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研究要旨 バイオテロに使用される可能性のある病原体をホルマリン固定パラフィン包

埋された病理組織中に検出する方法について検討した。1年目は免疫組織化学で腸管出血性

大腸菌感染症の剖検例の糸球体および腸管組織にベロ毒素を検出することを試みた。2年目

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

る迅速 in situ hybridization-AT tailing（ISH-AT）法を簡便化・迅速化した。最終年度

は、この迅速 ISH-AT 法により重症熱性血小板減少症候群（SFTS）の剖検組織および実験的

SFTS ウイルス感染細胞に重症熱性血小板減少症候群ウイルスを検出した。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。 

 

 

Ａ．研究目的 

バイオテロが起こった場合、迅速な診断と

病原体の同定が急務である。現在では、病

原体の分離同定が困難であっても次世代シ

ークエンス法により、未知の病原体の検出

が可能となった。病原体同定後は病原体遺

伝子を特異的に検出するリアルタイム PCR

用の primer、probe を作成することにより

各組織での病原体の定量解析も可能である。

ただしこの方法では病原体がどの細胞に感

染しているかはわからない。病原体に対す

る免疫組織化学用の特異抗体を作成できれ

ば体内での病原体の局在がわかる。既存の

特異抗体がない場合は抗体を作製しなけれ

ばならないため迅速に対応できない。 

我々が開発した合成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 核 酸 検 出 法 で あ る in situ 

hybridization-AT tailing（ISH-AT）法は

検出したい病原体の塩基配列の一部でもわ

かればプローブを作成し病原体の遺伝子を

検出することが可能である。 

本分担研究の 3 年間の目的は、生物テロ

対策のための迅速で特異性の高い病原体の

病理組織内検出法を確立することである。 

 

Ｂ．研究方法 

（１）腸管出血性大腸菌ベロ毒素の組織内

での検出の試み 

腸管出血性大腸菌 O157 剖検例のホルマリ

ン固定パラフィン包埋した腎臓および腸管

標本において、抗ベロ毒素抗体：①マウス



抗 Shigatoxin1(13C4)モノクローナル抗体、

マウス抗 Shigatoxin2 (11E10)モノクロー

ナル抗体（Santa-Cruz), ②ウサギポリクロ

ーナル抗 VT1 抗体、ウサギポリクローナル

抗 VT2 抗体（精製 IgG）(帯広畜産大学 倉

園先生より分与)、③ウサギポリクローナル

抗 VT1 抗体、ウサギポリクローナル抗 VT2

抗体（ウサギ血清）（デンカ生研杉山先生か

ら分与）をもちいてベロ毒素の検出を試み

た。3 種類の前処理条件と 3 種類の検出法

（①HRP-ポリマーEnvision 法 ②LSAB 法 

③CSAII 法（すべて DAKO 社））のいずれか

を用いてベロ毒素の免疫組織化学を試行し

た。 

（２）in situ hybridization-AT tailing

（ISH-AT）法の迅速化の試み 

A(H1N1)pdm09 感染ホルマリン固定パラフィ

ン包埋肺組織を用いて、ISH-AT 法の迅速化

を試みた。プローブは A(H1N1)pdm 09

（AB538390.1）NP 領域に 2 ヵ所作成した。

1 日で検出が終了するように従来のプロト

コールを改編した。プローブとのハイブリ

ダイゼーションをオーバーナイトから 2 時

間に短縮し、ハイブリ後の洗浄も 15 分 4回

を 5 分 4 回にした。またアルカリホスファ

ターゼの発色系を使用することで感度を上

げ、シグナル増幅系のステップ(CSA 法)を

省略した。結果を市販されている分岐

DNA-ISH 法と比較検討した 

（３）迅速 ISH-AT 法を用いた重症熱性血小

板減少症候群ウイルスのヒト剖検組織にお

ける検出 

SFTSV 遺伝子の S 鎖に設計したアンチセン

ス（AS）プローブとセンス（S）プローブを

用いた。SFTSV 感染後 6、24、48 時間後の

Vero 細胞(国立感染症研究所ウイルス第 1

部下島先生より分与)のホルマリン固パラ

フィン包埋細胞切片中に迅速 ISH-AT 法で

SFTSV 遺伝子を検出した。さらに SFTS ヒト

剖検組織切片上で SFTSV 遺伝子を検出した。

また 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）腸管出血性大腸菌ベロ毒素の組織内

での検出の試み 

腎臓においては LSAB 法で、ウサギ抗 VT1 あ

るいは抗 VT2ポリクローナル抗体 を使用

した。Mesangiolysis は、毒素による内皮

細胞の障害、血栓による糸球体虚血などに

より糸球体係蹄間のメザンギウム領域が膨

張破壊ないし変性した病変で、フィブリン

の沈着をともなっているが、この部位に一

致して陽性シグナルがみられた。このシグ

ナルは、内皮細胞にあったベロ毒素がこの

部位に取り込まれて検出されたと考えられ

た。陽性シグナルは基底膜の内側にあり、

血管内皮細胞の部位と一致した。腸管では 

特異的な陽性シグナルは得られなかった。 

（２）in situ hybridization-AT tailing

（ISH-AT）法の迅速化の試み 

脱パラから発色まで 7 時間で完了できるよ

うにプロトコールを改編し迅速 ISH-AT 法

を確立した。（AT）10部分をビオチンで修飾

しストレプトアビジン-アルカリホスファ

ターゼ（SA-ALP）を結合させ、Fast Red(赤

色)で発色させた。従来の Tyramide でシグ

ナル増幅させ DAB(茶色)で発色させる系で



は内因性ペルオキシダーゼ活性を処理する のも合わせさらに 1時間要していた。感度 

は同程度であった。市販の分岐 DNA プロー

ブを用いる ISH 法と比較してプローブ数が

同じ場合は迅速 ISH-AT 法の方が感度が良

かった。 

（３）迅速 ISH-AT 法を用いた重症熱性血小

板減少症候群ウイルスのヒト剖検組織にお

ける検出 

迅速 ISH-AT 法により SFTSV 感染細胞で

SFTSV ゲノムを検出した。感染 24 時間後ま

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(ウイルスの

マイナス鎖 RNA 遺伝子)陽性細胞数の方が

多かった。SFTSV 剖検組織において、

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、リンパ芽球様細胞の細胞質に検出

された。リンパ節切片中の 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）迅速 ISH-AT 法を用いたその他のウイ

ルスゲノムの検出  

国内の発症がない、あるいは少ないため、

ヒト病理組織での検出は試行されていない

が、中東呼吸器症候群(MERS)コロナウイル

ス、H7N9 亜型鳥インフルエンザウイルス、

EV71 ウイルス、デングウイルス(1、2，、3、

4 型)を検出する ISH-AT 用プローブを作成

した。特異性は感染細胞などですでに確認

されている。 

Ｄ. 考察 

本邦初の SFTS 症例は次世代シークエンス

法により診断された。患者の SFTSV の遺伝

子とそ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 遺伝子のコピー数の高い切片におい

ては迅速ISH-AT法により7時間でゲノムが

検出された。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したところ、

感度は劣るが、ウイルスの局在は一致し、

抗体がない場合の検出系として迅速 ISH-AT

法は優れていると考えられた。 

 

Ｅ. 結論 

バイオテロに使用される可能性が考えられ

る毒素の 1 つである腸管出血性大腸菌産生

ベロ毒素を組織中に検出することを試み、

現在入手できた抗体を用いて糸球体に陽性

シグナルが得られたが、判定が困難であっ

た。ホルマリン固定パラフィン包埋組織の

免疫組織化学に使用できる抗体の作成は難

しく、陽性シグナルの特異性に関しては実

際に試行してみないとわからない。バイオ

テロなど迅速検出を要する場合は、適当な

抗体がない場合は迅速 ISH-AT 法が強力な

ツールになると思われる。今後さらに

ISH-AT 法の感度を上げるような改良を試

みたい。 
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