
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５１０１

若手研究(B)

2016～2014

新規超高速PCR法によるウイルス性気道感染症迅速診断法の確立

Development of new rapid PCR method for viral respiratory tract infections

５０５２３６４３研究者番号：

高田　美也子（TAKATA, MIYAKO）

鳥取大学・医学部・プロジェクト研究員

研究期間：

２６８６０６０８

平成 年 月 日現在２９   ６   ２

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：インフルエンザの診断に際して、現在医療機関で行われている検出キットの方法は非
常に短時間で簡便に検出できるが、感染初期など、陰性と判定してしまうことがある。
そこで、高感度のPCR法によってそのような事象を削減することを目的とする。具体的には、本来はインフルエ
ンザに罹患しているにもかかわらず陰性と判定され投薬せず、感染拡大につながったり、易感染者の容態の悪化
を防ぐということである。本研究では、キット陰性例であったが、PCR陽性例が認められた。このことで、感染
初期のPCR法の効果が期待された。

研究成果の概要（英文）：Immunological testing method for infectious disease, such as influenza virus
 is simple and quickly.However, this method have problem with limit of detection.This study revealed
 that development of high sensitivity PCR method.In particular, there is possibility that flu test 
showed negative and patient wasn't prescribed appropriate medicine.Establishment of high sensitivity
 detecting method provide with prevention in the sympton aggravation for compromised patient and the
 infection from spreading.This study, flu test showed negative but PCR method showed positive. In 
short, PCR method is effective for early stage.

研究分野：呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
一般に成人における急性気道感染症の主要
な起炎ウイルスは、インフルエンザウイルス、
RS ウイルスなどが知られている。最近、オ
ランダの Osterhausらにより、ヒトメタニュ
ーモウイルスも新しい気道感染症の起炎ウ
イルスであることが発見された。このウイル
スは、普遍的に感染えお繰り返しているが、
その診断は一部ウイルスにペーパークロマ
トグラフィー法を利用したキットが実用化
されているのみである。さらに、最近ノイラ
ミニダーゼ阻害剤耐性ウイルスの存在も報
告されている。現在これらのウイルス性気道
感染症を、その耐性を含めて網羅的に位置反
応で迅速に検出できる検査法は開発されて
いない。 
しかしながら、昨今の中国のH7N9鳥インフ
ルエンザ、新型インフルエンザ特別措置法の
施行などから、臨床において、迅速に薬剤耐
性を含めた起炎ウイルス検出システムは強
く求められている。さらに、このシステムは
高感度であることはもちろん、新たに出現す
るウイルスに柔軟に対応でき、なおかつ迅速
に検出できることを特徴とする。 
今回は以上の背景をもとに主にインフルエ
ンザについて従来型装置での PCR 法による
ものと、超高速リアルタイム PCR 装置によ
る高感度検出の開発に試みる。 
 
 
２．研究の目的 
 
インフルエンザ等のウイルス性感染症は普
遍的ではあるが、高齢者・合併症のある患者
では致死的となりうる重要疾患である。本研
究では、一般に成人における気道感染症の主
要なウイルスであるインフルエンザ A 型, B
型について、PCR法の有用性を検討する。今
回は従来のキットによる判定と PCR 法によ
る結果の一致率を調べるとともに超高速
PCR法による検討を行う。 
この超高速 PCR システムは高感度であるこ
とはもちろん、新たに出現するウイルスに柔
軟に対応でき、なおかつ迅速に検出できるこ
とを特徴とする。本装置（UR104MKⅢ）は
熱板の上をサンプルを封入した円盤プレー
トが高速に回転することで PCR を行うもの
である。（図１）ま
たリアルタイム機
能も整備している
ため電気泳動を行
う必要もないため
時間の短縮が見込
まれる。 
外来診療中や、入
院患者のインフル
エンザ感染時のア
ウトブレイクの阻
止に役立たせるこ

とを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)One-step RT-PCR法によるインフルエンザ
ウイルス発現の確認 
ウイルス分離株の RNA 抽出物により、one 
step PCR 法により、従来型 PCR 装置における
PCR 反応条件の検討を行い、臨床検体での発
現を確認する。臨床検体は、インフルエンザ
様症状がみられる患者を対象とし、鼻咽頭ぬ
ぐい液を採取し、ウイルス輸送培地 3ml に拭
き取り液の綿棒を浸し、その溶液から RNA 抽
出キットにより抽出を行い、one step RT-PCR
キットにより発現を電気泳動により確認す
る。この時、キットの結果との一致率を確認
する。電気泳動で陽性であった検体について
シークエンスにより、インフルエンザ A 型、
あるいは B型であることを確認する。 
 
(2)Multiplex 法の確立 
ウイルス分離株の RNA 抽出物について cDNA
合成を行った後、インフルエンザ A 型 1)及び
B 型 2)の 2 種類のプライマーを混合させ、既
知のインフルエンザ A型あるいは B型のサン
プルで Multiplex PCR キットによる PCR 法
の反応条件および組成を適切化するために
従来型装置で検討する。 
 
(3)ウイルス分離株の RNA 抽出物について超
高速 PCR装置による PCR反応条件および反応
組成の検討を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)従来型 PCR 装置における One step PCR 法
による臨床検体の検討                    
 
インフル
エンザ A
型あるい
は B を調
べるため
のプライ
マーで、
別々の反
応条件で
PCR 増幅
を行った
ところ、
図 2 で示
すように
検体番号
P16 で示
すように
キットで
陰性であ
ったもの



が、PCR判定ではインフルエンザB型を示し、
PCR 法がより高感度である可能性が示された。
またその PCR判定がインフルエンザ B型ウイ
ルスであることを確かめるために、シークエ
ンス法により確認した。 
 
 
(2)ウイルス分離株における Multiplex 法の
確立 
 
インフルエン
ザ A型、B型を
両方含むプラ
イマー混合液
のうち、A型プ
ライマーを B
型の 2 倍の濃
度で反応を行
ったところ、
それぞれの陽性検体がPCRでも確認すること
ができた。B2はインフルエンザ B型陽性検体
であり、H1-1 はインフルエンザ A型陽性検体
である。 
未知の検体を調べる際、インフルエンザA型、
B 型ともに同一の PCR 条件で行うことができ
るため、効率よく判定することが可能となっ
た。この結果をもとに臨床検体で、インフル
エンザ A型、B型同時に検出可能な Multiplex
法を行うことで、さらなる有用性が期待され
る。 
 
 
(3)ウイルス分離株におけるインフルエンザ
B型の超高速 PCR 装置での応用 
 
ウイルス分離株を 4種類用い、超高速 PCR 装
置での反応条件の検討をしたところ、陰性コ
ントロールにはインフルエンザA型の検体を
用い、インフルエンザ B型の特異的な増幅が
見られた。今回は各々について、電気泳動も
行い視覚的にバンドの検出を確認した。 
今後、インフルエンザ A型についても、でき
るだけ同様のプログラムで特異的検出が可
能になるよう、PCR 組成の工夫などを追及し
ていくことにより、今後のさらなる迅速性を
もった PCR 法の確立することが可能となる。 
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