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A. 研究目的 
 病原体の病理学的検出法の確立は，バイ
オテロ対策としても重要である．組織上で
の病原体の検出は，病原体の体内分布や病
変との関連を考えるうえで必須である．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．特異性の
高い検出用の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迅速に同定でき
るようになった現在，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，私たちの開
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)があり，
後者の方において反応ステップが多いが，
それだけ感度がいい．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． 
 本研究の目的の 1 つは，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，ISH-AT 法と
ViewRNA 法，RNAscope 法を比較検討するこ
とである．一方，DNA の in situ 検出キッ
トは市販されていない．DNA は二重鎖構造
や環状構造をとるため，前処理方法が複雑
である．2 つ目の研究目的は，主に RNA の
検出に使用している ISH-AT 法を DNA in 

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，病原体のゲノムを検出する in situ hybridization 法がある．まず，私たちが開発した
3’末に（AT） 10 を付加したオリゴプローブを用いる in situ hybridization-AT tailing
（ISH-AT）法と Z 型オリゴヌクレオチドプローブを用いた分岐 DNA-ISH 法を原理とする市販さ
れている 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．RNAscope 法については蛍光二重染色が可能
であり，ISH-AT 法と同様に感染細胞を同定することもできた．これらの方法を用いて，MERS コ
ロナウイルス，デングウイルス，SFTS ウイルス, ジカウイルスの RNA の検出プロトコールを確
立した．また，DNA ウイルスであるアデノウイルスゲノムの感染細胞，感染肺組織，肝臓組織
での検出系を確立した． 
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situ 検出法に応用し，DNA ウイルスゲノム
の ISH-AT 法を確立することである． 
 
B. 研究方法 
1. 材料 
1) 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．アデノウイルス
感染肺剖検組織，肝臓組織，（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・感染病理部岩田博士よ
り分与)．（感染細胞）：ジカイルス感染
Vero 細胞(国立感染症研究所・高崎先生
より分与) アデノウイ ルス感染細胞
（国立感染症研究所・花岡博士より分
与）．B 型肝炎ウイルス(HBV)感染細胞
(国立感染症研究所・渡士博士より分与)． 
2) 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 ヵ所に設計した． 
・ SFTSV：S 鎖領域 1 ヶ所，L 鎖領域 1
ヶ所に設計した． 
・ MERS-CoV:NP 及び Env 領域に 1 種類
ずつ作製した． 
・ ZIKA ウ イルス： 8MR766, Uganda 
strain, LC002520.1 1784-1823 部
分を標的とした． 
・ ＡＤＶ：ADV cDNA Hexon (保存性
の高い領域)部分にプローブを設計
した． 

 分岐 DNA-ISH 法のプローブの注文
(Affymetrix 社) 
・ A(H1N1)pdm 09（AB538390.1）NP 部
分 20 ヵ所の混合プローブと 2 ヵ所
の混合プローブ 
・ SFTSV S 鎖  領 域 に 20 か 所
(Affymetrix 社)あるいは 19 ヵ所の
混合プローブ(ACD 社) 
・ ZIKA ウ イ ル ス 66-1763 of 
LC002520.1 に 20 ヶ所の混合プロー
ブ(ACD 社)を作成した． 

  
3) 抗体 
一次抗体は上皮細胞のマーカーである

Epithelial cell Membrane Antigen（EMA）
抗原に対する抗体あるいはインフルエ
ンザ NP 抗原を検出するポリクローナル
抗体を用いた．二次抗体は Alexa488 抗
ラビット IgG 抗体を用いた． 

2. 方法 
1) ISH-AT 法 
（RNA）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． 
（DNA）前処理法：抗原賦活液(DAKO 社)
中で 95℃，40 分，膜透過処理を行い，
PK 濃度を 0.1, 1, 5, 10, 100μg/ml に
して至適濃度を決定した．ホルマリンピ
グメントの除去が必要な際は脱パラ後
に 3%アンモニウム /70%エタノール 
5min で処理した．内因性アルカリフォ
スファターゼ除去が必要な際は脱パラ
後に 5% HCl/エタノール 5min 及び PK
処理後に 0.2N HCl/0.3M Nacl を 常温
15min で処理した．内因性ビオチン除去
が必要な際はハイブリ後に Biotin 
blocking system (DAKO) を使用した．
内因性ペルオキシダーゼ除去が必要な
際は 0.3-3.0%過酸化水素/メタノール  
を常温 30min で処理した．DNA プロー
ブは 95 度 10 分で denature を行い，90
度 10 分組織上でハイブリさせてから
on ice で急冷し，その後 50 度で O/N ハ
イブリを行った． 
2) 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．蛍光検
出では，取り込ませた Biotin 分子を
Alexa568-ストレプトアビジンと反応さ
せた． 
3) 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．発色法として，アルカリ
フォスファターゼー Fast rsd の系
Fluorescent(555)の系を使用した． 
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4) 蛍光二重染色法 
ISH-AT 法ないしは分岐プローブ ISH 法
でインフルエンザウイルスゲノムを蛍
光（Alexa5 あるいは Fast red/HNPP あ
るいは 555）で検出可能とした後，EMA
抗体あるいはインフルエンザウイルス
NP 抗原に対する抗体を反応させこれを
異なる蛍光色素（Alexa488）で検出でき
るようにした． 
【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 0.1μg/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
出においては，以下の結果が得られた．
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 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．(図
1)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． 
 

 

図１．SFTSV 感染リンパ節 
HE 染色，免疫組織化学，ISH-AT 法と市販
RNAscope 法による SFTSV-RNA の検出 
5. 蛍光二重染色 
 組織上での co-localization(共在)を
示すには蛍光二重染色を行った後，共焦
点レーザー顕微鏡で解析することが必要
である．感染細胞を同定するために，in 
situ ハイブリダイゼーション法でウイ
ルスゲノムを検出した後，細胞マーカー
蛋白あるいはウイルス抗原に対する抗体
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を用いた蛍光免疫組織化学で蛍光二重染
色を行い，感染細胞を同定する系を確立 
 ISH-AT 法と RNA Scope 法は蛍光二重染
色が可能であった．View RNA 法において
は Fast red/HNPP が免疫組織化学の抗体
との結合を阻止している可能性があった．
インフルエンザウイルス感染肺組織を用
いた結果を示すした(図 2)． 
 

 
図 2．二重蛍光染色 
インフルエンザウイルスゲノム（ISH-AT
法，ViewRNA 法，RNA scope 法）とウイル
ス抗原，上皮細胞抗原の免役組織化学 
a ： ISH-AT (Alexa568) x IHC (Flu) 
(Alexa488) 
b：ViewRNA (Fast Red/HNPP) x IHC(Flu) 
(Alexa488) 
c: RNA scope (555) x IHC 
(Flu)(Alexa488) 
d: ISH-AT (Alexa568) x IHC 
(EMA)(Alexa488) 
e:ViewRNA (Fast Red/HNPP) x IHC 
(EMA)(Alexa488) 
f: RNA scope (555) x IHC 
(EMA)(Alexa488) 
6. DNA in situ 検出法 
新たに DNAウイルスをターゲットとした
DNA-ISH-AT 法の確立を試みた．主にアデ
ノウイルス（ADV）及び B 型肝炎ウイルス
（HBV）の検出の確立を検討した．ADV-DNA
に関しては細胞標本及び臨床検体でウイ
ルスゲノムの検出に成功した． 
 

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
体遺伝子が同定され，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．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必要が
ある．View RNA 法ではホルマリン固定パラ
フィン包埋（FFPE）組織で使用可能な蛍光
染色用キットがなく，細胞標本用のキット
を用いたが，検出に至らなかったため Fast 
red/HNPP の蛍光色と merge することを期
待して二重染色を行ったが，Fast Red/HNPP 
deposit はその後の抗体の結合を阻害す
るため 2つの蛍光色が merge せず二重染色
には適さないことが分かった．(図 2b,e)．
一方 RNA scope 法では FFPE 組織でも可能
な蛍光染色キットがあるためこれを使用
したところ 2つの蛍光色がmerge した(図
2c,f)． 
 DNA ウイルスゲノムの検出において，前処
理を工夫することで，アデノウイルス（ADV）
ゲノムの検出法を確立できた．型特異的な
プローブを現在作成中である．ADV は流行
性角結膜炎，出血性膀胱炎，壊死性肺炎な
ど様々な疾患の病因ウイルスであり，持続
感染することから，近年移植後感染症の原
因として注目されている．ADV の型判別が
可能な ISH-AT 法を確立することで，眼科
や泌尿器領域の検体を用いて型判別を可
能とし，臨床現場での診断・治療に貢献で
きる可能性がおおいにある． 
 
E. 結論 
 病原体遺伝子の in situ 検出法を比較検
討した結果，ISH-AT 法，ViewRNA 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
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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．
バイオテロ対策の面からは，大量の検体を
処理しなくてはいけない場合も考えられ，
5 日でプローブ作製可能であることに加え，
コストパフォーマンスの面で ISH-AT 法が
優れている(表)．非常に少ないコピー数の
ゲノムを検出する際に限って，プローブ数
の多い，分岐 DNA-ISH 法である RNA scope
法の DAB 染色を試行する予定である．べリ
タス社（QuantiGene View RNA）よりもコ
スモバイオ（RNAscope  ACD 社）が販売し
ている．RNAscope 法のほうが感度がよく，
FFPE 標本で蛍光二重染色が可能であるこ
とがわかった．また RNAscope 法では DAB
発色も可能であり，染色標本の永久保存が
できる点で使いやすい． 
 DNA ウイルスゲノムの検出系については
染色体に組み込まれたプロウイルスや核
内染色体外の環状二重鎖DNAウイルスゲノ
ムの検出法へ発展させることであらゆる
病原体ゲノムの in situ 検出が可能である
系を確立することが今後の目標である． 
 
表．検出法の比較 
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