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研究成果の概要（和文）：先天性サイトメガロウイルス感染症（CMV)のスクリーニングに用いる

ため、ろ紙血から CMVDNA を検出する LAMP 法の系を確立できた。この LAMP 法と nested PCR 法

を用いて約 1000 例の新生児に対して先天性 CMV 感染症のスクリーニングを行ったところ、3例

の不顕性感染症児を診断できた。 

 
研究成果の概要（英文）：we have established rapid method to screen for congenital 

cytomegalovirus infection using loop-mediated isothermal amplification of DNA extracted 
from filter paper containing dried blood. 

We screened about 1000 neonates and confirmed three asymptomatic infected neonates. 
This method is sensitive and more cost effective than the nested PCR method. 
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１．研究開始当初の背景 
 先天性サイトメガロウイルス（CMV）感染
症は、母親が妊娠中に CMV 感染を受けると胎
児が感染し、難聴や精神運動発達遅延等の永
続的な障害や血小板減少、肝機能異常などを
認める疾患である。CMV はヘルペスウイルス
の一種であり一旦感染すると体内に潜伏す
るため、妊娠を契機に体内の CMV が再活性化

し、胎児に感染を引き起こすこともあるが、
もっとも問題になるのは、妊娠中に母体が初
感染を受けることである。日本では妊婦の
CMV 抗体陽性率が高く妊娠中の初感染は少な
いとされてきた。しかし近年の報告によると
妊婦の抗体陽性率は約 70％まで低下してお
り、特に 20 歳代の妊婦では 60％以下にまで
低下している。欧米などの先進国ではすでに



妊婦のCMV抗体陽性率は40から50％と低く、
CMV は胎内感染の原因微生物の第一位で、全
出生の 0.5 から 3％が先天性 CMV 感染症であ
ることがわかっている。今後日本でも同様に
増加が懸念される疾患であるが、全国的な調
査は少なく、1992 年から 1993 年に森田らに
よって行われた症候性先天性 CMV感染症の報
告（Acta Paediatr Jpn.,1998）では、その
発生頻度は 100,000 出生に 1.6 と非常に低い
ものであった。我々が平成 14 年から 17 年に
かけて日本未熟児新生児学会の新生児稀有
疾患サーベイランス事業としておこなった
全国調査でも、届出のあった症例は、3 年間
で 37 例のみであった。報告が少ない理由と
して、学会に所属している医師がいる医療機
関のみが対象であるため国内の全ての事例
を把握できていないこと、症状をもとにした
サーベイランスで、典型的な症状をもった重
症な症例のみしか報告されていないという
ことがあげられた。先天性 CMV 感染症は症状
が多彩で、胎内感染をうけても出生時には症
状がみとめられない不顕性感染であること
も多く、積極的なウイルス学的診断がなされ
ない限り診断することが難しい。しかし、出
生時にあきらかな症状を呈していなくても
その後難聴などの神経症状が認められる進
行性の症例が約 10％存在する。これらの症例
は、後に CMV の感染が明らかになっても、血
清抗体価や血中尿中ウイルスの存在から先
天感染であるか、出生後の感染であるかを区
別することが難しく確定診断に至らないた
め、先天性 CMV 感染症に関する実態の把握を
困難にしている。我々はこれらの事例に対し、
出生時にすでに感染があったことを明らか
にするため、保存臍帯（へそのお）を用いて
CMVDNA の検出を試みた。原因不明の発達遅延
や、難聴があった小児に対し、臍帯の DNA 検
索を行ったところ、41 例の小児のうち、14
例で CMVDNA が陽性であった。この結果から
みても、実際には、報告されている以上の先
天性 CMV感染症が発生していることが示唆さ
れ、実態調査が急務であると考えた。また
Kimberlin らは、先天性 CMV 感染症児に乳児
期早期から抗ウイルス剤による治療をおこ
なうことで、難聴などの神経症状の予後が改
善することを明らかにしており（J Pediatr. 
2003）出生後早期に診断をおこなうことは、
個々の症例の予後のためにも非常に大切な
ことである。そこで我々は新生児期に、先天
性 CMV感染症のスクリーニング検査を行うこ
とが必要であると考えた。しかしながら診断
方法として元来行われていたウイルス分離
法は、検出までに数週間必要で、非常に手間
もかかることからスクリーニングには適し
ていない。そこで Barbi らが 2000 年に報告
したろ紙血から DNA を抽出し、nested PCR 法
を用いて CMVDNA を検出する高感度な方法を

用いることとした。採血機会はほぼ 100％の
新生児が受検している先天性代謝異常症の
マススクリーニング（ガスリー検査）の機会
を利用した。これにより大阪府内の 3施設で
出生した 1,176人の新生児を対象にした検査
で、先天性 CMV 感染症であると診断された児
は 2例であるという結果を得た（J Med Virol. 
2006 ）。診断された 2例は不顕性感染であっ
た。 

この調査の結果、先天性 CMV 感染症児が少
なからず出生していることが明らかとなり、
日本における発生率の実態とその予後の調
査が早急に必要で、より多くの新生児を対象
にしたマススクリーニングを行うべきであ
るという考えに至った。 
 
２．研究の目的 
(1)発生率や予後の調査のため、先天性 CMV
感染症を診断するよりも、簡便かつ安価なス
クリーニングに適した方法として LAMP 法を
開発する。 
(2)その手法を用いて新生児に対する先天性
CMV 感染症のスクリーニングを行い、日本に
おける発生率の実態を把握する。先天性感染
症であることが診断された児はウイルス学
的神経学的なフォローを行い、適切な医療支
援を行う。 
(3)不顕性感染症児を含めた、先天性 CMV 感
染症を診断することで、その後症状を呈する
児と、不顕性のまま問題なく経過する児のウ
イルス学的な相違を検討する。 
 

３．研究の方法 
(1)ろ紙血から CMVDNA が検出できる LAMP 法
を開発し、臨床検体における感度、特異性に
ついて詳細に検討し、臨床応用が可能なこと
を確認した。 
(2)nested PCR法およびLAMP法を用いた新生
児に対する先天性CMV感染症のスクリーニン
グを大阪府内の２医療機関において施行し
た。検査の機会は新生児代謝異常症のマスス
クリーニング検査（ガスリー検査）時を利用
し、保護者の同意を得た上で、ろ紙に採血を
行った。検体は大阪府立公衆衛生研究所に搬
入され、CMVDNAの検出を行った。 
結果を希望する保護者には1ヵ月健診時に

担当医から結果を知らせた。CMVDNAが陽性で、
先天性CMV感染症と診断され、保護者の同意
が得られれば、新生児に対する定期的なフォ
ローを行った。 
 
４．研究成果 
(1)DNA polymerase領域を標的としたLAMP法
の 系 を 開 発 し そ の 検 出 感 度 は
2X102copies/sample（図１）で,nested PCR
に比較するとやや検出感度は劣るものの、臨
床応用が可能であった。 



 
 

 
(2)この方法を用いて平成 19 年から 20 年度
にかけて約 1100 例の新生児に対して行った
スクリーニングの結果、3 例の先天性 CMV 感
染症を診断した（表１）。LAMP 法の特異性は
良好で nested PCR 法と一致した結果が得ら
れ、現在論文を投稿中である。 
 

表１ 
(3)しかしながら、臨床検体をスクリーニン
グする上で、現行の LAMP 法では非特異的な
増幅が問題となることがあり、特異増幅の判
別法について検討した。具体的には、まず増
幅産物中に含まれる制限酵素切断部位で切
断後、産物を泳動し増幅産物が均一な断片に
切断されていることを確認する方法を検討
した。既知の陽性検体において LAMP 反応を
行った後に AciI と PstI で切断した産物を電

気泳動した結果、均一な断片に切断されてい
ることが確認でき（図２）、この方法は有用
であった。 
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CMVDNA 4X102 copies/sample CMVDNA 2X102 copies/sample NC

さらに、電気泳動を行うことなく、特異的増
幅と非特異的増幅を裸眼で迅速に判別する
方法を検討した。これは蛍光ラベルしたルー
ププライマーを用いて増幅反応を行った後、
クエンチャーラベルした相補的な配列のプ
ラ イ マ ー を 添 加 す る 方 法 (K.A.Curitis
ら,2009)である。特異的増幅ではなかった場
合には、蛍光ラベルしたループプライマーが
反応液中にフリーで存在するため、クエンチ
ャーラベルした相補的な配列のプライマー
と結合して蛍光が消失するが、特異的増幅の
場合には、蛍光は消失しないので判別を行う
ことができる。陽性コントロールと陰性コン
トロールでの検討結果、至適添加濃度を決定
でき、蛍光の消失での判別が確認できた（図
３）。よって、今後は前述の方法により、よ
り確実かつ迅速診断が可能となる。 
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