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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
発表の機会を頂きました、三木先生に深謝致します。	24

本発表は保科先生が現在病気療養中のため、共同演者	24/48

杉田より報告致します。							11/59
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
微生物臨床研究にPCR法が応用されて久しくなりますが、		27

臨床検査ルーチンで使用されるケースは少ないのが現状です。	28/55

また、イムノクロマト法利用の迅速検査が診断用として定着	26/81

していますが、その感度と検査項目には限りがあり、検討する	28/109

必要があります。									8/117



インフルエンザの早期診断は迅速診断を行う上で重要で、		26/145

それと同時に呼吸器感染症起因病原体の検出動向を知る		25/171

要望が増してきています。前培養なしで呼吸器感染症の代表的		26/197

細菌種およびウイルス、インフルエンザタイピングを同時		27/224

に遺伝子検出する検査システムを用いて起因病原体の遺伝		26/250

子検出を試みました。								10/260
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PV 12-A (Respiratory virus)

Human metapneumovirus

= ERNARTFEREMA T-80°CETE

RV12-B (Respiratory virus)

Influenza B virus

Human adenovirus

Influenza A virus

Human coronavirus 229E/NI63

Human coronavirus OC43/HKU

Human parainfluenza virus 1

Human rhinovirus AJ/B

Human parainfluenza virus 2

Human respiratory syncytial virus A

Human parainfluenza virus 3

Human respiratory syncytial virus B

PB (PneumoBacter)

Mycoplasma prneumonias

Influenza AfB typing

Human influenza A virus subtype H3

1 egionella pneumophila

Human influenza A virus subtype H1

Streptococcus pnrewnmaniae

Human influenza B virus (MP)

Haemophlius influenzae

Swine influenza A virus subtype H1

Hordelella perlussis

Human influenza A virus (MP)

Chiamydophila pneumoniae



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
慈恵医大柏病院に38℃以上の発熱で受診し、一部は呼吸器症状	28

を呈した症例を対象として全部で59症例(内訳小児30、成人29例	28/56

)について鼻腔スワブを検体として採取しました。			22/78

全症例でインフルエンザ抗原迅速検査を行い、遺伝子検出系の	28/106

対照としました。									6/112



遺伝子検出の標的微生物は、

主要肺炎起因菌である、肺炎球菌、レジオネラ菌、

クラミドフィラ、百日咳菌、肺炎マイコプラズマ、インフルエンザ菌

呼吸器症状の原因となる、インフルエンザウイルスA、B、パラ

インフルエンザウイルス1,2,3、RSウイルスA, B、ライノウイルス、

コロナウイルス、アデノウイルス

Flu typingは、HAで季節性H1、季節性H3、swineH1、MPで

インフルエンザA、Bとなっております。
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A procedure for molecular detection in nasal swab (1)

Specimen
collection :

(Nasal swab)

Nasal swab were
taken from patients
for rapid diagnostic
influenza test

Nucleic acid
isolation
(Magtration® system)

Magtration® 6GC

system

(Precision System
Science co. Itd)

Multiplex RT-PCR

or multiplex PCR
(Seeplex® RV12, Flu-
A/B typing , PB kits)

Automated
electrophoresis
of PCR samples

(MultiNA®)

Seeplex® Sepsis
Kits (Seegene Inc.)

Thermal cycler
(ABI 9700)

Microchip

electrophoresis

MCE-202 MultiNA®
(SHIMADZU Corp.)


プレゼンター
プレゼンテーションのノート
方法概略を示しました。						13						

採取した鼻腔ぬぐい液の迅速検査残液にRNA保存液

を加えたサンプルから、マグトレーションシステム

で核酸抽出を行います。

次にこれを鋳型にSeegene社キット、RV12, Flu-A/B 

typing,  PBの3種を用いて、RNAからマルチプレックス

RT-PCR、DNAからマルチプレックスPCRを行います。

最後にマイクロチップ電気泳動装置マルチナにてPCR

産物を泳動し、病原体遺伝子検出の判定を行いました。


167

IR 2% 2% R E D E RR R IR E G F R R H

A procedure for molecular detection in nasal swab (2)

Specimen
collection
(Nasal swab)

Tip

=

Magnetic

Particles &
¥
§

Nucleic acid
isolation
(Magtration® system)

[ 2‘3 ‘-"‘ -3 < .,‘8 —

Cell

lysis

DNA bind on Wash

magnetic particle

Wash

<Magtration system>

DNA
Elution

Multiplex RT-PCR
or multiplex PCR

Flu-typing Kits)

Paly(l) linker
LI o
Wc'akc'r_/u

hydrogen bond Increasing the annealing

temperature to 50-65C

v
] llld
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Bubble-like structure

Stabilizer 3°
. /_ >
3° NENRRRNNNNnnn 5°

Target site

Determiner
5’ 3’
IIIJ E
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Target site

<DPO technology>

(Seeplex® PB , RV12,

Automated
electrophoresis
of PCR samples

(MultiNA®)

Fill & Apply

Sample Loading

Electrophoresis

<Microchip electrophoresis>


プレゼンター
プレゼンテーションのノート
方法における原理です。

核酸が結合する磁性体ビーズを用いて核酸の分離・

精製を行います。

Seegene社キットでは、プライマー中央にループ構造を

持たせた独自の技術により、従来難しかった高感度と

高特異性の両者を実現した遺伝子増幅が可能となりました。

マイクロチップ上でサンプルをロードし、電圧をかけた方向

に移動させ、さらに3方から電圧をかけて微細流路を泳動、

星印で蛍光を検出します。
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A comparison of molecular detection results for 2009 Nov. and 2010 Feb.

Influenza B virus Mycoplasma pneumoniae
Human coronayvirus 0C43/HKU1 { egionella pneumophila
Human rhinovirus AJ/B Streplococcus pnewnmoniae
Human respiratory syncytial virus A Haemophlius influenzge
Influenza A virus Hordetellaz pertussis

Human respiratory syncytial virus B Chlamydophifa pnewmoniae

Electropherogram (RV)

Electropherogram (PB)
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influenza
RS-virus A Streptococcus
Flu-A pneumoniae


プレゼンター
プレゼンテーションのノート
小児患者における病原体遺伝子検出例を示します。

検体採取時期が2009年11月、点線上のABC3検体、

2010年2月採取が点線下のDEF3検体です。一番下は陽性対照です。

左側がRV12キットの結果、右側がPBキットの結果です。

ここでは、検出した遺伝子の蛍光強度を縦軸、移動時間を

横軸にピークで示しています。

このように2009年11月では主にインフルエンザが検出され、

2010年2月ではRSウイルス、同時に肺炎球菌検出が

多数みられました。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
診療科別の遺伝子検出結果をまとめました。

全体で59例について遺伝子検出を実施し、病原体

遺伝子が検出されたのは36例、小児30例中25例で

陽性、成人患者29例中11例で陽性となりました。

対照とした、インフルエンザ迅速検査との一致は

右のようになります。迅速検査陰性でPCR結果と

の不一致例で、小児では1例でFlu-A検出した以外で、

細菌とウイルスの混合検出例が多く見られました。

同様に成人では、細菌あるいはウイルス単独の検出

例が多く見られました。
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R E 5941 R A Y (£ G 5FE)
(20094E10A ~2010%2A) Streptococcus pneumoniae 18
B 14 364 Influenza virus A 14
(HIN1pdm2009) 13
hRERE 25/301 Haemophilius influenza 8
BRABE 11/29451 Respiratory virus B 7
Respiratory virus A 5
FRERREHR | BERE | /MR | A | Flu-A | SP HI | RS-A | RS-B | Other | E#E{H
2009% |BEtE 8| 5 3 1 0 0 0 0 0 0
10-11H |BHE 9| 9 0 9 1 1 1 0 0 2
20094 |fEtE 5 3 2 0 2 o) 0 1 1 2
12H e 1| O 1 1 0 0 0 0 0 0
20104 |BatE 34| 13 | 21 1 14 | 7 4 5 4 11
2R Gt 2 0 2 2 1 0 0 1 0 2
Total 59 | 30 29 14 18 8 ) 7 6 17



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
次に検出微生物とその検体採取時期の関係を表にしました。

昨年の新型インフルエンザ流行時の2009年中は、インフルエ

ンザ検出がほとんどで、細菌・ウイルス共に検出例はわずか

でした。2010年に入り、インフルエンザの流行終息期では、

代わって、肺炎球菌やインフルエンザ菌、RSウイルス

などが多く検出され、重複検出例も多くみられました。


167  FREIRas R E DR R iR IR 48 n F R iR

[FED )

1) AV NLTIoFHRRERERREZM B ELTHEIC
PR 25 B RIE DR R IAEEFIRHEARIAETH o 1=,

2) INRIZBWT. AV LI RITHTIRHE 2T
IWIHFHRHGAINZL, REBRIIMABREERSOA
WA AVIIWIUOTEDESEREGNZHALNT-,

3) — . A CIEMEH BN LA JL R B I A
24 INRER AL TIZIBHRTAKECR T,

4) FHEDAMINABIVHEDREERIDEDT-OIZ
X, FA—BEFIZH TS5 EEFHREEEZ#HENICERET
HBLENDLETHAERHNT-,



プレゼンター
プレゼンテーションのノート
まとめです。

インフルエンザ抗原迅速検査残液を材料に、簡便に

呼吸器感染症の病原体遺伝子検出が実施可能であった。

2)小児において、インフルエンザ流行期では新型イン

フルエンザ検出が多く、終息後は肺炎球菌とRSウイルス・

インフルエンザ菌の重複検出例が多数みられた。

3)一方、成人では細菌あるいはウイルス単独検出例が多く、

小児と成人とでは検出状況が大きく異なるものでした。

4)詳細なウイルスおよび細菌の感染実態把握のためには、

同一患者における遺伝子検出を継続的に実施することが

必要であると思われた。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
本研究における検体採取でご協力頂きました

慈恵医大柏病院検査部、小児科、臨床医学研究所の

皆様方に深謝します。

また、本研究は、慈恵医科大学、Seegene社、㈱

島津製作所3者の共同研究として行われたものです。

ご静聴有難うございました。
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