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本邦ではアデノウイルス 7型 (Ad7)の分離報告は従

来ほとんどなかつたが,1995年 4月 を境に多数分離され

るようになった.我 々は Ad7の 急増がウイルスゲノム
の変化によるためかどうかを調べるため,ヘキソン超可

変領域 (HVR)に 注目し,シークエンスによる解析を行っ

た。その結果,近年の流行前後のウイルスゲノム HVRに
大きな変化はなく近縁であることが明らかにされた。ま

た,HVRを含めたヘキソン領域は遺伝子型によらず,同

H眼会誌 102巻 9号

約

一血清型において保存 されていることが推測された。現

時点で遺伝子型を比較するには genOme typingの 方が

適していることが結論づけられた。(日 眼会誌 102:570

-575,1998)
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Abstract
The isolation of adenovirus type 7 (AdZ) has been rus hexon which contains HVRs is conserved in the

rare in Japan in the past. However since April, 1995, same serotype of any genome type. At present, virus

many isolates of Ad 7 have been reported. In order genome typing seems more suitable for comparing

to find the cause of Ad7 re-emergence in Japan, we the differences of genomes than sequencing. (J Jpn
investigated the genome sequences of Ad 7 by ana- Ophthalmol Soc 102 : 570-575, 1998)

lyzing the hexon hypervariable regions ( HYRs ).
HYRs of genomes isolated before and after this Key words: Adenovirus type 7, Sequence, Hyper-

prevalence showed little change and were closely re- variable region (HVR), Hexon

lated with each other. It was concluded that adenovi-

I緒  言

アデノウイルス 7型 (Ad7)感 染症は,我が国では小

児科領域から時折報告されていたが,1980年 から1994

年の 15年間で僅か 30例 にすぎず,こ れまで系統的な報

告いはない。これに対し,欧米では重篤な呼吸器疾患とし

て報告
2)されており,Liら

3)の genome typingに よっても

多くの遺伝子型が存在することが知られている.と ころ

が 1995年 4月 以降,本邦にも欧米と同様にAd7に よる

感染症が小児を中心に突然多発し,2年 間で274例 の分

離報告
1)がなされた。眼科領域では,咽頭結膜熱(PCF)の

原因ウイルスとして知られているが,結膜炎の臨床像に

ついての報告は少ない。最近 15年間のサーベイランスの

報告でも,結膜からの分離はほとんどない
|).し かし,こ

の2年間に多数分離され,臨床診断されたものをみると,

PCFではなく流行性角結膜炎(EKC)と 診断されたもの

が 8%み られた°。そして呼吸器疾患は乳幼児に多いのに

対して,EKCは青年から成人でみられるという傾向が

あった。今回の本邦での Ad7侵入がどうして起こった

のか,ま た,Ad7自体の変異がどのようなものであるの
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かが注目されている。

アデノウイルスヘキソンには中和を含む多くの性状に

関与する因子が内在していることが知られている。最近

ヘキソンの分子生物学的解析により超可変領域 (hyper―

variable region,HVR)の 存在が明らかにされ〕,ウ イル

ス変異に対するアプローチも可能になってきた。我々は

Ad7の標準株と流行期前後の臨床分離株を対象にHVR
を解析 し,Ad7の変異の有無を検討したので報告する。

II実 験 方 法

1.対  象
ウイルスは本邦での流行期以前の株 として,1954年 カ

リフォルニアで分離された Ad7標準株 ,1958年 メリー

ランドで分離された 58-M,1992年愛知で分離された 92
-A,そ して,流行期の株 として 1995年広島で分離された

95-Hと 神奈川で分離された 95-Kl,95-K2,1996年 北海

道で分離 された 96‐ Hlの 計 7株である。92-A,95-Hは ,

その年報告数が最多であった県で咽頭 (肺炎)か ら分離さ

れた株
1'で
ある。95-Kl,95-K2,96-Hlの 3株は全身症

状を伴わない,い わゆる EKCの患者結膜から分離され
た株である。95-K2,96-Hlは ,Ad8に代表 される D亜

属のように,耳前リンパ節腫脹を伴っていた.さ らに,95-

K2は角膜上皮炎も認めたが,Ad8の ような上皮下混濁
は認めず軽症であった。結膜所見を総合 してみると,

EKCと いってもD亜属ほど重症ではな く,同 じB亜属
の Ad3に よるPCFの典型的な臨床像 と変わらないと
いう印象を受けた。また,Ad7標準株,58-M,92-A,95-H
の 4株は,野田らも,が制限酵素解析により遺伝子型を報

告したものであり,それぞれ 7p,7a,7b,7cと して報告

されている。95-Kl,95K2は 北村ら7)に より野田らの 7
cと 同 じ遺伝子型と報告されたものである (表 1).

2.方  法
Gene Bankに 登録されているアデノウイルス B亜属

標準株のヘキソン塩基配列を基に,7つ の HVRすべてを
含む領域 を増幅するようにプライマー を設計 した。

Sense 5'― GCIACCCCITCGATGATGCC-3'(4～ 23),An―
tisense 51-CAGTCGTAGGTGTAGGAGCC-31(1684べ´

1703)を 用 い て polymerase chain reaction(94℃ 1分 ,45
°
Cl分 ,72℃ 1分を計 36サ イクル)を行い,増幅産物はベ

表 1 対象検体

株名   分離年 場所 山来  遺伝 r型
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クターを用いてクローニングした。そして,得 られたク

ローンを材料に,サ イクルシークエンス法 (96℃ 10秒 ,50

℃5秒 ,60℃ 4分を計 25サ イクル)に よリオー トシークエ

ンサー (ABI PRISM 310ω )を 用いて塩基配列 を解析 し

た。プライマーは 300塩基対前後の間隔で設定し Sense

(291-307)(842-857)(1139-1154),Antisense(652-669)

(1031-1048)(1594-1609)の 6種類を用いた。プライマー

の核酸の位置は,Ad7標 準株のヘキソンに従った.得 ら

れた塩基配列の波形デー タを基に,DNA解析 ソフ ト
ウェア (DNASIS・ )を用いて順方向と逆方向を合わせ,真

の塩基配列を決定した .

III 結  果

シークエンス法により得られた核酸の配列をHVRl
～6を 含むLoop l(Ll)と HVR7を 含む Loop 2(L2)の
2領域に分けて示したものが図 1で ある。95-Hと 95-K

l,96-Hlは 同じ配列であったため 1つ にまとめてある。

これから推定されるアミノ酸の配列を同様に図 2に示し

た。7つ の HVRを比較してみると,1995年以降の流行期
に結膜から分離された Ad7の うち,2株 (95-Kl,96-H
l)は同時期の咽頭から分離された 95-Hと 同じであった

だけでなく,流行期以前の 92-Aと も同じであり,58-M

とはHVR3で 1ア ミノ酸が置換 していた,一方,95-K2
は95-Kl,96-Hlと はHVR4で 1ア ミノ酸が異なって
おり,58-Mと はHVR3,4で計 2ア ミノ酸が異なってい

た。HVRに おける相同性 (%)を核酸,ア ミノ酸別にまと
めたものが表 2である.58-Mは年代的にはAd7標準株
に近いが,92-Aや この流行期の分離株と近縁であった。

HVRを 含む Ll,L2領域全体でみると,92-A,95-H,95-
Kl,96-Hlの 4株 の うち,92-Aは HVR3と HVR4の
間で 1ア ミノ酸が残る3株と異なっていた。

IV 考  按

アデノウイルスを構成する最多のタンパクであるヘキ

ソンをX線構造解析すると,表面に露出しているのが 3
つのループ,Ll,L2,L4で ある )`.最近のヘキソンに関す
る分子生物学的解析により,アデノウイルス標準株間に

はその長さも配列も大きく異なる領域,hypervariable

region(HVR)が 独立した 7か所にみられ,HVRl～ 6は

Llに ,HVR7は L2に 存在することが明 らかにされ
た".

今回我々が解析したAd7では,標準株を除くすべて
の株で HVRl,6は 同じ配列であった。HVRlと 6は Ll
ループを構造的に支持する内部残基であり,こ の領域は

組織親和性との関係が示唆されている
。)。
今回の成績は

流行株に組織親和性の変化が起きていないことを示唆す

るものと思われた。北村ら
7)の
報告に示されたAd7結膜

分離株と咽頭分離株のゲノムタイプの類似性もこれを支

持する成績といえる。近年眼科領域では,結膜炎症例で

Ad7標準株

58-ヽ 4

92-/ヽ

95-H

95-Kl

95-K2

96-1111

カリフォルニア

メリーランド

愛知

広島

神奈川

神奈川

北海道

咽頭

Ⅱ因″t

‖国

":咽頭

結膜

結膜

結膜

7c

7c

未検

7a

7b

Ad7:ア デノウイルス7型
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Ad7分離例を経験することがあるが,こ れは Ad7の組

織親和性の変化ではなく,Ad7分離症例全体が増加 した

ためと考えられる.最近の Ad7分離株は,標準株に比べ

て 3ア ミノ酸短くなっていることは,ゲノムの変化 とし

て何らかの臨床的意義があるかも知れない.

HVR4に おいて,流行期の株間に 1ア ミノ酸の変異が

みられたことは興味深い。この領域は進化との関連性が

|‖限会誌 102巻 9号

示唆されている
いが,Ad7と いう同一血清型内において

鎖長の相違はみられず,進化性は明らかにできなかった。

アデノウイルスの 7か所のHVRに ,血清型に特異的

な配列が限局しているという事実は,こ の領域の 1か所

ないしは数か所に血清型を決定する中和のエピトープが

存在していることをうかがわせる.T00goodら ')は HVR
5と 7に中和反応を支配する領域があることを報告して

HVRl

Ad7p             401
58‐ H
92‐ A

95-H,95-Kl,96‐ Hl
95-K2

Ad7p
58‐ M
92-A
95‐ H,95-Kl,96‐ H■
95-K2

451 ACATTTCCCA TTCCTTCCAT GAAGGGACAC AATATTACTA AAGAAGGTTT     500

↓Loop l
――TGGATACT
――TGGATACT
‐‐TGGATACT
――TGGATACT
――TCCATAGT

TACACCACGA
TACAACGGGA
TACAACGGGA
TACAACGGGA
TACAACGGCA

TTCCTTCCAC
TTCCTTCCAC
TTCCTTCCAC
TTCCTTCCAC

GAAGAAACAC
CAACAC― ―――

GAACAC― ―――

GAACAC― ――‐

GAACAC― ―――

CAGTAACTAC
――‐‐‐AAT CC
‐―‐――AATCC
‐‐‐‐―AATCC
‐‐‐‐‐AATCC

CACCACAAAC
CA CCACATAC
CA CCACATAC
CACCACATAC
CACCACATAC

450

600

650

700

ACATTTCCCA
ACATTTGGCA
ACATTTCCCA
ACATTT CCCA

AATATTACTA
AATATTACTA
AATATTACTA
AATATTACTA

GAACGGACAC
GAAGGGAGAC
GAAGGGACAC
GAAGGGAGAC

HVR2

ACGAAGGTTT
ACGAAGGTTT
AGGAAGGTTT
AGGAAGGTTT

GACTCATACT
CACTCATACT
CA CTGATATT
GACTGATATT
GACTCATATT

Ad7p
58‐ M

92‐ A
95-H,95‐ Kl,96‐ Hl
95‐ K2

501 ACAAATTCGG
AGAAATTCCG
ACAAATTCCG
ACAAATTCCG
AGAAATTCGG

TATCCCGATA
TATCCCGATA
TATCCCGATA
TATCCCGATA
TATCCCGATA

AAAGACATTA
AAACACATTA
AAACACATTA
AAACACATTA
AAACACATTA

CTCCACACAA
CTCCACACAA
CTCCAGACAA
CTCCACACAA
CTCCAGACAA

CAACCCCATT
CAACCCCATT
CAACCCCATT
CAACCCCATT
CAACCCCATT

Ad7p
58‐ M
92‐ A
95‐ H,95‐ Kl,96‐ Hl
95‐ K2

cc. AAACATATCAJJ` AAACATATCA

AAACATATCA
AAACATATCA
AAACATATCA

HVR3

CC CACAGCCT
CCCAGACCCT
CCCACACCCT
CCCACACCCT
CCCACACCCT

CAAGTTGGAG
CAAGTTGGAG
CAAGTTGGAG
CAACTTGGAG
CAACTTGCAG

AACAATCATG
AACAATCATC
AAGAATCATG
AAGAATCATG
AACAATCATG

58‐ M
92-A

601 GATGGAACAA ATGAAAAGTT T6GAGGTA6A GCTCTTAA
GATGCAACAA ATCAAAAATT TCGAGGTACA CCTCTTAA
CATCCAACAA ATCAAAAATT TCGAGGTACA CCTCTTAA
GATCCAACAA ATGAAAAATT TGGAGGTACA CCTCTTAA
CATCGAACAA ATGAAAAATT TGGAGGTACA CCTCTTAA

AC CACCTACCAA
AC CACCTACTAA
AC CACCTACTAA
AC CACCTACTAA
AC CACCTACTAA

95-H,95-Kl,96‐ Hl
95-K2

7p
―M
―A
―H,95‐ Kl,96‐ Hl
―K2

7p
―M
―A
―H,95-Kl,96‐ Hl
―K2

Ad7p
58-M
A
―H,95-Kl,96-Hl
―K2

95-H,95-Kl,96-Hl

651 AATGAAGCCA
AATCAACCCA
AATCAACCCA
AATCAACCCA
AATCAACCCA

TCCTACCGGT
TCCTACCGGT
ACCTACCGGT
TCCTACGGGT
TCCTACCGGT

CTTTTCCAAG
CTTTTCCAAG
CTTTTCCAAG
CTTTTCCAAG
CTTTTCCAAG

ACCTACAAAT
ACCTACAAAC
ACCTACAAAC
ACCTACAAAC
ACCTACAAAC

ATAAAACCGG
ATAAAACGGG
ATAAAACGGG
ATAAAACGGG
ATAAAACGGG

HVR4

7ol GCCAAGCTAA
CCCAACCTAA
CCCAACCTAA
CCCAACCTAA
CCCAACCTAA

TGTTCAGACT
TGTTGAAGCT
TGTTCAACCT
TCTTGAAGCT
TGTTCAACCT

AAACAGAAAA
AAACACAAAA
AAACAGAAAA
AAACAGAAAA
AAACACAAAA

GTAAAACCAA
GTAACACCAA
GTAACACCAA
GTAACACCAA
GTAACACCAA

CCCAACGA CA
CCGAACGAGA
CCCAACGAGA
CCCAAGGACA
CCCAAGGAGA

750

HVR5
.TGGTAGAC AACCTCGT 800
GATGGTACAC AACCTCCTGA
CATGGTACAG AACCTCCTCA
GATGGTAGAG AACCTCCTCA
CATGGTACAC AACCTCCTCA

GGAAAATCTC
GGAAAATCTC
GGAAAATGT C
GGAAAATGTC
CGAAAATCTC

850

HVR6
GAACTTCTCA
GAACTTCTCA
GAACTTCTCA
GAACTTCTCA
CAACTTCTGA

751 GACCACCCAG
GACGACCCAG
GACCAGCCAG
GACCACCCAG
GACCAGCCAG

801 CCCTTTTTCC
CCCTTTTTCG
CCCTTTTTCG
CCCTTTTTCG
CCCTTTTTCG

9ol CATCCAAATT
CATCCAAATT
CATCCAAATT
CATCCAAATT
CATCCAAATT

TCCTTTACAC
TCCTTTACAC
TCCTTTACAC
TCCTTTACAC
TCCTTTACAC

ATATTGATAT
ATATT GATAT
ATATT GATAT
ATATT CATAT
GTATTCATAT

GGAATTTTTT
CGAATTTTTC
GGAATTTTTC
CGAATTTTTC
GGAATTTTTC

CCTCAAATTC
CCTCAAATTG
CCTCAAATTG
CCTCAAATTG
CCTCAAATTG

AATTTAGAAA
AATTTGGAAA
AATTTCGAAA
AATTTGGAAA
AATTTGGAAA

Ad7p
58-M
92-A

851 CTCCACACAG
CTCCACACAG
CTCCACACAG
CTCCAGACAG
CTCCAGACAG

TCATAACTCT
TCGTAACTCT
TCGTAACTCT
TCGTAACTCT
TCGTAACTCT

CCATGTAGTT
CCATGTGGTA
CCATGTGGTA
CCATGTGGTA
CCATGTGGTA

↓

TACAAG

TCGGT
TCGGT
TCGGT
TCGGT
TGGGT

TACAAGCCAG
TACAACCCAG
TACAACCCAG
TACAACCCAG

(次頁へ続く)
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1201 -― ―――――――― ――――――――GA TGGCATAGGA CCACCGAAAA CATATCAAGG
―――――――――― ――――――――GA TGGCATAGGA CCACGGAACA AATATCAACG

1250

GA TGGCATACCA CCAGGGAACA AATATCAAGG
GA TGGCATAGGA CCACGGAACA AATATCAAGG

――――‐――――― ‐‐‐―――――GA TGCCATAGGA CCACGGAACA AATATCAACG

HVR7

5713

Ad7p
58‐ M
92-A
95‐ H,95-Kl,96‐ Hl
95-K2

Ad7p            1251 CATTAAATCT
58-M                 CATTAAACCT
92-A                 CATTAAACCT
95-H,95-Kl,96‐ Hl     CATTAAACCT
95-K2                CATTAAACCT

GTTTCTAAAT
GTTTCTACAG
GTTTCTACAG
GTTTCTACAG
GTTTCTACAG

CTATGGAAAT
CTATCGAAAT
CTATGGAAAT
CTATCGAAAT
CTATGGAAAT

TAATATCCAA
TAATATCCAA
TAATATCCAA
TAATATCCAA
TAATATCCAA

AAAGACAATG
ACAGACACTG
ACACACACTG
ACACACACTG
ACACACACTG

GATCCGAAAA
CATCCGAAAA
CATCCCAAAA
CATCCGAAAA
CATGGGAAAA

AGATCATAAT
ACATACTAAA
ACATACTAAA
AGATACTAAA
ACATACTAAA

1300

1350Ad7p            1301 CTAATCAAAT
58-M                 CTAAT GAAAT
92-A                 CTAAT CAAAT
95-H,95-Kl,96-Hl     CTAATCAAAT
95-K2                CTAATCAAAT

↓

Ad7p            1351 GCTAAC
58-M                 CCTAAT
92-A                 CCTAAT
95‐ H,95-Kl,96-Hl     GCTA′ Tヽ
95-K2                CCTAAT

ACCCATAGGC
ACCCATACCC
ACCCATAGGC
ACCCATAGGC
AGCCATAGGC

AACAACCAGG
AACAATCAGG
AACAATCAGG
AACAATCAGG
AACAATCAGG

図 1 アデノウイルス7型 (Ad7)超可変領域 (HVR)の 核酸配列 .
核酸配列は Loop lと Loop 2に 分けて示 した。Loopの 前後を↓で示す。核酸の位置は Pring― A kerblomら lⅢ

に従った.各 HVRの 位置は,Crawお rd― Mikszaら 和によった。

いるが,今回の Ad7の HVR5と 7の アミノ酸レベルの

相同性は標準株とそれ以降の株間で91.6%と 57.6%で

あった.一方,異なる血清型間では,Ad7標準株 (p)と Ad
16pで は 15.3%と 42.8%,ま た,Ad3pと Ad 16 pで は

7.6%と 42.8%と 報告“''さ れている。したがって,特 に

HVR 5の相同性が低くなるとゲノムタイプだけではな

く血清型まで異なることがわかり,中和反応には少なく

ともHVR5が重要な位置を占めていると考えられる。
ヘキソンHVRの比較はこれまで標準株間でのみされ
てきた

5)1° )]l)が
,同一血清型内においての系統的な比較

はされていない。我々は今回の流行に当たって,変化しや

すいとされるHVRに 変異が生じている可能性を推測
し,解析を行った。今回の対象は全体として 7株 ,流行期

の臨床分離株として2年間で 4株 と多くなかったが,最

近の報告でも梶原ら
12)は 1年 間で2株 ,Golovinaら B)は

13年 間で 20株,Kannemeyerら
|● は 12年 間で 3株を対

象としており,対象株数として特に少ないというもので

はなかった。そして結果として,実際にはAd7標準株を
除いて 58-M以後変化はなかったといえる。これは今回
の Ad7解析により,同一血清型内において HVRは遺伝
子型によらず保存されていることが明らかにされたこと

を意味している.すなわち,HVRは 血清型を判断するの

に適した領域であるということがいえる。

また,こ の HVRの比較から,Ad7標準株のみが他の

分離株に比べて遺伝的距離が離れていることがわかっ

た。これは現在の Ad7の主体が 58-M以 降の流れによ
るものであり,標準株からの流れによるものではないこ

とを示唆している.そ して,Ad7標準株と58-Mは分離

年としては 4年 しか離れていないが,58‐ Mが標準株か
ら分離したのは 1958年以前に始まり,それが現在の Ad

7の主体になったと考えられる。

シークエンス解析ではウイルスの詳細な変異が解明さ

れ,ウ イルスゲノムの進化や変遷といった系統的な解析

への応用が可能である。一方,genome typingで はアデノ

ウイルスDNA全体について約 36k塩基対の変異を捕
えることができる。しかし,分離培養は手間がかかる上 ,

具体的にその変異がどこに存在するのか不明であり,変

異の大きさや遺伝的距離を決定することは困難である.

これまで Ad7感染症再流行の背景として,過去日本
での Ad7の大きな流行がなく,日 本人の抗体保有率の

低さがいわれてきた。本邦におけるAd7抗体保有率は,
1958年 には 37.5%で あった |コ のに対して,現在では 40

歳未満で 5%前 後といわれている '¨.我 々の教室員の

データをみると8.3%(3/36)で ,抗体価は全員 4倍 と低

かった(未発表).実際に発病者の年齢をみると20歳未満

が全体の 90%以上を占め→,若年者の発症が目立ってい

る。しかし日本人の,と りわけ 40歳未満の抗体保有率が

低いがために生じた単なる周期的な流行とするならば,

この 40年近くの間に同様の流行を繰り返しているはず

であり,1995年に突発的に流行した原因として宿主側の

抗体保有率の低さだけでは説明がつきにくい。

今回我々は,ウ イルスゲノムの中でも特に変異しやす

い領域として注目されはじめているHVRの シークエン
スを検索したが,HVRを 含めたヘキソン領域は流行期前

後で変化していないことがわかった。しかし,これまで海

外の Ad7遺伝子型については,Liら 3)が genome typing

によつて 15種類を,ま た Adrianら
|¬が 9種類を報告し

ており,Ad7に は多くの遺伝子型が存在していることが

知られている.す なわち,こ れは genome typingに おい

て異なる遺伝子型として認識する部位が,ヘキソン以外
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図 2 核酸のシークエンスから推定されるアミノ酸配列 .
Loop lと Loop 2の 位置を ↓で示す。

表 2 超可変領域 (HVR)全領域 核酸 /ア ミノ酸 ホモロジー

核酸

Ad7標準株  58-M 92‐ アヽ 95-H,95‐Kl,96-H1    95-K2

アミノ酸 Ad7標準株

58-ヽ 4

92-A

95‐H,95-Kl,96-Hl

95‐K2

89.7 89.4

99.6

100

98.9

89.4

99.6

98.9

98.9

97.8

89.1

99.3

99.6

99.6

79。 4

78.6

78.6

77.7

100

98.9

の領域に存在することを示唆 している。それでは,ヘキソ

ン以外でウイルスゲノムの進化や病原性 ,ま た,組織親和

性に関与する領域が存在し,そ こが大きく変化 して今回

の流行に関与 しているのであろうか。同じ血清型に属す

る株間において塩基配列の相違が限局している部分があ

れば,その領域のシークエンシングにより,流行の原因の

一つとしてゲノムの変異や変遷を理解することができ

る.しかし,現時点ではその領域が不明であり,約 36k塩

基対すべてのシークエンスを決定しない限り変異を捕え

るのは不可能である。それは現実的には容易ではない.今

のところゲノムの変化をみるのには,漠然とではあるが,

しかし,全体の相違を把握できる genome typingの 方が

適しているといえる.実際 92-Aと 95-Hは genome typ_

ingではBs′ EIIに より明らかなバンドの違いとして区
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別された。が,シークエンスではLlに ごく僅かな差をみ

るにすぎなかった。

ウイルス流行の原因として,ゲ ノム自体に大きな変異

が生じたのか,あるいは微細な変化が散在してみられる

のか,と いうウイルス自体の解析に加えて,こ れまでいわ

れてきた抗体保有率の低さや免疫能の低下という宿主側

要因,それをとりまく環境要因などを含めた総合的な解

析が今後さらに必要である。
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