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研究成果の概要（和文）： 
 

呼吸器感染症の病原体は多く報告されている。本研究では、特にウイルス感染症に焦点を当
て、multiplex real-time PCR 法を用いた 18 の呼吸器ウイルス検出系を構築し、乳幼児呼吸器
感染症検体を用いて、1 年間を通した病原体検出、流行解析をおこなった。その結果、(1) 呼
吸器ウイルス感染症のうち、約 45％は、2種以上の複数ウイルス陽性例であること、(2) 複数
ウイルス陽性例は、特に春季に高い割合を示すことを明らかにした。従来、単一病原体に起因
すると考えられていた呼吸器感染症において、複数の病原体共存例が多いことが示唆され、今
後、共存の意義の解析が必要であると考えられた。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 

Many pathogens have been reported to associate with acute respiratory tract infections 
(ARTIs). In this study, we established 18 respiratory viruses detection system using 
multiplex real-time PCR. We surveyed respiratory viruses especially for children with 
ARTIs. The results showed that (1) a total of respiratory virus positive specimens, the 
co-detected viruses occupied approximately 45%, (2) the specimens co-detected with 
multiple viruses showed high proportion mainly in spring during the 1-year-study. 
Continued surveillance is needed to clarify the role and physiological importance of 
co-detected viruses in ARTIs. 
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１．研究開始当初の背景 
呼吸器感染症は、年齢や性別に関係なく、年
間を通して患者が発生する。多くは軽快する
が、乳幼児では入院治療や呼吸管理が必要と
なる場合がある。また、稀に脳症や脳炎を併
発し、麻痺など後遺症のリスクが生じる可能
性もある。乳幼児や高齢者、免疫不全の患者
では重篤化し、死に至る場合もあるため、公
衆衛生上のインパクトは大きい。呼吸器感染
症の病原体を迅速かつ正確に検出、同定する
ことは、有効な治療や感染拡大予防に非常に
役立つとともに、病原体の詳細な流行解析が
可能となるため、治療、予防、流行解析の 3
つの観点から非常に意義深い。しかしながら、
呼吸器感染症の病原体はウイルス、細菌、真
菌など多く報告されており、各々の病原体の
検出を個別に試みることは困難である。また、
最近まで、病原体の共検出が臨床症状に及ぼ
す影響について詳細に解析されることはほ
とんどなく、症状の重症度とその原因病原体
との関連は、単一の病原体検出のみで解析さ
れることが多かった。呼吸器感染症のうち約
9 割はウイルスが原因であると言われている。
2000 年代に入り、新たな呼吸器ウイルスの
発見が相次いだ。これら新興呼吸器ウイルス
を含めた包括的な検出系の構築、発生動向、
他ウイルスとの共検出例の解析は、日本国内
においてほとんど実施されておらず、詳細な
解析が必要と考えられた。抗体を用いたウイ
ルス抗原検出系は、対象ウイルスおよび血清
型が多いことから困難と考え、遺伝子検出系
に焦点を絞った。特に特異性が高い点、多く
の研究機関において導入されている機器を
利用する点を考慮し、real-time PCR 機器を
用いた汎用性の高い検出系の構築に焦点を
当てた。 
 
２．研究の目的 
本研究では既報告の検出法と比較して、新興
呼吸器ウイルスを含めた多項目の呼吸器ウ
イルスについて検出可能な系を構築するこ
とで、呼吸器ウイルスの包括的な検出・流行
解析をおこなうことを目的にした。また、単
一のウイルスの検出・流行解析のみならず、
共検出例の動向について、疫学情報をもとに
疾患と呼吸器ウイルス検出状況との関連に
ついても解析をおこなった。一方、呼吸器感
染症とは一見関連が低いと考えられる不明
熱や熱性けいれん、乳幼児における急性脳症
や脳炎併発症例についても、呼吸器ウイルス
を探索することで、検出ウイルスの新たな病
原性の検討を試みた。 
 
３．研究の方法 
本研究では、TaqMan probe を用いた
multiplex real-time PCR 法による１８呼吸

器ウイルスの検出系を構築した [アデノウ
イルス、インフルエンザウイルス[ A, 
A(H1N1)2009, B, C]、エンテロウイルス、ヒ
トコロナウイルス (OC43, 229E, NL63, HKU1)、
ヒトパラインフルエンザウイルス（1～4型）、
ヒトボカウイルス、ヒトメタニューモウイル
ス、ヒトライノウイルス、ＲＳウイルス]。
TaqMan probe については、FAM, VIC, Cy5 の
３つの蛍光色素を用いることで、同一ウェル
中で最大 3 病原体の同時検出を可能とした。
エンテロウイルス、ヒトライノウイルスは、
RT-PCR 法での検証も並行して実施した。構
築した検出系を検証するため、乳幼児の呼吸
器感染症検体（鼻汁、喀痰、咽頭ぬぐい液、
気管吸引液）、不明熱、熱性けいれん検体（鼻
汁、咽頭ぬぐい液）および脳症、脳炎検体（鼻
汁、髄液）について、1年間を通して呼吸器
ウイルス検出を試みるとともに、共検出例が
判明した病原体については、臨床症状と照会
し、引き起こす症状の傾向、重症度、および
病原性変化との関連について解析した。一方、
個々のウイルスについては、2007 年に発見さ
れたばかりで国内での解析が実施されてい
ないヒトライノウイルスグループＣの流行
解析を実施した。多項目呼吸器ウイルス検出
を継続して実施する中で 2010 年夏、エンテ
ロウイルスの急増を認めたので、その同定な
らびにゲノム配列の解読、分子疫学的手法を
用いた解析を実施した。 
 
４．研究成果 
Multiplex real-time PCR 法を用いて、2009
年 10 月～2010 年 9 月までの期間に採取され
た主に乳幼児の呼吸器感染症由来 427 検体
（インフルエンザ診断例は除外）について、
調査した。その結果、361 検体（84.5％）か
ら 596 のウイルスを検出した。ウイルス陽性
検体のうち、1種ウイルス陽性が 55.1%、2 種
以上の複数ウイルス陽性が 44.9％であり、複
数ウイルス陽性例が高い割合を示すことを
見いだした。検体数は月により変動するため、
検出率を指標に解析した結果、春季（3～5月）
に高い検出率を示すウイルスが多いことが
示唆された（ヒトパラインフルエンザウイル
ス 3型、ヒトボカウイルス、ヒトメタニュー
モウイルス、ヒトライノウイルス）。また、
ウイルス陽性検体に占める複数ウイルス陽
性検体の割合も春季に高い割合を示すこと
から、春季は、異なるウイルスへの感染機会
が高いことが示唆され、症状の遷延化、複雑
な症状を呈する症例に関与する可能性が考
えられた。以上の結果、冬季のみならず春季
についても呼吸器感染症に注意が必要な時
期であると考えられた。春季は、保育所、幼
稚園、小学校など新しい社会生活が始まる時
期であり、特に乳幼児においては、ウイルス



への初感染の機会が高くなることが、春季の
呼吸器ウイルス検出数増加を反映している
のかもしれない。個々のウイルスについては、
ヒトライノウイルス検出数が 133と最も多く、
全検出ウイルス数の 22.3% を占めた。以下、
RS ウイルス (n=82)、ヒトボカウイルス 
(n=78)、アデノウイルス (n=67), インフル
エンザウイルスＡ (H1N1)2009 (n=50)、パラ
インフルエンザウイルス 3 型 (n=49)、エン
テロウイルス(n=35)と続いた。また、国内で
の報告がほとんどない新興呼吸器ウイルス
の１つであるヒトコロナウイルス HKU1 につ
いても 5株検出した。現在、分子疫学的手法
を用いて陽性株の解析を実施している。今後
のワクチン開発については、ヒトライノウイ
ルス等、検出数が多数を占めるウイルスを標
的にすると呼吸器感染症患者の発生抑制効
果、症状の軽減効果が高いと推測された。 
一方、ヒトライノウイルスについて、2008

年 11月～2009年 10月までの期間に採取され
た 336検体について遺伝子検査を実施した結
果、84 検体がヒトライノウイルス陽性であっ
た。遺伝子型別を実施した結果、グループＡ
が 54 株、グループＢが 0 株、グループＣが
30 株であった。統計学的手法を用いた解析の
結果、流行期については、グループＣは 9～3
月、グループＡは 3～11 月であることが示唆
された。 

多項目呼吸器ウイルス検出を継続して実
施する中で、2010 年夏、エンテロウイルスの
急増を確認した。RT-PCR 法による特異的増
幅産物のサイズが予想サイズと異なること
から塩基配列を決定し、解析を進めた結果、
国内では大規模検出が報告されていないエ
ンテロウイルス 68 型 (EV68) と判明した。
EV68 陽性者（15 名）はすべて 5 歳以下の乳
幼児であり、熱性けいれんの１例を除く 14
名は下気道炎症状を呈していた。海外での大
規模検出もほとんどないことから、5’非翻
訳領域の一部および全タンパク質コード領
域について塩基配列を解読し、データベース
上に登録されている EV68 陽性株との塩基配
列、アミノ酸相同性比較を実施した。また、
海外で過去に報告された EV68 株の VP1領域
について、近隣接合法を用いて分子系統樹を
作成した。その結果、我々が検出した EV68
株 は、独自のクラスターを形成したことか
ら過去海外で報告された EV68 株とは遺伝的
に異なることが示唆された。過去報告株との
詳細な比較検討の結果、抗ウイルス活性（中
和活性）に関与する VP1 タンパク質のアミノ
酸相同性の低下、ならびに 5’ 非翻訳領域の
塩基配列の一部欠失 （36 塩基）が認められ
た。上記の２要因が EV68 の急激な検出増加
に関連している可能性が考えられた。不明熱、
熱性けいれん検体については、呼吸器ウイル
スが多くの検体から検出されたことから、そ

の関連について、更なる解析を進めている。
脳炎・脳症由来検体については、一部、呼吸
器由来検体からは呼吸器ウイルスが検出さ
れるものの、髄液からの検出はほとんどない。
今後の継続した調査が必要であると考えら
れた。 
呼吸器ウイルスの遺伝子検出は高感度で

あるために、必ずしも検出ウイルスが実際の
症状と直接関連するとは限らない。また、陰
性の証明はできないこと、偽陽性の可能性が
あること、そして、ウイルスの性状解析には、
ウイルスを分離することが欠かせないこと
から、他の手法の結果を含めた総合的な解析
が重要であると考えられた。 
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