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はじめに

ヒトメタニューモウイルス（hMPV）は 2001 年に発見
された新しいパラミクソウイルスで、小児の呼吸器感染
症の原因の一つと推察されている 1，2）。当所では、hMPV

が関与する呼吸器感染症の府内における実態調査を行う
ため、2007 年から 2008 年、2010 年の感染症発生動向調
査事業として採材された検体の遺伝子検査及びウイルス
分離検査を実施したのでその結果を報告する。また、
hMPVと同じパラミクソウイルス科に属し＊1、臨床症状も
hMPVと近い 3）Respiratory syncytial virus（RSV）につい
ても検査を実施した。

材料と方法

1．材料
検体は 2007 年 1 月から 2008 年 12 月の府内保健所及び
5病院から提供された咽頭ぬぐい液 263 検体を用い、2010
年 1 月から 12 月の検体は府内保健所及び 8病院から提供
を受けた咽頭ぬぐい液 81 検体、血清 10 検体、糞便 9検体、
髄液 4検体、血液 4検体及び尿 2検体の計 110 検体を用
いた。

（平成23年7月31日受理）
　*京都府南丹家畜保健所
　*Kyoto Prefectural Nantan Livestock Hygiene Service Center
＊ 1　  国際ウイルス分類委員会（ICTV）
　　　http://www.ictvonline.org/（2011.7.1 現在）

なお、検体の搬入地域、年齢構成、搬入時期、臨床診
断名に応じた検体数はそれぞれ表 1のとおりである。

2．方法
検査方法は標準的検出マニュアル 4），＊ 2＊ 3 に準じた。
2007 年及び 2008 年の検体は、医療機関で採取されビー
ルインフュージョン輸送培地で凍結保存された後、当所
に搬入されたものをろ過滅菌処理し、その後再度凍結保
存された検体を供試した。
2010 年の検体は、輸送用の培地を 0.5％アルブミン添
加MEM培地とし、同様に処理した検体を再度凍結保存
することなく供試した。

2-1．遺伝子検査
検体からの遺伝子検査は 2007 年と 2008 年の検体につ
いてのみ実施した。凍結保存された検体をまず、5検体 1
プールとして hMPV及び RSVの Conventional PCR法で
スクリーニングを実施し、ウイルス遺伝子を検出したプー
ルでは検体ごとの PCR 検査を実施した。hMPV の
Conventional PCR法には、F遺伝子領域をコードするプ
ライマー（1st  PCRに FF1、FR1、及び Nested PCRに
FF2、FR25））用いた。RSVは G遺伝子領域をコードす
るプライマー（ABF、ABR）を用いて、検出を確認した後、

＊ 2　  厚生労働省健康局結核感染症課：感染症流行予測調査　事
業検査術式．平成 14 年 6 月 .

＊ 3　  国立感染症研究所．2002-2009．病原体検出マニュアル , 平
成 14 年 -21 年．
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府内のヒトメタニューモウイルス（hMPV）が関与する呼吸器感染症の動向を把握するため、2007 年及
び 2008 年の感染症発生動向調査事業で府内の病院から提供を受けた咽頭ぬぐい液 263 検体について、
Respiratory syncytial virus（RSV）と合わせて遺伝子検査を実施した。その結果、hMPV が 15 検体（5.7％）
から、RSVが 17 検体（6.5％）から検出された。RSVは 6歳以下で検出されたのに対し、hMPVは 1歳
～ 4歳を中心に 14 歳まで検出された。hMPVの遺伝子解析の結果、2007 から 2008 年を通して A2、B2
のサブグループが混在して流行したと考えられた。hMPVの遺伝子検査が陽性であった 15 検体につい
て、Vero E6 細胞を用いてウイルス分離を実施したところ、6株の hMPVを分離した。RSVのサブクラ
ス（A亜型及び B亜型）については、2007 から 2008 年 3 月までは A亜型と B亜型が混在していたが、
2008 年 9 月から 12 月は B亜型のみが検出された。2010 年は、感染症発生動向調査事業で搬入された
全 110 検体を対象にウイルス分離を実施したところ、RSV 7 株と急性脳炎が疑われる髄液 1検体から
hMPVを 1株分離することができた。
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key words：Respiratory tract infection, human metapneumovirus, Respiratory syncytial virus
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さらに Nested PCR に AF、AR及び BF、BRのプライマー 6）

を用い、サブクラス A亜型及び B亜型別まで実施した。
なお、遺伝子の抽出は、QIAamp Viral RNA Mini Kit

（QIAGEN）、QIAamp DNA Blood Mini Kit（QIAGEN）を
用いた。Conventional PCR法に使用したキットは SuperScript

Ⅲ One-Step PCR System with Platinum Taq HiFi、
Platinum PCRsuperMix High Fidelity（共に Invitorogen）
で 、GeneAmp PCR System 9700（ABI社製）を使用した。

2-2．ウイルス分離検査
　2-2-1．hMPVの分離検査
2007 年から今回検査対象とした検体に対し、LLC-MK2
細胞を用い 3）、維持培地として 0.5％アルブミン添加
MEM培地（トリプシン 2.5µg/mL加）を使用し、34℃炭
酸ガス 5％下で培養し、1週間の継代を 3週間繰り返す方
法でウイルス分離を試みていた。細胞変性効果（Cytopathic 

Effect、CPE）を分離の指標としたが、分離はされなかっ
た。このことから、今回まず PCRでウイルスを確認し、
存在が確認できたものについて、2008 年 7 月に hMPVが
追加された病原体検出マニュアル＊3 を用いて、分離が行

表 1．検査検体
2007 年 2008 年 2010 年 計

地域名（医療機関名）
丹後
（与謝の海病院、保健所）

8 8 10 26

中丹
（福知山市民病院、綾部市民病院舞鶴赤十字
病院、保健所）

13 9 11 33

南丹
（南丹病院、保健所）

32 56 18 106

山城
（公立山城病院、宇治徳州会病院

40 97 71 208

済生会京都府病院、南京都病院保健所）
年齢別検体数

0 ～ 4歳 37 64 48 149
5 ～ 9歳 17 59 14 90

10 ～ 14歳 31 31 16 78
15 ～ 19歳 8 5 3 16
20 ～ 24歳 3 3
25 ～ 29歳 2 4 6
30 ～ 34歳 3 4 7
35 ～ 39歳 1 3 4
40 ～ 44歳 3 3
45 ～ 50歳 2 2
50 ～ 54歳 3 3
55 ～ 59歳 1 1 2
60 ～ 64歳 1 1
65 ～ 69歳 2 2

不明 4 3 7
月

1 23 40 24 87
2 34 35 16 85
3 7 6 5 18
4 6 5 0 11
5 4 6 1 11
6 4 12 13 29
7 2 16 4 22
8 7 8 15
9 4 0 4
10 6 5 11
11 7 15 8 30
12 4 18 26 48

診断疾患名
インフルエンザ様疾患 56 80 45 181

RSV 9 24 4 37
上気道炎 4 8 9 21
下気道炎 12 17 13 42
その他 12 41 39 92

37 90 65 192
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えるかどうかを検討することとした。
Vero E6 細胞を用い、細胞の維持培地をビタミン液及び

グルコース添加MEM培地（トリプシン 2µg/mL加）とし、
培養期間を 3週間に延長し、継代を同様に繰り返したと
ころ、PCR陽性検体から hMPV分離が確認できたことか
ら、この方法を用いてウイルス分離を実施することとし
た。CPEを確認した検体は前述の PCR法による遺伝子検
査でウイルスの同定を実施した。

　2-2-2．RSVの分離検査
HeLa、Vero、HEp-2、RD-18S細胞を用い、細胞の維持
培地として 1％牛胎児血清添加MEM培地を使用し、CPE

を指標に 34℃炭酸ガス 5％下で 1週間培養し、さらに継
代を 3回まで繰り返した。CPEを示した検体は、中和試験
により同定を行った。抗血清はデンカ生研製を使用した。

2-3．hMPVの遺伝子解析
hMPVと同定した検体は、PCR産物のダイレクトシー
ケンスにより塩基配列を決定した。

PCR 産 物 の 精 製 に QIAquic PCR purification Kit

（QIAGEN）、シークエンシング反応に BigDye Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit（ABI）、シークエンシング反応
後のサンプルの精製に DyeEX 2.0 Spin Kit（QIAGEN）を
用い、ABI 310 Genetic Analyzer（ABI社製）を使用した。
解読された塩基配列うち 348bpについて、GeneBank

に登録されている既知の hMPV株の塩基配列の相同性に
ついて BLASTを用いて比較した。さらに GENETYX, 

Ver10（GENETYX社製）を用い、非加重結合（UPGMA）
法で分子系統樹を作成した。なお、これまで報告され、
hMPVの遺伝子配列が GeneBankに登録されている
NDL00-1 及び HR06373（A1 参照株）、CAN97-83（A2 参
照株）、NL/1/99（B1 参照株）、CAN98-75 及び CAN98-76
（B2 参照株）の 6株を標準参照株として、トリの hMPV

株である Avian pneumovirus subgroup C（APV-C）を群
外参照株として用いた 5，7，8），＊3。

結果及び考察

1.  2007年及び2008年の検体のhMPV及びRSVの検出（遺
伝子検査による）と臨床像について
hMPVは、2007 年は 93 検体中 8 検体、2008 年は 170
検体中 7検体が検出された。RSVは、2007 年は A型 6検
体、B型が 3検体、2008 年は A型 2検体、B型 6検体が
検出された。ウイルスが重複検出されたのは 4検体あり、
インフルエンザウイルス A/H1N1 亜型と RSVが 2検体、
アデノウイルス 1型と RSVが 1検体、hMPVと RSVが 1
検体認められた 9-11）。

1-1．臨床像について
hMPV及び RSVは、検査した咽頭ぬぐい液のそれぞれ

5.7％、6.5％の検体から検出された。
臨床診断名から、RSVが検出された検体では、RSV感
染症と診断された検体が約半数（RSV感染症の 18％から
検出）あったが、インフルエンザと診断された検体が
30％あった他、下気道炎、上気道炎等と診断されている
ものもあった。hMPVが検出された患者検体は、インフ
ルエンザと診断されたものが 40％、RSV感染症及び上気
道炎が 20％、その他下気道炎、不明熱として診断されて
いたものもあった（図 1）。

hMPVあるいは RSVが検出された症例の臨床症状は
90％以上に発熱、肺炎等の下気道炎の症状を示した患者
が 20％以上認められ（図 2）、他に上気道炎、胃腸炎等が
認められた。また、重複感染の場合は臨床症状が重篤に
なる場合があるとの報告 12-14）があるが、今回の事例にお
いては発熱以外の症状の記録は確認できなかった。
これらのことからhMPVとRSVの感染を臨床症状によっ
て診断することは難しいと推察される。また、インフルエ
ンザと診断され原因が特定できなかった症例から、hMPV 

15％、RSV 12％の検出があったこと、その他の呼吸器感染
症を疑われた症例でもこの 2つのウイルスが検出されてい
ることから、呼吸器系の感染症では、この 2つのウイルス
の感染を病因として考慮する必要があると考えられた。
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図 1．  2007、2008 年に hMPV及び RSVが検出された検
体の臨床診断名の割合
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図 2．  2007、2008 年に hMPV及び RSVが検出された検
体の臨床症状の保有割合図
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1-2．流行像について
　1-2-1．検出時期
2007 年から 2008 年の月別の hMPVと RSVの検出数に
ついて図 3、図 4 に示した。hMPVは 2007 年 2 月、4 月
から 6 月、2007 年 11 月から 2008 年 3 月に検出された。
RSVは 2007 年 2 月から 3月、2007 年 11 月から 2008 年 3
月、8月、10 月及び 12 月に検出された。府内の検出状況
は全国の検出状況＊4－ 5 にほぼ一致した。
この 2つのウイルスによる疾病の流行は、RSVの流行
のピークが hMPVの流行に先行することが多いようであ
る 3）が、今回の検査結果も RSVの検出ピークの後に
hMPVの検出ピークが認められた。

RSVのサブクラスの検出から、2007 年 2 月から 3 月、
2007 年 11 月から 2008 年 3 月は RSVA亜型と RSVB亜型
が混在していたが、2008 年後半は RSVB亜型の検出のみ
で、その時期のウイルス亜型の推移を示していると考え
られた。

　1-2-2．検出年齢
hMPVと RSVの年齢別の検出数を図 5 に示した。

hMPVの検出が多く認められるのは 1 ～ 2 歳とする報
告 15）があるが、今回の調査では 0歳では検出されず、1
～ 4 歳を中心に 11 歳まで検出され、14 歳も 1 例検出さ
れた。RSVの検出数は 0歳 3 例、1歳が最も多く 7例で、
学齢期前の 6歳以下の年齢で検出された。

RSVと hMPVの感染を比較すると、RSVには 0歳から
6 歳までに感染するが、hMPVは 1歳からほぼ学齢期に
わたって感染すると考えられた。

2． 2010 年の検体の hMPV及び RSV検出（分離による）
と臨床像について
2007 年、2008 年の調査の実施により、凍結保存検体か
らも適切にウイルス分離が可能であることが確認できた
ことから、2010 年の検査ではウイルス分離を中心に
hMPV、RSVの検出を行った。

hMPVは呼吸器感染症例からは検出されなかったが、
＊ 4　  国立感染症研究所，厚生労働省健康局結核感染症課，感染

症情報センター．2008．IASR, Vol.29, No.7， 209-210．
＊ 5　  国立感染症研究所，厚生労働省健康局結核感染症課， 感染

症情報センター．2009．IASR, Vol.30, No.7， 199-202.

発熱、熱性けいれん、脳炎、発疹を呈し急性脳炎と診断
された山城地域の 1歳児の髄液の 1検体から検出された。
2010 年急性脳炎は全国で 264 症例報告＊6 されており、全
国ではエンテロウイルス 71 型、ライノウイルス等の検出
報告＊7－ 8 もあったが、急性脳炎からの hMPVの検出はこ
の 1例だけであった。hMPVによる脳炎の可能性はすで
に報告 16）されているが、ウイルス検出例の報告 17）は少
なく、本検出例は貴重な症例となった。

RSVは、2010 年は 7 検体からウイルス分離された。7
検体とも高熱を発し、臨床診断名は、インフルエンザ 4例、
下気道炎とされ重篤な症状を示した 3例であった。時期
別の検出数は 1 月から 3 月に 5 検体、11 月末から 12 月
に 2検体であった。年齢別の検出数は、0歳 1検体、1歳
3 検体、2歳 2 検体、3歳 1 検体と、乳幼児のみから検出
され、すべて山城地域からの検出であった。

3．hMPVの遺伝子解析について
hMPVの F遺伝子を基にした分子系統樹を図 6に示し
た。A1、A2、B1、および B2 の 4 つのサブグループに分
けられたが、このうち A2 が 5 株、B2 が 11 株で、A1、
B1 のサブグループの検出はなかった。A2 のサブグルー
プは 2007 年 2 月から 2008 年 2 月までの間、2007 年 4 月
から 2008 年 3 月の間に B2 のサブグループが検出され、

＊ 6　  京都府感染症情報センター http://www.pref.kyoto.jp/idsc/

（2011.7.1 現在）
＊ 7　  国立感染症研究所，厚生労働省健康局結核感染症課，感染

症情報センター．2010．IASR, Vol.31, No.7， 221-225.
＊ 8　  国立感染症研究所，厚生労働省健康局結核感染症課，感染

症情報センター．2011．IASR, Vol.32, No.1， 27-30.
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図 3．2007、2008 年の hMPVの月別検出状況
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府内では、2007 年下旬から 2008 年は B2 が優位を占めて
いたが、A2 も混在して認められた（図 3）。遺伝子解析に
よる経時的な変化及び地域的な特徴は認められなかった。
全国的にもサブグループの解析の結果、混在していると
の報告 5，7，18，19）を多く確認している。
なお、2010 年の急性脳炎の症例は、A2 のサブグループ

で 2007 年の同一地域の株に近いことがわかった。

4．ウイルス分離について
4-1．hMPVの分離

hMPVは、2007 年及び 2008 年に特異的遺伝子を検出
した 18 検体からウイルス分離を試み、6株のウイルスを
分離した。hMPVの CPEを写真 2で示した。多核巨細胞
を認める場合もあるが、常に多核巨細胞を確認すること
が難しかった。CPEは、早い株で第 3週（初代）、遅い株
で第 8週間目（3代）に出現し、一旦 CPEを示した株では、
継代することによって 1週間以内で CPEを認めた。

CPEが確認できなかった検体については、3代以降も
継代を実施したが、全てウイルスは分離されなかった。
ウイルス分離ができた検体は、全て 1st PCRで遺伝子が
検出できた株であり、1st PCR陽性の検体の 1/2 を占めた。
Nested PCR陽性であっても 1st PCR陰性であった検体か
らのウイルス分離はなかった。また、分離したウイルス
株は凍結保存後も 6株すべて Vero E6 細胞に CPEが確認

できた。
以上のことから、1st PCR 陽性の検体を用いると、効率
的なウイルス分離が可能であると考えられ、凍結保存し
た場合もウイルスは凍結融解に耐えると考えられた。
2010 年は、すべての検体で分離を実施したが、110 検
体中 1 検体分離と非常に少なかった。また、接種から
CPEの確認、PCR検査で同定するまで、検査期間は搬入
から約 3か月以上を要した。
なお、今回 hMPV検出を目的に Vero E6 細胞でウイル

ス分離を試みたが、他のパラミクソウイルスであるパラ
インフルエンザウイルス（PIV）2型及び 3型の 3株分離
することができた 11）。

4-2．RSVの分離
RSVは 2007、2008 年の検体からはウイルス分離はでき
なかった。なお、PCR陽性の検体であっても細胞培養に
よる分離はできなかった。

RSVは、2010 年の検体で初めて 7検体から分離するこ
とができた。RSVの CPEは写真 4で示したとおり、細胞
変性初期に特徴的な多核巨細胞を認め、その後バルーン
状の細胞が出現した。

CPEが確認できるまでに 5株は 2週間（2代）、1株は
3週間（3代）を要した。CPEを示した細胞は、HEp-2 細

図 6． 2007、2008、2010年に検出された hMPVの F遺伝
子を基にした分子系統樹（非加重結合法 :UPGMA法）

　JPKP08-111（5 月 － 山 北 ） は、strains from Kyoto Prefecture in 
Japan2008 － No111 を示し、続く（）は、採取された月と所管保健所名
を記載した。参照株として、NDL00-1 及び HR06373（A1 参照株）、
CAN97-83（A2 参照株）、NL/1/99（B1 参照株）、CAN98-75 及び CAN98-
76（B2 参照株）を、群外参照株として AVPV-C（Avian pnuemovirus 
subgroup C）を用い、参照株名に続く（）内は DDBJ（日本 DNAデーター
バンク）の accsession number を示した。

写真 1．正常な Vero E6 細胞

写真 3．正常な HEp-2 細胞 写真4．RSVによってCPE
を起こしたHEp-2細胞 

写真 2．hMPVによって CPE
を起こした Vero E6 細胞

　（細胞の核が顕著に認められ、細胞
の変形、バルーン化、さらには細胞が
剥離したための空洞が認められる。矢
印は空洞化した中に認めるバルーン化
した細胞 を示した）
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胞 6 株、HeLa細胞 5 株、RD-18S細胞 3 株、Vero細胞 5
株であり、これら全ての細胞に感受性を認めたものが 4
株で、残りの 2株も複数の細胞で CPEを検出した。
病原体検出マニュアル＊3 では RSVは凍結保存によって
ウイルスが不活化するため、分離向上のための注意点が
示されている。2010 年の検体はすべて凍結保存されてい
たが、2009 年度からインフルエンザウイルス A/H1N1
（pdm09）亜型の検出を確実に実施するため、輸送用の培
地を牛血清アルブミン添加培地に変更し、かつ医療機関
及び保健所での検体の保存や搬送が速やかに実施された
こと、検査までの凍結保存期間が短かったこと等の分離
向上の要件が整ったためと考えられた。
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