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論文内容の要旨

[目的]

ヒトに感染する β へルペスウイルスを共通増幅することを目的とした Consensus primer PCR 法を開発し臨床応

用の有用性について検討した。

[方法ならびに成績]

ヒトに感染する βへルペスウイルスはサイトメガロウイルス (CMV)、ヒトへルペスウイルス (HHV) ー6、 HHV-

7である。これらのウイルスゲノムのなかで保存性の高い領域である late spliced gene 領域に β ヘルペスウイルス

DNA を共通増幅することが可能な consensus primer を forward 側 2 種、 reverse 側 2 種の計 4 種設計した。増幅

条件は、アニーリング温度を450Cに設定した緩やかな条件で増幅反応を実施した後、アニーリング温度55
0

Cの厳しい

条件で増幅させる 2 ステップの PCR サイクルを用いた。

最初に βへルペスウイルス標準株から抽出した DNA を用いて PCR 法を施行し、ウイルス DNA からの特異的な

増幅を確認した。次に、この方法の臨床的な有用性を確認する為に、 βヘルペスウイルス DNA の存在が明らかな患

者末梢血単核球から抽出した DNA を用いて検討を行った。この結果臨床検体においても consensus primer による

増幅が認められ、その増幅産物は CMV、 HHV・6、 HHV-7各々に特異的に設計したプロープを用いたサザンハイプ

リダイゼーションにより増幅されたウイルスの判別が可能であった。さらに増幅産物の塩基配列をダイレクトシーク

エンシング法を用いて解析した結果からも、目的のウイルスからの特異的な増幅であることが確認できた。

[総括]

ヘルペスウイルスは初感染後体内に潜伏感染し、宿主が免疫不全状態になると再活性化し様々な病態をひき起こす。

なかでも、 β へルペスウイルスに属する CMV は間質性肺炎や腸炎等重篤な疾患の原因となることが知られている。

CMV と同じく βへルペスウイルスに属する HHV-6 も免疫不全状態で再活性化がみられ、脳炎や骨髄抑制など関連

する病態も報告されるようになってきた。移植患者や、 AIDS 患者においては、これらの βヘルペスウイルスの再活

性化をモニタリングし、適切な時期に抗ウイルス剤をはじめとする治療を行うことが重要である。

ウイルスの検出法としては、従来のウイルス分離や抗体検索に加えて、近年 PCR 法や抗原血症法等が用いられる

ようになっている。これらの結果を指標にして、症状が出現する前に治療を開始するいわゆる preemptive therapy 

が行われ、その有効性も確認されつつある。予防的な抗ウイルス剤の投与等治療の長期化に伴う薬剤耐性ウイルスの
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出現が問題になっているが、ウイルスが検出された期間に限定して治療をする preemptive therapy は治療期間を短

縮するという意味でも有効であると言える。その為 preemptive therapy の指標となる、より鋭敏で迅速に結果が得

られるモニタリング法が開発されることが重要である。

今回開発した Consensus primer PCR 法は β へルペスウイルスに保存性の高い領域にプライマーを設定すること

で、これらのウイルスを特異的に同時に共通増幅する方法であるo プライマーの設計の際には、ウイルス間でプライ

マーの塩基配列とのミスマッチ数に差が生じないこと、宿主であるヒトゲノムからの増幅を抑制することに特に留意

した。増幅条件は、あらかじめプライマーの多少のミスマッチを許容する緩やかな条件で増幅反応を実施した後、さ

らにミスマッチを許容しない厳しい条件で増幅させる 2 ステップの PCR サイクルを採用した。これにより、ミスマッ

チを含むプライマーから、 βへルペスウイルスを特異的に共通増幅することが可能となった。この方法は少量のウイ

ルス DNA を含む臨床検体に用いた検討でもヒトゲノムからの非特異的増幅はほとんど無く、標的ウイルスからの特

異的な増幅が確認できた。複数のヘルペスウイルスを同時に高感度で検出できるこの方法は、従来の個々のウイルス

を増幅して検出する PCR 法と比較して結果に基づいた治療をより迅速に行えるという点で非常に有用と考えている。

論文審査の結果の要旨

この論文は、複数の βへルペスウイルスを同時に高感度で検出できる PCR 法について検討したものであるo β ヘ

ルペスウイルスに保存されている late spliced gene 領域にヘルペスウイルス DNA を共通増幅させる consensus

primer を設計し、臨床検体に応用可能な PCR の系を開発した。ヘルペスウイルスには初感染後体内に潜伏すると

いう共通する特徴があるが、この潜伏ウイルスは宿主の免疫不全状態に伴い再活性化し様々な病態を引き起こす。ウ

イルスの再活性化に伴う感染症は、 HIV 感染症や移植症例が増加している今日では非常に重要な問題であり、今後

へルペスウイルス感染症の診断と治療がますます重要になると予測され、この方法の臨床的価値は高い。 βへルペス

ウイルスには移植後の感染症の原因ウイルスとして重要であるサイトメガロウイルスや、近年注目されている HHV-

6が含まれており、 PCR 法などを用いた各々のウイルスのモニタリングは既に行われている。この方法を用いれば従

来の方法に比較して簡便にウイルスの検出を行うことができる。またウイルス間で保存された領域を標的として

PCR 法を利用するこの方法は、未知のウイルスも含めて検出する可能性もある。検出感度も 1 検体に10コピー以上

ウイルスが存在している検体で検出が可能であり、感染症の予測に有用であるo この論文は博士(医学)の学位授与

に値するものと考える。
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