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緒 言

サイ トメガ ロウイルス(cytomegalovirus.CMV)はヘルペスウイ ルス科

(herTXlovlridae)のβ-subgroupにAiするt)hAウイルスで､多くの動物にそれぞれ挿

特発作をもつCMVが/F'在する｡ヒトサイ トメガロウイルス (hurT.anCytOmegalovilVS,

HCMV)は ヒ トにのみ感染する｡本邦に33ける成人の90.｡以上が抗体恥性

(camel)●で あり､通常は無癌映作(不輔作)の折伏悠染であるが､臓器移櫛､juDS

(後天f't免疫イく令)､血織疾患などの免疫''jシfY･JyJ御が低 トした勘感浪n=桁主

(lnlmunOCOmPrOmisedhost)では､しばしばfx命的なTJ所感淡ないし全J:}感染 (描挽

されている｡

幣移Wl-では､移植軍学を介 した仙感染(supennrecnon/relnfTecl■on)叫や初感染

(reacLIVauOn)LA7)がFFI'rl逝 となっている｡円移机後の抑fJn-1CMV感触Jr'Fの燐度は施泌 こ

より追いがあるが､約30-80%伽で､ ulif'UL集散のうち約30%がITf!.Lgw LO)である｡ま

た､移帥後の幣'krJl率､ /1三/声串にイ1'意に影漕する(… ともいわれている｡

HCMV感染の冶断は従束より､tlTtTrlJl,透析.免疫現光弘､ウイルスJ分離､桜内

対人休などを机合わせておこなわれてきた｡それに加え､近坪､HCMV･AD169株で

食塩)h配列仙が決定され､ゲノム柵iZiの軒桁が進み､DNA診断法=がFflいられるよう

になってきた｡な かでもポリメラーゼ辿机Jk応(polyTT-eraseChainreactJOn,VCR)紘

't:は､仲//の検体-▲州 からのDNA検.lHに川いられている｡PCR法は特期作､検出感

度が'11く､畝1-t検休や良糊操作検体からのDNA検拙.に触れ､従束法で旺作の検体で

あってもpCR法でHCMV･DhAが検L'Iは れることもある'l､･nl1-｡しかし､検LLJ,感度が

rI:Lいために､塩床冶qrにおいてその解釈がときに矩しいことがある｡PCR法で取性
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郎作となることもあるニ3='ためである 殊に､人用ではLtt感染がIl:もやで､幣移噺で

も雌悠1itドナー､既壊染レシピエントが多く､伽点姓やIll泊作化によるHCMV糊牲

i.iS淡をいかに-診qrLT,防､ないし治療するかが･TI.要な設題となっている｡PCR法が

用いられるようになったJiE]においても､拙作感染をT･謝することは推しく､従果

法を封IfIわせてEL診断しなければならないという'JitllJtは大きく変ってはいない｡

以 lのことから､HCMV軟性悠染の発Jniの予測と治嫉効柴の判定のために､

r)イルスDNAを定もi的かつ綻時的にとらえる必嬰があると考えられる｡ 崩近､ア

イソトープ掠.領プローブによるHCMV･DNA'kt丘法の搬;J;･"叫且-'7'が散見されるが､塩

比例での締約的な解析は 卜分ではない｡

本研究では､新しく織tl.された､PCR法とマイクロプレー トハイブリダイ

ゼーションミ人を仲川した冊倣なDNAの定;,:.iLを川いて､幣移肺心n-から綻8.-i的に採

取しr=以挽休小のウイルスDNAを定!.iL､臨抹((.)軒桁を.LKみた｡

その鮎は!､城中ウイルス排粥の手ru{を知ることが､HCMVの体内括作を解析

する Il.でイ7mな一指t,Tiとなり得ることが′J'(唆され､移椛後の免疫抑制下における

(-)CMV抑作熔染肺の予測や治嫉劫火の判定にkEtJHL,うると考えられた｡



材 料 お よ び 方 法

tpcR法とマイクロプレー トハイブリダイゼーションの併用によ るHCMV･DNA定

.I,t法の),L捉ql)検L,LF】

1ウイルス株DNA

使用したウイルス株は､HCMV(ADt69.KH抹)､tr,純ヘルペスウ イルス

(hcrTXSSimple､ⅥT,USJISV)-)哩(Hf抹)､IISV-2JF!(UDO株)､および水枯 ･]行状砲疹ウ

イルス(vanccHalZDSlerv-rus,VZV)(HIS俄 )である｡各ウイルス株の感染ヒト胎児肺

(humanembryonJCd■ploldlung.日工L)細胞およびJf.'iTbrHEL細胞から油川したDNA(川立

公衆紬/l一院紬/ト徽′仁物T.%心娘血付目~より'Jl'i)を用いた｡

2 倹休からのDNA仙川

旅路(rI糊 IfTl.'EJ以)からのDNA地山は､木頗らのJJ一法伽 に叩じ､-70℃に保/示

した独仏 2mlを琳ふよ解放し､,1粥剛伽=ピペットで数lnl撹抑したのち､その】mlを分托

して､18.000×各で2時TL'U､必遠心処理をおこなった｡その沈節をTES-bu打er(0JM

haCU OmMEDTA,TrlS-HCJ(pH80).06%SDS)400ulでfli浮遊した｡PTOleinaseK
(200JLg/mI)を加えて､37℃温柄で,2相t'LJ鮎曲処和した｡I.17Y払によりフェノ-ル処
理2回､クロロフォルム処理1回の後､エタノール姓椎を1回おこなったB組乾後に､

DNA-buLTer(0lM NaCl,10mM EDTA,Tns-HCl(pt-I84)))00JLlを加え､丙浮遊後に､

4℃で保〟した｡



3陳唯DNAおよびPCR州帖徽域

瞭畔DNAは､HCMVTowne裸のクロー/化HlndITlti断 JJ.-(2lkbp､ 仙 il大字

粍科ILIyliJF'}qf･Jf輔ウイルスmF究lLW渡辺付き.牧帖 Lより/I)I了)とし､DNA-buFrerで一定コ

ピー数に調旅したものをpCRのfこT滞 納J官.!とした｡

Il憎とする相似節域は､MarILne7_ら(L989)l川の文献を参与に､粒 Fdilコ(vlnOn

proleln25)をコー ドする神域 (610bp)とした､

±プライマーは､rorwa'dprllner5̀-ACTCACAACATATTCGTTTGC-3■､reverse

pr日｡e15■-TGTTCGGAAGTGATCGTGTTT-3- としたO tirJ輝 DNAおよび 増鵬朗域を

rtxllに小した｡

UL

ol5 016 ol7 018 019

N a O C K ;P T R

HindlH P S R T E K ;Q X

T42
-1■yJ : 468 :

610bp

Towne

AD169

LxJl捺印DNAおよびm帳Vl'城

ULIonsuntquesegmellt.USshoounlqueseglllenl
To､vrle HCMVTowneft.ADE69 日CMV 上̂)169株
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JPCRの反托､条什と'HJl-Jt泳動

pcRの 反 Att系 を 100FLlの 系 と した ｡ rcacl10nbuqer(50mM KCL)5mM

＼1皇CL2.LOmMTns-HCl(pHa4).0010,.ゼラチン)､汽02mM dドTPsmlX(TOYOBO社)､

外10FLM±プライマー､25unitTaqD7(APo)ymerase(TaJ(aRa礼)に､検体の鋳型およ

び横叩iLETT･!の各10JLlを加 え､.二日00FL)tした｡PCRはシーケンサー(TempCycler
＼lode150,COYLltnra10ryPrOducIS社)を用いて､熱変性94℃ 2分､ アニーリング (助

世 ･プライマーも㌔合)55℃ 3/Jl､仲l<72℃4分の条件をけ イクルとして､30サイク

ルLml止した｡
pCR作物の10JLLおよびサイズマーカー(pBR322･HaeIH.BoehnngerMannheim

GmblIIl')を､エナジウムブロマイドを詣むⅠ5%アガロースゲル(SEAKEMMf.FMC

b10PrOducts朴)で起'ii流75mA､120//)F'"J､水中Jrl泳励付は 川いて''5',刈泳動し､LNイル

ミネ一夕-(TL-33ナ削竜波長365nm,ULTRA-Vl0LETPRODUCTSjl-)で'')Jl'.r掘影した｡

残 りのPCR作物90LLlをフェノール処理2rrll､クロロフォルム処FJ川L･1､エタ

ノール処理1回後に､bu恥rE(2mMNaCl,02mMEDTA,2mMTns-HCl(pH78))90〟lで

Ilii内附し､-20oCで保1iした｡

5 ハイブリダイゼーション

1)ビオチンは識DNAプローブの作馳

ビオチン按戚HCMVIDNAプローブの作矧ま､入沢､木藤らI:･4)PCRによるビ

オチンI2E讃弘に咋して作製した｡すなわち､掠叩DNAをPCRで糊桁 して亨!手られた

PCRPT:'物の500ngをitiq-Jとし､4つのdeoxynucleot'de一nPhosphatesのうち､ビオチン結

介dUTP(B1011nlHJUTP,ENZODIAGNOSTICS.1NC)をTTPのかわりにJTlいてPCRを

10サイクル 行った.狩られたPCR従物をクロロフォルム処巧!を州 ､エタノ-ル処

PLlをIlf,]おこなった｡その後DNArDl収用限外強迫フィルター付き遠心チューブ

(SUPRECTM102,TaKaRaネl)で3rl･1遠心し､エタノール処確の後､bu恥TEl00iLJで山

il?遜した｡
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胡催したビオチン標識DNAプローブの標識度を､マイクロプレー ト法によ

るu'i接吸Tr'法で検定した｡

2) マイクロプレートハイI/リダイゼーシヨン

)r一上､本雌一一一)の方法により実施した｡pCR産物を100BC5分FE"Jで熱変性した後､

Ell川l化液(t5MNaCl)を用い､マイクロプ レー ト内で1)0､日00.I1000,I10000 に

10倍授隅希釈し､37℃､3矧 .''Jl■1川l化した｡その後pBS-tween(PBST)で3阿洗沖したD

ビオ チン標Ⅰ頂DNAプローブ 500ngl00〟1を熱変性後､ハイプリグイセ-シヨン

bun'er(50%Formamlde,075M NaCl.5/上g/tOOLL1sa一monsperm DNA,0l% Tween20)で

400†.11にjf.釈し終ウェルにEOOJLIJjnえ､56DC､18r卿TE,]ハイブリダイゼーションをおこ

なった｡

ハイブリダイゼーションJLi号の桧山は次のTl瓜でrR施したOマイクロ7'レー

ト を PBSTで 3阿 洗 沖 後 ､ 相 姦 希 釈 油 (】% bovme serum

albumln(BSA),0l%Tr'LOnX-loo,PBST)で 20000倍 に希 釈 した streptavldm-conjugated

β-galactosLdase(ZyllledLaboratonesネl)を加え､宅常,ILでHl棚 l反応させた後､pBSTで

4lul淡 rll し た ｡ 鮮 兵 反 応 の J占 LEEi と し て 02mM

4MUG(4-methyLumbeH･reryl-β -D-galac10S'de.001M phosphate buRTer(pH70),lmM

IMgCl2,0IM NaCl.002% NaN3.01%BSA)を10ILlJJnえて､37oCで2時FLli収 応後､oIM

去lyclne-NaOH(pH 102)を 100ILljJnえ て 奴 応 を 停 LLさ せ た . 反 応 催 物

4-MU(4-methylumbe]LLflerOn)の/AJt光rr1-位ILllを自動出光測定器フルオロスキャン(F一ow

LaboratorleS朴)を川いて､励起牧丘355nm､洲淀波長480nmの条作で測定した｡



bHCMV･DNA止ILJt法のストラテシー

検体巾のHCヽ1V･D､̂ 定益のストラテジ-を阿2に,7-(した｡

1)-延Tltの検休を採取し､DNAをnMJ.1る｡

2)袖山DNAを10統段階希釈し､険仏鈎乍!とする｡

3)コピー数雌知の轄準DNAを10Lた段隣席新し､I票唯銘世とす る｡

4)検体新型とは確鋳型をr'lJ時に､ 定の粂作でPCRを'AI施する｡

5)PCR好卜物についてハイ7リダイゼーシヨンを失地する｡

6)はi(1一弘Jr王のコピー数と1Ji光判LLL他の的係をぷす梯叩111I線を作成するととも

に､織仏粥Jeiの冶軟度と出光tfiL;lJIEltの開帳を超す検肘的線を作成する｡標準

Lul鮫と検体EHl線を比較して､検肘 flのHCMV･DNAのコピー 数を印LiJ,する｡

以 LのTA'iで､liLl法を..R定した｡



DNA抽出

ハイブリダイゼーション

ハイブリダイゼーション信号
の検出

標準DNA
(一定コピー数に調整)

PCR
]熱変性 94DC 2分

2アニーリング 550C3分
3伸張 720C 4分

増幅DNA片のB]相化

熱変性DNA/15MN.lCl
I 17oC相 聞
洗nf(PBS･Tll,Cen)

ハイブリダイゼーション
ビオチン標藤一DNAフロープ
50%FornulllLde56oC L8時Ful

slrep(.lVldHICOnJβ一g･lLnctosld･Tue

I37℃淵 瑚

4MU-β-D-galactos】de

_lrC2時F川
反応停止 (oIMGJyc‖K:一NaOH)

4MU蛍光強度(フルオロスキャン)

凶2 liCMV･DNA定1)主法のストラテジー

(9)



【も朕的検.j･1】

)Jl曳症例

1986年･-6日より1992年11月までの相川.I-J(こ､火)ii人7臥科′;>研究所付屈病院人

[_臓器拶他.LYa療科を受透した術前のJE休宇目こナー)4例(i<1)､およびrL'l診舶科で加療
した′I三休Tf移挿レシピエント5例､死休円移依後･Jt体門ffl接触レシピエントl例(滋

2)を対象とした｡

滋l触ムk人 (/1二休円 ドナー)

咋齢(mean±sD) 602±103(4L～73)

YE別 ')汁仁6人 女YL8人 (計14人)

歳21ELf移納レシピエント

締例 1r･齢 作)llj 幣移横 目CMV抗体 移榊経fil)帥

(歳) (DIR)

53 M L

38 M L

4S ド L

D十爪+ 感染症状(-)

D†IR+ 急作拒絶妓応(†)感染症状(-)

D十爪+ 急作拒絶反応(+)感触症状(-)

3i F L D†爪+ 急作ni絶反Ati(I)允熱

39 M L D+爪+ 肺炎

32 F C DY R 十 肝鴇能興珊

L D十/R+ 肝壊能yl常

M リ王権 F 女性 D トナー R レシピエント 十/- 術Ii7血納抗休Oi舶性J;i性
C 牝仏甘J彰帥 L 'EI4LffI草城

()0)



2 触床検体

u道日を002%グルコン便クロルヘキシジン消E3壬した後､判りHJrtu尿をエテレ

ノキサイ ドガス減歯折みの検尿コップに20ml以 F'_採収 し､その食前を為付き50cc演

曲縮器に移 し､数回上下反転 して位押 した後､pcR川として2nlIを保lJ･{帝器にJJl注

し､-70oCで淡結保存した｡10nlEを尿 沈め細胞の免疫蛍光法にFTIいた｡

3 免疫出光は

刊gHJT.'11わかOrnlを2T(rpm､10分ltlu嵐 じ､し､沈流釧胞を,1朋 i光スライ ドガラス

j一に饗沫したO 一次fJ-1体として抗HCMVポリクロナール抗体(ウサギllTLtj!3'､凶立公衆

衛LE院衛JE:微′L物′ui部 本雌良帖上より分(-))を用い､4oCで-Li佼反応後､pBSで3回

沈fl.した｡~次抗体として､抗ウサギLgGlJ'tfB(ヤギrrltTI'J-､ant1-rabbltlLmmunOglobuLln

conjugate(FITC),SIGMAChem-ca)Company)を川い､3rCでl時FEu反I止､させた｡pBSで
3rnl洗押して鎖光iyi微鏡で観致した｡

4 血11ij7J'亡休価洲Jk法

補体結介.試験(cF)､FとU接銭光抗体法(FA)によるⅠ旦M､IgG､好演抗体法

(EuSA)によるlgM､IgGを捌 寺帆に測定した｡

5 円移触後の免疫抑制法

F.117移植後の免疫抑制の帝人は､シクロスポ リン(C'closponn,CYA)､アザチオ

プリン(azal1-10pnne,AZA)あ るいは ミ､ノリビン(rnlZOrlbLne,MJZ)､ プレ ドニゾロン

ant･gen.H⊥A)不 適命の堀命に､これら士別に抗 リンパ球グロブリン(AntiLymphocylc

globulln.ALG)を加えたP咽JI)F川が よとした｡

1日)



CYAは全血nlOnO-FPIAのtroughlevelで投与E.'Lを胡難し､術後1ケnr'rilはJ?_50-

350ndmは し､3ケ月以降は】00-150ng/mlをrl標 とし､拒絶戊応､cYA円'L妄件を考

慮してL酌起した｡ pRDは埠人帖60nlgとし､徐々に漸減し､術後2ケJJ以降は10-

15mgを目標とし､体屯､拒絶Jk応､創作川を考JRして増減した｡

急性Jri紐皮I.LAlに対して､ステロイドパルス療法(methylpredn]solorleh喝ll-dose

lherapy.MPPulse)を研一選択とした｡ステロイド抵抗仰の急性拒絶如 i-.に対しては､

oKT3(CD3monoclonalant】body)､あるいはデオキシス/ー カリン(15-deoxyspergualHl,

±-トam･no-I9-tZuandno-LI-hydroxy-4,9.12-tr■azanonadecane-I0.13-d-onelrlhydroclllondc,

DSG)を搬Jナした｡

6 抗ウイルス旅法

ガ ン シ ク ロ ビ ル (')-L(1,3-dlhydroxyl2-propoxy)■-1elhyl】-guarune.DHPG.

ganc･cJovtr)およびガンマグロブリン(HCMVh-gh-Herrmmuneglobulln.γ-gl)いずれか

のIri独紙は､あるいは併用力架法とした｡



結 果

【･i:h;t法の)人指的検討】

l pぐRの特yt作および増転による検.LH感度

HC＼1V(ADl69.Kn扶)､単純ヘルペスウイルス(herpessimplexⅥrus.HSV)-1型

(llF珠 )､ HSVl2fP,(uDO抹)､および水応 ･仰状胞ゆ ウイルス(vancella-zDSlq

virus.VZV)(ⅠトSl抹)の各店染ヒト胎児肺(humanembTyOnicdiploldlung.TTEL)細胞およ

び11倍HEL棚胞から拍TP.したDhl.410ngを弘ヤJ_とし､設たしたJPi帖都城のP･梢 の±プ

ライマーを用いて､PCRを30サイクルおこなった｡PCR井物の滝'jrL泳動続累を岡3に

示した｡HCヽlV(KH株)においてのみ､u的とするblObpのIP のバンドが故壊され

た.他の近紬ヘルペスウイルスおよびHEL細胞DNAとのHl補的反応はなく､目的と

する増*l･lDN∧断片が特異的に検出された｡

HCMVVZV HSVIHSV2 HEL CR size

(KH) (Sl) (HF)(UDO) marker

鋳型 10ng CR:control
図3PCRの特只椎

lLCMV(KII):ヒトサノトメガロウイルスKjlr̂.VZVfSl):JkナJ･布状もJ}ウJルスHISl扶
HSV-l(HF):qt蝿ヘルペスウイルス-1ヤー(HFlk)HSV-2(UIX)):d托ヘルペスウイルス-2を
(UtXu^)TiEL:ヒト胎児鼓匂払,CR:コントロ ル(叫やJk)

り1)



コ･.-1',(i泳動法によるPCR腔物の噴出.悠度の険.;･J

そこやt):ヾAを)000pgから000 lpgまでLOI宍搾取希釈 したものを私学として､

性を検.3･1した｡その払 FXを図4に示した｡ I.'ili泳1･b法のバンドの内服P促 による鈎

i-J!.1の検Hl限糾ま､lpgであった｡

Size
鋳型JL(pg) IOU) 10010 1 01 001 0001 CR rTd q

CRcontro一

PCR:30cycle

閉4標準鋳型出とそのl'CR産物の'.JJJ,I-1泳動

(lJI



1._HCMVビオ1ン甥讃DNAプローブの特弼Mこ

し.ヤD:ヽ人を軌刊としてPCRで増*表したpCRPT物を用いて､ビ オチンほ 品

D＼4プ ロー ブ を作 態 した｡ その特yt作 を検.,･1した HCMV(KH株 )､

＼rZV(H-Slq､)､tlSV-Lや(HF扶)､HSV-2甘l(UDO珠)のれウイルス抹感染正常HEL細

胞およびd帝uEL細胞の抽出Dh'Aの各100ngをマイクロプレー トのウェル内に固相化

し､ビオチンは讃DTIAプロ-プを用いてハイブリダイゼーションを文施した｡その

折Jtをム)に'J-sLた｡

ハイブ リダイゼーション(.三弓綾川の出光感度から､VZV､HSV-I型､

級.Llほ れた｡

ぷ3 TTCMVビオチン標識DNAプローブの特粍作の検討

州IIJ.[)NA 出火胤雌

HCMV (Ju株) †+†

vzv (II-Sト侠)

HSV-l嘩 (11f抹)

lISV-2qJ(uDO抹)

止.珊日工L細胞

HCMV(KJl)
VZV(SH
HSV-)(HF)
HSV12(UtX))
HEL招挺
CR

ヒト7/トメガロウイ･′スKH佐
:氷点.布状滋J事ウイルスH-SJ珠
qt輯ヘルペスウイルスーL聖(HF扶)
■軽ヘルペス{}イルス-ZV(UrD扶)
:ヒト胎児挿■P
:コントロール(パig水)



3 ハイブリダイゼーション控や曲線の作成と綾川感度

HCヽ1V1.1やD＼AをlD倍段階点訳でlpg()04コピー)/LOFLLから0(氾0tps(10■tコ

ピー)/10JLほでJl慧し､これらを椋野軌刊としてPCRを人施した｡そのPCR呼物の

1日0枚を川いて､アガロースゲル'L'dLt泳動iZiをお こなった

また､PCR声物の10倍から1… (浩までの各10L禁段l防希釈におけるハイ71)

ダイセーシヨンをおこない､ハイブリダイゼーションI∴r;の鎖光判tL仏を対数グラ

フ1にプロットすることにより､俄光TM;I折と鞘tJコピー政とのEu係を′示す接弘曲

線をnL成した 結'̂泳動幸吉柴とほ準lul投の比較を川5に'liした..

アガロースゲル碓'JL泳動法におけるバンドの肉眼中性 は､olps(101､コ

ピー)/10LLlが披け倣 非であるのに対して､け7Vi曲線では､LOコピーf?fi度のDhAを

検山することがlrJfJtであり､検出感俊は'.ti/.'t泳助班による検州限界よりも10‡倍原皮

lげることができた｡

4 倹休LllのHCMV･DNAの起硫化

収検体(∧且C)の各lmlからの仙川DNAIOOLLIのI/]0!,i(10LLl)衣)0倍段 階jf.A

釈(10,JO㌧10:)して検体の鈴甲土とし､標唯納付.Jとlll仰FにPCRをおこなった｡PCR産

物の101仁から1(沖α)(浩までの各10倍段防府別におけるハイブリダイゼーシ ョンによ

り､検tMrl線を作成した｡標唯曲織と換tMll組をl軸 に′1ミした｡

DNAの定･F;.は､掠鞍曲線と検仏仙穀のdil'11を21'.I以 ]対比して'<きられる故地

の平均肌で}kめた )･1比する範E81は樺太反応の'安定1るl00～)(X氾FUの範鞘とした｡

10'▲コピー/JLLとなり､今抽出DNA 100〟川 暮(すなわちJt.の検仏lm))では10-コ

ピーJmltなる｡以 lの軒架から､検仏小のD＼人を止岨することができた.また､対

比1る範州における媒 IJDh'Aの検出限料ま､101コピー/mlとした.

tl6J
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川6 け咋tluJ線と険体Iul線との).=とによる検仏DNAの必 丘



l鮎は:〟)検ふH

L 位故人(JI仏fHごナー)におけるHCヽlV感'た状況の険;Ll

l4Y.の腔LA人は､2名に軽症のrL血圧がみられたほかは†別こ異常所比がなく､

感虫Jl=を疑わせる払拭娃状も認めなかった

血もWJ-L推断､免疫!投光法､尿中DNAのもI,火を滋4に4､した｡

cFは､4-32lnt､ⅠSG(FA)は20-)60I汗､ TgM(FA)は101[;以 トであった｡なお

6Y.について､l各G(EIA)､ Ig.Vl(EJA)は､それぞれ665以上､080以下であり､1477

Tベてに､HCVIVのLu,感染があったものと.李斯した｡

免妓出光法は13名が隈YL IY.がFuf'Lであった｡

Li･いDhAは､13名が検LIJ.限弊 (10コ=コピー)以下で､1Y,がの10･コ ピー(/mJ

以 ト1111捕れ略)であった｡

女J虻仙人t4ものLblTI.J坑外肋とIilflHCMV･DNAのn:杜tr.Eだ
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2 Ti拷帥レシピエントにおける塩味的解析

(応酬 暮1移日経､感染症状のない結例】

11例は53歳､LJi作｡E3投(73立)をドナーと1る'書仏ft移榊をおこなった｡阿
Sに群過を'1'(した

移t†dTJのJJi中DNAは検出限界の10-もコピー以下で､免81抑制頒法の帝人L遭閉

経に10=lコビ-であった｡移敵役､悠染症状は認めなかった｡tケn綾の退院時の尿

FID＼̂ は10"コピー以 Fであった.7ケ月経もb'jllに川:J'ltl下であった.

TJ:お､血rI●J抗体緬の11J意なLHはなかった.碓沈T'1細胞の免疫虫光法(以 fr

免疫出光法)は､移払JTJに臆作であったが､LBr..tJ綾からFhL什化し､3ケ月後も粘作で

あ･>た.,

(ll-r例2 ステロイドパルス療法後､感触111状のない4,-E例】

1;l例は38歳､ソl性｡t寸親(58歳)をドナーとする1-仏門移榊をおこなった｡凶

りに総過をJJiした｡

梯仙 177の城中DNAは101リコピー以 トで､椎kll後.hL..､作れ互絶反応払いにてステロ

イドパルス嫉iZこを施行した｡1ケJl後に10}コピーとなったが､感染姫状は認めな

かった.3ケJl後､4ケ日経ともに)0"コピー以 卜であった｡

なぶ,Inlt''J抗体伽のイJ一浩な 卜脚まfJ:かった｡免汝出光法は､移掛 ケIj後に 一

ZI作に軸椎であった｡



生休腎移植 lI
cYA 迦袖 一矢

PRD rtPOms l∩

Ẑ′＼ よoms
MZ と竺聖=====二二=コ

免疫戟光法 (-)(+)(+) (+)

32 】6

40 】0

く10

105･0
I04-4
I01+

101･●
<)Oil

012 3 4 (月)

rXIs好例)I-t移帥托悠染､1丘状のなかった止例

hiT〔



生体腎移植

u

cYA

p良｡

似

M

m

l

⊥泌 g 65

陸 ､_一一_｣9

⊂=】1000mgx)4d

I 500ln島X3d

免疫蛍光法 ト ) (+) (-)
CF I6 4 8

1gG(IT̂) lo 20

JgM(FA) <】0 <10 10

04

叶

01
炉

(-)

0 ] 2 3 4 (jn

阿 913例2 ステロイドパルス療法後､悠染Jd=状のなかった症例

(227



fJ.榔 ステロイドパルス糖法後､悠公症状のないJj'例】

J長岡は48抜､女件｡El親 (73歳)をドナーとする■Il七郎移切をおこなった.

ril10に群池を示した｡

移nIiBt.q後に､:3推拒築校Jt.がありステロイドパルス磯弘をおこなった｡媒

lH)ヾAは仔帥d'lI綾は10二̀コピーであり､急Yt桁軽bi仏に対するステロイドパルス墳

ii綾にlOlコピーまで一帖t昇した.その絞10一一一10'●コピーの範tfilを変動し､6ケ

HLll符は､10ーコピー以下となった 群別をiPiL=て､l箕没書ふ状はなく､抗休出の変

化もほとんどTJ:かった 免疫鎖光iL.は移研後にFu作が綻き､4ケり以降に陪推化し

た｡4､11例では､ステロイドパルス楯仏経の 帖的なLilllD､1Aの増加がとらえられ

たが､明らかな悠染畦状はみられなかったし

【仏例4 ステロイドパルス嫉法後に允熱のあったJL'rT例】

JllJf例は38歳､女他｡父親 (BO歳)をドナーとうるJi体門移柚をおこなった｡

rxl1-に紺地を'Jiした｡

移桃 1過r'1u後､急tJL拒絶蚊応がありステロイドパルス綬弘をおこなった｡そ

の後､37℃f?の微熱が持続した｡抗休luBはtsGl0I作から80†,Ln=I対しており､免疫

1Jl光弘は鮎作であった｡HCMVのLN'J-を掛 ､､ γ-グロブリンとga'ICklov'Tを投一J･し

た後､､卜熱化したD

は■I)DNAは抗ウイルス療法ILJIJ'については小UJであるが､抗r)イルス般iEホ後

比lo:7コピーで､その後､移植5ケ月綾までは10'Z～10ニーコピーの範囲を変動し､6ケ

l臓 以降は10'○コピー以 Fであった｡このFLln､軸内､,ii<i'4および他のウイルス感染

を練糸したが､明らかな感染病原仏は胤tほ れなかった｡Jh好例では､抗ウイルス

滅法綾のLitI-DNAの推移をみることができた ｡
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[1ii郎 ft移納経の肺炎症例】

Jd;例は39歳､発作.配偶者(38故)をドナーとするJl仏†子持睦をおこなった後

にHCu rヽ45-jiを合併した症例である｡帥12にその経過を小した
移帥後に'.il.作れi絶反応を認め､ステロイドパルス嫉u.の他にOKT3､ALG投与

をEl加した｡37℃fiの級勲が遷延し､抗終価はCF引2倍､I皇G糾0倍まで 上昇し､免

攻tii光il:でも抗娩托性切迫を認めた 4'l初の嘘浪綻状は祈.8のみであったが､急推

拒絶FiL応に対する強い免疫抑制療法後のHCMV雑作嘘tit蛙が考えられたため､γ-グ

ロブリンおよびpncldO､Irを投 一31した｡その後､･T;淋化 し､u申DNAは検出限非

10二一コピー11卜で､免投銭光法は陀作化した.移掛ff横能は良好で4ケr1枚に退院し

た｡
辿院2遡llU綾の媒111DNAはlo=丁コピーであった｡移榊bケTJ後になり､下水Jと

j9℃f?の兜熱を Ⅰ三.JH二相入院した｡tJJi休附 まcF2561fi､l呈G160倍で砧Ip'iのままで

あった｡免滋出光法で抗I,Ei陽作細胞を認めた｡flCMV抑Ylt慮fjy.1=の兜肺が疑われた

ため､γ-グⅠコプリンを投Ji･した｡朕lいDN∧はJOHコピー まで Ly/･していた｡L史増益

で仙小作人臓杓が検Euされ矧A'作下#J-瓜と.診断した｡矧 1抗1'if刑の投Jiにより､ 下

赫‖よ的JLした｡退院時の城中DNAは10▲丁コピーであった｡また､この時点の免疫蛍

光法は防什であった｡

移抑8ケIJ経に､潅熱､咳轍､呼吸州姓を7･_Jfに入院した 脱離X線写虫では

川 Wfにぴまん作のu況陪臣を認めた｡fT.L体畑はCJ=256llt3､LgG160L.qJ gLVl0倍以下
で長一もVLのままであった｡軽皮的肪吸引細胞診で､HCMVに特徴的fJ:偵内封 入体を認

め.HCMV肺炎と診断した｡なお､他の鵜原糾土怜IIIされなかった｡入院時の成巾

DNAは10j■コピーであった｡γ-グロブリンの投'i後.肺炎はfttkに向い.入院20日

級.AI)陪臣は故兎した｡入院から約1ケ川こわたり取水が遷延した｡

t2tll



L

城中DNAは肺炎治感から2ケJJ後､披黙として】01コピーであったが､さらに

そのけ 11後には101:コピーまで減/少した.肺炎治盛から7ケH後(緒掛 6ケIJ後)に

は､10二.J=ビー以下となった｡

以 Jこのように､IlCMV肺炎の発症前後の尿中DNAの変化をとらえることがで

きた｡1なわち､移植後早期の抗ウイルス療法後に､媒rl)DNAは検出限界以 Fと

なったが､その後再びLn加し､肺炎発癌の前に10小コピー以上のど-クを認め､治

惑綾に徐//に減少していくのがとらえられた｡肺炎の流感から､媒申DNAが検出感

度以トに述するまでに約7ケ月を要した｡



生体腎移雪

ぐY.＼
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I'x=2 姫例5†芋移肺後の肺炎
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tJ1-例6-1即移帥後の肝炎症例】

4;L例は32歳､女作｡死体腎移他後にJJT雄能砕rLIJrを'11_した舷例である｡除目3に

その経過を示した｡

移 統l-JIJより､LlCMV抗休価がCF32IL･!､lgGl60倍で､HCV抗休も鮎他であっ

た.肝炎の挺lJ]となり糾る2つの発なるウイルスの耽感触が成立していると考えられ

た 移払後のla作拒絶反応に対して､ステロイドパルス始iムおよびOKT3投Liをおこ

なった｡免疫抗体法は移植け 月後より恥什化した｡IICMV抗休t別ま､15ケ月後ま

でIl患なLiIはなく､椛IPDNAは検出限非以下で､感染メ;J一状もなかった｡

2ケ川妾より､I-1CM＼′抗体伽がCF64I,た､L呈G320倍と EII-した｡感染症状はな

かったが､γ-グロブリンとgaJICICJovlrを(,WJ'rrJにlJf･F71校一子した｡朕rいDN̂ は投与lJl1-
1010コビ-､投'ナ後10'7コピーであ った｡その約LケFj後(緒他3ケ月後)､発熱と肝

蝕f近火帝をbgめた｡HCMV肝炎とHCV肝炎いずれかの依起診Wrには至らなかった

が､γ-グロプリンとsancIClovlrを再授与した｡JrlJnH ランスアミブーーゼ帖は2週l'FU後

にIHrr化し､Li小DNAは2Eulの抗ウイルス嫉池を経て､10日コピーまで減少した｡

以 卜のように､免疫抑制の･J.%化後に､肘 いDNAがLm加し､1019コピーのど-

クlll'Lを′]ミした約け H後に､lrlt好日､ランスアミナーゼ他のヒケほ 認めた｡また､抗ウ

イルス楯は綾にlrlLil'lトラ ンスアミナーゼが1上1rf化するとともに､LbilflDNAの減少仰

rl''Jを′1ミした｡

本姓例は移紙前にHCMVおよびHCVの舶令既感染があり､移他後の肝錐従兄

帝の起l対ウイルスの鑑別がr三g題となる｡血中HCVRNAの定.I,LLや那′E検が'得られてい

ないため錐p参を'(守られなかったが､移他後の以tr)DNAのEn加とその後の肝横能光

満､および抗日cMV姫法後の尿巾DNAの減少仰向と肝機能児倍の改善という経過か

ら､戊ILJDhAと肝鴇能熊常の推移とのIAJ述作が'1-(唆された｡
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tlJ7例6-2 肝炎の脚 色】

liTJ述の症例は､魁院3ケ月後(移紳7ケ月後)に､再び肝機能5'11.Vを認めr=｡図

14にその経過を示した｡

HCMV抗終価は､CF5)2倍､l呈G(下̂ )320倍でI'J;Jlnl退院時と[･･]駄r～;く､免疫岱

光法も腸YLであった｡ tllCMV肝炎を如い､γ-グロブリンを投Ei･した｡ また､入院

後､.'a作n三紐反応を認め､ステロイ ドパルス療法およびDSG､A⊥G投Liをおこなっ

た.rll棚 トランスアミナーゼ肺のり毛僻が)遷延したた物､ γ-クロブりンをflL掩Liする

とともに､ganc-clovlrを()FJH投-jした｡ その後､fJT･機能児仰 ま次邦にL&-P.'し､GOT､

GPTlLIiがピークを'Jiした帖点から約15ケJl後にiEl.TT範Pfrとなった｡

l7MrDNAは､血rl'音トランスアミナーゼ帖がLil■したrl判0日ま10JIコピーであっ

たが､肝機能の政剤 こ伴い低 卜し､肝機能が安定した時州には1020コピー以 Fにま

で低下した｡

以 t二のように､本丸'E例では､抗ウイルス嫉法後に肝機能カ㍉f倍化するととも

に､拭rllDNAが次第に減少し､以巾DN̂ と肝鱒能果常の推移との関述作が,示され

た｡
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【好例613 Il哨 折線の肝敷能異常】

前述のJj■例は､1年後にgaLtlossに範り､遠析II偶 人となった その3ケ巧後､

i!仇r;(4】歳)をドナーとする乍体ff拶折をおこなった. ドナーは､HCヽtV抗捧持

作､HC＼'抗仏陀作であった.丙移戦後まもなく町域舵舛冊がみられ､鑑別,LYia薪が姓

しかった滋朗である.剛 5にその総Ziを,示した｡

移郁〇月間後にra作拒軽反応をLgめ､ステロイドJIJレス娘iET.をおこなった｡

その終､血T.●.トランスアミナーゼ折が lttL始め､拷約25Ej後にGOTl～2TUrL､

GPT5)8JU札までl拝した｡HCMV抗仏帆まイt怨な トン‖まなく､免疫iJi光法も陪作

であった ､-細 ､HCVVあるいはHCVに如rjJする即細fJt災碑が鮎われた HCMV肝

炎をぢ促して､γ-グロブリンと苫抑CIdovlrを仲川指一lした｡その後､Flr捷能男前は

ri.此El'･.帆.I,‖こあったが､その後ltiび悠化した t;ancIdovlrによる薬剤作肝陣'LI.-'の令

tJFも考えられたので､gaJIC'Clov■rを小LLL､γ-グロ7リンを竹独投JIした｡ 肝嶺能

yi',Lll.'は退廷しつつ次邪に改善し､巾移帥417順 にJl珊化したo

ulf'DN̂ は､移榊後から的絞して傾IJlH眼料の10Uコピー以 Fであり､尿中

DNAとLH鮒把yi'i指の推移にE対適作が11られなかった｡

心JL-I:例のJJl練能光71ulの原川として､HCVの.･T能化が加われるカL fJF'F_検によ

る仏和削机pi的検.,Llは魁月のト,旧 がなく'(けちれていない｡また､血中HCV･RNA定

もtが即ちれていない｡後半の再度の舶 1トランスアミナーゼのTi冊はganc-C)ovirによ

る弟制作肝的'tl;のfT併のr･J徒rtが考えられた｡
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【'r人的検.,寸のまとめ】

lJHぐ 1ヽ＼比■票,itの鮭仙人 (生体f芽ドナー)におけるLi小Dヽ ^レぺlLについて

鮭uE人14私は血fl●J診断によりHCヽ tVの比悠染があるとぢえられた｡排中

D＼Aは､)3YI(92800)が検出は度以 トの10:'コピー以 トであり､l名 (71㌔)
が10"jビーであった｡睦成人における折伏IN暴食状態では､以中へのウイルス捷

iPはほとんどないか､あっても繰出感度f～腔であり､路州 こおけるウイルスの

ittJb作は低いとろえられたD

1_)ff移榊後に感染応状のなかった1iE例におけるウイルスの7占Yt化について

11-r例1は急作れ!鮭jkkも悠染舷状もなく経過は新羽であった｡症例2.3は移伊

綾まもなく急作拒絶反応のためステロイドパルス嫉弘をおこなったが､感染症

状はなかった｡症例1.2における掛 flDhAは､移軌 -JTHこいずれも綾Ll'.感度以下で

あり､それぞれ､移付=orI後､け H綾に10:っ ビーまで 過作に増加した｡そ

れぞれ､移柄1ケ11以降､3ケJl以降は険Ilu&峻以 卜であった｡1.LIl例3では､､IL_)i

枚に10日コピーまでLT.r加し､その後10ユL IO=リコピーの唯州を推移し､移植6ケJ1

以肺は検出感度以 卜となった｡これらのJd例により､移耶後にIl)1らかな感態症

状をlRめなくても､媒･卜DNAは鯉城人のレベルよりも高く､かつ移植後け 月以

した移帥後のLiLPウイルス捷群のJe7加は､免疫抑制鎖iLのjf;人やステロイドパ

ルス政弘に伴うウイルスの応化化を鼓吹していると々えられた.

j汁f移節線に拙作感牡を発症した症鰍 こおけるJi(IlD､JAの推掛こついて

J丘例5.6は､ともに移挿後3ケH以州こ､:a作抑軽Jhllと､にたいするステロイド

パルス鎖iZLALG.､OKT3の凄い免疫抑制地iL;がおこなわれた｡症例5の肺炎お

よび掠例6のjff炎の発症時柳は､それぞれ移掛け 目後､3ケ月後 (押倒ま8ケ月

絶)であった｡尿中DNAは､それぞれ允Jd:の約1ケFltt;)に104'コピー､LO"コ

ピーのピークqlを.gめた｡症例6では内兜BIff=LO-'コピーであった これらの朝

(15)



性感攻I糾こおけるLi中DNAのど-クVlおよびIIl経略のレベルは､感染従状のな

かった綻Ijllユ3のどの時期のレベルよりも山かった.また､これらの鞄作感染

をみた41:伊では､抗ウイルス療法後､板目とともにLi･TID＼Aが拭少した｡

従って､院中Dゝ Aの綻時的推移は､HCヽ什軌作感染の改床的経過と符号して

おり､HCヽ1V耕作感染の発症の予iPI､および抗ウイルス剤の治般効果を判定す

る摂fltとして141tlであることが小唆された.

J)移帥汝の免較抑制剤の韻とウイルス抜群糊問およびylf't岱染のリスクとの関係

について

移抑綬3ケ‖以州こ急什拒絶反応にJtして行われた免疫抑制剤の'L.tを､長5に

′ハした｡

ム5移植後3ケF-1以内の:n作ATI絶反lttに対する免疫抑制剤の,',tL

ldLM- l 2 3 JI 5 6

MPpurse(8) 15 25

A⊥G(i) 14

OKT3(mg)

15 45 45

[4 14

50 70

経机後にLi巾DNAが検出感度以 FになるまでのJl数は､悠淡赫状のなかった

1''l例Iではけりと●'1-く､ステロイドパルス療法をおこなった13.例23,4では3ケ月

から6ケ11とややT<く､肺炎の症例5､肝炎の赫例6では､それぞれ16ケ月､tOケ

日とl{糊に及んだ 新作感染の症例5.6ではステロイドの稔.'.1.が多く､ALGに加

えてOKT3が投Llされていた.免疫抑'VJの感化がその後のウイルス抜群_の遷延と

IICMV拙作.感触の発症に捌係している"7能代が考えられた｡いずれの症例も､

その後､LJf碓疾.･魁がなく､移舷門が1主1引Jl二77しており､免疫抑制剤の少罷好捕

触法に移子Tした経のHC.VIV鞘作感染の兜1品の危険作は少ないと考えられた｡



5I以沈rll免+1当主光弘と媒■I'DNA検Lll感度の関係について

免痕出光法とti中DINA検出.悪政の悦鯨を､以 トの4分太一(i(6)に′1-iした｡

)<6.D＼A検出感度と免疫蛍光法鮎作相胞のtl.I(4ガぷ)

Li中DNA≧10' Lill,Dh'A<10"
色めgi光iL(+)

免披飢光iL(-)
nJf

15 3 L8
) ]9 つつ

IS 21_ 40

これに よ ると､拭 tいD二＼Aに対 す る免疫 蝦 光弘のscnsJlivityは8330,｡､

spec.r･dlyは86308､a呈reementは8504'.であった｡1''l例1-6のいずれも移鮮後に免
ぬ弘光法院作であった｡また､免疫出光法と以申DNAの検uJ.との不一敦がとき

にiiちれた｡免疫出光iL:が髄作化しても蟻fju,'F状がない1.'Iご例があった｡

6日ruiIJE杭仏IlrlJとulfLDNAの推移の榊泌 こついて

感触1;F'状のなかったllLE例では､移帥後にCF､IgG(F∧)およびIgM(FA)のイf意

なJ'州よ.止めなかった｡椀性感染を沌Jlllした舷例では､IsM(FA)のイ1虐な上界

はiEめなかったが､CF､IgG(FA)のlT思なhWを.温めた｡しかし､症例5では移

舶 ケIJ後の退院から肺炎を発癌するまでの糊脚 こ､城中DNAは検[11感度以下か

らピーク仇まで:a唾な増加を諾めたのにJTして､CF､ IgG(FA)は広也のままで

あった･また､症例6では､移舶 ケH後の肝炎のIll発叫に､CF､IsG(FA)は古

VLのままであった｡また,治療後､血i'lJトランスアミナーゼの正常化に作い､

泌 いDhAの減少を認めたが､CF､lBG(FA)の変化はr-:ふVlのままであった｡

7)HCヽlV.HC＼一出た既感染レシピエントのIH-織能yi冊におけるは巾DNAの.2@断的意

rkについて

払例6-)では､LirPDNAのピークylの後に血f17トランスアミナーゼの上昇をみ

I17J



た｡柾例6-2では[)'LHCMV療法により尿中DNAの減少と平行して､肝俸能がiE'Fi'r

化した｡ともに臨朕経過とは巾DNAの川移から､HCMVの捕劇作と肘機能光常

のl娼速が示されたo TITf例6-3では､郎移植前から持続して尿中DNAが検LEl感度以

下であり､肝機能異常の州移との朕l連は見られず,前半はHCVによる肝炎が鮎

われ､後判ま選別化肝隣rrlRが凝われた｡血lLIHCVIRNAの定.TLとIn/-(:_険が得ら

れていないため確港が了けられないが､似 llDNAの推移が鑑別診断の一助となり

える可能仕を示した｡



考 察

ふ掛こおけるドナー ･レシピエントのHCヽ 什 rTuLChjngは､海外 での抗性罷作

Lか40-50̀i'lであるのに対して､fiL体駄作 ドナーからrI'L仏Fu作 レシピエント

(か R-rTtald-Lng)の移敏が殆どを占める D十.'R-matchLLIBの移机では､搬性感染の

危赫寸は6:T,lJl.は と-I:Sく∴D-rR･およびD一爪十matchlnSにおいても､2-3割程度'̀'t

‥われ､II雌 淡や納tR.!岳染ウイルスの伸輔什化がI.和也となる.既感汝の多い.4=掛こ

Bいては､移抑経の内浦什化､再感染を念Pか二㌢は ､'Tt_箱な鍬Yl感染にいたる前に

｡今析し､対処することが必要である｡殊に､Jr幼なTl'Lr)イルス刑がじ日光}:･され､

その搬一JuH紙的州のイりJな指標が求められている.また､血糊投'1日こ作う恭剤創作

心やIJl稚-̀Lul'がr'r'･]払となっており､杭r)イルス刑の劫火判左やJJf稚1,淵のための指

I.T!が求められている｡

従火より､lr)Lt''j.珍噺は潜伏感染のdt参Wrのみならず､舶lWI化の.診WrにFm､ら

れるが､接触後の免疫抑制による抗体肘I-_低 卜や､グDプリン魁剤投′Jや輸血によ

る1J'L仏移行で惟助される叫ため､血打Ip参断によるr州 l診断やfllhTl作化のulb断は必ず

しも舛切でない｡またo培遵細胞の細胞変什劫火を5去る従火のウイルス分弧ま2週

f･'UからけJlの柑Luを紫する｡id近､shelJviAJ誠により約2F川Uでiii速に培益細胞のウ

イルスLILW.tを牧Llけ ることができるようになったが､ウイルスのfll括作化をとらえ

鞄什悠･itの危険作を早期よりTJ瀦することは淀しい｡

近叶になって､PCR法が開発 ･せれ､人絹血∩血球■~I､血子.一."l̀拭 い.､心'+.
検机的 'など､捕J/の換休材料からのHCMV･D＼Aの<&作qLJ倹Lll,が色昧診断に応用さ

れてLる pCR法に よる増幅Dh'.Aのアイソトープけaブロー7をもちいた牧出感度

は (い､ 以外移節や免疫不全状態の.'i:.斤において､抑什悠715を発症する前の
PC叫汁HLが､I''凱 今断の指ほになるとの縦 1日■JB-=̀がある｡しかし､PCRの取牲化

(19)



lI

が1められても耕作感射 こ至らない ものも少なからであり､紗,kl沈感染芹において

も､PCR粘れとな ることもまれにあるy.ユ■rため､Fu作化の意品は､従火の診新法と

EELAJ丘状を糾合わせてP]斬しなければならない. こうした･Jllんから､ウイルスの増

静を延F止的に把以するH的でLl近､アイソトープは丑を用いたPCR丘Li法の報害が

散ilされるようになった.骨髄移捗.･'出荷3例の剖検肺;､し肺移統l例および心肺移払

出Pil例の'IL門支洗沖汲,､心移髄怨満の心私't検糾 打 でのDN入定蒜がある｡こ

れらは､いrれも払汰検仏として綻特約に採取することが州性な検体であり､倹仏

採収において検lH.壬を 定にすることが建しいため､態JL鐘状とDヽ Aも主との往時帆

なLAJ操の肝折は 1･'Jlとはいえない｡耶移肘ムE;･やAlDS止ほ の,k朋血白血球､尿を材

料とした槻;1.Jがあり､DINAの講が多い検仏 はとウイルスが分鮭されやすいこ と

が明らかにされた 仰他移鰍患石では､抗ウイルス剤の投一J後に人柄FlrrTl球DNAが

減′iJL､約糠軌火の判定にDNA定1.1法がイJ'仏であるとの搬'LI.'ニ7Jがある｡このように､

PCR誠を止り目したDNAの起 ttとは､従火のallornoneのrk什n(JPCR法で解析 し得なかっ

たウイルスのhliMを知るFがかりとしてit･Lllされているが､これまでのアイソトー

プ肌湖によるrjizIL.lLは､多数の検体処jFI=二はイ;rL'11きであり､アイソトープのノJ価は時

ELluで減山し､ JR粂作での&'itが難しいこと､.此aUf.の制約があることから､通常

の出火倹作として汗及していない｡

心研究では､pCR法とマイクロプレー トハイブリダイゼーション併用した筋

性な-kt-i法をHC＼イVにおいて鮭立した｡本法は､マイクロフレー トハイ7リダイ

ゼーションのLJ川1̀こより10コピー台まで検ttT.娼鹿をあげることが可能であった｡こ

れは､アイソトープfBaに劣らず､山 ､検出感健であるとともに､盛佑上の制約が

rJ:く冊使TJ:JJ-iLであり､多検体を扱うEl冊の払抹検N こ治している｡また､尿巾

Dゝ人のi印帥JなqFJ.的推移と色味発過との附係につ卜て IJJl解明した触缶はなく､本

研'先では検仏として姥を選択し､改床雛過とのLu除を晩.丁･lすることとした｡

flLLl)



LirTTL)NAをたいするにあたっては､frecなウイルスのほかに､門媒抱系の剥

片細胞や多核rl血球などの沈漁細胞巾のウイルスもろ止しなければならない｡

HCVl＼'の約伏部位はさまざまな臓器や細胞が,AJ近1.されており､lrfや多段白血球に

も満状のt･I能作が指摘されている｡沈ぬ切掛ま排Li的すでに安YLないし崩壊してい

ることもあるため､媒Ir7の斤eeなウイルスと沈も†糊胞巾のウイルスをl*別することは

だしい｡このためJtC研究では､両荷の穏和からr)イルスD､JAを定誌することとし

た また､捉以真作を 一定とするため､Fitく恥ITlu雄とした｡

虻L#人(′仁.体門ドナ-)14名は､血fr'JTu.,会所によりすべて比感染があると考えら

れた｡Li申DIYAは､13名 (928%)が換LuPl舛u Fであった｡平讃､f点染症状のな

い腔成人における粥伏悠染では､ウイルスのfm附よ低いレベルにあるものと推察さ

れた｡

本研究で帆jイした症例のHCMVmatch'ngは､ ドナーはl例の光卿 芋移鵬の不明

例を除いて鮎作であ り､レシピエントは令例で鮎flであったD移椀後の尿中

DN∧は､感触 J二状のなかった1[13.例l.2,3では､移仰後lケ川tJ.内のIIり抑こ､一過性の

増)州を泌めた｡このような移植後の椛lFrDNAのJIYJ加は､ウイルスのIl雌 染､あるい

は免ぬ抑肘J刑の導入やその凝化に伴うウイルスのIIH.r.YF_化のいずれかによるものと

推察された.また､肺､肝の臓器排作感染を別 -L-した瓜三例5､6では､いずれも発症の

約1ケJI前には小DNAのピークが認められ､そのど-ク他のレベルは感染症のみら

れなかったJd'例のとの時期のレベルよりも花かった｡従って､Li,1･DNAの推移は､

HCMV幼稚感姓の危険作を予測する指標になりえるr･JEJt什が小唆された｡さらに､

抗r)イルス破談綾､矧 は ともに尿中DNAが減少1るのがとらえられ､抗ウイルス

幼iiの幼製を判定Tる指ほになり得ることが示唆された.

力､免滋出光iL:は去6にみるように､以IPD.TvAとの不 敦がときに見られ

ること､また､免滋蛍光法が際性化しても悠染鐘状がない症例があることから､免

疫gi光iLによる糊代感染のiT･馴ま肘難であると考えられた｡従って､ウイルスの砧
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flと扶Iilとの馳旅を知る卜で､酔 いDヽ Aの丘t̂的推掛 ま､･i作的な免偵虫光法に比

べて韓れていると与えられた｡

dli■●Ltl-t体坊については､移噂後のCF､t呈e(FA)のl･シtEこより糾問のウイルス

の消作化をみる1-で7f用であったが､その後良糊に削 与され､減作感染の再発を予

irする指tTにはならなかった｡また､抗ウイルス嫉法の,hft!をJk鋲していなかった｡

五経N,]絶k仏はfiり起すことが多く､免疫抑制の教化に什う糊作娼妓と何党のリス

クを妃るJで.以巾Dト.Aの定冠的推移は血 f.'.I/-t仏地より偉れていた

肺炎,qr炎の兜蛙時期は､それぞれ拝的 ケJl後､け 月経 (巾如 ヶ月後)で

あった 軌什悠火の兜虹が､移絶後致ケJj以内にJJl中するJVとされ､これは免疫抑

制剤少IL.糊 t.'1への移亨ほ でに約3ケりかかることや､急作AL絶反止､にJlけ るステロイ

ドパルス療法が必 姓̀となる剛glL3ケJj以内が多いことをJk映していると考えられ

た ちなみに移榊3ケF]以内の急作か絶Jk応にたいしておこなわれたステDイドパル

ス城址などの允故抑制は､滋5に′1ミしたように､拙作感染症例でその総Iitが感染症状
のなかったJLJII例に比べて多かった｡免疫VTJ制の必さが､WIYF･,感触のリスクを,I.-7;める

ことが考えられ､LiHlDNAの推移によって､移鵬後のウイルスの抗勤Yは 知ること

はイJ瓜であるとJ5･えられた｡

また､LR申DNAが検出.感度以 卜になるまで の移脚後H政は､感染症状のな

かった姫例1では移肺1ケ月後と甲く､ステロイドパルス療法をおこなった症例

2･3･4ではけ JLから6ケFlとやや良く､強い免疫抑制後に軌作感娘をみた症例では､

それぞれ16ケ日､loケIJ以降と長州に及んだU免感抑制の髄さと､悠独症状の411無

によって､u巾へのウイルス妹港の期間に迎いがあることが′Jミ唆された｡なお､本

研茨のJj例はいずれも､その後併発疾公かなく､移魅77が111g7JI:_茄しており､免疫

抑制剤の少･',相 持地法に移行した綾の親付 点盤の托蛙の危険作は少ないと考えられ

た･しかしながら､f淵′LZ渦 でも､さまざまな併兜&.'出や身仏的鎚Rによって切

掛た作となることがあることを念頭において､経過脱穀Tる必嘆がある｡
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rJ:お､本研究のDヽ A走:弘法とアフロ-1をy壬にするが､出足､末梢血n血球

のlmJTdLaleL･Arlvar111掌Ql駐Yt細胞数を I.''Jは桝.k杭仏法により-i'UL的にとらえる

pILSer,CniaiLの頼;JI.-.1がある｡anrl皇em a躍作細胞が争いときに､末梢血白血球あ

るいは血酔fJのD:ヽA定作ql)に検出され､I)イルス分Jtされる切 舷も品lln'-I-とされ

a,また､蝿作煙火の発症時に､鮎n=抱胞故が多 くtn湖し､抗ウイルス剤による症

状出井とともにすみやかに減少ないし隈作化することから､ALlllgenemJa法は治療殉

'七の刊1'に イl-益な措けとぎれるtL<一一｡しかし､少政のaJl一'gCnemlm 作細胞の出現を

止めても抑什感知こやらない症例も多い JJ}Jで､少敗の恥作細胞でも鞄作感染を

姐d)ることかある5tptされる｡今後､7]･lgJ診断におけるaLIIJgenemは法と尿中DNA定

;rtとのJI=且什[:を検J寸することが必要と考えられる.抗B,rIとLilI･DNA,&謎の両所から

ウイルスの粥L<を解析することは､I.鳩1冶軒と治療劫火を判'&するLで興味深いm

也である｡

また､HCMV以外に同一の臓器悠染するウイルスの加科感染がある槻令の也

E対rLJイルスの鑑fJ'lJ,診断において､媒･IjHCMVIDNAの&'t.とがイJJHであるIIJ能代が,i-i

されたbすなわち､好例6ではC咋川r-炎r)イルス (HCV)とHCMVの独合感染があ

り､伐り返す肝鮒 ltyi',一汁がいずれのウイルスに起囚-るかの鑑別診断が雄しか-3た｡

仏例61).6-2では､血わ.'1トランスアミナーゼの推移とLi小目CMV･DNAの淀箭続発の

相似こl対迎竹が1上られ､剛 ,HCM＼′･DNAの･iIirt(こよるIICMV肝炎の診断のuJ能性

が′J､唆された JL=例6-3では､はり】DhTAは抗日CMV触法をUtl始する(liliJJから綿鎧して

胤Ii悠雌以 卜であり､血TI.トランスアミナーゼの推移とのLN述作は妃いだされな

かった■肝′暮綾と血中HCV･RiNAの推移が和られてLなしため､牡諺はでき得えな

かったが､ -並のlf51はCや但性f占JLft肘炎および併発したエ制作IJr印譜による可

能けが軸われた｡以 tのように刺 .I)＼Aの定吊の推掛ま､ytなる肘炎起凶ウイルス

のた511.李斯の 肋となるrlJ徒作が示唆された｡
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移肺!Li抑ま､維持透析捌けrLJに輸血を繰り返されていることが多く､これら2つ

の災なる肝炎起l人1ウイルスの氾令は姓が多いO 一般触,.･7Ll;人のHCV抗体伽舟糾ま2%以

F伽Hh､)であるが､血液透析仏前や門播植.Eii.者では､約25%前後に及びMb667)､なか

でも】0咋以 ヒの透析雁をもつ患眉では40-50%と虎率('州 であ る｡C型倍化所動性

肝炎に対する唯一の治療であるインターフェロン(61)は､JF7_絶反応を誘雅するなど

(d'凪W 7')の.I.lilJ作川のため､'Ef移kb_J･ム-JTのC'F_!但惟所動性肝炎にメけ る使用のii非に

ついては紙.論がIIJ.ていない｡また､インターフェロンの創作川である発熱､｢lrllLBR

減少､血小板減少はHCMV新作感染でもみられることがあり､肝炎の起因ウイルス

を特定することが難しいO従って､混合感染例では､血小l-lCV･RNA宗と酔い

HCMVIDNAを知ることが正史と考えられた0

本研究では､尿を材料として､門移植後のHCMVの消長をとらえることが可
能であり､尿11DNAの定石は税性感染の榊 ILと治療効架の判定にイ了用であることを

示したOPCR法を応川したマイクロププレー トハイ7リグイセーシヨンによる

DNA走･L.土手よは､アイソトープ標識より簡便な方法であり､今後さまざまな検体での

DNAの走畠にはJJrJLうると考えられた｡



ま と め

本研究ではHCヽ IV･DNAの定記法を用いて､㌔欄 小関媒tl.のIICMV･DNA (尿中

DNA)をifはし､HCMV感染癌の塩床的解析を.IRみた｡

IHCMV･D卜Aの淀;iiはpCRiよとマイクロプレー トハイ7リグイセーション法を併

用し､以 Fのようにおこなった｡ 滋:姐のI11割中間尿からDNAを抽出し一定昌と

し､これをillやJとし､ILrlB寺に､コピー数1江知のTIC.VV･DNAをほ呼鈴甥として､

PCRをおこなった｡子!tられたpCR庶物をlL棚 川二浪 (L5MNaCl)で37℃､3時IEilで

マ イクロプ レー トに閲細化 し､ ビオチ ン掠頴Dト.Aプロー ブを用 いて

500'oFonllam-de､56℃でlS時rLuハイ7リダイゼーシヨンをおこなった｡ 5Lreptavidin

conJugaledβ-gahctos】dascを宅混でlnJfJa"JJili-tさせ､僻糸Jk托､の)占質として

4-MUG-β一D-gatac10S･dcをj7oC､2時rL-111反Tt-tさせ､0tMglyclne-N.lClで反l心を伸 し卜

後.Jk応花物4-MUの出火敵艦をフルオロスキャンで洲たした｡相称 Eu線と検体の

飢光廃艦を対比して､検体中のHCMV･DN̂ を起I'止することがilJ能となった｡ ノ仁

u三は､Ⅶ雌で多検仏を扱うことが,･I能であり､n',･77.'の地山検{に適していると考

えられた｡

2JhiLを用いて､BhR人14もおよび門移他出66例の床rlJDN̂ の定;止をおこない､以

下のことが明らかになった.,

A)HCMV雌嘘染の他山1人におけるは■1lDNAは､検出限舛あるいはそれ以下であ

り､仏内におけるr)イルスの活動Mは低いものと判qrされた｡

(ll)



2)I符移植レシピエントでは､免疫抑別の鹿化後の妹巾DNAのLtYF加をとらえるこ

とができた｡移植後のull】ウイルス排liliのffEY,,加は､免疫抑制州法の導入や急性拒

絶Lk応に対するステロイドパルス療法などの免疫抑制の･強化によるウイルスの姑

作化をEhL映していると考えられた｡

3)門移帖後に肺炎､肝炎を兜症したジ月性感染症例では､尿巾DNAのピークが先

4jして見られたOまた､1J'Lウイルス癖法後､結日とともに荘巾DNAは減少したD

あると考えられたb

4)円移ME後の免疫抑制剤の少hi維持療法に移行した後に､尿中DNAは検山感度

以 卜となり､Ii柑1工L三村列ではリ,6牲悠淡の危険作は少ないと与えられた0

5)HCMVとC∫世肝炎ウイルスの泡命感染におけるJtf機能脚 ;1;症例において､床中

DNAは起凶ウイルスの鑑別の一助となったO
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