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研究要旨 バイオテロに使用された既知あるいは未知の病原体を病理組織中に検出す

る方法として、病原体のゲノムをオリゴヌクレオチドプローブを用いた in 

situhybridization 法がある。今年度は我々が開発した高感度で特異性の高い in situ 

hybridization-AT tailing（ISH-AT）法と市販されている Z 型オリゴヌクレオチドプ

ローブを用いた分岐 DNA-ISH 法である ViewRNA 法と RNAscope 法を比較検討した。標的

核酸のコピー数が 100/細胞の場合は両者とも検出可能であり、プローブ作製までの日

数、とコストパフォーマンスの面からも、ISH-AT 法を第 1選択としてよいことがわか

った。非常に少ないコピー数のゲノムを検出する際は、プローブ数の多い、分岐DNA-ISH

法も試行する予定である。分岐 DNA-ISH 法である View RNA 法と RNAscope 法について

は今後さらに比較検討する予定である。 

 

Ａ．研究目的 

バイオテロ対策として病原体の病理学的検

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の

検出ができる方法であり、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。組織切片上で病原体を検出する

方法には病原体の蛋白抗原を検出する免疫組

織化学と遺伝子核酸を検出する in situ 

hybridization（ISH）法がある。良質な抗体が

すでにある場合、免疫組織化学は安定した検出

系となるが、未知の病原体等の場合、あらたに

特異的な抗体を作製しなければならず、時間を

要し緊急対応は難しい。外来病原体遺伝子を次

世代シークエンス法等により同定できるよう

になった近年、塩基配列情報に基づいて ISH

法用のオリゴヌクレオチドプローブを作成す

るのは容易である。従来、オリゴヌクレオチド

プローブによる ISH 法は感度が低く実用的で

なかったが、我々の開発した ISH-AT 法や市販

の Z 型オリゴヌクレオチドプローブ（ターゲ

ットハイブリ）と分岐 DNA プローブを用いた

ISH 法は高感度で特異性の高い方法であり、緊

急時の迅速病理学的病原体検出法の有力なツ

ールとなる。分岐 DNA-ISH 法は現在 2社から販

売 さ れ て い る 。 QuantiGene View RNA

（Affymetrix 社、ベリタス社)と RNAscope(ACD

社、コスモバイオ)であり、後者のほうが反応

ステップが多いが、それだけ感度がいいと宣伝

されている。また後者では、HRP-DAB の発色が



可能であり、より解像度の高い染色像が得られ

る。この方法で用いるプローブは標的遺伝子の

塩基配列情報（最低 300 塩基長以上）を提供す

るだけで検出用の混合プローブを注文できる。

実際の生物テロや新興・再興感染症発生に備え、

最良の検出方法を確立するために、今回、

ISH-AT 法と ViewRNA 法、RNAscope 法を比較検

討した。 

 

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。ヒト剖検組織：パンデミックインフル

エンザ A/H1N1pdm09 剖検肺組織、重症熱性血小

板減少症候群（SFTS）剖検リンパ節。動物実験

剖検組織： 中東呼吸器症候群コロナウイルス

（MERS CoV）感染マウス組織(国立感染症研究

所・感染病理部岩田先生より分与)。 

b）プローブ 

・ISH-AT 法用のプローブの作成：A/H1N1pdm 09

（AB538390.1）：NP 領域に 2ヵ所。 

SFTSV ：S 鎖領域 1ヶ所、L鎖領域 1ヶ所に設

計したプローブ。 

MERS-CoV:：NP 及び Env 領域に 1種類ずつ作製

した。ISH-AT 施行時には、2種類のプローブの

mixture とした。 

・分岐 DNA-ISH 法のプローブの注文(ベリタス

社)：A(H1N1)pdm 09（AB538390.1）NP 部分 20

ヵ所の混合プローブと 2 ヵ所のの混合プロー

ブ、SFTSV S 鎖 領域に 20 か所(ベリタス社)

あるいは 19 ヵ所の混合プローブ(コスモバイ

オ社)を作成した。 

 2) 方法 

・ISH-AT 法 

前処理法：抗原賦活液(DAKO 社)中で 95℃、40

分、膜透過処理を行い、Proteinase K（PK）（DAKO

社）濃度を 0.1, 1, 5, 10, 100μg/ml にして

至適濃度を決定した。また RNAscope 法のキッ

ト の Pretreatment2 液 で 煮 沸 15 分 、

Pretratment３ 液 40℃処理を 15 あるいは 30

分行った。 

発色法：アルカリフォスファターゼーFast rsd

の系と、HRP-DAB の系の両方を試行した。後者

では検出感度を上げる際はチラミドで増幅す

る CSA 法を併用した。 

・分岐プローブ ISH 法 

分岐 DNA-ISH 法は基本的に添付説明書に従っ

たが、ホルマリン再固定のステップは省略した。 

（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。感染動物

標本に関しては動物実験委員会の承認を得て

実験が行われた。 

 

Ｃ．研究結果 

（１） ISH-AT 法の前処理 

前処理の条件はサンプルによって至適化し

ないといけないが、これまで PK はまず 0.1μ

g/ml で試行し、検出できない場合は 1μg/ml

にしてきた。A/H1N1pdm09 肺炎の剖検肺組織

(100 コピー/細胞)を用いて前処理で結果がど

のように変わるか確認したところ、PK=1 がも

っとも検出率がよく、10,50,100μg/ml にする

と抗原シグナルが増えても組織の形態が損傷

されて（過消化）いた。RNAscope の試薬を用

いた前処理ではヒト肺組織で推奨されている

strong という条件で PK1μg/ml と同等の結果

が得られた。 

（２） ISH-AT 法による MERS CoV 感染 

マウス組織におけるウイルス RNA の検出 



免疫組織化学で示されたウイルス抗原の局在

に一致してウイルスゲノムが検出された。 

ウイルスコピー数が 105コピーと 103コピーの

検体で試行したが、コピー数が多い切片でより

多くの陽性シグナルが検出された。103 コピー

の検体でも陽性シグナルが得られた。 

（３） ISH-AT 法と分岐 DNA-ISH に用い 

るプローブの比較 

双方とも標的核酸の 40 塩基に対し、1 つある

いは 1 組のオリゴプローブがハイブリする。

A/H1N1pdm09 のNP領域２ヵ所にISH-AT用オリ

ゴヌクレオチドプローブを作成し混合プロー

ブとした。分岐 DNA-ISH 法用には NP 領域 20

ヵ所の混合プローブと 2 ヵ所の混合プローブ

を用意した。切片中の mRNA のコピー数が 10４

コピー/細胞である切片において、２ヵ所の混

合プローブを用いた ISH-AT 法では十分量検出

できたが、2ヵ所の混合 Z型プローブを用いた

分岐プローブ－ISH 法ではほとんど検出でき

なかった。よって 2ヵ所の probe（結合部分は

計 80 塩基長）での検出感度は ISH-AT 法のほう

が高感度といえる。RNAscope の系では 2 ヵ所

の混合 Z 型プローブで検出可能かどうか今後

解析する予定である。RNAscope 法では標的核

酸について最低 300 塩基長を要するので

ISH-AT 法と同等の感度には 5-7 組のプローブ

mixture を要することが予想される。逆に

ISH-AT 法ではプローブ数を増やすことで検出

感度を上げられる可能性が十分考えられた。 

（４） SFTS 剖検リンパ節におけるウイル 

スゲノムの検出 

ISH-AT 法と ViewRNA 法で比較すると、迅速・

簡便性、感度はほぼ同等であった。 

ISH-AT-CSA法とRNAscope法を比較するとコピ

ー数の多い切片では両者の検出感度はほぼ同

等であったが、コピー数が少なくなると

RNAscope 法のほうがよりシグナル/ノイズ比

が高く、陽性シグナルが多かった。 

 

Ｄ. 考察 

次世代シークエンス法などにより患者ある

いは死亡者から採取した検体中の病原体遺伝

子を同定され、塩基配列の一部でも確定できれ

ば、速やかに ISH 用のオリゴヌクレオチドプロ

ーブを作成し、病理切片中で病原体遺伝子検出

し、その体内分布（局在）を明らかにできる。

検出方法としてはコピー数がある程度あれば

ISH-AT 法が最もはやく対処できる。死亡時に

はすでに組織中に残存するウイルスコピー数

が少ない場合はリアルタイム RT-PCR で切片中

に残存する標的遺伝子の量を測定し、1000 コ

ピー以上であれば ISH-AT 法で検出できる可能

性があると判断している。コピー数が少ない場

合、市販の分岐 DNA-ISH 法も試行してみるべき

である。現在国内ではべリタス社（QuantiGene 

View RNA）とコスモバイオ（RNAscope  ACD 社）

が販売している。難点は非常にコストがかかる

ことである。1スライドの反応にプローブと試

薬代が 1~2 万円かかる。RNAscope 法のほうが

感度がよいと思われるが、リアルタイム

RT-PCR により解析したコピー数とつき合わせ

てより詳細な検出感度を検討する必要がある。

また非特異シグナルなども併せて検討する予

定である。 

 

Ｅ. 結論 

病原体遺伝子の in situ 検出法を比較検 AT

法、ISH-AViewRNA 法、RNAscope 法では、標的

核酸のコピー数が 100/細胞の場合はほぼ同様

の検出感度であった。プローブ作製までの日数、



とコストパフォーマンスの面からも、ISH-AT

法を第 1選択としてよいことがわかった。非常

に少ないコピー数のゲノムを検出する際は、

ISH-AT 法の前処理やプローブ数を増やすなど

の工夫をしながら、プローブ数の多い、分岐

DNA-ISH 法も試行する予定である。 
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