  )：型  

 
 

表１ 患者発生状況  

グループ名 摂食者数 患者数 食事のメニュー 

A 51 26 わんこそば、弁当 

B 31 12 皿盛 

C 2 1 わんこそば 

D 4 0 わんこそば 

E 6 1 わんこそば 

合計 94 40   
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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興研究事業研究事業） 
分担研究報告書 
 

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 
 

研究分担者 氏 名 舘田 一博  （所 属）東邦大学医学部微生物・感染症学講座 
研究協力者 氏 名 青木弘太郎 （所 属）東邦大学医学部微生物・感染症学講座 
  嵯峨 知生  （所 属）東邦大学医学部微生物・感染症学講座 
                   石井 良和  （所 属）東邦大学医学部微生物・感染症学講座 
 
 
研究要旨.  
感染症診療において起因病原体の特定は、適切な治療を行う上で極めて重要
である。しかし、培養や特定病原体の遺伝子を検出するこれまでの微生物検
査法では起因微生物の特定が困難なことが少なくない。東邦大学医療センタ
ー大森病院で、臨床像から感染性心内膜炎が強く示唆されるにもかかわらず、
血液培養で細菌が培養されず、その特定に至らなかった症例を経験した。当
該患者は、弁置換術が施行されたことから、採取された疣贅および弁組織検
体を対象に、次世代シーケンサーを用いた網羅的病原体ゲノム解析および
16s rRNA をコードする遺伝子解析による病原体の検出・同定を試みた。網羅
的病原体ゲノム検索の結果、リード数から優勢と思われる主要な菌種は
Streptcoccus pnuemoniae と Abiotrophia defectiva であった。並行して実
施した 16S rRNA 解析でも全ての検体から A. defectiva の 16S rRNA と相同
性の高い DNA 塩基配列が確認された。これまでの検査で原因菌が不明とされ
ていた感染性心内膜炎症例に対して、次世代シーケンサーを用いた網羅的病
原体ゲノム解析と 16S rRNA の塩基配列を解析することにより、原因菌が A. 
defectiva であることを特定するに至った。今回の結果から、通常う検査で
は起因微生物が特定できない場合でも、網羅的病原体ゲノム解析により病原
体を特定できる可能性があることが示唆された。 
 
 

 
 
A. 研究目的 
感染症診療において適切な検査による原
因微生物の特定は、治療薬を選択する上で
も必要不可欠である。重症度が高いあるい
は治療薬に反応しない、または長期間の治
療を要する感染症において、原因微生物の
同定は特に重要である。しかし感染症診療
において、従来の検査法では感染症の原因
微生物を特定することができない症例に遭
遇することがある。このような場合、病原
体に由来する遺伝子を検出することで起因
微生物を推定することが可能な場合がある。

従来法で診断できない起因微生物を推定す
ることは、感染症患者にもたらす治療上の
有益性はきわめて大きいと考えられる。 
2014 年 2 月に、東邦大学医療センター大
森病院で臨床像から感染性心内膜炎（IE）
が強く疑われるにもかかわらず、起因病原
体の特定に至らない患者に対して弁置換術
が施行された。その際切除された組織（疣
贅、および無冠尖、右冠尖、左冠尖）を対
象に、感染症の起因病原体を特定すること
を目的に次世代シーケンサーを用いた網羅
的病原体ゲノム検索を行なった。 
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B. 研究方法 
 臨床像から感染性心内膜炎が疑われるが
起因病原体の特定に至らなかった患者の弁
置換術で切除された組織（疣贅：S25 、お
よび無冠尖：S26 、右冠尖：S27 、左冠尖：
S28）より、核酸を抽出し、Nextera XT DNA 
Sample Prep kit（illumina）を用いて DNA
ライブラリを作成した。DNA ライブラリの
シーケンスは次世代シーケンサー（MiSeq, 
illumina）で行った。解析では、得られた
データのなかでクオリティの低いリードや
塩基を除去し、さらにヒトゲノムに由来す
る配列を削除した。次に、残った配列を
megablast で公知の病原体配列データベー
スと照合した。megablast で得られた結果
を MEGAN（チュービンゲン大学）で閲覧し
た。検出された病原体分類上の属や種、そ
してその配列数から IE の原因微生物を推
測した。 
16S rRNA をコードする遺伝子領域を PCR
法で増幅し、直接得られた増幅産物の塩基
配列を決定することからも、併せて検体組
織中に存在する病原体の特定を試みた。 
 
倫理面への配慮  
「微生物の網羅的検出法を用いた原因病
原体の検索」は、東邦大学医学部倫理委員
会から平成25年 12月 19日付で承認を受け
ている（課題番号：2510924060）。 
本検査でも申請書に記載した通り、次世
代シークエンサーで得られた配列からヒト
ゲノム情報を解析開始前の時点で削除した。
具 体 的 に は 、 ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 
(hs_ref_GRCh37)を対象にして Bwa mapping 
によりヒト配列に該当する解読リードを削
除した。残る解読リードを病原体候補とし
て megablast - nt および blastx- nr 相
同性検索を行い、臨床所見に該当する病原
体候補を抽出した。以上の結果、解析対象
とした限定された配列情報のみから個人を
特定することや、生活習慣病などの個人特
有のリスク因子を特定することはできない。 
 
C. 研究結果 

各リードの megablast でトップヒットし
た細菌グループを集計した。検体 S25 では、
ヒト配列を除去後のリード数(136,683 本)
のうち、Bacteria にヒットしたリードの割
合が 4.87％（6652）であった。データベー
スに存在する配列にヒットしない配列は
84.8%(115,952 本)であった。Bacteria のリ
ードのうち、Firmicutes にヒットした配列
の割合が 94.0%(6250 本)であり（図 1）、そ
のうちリード数の割合として優勢な菌種は
Streptcoccus pnuemoniae 16.2%(1001 本), 
Abiotrophia defectiva 11.5%(710 本)の 2
つであった（図 2）。他の 3検体でも同様の
結果であった。 
また、並行して実施した 16S rRNA をコー
ドする DNA 塩基配列の解析からも全ての検
体から A. defectiva の 16S rRNA と最も相
同性の高い塩基配列が見出された。 
 
 

 

Firmicutes 94.3%
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D. 考察 
一般に、IEの起因病原体は血液培養から、
もしくは疣贅等の感染部位の培養から検出
される。しかし、本症例では血液培養から
細菌が培養されなかった。さらに、培養法
では弁置換術の際に切除された組織（S25
〜28）からも細菌は培養されなかった。 
本研究では、次世代シーケンサーにより
得られたデータを解析することにより、細
菌のなかでも S.  pnuemoniae および A. 
defectiva のリードが優勢であった。IE の
原因菌として S. pneumoniae は考えにくく、
過去に A. defectiva による IE や血流感染
の報告が見られたため、本菌種が原因菌と
して有力であると考えられた。 
また、16S rRNA をコードする DNA 塩基配
列を解析したところ、いずれの検体から A. 
defectiva の 16S rRNA と最も相同性の高い
配列が確認された。この 2 つの解析結果を
総合して、今回の IE 症例の原因菌は A. 
defectiva であると考えた。 
次世代シーケンサーを用いた網羅的病原
体ゲノム解析は、起因微生物が予測できな
い場合や、本症例のように培養陰性である
場合にその力を発揮する。また、本手法は
定量性もあるため、患者もしくは対象検査
材料内における微生物量を判断できる。 
本研究では、原因微生物が培養不可であ
った感染症の、次世代シーケンサーを用い
た病原体ゲノムの網羅的解析が、病原微生

物の同定と臨床診断の一助となることを示
した。 
 
E. 結論 
 原因菌が不明であった IE 症例の疣贅お
よび弁検体を用いて次世代シーケンサーを
用いた網羅的病原体ゲノム解析と 16S rRNA
解析を実施した。その結果、本 IE 症例の原
因菌は A. defectiva であると考えられた。 
 
G. 研究発表 
1. 論文発表 
なし 
 
2. 学会発表 
なし  
 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
 なし

Bacillales(

Abiotrophia(defec2va(

Aerococcus(urinae(

S.(pneumoniae(

S.(dysgalac2ae(group(

S.(oligofermentans(

Other(Streptococcus(

Others(

11.5%

16.2%
25.1%

23.3%

9.7% (Order)

5.5%
6.6%

2.1%
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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。 



 43

 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。 
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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） 

分担研究年度終了報告書 

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 

〜病原体網羅遺伝子解析を基盤にしたプロテオーム解析による抗原解析と新規病原体検査法の開発 

研究分担者 梁 明秀  横浜市立大学医学部微生物学 

研究協力者 松永智子 横浜市立大学医学部微生物学 

 

研究要旨 近年、次世代核酸シーケンサを用いた新興・再興感染症に対するメタゲノム解析が進歩し、

新たな病原体の同定や病因の解明が進んでいる。本研究プロジェクトでは、網羅遺伝子解析を基盤とし

た病原体のプロテオーム解析を実施し、それを基盤とした病原体に対する新規検査診断法の開発を目指

している。網羅的遺伝子情報に基づくウイルス抗原の解析やウイルスタンパク質の機能解析等につい

て、コムギ無細胞タンパク質合成系を用いたプロテオミクスを活用する。本年度は新規病原体

Trichodysplasia spinulosa-associated polyomavirus (TSV) の VP１タンパク質を、コムギ無細胞系を

用いて作製し、本抗原に対するモノクローナル抗体の作製を試みた。本抗体はウエスタンブロットにお

いて VP1タンパク質およびウイルス様粒子を特異的に認識した。本抗体を用いることで TSVに対する

新たな検査法や診断法の開発に結びつくものと考えられる。 

 

Ａ．研究目的 

 感染症の疑いのある不明疾患やバイオテロ、新

興・再興感染症などによるアウトブレイク対策の

ための迅速・網羅的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が重要で

ある。一方で、感染症の疑いのある不明疾患等の

ための迅速・網羅的病原体解析法として、ウイル

ス抗原の検出や血清中の抗ウイルス抗体の測定

法を整備することが必要となる。 

次世代シークエンシングの進歩に伴ってメタゲ

ノム研究の分野は大きく発展し、不明感染症の病

原体由来のゲノム断片を多数検出することが可

能である。しかしながら、疾患検体に存在するゲ

ノム断片のみでは、当該病原体の疾患病因との関

与について確定することは難しく、核酸検査と平

行して疾患臓器における病原体抗原の存在およ

び宿主血清中の病原体特異的抗体の存在を証明

すべきである。そのためには、病原体網羅遺伝子

解析を基盤にしたプロテオーム解析による抗原

解析と新規病原体検査法の開発が必須である。 

近年、新興・再興感染症に対する抗原・抗体診断

法の開発が進んでいる。しかしながら、従来の手

法は、大腸菌や培養細胞への遺伝子導入によりウ

イルスタンパク質の合成が基盤であり、細胞毒性

が強く、かつ可溶性の低いウイルス抗原タンパク

質の作製には不向きであった。今回、我々は、コ

ムギ無細胞タンパク質合成系を用いて新規病原

体の可溶化全長タンパク質を作製し、これを抗原

として用いることで、免疫学的診断に利用可能な

高品質のモノクローナル抗体の作製を行った。 

 

Ｂ ．研究方法 

1.コムギ無細胞系によるTSVウイルスタンパク質

の合成 

Trichodysplasia spinulosa-associated 

polyomavirus (TSV)がコードする VP1 遺伝子を

PCR 法を用いて増幅し、無細胞タンパク質発現ベ

クター pEU-bls-S1 (bls; biotin ligation site 

GLNDIFEAQKIEWHE, S1: linker sequence 

LHPPPPRIS) に導入した。作製した pEU ベクター

を鋳型に SPu primer 及び AODA2303 primer を用

いて PCR 法により転写鋳型を作製し、SP6 

polymeraseを用いた転写反応によりmRNAを合成、

続いてコムギ無細胞合成系・重層法によりタンパ

ク質合成を行った。タンパク質のビオチン化は、

下層にコムギ無細胞系で合成した biotin ligase 
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1µl (～50ng/µl) および 終濃度 0.5µM Biotinを

加えることにより行った。免疫用抗原の作製にお

いては、His タグを付加した VP1 タンパク質を、

ウイルスタンパク質の可溶化を亢進させるため

に界面活性剤である Brij35（0.5%）存在下にて合

成後、Ni-sepharose ビーズにタンパク質を吸着さ

せた。カラムを 8 M の尿素を含む洗浄液にて２回

洗浄した後、500mM イミダゾールバッファーを用

いて精製タンパク質を抽出した。 

 

2. モノクローナル抗体の作製 

コムギ無細胞系を用いて合成したウイルス抗

原 タ ン パ ク 質 に keyhole limpet 

hemocyanin(KLH)を共有結合させたものを免疫

源とした。これを 6 週齢の Balb/c マウスに foot 

pad法で2週間置きに1ケ月間免疫した。免疫後、

マウス脾細胞を採取し、マウスミエローマ細胞で

ある SP2/Oと PEG法で融合しハイブリドーマを

作製した。 

 

3. ELISA 法 

96 well plate に終濃度で 50 ng/well の抗原を

一晩コートした。反応後、バッファー液を除きブ

ロッキング剤を加えて室温で 1時間静置した。そ

の後 PBS で 3回洗浄後、各倍希釈したハイブリド

ーマ上清を加え室温で1時間反応させた。次にPBS

で 3回洗浄後 HRP標識抗マウス IgG 抗体を室温で

1 時間反応させた。これを PBS で 3 回洗浄後発色

基質を加え、30 分後 1 N 硫酸で反応を停止させマ

イクロプレートリーダーで吸光度を測定した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究において、遺伝子組換え実験を用いること

から、研究者が所属する機関の組換え DNA 実験安

全委員会、バイオセーフティ委員会、動物実験委

員会、医学研究倫理委員会等の承認・認可を得て

実験を行った。また、本年度はヒト検体を使用し

た実験を実施していないが、臨床サンプルの解析

及びデータの公表にあたっては、倫理委員会の規

則にのっとり、当該患者（感染者）の同意を得る

予定である。 

 

Ｃ．研究結果 

1.TSV-VP1 タンパク質の合成 

コムギ無細胞タンパク質合成系を用いて作製

した TSV-VP1 タンパク質は、概ね不溶化タンパク

質であった。しかしながら、翻訳反応液中に界面

活性剤の Brij35 またはリポソームを添加するこ

とで、可溶化率が顕著に亢進した。これらの可溶

化タンパク質を精製し、モノクローナル抗体作製

のための抗原とした。 

 

2.TSV-VP1 モノクローナル抗体の作製 

 上記にて作製した抗原タンパク質を Balb/c マ

ウスにfoot pad法で2週間置きに２回免疫した。

1 ケ月後マウスの脾細胞を採取し、マウスミエロ

ーマ細胞である SP2/O と PEG 法で融合し 48 種類

のハイブリドーマを得た。1 次スクリーニングと

して ELISA 法を用いて活性を確認した結果、48 種

類のうち、18 種類のハイブリドーマ上清が活性保

持していることが明らかとなった。 

 

3.ウェスタンブロット解析による抗原認識の確

認 

 次に上記にて選択した 18 種類のハイブリドー

マ上清がウェスタンブロット解析に使用できる

か否かについて検討した。VP1 タンパク質が、培

養細胞において発現がほとんど見られなかった

ため、リコンビナント VP1 タンパク質を抗原とし

て用いた。その結果 18 種類すべてのハイブリド

ーマ上清がウエスタンブロット解析において

TSV-VP1 タンパク質を認識できることが確認され

た。また、VP1 を有するウイルス様粒子を用いた

解析においても同様にVP1タンパク質を検出する

ことができた。現在本抗体の免疫組織化学染色に

応用可能かどうかについて検討中である。 

 

D. 考察 

本研究において、合成した可溶性 TSV-VP1 タン

パク質は、機能および構造が保持されている状態
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であると考えられることから、生体内で誘導され

る構造を認識する抗体の検出も可能であると示

唆される。また、全長タンパク質を用いることで、

様々なエピトープに対する抗体が検出されるこ

とが期待できる。異なるエピトープを認識する抗

体を取得することで、ELISA やイムノクロマト法

などの免疫学的アッセイ法の開発に結びつくも

のと考えられる。 

 

E. 結論 

コムギ無細胞タンパク質合成システムを活用

して作製した全長TSV-VP1タンパク質の精製に成

功した。また、本抗原に対するモノクローナル抗

体を作製した。今後は、免疫組織化学や免疫沈降

法などに有用な抗体クローンを選別することで、

TSV の診断や病態解析に貢献できる抗体が得られ

るものと考えられる。 
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