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研究要旨 2014 年 8 月に 1945 年以来、日本国内で流行のなかったデング熱が、東京都で

国内発生した。多くの感染者は代々木公園でデングウイルス感染蚊に刺されており、代々

木公園が感染地であった。代々木公園では多くの行事が行われていたことから、他府県か

らの訪問者が、地元に帰って発病し、東京都以外に 9 道府県で患者が報告された。地方の

衛生研究所においては、デングウイルス型別リアルタイム RT-PCR は 4 つの型に関して実

施する必要もあり、従来の PCR を使用しているところも多かった。そこで、我々の設計し

たデングウイルス 1 型～4 型を１つのチューブで検査できるように Multiplex real-time 

PCR (TaqMan) assay の構築を試みた。その結果、94.6%の一致率を示したが、デングウイ

ルス 2 型に関して誤判定が発生していた。今後、改良し海外の研究機関でも評価してもら

う予定である。 

 

 

A． 研究目的 

 デングウイルスには 4 つの血清型があり、

型別リアルタイム逆転写 PCR 法を実施する

には４つの反応系で実施しなければならな

い。したがって、検査系としては煩雑であ

る。そのため、デングウイルス１～４型の

ウイルス遺伝子検出を一つの反応系（One 

tube アッセイ系）を開発した。 

 

B. 研究方法 

リアルタイム RT-PCR は伊藤ら 

(J.Clin.Microbiol.42(12):5935-5937,2004)

のプライマーおよびプローブの配列により、

Multiplex real-time PCR (TaqMan) assay

法を構築し、7500 リアルタイム PCR シス

テム（ABI 社）を用いて検討した。本論文

中の各血清型別 TaqMan による結果と比較

解析した。 

 

C. 研究結果 

 過去に国立感染症研究所ウイルス第一部

で診断した輸入デング熱患者 37 検体（血清）

を用いた。その内訳はデングウイルス血清

型 1 型が 8、2 型が 10、3 型が 8、4 型が 9

検体、非デング熱発熱患者血清 2 検体であ

った。37 検体中 2 検体が後判定であった。

一致率は 94.6%であった。2検体ともデング

ウイルス 2 型を 3 型、4 時型に誤判定した

ものであった。判定に間違いはなかったが、

他の血清型に対しても非特異的にカーブが



上昇した検体がデング熱陽性 35 検体中 17

検体（48.6%）であった。 

 

D. 考 察 

リアルタイム逆転写 PCR 法 TaqMan 法は、

増幅された遺伝子産物に蛍光標識したプロ

ーブが結合することによって遺伝子産物を

検出する高感度ウイルス遺伝子検出法であ

る。デングウイルスの場合、4 つの血清型

があるため検査が煩雑となり、デング熱検

査件数が少ない施設には普及していないの

が現状である。そこで One tube で 4つの型

が検出できる Multiplex real-time PCR 

(TaqMan) assay 法を構築したが、tube あ

たりのプライマープローブが増えると非特

異反応がでることが確認された。しかし、

判定結果の一致率は 94.6%であり、誤判定

をきたした 2 型のプローブ配列を改良すれ

ば型特異性の向上が期待できる。そのうえ

で次年度以降、台湾 CDC にも協力を依頼し

て評価してもらう予定である。 

 

E. 結 語 

One tube で 4 つの型が検出できる

Multiplex real-time PCR (TaqMan) assay

法を構築した結果、94.6%の一致率をみた。

ただし、個別に詳細を検討すると 48.6%で

非特異的な反応を示していた。 
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