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要 旨
ヒトパラインフルエンザウイルス（Human Parainfluenza Virus：HPIV）は 4つの型に分類されており，
遺伝子検査には，文献で報告された型別可能なMultiplex-RT-Nested-PCR法（既報方法）が広く用いられ
ている．しかしながら既報方法で得られる増幅産物の塩基配列は短く，特に 3型は解析に供する塩基配列が
60塩基であることから系統樹解析の実施が困難だった．そこで，HPIVを高感度に検出でき，加えて系統樹
解析が可能な塩基配列長が得られるMultiplex-RT-Nested-PCR法（本法）の開発を試み，HPIVの HN領域
を標的としたプライマーを新たに設計した．その結果，本法の Nested-PCRにより，HPIV1型，2型，3型，
4型各々で 652bp，950bp，843bp，552bpの増幅産物が得られた．既報方法を用いて既に HPIV遺伝子が検
出されている 193検体に対して本法を実施したところ，全ての検体から HPIV遺伝子が検出された．また，
他の呼吸器症状を引き起こすウイルス 12種に対して本法を実施したところ，交差反応は認められなかった．
さらに，本法によって得られた増幅産物に対してダイレクトシーケンスを実施し，決定された塩基配列を
用いて系統樹解析を行った．解析領域は，Nested-PCR用プライマー部分まで除いた，HPIV1型 608nt，2
型 907nt，3型 799nt，4型 510ntとした．系統樹解析の結果，HPIV1型，2型，3型の検体は既知のクラス
ターに分類をすることができ，HPIV4型の検体はサブタイプを分類することができた．
以上の結果から，本法は，HPIVを検出，そして解析する遺伝子検査の一つとして，有用であることがわ
かった．
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序 文
ヒトパラインフルエンザウイルス（Human Parain-

fluenza Virus：HPIV）は，パラミクソウイルス科に
属するマイナス一本鎖 RNAウイルスであり，1950年
代に発見された１）～３）．HPIVは 4つの型に分類され，
HPIV1型（HPIV1）と HPIV3型（HPIV3）はレスピ
ロウイルス属に，HPIV2型（HPIV2）と HPIV4型
（HPIV4）はルブラウイルス属にそれぞれ属している．
さらに HPIV4は，A型（HPIV4a）と B型（HPIV4b）

2つのサブタイプに分類される１）～３）．HPIVは，小児の
呼吸器感染症の主要な原因ウイルスのひとつとされ，
上気道炎，クループ，気管支炎等を引き起こす１）～３）．特
に HPIV3は伝播力が強いとされ，小児病棟や高齢者
施設での集団感染例が報告されている３）～６）．
さいたま市健康科学研究センター（以下，センター）

では，感染症の予防及び感染症の患者に対する医療に
関する法律に基づいた感染症発生動向調査の中で，呼
吸器症状がみられた患者検体に対して HPIVを含め
た呼吸器症状を引き起こすウイルスを対象とした遺伝
子検査を実施している．一部のウイルス検査では，PCR
により得られた増幅産物について，キャピラリーシー
ケンサーを用いて塩基配列を決定し，系統樹を用いた
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塩基配列解析を行っている．HPIVの遺伝子検査には，
国立感染症研究所の病原体検出マニュアル，Echevar-
riaらの方法および Aguilarらの方法に基づいた
Multiplex-RT-Nested-PCR法（以下，既報方法）を用
いている３）７）８）．既報方法は，Nested-PCRであること
による検出感度の高さや，HPIV1，HPIV2，HPIV3，
HPIV4（以下，HPIV1-4）の型別が可能なMultiplex-
PCRであることによる効率性の高さから広く用いら
れている９）～１１）．しかしながら，既報方法では Nested-
PCRで得られる増幅産物の塩基配列が 320bp以下と
短い．特に HPIV3の増幅産物は，プライマー配列を
除いた解析に供する塩基配列が約 60塩基であること
から，系統樹解析の実施は困難であった．
そこで，我々は新たにプライマーを設計し，HPIV
1-4に対する Nested-PCRで系統樹解析が可能なサイ
ズの増幅産物が得られるMultiplex-RT-Nested-PCR
法（以下，本法）の開発を試みた．

材料と方法
1．供試検体
感染症発生動向調査により，2012年から 2018年ま
での期間にさいたま市内の定点医療機関からセンター
に提供された，呼吸器症状がみられた患者から採取さ
れた鼻腔スワブ，咽頭スワブを臨床検体とした．なお，
センターには，臨床検体に付随する情報として，患者
ID・性別・年齢・診断名・臨床症状・臨床経過・基
礎疾患・発症日・検体採取日・発生状況・ワクチン接
種歴・渡航歴・検体種別のみが送付され，その他の個
人情報は送付されない．提供された臨床検体は，病原
体検出マニュアルに基づいて調製したウイルス保存輸
送液 2mLに浸漬し，-80℃で保管した１２）．臨床検体の
うち，既報方法で HPIV遺伝子が検出された全ての
検体である 193検体を試料とした．内訳は HPIV1が
40検体，HPIV2が 21検体，HPIV3が 111検体，HPIV
4が 21検体だった．
2．ウイルス RNA抽出および逆転写反応による
cDNAの作製

1,880×g 10分間の遠心分離を行った試料の上清
140μLから QIAamp Viral RNA mini kit[QIAGEN]を
用いてウイルス RNAを抽出し，PrimeScript RT re-
agent kit[TAKARA BIO]を用いて逆転写反応を行い，
cDNAを作製した．ウイルス RNA抽出操作および逆
転写反応条件は，それぞれのプロトコールに従い行っ
た．
3．細胞培養および陽性対照の作製
試料 100μLを Vero/E6細胞に接種した．継代培養
方法，増殖培地および維持培地の作成方法は，パライ
ンフルエンザウイルス検査マニュアルに基づいて行っ
た３）．3週間培養し，細胞変性効果（CPE）を確認し

た．CPEが確認できなかった培養細胞については，2
継代まで盲継代を行った．HPIV1，HPIV2，HPIV3，
HPIV4a，HPIV4b（以下，HPIV1-4ab）それぞれの CPE
が確認された Vero/E6細胞培養上清 140μLから，前
項で示したウイルス RNA抽出および逆転写反応によ
り，同様に cDNAを作製し，DEPC処理水で 103倍に
希釈したものを陽性対照（P.C）とした．
4．プライマーの設計と調製
HPIVの 構 成 タ ン パ ク で あ る Hemagglutinin-

Neuraminidase glycoproteinをコードする遺伝子領域
（HN領域）を標的配列として HPIV1-4の 1st-PCRお
よび Nested-PCRのプライマーを設計した（Table
1）．Nested-PCRでプライマー配列を除く増幅産物の
サイズが 500bp以上になるようにし，加えて HPIV1-
4の Nested-PCR増幅産物のサイズがそれぞれ 100bp
以上異なるようにした．また，HPIV4のサブタイプ
4a，4bが共に HPIV4のプライマーで増幅できるよう
にした．参照した塩基配列は，DNA Date Bank of Ja-
pan（DDBJ）に HN全領域が登録されているウイル
ス株の中から選考し，HPIV1，HPIV2，HPIV3（以
下，HPIV1-3）はそれぞれ 30株ずつ，HPIV4は登録
されている株が少ないことから 20株とした．設計し
た各プライマーの合成については，Fasmac社の受託
合成サービスを利用した．1st-PCR用で用いるプライ
マー 8種と Nested-PCR用で用いるプライマー 8種
は，それぞれ 10μMになるよう混合調製し，1st-PCR
プライマー，Nested-PCRプライマーとした．
5．プライマー濃度とアニーリング温度の検討
1st-PCRプライマーの濃度を 1tubeあたり 0.1μM～

0.5μMになるよう 0.1μM間隔で調製し，P.Cを用いて
それぞれ 1st-PCRを実施した．続いて，アニーリン
グ温度を 54℃～64℃まで 2℃間隔で設定し，P.Cを
用いて，それぞれ 1st-PCRを行った．Nested-PCRに
ついては，Nested-PCRプライマーの濃度を 1st-PCR
プライマーと同様に調製し，1st-PCRの増幅産物を
DEPC処理水で 106倍に希釈したものをテンプレート
として PCRを行った．Nested-PCRのアニーリング
温度についても 1st-PCRと同様に設定した．
6．PCR法
PCR試薬は，Multiplex PCR Assay kit Ver.2

［TAKARA BIO］を用いた．1st-PCRの反応液は，2
×Multiplex PCR Buffer 12.5μL，Multiplex PCR En-
zyme MIX 0.125μL，1st-PCRプライマー 0.5μL，DEPC
処理水 9.375μLを混合した反応液にテンプレートとし
て cDNA 2.5μLを加え，全量 25μLとした．Nested-
PCRの反応液は，2×Multiplex PCR Buffer 12.5μL，
Multiplex PCR Enzyme MIX 0.125μL，Nested-PCR
プライマー 0.5μL，DEPC水 10.875μLを混合した反
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Table　1　Designed primers used for Multiplex-RT-Nested-PCR

Assay Primer Polaritya Sequence (5´to3´) Target geneb Position Amplicon 
size (bp)

1st-PCR

PI1-HN-F1 ＋ TTCTGGAGATGTCCCGTAGG
HN

7374-7393c
1174

PI1-HN-R1 － CAACAATRTGGAAGCAGTAGCC 8526-8547c

PI2-HN-F1 ＋ GGACATGTAGAATCATTTTCCG
HN

6864-6885d
1549

PI2-HN-R1 － GTATATGCTGCTTTGTGATTGG 8391-8412d

PI3-HN-F1 ＋ CAGGAGTGAATACAAGGCTTC
HN

7083-7103e
1103

PI3-HN-R1 － GTTTCCTGGTCTTGATAGCAC 8165-8185e

PI4-HN-F1 ＋ TTCCAACTGCTACAACTCCTC
HN

8062-8082f
970

PI4-HN-R1 － GCAGTATTAGGATAACTTAGTGG 9009-9031f

Nested-PCR

PI1-HN-F2 ＋ CTGTAATAGCTGCAGGAACAAG
HN

7678-7699c
652

PI1-HN-R2 － CCTGATATGCATTCTYTCGGAC 8308-8329c

PI2-HN-F2 ＋ CATTGGTGTTACACTCACAATG
HN

7352-7373d
950

PI2-HN-R2 － GCTCCAGCAAATCGATAGTTG 8281-8301d

PI3-HN-F2 ＋ CCACAAAGAATAACACATGATG
HN

7220-7241e 
843

PI3-HN-R2 － GATCTTGTTACCTAGTAGAAGT 8041-8062e

PI4-HN-F2 ＋ AGTTGYTCAGTGGTTGCTGTC
HN

8283-8303f 
552

PI4-HN-R2 － CCAGCTGGATCCTCTCTGATA 8814-8834f

a: ＋, Forward primer; －, Reverse primer 
b: HN, Hemaggletinin-Neuraminidase
c: According to the sequence of HPIV1 virus strain (accession No: AF457102) 
d: According to the sequence of HPIV2 virus strain (accession No: AF533011) 
e: According to the sequence of HPIV3 virus strain (accession No: Z11575)
f: According to the sequence of HPIV4 virus strain (accession No: KF483663)

応液にテンプレートとして 1st-PCR産物 1μLを用い
た．1st-PCRの条件は，アニーリング温度を 60℃と
し，そ の 他 はMultiplex PCR Assay kit Ver.2
[TAKARA BIO]のプロトコールに準じた．94℃ 1min
の反応後に，94℃ 30sec，60℃ 1min，72℃ 1minの
反応を 35サイクル行い，72℃ 10min反応させた後，
冷却温度を 4℃とした．Nested-PCRの条件は，アニー
リング温度を 58℃，反応サイクル数を 30とし，その
他は 1st-PCRと同様とした．PCR装置は，Veriti Ther-
mal cycler[Thermo Fisher Scientific]を用いた．得ら
れた増幅産物 5μLを用いて 2%アガロースゲル上で
電気泳動を行い，増幅産物が想定したバンドサイズで
あることを確認した．
7．感度の検討
本法の HPIVに対する感度を既報方法と比較検討
するため，試料を用いて 1st-PCRおよび電気泳動を
行い，増幅産物のバンドの確認を行った．バンドが確
認されなかった検体に対しては，Nested-PCRを実施
し，同様に確認を行った．
また，Vero/E6細胞を使用したプラーク法により

ウイルス量を Plaque forming unit（PFU）として測
定した HPIV1-4abそれぞれの細胞培養上清を用いて
本法の検出感度を評価した１３）．細胞培養上清には，P.
C作製時と同一のウイルス株を用いた．HPIV1-4ab
の細胞培養上清それぞれのウイルス量が PCR反応液

1tube中，すなわち最終 25μL中にそれぞれ 100PFU，
10PFU，1PFU，0.1PFUになるように調製した．調
製した細胞培養上清からウイルス RNAの抽出および
逆転写反応を行い，得られた cDNAを用いて 1st-
PCR，Nested-PCRを実施したのち，電気泳動によっ
て増幅産物のバンドサイズを確認した．
8．特異度の検討
本法の HPIVに対する特異度を検討するため，

HPIV以外の呼吸器症状を引き起こすウイルスの分離
株を用いて交差反応の確認を行った．分離株は，イン
フルエンザウイルス（Flu）AH1pdm，Flu-AH3，Flu-
B山形系統（Byam），Flu-Bビクトリア系統（Bvic），
ヒトメタニューモウイルス（hMPV）-遺伝子型 A2，
hMPV-B1，hMPV-B2，RSウイルス（RSV）-遺伝子型
A，RSV-B，ヒトライノウイルス（HRV）-遺伝子群 A，
HRV-B，エンテロウイルス D68型（EV-D68）をそれ
ぞれ 2株ずつ，計 24株を用いた．前項と同様に PCR
および増幅産物のバンドを確認した．
9．塩基配列の決定
7項感度の検討で得られた増幅産物を QIAquick
PCR Purification kit［QIAGEN］を用いて精製し，Big
Dye Terminator v3.1 Cycle Sequence kit[Thermo
Fisher Scientific]および設計したプライマーを用いた
サイクルシーケンスの後，塩基配列の決定を行った．
3500 Genetic Analyzer［Thermo Fisher Scientific］を
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Fig.　1　Results of 1st-PCR and Nested-PCR reactions on different concentrations of primers. 
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Fig.　2　Results of 1st-PCR and Nested-PCR reactions on different annealing temperatures. 

1174bp

1

1549bp

970bp
1103bp

M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

1M 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

652bp
950bp

552bp
843bp

用いてシークエンス解析を行い，得られた塩基配列に
対して，DDBJの Basic Local Alignment Search Tool
検索を実施し，登録されている HPIVの塩基配列と

の相同性を確認した．
10．Nested-PCRの正確性の確認
1st-PCRで検出された 159検体の増幅産物を用いて
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Fig.　3　Results of 1st-PCR and Nested-PCR reactions on different concentrations of tem-
plates 
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Table　2　Result of detection using the Multiplex-RT-PCR assay for clini-
cal specimens

Multiplex-RT-PCR assay in this study Reported Multiplex-RT-PCR assay

1st-PCR Nested-PCR 1st-PCR Nested-PCR

HPIV1 32 8 11 29
HPIV2 15 6 6 15
HPIV3 94 17 66 45
HPIV4 18 3 14 7

159 34 97 96

Nested-PCRを実施した．得られた Nested-PCRの増
幅産物について，前項塩基配列の決定と同様に塩基配
列の決定を行った．1st-PCRで得られた塩基配列と
Nested-PCRで得られた塩基配列について，Nested-
PCRのプライマー部分まで除いた塩基配列（HPIV1：
608bp，HPIV2：907bp，HPIV3：799bp，HPIV4：510
bp）を比較し，違いの有無を確認した．
11．系統樹解析
Nested-PCRのプライマー部分まで除いた塩基配列
について，MEGA6を用いた近隣接合法による系統樹
解析を実施した．HPIV1，2，4については，全ての
検体について系統樹解析を行った．HPIV3について
は，検体数が多いことから検出年毎に 8検体ずつ無作
為に選定した 56検体を系統樹解析に用いた．系統樹
解析のクラスター分類，サブタイプ分類は既報を参考
にし，参照株は DDBJより取得した１４）～１７）．

結 果
1．プライマー濃度とアニーリング温度の設定
プライマー濃度の検討を行った結果，1st-PCR，
Nested-PCRともに 0.2～0.5μMの範囲で特に明瞭な
増幅産物のバンドを認めた．HPIV1-4abの 1st-PCR
および Nested-PCRにおいてプライマー濃度をそれぞ
れ 0.1，0.2，0.3μMに設定した結果を Fig. 1に示した．
また，アニーリング温度の検討を行った結果，1st-PCR
では 54～60℃の範囲で特に明瞭な増幅産物のバンド
を認めた．一方，Nested-PCRでは，HPIV3において
58℃に比べ 60℃のバンドが不明瞭になっていた．1st-
PCRにおいてアニーリング温度を 58，60，62℃に設
定した結果，ならびに Nested-PCRにおいて同様に
56，58，60℃に設定した結果を Fig. 2に示した．こ
れらの検討結果より，プライマー濃度はともに 0.2μM
とし，アニーリング温度については，1st-PCRでは
60℃，Nested-PCRでは 58℃とした．
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Fig.　4　Phylogenetic tree generated using the HN gene from the 
HPIV1 fragment of 608 nt from the 40 sequences obtained in this 
study and 34 sequences retrieved from The DDBJ. The acces-
sion numbers of the sequences obtained in this study are 
LC486539-LC486578. 
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Fig.　5　Phylogenetic tree generated using the HN gene from the HPIV2 fragment of 907 
nt from the 21 sequences obtained in this study and 32 sequences retrieved from The 
DDBJ. The accession numbers of the sequences obtained in this study are LC486579-
LC486599. 

G1b
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Fig.　6　Phylogenetic tree generated using 
the HN gene from the HPIV3 fragment 
of 779 nt from the 56 sequences ob-
tained in this study and 55 sequences 
retrieved from The DDBJ. The acces-
sion numbers of the sequences obtained 
in this study are LC486600-LC486655. 

2．感度
既報方法により HPIV遺伝子が検出された試料 193

検体を用いて本法を実施した結果，193検体中 159検
体から 1st-PCRで HPIV遺伝子が検出され，1st-PCR
の検出率は 82.4%だった．なお，既報方法での 1st-PCR
における検出率は 50.3%（193検体中 97検体）だった．
1st-PCRで増幅産物のバンドが確認できなかった検体
についても，Nested-PCRを実施することで全て HPIV
遺伝子を検出することができた（Table 2）．ウイルス
量を PFUとして測定した HPIV1-4abの培養上清を用
いて本法の検出感度を評価した結果，HPIV1と HPIV
2は，1st-PCR，Nested-PCRともに 1PFU/tubeまで
増幅産物のバンドを確認することができた．HPIV3，
HPIV4a，HPIV4bは，1st-PCRで 10PFU/tube，Nested-
PCRで 1PFU/tubeまで増幅産物のバンドを確認する
ことができた（Fig. 3）．また，Nested-PCR増幅産物
の電気泳動の結果から，HPIV1-4それぞれの増幅産
物のサイズが異なることで HPIVの型を判定できる
ことが確認された．
3．特異度
Flu-AH1pdm，Flu-H3，Flu-Byam，Flu-Bvic，hMPV-
A2，hMPV-B1，hMPV-B2，RS-A，RS-B，HRV-A，
HRV-B，EV-D68の細胞培養上清計 24株を用いて本
法を実施した結果，全ての検体から標的としたサイズ
の増幅産物のバンドは確認されなかった．
4．Nested-PCRの正確性
153検体について，1st-PCRで得られた塩基配列と

Nested-PCRで得られた塩基配列を比較した結果，違
いは確認されなかった．
5．系統樹解析
本法を用いて得られた増幅産物を用いて系統樹解析
を試みた結果，HPIV1-4全てで系統樹を作成でき，解
析した検体の塩基配列を HPIV1-3はクラスター，
HPIV4はサブタイプに分類することができた．系統
樹解析の結果，HPIV1の 13検体が clade2，27検体
が clade3に分類された．2012～2017年の検体は clade
3に分類されるものが多かったが，2018年では 8検体
のうち 5検体が clade2に分類された（Fig. 4）．HPIV
2の 16検体がクラスター G1a，5検体が G3に分類さ
れた．クラスター G3に分類された 5検体のうち，4
検体が 2012の検体だった．2014年，2017年の検体は
全てクラスター G1aに分類された（Fig. 5）．HPIV3
の 56検体は，全てクラスター Cに分類され，30検体
がサブクラスター C3aに分類された．2017年の検体
は全て C3aに分類されたが，2012年，2015年の検体
のうち C3aに分類されたものはそれぞれ 1検体ずつ
だった（Fig. 6）．HPIV4の 11検体がサブクラス 4a，
10検体が 4bに分類された．2015年の 5検体のうち 4
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Fig.　7　Phylogenetic tree generated using the HN gene from the HPIV4 fragment of 510 
nt from the 21 sequences obtained in this study and 18 sequences retrieved from The 
DDBJ. The accession numbers of the sequences obtained in this study are LC486656-
LC486676

検体がサブタイプ 4bに分類され，2018年の 7検体の
うち 6検体がサブタイプ 4aに分類された（Fig. 7）．
HPIV1-3は，検体が多く分類された主要となるクラ
スターがある一方，検出年によって検体が分類される
クラスターに偏りがあった．HPIV4は，サブタイプ
4a，4bに同程度の検体が分類されたが，検出年によっ
て分類される検体数に偏りがあった．

考 察
試料 193検体を用いて，本法と既報方法の HPIV1-

4に対する感度を比較検討したところ，本法により 1

st-PCRの検出率が 50.3%から 82.4%に上昇した．加
えて，Nested-PCRまで実施することにより，全ての
検体から HPIVを検出できた．また，PFUを用いて
本法の検出感度を検討した結果，Nested-PCRまで実
施することで HPIV1-4全てに対して 1PFU/tubeまで
検出可能だった．一方，特異度の結果からは，対象と
した 12種のウイルスについて，いずれも交差反応は
確認されなかった．これらの結果より，本法は HPIV
の PCR法として十分な感度と特異度を有しているこ
とが示唆された．更に，本法は既報方法と同様にMul-
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tiplex PCRであることから HPIV1-4の全ての型を同
じ反応液で増幅することができ，Nested-PCR増幅産
物のサイズを確認することで HPV1-4の型別が可能
だった．これらのことから本法は，既報方法と同程度
の効率性を有していることが示唆された．
HPIVにおいては，ウイルス分離が困難であること
から，臨床検体からの PCRによる遺伝子検出が重要
と考えられている３）．今回検討した試料 193検体のう
ち，本法では 34検体，既報の方法では 96検体が 1st-
PCRでは遺伝子が検出されず，Nested-PCRで検出さ
れたことから，臨床検体からの HPIV遺伝子を検出
するためには，Nested-PCRの実施が必要と考えられ
た．Nested-PCRは，検出感度が高い反面，1st-PCR
で増幅する塩基配列の内側に Nested-PCR用のプライ
マーを設計することから 1st-PCRに比べて増幅産物
は短くなる１８）．本法は，Nested-PCRの増幅産物が 500
bp以上となるようにプライマーを設計したことで，
HPIV遺伝子の検出に必要な感度を有したうえで，得
られた塩基配列を用いた統樹解析が可能となった．ま
た，1st-PCRで得られた塩基配列と Nested-PCRで得
られた塩基配列を比較したところ，Nested-PCRを実
施することによる PCRの正確性の低下が原因と考え
られる塩基配列の違いはみられなかった．HPIVの
Multiplex-RT-PCR法は，既報方法の他に Lamらの方
法や GhelichKhanらの方法が報告されているが，い
ずれも系統樹解析までは行われていない１９）２０）．
今回の系統樹解析結果より，さいたま市内で検出さ
れた HPIV1は clade3，HPIV2は G1a，HPIV3は C3a
に分類されたものが多かった．HPIV4は，サブタイ
プ 4a，4bが同程度流行していたことが分かった．ま
た，各々の型において，流行年により流行していたク
ラスター，サブタイプに違いがみられることも分かっ
た．これらのことから，一政令市市内という限られた
地域内での調査結果であるものの，流行年毎に異なる
HN領域の塩基配列をもつ HPIVの流行が示唆され
た．また，本法を用いることで，HPIV1-4の系統樹
を作成し，クラスター分類結果を用いた解析ができる
ことが示された．HN糖タンパクは，宿主細胞への感
染に関与しており１）２）２１），HN領域における塩基配列の
変異によって抗原性が変化する可能性が考えられるこ
とからも，HPIVの流行状況を把握していくうえで，
HN領域の系統樹解析を実施する意義があると考えら
れた．
結論として，本法が HPIVを検出および解析する
遺伝子検査の有用な手段の一つとなりうることがわ
かった．
利益相反自己申告：申告すべきものなし
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A Multiplex RT-Nested PCR Assay with Newly Designed Primers to Detect and Analyze Human
Parainfluenza Viruses Type 1, 2, 3, and 4 from Clinical Specimens

Yasuo KABURAGI１）, Hiroyuki UENO１）, Akihiko KAETSU２）, Kentaro TOMARI１）, Koji KIKUCHI１）,
Sumie KOBORI１）& Motonobu MIYAZAKI１）

1)Saitama City Institute of Health Science and Research, 2)Saitama City Health Center

The Multiplex-RT-Nested-PCR assay, as previously reported, has been used widely to detect Human
parainfluenza virus (HPIV). The assay has high sensitivity to HPIV genes and the capability of typing HPIV.
However, the lengths of amplified products by its nested-PCR are too short for constructing phylogenetic
trees.
Therefore, we tried to develop a novel Multiplex-RT-Nested-PCR assay that has the ability to amplify

the gene products with sufficient length to construct phylogenetic trees as well as high sensitivity for HPIV
genes. We designed new primers with reference to base sequences of the HN region and we could amplify
various length of PCR products with its nested-PCR, 652 bp in type 1, 950 bp in type 2, 843 bp in type 3, and
552 bp in type 4.
We detected HPIV genes with the novel assay from all 193 clinical specimens, the same as the assay

previously reported.
In addition, the novel assay showed a higher percentage of specimens that were positive for HPIV by

the 1st-PCR (82.4%), compared with the previously-reported assay (50.3%). The novel assay has no cross re-
activity with the other 12 kinds of viruses that cause respiratory illness.
Moreover, we could construct the phylogenetic trees from the sequences with over 500 nt length ac-

quired by the novel assay. By the phylogenetic tree analysis, most of the sequences were classified to exist-
ing reported clusters and subtypes.
In conclusion, the newly developed Multiplex-RT-Nested-PCR assay was useful to detect and analyze

HPIV genes from clinical specimens.


