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研究成果の概要（和文）：パンデミックインフルエンザウイルス感染をはじめとする小児重症ウ
イルス性肺炎において、迅速な診断の確定はその予後を左右しうる重要な要素であり、迅速・簡
便な確定診断法の確立は非常に重要である。我々は小児重症ウイルス性肺炎の原因ウイルスに対
するLAMP法のセット、すなわちLAMP法パネルを作成し、このパネルを用いて小児重症ウイル
ス性肺炎の迅速な鑑別診断がベッドサイドのレベルでも行えるシステムの構築を目指した。 
 
研究成果の概要（英文）：The reverse-transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) 
method is a rapid, accurate and easy to use molecular amplifying diagnostic method which has been 
used for diagnosis of various infectious diseases. We are trying to develop an ambient diagnostic system 
for pediatric viral pneumonia using a panel of RT-LAMP reactions together with a concise nucleic acid 
extraction method. This system has the potential to be used as a simple tool for rapid laboratory 
diagnosis of infectious diseases in basic diagnostic facilities in resource limited settings, even in a 
disaster affected area. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）小児ウイルス性肺炎の迅速確定診断法
の必要性 
２００９年の春先から世界中で流行の始

まったパンデミック H1N1 インフルエンザ
ウイルス感染症に見られたように、小児重症
ウイルス性肺炎の迅速確定診断は、その治療
方針の決定と予後を左右する極めて重要な

要素である。小児の新型インフルエンザウイ
ルス感染症においては発症後に急速に症状
が悪化する例も少なくなく、このことからも、
小児重症ウイルス性肺炎に対しての迅速、簡
便、正確な、より広い範囲の医療機関で行う
ことのできる、確定診断法の確立は急務と考
えられた。 
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（２）研究開始当初の小児ウイルス性肺炎の
迅速確定診断法 
研究開始当初は新型インフルエンザ感染

症をはじめとする重症ウイルス性呼吸器感
染症の確定診断法としては、リアルタイム
PCR 法、中でも数種類のウイルスを同時に検
出することが可能なマルチプレックス・リア
ルタイム PCR 法が確立されているが、この
方法には高額な機器（研究開始当時１台約１
千万円）や特殊な試薬（プライマー・プロー
ブなど）が必要であり、診断確定までに要す
る時間も３時間以上と長く、小規模病院の外
来や病棟レベルで使用するのは困難であっ
た。またリアルタイム PCR 法はそのシステ
ムの特性から、少数の検体を頻回に検査する
のには適していなかった。 
 
（３）LAMP 法パネル開発の技術的背景 

LAMP 法は日本の栄研化学社によって開
発された簡便で迅速な遺伝子増幅検査法で
あり、特殊な機器を用いることなく、６０oC
程度の一定温度で１時間弱加熱するだけで
目的ウイルスの同定を行うことができ、既に
SARSや強毒性H5N1インフルエンザウイル
ス感染症などの診断に応用されている。我々
はこの LAMP 法をパンデミック H1N1 イン
フルエンザウイルス感染症の迅速診断のた
めに応用することに成功し、実際に臨床使用
が可能なことも確認した。 
 
 
２．研究の目的 
（１）LAMP 法はその迅速性・簡便性から、
ベッドサイドにおける診断目的での使用が
可能で、小児重症ウイルス性肺炎の迅速確定
診断法として極めて適していると考えられ
る。しかし研究開始当初は、小児のウイルス
性呼吸器感染症を網羅的に診断することの
できる LAMP 法のセット、すなわち LAMP
法パネルを用いた迅速診断法はまだ確立さ
れていなかった。このシステムの開発を行い、
新型インフルエンザに対する LAMP 法とと
もに臨床現場に導入できれば、長崎県の離島
など地方の小病院レベルにおいても小児重
症ウイルス性呼吸器感染症の迅速確定診断
を独自に行うことができると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．研究の目的 

（２）本研究では小児重症ウイルス性呼吸器
感染症の網羅的迅速確定診断を行える
LAMP 法パネルの作成を行い、実際の臨床の
現場における応用を目指した。 
 
（３）同時にこのシステムを用いてインフル
エンザパンデミック期にどのような原因ウ
イルスが小児重症ウイルス性呼吸器感染症
を引き起こしているのかを明らかにし、それ
らウイルスについてウイルス分離や遺伝子
配列決定などのウイルス学的解析も行って
いくことを目的とした。 
 
（４）今後何年間かは新型インフルエンザウ
イルスのパンデミックが規模を変えながら
も続いていくことが予想されており、この
LAMP 法パネルを用いた簡易迅速確定診断
の系が臨床に応用できれば、速やかな治療法
の選択や院内感染制御において臨床の現場
が受ける恩恵は大きいと思われた。 
 
（５）また、現在必ずしも詳しく解析されて
いるとは言えない小児重症ウイルス性呼吸
器感染症の原因ウイルスに関して解明して
いくことにつながり、同定されるウイルスの
詳しいウイルス学的解析は今後の治療薬の
創薬のためにも有用な情報となることが期
待された。 
 
（６）加えて、この LAMP 法パネルを用い
た系は、変異ウイルスや新興の未知ウイルス
を検出するためのサーベイランスの機能を
果たすことも期待され、新興の未知ウイルス
が同定されれば、その科学的意義は大きいと
考えられた。 
 
 
３．研究の方法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．本研究の組織図と役割分担 
 
（１）初年度の平成２２年度より、国立病院
機構仙台医療センター臨床研究部ウイルス



 

 

センター・センター長の西村秀一博士と共同
で、主要呼吸器疾患ウイルスに対する LAMP
法パネルの作成を開始した。 
各ウイルスに対する LAMP プライマーセ

ットをコンピューター・ソフトウェア
（Primer Explorer v4）を用いて設計した後、
合成する。今回 LAMP 法パネルの対象とし
たウイルスは以下のものである。 
１．新型インフルエンザウイルス（Pandemic 
(H1N1） 2009） 
２．季節性インフルエンザウイルス（A/H1N1、
A/H3N2、B 型、C 型） 
３．強毒性鳥インフルエンザウイルス
（A/H5N1） 
４．SARS ウイルス 
５．RSV 
６．パラインフルエンザウイルス 
７．メタニューモウイルス 
８．アデノウイルス  
９．コロナウイルス NL63 
１０．ライノウイルス 
１１．エンテロウイルス 
このうち、１－５までのウイルスに関して

は既に LAMP 法が他のグループにより確立
されており、残りのウイルスに対して独自に
LAMP プライマーのデザイン・合成を行った。 
 
（２）合成された LAMP プライマーを用い
た LAMP 反応の、標的とするウイルスの検
出の感度を、分離されたウイルスから抽出さ
れた核酸を用いて調べる。また標的以外のウ
イルスとの交差反応性がないことを検定す
る。これらの検定のために必要なウイルス遺
伝子は、国立病院機構仙台医療センター臨床
研究部ウイルスセンターに保存されている
ものを用いた。 
 
（３）同時に、対象とする各ウイルスに対す
るリアルタイム PCR 法のためのプライマ
ー・プローブ（既に実用化され論文発表され
ているもの）の合成も行い、リアルタイム
PCR 法による検査システムのセットアップ
も行った。新たにデザインされた LAMP 法
と、既存のリアルタイム PCR 法の感度を比
較し、臨床応用の可能性を実験室レベルで検
証した。 
 
（４）長崎大学病院小児科教授森内浩幸博士
および他の研究協力者よりインフォームド
コンセントのもと患者の臨床検体（鼻咽頭ぬ
ぐい液、気管支洗浄液など）の提供を受け、
既存のリアルタイム PCR 法と新たに作成し
た LAMP 法パネルの両方により検査するこ
とで両者の結果を比較し、LAMP 法パネルに
よる迅速診断系の臨床レベルでの応用の実
現性の検定を行った。  
 

（５）同時に、検体より同定されたウイルス
のウイルス学的解析（ウイルスの分離、遺伝
子配列の決定など）も行う。この時原因とな
るウイルスが同定できなかった検体に関し
ては、さらなる網羅的な検索を行うこととし
た。 
 
（６）LAMP 法パネルの完成後には長崎大学
病院小児科病棟や他の研究協力医療機関に
このシステムを導入し、ベッドサイドでの迅
速確定診断や、診断結果に基づく病棟内管理
による院内感染制御への応用を目指すこと
とした。また、この LAMP 法パネルを用い
たシステムを、全国の他の医療機関への紹介
を行ったり、これら簡便、安価で正確な診断
技術の発展途上国における導入についても
模索していくこととした。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）LAMP法パネルの作成 

本研究期間中に小児重症ウイルス性肺炎の
原因となる主要なウイルスに対するLAMP法
の系を作成することができた。 
 研究開始から平成23年度までに、季節性イ
ンフルエンザウイルス（A型（Pdm、H1、H3
）、B型およびC型）、パラインフルエンザウイ
ルス（1型―4型）、RSウイルスに対するLAMP
法を作成し、培養ウイルス由来のRNAのみで
なく、臨床検体から抽出した核酸中のウイル
スRNAを増幅可能であることを確認してい
る。また、既存のリアルタイムPCR法と比較
して、ほぼ同等の感度・特異度を示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．パラインフルエンザウイルスの各血   

清型特異的なLAMP法の増幅反応の結果 
 
平成２４年度はコロナウイルス、エンテロ

ウイルスに対するLAMP法の作成を行った。
エンテロウイルスは小児のいわゆる「夏かぜ
」のウイルスであるが、重症例では致死的な
髄膜炎や脳炎を引き起こし、インフルエンザ
ウイルスやRSウイルスによる脳炎との鑑別
が必要となる疾患である。 



 

 

ヒトメタニューモウイルス、アデノウイル
スに対するLAMP法の作成は現在も継続中で
ある。 
 
（２）呼吸器感染症原因微生物検査のための
マルチプレックス・リアルタイム PCR の系
の確立 
 LAMP 法パネルとの比較検討のためにセ
ットアップを始めたマルチプレックス・リア
ルタイム PCR の系であったが、本研究期間
中に図４に示したように、16 種類のウイル
ス（パラインフルエンザウイルス（1 型－4
型）、RS ウイルス、ヒトメタニューモウイ
ルス、ライノウイルス、アデノウイルス、
コロナウイルス（OC43、229E、HKU1、
NL63）、インフルエンザウイルス（A 型、
B 型、C 型）、エンテロウイルス）に加え、
10 種類の細菌（肺炎球菌、レンサ球菌、イ
ンフルエンザ桿菌、マイコプラズマ、レジ
オネラ、クラミジア、結核菌、黄色ブドウ
球菌、百日咳菌、MRSA の mecA 遺伝子）
検出を可能としたマルチプレックス・リアル
タイム PCR の系を作成することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．マルチプレックス・リアルタイム PCR
の系 
 
 この合計７セットのプライマー・プローブ
のミックスからなるマルチプレックス・リア
ルタイム PCR の系は日常診療における肺炎
の原因微生物の特定に極めて有用な方法と
なった。本法は迅速かつ比較的安価・簡便で
ありながら、臨床的に極めて有用な情報を得
ることができ、今後 LAMP 法パネルととも
に地域医療の現場においても大きな貢献が
なされることが期待される。 
 
（３）臨床現場における呼吸器感染症のスク
リーニングシステムの確立 
本研究の開始から長崎県内の協力医療機

関においてインフォームドコンセントのも
と収集された、インフルエンザをはじめとす
る呼吸器感染症症例の臨床検体の解析を行
い、現在までに 1000 検体以上の解析を行っ
た。平成 24 年度に日本赤十字社長崎原爆諫
早病院および周辺の医療機関において肺炎

をはじめとする呼吸器感染症例から収集さ
れた 198 の臨床検体を上記マルチプレック
ス・リアルタイム PCR 法でスクリーニング
したところ、うち 115 例（58.1%）で原因と
なる病原体を特定することができた。83 例
（41.9%）では原因が特定されなかった。原
因が特定できなかった例が多かった理由と
しては、成人患者が多かったこと、既に抗生
剤等で治療を受けていた患者が多かったこ
となども考えられるが、現在その理由を検討
中である。 
このように、本研究により臨床現場におけ

る呼吸器感染症のスクリーニングの系を確
立することができた。また、研究開始当初に
期待していた以上の数の臨床検体を収集す
ることができ、これは本研究のような基礎と
臨床を結ぶトランスレーショナル・リサーチ
の成功といえる。 

 
（４）同時に、この検査システムを用いて、
インフルエンザパンデミック期とその後に
どのような原因ウイルスが小児重症ウイル
ス性呼吸器感染症を引き起こしているのか
を明らかにするためのウイルス学的解析も
行ってきた。上述のスクリーニング系によっ
ても原因微生物が不明な検体に関しては、次
世代シーケンサーを用いて網羅的な検索の
できる系の開発を進めている。 
 
（５）今回の研究を通じて地域医療における
呼吸器感染症のスクリーニングシステムを
確立することができ、得られる結果を実際の
臨床にフィードバックし診断の参考とする
ことで患者ならびに医療従事者が受けた恩
恵は大きい。今後はさらにこのシステムを拡
充し、新型インフルエンザ、新型コロナウイ
ルス、SFTS ウイルスなどに対する LAMP 法
やリアルタイム PCR 法を作成することで、
新興感染症診断に備えたいと考えている。 
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