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研究成果の概要（和文）：近年実用化された次世代シークエンサーは、半日で数百メガ塩基対（約百万クローン）以上
のDNA配列を解読するハイスループット性能を有する。我々はこの次世代シーケンサーを用いて、未だ原因不明の感染
症が多く存在することが想定されるタイ国の、病原体未同定の臨床検体を対象とした網羅的解析（＝メタゲノム研究）
の共同研究を行った。）タイ国旅行者に発生した原因不明心筋炎のメタゲノム解析を行い、ピコルナウイルス科のウイ
ルスを検出した。さらに病原体が同定されていない36検体を解析した結果、23検体において種々のヒト病原ウイルスゲ
ノムが検出され、得られた情報をタイ国保健省と共有することができた。

研究成果の概要（英文）：Newly developed next-generation sequencing (NGS) technologies can be used to gener
ate large amounts of unbiased data (gigabases) in a single round of operation. So far, we have conducted a
 direct metagenomic diagnosis of virus infections in human clinical specimens using NGS in Japan. In this 
study, we collaborated with Osaka University and the Ministry of Public Health, Thailand, to conduct metag
enomic research in order to identify causative agents of 36 clinical infectious cases caused by unknown pa
thogens in Thailand. Several rounds of high-throughput sequencing identified human pathogenic viruses, suc
h as Picornaviridae, Paramyxoviridae, Coronaviridae, Herpesviridae, and Parvoviridae, in 23 specimens.
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１． 研究開始当初の背景 
 
これまでに実用化されている病原体遺伝

子の診断法（PCR、マイクロアレイ等）は遺

伝子情報が明らかにされた病原体に対して

のみ有効である。感染症遺伝子診断の更なる

高性能化を図る上で、未知の病原体をも検出

できる技術が求められている。一方、近年の

DNA配列決定技術の進歩は著しく、「次世代

シークエンサー」は、半日で数百メガ塩基対

（約百万クローン）以上の DNA 配列を解読

するハイスループット性能を有する。さらに

平成 22 年夏にベンチトップ型のシーケンサ

ーが発売され、低コスト化が実現された。そ

の結果、1 検体を 1 万円以下で解析すること

が可能となり、研究予算をより効果的に使え

るようになった。 

我々はこの次世代シーケンサーを用いて、

ヒト臨床検体からの病原ウイルスゲノムの

網羅的な迅速診断システムの開発に取り組

んできた。その応用研究として、未だ原因不

明の感染症が多く存在することが想定され

るタイ国の、病原体未同定の臨床検体を対象

とした網羅的解析（＝メタゲノミック研究）

の共同研究を行うことを計画した。 

 

 
２． 研究の目的 

 
タイ国首都バンコク近郊にある保健省・医

科学局(DMSc)衛生研究所(NIH)にはタイ国全

土に設置された地域メディカルセンター（図

２参照）より感染症診断のための臨床検体が

送られてくる。DMSc の検査において、病原

体同定に至らなかった（重症）感染症患者由

来の検体からの抽出核酸を用いてメタゲノ

ミック研究を行うことを目的とする。 

本研究では、メタゲノム研究を遂行するに

当たり、必要となる国内外の異分野の専門家

が結集し、解析対象（臨床検体）および解析

方法・手段という、研究目標の達成に必要な

ソフト及びハードをシステム化したことが

特色である。さらに研究代表者が（平成 23

年 11 月まで）所属していた大阪大学・微生

物病研究所・感染症国際研究センターおよび

DMSc 内に設置された本研究所タイ感染症共

同研究センターという研究施設を活かし、海

外研究機関と連携したフィールド（疫学）研

究を遂行することにより、グローバルな課題

である感染症を理解し、克服するための最先

端システムを構築することが、本研究の意義

であると考える。 

 

 
３． 研究の方法 

 
京都府立医科大学、タイ国国立衛生研究所 

(National Institute of Health, DMSc, MOPH)、お

よび大阪大学・微生物病研究所との共同研究

である。タイ国において、通常の遺伝子診断、

抗体検査では病原体同定に至らなかった臨

床検体を本研究の対象とする。特にウイルス

感染症に焦点を絞り、集団発生例および重症

例（死亡例）を優先的に検討する。試験に用

いる検体の選抜は Wichukchinda 博士と申請

者を中心に、関係者の協議において決定した。 

 

 
４．研究成果 
 
（１）タイ国旅行者に発生した原因不明心筋

炎のメタゲノム解析 

本研究を開始する直前の 2011 年 1 月にタ

イ国チェンマイ市で連続して発生した外国

人旅行者３名の心筋炎（死亡例有）について、

その原因特定のための一助としてメタゲノ

ミック解析を行った。 

同年３月より研究代表者がタイ国へ赴き、

患者由来糞便、血清、鼻咽頭スワブより核酸

を抽出した。３月から５月にかけて、非死亡

例の#2 および#3 患者由来の試料を用いて、

次世代シーケンサー（454 GS-Junior/Roche社）



によるハイスループット・シーケンスを行っ

た。試料核酸（DNA/RNA）を基にランダム

プライマーを用いて DNAあるいは cDNAを

非特異的に増幅し、200 から 400 塩基長の遺

伝子を主たる標的としてショットガンシー

ケンスを行った。１検体につき、数十万クロ

ーン以上のシーケンス（計７ラン）を行い、

得られた塩基配列情報について BLAST サー

チにて相同検索を行った結果、ヒトパレコウ

イルス（human parechovirus 1）と一致する遺

伝子断片を#2患者の糞便検体より検出した。 

しかしながら、パレコウイルスに対する特異

的なプライマーを用いた RT-PCR解析では、

特異的なバンドを検出することができなか

った。 

次に、死亡例である患者#1の血清および鼻

咽頭スワブ由来の抽出核酸をテンプレート

としたハイスループット・シーケンスを行っ

た。その結果、咽頭スワブよりライノウイル

スのゲノムが検出された。最も相同性の高い

（99%）ウイルスが Human rhinovirus 72であ

り、同ウイルスゲノムは、（特異的プライマ

ーを用いた）RT-PCRを用いても検出された。

また、臨床検体と共培養した細胞上清からは

上記以外の候補となるウイルス（ゲノム）は

検出されなかった（計 5ラン）。 

これらのピコルナウイルス科に属するウ

イルスは健常者にも広く感染していること

が報告されており、今回の心筋炎の原因病原

体と判断するにはデータが不十分であった。

また、上記 3症例以降の同様な心筋炎の発生

は報告されなかった。以上のデータは DMSc

を通して、タイ国保健省へ報告した（2011年

5月）。 

 

（２）タイ医科学局における原因不明臨床

検体のメタゲノム解析 

タイ国保健省DMScにおいて従来のウイル

ス検査では検出できなかった臨床検体につ

いて、メタゲノム解析を行い、病原体（ウイ

ルス）の同定を試みた。検体は２群あり、 

① 遺伝子検査（リアルタイム RT-PCR）で

インフルエンザウイルス（A/B）、RSV、

アデノウイルス、ヒトメタニューモウ

イルス等の呼吸器ウイルスが検出され

た 6検体 

② 病原体不明な肺炎検体（36検体） 

である。 

予備試験として設定した①群についてメ

タゲノム解析を行った結果、6 検体中 3 検体

で一致するウイルスが検出された、一方残り

の 3検体についてはメタゲノム解析では検出

限界以下となり、検出感度の低さ、もしくは

テンプレートに用いた核酸の品質（の低下）、

が問題であることが示唆された。 

上記の予備試験を基に、②群の不明検体に

ついてハイスループット・シーケンシングと

Blast解析を行った。その結果、36検体中 23

検体でヒト（病原）ウイルスゲノムが同定さ

れた。検出されたウイルスは以下の通りであ

る。 

・Human rhinovirus A/C/68 

・Human herpesvirus 4(EBV） 

・Human coronavirus NL63 

・Human respiratory syncytial virus 

・Human bocavirus 

・Human herpesvirus 1(HSV1) 

・Human enterovirus A/C 

これらのウイルスは健常者からも検出さ

れるものであり、実際に肺炎の原因となった

ものがどの程度存在するかは不明である。し

かしながら、上記のウイルスが DMSc（もし

くは関連病院における）ウイルス遺伝子検査

では陰性であったことから、今後はタイにお

けるウイルスの遺伝子型（塩基配列）に基づ

いたプライマーの設計による遺伝子診断を

進めていくことが重要であると考えられた。 

また、近い将来、より感度の高いメタゲノ

ム解析が行えることが予想されることから、

今回の試験でウイルスが検出されなかった



検体についても、抽出核酸およびシーケンス

に用いたテンプレートを保存しておくこと

にした。 

 

本研究期間をを通して、Wichukchinda博士

ら DMSc-NIH に所属する研究者とは活発な

交流を続けてきた。日本からタイ国へ出張す

るだけではなく、日本に来てもらってメタゲ

ノム解析方法を彼らに見てもらい、また実際

に彼らに解析してもらうことも積極的に行

った。また、平成 23年 12月に、研究代表者

が大阪大学から京都府立医科大学へ異動し

たことにより、以後の交流は 3つの研究機関

（大学）で遂行することになった。これらの

研究交流により、我々が確立したメタゲノム

研究の方法が、タイ側に伝えることができた

と考えている。最終年度（平成 25年度）も、

平成 25年 7月および平成 26年 3月に、京都

府立医科大学および大阪大学・微生物病研究

所を訪問してもらい、研究データに対する意

見交換等を行った。さらに、平成 26 年 3 月

には、タイ国で分離したアルボウイルス等の

ウイルスゲノム全長 cDNAの遺伝子増幅と遺

伝子クローニング/シーケンシングについて

技術指導を行った。 
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