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■■  ははじじめめにに  
従来の細胞培養は，ポリスチレンディッシュなどを用い

た二次元（2D）単層培養が一般的である。しかし，創薬研
究などにおいては，生体内環境を模倣する三次元（3D）培
養系の構築が不可欠である。3D培養では栄養・酸素供給
や細胞の空間配置制御に課題がある。そこで本研究では，
温和な条件で分解可能なCarboxymethyl cellulose（CMC）
の側鎖に，光二量化反応性をもつo-ethyl-nitrobenzyl（ENB）
基を導入した新規光架橋性多糖（ENBCMC）を開発した。
ENBCMC水溶液に光照射することで，ENB基が二量化し，
架橋点として作用することでハイドロゲルが形成される。こ
のゲルは培養細胞に対して非侵襲的に分解できることが
期待される。本研究では，ENBCMCの光ゲル化および酵
素分解挙動を評価し，さらに細胞パターンシートの形成や
新たな3D細胞培養系の構築を試みた。 

■■  活活動動内内容容  
１．実験方法 

ENBCMCは4-ethyl-3-nitroanilineをCMCに縮合させて
合成し，PBS(-)に溶解しENBCMC溶液を得た。365 nmの
UV光を照射することより光架橋し，透明なENBCMCゲル
を形成した。このゲルにセルラーゼを添加して分解挙動を
評価した。フォトマスクを用いた光照射でパターニングゲ
ルを作製し，マウス胎児皮膚繊維芽細胞（3T3細胞）を播種
して細胞パターン形成および積層パターン培養を試みた。
また，ゲル足場の酵素分解による細胞パターンシートの回
収を検討した。さらに，ゲル内部での細胞を三次元的に固
定化し，スフェロイド形成などの挙動を観察した。 
２．結果・考察 
まず，1wt% ENBCMC溶液に365 nmのUV光を1秒間照

射することで，ゾル-ゲル転移が誘起されゲル化した（Fig. 
1）。調製したゲルに0.1wt%のセルラーゼ溶液を添加する
と，15分で完全に分解することが観察された。次に，異なる
光照射時間で調製したパターニングゲル上に3T3細胞を
播種すると，長時間照射域で細胞が密に接着して伸展し
た一方で，短時間照射域ではほとんど接着伸展せず，そ
の結果，細胞パターンが形成された（Fig. 2a, b）。また，細
胞パターンを形成したディッシュに0.1wt%セルラーゼ溶液
を添加することにより，パターン化細胞シートとして容易に
回収可能であることが確認された（Fig. 2c）。異なるパター
ンを用いてこのプロセスを重ねて繰り返すことで作製した3
層の積層パターン培養系の共焦点レーザー顕微鏡観察

像をFig. 3に示す。異なる蛍光で染め分けた各層内の細胞
は異なるパターンからなる3層構造を形成，3D空間におけ
る細胞の配置をこうして任意に制御することで，生体組織
構造を模倣した新規な3D培養系を構築できることが強く示
唆された。さらに，ENBCMCゲル内部でHeLa細胞をin gel
培養すると28日後には最大直径400 μmのスフェロイドに
成長したことから，ゲル内部に細胞を安定に保持し，酸素
や栄養分の高い透過性を実現していることが示唆された。 
以上により，新開発材料であるENBCMCを用いて，高

い栄養・酸素透過性，細胞の空間的配置および低侵襲な
細胞回収機能を兼ね備えた3D組織培養系を実現する有
望なスキームが実証された。 

 
 
 
 
Fig. 1. Gelation process of 1 wt% ENBCMC aqueous solution 
upon UV (365 nm) irradiation for 1 second. 

Fig. 2. Phase-contrast microscopy images of 3T3 cell patterns 
cultured on honeycomb-patterned 1wt% ENBCMC gels: (a) 
before cellulase treatment and (b) after treatment with 0.1 wt% 
cellulase solution. (c) Photograph of isolated cell pattern sheet. 

Fig. 3. Z-stack 3D images of three-layer stacked 3T3 cell 
pattern cultures in 1 wt% ENBCMC hydrogel obtained by 
confocal laser scanning microscopy: (a) oblique view from 
above, (b) side view and (c) top view, 
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■■キキーーワワーードド：： （1）次世代シーケンサー 
 （2）ウイルス遺伝子解析 
 （3）原因不明症例 
 

■■  ははじじめめにに  
次世代シーケンサー（NGS）とは、一度に大量のDNA断

片を分析して遺伝子配列を決定できる機器であり、がんや
遺伝性疾患、微生物、感染症などの分野で活用されてい
る。 
当所では、感染症発生動向調査の一環として平時よりウ

イルス感染を疑う症例の検査・分析を行っている。しかし、
症状や患者情報から想定される病原体を対象とした通常
の検査方法（PCRや培養細胞によるウイルス分離等）では
限界があり、原因が特定できない症例が散見される。これ
らの原因不明症例について、当所ではNGSを用いたウイ
ルスの網羅的解析を行い、原因ウイルスの特定を試みて
いる。今回は、これまで当所で解析を実施した原因不明症
例について報告する。 

 
■■  活活動動内内容容  
１．材料と方法 

2019年4月から2025年3月までに、当所の通常の検査で
病原体が検出されなかった149症例（283検体）を材料とし
た。材料から抽出した核酸をもとにライブラリー調整を行い、
NGSを用いたウイルスの網羅的解析を実施した（図1）。 
２．結果 

149症例のうち5症例（3.4％）でウイルスが検出された（表
1）。その内訳は、パラインフルエンザウイルス3型（HPIV-3）
が1検体、ヒトコロナウイルスHKU1（HCoV-HKU1）が1検体、
JCウイルス（JCV）およびアデノウイルス（ADV）が1検体、
WUポリオーマウイルス（WUPyV）が1検体、オズウイルス
（OZV）が3検体であった。 
 OZVはヒトから検出されたことのないウイルスであったた
め、疾患との関連を調べるために、医療機関および国立
感染症研究所と連携し、さらに詳細な解析を実施した。そ
の結果、本症例ではOZVが心筋炎を引き起こし、致死性
不整脈の契機となったことが明らかとなった。*1 
３．考察 
本研究により、県内の原因不明症例において、新規ウイ

ルスによる感染症が発見された。近年NGSの活用により、
マダニや野生動物などの自然環境から新規ウイルスが発
見されており、その中には病原性を有する可能性があるも
のが含まれている。しかし、新規ウイルスによって引き起こ
される感染症は、通常の検査方法だけでは原因の特定が
難しいのが現状である。本研究におけるOZVの検出は、こ
のような課題を解決する方法の1つとしてNGSによる解析

が有用であることを示している。NGSの活用には、検査費
用が高額であること、検査に時間を要すること、網羅的な
解析方法では特異的な遺伝子検査と比較して感度が低い
ことなどの課題も多い。試験方法の改良について検討を
行い、今後も原因不明症例の原因特定に努めていきたい。 
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症症例例

NNoo  

診診断断名名  年年齢齢・・性性別別  結結果果  

検体 検出ウイルス 

11  急性脳症 10歳未満 

男性 

咽頭ぬぐい液 HPIV-3 

22  急性脳炎 20歳代 

女性 

咽頭ぬぐい液 HCoV-HKU1 

33  急性脳炎 60歳代 

女性 

尿 JCV、ADV 

44  川崎病・ 

急性脳症 

10歳未満 

男性 

咽頭ぬぐい液 

 

WUPyV 

55  ダニ媒介 

感染症 

70歳代 

女性 

全血・血清・尿 OZV 

※※死死亡亡例例  

原原因因不不明明症症例例ににおおけけるる NNGGSSをを用用いいたた  
ウウイイルルススのの網網羅羅的的解解析析  医医療療・・福福祉祉・・介介護護  

  

*1 N Engl J Med. 2025;393(9):924-926. doi:10.1056/NEJMc2503343 

*2 https://jp.illumina.com/systems/sequencing-platforms/miseq.html 

図 1 NGSを用いたウイルスの網羅的解析のフロー 

表 1 ウイルスが検出された症例の詳細 
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