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l高病原性鳥インフルエンザの概要  

自然界に存在するA型インフルエンザウイルスのHlからH16までのHA亜型のウイルスの  

ほとんどは野鳥や水禽類に対して不顕性感染を起こすにすぎず、宿主が症状を示したり、ヒト  

に感染して健康被害に至る例のほとんどない弱毒型ウイルスである。しかし、このような弱毒  

型のウイルスのうちH5およびH7亜型のウイルスが稀にニワトリを主とする家禽群に侵入し、  

感染と伝播を繰り返すうちに強い伝染性と高い病原性を獲得することがあり、そのような変異  

によって家禽に高い致死率を示すようになった強毒型ウイルスを高病原性鳥インフルエンザ  

ウイルスと呼ぶ。弱毒型H5，H7亜型の強毒型への変異には、インフルエンザウイルスの赤血  

球凝集素蛋白の蛋白分解酵素による開裂活性化部位へ塩基性アミノ酸の連続した配列の挿  

入が重要な役割を果たしていることが知られている。   

H5Nl高病原性鳥インフルエンザの流行は、2003年未から日本を含む東アジア諸国の家  

禽および野生の水禽などで発生し、2005年に入ってからはこれらの地域のみならずユーラシ  

ア大陸を酉に向けて拡大し、ついには中近東、アフリカ、ヨーロッパ諸国にまで到達している。  

2006年現在では48ケ国での流行が確瓢されている。一方、H5Nl高病原性鳥インフルエン  

ザウイルスによるヒトへの感染例も徐々に増え続け、現時点で205例が確認され、そのうち113  

人が死亡している。感染者の殆どは病鳥との濃厚接触が原因であるが、中には家族内感染と  

思われるヒトーヒト感染例も見られている。さらに、ヒト以外の噂乳動物（ネコ、トラ、フェレット）  

などにも高い致死率で感染することも報告されており、宿主域もこれまでのH5Nl高病原性鳥  

インフルエンザウイルスより広くなっていることが分かってきている。現在ヒトから分離される  

H5Nl高病原性鳥インフルエンザウイルスは鳥型のレセプター（SAα2－3Ga】）を嗜好的に認識  

する鳥型であり、ヒトからヒトへ効率よく伝播する性質をまだ獲得していない。しかし、最近トル  

コでヒト型のレセプター（SAα2－‘Gal）を認識でき、同時にPB2ポリメラーゼ蛋白にヒトインフル  

エンザウイルスに見られるアミノ酸（627K）置換を含み、鳥より低体温のヒトの呼吸器で増殖し  

やすい性質に変わったウイルスがヒトから分離されている。さらに、ヒトのインフルエンザウイル  

スとH5Nl高病原性鳥インフルエンザウイルスとの遺伝子再集合体の出現の可能性もあること  

から、これら新型インフルエンザウイルスに起因したパンデミックが起こることが強く危惧されて  

いる。そのため、WHOは現在の流行状況を′くンデミックアラート期フェーズ3（ヒトへの新しい  

亜型のインフルエンザ感染が確熟されているが、ヒトからヒトヘの感染は基本的に無い）として  

警戒するよう促している。’このような背景から、H5Nl高病原性鳥インフルエンザは第4類感染  

症から新たに「指定感染症」として位置づけられている。   

ヒトでのH5Nl高病原性鳥インフルエンザウイルス感染では、潜伏期間は2－4日と一般の   
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インフルエンザより長い傾向が見られている。症状は突然の高熱（通常＞38℃）と下気道症  

状を伴うインフルエンザ様疾患を初期症状として呈する。強毒型H7亜型ウイルスの感染とは  

異なり、結膜炎は殆ど見られない。また、患者の一部には感染初期に下痢、嘔吐、腹痛など  

が見られている。感染早期に出現する下気道症状としては、呼吸窮迫、頻呼吸などが認めら  

れ、殆どの患者は原発性ウイルス肺炎を呈していることが知られている。   

高病原性鳥インフルエンザウイルス感染の診断に必要な技術は、一般のインフルエンザ  

の診断と同様、ウイルス分離やRTPCR法、リアルタイムmJpCR法などのウイルス遺伝子検  

出法が用いられる。高病原性鳥インフルエンザおよび新型インフルエンザの症例定義に従っ  

て要観察例については高病原性鳥インフルエンザ感染の実験室診断を実施する必要がある。  

高病原性鳥インフルエンザウイルス感染が確定した場合には感染症法に定められる届け出  

が必要である。   

2検査の進め方  

高病原性鳥インフルエンザウイルス感染の診断は、主にウイルス分離やだトPCR．、リアルタイ  

ムⅢこPCR法を利用したウイルス遺伝子の検出など病原体の検出・同定によって行う。現在市  

販されている迅速診断キットはA型やB型などウイルスの型しか判別できないため、別の方法  

によって亜型を判別する必要がある。従って、現時点ではウイルス遺伝子検出法などでウイル  

スの亜型を決定するのが最も迅速な実験室診断法であり、実際に多くの実験室で一般に使  

用されている方法である。   

検査を実施する際には実験室での感染に充分に注意をする。ウイルスを増殖させずにウ  

イルス遺伝子検出法などで実験室診断を行う場合はBSL2実験室で実施してもよいが、高病  

原性鳥インフルエンザウイルス感染が強く疑われる臨床材料からウイルス分離を行う際には、  

感染した場合のヒトに対する病原性の強さからBSL3実験室で実施する必要がある。   

血清学的にウイルスに対する抗体を検出することによっても感染を診断することは可能で  

ある。しかしながら、H5ウイルス感染では通常実施されているⅢ試験では検出感度が低いた  

めウイルス中和抗体を測定する必要がある。中和抗体を測定するには感染性のウイルスを取  

扱うためBSL3実験室が必要であったり、ウイルスの入手などに制約がある。また、H5ウイルス  

感染者の多くが早い時期に死亡しているため抗体応答の程度についても不明な点が多く診  

断法として確立しているとは言い難い。そのため本検査マニュアルでは血清診断については  

除いている。しかしながら、今後の血清診断法の確立のため感染が疑われる症例からは血清  

試料も採取・保存しておくことが望まれる。   
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P訂‖Ⅰ   

ウイルス検査と同定  

1インフルエンザウイルス検査のための臨床検体の採取法  

病原診断の成功の鍵は、いかに上手に的確な臨床材料を得るかにかかっている。  

通常のヒHンフルエンザと異なり、H5Ⅳl高病原性鳥インフルエンザの病原ウイルスを特定するた  

めの検体としては、鼻腔から採取した検体より咽頭拭い液の方が検出感度が高いことが分  

かっている。  

1．1咽頭ぬぐい（仙ー抽tmb）液の採取  

用意するものおよび手技の実際は次の通りである。  

イ）0，5％BSA添加細胞培養培地（MEM培地またはけ9借地）またはPBS（－）、1ml入りの中  

短試  

● BSAに代えてゼラチンを用いることも多い。  

● ペニシリン（10仇500W血）、ストレプトマイシン（100－500〃g血1）、ゲンタマイシン（50   

帽／血）およびアンフォテリシンB（250岬血l）を添加。  

● 生理食塩水はpⅡが不安定となるために使用不可。  

ロ）綿棒  

手で折ることが出来るので、木製が良い。  

ハ）咽頭全体をぐりぐりと綿棒の先端で擦過して、綿の部分をチューブ（中短試）の液体につ  

け、激しくリンスして（5血＆rin光）、管壁で綿の部分をしぼって、綿棒は捨てる。時に、棒を折  

り綿棒の先を中短試の掛こさし込んだままにする場合もある。  

● 綿棒の先韓を一度は口蓋垂をはね上げる様にして上咽頭まで拭うのがよい（図1．1）。  

● 咽頭を扱過すると、迷走神経反射でオエツとなる。しばしば嘔吐する。幼児はいやがって   

ロを開けなかったり、手で線棒を払いのけたりするので、十分のどを拭うことができなくな   

る。したがって介助者が必要となる。また、最席の場合、迷走神経反射でストンと心停止   

することもまれにあるという報告もある。  

● 綿棒の持ち方を注意しないと、相手が動いたりすることで怪我をさせる場合がある。した   

がって図1．2のように、綿棒に逃げ場があるように保持しなければならない。   

図 高病原性鳥インフルエンザウイルス感染の実験室診断の概要  
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1．2鼻腔洗浄液（Na5alwas山の採取   

まず相手の頭部を45度ほど後方に傾ける。PBS（・）3“5mlを入れたゴム製のバルブを図1．3  

のように鼻腔にさし込み、バルブをつまみPBS（－）を鼻腔内に注入する。直ちに手を緩め陰圧  

の力を利用して鼻腔内のPBS（－）をバルブの中に回収し、ウイルス分離用の検体とする。これ  

には相手の協力とかなりの技術がいる。鼻腔内に注入したPBS（うが戻ってこなかったり、バル  

ブの中に注入され残ったPBS（－）のためにウイルス濃度が薄まってしまう。C・B・Ha11はRSウイ  

ルスの分離には、このrubberbtJlb法が一番良いとすすめているが、次の方法がbestであると  

考えている。  

1．3鼻咽頭分泌液（Nasoph叩ngealsec代血ns：ⅣPS）の採取   

1．3．1陰圧吸引法  

途中にトラップ容半のついたビニールチューブを鼻腔最奥部にまで挿入し、陰圧でNPSを採  

取する。鼻咽頭（上咽頭）には耳管も開口しており、なおかつ乳児や低年齢幼児ではNPSが  

潤沢である。通常のインフルエンザウイルスやRSウイルス分離の経験では、咽頭拭い液よりも  

ウイルス畳が豊富であるせいか、成功率が高い。  

1．3．2拭い液法  

咽頭拭い液採取用の堅い綿棒ではなく、細いフレキシプルな綿棒を用いて図1．3のように鼻  

腔口から耳孔を結ぶ平面を想定し、鼻腔の最下縁に添って挿入する。コトンと行き止まりにな  

る最奥部に数秒おいて綿棒を引き抜く。咽頭拭いと異なり、グリグリと擦過するのは控える。綿  

棒の保持の仕方は先に説明した通りである。   

図1．1咽頭の鋭明  

1．4 うがい液の採取  

できるだけ少丑（5－10ml）のpBS（－）でうがい液を採取する。ショックを避けるためにPBS  

（－）には抗生物質は添加しない。   
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2 ウイルス検査（分離）用検体の輸送と保存  

検査用検体を採取したら氷中または4℃に保管し、できるだけ速やかにウイルス分離を試みる。  

ウイルス分離を行なうまでの日数が5日…1週間程度であれば、4℃の状態を維持し、輸送も  

冷蔵状態で行う。しかし、それ以上の日数を要する場合は、検体を－70℃以下に保存し、輸送  

も凍結状態で行う。  

（注意）ウイルス検査（分離）用検体は可能な限り凍結融解をさける。この換作を繰り返し行うと、  

ウイルスの感染性が低下して、ウイルス分離が困難になる。   

＼－暫＼               ＼  

よくない持ち方  図1．2 綿棒の正しい持ち方  

二 

／±rTニ‾  
図1．3鼻咽頭拭い液採取法   鼻腔洗浄液採取法  
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3ReYerSetranSCription－PolymeraseCbainReaction（RT・PCR）法による高病原性鳥インフ  

ルエンザウイルスの同定   

polymeraSeChainRcaction（PCR）法は、今E［では欠くことのできない分子生物学的手法の  

一つであり、短時間に高い検出感度が得られるために、種々のウイルス遺伝子の検出にも利  

用されている。しかしながら、その検出感度の高さから、実験室内コンタミネーションの可能性  

を常に考慮しなければならない。   

インフルエンザウイルス遺伝子は一本鎖のmAであるため、PCR反応のためにウイルス  

RNAに相補的なDNA（cDNA）をreYerSetranSCriptaseで合成する必要がある。この章では、  
ウイルスからのRNA抽出方法ならびにウイルスの瓜連伝子およびA型M遺伝子に特異的  

なプライマーを用いたRTゼCRによる鳥インフルエンザウイルスの同定方法を述べる。  

3．1器具および試薬  

微量遠心チューブ用遠心器、マイクロピペット（2、20、200、100P直）、maSe血e滅菌蒸留  

水、100％エタノール、滅菌微量遠心チューブ（0．2、1．5ml）、サーマルサイクラー、プライマー、  

QIAampViralRNAMiniKit（QIAGENCat＃51104）、RNaselnl1ibitor（ApplicdBiosystems  

Cat＃N808－0119）、QIAGEN One－StepRTLPCRkit（QIAGENCat＃210210）。   

3．2臨床検体またはウイ／レス分離株からのRNAの抽出  
（注意事項、詳細についてはキットに付属のマニュアルを参照のこと）   

l．140〃lの検体またはウイルス液をBu蝕rÅVL560plと混合し室温で10分間インキュべ－  

卜する。  

※臨床材料からRNA抽出を行う場合はBSL2実験室で実施してもよいが、ウイルス液や高   

病原性鳥インフルエンザウイルス感染が強く疑われる臨床材料からRNA抽出を行う際に   

は、BSL3実験室で実施することが望ましい。Bu由rÅVlによりウイルスは不括化されるの   

で2以降の作業はBSL2実験室で行ってもよい。  

1  

2．スピンダウンした後、100％エタノール56毎lを添加し、15秒間ボルテックスする。再びスピ  

ンダウンして溶液を回収する。  

1  

3．混合液揖0山をqIAampスピンカラムに注入し、キャップを閉めて6000×g（8000q）m）で  
1・分間遠心する。カラムを新しいチューブに移し、ろ液の入ったチューブは捨てる。この作業   

をもう一度繰り返す。  

1  

4．Bu飴rAW1500J11を添加し、キャップを閉めて‘000×gは000rpm）で1分間遠心する。カ  

ラムを新しいチューブに移し、ろ液の入ったチューブは捨てる。  

1  

5．Buf稔rÅW250勘パを添加し、キャップを閉めてフルスピード（20000×g、14000rpm）で3分  

間遠心する。必要に応じてオプションの遠心作業を行う。  

1  

6．カラムを新しい1．5mlチューブに移し、Bu拝もrAVE60111を添加する。キャップを閉めて室  

温でl分間インキュべ－卜した後、6000×g（gooorpm）で1分間遠心する。  

抽出したウイルスmAは速やかにRTゼCR．に使用することが望ましい。保存する場合には  

－gO℃または－20℃に保存し、凍結融解の繰り返しは避ける。  

3．3 0ne－St甲RトPCR  

鳥インフルエンザウイルスIiA遺伝子およびA型インフルエンザウイルスM遺伝子の  

検出  

3．3．1 プライマーについて  

H5Nl高病原性鳥インフルエンザウイルスの遺伝子検出検査はOneStepRTPCRにより、H5・HA  

およびÅ型特異的M遺伝子の検出を行う。  

（A型同定用）  

取peA刀M遺伝子検出用プライマー  

TypeA／M264R2 5’－ACAAAGCGTCTÅCGCTGCAG  

TypeA／M30F  5’－TTCTAACCGAGGTCGAAACG  

PCR産物の長さ：234bp  

（H5亜型同定用）  

H5／248－270F  5，－GTGACGAATTCÅrCAATGTRCCG  

H5／67l－647R  5，－CTCTGGTrrAGTGTrGATGTYCCAA  

PCR産物の長さ：424bp  

H7亜型鳥インフルエンザウイルスHA遺伝子の検出の場合  

（H7亜型同定用）（文献1）   
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（＋）5，－GGGJmCAAAJUGAAYACTC－3，  

（－）5，・CCAJ7LBARYYTRGTCTGYTC－3，  

PCR産物の長さ：634bp  

3．3．2 0ncStepRTPCR反応  

OncStepRTIPCR反応は、QIÅGEN社のQIAGEN00ncStepRTIPCRkitに添付されている  

マニュアルを参照している。  

キットに含まれる試薬及び各プライマー対を以下のように混合し反応する。  

試薬  容丑  

3．3．3アガロースゲル電気泳動   

電気泳動装眉、W照射写真撮影装置、電気泳動用アガロース、分子量マーカー（100bp  

DNA】8ddeちPromega社Cat＃2101）、エチジウムブロマイド、1xTAE電気泳動′くッファー （50X  

TAEニッポンジーン社Cat＃313－90035）を希釈して使用、6X Gelloadingdye（Promega社  

Ca鰭Glg81）。  

3．4 HlまたはH3ウイルスHA遺伝子を検出しなければならない場合の参考  

3．4．1プライマーについて  

HIKA辻伝子検出用プライマー  

HIHAトBEGIN 5’－AGCAAAAGCAGGGGん叫  

HIRlO  5，－GCTÅTTTCTGGGGTGAATCT  

PCR産物の長さ：729bp  

H3HA草伝子検出用プライマー  

H3HAl－BEGrN 5，－AGCAAAAGCAGGGGJWC  

H3HAl－END  5，－TGCCTGAAACCGTACCAACC  

PCR産物の長さ：1143bp  

3，4．2 0neSt¢pRTゼCR反応  

OneStcpRrPCR反応は、QIAGEN社のQIAGEN4＞onestepRTIPCRkitに添付されている  

マニュアルを参照している。  

キットに含まれる試薬及び各プライマー対を以下のように混合し反応する。   

試薬  容皇  

RNas¢一触e滅菌蒸留水  

5xQIAGENOneStepRllPCRBu鮎r  

dNTP混合液（COntaininglOmMofeachdNTP）  

SenSe（＋）primer（1叫M）  

antiseme（－）primer（1叫M）  

QIAGENOncStcpRTIPCREnzymeMix（5U／pl）  

9．5l11  

5lll  

lい1  

1．5トI1  

1．51J  

lト1  

RNaseInl1ibitor（AppliedBiosystems社）（20U／pl）  0．5lll  

RNA抽出液  5l11   
25．Olll／test．  Tbtal  

＜反応条件＞  

50●c  30min．   

l  

95●c  15min．   

l  

94■C  30sec．   

50’C  30sec．   

72●C  405e¢．＊   

1. 

72●C lOmin．  

RNa5e一触低減菌蒸留水  

5xQIAGENOneStcpRrLPCRBu飴r  

dNTP混合液（containinglOmMofeachdNTP）  

＄¢nSe（＋）primer（1叫M）  

8血isense（－）primer（101山4）  

QIAGENOneStepRT・PCREnz；meMix（5U／pl）  

RNaseInhibitor（AppliedBiosystems社）（20U／rd）  

叫
叫
叫
叫
叫
 
 
 

1
 
 

X40cy¢les   

1
 
 

0
 
 

4●c  （カ  

＊）H7亜型用プライマーを使用の際は、反応時間を45seGに設定。  
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mA抽出液  5トIl   4 R組1－timo灯1，α（引用RGわ鋸mI）法による高病原性肪鳥インフルエンザウイル  

スの同定   

One－StepRT－PCR法と同じプライマーを使用して、SY73RGreenIを用いたReaトtime  

m一閃R法により、高病原性H5鳥インフルエンザウイルスの同定を行う事もできる。  

RT一犯反応を1本のチューブ内で連続的に行い、増幅産物をリアルタイムに検出する  

ため、電気泳動が不要であり、判定までの時間短縮が可能となる。また、反応チュー  

ブを開けないことからポストm後の実験室内コンタミネーションの可能性も低くな  

る。  

機材および試薬  

微量遠心チューブ用遠心機、マイクロピペット（2、20、200、100OJ上1）、肘aseイree  

滅菌蒸留水、リアルタイムm反応チューブ、プライマー、リアルタイムPCR装置、  

QuantiTecto SYBRoGreen RT」，CR Kit（QIAGEN Cat＃204243）  

4．1Rea卜time RT－PCR（SYBR GreenI）反応   

Real－time RT－PCR（SYBRGreenI）反応は、QuantiTect◎SYBRoGreerlRT－PCRKitに添  

付されているマニュアルを参照している。  

キットに含まれている試薬及び各プライマー対を以下のように混合し反応する。プ  

ライマー配列はOne－Step RT－PCR法で示した配列と同じである。  

Type A粧遺伝子検出用プライマー：   

Type A／N264R2  5’－ACAAAGCGTCTACGCTGCAG   

Type A／舶OF  5’－TTCTAACCGAGGTCGAAACG   

m産物の長さ：封亜p  

H5HA遺伝子検出用プライマー：   

H5／248－27OF  5’－GTGACGAATTCATCAATGTRCCG   

H5／671－647R  5’－mGGTTTAGTGTTGATGTYCCAA   

m産物の長さ：棍亜p  

25．Olll血st  Tbtal  

＜反応条件＞  

50●C  30min．   

l  

95●c  15min．   

l  

94●C  30sec．  

※50－c 30sec．  

72●c  80sec．   

l  

72●c lOmin．   

4－c   ∝）   

X40cycIcs  ※H3HAプライマー対を使用の際  

は反応温度を56℃に設定する  

参考文献  

（1）Lee，M．SりChang，P．C．，Shien，）．H．，Cheng，M・C・，Shieh，H・K・：Identincationandsu鴫′Ping  

ofavianinfluenzaVirusesbyrevcrsetranscription－PCR・JoumalofVirologicalMethods97  

（2001）13－22．  

容量  最  

10lll  lx  

試薬  

2ⅩQuantiTect SYBR Green  

m－m Ma5ter Mix   
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l  

940c 30sec．  

50●c 305eC．  

72－c 30sec．  

75●c 15sec．   

1  

Fomrdプライマー（10〝め  

Reverseプライマー（10〝め  

QuantiTect RT Hix  

RNase fr（）8Water   

RNA tem旧1ate  

Total容丑  

1．2〃1  0．6J▲M  

l．2J11  0．6J上M  

O．2〝1  

2．4111   

5上▲1  

20111  

Ⅹ40cycles  

データ収集   

65－c→90●c（0．20c）2sec．hold融解曲線解析  

融解曲線解析を行うとTypeAM遺伝子は81－83’c、H5仙遺伝子は78－81●cにTm  

値のビータが存在し、プライマーダイマーではそれぞれ、750c、73．50c近辺にTm値  

のビータが存在する辛が多い。融解曲線解析は必ず行い、明確に判定できない場合は、  

電気泳動によるバンドサイズの確認を行う。   

2種類のリアルタイム和装置を用いた反応条件を以下に示す。プライマーダイマ一に  

よるノイズを軽減するため、4ステップサイクリング法（75℃）でデータ収集を行う。  

なお、他のリアルタイム和装置を使用する場合は、条件の最適化を行い、各施設で  

十分に感度等の検討を行った上で使用する。  

（Roche社Li血tCYClerを使用する場合）  

温度上昇率  

50●c 20■c／5  

-C 

95●c 20●c／s  

1  

94●c 20●c／s  

50●c 20●c／s  

72●c 2●c／s  

75■c 20●c／s  

l  

20山in．  

15min．  

〕  

X40cycles  

データ収集  

65’c→90’cMelting curv8融解曲線解析  

95●c 20●c／s  Osec．  

65■c 20－c／s  lOsec．  

90●c o．2■c／s  

l  

2sec．Acquistition uode：STEP  

40●c 20●c／s  30sec．Cooling  

拍ioRad杜Ckomo－4を使用する場合）  

50●c 30mim   

l  

白5●c 15min．  
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5迅速診断のためのインフルエンザウイルスの検出   

現在わが国で市販されている迅速診断のためのインフルエンザウイルス抗原検出用キットの  

一覧を示す。これらのキットはおもにウイルス核蛋白叩）を酵素抗体法で検出することによっ  

てウイルスの検出を行っている。多くのキットはウイルスの型別しか判定できないので、高病原  

性鳥インフルエンザウイルス感染の診断には、他の方法でウイルスの亜型を同定する必要が  

ある。これらのキットは臨床現壊での迅速診断を主な目的としているが、高病原性鳥インフ／レ  

ェンザウイルス感染が強く疑われる場合には、診断方法としての有用性は高くないことから状  

況によって患者の治療、隔離などを実施するうえで補助的な診断方法として位置づけられる。  

検出感度については各キットによって異なるがウイルス分離やⅢLPCR・法などに比較するとか  

なり低いことを念頭において診断する必要がある。また、臨床検体からウイルスが検出される  

期間が限定されていることや、検体採取の手技により検出感度も左右されることから、これらの  

キットによる陰性結果は検体からウイルスが検出できなかったに過ぎず、感染を否定するもの  

ではないことに注意する必要がある。また、非特異反応による偽陽性の結果についても留意  

する必要がある。   

その他、いくつかのキットが市販される予定である。使用方法については、各キットに添付され  

ている使用税明春に従って行う。   

製品名   原理  検出対象  所要時間   検体   製造・販売   

キヤビリアFluA＋B  イムノタロ  A型・B型  15分   鼻腔吸引液   タウンズ  
マト  （鑑別可）  鼻腔拭い液  

咽頭拭い液   ンソン）   

ラビッドビューインフ  イムノタロ  A型・B型  10分   鼻腔洗浄液   カイデル   
ルエンザA侶  マト  鼻腔拭い液   （住友製薬）   

クイックS－インフル  フロース  A型・B型  15分   鼻腔吸引液   デン声生研   
A・Br生研」  ルー式免  鼻腔拭い液  

疫測定法   咽頭拭い液   

ディレクティジュン  EIA  A型・B型  15分   鼻腔洗浄液   BDBiosci¢nCeS   

FIuA＋B  （鑑別可）  鼻腔吸引液  

鼻腔拭い液  ンソン   
咽頭拭い液   

エスプラインインフ  EIA＋イム  A型・B型  15分   鼻腔吸引液   富士レビオ   

ルエンザA＆B  ノクロマト  （鑑別可）  鼻腔拭い液  

咽頭拭い液   

ポクテム インフルエ  イムノタロ  A型・B型  20分   鼻腔吸引液   シスメックス   
ンザA／B   マト法  （鑑別可）  鼻腔拭い液  （三共）   

咽頭購い液  

ラッピドテスタ  イムノクロ  A型・B型  5～15分   鼻腔吸引液   第一化学薬品   
Fl11皿   マト法  （鑑別可）  鼻腔拭い液   

＊）製品に関する最新の情報は、各メーカーのHPを参照ください。   
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6・培養細胞を用いたインフルエンザウイルスの分離  

培養細胞によるインフルエンザウイルスの分離培養には、当初サル腎細胞やヒト胎児細胞  

などが用いられていたが、最近は分離率が高いこと、また容易に入手できるという手軽さとコス  

トの面からもほとんどMDCK細胞が用いられている。  

6．1細胞培養器臭および試薬  

MDCK細胞の単層培養（組織培養用75cm2プラスチックフラスコ）  

組織培養用プラスチックフラスコ（75cmZ、25cmZ）  

MEM培地（GIBCOBRLCat．＃l1095－080）  

ウシ胎仔血清（FCS）  

ペニシリン／ストレプトマイシン（GIBCOBRLC8t．＃15140－122）  

0．05％トリプシン／0．53mMEDTA（GIBCOBRLCat．＃25300－054）  

リン酸緩衝生理食塩水（PBS（一））  

6．2試薬の調整  

増殖用培地  

を形成する。25cm2プラスチックフラスコの場合は、この細胞分散液1mlを、増殖用培地5ml  

を加えた新しいフラスコに植え継ぎ培養する。2－3日で単層の細胞シートを形成する。  

＊細胞によっては数分後にはもうほとんど円形化しているような場合もあるので、処理時間に  

注意する。また、15分近く経過してもほとんどの細胞の形態に変化のない場合には、新しいト  

リプシン／EDTA溶液を加えて細胞を洗い、再び37℃に保温する。  

6．4インフルエンザウイルスの分離  

6．4．1器具および試薬  

MDCK細胞の単層培嶺（組織培養用25cm2プラスチックフラスコ＊）  

MEMアール液体培地（10×）（SZGMACat．＃MO275）  

重炭酸ナトリウム溶汲、7．5％（w／v）（GIBCOBRLCat．＃25080－094）  

ペニシリン／ストレプトマイシン（GIBCOBRLCat＃15140－122）  

フアンギゾン（GIBCOBRLCat．＃15290－018）  

ウシ血清アルブミンフラクションV溶液（35％）（BSA、SIGMACat．＃A8918）  

L－グルタミンー20mM（×100）、液体（GIBCOBRLCat．＃25030－081）  

MEM ビタミン溶液（×100）、液体（GIBCOBRLCat．＃11120－052）  

リン酸緩衝生理食塩水（PBS（－））  

アセチルトリブシン（SIGMACat．拝T6763）  

6，4．2試薬の調整  

分離用培地＊  

試薬  最終濃度  使用丑  

MEM  

FCS  lO％  

ペニシリン／ストレプトマイシン  100単位／mlペニシリン  

100〃g／血ストレプトマイシン  

試薬  最終濃度  使用丑  

6．3培養細胞継代法  

①単層を形成した細胞の培地を吸引する。  

②PBSト）を器壁に沿って静かに加え、細胞表面を洗浄する。この換作をもう一度繰り返す。  

③トリプシン／EDTA溶液5mlを加え、室温に放置する。顕微鏡下で観察して一部の細胞  

が円形化したら、トリプシン／EDTA溶液の大部分を吸引し、37℃に保温＊する。  

㊨顕微鱒下で細胞が剥がれているのを確降した後、増殖用培地10mlを加えどペッティン  

グして細胞を分散させる。  

⑤細胞分散液2ml（おおよそ1×108細胞数／mlに相当）を、増殖用培地10mlを加えた新  

しい75cm‡プラスチックフラスコに植え継ぎ、37℃で培養する。3－4日で単層の細胞シート  

50 ml   

14 m1  

5 m1  

1 m1   

5．7 m1   

15 m1   

5 m1   

404 ml   

MEM  

重炭酸ナトリウム溶液  

ペニシリン／ストレプトマイシン  

フアンギゾン  

BSA  

ビタミン溶液  

L－グルタミン  

脱イオン蒸留水  

100単位／mlペニシリン  

100〃g／血ストレプトマイシン  

0．5Jlg／ml   

O．4％  
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＊）別法としてOpti－MEMl（GIBCOCat＃31985－070）の使用も有用である。  

6．5 ウイルス分離方法  

①単層を形成した細胞の培地を吸引する。  

②P8Sト）を器壁に沿って静かに加え、細胞表面を洗浄する。この操作をもう一度繰り返  

す。  

③分離用培地で洗浄し、接種材料0．2mlを接種し、細胞全体に広げる．25cm3フラスコでは  

接種材料は多量でもよい。  

①10分おきに容器をゆすって、ウイルスを吸着させる。ウイルスの吸着は34℃のインキュベ  

ータ内で行う。  

⑤30－45分後＊＊、トリプシン（1－10〝g／ml）＊＊＊を含む分離用培地5mlを加え、34℃で培  

養する。  

⑥細胞変性効果（CPE）の出現を毎日顕微鏡下で観察する。  

⑦CPEが出現したところで培地を採取する。6日目あるいは7日日になったら、CPE出現の  

有無にかかわらず培地を採取する。  

＊＊材料はウイルス吸着後取り除いた方が良い。  

＊＊＊トリプシン濃度は細胞やトリプシンのロットによって異なるので、予め試験を行い細胞が  

1週間稜度維持できる最大量を用いる。  

7貯化鶏卵を用いたウイルス分離と増殖   

高病原性鳥インフルエンザウイルスを、卵で分離する為の至適接種部位は、尿膜腔である。   

尿膜腔内接種法にて咽頭拭い液等の接種材料より、高病原性鳥インフルエンザウイルスの  

分離を行う。  

卵令：10－11日卵を用いる。  

7．1検卵  

1）暗室等にて辟イヒ鶏卵に強い光源を当て、光源の反対側より貯化鶏卵の内部を観察する。  

発育状態を確かめ、胎児側の気重と卵殻膜との境目のなるべく血管の少ない部分に印（ライ  

ン）を付ける（図7．1）。  

6．6判定方法  

通常はHA活性の測定にて行う事が多い（HA価の測定は、インフ／レエンザ診断マニュアル  

を参照）。HA活性の検索でウイルス分離が特定できない場合には、盲継代をして1週間観察  

しCPEやHA活性がない場合は陰性とする。継代の際はmoiを考慮すること。HA活性のあ  

る物は、PCR法にて亜型同定を行う。  

6．7保存方法  

ウイルス液は3，000rpm、10分遠心し、細胞の破片を除いた後分注し－70℃以下に保存す  

る。  

図 7．1検卵  

2）検卵した卵を卵台に気重を上にして垂直に立てる。  

7．2検体接種  

1）検卵が済んだ脾化鶏卵を、卵台に気重を上になる様に垂直に立て、卵殻上部気重部の印   

（ライン）を中心に70％アルコールにて消毒する。  

2）印（ライン）より5mm程上部に、千枚通し等にて径1mm弱の小穴を   

開ける。  

3）接種材料を注射器に吸い入れ、・数個に接種する（図7．2）。  

4）接種量は0．1ml、接種後小穴を木工ボンド筆にて塞ぐ。  

25  

－1，∩＿   

24  

－119－  
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7．6保存方法   

教本に分注し、－70℃以下に保存する。  

図7．2尿膜腔内接種法  

7．3培養   

気重を上にした状態で静置し、加湿して34℃にて培養する。  

（接種24時間位で検卵し、死亡している場合は採液の為に一夜4℃に静直する）  

7．4尿液採液  

1）一夜4℃に静直した培養卵の卵殻上部気重部を中心に、70％アルコール   

にて噴霧消毒後、鋏等にて気重部の卵殻を大きく取り除く。  

2）血管、卵嚢を傷つけない様に注意しながら、太めの注射針を付けた注射器   

にて尿液を採液する。  

7．5 判定  

通常はHA活性の測定にて行う事が多い（HA価の測定は、インフルエンザ診断マニュアル  

を参照）。HA活性が陰性の場合は、さらに採液した尿液を接種材料とし、通常1回は盲継代  

接種を繰り返す。HA活性のある物は、PCR法にて亜型同定を行う。  
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連絡先   

国立感染症研究所ウイルス第3部   

第1童（インフルエンザウイルス重）  

〒208－0011東京都武蔵村山市挙国4－ト1  

TELO42－561－0771（内）709  

MO42－56卜0812   
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検体材料の輸送  

検査材料の輸送■   

Ⅰ輸送等に当たっての留意点  
・検査材料を国立感染症研究所に輸送するに当たっては、必ず事前に国立感染症研究所情報セ   

ンタに問い合わせ、ID番号を受ける。その後ウイルス3部第1真に連絡し、到着日、輸送   
手段などについて、確認する。   

Ⅱ 感染性材料の持参輸送に用いる容器   
基本型三重包装容器を用いる。容器は次の三層中らなるものを用いる。   

1 一次容器   
感染性材料を入れてラベルを貼った防水性、密封性の主客半である。この容器は破軌こ備え  

て、液体全部を吸収するのに十分な圭の吸収材によって包まれる。  
2 ニ次容器   
一次容器を収納して保護するための二番目の容器で、丈夫で防水性、箇封性があるものとす  

る。この中には包んだ一次容器を複劇入れてもよい。複数の一次容器の間に入れる緩衝材とし  
て、さらに十分な土の吸収材を使わなければならない。  

3 外側容器（三次容器）   
輸送中に物理的な損傷や水などの外部影響から二次容器とその中身を守るためのものであり．  

外側容器（三次容器）の中に二次容器を収める。  

検体データ様式、書面、その他検体を職別又は税明するための情報、及び送り主と受取人を  
特定する情報を二次容器の外側に貼りつけるものとする。  

（図1） 感染性材料の輸送法（持参の場合）  

（図2） （参考）wHO，LaboratoryBiosafetyManua12ndeditiorlに示されている、  

郵送のための包装法。   

Ⅲ 感染性材料の持参輸送に用いる容器の表示（ラベル）   

1 一次容器  

（1）あらかじめ、症例を報告し、与えられた患者IDを元に、以下の手順で検体IDをラベルす  

る。症例IDは、■都道府県番号＋患者イニシャル＋感染研にて受付順のシリアルナンバー（001  

より始まる）＋診断カテゴリ（S：Su8peCted；アニProb且ble；D：Dige肛dedとし、これはカテ  

ゴリが変わった場合には、SI，（Sからア）、SD（SからD）のように連続して付乾する）とし、  

検体IDは、症例IDに引き続く、＿（アンダーバー）＋検体種別（UR上気道；LR下気道；B  

血液；U尿；一便；T：組織）＋検体採取日時（患者から採取した日付で、例えば4月4日午後  

3時5分であれば、0304041506とする）＋（同時に数検体とった場合には頓に1、2と括弧内  

に入れる）ものとする．CPE陽性培養上浦の場合には、検体種別の前にYをいれる。   

2 二次容器（図3）  
（1）受取人の名称、住所、電言古番号、Fax番号  
（2）送り主の名称、住所、屯詰番号、F8X番号  
（3）包装物の数、内容晶の詳細、重量等   

2 外側容器（三次容器）（図4）  
（1）国際感染性物質ラベルく′くイオハザードマーク）  

（2）国立感染症研究所連絡先  

検体材料の輸送  
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検体材料の輸送  

2006／06／02  

検体材料の輸送  

図2（参考）wHO．LaboratoryBiosafetyManua12ndeditionに示されている、郵送の  
ための包装法  

図1感染性材料の輸送法（持参の場合）   
感染性材料は三層に包装する。  

注意 密封性の二次容器内には  
ドライアイス等は絶対入れないこと。  

一次容巻  

外側容器  

く三次容器）  
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図3 二次容器の例   
二次容器には次の表示を行う。  

（1）受取人の名称、住所、電話番号、Fax番号  
（2）送り主の名称、住所、電話番号、Faェ番号  
（3）包装物の数、内容晶の詳細、重量等  

図4 外側容器（三次容器）の例   

外側容器（三次容器）には次の表示を行う。  
（1）国際感染性物質ラベル（′くイオハザードマーク）  

（2）国立感染症研究所連絡先  
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