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研究成果の概要（和文）：乳幼児呼吸器感染症の主原因はウイルス感染である。我々の先行研究では、6歳未満
の乳幼児では、ライノウイルス(HRV)、パラインフルエンザウイルス(HPIV)が全検出ウイルスの40% 近くを占め
ていた。本研究では、HRV、HPIV1～3型 に焦点をあて、ゲノム解析、分子疫学解析をおこなうとともに期間中に
突発的な検出増加と世界的流行が認められたエンテロウイルスD68型陽性株について、ゲノム解析をおこない、
世界中の検出株と比較をおこなった。

研究成果の概要（英文）：One of the major causative agents of respiratory tract infections among 
children is respiratory virus. Our previous study suggested that human rhinovirus (HRV) and human 
parainfluenza viruses (HPIVs) accounted for about 40% of the total detected respiratory viruses from
 specimens of patients with respiratory symptoms. This study focused on HRV and HPIV types 1, 2, and
 3 and performed a molecular epidemiological analysis. Also, complete genome sequences of the 
enterovirus D68 strains detected during the study period were also analyzed and compared with 
strains identified from other areas in the world.

研究分野： 呼吸器感染症ウイルスの分子疫学および基礎研究
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１．研究開始当初の背景 
 乳幼児呼吸器感染症の主原因はウイルス
感染である。我々の先行研究において、乳幼
児呼吸器感染症検体を用いた多項目（19 ウイ
ルス、サブタイプ含）の主要な呼吸器感染症
ウイルスの遺伝子検査をおこなった。その結
果、6 歳未満の乳幼児では、ライノウイルス
(HRV)、パラインフルエンザウイルス(HPIV)
が全検出ウイルスの 40% 近くを占めており、
重要な病原体であることを明らかにした。そ
こで、HRV、HPIV に焦点をあて、研究をおこ
なうことにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、乳幼児呼吸器感染症の主要原
因ウイルスであるが、その詳細な実態が不明
である HRV、HPIV について、陽性株のゲノム
解析、分子疫学解析をおこない、流行実態の
解明、国内流行ウイルス株の解析を目的とし
た。また、両ウイルスについて、迅速ウイル
ス検出法の構築、抗ウイルス薬、ワクチンの
開発に向けた基礎的研究をおこなうことで、
臨床現場、治療、予防に貢献可能な知見、公
衆衛生に資する知見獲得を目的とした。本研
究期間中に呼吸器感染症の原因として世界
的に突発的な出現・流行を繰り返したエンテ
ロウイルスD68型 (EV-D68) を複数検出した
ことから、その陽性株について、分子疫学解
析をおこなった。 
 
３．研究の方法 
1)HPIV の疫学解析 
 HPIV は、１～４型に分類される。１，２、
３ 型 に つ い て 、
hemagglutinin-neuraminidase（HN）遺伝子
領域の全塩基配列を解読、決定し、分子疫学
解析を実施した。 
2) 培養細胞を用いた効率的な HRV, HPIV 分
離方法の構築の試み  
 抗ウイルス活性物質の探索において、培養
細胞を用いた効率的なウイルス感染実験系
の構築が重要である。HRV については、複数
の初代培養細胞、細胞株、HPIV については、 
Vero E6 細胞株の TMPRSS2（trans membrane 
protease, serine 2）遺伝子恒常発現細胞株
を樹立し、ウイルス遺伝子が陽性となった臨
床検体を用いて、分離検査をおこない、培養
系の評価をおこなった。 
3)EV-D68 型の全長ゲノム解析と分子疫学 
 研究期間中の複数年にわたり、18 株の
EV-D68 株が検出された。2010 年に検出され
た14株を含め、全長ウイルスゲノムの決定、
流行解析、陽性株の分子疫学解析を実施した。 
 
４．研究成果 
1)HPIV の疫学解析 
HPIV-1, HPIV-2 は、2010～2015 年の期間に
検出された 73 株、25 株の HN 遺伝子領域の塩
基配列解読・分子疫学解析を実施した。HPIV 
3 については、2011～2017 年に検出された 50

株の HN 遺伝子領域を用いた。HPIV-1, HPIV-3 
は、複数年の検出ウイルスが同一クラスター
に分類されるなど、検出年による特徴的な傾
向は認められなかった。一方、HPIV-2 につ
いては、検出年により、単一遺伝グループが
形成される傾向が示唆された。現在、上記ウ
イルスの遺伝グループと特定の臨床症状に
関連が認められるか、検討を進めている。 
2) ウイルス高感受性細胞株の樹立 
 Vero E6 細胞株の TMPRSS2 遺伝子恒常発現
細胞株を樹立した。高コピー数の呼吸器ウイ
ルス遺伝子を含む呼吸器感染症由来の臨床
検体を用いて、恒常発現細胞株によるウイル
ス分離を試みた。その結果、TMPRSS2 遺伝子
発現細胞は、非発現細胞株と比較して、特に
ヒトパラインフルエンザウイルス (HPIV) 2
型、3 型の分離率が著明に増加した。しかし
ながら、HPIV 1 型、4型、RS ウイルスやヒト
メタニューモウイルスについては、分離率の
改善は認められなかった。今後、特に患者の
多い HPIV-3 について、抗ウイルス活性物質
の探索等に応用可能な系と考えられた。 
 HRV について、7 種の呼吸器由来細胞株を
使用し、HRV-A, HRV-C ウイルスゲノム陽性
の臨床検体を用いて分離を試み、高感受性細
胞株を探索したが、分離効率のよい細胞株は
樹立できなかった。 
3) 呼吸器感染症検体からのEV-D68検出と全
長ウイルスゲノム解析、分子疫学解析 
 EV-D68 は、呼吸器感染症の原因ウイルスで
あり、日本では、2010 年夏に初めて流行した。
2012 年以降、欧米における急性弛緩性麻痺、
急性弛緩性脊髄炎との関連が示唆され、注目
が高まっている。今回、2010 年以降の呼吸器
感染症検体における EV-D68 の検索、陽性株
の全長ゲノム解読、分子疫学解析をおこなっ
た。 2010 年 11 月～2015 年 12 月に呼吸器症
状が認められた 10 歳未満の 2,215 検体を対
象に遺伝子検査をおこなった結果、18 検体
(0.8%)が EV-D68 陽性であり、2013、2015 年
のみ検出が認められた。系統樹解析の結果、
2013 年検出株、2015 年検出株は、2010 年検
出株とはそれぞれ異なるクラスターを形成
したことから、流行年によって、遺伝的に異
なる特徴を持った EV-D68 株が流行したこと
を明らかにした。別途、複数の麻痺症例にお
いて、EV-D68 の検出を試みたが、陽性例は認
められなかった。  

 
 

 
 

図１. 大阪市におけるEV-D68検出状況（2010
～2015 年） 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２. 大阪市における 2010～2015 年に検出
された EV-D68 株の全長ゲノムを用いた系統
樹解析 
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