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研究成果の概要（和文）：進行性多巣性白質脳症(Progressive Multifocal Leukoencephalopathy: PML)は主にT
細胞系の免疫能の低下を背景として発症する重篤な脱髄疾患であり、JCウイルス(JCV)が脳の白質で増殖するこ
とで引き起こされる。PMLの診断には脳脊髄液中のJCVのゲノムDNAを標的としたPCR検査が有効である。本研究で
は、検体中のJCV粒子の濃縮によって検出感度を飛躍的に向上させた超高感度PCR検査系を実用化させた。また、
JCV以外の神経系ウイルスを標的としたマルチプレックスPCRを本検査系に応用することで、他の神経感染症を対
象とした超高感度PCR検査の有用性を示した。

研究成果の概要（英文）：Progressive Multifocal Leukoencephalopathy (PML) is a fatal demyelinating 
disease that occurs mainly in patients with impaired T-cell immunity and is caused by the infection 
of JC virus (JCV) in the white matter of the brain. A PCR examination targeting genomic DNA of JCV 
in cerebrospinal fluid is effective in the diagnosis of PML. In this study, we developed an 
ultra-sensitive PCR test system that dramatically improved the detection sensitivity by 
concentrating JCV particles in the specimen. In addition, by applying multiplex PCR targeting 
neurological viruses other than JCV to this system, we demonstrated the usefulness of the 
ultra-sensitive PCR test for other neurological infections.

研究分野：神経感染症学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳脊髄液中の病原ウイルスを標的とした一般的なPCR検査の検出下限値は約200コピー/mLである。対して、本研
究で開発および実用化した超高感度PCR検査は、検体中のウイルス粒子を濃縮することで10コピー/mLまでの標的
を捕捉することができる。従来の検査と比較して約20倍の検出感度を有する超高感度検査を用いることで、これ
までは検出しえなかった患者の体内におけるJCVおよび他の神経系ウイルスの動態の解析が可能となった。加え
て、本研究では、臨床情報と紐付けられた多数の臨床検体を用いて検査系の信頼性を確認している。以上の成果
は、神経感染症の病態機序の解明ならびにそれらの早期診断において意義を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 進行性多巣性白質脳症（Progressive Multifocal Leukoencephalopathy: PML）は主として
T細胞系の免疫能の低下を背景に生じる重篤な脱髄疾患であり、その病原体はJCウイルス（JCV）
である。JCV はポリオーマウイルス科に属する DNA ウイルスであり、多くの健常成人ではウイル
スゲノムに変異のないアーキタイプの JCV が無症候性に持続感染している。一方、エイズ等の免
疫不全患者、もしくは免疫抑制療法を受けた患者等においては、変異を生じたプロトタイプの
JCV が大脳白質等のオリゴデンドログリアに感染および増殖することで PML を引き起こす。 
 
(2) PML の診断では、侵襲性や感度、特異度の点から脳脊髄液中の JCV のゲノム DNA を標的とし
たリアルタイム PCR 検査が一般的に用いられている。しかしながら、脳組織検査と比較した場
合、脳脊髄液を用いた PCR 検査の感度は 70～80％程度であり、より鋭敏な超高感度検査系の実
用化が臨まれる。また、PML 疑い症例では他の神経感染症との鑑別を要する場合があるため、超
高感度検査においては JCV を含む病原体を広範囲に検出しうる検出系の適用が有用である。 
 
２．研究の目的 
(1) 上記を踏まえ、本研究では、「検査支援を介して集積された PML 疑い患者の脳脊髄液検体お
よび臨床情報を後方視的に解析し、神経感染症の早期診断において有用な超高感度 PCR 検査系
を実用化する」ことを目的とし、下記を体系的に遂行した。 
 
① 脳脊髄液中の JCV 粒子を限外濾過デバイスによって濃縮することで検出感度を向上させた超
高感度 PCR 検査系を開発した。 
 
② 多数の PML 疑い患者から採取された脳脊髄液検体を用いて超高感度検査の感度や信頼性を評
価した。 
  
③ JCV 以外の神経系ウイルスを標的としたマルチプレックス PCR を確立し、これを超高感度検
査に組み込むことで診断技術としての汎用性を高めた。 
 
３．研究の方法 
(1) PML 疑い患者の情報および脳脊髄液検体 
 研究代表者らは、平成 19 年度より日本国内における PML のサーベイランスの一環として
医療機関からの脳脊髄液中 JCV の PCR 検査を支援している。この活動を通じて多数の脳脊
髄液検体が冷凍保存されている。また、検査時に調査票を介して提供された患者情報を集積
したデータベースを有している。 
 
(2) 臨床検体の取り扱いおよび倫理的配慮 
上記(1)の検体および情報については、患者もしくは代諾者からの書面での説明と同意が
なされている。また、これらのリソースを本研究の内容において用いることについて、国立
感染症研究所ヒトを対象とする医学研究倫理審査委員会にて審査がなされ、承認を受けた。 
 
(3) 脳脊髄液中のウイルス粒子の濃縮条件の至適化 
様々な分画分子量を有する限外濾過フィルターのカセットに既知のコピー数の JCV をスパイ
クした脳脊髄液を注入し、遠心後の濃縮液から核酸を抽出した。得られた抽出液中に存在する
JCV のコピー数を、T遺伝子を標的としたリアルタイム PCR を用いて定量した。また、ウイルス
浮遊液を限外濾過しない条件においても同様の解析を行い、両者の検出感度を比較した。 
 
(4) 臨床検体を用いた超高感度 PCR 検査系のバリデーション 
 上記(1)の脳脊髄液を対象として上記(3)の超高感度 PCR 検査を実施することで、検査系の感
度および信頼性を評価した。また、JCV の定量的 PCR 検査において一般的に用いられる T遺伝子
に加えて、調節領域(神経病原性を示す JCV において欠損等の変異が生じる)を標的としたデュ
プレックス PCR を本検査系に組み込むことで、JCV のコピー数と変異の有無を同時に解析しうる
か否かを解析した。 
 
(5) JCV 以外の神経系ウイルスを標的とした超高感度マルチプレックス PCR 検査系の構築 
 一部の患者の脳脊髄液を対象とした次世代シーケンサー等による解析の結果、PML 疑い症例の
検体ではヘルペスウイルス属が検出されうることが分かった。そこで、水痘帯状疱疹ウイルス、
エプスタイン-バーウイルスならびにサイトメガロウイルスのゲノム DNA を単一の反応系で同時
に検出することが可能なトリプレックス PCR 検査系を至適化した。上記(4)と同様に臨床検体を
用いて PCR 検査のバリデーションを行った。 
 



４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
① 脳脊髄液中の JCV を標的とした超高感度 PCR 検査系の実用化 
脳脊髄液中に放出された極微量の JCV ゲノム DNA をより鋭敏かつ確実に検出するために、PCR
検出系の改良を行った。JCV の T 遺伝子上の必須領域において、通常のリアルタイム PCR よりも
短い塩基配列を標的とすることで、増幅効率を高めることに成功した。次に、脳脊髄液中に存在
する JCV のウイルス粒子を限外濾過によって濃縮した後、専用の抽出カラムによって高度に濃
縮した核酸をテンプレートとして用いることで定量的 PCR の検出感度が向上することを示した。
また、これら一連の作業工程を統合することで超高感度 PCR 検査系を確立した。約 100 名の PML
疑い患者の脳脊髄液を対象として超高感度 PCR 検査系の感度および信頼性を評価したところ、
従来の PCR 検査(検出下限値 200 コピー/mL)では JCV 陰性と判定された患者群の検体の一部に
JCV が検出され、陽性と判定された。また、超高感度 PCR 検査において JCV 陽性を呈した患者の
臨床情報を後方視的に解析したところ、PML として矛盾のない基礎疾患および各種所見を有して
いた。加えて、超高感度 PCR 検査を実施した場合には、基礎疾患が認められない後期高齢者にお
いても脳脊髄液 JCV 陽性者が散見されたことから、加齢に伴う中枢神経病変と JCV との関連性
が示唆された。 
 
② デュプレックス PCR による脳脊髄液中 JCV の定量的検出と変異タイピング 
 脳脊髄液中のウイルス粒子、および検体中の核酸を高度に濃縮することで感度を向上させる
本検査系の課題としては、最終的に得られる核酸溶液の回収量が限られており、多数回の PCR を
実施することが難しいという点が挙げられる。また、多くの健常人において神経病原性のない
JCV(アーキタイプ)が持続感染していることから、検体中に微量のウイルスが検出された際には
PML 症例において特徴的な変異を示すプロトタイプか否かを判別する必要がある。しかしながら、
超高感度検査において定量検査と変異解析を独立して実施する場合には、十分量の脳脊髄液検
体および核酸溶液の確保が困難であることが想定された。そこで、検体中の JCV を定量的に検出
しつつ、ウイルス DNA の変異の有無を同時にタイピングするためのデュプレックス PCR を確立
した。本検査系を用いることで、可能な限り少ない検体量を用いて超高感度 PCR 検査を実施する
ことが可能となった。 
 
③ ヘルペスウイルス属を標的としたマルチプレックス PCR の至適化と超高感度検査への応用 
 JCV ウイルスは小型(直径 45nm 程度)の粒子を形成することから、本研究において決定された
限外濾過によるウイルス濃縮の条件は、JCV よりも大きな粒子を有するウイルスの濃縮において
も適応が可能であると考えられる。予備的に実施した研究において PML 疑い患者の脳脊髄液に
ヘルペスウイルス属の病原体が出現しうることが示唆されたことから、複数のヘルペスウイル
スを同時に検出するためのマルチプレックス PCR を組み込んだ超高感度検査系の有用性を評価
した。特異的なプライマーセット、ならびに異なる蛍光色素で標識した加水分解プローブを用い
て、水痘帯状疱疹ウイルス、エプスタイン-バーウイルスならびにサイトメガロウイルスを同一
の反応液中で検出するための PCR を確立した。その後、上記①によって得られた脳脊髄液 DNA 等
を対象として、ヘルペスウイルスの有無およびコピー数を定量的に測定した。その結果、PML 疑
い患者の脳脊髄液中には微量のヘルペスウイルスが検出されることがあり、これらの病原体に
よる神経感染症が PML との鑑別において重要であることが明らかになった。 
 
(2) 得られた成果の国内外における位置づけとインパクト 
 国内外における神経系ウイルスを標的とした検査においては、PCR 自体の鋭敏化およびロボッ
トを用いたハイスループット化が進められている。しかしながら、PCR の反応系自体の検出感度
を過度に高めた場合には、臨床検体同士のキャリーオーバー等の汚染による偽陽性のリスクが
増大する。また、ロボットを用いたハイスループット化においては核酸抽出液を極限まで濃縮す
ることが難しく、その実現のためには手動による作業が必要になる。これらの背景から、脳脊髄
液中に極微量に存在するウイルスの出現頻度や患者体内での動態については解析されていない
点が多い。本研究において実用化された超高感度 PCR 検査系は、これまで検出しえなかった微量
のウイルスを捕捉することが可能であり、ウイルス性の神経感染症の病態の解明、ならびに早期
の診断に貢献することが期待される。 
 
(3) 今後の展望 
本研究においては、脳脊髄液中の神経系ウイルスを標的とした超高感度 PCR 検査の開発およ
び臨床検体を用いたバリデーションがなされた。今後は、実際の臨床検査だけでなく、より多く
の患者群を対象とした前方視的もしくは後方視的な臨床研究における本技術の活用が望まれる。 
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