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研究要旨：2009 年に中国で発生した重症発熱性血小板減少症(SFTS)の原因ウイルスは、ブ

ニヤウイルス科フレボウイルス属の新種のウイルス(SFTS ウイルス: SFTSV)であることが

2011 年に中国 CDC によって報告された。SFTSV を媒介するフタトゲチマダニは中国のみ

ならず、日本を含めアジア、太平洋地域に広く生息していることから、中国 CDC から情報

を入手して、組換えウイルス蛋白による血清診断系の開発、組換えウイルス蛋白に対する

抗体作成、患者診断用の RT-PCR 等を準備した。予備調査で組換え抗原により動物の血清

疫学調査を行ったが、2012 年時点では抗体陽性動物は検出できなかった。また、ダニから

のウイルス遺伝子も検出できなかった。2013 年 1 月には本ウイルスに感染した国内初の

SFTS 患者が報告された。患者の実験室診断には、１）患者診断用 RT-PCR が有効であっ

た、２）ウイルス分離同定や、免疫組織学的染色に、組換えウイルス蛋白に対する抗体が

極めて有用であった。一方、組換えウイルス蛋白による血清診断系とダニからのウイルス

遺伝子検出法は、感度が充分でないことがわかった。2012 年 11 月に中国 CDC の Prof. 

Mifang Liang, Prof. Li Dexin に分与された SFTS ウイルス HB29 株を用いて作製した抗体

検出法は感度が高く、その後の動物の血清疫学調査等に活用された。マダニからのウイル

ス遺伝子検出は、MGB プローブによるリアルタイム RT-PCR 法を確立し、反応が陽性対照

コンタミによるのか否かを同時に確認できる系へと改良された。 
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A. 研究目的 

 重症発熱性血小板減少症(SFTS)ウイル

スは 2011 年に中国で同定された新規ブニ

ヤウイルスである。このウイルスに感染し

たヒトの症状は、発熱、消化器症状、血小

板減少、白血球数減少等を特徴とし、年齢

が高いほど重症例と死亡率が高くなる傾向

がある。本研究の目的は、患者の実験室診

断を整備して患者発生に備えること、動物

の血清疫学を行うための抗体検出法を開発

すること、マダニから効率よく SFTS ウイ

ルス遺伝子を検出するリアルタイム

RT-PCR を開発することである。 

 まず、2011 年にはウイルスの入手が困難

であったため、初年度は、遺伝子配列情報



を中国 CDC より入手し、N 蛋白質(NP) 

cDNA を化学合成し、各種組換え系により

ウイルス蛋白を発現し、血清診断系を作製

することを目的とした。また、組換え蛋白

をウサギに免疫して作製した特異抗血清を

作製した。 

 二年度には、作製した血清診断系を用い

てシカなどの血清疫学を予備的に開始した。

また、2012 年 11 月に中国 CDC の Prof. 

Mifang Liang, Prof. Li DexinにSFTSウイ

ルス HB29 株が分与された。これを受けて、

ウイルス感染細胞を用いた血清診断系を作

製した。血清診断 ELISA を組換え抗原と

SFTS ウイルス抗原で比較した結果、組換

え蛋白免疫ウサギ血清の抗体検出感度は30

倍以上後者が優れていることが明らかとな

った。このため、SFTS ウイルス感染細胞

を用いた ELISA 抗原、感染細胞を用いた間

接蛍光抗体法用抗原を調整した。また、2013

年1月に国内のSFTS患者が確認されたが、

この実験室診断には、初年度に整備してい

た RT-PCR が有効であった。現在では

RT-PCR 法による患者の診断検査体制が全

国に整備されている。また、病理組織学的

解析には、初年度に作製した組換え蛋白を

ウサギに免疫して作製した特異抗血清が極

めて有効であった。その後の死亡患者の免

疫組織学的解析にも、本抗体が用いられて

いる。 

 中国においてフタトゲチマダニ（5.4%）

およびオウシマダニ（0.6%）から SFTS ウ

イルス遺伝子が検出され、SFTS はマダニ

媒介性の感染症であると考えられている。

初年度にはヒトの実験室診断に用いている

RT-PCR 法でマダニの予備的調査を行った

が、陽性マダニは検出できなかった。最終

年度の 2013 年 4 月の段階において、国内

の SFTS ウイルスを保持するダニ種、陽性

率、個体あたりのウイルス量、季節性変動

性、陽性マダニの国内分布等は全く不明で

あった。そこで、三年度は、マダニにおけ

る SFTS ウイルス検出用リアルタイム

RT-PCR 法の確立と陽性対照由来のコンタ

ミをモニターできる方法を至適化した。 

 

B. 研究方法 

SFTSV 特異的プライマーセット（患者診断

用） 

セット 1： 

SFTSV NP-1F: 5’-ATC GTC AAG GCA 

TCA GGG AA-3’ 

SFTSV NP-1Rd: 5’-TTC AGC CAC TTC 

ACC CGR A-3’ 

セット２： 

SFTSV NP-2F: 5’-CAT CAT TGT CTT 

TGC CCT GA-3’ 

SFTSV NP-2R: 5’-AGA AGA CAG AGT 

TCA CAG CA-3’ 

 

バキュロウイルス発現系による SFTSV NP

調製 

 SFTSV NP cDNA (Invitrogen 社で合成)

をバキュロウイルストランスファーベクタ

ーpAcYM1 にクローニングし、バキュロウ

イルス DNA とともに昆虫細胞 Tn5 にトラ

ンスフェクション後、昆虫細胞抽出液から

組換え SFTSV NP を調製した。 

 

哺乳動物細胞での SFTSV NP 発現 

 SFTSV NP cDNA を哺乳動物細胞発現ベ

クターpKS336 にクローニングし、HeLa

細胞にトランスフェクションし、ブラスト



サイジンで SFTSV NP 発現細胞細胞を選

択した。NP 遺伝子非導入細胞と混合後、ス

ライドグラス上に塗布し乾燥、固定させ

IFA 抗原とした。 

 

ウサギ抗 SFTSV NP 血清の調製 

 バキュロウイルス発現系で調整、精製し

た SFTSV NP をウサギに免疫し、ウサギ抗

SFTSV NP 血清を調製した。 

 

陽性コントロールプラスミドの構築 

 SFTSウイルスYG1 株由来部分 S セグメ

ント cDNAのリアルタイムRT-PCR標的領

域に両端に制限酵素サイト（BamHI、

EcoRV）を有する 36bp の挿入配列を導入

したプラスミドを作製した。 

 

リアルタイム RT-PCR 

 SFTS ウイルスを検出するためのリアル

タイム RT-PCR 試薬は TakaraOne Step 

PrimeScript RT-PCR Kit (Perfect Real 

Time) （ Takara ） お よ び RNA-direct 

Realtime PCR Master Mix（Toyobo）を使

用した。このリアルタイム RT-PCR には

SFTSV-S2-237 プライマー：GCA ACA 

AGA TCG TCA AGG CAT CAG G 、

SFTSV-S2-400a プライマー：TGC TGC 

AGC ACA TGT CCA AGT GG 、

SFTSV-S2-317MGB プローブ (FAM 標

識)：CTG GTT GAG AGG GCA を用いた。

陽性対照由来 DNA のコンタミを判別する

ためには、 PosiContTaqman プローブ

（HEX 標識）：  CAT CCT GCA CCA  

CCA ACT GCT TAG CC を用いた。 

 

リアルタイム RT-PCR の増幅産物の特異性

確認試験 

 制限酵素処理を行わない場合にはリアル

タイム RT-PCR 反応液を電気泳動しウイル

ス由来増幅産物（164bp）および陽性対照

プラスミド由来増幅産物（201bp）を識別

した。制限酵素処理を行う場合には PCR 産

物を制限酵素（BamHI または EcoRV）処

理後、4%アガロースゲルでウイルス由来増

幅産物（164bp）およびプラスミド由来増

幅産物（（157+44 bp または 126+75bp）を

確認した。 

 

C. 研究結果 

SFTSV NP の発現とウサギ抗 SFTSV NP

血清の作製 

 ２０１１年時点には、中国側の規制で

SFTSV 遺伝子は入手出来なかったため、

SFTSV NP cDNA を化学合成し、バキュロ

ウイルス発現系を用いて組換え SFTSV NP

を調製した。これをウサギに免疫し、ウサ

ギ抗 SFTSV NP 血清を作製した（図１）。 

 

SFTSV NP ELISA 

 バキュロウイルス発現系で調製した

SFTSV NP を抗原として IgG-ELISA を行

ったところ、SFTSV NPはウサギ抗 SFTSV 

NP 血清 (anti-SFTSV NP) に反応した(希

釈倍率 6,400 倍以上)。しかし、SFTS ウイ

ルス感染細胞から調整した抗原による

ELISA では、20 万倍以上の希釈でも反応

したことから、後者の感度が 30 倍以上高い

ことがわかった。この原因の一つは、精製

組換え抗原が失活しやすいためであること

がわかった。一方、同じフレボウイルスに

属するリフトバレー熱ウイルスの NP に対

するウサギ抗血清 (anti-RVFV NP) およ



び、他のウイルスの NP に対するウサギ抗

血清 (anti-CCHFV NP, anti-LASV NP, 

anti-JUNV NP) は SFTSVのNPに反応し

なかった（図２）。 

 

IFA による SFTSV NP 検出 

 SFTSV NP を HeLa 細胞で発現させ、細

胞塗抹標本をアセトン固定し IFA 抗原とし

た。ウサギ anti-SFTSV NP は SFTSV NP

発現 HeLa 細胞に特異的に反応し、RVFV

感染細胞には反応しなかった。一方、ウサ

ギ anti-RVFV NPはSFTSV NP発現HeLa

細胞に反応しなかった（図３）。 

 

陽性コントロールプラスミドの構築 

 リアルタイム RT-PCR のコピー数を算出

するための陽性コントロールプラスミドの

構築を試みた。最初に構築したプラスミド

はリアルタイム RT-PCR で増幅するウイル

スの塩基配列164bpを含む520bpをプラス

ミドベクターに挿入した（図４左）。しかし、

このプラスミドを陽性コントロールが増幅

して得られた塩基配列と、ダニに含まれる

SFTS ウイルス由来の増幅産物の塩基配列

は一致するためコンタミネーションを識別

することが困難である。そこで、新規の陽

性コントロールプラスミドではリアルタイ

ム RT-PCR で増幅する領域に、2 種類の制

限酵素サイト（ BamHI ： GGATCC 、

EcoRV：GATATC）と TaqMan プローブ標

的配列（ggctaagcagttggtggtgcaggatg）を

含む配列を挿入した。この結果、リアルタ

イム RT-PCR による増幅がウイルス由来の

PCR 産物か、プラスミドのコンタミか否か

が迅速に判定可能となった（図４右）。 

 

電気泳動によるコンタミネーションの判定

法の確認 

 最初に作出したプラスミド（旧陽性コン

トロールプラスミド）とウイルス由来の

PCR 増幅産物のサイズは両者ともに 164 

bp であり、電気泳動によるコンタミ識別は

不可能であった（図５）。一方で新プラスミ

ド由来の PCR 増幅産物のサイズ（201 bp）

はウイルス由来の増幅産物（164 bp）より

も 37bp 大きく、4%アガロースゲルによる

電気泳動でコンタミ識別が可能となった。

更に新プラスミドの増幅産物は BamHI

（157 および 44 bp）またはEcoRV（126 お

よび 75 bp）制限酵素によって消化される

が、ウイルス由来の増幅産物には両制限酵

素サイトは存在しない為、制限酵素処理を

行っても 164 bp のままであるのでコンタ

ミネーションを容易に判定可能となった

（図５）。 

 

2 色法リアルタイム RT-PCR によるコンタ

ミネーションの判定法の確認 

 新しい陽性コントロールプラスミドを用

いたリアルタイム RT-PCR 法では、反応液

にウイルス配列と相補するFAM標識MGB

プローブ（SFTSV-S2-317MGB）と陽性コ

ントロールプラスミドと特異的に相補する

HEX 標 識 TaqMan プ ロ ー ブ

（PosiContTaqman）を同時に添加すると、

ウイルス由来増幅産物ではFAM標識MGB

プローブしか増幅されないが、プラスミド

由来増幅産物ではFAM標識MGBプローブ

および HEX 標識 PosiContTaqman probe

の増幅が認められ、コンタミネーションを

リアルタイム RT-PCR 反応中にモニタリン

グ可能となった（図６）。 



 

リアルタイム RT-PCR 法に用いる増幅試薬

の選択 

 SFTS ウイルスを検出するためのリアル

タイム RT-PCR 試薬は TakaraOne Step 

PrimeScript RT-PCR Kit (Perfect Real 

Time) （ Takara ） お よ び RNA-direct 

Realtime PCR Master Mix（Toyobo）を

各々の推奨反応条件に改編を加え施行した

（図７）。両試薬の性能比較検討を行うにあ

たり同一のプライマー（SFTS-S2-237s、

SFTS-S2-400a）と 103 から 101 コピー/反

応に段階希釈した陽性コントロール用プラ

スミドを用意し解析を行った（図８）。この

結 果 、 TakaraOne Step PrimeScript 

RT-PCR Kit では確実に 10 コピーに希釈し

た陽性コントロールプラスミドを検出する

ことができたが、40 サイクル以降で鋳型を

添加していない陰性コントロールでも偽増

幅が観察された。一方で、RNA-direct 

Realtime PCR Master Mix 場合には陰性

コントロールの義増幅は観察されないが、

10コピーに希釈した陽性コントロールプラ

スミドで 1/3 の割合で増幅が見られなかっ

た 。 こ れ ら の 結 果 か ら RNA-direct 

Realtime PCR Master Mix はやや増幅効

率は劣るが非特異増幅が見られない事から、

ダニサンプルの SFTS ウイルス検出に適し

ていると推測された。 

 

D. 考察 

 SFTS はその高い致死率と、ヒト−ヒト感

染を起こす可能性があることから、公衆衛

生上重要な新興ウイルス感染症として注目

されている。SFTSV を媒介するフタトゲチ

マダニは中国のみならず日本全国に分布し、

多くの野外動物、家畜を宿主とすることか

ら、我が国においてもマダニ類が SFTSV

あるいは近縁のウイルスを保有するかどう

か調査することが必要である。また、2011

年の時点で SFTS が輸入感染症として持ち

込まれる可能性を考慮して、SFTSV 抗体検

出等の実験室診断法を整備することとした。

そこで、ウイルスの NP cDNA を化学合成

して組換え蛋白を作製し、ELISA あるいは

IFA による SFTS ウイルス抗体検出系を作

製した。しかし、2012 年 11 月に中国 CDC

より SFTS ウイルスの分与を受け、ウイル

ス感染細胞由来抗原による ELISA を開発

し、組換え抗原による ELISA と比較した結

果、後者が 30 倍以上高感度であることがわ

かった。精製組換え抗原が失活しやすいこ

とが原因の一つであると考えられた。その

後の動物の血清疫学や回復患者の抗体検出

に後者が用いられている。 

 疑い患者の血中 SFTS ウイルスの検出に

は、初年度に開発した RT-PCR が有効であ

ることがわかり、地方衛生研究所での疑い

患者の実験室診断にも採用されている。一

方、マダニからのウイルス遺伝子検出には、

この RT-PCR では感度が充分でないことが、

予備実験及び中国 CDC の Porf. Mifang 

Liang、Porf. Li-Dexin らとの協議でわかっ

た。そこで、より高感度なリアルタイム

RT-PCR を開発した。当初開発した方法で、

フタトゲチマダニやタカサゴキララマダニ

等複数種のマダニから SFTS ウイルスを検

出できたが、一部の機器では非特異反応が

出ること、陽性対照のコンタミを識別でき

ない等の問題があった。そこで、最終年に

は、これらの問題を解消できる改良を加え

た。そこで陽性対照には、2 種類の制限酵



素サイトと TaqMan プローブサイトを含む

37bp の DNA 断片を挿入したプラスミドを

作製した。この陽性コントロールプラスミ

ドを用いれば陽性対照のコンタミネーショ

ンによる反応の有無を迅速かつ簡単に判定

できた。今後本研究で確立したプロトコー

ルを用いて日本国内の SFTS 陽性ダニの種、

ウイルス陽性率、個体あたりのウイルス量、

ウイルス陽性ダニの季節性変動性、国内分

布等を調査に行いたい。また、複数の機器

で非特異反応が出ないことも確認している

ことから、地方衛研や大学等でマダニの分

子疫学調査を行う際にも本リアルタイム

RT-PCR 法は、有用である。 

 

E. 結論 

SFTS 疑い患者の実験室診断、血清診断が

確立された。また、多くの動物種の血清疫

学調査を行う抗体検出系も開発された。国

内のマダニから SFTS ウイルス検出用リア

ルタイム RT-PCR 法を確立、改善した。今

後の国内での種々の調査が可能となった。 

 

F. 健康危険情報 

SFTS は、2013 年に国内で患者が確認され、

その後さかのぼり調査で 12 名、2013 年 3

月からの患者が 40 名確認されている。国内

では複数種のマダニから SFTS ウイルス遺

伝子が検出されている。 
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図１. 組換えバキュロウイルスによる SFTSV-NP の発現・精製と 

ウサギ免疫血清の作製 

 

 

 

 

図２-1．組換え抗原による ELISA 
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図２-２． SFTS ウイルス感染細胞由来抗原による ELISA 

 
図２-１の組換え抗原による ELISA と比較して３０倍以上感度が高い。 

 

 

図３. SFTSV-NP 発現 HeLa 細胞を抗原とする間接蛍光抗体法
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図４

図５. 

４. 陽性コントロールプラスミド構築の概要

 電気泳動を用いたコンタミネーションの判定

陽性コントロールプラスミド構築の概要
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電気泳動を用いたコンタミネーションの判定 
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図６

図７. ダニからの

 

６. 2 色リアルタイム

ダニからの SFTS ウイルス検出に用いたリアルタイム

 

色リアルタイム RT-PCR

ウイルス検出に用いたリアルタイム
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図８８. リアルタイム

 

リアルタイム RT-PCR

 

PCR 反応試薬の比較反応試薬の比較 

  


