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研究要旨 近年の交通網の発達と人的・物的交流の活性化により節足動
物媒介性ウイルス（アルボウイルス）感染症の流行域が急速に拡大し，
新興・再興感染症として世界的規模で問題となっている．2024年は特に
デング熱が世界的に流行していることが示され，国内でのデング熱輸入
症例も200症例を超えた．また中南米においてオロプーシェ熱が再興し、
ブラジルを中心に多くの患者が報告された．さらにデングウイルスの遺
伝子診断系におけるプライマー・プローブセットを見直し関係機関と共
有した．  

 
Ａ．研究目的 
わが国におけるデング熱の輸入症例は

2022年以来再び増加傾向にある．デング熱
はデングウイルスの感染によって発症する
急性熱性疾患である。デングウイルスはフ
ラビウイルス科オルソフラビウイルス属に
分類される一本差（＋）RNAウイルスであ
り，血清型 1 型～4 型のウイルスが存在す
る。都市部ではネッタイシマカおよびヒト
スジシマカ等のヤブカ族の蚊によって媒介
される。またデング熱の鑑別疾患として同
じオルソフラビウイルス属に分類されるジ
カウイルスによって発症するジカウイルス
病およびアルファウイルス属に分類される
チクングニアウイルスの感染によって発症
するチクングニア熱が挙げられる。輸血用
血液製剤の安全性に関わる節足動物媒介性
ウイルスの流行地においては、これらウイ
ルスによる輸血感染症が問題となっている。 
これまでにわれわれは地方衛生研究所

とのアルボウイルスレファレンスネットワ
ークを通して，アルボウイルス感染症の流
行状況の共有，診断系の整備を実施してき
た．特に遺伝子診断においては，デングウイ
ルス血清型 1 型～4 型の遺伝子検査に用い
る陽性対照に実験室内キャリーオーバー汚
染対策の一環として、既知の配列を人工的
に導入した陽性対照を開発した．これら陽
性対照を用いることにより、キャリーオー
バー汚染を検知できるため、献血血のスク
リーニングへの応用が期待される． 
ところで、2023年末よりデング熱の重

要な鑑別疾患として、オロプーシェ熱が中
南米、特にブラジルにおいて、再興してい
る。オロプーシェウイルス (Oropouche 
virus) はブニヤウイルス目ペリブニヤウイ
ルス科オルソブニヤウイルス属シンブ血清

型群に分類される．ウイルスゲノムは、L、
M、S の 3 つの一本鎖（−）RNA セグメン
トからなる．オロプーシェ熱の主な症状は、
発熱、頭痛、筋肉痛、関節痛、下痢、嘔吐、
発疹、眼窩痛、腹痛等であり、デング熱の鑑
別疾患である． 
本研究の目的は，血液製剤の安全性を確
保するために節足動物媒介性感染症の発生
に備え，海外におけるデング熱、オロプーシ
ェ熱等、その他アルボウイルス感染症の流
行状況にかかる情報収集を行い，国内発生
のリスクを評価することである．また，これ
までに開発したデング熱，チクングニア熱，
ジカウイルス病に対する遺伝子診断法につ
いて血液製剤のスクリーニングに応用・共
有することである． 
 
Ｂ．研究方法 
1. ウイルス遺伝子の抽出と RT-PCR 
検体からの RNA抽出には Roche社の

High Pure Viral RNA purification kitを使
用した．ワンステップリアルタイム RT-
PCR 反応キットとしては，Thermo 社の
TaqMan Fast Virus 1-step Master mixと
Toyobo 社の RNA-direct Realtime PCR 
Master mixを使用した． 
2. デングウイルス１型〜４型，ジカウイル
スおよびチクングニアウイルスのリアル
タイム RT-PCR 法用キャリーオーバー防
止対策陽性対照の検討 

実験室内キャリーオーバー汚染対策と
して，デングウイルス１型〜４型，チクング
ニアウイルスおよびジカウイルスの陽性対
照に既知の配列を人工的に導入した改良陽
性対照を用いてその検討を行った．陽性対
象の目的配列をプラスミドクローニングし、
RNA を in vitro transcription 法により合
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成後、精製した．各ウイルス RNAを 109コ
ピー/µLに調製し、混合してカクテルとし
た。ストック液には、安定剤として 10 
µg/mL yeast tRNAを添加した。 
3. アルボウイルス感染症実験室診断法の
共有 
献血血液の安全対策として、感染症安

全対策体制整備事業を実施するにあたり、
国立感染症研究所次世代生物学的製剤研究
センターとアルボウイルス感染症実験室診
断法について共有した。 
細胞 
サル腎細胞由来 Vero9013 細胞を 5％

CO2, 37℃で培養した．細胞は 3 x 105/mlに
調整し、T-25 flaskに播種して使用した。 
ウイルス RNAの抽出と精製 
ウイルス RNAの抽出と精製は，Hight 

pure viral RNA kit（Roche社）を使用した．
ⅰ）200 μLの検体を 1.5ml マイクロチュ
ーブに入れ，Working solution 400 μLを
加え，ピペッティングでよく混和した．ⅱ）
フィルターチューブと回収チューブを連結
させ，反応液 600 μLを注いだ．ⅲ）10,000
回転，15 秒間遠心した．ⅳ）ろ液を捨て，
新しい回収チューブを連結させ，500 μL
の Inhibitor removal bufferを加え，8,000
回転，1分間遠心し，ろ液を捨て，新しい回
収チューブを連結させ，DNase処理を行っ
た．ⅴ）450 μLのWash bufferを加え，
8,000回転，1分間遠心した．ⅵ）ろ液を捨
て，新しい回収チューブを連結させ，再度，
450 μLのWash bufferを加え，8,000回
転，1分間遠心した．ⅶ）回収チューブを外
し，空のチューブを連結し，12,000 回転，
10 秒遠心した．ⅷ）回収チューブを捨て，
新しい 1.5 mL チューブにフィルターチュ
ーブを連結させ，50 μLの Elution buffer
を加え，10,000回転，1分間遠心した．ⅸ）
得られた精製 RNA はすぐに使用しない場
合は－80℃で保管した．  

オロプーシェ熱の流行状況調査 
オロプーシェ熱の流行状況については、

PubMed文献検索、米国 CDC、ブラジル保
健省オズワルドクルズ財団発表資料、世界
保健機関の発表資料等からの情報収集を行
い、その流行状況を解析した。 

 
（倫理面への配慮） 
特記事項なし 
 
Ｃ．研究結果 
1. アルボウイルス感染症実験室診断法の
共有 
４種類のデングウイルス各血清型、チク

ングニヤウイルス、およびジカウイルスに
対する遺伝子検査法のうち、TaqMan real-
time RT-PCR法において使用する陽性コン
トロールストック液（各々について 109 コ
ピー/µL に調製した混合 RNA 溶液 1mL）
を次世代生物学的製剤研究センターと共有
した。さらにデングウイルス、チクングニア
ウイルス、ジカウイルスの培養法について
も情報共有した。 

オロプーシェウイルスの流行状況 
2024年5月27日、キューバ保健省は、

2州から国内初となる症例 74例の発生を報
告し，11月 25日までに 15州から計 603 例
の確定症例が報告された．さらにイタリア
では、キューバに 2024年 5月下旬～6月上
旬頃に渡航歴のあったオロプーシェ熱の輸
入症例が発生した．その後スペイン、ドイ
ツ、およびカナダにおいてもキューバから
の輸入症例が報告された。米国でも 94 例の
キューバからの輸入症例が確認され（フロ
リダ州（90 例）、カリフォルニア州（1 例）、
コロラド州（1 例）、ケンタッキー州（1 例）、
ニューヨーク州（1 例））、3 例が入院、うち
2 例は神経浸潤性疾患を呈した． 

 
Ｄ．考察 
血液製剤の安全性を確保するうえで近年
問題となっているフラビウイルスにはウエ
ストナイルウイルス、ウスツウイルス、ジカ
ウイルス、デングウイルス等がある。献血血
から検出されたアルボウイルス RNA とし
ては、2005年にレユニオン島の 献血血よ
りチクングニアウイルス RNA の検出、
2005 年にプエルトリコの献血血よりデン
グウイルス RNAの検出、2009年にタイの
献血血よりチクングニアウイルス RNA の
検出、2012年にブラジルの献血血よりデン
グウイルス RNAの検出、2012年にブラジ
ルにおいて少なくとも 5 例の輸血によるデ
ングウイルス感染例、2014年にプエルトリ
コの献血血よりチクングニアウイルス
RNA の検出、2016 年にブラジルにおいて
2 例の血小板輸血によるジカウイルス感染
例等が報告されている。2023年には中国に
おいて 44,972 名の献血者のスクリーニン
グにおいて、6 名の献血血がデングウイル
ス 1型陽性であった。 
近年デング熱の流行が世界的に拡大して
おり，欧州疾病予防管理センター（ECDC）
によると、2024 年の 1 月から 9 月にかけ
て、86の国・地域から 1,300万人を超える
デング熱患者と 8,500 人のデング熱関連死
が報告された。特に米州においては、大きな
流行が報告されており、 2024年第 31週ま
でに、ラテンアメリカとカリブ海諸国を中
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心とするアメリカ大陸で 1,132 万人のデン
グ熱患者が報告され、このうち、15,461 例
（0.13％）以上が重症デング熱症例であり、
6,303 例（死亡率 0.056％）が致死的であっ
た。 
わが国におけるデング熱輸入症例患者数
は、2019年 463 例をピークにコロナ禍によ
る国際交流の低下により激減したが、2022
年 98 例、2023年 176 例、2024年 232 例
と再び増加傾向にあり、デング熱をはじめ
としたアルボウイルス感染症に対する検査
体制の強化が重要である．本研究において
は，遺伝子検査に必要な陽性対照を提供す
ることで、正確な検査結果が得られるよう
になった。よって献血血液の安全対策にお
ける感染症安全対策体制整備事業に対する
デングウイルスおよびジカウイルス、チク
ングニアウイルス各 RNA の参照品の整備
はアルボウイルス感染症の実験室診断の向
上およびアップデートに資するものである。 
オロプーシェ熱の主な症状は、発熱、悪
寒、激しい頭痛/眼窩後部痛、倦怠感、筋肉
痛、関節痛、吐き気、嘔吐、羞明等を最大 7
日間伴い、稀に風疹様の発疹、髄膜炎、脳炎、
めまい、食欲不振、その他の全身症状を呈
す。その症状からデング熱の重要な鑑別疾
患である。患者の 6 割が寛解後に症状を再
発することがある。都市部よりも農村部で
の患者が多く、これまでブラジルでは主に
アマゾナス州等のアマゾンの熱帯林を中心
に発生していたが、2024年の流行では、大
西洋沿岸部に流行が拡大した。バイーア州
においては初めての死亡例が２例報告（既
往歴のない女性）された。またブラジルでは
垂直感染 3 例（胎児死亡 2 例、先天異常 1
例）を確認している。キューバでも先天異常
3 例が確認され、このうち 1 症例では胎児
の心臓の血液においてオロプーシェウイル
ス陽性であった。キューバではオロプーシ
ェウイルス感染に関連したギラン・バレー
症候群の 3 例（51歳、53歳、64歳の女性
2 例と男性 1 例）も報告されている。イタ
リアにおけるキューバからの輸入症例では、
血液、血清、尿および精液からオロプーシェ
ウイルスが分離されているが、これまでの
ところ性行為による感染は確認されていな
い。献血血からのオロプーシェウイルスの
検出例は報告されていないが、今後もその
動向を注視する必要がある。 
 
Ｅ．結論 
デング熱・デング出血熱はデングウイル
スによる蚊媒介性の急性熱性疾患である．
2024 年には世界的にデング熱の大きな流
行が発生した．またわが国では海外との人

的交流の再開によりデング熱の国内患者数
は 2019年以前の水準に増加傾向にある．こ
れまでにアルボウイルスに対する遺伝子検
査法の見直しを行い，特にデングウイルス
１型から４型、ジカウイルス、チクングニア
ウイルスに対するプライマープローブセッ
トを作製し、汚染対策としてマーカー配列
を挿入した陽性コントロールを作製，関係
機関・部署と共有した。  

2024 年にはデング熱の重要な鑑別疾患
であるオロプーシェ熱の流行が中南米で発
生し、イタリア、スペイン、米国、カナダ等
で輸入症例が報告されている。これらアル
ボウイルスの動向については引き続き注視
し、今後その対策を引き続きアップデート
する。 

 
Ｆ．健康危険情報 
特記事項なし 
Ｇ．研究発表 
論文発表 
1. 特記事項なし 
学会発表 
7. 特記事項なし 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
１．特許取得 
特記事項なし 
２．実用新案登録 
特記事項なし 
３．その他 
特記事項なし 


