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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の新規ウイル

研究要旨：リアルタイム PCR による重症熱性血小板減少症候群（SFTS）の診断法を確立し，

これを全国の地方衛生研究所等でルーチン検査として実施できるかどうか検討するため，岡

山県環境保健センター，愛媛県立衛生環境研究所，宮崎県衛生環境研究所，鹿児島県環境保

健センター，山口県環境保健センターの各研究施設において，リアルタイム PCR による SFTSV

検出法の感度および，従来のコンベンショナル PCR との比較検討を行った．スタンダード RNA

を用いた検討では，いずれの研究施設においても 10 コピー/reaction 以上の RNA を検出し，

高感度に SFTSV を検出できた．また，リアルタイム PCR 法によりコンベンショナル PCR と同

等あるいは，それ以上の高い感度でウイルス RNA を検出可能であった．臨床検体を用いた比

較検討では，尿検体等，RNA コピー数の少ない検体を用いた場合に，コンベンショナル PCR

の結果との相違がみられたが，血清を用いた場合は結果がほぼ一致した．これらの結果から，

リアルタイム PCR 法は SFTSV 検出のルーチン検査として有用であると考えられた．Mセグメン

トをターゲットにしたリアルタイム PCR ではコンタミネーションチェック用 probe のシグナ

ルが非特異的に検出されることがあった．今後，この probe の配列の改良等が必要である． 
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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，致死率の

高い重篤な疾患である．2013年1月，国内

で初めて SFTS が存在することが明らかに

されたことから，SFTS の実験室診断法を

確立し，国内の本感染症の病態解明，疫

学調査，感染リスク評価を進める必要があ

る．2013 年３月以降，全国の地方衛生研

究所等においてコンベンショナル PCR によ

り SFTSV 検出が実施されてきた．一方，リ

アルタイムPCR法を用いたSFTSV遺伝子

検出は，SFTSV の感染の有無のみならず

ウイルス RNA を定量できるため，SFTS 患

者の重症度，予後などの指標となりうること

が指摘されている．本研究は，リアルタイム

PCR による SFTS の診断法を確立し，これ

を全国の地方衛生研究所等でルーチン検

査として実施可能かどうか検討することを

目的とした．各地方衛生研究所間でリアル

タイム PCR により一定の検出結果が得ら

れるかどうか検証するため，岡山県環境保

健センター，愛媛県立衛生環境研究所，宮

崎県衛生環境研究所，鹿児島県環境保健

センター，山口県環境保健センターの５研

究施設において，リアルタイム PCR を実施

し，SFTSV 検出法の感度および，従来のコ

ンベンショナル PCR との比較検討を行っ

た． 

 

B. 研究方法 

1) リアルタイム PCR は国立感染症研究所

ウイルス第一部で開発された，S セグメン

トおよび M セグメントをターゲットにした

TaqMan probe 法を用いた. 

2) スタンダード RNA には S あるいは，M セ

グメントの PCR 増幅領域に，コンタミネー

ションチェック用(PC Check 用配列)を挿

入した RNA をスタンダードとして用いた

（図 1）．これを用いることにより，検査結

果が陽性であった場合，スタンダード

RNA のコンタミネーションの有無を判定

することができる（図 2）. 

3) SFTSV の中国株の一つである SFTSV 

HB29の培養上清からウイルスRNAを抽

出し，これを試験サンプルとしてリアルタ

イム PCR とコンベンショナル PCRの感度

の比較検討に用いた． 

4) 各地方衛生研究所において，これまで検

査実施されてきた SFTS 疑いの検体につ

いて，リアルタイム PCR による SFTSV検

出を実施した．コンベンショナルPCRによ

る検出と比較検討した． 

 

C. 研究結果 

1) スタンダード RNA を用いた検討では，い

ずれの研究施設においても 10 コピー

/reaction 以上の RNA を検出し，高感度

に SFTSV を検出できた（図 3）． 

2) ウイルスから抽出した RNA を試験サンプ

ルとして用いたところ，リアルタイム PCR

法によりコンベンショナル PCR と同等あ

るいは，それ以上の高い感度でウイルス

RNA を検出可能であった（図 4）． 

3) 臨床検体を用いた比較検討では，尿検体，

拭い液等，RNA コピー数の少ない検体を

用いた場合に，リアルタイム PCR とコン



 81

ベンショナル PCR の結果の相違がみら

れたが，血清を用いた場合は，両者の結

果がほぼ一致した（図 5 および 6）．これら

の結果から，リアルタイム PCR 法は

SFTSV 検出のルーチン検査として有用

であると考えられた． 

4) M セグメントをターゲットにしたリアルタイ

ム PCR ではウイルス RNA および臨床検

体を用いた場合に PC Check 用 probe の

シグナルが PCR サイクル後半（３５サイク

ル以上）に非特異的に検出されることが

あった（図 7）． 

 

D. 考察 

 リアルタイム PCR 法を用いた SFTSV 遺

伝子検出は，SFTSV の感染の有無のみな

らずウイルス RNA を定量できるため，

SFTS 患者の重症度，予後などの指標とな

りうることが指摘されている．本研究で，岡

山県環境保健センター，愛媛県立衛生環

境研究所，宮崎県衛生環境研究所，鹿児

島県環境保健センター，山口県環境保健

センターの５研究施設において行われた検

討から，リアルタイム PCR 法により従来の

コンベンショナル PCR と同等あるいは，そ

れ以上の感度で SFTSV を検出できること

が明らかになった（図 3 および 4）．臨床検

体を用いた検討でも SFTSV を従来と同様

に検出可能であることが示された（図 5）．

これらの結果から，リアルタイム PCR は

SFTS の診断に有用であり，従来のコンベ

ンショナル PCR に置き換わるルーチン検

査として，各地方衛生研究所等で実施可能

であると考えられた． 

 M セグメントをターゲットにしたリアルタイ

ム PCR で非特異的に PC Check 用 probe

シグナルが検出されることがあった（図 7）．

今後，コンタミネーション検出用 probe の塩

基配列を変更し，非特異的シグナルが検

出されないように改良する必要がある． 

 

E. 結論 

1) リアルタイム PCR 法による SFTSV 検出

の評価を５か所の研究施設で行った. 

2) いずれの研究施設においても，スタンダ

ード RNA およびウイルスから抽出した

RNA を高感度に検出可能であった． 

3) 臨床検体を用いた検討でも SFTSV を従

来のコンベンショナル PCR と同様に検出

可能であることが示された． 

4) PC Check 用 probe の塩基配列の変更

が必要であるものの，リアルタイム PCR

は SFTS の診断に有用であり，従来のコ

ンベンショナル PCR に置き換わるルーチ

ン検査として，各地方衛生研究所等で実

施可能であると考えられた． 
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図 3．

 

図 4．ウイルス

．Standard RNA
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図 5．臨床検体を用いた感度

図 6．臨床検体を用いた感度

図 7．

．臨床検体を用いた感度

．臨床検体を用いた感度

． M segment

．臨床検体を用いた感度，特異度の比較検討の結果（一部）

．臨床検体を用いた感度，特異度の比較検討の結果（一部）

M segment の増幅曲線

特異度の比較検討の結果（一部）

特異度の比較検討の結果（一部）

の増幅曲線 
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特異度の比較検討の結果（一部）

特異度の比較検討の結果（一部）

特異度の比較検討の結果（一部） 

特異度の比較検討の結果（一部） 

 

 

 


