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はじめに 

日本脳炎（以下「JE」という。）は JEウイルス（以

下「JEV」という。）を保有する蚊（主にコガタアカイ

エカ）の刺咬によりヒトに感染して起こる急性髄膜脳

炎である。1950-60年代は全国で年間 1000人を超える

患者が発生していたが，1970年代以降には患者数は激

減し，1992年以降になるとさらに患者数は減少して一

桁台で推移するようになってきた 1～3)。熊本県内でも

ここ 10年の間では 2006年を除くと多くても年間一人

の患者発生に止まっている。 

当研究所では厚生労働省の感染症流行予測事業の一

環として JEVのヒトにおける感受性調査と肥育ブタの

感染源調査を実施している。さらに，夏季以外の時期

においても肥育ブタの感染源調査を実施し，それら感

染源調査に用いたブタ血清中からの JEV遺伝子検出及

び JEV分離を併せて実施した。そこで，これらの調査

結果について報告する。 

 

調査方法 

１ ブタ血清の赤血球凝集抑制 (HI)抗体及び 2-メル

カプトエタノール(2ME)感受性抗体調査 

2010年 7月 12日から 2011年 3月 25日までの間に，

県内の養豚場から熊本畜産流通センター（菊池市七城

町）に搬入された肥育ブタ 546頭の放血液（原則とし

て飼育業者別に 5検体ずつ）を流行予測事業中の 7月

上旬～9月上旬の期間は 1週間毎に 20～35検体（流行

予測事業対象感染源調査検体として 20検体）を 9回，

それ以外の期間は一月につき 50 検体を目途に検体採

取した。採取した血液は当研究所に持ち帰り血清を分

離後，常法 4)により HI抗体価と新鮮感染の指標である

2ME感受性抗体価を測定した。 

２ ブタ血清中の JEV 分離及び遺伝子検出 

HI 抗体価測定に用いたブタ血清 100μℓを単層培養

したVero9013細胞に接種して 3代まで継代培養し細胞

変性効果（CPE）の出現を観察した。CPE が観察され

た細胞上清から JEV RNAを抽出し Real time PCR法で

遺伝子型を決定した 5)。 

また，肥育ブタ中での JEVの活動状況を把握するた

めブタ血清中からの JEV遺伝子検出を Real time PCR

法で行った。 

なお，ウイルス分離には Real time PCR法で JEV遺

伝子陽性であった検体のみを用いた。 

３ ヒトの中和抗体調査 

2010 年 8 月から 10 月にかけて年齢群別に採取した

ヒト血清 275 検体について，プラック減少法 4)により

中和抗体価を測定した。なお，中和抗体価測定用の抗

原は JaGAr#01株を使用した。 

また，本年は同一検体をペルオキシダーゼ抗ペルオ

キシダーゼ（PAP）法 6),7)でも測定し，フォーカス減少

法とプラック減少法との相関関係を調査した。 

 

結果 

１ ブタ血清の赤血球凝集抑制 (HI)抗体及び 2-メル

カプトエタノール(2ME)感受性抗体調査 

飼育地別のブタ血清中の HI 抗体保有状況及び JEV

遺伝子検出状況を表 1 に示した。本年度最も早く HI

抗体が確認されたのは，7月 12日に合志市の養豚場か

ら搬入されたブタから採取した検体（抗体価 1:10）で

あったが，それ以降この養豚場のブタからは HI 抗体

が 1ヶ月以上確認されなかった。その後，7月 26日か

ら HI抗体陽性率は漸次増加し，8月 30日には 63%（流

行予測事業対象検体では 100%）となった。 

次に，HI 抗体価及び 2ME 感受性抗体保有率を表 2

に示した。2ME 感受性抗体保有率は 7 月 26 日に 50%

を示し，翌週の 8 月 2 日には 60%と最も高くなった。

その後 10月までは漸次減少し 11月以降は 2ME感受性

抗体が検出されなくなった。 

２ ブタ血清中の JEV 分離及び遺伝子検出 

Vero9013細胞を用いウイルス分離を行った結果，表

1中の網掛けで示した 8月 9日の植木町の A養豚場か

ら 1株及び植木町の B養豚場から 2株が，8月 23日の

鹿本町及び合志市の養豚場からそれぞれ 1株ずつ JEV

が分離された。いずれの養豚場でも JEV は HI 抗体陽

性率が 100%となる前週に分離された。 



一方，JEV 遺伝子は 7 月 26 日に植木町の A 養豚場

のブタから初めて検出され，その後，同養豚場では 8

月 23 日まで検出が続いた。また，植木町の B 養豚場

では 8月 9日のみ，鹿本町では 8月 16日から 9月 6 

日まで，上天草市では 8月 9日から 8月 30日まで，合

志市では 8月 23日及び 8月 30日に JEV遺伝子が検出

表 1 飼育地別ブタの HI 抗体保有状況及び JEV 遺伝子検出状況 

採血月日 

熊本市 

植木町 

(A 養豚場)

熊本市 

植木町 

(B 養豚場) 

山鹿市 

鹿本町 
上天草市 合志市 

菊池郡 

大津町 
その他 

HI 抗体

保有率 

2ME 感受

性抗体保

有率 

2010 年 7 月 12 日 0/5 0/5 0/5  1/5   5%

2010 年 7 月 20 日   0/5  0/5 0/5 0/10 0%

2010 年 7 月 26 日 2/5 (1) 0/5 0/5 0/5 0/5   8% 50%

2010 年 8 月 2 日 2/5 (3) 0/5 0/5    3/9 (2) 21% 60%

2010 年 8 月 9 日 0/5 (3) 0/5 (3)  1/5 (1) 0/5  0/5 4%

2010 年 8 月 16 日 5/5 (2) 5/5 2/5 (5) 0/5 (1) 0/5  5/5 (1) 57% 41%

2010 年 8 月 23 日 4/5 (2) 5/5 4/5 (3) 3/5 (2) 2/6 (4)  0/5 58% 39%

2010 年 8 月 30 日 5/5 5/5 5/5 1/5 (3) 5/5 (1)  1/10 63% 14%

2010 年 9 月 6 日  5/5 5/5 (1) 3/5 4/5  2/16(2) 53% 16%

2010 年 10 月   5/5 14/20 5/5 5/5 9/10 84% 3%

2010 年 11 月 3/8  9/9 3/5  13/19 9/9 74% 0%

2010 年 12 月 4/5  8/10 9/15  8/15 3/5 64% 0%

2011 年 1 月 0/5  8/10 5/20  5/10 1/5 38% 0%

2011 年 2 月 3/10  2/5 3/15  3/15 1/5 24% 0%

2011 年 3 月 1/9   0/10  0/21 0/10 2%

HI 抗体陽性数/検査頭数   （ ）内は JEV 遺伝子検出数    ：JEV が分離されたロット

表 2 ブタの HI 抗体価及び 2ME 感受性抗体保有率 

 

採取月日 

検査

頭数 
<10 10 20 40 80 160 320 640 1280 

HI 抗体

保有率 

2ME感受性

抗体保有

率 

2010 年 7 月 12 日 20 19 1        5% 

2010 年 7 月 20 日 25 25         0%  

2010 年 7 月 26 日 25 23 1  1      8% 50%

2010 年 8 月 2 日 24 19    1 3  1  21% 60%

2010 年 8 月 9 日 25 24 1        4% 

2010 年 8 月 16 日 30 13  1 1 6 8 1   57% 41%

2010 年 8 月 23 日 31 13   5 3 7 3   58% 39%

2010 年 8 月 30 日 35 13   2 8 9 2  1 63% 14%

2010 年 9 月 6 日 36 17   2 3 6 7 1  53% 16%

2010 年 10 月 45 7  1 5 9 13 9 1  84% 3%

2010 年 11 月 50 13 1 2 10 16 8  74% 0%

2010 年 12 月 50 18 7 4 7 5 7 2  64% 0%

2011 年 1 月 50 31 4 7 4 4  38% 0%

2011 年 2 月 50 38 2 4 5 1  24% 0%

2011 年 3 月 50 49 1   2% 



された。なお，分離された JEV の遺伝子型はすべて I

型であった。 

３ ヒトの中和抗体調査 

ヒトは 10 倍以上の JEV 中和抗体価があれば自然感

染を阻止できるといわれている。2010年度にプラック

法で測定したヒトの年齢階級別中和抗体価を表 3に，

抗体保有状況を図 1に示した。中和抗体保有率は年齢

とともに増加し 20 歳代で最高の 85％となったが，そ

れ以降は 40歳代で 56％まで減少したものの，50歳代

以上では 60％前後に微増した。 

また，PAP法及びプラック法で測定した中和抗体価

の比較結果を表 4に示した。中和抗体がプラック法で

は陰性であり PAP 法では陽性となった検体は 4 検体

（全検体の 1.5%），逆に PAP法で陰性でプラック法で

陽性となった検体は 18検体（6.7%）であった。 

 

考察 

JEV に対する HI 抗体が最初に確認されたのは 7 月

12日に合志市の養豚場から搬入された 5頭のうちの１

頭のブタからであり，その抗体価は 1:10であった。し

かし，この養豚場からこれ以降 8月 22日まで HI抗体

を保有するブタは確認されなかった。抗体価が 1:10と

低かったことと長期間にわたり HI 抗体を保有するブ

タが確認されなかったことから，この時検出された HI

表 3 ヒトの中和抗体保有率 

中和抗体価 年齢区分 

（歳） 
検査数 

<10 10 20 40 80 160 320 ≧640 

中和抗体

保有率 

0-4  52   40   1    3  1  3  2   2  23% 

5-9  39   16   1   1  2  2  3  3   11  59% 

10-14  25   6      2  5  2   10  76% 

15-19  26   4    1  3  1  2  6   9  85% 

20-29  27   4    3  4  1  4  4   7  85% 

30-39  27   9   2   6  2  2  5  1   67% 

40-49  27   12   2   4  6  1  1  1   56% 

50-59  27   11   3   7  3  2  1   59% 

60≦  25   10   1   4  4   1  2   3  60% 

計  275   112   10   26  27  12  25  21   42  59% 

図 1 ヒトの中和抗体保有状況 



抗体は母豚からの移行抗体であったのではないかと推

察された。7 月 12 日の次に HI 抗体が確認されたのは

7 月 26 日であった。この時期には 2ME 感受性抗体及

び JEV遺伝子も同時に確認された。そのため，県内で

実際に JEVが活動を開始したのはこの時期からであっ

たと思われた。 

また，飼育ブタ中の JEV遺伝子は植木町の A養豚場

では約 1ヶ月検出されたのに対して B養豚場では採血

期間中 1回しか検出されなかった。このため，同じ地

域の養豚場でも飼育環境，蚊の発生動向，周辺環境等

の違いが JEVの活動に大きく影響しているのではない

かと推察された。 

ところで，０～4 歳の年齢階級の中和抗体保有率は

2006年には 64%であったが，2005年 5月からの JE予

防接種の積極的勧奨差し控え勧告後，2007年及び 2008

年にはそれぞれ 4%及び 9%と著しく減少した 8,9)。しか

し，2009 年は 29%，2010 年は 23%と中和抗体保有率

は増加した 10)。このことは，2009年 6月から「乾燥細

胞培養日本脳炎ワクチン」の接種が可能となり，また，

2010 年 4 月から JE 予防接種（第 1 期）の積極的勧奨

が再開されたことが影響しているのではないかと思わ

れた。 

中和抗体をプラック法及びPAP法で測定した結果を

比較したところ，PAP法での測定値がプラック法のそ

れより低い傾向にあった。Watanabeらはプラック法と

PAP 法とで測定した結果は 94.1%の一致率であったと

述べている 11)。今回，当研究所で行った比較では 91.8%

の一致率であり，Watanabeらの報告より若干低い一致

率となった。Watanabeらの結果では中和抗体価がプラ

ック法で陰性であり PAP法で陽性となる例はなかった

が，今回当研究所で行った測定結果では 269 検体中 4

例あった。この結果が一致率の差に影響が出たものと

思われる。しかし，この 4例の PAP法で測定した抗体

価はすべて 1:10 でありフォーカスのカウント次第で

は陰性となる境界線上にあるものばかりであったこと

から，Watanabeらの結果とほとんど一致していると考

えられた。PAP法はプラック法に比べると一度に多く

の検体を測定できる利点があるため，来年度から中和

抗体測定には PAP法を採用したいと考えている。 
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表 4 プラック法及び PAP 法で測定した中和抗体価の比較 

    プラック法   
 抗体価 <10 10 20 40 80 160 320 ≧640 計 

<10 105 7 9 2         123 

10 4 3 13 7 1    28 

20    3 15 1 1   20 

40     2 9 5 1  17 

80       13 6  19 

160       6 10 6 22 

320        4 16 20 

P
A
P
法
 

≧640         20 20 

  計 109 10 25 26 11 25 21 42 269 


