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はじめに

進行性多巣性白質脳症（progressive multifocal leukoencephalo-

pathy; PML）は，ポリオーマウイルス科の JCウイルス（JCV）
に起因する脱髄疾患である．JCVは多くの成人に持続感染し
ており，免疫抑制にともなって変異型ウイルスが出現し，大
脳白質などを破壊する 1）2）．予後は悪く，治療がなされないば
あい，多くの患者が発症から 1年以内に死にいたる．PMLの
診断では，脳組織をもちいた病理学的検査もしくは PCR検 

査がもっとも確実であるが，侵襲性の点から脳脊髄液中の
JCVゲノム DNAを標的とした PCR検査が広くもちいられて
いる 1）2）．

脳脊髄液中 JCVを標的としたリアルタイムPCR検査と
PMLの実験室サーベイランス

当研究室では，JCVの T遺伝子などを標的とした定量的リ
アルタイム PCR検査系を開発し，2007年 4月から日本全国
の医療機関における脳脊髄液 JCV検査を支援している 3）4）．ま
た，質問票を介して患者情報を収集することでデータベース
を構築し，日本国内における PMLの発生動向やその背景を
解析している 5）6）．2014年 3月現在までに，約 1,100件の検査
を受け付け，100名以上の PML患者を確認している．日本で
は，HIV感染症や血液疾患を有する PML患者の割合が高い
傾向にあったが，自己免疫疾患や臓器移植歴などを有する患
者においても PMLがみとめられており，様々な背景におい
てPMLが発生していることが明らかとなっている 5）6）．また，
近年では，日本国内の民間企業においても当研究室と同様の
定量的リアルタイムPCR検査が導入されているが，確認検査
やフォローアップ検査などをふくめ，当研究室への検査依頼

は増加傾向にあり，多数の症例報告論文においてその有用性
が示されている．

リアルタイムPCRをもちいたウイルス検査の課題

リアルタイム PCRはウイルス検査における汎用技術と
なっており，すぐれた迅速性や感度，特異性を有する 7）．一
方，本法は，鋭敏であるがゆえに，わずかな DNAの汚染を
偽陽性として検出するリスクを有する．PCR検査において
もっとも偽陽性をひきおこす可能性が高い事象は，陽性対照
DNAによるサンプルの汚染である．このリスクに対しては，
多くの検査系において対照 DNAの配列や断片長を改変する
といった対策が講じられている．しかし，陽性検体から陰性
検体へのキャリーオーバーによる汚染が生じたばあいには，
偽陽性の判別が困難である．また，リアルタイム PCR検査系
は，一般的に，ウイルスゲノム上の高度に保存された領域を
標的としているため，増幅産物の塩基配列の解析によって
キャリーオーバーか否かを判定することが困難なばあいが多
い．PMLのばあい，患者が基礎疾患に対して免疫抑制をとも
なう治療を受けている，もしくは，脳生検による病理学的検
査が困難である，といったケースが珍しくない．そのため，
脳脊髄液中 JCVの PCR検査での偽陽性は，患者の QOLに影
響を与える可能性が高い．しかし，検体の汚染の可能性を迅
速にしらべるための post-hoc検査系の開発は十分になされて
いない．

PMLにおける変異ウイルスを標的としたタイピングの課題

PML患者の脳組織や脳組織において検出される JCVは，ウ
イルスゲノムの調節領域に患者個人レベルの多様な変異を有
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することが知られおり，この領域の塩基配列を解析すること
でウイルス変異の有無を確認する，もしくは複数の検体を識
別するという手法が古くからおこなわれている 8）．しかし，
この解析手法では，検体中にふくまれる様々な亜型のウイル
スゲノムをプラスミドにクローニングした後，塩基配列を決
定し，その変異パターンを in silicoで解析する必要がある．そ
の解析のためには多くの経済的，時間的なコストを要し，確
認検査における使用は困難である．米国NIHの研究グループ
は，持続感染しているアーキタイプウイルスが有する調節領
域のみを標的としたリアルタイムPCRを開発し，通常のリア
ルタイム PCRと併用することで変異ウイルスを計測すると
いう手法を発表した．しかし，この方法では変異ウイルス自
体が検出されないため，検体間でのキャリーオーバーを解析
することが困難である 9）．

JCV ゲノムを患者個人レベルで識別するための 
新技術の開発とその応用

上記の背景から，当研究室は，変異型 JCVのゲノム DNA

に生じる多様な変異を標的として，ウイルスの亜型を迅速に
同定するためのスキャニング技術を開発し，PMLの高精度診
断技術へと応用することを目的として研究を続けてきた．そ
の結果，JCVの調節領域をリアルタイム PCRによって増幅し
た後，増幅産物の解離温度を高解像度融解曲線分析（High-

Resolution Melting analysis; HRM）によって測定することで，
調節領域の変異パターンを迅速かつ容易に識別しうることを
みいだした 10）．本検査系においてもちいられる PCRプライ
マーは，データベース上に登録されている多数の JCVゲノム
の配列を対象とした in silico解析に基づいて設計されており，
持続感染しているアーキタイプウイルスおよび PML型の変
異ウイルスを検出しうる．また，陽性検体中にふくまれてい
る微量の JCVゲノムにおいて変異が生じているか否か，もし
くは複数の陽性検体中において検出された JCVゲノムを患者
個人レベルで識別することが可能である．

おわりに

PML型の JCVは，ウイルスゲノムにランダムな変異を有す
る．これらの変異を HRMによってスキャンし，検体中にふ
くまれている JCVの変異パターンを患者個人レベルで識別す
るための検査技術を開発した．また，多数の患者の脳脊髄液
をもちいた検査系のバリデーションを経て，その実用化に成
功した．本検査系は，脳脊髄液検査において検出されたウイ

ルスの変異の有無，ならびに偽陽性の可能性を解析する上で
有用であり，より確実な PMLの診断に貢献することが期待
される．
※本論文に関連し，開示すべき COI状態にある企業，組織，団体
はいずれも有りません．
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Abstract

A new approach for JC virus detection and its application for PML diagnosis

Kazuo Nakamichi, Ph.D.1), Chang-Kweng Lim, D.V.M., Ph.D.1) and Masayuki Saijo, M.D., Ph.D.1)

1)Department of Virology 1, National Institute of Infectious Diseases

Progressive multifocal leukoencephalopathy (PML) is a rare but fatal demyelinating disease of the central nervous 
system (CNS) caused by JC virus (JCV). The current diagnostic standard for PML is real-time PCR testing of extracted 
DNA for assessing the presence of JCV DNA in cerebrospinal fluid (CSF). However, because of its sensitivity, real-time 
PCR assay for JCV testing has a risk of false-positive results due to DNA contamination. JCV isolates recovered from the 
brain or CSF of PML patients contain hypervariable mutations within the non-coding control region (NCCR) of the viral 
genome. In our laboratory, the high-resolution melting (HRM) assay was developed to distinguish the patient-dependent 
NCCR patterns of JCV DNA variants in clinical specimens. The HRM-based scanning of NCCR serves as a quick and 
convenient technique for comparing the mutational patterns of JCV variants in clinical samples and for the confirmation 
of PML diagnosis when combined with routine real-time PCR testing.

(Clin Neurol 2014;54:1028-1030)
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