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PCR法 によるインフルエンザ感染症の迅速診断

―インフルエ ンザ ウイルスHA遺 伝 子 の うが い液 か らの検 出―
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要 旨

インフルエンザウイルス感染症診断のPCR法 に よる迅速性,有 用性の確立を 目的 としインフルエ ン

ザウイルスAH1,AH3,B型 そ れぞれのHA遺 伝 子検出のためのプライマーを作製 し,そ の検出感度,

特 異性について検討 した.ま た,イ ンフルエ ンザ ウイルス集団発生から得 られた うがい液か らPCR法 に

よ りインフルエソザ ウイルスHA遺 伝 子の検出を試み,MDCK細 胞 による分離 と比較有用性を検討 し

た.

今 回,我 々が作製 した3種 類のプライマー対は亜型および型特異性を示 し,い ずれのプライマーも他

の亜型,型 のインフルエンザウイルスに対 し特異バ ン ドを示 さなかった.検 出感度はH1プ ライマーでは

2pfu/50μl,H3で は3.5pfu/50μl,Bは1.1pfu/50μlで あ った.PCR法 に よる うがい液からのインフルエ

ソザ遺伝子の検 出率はMDCK細 胞 によるウイルス分離率 と比較 し2～3倍 高 く,PCR法 の インフルエ

ソザ感染症診断における迅速性,有 用性が示唆 された.

序 文

インフルエンザウイルスは冬期に,短 期間で爆

発的な流行を引き起こす.こ のため特に流行早期

の病因ウイルスの決定が流行状況の把握や防疫対

策のため要求 される.イ ンフルエンザウイルスの

迅速診断法 としてはELISA法1)2),IF法3)に よる

臨床材料からの検出が既に報告されているが検出

感度およびその精度が問題 とされている.最 近,

臨床材料からPCR法 によるA型 インフルエンザ

ウイルスの検出が報告 されている4)5).しかし,B

型 についてはそのよ うな報告はない.ま たPCR

法によるHA遺 伝子の検出 と従来 から行われて

いるウイルス分離法を比較 した報告は これまで

AH3型 についてのみである.比 較対象のうがい液

はインフルエソザ様疾患患者の うがい液 について

行われ小学校などの閉鎖集団における比較検討は

行われず検出感度 とウイルス分離率はほぼ同程度

とされている.そ こで我々はPCR法 によるイン

フルエンザ感染症診断の迅速性,有 効性を確立す

るためA型 インフルエンザウイルス(H1,H3)

とB型 インフルエ ンザ ウイルスのHA遺 伝子の

プライマーを作製 し,プ ライマーの特異性,検 出

感度についても検討すると共に過去にインフルエ

ンザウイルスによることが確認 されている集団発

生の際,採 取 された63件 の うがい液についてPCR

法によるHA遺 伝子の検 出とMDCK細 胞による

ウイルス分離の比較検討を行 った.

材料 と方法

1)RNAの 調製

Fig.1にRNAの 調製方法を示 した.検 体50μl
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Fig. 1 Preparation of RNA

1) 4.2 M Guanidium thiocyanate, 25 mM Tris-HC1 pH 8 .0, 0.5% Sarkosyl
2) 1 M tris-HC1 pH 8.0, 100mM EDTA pH 8 .0, 10% SDS

よ り グ ア ニ ジ ン,ホ ッ トフ ェノール 法 に よ り

RNAを 抽 出,イ ソプロパ ノール沈 殿 によ りRNA

を ペ レ ッ トとした.

2)フ.ラ イマ ー

AH1,AH3,B型 イ ン フル エ ンザ ウイ ル スの

HA遺 伝 子 の うち過 去 の遺伝 子情報6)-11)を も とに

変 異の ない領 域を選 び,そ れぞれ20塩 基 の プ ライ

マ ーを作製 した(Table1) .

3)cDNAの 調 製

cDNAは ペ レ ッ トを14.5μ1のRT反 応 液(最 終

濃 度:RT reaction buffer〔10mM Tris-HCI pH

8.3, 50mM KCI,1.5mM MgCl2,0.01% (W/

V)gelatin〕,1.25μM sense primer)に 溶 解 し

100℃,2分 間,37℃,15分 間 イ ン キ ュ ベ ー トし た .

40U RNasin(生 化 学 工 業),7U AMVRT(生 化

学 工 業),100mM DTT 1μ1,10mM dNTPs 2μl

Table 1 Origonucleotide primers for PCR amplification of influenza viruses

1) The nuclotide bases are numbered according to the positive strand sequence of A/PR/8/34 (H1N1) HA

gene6).
2) The nuclotide bases are numbered according to the positive strand sequence of A/Aichi/2/68 (H3N2) HA

gene9).
3) The nuclotide bases are numbered according to the positive strand sequence of B/Great Lakes/54 HA

gene11)
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を加 え,全 量20μlと し43℃,60分 間 イソキ ュベ ー

トした.

4)PCR

cDNA20μlの うち10μlを 使用 した.PCR反 応

液(最 終濃度:PCR reation buffer〔10mM Tris-

HCl pH8.3,50mM KC1,1.5mM MgCl2,0.01%

(M/V)gelatin〕,200μM dNTPs,0.5μM primer

pairs,1.25U Taq Polymerase(TAKARA))50

μlの 系 で行 った.温 度 設 定 ぱ94℃,5分 間 イ ン

キ ュベー トした後94℃,1分 間,55℃,2分 間,

72℃,3分 間 で35サ イ クル実 施 し,さ らに72℃,

7分 間 インキ ュベ ー トした.(DNA Thermalcy,

cler: Perkin Elmer, Cetus, USA)

HA特 異DNAバ ン ドの検 出はPCRプ ロ ダク

ト10μ1をTBE緩 衝 液 に て 作 製 し た1.5%ア ガ

ロースゲル を用 い電 気泳 動 を行 った後,EtBr染

色 に よ りHA特 異 バ ン ドの検 出を行 った.

5)PCRの 検 出感度

使 用 し た ウ イ ル ス はAH1型 ウ イ ル スA/

Yamagata/120/86,AH3型 ウ イ ル ス はA/Si-

chuan/2/87,B型 ウ イル スB/Yamagata/16/88

のMDCK培 養 上 清 を使用 しブラ ック法 に よ りウ

イルス力価 を測 定 した.そ れぞれ の培 養上清 を10

段 階 希釈 し10-2～10-6ま で の希 釈液 を作製 し50μl

か らRNAを 調 整 した.そ れぞれ のプ ライマ ーを

用い1stPCRを 行 い さらに2ndPCRを 行 った の

ち ウイル スHA特 異DNAバ ン ドの検 出を 行 っ

た.

6)プ ライマ ーの特異 性

AH1型 はA/PR/8/34,A/FM/1/47,A/NJ/8/

76,A/Bangkok/10/83,A/Yamagata/32/89,

AH3型 はA/Victoria/3/75,A/Philippines/2/

82,A/Hukuoka/CL29/85,A/Sichuan/2/87,A/

Aichi/1/91,B型 はB/Lee/40,B/Kagoshima/1/

68,B/Virtoria/2/87,B/Yamagata/16/88,B/

Aichi/1/90ま で のそれ ぞれ5種 類 のMDcK培 養

上 清50μlを 使用 した.

7)う が い液 か らの ウイル ス分 離 とPCRに よ

るHA遺 伝 子 の検 出

1986年 か ら91年 の 問 にイ ンフル エ ンザ ウイルス

集 団発生 よ り得 られた うがい液63件 を 使用 した.

ウ イルス の分離 はMDCK細 胞 を使 用 し,う が い

液50μ1を 接種 し,初 代 でCPEの 認 め られ な か っ

た検体 につい ては2代 継代 した.PCRに よ るHA

遺 伝 子 の検 出は うが い液 か ら50μlか らRNAを

抽 出,cDNAを 作 製 しPCRを 実 施 した.1回 目の

PCR産 物 か らHA特 異 バ ン ドが検 出 され なか っ

た検 体 につ いて はPCR産 物 か ら5μlと り50μlの

系 で さ らにPCRを 行 った,

結 果

1)プ ラ イマ ーの検 出感度

1stPCRに お いてAH1型 は200pfu/50μ1,AH3

型 は350pfu/50μ1,B型 は110pfu/50μ1の 検 出感度

を示 した.さ らに2ndPCRを 行 うこ とに よ り

AH1型2.Opfu/50μ1,AH3型3.5pfu/50μ1,B型1.1

pfu/50μ1ま でHA特 異DNAバ ン ドの 検 出が 可

能 となった.

2)プ ラ イマーの特異性

Fig.2に 今 回 我 々が 作 製 した プ ラ イマ ーを 使

用 し近年,我 々が分離 した ウイル ス と標準株3種

のPCR後 の ア ガ ロース ゲ ル電 気 泳 動 像 を 示 し

た.AH1型 ウ イルスは450basesに,AH3型 ウイ

ルスは727basesに,B型 ウ イルスは549basesに

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis analysis of HA

gene
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HA特 異DNAバ ン ドを確 認す る ことが で きる.

また過 去 の標 準 ウイル スに対 して もAH1型 フ.ラ

イマ ーはA/PR/8/34,A/FM/1/47,A/NJ/8/76,

A/Bangkok/10/83,A/Yamagata/32/89ま で の

MDCK培 養 上 清 に対 し450basesの ウ イ ル ス特

異ノミン ドを,AH3型 フ.ライマーはA/Victoria/3/

75,A/Philippines/2/82,A/Fukuoka/C-29/85,

Table 2 Specificity of primer for PCR

1) 450 base pair band was visible when samples were

amplified using AH1 primers.

2) 727 base pair band was visible when samples were

amplified using AH3 primers.

3) 549 base pair band was visible when samples were

amplified using B primers.

4) No visible band was detected

A/Sichuan/2/87,A/Aichi/1/91の,B型 プ ラ イ

マ ーはB/Lee/40,B/Kagoshima/1/68 ,B/Victo-

ria/2/87,B/Yamagata/16/88,B/Aichi/1/90の

MDCK培 養 上清 に対 しそれ ぞれ727bases,549

basesの ウイル ス特 異バ ソ ドを認、めた.い ずれ の

プライマー も異 なった型 の ウイルスに対 して用 い

られ た 場 合 に はHA特 異 ノミン ドは検 出 され な

か った(Table2).

3)イ ン フル エ ンザ ウイル スのMDCK細 胞 に

よ る分離 とPCR法 に よる ウイル ス検 出 の比 較

(Table3)

1.MDCK細 胞 によるイ ンフルエ ンザ ウイルス

の分離/

1985/86,1987/88に 採 取 されたAH1型 に よる流

行で あ る こ とが確 認 された 集 団23名 か らは3株

(13.0%)のAH1ウ イル スが分離 された.1990/91

年AH3型 ウ イルス に よる流 行 で あ る ことが確認

された集 団20名 か らは11株(55%)のAH3型 ウイ

ル スが,1989/90年B型 ウ イル スに よる流 行で あ

ることが確認 された集 団20名 か らは8株(40%)

のB型 ウ イル ス がMDCK細 胞 に よ り分 離 され

た.

2.PCR法 に よるHA遺 伝 子の検 出

AH1型 の 流行 が確認、された集団 か らは1stPCR

で は2件(8.7%),AH3型 で は10件(50.0%),B

型11件(55.0%)か らそれぞれ ウイルス特異バ ン

ドが アガ ロース ゲル電気泳 動に よ り検 出 された.

さ らに1stPCRで 検 出 され なか った検 体 のPCR

産 物 の1/10を 用 い,2ndPCRを 行 う事 に よ り

Table 3 Comparison for detection of influenza virus in gargle between

virus isolation and PCR

1) Samples were obtained from the outbrake of influenza (AH1, AH3, B) in

school children.

2) Virus isolation was carried out using MDCK cells.

3) HA gene was detected by ethidium bromide staining after agarose gel electro-

phoresis.
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PCR法 に よる検 出率 はAH1型 ウ イル ス侵 淫集 団

は8件(34.7%),AH3型20件(100%),B型20件

(100%)を 示 した.ま た,MDCK細 胞 分離陽性 で

HA遺 伝 子 の検 出されなか った ものはなか った.

考 察

イ ソフルエ ソザ ウイルスの よ うに冬期短 期間 に

爆 発的 な流 行を引 き起 こし,さ らに経 過の早 い感

染症 に とって流行早期 の病因 ウイル スの決定 が防

疫上要求 され る.現 在 イン フルエ ソザ ウイルスの

分離 はMDCK細 胞 お よびふ化鶏 卵法 に よ り行わ

れ てい る.MDCK細 胞,ふ 化鶏 卵法 は分離 同定 ま

でにあ らか じめ細胞,ふ 艀化 鶏卵が用意 されて い

る場 合で も早 くて3～4日 の分離 同定 期間を要す

る.ま た イ ンフル エ ンザ ウイル ス集 団発生 の よ う

に突発的 な検体 の搬 入 にそ な え絶 えずMDCK細

胞,ふ 化 鶏卵 を用意 して お くことは経済的 に も労

力的 に もか な りの負担 とな る.さ らに,イ ンフル

エ ソザ ウイルス集団発生 の初 発か らは ウイル スが

分離 され に くい こ とが多 い.そ こでイ ンフル エソ

ザ ウイルスの迅速診 断法 の確立 を 目的 として イ ン

フルエ ンザ集 団発 生 か ら得 られ た うが い液 か ら

PCR法 に よ りHA遺 伝 子 の検 出 を試 みMDCK

細 胞 に よる ウイ ル スが分 離 法 と比 較検 討 を 行 っ

た.今 回我 々が作 製 した プ ライ マーはそれぞれの

型,亜 型特 異性 を示 し,AH1型 プ ライマ ーはA/

PR/8/34,A/FM/1/47,A/NJ/8/76,A/Bang-

kok/10/83,A/Yamagata/32/89,AH3型 はA/

Victoria/3/75,A/Philippines/2/82,A/Fukuo-

ka/C-29/85,A/Sichuan/2/87,A/Aichi/1/91,B

型 はB/Lee/40,B/Kagoshima/1/68,B/Victo-

ria/2/87,B/Yamagata/16/88,B/Aichi/1/90の

5種 類 の ウイル スに対 して ウイル ス特 異バ ン ドを

検 出 した.ま た検 出感 度は1stPCRで はAH1型 は

200pfu/50μ1,AH3型 は350pfu/50μ1,B型 は110

pfu/50μ1で さ らに2ndPCRを 行 う とそ れ ぞ れ

2.Opfu/50μ1,3.5pfu/50μ1,1.1pfu/50μ1で あ っ

た.こ れ らのプ ライマーを使 用 し,小 学校 な どの

イ ソフル エ ソザ ウイルス集 団発生 とい う閉鎖集団

か らのMDCK細 胞 に よ る ウイ ル ス分 離 とPCR

法 に よるHA遺 伝 子 の検 出の比較 を行 った.そ の

結果,1stPCRに お いて はほぼMDCK細 胞 と同

程度の検出を示 し,2ndPCRを 行 うことにより

MDCK細 胞で分離陰性の検体 もHA遺 伝子が検

出された.PCR法 によるウイルス遺伝子の検出率

はMDCK細 胞による分離 と比較 し2～3倍 の検

出率を示 しPCR法 の有効性を示唆 した,通 常 ウ

イルス分離i陽性者中の うがい液 には3×102～5×

103pfu/m1の ウイルス粒子が存在すると言われて

いる12).今 回我々が作製 したプライマーの検出感

度を比較してみると1stPCRで 得 られ る検 出感度

とほぼ一致 し,さ らに2ndPCRを 行 うことにより

MDCKで 分離 され るウイル スはすべ て2回 の

PCRに より検出で きると考 えられる.PCR法 を

用いることにより検体搬入から抗原の検出まで最

短1日 で,2ndPCRを 行 うと1日 半で病因ウイル

スの決定が可能 となった.こ のよ うにPCR法 は

緊急を要し,ま た,ウ イルスが分離 されにくいこ

とが多いインフルエソザウイルスの初発ならびに

流行閑期におけるMDCK分 離陰性の検体 におい

てもウイルスが検出される可能性を示し,イ ソフ

ルエソザウイルスのサーベ ランスに有用であると

考えられる.
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We studied the detection of the HA gene of human influenza viruses in throat swabs obtained from
the outbreakes of influenza in school children utilizing the polymerease chain reaction (PCR) method.
Sensitivity and specificity of the PCR method was compared to conventional virus isolation using
MDCK cells.

Three pairs of primers for PCR in detecting the HA genes of AH1, AH3, and B influenza viruses
showed both subtype and type specificity. The dilution experiments showed that influenza viruses , as
few as 1.1-3.5 plaque-forming units per 50 p1, were sufficient for the detection of HA genes by PCR
method and the detection rate by PCR method was 2-3 fold higher than that by conventional method.

Our results showed that the PCR method was a fast, sensitive and reliable method for the
diagnosis of influenza infections.
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