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ウイルス検出を目的とした体外診断薬の再評価技術基盤に関する研究 

 

研究代表者 濵口 功  国立感染症研究所・血液・安全性研究部・部長 

 

研究要旨  

ウイルス感染症について、従来臨床症状のみ、あるいは抗体測定ならびにウイ

ルス分離等を組み合わせて診断されてきたが、近年、核酸増幅法の開発、迅速

診断キットの開発･普及が行われてきた。医療上の必要性の高いウイルス検出に

おいて検出感度・特異度などを再評価するとともに、技術基盤の検討を行った。

今年度は風疹ウイルス、インフルエンザウイルス、C 型肝炎ウイルス、ヒト免

疫不全ウイルスに関連する体外診断薬の性能を評価するためのツールを整備す

るとともに、キットの評価を行った。また、体外診断薬の評価には「標準品」

の整備が不可欠であることから、国際機関と連携し、標準品の整備を進めた。 

 

研究分担者 

多屋馨子  国立感染症研究所・ 

感染症疫学センター・室長 

岡本貴世子 国立感染症研究所・ 

ウイルス第三部・主任研究官 

阿戸 学  国立感染症研究所・ 

免疫部・部長 

加藤孝宣  国立感染症研究所・ 

ウイルス第二部・室長 

草川 茂  国立感染症研究所・ 

エイズ研究センター・主任研究官 

百瀬暖佳  国立感染症研究所・ 

血液・安全性研究部・主任研究官 

 

 

A. 研究目的 

 季節性、および新型インフルエンザウ

イルス、風疹ウイルス、肝炎ウイルス、

ヒト免疫不全ウイルスにおけるウイル

ス抗原、遺伝子、および抗ウイルス抗体

に関し、ウイルス検出用の体外診断薬の

検出感度・特異性等を再評価し、感度、

特異性、有用性等、医療上の必要性も踏

まえた再評価方法等の技術基盤の検討

を行う。 

 

B. 研究方法 

 新型インフルエンザウイルス、風疹ウ

イルスおよびヒト免疫不全ウイルスの

抗原、抗体の検出に関しては、キットの
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性能を評価するための検体の整備や検

出システムの構築、精度の高い特異抗体

の作製を行った。季節性インフルエンザ

ウイルス、C 型肝炎ウイルスについては、

測定に適した検体を整備した上で、市販

の測定キットによる性能試験を行った。 

 

(倫理面への配慮) 

病原体を使用する実験は、国立感染症

研究所戸山庁舎高度安全実験施設にお

いて、国立感染症研究所病原体等安全管

理規程に従い実施した。動物実験は、動

物実験委員会規程に従い、動物実験委員

会の承認を得てから行った。また、ヒト

を対象にした医学研究については、国立

感染症研究所医学研究倫理審査委員会

で承認を得てから行った。 

  

C. 研究結果 

迅速診断キットの検討： 

 インフルエンザウイルス迅速診断キ

ット１０キットの検出感度について検

討した。検出感度の差は、A 型株に対し

て 101〜102.0であった。迅速診断キット

による検出対象がウイルス核タンパク

質であることから、一般的なウイルス測

定法によって測定したウイルス量を基

準として、ウイルス株間における迅速診

断キットの検出感度を比較することは

困難である。しかし、1 ウイルス株（同

一ウイルス液）に対する迅速診断キット

の検出感度の比較は可能である。以前よ

り見られたキット間における検出感度

の差は小さくなり、また検出感度も向上

していることから、臨床現場で多く用い

られている迅速診断キットの信頼度は

高くなっていると考えられた。 (多屋馨

子) 

 

風疹ウイルス： 

 従来は血中風疹ウイルス抗体価の測

定が主に行われているが、これらが上昇

するのは発症数日後である。したがって、

発症前後に多く排出されるウイルス遺

伝子検出との併用が迅速診断には望ま

しい。最近の国内流行株を感度よく検出

でき、かつコンタミネーションの恐れの

低い検出法を整備し、実験室診断に利用

することが求められている。平成 25 年

度は風疹疑い患者 13 名より提供された

臨床検体を用い、TaqMan リアルタイム

PCR および Reverse transcription-loop 

mediated isothermal amplification assay 

（RT-LAMP）法の性能を比較した。そ

の結果、RT-LAMP 法に比べて TaqMan

リアルタイム PCR 法が優れている事が

示された。また、検体としては鼻咽頭拭

い液が適していることが示唆された。

(岡本貴世子) 

 

インフルエンザウイルス(亜型等)： 

 H7N9インフルエンザウイルスの発生

に伴い、H3 亜型と H7 亜型の鑑別を可

能とする診断系の確立が急がれる。診断

系確立のためには、H3, H7 亜型をそれ

ぞれ特異的に認識するモノクローナル
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抗体と、各ウイルスに交差結合するモノ

クローナル抗体が必要となる。平成 25

年度は H3 亜型と H7 亜型の鑑別を可能

とする診断系の確立のため、モノクロー

ナル抗体の作製を目指しハイブリドー

マの作製に着手し、様々な prime / boost

プロトコールを用いることにより、目的

の抗原特異性を有するマウスモノクロ

ーナル抗体を作製することができた。今

後、これら抗体の抗原エピトープと検出

感度を解析し、H7 と H3 亜型の鑑別を

可能とする抗体の組み合わせ、抗体濃度

を決定する必要がある。 (阿戸 学) 

 

C 型肝炎ウイルス： 

 近年、C 型肝炎ウイルス（HCV）の検

出には HCV-RNA 定量と HCV コア抗原

定量が用いられているが、この両者の相

関については詳細に検討されていない。

平成 25 年度は、HCV RNA 定量法 3 種

類と HCV コア抗原定量法 5 種類のキッ

トを用いて国内献血検体由来の HCV 検

体パネル 80 検体の測定を行い、その相

関と検出感度の違いについて評価した。

HCV RNA 定量法と HCV コア抗原定量

法の結果を比較した結果、得られた測定

値は概ね良い相関が得られたが、いくつ

かのコア抗原定量法では乖離する例を

認め、コア領域の変異がこの測定値の乖

離に関係している事が明らかになった。

今後、コア抗原定量法についてはこの変

異の影響を受けないようなキットの開

発が望まれる。(加藤孝宣) 

ヒト免疫不全ウイルス： 

現在 HIV スクリーニング検査におい

ては、HIV-1/-2 特異抗体と HIV-1 p24 抗

原を同時に検出し感染後早期の検出を

可能にした第四世代試薬が導入されて

おり、精度の高い検出系が確立されてい

る。しかし、第四世代試薬を用いても感

染初期の検出は困難である。本研究課題

では、感染初期の抗原の検出能を定性的、

定量的に試験できる系を検討する。その

ために、あらゆるサブタイプ、CRF、グ

ループの HIV-1 をほぼ同じ効率で増幅

し RNA コピー数を定量することが可能

な Real-time PCR の系を構築する。平成

25 年度は HIV-1 gag MA 領域に、SYBR 

Green 法で 127bp を増幅するプライマ

ーを設計し 6 サブタイプ・4CRF・グル

ープ O 各 2 株のゲノム完全長を含むプ

ラスミドを鋳型として、増幅効率を検討

した。その結果、全ての株で同等な効率

で増幅がみられ、プライマーの有効性が

示せたとともに、使用した全てのサブタ

イプ・CRF・グループの HIV-1 分離ウイ

ルスの定量に有用である可能性が示さ

れた。現在、RNA の抽出と Real-time 

RT-PCR プロトコルの標準化および第

四世代試薬性能試験用の分離ウイルス

の調整が進行中である。今回の方法で値

付けされた HIV-1 分離ウイルスをスパ

イクした検体の作製を行い、コピー数で

値付けされた抗原検出感度測定用検体

を作製、第四世代試薬の抗原の検出能を
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試験する系の確立へと進める予定であ

る。(草川 茂) 

 

国際標準品： 

 体外診断薬の再評価には、臨床検体に

加えて標準品の活用が非常に有用であ

ることから、高品質の国際標準品整備の

過程を把握し、その動向を捉えることは

重要である。現行の HCV-NAT 国際標準

品は輸送時における力価の低下が問題

となっており、NIBSC 担当部署での解

析の結果、力価の安定性に対する抗

HCV 抗体の関与が考えられた。この検

討結果は平成 26 年度の WHO CC（協力

センター）会議、SoGAT 会議、WHO 

ECBS（生物製剤の標準化に関する専門

家会議）等において議論されることとな

っている。平成 25 年度の国際標準品の

整備活動として、共同研究のメンバーと

して実施した第 2 次 A 型肝炎ウイルス

RNA-NAT 国際標準品、第 3 次パルボウ

イルス B19 DNA-NAT 国際標準品、第 1

次 B 型肝炎 e 抗原国際標準品、第 1 次 B

型肝炎 e 抗体国際標準品について、

WHOのECBSに参加し国際標準品の承

認作業を行った。（百瀬暖佳、浜口功） 

 

D. 考察 

 本研究で検討する検出技術の対象ウ

イルスは、季節性、および新型インフル

エンザウイルス、風疹ウイルス、肝炎ウ

イルス、ヒト免疫不全ウイルスであり、

「感染症の予防及び感染症患者に対す

る医療に関する法律（感染症法）」に規

定されており、医療上の必要性が高い。

こうした病原体検出技術は、流行株の変

化、病原体自身の変異に対応すべく、絶

えず検出技術の改良が必要となる。この

意味で、本研究成果は、現状に即した有

効な体外診断薬の開発、評価に資するも

のである。また、体外診断薬の国際標準

品は、ウイルス検出を目的とした体外診

断用医薬品の再評価に不可欠である。 

 

E. 結論 

 平成 25 年度は当初の研究計画に従い、

C 型肝炎ウイルス、ヒト免疫不全ウイル

ス、インフルエンザウイルス、風疹ウイ

ルスの検出キットの検出感度、特異性に

関するそれぞれの課題を明確にすると

ともに評価、改善を行った。また、技術

の開発も順調に進捗している。  
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分担研究報告書 

 

ウイルス感染症の迅速診断キットに関する研究 

   

 研究分担者 多屋 馨子 （国立感染症研究所・感染症疫学センター） 

 研究協力者 荒木 和子、佐藤 弘、新井 智、奥野英雄 

         （国立感染症研究所・感染症疫学センター） 

 

研究要旨 

近年、様々な迅速診断キットが開発され臨床現場で用いられている．特にイ

ンフルエンザは治療薬の普及とともに、さらに 2008/9 シーズンの A(H1N1）

pdm09 ウイルスによるパンデミックを期に新たな迅速診断キットが市販され、

診断に用いられている．これらのキットによる診断は、治療薬投与の指標のみ

ならず、本邦における流行状況の把握と対策にも関与している。各々のインフ

ルエンザ迅速診断キットにおいて、最少検出感度が添付文書に記されているが、

その検出法および検討に用いられたウイルス株はキットによって異なっており、

添付文書のみによるキット間の比較は困難である。年々新たなキットが市販さ

れる一方、製造販売中止となるキットもある。我々はこれまでの研究において、

各流行年に主に用いられたインフルエンザ迅速診断キットの検出感度について

研究を行ってきた。研究過程において、検出感度の比較、特にウイルス株の違

いによる検出感度の比較を目的とする場合、各ウイルス株の条件をそろえる事

は容易ではないことが判明した。当該研究においてインフルエンザ迅速診断キ

ットの比較検討を行うにあたり、検体とするウイルス液の調整のための基礎的

研究も行うこととした．また、昨年度臨床現場で多く用いられた上位 10 種を対

象とし、Ａ型（H1N1pdm09 および H3N2 亜型）に対する最少検出感度について

検討した。 

 

 

A. 研究目的 

インフルエンザ迅速診断キットによ 

る診断レベルの向上を目的とし、診断キ

ットの比較検討を行う。 



- 2 - 
 

B. 研究方法 

 実験には以下１２種のウイルス株（継

代数の異なる、または野生株/ワクチン

株の同一ウイルス株を含む）を用いた。

野生株 ; A/California/7/2009（H1N1）

pdm09 -4th、A/California/7/2009（H1N1）

pdm09 -5th、A/Tokyo/150/2008（H1N1）、

A/Tokyo/155/200（H3N2）、B/Tokyo/240/ 

2008、B/Tokyo/241/2008. 

ワクチン株; A/California/7/2009（H1N1）

pdm09、A/Texas/50/2012（H3N2）-1119、

A/Texas/50/2012 （ H3N2 ） -1120 、

B/Brisbane/60/2008 、 B/Wisconsin/01/ 

2010、B/Massachusetts/2/2012． 

ウイルスは MDCK 細胞で培養し、その

上清を用いた。 

 検体として用いるウイルス液の基礎

的情報を得るため、異なる測定法により

ウイルス量/力価の測定をおこなった。

用いた測定法は以下に示すとおりであ

る。 

1）SYBR green 法による Real-time PCR 

2）感染価測定法（Plaque forming unit

法および TCID50法） 

3）HA 法 

 インフルエンザ迅速診断キットは

2012/13 流行年において臨床現場で多

く用いられ、かつ 2013 年 11 月におい

て入手可能であった上位 10 種（以下）

を対象とした。キットの選択にあたって

は、「ML インフルエンザ流行前線情報デ

ータベース：プロジェクトリーダー砂川

富 正 ／ DB 管 理 人 西 藤 な る を 」

http://ml-flu.children. jp/を参照した。 

製品名{製造販売元}；クイックナビ-Flu

｛デンカ生研(株)}、イムノエース flu 

{(株)タウンズ}、クリアライン Influenza 

A/B(H1N1)2009{アリーアメディカル

(株 )}、エスプラインインフルエンザ

A&B-N｛富士レビオ(株)｝、チェック Flu 

A・B{ロート製薬(株)}、ラピッドテスタ 

カラーFLU スティック{積水メディカル

(株)}、クリアビューinfluenza A/B {イン

バネス・メディカル・ジャパン(株)}、ブ

ライトポック Flu{シオノギ製薬(株)}、

Quick Vue ラピッド SP influ{DS ファー

マバイオメディカル(株)}、プロラスト

Flu{三菱化学メディエンス(株)}   

 

A 型ウイルス {H1N1(n=4) および

H3N2(n=2)}に対する上記１０種の迅速

診断キットデバイスの最少検出感度を

調べた．検体とするウイルス液の調整は

Real-time PCR 法によるコピー数を基

準とした。各ウイルスを 100.5 階段希釈

し、一定量のウイルスを各キット添付マ

ニュアルに従い添加した。 

 

倫理面への配慮 

 用いたワクチンウイルス株、および

A/California /7/2009（H1N1）pdm09 野

生株は国立感染症研究所インフルエン

ザウイルス研究センターより分与を受

けた。その他の野生株は厚生労働科学研

究費補助金（医薬品・医療機器等レギュ
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ラトリーサイエンス総合研究事業）ウイ

ルス感染症の体外診断薬の再評価に関

する基盤整備に関する研究により分離

された株を用いた。平成 19 年度第 4 回

国立感染症研究所医学研究倫理審査委

員会（平成 20 年 2 月 6 日）で承認。 

 

C. 研究結果 

１）測定法によるウイルス量/力価の比

較 

４種の異なる測定法で 12 株のウイル

ス液のウイルス量/力価の測定を行い、

測定法間の相関を調べた。その結果、A

型(n=5)ではReal-time PCR 法によるコ

ピー数と感染価（PFU および TCID50)

で相関が見られなかったが、その他の方

法間では相関係数 0.62-0.96 の相関があ

った。B 型(n=7)では相関係数 0.66-0.99

の相関があった。 

２）A 型インフルエンザウイルス株に対

するキットデバイスの検出感度の比較 

 各 A 型インフルエンザウイルス株に

対する 10 種類のキットの最少検出感度

の差は 101～102.0であった。 

A/California/7/2009（H1N1）pdm09

株については継代数または野生株/ワク

チン株と異なる３株について検出感度

の測定を行ったが、10 キットデバイス

における各株の最少検出感度平均値は

102.9、104.6および103.25と違いがあった。

H3N2亜型の野生株およびワクチン株の

最少検出感度平均値は 104.6および 104.7

と同程度であった。 

10 種のキットデバイスにおける、ウ

イルス株別の最少検出感度は、上記のよ

うに差がみられたが、キット別の検出感

度を比較すると、ある株に検出感度が高

いキットは、他の株に対しても感度が高

い傾向があった。また、逆に検出感度が

劣るキットは、いずれの株に対しても劣

る傾向があった。 

 

D. 考察 

 ４種の異なる測定法で 12 株のウイル

ス液のウイルス量/力価の測定を行った

結果、一部のウイルス液において、

Real-time PCR によるコピー数と感染

価（PFU および TCID50)間において相関

が見られなかった。迅速診断キットはモ

ノクローナル抗体により、ウイルス核タ

ンパク質を検出するのに対し、他の検出

法では、ウイルス遺伝子、感染性粒子ま

たは外殻抗原の検出であり、検出してい

る内容が異なっている。ウイルス核タン

パク質の正確な定量は困難であること

から、他の測定法によるウイルス量を基

準にせざるを得ないが、対象抗原が異な

ることから、ウイルス亜型、または株間

の違いとは別に、培養ウイルス液による

違いが生じる可能性がある。しかしなが

ら、遺伝子、感染粒子および HA 抗原と

異なる抗原測定において、その測定値間

で高い相関性があるウイルス液である

なら、ウイルス核タンパク質量との相関

性も高いことが考えられる。今回、一部

のウイルス株において Real-time PCR 



- 4 - 
 

法によるコピー数と感染価の相関が低

かった理由として、これらの株における

ウイルス培養条件が適切でなかった可

能性がある。また、Real-time PCR 法に

よるコピー数の測定値に誤りがあった

可能性も考えられる。SYBR green 法に

よる Real-time PCR 法において、その測

定値の不安定要因として、RNA 抽出効

率、RT 効率、PCR 効率、SYBR 取り込

み効率等があげられる。他の測定法と異

なり、遺伝子増幅による測定であるため、

効率の違いによる僅かな違いが大きな

差となる可能性がある。今後、Real-time 

PCR 法の精度を高める事についても検

討したい。 

 迅速診断キット１０種における A 型

株に対する最少検出感度の差は 101～

102.0であった。2010/11 シーズンに用い

られた 12 種の迅速診断キットの比較で

は 103.0 の差があった。検出感度の低い

キットが販売中止となった結果、キット

による検出感度の差が少なくなったと

いえる。しかし、新しく開発されたキッ

トの検出感度が必ずしも高いわけでは

なく、A 型株６株すべてにおいて最も検

出感度が優れていたのは、１０種のキッ

トの中で販売承認年が最も古いキット

であった。 

型別検出に加え H1N1 亜型の検出が

可能なキットは、2009 年に世界的大流

行を起こした A（H1N1）pdm09 株によ

るインフルエンザの臨床症状がそれま

での季節性インフルエンザと異なり、ウ

イルス性肺炎発症例が多かった、また喘

息の既往歴があった小児で突然の呼吸

状態の悪化などが報告されていたこと

から、臨床的対応に役立てることも目的

の一つとして開発されたと考えられる．

しかしこのキットの A/California/07/ 

2009pdm に対するデバイス最小検出感

度は A 型検出については他のキットと

同等であるものの、H1N1 亜型に対する

検出感度はその 1/100 であった。今回の

検出感度の比較においてこのキットに

ついては H1N1 亜型ではなく A 型に対

する検出成績を用いたが、H1N1 亜型に

対する検出感度が低いことは特にH1N1

株流行時において、検体採取の時期によ

っては亜型判定を誤る可能性がある。 

今回検討した 10 キットの臨床現場で

の使用割合は参照したデータベース上

において全体の約 70％相当であった。 

  

Ｅ. 結論 

 迅速診断キットによる検出対象がウ

イルス核タンパク質であることから、一

般的なウイルス測定法によって測定し

たウイルス量を基準として、ウイルス株

間における迅速診断キットの検出感度

を比較することは困難である。しかし、

１ウイルス株（同一ウイルス液）に対す

る迅速診断キットの検出感度の比較は

可能である。今回実施した１０種類の迅

速診断キットにおける A 型６株の最少

検出感度の差は最大 102.0 であった。以

前よりキット間における検出感度の差
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は小さく、また検出感度も向上している

ことから、臨床現場で多く用いられてい

る迅速診断キットの信頼度は高くなっ

ていると考えられた。 

 

 

 

G．研究発表 

１．論文発表 

  なし 

２．学会発表 

  なし 
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分担研究報告書 

 

風疹ウイルス遺伝子検出法の整備 

 

研究分担者 氏 名 岡本貴世子（所 属）国立感染症研究所ウイルス第三部 

 

研究要旨 

現在、風疹感染の診断は血清中の IgM 抗体価の測定が主であるが、血清採取

時期によっては必ずしも正しい結果が得られない。風疹では発症初期にウイル

スが多く排出されるため、ウイルス遺伝子検出との併用が望ましい。これまで

にコンタミネーションの恐れの低い検出法として、TaqMan リアルタイム PCR

法 、 Reverse transcription-loop mediated isothermal amplification assay 

（RT-LAMP）法の条件検討を行ってきた。本年度は、両者の感度の比較、さら

に検出に適した臨床検体の検討を行い、実験室診断利用に必要なデータを収集

した。 

  

A. 研究目的 

 妊娠早期の母体の風疹感染により出

生児がしばしば先天性風疹症候群 

(CRS) と呼ばれる障害をもつ事が知ら

れており、国内では 2012 年から 2013

年にかけての流行により、これまでに

41 名の CRS 患児が報告されている。 

 WHO では将来、風疹排除を目標とし

ており、麻疹と同様、排除達成を確認す

るためには実験室診断を要求している。

風疹感染の実験室診断は IgM 抗体検出

によるものが国際的に認められている

が、血清採取の時期による偽陰性例など

で必ずしも確度の高い診断法とはいえ

ない。一方で麻疹では国内で遺伝子診断

が定着しつつあり、麻疹排除計画の進行

に貢献している。現在ウイルス遺伝子検

出法で汎用されているのはリアルタイ

ム PCR 法や Loop-mediated Isothermal 

Amplification (LAMP)法である。これら

は所要時間が短く、反応後の増幅産物を

取り扱わずに検出が可能であるため、遺

伝子検出法として今後ますます重要な

方法である。 

これまでに新しい風疹ウイルス遺伝

子検出 TaqMan リアルタイム PCR 法お

よび RT-LAMP 法を作製し、感度および

特異性の検討を行っている。本年度は風
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疹感染疑い患者より提供された臨床検

体での両者の性能評価、風疹ウイルス遺

伝子検出に適した臨床検体の検討、臨床

検体中のウイルス遺伝子量および IgM

等の抗風疹抗体価と臨床症状との関連

を解析し、感染拡大防止のためのデータ

を得ることを目的とする。 

 

B. 研究方法 

 公立昭和病院を受診した風疹感染疑

い患者 13 名より提供された臨床検体

（血漿、咽頭拭い液、尿、鼻咽頭拭い液）

を用いて TaqMan リアルタイム PCR 法

および RT-LAMP 法性能を比較した。各

臨床検体中のウイルス遺伝子量を定量

し、ウイルス遺伝子検出に適した臨床検

体の種類について検討を行った。ウイル

ス遺伝子量、患者血清の IgM 抗体価、臨

床症状との関連を解析した。 

 

（倫理面への配慮）  

 臨床検体の収集については国立感染

症研究所「ヒトを対象とする医学研究倫

理審査委員会」の承認を得ている。 

 

C. 研究結果 

 血漿ではTaqMan法で58%(7/12検体)、

LAMP 法で 8.3%(1/12)、咽頭拭い液では

TaqMan 法で 61%(8/13)、LAMP 法で

7.7%(1/13) 、 尿 で は TaqMan 法 で

45%(5/11)、LAMP 法で 9.1%(1/11)、鼻

咽頭拭い液では TaqMan法で 57%(4/7)、

LAMP 法で 14%(1/7)の検出率であり、

RT-LAMP 法より TaqMan リアルタイム

PCR 法の感度が格段に優れていた（表

1）。検体中のウイルス遺伝子量は鼻咽頭

拭い液で最も高く、他の検体の 10〜

1000 倍であった。IgM 抗体価について

は、33%(3/9)の陽性率であり、ウイルス

遺伝子が検出された患者のうち 38% 

(3/8)で IgM 陽性となった。 

 

D. 考察 

 検体種類別では、咽頭拭い液が最も検

出率が高かったが、ウイルス遺伝子量は

鼻咽頭拭い液の方が咽頭拭い液より

100 倍以上多かった（表 1）。今回の検

討数は少なかったが、鼻咽頭拭い液で検

出された４例とも全て 106 copies/mL 台

であることから、風疹ウイルス遺伝子検

出には鼻咽頭拭い液が適していること

が強く示唆された。 

 本研究で採取された検体は発症（発疹

出現）から２〜６病日であったが、４病

日以内でウイルス遺伝子が検出された

症例のうち IgM 抗体価が検出されたの

は 29%(2/7)と低く、これまでの報告と

同様、発症早期では十分な IgM の上昇が

起こっておらず、偽陰性となる可能性が

高いことが示唆された。一方で、そのよ

うな症例でも TaqMan リアルタイム

PCR 法のようなウイルス遺伝子検出法

であれば、診断が可能であることが示唆

された。 

 

E. 結論 



 

 

Amplification (LAMP)

ルタイム法を比較した。その結

RT-LAMP

PCR

優れていることが示された。また、検体

としては鼻咽頭拭い液が適しているこ

とが示唆された。

 検査センターや医療機関による風疹

感染の確認は、血清中の

測定、あるいはペア血清の

推移により行われており、発症初期にお

いては血清中の

出率が高いという点から、ウイルス遺伝
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厚生労働科学研究費補助金 

（医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエンス総合研究事業） 

分担研究報告書 

 

インフルエンザウイルス A ヘマグルチニンに対する 

モノクローナル抗体を用いた ELISA 法の確立 

 

 研究分担者 阿戸 学  （国立感染症研究所・免疫部） 

 研究協力者 高橋 宜聖（国立感染症研究所・免疫部） 

 

研究要旨 

 インフルエンザウイルスは、ヘマグルチニン（HA）の違いによる多数の亜型

があり、新型インフルエンザのアウトブレイク等では季節性インフルエンザと

の鑑別が極めて重要になると考えられる。本研究では、中国で鳥からヒトへの

感染が発生している H7N9 ウイルスと、同じグループに属する季節性 H3N2 ウ

イルスの鑑別を可能にするマウスモノクローナル抗体の作製を試みた。3 種類の

prime / boost プロトコールによりマウスを免疫した後、ハイブリドーマ法によ

り 14 種類のモノクローナル抗体を樹立することに成功した。今後、これらの抗

体の特異性、結合性を詳細に解析し、H7 と H3 亜型鑑別を可能にする抗体の組

み合わせを選択する必要がある。 

  

A. 研究目的 

2013/2014 シーズンにおいて、H7N9 感

染者数が中国で増加している状況を考

慮し、本研究では、H7 亜型鑑別法の開

発に着手した。 

17 種類の HA 亜型が自然界に存在して

いることが知られている。しかし、過去

にヒトで流行したことのある亜型、動物

からヒトへの感染が問題となっている

亜型は、H1, H2, H3, H5, H7 の 5 種類に

限られ、その構造からグループ 1（H1, 

H2, H5）とグループ 2（H3, H7）に分類

される。近年、複数の HA 亜型に交差結

合する抗体が分離され注目を集めてい

るものの、そのほとんどは比較的相同性

の高い同じグループ内の交差結合性に

限られている。そのため本研究では、同

じグループ 2 に属する H7 と H3 の鑑別

に焦点を当て、これを可能にするマウス

モノクローナル抗体の作製を行った。 

 

B. 研究方法 

(1) H1、H3、H5、H7 リコンビナント

HA タンパクの作製 
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H1 亜型のウイルス（A/Narita/1/2009）、

H3 亜 型 の ウ イ ル ス （ X31 、

A/Uruguay/716/2007）、H5 亜型のウイ

ルス（NIBRG-14）、H7 亜型のウイルス

（A/Anhui/1/2013）の HA 塩基配列から、

バキュロウイルス発現系を用いること

によりリコンビナントHAタンパクを作

製した。 

 

(2) ハイブリドーマ法によるモノクロ

ーナル抗体の作製 

リコンビナントHAタンパクを２回皮下

接種したBALB/cマウスから脾臓細胞を

調製し、SP2/O ミエローマとの細胞融

合によりハイブリドーマを作製した。限

界希釈によりクローニングした後、培養

上清中に産生される抗体の特異性を後

述の ELISA 法により検証した。 

 

(3) ELISA による抗体特異性の検証 

様々な亜型のリコンビナントHAタンパ

クをコーティングした ELISA プレート

を用意し、1% BSA でブロッキング後、

ハイブリドーマの培養上清を添加した。

プレートに結合したマウス抗体は、ペル

オキシダーゼ標識した抗マウス IgG/A

抗体で検出・定量した。 

 

倫理面への配慮  

病原体を使用する実験は、国立感染症研

究所戸山庁舎高度安全実験施設におい

て、国立感染症研究所病原体等安全管理

規程に従い実施した。動物実験は、動物

実験委員会規程に従い、動物実験委員会

の承認を得てから行った。 

 

C. 研究結果 

１）モノクローナル抗体の作製 

H7 と H3 の鑑別を可能にする抗体とし

て、１）H7 亜型のみに結合する抗体、

２）H3 亜型のみに結合する抗体、３）

H7、H3 の両方の亜型に結合する抗体を

作製し、これらの抗体を組み合わせて、

H7 特異的な検出、H3 特異的な検出、

H7 と H3 の同時検出、といった 3 グル

ープの検出法の開発を試みた。抗原特異

性の異なる３種類の抗体を作製するた

め、図１に示す３つの prime / boost プ

ロトコールを用いて、マウスを免疫した。

まず H7 亜型のみに結合する抗体を作製

するため、H7 HA を 2 回接種したマウ

スを用意した。次に H3 亜型特異的に結

合する抗体作製用として、H3 HA を 2

回接種したマウスを用意した。H3 亜型

には、1968 年の発生以来多数の抗原変

異株が存在しており、H3 亜型内で共通

の構造を認識する抗体の分離が必要で

ある。この目的のため、同じ株由来の

H3 HA を追加接種するのではなく、

1968年に分離されたH3 HAを初回免疫

に使用した後、追加免疫には 2007 年に

分離された H3 HA を使用した。約 40 年

に渡る抗原変異の結果、ここで使用した

２種類の H3 HA の相同性は 86.9%であ

り、この２種類の H3 HA に交差結合す

る抗体は、H3 亜型内の抗原変異に寛容
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であると推定される。そして最後に、

H7 HA で免疫した後、H3 HA で追加免

疫したマウスを用意し、H7 と H3 に交

差結合する抗体の分離を試みた。 

 

２）マウスモノクローナル抗体の結合性 

本研究でこれまでに得られたマウスモ

ノクローナル抗体のリストと、様々な亜

型のHAに対する結合性を表 2に記した。

これまで H7 HA に特異的に結合する抗

体として 1 種類、H3 HA に特異的に結

合する抗体として 7 種類、H7 と H3

に交差結合する抗体として 6 種類のマ

ウスモノクローナル抗体を作製するこ

とに成功した。 

 

D. 考察 

様々な prime / boost プロトコールを用

いることにより、目的の抗原特異性を有

するマウスモノクローナル抗体を作製

することができた。今後、これら抗体の

抗原エピトープと検出感度を解析し、

H7 と H3 亜型の鑑別を可能とする抗体

の組み合わせ、抗体濃度を決定する必要

がある。 

 

E. 結論 

H7 と H3 の鑑別に利用可能なマウスモ

ノクローナル抗体を作製することに成

功した。 

 

G. 研究発表 

１．論文発表 

1. Ato M, Takahashi Y, Fujii H, 

Hashimoto S, Kaji T, Itamura S, 

Horiuchi Y, Arakawa Y, Tashiro M, 

Takemori T. 2013. Influenza A whole 

virion vaccine induces a rapid 

reduction of peripheral blood 

leukocytes via interferon-α- 

dependent apoptosis. Vaccine. 

31:2184-90. 

 

2. 学会発表 

1. Sato K., Takahashi Y., Ato M., 

Asanuma H. 2013. TLR agonists 

induce high avidity of virus-specific 

antibodies upon a booster conditions. 

第 42 回日本免疫学会学術集会．12

月 11 日～13 日．千葉市． 

2. Onodera T., Adachi T., Tsubata T., 

Kurosaki T., Adachi Y., Ato M., 

Takahashi Y. 2013. Replenishment 

of Long-Live Plasma Cells is 

constitutively restricted by CD4+T 

cells in their maintenance phase 

after influenza vaccination. 第 42 回

日本免疫学会学術集会．12 月 11 日

～13 日．千葉市． 

3. Adachi Y., Ato M., Takahashi Y. 2013. 

The development and persistence of 

broadly cross-reactive germinal 

center and memory B cells in the 

lungs following influenza virus 

infection. 第 42 回日本免疫学会学術

集会．12 月 11 日～13 日．千葉市． 



 

4. Ato M.

Ha

Horiuchi Y., Arakawa Y., Tashiro M. 

Takemori T. 2014. Influenza A whole 

virion vaccine induces a rapid 

reduction of peripheral blood 

leukocytes via interferon

dependent apoptosis. The 

Meeting of Japan Vaccine Adjuvan

Research Consortium. 1

阪府吹田市．

5. 小野寺大志、田代眞人、黒崎知博、
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Hashimoto S., Kaji T., Itamura S., 
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Horiuchi Y., Arakawa Y., Tashiro M. 
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阪府吹田市． 
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厚生労働科学研究費補助金 

（医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエンス総合研究事業） 

分担研究報告書 

 

C型肝炎ウイルス検出を目的とした体外診断薬の再評価に関する研究 

-HCV検体パネルを用いた検討- 

 

研究分担者 加藤 孝宣 国立感染症研究所ウイルス第二部 室長 

 

研究要旨：日本赤十字社由来の HCV 陽性献血検体を用い、HCV 検体パネルを

作製した。この検体パネルを用い、現在国内で使用されている HCV RNA 定量

法および HCV コア抗原定量法の評価を行った。これらの測定キットを用いて得

られた測定値は、概ね良い相関が得られたが、いくつかのコア抗原定量法では

乖離する例が認められた。この乖離の原因解明のために、これらの検体の HCV

コア領域のシーケンスを確認したところ、コア領域の aa 47 - 49 のアミノ酸変

異が HCV RNA 量とコア抗原量の乖離に関与している事が明らかになった。 

   

A. 研究目的 

 C 型肝炎ウイルス（HCV）は世界中に広がっ

ており、日本でも 100 万人以上の感染者が存在

すると考えられている。HCV 感染は成人感染で

も高率に慢性化する事が知られており、慢性肝

炎から肝硬変、肝癌に至る慢性肝疾患の原因と

なる。C 型慢性肝炎患者に対して、現在ではペ

グインターフェロンとリバビリンを中心とし

た治療が行われているが、その治療効果は十分

ではなく、いくつか治療効果に影響を与える因

子が報告されている。特にウイルス量の高い症

例では治療反応性が悪い事が報告されており、

患者の血中ウイルス量は治療効果を予測する

上で、重要な因子として知られている。現在、

HCV のウイルス量測定法として HCV-RNA 定

量と HCV コア抗原定量が用いられているが、

これらのキットによる測定値の相関について

は詳細な検討がなされていない。 

 我々は国内で献血された検体で HCV 陽性で

あったものの供与を受け、HCV ウイルス量測定

法評価のための検体パネルを作製した。本研究

では、現在臨床で用いられている HCV RNA 定

量法、HCV コア抗原定量法によりこの HCV 検

体パネルのウイルス量を測定し、測定値の分布

と相関について検討を行った。 

 

B. 研究方法 

 日本赤十字社より HCV RNA 陽性 HCV 抗体

陽性の献血血漿 80 検体の供与を受け、HCV 検

体パネルを作製した。この検体パネルに含まれ

る HCV 株の遺伝子型は、1a 株が 1 検体、1b

株が 35 検体、2a 株が 26 検体、2b 株が 18 検
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体であり、国内で検出される主要な遺伝子型が

全て含まれている。 

 これらの検体を HCV RNA 定量法 3 種類（コ

バス TaqMan HCV オート ver.1、コバス 

TaqMan HCV オート ver. 2、アキュジーン 

m-HCV）、HCV コア抗原定量法 5 種類（アーキ

テクト・HCVAg、ルミパルス オーソ HCV 抗原、

ルミスポット栄研 HCV 抗原、BLEIA 栄研 HCV

抗原、オーソ HCV 抗原 IRMA テスト）で測定

を行い、得られた測定値の相関について検討し

た。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究で使用する検体パネルは、日本赤十字

社により献血者から同意を得て採取された検

体であり、倫理面での問題はない。 

 

C. 研究結果 

1．HCV RNA 定量系の検討  

 HCV 検体パネルを HCV-RNA 定量系である

コバス TaqMan HCV オート ver.1、コバス 

TaqMan HCV オート ver.2、アキュジーン 

m-HCV で定量した。その結果、検体パネルの

HCV-RNA 量は 3.68 〜 7.08 log IU/mL に分布

しており、これらキットの測定値は非常に良く

相関していた。コバス TaqMan HCV オート 

ver.1 では、高ウイルス量検体で測定値が高値側

にシフトする事や、遺伝子型２型の測定値が

15％ほど低値となるなどの問題点が指摘され

ているが、今回用いた検体パネルでは問題とな

る乖離は観察されなかった。 

 

2. HCV コア抗原定量法の検討 

 さらに HCV コア抗原定量法 5 種類のキット

を用いて、HCV 検体パネルの測定を行った。得

られた測定値を HCV RNA 定量の結果と比較し

た結果、概ね良好な相関を認めたが、いくつか

の測定法では乖離する例が認められた。そこで、

これらの検体に含まれる HCV 株のコア領域を

PCR 法にて増幅し、ダイレクトシーケンス法で

塩基配列を決定した。その結果、コア領域の aa 

47 - 49のアミノ酸変異がHCV RNA量とコア抗

原量の乖離に関与している事が明らかになっ

た。特にこの領域に２つのアミノ酸変異を認め

た検体では、HCV RNA 量との相関から推定さ

れるコア抗原量の期待値の 1/10 程度の値を示

した。この領域の変異は測定した 80 検体中 12

検体（15%）に認め、変異を持つ HCV 株は国

内に少なからず存在すると考えられた。遺伝子

型別に、この領域に変異を持つ株の検出頻度を

用いて検討したところ、この変異は遺伝子型 2a

株で最も多く約 30％に認める事が明らかにな

った。 

 

D. 考察 

 コア抗原定量は HCV RNA 定量法に比べ安価

であり広く用いられているが、抗原抗体反応を

用いた測定法のためアミノ酸変異による影響

を受ける。今回の検討により、コア抗原量測定

値がコア領域の一部の変異により影響を受け、

HCV RNA 定量測定値に比べ低く乖離する例が

あることが明らかになった。これらの変異株で

はコア抗原量が HCV RNA 値に比べ低値となる

可能性があり、また経過観察中にこれらの変異

が出現した場合にはウイルス量の低下と判断

される可能性もあるため注意が必要である。 

 

E. 結論 

 HCV 検体パネルを用いて、HCV RNA 定量法

および HCV コア抗原定量法の評価を行った。
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これらの測定キットを用いて得られた測定値

は概ね良い相関が得られたが、いくつかのコア

抗原定量法では乖離する例を認め、コア領域の

変異がこの測定値の乖離に関係している事が

明らかになった。今後、コア抗原定量法につい

てはこの変異の影響を受けないようなキット

の開発が望まれる。 
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（医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエンス総合研究事業） 

分担研究報告書 

 

Real-time PCRを使ったウイルス定量技術の標準化と 

第四世代検出試薬の体外診断薬審査への応用 

 

研究分担者： 草川 茂 （国立感染症研究所エイズ研究センター・主任研究官） 

 

研究要旨 
現在 HIV スクリーニング検査の主流となっている、第四世代試薬の体外診断

薬審査試験における抗原の検出能を試験する検体の作製のために、あらゆるサ

ブタイプ・CRF・グループの HIV-1 量を定量するための Real-time PCR 法の検

討を行った。方法は、安価で操作方法の至適化が容易な SYBR Green 法を選択

した。HIV-1 gag MA 領域に 127bp を増幅するプライマーを設計した。NarI 消

化した pNL432 および６種類のサブタイプ・４種類の CRF・グループ O のゲノ

ム完全長を含むプラスミド 22 クローンを鋳型として用いた。増幅効率を、全プ

ラスミドが有するアンピシリン耐性遺伝子領域増幅の結果と比較した。全ての

鋳型で、これらの領域は同等な効率で増幅し、使用した全てのサブタイプ・

CRF・グループの HIV-1 ゲノムの増幅効率はほぼ同じであることがわかった。

この方法が、多様なサブタイプ・CRF・グループの HIV-1 分離ウイルスの定量

に有用である可能性が示された。 

 

Ａ．研究目的 

HIV の検査室レベルでの診断は、スク

リーニング検査と確認検査に大別される。

現在市販されているスクリーニング検査

用の試薬は、抗体検出試薬である第三世

代試薬と抗原抗体同時検出試薬である第

四世代試薬に分けられる。抗原を検出で

きることによって、セロコンバージョン

前の感染初期の検体を検出可能なことか

ら、現在は第四世代試薬が HIV スクリー

ニング検査の主流となっている。第四世

代試薬の性能試験は、市販のセロコンバ

ージョンパネルを用いた第三世代試薬と

の検出採血日数の比較によって行われる

が、これらのパネルに関し、市販の検出

試薬による測定結果以外の情報は明らか

でない。また実際に検査の現場で使用さ

れている第四世代試薬の抗原検出感度が

期待通りではなかった、あるいはサブタ

イプ/CRF 毎に抗原検出感度にばらつき
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が見られたということも報告されている。

本研究では、第四世代試薬の体外診断薬

審査試験において、感染初期の検出に重

要な抗原の検出能を定性的、定量的に試

験できる系を検討する。試験用検体の作

製にあたって、ウイルス量の標準化が必

要になるが、現在研究用として市販され

ている HIV-1 定量試薬は、ウイルス株ご

とに検出感度にばらつきがあるため、本

年度は、あらゆるサブタイプ・CRF・グ

ループの HIV-1 量を定量するための

Real-time PCR 系の樹立を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

分離ウイルスの定量では、比較的高コ

ピー数の定量が出来れば良いので、より

安価で操作方法の至適化が容易な SYBR 

Green 法を用いることにした。まず、ロ

スアラモス研究所の HIV Sequence 

Databaseに掲載されているHIV-1塩基配

列のアライメントをもとに、すべての

HIV-1 サブタイプ・CRF・グループで相同

性が高い領域を調べ、HIV-1 gag MA 領域

に 127bp を増幅するプライマーを設計し

た。その感度と特異度を検討するために、

NarI 消化して線状化した HIV-1 pNL432

および６種類のサブタイプ・４種類の

CRF・グループ O のゲノム完全長を含む

プラスミド 22 クローン(図２)を鋳型とし

て用い、全プラスミドが有するアンピシ

リン耐性遺伝子を検出するプライマーペ

アによる増幅の結果と比較した。 

 

(倫理面への配慮) 

なし。 

 

Ｃ．研究結果 

まず HIV-1 標準株としてよく用いられ

る、サブタイプ B のプラスミド pNL432

を用い、HIV-1 MA 及びアンピシリン耐性

遺伝子を増幅するプライマーペアの増幅

効率の確認を行った。pNL432 は定量値と

塩基数からコピー数を算出、104から 101

まで 10 倍段階希釈し、鋳型として用いた。

HIV-1 MA 領域・アンピシリン耐性遺伝子

領域ともに、典型的な増幅曲線を示した。

融解曲線から非特異的な増幅によると思

われるピークは見られなかった。反応後、

各サンプルをアガロースゲル電気泳動し、

増幅の特異性を確認した。それぞれの Ct

値をもとに検量線を描き、増幅効率と相

関係数を調べた。Slope 値からの計算され

る増幅効率はいずれもほぼ 100%で、いず

れの領域においても、各コピー数におけ

る Ct 値はほぼ直線上にあり、相関係数も

ほぼ１であった。同一コピー数を鋳型に

用いた時の、それぞれの領域の Ct 値をグ

ラフにプロットし、その相関性を検討し

た。同一コピー数の鋳型を用いた時の Ct

値はほぼ同じで、相関係数（R2）はほぼ

１となった。以上の結果から、用いたプ

ライマーおよび反応条件が適切であるこ

と、２種類プライマーペアの増幅効率が

ほぼ同じであることが示された。  

次にこの系を使って、各サブタイプ・

CRF・グループの HIV-1 を同じ効率で増
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幅できるかどうかを確認する実験を行っ

た。プラスミドは１反応当たり 1.4 フェ

ムトグラム（約 100 コピー）を鋳型とし

て用いた。全ての鋳型において典型的な

増幅曲線が得られ、融解曲線から非特異

的な増幅は観察されなかった。各鋳型の

２つの領域の Ct 値を比較したところ、い

ずれの鋳型においてもほぼ同じ値となり、

その値は 17.4 から 19 の間に分布してい

た。それぞれの領域の Ct 値をグラフにプ

ロットしたところ、得られた近似曲線の

相関係数 R2=0.93 であった(図３)。アンピ

シリン耐性遺伝子の塩基配列は全てのプ

ラスミドで 100%一致するので、その増幅

効率はプラスミド間で同じであると考え

られる。用いた全てのプラスミドで、

HIV-1 MA 領域の Ct 値がアンピシリン耐

性遺伝子のCt値とほぼ一致していたこと

から、今回設計した HIV-1 MA 領域を増幅

するプライマーは、使用した全てのサブ

タイプ・CRF・グループを同じ効率で増

幅することがわかった。 

 

Ｄ．考察 

本研究では、様々なサブタイプ・CRF・

グループの HIV-1 分離ウイルスをスパイ

クした試験用検体を用いて第四世代試薬

の HIV-1 抗原検出感度の性能調査を行う

系を確立することを目的としている。試

験用検体を作製するにあたって、ウイル

ス量を標準化しておく必要がある。いく

つかのメーカーから HIV-1 定量のための

HIV-1 p24 抗原定量試薬が研究用試薬と

して販売されているが、サブタイプ・

CRF・グループにより感度が異なること

が指摘されている。 

SYBR Green を用いた Real-time PCR 法

は、培養上清中のウイルス定量のような

高感度の検出を求められないウイルス

RNA の検出を比較的安価に行うのに有効

な方法である。今回すべての HIV-1 サブ

タイプ・CRF・グループを同じ効率で増

幅できることを目標とし、新たに設計し

たプライマーの検出感度と PCR の条件

を検討した。その結果、６種類のサブタ

イプ・４種類の CRF・グループ O をほぼ

同じ効率で増幅できることが確認でき、

様々な HIV-1 定量に適用できることが示

された。塩基配列の相同性から、他のサ

ブタイプや CRF、グループも同じように

増幅できると予想される。 

 

Ｅ．結論 

今回検討した SYBR Green を用いた

Real-time PCR 法は、すべてのサブタイ

プ・CRF・グループの HIV-1 分離ウイル

スの定量に有用である可能性が示された。

現在、RNA の抽出と Real-time RT-PCR

プロトコルの標準化および第四世代試薬

性能試験用の分離ウイルスの調整が進行

中である。今回の方法で値付けされた

HIV-1 分離ウイルスをスパイクした検体

の作製を行い、コピー数で値付けされた

抗原検出感度測定用検体を作製、第四世

代試薬の抗原の検出能を試験する系の確

立へと進める予定である。 
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分担研究報告書 

 

血液を介して感染するウイルスの標準品整備に関する動向についての研究 

 

研究分担者 百瀬暖佳  国立感染症研究所・血液・安全性研究部・主任研究官 

研究協力者 水澤左衞子 国立感染症研究所・血液・安全性研究部・研究員 

研究代表者 濵口 功  国立感染症研究所・血液・安全性研究部・部長  

 

研究要旨 

ウイルス検出を目的とした体外診断用医薬品の再評価には、国際的な共同研

究によって力価が定められた国際標準品/参照品や国際参照パネルの存在が不可

欠である。従って、国際標準品等の整備、および更新の動向を把握することは

重要である。本研究では WHO、および WHO Collaborating Center の専門家が

集まる会議に提出された資料を精査し、国際標準品等に関する最新の動向を調

査した。 

 

A. 研究目的 

 ウイルス検出を目的とした体外診断用

医薬品の技術の進歩はめざましく、国内外

のメーカーが製造する体外診断用医薬品

は世界各国で使用されている。これら体外

診断用医薬品の再評価には様々なウイル

スの国際標準品・参照品、国際参照パネル

が必要不可欠である。ウイルスの国際標準

品等はWHOの生物製剤標準化に関する専

門家委員会(ECBS)において最終的に制定

されるが、作製は National Institute for 

Biological Standards and Control (NIBSC、

イギリス)、Paul-Ehrlich-Institut (PEI、ドイ

ツ)、Food and Drug Administration (FDA、

アメリカ)が主体となって行われる。ECBS

に先立ち、上記 3 機関が参集する WHO 

Collaborating Centers 会 議 や

Standardization of Genome Amplification 

Techniques (SoGAT)会議等で実務者間の

議論が進められる。本研究では、WHO 国

際標準品等の整備に関する最新の情報を

収集し、その動向を把握することを目的と

した。 

 

B. 研究方法 

WHO Collaborating Centers 会議での会

議資料、SoGAT Blood Virology-Clinical 

Diagnostics 合同会議の会議資料、WHO 



- 2 -

ECBS に提出された議案書を精査し、

WHO 国際標準品・参照品、国際参照パネ

ルの整備、更新の進捗状況について動向調

査を行った。 

 

(倫理面への配慮) 

 該当なし 

 

C. 研究結果 

1. 国際標準品の制定、更新の承認 

2013 年の WHO ECBS において、ウイ

ルス核酸に関する標準品・パネルとして

第 1 次 HIV-1 CRF 参照パネル、第 2 次

HAV-RNA 国際標準品、第 1 次 HDV-RNA

国際標準品、第 3 次パルボウイルス

B19-DNA 国際標準品が制定された。ウイ

ルス抗原/抗体に関しては、第 1 次 HBe

抗原国際標準品、第 1 次抗 HBe 抗体国際

標準品が制定された。第 1 次 HDV-RNA

国際標準品以外の 5 品目については、国

立感染症研究所が国際共同研究に参加し

ている(表 3 上)。 

新規事業として、HCV-RNA 国際標準品

の更新、抗 CMV 抗体(IgG)国際標準品の

新規作製が承認された。また、抗風疹抗

体測定法の標準化事業も ECBS において

承認を受けた(表 3 下)。 

 

2. HIV-2 RNA working reagent作製へ向け

た動き 

 第 1 次 HIV-2 RNA 国際標準品は 2009

年に WHO ECBS において制定されたが、

力価が 1000 IU/mL と低く、定量試験に使

いにくいという指摘があった。そこで、

高力価の第 2 次国際標準品の作製が

NIBSC より提案されたが、第 1 次国際標

準品が 1000 バイアル以上残っているこ

と、定性試験には充分利用できること等

からNIBSCの提案には否定的な意見が多

く見られた。さらに、低力価の第 1 次国

際標準品を用いて高力価の第 2 次国際標

準品候補品の値付け作業(相対定量)が可

能かどうか、また第 1 次国際標準品に対

する相対定量で第 2 次国際標準品の値付

けをしない場合の traceability の問題等か

ら、国際標準品に代わり高力価の working 

reagent が作製される運びとなった。現在、

力価を約 106 IU/mL に合わせた working 

reagent が準備され、不活化の影響、抗凝

固剤の影響(ACD または EDTA)等を検討

するためのmini-studyが計画されている。 

 

3. 新たなウイルスの参照パネル作製へ向

けた動き 

ウエストナイルウイルス(WNV)-RNA

参照パネル、チクングニアウイルス

(CHIKV)-RNA 参照パネルについて、FDA

の the Center for Biologics Evaluation and 

Research (CBER)とNIBSCが協力して整

備の準備を進めている。いずれもアフリ

カミドリザル由来Vero細胞で増やしたウ

イルス株を用い、最終的には加熱処理に

よって不活化したものを用いる予定にな

っている。しかし動物由来の細胞で増殖

させたウイルスを国際輸送することが容

易かどうか、また、参照パネル制定に先
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立つ国際共同研究で臨床検体や生ウイル

ス等の検体を配布できるかは今後の検討

課題である。 

 

4. 国際標準品の安定性について 

2013 年の WHO ECBS において承認さ

れた第 2 次 HAV-RNA 国際標準品は、4℃

における安定性の問題から、通常の室温

発送とは異なり、ドライアイス輸送によ

る交付が承認された。また、HCV-RNA 国

際標準品の更新が承認されたが、これは

第 3, 4 次 HCV-RNA 国際標準品の加速試

験における安定性に問題があり、室温発

送に耐えうる新たな標準品が要望された

ためである。 

 

D. 考察 

1. 国際標準品の制定、更新の承認 

 国際標準品等の整備に関する最新の動

向を把握するため、WHO Collaborating 

Centers 会議、SoGAT、ECBS へ提出さ

れた議案書等を活用して情報の収集を行

った。現在、国際標準品作製のための国

際共同研究の多くに国立感染症研究所が

参加している。 

 

2. HIV-2 RNA working reagent作製へ向け

た動き 

 国際標準品における traceability とは、

標準品を更新する際に現行品と同等の力

価・性状・genotype 等が望ましい、とす

る考え方である。HIV-2 RNA については、

力価の traceability の観点から第 2 次国際

標準品ではなく高力価の working reagent

を作ることとなった。 

genotype の traceability の観点からは、

国際標準品更新の際に現行品と同様の

genotype が選択される。しかしながら、

最初の国際標準品が制定された当時に多

く見られた genotype と、現在感染率の高

い genotype とが異なる場合もある。国際

標準品は体外診断用医薬品の標準物質の

値付けにも用いられることから、現状に

合った genotype の方が良いという考え

方もでき、今後議論が必要と考える。 

 

3. 新たなウイルスの参照パネル作製へ向

けた動き 

 今年度は WNV、および CHIKV の核酸

参照パネルの進捗状況が報告された。中

にはアメリカにおいて、国内参照パネル

として交付が開始されているものもあり、

国間での検体の移動の問題が解消できれ

ば、国際参照パネルの整備に前進が見ら

れるであろう。デングウイルスの核酸参

照パネルも今年度は進捗の報告が出てい

ないが、同時並行で進められているもの

と思われる。 

 

4. 国際標準品の安定性について 

国際標準品・参照パネル等に有効期限

は定められていない。WHO の国際標準

品・参照パネルは長期安定性を確認して

いるから、というのが一つの理由である。

しかしながら、第 3, 4 次 HCV-RNA 国際

標準品、および第 2 次 HAV-RNA 国際標
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準品が、-20℃以下では安定とはいえ加速

試験における安定性の問題から室温発送

でなくドライアイス輸送となっている点

は改善の余地がある。 

HCV-RNA 国際標準品の安定性につい

ては、含湿度、残留酸素濃度に加え、抗

HCV 抗体の有無や、pH 緩衝剤(HEPES)、

トレハロースの添加効果が検討されてお

り、NIBSC での解析結果が待たれる。 

2013 年の ECBS において第 2 次

HAV-RNA 国際標準品として制定された

ロット(NIBSC code: 00/562)は、第 1 次

HAV-RNA 国際標準品(00/560)と同時期に

同一の原材料から製造されたロットであ

る。製造された当初は、第 1 次国際標準

品の在庫が僅少になった場合の更新の候

補となる予定であったが、4℃保存で力価

の低下が見られたことから、第 2 次標準

品には適さないことが 2007 年の ECBS

で報告された(WHO/BS/07.2056)。故に、

今回の HAV-RNA 国際標準品の更新にあ

たっては新規にロット12/234が製造され、

標準品の第一候補となった。しかし、国

際共同研究における定性法と定量法の乖

離が大きく、また、少数のサンプルを用

いて行った 3ヶ月の加速試験で-20℃保存

での力価低下が予測されたことから、ロ

ット 12/234は第 2次国際標準品には制定

できず、結果的にロット 00/562 が第 2 次

HAV-RNA 国 際 標 準 品 と な っ た 。

HAV-RNA 国際標準品の安定性に関して

は解析の予定が示されていないが、

HCV-RNA 国際標準品での解析結果を参

考にしつつ、検討がなされることが期待

される。 

 

E. 結論 

 2013 年度の WHO ECBS において、ウ

イルスに関する標準品・パネルとして第 1

次 HIV-1 CRF 参照パネル、第 2 次

HAV-RNA 国際標準品、第 1 次 HDV-RNA

国際標準品、第 3 次パルボウイルス

B19-DNA 国際標準品、第 1 次 HBe 抗原

国際標準品、第 1 次抗 HBe 抗体国際標準

品が制定された。標準品制定のための国

際共同研究では、国立感染症研究所が参

加協力を行った。 

新規事業として、HCV-RNA 国際標準品

の更新、抗 CMV 抗体(IgG)国際標準品の

新規作製、抗風疹抗体測定法の標準化が

承認された。 

安定性が問題となっている一部のウイ

ルス核酸の国際標準品については、含湿

度、残留酸素濃度も含め、現在 NIBSC に

おいて解析が進められている。 

 

 G. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2. 学会発表 

なし  

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得      なし 

2. 実用新案登録    なし 

3. その他             なし 
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表 3. 2013年の WHO ECBSにおいて承認された 

ウイルスの国際標準品等 

 

 

 

 

 

 

制定

更新 標準品/参照品　名称 種類
感染研が国
際共同研究
に参加

1st HIV-1 Circulating Recombinant Forms RNA for NAT assays 国際参照パネル ○
2nd Hepatitis A virus (HAV) RNA for NAT assays* 国際標準品 ○
1st Hepatitis D virus (HDV) RNA for NAT assays 国際標準品
3rd Parvovirus B19 (B19V) DNA for NAT assays 国際標準品 ○
1st Hepatitis  B virus “e” antigen (HBeAg) 国際標準品 ○
1st anti-Hepatitis  B virus “e” antibodies (anti-HBe), plasma 国際標準品 ○

* 4℃で力価の低下が見られるため、ドライアイスで発送

新規事業
更新 標準品／参照品　名称 種類

核酸 5th Hepatitis C virus RNA for NAT assays 国際標準品
1st anti-Cytomegalovirus IgG 国際標準品

Standardisation of rubella antibody testing 試験法の標準化

核酸

抗原/抗体

抗体
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