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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） 

 

分担研究総合報告書（H23-25 年度） 

 

デングウイルス、チクングニアウイルスの迅速診断法の研究 

 

研究分担者 森田 公一  長崎大学・熱帯医学研究所 教授 

 

研究要旨： 

熱帯、亜熱帯を中心として蚊で媒介されるウイルス感染症、特にデングウイルスとチク

ングニアウイルスの感染が世界的に増加・拡大傾向にある。とりわけ、デングウイルスに

よる被害は深刻であり、世界保健機関は毎年世界では 2000 万～4000 万の感染者が発生し

ていると見積もっている。我が国においても、アジア、アフリカ、中南米を旅行し帰国後

発症するデング、チクングニア感染者が増加しており輸入感染症として重要であるが、加

えて、こられのウイルスを媒介する能力のあるヒトスジシマカが本邦内で繁殖しているた

め、ウイルスの国内流行も視野に入れた対策を講じ、準備をしておくことが必要と思われ

る。本分担研究では、迅速診断法の開発、改良を目的とした。 

初年度は日本で開発された遺伝子増幅検出技術である LAMP 法をデングウイルス等の検

出に応用した手法を開発した。これまで開発された同様の手法の多くは 4 つあるデングウ

イルスの血清型それぞれについての検査が必要であったが、今回開発した方法では、1 つの

検査で 4 つの型ともに高感度に検出することが可能であった。さらにデングウイルスと近

縁の日本脳炎ウイルス、ウエストナイルウイルス等とは反応せず、非特異反応もほとんど

なかった。このことから、本手は十分に有用な診断法であると判断した。 

２年次には迅速抗体診断法としてイムノクロマト法を開発し、あわせて安価な診断用抗

原の供給を目的として遺伝子工学手法を用いたデングウイルス様粒子の作成技術を開発し

た。得られた結果から、本研究をさらに推進することでデングウイルスの高感度で安全、

安価なベッドサイト抗体診断薬が供給可能であると判断した。 

３年次の研究では、過去 2 年間に得た経験を活用して、デングウイルスとの鑑別診断が

必要な日本脳炎などの他のフラビウイルスについての LAMP 法の作成やウイルス様粒子作

製法の構築を実施し、加えてこれまでに開発したデングウイルス、チクングニアウイルス

の迅速検出技術をデング熱流行国で活用してデングウイルス、チクングニアウイルスの検

出を実施しミャンマーでは同国に初めて ECSA 型（East Central South African genotype）

が侵入したことを明らかにした。 
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A. 研究目的 

我が国への侵入が危惧される蚊媒介性ウイ

ルス感染症のうち、特にデングウイルス感染や

チクングニアウイルス感染等の簡便、迅速なウ

イルス遺伝子検出系、特異的抗体検出系を開発

すること。またこれらのウイルスに対する抗体

検出系診断薬に利用することのできる、安全、

安価な診断用抗原を作成するため、ウイルス粒

子様抗原を遺伝子工学手法を用いて作成し、そ

の特性や感度について評価すること、加えて試

作した手法を疾病流行地域で活用しその有用

性について検討することを目的とした。 

 

B. 研究方法 

1. デングウイルスをはじめとする LAMP 法に

よる迅速診断法の開発 

デング 1～4 型ウイルスの遺伝子ゲノム 3’末

端にあるコンセンサス配列からデングウイル

スコンセンサスプライマーを合成した。栄研化

学社製の RT-LAMP キットに LAMP プライマーを

添加し、ウイルス培養液、ヒト血清サンプルか

ら抽出したRNAを添加してAuto-turbidimeter

で 63℃、1 時間測定した。RT-PCR 法はインビ

トロゲン社製の RT-PCR キットを用いて 2.の

RT-PCR プライマーとサンプル RNA を添加し常

法にしたがって、遺伝子増幅を行い、アガロー

ス電気衛動によって増幅産物を検出した。黄熱

ウイルスやダニ媒介性脳炎ウイルスについて

も同様に LAMP 法の開発を実施した。 

 

2. イムノクロマト法を用いた抗体診断薬の開発と、

診断用抗原（ウイルス様粒子）作製 

 セルロース膜に抗ヒトＩｇＭを固相化した。フラビ

ウイルス特異的マウスモノクロー抗体の金コロイド

による標識は定法により行い、イムノクロマト法の

バッファーに患者血清、標識抗体、抗原（４価のウ

イルス感染培養液）を混合し１５分間ＩｇＭ補足抗

体を固相化したセルロース膜スティックを浸すこと

で固相化した抗ヒトＩｇＭの位置に出現するバンド

の有無で陽性、陰性を判断した。 

(謝辞：イムノクロマト法については大塚製薬、織

田哲也博士のご指導をいただきました。) 

 ウイルス様粒子の作製については昆虫細胞発

現ベクター pIB/V5-His (Invitrogen 社製) を用い

デングウイルス１型～４型までのＰｒＭ－Ｅ遺伝子

をそれぞれ挿入して発現系を構築し blasticidin 

により高発現細胞を選択し安定発現系を得た。同

様にして、日本脳炎ウイルスや黄熱ウイルスにつ

いてもウイルス粒子様抗原の発現を実施した。 

（倫理面への配慮） 

組換え DNA 実験については長崎大組換え DNA

安全委員会への申請許可を得て実施した。 

 

3．診断薬評価のための流行地での調査 

2010年 7月～10月の期間にミャンマー国に

ある Mandalay 小児病院をデング熱疑いで受

診した患者のうちインフォームドコンセント

が得られている 116 例の患者サンプルを得た。

ウイルス特異的血清 IgM, IgG 検査、本研究で

開発した LAMP 法や RT-PCR 法によりウイル

ス遺伝子の検出を実施し、併せて検体の一部を

ヒトスジシマカ培養細胞クローン C6/36 細胞

に接種しウイルス分離を実施した。分離された

チクングニアウイルスについてはＥ１遺伝子

部分の塩基配列を決定し MAFFT, version 

7.058b によりアラインメントを調整して、 

Bayesian MCC tree （version 3.1.2）と

FigTree software（version 1.4.0.）を用いて樹

状解析を実施した。 

（倫理面への配慮） 

本研究におけるヒト血清の使用は、ミャンマー

国、長崎大学熱帯医学研究所倫理委員会におい

て承認をうけ実施した。 

 

C. 結果 

1. デングウイルスをはじめとするLAMP法によ

る迅速診断法の開発 

デングコンセンサス RT-LAMP プライマーを

用いて 4 つの血清型のデングウイルスの遺伝

子が検出可能であった。検出限界は DEN-1, -2, 
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-3, -4 型の代表型 について、それぞれ 1, 10, 

10, 1 copy であった。野生株 16 株を用いた

RT-PCR 法との比較では 7 株で 10～100 倍高い

感度、6株では同じ感度であった。デングウイ

ルスと近縁の日本脳炎ウイルス、ウエストナイ

ルウイルス、セントルイス脳炎ウイルス等につ

いて consensus デング RT-PCR との反応性を検

討したがいずれのウイルスでも遺伝子増幅は

なかった。また、過去にウイルス分離が陽性で

あった患者サンプルから抽出したＲＮＡから

高感度にデングウイルス遺伝子が検出され、非

感染者血清からのＲＮＡでは非特異的増殖は

見られなかった。 

 バングラデシュで2006年～2009年に採取さ

れたデング熱疑いの有熱患者血清、42 例、88

例、21 例、126 例から、このデングコンセンサ

ス LAMP 法を用いて、25 例のデング 1～3 型の

ウイルスが検出できた。この結果はウイルス分

離、PCR 法による検査結果と概ね一致していた。 

 このほか、研究期間中に黄熱ウイルス、第媒

介性脳炎ウイルスについても LAMP 法を応用し

て迅速ウイルス検出法の開発を完了し、以前に

開発していた、ウエストナイルウイルス、日本

脳炎ウイルス、チクングニアウイルスの LAMP

法と合わせて日本に侵入する可能性のある蚊

媒介性ウイルスの迅速遺伝子検出のための

LAMP 法が確立された。 

 

2．イムノクロマト法を用いた抗体診断薬の開発と、

診断用抗原（ウイルス様粒子）作製 

抗ヒトＩｇＭ抗体を固相化したイムノクロマト法す

なわち IgM-補足法によりデング患者血清中に存

在するデングウイルス特異的ＩｇＭ抗体の検出が１

５分で判定可能であった。非特異的な反応はみら

れなかった。 

 昆虫細胞を用いた、ウイルス様粒子産生細胞が

構築できた。抗原量はウイルス感染細胞上清と同

等の力価をしめした。 

 

 

3．デング熱、チクングニア熱流行地域での血清診

断と分離ウイルスの分子疫学解析 

116 例のデング熱疑い患者の血清抗体検査

では特異的 IgM 検査において、チクングニア

陽性（5.2％）、デング陽性（47.4％）、両方

陽性（6％）であった。特異的 IgG 検査ではチ

クングニア陽性（14.6％）、デング陽性（48.2％）、

双方陽性（7.7）であった。ウイルス検査につ

いては 4 検体でチクングニアウイルス遺伝子

陽性検体があり、C6/36 細胞接種によりウイル

スが 4 株分離された。Ｅ１遺伝子（遺伝子番号

9952 -11271）の塩基配列を決定し登録した

(GenBank accession numbers- KF 590564, 

KF 590565, KF 590566, KF 590567)。これら

の配列を樹状解析したところ、有史以来はじめ

てミャンマー国にアフリカのチクングニアウ

イルス ECSA 型（East Central South African 

genotype）が侵入していたことが判明した。 

 

D. 結論 

1．デングウイルスの４つの血清型のすべてを

同時に検出し得るデングウイルス共通

RT-LAMP 法を確立した。この RT-LAMP の検出限

界は DEN-1, -2, -3 -4 型の代表型 について、

それぞれ 1, 10, 10, 1 copy であった。デン

グウイルス16株を用いたコンセンサスRT-PCR

法との比較では7株で10 ～ 100 倍高い感度、

6 株では同じ感度であった。コンセンサス

RT-PCR 法と他のフラビウイルスとのクロス反

応はなかった。患者血清からも Consensus デ

ング RT-LAMP でウイルスが検出でき、健康者血

清からは非特異反応はなく、臨床検体からもデ

ングウイルスを検出できた。 

 

2．ＩｇＭ補足法によるデング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。 
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3．ミャンマー国で臨床的にデング熱が疑われ

た患者の血清抗体検査により 47.4％はデング

ウイルス感染であることが確認できたが、

5.2％はチクングニアウイルス感染であった。

また 4 例ではチクングニアウイルスが分離さ

れ系統樹解析の結果、アフリカ由来の ECSA

遺伝子型が同国に侵入したことが判明した。 

 

E. 考察 

1．デングウイルスのコンセンサス LAMP デング

ウイルス感染症の迅速診断、フィールドサーベ

イランスに極めて有用であると考えられる。 

2．イムノクロマト法によるデング抗体診断薬が開

発でき、この診断試薬が市場に供給できれば国

内でも国外でも有用であると思われる。 

3．デングウイルスをはじめとして、フラビウイルス

粒子様抗原は安全安価な抗原として有望であり、

他のフラビウイルスやチクングニアウイルスについ

ても同様に簡易抗体診断法を開発を継続する必

要がある。 

4．ミャンマー国への侵入が確認されたアフリ

カ由来のチクングニアウイルス(ECSA 型)は

2008 年-2009 年に近隣のマレーシア、タイ、

2010 年には中国に侵入したことが確認されて

おり、ミャンマー国へはこれらの近隣諸国から

伝搬した可能性が高い。この系統のウイルスは

従来のアジアで流行しているチクングニアウ

イルスよりも高い病原性を持つことが示され

ており今後、この系統のウイルスの拡大や我が

国への伝搬には留意する必要がある。 
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