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研究要旨： 

 バイオテロ関連病原体を迅速に，かつ，高感度に検出するための 5’-Flap 付加 primer を

用いた遺伝子検出法の診断における有用性を評価した．本研究においてリンパ球性脈絡髄

膜炎ウイルス(LCMV)，狂犬病ウイルス(RV)，チクングニアウイルス(CHIKV)に対する既知の

プライマーを用いた 5’-Flap 付加 primer 法の検出感度向上について評価した．その結果

LCMV 特異的プライマーに 5’-Flap 付加 primer 法を用いたときその感度は向上した．しか

しながら RV, CHIKV に対してはその効果は認められなかった．Flap 配列の付加によるプラ

イマー感度の向上のメカニズムは不明であるが，既存のプライマーに対するその効果の検

討は有用であることが示唆された． 

 一方，不明病原体による感染症発生の際に，検体を海外から受け入れることが求められ

ることもある．そこで，EU，米国等の感染症研究機関でどのような診断体制でどのような

対応を行うか，また各国の診断技術について情報交換を行うため，GHSAG Unknown Pathogen 

Workshop (不明病原体感染症診断技術に関するワークショップ)に参加した．日本は感染研

において病原体検出を試みたが，検体輸送の遅延の問題および，不明病原体の輸入が不可

能であった．サンプルの送付・受取方法（輸送の遅延への対応，感染性病原体の扱い）に

ついても改善が必要である． 

 

研究協力者：林昌宏，伊藤（高山）睦代，

福士秀悦，吉河智城，谷英樹，下島昌幸（国

立感染症研究所ウイルス第一部）；影山努，

中内美名（国立感染症研究所インフルエン

ザセンター），松山州徳，白戸憲也（国立
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A. 研究目的 

 ウイルス感染症の診断法としてウイルス

特異的遺伝子検出法（定量的 RT-PCR 法等）

が用いられるようになっているが，バイオ

テロ関連病原体の遺伝子検出には高感度に

ウイルス遺伝子を検出することが求められ

る．5’-Flap 付加 primer を PCR 法やリア

ルタイム PCR 法に用いることによりウイル



ス遺伝子をより高感度に検出できることが

報告された．そこで既存のウイルス特異的

遺伝子検出用 primer の 5’端に Flap 配列

（AATAAATCATAA）を付加することにより，

その検出感度を上げることができるか否か

を，5’-Flap 付加 primer を用いた定量的

RT-PCR (qRT-PCR)法に応用し，リンパ球性

脈 絡 髄 膜 炎 ウ イ ル ス (Lymphocytic 

choriomeningitis virus, LCMV)，狂犬病ウ

イルス（RV），チクングニアウイルス（CHIKV）

の遺伝子を用いて評価しることを目的とし

た． 

 一方，原因不明感染症の診断には，患者

の発生状況や背景要因，検査データ等から，

検査対象とする病原体，検査に用いられる

検体の種類，検査手法，除外診断等を考慮

し，迅速かつ効率的に行われなければなら

ない．同時に原因不明感染症の発生がバイ

オテロによるものかどうかを検討し，患者

（および周辺）のケア，リスク評価，情報

の発信が的確になされるような体制が整備

されている必要がある．不明病原体感染症

発生の際に，EU，米国等の感染症研究機関

でどのような診断体制でどのような対応を

行うのか，また各国の診断技術について情

報交換を行うため，GHSAG Unknown Pathogen 

Workshop (不明病原体感染症診断技術に関

するワークショップ)に参加した．その概要

について報告する． 

 

B. 研究方法 

1) 5’-Flap 付加プライマーを用いた遺伝

子増幅法の検出感度の評価 

① ウイルス RNA の抽出：LCMV および RV

のウイルスの RNA を High Pure Viral 

RNA Kit (Roche)を用いて抽出した．抽

出方法はメーカーのマニュアルに従っ

た． 

② Flap 付加 LCMV，RV，および，CHIKV 特

異的プライマーの設計: LCMV 特異的プ

ラ イ マ ー :GP-F 

(CATTCACCTGGACTTTGTCAGACTC) ， GP-R 

(GCAACTGCTGTGTTCCCGAAAC)(J Virol 

Meth 147:167–176,2008)を用いて Flap

付 加 LCMV 特 異 的 プ ラ イ マ ー : 

flap-GP-F 

(AATAAATCATAACATTCACCTGGACTTTGTCAG

ACTC), 

flap-GP-R(AATAAATCATAAGCAACTGCTGTG

TTCCCGAAAC)を設計した．RV 特異的プ

ラ イ マ ー に つ い て は ， RVH-NF2 

(ACTTCCGTTCACTAGGCTTG), RVH-NR2 

(GACCCATATAGCATCCAACAA) を 用 い て

Flap 付 加 RV 特 異 的 プ ラ イ マ

ー:flap-RVH-NF2(AATAAATCATAAACTTCC

GTTCACTAGGCTTG),flap-RVH-NR2(AATAA

ATCATAAGACCCATATAGCATCCAACAA) を 設

計した．CHIKV 特異的プライマーにつ

い て は ， 10572f  

(CGCAGGAAGACCAGGACAA), 10798r 

(CCGCTCTTACCGGGTTTG)を用いて Flap

付 加 CHIKV 特 異 的 プ ラ イ マ ー : 

Flap-10572f 

(AATAAATCATAACGCAGGAAGACCAGGACAA), 

Flap-10798r(AATAAATCATAACCGCTCTTAC

CGGGTTTG)を設計した． 



③ 各ウイルス特異的プライマーおよび

Flap 付加特異的プライマーを用いた

RT-PCR 法 ： RT-PCR 反 応 に は

LightCycler 1.5 (ST300) シ ス テ ム

(Roche Applied Science)を用いた．増

幅遺伝子は SYBR Green I を用いて検出

した． 

2) GHSAG Unknown Pathogen Workshop に参

加することによる不明病原体診断シス

テムの評価 

平成 25 年 12 月 5日～12 月 6日，イギリ

ス公衆衛生局(PHE，ロンドン)で GHSAG 

Unknown Pathogen Workshop（不明病原

体感染症診断技術に関するワークショ

ップ）が開催された．本ワークショップ

は G7 各国＋メキシコが参加する，世界

健康安全保障行動ラボネットワーク

（GHSAG-LN）による新興感染症や生物テ

ロ対応への枠組みである．本ワークショ

ップに参加して，原因不明病原体の診断

における問題点等を検討した． 

 

C. 研究結果 

1) 5’-Flap 付加プライマーを用いた遺伝

子増幅法の検出感度の評価 

 Flap 付加 LCMV 特異的プライマーの検

討: LCMV 遺伝子検出のため遺伝子検査

において，flap-GP-F および flap-GP-R

を用いた場合，Flap 配列を付加しない場

合と比較して蛍光強度が約 36％増強し

た．さらに蛍光の立ち上がりのサイクル

数を示す Crossing Point (CP)値の短縮

が認められた． Flap 配列を付加したこ

とによって LCMV 特異的プライマーの増

幅感度が上昇したことが示唆された． 

 Flap 付加 RV 特異的プライマーの検

討:Flap 配列付加の有無にかかわらず遺

伝子検出感度の向上は認められなかっ

た． 

 Flap 付加 CHIKV 特異的プライマーの

検討:Flap 配列付加の有無にかかわらず

CP 値に大きな差は観察されなかった（表

3）．またこのとき Flap 配列の有無にか

かわらず Tm 値は 82.27℃であった． 

2) GHSAG Unknown Pathogen Workshop に参

加することによる不明病原体診断シス

テムの評価 

① 検体の発送から受け取りまでの経緯 

日本はイギリスから検体の送付を受け，

輸入が完了するまでに 9 日間を要し，

その間，検体を凍結状態で保つことが

できなかった．また，別の検体は BSL3

で扱うべき病原体と明記されて各国に

送付するという通知がなされた．感染

研では「不明の BSL3 病原体」は輸入不

可能と判断し，感染性サンプルの輸入

および検査を断念した．その後，不活

化処理後の便乳剤サンプルのみ送付し

てもらうこととなった．ワークショッ

プ直前にサンプルが届いたため，検査

が間合わず，ワークショップにおいて

結果を示すことができなかった． 

② 2 つのシナリオのサンプルの病原体診

断 

シナリオ 1（レストスピラ症）のサン

プル中に存在する病原体を特定するこ



とはできなかった． 

シナリオ 2（出血性大腸菌 0157）の検

査用サンプルの入手（輸入ができなか

った）． 

 

D. 考察 

1) 5’-Flap 付加プライマーを用いた遺伝

子増幅法の検出感度の評価 

 本研究においてこれまでに確立され

ている LCMV, RV および CHIKV の検出用

qRT-PCR 用プライマーを用いて Flap 配

列を既存のプライマーの 5’端に付加す

ることによるその増幅効率への効果を

検討した．その結果 12bp の Flap 配列を

既存のqRT-PCRプライマーに付加しても

qRT-PCR 反応が阻害されることはなく，

Tm 値も全てのプライマーにおいて Flap

配列の有無にかかわらず影響を受けな

いことが観察された．検討した LCMV，RV，

および，CHIKV の遺伝子検出において，

LCMV 増幅プライマーに Flap 配列を付加

することによって LCMV の遺伝子検出に

おいては検出感度が向上した．しかしな

がら RV および CHIKV 特異プライマーに

Flap 配列を付加しても CP 値の短縮およ

び感度の向上は観察されなかった．すべ

ての Flap 配列付加プライマーを用いた

qRT-PCR 反応においてプラトーにおける

蛍光強度の増強が認められた．これは

12bp の Flap 配列を付加することによっ

て増幅産物の分子量が増加したことに

起因することが示唆された．  

2) GHSAG Unknown Pathogen Workshop に参

加することによる不明病原体診断シス

テムの評価 

 今回のワークショップでは検体の国

際輸送に際して課題があることが明ら

かにされた．シナリオ１は輸送の遅延に

より，検体の冷凍保存状態を保てなかっ

た．しかし，検体の国際輸送が滞ること

は想定されていなければならない．今後

は多少の遅延があってもドライアイス

詰め状態を保てるような輸送方法を改

善しなければならないという議論がな

された．一方，シナリオ２において，感

染研では「BSL3 で扱うべき不明病原体」

を輸入することができず，ワークショッ

プ直前まで「BSL3 で扱うべき不明病原体」

への対応が決まらなかった．一方，EU

各国，米国では「トレーニングのための

病原体」として「不明の BSL3 病原体」

を問題なく輸入できていた．バイオテロ

が疑われる事象が発生した場合，不明病

原体の国際輸送が必要となる可能性も

ある．このため，感染性の不明病原体を

いかに遅延なく輸入（あるいは輸出）す

るかどうか，今後，議論を進め，その対

策を講じておく必要がある．近年，病原

体ゲノム情報の蓄積や次世代シークエ

ンサーをはじめとする網羅的遺伝子解

析技術の進歩により，新たなゲノムベー

スの感染症診断法が開発されている．こ

の技術は，新種病原体，不明病原体検出

に応用できることから，バイオテロ対策

における新たな病原体検出手段の一つ

として注目されている．次世代シーケン



サーは，解析技術が年々進化しており，

機種，リード数，ランニングコスト，所

要時間も多様である．このため，今回の

ワークショップで得られた次世代シー

ケンサーによるデータを各国で共有し，

効率的な検査の構築に役立てていくこ

とになった． 

 

E. 結論 

1) 5’-Flap 付加プライマーを用いた遺伝

子増幅法の検出感度の評価 

 一般的なウイルス遺伝子増幅法に用

いられるプライマーに 5’-Flap

（AATAAATCATAA）付加することにより，

遺伝子検出感度を向上させることが可

能である場合があることが示唆された． 

2) GHSAG 不明病原体感染症診断技術に関す

るワークショップ 

① GHSAG 不明病原体感染症診断技術に関

するワークショップに参加した． 

② 事前に送付された不明病原体を含む検

体に関し，各国感染症研究機関で行っ

た検査結果について議論がなされた． 

③ 日本は感染研において病原体検出を試

みたが，検体輸送の遅延の問題および，

不明病原体の輸入が不可能であったこ

とから充分な結果が得られなかった． 

④ バイオテロ対策における新たな病原体

検出手段の一つとして次世代シーケン

サーが使われるようになった． 

⑤ 次世代シーケンサーによる検査結果デ

ータを各国で共有し，効率的な検査の

構築に役立てていくことになった． 

⑥ サンプルの送付方法（輸送の遅延への

対応，感染性病原体の扱い）について

改善を目指すこととなった． 
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