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研究要旨 

チクングニア熱の流行域は近年急速に拡大している．チクングニア熱はチクングニアウイルス
(CHIKV)によって発症する熱性疾患であり，特に高齢者において重篤な経過をとる．チクングニア
ウイルスはトガウイルス科アルファウイルス属に分類される一本鎖の＋鎖 RNA ウイルスである．
チクングニアウイルスにはアジア型，中央・東・南アフリカ型，西アフリカ型の遺伝子型が存在
する．チクングニアウイルスは蚊によって媒介され，都市部においてはヒト→蚊→ヒトの感染環
を形成する．その主たる媒介蚊はヒトスジシマカやネッタイシマカ等のヤブカ属の蚊である．日
本には媒介蚊であるヒトスジシマカが広く生息しており，チクングニアウイルスが日本に侵入す
る可能性は否定できない．したがって急性期患者の迅速な把握は防疫上重要である．そこでより
迅速かつ全ての遺伝子型のウイルスを検出することを目的とした RT-PCR 法の開発を行った．その
結果，アジア型および中央・東・南アフリカ型のチクングニアウイルスを検出できる特異性の高
い Real time RT-PCR 法を開発したので報告する． 

A. 研究目的 

近年蚊によって媒介されるチクングニア熱

（Chikungunya fever）の流行域の拡大が報

告されている．チクングニア熱は 1952 年に

アフリカのタンザニアでデング熱様疾患と

して初めて報告された人獣共通感染症であ

り，時に激しい関節痛，発疹，悪寒，頭痛，

悪心，嘔吐，筋肉痛を伴うウイルス性急性熱

性疾患である．また近年のチクングニア熱の

特徴は死亡例を含む重篤な症例が報告され

ていることである．チクングニア熱の原因ウ

イルスはトガウイルス科アルファウイルス

属に分類されるチクングニアウイルス

（Chikungunya virus：CHIKV）である．チク

ングニアウイルスは昆虫媒介性ウイルスで

あり，その媒介蚊はネッタイシマカ（Aedes 

aegypti）や日本にも広範囲に生息するヒト

スジシマカ（A．albopictus）などのヤブカ

属のカである．  

チクングニアウイルスにはアジア型，中央・

東・南アフリカ型，西アフリカ型の 3つの遺

伝子型が存在する．近年の中央・東・南アフ

リカ型のチクングニア熱の流行は 2004 年に

ケニア沿岸において確認され,インド洋諸島，

インド，東南アジアに急速にその流行域を拡

大した．またアジア型の流行が 2013 年末よ

りカリブ海諸国で報告され，2014 年には米

国フロリダ州，メキシコ，エル・サルバドル，

コスタリカ，ベネズエラにその流行域が拡大

した． 



 

これまでに我々は RT-PCR 法，リアルタイム

RT-PCR 法を用いた遺伝子検出法，IgM 捕捉

ELISA 法，50%プラーク減少法を用いた中和

法による診断法を用いた検査体制を確立し

た．日本には媒介蚊であるヒトスジシマカが

広く生息しており，チクングニアウイルスが

日本に侵淫する可能性は否定できない．また，

チクングニアウイルスの感染環は森林部で

は主に霊長類と蚊の間で形成されているが，

都市部ではヒト－カ－ヒトの感染環が形成

される．したがって防疫上チクングニア熱の

急性期患者の迅速な把握が必須である．そこ

で我々は現在のチクングニアウイルス遺伝

子検出系である RT-PCR およびリアルタイム

RT-PCR 法に比較してさらに迅速且ついずれ

の遺伝子型のウイルスも検出可能な RT-PCR

法の開発を試みたので報告する． 

 

B. 研究方法 

ウイルス：チクングニアウイルス S27 株，

BaH306 株，SL10571 株，SL11131 株，MAL09

株，RI09 株より High pure viral RNA kit （ロ

シュ）を用いてウイルス RNA を抽出し供試し

た．またサギヤマウイルス，ヴェネズエラ馬

脳炎ウイルス，東部馬脳炎ウイルス，シンド

ビスウイルス，セムリキ森林熱ウイルス，デ

ングウイルス 1 型，2 型，3 型，4 型，日本

脳炎ウイルス，ウエストナイルウイルスより

同様にウイルス RNA を抽出し供試した．さら

にチクングニア熱患者血清よりウイルス

RNA を抽出し用いた．陰性対照としてヒト全

血由来核酸を用いた． 

合成チクングニアウイルス RNA を用いた

RNA コピー数の検討：チクングニアウイルス

の E1 蛋白質領域をプラスミドベクター

pcDNA3.1 にクローニングし，目的 RNA を合

成した．得られた合成 RNA の吸光度と分子量

からコピー数を算出しリアルタイム PCR 法

において検量線を作製した． 

プライマーの設計：チクングニアウイルスの

構造タンパク質コーディング領域にセンス

プライマー8種類，アンチセンスプライマー

7種類を設計し検討した． 

RT-PCR 法：サンプルに遺伝子検出マーカー

SYBR green Iを添加し，温度条件48℃60秒，

95℃60 秒，[95℃4 秒，68℃4 秒，68℃4 秒]

で 45 サイクル反応した．RT-PCR 反応には

Hyper PCR UR MK-IV（トラスト，兵庫県加西

市）およびライトサイクラー96 システム（ロ

シュ）を用いた．RT-PCR 反応により得られ

た増幅産物を 470nm の波長のシグナルおよ

びゲル電気泳動用にて検出した．  

 

C. 研究結果 

プライマーの設計とプライマーぺアのチク

ングニアウイルスに対する特異性の検討：

チクングニアウイルスの構造タンパク質で

ある E1 領域にセンスプライマー8 種類アン

チセンスプライマー7 種類を設計し様々な

組み合わせを検討したところ，センスプライ

マーCHIK10572f 及びアンチセンスプライマ

ーCHIK10798ｒの組み合わせを用いて温度条

件 48℃60 秒，95℃60 秒，[95℃4 秒，68℃4

秒，68℃4秒]で 45 サイクル反応させた（図

1）．その結果チクングニアウイルス中央・

東・南アフリカ型ウイルスである S27 株およ

びアジア型株である BaH306 株を増幅した．

（図 2A）． 

 

プライマーぺアCHIK10572f/ CHIK10798ｒの

チクングニアウイルス RNA に対する感度の

検討：チクングニアウイルスの E1 蛋白質領



 

域をプラスミドベクターpcDNA3.1 にクロー

ニングし，目的 RNA を合成した．得られた合

成 RNA の吸光度と分子量からコピー数を算

出しリアルタイム RT-PCR 法における検出感

度を検討した．105 の合成 RNA を 10 倍階段

希釈し，各コピー数におけるプライマーぺア

CHIK10572f/ CHIK10798ｒの反応を検討した

結果チクングニアウイルスに対して 1 RNA

コピー/サンプルの検出感度を示した（図

2A）．さらに RNA の検出においては定量性が

認められた（図 2B）． 

 

近年の流行株に対するプライマーぺア

CHIK10572f/ CHIK10798ｒの検討：プライマ

ーぺア CHIK10572f/ CHIK10798ｒの近年の流

行株であり，中央・東・南アフリカ型である

MAL09 株およびアジア型である RI09 株に対

する反応性を検討した．その結果のチクング

ニアウイルス MAL09 株，および RI09 株にお

いても目的産物の増幅が認められた(図 3A)． 

 

急性期患者血清に対するプライマーぺア

CHIK10572f/ CHIK10798ｒの検討：スリラン

カからの輸入症例患者血清に対するプライ

マーぺア CHIK10572f/ CHIK10798ｒの反応性

を検討した結果同一患者由来の急性期血清

（2病日）においては目的産物が検出された

が回復期血清（8病日）の患者血清において

は目的産物が検出されなかった（図 3B）．ま

た 2 病日患者血清より分離されたチクング

ニアウイルスSL10571株およびSL11131株に

対しても同様に目的産物が検出された（図

3B）． 

 

プライマーぺアCHIK10572f/ CHIK10798ｒの

特異性の検討：プライマーぺア CHIK10572f/ 

CHIK10798ｒの特異性を検討するために他の

アルファウイルスであるセムリキ森林熱ウ

イルス，シンドビスウイルス，ゲタウイルス，

東部ウマ脳炎ウイルス，ベネズエラ馬脳炎ウ

イルス，サギヤマウイルスおよびフラビウイ

ルスであるデングウイルス 1型，2型，3型，

4型，日本脳炎ウイルス遺伝子型 1型，遺伝

子型 3型，ウエストナイルウイルスに対する

反応性を検討した．その結果プライマーぺア

CHIK10572f/ CHIK10798ｒはいずれのウイル

スとも反応せず，チクングニアウイルスに対

して特異的に反応した（図 4）．またプライ

マーぺア CHIK10572f/ CHIK10798ｒのヒト血

液由来核酸に対する反応性を検討したとこ

ろ非特異反応は観察されなかった（図 4）． 

 

D. 考察 

これまでに我々はチクングニア熱の実験室

診断法として RT-PCR 法，リアルタイム

RT-PCR 法（TaqMan 法）を用いた遺伝子検出

法，IgM 捕捉 ELISA 法，50%プラーク減少法

を用いた中和法による診断法を確立した．し

かしながら既在の RT-PCR 法では 1時間以上

の時間を要する．そこで我々はより迅速に反

応が終了するリアルタイム RT-PCR 法による

チクングニアウイルスの診断系を確立した．

本 RT-PCR 法の第一の特徴はその迅速性であ

る．本 RT-PCR 法においては RT 反応から融解

曲線解析を終了するまで約 15 分で終了する．

またその後の反応産物のアガロースゲルで

の解析およびシークエンスでの遺伝子配列

の確認も可能であるためチクングニアウイ

ルスの遺伝子型の解析も容易である．チクン

グニアウイルス E1 タンパク質領域において

保存されている配列を基にプライマーぺア

CHIK10572f/CHIK10798ｒを設計した．その結



 

果プライマーぺア CHIK10572f/CHIK10798ｒ

はチクングニアウイルスを特異的に検出し，

さらに感度が 1 RNA コピー/サンプルであっ

た ． さ ら に プ ラ イ マ ー ぺ ア

CHIK10572f/CHIK10798ｒを用いて様々なウ

イルス株に対する増殖性を検討したところ

アジア型およびアフリカ型の両遺伝子型の

ウイルスに対して増幅産物が得られた．西ア

フリカ型のウイルスについてはその増幅能

を確認できなかったが，CHIK10572f および

CHIK10798ｒの配列は遺伝子型間で保存され

ているため，西アフリカ型に対してもプライ

マーペア CHIK10572f/CHIK10798ｒは有効で

あると期待される． 

チクングニアウイルスはヒトにおいて高い

ウイルス血症を呈すため，ヒト－カ－ヒトの

感染環を形成する．したがって急性期のチク

ングニア熱患者を迅速に診断することは，感

染拡大を予防するために重要である．よって

迅速に患者血清からチクングニアウイルス

を検出できる本 RT-PCR 法は臨床検体への応

用が可能である．今後は本診断系の感度の向

上，特異性の確認を行い，診断系としての信

頼性の向上をめざす． 

 

E. 結論 

チクングニア熱の治療法は確立されておら

ず，チクングニアウイルスの動向にはヒト，

蚊，気候，環境等の要因が複雑に関わり，そ

の状況の予測は困難であり，日本においても

媒介蚊であるヒジシマカが生息することか

らチクングニアウイルスの我が国への侵入

は予断を許さない．急速な輸送手段の発達と

ネッタイシマ蚊，ヒトスジシマ蚊の分布拡大，

熱帯雨林地域への人口拡張により世界の熱

帯・亜熱帯地域，特に東南アジアにおいてチ

クングニア熱は今後も流行が続くことが予

想される．本研究において我々は遺伝子診断

の迅速性の向上を目的として迅速な real 

time RT-PCR診断系の確立を行ったところチ

クングニアウイルスを特異的に検出するプ

ライマー候補を得た．本診断系は 15分前後

で完了し，デングウイルス，他のアルファウ

イルス及びヒト由来検体においても非特異

反応が観察されなかったため，迅速診断系と

して期待される．  

 

F. 健康危険情報 

2007 年初頭に 2 例のスリランカからの輸入

症例が日本で初めて確認されて以来，2014

年12月までに日本において70例を超える輸

入症例が確認されている．温帯地方であるイ

タリアでは 2007 年に，フランスでは 2010

年にそれぞれチクングニア熱の国内流行が

報告されており，このときの媒介蚊は日本に

も生息するヒトスジシマカであったため，日

本においてもチクングニアウイルスの侵淫

の可能性は否定できない．現在もインドおよ

び東南アジア地域を中心にチクングニア熱

の流行は拡大しており，さらに 2014 年 7 月

にはアメリカでその流行が確認されたため，

早期の防疫体制の確立が求められる．チクン

グニア熱の流行地域に渡航する場合はカに

吸血されにくい服装や忌避剤の使用等の予

防対策が必須である．チクングニア熱は平成

23 年 2 月に「感染症の予防および感染症の

患者に対する医療に関する法律」（感染症法）

において 4類感染症に指定されており，今後

ともその動向の把握が求められる．ワクチン

が実用化されていない現在，旅行先における

チクングニア熱の流行状況を把握し，蚊対策

に十分考慮すると共に，医療機関，地域住民，



 

行政，研究機関の一層の協力体制を確立する

ために今後も関係各機関にこれまでの成果

を提供する． 
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図 １ ． C H I K V 検 出 用 リ ア ル タ イ ム R T - P C R 用 プ ラ イ マ ー の 設 計 ： C H I K V  
1 0 株 の ア ラ イ メ ン ト 結 果 よ り E 1 領 域 の 保 存 領 域 に 特 異 的 プ ラ イ マ
ー を 設 計 し た 。  
 



 

 
 
図 ２ ． C H I K V 検 出 用 リ ア ル タ イ ム R T - P C R の 感 度 お よ び 定 量 性 の 検
討 ： リ ア ル タ イ ム R T - P C R に よ る 検 討 の 結 果 C H I K V プ ロ ト タ イ プ で
あ る S 2 7 株 お よ び B a H 3 0 6 株 に 対 し て 特 異 的 増 幅 を 示 し 、 R N A コ ピ ー
数 依 存 的 に 標 的 遺 伝 子 の 増 幅 が 確 認 さ れ た （ A ) 、 設 計 し た プ ラ イ マ
ー に よ る R T - P C R の 増 幅 産 物 は 定 量 性 を 示 し た （ B )  
 



 

 

 
 
図 ３ ． C H I K V 検 出 用 リ ア ル タ イ ム R T - P C R 用 プ ラ イ マ ー の 臨 床 検 体 と
分 離 株 に 対 す る 反 応 性 お よ び 特 異 性 の 検 討 :  プ ラ イ マ ー ぺ ア
C H I K 1 0 5 7 2 f /  C H I K 1 0 7 9 8 ｒ は マ レ ー シ ア （ M L 0 9 株 ）、 イ ン ド ネ シ ア
（ R I 0 9 株 ） か ら の 輸 入 症 例 か ら の 分 離 株 に 対 し て 特 異 的 増 幅 が 確 認
さ れ た （ A ）、 ま た プ ラ イ マ ー ぺ ア C H I K 1 0 5 7 2 f /  C H I K 1 0 7 9 8 ｒ は 急 性
期 患 者 血 清 中 の チ ク ン グ ニ ア ウ イ ル ス お よ び 、 患 者 血 清 よ り 分 離 さ
れ た S L 1 0 5 7 1 株 、 S L 1 1 1 3 1 株 に 対 し て も 反 応 性 を 示 し た （ B ）．  



 

 

 

 
 
図 ４ ． C H I K V 検 出 用 q R T - P C R 用 プ ラ イ マ ー の 特 異 性 の 検 討 ： プ ラ イ
マ ー ぺ ア C H I K 1 0 5 7 2 f /  C H I K 1 0 7 9 8 ｒ は 他 の ア ル ボ ウ イ ル ス の う ち 、
ア ル フ ァ ウ イ ル ス で あ る セ ム リ キ 森 林 熱 ウ イ ル ス 、 シ ン ド ビ ス ウ イ
ル ス 、 ゲ タ ウ イ ル ス 、 東 部 ウ マ 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ベ ネ ズ エ ラ 馬 脳 炎 ウ
イ ル ス 、 サ ギ ヤ マ ウ イ ル ス お よ び フ ラ ビ ウ イ ル ス で あ る デ ン グ ウ イ
ル ス 1 型 、 2 型 、 3 型 、 4 型 、 日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 遺 伝 子 型 1 型 、 遺 伝
子 型 3 型 、ウ エ ス ト ナ イ ル ウ イ ル ス に 対 し て 反 応 性 を 示 さ な か っ た ．
ま た 健 常 ヒ ト 血 液 由 来 拡 散 に 対 し て も 非 特 異 反 応 を 示 さ な か っ た ．  
 
 


