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金沢 大学十全医学 会雑誌 第100 巻 第 1 号 20 4 w 2 15 く1 9 9 1う

ポ リ メ ラ ー ゼ連鎖反応法 に よ る新生児 ， 乳幼児末梢血液中の

ヒ トサ イ トメ ガ ロ ウイ ル ス ゲノ ム の 検出

金沢大学医学部小児科学講座 は 任 二 谷口 昂教授ン

大 野 郎

く平成 3 年 1 月23 日受付う

ヒ トサイ トメ ガ ロ ウイ ル ス くh u m a n c y t o m e g al o vi r u s
，
H C M V， は 多数の 人 々 に 感染 しそ の 初 感

染 は ， 多く の 場合無症状 に 通過 し 潜伏感染 へ と移行す る ． しか し
，
胎児 I 未熟児 や臓器移植患者 な ど免

疫不全状態 に あ る宿 主で は 多彩な 症状 を呈 し
，

時に は致死的 に な る 一 そ の よ う に 臨床 的に重 要な ウイ ル

ス で あ る に もか か わ ら ず
，
培養系で 増殖が 遅い た め に 臨床材料 か ら 検出す る こ と は困難で ある 一 本研究

で は
，

H C M V の初感染時期 を 調 べ る た め に
7 末梢血液細胞 の H C M V ゲ ノ ム の 保有 状況 を調 べ

， 抗

H C M V 抗体価 と比較検討 し た ． H C M V ゲ ノ ム は末棺血 液よ り抽出 し た D N A を使 用 し
，

H C M V の主

要前早期抗原の
一

部43 5 塩基対 を ポ リ メ ラ
ー ゼ連鎖反応 くp o l ym e r a S e C h a in r e a c ti o n

，
P C Rl 法 に よ り増

幅後 ，
サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ イ シ ョ ン 法に て検 出 した ． P C R で は0 ．1 プ ラ

ー

ク形成 単位 の ウイ

ル ス の 存在 が 検 出可能 で あ り
，

ま た 他の ヘ ル ペ ス 属 ウイ ル ス や H C M V 未感 染細 胞 よ り 抽 出 し た

D N A で は バ ン ド はみ られ ず
，
感度 ， 特異性 とも 高か っ た ■ 抗 H C M V 抗体価 は酵素結合抗体免疫 ア ツ

セ イ を用 い て測 定し た ． 抗 H C M V 抗体陽性率は臍帯血 お よ び新 生児で80 旬 9 0 ％で あ っ た 一 そ の 後抗体

陽性率 は減少 し
，
生後 5 句 6 か 月 で33 ■3 ％と最低値 を と るが ， 再 び上 昇 し徐 々 に 成 人 レ ベ ル に 達 した 一

H C M V ゲ ノ ム は臍帯血 で は検 出さ れ なか っ たが
，

生 後 5 日目 に29 例 中8 例27 ． 8 ％ で 検出さ れ た － 抗体

陽性率が減少 する と とも に H C M V ゲ ノ ム の 検出率は上 昇 し
，
生後5 へ 6 か 月で 約50 ％の 乳児の 末梢血

液で H C M V ゲ ノ ム が 検 出さ れ
，
多く の も の が 新生 児期 か ら乳児期早 期に 感 染 して い た ． 抗体陽性率が

増加 して くれ る と ，
そ れ と は 対照 的に H C M V 検出率は減 少 し

，
成人 で は47 例 中2 例 く4 － 3 ％1 の み に し

か 検出 され な か っ た ． 更 に
，
多数 の 新生児が H C M V ゲ ノ ム を有 して い た こ と か ら ， 母乳栄養 を受 けて

い る経膣 分娩児 性 後 5 日 副 と帝王切 開分娩児 く生後 6 日 副 の H C M V ゲ ノ ム 検 出率 を比 較 し た 一 前

者が27 ．6 ％に 対 し
，
後者 が4 ．8 ％で経 膣分娩児で有意 に 高 く ， 多く の 新生児が 産道で 配 M V の 感染 を受

け てい る こ と が 示唆 され た －

K e y w o r d s h u m a n c y t o m e g al o v ir u s
， p Oly m e r a s e ch ai n r e a c ti o n

， p ri m a r y

i nf e c ti o n
，
1 a t e n t

，
i nf e c ti o n ， i n t r a

－

C e r V ic al in f e c ti o n

ヒ トサイ トメ ガ ロ ウ イ ル ス くh u m a n c y t o m e g a l o v
－

i r u s ，
H C M V l は

，
広く 人間社会 に 存在す る ヘ ル ペ ス 科

くH e r p e s vi rid a el のP 群 くB et a h e r p e s v i rid a el に 分類

さ れ る ウイ ル ス で あ る
112I

． そ の 初感染 は不顕性感 染 と

して経過す る こ と が 多く ，
そ の 後 ヘ ル ペ ス 科ウイ ル ス

の 特徴 と し て 持続感染や潜 伏感染 をき た し
3，

，
N u m a z －

A b b r e vi ati o n s こ b p ， b a s e p air 三 e a rly ，
E ニ

a k i ら
4，

に よ れ ば日本人 の 健康 な乳 児は ， 生 後 5 へ 9

か 月 の 間 に60 ％ が 尿 ま た は 上 気 道 に ウイ ル ス を排出

し
， 健康 な成人 の80

へ 9 0 ％近 くが その 抗体 を有し てい

る と言 われ て い る ． し か し
，

H C M V の 病 原ウ イ ル ス

と し て の 意義 は 高く
，
胎 児

51
， 未熟 児

抑
や 免疫不全状態

に あ る 患 部 で は
， 顕性化 した 場合 に は多彩 な 臨床症

E B V
，
E p s t ei n － B a r r vi r u s 三 E D T A

，
e th y l e n edi a ．

m i n e t et r a a c e ti c a cid 2 N a ニE L IS A
，

e n Z y m e －1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y 芸 F B S
，
f e t al b o vi n e

s e r u m 三 H S V ， h e r p e s si m j pl e x vi r u s i H C M V
，

h u m a n c y t o m e g a l o vi r u s i H H V －6
，
h u m a n
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状を呈 し患者 を死 に 至 ら しめ る こ と も あ る 一 時 に 臓器

移植や悪性腫瘍の 化学療法時な どの 免疫不全状態 や輸

血の際， 体 内に 持続感染や 潜伏感染に よ り存 在 して い

たウイ ル ス が再活性化す る こ と が あ り 臨床的に 重要な

問題 に な っ て い る
珊

． その よ う な ウイ ル ス 潜伏 の 場 と

し て 唾 液 腺 ， 腎 臓 な ど が 推 定 さ れ て い る
2I

が
，

H C M V 抗体陽性 の も のか ら抗体陰性 の も の に 輸血 す

ると感染す る
3糊

こ と よ り 血液 細胞 も 潜 伏感 染の 場 と

な っ て い る と考 え られ る ． しか し末棉血液 中か ら の ウ

イ ル ス の 分離 の 報 告 は 少 な く
3I

， わ ず か に S c h ri e r

ら
9，

が イ ン シ チ ュ
ー ハ イ プ リ ダイ ゼ イ シ ョ ン 法 を 用 い

て抗体陽性 の 健康成人 の 末梢血 リ ン パ 球 に ウイ ル ス が

存在す る こ と を報告 し て い る ．

近年
，
熱安定性の D N A ポ リメ ラ

ー

ゼ と合成 オリ ゴ

ヌ ク レ オ チ ドの プ ラ イ マ ー を用 い た ポ リ メ ラ
ー

ゼ連鎖

反応法 の開発 に よ り
，
微量 な D N A を試験管 内で大量

に増幅 させ
， 検出す る こ と が 可能 と な っ た

川
． ポ リ メ

ラ
ー ゼ連鎖反応法 は最近 ， 感染症の 診 断 こ と に ウイ ル

ス や マ イ コ プ ラ ズ マ
，
結核菌の よ う な 培養速度の 遅い

病原体や
， 培養 困難 な病原体の 同定 に 応用 さ れ つ つ あ

る
10 ト 141

． 本研 究で は ポ リ メ ラ ー ゼ連 鎖 反応 法 を用 い

て
， 新生児 ， 乳児を 中心に 末梢血液の H C M V ゲ ノ ム

保有状況 を調 べ
， 抗 H C M V 抗体価と 比 較検討 した ．

対象お よ び 方法

工 ． 対 象

金沢大学 医学部付属病院 また は関連病院小 児科で お

もに乳児定期健康診査 の 際 ， 発熱 ， 肝脾腫 ，
リ ン パ 節

腫脹
，
発育障害の な い も の か ら保護者 の 承 諾 を得 て

，

静脈血 を採取 した ． 生後 5 へ 6 日目 の 検体 は異常 を認

めない 新生児よ り ， 先 天 代 謝異 常ス ク リ
ー ニ ン グ の

際， 保護者の 承諾 を得て
， 静脈血 を採取し た ． 臍帯血

は 正常分娩時 に 金沢 日本赤十字病院及 び聖霊総合病院

産婦人 科 の 協力 に よ り採取 した ． 成人 末棉血液 は健康

な有志者よ り採 取し た ．

H ． D N A の 抽出

対象よ り得 られ た 末梢静脈血 を eth yl e n ed i a m i n e t e
－

t r a a c e ti c a c id 2 N a くE D T A J を 抗 凝 固 剤 と し て

1 ■ 1 2 m l 採取 し た ． 採取後す み やか に遠 心分離 ，
血 祭

成分を抗体測定用 に 凍結保存 ， 細胞成分に 対 し ト リ ト

ン X tl O O 融解法
1 5
りこ て D N A を抽出した ． す な わ ち 4

0

C に 冷や した細胞溶解液く0 ． 3 2 M 白糖，
1 ％くV I V H l

リ ト ン X －1 0 0
，
5 m M M g C 1 2 ，

1 0 m M T ri s
－ H C l 亡p H

7 ． 5コケ を 1 m l 加 え ，
2

，
5 0 0 x g で1 0 分間 ，

4
0

C で 遠心し

核 分画 を 得 た ， 得 ら れ た 核 分 画 を オ ー ト ク レ ー

ブ

く120
0

C ，
1 5 分間ナした再蒸留水に 浮遊後

，
ド デ シ ル 硫酸

ナ トリ ウ ム くs o d i u m d o d e c yl s ulf a t e
，
S D Sl を含 む緩

衝液 く0 ． 2 M T ri s
嶋 H C l しp H 7 ． 5コ，

2 5 m M E D T A
，

0 ． 3 M N a C l ，
2 ％S D SI 等容 を加 え ，

プ ロ ティ ナ ー ゼ K

く80 旬 1 0 0 声 gノm り を 加え混和 し なが ら37
0

C で1 2 旬 2 4 時

間処理 した ． 等量の フ ェ ノ ー ル
ー

ク ロ ロ ホ ル ム ーイ ソ

ア ミ ル アル コ
ー ル 液 くフ ェ ノ ー ル ニ ク ロ ロ ホ ル ム ニ イ

ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル ニ 2 5 こ2 4 二 い に よ り抽 出 を 3 回

繰 り返 し
， 更 に 等量 のク ロ ロ ホ ル ム ー

イ ソ ア ミ ル ア ル

コ ー ル 液 くク ロ ロ ホ ル ム ニ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル ニ

2 4 ニ 1 I で抽 出を行 っ た ． 水層 に2 ．2 溶の エ タ ノ ー ル を

加 え D N A を沈殿さ せ
， 得ら れ た D N A は1 00 JJ l の

オ
ー

トク レ
ー プ した 再蒸留水 に 溶か し た ． 実験 に は こ

の D N A の 1 月 g を テ ン プ レ ー ト と し て使用 し た ．

m
． オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ

ー

プ ライ マ ー は
，
金沢大学遺伝子 実験施設の D N A 合

成装置 くB e c k m a n I n st r u m e n t
，
I n c ．

，
P al o A lt o

，
C A

，

T a b l e l ． S e q u e n c e o f s y n t h e ti c oli g o n u cl e o ti d e p ri m e r s a n d i t s l o c a ti o n i n C M V g e n o m e

P ri m e r
奪

S e q u e n c e s く5
一

斗

3
1

1

L e n g t h くbp l
ホ 串

L o c a ti o n

O f a m pli丘e d i n

P r O d u c t C M V g e n o m e
H 韓

P ri m e r M I E ． 4 C C A A G C G G C C T C T G A T A A C C A A G C C 4 3 5 7 3 1 － 7 5 5

P ri m e r M I E ． 5 C A G C A C C A T C C T C C T C T T C C T C T G G l 1 7 4 － 1 1 5 0

ホ M I E
，

m aj o r i 皿 m e di a t e
－

e a rl y an ti g e n r e gi o n o f C M V st r ai n T b w n e ．

榊 b p ，
b a s e p ai r s ．

木綿 E x p r e s s e d a s n u cl e o ti d e n u m b e ri n u Cl e o ti d e s ar e n u m b e r e d s e q u e n ti all y w i th i n e a c h

g e n e ．

h e r p e s vir u s －6 ニ i m m ed i a t e ， e a rly ，
I E 三 P B S

， p h o s p h a t e － b u ff e r e d s al in e ニ 1 a t e
，

L i P C R
，

p ol ym e r a S e Ch ai n r e a cti o n 三 pf u
， p l a q u e －f o r m in g u n it s ニS D S

，
S O di u m d o d e c y l s ulf at e i T a q ，

T e r m u s a q u a ti c u s ニ V Z V
，

V a ri c e11 a q z o st e r vir u s
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U S A l に て合成 し
，

N E N S O R B P R E P くE ．I ．d u P o n t

d e N e m o u r s 8 E C o ．
，
l n c ．

，
B o s t o n

，
M A

，
U S A l の 使用

説明書 に 従い
，

ア ン モ ニ ア 処理
，

N E N S O R B P R E P
，

高速 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー シ ス テ ム くGI L S O N

，

V illi e rl e B el
，
F r a n c el で カ ラ ム M 8 t S パ

ッ ク C1 8 くエ

ム エ ス 機器株式会社 ， 大阪1 に て ， 移動相 は A 液 を0 ． 1

M さく 酸 トリ エ チ ル ア ミ ン 緩衝液加60 ％ アセ ト ニ ト リ

ル
，

B 液 を70 ％ア セ ト ニ ト リ ル と し等速 グ ラ ジ ュ ン ト

に て 溶 出精製 し た ． 合成 した プ ラ イ マ
ー

は H C M V

くT o w n e 株ナ の D N A の う ち主要前早 期抗原 を コ
ー

ド

す る塩基配列の
一 部 く第 4 エ ク ソ ン の 一 部ン を増幅 す

る も の
瑚

であ り
，

そ の塩基配列 を表 1 に 示 す ． こ の プ

ライ マ
ー

に よ り増幅 され る D N A は43 5 塩基対で あ る ．

I V ．
ブ ロ

ー プ の 作成

H C M V T o w n e 株く金沢大学 が ん研究 ウイ ル ス 都 田

中博士 よ り供与1 ウイ ル ス 液0 ． 5 m l に2 0 ％ S D S を2 ． 5

FL l
，
0 ． 5 M E D T A くp H 8 ． 01 を5 ． O JJ l 加 え68

O

C で1 5 分

間熱 した もの を フ ェ ノ ー ル 抽 出，
フ ェ ノ ー ルノク ロ ロ

ホ ル ム 抽 出 ，
エ タ ノ ー ル 沈 殿 し

川

乾 燥 後 ，
1 0 m M

T ri s － H C l くp H 8 ． 01 ，
1 ． O m M E D T A に 溶解さ せ た ． こ

れ を以後陽性 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い る と と も に プ

ロ ー ブの 作成 に 用 い た ． こ の溶解 液 をテ ン プ レ
ー

トと

し上 記プ ライ マ
ー

を用い て増幅 し
，

増幅さ れ た D N A

断片 を制限酵素 S m aI に て 消化 した ． ベ ク タ
ー D N A

p G E M －3 Z くP r o m e g a
，
C o r p ．

，
M a d i s o n

，
W I

，
U S A I を

同様 に S m a I で 消化し た ． こ れ ら を Bl u n t E n d K it

く宝酒造株式会社 ， 京都ン を 用 い て リ ゲ ー シ ョ ン 反 応

し
， 塩 化 カ ル シ ウ ム 法

1 鋸
に よ り 且s cゐg r才cゐ由 c o7Z

げ 烏 城り M lO 9 株 を ト ラ ン ス フ ォ
ー ム さ せ た ． こ の

且 c og才 を増殖 さ せ
，

ア ル カ リ融解法
191

に よ っ て プ ラ ス

ミ ド D N A を回収 し
，
制限酵 素 E c o R I

，
B a m H I で 切

断後 ， 0 ．8 ％ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電 気泳 動

袖
に て イ ン サ ー

ト を分 離 した ． 分離 した 断片 を D N A P R E P く旭硝 子

株式会社 ， 東京1 に て抽出精製 し
，

これ を プ ロ
ー

ブ と

し た ．

V ． ポ リメ ラ ー ゼ連鎖反 応

ポ リ メ ラ
ー

ゼ連鎖反応 の反 応液 は 10 m M T ri s － H C l

くp H 8 ． 3l，
5 0 m M K C l

，
1 ．5 m M M g C1 2 ， 0 ． 0 0 1 ％ ゼ ラ チ

ン
， 各 オ リ ゴヌ ク レ オ チ ド プ ライ マ

ー

0 ． 5 メ M
，

デ オ

キ シ ア デ ノ シ ン 5
，

三 燐 酸 くd e o x y a d e n o c i n e 5
，

－

T ri p h o s p h a t e
，
d A T PI ，

デ オ キ シ シ チ ジ ン 5
，

一 三 燐酸

くd e o x y c ytidi n e 5
，

－ T ri p h o s p h a t e
，
d C T P l ，

デ オ キ シ グ

ア ノ シ ン 5 十三 燐 酸 くd e o x y g u a n o si n e 5
，

－ T ri p h o
－

S Ph a t e
，
d G T Pl ，

デ オ キ シ チ ミ ジ ン 5
，

一 三 燐酸 くd e o x
．

y th y mi d i n e 5
，

－ T ri ph o p h a te
，
d T T Pl くい ず れ も 宝 酒

造I 各20 叫 M
，
検体 D N A l ノJ g に オ

ー

トク レ ー ブ し

野

た再蒸 留水で9 9 ．5 ノバ と し ，
7 功e r 椚 以5 戊す祝戊fgビ祝SくT a ql

D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ くP e r k i n El m e r C e t u s

，
N o r w alk

，

C T
，
U S A 1 2 ． 5 単位 く0 ． 5 J 川 を加 え10 0 JL l と した ． 反

応 は D N A T h e r m al C y c l e r くP e rk i n E l m e r C e t u sl を

使 用 し
， 変性 を94

0

C
，
9 0 秒間，

ア ニ
ー

リ ン グ を65
0

C
，

6 0秒 間 ，
D N A の 伸長を72

O

C
，

90 秒 間と し こ れ を 1 サ

イ ク ル と して40 サ イ ク ル 行 っ た ．

V I ． 増幅さ れ た D N A の 検出

上 記反 応後 1 ハ0 量 の 緩衝 液
加J

く0 ． 2 5 ％ ブ ロ モ フ ェ

ノ ー ル ブ ル ー

，
0 ． 2 5 ％ キ シ レ ン シ ア ノ

ー ル F F
，
1 5 ％

フ ィ コ ー ル4 0 0 くP h a r m a ci a
，
U p p s a l a

，
S w e d e n H を加

え1 ． 0 ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動
20I

を 行 っ た ． そ の 後

S o u th e r n 法
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に 準 じて以 下 の よう に ト ラ ン ス フ ァ
ー

を行 っ た ． 泳動終了 後の ゲ ル を0 ． 5 M N a O H 加1
． 5 M

N a C l 水溶液 に 浸 し30 分間室温で ゆ っ く り振過た せ
，

こ れ を 2 回 行う こ と で D N A を変性 さ せ た ． さ ら に

1 ． 5 H N a Cl 加 1 M T ri s
． H C l 緩衝液 くp H 7 ． 4I の 水溶

液 に 浸 し30 分間 空温 で 2 回 ゆ っ く り し 振渡 し中和を

行 っ た後
，
0 ． 4 5 ノノ m

ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス メ ン プ レ ン フィ

ル タ
ー

く東洋 濾紙株 式 会社
，
東 京J に 20 x S S C く3 M

N a C l
，
0 ． 3 M く えん 酸ナ トリ ウムI を使 っ て ト ラ ン ス

フ ァ
ー

し た ． トラ ン ス フ ァ
ー 後 の フ ィ ル タ ー は室温で

風乾 し た後 ， 真 空オ ー プ ン で8 0
0

C 2 時 間 ベ イ キ ン グ

し
，

D N A を 固定し た ．

ハ イ プ リ ダイ ゼイ シ ョ ン に よ る検 出は ジゴ キ シ ゲ ニ

ン ラ ベ リ ン グ 及 び検 出 キ ッ トくB o e h ri n g e r M a n n h －

ei m B i o c h e m i c a l s ，
I n d i a n a p o li s

，
I N

，
U S A J を使用し

た ． フ ィ ル タ
ー

を68
0

C で 1 時間以 上 プ レ ハ イ プ リ ダイ

ゼイ シ ョ ン 後 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 プ ロ
ー プ を 50 n gノ

血1 含 む ハ イ プ リ ダイ ゼ イ シ ョ ン液 で6 8
0

C
，

1 6 時間 ハ

イ プ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン を 行い
， 洗浄後添付文書に 従い

呈 色反応 を行 っ た ．

用 ． ヒ ト抗 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス くH C M 里

1 g G 抗体 価の 測 定

ヒ トの 血梁中の 抗 H C M V I g G 抗体価 は酵素結合抗

体免疫 ア ツ セ イ に よ っ て 測定 した
221

．

M R C － 5 細胞 く国立衛生試験所 ， 細胞 バ ン ク
， 東京よ

り供与J を75 c m
2

細胞培 養 フ ラ ス コ くC o st a r
，
C a m b r －

id g e
，
M A

，
U S Al に て

， 培養液 く2 m M グ ル タ ミ ン
，

0 ． 1 5 ％炭酸水素 ナ ト リ ウ ム
，

5 ％非 働 化牛 胎児血清

くh e a t －i n a cti v a t e d f et al b o v i n e s e r u m
，
F B Sl くGib c o

l a b o r a t o ri e s
，
G r a n d I sl a n d ，

N Y
， U S A l を含 むイ

ー グ

ル M E M 培地 トニ ツ ス イJ く日 水製 薬 株式 会社 ，
東

泉H で
，
細胞 が コ ン フ ル ー

エ ン ト に 達 す る ま で 静置

培養 し た ． 培養液 を吸引後 ，
F B S を含 ま な い 培養液で

細胞 を洗浄 し H C M V T o w n e 株を 1 時間炭酸ガ ス 培
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養器く株 式会社 ト ミ ー 精 工
， 東京 H 37

0

C
，

5 ％C O カ

で ． 感染価 くm u ltipli c it y of in f e c ti o n
，
M O Il を 1 以上

に して
，
吸着さ せ た ． そ こ に F B S 含有培養液 を加 え

炭酸ガ ス 培養液 で静置培養 く37
0

C ， 5 ％C O良 した ． そ

の後3
ル 4 日 間 に 1 魔 の 割で 培養液 を 半量 づ つ 交換

し
，
9 0 ％以 上 の 細胞が 特徴 的巨細胞変性 し た 状態 く約

10 日後1 で 細胞 を ラ バ ー

ポ リ ス マ ン くC o st a r
，
C a m b r －

id g e
，
M A

，
U S A l にて 刺 して 回収 した ． 得 られ た細胞

を0 ． 1 M リ ン 酸緩 衝 液 くp h o s ph a t e
－ b u f f e r e d s ali n e

，

P B SI で 3 回洗浄 した 後 5 x l O
5

細胞ノm l に 調整 して
，

0 ． 1 M P B S に 浮 遊 ， 凍 結 融 解 を 3 回 線 り 返 し

1
，
20 0 x g ，

1 0 分間遠心 した 上 清 を抗原 と して 用い た ．

対照と して H C M V 非感染細胞も 同様 に 処理 した ．

抗原 を p H 9 ．6 の0 ． 0 2 ％ア ジ化ナ ト リ ウ ム 含有0 ． 0 5

M 炭酸緩衝液 で 1 ノ200 に 希釈 し
，
E エA ． 用9 6 穴平底 マ

イ ク ロ タイ ト レ ー シ ョ ン プ レ ー

ト く大 日本製 薬株式 会

社，
大阪いこ0 ． 1 5 m l ず つ 加 え て

，
室 温 で 2 時間 コ

ー

ティ ン グ した ． つ い で
，

0 ． 0 2 ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含

有 P B S 液 く0 ． 0 2 ％ s o d i u m a zi d e a d d e d P B S ，

P B S AJ に 0 ． 0 5 ％ T w e e n 2 0 くSi g m a C h e m i c a l C o ，

S t ．L o u i s
，
M O

，
U S A J を加 え た溶液くP B S A － T w e e nI で

3 回洗浄 し
，

1 ％ F B S 加 P B S A － T w e e n で 段階希釈

し た ヒ ト被検血 祭を0 ．1 m l ず つ 加 えて
，

2 時間室温で

反応させ た ． 反応終 了 後 P B S A － T w e e n で 3 回 洗 浄

M 1 2 3 4 5 6

一 ■ 4 3 5 b p

Fi g ． 1 ． D il u ti o n e x p e ri m e n t d e t e r m i n g th e

S e n Siti v it y o f P C R ． C ell －f r e e p u rifi e d H C M V

く2 －8 x l O
7

pf uノm り w a s b o il e d f o r 1 5 mi n u t e s
，

th e n s e ri a ll y dil u t e d a n d a p pli e d i n th e P C R

m i x t u r e ． A
，

e th id i u m b r o mi d e st a i n l n g O f th e

g el I B
，
S o u th e r n a n al y si s d e t e c t e d b y u si n g

di g o x l g e ni n d e t e c ti o n k it ． L a n e M
，

m O l e c u l a r

W ei gh t m a k e r s
，

A D N A d i g e s t e d b y H i n dIII三
1 a n e l

，
2

．8 x l O
4

pf u a p pli e d こ 1 a n e 2
，
2

．
8 x l O

2

pf u ニ1 a n e 3
，
2 －8 X l O pf u ニ1 a n e 4

，
1

．
O p f u ニ1 a n e

5
，
0 ．1 p f u ニI a n e 6

，
0 ．0 1 p f u ． P C R a m plifi c a ti o n

h a d a s e n siti vi ty o f O ．1 pf u ． b p ，
b a s e p a i r s ．

し ， さ ら に
，

l ％ F B S 加 P B S A － T w e e n で1 00 0 倍希

釈 した ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト

I g G 抗体 くT a g o ，
I n c ．

，
B u rli n g a m e

，
C A

，
U S A l を0 ． 1

m l ずつ 加え て
，

2 時間室温で 反応 させ た ． そ の 後 ．

P B S ． T w e e n で 3 回洗浄 し
， 最後 に p H 9 ． 8 の ジ エ タ

ノ ー ル ア ミ ン 緩 衝 液 で p － n it r o p h e n yl ph o s ph a t e

くSi g m al を 1 m gl m l に 調整 した も の を0 ．1 m l ずつ 加 え

て
，
室温で30 分間か ら 1 時間反応発色 させ た ． 呈色 反

応 を吸光度計 E A R 4 0 0 くSlt －1 a b i n s t r u m e n ts
，
A u st ri aI

に よ り波長 492 n m で 測定 し
， 抗原側の 吸光度 よ り対

照側の 吸光度 を減 じた ． 1 0 名以上 か ら なる ヒ トブ ー ル

血 清 の 吸 光 度 を1 ． 0 と し て 被 検 血 襲 の 抗 C M V

抗体価 を算出 した ．

Y軋 統計学的処理

経膜分娩児と 帝王切 開児 の H C M V ゲ ノ ム の 検 出率

の 差異 は x
2

検定 に よ っ た ．

ば
． 試 薬 類

特 に 会社名の 記載の な い ア ガ ロ
ー ス お よ び各種 制限

酵素 は
，

宝 酒造株式会社 の製品 を使 用し た ． また こ れ

以外の 試薬で 特 に 会社名 の 記載の な い も の は
，

い ずれ

も和光純英株式会社 く大阪1 試薬特級を使用 した ．

各種制限酵素の 反応 液組成 に つ い て は
， 酵素 を購入

し た際 つ い て く る 添付書を参考 に した ．

成 績

工 ． P C R 法 の 感度

供与さ れ た 細胞 を含ま な い H C M V T o w n e 株 ウ イ

ル ス 液 は2 ． 8 x l O
7
プラ ー ク 形成単位 くpl a q u e

－f o r m i n i g

u n i ts ， pf ulノm l で あ っ た く金沢大学が ん 研究所 ウイ ル

ス 部門 ， 田 中博士 に よ り測定ト ニ れ を15 分間煮沸 し段

階希釈 した も の を1 0ノバ づ つ ポ リ メ ラ ー ゼ連鎖 反 応 に

か けた ■ ポ リ メ ラ ー ゼ連鎖 反応液の う ち10 〆l を1 ． 0 ％

ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル に て電 気泳動 し
，

ゲ ル を Eth id i u m

b r o m id e で 染色後 302 n m の 紫外線照射下 で 観察 した

も の と ， 同 ゲ ル をサ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ イ リ ダイ ゼイ

シ ョ ン した も の を図 1 に 示 す ． E th id i u m b r o m id e 直

接染色 で は0 ． 1 プ ラ
ー ク 形成単位 まで 検出可能出 あ り

，

さ ら に サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼイ シ ョ ン を行う

こ と に よ り
，

よ り明 確に 検 出で き る こ と がわ か っ た ．

工工 ． ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応法の 特異性

反 応 に 用 い た プ ラ イ マ
ー

と プ ロ ー ブの 特異性 を調 べ

る た め に
，
他の ヘ ル ペ ス 属 の ウイ ル ス を用 い た ． 単純

ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス I 型 くh e r p e s si m pl e x v i r u s
，

H S V － I ， H F 株1
，

単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス II 型

くH S V－II ，
1 6 9 株1 ， 水痘帯 状癌疹 ウイ ル ス くV a ri c ell a

－

Z O S t e r Vi r u s
，
V Z V

， 河口株H い ずれ も 金沢大学が ん研



2 0 8

究 所ウ イ ル ス 部 門， 佐藤博 士 よ り供 与1 ，
ヒ ト ヘ ル ペ ス

ウ イ ル ス ー 6 くh u m a n h e r p e s v i r u s
．6

，
H H V － 6

，
F G

l O 6 株H 藤田 保健 衛生大学小児科
，

浅野 善造 博士 よ り

供与1 感染培養細胞 ま た は培養上 清 を ， 1 0 分 間煮 沸 し

短時間遠心後上 清1 伸 1 を ポ リ メ ラ
ー ゼ連鎖 反応 に か

け た ．
エ プ ス タ イ ン ー バ ー ル ウイ ル ス くE p st ei n

． B a r r

v i r u s
，
E B V I の ゲ ノ ム を保有 す る 2 つ の 培養細胞 株，

D a u d i ，
R aji 株 よ り通常 の方法 で D N A を抽 出 し0 ． 5

メ g を ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 反 応 に か け た ． ま た

H C M V 未感染の 巨細胞変性 を 示 さ な い M R C － 5 細 胞

の D N A O ． 5ノノ g をポ リ メ ラ
ー

ゼ連 鎖反応に か け た ．

H S V － I
，
H S V －II

，
V Z V

，
H H V － 6 各 ウイ ル ス 株 ， 及 び

D a u d i
，
R aji ，

M R C －5 各細胞株 か ら は い ずれ も増 幅 さ

れ た D N A は検 出され なか っ た ．

2 0

80

餌

餌

4 0

卸

仰
の

の
鴫
0

－

O

L

む
q

u
コ

N

C u t － OtI v al u e

． 0 ． 0 0 1 － 0 ． 0 0 4 － 0 ． 0 0 9 － 0 ． 0 4 － 0 ． O g － 0 ． 4 － 0 ． 9 1 ． 0 －

A n tl ， H C M V lg G a n tl b o d y t h e r

F i g ． 2 ． D i s tr
－

ib u ti o n o f a n ti － H C M V －I g G a n tib o d y

in pl a s m a a n d c u t ．

o ff v al u e ．
T h e a n ti b o d y

w a s d e t e r m i n e d b y E L IS A ． T h e y f o r m ed t w o

g r o u p s くp o si ti v e a n d n e g a ti v el a c r o s s th e

c u t －

O ff v al u e ．

野

H
． 抗 E C M Y 抗体価 の 年齢 に よ る 推移

酵素結合抗体 免疫 ア ッ セ イ
．

法 に よ っ て 得 られ た抗

H C M V 抗体価 に つ き
， 図 2 に 示 す ご と く度数分布 を

と っ た ． 抗体価 は0 ． 0 4 以下 と0 ． 1 以 上 の 2 群 に 分かれ
，

こ の あい だ に 抗体 陽性 と 陰性 の カ ッ ト オ フ 値 を 定め

た ． なお こ の 間 に 存在す る 9 検体 につ い て は判定保留

と し た ．
こう し て定 め た抗体陽性者 の各年齢群の頻度

を追跡 して み た ． 表 2 に 示 す ごと く臍帯血 及 び新生児

期 に は母体 か らの移行抗体 を持 ち抗体保 有率 は極めて

高 く， 月齢が進 む に 従い 漸次抗 体保 有率 は減少し生後

5 旬 6 か 月 で33 ． 3 ％ と最低と な っ た ． そ の 後再び上昇

し
，

1 歳台 に な る まで に は約60 ％の もの が 抗体を保有

す る様 に な り ，
7 歳 以 降 に し だ い に 成 人 レ ベ ル く約

90 ％1 に な るの が わ か っ た ．

I V ．
P C R 法 に よ る 未棉血 液中 H C M Y ゲ ノ ム の 検

出頻度 の 年齢 に よ る 推移

対 象よ り 得 られ た D N A をポ リ メ ラ
ー ゼ連 鎖反 応法

に よ り 増幅 した も の を1 ． 0 ％ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電気泳動

後 ，
E th id i u m b r o m id e 染色 し 302 n m の 紫外線照射下

に観察 した も の
，
及 びサ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リダイ ゼ

イ シ ョ ン した も の を示 す ． 図 3 に 示 す ご と く43 5 塩基

対 の位 置に バ ン ドが み ら れ た ．
ハ イ プ リ ダイ ゼイ シ ョ

ン す る こ と に よ り バ ン ド の 検 出 の 特異 性 と 感度が 上

が っ た ．

こ う して H C M V ゲ ノ ム の検 出率を 月齢別に 追 っ て

み た
，
表3 に 示 す ご と く臍帯血 か ら は H C M V ゲ ノ ム

は検出さ れ な か っ た が ， 生後 5 日 目の 経歴分娩児の血

液 か ら は既 に 約30 ％ のも の にゲ ノ ム が 検出 され た ． そ

T a b l e 2 ． I n ci d e n c e o f an ti － H C M V I g G an ti b o d y i n v a ri o u s a g e

g r O 11 p

N u m b e r o f p l a s m a N u 血b e r く％l o f an ti － H C M V Ig G

a g e g r o u p s s a m pl e s t e st e d an tib o d y p o siti v e p l a s m a
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の 後検 出率 は月 を追 っ て ゆく に 従 い 上 昇 し ， 生後 5 旬

6 か 月で約 半数 の も の に H C M V ゲ ノ ム が 検出 さ れ

た ． しか し1 歳 よ り突然検出頻度が 低下 し 2 歳以降成

人も 検出頻度 は極 め て低か っ た ．

V ． 抗 H C M V 抗体保有率 とポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反 応

に よ る H C M Y 検出頻度 の 比 較

上記両者を比較 す る と図 4 に 表 す ご とく
．

ち ょ う ど

逆 の関係 に な っ た ． す なわ ち母体 由来 の抗体 が減少す

る と とも に H C M V ゲ ノ ム の 検 出率 は増加 し ， 自 己 に

よ り抗体 を産生す る よう に な る と ゲ ノ ム の検 出率 は低

下 して い っ た ．

W ． 建値分 娩児と 帝王切 開児 の ゲ ノ ム 保有 率の 比較

生後 5 日目で 既 に H C M V ゲノ ム の保有が 認 め ら れ

る も のが 存在す る こ と より
，

H C M V の 感染経路 の
一

つ と し て産道が 考 え られ た た め ， 生後 5 日 目の経腱分

娩 児と生後 6 日目の母 乳栄養 を さ れ て い る帝 王切 開分

娩 児と で末梢血液中の H C M V ゲ ノ ム の 保有状況 を比

入

じ
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辞
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A g e

F i g ． 4 ． I n ci d e n c e o f H C M V g e n o m e a n d a n ti －

H C M V －I g G a n tib o d y i n bl o o d i n v a ri o u s a g e

g r o u p s ． H C M V g e n o m e w a s d e t e c t e d b y P C R

a n d S o u th e r n a n a l y si s
，

a n ti － H C M V －I g G a n tib ．

O d y w a s d e t e r m i n ed b y E L I S A ． 亡コ
，
％ of

p o siti v it y of H C 叩V g e n o m e ニ ． ， ％ o f

p o siti v i ty of a n ti － H C M V a n tib o d y ．

野

較 した ． 表 4 に 示 す 様 に 経脛分娩児で は29 名中8 名に

H C M V ゲ ノ ム が検 出さ れ
，

帝王 切開分娩児 で は2 1名

中 1 名 に検出さ れ た の み で
，

X
2

検 定で 危険率 5 ％以下

で 経膣分娩児 で 有意 に検出率が 高か っ た ．

考 察

H C M V は声 ヘ ル ペ ス ウイ ル ス に属 し分離 ， 同定に

は従来長い 時間 を要 して い た
21

． し か し近 年分子 生物

学的手法が 感染症の 診断 に導入さ れ
，

ウイ ル ス核酸を

対象 とす る D N A 診断の 発達 によ り こ の 点 を克服出来

る よう に な っ た
卿 咽

． こ と にポ リ メ ラ
ー ゼ連 鎖反応法

は迅速 に き わめ て微量の ウイ ル ス D N A の存在 を確認

で き る た め
，

H C M V をは じめ様 々 な ウ イ ル ス 感染の

診断 に 用 い られ る様 に な っ て きて い る
川 1 印 句訂1

． 検体の

処理 方法 に つ い て も ポ リ メ ラ
ー

ゼ 連鎖反応法 はき わめ

て高感度で あ る た め
，

用 い る 試料は 簡単 に D N A を処

理 す れ ば よく ， 細胞 に単 に 加熱処理 を加 え目 的 D N A

を増幅 する こ と も可能 で あっ たか も しれ な い ． しかし

末棺血液 中に は さ ま ざま な物質が 含 まれ ポ リメ ラ
ー

ゼ

活性が 阻害 さ れ る可能性 も あ り ， ま た ヘ ル ペ ス ウイ ル

ス の コ ピ ー 数 は 生体 内で は 一 般 に 少 な い こ と が多く
，

加熱処理 の み で は不十分 と思 わ れ た ． 今 回 の 実験で は

E D T A 採血 の う え充 分溶血 させ
，

で き る だ け赤血球

を除 き プ ロ テ ィ ナ
ー

ゼ E 処理 を し
，

フ ェ ノ
ー ルノク ロ

ロ ホ ル ム で抽 出す る
一 般 的な D N A 精製 方法 を採用し

た ． さ ら に ヘ パ リ ン は T a q ポ リ メ ラ
ー ゼ活性 の阻害

作用 が 強い と い う報 告
瑚

もあ り ， 今回 採用 した 方法は

適 当な も の で あ っ た と 思わ れ る ．

一 方 H C M V の 遺伝 子 お よ び そ の 産 物 は 前 初期

くi m m e d i a t e
－

e a rl y ，
I E J ， 初 期 くe a rl y ，

El ， 後期 O a te
，

り の 3 段 階に 分 け られ IE 蛋 白質が E 遺 伝子 を
，
E 蛋

白質 が L 遺伝 子 の 発 現を誘 導す る と い っ た段 階的な制

御 をう けて い る
為1

． 本実験で 増幅 した 部 位 は I E の 一

部で あり ， も し こ こ に 変異が あ る と そ れ 以 降の ウイ ル

T a bl e 4 ． E v i d e n c e fo r i n t r a
－

C e rv i c al i n Lb cti o n wi t h H C M V
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b l o t h y b ri d i z a ti o n ． V a g i n al 1 y d eli v e r e d n e w b o rn S W e r e 5

d a y s ol d a n d n e w b o rn S d e li v e r e d b y C a e s ar e a n S e Cti o n w e r e

6 d a y 冒 01 d ．

相
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ス遺伝子 の 発現が 起 こ ら な い と 言 っ た可能性が あ り ，

変異が比較的多い と さ れ る H C M V の 遺伝子 間 で 比 較

的保存 され て い る領 域 叫 紬
と思 わ れ る ． ま た H C M V

ゲノ ム は ヒ トゲ ノ ム と 相同な部分も あ るが
，

こ の 領域

では相 同性 は 報告 さ れ て い な い
3 靭

． さ ら に Ri c e

ら
瑚

に よ る と血 液細胞 中で の H C M V の 発現 は IE 遺

伝子 のみ で あ る と され ，
D e m m l e r ら

161
に よ り既 に そ

の有用性が 報告さ れ て い る こ と よ り
， 今回 用 い た プ ラ

イ マ
ー の 組 合せ は こ の 実験 に適 当で あ っ た と思 わ れ

る ．

今回の 実験 で 第 一 に 興味ある こ と は
，

1 歳以下 の 乳

児で は非常 に 高率 に H C M V ゲ ノ ム が検 出さ れ た と い

う こ と で あ る ． こ れ ま で に 末 棺 血 液 細 胞 か ら の

H C M V の 分離は Di o si ら
35，

が3 5 例の 抗体陽性健常人

から2 例分離 して い る 報告の ほ か に は類似 の 報告 はな

く
，

さ ま ざまの研 究者に よ り1
，
5 0 0 例 以 上 に わ た り検

討され たが ，
い ずれ も 分離は され て い な い

3，
． S p e c t o r

ら
瑚

は D N A － D N A ハ イ プ リ ダイ ゼ イ シ ョ ン 法 を用 い

て41名の 抗体 陽性 の供血者 か ら 3 名 の H C M V D N A

保有者を検出し て い る が
，

や は り成人 で は頻 度は 非常

に低い ． ま た これ ま で に ポ リ メ ラ
ー

ゼ連 鎖反応法を用

い て H C M V を検 出し て い るも の は 主と して 先天性感

染凡 骨髄移植患者
， 後天 性免疫不全患者の 尿や組織

を用 い て い る もの
脚

－

39 1
で あ り

，
S h ib a t a ら

371
は ポ リ メ

ラ ー ゼ連鎖反応法で15 名の 抗体 陽性健康 な供血 者 の 末

棺血液で
，

1 名 も H C M V ゲ ノ ム を検 出で き な か っ た

として い る － 今 回 の 実験 で も成人 の H C M V ゲ ノ ム 検

出率はき わ め て低く こ れ ら の 結果 に
一 致 し て い る ． し

かし S c h ri e r ら
91
は イ ン シ チ ュ

ー ハ イ プ リ ダ イ ゼ イ

シ ョ ン法 で健康 な 抗体 陽性者 の 末梢 血 液単 核細胞 の

0 ．3 へ 2 － 0 ％ に H C M V の メ ッ セ ン ジ ャ
ー R N A の 転写

を認め て お り ，
か つ 輸血 に よ る H C M V 感染症も 存在

する こ とか ら成人 で は H C M V ゲ ノ ム が 末柵血 液か ら

全く 消失す る の で は な く ，
ポ リ メ ラ ー

ゼ 連鎖反応法の

限界以下 に H C M V の コ ピ ー 数が 減少す る の か も し れ

ない
． これ に 対 し約40 ％の 乳児 の 血 液 か ら H C M V ゲ

ノ ム が検出され た と い う 事実は 非常 に 高頻 度で あ る と

いう こ と が 言え る ． 免疫能が 未熟な 乳児 で は H C M V

の初感染が起 こ ると
，

ウイ ル ス の 排 除が で き なし ユた め

無症状 で は あ っ て も 末棉 血 液 中 に 多 数 の H C M V

D N A の コ ピ ー

が 存在 す る の か も 知 れ な い ． N u m a z
．

a ki ら
4，
の 報告で は 5 へ 9 か月 に は60 ％ も の 頻 度 で 上

気道
， 尿か ら H C M V が 分離さ れ る が

， それ が 1 歳以

後に激減 して い る ． こ の 原 因は不明 で あ ると し てい る

が
， 今回の H C M V ゲ ノ ム の 検出頻度も 5 か 月 以 後 1

歳にな るま で は高率 で あっ たが 1 歳台を 過ぎる と 激減

211

し てい た ． 図 4 に 示 す ご と く抗体保有状況と あ わ せ て

考 え ると
，

こ の 減少 は抗 H C M V 抗体が 自己 に よ り産

生さ れ る こ と に 一 致 して お り特異抗体 の 有無も そ の 現

象の 原因の ひ と つ か も知れ ない
．

次に 今回 の研 究の興味 ある こ と の
一

つ は
， 生後 5 日

日の 新生児 の 末梢血液 中に 既 に ウイ ル ス ゲ ノ ム が 検出

さ れ
， 経腱 分娩 児の ほう が 同時期 の 帝王 切開分娩児 に

比 べ て 有 意 に 高率 で あ っ た と い う こ と で あ る ．

H C M V は広く 世界に 蔓延 し てい る が その 感染頻 度
，

感染経路 は地域 に よ りま た 社会経済上 の 状態 に よ り異

な る
l 桝

． わ が 国で は地域 に よ り多少の 差 は ある が
， 成

人 の80 へ

9 0 ％以 上 の もの が抗体 を保有 して お り
哺

，
こ

れ は欧米の30 歳以 上の成 人と 同程度 で ある
欄

． し か し

わ が国 に お い て は こ こ で も 示 し た様に
，

1 歳迄に 約半

数以 上 の も の が 感染 を受 け て い るの に 対 し
， 欧米で は

抗体保有率が 上 昇 して く る の は青年期以 降 に な っ て か

らで ある
41－

． わ が 国 で の こ の 様 に 早い 時期 か ら の 感染

経路と して は ， 従来よ り産道感 乳 母乳 を通 じて の 感

染 とい っ た垂 直感染 の経路が あ げ ら れ て い た
4I

． こ れ

ま で の 研 究に よ る と妊娠第 3 期の 妊婦の 11 心

2 8 ％で子

宮頸管か ら H C M V が 分離さ れ た と い う 報告
抽 脚 叫 瑚

や
，

抗体陽性者 の 母乳 か ら13
旬

3 2 ％の 割 で H C M V が 分離

さ れ た と い う 報 告
45ト 47I

が み られ る ． 今 臥 経腫分娩児

を調べ た結果 ， 約30 ％の も の に H C M V ゲ ノ ム が 検出

さ れ た ． こ れ は産道感染 を強く示 唆す る も の で あ り
．

ま た感染後 き わ め て 早く 流血 中に ウイ ル ス が広が っ て

い る こ と を示 す ． ま た 母乳栄養をさ れ て い る生後 6 日

目の 帝 王 切 開分 娩児 か ら は2 1 例 中 1 例 の み に し か

H C M V ゲ ノ ム が検 出され なか っ た と い う こ と は
，

こ

の 時期 に は母乳 は感染経 路と し てあ ま り重 要 で はな い

と い う こ と を意味 し
，

N u m a z a k i ら
41

の 意見と
d

致 し

て い る ．

本邦に お い て は H C M V はお も に 産道感染す る こ と

を再確認す る と と も に
， 多数の 乳児が 1 歳迄に 初感 染

を受 け ， 感染 後
， 無症 状 で は あ っ て も

一

過 性に ウ イ ル

ス が 流血中に か な り の 頻度 で 存 在す る こ と が わ か っ

た ． さ ら に 抗体 の 産 生
， 免 疫能 の 発達 に よ り 多く は

1 へ 2 歳以 降 に ポ リ メ ラ
ー

ゼ連 鎖反 応の 検出限界以 下

に 減少し て い く の で あ ろう ．

結 論

健康新生 児 ， 乳幼 児
，

小 児を 中心 に 抗 日C M V 抗体

価 を酵素結合抗体 免疫 ア ッ セ イ 法 で 測定 す る と と も

に
， 末梢白血 球 に つ き ポ リ メ ラ ー ゼ連鎖 反応 を用 い て

H C M V ゲ ノ ム の 保有状 況を調 べ た と こ ろ以 下 の結論

を得た ，



2 12

1 ． 抗 H C M V 抗体 は臍 帯血 で1 00 ％近 く 陽性 で

あ っ たが ， 生後 5 ノ ー 6 か 月 ま で 陽性 率は低下 し
，

そ の

後月齢が 進 む に つ れ 陽性率 は上 昇 して い っ た ．

2 ． H C M V ゲ ノ ム は生後 5 日目 の新生児の 約3 0 ％

で 末棉血液 に も認 めら れ
， 抗体保有 率の減少 と と も に

その検 出率 は上昇 し
，
生後 5 へ 6 か 月で は約半 数も の

も の が
， 末梢血 液に H C M V ゲ ノ ム を保有 して い た ．

その 後抗体 陽性率が 増加 して く る と
， 検 出率は低 下し

2 歳以降で は検 出率は 約10 ％と な り
， 成人 で は き わ め

て 検出率は低 か っ た ．

3 ． 経歴分娩児と 帝王 切 開分娩児 の H C M V ゲ ノ ム

の 保有率 を比 較す る と 経脛 分娩 児 の ほ う が 有 意 に 高

く
，

H C M V の 産道感染が示 唆さ れ た ．
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