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研究要旨 

手足口病検査を対象とした外部精度管理調査用試料調製の条件検討を行った。起因ウイルスであるエ
ンテロウイルスを感度の高い CODEHOP-snPCR 法で同定する場合、同定結果の信頼性確保にはウイルス感
染価と PCR によるウイルスゲノム検出下限値、遺伝子配列解析による同定可能なウイルスゲノム下限値
を把握した上で、目的とする検出感度、正確性を設定し、試料調製を行う必要性が認められた。 

本法による信頼性の評価は既知の標準 RNA を用いたエンドポイント測定により施設間の比較調査が
可能であると考えられる。このため RNA を安定に保管する条件を検討した。自家調整 RNA 及び市販 RNA
コントロールを RNA 保管用製品（RNAstable）を用い、安定化させる条件について一定の結果を得たが、
施設内変動を減少させる条件をさらに検討する必要がある。 

遺伝子検査による同定目的の定性試験には、比較的価格の安い FTA Elute カードに高力価ウイルス、
高濃度 RNA を固定することで CODEHOP 法で検出可能な RNA が回収可能であり、外部精度管理調査を目的
とした試料輸送に適用可能と考えられる。 

Ａ．研究目的 
感染症発生動向調査事業における5類定点把握

疾患のうち主に小児科定点で報告される手足口
病、ヘルパンギーナ、無菌性髄膜炎患者に対する
病原体検査では多様な血清型のエンテロウイル
スが検出されることが知られている。このうち手
足口病は主にエンテロウイルス 71（EV71）、コク
サッキーウイルス A16（CA16）、CA6 が検出され、
特に EV71 感染はまれに重篤な臨床症状を引き起
こす場合も知られており、近年では CA6 感染によ
る爪甲脱落症を伴うケースも報告されている。な
お一部をのぞき、エンテロウイルス感染症には有
効なワクチン、抗ウイルス薬は存在しない。 

感染症法上、手足口病は臨床診断による届出を
基本とし、病原体検査の必要性は明示されていな
いものの、上記の理由で起因ウイルスの流行状況
を明らかにすることは公衆衛生上意義がある。 

従来エンテロウイルス検査は感受性のある培
養細胞を用いたウイルス分離と型特異的な抗血
清による中和試験で検査が実施されてきた。しか
しウイルス分離、抗血清による同定試験は、コス

トは比較的安いものの、技術習得に時間を要し、
かつ検査結果を得るのに数週間必要なことから、
近年では従来法を併用しつつ、遺伝子検査による
病原体検索が普及している。 
遺伝子検査によるエンテロウイルスの血清型

分類は主要な抗原決定部位を含むVP1領域の塩基
配列を調べ、標準株（参照株）との比較により 75％
以上一致するものを、当該血清型とすることと定
義されている。 
しかしエンテロウイルスの血清型は100種類以

上が知られ、各血清型内の VP1 領域も遺伝的に多
型なことから、これまで多くの種類のプライマー
が提唱され、各検査室で適宜組み合わせて用いら
れてきた。 
USCDCのNixらは咽頭拭い液など微量に含まれる

エンテロウイルスゲノムのVP1領域を高感度、かつ
広範囲な血清型も検出できるCODEHOP 
(consensus-degenerate hybrid oligonucleotide 
primer)-snPCR法（以下CODEHOP法）を開発した。 
日本国内の小児科定点より提出される検体は

咽頭拭い液が多く、エンテロウイルスの多様な血
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清型を検出する必要がある。そのため地方衛生研
究所でも本法を導入している検査室は他の方法
の併用を含め 38 箇所であった 1)。 

H28 年 4 月に施行された改正感染症法では 5 類
定点把握疾患の病原体検査についても一定の信
頼性を担保することが求められている。しかし検
査方法は、各地方衛生研究所間で異なるため、検
査の質を統一した基準で評価することは困難で
ある。 

本研究では、検査体制が異なる現状を踏まえ、
エンテロウイルス検査の質の評価手法について、
比較的国内外で普及しているCODEHOP法を対象と
した外部精度管理調査の導入方法を検討する。 

具体的には①CODEHOP 法で外部精度管理調査に
用いる送付試料の調製条件と評価方法、②手足口
病検査の信頼性の基準、について検討をしたうえ
で、試行的に検体送付を行い、外部精度管理調査
の実施可能性、そして CODEHOP 法以外の遺伝子検
査法への応用可能性について研究を行うものと
する。 
 
Ｂ．研究方法 
1.ウイルス RNA  
1）ウイルス:RD-A 細胞に EV71 BrCr 株を接種し
CPE が+4 になった時点で回収した。凍結融解（1
回）後、3000rpm で遠心し、上清を回収した。1ml
に分注し、-30 度保管した。巻き込み法（細胞数
は 1.0ｘ10-5/ml）によるマイクロタイター法で力
価を測定した。 
2）RNA 抽出：力価を測定した EV71 BrCr 株を用
いて QIAGEN QIAamp Viral RNA Mini Kit にてウ
イルス RNA を精製した。 
3）商用 RNA：市販の RNA コントロールの評価のた
めに Vircell 社の EV71 BrCr 株陽性コントロール
RNA を用いた。 
添付マニュアルに従い 19800GC/ul(50ul)を調製
した。 
2.ウイルス RNA の検出法 
1）CODEHOP-snPCR：Nix 等の方法 2)に基づいた。
なお反応系は 1/2 容量（25ul）とし、RNA は 2.5ul
用いている。電気泳動は 2％アガロースゲルで行
い、5ul アプライし、増幅産物をバンドの濃さで
+1 から+4 を目視で判定した。なお本法はウイル
スゲノムの VP1 から VP3 領域の約 1000bp につい
て逆転写反応を行い、1stPCR で約 760bp、2ndPCR
で約 370bp を増幅する検出系である。 
2）ウイルスゲノムコピー（以下 GC）量の測定：
ウイルス保管、回収条件を定量的に評価するため
に、Nijhuis らの方法を若干変更 3)し、one step 
RT-qPCR にて 5’非翻訳領域 155bp の増幅を行っ
た。コントロールプラスミドには人工遺伝子合成
サービスを利用した。容量は 25ul とし、RNA は

3ul 使用。反応試薬は Quantitech Multiplex  
RT-PCR（QIAGEN)を用いた。反応系は 2 穴ずつ用
いた。 
3.ウイルス RNA の保管条件 
FTA Elute（Whatman）、RNAstable(Biomatrica）

の 2 種類を用いて、異なる濃度の RNA/ウイルスを固
定、そして保管温度（室温、4 度、-30 度）を変え保管
した。一定の期間の後、回収したのち、
CODEHOP-snPCRで増幅の確認、そして RT-qPCRで GC
量の変動を測定した（図 1）。 
1） FTA Elute カードを用いたウイルス、ウイルス

RNA 回収試験 
FTA Elute カード（サークル径 11mm）に 40ul の希釈

したウイルス、ウイルス RNA をしみこませ、3 時間風
乾後、専用パウチに入れ保管した。 
 RNA 回収には 4mm パンチを用いて、2 枚打ち抜き、
先行研究で用いた方法で RNA を回収した 4)。 
2）RNAstable を用いたウイルス RNA 回収試験 
自家調整ウイルス RNA、あるいは市販 RNA コントロー
ル 10ulを RNAstableにアプライし、一晩キャビネット
内で乾燥後、温度、濃度を変え保管した。RNA をリカ
バーした後 CODEHOP-snPCR で増幅の確認、RT-qPCR
で GC 量を測定した。 
4.倫理面の配慮 
個人情報は取り扱わない。 

 
Ｃ．研究結果 
1．ウイルス力価と CODEHOP-snPCR による検出と
GC 量の関係 
CODEHOP 法による手足口病検査の信頼性評価を

目的とした外部精度管理調査用試料は、ウイルス、
ウイルス RNA,市販のウイルス RNA コントロール
を用いることが想定される。病原体サーベイラン
スにおける検査の質管理の基準を検討するため
に、ウイルス感染価と CODEHOP 法による検出可能
なウイルス GC量の関係を調べた。 
用いた EV71(BｒCr 株)の力価は RD-A 細胞を用

いた場合、マイクロタイター法で 106.5CCID50/50ul
であった。ウイルスから RNA を精製後、10-1から
10-8までの 10 倍希釈列を作製し、2.5ul の RNA を
用いて CODEHOP-snPCR による検出、3ul の RNA を
用いて RT-qPCR による GC 量を測定した（図 1）。
同様に市販の RNA（2.0E+04GC/ul）を希釈し
CODEHOP 法で検出し、ウイルス力価と GC量の関係
を比較した。（図 2） 
その結果自家調製 vRNA を 10-8まで希釈したとき
（10-1.5CCID50/50ul＝0.03 CCID50/50ul 相当）、
CODEHOP 法では検出可能であったが、RT-qPCR で
は RNA を 10-7 希釈（10-0.5CCID50/50ul＝ 0.3 
CCID50/50ul 相当）したときでも数コピー検出で
きた。したがっていずれかの方法で検出すれば理
論上、1CCID50/50ul 以下の感染価の時でも、ウイ
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ルスゲノムが検出できることになる。 
 他方市販RNAコントロールはCODEHOP法により
70 コピーまで検出可能であったが、RT-qPCR では
数コピー/ul まで検出可能であった。 
 自家調整 RNA、市販 RNA とも、RT-qPCR では数
コピーが検出可能でるが、CODEHOP 法では検出可
能は GC 量が異なる、つまり CODEHOP 法で増幅す
る領域（約 1000bp）は RT-qPCR の領域（155bp）
より長いため、増幅可能なフラグメントの含有量
は異なっていると考えられた。この現象が RNA 調
製時のロット間の差と考えれば、外部精度管理調
査用に用いるRNA調製にはCODEHOP法による検出
下限値と対応する GC 量を事前に測定しておく必
要があると考えられる。 

更に、１CCID50 以下、つまり数～数十コピー数
の GC 量は遺伝子検査において検出できても、シ
ーケンス反応による遺伝子配列による同定には
困難なことが多い。そのため、精度管理用試料調
整時には、CODEHOP 法による検出限界 GC量と感染
価を把握したうえで、目的に応じ適切な量を調製
する必要があると考えられる(図 2)。 
2．FTA Elute カードを用いたウイルス、ウイルス
RNA 回収試験  

外部精度管理調査用試料送付に FTA Elute カー
ドの適応可能性を検討した。FTA Elute カードに
ウイルスを固定すると、抽出作業なしに RNA が抽
出できることを先行研究（参照文献４）にて示し
ている。今般精製したウイルス RNA を固定した場
合についても比較検討を行った。 

施設内変動を観察するため-1 と-2 に希釈した
ウイルス、ウイルス RNA を各々40ul を FTA Elute
カードに固定し、1日後（4度保管）4名の術者で
回収を行った結果を図 3に示す。 

10-1 希釈(105.5CCID50/50ul)、10-2 希釈のウイル
スは抽出後何れも比較的安定して検出でき先行
研究と同様の数％の回収率であった。次にウイル
ス RNA の場合、10-1 希釈で 4名とも同様の数％の
回収率であったが、10-2 希釈では大きなばらつき
が見られた(図 2)。 

先行研究で FTA Elute カードはウイルス力価が
高いときは回収率に変動が少なく、低いと大きく
なる傾向を示している。このように FTA Elute カ
ードは、回収率は約 1/100 程度であり、ウイルス
力価が高い場合は比較的安定、今般検討したウイ
ルスRNA単独の場合でも量が多ければ比較的安定
に回収可能であった。 
3．RNAstable を用いたウイルス RNA, 商用 RNA コ
ントロールの回収試験  

CODEHOP 法は高感度にウイルスゲノム検出可能
な方法である。本法を導入する検査室間の信頼性
評価する方法のひとつは、同じ濃度の標準 RNA を
配布し、各検査室でエンドポイントを測定するこ

とで検出感度の比較が考えられる。この目的には
RNA を安定化する必要がある。前述の FTA Elute
カードは回収率が低いため、エンドポイント測定
目的の RNA 試料送付には向かない。 
非感染性で、かつ GC 量が品質管理された多く

の種類の商用の PCR 陽性コントロール用 RNA/DNA
が入手できる。しかし市販品は高価なため、これ
を適宜希釈し、回収率が高い方法で保管できれば、
EQA への応用は広がるものと考えられる。今般、
さらに RNA を安定的に保存する製品、RNAstable
を用いて保管し、自家調整 RNA を用いて保存した
場合を比較した。 
1)市販 RNAの RNAstableを用いた際の保管温度と
回収率 
VircellRNA（100 倍希釈液）10ul を RNAstable

チューブへアプライし乾燥させた。室温、4 度、
-30 度にて 5 日保管後後、10ul の DW にて回収し
CODEHOP 法、RT-ｑPCR にて検出した。その結果
CODEHOP 法では 5 日後-30 度保管のみ RNA が検出
できた。なお GC 回収率は RNAstable 使用前の１
/3 程度に減少していた。また室温、4 度、-30 度
とも回収できた GC 量はほぼ同じであり、温度環
境がCODEHOPで増幅可能なRNAの安定性に影響し
たと考えられた（図 4）。このため、155bp を増幅
する RT-qPCR の場合は、室温保管でも問題ないと
考えられたが、より長い配列を増幅する CODEHOP
用 RNA を RNAstable で調製するならば、RNA を安
定かつ検出可能な量に再調整して検討する必要
があり、今後追試予定である。 
2)RNAstable で保管した市販 RNA のエンドポイン
ト測定 
VircellRNA（10 倍希釈液:）を-30 度にて 5 日

保管後回収し、希釈し CODEHOP 法にて検出したと
ころ、CODEHOP 法で 200 倍希釈（70GC/ul 相当）
まで検出可能であった。 
以上により RNAstable が FTA Elute カードに比

べ回収率が安定であることから、高濃度、短期間、
冷凍条件ならRNAを安定に保管できることを示し、
CODEHOP 法の施設間の検出感度比較調査のために
応用可能であることを示す。 
3)施設内変動 
つぎに施設内変動を調べるため VircellRNA（10

倍希釈液）を 3名の術者によりエンドポイントを
測定したところ、1 名のみ再現可能であり、
RNAstable からの回収方法を改善する必要性が認
められた。 
4)RNAstable による自家調整 RNA の保管温度と回
収率 
高濃度RNAの安定性を調べるため自家調整ウイ

ルス RNA を用いた実験を行った。ウイルス
RNA10ul を 10-2、10-3、10-4に希釈し、室温、4度、
-30 度で保管し、TE（pH8.0）20ul で回収し CODEHOP
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法、RT-ｑPCR にて検出した。 
いずれの希釈倍率、温度環境ともウイルス RNA 

は安定的に検出された。このことは比較的高濃度
な RNA の場合、RNAstable で安定して保管できる
ことを示す（図 5）。 
 
Ｄ．考察 
 ウイルスゲノムを数コピーまで検出可能な
CODEHOP 法を用いた手足口病検査のための外部精
度管理調査に用いる RNA の調製条件を検討した。
送付用試料はウイルス、ウイルス RNA、商用 RNA
コントロールを想定し、送付方法、濃度、温度環
境の諸条件を検討した。CODEHOP 法は定性的にウ
イルスゲノムを検出する方法である。保管条件検
討時に RT-qPCR により、GC 量の変化をモニターし
つつ、検討を行うこととした。 
 最初にウイルス感染価とRNA検出系を検討した
ところ、１CCID50 以下、すなわち数コピーでも
CODEHOP 法、RT-qPCR 法でも検出可能であった。 

次に市販RNAを用いたCODEHOP法による検出下
限値を調べたところ、市販品には自家調製 RNA と
同等の数コピーまで検出できたが、CODEHOP 法で
は 100GC/ul 程度が検出下限値（感染価にして１
CCID50 程度）であり検出範囲の乖離が見られた。
これは、RNA 調製時の変動によるものと示唆され
る。 

従って精度管理試験品の再現性、安定性、均一
性を担保しておく必要性を示唆する。 
 他方、病原体サーベイランスでは、血清型の報
告を行うにあたり、ダイレクトシーケンスによる
塩基配列検索により同定を行う。この場合
CODEHOP 法で増幅したバンドが薄い場合、シーケ
ンサ反応が失敗することが知られており、数十コ
ピー以下の検出下限値を精度管理の対象とする
のは現実的ではなく、シーケンス反応が可能な
RNA 量、加えて 1CCID50 以上の感染価相当の RNA
量を設定した上で、CODEHOP 法によりウイルスゲ
ノムを検出できるかどうか(検出感度)、適切に同
定できるか(同定の正確性)、について検討すべき
である。 
 なお塩基配列解析により同定可能な GC 量以下
の場合は、エンテロウイルス同定不能と報告され
るが、疫学的な背景など総合的な評価によりポリ
オを否定することが感染症法上は重要である。 
 外部精度管理調査用 RNA 試料配布のため、施設
内変動を把握するため①FTA Elute カード、②
RNAstable、の 2 種類を用いて RNA の安定性につ
き温度、濃度など保管条件を検討した。 
 FTA Elute カードは先行研究で示したように、
高濃度でさえ変動が見られ数％の回収率である
が、ウイルス RNA の場合も同様に数％の回収率で
あり高濃度なら、RNA 試料輸送用に適用可能と考

えられる。これに対し、RNAstable の回収率は 1/3
以上であることが分かり、qPCR 用の 100bp 程度の
短いフラグメントならば室温でも数日安定であ
ったが、CODEHOP 法用には-30 度保管のほうが適
切と考えられた。 
またRNAstableを用いた市販RNAの保管条件に

ついて、複数の術者により回収を行い、施設内誤
差を検討したが、変動が大きく見られ、これは低
い濃度による不安定さが要因と考えられる。今後
適切な濃度条件を再検討することとする。FTA 
Elute、RNAstable の操作性、回収率などは図に取
りまとめた（図 6）。 
自家調整 RNA,市販品 RNA の保管条件について

数日の輸送期間なら、少なくとも-30 度なら安定
な条件が得られたが、施設内変動はさらなる検討
（術者による変動と保管期間）が必要である。 
CODEHOP 法以外の遺伝子解析による同定法も国

内で用いられており、今後VP1領域による解析法、
VP4 領域の解析法などについて、検出感度と、同
定可能なGC量と感染価の関係を明らかにしたい。 
 
Ｅ．結論 
1.エンテロウイルスRNA検出を目的とする外部精
度管理調査用試料調製時の条件を検討した。ウイ
ルス感染価とPCRによるウイルスゲノム検出下限
値、遺伝子配列解析による同定可能なウイルスゲ
ノム下限値を比較した上で、施設間の比較目的と
する検出感度、正確性を設定し RNA 試料調製を行
う必要性がある。 
2.エンテロウイルス検査用に用いられている
CODEHOP 法は感度が高い手法であり、本法による
検査の信頼性は既知の標準RNAを用いたエンドポ
イント測定により施設間の比較調査は可能であ
ると考えられた。様々な疾患の遺伝子検査に応用
可能な市販のRNAコントロールをRNAstableを用
いて安定化させる条件について一定の結果を得
たが、施設内変動を減少させる条件をさらに検討
する必要がある。 
3.高い力価のウイルス、高濃度の RNA を用いた回
収試験なら、比較的価格の安い FTA Elute カード
を用いた CODEHOP 法で十分検出可能であり、試料
輸送に適用可能と考えられる。 
 
Ｆ．健康危険情報 
  総括研究報告書に記載 
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