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Ａ．研究目的 
 日本脳炎（Japanese encephalitis, 以下
JE）は、JEV (Japanese encephalitis viru
s, 以下JEV)の感染による中枢神経感染症で
ある。JEVはフラビウイルス科フラビウイル
ス属に分類され、主に、蚊（コガタアカイエ
カなど）による吸血により、ヒトに感染する。
JEVは不顕性感染が多いことが知られている
一方で、脳炎を発症した例では生命予後およ
び生存例での神経学的予後は不良である。日
本では、JEVに対するワクチン接種が行われ
ており、近年の日本におけるJEの報告数は年
間平均4.5例である（2009年から2018年の10
年間に45例のJE患者が報告された）。 
 ダニ媒介脳炎（Tick-borne encephalitis,
 以下TBE）は、TBEV（Tick-borne encephal
itis virus, 以下TBEV）が感染することで
生じる中枢神経感染症である。TBEVもJEVと
同様に、フラビウイルス科フラビウイルス属
に分類され、ヒトは、主に、ダニ（マダニな
ど）に吸血されることで感染する。JEV同様
に、不顕性感染が多い一方で、脳炎発症例の
生命予後および神経学的予後は不良である。

日本ではこれまで5例のTBE患者が報告され
てい 
る。TBEに対するワクチンは海外では使用さ
れているが、日本では認可されていない。 
 JEおよびTBEの診断に関して、JEやTBEに特
異的な症状や一般検査（血液検査、髄液検査、
頭部MRI検査など）における特異的な異常所
見は報告されていない。さらに、JE、TBEと
もに近年の日本における報告数が少ないた
めに、脳炎の鑑別疾患として挙がりにくい。
そのために、JEおよびTBEを診断するための
検査が正確に実施されずに、原因不明急性脳
炎・脳症と診断されてしまっている可能性が
考えられる。 
 そこで、本研究は、急性脳炎・脳症と診断
された症例の中に、正確に診断されていない
JEおよびTBEの症例が含まれていないかどう
かを検索することを目的とする。 
 
Ｂ．研究方法 
1. JEV IgM捕捉ELISA 
 ELISA には、Dengue Virus IgM Capture 
DxSelect (Focus 社 、 Product Code: 

日本脳炎（Japanese encephalitis, 以下 JE）およびダニ媒介脳炎（Tick-
borne encephalitis, 以下 TBE）は、それぞれ、日本脳炎ウイルスおよびダ
ニ媒介脳炎ウイルス感染による中枢神経感染症である。JE、TBE は、近年
の日本における報告数は少ないものの、生命予後および神経学的予後不良
の疾患である。JE および TBE に特異的な症状や一般検査における特異的
な異常所見が知られていないため、JE、TBE ともに、その診断は困難であ
る。そのため、JE および TBE を診断するための検査が正確に実施されず
に、JE および TBE が誤って「原因不明急性脳炎・脳症」と診断されてい
る可能性が考えられる。そこで、本研究では、平成 28 年度・平成 29 年度
に引き続いて、原因不明急性脳炎・脳症に対して、JE を診断するための検
査を実施した。さらに、平成 28 年度から 30 年度に本研究班で解析を行っ
た検体を用いて、TBE を診断するための検査も行った。結果、いずれの症
例も、JE および TBE は否定的であると考えられた。しかし、今回検索を
行ったのは、急性脳炎・脳症として届出されている症例の一部であるため、
依然、正確に診断されていない JE、TBE 症例が存在する可能性が考えられ
る。JE、TBE ともに疾病負荷の大きい疾患であるが、有効なワクチンが開
発されている。従って、JE、TBE の正確な発生数を把握し、適切な予防措
置を講じるために、本研究班を継続することが重要である。 
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EL1500M)の抗原を、日本脳炎ワクチン参照品
を希釈したものに変更したものを用いた。方
法は以下の通りである。まず、患者から採取
された血清および髄液を 56℃で 30分間、非
働化処理した後に、希釈液を用いて希釈し、
抗ヒト IgM 抗体がコーティングされたプレ
ートにアプライした。室温で 1時間反応させ
洗浄した後、抗原(日本脳炎ワクチンを PBS
で希釈したもの)と室温で 2 時間反応させた。
洗浄後、ペルオキシダーゼが結合された抗
IgM 抗体と室温で 30 分間反応させた。洗浄
後、基質を加え室温で 8 分間反応させた後、
反応停止液を加え、プレートリーダー(Bio 
Rad 社、iMark Microplate Reader)で吸光度
(OD450)を測定した。 
 結果は、陰性コントロール血清の吸光度に
対する検体の吸光度の比を Index として算
出した。それぞれの検体を 2 well ずつアプ
ライし、2 well の Index の平均値をその検
体の Index とした。Index が 2.00 を超えれ
ば陽性、2.00 を判定保留、2.00 未満を陰性
と判定した。 
 
2. JEV に対する中和試験 
試験前日に Vero 細胞を 12 well plate の
各 well に、3 x 105 cells/ml, 1 ml/well で
播種した。 
試験当日に、非働化処理した患者血清を希
釈液(MEMに 2 %FBS を添加したもの)で 10倍
に希釈し、その後 2倍段階希釈した。JEV 北
京株を、希釈液を用いて 2.00 PFU/µlに希釈
し、これを攻撃ウイルスとした。希釈した血
清 75 µlと攻撃ウイルス 75 µlを混合し、
37℃で 90 分間中和反応させた。中和反応終
了後、血清希釈液と攻撃ウイルス液の混合液
を氷浴中に移した。Vero 細胞の培養上清を
除いた後、血清希釈液と攻撃ウイルス液の混
合液を 1 well あたり 60 µl ずつ接種した。
接種後、37℃、5 %CO2インキュベーターで 90
分間吸着させた。吸着の間、15 分毎にティ
ルティングを行った。吸着反応終了後、1 
well あたり 1.5 ml の重層培地 (Eagle's 
MEM で調製した 1 %メチルセルロース溶液に
2% FBS および L-glutamine を最終濃度 2 mM
で加えたもの)を加え、37℃、5 %CO2下で 5
日間培養した。培養終了後、各 well に 1.0 
ml の 10 %中性緩衝ホルマリン液（ホルマリ
ン原液を、PBSを用いて10倍に希釈した液）
を加え、手で軽く振盪した後に 1時間静置し
た。水道水にて洗浄後、メチレンブルー染色
液を各 well に 1.0 ml ずつ加え 1 時間室温
で静置した。水道水にて洗浄後、プラーク数
を算定した。 

 攻撃ウイルス液に希釈液のみを加えた細
胞のプラーク数に比べ、50 %以上プラーク数
が減少していた血清の希釈倍率の最大値の
逆数を中和抗体価とした。 
3. TBEV IgM 捕捉 ELISA 
 EIA TBE virus IgM キット（TestLine 社、
Product Code: TBM096）を用いて、添付の指
示書通りに行った。 
患者検体は、検体量が十分である場合は 2 

well ずつアプライし、2 well の Index の平
均を当該検体の Index とした。検体量が十分
でなかった場合には、1 wellにアプライし、
その well の Index を当該検体の Index とし
た。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究は、国立感染症研究所の医学研究倫
理審査委員会で審査され、承認されている。 
 
Ｃ．研究結果 
1. JEV IgM 捕捉 ELISA 
 平成30年度に本研究班で解析を行った21
人の患者から採取された 48 検体のうち、47
検体は JEV IgM 捕捉 ELISA で陰性を示し、1
検体 (N17-2、急性期血清)が陽性を呈した
（表１）。 
 
2. JEV に対する中和試験 
 JEV IgM 捕捉 ELISA で陽性を示した検体
（急性期血清、N17-2）およびその回復期血
清（N17-6）を用いて JEV に対する中和試験
を実施した。結果、急性期血清（N17-2）、回
復期血清（N17-6）の JEV に対する中和抗体
価は、それぞれ、640 倍、320 倍であった（表
１）。 
 
3. TBEV IgM 捕捉 ELISA 
 平成30年度に本研究班で解析を行った21
人の患者から採取された 48 検体を用いて
TBEV IgM 捕捉 ELISA を実施した結果、全て
の検体が陰性の結果を示した（表１）。 
 また、平成 28年度、平成 29年度に本研究
班で、JEV IgM 捕捉 ELISA を実施した血清
（平成 28 年度は 4人の患者から採取された
5血清、平成 29年度は 21人の患者から採取
された34血清）を用いてTBEV IgM捕捉ELISA
を実施した結果、いずれの検体も結果は陰性
であった（表２、表３）。 
 
Ｄ．考察 
 JEおよびTBEの診断において、脳炎を発症
した際に患者から採取された血清や髄液か
らJEVあるいはTBEV遺伝子が検出されること
は極めて稀である。従って、「脳炎患者から
採取された血清や髄液からJEVおよびTBEV遺
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伝子が検出されなかった」という結果から、
「当該患者の診断がJEあるいはTBEVである
可能性は否定的である」という結論を導くこ
とはできない。JEおよびTBEVを否定するため
には、抗JEV抗体および抗TBEV抗体検出検査
を実施する必要がある。本研究班においては、
JE、TBEを正確に診断するために、JEVおよび
TBEVに対する抗体検査を実施した。 
 平成28年度、平成29年度に引き続いて、JE
V IgM捕捉ELISAを実施したところ、1検体（N
17-2, 急性期血清）のみ陽性を呈した。当該
患者の回復期血清（N17-6）とペアでJEVに対
する中和試験を実施したところ、急性期から
回復期にかけての有意な抗体価の上昇は確
認できなかった（急性期血清であるN17-2、
回復期血清であるN17-6の中和抗体価の中和
抗体価はそれぞれ640倍と320倍であった）。
N17は、2回のJEワクチン接種歴があり、JEV
に対する中和抗体価はワクチン接種によっ
て獲得したものと考えられる。 
 TBEは1993年に初めて、日本での発生例が
北海道から報告された1。その後、20年間以上、
TBE患者の発生は報告されていなかったが、2
016年に2例目のTBE患者が北海道から報告さ
れ、その後、2017年に2例、2018年に1例報告
された。これまでの日本におけるTBE症例は
全て北海道で発生しているが、本州でもTBEV
が活動していることを示唆する報告が発表
されている2,3。具体的には、1948年に、東京
で、脳炎患者から、TBEVに近縁のウイルスが
分離されたこと2や、島根県で採取されたネ
ズミ（TBEVの自然宿主）がTBEVに対する抗体
を保有していたこと3が報告されている。従
って、本州でもTBE患者が発生している可能
性が考えられるため、本研究班において、TB
Eの診断のための検査を行ったところ、結果
は全て陰性であった。 
 今年度、検索を行った急性脳炎脳症患者の
中には、JEおよびTBE症例は含まれていない
と考えられる。しかし、回復期血清が入手で
きず、急性期の髄液あるいは血清のみでしか
検査を実施できなかった症例では、より厳密
にJEおよびTBEを否定するためには、回復期
血清を用いた検査を実施することが必要で
ある。また、今回JEおよびTBEの検索を行っ
たのは、急性脳炎脳症として届出されている
症例のごく一部である。さらに、近年の日本
におけるJEおよびこれまで日本で報告され
たTBE患者は成人および高齢者（大半が高齢
者）である。一方、本研究班で検査を実施し
た対象は小児が中心である。従って、依然、
正確に診断されていないJEおよびTBE症例が
存在する可能性は否定できない。 
 JEおよびTBEともに、ワクチン接種により
予防可能な疾患である。そのため、JEおよび
TBEの発生数を正確に把握することで、患者
が発生した地域でのワクチン接種を促進す
るなどの予防措置を取ることが可能である。
JE、TBEともに日本における報告数は多くな
いものの、その疾病負荷は極めて大きい。そ
のため、JEおよびTBEを正確に診断し適切な
予防措置を講じることが重要である。 
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Ｅ．結論 
 平成28年度、平成29年度に引き続いて、原
因不明急性脳炎・脳症症例に対してJEの診断
のための検査を実施したところ、いずれの症
例もJEは否定的であった。さらに平成28年度
から30年度に本研究班で解析した検体を用
いてTBEに対するIgM捕捉ELISAを実施した結
果、全て陰性であった。しかし、依然、正確
に診断されていないJE、TBE症例が存在する
可能性が考えられる。JEおよびTBEともに疾
病負荷が大きく、ワクチン接種で予防可能な
疾患であることを考慮すると、本研究班にお
いてJEおよびTBEの検索を継続することが重
要である。 
 
Ｆ．研究発表 
1.  論文発表 
 なし 
2.  学会発表 
 なし 

（発表誌名巻号・頁・発行年等も記入） 
 
Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
1. 特許取得 
 なし 
2. 実用新案登録 
 なし 
3.その他 
 なし 
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表１ 
平成３０年度 日本脳炎ウイルス（Japanese encephalitis virus, JEV）IgM 捕捉 ELISA および中和試験、ダニ媒介脳炎ウイルス（Tick-borne encephalitis 
virus, TBEV）IgM 捕捉 ELISA の結果 
 
     JEV  
     IgM 捕捉 ELISA 中和試験 TBEV IgM 捕捉 ELISA 

検体番号 検体の種類 年齢 
（歳）1 

性別 発症後日数（日） Index2 判定 中和抗体価 3 Index4 判定 

N1-1 髄液 6 女 77 0.48 陰性 * 0.10# 陰性 
N1-2 血清   79 0.81 陰性 * 0.20 陰性 
N1-6 血清   100 1.23 陰性 * 0.24 陰性 
N10-1 髄液 7 女 2 0.47 陰性 * 0.12 陰性 
N10-2 血清   4 0.73 陰性 * 0.34 陰性 
N10-3 血清   22 0.71 陰性 * 0.42 陰性 
N11-1 髄液 2 女 2 0.47 陰性 * 0.07 陰性 
N11-2 血清   3 0.86 陰性 * 0.17 陰性 
N12-1 髄液 1 男 6 0.51 陰性 * 0.10 陰性 
N13-1 髄液 10 男 24 0.55 陰性 * 0.08# 陰性 
N13-2 血清   24 0.78 陰性 * 0.15 陰性 
N13-6 血清   35 0.97 陰性 * 0.24 陰性 
N14-1 血清 4 女 1 0.60 陰性 * 0.27 陰性 
N15-1 髄液 5 男 1 0.45 陰性 * 0.06# 陰性 
N15-2 血清   1 0.83 陰性 * 0.22 陰性 
N15-7 血清   35 1.16 陰性 * 0.22 陰性 
N16-1 血清 1 男 3 1.18 陰性 * 0.13 陰性 
N16-6 血清   54 0.91 陰性 * 0.18 陰性 
N17-1 髄液 3 男 0 0.96 陰性 * 0.09 陰性 
N17-2 血清   0 2.03 陽性 640 0.11 陰性 
N17-6 血清   18 1.06 陰性 320 0.17 陰性 
N18-1 髄液 7 男 1 1.03 陰性 * 0.21# 陰性 
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N18-2 血清   1 1.34 陰性 * 0.13 陰性 
N18-6 血清   8 1.09 陰性 * 0.20 陰性 

N19-1 髄液 
日齢 
13 

男 1 0.52 陰性 
* 

0.07# 陰性 

N19-2 血清   3 0.61 陰性 * 0.19 陰性 
N20-1 髄液 1 ヶ月 男 0 0.61 陰性 * 0.09# 陰性 
N21-1 髄液 7 男 0 0.49 陰性 * 0.07 陰性 
N21-2 血清   0 1.03 陰性 * 0.16 陰性 
N21-6 血清   15 0.93 陰性 * 0.32 陰性 
N22-1 髄液 3 女 0 0.56 陰性 * 0.09 陰性 
N22-2 血清   0 0.73 陰性 * 0.16 陰性 
N22-6 血清   26 0.64 陰性 * 0.10 陰性 
N23-1 髄液 2 女 56 0.49 陰性 * 0.08 陰性 
N23-2 血清   49 1.11 陰性 * 0.14 陰性 
N23-6 血清   66 1.48 陰性 * 0.31 陰性 
N24-1 髄液 5 男 1 0.5 陰性 * 0.08 陰性 
N25-1 髄液 2 男 8 0.47 陰性 * 0.08 陰性 
N25-2 血清   8 0.62 陰性 * 0.28 陰性 
N26-1 血清 11 ヶ月 女 2 0.85 陰性 * 0.25 陰性 
N27-1 髄液 1 男 2 0.43 陰性 * 0.09 陰性 
N27-2 血清   2 1.73 陰性 * 0.32 陰性 
N27-6 髄液   11 0.48 陰性 * 0.09 陰性 
N27-8 血漿   5 1.44 陰性 * 0.28 陰性 
N28-1 髄液 2 男 4 0.34 陰性 * 0.20 陰性 
N28-2 血清   13 0.84 陰性 * 0.85 陰性 
N29-1 髄液 1 女 5 0.51 陰性 * 0.11 陰性 
N29-2 血清 1   7 0.70 陰性 * 0.43 陰性 
N29-6 血清 2   32 0.46 陰性 * 0.26 陰性 
N30-1 髄液 6 女 3 0.42 陰性 * 0.14# 陰性 
N30-2 血清   3 0.79 陰性 * 0.28 陰性 
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N31-1 髄液 2 女 0 0.43 陰性 * 0.05# 陰性 
N31-2 血清 1   0 1.04 陰性 * 0.12 陰性 
N31-6 血清 2   6 0.74 陰性 * 0.12 陰性 
N32-1 血清 10 ヶ月 女 7 0.65 陰性 * 0.09 陰性 
N33-1 髄液 2 男 8 0.42 陰性 * 0.05 陰性 
N33-2 血清   8 0.83 陰性 * 0.12 陰性 
N33-10 血清 2   36 0.94 陰性 * 0.12 陰性 
N34-1 髄液 15 女 2 0.81 陰性 * 0.49 陰性 
N34-2 血清 1   2 1.00 陰性 * 0.58 陰性 
N34-6 血清 2   45 1.13 陰性 * 0.42 陰性 
N35-1 髄液 40 女 2 1.02 陰性 * 0.07 陰性 
N35-2 血清   2 0.84 陰性 * 0.11 陰性 
N36-1 髄液 10 女 0 0.36 陰性 * * 
N36-2 血清 1   0 0.78 陰性 * 0.40 陰性 
N36-6 血清 2   4 ヶ月 0.94 陰性 * 0.36 陰性 
N36-7 髄液 2   4 0.36 陰性 * * 
N36-8 血清 3   4 0.86 陰性 * 0.41 陰性 
N37-1 髄液 2 女 9 0.57 陰性 * * 
N37-2 血清 1   11 0.79 陰性 * 0.48 陰性 
N37-5 血清 2   32 0.51 陰性 * 0.30 陰性 
N38-1 髄液 72 女 15 0.38 陰性 * * 
N38-2 血清   5 0.54 陰性 * 0.15 陰性 
N39-1 髄液 5 女 2 0.40 陰性 * 0.10 陰性 
N39-2 血清   2 0.84 陰性 * 0.17 陰性 

 
1 患者の年齢が 1歳未満の場合は、月齢または日齢を示す。 
2 JEV IgM 捕捉 ELISA の Index が 2.00 を超えれば陽性と判定する。 
3 JEV（北京株）に対する中和抗体価を示す。中和抗体価は、血清を加えていないコントロールの well におけるプラーク数の 50 %以上の減少を認めた血清
の最大の希釈倍率の逆数で表す。*は未実施を表す。 
4 TBEV IgM ELISA の Index が 1.10 を超えれば陽性と判定する。#は、1 well での解析結果を、*は未実施を表す。 
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表２ 平成 28年度に本研究班で解析を行った検体を用いた、ダニ媒介脳炎ウイルス（Tick-borne encephalitis virus, TBEV）IgM 捕捉 ELISA の結果 
 

     TBEV IgM 捕捉 ELISA* 

検体番号 検体の種類 年齢 性別 発症後日数（日） Index 判定 
E1-3 血清 2 女 6 0.43 陰性 
E3-2 血清 31 男 2 0.25 陰性 
E3-5 血清   25 0.16 陰性 
E4-2 血清 4 女 4 0.20 陰性 
E5-2 血清 4 女 6 0.14 陰性 

 
* TBEV IgM ELISA の Index が 1.10 を超えれば陽性と判定する。 
 
表３ 平成 29年度に本研究班で解析を行った検体を用いた、ダニ媒介脳炎ウイルス（Tick-borne encephalitis virus, TBEV）IgM 捕捉 ELISA の結果 
 
       TBEV IgM 捕捉 ELISA 

検体番号 検体の種類 年齢 
（歳）1 

性別 発症後日数 
（日） 

Index2 判定 

E10-2 血清 1 男 2 0.33 陰性 
E10-7 血清   14 0.24 陰性 
E11-2 血清 1 男 0 0.15 陰性 
E11-6 血清   10 0.17 陰性 
E12-2 血清 10 男 1 0.10 陰性 
E13-2 血清 1 ヶ月 男 0 0.09 陰性 
E13-6 血清   11 0.12 陰性 
E14-2 血清 1 男 2 0.14 陰性 
E14-6 血清   7 0.36 陰性 
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1 患児の年齢が 1歳未満の場合は、月齢または日齢を示す。 
2 TBEV IgM ELISA の Index が 1.10 を超えれば陽性と判定する。 
 

E15-2 血清 6 男 5 0.21 陰性 
E14-7 血清   18 0.17 陰性 
E16-2 血清 日齢 1 男 8 0.08 陰性 
E17-2 血清 3 男 0 0.23 陰性 
E18-1 血清 1 ヶ月 男 3 0.08 陰性 
E19-2 血清 1 ヶ月 男 0 0.09 陰性 
E20-2 血清 1 ヶ月 男 3 0.10 陰性 
E21-2 血清 25 男 1 0.14 陰性 
E21-6 血清   14 0.17 陰性 
E22-2 血清 30 男 13 0.12 陰性 
E22-3 血清   33 0.17 陰性 
E23-2 血清 15 女 3 0.31 陰性 
E23-3 血清   49 0.17 陰性 
E24-2 血清 7 男 3 0.16 陰性 
E25-2 血清 50 男 16 0.14 陰性 
E26-2 血清 1 ヶ月 男 0 0.10 陰性 
E26-6 血清   7 0.13 陰性 
E27-2 血清 1 ヶ月 女 0 0.10 陰性 
E26-6 血清   7 0.11 陰性 
E28-1 血清 2 ヶ月 男 1 0.12 陰性 
E28-5 血清   7 0.10 陰性 
E29-2 血清 4 女 1 0.29 陰性 
E29-6 血清   7 0.22 陰性 
E30-2 血清 3 男 0 0.19 陰性 


