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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
点でバイオテロ対策や新興・再興感染症の

ウイルス学的診断の一助となる．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．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． 
（１） 血液検体からの病原体の電

子顕微鏡学的検出法について 
2014 年は，デング出血熱の日本国内発
生や西アフリカにおけるエボラウイル
スのアウトブレイクによる輸入感染疑
い例の発生が問題となった．いずれも
高いウイルス血症が特徴的であり，患
者血清を用いたウイルス粒子の検出が
可能な感染症である．そこで，血液検
体からのウイルス粒子の検出法の標準
手順書の見直しを行った． 

（２） 電子顕微鏡検索のためのサ

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した．1. ウイルス血症を引き起こすウイルス感染症を対象
として，血中のウイルス粒子の電子顕微鏡学的検出法について検討し，手順を整理した．2.検
出感度と精度を向上するための改良法の一つとして，電子顕微鏡検索のためのサンプルの濃縮
方法について Global Health Security Action Group Laboratory-Network の活動の一環であ
る，GHSAG Wet-Lab Workshop on Diagnostic Electron Microscopy of Pathogens, Winnipeg 2015 
（平成 27 年 9 月 24，25 日 National Microbiology Laboratory, Public Health Agency of Canada
主催）に参加し実習した内容について報告した．3.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た．5 回の
参加を通し，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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ンプルの濃縮方法について 
 検出感度と精度を向上するための改
良法の一つとして，電子顕微鏡検索の
ためのサンプルの濃縮方法について
Global Health Security Action Group 
Laboratory-Network の活動の一環で
あ る ， GHSAG Wet-Lab Workshop on 
Diagnostic Electron Microscopy of 
Pathogens, Winnipeg 2015 （平成 27
年 9月 24，25日 National Microbiology 
Laboratory, Public Health Agency of 
Canada 主催）に参加し実習した内容に
ついて報告する．なお，本ワークショ
ップは，バイオテロリストによるバイ
オ攻撃や感染症の病原体の電子顕微鏡
的迅速診断法に携わる専門家の技術訓
練，技術の向上，危機的状況における
安全かつ迅速で電子顕微鏡学的診断評
価の正確性の訓練と向上を目的として
いる． 

（３） 電子顕微鏡を用いた病原体
の検出に関する外部評価について 
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 
1. 血液検体からの病原体の電子顕微鏡学的

検出法について 
 高いウイルス血症を引き起こすウイル
ス感染症を文献的にリストし，各ウイル
ス粒子電子顕微鏡像のリファレンス標本
を整理した．また，不活化法を文献的に
調査し，標準手順を見直した．対象とす
るウイルス粒子の標本は，これまでにわ
れわれが当該研究で準備し，撮影したも
の（表中に NIID と表記），Koch 研究所に
よる外部評価の際にわれわれが撮影した
もの(同，EQA)，および，2010 年 12 月 1-2
日 に Koch 研 究 所 主 催 さ れ た GHSAG 
wet-lab workshop on diagnostic 
electron microscopy of pathogens でわ
れわれが撮影した画像(同，GHSAG)を含む． 

2. 電子顕微鏡検索のためのサンプルの濃縮
方法について 
電子顕微鏡による検査において，目的の
粒子が少ない場合のサンプルの濃縮法

（Beniac DR et al., 2014）を実習した． 
 まず，ポリカーボネートフィルター
（ SPI-Pore Standard Polycarbonate 
Track Etch filter, SPI Supplies, PA, 
USA）を準備し，フィルターユニット
（Millipore 13 mm Swinnex）に装着する．
10 µl〜50 ml までの液量のサンプルを 5 
mL のシリンジに充填し，準備したフィル
ターユニットに連結する．ただし，サン
プルの液量が少ない場合は 2 mL 以上のリ
ン酸緩衝液あるいは生理食塩水に懸濁し，
増量する．シリンジ内に充填したサンプ
ルをシリンジポンプ（1000 µl/分）で濾
過し，フィルターユニット内のポリカー
ボネートフィルターに粒子をトラップす
る．なお，シリンジポンプで濾過する際
には，シリンジを垂直，フィルターは水
平に設置する． 
 使用するフィルターの孔径は対象とす
る病原体の大きさによって，次のように
選択する． 
 
0.1 µm（レプトスピラ，エボラウイルス） 
0.08 µm（ワクチニアウイルス） 
0.03 µm（ヘルペスウイルス，バクテリオ
ファージ） 
 
 また，透過電子顕微鏡用サンプル作製の
場合，フィルター上に親水化処理済みの
カーボン支持膜 200 メッシュ銅グリッド
をのせ，フィルターユニットに装着し，
濾過する．走査電子顕微鏡用サンプルの
場合は，濾過後に粒子がトラップされた
ポリカーボネートフィルターをおよそ 9 
mm 角にカットし，観察に用いる． 

3. 電子顕微鏡を用いた病原体の検出に関す
る外部評価について 
 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
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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．私たちは，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】 
該当なし 
 

C. 研究結果 
1. 血液検体からの病原体の電子顕微鏡学的

検出法について 
 高ウイルス血症を引き起こす可能性の
ある主なウイルスの粒子の特徴と電子顕
微鏡像を表 1 にまとめた．他に A 型肝炎
ウ イ ル ス （ Picornaviridae, 
Hepatovirus ）， パ ル ボ ウ イ ル ス B19
（Parvoviridae, Erythrovirus）が主な
ウイルスとして挙げられる．また，血液
中のウイルス粒子の迅速検出法の標準手
順を図 1 にまとめた．不活化処理は，文
献的に調査し，Koch 研究所および CDC の
標準手順を考慮した結果，2%-4% グルタ
ールアルデヒドもしくは 2％パラフォル
ムアルデヒド液で 30 分〜2 時間室温固定 
(200 µl で十分)し，紫外線照射との組み
合わせで行うこととした． 

2. 電子顕微鏡検索のためのサンプルの濃縮
方法について 
 実習のために準備されたサンプルには，
グルタールアルデヒド固定済みのワクチ
ニアウイルスあるいはレプトスピラが含
まれていた．本法を利用する事によって，
5×103 粒子数/1 検体のものから病原体を
検出する事ができた．作業に要する時間
は 30 分程度であった．ただし，ワクチニ
アウイルスを含むサンプルには，同程度
の大きさ（およそ 500 nm）の夾雑物が含
まれていたため，走査電子顕微鏡観察に
よるウイルス粒子と夾雑物の判別は困難
であり，熟練者による指導が必要であっ
た．同じサンプルを用いて，ネガティブ
染色法を用いた透過型電子顕微鏡検査で
は，ウイルス粒子の表面構造が明瞭に観

察され，夾雑物との判別は用意であった．
一方で，レプトスピラを含むサンプルで
は，ネガティブ染色法を用いた透過型電
子顕微鏡による検出は全く不可能で，濃
縮法と走査電子顕微鏡観察の組み合わせ
によってはじめて検出する事が可能であ
った． 

3. 電子顕微鏡を用いた病原体の検出に関す
る外部評価について 
 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． 

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 2）．
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 
1. 血液検体からの病原体の電子顕微鏡学的

検出法について 
 実際に高ウイルス血症発症時のデング
熱患者の血清を用いて電子顕微鏡学的に
ウイルス粒子の検出を試みると，直接法
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の場合は，染色液は酢酸ウラン液を用い
るよりもリンタングステン酸を用いた方
が，染色液の浸透が効率よく，血清原液
でも粒子を検出することが可能であった
（データは示さない）．しかしながら，血
清由来タンパクなどの夾雑物が多いため，
10倍以上のリン酸緩衝液による希釈を行
った方が，検出効率が良かった．よって，
実際に患者血清を検索する場合は，血清
原液をある程度，段階希釈し，リンタン
グステン酸染色を選択した方がよいであ
ろう．しかしながら，電子顕微鏡学的観
察には，少なくとも 106/ml 以上のウイル
ス粒子が存在しないと検出が困難となり，
病期によっては，ウイルス量が低く，超
遠心等を利用したウイルス粒子の濃縮が
必要となる．また，病原体によっては，
白血球への感染が優勢との報告があるた
め（エボラウイルス，オルソポックスウ
イルス，細胞内寄生性細菌など），白血球
を回収し，これを迅速包埋し検索に用い
た方が効率がよい可能性もある．また，
2014年の西アフリカにおけるエボラウイ
ルスの大流行をうけ，今後は，BSL4 病原
体にも十分対応ができるように標準手順
書を見直す必要がある． 

2. 電子顕微鏡検索のためのサンプルの濃縮
方法について 
 Beniac DR et al. 2014 によれば，今回
のフィルターを利用した濃縮法を用いる
事に寄って，5×103 粒子数/1 検体（102

粒子/ml）のものから病原体を検出する事
が可能である．標準的な電子顕微鏡観察
法では，一般にサンプル中の粒子数が 106

粒子/ml であれば検出が可能とされてい
るが，濃縮法を用いることで，その検出
感度を 1000 倍以上高める事ができた．そ
の場合，走査型電子顕微鏡の方が広範囲
の面積をスクリーニングできるという利
点があり，また，レプトスピラのような
大型のバクテリアの場合，本法と走査電
子顕微鏡観察の組み合わせは非常に有用
であると考えられた．一方で，ウイルス
粒子の場合は，その表面構造や内部構造
を詳細に観察できる透過型電子顕微鏡法
を用いることで鑑別精度が増すことが改
めて理解された．本濃縮法に必要な材料
は，すべて日本でも入手可能で，フィル
ターはアイソポア，ポリカーボネート製

で代用できる． 
 本ワークショップは，世界健康安全保障
イニシアティブ各国および組織が対象で
あり，今回は主催者の他，ドイツ，UK，
メキシコ，日本の公衆衛生関係の機関と
カナダ国内の別の機関(Canadian Food 
Inspection Agency)から，電子顕微鏡を
用いた感染症診断に関わる専門家（各機
関 1-2 名，合計 7 名，主催者側 5 名とそ
のスタッフ 5 名）が参加した．これまで
はドイツ Robert Koch 研究所が主催して
いたが，施設の移転のため第 5 回目の今
回は，カナダでの初の開催となった．前
回までは，透過型電子顕微鏡を用いたネ
ガティブ染色による診断法を主に実習し
てきたが，今回は，走査電子顕微鏡を使
用した粉末状のサンプル解析法も同時に
実習しそれぞれの利点，欠点を理解する
ことができた．なお，この研究所で使用
している走査電子顕微鏡は高病原性病原
体対応のため，グローブボックス内に改
良された小型の電子顕微鏡を設置したも
ので，世界に唯一である（Beniac DR et 
al., 2015）． 

3. 電子顕微鏡を用いた病原体の検出に関す
る外部評価について 
 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．私たちが誤答したう
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
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あったため，観察方法を工夫することが
できた． 
 

E. 結論 
1. 血液中のウイルス粒子の電子顕微鏡学的

検出法について検討し，手順を整理した． 
2. 病原体の電子顕微鏡学的迅速検出法に必

要な，目的粒子が少ない場合のサンプル
の濃縮法を習得した． 

3. 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 
 

G. 研究発表 
1. 論文発表 
1) Kotani O, Iwata-Yoshikawa N, Suzuki T, 

Sato Y, Nakajima N, Koike S, Iwasaki 
T, Sata T, Yamashita T, Minagawa H, 
Taguchi F, Hasegawa H, Shimizu H, 
Nagata N. Establishment of a panel of 
in-house polyclonal antibodies for 
the diagnosis of enterovirus 
infections. Neuropathology. 2014. 
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表 1．高ウイルス血症を引き起こす可能性のある主なウイルスの粒子の特徴と電子顕微鏡像 

ウイルス名 
(科 Family 
属 Genus) 

エ ン ベ
ロープ 
（ 核
酸） 

形状 粒子の径 
(ヌクレオ
カ プ シ ド
径) 

電子顕微鏡像．PTA 染色
によるネガティブ像 
（ウイルス名と撮影） 

同 科 の 感 染
症 法 に 基 づ
く 特 定 病 原
体（属） 

エボラウイルス 
(Filoviridae 
Ebolavirus) 
 
 
 
 

あり 
（− 鎖
RNA） 
 

フ ィ ラ
メ ン ト
状 が 優
勢 

80 × 1200 
nm 
(50 nm) 

 

(Zaire EV/GHSAG2010) 

エ ボ ラ ウ イ
ルス属，マー
ル ブ ル グ ウ
イルス属 

デングウイルス 
(Flaviviridae 
Flavivirus) 
 
 
 
 

あり 
（ + 鎖
RNA） 

球状 40-60 nm 
(30 nm) 

 

(flavivirus / EQA24) 

フ ラ ビ ウ イ
ルス属 

SFTS ウイルス 
(Bunyaviridae 
Phlebovirus) 
 
 
 
 

あり 
フ ァ ジ
ー状 
（− 鎖
RNA 
（ 3 分
節）） 

球状 90 
-120 nm 
(9 nm) 

 

(SFTS virus/NIID) 

ナ イ ロ ウ イ
ルス属，ハン
タ ウ イ ル ス
属，フレボウ
イルス属 

痘瘡ウイルス 
(Poxviridae 
Orthopoxvirus) 
 
 
 
 

あり 
（ 2 本
鎖 直 鎖
DNA） 

レ ン ガ
状 ， 楕
円形 

200-350 
×115-260 

 

(Vaccinia/EQA25) 

オ ル ソ ポ ッ
ク ス ウ イ ル
ス属 

B 型肝炎ウイルス
(HBV) 
Hepadnaviridae 
Orthohepadnavirus 
 
 
 

あり 
（ 2 本
鎖 DNA） 

球状 42 nm 
(28 nm) 

 

(HBV/EQA27) 

該当なし 
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表 2. 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 
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図 1. 血液中のウイルス粒子の迅速検出法の標準手順．不活化は 2%-4% グルタールアルデヒドも
しくは 2％パラフォルムアルデヒド液で 30 分〜2 時間室温固定 (200 µl で十分)し，紫外線照射
との組み合わせで行う． 
 


