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研究要旨 我々が開発した迅速 in situ hybridization-AT tailing 法は、オリゴヌクレオチ

ドプローブを用いた高感度で特異性の高い in situ 遺伝子検出系である。これを用いて重症

熱性血小板減少症候群ウイルスを実際のヒト剖検病理組織切片上で検出した。また中東呼

吸器症候群コロナウイルスの in situ 検出系も国内ヒト感染例の発生に備えて確立した。新

しいウイルス感染症を特異的に検出する病理学的方法を新たに開発しえた。 

 

 

Ａ．研究目的 

生物テロ対策として病原体の病理組織内

検出法を確立しておく必要がある。免疫組

織化学や in situ核酸検出法は組織切片上で

病原体が検出できる方法であり、さらに病

原体の体内分布や病変との関連を考えるう

えで重要な病理学的解析法である。昨年度

は我々が開発した高感度で特異性の高い新

しい in situ 核酸検出法である in situ 

hybridization-AT tailing（ISH-AT）法を簡

便化かつ迅速化に成功した。今年度はこの

迅速 ISH-AT 法を用いて、新興再興感染症

ウイルスである重症熱性血小板減少症候群

ウイルス（SFTSV）、中東呼吸器症候群コ

ロナウイルス（MERS－CoV）の検出法を

確立することを目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

1)材料 

a） 病理組織標本  

ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）

組織を使用。SFTS 感染細胞（国立感染症

研究所ウイルス第１部下島昌幸先生より分

与）、SFTS 剖検組織、MERS-CoV 感染細

胞標本(国立感染症研究所ウイルス第 3部松

山州徳先生より分与)を用いた。 

b）プローブ 

ISH-AT 法用のプローブの作成：SFTS ウ

イルスのコンセンサスシークエンス部分に、

L 鎖と M 鎖に 1 ヵ所ずつ、S 鎖に 2 ヵ所、

アンチセンス（AS）プローブとセンス（S）

プローブを計 5 セット設計した。MERS－

CoV の NP 領域と Env 領域に 1 ヵ所ずつ設

計した。なお、SFTSV のゲノムはマイナス

の 1 本鎖 RNA であるため、S プローブはゲ

ノム RNA を AS プローブは mRNA を検出



する。MERS-CoV のゲノムはプラスの 1 本

鎖 RNA であるため、AS プローブはゲノム

RNA と mRNA を検出し、S プローブが陰

性コントロールとなる。 

 

2) 方法 

a) SFTSV感染細胞におけるSFTSV遺伝子

の検出 

Vero 細胞に SFTSV を感染後 6、24、48

時間後に細胞を iP Gell で固め、ホルマリン

固パラフィン包埋細胞標本を作成した。 

非感染細胞を mock として迅速 ISH-AT

法で SFTSV 遺伝子を検出した。さらに

SFTSV 感染ヒト剖検組織 FFPE 切片上で

SFTSV を検出した。 

b) MERS-CoV 遺伝子の検出 

MERS-CoV 感染細胞のホルマリン固定

パラフィン包埋細胞標本を作成した。非感

染細胞を mock として迅速 ISH-AT 法で

MERS-CoV 遺伝子を検出した。 

c) FFPE 組織より RNA を回収し、リアル

タイム RT-PCR 法で切片中の SFTSV-RNA

のコピー数を定量した。 

 

（倫理面への配慮）検討材料は剖検組織で

あり、剖検時に使用の承諾が得られている。 

 

Ｃ．研究結果 

（１）SFTSV 検出用 ISH-AT プローブの検

討 

S 鎖、M 鎖、L 鎖領域に設計したプロー

ブそれぞれ単独で ISH-AT を試行した結果、

S 鎖 3’末の NP 領域に対するプローブの感

度・特異性がすぐれていた。このプローブ

Sense（S）プローブは 5’-CTTGGCC 

CAGATGGGGTYCCCAGCAGAGCTGC 

TGAGGTTG-(AT)10、AS プローブは

5’-CAACCTCAGCAGCTCTGCTGGG 

RACCCCATCTGGGCCAAG-(AT)10 であ

る。Tm 値は 89.15℃、GC%は 62.5%であ

った。 

（２）SFTSV感染Vero細胞における SFTS

のゲノム RNA および mRNA の検出 

感染 6 時間後及び 24 時間後では

SFTSV-mRNA 陽性細胞がより多く検出さ

れ、48 時間後では SFTSV-RNA 陽性細胞が

より多く検出された。感染後 24 時間にウイ

ルス複製が最大になると考えられた。 

（３）SFTS 剖検組織における SFTSV ゲノ

ムの検出 

SFTSV 剖検組織(論文発表 2 の症例)にお

いて、腫脹したリンパ節の病理組織は、広

範囲の壊死に組織球と芽球様細胞の浸潤を

伴っていた。なお好中球の浸潤はみとめら

れなかった。 SFTSV-RNA 陽性細胞は主に、

腫脹したリンパ節あるいはその近傍のリン

パ節で検出された。SFTSV-RNA は SFTSV 

NP 抗原陽性細胞と同様、芽球様細胞の細

胞質に検出された。切片中の SFTSV コピ

ー数は 105/細胞以上であった。陽性シグナ

ルは Sense プローブをもちいたときの方が

多く、解析した切片ではゲノム RNA の方

が mRNA のコピー数より多いことが考え

られた。 

  

（４）MERS-CoV 感染 Vero 細胞 

ISH-AT 法で型特異的な AT プローブを NP

及び Env 領域に 1 種類ずつ作製した。AS

プローブ：5’-GAGCTCGGGGCGATTAT 

GTGAAGAGGAACTGAATCGCGCG-(AT)10-

3’と 5’-GCGCAGGGGTAGAATTGGCATT 

AAGAGGTACACCCTGCCC-(AT)10-3’ 



ISH-AT 施行時には、2 種類のプローブの

mixture とした。感染 Vero 細胞中のウイル

ス RNA を特異的に ISH-AT 法で検出した。

AS プローブとのハイブリダイゼーション

で細胞質に陽性シグナルが見られた。陰性

コントロールの S プローブでは陽性シグナ

ルが全くみられず、特異的なプローブが作

成できたと考えられた。 

 

Ｄ. 考察 

感染病原体を用いたバイオテロの場合、

患者あるいは死亡者から採取した検体中か

ら病原体遺伝子を検出・同定する最も強力

なツールは次世代シークエンス法であろう。

実際、日本においてこれまで診断されてい

なかった SFTS は次世代シークエンス法に

より SFTSV の遺伝子が確認された。その後

塩基配列が、決定しこれまで中国から報告

されていた配列とあわせて、ISH-AT 用プロ

ーブを作成した。SFTSV に対しては準備し

てあった抗体がホルマリン固定パラフィン

包埋組織切片の免疫組織化学に使用できた

ため ISH-AT の結果と合わせて検討できた。

ISH-AT の利点としては mRNA を特異的に

検出できることである。一方 MERS コロナ

ウイルス感染症ではMERS-CoVに対する抗

体が FFPE 切片の免疫組織化学に使用可能

か現在検討中であるが、日本で患者が発生

した場合はすでに ISH-AT 法のプローブは

完成している。今後レファレンス標本が海

外から入手された場合は ISH-AT 法でウイ

ルスの感染部位を同定したいと考えている。 

 

Ｅ. 結論 

病原体不明の疾患の病原ウイルスが次世代

シークエンス法により決定し、日本では重

症熱性血小板減少症候群ウイルスと命名さ

れた。中国から報告のあったウイルスであ

り、すでに抗原検出用の抗体は準備されて

いたが、速やかに ISH-AT 用のプローブを作

成し、ウイルスゲノムを病理組織に検出す

ることができた。主にリンパ芽球様細胞に

検出された。 
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なし 
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