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fever, PCF）および流行性角結膜炎(Epidemic keratoconjunctivitis, EKC)の病原体診断法につ
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PCF および EKC の病原ウイルスはヒトアデノウイルス Human mastadenovirus (以下，ア

デノウイルスあるいは HAdV とする)である．2008 年まで，アデノウイルスには 51 種類の

血清型があり，これらは A～F の 6 種に分類されていた．その後，52 型以降の血清型でな
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く全塩基配列の決定による遺伝型として（新型として）報告され，52 型が G 種とされたた

め種も A～G の７種となった．現在では、1～51 も含め血清型と呼ばず型とされている。血

清型のうち 19 型の一部は血清学的には 19 型であるが遺伝型としては 64 型とさるなどの

型別法が修正されつつある。型別について、ヘキソンのループ領域を含む配列決定法を組み

入れることを推奨する。 

新型アデノウイルスは 54 型が流行性角結膜炎の全国規模流行を 2015～2016 年に引き起こ

すなど大規模流行を引き起こす傾向が見られている。 

 

 

Ⅰ．アデノウイルス総論 

 

１．アデノウイルスの種と病原性および型 

  アデノウイルスは，その種と引き起こす疾患の関連性が明確であり，これを大まかにまと

めると，次のとおりである．なお，B 種は B1 および B2 に細分されることもある．疾患と

の関連が明らかな主な型を太字，2008 年以降に報告された型をアンダーラインで示した．  

 

種       疾患                                          型     

A  感染性胃腸炎                 (12，18，31 型) 

B1  急性呼吸器疾患（咽頭炎・肺炎，咽頭結膜熱など）(3，7，16，21，50 型) 

B2  出血性膀胱炎， 急性呼吸器疾患        (11，14，34，35，55 型) 

C  急性呼吸器疾患（咽頭炎，扁桃炎など）     (1，2，5，6 型） 

D  流行性角結膜炎         (8，9，10，13，15，17，19*（19a は 64 型），

20，22-30，32，33，36，37，38，39，42-49，

51，53，54，56 型) 

E  急性呼吸器疾患，流行性角結膜炎         (4 型) 

F    感染性胃腸炎                  (40，41 型) 

G  感染性胃腸炎                  (52 型)   

                                        

 ＊19 型のうち 19ｐ（標準株）は流行性角結膜炎（EKC）を引き起こさない。遺伝子型（制

限酵素切断により血清学的に 19 型だが 19a）とされてきた株は EKC を引き起こし 64 型と

定義された。 
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2．アデノウイルスの構造と機能 

 アデノウイルスは，正二十面体構造の頂点からファイバーが突き出した構造をとる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ファイバーの長さは，種によって異なる． 

A 種 28～31nm，B 種 9～11nm，C 種 23～31nm，D 種 12～13nm，Ｅ種 17nm，Ｆ種 28～

33nm (Chroboczek et al. 1995)． 

 

ヘキソン，ファイバーおよびペントンベースは，それぞれ抗原決定基 (antigenic 

determinants)を持つ 3 つのカプシド蛋白(capsid protein，ウイルスの核酸とそれに結合した

蛋白を取り囲む蛋白質)である． 

 

ヘキソン蛋白：頂点以外の正二十面体の三角面を構成する蛋白で 6 個(hexon の hex-は 6 の

意味)の蛋白群を構成する．蛋白の直径は 8～10nm で，中和決定領域はヘキソンのループ領

域に存在する． 

 

ファイバー蛋白：頂点から突き出した構造を持ち，細胞レセプターへの吸着(attachment)に

関与する．ファイバーは，HI(赤血球結合抑制)抗原を持ち，HI 試験で利用される． 

 

ペントンベース蛋白： ファイバー分子がレセプターへ結合したあとペントンベース蛋白

とインテグリン v3 およびｖ5 との結合によりレセプター媒介エンドサイト―シス（飲食作

用）によりアデノウイルスが細胞内へ取りこまれる． 

 

なお，アデノウイルスのレセプターは，CAR(coxsackievirus and adenovirus receptor)のほ

か，シアル酸，ヘパラン硫酸，インテグリンなどが明らかになり，種（型）によって，利用

アデノウイルスの構造模式図 

アデノウイルスの表面蛋白は 240 個の

ヘキソン（図の○で示した）および正二

十面体の 12 の頂点(ペントンベース，図

の●)から伸びる 12 のファイバーから

成る． 
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するレセプターが異なっている． 

 

インテグリン（integrin）は細胞表面タンパク質のひとつで，主に細胞外マトリックスへの

細胞接着，細胞外マトリックスからの情報伝達に関与する細胞接着分子である．α 鎖と β 鎖

の 2 つのサブユニットからなるヘテロダイマーであり，異なる α 鎖，β 鎖が存在し，多様な

組み合わせが可能である． 歴史的には，細胞外マトリックスにある細胞接着分子フィブロ

ネクチンのレセプターとして同定された．細胞内では，ミクロフィラメントを中心とする細

胞骨格に結合し細胞 - マトリックス接着（細胞基質接着）に関与する．また細胞と細胞の

接着に関与する種類のインテグリンも存在する． 

 

Ⅱ．疾 患について 

 

1．咽頭結膜熱と流行性角結膜炎 

咽頭結膜熱 (pharyngoconjunctival fever: PCF) 

咽頭炎（咽頭発赤，咽頭痛）および発熱に加えて急性濾胞性結膜炎を生じるウイルス感染

症である．初感染では，流行性角結膜炎(epidemic keratoconjunctivitis; EKC)様の結膜炎を呈

することもある． 

B 種アデノウイルス，なかでも 3 型(HAdV-3)による場合が多い．その他 C 種の HAdV-1，

2，5 および 6 も検出される．同じ B 種の HAdV-7，HAdV-11 も検出されることがあるが，

HAdV-14，HAdV-21 の日本における検出報告はゼロが続いているが重症の呼吸器感染を引

き起こすことがあるので引き続き警戒が必要である．さらに近年に諸外国で HAdV-55 によ

る呼吸器感染症報告が増加している。 

感染症法における五類定点把握疾患であり，全国の約 3,000 か所の小児科定点から患者報

告がなされ，そのうち 10％において病原体定点として検体採取を行っている． 

 

 流行性角結膜炎(Epidemic keratoconjunctivitis: EKC) 

主に D 種のアデノウイルスによる疾患で，主として手を介した接触により感染する．以

前は，本疾患患者を扱った眼科医や医療従事者などからの感染が多く見られたが，現在では，

職場，病院，家庭内などの人が濃密に接触する場所などでの流行的発生もみられる．適切な

治療がなされない場合，数か月以上にわたり角膜上皮下混濁(Akiyoshi et al. 2011)がおこり

著しく QOL を低下させる恐れがある．適切な診断ができれば，ステロイド点眼液でこのよ

うな事態を回避できるとされる． 

アデノウイルスは種々の物理学的条件に抵抗性が強いため，その感染力は強い．19 世紀

後半，ドイツの労働者の間で流行したことが記載されている．その後米国で，"shipyard eye"

と呼ばれる眼疾患が流行した．造船所の労働者が眼の外傷の治療の際，医原病的に広がった

ものと考えられる． 
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我が国では年度により D 種の 8，19，37 型のいずれかによる EKC の流行が見られてい

た．しかし近年は新型アデノウイルス 53，54 および 56 型アデノウイルスによる EKC が発

生している． 

五類定点把握疾患であり，全国約 600 の眼科定点から患者報告がなされ，そのうち 10％

において病原体定点として検体採取を行っている． 

 

Ⅲ．臨床現場での検体採取 

および実験室でのアデノウイルス・スクリーニング法として使用可能な迅速診断 

 

1．検体採取 

 市販品では，検体中のアデノウイルスが失活しにくい培地と，検体の採取が効率的に出来

るフロックドスワブ(咽頭および結膜に用いる)(藤本，2009)がセットになった UTM (COPAN

社，品番 359C)を用いることで効率的な検体採取が可能である． 

 その他，インフルエンザウイルスおよびエンテロウイルス等の検体採取用に使用してい

るウイルス検体採取用保存培地を用いることも可能である． 

 採取検体は，咽頭結膜熱では咽頭ぬぐい液を，流行性角結膜炎では角結膜ぬぐい液を用い

るのが良い．角結膜ぬぐい液を採取する前に点眼麻酔薬を使用することが多いが，細胞培養

に使用するときは細胞毒性を引き起こすことがあるので注意する．発症 4 日以内の検体採

取が推奨されている(Tsutsumi H. et al. 1999) ． 

 

2．臨床現場で可能な迅速診断 

 免疫クロマト法が用いられている．近年は，操作が簡易かつ判定が容易な免疫クロマトキ

ットが用いられる傾向にある． 

  

1) 免疫クロマトキット 

免疫クロマトキットによる迅速診断方法が，1997 年に発売された．このキットはクロマ

トグラフィーを基本原理とする．標識抗体（金コロイド等の，集まると目で確認できる標識

とアデノウイルスに対する抗体を結合させたもの）がクロマトグラフィーの途中に塗布さ

れている（図 1 の検体滴下用の穴と B ラインの間）．検体中にアデノウイルスがあると標識

抗体とアデノウイルスの複合体を作る． 

アデノウイルス陽性の場合は，その複合体が抗アデノウイルス抗体を結合した B ライン

と抗マウスモノクローナル抗体を塗布した C ラインで捕捉され，バンドが確認できる． 

アデノウイルスが陰性の場合は，抗アデノウイルス抗体がある B ラインでは何もおこら

ず，C ラインでのみバンドが見られる．B および C ラインのいずれでもバンドが見られな

い場合は判定不能となる． 
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C B                                   A

A：検体滴下スポット
B：陽性ライン
C: コントロールライン

B, C ２つのラインで
発色

Cラインのみで発色

B, C いずれのライン
でも発色が見られない

C B                                   A

C B                                   A

陽性

検査前

陰性

判定不能

検体滴下

 

 図１．免疫クロマトキットの反応模式図 

 

免疫クロマト法の非特異反応は少なく，特異度が高い．ただし，検出感度がウイルス分離

や PCR に比べ劣るので，偽陰性の可能性を考慮する必要がある． 

 

2) アデノウイルスと同時に複数の病原体を検出しうるキット 

2009 年ころからアデノウイルスと RS ウイルスの同時測定キット（呼吸器感検体）やア

デノウイルスとロタウイルス（糞便検体）も市販されるようになった。これらは 1 回の検査

でこれらの検査が同時に出来る利点を持つ。 

 

 

Ⅳ．アデノウイルスの分離および中和反応 

 

1．アデノウイルスの分離培養 

 アデノウイルスは，培養細胞に臨床検体を接種することにより分離できる． 

1）器 具 

5％CO2インキュベーター（培養温度 33-37°C），オートクレーブ，安全キャビネット，超細

胞培養用フラスコ(25cm2，75c m2等) 

24 ウェル,48 ウェル,96 ウェルマイクロプレート（組織培養用） 

10ml，25ml ピペット 

その他 マイクロピペット等 
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2) 試薬 

増殖培地：Dulbecco's modified Eagle's Medium (D-MEM) (high glucose) (和光, Cat No.044-

29765 など)や Dulbecco's modified Eagle's Medium(SIGMA, D6046)等を用いると良い．

Gentamicin Solution (50mg/ml, シグマ Cat.G1397) を培地 500ml に対して 1ml の割合で添

加する．ウシ胎児血清(FBS, FCS:ギブコなど)を 5～10％添加する． 

200mmol/l L-Alanyl-L-Glutamine Solution（×100）(和光 016-21841 等)を培地 500mL に対し

て 5mL 添加する． 

   

維持培地：Eagle's Medium(和光，051-07615 等)あるいは Minimum essential medium 

Eagle(SIGMA, M4655)に Gentamicin Solution (50mg/ml, シグマ Cat.G1397) を培地 500ml

に対して 1ml の割合で添加する．ウシ胎児血清を 1～2％添加する．L-Alanyl-L-Glutamine も

増殖培地と同様に加える． 

(注 1) 抗生物質についてペニシリン・ストレプトマイシンが用いられることがあるが，マイ

コプラズマによる細胞汚染を阻止するためゲンタマイシンを用いた方が良い． 

(注 2) L-アラニル-L-グルタミン溶液は，L-グルタミンよりも 1.5 倍長期間安定とされる．ま

た，L-グルタミンが分解するとアンモニアが生じて細胞に悪影響をおよぼすが，L-アラニル

-L-グルタミンはアンモニアを生じない． 

 

3）細胞 

感受性が高い細胞を複数種類使用することが望ましい．A549 細胞，HEp-2 細胞，CaCo-

2 細胞，FL 細胞，HeLa 細胞などが適している．特に A549 細胞はアデノウイルスに対する

感受性が高い(Enomoto et al. 2010)．難増殖性といわれていた 40 および 41 型も分離可能で

ある．その他，RD 細胞等も使用可能である． 

ヒトアデノウイルスは宿主特異性が高いため，ヒト由来以外の細胞はアデノウイルスの

分離培養に適していない．ただし，Vero 細胞での増殖はヘルパーウイルスとしてたとえば

SV-40 ウイルスが細胞に感染している場合などで増殖が良い場合もある．アデノウイルス

は A 種および D 種は増殖が遅く，2 週間のおきの継代で 2 代あるいは 1 週間間隔で 3 代継

代し，28 日以上細胞を維持して観察する必要がある (Lennette DA et al, 1995) ．HEp-2

細胞（および RD，HeLa，FL 細胞）は 1 週間以上細胞を維持すると細胞が円形化して CPE

（細胞変性）が観察しにくくなる．A549 細胞は 2 週間程の培養でも細胞が傷みにくく，そ

のまま維持してウイルスを分離することが出来る． 

 

4) 細胞の準備 

分離用細胞の培養は通常通り実施するが，コンフルエント になる前の 80％程度の細胞層

の時（1～2 日後）に検体を接種する．具体的には細胞培養用フラスコ 25cm2 （培養液 5ml）
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の培養細胞をトリプシン処理して剥がして使用する際は，細胞を約 20ml(3－5 倍にする)の

増殖培地に希釈しウイルス分離用プレートに添加する．その際 24well には 1ml，48well は

0.5ml，96well は 0.1ml を目安に添加すれば翌日，翌々日に使用できる．細胞の維持を長期

間保持したい際やまたは細胞増殖の速いものは細胞数を適宜減らす．  

 

5) 接種と CPE 観察 

 1 検体につき，1 細胞あたり 2well を使用する．多数の検体を扱う際や他の検査法併用

のため検体量が少ない際は 48well や 96well のプレートを使用する．その際は検体間のコン

タミネーションに極力注意する． 

細胞を培養したプレートは接種前に無血清培地または維持培地で 1～2 回洗う． 

検体は 800g で 20 分間～30 分間（4°C）遠心し上清を細胞に接種する．もしくは 800g で

10 分間（4°C）遠心した後に上清をフィルター*（0.45μｍ）に通したものを使用すれば細菌

汚染はほとんど防げる．*（ADVANTEC DISMIC-13CP 型番 13CP045AS または DISMIC-

25CS 型番 25CS045AS） 

処理検体を細胞に添加する（24well：100μl～200μl，48well：100μl，96well：50μl）． 

CO2 インキュベーター（33°C～37°C）で 1～2 時間吸着を行った後に細胞の様子を顕微

鏡観察後，維持培地を添加する．検鏡した際に検体による細胞毒性が見られる場合は検体を

細胞から完全に取り除いてから維持培地を添加する． 

培養は 33°C～37°C インキュベーターで行う． 

検体接種翌日には必ず検鏡し検体による細胞毒性が無いか確認した上で，維持培地を交

換する．CPE の有無は毎日顕微鏡で観察する．培地の pH が低下し黄色になった際は培地

を適宜交換する． 

細胞により 1 週間～2,3 週間の間隔で継代を行う．一般的に継代は 2～3 代実施する．し

かし，流行性角結膜炎を引き起こす D 種の分離には 7～8 代の継代が必要なこともある． 

アデノウイルスの大部分は細胞内に留まっている．したがって継代の際は培養液をピペ

ットの先を使用して細胞ごと回収し，凍結融解を頻回（5～10 回）または超音波処理をして

細胞を完全に破壊させ，ウイルスを放出させる．その後 800g で数分間遠心し細胞残渣を除

去した上清を新しい細胞に接種する． 

CPE が出現した際は，細胞ごと培養液を回収し，上記と同様に細胞破壊後，上清を同定

に使用する．96well プレート使用の際は 24well に再度継代しウイルス量を増やした上で，

使用する． 

 

ウイルス量，培養細胞の種類や細胞数等にもよるが，一般的に型別により CPE の出現す

る期間に差がある．1,2,3,5,6,7,11 型などは比較的早く（1 週間くらい）出現し，その後の

CPE の進行も早いが，4,19,37,54 型等の CPE 出現はかなり遅く頻回の継代を要することが

多い． 
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CPE は形態的に主に 2 種類の特徴があり，細胞が伸縮して網目状に抜けていき，半島状

や島状に細胞が残る 1,2,3,5,6,7,11 型（伸縮型）と円形化して膨隆しブドウの房状に凝集す

る 4,19,37,54 型（円形型）に分かれる．54 型はウイルス量が多いときには伸縮型を示すこ

とも多い．   

 

 [細胞培養に関する重要事項の確認] 

1) pH：高等脊椎動物の組織や細胞の培養に適した pH は約 7.2～7.4 である．多くの細胞は

pH7.8 以上や pH6.8 以下では障害を受ける．培地には平衡塩類が入っており CO2インキュ

ベーター中で CO2と平衡を保持するように作られている． 

2) 2 価陽イオン：Ca，Mg は正常の細胞間接触保持に必要であり，細胞の解離には EDTA を

加えたりアルカリ性にしたりする． 

  1)および 2)でアルカリ性になることで細胞が障害を受けないよう CO2インキュベータ 

ー外へのプレート取り出し時間の短縮や 2)の解離液との接触時間の短縮は重要である． 

3) トリプシン：細胞間の結合に関与しているタンパク質を直接消化する．RD 細胞等で長

時間トリプシン処理すると細胞が傷むので注意する． 

 

2．アデノウイルスの血清型の同定（中和試験） 

(池田義文． 2001 一部改変) 

細胞の準備 

 1) ウイルスが分離された細胞を用い，96 穴培養プレートの各穴に 3～4 倍に希釈した細

胞浮遊液を 0.1ml ずつ分注し，37°C の CO2インキュベーター中で静置培養する． 

2) 単層になる前，すなわち 80~90%まで細胞が増殖し多少間隙がみえる頃（培養 1～3 

日後）に培養液を捨てて，各穴に 0.15mL ずつの細胞維持液を分注したものをウイルス

力価の測定と中和試験に用いる． 

（HEp-2，HeLa などの上皮系株化細胞は培養日数が経過すると細胞が盛り上がり， 

細胞変性(CPE)の観察が難しくなるので，早目に使用する． 

 

同定用ウイルス液の調整 

1) 分離培養で 75％以上の細胞が CPE＋＋＋を示したときに，細胞をピペティングでは

がし，遠心管に移す． 

 2) 1)の細胞浮遊液は凍結融解 4 回繰り返して細胞を破砕する． 

 3) 800g で 5 分間 冷却遠心し，その上清を試料とする． 

4）細胞維持液で 5~30 倍に希釈し，各希釈につき，96 穴マイクロプレートに用意した培

養細胞の 4 穴以上を使用し，25µL ずつ接種する． 

 5）翌日から細胞を観察し，3~5 日で CPE＋＋＋を示す希釈濃度のウイルスを攻撃ウイル

スに用いる． 



11 

 

＊ウイルス液を 0.45µm のメンブランフィルターでろ過するとウイルス力価は少し低 

下するが，同定が容易となることがある． 

＊＊アデノウイルスの増殖は遅く，エンテロウイルスのように 10 倍階段希釈で感染価 

を求めることが困難なことが多い． 

＊＊＊ウイルス力価が高いと細胞毒性のため細胞が死に同定不能となることがある． 

また，ウイルス増殖の遅い株では細胞増殖が勝り，CPE の観察が難しくなる．そのと 

きは，もう一度継代培養を繰り返す． 

 

中和試験 

  慣れてくると CPE の形態（伸縮型，円形型）によりある程度型を絞り込むことができ

る．またアデノウイルスの血清型間には中和交差反応があり，全て同じ力価（5 単位または

10 単位）の抗血清を，少なくとも同じ種内の 2 種類以上用いることが，誤った同定を防ぐ

ために必要である． 

 アデノウイルス 1～7，11，19，31，37 型の中和抗血清はデンカ生研(株)から 100 単位で

市販されているので，ウシ胎児血清を含まない培養液で 5 単位または 10 単位に希釈して用

いると便利である． 

 [培養プレート] 

(1) 96 ウェルのマイクロプレートに細胞を単層培養しておく． 

(2) 8連または12連ピペットで培養上清を除き，各穴に維持液を0.15mLずつ入れておく． 

 

[中和用プレート] ＊この過程は，滅菌した試験管を用いても良い． 

 

(3) 中和用プレートのレイアウト(抗血清と攻撃ウイルスの位置を各 2 穴ずつ)を決める． 

(4) レイアウトに従い，至適濃度に希釈したウイルス液 25µL と 5 単位の抗血清 25µL を各

穴に分注する．ウイルス対照の穴には抗血清の代わりに細胞維持液を入れる． 

(5) プレートのフタをセットして，プレートミキサーで攪拌・混合する． 

(6) プレートを37°C(または34°C)のCO2インキュベーター中で1時間静置して中和する． 

  

 

[接種] 

(7) 中和したウイルス液を中和用プレートから 8 連または 12 連ピペットを用いて培養プ

レートに接種する． 

 

[観察] 

(8) 培養プレートを 37°C(または 34°C)で培養し，翌日から毎日 2 回観察する． 

(9) 判定は，接種後3～5日目にウイルス対照のCPEが75％(＋＋＋)となった時点で行い，
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CPE を完全に抑制した抗血清の型をウイルスの血清型とする． 

 

＊）一旦は中和されても，遅れて CPE が出現することがあるので，7～10 日目頃まで観察

を続ける． 

＊＊）ウイルス対照の CPE が予定日を過ぎても出現しない場合はウイルスの濃度を上げて

再試験とする． 

同種ウイルスは中和反応が交差することが多く同定しにくい（3,7,11 型，または 1,2,5,6 型）．

複数の抗血清でCPEが抑制された際は複数抗血清の濃度を倍々希釈して（10単位，5単位，

2.5 単位…）再度同定試験を実施し，比較して決定する． 

 

Ⅴ．アデノウイルスの PCR ならびにダイレクトシークエンスによる型別法 

 

 50 を超える型があるアデノウイルスについて中和反応だけを用いてアデノウイルスの型

別を実施することは現実的とはいえない．また，2008 年以降（52 型～）は血清型から型へ

と型の考え方が変更された．そこで，本章ではアデノウイルスの PCR による型別法につい

て述べる． 

 

1．器具および試薬  

1) 器具 

 サーマルサイクラー，冷却遠心機，マイクロ冷却遠心機，電気泳動装置，UV 照射写真撮

影装置，マイクロピペット(2, 20, 200, 1000µL)，チューブ(0.2mL, 0.5mL, 1.5mL)，ヒート

ブロック 

 

2) 試薬 

 Ex-Taq:  TaKaRa, Code No. RR001A または 

 PrimeSTAR GXL DNA polymerase: TaKaRa, Code No. R050A (こちらの方が感度良い) 

  ハイピュア ウイルス核酸キット：ロシュ・ダイアグノスティックス，製品番号 1858874 

 アガロース(核酸のアガロースゲル電気泳動用)：インビトロジェン Cat No. 15510-019 

など 

  GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in DMF：Wako 

  （エチジウムブロマイドより安全で感度が良いため用いるが，エチジウムブロマイドで

も良い） 

 100bp 分子量マーカー 

 

2．検査方法 
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2-1 ウイルスゲノム抽出 

  ウイルス核酸抽出用（アデノウイルスでは DNA）のキットとして市販多用されているも

のをその指示に従って使用する． 

 

2-2 PCR 反応ならびにダイレクトシークエンス 

PCR-シーケンスによるアデノウイルスの型同定には，約 36,000bp のフルゲノム塩基配

列を決定するのが最も確実であるが，現在のサンガ-法によるシークエンス法で全塩基配列

を決定することは手間と時間を要す．そこで，ヘキソン，ファイバー，ペントンなどの構造

蛋白質をコードする領域の塩基配列を別々に決定することが行われている． 

本マニュアルでは 7 種類の PCR 法を示す．方法 1～方法 4 および方法 7 はヘキソン領域

を，方法 5 はファイバー領域を，方法 6 はペントンベース領域を標的にしている．方法 1 以

外は増幅産物の塩基配列を決定することにより型の同定が可能である． 

レファレンスでは方法 4，5 および 6 の組み合わせを推奨するが，目的によってこれらの

方法を使い分けるのが望ましい． 

アデノウイルスゲノムの塩基長は種や型によって異なるので，以下特別に明示していな

い場合は GenBank に登録されている 2 型(J01917)の全塩基配列 35937 bp におけるポジシ

ョンを基準とする． 

 

 

ヘキソン：ヘキソンコード領域ゲノムの構造は模式図で書くと図 2 のとおりである．  

C は conserved region(領域)であり，変異が少ない．V は variable 領域で変異が多い部分で

ある．C 領域は C1～C4，V 領域は V1～V3 に分類される(Ebner et al.JV,2005)．ヘキソン領

域のループ 1 およびループ 2 は中和抗原決定基を含むことが報告されている．そのためヘ

キソンコード領域はアデノウイルスのPCRシークエンシングによる同定で最も頻繁に使用

されてきた．しかしながら，近年報告されているヘキソン，ペントンベースならびにファイ

バーコード領域において異なる複数のタイプが組換えを引き起こしたリコンビナントアデ

ノウイルスの出現により，ヘキソンコード領域のみで型別を行うことは危険であり，ときに

は間違った情報を報告することになるので注意しなければならない． 

 そこで本マニュアルでは，ヘキソン領域を使用する簡易なアデノウイルス検出および型

別の方法と併せて，ウイルスの組換えの有無を判定することを目的とした，ペントンベース，

ファイバーコード領域の同定法までを解説する． 
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図 2．ヘキソン領域の模式図 

 

【主なアデノウイルス PCR 検査法】 

 

方法 1：  ヘキソンの C4 領域を使用した高感度なアデノウイルス用 PCR  

(この領域の塩基配列決定による型別は一部を除き困難．種別はおそらく可能) 

方法 2：ヘキソン C4 領域を使用する方法（保存領域による型別．多くの型は型別できるが

一部出来ない型もある） 

方法 3：ヘキソンのループ 1 および 2 コード領域（中和決定領域）を含む領域を使用する方

法．多くの型同定に使用可能 

――――――――――――――――――――――――――――――――――――――― 

方法 4：ループ 1 領域に着目した PCR-sequencing による方法(多くの型同定に使用可能) 

方法 5：ファイバーコード領域を用いた PCR-sequencing による方法(多くの型同定に使用

可能) 

方法 6：ペントンベース領域内の RGD loop に着目した PCR-sequencing による方法(多く

の型同定に使用可能) 

――――――――――――――――――――――――――――――――――――――― 

方法 7：リアルタイム PCR による定量 

 

【ゲノムの塩基配列による型別法】 

方法 1 から 3 は，これまで多用されてきた手法で臨床検体に直接使用可能な手法である． 

 

方法 4 から 6 は，分離されたアデノウイルスについてヘキソン，ペントンベースならびに

ファイバーコード領域において組換えを引き起こした，リコンビナントアデノウイルスを

同定するための手法である．その手順を次に示す． 

 

1) ヘキソンのループ 1 コード領域の塩基配列の決定と BLAST 解析(方法 4)：中和抗原性

決定部位による型別． 

ε（イプシロン）抗原部位による型別で，中和反応を規定している領域なので，
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(53 型はこの領域で 22 型などの例外を除き)血清型と一致していることが多い． 

          

 

2) ファイバーコード領域の塩基配列の決定と BLAST 解析(方法 5)：細胞レセプターへの

吸着する領域による型別． 

  

 

 

3) ペントンベースコード領域の RGD ループコード領域を含む塩基配列の決定と BLAST

解析(方法 6)：  

      

 これらの組み合わせにより，ヘキソン，ファイバーおよびペントンのそれぞれの型別結果

が一致するか否かを確認する．  

新たな組換えアデノウイルスを報告する際の記載方法として，ヒトアデノウイルス Human 

adenovirus (HAdV)‐○型に加えて P: penton, H: hexon, F: fiber の型番を[ ]内につなげて

書くことで，より正確な情報の提供が可能なことからこの報告様式を推奨する． 

 

例：新型アデノウイルス 79 型を例に書くと，HAdV- [P11H34F11]である。 

すでに新型として認められた型をこの方法で書くと次の表 1 のとおりとなる。NESID への

報告では HAdV-53, HAdV-54 および 56 型のいずれかを選べばよい。 

  

 表 1．アデノウイルスの表記法 

型 表記方法 

HAdV-53 HAdV-53 [P37H22F8]   

HAdV-54 HAdV-54 [P54H54F8] 

HAdV-56 HAdV-56 [P9H15F9] 

 

もし，難同定性のアデノウイルスが検出されたときは，上記の表 1 の右カラムの方法を参

考に，HAdV- untyped [P○H○/F○]として NESID 報告の備考欄に記載して報告することを

推奨する。これは HAdV-not typed として報告するよりはるかに情報量が多い．相談は国立

感染症研究所 感染症疫学センター第四室 （国立感染症研究所 代表：03-5385-1111）で

可能であり、必要に応じて行政検査として確定検査を行うことが可能である． 

 

ヘキソンコード領域用の PCR 法【PCR 方法 1～3 および 7 の使い方】は，次のように使い

分けることができるので参考にしていただきたい． 
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   1) 臨床検体からの高感度なアデノウイルスの検出が必要なとき ⇒         方法 1 

  2) 臨床検体からダイレクトにゲノムを抽出して型別が必要なとき⇒      方法 2 

  3) 血清型を規定するヘキソンのループ領域 (1 ならびに 2)を使用した型別を 

するとき ⇒                             方法 3 

  4) 検体中のアデノウイルスのゲノムコピー数を調べるとき ⇒      方法 7  

   

   

PCR_方法 1 ヘキソン C4 領域（比較的変異が少ない領域）を使用する方法 (Echavarria 

M. et al. 1998) 

臨床検体からの高感度なアデノウイルスの検出が必要なときに用いる．C4 領域の

140bp(2752-2891)を増幅する．        

    反応液組成：SpeedSTAR® HS(タカラ)を用いた場合を例示すると次のとおりである

(Fujimoto et al. 2009) ． 

 PCR の混合液 (プライマーの塩基配列は表 2 に記載) 

試 薬 1 検体あたりの使用量（μl） 

遺伝子解析用蒸留水 

10×Fast Buffer Ⅰ 

dNTP Mixture （2.5mM each） 

フォワードプライマー(Hexon3)（10μM） 

リバースプライマー (Hexon4)  (10μM) 

SpeedSTAR HS (5units/μL) (TaKaRa) 

11.1 

1.6 

1.3 

            0.4 

0.4 

0.2 

抽出ゲノム 1.0 

計 16.0 

 [増幅サイクル]:  94°C 1min，[98°C 5sec，53°C 5sec，72°C 5sec]×40 cycles 

    最小検出感度は 10copy 以下であることを確認している．   

   

Echavariia ら(1998 年)は，1998 年の論文で 2.5U の通常の Taq ポリメラーゼを用いて次の

条件で PCR 反応を実施している． 

[増幅サイクル]: 94°C 7min， [94°C 1min，55°C 1min，72°C 1.5min]×40 cycles 

      

PCR_方法 2 ヘキソン C4 領域（比較的変異が少ない領域）を使用する方法 

  (2009 年 7 月衛生微生物検査技術協議会時にアデノウイルスレファレンスセンターと

して提示分) (Miura-Ochiai R et al. 2007 改変) C4 領域の 554bp(1906-2459)を増幅す

る．   

この手法での検出感度は 1~10 の 2 乗 copy/reaction 程度である． 
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 PCR 2 の混合液 (プライマーの塩基配列は表 2 に記載) 

試薬 1 検体あたりの使用量（μl） 

遺伝子解析用蒸留水 

10×buffer (Ex-Taq 用)   

dNTP(2.5mM each) 

フォワードプライマー（AdnU-S’2）(10µM） 

リバースプライマー（AdnU-A2）（10µM） 

Ex-Taq Hot Start version (TaKaRa) (5U/µL) 

33.8 

5.0 

4.0 

2.5 

2.5 

0.2 

抽出ゲノム 2.0 

計 50.0 

使用機器：通常のサーマルサイクラー 

[増幅サイクル]: 94°C  3 min， [94°C 30 sec，50°C 1 min，72°C  2 min]×40 cycles，72°C  

5 min 

              

シークエンス反応 

 554bp の増幅産物の塩基配列をダイレクトシークエンス法によって決定する．このうち

350bp の塩基配列をアデノウイルスレファレンスセンターが配布している塩基配列との比

較あるいは BLAST によって型別する．この 350 塩基をもとに系統樹を書くと次の図 3 の

とおりである。 
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AdV-9
AdV-10

AdV-56HM770721
AdV-15

AdV-19
AdV-59JF799911

AdV-28
AdV-45

AdV-60HQ007053
AdV-60aJN162672

AdV-26
AdV-24

AdV-42
AdV-38

AdV-62JN162671
AdV-19a

AdV-20
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図 3．PCR その 2 によるヘキソン・コンサーブド領域増幅産物の系統解析 

11 型と 35 型，21 型と 50 型，および 37 型と 53 型は区別できない欠点を持つ．57 型以

降も参考のため含めた 

(説明) 

PCR その 2(Miura-Ochiai et al. 2007)で，アデノウイルス 11 型と 35 型が区別できない理由

はヘキソンの 1760 塩基目からヘキソンの末端まで 11 型と 35 型が同じであるためである．

もっと 5’側の塩基配列を調べれば，鑑別が可能である． 

次の図は，アデノウイルスヘキソン領域をアデノウイルス11型と，34および35型でSimPlot

解析により比較したものである．これら 3 つの型は塩基配列の類似性が高く，1,760 塩基か

らは 11 型と 35 型は同じ配列であるため，図 4 で 35 型の Similarity は 1,760 塩基以降，1.0
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である． 

 

  図 4. アデノウイルス 11，34 および 35 型の SimPlot 解析 

 

同様に，アデノウイルス 21 と 50 を区別できないのは，次の図 5 のとおりアデノウイルス

21 と 50 型が 1490 塩基目から同じであるためである． 

 

 図 5．アデノウイルス 7 型，21 型，50 型の Similarity 解析 
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37 型と 53 型に関しても C4 領域において Similarity が高く鑑別ができない． 

全ての例を示すことはできないので，これらの例を示すにとどめる． 

 

3) PCR_方法 3 中和決定領域とされるヘキソンのループ 1 および 2 コード領域を含む領

域を使用する方法． 

 ヘキソン全長(約 2.8Kbp)を 1st PCR で増幅し，2nd PCR でヘキソンのループ 1 および

2を含む約 1.8kbpを増幅する方法である（マニュアル初版p.37-42），(Takeuchi et al. 1999)．

ヘキソンループ 1 領域およびループ 2 領域の参照塩基配列は平成 29 年度（2017 年）中に

配布する。方法 3 は増幅配列が長く、完全長配列が難しい場合があるので、第 4 版で方法 3

を改訂する予定である。 

 PCR 方法 3 の 1st PCR の混合液 (プライマーの塩基配列は表 2 に記載) 

試薬 1 検体あたりの使用量（μl） 

遺伝子解析用蒸留水 

10×GC bufferⅠ(5mM Mg2+ Plus) 

dNTP(each 25mM) 

フォワードプライマー（Hx5-1）（10µM） 

リバースプライマー（HX3-1）（10µM） 

LA  Taq (5U/ µL) (TaKaRa) 

9.8 

2.0 

1.0 

2.5 

2.5 

0.2 

抽出ゲノム 2.0 

計 20 

アデノウイルス 3 型の場合，HX5-1 および HX3-1 の代わりに 

Hx5-NIID: 5’- ATGGCTACCCCTTCGATGATGCCCCAAT  (ヘキソン領域 1～28bp)  

Hx3-NIID: 5’-CTTATGTGGTGGCGTTGCCGGCCGAGAACGG (31bp ； ヘ キ ソ ン 領 域

2,806bp まで)を用いて 2806bp(アデノウイルス 3 型の場合)の増幅が見られた(Fujimoto et 

al. 2008)． 

 

  PCR 方法 3 の 2nd PCR の混合液 (プライマーの塩基配列は表 2 に記載) 

試薬 1 検体あたりの使用量（μl） 

遺伝子解析用蒸留水 

10×buffer (Ex-Taq 用) 

dNTP(2.5mM each) 

フォワードプライマー（Hx5-3）（10μM） 

リバースプライマー（Hx3-4）（10μM） 

Ex-Taq (5U/µL)  

9.8 

2.0 

1.0 

2.5 

2.5 

0.2 
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1st PCR 産物 2.0 

計 20.0 

 

 

4）PCR_方法 4．ループ 1 領域による PCR-sequencing 

 ループ１および 2 を用いる前述の PCR_方法 3 は，感度があまり高くない欠点を持つ． 

この方法 4 は，ループ 1 コード領域に着目して下記のプライマーを用い，PCR ならびにダ

イレクトシークエンス，BLAST 解析を行うことにより感度よく種に関係なく多くのアデノ

ウイルスの型別をすることが可能である．(Fujimoto and Matsushima et al. 2012) 

 

PCR 方法 4 の 1st PCR の混合液 (プライマーの塩基配列は表 1 に記載) 

試薬 1 検体あたりの使用量（μl） 

遺伝子解析用蒸留水 

5×GXL buffer  (5mM Mg2+ Plus) 

dNTP (2.5mM) 

フォワードプライマー（HX5-3）（10µM） 

リバースプライマー（HX3-4）（10µM） 

GXL DNA polymerase (1.25U/ µL) (TaKaRa) 

25.0 

10.0 

4.0 

2.5 

2.5 

1.0 

抽出ゲノム 5.0 

計 50 

 

PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (TaKaRa)を用いて，次のプライマーおよび温度条件でお

こなう． 

[増幅サイクル]: [98°C 10 ～30sec，55°C 30 sec，68°C 2min ]× 40 cycle，68°C 7min 

（denature の時間はサーマルサイクラーにより最適な時間を確認すること） 

 

シークエンス用反応は  

Ad-hexNUF   5’- AACAARTTYAGRAAYCCCAC 

S52   5’-CCCATGTTGCCAGTGCTGTTGTARTACA 

を用いて，通常の方法(サンガー法)で塩基配列を決定する (Takeuchi et al. 1999 を改良)． 

 

5. PCR_方法 5. ファイバーコード領域による PCR-sequencing 

種特異的なファイバー用マルチプレックス PCR 

6 種類の種のファイバーの塩基配列に特異的なプライマー(12 種類，表 1)を同一チューブ内

に混合してマルチプレックス PCR を実施する(Xu W et al. 2000)． 
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 PCR 方法 5 の PCR の混合液 

試薬 1 検体あたりの使用量（μl） 

遺伝子解析用蒸留水 

5×GXL buffer  (5mM Mg2+ Plus) 

dNTP (2.5mM) 

フォワードプライマー(AdA1, AdB1, AdC1, AdD1, AdE1, 

AdF1)（各 50µM） 

リバースプライマー（AdA2, AdB2, AdC2, AdD2, AdE2, 

AdF2）（各 50µM） 

PrimeSTAR GXL DNA polymerase (1.25U/ µL) (TaKaRa) 

24.0 

10.0 

4.0 

各 0.5 (total 3) 

 

各 0.5 (total 3) 

 

1.0 

抽出ゲノム 5.0 

計 50 

 

PrimeSTAR® GXL DNA Polymerase (TaKaRa)を用いて， 

[98°C 10～30 sec，55°C 30 sec，68°C 2min ]× 40 cycle，68°C 7min 

で増幅可能であった． 

（denature の時間はサーマルサイクラーにより最適な時間を確認すること） 

（Xu W らは r-Taq を用いて， 

  94°C 5m，[94°C  1m，54°C  45sec，72°C  2min]×30 cycle，72°C  5min) 

 

さらにこれらのプライマーを用いてダイレクトシークエンスを行いファイバーコード領域

の遺伝子配列を決定した後，BLAST 解析を行うことによる型別も可能である． 

 

6．PCR_方法 6 ペントンベース コード領域による PCR-sequencing 

この方法は，ペントンコード領域内の変異領域である RGD loop に着目して PCR ならび

にダイレクトシークエンス，BLAST 解析をすることにより型別を行う．下記のプライマー

は種に関係なく多くのアデノウイルスの型同定に使用できる(Fujimoto and Matsushima et 

al. 2012)． 

 

 PCR 方法 6 の 1st PCR の混合液 (プライマーの塩基配列は表 1 に記載) 

試薬 1 検体あたりの使用量（μl） 

遺伝子解析用蒸留水 

5×GXL buffer  (5mM Mg2+ Plus) 

dNTP (2.5mM) 

フォワードプライマー（Ad-penUF）（10µM） 

リバースプライマー （Ad-penUR）（10µM） 

25.0 

10.0 

4.0 

2.5 

2.5 
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GXL DNA polymerase (1.25U/ µL) (TaKaRa) 1.0 

抽出ゲノム 5.0 

計 50 

 

PrimeSTAR® GXL DNA Polymerase (TaKaRa)を用いて，次のプライマーおよび温度条件で

おこなう． 

[増幅サイクル]: [98°C 30 sec，55°C 30 sec，68°C 2min ]× 40 cycle，68°C 7min 

 

シークエンス反応は， 

Ad-penNUF：  5’- GGNTGCGGVGTDGAYTTYAC-3’ 

 Ad-penNUR： 5’- CGRAARGTBACNGGRTCTTGCAT-3’ 

を用いた通常の方法(サンガー法)でおこなう． 

 

(注意点) 新型アデノウイルスである 53 型は方法 4 ならびに方法 5，方法 6 を用いて 

BLAST 解析を行うと 

1) ヘキソンコード領域では 53 型ならびに 22 型， 

2) ペントンベースコード領域では 53 型ならびに 37 型， 

3) ファイバーコード領域では 53 型ならびに 8 型の一致率が高く上位に表示される． 

54 型は同様に，ヘキソンコード領域では 54 型，ペントンベースコード領域では 54 型，

ファイバーコード領域では 54 型ならびに 8 型の一致率が高く上位に表示される． 

一方，56 型はヘキソンコード領域では 56 型ならびに 15 型，29 型，ペントンベースコ

ード領域では 56 型ならびに 9 型，ファイバーコード領域では 56 型ならびに 9 型の一

致率が高く上位に表示される．つまり検出したアデノウイルスがリコンビナントアデノウ

イルスである場合は BLAST 解析の結果，ヘキソンコード領域，ペントンベースコード領

域ならびにファイバーコード領域でそれぞれ異なるアデノウイルスのタイプが上位に示さ

れることになる． 

 

7．PCR_方法 7 アデノウイルス用リアルタイム PCR (Watanabe et al, 2006) 

 プライマーは方法 1 と同じ． 

   

  リアルタイム PCR は，通常の ABI PRISM 7900 HT (ABI)，Rotor-Gene(QIAGEN)およ

び Thermal Cycler Dice® Real Time System(TaKaRa)などを用いる． 

試薬は SYBR® Premix Ex Taq™ II (Perfect Real Time)（TaKaRa）を用いたインターカレー

ト法で実施する． 

                                                     

 アデノウイルスのリアルタイム PCR の混合液 
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試 薬 1 検体あたりの使用量

（μl） 

遺伝子解析用蒸留水 

SYBR Premix Ex Taq II（Perfect Real Time）(TaKaRa)

（2×conc.） 

フォワードプライマー（Hexon3）（10μM） 

リバースプライマー（Hexon4）（10μM） 

9.5 

12.5 

 

0.5 

0.5 

抽出ゲノム (＜ 100 ng) 2 

計 25 

 

[増幅サイクル]:   

95°C 10sec，[95°C 5sec，60°C 30sec]×40，95°C 15sec，60°C 30sec，95°C 15sec 

(Thermal Cycler Dice® Real Time System(TaKaRa)を使用時) 

 

 (参考：元の論文での温度サイクルは，[94°C 1min，57°C 1min，72°C 1.5min]×40 cycles，

Watanabe et al. 2005) 

   

陽性コントロール用プラスミドを 10倍階段希釈して検量線を引き，それにより定量をする． 

 

 

表 2 アデノウイルスに使用するプライマー 一覧表 

 

プライマー名 塩基配列 (5’-3’) 極

性 

文 献 方

法 

Hexon3 

Hexon4 

GACATGACTTTCGAGGTCGATCCCATGGA 

CCGGCTGAGAAGGGTGTGCGCAGGTA 

＋ 

－ 

Echavarria 

M. et al. 

1998 

1, 

7 

AdnU-S’ 2 

AdnU-A2 

TTC CCC ATG GCN CAC AAY AC 

TGC CKR CTC ATR GGC TGR AAG TT 

＋ 

－ 

Miura-

Ochiai R et 

al. 2007 

2-1 

1st 

HX5-1 

HX3-1 

2nd 

HX5-3 

HX3-4 

 

AAGATGGCCACCCCCTCGATGATGCCGCAGT 

CACTTATGTGGTGGCGTTGCCGGCCGAGAAC

GG 

CACATCGCCGGACAGGATGCTTCGGAGTA 

GTGTTGTGAGCCATGGGGAAGAAGGTGGC 

 

＋ 

－ 

 

＋ 

－ 

 

Takeuchi et 

al. 2000 

 

 

 

 

3 
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Hx5-NIID 

Hx3-NIID 

ATGGCTACCCCTTCGATGATGCCCCAAT 

CTTATGTGGTGGCGTTGCCGGCCGAGAACGG 

＋ 

－ 

Fujimoto et 

al. 2008 

3’ 

1st 

HX5-3 

HX3-4 

 

CACATCGCCGGACAGGATGCTTCGGAGTA 

GTGTTGTGAGCCATGGGGAAGAAGGTGGC 

 

＋ 

－ 

Takeuchi et 

al. 1999 

 

 

4 

Sequence 用 

Ad-hexNUF 

S52 

 

AACAARTTYAGRAAYCCCAC 

CCCATGTTGCCAGTGCTGTTGTARTACA 

 

＋ 

－ 

Fujimoto 

and 

Matsushim

a et al. 2012 

 

4 

A 種 

AdA1 

AdA2 

 

GCTGAAGAAMCWGAAGAAAATGA 

CRTTTGGTCTAGGGTAAGCAC 

 

＋ 

－ 

 

Xu W et al. 

2000 

 

 

 

 

5 

 

 

B 種 

AdB1 

AdB2 

 

TSTACCCYTATGAAGATGAAAGC 

GGATAAGCTGTAGTRCTKGGCAT 

 

＋ 

－ 

 

Xu W et al. 

2000 

 

 

Fujimoto 

and 

Matsushim

a et al. 

2012 

 

 

 

5 

 

 

6 

 

 

C 種 

AdC1 

AdC2 

 

TATTCAGCATCACCTCCTTTCC 

AAGCTATGTGGTGGTGGGGC 

 

＋ 

－ 

D 種 

AdD1 

AdD2 

 

GATGTCAAATTCCTGGTCCAC 

TACCCGTGCTGGTGTAAAAATC 

 

＋ 

－ 

E 種 

AdE1 

AdE2 

 

TCCCTACGATGCAGACAACG 

AGTGCCATCTATGCTATCTCC 

 

＋ 

－ 

F 種 

AdF1 

AdF2 

 

ACTTAATGCTGACACGGGCAC 

TAATGTTTGTGTTACTCCGCTC 

 

＋ 

－ 
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1st 

Ad-penUF 

Ad-penUR 

 

CARAAYGAYCACAGCAACTT 

GCRGGMACGTTTTCACTRACGGT 

 

＋ 

－ 

Sequence 用 

Ad-penNUF 

Ad-penNUR 

 

 

GGNTGCGGVGTDGAYTTYAC 

CGRAARGTBACNGGRTCTTGCAT  

 

 

＋ 

－ 

 

Fujimoto 

and 

Matsushim

a et al. 

2012 

 

 

 

6 

 

 

   

 

上記の塩基詳細は次のとおり． 

A B C D G H 

adenine (CGT) cytosine (AGT) guanine (ACT) 

K M N R S T 

(GT) (AC) (ACGT) (AG) (CG) thymine 

V W Y U I  

(ACG) (AT) (CT) uridine inosine  

 

 

表 3 使用するプラーマーの組み合わせ 

PCR 

フォワードプライマー/リバー

スプライマー（プローブ） 

増 幅 サ イ ズ

(bp) 備考 

方法 1 

 

Hexon3/ Hexon4 

 

140 

 

ヘキソン C4 領

域(高感度検出) 

方法 2 AdnU-S’ 2/ AdnU-A2 

 

554 

 

ヘキソン C4 領

域(型別用) 

方法 3 

1st PCR 

2nd PCR 

 

HX5-1/ HX3-1 

HX5-3/ HX3-4 

 

約 2,800 

約 1,800 

ヘキソン(ﾙｰﾌﾟ 1

およびﾙｰﾌﾟ 2 を

含む)領域（型別

用） 

方法 3‘ 

1st PCR 

 

Hx5-NIID/ Hx3-NIID 

 

約 2,800 

同上．アデノウ

イルス 3 型 

方法 4 

1st PCR 

 

HX5-3/HX3-4 

 

約 1,800 

ヘキソンループ

1 領域 
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Sequence 用ﾌﾟﾗｲﾏｰ Ad-hexNUF/S52      約  880  

方法 5 

A 種 AdA1/ AdA2 1444-1537 

ファイバー遺伝

子 

B 種 AdB1/ AdB2 670–772  

C 種 AdC1/ AdC2 1988–2000  

D 種 AdD1/ AdD2 1205–1221  

E 種 AdE1/ AdE2 967  

F 種 AdF1/ AdF2 541–586  

方法 6 

1st PCR 

Sequence 用ﾌﾟﾗｲﾏｰ 

 

Ad-penUF/ Ad-penUR 

Ad-penNUF/ Ad-penNUR 

 

約 1,200 

約 500 

ペントンベース

コード領域 

 

方法 7 

Real time PCR 

 

Hexon3/ Hexon4 

 

140 

 

（方法 1 と同） 

    

 

 

 

Ⅵ．アデノウイルスのリコンビナント (組換え) 開始点の同定 

現在，新型アデノウイルスとして報告されているアデノウイルスは，種内の異なった型間で

の組み換えを起こしているので，その解析法を以下に示す． 

(Lole KS. 1999, Salminen MO. 1995) 

 

リコンビナント開始点を同定する方法として， Simplot 解析ならびに Bootscan 解析が

用いられる．Simplot 解析はある長さの遺伝子領域を短い分節にして均等に区切り，区切ら

れた分節ごとの解析対象の塩基配列  (Query sequence) と既知の塩基配列 (Reference 

sequence) 間の遺伝的距離を調べるために用いられる．一方，Bootscan 解析は同様にして

短く区切られた分節ごとの Query sequence と Reference sequence との系統関係を調べ

るために用いられる．系統樹解析では解析に使用した遺伝子領域の全領域を用いて遺伝的

距離を算出することになるため，その領域でリコンビナントが引き起こされている場合に

は正確に系統関係を図示することができない．ここでは，両解析用のフリーソフト Simplot 

3.5.1 (http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware/simplot/) の解析方法を説明する．このフリ

ーソフトは Windows 用の解析ソフトである． 

 

http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware/simplot/
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1. 解析方法 

 

1) DNASIS，MEGA などのマルチプルアライメント機能のあるソフトウェアを用いて，解

析に用いる各配列についてアライメント解析をし，5’末端側から 3’末端側までの塩基を

そろえておく． 

2) Text ファイルで下記のように FASTA 形式でアライメントされた各配列を書き込み保

存する． 

 

>Virus Name (1) 

ATGTACGTCGATCATG・・・ 

>Virus Name (2) 

ATGCGTACTCGTACTA・・・ 

>Virus Name (3) 

ATGACACATGATCAGC・・・ 

 

3) Simplot のアイコンをダブルクリックしアプリケーションを立ち上げる． 

4) SeqPage のタブの画面であることを確認して Use first character to identify groups を

クリックする． 

5) Use first N characters to identify groups の部分を選択し，解析に使用する group 名の

文字数の最小値を入れて OK をクリックする． 

例) 解析に使用する group 名が HAdV-A12, HAdV-A18, HAdV-A31, Novel virus の場合，

最小文字数は 8 となる． 

6) SeqPage のタブの画面で File→Open をクリックし，作成した Text ファイルを開く． 

以下 (I)，(II)，(III) に従う． 

 

(I) Simplot 解析を行う場合 

(1) Simplot のタブをクリックする． 

(2) Commands→Query を選択し，解析対象にしたい塩基配列の group を選ぶ． 

(3) 右上にある  Start Scan をクリックすると結果が表示される．図のように 

Similarity の最も高い group が入れ替わっている塩基の位置がリコンビナント

の引き起こされているおおよその位置となる (図 7)． 

※ 横軸は塩基の位置，縦軸は Similarity (類似度) を表している．パラメーター

は Sliding Window Size，Step (plot 間の塩基数)，Gapstrip (アライメント時

に認められる Gap を遺伝的距離の計算に省くか否か)，遺伝的距離の算出

に用いられたモデルなどがある． 
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(II) Bootscan 解析を行う場合 

(1) Bootscan のタブをクリックする． 

(2) Commands→Query を選択し，解析対象にしたい塩基配列の group を選ぶ． 

(3) 右上にある Start Scan をクリックすると結果が表示される．図のように % 

permuted tree の最も高い group が入れ替わっている塩基の位置がリコンビナ

ントの引き起こされているおおよその位置となる (図 8) ． 

※ 横軸は塩基の位置，縦軸は % Permuted tree (Bootstrap 値; 系統関係の信

頼度を表す数値) を表している．パラメーターは Sliding Window Size，Step 

(plot 間の塩基数)，Gapstrip (アライメント時に認められる Gap を遺伝的距

離の計算に省くか否か)，Replicates (Bootstrap resampling の反復回数)，遺

伝的距離の算出ならびに樹形作成に用いられたモデルなどがある． 

 

(III) Informative sites 解析  (解析する遺伝子領域における  Query sequence の 

informative sites (4 つの塩基配列の中で  Query sequence とある一つの 

Reference sequence が共通で残り 2 つの  Reference sequence が  Query 

sequence と異なる塩基を持つ位置のこと) を調べることでリコンビナントの位置

を特定する) を行う場合 

(1) Seq Page のタブの画面の右下の For informative sites analysis の下に Query 

sequence (Query)，Query sequence においてリコンビナントの関係の可能性の

ある  2 つの  Reference sequence (Ref1 ならびに  Ref2) および  Query 

sequence と最も系統関係が離れている Reference sequence (Other) をそれ

ぞれ選択する． 

(2) FindSites のタブをクリックし，informative sites の塩基の位置ならびにそれぞ

れの  informative sites における  Query sequence と一致する  Reference 

sequence の  group と塩基を確認する．このとき，一致する  Reference 

sequence の group が移り変わっていると見られる informative sites の塩基

位置の間がリコンビナント開始点の可能性のある場所となる (図 9; 赤線の上下

で Query sequence と一致する Reference sequence の group が移り変わっ

ているので赤線の塩基の位置の間がリコンビナントの開始点の可能性のある場

所となる)． 

(3) (I)，(II) に従い Simplot または Bootscan 解析をし，表を図示した後，リコン

ビナント開始点の可能性のある塩基位置を横軸の目盛りに沿って表内でダブル

クリックする．すると赤い線が表れて区切られ，区切られた範囲内の各 3 つの 

Reference sequence における informative sites の数と線を挟んでいる 2 つ

の領域での χ2 検定の結果ならびに引かれた線の塩基の位置が表示される．引か

れた線は右上の矢印マークをクリックしていくと移動させることができるので
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各 χ2 検定結果の値が最大値となる場所に線を移動させて χ2 検定 を行う．そ

の結果，有意差が認められれば線が引かれている塩基の位置はリコンビナント

開始点であると判定することができる (図 7 )． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7  A 種リコンビナントアデノウイルスにおける Simplot 解析 (Hexon 領域) 

 

 

図 8  A 種リコンビナントアデノウイルスにおける Bootscan 解析 (Hexon 領域) 
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図 9  A 種リコンビナントアデノウイルスにおける Informative sites 解析 (Hexon 領 
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