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研究成果の概要（和文）：本研究ではリンパ腫、肝炎、不明熱から採取した血漿を材料として次世代シーケンス
を用いた網羅的解析による未知のウイルスの検出を試みた。一般に血漿中の遊離DNA/RNAは微量だが、これを増
幅し解析することで、事前の情報なしでネコ免疫不全ウイルスや重症熱性血小板減少症ウイルスを検出すること
ができた。リンパ腫、肝炎、不明熱のイヌとネコで解析を行った結果、内在性レトロウイルスや宿主ゲノムに由
来するウイルス相同遺伝子が検出された他、イヌでヒトの内在性レトロウイルス、ネコではモルビリウイルスが
検出された。本方法は未知の感染症の検出において有用な手段になることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this project, we applied Next-Generation-Sequencing to detect 
unrecognized viruses in dogs and cats. Circulating DNA/RNA was extracted from small volume of plasma
 samples from clinical cases with  lymphoma, hepatitis and fever of unknown origin suspected 
infectious disease. We successfully detected feline immunodeficiency virus and sever fever with 
thrombocytopenia syndrome in clinical samples. Endogenous retrovirus and virus-like nucleotide 
sequence of host genome origin was detected in some cases possibly unrelated to pathological 
condition. Human endogenous retrovirus and feline morvillivirus was also detected . The method 
applied used in this project was useful to detect unknown pathogen from clinical samples in 
veterinary medicine.

研究分野：臨床獣医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
獣医療ではまだ認識されていない多くの感染症がある。未知の感染症を臨床現場で診断することは難しい。本研
究では、次世代シーケンスを使い、臨床検体から予想していなかった病因菌を体系的に検出できることを実症例
で示すことができた。今後、本技術を感染症疑い症例に対して利用することで新しい感染症を同定することが可
能であり、簡易な診断法や新規治療法の開発につなげることができるだろう。また最近では重症熱性血小板減少
症（SFTS）など重要な新興感染症が問題となっている。人と密接に接触する伴侶動物の感染症のいちはやく検出
することは、人の健康を守るためにも重要であり、本研究の成果はその目的にも資する技術となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトのリンパ腫では、HTLV-1、EBウイルスなどレトロウイルスやヘルペスウイルスが発癌
に関与することが知られている。また肝炎では病因となるウイルスが知られている。犬や猫な
ど伴侶動物の獣医療現場で実際に検査されているウイルス感染症の種類は少ない。犬、猫など
においてもまだ臨床的に重要であるにもかかわらず、未だ同定されていない病原体が存在する
はずである。近年、重症熱性血小板減少症（SFTS）など伴侶動物から人間へと感染する重篤
な感染症が国内で多発しており、公衆衛生上の問題となっており、獣医療において未知の感染
症や新興感染症を検出する体系的なアプローチが必要とされている。PCR 法等、分子生物学
技術を用いた病原体遺伝子の検出技術は著しい進歩を遂げているが、PCR法に代表される
核酸増幅検出法は、あらかじめ対象とする病原微生物の遺伝子情報が必要であり、病原体
が未知の場合には利用できない。未知の病原微生物を同定するためには古典的にはその微
生物が、病原部位から分離され、動物への接種で病気を再現できることが要求されるが（コ
ッホの４原則）実際には病原体の分離や疾患の再現は容易ではなく、病原体によっては不
可能な場合もある。臨床検体から未知の病原体を検出する新しい手法が必要になっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、未知のウイルスを検出するために臨床例から得られる組織および血漿を材
料にした次世代シーケンスによる網羅的解析方法の確立を試みた。その方法の妥当性を評
価するためにまず既知の感染症の臨床例について実際に解析を行った。そして実際に未知
のウイルスの関与が疑われる疾患のうち、リンパ腫、肝炎、不明熱の症例についてその方
法を応用しウイルスの検出を試みることにした。次世代シーケンスで病原体の配列が取得
された症例については、PCR法による遺伝子増幅とサンガーシーケンスなど従来広く用い
られている方法を用い、感染の有無を確認することにした。 
 
３．研究の方法 
 鹿児島大学附属動物病院および鹿児島県内の動物病院に来院した犬および猫を対象にした（。
表１）。材料としては生検により得られた細胞診材料、または症例から採取した血漿を用いた。
細胞診を材料として検索したのはリンパ腫と診断された犬の２症例および全身性のリンパ節炎
の１症例であり、これに追加して犬の T 細胞リンパ腫株化細胞である CLC 細胞から total RNA
を抽出し、次世代シーケンスによる RNA 解析を外部に依頼した。血漿を材料として検索したの
は上記とは別の犬のリンパ腫２例、画像診断などで原因が特定できない肝炎（ALT の著増）の
犬の２例、不明熱の犬 5例、不明熱の猫４例である。本方法の有用性と評価する目的で既知の
感染症感染例として Innotus 属真菌の全身感染の犬１例、SFTS の感染猫１例について血漿
150-200l を材料に血漿中の循環 RNA または DNA/RNA を抽出した。本方法の概略を図１に示し
た。RNA の抽出には NucleoSpinRNA Virus(MACHERRY-NAGEL)を用い、DNA/RNA の抽出には MagDIA 
Dx SV（プレシジョンシステムサイエンス）を用いた。抽出した RNA は微量であるため ovation 
RNA-SeqSystemV2（Nugen）を用いて
cDNA を合成、増幅した。合成したライ
ブラリーについてイルミナ社の Hiseq
またはNovaSeqによる解析を外部機関
に依頼し、塩基配列情報を取得した。
取得した配列について情報どおりト
リミングとクオリティーコントロー
ルを実行し、イヌまたはネコのリファ
レンス配列に対して TopHat または
Hisat2 ツールによりマッピングを行
い、マップされないリードをウイルス
検索の解析対象とした。これらのリー
ドはウイルスゲノムのデータベース
に対して直接マッピングを行うと同
時に、Trinity ツールにて de novo 
assemble を行い、得られた Contig 配
列についてBLAST解析を行いウイルス
関連の塩基配列の検出を試みた。これ
らの結果から感染が疑われたウイル
スについて、リードの塩基情報を基に
PCR 法による増幅とサンガーシーケン
スを行い、検体からのウイルス検出を
試みた。 
 
４．研究成果 
（1）技術的な成果と得られた課題 
①成果：血漿を材料にした網羅的検出によるウイルス感染の検出方法が確立できた 

本研究で行った解析のフローチャート。臨床材料（生検細胞、
血漿）から出発し、遺伝子増幅後、次世代シーケンスにより
塩基配列情報を取得した。その後、一般のツールを使いウイ
ルスに関連した配列を検索した。 
Akifumi Yamashita, Tsuyoshi Sekizuka and Makoto 
Kuroda. VirusTAP: Viral Genome-Targeted Assembly 
Pipeline Front. Microbiol. 2016. doi: 
10.3389/fmicb.2016.00032 



 未知のウイルス感染症を同定する場合、通常は培養細胞への接種によるウイルスの単離と増
幅が行われる。しかしこの方法では増殖しないウイルスは同定できない。今回、血漿から直接
核酸を増幅することにより感染ウイルスを検出することを試みている。まず塩基配列情報の取
得について、今回の研究では症例への負担がないように少量の臨床検査の残余サンプルを出発
点とした。スタートした血漿量は 200l と少なかったが、増幅により検体あたり 1800-2000 万
ペアリードの塩基配列を取得することができ、rRNA や増幅に起因する取得配列の重複はみられ
なかった。TopHat または Hisat2 によるリードのマッピングでは、10-30%程度のリードが犬ゲ
ノムに対してマップされなかった。宿主ゲノムにマップされなかったリードの de novo 
assemble により、数千〜数万配列/検体の config 配列が得られた。今回、解析した症例のうち、
解析前にウイルス感染が判明していた２例（ネコ免疫不全ウイルス：FIV、および SFTS）につ
いて実際にウイルス由来配列が検出された。SFTS の症例（急性期：採材日に死亡）については
多量の SFTS 由来配列が、FIV 陽性で不明熱が持続していた症例については比較的多くの FIV 由
来配列が検出された。今回の解析では、一般に利用な可能なデータベース、解析ツール、公開
されているパイプランを使用したが、特殊な解析ツールを使用することなく解析を行うことが
できた。 
 
 
②課題：DNA 病原体の検出ができなかった。次世代シーケンスの際の他検体情報の混入 
 一方で、Inonotus 属真菌の全身感染が判明していたイヌに対して、DNA/RNA 抽出を行い、同
様な方法により原因真 菌
由来の遺伝子が検出さ れ
るか検討してみた。一般
に病原体がわからない
状況では、DNA を解析す
べきか RNA を解析すべ
きか不明である。今回採
用した方法で血中の病
原体のゲノムや漏出し
てくるゲノムを検出で
きると想定していたが、
血漿から真菌由来の遺
伝子を検出することは
できなかった。DNA を遺
伝情報とする微生物、す
なわち DNA ウイルス、細
菌、真菌、原虫等を想定
する場合には別の検出
方法を検討する必要が
あると考えられた。また
次世代シーケンサーに
関する技術的な問題点
が明らかになった。今回、
数回にわたり次世代シ
ーケンス解析を外注し
たが、取得された配列情
報に他のサンプル由来
の配列が混入すること
が明らかになった。一般に次世代シーケンスではコスト等の問題から、一つの泳動レーンに複
数の検体を混ぜて塩基配列を決定する。得られた配列情報について、どの検体由来であるかわ
かるように、事前に DNA 検体に「バーコード配列」を付加し、それを読むことにより検体を仕
分けする。今回、おそらく他の依頼検体由来と推測される海洋微生物のゲノムウイルス量が多
かった SFTS 由来配列が他検体へ少なからず混入していた。感染症の解析では、これらの混入は
「誤診」につながる重大な問題となる。次世代シーケンサーの性能のスペックなど性能の問題
にも関連するが、バーコード配列のあり方や検体の依頼方法などについて検討する必要がある
ことが明らかになった。 
 
(2)臨床例での新規ウイルス検出の結果（表２） 
①リンパ腫症例由来の生検材料の解析 
 リンパ腫の腫瘍細胞が大部分を含むリンパ節生検材料から抽出した RNA について調べたとこ
ろ、ウシウイルス性流行熱ウイルス、ブタロタウイルス、牛痘ウイルス、ラッサウイルス、C
型肝炎ウイルスと相同性のある配列が検出された。これらのウイルス関連配列は、リンパ節炎
から得られた材料からも検出された。詳細に検討したところ、これらの配列はイヌゲノム配列
に由来することが判明した。犬ゲノムへのマッピングの過程で取り除くことができなかったも

症例 種 疾患 材料 遺伝子抽出-解析機種 
T1 Dog リンパ腫 生検細胞 RNA(Total)-Hiseq 
T2 Dog リンパ腫 生検細胞 RNA(Total)-Hiseq 
T3 Dog リンパ節炎 生検細胞 RNA(Total)-Hiseq  
T4 Dog リンパ腫細胞株 細胞 RNA(Total)-Hiseq 
P1 Dog 不明熱 血漿 RNA-増幅-Hiseq 
P2 Dog 不明熱 血漿 RNA-増幅-Hiseq 
P3 Dog リンパ腫 血漿 RNA-増幅-Hiseq 
P4 Dog リンパ腫 血漿 RNA-増幅-Hiseq 
P5 Dog 肝炎 血漿 RNA-増幅-Hiseq 
P6 Dog 肝炎 血漿 RNA-増幅-Hiseq 
P7 Dog 不明熱、皮下多

発性肉芽腫 
血漿 RNA-増幅-Novaseq 

P8 Dog 白血球減少、不
明熱 

血漿 RNA-増幅-Novaseq 

P9 Dog 深在性真菌症 
（Inonotus属） 

血漿 RNA-増幅-Novaseq 

P10 Dog 白血球減少、不
明熱 

血漿 RNA-増幅-Novaseq 

P11 Cat SFTS 血漿 RNA-増幅-Novaseq 
P12 Cat 白血球,血小板

減少、不明熱 
血漿 RNA-増幅-Novaseq 

P13 Cat 不明熱 血漿 RNA-増幅-Novaseq 
P14 Cat 不明熱 血漿 RNA-増幅-Novaseq 

表 1 本研究で解析した症例 



のと推測される。リンパ腫の症例だけでなく、リンパ節炎の症例からも検出されていることか
らこれらの RNA がリンパ腫の発症に関与することは考えにくいが、動物に病原性のあるウイル
スの遺伝子に相同的な配列がイヌゲノム中に存在することは興味深い。さらに今回検出されて
いるウシウイルス性下痢ウイルスの配列は、血漿からも RNA として検出されており、ウイルス
の進化や発生を考える上で非常に興味深い知見であった。 
 
②血漿由来 RNA を材料にした解析 
 リンパ腫２例や肝炎の犬の２例、不明熱の２例については血漿由来 RNA を抽出し Hiseq によ
り解析した。その結果、前述のようにイヌゲノム由来のウイルス相同配列が検出された他、マ
ウス白血病ウイルス(MuLV)に相同性を持つ内因性レトロウイルスが検出されている。この配列
はすべての検体から検出されているため、リンパ腫などの疾患の発症に直接関与しているとは
考えにくい。しかしながら、通常のレトロウイルスと同様、この配列がレトロポゾンとして新
たに宿主ゲノムへの遺伝子組み込まれれば、発がんに関与する可能性がある。そのため犬の内
在性レトロウイルスの遺伝子組み込みに必要な pol 領域の塩基配列について調べたところ、こ
の配列の pol 相同領域からコードされる蛋白は酵素活性をもたないことが予想され、検出され
た内因性レトロウイスは犬の癌化には関与しないと推測された。これ以外にレトロウイルス関
連配列として人の内在性レトロウイルスに 90％程度の相同性を持つ配列が複数の検体から検
出された(1,2)。この配列は犬のゲノム上にマップされず感染性因子である可能性が示唆された。
そこで、この配列がもっとも多く検出されたリンパ腫症例のサンプルについて解析をすすめた
ところ、検出された複数のリードはヒト内在性ウイルス HERV/env59 の広い領域にマッピングさ
れた。実際にサンプル中にこの配列が存在するか RT-PCR とサンガーシーケンスにより検証した
結果、この配列が PCR で増幅され血漿中に存在していることが明らかになった。この配列が複
数の検体で検出されていることから、病態に関与していることは考えにくい。しかしながら、
この配列がどこから由来しているのか不明であり、今後、解析を進める予定である。 
 DNA を遺伝情報とする病原微生物についても検出できる可能性を考慮し、NovaSeq による解析
も実施した。その結果、解析されたネコからネコ内在性レトロウイルスである RD114 が検出さ
れている。この内在性レトロウイルスは、過去にワクチン等への混入が示唆されている(3, 4)。
今回、FIV 感染による AIDS 様症状を呈している猫からこの遺伝子が検出されているほか、不明
熱の症例からも検出されている。一方で急性発症した SFTS の症例からは検出されなかった。解
析した症例が少なく詳細は不明であるが、FIV 感染など長期にわたる免疫抑制とこの内在性レ
トロウイルスの関連や病態への関与について今後検討していく必要があると考えられた。 
 NovaSeq により解析を行った犬の１例において、ウマ伝染性貧血ウイルス(EIAV)に相同性の
ある配列が検出された。この症例は、一過性の発熱、白血球減少など急性ウイルス感染に典型
的な症状を呈して来院した症例であり、その後回復している。この EIAV に相同性のある配列は
イヌゲノム上には存在していない。この検体について RT-PCR,および PCR を実施し検体からの
EIAV 遺伝子の検出を試みたが検出されなかった。一般に EIAV は近年、国内での発生がなく扱
っている研究者も少ないため解析中に遺伝子が混入してくる可能性は低いと考えられる。当該
症例が生存しているため今後、抗体価の測定等を行う予定である。 
 臨床的には予想していなかった感染症として、不明熱のネコの症例からネコのモルビリウイ
ルスが検出された。ネコのモルビリウイルスは近年、ネコで多発する慢性腎臓病への関与が指
摘されている(5, 6)。これまでのところ、このウイルスが全身性の急性疾患を起こすかについ
ては報告がない。今回の症例の臨床症状にモルビリウイルスが関与しているか不明であるが、
今後、獣医療での重要性について検討していく必要があると考えられた。 

検出された配列 検出された検体 由来 
牛ウイルス性下痢ウイルス 
C 型肝炎ウイルス 
E 型肝炎ウイルス 
マウス白血病ウイルス 他 

イヌリンパ腫および 
リンパ節炎由来細胞 
犬血漿 

イヌゲノム 

ヒト内在性レトロウイルス イヌ血漿 由来不明（遺伝子陽性） 
ウマ伝染性貧血ウイルス イヌ血漿 由来不明（遺伝子陰性） 
重症熱性血小板減少症ウイルス ネコ血漿 感染（遺伝子陽性） 
ネコ免疫不全ウイルス ネコ血漿 感染（抗体陽性） 
ネコモルビリウイルス ネコ血漿 感染？（遺伝子検査未実施） 
ネコ内在性レトロウイルス RD114 ネコ血漿 ネコゲノム 
 
③研究成果の総括 
 今回実施した次世代シーケンスによる解析手技のうち血漿を用いた解析は、宿主細胞を解析
しないため比較的少ないデータ取得でウイルス血漿を呈する病原体を効率的に検出できること
を示すことができた。一方で、現状で行われている次世代シーケンスでは検体間でのデータ混
入が生じる可能性があり、感染症の解析に利用する場合には、実施方法や解釈に注意が必要で

表 2. 本研究で検出された病原体関連遺伝子  



あることが判明した。実際の解析の結果からイヌやネコの血漿中には内在性レトロウイルスが
普遍的に存在することが明らかとなり臨床的な重要性について今後検討する必要があると考え
られた。疾患とは関係しないと考えられるが、イヌのゲノム上には他の動物種を宿主とするウ
イルスの相同配列が存在し、それが通常でも転写されていることが明らかになり、ウイルスの
発生や進化を考える上で興味深い事象を見出すことができた。 
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