EEFBITRHEREEXEMYE (G- FRBRRERV FHERREREEREER)
SERMRBEE

FREFAPNEZEFROEREIEEDOHE
SHEFRFEL REFR/NERIEFROBEREIRSR
B [ I BB I A

BRI ED

MRSEE K D8

HREE: AARTHIEL TV DREAHO/NEEHEIFRIEFNZDONT, FFED 7 A L Ak &
BEN R SN 0G0 Z2B BT 5720, BERKIZOWN T, £ < OFRERRISF 2 i IR
LT, MR PIZIRR A O/NR RT3 Bl o4, Mg, Wik Wik, 8, R, T
MR OWTHR AT o 7o, i, £, v A F 7Ly 7 ZEER PCR ELZICH LU A
NV A DHEFERIESE (multivirus real-time PCR ) (2 X0 0 #9170 FEEHO 7 A /L A DRGSR 2R TR T3
3BIE BT _XTOUANARREETH -7, WRIC, gz v, ’kittRe—27 =3 —ic ks
A BT ) NENT (DNA,RNA) %1772, Torquetenovirus MR SN7zflb o722, & &b L
WNIHIETDVA VA THY | #ER, AERUANVABEBTORBITIZEL R o7, BCkD/)
ARG @SBEEICRE SN TND T T ) U A VAR A /LA 2 (adeno-associated virus 2,
AAV2)IZHOWTHERER PCR iEEZ MWV, B 2B T2, EREDBERIETH T2, DT 3 o
R TlXd 2705, WOK TR A 6 1 2 I RSB N SVERT 28 & I35 72 W R T 5 rrREME:
LRI D, SFEER. ERRBECNZ, 77 2 UA VAN RAED & 2o AAV (2%
DR EEDRRFRE & & b, UA NV ASEERIMIIE S LT, RO RO 21T o 7,
AARD/NRBMEITFRENZDNT, BOKTH LIV LIER & BARDIRBIC L D b ONEH NI T 57

DITIE, Ak, SO DEFIZIEL., BT+ 508 S D,

Wt /18
H8 Wk
TR A
e A

A — B

ES AR ORI
[ESLIRGYEMT FERT
ESLIRGEMT FERT
FENLIRGHENT FERT
ES VAR SRSy

A. WHFEEM

2022 FFIZHE, B RO, KETRBR N 7
SRR O /NRBMERFRIZHOWN T, BRKD
WRERNOIET T 2 OA VAT A VR
(adeno-associated virus 2, AAV-2)fE& % & @ B )3 R
BINTW5D, BKTAHALILE LD Z/NEEMENT

ROBILHEIMNT ARIZIB DN TIZH L TRV,

IR O/NREYEFR I —EFFEL TV 5,
ABFFETIE, BATHIIEL CTWDJRKRAHD/NE
SERFRIEBNZ DWW T, FFED 7 A LAY & B
HARLSNDNENEH LN T 5720, BER
KIZ2ONWT, < OIFFURZ IR E L, T D
JRER, RREAMRIAT S Z LA E T D,

B. #9515

HARE N THA U7 JFUIR R B O /)8 2 T 2% 2R
FO3HOREIZHN A (G, Mg, HIER
SUVNER, 8, R, FFRL7e &) 2 Lz, #fits
- BRRRRR DS DNA/RNA ZR58 L. 5 [R5 R
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K (TANA) ODBERIZAVT T Ly 7 AERN
PCR £z G LD A v 2 O GEN B R

(multivirus real-time PCR {£) & H\\ o, RiETIE
b MNEREBET 5K 170 O ¥ A L AR D
AR ATEE T H D | 2010 FITAR SN TH L YHET
ex RERAHERICBNTUA VA2 LT
FERN B D,

AL NERTIL. MK D DNA, RNA 705
metagenome DNA-Seq (mDNA-Seq. QIAseq FX
DNA Library Kit) & X % metagenome RNA-Seq
(mRNA-Seq. Zymo-Seq Ribofree Total RNA Library
Kit) (2 TRy —7 = —HDT7 A4 77V —
ZAERK L, Illumina L NextSeq 1000 @ P1 reagent
(1.3 &7 7 A% —_ 150-mer paired-end) CEzHc V) —
R&&7-, g — Kb e NS A HIFRO%,
NCBI nt 7 — & ~_X— Z|Z%} L T megablast {E1Z K
HECHIFRFIPERE R 2 i L, e AR BEE S 2 IR
ROAFAEZ T L7z (MePIC 212 KB /31 T T A v
fRHT) o 3 A DERRFRIARDN D | IR FUARRSR 22 ki L
726
JRRAB/NE MR E OB@ENBE SN T T
JUANAFEOREHFIEICE LT, TG &
FEfi L7, [FRRIC ™7 A L A4S BEIC S L 7= /e b 4
At L7z & BIZHCK TRBAIFRIEFNI I ST
WD AAV2 IZOWT B RRIERORRE 21T o 72,



(fi PR ~ DB )

ABFFEE TN XS & D AP - ESRTZE
(ZPE9 2 fBldESE ) sy U, [E S EFRERRITIE
B = ENESYENTEETRS L O E A NER S
DEMEE B R OERZHF T T,

C. WFERER

WFFEAR NI RN O/ NE AT 2 3 fil(Case
1-3), 7 BIRDOMBEEIT -T2, BFOFRIEFHIL 6
MHMPG 3ET, TXTHRT, BRI,
Th. WHEEL WK, B, JR, I CTH o7,

sttt . SEB] Z & 12 multivirus real-time PCR
BEICEDUANADRERIRE EIT 12 25,
TT ) UANA, AAV-2 EEDRE LT RTO
UANANRRETHY, BER VA NVABIBEFD
BHICIEE SR o7 (R 1), —FH T, NEHE=
Yhfu—)L& LTHHELZE M beta-actin X°
GAPDH-mRNA [ Z5METH 0 | B ORZRE, %
HEEICHEIT W2 E RS Tz,

WIZHh R 2 v, Ry — 27 =% —(C
KDALY ) MR AT RO KD 2R T
Ho7,

® C(Casel
Mi%» mRNA-Seq (2 & ¥ Human bocavirus % %%
A L7223, Viremia VA /L AMJE % 23 5IHRE
KTdH 2 ATREMEDME < | AUEIR DI K 1T B2 K]
T2 b OTIEZR & S 7, Tl FFPE k)
DITFFET REFHEKR LR TE o T,

® (Case?2

7% ® mDNA-Seq/mRNA-Seq & & IZHFFET X
SRR LRI TE oo,

® C(Case3

MHEE A U 7 K fK 72> & Hepatitis delta virus 2% 4 A
B ST, P EORIETH Y | AGEH] & DB
MEEHETXD LD T oz, 2MMREND
Torque teno virus 23R H < 4v, AMERIZ K 5
NIEE D circo DNA virus OTE AL & H¥r <7,
MR £ OURKRIA D mDNA-Seq/mRNA-Seq & b
IR RERRE LR TE o Tz,

TT 7 UANZERIFNCE LT, JRERARBH/NRE
HFRIZHCKTIEZT T 7 U A VA F FOBG-RE
fEhizZ&mnb, 77 /7 74V A F FOKR K
ERR bW DRFEERL -t~ ==27 v 5%
7T A A (EYEMEEB X,
https://www.niid.go.jp/niid/images/lab-
manual/AdenoVirusDiarrhea20220518.pdf | 33 LY, 7
T ) A A A KPR AT RE 2R TR BE RS I -
WATYEARERER B - ZWi~==o27 /1 (& 4
Ry . https://www.niid.go.jp/niid/images/lab-
manual/AdenoVirus PCF_EKC20230106.pdf] Fr#{ D
FikEEBARRIC LT, HEO A NV ADFED
EEL, UANVASBERME S LC, HEFROEE

i (A549. 293, Vero, Hela, RD-A . RD-18S. GL37LL,
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LLC-MK2, WI-38, HEL299, Molt-3, COS-7) % H
B L7

R D/ NRBAVENF R TR ST 5D AAV-2
IZDWT, =M PCR ODRHARENLSL EIF5 L &
Bz, IR mYEDOH D AAV (2N T, [FRIFFIC
EmEI) PCR 2N LTz, fEfftSi7z 3 fllico &,
T RTORIKRT AAV ZFR5E L7, BRI
Nz,

D. #%%

AFEFE IR L 3 BIOMRBIZHE E o7,

WK DRER]T 8 FILL LD TH D AAV-2 T4
FIFRSE L7 3 Bl bIdmiti S viinote, A5
J LRMT TR S NN DD T A VAT a
—EHMENZ & & Torque teno virus (3 JRIMED 72
WHREDO DA NV ZZ B L TWLEDHRTHDH Z
ENHERIN, FiR. AERUANVAITHRE SR
Mole, DTN IFIORBETHY | fhamiEHEwn
23, WCK TR s B o5 IR AR /NNE &
PEFFZ L1382 DIRETH D AlEE L R S D,
H AR O /NI R QIR 2 B & 223 5121,
XL DERZE, SESERMIETHRET D
ZEMMETH D,
F 7z, AW TIE, WL ONOWE T, ~LRR Y
A IVAZED DNA U A VA E NPT & o B
MWRBEINTZ D, 7T 7 UANALID
DNA U ALV A G BENFIREZR X D12, HE DR E
Al A FHE U, FEEE - FERTELERIR IR R D3 w]
BEZRIG AT WG T A IV RS BEDS AT RE 72 R AE % HEFF
L7,

E. f&im

3 Bl D /NFLBVEIT I DIRNT 24TV TR JF AR -
DONEFRRBEAT > 1208, AR IR ERES T O
REIZIZE SR o7, BCKTAH LN D /NEENE
FFRICEHE ISR SN S AV-2 [ZOW T HRER
L7=n3plE b Tchor, 3HIH, 16 LA
AR DFREEA 22 < . EITHIBIC L A RR AR A
Thol==H, BEIERENIFEFEAREOZRTT
NREETH > T-, 5% YREDZEHICHT= > T
X, —EOREMEOREE - BEOMMEE L bic, &
FEHRRERBELZ D LI LHEENEE L
WeEEZHND,

F. fEEESGRRIE®
AV

G. WrgE3*R
1. G
ML

2. FRFEFR
AV



H. F0MPEMED HFA - BERRI AV
1. FFErEuUS
ML
2. FEHH R

15



X3

# 1 multivirus real-time PCR RBIREHE—&

DNA viruses

Polyomavirus: JC virus, BK virus, KI virus, WU virus, Merkel cell polyomavirus, Trichodysplasia spinulosa-associated
polyomavirus, Human polyomavirusé, 7, 9, 10, 11, 12, New Jersey polyomavirus

Papillomaviruses: HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,56,58,59, 66, 68, 73

Parvoviruses: parvovirus B19; human bocavirus; adenovirus A—F

Herpes viruses: HHV 1-5, 6A, 6B, 7 and §; B virus

Poxviruses: variola virus, monkey pox virus, molluscum contagiosum virus

Hepadnavirus: Hepatitis B virus

Other: Adeno-associated virus 2

RNA viruses

Filoviruses: Sudan Ebola virus, Zaire Ebola virus, Marburg virus

Bunyaviruses: Crimean—Congo hemorrhagic fever virus, hemorrhagic fever with renal syndrome virus (Hantaan, Dovrava,
Puumala, and Seoul), Rift valley fever virus, sin nombre virus, Severe fever with thrombocytopenia syndrome virus

Arenaviruses: Lassa virus, Junin, Guanarito, Machupo and Sabia viruses

Togaviruses: equine encephalitis virus (Venezuelan, Eastern, and Western), Sindbis virus, Mayaro virus, Getah virus,
Chikungunya virus, rubella virus

Enteroviruses: pan-enterovirus, enterovirus 68 and 71; poliovirus 1-3; coxsackievirus A2-A6, A8—-A10, A16, A21, A24, B1-B6;
echovirus 5, 6,7, 9, 11, 13-16, 18, 25, 30; parechovirus 1 and 3; rhinovirus A and B; rotavirus; reovirus 1-4; Melaka
virus; Colorado tick borne fever virus

Flaviviruses: dengue virus 1-4; Japanese encephalitis virus; Murray Valley encephalitis virus; St. Louis encephalitis virus; West
Nile virus; Tick-borne encephalitis virus; yellow fever virus, Zika virus, Alongshan virus

Orthomyxoviruses: influenza virus A—C, H3, HSN1, H7N9 and HIN1pdm

Paramyxoviruses: parainfluenza virus 1-3; Hendra virus; mumps virus; measles virus; RS virus A and B; metapneumovirus;
Nipah virus

Rabdoviruses: rabies virus, lyssavirus 5 and 6, Chandipura virus, Duvenhage virus
Coronaviruses: coronavirus OC43, 229E and NL63; SARS-coronavirus,. SARS-CoV-2, MERS coronavirus
Caliciviruses: astrovirus, sapovirus, Norwalk-like virus 1 and 2
Hepeatitis viruses: hepatitis A virus, hepatitis C virus, hepatitis D virus, hepatitis E virus, GB virus
Lentivirus: HIV-1, HTLV-1 and 2

Others: squirrel Bornavirus, Simian endogenous retrovirus

1 R —7 2 —TRERRR RN L BRRRE—R

M

£

A5 J LERRAY—)L MePIC2 L&D
® NGSU—RDUAUFs—hRU=Y
® bt ' AECHIDHIER

® Megablast - nt (NCBIOMSIERATIT—5R—R) ([CLDETIHRTE

MePIC/nuc (c;:;my gzzﬁl’:’; lm;'c' o MePI((:IE;J; Blas;
mDNA-Seq / . Trimming (] E +5/  |Hits T— Bacteria
mRNA-Seq Case#  [Specimens ELNGSY— F (E b4/ LEFIA LEM % |R—ZI=Ew b LE|reads Bacteria %

) ot e NGSY— F#)

U—F¥)

mDNA-Seq  |Case 1 Liver-FFPE 3,015,277 15,121 99.5% 6,194 2365 0.0784%
mDNA-Seq  |Case 1 Serum 20,442,463 66,803 99.7% 17,644 1706 0.0083%
mDNA-Seq  |Case 2 Serum 15,259,260 63,223 99.6% 26,502 1823 0.0118%
mDNA-Seq  |Case 3 Blood 24,244,393 89,833 99.6% 35,389 881 0.0036%
mDNA-Seq  |Case 3 Serum 7,671,597 27,043 99.6% 9,838 1240 0.0162%
mDNA-Seq  [Case 3 Swab 31,011,289 3,598,860 88.4% 2,311,734 2117160 6.8271%
mDNA-Seq  [Case 3 Urine 804,869 6,108 99.2% 2,700 2120 0.2634%
mRNA-Seq Liver-FFPE 14,525,628 77,565 99.5% 24,704 3881 0.0267%
mMRNA-Seq Serum 5,567,165 39,570 99.3% 13,509 2740 0.0492%
mMRNA-Seq Serum 7,195,169 48,299 99.3% 16,468 3738 0.0520%
mRNA-Seq Blood 32,687,460 133,478 99.6% 15,934 1253 0.0038%
mRNA-Seq Serum 718,104 7,352 99.0% 2,802 1325 0.1845%
mRNA-Seq Swab 9,401,083 2,903,883 69.1% 2,569,390 2424888 25.7937%
mRNA-Seq Urine 91,396] 5,392 94.1% 3439 3022 3.3065%

E RRBEDFE DT ENGSHERT (XF5° ) LRRIT) THBR2H.

BE, 99%ia< 3E M/ ABRTICEYET S,
E 5 LAHIBREICES 28— Rbh 5,
RREEHERRELC.
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	研究代表者　須磨崎亮
	国立国際医療研究センター　肝炎・免疫センター　客員研究員
	また、英米の研究結果からはアデノウイルス随伴ウイルス(adeno-associated virus 2, AAV2)感染との関連が示唆されている。本研究では、日本で発症している原因不明の小児急性肝炎症例について、特定のウイルス感染と関連が見られるか否か、とくにAAV2との関連を明らかにするため、患者検体について検索する。また、収集する検体は今後研究を行う時に貴重なので、患者または保護者の同意を得たうえで、残余検体を新興・再興感染症データバンク事業ナショナル・リポジトリ(REBIND)に提供する。
	１）疫学調査
	残った臨床検体は、研究終了後に新興・再興感染症データバンク事業（REBIND）に移譲できるよう、REBIND事務局との連携したCRF作成、同意取得段階での同意書への組み込みが行われている。
	一次調査の回答率は37.7%で、2017年1月1日～2022年６月30日の期間に暫定症例定義を満たす症例数は総計1,229名であった。年間症例数は、パンデミック前の2017～2019年は各々260名、257名、243名に対して、パンデミック中の2020年、2021年は各々164名、192名で、パンデミック中は少ない傾向がみられた。とくに0歳、1-4歳の低年齢層で減少が顕著であった。地域別、時間的にクラスターはみられなかった。肝移植の明らかな増加傾向も認められなかった。
	名古屋大学では2022年9月以降に発症した暫定症例定義を満たす12例（アデノウイルス陽性例、肝移植症例を含む）の血液を用いて、定量的PCRを検査した。CMV,HHV-6,HHV-7,アデノウイルスが各１例と共に、アデノ随伴ウイルス2型が2例で検出された。
	日本で2022年４月27日から開始されたサーベイランスにより2023年3月16日までに162例の届出があった。この症例数は今回の疫学調査の数字と比較して増加しておらず、肝移植例も増加がみられなかった。また現時点における国内症例のAAV2検出状況は、英米で80%以上の症例から検出される状況とは明らかに異なっていた。英米では日本では背景となるAdVの流行も未だみられていないことから、英米の重症急性肝炎の「流行」という状況とは全く違うことが判明した。ただし日本では、新型コロナウイルスが2類から５類に移行...
	本研究班の疫学調査では、世界共通の暫定症例定義を用いて、新型コロナウイルス流行前の3年間を含む5年半にわたる原因不明の小児急性肝炎の全数調査を行うことができた。世界的にも例がなく、小児急性肝炎の発生とパンデミックの関係を明確に示す貴重な知見が得られると期待される。とくに今回の研究班で調査できた2022年6月までの成績では、パンデミック後の行動制限解除の影響が不十分にしか反映されていない。今後の疫学調査の継続が求められる。
	2022年に英国、および、米国で急激な増加がみられた原因不明の小児急性肝炎について、欧米の研究結果からはアデノウイルス随伴ウイルス(adeno-associated virus 2, AAV-2)感染との関連が示唆されている。欧米でみられたような小児急性肝炎の急激な増加は日本においては明らかでないが、原因不明の小児急性肝炎は一定数存在している。本研究では、日本で発症している原因不明の小児急性肝炎症例について、特定のウイルス感染と関連が見られるか否かを明らかにするため、患者検体について、多くの病原体...
	核酸抽出後、症例ごとにmultivirus real-time PCR法によるウイルスの網羅的検索を行ったところ、アデノウイルス、AAV-2を含む検索したすべてのウイルスが陰性であり、有意なウイルス遺伝子の検出には至らなかった（表1）。一方で、内因性コントロールとして検出したヒトbeta-actinやGAPDH-mRNAは陽性であり、検体中の核酸、核酸抽出法に問題はないことが示された。
	次に抽出核酸を用い、次世代シークエンサーによるメタゲノム解析を行ない、次のような結果であった。
	欧米の小児急性肝炎例で検出されているAAV-2について、定量的PCRの検出系を立ち上げるとともに、肝臓に指向性のあるAAVについて、同時に定量的PCRを確立した。提供された3例につき、すべての検体でAAVを検索したが、陽性検体はなかった。
	今年度は研究期間が短く、3例の検索に留まった。欧米の症例で8割以上の検出率であるAAV-2は今回検索した3例からは検出されなかった。メタゲノム解析で検出されたいくつかのウイルスはコピー数が低いことと、Torque teno virusは病原性のない内因性のウイルスを検出しているのみであることが推察され、結局、有意なウイルスは検出されなかった。わずか3例の検索であり、結論は出せないが、欧米で急激な増加が見られる原因不明小児急性肝炎とは異なる病態である可能性も示唆される。日本の小児急性肝炎の原因を明ら...



