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研究成果の概要（和文）： 

新規ウイルスのRNAを同定するために、Illumina Genome Analyzer IIxを使用してSubtraction 

massive parallel sequencingによる新規病原体の探索を試みた。原因不明の発疹、肝障害を発

症した症例の血清を用いてDNA, RNAのそれぞれからnon-humanの核酸の同定を試みたところ、

cytomegalovirusのDNAが検出された。現在残りの配列のassemblyを行っている。 

研究成果の概要（英文）： 

We attempted to identify unknown pathogen from a patient with eruption and liver disorder 

with massive parallel sequencing. We found DNA sequences of cytomegalovirus from this 

patient. Further assembly of remaining non-human sequence is now going on. 
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１．研究開始当初の背景 
肝障害、中でも生命の危機にしばしば直結す
る劇症肝炎を引き起こす原因は不明の場合
が多く、未知のウイルス感染が想定されてい
る。 
２．研究の目的 

本研究は肝炎ウイルスが感染することが出来

るヒト肝細胞キメラマウスを使用して病原体

の感染実験を行い、感染が成立したことを想

定して、血清と肝組織からRNAを抽出、cDNA

を合成し次世代シーケンサーを用いて

subtraction massive parallel sequencing

を行い、未知の病原ウイルスのRNAを検出する

ものである。未知の病原体の発見は原因不明

の肝障害の治療と予防に資する重要な研究と

なり、国民の健康増進に大きく寄与するもの

である。 

３．研究の方法 

新規ウイルスのRNAを同定するために、

Subtraction massive parallel sequencing

による新規病原体の探索を行う。すなわち、

Illumina Genome Analyzer IIxを使用して患

者血清接種前、および接種後に血清中に存在
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するRNAを網羅的に解析する。接種前と接種後

の血清中RNAを比較することにより、接種後に

のみ検出されるRNAを未知の病原体ウイルス

の可能性があるものとして次のステップの候

補とする。血清中のRNAが微量過ぎて解析でき

ない場合には10週目にsacrificeしたマウス

の肝臓の組織を用いて同様にSubtraction 

massive parallel sequencingによる未知の病

原体の探索を行う候補RNA分子が同定された

なら、まずマウスの感染実験の経時的な保存

血清を用いて感染を確認し、さらに非Ａ、非

Ｂ、非Ｃ型肝炎の患者、NASHの症例、自己免

疫性肝炎の保存血清を使用して候補RNAが原

体由来のものであるかどうかを確認する。こ

のため、5’race、3’race等により病原体ゲ

ノムの全体像を明らかにしていくとともに、

適切な範囲にpolymerase chain reactionによ

る検出用のプライマーをデザインし、簡易に

ウイルス断片を増幅できる検出系を構築する。

検出された病原体由来と考えられるサンプル

に対して、逆転写反応を行う、行わないの2

種類ついて検出を行い、とらえられた病原体

がDNAウイルスか、RNAウイルスかを決定する。

感染が成立したと考えられるマウスの血清サ

ンプルを使用して、検出されたウイルス配列

が接種前には存在せず、接種後に出現してき

ていることを確認する。これで陽性であるこ

とが確認されたら、多数保存されている非Ａ、

非Ｂ、非Ｃ型劇症肝炎症例の血清、非Ａ、非

Ｂ、非Ｃ型急性肝炎、慢性肝炎、肝硬変の症

例の血清から核酸を抽出し、上記検出法によ

る検出を行い、検出系の特異性などについて

検討を加える。 

４．研究成果 

新規ウイルスのRNAを同定するために、

Subtraction massive parallel sequencing

による新規病原体の探索を試みた。すなわち、

Illumina Genome Analyzer IIxを使用して患

者血清接種前、および接種後に血清中に存在

するRNAを網羅的に解析した。接種前と接種後

の血清中RNAを比較することにより、接種後に

のみ検出されるRNAを未知の病原体ウイルス

の可能性があるものとして次のステップの候

補とすることとした。血清中のRNAが微量過ぎ

て解析できない場合には10週目にsacrifice

したマウスの肝臓の組織を用いて同様に

Subtraction massive parallel sequencing

による未知の病原体の探索を行う候補RNA分

子を探索した。今年度は機器の都合上、

Illumina Myseqを使用して検討を行った。原

因不明の発疹、肝障害を発症した症例の血清

を用いてDNA, RNAのそれぞれからnon-human

の核酸の同定を試みた。この症例からは

cytomegalovirusのDNAが検出された。現在残

りの配列のassemblyを行っている。このこと

により、方法論の妥当性が証明されたと考え、

今後多数保存されている非Ａ、非Ｂ、非Ｃ型

劇症肝炎症例の血清、非Ａ、非Ｂ、非Ｃ型急

性肝炎、慢性肝炎、肝硬変の症例の血清から

核酸を抽出し、上記検出法による検出を行い、

検出系の特異性などについて検討を加える予

定である。 
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