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平成28年度厚生労働行政推進調査事業費補助金（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 
 

バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法の確立， 
及び細胞培養痘そうワクチンの有効性，安全性に関する研究 
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A. 研究目的 
 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．BSL2，
3 および 4 の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．ウ
イルス・細菌の迅速検出法に必要なレファレン
ス標本の作製，見直しと改善，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
ている．今年度は，診断法の精度を向上するた
め，教育訓練の一環として取り入れているロベ
ルト・コッホ研究所による外部評価について過
去 5年間の評価結果をとりまとめた． 
 
B. 研究方法 
 平成 23 年度から毎年参加している，ロベル
ト・コッホ研究所による外部評価（External 
Quality Assurance Scheme in EM Virus 
Diagnostics, EQA-EMV）の結果をとりまとめ，
その成果を考察した．この外部評価は，電子顕
微鏡の教育訓練を目的として Dr. Hans 
Gelderblom により 1994 年から導入された．ロ
ベルト・コッホ研究所が毎年主催し，世界中の
100 カ所余りのラボが参加している．医学およ

び獣医学領域の臨床検体を対象としている．ま
た，サンプルは，培養細胞でウイルスを増殖し
た培養上清であり，これが2% ホルマリン0.02%
アジ化ナトリウム混合液に調整され，250 マイ
クロリットルずつ分注されたものが参加者に
配布（郵送）される．外部評価の際には指定の
レファレンスラボ 6カ所が同様に参加し，リフ
ァレンスラボのうち少なくとも5カ所が正答で
あればサンプルは適正であるとする．我々は，
平成 23 年（EQA-EMV24）から参加しており，今
回で 5回目の参加となった． 
 
【倫理面への配慮】 
（倫理面への配慮）該当なし 
 
C. 研究結果 
 いずれのサンプルについても標準的な対応
として次の通り観察試料を作製した． 
1. 支持膜つきグリッドを親水化処理する． 
2. 試料を微量高速遠心機で粗遠心する． 
3. パラフィルムを準備し，フィルターを通し
た蒸留水，染色液，蒸留水の順番で 30µl程
度の大きめの水滴を作る． 
4. パラフィルムの上に 5〜30µl の検体を滴下
する． 
5. 支持膜付きグリッドを（支持膜側を下にし
て）検体ドロップの上に置く（30秒〜10 分
吸着，試料による）． 
6. ピンセットでグリッドを持ち上げ，余分な
液をろ紙で吸い取る． 

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て電子顕微鏡を用いた病原体の迅速
検出法の確立を目的とする．私たちは，電子顕微鏡によるウイルス診断法の精度向上のため，教育訓練の
一環としてロベルト・コッホ研究所による外部評価に参加している．今年度は5回目の参加となり，合計
14種類のウイルス科の粒子を電子顕微鏡観察することができた．電子顕微鏡によるウイルスの同定は，そ
の粒子の大きさ，形状，エンベロープの有無と形状，検体の由来とその臨床症状がポイントとなる．初見
での病原体検出は比較的難しく，参照標本での教育と継続的な訓練は必要不可欠である． 
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7. これを（支持膜側を下にして）蒸留水に移
動し（洗浄），再度ろ紙で吸い取る． 
8. 次に（支持膜側を下にして）染色液に移動
し，およそ 30秒染色する． 
9. ピンセットでグリッドを持ち上げ，余分な
液をろ紙で吸い取る． 
10. これを同様に蒸留水で洗浄し，再度ろ紙で
吸い取る． 
11. ろ紙を敷いたシャーレに（支持膜側を上に
して）置き，乾燥する． 
12. 透過型電子顕微鏡で観察する． 
 
 これまでに 5回の EQA-EMV に参加し，のべ 30
件のウイルスを観察した（表）．結局，14 種類
のウイルス科あるいは属の観察を経験した．観
察結果の回答内容は概ね良好であるが，誤答が
3件あった． 
 
D. 考察 
 電子顕微鏡によるウイルスの同定は，その粒
子の大きさ，形状，エンベロープの有無と形状，
検体の由来とその臨床症状がポイントとなる．
我々が誤答したうちの 2件は，比較的小さな球
形のウイルス粒子を示すフラビウイルスとヘ
パドナウイルスであり，同様の形状のウイルス
はいずれも初見での鑑別は困難であった．また，
1 件は試料に含まれるウイルス粒子数が少ない
ものであり，われわれの標準的な方法では観察
が出来なかった．オルソポックスウイルス，ヘ
ルペスウイルス，パラミクソウイルス，オルソ
ミキソウイルス，ロタウイルス，アデノウイル
ス，パラポックスウイルスに関しては，特徴的
な形状，大きさを示すため，鑑別は比較的容易
であった．また，アメーバから発見されたミミ
ウイルスは粗遠心により粒子が沈殿してしま
うので，懸濁した試料を直接，観察する必要が
あった．また，このウイルス粒子周囲の線毛を
維持して観察するのは困難であった．ミミウイ
ルスに関しては，由来がアメーバであったため，
観察方法を工夫することができた． 

 
E. 結論 
初見での病原体検出は比較的難しく，参照標本
での教育と継続的な訓練は必要不可欠である． 
 
F. 健康危険情報 
特記事項なし 
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表 ロベルト・コッホ研究所による外部評価（第 24〜28 回）で用いられた病原体とその内容 

 
○, 出題病原体，E, 回答が不適当であったもの，*サンプルに含まれる粒子数が少なかったもの 
 


