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研究要旨 

ダニ媒介性脳炎ウイルス（TBEV）のウイルスエンベロープ膜蛋白 E をウサギ IgG 抗体の Fc 領域と融

合させることで、可溶性が高く、簡便に精製可能な分泌型抗原として発現させた。発現させた蛋白を抗

原として、ELISA 法による血清中の抗 TBEV 抗体検出系へと応用した所、中和試験の成績と比較して

90％以上の高い相関性を示した。マダニ媒介性ウイルスである重症熱性血小板減少症ウイルス

(SFTSV)の定量 real-time PCR 法によるウイルス遺伝子検出法を確立した。長崎県で採集したマダニ

からウイルス遺伝子の検出を試みたが SFTSV およびフレボウイルスの陽性例は確認されなかった。

近隣地域からの感染げっ歯類を介して侵入が危惧されるハンタウイルス感染症について、感染げっ歯

類を対象とした、多項目同時検出用イムノクロマトグラフィー(Multiplex ICG)による迅速診断を開発した。

ハンタウイルスのヌクレオカプシドタンパクに対する 6 種類のモノクローナル抗体について免疫組織化

学法における有用性を検討した。ホルマリン固定パラフィン包埋で作製されたハンターンウイルスとプ

ーマラウイルス感染動物組織標本を用いて検索した結果、3 つの抗体で組織上の両種のウイルス抗

原の検出が可能なことが判明した。クリミア・コンゴ出血熱ウイルス（CCHFV）の代替として BSL2 施設

で取扱い可能な CCHFV シュードタイプを開発し、本シュードタイプを用いて CCHF 患者の急性期および

回復期の血清を用いて中和抗体価の経時変化を調べたところ、回復期において中和抗体価の有意な

上昇が認められた。北海道に生息するモモジロコウモリ（Myotis macrodactylus）の脳検体について、

38,986 種類の病原体検出用プローブを搭載した病原体検出用マイクロアレイによるウイルス由来遺伝

子の探索を行った。その結果、Human herpesvirus、Influenza A virus、Bat SARS coronavirus 等の遺伝

子が検出された。狂犬病ウイルスの末梢神経侵入性の異なる固定毒 2 株（西ヶ原株及び Ni-CE 株）と

これらのキメラウイルスをマウス運動神経細胞の分離培養系を用いて増殖性を解析したところ、いず

れの株も、その末梢感染性の違いにかかわらず、軸索末端から神経細胞に感染する能力を有してい



ることが判明した。すなわち、末梢神経への感染効率ではなく、むしろ筋肉細胞におけるウイルス増殖

が上記ウイルス株の末梢感染性の違いに関与することが示唆された。さらに、末梢感染性の高い西ヶ

原株の P 遺伝子が筋肉細胞中の IFN 関連遺伝子の発現を抑制する機能を有しているのに対し、末梢

感染性の低い Ni-CE 株の P 遺伝子ではこの機能が減弱していることが確認された。以上より、狂犬病

ウイルスの末梢感染性には、筋肉細胞における IFN 系の回避が重要であることが示唆された。外国産

および在来種の無尾類 5 種 14 個体について、ブルセラ属菌の遺伝子検出と菌分離を実施したところ、

イエアメガエル、デニスフロッグからそれぞれ 1 株、計 2 株が分離された。これら、分離株 2 株は、

Combinatorial-PCR、多座遺伝子解析（MLSA9）の結果、いずれも新規のブルセラ属菌であった。また、

9 座連結による系統樹解析により、今回の分離菌株は、人に感染性があると考えられている B. 

inopinata 近縁の新規ブルセラ属菌である可能性が示された。和歌山県で捕獲された 15 頭の野生のニ

ホンザルの 4 頭（26.7%）から塹壕熱の病原体である Bartonella quintana が分離された。各個体の血中

菌数は 50～12,000CFU/ml（平均 525CFU/ml）と，高い菌血症状態であったにもかかわらず，無症状で

あったことから，ニホンザルは本菌の自然病原巣の一つである可能性が示唆された。東南アジアの環

境に広く分布し、人獣共通感染症の原因菌の一つとして知られ、近年、海外感染症として我が国に持

ち込まれる事例が報告されている類鼻疽（Melioidosis）について、ベトナムならびに沖縄の土壌から類

鼻疽菌（Burkholderia mallei）の分離を試みた。その結果、培養法では類鼻疽菌は分離されなかった。 

 

A. 研究目的 

 野生鳥獣類によって媒介される人獣共通感

染症は人に感染すると重篤化するものが多く、

世界各国で公衆衛生上の大きな問題となって

いる。これらの人獣共通感染症は病原体の分

布域や宿主動物などが不明な場合が多く、発

生予防が難しい。本研究では、日本において

患者数は少なくとも、日本の周辺国では大きな

問題となっている人獣共通感染症について、

診断法の開発や疫学的な解析を行うとともに、

動物モデルの開発とそれを用いた病態発現機

序の解明を目指している。 

 ダニ媒介性脳炎はマダニ類によって媒介さ

れる危険度の高い人獣共通感染症として知ら

れ、ヒトに致命的な脳炎を引き起こす。ロシア、

東欧各国を中心に年間 8,000 名以上の患者が

報告されている。ハンタウイルス感染症は腎症

候性出血熱とハンタウイルス肺症候群の 2 つ

の病型が知られ、いずれもげっ歯類によって

媒介される。これまで中国、ロシア、ヨーロッパ、

南北アメリカ大陸などで多く報告され、年間の

患者発生数が 5 万人ほどとされているが、世

界的に調査が不十分な地域が多く存在する。

また、狂犬病は一旦発症すれば 100%の致死

率を示す致死的な脳炎で、WHO の報告によれ

ば、世界中で毎年 5 万人以上が狂犬病によっ

て死亡している。その他にも、国内外において

重症熱性血小板減少症、クリミア・コンゴ出血

熱、ブルセラ症、バルトネラ感染症、および類

鼻疽などの患者が報告されている。上記の感

染症はいずれも野生動物によって媒介される

重篤な人獣共通感染症であり、国内外におけ

る汚染地やヒトにおける感染状況に関する情

報が不足している。そこで、本研究では信頼性

の高い診断法を開発して野生動物を対象とし

た疫学調査を実施することにより、上記感染症

の分布域や病原巣動物といった基礎的な疫学

情報を得る。さらに、感染動物モデルを用いて、

発症機序や重症化の機序を解析する。 

 

B. 研究方法 

ダニ媒介性脳炎 

１）E-Fc 蛋白の作製 

1995 年に犬の血液より分離された TBEV の

Oshima 5-10 株の prM 蛋白及び E 蛋白の細胞

外領域（1-449 アミノ酸）をコードする遺伝子領



域を pCAGGS プラスミドにクローニングし、さら

に発現蛋白のC 末端領域にウサギ IgG 抗体の

Fc 領域 が融合 する よう に発現 プラスミ ド

（ pCAGprME449-Fc ） を 構 築 し た 。

pCAGprME449-Fc を 293T 細胞にトランスフェ

クトすることにより、E-Fc を発現させ、培養上

清へと分泌させ回収した。 

２）E-Fc を抗原とした ELISA（E-Fc ELISA）の構

築 

ELISA 用 96 穴プレートに抗ウサギ IgG 抗体

をコーティングし、E-Fc を捕捉した。その後、被

験血清を反応させ、被験動物種に対応したペ

ルオキシダーゼ標識 2 次抗体を反応させた。

酵素活性を OPD 試薬を用いて測定し、陰性対

象との測定値との比を基準に抗体価の判定を

行った。 

 

重症熱性血小板減少症 

1) Real-time RT-PCR の開発 

日本で分離された SFTSV の L セグメントゲ

ノムのポリメラーゼ蛋白領域を増幅するように

プライマーを設計した(SFTS_QPCR_965:GCR 

AGG AGC AAC AAR CAA ACA TC 、

SFTS_QPCR_1069R: GCC TGA GTC GGT CTT 

GAT GTC、プローブ配列: 5'-/56-FAM/CT 

CCC RCC C/ZEN/T GGC TAC CAAAGC 

/3IABkFQ/-3')。Real-time RT-PCR 反応は

One Step PrimeScript® RT-PCR kit (TAKARA 

BIO)を用いて行った。定量評価には、SFTSV L

セグメント cDNA をクローニングしたプラスミド

ベクターから T7 RNA ポリメラーゼ反応により

得られた RNA を用いた。 

2) SFTSV の感染実験 

SFTSV (NagH2013-1 株)を Vero E6 細胞に

感染させ回収した上清をウイルスストック液と

して用いた。ウイルスストック液を段階希釈し、

12 well および 24 well プレートで培養した Vero 

E6 細胞に 10μl/well、1 希釈につき 3 well ずつ

接種して、5－6 日間培養後上清中の SFTSV

を確認した。また、同量を生後 2－3 日の

IFNAR KO マウス 2 匹ずつに脳内接種し、マウ

スの発症、生死を確認した。致死マウスについ

ては脳を採取し SFTSV 感染を確認した。 

3) マダニの採集とウイルスの検出 

5 月から 11 月にかけて長崎県各地（長崎市、

諫早市、島原市、対馬市、五島市）およびベト

ナム（カッティエン、カットバ島）でマダニを採集

し種を同定した。採集したマダニ 1－30 匹を 1

プールにして、乳化し、遠心後上清を回収した。

回収液より Isogen-LS を用いて RNA を抽出し

遺伝子検出に用いた。また、回収液を Vero E6

細胞に接種し 5－6 日間培養後、上清をさらに

別の Vero E6 細胞に接種、培養しウイルス分

離を試みた。ウイルス分離の確認は、上清か

ら RNA を抽出し SFTSV 特異的およびフレボウ

イルス共通プライマー（Matsuno K, et al. JVI 

2013. doi: 10.1128/JVI.02845-12 ） を 用 い て

Real-time RT-PCR および RT-PCR により確認

した。 

 

ハンタウイルス感染症： 

1) Multiplex イムノクロマトグラフィー (ICG)の

開発 

病原性ハンタウイルス感染をスクリーニング

するために、抗原としてHTNV, PUUV, ANDVの

３種類を使用することとした。抗原性の強いウ

イルス構成タンパクとして核タンパク(N)のN末

端部位103アミノ酸を抗原として選択した。これ

をHTNV, PUUV, ANDVの３種類について大腸

菌ベクターを用いて作成した。また、これらの

抗原に結合する抗体を迅速に診断するために

、ストリップ上に複数の抗原ラインを塗布した、

Multiplex ICGを選択した。さらに、それぞれの

宿主の免疫グロブリンを検出するために、各

種二次抗体およびProtein Aを比較検討し、最

適なストリップを作成することを試みた。SEOV

をラットあるいはマウスに接種した実験感染抗

血清、HTNVあるいはPUUVをマウスに接種し

た実験感染抗血清を用いてICGストリップの作

成と評価を行った。 

2） 抗ハンタウイルスモノクローナル抗体の免

疫組織化学法への応用 



ハンタウイルスのヌクレオカプシドタンパクに

対する6種類のモノクローナル抗体 (Saasa et 

al., Virology 2012 428:48–57) と、１つの市販モ

ノクローナル抗体A1C5、すでにホルマリン固

定パラフィン包埋組織上の抗原検出が可能で

あることが判明しているハイブリドーマ細胞上

清由来のモノクローナル抗体E5G6 (Okumura 

et al., Clin. Vaccine Immunol. 2007 14:173–181)

およびウサギポリクローナル抗体NP700を免

疫組織化学法に用いた。ハムスター正常肺組

織、プーマラウイルス感染ハムスター肺組織、 

ハンターンウイルス感染マウス肺組織を染色

する標本として用いた。 

 

クリミア・コンゴ出血熱 

1) シュードタイプの作製 

CCHFV IbAr10200株由来の糖タンパク質 

(GP)遺伝子の相補的DNA（cDNA）を蛋白質発

現用プラスミドに挿入し、293T細胞に形質導入

することによりCCHFVのGPを発現させた。シュ

ードタイプであるpVSV-CCHFV-GPはレポータ

ーとしてルシフェラーゼを有し、水疱性口炎ウ

イルスVSVをベースとした増殖能欠損型を用

いて作製した（Takada et al., PNAS, 1997）。 

2) CCHF患者血清 

患者血清として、中国新疆ウイグル自治区

のCCHF患者の経時血清（発熱日をDay 0とし

Day 1，Day 5，Day 9に採取されたもの）を用い

た。これらの血清は組換えN蛋白質を用いた

ELISAにより、CCHFVに対するIgGおよびIgMの

上昇が既に確認された血清である（Tang et al., 

Clin Diagn Lab Immunol, 2003）。患者血清を最

終希釈1:20でpVSV-CCHFV-GPと混合し、一

定時間後VeroE6細胞に接種した。20時間後、

基質を加えて発光度をルミノメーターで測定し

た。先行研究の成績から、患者血清を加えな

かった場合の39％以下に発光度が低下した場

合を中和抗体陽性と判定した。中和抗体が陽

性であった場合は、血清を更に２倍階段希釈

し中和抗体価を求めた。 

 

狂犬病： 

１） コウモリ検体からの病原体遺伝子検出 

コウモリの捕獲と検体採取：北海道オホーツク

総合振興局から管内斜里郡斜里町に生息して

いるモモジロコウモリ（Myotis macrodactylus）

について学術研究目的での捕獲・補殺許可

（鳥獣の捕獲等又は鳥類の卵の採取等許可

通知書）を得て許可 10 頭について補殺を行っ

た。コウモリは安楽殺後に性別、体重、頭胴長、

尾長、耳介幅等を記録して、頭骨を切開しない

方法によって採取した脳組織を RNAlater（Life 

technologies）の入ったサンプルチューブで保

存した。 

 なお、本研究は捕獲区域で道コウモリの調

査を長年行っている専門家を加えた共同研究

の一環として行っており、捕獲したモモジロコ

ウモリは普通種であり 10 頭を捕獲しても生態

系に影響が無いことを確認している。 

病原体検出用マイクロアレイ：本研究では、ウ

イルス 80 属 147 種 672 株、細菌 151 属 276

種 422 株、真菌 25 属 49 種 59 株、古細菌 23

属 30 種 30 株、その他 7 属 7 種 9 株、毒素 74

遺伝子を標的とした病原体検出用マイクロアレ

イ（38,986 種類のプローブ）を使用しており、こ

のマイクロアレイスライドを MMPDA と呼んでい

る（図１）。ゲノムプロジェクトが終了している又

は進行中を含む古細菌 30 株、原虫 9 株、細菌

422 株、ウイルス 672 株の合計 1133 株の全長

ゲノム配列又は一部の塩基配列は、DDBJ

（DNA Data Bank of Japan）又はNCBI（National 

Center for Biotechnology Information）からダ

ウンロードして、得られた塩基配列を Array 

Designer 3.01（Premier Biosoft International, 

Palo Alto, CA）に読み込んでアクセッション No. 

ごとに 10～500 種類のセンス鎖マイクロアレイ

プローブを設計した。総計 5 万を超える全ての

セ ン ス 鎖 プ ロ ー ブ 候 補 は  ProbeMower 

（Symplus, Tokyo, Japan）を用いてホモロジー

検索（BLAST 検索）および結果取得を行い、十

分な特異性を持つ 19,493 種類のセンス鎖プロ

ーブを選定し、そのアンチセンス鎖プローブと



の合計 38,986 種類のプローブをマイクロアレイ

に搭載した。このマイクロアレイはアジレント社

（Agilent Technologies, Santa. Clara, CA）に製

造委託した。 

核酸抽出：コウモリから採取した脳サンプルは、

1/4 inch Ceramic Sphere （MP Biomedicals, 

LLC, Irvine, CA)および Garnet Matrix A Bulk 

（MP Biomedicals, LLC,  Irvine, CA）を入れた

2.0 ml チューブに移した後、mini bead-beater 

(Biospec Products, Bartlesville, OK)を用いて

破砕処理を行った。破砕したサンプルは、

SepaGene (SankoJunyaku Co. , Tokyo, Japan)

を用いて DNA 及び RNA を含む核酸溶液を抽

出した。抽出したサンプルから核酸 10 g を新

しいチューブへ移し、超音波破砕機で断片化

処理を 5 分間行った。 

核酸蛍光標識とハイブリダイゼーション：断片

化処理済サンプルは、ULYSIS® Alexa Fluor® 

546 Nucleic Acid Labeling Kit （ Molecular 

Probes Inc. Eugene, OR）で蛍光標識後、エタノ

ール沈澱し水に溶解し NanoDrop で核酸濃度

を測定した。3 μg の蛍光標識済核酸を 100 l

のハイブリ緩衝液(6 SSC, 5 Denhardt’s 

solution, 50 mM sodium phosphate, 0.5% SDS, 

20% formamide, 5% Skim milk, 50 g/ml Yeast 

tRNA)に溶解した。これらのサンプルは、病原

体検出用マイクロアレイと 50℃ 18 時間ハイブ

リさせ、50℃ 0.5%SDS を含む 6 SSC 5 分間、

50℃ 1 SSC 5 分間を 2 回、室温 ミリ Q 水で

10 秒間洗浄した。マイクロアレイは、DNA 

Microarray Scanner （ Agilent Technologies, 

Santa. Clara, CA）でスキャンし、各病原体スポ

ッ ト の 蛍 光 強 度 は  Feature Extraction 

Software で取得した。 

病原体検出用マイクロアレイ解析：各病原体

の蛍光強度が記されたテキストファイルは、

Gene Array Utility ソフトウェア（Symplus, Tokyo, 

Japan）で読み込んだ後、同ソフトで病原体検

出解析を行った。 本研究において、GenBank

アクセッション毎の蛍光強度中央値が、3 条件

（①マイクロアレイ全体のバックグランド蛍光強

度の 2.5 倍以上、②p 値が 0.001 以下、③z 値

が 3.5 以 上 ） を 満 た し た 場 合 、 該 当 す る

GenBank アクセッションの病原体が陽性と判定

した 

2) マウス運動神経細胞の初代培養系の作製 

マウス運動神経細胞の分離培養系は、以下

のように作製した。まず、ICR マウスの子宮より

摘出した 13 日目胚から脊髄を採取し、背根部

を除去したものをトリプシン処理することで運

動神経細胞を得た。これらの神経細胞を、ポリ

ジメチルシロキサンを用いて作製したマイクロ

流体プラットフォームの細胞体側の太流路内

に播種し、CO2 インキュベーター内で細胞を培

養した。培養 5 日目に細流路に入り込んだ軸

索が、その末端を反対側の太流路内に伸長し

ていることを確認した後に、以下の実験に使用

した。 

3) マウス運動神経細胞への狂犬病ウイルス

の感染 

CE(NiP)株及び Ni-CE 株の軸索末端からの

感染能を比較する目的で、上記の方法で作製

した分離培養系の軸索末端側のウェルに GFP

遺伝子組換え CE(NiP)株あるいは Ni-CE 株 

[それぞれ CE(NiP)-GFP 株、Ni-CE-GFP 株] 

を接種した。ウイルス接種 24、36 および 48 時

間後に、蛍光顕微鏡下で神経細胞体における

GFP シグナルを観察し、撮影した。撮影された

画像に基づき、細胞体側の太流路における

GFP 陽性細胞の割合を算出した。 

4) マウス筋肉由来細胞への狂犬病ウイルス

の感染 

西ヶ原株、CE(NiP)株及び Ni-CE 株に感染し

た筋肉細胞における IFN 関連遺伝子の発現量

を比較する目的で、マウス骨格筋由来 G-8 細

胞及び C2C12 細胞に各株を moi=1 にて接種し

た。接種 24 時間後に、感染細胞から RNA を抽

出し、ランダムプライマーを用いた逆転写反応

を行った。得られた cDNA を鋳型として、リアル

タイム PCR 法（TaqMan 法）により各種 IFN 関

連遺伝子（Ifn-β、Mx1 及び Oas1）の定量を行

った。なお、Gapdh 遺伝子についても定量を行



い、内在性コントロールとして使用した。 

 

ブルセラ症 

国内 2 カ所の両生類飼育施設で発生した、

黒色真菌症のアウトブレーク時に採取された

外国産および在来種の無尾類 5 種 14 個体の

臓器サンプル 32 検体を用いた。検体は、ビー

ドビーターで粉砕後、一部を菌分離に使用し、

残りのサンプルから DNA を抽出した。ブルセラ

特異的遺伝子検出は、ブルセラ症の原因とな

る家畜ブルセラ菌 3 種とイヌブルセラ菌 1 種、

計 4 種 を 簡 易 的 に 識 別 可 能 な

Combinatorial-PCR 法を実施した。菌分離は、

粉砕後の検体をブルセラ選択サプリメント添加

20％ウマ血清入り ATCC488 ブロスで培養、適

宜、BHI プレートにサブカルチャーし、発育して

きたコロニーを釣菌し、分離株については、

Combinatorial-PCR 法により確認した。さらに

分離株については多座遺伝子解析（MLSA9）

による同定を行った。本法は、4 種の家畜ブル

セラ菌、B. canis、B. neotomae、および Marine 

Brucella を 1～27 のシーケンスタイプ（ST）に識

別し菌種と生物型を決定することができる。ま

た、これら 9 座合計 4396bp の配列を用いて系

統樹解析を行い、分離株のブルセラ属中での

系統発生上の位置を確認した。 

 

バルトネラ感染症 

 2012 年 6 月～2013 年 7 月の間に，和歌山県

で捕獲された野生ニホンザル 15 頭から血液を

採取した。サルの血液 100µl を 5%兎血液加チョ

コレート寒天培地に塗抹し，35ºC，5%CO2 下で

1 カ 月 間 培 養 し た 。 培 地 上 に 発 育 し た

Bartonella を疑うコロニーを数え、血中菌数を

測定した。分離株は，コロニー形態，発育日数

ならびにグラム染色性（陰性）から Bartonella

属菌と推定した。分離された Bartonella 属菌か

ら無作為に 3 株を選択し，2 つのハウスキーピ

ング遺伝子領域（gltA および rpoB）と 16S-23S 

rRNA 遺伝子間領域（ITS）の塩基配列に基づ

いて分離株の菌種を同定した。さらに，菌種同

定された 3 株から代表の 1 株を選択し，9 つの

ハウスキーピング遺伝子領域（atpF，bqtR，

ftsZ，gap，gltA，groE，nlpD，ribE，rpoB）を用い

た Multi-Locus Sequence Typing（MLST）法に

よって得られた配列から遺伝子型（Sequence 

Type：ST）を決定した。さらに，ニホンザル分離

株（4 株）と既報のアカゲザル（37 株），カニクイ

ザル（16株）およびヒト分離株（16株）の塩基配

列から，各 ST タイプの 9 遺伝子領域の連結塩

基配列に基づく系統解析を行った。 

 

類鼻疽 

1.ベトナムならびに沖縄の土壌からの類鼻疽

菌の分離 

1） 供試検体 

供試検体として、2013 年 5 月と 11 月にベトナ

ム・メコンデルタで採取した水田の表土40検体

ならびに 11 月に沖縄中部で採取した畑の表土

20 検体、計 60 検体を用いた。 

2）類鼻疽菌の分離・同定 

供試検体10ｇを、5倍量のリン酸緩衝生理食塩

水 （ PBS, pH7.2) とよ く 混和 し 、そ の上 清 を

Ashdown’s Medium 寒天培地に接種し、37℃

で 48 時間培養した。培養後、培地上に発育し

てきた類鼻疽菌が疑われるコロニーを釣菌し、

純培養後、生化学的検査を行い、類鼻疽菌を

同定した。 

 

（倫理面への配慮） 

患者からの検体採取については、あらかじ

めインフォームドコンセントが得られている。ま

た、動物実験は、研究代表者および研究分担

者の研究機関における動物実験委員会の承

認を受けたものであり、動物福祉の観点から

問題ない。病原体を用いる感染実験は病原体

のリスク分類に応じた封じ込め実験室内で実

施された。本研究で研究対象となった野生動

物は、いずれも管理捕獲によって捕獲された

個体か、あらかじめ所管官庁から捕獲許可を

得て捕獲された個体である。 

 



C. 研究結果 

ダニ媒介性脳炎 

pCAGprME449-Fc をトランスフェクトした

293T 細胞では E-Fc 蛋白が発現し、培養上清

へも十分な量が分泌していることが確認された。

また細胞内では E 蛋白に対するシャペロン様

活性を持つ prM 蛋白との相互作用も確認され、

発現・分泌した E-Fc 蛋白は本来の E 蛋白と同

様の性状を保持していることが示唆された。 

E-Fc 蛋白を抗原として用いた E-Fc ELISA

による抗 TBEV 抗体の検出法への応用を試み、

TBEV の感染が疑われた野鼠及びヒトの血清

を使用して中和試験との成績比較を行った。そ

の結果、TBEV 流行巣で捕獲された 66 検体の

野鼠血清を調べたところ、E-Fc ELISA は中和

試験の成績と比較して敏感度 90.6％、特異度

91.2％を示した。また、96 検体の TBE が疑わ

れた患者血清を調べたところ、中和試験で

TBE と診断された 85 検体の内、83 検体

（97.6％）が E-Fc ELISA により陽性と判定され

た。さらにJE患者血清10検体を用いて交差反

応性を調べた所、全て TBE 陰性と判定され、

交差反応性は示さなかった。 

これらの成 績より 、今回開発した E-Fc 

ELISA は TBEV 特異抗体を検出する血清診断

において非常に有効であることが示された。 

 

重症熱性血小板減少症 

SFTSV L セ グ メ ン ト 特 異 的 Real-time 

RT-PCR に よ り 、 101 RNA copies 以 上 の

SFTSV RNA 遺伝子の検出が可能であった。 

2）SFTSV 段階希釈液 10μl 中の SFTSV 遺伝

子 RNA を上記 Real-time RT-PCR にて検出し

た結果、2×101 RNA copies 量以上の希釈液

で検出が可能であった。 

また、Vero E6 細胞への接種によるウイルス

分離では、12 well、24 well プレートともに 2×

101 RNA copies 量以上の接種でウイルス増殖

が確認された。一方、IFNAR KO マウス脳内接

種によるウイルス分離では、2×10-1 RNA 

copies 量以上の接種でマウスが死に、脳から

SFTSV が分離された。 

長崎県において約 5000 匹のマダニを採集し

た。そのうち成虫についてはフタトゲチマダニ

(70.6%)、タカサゴチマダニ(10.2%)、キチマダニ

(0.92%)、ヤマアラシチマダニ(2.23%)、オオトゲ

チマダニ(0.26%)、タカサゴキララマダニ(0.52%)、

その他分類未同定のチマダニ属(15%)およびマ

ダニ属(0.13%)、若虫についてはフタトゲチマダ

ニ(36.1%)、タカサゴチマダニ(10.4%)、キチマダ

ニ(0.53%)、ヤマアラシチマダニ(0.61%)、オオト

ゲ チ マ ダ ニ (1.64%) 、 タ カ サ ゴ キ ラ ラ マ ダ ニ

(3.32%) 、 そ の 他 分 類 未 同 定 の チ マ ダ ニ 属

(47.3%)およびマダニ属(0.08%)が採集された。ベ

トナムにおいてはイノシシカクマダニ成虫、チ

マダニ属成虫・若虫、ウシに寄生していたオウ

シマダニ、イヌに寄生していたクリイロコイタマ

ダニが採集された。 

長崎県で採集されたマダニのうち、1684 匹

を 487 プールにわけて SFTSV およびフレボウ

イルス遺伝子検出を試みたがすべて陰性であ

った。また、Vero E6 細胞に接種後回収した上

清中からも SFTSV およびフレボウイルス遺伝

子は検出されなかった。 

 

ハンタウイルス感染症 

ヨーロッパ、アジアでは SEOV、HTNV 等のネ

ズミ亜科のげっ歯類およびハタネズミ亜科の

げっ歯類の媒介する PUUV とその近縁ウイル

スが存在するため、これらのウイルスに対する

抗体を検出することが必要である。そこで

HTNV, PUUV の抗原を塗布した Multiplex ICG

を作成した。Multiplex ICG は、まず実験感染

血清を用いて評価した。抗ラット二次抗体を使

用した場合、SEOV 実験感染ラット血清４例は

HTNV 抗原のみに反応した。また HTNV 実験

感染マウス血清 2 例は Protein A でも抗マウス

二次抗体同様の反応を示したが、抗マウス二

次抗体の方が強い反応を示した。PUUV 実験

感染マウス血清 2 例は、ProteinA および抗マ

ウス二次抗体を使用した場合に PUUV 抗原の

みに反応した。一方、非感染マウス血清では



いずれの場合もラインは観察されなかった。 

ホルマリン固定パラフィン包埋で作製された

ハンターンウイルスとプーマラウイルス感染動

物組織標本を用いて検索した結果、6 種類の

新規モノクローナル抗体のうち 3 つの抗体で組

織上の両種のウイルス抗原の検出ができるこ

とが判明した。 

 

クリミア・コンゴ出血熱 

血清無添加時の pVSV-CCHFV-GP の感染

を 100%とした場合、血清添加時（希釈は 1:20）

の感染相対値は経時的に低下し、Day 5 およ

び Day 9 の血清で中和抗体陽性を示した。各

血清を更に 2 倍階段希釈し、再度抗体価を測

定した結果，中和抗体価も経時的に上昇し，

急性期陰性であったものが Day 9 には 160 倍

まで上昇した。 

 

狂犬病 

コウモリ検体からの病原体遺伝子検出 

 Feature Extraction によって出力されたデー

タ テ キ ス ト フ ァ イ ル は 、 Gene Array Utility 

version 080131 (GAU; Symplus, Tokyo, Japan) 

に読み込み各種解析を行った。データはアク

セッション No. 毎にまとめ、さらにセンスまた

はアンチセンス鎖に細分し『群』とした。群内の

シグナル平均値および中央値を算出し、シグ

ナル蛍光強度中央値の高い順に該当候補とし

て順位を付けた。『標的スポット群』と『全スポッ

トから標的スポットを除いた群』を形成するシグ

ナル蛍光強度の分散状態が、統計学的有意

差が観察されるか見極めるため、有意水準 

(α) = 0.001 で p 値を算出した。p 値は 0.001 よ

りも小さい値であるとき、Z 値は 3.09 より大きい

値であったとき帰無仮説が棄却できることとし

た。 

MMDPA のシグナル平均値が 200 を越えた

遺伝子プローブを持つ個体は 10 頭中 7 頭であ

ったが、リッサウイルス属に関係する遺伝子は

検出されなかった。しかし、Human herpesvirus、

Influenza A virus、Bat SARS coronavirus 等の

遺伝子が一部のコウモリから検出された。 

 

培養細胞における狂犬病ウイルスの感染性の

解析 

軸索末端からの神経細胞へのウイルス感

染能を検討する目的で、Ni-CE-GFP 株または

CE(NiP)-GFP 株を神経細胞の軸索末端に接

種し、GFP シグナルを観察した。その結果、い

ずれの株を接種した神経細胞においても、そ

の細胞体で明瞭な GFP シグナルが観察された。

Ni-CE 株は CE(NiP)株と同様、軸索末端から神

経細胞に感染する能力を有していることが示さ

れ、その能力に顕著な差がないことが示唆さ

れた。 

西ヶ原株及び CE(NiP)株感染 G-8 細胞にお

ける Ifn-β 遺伝子の発現量は、Ni-CE 株感染

細胞に比べて有意に低く（p<0.05）、それぞれ

約 1/47 及び 1/10 であった。また、各株感染

C2C12 細胞における Ifn-β 遺伝子の発現量

についても同様に、西ヶ原株及び CE(NiP)株感

染細胞における発現量は、Ni-CE 株感染細胞

に比べて有意に低かった（p<0.05）。以上より、

西ヶ原株及び CE(NiP)株は、感染筋肉細胞に

おいて、Ni-CE 株よりも効率良く IFN 産生を抑

制することが示された。 

西ヶ原株及び CE(NiP)株を感染させた G-8

細胞における Mx1 遺伝子の発現量は、Ni-CE

株感染細胞に比べて有意に低く（p<0.05）、そ

れぞれ約 1/74 及び 1/14 であった。また、各株

感染 G-8 細胞における Oas1 遺伝子発現量に

ついても同様に、西ヶ原株及び CE(NiP)株感染

細胞における発現量は、Ni-CE 株感染細胞に

比べて有意に低かった（p<0.05）。以上より、西

ヶ原株及び CE(NiP)株は、感染筋肉細胞にお

いて、Ni-CE 株よりも効率良く IFN 誘導遺伝子

の発現を抑制することが示された。 

 

ブルセラ症 

Combinatorial-PCRの結果、検体番号10-4、

10-5（イエアメガエル）、14-1（デニスフロッグ）

が複数のプライマーセットで、検体番号11-5（



種不明）が、BCSP31プライマーのみで、それ

ぞれ陽性を示した。 

 検体番号10-5（イエアメガエル、大腿骨・骨

髄）、14-1（デニスフロッグ、肝臓）から、各1株

、計2株の菌が分離された。分離株はブルセラ

特異的PCR陽性であり、2株ともにB. suis、B. 

neotomaeと同様の陽性パターンを示したこと

から、分離された株は、ブルセラ属菌であると

判断された。 

無尾類より分離された2株に既知の無尾類

分離株2株（2012）の配列データを加えMLSA9

によるタイピングを行った。その結果、今回の

無尾類分離株2株は互いに全く同じパターンを

示し、既知のSTのいずれとも異なっており、B. 

inopinata、B. microtiおよび既知の無尾類分離

株に近縁の新規のブルセラ属菌であると考え

られた。また、9遺伝子座のシーケンス（計

4396bp）による系統樹解析でも同様の成績が

得られた。 

 

バルトネラ感染症 

今回捕獲したニホンザルの26.7%（4/15）から

Bartonella属菌が分離され，分離株の細菌学

的 性 状 な ら び に 遺 伝 子 性 状 か ら 全 て B. 

quintanaと同定された。また，各個体の血中菌

数は50～12,000CFU/ml（平均 525CFU/ml）で

あった。ニホンザル分離株のgltA，rpoBならび

にITSの塩基配列は，中国の飼育アカゲザル

を由来とするB. quintana RM-11株と同一であ

るか，または非常に高い相同性（≧99.0%）を示

した。MLST法では，分離株はいずれも新規の

ST22に型別され，連結塩基配列に基づく系統

解析では，ニホンザル，アカゲザル，カニクイ

ザルおよびヒト分離株はそれぞれ独立した4つ

のクラスターを形成した。 

 

類鼻疽 

1.ベトナムならびに沖縄の土壌からの類鼻疽

菌の分離結果 

 今回、ベトナム・メコンデルタで採取した水田

の土 40 検体ならびに沖縄で採取した畑の土

20 検体から、培養法により類鼻疽菌の分離を

行ったが、いずれの検体からも分離されなかっ

た。 

 

D. 考察 

ダニ媒介性脳炎 

フラビウイルスの E 蛋白は免疫原性が高く、

診断用抗原として有用であることは以前の研

究からも示されていたが、分泌した E 蛋白を効

率よく精製し、使用するにはこれまで煩雑な作

業が必要であった。本研究ではこの点を解決

するため、TBEV の E 蛋白の細胞膜貫通領域

を IgG 抗体の Fc 領域に置き換えて、シャペロ

ン様活性を持つprM蛋白と共に発現させること

で、本来の性状を保ったまま E 蛋白を培養上

清に分泌させ、簡便に精製できるようにした。 

 発現・分泌した E-Fc を使用した ELISA は中

和試験の成績と非常に高い相関性を示し、か

つ他のフラビウイルス感染との交差反応も示さ

なかった。TBEV 流行地域の一部には同じフラ

ビウイルスである日本脳炎血清型群のウイル

スの流行が報告されている地域もあるため、

両者の鑑別にも使用できると考えられる。 

 

重症熱性血小板減少症 

 SFTSV 遺 伝 子 を 特 異 的 に 検 出 で き る

Real-time PCR 法を確立した。SFTS Real-time 

PCR による遺伝子検出、Vero E6 細胞によるウ

イルス分離では、ともに 2×101 RNA copies 量

以上のサンプル液からウイルス検出が確認さ

れ、両者の感度は同程度であった。また、

IFNAR KO マウスの脳内接種では、さらに少な

いウイルス量でウイルス分離ができることを確

認した。 

長崎県の各地において数種類のマダニが

約 5000 匹採集された。長崎県全体ではフタト

ゲチマダニが最も多く採集されたが、マダニ種

の割合は地区によって異なっていた。ベトナム

においても数種類のマダニが採集されたが、

採集数が少なかったため、今後さらに採集を

試みる予定である。 



長崎県で採集されたマダニから SFTSV およ

びフレボウイルスは検出されなかった。SFTS

患者の居住周辺地域で採集したマダニからも

SFTSV 検出は確認されなかった。この理由と

して、野外に生息するマダニにおいて、SFTSV

陽性率が低い、もしくはマダニ中の SFTSV 量

が低いことが考えられた。また、Real-time 

PCR およびウイルス分離において、マダニ抽

出物が阻害反応を起こしている可能性も考え

られた。今後、より感度の高い IFNAR KO マウ

スの脳内接種によりウイルス分離を試みる予

定である。 

 

ハンタウイルス感染症 

ヨーロッパおよびアジアで必要とされる宿主

げっ歯類摘発用のハンタウイルス multiplex 

ICG の試作が完了した。今後、使用例を増やし

て有用性を評価する必要がある。また、アフリ

カおよび南北アメリカ大陸についても、二次抗

体等の検出用試薬の検討を進めてゆくことが

必要である。 

 新規に作出されたハンタウイルスのヌクレオ

キャプシドに対する６つのモノクローナル抗体

について、ホルマリン固定パラフィン包埋で作

製されたハンターンウイルスとプーマラウイル

ス感染動物組織標本を用いて抗原検索を行っ

た結果、このうちの 3 つの抗体で組織標本上

の両種のウイルス抗原の検出ができることが

判明した。今後は、同じブニヤウイルス科に属

する病原性ウイルスや、急性呼吸器感染症の

原因となるインフルエンザウイルス、コロナウ

イルス等との交差反応の有無を評価する必要

がある。 

 

クリミア・コンゴ出血熱            

本研究に用いられた患者血清（発症後 Day 

1, Day 5, Day 9）は CCHF の急性期から回復期

にかけるもので、この間に CCHFV 遺伝子が消

滅し組換え N 蛋白質に対する IgG および IgM

抗体価が上昇することが確かめられている検

体である（Tang et al., Clin Diagn Lab Immunol, 

2003 ） 。 回 復 に 伴 い 、 こ れ ら の 血 清 で は

CCHFV に対する中和抗体価も上昇しているこ

とが予想された。この一連の経時血清の

pVSV-CCHFV-GP に対する中和抗体価は上

昇（検出限界以下から陽転，更に上昇）してい

ることが判明した。感染性 CCHFV を用いて中

和抗体を解析していないものの、CCHFV に対

する中和抗体価を反映したものであろうことは

間違いない。pVSV-CCHFV-GP を用いた中和

抗体（価）測定法は CCHFV に対する中和抗体

（価）測定の代替法となりうることが証明された。

本法は CCHF の診断に有用である。また、血

清疫学調査にも有用と考えられる。本法は“中

和抗体”の測定を行うものであるため、日本近

隣からの CCHFV の侵入を検出するための特

異性の高い優れた検出手法であると考えられ

る 。 既 に 確 立 さ れ て い る IgG-ELISA 、

IgM-capture ELISA、 IFA と本法を組み合わせ

ることにより、BSL2 で遂行可能な精度の高い

CCHF の実験室診断が可能となった。 

 

狂犬病 

 病原体検出用マイクロアレイによってリッサ

ウイルスの遺伝子は検出されなかったが、調

査が行われていない地域や宿主から病原微

生物を検出する場合は塩基配列の変異が予

想されるためウイルス株間でみられる標的遺

伝子の変異を区別せず検出可能なマイクロア

レイ法は大変有用であると考えられた。 

 また、ウイルスのみでなく、細菌、真菌類を含

めて多くの標的遺伝子が検出できることは想

定されていない病原体についても検出が可能

になるためより網羅的な発生予測・被害推計

を行えると考えられた。 

 今回、捕獲された 10 個体から検出された病

原体の遺伝子プローブについては、ウイルス

分離等を念頭に置いた詳細な調査が必要で

はあるが、異なる個体から頻度高く検出された

Human helpesvirus 6B と Influenza A virus がモ

モジロコウモリに特異的なものであるのか大変

に興味深い。特に、2 個体で検出された Bat 



coronavirus に つ い て は コ ウ モ リ が SARS 

coronavirus の宿主であることを示唆する報告

もあり、大変興味深い成績であった。 

自然界におけるリッサウイルスの分布につ

いては不明な点が多く、感染したコウモリにお

ける潜伏期間も明らかでない。狂犬病を除くリ

ッサウイルスは、主にヨーロッパ、オーストラリ

ア、アフリカに分布しており、そのほとんどがコ

ウモリを自然宿主にしているが、近年、中央ア

ジア（Kyrgizstan、Tajikistan、Krasnodar region）、

シベリア（Irkutsk）のコウモリからもリッサウイ

ルスが分離されている。 

 

強い末梢感染性を有する西ヶ原株及び

CE(NiP)株が、弱い末梢感染性を有するNi-CE

株よりも効率よく筋肉細胞で増殖することが最

近明らかになった。このことは、西ヶ原株P蛋白

質が筋肉細胞におけるウイルス増殖に重要で

あることを示すと同時に、そのウイルス増殖が

末梢神経の感染を成立させる上で重要な役割

を担っていることを示唆している。一方で、西ヶ

原株P蛋白質が軸索末端からのウイルス感染

を直接的に促進している可能性も挙げられる。

しかし、狂犬病ウイルスの粒子構造、ならびに

末梢神経への本ウイルスの侵入及び軸索輸

送の機序を考慮した場合、この可能性は極め

て低いことが予想された。すなわち、狂犬病ウ

イルスP 蛋白質は、ヌクレオカプシドの構成要

素としてウイルス粒子の内部に位置している。

一方、狂犬病ウイルスはヌクレオカプシドでは

なく ウイルス粒子として軸索輸送される（

Klingen et al., J. Virol. 2008）。理論上、軸索末

端からのウイルスの侵入及び軸索輸送の過程

で、P蛋白質がウイルス粒子の外側に露出さ

れることはないと考えられるため、上記の過程

においてP蛋白質が末梢神経の感染に影響を

及ぼす可能性は低いと考えられた。 

この点を実験的に検証するため、本研究で

は、マウス運動神経細胞の分離培養系を用い

て、CE(NiP)株及びNi-CE株の軸索末端からの

感染能力を比較した。その結果、上記の予想

と一致して、両株とも軸索末端から神経細胞に

感染する能力を有していることが確認された。

以上より、西ヶ原株P蛋白質が軸索末端から

の神経細胞の感染を直接的に促進しているの

ではなく、筋肉におけるウイルス増殖を促進し

た結果、間接的に末梢神経の感染効率を高め

ていることが強く示唆された。 

西ヶ原株及びCE(NiP)株に感染した培養筋

肉細胞では、Ni-CE株感染細胞よりもIfn-β 遺

伝子の発現量が低いことが明らかとなった。こ

れと一致して、IFNによって発現誘導されること

が知られるMx1及びOas1 遺伝子でも同様の

結果が得られた。狂犬病ウイルスのP蛋白質

は、IRF-3のリン酸化を阻害することによりIFN

の誘導を阻害することが知られていることから

（Brzózka et al. J Virol. 2005）、西ヶ原株P蛋白

質とは対照的に、Ni-CE株P蛋白質が筋肉にお

けるIRF-3阻害能を欠落している可能性が考

えられた。 

 

ブルセラ症 

外国産および在来種の無尾類5種14個体の

生体サンプル32検体について、ブルセラ属菌

の遺伝子検出と菌分離を実施したところ、イエ

アメガエル、デニスフロッグからのそれぞれ1株

、計2株が分離され、特異的PCRにより ブルセ

ラ属菌と判定された。 

 さらに、多座遺伝子解析（MLSA9）の結果、

分離株2株は互いに全く同じパターンを示した

ものの、既に知られている1-27のシーケンスタ

イプ（ST）のいずれとも一致しなかった。その中

で、最も近いシーケンスタイプを有していたの

は、2012年に報告されたEisenbergらの無尾類

分離株2株と2005年に米国でヒト患者から分離

されたB. inopinata BO1の3株であり、9座連結（

4396bp）による系統樹解析でもこれらとともに

単系統クレードを形成した。以上のことより、今

回の分離菌株は、B. inopinata近縁の新規ブル

セラ属菌である可能性が示された。 

  これら2菌種に対するウサギ抗血清を作製

し、それぞれに対する反応性をELISAで検討し



た。その結果、いずれもホモでは強い反応性を

示すのに対し、ヘテロでは反応性の明らかな

減弱が認められたことから、これら2菌種には

明らかな抗原性の違いがあると推測された。こ

れについては、今後、さらに検討を加えていく

予定である。 

 分離株10-5が分離されたイエアメガエル（

Litoria caerulea）は、オセアニア原産、樹上棲

種で、日本では、主に野生捕獲個体とごく少数

の飼育下で繁殖された個体が輸入、流通して

いる。分離株14-1が分離されたデニスフロッグ

（Polypedates dennysii）は、東南アジア原産、

樹上棲である。野生捕獲個体が輸入、流通す

る。 

 遺伝子解析の結果、今回のブルセラ分離株

に、最も近縁であったB. inopinataとEisenbergら

の無尾類分離株2株は、いずれもアフリカ大陸

南部に広く分布する地上性の大型種、アフリカ

ウシガエル（Pyxicephalus adspersus）に由来す

る。 

 イエアメガエルとデニスフロッグ（どちらもアマ

ガエル科）とアフリカウシガエル（アフリカウシ

ガエル科）は無尾類中で系統上の位置が隔た

っており、地理的にも東南アジア、オセアニア

とアフリカに隔たった分布域をもっている。さら

に、それら無尾類分離株と同じクレードのB. 

inopinata（宿主不明）は、北アメリカ大陸で分

離されている。よって、これらのブルセラ属菌

の共通祖先は、無尾類を宿主として共進化を

遂げ分布を広げたと考えることもできる。 

B. inopinataは、患者から分離され、ヒトに感

染しうることが知られている。今回の系統解析

の結果から、B. inopinataに、きわめて近縁で

あった我々の無尾類分離株2株とEisenbergら

の無尾類分離株2株についても、ヒトと他の動

物に対し病原性をもつ可能性がある。 

 

バルトネラ感染症 

 和歌山県で捕獲された野生のニホンザルは

26.7%（4/15）と高率にBartonella属菌を保有し

ていることが初めて明らかとなった。さらに，ニ

ホンザルのBartonella属菌の平均血中菌数は

525CFU/ml（0.5×102～1.2×104CFU/ml）であ

った。gltA，rpoBおよびITS領域の相同性解析

の結果、ニホンザル分離株はヒト由来のB. 

quintana FullerT株や中国のアカゲザルを由来

とするB. quintana RM-11株と一致もしくは非常

に高い相同性値（≧97.0%）を示したことから、

これら分離株はいずれもB. quintanaであること

が明らかとなった。さらに、ニホンザル分離株

は解析した3領域において、B. quintana FullerT

株に比べ、B. quintana RM-11株により高い相

同性を示したことから、他のマカク属のサル由

来のB. quintanaに非常に近縁であることも明ら

かとなった。 

今回B. quintanaが分離されたニホンザルは

高い菌血症状態であったにもかかわらず、無

症状であったこと、ニホンザル分離株はサルを

由来とするB. quintanaに近縁であったことから

、サルもB. quintanaの自然宿主である可能性

が示唆された。 

MLST法を用いて，ニホンザル分離株のST

を決定したところ、各ニホンザルから無作為に

選択した4株は、全て同一のSTであり、新規の

ST22であることが明らかとなった。さらに、

MLST法に基づいて22タイプのSTを系統解析

したところ、ST1～22は4つの独立したクラスタ

ーを形成し、それぞれ分離されたヒトあるいは

サルの種類ごとにSTが分類された。今回、ニ

ホンザルから分離されたB. quintana株はこれ

までに報告のない新規のSTであり，また系統

解析でもニホンザル独自のクラスターを形成し

たことから，ヒトおよびサルの種ごとに固有の

遺伝子性状を有するB. quintanaを保有してい

る可能性が示唆された。しかしながら，本研究

に用いたニホンザル由来のB. quintanaは4株と

非常に少なかったこと，ニホンザルの採材地

域が和歌山県のみであったことから，今後，よ

り広い地域のニホンザルからB. quintanaの分

離を試み，STを決定し，系統解析を行う必要

があると考えられた。 

 



類鼻疽 

 今回、類鼻疽の流行国であるベトナムならび

に我が国で亜熱帯に位置する沖縄で、水田な

らびに畑の土を採取し、類鼻疽菌の分離を試

みたが、培養法では分離されなかった。今回、

土の中の類鼻疽菌の定量をする意味もあり、

検体から選択培地に直接塗沫する方法で分

離を試みたが、分離されなかった。ベトナム南

部での類鼻疽菌の分布を明らかにした報告は

みられないが、東南アジアや北オーストラリア

などで、土や河川水から PCR 法により類鼻疽

菌の検出を行った報告では、比較的高率に本

菌が検出されており、ベトナム・メコンデルタで

も汚染菌量は少ないながらも土に本菌が分布

している可能性は高いと思われる。今後は増

菌または PCR 法による検出を試みる予定であ

る。 

 

E. 結論 

 本年度の研究成果により、安全で簡便かつ

信頼性の高いダニ媒介性脳炎、ハンタウイル

ス感染症、およびクリミア・コンゴ出血熱の診

断法を開発することに成功した。今後は新規

に開発された診断法を用いて、近隣諸国にお

けるこれらの感染症の流行状況調査を行い、

日本への侵入・流行の危険性を精査していく

事が重要であると考えられる。 

 ヨーロッパおよびアジアで必要とされる宿主

げっ歯類摘発用のハンタウイルス multiplex 

ICG の試作が完了した。 

狂犬病ウイルス（西ヶ原株）の P 蛋白質は、

その IFN 拮抗作用を介して、筋肉細胞でのウ

イルス増殖を支持し、結果として末梢神経の感

染効率を高めていることが強く示唆された。 

 本研究において、2 種の無尾類からの分離

株 2 株は、いずれも新規のブルセラ属菌であっ

た。今回の分離株はいずれも、ヒトに感染しう

る B. inopinata にブルセラ属菌中で最近縁であ

った。未だ無尾類由来のブルセラ属菌によるヒ

ト症例の報告はないものの、飼育者への感染

も起こりえるのではないかと懸念される。 

 野生のニホンザルは塹壕熱の病原体である

B. quintana を 26.7%と高率に保有していること

が初めて明らかとなった。B. quintana を保有し

ていたニホンザルは高い菌血症状態であった

にもかかわらず、無症状であったことから、本

菌の自然病原巣である可能性が示唆された。 

ベトナム・メコンデルタならびに沖縄では、培

養法では土から類鼻祖菌は検出されなかっ

た。 
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