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厚生労働科学研究費補助金（医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエンス政策研究事業） 

分担研究報告書 
 

   血液からの重症熱性血小板減少症候群ウイルス等の検出法確立に関する研究 
 

研究分担者 大隈 和 国立感染症研究所 血液・安全性研究部 室長 
            
研究要旨：近年我が国ではデングウイルスの国内感染例の発生や海外での重症熱性血小板減

少症候群ウイルス(SFTSV)の同定に伴う国内感染例の確認等がなされ、国際的な人の移動や

新たな病原体の発見等に伴う新興・再興感染症病原体の献血血液等への混入リスクは益々認

知されている。そのため、血液への混入状況をいち早く察知し血液製剤のリスクを低減化す

る必要がある。そこで本研究では、血液製剤の安全性確保と安定供給に貢献することを目的

に、既に国内感染が認められ献血血液等におけるスクリーニング法の整備が急がれるSFTSV
の高感度核酸検査法の確立を目指す。本年度はこれまでに同定したプライマー・プローブセ

ットを用いたリアルタイムRT-PCR法の性能評価（検出感度、検出特異性）を実施した。ま

た、いくつかのSFTSV特異的リアルタイムRT-PCR法との比較検討も実施した。さらに新型

コロナウイルス(SARS-CoV-2)の国内での感染拡大を踏まえ、血液への混入リスク対策とし

て血中ウイルスを検出可能なSARS-CoV-2核酸検査法の開発を急遽検討した。 
 
研究協力者 
手塚健太 国立感染症研究所 血液・安全
性研究部     主任研究官 
浜口 功 同上 部長 
（本研究は、国立感染症研究所 ウイルス
第1部、日本赤十字社[JRC]との共同研究で
ある。） 
 
Ａ．研究目的 
 輸血用血液を含む血液製剤は、ヒトの血
液を原料とすることからウイルス等の病原
体混入のリスクが存在する。そのため血液
製剤の安全性を担保する上で、血液への病
原体の混入をいち早く検出、防止し製造過
程より病原体を排除することは極めて重要
な課題である。本邦で製造される血液製剤
は、抗体検査や NAT 等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
対する検査体制に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。 
 ダニ媒介性のウイルス感染症である重症
熱性血小板減少症候群(SFTS)は、国内では
西日本を中心に存在していることが近年分
かっており、一部の発症者では重篤化する
ことが知られている。原因ウイルスである
重 症 熱 性 血 小 板 減 少 症 候 群 ウ イ ル ス
(SFTSV)はウイルス血症を起こすことから
血液製剤を介して感染する可能性がある。
現在既に感染者診断のための検査法は確立
されているが、SFTSV が血液に微量に混入
した場合に検出が可能な、より高感度の検
出法はまだ確立されていない。 
 そこで本研究では、血液製剤の安全性強
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化に向けた、SFTSV 等に対する新規高感度
マルチプレックス核酸検査法を開発するこ
とを目的とした。具体的には、核酸検査用の
高感度プライマー・プローブセットをデザ
イン後作製し、大規模スクリーニングする
ことにより、新規に高感度プライマー・プロ
ーブセットを複数同定し、新規マルチプレ
ックス PCR 法を確立することを目指す。 
 
Ｂ．研究方法 
・新規SFTSV核酸検査法開発のためのプラ
イマー・プローブセットの特異性評価 
 これまでの本研究課題の成果として、
SFTSV の 新 規 高 感 度 プ ラ イ マ ー お よ び
TaqManプローブのセットを同定している。
良好な性能を示すと考えられる12セットに
ついて、健常者血漿由来のRNAを用いて非
特異的増幅反応の有無を評価した。 
 
・合成ssRNAを用いた絶対感度の評価  
 特に性能が優れていると考えられるプラ
イ マ ー ・ プロ ー ブセ ット に 対 し て合 成
ssRNAを作製した。これを用いて、低コピー
段階希釈検体を作製し、PCR系の絶対感度
を評価した。 
 
・SFTSV Japanese株およびChinese株を用
いた低コピーウイルスパネルの作製 
SFTSV Japanese株 (J1：4株、J2：2株、J3：

2株)およびChinese株 (C3：1株、C4：2株、
C5：2株) 由来RNAに対して、S-60セットを
用いたSFTSV S-segmentコピー数の絶対定
量を実施した。定量結果より各株のRNAを
希釈し、低いコピー (10コピー/μL) のウ
イルスパネルを作製した。 
 

・低コピーウイルスパネルを用いたSFTSV
核酸検査系の性能評価 
低コピーウイルスパネルを鋳型として、本

研究課題により開発したS-60セットと、既
に明らかになっている他の研究グループに
よる核酸検査系との検出感度の比較検討を
実施した。 
 

・SARS-CoV-2核酸検査法開発のための大
規模プライマーセットの作製 

大規模スクリーニング用のプライマーセ
ットを設計し作製した。 
 

Ｃ．研究結果 
・新規SFTSV核酸検査法開発のためのプラ
イマー・プローブセットの特異性評価 
これまでに同定したプライマー・プローブ

セットの特異性評価のため、健常者プール
血漿由来RNAを鋳型としてPCRを実施し
た結果、12セット中11セットでは全く増幅
シグナルは認められなかった。一方、12セ
ット中1セットでは全てのPCR反応で増幅
シグナルが確認され、非特異的な増幅反応
が高率で引き起こされることが示された。 
 
・合成ssRNAを用いた絶対感度の評価 
S-60セットに対する合成ssRNAを用いて、

PCR鋳型量を段階的に希釈し (100, 20, 10, 
5, 2.5, 1.25 cp/rxn) 、感度を評価した結果、
鋳型量100, 20, 10 cp/rxn において検出率
は100%であった（8重測定中8検出）。一方、
鋳型量5, 2.5, 1.25 cp/rxn においては、それ
ぞれ検出率88%, 75%, 38%であった。 
 

・SFTSV Japanese株およびChinese株を用
いた低コピーウイルスパネルの作製 
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S-60セットはssRNAを鋳型量10 cp/rxnに
おいて100%検出することから、SFTSV臨床
分離株由来RNAを用いた同様の感度評価が
求められた。臨床分離株の低コピーウイル
スパネルを作製するために、S-60セットを
用いたRNA溶液の絶対定量を実施した。そ
の結果、全ての株の定量結果に基づき、低い
コピー数 (10コピー/μL) のウイルスパネ
ル作製に成功した。 
 
・低コピーウイルスパネルを用いたSFTSV
核酸検査系の性能評価 
臨床分離株低コピーウイルスパネルを鋳

型として、S-60セット、および他の２つの
研究グループ (JRCおよびウイルス第1部) 
の核酸検査系を評価した。全ての株に対し
て8重測定を実施し、得られたCt値と検出率
を評価した。その結果、総検出数はS-60セ
ット、JRCセット、ウイルス第1部セットに
おいてそれぞれ48、45、35であった。また、

Ct値の比較ではS-60セットとJRCセットは
同等であったが、両セットはウイルス第1部
セットと比較して有意に低いCt値を示した。 
 
Ｄ．考察 
SFTSV に対する核酸検査法は、診断用に

は確立されているものの、血液スクリーニ
ング用としては整備されていない。そのた

め、SFTSV が血液に僅かに混入した場合で
も検出が可能な高感度の検出法の開発を早
急に行う必要がある。 
 本研究で実施する核酸検査法の確立手法
は、網羅的な大規模プライマースクリーニ
ングと、ウイルスパネルを用いた広範囲の
検出域を示すプローブのスクリーニングか
ら成り立っている。これらの多段階のスク
リーニングを経ることで、高感度オリゴセ
ットを同定し、極めて優れた核酸検査法の
確立が可能であると考えられる。本年度ま
でに他の研究グループによる核酸検査系と
同等以上の検査系の開発に成功したと考え
られる。 
本研究において開発される SFTSV の検査

法は、今後の血液スクリーニング用の核酸
検査法の 1 つとして活用が期待される。 
 

Ｅ．結論 
本研究により開発されるSFTSVの高感度

検出系は、供血者の血液へのウイル
ス混入を高感度に検出することで、
受血者の感染リスクを軽減すること
が可能と考えられ、献血血液等のス
クリーニングへの活用が期待される。
本開発は、SFTSVに関する血液安全
対策の準備・整備の一環となり、この
活用は血液製剤の安全性強化と安定

供給の確保に繋がると考えられる。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 なし 
 
Ｇ．研究発表 
1. 論文発表 
 なし 
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2. 学会発表 
 なし 
H.知的財産権の出願・登録業況（ 

予定を含む） 

1. 特許取得 

なし 

2. 実用新案登録 

なし 


