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愛知衛所報 No.71, 1-9, 2021 

 

調 査 研 究  

 

愛知県における新型コロナウイルス感染症の疫学特性 

 

長瀬智哉、中村瑞那、山本弘明、安井善宏 

 

要 旨 

2019 年 12 月に中国の武漢市で感染者が報告されて以来、わずか数か月の間に世界的な

流行となった新型コロナウイルス感染症（COVID-19）は、2020 年 2 月中旬以降、愛知県内

の居住者にも感染が認められるようになった。今回、県内居住者の 2020 年 2 月 10 日（2020

年 7 週）から 10 月 11 日（41 週）までに確認された新型コロナウイルス陽性者（以下、陽

性者）について各自治体からの報道発表資料を利用して、この期間に見られた流行の大き

な波を第 1 波及び第 2 波と定義して愛知県における感染拡大の特徴等を解析した。その結

果、愛知県内の COVID-19 の流行は第 1 波・第 2 波共に人口が密集している都市部から郊

外へ拡大していたことが示唆された。感染の様相を詳細に解析すると、第 1 波では拡大の

スピードは緩やかで、感染経路が判明している陽性者が多く、比較的経路不明者は少なか

ったため、市中感染は限定的であったと考えられた。しかし、第 2 波では感染拡大期にお

いて流行曲線は急峻となっており、急激な感染拡大が起きていた。また 20～50 歳代の経路

不明者の割合は 50％を超え、これらの年代の特に無症状者や軽症者を中心に市中感染が進

行していたことが推察された。 

 

キーワード： 新型コロナウイルス感染症（COVID-19）、感染症発生動向調査、疫学特性 

 

序 文 

COVID-19 は、2019 年 12 月、中華人民共

和国湖北省武漢市において確認されて以来、

日本を含む 19 か国でヒト－ヒト感染が確

認されたこと等を受け、世界保健機関（WHO）

は 2020 年 1 月 30 日、COVID-19 について

「国際的に懸念される公衆衛生上の緊急事

態（PHEIC）」を宣言した。その後、世界的

な感染拡大の状況等から WHO は 3 月 11 日、

新型コロナウイルス感染症をパンデミック

（世界的な大流行）とみなせると表明した。

日本においては、新型コロナウイルス感染

症を指定感染症として定める等の政令が 1

月 28 日に公布、2 月 1 日から施行され１）、

様々な感染拡大防止対策が取られるように

なった。 

愛知県においては 2020 年 1 月 26 日に中

国人渡航者の初発例を認め、2 月中旬以降

から県内居住者にも感染が認められるよう

になった。その後、子供たちの感染リスク

に予め備えるため小学校・中学校・高等学

校等に対し、全国一斉臨時休業（3 月 2 日

～春季休業開始日）等の対策が取られた 2）。

全国的に感染者が増えた 4 月 7 日には政府

から 7 都府県に新型インフルエンザ等対策

特別措置法に基づく緊急事態宣言が発出さ

れた（4 月 16 日全国へ拡大）3） 4）。愛知県

では新規感染者数、PCR 検査の陽性率等を

指標として流行の監視を行い、感染者が増

加した 4 月 10 日 5）及び 8 月 6 日 6）には、

愛知県独自に愛知県緊急事態宣言を発出す

るに至った。2 回の緊急事態宣言は県民や
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事業者に対し移動の自粛や休業等を要請す

る内容であり 7）、県内の社会経済活動へ多

大な影響を与えることとなった。 

COVID-19 は、新たに発見されたコロナウ

イルスによる感染症であり、その感染性、

病原性等、不明な部分が多い。そこで愛知

県内の各自治体から報道発表された資料を

利用し、愛知県内居住者で遺伝子検査及び

抗原検査で確認された陽性者を対象として、

愛知県における COVID-19 の発生動向の特

性を解析した。 

 

対象及び方法 

愛知県、名古屋市、豊橋市、岡崎市及び

豊田市から報道発表された資料に基づき

2020 年 2 月 10 日（7 週）～10 月 11 日（41

週）の期間に新型コロナウイルスの感染が

確認され、かつ愛知県内を居住地とする陽

性者を対象（n=5,537、10 月 12 日報道発表

時点）とした。報道発表資料から診断時の

年齢階級、性別、陽性確認日、居住地、感

染経路判明の有無、及び陽性確認時におけ

る症状の有無などの情報を収集、解析対象

とした。なお、陽性確認日を感染症発生動

向調査における報告週（図 1 参照）の期間

に当てはめ診断週とした。また本論文では

7～23 週を第 1 波、24～41 週を第 2 波と便

宜上定義した。 

人口 10 万人対陽性者数の算出のために

使用した人口データは、愛知県人口動態調

査結果年報による令和元年 10 月 1 日現在

の人口を用いた。また、保健所管内の人口

診断週 週別報告数 報告数 週別報告数
7週 2月10日 ～ 2月16日 3 41週 102
8週 2月17日 ～ 2月23日 12 40週 137
9週 2月24日 ～ 3月1日 15 39週 191

10週 3月2日 ～ 3月8日 48 38週 199
11週 3月9日 ～ 3月15日 41 37週 207
12週 3月16日 ～ 3月22日 22 36週 191
13週 3月23日 ～ 3月29日 23 35週 309
14週 3月30日 ～ 4月5日 60 34週 438
15週 4月6日 ～ 4月12日 99 33週 574
16週 4月13日 ～ 4月19日 81 32週 979
17週 4月20日 ～ 4月26日 66 31週 1088
18週 4月27日 ～ 5月3日 17 30週 488
19週 5月4日 ～ 5月10日 7 29週 109
20週 5月11日 ～ 5月17日 8 28週 5
21週 5月18日 ～ 5月24日 1 27週 2
22週 5月25日 ～ 5月31日 1 26週 0
23週 6月1日 ～ 6月7日 2 25週 7
24週 6月8日 ～ 6月14日 5 24週 5
25週 6月15日 ～ 6月21日 7 23週 2
26週 6月22日 ～ 6月28日 0 22週 1
27週 6月29日 ～ 7月5日 2 21週 1
28週 7月6日 ～ 7月12日 5 20週 8
29週 7月13日 ～ 7月19日 109 19週 7
30週 7月20日 ～ 7月26日 488 18週 17
31週 7月27日 ～ 8月2日 1088 17週 66
32週 8月3日 ～ 8月9日 979 16週 81
33週 8月10日 ～ 8月16日 574 15週 99
34週 8月17日 ～ 8月23日 438 14週 60
35週 8月24日 ～ 8月30日 309 13週 23
36週 8月31日 ～ 9月6日 191 12週 22
37週 9月7日 ～ 9月13日 207 11週 41
38週 9月14日 ～ 9月20日 199 10週 48
39週 9月21日 ～ 9月27日 191 9週 15
40週 9月28日 ～ 10月4日 137 8週 12
41週 10月5日 ～ 10月11日 102 7週 3

図1　感染症発生動向調査診断週及び期間と愛知県における週別陽性者数
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密度算出のための市町村の面積は国土地理

院から公表されている令和 2 年全国都道府

県市区町村別面積調のデータを利用した。

なお、全国の陽性者数のデータは、厚生労

働省のオープンデータを利用した。 

 

結 果 

1.流行曲線（全国との比較） 

図 2 は、横軸に陽性確認日を縦軸に全国

（左目盛り）及び愛知県（右目盛り）で確

認された陽性者数の過去 7 日移動平均を示

した。7 日移動平均を算出することにより

曜日によるばらつきを平準化することがで

きる。 

その結果、愛知県でも全国と同様な増減

傾向を示し、4 月中旬と 8 月上旬に 2 回の

大きな波が観察された。陽性者数の最高値

（ピーク）が観察された日は、第 1 波では

愛知県は 4 月 10 日、全国では 4 月 14 日、

また第 2 波では愛知県が 8 月 3 日であった

のに対し、全国では 8 月 9 日であった。 

愛知県での陽性者のピークを全国と比較

すると、第 1 波ではほぼ同時であったのに

対し第 2 波では愛知県が全国よりも 6 日先

にピークに達していたことが観察された。

また、陽性者数の推移は愛知県では全国と

ほぼ同様な傾向を示していたが、第 2 波で

は愛知県の方が増加の傾きが急峻であった

ことが観察された。 

2.愛知県における流行第 1 波及び第 2 波の

比較 

2-1.陽性者属性及び背景 

表 1 に愛知県における第 1 波、第 2 波及

び全期間の陽性者の属性等をまとめた。 

陽性者数は、第 1 波が 506 名、第 2 波が

5,031 名と第 2 波では陽性者数は約 10 倍で

あった。男女別内訳では、第 1 波、第 2 波

とも男の方が多く男女比は約 1.2 対 1 であ

った。 

死亡数は、第 1 波では 34 名、第 2 波では

57 名であった。前述のとおり陽性者数は約

10 倍に増加したのに対し死亡数は 1.7 倍で

あった。死亡率（死亡数/患者数 x100）では、

第 1 波が 6.72 に対し、第 2 波が 1.13、全

期間総計では 1.64 であった。 

表 2 に、第 1 波及び第 2 波における年齢

階級別の陽性者数及びその構成率、感染経

路不明者及び陽性確認時に無症状だった者

の割合を示す。 

陽性者の年齢構成割合を比較すると、第

1 波に比べ第 2 波では、10 歳代から 40 歳代

の年齢階級で増加しており、特に 20 歳代の

割合が 16.6％から 29.8％と顕著に増加し

ていた。それに対し、10 歳未満及び 50 歳

代以上の割合はすべて減少していた。 

感染経路不明の割合を見ると第 1 波に比

べ第 2 波では、全ての年齢階級で増加して

おり、全年代総計でも 32.8％から 53.0％へ

図2　愛知県及び全国における陽性者数（過去7日移動平均）

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

愛
知
県
陽
性
者
数

全
国
陽
性
者
数

全国

愛知県



- 4 - 
 

増加していた。特に 10 歳未満及び 60 歳以

上の年齢階級で感染経路不明の割合が増加

していた。感染経路不明の割合が最も高か

った年齢階級は、第 1 波では 50 歳代（44.7％）

だったが、第 2 波では 20 歳代（59.5％）が

最も高かった。 

陽性確認時に無症状であった者の割合は、

全年代総計で、第 1 波では 7.1％、第 2 波

では 14.0％と第 2 波で増加していた。年齢

階級別では、特に高齢になる程、無症状者

の割合が増加していた。また、10 歳未満で

は第 1 波、第 2 波ともに、ほぼ半数が無症

状者であった。 

 

2-2.第 1 波及び第 2 波の各感染拡大期にお

ける拡がり方の解析 

第 1 波及び第 2 波において、感染の拡が

り方を解析するため、それぞれ陽性者数が

最高値となった週を含む前 4 週間（第 1 波：

11～15 週（3 月 9 日～4 月 12 日）、第 2 波：

27～31 週（6 月 29 日～8 月 2 日））を感染

拡大期と定義して、性別、年齢階級及び地

域間の特徴等を解析した。 

 

2-2-1.性別・年齢階級別 

第 1 波及び第 2 波それぞれ感染の拡大期

であった 11～15 週及び 27～31 週における

陽性者数を合計し性別に年齢階級の割合を

比較した（図 3）。 

第 1 波の拡大期では男では 40 歳以下が

60％、女では 40％近くを占めていたが、第

2 波では男女とも 40 歳以下の割合が増加し

80％を占めていた。 

また第 1 波に比べ第 2 波では、男女とも

に特に 20 歳代の占める割合が大きく増加

し、男 20.5％→42.2％、女 15.3％→49.2％

に増加していた。 

10 歳未満では男女とも第 1 波、第 2 波で

表2　第1波及び第2波における陽性者年齢階級、感染経路不明者及び無症状者の割合

第1波 第2波 第1波 第2波 第1波 第2波 第1波 第2波

10歳未満 18 136 3.6 2.7 5.6 10.3 50.0 43.6
10歳代 12 319 2.4 6.3 33.3 38.2 16.7 21.2
20歳代 84 1,497 16.6 29.8 34.5 59.5 4.8 9.6
30歳代 65 797 12.9 15.9 32.3 56.0 7.7 9.2
40歳代 65 692 12.9 13.8 36.9 52.3 7.7 13.0
50歳代 85 582 16.8 11.6 44.7 56.4 2.4 14.3
60歳代 72 326 14.3 6.5 27.8 54.9 2.8 17.2
70歳代 51 384 10.1 7.6 33.3 49.2 7.8 16.1
80歳代 45 231 8.9 4.6 24.4 46.3 6.7 21.0

90歳以上 8 63 1.6 1.3 0.0 41.3 0.0 26.2
総計 505 5,027 100 100 32.8 53.0 7.1 14.0

年齢階級

（非公表・調査中等の 5 名を除く）

陽性者数 年齢構成率（％） 経路不明（％） 無症状（％）

表1　愛知県における陽性者の属性等

第1波 第2波 総計

定義 7週～23週 24～41週 7～41週
2月10日～6月7日 6月8日～10月11日

患者数 506 5,031 5,537

男性 279 2,814 3,093
女性 226 2,217 2,443

性別非公表 1 0 1
男女比 1.23：1 1.27：1 1.27：1

死亡数 34 57 91
死亡率（％） 6.72 1.13 1.64

2月10日～10月11日
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の割合の変化は小さかった。 

 

2-2-2.地域別の拡がり 

地域における流行の拡がり方や特徴を解

析するため陽性者の居住地（市町村）を管

轄する保健所に当てはめ、保健所単位に解

析を試みた。人口の偏りを補正するため陽

性者数を保健所管内の人口で除し、100,000

を乗じた値を人口 10 万人あたりの陽性者

数とした。また、各保健所における人口密

度との相関をみるため保健所管内の人口と

面積から人口密度を算出した。 

表 3 には、保健所別の人口 10 万人対の陽

性者数を 11～15 週、27～31 週の週別に、

人口密度の大きい保健所の順に示した。 

図 4 では、視覚的に把握するため感染の

拡大期である 12～14 週及び 28～30 週にお

ける各保健所の人口 10 万人対の陽性者数

を 7 段階に区切り、マップに示した。 

その結果、第 1 波では 11 週から名古屋市

から陽性者の発生が始まり、3 週間程で県

全域に緩やかに拡がっていた。一方、第 2 波

では、29 週に急激に陽性者が増加すると同

時に急速に県全域に拡がったことが示され

た（表 3 及び図 4）。 

また、第 1 波（11～15 週）及び第 2 波（27

～31 週）の各保健所別人口 10 万人対陽性

者数の平均値と各保健所管内の人口密度と

の相関を見ると、第 1 波及び第 2 波共に、

同様な正の相関が示された（図 5）。 

 

考 察 

愛知県における COVID-19 の流行の特徴

を解明するため、県内の各自治体や厚生労

働省から報道発表された資料を基に疫学的

な解析を行った。 

2020 年 1 月 19 日から 10 月 11 日までの

陽性者数の日毎の推移について移動平均を

用いて愛知県と全国を比較すると、概ね同

様な増減傾向を示していたことから愛知県

の発生動向のみならず全国の発生動向にも

注視しておく有用性が示唆された。一方で、

第 2 波においては陽性者数のピークが愛知

県では全国より 6 日前に観察された。この

全国とのピークのずれは、東京都、大阪府、

福岡県などでも発症日ベースのピークが 7

月中にあったこと 8）などから、第 2 波では

愛知県を含む大都市圏から全国へ感染が拡

大した可能性が示唆された。 

次に、愛知県で観察された第 1 波及び第

2 波の流行にどのような特徴があったのか

を中心に解析した。 

愛知県では、第 1 波に比べ第 2 波は陽性

者数では約 10 倍の規模であったのに対し、

死亡率では、第 1 波の 6.72 に対し、第 2 波

が 1.13 と減少していた。 

年齢階級については、第 1 波に比べ第 2

波では 20 歳代の占める割合が大きく増加

しており、その 6 割近くが感染経路不明で

あったことから活動量の多い 20 歳代を中

心とする若年層の動向が第 2 波感染拡大の

要因の一つと考えられた。また第 2 波の感

染拡大期においては 40 歳代以下の年齢階

級が 80％を占めていた。東京都では 6 月か

ら感染者が増加し、20～40 歳代が 80％を占

め、歓楽街での感染が多数を占めていたこ

と 9）などから、愛知県においても繁華街の

飲食店を始めとしたクラスターからの拡が

りが推測された。また 10 歳未満の年齢層で

は、第 1 波及び第 2 波共に半数近くが無症

状者であった。これは、この年齢層に家族  

  図3　男女別・第1波、第2波の感染拡大期における
         年齢階級構成割合の比較
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表3　感染拡大期における保健所別陽性者数（保健所別人口10万対）

11週 12週 13週 14週 15週 27週 28週 29週 30週 31週

名古屋市 7,129 1.37 0.52 0.26 1.25 1.93 0.04 0.17 2.96 11.39 27.93

清須 4,090 0.00 0.58 0.00 2.92 1.17 0.00 0.00 1.75 12.84 7.59
春日井 2,928 0.00 0.22 0.66 0.44 1.10 0.00 0.00 0.88 1.98 8.12
一宮 2,667 0.19 0.58 0.78 1.16 1.75 0.00 0.00 0.58 3.69 13.39

衣浦東部 2,549 0.00 0.00 0.17 0.00 1.34 0.17 0.00 0.33 3.34 9.36
瀬戸 2,071 0.00 0.00 0.63 0.42 2.10 0.00 0.00 0.84 4.41 6.30
江南 1,977 0.00 0.36 1.44 0.36 0.00 0.00 0.00 0.36 3.24 7.93
知多 1,943 0.00 0.58 0.00 0.58 0.86 0.00 0.29 0.58 9.49 10.64
津島 1,573 0.00 0.00 0.00 0.61 1.83 0.00 0.00 1.22 7.32 10.37
豊橋市 1,427 0.00 0.00 0.00 0.27 0.80 0.00 0.00 0.80 1.07 1.07
半田 1,307 0.36 0.36 0.00 0.72 0.72 0.00 0.00 1.43 3.23 10.04
岡崎市 999 0.52 0.00 0.52 0.26 1.03 0.00 0.00 0.26 3.10 8.53
西尾 974 0.00 0.00 0.00 1.41 0.47 0.00 0.00 0.94 2.83 4.24
豊川 792 0.00 0.31 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.31 1.23 4.01
豊田市 464 0.23 0.00 0.00 0.70 0.23 0.00 0.00 1.41 7.04 11.97

新城 51 0.00 0.00 0.00 1.88 0.00 0.00 0.00 0.00 1.88 3.76

平均 0.17 0.22 0.28 0.81 0.96 0.01 0.03 0.92 4.88 9.08

増加率 - 1.3 1.3 2.9 1.2 - 2.2 31.9 5.3 1.9

保健所
人口密度
（人/㎢）

第1波感染拡大期 第2波感染拡大期
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内感染が多く（第 1 波では陽性者の 72％）、

濃厚接触者として検査対象となった事例が

多かったためと考えられた。また、10 歳未

満の小児においては新型コロナウイルスの

感染に必要な ACE2 遺伝子の鼻粘膜上皮で

の発現が少ないという報告 10）との関連性

が考えられた。 

陽性確認時に無症状だった者の割合は、

第 1 波 7.1％→第 2 波 14.0％に増加してい

た。この理由としては検査対象の見直しや、

抗原検査キット等の新たな検査方法の導入

などにより発症前の接触者の検査や不顕性

感染者の検査が増えたことが考えられた。

また、無症状の小児でも COVID-19 の感染源

になり得る 11 ） という報告や、感染力は

COVID-19 発症の 2～3 日前から高い 12）とい

う報告もあり、無症状の陽性者を把握する

ことは、そこからの感染を防ぐという目的

でも重要と考えられる。その意味では、第

2 波において無症状で把握された数が多い

ということは、検査体制の拡充等の施策が

機能していたと考えられた。 

陽性者数がピークに達するまでの感染拡

大期には、地域の人口密度との相関が見ら

れ、人口密度の高い地域から感染が拡がっ

た可能性が示唆された。ただし、これは陽

性者の居住地で推計したものであり、感染

地域とは一概に一致しないため解釈には注

意が必要であるが、第 1 波及び第 2 波で共

通して観察されたことから、「三密の回避」

や「ソーシャルディスタンス」といった「密」

を避ける対策の有用性がマクロの視点から

裏付けられた。 

以上のことから、愛知県内の COVID-19 の

流行は第 1 波・第 2 波共に人口が密集して

いる都市部から郊外へ拡大していたことが

考えられた。感染の様相を詳細に解析する

と、第 1 波では拡大のスピードは緩やかで、

感染経路が判明している陽性者が多く、比

較的経路不明者は少なかったため、市中感

染は限定的であったと考えられた。しかし、

第 2 波では感染拡大期において流行曲線は

急峻となっており、急激に感染拡大が起き

ていた。20～50 歳代の経路不明者の割合は

50％を超え、これらの年代の特に無症状者

や軽症者を中心に市中感染が進行していた

ことが考えられた。 

 COVID-19 については、新たに発見された

ウイルスであったことから、病原性、感染

性等、未だ不明な部分が多く、今後も更な

る知見の集積が必要である。今回の解析で

は、主に各自治体から報道発表された資料

図5　第1波及び第2波のピーク時における保健所別人口10万人対陽性者数と 

       保健所別人口密度（人/㎢）との相関
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を利用し疫学的解析を試みたため、充分な

データからの解析には至っていない。しか

し、厚生労働省が 2020 年 5 月 29 日 13）に新

型コロナウイルス感染者等情報把握・管理

支援システム（HER-SYS）を整備し、本格的

な運用が開始されたことに伴い、今後は、

HER-SYS により提供される、より詳細な患

者情報等のデータを利用し、解析を進める

必要がある。 
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Epidemiological features of novel coronavirus infection 

in Aichi Prefecture 

 
 

Tomoya Nagase, Mizuna Nakamura, Hiroaki Yamamoto, Yoshihiro Yasui 
 
 

The novel coronavirus infection (COVID-19), which was reported to be infected in 
Wuhan, China in December 2019 and became a worldwide epidemic in just a few months, 
has been reported in Aichi prefecture since mid-February.  Since then, residents of 
the prefecture have been infected. 

This time, each local government announced a press release on the novel 
coronavirus positive cases (hereinafter referred to as positive cases) confirmed from 
February 10, 2020 (the 7th week of 2020) to October 11 (the 41st week of 2020) of the 
residents of the prefecture. 

From the information provided, we analyzed the features of the spread of infection 
in Aichi Prefecture. 

As a result, it was considered that the COVID-19 epidemic in Aichi Prefecture had 
spread from the densely populated urban areas to the suburbs in both the first and 
second waves. 

A detailed analysis of the aspect of infection revealed that in the first wave, the 
rate of spread was slow, there were many positive individuals whose infection route 
was known, and there were relatively few unknown routes, so community-acquired 
infection was limited. 

However, in the second wave, the epidemic curve became steep during the period of 
spread of infection, and the spread of infection occurred rapidly. 

In addition, the proportion of people in their 20s to 50s with unknown routes 
exceeded 50%, suggesting that community-acquired infection was progressing, 
especially among asymptomatic and mild symptoms in these age groups. 
 
 
Key words：novel coronavirus infection (COVID-19), surveillance,  

epidemiological features 
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愛知衛所報 No.71, 10-20, 2021 

 

調 査 研 究  

 

愛知県で検出されたコクサッキーウイルス A6 型（CV-A6)の解析 

 

伊藤 雅、皆川洋子、安達啓一、廣瀬絵美、齋藤典子、齋藤友睦、中村範子、 

安井善宏、佐藤克彦 

 

要 旨 

A 群コクサッキーウイルスは、感染症発生動向調査対象疾病の手足口病やヘルパンギー

ナの主な病原ウイルスの 1 つである。コクサッキーウイルス A6 型(CV-A6)はヘルパンギー

ナの主要な病原ウイルスとして知られていたが、2008 年以降、国内外の手足口病患者から

の検出が多数報告されている。本県で検出した CV-A6 の分子疫学解析の結果、臨床症状が

ヘルパンギーナから手足口病へ変化した 2009 年を境にウイルスの構造タンパク質領域、

非構造タンパク質領域のいずれも別々のクラスターを形成しており、ウイルスの遺伝子変

異が症状に影響を及ぼしている可能性が考えられた。手足口病の原因ウイルスは複数報告

されるが、検出された CV-A6 の遺伝子解析の結果、検出数の多い年にクラスターが複数分

類されることが明らかとなった。遺伝子解析により血清型別の情報だけでは把握すること

のできない国内、海外に由来する遺伝子性状の異なる複数の CV-A6 が県内に持ち込まれ、

同時流行により患者数が増加する可能性が推測された。県民の CV-A6 抗体保有状況を調査

した結果、保有率は比較的高く、また各年齢層において抗体価が高いことから、近年の CV-

A6 流行により多くが抗体を獲得したと推測された。本県分離株の病原性を検討する目的で

マウスに接種したところ病原性の異なる株の存在が明らかになった。今後の継続研究によ

りヒトにおける病原性指標となる抗原性の解析が期待される。 

 

キーワード：感染症発生動向調査、コクサッキーウイルス A6 型（CV-A6）、手足口病、 

ヘルパンギーナ 

 

序 文 

コクサッキーウイルス（CV）は、ピコル

ナウイルス科エンテロウイルスに属し、遺

伝子型分類においては Enterovirus A に分

類されるヒトの病原ウイルスである。1947

年にニューヨーク州コクサッキー地方のポ

リオ様麻痺の小児患者検体から乳のみマウ

スを用いてウイルス分離を試みた際に初め

て検出された 1）。乳のみマウスに対する病

原性の違いにより A 群、B 群に分類され、

CV-A 群は全身の筋炎による弛緩性麻痺、

CV-B 群は強直性麻痺（痙攣麻痺）を起こす

ことが知られている 2）。 

CV は、エンテロウイルス 71 型（EV-A71）

とともに乳幼児を中心に夏季に流行する手

足口病、ヘルパンギーナ等の主な原因ウイ

ルスである。手足口病は口唇粘膜および手

足の指先に現れる発疹症状を特徴とし、EV-

A71、CV-A10、A16 が主な病原体として検出

される。ヘルパンギーナは口腔粘膜に現れ

る水疱性発疹と発熱を特徴とする急性咽頭

炎で CV-A2、4、5、6 の検出が多い。どちら

も比較的予後良好なウイルス性疾患で、県

内でも毎年流行している。 
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2009 年 頃 か ら 全 国 的 に 従 来 ヘ ル パ ン

ギーナの原因ウイルスであった CV-A6 が手

足口病患者から検出報告されるようになり、

愛知県でも 2011 年以降の手足口病患者検

体から CV-A6 の検出が増加していた。CV-A6

が検出される症例は、しばしば非定型型手

足口病と表現されるように従来と症状が異

なり、高熱を伴うことが多く、手足口のみ

ならず大腿部や臀部に水疱性発疹を認め、

回復後に爪甲脱落症 3)を認める例や、成人

の症例 4）も珍しくない。海外では 2008 年

にフィンランド 5)から最初の報告があり、

2010 年に台湾 6)、2012 年に米国 7)等から

CV-A6 による手足口病の流行が報告された。 

感染症発生動向調査事業は 1981 年(昭和

56 年)に厚生省及び国立予防衛生研究所が

主体となって正式に始まり、1999 年以降は

感染症法(感染症の予防及び感染症の患者

に 対 す る 医 療 に 関 す る 法 律 (法 律 第 114

号))に基づき感染症の発生情報の正確な把

握と分析、その結果の的確な提供・公開が

感染症対策の基本となることを目的に、患

者情報とともに病原体情報の収集が行われ

ている。愛知県ではそれらに先立ち 1970 年

代から同事業の基礎となる流行病原体の調

査を開始しており、現在は同事業による５

類定点把握対象疾患患者を中心に病原ウイ

ルスの検査を実施し、その結果を愛知県感

染症情報や年報等において定期的に報告し

ている。そして、手足口病及びヘルパンギー

ナは、インフルエンザ等と並んで病原体検

索の対象となっている。 

本稿では 2005 年 4 月から 2019 年 3 月ま

での 15 年間に、同事業の病原体定点（名古

屋市を除き中核市病原体定点を含む）より

採取・搬入された検体から検出された CV-

A6 に注目し、手足口病患者、ヘルパンギー

ナ患者由来株の遺伝子解析及び疫学解析を

行った。 

また、血清疫学解析を目的として、健康

な一般県民における CV-A6 に対する抗体保

有状況を調査した。さらに手足口病患者由

来分離株の一部について、病原性解析を目

的に乳のみマウスへの接種実験を行ったの

で、調査結果を報告する。 

材料と方法 

１.検査検体  

2005 年 4 月から 2019 年 3 月までに感染

症発生動向調査事業において名古屋市を除

く県内全保健所管内の病原体定点医療機関

の協力を得て採取された感染症患者検体

（糞便、咽頭ぬぐい液、尿、脳脊髄液、血

清等）から検出され CV-A6 と同定された 495

件の検出株を検査対象とした。臨床診断名

等は行政検査依頼票（患者個票）に記載さ

れたデータを用いた。血清疫学解析には

2017 年の感染症流行予測調査事業への協

力を得た、県内の小児医療機関（一宮市、

大府市）及び愛知県赤十字血液センターに

て採取された血清検体を用いた。 

 

２.検査方法 

２．１ 細胞培養法 

糞便は抗生物質（ペニシリン、ストレプト

マイシン、アンフォテリシン B、ゲンタマイ

シン）及び 0.2％牛血清アルブミン(BSA: 

bovine serum albumin）を添加した 2.5％ 

veal infusion broth(Difco, USA)で 10％

乳剤とした後 10,000 rpm で、咽頭ぬぐい液

及び尿は撹拌後 3,000 rpmで 15分間遠心した。

遠心上清 200 μL、髄液、血清検体は未処理

50 μL～200 μLを1 mLの 2％牛胎児血清(FCS: 

fetal calf serum)添加 Eagle’s minimum 

essential medium (MEM)培地で試験管培養

した Vero 細胞、HeLa 細胞、RD 細胞に接種

し、3～4 日毎に抗生物質及び 2％FCS を添

加した MEM 培地を交換し、37℃で 2 週間観

察培養した。エンテロウイルス様の細胞変

性効果（CPE：cytopathic effect）が観察

された場合、2 回凍結融解後、新しい培養細

胞に接種し、さらに２週間観察培養し、CPE

が観察された場合をウイルス分離陽性とし

た。ウイルス分離陽性の場合、国立感染症

研究所から分与された CV-A6 抗血清を用い

RD-A 細胞を用いた 96 穴マイクロプレート

法による中和試験 8)により同定した。 

 

２．２ 遺伝子検出及び系統解析 

患者検体から直接又は分離ウイルスから

High Pure Viral RNA Kit（Roche, Germany）
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を用いてウイルス RNA を抽出し、遺伝子検

査のテンプレートとした。CV-A6 のカプシ

ドタンパク質 VP1 遺伝子領域の検出には

189-222 プライマー 9)を用いた One-step 

RT-PCR (Reverse transcription -polymerase 

chain reaction: 逆転写ポリメラーゼ連鎖

反応）法又は CODE-HOP VP1 RT-snPCR 法 10)

にて行った。カプシドタンパク質 VP4 遺伝

子領域は MD91、EVP4、OL68 プライマー11)を、

非構造タンパク質 3D ポリメラーゼ遺伝子

領域は CVA6-12-2F、14-3R、14-2F、15-2R プ

ライマー 12)を用いて遺伝子を増幅した。

1.5％アガロースゲル電気泳動後、ethidium 

bromide 染色下にて増幅を確認した PCR 産

物を Wizard SV Gel and PCR Clean-up 

System（Promega, USA）で精製後、BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

（ABI, USA）を用いたダイレクトシークエ

ンス法にて塩基配列を決定した。データ

ベース上に登録されている国内外分離株の

遺伝子配列をもとに、MEGA ver.7 を用いて

近隣結合（NJ：Neighbor-Joining)法による

分子系統解析を行った。 

 

３.血清疫学調査 

 2017 年の感染症流行予測調査事業におい

て同意を得た 1 ヶ月～65 歳の健康な一般県

民 198 名の血清を検体として用いた。2016 年

CV-A6 分 離 株 （ 100TCID50 ）（ TCID50:50 ％ 

Tissue Culture Infectious Dose）と階段

希釈した血清を 37℃、2 時間反応させ、RD-

A 細胞を用いたマイクロプレート法で中和

抗体価(neutralizing antibody titer :NT)

を測定し、抗体価 8倍以上を陽性と判定した。 

４.乳のみマウス接種 

 臨床分離株のマウス病原性情報を得る目

的で、病態の変化がみられた前後の手足口

病患者由来 CV-A6 分離株 3 株（表 1）につ

いて、50％組織培養感染量（TCID50）を決定

のうえヒトヘルペスウイルスの発症病理研

究において有用であった 13) 6 日齢 TNF 欠損

マウス(TNF:腫瘍壊死因子)皮下に接種し、

最長 21 日間観察して 50％致死量(LD50)を

決定した。動物実験の実施にあたっては、

愛知県衛生研究所動物実験委員会の承認を

得た。 

 

結果と考察 

１．愛知県における CV-A6 検出状況 

培養細胞による CV-A6 の分離は不可能で

はないものの増殖性が低いため、分離培養

法に並行してエンテロウイルス特異プライ

マーを用いた RT-PCR 法による遺伝子検出

を実施した。2005 年から 2019 年の間に 495

件の CV-A6 が検出された。臨床診断名の内

訳は手足口病 298 件、ヘルパンギーナ 133

件、不明発疹症 20 件、上気道炎 13 件、脳

炎 5 件、不明熱 4 件、無菌性髄膜炎 3 件等

であった(表 2)。期間内において 2006 年を

除く全ての年に検出され、2 年毎、西暦の奇

数年に多く検出される傾向が認められた

（図 1）。2009 年以前は主にヘルパンギーナ

患者から検出されていた CV-A6 が 2010 年

以降は手足口病患者から検出されるように

なり、手足口病患者とヘルパンギーナ患者

比は 2009 年以前の約 1:5(16 名：84 名)か

ら、2010 年以降は約 6:1(282 名:49 名)と逆

転していた。 

接種CV-A6分離株 由来 log10TCID50
100TCID50接種時の

生存率(%)
1000TCID50接種時の

生存率(%)

2017-10184 手足口病, 2017年 1.5 0(0/4) 0(0/5)

2017-10264 手足口病, 2017年 3.5 100(12/12) 33.3(2/6)

2007-10198 手足口病, 2007年 1.6 12.5(2/16) ND

ND:not done

表1　手足口病由来CV-A6分離株の乳のみマウス皮下接種結果
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手足口病患者 298 名に注目すると、2010

年以降は臨床症状においても高熱や全身性

の発疹の報告が多く、非定型型手足口病と

いわれる症状の報告が多かった。男女比は

2009 年以前は(16 名)3：1、2010 年以降は

(282 名)2：1 であり、患者の年齢(不明 5 名

を除く)は、2009 年以前は 0 歳～5 歳(2 歳

以下 62.5％)であったが、2010 年以降は 0

歳～30 歳(2 歳以下 74.1％、6 歳以上 6.5％)

であり、患者個票に保護者に発疹症状が有

ると記載される症例もあった。（データ非掲

載） 

 

２．CV-A6 株の遺伝子解析 

調査期間内に検出された CV-A6 株 188 株

のカプシドタンパク質 VP4 領域一部の遺伝

子塩基配列に基づいた分子系統樹を図 2 に

示した。検出株は 2009 年前後で大きく 2 つ

のクラスター(グループ A、B)を形成してお

り、2010 年以降に検出された手足口病患者

由来の多くの株は 2008 年にフィンランド

で最初に報告された非定型型手足口病由来

株(◎Finland2008-KM114057)と同じグルー

プ A に分類され、2009 年以前の検出株はグ

ループ B に分類された。2009 年の手足口病

由来株(→)、2010 年のヘルパンギーナ由来

株(⇒)はどちらのグループからも検出され

ていたが、VP4 領域 650 塩基配列ではグルー

プ間に 9％の相違があり、推定アミノ酸配

列の比較では 5 カ所（8、16、20、60、64）

に置換が認められた（データ非掲載）。グ

ループ内では年毎にサブグループを形成す

る傾向にあったが、多くは国外や国内から

前年又は同年に検出された株に近縁であっ

た。また、系統樹上で手足口病由来株、ヘ

ルパンギーナ由来株を特徴づける所見は認

められなかった。2019 年は手足口病患者か

ら CV-A6 以外に EV-A71、CV-A16、CV-A10 が

検出され、調査期間中最大の流行を示した。

2019 年に注目すると検出株は全てグルー

プ A に属していたが、A1、A2、A3 で示すサ

ブグループを形成していた。 

表2 　CV-A6が検出された臨床診断名の内訳

検出期間

手足口病 298 (60%) 16 (14%) 282 (74%)

ヘルパンギーナ 133 (27%) 84 (74%) 49 (13%)

発疹症 20 (4%) 4 (4%) 16 (4%)

上気道炎 13 (3%) 3 (3%) 10 (3%)

脳炎 5 (1%) 3 (3%) 2(0.5%)

不明熱 4(0.8%) 1(0.8%) 3(0.8%)

無菌性髄膜炎 3(0.6%) 1(0.8%) 2(0.5%)

その他 19(3.8%) 1(0.8%) 18 (5%)

計 495(100%) 113(100%) 382(100%)

2005年～
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2009年
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その他

図1 年別検出状況
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次に遺伝子の変異が多く抗原性の決定に

関係するといわれているカプシドタンパク

質 VP1 領域の一部増幅を確認した 154 株の

遺伝子塩基配列に基づいた分子系統樹を図 3

に示した。VP4 領域の分子系統樹と同様に

2009 年以前と 2010 年以降で 2 つのクラス

ター（グループ A、B）を形成し、年毎にサ

ブグループを形成していた。2019 年に注目

すると 4 つのサブグループに分類され、A1

は CHN2018(中国)に 98.9～99.7％、A2 は

IND2018(インド)に 98.3％、A3 は CHN2017

に 99.7～100％、A4 は CHN2016 に 98.7％類

似性の株がそれぞれ複数例検出されていた。 

VP4 領域、VP1 領域の分子系統樹から CV-

A6 については同じ遺伝子型に属するウイ

ルス同士でも遺伝子的相違が認められるこ

とから、本県への侵入経路が多岐に渡り、

諸外国の流行株の影響を受けて流行の拡大

の一因になっていると思われた。 

さらに、VP4 領域と VP1 領域の系統解析

で別グループに属する株について病原性指

標に関する検討のため、RD-A 細胞での増殖

後に乳のみマウスへの接種実験が可能なウ

イルス力価が得られた 3 株（白抜き：2017-

10184 株、2017-10264 株、2007-10198 株）

を代表株として選出した（図 2、3）。この 3

株について 3D ポリメラーゼ遺伝子塩基配

列に基づいた分子系統樹を図 4 に示した。

3D 領域でも別々のグループに属しており、

類似性の高い株との比較に基づいて組換え

ウイルス株ではないと推測された。 

 

３．CV-A6 に対する抗体保有状況 

移行抗体の影響が否定できない 6 ヶ月未

満の 3 名のうち 1 名（33.3％）が陽性であっ

た。7 ヶ月～2 歳は 36.4％、3 歳以上では、

25 歳～29 歳の 33.3％を除き、57.1％～

90.5％であった（図 5）。幼児～学童期の年

齢階層では陽性者の 7 割以上が 64 倍以上

抗体価を示した。抗体保有率は比較的高く、

また各年齢層において抗体価が高いことか

らも、近年の CV-A6 流行により県民の多く

が抗体を獲得したと推測された。感染に注

意すべき年齢は、流行の周期から感染の機

会の少ない 3 歳未満の乳幼児であり、症状

の重篤度に注意が必要であると考えられた。 

 

４．乳のみマウスへの接種 

手足口病の臨床症状が変化した前後の手

足口病患者から分離された CV-A6 の代表株

（2007 年 1 株、2017 年 2 株）を 6 日齢 TNF

欠 損 マ ウ ス 皮 下 に 接 種 し 50 ％ 致 死 量

(LD50)を指標に病原性の比較を行った。接

種後 21 日間毎日生死を観察したところ、死

亡は 4-14 日の間に発生した。VP4、VP1、3D

領域の分子系統解析においてグループＡの

中でも別々のサブグループに属する（2017-

10184 株、2017-10264 株）2 株の間に、50％

培 養 細 胞 感 染 価 (TCID50) を 指 標 と し た

LD50 において約 100 倍(log10 で 2)の差が

認められ、2017-10184 株はマウスに対する

強毒株と考えられた。また、分子系統解析

でグループ B に属していた 2007 年分離株

(2007-10198 株 )は 2017 年強毒株 (2017-

10184 株)と同等の病原性を示した(表 1)。 

LD50 の異なる接種株について解析可能

な VP1、VP4、3D 領域の推定アミノ酸の比較

を行ったが、強毒株に特有の配列は同定で

きなかった。(データ非掲載) 

遺伝子レベルの解析を継続するとともに、

遺伝子解析だけでは病態の比較は困難であ

ることからマウス体内のウイルス伝播及び

臓器別分布など発症病理に関するさらなる

解析は、今後の調査課題と考えている。 

エンテロウイルスの遺伝子構造は VP1～

VP4 領域からなる構造カプシドタンパク質

をコードする P1 と、2A～2C、3A～3D 領域

を含む非構造タンパク質をコードする P2、

P3 の 3 つの領域に分けられる。エンテロウ

イルスは伝播の過程で次第に変異を起こし

やすいことが知られている。中国上海市で

手足口病患者から検出された CV-A6 リコン

ビナント株は、2C 領域で CV-A4 との組換え

株であると解析されており、臨床的に発疹

の程度に差がみられたことが報告されてい

る 14)。また、中国広州市では、小児の軽度

および重度の手足口病から検出された CV-

A6 の遺伝子解析の結果、VP1 領域の V174I

及び T283A のアミノ酸変異が重症度に関連

していたことも報告されている 15）。兵庫県
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  2017-10184
MH111044-C071/CHW/AUS/2016

KX212501-TH/CU1302/A/2014
LC421575-1747-Yamagata-2015
MH111051- C158/CHW/AUS/2017

LC421580-1798-Yamagata-2017
LC126163- Hyogo9419
LC126161- Hyogo9205
LC421569-1455-Yamagata-2013
AB779616-Kyoto2

2017-10264
LC421582-1870-Yamagata-2017

KF682362-SZc173/13
KJ541157-4645/SH/CHN/2012
KX064292-SHAPHC5245/SH/CHN/14

KP289502-CV-A6/P132/2013/China
KY126090-DY005R/Shandong/China/2015

2007-10198
LC421556-1024-Yamagata-2008

CV-A6-AY421764-Gdula

98

100

100

100

100

99

99

98

0.05

A

B

図4 3Dポリメラーゼ領域の分子系統樹

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

～6ヶ月(n=3)

7ヶ月～2歳(11)

3～6歳(13)

7～12歳(22)

13～19歳(23)

20～24歳(27)

25～29歳(27)

30～39歳(30)

40～49歳(21)

50歳以上(21)

1024＜ 512 256 128 64 32 16 8 ＜8

図5 CV-A6の年齢階層別抗体保有状況
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は 1999 年～2013 年までに検出された CV-

A6 株が 2009 年前後で別々のクラスターを

形成することを報告しており、クラスター

間で明確に異なるアミノ酸は 17 残基あり、

この変異と臨床症状の関連性を推測してい

る 12）。本県の分離株でも解析できた VP4 の

2 残基と 3D の 6 残基について、同じアミノ

酸置換が検出されていた（データ非掲載）。

ヒト及びマウスでの病態変化の特徴におい

て、分子系統解析に反映されない 1 塩基置

換など僅かなゲノム遺伝子変異が病原性に

関与する例は他のエンテロウイルスで報告

があり 16)、CV-A6 についても可能性は否定

できない。ヒト中枢神経症状の報告が多い

EV-A71 のみならず CV-A6 による重症感染症

の流行が日本国内でも発生するリスクを考

えると、手足口病やヘルパンギーナなどを

指標とするピコルナウイルス感染症の病原

体サーベイランスは今後も継続する必要が

ある。 

 

５．総括及び今後の展望 

CV-A6 は 2009 年以前には主にヘルパン

ギーナ患者から検出されていたが、2009 年

以降、本県を含め全国的に非定型手足口病

患者から検出されるようになった。本県の

患者由来株の遺伝子系統解析でも 2009 年

前後で異なるグループを形成する方向に変

化していることが明らかになっている。ど

ちらのグループでも手足口病、ヘルパン

ギーナ両疾患患者から検出される CV-A6 は

類似性が高く、解析した領域の塩基配列及

び推定アミノ酸配列からは両疾患の病態の

差に関連する特定の遺伝子変異は解明でき

ていない。CV-A6 を原因とする感染病態の

変化が国内のみならず、海外からも報告さ

れていることから、宿主側よりもウイルス

側に要因があると推測している。マウスへ

の接種実験結果からは、CV-A6 株間で致死

接種量に 100 倍の差が認められた。今後は、

各種臓器のウイルス増殖解析等を行い、病

原性の決定因子の探求を試みたい。CV-A6

をはじめとするエンテロウイルス感染症病

態変化の探知や変異ウイルスの解明には臨

床検体からのウイルス分離培養の継続が不

可欠である。引き続き病原性の変化に関与

する可能性のあるウイルス遺伝子の変異を

解析し、県民への注意喚起、情報提供に努

めていきたい。 
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Virological analysis of Coxsackie virus A6 detected in 

Aichi Prefecture 

 
 

Miyabi Ito, Hiroko Minagawa, Hirokazu Adachi, Emi Hirose, Noriko Saito,  
Tomochika Saito, Noriko Nakamura, Yoshihiro Yasui, Katsuhiko Sato  

 

 

Coxsackieviruses group A are major pathogens of hand, foot and mouth disease 
(HFMD) and herpangina, both of which are subjected to sentinel-based patient and 
pathogen surveillances based on National Epidemiological Surveillance of Infectious 
Diseases (NESID) program.  Since 2008, detection of Coxsackie virus A6 (CV-A6) from 
HFMD patients is frequently reported.  Molecular epidemiological analyses of CV-A6 
genes detected from specimens collected in Aichi Prefecture revealed that both 
structural and non-structural protein coding regions formed distinct clusters before 
and after 2009 (when the major disease manifestations caused by CV-A6 switched from 
herpangina to HFMD in Aichi Prefecture).  These results suggested the possibility 
that mutations of CV-A6 affected the disease manifestations.  The analyses of virus 
genes also revealed the presence of more than one clusters per year in the years with 
many patients.  They enabled the recognition of different viruses which belong to the 
same serotype and further suggested the simultaneous circulation of different foreign 
viruses that had arrived to Aichi Prefecture resulted in the increase of patients.  
Serological analyses of residents revealed the relatively high rates of seropositivity 
against CV-A6 throughout all age groups, and suggested the recent epidemic in Aichi 
Prefecture.  Existence of virus isolates with different pathogenicity in mice implies 
possible different pathogenicity in humans, and rationalizes further studies on changes 
in pathogenicity and antigenicity of CV-A6 isolates.  
 
 
Key words： surveillance, Coxsackievirus A6 (CV-A6), Hand, foot and mouth disease,  

Herpangina 
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調 査 研 究  

 

黄色ブドウ球菌の毒素遺伝子保有状況と分子疫学解析への適用 

 

山田和弘、松田達也、續木洋一、佐藤克彦 

 

要 約 

黄色ブドウ球菌は毒素性食中毒の起因菌であり、原因毒素はブドウ球菌エンテロトキシ

ン（staphylococcal enterotoxins、 SEs）である。通常の食中毒検査においては SEA、SEB、

SEC、SED、SEE の 5 型（古典的 SEs）を検査するのが一般的である。近年、ゲノム解析の進

展に伴って SEs と類似する遺伝子（staphylococcal enterotoxin-like（SEl）、新型 SEs 遺

伝子）の存在が明らかにされてきた。今回、当所保存の黄色ブドウ球菌を用いて、SE/SEl

遺伝子保有状況を調査するとともに、SE/SEl 遺伝子保有パターンと S. aureus PCR-based 

ORF typing（SA-POT）法を比較することで、SE/SEl 遺伝子保有パターンが菌株識別法とし

て利用可能であるかを検討した。黄色ブドウ球菌 111 株は 30 SE/SEl 遺伝子保有パターン

（D index0.874）に識別され、最大 8 種類の SE/SEl 遺伝子が検出された。一方、SA-POT 法

では黄色ブドウ球菌 111 株は 79 遺伝子型（D index0.990）に分類され、菌株識別能力は

SA-POT 法が SE/SEl 遺伝子検出法よりも高かった。SE/SEl 遺伝子検出法単独での菌株識別

法としての利用は難しいと考えられたが、SA-POT 法で同一遺伝子型と判定された株の

SE/SEl 遺伝子保有パターンが異なっている場合もあったため、SE/SEl 遺伝子検出法は補

助的な菌株識別法としての利用は可能であると考えられた。 

 

キーワード：黄色ブドウ球菌、ブドウ球菌エンテロトキシン遺伝子、 

Cica Geneus Staph POT KIT 

 

序 文 

黄色ブドウ球菌は毒素性食中毒の起因菌

であり、日本における細菌性食中毒の中で

はカンピロバクターに次いで多く、サルモ

ネラと並んで年間 10％前後の発生件数を占

めている 1）。食中毒原因菌として黄色ブドウ

球菌を同定するためには、毒素産生性の確

認及び常在菌として存在する黄色ブドウ球

菌との菌株識別が重要となる。黄色ブドウ

球菌食中毒の原因毒素はブドウ球菌エンテ

ロトキシン（staphylococcal enterotoxins、

SEs）であり、SEs は複数の型が存在すること

が知られている。通常の食中毒検査において

は、市販キットにより産生性の確認が可能な

SEA、SEB、SEC、SED、SEE の 5 型（古典的 SEs）

を検査するのが一般的である。しかし、近年

ブドウ球菌の遺伝子解析・ゲノム解析の進展

に伴って従来から知られていた SEsと類似す

る遺伝子の存在が次々と明らかにされ、新型

SEs として報告された 2）。命名規約 3）によれ

ば、SEs と類似した蛋白質で、スーパー抗原活

性を有し、さらに霊長類への経口投与により

嘔吐活性が証明されたものを「SE」と命名し、

霊長類の嘔吐実験で嘔吐活性陰性のもの、あ

るいは未だ嘔吐実験が行われていないものは

「staphylococcal enterotoxin-like (SEl)」と

命名することとなっている。現在までに SEG、

SEH、SEI、SElJ、SEK、SEL、SEM、SEN、SEO、



- 22 - 
 

SEP、SEQ、SER、SES、SET、SElU、SElV、SElW、

SElX、SElY、SElZ、SEl26 及び SEl27 の 22

型（新型 SEs）が報告されており 4、5、6、7）、

SE/SEl 遺伝子検出 PCR2、8）も開発されている。 

また、黄色ブドウ球菌は生活環境中に常在

菌として存在し、健常者の鼻腔、咽頭、腸管

等にも生息している 9）。そのため、食中毒発

生時の検査の際に常在菌が検出されること

が多く、食中毒原因菌と判別するために、コ

アグラーゼ型別やパルスフィールドゲル電気

泳動（Pulsed-Field Gel Electrophoresis : 

PFGE）法による菌株の識別が行われる。当所

では、これまでにメチシリン耐性黄色ブドウ

球菌（Methicillin resistant Staphylococcus 

aureus : MRSA）の集団感染時に容易に分子

疫学解析を実施可能とすることを目的に開

発された S. aureus PCR-based ORF typing

（SA-POT）法が、メチシリン感受性黄色ブ

ドウ球菌（MSSA）に対しても、実用可能な

菌株識別能があることを報告してきた 10）。 

そこで今回、当所で保存されている食中

毒関連検体から検出された黄色ブドウ球菌

を用いて、黄色ブドウ球菌の SE/SEl 遺伝子

保有状況を調査するとともに、SE/SEl 遺伝

子保有パターンと SA-POT 法を比較するこ

とで、SE/SEl 遺伝子保有パターンが菌株識

別法として利用可能かの検討を行った。 

 

材料及び方法 

供試菌株：2011 年から 2020 年に食中毒関

連調査から分離された黄色ブドウ球菌 111

株（ヒト糞便由来 102 株、食品由来 6 株、

ふきとり検体由来 3 株）を用いた。また、

111 株のうち 2 株は黄色ブドウ球菌が原因

とされた食中毒事例から 1 株を代表株（2 事

例からヒト糞便由来 2 株）として抽出した。 

DNA 抽出：シカジーニアス® DNA 抽出試薬

（関東化学、東京）を添付文書に従い使用

した。 

SE/SEl 遺伝子検出法：QIAGEN Multiplex PCR 

Kit（QIAGEN、ドイツ）を用い、2×マスターミッ

クス 7.5μL、プライマーミックス 0.3μL

（最終濃度 0.2μM each）、蒸留水 5.2μL を

混合し、テンプレートを 2μL 加え、95℃15

分間ののち、94℃30 秒、57℃90 秒、72℃60

秒のサイクルを 35 回繰り返し、最後に

72℃10 分の伸長反応を行った。プライマー

ミックスは文献 1 に従い、調製した（表 1）。

target
gene

primer
name

sequence (5'–3')
product
size(bp)

Primer
mix No.

target
gene

primer
name

sequence (5'–3')
product
size(bp)

Primer
mix No.

femB1 TTACAGAGTTAACTGTTACC SEI-1 GGTGATATTGGTGTAGGTAAC

FemB2 ATACAAATCCAGCACGCTCT SEI-2 ATCCATATTCTTTGCCTTTACCAG

SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG 44077 TGATTTATTAGTAGACCTTGG

SEB-4 GCAGGTACTCTATAAGTGCCTGC 44078 ATAACCAACCGAATCACCAG

SED-3 CTAGTTTGGTAATATCTCCTTTAAACG SEG-1 AAGTAGACATTTTTGGCGTTCC

SED-4 TTAATGCTATATCTTATAGGGTAAACATC SEG-2 AGAACCATCAAACTCGTATAGC

SEC-3 CTCAAGAACTAGACATAAAAGCTAGG SEH-1 GTCTATATGGAGGTACAACACT

SEC-4 TCAAAATCGGATTAACATTATCC SEH-2 GACCTTTACTTATTTCGCTGTC

SEE-3 CAGTACCTATAGATAAAGTTAAAACAAGC SEJ-1 ATAGCATCAGAACTGTTGTTCCG

SEE-2 TAACTTACCGTGGACCCTTC SEJ-2 CTTTCTGAATTTTACCACCAAAGG

SEA-3 CCTTTGGAAACGGTTAAAACG femA1 AAAAAAGCACATAACAAGCG

SEA-4 TCTGAACCTTCCCATCAAAAAC FemA2 GATAAAGAAGAAACCAGCAG

TST-3 AAGCCCTTTGTTGCTTGCG femB1 TTACAGAGTTAACTGTTACC

TST-6 ATCGAACTTTGGCCCATACTTT FemB2 ATACAAATCCAGCACGCTCT

SEM-1 GGATAATTCGACAGTAACAG SEL-1 TAACGGCGATGTAGGTCCAGG

SEM-2 TCCTGCATTAAATCCAGAAC SEL-2 CATCTATTTCTTGTGCGGTAAC

SEK-1 TAGGTGTCTCTAATAATGCCA SEN-1 TATGTTAATGCTGAAGTAGAC

SEK-2 TAGATATTCGTTAGTAGCTG SEN-2 ATTTCCAAAATACAGTCCATA

SEO-1 TGTGTAAGAAGTCAAGTGTAG SER-1 GGATAAAGCGGTAATAGCAG

SEO-2 TCTTTAGAAATCGCTGATGA SER-4 GTATTCCAAACACATCTAAC

femA1 AAAAAAGCACATAACAAGCG SEQ-1 AATCTCTGGGTCAATGGTAAGC

FemA2 GATAAAGAAGAAACCAGCAG SEQ-2 TTGTATTCGTTTTGTAGGTATTTTCG

femB **

4

651

表1　SE/SEl遺伝子検出PCRのprimer
*

447

2

femA ** 134

152

seq 122femA **

seo

sek

tst1

*** 古典的SEsはPrimer mix1に含まれている。

** femA及びfemB遺伝子は黄色ブドウ球菌特異的遺伝子であり、内部陽性対照として組み込まれている。

 * Omoe K et al.  FEMS Microbiol Lett, 246, 191－198, 2005.

sem

214

293

379

3

134

166

282

383sel

sen

ser

396

seh
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PCR 反応終了後、4％KANTO HC（短フラグメ

ント用）（関東化学、東京）を用い 120 V 70

分間電気泳動を行い、エチジウムブロマイ

ドで染色後、増幅産物の有無を確認するこ

とで判定した。 

SA-POT 法：Cica Geneus Staph POT Kit（関

東化学、東京）を用いた。PCR 反応終了後、

4％KANTO HC（短フラグメント用）（関東化

学、東京）を用い 120 V 70 分間電気泳動を

行い、エチジウムブロマイドで染色した。

増幅産物の有無から添付文書に従い POT 型

の値を算出し、3 つの数値全てが一致した

場合を同一遺伝子型と判定した。 

SE/SEl 遺伝子検出法、SA-POT 法ともに D 

index11）を算出した。D index とは互いに関

連のない 2 株をタイピングしたときに異な

る株であると判定される確率である。 

 

結 果 

SE/SEl 遺伝子分布状況（表 2）：黄色ブドウ

球菌 111 株中、SE/SEl 遺伝子を 1 遺伝子以

上保有していたのは 78 株（70.3％）であり、

最大 8 種類の SE/SEl 遺伝子（sed、seg、

sei、selj、sem、sen、seo 及び ser 遺伝子）

を保有していた。SE/SEl 遺伝子の保有パタ

ーンは「検出せず」を含めて 30 パターン検

出され、最も多く検出された保有パターン

は seg、sei、sem、sen 及び seo 遺伝子保有

株（16 株）で、次いで sea 遺伝子単独保有

株（14 株）であった。古典的 SEs 遺伝子の

み保有していたのは 14 株（全て sea 遺伝子

単独保有株）あり、see 遺伝子保有株は検出

されなかった。また、新型 SEs 遺伝子のみ

を保有していたのは 37 株あり、そのうち 29

株は seg 遺伝子を、27 株は sei 遺伝子を保

有していた。sec 遺伝子と sel 遺伝子（10

株）、sek 遺伝子と seq 遺伝子（6 株）、selj

遺伝子と ser 遺伝子（4 株）の保有状況は

合同であった。 

SA-POT 法（表 3）：黄色ブドウ球菌 111 株は

SA-POT 法で 79 遺伝子型に分類された。最

も多く検出された POT 型は 0-51-9 及び 4-

26-0（それぞれ 6 株ずつ）であった。メチ

シリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）判定用

遺伝子が含まれる POT1 のバンドが 1 本も

SE/SEl遺伝子型 株数

sea 14

sea , sec ,sel 2

sea , sed ,selj,ser 1

sea ,seg 2

sea ,seg,sei 2

sea ,seg,sei,sen 1

sea ,seh,sek,seq 2

seb , sed ,selj,ser 1

seb ,seg,sei,sem 2

seb ,seg,sei,sem,sen,seo 1

seb ,sek,sep,seq 2

seb ,sep 2

sec ,seg,sei,sel,sem,sen,seo 3

sec ,sek,sel,sep,seq 1

sec ,sel 1

sec ,sel,sep 3

sed ,seg,sei,selj,sem,sen,seo,ser 1

seg 2

seg,sei 2

seg,sei,selj,sem,sen,seo,ser 1

seg,sei,sem 1

seg,sei,sem,sen 4

seg,sei,sem,sen,seo 16

seg,sei,sem,sen,seo,sep 2

seg,sen 1

seh 2

sei 1

sek,seq 1

sep 4

検出せず 33

合計 111

下線は古典的SEs

表2　SE/SEl遺伝子型保有状況　
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検出されなった株（POT1:0）が 40 株あり、

POT1 の値が 64 を超え、MRSA と判定された

株が 6 株（POT1：70 1 株、POT1：106 5

株）存在した。 

SE/SEl 遺伝子検出法と SA-POT 法の比較（表 4）：

黄色ブドウ球菌 111 株の D index は SE/SEl

遺伝子検出法で 0.874、SA-POT 法で 0.990

と、菌株識別能力は SA-POT 法が SE/SEl 遺

伝 子 検 出 法 よ り も 高 か っ た 。 高 頻 度 に

SE/SEl 遺伝子保有パターンであった seg、

sei、sem、sen 及び seo 遺伝子保有株（16

株）は SA-POT 法で 12 遺伝子型に、sea 遺

伝子単独保有株（14 株）は SA-POT 法で 8 遺

伝子型に細分化された。反対に同一 POT 型

に異なる SE/SEl 遺伝子保有パターンであ

ったのは、POT 型 6-18-1（seg、sei 及び sem

遺伝子保有 1 株、seg、sei、sem 及び sen 遺

伝子保有 2 株）、POT 型 4-0-0（seg、sei、

selj、sem、sen、seo 及び ser 遺伝子保有 1

株、遺伝子検出せず 1 株）、POT 型 2-1-0（sec

及び sel 遺伝子保有 1 株、sek、seq 遺伝子

保有 1 株、遺伝子検出せず 2 株）、POT 型 0-

8-80（sea 遺伝子保有 1 株、seb 及び sep 遺

伝子保有 1 株、sep 遺伝子保 1 株）、POT 型

0-1-1（sea 遺伝子保有 2 株、sea、sec 及び

sel 遺伝子保有 1 株）の 5 遺伝子型であっ

た。SA-POT 法において MRSA と判定された

株（6 株）は全ていずれかの SE/SEl 遺伝子

を保有していた（seg 及び sei 遺伝子保有 1

株、sec、sel 及び sep 遺伝子保有 2 株、seh

遺伝子保有 2 株、sea、seh、sek 及び seq 遺

伝子保有 1 株）。 

 

考 察 

今回供試した黄色ブドウ球菌は、食中毒

原因菌とされずヒトが保有している株又は

環 境 ・ 食 品 由 来 株 が ほ と ん ど で あ る

（109/111 株）が、多様な SE/SEl 遺伝子が

検出された。さらに、食中毒原因菌とされ

なかった黄色ブドウ球菌の中にも古典的

SEs 遺伝子保有株が 39 株あり、食品・環境

由来株やヒト糞便由来株が食中毒の汚染源

となりうることが示唆された。また、近年

古典的 SEs を保有しない黄色ブドウ球菌に

よる食中毒の報告 12、 13）や食中毒事例由来

POT型 株数 POT型 株数

0-10-16 3 4-0-80 1

0-1-1 3 4-136-80 1

0-113-17 1 4-158-104 2

0-131-1 1 4-186-112 1

0-17-65 1 4-186-116 1

0-2-17 2 4-24-32 3

0-2-2 1 4-26-0 6

0-248-80 1 4-26-48 1

0-25-80 1 4-28-0 1

0-29-18 1 4-28-96 1

0-3-1 4 4-29-112 1

0-51-9 6 4-30-56 1

0-59-112 1 4-47-112 1

0-59-113 1 4-58-0 1

0-59-92 1 4-60-120 1

0-6-2 2 4-80-99 1

0-73-53 2 4-8-16 1

0-8-112 1 4-8-2 1

0-8-2 1 4-8-80 1

0-8-80 3 4-88-33 1

0-9-113 1 4-9-80 1

0-9-16 1 6-0-64 2

0-9-84 1 6-136-120 1

2-1-0 4 6-138-65 1

2-10-4 1 6-152-34 1

2-1-13 1 6-156-66 1

2-137-80 1 6-178-40 1

2-145-1 1 6-18-1 3

2-146-2 1 6-186-104 1

2-17-0 1 6-186-42 1

2-19-0 1 6-18-81 1

2-222-80 1 6-20-2 1

2-27-36 1 6-20-99 1

2-29-116 1 70-0-0 1

2-51-101 1 106-183-37 1

2-65-33 1 106-209-46 1

2-73-113 1 106-213-45 1

2-89-112 1 106-27-66 1

2-9-80 1 106-9-80 1

4-0-0 2 合計 111

表3　SA-POT法の遺伝子型
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SE/SEl遺伝子型 POT型 株数 SE/SEl遺伝子型 POT型 株数

0-1-1 2 0-10-16 3

0-17-65 1 0-29-18 1

0-51-9 6 0-73-53 2

0-59-112 1 4-0-80 1

0-59-113 1 4-136-80 1

0-8-80 1 4-158-104 2

0-9-113 1 4-186-112 1

2-146-2 1 4-186-116 1

0-1-1 1 4-29-112 1

0-2-2 1 4-47-112 1

sea , sed ,selj,ser 2-145-1 1 4-60-120 1

0-113-17 1 4-9-80 1

6-152-34 1 4-8-16 1

6-136-120 1 4-8-80 1

6-186-104 1 seg,sen 6-20-99 1

sea ,seg,sei,sen 6-186-42 1 106-209-46 1

106-183-37 1 106-213-45 1

2-65-33 1 sei 0-25-80 1

seb , sed ,selj,ser 0-8-2 1 sek,seq 2-1-0 1

seb ,seg,sei,sem 6-0-64 2 0-59-92 1

seb ,seg,sei,sem,sen,seo 0-9-16 1 0-8-80 1

2-222-80 1 2-137-80 1

2-89-112 1 2-9-80 1

0-248-80 1 0-131-1 1

0-8-80 1 0-2-17 2

0-9-84 1 0-3-1 4

4-26-48 1 0-6-2 2

4-30-56 1 0-8-112 1

sec ,sek,sel,sep,seq 2-73-113 1 2-1-0 2

sec ,sel 2-1-0 1 2-10-4 1

106-27-66 1 2-1-13 1

106-9-80 1 2-17-0 1

2-29-116 1 2-19-0 1

sed ,seg,sei,selj,sem,sen,seo,ser 4-8-2 1 2-27-36 1

6-138-65 1 2-51-101 1

6-178-40 1 4-0-0 1

6-156-66 1 4-24-32 3

70-0-0 1 4-26-0 6

seg,sei,selj,sem,sen,seo,ser 4-0-0 1 4-28-0 1

seg,sei,sem 6-18-1 1 4-28-96 1

6-18-1 2 4-58-0 1

6-18-81 1 4-80-99 1

6-20-2 1 4-88-33 1

111

seg,sei,sem,sen,seo

sec ,seg,sei,sel,sem,sen,seo

sec ,sel,sep

seg

seg,sei

seb ,sep

seg,sei,sem,sen

表4　SE/SEl遺伝子型保有状況とSA-POT法の比較　

下線は古典的SEs

seg,sei,sem,sen,seo,sep

seh

sep

検出せず

合計

sea

sea , sec ,sel

sea ,seg

sea ,seg,sei

sea ,seh,sek,seq

seb ,sek,sep,seq
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株の約 15％が古典的 SEs を保有しないとの

報告 14）もあり、新型 SEs 遺伝子を調査し分

布状況を確認することは重要であると考え

られた。今回の調査では、新型 SE 遺伝子 22

型のうち 10 型（ses、set、selu、selv、selw、

selx、sely、selz、sel26 及び sel27 遺伝

子）の保有についてが未解明である。SE/SEl

遺伝子の多くは菌株間を水平伝播する可能

性がある可動性遺伝子因子 15）であるため、

今回 SE/SEl 遺伝子が検出不能であった株

（33 株）が、これらの SE/SEl 遺伝子を保

有していた可能性がある。今後も食中毒発

生時に備え、これらの SE/SEl 遺伝子を含め

た新型 SEs 遺伝子を検出するための検査法

の準備や検討を進めていくことが重要であ

ると考えられる。 

SA-POT 法で MRSA と判定された黄色ブド

ウ球菌も SE/SEl 遺伝子を保有していた。

MRSA は院内感染症だけでなく、市中感染症

の起因菌としても警戒されており、今後食

中毒対応の際にも注意が必要となる可能性

があると考えられる。 

SE/SEl 遺伝子保有パターンが菌株識別

法 と し て の 利 用 可 否 を 検 討 し た 結 果 、

SE/SEl 遺伝子検出法は D index が 0.874 と

実用に耐えうると考えられる値（0.95）よ

りも低かったため、SE/SEl 遺伝子検出法単

独での菌株識別法としての利用は難しいと

考えられた。しかし、菌株識別法として有

効と考えられている SA-POT 法で同一遺伝

子型と判定された株の SE/SEl 遺伝子保有

パターンが異なっている場合もあったため、

SE/SEl 遺伝子検出法は補助的な菌株識別

法（疫学マーカー）としての利用は可能で

あると考えられた。 

今回、愛知県内で分離された黄色ブドウ

球菌が多様な SE/SEl 遺伝子を保有している

ことが明らかとなった。今後も黄色ブドウ

球菌の SE/SEl 遺伝子保有状況に注視して

いくことで、黄色ブドウ球菌食中毒の潜在

的リスクを調査していきたいと考えている。 
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Prevalence of staphylococcal enterotoxin genes in Aichi 

Prefecture from 2011 to 2020 and evaluation of a discriminatory 

power of staphylococcal enterotoxin genes PCR method 
 
 

Kazuhiro Yamada, Tatsuya Matsuda, Hirokazu Tsuduki, Katsuhiko Sato 
 
 

Staphylococcus aureus is one of the most important bacteria causing food poisoning. 
Staphylococcal enterotoxins (SEs) are emetic toxins that cause staphylococcal food 
poisoning.  In food poisoning, existence of several classical types (SEA, SEB, SEC, 
SED, and SEE) has been tested.  In recent years, new types of SEs have been reported 
and detection method of SE genes using PCR were developed.  In this study, we 
investigated prevalence of staphylococcal enterotoxin genes in Aichi Prefecture from 
2011 to 2020 and evaluated discriminatory power of SE genes PCR method comparing 
S. aureus PCR-based ORF typing (SA-POT). 

A total of 111 isolates of S. aureus were tested by SE genes PCR method and SA-
POT.  These isolates were classified into 30 SE genes pattern and 79 POT types, 
respectively. 78 isolates (70.3%) had one or more SE genes, and up to eight types of SE 
genes (sed, seg, sei, selj, sem, sen, seo and ser genes) were carried.  The D indexes 
were 0.874 for SE genes PCR method, and 0.990 for SA-POT.  Discriminatory power of 
SE genes PCR method was insufficient, therefore it was considered difficult to use it 
as a stand-alone method to differentiate strains.  However, since several isolates 
identified by the SA-POT as same genotype were distinguished by SE genes PCR 
method, SE genes PCR method could be used as a supplementary method for strain 
differentiation. 
 
 
Key words：Staphylococcus aureus, Staphylococcal enterotoxin genes,  

Cica Geneus Staph POT KIT 
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調 査 研 究  

 

LC－MS/MS を用いた 

畜水産物中の残留アセトアミノフェン分析法の開発 

 

海野明広、堀田沙希、福田博司、猪飼誉友 1、上野英二、棚橋高志 
1(現所属)中部大学応用生物学部  

 
要 旨 

食品中に残留する動物用医薬品による健康被害を防ぐため、食品衛生法に基づいて食品

ごとに動物用医薬品の残留基準値が設定されている。中枢性解熱鎮痛薬であるアセトアミ

ノフェン(AAP)は、平成 23 年に豚での使用が承認され残留基準値が定められたものの、そ

の残留分析法は公に示されていない。そこで、本研究では LC-MS/MS(Liquid Chromatograph-

Mass Spectrometry)を用いた畜水産物中の残留 AAP の分析法の開発を行った。その結果、

一律基準レベル(0.01 ppm)の AAP を良好なピーク形状で分離・検出できた。本分析法の妥

当性を評価するため、畜水産物(豚の筋肉、脂肪、肝臓、牛乳、鶏卵、はちみつ、うなぎ及

びしじみ)を用いて残留農薬等試験法開発事業実施要領が定める添加回収試験を行った。

その結果、真度 72.1～103.2％、併行精度 0.5～6.7RSD％と同要領の評価基準を満たした。

このことから、本分析法は畜水産物中の AAP の残留分析法として適用可能と考えられた。 

 

キーワード:アセトアミノフェン、畜水産物、残留分析、LC-MS/MS 

 

はじめに 

動物用医薬品は、畜産や魚の養殖などの

現場で疾病の予防や治療等を目的に使用さ

れるほか、栄養補給や成長促進を目的に飼

料添加物としても利用され、畜水産動物の

生産性の向上に寄与している。一方で、使

用された動物用医薬品が畜水産物へ残留し、

これを喫食することによる健康被害が食品

衛生上懸念される。こうした健康被害を未

然に防ぐため、食品衛生法に基づいて食品

ごとに動物用医薬品の残留基準値が設定さ

れており 1)、残留基準を超える畜水産物が

市場に流通しないよう地方衛生研究所等に

おいてモニタリング検査が実施されている。 

食品中の動物用医薬品の検査は、公定法

である「 HPLC(High Performance Liquid 

Chromatograph)による動物用医薬品の一斉

試験法Ⅰ〜Ⅲ」及び「個別分析法」により

実施されている 2)。しかしながら、平成 23

年に豚の経口投与剤として承認された中枢

性解熱鎮痛薬であるアセトアミノフェン

(AAP) 3)は、上述した試験法の検査対象に含

まれていない。そのため精度が確保された

公定法の確立が求められている。 

当所では、平成 30年に HPLC-UV(Ultraviolet 

Absorption Detector)を用いた AAP 残留分

析法を報告している 4)。この分析法は、AAP

の残留基準値 5)(豚の筋肉 0.6 ppm、脂肪 0.3 

ppm、肝臓、腎臓及び豚の食用部位 2 ppm)レ

ベルの AAP を良好に分離・検出できるもの

の、肝臓のような夾雑物の多い試料では正

確な定量分析が困難という問題点があった。
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また、一律基準 0.01 ppm が適用される豚以

外の食品の分析においては、UV 検出器では、

選択性や感度等が不十分であることから、

選択性や感度に優れる質量分析計を用いた

分析法の開発が必要であった。なかでも

LC-MS/MS は、高分解能での質量分析が可能

であり、また高い選択性をもつ MS/MS スペ

クトルを確認することにより、確実な同定

と高感度定量ができる。そこで、本研究で

は LC-MS/MS を用いた畜水産物中の残留 AAP

分析法の検討を行った。また、本分析法の

妥当性について、残留農薬等試験法開発事

業実施要領 6)が定める添加回収試験にて評

価を行った。 

 

方 法 

1.試料 

令和 2 年 7 月から 11 月に愛知県内の小

売店で購入した豚の筋肉、肝臓、脂肪、牛

乳、鶏卵、はちみつ(百花蜜)、うなぎ及び

しじみを用いた。豚の筋肉、肝臓及び脂肪

は、細切後フードプロセッサーで均一化し

たものを試料とした。鶏卵はフードプロ

セッサーで均一化したものを試料とした。

うなぎは、頭部を除いた可食部（内臓、骨

及び皮も含む）を細切後フードプロセッ

サーで均一化したものを試料とした。しじ

みは、貝殻を除き目の細かい網にのせ 5 分

間水切りを行った後、フードプロセッサー

で均一化したものを試料とした。 

 

2.試薬及び標準品 

メタノール、n-ヘキサン、アセトン、アセ

トニトリル、ギ酸、超純水及び無水硫酸ナト

リウムは富士フイルム和光純薬(株)または

関東化学(株)の製品を用いた。試薬のグレー

ドは抽出・精製操作には特級を、移動相には

LC/MS 用を用いた。蒸留水は純水製造装置

（WG222、ヤマト科学(株)）で製造した。AAP

標準品は(一財)医薬品医療機器レギュラト

リーサイエンス財団の日本薬局方標準品を

用い、メタノールに溶解して 1 mg/mL 標準原

液とし、これを適宜希釈して標準溶液とした。 

 

 

3.装置及び測定条件 

LC-MS/MS(ACQUITY H-Class/Xevo TQ-XS、

Waters、USA)を用い、表 1の条件で測定した。 

ホモジナイザー(T25 digital ULTRA-TURRAX、

IKA、Germany) 

ロータリーエバポレーター(N-1300、EYELA

東京理化器械(株)) 

遠心分離器(KUBOTA8420、久保田商事(株)) 

超音波装置(BRANSON2510、日本エマソン(株)) 

 

4.試験溶液の調製 

(1)抽出 

①筋肉、肝臓、脂肪、牛乳、鶏卵及び魚介

類の場合 

試料 10.0 g(脂肪、牛乳及び鶏卵は 5.00 g)

を 100 mL 容ポリプロピレン製遠心管に採

り、n-ヘキサン 15 mL を加え 1 分間ホモジ

ナイズした後、アセトニトリル 30 mL と無

水硫酸ナトリウム 30 g を加え、さらに 1 分

間ホモジナイズ抽出した。シャフトジェネ

レータを 50 mL 容ポリプロピレン製遠心管

に入ったアセトニトリル 15 mL 中で回転さ

せて洗浄し、アセトニトリル洗浄液を得た。

先の 100 mL 容ポリプロピレン製遠心管を

毎分 3000 回転で 5 分間遠心分離し、有機溶

媒層を別の遠心管に分取後、残渣に n-ヘキ

サン 15 mL 及びアセトニトリル洗浄液 15 mL

を加えて 1 分間ホモジナイズ抽出し、毎分

3000 回転で 5 分間遠心分離した。得られた

有機溶媒層と前操作で分取した有機溶媒層

を合わせ 1 分間振とうし、毎分 3000 回転で

5 分間遠心分離後、n-ヘキサン層を除去し

た。残ったアセトニトリル層に n-ヘキサン

30 mL を加えて 1 分間振とう後、毎分 3000 回

転で 5 分間遠心分離し n-ヘキサン層を除去

した。この操作を 3 回繰り返し、最後は下

層のアセトニトリル層を分取した。分取液

にアセトニトリルを追加し正確に 50 mL に

合わせ抽出溶液とした。 

②はちみつの場合 

試料 5.00 g を 100 mL 容ポリプロピレン

製遠心管に採り、水 5 mL を加え溶解させた。

アセトニトリル 15 mL を加え 1 分間振とう

＿ 
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し、毎分 3000 回転で 5 分間遠心分離しアセ

トニトリル層を回収した。この操作を 3 回

繰り返し、得られたアセトニトリル溶液を

合わせた。n-ヘキサン 30 mL を加えて 1 分

間振とう後、毎分 3000 回転で 5 分間遠心分

離し、アセトニトリル層を分取した。分取

後にアセトニトリルを追加し正確に 50 mL

に合わせ抽出溶液とした。 

(2)精製 

抽出溶液 5 mL(脂肪、牛乳及び鶏卵は 10 mL)

をナスフラスコに移し、40℃以下で減圧濃

縮し、窒素気流下で溶媒を除去した。上記

濃縮残渣に 5％メタノール 5 mL を加えて超

音波槽内で溶解し、15 mL 容ポリプロピレン

製遠心管に移した。ナスフラスコを水 5 mL

で洗浄後、洗浄液も同じ遠心管に移した。

その溶液をあらかじめメタノール及び水各

10 mL でコンディショニングした OASIS HLB 

(150 mg/6 mL、Waters、USA)固相カラムに

負荷した。10％メタノール 5 mL でカラムを

洗浄し、さらに毎分 3000 回転で 5 分間遠心

分離してカラム内の水分を除去した。カラ

ムに窒素を 10 分間通気して乾燥させた後、

保持された AAP を酢酸エチル 10 mL で溶出

した。溶出液を 40℃以下で減圧濃縮し、窒

素気流下で溶媒を除去した。得られた残渣

に 0.05 vol％ギ酸含有アセトニトリル及び

0.05 vol％ギ酸(1:9)混液 1 mL を加え、超音

波槽内で溶解し試験溶液とした。 

マトリックス添加標準溶液を調製する場

合は、ブランク試料の溶出液 2 mL を、40℃

以下で減圧濃縮し、窒素気流下で溶媒を除

去した後、添加回収試験における回収率

100％相当濃度になるように標準溶液 0.2 mL

を加え、超音波槽内で溶解しマトリックス

添加標準溶液とした。 

表１　LC-MS/MS条件

MS条件

測定モード MS/MS

イオン化モード ESI(+)

キャピラリ電圧 2 kV

イオン源温度 150 ℃

デソルベーション温度 400 ℃

コーンガス 窒素、150 L/hr

デソルベーションガス 窒素、800 L/hr

コリジョンガス アルゴン

プレカーサーイオン 151.9 m/z（アセトアミノフェン）

109.9 m/z（コーン電圧：28V、コリジョンエネルギー：16eV）

 92.8 m/z（コーン電圧：28V、コリジョンエネルギー：22eV）

 64.9 m/z（コーン電圧：28V、コリジョンエネルギー：28eV）

カラム Inertsil ODS-3 (内径2.1 mm、長さ100 mm、粒子径3 μm) 

移動相流速 0.2 mL/min

注入量 10 μL

カラム温度 40 ℃

A液：0.05 vol％ギ酸含有アセトニトリル

B液：0.05 vol％ギ酸

時間（min） A液（%） B液（%）

0 10 90

4 10 90

6 90 10

10 90 10

10.01 10 90

20 10 90

プロダクトイオン

LC条件

移動相

グラジエント条件
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5.検量線 

AAP 標準原液を、回収率 25、50、75、100、125、

150％相当濃度になるように 0.05 vol％ギ

酸含有アセトニトリル及び 0.05 vol％ギ酸 

(1:9)混液で適宜希釈し、検量線用の溶媒標

準溶液とした。 

 

6.添加回収試験 

試料 10.0 g(脂肪、牛乳、鶏卵及びはちみ

つは 5.00 g)を 100 mL 容ポリプロピレン製

遠心管に秤量後、AAP 濃度が 0.01 μg/g に

なるように標準溶液を添加した。また、豚

の筋肉、脂肪及び肝臓においては、各 AAP 濃

度が 0.3 μg/g、0.6 μg/g 及び 2.0 μg/g

になる試料も調製した。試料にメタノール

(試料が脂肪の場合はアセトン)を 500 μL添

加したものをブランク試料とした。各試料

を 30 分間放置した後、上記の方法で試験溶

液を調製し、LC-MS/MS にて測定した。なお、

AAP 濃度を 2.0 μg/g に調製した肝臓試料は、

試験溶液をさらに 0.05 vol％ギ酸含有アセ

トニトリル及び 0.05 vol％ギ酸(1:9)混液

で 10 倍希釈してから LC-MS/MS にて測定し

た。 

 

7.定量 

AAP 標準溶液と試験溶液 10μ L を LC-

MS/MS で分析した。AAP のプロトン化分子

(m/z 151.9)をプリカーサーイオンとして

MRM（Multiple Reaction Monitoring）モー

ドで定量イオン(m/z 109.9)と確認イオン

(m/z 92.8、m/z 64.9)を測定し、定量イオ

ンのピーク面積を用いて絶対検量線法によ

り試験溶液中の AAP 濃度を算出した。 

 

8.確認 

AAP の確認は、標準溶液と試験溶液 10μL

を LC-MS/MS で分析し、得られたプロダクト

イオンスペクトルのスペクトルパターンを

比較し行った。 

 

結果及び考察 

1.MS 及び LC 条件の設定 

はじめに、AAP 測定に最適な MS 条件の設定

を試みた。AAP 標準溶液を LC-MS Scan 分析

して得られたマススペクトル上に、AAP のプ

ロトン化分子[M+H]+の m/z 151.9 を確認した

(図 1A、B)。AAP のプロトン化分子(m/z 151.9)

をプリカーサーイオンとして、解析ソフト

(MassLynx v4.2、Waters、USA)の自動解析

機能を用いて、表１のとおり MS 条件を設定

した。設定条件による衝突誘起解離で得ら

れたプロダクトイオンスペクトル上には、

m/z 109.9、m/z 92.8、m/z 64.9 の特徴的な

イオンが認められた(図 1C)。定量イオンに

は m/z 値が大きく発現強度の高い m/z 109.9

を選択し、確認イオンには m/z 92.8 及び

m/z 64.9 を用いた。これらのイオン比は、

衝突誘起解離を誘発するコリジョンエネル

ギーに依存して、それぞれ特徴的なパター

ンを示した(図１C)。これらのイオン比を指

標としたプロダクトイオンスペクトル解析

により AAP の確認が可能と考えた。また、

本分析法は適用対象を畜水産物としており、

はちみつ等夾雑物が多い試料では、夾雑成

分が定量に大きな影響を及ぼすため、選択

的に目的化合物を測定可能な MRM モードに

よる定量を採用した。 

 ついで、LC による AAP の分離条件を設定

するため、充填剤の異なる各種カラムを用

いて AAP の溶出挙動を比較した。カラムは

内径 2.1 mm、長さ 100 mm の Inertsil ODS-3 

(3 μm、ジーエルサイエンス)、Inertsil Ph-3 

(3.5 μm、ジーエルサイエンス)、Xterra MS C18 

(3.5 μm、Waters、USA)及び X-Bridge C18 

(3.5 μm、Waters、USA)を用いた。移動相

は 0.05 vol%ギ酸含有アセトニトリル及び

0.05 vol%ギ酸(1:9)混液とし、この混液で

調製した 0.0025 ppm の AAPの分離を試みた。

図 2 に示すように、いずれのカラムにおい

ても 0.0025 ppm という微量な AAP を良好

なピーク形状(S/N>10)で分離することがで

きた。これらの中で、保持能力が最も高く、

夾雑物との分離が期待できる Inertsil ODS-3

を分離用カラムとした。また、上記の移動

相は、アセトニトリル濃度が低く、AAP 溶出

後にも試料由来の夾雑物が多く溶出するこ

とが懸念されたため、次の試料の分析に影

響が及ぶことを避ける目的でグラジエント

条件を設定した(表 1)。設定条件にて、次の 
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試料の分析への夾雑物の影響を確認したが、

妨害ピーク等は観察されなかった(data not 

shown)。以上の結果から、設定条件で AAP を

検出可能と判断した。 

表 1 の設定条件において、マトリックス

中の AAP(0.01 ppm)が検出可能か確認する

ため、溶媒標準溶液とマトリックス添加標

準溶液を LC-MS/MS にて分析した。図 3 に示

すとおり、ブランク試料から調製した試験

溶液(マトリックス)では測定を妨害するよ

うな大きなピークは観察されなかったが、

マトリックス添加標準溶液では、約 3.7 分

付近に溶媒標準溶液と同様のピークが観察

された。観察されたピークのプロダクトイ

オンスペクトルを確認したところ、ピーク

を構成する定量イオン(m/z 109.97)と確認

イオン(m/z 92.80、m/z 64.95)の比が溶媒

標準溶液とほぼ一致していることから、観

察されたピークが AAP であることを確認し

た（図 3D、E）。以上の結果から、表 1 の設

定条件にてマトリックス中の 0.01 ppm の

AAP を検出可能と判断した。 

Xbridge C18

Xterra MS C18

Inertsil Ph-3

Inertsil ODS-3

図2 カラムによるアセトアミノフェン(AAP)の溶出挙動の変化

AAPのMRMクロマトグラム (151.9 > 109.9) (0.0025ppm 10 μL injection) 

(A)Xbridge C18、(B)Xterra MS C18、(C) Inertsil Ph-3、(D)Inertsil ODS-3
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2.試験溶液調製法の検討 

 豚の筋肉及び肝臓試料において、n-ヘキ

サンとアセトニトリルの混合溶媒及び OASIS 

HLB カラムを用いた AAP の抽出・精製方法

が報告されている 4)。本研究では、回収率

の向上を図るため下記のとおり抽出・精製

方法を一部変更した。変更後の抽出・精製

方法を図 4 に示す。なお、検討は精製方法、

抽出方法の順に行った。 

(1)精製方法の検討 

OASIS HLB カラムの AAP 保持能力に対す

るカラムへの抽出溶液の添加量(負荷溶液

量)の影響について検討を行った。堀田らの

報告 4)では豚の肝臓からの回収率は 75.1％

であったが、図 4 に示すように、濃縮残渣

の溶解を、既報の半量である 5％メタノー

ル 5 mL 及び蒸留水 5 mL で実施し、カラム

に負荷したところ、回収率の大幅な改善が

確認された(data not shown)。そのため、

カラムへの負荷溶液量を計 10 mL に変更し

た。次に、カラムの AAP 保持能力に対する

試料マトリックスの影響について検討を

行った。鶏卵 5 g を用いて負荷溶液を調製

し、濃度が 0.5 ppm になるように AAP を添

加後、カラムに負荷した。ついで、カラム

の洗浄を行ったところ、洗浄液中に添加量

の 30％を超える AAP が観察された。一方、

鶏卵 1 g を同様に処理し、負荷した場合で

は、流出する AAP 量は 8％未満であった。

豚の肝臓由来のマトリックスでは、このよ

うな現象は観察されなかったが、他試料に

おいて同様の現象が発生する可能性がある

ため、マトリックス負荷量は試料 1 g 相当

に統一した。さらに、カラムに負荷する溶

出溶媒(酢酸エチル)量の検討を行った。酢

酸エチル 5 mL と 10 mL で溶出し、それぞれ

の AAP 含量を比較したところ、10 mL 溶出

では 5 mL 溶出よりも 3％程度回収率が高

かったため、溶出溶媒量を 10 mL とした。 

(2)抽出方法の検討 

残留農薬等試験法開発事業実施要領には、

目的化合物を脂肪とともに抽出する方法を

検討するよう明記されている。そこで、脂

肪からの AAP の抽出を評価するため、予め

40℃で加温融解させた豚の脂肪に AAP を添

加・ホモジナイズし再度凝固させた脂肪試

料を作製した。その上で、脂肪試料に n-ヘ

キサンを加えホモジナイズし脂肪を融解さ

せた後、アセトニトリルによる AAP の抽出

を試みたところ、本抽出法の AAP 回収率は

85.2～93.0％(n=10)と良好であった(表 2)。

これらの結果から、本抽出法が脂肪からの

AAP 抽出に有用であると判断した。また、同

要領に従い、脂肪以外の試料(はちみつを除

く)についても、本抽出法を採用した(図 4)。

一方はちみつは、粘性が高くホモジナイ

ザーを用いた均一化が出来ないという問題

があった。そこで、試料 5 g に同量の水を

加えて溶解し粘性を低減した後、アセトニ

トリルによる AAP の抽出を行った(図 4)。

なお、無水硫酸ナトリウムの添加により

AAP の回収率低下が確認されたため、はち

みつの抽出法には無水硫酸ナトリウムは用

いなかった(data not shown)。 

 

3.検量線  

AAP の定量用イオンのピーク面積値を用

いて、0.0025～0.9000 ppm の範囲で絶対検

量線を作成したところ、相関係数が 0.997

以上と良好な直線性が得られた(表 2)。 

 

4.添加回収試験 

本分析法の妥当性を評価するため、残留

農薬等試験法開発事業実施要領に従い添加

回収試験を実施した。本分析法の適用対象

を畜水産物とするため、同要領が定める食

品リストから、豚の筋肉、脂肪、肝臓、牛

乳、鶏卵、はちみつ、うなぎ及びしじみを

選択した。添加濃度は、すべての試料で一

律基準(0.01 ppm)とし、残留基準値が設定

されている豚試料(筋肉、脂肪及び肝臓)に

ついては、それぞれの基準値濃度(0.6 ppm、

0.3 ppm、2.0 ppm)についても評価した。得

られた結果から、選択性、真度、精度及び

試料マトリックスの測定への影響を求め、

同要領が定める目標値等に適合するか評価

した。選択性はブランク試料と標準溶液の

ピーク面積比で判断した。豚の肝臓及び牛

乳のブランク試料からピークが確認された

が、その影響はそれぞれ標準溶液(0.01 ppm) 



 - 37 - 

 

 

 

 

  

試
料

(
は

ち
み

つ
以

外
)
1
0
.
0
 
g
 
(
脂

肪
、

乳
、

鶏
卵

は
5
.
0
0
 
g
)
(
1
0
0
 
m
L
遠

心
管

)
試

料
(
は

ち
み

つ
)
5
.
0
0
 
g
 
(
1
0
0
 
m
L
遠

心
管

)

　
　

←
n
-
ヘ

キ
サ

ン
1
5
 
m
L

　
　

←
溶

解
(
蒸

留
水

5
 
m
L
)
 

ホ
モ

ジ
ナ

イ
ズ

(
1
分

)
　

　
←

ア
セ

ト
ニ

ト
リ

ル
1
5
 
m
L

　
　

←
ア

セ
ト

ニ
ト

リ
ル

3
0
 
m
L

振
と

う
(
1
分

)

　
　

←
無

水
硫

酸
ナ

ト
リ

ウ
ム

3
0
 
g

遠
心

分
離

(
3
0
0
0
 
r
p
m
、

5
分

)

ホ
モ

ジ
ナ

イ
ズ

(
1
分

)
ア

セ
ト

ニ
ト

リ
ル

層
を

分
取

シ
ャ

フ
ト

を
ア

セ
ト

ニ
ト

リ
ル

1
5
 
m
L
で

洗
浄

遠
心

分
離

(
3
0
0
0
 
r
p
m
、

5
分

)
　

　
←

n
-
ヘ

キ
サ

ン
3
0
 
m
L

有
機

溶
媒

層
を

分
取

(
1
0
0
 
m
L
遠

心
管

)

　
　

←
n
-
ヘ

キ
サ

ン
1
5
 
m
L

　
　

←
ア

セ
ト

ニ
ト

リ
ル

洗
浄

液
1
5
 
m
L

1
0
 
m
L
を

減
圧

濃
縮

(
4
0
 
℃

)

ホ
モ

ジ
ナ

イ
ズ

(
1
分

)
N
2
気

流
乾

固

遠
心

分
離

(
3
0
0
0
 
r
p
m
、

5
分

)

有
機

溶
媒

層
を

合
わ

せ
る

(
1
0
0
 
m
L
遠

心
管

)

振
と

う
(
1
分

)
、

遠
心

分
離

(
3
0
0
0
 
r
p
m
、

5
分

)
 
 
 
 
 
　

n
-
ヘ

キ
サ

ン
を

除
去

　
　

←
n
-
ヘ

キ
サ

ン
3
0
 
m
L

繰
り

返
し

3
回

振
と

う
(
1
分

)
、

遠
心

分
離

(
3
0
0
0
 
r
p
m
、

5
分

)

ア
セ

ト
ニ

ト
リ

ル
層

分
取

　
5
0
 
m
L
に

定
容

5
 
m
L
(
試

料
5
 
g
の

場
合

は
1
0
 
m
L
)
を

減
圧

濃
縮

(
4
0
 
℃

)
N
2
気

流
乾

固

濃
縮

残
渣

　
　

←
5
％

メ
タ

ノ
ー

ル
5
 
m
L
 
超

音
波

処
理

　
　

←
蒸

留
水

5
 
m
L
 
超

音
波

処
理

O
A
S
I
S
 
H
L
B
カ

ラ
ム

　
　

←
残

渣
溶

解
液

1
0
 
m
L
負

荷

　
　

←
洗

浄
(
1
0
％

メ
タ

ノ
ー

ル
5
 
m
L
)

遠
心

分
離

(
3
0
0
0
 
r
p
m
、

5
分

)
N
2
通

気
乾

燥
1
0
分

　
　

←
溶

出
(
酢

酸
エ

チ
ル

1
0
 
m
L
)

溶
出

液

減
圧

濃
縮

(
4
0
 
℃

)
N
2
気

流
乾

固

残
渣

0
.
0
5
 
v
o
l
%
ギ

酸
含

有
ア

セ
ト

ニ
ト

リ
ル

•
0
.
0
5
 
v
o
l
%
ギ

酸
(
1
:
9
)
1
.
0
 
m
L

超
音

波
処

理

試
験

溶
液

L
C
-
M
S
/
M
S

図
4
 試

験
溶

液
の

調
製

方
法

ア
セ

ト
ニ

ト
リ

ル
を

合
わ

せ
る

(
1
0
0
 
m
L
遠

心
管

)

繰
り

返
し

3
回

振
と

う
(
1
分

)
、

遠
心

分
離

(
3
0
0
0
 
r
p
m
、

5
分

)
 
 
 
 
 
　

ア
セ

ト
ニ

ト
リ

ル
層

分
取

5
0
 
m
L
 
に

定
容



 - 38 - 

 

 

 

  

表
3
　

選
択

性
の

評
価

面
積

比

(
a
)
/
(
b
)

0
.
0
1

0
.
6
0

0
.
6
0

基
準

値
0
.
6
0

<
0
.
1
0
0

6
6
5
2
7

8
6
1
4
0
2
8
8

0
.
0
0
1

○

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

定
量

限
界

0
.
0
1

<
0
.
3
3
3

4
3
6
1
3

2
0
1
2
0
4
4

0
.
0
2
2

○

0
.
0
1

2
.
0
0

2
.
0
0

基
準

値
0
.
2
0

<
0
.
1
0
0

4
3
5
2
2

3
2
4
4
4
1
3
8

0
.
0
0
1

○

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

定
量

限
界

0
.
0
1

<
0
.
3
3
3

2
5
8
4
5
9

2
1
1
4
7
4
8

0
.
1
3
9

○

0
.
0
1

0
.
3
0

0
.
3
0

基
準

値
0
.
3
0

<
0
.
1
0
0

3
7
5
5
3

5
7
5
3
3
9
4
0

0
.
0
0
1

○

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

定
量

限
界

0
.
0
1

<
0
.
3
3
3

3
2
8
2
9

3
0
5
5
2
9
9

0
.
0
1
1

○

牛
乳

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

定
量

限
界

0
.
0
1

<
0
.
3
3
3

5
0
9
1
7
8

2
7
2
9
5
3
8

0
.
2
2
9

○

鶏
卵

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

定
量

限
界

0
.
0
1

<
0
.
3
3
3

1
1
7
3
5
9

2
5
9
7
1
2
7

0
.
0
4
7

○

は
ち

み
つ

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

定
量

限
界

0
.
0
1

<
0
.
3
3
3

3
2
2
4
5

1
3
1
6
4
1
0

0
.
0
2
5

○

う
な

ぎ
0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

定
量

限
界

0
.
0
1

<
0
.
3
3
3

1
0
5
2
2

2
0
3
2
0
0
4

0
.
0
0
5

○

し
じ

み
0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

定
量

限
界

0
.
0
1

<
0
.
3
3
3

1
7
4
7
5

1
5
3
1
9
6
5

0
.
0
1
2

○

豚
筋

肉

豚
肝

臓

豚
脂

肪

選
択

性
の

評
価

評
価

対
象

濃
度

（
p
p
m
）

判
定

基
準

ブ
ラ

ン
ク

試
料

(
a
)

マ
ト

リ
ッ

ク
ス

添
加

標
準

溶
液

(
b
)

妨
害

ピ
ー

ク
の

許
容

範
囲

食
品

名
定

量
限

界
（

m
g
/
k
g
）

基
準

値
（

p
p
m
）

添
加

濃
度

（
p
p
m
）

ピ
ー

ク
面

積

表
2
　

真
度

、
精

度
及

び
定

量
限

界
の

評
価

検
量

線
真

度
併

行
精

度

相
関

係
数

(
r
2
)

 
n
=
1

 
n
=
2

 
n
=
3

 
n
=
4

（
%
）

（
R
S
D
%
）

0
.
0
1

0
.
6
0

0
.
6
0

0
.
9
9
9
1

8
5
.
5

9
0
.
1

8
9
.
0

9
4
.
1

9
1
.
3

9
0
.
0

3
.
5

9
5
5
6
.
1

5
8
.
3

4
8
0
7
.
2

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
9
9
9
1

9
9
.
7

1
0
2
.
2

1
0
4
.
8

1
0
3
.
6

1
0
5
.
7

1
0
3
.
2

2
.
3

3
2
4
.
7

1
6
0
.
0

2
4
2
.
4

0
.
0
1

2
.
0
0

2
.
0
0

0
.
9
9
9
4

9
4
.
5

8
6
.
2

9
0
.
9

8
5
.
7

8
4
.
6

8
8
.
4

4
.
7

2
5
4
4
.
2

8
9
.
4

1
3
1
6
.
8

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
9
9
9
2

9
7
.
9

9
6
.
3

9
9
.
1

9
2
.
6

9
2
.
3

9
5
.
6

3
.
2

2
4
0
7
.
3

1
0
9
.
0

1
2
5
8
.
2

0
.
0
1

0
.
3
0

0
.
3
0

0
.
9
9
7
3

8
6
.
6

8
7
.
3

8
5
.
7

8
5
.
5

8
5
.
2

8
6
.
1

1
.
0

3
8
2
.
9

6
8
.
9

2
2
5
.
9

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
9
9
9
1

9
2
.
4

9
2
.
5

9
3
.
0

9
0
.
6

8
7
.
9

9
1
.
3

2
.
3

2
4
8
.
8

5
7
.
7

1
5
3
.
2

牛
乳

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
9
9
9
1

9
1
.
9

8
8
.
3

9
4
.
1

9
3
.
1

9
0
.
7

9
1
.
6

2
.
5

1
8
6
5
.
3

1
4
6
.
1

1
0
0
5
.
7

鶏
卵

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
9
9
9
5

7
7
.
6

8
2
.
5

8
2
.
7

8
3
.
2

8
7
.
2

8
2
.
6

4
.
1

2
1
0
1
.
5

1
0
9
.
9

1
1
0
5
.
7

は
ち

み
つ

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
9
9
9
2

7
1
.
7

7
2
.
5

7
1
.
8

7
2
.
2

7
2
.
2

7
2
.
1

0
.
5

2
0
4
.
2

1
0
2
.
4

1
5
3
.
3

う
な

ぎ
0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
9
9
9
1

9
7
.
1

9
3
.
3

8
8
.
6

1
0
0
.
3

1
0
5
.
5

9
7
.
0

6
.
7

1
6
0
3
.
8

1
1
4
.
4

8
5
9
.
1

し
じ

み
0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
0
1

0
.
9
9
9
7

7
5
.
4

8
0
.
3

8
2
.
5

8
5
.
3

8
2
.
4

8
1
.
2

4
.
5

1
4
2
9
.
6

1
6
1
.
6

7
9
5
.
6

平
均

値

S
/
N
比

M
i
n
.

M
a
x
.

n
=
5

 
 
回

収
率

（
％

）

豚
筋

肉

豚
肝

臓

豚
脂

肪

食
品

名
定

量
限

界
（

m
g
/
k
g
）

基
準

値
（

p
p
m
）

添
加

濃
度

（
p
p
m
）



 - 39 - 

のピーク面積の 13.9％、22.9％と許容範囲

内だった(表 3)。ピークが観察された豚の

肝臓及び牛乳については、添加試料のピー

ク面積値からブランク試料のピーク面積値

を除いて真度を算出することとした。その

結果、真度は 72.1～103.2％であり、目標値

である 70～120％の範囲内だった(表 2)。併

行精度は 0.5～6.7RSD％と良好な結果が得

られた(表 2)。試料マトリックスの測定へ

の影響は、溶媒標準溶液に対するマトリッ

クス添加標準溶液のピーク面積比で求めた。

いずれも 0.66～1.03 の範囲にあり、顕著に

高い試料はなかったが、はちみつとしじみ

ではそれぞれ 0.66、0.75 とイオン化抑制が

確認された。表 2 に示したはちみつとしじ

みの真度が低いのは、マトリックスによる

イオン化抑制効果の影響と考えられた。 

本分析法の定量限界は、検討したすべて

の添加試料(0.01 ppm)で、真度及び精度が目

標値を満たしており、かつ得られたピークの

S/N 比が 10 以上であることから 0.01 ㎎/㎏

とした。 

以上の結果は、同要領が定める目標値等

に適合していた。このことから、本分析法

は畜水産物中の AAP の残留分析法として適

用可能と判断した。 

今回用いた豚の肝臓及び牛乳のブランク

試料で確認された定量限界未満のピークに

ついて、プロダクトイオンスペクトル解析

を行ったところ、AAP のプロダクトイオン

スペクトル（図 1C）と一致していた(data not 

shown)。これらの結果より、観察されたピー

クは AAP の可能性が高いと考えられた。豚

の肝臓は投与された AAP が残留しやすいた

め 7)、試料に残留していた微量な AAP がピー

クとして観察されたと考えられた。また、

牛乳に関しては、AAP は飲水又は飼料に添

加され家畜に投与されるため 3)、これを摂

取した牛において、乳に移行した AAP が

ピークとして観察されたと考えられた。 

まとめ 

本研究では、LC-MS/MS を用いた畜水産物中

の残留 AAP の分析法の開発を行った。本分析

法により、残留農薬等試験法開発事業実施

要領が定める添加回収試験を実施したとこ

ろ評価基準を満たしていた。このことから、

本分析法は畜水産物中の AAPの残留分析法と

して適用可能と判断した。今後、本分析法

を用いて流通する畜水産食品中の AAP の残

留実態を調査していきたいと考えている。 

本研究の一部は、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により実

施した。 
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Development of residual acetaminophen analysis method in 

livestock and marine products using LC-MS/MS 

 
 

Akihiro Unno, Saki Hotta, Hiroshi Fukuda, Yoshitomo Ikai1, Eiji Ueno, Takashi Tanahashi 
1 Present affiliation: College of Bioscience and Biotechnology, Chubu University 

 
 

In order to prevent health hazards caused by veterinary animal drugs remaining 
in foods, maximum residue limits were set for each food pursuant to Food Sanitation 
Act.  Although acetaminophen (AAP), a central analgesic that has recently been 
approved for use in pigs, has the residue standard values, the residual analysis method 
for AAP has not been publicly established.  Therefore, in this study we developed the 
analytical method of residual AAP in livestock and marine products using LC-MS/MS. 
The method could separate and detect acetaminophen at a uniform limit (0.01ppm) 
with a good peak shape.  To evaluate the validity of this test method, we performed 
recovery tests using livestock and marine products (pig muscle, fat, liver, milk, chicken 
eggs, honey, eel and freshwater clam) in accordance with the guidelines for test method 
development.  As a result, the trueness was 72.1 to 103.2% and the repeatability was 
0.5 to 6.7 RSD%, which satisfied the evaluation criteria of the guidelines.  Therefore, 
it was considered that this test method is useful as a residual analysis method for AAP 
in livestock and marine products. 

 
 

Key words：acetaminophen, livestock and marine products, residue analysis,  

LC-MS/MS 
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調 査 研 究  

 

水道水質検査試料の採水容器に関する検討 

 

服部靖子、原田知美、加藤千佳 1、渡邉美奈恵、棚橋高志 
1(現所属)春日井保健所 

 

要 旨 

水道水質基準項目のうち、ハロ酢酸類、非イオン界面活性剤、フェノール類及びホルム

アルデヒドの検査において、4 種の合成樹脂製採水容器（ポリプロピレン製（PP）、ポリエ

チレン製（PE）、フッ素樹脂製（PFA）及びポリエチレンテレフタレート製（PET））を用い

て搬送時の振動や温度による影響を比較検討した。その結果、すべての項目について、4 種

の合成樹脂製容器のいずれにおいても回収率は良好で対象物質の吸着は見られず、定量を

妨害するような物質の溶出も確認されなかった。また、採水後の搬送時における温度変化

や振動による影響について検討したところ、PET では 4℃、室温での保存、あるいは振動に

ついては、すべての対象物質の安定性に影響を与える要因とはならなかった。しかし、PE

に保存した場合は非イオン界面活性剤では回収率にバラつきが認められた。以上のことを

踏まえ、ハロ酢酸類、非イオン界面活性剤、フェノール類及びホルムアルデヒド検査用の

採水容器は、重く破損しやすいガラス製に代えて、合成樹脂製容器の使用が可能で、すべ

ての対象物質に適用できる点を考慮すると PET 製容器が優れていると考えられた。 

 

キーワード：採水容器、ハロ酢酸類、非イオン界面活性剤、フェノール類、 

ホルムアルデヒド  

 

序 文 

水道水が満たさなければならない水質

基準 1)項目の検査方法として、「水質基準

に関する省令の規定に基づき厚生労働大

臣が定める方法 2）」（公定法）が告示され

ており、そのなかには、採水容器に関する

規定もある。この採水容器については、多

くの項目でガラス製のものが採用されて

いるが、重く破損しやすい等の理由から、

PE や PET などの合成樹脂製容器への代替

が望まれている。しかしながら、公定法に

ガラス製容器が採用された根拠等は示さ

れておらず、厚生労働省に設置された水質

基準逐次改正検討会においても、採水容器

等に関する検討や議論は行われていない。

本研究は、4 種の合成樹脂製容器を用いて

搬送時の振動や温度による影響を比較し、

水質検査試料の採水容器として合成樹脂

製品が使用できるか検討した。 

 

方 法 

1. 合成樹脂製容器 

100 mL、500 mL 及び 2L の合成樹脂製容

器を使用し、PP 及び PE はサンプラテック

製、PFA はニチアス製、PET はアズワン製

及びその同等品を使用した。 

 

2. 試薬 

アセトン、アセトニトリル、酢酸エチル、

トルエン及びメタノールは残留農薬試験・
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PCB 試験用（関東化学（株））を用いた。メ

チル-tert-ブチルエーテル（MTBE）は水質

試験用（関東化学（株））を用いた。4-（2-

ピリジルアゾ）-レゾルシノール（PAR）は

試験・研究用（富士フイルム和光純薬工業

（株））を用いた。N,O-ビス（トリメチル

シリル）トリフルオロアセトアミド（BSTFA）

はガスクロマトグラフ用（富士フイルム和

光純薬工業（株））を用いた。N-Methyl-N-

Nitoroso-N-nitrosoguanidine は ジ ー エ

ルサイエンス（株）を用いた。その他の試

薬は特級（富士フイルム和光純薬工業（株）

又は関東化学（株））を用いた。 

 精製水は GenPure UV-TOC xCAD plus（サー

モフィッシャーサイエンティフィック（株））

を用いて調製したものを使用した。水道水

は当所の給水栓水を 30 分以上放水した後

に使用した。 

固 相 カ ラ ム は Oasis HLB Plus（ 日 本

ウォーターズ（株））を用いた。 

 

3. 標準液及び内部標準液 

（1）ハロ酢酸類 

混合標準原液は、試験・研究用ハロ酢酸

4 種混合標準液（ジーエルサイエンス（株））

を用いた。この混合標準原液は、クロロ酢

酸、ジクロロ酢酸及びトリクロロ酢酸（以

下、ハロ酢酸類という）をそれぞれ 1000 mg/L

含んでいる。これをメタノールで希釈し、

各 10 mg/L に調製したものを混合標準液と

した。 

1,2,3-トリクロロプロパンは水質試験

用（関東化学（株））を用いた。これを MTBE

で希釈して 5 mg/L に調製し、内部標準液

とした。 

（2）非イオン界面活性剤 

ヘプタオキシエチレンドデシルエーテ

ルは、水質試験用（富士フイルム和光純薬

工業（株））を用いた。ヘプタオキシエチレ

ンドデシルエーテル 0.1 g をメタノールに

溶かして 100 mL としたものを標準原液と

した。この標準原液をメタノールで希釈し、

10 mg/L に調製したものを標準液とした。 

（3）フェノール類 

混合標準原液は、水質試験用フェノール

類 6 種混合標準液（関東化学（株））を用

いた。この混合標準原液は、フェノール、

2-クロロフェノール、4-クロロフェノール、

2,4-ジクロロフェノール、2,6-ジクロロ

フェノール及び 2,4,6-トリクロロフェ

ノール（以下、フェノール類という）をそ

れぞれ 1000 mg/L 含んでいる。これをア

セトンで希釈し、各 100 mg/L に調製した

ものを混合標準液とした。 

アセナフテン-d10 は水質試験用（関東化

学（株））を用いた。アセトンで希釈して

10 mg/L に調製し、内部標準液とした。 

（4）ホルムアルデヒド 

標準原液は、水質試験用ホルムアルデヒ

ド標準液（関東化学（株））を用いた。この標

準原液をアセトニトリルで希釈し、10 mg/L

に調製したものを標準液とした。 

 

4. 装置及び測定条件 

固相抽出装置はアクアトレース ASPE799

（ジーエルサイエンス（株））、アクアロー

ダーSPL698T 及び SPL698（ジーエルサ

イエンス（株））を用いた。遠心分離器は

KUBOTA5100（（株）久保田製作所）、pH メー

ターは HORIBA F-22（（株）堀場製作所）、

振とう器は YS-8D（（株）ヤヨイ）及び MW-

1L（宮本理研工業（株））を用いた。各項

目の測定条件等については表 1 及び表 2 に

示した。 

 

5. 検水の調製 

検討に用いた検水は以下に示すとおり

調製した。 

検水①：精製水に、表 3 に示した濃度と

なるように対象成分を添加した。合成樹脂

製容器はハロ酢酸類及びホルムアルデヒ

ドには 100 mL を、非イオン界面活性剤及

びフェノール類には 2 L を用いた。 

検水②：残塩処理した水道水に、表 4 に示

した濃度となるように対象成分を添加し

た。合成樹脂製容器はハロ酢酸類及びホル

ムアルデヒドには 500 mL を、非イオン界面

活性剤及びフェノール類には 2 Lを用いた。 

なお、脱塩素剤はハロ酢酸類及びフェ

ノール類にはアスコルビン酸ナトリウム
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を、非イオン界面活性剤には亜硫酸水素ナ

トリウムを、ホルムアルデヒドには塩化ア

ンモニウムを用いた。 

 

6. 試験溶液の調製 

公定法に従い、以下に示すとおりに調製

した。 

（1）ハロ酢酸類 

塩化ナトリウム 20 g を試験管に採り、

ハロ酢酸類を含む検水 50 mLを量り取った。

その後、硫酸（1+1）2 mL、MTBE 4 mL を

試験管に入れ、2 分振とう後 10 分静置し

た。その MTBE 層を別の試験管に採り、無

水硫酸ナトリウムを加え、脱水した MTBE 層

1 mLをバイアルに採り、内部標準液 20 μL、

ジアゾメタン 100 μL を加えた。そのバイ

アルを混和し、室温にて 30 分静置後、40℃

で 30 分加温したものを試験溶液とした。 

（2）非イオン界面活性剤 

メタノール、精製水各 10 mL で活性化し

た固相カラムに、ヘプタオキシエチレンド

デシルエーテルを含む検水 500 mL を通水

した。通水後のカラムに窒素ガスを 40 分

以上通気して乾燥させた後、通水と逆方向

からトルエン 5 mL で溶出した。その後、

溶出液にチオシアノコバルト（Ⅱ）酸アン

モニウム溶液 2.5 mL、塩化カリウム 1.5 g

を加え、5 分間振とう後、遠心分離した。そ

のトルエン層 4 mL を採り、PAR 試薬 750 μL

を加えた。3 分間緩やかに振とう後、遠心

分離（2500 rpm、10 分）を行い、トルエン

層を除去したものを試験溶液とした。 

（3）フェノール類 

酢酸エチル 10 mL、メタノール、精製水

各 10 mL で活性化した固相カラムに、フェ

ノール類を含む検水 500 mL を通水した。

通水後のカラムに窒素ガスを 30 分以上通

気して乾燥させた後、通水と逆方向から酢

酸エチル 5 mL で溶出した。その後、溶出

液に無水硫酸ナトリウムを加え、脱水した。

その溶出液 1 mLを GCバイアルに採り、BSTFA 

50 μL を加え、さらにマイクロシリンジで

内部標準液を 2 μL 添加した。混和して 1 時

間以上静置したものを試験溶液とした。 

 

（4）ホルムアルデヒド 

ホルムアルデヒドを含む検水 10 mL にそ

れぞれリン酸（1+4）0.2 mL 及び DNPH 溶

液 0.5 mL を加えて混和し、20 分間静置し

たものを試験溶液とした。 

 

7. 妥当性評価 

対象成分を定量下限値濃度添加した水

道水を容器に入れ、水道水質検査方法の妥

当性評価ガイドライン 3）（以下、ガイド

ラインという）に従って、検査員 1 名が、

同一の添加試料を 1 日に 2 併行、5 日間試

験し、真度、併行精度及び室内精度を求め

た。ガイドラインにおいては、添加を行う

水は原則として検査対象物を含まない水

道水となっているが、ハロ酢酸類において

ジクロロ酢酸及びトリクロロ酢酸は水道

水の常在成分であるため、その影響がない

とみなせる濃度で実施した。また、それと

同時に対象成分を添加した精製水を用い

て定量下限（0.002 mg/L）における評価を

行った。 

 

結果及び考察 

1. 合成樹脂製容器による比較 

 4 種の合成樹脂製容器に対象物質を含

んだ検水①を入れ、公定法に従って検査を

行い、その結果を表 3 に示した。すべての

項目について、4 種の合成樹脂製容器のい

ずれにおいても回収率は 90～103％と良

好で対象物質の吸着は見られず、定量を妨

害 す る よ う な 物 質 の 溶 出 も 確 認 さ れ な

かった。 

 

2. 妥当性評価 

4 種の合成樹脂製容器のうち、公定法の

他項目において採水容器として採用され

ており、かつ、比較的安価な PE 及び PET

を選択し、検水②を用いて妥当性評価を行

い、その結果を表 4 に示した。妥当性評価

にあたり、対象物質の添加濃度を定量下限

値（ハロ酢酸類では 0.002 mg/L、非イオン

界面活性剤では 0.002 mg/L、フェノール類

では 0.0001 mg/L、ホルムアルデヒドでは 
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0.008 mg/L）とし、真度、併行精度及び室内

精度を算出した。PET 製容器を用いた場合、

真度 92～104％、併行精度 1～9％及び室内

精度 2～15％、PE 製容器では、真度 88～

102％、併行精度 1～6％及び室内精度 2～

15％となり、PE、PET ともに妥当性評価ガ

イドラインの目標値を満たす、良好な結果

が得られた。 

 

3. 採水後の保存及び搬送時における影響 

PE 及び PET を用い、振動及び温度変化

による影響について検討した。 

（1）振動 

検水①を用い、4 時間振とう（120 rpm/min）

したものと同時間静置したものの回収率

を表 5 に示した。PET はすべての項目にお

いて良好な結果が得られたが、PE は非イオ

ン界面活性剤において測定値のバラツキ

がみられた。 

（2）温度変化 

検水①を用い、4℃、室温及び 40℃にお

いて、それぞれ 24 時間、48 時間及び 72

時間静置後の回収率を表 6 に示した。PET

はすべての項目において良好な結果が得

られたが、PE は（1）と同様に非イオン界

面活性剤においてバラツキがみられた。 

以上のことから、採水後の搬送時におけ

る影響として、振動及び温度変化について

検討した結果、影響の少ない容器は PET で

あり、すべての項目で採水容器として適用

可能であると考えられた。また、PE につい

ては非イオン界面活性剤を除く、ハロ酢酸

類、フェノール類及びホルムアルデヒドに

おいて適用できることが示唆された。 

 

まとめ 

水道水質検査試料の採水容器として、4種

の合成樹脂容器を用いて比較検討した。そ

の結果、検討したすべての水道水質基準項

目について、4 種の合成樹脂製容器のいず

れの容器においても回収率は良好であっ

た。また、PET 製及び PE 製容器を用いて

妥当性を評価した結果、いずれの対象項目

でも妥当性評価ガイドラインの目標を満

たしていた。採水後の搬送時における温度

変化や振動による影響について検討した

ところ、PET 製容器では 4℃、室温での保

存、あるいは振動については、すべての対

象物質において吸着は見られず、定量を妨

害 す る よ う な 物 質 の 溶 出 も 確 認 さ れ な

かった。しかし、PE 製容器に保存した場

合は非イオン界面活性剤で回収率にバラ

つきが認められた。 

以上のことを踏まえ、非イオン界面活性

剤、フェノール類、ホルムアルデヒド及び

ハロ酢酸類の採水容器は、重く破損しやす

いガラス製のものに代えて、合成樹脂製の

使用が可能であり、すべての対象物質に適

用できる点を考慮すると PET 製容器が優れ

ていると考えられた。 

本研究により、温度管理を徹底すること

で、採水容器として合成樹脂製容器が適用

可能であることが示唆された。破損の可能

性が低い合成樹脂製への変更は、容器の破

損による試料損失を防ぐことができ、作業

の安全性も確保できることから有用と考

えられた。今後も公定法における問題点を

提起し、その改善に寄与できる検討結果の

蓄積が必要と考えられた。 
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Examination of water sample bottles for tap water 

quality test samples 

 
 

Yasuko Hattori, Tomomi Harada, Chika Kato1, Minae Watanabe, Takashi Tanahashi 
1 Present affiliation: Kasugai Health Center 

 
 

We considered the influence by the vibration and the temperature at the time of 
conveying using a container made of four kinds of synthetic resin, i. e. the 
polypropylene (PP), the polyethylene (PE), the polyfurfuryl alcohol (PFA), and the 
polyethylene terephthalate (PET) in water quality test such as haloacetic acids, 
nonionic surfactant, phenols, and formaldehyde.  As a result, satisfactory recoveries 
were obtained with all target substance by material of four kinds of synthetic resin, 
and it is not seen adsorption tendency of targets, no elution of substances that 
interfered with quantification was confirmed.  In addition, when the effects of 
temperature changes and vibrations during transportation after water sampling were 
examined, the factors that affect the stability of all target substances for storage at 4 
degrees and room temperature or vibrations are did not become for PET containers.  
However, when stored in PE containers, the recovery rate of nonionic surfactant varied.  
Based on the above, it was considered a PET container is excellent because it can be 
applied to all of the target substance, and synthetic resin containers are easier to 
handle than glass ones for heavy and easily damaged. 

 
 

Key words：Water sample bottles, Haloacetic acids, Nonionic surfactant, Phenols, 

Formaldehyde 
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Two Cases of Dengue Virus Type 2 (DENV-2) Infection in a Japanese Couple 
Returning from the Maldives during the 2018 Dengue Outbreak. 
 

Yoshikazu Mutoh １ , Akinari Moriya2, Yoshihiro Yasui, Noriko Saito, Tomohiko 
Takasaki3, Shotaro Hiramatsu １ , Tetsushi Izuchi １ , Takumi Umemura4, Toshihiko 
Ichihara１  

１Department of Infectious Diseases, Tosei General Hospital, 2 Division of Quarantine 
and Sanitation, Chubu Airport Branch Quarantine Office, Nagoya Quarantine Station, 
3 Kanagawa Prefectural Institute of Public Health, 4 Infection Control Team, Tosei 
General Hospital 
Japanese Journal of Infectious Diseases 73(1):58-60, 2020 
 

Annually, more than 1.2 million travelers 
from other countries visit the Maldives 
for sightseeing, business, and honeymoon. 
In 2018, the largest dengue fever outbreak 
occurred, affecting more than 3,200 
people. During this outbreak, we encountered 
a newly married Japanese couple returning 

from the Maldives on their honeymoon in 
October 2018, both were infected by the 
dengue virus type 2 during the travel. 
The number of imported dengue fever 
cases from the Maldives may increase; 
hence, physicians should stay up to date 
on dengue outbreak information worldwide. 

 
 
Detection of a peramivir-resistant influenza B/Yamagata-lineage virus 
imported from Indonesia in Aichi, Japan, March 2019 
 

Takashita E1, Yasui Y, Nagata S1, Morita H1, Fujisaki S1, Miura H1, Shirakura M1, 
Kishida N1, Nakamura K1, Kuwahara T1, Sugawara H1, Sato A1, Akimoto M1, Kaido T2, 
Watanabe S1, Hasegawa H1 and The Influenza Virus Surveillance Group of Japan 
(Saito T, Saito N et al.) 
1Influenza Virus Research Center, National Institute of Infectious Diseases, 2Kariya 
Toyota General Hospital 
Japanese Journal of Infectious Diseases 73(5):386-390, 2020 
 

In Japan, four neuraminidase (NA) 
inhibitors–oseltamivir, peramivir, zanamivir, 
and laninamivir, as well as the cap-
dependent endonuclease inhibitor baloxavir 
are used to treat influenza A and B virus 
infections. We have been monitoring the 
susceptibility of influenza viruses to 
these NA inhibitors nationwide since the 
2010–11 season. Baloxavir was approved 
in February 2018 and became the most-
used influenza antiviral during the 
2018–19 season in Japan, which we also 
initiated a nationwide monitoring of the 

baloxavir  susceptibi l ity of  influenza 
viruses. We found that 2.3% (9/395) of 
A(H1N1)pdm09 and 8.0% (34/424) of  
A(H3N2) viruses possessed amino acid 
substitutions associated with reduced 
susceptibility to baloxavir in the polymerase 
acidic subunit (PA). However, we did not 
detect any influenza B viruses that were 
resistant to the NA inhibitors or baloxavir. 
In March 2019, we detected the first case 
of an NA inhibitor-resistant influenza B 
virus from a patient, who lives in 
Indonesia and returned briefly to Japan. 

他 誌 掲 載 論 文 抄 録 
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Influenza A(H1N1)pdm09 virus exhibiting reduced susceptibility to 
baloxavir due to a PA E23K substitution detected from a child without 
baloxavir treatment 
 

Takashita E1, Abe T2, Morita H1, Nagata S1, Fujisaki S1, Miura H1, Shirakura M1, 
Kishida N1, Nakamura K1, Kuwahara T1, Mitamura K3, Ichikawa M4, Yamazaki M5, 
Watanabe S1, Hasegawa H1, and The Influenza Virus Surveillance Group of Japan 
(Yasui Y et al.) 
1Influenza Virus Research Center, National Institute of Infectious Diseases, 2Abe 
Children's Clinic, 3Eiju General Hospital, 4Ichikawa Children's Clinic, 5Zama 
Children's Clinic 
Antiviral Research 180: 104828, 2020 

 
Human-to-human transmission of PA 

I38 mutant influenza A(H3N2) viruses 
with reduced baloxavir susceptibility has 
been reported in Japan. In December 
2019, we detected a PA E23K mutant 
A(H1N1)pdm09 virus from a child without 
baloxavir treatment. The PA E23K mutant 
virus exhibited reduced baloxavir susceptibility 

but remained susceptible to neuraminidase 
inhibitors. Epidemiological data suggest 
possible transmission of this PA E23K 
mutant virus among humans, although 
its growth capability relative to that of 
the wild-type virus was reduced. Therefore, 
baloxavir susceptibility monitoring of 
influenza viruses is essential. 

 
 
In vitro Characterization of Multidrug-Resistant Influenza A(H1N1)pdm09 
Viruses Carrying a Dual Neuraminidase Mutation Isolated from 
Immunocompromised Patients 
 

Takashita E1, Fujisaki S1, Yokoyama M2, Shirakura M1, Morita H1, Nakamura K1, 
Kishida N1, Kuwahara T1, Sato H2, Doi I3, Sato Y4, Takao S5, Shimazu Y5, Shimomura 
T6, Ito T7, Watanabe S1, Odagiri T1 and The Influenza Virus Surveillance Group of 
Japan (Yasui Y et al.) 
1Influenza Virus Research Center, National Institute of Infectious Diseases, 2Pathogen 
Genomics Center, National Institute of Infectious Diseases, 3Ibaraki Prefectural 
Institute of Public Health, 4Tsukuba Memorial Hospital, 5Hiroshima Prefectural 
Technology Research Institute, 6National Hospital Organization Hiroshimanishi 
Medical Center, 7National Hospital Organization Kure Medical Center 
Pathogens 9(9):725, 2020 
 

Influenza A(H1N1)pdm09 viruses carrying 
a dual neuraminidase (NA) substitution 
were isolated from immunocompromised 
patients after administration of one or 
more NA inhibitors. These mutant viruses 
possessed an H275Y/I223R, H275Y/I223K, 
or H275Y/G147R substitution in their NA 
and showed enhanced cross-resistance to 
oseltamivir and peramivir and reduced 
susceptibility to zanamivir compared to 
single H275Y mutant viruses. Baloxavir 
could be a treatment option against the 

multidrug-resistant viruses because these 
dual H275Y mutant viruses showed 
susceptibility to this drug. The G147R 
substitution appears to stabilize the NA 
structure, with the fitness of the H275Y/G147R 
mutant virus being similar or somewhat 
better than that of the wild-type virus. 
Since the multidrug-resistant viruses 
may be able to transmit between humans, 
surveillance of these viruses must continue 
to improve clinical management and to 
protect public health. 
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地方衛生研究所における AFP 病原体検査の現状と課題 

 

四宮博人１、山下育孝１、水田克己 2、岸本 剛 3、高崎智彦 4、皆川洋子、飯島義雄 5、望月 

清 6、梶原淳睦 7、貞升健志 8、横山栄二 9 

１愛媛県立衛生環境研究所、2 山形県衛生研究所、3 埼玉県衛生研究所、4 神奈川県衛生研究

所、5 神戸市環境保健研究所、6 岡山県環境保健センター、7 福岡県保健環境研究所、8 東京

都健康安全研究センター、9 千葉県衛生研究所 

病原微生物検出情報 41(2):27-28, 2020 

 

世界保健機関(WHO)はポリオ対策の観点

から急性弛緩性麻痺(AFP)の把握を求めて

おり、わが国も 2018 年 5 月から 5 類感染症

(全数把握)対象とされ、地方衛生研究所が

病原体検査を担当している。検査項目等に

ついて多くの照会があったことから、地衛

研全国協議会感染症対策部会としてすべて

の地衛研を対象に AFP 病原体検査に関する

アンケートを実施した。今後行政検査とし

て実施する病原体検査項目を整理する必要

性があると考えられる。 

 

 

2018 年と 2019 年に検査診断されたチクングニア熱症例―愛知県 

 

齋藤典子、皆川洋子、齋藤友睦、廣瀬絵美、中村範子、安達啓一、伊藤 雅、安井善宏、

松本昌門 

病原微生物検出情報 41(3):49-51, 2020 

 

当所でチクングニアウイルス(CHKV)遺伝

子を検出した 7 例(2016 年 3 例、2019 年 4

例)の遺伝子検査の概要とウイルス遺伝子

分子疫学解析結果を報告した。チクングニ

アウイルス検出マニュアルに基づき Real-

time RT-PCR 法を実施したところ全 7 例の

全血および 1 例の尿から CHKV 遺伝子が検

出された。分子疫学解析は、RT-nested PCR

法により E1 領域全長(1320nt)を増幅でき

た 6 例について塩基配列を決定し系統樹解

析を行った結果、1 例が(Asian)遺伝子型、

残り 5 例が東・中央・南アフリカ(ESCA)遺

伝子型に分類された。CHKV 遺伝子情報は少

なく、アジア地域には詳細な遺伝子情報が

入手できない国も存在することから、今後

も輸入例の分子疫学解析の重要性は増すと

考えられる。 

 

 

2018/19 シーズンに愛知県で分離されたクレード 3C.3a に分類される AH3 亜型イ

ンフルエンザウイルス 

 

齋藤友睦、齋藤典子、皆川洋子、伊藤 雅、安井善宏、松本昌門 

病原微生物検出情報 41(3):51-52, 2020 
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2018/19 シーズンに全国地方衛生研究所

で分離された AH3 亜型ウイルス株は、主に

3C.2a に属していたが、当所では主に欧米・

中東から検出報告のあった 3C.3a 株が分離

された。当所で 2018 年 42 週～2019 年 23

週までに AH3 亜型分離株 205 株のうち 40 株

の遺伝子解析の結果、2019 年 11 週～14 週

に、県西部を除く比較的広範囲に位置する

医 療 機 関 に お い て 採 取 さ れ た 検 体 か ら

3C.3a 株が 7 株分離された。前後の分離株

は 3C.2a 株であったことから 3C.3a 株の市

中流行は一時的と推測された。 

 

 

麻疹の抗体保有状況―2019 年度感染症流行予測調査（暫定結果） 

 

多屋馨子１、鈴木 基１、竹田 誠２、愛知県衛生研究所他（麻疹感受性調査実施都道府県） 

１国立感染症研究所感染症疫学センター、２国立感染症研究所ウイルス第三部 

病原微生物検出情報 41(4):58-59, 2020 

 

感染症流行予測調査における麻疹の感

受性検査は 1978 年度からほぼ毎年実施さ

れている。乳幼児から高齢者まで幅広い年

齢層を対象とし、予防接種状況ならびに抗

体保有状況について調査を行っている。

2019 年度はわが国における麻疹排除認定

（2015 年 3 月）4 年後の調査となり、抗体

保有状況調査は今後の麻疹対策および麻

疹排除の維持を継続していく上で重要で

ある。2019 年度の調査において、麻疹の抗

体保有率は 2014 年度調査以降、6 年連続

で 2 歳 以 上 の す べ て の 年 齢 ／ 年 齢 群 で

95％以上を示し、高い抗体保有率が維持さ

れていた。一方、すべての年齢層に低い抗

体価の者が存在することから、麻疹の排除

状態を維持するため、引き続き麻疹患者が

1 人発生した時の迅速な感染拡大予防策に

加え、渡航前の麻しん含有ワクチンの接種

ならびに高い予防接種率・抗体保有率の維

持が重要である。 

 

 

2019 年度感染症流行予測調査における風疹の予防接種状況および抗体保有状況

（暫定結果） 

 

新橋玲子 1、森野紗衣子１、多屋馨子１、新井 智１、高梨さやか１、鈴木 基１、森 嘉生２、

竹田 誠２、愛知県衛生研究所他（風疹感受性調査実施都道府県） 

１国立感染症研究所感染症疫学センター、２国立感染症研究所ウイルス第三部 

病原微生物検出情報 41(9):162-164, 2020 

 

感染症流行予測調査における風疹感受性

検査は 1971 年度からほぼ毎年、乳幼児から

高齢者まで幅広い年齢層を対象とし、予防

接種状況ならびに抗体保有状況について調

査されてきた。2019 年度調査において、風

疹含有ワクチンの接種歴が不明であった者

の割合は 20 歳以上群では男性 68％、女性

52％と高かった、風疹 HI 抗体保有率は 40

～50 代男性が女性と比較して低く、本調査

の継続により 2019 年から 3 年間実施され

ている風疹の定期接種(第 5 期)の効果を評

価していくことが重要と考えられた。 
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バロキサビル未投与患者からのバロキサビル耐性PA E23K変異インフルエンザウ

イルスの検出 

 

高下恵美１、森田博子１、永田志保１、藤崎誠一郎１、三浦秀佳１、白倉雅之１、岸田典子１、

中村一哉１、桑原朋子１、秋元未来１、佐藤 彩１、菅原裕美１、渡邉真治１、長谷川秀樹１、

安倍 隆2、三田村敬子3、市川正孝4、山崎雅彦5、地方衛生研究所インフルエンザウイルス

株サーベイランスグループ（安井善宏他） 

１国立感染症研究所インフルエンザウイルス研究センター、2あべこどもクリニック、3公益

財団法人ライフ・エクステンション研究所付属永寿総合病院、4市川こどもクリニック、5座

間小児科診療所 

病原微生物検出情報 41(9): 169-170, 2020 

 

国立感染症研究所と全国地方衛生研究

所は共同で、2017/18シーズンからバロキ

サビルに対する耐性株サーベイランスを

実施しており、日本国内でのバロキサビル

使用量が急増した2018/19シーズンには、A

（H1N1）pdm09亜型で2.3％、A（H3N2）亜型

で8.0％のPA I38変異ウイルスを検出した。

2019年12月にPA E23K変異を持つA（H1N1）

pdm09ウイルスが検出された。この株はバ

ロキサビルに対する感受性が7.3-9.4倍低

下しており、バロキサビル感受性低下株と

判定される。バロキサビル耐性変異ウイル

スの発生動向の監視は、極めて重要な公衆

衛生上の課題であり、国立感染症研究所と

全国地方衛生研究所では引き続き、国内外

に向けて速やかに情報提供を行っていく。 

 

 

2019/20 シーズンのインフルエンザ分離株の解析 

 

岸田典子１、中村一哉１、藤崎誠一郎１、白倉雅之１、佐藤 彩１、秋元未来１、三浦秀佳１、

高下恵美１、桑原朋子１、森田博子１、永田志保１、菅原裕美１、渡邉真治１、長谷川秀樹１、

地方衛生研究所インフルエンザウイルス株サーベイランスグループ（安井善宏他） 

１国立感染症研究所インフルエンザウイルス研究センター第一室・WHOインフルエンザ協力

センター 

病原微生物検出情報 41(11):195-200, 2020 

 

2019/20 のインフルエンザシーズンは、

日本を含め多くの国で A 型・B 型ウイルス

ともに流行したが A(H1N1)pdm09 の流行が

A(H3N2)より大きかった。B 型ウイルスは主

に Victoria 系統の流行であり、山形系統の

流行は小さかった。国立感染症研究所では

全国の地方衛生研究所で分離および型・亜

型同定されたウイルス株総数の約 10％に

ついて分与を受け、ヘマグルチニン(HA)お

よびノイラミニダーゼ(NA)遺伝子系統樹解

析および抗原性解析を行い、個々の成績は

毎週地衛研に還元されている。 
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抗インフルエンザ薬耐性株の検出と性状 

 

高下恵美１、森田博子１、永田志保１、藤崎誠一郎１、三浦秀佳１、白倉雅之１、岸田典子１、

中村一哉１、桑原朋子１、佐藤 彩１、秋元未来１、菅原裕美１、渡邉真治１、長谷川秀樹１、

地方衛生研究所インフルエンザウイルス株サーベイランスグループ（安井善宏他） 
１国立感染症研究所インフルエンザウイルス研究センター第一室・WHO インフルエンザ協力

センター 

病原微生物検出情報 41(11):200-201, 2020 

 

国立感染症研究所では地方衛生研究所と

共同で、薬剤耐性株サーベイランスを実施

している。A(H1N1)pdm09 ウイルスでは、ノ

イラミニダーゼ(NA)阻害剤について 2489

株を解析し、H275Y 変異を持つオセルタミ

ビル・ペラミビル耐性株が 40 株(1.6％)検

出された。バロキサビルについては、831 株

のうち PA に E23K 変異を持つ耐性変異株が

1 株(0.12％)検出された。A(H3N2)ウイルス

では、NA 阻害剤およびバロキサビル耐性変

異株は検出されなかった。B 型では、NA 阻

害剤、バロキサビルとも既知の耐性変異を

もつ株は検出されなかった。 

 

 

2019 年度感染症流行予測調査におけるインフルエンザ予防接種状況および抗体

保有状況 

 

森野紗衣子１、多屋馨子１、鈴木 基１、渡邉真治 2、長谷川秀樹 2、愛知県衛生研究所他（イ

ンフルエンザ感受性調査・予防接種歴調査実施都道府県） 
１国立感染症研究所感染症疫学センター、2 国立感染症研究所インフルエンザウイルス研究

センター 

病原微生物検出情報 41(11):201-204, 2020 

 

インフルエンザ感受性調査はインフルエ

ンザ流行シーズン前かつワクチン接種前に

採取された血清を用いてインフルエンザに

対する国民の抗体保有状況を把握し、抗体

保有率が低い年齢層に対する注意喚起等を

目的としている。調査の結果、A(H1N1)pdm09

亜型および A(H3N2)亜型では 5 歳～24 歳、

B 型（山形系統）では 15～ 39 歳、 B 型

（Victoria 系統）では 10～59 歳の抗体保

有率が他の年齢層と比較して高い傾向が見

られた。 

 

 

Single-Tube Multiplex Polymerase Chain Reaction for the Detection of 

Genes Encoding Enterobacteriaceae Carbapenemase. 

 

Masanori Watahiki1, Ryuji Kawahara2, Masahiro Suzuki3, Miyako Aoki, Kaoru Uchida1, 

Yuko Matsumoto4, Yuko Kumagai5, Makiko Noda6, Kanako Masuda7, Chiemi Fukuda8, 

Seiya Harada9, Keiko Senba10, Masato Suzuki11, Mari Matsui11, Satowa Suzuki11, Keigo 
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Shibayama12, Hiroto Shinomiya10 
1Department of Bacteriology, Toyama Institute of Health, 2Division of Microbiology, 

Osaka Institute of Public Health, 3Present Address: Department of Microbiology, 

School of Medicine, Fujita Health University, 4Microbiological Testing and Research 

Division, Yokohama City Institute of Public Health, 5Hygiene Division, Bacteriology 

Section, Akita Prefectural Research Center for Public Health and Environment, 
6Department of Infectious Diseases, Gifu Prefectural Research Institute for Health and 

Environmental Sciences, 7Hiroshima Prefectural Technology Research Institute, Public 

Health and Environment Center, 8Department of Microbiology, Kagawa Prefectural 

Research Institute for Environmental Sciences and Public Health, 9Department of 

Microbiology, Kumamoto Prefectural Institute of Public Health and Environmental 

Science, 10Department of Microbiology, Ehime Prefectural Institute of Public Health 

and Environmental Science, 11Antimicrobial Resistance Research Center, National 

Institute of Infectious Diseases, 12Department of Bacteriology II, National Institute of 

Infectious Diseases 

Japanese Journal of Infectious Diseases 73(2):166-172, 2020 

 

A multiplex PCR assay in a single tube 

was developed for the detection of the 

carbapenemase genes of Enterobacteriaceae. 

Primers were designed to amplify the 

fo l lowing s ix  carbapenemase genes:  

blaKPC, blaIMP, blaNDM, blaVIM, blaOXA-48-

l ike, and blaGES. Of 70 blaIMP variants, 67 

subtypes were simulated to be PCR-

positive based on in silico simulation and 

the  pr im er-des ign  s t ra tegy.  A f ter  

determining the optimal PCR conditions 

and performing in vitro assays, the 

performance of the PCR assay was 

evaluated using 51 and 91 clinical 

isolates with and without carbapenemase 

genes, respectively. In conclusion, the 

combination of multiplex PCR primers 

and QIAGEN Multiplex PCR Plus Kit was 

used to determine the best performance 

for the rapid and efficient screening of 

carbapenemase genes in Enterobacteriaceae. 

The assay had an overall sensitivity and 

specificity of 100%. This PCR assay 

compensates for the limitations of 

phenotypic testing, such as antimicrobial 

susceptibility testing and the modified 

carbapenem inactivation method, in 

clinical and public health settings. 
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