
	
 

様式Ｃ‐１９	
 

	
 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	
 
平成２４年５月３１日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
	
 北海道におけるヒトパルボウイルス B19 DNAの変異を検索した結果、1981-1987年に
主流であった株（A1、A2）は、次の 1991年の流行期には駆逐されており、全世界的な標
準株（B2）に劇的に変化していることが判明した。A2 株の配列の違いのうち、標準株 B
と異なっている特定部分の変異が、感染力または複製能力において劣る要因を有しており、
外来種と推定される B株に一斉に置き換われたことが示唆された。また、年度ごとのダイ
ナミックな変異以外にも 20%以上において個々の B19 ウイルスに点変異（突然変異）が
みられた。これらの変異が感染様式に大きな影響を与える要因となっている可能性が示唆
された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
There have been no long-term systematic analyses of the molecular epidemiology of 
human parvovirus B19 (B19V). We investigated the variations of nucleotide sequences 
of B19V strains collected in Sapporo, Japan, from 1980 to 2008. In that period, six 
outbreaks of erythema infectiosum occurred regularly at 5-year intervals. The B19V 
strains collected successively, regardless of the outbreak, were analyzed for nucleotide 
variation in the subgenomic NS1-VP1u junction. The isolated strains can be classified 
into 10 subgroups. Two patterns of change of endemic strains were observed. One was 
a dynamic replacement of strains that occurred almost every 10 years, and the other 
was a gradual change consisting of an accumulation of point mutations 
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１．研究開始当初の背景 
	
 ヒトパルボウイルスB19は5,596塩基より
なる 1本鎖 DNAウイルスであり、骨髄中の
赤血球系前駆細胞（CFU-E、BFU-E）から
赤芽球までのCD36陽性細胞が感染許容細胞
であることが知られている。感染を介する受
容体は血液型の 1種であるP抗原であること
が報告された。しかしながら、P抗原は赤血
球前駆細胞以外にも心筋細胞、肝細胞、血管
内皮細胞の表面に存在しており、それにもか
かわらずこれらの細胞内でのウイルス増殖
は認められていないことより、P抗原を有す
ることは感染許容の必要条件ではあっても
十分条件ではないといえる。B19の感染が成
立するには細胞内部の複雑な状況が必要で
あり、それが感染宿主細胞の極端な限定性に
結びついているといえる。 
	
 一方で、B19感染による病態は非常に多彩
である。B19 感染症の病態としては、1981
年にまず慢性溶血性貧血患者の無形成発作
（Aplastic Crisis）が、次いで 1983 年に小
児の伝染性紅斑の原因であることが判明し
た。前者はウイルスの 1次的な宿主細胞への
直接的侵襲が原因と考えられ、後者は免疫複
合体による 2次的な病態であると考えられて
いる。その後、B19 感染に伴う疾患として、
免疫不全患者の慢性骨髄不全（主に赤芽球
系）、母体への感染による胎児水腫、紫斑を
伴う皮膚疾患（Papular-purpic gloves and 
socks syndrome、血管性紫斑病、血小板減少
性紫斑病、脳炎・脳症や横断性脊髄炎を含む
神経疾患、急性肝炎などの肝疾患など多彩な
報告がなされてきた。また、通常は一過性に
終わる B19 感染が長期にわたる症例や再活
性化を示すような症例も存在することがわ
かってきた。 
２．研究の目的 
	
 日本国内において B19の流行は、伝染性紅
斑の定点サーベイランスにより 1981 年より
正確に 5 年おきにみられており、1981-1982
年、1986-1987年、1991-1992年、1996-1997
年、2001-2002年、2006-2007年の 6回の全
国的流行が知られている。2 年の流行期中、
最初の年が小流行であり、次いでその翌年に
大流行が生ずる現象が共通してみられてい
る。間欠期は 3年であり、その期間は散発的
にのみ B19感染症例があることが、後方視的
検索により確認されている。北海道における
B19 DNA の変異を検索したところ、
1981-1987年に主流であった株は、次の 1991
年の流行期には駆逐されており、全世界的な
標準株に劇的に変化している。注目すべきは
1981-1987 年株が急速に消滅した点である。
これらの株の配列の違いのうち、1991 年株
と異なっている特定部分の変異が、感染力ま
たは複製能力において劣る要因を有してお
り、外来種と推定される 1991 年株に一斉に

置き換われたことが示唆される。この変異点
を解析することにより、B19ウイルスの感染
様式に重要なポイントが明らかになると考
えられる。また、年度ごとのダイナミックな
変異以外にも 20%以上において個々の B19
ウイルスに点変異（突然変異）がみられた。
通常とは異なる感染状況（例えば、ウイルス
DNA 量が時間が経過してもなかなか低下し
てこない等）を示している症例との関連性が
ないか検討し、可能性のある変異に関しては
点変異がウイルス複製にどのように影響し
ているかを検討する。また、典型的な伝染性
紅 斑 と は 異 な る 皮 膚 疾 患 （ 例 え ば
Papular-purpuric gloves and socks 
syndrome など）や脳炎・脳症、急性肝炎等
のまれな病態にいずれかの点変異が関与し
ていないかに関しても検索する。 
	
 B19ウイルスは 5,596塩基という非常に短
いゲノムを 3つの open reading frameによ
り（部分的にオーバーラップさせつつ）最大
限に利用し、1 つの promotor と 2 つの
polyadenylation site のみで転写を調節して
いる。このように非常に許容範囲の狭いゲノ
ムと考えられるが、実際は DNA ウイルスと
して、これほど点変異（突然変異）を認める
ウイルスはまれであると考える。また、B19
ほど多彩な病態に関連しているウイルスは
他にはない。この点に関して、ゲノム変異が
感染様式および病態へどのように関連して
いるかを解明していくことを研究の目的と
する。 
 
３．研究の方法 
	
 札幌医科大学附属病院において患者様よ
り臨床検査を行う際に、保存用血清を採取す
る。あらかじめ書面により研究のため使用す
る場合があることを同意していただいた上
で行っている。同意を得られなかった場合は
臨床検査に必要な分以外の血液採取は行わ
ず、研究用に使用したり保存したりすること
はない。また、報告時に個人特定ができない
ように配慮している（使用するサンプルはヒ
トゲノムではなく、ウイルス DNAであるため、
個人特定に結びつくような結論が得られる
ことはまれではある）。	
 
	
 ウイルス DNA を抽出し、Nested	
 PCR により
下記の図の部位を増幅した後、塩基配列を分
析する。	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 変異点の中で、塩基配列上 splicing また



は polyadenylation に影響を与える可能性の
高い変異を pYYC1	
 plasmid に導入した後、
COS7 細胞に transfect し 24 時間後および 48
時間後に（必要あればその間も）mRNA を回収
し、real-time	
 PCR 法にて NS-1 の mRNA と
VP-1,2 の mRNA の量を比較する。	
 
	
 また、点変異（突然変異）に関して、持続
感染症例および潜伏感染後再活性化したと
考えられる症例における B19 株に関して、同
様に pYYC1 プラスミドにそれぞれの変異を導
入し、mRNA を測定する。また、通常と異なる
病態に関しても点変異を人工的に導入し検
討する。	
 
	
 B19 ウイルスの複製においては、調節タン
パク NS-1 と構造タンパク VP-1、VP-2（後者
の方が前者より重要）の割合がキーポイント
となる。最初期に NS-1 が優位で、追って
VP-1,2 が優位になることが必要とされる。
NS-1 の割合が多いとウイルス複製に悪影響
が出ることが示唆されている。一方で、ウイ
ルス DNAゲノム変異が感染様式に影響を与え
るならば、mRNA からタンパクへの翻訳段階よ
りもゲノムから mRNA への転写段階の方が重
要であると推測される。双方のタンパクをコ
ードする mRNA の時間的比率の変化を標準株
と変異株の間で比較することにより、変異が
転写段階で何らかの影響を与えていること
を確認する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 日本国内において B19 の流行は、伝染性紅
斑の定点サーベイランスにより 1981 年より
正確に 5 年おきにみられており、1981-1982
年、1986-1987 年、1991-1992 年、1996-1997
年、2001-2002 年、2006-2007 年の 6 回の全
国的流行が知られている。2 年の流行期中、
最初の年が小流行であり、次いでその翌年に
大流行が生ずる現象が共通してみられてい
る。間欠期は 3年であり、その期間は散発的
にのみ B19 感染症例があることが、後方視的
検索により確認されている。北海道における
B19	
 DNA の変異を検索した結果を図に示す。	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 

	
 

	
 
	
 1981-1987 年に主流であった株（A1 お
よび A2）は、次の 1991年の流行期には駆

逐されており、全世界的な標準株（B）に
劇的に変化している。この後は、部分的に
変異を積み重ねBからCへの以降株（BC）、
1996 年の流行から主流となった C 株へと
以降し、2001年からは新たな変化を生じた
D1、D2 株へと変化している。特に注目す
べきは A2 株が急速に消滅した点である。
A2 株の配列の違いのうち、標準株 B と異
なっている特定部分の変異が、感染力また
は複製能力において劣る要因を有しており、
外来種と推定されるB株に一斉に置き換わ
れたことが示唆された。年度ごとのダイナ
ミックな変異以外にも 20%以上において
個々の B19ウイルスに点変異（突然変異）
がみられた。興味深い点変異の例として、
当科で経験した再活性化症例では第 1969
塩基目の Adenineが Thymidineに点変異
していることが確認された。この株は全症
例の中でも、唯一の特異的な変異であった。
第 1969番目は B19ゲノムにとって重要な
中央部の Polyadenylation siteに影響を与
えうる近くの上流部分に位置するため、こ
の変異が感染様式に大きな影響を与え、潜
伏（持続）感染を生じさせる要因となって
いる可能性が示唆された。 
	
 引き続き、これらの変異部位を導入した
プラスミドによる転写産物の定量結果をま
とめていく。	
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