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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年国内外で問題となっているウイルス性人獣共通感染症のうち、重篤
化しやすく致死率も高いハンタウイルス感染症、ダニ媒介性脳炎、およびウエストナイル熱について簡便な診断
法の開発を試みた。ハンタウイルスの核蛋白質抗原とし、様々なげっ歯類の抗体検出が可能なELISAとイムノク
ロマトグラフィー法を開発した。IgGもしくはStrep-tagを付加したダニ媒介性脳炎ウイルスのウイルス様粒子 
(SPs) を用いた抗体検出用のELISAを開発した。相同組換えを利用した、安定性の高いウエストナイルウイルス
のリバースジェネティック法を開発した。

研究成果の概要（英文）：In this study, simple diagnostic methods were developed for zoonoses, such 
as hantavirus infections, tick-borne encephalitis, and West Nile fever, which are severe and fatal 
diseases, and are considered as major problems in many countries. ELISA and immunochromatography 
were developed to detect anti-hantavirus antibodies in various rodents. ELISA systems using 
viral-like particles (SPs) of tick-borne encephalitis virus conjunctive with IgG and Strep-tag were 
established. A stable reverse genetics system for West Nile virus was developed by using homologous 
recombination. 

研究分野：公衆衛生学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) ハンタウイルス感染症 
ハンタウイルスはブニヤウイルス科に属
するウイルスである。世界中で多くのげっ
歯類が本ウイルスを保有し、人にハンタウ
イルス感染症を媒介する。近年これまで知
られていなかった強毒型のウイルスが次々
と発見されたことから、新興・再興感染症
としての重要性が増している。 
a) ハンタウイルス感染症の２つの病型：ユ
ーラシア大陸と日本には腎症候性出血
熱(HFRS：致死率 0.1～10％)、北米や
南米にはハンタウイルス肺症候群
(HPS：致死率約 40％)が流行している。 

b) 南北アメリカ大陸には HPS を媒介する
げっ歯類が多数存在することから、日
本人の旅行者や滞在者が HPS に罹患
する可能性がある。2012年の夏にはア
メリカ合衆国カリフォルニア州のヨセ
ミテ国立公園の宿泊客に HPS 患者が
発生して、公衆衛生上の大きな問題と
なった。 

c) わが国のげっ歯類の保有するウイルス
が、HFRS の流行を引き起こす可能性
について調べる必要性がある。 

 
(2) ダニ媒介性脳炎 
 ダニ媒介性脳炎ウイルス(TBEV)はダニ
媒介性脳炎(TBE)の病原体でフラビウイル
スに属している。本ウイルスはマダニ類が
媒介動物(ベクター)となって、げっ歯類な
どの小動物との間で感染環を形成しながら
自然界で存続している。人は感染マダニの
刺咬によって感染し、TBE を発症する。
TBE はユーラシア大陸北部の広い地域で
流行が見られ、強毒型のウイルスの感染で
は致死率が 30％にも達するとされている。 
a) 隣国のロシアや中国では多数の TBE患
者が発生している。 
b) 1993年、北海道において TBE患者が発
見され、患者発生地域の野生げっ歯類、
マダニ、およびイヌから TBEV が分離
された。これにより、わが国にも TBE
の流行巣が存在することが判明した。 

c) 海外流行地での日本人の TBE 感染例が
報告されている。 

 
(3) ウエストナイル熱 
ウエストナイルウイルス(WNV)はウエ
ストナイル熱(WNF)の病原体でフラビウ
イルス科に属している。本ウイルスは各種
の蚊（主としてアカイエカ）がベクターと
なり、増幅動物である鳥類との間で感染環
を作って自然界で存続している。近年世界
各地でWNFが人と馬の間で流行し、脳炎
による死亡例が続出している。 
a) 1999年にはアメリカ合衆国のニューヨ
ーク州でWNFが初めて出現し、これが
アメリカ大陸での初めての発生となっ
た。その後流行は 2003 年までに合衆国
本土のほぼ全域に拡大し、2003 年のみ

で 9,377名の患者が記録された。現在ウ
エストナイル熱の分布域は中米から南
米へとさらに拡大中である。2012 年の
合衆国でのWNFの患者数(10月 9日現
在)は 4,249 例、死亡例は 545 例を数え
ている。 

b) 現在日本には本ウイルスは分布してい
ないが、日本とWNFの流行国との間で
人や鳥獣類の移動が頻繁なこと、日本の
大都市には媒介蚊（アカイエカ）と増幅
動物である鳥類（カラスやスズメなどの
野鳥）が生息することなどから、本病の
侵入と流行の可能性は極めて高い。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、近年国内外で問題となって
いるウイルス性人獣共通感染症のうち侵入
または流行の危険性があり、重篤化しやす
く致死率も高いハンタウイルス感染症、ダ
ニ媒介性脳炎、およびウエストナイル熱に
ついて簡便な診断法を開発する。次に流行
地域であるユーラシア大陸やアメリカ大陸
において疫学調査を実施して、これらの感
染症の流行状況に関する知見を得る。これ
によりハンタウイルス感染症、ダニ媒介性
脳炎、およびウエストナイル熱の流行阻止
のための貴重な情報が得られる。具体的に
は以下の項目について研究を実施する。 
a) 診断法の開発：本研究で取り上げるウイ
ルス性人獣共通感染症の病原体は多種
類の野性動物に感染する。したがって
各種動物を対象とした疫学的研究の遂
行のための簡便な診断法の開発を行う。 
疫学調査：メキシコ、ロシアおよびモンゴ
ルおいて疫学調査を実施して、流行地や病
原巣動物の特定を行うとともに、ウイルス
の性状を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ハンタウイルスの簡便な抗体検出系
の開発 
ハンタウイルスには多くのウイルス型
が存在し、各種ウイルス間で抗原性に著
しい多様性のあることが知られている。
また各種のげっ歯類が本ウイルスを保
有するため、動物種を問わない多検体用
の簡便で高感度な診断法の開発が望ま
れていた。そこで抗原性の異なる 3つの
ハンタウイルスの核蛋白質を混合して
抗原とし、Protein G を検出試薬とする
ELISAとイムノクロマトグラフィーの開
発を試みた 
(2) ダニ媒介性脳炎ウイルスの E 蛋白質
の発現 
TBEV の M および E 蛋白質はエンベロー
プ上の糖蛋白質で、宿主に認識される主
要な抗原となっている。Mおよび E蛋白
質を哺乳類細胞中で同時に発現させる
と、ウイルス様粒子(SPs)として細胞外
へ放出されることが明らかにっている。



SPs の収量を改善するために Mと E蛋白
質を免疫グロブリン IgG との融合蛋白
質として哺乳類細胞中で発現させ、細胞
上清中に分泌される IgG が付加された
SPs (IgG-SPs)を回収した。また、
Strep-tag を付加した E 蛋白質を同様に
SPs として同様に回収した(Strep-SPs)。
本IgG-SPsおよびStrep-SPsを抗原とし
た抗体検出用の ELISA の確立を行う。 
(3)ウエストナイルウイルスのリバース
ジェネティック法の確立 
WNVの遺伝子全長をプラスミドにクロー
ニングして、このプラスミドを培養細胞
にトランスフェクションすることによ
って感染性ウイルスを得ようとするリ
バースジェネティックス法はウイルス
遺伝子に変異が入りやすいことが知ら
れている。そこで、prM と E遺伝子だけ
を別の遺伝子フラグメントとして、その
他の遺伝子領域をクローニングしたプ
ラスミドを同時にトランスフェクショ
ンすることにより、相同組換えを利用し
て感染性 WNV を回収する系の開発を試
みた。 
(4)モンゴルにおける疫学調査 
モンゴルで捕獲されたげっ歯類のハン
タウイルス感染状況を抗体保有の有無
によって調査する。 
 モンゴルで捕集されたダニからダニ
媒介性脳炎の分離を試みた。 
 
４．研究成果 
(1)ハンタウイルスの簡便な抗体検出系の開
発 
 抗原性の異なる3つのハンタウイルスの核
蛋白質を混合して抗原とし、Protein G を検
出試薬とする ELISA を開発した。これにより
様々なウイルスに対する抗体検出が可能と
なった。抗体検出をさらに簡便にするために、
核蛋白質の混合抗原を用いたイムノクロマ
トグラフィー法を開発した。 
 ハンタウイルスの一種である Hokkaido ウ
イルス（HOKV）の核タンパク質（NP）を E. coli
にて発現させた組換え NP（HOKV rNP）を抗原
としたイムノクロマトグラフィー（ICG）ユ
ニットを作製した。腎症候性出血熱の病原体
である Puumala ウイルス（PUUV）はヨーロッ
パヤチネズミを宿主とし、NPの抗原性がHOKV
に近いことが知られている。2012 年にロシア
のサマラ地方で捕獲したヨーロッパヤチネ
ズミの血清 298検体について ICGと蛍光抗体
法（IFA）により抗ハンタウイルス抗体の検
出を実施し、ICG の IFA に対する感度および
特異度を求めたところ、それぞれが 97.8%
（44/45）と 96.0%（243/253）となった。本
ICG はげっ歯類の抗ハンタウイルス抗体の検
出法として信頼性が高いことが明らかにな
った。 
 
(2)ダニ媒介性脳炎ウイルスの E 蛋白質の発

現 
ダニ媒介性脳炎ウイルスの Mおよび E蛋白
質はエンベロープ上の糖蛋白質で、宿主に認
識される主要な抗原となっている。ダニ媒介
性脳炎ウイルスの Mと E蛋白質を免疫グロブ
リンIgGとの融合蛋白質として哺乳類細胞中
で発現させたところ、細胞上清中に多量の
IgG-SPs が分泌されることが判明した。本
IgG-SPs を抗原とした抗体検出用の ELISA の
確立を行った。本タンパク質を用いた ELISA
により、流行地のげっ歯類における抗ダニ媒
介性脳炎ウイルス抗体の検出が可能であっ
た。 
 また、Strep-tag を付加した E蛋白質と prM
を哺乳動物細胞で発現させて、SPs を回収し
た (Strep-SPs) 。 こ の Strep-SPs を
Strep-Tactin によりプレートに効率的に捕
捉する ELISA の系を構築し、TBEV の流行巣で
捕獲された野鼠血清を用いて抗体検出を行
って、中和試験に対する特異度と敏感度を算
出したところ、それぞれ 97.7%と 96.8%であ
った。今回開発した ELISA は動物種非特異的
な抗 TBEV 抗体検出法として優れていること
が判明した。 
 
(3)ウエストナイルウイルスのリバースジェ
ネティック法の確立 
 prM と E 遺伝子だけを別の遺伝子フラグ
メントとして、その他の遺伝子領域をクロ
ーニングしたプラスミドを同時に培養細胞
にトランスフェクションしたところ、感染
性 WNV が培養上清中から回収された。得ら
れたウイルスの細胞内での増殖性や形成さ
れるプラーク形状に変化は見られなかった。
これにより、WNV の安定したリバースジェ
ネティックス法が確立された。 
 
(4)モンゴルにおける疫学調査 
 モンゴル国内で捕集されたダニの乳剤を
培養細胞に接種して、ダニ媒介性脳炎ウイル
ス株を 9株分離した。分離されたウイルス株
のEタンパク質遺伝子について塩基配列を決
定したところ、いずれもシベリア型のダニ媒
介性脳炎ウイルスであった。分離された 9株
のうち 2 株をマウスに接種したところ、2 株
のウイルスは明らかに異なった病原性を示
した。両株のウイルス遺伝子全長について塩
基配列を決定したところ、両株では 13 のア
ミノ酸しか異なっていなかった。 
平成 27 年 8 月、モンゴルのセレンゲ州に
赴き、げっ歯類 23 匹を捕獲した。これらの
げっ歯類についてハンタウイルスと TBEV に
対する抗体の検出を上記の診断法で行った
が、いずれも陰性であった。 
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