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ヒトに感染する呼吸器系ウイルスはインフルエンザウイ
ルス、RS ウイルスをはじめとして多くの種が報告されて
いる。多くは咳嗽、咽頭痛、発熱など軽症の急性感染症様
症状の原因となるものの、一部は乳幼児などの高リスク者
に対して重篤な病態を引き起こすことがある。呼吸器系ウ
イルスは主に飛沫や接触を介してヒトからヒトへと感染が
成立するため、感染拡大の防止には適切な公衆衛生対応が
求められる。公衆衛生対応の基盤を確立するためには、各
ウイルスの集団における感染実態を把握することが重要と
なる。

新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）は 2019 年 12 月に中
国から初めて報告された後、全世界的に感染が拡大した1, 2）。
ゲノム変異によって感染性や抗原性が変化した様々な系統
のウイルスが出現し、複数回の流行の波の主体となってい
る3）。2022 年 3 月～9 月に道内ではオミクロン株の感染が
拡大した。特に 7 月～9 月には BA.5 系統が流行し、新規
陽性者数は急激に増加した4）。一方、社会における対応に
ついては強い行動制限は行わず、社会経済活動を維持しな
がら感染拡大を防止する方針が運用された期間である5）。

本調査では、2022 年 3 月～9 月にかけて当所に搬入され
た呼吸器由来検体を用いて主要な呼吸器系ウイルス 8 種類
のゲノムを検出する RT-qPCR 法を実施することで、北海
道における各呼吸器系ウイルスの感染実態を明らかにする
ことを目的とした。

方　　　　　法

１．検体
2022 年 3 月～9 月に道央圏都市部 1 保健所から当所に行政

検査依頼された呼吸器由来検体の中で（ア）SARS-CoV-2
遺伝子陰性、（イ）20 歳以上、（ウ）発熱・咳嗽・咽頭痛等の

急性感染症様症状を呈する、の 3 条件をすべて満たす 432 検
体を対象とした。検体種は唾液 424 検体、鼻腔拭い液 7 検体、 
スワブ 1 検体で、性別は男性 260 検体、女性 172 検体だっ
た（表 1）。年齢中央値（四分位範囲）は 39 歳（32-49）
であった。保健所受理月は 8 月が 162 検体と研究対象期間
内で最多であった。なお、本研究は当所倫理審査委員会の

n （％）
検体種
　唾液 424 （98）
　鼻腔拭い液 7 （2）
　スワブ 1 （0）

性別
　男 260 （60）
　女 172 （40）

年代
　20代 74 （17）
　30代 160 （37）
　40代 90 （21）
　50代 42 （10）
　60代 33 （8）
　70歳以上 33 （8）

保健所受理月
　 3 月 39 （9）
　 4 月 50 （12）
　 5 月 60 （14）
　 6 月 38 （9）
　 7 月 72 （17）
　 8 月 162 （38）
　 9 月 11 （3）

表１　検体属性（n＝432）
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承認を得て実施した（課題番号：E23-19）。行政検査の残
余検体を利用したため、個々のインフォームドコンセント
は実施せず、当所ホームページにてオプトアウトの権利を
明示した。
２．核酸抽出及び RT-qPCR

QIAamp Viral RNA Mini Kit（Qiagen 社）の説明書に
従い検体から核酸を抽出した。8 種類のウイルス（インフル
エンザウイルス A 型（IAV）、ヒトアデノウイルス（HAdV）、
RS ウイルス（RSV）、ヒトパラインフルエンザウイルス 1 型

（HPIV-1）、ヒトライノウイルス（HRV）、ヒトメタニュー
モウイルス（HMPV）、ヒトコロナウイルス NL63（NL63）、
ヒトコロナウイルス OC43（OC43）を検出対象とし、プラ 
イマー及びプローブ配列については既報を参考とした6-9）。 
プライマー（200 nmol/L）、プローブ（200 nmol/L）、抽出核 
酸及び One Step PrimeScript III RT-qPCR Mix（Takara 
Bio社）を混合し、Thermal Cycler Dice Real Time System III 

（Takara Bio 社）を用いて 52℃ 5 分、95℃ 10 秒の後、95℃
5 秒、55℃ 30 秒を 40 サイクル行う RT-qPCR を実施した。
陽性対照にはウイルス RNA（GenBank Accession No.：
RSV；LC474558、HPIV-1；LC764863、HMPV；LC671556、
NL63；LC687396、OC43；LC687400）、当所保管臨床検体

（HRV）及び当所保管臨床分離株（IAV、HAdV）を用いた。
３．サンガ―シークエンス

RT-qPCR で HAdV、RSV 及び HRV が陽性となった検体
をOneScript Plus Reverse Transcriptase（Applied Biological 
Materials 社）で逆転写し、cDNA は -30℃にて保管した。
各ウイルスの系統解析対象領域を KOD One PCR Master 
Mix（Toyobo 社）を用いて増幅し、アガロースゲル電気
泳動後に目的のバンドをゲルから切り出し、QIAquick Gel 
Extraction Kit（Qiagen 社）を用いて精製した。精製産物は
BigDye Terminator v3.1（Thermo Fisher Scientific 社）で
処理後、3500xL Genetic Analyzer（Applied Biosystems社）
で遺伝子配列を解読した。

４．分子系統解析
HAdV はヘキソン C4 領域の 350 bp を解析対象とした10）。

RSV は F 遺伝子領域の 380 bp を解析対象とし、遺伝子配
列を解読後に型別を試みた11）。

HRV は VP4/VP2 領域の 390 bp を解析対象とした12）。
各型の参照配列を取得し13）、今回解読した配列と合わせて
MAFFT14） version7.520 を用いてマルチプルアラインメン
トを行った。系統樹推定は IQ-TREE215） version2.2. 7 を用
いて最尤法で実施した。進化モデルには GTR+I+Γを設定
し、Ultrafast Bootstrap を 1,000 回繰り返した。作図には
FigTree version1.4. 4 を用いた。

結　　　　　果

１．呼吸器系ウイルス遺伝子の検出
研究対象期間に HRV が 7 症例 9 検体（2.1％）、RSV が 3 症

例 3 検体（0.7％）、IAV が 1 症例 1 検体（0.2％）、HAdV が 
1 症例 1 検体（0.2％）から検出された（表 2）。ウイルス
遺伝子陽性検体のうち男性が 6 検体、年代は 20 代 6 検体、 
30 代 4 検体、40 代 3 検体であった。ウイルス種別検体受理
月は、HRV が 5 月 3 検体、6 月 1 検体、8 月 5 検体、RSV が
7 月 3 検体、IAV が 8 月 1 検体、HAdV が 8 月 1 検体であっ 
た。1 症例において HRV と HAdV が同時に検出された。
CT 値は最小で 26.6、最大で 38.0 であり、35.0 以上が 4 検
体あった。遺伝子検出検体の検体種はすべて唾液であった。
２．分子系統解析

HAdV、RSV 及び HRV 陽性検体について検出された遺
伝子配列を解読し型別を実施した。HAdV は解析対象領域
の増幅が認められず、型別不明であった。RSV は A 型 1 検体、
型別不明 2 検体であった（表 2）。HRV は A 型 6 検体、C 型
1 検体、型別不明 2 検体であった（図 1、表 2）。配列を解
読できた HRV_A 型 6 検体のうち、2 検体（検体番号 72828、
75930）は遺伝的に近縁であった一方、ほかの検体につい
ては各配列間の遺伝的距離が比較的離れており異なる型に

検体番号 ウイルス 型別 検体受理日 年代 性別 症状 CT 値 備考
72828 HRV A 5 月 5 日 30 男 咽頭痛 30.5
75677 HRV A 5 月 27 日 20 男 発熱、咳、鼻水、咽頭痛 32.2
75814 HRV 不明 5 月 31 日 30 女 鼻水 38.0
75930 HRV A 6 月 3 日 30 女 鼻水、喉イガイガ感 30.7 75814 と同一症例
76871 RSV 不明 7 月 3 日 40 男 発熱、倦怠感、鼻水、咳 31.8
78239 RSV 不明 7 月 23 日 40 女 咳、咽頭痛 34.9
79587 RSV A 7 月 31 日 40 女 咽頭痛 31.8
80137 IAV 未実施 8 月 5 日 20 女 発熱、咳、咽頭痛 27.8
80155 HRV C 8 月 5 日 20 男 咳、咽頭痛 29.1
80438 HRV 不明 8 月 7 日 20 男 咳、咽頭痛 37.8 80155 と同一症例

81097 HRV
HAdV

A
不明 8 月 12 日 30 男 発熱、倦怠感、咽頭痛 37.0

36.9
81251 HRV A 8 月 13 日 20 女 発熱、咳、鼻汁 33.7
83517 HRV A 8 月 28 日 20 女 発熱 26.6

表２　呼吸器系ウイルス遺伝子陽性検体の属性
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分類された。BLAST 検索で GenBank 登録株の配列と比較
したところ、3 検体において研究対象期間の国内において
登録された株に最も相同性が高いことが認められた（表 3）。

本調査研究は公益財団法人大同生命厚生事業団地域保健

福祉研究助成を受けて実施しました。報告を終えるにあた
り、本調査研究にご協力頂いた関係機関各位に深謝いたし
ます。
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図１　HRV_VP4/VP2 部分領域における分子系統樹
太字：検出検体、細字：各型参照配列
背景色は薄い順に A 型、B 型、C 型
root：エンテロウイルス D70
ラベルは bootstrap（％）を表す
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