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甲

　ウイルスはヒトの様々な臓器に感染することで、多くの病気に関連するが、まだ発見されていない
病原性ウイルスが数多く存在するかもしれない。最近の次世代シークエンシング技術発展は、細胞内
ウイルスゲノムを標的とするメタゲノムアプローチを容易とした。しかし、動物またはヒトサンプル
中のRNAウイルスゲノムを正確に検出できる効率的な方法は未だ確立できておらず、今回我々はヒトの
臨床サンプルから効率的にRNAウイルスを検出できる方法を確立した。それは細胞内dsRNAを標的とし
たメタゲノムアプローチ法を応用し、細胞内のRNAウイルスを効率的に検出し、全長を決定することが
可能であったFLDS (fragmented and loop primer ligated dsRNA sequencing) 法を基盤に、我々は新
たなmodified dsRNA-seq法を開発した。簡潔に説明すると、この方法は樹脂カラムによるdsRNA抽出、
dsRNAの断片化、dsRNAの両端にloop primerを付加、SMARTerシステムを使用したcDNAの合成、cDNAの
増幅といったプロトコルを含む。2017年6月から2019年2月に九州大学病院で57例の生体肝移植術が施
行され、そのレシピエントから集めた肝臓組織をそれぞれ用いて、従来からの解析方法と我々が開発
した解析方法を比較した。新規解析法では、より効率的にヒトの臨床サンプル中のviral readsを検出
できることがわかった。動物サンプルや培養細胞を用いた実験でも同様に良好な結果を得ることがで
きた。FLDS法を基盤に開発したが、FLDS法よりプロトコルを簡略化することで、ハイスループット化
が可能で、複数のサンプルを短時間で処理できるようになった。またviral readsをより効率的に検出
できるようになり、Total RNA-seq法の約1000倍、FLDS法の約20倍効率的であることが分かった。さら
に、我々が開発した解析方法で、C型肝炎ウイルスに感染したヒトの肝臓組織からHCV-RNAを正しく検
出することができ、また得られたHCVゲノムを用いて、系統樹解析やquaci-species解析などのさらな
る詳細な解析を行うことが可能であった。ただ、正確にRNAウイルスゲノムを検出することが可能で
あったが、残念ながら病気と関連するような新規ウイルスを発見することは出来なかった。他に野生
の野ネズミを捕獲し、そこから得た肝サンプルを用いた実験ではFulton virusを同定することが可能
であり、多種多様なサンプルに応用することで、今後新規ウイルスを発見出来る可能性は高まる。こ
の新技術は、ヒトの臨床サンプルから細胞内RNAウイルスを正しく検出するための有効な解析手段であ
り、今後病気に関連する新規RNAウイルスを発見するために役立つ可能性がある。今後は肺や腸管な
ど、各臨床サンプルを用いて解析し、病因不明な疾患に関連する新規ウイルスを発見し、新しい治療
法や予防策の発見につながることを期待する。
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