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A. 研究目的 

 ウイルスは一般的に継代（実験的な増殖）を

重ねることにより弱毒化する等，性状が変化

することが知られている．この現象は一方で

は変異した蛋白質の性状解析など基礎研究

で用いられることもあるし，また他方では弱毒

生ワクチンとしてそれぞれの感染症に対する

対策として応用されている． 

 SFTS ウイルスを Vero 細胞で 50 回継代し

たところ，通常の分離直後のウイルスと比べ

明らかに早く増殖し，明瞭なプラークを形成で

き る よ う に 性 状 が 変 化 し た ウ イ ル ス 株

（SPL030 p50-2 株とする）が得られた．この

ウイルス株を SFTS の診断の１つ，中和抗体

価の測定に活用できないか，また特に GP 蛋

白質の基本性状解析に活用できないか検討

した． 

B. 研究方法 

1) 中和抗体価測定法 

 従 来 の 中 和 抗 体 価 測 定 法 ： SPL030 

p50-2 のもとである継代回数が少ないウイ

ルス株（SPL030 Original 株とする）を被検

血清と混合後 Vero 細胞に接種し，メチルセ

ルロース存在下で 8 日間培養した．ホルマリ

ンで固定後，SFTS ウイルスの NP 蛋白質に

対する特異ウサギ抗体を反応後，更に HRP

ラベルの抗ウサギ抗体を反応させた．DAB

で発色させ，フォーカス数を数えて中和抗体

価を算出した． 

 p50-2 株を用いた中和抗体価測定法：

研究要旨：SFTS ウイルスを多数回にわたり継代して得られた SPL030 p50-2 株は，通常の分離

直後の SFTS ウイルスと異なり Vero 細胞でプラークを形成することができる．この性状変化

を利用し，以下の 2 点の成果を得た．１：長期培養や特異抗体を必要としない迅速かつ安価

な中和抗体価測定法の確立．２：ウイルス蛋白質 GP の細胞膜融合能を変化させるアミノ酸の

同定．これらの成果は SFTS 診断の迅速化や普及，SFTS ウイルスの基本性状の解明に貢献する

と考えられる． 
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p50-2 株を被検血清と混合後 Vero 細胞に

接種し，アガロース存在下で 3 日間培養した．

ニュートラルレッドを加えて一晩培養し，プラ

ーク数を数えて中和抗体価を算出した． 

2) GP 蛋白質の細胞融合能評価 

SFTS ウイルスより RNA を精製し cDNA を

得て，ゲノム塩基配列の決定と GP 遺伝子

の発現プラスミドへのクローニングを行った．

またプライマーに基づく変異導入も行った．

GP発現プラスミドを蛍光蛋白質Venus発現

プラスミドと共に Vero 細胞に導入後，様々

な pH の溶液に一定時間暴露させ，通常の

培養液（DMEM）で 2 時間培養し，融合細胞

の有無や大きさを蛍光顕微鏡下で観察し

た． 

 

（倫理面からの配慮について） 

 SFTS（疑い）患者および健常人の血清の利用

については国立感染症研究所倫理委員会の承

認を得ている． 

 

C. 研究結果 

1) SFTS（疑い）患者および健常人の血清につい

て，従来の中和抗体価測定法による中和抗

体価および p50-2 株を用いた中和抗体価測

定による中和抗体価に示した（図 1）．2 つの

測定法による中和抗体価に大きな差異は認

められなかった． 

2) SPL030 の Original 株および p50-2 株の塩基

配列では，GP 遺伝子の 6 か所に違いが認め

られ，うち 4 か所はアミノ酸変異も伴うもので

あった（図２）．Original 株および p50-2 株の

GP 蛋白質の細胞融合能には差があり，後者

はより高めの pH で細胞融合を起こしていた．

GP 蛋白質の細胞表面への発現量に差は認

められなかった（図３）． 

3) GP 蛋白質に認められた 4 つのアミノ酸変異

のうち，962 番のアミノ酸変異が Original 株の

GP 蛋白質と p50-2 株の GP 蛋白質の細胞融

合能の差をもたらす変異であった（それぞれ

セリンおよびアスパラギン）． 

 

D. 考察 

 SPL p50-2株を用いた中和抗体価測定法は

少ない日数で終了できかつ特異抗体を必要と

しないにも拘らず，従来の中和抗体価測定法

と同様の結果を示した． 

 SPL p50-2株の少なくともGP蛋白質には変

異が認められ，細胞融合が比較的高い pH で

も起こせるように性状が変化していた．この性

状変化は GP 蛋白質の 962 番のアミノ酸変異

によりもたらされていた．p50-2 株が示す明瞭

なプラーク形成能の一因はこのアミノ酸変異

によるものと考えられた． 

E. 結論 

 SPL030 p50-2 株を用いた迅速かつ安価な

中和抗体価測定法を確立した．SFTS ウイル

スの GP 蛋白質による細胞融合は GP 蛋白質

の 1 アミノ酸により変わりうるものであることが

判明した． 

 

F. 健康危険情報 

該当なし． 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 
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図 3：

：Original 株と

：SFTS ウイルス

株と p50-2 株の

ウイルス GP 蛋白質による細胞融合と細胞表面発現量

株の GP 遺伝子の差異

蛋白質による細胞融合と細胞表面発現量
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遺伝子の差異 

蛋白質による細胞融合と細胞表面発現量蛋白質による細胞融合と細胞表面発現量 

 

 


