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新興・再興感染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業 

委託業務成果報告 

 

（委託業務題目） 

国内侵入・流行が危惧される昆虫媒介性ウイルス感染症に対する総合的対策の確立に関する研究 

 

担当責任者研究報告書 

 

デングウイルス・リフトバレー熱ウイルスの病原体迅速検査法の確立 

に関わる技術開発 

 

担当責任者： 森田公一 長崎大学熱帯医学研究所ウイルス学分野 

 

研究要旨：  

蚊で媒介されるウイルス疾患のなかで、デングウイルス感染症は、毎年約１億人が感染し、数

十万人が重症のデング出血熱を発症すると見積もられている。これにともない、我が国の輸入症

例も増加し、2013 年は 249 例を超えて感染症法施行後最高の症例数となった。そしてついに、

2014 年 8 月～9 月にかけて東京都において 70 年ぶりの国内流行が発生し 160 名以上の患者が確

認された。一方、リフトバレー熱はアフリカを中心に発生しており、近年では中近東へも侵入し

て患者発生が報告され、アジアひいては日本にも侵入することが危惧される。これらのウイルス

感染症の国内侵入の阻止、および侵入した場合その被害を最小限に食い止めるためには、迅速診

断法の開発は重要である。本分担研究では、これら二つの蚊媒介性ウイルス感染症の簡便な実験

室診断法を確立し、キット化の基盤的開発研究をすることを目的として、研究初年度はデング熱

の迅速診断法の開発を実施し、デングウイルス NS１蛋白を大腸菌発現系にて大量発現させ、加

えて NS１蛋白に対する単クローン抗体を樹立し、さらにイムノクロマト法による NS1 抗原検出

キットを試作した。 
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A. 研究目的 

デング熱、リフトバレー熱の迅速診断法の

簡便な実験室診断法を確立し、キット化の基

盤的開発研究をすることを目的として、研究

初年度はデング熱のイムノクロマト法を用

いた迅速診断法の開発を実施した。 

 

B. 研究方法 

1) NS1抗原の大腸菌発現系での発現： 

デング 2型ウイルスの非構造蛋白質の NS1 

蛋白遺伝子を大腸菌発現ベクターpQE30のク

ローニングサイトに挿入して His-tag を付

加した状態で大腸菌に発現させ、溶菌処理を

実施した後、定法により高速遠心にて不純物

を除去し、ニッケルカラムにて精製した。 

 

2）単クローン抗体の樹立： 

発現 NS1 蛋白を BALB/マウスに免疫し、4

回免疫したのち、脾臓を摘出して B細胞を精

製し、ミエローマ細胞 SP2/0を用いてハイブ

リドーマ細胞を樹立して NS1 蛋白に対する

単クローン抗体を作成した。抗体のデングウ

イルス NS1抗原に対する特異的結合は、ウイ

ルス感染細胞の間接蛍光染色、および、NS1

抗原発現バキュロウイルス感染細胞の免疫

染色、およびウエスタンブロット法により確

認した。さらに特異性を確認した、単クロー

ン抗体は定法にしたがって金コロイドと結

合させ、金コロイド標識 NS1単クローン抗体

を作成した。 

 

 

3）イムノクロマト法による NS1 抗原検出系

の作製： 

ニトロセルロースメンブレン（HSF 240）

に抗 NS1 モノクローナル抗体をコーティン

グしたのち乾燥させ、その後ブロッキング溶

液で処理し、バッファーで洗浄して再度乾燥

させた。乾燥したメンブランは細い短冊状に

切断して、イムノクロマト法に使用した。抗

原検出能力の確認のため、NS1抗原陽性検体

と金コロイド標識 NS1 単クローン抗体、バッ

ファー溶液を 40μl をロードし、100μｌの

バッファー溶液でさらにチェイスしてバン

ドが検出されるか否かを 30 分後に判定した。 

 

（倫理面からの配慮について） 

本年度の研究では、ヒトサンプルを用いた

研究は実施してないので、特段の配慮は必要

ないが、次年度以降はヒトサンブルを用いた

検証実験を行うため、長崎大学病院倫理委員

会の承認を得て実施する予定である。 

 

C. 研究結果 

1） NS1抗原の大腸菌発現系での発現： 

大腸菌発現デング 2型ウイルス NS1蛋白抗

原の回収率は 1 リットル培養で約 10mℊの収

率であった。カラム精製した発現蛋白質をポ

リアクリルアミド電気泳動でその分子量が

設計値と一致するこが確認された（図１左）。

また抗Ｈｉｓ抗体を用いたウエスタンブロ

ット法によりこの蛋白が発現蛋白であるこ

とを確認した（図１右）。 
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2） 単クローン抗体の樹立： 

合計１２ハイブリドーマを得た。デング 2

型ウイルス NS1 蛋白との反応性をウエスタ

ンプロット法、間接蛍光法で確認した。図 2

にはデング NS1 蛋白単クローン抗体がデン

グウイルス感染細胞と反応し、日本脳炎ウイ

ルス感染細胞とは反応しないことを示して

いる。 

 

3） イムノクロマト法による NS1 抗原検出

系の作製： 

今回試作したイムノクロマト法の試験結

果を図３に示す。ロードしたサンプルはデン

グウイルス感染細胞液上清（DEN2-ICF）、日

本脳炎有ウイルス感染細胞上清（JEV-ICF）、

デング NS1 発現バキュロウイルス感染細胞

上清、陰性コントロール、精製デングウイル

ス NS1抗原である。陰性コントロール、日本

脳炎ウイルス検体ではバンドは検出されず、

デング NS1抗原が含まれる残りの 3つのサン

プルではバンドが検出された。 

 

D. 考察 

 本年度開発したデングウイルス 2型 NS1タ

ンパク質の大腸菌発現蛋白は 1 リットル培

養で多量の抗原を発現させることが可能で

あり、今後血清診断系をふくむ多方面での活

用が期待される。ただし、今の処可溶性が低

く、現在、再フォールディング等の方法によ

り可溶性の向上を模索中である。しかし、今

回試作したイムノクロマト法によるデング

ウイルスの NS1 抗原検出キットは十分に機

能した。今後、単クローン抗体のメンブレン

上のブロットを実際の製造に用いられる線

上噴霧に切り替えることで感度の向上が期

待され、限界感度試験、患者血清を用いた評

価へと進展させることが必要である。またさ

らなる感度向上をめざして銀粒子を用いた

超高感度化も検討する。 

 

E. 結論 

 大腸菌発現によるデングウイルス NS1 タ

ンパク質高発現系と抗 NS1 単クローン抗体

を樹立してイムノクロマト法によるデング

NS1抗原検出キットを試作した。 
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＜図１＞大腸菌によるデング 2 型ウイルス NS1 蛋白の発現 

     

 

＜図２＞単クローン抗体とデングウイルス（左）、日本脳炎ウイルス（右）との反応性 

       （間接蛍光染色法） 
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(図３) イムノクロマト法によるデング 2 型 NS1 抗原の検出 
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