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アデノウイルス結膜炎の分子疫学

―札幌,マ ニラとメルボルンの比較一(図 5,表 4)
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要  約

日本,フ ィリピンおよびオース トラリア 3国 においてアデノウイルス結膜炎の血清型であるAd3,Ad4,

Ad8,Adll,Ad19,Ad37の DNAを Sal I,SmaI,Ⅱ ind III,BamHIの 制限酵素で切断 し分析 したところ,

従来報告のみ られなかった新 しい遺伝子型を見出 した。すなわち,AdB群 において Ad3では Ad3fと Ad3g

を,Adllで は Adllb,1lc,1ldを ,さ らにAdD群の Ad37では37aの variantを 見出 した.PCFの主因であ

るAd3で は,札幌でAd3fと Ad3gが 1983年 から交互に4年間にわたって流行 していることが判った。マニラ

ではAd3p,メ ルボルンでは Ad3pか らAd3fへ と変遷 していた。Adllで は札幌で Adllcと Adlld,メ ルボル

ンで Adllcと いう新 しい遺伝子型を見出した。EKCの主因である Ad8に ついては,札幌ではAd8bであった

がメルボルンとマニラでは共に Ad8pであった。これに対 して新 しい EKCの病因である Ad37で は,札幌 とマ

ニラはAd37pで あったがメルボルンではAd37aが見出された。一方,Ad4と Ad19は 従来の Ad4aと Ad19a

であった。アデノウイルスの遺伝子型は古 くからよく知られている血清型 Ad3,8,11で はgenomic variant

が多 く,新 しい血清型 Ad4,19,37は variantが少なかった。今回,血清型でもAd34か Ad35が決定できない

中間型のアデノウイルスが EKC患者の結膜から分離 された。 (日 眼 92:1818-1824,1988)

キーワー ド:ア デノウイルス結膜炎,DNA切 断像,分子疫学,遺伝子型,血清型

Abstract
Restriction endonucleases Sal I, Sma [, Hind III and BamH I were used to analyze 164 strains of

Adenovirus (Ad, 3, 4, 8, 11, 19, 34/35, 37) isolated from patients with epidemic conjunctivitis in
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Sapporo, Manila and Melbourne. We detected six new genome types, namely Ad3f, 39, Adilb, 1lc, 11

d and Ad37a. It was noted that recently eletected serotypes such as Ad4, 19 and 37 have few genome

types, Genome types of subgenus AdB, the main causes of pharyngoconjunctival fever, were shown to

be Ad3f Ad3S, Adllp, Ad1lc and Ad1ld in Japan, Ad3p, Adl1a and Ad11b, in the Philippines and Ad3

p, Ad3f and Adllc in Australia. Genome types of subgenus D, the main causes of epidemic

keratoconjunctivitis were Ad8b, Adl9a and Ad37p in Japan, Ad8p, Ad19a and Ad37p in the Philippnes

and Ad8p, Ad19a, Ad37p and Ad37a in Australia. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92: 1818-1824, 1988)

Key word: Adenoviral conjunctivitis, DNA cleavage pattern, molecular epidemiology, genomie type,
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I緒  言

我 々は感染症のサーベイランス情報の一環 としてウ

イルス性結膜炎の臨床的, ウイルス学的研究を過去10

年間にわた り札幌地方において遂行 して きた1)-3)。 最

近,流行性結膜炎は Ad19,EV70,CA24variantな ど

が広範囲の地域に流行 しており, これら病原体に関す

る国際間の情報交換の必要性がより増加 してきてい

る。

最近,分子生物学的手法によリウイルスの同一血清

型に複数の遺伝子型が存在する事実が判明する4)と 共

に,各遺伝子型の分布を知ることはウイルスの血清型

の変異の仕方5)ゃ,各地方における遺伝子型の推移よ

り, さらに詳細な感染様式の年次変遷6)な どの情報 も

与えられ,分子疫学 とい う新 しい分野の開発をみてい

る。

アデノウイルス性結膜炎は流行性を示す結膜炎とし

て最 も良 く知 られてお り7),ア デノウイルスの血清型

はアデノウイルスのカプシ ドプロテインに相当する,

hexonと fiberを 決定基 とした血清反応 によって決定

されていた。しかし最近の制限酵素の発見でウイルス

の DNAを制限酵素で切断し,その塩基配列の切断像

の比較により,いわゆる遺伝子型が判るようになった.

我々はこれまで台湾,韓国, フィリピンおよび我が国

の東 アジア4カ 国において,血清型の検索 と共にアデ

ノウイルス性結膜炎の遺伝子型の解明を試みてきた

が8),今 回はさらにオース トラリアでの成績 と比較検

討 したので報告する。

II 方  法

ウイルスの株

1983年 10月 から1986年 10月 までに結膜炎患者から分

離できたアデノウイルス165株,すなわち札幌における

108株 ,マ ニラの29株,メ ルボルンの28株 を材料として

用いた。これらを血清型別にみるとAd3:50株 ,Ad4:

17株,Ad7:1株 ,Ad8:45株,Adll:10株,Ad19:
20株,Ad34/35:1株 とAd37:21株 である.な お対照

としてはAd3(GB), Ad4(RI‐ 67), Adll(Slobitski)

Ad8(Triln),Ad19(587),Ad34(Compton)Ad35(Hol‐

den)Ad37(GⅥr)の 標 準 株 を ATCC(American

Tissure Culture Center)か ら購入 して用いた。

なおこれらの株は HeLa細胞で増殖 させ,DNA制
限酵素による解析に用いた9).

ウイルスDNAは既報のごとく感染細胞から得,Sal

I,SmaI,Hind III,BamH I,(Takara Shuzo Co.

Japan)を 用いて消化 し,DNAの制限酵素断片は1.0%

アガローズグルで分離した.な お上記の制限酵素以外

に Ad34/35に ついては BgI II,Hpa I,Kpn Iと Pst I

を Ad37で は EcoR Iを 用いて消化 した。なお Ad8につ

いては Southern hybridizationを 原法に従って行っ

まこ10).

III 結 果

l Subgentt B

Ad3:図 1に示す如 くメルボル ンで分離 された株

(lane l)と マニラから得られた株 (lane 2)は ,BamHI
で切断すると,標準株 (lane P)と 同じように切断さ

れ Ad3pと 判定 された.し か し札幌で得 られた24株

(lane 3,4)は 同じ札幌で分離された19株 (lane 6,7)

と図 1の 如 く異なる切断像を示 し, これらはAd3f,

Ad3gと 命名された。なおメルボルンの 3株 (lane 5)

は札幌の24株 (lane 3,4)と 同じAd3fパ ターンを示

した。Ad3fと Ad3gは SmaIで 切 断す る と標 準株

(lane P)と 同じ切断像を示した。

札幌において分離 した1983年 か ら1986年 まで の

Ad3,43株 の genOme typeの推移は,表 1の 如 く年度

によって3fか3gが交互に流行していることが判 った.

Ad7:マ ニラにおいて 1株を分離 したのみであ り,
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BanlH:
1=philippineS(1984)|

表 1 札幌で分離されたアデノウイルス 3型の

遺伝子型の年次推移

アデノ3型
遺 伝 子 型

分 離 株 数

1983 1984 1985 1986

Ad3f

Ad3g

3

(33.3)

6

(66.7)

7

C87 5)

1

(125)

4

(25)

12
(75)

10
(100)

0

(0)

f       g                   Snla:

2,5=Austra!ia(1984) 3,6=Japan(1984),4=('86,7=035  p=(ATCC)

図 1 アデノウイルス3型のDNA切断像
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表 2 切断像によるアデノウイルス11の遺伝子型の

分類

Enzyme 1lp 1la 1lb 1lc 1ld

Bam HI

Hind iⅢ

Smal

ロ 由 ロ

Hind IIIで は独特のパターンを示 したので Adllcと

命名 した。札幌の 2株 (lane 5)は Hind IIIと SmaI

で切断した時には同じパターンを示 し,BamHIで 独

特なパターンを示 したので Adlldと した。 (図 2,表
2)Ad34/35:札幌において 1株 (TA)分離できた.

この TAは中和交叉試験で Ad34と Ad35の 標準株 に

強 く交叉し,切断像を Bgl II,Hind III,BamH I,

Hpa I,Sma I,Kpn I,Pst Iの 7つ の制限酵素で切

断 したが,BamH I,SmaI,HpaIを 用いた時は Ad35

と同じで,Pst Iと Hpa Iを用いるとそれぞれことな

る像を示し,BgI IIと Hind IIIで は Ad34と 同じ pat‐

ternを 示した.そ の comigating analysisは表 3の 如

一
　
一
一　　　　　十　　　　　一

p g765432

7654321p
p

p

( )=%

その遺伝子型は標準株 と異な りAd7bに相当する切断

像を示 した。

Adll:図 2に示す如 く標準株 (lane P)と 同じ切断

像を示 したものは,札幌で分離された 2株 (lane l)で

Adllpと 判定された.マ ニラで分離された 1株 (lane

2)は標準株 (lane P)と は BamHI,Hind III,SmaI

のいずれ もが異なるパターンを示しAdllaと 命名さ

れた。残 りのマニプの Adll(lane 3)は BamHI,Hind
IIIで Adllaと も異なる切断像であ り,SmaIに より

Adllpと 同じパターンであ り,Adllbと 判定 された。

札幌の 2株のメルボルンの 1株 (lane 4)は BamHI,

SmaIに よる切断時には Adllaと 同じ切断像を示 し,

3g
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□ Adllpに見られる切断像

%趾 mは Adllpと 異なる切断像
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p 1  2  3
p  a  b

Smal

2,3=philippines(1984)

増 殖 状 態

遺伝子型良

シ
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不良
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した probeを 用意 して,Southern hybridizationに よ

り遺伝子型の型分けを行ったが, メルボルンとマニラ

の株 は Ad8pで あるのに対 して,札幌の株はすべて
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4=Austra‖ a(1984)1=Japan(1982),5=Japan(135) p=(ATCC)

図2ア デノウイルス11型 のDNA切断像

表 3 TA.ァ デノウイルス34及 び35の DNA切断フラグメン トの解析

a)id :TAと 同一の切断パターン

b)8/1o:TAと 共通のフラグメント数/フ ラグメント数

表4 アデノウイルス 8型の増殖性と遺伝子型くである。

2 Subgenus D

Ad8:今回の検索に用いられた Ad8は その DNAの
収量 に よって5μ g/16cm dishを 良好,0.3μ g/16cm

dish以下のものを不良とい う基準で分けると,表 4に

示す如 き分布であった.今回の suⅣeyで はメルボル

ンとマニラは,DNA収量の良好な株のみを用いたが,

Ad8の 使用株は表 4の如 く 3地区ともメル ボルン17

株,マ ニラ13株 ,札幌15株 とはぼ同じ割合であった。

DNA収量の良いものは従来の方法で検索で きたが
,

札幌の収量不良群はDNAの量が限られ宿主 DNAの
混入が多いため,Ad8の prototype DNAを 32Pで標識

フラグメント数 共通 フラグメン ト

Bgl Ⅱ Hin(l II Bam HI HpaI Snla I Kpn I Ptt I 訓
‐ %

TA
ノ,id34

Ad35

12

id2)

8/10卜
'

9

id

6/8

12

9/11

id

6

6/7

id

10

9/9

id

6

3/5

4/5

9

8/10

7/10

64

56/63

53/61

100

88

85

鰤贔 橿
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一　　一　　　　　　一

一
一

p ３

一ｂ

2 p12 3  pl_■ ■~~戸~~ b         p  b

Hind I          Smal

l=philippine(1984)  2=Austra!ia(1986) 3=Japan(1984)

図 3 アデノウイルス8型 のDNA切断像

p

BanlHl

pご prototype(ATCC)

Ad8bであった。その切断像は図 3に示 した。

Ad19:メ ル ボル ン,マ ニラ,本L幌 共 にこれ らの

genome typeは 今迄の報告通 りと同 じAd19aで あっ

テこ.

Ad37:今回の SalI,SmaIと Hind IIIの 3つ の制

限酵素のよる切断像はメルボルン, マニラ,札幌の 3

地域とも標準株 と同じAd37pであった。しかしEcoR
Iに よる切断像ではメルボルンの分離株中にAd 37a

というgenome typeを 見出した。その切断像は図 4に

示 した。

3 Subgenus E

Ad4iSmaI,Hind IIIと BamHIで は17株のうち16

株はAd4aであ り,マ ニラの 1株は Ad4bで ,そ の切断

像は図 5に示 した。

VI考  案

アデノウイルスの結膜炎に関連する型は Ad3,4,7,

8,11,19,37で ある。しかし我々の過去10年間の研究

では札幌では Ad7は 1株 も分離できず,我が国におい

ては現在きわめて稀な型となっていると思われるn'.

これに対して Ad4,19,37が 1978年 頃 より我国にも流

行 し,最近の結膜炎の起因ウイルスとしてよく知られ

１

】
ｐ

2345 6
pp   a a

1=prOtOtype 12´,16=Japan  Austra‖ a

raTcc、       (1984)   43(1984)′`"~~′           5=(1980
図4 アデノウイルス37型のDNA切 断像

鍼‐1霧1鑢叢機

屹儘

8p
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p 1  2 3       p

Hind IE

図5 アデノウイルス 4型の DNA切断像
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一　　　　　一

一　　　　一

p 1  2 3

Ban■ H!

始めている12)。 しかし血清疫学的にはこれ らの型を保

有している率は低 く,我が国に侵入して長いとは思わ

ない。

一方 Ad3と Ad8は古 くか ら咽頭結膜熱 (PCF)及 び

流行性角結膜炎 (EKC)の 病因 として存在 していたが,

Ad3抗体保有の80%以 上の人は若年期に感染す るのが

一般的である13)の に対 して Ad8は結膜か ら結膜への

感染形式を示 し,抗体保有率は30%に過ぎない.Adll
は尿中か ら分離されることが最 も多 く,Ad3の 上気道

からの分離 と同じく結膜および結膜以外の病巣からの

検出もよく知 られている14).

アデノウイルスの genomic variantと して報告され

ているものは,Ad3で は従来 aか らeま でが Wadell

や 0'DonnelP5)に よって報告 されていたが,我々は今

回新しい genome typeと して見出した Ad3fと Ad3g

が我が国において主体を占めていた。1983年か ら1986

年の間の Ad3発生状態は交互に流行を示 しているこ

とを示 していた。諸外国では Ad7が多ぃ16)の に較ベ

て,我が国では Ad3が多 く,繰 り返されるこの Ad3の

流行 を通 して,recombinationな どに よ り新 しい

genome typeを 生んでいると思われる17).

これ と同 じ現象は結膜 を主体 して流行 している

Ad8や ,結膜以外に尿道などを介して散布 されると思

われる Adllな どで同様なことが言える。今回,我が国

1  2 3

Srna!

では Ad8は Ad8bを ,Adllでは Adllcと Adaadと い

う新 しい genome typeを 見出した.

オース トラリア,フ ィリピンでは Ad8p,台湾 と韓国

とア メ リカでは Ad8cか らAd8fの 4つ の genomic

variantを認めている17)18)。 Adllで はオース トラリア

は Adllc,フ ィリピンは Adllaと Adllb,そ して我が

国では Adllp,Adllc,Adlldと 国によりその流行し

ている遺伝子型が異なっている。

Ad8は増殖が悪いのでその DNAの収量が充分でな

く,遺伝子型の検討が従来遅れていたが,今回 South‐

ern hybridizationを 用いた検討の結果,増殖の差は遺

伝子型 とは関係がないと考えられたざ

これに対して Ad4,19,37な どはそれぞれ Ad4a,

Ad19aと Ad37pが 主体であ り,variantを 出す程流行

していないことが考えられる19。 しかしその型によっ

て variantの 出来やすい型の存在も考えられるので,

長期間の観察が必要である20).

アデノウイルスの genome typeは DNAの塩基配

列をみているが, これらの型には中間型 と考えられる

型が特に B群に多い。すなわちアデノウイルスの A
群 とB群はDNAの ホモ ロジーが他の群に較べて低

いためと考えられる21)。

今回我々は Ad34と Ad35の 区別が血清学的にも遺

伝子型からもつかない中間型を見出した.こ のことは

羊
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今後 これ らの分類の上で,よ り詳細な分子生物学的ア

プローチを必要 としていると考えられ る。
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