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研究成果の概要（和文）：本研究では、アルボウイルスの中で血清学的に交差反応がある事が知られているフラ
ビウイルス科の黄熱ウイルスおよびデングウイルス間の鑑別診断を目指してIgMおよびIgG検出エピトープブロッ
キングELISAの開発を目指した。その結果、IgG検出系においては黄熱ワクチン接種者の血清を有意に検出でき
た。
IgM検出系については、黄熱に自然感染した患者血清が研究期間中に入手できなかったため本検出系が有効に機
能するか否か検証できなかった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project was to develop the deferential diagnostic system 
between flaviviruses (yellow fever (YFV) versus dengue virus (DENV)) using IgM or IgG detection 
Epitope blocking (EB) ELISA system.
Regarding the IgG detection EB ELISA system, YFV vaccinated person’s serum was successfully 
detected using this system. However, IgM detection system was not able to evaluate this system due 
to the lack of YFV naturally infected patient sera which shows high IgM antibody titer. 

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、黄熱とデング熱といった同じウイルス科に属し血清交差反応を示すフラビウイルス感染
症が共に存在している地域において明確に区別を付けられることで正確な診断が可能になり、感染症流行状況の
把握が出来るという点である。さらに、デング熱の場合二次感染であれば重症化し、デング出血熱やデングショ
ック症候群にもなるため、デングウイルス感染症であるか否かの診断法の開発は社会的に大変意義のあるもので
ある。今回は黄熱の診断ができたところで終わってしまったが、本件作法でデング熱でないことを判定できれば
鑑別診断法の開発として一歩前進したことになると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）ウイルス感染症の診断法には、ウイルス分離、ウイルス遺伝子の検出（ＰＣＲ）などウイ
ルスの存在を証明する方法が多くの場合取られてきたが、ウイルス血症の時期を過ぎてしまう
とこれらの方法は困難となり、血清診断（IgM抗体, IgG抗体検出 ELISAおよび中和試験など）
が行われてきた。蚊やダニなどが媒介する熱帯地域のアルボウイルス感染症の診断法の問題に
は、コスト、P3実験施設、時間などいろいろあるが、それ以上の問題は血清診断では同じウイ
ルス科に属する別のウイルスと患者抗体との交差反応が強く出るため正確な診断が難しい点で
ある。例えば東南アジアではデング熱と日本脳炎、東アフリカではチクングニア熱とオニョンニ
ョン熱、オセアニア地域ではチクングニア熱とロスリバー熱、アフリカや中南米では黄熱とデン
グ熱とジカ熱がそれぞれ区別できる診断法の開発が喫緊の課題である。 

（２）これまでの血清学的診断法の弱点である血清交差反応を解決する新しい方法として、ウイ
ルス特異的なモノクローナル抗体を用いた検査法の開発である。モノクローナル抗体は様々な
ウイルスタンパクのエピトープの内一つだけを認識し結合する。そのエピトープの中にはウイ
ルス特異的なエピトープもあれば同じウイルス科で共通なエピトープもある。ということは、ウ
イルス特異的なエピトープの認識するモノクローナル抗体をうまく利用すれば、この患者がど
のウイルスに感染しているのか診断できるはずであると考えた。そこで競合
ELISA(Competitive ELISAと Epitope Blocking ELISA)が報告されていた(Paweska JT et al., 

2005, Konishi et al., 2011) ①、➁。しかし残念ながら、これらはいずれも IgG抗体の量の差を測
定することにより病原体を特定しており、IgM 抗体を測定することが必要である急性感染症の
診断の場合には不十分であり、IgM抗体の測定ができるエピトープブロッキング ELISAの開発
が急務とされていた。IgM 抗体を上記の方法で測定できることになれば多くのアルボウイルス
の診断に直結できると考え、本研究に至った。 

 
２．研究の目的 
（１）本研究の目的は、蚊が媒介するウイルス（アルボウイルス）病を実験室診断で見分ける方
法を開発することである。アルボウイルス感染症にはデング熱、日本脳炎、黄熱、西ナイル熱(脳
炎)、ジカウイルス感染症、チクングニア熱、オニョンニョン熱、ロスリバー熱、シンドビス、リ
フトバレー熱などがあり、軽症例では発熱、インフルエンザ様症状、筋肉痛、関節痛、腹痛、重
症例では、脳炎、髄膜炎、出血熱、関節炎など似通っているため臨床症状から区別するのが非常
に難しい。今日、活発な海外への渡航、貨物の輸送等によりこれらのアルボウイルスたちが日本
へ侵入してくることが頻繁に発生しているにもかかわらず、現在用いられている診断法は十分
に迅速とは言い難い。アウトブレイク対策は時間との戦いであり、診断が遅れれば患者数は増加
し汚染地域は見る見る広がっていく。そこで、迅速かつ正確な診断法を開発することでより的確
な治療、早期の封じ込め対策、有効な予防策の実施などが可能となり、現代のグローバルな感染
症の発生に迅速に対応できることが可能となる。 

（２）これらの問題点を解決するため本研究では、エピトープブロッキング ELISA（又は競合
的 ELISA）を応用した診断法の開発を目指す。この方法はすでに一部で報告されており、技術
的に可能であることを示している(Paweska JT et al., 2005, Konishi et al., 2011)①、➁。本法は各
ウイルス特異的モノクローナル抗体を用い、患者血清中の抗体によりモノクローナル抗体の結
合するべきエピトープが多くブロックされてしまうか否かにより同ウイルス科に属する 2 つあ



るいは 3 つのウイルス病のうちどのウイルスに感染しているのかを区別する方法である。ここ
までは、すでに技術的に確立されている検査法であるため新たな研究テーマとは言い難い。本研
究テーマの取り組みの新しい点は、今まで報告されてきたエピトープブロッキング ELISA（又
は競合的ELISA）が IgG抗体の有無を調べていたのに対し、IgM抗体の存在を調べる点である。
それは IgG抗体が過去の感染歴を知るのに役立つのに対し IgM抗体は現在の感染症が何による
ものなのかを知ることができる点にある。急性感染症の診断には IgM の検出およびその抗体価
の上昇を見ることが重要である。 

 
３．研究の方法 
（１）本研究では、フラビウイルス科ウイルスによる黄熱とデング熱を区別できるウイルス特異
的 IgM検出エピトープブロッキング ELISA(競合 ELISA)の開発を目指した。具体的な方法とし
ては、下記のような４つのステップを考えた。 

【ステップ１】組換えタンパクのデザイン 

【ステップ２】組換えタンパクの発現と精製 

【ステップ３】モノクローナル抗体の作出と反応性の評価 

【ステップ４】診断キットへのモノクローナル抗体の応用とキットの評価 

 

【ステップ１】組換えタンパクのデザイン 

同じウイルス科のウイルス間の遺伝子情報を比較し、同じウイルスの株間ではよく保存されて
いるが近縁ウイルスとは明らかに配列の異なるという 2つの条件を満たす領域を選定し PCRに
て増幅する。具体的には、GENEBANK に登録されている各種近縁ウイルスの遺伝子配列を並
べて比較し、IgM 抗体が標的としやすいエンベロープタンパク、ＮＳ１タンパク等の遺伝子配
列のうち各ウイルス特有の配列のある部分を PCR増幅する。 

【ステップ２】組換えタンパクの発現と精製 

PCR 増幅したウイルスタンパクの遺伝子を各種タンパク発現系に組み込み組換えタンパクを発
現させる。具体的には、人工合成あるいは PCRにて標的タンパクのＤＮＡを増幅し、大腸菌の
タンパク発現系のプラスミドＤＮＡに組み込む、あるいはカイコに感染するバキュロウイルス
を用いたタンパク発現系(Bac-to-Bac Baculovirus Expression system)を用いてタンパクを発現
させる。そして産生されたウイルスタンパクを Refolding、透析、タグ標識を利用したカラム精
製法（Hisタグ、Fragタグ）にて純度の高い精製ウイルスタンパクを調製する。 

【ステップ３】モノクローナル抗体の作出と反応性の評価 

これらの精製組換えタンパクを用いて、マウスに免疫し、モノクローナル抗体を発生する。そし
てこのモノクローナル抗体のウイルスとの反応性および特異性について評価する。具体的には、
マウスに精製タンパクを複数回免疫し、脾臓を取出し、ミエローマ細胞と細胞融合させ、抗体産
生細胞のクローンを複数回スクリーニングし、ウイルス特異的に反応するモノクローナル抗体
を産生しているクローンを選別する。その際、同じウイルスに関しては複数の株を用いて株間で
の反応の安定性が高く、異なるウイルスとの反応が非常に低い、ウイルス特異的モノクローナル
抗体を選別していく（本研究の一つ目のキーポイント）。 

【ステップ４】診断キットの開発とキットの評価 

開発したウイルス特異的モノクローナル抗体を用いてまずは IgG 抗体の測定系エピトープブロ
ッキング ELISAの開発を目指した。その具体的なアプローチとしては、アッセイ抗原（黄熱ウ
イルス組換え発現エンベロープタンパクドメイン I,II, III）を固相化した ELISA プレートに黄



熱患者（あるいは黄熱ワクチン接種者）の IgG 陽性血清を結合させ、その後加えた黄熱ウイル
ス特異的モノクローナル抗体がどの程度その結合を阻害されるかを IgG 陰性血清の場合と吸光
度の差の大きさにより抗体結合阻害率（％）を計算した。デングウイルス感染者の血清の場合は
モノクローナル抗体と競合しないので、抗体結合阻害率は低い値を示す。逆にデングウイルス組
換え発現エンベロープタンパクをアッセイ抗原として用いた場合黄熱患者血清（あるいは黄熱
ワクチン接種者）であろうとデング患者であろうと黄熱ウイルス特異的モノクローナル抗体は
結合しないので、抗体結合阻害率は低い値を示す。この２つのアッセイ抗原を使ったエピトープ
ブロッキング ELISAで異なる反応性を示すことにより診断が出来る。 
 

４．研究成果 

（１）2019 年度は黄熱ウイルス組換えエンベロープタンパクの内ドメイン I,II,III をすべて含
む抗原が反応性が高いことが判ったので、大腸菌タンパク発現系を用いた抗原の準備を行った。 
（２）Adungo ら（2016）③が当研究室で開発した抗黄熱ウイルスモノクローナル抗体が数多く
作出されていた。その中から抗黄熱ウイルスモノクローナル抗体全 9 クローンの大量生産およ
び大量精製し、これらのクローンが全て、黄熱ウイルス特異的であることを確認した。 

（３）これら黄熱ウイルス組換えタンパクと黄熱ウイルス特異的モノクローナル抗体を用いた
IgG検出エピトープブロッキング ELISAを開発した。黄熱自然感染患者血清が入手できなかっ
たので、黄熱ワクチン接種者血清を用いて行ったところ、競合による強い阻害効率の値が計測で
きたクローンが１つ、弱い阻害効率が計測できたモノクローナル抗体のクローンが 2 つあるこ
とが判明した。黄熱ワクチン接種者の血清はいづれも５０％以上の阻害効率を示したが、デング
患者の血清では２０％から４０％にとどまったので、有意に区別が出来ることを示した。 

（４）2019年 11月に始まった世界的な新型コロナウイルス感染症の流行で、2020年度および
2021年度は新型コロナウイルス IgG抗体検出系 ELISAの開発を行う必要性に迫られたため、
本研究は中断した。なお新型コロナウイルス IgG抗体検出系 ELISAの開発および評価の成果は
Mutantuら（2021）④にて発表された。エピトープブロッキング ELISA法ではないが、SARS-

CoV-2ウイルスの組換えタンパクの大腸菌発現系でのアッセイ抗原を用いた IgG間接ELISAの
開発と SARS-CoV2 ウイルス特異的なモノクローナル抗体を用いての IgM 補足 ELISA 法の開
発（未発表）などに本研究の成果が活かされた。 
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