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研究成果の概要（和文）：デング熱、ウエストナイル熱、黄熱など蚊で媒介されるウイルス性疾患は、互いに症状も似
ており、しかも血清学的に交叉を示すことから、免疫学的検査のみによって診断を下すことは困難である。本研究では
、これらフラビウイルス感染症を、１回の検査で迅速に鑑別できる遺伝子診断法を開発することを目的とした。データ
ベース上の配列情報を精査した結果、ウイルス増殖に必須なメチルトランスフェラーゼとRNAポリメラーゼをコードし
ている非構造蛋白質NS5遺伝子内に共通プライマーを設定したRT-PCRにより各ウイルス群が明確に判別できることを見
い出し、実際に少なくともデングウイルスの４つの血清型が鑑別診断できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Mosquitoe-borne flavivirus infections such as dengue fever, West Nile fever, and 
yellow fever etc. exhibit clinically similar symptoms. Besides, they are sometimes serologically 
cross-reactive, Therefore, it was very difficult to diagnose them only by conventinal immunological 
tests. This study aimed at developing a rapid diagnostic system by a single universal genetic test. By 
scrutinizing the whole viral genomic sequences on database, we have found that part of their viral 
non-structural NS5 genes coding a methyltransferase and an RNA polymerase essential for viral replication 
would be able to differentiate the respective flavivirus species and that actually the RT-PCR by use of a 
set of universal primers on the concerned NS5 region clearly can tell at least 4 different serotypes of 
dengue viruses.

研究分野： ウイルス学
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１． 研究開始当初の背景 
(1) 2014 年の 8 月から 9 月にかけて東京の
代々木公園周辺を発生源として我が国に 70
年振りにデング熱が国内感染として報告さ
れたことを好例として、近年、それまで熱帯
や亜熱帯地域に限定的に発生すると考えら
れていた蚊媒介性ウイルス性疾患が温帯地
域でも発生する現象が国内に留まらず地球
規模で起こっている。地球温暖化によって蚊
など媒介昆虫の生息域が拡大しつつあるこ
と、航空機網の発達などによりグローバルレ
ベルでの激しい人や物資の激しい移動が、
益々その確率を増大させているのではない
かと思われる。蚊で媒介されるデング熱、ウ
エストナイル熱、黄熱病など、いわゆるフラ
ビウイルス感染症は、互いに症状が類似して
おり、しかも部分的に血清学的交叉反応を示
すことから、単に発熱患者を免疫学的検査キ
ットで調べたくらいでは正確な診断ができ
ず、それぞれ個別に開発された遺伝子診断法
などと併用して初めて診断が下されるのが
実状である。しかし、これでは各々の感染症
に対して個別に診断のための試薬を用意し
て置かねばならず、全国の医療検査機関でそ
れを実行するのは経費的にも効率的ではな
い。一つの共通した検査法でフラビウイルス
感染症のどれであるかが当たりをつけられ
れば、適切な治療と感染予防対策がより早期
に開始できるものと考えられた。 
 
(2) 我々は、ガーナ共和国やコンゴ民主・コ
ンゴ両共和国等アフリカ大陸からの検体に
対して、種々の会社製品（たとえば PanBio
社や Standard Diagnostics 社など）の抗デ
ング熱 IgG抗体や同 IgM抗体検出キットやウ
イルス抗原検出キットを使用してみたが、そ
の検査結果はともするとバラバラで一貫性
が無く、今ひとつ製品の信頼性に欠けるとい
う印象を拭えなかった。既に報告されている
RT-PCR 法などによる遺伝子解析も試みてみ
たが、いずれも陽性のバンドは得られず、そ
もそも遺伝子型の報告が僅少のアフリカ大
陸などで流行する株に対して既報の手法が
通用するのかという疑問さえも持たれた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、上記の制限や疑問を解

決するために、一つの共通する実験方法でフ
ラビウイルス感染症の各々を鑑別する新し
い検査システムを開発すること、そしてそれ
を実際の臨床検体に応用して実効性を確か
めることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 初 め に National Center for 
Biotechnology for Information (NCBI)の 
データベース 
（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/seq
uence-analysis/）からフラビウイルス群で
あるデングウイルスの４つの血清型、ウエス

トナイルウイルスとそれに近縁であると知
られている Kunjin ウイルス、黄熱ウイルス
それぞれのグループに属するウイルス株の
全ゲノム遺伝子情報を少なくとも３株取り
出し、それらを Genetyx のソフトウェアを用
いて、各ウイルス群の遺伝子構成図に基づき、
類縁の蛋白質についてはそれらが並列して
比較し易いようにアラインメントした。する
と特に非構造蛋白質である NS5 遺伝子では、
グループ内の株間は無論のこと、グループを
超えても高い相同性があることが容易に見
て取れた。NS5 遺伝子領域は、メチルトラン
スフェラーゼと RNA依存性 RNAポリメラーゼ
をコードしており、どちらもウイルス増殖に
必須の酵素である。一般的に言って、こうし
た機能性蛋白質をコードする領域は、遺伝子
配列の相同性が高い conservative region と
比較的配列がバラバラな non-conservative 
region が入れ子になっているのが通例であ
る。こうした観点から具にアラインメントを
眺めると、RT-PCR 用のプライマー配列を設定
するのに適切と思われる部位がNS5遺伝子領
域には何ヶ所か存在することが明らかであ
った。表１に、そのようにして設定したプラ
イマーの配列情報を示す。ただし、このプラ
イマー設計に際しては、なるだけ多種類のウ
イルス群かつ多様な株に対応できるように、
所々に混合配列を持つ所謂 degenerative 
primer にする工夫を施している。また反応条
件は、Qiagen 社の OneStep RT-PCR のキット
に推奨の条件をそのまま採用した。 
 
表１ デングウイルス検出のための RT-PCR 

用プライマー配列 
                                
 
DENG-NS5-F1  

AGYGGAGTRGAAGGRGAAGG (20mer)  
DENG-NS5-R  

AGCATGTCTTCXGTXGTCATCCA  (23mer) 
(Y: C, T / R: A, G / X: A, G, C, T) 

Dengue-Dus  
TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG  

(28mer) 
Dengue-Duc 

TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 
(29mer) 
                       
注. 上の 2つのプライマー配列が我々によっ
て設計考案されたもので、下には参考として
国立感染症研究所の検査マニュアル（引用文
献①参照）で推奨されているプライマー
Dengue-Dus/Dengue-Duc の配列を示している。  
 
４．研究成果 
(1) これまで報告されている多くのフラビ
ウイルスの遺伝子解析法では、ウイルスの
Envelope 蛋白質をコードする領域にプライ
マーを設定することが多かった。実際、デン
グウイルスの4つの血清型すべてに共通して



反応すると言われている PrMから C遺伝子領
域 に 設 定 さ れ た プ ラ イ マ ー
Dengue-Dus/Dengue-Duc を用いると、確かに
４つの血清型の標準株から抽出したゲノム
RNA を鋳型とした時に、いずれもよく増幅す
ることを確認した（図１）。 

 
図 1 国立感染症研究所のデングウイルス検
出用マニュアルで推奨されるユニバーサル
プライマー Dus/Duc による RT-PCR のゲル電
気永動写真 
（4つの血清型D1～D4の標準株ウイルス抽出
RNA に対して 511 bp（矢印）の PCR 産物が得
られている。） 

 

しかし、このプライマーの配列は、報告され
た当時、未だ degenerative primer の有用性
が認識されていない時代でもあり、株によっ
ては配列がマッチせずに増幅できない場合
もあることが知られていた。 
 
(2) 我々が開発したプライマーを用いた
RT-PCR は全長約 920 bp であるが、図２に示
すようにこれも４つの血清型のデングウイ
ルスRNAをいずれも明瞭に検出できることが
確かめられた。 

 
 
図２ NS5 遺伝子領域に設定されたプライマ
ーによる４つの血清型デングウイルスRNAの
RT-PCR のゲル電気泳動写真 
 
なお、この新規プライマーによる PCR産物

は 920 bp の長さがあり、NS5 遺伝子全体が約
3,000 bp 長であるのに対して約 1/3の長さで
しかない。しかしながら、図３で示すように、
この 920 bp の長さの配列から作成される分
子系統樹は、NS5 遺伝子全体の配列から作成
される分子系統樹と比べ、ほとんど同一のト
ポロジーの樹形を示すことが明らかである。 

 

 
 
図３ フラビウイルスのNS5遺伝子領域の配
列から作成した分子系統 
（Aは NS5 遺伝子領域全体(約 3,000 bp)の配
列情報から作成し、B はその一部でプライマ
ーDENG-NS5-F1 と DENG-NS5-R 間の配列情報
(920 bp)から作成している。） 

 

この図３の結果は、NS5 の部分配列だけでも
十分にフラビウイルス各群の鑑別診断が可
能であることを意味している。 
 
(3) 実際の臨床検体にこの新しい系を応用
してみたらどうなるかを示したのが図４で
ある。コンゴ民主共和国から得られた２つの
検体は、デングウイルスの抗原検出キットに
より陽性反応を示したため既報のDus/Ducプ
ライマーを用いて RT-PCR を試みてみたので
あるが、予想される大きさのバンドが得られ
なかったものである。 

 

 

図４ コンゴ民主共和国から得られたある
検体をNS5遺伝子に設定した新しいプライマ
ーを用いて RT-PCR した時のゲル電気泳動写
真 
（レーン 1と２が検体で、３は陽性コントロ
ースの D2、その右は陰性コントロール） 



既報のDus/Ducプライマーでは検出できな
かったのが、新しいプライマーによる RT-PCR
によって予想サイズである 920 bp 長の PCR
産物を生じていることが明らかである。産物
の遺伝子配列情報は、使用したプライマーそ
のものを sequence primer として用いること
によって解析することができ、またこの 920 
bp 長の領域内部にも相同性が高い領域が２
ヶ所ほど認められたため、そこに設定したプ
ライマーによって nested PCR や配列分析が
可能であることも確認することができた。 
このように極めて優れた迅速簡便診断法

が開発された訳であるが、手持ちのウイルス
病原体の種類が限られていたため、デングウ
イルス以外の他のフラビウイルス感染症に
対しても有効であるか否かを検証すること
が課題として残されている。また最近、NS5
遺伝子に着目したプライマーは、他にも幾つ
かの研究グループから提唱されており（引用
文献②や③を参照のこと）、それらと比較し
ても我々の系が感度や汎用性に関して優れ
ていることを立証することは今後の検討課
題である。少なくとも我が国で採用されてい
る既報の手法より、有用性が高いと思われる
方法が開発されたことだけは確かであろう。 
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