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研究成果の概要（和文）：アジア、アフリカで急性発熱患者や蚊などの節足動物を採取して培養細胞を用いてウイルス
分離を行った。分離したウイルスは既知のウイルスを検査した後、未同定のサンプルについて培養上清を蛋白分画と核
酸分画に分け、前者はトリプシンで分解し質量分析計（nLC/MS）にてアミノ酸配列情報を、核酸分画は次世代シークエ
ンサー(NGS)にて解析し遺伝子情報を得た。得られた情報をそれぞれ既存のマスコット解析とBLAST解析にて既知のウイ
ルスタンパク、遺伝子との相同性を検索した。データベースでヒットしないアミノ酸配列と遺伝子配列について総当た
りの相同検索を実施してこれまで存在が知られていなかったウイルスを複数発見した。

研究成果の概要（英文）：We collected several thousand clinical (sera) and environmental (mosquitoes) 
samples in the Philippines, Kenya, Myanmar, Nepal and Japan for virus isolation. Viruses were isolated by 
inoculating the samples to cultured cells such as mosquito cell line (C6/36) and mammalian cell lines 
(Vero, LLC-MK2, etc). Culture supernatant of cells showing cytopathic effect were subjected to PCR, 
nLC-MS assay and NGS sequencing. A number of known viruses were identified namely, dengue virus, 
chikungunya virus, Rift Valley fever virus and entero viruses while some unidentified viruses e.g. Tanay 
virus and Tofla virus were recently recognized. In this research program, we established a procedure to 
facilitate the detection of unknown virus combining proteome and genome information.

研究分野：ウイルス学

キーワード： アルボウイルス　プロテオミクス　ゲノミクス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（1）熱帯地域においては感染症がいまだ

死亡原因の一位をしめている。なかでも蚊な

どの節足動物で媒介されるウイルス性感染

症はデング出血熱や日本脳炎、西ナイル熱な

ど多肢にわたり多数の患者が発生しており

地球温暖化とともに増加・拡大が危惧されて

いる。熱帯地域では蚊などが活動を強める時

期にウイルス性と思われる急性発熱性疾患

や脳炎患者で上記の既知ウイルスには陰性

の症例が多数存在しており、未知の病原体の

存在が示唆されている、実際、我々は過去に

ベトナムで全く新しい蚊媒介性ウイルスの

Nam Dinh ウイルスを発見した（参考文献１，

２）。熱帯地域には、さらに多くの未知の病

原性ウイルスが存在していることは明らか

である。このためアジア・アフリカで生息す

る未知の蚊媒介性ウイルスを網羅的に同定

しその活動状況、病原性を解明し、簡易診断

法を開発しておく必要がある、 

（2）網羅的に病原体を同定する手技につ

いて我々は独自にタンパク質解析（プロテオ

ミクス）による解析法を開発し（文献３）、

他のグループは遺伝子解析（ゲノミクス）に

よる解析法を開発した（文献４）。しかし共

に弱点は全く新規のウイルス（データベース

にデータがない）については無力であったこ

とである。そこで我々は両手法の融合により

未知のウイルスにも対応できる迅速、網羅的

な解析方法を考案した。このような背景から

熱帯地域において未知のウイルスを網羅的

に同定し、その生態、診断法の研究・開発を

おこなうことは世界の感染症対策に有用と

考えられる。 

 
２．研究の目的 
本研究は熱帯地域で蚊などの節足動物によ

って媒介される可能性のあるウイルスにつ

いて、我々が独自に実用化したプロテオミク

スによるウイルス同定手法の情報とゲノミ

クスから得られる大量の遺伝子情報を比較

解析することで、1）未知のウイルスを迅速

に同定する手法を確立し、2）アジア・アフ

リカの熱帯地域で調査を実施して、ヒトに病

原性を示す可能性のある蚊媒介性ウイルス

を網羅的に同定し、3）その特異的診断法を

創出して疾病の流行実態を明らかにする事

を目的とする。 

 
３．研究の方法 
 熱帯地域の未知の蚊媒介性ウイルスを網

羅的に明らかにするため、アフリカとアジア

の研究拠点において、季節性発熱疾患（脳炎

を含む）の流行期に患者から血液、髄液を、

さらに環境中の媒介蚊個体を採取して、1）

蚊培養細胞や種々の哺乳類系培養細胞を用

いてウイルス分離を実施する、2）分離した

ウイルスは長崎大学熱帯医学研究所に搬送

し、プロテオミクス（nCL/MS）解析とゲノミ

クス（パイロシークエンス）解析を実施する、

3）これらの情報を既存のデータベースで検

索して既知のデータと相同性の無いアミノ

酸配列と塩基配列情報を抽出する、4）濱田

剛博士のスーパーコンピューターを用いて、

アミノ酸配列と塩基配列情報の総当たり検

索を行い未知ウイルス候補の配列を検出す

る、5）ウイルスの存在を確認したのち、当

該ウイルスに特異的な遺伝子増幅検出法、抗

体検出法を創出し、現地の保存患者血清を使

って疫学解析を実施して、発見したウイルス

の重要性について検証する、6）以上の結果

をまとめて熱帯地域における未知の蚊媒介

性ウイルスを網羅的に明らかにする。 

（図１）プロテオミクス、ゲノミクス融合解

析による未知ウイルス同定の流れ） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
４．研究成果 

１）サンプルの採取と既知ウイルスの分離： 

本研究を通して、当初計画のベトナム、フィ

リピン、ケニアに加えてミャンマー、ネパー

ルなどの国々からも数千検体のサンプルが

収集でき、現在も解析を継続している。分離

された多くは既知のデングウイルス、チクン

グニアウイルス、エンテロウイルスなどであ

り、これらの情報は同地域で蔓延している蚊

媒介性ウイルスの血清、および分子疫学（報

告文献、２，３，４，５，６，さらには神経

症状を呈したデングウイルスの中枢神経感

染症例として報告し（報告文献７）、現地の

疾病対策上重要な情報となった。また、これ

まで臨床的に日本脳炎とされてきた症例の

中に、エンテロウイルスによる髄膜炎が含ま

れていることが今回の網羅的な探索により

明らかになった（図２）。これはこれまで想

定外であった原因ウイルスが今回の網羅的

な探索で初めて同定された成果である。 

（図２）ベトナムにおける日本脳炎と原因不

明であった脳炎の発生状況 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

２）蚊サンプルからのウイルス分離状況 

蚊のサンプルからは多くのウイルスが分離

されており、既知、未知のウイルスを確認し

ている。表１には蚊からのサンプルのプロテ

オミクス、ゲノミクスによる同定状況をしめ

している。リフトバレーウイルスなどサンプ

ル採取地域で当初から存在の想定されてい

たウイルスに加えて、既知ではあるが稀なウ

イルスである、エイラットウイルスなども容

易に確認されている。これらの作業で同定不

能であった、サンプルを新規手法での解析に

供した。 

（表１：ケニアで蚊から分離されたウイルス

の nLC-MS と NGS による同定状況の一部） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

３）新ウイルスの同定、 

既知のデータベースに存在しないデータを

用いて、ペプチド情報と塩基配列情報を総合

的に評価するシステムにより新ウイルスの

同定を続けている。フィリピンの蚊からは

Tanay ウイルス（文献業績８）、日本のダニ

からは Tofla ウイルス（文献業績）と命名し

たウイルスを発見した。ウイルスの全ゲノム

を解析した結果、図 3に示すように Tanay ウ

イルスは新規のネゲウイルスであることが

判明した。 

（図３）Tanay ウイルス(TANAV)遺伝子の解

析結果 

 



またトフラウイルス(TFLV)は全ゲノム解析

から新規のナイロウイルス属に分類される

ウイルスであることが判明した。 

 

（図４）トフラウイルスの系統樹 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

（今後の展望） 

直近のデータによると、自然界に存在するウ

イルスで既知のものは 10％にも満たないと

見積もられている。今後、地球の温暖化や熱

帯地方の開発が促進されると、人類は未知の

病原性ウイルスに遭遇する機会が増えるも

のと思われる。今後、今回開発した未知ウイ

ルスの網羅的同定システムをさらに改良、活

用して、熱帯地域を中心とした新規ウイルス

の探索を継続して、将来の新興感染症ウイル

スの出現に備える必要がある。 
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