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研究要旨：輸血用血液を含む血液製剤は、ヒトの血液を原料とするためウイルス等の病原体
混入のリスクが存在する。一方本邦で製造される血液製剤は、抗体検査やNATなど極めて精
度の高い方法によって病原体スクリーニングが実施され、その安全性が担保されてきた。し
かしながら、新興・再興感染症の原因ウイルス等に対する検査体制ついては十分な整備がな
されておらず、日本国内への移入に備え早急な対応が求められている。特に、デング熱の原
因となるデングウイルスは昨年約70年ぶりに国内感染が確認され、今後も感染の拡大及び血
液製剤への混入が危惧されている。血液製剤の安全性を確保するためには原料血漿や血液製
剤などに微量に混入した病原体を高感度に検出できる方法が不可欠であるが、現存の検査系
においては感度が不十分であり改善が必要であった。そこで本研究では、血液製剤の安全性
評価への適用を想定し、マルチプレックスPCR法を用いたデングウイルスの新規高感度検出
系を確立した。本年度は特にデングウイルスの検出法開発を優先的に推し進め、HTLV-2の
検出法開発は昨年の研究を継続した。 
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Ａ．研究目的 
 血液製剤の安全性を担保する上で、病原体の混入
を防止及び製造過程より排除することは極めて重要
な課題である。国内の献血血液に対して日本赤十字
社でこれまでに HBV, HCV, HIV 等々の様々な病原
体に対して高感度なスクリーニング検査を実施して
おり、本邦における血液製剤のこれらの病原体に対
する安全性は極めて高く管理されている。しかしな
がら、海外への渡航者などを介して、本来は国内に
存在しなかった病原体の輸入症例が増加しており、
新規感染症の本邦での定着が危惧されている。実際、
デング熱やデング出血熱の原因となるデングウイル
ス (DENV)においては、約 70 年ぶりに東京を中心
として国内感染事例が発生した。DENV の感染者は
無症候である場合も多く、献血血液を介した DENV
の血液製剤への混入を検出し、感染の拡大を未然に
防止する高感度検査法が必要である。 
 これまで、国立感染症研究所において DENV の輸 

 
入症例等に対して依頼検査を行ってきたが、DENV
核酸検査に用いられるPrimer及びProbeセットが、
献血血液や血液製剤の原料血漿などに混入した
DENV を高感度に検出可能であるかについてはこ 
れまで十分に検討されていなかった。血液製剤の製
造過程で大幅に希釈されると想定される DENV を 
検出するためには、極めて高感度な検出法が必要で 
あり、既存の手法を再検討・改善する必要があると
考えられる。 
 そこで本研究においては、デングウイルス各血清
型の RT-PCR 用 Primer 及び Probe を大規模スクリ
ーニングすることにより、新規高感度 Primer 及び
Probe を同定し、これらの Primer 及び Probe を用
いて検出系を最適化した後、全血清型の高感度同時
検出が可能な新規マルチプレックス PCR 法を確立
することを目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
・DENV特異的Primer及びProbeの大規模スクリーニ
ング 
 Primer Express ver3 ソ フ ト ウ ェ ア (Life 
Technologies)を使いPrimer及びProbeを設計した。
PrimerのスクリーニングにはSYBR Green PCR 
Master Mixの推奨プロトコルに従い、Probe (FAM
標識 )のスクリーニングにはRNAtoCt One-Step 
RT-PCR キットの推奨プロトコルに従って、
real-time RT-PCRを行った。各血清型で最も効率良
くPCRが実施されるオリゴセットを同定した。 
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定を行うことで、感度・特異性そして検出域の非常
に優れたオリゴセットを同定した。 
 国立感染症研究所を中心に、これまで DENV の検
査・検出に用いられてきた PCR 法は主にシングルプ
レックス PCR 法であったが、DENV は 4 つの血清
型が存在するために複数の PCR が要求されるなど
アッセイ系が煩雑になっていた。本研究においては、
1 反応の PCR で全ての血清型を高感度・特異的に検
出するマルチプレックス PCR 法の確立に成功した。
この新規手法は、アッセイ当たりの実質コストが半
減以下になるだけでなく、簡便で、かつこれまでの
手法よりも高感度であると考えられた。今後は、血
液製剤や原料血漿などにおいて、微量な DENV の混
入をスクリーニングする手法として有用と考えられ、
血液製剤の安全性確保に寄与することが期待される。 
 さらに、今回の研究で確立した Primer 及び Probe
の大規模スクリーニング、その後の高感度マルチプ
レックス PCR 法の確立は、DENV に限らず多くの
病原体についても応用可能であると考えられる。新
興・再興感染症など、検査法の十分な検討が進んで
いない分野について、画期的な手法を提供する可能
性がある。 
 
Ｅ．結論  
本研究により、DENV全血清型特異的な高感度マ

ルチプレックスPCR法を確立した。本検査法は、特
にこれまで困難であった血液中の微量なDENVの検
出に有用であり、献血血液などのスクリーニングに
適していると考えられる。本検査法の開発は、今後
の血液製剤の安全性確保に繋がることが期待される。 
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