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新型インフルエンザウイルスのタミフル耐性鑑別法の開発とその応用

斎藤博之 佐藤寛子 藤谷陽子 秋野和華子 千葉真知子 安部真理子

当センターでは，新型インフノレエンザ (AJHINlpdm09型インフノレエンザ)対応の一環として行われ

ているタミフノレ耐性サーベイランスにおいて，ノイラミニダーゼ (NA)遺伝子の耐性マーカ一部位を

簡便な手順で鑑別できる方法を開発した。本法はリガーゼ連鎖反応 (LCR)を基本原理とし， A ソ連

型と A/HINlpdm09型のタミフノレ感受性ウイノレスと耐性ウイノレス，合計 4種類の NA遺伝子を鑑別で

きるようにデザインした。また，本法の応用例として， A香港型と B型のタミフノレ耐性マーカ一部位

の鑑別，及びウイノレスの噌殖能に関わる PB2遺伝子の変異箇所の鑑別が行える反応系を構築した。A

ソ連型 50検体， A/H IN 1 pdm09型 71検体， A香港型 85検体， B型 10検体において LCRによるタミ

ブノレ耐性マーカ}部位鑑月IJ結果はシークエンス解析結果と完全に一致し，簡便法として有用であるこ

とが示された。また，PB2遺伝子の変異箇所の識別も正しく行えることが確認された。LCRの反応系

はどのようなー権基置換に対しでも焦点を当ててデザインできるため，インフノレエンザのグミフノレ耐

性問題以外にも幅広く応用が可能であると考えられた。

1.はじめに

2009年 4月のメキシコに端を発した新型イン

フノレエンザ 1)(以降 A/卜IINlpdm09型と表記)の

流行は， 5月の圏内初発例を経て全国に拡大し

た。この間に様々な感染症対策が講じられたも

のの，医療分野における混乱に加えて社会的な

パニックによる損失は非常に大きいものとなっ

た。 ワクチンの生産には時間を要するため，治

療薬であるタミフノレ(オセノレタミビノレ)が対策

の柱のーっとして位置付けられ，接触者等への

予防投与も行われた。一方で‘， 2007/2008シーズ

ンからタミフルに耐性を持つインフルエンザウ

イノレス A ソ連型の割合が世界的に増加し，翌

2008/2009年シーズンではほとんど全ての A ソ

連型が耐性を獲得したことから，A/HINlpdm09 

型インフルエンザにおいても同様の問題が危倶

された。A/H1 N 1 pdm09型インフノレエンザ対策の

一環としてウイノレス学的サーベイランスが実施

され，その項目の中にタミブノレ耐性の調査が含

まれていたが，その調査を実施するためにはノ

イラミニダーゼ (NA)遺伝子のシークエンスを

決定し，マーカ一部位 (H275Y)2)の塩基置換

(C→T)を確認する必要があった。しかしなが

ら，前述のパニックにより， 検査業務を直接担

当する地方衛生研究所(地衛研)のマンパワー

を遥かに凌駕する検体が連日頻回にわたって搬

入されるに至り ，シークエンスを確認する余裕

が全く無いのが実状であった 3)。また，インフ

ルエンザのグミフノレ耐性問題以外で、も，病原体

遺伝子のー境基置換を鑑別 しなければならない

ケ}スは多数存権し，将来的に同様の局面が繰

り返 し訪れるものと予想された。本研究では，

こうした困難な状況を打開するために，任意の

一様基に焦点を当ててその置換を簡便に判定で

きる しCR (Ligase Chain Reaction :リガーゼ連

鎖反応)4-6)に着目し，焦眉の急であったタミフ

ノレ耐性鑑別用の反応系を開発した 7)。開発に当

たっては，既にほぼ全てが耐性となっている A

ソ連型と A/H1 N I pdm09型の交雑体が生じた場

合も視野に入れ， 4積鑑別 (A ソ連型 -

A/H1Nl pdm09型，それぞれの感受性ウイノレス ・

耐性ウイノレス)が行えることを目的とした。 さ

らに， 他の型への応用例として A香港型におけ

るタミフノレ耐性マーカ一部位 (E119V変異と

R292K変異の 2か所)S)，同じく B型における

マーカ一部位 (R150K変異と DI97N変異の 2か

所)9)についても鑑別用の反応系を構築した。ま

た，タミフノレ耐性以外の応用例として，インフ

ノレエンザウイノレスのヒト体内における噌殖能に

関与するといわれている PB2造伝子のE627K変

異 10)を検出する反応系も設計した。

2. 方法
2. 1研究材料

インフノレエンザウイノレス Aソ連型については

MDCK分離株として 50株(感受性 10株，耐性
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40株)を用いた。A/H1 N 1 pdm09型インフノレエン

ザウイノレスについては， MDCK分離株として 10

株，鼻咽頭拭い液からの PCR増幅産物として 61

検体を用いた。A 香港型インフノレエンザウイノレ

スについては，MDCK分離株として 38株，鼻咽

頭拭い液からの PCR増幅産物として 47検体を

用いた。B型インフノレエンザウイノレスについて

は， MDCK分離株として 10株を用いた。また，

AlH 1 N 1 pdm09型， A香港型，B型の耐性ウイノレ

ス対照として，GenBankに登録されている塩基

配列を基に該当部分を機械的に合成した DNA

断片を用いた。

2. 2誌薬類

2.2.1耐熱性リガーゼ

r90 N DNA LigaseJ (NEB，コード#M0238S)

2.2.2高感度ゲル染色剤

r GelRed J (ニッポンジーン ， コード

518・24031) 

2. 2. 3アガロースゲル

r Agarose 36GUJ (フナコシ，コード GA・001)

2. 2. 4寒天末

和光純薬，コード016・11875

2.2.5合成オリゴDNA

表 1，6，9，12に示す境基配列のとおり (5'末

端リン酸化 DNAはHPLC精製グレード，他は簡

易カート リッジ精製グレード)

2.2.6 RNA抽出

rQIAamp Viral RNA Mini KitJ (QIAGEN， 

コード 52906)

2.2.7逆転写酵素

rReverTra AceJ (東洋紡，コ}ド TRT・101)

2.2.8ランダムプライマー (タカラバイオ，コ

ー ド3802)

|予備増幅 r---.
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2.2.9 Taq DNA Polymerase (グライナー，コー

ドTAQ-1)

2. 3 LCRの操作手順

2.3. 1インフルエンザウイルス Aソ連型，及び

A/H1Nlpdm09型の場合

全体のフローチャートを図 lに示した。定法

に従い，分離株または鼻咽頭拭い液からの RNA

抽出とランダムプライマーを用いた逆転写反応

を行った。得られた cDNAに対して， 3種のプ

ライマー rUSSR-NトFSJ， r SW-Nl・FSJ， 

rHINI-NA-RJを用いた PCRによる予備増幅

(940C 30秒-590C30秒一nOc30秒，35サイ
クノレ)を行い，エチジワムブロマイドを含む2.5

%アガロースゲ、/レ電気泳動でi曽幅バンドを確認

した。増幅産物は一部についてシークエンスを

解析するのと同時に，増幅サイズに応じて Aソ

連型，またはA/HINlpdm09型の しCRによるタ

ミフル耐性鑑別反応を行った(図 1)。

予備噌幅において 275bpのバンドが認めら

れた場合は，表2及び3に示す反応系を調製し，

217 bpのバンドが認められた場合は表4及び5

に示す反応系を調製した。LCRによる鍛別反応

は，r940C 3分一700C 3分jを lサイクノレ行っ

た後， r940C 30秒一700C 30秒Jを20サイク

ノレ行ーった。その後， GelRedを含む5%アガロー

スゲノレ(アガロース 2.5%，寒天末2.5%の混合)

で、電気泳動を行い， 50 bpのプロープが結合し

て99bp (1 bpのオーバーラップ有り)になる

かどうかを観察 した。また，こうして得られた

判定結果とシークエンスによって得られた境基

情報と比較して，正しく鑑別されているかどう

かを確認した。

Aソ連型鑑別反応

. USSR-H検出系

. USSR-Y検出系

AHINlpdm09型鑑別反応

. SW-H検出系

・SW-y検出系

図 1 しCRによるタミフル耐性鑑別のためのフローチャー ト
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2.3.2インフルエンザウイルス A香港型の場合

検体から抽出した RNAをもとに，ランダムプ

ライマーを用いた逆転写反応によって cDNAを

合成した (2.3.1と同ーの反応)。得られた cDNA

に対して，プライマー fN2・FJと fN2・RJによ

る予備増幅(温度条件は2.3.1と同一)を行い，

2.5%アガロースゲソレ電気泳動にて 698bpのバ

ンドを確認した。LCRによるタミフノレ耐性鑑別

反応は表 7及び 8に示す反応系により行った。

反応は f940C 3分-65
0
C 3分Jを lサイクノレ行

った後， f94
Q

C 30秒-650C 30秒Jを20サイ

クノレ行った。その後， GelRedを含む 5%アガロ

ースゲノレにて電気泳動を行い，結合プロープ、バ

ン ドの有無 (E119V変異では 119bp， R292K変

異では 99bp)を観察した。また，この判定結果

と，シークエンスによって得られた塩基情報を

比較して正しく鑑別されているかを確認した。

2. 3. 3インフルヱンザウイルス B型の場合

検体から抽出した RNAをもとに，ランダムプ

ライマーを用いた逆転写反応によって cDNAを

合成した (2.3.1と岡ーの反応)。得られた cDNA

に対して，プライマー fBN-FJと fBN-RJによ

る予備増幅(温度条件は2.3.1と同一)を行い，

2.5%アガロースゲノレ電気泳動にて 318bpのバ

ン ドを確認した。LCRによるタミフル耐性鑑別

反応は表 10及び 11に示す反応系により行った

UJut度条件は 2.3.2と同一)。その後， GelRed 

を含む5%アガロースゲノレにて電気泳動を行い，

結合プロ}プ‘バンドの有無(R150K変異では 119

bp， DI97N変異では 99bp)を観察した。また，

この判定結果と，シークエンスによって得られ

た塩基情報を比較して正しく鑑別されているか

を確認した。

2.3.4インフルヱンザウイルス PB2遺伝子変異

の場合

検体から抽出した RNAをもとに，ランダムプ

ライマーを用いた逆転写反応によって cDNAを

合成した (2.3.1と同ーの反応)。得られた cDNA

に対して，プライマー fPB2・FJと fPB2・RJに

よる予備増幅(温度条件は2.3.1と同一)を行い，

2.5%アガロースゲ.ノレ電気泳動にて 318bpのバ

ン ドを確認した。LCRによる トリ型かヒト型か

の鑑別反応、は表 13及び 14に示す反応系により

行った。反応の温度条件 94
0
C 3分一70

0
C 3分

を lサイクノレに続き， 94
0C 30秒-65"C2分を

20サイクル行った。その後， GelRedを含む 5%

アガロースゲノレにて電気泳動を行い， 99bpの結

合プロープバンドの有無(ト リ型では E627検出

系，ヒト型では K627検出系に出現)を観察し

た。また，この判定結果と，シークエンスによ

って得られた塩基情報を比較して正しく鑑別さ

れているかを確認した。

3. 結果

3. 1インフルエンザウイルス A ソ連型，及び

A/H 1 N 1 pdm09型における耐性鑑別

予備増幅の PCRにおいて 3種類のプライマー

を使用することにより， Aソ連型では 275bp， 

新型で217bpの増幅産物が得られるように反応

系をデザインした。図 2に示すように Aソ連型

と A/HINlpdm09型は増幅サイズによって明瞭

に区別できた。A/H1 N 1 pdm09型の検体であるに

もかかわらず， A ソ連型の増幅サイズを示した

場合(またはその逆)は，交雑体の可能性があ

るが現時点では観察されていない。

予備増幅産物に対して しCRの鑑別反応を行っ

た。ここでは， H 反応系(タミフノレ感受性株に

反応)と Y反応系(タミフノレ耐性株に反応)の

両方を行い，プロープの結合の有無により

H275Yに関する塩基置換を鑑別した。図 3には

シ}クエンス解析でタミブノレ感受性と判定され

た A ソ連型 2株と，耐性と判定された 10株に

ついて LCRの結果を示したが，前者は H反応系

でのみ，後者は Y反応系でのみ結合プロープの

バンドが観察された。同様に図 4ではシークエ

ンス解析でタミフノレ感受性と判定された

A/H 1 N 1 pdm09型 12株と，対照として化学合成

した耐性株の続基配列を しCRで鑑別 したが，前

者は H反応系でのみ，後者は Y反応系でのみ結

合プロープのバンドが認められた。図 5には

A/HINlpdm09型，及びの Aソ連型の H反応系

とY反応系の交文試験結果を示したが，4種類

の反応系はそれぞれ特異的で交文しないことが

わかった。

Aソ連型のタミフノレ感受性株 10株と，耐性株

40株について本法による鑑別を試みたところ，

シークエンス解析によって得られた結果と一致

した。AlHINlpdm09型の 71検体(分離株 10，
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PCR増幅産物 61)については，本法を用いるこ

とで 2検体(図 6，7)から耐性ウイノレスを検出し，

他は感受性のウイノレスであった。シークエンス

解析で確認した結果とも一致していた。

M 1 234  

‘・ 275bp
4・217bp

図2 予備増幅産物のアガロースゲル電気泳動

M:φX174バーlaeID.1: Aソ連型感受性株.2:Aソ連型耐性株.

3: A/H I N I pdm09型感受性株， 4: A/1-[η、JI pdm09型耐性株配列(化学合成 DNA)

M HHYYYYYYYYYYW 

USSR-H検出系

M H H Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y W 

USSR-Y検出系

予備;噌幅産物

275bp 

結合プロープ

99bp 

来反応プロープ

50bp 

予備増幅産物

275bp 

結合プロープ

99bp 

未反応プローブ

50bp 

図 3 Aソ連型タミフル耐性鑑別反応産物のアガロースゲル電気泳動

M: 25bp marker、H:Aソ連型感受性株、Y:Aソ連型耐性株、 W:蒸留水
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MHHHHHHトIH H H HトIY

sw-ト1検出系

MHHHHHHHHHHHHY  

SW-Y検出系

予備増幅産物

217bp 

結合プロープ

99bp 

朱反応プローブ

50bp 

予備増幅産物

217bp 

結合プロープ

99bp 

米反応プロープ

50bp 

図 4 A/H1N1pdm09型タミフル耐性鑑別反応産物のアガロースゲル電気泳動

M: 25bp marker、H:AJHINlpdm09型感受性株、 Y:A/HINlpdm09型耐性株配列(化学合成 DNA)
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SW-H検出系

SW-y検出系

USSR-H検出系

USSR-Y検出系

M 1 234 

結合プロープ
99bp 

結合プロープ
99bp 

結合プローブ

99bp 

結合プローブ
99bp 

図5 A/H1Nlpdm09型と Aソ連型との交叉反応

M: 25bp marker， 1: A/HINlpdm09型感受性株，

2: A/H IN I pdm09型耐性株配列(化学合成 DNA)， 

3: Aソ連型感受性株， 4:Aソ連型耐性株
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SW-y 検出

図6 秋田県で検出されたタミフル耐性ウイルス (実例 1) 

平成 22年 1月 25日採取 :横手保健所からの行政依額(福祉施設)

SW-Y検出系

図7 秋田県で検出されたタミフル耐性ウイルス (実例 2)

平成 22年 2月 3日採取 :感染症発生動向調査対象医療機関

3. 2インフルエンザウイルス A香港型における

耐性鑑別

インフルエンザウイノレス A 香港型について

は，タミフル耐性鑑別においてよく用いられる

2か所のマーカ一部位 (E119V変異， R292K変

異)を同時に検出できる反応系を構築 した。ど

ちらのマーカ一部位も感受性であった場合には

EI19・R292検出系のアガロースゲノレに 2本の結

合プロープのバンドが出現する(図 8 レーン

A)。 これらの内，一方が耐性であった場合に

は，該当するバン ドが E1I9司R292検出系から消

えて， VI19・K292検出系の方に出現する(図 8 レ

ーン B，C) 。両方が耐性であった場合には

VI19・K292検出系に2本のバン ドが出現する(図

8レーンD)。図8に示した検体(レーン1.......8)は

いずれも E119・R292検出系の方に 2本のバンド

が認められたため，感受性であると判定された。

全部で 85検体(分離株 38，PCR増幅産物 47)

について本法を試みたところ，全て感受性であ

り，シークエンス解析の結果とも一致 した。

3. 3インフルエンザウイルス B型における耐性

鑑別

インフノレエンザウイノレス B型については，タ

ミフノレ耐性鑑別においてよく用いられる 2か所

のマーカー部位 (R150K変異， 0197N変異)を

同時に検出できる反応系を構築した。どちらの

マー カ一 部位も感受性であった場合には

R150-D197検出系のアガロースゲノレに 2本の結

合プロープのバンドが出現する(図 9 レーン

A)。これ らの内，一方が耐性であった場合に

は，該当するバンドが Rl50・0197検出系から消

えて， Kl50・NI97検出系の方に出現する(図 9 レ

ーン B，C)。両方が耐性であった場合には

K150・NI97検出系に2本のバンドが出現する(図

9 レーン0)。図9に示した検体(レーン 1'""4) 

はいずれも R150-D197検出系の方に 2本のパン
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ドが認められたため，感受性であると判定され

た。MDCK分離株 10株について本法を試みたと

ころ，全て感受性であり，シークエンス解析の

結果とも一致した。

EI19・R292検出系

VI19・K292検出系

M A B C DI 234567 8 W 

ま二 EI19V 119bp 
R292K 99bp 

守一 朱反応プロープ 50.60bp 

本二 巳119V 119bp 
R292K 99bp 

4ー 未反応プロープ 50，60bp

図 8 A香港型タミフル耐性鑑別反応産物のアガロースゲル電気泳動

M : 25bp Ladder， A:両方感受性， B: EI19V耐性， C: R292K耐性， 0:両方耐性，

1.......8: T病院患者由来ウイノレス， W 蒸留水

M A B C D I 2 3 4 W 

RI50・DI97 検出

K150・NI97検出系

ま=R150K l 19bp 。197N 99bp 
4ー 未反応プロープ50.60bp 

RI50K 119bp 

DI97N 99bp 

米反応プロープ 50.60bp 

図 9 B型タミフル耐性鑑別反応産物のアガロースゲル電気泳動

M : 25bp Ladder， A:両方感受性， B: RI50K耐性 C: DI97N耐性 0:I両方耐性守

1.......4 :感染症発生動向調査対象医療機関由来ウイノレス. W:;蒸留水
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3. 4インフルエンサ.ウイルス PB2遺伝子変異の

検出

AfH I N) pdm09型インフノレエンザウイノレスの

増殖能に関わる PB2遺伝子は トリ由来で、あるこ

とから，増殖のための至適温度が， トリの体温

(420C)に近いことが知られている。従って，

PB2遺伝子の変異によってヒ ト型の塩基配列に

変わった場合には，増殖至適温度が低下して，

ヒトの体内で増えやすいウイノレスが出現するこ

とが危倶されている。LCRによる一塩基鑑別の

応用例として， PB2遺伝子の該当部分を識別す

る反応系を構築 した。図 10に示したとおり ，ト

リ型の PB2遺伝子を有する AJH1Nlpdm09型で

は，E627検出系の方に結合プロープのバン ドが

現れた(図 ]0 レーン 1)。一方，すでに ヒトの

聞で流行が繰 り返されているAソ連型と A香港

型は， K627検出系の方にバン ドが認められた

(図 10 レーン2，3)。シークエンス解析の結果

とも一致した。

M ) 2 3 W 

巴

園
田
事

ζz--

E627検出系

E】

ブ

e
フ

一
一

ロ

ロ

プ

プ

応
合

切

皮

切

結

mw

朱

却

や

宇

K627検出系

プ

プ

一
一

ロ

ロ

プ

プ

応
合

切

反

切

結

卯
来

却

や

宇

図 10 PB2遺伝子 E627K変異鑑別反応産物のアガロースゲル電気泳動

M: 25bp marker、1:A/トIINIpdm09型、 2:A '/連型、 3:A香港型、 W:蒸留水

4.考察

4. 1インフルエンザウイルス Aソ連型，及び

A/H1Nlpdm09型における LCR反応系の開発

タミフノレの世界在庫の 7害'1が我が国において

用いられている現状から，感染症発生動向調査

には耐性のサーベイランスが含まれている。タ

ミフノレの標的となるノイラミニダーゼの遺伝子

には耐性に関与するマーカ一部位が知られてお

り，その部分のシークエンスを解析することに

よって市中に流行しているタミフル耐性ウイノレ

スの判定が可能である。一方，シークエンス解

析のためには， 遺伝子の該当部分の増幅→電気

泳動による確認→増幅断片の精製→電気泳動に

よる再確認→定量→ジデオキシ反応→ローディ

ングサンプノレ調製と いった手作業のプロセスが

必要で，その後も生データ(塩基配列)の トリ

ミングや比較は手作業である(当然，検体数の

分だけ必要)。さらに，こうした煩雑な作業と
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検査業務を同時に行うと，コンタミネーション

による検査ミスを起こすリスクも増大する。本

研究では，任意の一塩基置換に焦点を当てられ

るLCRを用いて，簡便な検査法をデザインした。

図 iに示すとおり，予備増幅の段階で Aソ連型

とNHINlpdm09型を区別し，続く鑑別反応でタ

ミフノレ耐性マーカーを判定できるようにした。

この手法により， Aソ連型と A/HINlpdm09型の

交雑体も含めて 4種鑑別が可能となった。本研

究では Aソ連型 50検体，A/H IN 1 pdm09型 71

検体についてLCRとシークエンス解析の結果を

照合し，両者が一致していることが確認できた。

その過程で2検体からA/HlN 1 pdm09型の耐性ウ

イノレスを検出することができ，実践的な使用に

耐えるものと考えられた。

4. 2 LCRによる一塩基鑑別の応用

インフノレエンザウイノレス A香港型と B型につ

いてもタミフノレ耐性ウイノレスは存在し，そのマ

ーカ一部位も知られている 。 A ソ連型や

A/HINlpdm09型はーか所の塩基を鑑別すれば

よいのに対し， A香港型と B型の場合は，よく

用いられるマーカ一部位は 2か所である。本研

究では，長さの異なる 2種類の結合プロープを

検出することで，いずれか一方，あるいは両方

のマ}カ一部位が耐性となっているかどうかを

区別できる反応系を開発することができた(図

8，9)。平成 22"-'23年には A香港型と B型の耐

性ウイノレスは検出されなかったが，平成 22年

11月に発生した，死者 8名を含む院内感染事例

(図 8レーン 1"-'8)では住民不安の解消に役立

った。

タミフノレ耐性鑑別以外への応用例として，イ

ンフノレエンザウイノレスの増殖能に関わる PB2遺

伝子のー境基置換を識別する反応系を開発した

(図 10)0 A/HINlpdm09型は トリ由来の PB2

遺伝子を保有しており，ヒ トの聞で流行が繰り

返されている Aソ連型やA香港型とは異なるこ

とがわかる。

4. 3 LCRによる一塩基鑑別の特長

木法以外にタミフ/レ耐性鑑別に用いられてい

る方法としては，TaqManプロープ法 11・13)とサイ

クリングプロープ法 lのがある 。 いずれも

Real-time PCR装置を用いるが， A ソ連型と

A/HINlpdm09型の反応系しかなく ，新規の反応

系をデザインするのに時間を要する。また，前

者は専用の試薬を国立感染研から供給してもら

う必要があるため，地方衛生研究所以外の試験

研究機関では制約が伴う 。本研究で検討した

LCRは任意の一塩基に対してデザインすること

が容易なため， A/HINlpdm09型以外のタミフノレ

耐性鑑別，あるいは他の病原体での一塩基鑑別

など応用範囲が広いという特長がある。また，

一つの検体にタミブノレ感受性ウイノレスと耐性ウ

イノレスが混在している場合には，シークエンス

解析， TaqManプロープ法，サイクリングプロー

プ法のいずれもが判定不能になることが多い

が， LCRならば問題なく判定できる(図 3，4の

場合はH検出系と Y検出系の両方に結合プロー

プ、バンドが出現する)。さらに，高価な大型機

器を用いずとも実施できるため，園内の小規模

な試験検査機関のみならず，途上国おいても導

入が容易である。本法は反応系デザインが容易

であることや，試薬の入手に特段の制限がない

ζ とから，何らかの鑑別を必要とする周商の初

期|段階(マニュアノレが整っていない段階)にお

ける柔軟な対応に役立つものと考えられた。
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表 1 インフルエンザウイルス Aソ連型、

及びA/H1Nlpdm09型の NA遺伝子に用いる合成DNA
名前 修飾 百2.911(5・→3.) ポジV ヨン

USSR-NI-FS なし GAACCATAAAAAGTTGGAAAAAGC 641→664 

SW-NI-FS なし TGTAAATGGTTC"円、GCTl寸ACTG 699-721 

HIHI・NA-R なし AGACACCCAMGGTCGA-r寸YGA 894←915 

USSR-NトCI 5・来総リン般化 ATI'ATGAGGAATGYTCCTGTTACCCAGACACTGGCArAGTGATGTGTGT 824 -872 

USSR-NトC2 5・末端リン酸化 AAAAKTGGGTGCATTCAACTCTATTGATTTAGTAACCγrCCCCTT1iCG 774 -822 

USSR-NトトIDI なし γfAAAAGGGGAAGGTTACTAAATCAArAGAGTTGAATGCACCCAMTTTTC 774 -823 

USSR-NI・HD2 なし γfACACATCACTATGCCAGTGTCTGGGTAACAGGARCATTCCTCATAATG 823 --872 

USSR-NI・YOI なし TTAAAAGGGGAAGGTTACTAAATCAATAGAGTTGAATGCACCCAMTTTTT 774→823 

USSR-NトYD2 なし γfACACATCACTATGCCAGTGTCTGGGTAACAGGARCATTCCTCATAArA 823← 872 

SW-NI・CI s.宋端リン酸化 ACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGATTCTAGTGAAATCACATGTGT 824→872 

SW-NI・C2 5・来機リン酸化 ATA八n・AGGGGCATTCA1iTCGACTGATTTGACTATCTTTCCCγ「門CT 774← 822 

SW-NI-HDI なし TTAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAATGAATGCCCCTAATTATC 774→823 

SW-NI.HD2 なし TTACATGTGATγfCACTAGAATCAGGATAACAGGAGCAγrCCTCATAGTG 823 -872 

SW-NトYDI なし TTAAAAGGGAAAGATAGTCAAATCAGTCGAAハ.TGAAfGCCCCTAATTAτT 774 -823 

SW-NI-YD2 なし @円九CAfGTGA1iTCACTAGAATCAGGArAACAGGAGCATTCCTCATAGTA 823← 872 

-ポジションはGenBankAccession No.: FJ966973に記載のある遺伝情報の塩基番号と合成の方向(矢印)を示す。
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表2 USSR-H検出系 表 3 USSR-Y検出系

試薬類

DW  

10x BlIffer (添付)

USSR-N I-CI (1μM) 

USSR -NI-C2 (1μM) 

USSR羽 1・HDI(1μM) 

USSR -N 1 -HD2 (1 ~lM) 

90N DNA Ligase 

PCR 予備増幅産物

使用量 (μ1)

12.9 

2 

0.1 

試薬類 使用量 (μ1)

DW  

10x BlIffer (添付)

USSR-NトCI(1μM) 

USSR -N I-C2 (1μM) 

USSR-NI・YDI(1μM) 

USSR-N卜YD2(1μM) 

90N DNALigβse 

PCR 予備増幅産物

12.9 

2 

0.1 

.Aソ連型タミフノレ感受性型に反応する
.Aソ連型タミフノレ而利生型に反応する

表4 SW-H検出系 表5 SW-Y検出系

試薬類 使用量 (μ1) 試薬類 使用量 (μ1)

DW  

10x BlIffer (添付)

SW-NI・CI(1μM) 

SW-NI・C2(1μM) 

SW-Nl・HD1(1μM) 

SW-NI・HD2(1μM)

9
0
N DNA Ligase 

PCR予備増幅産物

12.9 

2 

0.1 

DW  

10x Buffer (添付)

SW-NI・Cl(1μM) 

SW-NI・C2(1μM) 

SW-NI・YDI(1μM) 

SW-NI・YD2(1μM)

9
0
N DNA Ligase 

PCR 予備増幅産物

12.9 

2 

0.1 

. AlHINlpdm09型タミフノレ感受性型に反応する . AlHINlpdm09型タミフノレ耐性型に反応する

表6 インフルエンザウイルス A香港型の NA遺伝子に用いる合成DNA

名前 修飾 記~IJ (5・-3') ポジション

N2.f なし TACAGGA'γrrGCACCTTTTTCTAA 282 -305 

N2-R なし TGGGTGTGTCTCCRACAAGTC 959←979 

EI19V-N2-CI デ末端リン酸化 ACC下TATGTGTCArGCGATCCTGACAAGTGnATCAli円TGCCCnGGRCAGGGAACAA 357→415 

E119V-N2・C2 シ末端リン酸化 CTCTTGTCACCCAGATGTCCCCACCAGCGGAAAGCCKAATCGAATTGTCCアrAGAAAAA 297 -355 

EI19V-N2-EDI なし lTi円CTAAGGACAAπCGAnMGGCr円CCGCTGGTGGGGACATCTGGGTGACAAGAGA 297→ 356 

EII9V-N2・ED2 なし TTGγrCCCTGYCCAAGGGCAAA'γrGATAACACTTGTCAGGATCGCATGACACATAAGGγ「 356.... 415 

EI19V-N2-VDI なし rrn-rCTAAGGACAA'η'CGATTAGGCTγrCCGCTGGTGGGGACATCTGGGTGACAAGAGT 297→356 

ElI9V-N2-VD2 なし TTGTTCCCTGYCCAAGGGCAAA'γfGATAACACアfGTCAGGATCGCArGACACATAAGGTA 356 _ 415 

R292K・N2・CI 3・末錦リン置き化 AGACAACTGGAAAGGCTCCAAfAGGCCCA'ηiGTAGATATAAACATAAAG 876→924 

R292K-N2-C2 5末燃リン置主化 TGCAGACACATCTGACACCAGGATATCGAGGATARCAGGAGCACTCCTC 826 -874 

R292K-N2-RDI なし GAGGAGTGCTCCTGYTATCCTCGATATCCTGGTG下'CAGATGTGTCTGCAG 826 -875 

R292K-N2-RD2 なし cγn刈GTTTATATCTACDATGGGCCTATTGGAGCCTTTCCAGTTGTCTC 875←924 

R292K-N2-KDI なし GAGGAGTGCTCCTGYTATCCTCGATATCCTGGTGTCAGATGTGTCTGCAA 826 -875 

R292K-N2-KD2 なし crnATGTTTATATC汀i¥CDATGGGCCTATTGGAGCC打TCCAGTTGTCTT 875←924 

-ポジションは GenBankAccession No.: CY035024に記載のある遺伝情報の梅基番号と合成の方向(矢印)を示す。
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表 7 E119-R292検出系 表 8 V119・K292検出系

試薬類 使用量 (μ1) 試薬類 使用量 (μ1)

DW  

10x Bu仇r (添付)

E119V-N2・Cl(1μM) 

E119V-N2・C2(1μM) 

R292K-N2-Cl (1μM) 

R292K-N2・C2(1μM) 

E119V-N2・EDI(1μM) 

El19V-N2・ED2(lμM)

R292K・N2・RDI(1μM) 

R292K-N2・RD2(1μM) 

90N DNA しigase

PCR予備増幅産物

8.9 

2 

0.1 

DW  

10x Bu俄 r (添付)

Ell9¥んN2・Cl(1μM) 

E119V-N2・C2(1μM) 

R292K-N2・CI(1μM) 

R292K-N2・C2(1μM) 

E119V-N2・VDI(1μM) 

EI19V-N2-VD2 (1μM) 

R292K-N2・KD1(1μM) 

R292K-N2・KD2(1μM) 

90N DNA Ligase 

PCR予備増幅産物

8.9 

2 

0.1 

'A香港型タミフノレ感受性型に反応する 'A香港型タミフノレ耐性型に反応する

表9 インフルエンザウイルス B型のNA遺伝子に用いる合成DNA

名前 {彦飾 配要IJ (5・....3') ポジション

BN-F なし GATAATAAGGGAACC'灯TTA了TGC 346 - 369 

BN-R なし TTTGCATAGGAATGGTATGTGTCA 639←663 

RI50K・sN-CI 5‘来焔リン画変化 AAACAAGCTGAGGCATCTRA円TCAGTCAAMTTRGGCAAAATCCCAACWGTAGAAAACT 457→ 515 

RI50K-BN-C2 デ末端リン酸化 TGTCYYCTCl寸Kl寸CCAT寸GTAGTATCCCCCTGGアTGRGCTGCATARTGGGTTAGAGCA 397 -455 

RI50K-BN-RDI なし TOCTCTAACCCA Y1i九，TOCAGCYCAACCAGGOGOATACTACAATOGAAMAAGAGRRGACAO 397司 456

RI50K・BN-RD2 なし AGTTTTCTACWGγfGGGATγITGCCYAAKγfGACTGAAATYAGATGCCTCAGCTTGTTTC 456 --515 

RI50K・sN.KDI なし TGCTCTAACCCAYTATGCAGCYCAACCAGGGGGATACTACAATGGAAMAAGAGRRGACAA 397→456 

RI50K.BN.KD2 なし AGlγirCTACWGl寸GGGAγn寸'GCCYAAKl寸GACTGAAATYAGATGCCTCAGCTTGTγn‘ 456← 515 

DI97N.sN.CI 5・末揃リン駿化 ACARTAATGCAYTRMTCAAAATÂ AATATGGAGAAGCATAY，八CTGACAC 597 _， 645 

DI97N・BN・C2 5・末端リン酸化 RGGGCCATCAACTCCGATATAWGTCCATTCYYTACCATCATGGCATGCG 547← 595 

。197N・BN・DDI なし CGCATGCCATGATGGTARRGAATGGACWTATATCGGAGTTGATGGCCCYG 547→ 596 

。197N-BN-DD2 なし GTGTCAGTRTATGCn‘CTCCATATTγfAm寸GAKYARTGCATTAYTGTC 596← 645 

。197N-BN-NDI なし CGCATGCCATGATGGTARJミGAATGOAC机rrATATCGOAGγrOAfOGCCCYA 547→ 596 

DI97N-BN-ND2 なし GTGTCAGTRTATOCTTCTCCATATTTTA'γTTTGAKYARTGCATTAYTGTr 596 - 645 

-ポジションはGenBanlくAccessionNo.: AB036870に記載のある遺伝情報の塩基番号と合成の方向(矢印)を示す。
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表 10 R150-D197検出系 表 11 K150-N197検出系

試薬類 使用量 (μ1) 試薬類 使用量 (μ1)

DW 8.9 DW  8.9 

10x Buffel (添付) 2 1 Qx Buffer (添付) 2 

RI50K・BN・CI(1μM) R 1 50K-BN-C 1 (1μM) 

R 150K-BN-C2 (111M) R150K-BN・C2(1μM) 

DI97N-BN・CI(1μM) D197N-BN・Cl(JμM)

DI97N-BN・C2(1μM) D197N-BN・C2(1μM) 

R 150K-BN-RD 1 (1μM) R 1 50K-BN-KD 1 (1μM) 

RI50K-BN-RD2 (1μM) R 1 50K-BN-KD2 (1μM) 

D197N-BN・DDI(1μM) D197N-BN-ND1 (1μM) 

DI97N-BN-DD2 (1~IM) D197N-BN-ND2 (1μM) 

90N DNA Ligase 0.1 90N DNA Ligase 0.1 

PCR予備増幅産物 PCR予備増幅産物

-B型タミフノレ感受性型に反応する -B型タミフノレ耐性型に反応する

表12 インフルエンザウイルス PB2遺伝子に用いる合成DNA

名前 修飾 配列 (5'→3・) ポジション

PB2-F なし lTICARTCTYTWGTCCCYAAGG 1738→1759 

PB2-R なし YCCRGMTGTGCY門CAfCTG 2036.....2055 

E627・PB2・CI 5・来場リン酸化 ARCARAGYAGRATGCARTTYTCBTCAYTRACTGTGAATGTGAGRGGATC 1880→1928 

E627-Ps2-1ご2 5・末織リン歯車{ヒ TGGWGGRGCRGCWGCAAARGGRAGAAGYTlTATTATYTGRRYOGTRTCA 1830.....1878 

E627・PB2・EDI なし TGAYACHRYYCARATAATAAARcnCTYCCYTrrGCWGCYGCYCCWCCAG 1830→1879 

E627-Ps2-E02 なし GATCCYCTCACAγrCACAGTY Ak'v1TGAVGARAAYTGCATYCTRCTYTGYTC 1879←1928 

E627-Ps2-KOI なし TGAYACHRYYCARATAATAAARCTl'CTYCCym.GcwGcYGCYCCWCCAA 1830-1879 

E627-Ps2-K02 なし GATCCYCrCACArrCACAGTYAMl'GAVGARJ久AYTGCAfYCrRCTYTGYTT 1879-1928 

-ポジションはGenBankAccession No.: FJ966976に記載のある遺伝情報の犠基挙号と合成の方向(矢印)を示す。

表 13 E627検出系

試薬類 使用品 (μ1)

DW 12.9 

10x Buffer (添付) 2 

E627K-PB2・CI(111M) 

E627K-PB2・C2(1μM)

E627K -PB2-EDI (1μM) 

E627K -PB2-ED2 (1μM) 

90N DNA Ligase 0.1 

PCR予備増幅産物

.トリ型の PB2遺伝子に反応する

表 14 K627検出系

試薬類 使用品・ (μ1)

DW 

10x Bu能r (添付)

E627K-PB2・CI(1μM) 

E627K-PB2・C2(1μM) 

ε627K-PB2・KDl(1μM) 

E627K-PB2・KD2(1μM)

90N DNA Ligヌse

PCR予備増幅産物

12.9 

2 

0.1 

.ヒト型の PB2遺伝子に反応する


