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研究成果の概要（和文）： C 型インフルエンザウイルス感染症の迅速診断に用いる単クローン

抗体の作成とリアルタイム PCR 法の確立を行った。小児の臨床検体を用いてリアルタイム PCR

法と MDCK 細胞による分離法とを比較したところ、感度は 100％、特異度 98.5％、陽性適中率

66.7％、陰性適中率 100％だった。細胞培養陽性の検体と細胞培養陰性の検体では平均遺伝子

コピー数に有意な違いを認め、リアルタイム PCR 法がウイルス量の少ない検体での C型インフ

ルエンザの診断に有用であることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）：  Monoclonal antibodies were produced as the influenza C 

virus-specific antibodies for rapid diagnosis of influenza C virus infection and the 

real-time PCR assay for influenza C virus was newly developed. Respiratory specimens from 

children were examined for the presence of influenza C virus by cell culture and real-time 

PCR. Taking the cell culture results as the gold standard, the sensitivity, specificity, 

positive predictive value and negative predictive value for the real-time PCR were found 

to be 100%, 98.5%, 66.7% and 100%, respectively. The mean viral load in specimens that 

were positive by cell culture was significantly high than those in specimens that were 

negative by cell culture. The real-time PCR assay established here can be used as a 

sensitive method for diagnosing influenza C virus infection. 
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１．研究開始当初の背景 

 C 型インフルエンザは発熱、咳、鼻汁が主

な症状で、38℃以上の熱が２日間続くのが典

型的である。A 型インフルエンザに比べて有
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熱日数は短いが、初診時に鑑別することは困

難でありウイルス学的診断が望まれる。しか

し、現在発売されている迅速診断キットは A

型と B型の診断しか出来ないため C型は除外

診断にならざるを得ない。細胞培養によるウ

イルス分離も、A 型や B 型に比べて難しいの

が現状である。 

 

２．研究の目的 

 最終的な目標は、A 型や B 型と同時に C 型

インフルエンザウイルスの検出が出来る迅

速診断法を確立して臨床現場での診断を助

け、抗インフルエンザ薬や抗菌薬の適正な投

与を行えるようにすることである。そのため

に必要な C型インフルエンザウイルスに対す

る単クローン抗体を作成すること、もっとも

感度が良いとされるリアルタイム PCRを用い

た検出法を確立することが本研究の目的で

ある。 

 

３．研究の方法 

 2004 年の山形県での分離株（C/山形/15 

/2004）を免疫源としてマウスに免疫し、単

クローン抗体の作成を行った。 

 

 リアルタイム PCR は TaqMan 法を選択し、C

型インフルエンザウイルスの NP 遺伝子分節

にプライマーとプローブを設定して作成し

た。ウイルスコピー数は、NP 遺伝子全長（1809 

base）を組み込んだプラスミド DNA を in 

vitro transcription して合成した NP 遺伝

子の希釈系列より得られた検量線をもとに

算出した。 

 

 2010 年１月から８月までの期間に呼吸器

感染症の小児から採取した鼻咽頭拭い液

1203 検体について、MDCK 細胞によるウイル

ス分離とリアルタイム PCRによる検出を行い、

検出法の評価を行った。さらに、リアルタイ

ム PCR 陽性検体中の感染性粒子数の測定を、

発育鶏卵を用いる終末価測定法により行っ

た。 

 

４．研究成果 

（１）単クローン抗体の作成 

 C 型インフルエンザウイルスを特異的に検

出する単クローン抗体として、HE 蛋白に対す

る抗体７個と M 蛋白に対する抗体２個、NP 蛋

白に対する抗体１個を得ることができた。 

 

（２）臨床検体を用いたリアルタイム PCR 法

の評価 

 小児の臨床検体 1203 検体中、リアルタイ

ム PCR 陽性は 51 検体、ウイルス分離陽性は

34 検体だった。ウイルス分離陽性でリアルタ

イム PCR陰性の検体はなかった。したがって、

本研究で作成したリアルタイム PCRの分離法

と比較した感度は 100％、特異度 98.5％、陽

性適中率 66.7％、陰性適中率 100％になった。 

 

（３）臨床検体中の C型インフルエンザウイ

ルスの数と検出成績との関係 

 リアルタイム PCR 陽性になった 51 検体の

うち、細胞培養陽性の検体（計 34 検体）の

平均遺伝子コピー数は 3.97×108 コピー/ml、

細胞培養陰性の検体（計 17 検体）では 2.18

×106コピー/ml で、コピー数に有意な違いを

認めた（P=0.0467）。リアルタイム PCR 陽性

で細胞培養陰性の 17 検体のうち 15 検体

（88％）が 107コピー/ml よりも少ないことか

ら、本研究で確立したリアルタイム PCR 法が

ウイルス量の少ない検体での C型インフルエ

ンザの診断に有用であることが示された。 

 リアルタイム PCR 陽性で細胞培養陰性の検

体が本当に陽性であるかどうかを確かめる

ために、同じ臨床検体を用いて MDCK 細胞よ

りも感度の良い発育鶏卵羊膜腔での感染性

ウイルス粒子数の測定を行った。細胞培養陽

性の検体（計 32 検体）の平均感染性粒子数

は 5.43×105EID50/ml、細胞培養陰性の検体

（計 15 検体）は 3.67×102EID50/ml だった。

105 コピー/ml よりも少ない検体では発育鶏

卵での増殖も認めなかった。以上の結果から、

臨床検体中の C型インフルエンザの遺伝子コ

ピー数が 107 コピー/ml 以上有れば細胞培養

での分離ができる十分な感染性ウイルスが



あり、105/ml よりも少なければ分離できるだ

けの感染性ウイルスはなく、105 から 107/ml

の範囲はその中間の感染性ウイルス数にな

ることが判明した。この結果から、コピー数

をもとに感染性粒子の数を推測することが

可能となり、リアルタイム PCR で C 型インフ

ルエンザの診断を行う際の病原ウイルスか

どうかの判定や重症度の推測に貢献できる

はずである。 
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