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A. 研究目的 

バイオテロが生じた場合，用いられた病原体を特

定することはバイオテロによって生じる健康被害

や経済的被害を小さくすることに繋がる病原体の

特定には当然ではあるが迅速性や正確性が求

められる． 

バイオテロで用いられる病原体の特定（あるいは

検出）には PCR による遺伝子検出，培養細胞を

用いたウイルス分離，電子顕微鏡による病原体

の観察等のいくつかの手法があるこれらのうち

PCR による遺伝子検出は特異性や感度，所要時

間等の面で優れ，迅速かつ正確な病原体の特定

になると言える．しかし，PCR による遺伝子検出

は病原体が持つ遺伝子情報に基づくものである

ため，配列が異なる新規株や変異株が用いられ

た場合には PCR では検出できない場合もある．

他の手法は特に迅速性はあまり期待できないと

はいえ，それぞれ PCR による検出では弱い場合

でも対応できる特徴を持つこのうちウイルス分離

は，通常培養細胞に病原体を感染させ，病原体

を増殖させた状態から病原体の抗原検出（場合

によっては遺伝子検出）を行なう手法である．遺

伝子配列が多少異なる新規株や変異株であって

も抗原性が完全に異なることは科学的に考えにく

い．このため，この方法では既知のものと多少異

なるものであっても検出することができるバイオ

テロ対策の１つとして，病原体特定の１つの方法

として是非準備しておきたい方法と言える． 

これまで日本には感染症法でいう特定一種病原

体は存在せず，国立感染症研究所ウイルス第一

部では人工合成した病原体遺伝子等を用いて一

類感染症を実験室診断する手法を整備してきた．

その中で，ウイルスの抗原検出のためのウサギ

血清（抗血清）も準備してきた．ただし実際のウイ

ルスを必要とする中和抗体価の測定等は実施不

可能だった．2019 年 9 月になり，国立感染症研究

所はオリンピックなどのバイオテロが起こりうるイ

ベント等への対策として，海外の研究機関から特

定一種病原体（エボラウイルス，マールブルグウ

イルス，ラッサウイルス，クリミア・コンゴ出血熱ウ

イルス，フニンウイルス，ガナリトウイルス，マチュ

ポウイルス，サビアウイルス）を輸入し，これまで

不可能だった中和抗体測定法の整備等を行なう

こととした．入手したウイルスを増殖させ，その力

研究要旨：バイオテロで用いられた病原体を特定することはバイオテロによって生じる健康被害や経済的被害

を小さくすることに繋がる病原体の特定（あるいは検出）には PCR による遺伝子検出が特異性や感度，所要時

間等の面で優れると言える．しかし既知の病原体とは遺伝子情報が異なる新規株や変異株が用いられた場合

には PCR では検出できない場合もあり，他の手法による検出を行なう必要がある．検出法の 1 つとして培養細

胞を用いたウイルス分離の手法の確認を行なった．エボラウイルス，ラッサウイルス，クリミア・コンゴ出血熱ウ

イルスを感染させた細胞を作製し，これに各ウイルスに対する抗血清を反応させたところ，明瞭な陽性反応を示

した．細胞変性効果が認められなくてもウイルス抗原が検出される場合があった．エボラウイルス，ラッサウイ

ルス，クリミア・コンゴ出血熱ウイルスについてはバイオテロでの病原体特定法の１つとして分離手法の確認が

できたと言える． 
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価を測定する必要があるが，この力価測定の作

業自体が上述のウイルス分離とほぼ同一である

ことから，力価測定をウイルス分離の手法の確

認と見做して作業を行なった． 

 

B. 研究方法 

1. 感染研におけるウイルス（P1 ストック）の作製 

入手した特定一種病原体を BSL4 実験室にお

いて培養細胞の VeroE6に接種し，CO2インキ

ュベーターで培養した 1 週間後，上清を回収し，

分注してディープフリーザーで保存した． 

2. 力価測定 

分注したウイルスを解凍し，10 倍階段希釈を

作製し，各々を VeroE6 細胞（あるいは Vero

細胞もしくは Vero9013 細胞）に接種し，CO2 イ

ンキュベーターで 1 週間培養したホルマリン固

定と Triton-X100 処理後，ウサギ抗血清およ

び蛍光２次抗体で染色し，蛍光顕微鏡で観察

した TCID50/mL を算出した細胞変性効果

（CPE）での力価測定も行なった． 

 

【倫理面への配慮】 

該当しない． 

 

C. 研究結果 

1. 感染研におけるウイルス（P1 ストック）の作製 

ザイールエボラウイルス，スーダンエボラウイル

ス，ラッサウイルス（Mali 株），クリミア・コンゴ出

血熱ウイルス（Bagdad12 株）について P1 ストック

を作製した接種した VeroE6 細胞で，ザイールエ

ボラウイルス，スーダンエボラウイルスおよびク

リミア・コンゴ出血熱ウイルス（Bagdad12 株）の場

合に明瞭な CPE が認められた． 

2. 演習の構成 

ザイールエボラウイルスおよびスーダンエボラウ

イルス：VeroE6/Vero/Vero9013 細胞のいずれで

もウイルス濃度が濃い部分では明瞭な CPE を認

めた（図１）．しかし，ウイルスが増殖し抗原が抗

血清で検出される場合でも CPE が明瞭でない場

合があった手法の簡素化や統一化が望まれるこ

とから，VeroE6 細胞と抗体染色を力価測定に用

いることとした． 

クリミア・コンゴ出血熱ウイルス（Bagdad12 株）：

VeroE6/Vero 細胞においては明瞭な CPE が認

められ，CPE の有無とウイルス抗原の有無とは

一致した（図２）．Vero9013 細胞では CPE が明瞭

でない場合があった手法の簡素化や統一化が

望まれることから，VeroE6 細胞と抗体染色を力

価測定に用いることとした． 

ラッサウイルス（Mali 株）：VeroE6 細胞でのみ力

価測定を行なった CPE は明瞭でない場合があっ

た手法の簡素化や統一化が望まれることから，

VeroE6 細胞と抗体染色を力価測定に用いること

とした． 

 

D. 考察 

ウイルスの増殖に伴う CPE は認められるもののあ

まり劇的なものではなく，ウイルス抗原の確実な

検出には抗血清による染色が安定かつ確実な手

法であると考えられた．力価測定，加えてウイルス

分離の確認では，抗血清による染色結果に基づく

ものが良いと考えられた． 

 

E. 結論 

バイオテロ発生時の病原体特定の方法の１つで

あるウイルス分離の手法を確認した． 

 

F. 健康危険情報 

特記事項なし 
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図１：ザイールエボラウイルスの力価測定 

 

 

図２：クリミア・コンゴ出血熱ウイルスの力価測定 

 

 


