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A. 研究目的 

2014 年，西アフリカ地域でエボラ出血熱が

制御できずに流行拡大した．WHOの発表（2015

年 1 月 14 日付け）によると西アフリカ 3 カ

国（ギニア，リベリア，シエラレオネ）では

エボラウイルス感染疑い例を含めて累積患

者数が 21,296 人（うち死亡者 8,429 人）に

達している．西アフリカで流行しているエボ

ラウイルス「西アフリカ型」は分子系統上ザ

イールエボラウイルスに近縁であるものの，

ザイールエボラウイルスそのものとは塩基

配 列 の 違 い が あ る （ N Engl J Med. 

2014;371(15):1418-1425）．これまで国立感

染症研究所で整備されてきたエボラウイル

ス検出用 PCR プライマー，プローブはすべて

のエボラウイルス株を検出できるようにデ

ザインされている（図 1 および図 2）．しか

し，これらは「西アフリカ型」が流行する以

前に設計されたものである．本研究では，エ

ボラウイルス検出用 PCR プライマー，プロー

ブが「西アフリカ型」に対応できるかどうか

検討した． 

 

B. 研究方法 

1) 西アフリカで流行しているエボラウイル

ス塩基配列を入手し，現在，国立感染症

研究所で使用されているエボラウイルス

検出用プライマー，プローブとアライメ
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ルス「西アフリカ型」は分子系統上ザイールエボラウイルスに近縁であるものの，ザイ

ールエボラウイルスそのものとは塩基配列の違いがある．本研究では，これまで国立感

染症研究所で整備されてきたエボラウイルス検出用 PCR プライマー，プローブが「西ア

フリカ型」に対応できるかどうか検討した．塩基配列の比較から NP 遺伝子をターゲット

にしたコンベンショナル PCR 用プライマーは「西アフリカ型」を検出できると考えられ

た．一方，L遺伝子をターゲットにしたリアルタイム PCR 用プラーマー，プローブにいく

つかの塩基配列の違いが認められた．「西アフリカ型」に完全に一致した配列のプローブ
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きると考えられた． 



ントを行った． 

2) 「西アフリカ型」の L 遺伝子のリアルタ

イム PCR領域を合成し，リアルタイム PCR

検討用鋳型 DNA スタンダードとした． 

3) 「西アフリカ型」に完全に一致する配列

の蛍光プローブ

(5’CCGAAATCATCACTTGTGTG GTGCCA-3’)

を作製し，リアルタイム PCR に用いた． 

 

C. 研究結果 

1) 塩基配列の比較から NP 遺伝子をターゲ

ットにしたコンベンショナル PCR 用１st

プライマーは混合塩基 D (G or A or T)，

Y (T or C)を含み，2nd プライマーも同様

に混合塩基 Y (T or C)，R (G or A)を含

んでいるため，「西アフリカ型」にみられ

る塩基配列の変異に対応できると考えら

れた（図 3および図 4）． 

2) 塩基配列の比較から L 遺伝子をターゲッ

トにしたリアルタイム PCR 用プライマー

のうち，Forward プライマー Filo-A2-4

は「西アフリカ型」に完全に一致し，

Reverse プライマー Fili-B は 5’側に

２塩基のミスマッチがあることが判った

（図 5）．一方，FAM-EBOSud は完全には一

致していないもののイノシンを導入して

いるため，「西アフリカ型」を検出可能で

あると考えられた（図 6）． 

3) 蛍光プラーブを用いたリアルタイム PCR

法はプローブのミスマッチが検出感度を

低下させる大きな要因となりうる．そこ

で，「西アフリカ型」に完全に一致する配

列 の 蛍 光 プ ロ ー ブ

(5’CCGAAATCATCACTTGTGTG GTGCCA-3’)

を作製し，リアルタイム PCR に用いた．

西アフリカ型プローブを用いたリアルタ

イム PCR により「西アフリカ型」が検出

可能であり，その感度は従来のプローブ

を用いたリアルタイム PCR と同等であっ

たことから，この結果から，従来のプラ

ーブを用いても感度の低下することなく

「西アフリカ型」を検出できると考えら

れた（図 7）． 

 

D. 考察 

 これまで国立感染症研究所で整備されて

きたエボラウイルス検出用 PCR プライマー，

プローブが「西アフリカ型」に対応できるか

どうか検討した．塩基配列の比較から NP 遺

伝子をターゲットにしたコンベンショナル

PCR 用プライマーは「西アフリカ型」を検出

できると考えられた（図 3および 4）．一方，

L 遺伝子をターゲットにしたリアルタイム

PCR 用プラーマー，プローブにいくつかの塩

基配列の違いが認められた（図 5および 6）．

「西アフリカ型」に完全に一致した配列のプ

ローブを用いたリアルタイム PCR と従来の

プローブを用いたリアルタイム PCR は同等

の感度で「西アフリカ型」を検出可能であっ

た（図 7）．これらの結果から，従来のコン

ベンショナル PCR,リアルタイム PCR の両方

で行うエボラウイルス検査で「西アフリカ

型」の検出に対応できると考えられた．リア

ルタイム PCR 用のプローブのうち，Reverse 

プライマーの5’側に２塩基のミスマッチが

見られた．一般的にプライマーの 5’側のミ

スマッチは PCR に影響を及ぼすことは少な

いと考えられるが，これが「西アフリカ型」

の検出感度に影響を及ぼすかどうか，今後詳

細な検討が必要である． 

 

E. 結論 

国立感染症研究所で整備されてきたエボラ

ウイルス検出用 PCR プライマー，プローブに

よって「西アフリカ型」エボラウイルスを検

出できることが確認された． 

 

F. 健康危険情報 

 2014年から2015年にかけて西アフリカに

おいてかつてない規模のエボラ出血熱が流

行した．米国および英国ではエボラ出血熱の

輸入感染事例が発生し，米国では輸入感染患



者が入院治療を受けた病院内で医療従事者

の院内感染が発生した． 
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図 1．L-遺伝子を標的としたエボラウイルス・マールブルグウイルス遺伝子を増幅させるた

めの定量的リアルタイム RT-PCR におけるプライマーおよびプローブの塩基配列（デザイン）． 

 

図 2．国立感染症研究所ウイルス第一部において整備されている種特異的エボラウイルスお

よびマールブルグウイルス遺伝子増幅のための nested RT-PCR 法におけるプライマーの核

蛋白質（NP）遺伝子に結合する部位の概要． 



 

図 3． NP 遺伝子を標的にしたコンベンショナル PCR 用１st プライマーのエボラウイルス西

アフリカ株への相同性． 

 

図 4．NP 遺伝子を標的にしたコンベンショナル PCR 用 2ndPCR におけるプライマーのエボラ

ウイルス西アフリカ株への相同性． 



 

図 5． L 遺伝子を標的にしたリアルタイム PCR 用プライマーにおける Forward プライマー 

Filo-A2-4とReverse プライマー Fili-Bの西アフリカ型エボラウイルスの遺伝子標的部位

との相同性．Forward プライマー Filo-A2-4 は「西アフリカ型」に完全に一致し，Reverse 

プライマー Fili-B は 5’側に２塩基のミスマッチが認められる． 

 
図 6．L遺伝子を標的にしたリアルタイム PCR 用プライマーにおけるプローブ FAM-EBOSud

の標的遺伝配列との相同性．「西アフリカ型」を検出可能であると考えられる． 



 

図 7．定量的リアルタイム RT-PCR において，西アフリカ型プローブを用いた場合と従来の

プローブを用いたリアルタイム PCR における検出限界の比較．従来のプラーブを用いても

感度の低下することなく「西アフリカ型」を検出できると考えられた．



 


