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研究要旨：ヒトに高い病原性を示すアレナウイルス（旧世界アレナウイルスのラッサウイ

ルス、新世界アレナウイルスのフニンウイルスなど）はバイオテロに用いられる可能性の

ある病原体で BSL4 に分類されている。2008 年にアフリカ大陸で発生したラッサ熱様の出

血熱の原因ウイルスは、新種のアレナウイルス(Lujo ウイルス)で、これまで同定されている

アレナウイルスと遺伝的にも抗原性もかなり異なるウイルスであった。本ウイルスの宿主

は未同定で、バイオテロ以外にも輸入動物を介して国内にウイルスが侵入する可能性もあ

る。ザンビアでは、新種のアレナウイルス（Luna ウイルス）が分離され、相次いで新種の

アレナウイルスが報告されている。このように未知のアレナウイルスが数多く存在すると

思われる。本研究では、このような新種アレナウイルスなども検出可能な手法を開発する

ために、アレナウイルスの高度保存領域に対する抗体を作製した。この抗体は、種々のア

レナウイルスの組換えタンパク質と感染性アレナウイルスに広く交差反応性を示した。本

領域を抗体作製の標的とすることは、新種、新型のアレナウイルスをもれなく検出できる

技術の確立につながると期待できる。 
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A 研究目的 

 ウイルス性出血熱の原因ウイルスのうち

ウイルス株間の遺伝子変異が極めて多いア

レナウイルスでは、しばしばRT-PCRによる

検出から漏れるウイルス株がある。RT-PCR

法に用いられるprimersは、頻繁に修正され

ているが、それでも、現在まで新種、新型

のアレナウイルスを漏れなく検出可能な

RT-PCR法は開発されていない。しかし、ア

レナウイルスの遺伝子変異は、同種のウイ

ルス株間ではsynonymousな変異が多いため

免疫学的には広く交差する。一方、旧世界

アレナウイルスと新世界アレナウイルスで

は免疫学的にも交差は認められない。また、

2008年にアフリカ大陸で新興したラッサ熱

様の出血熱の原因ウイルスLujoウイルスは、

同じ旧世界アレナウイルスであるラッサウ

イルスとも遺伝的、血清学的にもかなり異



なる。このため、新興アレナウイルス発生

時には、ウイルスの同定に時間がかかって

いる。このため、新興アレナウイルス発生

時にヒトや宿主動物の疫学的解析ができず、

根本的な対応ができていない。バイオテロ

に新興アレナウイルスが使用されると、原

因が特定できない可能性が高い。また、近

年相次いで旧世界アレナウイルスが分離さ

れており、アレナウイルスの遺伝的多型性

が再確認されている。未知のアレナウイル

スが数多く存在すると考えられ、それらに

よる新興感染症発生時に迅速対応可能なウ

イルス検出技術を確立することは、公衆衛

生上、バイオテロ対策上、重要である。本

研究では、新興アレナウイルスも検出可能

な手法を開発することを目的とする。平成

23年度はアレナウイルス間で広く保存され

ているN蛋白質領域のペプチド抗体を作製

し、各種アレナウイルスのリコンビナント

NPを用いて、交差反応性を明らかにした。

平成24年度は、作製した抗体により、新種

のアレナウイルスである、ルジョウイルス、

ルナウイルスが検出できるか検討した。平

成25年度は海外の感染症研究機関との共同

研究によりラッサウイルスに抗原性の近縁

なモペイアウイルス(MOPV)、モバラウイル

ス(MOBV)および、フニンウイルスの弱毒生

ワクチン株であるCandid#1を入手し、作製

した抗体がウイルスそのもの(Authenticウ

イルス抗原)に反応するか検討した。また、

免疫に用いる抗原の改良を行ない、すべて

のアレナウイルスを検出するための抗体作

製について検討した。 

 

B 研究方法 

アレナウイルス NP の構造と mRNA 

cap-binding 領域の高度保存領域: 

 ラッサウイルスの NP の結晶構造が 2010

年 12 月に明らかにされた（Nature 468: 

779-785, 2010）。構造相同性解析から、ラ

ッサウイルス NP には、宿主細胞の mRNA

の cap 構造を認識する領域と 3’-5’エキソヌ

ケレアーゼ活性領域が同定され、アレナウ

イルス間で機能領域が高度に保存されてい

ることも明らかとなった。これらの領域の

中でエピトープになり得るペプチド領域を

推定し、ラッサウイルスの NP 構造ファイ

ル 3MWP.pdb の表層に存在するかを

PyMol ソフトにより解析した。 

 

ペプチド合成と抗ペプチド血清の作製： 

ラッサウイルスNPのアミノ酸298-311位と

311-324 位の 2 種のペプチドを SIGMA 

Aldrich 社で合成した。同社に、MBS 法 

( m-Maleimidobenzoyl- N-hydroxysuccinimide 

ester) により Cys 残基とキャリア蛋白 KLH

の架橋とフロイントコンプリートアジュバ

ントを用いたウサギに免疫(6 回)を依頼し、

抗ペプチド抗体を作製した。 

 

組換えバキュロウイルスを用いた各種アレ

ナウイルス NP 抗原の調製： 

旧世界アレナウイルスのラッサウイルス 

(LASV)、ルジョウイルス(LUJV)、リンパ球



性脈絡髄膜炎ウイルス(LCMV)に加え、2011

年ザンビアにおいて分離されたルナウイル

ス(LUNV)の組換え NP をバキュロウイルス

発現システムで調製した。新世界アレナウ

イルスの南米出血熱の原因ウイルスである

フニンウイルス(JUNV)、ガナリトウイルス

(GTOV)、サビアウイルス(SABV)、マチュ

ポウイルス(MACV)、チャパレウイルス

(CHPV)の組換え NP も同様に調製した。陰

性コントロール抗原として組換え蛋白質を

発現しないバキュロウイルス(ΔP)を用いて

組換えNPと同様の手法で調製した（図1）。

これらの抗原を用いて ELISA を行ない、抗

体との反応性を解析した。 

 

Authentic ウイルス抗原の調製 

抗 peptide 311-324 抗体が authentic ウイルス

抗原に反応するかどうか検討するため、以

下のアレナウイルスを入手し、ウイルス抗

原を調製した。 

 モペイアウイルス(MOPV):モザンビーク

(1977年)、およびジンバブエ (1981年)で、

野ネズミの一種(Mastomys)から分離された

アレナウ イルス。ヒト抗体陽性例が報告さ

れているが、このウイルスによるヒ トの感

染症は報告が無く、ヒトへの病原性は無い

と考えられている。BSL3。 

 モバラウイルス(MOBV): 1983年に中

央アフリカ共和国で、野ネズミ(Praomysと

Mastomys)から分離されたアレナウイルス。

ラッサウイルス やモペイアウイルスと血

清学的に交叉する。ウイルス学的性状もこ

れらのウイルスと類似する。BSL3。 

 Candid#1:弱毒化フニンウイルス(生ワク

チン株)。フニンウイルスはBSL4に分類され

るが、Candid#1はヒトに発病させるおそれ

がほとんどないとして、平成25年3月7日付

で病原体管理規制の対象から除外。BSL2。 

 LCMV WE株: LCMVプロトタイプの一つ。

BSL2。 

MOPV、MOBV、Candid#1 を VeroE6 細胞

に感染(MOI=0.01)させ、4 日後(モペイアウ

イルス、モバラウイルス)あるいは、7 日後

(Candid#1)、感染細胞を 1%NP40/PBS に懸

濁し、上清を回収、ウイルス抗原とした。

同様に LCMV(WE 株) 

を Vero E6 に感染(MOI=0.1)させ、3 日後 感

染細胞を 1%NP40/PBS に懸濁し、上清を回

収、ウイルス抗原とした。 

 

C 結果 

アレナウイルス NP の mRNA cap-binding 領

域の高度保存領域のエピトープの予測と構

造上の位置の予測: 

新旧アレナウイルスの NP 間で、cap-binding

領域の特に高度に保存されている領域のエ

ピトープとなり得るペプチドを親水性、各

種予測による二次構造等を勘案して選択し

た結果、cap-binding 領域のアミノ酸 298-311

位及びアミノ酸 311-324 位の 2 箇所がエピ

トープになり得ると考えられた(図 2)。また、

これらの 2 種のペプチドのラッサウイルス

NP の立体構造上の位置を PyMol で解析す

ると、表層に存在すると考えられた(図 3)。 

 



ペプチド抗体と各種アレナウイルス NP と

の反応性 

ラッサウイルスNPのアミノ酸297-311位お

よび、311-324 位のペプチドをウサギに免疫

して得られた血清を用いて、旧世界アレナ

ウイルスの LUNV、LASV、LUJV、LCMV、

新世界アレナウイルスの南米出血熱の原因

ウイルスである JUNV、GTOV、SABV、

MACV、CHPV のリコンビナント NP との反

応性を ELISA で調べた(図 4)。抗 peptide 

297-311 抗体は ELISA で反応が弱かった。

一方、抗 peptide 311-324 抗体は、LCMV-NP

以外のアレナウイルス NP に強く反応し、

新種の旧世界アレナウイルスであるルナウ

イルスにも強く反応した。peptide 311-324

のアミノ酸配列を比較すると

311CLSGDGWPYIASRT 324 の 322 位の S が

LCMV だけ C であることから、322 位のア

ミノ酸が抗 peptide 311-324 抗体との反応に

重要であると考えられた(図 2)。 

 

Authentic ウイルス抗原との反応性 

平成 23,24 年度の研究はウイルス抗原とし

てリコンビナント NP を用いて、抗体の反

応性を検討してきた。平成 25 年度はラッサ

ウイルスに抗原性の近縁な MOPV、MOBV

および、フニンウイルス弱毒生ワクチン株

Candid#1 のウイルス抗原を調製し、peptide 

311-324 抗体との反応性を ELISA で検討し

た。MOPV, MPBV に対する陽性コントロー

ルはウサギ抗 Luna ウイルス NP 血清を用い、

Candid#1, LCMV に対する陽性コントロー

ルとしてそれぞれのウイルスのリコンビナ

ント NP で免疫したウサギ抗血清を用いた。

peptide 311-324 抗体は、ウサギ抗血清を用

いた場合よりも O.D.値は低いが、candid#1, 

MOPV, MOBV に反応した（図 5）。 

 次に、ウイルス抗原を用いてウエスタン

ブロットによるpeptide 311-324抗体の反応

性を検討した（図6）。ELISAと同様、candid#1, 

MOPV, MOBVに反応した。これらの結果は

リコンビナントンNPを用いたELISAの結果

と一致した。 しかし、MOBVに対する反応

は、Candid#1およびMOPVに比較して弱く、

LCMVには全く反応しなかった。アミノ酸

配列の比較から、MOBVとLCMVでは本ペ

プチド領域のアミノ酸322位がCysであるこ

とが抗体の反応性に影響していると考えら

れた。 

 

アレナウイルスのGP-2領域のペプチド 

アレナウイルスのGP-2にはすべてのアレナ

ウイルスで保存されている領域がある（図

7）。この部分のペプチド

CNYSKFWYLEHAK、を合成し、これに対

するウサギ抗体を作製した。これを用いて

アレナウイルス抗原を検出できるか検討し

た。ELISA、ウエスタンブロットともにこ

の抗体はMOPVに強く反応し、他のウイル

スにはほとんど反応しなかった（図8）。 

 

D 考察 

 現在まで、新興アレナウイルスのリコン

ビナントタンパク質等を用いて血清診断、

病原診断法が開発されているが、旧世界、



新世界アレナウイルスをともに広く検出可

能な抗体は無い。 

 本研究では、高度にアレナウイルス間で

保存された領域のペプチドの抗血清を作製

し、各種アレナウイルスとの反応性を解析

した。抗 peptide 311-324 抗体は、リコンビ

ナント NP を抗原とした検討では、LCMV

を除く全ての出血熱原因アレナウイルス及

び、2011 年に発見された新種の旧世界アレ

ナウイルスであるルナウイルスにも強く反

応した。また、authentic ウイルス抗原を用

いた検討でも、このペプチド抗体は旧世界

アレナウイルスである MOPV, MOBV およ

び、新世界アレナウイルスであるフニンウ

イルスCandid#1に反応することが明らかに

なった。一方、GP-2 ペプチドに対する抗体

は MOPV に反応したが、Candid#1、MOBV

に反応しなかった。アレナウイルスを広く

検出するためには、免疫に用いる GP-2 ペプ

チド配列の改良が必要である。LCMV に対

する反応性に関して課題は残るが、NP の

peptide 311-324 位を標的とした抗体は、ラ

ッサウイルス、フニンウイルス等、バイオ

テロに使用される可能性があるアレナウイ

ルスをもれなく検出できると期待できる。 

 今後、海外の BSL4 施設を有する感染症

研究機関との共同研究により、ラッサウイ

ルス、フニンウイルス等、アレナウイルス

そのものを使った、抗体の反応性の検討を

行う必要が有る。 

 

E 結論 

（１） アレナウイルスの NP に高度に保存

される部位のペプチドに対する抗体（抗

peptide 311-324 抗体）は LCMV-NP 以外の

アレナウイルスのリコンビナント NP に強

く反応し、新種のアレナウイルスであるル

ジョウイルス、ルナウイルスにも強く反応

することが明らかになった。 

（２） Authentic ウイルス抗原を用いた検

討でも、抗 peptide 311-324 抗体旧世界アレ

ナウイルスである MOPV, MOBV および、

新世界アレナウイルスであるCandid#1に反

応することが明らかになった。NP の本領域

を標的とした抗体は、ラッサウイルス、フ

ニンウイルス等、バイオテロに使用される

可能性があるアレナウイルスをもれなく検

出できると期待できる。 

（３） LCMV を含むすべてのアレナウイ

ルスに反応する抗体を作製するため、新た

に GP-2 ペプチドに対する抗体を調製した。

しかし Candid#1、MOBV に反応しなかった

ため、今後は免疫に用いる GP-2 ペプチド配

列の改良が必要である。 
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図 1 組換えバキュロウイルスを用いた各種アレナウイルス
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図 2アレナウイルスの高度保存領域と合成ペプチド
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図 5 ELISA によるペプチド抗体の authentic ウイルス抗原との反応 

 

 

図 6 ウエスタンブロッティングによるペプチド抗体の authentic ウイルス抗原との反応 
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図 7 アレナウイルスの GP-2 で保存されている領域 

 

 

 

図 8 アレナウイルスの GP-2 ペプチド抗体を用いた ELISA（左図）および 

ウエスタンブロッティング（右図） 
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