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研究成果の概要（和文）：陰電化膜およびPVR-MBの併用により、PVを約5000倍に濃縮することが可能であった。また、
カプシド全領域増幅法を試したところ、目的断片（約4.0 kbp）の良好な増幅がみられ、その後に行ったリアルタイムP
CRおよびNGSにおいてもPVを高感度かつ正確に検出可能であった。本手法を用いてPVの存在が疑われるパキスタンの河
川水の解析を行った。NGSを用いることにより、増幅された断片中に含まれるPVおよび非PVエンテロウイルスを一括し
て検出・解析できることに加え、ウイルス同士のリコンビネーション等も検討可能であった。環境サーベイランスにお
ける本手法の有用性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：BY using negatively-charged filter and magnetic nanobeads with PV receptor 
(PVR-MB), we could concentrate spiked PV to 5,000-fold conc. Besides this, entire capsid coding region 
amprification (ECRA) method and NGS analysis were highest sensitive at PV detection than any other 
methods. From the analysis of PV-positive Pakistani environmental samples, we could identify many kinds 
of PVs, including vaccine and wild strains, and other non-PV enteroviruses. It was stongly suggested that 
this combination method was high sensitive and time-saving PV detection tool with informative virus 
sequences. And this method is effective environmental PV surveillance technique without bias often found 
in cell culture based PV isolation.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 WHO は 1988 年 よ り Global Polio 
Eradication Initiative（GPEI）を開始し、
大規模な経口生ポリオワクチン（OPV）の接
種キャンペーン等により、ポリオ根絶を目指
してきた。GPEI の活動により PV による麻痺
症例数は大幅に減少した（2012 年においては
223 症例）。しかしながら、PV 常在国である
アフガニスタン、パキスタン、ナイジェリア
での流行に加え、ソマリア、ケニアなどでも
2013 年に入って伝播と考えられる症例が報
告されており、未だ野生株ポリオウイルス伝
播終息の目処が立っていないのが現状であ
る。世界的なポリオ根絶の最終段階において
は、麻痺患者からの PV 分離が無くなること
に加え、PV による麻痺症例のない地域におい
ても環境中すなわち河川や下水等から PV が
検出されなくなることが必須である。そのた
め、PV のモニタリング精度の向上も含めた検
査体制の構築はポリオ根絶において重要な
役割を担っており、環境ウイルスサーベイラ
ンスを始めとする PV の実験室診断法は常に
改善・改良が求められてきた。 
 現在、急性麻痺（AFP）サーベイランスの
一環として行われている PV の分離・同定は
培養細胞によるウイルス分離をベースとし
ている。この手法は検出感度等における利点
を有しているものの、培養細胞の観察に関す
る習熟が必要であることに加え、検体の搬入
から結果の判明まで1-2週間程度を要すると
いった点が課題であった。そのため、細胞分
離を経ない直接的かつ迅速で高感度な PV 検
出法の開発研究は WHO/GPEI によっても強く
推奨されており、手法の確立・標準化および
従来法との感度・精度の比較検討が望まれて
いた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ウイルス濃縮法を応用した直
接検出法を用いて環境水におけるポリオウ
イルスサーベイランスを行い、その有効性を
実証することを目的とする。 
 ポリオウイルス（PV）は急性灰白髄炎（い
わゆるポリオ）の原因ウイルスであり、乳幼
児に対してときに終生回復することのない
麻痺を引き起こす重要な病原体として知ら
れている。申請者が所属する国立感染症研究
所ウイルス第二部第二室はWHOグローバルポ
リオ研究室ネットワーク（GPLN）の一員とし
て、ポリオ根絶に関する種々の活動および研
究を進めてきた。ポリオ根絶へ向けたステッ
プの一つとして迅速で高感度な PV 検出法の
確立は必須である。本研究では、これまで行
われてきた陰電化膜と磁性ビーズを用いた
PV 濃縮法を組み合わせる新規手法により、よ
り迅速かつ簡便で直接的な環境 PV サーベイ
ランスを行い、その有効性を実証することを
目的とする。 
 本研究では、環境検体からの新たなポリオ
ウイルス検出法として検討を進めている、陰

電化膜と磁性ビーズを用いた PV 濃縮法を組
み合わせる新規手法の有効性を実証するこ
とを目的とした。加えて、PV RNA の高感度検
出・解析法に関する検討も行った。 
 
３．研究の方法 
①スパイク試験 
 環境水を模したバッファーに力価既知の
PV をスパイクし、陰電化膜およびポリオウイ
ル ス 特 異 的 レ セ プ タ ー 結 合 型 ビ ー ズ
（PVR-MB）によるPVの濃縮効率を算出した。 
②PV（RNA）検出法の検討 
PV RNA の検出・解析にはポリオウイルス型別
特異的リアルタイム PCR、エンテロウイルス
C 群に特異的なカプシド全領域増幅法（ECRA
法）、次世代シークエンス（NGS）を用いた。 
③実際の環境検体解析 
 上記の検討によって有用であることが見
出された手法の組み合わせを用いて、PV陽性
が疑われる環境検体（パキスタンの河川水、
研究協力者より入手）からの PV 検出・解析
を試みた。 
 
４．研究成果 
①スパイク試験 
 始めに環境水を模したバッファーに PV を
スパイクし、モデル試験を行った。種々の条
件を検討した結果、陰電化膜および PVR-MB
を併用した場合、PV を約 5000 倍に濃縮する
ことが可能となった。 
②PV（RNA）検出法の検討 
当所解析に用いる予定であった US CDC 開

発のポリオウイルス型別特異的リアルタイ
ムPCRはプライマー等にイノシン残基が挿入
されているためか、アニーリング温度も低く、
予想していた感度に達しなかった。そこでカ
プシド全領域増幅法（ECRA 法）を試したとこ
ろ、リアルタイム PCR では検出が困難であっ
たサンプルからも目的断片（約 4.0 kbp）の
良好な増幅がみられた。さらにその後に行っ
たリアルタイム PCRおよび NGSにおいてもス
パイクした PV を高感度かつ正確に検出可能
であった。 
③実際の環境検体解析 
本手法を用いて PV の存在が疑われるパキ

スタンの河川水中に含まれることが予想さ
れる PV の検出・解析を行った。NGS を用いる
ことにより、増幅された断片中に含まれる PV
および非 PV エンテロウイルスを一括して検
出・解析できることに加え、ウイルス同士の
リコンビネーション等も検討可能である。環
境サーベイランスにおける本手法の有用性
が強く示唆された。Figures に本手法のスキ
ームとパキスタンの環境検体より検出され
たウイルスを示した。本手法（Direct method）
は従来用いられてきた培養細胞によるウイ
ルス分離の代替法としてウイルス同定まで
の時間短縮、NGS によって得られる詳細な配
列情報などにおいて非常に優位性があると
考えられる。 
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