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We compared the laboratory diagnosis of dengue virus infections using samples that have been carried into this institute. 

As a result, simple and rapid NS1 antigen detection kit by immunochromatography was found to be most useful. In 

addition, real-time RT-PCR method by serotype (Dengue virus 1～4) specific primers were useful for more accurate 

examination. 

 From the results of the phylogenetic analysis of the envelope gene, the three dengue virus type 1 (DENV-1) strains were 

classified as genotypes I and V. The four DENV-3 strains were classified as genotypes I, II, and V. 

 

 

Ⅰ はじめに 

 

デング熱は, 熱帯, 亜熱帯地域で流行している蚊媒介

性の急性熱性疾患であり, 稀に出血傾向やショック症状

を併発し重症化することがある. 本疾病は 1940 年代に

西日本を中心に流行が確認されたが 1), それ以降の国内

感染は見られなかった. このため当所では流行地域へ渡

航し, 発熱・発疹等のデング熱様の症状を呈した患者を

中心に年間数件程度の検査診断を行ってきた. 

しかしながら, 2013年になって日本での感染が疑われ

たドイツ人のデング熱症例が報告され 2）, 2014年には東

京の代々木公園を中心とした国内感染が多発した 3),4). 

これに関連して, 西宮市在住の代々木公園等を訪問した

ことのないデング熱患者から, 国内感染事例で検出され

たウイルスと同一の塩基配列の遺伝子が検出され, 市内 
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での2次感染が否定できない事例も発生した. 

これらの事例から海外からの輸入例だけでなく, 県内

流行も想定して, これまで以上に本疾病の検査体制の充

実を図ることが求められている. 

本稿では, 2013年度に当所で実施したデング熱の検査

診断状況やウイルス遺伝子, 抗原及び抗体検査法を比較

して有用性を検討した結果及び疫学調査で重要となるデ

ングウイルスの Envelope 遺伝子領域の系統樹解析を行

った結果について報告する． 

 

Ⅱ 材料と方法 

 

1. 検体  

2013年4月から2014年3月までにデング熱疑いで当 

所に搬入された血液11検体を用いた. 

 

2. デングウイルスの遺伝子検査 

血液検体からのウイルスRNAの抽出は, QIAamp 

Viral RNA Mini Kit (QIAGEN社) を用いた. コンベン

ショナルRT-PCR法は, Moritaら5）の方法に基づき, 全て  



 

 

の血清型に反応するユニバーサルプライマー及び1～4

型の血清型に特異的に反応するプライマーを用い , 

QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN) で増幅した. 

リアルタイムRT-PCR法は, Itoらの方法6）に基づき1～4

型の血清型に個別に反応するプライマー, プローブ及び

反 応 試 薬 に QuantiTect Probe RT-PCR  Kit 

(QIAGEN)を用いてABI PRISM 7900HT Fast (Applied 

Biosystems社) で検出した. 

 

3. デングウイルス抗原検査及び抗体検査 

NS1抗原検査には, イムノクロマトグラフィー法の

DENGUE NS1 AG STRIP (BIO RAD社) を用いた. 

IgM抗体検査には, IgM Capture ELISA法による

Dengue IgM Capture DxSelect  (FOCUS社) を用いた. 

 

4. デングウイルスの遺伝子系統樹解析 

血液検体から抽出したウイルスRNAをコンベンショ

ナルRT-PCR法で増幅したEnvelope領域 (Dengue 1型：

1,485 nt, Dengue 3型：1,479nt) について, ダイレクト

シークエンス法により塩基配列を決定した. 

得られた塩基配列から , デングウイルス1型は

Goncalvezら7)の方法, デングウイルス3型はWittkeら8)

の方法を用いて系統樹解析により分類した.解析には, 

GenBankに登録された株の塩基配列を用い, 系統樹上

にGenBank accession numberを示した. 

 

Ⅲ 結果と考察 

 

1. デングウイルスの検査結果と検査法の比較 

デング熱疑い患者から採取された11検体の検査診断

結果及び患者の臨床症状, 検体採取時期ならびに海外渡

航地域をTable 1に示した. 

リアルタイムRT-PCR法によるデングウイルス遺伝子

検査では, 11検体中8検体 (デングウイルス1型：4検体, 

デングウイルス3型：4検体) が陽性となった. 

コンベンショナルRT-PCR法のユニバーサルプライマ

ーを用いた検査では11検体中8検体が陽性となり, リア

ルタイムRT-PCR法の結果と一致した. ただし, このう

ち2検体で増幅反応が弱かったため, プライマー領域の

塩基配列を調べたところ, 検体D13001ではForward側

のプライマーに5カ所, 検体D13007では6カ所のミスマ

ッチが見られた. 

一方, 型特異プライマーを用いた検査では, ユニバー

サルプライマーで陽性となった検体のうちD13006, 

D13007の2検体が陰性となった. これらの検体のプライ

マー領域を調べたところ, 検体D13006はForward側の

プライマーに1カ所, Reverse側に3カ所のミスマッチが

見られ, 検体D13007はReverse側のプライマーに6カ所

のミスマッチが認められた. 

リアルタイムRT-PCR法で陽性となった検体のうち,

ユニバーサルと型特異プライマーによる検査で双方が陰

性となる検体は見られなかったものの, 今回明らかにな

ったようにプライマー領域に相応の変異を認める株があ

ったことから, 今後の遺伝子変異によっては陽性を見逃

すことも考えられるため注意が必要である. 

NS1抗原検査の結果では, 11検体中8検体が陽性とな

り, リアルタイムRT-PCR法の結果と一致した. NS1抗

原は感染細胞から分泌されるタンパクで, 抗体上昇に伴

うウイルス血症の消失後もしばらくは血中に残存するこ

とから, ウイルス遺伝子の検出よりも検出期間が長く, 

イムノクロマトグラフィー法では第9病日まで検出可能

と報告されている9). 本法は操作が簡便で迅速判定が可

能であり, 今回対象とした検体数は少なかったものの, 

リアルタイムRT-PCR法の結果と一致したことから, ス

クリーニングに有用と考えられた. 

IgM抗体検査では, 11検体中3検体が陽性で, 陽性検体

の採取日はいずれも第5病日と第6病日であった. リアル

タイムRT-PCR法およびNS1抗原が陽性でIgM抗体検査

が陰性となった5検体は, 第1病日から第4病日に採取さ

れたもので, 発症から間もないため十分な抗体上昇が見

られなかったためと考えられた.  IgM抗体は,発症3日～

5日に50％, 5日以降は80％, 6日以降は90％検出され, 第

90病日までは検出可能であると報告されており9), 今回

の結果はこれを裏付けるものとなった. 

デングウイルスの検査法を比較した結果, 急性期に採

取された検体では, 簡便性や迅速性からNS1抗原検査を

スクリーニングとして行い, さらにリアルタイムRT-

PCR法でウイルスの血清型を型別することにより, より

精度の高い検査が可能と考えられた. 

デング熱と確認された8例の臨床像は, 発熱が全ての

症例で認められ, 発疹が5例, 頭痛が3例, その他, 関節

痛, 眼窩痛, 出血傾向 (歯肉出血) が1例ずつであった. 

患者D13005は, 発熱や発疹の症状から麻疹の疑いと診

断されたが, 検査によりデング熱と確認された. また, 

患者D13009は, 同じく発熱や発疹の症状からデング熱

あるいは麻疹が疑われたが, 検査では麻疹と確定診断さ

れた. このように発熱や発疹を伴う症状は, 麻疹や風疹

などの多くのウイルス性疾患でもみられることから, 臨

床診断に加えて実験室診断を併用した鑑別が重要である. 

 

2. デングウイルス1型の遺伝子系統樹解析 

Goncalvezら7)の分類によるデングウイルス1型の 
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Genotype

Ⅴ

Genotype

Ⅳ

Genotype

Ⅱ

Genotype

Ⅰ

GenotypeⅢ

 AF425636 Venezuela 1994 
 AF425638 Venezuela 1995 
 AF425634 Veneuela 1997 

 AF425637 Venezuela 1994 
 AF425633 Venezuela 1995 

 AF425632 Venezuela3 1995
 AF425614 Brazil 1997

 S64849 Brazil 1990
 AF425631 Trinid and Tobago 1978

 AF425610 Angola 1988
 AF425618 Grenada 1977 

 AF425621 Jamaica 1977
 AF425609 Aruba 1985

 AF226687 French Guyana 1989
 AF425613 Brazil 1982

 AF425623 Mexico 1980
 AF425624 Mexico 1983

 AF425639 Trinid and Tobago 1986
 AF425616 Colombia 1985

 AF425626 Peru 1991
 AF425617 Colombia 1996
 M87512 Singapore 1990

 D13007 Hyogo 2013
 AF425615 Burma 1976

 AF298807 Ivory Coast 1999
 AF425625 Nigeria 1968

 AF425620 Ivory Coast 1985
 AF425612 Australia2 1983

 AF425611 Australia 1983
 AF425627 Philippines 1974

 U88535 Nauru Island 1974
 AB074761 Indonesia 1988

 D10513 Thailand 1954
 AF180817 Thailand 1964

 AF425629 Thailand 1963
 AF425622 Malaysia 1972
 AF425630 Thailand 1980

 AF350498 China 1980
 AF425628 Taiwan 1987

 AF298808 Djibouti 1998
 AB003090 Laos 1996

 AF309641 Cambodia 1998
 D13001 Hyogo 2013

 LC002828 Japan 2014
 D13011 Hyogo 2014

 AF425619 Hawaii 1945
 AB074760 Japan 1943

10  

 
 
 
 

Envelope遺伝子領域の系統樹解析結果をFig. 1に示した． 

遺伝子型はGenotypeⅠからⅤに分類され, Genotype

Ⅰは , 主に東南アジア , 中国及び東アジア地域 , 

GenotypeⅡは1950年代及び1960年代のタイ, Genotype

ⅢはマレーシアのSylvatic (森林型) 株, GenotypeⅣは西

太平洋諸島及びオーストラリア地域, Genotype Vはアメ

リカ, 西アフリカ及び少数のアジア地域に分布している

10)． 

今回解析したD13001株, D13011株は, GenotypeⅠ, 

D13007株は, Genotype Vに属した． 

D13001株及びD13011株は , AF309641 Cambodia 

1998 (D1/H/IMTSSA-CAMB/98/658株) と最も近縁で

あった. この株とD13001株との塩基配列の相同性が

97.7％, D13011株とは97.6％であった. 

D13001株とD13011株はGenotypeⅠが分布するタイ

及びインドネシアから帰国した患者由来であり, 両者は

地理的にも検体採取時期も異なるが塩基配列を比較した

ところ, 1,485塩基中1,454塩基が一致しており, 97.9％と

高い相同性であった. 

また, 2014年に東京の代々木公園を中心に感染が拡大

した LC002828 Japan 2014 (D1/Hu/Saitama/NIID100 

/2014株) , Patient 2 (LC006123) 及びPatient 4, 10の4

株は塩基配列が一致しており11), D13001株, D13011株及

 AF147459 Malaysia 1993

 AF147460 Malaysia 1994

 AF147457 Malaysia 1992

 AF147458 Malaysia 1993

 D13004 Hyogo 2013

 L11442 Thailand 1987

 AF349753 Thailand 1988

 L11441 Thailand 1986

 L11620 Thailand 1973

 M86733 Thailand 1973

 L11440 Thailand 1962

 L11423 Phillipine 1956

 AF317645 China 1980

 L11436 Sri Lanca 1985

 L11431 Sri Lanka 1981

 L11435 Samoa 1986

 D13006 Hyogo 2013

 D13005 Hyogo 2013

 L11424 India 1984

 AY038605 Brazil 2000

 L11437 Sri Lanka 1989

 L11438 Sri Lanka 1991

 D13008 Hyogo 2013

 L11432 Philippines 1983

 L11428 Indonesia 1985

 L11429 Malaysia 1974

 L11426 Indnesia 1978

 L11427 Malaysia 1981

 L11425 Indonesia 1973

 L11422 Fiji 1992

 L11619 Tahiti 1989

 AY146762 Puerto Rico 1963

10
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びAF309641 Cambodia 1998と同じクラスターに分類

類された. これらの国内感染関連株とD13001株との塩

基配列の相同性は98.2％であり, D13011株とは98.5％で

あった. 一方, アミノ酸配列の相同性は, 同じクラスタ

ー内にある国内感染関連株, D13001株, D13011株, 

AF309641 Cambodia 1998は100％一致し, 高い相同性

を有していた． 

 これらの株は, 採取地域や時期が異なるにも関わらず

高い相同性を有していることから, 国内流行が起こった

際の疫学調査で必要となるウイルス株間の同一性の解析

には, Envelope領域以外の他の領域や全ゲノムを対象に

して, より詳細に解析する必要があると考えられた. 

Genotype Vに属したD13007株は, マレーシアから帰

国した患者から採取され, 系統樹上でAF425615 Burma 

1976 (PRS 228686株) と最も近似しており, 相同性は

96.2％であった.  Genotype Vはアメリカ, 西アフリカ

及び少数のアジア地域に分布しているが, その大半が南

北アメリカ, カリブ海諸国に集中している12). この

D13007株はマレーシア由来と推定され, ミャンマーの

株と近似したことから, 少数ながらもアジア地域で維持

されてきたGenotype V株に由来すると考えられた. 

 

3．デングウイルス3型の遺伝子系統樹解析 

Wittke8)らの分類に基づくデングウイルス3型の

Envelope遺伝子領域の系統樹解析結果をFig. 2に示した．  

Fig. 1 Phylogenetic analysis of Dengue virus type 1 

Envelope genes  

 

Fig. 2 Phylogenetic analysis of Dengue virus type 3 

Envelope  genes  

 



 

 

デングウイルス3型はGenotypeⅠからⅤに分類され, 

GenotypeⅠは主にインドネシア, マレーシア, フィリピ

ン及び南太平洋諸島, GenotypeⅡはタイ, ベトナム及び

バングラディシュ, GenotypeⅢはスリランカ, インド, 

アフリカ及びサモア, GenotypeⅣはプエルトリコ, ラテ

ン, 中央アメリカ及びタヒチに分布し10),13), GenotypeⅤ

は, フィリピン, 中国及びマレーシアに分布する8). 

今回の解析では, D13008株はGenotypeⅠ, D13004株

はGenotypeⅡ, D 13005株, D 13006株はGenotypeⅢに

属していた. 

D13008株はGenotypeⅠが分布するフィリピンから帰

国した患者から検出され, D13004株はGenotypeⅡが分

布するタイから帰国した患者由来であり, これらの株は

いずれもGenotypeの分布地域と一致した． 

GenotypeⅢに属したD 13005株とD 13006株は, 系統

樹上ではL11424 India 1984 (1416株) と最も近似して

おり, 同株との塩基配列の相同性は97.3％と97.2％であ

った．D 13005株はGenotypeⅢが分布するインドから帰

国した患者由来であり, Genotype の分布地域と一致し

たが, D 13006株は主にGenotypeⅡが分布するタイ,ベト

ナム, カンボジアへの渡航歴のある患者から検出された． 

GenotypeⅢの分布はスリランカ, インドからアフリ

カやアメリカへと急速に地域が拡大し, 他の型よりも重

篤なデング出血熱を引き起こす傾向が強いことが示され

ている14). また, 台湾における輸入デング熱の調査では, 

タイやマレーシアの入国者からも分離されることが報告

されており15), 患者D 13006の渡航先である東南アジア

地域においてもGenotypeⅢが少数ながら感染を繰り返

しているものと考えられた. 

 

Ⅳ  要 旨 

 

当所に搬入された検体を用いてデング熱の検査診断法

を比較した. その結果, 簡便で迅速に結果が判明するイ

ムノクロマトグラフィー法のNS1抗原検出キットが有

用であることが分かった. また, リアルタイムRT-PCR

法と併用してウイルスの血清型を型別することにより, 

より精度の高い検査が可能であると考えられた. 

血液検体からウイルス遺伝子のEnvelope領域を解析

した結果 , デングウイルス 1型がGenotypeⅠと

GenotypeⅤに分類され , デングウイルス 3型は , 

GenotypeⅠ, GenotypeⅡ及びGenotypeⅢに分類された. 
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