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研究成果の概要（和文）：原因が特定されていない小児重症患者（劇症肝炎、急性心筋炎、重症肺炎）の臨床検
体をNGSで解析し病原ウイルスの同定を行った。各臨床検体から核酸を抽出しライブラリーを作成し、NGSによる
判読を行った。劇症肝炎１４例の解析では2例から有意なウイルスゲノムが検出された。また、急性心筋炎１７
例の解析では、6例からウイルスゲノムが検出された。重症肺炎患者10例の気管支肺胞洗浄液の解析では7例から
ウイルスゲノムが検出され、うち２例は近年流行したエンテロウイルスD68であった。検出されたウイルスの多
くは、通常の検査では特定できないウイルスであり、NGSによる解析は病原微生物の同定に有用であることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Next-generation sequencing (NGS) has been applied to the diagnosis of 
infectious diseases. The present study aimed to comprehensively analyze potential pathogenic viruses
 using NGS in clinical samples obtained from pediatric patients with severe diseases including 
fulminant hepatitis, myocarditis, and pneumonia. DNA and RNA sequencing libraries were prepared 
using extracted nuclear acids from clinical samples and then analyzed by NGS. Viral sequence reads 
were detected in 2 and 6 serum samples obtained from 14 fulminant hepatitis patients and 17 
myocarditis patients, respectively. On the other hand, bronchoalveolar lavage fluid samples were 
used to detect viral pathogens in severe pneumonia, and viral sequence reads were detected in 7 of 
the 10 patients. Among them, enterovirus D 68 was detected in 2 patients. These data indicate that 
comprehensive detection of virus-derived DNA and RNA using NGS can be useful for the identification 
of pathogenic viruses in infectious diseases.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
感染症診療において、病原微生物の同定は治療方針を決める上で重要であるが、PCR法や抗原検出キットが普及
している一部のウイルスを除いて、疾患の病原ウイルスの同定は困難である。次世代シーケンサー（NGS）を用
いることで、全てのウイルスの羅的検出を短時間に行うことが可能となり、臨床応用が期待されている。本研究
では、原因が特定されていない小児重症患者（劇症肝炎、急性心筋炎、重症肺炎）から採取された血清や気管支
肺胞洗浄液等の臨床検体をNGSで解析することで、一部の症例において病原ウイルスを特定することができた。
本研究で得られた知見から、NGSが病原ウイルス診断に有用な手法であることが示唆された。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 小児は成人に比べ感染症に罹患する頻度が高い。多くのウイルス感染は自然治癒する一方
で、ウイルス感染を契機とした重篤な病態も存在する。ウイルス分離は病原ウイルスを同定す
る代表的な手法であるが、検出に長時間を要するとともに、分離不可能なウイルスも存在す
る。そのため現状では PCR 法や抗原検出キットが普及している一部のウイルスを除いて、疾患
の病原ウイルスの同定は困難である。 
次世代シーケンサー（NGS）は、遺伝子特異的なプライマーを必要とせずに、ヒト由
来、ウイルス由来にかかわらず、存在している全ての塩基配列を網羅的に解読することを
可能としている。そのため、感染症患者から採取された臨床検体を次世代シーケンサーで
解析することで、全てのウイルスの羅的検出を短時間に行うことが可能となり、病原ウイ
ルスの新規検出法としての臨床応用が期待されている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、原因が特定されていない小児重症患者の臨床検体を、NGS で解析し、病原ウイル
スを同定することを目的とし、主に劇症肝炎、急性心筋炎、重症肺炎の臨床検体から病原ウイ
ルスの検出を試みた。小児劇症肝炎は 70%以上の症例で肝移植を要する重篤な疾患である。劇
症肝炎の原因としては B型肝炎ウイルスがよく知られているが、原因不明な
例が半数程度に及んでいる。また、急性心筋炎は時に急激な経過をたどり、
死亡率も高い疾患である。その原因ウイルスとしてエンテロウイルス等が知
られているが、多くの例において病原ウイルスは特定されていない。本研究
では劇症肝炎、急性心筋炎の急性期に採取された血清と、重症肺炎患者から
採取された気管支肺胞洗浄液を用いて、NGS による網羅的なウイルス検出を
行った。 
 
３．研究の方法 
血清から QIAamp UCP Pathogen Mini Kit（Qiagen）を用い DNA および RNA
の抽出を行い、抽出した DNA および RNA の両端にアダプター配列を付加した
ライブラリーを作成した。DNA ライブラリーは Nextera XT kit (illumina)
を用いて作成した。RNA ライブラリーは Ovation RNA-Seq (NuGen)もしくは
ScriptSeq (illumina)を用いて作成した。気管支肺胞洗浄液の検体からは、
RNA ライブリーを REPLI-g WTA Single Cell kit(Qiagne)で RNA から cDNA 合
成し、その後に Nextera XT でライブラリー作成した。それぞれのライブラリ
ーを次世代シーケンサー（HiSeq 2500）で 1000 万ペアリード前後判読した。
得られた結果をメタゲノム情報解析パイプライン（MePIC）により解析し、微
生物由来のリードの存在が示唆された検体に関しては CLC workbench (CLC 
bio)を用いて、各ウイルスや細菌配列へのマッピングや配列相同性を確認し
た。 
 
４．研究成果 
（1）次世代シーケンサーによる臨床検体からのウイルス検出系の構築 
C 型肝炎患者の血清を用いて、各種 RNA ライブラリーキットを比較
したところ、Ovation RNA-Seq を用いることで、ウイルスゲノムが高
感度で検出されることが示された（右図 a, b）。Ovation RNA-Seq は、
ごく少量の RNA からも解析に必要な RNA ライブラリーを作成すること
が可能であり、1000 万リード程度の解析を行うことで、一般に用いら
れる定量 PCR とほぼ同程度の感度で検出することが可能であった。さ
らに、ウイルス配列の詳細についもて解析することが可能であり、次
世代シーケンサーによる臨床検体からのウイルス検出は、非常に有用
な手法であることが示唆された。 
 
（2）小児劇症肝炎患者の血清からの網羅的ウイルス検出 
小児の劇症肝炎 14 症例の血清から DNA および RNA ライブラリーを作
成し、NGS による解析を行った。14 症例中、4 症例において何らかの
ウイルスゲノムの存在が示唆された。非特異的な配列等と考えられる
ものを除くと、2 例で有意なウイルスゲノムの存在が確認された（TT
ウイルス 1 例、アデノ随伴ウイルス 1 例、右図）。TT ウイルスが検出
された症例は輸血 10日後に劇症肝炎を発症しており、輸血を介した感
染の可能性がしさされた。一方で、TTウイルスは健常人からも検出さ
れることが知られており、本症例において劇症肝炎にどこまで関与し
ていたかについては、さらなる検討を要する。同様にアデノ随伴ウイ
ルスの病原性についても結論が得られていない。一方で、多くの症例
からはウイルスゲノムが検出されず、代謝性疾患など感染症以外の要因による劇症肝炎であっ
た可能性も示唆された。 



 
（3）急性心筋炎患者の血清からの網羅的ウイルス検出 
小児 12 例、成人 5 例の計 17 症例を対
象とした。11 例は劇症型心筋炎に分類さ
れ、うち 6 例は死亡例であった。心筋組
織の生検結果が得られている 10 例中、8
例がリンパ球性心筋炎であり、2例が好酸
球性心筋炎であった。急性期に採取され
た血清から DNA および RNA ライブラリー
を作成し、NGSにより1検体あたり約2000
万リードの判読を行った。17 症例中、6症
例からヒトパルボウイルス B19,RS ウイ
ルス、EB ウイルス、アストロウイルス、
ヒトペギウイルス(HPgV)、TT ウイルス由
来の配列が検出され、ウイルス血症の存
在が示唆された（右表参照）。また、検出
されたそれらのウイルスのうち、EBウイ
ルス、ヒトバルボウイルス B19,RS ウイル
ス、TT ウイルスおいては、PCR によって
ウイルスゲノムの存在が確認された。ま
た、１例において HPgV ゲノムが多量に検
出された。HPgV は慢性肝炎との関連が指
摘されており、持続性のウイルス血症を
きたすことが知られているが、その病原
性については不明な点が多い。これまで
に HPgV が急性心筋炎患者から検出されたという報告はなく、HPgV と急性心筋炎との関連につい
てもさらなる検討が必要である。 
さらに、別の心筋炎患者５症例で、組織中のウイルスゲノムの検出を試みた。心筋組織 2mg か
ら RNA ライブリーを作成し、NGS で約 2000 万リードの判読を行った。しかしながら、有意なウ
イルスゲノムはどの症例からも検出されなかった。その理由として、組織には宿主由来の核酸が
多量に含まれているため、仮にウイルスが感染していたとしてもウイルスゲノムが占める割合
は非常に小さくなることが挙げられた。 
 
（4）小児重症肺炎患者の気管支肺胞洗浄液からの網羅的ウイルス検出 
小児の重症肺炎患者１０例から採取された BALF を同様の手法で解析した。以下の表の
Pt11 は間質性肺炎の慢性期に採取された検体であり、陰性コントールとして用いた。10症
例中、7症例から以下のようなウイルスゲノムが多量に検出さた（RSウイルス A ２例、エ
ンテロウイルス D68 ２例、RS ウイルス B 1 例、ライノウイルス B １例、ヒトメタニュ
ーモウイルス１例）。いずれも呼吸感染症の原因として知られているウイルスであるが、RS
ウイルスとヒトメタ
ニューモウイルス以
外は通常の検査では
特定できないウイル
スである。また、ライ
ノウイルスは感冒の
原因ウイルスとして
広く知られている
が、基礎疾患を有し
た患者においては重
症肺炎を呈すること
が知られている。今
回、ライノウイルス
が検出された Pt3 は
背景に心疾患を有し
ており、ライノウイ
ルス感染が重症化し
た一因であると考えられた。今回検出された各ウイルスゲノムをマッピングさせた図を次
ページ左に示す。検出されたウイルスの一部は、ウイルスの遺伝子配列のほぼ全領域をカバー
しており、系統樹解析も可能であった。エンテロウイルス D68 の系統樹解析の結果を次ペー
ジ右に示したが、今回検出されたエンテロウイルス D68 は、近年本邦や海外で流行した
subclade B3 に属していることが確認された。一方で、DNA シーケンスからはウイルスは検
出されなかったが、３例からは S.maltophilia, H.influenzae 等の細菌が検出され培養検査と
一致していた。 



 

エンテロウイルスD68の系統樹解析 
 
 
 
 

 
検出されたウイルスの coverage plots 
 
 
以上のことから、NGS による解析はウイルを網羅的に検出することが可能であり、呼吸器感染症
の病原体診断に有用な手法であることが示唆された。また、気管支肺胞洗浄液にはウイルスゲノ
ムが多量に含まれているため、NGS による解析は病原体診断のみならず、分子疫学的情報も得る
ことができ、サーベーランスにも有用な手法であることが示唆された。 
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