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平成２６年度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） 

 

防疫上緊急対応を要する一類感染症や新興・再興感染症に対する予防・診断・治療法に関する研究 

― 総括研究報告書 ― 

 

研究代表者：下島 昌幸（国立感染症研究所ウイルス第一部） 

 

研究要旨 

開発等に伴う人・動物ベクターの行き来や環境変化を原因に、一類感染症や新興・再興感染症が国内で発生

する可能性は十分考えられ、緊急対応を要する。本研究では、これらの感染症に対するより正確・迅速な診断

法の整備や予防法・治療法の開発に取り組んでいる。各感染症がおかれた状況は様々なため取り組み方も様々

で、すぐ利用可能な段階まで来ているものから来年度以降の成果が期待されるものまである。 

フィロウイルス感染症では西アフリカでエボラ出血熱を起こしているウイルスも検出できるよう LAMP 法

を改良し、また新規にインドネシアにエボラウイルス（LLOV）が存在する可能性を示唆した。ハンタウイル

ス感染症の診断では鑑別に必要となるレプトスピラ症も区別できるよう Multiplex ICG 法の開発を開始した。

ラッサ熱ではラッサウイルスの増殖後期過程に起こる出芽に重要なアミノ酸を同定した。東南アジアでヒトに

呼吸器症状を引き起こす新規レオウイルスにおいては抗体検出 ELISA 法を確立し、またウイルスの遺伝子操

作による病原性解析と蛋白質機能解析を開始した。クリミア・コンゴ出血熱では迅速・簡便な代替中和抗体価

測定法の英国への技術移転と、新たな地域（モンゴル）のヒツジおよびヒトで抗体陽性個体が存在することを

示した。MERS コロナウイルス感染症では、ウイルスが細胞侵入時に用いるプロテアーゼの依存性を調べるこ

とで病原性予測が可能になることを示した。新興感染症の原因ウイルスを持つ可能性が高いコウモリからのウ

イルス分離を容易にする細胞を作出した。出血熱・新興感染症ウイルスに対するワクチンとして、有効と考え

られるウイルスベクターを用いた開発を行い、その一部はマウスにおいて有用性を示した。 

これらの各研究の成果は、それぞれの感染症におけるより正確で迅速な診断、治療薬・予防法の開発、最新

の疫学状況把握に繋がるものであり、国内侵入予防と国内発生時におけるより適切な対応を可能にすると考え

ている。 

研究分担者 

有川二郎、高田礼人（北海道大学）； 安田二朗（長崎大学）； 小林 剛（大阪大学）；堀本泰介（東京大学） 

西條政幸、森川茂、松山州徳、伊藤睦代、加来義浩、吉河智城（国立感染症研究所） 

 

A. 研究目的 

エボラ出血熱等の一類感染症の国内発生はラ

ッサ熱の輸入症例 1 名だけであるが、毎年国内の

疑い患者の報告はある。2008 年、ラッサウイル

スに近縁な新規ルジョウイルスの感染症がアフ

リカで発生した。中国ではエボラウイルスの豚で

の感染が報告された。一類感染症と同様に重篤な

疾患となるヘニパ・ハンタウイルス感染症も新種

ウイルスが見つかり分布域も拡大している。2007

年、日本においても東南アジアからの帰国者 1

名が呼吸器症状を示し数例しか報告のないレオ

ウイルスが分離された。2012 年には中東で新型

コロナウイルスによる肺炎が発生しこれまで

1,000 人以上の患者を出している。中国において

は致死率の高い新規ブニヤウイルスによる重症

熱性血小板減少症候群（SFTS）が報告され、国
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内でも毎年数十名以上の患者がいることが明ら

かとなった。2014 年にはギニアで発生したエボ

ラ出血熱がリベリア・シエラレオネを中心に周辺

国に大規模に広まり、欧米では輸出例のみならず

二次感染例も発生した。この流行に関連しこれま

で 5 例のエボラ出血熱疑い患者が帰国している

（結果としていずれも陰性）。 

開発等に伴う人・動物・ベクターの行き来の増

加や環境変化を原因に、このような通常見られな

い一類感染症等が今後日本で発生する可能性は

十分考えられる。国立感染症研究所では既存の感

染症についての診断法はほぼ構築されているが、

新規病原体（あるいは新種）の発見や流行地の拡

大もあり、より正確で迅速な診断法の改良やより

幅広い地域での疫学状況の把握が防疫上緊急に

必要である。基礎研究も含めた予防法・治療法の

開発も必要である。 

本研究では、これらの病原体研究に携わり材料

や情報の蓄積がある研究者らが協力し、実験手法

やアイデア、得られた結果を共有し合いながら 3 年

間かけて次のことに取り組む。 

○出血熱ウイルス（ハンタウイルスを含む）：ウイ

ルス遺伝子・抗原や抗体の（特に迅速）検出系の確

立および改良、アフリカ・アジア等における疫学調

査、ウイルスの侵入・出芽機構の解析とその阻害法

の探索 

○重症呼吸器ウイルス（レオウイルス、新型コロ

ナウイルス）：ウイルス遺伝子・抗原や抗体の検出

系の確立と疫学調査。遺伝子操作系の確立とウイル

スの複製機構・病態発現機序の解明やワクチン開発

および薬剤探索に有用な組換えウイルスの作製、組

織指向性、特にプロテアーゼ感受性の解析とその

阻害剤の探索 

○新型へニパウイルス群：ウイルス遺伝子・抗原

や抗体の検出系の確立と発生国での検出系の評

価 

○ワクチン開発：出血熱ウイルスの蛋白質を発現

するウイルスベクターの作製と動物モデルにお

ける検討、ワクチンとしての応用 

 

B. 研究方法 

1) ウイルス性出血熱の感染初期および後期過程の

解析：クリミア・コンゴ出血熱ウイルス（CCHFV）

の中和抗体測定には、水疱性口内炎ウイルス

（VSV）をベースにしたシュードタイプウイル

スを用いた。エンベロープ蛋白質は CCHFV 

IbAr10200 株のものを用いた。昨年度は中国新疆

ウイグル自治区の CCHF 疑い患者 65 名の血清を

用いて評価したが、今年度は英国 PHE への技術

移転とタジキスタンの CCHF 疑い患者 6 名の血

清を評価した。ラッサウイルス Z 蛋白質の欠損

変異体あるいは置換変異体をプラスミドより細

胞に発現させ、培養上清への VLP 産生をウエス

タンブロットにより評価し、出芽に重要なミリス

チル化のキーとなるアミノ酸の同定を行った。 

2) ハンタウイルス感染症の診断法および疫学に関

する研究：HFRS, HPS, NE (ヨーロッパでみられ

る HFRS)の原因となるハンタウイルスに対する

抗体を検出する ICG を昨年度作成した。ハンタ

ウイルス感染症と同じくげっ歯類により媒介さ

れ類症鑑別を要するレプトスピラ症用の ICG（い

ずれはハンタウイルス感染症との Multiplex 

ICG）の開発を試みた。 

3) フィロウイルスの疫学・診断・治療法に関する研

究：フィロウイルス科キュエバウイルス属の

LLOV のウイルス様粒子を産生・精製し抗血清を

得た。LLOV GP 蛋白質を抗原にインドネシアの

ブタ血清中の抗体の有無を ELISA で調べた。西

アフリカで発生しているエボラ出血熱のウイル

スの遺伝子情報を調べ、LAMP 法のためのプラ

イマー設計を行った。 

4) 新型レオウイルスに関する研究：ウイルス株間で

まり保存されていない蛋白質 cell attachment 

protein (CAP)をバキュロウイルス発現系で発現

および精製し、ウサギに免疫した。CAP を抗原

に用いたウイルス株型別の抗体検出 ELISA 系の
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構築を試みた。また昨年度構築したリバースジェ

ネティクス法を用い、S1 セグメントにあるウイ

ルス蛋白質の機能解析を行った。ウイルス蛋白質

の１つ p10 が持つ細胞融合能を新規ワクチンの

構築に活用できないか検討した。フィリピンのコ

ウモリからウイルス分離を行い、塩基配列の同定

を行った。 

5) リフトバレー熱ウイルスの BSL2 で可能な中和

抗体価測定：水疱性口内炎ウイルス（VSV）を

ベースにしたシュードタイプウイルスの力価を

高めるため、GP 蛋白質の細胞膜あるいは細胞質

内を欠損あるいは置換した。 

6) クリミア・コンゴ出血熱のアジアでの疫学的調査

に関する研究：昨年度ヒツジの調査を行い、

CCHF ウイルスが存在することが示唆されたモ

ンゴルにおいてヒトの抗体調査を行った。抗体調

査はバキュロウイルス発現系の NP を抗原とし

た ELISA 法もしくは哺乳類細胞 HeLa の安定発

現細胞を抗原とした IFA 法で行った。 

7) 新規コロナウイルスの診断と感染機構に関する

研究：MERS コロナウイルスの細胞侵入時に用い

ていると考えられるプロテアーゼ（エンドソーム

内のものや膜型 TMPRSS2）への依存度を調べる

手法を構築し、MERS コロナウイルスの最近の変

化との関連を調べた。 

8) 出血熱ウイルス感染症に対するワクチンの開

発：出血熱を引き起こすラッサウイルスのモデル

としてリンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（LCMV）

を用いた。非増殖型の組換え狂犬病ウイルス（P

遺伝子が欠損）あるいは増殖型の細胞培養痘そう

ワクチン LC16m8 株（もしくは LC16mO 株）を

ベクターとし、LCMV の GPC, NP, Z 蛋白質を単

独あるいは複数を組み合わせて発現させた。痘そ

うワクチンでは重症熱性血小板減少症候群 SFTS

ウイルスの蛋白質も発現させた。マウスモデルを

用いてこれらワクチン候補の評価を行った。 

9) コウモリウイルスを効率的に分離するための「自

然免疫系遺伝子群ノックアウトコウモリ細胞」の

作出：ヤエヤマオオコウモリ由来の FBTK 細胞

を用い、自然免疫関連遺伝子のノックアウトを

CRISPR/Cas9 システムを用いて行った。ニパウイ

ルスの中和抗体価をシュードタイプ VSV を用い

て行う方法をより簡素化した。 

 

C. 研究結果 

1) ウイルス性出血熱の感染初期および後期過程の

解析：CCHFV の中和抗体価を迅速かつ簡便に測

定する方法としてシュードタイプウイルス（レポ

ーターが GFP のものとルシフェラーゼのものの

両方）のシステムを英国 PHE に技術移転した。

移転に伴い力価測定の方法や用いる細胞株の変

更が必要であった。この方法を用い、PHE が所

有するヒト血清の中和抗体価を測定し、ELISA

と相関するデータを得た。ラッサウイルスの出芽

を担う Z 蛋白質のアミノ酸配列の中で、3－10 番

目のアミノ酸が VLP 産生に重要で、かつミリス

チル化も制御していることを明らかにした。ミリ

スチル化を担う他のウイルス蛋白質（HIV の Gag

や RSV の v-src）ではこの機能を満たすことは出

来ず、ミリスチル化を担うラッサウイルス特異的

な配列であると考えられた。 

2) ハンタウイルス感染症の診断法および疫学に関

する研究 

類症鑑別とするレプトスピラの LipL32 蛋白質の

抗原性の高い部分を酵母で発現させたものが

ELISA で非特異なく良く反応した。しかしニト

ロセルロース膜への転写効率が悪く、Western 

blotting および目的の ICG での抗体検出が困難で

あった。 

3) フィロウイルスの疫学・診断・治療法に関する研

究：LLOV VLP の抗血清を得た。LLOV の分泌型

GP 蛋白質を抗原にした ELISA では、LLOV 抗血

清のみが反応し、エボラウイルスの抗血清は反応

せず、LLOV GP に対する抗体を特異的に検出で

きると考えられた。この ELISA 法でインドネシ

アのブタの血清中の LLOVGP 抗体の有無を調べ
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たところ、4 個体では LLOV GP に明らかな陽性

反応を示した。西アフリカのエボラウイルスの配

列をもとに LAMP 法のプライマーを設計しなお

したところ、既存の RT-PCR と同感度でウイルス

RNA を検出可能であった。 

4) 新 型 レ オ ウ イ ル ス に 関 す る 研 究 ：

Miyazaki-Bali/2007 株、Melaka 株および HK23629

株の CAP 蛋白質を発現・精製し、ウサギ抗血清

を得た。各 CAP を抗原とする ELISA 法を構築し

たところ、ウイルス株と血清の組み合わせが正し

い場合に最も強い反応（吸光度）が見られた。組

換えウイルスの作製では S1 セグメントにある

p10, p17, Sigma C 蛋白質のどれを欠損させても

増殖するウイルスが得られた。p10 蛋白質の欠損

では増殖能の低下が認められたが、他の蛋白質の

欠損では明らかな低下は認められなかった。 

5) リフトバレー熱ウイルスの BSL2 で可能な中和

抗体価測定：リフトバレー熱ウイルス GP 蛋白質

の細胞膜あるいは細胞質内を欠損あるいは置換

したが、シュードタイプウイルスの力価を高める

ことはできなかった。 

6) クリミア・コンゴ出血熱のアジアでの疫学的調査

に関する研究：モンゴルのヒト血清の抗体陽性率

はヒツジほどは高くはないものの平均で 8.6% 

(ELISA), 5.4% (IFA)であった。ただしモンゴルに

おいて CCHF 患者の報告はない。 

7) 新規コロナウイルスの診断と感染機構に関する

研究：Vero 細胞で MERS コロナウイルスを継代

したところ、ウイルスの S 蛋白質の開裂部位周

辺に変異が入り、細胞侵入がエンドソーム内プロ

テアーゼ（カテプシン）により依存するようにな

っていた。このウイルスの U937 細胞（マクロフ

ァージ）での増殖は悪いが、カテプシン阻害剤を

添付することにより産生ウイルス量はある程度

回復した。 

8) 出血熱ウイルス感染症に対するワクチンの開

発：LCMV GPC 蛋白質を発現する非増殖型組換

え狂犬病ウイルスが LCMV 脳内接種チャレンジ

に防御効果があることが確認された。血清中に狂

犬病ウイルスに対する中和抗体は高く誘導され

ていたが、LCMV に対する抗体は検出されなか

った。哺乳マウスに直接接種しても症状は示さな

かった。ワクシニアウイルス LC16mO では

LCMV あるいは SFTSV の１つあるいは複数を発

現する組換えウイルスを得た。LCMV を腹腔に

会接種し全頭死亡に至るマウスとして CBA マウ

スを見出した。 

9) コウモリウイルスを効率的に分離するための「自

然免疫系遺伝子群ノックアウトコウモリ細胞」の

作出： FBTK 細胞を用い、自然免疫関連遺伝子

Myd88 のノックアウト細胞を CRISPR/Cas9 シス

テムを用いて作出した。シュードタイプ VSV で

は得られたウイルスを超遠心して遊離のレポー

ターSEAP を除去することにより中和抗体測定

法の簡素化に成功した。マレーシアの過去の患者

血清に応用したところ、疫学背景と一致する結果

が得られ、本法の有効性が示された。 

 

D. 考察 

1) ウイルス性出血熱の感染初期および後期過程の

解析：英国 PHE への CCHFV の代替中和抗体価

測定法の技術移転は完了した。PHE 所有の CCHF

（疑い）患者血清の評価で ELISA と一致する結

果が得られ、この測定法が有益であることが再確

認された。あとは実際の CCHF ウイルスを用い

て得られた中和抗体価と相関するかどうか検討

するのみである。ラッサウイルスの粒子形成メカ

ニズムは他のアレナウイルスとは異なる可能性

が考えられた。Z 蛋白質のミリスチル化酵素の同

定が必要であろう。 

2) ハンタウイルス感染症の診断法および疫学に関

する研究：鑑別診断用のレプトスピラの抗原をニ

トロセルロース膜へ良く転写できるよう、LipL32

蛋白質の短縮化部位の変更あるいは標的抗原自

体の変更（LigA, LigB, OmPL1等）が必要である。 

3) フィロウイルスの疫学・診断・治療法に関する研
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究：抗体調査に用いた抗原の由来である LLOV

はスペイン・フランス・ポルトガルで検出された

ウイルスであり、インドネシアのブタで抗体陽性

と思われる個体が存在することは、これまで把握

していた以上に更に広い範囲でエボラウイルス

は存在する可能性があることを示している。 

4) 新型レオウイルスに関する研究：感染株の型別が

抗体で可能であると考えられたが、より容易に区

別するためには抗原とした CAP 蛋白質の更なる

短縮化（抗原部位の絞り込み）が必要と考えられ

た。p10, p17, SigmaC 蛋白質を欠損したウイルス

を用いることにより、感染初期機構の解析やそれ

を標的とした抗ウイルス薬あるいは弱毒生ワク

チンの開発等が可能になったと考えられる。p10

蛋白質の利用で非増殖型のウイルスの蛋白質発

現を高められることが分かり、非増殖型ウイルス

ベクターのワクチン効率を上げられると考えら

れた。 

5) リフトバレー熱ウイルスの BSL2 で可能な中和

抗体価測定：Gn/Gc 蛋白質の改変による VSV シ

ュードタイプウイルスの力価を高めることはで

きなかった。非増殖型リフトバレー熱ウイルスの

作製の方が適しているかもしれない。 

6) クリミア・コンゴ出血熱のアジアでの疫学的調査

に関する研究：モンゴルにおいて隣接の中国新疆

ウイグル自治区ほどではないが CCHFV 抗体陽

性者がいることが分かった。ただしこれまでモン

ゴルでは CCHF 患者の存在は知られておらず、

CCHFV に類似のウイルスの可能性もある。 

7) 新規コロナウイルスの診断と感染機構に関する

研究：MERS コロナウイルスの細胞侵入経路の違

いにより、その後の免疫応答が異なる可能性が示

された。生体内での進化を意味している可能性が

ある。 

8) 出血熱ウイルス感染症に対するワクチンの開

発：LCMV GPC を発現する非増殖型組換え狂犬

病ウイルスベクターがマウスにおいて抗 LCMV

効果があり且つ病原性が低いことが示され有望

と言える。ワクシニアウイルスベクターは良い評

価系が構築できたので、有望かどうか近々判明す

ると考えられる。 

9) コウモリウイルスを効率的に分離するための「自

然免疫系遺伝子群ノックアウトコウモリ細胞」の

作出：Myd88 KO コウモリ細胞でのウイルスの増

殖具合がどうか期待される。超遠心した

VSV-NiV-SEAP がマレーシア等での疫学調査に

活用されることが期待される。 

 

E. 結論 

いずれの感染症においても、各感染症がおかれ

た状況に合わせて予防・診断・治療に関した成果

が順当に出ており、来年度以降の更なる成果に繋

がっていくと考えられる（図１）。 
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図１：全体の流れ図



 

 


