
 

 

 

厚生労働科学研究費補助金 

 
新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業 

 

 

 

我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイルス感染症に対する総合

的対策の確立に関する研究 
（H23－新興－一般－010） 

 
 

平成 23 年度－平成 25 年度 総合研究報告書 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

平成 26 年（2014）3 月 

 

 

研究代表者  高  崎  智  彦 

（国立感染症研究所） 

 

 

 

 

 



目  次 
 

I 総合研究報告 

 我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイルス感染症に対する 

総合的対策の確立に関する研究． 研究代表者 高崎智彦・・・・・・・・・・・・・・・・１ 

 

II 分担研究報告 

1.  デングウイルス、チクングニアウイルスの迅速検査法の研究・・・・・・・・・・・・・・９ 

研究分担者：森田公一（長崎大学熱帯医学研究所教授） 

2.  チクングニア熱を予防する DNA ワクチンの試作及びキメラデング 1 型ウイルス様粒子の作製

と診断用抗原としての評価・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・１３ 

研究分担者：小西英二（大阪大学微生物病研究所教授） 

3.  GENECUBE を用いたアルボウイルスの迅速診断法の開発、および健常成人における細胞 

培養日本脳炎ワクチンに対する抗体応答の持続効果 ・・・・・・・・・・・・・・・１７ 

 研究分担者：高橋和郎（大阪府立公衆衛生研究所副所長兼感染症部長） 

4.  媒介蚊からの簡便な病原体ゲノム検出、流行地における媒介蚊のナトリウムチャネル遺伝子調

査、および日本の新規媒介蚊の確定・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・２２ 

 研究分担者：江下優樹（大分大学医学部感染予防医学講座准教授） 

5.   ヒトスジシマカのデングウイルス感受性の評価およびジェノタイピング法による媒介蚊の殺

虫剤感受性評価に関する研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・２９ 

  研究分担者：澤邊京子（国立感染症研究所昆虫医科学部長） 

6.  コモンマーモセットを用いた節足動物媒介性ウイルス感染モデル系および解析系の確立・３３ 

     研究分担者：鈴木隆二（国立病院機構相模原病院 臨床研究センター室長） 

7.  デングウイルス感染症の診断および予防対策に関する研究・・・・・・・・・・・・・・４１ 

研究分担者：モイ メンリン（国立感染症研究所ウイルス第一部研究官） 

8． デングウイルス新規ワクチン開発のための病理学的評価系の確立 ・・・・・・・・・・４７ 

研究分担者：永田典代（国立感染症研究所感染病理部室長） 

9． 海外渡航者を対象にした蚊媒介性ウイルス感染症の情報提供 ・・・・・・・・・・・・５１ 

  研究分担者：濱田篤郎（東京医科大学病院 渡航者医療センター教授） 

10． チクングニアウイルスのコモンマーモセットモデルにおける病理学的解析および夏期の 

日本旅行後デング熱を発症したドイツ人デング熱患者症例と実験室確認診断 ・・・・・５６ 

  研究分担者：倉根一郎（国立感染症研究所副所長） 

 

III 研究成果の刊行に関する一覧表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・５９ 

IV 研究成果の刊行物・別刷・DVD・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・６３



厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

平成 23－25 年度 総合研究報告書 

 

我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイルス感染症に対する 
総合的対策の確立に関する研究 
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研究要旨： 
デングウイルス(DV)はフラビウイルス科、チクングニアウイルス(CHIKV)はトガウイルス科アル

ファウイルスに属する RNA ウイルスである。どちらもネッタイシマカあるいはヒトスジシマカな

どの蚊を媒介としてヒトに感染する。DV はデング熱(DF)やデング出血熱(DHF)という異なる病態

を惹起する。世界的に年間数千万～１億人が DF、数十万人が DHF を発症している。地球温暖化と

流行地の都市化現象が要因となり流行地域拡大が最も危具されている感染症である。我が国の輸入

症例も年々増加し、2013 年には 249 例と感染症法施行後最高の報告数であった。2010 年以後は震

災後の海外旅行者が減少した 2011 年を除いて、毎年 200 例以上のデング熱輸入症例が報告されて

いる。2013 年 8 月に日本国内を旅行したドイツ人旅行者が、直行便でドイツに帰国後デング熱を

発症した日本からのデング熱輸出症例の疑い症例が報告され、患者検体をドイツから取り寄せて確

認検査を実施したところ、デングウイルス 2 型感染であることを確認した。 
また、デング熱と類似の症状を来たす Zika 熱が 2007 年のミクロネシアでの流行以後、太平洋島

嶼国、東南アジアで流行が散発している。2013 年 12 月にフランス領ポリネシア BoraBora 島から

我が国への初めての Zika 熱輸入症例 2 例を病原体検査および中和抗体測定により確認した。今後

IgM 抗体検査法を確立する必要がある。また、チクングニアウイルスに近縁であるロスリバーウイ

ルスによりオーストラリアで流行しているロスリバー熱の初輸入症例を 2013 年 5 月に確認し、IgM
抗体検査法を含めて実験室診断法がほぼ確立された。 
本研究班では、現場で迅速に対応できる前処理を簡略化した検査法の確立のために LAMP 法のデ

ングウイルス、チクングニアウイルス検出法（ヒト検体および蚊）を改良した。また日本脳炎ウイ

ルスレプリコンを用いた 1 回感染性フラビウイルス粒子産生系を構築し、抗原性を保持しているだ

けでなく中和試験のような機能的検査にも利用できることが明らかになった。抗体検査においては、

イムノクロマト法を開発し良好な感度、特異性が得られた。またデングウイルス粒子抗原検出イム

ノクロマト法も開発に着手し、ウイルス抗原を昆虫細胞発現ベクターにより増殖させた。 
動物モデルに関しては、デングウイルスに対して感受性の高いマーモセットが、チクングニアウ

イルスに対しても同等の感受性を有することが明らかとなった。しかし、マーモセットは、旧世界

ザルと比較すると免疫学的背景は明らかでない部分が多い欠点がある。そこでマーモセットの

CD14、IL-1a、IL-1ｂ、IL-12b の４遺伝子および T 細胞レセプター遺伝子（TCR 遺伝子）のα鎖、

β鎖可変領域（TRAV、TRBV）の 56 遺伝子を同定したデータをもとに、免疫関連遺伝子発現量を

評価するために定量リアルタイム PCR（qPCR）を開発してきたが、これを実際にデングウイルス、

チクングニアウイルス感染マーモセットモデルにより応用した。 
2011 年 2 月から、感染症法において 4 類感染症全数把握疾患に規定されたチクングニアウイル

スは、2005 年に西インド洋諸国で流行が拡大した後、インド、スリランカに拡大し、2007 年には

インドからの輸入症例によりイタリアで国内流行が発生した。2011 年にはフィリピンミンダナオ島

で国内流行が確認され、2012 年にはメトロマニラをはじめ各地に拡大した。我が国への輸入症例も

2013 年は 13 例であった。ヒトスジシマカにおいては DENV1 の高い増殖性が認められたが，一方

で，DENV2 は，DENV1 に比べて増殖性が低いという結果が得られたが、1942－45 年の国内デン

グ熱流行株がデングウイルス 1 型株であったこととの関連は明確ではない。また、チクングニアウ

イルスに対する国内蚊感受性の検討の結果、ヒトスジシマカ以外にリバーズシマカとヤマダシマカも

感受性を有することが明らかとなった。 



また、旅行者ワクチンとしての細胞培養不活化日本脳炎ワクチンの評価として成人での抗体応答

を解析した。その結果、接種後一ヶ月で上昇した中和抗体が、一年後に有意に低下することが明ら

かになった。特に接種前の日本脳炎抗体陰性接種者では抗体低下が顕著であった。 
海外渡航者や海外派遣企業の健康管理担当者を対象に、蚊媒介感染症のうちでもデング熱に関す

る意識調査や知識レベルの調査を行った。「流行地域の在留邦人」や「海外派遣企業の健康管理担当

者」についてはデング熱への関心が高いが、媒介蚊の対策など予防面での知識が不足していること

が明らかになった。こうした調査結果にもとづき、ホームページ、パンフレット、ポスターなどに

よる情報提供を開始した。 
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Ａ．研究目的 
デングウイルス(DV)はフラビウイルス科、

チクングニアウイルス(CHIKV)はトガウイ

ルス科アルファウイルスに属する RNA ウ

イルスである。どちらもネッタイシマカあ

るいはヒトスジシマカなどの蚊を媒介とし

てヒトに感染する。DV はデング熱(DF)や
デング出血熱(DHF)という異なる病態を惹

起する。世界的に年間数千万～１億人が DF、
数十万人が DHF を発症している。地球温

暖化と流行地の都市化現象が要因となり流

行地域拡大が最も危具されている感染症で

ある。我が国の輸入症例も年々増加し、2013
年には 249 例と感染症法施行後最高の報告

数となった。また、2013 年 8 月に日本国内

を旅行したドイツ人が直行便で帰国後、デ

ング熱を発病した事例があり、病院の検査

室レベルで実施できる迅速キットの評価を

行い普及の可否を検討する。輸入症例中に

毎年十数例の出血熱、重症例の報告がある。

DHF は発症すると全身血管からの血漿漏

出、補体系の異常活性化、血小板減少に伴

う出血傾向、粘膜からの出血、播種性血管

内凝固症候群などをきたし致死的となる。   
また、2005 年に西インド洋諸国で流行が

拡大したチクングニア熱は、インド、スリ

ランカに拡大し、2007 年にはインドからの

輸入症例によりイタリアで国内流行が発生

し、2011 年にはフィリピンミンダナオ島で

流行が確認され、2012 にはメトロマニラに

流行が波及し、ルソン島以外の島々にも流

行が拡大、継続している。 
昆虫媒介性ウイルス感染症流行の拡大傾

向のなかで、より迅速な病原体、血清診断

法を開発し地方衛生研究所、検疫所等に技

術移転する。また輸入症例に対しては、海

外渡航者や医療従事者への啓発ガイドブッ

クとビデオ等を作成し、海外渡航、駐在先

での感染防止策を確立する。また、CHIKV、

DV に対する新たなワクチン開発のための

基礎データを収集する。媒介蚊対策は、

CHIKV、DV は国内に生息するヒトスジシ

マカが媒介可能であるため、国内のヒトス

ジシマカサーベイランスと両ウイルス感受

性について解明する。多くの日本人は DV
と近縁な日本脳炎ウイルスに対する抗体を

保有している。抗日本脳炎抗体が DV 感染

者における感染増強現象を、我々の開発し

た Fc レセプター発現 BHK 細胞を用いて感

染増強抗体を測定し、わが国に DV が侵入

した場合の重症デング熱発生頻度を推定す

る。 

 



Ｂ. 研究方法 

１． 診断法の開発・評価 

RT-LAMP 法を用いたウイルス遺伝子迅速

診断法の開発・応用 
 RT-LAMP 法による媒介蚊からのウイル

ス検出法、ヒトの全血からの前処理を省略

したウイルス遺伝子検出法を検討した。チ

クングニアウイルスと媒介蚊乳剤あるいは

ヒトの血液を混合し、前処理を省略して

RT-LAMP 法によりチクングニアウイルス

増幅を試みた。 
GENECUBE を用いたアルボウイルスウイ

ルス遺伝子迅速診断法の開発 
 検体の遺伝子抽出から核酸増幅・検出・

判定までを行う全自動遺伝子解析装置であ

る GENECUBE® （ TOYOBO ） に よ る

GENECUBE Qprobe 法のためのプライマ

ーと Q プローブ設計し、デングウイルス、

日本脳炎ウイルス、ウエストナイルウイル

スの検出感度、特異性を検討した。 
 
１回感染性フラビウイルス粒子の産生 

JEV Nakayama 株のレプリコン cDNA
をCMVプロモーターとHDVリボザイム配

列の間に挿入したレプリコンプラスミドを

作製した。また、このレプリコンから NS5
領域でフレームシフトさせ、RNA ポリメラ

ーゼ活性を持たない変異体も作製した。

JEV の構造蛋白質発現プラスミドは、JEV 
Nakayama 株由来の C-E、C、prME 領域

それぞれの cDNA を CAG プロモーター下

流に挿入して構築した。 
 
２．ワクチン 
成人における細胞培養日本脳炎ワクチンに

対する抗体応答 
 健常成人 272 名（20～72 歳、平均 43 歳）

に細胞培養日本脳炎ワクチン（ジェービッ

ク V®）を接種し、約一ヶ月後の抗日本脳炎

中和抗体価を測定し、さらに接種一年後の

中和抗体価を測定し、中和抗体（防御抗体）

の維持に関して検討した。 
 
３．動物モデルの開発、病態解析 
マーモセットの免疫学的解析法 

 デングウイルス感染霊長類モデルとして

確立されつつあるマーモセットは、新世界

ザルであり免疫学的背景は明らかでない部

分は多い。そこで、サイトカイン系の発現

解析、MHC、T 細胞レセプター、個体識別

マーカーなどを検討し、ハウスキーピング

遺伝子（HKG）および免疫関連遺伝子の特

異的プライマーをヒト配列と相同性の高い

部分を採用し設計し、定量リアルタイム

PCR を構築した。日本脳炎ウイルスを腹腔

接種し、ウイストナイル脳炎を発病した感

染マウス脳内の細胞性免疫（ウイルス特異

的脳内浸潤 T 細胞）を解析した。 
 
デングウイルス初感染マーモセットにおけ

る生化学および免疫学の解析 
マ ー モ セ ッ ト に DHF0663 株 、

D2/Hu/Jamaica/77/2007NIID 株 、

D2/Hu/Maldives を 1.8x105 pfu/dose から

1.8x103 pfu/dose まで 10 倍段階希釈したウ

イルスをそれぞれ各 2 頭ずつ背側皮下に接

種し、接種前および接種後 2、4、7、14、
21 日目に採血を行いった。対象グループ（4
個体）は、採血のみ行った。さらに、4 個

体においては、DENV-2 (DHF0663 株)の接

種を行い、接種後 2、4、7、14 日目に採血

を実施した、血液一般検査、生化学検査、

ウイルス遺伝子検査、抗体検査を実施した。 

日本脳炎ウイルス感染マウス脳炎発症にか

かわる脳内浸潤 T 細胞の解析 
JEV は S982 株を使用し、7 週雌 C57B/6j
マウスに感染させ、13dpi に脳と脾臓から

total RNA を抽出し、TCR レパトア解析、

相 補 性 決 定 領 域 3 （ CDR3 ） size 
spectratyping、CDR3 アミノ酸配列解析を

実施した。WNV および TBEV で同様の解

析により得られた結果を基に、ウイルス間

における脳内浸潤 T 細胞の特異性を比較し

た。リアルタイム定量逆転写ポリメラーゼ

連鎖反応（RT-PCR）を用いて細胞性免疫

にかかわる各種マーカーの発現量を定量し

サイトカインバランスを解析した。 
 
病理学的解析 
 チクングニアウイルス感染マーモセット

の諸臓器を病理学的に解析した。また、新

生仔マウスにデングウイルスを脳内接種し、

マウス組織を用いて参照標本を作製し、ホ

ルマリン固定およびパラフィン包埋標本に

おけるウイルス特異的モノクローナル抗体



の交差反応性と至適条件の検討を行い、組

織切片上のウイルス抗原検出系を検討した。 
 
（倫理面への配慮） 
上記動物実験は、国立感染症研究所およ

び各関連施設における実験動物委員会のガ

イドラインにしたがって実施した。 
 
４．媒介蚊の殺虫剤感受性試験 
 2009 年および 2010 年にフィリピンで

採集したネッタイシマカ幼虫サンプル（エ

タノールに浸漬）より 1 頭ずつ DNA を抽出

し（REDExtract-N- Amp Tissue PCR Kit, 
Sigma-Aldrich），PCR の鋳型とした．4 カ所

のアミノ産置換をターゲットとするために，

2 組の PCR を行った。すなわち，I1011MorV，

L1014F，V1016G，F1534Cである．I1011MorV，

L1014F，V1016G，F1534C の遺伝子断片を

増幅した。また，I1011MorV および L1014F
を検出するために aegSCF3 プライマーでシ

ーケンス解析を行い，V1016G を検出するた

めに aegSCR22 プライマーを用いた．また，

F1534C を検出するために aegSCR8 プライ

マーを用いてシーケンス解析を行った． 
タイのネッタイシマカ 幼虫を野外で採

集し、繁殖させて成虫になるまで育てた。

成虫にし 0.75%ペルメトリンに 1 時間暴露

させて生存したネッタイシマカ成虫をペル

メトリン耐性とし、ペルメトリン耐性シマ

カのナトリウムチャネルドメイン IIS6 の

部分断片を、RT-PCR 法で増幅させ、配列決

定を行った。それらの個体から全 RNA を抽

出後、kdr 遺伝子ドメイン II の S4 ならびに

S6 をカバーする領域の first strand cDNA を

PCR 増幅させた。PCR 生成物を精製し、遺

伝子配列を決定し、変異を同定した。 
 
５．診断技術等の技術移転 
地方衛生研究所、検疫所にウイルス遺伝

子検査のための陽性コントロールを配布で

きるようにウイルス RNA 遺伝子の常温保

存・輸送方法を検討した。RNA 抽出キット

を用いて抽出したデングウイルス 1－4 型

RNA 遺伝子を、RNA stable tube（RNA 
stable 1.5ml Screw-Cap Tube）に入れ、蓋

を緩めた状態で真空遠心機により乾燥させ

る。乾燥させたチューブを室温（15-25℃）、

30℃および 40℃で長期保存して、-80℃凍

結保存のものとリアルタイム逆転写 PCR
（TaqMan）法により評価した。 
 
６．海外旅行者への啓蒙ツール開発 
「海外旅行に興味のある者」や「海外派遣

企業の担当者」を対象に、蚊媒介性感染症

のうちでもデング熱に関する意識調査や知

識レベルの調査を行った。「海外旅行に興味

のある者」についてはデング熱への関心が

低く、また病気の基本的な情報に乏しい状

況にあることが明らかになった。また、「海

外派遣企業の担当者」については、デング

熱への関心が高いものの、その予防方法（と

くに蚊の対策）についての知識が不十分で

あることが明らかになった。また、海外渡

航者への効果的な情報提供を行うためホ

ー ム ペ ー ジ を 充 実 さ せ

（http://www.tra-dis.org）、東南アジア各

国におけるデング熱流行状況もホームペ

ー ジ に 掲 載 し た 。

（http://www0.nih.go.jp/vir1/NVL/dengue
.htm） 
 
C. 研究結果 
１． 診断法の開発・評価 

１回感染性フラビウイルス粒子の産生 
JEV のレプリコン cDNA を CMV プロモ

ーター下流に挿入する事により、in vitro
で RNA 合成をする事なく、プラスミドを

直接細胞に導入して JEV ゲノムを複製さ

せる事が出来た。またこの時に構造領域発

現プラスミドを同時にトランスフェクショ

ンすれば、１回感染性のウイルス粒子が得

られる事が明らかとなった。これを用いて

中和試験を実施したところ、生ウイルスを

用いた結果と同等であった。 
 

ウイルス遺伝子迅速診断法の開発 
(1)（RT-LAMP）法 
 RT ランプ法では全血を 10 倍に薄めるこ

とで、RNA 抽出のような前処理を実施する

ことなくチクングニアウイルス遺伝子を検

出できた。 
(2)GENECUBE を用いたアルボウイルス

ウイルス遺伝子迅速診断法の開発 
ＤＶは１－４型すべて検出可能であった。

検出感度は４型が 10 コピー、3 型が 100 コ

ピーであった。最少検出ウイルス力価は１



型 2.3x10-2PFU, 2 型 6.0x10-4PFU, ３
型 3.2x10-3FFU, ４型 2.3x10-2FFU で

あった。 ＪＥＶ Beijing-1 株に対する検

出限界は、1.0x10-2FFU であった。 

 

迅速抗体検査キットの開発 

 ＩｇＭ捕捉法によりデングウイルス特異的イム

ノクロマト法を作製し、ベッドサイド利用できる

迅速抗体検査を開発した。この検査に用いる

ことのできる安全なウイルス粒子様抗原を昆虫

細胞で安定に発現する系を構築した。 
 
２． ワクチン 

旅行者ワクチンとしての細胞培養日本脳

炎不活化ワクチンの評価 

ワクチン接種者のうち継続調査ができた

154 名の幾何平均抗体価は、ワクチン接種 1

ヶ月後 87.6 倍から 1 年後には 21.8 倍と約

１/4 に低下した。1年後の陰転率は 21.4％

で、ワクチン接種後の抗体価が低いほど陰

転化する割合は上昇した。ワクチン接種前

の中和抗体価が<10 で抗体陽転した 80名の

群では、1 年後<10 に陰転化した例は 30 例

（37.5%）であり、1 年後に陰転化した 31

例の 96.7%を占めた。一方、ワクチン接種

前の中和抗体価が≧10ワクチン接種前の中

和抗体価が≧10 で抗体上昇した 64 名の群

では、1 年後<10 に陰転化した例は 1 例

（1.6%）であった。 

 
３．動物（霊長類）モデルの開発、病態解

析 

マーモセットの免疫学的解析法の確立 

（1）8 種類のハウスキーピング遺伝子

（HKG）の各組織における発現量が最も多か

ったのは rRNA で、逆に少なかったのは UBC

であった。 

（2）geNorm を用いた遺伝子発現安定性

を厳密に調べるため geNorm を用いて解析

を行った結果、脾臓、空腸、小脳は他の組

織と比べて安定性が低かった。しかし、す

べての組織で 8 遺伝子解析時において、安

定性が高いことを示した。全組織で 2 遺伝

子のみで normalization が十分であること

を示した。多くの組織において、GAPDH、ACTB、

SDHA、TBP はランキングが高く、逆に HPRT、

rRNA、B2M は低かった。 

（3）マーモセットとヒト白血球における

各免疫関連遺伝子の発現を比較したところ

CD4、IL-4 の発現量は、ヒトよりもマーモ

セットで有意に低値を示したが、IL-10、

IL-12β、IFN-γは有意に高値を示した。

CD8/CD4 比において、マーモセットではヒ

トよりも有意に高値を示した。さらに IFN-

γ/IL-4、IL-2/IL-4 比においてもマーモセ

ットはヒトよりも有意に高値を示し、Th バ

ランスがヒトと異なることを示した。 

 

デングウイルス初感染マーモセットにおけ

る生化学および免疫学の解析 
 生化学検査では DENV-2 接種マーモセッ

ト（5 個体）において AST 値、ALT 値の上

昇が認められた。LDH 値上昇は、6 個体に

認められた。BUN 上昇は 2 個体に認められ

た。Mock グループにおける AST, ALT, LDH
および BUN の有意な上昇は認められなか

った。血液一般検査では、血小板の減少が、

ウイルス接種 12個体中 5個体に認められた。

さらに、9 個体においては白血球数の減少

が認められた。DENV-2 接種 7 日目のマー

モセットにおいて、Mock と比較して、白血

球数が有意に減少した(P=0.03) 。 
 

日本脳炎ウイルス感染マウス脳炎発症にか

かわる脳内浸潤 T 細胞の解析 
TCR レパトア解析では、JEV 感染マウスの脳

では、TCRAV8-1、10-1、BV2-1 が有意に増

加していたが、その増加の程度は Surviving

群と Dying 群で差は有意でなかった。

TRAV8-1 に対して CDR3 size spectratyping

解析を行った結果、高いクローナリティー

が認められた。CDR3 アミノ酸配列解析で、

重症群では複数の同一クローンを個体間で

認められ、そのクローンの一部は軽症群に

も確認された。しかし軽症群では群に共通

するクローンは認められなかった。J 遺伝

子の発現パターンの解析の結果、Surviving

群と Dying 群では異なる J 遺伝子の使用率

がそれぞれ高くなっていることが確認され

た。リアルタイム PCR 解析で、Mock 群の脳

と比較して感染マウスの脳では CD3、CD8、

CD25（IL-2R）、CD69、Perforin、Granzyme A、

Granzyme B の発現レベルが増加した。

Surviving 群と比較すると Dying 群では

Perforin、Granzyme A、Granzym B が有意



に上昇していた。また脳内サイトカインバ

ランスを測定した結果、脳内サイトカイン

バランスは感染後徐々に Th1 側に偏ってい

った。しかし体重により予後判定のできる

13 dpi では Dying 群では Surviving 群と比

較してより Th1 側に偏っていた。 
 
フラビウイルス脳炎の病態解析 

脳炎を起こすフラビウイルス感染により

異なる病態を示す群間で、ウイルス感染免

疫に重要な役割を示す T 細胞のクローンレ

ベルでの変化がこれらの表現型に関与して

いる可能性がある。今後は今回検討したも

の以外の V ファミリーのクローンレベルの

詳細な検討を行うとともに、サイトカイン

レベルに関与する制御性 T 細胞関連因子に

も着目し感染後の予後決定因子を検索する

必要がある。 
 

病理学的解析 
 チクングニアウイルス感染マーモセット

の諸臓器を病理学的に解析したところ、

CHIKV 接種 4～21 日の長期に渡り脾臓およ

び腋窩リンパ節にウイルス遺伝子が検出さ

れた．また肝臓および脾臓において特異的

抗原が検出され，肝臓においては肝のシン

グルセルネクローシス，細胞浸潤，脾臓に

おいては二次濾胞の形成および starry sky

像が観察された。また、新生仔マウスにデ

ングウイルスを脳内接種し、マウス組織の

ホルマリン固定およびパラフィン包埋標本

におけるウイルス特異的モノクローナル抗

体の交差反応性と至適条件の検討の結果、

Anti-Dengue Virus E glycoprotein 
antibody (ab80914)が良好な反応を示した。 
 
４．媒介蚊の薬剤感受性試験 
(1)ペルメトリン耐性シマカのナトリウム

チャネルドメイン IIS6 の部分断片を、

RT-PCR 法で増幅させ、配列決定を行った。

4つの塩基変異が検出された。2つの突然変

異で、2 つのアミノ酸が置換されたすなわ

ち、S989P (T->C)と V1016G (T->G)であっ

た。この突然変異部位については、82 サン

プルの中で、SS 遺伝子型が卓越しているこ

とがわかり(n= 64)、それに SR (n= 14)な

らびに RR 遺伝子型(n= 4)が続いた。得られ

たデータから、これらのアミノ酸置換が、

ペルメトリン耐性ネッタイシマカの野外採

集集団に生じていた。 

(2)2009 年にフィリピン国内 30 カ所で採

集された 688 頭のネッタイシマカ幼虫に

関してピレスロイド剤感受性マップと比

較するとこれまで中南米地域で確認され

ている I1011 の変異はどの個体からも検

出されなかったが，V1016G の変異は 0～
61%の頻度で，F1534C は 0～76.3%の頻度

で確認された． G1016，C1534 ともにフ

ィリピン全土から採集されたネッタイシ

マカから広範囲に確認され，特に地理的

な偏りは見いだせなかった。 
(3) ペルメトリン耐性シマカのナトリウムチ

ャネルドメイン IIS6 の部分断片を、RT-PCR

法で増幅させ、配列決定を行った。4 つの塩

基変異が検出された。2つの突然変異で、2つ

のアミノ酸が置換された。すなわち、S989P 

(T->C)と V1016G (T->G)である。上記 2 ヶ所

の突然変異部位については、82サンプル中で、

SS 遺伝子型が卓越していることがわかり(n= 

64)、それに SR (n= 14)ならびに RR 遺伝子型

(n= 4)が続いた。 
 

５．診断技術等の技術移転：蚊媒介性ウイ

ルス RNA 安定室温保存に関する研究 

 デングウイルス遺伝子の長期保存安定性

に関する検討した結果、デングウイルス 1
型～4 型いずれの RNA も RNA stable tube
室温保存で 5 ヶ月間安定であった。また高

温保存における安定性を検討した結果、1
型～4 型 30℃、40℃下に 4 週間 RNA stable 
tube にて保存した結果いずれも RNA は安

定であった。 
 
６．海外旅行者への啓蒙ツール開発 
 デング熱などの蚊媒介性ウイルス感染症

の啓発のために、ホームページを作成し

e-learning 形式の「デング熱に関する検定」

を作成した。また、ジャカルタ、マニラの

在留邦人を対象に、デング熱の知識に関す

るアンケート調査を実施した。その結果、

日本人は蚊には夜刺されるという意識が強

く、デング熱の媒介蚊が夕方や明け方に刺

されることが多いという知識乏しいことが

明らかとなった。東南アジア主要各国（フ

ィリピン、ベトナム、カンボジア、ラオス、

マレーシア、シンガポール、タイ、台湾）



およびオーストラリアにおけるデング熱流

行状況もホームページに掲載した。 
（http://www0.nih.go.jp/vir1/NVL/dengue
.htm） 
 
D. 考 察 
診断法の開発としては、ウイルス遺伝子

検出法の開発、検体前処理法の改良、イム

ノクロマト法による迅速抗体検出法の開発

を行った。ウイルス遺伝子検出法としては、

現場即時検査の面からの RT-LAMP 法の確

立は媒介蚊の調査、血液からの前処理をな

くした検出は遠心機のないベットサイドで

の検査にに有用で POCT（Point of care 
testing）の手段となると考えられる。一方、

検体の遺伝子抽出から核酸増幅・検出・判

定までを行う全自動遺伝子解析装置である

GENECUBE®による遺伝子検出法の確立

は、国内流行が拡大した場合に地方衛生研

究所等のマンパワーの不足を補えるものと

考えられる。抗体検査として、独自のデン

グウイルス IgM抗体イムノクロマトキット

を開発した。今後チクングニアウイルス

IgM 抗体イムノクロマトキットも開発する

予定である。また、プラスミドトランスフ

ェクションによる１回感染性 JEV 粒子産

生系は、中和試験などの機能性アッセイが

可能である。また prME の配列を変える事

によりデングウイルス、ウエストナイルウ

イルス、黄熱ウイルス、ダニ媒介性脳炎ウ

イルスの１回感染性粒子の迅速簡便な作製

も可能であり、遺伝子配列が分かれば対応

可能である。 
ワクチン開発では、最も実用化に近いと

思われていた黄熱弱毒生ワクチン株とデン

グウイルス１－４型のキメラウイルスがタ

イの臨床試験で芳しくない結果が報告され

た た め （ Arunee et al. ; The 
Lancet.380(9853):1559-67,2012）、むしろ

ワクチンの評価方法や動物モデルに重点を

置くべきであり、それがワクチン実用化へ

の近道である。 
成人における細胞培養日本脳炎ワクチン

に対する抗体応答では、現在の細胞培養日

本脳炎ワクチン１回接種のでは、20%の抗

体非上昇者が存在した。やはり海外渡航者

のための旅行者ワクチン接種も 2 回接種が

必要である。また、幾何平均抗体価は、ワ

クチン接種1ヶ月後87.6倍から1年後には

21.8 倍と約１/4 に低下した。1年後の陰転

率は 21.4％で、154 人中 31 例が非防御レベ

ルの中和抗体価 10 倍以下となった。 
 動物モデルの開発では、デングウイルス

は自然なマウスではウイルス血症も起こさ

ない。ワクチンや治療薬の実用化の点から

も霊長類モデルの開発を行った。新世界ザ

ルであるマーモセットは旧世界ザルよりも

高いウイルス血症を示すことから感染モデ

ルとして有用であるが、旧世界ザルと比べ

て免疫系の基本情報が不足している点であ

るが、サイトカイン、Ｔ細胞関連の遺伝子

を同定し、その mRNA をリアルタイム PCR 法

を確立したことは、マーモセットを用いる

実験において、それらの解析に非常に有用

である。また、デングウイルス感染病理組

織の免疫染色には Anti-Dengue Virus E 
glycoprotein antibody （ab80914）が有用

であることを確認した。 

チクングニアウイルス（CHIKV）感染マー

モセットに関する病理学的解析では、CHIKV

接種 4～21 日の長期に渡り脾臓および腋窩

リンパ節にウイルス遺伝子が検出されたこ

と、さらに肝臓および脾臓において特異的

抗原が検出され，肝臓においては肝細胞に

おける特異的抗原の観察，肝のシングルセ

ルネクローシス，細胞浸潤が観察され，脾

臓では二次濾胞の形成および二次濾胞内に

starry sky 像が観察されたことから CHIKV

の感染が成立した可能性が示唆された．し

たがって今後さらなるウイルス学的および

病理学的詳細を解析する必要がある． 

媒介蚊の殺虫剤感受性に関しては、フィ

リピンのネッタイシマカがピレスロイド剤

に対して高頻度で耐性であることが判明し

た。また、タイのネッタイシマカが 0.75 % 

ペルメトリンに対して 80%未満の死亡率と

いう高い耐性を有していた。生存したペル

メトリン耐性ネッタイシマカ個体のナトリ

ウムチャネル遺伝子の IIS4-S6 ドメインに

4 つのヌクレオチド置換が検出された。こ

れらのネッタイシマカの殺虫剤耐性が、近

年のデング熱の流行拡大と関係する可能性

が考えられ、デングウイルス、チクングニ

アウイルス媒介蚊で日本国内に生息するヒ

トスジシマカに関しても検討する必要があ

る。 



実験室診断法の技術移転の一環として検

討した RNA 遺伝子の常温保存・輸送方法

の検討では、RNA stable チューブを使用す

ることでデングウイルスは少なくとも室温

保存 5 ヶ月間安定であることが確認できた。

また 4 週間の 30℃、40℃下での保存でも安

定であることを確認した。本方法により国

内衛生研究所、検疫所等の検査機関に輸送

する際に、ドライアイスを使用する必要が

なく、新たな RNA ウイルス感染症の検査

体制構築に極めて有用である。 

 
E．結 論 
 蚊媒介性ウイルスの遺伝子検出法として、

現場即時検査法として RT-LAMP 法の確立

と蚊および臨床検体（血液）への応用研究

を実施し、前処理の簡略化を図った。また、

検査機関におけるマンパワーの不足を補う

ために検体の遺伝子抽出から核酸増幅・検

出・判定までを行う全自動遺伝子解析装置

による検出法も検討した。また、イムノク

ロマト法による IgM抗体検出キットの開発

を開始した。 
 プラスミドトランスフェクションによる

１回感染性 JEV 粒子産生系を確立した。

prME の配列を変える事によりデングウイ

ルス、ウエストナイルウイルス、黄熱ウイ

ルス、ダニ媒介性脳炎ウイルスの１回感染

性粒子の迅速簡便な作製も可能であり、そ

れらは感染中和アッセイ等に有用である。 
 デングウイルス感染動物モデルとして有

用であるマーモセットの免疫学的背景を明

らかにし、サイトカイン、Ｔ細胞関連の遺

伝子など免疫学的マーカーの測定系を確立

した。感染マーモセットの末梢血検査（生

化学、血球数）にヒトと同様の変化が生じ

ることを確認した。 
 2009 年に製造承認された、細胞培養不活

化日本脳炎ワクチンの旅行者ワクチンとし

ての有効性は、2 回接種が望ましいがその

防御抗体の維持能が長くないという問題点

が明らかになった。 
 ウイルス遺伝子 RNA の常温保存・輸送

法を見出し、30℃、40℃の高温下での安定

性を確認した。 
 デング熱流行地の在留邦人のデング熱に

関する認識度調査を行った結果、媒介蚊に

関する知識が不足していることが判明した。

日本人海外旅行者向け感染症に関するホー

ムページ、ポスターを作成した。 

 

F. 健康危険情報 
H23 年夏にフィリピン熱帯医学研究所

（RITM）に確認したところ、チクングニ

ア熱のミンダナオ島での流行が確認された

が、H24 年には流行がメトロマニラを含む

ルソン島はじめ多くの地域に拡大した。日

本人のフィリピンからの輸入症例も確認さ

れた。 

 

G.研究発表 
 研究成果の刊行に関する一覧表に記載し

た。 
 
H. 知的所有権の取得状況 
１．特許取得 
  な し 
 
２．実用新案登録 
  な し 
 
３．その他 
  な し 


