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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等を中心とした電子顕微鏡を用いた迅速

検出法の確立を目的とする。具体的には、電子顕微鏡学的検査法の標準手順法の見直しと改良を

行い、実施者の教育訓練法の手順と記録を整備した。また、細菌の迅速検出法の確立のために、

バイオテロ関連細菌を中心にレファレンス標本の作製を行った。また、検査従事者の教育訓練法の

一つとして Robert Koch 研究所によるウイルスの透過型電子顕微鏡診断法技術の外部評価に参加し

た。 
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A. 研究目的 

透過型電子顕微鏡による病原体の検出方法

は迅速性、簡便性に優れ、スクリーニングによ

る包括的な鑑別診断が可能という点で感染症診

断の一助となる。透過型電子顕微鏡学的検査の

利点と欠点を表 1 にまとめた。最近では、新

興・再興感染症のみならず、コウモリ・蚊等か

ら分離される未知のウイルスのスクリーニング

の手段として、用いられつつあり、当ラボでも

同様の研究目的のための電子顕微鏡学的検索の

依頼をうけるようになってきた。しかしながら、

電子顕微鏡による感染症診断検査の実施者には

高いスキルと経験が要求される。本研究では、

バイオテロに使用される可能性のある病原体等

を中心とした電子顕微鏡を用いた迅速検出法の

確立を目的として、１．BSL3, BSL2 病原体に

十分対応するための電子顕微鏡学的検査法の標

準手順の見直し、２．細菌の迅速検出法に必要

なレファレンス標本の作製、３．検出の感度・

精度を向上するための改良法の 3 点を課題とし

た。 

 

B. 研究方法 

１. 電子顕微鏡学的迅速診断法の標準手順の

見直し 

1）インフルエンザウイルス、大腸菌等を

用いて電子顕微鏡学的迅速診断法の標準手順

に従い、作業を見直した。 

2) 主なエンベロープウイルスを対象として

電子顕微鏡学的迅速診断法の標準手順に従い検

索を行った。 

3）Robert Koch 研究所主催の電子顕微鏡学

的ウイルス診断の外部評価 (External Quality 

Assurance Scheme in EM Virus Diagnosis 

EQA-EMV)に参加し、これを検査実施者の教育

訓練の一環とした。同時に教育訓練の標準手

順・記録書の整備を行った。 



 
 
2．細菌の走査電子顕微鏡標本作製の標準手順

方法の決定 

緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）を対象

として、走査型電子顕微鏡装置 JSM-6700F(日

本電子)を用いて観察し、適切な培養、固定、

および作製条件を検討し、標準手順方法を決

定した。 

 

3．菌液注入サル肝組織材料を用いたレファレ

ンス標本の作製 

バイオテロ関連病原体と鑑別診断に必要

な 病 原 体 を 選 択 し 、 Burkfolderia 属 、

Clostridium 属 、 Corynebacterium 属 、

Helicobacter 属、Bartonella 属、Bordetella

属、Mycoplasma 属をカニクイザルの肝組織に

直接注入し、10％ホルマリン緩衝液固定パラ

ファイン包埋切片を作製した。なお、ボツリ

ヌス菌標本については 10％ホルマリン緩衝液

で 1 週間以上浸漬固定し、固定組織の中央部

から組織を採取、菌体が完全に死滅したこと

を培養で確認後、指定実験室から搬出した。

また、サル肝組織は国立感染症研究所動物管

理室より供与いただいた。 

 

C. 結果 

1. 電子顕微鏡学的迅速診断法の標準手順と

教育訓練の整備 

1）BSL2 病原体を想定した電子顕微鏡学的

迅速診断法の標準手順作業内容の見直しを行

い、手順書の改訂を行った(図 1)。 

2）今回検索対象としたオルソミキソウイル

ス、パラミキソウイルス、コロナウイルス、ブ

ニヤウイルス、フラビウイルス、ピコルナウイ

ルスは、いずれも、細胞培養上清でも検査には

十分な粒子濃度であった(図 2)。エンベロープを

有し、直径 80〜120 nm の球状のウイルス粒子

の場合、実際の検査ではネガティブ染色の状態

によって鑑別が困難な場合があることがわかっ

た（特に同時感染を判断する場合）。また、細胞

にはこの程度の大きさの球状物は多く含まれて

おり、細胞内構造物がサンプルに多く混入して

いるとウイルス粒子との判別が困難となった。

特に、ブニヤウイルスは、粒子の球状が不定形

で、エンベロープが比較的不明瞭であったため、

初見の場合は、粒子そのものの存在の判定が非

常に困難であった。 

3）教育訓練参加者には 1 年目と 2 年目には

初心者が含まれており、当初は指導を要し正答

率は 50％以下であったが、この教育訓練を経て

今年度は、染色および観察技術は安定し正答率

も 50％以上となり、診断技術の向上がみられた。

過去 3 回の EQA-EMV で合計 18 サンプルを検

索したが、うち 1 サンプルが誤答であった（フ

ラビウイルス）。しかしながら、このサンプルは

前述の理由から不適当とされ評価から除外され

た。よって、3回とも評価対象に関しては 100％

の正答率であり診断技術は良好と高い評価がな

されている。 

 

2．細菌の走査電子顕微鏡標本作製法の標準手

順 

培養条件は滅菌済みスライドガラス上で数

時間〜一晩以内とした。固定、洗浄は以下の

条件とした。カコジル酸緩衝液による洗浄後、

前固定 4ºC 一晩、2.5% グルタールアルデヒド

液 1% パラフォルムアルデヒド混合 0.1M カ

コジル酸緩衝液。カコジル酸緩衝液による洗

浄後(10 分 6 回)、1 次固定 1 時間、1% OsO4液。

カコジル酸緩衝液による洗浄後(10 分 6 回)、2

次固定 1 時間、1% タンニン酸添加 0.1M CA 緩

衝液。カコジル酸緩衝液による洗浄後(10 分 6

回)、後固定 1 時間 1% OsO4液。カコジル酸

緩衝液による洗浄後、50％〜100％ エタノー

ル系列による脱水、酢酸イソアミルへの置換。

臨界点乾燥装置（日本電子）を用いて乾燥後、

プラチナコーティング(20 秒 2 回)。その後、

走査電子顕微鏡で観察した。鞭毛は維持され、

脱水による菌体表面の収縮は殆ど観察されず、



 
 
標本の状態は良好であった。結局、緑膿菌の

他、マイコプラズマ、類鼻疽菌とボツリヌス

菌の粒子像を得た。 

 

3．菌液注入サル肝組織材料を用いたレファレ

ンス標本 

常法どおりパラフィン切片を作製し、組織

ギムザ染色、グラム染色、芽胞染色を実施し

菌体が肝組織内に注入されていることを確認

した。各細菌につき、3 ブロックずつ参照標本

を作製した。 

 

D. 考察 

ウイルスの電子顕微鏡観察について 

直径 80〜120 nmの球状の粒子は、細胞には

多く含まれており、ウイルス粒子検索に準備す

る感染細胞の細胞変性効果が進みすぎている

（すなわち、壊死細胞が多く含まれている）と、

細胞内構造物が混入しやすく、また、ウイルス

粒子も壊れているものが多くなる。具体的には、

エンベロープの剥離や、粒子破壊、ヌクレオカ

プシドプロテインの切断などがみられ、診断に

影響する。 

ブニヤウイルスは 2013 年 1 月に本邦初の

SFTS ウイルス感染患者死亡例が報告されたこ

ともあり、今後は観察する機会が増えるかもし

れない。ブニヤウイルスは比較的、観察が困難

なウイルス粒子であり、参照標本を準備してお

くこと、教育訓練を維持することの重要性が強

調された事例であった。 

EQA-EMV で出題された病原体には、その年

に世界で問題となったものや新たに発見された

病原体が含まれていた (Schmallenberg virus, 

Mimivirus など)。一方で、新興感染症やバイオ

テロで重要な Orthopoxvirusや Paramyxovirus

は毎年出題されている。ラボ内の教育訓練参加

者の診断技術の向上がみられたことから、

EQA-EMV をウイルスの透過型電子顕微鏡診断

法技術の教育訓練に組み込み、毎年実施ことは

電子顕微鏡検査システムを維持する上で有用で

あると考えられる。 

 

細菌の電子顕微鏡観察について 

細菌の走査電子顕微鏡標本作製法の標準手順

方法を決定した。標本作製に際しては、細菌の

種類によって適切な培養条件が異なるため、そ

れぞれの病原体の専門家と協議を行いながら適

切な培養標本を作出する必要がある。検討の結

果、固定以降の操作は今回決定した方法を基準

とすることとした。なお、バイオテロ関連病原

体の芽胞菌は、ネガティブ染色法に用いる固定

法は 10％パラフォルムアルデヒド 0.05％グルタ

ールアルデヒド固定液 2時間とした。 

 

2012-13 年にかけて新興感染症がいくつか出

現した。MERS-CoV, H7N9 インフルエンザ、

SFTSVの電子顕微鏡撮影写真は一般へ情報提供

や感染症の理解にも役立った。正確な情報を得

る、もしくは伝えるためにも、技術者の正確で

安定した標本作製技術と検査する者の高いスキ

ルの維持が重要である。 

 

 

E. 結論 

バイオテロに使用される可能性のある病原

体等を中心とした、電子顕微鏡を用いた迅速検

出法の確立を行い、標準手順とレファレンス標

本を確立した。 
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表 感染症診断検査における電子顕微鏡の利点と欠点 

利

点 

迅速診断が可能 ネガティブ染色は 30分程度で診断可能 

病原体の種類の検討をつけることが可能 ウイルスか細菌か、エンベロープ、芽胞形成の有無 

他の手法では検出困難な病原体の検出が可能 病原体毎に至適化された特殊な試薬等が不要 

包括的な鑑別診断が可能 臨床情報はある程度不要 

欠

点 

低感度 106粒子数/ml以上の高濃度のサンプルが必要 

実施者には豊富な経験と高いスキルが必要 正確な診断のためにはトレーニングが必要 

電子顕微鏡は高価で操作が煩雑 病原体診断には数十 nm程度のウイルス粒子を観察で

きる高い分解能が必要 

自動化は困難、処理量に限度がある 人間が観察し判断する必要 

 

図 1 バイオテロ・感染症疑いサンプルを用いた透過型電子顕微鏡学的迅速診断法の標準手順 

 

 

 

 

 



 
 

 
図 2 エンベロープウイルスのネガティブ染色像。4％グルタールアルデヒド固定、UV照射による不活化処

理の後、2%リンタングステン酸染色、30秒。A. パラミキソウイルス（精製ウイルス粒子）。直径 80〜300 nm

大小不同、円形、エンベロープは比較的長く、明瞭。80 nmの粒子が必ず存在し、オルソミキソウイルス粒

子と類似する（左下）。粒子内にはヌクレオカプシドプロテインが折りたたまれて存在する（右下）。B. オル

ソミキソウイルス（精製ウイルス粒子）。直径 80〜200 nm大小不同、円形､時に不定形。エンベロープは判

別しやすいが、パラミキソウイルスに比べると短い。C. コロナウイルス（細胞培養上清）。80 nm〜100 nm

の円形粒子だが、特徴的なコロナ状のスパイクを有する。D. ブニヤウイルス（細胞培養上清）。100〜110 nm

の円形粒子だが、比較的輪郭が不明瞭でいびつ。エンベロープは不明瞭で繊細 (fuzzyと表現される)。 

 


