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摘要 

日本國立感染症研究所為因應全球日益嚴重的人類新型流感/禽流感

疫情，由原本的第三部病毒室獨立成為一個完整的流感中心，成為日本國

立感染症研究所負責流感病毒的專責機構。本次研習除了瞭解流感研究中

心的實際運作外，也進一步觀摩 WHO 參考實驗室針對全球新型流感/禽流

感病毒之監測及最新檢驗技術之發展情形，並研習建置相關系統資訊技術

以應用於流感病毒之動態流行趨勢分析，同時經由經驗交流分享，促進日

後建立相關合作議題與方向。 
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壹、目的 

 

為因應國際間不斷傳出人類感染新型流感病毒 (例如 H7N9、H6N1、H3N2v

等)，本次奉派赴日本國立感染症研究所 (National Institute of Infectious Diseases, 

NIID) 流感中心 (Influenza Center)進行檢驗技術研習與資訊分享交流， 研習內

容包括：(1) 流感中心之基礎架構、規劃管理、與未來之研究發展方針；(2) 研

習流感新型檢測技術與資料分析系統的研究開發；(3) WHO 參考實驗室之實際

運作以及作業流程，包含疫苗種株製備及資料分享。經由研習的過程亦加強與

日方的研究合作關係，對將來的國際交流與合作延續有實質的幫助。
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貳、過程 

 

一、行程 

日期 地點 工作紀要 

10 月 5 日 台北日本東京 啟程 

10 月 6~13 日 國立感染症研究所流感研究中心 研習 

10 月 14 日 日本東京台北 回程 
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二、內容 

(1) 流感研究中心 (インフルエンザウイルス研究センター) 

本次研習地點為位於村山廳舍的流感研究中心。日本國立感染症研究所鑒

於 2009 年全球爆發 H1N1pdm(09)新型流感大流行，以及因應近年來越來越多

的新型流感/禽流感病毒包括 A 型 H5N1、H10N8、H7N9、H5N8 等感染人類疫

情，於 2009 年 4 月將流感病毒由原本的病毒部門獨立出來，成立直隸於研究

所部門架構下的流感病毒研究中心 (インフルエンザウイルス研究センター)，中

心橫跨 6 號棟的 5 樓及新建獨棟大樓(感染研 9 號棟)專責進行流感病毒的相關

研究。流感病毒研究中心又細分為 6 室，總人員數計 27 人，其業務範圍囊括

流感病原、病因、預防、診斷及治療等相關之研究、WHO 參考實驗室相關業

務、細胞培養以及鼻腔接種疫苗之研發以及疫苗製劑品質管理及其他國際合作

相關業務等。 

 

 

 

流感研究中心主要位於新建之 9 號樓，包含地上 4 樓以及地下 1 樓，在空
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間的規劃上地下一樓及 4 樓為機械室，1 樓為 P3 等級之動物室，2 樓進行流感

疫苗株的製造與分析與保存，3 樓則規劃為操作 P2 等級流感病毒檢驗研究空間。

依照操作流感病毒之病原體屬性不同規劃操作區域空間，降低實驗間交互污染

風險。 
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(2) WHO 參考實驗室(WHO Influenza Reference Laboratory)運作 

WHO 參考實驗室以及日本的國家流感中心 (WHO CC and NIC Japan)設

置於流感研究中心的第一室(1st Lab)，主要進行流感病毒的監測，第 1 室負責

季節性流行株的監測，在監測的過程中不但同時挑選疫苗製造株及候補株，

也與其他 WHO 參考實驗室討論並評估流行株導致流感大流行的可能性，並進

一步進行因應策略的擬訂。此外若在監測作業中發現新型流感病毒，則立即

將病毒株送至第 2 室，透過實驗室端的研究以及國際合作，快速建立新型病

毒株鑑定方法，並針對此新型病毒進行導致大流行的可能性進行事前規劃以

及建立緊急對應策略。 

 

  

 

日本國家流感中心實驗室同時為 WHO 認可全球四個可提供疫苗株種株

的實驗室之一，疫苗種株的篩選與製造以 H7N9 新型 A 型流感為例，在疫苗

株選取會議決定以 A/Anhui/1/2013 (H7N9)做為建議疫苗株後，病毒種株就會

送入實驗室進行後續疫苗株的製備。以 PR8 病毒株作為骨架，將 Anhui 株的
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表面蛋白 HA 以及 NA 接入 PR8 病毒以組成表現 Anhui 株抗原性的重組病毒

作為疫苗種株。而在重組出的病毒株中後續還要進行挑選以找到增殖速度快

且 HA titer 表現高，且抗原性未變掉的重組疫苗替代株 (如下圖 NIIDRG-10.1)，

之後再將此病毒株送交 WHO 各實驗室進行病原性、基因組成的確認以及抗原

性的再次確認之後，始可提供給全球各大藥廠進行流感疫苗的製備。 
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(3) 新型檢測技術與資料分析 

目前的各項流感病毒檢測技術雖然快速且多元，但仍各有各的缺點，例如

rRT-PCR 增幅技術雖快速且可精確鑑定型別，但儀器設備及試劑試料價格昂貴；

快速檢測試劑可立即初判感染流感型別，但卻有靈敏度的限制。NIID 遂積極

開發新型病原體檢測技術以改善這些問題。有鑒於單一檢驗方法有時並無法呈

現正確的結果，例如RNA偵測系統有其不穩定的因素(包括RNA容易degrade、

萃取過程漏失等)，建置另一套抗原偵測系統進行輔助勢在必行。ELISA 自 1971

年研發至今，不論是測抗原或抗體都可達到很高的專一性及靈敏度，且所需精

密儀器設備相較之下較分子生物學檢驗方法少。自 1997 年 H5N1 流感病毒開

始感染人類至今，由於患者血液中的 H5N1 抗原常因量少而偵測不易，NIID 流

感研究中心針對 H5N1 抗原檢測於近兩年成功研發了新型 ELISA 檢測系統，稱

為 antigen-capture ELISA，又稱為是 sandwich ELISA。原理主要是將專一性的

抗體結合在檢測平盤底部，這些專一性抗體對欲偵測抗原具有極高的親和性，

因此能夠在抗原濃度很低的原始檢體中，將欲偵測抗原集中於平盤表面，之後

再加入另一組能辨認異於固定相的抗體辨認表位( epitope )的標記抗體來偵測

所結合的抗原。NIID 研究團隊利用經過純化的 A/Vietnam/1194/2004 

(NIBRG-14) 的病毒顆粒經 UV-irradiation 或 formaldehyde 去活化後，注入小

鼠體內以產生 B-cell hybridomina，之後篩選超過 4000 個 hybridomas ，找到 8

個對 H5N1 病毒具專一性的抗體，其中 6 個不但對 H5 的 HA 蛋白具有高度專

一性，同時也具有體外中和病毒能力 (in vitro neutralization activity)。而其中又

有 4 個抗體可以偵測到所有現今已知所有 clade 的 H5 strain (包括越南株以及印

尼株等)且不對其他型別的 A 型流感病毒具感受性。 
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(資料來源：Jpn J. Infect. Dis., 65: 19-27, 2012) 

 

這些抗體其中有 2 個用於 H5N1 病毒細胞培養後的免疫螢光染色鑑定，

而其中對 H5N1 病毒 cladde 1, 2.1, 2.2, 2.3 均具有高度親合性的單株抗體

Niid-H5F 則用來進行 capture ELISA 抗原檢測，經測試 capture ELISA 的偵

測靈敏度已達 50 ng/mL HA，可實際用來輔助 RNA 核酸偵測，檢測抗原濃

度較低的疑似病患血清檢體，降低檢體檢驗結果偽陰性的風險。 
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另為克服對於病毒基因檢測技術中因為病毒的RNA量少且不穩定的因素，

NIID流感研究中心在今年開始研發另一個流感新型檢測技術，稱為direct 

RT-LAMP檢測技術 (direct reverse transcription loop-mediated isothermal 

amplification)，在2000年日本研發出LAMP核酸增幅技術，由於操作簡單，使

用儀器僅需溫度可達60-65℃恆溫的水浴槽或加熱板，作用也僅需30-40分鐘，

適用於機場檢疫或者是小規模臨床實驗室、偏遠物資缺乏地區或者田野分子流

行病學調查研究用。direct RT-LAMP的反應原理，簡單來講，即在進行LAMP

反應前加入反轉錄酶，將反應檢體的RNA先轉錄為DNA。後續原理如同LAMP

技術，LAMP的denature的步驟由一特定的DNA polymerase取代，所設計的反應

核酸引子的T
m
值也全部控制在特定溫度，省去annealing的步驟。因其primer設

計會使被擴增的DNA產物呈現stem-loop的結構，促使self-prime 發生而讓DNA

片段長度持續以對數倍數延伸，過程中也不斷釋出啟始或中間反應的DNA片段，

使得最終DNA複製片段快速放大，終止反應後，可以magnesium pyrophosphate

產生沈澱的方式以肉眼直視結果，也可以利用SYBR Green I螢光顯色來判斷檢
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體檢驗結果。 目前應用此方法的研究發表均證實LAMP可偵測達10 copies/μL

左右，具有極高的靈敏度。 

 

 

 

Direct RT-LAMP 檢測方法目前 NIID 已被步完成，預計二年後達到商

品化的檢測試劑，操作步驟中完全不需要額外核酸萃取的過程。當採集疑

似染病患者咽喉部位檢體後，檢體直接加入 15μL extraction buffer 裡，直接

加入試劑組中的 RNA Amplification Reagent 跟核酸引子混合液 10μL，簡單

翻轉混合後即可放入恆溫反應槽進行反應，35 分鐘之後便可以透過反應過

程螢光之變化情形來判定檢測結果。 
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NIID 流感研究中心利用 RT-LAMP 檢測技術進行了 H7N9 新型流感病毒

的檢驗開發，以 A/Shanghai/1/2013、A/Shanghai/2/2013 以及 A/Anhau/1/2013

的 HA 基因為模版設計了 RT-LAMP 的核酸引子對： 

 

 

實驗結果顯示所設計的引子對 H7N9 新型流感的不但專一性高，對其他禽鳥

的 H7N9 病毒以及其他季節性流感均不會產生非特異性增幅反應，同時檢測

系統的靈敏度可以達到 15copeis/μL。透過 RT-LAMP 檢測方法的建立，不但

可以快速區分 H7N9 新型流感與其他季節性流感，在 RT-LAMP 的架構下，

未來若有其他型別新型流感出現，均可透過此一系統快速建立出實用的檢測
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方法，以縮短病原體偵測時間，提升防疫時效。 
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(4) 流感資料分析系統之建立 

現今流感資料分析主要來自於三大部分，包括抗原性的分析、抗藥性的

分析、以及基因組成變異分析等。透過這三部分的資料彙整，可以對季節性

流感以及新型流感所造成的流行幅度與流行趨勢進行預測與預防。其中抗原

性的資料來自於利用標準抗原及抗血清的反應作為依據，進一步判定待測病

毒株對標準抗血清的反應是否發生改變(產生 4 倍或以上的差異)，原始檢測

資料常以下表方式呈現。 

 

 

 

而在抗藥性分析方面則針對病毒株所表現的抗藥性以及病毒表面蛋白

NA 基因的組成來加以判定。病毒株抗藥性的表現以 Neuraminidase inhibitors 

susceptibility assay (NI test)來針對現在常用的抗病毒藥劑包括 Oseltamivir、

Peramivir、Zanamivir 以及 Laninamivir 進行 IC50 測定 (如下表)。而基因組成
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則透過定序尋找已知的抗藥性基因變異 Marker (例如 H275Y 等)，以判定病

毒是否帶有抗藥性基因。 

 

 

 

最後則是基因組成變異分析，透過基因定序的方法 (通常是表面蛋白

HA 以及 NA 基因) 進行演化分析，除了瞭解病毒基因變異的圖譜，同時也依

據病毒株採集的時序來判斷未來可能會造成流行的病毒分支及其演化趨勢。

初步總結所有資料的分析可以以下圖表示，包括歷年來疫苗株在演化樹的位

置、待分析時期分離株的基因組成以及基因演化分佈、是否為抗藥性分離株

以及其抗原表現等。 
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然而隨著分離株的增加以及新型流感病毒的出現，需要分析彙整的資料

愈來愈龐大，所需耗費的人力也愈來愈多。為了加速資料分析速度與提高精

確性，NIID 流感研究中心建置了一套管理系統 (National Eipdemiological 

Surveillance of Infectious Disease, NESID)。 
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NESID 的概念來自於透過一套資訊管理系統，讓各地的醫院及衛生單位

在收到病毒之後可以將病患的資料、各地衛生單位對病毒的檢驗結果輸入資

訊管理系統。之後 NIID 流感研究中心可以透過資訊系統得知全國的病毒資

料，並可透過系統跟各地實驗室調待分析可疑病毒株來進行後續抗原性、抗

藥性以及基因組成分析，掌握全國的流感流病資訊。 
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當流感分離株進來系統後，會加上 NIID ID，記錄繼代歷程，同時後續

進行的抗原資料、甚至基因定序資料均會登錄至管理系統，由於 NIID 流感

研究中心亦為 WHO 參考實驗室之一，是以管理系統會進一步將序列資料輸

出成 GISAID 可上傳格式，以利後續基因定序資料上傳資源共享。 

 

 

 

同時管理系統也建置有病毒株的抗藥性資料輸入欄位，包括測定日期、

藥劑記錄、測量出來的結果 (IC50 值)。將所有資訊藉由此一系統整合，實驗

室工作人員不會因為需手動整理資料造成筆誤，管理者也不需要一天到晚追逐

正在操作實驗的成員要結果。透過完善的資料管理系統，能更有精確的匯整所

有的實驗數據，以利進行後續的討論分析。 
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透過有效率的資訊管理系統建立，不但可以降低人為紀錄資料漏失的風險，

當資料庫愈來來愈龐大時，便更能展現效率，達到事半功倍的效果。 
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参、心得 

 

本次研習在日本國立感染症研究所流感研究中心主任 Dr. Takato Odagiri 以

及其研究團隊包括掌管 Surveillance System的 Dr. Shinji Watanabe及各室室長們

（Dr. Kageyama, Dr. Itamura, Dr. Nobusawa, Dr. Asanuma) 傾力相授下，雖然行程

緊湊，但是研習內容充實且獲益良多。本次研習包括對流感研究中心的內部整

體規劃、WHO 參考實驗室的實際運作；流感新型檢測技術的研究開發以及資

訊管理系統的建置與資料分享都有更進一步的學習。 

經由本次的研習也發現無論是日本國立感染症研究所或是美國 CDC 的組

織架構，在經歷 2009 年 H1N1pdm(09)流感病毒的全球性大流行後，為因應持

續爆發疫情的新型 A 型流感包括目前仍在發生的 H7N9、H5N8、H5N1 以及

H10N8 等，世界各國對於流感病毒的研究資源與投入人力規模都有急速的擴大

與進展。相較之下近年來台灣的流感研究資源卻未見增加反而不斷限縮，且在

各公衛及農政單位多頭馬車的運作之下，無法建置有效的資訊共享系統，面對

著台灣高頻繁的旅遊人口往來以及季節性候鳥遷徙，台灣對於全球性流感的防

疫陣線著實令人擔憂。 

在本次研習中，感受最深的是日本國立感染症研究所實驗室在開發新型檢

測技術時，不是以高點數文獻發表為主要追求目標，而是如何能將先研發的新

型檢測技術實際落實於一線檢驗作為優先考量。最明顯的例子便是 capture 

ELISA 檢測系統的改進以及 RT-LAMP 方法的再進化，前者得從作業量龐大的

4000 個得到的 hybridomas 中經過不斷的測試，最後挑選出最穩定具專一性的

單株抗體才進行檢測，而 RT-LAMP 檢測系統可以非常的 user friendly，既不需

要精密的設備儀器，也不需要昂貴的試劑材料，更不需要高超的實驗技術，在

大家不斷的追求 NGS 等高單價的研究檢測系統的同時，用最實質的方式將快

速且準確的檢測系統提供給大眾，建置穩定且有效且令人安心的檢驗方法。研

究成果也同步發表，或許雖未刊登在高點數的國際期刊，但一樣對全球防疫做
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出貢獻。 

 

本次研習過程亦與國立感染症研究所所長 Dr. Haruo Watanabe 晤談，瞭解

NIID 在國內疾病管制與國際合作之情形，在會談中雙方對於未來的實質合作

其實具有相當大的共識與期許，除了生物材料與疫病資訊的交流之外，更進一

步的研究合作是雙方所期盼的。總結此次研習除了檢驗技術與研究的切磋學習，

在做人處事上也深深感受到日本學者的熱情、謙卑與積極努力的態度。令我深

感其實我們同樣處在檢驗、研究與應用發展的工作環境下，如何在自己工作崗

位上對防疫做出實質貢獻，將所回饋機關與社會並持續精進之，確實值得深

省。 
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肆、建議事項 

1. 在一味追求文獻發表的同時，應思考疾管署的研究與檢驗未來發展。聘任

研究人員依照現行規範，二年中就需有研究成果發表於國際期刊的壓力下，

往往追求向高深度高點數的研究邁進，以求能順利被期刊接受並發表。建

議如果聘任研究人員的聘期未來能改變比照大學或中研院的續聘體制，讓

聘任研究人員回歸思考疾管署的任務需求，發展有效且穩定的檢測技術，

才是對國內及國際的防疫發揮實質性的貢獻。 

2. 流感的防治工作是屬於全球性的防疫戰線，透過持續的國際合作及研究交

流，不但能提升我國在公共衛生領域實力都的能見度，也能強化我國自己

的防疫能力。建議應鼓勵同仁積極參與國際合作事務，也給基層檢驗及研

究人員有實際出國見習的機會 (包括技術與經驗交流)，才能增廣國際視野，

瞭解國際進展趨勢，也能提升基層人員的榮譽感與責任心。 
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伍、附錄 

 

與國立感染症研究所長 Dr. Haruo Watanabe 及流感研究中心 Dr. Takato Odagiri

會談後合照 

 

與流感研究中心研究團隊會議，分享研究成果 
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流感研究中心所在之村山聽舍園區感染研 9 號棟 

 

 

流感研究中心建築之內部空間規劃 

 


