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研究成果の概要（和文）：小児に対する造血幹細胞移植では、様々なウイルス関連合併症が相次いで現れるため、ウイ
ルス感染症制御が移植の成否の鍵を担っている。しかし、我々の眼に触れているウイルス感染は、氷山の一角に過ぎな
い。本研究では、次世代シーケンサーより、包括的なウイルス遺伝子解析を行い、生体内ウイルス集団（Virome）を解
き明かした。4例の造血幹細胞移植患者から経時的に末梢血を採取、MiSeqにより網羅的遺伝子解析を行ったところ、血
液中から、TTウイルス、SENウイルス、ヒトヘルペスウイルス6B型などが検出され、これらウイルス動態と臨床経過が
一致するなど興味深い結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：In hematopoietic stem cell transplantation against children, it is essential to 
control a variety of viruses that sequentially emerge during transplantation. However, we can detect only 
small part of the iceberg. To clarify the genomes of all the viruses (so-called “virome”) that inhabit 
patients with stem cell transplantation, we applied next generation sequencing (NGS) to peripheral blood 
from transplanted recipients. Peripheral blood was sequentially taken from 4 patients with hematopoietic 
stem cell transplantation, and comprehensive genome sequencing was performed using MiSeq. From patients’ 
peripheral blood, TT virus, SEN virus, human herpesvirus 6B, and so on were detected by NGS. 
Interestingly, dynamics of viral load was correlated with clinical courses in some patients.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ウイルス　造血幹細胞移植　次世代シーケンサー
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１．研究開始当初の背景 
小児に対する造血幹細胞移植では、移植片

や輸血を介した初感染が高頻度に起こり、潜
伏ウイルスの再活性化も相まって、様々なウ
イルス関連合併症が相次いで現れる（図１）。
ひとたび、ウイルス感染症が発症すると、そ
れ自体が致命的になるだけでなく、拒絶・移
植片体宿主病（GVHD）などの移植関連合併
症を誘発する。よって、ウイルス感染症制御
が移植の成否の鍵を担っていると言っても
過言ではない。 

 
 これらウイルス感染症は、水疱、リンパ節
腫脹、血尿、肺炎像といった臨床所見により
診断されるか、もしくは疑われる。歴史的に
も、特徴的な臨床徴候から、ウイルス関連合
併症が発見・定義づけられてきた。しかし、
既知のウイルスが思いも寄らない疾病の原
因となっている場合、見過ごされてしまう。
例として、移植後の大脳辺縁系脳炎の原因ウ
イルスが Human herpesvirus 6B(HHV6B)
だとわかったのは、ごく近年のことである。
更に、移植時は、未知のウイルス感染症が潜
在している可能性が高く、我々の眼に触れて
いるウイルス感染は、氷山の一角に過ぎない。 
予てより、ウイルス検出技術として、細胞

培養法と核酸検出法が用いられてきた。細胞
培養法は、未知のウイルスを検出できるが、
感度が悪く、細胞培養できるものに限られる
ため、極めて限られたウイルスにしか応用で
きない。PCR 法や LAMP 法などの核酸検出
法は、感度に優れ、遺伝子配列さえ分かれば
ど ん なウイ ル スにも 応 用可能 で あ る
（Kimura H Rev Med Virol 2008）。我々は
マルチプレックス PCR 法を用い、造血幹細
胞・臓器移植時に活性化する複数のウイルス
を同時に検出・定量し、それらの病態解析・
感染制御に役立ててきた（Wada K, J Clin 
Microbiol 2007; Funahashi Y, J Clin 
Microbiol 2010）。しかし、核酸検出法は、既
知のウイルスにしか適用できない上、対象と
なるウイルスしか検出できないという問題
点がある。 
近年、次世代シーケンサー（NGS）の登場

により、包括的な微生物叢（Microbiome）の

解析が可能となった。細菌に共通な 16S 
rRNA を遺伝子増幅した後に、網羅的に塩基
配列を読み取るメタゲノム解析により、ヒト
の腸管や呼吸器の Microbiome が解明されつ
つある。一方、細胞に寄生し、宿主の転写/
翻訳系を利用するウイルスは、16S rRNA を
標的にできないため、独自のメタゲノム解析
法が必要であった。 

NGS を用いた網羅的遺伝子解析は、検体
内に含まれるあらゆる核酸をすべて検出し、
塩基配列を読み解く技術であり、宿主ゲノム
解析に加えて、その中に含まれるウイルス・
細菌の包括的解析も可能である。本研究では、
NGS を用いて包括的なウイルス遺伝子解析
を行い、以下の点を明らかにする。(1) 造血
幹細胞移植患者における既知のウイルスの
動態、(2) 移植患者における未知のウイルス
の存在の有無、(3) ウイルスの共感染がもた
らす相互作用、(4) これらのウイルスによる
新たな移植関連合併症の発見とそのメカニ
ズムの解明。 
 
２．研究の目的 
今回我々は、NGS により、移植患者の末

梢血に存在するウイルス由来転写産物を包
括的に解析する。NGS を用いることにより、
以下が可能となる。(1) DNA/RNA ウイルス
を含むほぼ全てのウイルスを対象、 (2) 未知
のウイルス遺伝子の検出、(3) 血液に感染し
ているウイルスに限らず、組織由来エクソソ
ームに存在するウイルス遺伝子も検出。これ
らにより、造血幹細胞移植時に潜在するウイ
ルスが織りなす生物学的意義を明らかにし
たい。 
本研究の特色は、造血幹細胞移植という究

極の免疫不全状態における、生体内のウイル
ス動態を解き明かすことにある。生体内の複
数ウイルスによる共感染は、Virome と呼ば
れ近年注目を集めている。 
移植後患者の Virome を明らかにすること

で、以下の結果を導き出したい。① 移植時
にはこれまで知られている以上に様々なウ
イルスが共感染していること、 ② 未知のウ
イルスを発見すること、③ 既知のウイルス
が思いもよらなかった感染症を引き起こし
ていること、④ 生体内で増殖しているウイ
ルスは単一ではなく多様で変異体の集団か
ら形成されていること。 
本研究で得られる知見は、学術的に極めて

価値が高い上に、ウイルス感染症の発症予
防・診断・新規治療確立に役立ち、臨床的な
観点からも大きな意義がある。 

 
３．研究の方法 
対象は名古屋大学医学部附属病院小児科

に入院し、同種造血幹細胞移植を受けた小児。
患者より全血 2.5mL を採血後、DNA/RNA
を抽出。Nextra DNA、TrueSeq RNA など
のキットを用いてライブラリーの作成を行
った。その後、HiSeq Reagent Kit を用いて、



次世代シーケンサーによる全塩基配列の解
読を行った（図 2 参照）。 

データ解析は国立感染症研究所が提供し
ているメタゲノム用パイプライン（MePIC）
を用いて行った。読み取ったリードを、NCBI 
（ National Center of Biotechnology 
Information）のデータベースに登録されて
いるヒトおよびウイルス由来の核酸配列を
リファレンス配列として、BLAT（Kent WJ, 
Genome Res 2002）でアラインメントした。
各ウイルス遺伝子に貼り付いたリード数を、
ウイルスを含まない検体のそれと比較し、特
異度の高いウイルスの検出・定量を行った。 

 

 
上記に示した体制で、研究を実施した。ウ

イルス学教室は、検体の処理/核酸抽出/次世
代シーケンサーを用いた網羅的遺伝子解析
を担当した。研究代表者の木村 宏は全体を
総括した。分担研究者である小児科学の伊藤
嘉規は患者診療を行うと共に、患者材料を供
給した。同じく分担研究者の奥野友介はスー
パーコンピュータによるデータ解析を担当
した。 
患者材料の使用に当たっては、平成 25 年 4

月 1 日付一部改正「ヒトゲノム・遺伝子解析
研究に関する倫理指針」、および平成 21 年 4
月 1 日付「臨床研究に関する倫理指針」に則
り行実施した。また、患者もしくはその保護
者に対して、十分な説明を施した上で、文書
にてインフォームドコンセントを得た。さら
に検体の採取法、患者情報の取り扱いについ
ても倫理規定を遵守し、個人情報の擁護に努
めた。 
 
４．研究成果 
造血幹細胞移植後の小児 4 症例に対して、

それぞれ 3 ポイント、12 検体の末梢血を解析

した。末梢血中に検出された遺伝子断片、約
2000 万リード中、10～1000 リードがウイル
ス由来であった。以下にそれぞれの患者血液
中に認められたウイルス由来遺伝子を示す。 
症例 1: Torque teno virus (TTV), SEN virus 
(SEV), TTV-like minivirus, rotavirus 
症例 2:TTV, SENV Epstein-Barr virus 
症例 3: TTV, SENV, HHV6B, BK virus 
症例 4: HHV6B 
 これらウイルス遺伝子のリード数の多寡、
すなわちウイルス動態と臨床経過が一致す
るなど興味深い結果が得られた。また、ウイ
ルスのみならず、細菌・バクテリオファージ
の遺伝子も血液中から検出された。細菌の検
出は、血液培養の結果ともほぼ一致していた。
一方、TTV や SEN などのウイルスが移植後
患者血液中に存在することの意義について
は、今後の課題であり、NGS 解析による症
例の蓄積が必要であろう。 
小児に対する造血幹細胞移植では、様々な

ウイルス関連合併症が相次いで現れるため、
ウイルス感染症制御が移植の成否の鍵を担
っている。しかし、我々の眼に触れているウ
イルス感染は、氷山の一角に過ぎない。NGS
を用いることで、網羅的なウイルス検出およ
び定量が可能である。本法により造血幹細胞
移植患者における生体内のウイルス動態を
解き明かすことができるのみならず、将来的
には、ウイルス・細菌・真菌感染の診断法と
しても有用であると考えられた。 
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