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研究成果の概要（和文）：小児のウイルス関連脳症は非特異的な急性中枢神経症状で発症するため、検査所見で急性脳
症を診断し、重症度を評価することは臨床的に重要である。我々は急性脳症患者と熱性けいれん重積を含めた非脳症患
者より採取された髄液検体を用いて、液体クロマトグラフ質量分析を実施し、6個の分画を選出した。各分画での急性
脳症群の信号値は対照群よりも有意に高く、多変量解析でも分画の信号値のみで対照群と判別可能であることが示され
た。また、分画3の信号値は最も検出力が高く、入院時検査値よりも検出力高いことが示された。ただし、分画の信号
値と病型や病原体などの臨床的特徴の関連は明らかでなく、病態特異性は示されなかった。

研究成果の概要（英文）：The virus-related encephalopathy in childhood is mostly developed with non-specifi
c CNS symptoms. Therefore it is clinically important to diagnose acute encephalopathy and to evaluate dise
ase severity by laboratory findings. We carried out liquid chromatograph mass spectrometry using a cerebro
spinal fluid specimen of patients with acute encephalopathy and controls. As a result, six specific fragme
nts were detected. The signal level of the patients with acute encephalopathy was significantly higher tha
n those of controls. The difference was clearer in the multivariate analysis. In addition, a detection pow
er was the highest in a signal level of fragment 3, as a result of ROC analysis. But the association betwe
en signal level and clinical features such as a type or the pathogen was not clear.
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１．研究開始当初の背景 
1）小児のウイルス関連脳症の病態の多様性 

 小児のウイルス関連脳症は、けいれん、意

識障害、異常行動などの中枢神経症状で発症

し、高率に神経学的後遺症を残す症候群であ

る。近年のMRI画像を中心とした脳症研究は、

この症候群に複数の病型が存在することを

明らかにした 

2）小児の急性脳症の治療の問題点 

小児のウイルス関連脳症は、けいれんや意

識障害などの非特異的な急性中枢神経症状

で発症することから、臨床的な検査所見によ

って熱性けいれんや熱せん妄を鑑別し、発症

早期に急性脳症の重症度の評価することは

臨床的に重要な課題である。 

また、小児の急性脳症の治療は、病態の多

様性にかかわらず、ステロイドパルス療法を

中心とした、経験に基づいた治療がなされ、

治療効果判定が病態の区別なく行われてい

ることが多い。このため、急性脳症に対する

各種治療の効果は明確でないことが多い。小

児の急性脳症の治療成績を上げるためには、

病態を評価し、病態に応じて治療を計画し、

実施する必要がある。 

3）小児の急性脳症のバイオマーカー 

我々は、2008 年よりウイルス関連脳症の早

期診断に関し、多施設共同研究を行い、50 名

のウイルス感染に伴う急性脳症患者を集積

し、高サイトカイン血症を特徴とする急性壊

死性脳症や出血性ショック脳症で病初期の

尿中β-2-microglobulin（BMG）の Cr 補正値

が異常高値を示すことを報告し、このバイオ

マーカーがウイルス関連脳症の神経学的予

後に関連することを報告した。しかし、この

指標は、けいれん重積型脳症ではほとんど上

昇しない例もあり、病態に応じたバイオマー

カーを考える必要がある。  

4）小児のウイルス関連脳症の網羅的プロテ

オミクス解析 

高速液体クロマトグラフと質量分析法を

用いたプロテオミクス解析は、微量のサンプ

ルで蛋白発現プロファイルを網羅的に解析

することが可能である。このため、各種疾患

で未知のバイオマーカーの探索に応用され、

未知の病態を解明することが期待される。 

 

２．研究の目的 
ウイルス関連脳症患者の髄液を用いて網

羅的プロテオミクス解析を行い、病態特異的

なバイオマーカーを見出す。 

 

３．研究の方法 
1) 九州大学病院に入院したウイルス関連脳

症患者から臨床データを収集し、髄液検体を

採取する。対象群は熱性けいれん、熱せん妄

で同病院に入院した患者とする 

2）髄液検体を高速クロマトグラフと質量分

析計を用いた測定法を整え、ウイルス関連脳

症特異的マススペクトルを検出する。 

3）得られた特異的マススペクトルの MS/MS、

MS/MS/MS スペクトルよりバイオインフォマ

ティクスを用いて物質（新規バイオマーカー

候補）を同定する。 

 

４．研究成果 

1）ウイルス関連脳症患者と対照群（熱性け

いれん・熱せん妄）の集積と臨床データのデ

ータベース化と予備解析 

＜患者群と対照群＞ 

急性脳症患者 23 例 

（男 14 女 9、発症年齢中央値 21 か月） 

熱性けいれん・熱せん妄患者 26 例 

（男 15 女 11、発症年齢中央値 20 か月） 

＜臨床データ解析＞ 

ⅰ）初回検査値の単変量解析；（）は p値 

急性脳症群＜熱性けいれん・熱せん妄群 

血清総蛋白（0.008）、アルブミン（0.001）、 

血小板数（0.016） 

急性脳症群＞熱性けいれん・熱せん妄群 

尿酸（0.001）、AST（0.008）、CRP（0.022）、

FDP（0.033）、D-dimer（0.007） 



髄液検査での検討では有意な差を示す項

目はなかった。 

ⅱ) 初回検査値の多変量解析 

血清アルブミン値、尿酸値、ALT 値、WBC、

CRP 値が判別因子として選択された。有意

差を認めた項目から、全身性の炎症の程度

に加え、血管内皮障害による血管透過性亢

進や血栓産生、さらに臓器障害が、脳症群

の特徴であることが示唆された。 

ⅲ）集団の特徴 

有意項目の散布図では熱性けいれん群

が比較的単一の集団を呈するのに対して、

急性脳症群のばらつきが大きいことから、

急性脳症群はよりヘテロな集団であるこ

とが示唆されるため、バイオマーカーの検

討を行う上で、急性脳症群を既存の臨床デ

ータに基づいて分類しておくことが必要

であると考えられた。 

2）髄液検体の高速クロマトグラフと質量分

析計を用いた解析 

＜対象＞ 

急性脳症患者 15 例（男 8 女７）と、熱性

けいれん重積例を含めた対称患者 16 例（男 8 

女 8）より採取された髄液検体を用いて、液

体クロマトグラフ質量分析を実施した。なお、

髄液所見（細胞数、蛋白、糖）において、両

群に有意な差はない。 

＜方法＞ 

ⅰ）高速液体クロマトグラフィー 

Agilent 1200 Series（Agilent Technologies） 

サンプル：髄液 10μl（未処理検体） 

カラム：CAPCELL PAK C18 MG III (5μm) 

(Shiseido Co.) Size: 2.0mm i.d. x 50mm    

移動相 A:水（0.1％ギ酸）B:アセトニトリ

ル（0.1％ギ酸） 

Gradient B20% (0-3min) B20-100% (3-12min) 

B100% (12-20min)  

ⅱ）質量分析 

Esquire 6000（Bruker Daltonics） 

ESI-IT  イオンモード 

Positive m/z = 100-3000 

<脳症特異的スペクトル抽出> 

①各急性脳症検体でそれぞれ 10-15 個の

major fragment を決定。 

②各検体の major fragments のうち、3 検体

以上の急性脳症検体で認められた fragment

を選別。 

③選ばれた fragments のうち、全対照群での

最大値の 2倍以上の intensity を示す検体が

3個以上ある fragment を抽出。 

＜スペクトル結果＞ 

最終的に 6個の fragments を抽出すること

ができた。 

F1 (m/z=1156.2 RT=8.2 min)は、急性脳

症群 7 例(47%)で、F2 (1239.2 RT=8.4 min)

は 3 例、F3 (1300.0 RT=8.4) は 5 例、F4 

(1330.0 RT=8.3 min)は 4 例、F5 (1343.9 

RT=8.1)は 5 例、F6 (1421.4 RT=8.3)は 3 例

で、対照群と比較して明らかな高値を示した。 

*RT; retention time 

3）データ解析 

ⅰ）脳症群と対照群で信号強度の比較 

F1-F6 の全 fragment で、統計学的有意差を

もって脳症群の信号強度が高かった

（p=0.001-0.008）。 

これは、入院時検査値による両群の単変量

解析結果よりも低い p値を示した。また、検

察と fragment 信号値を用いたロジスティッ

ク解析でも fragment 信号値のみで 2 群は判

別可能であった。 

ⅱ）各 fragment の ROC 解析・相関解析 

F1-F6 の ROC 解析では、F3 (1300.0 RT=8.4)

が感度 0.8特異度 0.8で検出力が最も高かっ

た。F3 は各 fragment と相関を認め、特に F5

との相関が高かった（相関係数 0.76）。 

さらに全 fragment と入院時検査値で検出

力を比較検討したところ、入院時の検査値よ

りも F3 の AUC が高かった。 

ⅲ）Fragment と病態・病原体別の脳症の検討 

Fragment3 の信号値と各症例の月例、病型、



病原体との関連を検討したが、関連性は認め

られなかった。また、他のフラグメントでも

関連性が認められなかった。 
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