
日本大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６５

基盤研究(C)（一般）

2022～2019

次世代シークエンスによる包括的な重症感染症リキッドバイオプシー

Next-generation sequencing

２０３７３４９１研究者番号：

伊藤　嘉規（ITO, Yoshinori）

研究期間：

１９Ｋ０８２９８

年 月 日現在  ５   ６ ２１

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：病原微生物検出における次世代シークエンスの優位性を検討するため、ロングリード
法とショットガン法を比較検討した。さらに、次世代シークエンスによるRNA解析により生体応答についての解
析も試みる目的で、中枢神経感染症を疑われた１歳未満の小児28例について解析した。ロングリード法はより短
時間でショットガン法と同等に病原微生物を検出した。生体応答の解析では、病原微生物検出群では未検出群と
比較し、抗ウイルス遺伝子であるMX1、SG15、およびOAS1の発現上昇、自然免疫反応や脱ユビキチン化に関する
遺伝子群の発現上昇を認めた。これらの結果は、病原微生物同定と生体応答を同時に解析できることを示唆し
た。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to analyze metagenome for detection of pathogens, and 
transcriptome for host immune responses during infection using two different next-generation 
sequencing (NGS) platforms, the long-read method and the shot-gun method. Twenty-eight patients (<12
 months) with central nervous system infections were enrolled. The findings obtained from the long 
-read method and the shot-gun method were consistent. Host transcriptomic analysis of the long-read 
method revealed highly expressed genes, including MX1, ISG15, and OAS1, related to the antiviral 
roles of innate immunity from pathogen-identified cases. Additionally, through enrichment analysis 
of host genes, we observed an upregulation in the transcriptional activity associated with 
deubiquitination. The use of the long-read method sequencing would help to understand both pathogens
 and host immune responses for basic infectious disease research.

研究分野： 小児感染症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代シークエンス法は、臨床検体中の核酸断片を網羅的・定量的に解析できるため、特に重症感染症における
病原微生物の同定が期待されている。一方、臨床応用するためには、比較的短時間で結果が得られるロングリー
ド法に優位性があるが、臨床検体でのデータを蓄積することが必要である。さらに、臨床検体中のRNA解析か
ら、生体応答が解析できれば、リキッドバイオプシーとしての臨床応用が期待できる。本研究はその実現可能性
を示唆した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 小児期には急性脳炎・脳症、劇症肝炎・急性肝不全、心筋炎などの重篤な感染症が存在する。
基礎疾患や免疫抑制剤の投与により易感染性を示す患者は、血流感染症などの重症感染症のリ
スクにさらされる。重症感染症では、早期診断と適切な抗微生物薬の選択が予後を左右する。次
世代シークエンス法(NGS)は、一度のアッセイで、1,000 万〜10 億程度のリード(DNA・RNA 断
片のシークエンス数)を得ることができ、臨床検体中の核酸断片を網羅的・定量的に解析できる。
重症感染症における病原微生物診断の臨床応用は不十分であり、多くの症例で診断が可能とな
れば、抗微生物薬の効率的な使用が可能となる。 
 
(2) 血液などの体液中には、細胞由来 RNA 分子が存在し、その分離・解析により、重症感染症患
者の炎症反応、免疫応答や臓器障害に関する評価を行うことが可能である。 
 
２．研究の目的 
(1) NGS を用いて重症感染症の病原微生物を早期に網羅的に診断できる方法を確立する目的で、
NGS の手法の一つであるロングリード法による微生物検出を、最も頻用されているショットガン
法の結果と比較検討する。 
 
(2) リキッドバイオプシー（体液による病態解析・診断）の可能性を探索するため、ロングリー
ド法およびショットガン法による RNA シークエンスを行い、生体応答の解析を試みた。ロングリ
ード法とショットガン法の結果の比較検討も行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 中枢神経感染症を疑われた１歳未満の小児 28 例を対象とした。各症例の急性期髄液から
RNA抽出を行い、ナノポアシークエンサー（PromethION）によってロングリードシークエンスを
行なった。比較として、従来型の次世代シークエンサー（HiSeq）で同一検体に対して RNA、DNA
ショットガンシークエンスを行なった。2名の患児では、病原微生物は診断されていた（Proteus 
mirabilisが１例、Human parvovirus B19が 1 例）。各症例の急性期髄液検体に対して PCR によ
る単純ヘルペスウイルス・ヒトヘルペスウイルス 6 型のスクリーニングを行った。すべてのシー
クエンスデータは病原微生物解析パイプライン PATHDETにより病原微生物検索を行った。 
 
(2) 宿主由来と判別されたものは宿主遺伝子発現解析に利用し、病原微生物が検出された患者
と検出されなかった患者で比較した。 
 
４．研究成果 
(1) 抽出した DNA および RNA の解析を行った結果、前述の 2 例では同一の微生物が検出され、
さらに、Coxsackievirus B5が４例、Coxsackievirus B4が 3例、Echovirus E7が１例、Human 
parechovirus 3が１例に検出された。全体で、原因不明であった患者 26例中 10例（38%）の病
原微生物を明らかにした（表 1）。 

 
(2) 検出された病原微生物ゲノムに対するショートリード法の mapping coverage(ゲノム配列
全体のどのくらいの領域のデータが得られたかを示す)および depth（ゲノムの特定の領域がど
のくらいの情報量で解読されたかを示す）は、ショットガン法より有意に高かった。代表的な結
果を図 1 に示す。 

（表１）次世代シークエンスによる病原微生物検出結果

患者 ショットガン法 ロングリード法 推定されるゲノムデータ
N01 Echovirus E7 Echovirus E7 Echovirus E7 strain 40/Longyou/ZJ
N13 Coxsackievirus B4 Coxsackievirus B4 Coxsackievirus B4 isolate B406
N15 Coxsackievirus B4 Coxsackievirus B4 Coxsackievirus B4 isolate B408
N16 Coxsackievirus B5 Coxsackievirus B5 Coxsackievirus B5 isolate B512
N17 Human parechovirus 3 Human parechovirus 3 Human parechovirus 3
N18 Coxsackievirus B5 Coxsackievirus B5 Coxsackievirus B5 isolate B512
N19 Enterovirus B Enterovirus B Totivirus sp. isolate sequence_5835 
N20 Coxsackievirus B5 Coxsackievirus B5 Coxsackievirus B5 isolate B512
N23 Coxsackievirus B5 Coxsackievirus B5 Coxsackievirus B5 isolate B512

N26 Coxsackievirus B4 Coxsackievirus B4 Coxsackievirus B4 strain 
2019/FR/3996



 

 

 
(3) 宿主遺伝子発現解析では、ショートリード法により 638遺伝子、ショットガン法により 107
遺伝子の発現が検出された。これらのうちで、病原微生物の検出された患者群において、検出さ
れなかった患者群に比べて有意に発現上昇した遺伝子は、ショートリード法で 301、ショットガ
ン法で 15であり、共通した遺伝子は 7 種類であった。7 遺伝子のうち、MX1, ISG15, OAS1 は抗
ウイルス遺伝子であった（図２）。 

 
(4) 病原微生物検出群で発現上昇する遺伝子の機能を推定したところ、「自然免疫反応」、「脱ユ
ビキチン化」に関する遺伝子が有意に多いと推定される結果となった。Protein-Protein 
interaction 解析では、「自然免疫反応」、「インターフェロンシグナル伝達」、「ウイルスに対す
る防御反応」に関する遺伝子が有意に多いと推定される結果となった。 
 
以上より、ロングリード法は汎用されるショットガン法に比べてより多くのシークエンス情報
が得られる優位性があり、宿主免疫反応解析にも応用可能である。NGS による感染症リキッドバ
イオプシーの臨床応用が有用であることを示唆する結果となった。 
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（図１）病原微生物の参照配列へのマッピング（例：N15）
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