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A. 研究目的 

重症熱性血小板減少症候群（severe fever 

with thrombocytopenia syndrome，SFTS）は，

ブニヤウイルス科フレボウイルス属に分類され

る新規ウイルス（SFTS ウイルス，SFTSV）に

よって引き起こされるダニ媒介性感染症で，ヒ

トにおいて致死率 10％を超える重篤な疾患を

引き起こす．2013 年に日本国内における

SFTS 患者の存在が明らかとなって以降，新

たな患者の発生が発生していることから，迅速

で簡便な SFTS 診断法の整備が急務である．

本研究では，SFTSV の核蛋白質（SFTSV-N）

を認識するモノクローナル抗体を作製し，これ

を用いて SFTSV-N抗原検出 ELISA法を開発

し，その診断における有用性について検討し

た． 

 

B. 研究方法 

研究要旨：重症熱性血小板減少症候群（SFTS）ウイルスの核蛋白質に対するモノクローナル抗体

を作出し，それを用いた抗原検出 ELISA法を開発した．また，SFTS患者から採取された病理組織

中の SFTS ウイルス抗原を，このモノクローナル抗体を用いた免疫組織化学法により検出できるこ

とが明らかにされた．これらの SFTSウイルス核蛋白質検出法は SFTSの診断に有用である． 
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1) モノクローナル抗体の作製と抗原検出

ELISA 

 SFTSVのN遺伝子領域をクローニングし，

バキュロウイルス発現系により組換え核蛋

白質（rN）を発現させた．精製された rNをマ

ウスに免疫し，ハイブリドーマ細胞を作製し，

SFTSV感染細胞を抗原とした ELISA でモ

ノクローナル抗体産生細胞をスクリーニン

グした．得られたモノクローナル抗体は，間

接蛍光抗体法及び免疫組織染色を用いて

反応性を確認した．得られたモノクローナ

ル抗体と rN をウサギに免疫して得られた

ウサギ抗 rN 血清を，それぞれ補足用抗体

と検出用抗体とした抗原検出 ELISA を開

発した．SFTS 疑い患者の急性期血清を用

いて本 ELISAの SFTSの診断における有

用性を，ウイルス遺伝子検出のための定

量 RT-PCR と比較して検討した． 

 

（倫理面からの配慮について） 

 匿名化のもと研究調査を行い，方法は国立

感染症研究所内の研究倫理委員会の承認を

得られたものを用いた．SFTSV-N に対するモ

ノクローナル抗体作製は国立感染症研究所動

物実験倫理委員会の承認を得て実施された． 

 

C. 研究結果 

1) モノクローナル抗体の作製と抗原検出

ELISA 

 rN をマウスに免疫し，2 つのモノクローナ

ル抗体（9D3 および 2D11）を作製した．間

接蛍光抗体法では，これらのモノクローナ

ル抗体は，他のフレボウイルス（RVFV，

Forecariah virus，Palma virus）の感染細

胞には反応せず，SFTSV感染細胞特異的

に反応した（図 1）．また免疫組織染色の結

果，これらのモノクローナル抗体は SFTSV

患者組織特異的に反応した（図 2）．モノク

ローナル抗体 9D3 を補足用抗体として用

いた抗原検出 ELISA の検出最少濃度は，

rNで 5 pg/100μlであった．ウイルスそのも

のを抗原として用いたところ，中国株１株

（HB29株）と日本株3株はいずれも検出可

能であり，検出感度は 350（SPL010 株）

-1,220（YG1 株）TCID50/100μl であった．

SFTS疑い患者の急性期血清 61検体につ

いて抗原検出 ELISA を行なった結果，定

量RT-PCR陽性 37検体中 27検体が陽性

であり，105 copies/ml 以上のウイルス

RNA を含む 24 検体はすべて抗原検出

ELISA で陽性で あ っ た ． 一方 ， 105 

copies/ml 以下の検体は抗原検出 ELISA

で陰性になる傾向が見られた（表 1）．定量

RT-PCR で陰性を示した検体はすべて陰

性であった（感度 73％，特異度 100%）． 

 

D. 考察 

本研究において，SFTSV-N を特異的に認

識するモノクローナル抗体が得られた．また本

研究で開発された抗原検出 ELISA は，定量

RT-PCRと比較し感度は低いものの，ウイルス

RNA 量の高い検体（105copies/ml 以上）中の

ウイルス検出が可能であった．SFTS 患者の

血 中 ウ イ ル ス RNA 量 は ， 発 症 後

105-6copies/ml に 達 し ， 死 亡 患 者 で は

107copies/ml 以上に増加することが報告され
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ている．したがって，本研究で開発された抗原

検出ELISAは，SFTSの急性期診断法の一つ

として，また予後の推測に有用であると考えら

れた． 

 

E. 結論 

SFTSV の核蛋白質を特異的に認識する抗

体が得られた．高いウイルス RNA量を含む検

体中のウイルス検出可能な抗原検出 ELISA

が構築された． 
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図 1．間接蛍光抗体法による単クローン抗体の特性

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2．モノクローナル抗体を用いたリンパ節組織の免疫組織染色による
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