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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総合研究事業） 

 

総括研究報告書 

 

血液製剤の安全性確保と安定供給のための新興•再興感染症の研究 

（H23-医療-一般-003） 

研究代表者：倉根一郎（国立感染症研究所 副所長） 

 

研究要旨： 

献血血の安全性確保と安定供給のため、変異型プリオン病、シャーガス病、バベシ

ア症およびウエストナイルウイルス等のフラビウイルスを対象として検査法・スクリ

ーニング法等の開発、媒介蚊に関する研究を行った。 

変異型プリオン病の検出感度を上げるための基盤研究を行った。血清や血漿では添

加するエキソソーム精製試薬の量を適正化することによってウイルスを効果的に濃

縮することが可能になった。濃縮したウイルスは感染性を有し、検出法としてだけで

はなく、ウイルスの不活化•除去法の評価用の高力価のウイルス調整法としても有用

な方法であった。 

シャーガス病については東海四県において同意を得た中南米居住歴を有する献血

申込者に対し T. cruzi 抗体検査を実施した。シャーガス病の感染リスクのある環境

にあった献血者がわずかではあるが存在することも明らかとなった。対象者 457 人の

うち 1人が T. cruzi抗体陽性であった。 

バベシア症については、マウスモデル系を用いた開発された遺伝子診断法の LAMP

および簡易・迅速血清診断法であるイムノクロマト法について、ヒト血液試料を用い

てその有用性の確認を行った。 

ウイルス媒介蚊については、移動分散に関する実験を行った．ヒトスジシマカの再

捕獲率はオオクロヤブカよりも有意に高かった。またヒトスジシマカの再捕獲率を放

逐場所間で比較したところ有意に異なっていた。大きな緑地の内部はヒトスジシマカ

潜伏や吸血動物の探索に好適であり，雌成虫が周囲の生息場所から集まってくること

が示唆された。 

フラビウイルス遺伝子検出法の感度を増加させる目的でデングウイルスをモデル

として、Flap RT-PCR 法の開発を行った。 

 

 

研究分担者： 

岡田義昭（埼玉医科大学血液・細胞移植部 

部長） 

津田良夫（国立感染症研究所昆虫医科学部 

室長） 

田島 茂（国立感染症研究所ウイルス第一
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部 主任研究官） 

百瀬俊也（日本赤十字社関東甲信越ブロッ

ク血液センター 部長） 

横山直明（帯広畜産大学原虫病研究センタ

ー 准教授） 

 

研究協力者： 

五十嵐 滋（日本赤十字社血液事業本部 

課長） 

沖 学 （日本赤十字社血液管理センター

課長） 

髙松純樹（日本赤十字社東海北陸ブロック

血液センター所長） 

鬼束惇義（岐阜県赤十字血液センター所長） 

南澤孝夫（静岡県赤十字血液センター所長） 

濱口元洋（愛知県赤十字血液センター所長） 

岡田昌彦（三重県赤十字血液センター所長） 

内田茂治（日本赤十字社血液事業本部中央

血液研究所部長） 

三浦左千夫（日本赤十字社血液事業本部中

央血液研究所客員研究員） 

平 力造（日本赤十字社血液事業本部課長） 

古居保美（日本赤十字社血液事業本部安全

管理課） 

石野田正純（日本赤十字社血液事業本部安

全管理課） 

高橋 勉（日本赤十字社血液事業本部安全

管理課） 

古澤秀明（日本赤十字社血液管理センター

検査課） 

 

Ａ．研究目的 

近年、ヒトや物の国際間の頻繁な移動に

よって感染症が拡大し、これまで日本には

存在しなかった病原体が国内に持ち込まれ

る可能性がある。国内でウエストナイル熱

やデング熱等が発生した場合、スクリーニ

ング法の導入の他に早期に適切な献血制限

地域を設定し、一方で必要な献血量を確保

しなければならない。これらの感染症は蚊

が媒介するため、蚊の種類や行動範囲、蚊

の生態などを基盤に献血制限地域を設定す

る必要も出てくる。シャーガス病は南米に

流行する慢性の感染症である。南米居住歴

を有する献血者の抗体保有率等の実態を明

らかにすることで輸血の安全性に貢献する。

バベシア症については検査法の確立を進め

る必要が生じている。異常プリオンに関し

ては、定量性の良い異常プリオンの培養系

を確立し、さらに血液からの簡便な除去法

の確立と評価系を作る必要がある。本研究

は、以上のように、種々の病原体に関して、

検査法開発や検査情報を科学的知見から検

討することによって献血血の安全性確保と

安定供給に貢献することを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

１．エキソソーム精製試薬を用いたウイル

ス濃縮法の開発： 

10%牛胎児血清入りの DMEM と５％アルブ

ミン製剤 10mL に牛下痢症ウイルス（BVDV）、

仮性狂犬病ウイルス（PRV）、シンドビスウ

イルスを添加し、よく混ぜた後に濃縮前検

体として 10〜100μL を採取した。採取後の

約 10m のウイルス溶液に市販されているエ

キソソーム精製試薬 ExoQuickーTC (System 

Biosciences 社)を 2mL 添加し、4℃にて 14

時間以上静置した。反応後、1500g で 30 分

遠心して得られた沈殿を500μLのPBSで溶

解しウイルス濃縮液とした。牛胎児血清と

ヒト血漿では、それぞれ 10mL に添加する

エキソソーム精製試薬の量を 0-2mL に変化
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させ、それぞれから得られた沈殿を PBS に

溶解後、含まれるウイルス量を測定した。 

 

２．国内外でのシャーガス病キャリアーの

把握と献血対策に関する研究： 

中南米地域からの定住者が多い東海四県

（愛知県、静岡県、岐阜県、三重県）にお

ける献血申込者のうち中南米滞在歴を有す

る献血希望者に対し、予め献血会場に用意

された本調査研究の説明書及び同意書を渡

し、その内容を理解し同意書に署名した者

を対象とした。併せて出身地、シャーガス

病に関する認知度等に関し回答を得た。別

に検体を採血し、愛知県赤十字血液センタ

ーにてイムノクロマト法（STAT-PAK®）迅速

検査を実施した。ELISA 法（ORTHO® T. cruzi 

ELISA TEST System）及びイムノクロマト法

（Trypanosoma Detect®）迅速検査による T. 

cruzi抗体検査を実施した。 

また、在日ラテンアメリカ人集住地域に

おいて NPO、ブラジル領事館などの協力の

基で調査研究参画への同意書が得られた人

たちを対象に抗体検査を行った。ラテンア

メリカ人集住地域医療機関から検査依頼を

受けた血清を用いて病原体 T.cruzi に対す

る IgG 抗体の有無をクロマト法、IFA、ELISA

法 PCR 法及び LAMP 法で調べた。さらに、既

存の抗体検出キット（試験研究用）を用い

て、それぞれの利便性、信頼性について検

討した。 

 

３．バベシア症に関する研究： 

２３年度および２４年度にマウスモデル

系を用いた開発された遺伝子診断法の LAMP

および簡易・迅速血清診断法であるイムノ

クロマト法（ICT）について、人血液試料を

用いてその有用性を確認することした。神

戸医療大学薬学部斎藤あつ子教授より１１

１検体のヒト血液の提供を受けた。これら

の試料は、インフォームドコンセントを実

行して得られて採血さている。１１１検体

中、IFA により６１検体が抗体陽性、５０

例が抗体陰性であることが確認されている。

これらの血液を用いて市販の DNA 抽出キッ

トにより DNA を精製した。また、エール大

学より、60 検体の人血清の提供を受けた。

これらの血清は、インフォームドコンセン

トを実行して得られ。帯広畜産大学、神戸

医療大学、エール大学の倫理委員会の承認

を得て実施した。 

 

４．フラビウイルス媒介蚊に関する研究： 

ヒトスジシマカの胸部背面の 5 ヶ所に塗

料を塗って個体を識別するマーキング法を

考案し，2013年3月18日から27日の期間、

石垣島の住宅街でヒトスジシマカとオオク

ロヤブカの移動分散に関する実験を行った。

蚊の採集は毎日8:00と 14:00の 2回行った。

各採集場所に採集者一人が 10 分間とどま

り，吸血のために飛来する蚊を吸虫管で採

集した．採集された蚊は，場所ごとに紙コ

ップに入れて持ち帰った．カップから蚊を

1 個体ずつ吸虫管で取り出し，マークの有

無をチェックした．マーク虫はマークを確

認，採集された場所を記録して紙コップに

戻し，その日のうちに採集された場所から

放した．無マーク虫には識別マークをつけ

て，その日のうちに採集された場所から放

逐した．マーキングは初めの 7 日間継続し

て行い，その後の 3 日間は捕獲だけを行っ

た。 
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５．フラビウイルス感染検査診断に関する

研究： 

ウエストナイルウイルス（WNV）に関する

研究においては、非感染性とした WNV 液を

希釈用血漿で希釈し、300、100、30、10、0 

cps /mL 濃度のウイルス添加血漿を作製し、

TaqScreen®WNV Assay 試薬及び Procleix® 

WNV Assay 試薬を用いて NAT を各々27 重測

定した。また、実検体による試験として献

血血液のNAT用検体を用いて作製した20本

プール NAT 検体で、HBV、HCV 及び HIV のス

クリーニング NAT 陰性の 240 検体を 2 つの

WNV 試薬を用いて 3回に分けて測定した。 

フラビウイルス遺伝子検出法の感度を増

加させる目的でデングウイルスをモデルと

して、Flap RT-PCR 法の開発を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

ヒト検体を用いる場合には、疫学研究に

関する倫理指針、臨床研究に関する倫理指

針を遵守し、各研究機関における倫理委員

会において承認を得た上で研究を遂行した。

動物を用いる実験においては、各研究機関

の動物実験委員会において審査し承認を得

た上で行なった。 

 

Ｃ．研究結果 

１．血液からの異常プリオン除去法の開

発：エキソソーム精製試薬を用いたウイル

ス濃縮法の開発 

5％アルブミン製剤や 10%FCS 入りの細胞

培養液では添付資料に記載されている 2mL

を添加して遠心することによって感染性を

有した状態でウイルスを濃縮することがで

きた。濃縮前の 10μL の溶液に含まれるウ

イルス量と同じ溶液 10mL から濃縮した沈

殿のウイルス量を検討したところ、牛下痢

症ウイルスでは、約 3Log 濃縮されていた。

また、10%FCS 入りの培養液を用いても同様

な結果であった。さらに仮性狂犬病ウイル

スやシンドビスウイルスも同様に効率良く

感染性を有した状態で濃縮することができ

た。 

 

２．国内外でのシャーガス病キャリアーの

把握と献血対策に関する研究： 

中南米地域からの定住者が多い東海4県

（愛知県、静岡県、岐阜県、三重県）の「本

人が中南米諸国で生まれた、又は育った」

献血者に対して、同意を得た上で、Trypano

soma cruzi抗体検査とシャーガス病に関す

るアンケート調査を行うパイロットスタデ

ィを実施した。平成25年1月8日～11月30日

で、対象者は457人で、男性335人（73％）、

女性122人（27％）、平均年齢35.1歳、67％

が40歳未満の若い世代であり、献血回数に

ついては、初回献血者が42％であった。対

象者の88％がブラジル出身、日本滞在年数

は平均15.3年であった。また、幼少時の家

の構造が土壁と回答した件数が3％、家族に

シャーガス病と診断された者が1.5％と、シ

ャーガス病の感染リスクのある環境にあっ

た献血者がわずかではあるが存在すること

も明らかとなった。対象者457人のうち1人

がT.cruzi抗体陽性であった。T.cruzi抗体

陽性リスクを推計すると、全国で1年間にT.

cruzi抗体陽性となる献血者は5人以下と考

えられた。 

献血の機会のないラテンアメリカ人につ

いてブラジル移動領事館及びラテンアメリ

カ人コミュニテイーで開催される健康相談

会に支援協力し、健康相談に合わせてT.cru
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zi抗体の検査を実施した。研究調査により

判明したT.cruzi抗体陽性者に対してどの

ように医療体制を整えるかを検討した。 

 

３．ヒトバベシア症に対する新規診断法の

開発： 

マウスモデル系を用いた開発された遺伝

子診断法の LAMP および簡易・迅速血清診断

法であるイムノクロマト法（ICT）について、

人血液試料を用いてその有用性を確認する

ことを目的とした。LAMP については神戸医

療大学から提供を受けた１１１検体の人血

液より DNA を抽出して検討を行った。その

結果、抗体陽性を示した６１検体中、LAMP

で陽性を示した検体は５検体のみで、非常

に検出率が低かった。また、IFAT で陰性を

示した 50 検体中、LAMP で陽性を示した検

体が１例認められた。ICT については、エ

ール大学より 60 検体の人血清を入手し、こ

れらの血清を用いて、検討中を開始した。 

 

４．フラビウイルス媒介蚊に関する研究：  

調査地の広さは 230ｍ×250ｍで，調査地

内には緑地，人家，商店，ビルが存在し，

ヒトスジシマカの生息場所が点在していた．

個体識別マーキングは初めの 7 日間行い，

合計 232 頭のヒトスジシマカと 216 頭のオ

オクロヤブカをマークして，4 ヶ所から放

逐した．ヒトスジシマカの再捕獲率は 0.21

（48/232）で，オオクロヤブカの 0.09

（20/216）よりも有意に高かった．またヒ

トスジシマカの再捕獲率を放逐場所間で比

較したところ有意に異なっていた。放逐さ

れた蚊の動きを分析した結果，大きな緑地

の内部はヒトスジシマカとオオクロヤブカ

の潜伏や吸血動物の探索に好適であり，雌

成虫が周囲の生息場所から集まってくるこ

とが示唆された。 

 

５．フラビウイルス感染検査診断に関する

研究： 

ウエストナイルウイルス（WNV）の国内発

生に備えて現在備蓄している TMA 法の

WNV-NAT 試薬（Procleix® WNV Assay）と日

本赤十字社４ヵ所の NAT 施設が保有してい

るcobas®s401システムを用いたTaqMan PCR

法の WNV-NAT 試薬（TaqScreen® WNV assay）

について、感度の比較検討を行った。TMA

法の WNV-NAT 試薬の方が、TaqMan PCR 法の

同試薬と比べ高く安定した結果が得られた

が、両者とも製造各社が示している感度と

ほぼ同等であり、十分な結果が得られた。

また、WNV 国内感染発生時に WNV-NAT を組

み入れた場合、現行の NAT スクリーニング

の検査所要時間、完了時刻にどの程度影響

するかについて、実検体を用いてシミュレ

ートした。WNV 対象 NAT 検体が先行して検

査できる場合は、通常検査の平均所要時間

9 時間 20 分に比べ 40 分程度の延長で対応

できることが確認できた。 

フラビウイルス遺伝子検出法の感度を増

加させる目的でデングウイルスをモデルと

して、Flap RT-PCR 法の開発を行った。PCR

プライマーの 5’末端に 12 塩基からなる

Flap配列を付加することにより増幅感度あ

るいは増幅量が改善されるとの報告がある。

昨年度我々はデングウイルス検出用プライ

マーに Flap を連結したが改善効果は見ら

れなかった。そこで今回 Flap を 2種類のフ

ラビウイルス共通プライマーセットと 1 種

類のアルファウイルス共通プライマーに付

加し、その効果を検討した。NS3 領域に対
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応するフラビウイルス共通プライマーの場

合、使用した 3 種類のウイルス（デング 1

型ウイルス、日本脳炎ウイルス、ヨコセウ

イルス）のすべてで増幅感度および増幅量

が向上した。一方 NS5 領域に対応するプラ

イマーではウイルス種によって結果が分か

れた。4 種のアルファウイルス（チクング

ニヤウイルス、シンドビスウイルス、ベネ

ズエラ馬脳炎ウイルス、ゲタウイルス）に

ついて、Flap を付加したアルファウイルス

共通プライマーを試したところ、いずれの

ウイルスに対しても Flap は効果的であっ

たが、チクングニヤウイルスでの効果は弱

かった。また Flap 付加アルファウイルス共

通プライマーを使用して、ゲタウイルスゲ

ノムを増幅した。 

 

Ｄ．考察 

エキソソーム精製試薬を用いて細胞培養

上清中の異常プリオンを濃縮できることを

これまでに報告したが、同じ試薬を用いる

ことによってウイルスも濃縮できることを

昨年度報告した。今年度は、10％牛胎児血

清入りの細胞培養上清や血清、さらに血漿

からのウイルス濃縮が可能なのか検討した。

血清や血漿では添加するエキソソーム精製

試薬の量を適正化することによって 10mL

という大容量からウイルスを効果的に濃縮

することが可能になった。濃縮したウイル

スは感染性を有し、検出法としてだけでは

なく、ウイルスの不活化•除去法の評価用の

高力価のウイルス調整法としても有用な方

法であることが明らかになった。さらに濃

縮効果は非常に微量なウイルスも同様に濃

縮することができることも明らかにするこ

とができた。 

シャーガス病に関する、東海 4 県のパイ

ロットスタディのアンケート調査により、

「本人が中南米諸国で生まれた、又は育っ

た」献血者の背景は、男性が 73％、女性が

27％と男性が多く、平均年齢 35.1 歳、67％

が 40 歳未満の若い世代であり、献血回数は

42％が初回献血であった。大多数の 88％が

ブラジル出身であり、日本滞在年数は平均

15 年であることが明らかとなった。 

また、幼少時の家の構造が土壁と回答した

件数が 3％、家族にシャーガス病と診断さ

れた者が 1.5％と、シャーガス病の感染リ

スクのある環境にあった献血者がわずかで

はあるが存在することも明らかとなった。 

東海 4 県の中南米出身献血者（カテゴリ

ー1）の対象 457 名中 T. cruzi 抗体陽性者

は 1 名のみであったこと、全国で中南米出

身献血者（カテゴリー1）は 2,149 人／年で

あったこと、東海 4 県の他のカテゴリー

（2・3）での疫学調査から陽性者は認めら

れていないことから、全国で 1 年間に T. 

cruzi 抗体陽性となる献血者は 5 人以下と

推計された。一方、中南米滞在歴等を有す

る献血者の約 3/4 を占め、ほとんど日本人

と考えられるカテゴリー3「中南米諸国に通

算 4 週間以上滞在した」の滞在期間等の基

準については、今後の調査、検討により見

直しが必要であると考えられ 

輸血用血液の B. microti 感染の有無を

評価する検査法に関して、人検体を用いて、

real-time LAMP 法および ICT を実施した。

その結果、LAMP 法により B. microti に特

異的なバンドパターンが得られた。また、

ICT により、B. microti 重症感染発症患者

および不顕性の血液ドーナーの血清中から

抗体が検出された。更に、100 例以上のヒ
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ト DNA サンプルを用いて、LAMP 法を実施し

た。しかしながら、61 例の抗体陽性者の DNA

サンプルを用いた LAMP 法で、5例より陽性

反応が認められなかった。しかし、3 株の

B. microtiから抽出された DNA を陽性対照

として用いたところ、3 種の株で遺伝子増

幅が認められた。これら神戸株、ミュンヘ

ン株、グレイ株はそれぞれ日本、ドイツ、

アメリカから分離されたものであり、地理

的に非常に隔だっているにも関わらず遺伝

子増幅が認められたことは、本 LAMP 法が世

界的な B. micori の検出に使用可能であ

ると示唆される。また、アメリカの流行地

で採取された人血清を用いて、ICT の有用

性の検討は今回期限内に実施できなかった。

しかしながら、ICT の作製に使用された

BMN17 遺伝子情報はミュンヘン株から得ら

れており、世界的に非常に良く保存されて

いる。このミュンヘン株の遺伝子情報に基

づいて作製され組換え蛋白質を用いた ICT

により、地理的および遺伝的に遠い神戸の

患者血清で抗体を検出できたことから、本

ICTの実用化の可能性は高いと考えられる。

今後、更により多くの人血清数を用いて、

これらの遺伝子ならびに血清診断法のその

有用性について検討する必要がある。 

個体識別マーキング法を用いたヒトスジ

シマカの移動分散に関する研究においては、

採集場所 C から放逐された個体がそのまま

とどまる可能性が高く，また，周辺の場所

から C へ移入してくる個体も多いことがわ

かった．特にヒトスジシマカの場合，採集

場所 B から C へは方向性を持って移動して

いる個体が多いことが示唆される．これら

の結果は，採集場所 C の周辺がヒトスジシ

マカやオオクロヤブカの潜伏や吸血飛来に

適した場所であることを意味している．多

くの住宅街には大小の茂みや緑地が存在す

ることから，採集場所 C のように潜伏や吸

血飛来に適した場所がどのように分布して

おり，それがヒトスジシマカの移動にどの

ように影響しているかを今後の研究で明ら

かにする必要がある。 

 

Ｅ．結論 

プリオン研究について、変異型プリオン

病の検出感度を上げるための基盤研究を行

った。血清や血漿では添加するエキソソー

ム精製試薬の量を適正化することによって

ウイルスを効果的に濃縮することが可能に

なった。濃縮したウイルスは感染性を有し、

検出法としてだけではなく、ウイルスの不

活化•除去法の評価用の高力価のウイルス

調整法としても有用な方法であった。シャ

ーガス病については東海四県において同意

を得た中南米居住歴を有する献血申込者に

対し T. cruzi抗体検査を実施した。対象者

は 457 人であり 1人が T. cruzi抗体陽性で

あった。バベシア症については、マウスモ

デル系を用いた開発された遺伝子診断法の

LAMP および簡易・迅速血清診断法であるイ

ムノクロマト法（ICT）について、人血液試

料を用いてその有用性を確認することを行

った。ウイルス媒介蚊について、ヒトスジ

シマカの移動分散に関する実験を行った。

ヒトスジシマカの再捕獲率はオオクロヤブ

カよりも有意に高かった。またヒトスジシ

マカの再捕獲率を放逐場所間で比較したと

ころ有意に異なっていた。フラビウイルス

遺伝子検出法の感度を増加させる目的でデ

ングウイルスをモデルとして、Flap RT-PCR

法の開発を行った。 
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Ｆ．健康危険情報 

特になし 

 

Ｇ．研究発表 

１．論文発表 

１）英文論文 

Krayukhina E,Uchiyama S,Nojima K,Okada 

Y,Hamaguchi I, and Fukui K.: Aggregation 

analysis of pharmaceutical human 

immunoglobulin preparations using 

size-exclusion chromatography and 

analytical ultracentrifugation 

sedimentation velocity. J.Biosci 

Bioeng.2013.115(19: 104-10. 

 

Baylis SA,Blumel J,Mizusawa 

S,Matsubayashi K,Sakata H,Okada 

Y,Nubling CM,  Hanschmann KM, HEV 

collaborative Study Group.: World Health 

Organization International Standard to   

harmonize assays for detection of 

hepatitis E virus RNA. Emerg.Infect.Dis. 

2013.19(5):729-735. 

 

Imai, K., Maeda, T., Sayama, Y., Mikita, 

K., Fujikura, Y., Misawa, K., Nagumo, M., 

Iwata, O., Ono, T., Kurane, I., Miyahira, 

Y., Kawana, A. and Miura, S.: 

Mother-to-child transmission of 

congenital Chagas disease, Japan. 

Emerging Infectious Diseases. 

20(1):146-148.  2014 

 

２）和文論文 

1)岡田義昭、輸血用血液における病原体不

活化技術の現状と新規技術の開発。検査と

技術 42: 4-7, 2014 

 

２．学会等発表 

１）国際学会 

S. Momose, Y. Furui, M. Ishinoda, T. 

Takahashi, S. Igarashi, Y. Sayama, S. 

Miura, C. Matsumoto, S. Uchida, S. Hino, 

A. Onitsuka, T. Minamizawa, M. Hamaguchi, 

M. Okada,J. Takamatsu, M. Satake, M. 

Minami, K. Tadokoro：Anti-tripanozoma 

cruzii test and questionare survey in 

Japan for blood donors native of latin 

America. 24th Regional Congress of the 

ISBT,  Kuala Lumpur, Malaysia 2013 

 

２）国内学会 

岡田義昭、水沢左衛子、浜口功：血漿分画

製剤からの簡便なウイルスの濃縮法：第 6

１回日本輸血•細胞治療学会、横浜、201３

年 

 

岡田義昭：血漿及び血漿分画製剤からの簡

便なウイルス濃縮法とその応用、  第 6

１回日本ウイルス学会、神戸、201３年 

 

古澤秀明、森安浩之、後藤康仁、増田久美

子、馬場明美、学、山中烈次、平力造、百

瀬俊也、河敬世：我が国におけるウエスト

ナイルウイルス（WNV）感染発生時の献血血

液の検査、第 37 回日本血液事業学会総会、

札幌、2013 年 

 

津田良夫．ヤブカの個体識別マーキング法

の検討：石垣島におけるヒトスジシマカと

オオクロヤブカを用いた実験．第 65 回日本
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衛生動物学会東日本支部大会、2013 年 10

月 25 日、川口市 

 

田島茂、小滝徹、谷ヶ崎和美、小林大介、

谷脇妙、沢辺京子，高崎智彦．Flap 配列を

付加したフラビウイルス共通プライマーお

よびアルファウイルス共通プライマーの評

価とゲタウイルス検出の実例について．第

20回トガ・フラビ・ペスチウイルス研究会、

神戸、2013 年 11 月 

 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

なし 

２．実用新案登録 

なし 

３．その他 

なし 



 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総合研究事業） 

 

分担研究報告書 

 

              血液からの異常プリオン除去法の開発 

      研究分担者 岡田義昭（埼玉医科大学病院 血液・細胞移植部 部長） 

    

      研究要旨  

 エキソソーム精製試薬を用いて細胞培養上清中の異常プリオンを濃縮できることをこ

れまでに報告したが、同じ試薬を用いることによってウイルスも濃縮できることを昨年度

報告した。今年度は、10％牛胎児血清入りの細胞培養上清や血清、さらに血漿からのウイ

ルス濃縮が可能なのか検討した。血清や血漿では添加するエキソソーム精製試薬の量を適

正化することによって 10mL という大容量からウイルスを効果的に濃縮することが可能に

なった。濃縮したウイルスは感染性を有し、検出法としてだけではなく、ウイルスの不活

化•除去法の評価用の高力価のウイルス調整法としても有用な方法であることが明らか

になった。さらに濃縮効果は非常に微量なウイルスも同様に濃縮することができることも

明らかにすることができた。

 A.研究目的  

  ウシ海綿状脳症の対策が功を奏し、狂牛病を

発症したウシの数は激減した。それに伴い変異型

CJD（vCJD）の報告は、2000 年をピークとして減

少し、201３年の英国の死亡例は 0となった。我

が国では、英国等の滞在歴を有する献血者からの

採血を制限していることや白血球除去フィルタ

ーの導入によって血液製剤を介した変異型CJDの

感染する可能性は非常に少ないものとなってい

る。また、異常プリオンを核酸増幅検査のように

増幅させる PMCA(Protein Misfolding Cyclic 

Amplification)法の増幅効率が向上し、CJD と診

断された患者の髄液からも異常プリオンが検出

できるようになった。このような状況の中で、必

要が生じたときに血液中からも異常プリオンを

検出できる方法を開発しておくことが必要であ

り、エキソソーム精製試薬を用いることによって

感染細胞の培養液から異常プリオンを濃縮•検

出できることを報告してきた。さらに昨年度、ウ

イルスの粒子と エキソソームが細胞質から小胞

に放出する場所が同じであることから両者の性

状が類似していると推定し、エキソソーム精製試

薬を用いてウイルスの濃縮を試みた。５％アルブ

ミン製剤や免疫グロブリン製剤では 10mL から効

率良くウイルスを濃縮できることを明らかにし

たが、血清や血漿では困難であった。今年度は、

至適条件を検討し、血清や血漿からウイルスを効

率良く濃縮できる方法を検索した。 

Ｂ.研究方法 

（1） エキソソーム精製試薬を用いたウイルス

濃縮法の開発 

 10%牛胎児血清入りの DMEM と５％アルブミン



製剤 10mL に牛下痢症ウイルス（BVDV）、仮性狂

犬病ウイルス（PRV）、シンドビスウイルスを添

加し、よく混ぜた後に濃縮前検体として 10〜100

μL を採取した。採取後の約 10m のウイルス溶液

に市販されているエキソソーム精製試薬

ExoQuickーTC (System Biosciences 社)を 2mL

添加し、4℃にて 14 時間以上静置した。反応後、

1500g で 30 分遠心して得られた沈殿を 500μL

の PBS で溶解しウイルス濃縮液とした（図１）。 

 牛胎児血清とヒト血漿では、それぞれ 10mL

に添加するエキソソーム精製試薬の量を 0〜２

mLに変化させ、それぞれから得られた沈殿をPBS

に溶解後、含まれるウイルス量を測定した。 

 また、極微量のウイルスに対する回収率を評

価するために仮性狂犬病ウイルスを牛胎児血清

１mL 当り約 10 感染価に調節した牛胎児血清に

エキソソーム精製試薬を添加し、上記と同様の

処理を行い、回収効率を検討した。 

 (2)ウイルスの感染価測定 

 牛下痢症ウイルスの感染価は、MDBK 細胞を用い

た。感染 1 日前に 96 穴プレートに 5X104/well を

蒔き、PBS で 500μLにした濃縮前後のウシ下痢症

ウイルス（BVDV）を 10 倍ずつの段階希釈を行な

い、10 の各々独立した希釈系列を作製し、100μL

ずつ細胞に感染させた。感染７〜1０日後に CPE

の有無を観察し、Reed-Munch の計算式に従って各

検体の TCID50を求めた。 

 仮性狂犬病ウイルス（PRV）の感染価は、CRFK

細胞を用いた。感染 1 日前に 96 穴プレートに１

X104/well を蒔き、PBS で 500μL にした濃縮前後

の仮性狂犬病ウイルスを 10 倍ずつの段階希釈を

行ない、10 の各々独立した希釈系列を作製し、100

μLずつ細胞に感染させた。感染３〜５日後に CPE

の有無を観察し、Reed-Munch の計算式に従って各

検体の TCID50を求めた。 

 シンドビスウイルスの感染価は、 Vero 細胞を

用いた。感染1日前に96穴プレートに１X104/well

を蒔き、PBS で 500μLにした濃縮前後のシンドビ

スウイルスを 10 倍ずつの段階希釈を行ない、10

の各々独立した希釈系列を作製し、100μLずつ細

胞に感染させた。感染３〜５日後に CPE の有無を

観察し、Reed-Munch の計算式に従って各検体の

TCID50を求めた。 

(3)微量ウイルスの回収効率の評価  

 牛胎児血清11mLに10ビリオン/mLとなるよう

に仮性狂犬病ウイルスを添加し、濃縮前の検体

１mL を採取した。残りの 10mL の検体に 0.３mL

のエキソソーム精製試薬を添加し濃縮した。濃

縮前の検体に培養液 4.5mL を加え、前日に蒔い

ておいたCRFK細胞に100μLずつ 48穴に感染さ

せた。濃縮したウイルスは、PBS500μL で溶解後

培養液を 10mL 添加し、前日に蒔いておいた CRFK

細胞に 100μL ずつ 96 穴に感染させた。感染３

〜４日後に CPE を生じたウエル数を数えた。実

験は独立に４回行った。 

 

Ｃ.研究結果 

（1）エキソソーム精製試薬を用いたウイルス濃

縮法の開発 

５％アルブミン製剤や10%FCS入りの細胞培養液

では添付資料に記載されている２mL を添加して

遠心することによって感染性を有した状態でウ

イルスを濃縮することができた。濃縮前の 10μL

の溶液に含まれるウイルス量と同じ溶液10mLか

ら濃縮した沈殿のウイルス量を検討したところ、

牛下痢症ウイルスでは、約3Log濃縮されていた。



また、10%FCS 入りの培養液を用いても同様な結

果であった。さらに仮性狂犬病ウイルスやシン

ドビスウイルスも同様に効率良く感染性を有し

た状態で濃縮することができた（図２）。次に血

清と血漿を検討したが、大量の沈殿が生じ溶解

することは困難であった。これまで市販のエキ

ソソーム精製試薬のプロトコールに従って添加

する試薬の量は 10mL当り２mLと決めていたが、

ウイルスが沈殿する至適添加量を解析したとこ

ろ、２mL よりも少ない量で充分であることが判

明した（図３）。そこで血漿でエキソソーム精製

試薬の量を検討したところ、10mL 当り 0.3〜0.5 

mL 添加すれば、ウイルスは沈殿してくるが血漿

タンパクの沈殿が少ないことが明らかになった

（図４）。 

(2)微量ウイルスの回収効率の評価 

 濃縮前の検体から４回平均で 4.5 個の感染性

ウイルスが回収できた。一方、濃縮後の検体か

らは平均 37.5個のウイルスが検出され、約83％

のウイルスが濃縮できたことになる。血清から

非常に濃度の低いウイルスが効率良く、しかも

感染性を保持しながら濃縮できることが明らか

になった。 

D．考察 

 エキソソーム精製試薬によって異常プリオン

が濃縮されたことから昨年度は、ウイルスも同

じ試薬によって濃縮できる可能性を検討し、

10mL の５％アルブミン製剤からほぼ全量のウイ

ルスを沈殿中に濃縮できる事を明らかにできた。

しかし、血清や血漿では溶解が不可能な程の大

量の沈殿が生じてしまい濃縮できなかった。今

年度は、血清や血漿などタンパク質濃度の高い

溶液でも濃縮可能な方法を検討した。用いた精

製試薬では検討した３つのウイルスが感染性を

保持した状態で濃縮できることが明らかになっ

たので容易にウイルスの感染価を指標に濃縮効

率を評価することができた。そこで添加する試

薬の量を変えてそれぞれの濃縮効率を解析した

結果、 10％FCS 入りの細胞培養液において２mL

よりも少ない精製試薬によっても濃縮できるこ

とが明らかになった。この結果を基に牛血清と

ヒト血漿も同様に検討した結果、10mL 当り 0.3

〜0.5mL の精製試薬を添加すれば、共沈してくる

血漿タンパクを減少させウイルスが濃縮できる

ことが判明した。培養液と同様に感染性も保持

していた。また、検討したウイルス溶液はウイ

ルス量が多いことから極めて少ない場合の濃縮

効率も確認した。１mL 当り数個のウイルスが混

入した血清 10mL を濃縮したところ約 83％のウ

イルスを回収することができ、微量なウイルス

においても充分濃縮できることを明らかにする

ことができた。 10mL から濃縮できる本方法は、

血漿分画製剤や原料血漿等に混入する極めて少

量のウイルスを簡便に濃縮できることから血液

製剤の安全性向上に有効だと考えられた。 

E.結論 

 エキソソーム精製試薬を用いる事によって異

常プリオンだけでなくウイルスも血清や血漿か

ら通常の実験室にあるような遠心機と冷蔵庫が

あれば、簡便に濃縮できることを明らかにした。

極微量なウイルスも濃縮することで検出可能に

なることが期待でき、血液製剤の安全性向上に

貢献すると考えられる。 

F. 健康危険情報 

  なし 
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A. 研究目的 

①在日ラテンアメリカ人集住地域での

Trypanosoma cruzi（T.cruzi）抗体保有者の検

索。 

②献血者のＴ．ｃruzi キャリアーに対するケ

アーの在り方の検討。 

③在日ラテンアメリカ人先天性感染Ｃｈａ

ｇａｓ病例の有無について検討する。 

④T.cruzi 抗体陽性者に対する対処マニュア

ル作成 

B. 研究方法 

１）在日ラテンアメリカ人集住地域におい 

て NPO、ブラジル領事館などの協力の基で 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

調査研究参画への同意書が得られた人たち 

を対象に抗体検査を行う。 

２）ラテンアメリカ人集住地域医療機関か 

ら検査依頼を受けた血清を用いて病 

ら検査依頼を受けた血清を用いて病 

原体 T.cruzi に対する IgG 抗体の有無をクロ

マト法、IFA、ELISA 法 PCR 法で検討する。 

以上の血清検査診断は、各地の医療機関か

ら依頼される血清検体と同様にブラジル領

事館倫理委員会・日本赤十字社血液事業研

究倫理審査委員会、治療行為に関しては防

衛医科大大学校付属病院倫理委員会、那須

日赤病院倫理委員会の承認の下に行った。

研究要旨： 
在日ラテンアメリカ人の定住化が進み、企業献血を含め地域に密着した献血に協力する
者も増加傾向にある。また、定住化に伴ないわが国での出産、育児、教育など日本人とし
て成長をする第二、第三世代がすでに献血年齢に達成し、先天性シャーガス病キャリア
ーが献血をする危険性も出てきた。シャーガス病慢性感染者が潜んでいる可能性が極め
て高いことはすでに明らかであり。本疾患を媒介する昆虫が生息しない我が国では輸血
感染、臓器移植感染、母子感染以外に感染経路はない。二次感染防止対策上ラテンアメ
リカ人集住地域での献血血については日赤中央血液研究所で極力実施した。一方献血
の機会のないラテンアメリカ人についてはブラジル移動領事館及びラテンアメリカ人コミュ
ニテイーで開催される健康相談会に支援協力し、健康相談に合わせてＴ．ｃｒｕｚｉ抗体のＲ
ａｐｉｄ法による検査を実施した。本年度は研究調査により判明した T.cruzi 抗体陽性者に
対してどのように医療体制を整えるかを検討、先天性感染例を含めて 3 例について、南米
で本疾患治療に推奨されている LAFEPE-Benzonidazol を用いて治療を行った。わが国
でのＴ．ｃｒｕｚｉ抗体陽性者及び有症者に対する医療関係機関での対応について具体的
に経験しＣｈａgas 病に対する我が国での治療指針作りのデーターの集積が出来た。 

 



また、抗体陽性者の健康上の精査に関して

は紹介先医療機関の指針に従った。 

Ｃ．結果： 

１＆２）愛知県、静岡県、神奈川県、群

馬県、三重県下のラテンアメリカ人定住者

コミュニテイーのある地域で T.cruzi 抗体

の有無につい Chagas-Stat-Pack 

(Chembio)および、Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ

－Ｄｅｔｅｃｔ（Ｉｎ－Ｂｉｏｓ）キット)

を用いて検討した。 

今年度１2 月末日現在２７２名の抗体検査

を実施した。今年度は男女 1 名ずつの抗体

陽性者を検出、即ち本年度の健常者検診者

の内０.７２％に抗体陽性者を検出した。検

査を受けた男女比は男性１０５名、女性が

１６７名であった。又、平均年齢分布は男

性 48 才、女性 45 歳であった。今年度の抗

体陽性者はいずれも 50 代の日系ブラジル人

で、ブラジルの疫学的流行地Ｊａｌｅｓ－

ＳＰ，Ａｓｓａｉ－ＰＲの出身であった。

また在日歴は両者とも２０年以上を経過し

ている。男性は自覚症状もなくＰＣＲでも

陰性で虫血症は認なかっ た。一方女性は

既に循環器合併障害を訴え、循環器科を受

診中であった。彼らは日赤で実施している

疫学調査対象地域外に居住していた。また

日赤の疫学対象地域外でのラテンアメリカ

人コミュニテイーで 33/272 名（12.13%）名

が日本での献血を経験していた。本年度の

T.cruzi 抗体陽性者の男性は定住地域の基

幹病院での経過観察を行っている。一方、

女性陽性者については本人の希望で

Benznidazole による治療を実施し、現在通院

経過観察中である。彼女には３名の息子が

居るが全員抗体は陰性で母子感染は否定さ

れた。 

本年度4月から１２月までのラテンアメリカ人
コミュニテイーでのＴ．ｃｒｕｚｉ 抗体検査

• 抗体検査法（迅速診断STAT-Pack 、Chagas-detect ）いずれかの方法

結果
検査総数 ２７２名

男女比：男性 １０５名（１）、女性１６７（１）
抗体陽性率 ;０．７４%

平均年齢：男性４７才 女性 ４４才
日本での献血歴 ３３名（１２．１％）

献血者の多かった地域は静岡、長野が複数人それ以外の地域では岐阜、埼玉、群馬、神奈川、栃木
が各一名づつであった。 同一地域での複数献血は企業献血の可能性がある。

昨年度からの東海4県のパイロット地域以外の地域からの献血者が多かった。

今回献血者から Ｔ．ｃｒｕｚｉ キャリアーが出たが、今回の血液センターでの献血以外の分は勤務先で
の企業献血であった事が判明。

 

今回のラテンアメリカ人の平均滞日年数は

１５．５年であり、治療対象となった先天

性感染児もすでに初回検査時には１２歳で

あった。感染に気付くことなく数年後には

献血年齢に達し善意の献血にボランテイア

として参加することが可能となる。本人周

囲もＣｈａｇａｓ病を認知することなく病

原体を広めてしまう危険があることを熟知

させ、二次感染予防に努めるべく医療機関

へ紹介経過観察を推奨した。特に１2013 年

度に行ったラテンアメリカ人コミュニテイ

ーでのＴ－ｃｒｕｚｉ抗体検査では 2 名、

更に献血者より２名（４/２７２＝１．４

７％）と前年調査研究期間を下回るもので

あった。 

２０１１～１３年度Ｔ－ｃruzi抗体陽性者数

年度 検査数 T.cruzi抗体陽性者数

2011 55 2

2012 195 5

2013 272 4

合計 522 11(2,1%)

前回調査期間中の抗体陽性者 20/ 1,108(1,8%)

 

更に在日ブラジル人およびボリビア人の献

血人数と現在までの在日ラテンアメリカ人

の T.cruzi 抗体陽性率（１．９％）から潜在



する抗体陽性者数は数十名と推定される。

シャーガス病に関する世界的な見直しによ

り情報は国内外伴に関心が高まりつつあり

在日ラテンアメリカ人の検診相談が増加し

た。母国での啓蒙教育のため病名だけは知

っている程度であったが在日ラテンアメリ

カ人の集住地域東海４県以外でもシャーガ

ス病に関する啓発活動は自治体の多文化共

生課など行政（各県国際交流課など）が NPO、

NGO と共同で実施するようになった。各地

のコミュニテイーで行われるＴ．ｃruzi 抗体

診断キット（試験研究用）は現在 CHAGAS- 

STAT-PACK（CHEMBIO）、Detect- 

Trypanosoma cruzi(In-Bios)の両者が特異性

が高く中南米の流行地でスクリーニングに

も採用をされている。しかし、実情は各地

方自治体やラテンアメリカ人集住地域の基

幹病院検査科などでは検査用キットを常備

出来ない。同時に一般医家も含めて Chagas

病に関する情報をもっと知りたいとの要望

もあった。世界的にＣｈａｇａｓ病のグロ

ーバル化が進み、我が国でも慢性 Chagas 病

に対する具体的な治療対策が期待され更に

は慢性キャリアーの対策は先天性感染児に

対する早期治療に繋がる。 

スクリーニング検査法等に関して現在日

赤中央血液研究所において検査用キットの

国産化なども視野に検討中であり、当面は

既存の研究用キットを併用し検討を行うが、

今回分離出来た T.cruzi を有効利用し IFA 検

査キットの標準化、LAMP 法、PCR 法にて

潜在感染者の抗原キャリアー検出を行って

いる。今年は抗体陽性者即ちＣｈａgas 病感

染者に対する特異的治療を行った。予後の

経過観察に関しては、日赤中央血液研究所

感染症解析部で行っている。 

本研究期間内のラテンアメリカ人コミュ

ニテイーでの検診で抗体陽性者に対しては、

病院受診を奨め、治療に至った２例につい

て以下に示す。 

項目 単位 Day 0 Day5 Day12 Day19 Day40 Day76 Day 
185

WBC /µL 6,000 5,600 5,600 6,000 7,800 6,600 6,600
RBC 106/µL 5.11 5.18 5.25 5.22 5.10 5.18 5.40
Plat /µL 27.0 23.4 23.3 26.1 29.5 25.1 24.8
AST IU/L 19 20 21 21 21 24 19
ALT IU/L 13 15 22 20 13 18 14

T-Bil mg/dL 0.5 0.7 0.5 0.5 0.6 0.5 0.7
Cr mg/dL 0.61 0.70 0.75 0.68 0.70 0.73 0.71

Benznidazole 5mg/kg/day

Day 1 Day 60

Day 9 : 発疹出現 (両側手掌・前腕)

治療後経過

治療後の経過 (1)
本邦発の先天性感染シャーガス病を示唆され
た例
Benznidazoleでの治療後、経過観察中

１）先天性感染例（自覚症状なし）Ｂｅｎ

znidazole 国内未承認薬による治療ではある

が、流行国での１５歳未満のＴ．ｃruzi 感染

者に対しての治療指針・病院倫理委員会の

承認の基で入院治療を実施した。  

NDMC

治療開始後に見られた皮疹(手掌）

投薬開始後９日目より掻痒感を伴う小紅斑

が出現したが３日目には自然消滅した。現

在もＴ．ｃｒｕｚｉ抗体は陽性であるが、

虫血症は（ＰＣR,全血培養）消滅した。 

今後更に経過観察を日赤中央血液研究所感

染症解析部にて継続検討を行う。 症例２）

は循環器の異常を訴え、地元循環器センタ

ーで心臓のケアーを受けつつ、ブラジル領

事館で行っている健康相談Ｔ．ｃruzi 抗体検



査にてＣｈａｇａｓ病末期合併症の診断の

下、Ｃｈａｇａｓ病慢性期に対するＢｅｎ

znidazole 治療の困難さは否定できないが、

本人の希望で（１）同様に防衛医科大学病

院にて入院治療を実施した。 

項目 単位 Day 0 Day10 Day17 Day25 Day32 Day39 Day 53
WBC /µL 4,900 5,700 5,000 4,800 5,200 5,300 4,900
RBC 106/µL 4.26 4.64 4.03 4.20 4.15 4.11 5.40
Plat /µL 25.1 28.2 24.2 25.3 27.6 25.9 26.8
AST IU/L 23 23 21 26 45 55 71
ALT IU/L 19 18 14 24 59 87 130

T-Bil mg/dL 0.4 0.5 0.4 0.6 0.5 0.5 0.5
ALP IU/L 357 362 314 317 382 372 382
γ-

GTP
IU/L 34 28 23 24 24 24 23

Cr mg/dL 0.91 0.99 1.06 1.13 1.00 1.10 1.06
BNP pg/mL 130.1 76.5 106.1 60.9 84.5 90.5 120.8

治療後の経過 (２)
Benznidazole 5mg/kg/day

肝障害

(中断)

両上下枝のしびれ(末梢神経障害) 第60病日

日系ブラジル人（女性・53歳） 心拡張・不整脈・慢性チャ
―ガス病・本人の希望により治療・（

 

この例は今後我が国で最も多く遭遇する症

例と思われる。日系２世ブラジルパラナ州

出身５５歳女性（子供３名は抗体陰性）、治

療経過中に肝障害、末梢神経障害などの副

作用を発現したがその後対症療法にて軽減

し、現在は通常の通院観察を継続している。

ＰＣＲ，全血培養では虫血症は認められな

いが抗体価の改善は未だ認めない。 

 日赤血液センターでの献血者に２名の抗

体陽性者が出たが、そのうちの１名は日系

ブラジル人２世（自覚症状なし）について

は日赤安全管理課より基幹病院を紹介、紹

介先病院からの連絡の基に日赤中央血液研

究所感染症解析部の協力を得、那須日赤病

院にて Benznidazole を用いての治療を行っ

ている。軽度の循環器異常を理学所見とし

て認めるものの、自覚症状は全くないため

に、合併症の抑制を目的とした、治療を行

った。予後検査等に関しては日赤中央血液

研究所にて行う。 

Ｄ：考察 

全国に散在するラテンアメリカ人集住地

域での Trypoanosoma cruzi に対する抗体検

査は、2013 年は在日ラテンアメリカ系メデ

ィア・インターナショナルプレス（ＩＰC）

の新聞、ＴＶ放送を通じて在日ラテンアメ

リカ人の多くにＣｈａｇａｓ病について啓

蒙的な呼びかけを行い、日系ブラジル人の

患者の一人（症例２）は自らＴＶ出演をし

て、日本でも Chagas 病に関しての相談、ケ

アーが出来ることを呼びかけた。また、在

日ブラジル領事館（東京・名古屋）の協力

で地域国際交流課などとの共同作業で広い

地域での抗体検査を呼びかけた結果２７２

名の検査が実施出来、官民一体となっての

作業が重要である事が認識された。今年の

抗体陽性者４名の内１名は Chagas 病慢性期

合併症発症を診る以外は２名は自覚症状な

し、１名は医療機関への受診が無く不明で

ある。いずれも感染慢性期であり２名につ

いてはＰＣＲで T.cruzi-DNA が検出され病

原体キャリアーであることが示唆され治療

を推奨した。今後Ｂｒａｚｉｌ．Ｂｏｌｉ

ｖｉａからの在日日系定住者のシャーガス

病の慢性期合併症発症例が増加する事に対

しての、日本の医療機関での対応マニュア

ルの作成が待たれる。同様に在日ラテンア

メリカ人の献血者で抗体陽性を認めた場合

の輸血制限に関しては日本赤十字社の輸血

制限基準を順守すると同時に、当該者に対

する的確な医療機関への紹介及びそのケア

ーが懸案事項となる。特に一般のコミュニ

テイーでの検査対象者の平均年齢がブラジ

ル人集団５３歳、ボリビア人集団５２歳と、

明らかに献血対象者の平均年齢３７歳と隔

たりが認められ、今回の献血者からの陽性

者も自覚症状は認めない慢性期合併症発現

初期の治療対象になり得るケースであった



事は、今後の慢性感染者対策に有意な多く

のデーターが得られるであろうことを期待

する。 

今回日赤血液センターを通じての献血対

象者の中かから T.cruzi 抗体陽性者は２名で

あり、一名については既に本人希望により

治療が行われ、通院観察中であるのに対し

て、先にも記述のように日赤を通じての医

療機関への紹介にも関わらず、６ヵ月を過

ぎた現在も医療機関への受診が確認をされ

ていない。ラテンアメリカ人献血平均年齢

が３０代と若年であるため、慢性期の合併

症発現を見ない者が多いと思われるため、

その抑制のためには早めの医療機関への受

診相談が待たれる。今日でもなお南米に於

いて最もシャーガス病感染リスクの高いボ

リビアからの在日定住者は６０００名前後

であるが、ボリビア人集団を組織的に健診

が出来ないのは、彼らのコミュニテイーを

把握するリーダーが居ないことにある。今

年は NPO-日本ビリビア中央協会の協力で

Ｂoｌｉｖａｉ日系家族に対する T.cruzi 抗

体スクリーニングおよび、検査啓発を三重

県津市で行い国内での健康相談、抗体検査

が可能とをアピールした。そうした中で日

系ボリビア人の抗体陽性者が献血者から判

明したのは Chagas 病検査目的で有ったとも

推測される。 

Ｔ．ｃｒｕｚｉ 抗体陽性者に対する今後

の対策については、既に滋賀県守山成人病

センター、滋賀県公立甲賀病院・愛知県岡

崎市市立病院・三重医大付属病院・ 

那須日赤病院・東海大学大磯病院・防衛医

科大学病院など複数の医療機関が慢性期合

併症に関して対処している。中でも防衛医

科大学病院、那須日赤病院では我が国未承

認薬 Benznidazole を用いてのＣｈａgas 病治

に関して倫理委員会の承認を経て本疾患の

治療を実施出来た事は今後の我が国での本

疾患に対する治療指針作りに貢献するとそ

の結果、及び予後経過観察について期待す

る。既にこうした治療結果の評価を待つ抗

体陽性者も少なくないはずである。 

 なお、今回の治療例３例とも本研究班を

通じて、ブラジル連邦共和国保健局シャー

ガス病対策部門へ患者情報を提供、政府管

理下にある治療薬（ＬＡＦEPE-Ｂｅｎｚｎ

ｉｄａｚｏｌｅ）の提供を各治療担当医療

機関に行った。南米、中南米ではＣｈａｇ

ａｓ病対策プロジェクトが国レベルで対応

しており、年少者１５歳未満のＴ．ｃｒｕ

ｚｉ抗体陽性者には積極的治療を行ってい

る、然しながら慢性期の治療に関しては合

併症との関連で、必ずしも実施されるもの

ではない。然し其の検査から治療に至るま

で全て対象者は国の支援で医療補助が受け

られる。今後我が国においても慢性Ｃｈａ

gas 病・先天性 Chagas 病に関しても検査～

治療全ての医療行為に対して保険対象にな

るようにＣｈａgas 病の認知が必要となる。

これらの未承認薬剤に関して熱帯病治療薬

研究班の協力を得て、治療の必要がある場

合には速やかに提供可能にすべく協力要請

を行う。研究用検査試薬に関してもラテン

アメリカ人集住地域の基幹病院には研究班

を通じて提供するべく方策を検討する事が

のぞましい。既に平均在日歴が１５年以上

となる今日、日本生まれの３世、４世の時

代となり、先天性感染Ｃｈａｇａｓ病児が

更に見出されることは充分に予想され、日

本生まれの潜在Ｃｈａgas 病感染者が新た

なＴ．ｃｒｕｚｉキャリアーとなりうる。



二次感染予防のためにも献血者以外のラテ

ンアメリカ人に対しての疫学的抗体検査は

可能な限り継続すべきである。また、今回

献血者からの抗体陽性者が既に数年にわた

り我が国で献血を行い、汚染血を材料とし

た輸血加工製剤が用いられていた事が判明

し、日赤による遡及調査の結果受血者から

は幸い感染者は検出されていないが、その

ほかに同様のケースは充分に予想される。

現に当該献血者は今回以前の献血行為は全

て企業献血でリスクチェックをされないま

まに献血を経験してきている。また今回の

コミュニテイー検診時に３３名の国内献血

経験者がおり、彼らの多くも企業献血であ

った事を報告している。中には日赤献血セ

ンターでの献血も数例あるが全て抗体陰性

であった。 

Ｔ．ｃｒｕｚｉ 抗体検査キットの評価

対象として用いた Chagaｓ－Stat-Pack（Ｃ

ｈｅｍｂｉo－ＵＳＡ）は特異性が高くＲｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｎｔｅ－ａｎｔｉｇｅｎ

を用いて、中南米で広く用いられているス

クリーニングキットである。 抗体をチェ

ックするキットは多いが、一方で献血現場、

医療現場で問題となる抗原のチェックシス

テム開発を急ぐことが急務である。そこで

ＬＡＭＰ法による検討を今後さらに推進す

ることがのぞましい。Ｌａｍｐ法に用いて

のＴ．ｃruzi 抗体検査キットに関してＮＰＯ

-FIND（スイス）と栄研化学が提携をし、開

発検討が始まった。今後在日ラテンアメリ

カ人を対象とした疫学調査の実施では地域

特性を把握し成人を対象に検査を行うこと

が望ましいが、先天性感染シャーガス病検

討のためには母親が抗体陽性の場合はその

限りではない。中南米の治療指針では抗体

陽性者が 15 歳未満であれば、必然的に治療

対処となる今後我が国でも増加は充分に予

想される。こうしたことから特異的な治療

薬に関して備蓄が望まれる、現在Ｃｈａgas

病治療については Lampit(nifurtimox)がバイ

エル社から流行国の多くに、及び我が国の

熱帯病治療薬研究班にも提供をされている。

然しＣｈａｇａｓ病慢性期合併症抑制にも

期待される Benznidazole に関しては備蓄が

無い。ラテンアメリカ人集団を中心に調査

を更に継続すれば潜在感染者が検出される

はずであり、早期発見につながり彼らにと

っても、自身の健康管理に有益である。ま

た在日平均年から考え、すでに献血年齢に

達する、わが国での出生、成人が増加する

ことは十分に考えられる、彼らは日本人と

して献血する可能性が高い。また今回の先

天性感染児のように、本人家族はまったく

Ｃｈａｇａｓ病感染に気付いていないこと

がほとんどである。Chagas 病慢性感染母か

らの出産に関係した医療機関従事者の抗体

検査も行い、2 次感染の有無についても抗体

検査が必要である。ラテンアメリカ人の出

産に関わった医療関係者はすでにかなりの

数になるはずである。  

Ｂｏｌｉｖｉａでは慢性シャーガス病妊

婦の約５％に先天性感染児の出産が報告さ

れている.今年度も多くの検診調査ができた

のも各地の NPO、NGO、及びブラジル領事

館の協力が得られた結果である。地域社会

医療の面からも意義があったと思われ、今

後のラテンアメリカ人集住地域での活動の

推進につながりかつ、安全な献血協力への

呼びかけにもなる。 

今後も益々臨床的にケアーすべき症例も

増加傾向になり下記のごとく内外ともに協



力体制を整え、国内においても検査、治療

がスムースに実施される様に行政的にも法

改正提案等を検討する。 

Ｅ．結論 

抗体陽性者、有症者に対するケアーの流れ

を示す。 

各地域医療機関 各地域でのコミュニテ
イーでの健康相談

Ｔ.cruzi抗体陽性

地域基幹病察・継続対処療法
献血臓器提供禁止

献血禁止・組織細胞・臓器提供の禁止

鑑別診断 疫学調査経過観察
治療

海外の医療機関との連携：
医療情報交換

治療薬の提供を受ける
経過観察治療の依頼

研究分担；三浦

日赤献血疫学調査

研究協力者：三浦

 

今後もラテンアメリカ人のシャーガス病

慢性感染者を見出すために、南米からの定

住者に対するブラジル領事部移動領事館業

務、NPO,NGO、コミュニテイーのイヴェン

ト会場での健康相談会を利用することで、

より多くの検討が出来る。 

ブラジル人を対象にしたイヴェントでも、

ペルー人、ボリビア人コロンビア人、アル

ゼンチン人などのラテンアメリカ諸国の参

加もあった。ラテンアメリカ人支援

NPO,NGO が実施するネットワークを通じ

シャーガス病検診のみならず、ラテン諸国

の知られざる感染症に対する啓蒙講演は彼

らを受け入れる地域社会の医療機関関係者

への呼びかけにもなりうる。日本全国に散

在するラテンアメリカ人集住地域での献血

現場で実施する問診票の改訂も行い、感染

のリスクのある者からの献血検体について

は日赤中央研究所に於いて、ELISA 法を用い

てのスクリーニングを行い陽性者に関して

は血漿分画成分に限る製造制限を設け、病

原体による汚染を予防すべく措置を徹底し

た。 

 

Ｆ）健康危険情報 

現在各地で内外問わずＣｈａｇａｓ病啓蒙

活動に大変役に立っている医療コミック

『ネメシスの杖』のダイジェスト版をポル

トガル語版にして作成、掲示、検査の呼び

かけを行っている。 

総括報告参照 

 

Ｇ）２０１３年度業績 

論分：邦文雑誌  

１) シャーガス病における遺伝子学的診断

法の開発と検討. 今井一男、前田卓哉、

三木田馨、吉川幸尾、佐山勇輔、小野

岳史、岩田理、武田晋 作、宮平靖、川

名明彦、三浦左千夫. 臨床寄生虫学会雑

誌. 23 号 p41-45,2013   

２）Volume 20, Number 1—January 2014 

Dispatch 

Mother-to-Child Transmission of Congenital 

Chagas Disease, Japan 

Kazuo Imai, Takuya Maeda, Yusuke Sayama, 

Kei Mikita, Yuji Fujikura, Kazuhisa Misawa, 

Morichika Nagumo, Osamu Iwata, Takeshi Ono, 

Ichiro Kurane, Yasushi Miyahira, Akihiko 

Kawana, and Sachio Miura 

http://wwwnc.cdc.gov/eid/article/20/1/13-1071_

article.htm 

３）ベンズニダゾールにより治療を行った

シャーガス病の２症例： 

前田卓哉、南雲盛親、佐山祐輔、三沢和央、

今井一男、藤倉雄二、河野修一、原悠、叶 

宗一郎、三木田馨、小野岳史、宮平靖、川

名明彦、三浦左千夫 



日本臨床寄生虫学会誌 Ｖｏｌ-24-1-33 

２０１３ 

講演： 

１）「在日日系ブラジル人家族の健康管理と

輸入感染症（シャーガス病）の現況につい

て」。 

サンパウロ人文科学研究所：研究例会 

三浦左千夫

http://www.nikkeyshimbun.com.br/2013/13110

6-74colonia.html 

ＴＶ放映： 

１）奇跡体験・アンビリーバボー 緊急報

告！恐怖の輸血感染★知られざる衝撃の真

実 

http://www.fujitv.co.jp/unb/contents/131226_3.

html 

 

Ｈ）該当なし 

 



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総合研究事業） 

 

分担研究報告書 

 

ウエストナイル熱等の新興感染症発生時の献血対応及び 

国内献血におけるシャーガス病の感染リスクの把握 

 

研究分担者 百瀬俊也（日本赤十字社関東甲信越ﾌﾞﾛｯｸ血液センター製剤一部長） 

研究協力者 五十嵐滋（日本赤十字社血液事業本部 安全管理課長） 

      沖 学 （日本赤十字社血液管理センター 検査課長） 

    髙松純樹（日本赤十字社東海北陸ブロック血液センター所長） 

鬼束惇義（岐阜県赤十字血液センター所長） 

南澤孝夫（静岡県赤十字血液センター所長） 

濱口元洋（愛知県赤十字血液センター所長） 

岡田昌彦（三重県赤十字血液センター所長） 

内田茂治（日本赤十字社血液事業本部 

中央血液研究所 感染症解析部長） 

三浦左千夫（日本赤十字社血液事業本部中央血液研究所客員研究員） 

平 力造（日本赤十字社血液事業本部 検査管理課長） 

古居保美（日本赤十字社血液事業本部 安全管理課） 

石野田正純（日本赤十字社血液事業本部 安全管理課） 

高橋 勉（日本赤十字社血液事業本部 安全管理課） 

古澤秀明（日本赤十字社血液管理センター 検査課） 

 

研究要旨： 

 ウエストナイルウイルス（以下、WNV という）の国内発生に備えて現在備蓄している

TMA 法の WNV-NAT 試薬（Procleix® WNV Assay）と日本赤十字社４ヵ所の NAT 施設

が保有している cobas®s401 システムを用いた TaqMan PCR 法の WNV-NAT 試薬

（TaqScreen® WNV assay）について、感度の比較検討を行った。TMA 法の WNV-NAT
試薬の方が、TaqMan PCR 法の同試薬と比べ高く安定した結果が得られたが、両者とも製

造各社が示している感度とほぼ同等であり、十分な結果が得られた。また、WNV 国内感染

発生時に WNV-NAT を組み入れた場合、現行の NAT スクリーニングの検査所要時間、完

了時刻にどの程度影響するかについて、実検体を用いてシミュレートした。WNV 対象 NAT
検体が先行して検査できる場合は、通常検査の平均所要時間 9 時間 20 分に比べ 40 分程度

の延長で対応できることが確認できた。 

日本赤十字社では、平成 24 年 10 月 15 日から献血時のシャーガス病の安全対策として、

本人又は母親が中南米出身である、あるいは通算 4 週間以上の中南米滞在歴のある献血者

の血液は、輸血用血液として用いず、血漿分画製剤の原料として用いることとした。これ

ら中南米滞在歴等を有する献血者数は、全国で 1 年間 9,392 人であった。そのうち「本人

が中南米諸国で生まれた、又は育った」者は 2,149 人（23％）であった。 
中南米地域からの定住者が多い東海 4 県（愛知県、静岡県、岐阜県、三重県）の「本人



が中南米諸国で生まれた、又は育った」献血者に対して、同意を得た上で、Trypanosoma 
cruzi 抗体検査とシャーガス病に関するアンケート調査を行うパイロットスタディを実施し

た。平成 25 年 1 月 8 日～11 月 30 日で、対象者は 457 人で、男性 335 人（73％）、女性

122 人（27％）、平均年齢 35.1 歳、67％が 40 歳未満の若い世代であり、献血回数につい

ては、初回献血者が 42％であった。対象者の 88％がブラジル出身、日本滞在年数は平均

15.3 年であった。また、幼少時の家の構造が土壁と回答した件数が 3％、家族にシャーガ

ス病と診断された者が 1.5％と、シャーガス病の感染リスクのある環境にあった献血者がわ

ずかではあるが存在することも明らかとなった。対象者 457 人のうち 1 人が Trypanosoma 
cruzi 抗体陽性であった。Trypanosoma cruzi 抗体陽性リスクを推計すると、全国で 1 年間

に Trypanosoma cruzi 抗体陽性となる献血者は 5 人以下と考えられた。献血時のシャーガ

ス病の安全対策を講じている日本では、輸血を介したシャーガス病の感染リスクはきわめ

て低いと考えられる。

Ａ．研究目的 
現在、WNV 国内発生に備えて TMA 法の

WNV-NAT 試薬（Procleix® WNV Assay：ノ

バルティス社）を 5000 テスト分血液管理セン

ターに備蓄している。本試薬は TMA 法の試薬

であり、測定機器 eSAS を保有しているのは京

都府福知山市の血液管理センター及び東京都江

東区の関東甲信越ブロック血液センターであ

る。 
日本赤十字社では、HBV、HCV、HIV の 3

ウイルスの NAT スクリーニングのために、ロ

シュ・ダイアグノスティックス株式会社（以下、

ロシュ社）製 cobas®s401 システムを全国 4 ヵ

所の NAT 施設に導入している。この

cobas®s401システムを用いたTaqMan PCR法

の同社製WNV-NAT 試薬（TaqScreen® WNV 
assay）の感度及び特異性について、WNV 国際

標準品の候補となる非感染性のWNV 液 2 種の

提供を受け、TMA 法のWNV-NAT 試薬と比較

検討した。 

両社の WNV-NAT を日常検査に組み入れた

場合、現行のNAT スクリーニングの検査結果の 

タイムスケジュールにどの程度影響するかをシ 

ミュレートした。 

また、国内献血におけるシャーガス病の感染

リスクを把握することは、日本において、献血

血液の重要な安全対策上の課題と言える。日本

赤十字社では、平成 24 年 10 月 15 日から献血

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 時のシャーガス病の安全対策として、本人又は

母親が中南米出身である、あるいは通算 4 週間 
以上の中南米滞在歴（以下、中南米滞在歴等）

のある献血者の血液は、輸血用血液として用い

ず、血漿分画製剤の原料として用いることとし

た。（図 1）これら中南米滞在歴等を有する献

血者数を都道府県別カテゴリー別に明らかに

し、リスク評価のための基礎資料にすることと

した。 
ブラジルからの定住者が数多く居住する愛知

県、静岡県、岐阜県、三重県の東海 4 県におい

て、「本人が中南米諸国で生まれた、又は育っ

た」（カテゴリー1）献血者に対して、同意を得

た上で、Trypanosoma cruzi（以下、T. cruzi ）
抗体検査とシャーガス病に関するアンケート調

査を行うパイロットスタディを実施し、抗体陽

性者への健康管理に繋げていくようにした。 

 

 

Ｂ．研究方法 
１．WNV-NAT 
１）感度試験 

日本赤十字社の製品検査で合格した献血血漿

について、国立感染症研究所作成の「ウエスト

ナイルウイルス病原体マニュアル(第 4 版)」に

規定されているRT-PCR法でWNVが陰性であ

ることを確認し、陰性対象及びウイルス液希釈

用血漿とした。 



非感染性としたWNV国際標準品の候補であ

るWNV 液 2 種（FDA WN02 lineage 1、以下

WNV-USA）と（the Roche secondary WNV 
standard, lot 72805: high titer sample、以下

WNV-ITA）を希釈用血漿で希釈し、100、50、
10、5、1、0.5copies（以下 cps）/mL 濃度のウ

イルス添加血漿を各々6 本作製し、同一検体で

TaqScreen®WNV assay 試薬及び Procleix® 
WNV Assay試薬を用いてNATを各々4回実施

した。各々の濃度における 24 重測定の結果か

ら試薬感度を評価した。 
２）特異性試験（実検体による試験） 

献血血液の NAT 用検体を用いて作製した

20 本プール NAT 検体で、HBV、HCV 及び

HIV のスクリーニングNAT（以下、MPX 検査）

陰性の 80 検体について、TaqScreen®WNV 
assay 試薬を用いてNAT を 2 回実施した。 
３）実検体を用いた検査シミュレーション 

1 日の献血件数が約 800 件である地域で

WNV 国内感染が発生したと想定して、前日到

着済み検体の800本をWNV－NAT対象検体と

仮定しプール検体を作製する。現行の MPX 検

査に加えWNV-NAT を同じ検体で実施した。そ

れ以外は通常通りプール検体を作製し、順次

MPX 検査を行った。 
WNV-NAT 対象検体は前日に血液管理センタ

ーに到着済で選別済であり、WNV-NAT と

MPX 検査が実施できる状況を想定し、プール

検体の作製からWNV-NAT及びMPX検査の両

方の検査結果の確定に要する時間を通常時と比

較検討した。 
 
 

２．シャーガス病の感染リスク 
献血受付時に、図 1 のカテゴリー1～3 の中南

米滞在歴等に該当し、血液事業統一コンピュー

タシステムに当該情報が入力された受付者数・

献血者数を、都道府県別カテゴリー別に抽出・

集計した。 
中南米地域からの定住者が多い東海 4 県（愛

知県、静岡県、岐阜県、三重県）の中南米滞在

歴等のある献血者のうち、カテゴリー1に該当す

る献血者に対し、本調査研究のインフォームド

コンセントが得られ同意書に署名した者を対象

とし、献血時の検査用検体を１本追加して初流

血から採取した。併せて出身地、シャーガス病

に関する認知度等の質問票に回答いただいた。

検体は中央血液研究所に送付され、ELISA 法

（ORTHO® T. cruzi ELISA TEST System）及

びイムノクロマト法（InBios 社 Trypanosoma 
Detect® and/or Chembio 社  CHAGAS 
STAT-PAK®）によるT. cruzi 抗体検査を実施し

た。 

 

（倫理面への配慮） 

中南米滞在歴カテゴリー1 の献血者に対する

シャーガス病の感染リスク調査については、本

調査研究の説明書及び同意書を渡し、インフォ

ームドコンセントが得られ同意書に署名した成

人を対象とした。T. cruzi 抗体検査結果を通知

し、抗体陽性者に相談医療機関を紹介するなど

健康管理に活かすこととしたので、調査対象者

に不利益はない。本調査に関して、別途個人情

報管理者を指名し個人情報を適切に管理するこ

ととした。本調査研究は、日本赤十字社血液事

業研究倫理審査委員会において承認された。（研

究倫理審査番号 2010-006） 

 

Ｃ．研究結果 
１．WNV-NAT 
１）感度試験 

①TaqMan PCR 法（表 1） 

各測定濃度で 24 重測定を実施した結果、95％
検出感度 (PROBIT 分析 )は WNV-USA で

11.0cps/mL、WNV-ITA で 33.4cps/mL であっ

た。 
また、検出感度のばらつきは、WNV-USA で

は低濃度域でばらつきがみられたが、WNV-ITA
の方は濃度による差はみられなかった。（図 2） 
②TMA 法（表 2） 
①と同様に、各測定濃度で 24 重測定を実施し

た結果、95％検出感度 (PROBIT 分析 )は
WNV-USA で 1.2cps/mL 、 WNV-ITA で

13.3cps/mL であった。また、検出感度のばらつ



きは、WNV-USA、WNV-ITA 共に 1cps/mL 以

下の濃度でばらつきがみられた。（図 3） 
WNV-USA に関しては 0.5cps/mL でも陽性

率が 62.5％となったため、追加で両法の低濃度

域の検討を行った。TaqMan PCR 法は

0.5cps/mL 以下の濃度では陽性率が極端に下が

るのに対し、TMA 法は 0.05cps/mL の濃度まで

陽性率が 25％を上回り、95%検出感度で 10 倍

の差が出た。（表 3） 
なお、両者の感度は、各社の参考資料による

と TMA 法 8.2copies /mL（95%検出感度）、

TaqMan PCR 法で 23.0copies /mL（95%検出感

度）である。 
 

２）特異性試験（実検体による試験） 

TaqMan PCR 法で、80 検体を用い 2 回

WNV-NAT を実施した結果、8 本が Invalid と

なったが、他の 152 本は全て陰性で、陽性及び

偽陽性は検出されなかった。 
Invalidとなった8本のうち4本は機器エラー

によるもので、残りの 4 本はそのエラーに付随

して発生した消耗品のハンドリングエラーであ

り、検体由来のものではなかった。 
20プールした献血者検体それぞれ240本につ

いて、NAT を実施したが、TaqMan PCR 法及

び TMA 法共に全て陰性で、陽性又は偽陽性は

検出されなかった。 
 
３）実検体を用いた検査シミュレーション 

（図 4） 
 両法の検査結果確定までの時間を、現行の

MPX 検査における検査対象検体数 5300 本～

5600本の平均所要時間9時間20分と比較した。 
①TaqMan PCR 法 

WNV 対象検体のプール検体作製後 TaqMan 
PCR 法でMPX 検査を行い、検体のサンプリン

グが終了後TaqMan PCR法でWNV-NATを実

施した。WNV-NAT 対象以外の NAT 対象検体

はWNV-NAT 対象検体のプール作業終了後、順

次プール検体を作製し、MPX 検査を行った。 
WNV 対象検体のプール検体作製からすべて

の検査結果確定までの所要時間は9時間32分で

あり、通常の MPX 検査と比べ若干の遅延であ

った。 

②TMA 法 

WNV-NAT 対象検体のプール検体作製後

eSAS による TMA 法で WNV 検査をし、検体

のサンプリングが終了後 TaqMan PCR 法で

MPX 検査を実施、WNV 検査対象以外の NAT
対象検体は WNV 対象検体のプール作業終了

後、順次プール検体を作製し、MPX 検査を実施

した。 
WNV 対象検体のプール検体作製からすべて

の検査結果確定までの所要時間は10時間3分と

なり、通常のMPX 検査より 40 分程度の遅延と

なった。 

 

２．シャーガス病の感染リスク 

１）中南米滞在歴等を有する受付者数及び献血

者数（図 5） 

平成 24 年 10 月 15 日～平成 25 年 10 月 14
日の 1 年間の中南米滞在歴等を有する受付者数

は全国で 10,973 人、献血者数は 9,392 人であっ

た。中南米滞在歴等を有する献血者数のカテゴ

リー別の内訳は、「本人が中南米諸国で生まれ

た、又は育った」カテゴリー1は2,149人（23％）、

「母親が中南米諸国で生まれた、又は育った」

カテゴリー2 が 301 人（3％）、「カテゴリー1
以外で、通算 4 週間以上中南米諸国に滞在した」

カテゴリー3 が 6,935 人（74％）、分類不明 7
人であった。 
都道府県別の献血者数では、東京都の 1,925

人が最も多く、次いで神奈川県 1,021 人、愛知

県 584 人と続いた。カテゴリー1 の献血者数で

は、愛知県の 345 人が最も多く、東京都 280 人、

静岡県 208 人、神奈川県 151 人、埼玉県 132 人

の順であった。中南米滞在歴等を有する献血者

数の全体の献血者数に対する割合は、沖縄県が

0.38％と最も高く、東京都、神奈川県、静岡県

及び三重県が0.36％、滋賀県が0.34％と続いた。

全国平均 0.19％であった。東海４県の中南米滞

在歴等を有する献血者数のうちカテゴリー1 の

構成比は、岐阜県 37％、静岡県 47％、愛知県

59％、三重県 35％であり、全国平均の 23％に



比べ高かった。 
 
２）東海４県におけるパイロットスタディ 
平成 25 年 1 月 8 日から東海 4県における同

意を得たカテゴリー1 の中南米出身の献血者に

対し、T. cruzi 抗体検査とシャーガス病に関する

アンケート調査を実施した。 

平成 25 年1月 8 日～11月 30 日で、対象者は

457 人、男性 335 人（73％）、女性 122 人（27％）

であり、年齢別では、10 代 29 人、20 代 121 人、

30 代 154 人、40 代 104 人、50 代 42 人、60 代

7 人で、平均 35.1 歳であった。（図 6） 
国籍別では、ブラジル 380 人と最も多く、ペ

ルー27 人、アルゼンチン、ボリビア、コロンビ

アが各 4 人、チリ 2 人、エクアドル、パラグア

イ、ホンジュラス、メキシコが各1人、日本 20
人、不明 12 人であった。出身国別では、ブラジ

ルが 401 人、88％を占め、次いでペルーが 32
人（7％）であった。（図 6）ブラジル国籍 380
人の出身州は、サンパウロ州 251 人（66％）、

パラナ州 54 人（14％）と多く、その外 12 州に

及んだ。（図 7）対象者の日本滞在年数は平均

15.3 年（5 ヶ月～43 年）であった。献血回数は、

初回献血者が 42％、2 回目が 18％であった。 
（図 6）  
シャーガス病に関する 7 項目のアンケート調

査（図 8）については、1.幼少時の家の構造は、

合計 509 件（複数回答あり）のうちコンクリー

トが 56％と最も多く、次いでレンガが 28％、

木造 9％で、サシガメが生息する可能性がある

と考えられる土壁は 13 件 3％であった｡2.サシ

ガメを知っていると答えた者は 56％、3.刺され

た経験のある者は 1 人（T.cruzi 抗体陰性）。4.
シャーガス病を知っていると答えた者は 65％、

5.シャーガス病の検査経験がある者は 59 人

（13％）で、その検査結果が陽性であった者は

いなかった。6.家族にシャーガス病と診断され

た人がいる者は、7 人（1.5％）で全員ブラジル

人であった。その家族内訳は、母 2、兄弟姉妹 2、
祖父、いとこ，その他であった。7.心疾患、消

化器疾患を指摘されたことがある者は 5 人であ

ったが、シャーガス病との関連性は認められな

かった。 

パイロットスタディ対象の 457 検体のうち、1

検体がT.cruzi 抗体陽性であった。また、1 検体

はイムノクロマト法STAT-PAK®の偽陽性で、

残る 455 本は全て陰性であった。このT.cruzi
抗体陽性の献血者は 40 代男性、日本滞在 13 年

のボリビア人で、今回が初回の献血であった。

アンケート調査への回答は、サシガメやシャー

ガス病は知っているとの回答だったが、その外

シャーガス病のリスクを想起させる回答はなか

った。 
なお、パイロットスタディとは別に、並行し 

て実施している東海 4 県におけるカテゴリー

2・3 の疫学調査（同一期間 335 件）から陽性者

は認められていない。 

 

Ｄ．考察 
１．WNV-NAT 

今回実施した 2 種の WNV 国際標準品の候

補 WNV 液を用いた TaqMan PCR 法及び

TMA 法の感度は、TMA 法の方が高く安定し

た結果が得られたが、両法とも、ロシュ社、

ノバルティス社両社が示している感度とほぼ

同等であり、TaqMan PCR 法も十分な結果が

得られたと考える。 
国内感染発生時の WNV-NAT を加えた

NAT スクリーニングの検査所要時間は、

WNV対象NAT検体が先行して検査できる場

合は、通常検査に比べ 40 分程度の延長で対応

できる事が確認できた。しかし、WNV-NAT
の先行検査ができない場合は、別途対応する

必要がある。また、eSAS によるTMA 法は実

施施設が現在 2 施設に限定されており、用手

法であるため手技の熟練を要することから、

完全自動化による検査体制を構築する必要が

あると考える。 
 

２．シャーガス病の感染リスク 

平成 24 年 10 月 15 日からのシャーガス病の

安全対策により、献血受付時に中南米滞在歴等

の確認を行い、確認票により該当者情報を血液

事業統一コンピュータシステムに入力すること



になったことから、中南米滞在歴等を有する受

付者数・献血者数が正確に把握できるようにな

った。1 年間の集計値は、受付者数は約 11,000
人、献血者数は約 9,400 人である。このうち、

約 3/4 は「中南米諸国に通算 4 週間以上滞在し

た」人でほとんどが日本人と考えられる。「本

人が中南米諸国で生まれた、又は育った」人は

約 1/4、3-4％の人は「母親が、中南米諸国で生

まれた、又は育った」人であった。「本人が中

南米諸国で生まれた、又は育った」献血者は約

2,100 人であり、都道府県別の分布では関東地

方、東海地方に多く、地域的な偏在が認められ

た。東海 4 県では、中南米出身者である献血者

の割合が高かった。 
東海 4 県のパイロットスタディのアンケート

調査により、「本人が中南米諸国で生まれた、

又は育った」献血者の背景は、男性が 73％、女

性が 27％と男性が多く、平均年齢 35.1 歳、67％
が 40 歳未満の若い世代であり、献血回数は

42％が初回献血であった。大多数の 88％がブラ

ジル出身であり、日本滞在年数は平均 15 年で

あることが明らかとなった。 
また、幼少時の家の構造が土壁と回答した件数

が 3％、家族にシャーガス病と診断された者が

1.5％と、シャーガス病の感染リスクのある環境

にあった献血者がわずかではあるが存在するこ

とも明らかとなった。 
東海 4 県の中南米出身献血者（カテゴリー1）

の対象 457 名中 T. cruzi 抗体陽性者は 1 名の

みであったこと、全国で中南米出身献血者（カ

テゴリー1）は 2,149 人／年であったこと、東

海 4 県の他のカテゴリー（2・3）での疫学調査

から陽性者は認められていないことから、全国

で1年間にT. cruzi 抗体陽性となる献血者は5
人以下と推計された。 
一方、中南米滞在歴等を有する献血者の約3/4

を占め、ほとんど日本人と考えられるカテゴリ

ー3「中南米諸国に通算 4 週間以上滞在した」

の滞在期間等の基準については、今後の調査、

検討により見直しが必要であると考えられる。 

 
Ｅ．結論 

１．WNV-NAT  
TMA 法の WNV-NAT 試薬（Procleix® 

WNV Assay ） と TaqMan PCR 法 の

WNV-NAT 試薬（TaqScreen® WNV assay）
の感度試験を実施し、TMA 法試薬の方が、

TaqMan PCR法試薬と比べ高く安定した結果

が得られたが、両者とも各社が示している感度

とほぼ同等であり、十分な結果が得られた。国

内感染発生時の WNV-NAT を加えた NAT ス

クリーニングの検査所要時間をシミュレート

したところ、WNV 対象NAT 検体が先行して

検査できる場合は、通常検査に比べ 40 分程度

の延長で対応できる事が確認できた。 
 

２．シャーガス病の感染リスク 
本研究の対象である東海 4 県の中南米出身献

血者の中から1名のT. cruzi 抗体陽性者が認め

られた。中南米滞在歴等を有する献血者数から

推計すると、全国でT. cruzi 抗体陽性となる献

血者は 5 人以下／年と考えられた。 
献血時のシャーガス病の安全対策を講じてい

る日本では、輸血を介したシャーガス病の感染

リスクはきわめて低いと考えられる。 
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分担研究報告書 
 

ヒトバベシア症に対する新規診断法の開発 
 

研究者分担 横山直明 帯広畜産大学・原虫病研究センター教授  
 

研究要旨：赤血球内寄生原虫 Babesia microti によるバベシア症は、通常げっ歯類とダニの
間で感染が成立している一方、人獣共通感染症としても重要であり、アメリカ北東部では地方
病として知られている。近年、本症の世界的な感染拡大が報告されており、日本でも、1999
年に神戸で輸血により本邦初の人感染例が発生した。そこで、本研究では“バベシア症が疑わ
れる患者の血液”あるいは“輸血用血液”の迅速で正確な血清及び遺伝子診断法を開発するこ
とを目的とした。平成２５年度は、２３年度および２４年度にマウスモデル系を用いた開発さ
れた遺伝子診断法の LAMP および簡易・迅速血清診断法であるイムノクロマト法（ICT）につい
て、人血液試料を用いてその有用性を確認することを目的とした。LAMP については神戸医療大
学から提供を受けた１１１検体の人血液より DNA を抽出して検討を行った。その結果、抗体陽
性を示した６１検体中、LAMP で陽性を示した検体は５検体のみで、非常に検出率が低かった。
また、IFAT で陰性を示した５０検体中、LAMP で陽性を示した検体が１例認められた。ICT につ
いては、アメリカエール大学より人血清の提供を受けて実施予定であった。しかしながら、ヒ
ト試料の使用について、エール大学並びに帯広畜産大学の倫理委員会の承認を得るのに時間を
要し、最近エール大学より６０検体の人血清を入手したところである。現在、これらの血清を
用いて、検討中である。 

 
 
A. 研究目的 
 
 赤血球内寄生原虫 Babesia microti は、
通常げっ歯類とダニの間で感染が成立して
いるが、感染ダニによる刺咬やキャリアーか
らの輸血により人にも感染し、人獣共通感染
症として重要視されている。ヒトバベシア症
は、アメリカ北東部の離島や沿岸地帯では地
方病として知られている。最近、米国での感
染拡大に加えて、中国、メキシコ、台湾、エ
ジプト、南アフリカなどにおいても人感染例
が報告され、その感染の拡大が懸念されてい
る。日本でも、１９９９年神戸で輸血により
本邦初の人感染例が報告され、血液製剤の安
全性確保や更なる人への感染拡大防止のた
め、正確で迅速な血清並びに遺伝子診断法の
開発が急務となっている。 
 本研究では、“バベシア症が疑われる患者
の血液”あるいは“輸血用血液”の迅速で正
確な血清及び遺伝子診断法を開発すること
を目的としている。２５年度は、マウスモデ
ル系を用いた開発された遺伝子診断法の
LAMP および簡易・迅速血清診断法である ICT
について、人血液試料を用いてその有用性を
確認することを目的とした。 

 
B. 研究方法 
 
（１）ヒト血液試料 
 神戸医療大学薬学部斎藤あつ子教授より
１１１検体のヒト血液の提供を受けた。これ
らの試料は、インフォームドコンセントを実
行して得られて採血さている。１１１検体中、
IFA により６１検体が抗体陽性、５０例が抗
体陰性であることが確認されている。これら
の血液 25m を用いて市販の DNA 抽出キット
により DNA を精製した。 
 また、エール大学より、６０検体の人血清
の提供を受けた。これらの血清は、インフォ
ームドコンセントを実行して得られている。 
 
（２）LAMP の実施 
 B. microti の18s ribosomal DNA（rDNA）
遺伝子情報を基に設計したLAMP用のプラー
マー４種類（FIP、BIP、F3、及びB3）を用い
て、63度で90分の反応条件で増幅を行った。
本LAMP法は、マウス感染モデル系で特異性や
感度が高いことが確認されている。さらに、
日本で最初に輸血により感染が認められた
患者並びに献血者のDNAを用いた実験で遺伝



子の増幅が確認されている。 
 
（３）イムノクロマトストリップの作製 
 組換え BMN1-17 蛋白質の濃度が 200mg/ml、
pH 5.0 の条件で金コロイド標識を標識し、
ICT ストリップを作製した。ハムスターを用
いた感染実験により、特異性ならびに IFAT
と同等の感度を有していることが確認され
ている。また、輸血による B. microti 感染
が日本で初めて確認されたヒト患者および
献血者で、抗体が確認されている。 
 
（倫理面への配慮） 

人の血液材料用いた実験については、帯
広畜産大学、神戸医療大学、エール大学の倫
理委員会の承認を得て実施した。 
 
C. 研究結果 
 
（１）ヒト DNA を用いた LAMP の検討 
 １１１検体の人血液より得られた DNA を
用いて LAMP を実施した。その結果、IFA で
抗体陽性を示した６１検体中、LAMP で陽性
を示した検体は５検体のみであった。また、 
抗体陰性が確認されている５０検体中１例
で LAMP 陽性反応が確認された。また、B. 
microtiの神戸株、ミュンヘン株、グレイ株
の DNA でも遺伝子の増幅が認められた（下
図）。 
 
           A  b  c  d   e  f  g  h  i  j 

 
 
 
 
 
 
a:神戸株、b:ミュンヘン株、 c:グレイ株、  
d:IFA 陽性、 e:IFA 陽性、f:IFA 陽性、 
g:IFA 陽性、h:IFA 陽性、i:IFA 陰性、j:蒸
留水 
 
（２）ヒト DNA を用いた ICT の検討 
 ２４年度に、ハムスター感染モデルで ICT
による抗体検出の有用性が確認された。そこ
で、本年度は流行地でのヒト血清を用いて検
討すべく、エール大学公衆衛生学部の P. 
Krause 博士にヒト血清の提供依頼を行った
ところ、快く承諾を戴くことができた。しか
しながら、帯広畜産大学ならびにエール大学

の倫理委員会の承認を得るのに、予想よりも
長い時間を要した。その後 MTA を締結し、 
１月下旬に６０検体を入手したところであ
る。今後、提供された６０検体を用いて、 
早急に行う予定である。 
 
D. 考察 
 
 B. microti 18s rDNA 遺伝子を標的とした
LAMP法は、マウス感染モデルにおいて、高い
特異性と感度と示した。また、ヒト感染血液
および献血者においても、LAMP法により標的
遺伝子が増幅されている。そこで、今回１０
０例以上のヒトDNAサンプルを用いて、LAMP
法を実施した。しかしながら、６１例の抗体
陽性者のDNAサンプルを用いたLAMP法で、５
例より陽性反応が認められなかった。これは、
採血された人はほとんど無症状であり、血液
中の原虫数が極めて少ないと考えられる。そ
のため、少数の原虫により抗体産生系は刺激
され、血清中に全血清中に抗体は認められる
が、DNA調整に使用された25m中に原虫が含
まれていなかったと推察される。 
 今回、３株のB. microtiから抽出されたDNA
を陽性対照として用いたところ、すべての
DNAで遺伝子増幅が認められた。神戸株、ミ
ュンヘン株、グレイ株はそれぞれ日本、ドイ
ツ、アメリカと地理的に非常に隔だっている
にも関わらず遺伝子増幅が認められたこと
は、本プライマーセット用いたLAMP法が 
世界的に使用可能であることを示唆してい
る。 
 また、アメリカの流行地で採取された人血
清を用いて、ICTの有用性の検討は残念なが
ら今回期限内に実施できなかった。しかしな
がら、ICTの作製に使用されたBMN17は、世界
的に非常に良く保存されている原虫蛋白質
である。組換え蛋白質をコードしている
BMN17の遺伝子情報は、ミュンヘン株から得
られたものである。この遺伝子情報に基づい
て作製され組換え蛋白質を用いたICTにより、
地理的および遺伝的に遠い神戸の人血清で
抗体を検出できたことから、本ICTの汎用性
は高いと考えられる。 
 
E. 結論 
 
 本研究では、マウスモデル系を用いた開発
された遺伝子診断法の LAMP および簡易・迅
速血清診断法である ICT について、人血液試



料を用いてその有用性を確認することを目
的とした。残念ながら、人試料を用いた検討
では、マウスモデルで得られた高い感度が認
められなかった。しかし、本研究で開発され
た、LAMP と ICT は国際的に使用可能な可能性
を有しており、今後その実用化に向けて、更
に検討する必要がある。 
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分担研究報告書 

 

献血制限に関わる昆虫学的研究：個体識別マーキング法を用いた 

ヒトスジシマカの移動分散に関する基礎研究 

 

研究分担者 津田良夫 国立感染症研究所（昆虫医科学部 室長） 

 

A.研究目的 

 ヒトスジシマカが一生の間に動き回る範

囲は，この蚊によって媒介される病気が流

行した際にその拡大速度や拡大範囲を知る

上で最も基本的かつ重要な情報である．疾

病媒介蚊の分散範囲を推定するためには，

マークを付けた蚊を放逐してその後の分散

過程を追跡するマーキング法が一般的に用

いられてきた．ヒトスジシマカ成虫の分布

に関してこれまで行われた研究では，成虫

の分散行動が住宅街周辺の並木や住宅の庭

木，公園や緑地などの植生と密接に関係し

ていることが示されている．そのため，成

虫の移動分散は一方向的に起こるのではな

く，潜伏に適した茂みの間を転々と行き来

するような短距離の動きを繰り返して起こ

っていると考えられる．このような動きの

研究には，個体識別マーキングによって，

同一個体の動きを追跡する手法が最も有効

であるとされている．しかしながら，個体

識別のためのマーキングを蚊に対して適用

することは技術的に難しく，研究例は非常

に少ない． 

 そこで，本研究ではヒトスジシマカの個

体識別マーキング法を考案し，石垣島の住

宅街で実際に生息しているヒトスジシマカ

にマークを施し，その動きについて分析を

行った． 

B.研究方法 

 個体識別マーキング法：成虫をクロロフ

ォルムで軽く麻酔した．予め氷の塊の上に

濾紙を乗せ，低温で湿った状態にしておき，

蚊の胸部背面の 5 ヶ所に塗料を塗って個体を識別するマーキング法を考案し，2013

年 3月 18 日から 27 日の期間、石垣島の住宅街でヒトスジシマカとオオクロヤブカの移

動分散に関する実験を行った．調査地の広さは 230ｍ×250ｍで，調査地内には緑地，人

家，商店，ビルが存在し，ヒトスジシマカの生息場所が点在していた．個体識別マーキ

ングは初めの 7日間行い，合計 232 頭のヒトスジシマカと 216 頭のオオクロヤブカをマ

ークして，4ヶ所から放逐した．ヒトスジシマカの再捕獲率は 0.21（48/232）で，オオ

クロヤブカの 0.09（20/216）よりも有意に高かった．またヒトスジシマカの再捕獲率を

放逐場所間で比較したところ有意に異なっていた．放逐された蚊の動きを分析した結

果，大きな緑地の内部はヒトスジシマカとオオクロヤブカの潜伏や吸血動物の探索に好

適であり，雌成虫が周囲の生息場所から集まってくることが示唆された． 



この上に麻酔した蚊を乗せた．胸部背面が

上になるように位置を修正して，5 ヶ所に

塗料でマークを付けた（図 1）．マークのた

めに用いたペンは有頭の昆虫針で，竹串の

柄をつけてごく少量の塗料を点刻するよう

にマークした．塗料には，修正液として市

販されている水溶性ミスノンを適当な濃度

に希釈して用いた．また，3 種類の食品用

色素（赤，青，黄色）を少量混ぜて，3 種

類の異なる塗料を作った．合計 4 色の塗料

と 5 ヶ所のマーク箇所の組み合わせによっ

て，55-1＝3124 個体を区別できる． 

 野外調査：調査期間は 2013 年 3 月 17 日

から 3 月 27 日の期間で，調査地としては石

垣島の住宅街を選んだ．住宅や商店，公共

のビル，2 つの緑地がある約 230ｍ×250ｍ

の区画を設定し，その中に 4 ヶ所の採集場

所を選んだ（図 2）．採集場所 A は，調査の

ために滞在した民宿の庭先である．採集場

所 B と C は民宿の東にある大きな緑地で，

B は緑地の入り口付近，C は緑地の奥に位

置している．採集場所 D は大きな緑地から

南東に約 92ｍ離れた小規模の緑地の入口で

ある． 

 蚊の採集は毎日 8:00 と 14:00 の 2 回行っ

た．各採集場所に採集者一人が 10 分間とど

まり，吸血のために飛来する蚊を吸虫管で

採集した．採集された蚊は，場所ごとに紙

コップに入れて持ち帰った．カップから蚊

を 1 個体ずつ吸虫管で取り出し，マークの

有無をチェックした．マーク虫はマークを

確認，採集された場所を記録して紙コップ

に戻し，その日のうちに採集された場所か

ら放した．無マーク虫には識別マークをつ

けて，その日のうちに採集された場所から

放逐した．マーキングは初めの 7 日間継続

して行い，その後の 3 日間は捕獲だけを行

った． 

C.研究結果 

 調査期間中にヒトスジシマカ 309 個体と

オオクロヤブカ 300 個体が採集された（表

１）．オオクロヤブカの密度が予想外に高く，

また，この種類に関するマーキング実験は

これまでに報告がないため，オオクロヤブ

カにもマークを行うことにした．個体識別

マークを行って放逐した個体数は，ヒトス

ジシマカが232個体，オオクロヤブカは216

個体であった．このうち再捕獲されたのは

ヒトスジシマカが 48 個体で，再捕獲率は

0.21（48/232）であった．これに対して，

オオクロヤブカの再捕獲率は 0.09（20/216）

で，ヒトスジシマカよりも有意に低い値だ

った． 

 採集場所ごとに再捕獲率を求めて表２に

示した．ヒトスジシマカの場合，採集場所

B の再捕獲率は 0.4 で，ほかの採集場所の

再捕獲率よりも有意に高かった．オオクロ

ヤブカの場合は，採集場所による再捕獲率

の違いは有意ではなかった． 

 ４ヶ所の採集場所間のヒトスジシマカの

動きを表３ａにまとめて示した．同一行に

示された値は，例えば採集場所 A の場合，

採集場所Aから放逐された個体のうち3，2，

3，0 個体が採集場所 A,B.C,D で再捕獲され

たことを示している．つまり，採集場所 A

で放逐された 8 個体のうち同じ場所 A で再

捕獲された個体は３個体（37％）である．

採集場所BとDの場合も採集場所Aと同様

に，放逐された場所に留まりそこで再捕獲

された個体の割合は低く，それぞれ 30，

25％であった．これに対して採集場所 C で

は，放逐された 26 個体のうち放逐場所に留



まりその場所で再捕獲された個体の割合は

88％と非常に高かった． 

 表３a の同一欄に示された値は，採集場

所 A を例にすれば，採集場所 A で再捕獲さ

れた 3，0，1，1 個体がそれぞれ，採集場所

A，B，C，D から放逐された個体であった

ことを示している．この結果は，採集場所

C，D から採集場所 A へ移動してきた個体

がいたことを示しているが，その頻度は低

かったことを意味している．採集場所 B と

D へ移動してきた個体の数は表の第２，４

欄に示されているように少なく 1 あるいは

2 個体に過ぎなかった．これに対して，採

集場所 C は本研究で再捕獲された 48 個体

のうち 35 個体が再捕獲された場所であり，

このうち 34％に相当する 12 個体は他の場

所から C へ移動してきたことがわかった．

特に，表２で放逐された個体の再捕獲率が

最も高かった採集場所 B の場合，この場所

から放逐された 10 個体のうち７個体は採

集場所 C で再捕獲されていたことがわかっ

た． 

 ４ヶ所の採集場所間のオオクロヤブカの

動きを表３b にまとめて示した．放逐され

たオオクロヤブカが再捕獲された場所は 1

ヶ所に集中しており，再捕獲された 20 個体

のうち 90％に相当する 18 個体が，採集場

所 C で捕獲されていた． 

D.考察 

 本研究の採集場所の中では，採集場所 C

から放逐された個体がそのままとどまる可

能性が高く，また，周辺の場所から C へ移

入してくる個体も多いことがわかった．特

にヒトスジシマカの場合，採集場所 B から

C へは方向性を持って移動している個体が

多いことが示唆される．これらの結果は，

採集場所 C の周辺がヒトスジシマカやオオ

クロヤブカの潜伏や吸血飛来に適した場所

であることを意味している．多くの住宅街

には大小の茂みや緑地が存在することから，

採集場所 C のように潜伏や吸血飛来に適し

た場所がどのように分布しており，それが

ヒトスジシマカの移動にどのように影響し

ているかを今後の研究で明らかにする必要

がある． 

E.結論 

本研究で検討した個体識別マーキングの

手法は，住宅街におけるヒトスジシマカや

オオクロヤブカの動きに関する分析的研究

に有用であることがわかった． 

F.健康危険情報 

なし 

G.研究発表 

１．論文発表 

２．学会発表 

津田良夫．ヤブカの個体識別マーキング法

の検討：石垣島におけるヒトスジシマカと

オオクロヤブカを用いた実験．第 65 回日

本衛生動物学会東日本支部大会、2013 年

10 月 25 日、川口市． 
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図 1．個体識別マークの方法．氷の塊によって冷やし湿らせた濾紙の上に麻

酔した成虫を乗せる（左図）．昆虫針を使ってヒトスジシマカの胸部 5 ヶ所

に塗料を付ける（右図）． 
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図 2．石垣島の住宅街に設定した調査地の略図．4 つの採集場所（A～D）の

位置と互いの直線距離を示す． 



 

表 1．2013 年 3 月 17 日から 27 日に石垣島の調査地で採集された個体数、マー

ク放逐数，再捕獲数の記録． 

日 付 
ヒトスジシマカ  オオクロヤブカ 

採集数 放逐数 再捕獲数  採集数 放逐数 再捕獲数 

18 Mar 2013 17 17 
 

 19 19 
 

19 Mar 43 43 1  32 32 0 
20 Mar 68 68 9  34 34 3 
21 Mar 22 22 6  27 27 2 
22 Mar 39 39 8  56 56 5 
23 Mar 23 23 8  23 23 2 
24 Mar 20 20 9  25 25 3 
25 Mar 6 0 1  2 0 0 
26 Mar 32 0 2  45 0 3 
27 Mar 39 0 4  37 0 2 

Total 309 232 48  300 216 20 

 
 

 

 

 

表 2．マーク放逐されたヒトスジシマカとオオクロヤブカの放逐場所による再捕

獲率の違い 

 
ヒトスジシマカ  オオクロヤブカ 

採集場所 再捕獲数 放逐数 再捕獲率  再捕獲数 放逐数 再捕獲率 

Site A 8 54 0.15 
 

0 15 0 
Site B 10 25 0.40 

 
2 33 0.06 

Site C 26 125 0.21 
 

16 129 0.12 
Site D 4 28 0.14 

 
2 40 0.05 

Total 48 232 0.21 
 

20 216 0.09 

 
 



 

 

 

表 3．4 つの採集場所間で観察されたヒトスジシマカとオオクロヤブカの動き 
 

(a) ヒトスジシマカ 

放逐場所 
再捕獲場所 

Site A Site B Site C Site D 合 計 

Site A 3 2 3 0 8 
Site B 0 3 7 0 10 
Site C 1 1 23 1 26 
Site D 1 0 2 1 4 

合  計 5 6 35 2 48 

(b) オオクロヤブカ 

放逐場所 
再捕獲場所 

合 計 
Site A Site B Site C Site D 

Site A 0 0 0 0 0 
Site B 0 1 1 0 2 
Site C 0 1 15 0 16 
Site D 0 0 2 0 2 

合  計 0 2 18 0 20 
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高感度ウイルスゲノム検出法の検討 

およびウエストナイルウイルス NS1 検出系開発のための基盤的研究 

 

 

研究分担者 田島茂（国立感染症研究所・ウイルス第一部・主任研究官） 

 

これまでに、PCR プライマーの 5’末端に 12 塩基からなる Flap 配列を付加することにより

増幅感度あるいは増幅量が改善されるとの報告がある。昨年度我々はデングウイルス検出

用プライマーに Flap を連結したが改善効果は見られなかった。そこで今回 Flap を 2 種類の

フラビウイルス共通プライマーセットと 1 種類のアルファウイルス共通プライマーに付加

し、その効果を検討した。NS3 領域に対応するフラビウイルス共通プライマーの場合、使

用した 3 種類のウイルス（デング 1 型ウイルス、日本脳炎ウイルス、ヨコセウイルス）の

すべてで増幅感度および増幅量が向上した。一方 NS5 領域に対応するプライマーではウイ

ルス種によって結果が分かれた。4 種のアルファウイルス（チクングニヤウイルス、シンド

ビスウイルス、ベネズエラ馬脳炎ウイルス、ゲタウイルス）について、Flap を付加したア

ルファウイルス共通プライマーを試したところ、いずれのウイルスに対しても Flap は効果

的であったが、チクングニヤウイルスでの効果は弱かった。また Flap 付加アルファウイル

ス共通プライマーを使用して、本来日本脳炎ウイルスとして分離・増幅されたウイルス溶

液からゲタウイルスゲノムを増幅した。国内で分離されたゲタウイルスに関する情報は非

常に少ないことから、我々の解析結果は非常に貴重な情報を提供するものと思われる（論

文投稿中）。 

デングウイルス NS1 は患者血清中に大量に分泌されることから、本蛋白質を検出するキッ

トが販売され、診断現場で活躍している。我々はウエストナイルウイルス NS1 検出系開発

をめざし、抗 NS1 モノクローナル抗体を作製するための抗原の調製を行った。 

 

 

A．研究目的 

(1) 節足動物媒介性ウイルスによる感染症

は熱帯地方に限らず、世界中の様々な国・

地域で毎年多数の患者を発生させている。

またこれらの中には、突然流行が発生する

ものも少なくなく、我々が標的にしている

フラビウイルス、アルファウイルスについ

ても同様である。これらの中には患者の症

状は類似しているものの原因ウイルスが異

なるため、ウイルス特異的な検出方法では

見落としてしまう危険性がある。そのよう

な危険性を回避するためには、フラビウイ

ルスゲノムあるいはアルファウイルスゲノ

ムを、ウイルス種を問わずに増幅可能なプ



ライマーが有効である。一方、PCR プライ

マーの 5’末端側に 12 塩基から成る AT リッ

チな配列(Flap)を付加することにより、PCR

の増幅感度および増幅量が向上するとの報

告が 2007 年になされた（Afonina, I. et al., 

Biotechniques 43: 770-774, 2007）。この情報

を基に昨年度我々は本配列をデングウイル

ス検出用プライマーに付加し、その有効性

を調べたが、付加することによる改善効果

は見られなかった。そこで本年度はすでに

報告されている 2 組（NS1 領域および NS5

領域）のフラビウイルス共通プライマーと

1 組（nsP1 領域）のアルファウイルス共通

プライマーの 5’末端に Flap を付加し、複数

のウイルス種のゲノム増幅における本配列

の効果を複数のウイルスを用いて調べた。 

(2) 以前より我々はブタ血清からの日本脳

炎ウイルスの分離を行っている。そのうち、

2005 年にブタ血清から分離され Vero 細胞

で継代を続けた１株が、日本脳炎ウイルス

とは明らかに異なる、むしろアルファウイ

ルスに類似したプラークを形成した。そこ

で前述した Flap 付加アルファウイルス共通

プライマーを使用し、アルファウイルスゲ

ノムの存否を調べた。さらに得られた増幅

産物の遺伝子解析を行った。 

(3) デングウイルス感染症では、ウイルス側

の非構造蛋白質の一つである NS1 が急性期

の患者血中に大量に存在することから、

NS1 を検出する診断キットが複数のメーカ

ーから販売され、今では非常に有効な診断

ツールとしてその有用性が確立している。

一般にフラビウイルスは哺乳動物細胞に感

染すると感染細胞から NS1 を分泌すること

が知られているが、診断ツールとしては、

ウイルス血症レベルが高い症状でないと血

中 NS1 の検出は困難と思われる。一方、ウ

エストナイル熱ではウイルス血症が観察さ

れるため、NS1 の検出は可能と推測される。

実際 2008 年にそのことを示す報告もある

（Chung and Diamond, 2008）。そこで今回

我々は、ウエストナイルウイルス NS1 検出

系の開発を目指し、ウエストナイルウイル

ス NS1 を認識するモノクローナル抗体を得

るための NS1 抗原の大量調製を行った。 

 

B．研究方法 

(1) Flap RT-PCR 法は Afonina らの報告を参

考にした。具体的にはフラビウイルス共通

NS3 領域プライマー（Briese et al. 1999）お

よび NS5 プライマー（Kuno et al. 1998）,お

よびアルファウイルス共通プライマー

（Pfeffer et al. 1997）の 5’末端側に非ウイル

ス 由 来 ヌ ク レ オ チ ド を 12 塩 基

（5’-AATAAATCATAA-3’）付加した。鋳型

にはフラビウイルス代表としてデング 1 型

ウイルス(NIID02-20 株)、日本脳炎ウイルス

(Mie/41/2002 株 )およびヨコセウイルス

（Oita-36 株）を、アルファウイルス代表と

してチクングニヤウイルス(NRTQ11-01 株)、

シンドビスウイルス、ベネズエラ馬脳炎ウ

イ ル ス 、 お よ び ゲ タ ウ イ ル ス

(GETV/Kochi/01/2005 株)を使用した。ウイ

ルスゲノム RNA は Vero 細胞に各ウイルス

を感染させた後の培養上清より調製した。

また RT-PCR は SYBR Green I を用いた方法

によりおこなった。 

(2) 結果的にゲタウイルスが検出された

Kochi/01/2005 株はもともと分離された日本

脳炎ウイルスが増幅されているものとして

得られたものである。決定されたゲタウイ

ルス配列は分子系統学的解析に使用した。



比較解析に用いた他のゲタウイルス配列は

GenBank データベースよりピックアップし

てきた。また一部の配列は論文より直接引

用した（Wekesa et al. 2001）。 

(3) ウエストナイルウイルス NS1 遺伝子は

NY99 株のものを使用した。RT-PCR で NS1

領域を増幅後、タンパク質精製時のタグと

なる Flag ペプチドコード配列を連結して哺

乳動物細胞発現ベクターである pCAGCS に

導入した。こうして得られた NS1 発現プラ

スミドを 293T 細胞に導入し、72 時間後培

養上清を回収した。培養上清を 3xFlag アフ

ィニティーカラムに供し、Flag が結合して

いる NS1 蛋白を精製した。 

 

C．研究結果 

(1) はじめに、AT リッチな 12 塩基からなる

Flap 配列をフラビウイルス共通 NS3 領域プ

ライマーの両方に付加し、デング 1 型ウイ

ルス、日本脳炎ウイルスおよびヨコセウイ

ルスゲノム RNA を鋳型として RT-PCR 反応

を行った。3 種類すべてのウイルスにおい

て、通常のプライマーを用いた場合に比べ

Flap 付加プライマーでの増幅量が上昇した。

その傾向はヨコセウイルスで顕著であり、

増幅量のみならず検出感度においても大幅

な改善がみられた。 

次に Flap配列をフラビウイルス共通NS5領

域プライマーの両方に付加し同様に検討し

た。結果はウイルスごとに異なっていた。

デング 1 型ウイルスでは Flap により増幅量

が増加したものの、日本脳炎ウイルスやヨ

コセウイルスでは変化なしかむしろ減少傾

向であった。次にアルファウイルス共通

nsP1 プライマーに付加したときの効果を 4

種のウイルスを使用して調べた。またこの

際、フォワードプライマーは 2 種類使用し

た。ゲタウイルス、シンドビスウイルス、

ベネズエラ馬脳炎ウイルスを用いた場合、

長断片増幅用のフォワードプライマーに付

加すると増幅量および検出感度が顕著に改

善された。一方短断片用では長断片に比べ

効果が弱いもしくはほとんど効果はみられ

なかった。チクングニヤウイルスの場合も

長断片用プライマーでのみ効果がみられた

が、他の 3 種のアルファウイルスに比べ改

善効果が低かった。 

(2) 2005 年に高知県のブタ血清から分離さ

れた日本脳炎ウイルス遺伝子型 1 型株であ

る Kochi/01/2005 株を Vero 細胞を用いて 4

～5 継代したところ、他の日本脳炎ウイル

ス 1 型株とは明らかに形態の異なるプラー

クを形成した。また日本脳炎ウイルス特異

的プライマーを用いてウイルスゲノムを増

幅したが、プラーク数から算出した感染力

価とは異常にかけ離れたコピー数であった。

プラークの形態がアルファウイルスのもの

に類似していたことから、上記のアルファ

ウイルス共通 Flap 付加プライマー等で増幅

をこころみたところ、はっきりとした増幅

断片が得られた。この断片の塩基配列を決

定したところ、ゲタウイルスの Jin-Ju 株と

最も高い相同性を示した。これにより本ウ

イルス溶液にはゲタウイルスが混入してい

る こ と が 明 ら か と な っ た

(GETV/Kochi/01/2005)。次にゲノム全長の塩

基配列を決定し、他のゲタウイルスと比較

した。すでに完全長の明らかになっている

ゲタウイルス 8 株の中では、モンゴルで分

離された LEIV17741 株と最も高い相同性を

示した。日本で分離されたゲタウイルスの

1 種であるサギヤマウイルスとは異なって



いた。また部分的 nsP1 領域や E2 領域で比

べた際にも類似した結果が得られた。

GenBank には登録されていないももの、部

分的に塩基配列が決定されている株が 7 株

（1960 年代 1 株、1970 年代 3 株、1980 年

代 3 株）見つかった（Wekesa et al. 2001）。

これらの配列も含めて部分的nsP1配列の分

子系統樹解析を行ったところ、70～80 年代

の株と今回の株が比較的近縁であることが

わかった。継代過程で、Kochi/01/2005 液に

含まれるゲタウイルスと日本脳炎ウイルス

がどのように変化してきたかを調べるため、

2 継代目から 5 継代目までのウイルス液に

ついてリアルタイム RT-PCR 法でウイルス

ゲノム数を、プラーク形成法により感染力

価を調べた。継代が進むにつれて日本脳炎

ウイルスゲノム数が顕著に減少するのに対

し、ゲタウイルスゲノム数は増加傾向にあ

った。また感染力価はゲタウイルスではや

はり増加傾向が見られたが、日本脳炎ウイ

ルスは 3 継代目までは測定できたが、それ

以降ではプラークが検出されなかった。以

上より、Kochi/01/2005 には日本脳炎ウイル

スとゲタウイルスの両方が混ざっており、

継代により日本脳炎ウイルスが排除される

傾向にあることがわかった。また両ウイル

スがブタに接種される生ワクチン株とは異

なることも確認した。 

(3) ウエストナイルウイルス NS1 cDNA と

Flag 配列を組み込んだ pCAGCS を 293T 細

胞にトランスフェクトし、72 時間後の上清

を回収した。上清より 3xFlag アフィニティ

ーカラムにより NS1 を精製した。精製後に

抗 Flag 抗体により発現を確認した。現在精

製産物を蓄積させており、近いうちにマウ

スへの免疫ができるよう予定を立てている。 

 

D．考察 

(1) 迅速かつ高感度な病原体検出法は、血液

製剤の安全性確保と安定供給のために非常

に有用である。本年度は昨年に続き、現行

の RT-PCR 法をさらに高感度にする可能性

のある Flap RT-PCR 法を試みた。昨年はデ

ングウイルス特異的プライマーに適用した

が効果が認められなかった。そこで今回は

幅広いウイルスを検知可能である共通プラ

イマーに焦点を絞り、Flap 配列の有効性を

検討した。フラビウイルス、アルファウイ

ルス合わせて 3 種類のプライマーセットに

適用したが、すべてにおいて改善効果が確

認された。しかし改善効果は同じ属のウイ

ルスであっても異なる場合もあった。フラ

ビウイルス共通プライマーについては、

NS3 領域を標的にしたものでは今回使用し

た 3 種のフラビウイルスのいずれにおいて

も改善効果がみられたが、NS5 領域のもの

では、1 種では効果的であったが他の 2 種

では変化なしかむしろ悪化した。アルファ

ウイルス共通プライマーについてもウイル

ス種によって効果があるもの、ほとんどな

いものと分かれた。このように Flap 配列の

効果は同じプライマーでも標的のウイルス

種によって結果が異なることが明らかとな

った。今後今回の共通プライマーを用いる

際には、「Flap あり」と「Flap なし」の両方

を用いるのが良いかと思う。 

(2) 今回の実験で、これまで日本脳炎ウイル

ス液と認識していた Kochi/01/2005 が、すで

に日本脳炎ウイルスはマイノリティーであ

り、ゲタウイルスがマジョリティであるこ

とが明らかとなった。両ウイルスの遺伝子

配列から、これらのウイルスは生ワクチン



に由来するものでなく、各々これまでに報

告のない株であることが確認された。よっ

て、ブタ血清より日本脳炎ウイルスを分離

する際、そのブタが日本脳炎ウイルスとゲ

タウイルスに共感染していた可能性が高い。

ゲタウイルスは日本脳炎ウイルスと非常に

似た感染サイクルを有し、また過去にブタ

血清から分離された事例もある。ブタ血清

から日本脳炎ウイルスを分離する際、細胞

変性効果と遺伝子検出だけで日本脳炎ウイ

ルスと判断するのは危険であることがわか

った。今後はプラーク形態や、アルファウ

イルス共通プライマーによるアルファウイ

ルス存否の確認が必要であろう。 

(3) これまでに哺乳動物培養細胞からのウ

エストナイルウイルス NS1 の発現と分泌を

確認し、その培養上清から NS1 を分離精製

することが可能であることを示してきた。

今後精製した NS1 を用いてモノクローナル

抗体の作製、さらには検出系の開発と進め

ていきたいと考えている。 

 

E．結論 

(1) Flap 配列をフラビウイルス共通プライ

マーおよびアルファウイルス共通プライマ

ーに連結することにより検出感度および増

幅量が改善される例が多く見出された。 

(2) 2005 年に高知県のブタ血清から分離さ

れた日本脳炎ウイルス溶液にゲタウイルス

も存在することが確認された。このウイル

スの完全長ゲノムの塩基配列を決定し、分

子系統学的解析を行った（論文投稿中）。 

(3) ウエストナイルウイルス感染症の診断

ツール開発のため、同ウイルスの NS1 の大

量調製を行った。 
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