
�����������������



� � � �

ウエストナイルウイルス感染症は､ アフリカ､ ヨー

ロッパ､ 西アジアなどで流行していたが､ ����年に

アメリカ合衆国のニューヨーク市で患者が発生した｡

その後､ 東海岸から西海岸に向けて感染地が拡大し､

カリブ海諸国へも拡大しつつある｡ ����年��月には

日本で初めて患者が確認された｡ 患者はアメリカ合

衆国で感染し､ 帰国して日本で発症したと推定され

た１)｡ 蚊が媒介する感染症で､ 野鳥に感染してウイ

ルスが増殖し､ このウイルスを含んだ血液を蚊が吸っ

て他の野鳥に感染する感染環がある｡ いったん日本

にウイルスが侵入すると､ 野鳥の感染防止は不可能

なので､ 日本に定着すると考えられる｡ ヒトや馬な

どは､ このウイルスに感受性はあるが最終宿主であ

り､ 蚊を通じて他のヒトやウマへの感染源となる可

能性は少ない｡ ウエストナイルウイルスはフラビウ

イルス科で､ 日本脳炎ウイルスと近縁のウイルスで

ある｡ ウエストナイル熱やウエストナイル脳炎は発

生時期や､ 潜伏期､ 脳炎などの臨床症状が日本脳炎

と類似し､ また､ 抗原性も類似しているため血清反

応で交差反応があり､ 判別が困難である｡

����年度厚生労働省科学研究事業｢地域における

地方衛生研究所の健康危機管理のあり方｣の中の｢健

康危機管理のための試験検査の開発と標準化に関す

る研究｣成果の一環として､ 名古屋市衛生研究所で

開発された｢ウエストナイルウイルスと日本脳炎ウ

イルスを区別して検出できる検査用プライマー｣が

全国の地方衛生研究所あて配布された｡ 我々は､ 配

布されたプライマーとウエストナイルウイルスの代

表株､ 日本脳炎ウイルスの代表株及び大分県分離株

を用いて､ ��－	
�反応を検討したので報告する｡
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検査材料は､ ウエストナイルウイルス (�����株､



�株)､ 日本脳炎ウイルス (�������株､ 大分

県分離株����������������､ ������������

����) を用いた｡
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���の抽出は､ �������������� �� �!�"

(������) を用いた｡ 逆転写反応は､ 酵素に#$�%

�#&���"Ⅱ �� (� '�"�(�% )､ プライマーに�� 

)(� 	���%�(� '�"�(�% ) を用い､ *�℃��分反応

させた後､ ��℃で５分間加熱し､ 氷冷した｡ 	
�

反応は､ 酵素に�+��, (��-���) を用いた｡ プ

ライマーは､ .� �$"%�#(�/－"���"0��������"�

��"���"－�/)､ �$"%�
 (�/－"&&����&��"011����

�&""－�/) を�2"	
�に､ .� �  %�#(�/－�����&�

"1"��"�1��－�/)､ �  %�
 (�/－&���&��&�&&�"�"�

&1&�－�/) を� )	
�に用いた｡ �2"	
�の条件は､

�)% �"$�%��℃９分､ �)% �"$�%��℃��秒､ � 
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ウエストナイルウイルスと日本脳炎ウイルスを同時に鑑別する目的で開発されたプライマーを用いて､ ウエ

ストナイルウイルス２株と日本脳炎ウイルス３株の遺伝子の検出を行なったところ､ 良好に検出され､ 同時鑑

別も可能であった｡



ル)､ �����������	℃
	分､ �保存４℃で行なっ

た｡ ���
��の条件は､ �����������℃�分､ �

����������℃�	秒､ �����������℃�	秒､ ������

������℃�	秒 (��サイクル)､ �����������	℃
	

分､ �保存４℃で行なった｡ 
��反応後､ ���％ア

ガロースで電気泳動を行い､ 
��産物の有無とサ

イズを確認した｡
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��産物は､ ��������
�� 
����� �����!��

("#$%�&) で精製し､ '��()�*��+������,��


�) ����-��� ���!��($') でサイクルシークエ

ンス反応を行なった｡ 反応産物を��&*�#－.�


(
�#&��*/&) で精製後､ $'#
�#.� �
	%��

��� $���)0��($') により塩基配列を決定し､ (

('1 (2��3455666���78������ �835) の'9$.*を

用いて､ 遺伝子の相同性検索を行った｡
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１��
��産物を電気泳動したところ､ :&; �

����株と1�; 1�%$�/
株で予定の大きさのバン

ドが検出され､ それぞれ��	73(予定4��	～��	73)

と��	73(予定：��	～��	73) であった (図１)｡ �

��
��産物を電気泳動したところ､ 全ての検体で

予定の大きさのバンドが検出された (図２)｡ バン

ドの大きさは､ :&; �����株と:&; <�%株が

���73で､ 1�; 1�%$�/
株､ 1�;5/#*$5��5


���株及び1�;5/#*$5��5
���株が��	73であっ

た｡ 増幅した
��産物の遺伝子配列を決定し'9$.

*で検索したところ､ それぞれ目的としたウエスト

ナイルウイルス､ 日本脳炎ウイルスの遺伝子と��％

以上の高い相同性を示した (表１)｡
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国内でウエストナイル熱が疑われる患者が発生し

た際､ 患者の血液または髄液からのウイルス分離､


��法による遺伝子の検出､ #��抗体の検出など

が届出に必要な基準となっている｡ 
��法による

遺伝子検出法として国立感染症研究所ウイルス第一

部が｢ウエストナイルウイルス病原体検査マニュア

ル 第３版｣を発行し､ この中で�領域を増幅する

:&&=�
�と:&&=�	�のプライマーセット及び

&.�領域を増幅する<��－>�		�と<��－>����のプ

ライマーセットが紹介されている２)｡ �領域のプラ

イマーはウエストナイルウイルスのみ検出するが､

&.�領域のプライマーはウエストナイルウイルスと

日本脳炎ウイルスを検出する｡ &.�領域のプライマー

は､ 感度は良いがウエストナイルウイルスと日本脳

炎を区別できず､ さらに遺伝子配列を調べる必要が

ある｡ 今回､ ウエストナイルウイルスと日本脳炎ウ

イルスの同時鑑別を目的としたプライマーを用いて

ネスティド
��を実施したところ､ ウエストナイ

ルウイルス２株､ 日本脳炎ウイルス３株を全て検出

し､ 増幅された遺伝子の大きさから､ ウエストナイ

ルウイルスと日本脳炎ウイルスを鑑別できた｡ さら

に､ 増幅された遺伝子の配列を調べたところ､ ウエ

ストナイルウイルスと日本脳炎ウイルスの遺伝子を

増幅したことが確認された｡ 日本脳炎ウイルスの分

布地域である日本において､ ウエストナイルウイル

スの検出を行なうには､ 感度や検査時間短縮の点で

有用なプライマーであると思われる｡

� � � �

１) 小泉加奈子､ 中島由紀子､ 松崎真和､ 小井戸則

彦､ 大曽根康夫､ 林 昌宏､ 高崎智彦､ 倉根一郎､

秋月哲史：本邦で初めて確認されたウエストナイ

ル熱の輸入症例?感染症学雑誌,�	,��－��(�		�)

２) 国立感染症研究所ウイルス第一部 高崎智彦､

倉根一郎：｢ウエストナイルウイルス病原体検査

マニュアル 第３版｣, 3.�－�(�		�)
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