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要旨

2012 年に宮崎県内の医療機関より感染症発生動向調査の検体が 527 件搬入され，223 件のウイルス

が分離・検出された．2012/2013 シーズンに検出されたインフルエンザウイルスは，AH3 亜型が 42 件，

B 型が 3 件の計 45 件であった．また，2008 年以来 4 年ぶりに麻疹ウイルスが検出された．これは，タ

イに渡航歴のある患者からまず検出され，その後感染が広がっていったもので，最終的には計 8 例 19
件の麻疹ウイルスが分離・検出された．

その他には，発疹性疾患等の患者からコクサッキーウイルス A9 型が 9 例 23 株分離され，このうち 1
例はノロウイルスとの重複感染であった．

また，呼吸器症状のある患者からヒトライノウイルス（hRV） 14 件，RS ウイルス（RSV）10 件，

ヒトメタニューモウイルス 3 件が検出され，このうち hRV と RSV の重複感染が 1 例みられた．
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はじめに

 宮崎県における感染症発生動向調査事業は，

1981 年 7 月から開始されており，感染症の発生

状況の正確な把握と分析を行い，その結果を県民

や医療関係者へ提供・公開している．当所では，

感染症発生動向調査事業実施要領に基づき搬入さ

れた検体について，ウイルスの検索を行った．

 2012 年の本県における病原体検出状況につい

て報告する．

材料と方法

2012 年 1 月～12 月にウイルスの検索を目的と

して搬入された 527 検体を検査材料とした．

１ 分離材料

 髄液，血清は検体をそのまま分離に用いた．咽

頭ぬぐい液，鼻汁，眼瞼結膜ぬぐい液，水疱液，

気管内吸引液は，細胞培養用維持培地［1％牛胎

児血清加 Eagle’s MEM（日水製薬）にペニシリン，

ストレプトマイシンをそれぞれ 100 単位，

100γ/mL の割合で加えたもの］に浮遊させ，

3,000rpm 5 分間遠心した上清を分離材料とした．

尿は 1,500rpm 10 分間遠心した沈渣細胞を，2～
3mL の細胞培養用維持培地に再浮遊させたもの

を用いた．便は，細胞培養用維持培地で 10％乳剤

とした後，3,000rpm 20 分間遠心し，遠心上清を

さらに 12,000rpm 10 分間遠心した後フィルター

（ポアサイズ 0.2μm）を通し，分離材料とした．

なお，検体は接種時まで－80℃で保存した．

２ 細胞

 Caco-2，Vero，HEp-2，RD-18S，RD-A 細胞

の 5 種類を常時用い，麻疹が疑われる場合には

Vero/hSLAM 細胞を，インフルエンザウイルスが
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疑われる場合には MDCK 細胞を併用した．

３ 分離

 96 穴マイクロプレート法で行った．単層培養し

た Caco-2，Vero，HEp-2，RD-18S，RD-A 細胞

に検体を 1 穴あたり 30μL ずつ接種して 35℃約

30 分間吸着後，維持培地を 100μL ずつ加え，CO2

インキュベーターで 1 週間培養した．1 週間培養

しても細胞変性効果（CPE）の出現しなかった検

体については，3 回凍結融解を行い，新しい細胞

に継代した．4～5 代継代しても CPE が出現しな

かったものはウイルス分離陰性とした．CPE が出

現した検体については 3 回凍結融解後，3,000rpm
10 分間遠心した上清をウイルス液として同定を

行った．

４ 同定および検出

 分離ウイルスの同定は，中和試験，赤血球凝集

抑制試験（HI 試験），直接蛍光抗体法および遺伝

子検査で行った．

 分離されたインフルエンザウイルスの抗原性は

国立感染症研究所から配布されたウサギ免疫血清

A/California/07/2009［ (H1N1)pdm09・ワクチ

ン株］，A/Victoria/361/2011（H3N2・ワクチン株），

B/Wisconsin/01/2010（山形系統・ワクチン株），

B/Brisbane/60/2008（ビクトリア系統）を用いた

HI 試験で調べた．赤血球凝集（HA）価が低く

HI 試験で抗原性の解析ができないウイルスにつ

いては，国立感染症研究所の病原体検出マニュア

ル H1N1 新型インフルエンザ（2009 年 11月 ver.2）
に従ってリアルタイム PCR 法で型別を行った．

また，分離されなかった検体についてもリアルタ

イム RT-PCR 法で検査を行った．

 ノロウイルスについては，ノロウイルスの検出

法（平成 15 年 11 月 5 日付食安監発第 1105001
号）に従ってリアルタイム PCR 法で検査を行っ

た．

 サポウイルスについては，岡らのリアルタイム

PCR 法 1)で検査を行った．

 麻疹ウイルスの同定と遺伝子型別は麻疹診断マ

ニュアル（第 2 版，平成 20 年 7 月）に従い，N
および H 遺伝子をターゲットとした RT-PCR 法

で行った．

 エンテロウイルスの遺伝子検査は，Oberste 等

の方法 2)と篠原等の報告 3)に従い，RT-PCR 法で

行った．

 ヒト RS ウイルス，ヒトメタニューモウイルス，

ヒトライノウイルス，パラインフルエンザウイル

ス 1 型～4 型，ヒトコロナウイルス OC43 および

229Eの9種類の呼吸器RNAウイルスの遺伝子検

査は，Bellau-Pujol らの方法 4) を参考に，

multiplex RT-PCR 法で行った．

分離・検出されたウイルスの一部について，ダ

イレクトシークエンス法で塩基配列を決定し，日

本 DNA データバンク（DDBJ）の BLAST を用

いて相同性検索を行い，CLUSTAL W あるいは

MEGA を利用して系統樹解析を実施した．

結果および考察

搬入された 527 検体について検査した結果，

223 件のウイルスが分離・検出された．また，麻

疹患者の発生により麻疹の検査依頼が増え，38 名

93 件の検体が搬入された．分離・検出されたウイ

ルスは，インフルエンザウイルス等の呼吸器 RNA
ウイルスが多かった．また，コクサッキーウイル

ス A9 型も多く検出された．

１ インフルエンザウイルス

インフルエンザウイルスについては，流行期間

の関係で2012/2013シーズンについて解析を行っ

た．

定点あたり患者報告数とウイルス検出数の推移

は図 1 に示すとおりであった．患者報告数は，

2012 年第 50 週（12 月中旬）から増え始め，2013
年第3週（1月中旬）に流行発生注意報基準値（10.0）
を超え，第 5 週にピークとなった．その後，第 14
週（4 月上旬）には注意報基準値以下となった．

2013 年 4 月までに分離・検出されたインフル

エンザウイルスは AH3 亜型が 42 件，B 型が 3 件

の計 45 件であった．シーズン中に AH1pdm09 は

検出されなかった．分離株について赤血球凝集抑

制（HI）試験による型・亜型の同定を試みたが，

AH3 亜型インフルエンザウイルスは 2011/2012
シーズン同様，赤血球凝集（HA）活性の低い株

が多く 5)，これらの株はリアルタイム RT-PCR に

より型・亜型の同定を行った．今シーズンより，

インフルエンザウイルス同定用キットの抗血清が
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フェレット感染血清からウサギ免疫血清に変更に

なった．国立感染症研究所が抗血清を比較するた

め HI 試験を実施した結果，ウサギ免疫血清はフ

ェレット感染血清に比べて変異株とも反応し，小

規模な抗原性の変化を識別するのが困難だと判明

した．このため，今シーズンは HI 試験によるワ

クチン株との抗原性の比較ができなかった．また，

B 型の分離株 3 株はビクトリア系統であった．

国立感染症研究所で解析した流行株は，ワクチ

ン株である A/California/07/2009 (H1N1)pdm09，
A/Victoria/361/2011 （ H3N2 ） ，

B/Wisconsin/01/2010（山形系統）に抗原性が類

似した株が，それぞれ 95％，98％，100％を占め，

ワクチン類似株が流行の主流であった．B 型ビク

トリア系統については，解析した流行株の 100％
が 2011/2012 シーズンに使われたワクチン株

B/Brisbane/60/2008 に抗原性が類似していた 6)．

図１ インフルエンザの定点あたり患者報告数とウイルス分離・検出数 

２ 麻疹ウイルス

 2012 年 8 月末にタイに渡航歴のある患者から

遺伝子検査により麻疹ウイルスが検出された．宮

崎県では 2008年以来 4年ぶりの検出であった（表

2）．その後，この患者から家庭，職場，受診した

医療機関を介して感染が拡大し，計 8 名の患者が

発生した．分離・検出された麻疹ウイルスは 19
件であった．

2012 年は日本を含む WHO 西太平洋地域の麻

疹排除目標年であり，同年に新たに排除達成の認

定基準として「適切なサーベイランス制度の下，

麻疹ウイルス土着株による感染が 3 年間確認され

ず，また遺伝子型解析によりそのことが示唆され

ること」が提案された．日本では，麻疹排除に向

けた積極的な取組により 2009 年から感染者数は

急激に減少し，これに伴いウイルスの遺伝子にも

変化がみられ，2006～2008 年頃までに主流を占

めていた D5 型は 2010 年 5 月を最後に検出され

ず，海外で流行している遺伝子型のウイルスが検

出されている 7)．

今回の事例において，8 名の患者から検出され

た N 遺伝子の増幅産物についてダイレクトシー

クエンスを行い，塩基配列を決定した．得られた

塩基配列の一部について系統樹解析を実施した結

果，D8 型麻疹ウイルスに分類された．D8 型はタ

イ，カンボジアなどで検出されており，本県の集
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団発生事例はタイより輸入されたウイルスによる

ものと推定された．

３ コクサッキーウイルス A9 型

 2012年 3月と 6月～9月にコクサッキーウイル

ス A9 型（CA9）が 19 例 23 株分離された（表 1）．
本県では 2003 年に 38 株，2006 年に 14 株，2009
年に 8 株と 3 年おきに分離されている（表 2）．19
例のうち 12 例 13 株は発疹性疾患で，胃腸炎 1 例

はノロウイルスとの重複感染であった．ほかは手

足口病 1 例，不明熱 1 例，その他 4 例であった．

年齢は 1 歳が 9 例，0 歳が 6 例，5 歳と 7 歳がそ

れぞれ 2 例ずつであった．コクサッキーウイルス

A 型は難中和性のものが多いため，RT-PCR およ

びシークエンスを行い同定した．

 CA9 は，全国的にも例年に比べ多く検出されて

おり，エンテロウイルスでは CA4 に次いで多く検

出された．

 また，手足口病疑い患者からは 2011 年に引き

続き，コクサッキーウイルス A6 型が多く検出さ

れた．

４ 呼吸器 RNA ウイルス

呼吸器 RNA ウイルスは培養が困難なものが多

いため，呼吸器症状のある検体を対象として，9
種類のウイルスについての multiplex RT-PCR を

行った．2012 年は，ほぼ一年を通してヒトライノ

ウイルス（hRV）が検出された（表 1）．検出され

た 14 例のうち呼吸器症状のあるものは 7 例で，

下気道炎が 6 例，上気道炎が 1 例であった．上気

道炎の1例はRSウイルスとの重複感染であった．

また，エンテロウイルスの RT-PCR でも hRV が

検出できるため，発疹性疾患が 2 例，心筋炎が 1
例あった．

 8 月～12 月には RS ウイルス（RSV）が 10 件

検出された．年齢は 1 歳が 5 例，0 歳が 4 例，3
歳が 1 例と乳幼児が占めた．

 ヒトメタニューモウイルスは 3 月～5 月に 3 件

検出された．年齢は RSV 同様 2 歳以下の乳幼児

であった．
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表１ 宮崎県における月別ウイルス検出数（2012 年） 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Adenovirus 1 1 1 2

Adenovirus 2 1 1 2 4

Adenovirus 5 1 1 2

Adenovirus 6 1 1

Adenovirus 31 1 1

Adenovirus NT 1 1

Coxsackievirus A4 1 1 1 3

Coxsackievirus A5 1 1

Coxsackievirus A6 2 7 2 1 12

Coxsackievirus A9 1 9 10 2 1 23

Coxsackievirus B4 2 1 3

Coxsackievirus B5 3 2 5

Echovirus 6 2 2

Echovirus 9 2 2

Echovirus 18 1 2 3 6

Rhinovirus 2 1 2 1 3 2 1 2 14

Herpes simplex virus 1 1 1 2

Influenza virus A H3 29 42 2 1 8 8 90

Influenza virus B 1 3 3 7

Parainfluenza virus 1 1 1

Parainfluenza virus 2 1 1

RS virus 4 2 2 1 1 10

Human metapneumovirus 1 1 1 3

Human coronavirus 1 1

Measles virus 3 16 19

Mumps virus 1 1

Norovirus G2 1 1 1 1 4

Sapovirus 1 1 2

Total 37 49 8 8 1 13 17 15 43 9 7 16 223

ウイルス名 計
月
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表２ 宮崎県におけるウイルス検出数（2003年～2012 年）

                                       

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Adenovirus 1 1 4 2 2 1 2 2 14
Adenovirus 2 3 6 4 1 1 4 2 4 25
Adenovirus 3 2 24 1 2 1 2 2 34
Adenovirus 5 1 1 2 4
Adenovirus 6 1 1 2
Adenovirus 11 1 1
Adenovirus 31 1 1
Adenovirus NT 2 1 3
Coxsackievirus A 2 2 1 1 4
Coxsackievirus A 4 1 1 1 3 6
Coxsackievirus A 5 1 1
Coxsackievirus A 6 2 2 2 1 38 12 57
Coxsackievirus A 9 38 14 8 23 83
Coxsackievirus A 10 1 1
Coxsackievirus A 16 17 19 2 12 2 14 66
Coxsackievirus A 24v 3 3
Coxsackievirus B 1 2 19 21
Coxsackievirus B 2 1 1 7 2 11
Coxsackievirus B 3 9 2 11
Coxsackievirus B 4 7 3 10
Coxsackievirus B 5 4 4 17 5 30
Echovirus 3 1 7 8
Echovirus 5 19 19
Echovirus 6 4 8 4 2 18
Echovirus 7 3 3
Echovirus 9 33 3 2 9 10 2 59
Echovirus 11 1 3 4
Echovirus 16 12 13 25
Echovirus 18 5 46 6 57
Echovirus 25 8 2 14 24
Echovirus 30 1 2 3 3 3 12
Poliovirus 1 1 2 1 1 5
Poliovirus 2 2 1 3
Poliovirus 3 1 2 2 5
Enterovirus 71 1 3 7 6 1 14 32
Group Enterovirus 1 1
Rhinovirus 2 12 14 28
Herpes simplexvirus 1 5 9 3 3 1 3 5 1 4 2 36
Varicella-zoster virus 3 3
Hepatitis A Virus 1 1
Hepatitis C Virus 6 6
Influenza virus A H1pdm 494 52 55 601
Influenza virus A H1 1 23 34 35 93
Influenza virus A H3 37 23 18 37 18 9 45 60 41 90 378
Influenza virus B 23 4 18 32 7 1 9 3 8 7 112
Parainfluenza virus 1 1 1
Parainfluenza virus 2 1 1
RS virus 2 2 2 10 16
Human metapneumovirus 6 3 9
Human coronavirus 1 1
Measles virus 24 8 1 19 52
Mumps virus 3 1 1 1 1 7
Rotavirus 1 3 1 1 2 8
Norovirus 8 3 15 24 21 5 9 14 11 4 114
Sapovirus 1 2 3
Dengue virus 2 2 2
Chikungunya virus 1 1
Orthoreovirus 1 1

計 228 125 93 177 106 122 650 177 236 223 2137

ウイルス名 計
年
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