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目 的 :ア デノウイルス 4型 (Ad4)の DNA解 析 を

行い,遺伝子型の年次変化を検討 した.

対象と方法 :札幌市内の 4眼科診療所で急性ウイル

ス性結膜炎患者から採取された Ad4 16検体 (前期 7検

体,1993年 12月 ～1994年 3月 ,後 期 9検 体,1995年 3

～5月 )に対 し,4お よび 5塩基対認識制限酵素 Tαg I,

Iれ fIを 用いてDNA切断解析を行った.

結 果 :16検 体の genome typeは すべて Ad4aで
あった。Subgenome typeを 解析すると,前期の 7検体は

すべて同一であった。後期の 9検体には2種類の sub―

genome typeが存在 し,5検体は前期と同一,4検体は異

4お よび 5塩基対認識制限酵素を用いた
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約

なるsubgenomeけpeであった.2種類のsubgenOme type

の類似性は高く,起源が同一であると考えられた.過去の

文献 との比較では,今 回の Ad4は 1985～ 1989年 にみ

られた subgenome typeと は異なった。

結 論 :Ad4の 遺伝子型は変異により年次的に変化

していることが推定 された。(日 眼会誌 103:386-391,

1999)
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Abstract
Purpose : To ascertain the chronological change riod showed two subgenome types : five strains

of subgenome types of adenovirus type 4 ( Ad 4 ) showing the same subgenome type as in the first pe-

through DNA analysis. riod, and four showing a different subgenome type.
Materials and Methods : We evaluated sixteen The two subgenome types were similar in DNA pat-

Ad 4 strains from patients with acute viral conjuncti- tern, suggesting that both were derivatives of a com-

vitis at four eye clinics in Sapporo, northern Japan. mon subgenome type. AII the sixteen strains were a
Seven strains were obtained from December lgg3 new subgenome type which was different from those

through March 1994 (first period). Nine strains were previously isolated during f985-1989.

obtained from March through May in 1995 (second Conclusion : The subgenome types of Ad 4 in
period). These strain.s were analysed using DNA re- 1993 1995 have changed from those in 1985- 1989.

striction endonucleases recognizing 4-or 5-base-pair (J Jpn Ophthalmol Soc 103:386 391, 1999)

sequences, Taq I and Hinf L

Results: The genome type of sixteen strains was Key words: DNA restriction endonuclease analysis,

Ad 4 a. Seven strains in the first period showed the Genome type, Viral conjunctivitis, Ade-

same subgenome type. Nine strains in the second pe- novirus type 4

I緒  言

アデノウイルス4型 (Ad4)結 膜炎は1979年頃から我

が国でもみられるようになり,現在 Ad結膜炎の主要な

原因の一つである|).従来ヒトヘの感染がきわめて稀で

あったAd4が結膜炎の原因として各地に広がった理由
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として,ウ イルスが変異 してヒト結膜に対する親和性を

増したことが考えられている。

近年,分子生物学的手法を用いたウイルスの遺伝子レ

ベルでの解析が行われ,ウ イルスの遺伝子型と変異の状

況が検討されて認た.Wadel12)は Ad4の DNAを 6塩基

対認識制限酵素を用いて切断し,そ の切断像を比較する

ことにより,Ad4が標準株 Ad4pお よびAd4aの 2つ

の genome typeに 分類されることを示 した。Wangら 3)

は 1990年の日本各地の Ad4の genome typeを 検討し,

我が国の結膜炎由来の Ad4はすべて Ad4aで あること

を明らかにした.Liら
4)は 1965～ 1984年 までの19年 間に

Ad4aは 一部が Ad4al,Ad4bに 変異 した以外よく保存

され変化 しなかったと述べた。

Itakuraら 5)は Ad4aの DNAを 4塩基対認識制限酵

素 ルタIお よび5塩基対認識制限酵素 H″fIを用いて検

討すると,さ らに細かい分類が可能であることを明らか

にし subgenome typeと 呼んだ。そ して,Ad4aは sub―

genOme typeの レベルでは年次的に変異を続けている

ことを示した。これらの報告から,ウ イルスの遺伝子型と

変異の検討に制限酵素を用いたDNA解析が有用であ

り,特 に 4塩基対認識制限酵素および 5塩基対認識制限

酵素を用いてウイルスの subgenome typeを 同定するこ

とによリウイルスの時間的推移,地域的広が りを検討す

ることが可能であることが明らかになった。

今回,我 々はこの方法を用いて,Ad4の subgenome

typeの一地域内での動向を知る目的で,① 同一地域で採

取されたAd4の subgenome typeと 1年後に同地域で

採取されたAd4の subgenome typeの 比較,② 同一地

域内4施設におけるsubgenOme typeの 比較を行い,ま
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た今回と同じ札幌市内で 1985～ 1989年 までに採取され

たItakuraら 5)の Ad4の subgenome typeと の比較,検

討を行ったので報告する.

II実 験 方 法

1.対  象

1993年 12月 27日 から 1994年 3月 1日 までの前期 65

日間および 1995年 3月 15日 か ら5月 1日 までの後期

48日 間に,札幌市内の4か所の眼科診療所において臨床

的にアデノウイルス感染が疑われた患者の結膜擦過物と

して採取され,札幌市衛生研究所で分離され,中和法によ

り血清型が同定された Ad4の 16株 を対象とした。検体

は前期に7株,後期に9株採取された。

2.方  法

1)ウ イルス培養および DNA抽出

75 cm2培 養びんに Hep‐ 2細胞と2%子牛胎児血清入

りE― MEM(Eagle's minimal essential medium)を 加え,

Ad4臨床分離株を接種 し2～ 3日 間培養 した。細胞変性

効果を確認後,得 られたウイルスからShnagawaら 6)の

変法によりDNAを 抽出した。

2)DNA切断

Ad4の genOme typeの 解析には6塩基対認識制限酵

素 Bα″HI,E“ RI,S″′I,X力οI,そ してsubgenome type

の解析には 5塩基対認識制限酵素闘イ Iお よび 4塩基

対認識制限酵素 動71(以 上宝醸造)を 用いた。各検体に

制限酵素と反応緩衝液 (宝醸造)を加え各制限酵素の至適

温度で 3時間反応させ,DNAを 切断した。各制限酵素が

認識する塩基配列,使用 した反応緩衝液の組成および反

応温度は表 1の とおりである。

表 1 制限酵素の特性

制限酵素  認識する塩基配列 反応緩衝液の組成 反応温度

Bα
'72HI

EσοRI

SγんαI

〃?ηg

↓
GGATCC
CCTAGG

↑

↓
GAATTC
CTTAAG

↑

↓
CCCGGG
GGGCCC

↑

↓
CTCGAG
GACCTC

↑

↓
GANTC
CTNAG

↑

↓
TCGA
AGCT

↑

20mM Tris・ HCl(pH8.5),10mM MgC12.

lmM DTT,100mM KCl

50mM Tris・ acetate(pH7.5).10mM MgC12,

lmヽlDTT,100mM NaCl

33mM Tris・ acetate(pH7.9),10mM Mg・ acetate,

0.5mルIDTT,66mヽ 4K・ acetate,

0.01%ウ シ血清アルブ ミン

50mM Tris・ HC(pH7.5),10mM MgC12,

lmM DTT,100rn]Ⅵ  NaCl

30℃

XんοI

37℃

30℃

37℃

37℃

65℃rα91

矢印は切断部位を示す
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表 2 検体採取日,施設,subgenome t)Te

No. 検体採取日  施設 (地 区) subgenome type
Nll N12

BalnHI EcoR I

P S
Sma I
PS

Taq I

Xho I

P S

10kbp

5kbp

lkbp

[前期 ]

1

2

3

4

5

6

7

[後期 ]

8

9

10

11

12

13

14

15

16

93.12.27

93.12.28

94. 1. 3

94. 1. 5

94. 1.12

94. 2. 3

94. 3. 1

A(白石区)

A

A

A

A

A

B(西区 )

B

C(中央区 )

D(東区 )

C

D

C

C

C

C

a*

図 1 アデノウイルス(Ad)4の genome type解 析。

Ml,M2:マ ーカー,そ れぞれ λEcoT 14 1,l kb ladder,

P:Ad4標 準株,S:検 体 No■ .検 体 の genome typeは

標準株 と異なる。

Hinf I

H

-1000bp

500bp

95. 3.13

95. 3.15

95. 3.16

95. 3.24

95. 4. 3

95. 4.10

95. 4.14

95. 4.14

95. 5. 1-1500bp

/
-1000bp

TbTa

〕ト

300bp

500bp

図 2 Ad4の subgenOme type解 析 .

H:検 体 NQ 4,Ta:検 体 No■0,Tb:検 体 NQ 9,Tbは
Taと 比較するとバンドが 1本 欠失 し(矢 じり),新 たに 1

本付加されていた (矢印).

3)電気泳動および写真撮影

Genome type解析 :1.2%ア ガロースゲルおよび泳動

用緩衝液 [10 mM Tris・ HCl(pH 7.4),Na・ acetate,ace―

tic acid,lmM EDTA(pH 8.0)]を 用い,室 温で 125V,60

mAで 2時間電気泳動 した。

Subgenome type解析 :5%あ るいは 10%ポ リアクリ

ルア ミドグルおよび泳動用緩衝液 [tris base,boric acid,

0.5mM EDTA(pH 8.0)]を 用い,4℃ の低温室内で 120

～150Vで 2～3時間,DNA切断パ ター ンの異同を詳細

に比較検討できるよう電圧 ,時 間の条件 を変えて電気泳

動 した。

電気泳動を終了したアガロースゲルおよびポリアクリ

ルアミドゲルは,l μg/ml ethidium brOmideで それぞれ

10分間および2分間染色を行った後,紫外線照射下で切

断パターンを確認し,写真撮影した。

*:a,bはそれぞれ口α91で Ta,Tbの 切断像を示した

subgenome typeを 表す

III 結  果

Ad4の genome typeの 解析結果を図 1に示 した。4種

類の 6塩基対認識制限酵素によるDNA切断像は,そ れ

ぞれ今回検討した 16株すべて同一であ り,Ad4pと は

異なるDNA切断像を示した。

次に,図 2に H′″fI.助ηIに よる切断像を示 した。日″f

Iで は 1種類,動91で は 2種類の切断像 (図 2 Ta,Tb)が

みられた.ルタIに よる2種類の切断像を比較すると,Tb

では900 bp付 近のバンドが 1本欠失し,1,100 bp付 近に

新たなバンドが付加されていた。その他のバンドは共通

であった.

前期,後期の切断像を比較すると,前期の Tα夕Iに よる

切断像はすべて Ta,後期の切断像は5検体が Ta,4検体

が Tbであった。したがって,前期の 7検体は Hれ fI,Tク9

1と もにすべて同一の切断像 を示 し,こ れ らは同一の

subgenome typeで あると判定した。また,後期の 9検体

のうち,5検体が前期 と同一の subgenome type,4検 体

が異なる subgenome typeで あった。

表 2に 16検体の採取時期,採取施設,subgenome type

を示 した。前期の 7検体のうち,6検体は同一施設 Aで
採取 され,残 る 1検体は施設 Bで採取 された.後 期の 9

検体は,1検体が前期と同じ施設 Bで採取され,6検体が

施設 C,2検体が施設 Dで採取された。後期にみられた新

しい subgenome typeは 4検体すべて施設 Cで採取 さ
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れたものであり,こ のうち2検体 (No 13,14)は 同胞例の   (bp)
家族内感染であった。

IV 考  按          1'000

平成 11年 5月 10日

今回の検体を 6塩基対認識制限酵素で切断した DNA
切断像はAd4pと は異なるものであった。過去我が国に

おいて確認された Ad4の genome typeは すべて Ad4

aであるが,今 回もその切断パターンを過去の報告
2)3)7)

と比較したところ,すべてAd4aであると考えられた。

SubgenOme typeの 解析に用いた 物夕I,H″ fIは 6塩

基対認識制限酵素と比較すると,よ り多数の DNA断片

に切断するため,6塩基対認識制限酵素による解析では

判定できない微細なDNA断片の比較が可能である。こ

れらの制限酵素 を用い,Ad4に 関 してはItakuraら 5),

Ad3に 関 して は Itakuraら
8)ぉ ょび shia。 ら9)が

sub―

genOme typeの 解析を行っている。この方法により,今

回の検討では前期に採取された Ad4の 7株はすべて同

一であ り,後 期 に採取 された 9株 には2種 類 の sub―

genOme typeが 存在することがわかった。2種類の sub―

genOme typeを 比較すると,D91に よるDNA切断像の

差はバンド1本の欠失と新たな 1本の付加であ り,こ れ

はウイルス DNAの 中で動91に よる認識部位が 1か所

変化したことにより生じた差と考えられた.ま た,H″ fI

による切断像は全 く同一であった。したがって,2つ の

subgenOme typeの DNA切断像の類似性から,こ れらは

別々のものが異なる感染経路を経て偶然同時に存在した

のではなく,同一の subgenome typeを 起源とし,変異に

よって異なる subgenome typeと なったものではないか

と考えられた.こ れは,Ad4の年次変異に伴う変化を示

すものと推察された。

これら2種類の subgenome typeを 採取施設別に比較

すると,前期にみられたsubgenome typeは 後期 も含め

ると4施設すべてで採取された。4施設はそれぞれ札幌

市内で区が異なり,こ の subgenome typeは 札幌市内各

地に存在したものと考えられた。このことから,Ad4は

結膜炎流行時以外でも1つ の subgenome typeは 地域内

に広く分布 し,し かも1年後にも存在していることがわ

かった。これに対 し,後期に新たにみられた subgenome

type 4検体は 1施設のみから採取された。4検体のうち,

2検体は同胞例で同じ1995年 4月 14日 に採取 された

が,他 は3月 15日 ,4月 10日 と散発的に採取されてお り,

施設周囲の限られた地域にこの subgenome typeは 存在

したと考えられた。ウイルスの地域的な広が りには偏 り

があることが subgenome typeの解析により確認された。

Itakuraら
5)は

今回の検体採取施設に含まれる施設 A

において,1985～1989年 までの 5年 間に採取された検体

は,H″ fI,Tα 9 1に よりそれぞれ Hl～ H9,Tl～ T9の各

9種類 に分類 され,そ の組 み合 わせか ら12の subge―

nome typeが 存在したと報告 した。今回得 られたDNA

アデノウイルス 4型 の DNA切断像解析・金井 389

500

図 3 Ad4DNAの Iれ fIに よる切断像の模式図 .

H:今 回 の検 体 .1‐ 9:Itakuraら 5)の
分 類 Hl― H9を 表

す。Hは 1に 相当すると考えられた .

(bp)

1,500

1,000

図4 Ad4DNAの Tc9 1に よる切断像の模式図.

Ta,Tbi今 回の検体.1-9:Itakuraら 5)の分類 Tl― T9を

表す。矢じり :バ ンドの欠失.矢印 :バ ンドの付加.Taは

5に 相当すると考えられた.Tbは 1-9の いずれとも異

なった。

切断像をこの分類と比較 し,図 3,4に 示 した。実験環境 ,

条件の異なる2つ の結果の異同を厳密に比較するのは不

可能であったが,写真上で各バンドの数とパターンの模

式図を作成し比較 した結果,H″fIに よるDNA切 断像

はItakuraら "の Hlに 最 も近 く,他 の タイプ とは異

なった。T′夕Iに よるDNA切断像は,前 期の 7検体およ

び後期の 5検体は Itakuraら
5)の T5に 最 も近かった。

後期 の 4検 体 は,Itakuraら
5)の

分類 のいず れの sub―

genOme typeと も異なっていた。Itakuraら 5)の 12の sub―

genOme typeに HlT5と いう組み合わせは存在 しない

ため,今回の検体は後期の4検体 も含めItakuraら "の

12の subgenome typeと は異 な る subgenome typeで

あると判定した。

Itakuraら 5)の
検 討 で は,Ad4の subgenome typeに

は年次変化がみられ,同 じsubgenome typeが 2年 間以

上続けて出現することはなかった。また,1985年 と1988

年の Ad4結 膜炎流行がみ られた年 には同一の sub―

genome typeが多数を占めたが,流 行がなかった 1987

年には 6種類の subgenome typeが 確認され,こ れらは

翌年にはすべて新しい subgenOme typeに 変わったと報
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告 した。これに対し,今 回の検討ではAd4結膜炎の流行

がみ られなかつた 1993年 に subgenOme typeは 1種 類

しかみられず,1995年 にも同じsubgenome typeが 出現

し Itakuraら 5,の
報告と比較 してウイルスの変異が少な

いと考えられた.厚生省感染症サーベイランスのデータ

によれば,今回検討した 1993年以降Ad4の検出は減少

傾向にある。このことか ら,Ad4pは Ad4aに 変異 し

1979年以降結膜炎の大流行を起こしたが,1993年以降は

変異が起こるほどには流行が多くなくなったためにウイ

ルスの変異が減ったのか,ま たは流行が減った原因とし

て Ad4の中和抗体保有率が上昇 し,感 染の拡散の機会

が減ったのか,と いう点は今後の検討課題である。Ad4
感染が減少した理由としてもう一つ考えられることは,

Ad4は我が国に侵入当時は咽頭結膜熱の形をとるもの

が多かったが,そ の後,結膜炎単独の型が多 くなってきた

という点である。すなわち,長期間にわたって我が国にお

いて流行を繰 り返している Ad3が現在も咽頭結膜熱の

臨床像を持続 し,咽頭からの分泌物で感染する機会を有

しているのに対し,眼から眼へと感染する機会はより少

ないと考えられる。

Shiaoら "は Ad3に 関 して,1990年 の全国 11か所の

眼科施設で分離された株は結膜炎流行地域では同じ

subgenome typeが みられ,感染源,感染経路が共通であ

る可能性があると述べた.Ad4は過去数年ごとに結膜炎

の大流行を起こしてきた I)が
,こ れら多数の結膜炎が Ad

3同様すべて共通の感染源,感 染経路により生 じたもの

であるかどうかは明らかでない。また,Ad4は これまで

に流行性角結膜炎,咽頭結膜熱,急性出血性結膜炎といっ

た様々な臨床症状を呈することが報告
]0)ヽ 12)さ れている

が,こ れが subgenOme typeと 関連があるのかどうかに

関しても依然不明である.

今回行った検査は6塩基対認識制限酵素を用いた場合

と比べ切断されたDNA断片のバ ンドの数が多 くなる

が,こ れには写真上でバンド同士の重なりが増え,条件の

異なる他の結果との比較が容易ではないという難点もあ

る。しかし,同一ゲル上での比較は極めて高感度であり,

これまで血清型別の検討のみであった Adに関して sub―

genome typeの レベルで分子疫学情報を得ることが可

能となった。

近年 Adヘキソン蛋白には,血清型により長さが異な

り,型 特異的残基の99%以上を含む13)と
される hyper_

variable region(HVR)の 存在がわかった。この HVRの
塩基配列やアミノ酸配列を比較することによりAdの変

異を検索することが試みられており,今後この方法によ

りさらに臨床疫学情報の解析を進めていきたい.

御指導,御校閲を賜りました横浜市立大学医学部眼科学講

座大野重昭教授に深く感謝いたします。また,本実験を進める

に当たり,終始御指導をいただきました青木眼科医院院長青

木功喜先生に厚く謝意を表します.ま た,様 々の御指導,御助
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言を賜った横浜市立大学眼科学講座伊藤典彦先生,伊奈川和

香先生,内 尾栄一先生,札幌市衛生研究所吉田靖宏先生,菊地

由生子先生,藤 田晃三先生に心から感謝の意を表 します .

なお,本論文の要旨は第 100回 日本眼科学会 (1996年 4月 ,

京都)に おいて発表 した。
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