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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） 

 

総合研究報告書 

 

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。 

変異型プリオン病研究について、白血球除去フィルターによる異常プリオンの除去

効果を検討した。また、エキソソーム精製試薬を用いて異常プリオンが濃縮された。

貯留前白血球除去法と初流血除去に関し、報告データを用いた解析を行った。 

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

にあった献血者が存在することも明らかとなった。また、T. cruzi抗体陽性者の存在

が明らかとなった。 

バベシア症については、遺伝子診断法の LAMP および簡易・迅速血清診断法である

イムノクロマト法を開発し、動物検体を用いて基礎研究を行った。さらに、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、ヒトスジシマカとアカイエカの分散範囲を推定した。

ヒトスジシマカは、観察された 1日の最長移動距離は 92ｍであった。ヒトスジシマカ

の最大分散範囲を，野外調査により得られた成虫の最長余命 40.8 日と 1 日当たり最

大移動距離 92ｍの積によって，3,753.6ｍと推定した。一方、アカイエカは吸血後数

日間に少なくとも 350m 移動した。 

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 Flap RT-PCR 法の開発を行

った。Flap RT-PCR 法が、フラビウイルス共通プライマーやアルファウイルス共通プ

ライマーでは検査法の感度を増加させた。 

 

 

研究分担者： 

岡田義昭（埼玉医科大学血液・細胞移植部 

部長） 

田島 茂（国立感染症研究所ウイルス第一

部 主任研究官） 

津田良夫（国立感染症研究所昆虫医科学部 

室長） 

三浦左千夫（慶応大学医学部熱帯医学寄生
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虫学教室 非常勤講師）（平成 23 年度） 

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） 

小島 精（前、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客

員研究員）（平成 24，25 年度） 

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） 

五井 薫（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．変異型プリオン病に関する研究： 

1）白血球除去フィルターによる異常プリオ

ンの除去： 

ウシ海綿状脳症を発症したウシの脳乳剤

を用いて異常プリオンを感染させたヒト

glioma 細胞株の培養上清にキレート剤を添

加後、0.5mL を 5％アルブミン 200mL に加え

た。これを白血球除去フィルターのバッグ

に注入しよく混合した。1 部を除去前の検

体として採取した。仕様書に従って白血球

除去フィルターで濾過した。フィルターを

通した溶液は処理後の検体として採取した。
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（2）エキソソームの精製法と異常プリオン

の検出： 

マウス白血病ウイルスと異常プリオンが

重感染したヒト腎癌細胞株の培養液を 10mL

取り、3000g で 15 分遠心し、上清に 

ExoQuick-TC (System Biosciences 社)2mL

を添加した。混合し 4℃にて 14 時間以上静

置後、1500g で 30 分遠心し 沈殿を得た。 

 

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： 

１）LAMP の開発 

B. microti 18s ribosomal DNA（rDNA）の

遺伝子情報を基に、LAMP 用のプラーマー４

種類（FIP、BIP、F3、及び B3）を設計し、

遺伝子増幅の条件検討を行った。また、B. 

microti 、 Anaplasma, Ehrlichia 、 及 び

Plasmodium falciparum の DNA サンプルを

用いて、LAMP の特異性ならびに感度につい

ても検討を行った。 

２）ICT の開発: 

B. microti に特異的な BMN1-17 の組換え

蛋白質を大腸菌に発現させ、SDS-PAGE およ

びでウエスタンブロットを行い、組換え蛋

白質の分子量と抗原性について検討を行っ

た。次に異なる蛋白質濃度（10〜1,000 

mg/ml）および pH（5.0〜7.0）の条件検討

を行い、rBMN1-17 抗原と金コロイド（50nm）

への最適な標識条件の検討を行った。次に、

得られた金コロイド標識 rBMN1-1７蛋白質

をサンプルパットに、rBMN1-1７蛋白質と抗

ウサギ BMN1-1７蛋白質 IgG をニトロセルロ

ース膜へジェット塗布し ICT ストリップを

作製した。更に、ハムスターの陽性、陰性

コントロール、アナプラズマやエールリキ

アの感染血清を用いて得られた ICT ストリ

ップの特異性について検討を行った。 

３）ヒト検体を用いた評価: 

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、ヒト血

液試料を用いてその有用性を確認した。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。

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
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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： 

１）ヒトスジシマカの移動分散範囲の推

定：成虫の寿命と 1 日当たりの移動距離を

マーキング実験によって求め，その積によ

って分散範囲の推定を行った． 

２）吸血飛来成虫の平均余命：東京都立林

試の森公園で6月から11月の期間にヒトス

ジシマカの人囮採集を行った．採集された

ヒトスジシマカの雌成虫を持ち帰り 26.5±

0.1°C, 相対湿度 58±0.9％，16 時間日長

に調節した飼育室で飼育し，すべての個体

が死亡するまで死亡日と死亡個体数を毎日

記録した．この調査結果に基づいて，野外

捕集蚊の実験室内における平均余命を求め

た． 

３）マーキング実験による移動距離の測

定：ヒトスジシマカが 1 日の間に動き回る

範囲を知るために，1 個体ずつ異なるマー

クを付けて放逐し，複数の採集場所で再捕

獲を継続して行って，個体ごとに動いた軌

跡を調べた．  

４）胸部への個体識別マーキング法の検

討：翅にマークを行うことによるダメージ

が大きいと考え，ダメージが小さく抑えら

れる方法として胸部背面にマークする方法

を検討した． 

５）野外における個体識別マーキング調査： 

2013 年 3月 17 日から 3月 27 日の期間，石

垣島の住宅街でマーキング実験を行った．

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．  

６）アカイエカの吸血個体の移動分散に関

する研究：本研究では野外で既に吸血した

個体を採集し，その個体が保持していた動

物血液から DNA を抽出し，吸血源となった

動物を推定して，その動物のいた場所と採

集場所の距離を吸血した蚊の移動分散距離

の推定に用いた。 

 

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）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。 
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Ｃ．研究結果 

１．変異型プリオン病に関する研究： 

１）血液からの異常プリオン除去法の開発：  

フィルターによる除去前後の検体は、それ

ぞれ 10 倍ずつの段階希釈を行い、1X105/ 

well に撒いた異常プリオン非感染ヒト

glioma 細胞株に感染させた。感染させた細

胞は、2回/週の頻度で継代し、サンプリン

グし、異常プリオンの感染の有無は感染 30

日後ウエスタンブロット法で解析した。異

常プリオンを 5％アルブミンに添加し、白

血球除去フィルターを通した検体からは、

10-3 に希釈して感染させた細胞からも異常

プリオンは検出されなかった。一方、濾過

前の検体からは 10-4 倍希釈した検体まで異

常プリオンが検出でき 2Log 以上除去でき

たと考えられた。 

２）初流血除去の効果の解析： 

海外の輸血の専門雑誌と日本輸血細胞治

療学会誌から初流血除去に関する文献検索

を行ないその有効性を考察した。2001 年に 

Bruneau らは、採血した最初の血液 15mL と

その次の 15mL をそれぞれ細菌培養し、最初

の血液からの方が細菌培養が陽性になる率

が高い事を報告した。日本においても名雲

らが、初流血除去しない群 2967 検体と除去

した群 2890 検体の細菌培養を行ない、除去

なし群では 0.24％が陽性になったのに対し

除去群では 0.07％だったことを報告した。

同様に、Satake らは血小板採血時に初流血

除去を行なったところ実施前の陽性率

0.17％が実施後 0.05％になったことを報告

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： 

東海4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実施した。

（東海4県パイロットスタディⅡ期）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 cruz

i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。 

上記とは別に、在日ラテンアメリカ人集

住地域においての抗体検査を行った。平成

24 年度 195 名の抗体検査を行ない、5 名が

抗体陽性であった。うち、在日 17 年を経過

するボリビア日系家族に先天性シャーガス

病感染者が検出された。平成 25 年度 272 名

の抗体検査を実施し、抗体陽性者は 2 名で

あった。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の

出身であった。 

 

３．ヒトバベシア症に対する新規診断法の

開発： 

１）実験感染マウスの試料を用いた

real-time LAMP 法の評価： 
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real-time LAMP による標的遺伝子の定量

化について検討したところ、検出時間と標

的遺伝子のコピー数をプロットした結果、

直線上の検量線が得られた。次に B. 

microti 感染マウスでは、血液塗沫による

原虫の検出は実験感染 6 日目で 1％未満だ

ったが、real-time LAMP 法による定量検出

では３日目あるいは４日目から血中に含ま

れる微量の標的遺伝子を検出できることが

示された。また、血液塗沫で検出できなく

なった２８日以降も real-time LAMP 法によ

り感染の検出が可能であった。 

２）実験感染ハムスターの試料を用いた ICT

の評価： 

ハムスターに B. microtiを感染実験させ、

継時的に血液を採取して、血液塗沫標本の

ギムザ染色による赤血球寄生率の測定、

IFAT、rBMN1-17 を用いた ELISA 及び ICT の

抗体検出感度を比較した。赤血球寄生率は、

実験感染後５日目に 1％を越えて急激に増

加し、約２週間後にピークを迎えた後、８

週後に１％以下に減少した。ELISA では、

５日目から抗体が検出され始め、１週間ほ

どで急激に上昇してその後高い値を維持し

た。一方、ICT と IFAT では７日後から検出

され始め、その後抗体が継続的に検出され

た。 

３）ヒト検体を用いての評価 

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：  

ヒトスジシマカとアカイエカの分散範囲

を推定した．東京都内の公園で 6月から 11

月の期間にヒトスジシマカを採集し，実験

室内における平均余命を求めたところ，最

も短かったのは 9月の採集雌で 13.8 日，最

も余命が長かったのは，6 月の採集蚊で平

均 40.8 日だった。林に生息するヒトスジシ

マカを対象として行われたマーキング実験

結果から，1 日当たり移動距離を推定しと

ころ平均移動距離は，10.1±10.6ｍ，最長

移動距離は 44ｍであった．成虫に与えるダ

メージが小さい個体識別マーキング法を考

案し，石垣島の住宅街でヒトスジシマカを

対象としてマーキング実験を実施した．個

体識別マークを行って放逐した個体数は，

232 個体で，再捕獲されたのは 43 個体，再

捕獲率は 0.21 であった．放逐された個体が

再捕獲された 48 例について，再捕獲するま

でに要した日数を求めたところ，最長 8日，

最短 1 日で，平均は 2.5±1.7 日であった．

再捕獲された 48 例のうち，放逐された場所

とは異なる場所で再捕獲された例について

個体別に 1 日当たりの平均移動距離を求め

たところ 35±22ｍで，観察された 1日の最

長移動距離は 92ｍであった。献血制限に関

わるヒトスジシマカの“最大”分散範囲を，

野外調査により得られた成虫の最長余命

40.8日と1日当たり最大移動距離92ｍの積

によって，3,753.6ｍと推定した。 
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アカイエカの吸血蚊を用いて，吸血源動

物の同定を行った．131 個体のサンプルを

分析し，DNA の塩基配列の類似性によって

鳥類17種と哺乳類5種が吸血源となってい

ると推定された．これらの吸血源動物の中

で飼育場所が特定できるものについて，飼

育場所と吸血個体が採集された場所の距離

を測定して，吸血後のアカイエカの移動分

散距離を求めた．新鮮な血液を持った個体

の平均移動分散距離は 30.6ｍおよび 66.7m

で 40ｍ以内の個体が多かった。これに対し

て完成卵を持った個体は 350ｍを移動して

おり，血液を消化中の個体は 10ｍから 350m

の範囲の様々な距離を移動していた．これ

らの結果から，アカイエカは吸血後数日間

に少なくとも 350m を移動すると結論した。

過去の研究でアカイエカが吸血源動物の探

索のために動き回る範囲の推定値として得

られた 1.2km と，本研究で得られた吸血後

の移動距離を加算した 1.55km は，献血制限

範囲に関するひとつの科学的根拠を与える

と思われた。 

 

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。

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。 

 

Ｄ．考察 

白血球除去フィルターによって 5％アル

ブミンに添加した異常プリオンを 2Log 以

上除去できることを実験的に示すことがで
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きた。輸血後に vCJD を発症した供血者とそ

の血液の受血者における vCJD 感染症例の

解析から、血液製剤中に存在する異常プリ

オンの量は極めて少ないことが統計学的に

示されているため、白血球除去フィルター

は完全とは言えないまでも感染予防に効果

を発揮していると考えられる。効果的なス

クリーニング法がない現状では、白血球を

除去することによって輸血の副作用の発生

も抑制する事が期待できることから、白血

球除去フィルターの導入は適切な判断だと

言える。また、初流血除去の効果では、多

くの報告が細菌感染の率が減少していると

その効果を認めている。無症候性の菌血症

には無効であるが、穿刺部からの細菌の混

入防止には効果的だと考えられた。 

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。 

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

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、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。 
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ヒトスジシマカの移動距離を推定した。

ヒトスジシマカは好適な茂みへ移動して，

そこに留まる傾向がある．長崎市の林の内

部で行われたマーキング実験で求められた

1 日の移動距離は平均 10.1±10.6ｍ，最長

44ｍであった．これに対して，石垣島の住

宅街の場合，1 日の平均移動距離は 35±22

ｍ，観察された 1日の最長移動距離は 92ｍ

であった．これらの結果は，ヒトスジシマ

カが好適な林の中に留まる傾向があるため，

1 日の移動距離は林の中では短く，緑地が

点在するような住宅街では長くなることを

はっきり示している．ヒトスジシマカの分

散範囲は好適な茂みがあれば狭くなり，好

適な茂みがなければ広くなると予想される．

分散範囲を 1 日の移動距離によって推定す

る場合，もうひとつの重要なパラメターは，

成虫の寿命である．本研究の調査では，吸

血のために飛来する成虫の平均余命は，最

短 13.8 日，最長 40.8 日であることが示さ

れた。献血制限に関わるヒトスジシマカの

移動分散範囲の推定は，通常行われる平均

値に基づく推定ではなく，いわゆる過大推

定である方が適切である．したがって，本

研究で観察された最長余命40.8日と1日当

たり最大移動距離 92ｍを掛け合わせて得ら

れた，3,753.6ｍを“最大”分散範囲とする

のが妥当と推察される。 

 

Ｅ．結論 

白血球除去フィルターは輸血のアレルギ

ー反応に関する副作用を減少させた。また、

実験的には異常プリオンをある程度除去で

きることが示された。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を簡便

に濃縮できることを明らかにした。 

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。一方、これとは別に在日ラ

テンアメリカ人居住地域においての抗体検

査を行った。平成 24 年度 195 名の抗体検査

を行ない、5 名が抗体陽性であった。平成

25 年度 272 名の抗体検査を実施し、抗体陽

性者は 2名であった。 

バベシア症については、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、献血制限に関

わるヒトスジシマカの最大分散範囲を，野

外調査により得られた成虫の最長余命 40.8

日と 1日当たり最大移動距離 92ｍの積によ

って，3,753.6ｍと推定した。 

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、両者とも各社が示している感度とほ

ぼ同等であった。 

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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特になし 
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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 

 

百瀬俊也、三浦左千夫、佐藤陽子、内田茂

治、日野学、鬼束惇義、南澤孝夫、小島精、

髙松純樹、田所憲治：東海 4 県の中南米居

住 歴 を 有 す る 献 血 申 込 者 に 対 す る

Trypanosoma cruzi 抗体検査とシャーガス

病に関するアンケート結果について、第 60

回日本輸血・細胞治療学会総会、福島、2012

年 

 

百瀬俊也、三浦左千夫、佐藤陽子、石野田

正純、松本千惠子、内田茂治、日野学、髙

松純樹、田所憲治：東海 4 県の中南米から

の 定 住 者 の 献 血 申 込 者 に 対 す る

Trypanosoma cruzi 抗体検査パイロットス

タディと日本における中南米からの定住者

の献血者数の推計について、第 53 回日本熱

帯医学会大会、帯広、2012 年 

 

石野田正純、百瀬俊也、柴田玲子、日野学：
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問診票改訂に伴う中南米滞在歴を有する献

血者数の変動について、第 60 回日本輸血・

細胞治療学会総会、福島、2012 年 

 

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 6１回

日本ウイルス学会、神戸、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

衛生動物学会東日本支部大会，2013 年，川

口市 

 

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 

 

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  

1)エキソソーム精製試薬を用いて異常プリオンが感染している細胞株の培養上清か

ら異常プリオンを濃縮することができ、ウエスタンブロット法で検出することができ

た。 

     2)白血球除去フィルターで異常プリオン感染細胞株の培養上清を濾過したところ 

    2Log 以上除去できることが示唆された。 

        3)エキソソーム精製試薬を用いて 5%アルブミン製剤 10mL に添加した C型肝炎 

     ウイルスを効率良く回収•濃縮することができた。 

        4) 10％牛胎児血清入りの細胞培養上清から牛下痢症ウイルス、仮性狂犬病ウイルス 

     シンドビスウイルスなどのウイルスを感染性を保持した状態で濃縮することができ 

     た。 

    5)牛血清やヒト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。 

    6)濃縮効果は非常に微量なウイルスも効果的に濃縮することができた。 

        7)保存前白血球除去によってショックを含むアレルギー反応が減少した。 

    8)初流血除去により日本の血小板製剤の細菌混入率は 減少している。  

 

 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 年をピークとして以

後減少し、2012 年の英国の死亡例は 0となった。

しかし、ニューギニアの Kuru の追跡調査から感

染してから発症するまで 50 年以上を要した例が

あることや英国の切除された虫垂を用いた疫学

調査から未発症の感染者が、存在していることも

明らかとなり、今後も長期にわたり対策を取り続

ける必要がある。これまで英国において輸血を介

した vCJD 感染例が 4例報告されているが、白血

球除去フィルター導入後、輸血による受血者の

vCJD 発症例は報告されていない。白血球除去フィ

ルターは羊の vCJD 感染モデルを用いた輸血によ

る感染の解析から完全ではないが、異常プリオン

を除去できることが証明されている。これは白血

球除去フィルターが、感染細胞だけではなく血中

の異常プリオンを除去している可能性を示唆す

るものである。そこで、異常プリオン感染細胞株

の培養上清を用いて白血球除去フィルターから

実際に異常プリオンが除去できるか検討をした。



さらに輸血による副作用について保存前白血球

除去の効果を解析した。併せて、初流血除去の効

果も情報を集め解析した。 

 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

出できるのか検討した。また、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ること

によってウイルスも異常プリオンと同様に濃縮

できるか検討した。予想通り濃縮できたのでさら

に 10mL という大容量からウイルスの検出が困難

な血清やヒト血漿からもウイルスを濃縮できる

か検討した。さらに血清や血漿に極微量なウイル

スが混入した場合においてもウイルスを効率良

く濃縮できる稼働か検討した。 

Ｂ.研究方法と結果 

（１）白血球除去フィルターによる異常プリオ

ンの除去 

 ウシ海綿状脳症を発症したウシの脳乳剤を用

いて異常プリオンを感染させたヒトglioma細胞

株の培養上清にキレート剤を添加後、0.5mL を

5％アルブミン 200mL に加えた。これを白血球除

去フィルターのバッグに注入しよく混合した。1

部を除去前の検体として採取した。仕様書に従

って白血球除去フィルターで濾過した。フィル

ターを通した溶液は処理後の検体として採取し

た。フィルターによる除去前後の検体は、それ

ぞれ 10 倍ずつの段階希釈を行い、1X105/ well

に撒いた異常プリオン非感染ヒトglioma細胞株

に感染させた。感染させた細胞は、2 回/週の頻

度で継代し、サンプリングし、異常プリオンの

感染の有無は感染30日後ウエスタンブロット法

で解析した。異常プリオンを 5％アルブミンに添

加し、白血球除去フィルターを通した検体から

は、10-3に希釈して感染させた細胞からも異常プ

リオンは検出されなかった。一方、濾過前の検

体からは 10-4 倍希釈した検体まで異常プリオン

が検出でき 2Log 以上除去できたと考えられた。 

（2） エキソソームの精製法と異常プリオンの

検出 

 マウス白血病ウイルスと異常プリオンが重感

染したヒト腎癌細胞株の培養液を 10mL 取り、

3000g で 15 分遠心し、上清に ExoQuick-TC 

(System Biosciences 社)2mL を添加した。混合

し 4℃にて 14 時間以上静置後、1500g で 30 分遠

心し 沈殿を得た。この沈殿 ProteinaseＫ処理し、

異常プリオンを抽出したところ培養上清から異

常プリオンを検出することができた。 

 

（３） 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。濃縮前

後の総ウイルス量を比較すると効率良く濃縮さ

れていた。また、ウイルスの濃縮できる至適条

件を解析するために添加するエキソソーム精製

試薬の量を 0〜２mL に変化させ、それぞれから

得られた沈殿に含まれるウイルス量を測定した

ところ 2mL よりも少量で充分ウイルスは濃縮す

ることが可能であった。 

 一方、牛胎児血清とヒト血漿では、2mL の精製

試薬を添加したところ溶解不可能な程の沈殿が

生じたが、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 に変化させ、それぞ

れから得られた沈殿に含まれるウイルス量を測

定したところ 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

くなる（溶解可能）ことが明らかになった。 

 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

0.3mL エキソソーム精製試薬を添加し、同様の処

理を行い、回収効率を検討した。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。 

（４）保存前白血球除去の効果の解析 

日本赤十字社に報告されている輸血による副作

用の種類とそれぞれの件数を導入前後で調べた。

また、海外の文献等から情報を集めた。 

2007 年から赤血球製剤の貯留前白血球除去が導

入された。各副作用の報告件数をみると最も変

化が認められたのは、アナフィラキシー（アナ

フィラキシー反応とアナフィラキシーショック

を併せて集計）の発生件数が半減したことであ

る。また、発熱の報告件数も減少傾向が認めら

れた。海外からの報告では、これまでに幾つか

のランダマイズされた治験が実施されているが、

貯留前白血球除去が有効か、無効かの一致した

結論は得られていない。 

（5）初流血除去の効果の解析 

 2001 年に Bruneau らは、採血した最初の血液

15mL とその次の 15mL をそれぞれ細菌培養し、最

初の血液からの方が細菌培養が陽性になる率が

高い事を報告した。日本においても名雲らが、

初流血除去しない群 2967 検体と除去した群

2890 検体の細菌培養を行ない、除去なし群では

0.24％が陽性になったのに対し除去群では

0.07％だったことを報告した。同様に、Satake

らは血小板採血時に初流血除去を行なったとこ

ろ実施前の陽性率0.17％が実施後0.05％になっ

たことを報告した。 

D．考察 

 白血球除去フィルターによって 5％アルブミ

ンに添加した異常プリオンを 2Log 以上除去で

きることを実験的に示すことができた。輸血後

にvCJDを発症した供血者とその血液の受血者に

おける vCJD 感染症例の解析から、血液製剤中に

存在する異常プリオンの量は極めて少ないこと

が統計学的に示されているため、白血球除去フ

ィルターは完全とは言えないまでも感染予防に

効果を発揮していると考えられる。2011 年に 

McCutcheonらによってPLoS ONEに発表されたヒ

ツジの輸血を介したプリオン感染モデルでは、

無処理の赤血球製剤におけるプリオン感染率



18.9％が白血球除去フィルター処理によって

6.9％、血小板が 24.3％から 3.4％、血漿が

13.2％から 3.4 にそれぞれ 1/3〜1/4 に減少し

ていた。効果的なスクリーニング法がない現状

では、白血球を除去することによって輸血の副

作用の発生も抑制する事が期待できることから、

白血球除去フィルターの導入は適切な判断だと

言える。 

 また、初流血除去の効果では、多くの報告が細

菌感染の率が減少しているとその効果を認めて

いる。無症候性の菌血症には無効であるが、穿

刺部からの細菌の混入防止には効果的だと考え

られた。 

また、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は、PMCA 法と組み合わせ

ることによって検出感度が大幅に向上する可能

性がある。 

 その一方でエキソソーム精製試薬によってウ

イルスが濃縮することを発見した。当初は、5％

アルブミン製剤や細胞培養上清に添加したウイ

ルスを濃縮できる程度であり、血清や血漿の濃

縮は不可能であった。しかし、添加する試薬の

量を適正化することによって血清や血漿などタ

ンパク質濃度の高い溶液でも濃縮可能になった。

しかも検討した３つのウイルスは何れも感染性

を保持した状態で濃縮できることが明らかにな

った。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 

 白血球除去フィルターは輸血のアレルギー反

応に関する副作用を減少させた。また、実験的

には異常プリオンをある程度除去できることが

示された。 

 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 

 

G.研究発表 

1.論文発表 

 1) Krayukhina E,Uchiyama S,Nojima K,Okada 

Y,Hamaguchi I, and Fukui K.: Aggregation 
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size-exclusion chromatography and analytical 

ultracentrifugation  

sedimentation velocity.  

J.Biosci Bioeng.2013.115(19: 104-10. 

２)Baylis SA,Blumel J,Mizusawa S,Matsubaya
shi K,Sakata H,Okada Y,Nubling CM,  Hansch
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3)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巻、４〜７ページ、２０１４年。 

 

2.学会発表 

1）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 6１回

日本輸血•細胞治療学会、横浜、201３年 

2）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 6１回日本

ウイルス学会、神戸、201３年 

 

H.知的財産権の出願・登録状況 

 なし 
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分担研究報告書 

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 

（慢性期シャーガス病の調査研究） 

 

研究代表者：倉根一郎（国立感染症研究所 副所長） 

研究協力者：日本赤十字社中央血液研究所感染症解析部・三浦左千夫 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

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及び治療指

針を策定する。 

 

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、NGO,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 

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

法で調べる。 

３）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

いても検討した。 

以上の疫学調査検診による血清検査診断は、

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。また、抗体陽性者の健康
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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－Ｄｅｔｅ

ｃｔ（Ｉｎ－Ｂｉｏｓ）キット)を用いて検

討した。 

２５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の出身であ

った。また在日歴は１６～２０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めなかった。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 33/272 名

（12.13%）名が日本での献血を経験していた。 

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。

 

２５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。日系ボリビア人家族では母子感

染も判明している。 

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、ボリビア日系先天性感

染児もすでに初回検査時には１２歳であっ

た。然し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。ちなみに現在

まで医療機関を通じての検査依頼は１９９

０年以降４５件中１９名が抗体陽性

（10/19=52.6%）は PCR で抗原 T.cruzi-DNA

を検出）慢性キャリアーと確認した。特に

2011～13 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 11/522(2.1%)と前回調査研究期間を上

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）では現在

CHAGAS-STAT-PACK （ CHEMBIO ）、

Detect-Trypanosoma cruzi(In-Bios)の特異性

が高く中南米の流行地でスクリーニングに

採用をされている。 

しかし、我が国の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として常備出来ない。

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及びＣｈ

ａｇａｓ病に対する特異的治療を行った者

に対しての予後観察に関しては、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３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Ｔ．ｃruzi 抗体検

査、健康相談にてＣｈａｇａｓ病末期合併

症の診断のもと、Ｃｈａｇａｓ病慢性期に

対する Benznidazole 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・（

 

この例は我が国で今後最も多く経験する症

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Ｔ．ｃｒｕｚ

ｉ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

みられない。 

 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

は日赤より基幹病院を紹介、紹介先病院か

らの依頼に基付き、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、2011 年度の震災以来定住者の動向が

安定せず懸念されたが 2012、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Ｃｈ

ａｇａｓ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５２２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。国内で感染慢性期を示すケー

スは１９名におよび、そのうち１０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てい

る。 

同時に今後Ｂｒａｚｉｌ．Ｂｏｌｉｖｉ

ａ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、１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、他の１名に関しては日赤を通じての医

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

後 NPO-日本ビリビア中央協会の協力でＢo

ｌｉｖａｉ日系家族に対する T.cruzi 抗体ス

クリーニングおよび、検査啓発を行い今後

の国内での健康相談、抗体検査の呼びかけ

を行うことが可能と期待する。 

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、患者医療情報をブラジル連邦共和

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（ＬＡＦ

EPE-Ｂｅｎｚｎｉｄａｚｏｌｅ）の提供を

各治療担当医療機関に行った。南米、中南

米ではＣｈａｇａｓ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．ｃｒｕｚｉ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Ｃｈａgas 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Ｃ

ｈａｇａｓ病児が更に見出されることは今

後に予想され、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

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

業献血で有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

は対象として用いた 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て開

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Ｃｈａｇ

ａ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。今回治療を行った例

に関わった医療従事者７名に関しては幸い

にも二次感染は否定された。しかしこのよ

うな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。本研究期間中ラテンアメリカ人

を対象にした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。東海４県の以

外に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』朱戸アオ著；講談社のダ

イジェスト版をポルトガル語に翻訳して、

掲示、検査の呼びかけを行っている。 

 

 

Ｃｈａｇａｓ病について 

 
 

感染から慢性期合併症とは？ 

 
献血輸血臓器移植による二次感染の危険性

を提示、検査を受けましょう！！ 



 
すでに南米長期滞在者（日本人）から抗

体陽性者が検出されたことなどから、献血

現場では日本人に対しても中南米４週間以

上の滞在経験者には経過時間の長短に関係

なく T.cruzi 抗体スクリーニングを行うよう

に献血リーフレットで呼びかけている。ま

た在日ラテンアメリカ人妊婦の抗体陽性者

については本疾患の慢性感染からの先天性

感染児出産を想定すべきであることを産科、

小児科領域へ注意喚起を更に強化する必要

がある。既に日本で出産経験をしたラテン

アメリカ人家族に関しての抗体検査の呼び

かけにより、潜在的先天性感染者に関して

も今後の献血輸血の禁止など健康管理面で

の注意を促す事が必要。早期診断、治療に

よりＣｈａｇａｓ病慢性期合併症予防にも

繋がる。更に在日定住者ラテンアメリカ人

の多くにシャーガス病に関する啓蒙口演な

ど情報の発信が不可欠。ラテンアメリカ人

集住地域での献血血に関しては抗体スクリ

ーニング検査を全例行う事が望ましい。同

時に地域の医療機関従事者への呼びかけも

重要である。 

T.cruzi 抗体陽性者に対する対応について。 

献血者及びラテンアメリカ人コミュニテ

イーで検出された T.cruzi 抗体陽性者に対す

る医療機関としての対応は以下の通りであ

る。 

１）居住地域基幹病院への受診紹介。 

２）紹介先医療機関からの精査依頼： 

抗体検査及び抗原検出について日赤中央血

液研究所感染症解析部で行う。治療後の予

後診断についても同様に行う。 

既にChagas病慢性期合併症患者などを診た

経験ある医療機関 

滋賀県守山成人病センター、滋賀医大付属

病院、滋賀県甲賀市公立甲賀病院、三重県

医大付属病院、菰野厚生病院、四日市市立

病院、愛知県増子記念病院、豊田厚生病院、

岡崎市民病院、名古屋記念病院、豊田ハ‐

トセンター、静岡県： 

聖隷三方原病院、ＪＡ厚生連遠州病院、 

浜松医大付属病院、神奈川県：東海大学大

磯病院、鳥越クリニック、横浜市民総合医

療センター、埼玉県：防衛医科大学病院、

群馬県：太田総合病院、栃木県：那須日赤

病院、赤字表記はＣｈａｇａｓ病特異的治

療薬（国内未承認薬）Benznidazole の使用経

験あり。 

地方に散在するラテンアメリカ人コミュニ

テイーでの健康相談会が潜在感染者を検出

するためには有効である。 

ラテンアメリカ人コミュニテイーでの健康

相談風景を示す。 静岡県浜松市にて、日

系ブラジルＮＧＯ－Ｄｉsque-saude との協

力によるブラジル人医師も含めての健康相

談会風景： 

 



群馬県邑楽町大泉にて日本ボリビア協会・

ＮＰＯ－ＭＡＩＫＥＮ，ＮＧＯ－Ｄ．Ｓａ

ｕｄｅの共同作業、ＪＩＣＡ中南米シャー

ガスプロジェクト参加ＯＧなど、民間の多

くの方々の支援を得てラテンアメリカ人コ

ミュニテイーでＴ．ｃｒｕｚｉ キャリア

ーの検査・健康相談活動を行っている。こ

うした活動が潜在キャリアーを検出するた

めには必要不可欠であり、彼らの健康管理

にも貢献する。 

 

こうしたコミュニテイーで判明した抗体陽

性＋有症者に対してはブラジル人医師も含

めて健康相談を行い、精査治療可能な感染

症科を有する医療機関を紹介した 

紹介医療機関 

防衛医科大学付属病院感染症科 

独協医科大学付属越谷病院感染症科 

国立医療センター感染症科 

那須日赤病院 

三重医科大学病院 

滋賀県成人病センター 

三重県厚生菰野病院 

等が協力を申し出ている。２５年度は防衛

医科大病院・那須日赤病院に於いてシャー

ガス病の患者について予後経過観察を行っ

ている。献血者からの感染者及び医療機関

からの依頼検査に限り日赤感染症解析部で

研究的予後観察調査は継続する。 

治療：Chagas 病の治療に関しては我が国で

は熱帯病治療薬研究班に Lampit(Nifrutimox)

を保有しているはずであるが、日本では先

天性感染新生児（急性期）、輸血・臓器移植

などによる二次感染急性期にのみ対応可能

であるが、現在我が国では在日ラテンアメ

リカ人の慢性感染者を対象にする治療薬と

しては慢性期にも一定の効果を期待できる

LAFEPE-Benznidazole をブラジル連邦共和

国・保健省・地域保健局 Chagas 病対策委員

会より提供を受ける以外に方策が無い。今

後、熱帯医学治療薬研究班の協力を得て国

レベルでの提供ルートを確保するべきであ

る。先に示す通り治療を受けた３名の患者

は血液中の T.cruzi は消滅したが、抗体価の

推移については経過観察を防衛医科大学病

院及び日赤中央血液研究所にて継続する。

３例目の日系ブラジル人慢性感染シャーガ

ス病患者についても治療中であり、特筆す

べく副作用もなく経過良好である。今後の

問題は母国への帰国を望む場合は以下の機

関が協力可能である。１～３はブラジル国

内、４～５はボリビア国内である。 

海外での協力機関
1)Ambulatorio Chagas/ICC：PROCAPE-UPE

Hospital-Oswald Cruz-Pernambuco-Brazil
2)USP-Faculdade de Medicina Dept-Infect

Sao Paulo-Brazil
3)Serviço Publico Federal Conselh Regional 

de Medicina do Sao Paulo-Brazil

4)CENETROP/Banco National de Sangre/
SC-Bolivia

5)Programa Nacional de Chagas/SC.Bolivia

 

更にサンパウロ州全地域に支部を持つＡＰ

Ｍ （ Associacao Paulista de Medicina ）



Av.Brigadeiro Luis Antonio 278 
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が在日日系人のＣｈａｇａｓ病治療に協力

が可能である。 
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研究要旨： 

1. ウエストナイル熱等の新興感染症発生時の献血対応 
 ウエストナイルウイルス（以下、WNV という）の国内感染が認められた場合の献血者への対

応については、感染媒体ごとに献血制限範囲や WNV-NAT の実施有無などが示されている（平

成 17 年度第 1 回血液事業部会安全技術調査会）（表１）。日本赤十字社では、都道府県単位で 1
ヵ月間 WNV-NAT が実施できるようTMA 法のWNV-NAT 試薬（Procleix® WNV Assay）を

備蓄している。この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、特異性の比較検討を行った。TMA 法の試薬の方

が、TaqMan PCR 法の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。同じフラビウイルス属の日本脳炎ウイルス

との交差反応性は両試薬で認められたが、WNV 国内発生時において、このことは大きな問題と

はならないと考えられる。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。 

 
2. 国内献血におけるシャーガス病の感染リスクの把握 
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、献血血液の重要な安全対策上

の課題である。シャーガス病の感染リスクのある中南米諸国の居住歴を有する献血者数を、血液

事業統一コンピュータシステムから平成 22 年度データを抽出し集計したところ、10,190 人であ

り、日本人は 8,490 人（83.3%）、外国人 1,700 人（16.7%）と推計された。外国人の国別内訳

では、ブラジルが 1,299 人と最も多く全体の 76.4%を占め、以下、ペルー211 人（12.4%）、ア

ルゼンチン 64 人（3.8%）などであった。 
平成 23 年 4 月の問診票の改訂に伴い、問診票の外国滞在歴に関する質問が、マラリアの感染

リスクを想定した滞在期間を限定した質問に変更されたことから、中南米からの定住者の中南米

居住歴を十分に拾えなくなった可能性が考えられた。 
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）の献血申込（受

付）者のうち同意を得た者に対し、Trypanosoma cruzi 抗体検査を実施した。（東海 4 県パイロ

ットスタディⅠ期）平成 23 年 2 月～平成 24 年 9 月で、対象者 120 人（男性 81 人、女性 39 人）

全てT. cruzi 抗体検査陰性であった。国籍別では、ブラジルが 97 人と最も多く、ペルー8 人、メ

キシコ、コロンビア、パラグアイが各 1 人、日本 12 人であった。 
日本赤十字社では、薬事・食品衛生審議会血液事業部会安全技術調査会の審議を踏まえ、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。 
東海 4 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実施した。（東海 4 県パ

イロットスタディⅡ期）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 
１．WNV-NAT 
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。迅速かつ広域的

な対応を可能とするため、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。 

 

２．シャーガス病の感染リスク 

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。 
平成 23 年 4 月から外国居住歴・滞在歴の問診

票が図１のとおり変更となったことによる中南

米居住歴又は滞在歴を有する献血受付者、献血

者の推移を検討した。併せて中南米滞在歴を有

する献血者が、日本人渡航者か中南米出身者か

を推計した。 
さらにブラジル居住歴を有する献血受付者が

偏在している愛知県、静岡県、岐阜県、三重県

の東海 4 県において、中南米居住歴を有する献

血申込者（日本人の長期滞在歴を有する者を含

む）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実施し、抗体陽性

者に対しては、その後の健康管理に繋げていく

こととした。（パイロットスタディⅠ期） 
日本赤十字社では、薬事・食品衛生審議会血

液事業部会安全技術調査会の審議を踏まえ、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 2）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。 
安全対策実施以降、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、

Ⅰ期と同様に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

ディを実施した。（パイロットスタディⅡ期） 

 

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 

①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 試薬及びProcleix® WNV Assay 試薬を

用いて NAT を 3 回実施した（平成 24 年度）。

さらに、TaqScreen®WNV assay 試薬について

は、MPX 検査陰性の 80 検体でWNV-NAT を 2
回実施した（平成 25 年度）。 
②WNV-RNA 及び日本脳炎ウイルスRNA を用

いた特異性・交差反応性試験 
国立感染症研究所から WNV (NY99

株)3.33+E7 cps/mLの50μLから抽出し凍結乾

燥した RNA と、日本脳炎ウイルス (Beijing-1
株) 1.0E+08 PFU/ mL の 200 μL から抽出し

た RNA を 100μL の蒸留水で再浮遊し、その

50μL を凍結乾燥した RNA 検体の提供を受け

た。この凍結乾燥したRNA をWNV のRNA に

ついては 300、100、30、10、1、0.1cps/mL 濃

度に、日本脳炎ウイルスの RNA については

1000、500、100、50、10PFU/mL 濃度に注射

用水で希釈したものを各々3 本作製し、両

WNV-NAT試薬を用いてNATを2回測定した。

各々の濃度における 6 重測定の結果から試薬の

交差反応性を評価した。 

 
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 
平成 23 年 4 月から外国居住歴・滞在歴の問診

票が変更となったので、中南米諸国の居住歴（平

成 23 年 1～3 月）又は滞在歴（同年 4～12 月）

を有する献血申込（受付）者数及び献血者数を

血液事業統一コンピュータシステムより抽出し

集計・解析した。 
問診票変更前のデータとして、中南米諸国の

居住歴（平成 22 年 4 月～平成 23 年 3 月）を有

する献血者数を血液事業統一コンピュータシス

テムより抽出し、氏名表記を基に日本人（氏名

漢字表記）、外国人（ミドルネーム又はカタカ

ナ表記）に分類し集計した。 
＜東海 4 県パイロットスタディⅠ期＞ 
東海 4 県（愛知県、静岡県、岐阜県、三重県）

における献血申込（受付）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

る認知度等の質問票に回答いただいた。別に検

体を採血し、愛知県赤十字血液センター（平成

24 年 4 月以降は、東海北陸ブロック血液センタ

ー）にてイムノクロマト法（Chembio 社 
CHAGAS STAT-PAK®）迅速検査を実施した。

また、三浦班員の協力を得て、ELISA 法

（ORTHO® T. cruzi ELISA TEST System）及

びイムノクロマト法（InBios 社 Trypanosoma 
Detect®）迅速検査による T. cruzi 抗体検査を

実施した。 

 
平成 24 年 10 月 15 日からのシャーガス病の

安全対策実施以降、献血受付時に、図 2 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。 
＜東海 4 県パイロットスタディⅡ期＞ 



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） 

中南米居住歴を有する者のシャーガス病の感

染リスク調査（Ⅰ期）については、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満

20 歳以上の者を対象とした。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（Ⅱ期）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 2） 

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 3） 
②TMA 法（表 3） 
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 4） 
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 4） 
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 

①実検体による試験 

20 本プールした献血者検体 80 検体を用い、

TMA 法及び TaqMan PCR 法について、

WNV-NAT を 3 回実施したが、両法共に全て陰

性で、陽性又は偽陽性は検出されなかった（平

成 24 年度）。 

同様に、20 本プールした献血者検体 80 検体

を用いTaqMan PCR法で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（平

成 25 年度）。 
②WNV-RNA 及び日本脳炎ウイルスRNA を用

いた特異性・交差反応性試験（表 5） 
TaqMan PCR 法試薬では、WNV NY99 株は

100cps/mL までが陽性率 100%で、30cps/mL
で陽性率が 83.3%、10cps/mL で 33.3%であっ



た。日本脳炎ウイルスは 10 PFU /mL まで全て

陽性となり、交差反応性が認められた。 
TMA 法試薬WNV NY99 株は 1cps/mL までが

陽性率 100%で、0.1cps/mL で陽性率が 16.7%
となった。日本脳炎ウイルスでは 50 PFU /mL
までが陽性となり、交差反応性が認められた。 
 
３）実検体を用いた検査シミュレーション 

（図 5） 
 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）中南米居住歴又は滞在歴を有する献血申込

（受付）者数及び献血者数（平成 23 年 1 月～平

成 23 年 12 月） 
シャーガス病の感染リスクのある中南米諸国

の居住歴又は滞在歴を有する、平成 23 年（2011

年:速報値）の献血申込（受付）者数及び献血者

数を集計・解析した。平成 23 年 1～3 月の中南

米居住歴のある献血申込（受付）者数 3,184 人

（月平均 1,061 人）、献血者数 2,683 人（同 894
人）に対し、同年 4 月の問診票改訂以降の 4～
12 月（9 ヵ月間）では、過去 1 年以内の中南米

滞在歴のある献血申込（受付）者数 4,020 人、

献血者数 3,244 人、過去 4 年以内に 1 年以上の

中南米滞在歴のある献血申込（受付）者数 451
人、献血者数 337 人であり、その合計（重複あ

り）は、献血申込（受付）者数 4,471 人（月平

均 497 人）、献血者数 3,581 人（同 398 人）で

あった。国別で分類してみると、従来最も多か

ったブラジルは、1～3 月の献血申込（受付）者

数 1,344 人（月平均 448 人）、献血者数 1,127
人（月平均 376 人）から 4～12 月の献血申込（受

付）者数 1,040 人（月平均 116 人）、献血者数

835 人（月平均 93 人）と約 1/4 に減少していた。

一方、メキシコは、1～3 月の献血申込（受付）

者数 701 人（月平均 234 人）、献血者数 607 人

（月平均 202 人）から 4～12 月の献血申込（受

付）者数 1,525 人（月平均 169 人）、献血者数

1,240 人（月平均 138 人）となり、国別では最

も多くなった。（表 6）。 
 
２）中南米諸国の居住歴を有する献血者数（平

成 22 年 4 月～平成 23 年 3 月） 
平成 22 年度の献血者 10,190 人を、日本人と

外国人に分類したところ、日本人は 8,490 人

（83.3%）、外国人 1,700 人（16.7%）であり、

外国人の国別内訳では、ブラジルが 1,299 人と

最も多く全体の 76.4%を占め、以下、ペルー211
人（12.4%）、アルゼンチン 64 人（3.8%）と続

いた。（表 7、表 8、図 6） 

 
３）東海 4 県パイロットスタディⅠ期 
平成 23 年 2 月～平成 24 年 9 月で、東海 4 県

における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 120 人（男性 81 人、女性 39 人）は全て

T. cruzi 抗体検査陰性であった。年齢別では、20
代 36 人、30 代 46 人、40 代 31 人、50 代 6 人、



60 代 1 人であった。国籍別では、ブラジルが

97 人と最も多く、ペルー8 人、メキシコ、コロ

ンビア、パラグアイが各 1 人、日本 12 人であり、

中南米国籍を有する者は 108 人（男性 74 人，

女性 34 人）、年齢別では、20 代 33 人、30 代

43 人、40 代 27 人、50 代 5 人で、年齢の中央

値は 32.5 歳（20～57 歳）であった。彼らの日

本滞在期間は平均 10.7 年（2 ヵ月～28 年）であ

った。（図 7）  
シャーガス病に関するアンケート調査は、家の

構造に対する回答は様々であったが、サシガメ

の生息が類推されるような回答はなかった。サ

シガメやシャーガス病の認知度は、日本人を除

いた中南米国籍者では各々70%、79%であった。

また、サシガメに刺された者はいなかった。過

去に T. cruzi 抗体検査を行っていた者は 18 名

であり、全員ブラジル人で陰性であった。また、

家族にシャーガス病の者がいたのは 2 名（祖母、

親）だけであり、いずれもブラジル人であった。

シャーガス病の症状である心疾患や消化器疾患

を指摘された者はいなかった。（図 8） 

 

４）中南米滞在歴等を有する受付者数及び献血

者数（図 9） 

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。 
 
５）東海 4 県パイロットスタディⅡ期 
平成 25 年 1 月 8 日から（平成 26 年 1 月 31

日まで）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。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。

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。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 10・図 11）  
シャーガス病に関する 7 項目のアンケート調

査については、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。（図

12） 

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 

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。同じフラビウイルス属の日本脳炎ウ

イルスとの交差反応性は両試薬で認められた

が、このことは大きな問題とはならないと考

えられる。 
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 

シャーガス病の非流行地域の日本では、中南

米からの定住者や中南米に長期滞在歴のある日

本人の感染リスクを考慮する必要がある。献血

時の問診上の取り扱いは、「シャーガス病の既

往歴のある者から採血しないこと」としている

が、感染者自身も無症候期には自覚していない

ことから、実際にはシャーガス病の既往歴を申

告する者はいないと考えられる。現状において

は、日本語を十分に理解していない外国人は献

血に協力することが困難であること、中南米の

一部地域はマラリア流行地と重なることなどか

ら一定のバリアになっていると考えられる。 
しかし、平成 23 年 4 月以降の中南米滞在歴

のある献血者数の減少は、東日本大震災の影響

により中南米出身定住者の減少も考えられる

が、問診票の外国滞在歴に関する質問が、マラ

リアの感染リスクを想定した、滞在期間を限定

した質問になっていることから、中南米出身定

住者の中には問診項目に該当せず中南米滞在歴

を拾えなくなったと考えられる。 
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Ⅱ期のアンケ

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として、平

成 24 年 10 月 15 日から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ない製

造制限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 
研究分担者 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。本研究は３年間にわたり、簡易・迅速遺伝子診断法として最近注目を浴びて
いる LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification)法および簡易・迅速血清診断法である
イムノクロマト法（ICT）の開発について、実験モデルの系を用いて検討を行った。その結果、
設計した LAMP プライマーは、B. microti ribosomal DNA 遺伝子を特異的に増幅し、既存の PCR
法よりも高い検出感度を示した。また、マウスを用いた感染実験では、赤血球寄生率が低い感
染初期及び慢性期においても、LAMP 法により感染の検出が可能であった。一方、大腸菌により
発現させた組換え BMN1-17 蛋白質を用いた ICT は, B. microtiに対する高い特異性を示した。 
ハムスターを用いた感染実験では、赤血球寄生率が検出されるほぼ同時期に ICT により抗体の
検出が可能であった。また、神戸の人感染血液を用いた LAMP 法および ICT においても、標的
遺伝子の増幅並びに抗体検出が可能であった。以上の結果を基盤にして今後、国内ばかりでな
く海外の流行地で得られた人の試料を用いてこれらの遺伝子および血清診断法の実用性を検
討する必要がある。 
 
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の開発を目的と
した。主として実験動物モデル系を用いて、
簡易・迅速遺伝子診断法として最近開発され
LAMP (Loop-Mediated Isothermal Ampli- 
fication)法および簡易・迅速血清診断法で
あるイムノクロマト法（ICT）について、実

験モデルの系を用いて検討を行った。また、
日本で最初に認められ、B. microti感染者の
試料を用いて、人患者への有用性について検
討した。 
 
B. 研究方法 
 
（１）LAMP の開発 
 B. microti 18s ribosomal DNA（rDNA）の
遺伝子情報を基に、LAMP用のプラーマー４種
類（FIP、BIP、F3、及びB3）を設計し、遺伝
子増幅の条件検討を行った。また、 B. 
microti 、 Anaplasma, Ehrlichia 、 及 び
Plasmodium falciparumのDNAサンプルを用
いて、LAMPの特異性ならびに感度についても
検討を行った。 
 
（２）実験感染マウスを用いた LAMP の評価 
 B. microtiをマウスに感染させ、経時的に
血液を採取し、Real-time LAMP を標的遺伝子
の定量解析を行った。ヒトバベシア患者の血
液を用いて、マウスモデル系と同様に
Real-time LAMP を行い、標的遺伝子の増幅を
検討した。 
 



（３）ICT の開発 
 B. microtiに特異的なBMN1-17の組換え蛋
白質を大腸菌に発現させ、SDS-PAGEおよびで
ウエスタンブロットを行い、組換え蛋白質の
分子量と抗原性について検討を行った。次に
異なる蛋白質濃度（10〜1,000 mg/ml）およ
びpH（5.0〜7.0）の条件検討を行い、rBMN1-17
抗原と金コロイド（50nm）への最適な標識条
件の検討を行った。次に、得られた金コロイ
ド標識rBMN1-1７蛋白質をサンプルパットに、
rBMN1-1７蛋白質と抗ウサギBMN1-1７蛋白質
IgGをニトロセルロース膜へジェット塗布し
ICTストリップを作製した。更に、ハムスタ
ーの陽性、陰性コントロール、アナプラズマ
やエールリキアの感染血清を用いて得られ
たICTストリップの特異性について検討を行
った。 
  
（４）実験感染ハムスターを用いた ICT の評
価 
 ハムスターを用いて B. microti 感染実験
を行い、継時的に血液試料を採取した。血液
塗沫標本のギムザ染色による赤血球寄生率
の算定、IFAT、rBMN1-17 を用いた ELISA 及び
ICT の検出感度を比較した。また、ヒトバベ
シア患者の血液を用いて、rBMN1-1７蛋白質
を用いたICTにより患者血清の抗体検出につ
いて検討した。 
 
（５）ヒト血液試料 
 神戸医療大学薬学部より日本で最初の人
バベシア患者、献血者、その他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採血
さている。 
 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。 
 
（倫理面への配慮） 

マウスを用いた実験は、帯広畜産大学実
験動物委員会の承認を得て実施した。また、 
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）LAMP 法の特異性と感度の検討 
 B. microti の 18s rDNA 遺伝子の塩基配列

に基づいて設計した４種類のプライマー用
いて、63 度で 90 分の反応条件で LAMP 法を
実施したところ、スメア状の陽性増幅が認め
られた。また、増幅産物を制限酵素で切断し
その配列を決定した結果、目的とする 18s 
rDNA 遺伝子が正確に増幅されていることが
確認された。さらに、マダニに媒介される可
能性が考えられる Anaplasma, Ehrlichia や
形態的にバベシアに類似性が認められる P. 
falciparumの DNAサンプルを用いて LAMP法
の特異性を検討した。その結果、B. microti
にのみ増幅が認められ、特異性が高いことが
示された。 
 精製 DNA サンプルを用いて LAMP 法と PCR
法の検出感度を比較したところ、LAMP の方が
約 100 倍の高い感度を示した。次に熱処理に
よる DNA 抽出物を用いて検討した結果、同様
に LAMP 法は PCR に比べて約 100 倍高い感度
を示した。 
 
（２）実験感染マウスの試料を用いた
real-time LAMP 法の評価 
 最初に、real-time LAMP による標的遺伝子
の定量化について検討したところ、検出時間
と標的遺伝子のコピー数をプロットした結
果、直線上の検量線が得られた。次に B. 
microti 感染マウスでは、血液塗沫による原
虫の検出は実験感染 6 日目で 1％未満だった
が、real-time LAMP 法による定量検出では３
日目あるいは４日目から血中に含まれる微
量の標的遺伝子を検出できることが示され
た。また、血液塗沫で検出できなくなった２
８日以降も real-time LAMP 法により感染の
検出が可能であった。 
 
（３）Babesia microti BMN1-17 組換え蛋白
質を用いた ICT）ストリップの作製 
 B. microtiBMN1-17 抗原を ST 融合蛋白質
として大腸菌に発現させた。この蛋白質は可
溶性で、SDS-PAGE により、約 75kDa の GST
融合蛋白質として認められ、GST を除いた分
子量は約 50kDa と推定された。また、
rBMN1-17 蛋白質を用いてウエスタンブロッ
トを行ったところ、約 50kDa に主要バンド
が確認され、GST 蛋白質にはバンドが認めら
れなかった。 
 次に、組換え抗原を用いて金コロイド標識
の条件について検討した結果、組換え
BMN1-17 蛋白質の濃度が 200mg/ml、pH 5.0
で金コロイド標識が最良であった。得られた



金コロイド標識 rBMN1-1７蛋白質、BMN1-1７
蛋白質と抗ウサギ BMN1-1７蛋白質 IgG を用
いて、ICT ストリップを作製し、特異性につ
いて検討を行った。その結果、ハムスターの
陽性血清、陰性血清、アナプラズマやエール
リキアの感染血清を用いて検討を行ったが、
陽性コントロールにのみバンドが確認され、
他のサンプルでは陽性ラインは認められな
かった。 
 
（４）実験感染ハムスターの試料を用いた
ICT の評価 
 ハムスターに B. microtiを感染実験させ、
継時的に血液を採取して、血液塗沫標本のギ
ムザ染色による赤血球寄生率の測定、IFAT、
rBMN1-17を用いたELISA及びICTの抗体検出
感度を比較した。赤血球寄生率は、実験感染
後５日目に 1％を越えて急激に増加し、約２
週間後にピークを迎えた後、８週後に１％以
下に減少した。ELISA では、５日目から抗体
が検出され始め、１週間ほどで急激に上昇し
てその後高い値を維持した。一方、ICTとIFAT
では７日後から検出され始め、その後抗体が
継続的に検出された。 
 
（５）ヒト検体を用いた診断法の検討 
 マウスおよびハムスターで高い特異性と
感度が認められた、LAMP と ICT について、日
本で初めて認められた人バベシア患者、献血
者の検体を用いてその有用性について検討
した。LAMP では、バベシア患者と感染源と考
えられる献血者の DNA から、標的遺伝子の増
幅が認められた。また、ICT でも、患者血清
および感染源とされる献血者血清で陽性バ
ンドが認められた。 
 さらに、111 例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。しかし、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 
 また、ICT の人血清の有用性について検討
するため、アメリカのエール大学より６０例
の人患者の血清の提供を受けた。今後、これ
らの血清を用いて ICT の人への応用の可能
性について検討する予定である。 
 
D. 考察 

 本研究では、輸血による感染が懸念される
人バベシア症に対する迅速で正確な血清及
び遺伝子診断法の開発を目的とした。迅速で
PCR よりも簡便な遺伝子増幅法である LAMP
法は、約６０度の等温で短時間（１時間以内）
に標的遺伝子を増幅することが可能である。
また、特別の機器を必要とせず増幅の結果を
目視で判定することも可能である。また、４
種類のプライマーを使用するため、特異性も
高いとされている。これらの特徴は、多数の
検体を短時間で検定する必要のある輸血の
安全性を評価する方法として非常に適して
いると考えられる。 
 本研究では、輸血用血液の B. microti 感
染の有無を評価する遺伝子診断法として
LAMP 法の開発を試みた。B. microti の 18s 
rDNA 遺伝子配列に基づいて設計した４種類
のプライマーを用いたLAMP法は、B. microti
の遺伝子のみを増幅し、ダニによって媒介さ
れる Anaplasma, Ehrlichia、形態や臨床症
状が類似しているマラリア原虫の遺伝子を
増幅せず、高い特異性を有することが明らか
にされた。また、制限酵素によって切断され
る遺伝子配列を挿入することにより、増幅遺
伝子の塩基配列の確認も可能であった。更に、
この LAMP 法は、遺伝子診断法として最も広
く普及しているPCR法と比較して約100倍高
い感度を有していることが明らかになった。
また、熱処理した血液上清を用いても遺伝子
増幅が認められ、DNA 抽出の簡易化も可能で
あった。B. microti 感染マウスを用いた実
験では、赤血球感染率が 1.0％未満の感染初
期や原虫がほとんど血液中に認められない
慢性期においても、B. microti の 18s rDNA
遺伝子の増幅が認められた。 
 ICT は、ニトロセルロースなどの毛細管現
象を利用した免疫学的測定法の１つである。
微小金属粒子やラテックス粒子などを標識
体として用い、検出対象が存在すると、多孔
質体上に設けられた判定部位に標識体が捕
捉されることで判定部位が発色し、検出対象
の存在が確認できる。この方法は、血清試料
などを滴下するだけで操作が簡便であり、判
定時間も約１５分と短い。また判定は目視で
可能であり、コスト面からも利点がある。 
 本研究では、血液中のB. microti抗体の検
出をする迅速血清診断法としてICTの開発を
試みた。最初に、B. microtiの遺伝子を大腸
菌に組み込み、約50kDaの可溶性BMN1-17蛋白
質として発現させた。この組換え抗原を用い



て作製したICTストリップは、B. microtiの
ハムスター感染血清にだけ陽性バンド認め
られ、ダニに媒介されるアナプラズマやエー
ルリキアの感染血清ではバンドは認められ
ず、B. microtiに対する高い特異性が認めら
れた。また、ハムスター感染モデル実験では、
感染後５日に赤血球内にB. microtiに認めら
れ、ELISAによっても抗体が検出された。ICT
では、やや遅れてIFATと同様感染後７日後に
抗体が検出された。一般的にICTはELISAと同
程度の検出感度を有するとされている。しか
しながら、本研究ではICTによる抗体検出が
ELISAよりも若干遅れたことから、更にICTの
検出感度を上げる改善が必要である。 
 以上の実験動物モデルでの結果に基づき、
日本で初めて感染が確認され人試料を用い
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。 
 
E. 結論 
 

 本研究において、Babesia microti の 18s 
rDNA 遺伝子を標的とした LAMP 法および組換
え BMN1-17 蛋白質を用いたイムノクロマト
（ICT）法が確立された。LAMP 法は、PCR 法
より高い感度を示し、日本初の人患者の血液
から抽出したDNAサンプルからも標的遺伝子
の増幅が認められた。また、ICT によりハム
スター実験感染モデルにおいて、IFAT や 
ELISA とほぼ同様の感度が示された。更に、
B. microti 発症患者と血液ドーナーの血清
中からも抗体が認められた。LAMP 法と ICT
は国際的に応用できる可能性を有しており、
今後その実用化に向けて、多数の人血液試料
を用いて更に検討する必要がある。 
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献血制限に関わる昆虫学的研究：疾病媒介蚊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） 

 

献血制限に関わるヒトスジシマカとアカイエカの分散範囲を推定した．東京都内

の公園で 6 月から 11 月の期間にヒトスジシマカを採集し，実験室内における平均余

命を求めたところ，最も短かったのは 9 月の採集雌で 13.8 日，最も余命が長かった

のは，6 月の採集蚊で平均 40.8 日だった．林に生息するヒトスジシマカを対象とし

て行われたマーキング実験結果から，1 日当たり移動距離を推定しところ平均移動

距離は，10.1±10.6ｍ，最長移動距離は 44ｍであった．成虫に与えるダメージが小

さい個体識別マーキング法を考案し，石垣島の住宅街でヒトスジシマカを対象とし

てマーキング実験を実施した．個体識別マークを行って放逐した個体数は，232 個

体で，再捕獲されたのは 43 個体，再捕獲率は 0.21 であった．放逐された個体が再

捕獲された 48 例について，再捕獲するまでに要した日数を求めたところ，最長 8

日，最短 1 日で，平均は 2.5±1.7 日であった．再捕獲された 48 例のうち，放逐され

た場所とは異なる場所で再捕獲された例について個体別に 1 日当たりの平均移動距

離を求めたところ 35±22ｍで，観察された 1 日の最長移動距離は 92ｍであった．献

血制限に関わるヒトスジシマカの“最大”分散範囲を，野外調査により得られた成

虫の最長余命 40.8 日と 1 日当たり最大移動距離 92ｍの積によって，3,753.6ｍと推

定した． 

上野動物園で採集されたアカイエカの吸血蚊を用いて，吸血源動物の同定を行っ

た．131 個体のサンプルを分析し，DNA の塩基配列の類似性によって鳥類 17 種と

哺乳類 5 種が吸血源となっていると推定された．これらの吸血源動物の中で飼育場

所が特定できるものについて，飼育場所と吸血個体が採集された場所の距離を測定

して，吸血後のアカイエカの移動分散距離を求めた．新鮮な血液を持った個体の平

均移動分散距離は 30.6ｍおよび 66.7m で 40ｍ以内の個体が多かった．これに対して

完成卵を持った個体は 350ｍを移動しており，血液を消化中の個体は 10ｍから 350m

の範囲の様々な距離を移動していた．これらの結果から，アカイエカは吸血後数日

間に少なくとも 350m を移動すると結論した．過去の研究でアカイエカが吸血源動

物の探索のために動き回る範囲の推定値として得られた 1.2km と，本研究で得られ

た吸血後の移動距離を加算した 1.55km は，献血制限範囲に関するひとつの科学的

根拠を与えると思われる． 



 

A.研究目的 

 蚊によって媒介される病原体の流行を想

定し，感染の中心からどの程度の範囲を献

血制限範囲とするかを決定するために重要

な情報として，問題となる病原体の媒介者

である蚊が飛翔する範囲がある．本研究は

我国における重要な 2 種の疾病媒介蚊，ア

カイエカとヒトスジシマカを取り上げて，

成虫の移動分散範囲に関する基礎的な情報

を得ることを目的として実施された．  

ヒトスジシマカは，デング熱やチクング

ニヤ熱など熱帯・亜熱帯地方で大流行を繰

り返し，近年温帯地方でも流行が確認され

ている蚊媒介性疾患の重要な媒介蚊である．

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

媒介蚊の分散範囲の推定には，従来マーク

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． 

 本研究ではヒトスジシマカの個体識別マ

ーキング実験を行うとともに，野外で採集

された成虫の余命を実験室で調査した．こ

れらの実験によって得られた結果に基づき，

本種の分散範囲の推定を行った． 

アカイエカは特にウエストナイルウイル

スの潜在的な媒介蚊として医学的に重要な

種類である．本種の移動分散範囲は蛍光塗

料でマークした多数の個体を放逐すること

によって調べられており，少なくとも 1.2km

は移動することが明らかにされている．蚊

の飛翔範囲の推定はほとんどの場合，吸血

のために探索飛翔する個体を用いて行われ

ており，アカイエカに関する移動分散範囲

の推定も未吸血の成虫を使って行われてい

る．しかし，吸血に成功した個体はその後

の数日間に起こる卵巣の発育と産卵を無事

に経過するために好適な場所に移動する．

蚊媒介性病原体の感染拡大を考える場合，

感染者から吸血して病原体を取り込んだ蚊

がどの程度の範囲まで分散していくかとい

う空間的な広がりも重要である．したがっ

て，従来行われている吸血飛来個体の飛翔

範囲だけでなく，吸血に成功した個体の移

動分散に関する情報も加味して，防除対策

の実施範囲や献血制限範囲を決定するべき

である．本研究は吸血したアカイエカが，

その後どの程度の範囲まで移動するかを目

的として行った． 

B.研究方法 

 ヒトスジシマカの移動分散範囲の推定：

成虫の寿命と 1 日当たりの移動距離をマー

キング実験によって求め，その積によって

分散範囲の推定を行った． 

 吸血飛来成虫の平均余命：東京都立林試

の森公園で 6 月から 11 月の期間にヒトスジ

シマカの人囮採集を行った．採集されたヒ

トスジシマカの雌成虫を持ち帰り 26.5±

0.1°C, 相対湿度 58±0.9％，16 時間日長に



 

調節した飼育室で飼育し，すべての個体が

死亡するまで死亡日と死亡個体数を毎日記

録した．この調査結果に基づいて，野外捕

集蚊の実験室内における平均余命を求めた． 

マーキング実験による移動距離の測定：

ヒトスジシマカが 1 日の間に動き回る範囲

を知るために，1 個体ずつ異なるマークを

付けて放逐し，複数の採集場所で再捕獲を

継続して行って，個体ごとに動いた軌跡を

調べた．個別マークは，左右の翅それぞれ

に 3 か所，合計 6 ヶ所に，マジックペンで

印をつけて行った．2012 年 7 月 24 日から 8

月 2 日に感染研の構内とその周辺で合計

199 頭のヒトスジシマカを採集しマークし

て放逐したが，再捕獲された個体数がわず

かに 3 頭と少なく，分析できるデータが得

られなかった．そのため，同様の方法によ

って 1990 年に長崎市の市街地に隣接した

林内で実施した調査結果から，44 個体の再

捕獲データを取り出して分析を行った． 

 胸部への個体識別マーキング法の検討：

翅にマークを行うことによるダメージが大

きいと考え，ダメージが小さく抑えられる

方法として胸部背面にマークする方法を検

討した．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，この上にクロ

ロフォルムで軽く麻酔した蚊を乗せた．胸

部背面 5 ヶ所に塗料でマークを付けた．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． 

 野外における個体識別マーキング調査： 

2013 年 3 月 17 日から 3 月 27 日の期間，石

垣島の住宅街でマーキング実験を行った．

実験地として住宅や商店，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．

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

確認し，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． 

アカイエカの吸血個体の移動分散に関す

る研究：本研究では野外で既に吸血した個

体を採集し，その個体が保持していた動物

血液から DNA を抽出し，吸血源となった動

物を推定して，その動物のいた場所と採集

場所の距離を吸血した蚊の移動分散距離の

推定に用いることを考えた．分析に用いた

サンプルは上野動物園で 2009 年に採集さ

れたアカイエカの吸血蚊である．吸血蚊の

腹部から DNA を抽出し，脊椎動物のミトコ

ンドリア DNA16SrRNA 遺伝子（16SrRNA）



 

を標的とした PCR を行い，増幅産物の塩基

配列を決定して GenBank に登録されている

塩基配列データと比較した．動物園で飼育

されており，吸血場所の特定が可能なケー

スについて，吸血個体の採集場所と吸血源

となった飼育動物の飼育場所の距離を地図

上で測定した． 

C.研究結果 

ヒトスジシマカの移動分散範囲の推定： 

野外で採集されたヒトスジシマカの飼育

室における平均余命には，調査した月によ

って大きな変動がみられた．最も短かった

のは 9 月の採集雌で 13.8 日，最も余命が長

かったのは，6 月の採集蚊で平均 40.8 日だ

った． 

 長崎市の林で行ったマーキング実験では，

合計 856 雌に個別のマークをつけて，林の

中に放逐した．林内の 10 か所で再捕獲と再

放逐を 15 日間繰り返した． 放逐後に，２

回再捕獲された個体のデータが 44 組えら

れた．各個体について再捕獲された 2 ケ所

の採集場所の直線距離を移動距離として，1

日の平均移動距離を推定した．その結果，1

日当たりの平均移動距離は，10.1±10.6ｍ，

最大移動距離は 44ｍであった．  

 石垣島の住宅街では調査期間中にヒトス

ジシマカ 309 個体が採集された．このうち

個体識別マークを行って放逐した個体数は，

232 個体で，再捕獲されたのは 43 個体（う

ち 5 個体は２回再捕獲），再捕獲率は 0.21

（48/232）であった． 

 採集場所ごとに再捕獲率を求めて表１に

示した．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． 

 ４ヶ所の採集場所間についてマーク虫の

動きを表２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２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１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． 

 放逐された個体が再捕獲された 48 例に

ついて，再捕獲するまでに要した日数を求

めたところ，最長 8 日，最短 1 日で，平均



 

は 2.5±1.7 日であった（表３）．再捕獲され

た 48 例のうち同じ場所で再捕獲された例

は 31 例だった．これらを除外して，放逐さ

れた場所とは異なる場所で再捕獲された例

について分析したところ，再捕獲までに要

した日数は 2.8±1.8 日，再捕獲された場所

までの距離は平均 69±22ｍであった．また，

各個体について 1 日当たりの移動距離を計

算して，17 例について平均移動距離を求め

たところ，35±22ｍであった．また，観察

された 1日の最長移動距離は 92ｍであった． 

 本研究で観察された最長余命 40.8 日と 1

日当たり最長移動距離 92ｍの積として，

“最大”分散範囲を推定すると，40.8×92

＝3,753.6ｍであった． 

アカイエカ吸血個体の移動距離の推定： 

  アカイエカの吸血源動物と推定された

動物のリストを表４に示した．分析に用い

た 131 個体のうち 54 個体では DNA の増幅

が見られず同定できなかった．DNA の塩基

配列の類似性（99％以上）によって種類が

同定されたのは鳥類 17 種，哺乳類 5 種であ

った．これらの吸血源動物のうち飼育場所

が 1 ヶ所に限られ移動距離が推定できたの

は，9 ヶ所で飼育されている 15 種類であっ

た． 

 採集された吸血蚊は保持している血液の

量と状態によって，Full-fed，Partial-fed，

half-gravid，Gravid の 4 種類に分類した．

Full-fed は新鮮な血液を満腹に吸った個体，

Partial-fed は新鮮な血液を少しだけ吸った

個体，half-gravid は血液を消化中で腹部が部

分的に黒色を呈する個体，Gravid は完成卵

を持つ個体で腹部白くて卵で膨らんでいる

個体である．新鮮な血液を持った個体の平

均移動分散距離は 30.6ｍおよび 66.7m で 40

ｍ以内の個体が多い．これに対して完成卵

を持った個体は 350ｍを移動しており，血

液を消化中の個体は 10ｍから 350m まで移

動距離は様々であった． 

 これらの結果から，吸血したアカイエカ

は卵を成熟させ産卵するまでの期間（ふつ

う 3～4 日間）に，少なくとも 350ｍの距離

を移動すると推定された． 

D.考察 

 ヒトスジシマカの動きが生息場所の植生

に強く影響されていることは多くの研究で

報告されている．我が国の場合，都市域で

あっても緑地や公園が散在し，これらがヒ

トスジシマカの潜伏場所を提供している．

したがって，都市域であってもヒトスジシ

マカの分散範囲を推定するとき，緑地や茂

みの空間分布を考慮することが大切である． 

 本研究で示されたように，ヒトスジシマ

カは好適な茂みへ移動して，そこに留まる

傾向がある．長崎市の林の内部で行われた

マーキング実験で求められた 1 日の移動距

離は平均 10.1±10.6ｍ，最長 44ｍであった．

これに対して，石垣島の住宅街の場合，1

日の平均移動距離は 35±22ｍ，観察された

1 日の最長移動距離は 92ｍであった．これ

らの結果は，ヒトスジシマカが好適な林の

中に留まる傾向があるため，1 日の移動距

離は林の中では短く，緑地が点在するよう

な住宅街では長くなることをはっきり示し

ている． 

 ヒトスジシマカの分散範囲は好適な茂み

があれば狭くなり，好適な茂みがなければ

広くなると予想される．分散範囲を 1 日の

移動距離によって推定する場合，もうひと

つの重要なパラメターは，成虫の寿命であ

る．本研究の調査では，吸血のために飛来



 

する成虫の平均余命は，最短 13.8 日，最長

40.8 日であることが示された． 

 献血制限に関わるヒトスジシマカの移動

分散範囲の推定は，通常行われる平均値に

基づく推定ではなく，いわゆる過大推定で

ある方が適切である．したがって，本研究

で観察された最長余命 40.8日と 1日当たり

最大移動距離 92ｍを掛け合わせて得られ

た，3,753.6ｍを“最大”分散範囲とするの

が妥当だろう． 

アカイエカは吸血後 3～4 日で卵を成熟

させ産卵する．この期間中にはまったく吸

血せず，水分や糖分の補給を行う以外は潜

伏に適した場所に留まっていると考えられ

てきた．しかしながら，本研究の結果に示

されているように，実際には卵巣を発育さ

せながら，あちこちの潜伏場所を転々と動

き回っていると思われる．完成卵を保持し

ているGravid個体は 350ｍ離れた場所から

移動した個体しか得られなかったが，これ

は技術的な制約のためと思われる．Gravid

個体の場合，動物血液はほとんど消化され

ているため，血液残渣から DNA が増幅され

る例は少ない．そのため，仮に近い距離か

ら移動してきた Gravid 個体が採集されてい

たとしても，吸血源動物が同定できなかっ

た可能性が高い． 

過去に推定された吸血のために飛来する

アカイエカの移動範囲 1.2km と本研究で推

定された吸血後の移動距離 350m をどのよ

うに総合するかという問題については，今

後の生態学的な検討を要する．これらの推

定値を単純に合計した 1.55km という移動

分散範囲は，もっとも単純な考えであり，

献血制限範囲に関するひとつの科学的根拠

となりうるだろう． 

E.結論 

献血制限に関わるヒトスジシマカの“最

大”分散範囲を，野外調査により得られた

成虫の最長余命 40.8日と 1日当たり最大移

動距離 92ｍの積によって，3,753.6ｍと推定

した． 

吸血後のアカイエカの移動分散距離が少

なくとも 350m と推定された．吸血源動物

の探索のために動き回る範囲の推定値

1.2km と吸血後の移動距離を加算した

1.55km という値は，献血制限範囲に関する

ひとつの科学的根拠を与えると思われる． 

F.健康危険情報 

なし 

G.研究発表 

１．論文発表 

Tsuda, Y. and Kim, K.S. 2012.  Ecology 

of mosquitoes inhabiting a park in urban 

Tokyo, Japan: density of biting Aedes 

albopictus and laboratory estimation of the 

residual longevity.  Medical Entomology 

and Zoology 63: 223-230. 

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． 

H. 知的所有権の取得状況 

１．特許取得 

なし 

２．実用新案登録 

なし 

３．その他 

なし 



 

  

表 1．マーク放逐されたヒトスジシマカの放逐場所による再捕獲率の違い 
 

 
ヒトスジシマカ  

採集場所 再捕獲数 放逐数 再捕獲率  

Site A 8 54 0.15 
 

Site B 10 25 0.40 
 

Site C 26 125 0.21 
 

Site D 4 28 0.14 
 

Total 48 232 0.21 
 

 
 

表 2．4 つの採集場所間で観察されたヒトスジシマカ（マーク虫）の動き 
 

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 

 

 

 

表 3．再捕獲されたヒトスジシマカの再捕獲までの日数、再捕獲された場所まで

の距離、1 日当たりの移動距離 
  平均 標準偏差 最大 最小 観察数 

すべての再捕獲個体 

再捕されるまでに要した日数 2.5 日 1.7 8 日 1 日 48 
異なる場所で再捕獲された個体： 

再捕されるまでに要した日数 2.8 日 1.8 7 日 1 日 17 
再捕獲場所までの距離 69ｍ 22 95ｍ 48ｍ 17 

1 日当たり移動距離 35ｍ 22 92ｍ 8ｍ 17 
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表 4. 上野動物園で採集された吸血したアカイエカの吸血源動物の同定結果と飼育場

所と採集場所の位置関係から推定した移動距離 

 

吸血源動物 サンプル数 移動距離* 
(m) 

鳥類（合計）  57  
サンカノゴイ  Botaurus stellaris 16 10 
オグロヅル  Grus nigricollis 6 130 
アオサギ  Ardea cinerea 5 10 
ハシブトガラス  Corvus macrorhynchos  5  
ケープペンギン  Spheniscus demersus 4 170 
ホオカザリヅル  Bugeranus carunculatus 3 130 
オオワシ  Haliaeetus pelagicu 3 40 
スズメ  Passer montanus 3  
イヌワシ  Aquila chrysaetos 2 40 
ネパ－ルワシミミズク  Bubo nipalensis 2 40 
シジュウカラ  Parus major 2  
チョウゲンボウ  Falco tinnunculus  1 40 
ハゲトキ  Geronticus calvus 1  
ハゲワシ  Gyps africanus 1  
ソリハシセイタカシギ  Recurvirostra avosetta  1  
フクロウ  Strix uralensis  1 40 
アフリカクロトキ  Threskiornis aethiopicus 1 90 
哺乳類（合計）  20  
ウシ  Bos taurus 15 350 
ユーラシアカワウソ  Lutra lutra  2 60 
ニホンザル  Macaca fuscata 1 210 
タヌキ  Nyctereutes procyonoides 1 100 
ホッキョクグマ  Ursus maritimus 1  
同定不可  54  

合  計  131  
*飼育場所と採集場所の直線距離によって推定した。 

 



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 

 

デングウイルス感染による宿主側応答の解析 

Flap 付加プライマーによる節足動物媒介性ウイルスゲノムの増幅とその応用 

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） 

 

蚊によって媒介されるデングウイルスは熱帯・亜熱帯地方で、ウエストナイルウイルス

は北米を中心に毎年多くの患者が発生している。これらのウイルスは現在日本には存在し

ないとされるが、いつ日本に侵入してきてもおかしくない状況である。さらに両ウイルス

は感染ヒト血中で比較的高いウイルス血症を呈することから、輸血や臓器移植の際には注

意を要する。本事業において我々は献血者や血液製剤がこれらのウイルスに感染している

か否かを判断するための新規方法を開発するための基礎データを得ること目的とし研究を

進めてきた。 

本研究期間中の成果として、1) マイクロアレイ解析により、日本脳炎ウイルス感染より

もデングウイルス感染の方でより顕著に誘導される遺伝子を抽出した。2) 1)で抽出された遺

伝子の 1 つである補体成分の一つである C1s の誘導についてより詳細に解析した。3) Flap 

RT-PCR 法が、デングウイルス特異的プライマーでは効果的でない一方で、フラビウイルス

共通プライマーやアルファウイルス共通プライマーでは効果的である場合が多いことがわ

かった。4) Flap RT-PCR 法により、ブタ血清から増幅させた日本脳炎ウイルス溶液中のゲタ

ウイルスを検出し、さらに詳細な遺伝子解析を行った。5) ウエストナイルウイルス NS1 検

出系開発に向けたNS1蛋白の哺乳動物細胞を用いた大量発現系を確立し、NS1を精製した。 

 

 

A． 研究目的 

米国において輸血や臓器移植によるウエス

トナイルウイルス感染例が報告されている

ことから、移植組織におけるフラビウイル

ス検査は非常に重要である。ウエストナイ

ルウイルスと同じフラビウイルス属に属す

るデングウイルスは、デング熱およびデン

グ出血熱の原因ウイルスである。世界 100

か国以上で年間数千～1 億人がデングウイ

ルスに感染し、患者数は 4 千万人以上に上

り 2 万人が死亡していると推定されている。

デングウイルスは 1～4型の 4種の血清型群

からなり、ときに以前と異なる型のデング

ウイルスに感染した場合に、より重篤度の

高いデング出血熱に至る可能性が高くなる。

これは中和能のないあるいは弱い抗デング

抗体により引き起こされる抗体依存的感染

増強が主要因と考えられている。 

ウエストナイルウイルスおよびデングウイ

ルスはともに蚊によりヒトに伝搬される。



これらのウイルスは現在日本には存在しな

いとされるが、感染蚊、感染動物、あるい

は感染したヒトを介して何時日本に侵入し

てきてもおかしくない状況である。さらに

両ウイルスは感染ヒト血中で比較的高いウ

イルス血症を呈することから、輸血や臓器

移植の際には注意を要する。本事業におい

て我々は、献血者や血液製剤がこれらのウ

イルスに感染しているか否かを判断するた

めの新規方法を開発する上での基礎データ

を得ること目的とし、1) デングウイルス感

染による宿主側応答の解析、2) 高感度ウイ

ルスゲノム検出法の検討、3) ウエストナイ

ルウイルス NS1 検出系開発のための基盤的

研究を行ってきた。 

 

B． 研究方法 

1) 感染細胞中の遺伝子動態の変化は DNA

マイクロアレイ法によりおこなった。ヒト

肺がん由来細胞 A549 細胞およびマウス肝

がん由来細胞 Hepa 1-6 細胞にデング 1 型ウ

イルス（NIID02-20 株）および日本脳炎ウイ

ルス（Mie/41/2002 株）を multiplicity of 

infection が 2 になるように感染させた。感

染後 24、48、72 時間後に細胞を回収し全

RNAを抽出した。得られたRNAについて、

3D-Gene system によりマイクロアレイ解析

を行った（マイクロアレイ解析は東レ株式

会社に委託した）。得られた遺伝子発現デー

タについてクラスター解析等を行った。ま

た両ウイルス感染細胞での発現上昇が顕著

であったものを抽出し、ウイルス間および

細胞間で比較した。ヒト A549 細胞において、

デングウイルス感染でより顕著な発現上昇

が観察された遺伝子 C1s については、新た

に遺伝子増幅用プライマーを作製しリアル

タイム RT-PCR 法により発現変化を確認し

た。さらに培養上清中の C1s は抗 C1s 抗体

を使用してウエスタンブロット法により検

出した。A549 以外のヒト由来細胞として、

ヒト肝がん由来 Huh-7 細胞を使用した。他

の血清型のデングウイルスとして、デング

2 型ウイルス (Hu/OPD030NIID)、デング 3

型ウイルス (CH53489)、デング 4 型ウイル

ス (TVP360) を使用した。ヒト A549 細胞

において、日本脳炎ウイルス感染に比べデ

ングウイルス感染でより顕著な発現上昇が

観察された遺伝子 C1s について、新たに遺

伝子増幅用プライマーを作製しリアルタイ

ム RT-PCR 法により発現変化を確認した。

さらに培養上清中の C1s は抗 C1s 抗体を使

用してウエスタンブロット法により検出し

た。日本脳炎ウイルスについてはこれまで

使用してきた Mie/41/2002 株に加え、中山株

および Mie/40/2004 株も用いた。またウイル

ス感染細胞としてヒト肺癌由来細胞 A549

株に加え、ヒト単球系細胞 THP-1 細胞も使

用した。 

2) Flap RT-PCR 法は Afonina らの報告(2007)

を参考にした。具体的には従来我々が使用

してきたデング 1 型ウイルス検出用プライ

マー（Ito et al., 2004）の 5’末端側に非ウイ

ルス由来ヌクレオチドを 12 塩基（Flap 配列: 

5’-AATAAATCATAA-3’）付加した。鋳型に

はデング 1 型ウイルス(NIID02-20 株)を

A549 細胞に感染させたのちの培養上清か

ら回収したウイルスゲノム RNA を使用し

た。また RT-PCR は SYBR Green I を用いた

方法によりおこなった。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 Flap 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。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) 2万以上のプローブを用いたDNAマイク

ロアレイ解析により、両ウイルス感染細胞

中における遺伝子発現プロファイルを得る

ことができた。クラスター解析により変動

の大きかった遺伝子を分類した。変動の見

られた遺伝子および変動の大きさは Hepa 

1-6 細胞よりも A549 細胞で顕著であった

（図 1）。顕著な増加を示した遺伝子は、１）

インターフェロン応答・関連遺伝子（OAS, 

Mx, ISGs,IFITs, IFIs, IRFs）、サイトカイン・

ケモカイン、TREM/TRIM、STAT、RIG-I な

どであった。これらの遺伝子の多くは、日

本脳炎ウイルス感染細胞での方が早く誘導

されてきたが、異なるパターンを示す遺伝

子も見られ、それほど単純ではないことが

明らかとなった。日本脳炎ウイルス感染よ

りもデング 1 型ウイルス感染でより顕著に

発現上昇が観察された遺伝子を抽出した

（図 2）。筆頭の PLAT (tissue plasminogen 

activator; tPA) はすでにデングウイルス感

染ヒト上皮細胞から分泌されることが明ら

かとなっており、さらにデング感染症の重

症化過程で血清中の PLAT 量の明らかな増

加が観察されている。2 番目に顕著であっ

た補体因子 C1s についてはリアルタイム

RT-PCR 法により確かに RNA レベルで発現

量の上昇がみられることを確認した。同様

の結果は別のヒト細胞(Huh-7)でも確認され

た。さらに発現上昇は蛋白質レベルでも確

認された。次に C1s の誘導が今回用いたデ

ング 1 型ウイルス株に特異的でないことを

証明するため、他の血清型群のデングウイ

ルスについてもリアルタイム RT-PCR 法お

よびウエスタンブロット法により調べた

（図 3）。先のデング 1 型ウイルスでの結果

と同様に C1s の RNA レベル、蛋白質レベル

での発現誘導が確認された。C1s が同じフ

ラビウイルスでも日本脳炎ウイルス感染で



はほとんど発現誘導されず、デングウイル

ス感染で誘導されるのかは不明である。そ

こで両ウイルスで増殖速度が異なることが

原因である可能性を疑い、日本脳炎ウイル

ス株の中でもプラーク形成が極度に遅い中

山株を使用し C1s 遺伝子の誘導を RT-PCR

法及びウエスタンブロッティング法で調べ

た。すると RNA レベル、蛋白質レベルで

C1s の発現誘導が確認された。次にこれま

で使用してきた日本脳炎ウイルス株

Mie/41/2002 株とこれと近縁の Mie/40/2004

株を使用し、これまでよりも 10 倍以上低い

multiplicity of infection (MOI)で感染させ、

C1s 遺伝子の発現を観察した（図 4）。する

とデングウイルス程ではないものの明らか

な C1s 遺伝子の発現誘導が確認された。実

際ヒトなどにデングウイルスが感染する場

合、その主な標的細胞は単球系の細胞と考

えられている。さらにこれらの細胞は Fcγ

レセプターを発現していることから、デン

グ重症化の原因の一つとされる抗体依存性

感染増強（ADE）時の主標的と考えられて

いる。そこでヒト単球系細胞株 THP-1 にデ

ングウイルスを感染させたときの C1s 遺伝

子の発現を調べた。また感染時に感染増強

抗体（4G2）を加えた。増強抗体を加えない

と THP-1 中ではデングウイルスはほとんど

増えないことが明らかとなった。デングウ

イルスが増殖できても C1s の特異的な発現

上昇は観察されなかった。 

2) 通常使用しているウイルス遺伝子検出

用プライマーに 12 塩基の非ウイルス由来

配列（Flap 配列）を連結すると、検出感度

および増殖量が顕著に増加するとの報告が

された（Afonina, I. et al., Biotechniques 43: 

770-774, 2007）この報告ではエンテロウイ

ルスおよび水痘ウイルスで感度・増幅量が

改善している。そこで我々が保有し、通常

ウイルス検出用に使用しているプライマー

に Flap 配列を連結した新たなプライマーを

合成し、SYBR Green I を用いた RT-PCR 反

応を行い従来のプライマーや、ややウイル

ス特異的配列を短縮したプライマーとの間

で増幅感度・増幅量を比較した（図 5、6）。

今回 5 パターンについて増幅したが、これ

まで使用してきたプライマーが最も高感度

であった。次に 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（図 7）。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（図 8）。

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。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（図 9）。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（図 10）。

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) 今回の研究により、デングウイルス感染

により遺伝子発現が変動する遺伝子群を網

羅的に抽出することに成功した。顕著発現

上昇の見られた遺伝子のほとんどは、すで

にインターフェロンにより誘導されること



が明らかな遺伝子であった。これらについ

てはすでに報告もあり、今回はそれ以上の

解析対象とはしなかった。今回はヒト A549

細胞とマウス Hepa 1-6 細胞を用いたが、ヒ

ト細胞での方が、発現が変動する遺伝子の

数および変動の大きさが大きかった。これ

は、A549 細胞の方が両ウイルスの感染・増

殖が良いためだと考えられる。また多くの

遺伝子で日本脳炎ウイルスの方がデング 1

型ウイルスよりも発現変動が早いかつ大き

かった。これは日本脳炎ウイルスの方がデ

ング 1 型ウイルスよりも増殖速度が速いた

めと考えられる。そのような状況の中でも、

デング 1 型ウイルス感染での方がより発現

上昇が顕著であった遺伝子も見出された。

これらのうちで最も顕著であった PLAT に

ついては、すでにデング熱患者でもその上

昇は報告されていることから、今回の解析

で新たな因子を見出せる可能性があるもの

と期待している。次いで顕著であった補体

因子 C1s については、他の血清型群のデン

グウイルス株でも誘導が確認された。最近

の論文では、補体因子がデング感染症にお

いて重要な役割を果たしている可能性が示

唆されており、C1s もデングウイルスがコ

ードする非構造蛋白質 NS1 と相互作用し、

ウイルス感染による補体経路の活性化に干

渉しているとの報告もある。しかし本当に

C1s の発現誘導が日本脳炎ウイルスではほ

とんど起こらないのかを調べるため、プラ

ーク形成が遅い（つまり細胞変性能が弱い）

中山株を使用して C1s の発現を観察したと

ころ、誘導させることがわかった。さらに

これまでに使用してきたウイルスも、MOI

を 10 倍以上に下げれば、C1s の誘導が起こ

ることが明らかとなった。これより、in vitro

では日本脳炎ウイルスのような増殖速度が

速いウイルスでは C1s が誘導される前に細

胞変性により誘導が抑えられている可能性

が示唆された。つまり C1s の誘導は本質的

にデングウイルスに特異的な現象でないこ

とが明らかとなった。一方、感染個体内で

のデングウイルスの主要標的細胞と考えら

れている単球系細胞に由来する株化細胞

THP-1 細胞を使用して C1s の発現誘導を調

べたが、誘導は確認されなかった。この原

因としては、この細胞でのデングウイルス

複製効率が非常に悪いことが（放出される

感染性ウイルス粒子量が A549 細胞の約

1000 分の 1）考えられる。補体因子はデン

グ感染症の悪性化に関与するとの報告があ

る。実際のデング患者血中での C1s の量な

どに関する報告はないが、この研究が端緒

となり、そのような解析がされることを望

んでいる。また今後は他の誘導蛋白質につ

いて詳細な解析を行う予定である。 

2) 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。本研究では、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 法デングウイルス特異的プライマ

ーを用いて試みた。しかし結果は従来法に

勝るどころか、少々劣る結果となった。ま

た他のウイルス（ポリオーマウイルス）で

も同様の結果であったとの話を聞いている

（私信）。この方法はすでに条件としてほぼ

最適化されているものには適当でないのか

もしれない。次に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当てて

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。

今回の実験ではさらに、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) DNA マイクロアレイ解析により、日本脳

炎ウイルス感染よりもデングウイルス感染

での方がより顕著に誘導される遺伝子を抽

出することに成功した。しかしその中の一

つである補体成分 C1s の誘導が感染条件や

株によっては日本脳炎ウイルス感染によっ

ても誘導されることが明らかとなった。 

2) Flap 配列をデングウイルス特異的プライ

マーに付加した場合は効果的でなかったが、

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付加するこ

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。また Flap 付加アル

ファウイルス共通プライマーを使って、

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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