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研究要旨：ダニ媒介性脳炎ウイルス（TBEV）はヒトに重篤な脳炎を引き起こす、人獣共通感染症の原

因ウイルスである。日本では北海道南部において患者が発生し、またユーラシア大陸広域において、

ロシアを中心に年間数千人の患者発生が報告されている。TBEV の診断は血清中の TBEV 特異抗体

の検出が有用であり、一般に中和試験が確定診断に使用されるが、危険度の高い生ウイルスを用い

る必要がある。そこで本研究では、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。本 ELISA 法は本研究事業における今後の TBEVの疫学調査による

流行地域の検出に有用であると考えられる。 

 

A. 研究目的 

ダニ媒介性脳炎（Tick-borne encephalitis：

TBE）ウイルスは、フラビウイルス科フラビウイ

ルス属に属し、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の原因ウイルスと

して知られ、ヒトに致命的な脳炎を引き起こ

す。 

日本では 1993 年北海道上磯町（現北斗市）

において初めて TBE 患者が発生し、その後の

疫学調査により患者発生地域に TBE ウイルス

の流行巣が存在することを明らかにしてきた。 

これまでの所、新たな TBE 患者は発生して

いない。しかし我々は北海道を中心に継続的

な血清疫学調査を行うことによって、道南地域

には現在まで 10 年以上にわたってウイルスの

流行巣が存続している事を明らかにしてきた。

さらに近隣の北東アジア諸国においては、TBE

患者は依然多数発生が報告されており、ヒトや

野生動物の移動により日本に侵入・流行する

可能性も存在しているため、今後も日本を含

め、近隣諸国において疫学調査を続ける必要

性がある。 

TBEVの診断は血清中のTBEV特異抗体の

検出が有用であり、一般に中和試験が確定診

断に使用されるが、危険度の高い生ウイルス

を用いるため BSL-3 の実験施設が必要とされ

る。またホルマリン不活化ウイルスを用いた市

販の ELISA キットもあるがこちらは他のフラビ

ウイルスとの交差反応を示すという欠点があ

る。 



そこで本研究では、抗原性の高い TBEV の

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（E-Fc）として発現

させることを試みた。さらにE-FcをELISA用抗

原として応用することで、簡便かつ信頼性の高

い診断法の開発を試みた。 

 

B. 研究方法 

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。 

 

C. 研究結果 

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との比較を行っ

た。 

TBEV流行巣で捕獲された66検体の野鼠血

清を調べた所、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（表１）。 

また 96 検体の TBE を疑われた患者血清を

調べた所、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（表2）。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。 

 

D. 考察 

 TBEV の迅速かつ正確な診断は、サーベイラ

ンスや適切な治療を行う上で重要である。しか

し前述のように、中和試験は特異性が高いが

危険度の高い生ウイルスを用いなければなら

ないため、実施可能な施設が限定されること、

市販のホルマリン不活化ウイルスを用いた

ELISA キットは、簡便で安全ではあるが他のフ



ラビウイルス感染との交差反応を示すという欠

点があった。 

 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、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。 

 

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 TBEV の診断法を開発すること

に成功した。今後は本診断法を用いて、近隣

諸国における TBEV 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く事

が重要であると考えられる。 
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研究要旨：本研究は日本およびインドシナ地域に存在するマダニ媒介性ウイルスの分布を把握するこ

とを目的とし、マダニ媒介性ウイルス遺伝子検出法の確立、各地域でのマダニ採集、マダニからのウイ

ルス遺伝子検出およびウイルス分離を試みた。その結果、1) マダニ媒介性ウイルスである 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。2) SFTSV (NagH2013-1 株)の段階希

釈液を用いて遺伝子検出およびウイルス分離を検討したところ、real-time PCR では 2×101 RNA 

copies 量以上で遺伝子検出が可能であった。また、Vero E6 細胞への接種では 2×101 RNA copies 量

以上の接種でウイルス増殖が確認できた。一方、IFNAR KO マウス脳内接種では 2×10-1 RNA copies

量以上の接種で脳からのウイルス分離が確認できた。3) 長崎県、ベトナムにおいて数種類のマダニを

採集した。 4)長崎県で採集したマダニからウイルス検出を試みたが陽性例は確認されなかった。以上

の結果から、マダニ媒介性ウイルス検出のための有用な方法を確立し、今後の分布調査の準備を整

えた。今後、国内およびインドシナ地域において、マダニを採集しマダニ媒介性ウイルスの分布調査を

行う予定である。 

 

A. 研究目的 

マダニ媒介性ウイルスには、ダニ媒介性脳炎 

(TBE)や重症熱性白血球減少症候群 (SFTS)、ク

リミア・コンゴ出血熱 (CCHF)など、人や動物の重

篤な感染症の原因となるウイルスが知られてい

る。 

日本においては、1993年に北海道南部でTBE患

者が国内ではじめて確認され、患者発生地区で

採集されたヤマトマダニからTBEウイルス(TBEV)

が分離されたことにより、流行巣の存在が確認さ

れた。また、2013 年に山口県で SFTS 患者が国

内ではじめて確認され、患者血清から SFTS ウイ

ルス(SFTSV)が分離された。その後、西日本各地

で SFTS 患者が確認され、患者に吸着していたマ

ダニから SFTSV が検出されている。このように、

近年日本においてあらたにマダニ媒介性ウイル

スによる感染症が報告されている。 

また、CCHF はアフリカ大陸、東欧、中近東、中央

アジア諸国から中国西部にかけて広く分布してお

り、人や動物の移動に伴う国内への侵入が危惧

されている。さらに、最近世界各地で新しいマダ

ニ由来ウイルス（ブニヤウイルス科フレボウイル



ス属やフラビウイルス科フラビウイルス属に分類）

が報告されている。 

そこで本研究では、日本でこれまで未確認および

侵入が危惧されるマダニ媒介性ウイルスについ

て、国内および周辺諸国における分布状況の把

握を目的とし、日本およびアジアに分布するマダ

ニを採集してウイルス遺伝子検出・分離を試みる。

本研究成果によりマダニ媒介性ウイルス感染症

の予防に関して重要な情報を提供することが期

待される。 

 

B. 研究方法 

1) 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 (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 2×105 - 2×10-2 RNA 

copies/10μl となるように段階希釈し、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) 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

類を確認した。 

4) 採集したマダニ 1－30 匹を 1 プールにして、ビ

ーズ式細胞破砕装置を用いてホモゲナイズ（4℃、

4,500rpm, 15sec）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。 

5) 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。 

（倫理面への配慮） 

ウイルス感染実験は BSL3 実験室で行い、動物

実験は長崎大学における動物実験指針に沿って

行った。 

 

C. 研究結果 

1) 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。また、2×100 RNA copies 量接種でも 12 well、

24 well プレートともに、3 well 中 1 well 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。 

3）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。 

4) 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。 

 

D. 考察 

1) SFTS 遺伝子を特異的に検出できる Real-time 

PCR 法を確立した。我々は以前、TBEV 遺伝子を

特異的に検出できるReal-time PCR法も確立して

いる。今後、同様の方法で他のフラビウイルス属、

フレボウイルス属の遺伝子を検出できる

Real-time PCR 法を確立し、マダニ媒介性ウイル

スの遺伝子検出法による調査を行う予定である。 

2) 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、同程度の感度であった。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。 

3) 長崎県の各地において数種類のマダニが採

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。ベトナムにおいては数種類の

マダニが採集されたが、マダニの発生ピークは 2

－3 月であると考えられるので今後さらに採集を

試みる。 

4) 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。 

 

E. 結論 



本研究成果によりマダニ媒介性ウイルスの遺伝

子検出法、培養細胞またはマウスを用いたウイ

ルス分離法を確立し、マダニからのウイルス検出

法の準備が整った。今後、国内およびインドシナ

地域（ベトナム）において、さらにマダニを採集し、

マダニ媒介性ウイルスの分布調査を行うことで、

マダニ媒介性ウイルス感染症の予防に関する重

要な情報が得られることが期待される。 
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分担研究報告書 

 

近隣地域からの侵入が危惧される我が国にない感染症の発生予防に関する研究 

ハンタウイルス感染症に関する研究 

 

分担研究者 有川 二郎 北海道大学大学院医学研究科 教授 

 

研究要旨：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

染げっ歯類を迅速に診断することを目的とした。本研究では人へ病原性を有するハンタウイルスの３血

清型いずれに対しても抗体スクリーニングを行うため、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。また、自然宿主げっ歯類の種の違いによる二次抗体の交

差反応性の相違を考慮し、抗マウス IgG 抗体と Protein A の有用性を検討した。また、ハンタウイルス

の病原性発揮責任遺伝子をハンターンウイルス KHF 株とマウスの組み合わせを用いて解析した。 

 

A. 研究目的 

 ハンタウイルスは、げっ歯類媒介性の人獣共通感

染症である、腎症候性出血熱(HFRS)とハンタウイル

ス肺症候群(HPS)の原因ウイルスである。ハンタウ

イルスのうち、Hantaan (HTNV)、Seoul (SEOV)、

Dobrava (DOBV)Thailand (THAIV)および Puumala 

(PUUV)ウイルスは HFRS の原因となる。また

SinNombre virus を始めとするアメリカネズミ亜科の

げっ歯類によって媒介されるハンタウイルスは HPS

の原因となる。HTNVおよび SEOVおよび THAIV お

よび DOBVはネズミ亜科のげっ歯類、そして PUUV

はハタネズミ亜科のげっ歯類によって媒介される。

これらの他に翼種目およびトガリネズミ目に属する

ほ乳類によって保有されている病原性不明のハン

タウイルスがみつかっている。これらのハンタウイル

ス群のウイルスは互いに抗原性が大きく相違し交

差反応性が低いことから、病原性ハンタウイルス感

染症の血清診断を行うためには少なくとも３種類の

血清型の抗原が必要である。我国には SEOV およ

び PUUV が存在することが明かとなっているが、ロ

シア、中国、韓国、東南アジア諸国には HTNV, 

SEOV, THIAV があり、また北米・南米諸国からの輸

入症例、げっ歯類の積み荷への混入等についても

注意を払う必要がる。 

本研究では HFRS および HPS の原因ウイルスを保

有する宿主げっ歯類が日本に侵入した場合を想定

し、これを迅速に診断するための手段を確立するこ

とを目的として、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) の開

発を試みた。さらに、ウイルス侵入・感染拡大後の

発症を防ぐことを目的として、マウスモデルを用いて、

病原性発現のメカニズムを明らかにすることを試み

た。 

 

B. 研究方法 

 



1. 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坑血清、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. HTNV の KHF 株は成熟したマウスへ静脈内接種

すると腎臓に出血を起こす病原性の高い株である。

本年度はこの株をクローニングし、病原性を評価す

ることによって、薬物スクリーニングを行う準備を行

う。病原性サブクローン株、投与量、濃度の決定を

行う。 

 

（倫理面への配慮）マウスへの感染実験については

北海道大学動物実験委員会の審査・承認を得て実

施した。 

 

C. 研究結果 

1.ヨーロッパ、アジアでは SEOV、HTNV 等のネズミ

亜科野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。コロイドラベル二次

抗体としては、ネズミ亜科げっ歯類の免疫グロブリ

ンと強く反応する坑マウス IgG 二次抗体、坑ラット

IgG 二次抗体、およびハタネズミ亜科げっ歯類の免

疫グロブリンと強く反応する Protein A を使用したも

のの三種類を作成した。これらはまず、実験感染血

清を用いて評価した。坑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 でも坑マウス二次同様の反応を示し

たが、坑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

坑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。これらのストリ

ップをベトナム、クロアチア、スリランカ、北海道内の

野鼠捕獲現場で試用・評価するために、現在準備を

進めている。 

 

2.アフリカ大陸の主要なげっ歯類であるマストミスは

ネズミ亜科であり、二次抗体坑マウスがある程度応

用できることが分かっている。一方でProtein Aは有

効ではないことも明らかとなった。そのためより強い

反応を得るために、坑マストミス二次抗体の作成を

行う必要があることが明らかとなった。ザンビア等の

アフリカ諸国で有効なスクリーニング ICG の作成を

来年度以降試みる。 

 

3. 北米南米大陸には SEOV、および ANDV 関連ウ

イルスが存在する。これらを検出するために、抗原

としては ANDV, HTNV 抗原を塗布したものが必要と

なる。二次抗体としては坑シカネズミ, Prtein A, 坑コ

ットンラットなどが必要となるが、多様な北米、南米



のげっ歯類をカバーできるかどうか明らかにする必

要がある。現在、南北アメリカ大陸用ハンタウイル

ススクリーニング用 ICGストリップの準備を進めてい

る。 

 

4.HTNVのKHF株を成熟したマウスへ静脈内接種し、

1000 ウイルス/マウス以上の投与で再現性よく腎臓

出血を起こすことができた。クローニングされた株の

うち１例が病原性を示さなかったので遺伝子配列を

比較したところ、おそらくウイルスエンベロープタン

パクをコードするウイルスのMゲノムが病原性責任

遺伝子であることが示唆された。薬物スクリーニン

グを行う準備として病原性サブクローン株およびそ

の投与量が決定された。 

 

D. 考察 

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。 

 

E. 結論 

ハンタウイルスの病原性については未だほとんど明

らかになっていない。ハンタウイルス感染症を制御

するためには、疫学的な解析をより効率よく行い、さ

らに病原性解析のためのツールをより多く持つこと

が必要となる。本研究ではMultiplex ICGを用いてウ

イルス宿主のスクリーニング効率を大幅に上昇させ、

さらにマウスモデルを用いた病原性の解析を進める

ことで、近隣諸国から侵入するおそれのあるハンタ

ウイルス感染症対策を進める。 

 

 

Ｆ．健康危険情報                     

   

Ｇ．研究発表 

 1.  論文発表 

(1)Amada T, Yoshimatsu K, Yasuda SP, Shimizu K, 

Koma T, Hayashimoto N, Gamage CD, Nishio S, 

Takakura A, Arikawa J. 2013. Rapid, whole blood 

diagnostic test for detecting anti-hantavirus 

antibody in rats. J Virol Methods 193:42-49. 

 2.  学会発表 

(1) Arikawa J, Amada T, Yoshimatsu K, Hayashimoto 

N, Koma T, Shimizu K, Gamage CD, Shiokawa K, 

Nishio S, Ahlm C, Takakura A : Development of an 

Immunochromatography Strip Test for Detecting 

Anti-hantavirus Antibody in Rodent and Human Sera 

by Using an N-terminal Common Antigenic Site of 

Hantavirus N protein. IX International Conference on 

HFRS HPS & Hantaviruses, Beijing International 

Convention Center, Beijing, CHINA, June 5-7, 2013 

(2) Sanada T, Ozaki Y, Seto T, Nakao M, Saasa N, 

Yoshimatsu K, Arikawa J, Yoshii K, Takashima I, 

Kariwa H : Isolation and Characterization of 

Hokkaido Virus, Genus Hantavirus. IX International 

Conference on HFRS HPS & Hantaviruses, Beijing 

International Convention Center, Beijing, CHINA, 

June 5-7, 2013 

(3) Sanada T, Ozaki Y, Seto T, Nakao M, Saasa N, 

Yoshimatsu K, Arikawa J, Yoshii K, Takashima I, 

Kariwa H : Isolation and Characterization of 

Hokkaido Virus, Genus Hantavirus. 15th 

International Negative Strand Virus Meeting, 



Granada Conference and Exhibition Centre, Granada, 

Spain, 16 - 21 June 2013   

                 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含む。）  

 1. 特許取得 

 該当なし 

 2. 実用新案登録 

 該当なし 

 3.その他 

 該当なし 
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分担者研究報告書 

 

近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の発生予防に関する研究 

近隣地域からの侵入が危惧される感染症の病理学的検索 

—抗ハンタウイルス抗体の免疫組織化学法における有用性の検討— 

 

分担研究者：永田典代（国立感染症研究所 感染病理部第二室 室長） 

 

研究要旨: Saasa らが作出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 (Saasa et al., 2012) と１つの市販抗体の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、このうちの 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。 

 

A. 研究目的 

ブニヤウイルス科ハンタウイルス属は急性呼

吸器感染症のハンタウイルス肺症候群あるいは熱

性・腎性疾患の腎症候性出血熱を引き起こす。これ

らはいずれも4類感染症に分類され、診断が確定し

た場合には、感染症法に基づき直ちに届出を行わ

なければならない。感染症死亡例が発生した場合

には、病理解剖で得られる組織における病原体の

検出によって病理学的診断が可能となる。本研究

では、ハンタウイルス感染症の病理学的診断系の

確立を目的とする。今年度は、すでに作出されてい

る抗ハンタウイルス抗体の免疫組織化学法におけ

る有用性を検討する。 

 

B. 研究方法 

１） 抗ハンタウイルス抗体 

いずれもハンタウイルスのヌクレオカプシドタ

ンパクに対する抗体で、Saasa らが作出した 6 種類

のモノクローナル抗体（マウス腹水由来の精製 IgG

１あるいは IgG2a） (Saasa et al., Virology 2012 

428:48–57) と１つの市販モノクローナル抗体 A1C5、

対照として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 を用いた。 

 

２） ホルマリン固定パラフィン包埋組織標本 

本研究には、すでに作出してあった次の10%ホ

ルマリン緩衝液固定パラフィン包埋切片を使用し

た；病理番号090640、ハムスター正常肺組織；病理

番号090641、プーマラウイルス感染ハムスター肺

組 織  (Sanada T et al., Virus Res. 2011. 

160:108-119) ；病理番号110329、ハンターンウイル

ス感染マウス肺組織 (Seto T et al., Virus Res. 2012. 

163:284-90)。 

 



３） 免疫組織化学法 

ホルマリン固定パラフィン包埋組織標本を脱パ

ラフィン後、ポリマー法による免疫組織化学により

抗ハンタウイルス抗体の有用性を評価した。一次

抗体として用いた抗ハンタウイルス モノクローナル

あるいはポリクローナル抗体（苅和代表研究者より

分与）は表に示した。抗原賦活化のために、抗原賦

活化剤（pH6.0）（ニチレイ マウスステインキット）中

で121℃20分オートクレーブ処理を行った。また、過

酸化水素水・メタノールによる内因性ペルオキシダ

ーゼの阻止を室温30分で行った。1次抗体(1 µg/ml

に調整)の反応は4℃で一晩インキュベートとした。

その後、マウスステインキット（ニチレイ）を用いてプ

ロトコール通り免疫染色を実施し、ペルオキシダー

ゼ発色基質としてジアミノベンジジン、核染色には

マイヤーのヘマトキシリンを使用した。 

 

C. 研究結果 

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、このうちの 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（表）。なお、いずれのモノクローナル

抗体も Western blotting 法による抗原の検出が可

能であった（Saasa et al., Virology 2012 428:48–

57）。 

 

D. 考察 

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、このうちの 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。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。 

 

E. 結論 

Saasa らが作出した 3 つの抗ハンタウイルス抗

体はホルマリン固定パラフィン組織切片を用いた免

疫組織化学法においてハンターンウイルスとプーマ

ラウイルス抗原を検出することが可能である。 

 

F. 健康危険情報 

なし。 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

1. Hayasaka D, Shirai K, Aoki K, Nagata N, 

Simantini DS, Kitaura K, Takamatsu Y, Gould E, 

Suzuki R, Morita K. TNF-α acts as an 

immunoregulator in the mouse brain by reducing the 

incidence of severe disease following Japanese 

encephalitis virus infection. PLoS One. 2013 

8:e71643. 

2. Kentaro Y, Yamazaki S, Mottate K, Nagata N, 

Seto T, Sanada T, Sakai M, Kariwa H, Takashima I. 

Genetic and biological characterization of 

tick-borne encephalitis virus isolated from wild 

rodents in southern Hokkaido, Japan in 2008. 

Vector Borne Zoonotic Dis. 2013. 13:406-414. 

3. Yoneda M, Georges-Courbot MC, Ikeda F, Ishii 

M, Nagata N, Jacquot F, Raoul H, Sato H, Kai C. 

Recombinant measles virus vaccine expressing the 

Nipah virus glycoprotein protects against lethal 

Nipah virus challenge. PLoS One. 2013. 8:e58414. 



4. Yoshii K, Moritoh K, Nagata N, Yokozawa K, 

Sakai M, Sasaki N, Kariwa H, Agui T, Takashima I. 

Susceptibility to flavivirus-specific antiviral 

response of Oas1b affects the neurovirulence of 

the Far-Eastern subtype of tick-borne encephalitis 

virus. Arch Virol. 2013. 158:1039-1046. 

 

2．学会発表 

 

H. 知的財産権の出願、登録状況 

なし。 

 

 

  



表 免疫組織化学法による抗体の有用性の検討結果 

整理番号 動物種 一次抗体 

使用標本 

ハムスター ハムスター マウス 

正常組織 
Puumala virus

感染 

Hantaan virus 

感染 

１ マウス E5/G6 - + + 

２ マウス 
A1C5 (市販抗

体） 
- + - 

３ マウス G884 - - - 

４ マウス 7E6 - + + 

５ マウス 2F11 * * * 

６ マウス 10G5 - - - 

７ マウス 9E5 - - - 

８ マウス 2H10 - + + 

９ ウサギ NP700 * * * 

*抗原は検出可能だが、非特異反応が強く、判定が困難な場合がある。 
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分担研究報告書 

 

CCHF ウイルスの膜蛋白をまとった VSV シュードタイプの作製と 

血清診断への応用に関する研究 

 

研究分担者  西條政幸  国立感染症研究所ウイルス第一部・部長 

研究協力者  須田遊人 国立感染症研究所ウイルス第一部・協力研究員 

谷英樹 国立感染症研究所ウイルス第一部・主任研究官 

下島昌幸 国立感染症研究所ウイルス第一部・第一室長 

唐青 中国 CDC・教授 

 

Ａ．研究目的             

感染症の実験室診断法の１つに抗体価

の測定があるが，抗体測定の方法も酵素抗

体法（IgG-ELISA, IgM-capture ELISA），間

接蛍光抗体法（IFA），中和抗体測定法（NT）

など複数ある．この中で NTはウイルス種に

対する特異性が高く，また，感度も高いこと

から血清診断における信頼度の高い検査

法の１つである． 

クリミア・コンゴ出血熱（Crimean-Congo 

hemorrhagic fever，CCHF）は CCHF ウイル

ス（CCHFV）による感染症で，アフリカ～中

東～ロシア・中国西部（新疆ウイグル自治区）

を含むアジアに幅広く発生が認められる．現

在日本においてこの感染症の発生は認めら

れていないが，発生の危険度を予測する方

法として国内や近隣国における抗体疫学調

査は重要と考えられる．CCHFVの抗体測定

法として，私たちはこれまで組換え蛋白質

（核蛋白質 N）を抗原とした IgG ELISA, 

IgM-capture ELISA, IFA を確立し中国の

CCHF 発生の調査に用いてきた（Saijo et al., 

J Med Virol, 2005; Saijo et al., J Clin 

Microbiol, 2002）．一方，NT は感染性のある

ウイルスを必要としCCHFVは一種病原体で

あり BSL4 施設でのみ取扱いが可能である

研究要旨                         

感染症における抗体疫学調査では，中和抗体測定は診断法の１つに位置付けられている．

日本ではクリミア・コンゴ出血熱ウイルス（CCHFV）は感染症法により一種病原体に指

定されているため，中和抗体測定には BSL4 高度封じ込め施設が必要である．最近私た

ちは 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

た．今年度は本シュードタイプを血清診断に応用できるか否かを，CCHF 患者の急性期

および回復期の血清を用いて血清中和抗体価の経時変化を調べることにより評価した．

CCHF 患者の急性期および回復期における中和抗体価の有意な上昇が認められ，本シュ

ードタイプが中和抗体価測定における感染性 CCHFV の代替として有用であることが証

明された． 



ことから，日本では BSL4 施設が国立感染

症研究所に設置されているにもかかわらず

BSL4 施設として稼働されていないので，

CCHFV に対する中和抗体測定は不可能で

ある． 

私たちは CCHFV の細胞侵入を担う糖蛋

白質GP（CCHFV-GP）を組換え蛋白質とし

て細胞表面に発現させ，CCHFV-GP をウイ

ルス粒子表面にまとった増殖能欠損型の水

疱性口炎ウイルス（vesicular stomatitis 

virus，VSV）のシュードタイプを作製し，

CCHVFの感染をBSL2で定量的に測定でき

る手法を確立した．GP蛋白質は CCHFV の

唯一のウイルス表面糖蛋白質であることか

ら，回復した CCHF 患者の血清中に存在す

る中和抗体は本シュードタイプの感染も中

和するものと考えられる． 

今年度は同一患者の経時血清（急性期

から回復期まで）を用い，確立した CCHFV

シュードタイプ（pVSV-CCHFV-GP）に対す

る中和活性を調べ，CCHFV の中和抗体価

測定法に使用される感染性CCHFV の代替

となりうるか否かを検討した． 

 

Ｂ．研究方法 

CCHFV-GP は，IbAr10200 株由来の 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

入することにより発現させた．

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）． 

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．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． 

（倫理面への配慮） 

インフォームドコンセントは得られている（Saijo 

et al., J Med Virol, 2005）． 

 

Ｃ．研究結果 

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のよ

うになり，Day 5 および Day 9 の血清で中和

抗体陽性を示した（図1）．各血清を更に2倍

階段希釈し再度抗体価をした結果，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（表

1）． 

 

Ｄ．考察               

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ものである

（Tang et al., Clin Diagn Lab Immunol, 2003）．回

復に伴い，CCHFVに対する中和抗体価も上昇し



ているであろうことは十分考えられる血清であ

る． 

本年度の研究で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（図 1，表 1）．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，既に確立さ

れている IgG-ELISA, IgM-capture ELISA, IFA に

加え，BSL2 で遂行可能な精度の高い実験室診

断を可能とし，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． 

 

Ｅ．結論               

BSL2 で取り扱い可能な

pVSV-CCHFV-GP が中和抗体価測定の代

替法として有用であることが証明された． 

                   

Ｆ．健康危険情報                     

  特になし 

（分担研究報告書には記入せずに，総括研究報

告書にまとめて記入） 

Ｇ．研究発表 

 1.  論文発表 

   該当なし 

 2.  学会発表 

1) 須田遊人，谷英樹，下島昌幸，堀本泰

介，西條政幸．クリミア・コンゴ出血熱ウ

イルスのシュードタイプを用いた中和抗

体価測定系の構築．第 156 回日本獣医

学会学術集会，2013 年 9 月，岐阜 

2) 須田遊人，谷英樹，西條政幸，堀本泰

介，下島昌幸．シュードタイプウイルス

のクリミア・コンゴ出血熱ウイルス中和

抗体価測定への応用．第61回日本ウイ

ルス学会学術集会，2013年11月，神戸 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含

む．）  

 1. 特許取得 

  該当なし 

 2. 実用新案登録 

  該当なし 

 3.その他 

  該当なし



 

図 1．患者血清存在下（希釈

100%として算出した．感染相対値が

 

表 1．

発症後の日数

中和抗体価

 

．患者血清存在下（希釈

として算出した．感染相対値が

．患者血清の

発症後の日数 

中和抗体価 

．患者血清存在下（希釈 1:20

として算出した．感染相対値が

患者血清の CCHFV シュードタイプに対する中和抗体価の推移．

Day 1 

<20 

1:20）における

として算出した．感染相対値が 39%以下になった場合を中和抗体陽性と判定した．

シュードタイプに対する中和抗体価の推移．

Day 5 

80 

）における CCHFV シュードタイプの感染相対値．血清無添加時を

以下になった場合を中和抗体陽性と判定した．

シュードタイプに対する中和抗体価の推移．

Day 9 

160 

シュードタイプの感染相対値．血清無添加時を

以下になった場合を中和抗体陽性と判定した．

シュードタイプに対する中和抗体価の推移．

シュードタイプの感染相対値．血清無添加時を

以下になった場合を中和抗体陽性と判定した．

シュードタイプに対する中和抗体価の推移． 

シュードタイプの感染相対値．血清無添加時を

以下になった場合を中和抗体陽性と判定した． 

 
シュードタイプの感染相対値．血清無添加時を
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研究要旨：本研究は、ユーラシア大陸を中心とした野生獣の狂犬病（リッサウイルス感染

症を含む）等について疫学に関する情報の収集、調査、流行様式の解明、新規検出法開発

等を行うことによって、わが国への侵入可能性や発生予測・被害推計などを可能にするこ

とが目的である。近年、シベリアに生息しているコウモリから新種のリッサウイルスが発

見されており北海道に生息しているコウモリの病原体保有状況についても関心が高まって

いる。今年度は、補殺許可を得ることのでき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。リッサウイルスの遺伝

子は検出されなかったが、Human herpesvirus、Influenza A virus、Bat SARS coronavirus

等の遺伝子が検出された。現在、その意義等について検索中である。 

 

A. 研究目的  

 本研究は、ユーラシア大陸を中心とした野

生獣の狂犬病（リッサウイルス感染症を含む）

等について疫学に関する情報の収集、調査、

流行様式の解明、新規検出法開発等を行うこ

とによって、わが国への侵入可能性や発生予

測・被害推計などを可能にすることが目的で

ある。 

 狂犬病はニュージーランド、オーストラリ

ア、ハワイ、英国、日本などを除く世界のほ

ぼ全域で流行しており、アジア、アフリカを

中心に年間で少なくとも5万～7万人を超え



る死亡例があると推計されており、ヒトを含

むほぼすべての哺乳類に致死的な脳炎を起

こす狂犬病ウイルス（ラブドウイルス科リッ

サウイルス属）を原因とするウイルス性疾病

である。 

 わが国では、１９７０年と２００６年に経

験したヒトの輸入狂犬病３症例を除いて 50

年以上に渡って狂犬病は国内で発生してい

ないが、近年、シベリアに生息しているコウ

モリから新種のリッサウイルスが発見され

て北海道に生息しているコウモリの病原体

保有状況について関心が高まっている。 

 そこで、今年度は北海道に生息するコウモ

リがリッサウイルス（狂犬病ウイルスを含む）

の感染宿主であるかを明らかにするために、

補殺許可を得ることのできた北海道に生息

す る モ モ ジ ロ コ ウ モ リ （ Myotis 

macrodactylus）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。 

 

 

B. 研究方法 

●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（表1）

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2

76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42

2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

設計している。プローブの設計時の条件は、

60 mer、Tm 75C  5.0C、ヘアピンループ

（<−3.0 kcal/mol）及びセルフダイマー（<

−3.0 kcal/mol）、そしてクロスホモロジー

は極力避けた。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（B

LAST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

アレイに搭載させている。 

また、ハイブリダイゼージョンの外部評

価用に別途400種類のコントロールスポッ

トを10連でマイクロアレイスライドにプリ

ントした。全てのマイクロアレイスライド

はAgilentに生産委託し、44,000プローブ4

アレイ/スライドのレイアウトで作成され

ている。 

このマイクロアレイはアジレント社（Agi

lent Technologies, Santa. Clara, CA）に

製造委託した。 

 

核酸抽出 

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 2,500 

rpm、20秒間破砕処理を行った。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（Bioraptor UCD-250, Cosmobio,）で断

片化処理（4℃冷却水循環下、30秒-30秒オ

ン・オフ インターバル設定）を5分間行っ

た。 

 

核酸蛍光標識とハイブリ：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。蛍光強度情報はテキ

ストファイルにて保管した。 

 

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 



 

●コウモリの脳組織採取法 

コウモリの専門家の協力を得て開発した頭

骸骨を切開しないで脳を取りだす方法を図

２に示した。 

 

 

C. 研究結果 

●コウモリ検体からの病原体遺伝子検出 

 シグナルの統計解析 

 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。以下に簡単な解析手順を記す。データテ

キストファイルに含まれる 38,986 病原体検

出プローブ由来スポットの 62 項目に及ぶデ

ータ中からアクセッション No. 、プローブ

名、遺伝子名、およびシグナル蛍光強度の 4

項目を抽出した。抽出し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。 

『標的スポット郡』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 【0.1%の確率で偶然有意差があると判

定される水準】で p値を算出した。算出され

た p値は帰無仮説【母集団の分散状態に差は

無いと言う仮説】が棄却可能か、つまり対立

仮説【母集団の分散状態に差は有ると言う仮

説】が成立するかを検証した。同時に z値も、

同様の水準である限界値 = 3.09 に設定し

帰無仮説【母集団の平均値が等しい】が棄却

できるか、つまり対立仮説【母集団の平均値

が等しくない】が成立するか検証した。 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

が棄却できるした。 

 

MMDPA の解析結果 

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。 

 

個体 1：シグナル平均値が 200 を越えた遺伝

子プローブは 8つあり、その４つがウイルス

遺伝子に対するものであった。シグナル平均

値の第１位は Human herpesvirus 6B の遺伝

子であった。 

 

個体２：シグナル平均値が 200 を越えた遺伝

子プローブは 2つあり、いずれもウイルス遺

伝子に対するものであった。シグナル平均値

の第１位は Human herpesvirus 6B の遺伝子

であり、第２位は Human echovirus 16 strain 

の遺伝子であった。 

 

個体３：シグナル平均値が 200 を越えた遺伝

子プローブは 6つあり、その２つがウイルス

遺伝子に対するものであった。シグナル平均

値の第１位は Human herpesvirus 6B の遺伝



子であった。 

 

個体４-６：シグナル平均値が 200 を越える

遺伝子プローブはなかった。 

 

個体７：シグナル平均値が 200 を越えた遺伝

子プローブは 2つあり、いずれもウイルス遺

伝子に対するものであった。シグナル平均値

の第１位は Influenza A virus の遺伝子であ

り、第２位が Human herpesvirus 6B の遺伝

子であった。 

 

個体８：シグナル平均値が 200 を越えた遺伝

子プローブは 55 あり、その 32 つがウイルス

遺伝子に対するものであった。シグナル平均

値の第１位が Human herpesvirus 6B の遺伝

子であった。下位ではあるが、第 15 位に

Influenza A virus、第 36 位に Reston Ebola 

virus、第 43 位に Influenza A virus、第 48

位に Influenza A virus、第 49 位に Bat SARS 

coronavirus、第 51 位に Bat coronavirus が

検出された。 

 

個体９：シグナル平均値が 200 を越えた遺伝

子プローブは 2つあり、シグナル平均値の第

１位がStaphylococcus epidermideisの遺伝

子であり、第２位がHuman herpesvirus 6B の

遺伝子であった。 

 

個体 10：シグナル平均値が 200 を越えた遺

伝子プローブは 3つあり、シグナル平均値の

第１位が Human herpesvirus 6B の遺伝子で

あり、第２位が Bat coronavirus の遺伝子で

あった。 

 

 

D. 考察 

 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、個体 8 と

10 で検出された Bat coronavirus について

はコウモリが SARS の感染源宿主であること

を示唆する海外論文を考えると大変興味深

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

スが分類されている。 

ロシア極東地域におけるコウモリ類は、ロ

シアの哺乳類動物相の中で最も研究の進ん

でいない分類群の一つとは言われているが、

極東ロシア周辺地域で行われている各種コ

ウモリ捕獲調査の成績を見ると極東に分布

するコウモリ類の分布域が北海道にまで広

がっている可能性が十分に考えられる（資料

１）。また、長距離の季節移動を行うヒメヒ

ナコウモリ（Vespertilio murinus）の飛翔

距離はヨーロッパでは 1000km を越えており、

極東ロシアや北海道周辺でも長距離の移動

をしている可能性が示唆されている（資料

２）。 

  

 

E. 結論 

 新種のリッサウイルスが、シベリア南部、

モンゴル西部、中国北東部のコウモリから新

たに分離されていることから、シベリアから

極東ないしアジア地域、さらにはわが国を含

めた包括的なコウモリ類に関する生態学的

調査をリンクさせたリッサウイルスの疫学

を明らかにすることは公衆衛生上大変有意

義である。 

 特に、生態が十分に明らかでなく新興感染

症（SARS、エボラ出血熱等）の感染源宿主と

して注目を浴びているコウモリ類に対して

病原微生物調査を網羅的に行うことは、わが

国に生息するコウモリ類を介した新興感染

症の侵入や発生予測・被害推計などを可能に

する基礎データ収集の基盤整備につながる

ため、公衆衛生行政における感染症の危機管

理対策に大きな波及効果がある。 

 また、シベリア地域ではヒトの狂犬病発生

リスクが高く、野生動物での流行拡大が見ら

れるという現地専門家からの情報を考慮す

るとロシア極東地区と北海道の間で行き来

する野生鳥獣等に関する調査はわが国の公

衆衛生行政における感染症対策に対して大

変に重要であると考えらえれた。 
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図.１１ MPDAMPDAの概要の概要 
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分担研究報告書 

 

狂犬病ウイルスの末梢感染性における P遺伝子機能に関する研究 

 

分担研究者：伊藤直人 岐阜大学応用生物科学部・准教授 

 

研究要旨：以前、末梢感染性の異なる狂犬病ウイルス固定毒2株（西ヶ原株及びNi-CE株）とこれらの

キメラウイルスを解析し、ウイルス P 遺伝子が末梢感染性の決定に重要な役割を果たすことを明らか

にした。その後、P蛋白質が筋肉細胞におけるウイルスの増殖を支持し、結果として末梢神経のウイル

ス感染を促進する機能を有していることを強く示唆するデータを得た。そこで本年度は、その詳細な機

序の解明をめざし、さらなる検討を行った。マウス運動神経細胞の分離培養系を用いた解析により、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、インターフェロン（IFN）

拮抗蛋白質として知られる P 蛋白質の機能に着目し、感染筋肉細胞における IFN 関連遺伝子の発現

量を調べた。その結果、末梢感染性の高い西ヶ原株の P遺伝子が 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。 

 

A. 研究目的 

狂犬病ウイルスは、感染動物の唾液を介して

創傷感染し、致死的な脳炎を引き起こす。すなわ

ち、末梢組織から中枢神経系へのウイルス侵入

は狂犬病の病態発現に必須の過程である。しか

し、本ウイルスの末梢感染機序はこれまで不明

のままである。このことは、狂犬病の早期診断法

や、暴露後免疫法に代わる新たな予防法を開発

する上で、大きな障害となっている。 

狂犬病ウイルス固定毒の西ヶ原株とその継代

株の Ni-CE 株は、低用量（103 フォーカス形成単

位[FFU]）のウイルスの脳内接種により、いずれも

マウスを発症させる。一方、高用量（106 FFU）の

ウイルスを筋肉内接種した場合、西ヶ原株接種マ

ウスが神経症状を示して死亡するのとは対照的

に、Ni-CE株接種マウスは全く症状を示さない。こ

のことは、西ヶ原株及び Ni-CE 株の末梢感染性

が顕著に異なることを示している。 

以前、両株の末梢感染性の違いに関連する

ウイルス遺伝子の同定を目的として、Ni-CE 株の

ゲノムに西ヶ原株由来の各遺伝子を組換えたキ

メラウイルスの末梢感染性を検証した。その結果、

西ヶ原株由来のP遺伝子を保有するキメラウイル

ス [CE(NiP)株] が高い末梢感染性を示し、西ヶ



原株と Ni-CE 株の末梢感染性の違いに主にウイ

ルス P 遺伝子が関連することが判明した（図 1）。

さらに、マウスを用いた検討により、筋肉内接種

後、西ヶ原株及び CE(NiP)株が Ni-CE 株よりも効

率よく末梢神経に感染することが判明した。さら

に、in vivo 及び in vitro 実験系の両者において、

西ヶ原株及びCE(NiP)株が Ni-CE 株よりも効率よ

く筋肉細胞で増殖することが確認された。すなわ

ち、西ヶ原株の P 蛋白質が筋肉細胞におけるウ

イルスの増殖を支持し、結果として末梢神経のウ

イルス感染を促進する機能を有していることが強

く示唆された。 

そこで本年度は、より詳細な機序の解明を目的と

して、マウス運動神経細胞の分離培養系（細胞体

と軸索末端を別々の区画で培養した初代神経細

胞）を用いて、神経軸索末端からの CE(NiP)株及

び Ni-CE 株の感染能を比較した。さらに、IFN 拮

抗蛋白質として知られる P 蛋白質の機能

（Brzózka et al. J Virol. 2005 他）に着目し、西ヶ

原株、CE(NiP)株及び Ni-CE 株の感染筋肉細胞

における IFN 関連遺伝子の発現量を比較した。 

 

B. 研究方法 

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（図 2）の細胞体側の太流路内に播種し

た。細胞体側のウェルには 120 μl/ウェル、軸索

末端側のウェルには 140 μl/ウェルの培養液を

満たし（軸索末端側の培養液が細胞体側に逆流

しないことを予め確認）、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。 

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1×106 FFU

の 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。 

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。1条件あたり 3ウェルの細胞を用

いて実施し、Gapdh 遺伝子に対する各々の遺伝

子の相対発現量の平均値及び標準誤差を算出し

た。 

 

（倫理面からの配慮について） 

マウス運動神経分離培養系の作出のための

動物実験は岐阜大学動物実験委員会によって承



認された。（動物実験承認番号：12090）。GFP 遺

伝子組換えウイルスを用いた実験は、文部科学

大臣の確認後に実施している（22 受文科振第

2170 号）。また、本実験は、岐阜大学組換え DNA

安全委員会の承認を得ている（22 岐大術産 第 7

号の 30）。 

 

C. 研究結果 

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（図3A）。GFP陽

性細胞の割合は、いずれの株においても、最初

に GFP シグナルが確認された接種後 24 時間以

降、経時的に増加した（図 3B）。以上より、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（図 4A）。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）（図 4B）。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（図5A）。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）（図 5B）。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。 

 

D. 考察 

以前、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を示した。

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（図 3）。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。 

本研究により、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（図 4）。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（図 5）。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。 

 

E. 結論 

以上の成績により、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。 
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rabies virus phosphoprotein gene in 

neuroinvasiveness. J. Virol. 2013. 

87:12327-12338. 

 

 

2.学会発表 

11) Yamaoka S, Ito N, Nakagawa K, Okada K, 

Okadera K, Sugiama M. Rabies virus 

phosphoprotein gene functions to 

facilitate viral neuroinvasion by viral 

replication in muscle. XV International 

Conference on Negative Strand Viruses, 

Granada, Spain (2013. 6) 

 

12) 山岡理子、伊藤直人、大岡静衣、金田祥

平、中村寛子、岡田和真、岡寺康太、藤

井輝夫、杉山誠：狂犬病ウイルスの末梢

神経感染機序における P遺伝子の役割：

第 61 回日本ウイルス学会、神戸（2013, 

11） 

 

13) 岡田和真、伊藤直人、山岡理子、岡寺康

太、杉山誠：狂犬病ウイルスP蛋白質アイ

ソフォーム（P3〜P5）は病原性に関与す



る：第61回日本ウイルス学会、神戸（2013, 

11） 

 

Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 

１. 特許取得 

  なし 

 

２. 実用新案登録 

  なし 

３. その他 

  なし 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

厚生労働科学研究費補助金（新興・再興感染症研究事業） 

分担研究報告書 

 

ブルセラ症の診断法の開発 

（無尾類からの新規ブルセラ属菌の分離と解析） 

 

 

研究分担者  今岡 浩一  国立感染症研究所 獣医科学部 第一室長 

研究協力者  鈴木 道雄  国立感染症研究所 獣医科学部 主任研究官 

研究協力者  木村 昌伸  国立感染症研究所 獣医科学部 主任研究官 

研究協力者  宇根 有美  麻布大学 獣医学部 獣医学科 教授 

 

 

研究要旨： 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のそれぞれ 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、家畜ブルセラ菌、イヌブルセラ菌、Marine Brucella のクレードとは異なり、B. 

inopinata、既報の無尾類分離株 2 株と共に単系統クレードを構成することが明らかとな

った。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。 

最近縁である B. inopinata は患者より分離されたことがあり、ヒトに感染しうる考えられ

ている。今回分離された新規のブルセラ属菌については、ヒトや家畜等の動物への感染

リスクを明らかにするためにも、その抗原性、薬剤耐性、生化学性状等、さらに詳細な分

析が必要である。 

 

 

Ａ．研究目的 

 

ブルセラ属菌を起炎菌とするブルセラ症は、

世界中の多くの国と地域で未だ主要な人獣共

通感染症である。近年では、海棲哺乳類由来の

ブルセラ菌（Marine Brucella）や、novel ブルセラ

と称される新種のブルセラ属菌が、齧歯類、食

肉類、霊長類、さらにヒト患者からも分離されて

いる（表 1）。 

 一昨年後半には、無尾類に由来する新たなブ

ルセラ属菌が独、米の異なるグループにより相

次いで報告され、ヒトと家畜への感染の可能性

が示唆された（Eisenberg et al 2012、Fischer et 

al. 2012）。我が国にも種々の外国産無尾類がペ

ットトレードを通じ毎年、多数輸入販売されてい

る。また、実験用の Xenopus とは別種の外国産

無尾類の国内商業ブリーダーが複数存在し、相

当数の生産個体がペット市場に供給されている

ものと思われる。 

 そこで、外国産および在来種の無尾類の生体

サンプルについて、ブルセラ属菌の遺伝子検出

と菌分離を実施し、それら無尾類のブルセラ属

菌保有の有無およびヒトと他の動物への伝播の

可能性を検討した。 

 

Ｂ．研究方法 



 

 

 

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（表 2）。 

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、当室で実施し

ている、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、計 4種を簡易的に識別可

能な Combinatorial-PCR 法（4 プライマーセット：

bcsp31 1セット、omp2 2セット、omp31 1セット）

を実施した（表 2）。 

菌分離は、粉砕後の検体をブルセラ選択サプ

リメント（関東化学 SR83）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（MLSA 9、Whatmore et al. 2007）によ

る同定を行った。MLSA 9 に用いた DNA マーカ

ーおよびプライマー配列は表 3 に示す。MLSA9

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。 

 

Ｃ．研究結果 

 

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（図 1）。 

 菌は、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株が分離された。分離株のコロニーは、

どちらも白から乳白色を呈するスムーズ型であ

った。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（図 2）。これらのことから、分離さ

れた株は、ブルセラ属菌であると判断された。 

次に、今回、無尾類より分離された 2 株、に

Eisenberg らの無尾類分離株 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

Eisenberg らの無尾類分離株 2株に近縁の新規

のブルセラ属菌であると考えられた（表 4）。 

9遺伝子座のシーケンス（計4396bp）による系

統樹解析でも同様に、今回の無尾類分離株 2

株は、家畜ブルセラ菌、イヌブルセラ菌、Marine 

Brucella のクレードと離れて B. inopinata 、

Eisenberg らの無尾類分離株 2 株と共に単系統

クレードを構成することが明らかとなった（図 3）。 

 

Ｄ．考察 

 

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成し、

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（データは示さず）、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 の宿主であったデニスフロッグ

（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、

B. inopinata とともに最近縁であった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。 

 

Ｅ．結論 

 

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。 

ブルセラ属菌が分離された 2 種の無尾類、さ

らに独、米のグループがブルセラ属菌を分離し

たそれぞれ別種の無尾類（ムシクイオオクサガ

エル・アフリカウシガエル）は、いずれも日本に

輸入され、国内のペット市場を通じて販売され、

広く飼育されている。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。これら感染リスクを明らかにするためにも、

無尾類分離株の抗原性、薬剤耐性、生化学性

状等、さらに詳細な分析が必要である。 

また、今回、遺伝子解析に用いた MLSA9 で

は、我々と Eisenberg らの無尾類分離株を含む

B. inopinata 類におけるクレード内での種の境界

を決定するには、遺伝子データが不足している。

新たな DNA マーカーを用いることも考えられる

が、フルゲノムでの比較が必要かつ有効かもし

れない。 
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Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
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表 1：ブルセラ属菌と主なホスト 

 
 
 
表 2：無尾類検体のプロファイルとブルセラ特異的 PCRと菌分離の結果 
+：PCR陽性、◎：ブルセラ属菌分離 

 

 
 
表 3：ブルセラ分離株の多座遺伝子解析（MLSA9）に用いた DNAマーカーとプ

Brucella sp. Main Host

B. melitensis caprine, ovine

B. abortus Bovine

B. suis porcine, w ild boar, hare, caribou, reindeer 

B. canis canine

B. ovis ovine

B. neotomae desert wood rat (Neotoma lepida )

B. pinnipedialis Seal

B. ceti Dolphin, Porpoise, Whale

B. microti common vole (Microtus arvalis )

B. inopinata unknown

NVSL 07-0026 baboon (Papio  sp.)

F965 Red fox (Vulpes vulpes )

C lassic Brucella

Marine Brucella

Novel Brucella

BCSP31 Omp2ab Omp2ca Omp31
1-5 ヒキガエル（Bufo japonicus ） Japan 55.33 8.7 ♀ 大腿骨（骨髄） 1
2-5 ヒキガエル（Bufo japonicus ） Japan 70.64 9.3 ♀ 大腿骨（骨髄） 2
3-5 サビトマトガエル（Dyscophus guineti ） Madagascar 92.98 9.7 ♀ 大腿骨（骨髄） 3
4-5 ヒキガエル（Bufo japonicus ） Japan 65.03 10.3 ♀ 大腿骨（骨髄） 4
5-5 イエアメガエル（Litoria caerulea） New Guinea、Australia, New Zealand 74.75 9.5 ♂ 大腿骨（骨髄） 5
6-5 サビトマトガエル（Dyscophus guineti ） Madagascar 96.5 9.6 ♀ 大腿骨（骨髄） 6
7-1 肝 7
7-2 腎 8
7-4 心 9
7-5 大腿骨（骨髄） 10
8-1 肝 11
8-2 腎 12
8-3 脾 13
8-4 心 14
8-5 大腿骨（骨髄） 15
9-1 肝 16
9-2 腎 17
9-4 心 18
9-5 大腿骨（骨髄） 19
10-3 脾 20

10-4 心 21 + +
10-5 大腿骨（骨髄） 22 + + + + ◎
11-5 種不明 不明 2.18 4.4 ♀ 大腿骨（骨髄） 23 +
12-1 肝 24

12-2 腎 25

12-4 心 26

12-5 大腿骨（骨髄） 27

13-5 サビトマトガエル（Dyscophus guineti） Madagascar 35.96 6.8 ♂ 大腿骨（骨髄） 28

14-1 肝 29 + + + ◎
14-2 腎 30
14-4 心 31
14-5 大腿骨（骨髄） 32

デニスフロッグ（Polypedates dennysii ） China, Laos, Burma, V ietnam. 72.22 8.8 ♂

イエアメガエル（Litoria caerulea） New Guinea、Australia, New Zealand 9.81 6 ♂

サビトマトガエル（Dyscophus guineti） Madagascar 66.58 8.3 ♀

ヒキガエル（Bufo japonicus） Japan 24.83 7 ♂

サビトマトガエル（Dyscophus guineti） Madagascar 21.69 6.3 ♂

臓器
PCR
sample
No.

PCR result
菌分離Brucella primer 

サビトマトガエル（Dyscophus guineti） Madagascar 37.81 6.2 ♂

サンプル
No.

動物種 原産地 体重 頭胴長 性別



 

 

ライマー 

 
 
表 4：MLSA9によるタイピング（polymorphic sitesの塩基配列） 
10-5：イエアメガエル分離株、14-1：デニスフロッグ分離株、09PB8471, 10EB9215：
アフリカウシガエル分離株 

 
 

Locus Pu ta tive  fu n c tio n P rime r sequences Leng th  (bp )

glyceraldehydes 3-phosphate dehydrogenase 5' YGCCAAGCGCGTCATCGT 3' 589 AE017223 1685083–1685671

5' GCGGYTGGAGAAGCCCCA 3'

3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase 5' GACCATCGACGTGCCGGG 3' 565 AE017223 29974–30538

5' YCATCAKGCCCATGAATTC 3'

glucokinase 5' TATGGAAMAGATCGGCGG 3' 475 AE017224 988660–989134

5' GGGCCTTGTCCTCGAAGG 3'

chaperone protein 5' CGTCTGGTCGAATATCTGG 3 470 AE017223 2066742–2067211

5' GCGTTTCAATGCCGAGCGA 3'

DNA gyrase B subunit 5' ATGATTTCATCCGATCAGGT 3' 469 AE017223 142378–141910

5' CTGTGCCGTTGCATTGTC 3'

anthranilate synthase 5' GCGCGCMTGGTATGGCG 3' 486 AE017223 1538194–1537709

5' CKCSCCGCCATAGGCTTC 3'

cobyric acid synthase 5' GCGGGTTTCAAATGCTTGGA 3' 422 AE017223 1289341–1288920

5' GGCGTCAATCATGCCAGC 3'

25 kDa outer-membrane protein 5' ATGCGCACTCTTAAGTCTC 3' 490 AE017223 710041–710530

5' GCCSAGGATGTTGTCCGT 3'

upstream and extreme 5' of hypothetical protein
(BruAb1_1395) 5' CAACTACTCTGTTGACCCGA 3' 430 AE017223 1372708–1372279

5' GCAGCATCATAGCGACGGA 3'

Loca tio n

Whatmore et al. 2007

gap

aroA

glk

dnaK

gyrB

trpE

cobQ

omp25

int-hyp

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4

1 2 3 4 5 6 6 7 7 0 0 1 1 2 2 2 3 3 4 5 5 5 6 6 6 7 8 9 9 1 1 3 4 4 6 7 7 8 0 0 1 3 3 3 3 4 4 4 4 6 7 7 7 7 8 8 8 8 8 9 0 0 1 2 3

3 9 6 2 2 3 3 4 9 4 8 4 8 5 6 2 2 9 4 5 0 3 5 7 2 4 5 1 9 2 8 6 6 6 7 9 9 9 9 5 4 7 3 2 6 8 8 2 4 9 9 2 1 3 4 8 1 2 4 6 7 9 3 6 9 6 5

1 7 3 9 3 1 0 7 6 2 1 8 5 4 5 4 7 7 4 2 3 0 7 8 9 5 4 8 5 8 8 6 9 7 1 6 3 6 8 8 8 2 7 8 3 4 7 5 5 8 9 7 5 5 5 5 0 8 5 4 5 2 2 4 4 0 6

locus

synonymous or non S S S S N N N N S N N N S S N N N N S S N N N N N N N S S S S N S S N S N S N N S S N N S S S N N S S S N S N N S S N S N

ST1 C T C C G G G G C G A C C G A T C G A G C G G G A A G G C C A C G G C G C G T G A G C A G C C G G G C T C T G T C C C G C G G G G T A
ST2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
ST3 ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
ST4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
ST5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
ST6 T ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ G ・ ・ A ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ST7 ・ ・ T ・ T ・ ・ C ・ ・ ・ G ・ ・ ・ G T ・ ・ ・ G ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C T ・ G ・ ・ T ・ ・ ・ T C ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ T ・ C T
ST8 ・ ・ T ・ T ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G T ・ ・ ・ G ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ G ・ ・ T ・ ・ ・ T C ・ C ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ T ・ C T
ST9 ・ ・ T ・ T ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G T ・ ・ ・ G ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ G ・ ・ T ・ ・ ・ T C ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ T ・ ・ T ・ C T
ST10 ・ ・ T ・ T ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G T ・ ・ ・ G ・ ・ ・ G G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C T ・ G ・ ・ T ・ ・ ・ T C ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ T ・ C T
ST11 ・ ・ T ・ T ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G T ・ ・ ・ G ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ G ・ ・ T ・ ・ ・ T C ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ T ・ C T
ST12 ・ ・ T ・ T ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G T ・ ・ ・ G ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C T ・ G ・ ・ T ・ ・ ・ T C ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ T ・ C T

B. ovis ST13 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ T ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ A A G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G A ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ A ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ST14 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ G ・ ・ A ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ T ・ ・ A ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
ST15 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ G G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・
ST16 ・ C ・ ・ ・ ・ C C ・ ・ ・ ・ ・ ・ G G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・
ST17 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ G ・ ・ A ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ T ・ ・ A A T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・
ST18 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ G ・ ・ A ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ T ・ ・ A A T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ C ・ ・
ST19 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ST20 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ G ・ ・ A ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ T ・ ・ A A T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・
ST21 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ G ・ ・ A ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ T ・ ・ A A T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C A ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・

B. neotomae ST22 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ A ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ST23 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C T ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ G ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
ST24 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
ST25 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
ST26 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ T G ・ ・ ・ A A ・ ・ C ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
ST27 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ A ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

B. m icroti ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ∆ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

B. inopinata ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ∆ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Anurun 10-5 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
Anurun 14-1 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

09RB8471 ・ C ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ G ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・
10RB9215 ・ C ・ T ・ ・ ・ C ・ ・ G ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ A A ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

number in
 the 4,396 bp
 concatenated
sequence.

B. canis

Marine Brucella

Non data

cobQ omp25 int-hyp

B. abortus

B. melitens is

B. suis

gap aroA glk dnak gyrB trpE



 

 

図1：無尾類

ca: B. canis

 
 
 
 

：無尾類32検体のブルセラ属特異的

ca: B. canis、○: 陽性、△

検体のブルセラ属特異的

陽性、△: 非特異

検体のブルセラ属特異的PCR（

非特異   

 

（4プライマーセットによるコンビネーション）プライマーセットによるコンビネーション）プライマーセットによるコンビネーション）プライマーセットによるコンビネーション）ab: B. abortus

 

ab: B. abortus、



 

 

図 2：分離株、

M. Marker

 

：分離株、2 株のブルセラ特異的

M. Marker、1. BCSP31(224 bp)

株のブルセラ特異的

1. BCSP31(224 bp)、

株のブルセラ特異的 PCR 

、2. Omp2ab (186bp)

 

 

2. Omp2ab (186bp)、3. Omp2ca (187bp)3. Omp2ca (187bp)

 

3. Omp2ca (187bp)、4. Omp31 (249bp)

 

4. Omp31 (249bp) 



 

図 3：

10-5：イエアメガエル分離株、

分離株（

：9 遺伝子座（4396bp

：イエアメガエル分離株、

分離株（Eisenberg et al. 2012

4396bp）による連結系統樹

：イエアメガエル分離株、14

Eisenberg et al. 2012） 

）による連結系統樹

14-1：デニスフロッグ分離株、

 

 

）による連結系統樹 

：デニスフロッグ分離株、

 

：デニスフロッグ分離株、09PB8471, 10EB921509PB8471, 10EB9215：アフリカウシガエル：アフリカウシガエル：アフリカウシガエル
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分担研究報告書 

 

近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の発生予防に関する研究 

－バルトネラ感染症の疫学－ 

 

研究分担者 丸山 総一   日本大学生物資源科学部・教授 

 

研究要旨：捕獲した 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。また，分離株の遺伝子解析の結果，ヒトおよびサルの種類ごとに独自の遺伝

子性状を有する B. quintana が分布することやニホンザルには固有の B. quintana が存在することが明

らかとなった。 

  

A. 研究目的 

 第一次世界大戦時に流行した塹壕熱の起因

菌である Bartonella quintana は，ヒトに発熱，心

内膜炎，細菌性血管腫症などを引き起こすこと

が知られている。本菌はヒトが自然宿主であると

考えられていたが，近年，米国に輸入されたア

ジア産の飼育カニクイザルと中国の飼育アカゲ

ザルから，それぞれ B. quintana が分離されたこ

とから，サルも本菌の自然宿主である可能性が

示唆された。しかしながら，野生のサルならびに

わが国に棲息するニホンザルがB. quintanaを保

有しているかについては，全く不明の状態である。

そこで本研究では，捕獲した野生のニホンザル

における B. quintana の保有状況について検討

するとともに，ヒト分離株とサル分離株の遺伝子

性状を比較し，サルがB. quintanaの自然宿主で

あるかについて検討した。 

B. 研究方法 

 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

コロニー数から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。 

（倫理面からの配慮について） 

 研究対象のニホンザルは，全て管理捕獲され

た個体であり，捕獲した個体は適切な麻酔下の

もと，安楽殺した後に血液を採取した。 

 

C. 研究結果 

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（表

1）。 

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（表 2）。 

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（図 1）。 

 

D. 考察 

本研究により，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。 

 

E. 結論 

 野生のニホンザルは 26.7%と塹壕熱の病原体



 

 

である B. quintana を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。 

 

N. 健康危険情報 

 今後，わが国でその生息数がさらに増加し，有

害鳥獣駆除事業等でヒトとの接触が増加すると

考えられるニホンザルを原因とする B. quintana

の感染にも注意を払う必要があると思われた。 
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１．特許取得 

  なし 

 

２．実用新案登録 

  なし 

３．その他 
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表 1．ニホンザルの Bartonella 陽性数と血中菌数 

捕獲地域 検体数 陽性数（%） 血中菌数（CFU/ml） 

湯浅町 
11 2（18.1） No.10  1.2×104 

No.11  6.0×103 

白浜市 3 1（33.3） No.3 0.5×102 

田辺市 1 1（100） No.1 3.4×102 

 

 

表 2. ニホンザル分離株と B. quintana FullerT株および RM-11株の gltA，rpoBおよび ITS領

域における塩基配列の相同性 

ニホンザル分離株＊ 

B. quintana FullerT株 

(ヒト由来) 

B. quintana RM-11株 

(飼育アカゲザル由来) 

gltA rpoB ITS gltA rpoB ITS 

MF1.1 98.0 99.0 98.0 100 100 100 

MF3.1 98.0 97.0 98.0 100 98.0 99.0 

MF10.1 98.0 99.0 98.0 100 100 99.0 

MF11.1 98.0 99.0 98.0 100 100 99.0 

* 同一個体から選択した 3株は，3領域全てにおいて同一配列であった。 
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分担研究報告書 

 

近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の発生予防に関する研究  

ベトナムならびに日本の土壌における類鼻疽菌の分布ならびに Salmonella Weltebreden の

Multilocus sequence typing (MLST)法と Multiple-locus variable number tandem repeat 

analysis （MLVA）法による分子遺伝子型別 

 

分担研究者 林谷秀樹   東京農工大学大学院・准教授 

 

研究要旨：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。また、

東南アジアで分離頻度の高い Salmonela Weltevreden に分子遺伝子型別法である

Multilocus sequence typing (MLST)法と Multiple-locus variable number tandem repeat 

analysis （MLVA）法を応用したところ、供試したベトナム由来 26 株は MLVA 法では 13

パターンに型別されたが、MLST 法では 1パターンにしか型別できなかった。 

 

A. 研究目的 

類鼻疽菌（Burkholderia mallei）は、

東南アジアやオーストラリア北部の環境

に広く分布し、人獣共通感染症の原因菌の

一つとして知られており、我が国では 4

類感染症に指定されている。国内感染例は

報告されていないが、近年、主に東南アジ

アで感染し帰国後発症した患者が、2010

年に 2例、2012 年に 3例、2013 年に 4例

報告されている。本研究では日本に侵入・

定着することが危惧される類鼻疽の基礎

研究の一環として、まず、我が国の本菌感

染患者の渡航先として報告事例の多いベ

トナムならびに亜熱帯に属し、本菌の侵入

が危惧される沖縄県において、土壌から本

菌の分離を試みた。 また、東南アジアに

広く分布し、これらの地域の人のサルモネ

ラ感染症の大きな割合を占めており、近年、

我が国の沖縄県に侵入し、その定着・拡大

が 問 題 と な っ て い る Salmonela 

Weltevreden について、病原微生物の菌株

間の遺伝的異同を識別して、その感染源お

よび感染経路を明らかにするための手法

として開発されたシーケンス解析法であ

る Multiple-Locus Variable Number 

Tandem Repeat Analysis （MLVA）法なら

びに Multilocus sequence typing (MLST)

法を用いて分子遺伝子型別を行い、その有



 

 
 

用性をフラグメント解析法である PFGE 法

と比較しながら検討した。なお、MLVA 法

は、ゲノム中の単純反復配列（Tandem 

Repeat、以下 TR）を含む複数の遺伝子座

を PCR で増幅し、各座位における TR の繰

り返し数（Repeat Number、以下 RN）の違

いによって菌株の型別を行う手法である。

また、MLST 法は 菌株ごとの複数遺伝子の

配列の差異をパターン化し, それらを統

合的に解析することにより株の型別を行

う手法である。 

 

 

B. 材料と方法 

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。 

 

2.S.weltevredenのMLVAならびにMLSTに

よる遺伝子型別 

 1）供試菌株 

供試菌株として、これまでにベトナム・

メコンデルタにおいてさまざまな検体か

ら分離された S. Weltevreden 26 株を用

いた。これらの供試菌株 26 株は、これま

での研究で、19 の PFGE パターンならびに

7 のリボタイプに型別され、さらに PFGE

とリボタイピングの解析結果を組み合わ

せて、26 の遺伝子タイプに分類されるこ

とが明らかになっている。供試菌株からは、

ボイル法により DNA を抽出し供試検体と

した。 

 

2)  MLVA 法 

 MLVA は、Lindstedt らの方法に準じて、

以下のように行った。使用する TR 領域は、

過去に Salmonella enterica の MLVA で用

い ら れ た 領 域 か ら 8 領 域

(Sa102,Sa116,Sa120,TR1,TR2,STTR8, 

SE-4､SE-8)を選択した。供試検体を鋳型

DNA として、それぞれの領域ごとに所定の

条件のもとに PCR を行い、得られた PCR

産物を鋳型として Applied Biosystems 

3130 Genetic Analyzer（ABI）を用いて

DNA シーケンシングを行い、各フラグメン

トに含まれる反復配列の RN を求めた。得

られた配列データは、遺伝子解析ソフトウ

ェア SeqScanner 2 （ ABI ）ならびに

Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis version 5.2 を用いて解析した。  

 

3)MLST 

MLST による解析では、ハウスキーピン



 

 
 

グ遺伝子 7 種と病原性遺伝子 2 種の計 9

種を用いた。ハウスキーピング遺伝子とし

ては、コリスミ酸シンターゼをコードして

いる aroC、DNA ポリメラーゼβサブユニッ

トをコードしている dnaN、ウロポルフィ

リノーゲン III シンターゼをコードして

いる hemD、ヒスチジノールデヒドロゲナ

ーゼをコードしている hisD、 ホスホリボ

シルアミノイミダゾールカルボキシラー

ゼをコードしている purE、αケトグルタ

ル酸デヒドロゲナーゼをコードしている

sucA、ならびにアスパルトキナーゼおよび

ホロセリンデヒドロゲナーゼをコードし

ている thrA の 計 7種を、病原性遺伝子し

ては 宿主細胞の認識に関わる繊毛抗原を

コードしている fimH、 炎症反応などに関

わるデユビキチナーゼをコードしている

sseL、 ならびにファージやプラスミド由

来のスペーサー配列が挿入されたタンデ

ムリピート配列であり、 細菌自身の獲得

免疫として機能する Cluster regularly 

interspaced short palindromic repeat 

(CRISPR)2 領域を選んだ。PCR は、ハウス

キーピング遺伝子については遺伝子増幅

条件として、いずれも 94℃で 2 分維持し

た後、 94℃1 分、 55℃1 分および 72℃1

分のサイクルを34回反復し、 最後に72℃

で 2分伸長反応を行った。病原性遺伝子に

ついては、遺伝子増幅条件として、94℃で

10 分維持した後、94℃1 分、 55℃1 分お

よび 72℃1 分のサイクルを 28 回反復し、

最後に 72℃で 10 分伸長反応を行った。増

幅反応終了後、 増幅産物を電気泳動で確

認した後、BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (ABI) および Applied 

Biosystems 3130 Genetic Analyzer(ABI)

を用いてシーケンシングを行った。シーケ

ンシングにより得られた配列データは

Sequence scanner v1.0 (ABI) お よ び

MEGA5(27)を用いて解析し、 それぞれの菌

株における各ハウスキーピング遺伝子の

塩基配列を決定した。決定されたそれぞれ

の菌株における各ハウスキーピング遺伝

子の塩基配列を MLST データベースに提出

し、 MLST データベースにおいて定められ

た、 それぞれの塩基配列に対応する番号

を得た後、 得られた各株の 7種のハウス

キーピング遺伝子全ての番号を用いて、 

MLST データベースにおいて Sequence 

type(ST)の検索を行った。なお、本研究に

おける ST とは、 aroC、 dnaN、 hemD、 hisD、 

purE、 sucA、 および thrA の 7 つのハウ

スキーピング遺伝子の塩基配列を統合的

に解析して得られる MLST データベース

において定められた番号である。得られた

ST について、 eBurst v3 を用い、 MLST デ

ータベースに登録されている全 S. 

enterica株のSTとの比較を行った。また、

病原性遺伝子については、遺伝子増幅条件

として、いずれも94℃で10分維持した後、

94℃1分、 55℃1分および 72℃1分のサイ

クルを 28 回反復し、最後に 72℃で 10 分

伸長反応を行った。増幅反応終了後、増幅

産物を電気泳動で確認した。なお、fimH

および sseL については増幅が確認され

たが、 CRISPR1 および CRISPR2 について



 

 
 

は増幅が確認されなかったため、 fimH お

よび sseL の PCR 産物についてのみハウス

キーピング遺伝子と同様にシーケンシン

グおよび配列解析に供した。 

 

 

C.研究結果 

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。 

 

2.S.weltevredenのMVLAとMLSTによる遺

伝子型別結果 

1)MLVA 法 

 供試された S. Weltevreden 26 株につい

て MVLA を実施した結果、13 の MLVA タイ

プに分類された。しかし、解析を行った 7

つの RN 領域においてが菌株間で異なって

いた領域は、Sal16 と SE4 の 2領域のみで

あり、特に Sal16 領域において RN のばら

つきが顕著であった。MST をみると、S. 

Weltevreden の MLVA タイプ間の遺伝的差

異は 1遺伝子座であることが示された。 

 

2)MLST 法 

供試された S. Weltevreden 26 株につい

て MLST を実施した結果、ハウスキーピン

グ遺伝子は 26 株すべてで一致し、 すべて

の株が ST365 に型別された。 また、病原

性遺伝子 fimH と sseL については、いず

れの遺伝子も供試した 26 株全ての配列が

一致した。 

 

 

D.考察 

1.ベトナムならびに沖縄の土壌からの類

鼻疽菌の分離 

 今回、我が国の類鼻疽の海外での感染国

として報告の多いベトナムならびに我が

国で亜熱帯に属する沖縄で、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分離を行った報

告では、比較的高率に本菌が分離されてお

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、次は増菌または

PCR 法による検出を試みる予定である。 

 

2. S.weltevreden の MLVA ならびに MLST

による遺伝子型別 

MLVA法ならびにMLST法のような遺伝子

のシーケンス解析法は、PFGE 法などの遺

伝子のフラグメント解析法に比べ、データ

ベースを構築しやすく、他の研究施設との



 

 
 

間でデータの共有や比較がしやすい。 

本研究で供試した S. Weltevreden 26

菌株は、過去の研究で 19 の PFGE パターン

ならびに 7のリボタイプに型別され、それ

らの結果の組み合わせによって 26 の遺伝

子タイプに分類されることが明らかにな

っている。本研究により、供試菌株 26 株

は 13 の MLVA タイプに型別された。これら

の成績から、今回用いた MLVA の S. 

Weltevreden についての菌株型別は、リボ

タイピングよりは高いものの、PFGE より

は低かった。しかしながら、Chiou らは、

S. Typhimurium を PFGE ならびに MLVA で

解析した結果、PFGE では 8パターン、MLVA

では 108 パターンに型別され、菌株型別能

は MLVA のほうが高かったことを報告して

いるように、MLVA のほうが PFGE より高い

識別能を示すことを指摘する研究者は多

い。今回、RN のばらつきが確認された領

域は、8領域中、Sal16 領域と SE4 領域の

2 領域だけであったが、MLVA においては、

RN のばらつきが多いほど、その領域の多

型性が高いことになるので、今回使用した

TR 領域のうち、多型性がみられたのは 2

領域だけであったことになる。したがって、

今後Sal16領域とSE4領域以外にも多型性

がみられる領域をより多く含むプライマ

ーセットを見いだして MLVA を行うことが

できれば、PFGE と同等かそれ以上の識別

能力を発揮する可能性も考えられる。今回

使用したプライマーは、S. Typhi、S. 

Typhimurim および S. Enteritidis を基に

設計されたものであるので、今後は、

Boxrud らの研究でおこなわれているよう

に、Tandem Repeat Finder software を用

いて、S. Weltevreden のシーケンスデー

タから MLVA マーカーになりうる領域を探

し出し、S. Weltevreden においてより菌

株識別能の高いプライマーセットの開発

を試みる必要があるだろう。また、MLST

ではハウスキーピング遺伝子および病原

性遺伝子を用いて MLST 解析を行った結果、

いずれの場合も 1 種類に型別された。こ

れらの結果より、 S. Weltevreden におい

て、 ハウスキーピング遺伝子 aroC、 dnaN、 

hemD、 hisD、 purE、 sucA、 および thrA

を用いたMLST法ならびに病原遺伝子fimH

および sseL を用いた MLST 法は、 PFGE 法

およびリボタイピング法と比較して菌株

型別能が低いことが明らかとなった。 

 

 

E.結論 

１．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。 

2. S.weltevreden 26 株は MLVA 法では 13

パターンに型別されたが、MLST 法では 1

パターンにしか型別できなかった。 

 

 

F 健康危険情報 

 なし 

 

 

G.研究発表 



 

 
 

 なし 

 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

 なし 

2. 実用新案登録 

 なし 

3. その他 

 なし



 

 
 

 


