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   分担研究者 林 昌宏（国立感染症研究所ウイルス第一部第二室室長） 
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研究要旨  

近年東南アジアにおいても先天性ジカウイルス症候群の胎児が報告されており，タ

イおよびベトナムでは多くのジカウイルス感染症例が報告されている．したがって今

後ともジカウイルス対策は必要である．これまでに我々はフラビウイルス共通プライ

マーを開発してきた．そこでジカウイルス感染症の重要な鑑別疾患であるデング熱の

患者検体を用いてフラビウイルス共通プライマーとそのほかのデング熱実験室診断

法をその病日ごとに比較検討した．その結果フラビウイルス共通プライマーはTaq-Mn 

RT-PCR 法と同程度の感度を各病日において示した．また抗デング IgM 補足 ELISA 法，

抗デングウイルス IgG ELISA 法では第 1病日，第 2病日ではそれぞれデングウイルス

特異的抗体は検出されなかったが，第 3病日以降その検出率は上昇した．デングウイ

ルス NS1 ELISA では第１病日よりその検出率は高く，その傾向は第 10 病日まで維持

された．しかしながら NS1 ELISA の検出率は 50％～100％であり，他の検査法との併

用が必要であることが示された．またフラビウイルス共通プライマーのジカウイルス

MR766 株に対する反応性を検討したところ，フラビ共通プライマーによるジカウイル

ス遺伝子標的領域の増幅を確認した．フラビウイルス共通プライマーはジカウイルス

を含むフラビウイルス感染症の国内流行を迅速に検出するための検査体制の整備お

よび維持に寄与することが示唆された． 

 

Ａ．研究目的 

ジカウイルスはフラビウイルス科フラ

ビウイルス属に分類されるエンベロープ

を有する直径40-50nmの一本鎖RNAウイル

スである．フラビウイルスはフラビウイル

ス科フラビウイルス属に分類されるウイ

ルスの総称であり，エンベロープを有する

直径40-50nmの一本鎖RNAウイルスである．

フラビウイルスには日本脳炎ウイルス，黄

熱ウイルス，ウエストナイルウイルス，デ

ングウイルスなど約 70 種類のウイルスが

分類されている．その名称はラテン語で黄

色を意味する flavus に由来し，その多く

は節足動物により媒介されるアルボウイ

ルスである． 

ジカウイルスはネッタイシマカや日本

にも生息するヒトスジシマカ等のシマカ

属の蚊によって媒介される．ジカウイルス

にヒトが感染してもほとんどが不顕性で，

発症しても比較的穏やかに経過すること

からこれまで大きな問題とはされてこな

かった．しかしながらジカウイルスがブラ
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ジルに侵入すると，2015 年～2016 年の間

に小頭症例の増加とジカウイルスの関連

が報告され，その対策が急務になった．ま

た流行地における調査により，ジカウイル

ス感染症では潜伏期から急性期の間に高

いウイルス血症を呈することが報告され

た．米国 FDA は，ジカウイルスの輸血感染

を米国内において防ぐためにドナースク

リーニング，輸血制限，生産管理について

2016 年 2 月に勧告を行った．したがって

ジカウイルス流行時には血液製剤の製造

においてドナースクリーニングが急務で

ある．ところでフラビウイルス感染症のう

ちジカ熱の鑑別疾患としてデング熱が挙

げられる．デング熱はデングウイルスに感

染することにより発症する蚊によって媒

介される疾患である．デングウイルスはア

フリカ，南アジア，東南アジア，中南米の

熱帯，亜熱帯地域に分布するウイルスであ

り，1-4 型の 4つの異なるウイルス型が存

在する．わが国では流行地からのデング輸

入症例が年々増加傾向にある．また，2014

年にはヒトスジシマカによって媒介され

たデング熱の国内流行が発生した． 

これまでに我々はフラビウイルス間で

比較的共通した塩基配列の認められる

NS5 領域に PCR プライマーを設計し，フラ

ビウイルス遺伝子の増幅を検討した．その

結果蚊によって媒介される日本脳炎ウイ

ルス，ウエストナイルウイルス，セントル

イス脳炎ウイルス，マレーバレー脳炎ウイ

ルス，デングウイルス，ダニによって媒介

されるロシア春夏脳炎ウイルス，さらにコ

ウモリから分離されたフラビウイルスで

あるヨコセウイルスを検出することが可

能なフラビウイルス共通プライマーを作

製した．しかしながらフラビウイルス共通

プライマーを用いた検査法とその他の検

査法についての比較は行われていない．ま

たフラビウイルス共通プライマーのジカ

ウイルスに対する反応性は不明である．そ

こでわれわれはフラビウイルス共通プラ

イマーと他の検査法の比較をデング患者

血清を用いて実施した．またフラビウイル

ス共通プライマーのジカウイルスに対す

る反応性を検討した． 

 

Ｂ．研究方法  

ウイルスRNAの抽出と精製 

ウイルスRNAの抽出と精製は，High pure 

viral RNA kit（Roche）を使用した．ⅰ）

200μLの検体を1.5mlマイクロチューブに

入れ，Working solution 400μLを加え，

ピペッティングでよく混和した．ⅱ）フィ

ルターチューブと回収チューブを連結さ

せ，反応液600μLを注いだ．ⅲ）10,000

回転，15秒間遠心した．ⅳ）ろか液を捨て，

新しい回収チューブを連結させ，500μL

のInhibitor removal bufferを加え，8,000

回転，1分間遠心した．ⅴ）ろか液を捨て，

新しい回収チューブを連結させ，450μL

のWash bufferを加え，8,000回転，1分間

遠心した．ⅵ）ろか液を捨て，新しい回収

チューブを連結させ，再度，450μLのWash 

bufferを加え，8,000回転，1分間遠心した．

ⅶ）回収チューブを外し，空のチューブを

連結し，12,000回転，10秒遠心した．ⅷ）

回収チューブを捨て，新しい1.5mLチュー

ブにフィルターチューブを連結させ，50

μLのElution bufferを加え，10,000回転，

1分間遠心した．ⅸ）得られた精製RNAはす

ぐに使用しない場合は－80℃で保管した．  
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TaqMan RT-PCR 法 

デング熱疑い患者血清から RNA を抽出し

た．デングウイルス特異的プライマーを用

いたリアルタイム RT-PCR 法は伊藤ら 

(J.Clin.Microbiol. 42(12): 5935- 

5937,2004) の方法により実施した．

TaqMan RT-PCR 反応によるデングウイルス

特異的な遺伝子断片の増幅を観察した． 

フラビウイルス共通プライマーを用いた

RT-PCR 法 

フラビウイルス共通プライマーFVX7f お

よび FVX12r を使用し RT-PCR キット，

Access Quick RT-PCR System（Promega）

にて行った．RT-PCR 終了後，反応生成物 5

μL を 2%アガロースゲル電気泳動（100V，

約 30 分）を行い，エチジウムブロマイド

溶液（10mg/mL）に 20 分染色し，PCR によ

って増幅された DNA の断片を確認した． 

抗デングウイルス IgM 補足 ELISA 法, 抗

IgG ELISA 法, NS1 ELISA 法 

デング IgM 補足 ELISA（Focus 社），抗デン

グウイルス IgG ELISA 法（vircell 社），

デングウイルス NS1 ELISA 法（BioRad 社）

をそれぞれマニュアルに従って実施した． 

 

Ｃ．研究結果  

患者血清を用いた迅速診断法の評価 

国立感染症研究所ウイルス第一部第二室

で2008年から2009年にかけて実験室診断

されたデング輸入症例患者血清を用いて

フラビウイルス迅速診断法の評価を行っ

た．患者血清を各病日ごとに分類し，フラ

ビウイルス共通プライマーを用いた

RT-PCR 法の結果と TaqMan RT-PCR 法，抗

デング IgM 補足 ELISA 法，抗デングウイル

スIgG ELISA法，デングウイルスNS1 ELISA

法で得られた結果をそれぞれ比較検討し

た．その結果第1病日から5病日において，

フラビウイルス共通 RT-PCR 法による検出

率が高く，この傾向は TaqMan RT-PCR 法の

結果と一致した（表）．また抗デング IgM

補足 ELISA 法，抗デングウイルス IgG 

ELISA 法では第 1病日，第 2病日ではそれ

ぞれデングウイルス特異的抗体は検出さ

れなかったが，第 3病日以降その検出率は

上昇した．デングウイルス NS1 ELISA では

第１病日検出率は 60%と高く，その傾向は

第 10 病日まで維持された．しかしながら

NS1 ELISA の検出率は病日により 50％～

100％であり，他の検査法との併用が必要

であることが示された． 

ジカウイルスに対するフラビ共通プライ

マーの反応性 

ジカウイルス分離株MR766株よりRNAを抽

出し，フラビ共通プライマーの反応性を検

討した結果，目的増幅産物を観察し，フラ

ビ共通プライマーによるジカウイルス遺

伝子標的領域の増幅を確認した． 

 

Ｄ．考 察 

ジカウイルス感染症の鑑別診断として

重要なウイルスにデングウイルスが挙げ

られる．これらウイルスはその分布域，媒

介蚊，およびその症状が同様であるため，

その鑑別には実験室診断が必要である．こ

れまでに我々はデングウイルスを含む

様々なフラビウイルスを迅速に検出する

ためにフラビ共通迅速診断法を確立した． 

本研究においては急性期から回復期の

デング患者血清を用いてフラビ共通プラ

イマーとその他のデングウイルスに対す

る実験室診断法を比較検討した．その結果
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フラビ共通プライマーを用いた検査法と

その他の実験室診断法を組み合わせるこ

とにより実験室検査の精度の向上が期待

されることが示唆された．またフラビ共通

プライマーのジカウイルスに対する反応

性が確認されたため，今後本共通プライマ

ーのジカウイルス実験室検査への適用を

検討する． 

 

Ｅ．結 語 

これまでに先天性ジカウイルス感染症

の治療法は確立おらず，その予防対策が重

要である．したがってジカウイルス流行時

には血液製剤の安全性を確保するために

血液製剤の製造においてドナースクリー

ニングが重要な対策の 1つとなりうる．そ

のためにはまず国内流行を速やかに検出

する体制が重要となる．ジカウイルス感染

症は，感染症法上の 4 類感染症に指定さ

れており，ジカウイルス感染症を診断した

医師は直ちに保健所を通して都道府県知

事に報告しなければならない． 

 

F．健康危険情報 

  特記事項なし 

 

G．研究発表 

１．論文発表 

特記事項なし 

２．学会発表 

特記事項なし
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