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研究成果の概要（和文）：

熱帯地域を中心とした途上国では、貧困層を中心に多くの感染症が流行している。その
中で、デング熱・出血熱を引き起こすデングウイルスは、他の熱性感染症との鑑別診断が
非常に困難である。本研究では、高感度、高特異性、安価、かつ簡易に取り扱い可能な迅
速診断キットの開発を、イムノクロマトグラフ法を用いて行った。本研究では、デングウ
イルス、チクングンヤウイルス、及びインフルエンザウイルスをターゲットとした。
研究成果の概要（英文）：
Tropical infections are especially endemic in low-income populations in developing 

regions. Dengue disease that is induced by dengue virus is difficult for differential 
diagnosis from other fabric infectious diseases. The aim of this study, we developed 
immune-chromatograph rapid test kit against dengue, chikungunya, and influenza virus 
infections with high sensitivity, high specificity, low cost, and simple use at 
clinics. 
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１． 研究開始当初の背景

熱帯地域の感染症には様々なものがあり、
アジア・アフリカを中心とした途上国では世
界人口の 1/6 にあたる 10 億人が感染してお
り、生活の質に大きく影響しているとされて
いる。しかしながら、これらの感染症は途上
国での流行が中心であることから、診断キッ
ト、予防薬、ワクチン、治療薬の開発がビジ
ネスとしては成り立たないと考えられ、長く
顧みられてこなかったことから Neglected 
Tropical Diseases (NTD、顧みられない熱帯
病)と言われている。WHO は特に 17 感染症
を NTD として特定し、対策に乗り出してい
る。

NTD のほとんどが寄生虫感染症であるが、
ウイルス感染症としては、唯一デング熱・デ
ング出血熱が含まれる。デング熱・デング出
血熱はデングウイルスの感染を起因とし、蚊
媒介性に感染伝播される急性の熱帯感染症
であり、世界中で 25 億人に感染リスクがあ
るとされており、年間約 50 万人がデングウ
イルス感染症により入院し、その内 2.5%は
死に至ると報告されている。本疾患は、初期
の病変が急激な発熱疾患から始まることか
ら、マラリア熱、インフルエンザ、及びデン
グ熱と同様に近年アジアやアフリカに急速
に広まっている蚊媒介性のチクングンヤウ
イルスを起因とするチクングンヤ熱等との
鑑別診断が途上国や臨床の現場では非常に
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困難である。その原因としては１）チクング
ンヤ熱に関しては、迅速診断キットが存在し
ていない。２）インフルエンザのような迅速
診断キットが存在するものに関しても、高価
格の為、途上国では使用できない等の理由が
考えられる。一方で、これらの感染症は、途
上国への先進国からの渡航者が、先進国へ持
ち帰った上で発症する「輸入感染症」でもあ
り、一方で、地球温暖化や海外旅行者の増加
により、徐々にその感染地域を広げている。
このことは、NTD が途上国だけに限定して
危惧される感染症ではないことを示してお
り、先進国もその治療法、予防法、及び診断
法の開発を率先して進める必要がある。
大阪大学微生物病研究所は文部科学省の

新興・再興感染症研究拠点形成プログラム
「大阪大学感染症国際研究拠点タイ感染症
共同研究拠点」としてタイバンコク都及びノ
ンタブリ県に 2 つの拠点を有している。バン
コク都の拠点は 2010 年 4 月にタイのマヒド
ン 大 学 熱 帯 医 学 部 に 共 同 研 究 拠 点
「 Mahidol-Osaka Center for Infectious 
Diseases, MOCID」として立ち上げ、デング
ウイルスやチクングンヤウイルスに対する
感染症に関する研究行っている。本研究は大
阪大学微生物病研究所、MOCID、及びマヒ
ドン大学熱帯医学部間での共同研究として
実施された。

２． 研究の目的

本研究では、途上国で使用可能なデング熱
やチクングンヤ等の熱帯感染症に対する迅
速鑑別診断キットの開発及びその普及を目
的とする。即ち、高特異性、高感受性、低コ
スト、簡便な使用法を持つ熱帯感染症診断キ
ットの開発を行うことを目的とする。私たち
はイムノクロマトグラフ法による迅速診断
キットの開発に注目した。
チクングンヤウイルスに対しては、まだイ

ムノクロマトグラフキットが存在していな
い。デング疾患に対しては、デングウイルス
抗体を検出する迅速診断キットとウイルス
抗原（NS1）を検出する迅速診断キットが存
在する。ウイルス抗体を検出するキットは、
感染初期の抗体誘導が十分になされていな
い時期において診断が困難であり、一方 NS1
を用いたイムノクロマトグラフキットが実
用化されているものの感度が低く、高額であ
ることから、不完全なものでしかない。そこ
で、これらのウイルスに対しては、単クロー
ン抗体を作成し、キットの開発を行った。

また、本研究を進める上で、途上国の医師
たちが、途上国等で開発された多少安価では
あるものの、低感度・低特異性の既存のイム
ノクロマトグラフキットを使った経験から、
イムノクロマトグラフキット自体への不信

感を持っているケースが多く認められた。そ
こで、イムノクロマトグラフキットの途上国
での普及を目指し、私たちが以前開発したイ
ンフルエンザ A/H1N1pdm 2009 に対するキ
ットの評価を進め、キットの有用性の説明を
行うとともに、途上国において実際に疫学的
な解析に使用してもらい、イムノクロマトグ
ラフキットの有用性の理解を進めた。

３． 研究の方法

（１） デングウイルスに対する迅速診断キ
ットの開発 

私たちは、デングウイルス抗原を直接検出
可能な高感度、高特異性を持つキットの作製
の検討を行った。そのため、下記の 2種類の
方法で抗体の作製を行ない、また、得られた
抗体は、日本のメーカー（アルフレッサファ
ーマ株式会社）にてイムノクロマトグラフキ
ットの共同開発を行った。また、開発された
キットは、ラボ株や臨床ウイルス株を用いて
評価を行った後、臨床検体を用いて評価を行
った。 

① 抗デングウイルスマウス単クローン抗体
を用いたキットの開発 

インフルエンザウイルスに対するイムノ
クロマトグラフキット作製の経験では、ウイ
ルス表面の蛋白質であるヘモグルチニンに
対する抗体より、核蛋白質に対する抗体の方
が高い感度のキットを作製できる。そこで、
デングウイルスに対しても、キャプシド蛋白
質をターゲットにするとより高い感度のキ
ットの作製を行えるものと考える。 
そこで、私たちは既にマウス由来初代培養

細胞に SV40 T 遺伝子を導入することにより
多くのマウス細胞株を樹立している。その中
でデングウイルス高感受性細胞（B7 細胞）を
用い、DENV-2 (New Guinea C strain)感染細
胞を作製し、Freund’s Complete Adjuvant
と共に BALB/c マウスへの免疫を行った。そ
の後、数回の免疫を行った上で、最終の免疫
から 3日後に脾臓を摘出し、脾細胞を分離し、
マウスミエローマ細胞株（PAI 細胞）と細胞
融合を行った。抗体産生のスクリーニングは
ウイルス感染 Vero 細胞及びデングウイルス
キャプシド蛋白を発現した細胞を用いた間
接蛍光抗体法にて行った。陽性細胞は、限界
希釈法により細胞クローニングを行い、二次
スクリーニングにてハイブリドーマ株を選
択した上で、培養スケールの拡大を行った。
ハイブリドーマ株の培養上清を用い、他の血
清型のデングウイルスに対する反応性の検
討を行った上で、ハイブリドーマ産生抗体の
各種性状解析を行った。また、性状の優れた



抗体に関しては、BALB/c マウスを用いて腹水
の作製を行いキットへの応用を行った。 

② 抗デングウイルスヒト型抗体を用いたキ
ットの作製 

本研究に先行して行われている JICA-JST 
SATREPS 事業にて得られた抗デングヒト型抗
体において、デングウイルスの全ての血清型
に対して広域反応性を示す抗デングウイル
スエンベロープ抗体及び抗デングウイルス
prM 抗体の作製に成功した。SATREPS 事業で
は、抗体医薬の開発を目的としており、検査
キットの開発を想定していなかったことか
ら、本抗体を用いたキット開発を本研究にて
行った。 

（２）チクングンヤウイルスに対する迅速診
断キットの開発 

チクングンヤウイルスもマウス由来初代
培養細胞 B7 細胞に対する感受性が高いこと
が示されていた。そこで、2009 年にマヒドン
大学熱帯医学部にて患者より得られ、MOCID
にて単離されたチクングンヤウイルス（CP10
株、ECSA 遺伝子型）を B7細胞に感染させ、
感作細胞を作成し、抗デングウイルスマウス
単クローン抗体の作製法と同様に BALB/c マ
ウスへ免疫し、ハイブリドーマの作製を行い、
チクングンヤウイルス感染細胞を用いた間
接蛍光抗体法にてスクリーニングを行い、陽
性細胞を限界希釈法にてクローニングを行
い、抗チクングンヤウイルス単クローン抗体
産生ハイブリドーマの作製を行った。この抗
体の詳細解析及びキットへの応用及びその
評価を行った。 

（３）インフルエンザ A/H1N1pdm 2009 特異
検出キットの解析及びタイ臨床株を用いた
キットの評価 

私たちは、2009 年にアウトブレークを引き
起こしたインフルエンザ A/H1N1 pdm 2009 に
対し、反応し、以前に流行していた A/H1N1
や A/H3N2 及び B型には反応を示さないマウ
ス単クローン抗体を作製し、イムノクロマト
グラフ法を用いた迅速診断キットの開発に
成功した（Mizuike R, et. al., Clin Vaccine 
Immunol. 2011;18(3):494-9）。しかしながら、
開発を行ったシーズンは、ほぼ全てのインフ
ルエンザが本ウイルスを起因としていたこ
とから、他のウイルスと共存している環境下
でどの程度の精度を保つのか、また、今後の
インフルエンザのサーベイランスにどの程
度使用可能か評価を行うため、引き続き、日
本国内でもサンプルを収集し、キットの評価

を行った。 
また、途上国での迅速診断キットの普及を

考える上で、迅速診断キットの有用性を途上
国の医師たちに理解を促す必要がある。そこ
で、マヒドン大学熱帯医学部においてタイの
臨床医を集め、本キットの有用性に対するセ
ミナーを行うと同時に、実際にマヒドン大学
熱帯医学部と共同で本キットを用いてタイ
におけるインフルエンザの疫学調査を実施
した。 

４．研究成果 

（１） デングウイルスに対する迅速診断
キットの開発 

① 抗デングウイルスマウス単クローン抗体
を用いたキットの開発 

 B7 細胞を用い、DENV-2 (New Guinea C 
strain)感染細胞を作製し BALB/c マウスへの
免疫を行ない、その脾細胞を用いて 60 クロ
ーンの抗デングウイルス単クローン抗体産
生ハイブリドーマを作製した。その中で、5
クローンは、デングウイルスキャプシド蛋白
質を認識するマウス単クローン抗体産生ハ
イブリドーマであった。5 クローンの内、3
クローンは DENV-2 特異抗体であり、残り 2
クローンは DENV-2 と DENV-4 のみを認識する
抗体であった。デングウイルスのキャプシド
蛋白質の系統樹解析を行ったところ、他のウ
イルス蛋白質に比べ、多様性が高いことが示
された（図１）。このことは、デングウイル
ス検出キットの為に必要なデングウイルス
の全ての血清型と反応を示す抗体の作製は
難しいことを示して
いると考えられる
(Noda M, et., al. 
Biologics. 
2012;6:409-16) 。一
方で、デングウイル
ス血清型特異抗体の
作製にはキャプシド
蛋白質をターゲット
にすることにより作
製が簡易であること
が示されたことから、
デングウイルス血清
型判定キットの作製
を行うことが可能で
あると考えられる。
実際に途上国の医師
やデング研究者から
はそのようなキット
の開発の要望も強い
ことから、現在、デ



ングウイルスの 4種類の血清型特異反応性を
示す抗体の作製を行っている。 

② 抗デングウイルスヒト型抗体を用いたキ
ットの作製 

SATREPS 事業にて作成された抗デングウイ
ルスヒト型抗体を用いてイムノクロマトグ
ラ フ 迅 速 診 断 キ ッ ト の 開 発 を 行 っ た
(Setthapramote C, et. al., Biochem Biophys 
Res Commun. 2012;423(4):867-72)。アルフ
レッサファーマ株式会社の協力の元、テスト
ラインに抗デングウイルス prMヒト型抗体を、
金コロイド標識抗体には抗デングウイルス
エンベロープヒト型抗体を用いてキットを
開発した。現在、マヒドン大学熱帯医学部お
及び MOCID にてタイ分離株及びタイ臨床検体
を用いて評価を行っている。また、ヒト型抗
体作製に使用した患者由来の血液より、デン
グウイルス遺伝子の検討を行ったところ、同
一患者にデングウイルスの quasispecies が
存在することが示され、報告を行った
(Puiprom O, et. al., Biochem Biophys Res 
Commun. 2011;413(1):136-42)。 

（２） チクングンヤウイルスに対する迅
速診断キットの開発 

抗チクングンヤウイルス単クローン抗体
を作製するため、2009 年にタイマヒドン大学
熱帯医学部にて患者より得られ、MOCID にて
単離されたチクングンヤウイルス ECSA 株を
B7 細胞に感染させ、感作細胞を作製した。感
作細胞を免疫源としてマウスにて免疫を行
い、免疫脾細胞を用いてハイブリドーマの作
製を行った。ハイブリドーマはチクングンヤ
ウイルス感染細胞を用いて間接蛍光抗体法
にてスクリーニングを行い、チクングンヤウ
イルス特異抗体の選択を行った。その結果、
5 クローンの抗チクングンヤウイルス単クロ
ーン抗体が作製された。これらの抗体は、
2006 年にスリランカから帰国した旅行者が
感染していたチクングンヤ株（SL11131 
strain）及び 1952 年にタンザニアにて分離
された S27 strain を用いて反応性を検討し
たところ、両株に対し、
反応性を有していたこ
とから、過去及び近年の
流行株に広く反応性を
示す抗体であることが
示唆された。そこで、ア
ルフレッサファーマ株
式会社にてイムノクロ
マトグラフキット化を
行い(図 2)、マヒドン大
学熱帯医学部及び

MOCID にて臨床検体、臨床分離株、及びラボ
株に対する反応性の検討を行っている。 
 同時に、収集した臨床分離株を、ケラチノ
サイト細胞であるHaCaT細胞に感染させたと
ころ、IL-8 の誘導抑制が認められた。また、
さらに蚊の唾液腺抽出物を添加したところ、
チクングンヤウイルスの増殖能が高まり、
IL-8 の誘導抑制がより強まることを示し、報
告を行った（Puiprom O, et. al., Infect 
Genetics  Evol. 2013 10;17C:210-215）。 

（３）インフルエンザ A/H1N1pdm 2009 特異
検出キットの解析及びタイ臨床株を用いた
キットの評価 

インフルエンザ A/H1N1pdm 2009 を特異的
に認識するマウス単クローン抗体を用いた
イムノクロマトグラフ迅速診断キットを
2010 年に開発した。本研究では、このキット
及び季節性インフルエンザ検出迅速診断キ
ットを用い、2010-2011 年シーズンに大阪府
東成区医師会の協力の元、13 医院より 542 件
のインフルエンザ様疾患患者由来検体の収
集し、キットの評価を行った。迅速診断キッ
トは、臨床現場で実際に医療関係者に使用し
ていただき、その後 332 検体からの遺伝子解
析を、283 検体からのウイルスの分離を試み
た。また、臨床症状、投薬状況などとの相関
性の検討を行った。その結果、１）A/H1N1pdm 
2009 検出キットは季節性インフルエンザキ
ットより高感度であることが示され、併用し
て使用することでさらに診断の正確性を増
すことが可能である。２）両キットの感度・
特異度の傾向が病院毎に異なっていること
が示唆された。この要因として、各医院での
キットの使用法によるものであることが考
えられる。迅速診断キットを使用する際は使
用方法の徹底が必要である。３）迅速診断キ
ットを無視して投薬する場合とキットに従
って投薬する場合では、キットに従って投薬
する場合のほうがより正確な投薬を行えて
いることが示された。迅速診断キットの有用
性を示し(図 3)、報告を行った(Sasaki T, et., 
al. PLoS One. 2012;7(11):e5067)。 

更にマヒドン大学熱帯医学部にて、



2012-2013年に87検体のインフルエンザ様疾
患患者収集し、タイ臨床検体を使用したキッ
トの評価及びインフルエンザの疫学調査を
行っている。 

（４）迅速診断キットの途上国における普及
を目指して 

 途上国での迅速診断キットの普及を考え
る上での問題点としては、１）迅速診断キッ
トの価格が途上国で使用する場合には高額
である。２）途上国製の少し安価なキット性
能が低いキットを使った経験から、途上国の
医療関係者には、迅速診断キットの有用性を
十分に理解していない人々が多い。そこで、
株式会社 BL 及びアルフレッサファーマ株式
会社の関係者に、マヒドン大学熱帯医学部に
て医療関係者向けにセミナーを開催し、迅速
診断キットを実際に使用しながら説明を行
ったと同時に、意見交換を行い、タイにおけ
る迅速診断キットのニーズの把握を行った。
特にデングウイルスのウイルス血清型鑑別
迅速診断キットの開発は強く求められた。ま
た、高感度・抗特異性の迅速診断キットの価
格を下げるため、イムノクロマトグラフキッ
トで使用される材料を日本の企業で作製し、
そのアセンブリをタイの製薬企業で行うこ
とで価格を下げられないかという意見もあ
り、現在その方向でタイの企業との交渉を進
めている段階である。 
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