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研究成果の概要（和文）：我々は次世代シークエンサーによるメタゲノム解析を応用した感染症診断システムを開発し
ている。この方法では、病原体ごとに異なる処理なしに、検体中の核酸をランダムプライマーによる増幅後、網羅的に
配列解読し、病原体由来遺伝子を検出する。これまでの取り組みから、検体中に多く含まれるヒトゲノムによる病原体
検出感度の低下が問題となっている。そこでヒトゲノムの相対量を減少させる非完全プライマーセットのデザインによ
る改善を行った。本手法により、インフルエンザウイルス陽性検体において、ヒトゲノム量を減少させ、ウイルス検出
量を増やすことが出来たが、環境由来の細菌が多く検出されるなど、解決すべき課題は残された。

研究成果の概要（英文）：Unbiased next-generation sequencing approaches enable a diagnostic method for 
comprehensive pathogen detection. This method employs a single common protocol without specific treatment 
for each pathogen, which consists of the amplification of DNA/RNA in clinical specimens by a random 
primer set, metagenomic shotgun sequencing, and identification of pathogenic genes. Our previous studies 
have revealed that a large amount of human genomic DNA in clinical specimens decreases the sensitivity 
for pathogen detection. Therefore, we tried to develop the subtraction method for human-derived sequences 
using not so random primer sets. Using the newly designed primer sets, we were able to subtract the human 
sequences and amplify the target viral sequences from the specimen of influenza A infection. However, 
undesirable environmental bacterial sequences were obtained coincidentally. Further study on improving 
the sensitivity by redesign of the primer sets and protocols needs to be considered.

研究分野： 病態検査学

キーワード： 感染症　メタゲノム
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１．研究開始当初の背景 
我々は近年急速に発展している次世代シ

ーケンサーによるメタゲノム解析を応用し
た感染症診断システム“メタゲノミック診断
法”を開発している。この方法では、特異的プ
ライマーや病原体毎に異なる複雑な処理な
しに、検体中の核酸を完全ランダムプライマ
ーによる増幅後、網羅的に配列解読し病原体
由来遺伝子を検出する。これまでにメタゲノ
ミック診断法により咽頭スワブ検体からイ
ンフルエンザウイルス、便検体からのノロウ
イルスの検出、さらに不明肝炎例で血液検体
から G 型肝炎ウイルスの同定に成功してい
る。またタイ王国厚生労働省との共同研究で
行った原因不明重症肺炎例の網羅的メタゲ
ノム解析の結果、従来の検査の結果陰性にな
った咽頭スワブ 36 検体中 15 検体からライノ
ウイルスやボカウイルス等、呼吸器感染症の
候補ウイルスを検出した。これまでの取り組
みから、メタゲノミック診断法の実用化にと
って解決すべき課題を見出した。臨床検体中
には当然ヒトゲノムが存在し、またトータル
RNA には mRNA のみならず rRNA が大量に
存在する。これらの遺伝情報が、メタゲノム
解析から得られる全体の情報量の多くを占
めているため、検出感度が下がることが 1 つ
の問題である。 
このホストゲノム除去の解決法として最

近、マラリア原虫の発現解析の改善を目的と
して Not So Random プライマー（“非”完全ラ
ンダムプライマーと意訳する）が用いられた。
非完全ランダムプライマーとは完全なラン
ダムヘキサマーセットから rRNA に当たるヘ
キサマーを除外し、そのプライマーセットを
使って mRNA を解析して感度を改善させる
ものである。この方法を発展させ、全ウイル
ス配列をターゲットにした非完全ランダム
プライマーを設計し、メタゲノム解析に応用
すればホストゲノムや rRNA 由来の増幅産物
を減らし、検出感度を向上させることができ
ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
メタゲノム解析を応用した網羅的病原体

検出法では、ランダムプライマーによる増幅
後の核酸を読むため、ヒトゲノムなど病原体
以外の遺伝情報の混入が検出感度を下げて
しまう問題があった。本研究では、この問題
解決のためウイルスの遺伝情報に頻出する
ヘキサマーを選択し、そのヘキサマーセット
を用いたメタゲノム解析によるウイルス検
出法の開発を行う。すなわち完全なランダム
プライマーではなくウイルスだけをターゲ
ットにした“非”完全ランダムプライマーセッ
トをデザインし、メタゲノムデータ中のホス
トゲノムの相対量を減少させ、病原体の検出
感度を上げることを目的とする。また同時に、
1 検体あたりの必要データ量を下げることに
よって、解析コストを低下させることができ
るため、高コストが最大の障壁である現状の

メタゲノミック診断法の今後の医療現場へ
の応用が期待される。 
 
３．研究の方法 
ウイルスをターゲットとした非完全プラ

イマーの選定を行い、そのプライマーを用い
た臨床検体のメタゲノム解析によりデータ
を取得し、この非完全プライマーによる病原
体検出効率を評価する。 
 
(1)ウイルスをターゲットとした非完全プラ
イマーの選定 
 NCBIのGenBankに登録されているBLAST
検索用核酸データベース nt 中に登録されて
いるウイルス由来の配列を抽出する。取りう
るヘキサマー4,096 通りの配列について、ウ
イルス由来の配列中に存在する各ヘキサマ
ーの頻度を算出する。また得られた配列の優
位性を検討するために、各ヘキサマー配列を
ランダマイズしたデータセットと比較し、評
価する。得られたウイルス配列特異的頻出ヘ
キサマーについて合成を行う。 
 
(2)非完全プライマーの評価 
 ウイルス配列特異的頻出ヘキサマーを用
いて臨床検体中核酸を増幅する。このときに
用いる臨床検体は、従来法によって病原体が
同定されたものをポジティブコントロール
として用いる。増幅済みの核酸についてメタ
ゲノム解析し、得られたデータを通常の完全
ランダムヘキサマーによるデータと比較す
る。ヒトゲノムの低減について評価する。 
 
(3) メタゲノミック診断への応用 
非完全プライマーによる検出感度の向上

が見られた場合には、これまでに検出ができ
なかった原因不明感染症例について再検討
を行う。多くの未検出例の核酸保存検体を保
有しているので、再度これらの保存検体の
RNA から、非完全ランダムプライマーセット
を用いて cDNA 化や増幅を行い、ウイルスを
エンリッチした網羅的解析を行う。 
この網羅的解析により新たに候補病原体

が見出された例があった場合は、その候補病
原体特異的なリアルタイム PCR により、臨床
検体中にどれくらいの核酸量が存在したの
かを定量し、完全ランダムプライマーとウイ
ルスターゲット非完全プライマーセットの
検出限界を評価する。異なる非完全ランダム
プライマーセットの評価において検出限界
に不足があった場合は、引き続き非完全ラン
ダムプライマーセットの評価スクリーニン
グを行い、より検出感度を向上したウイルス
ターゲット非完全ランダムプライマーセッ
トを見出す。 
 
４．研究成果 
(1)ウイルスをターゲットとした非完全プラ
イマーの選定 

NCBIのGenBankに登録されているBLAST
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