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研究成果の概要（和文）：妊娠中の経胎盤感染を出生後しばらく経過してから後方視的に診断する方法はない。
しかし我々はDNAウイルスより不安定で断片化している風疹ウイルスRNAを乾燥臍帯より抽出、RT-PCR法にて同定
できる方法を確立し、感度80％･特異度100％となった。偽陰性となった検体は、症状が軽くウイルスRNA含有が
少ない可能性と、RNAの断片化により検出域から外れてしまった可能性が挙げられた。本法の確立により、今後
ウイルス胎盤感染を確実に診断し、将来生じうる障害の予防につなげられることが期待される。

研究成果の概要（英文）：It is difficult to diagnose after long time passes whether it is infected 
during pregnancy.
Rubella virus is an RNA virus, so it is said to be more unstable and difficult to extract than DNA 
virus. We established a method to reliably identify rubella virus RNA from dry umbilical cord by 
RT-PCR method. As a result, it was possible to establish a procedure with sensitivity of 80% and 
specificity of 100%. The cause of false negatives is the possibility that the symptoms are light, 
the viral RNA content is low, and the possibility that it has deviated from the detection area due 
to RNA fragmentation. It will be necessary to raise invention and reproducibility to raise 
sensitivity more in future. 

研究分野：聴覚　小児耳鼻咽喉科
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１．研究開始当初の背景 
 

妊娠中のウイルス感染により出生児は

様々な影響をうけることがある。その中でも

先天性サイトメガロウイルス（CMV）感染や

先天性風疹症候群では妊娠中にウイルスの

胎盤感染が生じることで出生直後から重篤

な難聴やその他の合併疾患を有する場合と、

遅発性に 1-2歳以降になってから難聴やてん

かんなどを生じる場合の2つのパターンがあ

る。後者の場合、妊娠中の不顕性感染や典型

的な症状が認められなかった場合、児が出生

直後にウイルス感染を診断されることが不

可能である。一方、海外の報告では風疹が流

行した年に出生した難聴児の眼底を検査し

たところ、先天性風疹症候群によく認められ

るウイルス性網膜変性が約 30％に認められ

たと報告しており、本邦での原因不明先天性

難聴の中に、風疹ウイルスや、または他のウ

イルスが胎盤感染したことが原因になって

いる例が混在している可能性が指摘されて

いる。 

妊娠中の経胎盤感染は、出生直後には診断

可能であるものの、出生後しばらくすると児

から直接ウイルスを検出することは不可能

になり、また抗体価を調べても経胎盤感染か

出生後の感染かを判断することも不可能で

あった。出生直後にすべての児のウイルスス

クリーニングすることができることが理想

ではあるが現実的に不可能である。このため、

原因不明の難聴や胎盤感染が疑われる場合

に、成長してからも検査できる方法が望まれ

ていた。 

一方、先天性サイトメガロウイルス感染で

は、すでに臍帯を用いて RT-PCR を行い、サ

イトメガロウイルス DNAを検出する方法はか

なり確立している。また、RNA が不安定であ

るため不可能とされていた、風疹ウイルスの

遺伝子を保存臍帯から検出することも成功

した。胎盤感染を明らかにすることは、臨床

的に予後や治療法に影響を与えるため大変

重要で期待されている。そこで本研究では、

この技術を標準化できるようにし、原因が明

らかになっていない難聴児について、ウイル

ス胎盤感染を証明することを検討すること

にした。 

 

２．研究の目的 

原因が明らかではない先天性・進行性難聴

症例における胎盤ウイルス感染関与につい

て検討することを目的とする。特に RNA ウイ

ルスである風疹の胎盤感染を証明すること、

この技術を標準化することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

先天性風疹症候群と臨床的に診断されて

いる患者様から臍帯を CRS患者および比較対

象の対照症例に対して同意を得た上で、乾燥

保存臍帯または臍帯血濾紙の供与を受け、そ

の一部（5mm 四方）を検体とし、mRNA を抽出

し、精製した。さらに、国立感染症研究所発

行の病原体検出マニュアルの記載を参考に

含有量が極微量の風疹ウイルス特異的遺伝

子の検出に対応した、real-time RT-PCR 法及

び conventional RT-nested PCR 法での検出

を行った。得られた RNA の遺伝子型を決定し

て、風疹ウイルス感染の有無を検討した。こ

の方法を用いて、臨床的に先天性風疹症候群

と診断されている 15 人の患者より保存臍帯

の一部を採取し、保存臍帯の風疹ウイルス

RNA を測定した。また、遺伝子検査などで原

因が明らかになっていない難聴児 29 人（多

くは風疹が流行した 2013 年前後に出生）か

らも臍帯を供与してもらい、検査を行った。 

 

４．研究成果 

先天性風疹症候群 15 症例の臍帯を検討し

たところ、Real time PCR にて 12症例は陽性

が得られた。この 12症例に対して Nested PCR

も行ったが、これは 3例が陽性となったのみ

であった。また 4例は遺伝子の同定も可能で



あり、そのうち 1 例は 30 年以上前の臍帯で

あった。この結果より、本手法による検査の

感度は 80％、特異度は 100％と考えられた。

陰性となった 3 例の臍帯はいずれも 30 年以

上前のものであった。この方法を用いて、原

因が明らかになっていない難聴児 29 例の臍

帯も検査したが、今のところ陽性は認められ

ていない。 

１．手技の確立 

１）サンプリング：臍帯の血液が混じている

部位よりも、血管壁の方がウイルス RNA は得

やすいことが明らかになった。 

2）ホモジナイズ：ビーズビーティング法か

らディスポーザブルな器具を用いたモルタ

ル・ペッセル法が効率がよかった  

3）総 RNA 抽出：AGPC 法に、多糖類を主とし

た夾雑物の除去工程、RNA の回収率を向上さ

せる工程を追加することで効率の良い総 RNA

抽出が可能になった。 

 

 図 real-time RT-PCR法を用いた風疹ウイ

ルス NS領域の検出 

4）風疹ウイルス特異的遺伝子の検出法：加

水分解プローブを用いた real-time RT-PCR

法は、加水分解プローブの塩基配列のミスマ

ッチによる特異的遺伝子の検出力の急激な

低下や、one-step RT-PCR が基本原理である

ため、検体由来の夾雑物による逆転写反応や

PCR の阻害を受けやすいといった欠点がみら

れた。このため、Real-time RT-PCR 法による

測定において風疹ウイルス特異的遺伝子が

検出限界以下であった検体に対し、開発した

conventional RT-nested PCR 法による追加測

定を行うことで改善が認められた。 

臍帯で風疹ウイルス RNAを検出する技術の

難しさは、DNA と比較して、RNA は不安定で

あることにつきる。感度や特異度も高く、陽

性と得られた場合は風疹の母胎感染があっ

たと診断できる。しかし、陰性であったから

といって母胎感染がなかったとはいえない

だろう。 

偽陰性となった理由としては、ほとんどの

検体が 30 年以上の古いものであったため、

①技術の限界、②臨床診断の違い、などが考

えられた。 

① 技術の限界 

RNA が壊れており、検出が困難だった可能

性がある。検出する NS 領域を短くすれば、

それだけ検査で陽性となる可能性は高くな

る都考えられたが、digital PCR を用いて検

査しても擬陽性が増加してきたため、精確性

に支障をきたすことが懸念された。 

②臨床診断の違い 

実際に母が風疹に罹患しても必ずしも胎盤

感染するわけではないため、PCR などで確認

されていない 30 年前の診断が曖昧である可

能性も指摘された。 

出は 5 例中 2 例で可能であったことから、

検出されにくいものの、検査が不可能である

わけではない。逆に 2013 年などの比較的新

しい臍帯ではかなり高精度にウイルスRNAを

検出できることが判明した。小児の進行性難
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先天性風疹症候群 



聴例など、出生直後には風疹感染などが疑わ

れなかった患者に対して、確定診断をつけた

い場合この検査方法は有用であると考えら

れた。このように疑わしい症例を重ねていく

うちに、潜在性の未診断先天風疹症候群を診

断することができるのではないかと考えて

いる。 

本法は、臍帯を保存する文化のある日本だ

からこそ可能であった。しかし、近年では感

染などの配慮から臍帯を廃棄してしまう医

療施設もある。風疹は 30％に不顕性感染があ

るため、未診断例はあると考えられる。妊娠

中に何があったのか、未診断例を発見するこ

とで、原因が明らかになるだけではなく、先

天性風疹症候群やその他のウイルス母胎感

染に付随してみられる将来の障害の予防に

つなげられることを期待することができる。 
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