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研究成果の概要（和文）：本研究では、インフルエンザウイルスの亜型特異的な塩基配列を持つ新規ペプチド核酸（PN
A）をプローブとして、H1、H3およびH7亜型ウイルス（ゲノム）を検出するためのクロマトグラフィーキットを作製し
、その評価を行った。
その結果、PNAクロマトキットは、ヒト由来の季節性H1とH3亜型に対しては1.0×10<4> ffu/kit、トリ由来のH7型に対
しては5.0×10<5> ffu/kitのウイルス量があれば検出できることがわかった。加えて、若干の偽陽性反応を示したもの
の、インフルエンザウイルスの亜型間を識別することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a novel chromatography kit for the subtype-specific 
detection of influenza A viruses. Azobenzene-tethered hairpin-type peptide nucleic acid (Tail-clamp 
PNA-AZO) possessing a subtype-specific complementary sequence against human influenza A virus, H1-, H3-, 
and avian H7-subtype, was synthesized and attached to a chromatography strip. The sensitivity of the 
chromatography was approximately 1.0×104 ffu/kit for H1N1 and H3N2, and 5.0×105 ffu/kit for H7N7, 
respectively. The PNA-chromatography specifically detected each influenza A virus tested, although it 
slightly reacted with other subtypes.
Even though further improvement is necessary to use it clinically as a rapid diagnostic kit, this system 
could be applied for the sequence-specific detection of influenza viruses, including drug-resistant 
viruses as well as highly-pathogenic avian influenza viruses.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 
人類はこれまでに多くの感染症の病因と

なる微生物を発見し克服してきたが、今世紀

になってもなお SARS/MERS コロナウイルス

のような新しい呼吸器感染症が突如出現し、

重大な脅威をもたらしている。加えて、

H5N1/H7N9 鳥インフルエンザウイルスのヒ

トへの致死的感染や 2009年H1N1pdmインフ

ルエンザウイルスの汎流行など、既知の呼吸

器ウイルスが我々の社会生活に深刻な影響

を与える事例は数多く存在する。そのため、

このような新興・再興ウイルス感染症のアウ

トブレイクに際し、それを早期に発見し、制

圧するための、簡便かつ高感度なウイルス検

出装置の開発が不可欠である。 

現在、医療現場におけるウイルス診断には、

イムノクロマト法などの抗体検出法や PCR

などの核酸増幅を基盤とした遺伝子増幅法

が用いられている。しかしながら、イムノク

ロマト法は使用する抗体によって感度、特異

性が大きく左右される。一方、遺伝子増幅法

は増幅・検出装置等の専用機器が必要であり、

検出に時間がかかるため、ベッドサイドでの

利用は困難である。また、DNA チップを基盤

技術としたマイクロアレイ法についても高

額な検出機器が必要であり、実用化には多く

の課題が残っている。 

本研究では、これまでに確立してきたクロ

マトグラフィーを基盤としたウイルス検出

システムを改良し、臨床検体（鼻汁、咽頭ス

ワブ）からの呼吸器病原ウイルスをイムノク

ロマト法以上の高感度で迅速・特異的に検出

するデバイスを開発することを計画した。 

特に、ペプチド核酸（PNA）をプローブと

するクロマトキットの開発を研究の中心課

題とした。（モノクローナル）抗体とは異な

り、塩基配列を任意に改変することが可能な

PNA プローブを用いることにより、インフル

エンザウイルスの亜型間の識別ならびに薬

剤耐性株の検出への応用が期待できる。 

２．研究の目的 
 
本研究では、PNAを基盤とする新規人工核

酸プローブを用いて、迅速診断が可能なクロ

マトグラフィーキットを作製し、吸器病原ウ

イルス、特にインフルエンザウイルスを標的

として、評価試験を行うことを目的とした。 

そのために、インフルエンザウイルス各亜

型に特異的な塩基配列を持つ新規 PNA を合

成し、季節性（ヒト）インフルエンザ H1、

H3 亜型および鳥インフルエンザウイルス H7

亜型ウイルス（ゲノム）を検出するためのク

ロマトグラフィーキットを作製し、ウイルス

を用いて評価を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）PNA の合成 
インフルエンザウイルスゲノムの遺伝子

配列データベースから、H1、H3、H7 の各血

清亜型に特異的に保存されるゲノム塩基配

列を抽出し、各亜型のゲノム RNA 保存配列

を核酸塩基特異的に認識するペプチド核酸

（Fig.1A）を合成した。 

PNAには標的RNAと①ワトソン-クリック

塩基対を形成する 15 塩基、②フーグスティ

ン塩基対を形成する 7～4 塩基、①②のそれ

ぞれをアゾベンゼンアミノ酸(AZO, Fig.1B)

により架橋する設計とした。PNA 末端にはス

ペーサー分子（AEEA, Fig. 1C）を介してビオ

チンを導入した（Table 1）。 

 
Table 1. H1, H3, H7 亜型検出用の Tail-Clamp 
PNA 配列と設計 

 
Lys; lysine, AZO; azobenzene, AEEA; 
2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)acetic acid, 
Lys(Biotin); biotin-modified lysine. 

PNA 塩基配列 (N-C term) 

H1 検
出用 

H-(Lys)3-TCCCTCT-AZO-TCTCCCTGGGG
GCAA-Lys-(AEEA)2-Lys(Biotin)-NH2 

H3 検
出用 

H-(Lys)3-TTCCCT-AZO-TCCCTTAGGTCA
CTA-Lys-(AEEA)2-Lys(Biotin)-NH2 

H7 検
出用 

H-(Lys)3-CTTC-AZO-CTTCGGGGCATCAT
G-Lys-(AEEA)2-Lys(Biotin)-NH2 



（２）クロマトグラフィーキットの作製 
クロマトグラフィー（クロマト）のテスト

ラインには、PNA のビオチンを捕獲するビオ

チン結合型分子を塗布し、コントロールライ

ンには A 型インフルエンザウイルス全般に

保存される核タンパク質（NP）のエピトープ

を認識するモノクローナル抗体(Anti-NP)を

塗布した（Fig. 1D）。ウイルスサンプルをク

ロマト上に展開後、テストライン上で亜型特

異的な“ゲノム RNA-核タンパク質複合体”、

コントロールラインで核タンパク質を捕獲

し、核タンパク質を検出用の金コロイド修飾

し た 抗 NP モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

（Gold-anti-NP）にて標識した。 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Fig. 1 A) DNA と PNA の化学構造。B) 核酸
リンカー分子：AZO（アゾベンゼンアミノ酸）。
C) スペーサー分子：AEEA（アミノエチルエ
トキシアセテート）。D) ヘアピンタイプ PNA
による標的ゲノム結合様式。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）クロマトグラフィーキットの評価 

作製した各クロマトキットに対して、以下

のインフルエンザウイルス株を用いた評価

試験を行った。 

 

①ヒト分離ウイルス（ワクチン株） 

A/ Beijing/262/95 (H1N1) 

A/Panama/2007/99 (H3N2) 

②トリ分離ウイルス 

A/Duck/Hong Kong/293/78 (H7N2) 

 

精製した各ウイルスを感染力価（ffu: focus 

forming unit）を指標として、10μl あたり、

1.0×104～5.0×105 ffu/キットになるように調整

した。各希釈ウイルスとペプチド核酸 

（0.5μg）5μl を、界面活性剤を含む検体抽出

液 105μl を混合し、全量 120μl としてきっと

クロマトのサンプルパット上に添加した。 

その結果、クロマトのテストライン上では、

ウイルスの亜型に適合した PNA を滴下した

場合に目視で明確なバンド（赤いライン）を

確認することができた（Fig. 2）。 

ヒト感染性のH1とH3亜型に対する検出感

度は 1.0×104 ffu/kit であり、トリ由来の H7 型

に対しては 5.0×105 ffu/kit であった。 

なお、当該試験において、コントロールラ

インは、塗布した抗体の反応性が保管中に低

下した為に検出感度が下がったことが推測

された。今後はライン塗布時に抗体と糖類を

添加することで問題の解決を試みる予定で

ある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 H1（上段）, H3 型（下段）検出用の
新規 PNA クロマトを用いた H1, H3 型ウイ
ルス診断結果。図中の T はテストライン、C
はコントロールラインを示す。 
H1 型検出用は H1 型を、H3 型検出用は H3
型を検出することが明らかとなった。 
 

本研究では PNA クロマトグラフィーを

全て自作し、ウイルス亜型をゲノム保存配



列に基づいて識別することに成功した。 

今後はその感度と特異度をさらに高める

ことを目指す。 

 

（２）ヒト呼吸器上皮細胞を用いたインフル

エンザウイルス高感受性株の作出 

ヒト細気管支の上皮細胞より（不死化）細

胞株を樹立し、H5N1 等の鳥インフルエンザ

ウイルス（AIV）感染動態の解析を進め、以

下の知見を得た。 

①細気管支上皮細胞には異なるエンドソー

ム pH（後期エンドソーム：pH5.0 と pH5.5）

を持つ細胞が存在し、細胞内に侵入したウイ

ルスの増殖を制御していること。 

②多くのAIVでは pH5.5細胞では増殖が限定

的であるのに対し、高病原性 H5N1 ウイルス

が例外的に、（ヒト由来臨床株と同様）両タ

イプの細胞に高率に感染し、増殖すること。 

 これら樹立した細胞は、ヒト生体内の呼吸

器上皮細胞の性質を癌由来細胞株に比べて

より強く反映していることが期待できる。 

今後はインフルエンザウイルスのみなら

ず、各種重症呼吸器感染症を引き起こす病原

ウイルスの分離培養に応用できるか否かを

評価する予定である。 

 

（３）H5N1 検出用イムノクロマトキット 

企業との共同研究により、H5N1 ウイルス

を特異的に検出する金コロイドを用いたイ

ムノクロマトキットの開発に成功し、〔産業

財産権〕記述した特許を取得した。 
 
また、研究期間中の受賞、新聞発表を以下

にまとめた。 
 

<受賞、新聞報道等> 

名 称 

(年 月) 
概    要 

受賞 

化 学 と マ イ ク
ロ・ナノシステム
学会 ポスター賞 
2013年5月 

マイクロデバイス上における
ウイルス粒子の分取、検出技
術 
（開發邦宏） 

日本化学会、 
優秀講演賞（産
業） 
2013年4月 

新規ペプチド核酸クロマトを
用いたインフルエンザウイル
スゲノムの診断技術の創製に
関する評価（開發邦宏） 

米国電気電子学
会 MHS-2012 
最優秀論文賞 
2012年10月 

マイクロデバイスを用いたニ
ューカッスルウイルスの分離
方法に関する評価（中屋隆明、
中村昇太、開發邦宏） 

新聞発表 

毎日新聞、朝日新
聞、産経新聞、共
同ニュース（共同
通信、ほか地方紙
13 紙 WEB）、時事
ドットコム、ヤフ
ーニュース 
2013年 8月 21日 

「インフルの型、5 分で判定 
阪大准教授開発 町の医師も
診断可能」 
（開發邦宏） 

日本経済新聞 
2014年7月 
 

「新型インフル判定」 
新型インフルエンザウイルス
を判定できる核酸クロマトの
発表。（開發邦宏） 

日経産業新聞 
2014年12月4日 
 

「インフル実験ヒト細胞で」 
ヒト呼吸器上皮細胞よりイン
フルエンザ高感受性（不死化）
細胞株の樹立に成功。（大道
寺智、中屋隆明） 
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