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研究成果の概要：獣医学領域においては未知のウイルスの感染が疑われる疾患は少なくない。

検体導入時に既知のウイルスを検出できるプライマーセットを用いて PCR をおこない、既知

のウイルスが検出されない場合には網羅的に検出できる方法（Rapid determination system of 
viral RNA/DNA nucleic acid sequences：RDV 法）を用いて未知のウイルスを検出できるシス

テムを構築した。本研究では、ウイルスの網羅的検出方法を感度や操作方法を改良しながら、

どの研究室でも取り扱えるようなシステム作りを目指した。本研究の成果は、蚊から新しいブ

ニヤウイルス、コウモリからヘルペスウイルスなどの検出に成功したことである。 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：畜産学・獣医学 
キーワード：ウイルス・網羅的検出方法・迅速・蚊・コウモリなど 
 
１．研究開始当初の背景 
 

動物や吸血昆虫において、未知のウイルス
は数多く存在することが予想されていたが、
これらを検出し、遺伝子配列を決定する方法
は確立されていなかった。一方、我々はウイ
ルスの網羅的検出方法として RDV法を開発し、
実用化に向けた検討をおこなっていた。開発
当初の RDV 法は操作が煩雑なために、多くの
研究室で簡単に実施できず、改良する必要が

あった。 
 
２．研究の目的 
 RDV 法をシステム化・簡便化することに
より、より多くの研究室で実施できるように
改良する。新興ウイルス感染症に対応するた
めの迅速性も重要視した。また、この方法を
用いて動物や吸血昆虫から新しいウイルス
を検出することを目的とした。 
 



３．研究の方法 
 RDV 法の簡便化のためにダイレクトシー
クエンス時に用いるプライマーセットに改
良を加えた。RDV 法をシステム化するため
に、検体中に存在する既知のウイルスをスク
リーニングする目的で degenerate プライマ
ーなどを作成した。これらの方法を用いて、
動物や昆虫から新しいウイルスの検出をお
こなった。 
 
４．研究成果 
（１）RDV 法の簡便化：RDV 法は 3’末端に
4 塩基のバリエーションを持つプライマーセ
ットの組合せで PCR をおこなった後に、そ
れらのプライマーを用いてダイレクトシー
クエンスを実施するので、実際の総組合せは
６万通り以上になる。そこで、本研究ではプ
ライマーセットの総数を減らすことにより
簡便さを目指した。具体的には、PCR 前のア
ダプター結合時の DNA 断片が平滑末端 で
あったのに対して、まず、片側だけを粘着末
端にすることにより特異性を持たせた。その
結果、256 通りのプライマーセットで網羅性
を保てることがわかった（RDV ver3.0：発表
論文４）。しかし、256 通りの PCR を実施す
る場合には、96 穴プレートを３枚も使用しな
ければならないので、さらに簡便化するため
に、DNA の両端を粘着末端に置き換えた。
その他、アダプターにも工夫を加えて 64 通
りのプライマーセットで行えるように改良
した（RDV ver3.1）。このバージョンでは 1
反応中に約 10 万分子の標的遺伝子が必要で
あることがわかり、高感度で検出する必要の
ない場合に用いることにした（論文準備中）。 
 
（２）RDV 法の選択：このようにオリジナ
ルの RDV 法を改良することにより、様々な
検体に対応できる RDV 法のバージョンを開
発した。以下に選択ガイドを示す。 
1. RDV ver1.0: オリジナルの RDV 法で
RNA ウイルスの検出をおこなう。 
2. RDV ver2.0: マルチプレックス PCR を応
用し、アンプリコンをできるだけ増やすこと
により、ダイレクトシークエンスによる遺伝
子配列の情報を得られるようにした。なお、
RDV ver2.1 は ver2.0 の操作ステップを少な
くした方法である（発表論文１）。 
3. RDV ver3.0, 3.1: 上記（発表論文４） 
4. RDV ver4.0: 非特異的増幅の前段階でオ
リゴヌクレオチドを加えて架橋し、Phi29 酵
素を用いて増幅する方法に置き換え、感度が
上昇した方法（発表論文６）。 
5. RDV-D: ver1.0 を DNA ウイルス用に改良
した方法（発表論文３）。 
 
（３）RDV 法で検出できた既知と未知のウ
イルス：上記のように RDV 法を改良し、バ

ージョンを上げながら、その都度様々な検体
からウイルスの検出を試みた。その成果を記
す。 
○1 タイでデング熱患者の家から採取された
蚊の成虫を対象にRDV ver2.0 を実施したと
ころ、Dengue virusとCell fusing agent 
virusの遺伝子断片を検出することに成功し
た（発表論文２）。 
○2 日本で採取されたコウモリの脾臓初代培
養細胞を対象にRDV-Dを実施したところ、新
しいアデノウイルス (Bat virus-1)を検出で
きた（発表論文３）。 
○3 日本で採取されたコウモリから同様に
RDV ver2.1 で、新しいヘルペスウイルスの
検出に成功した（論文未発表のため、このウ
イルスは命名されていない）。 
○4 フィリピンで採取されたコウモリからス
クリーニング用のdegenerateプライマーセ
ットとRDV法のダイレクトシークエンス技
術を用いて、新しいヘルペスウイルス
（Hipposideros diadema herpesvirus 1）を検出
した（発表論文７）。 
○5 日本で飼育されているダチョウの糞につ
いてRDV ver2.1 を実施したところ、ダチョウ
で初めての報告となるレオウイルスの検出
に成功した（発表論文５）。 
○6 我々はタイでデング熱患者の家から採取
された蚊の幼虫を対象にRDV ver4.0 を実施
し、新しいブニヤウイルス（Phasi Charoen 
virus）を検出していた（発表論文６）。本研
究では、さらに、タイのメスの蚊についてPCR
をおこなったところ、このウイルスを高率に
保有していることが明らかとなった。 
○7 その他、黄砂などからGenBankに登録され
ていない遺伝子配列を得たが、ウイルス分離
されていないため、ウイルスゲノムの一部で
あるか否かは不明である。 
 
（４）臓器を対象とした RDV 法：培養上清だ
けでなく臓器からもウイルスを検出する試
みを２年間にわたりおこなったが、既存の方
法よりもすぐれた方法を確立できなかった。
しかし、現在開発途中であるが、ほとんどの
RNAウイルスゲノムが6kbから30kbの長さで
あることに着目して、RNA や cDNA を電気泳動
後にそのサイズの領域を抽出してから RDV法
を行うことを検討している。実際に、猫カリ
シウイルスでおこなったところウイルス由
来の cDNA を効率良く回収できた。現在、こ
の方法をさらに改良中である。 
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