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厚生労働科学研究費 新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業 

 

動物由来感染症の対応に関する研究 

 

分担研究課題：野生動物の動物由来感染症病原体の保有状況の網羅的調査 

 

研究分担者：前田 健（山口大学共同獣医学部獣医微生物学教室） 

 

研究要旨：野生動物を中心とした動物由来感染症病原体の保有状況を把握するためにウイ

ルス分離・遺伝子検出・抗体検査を実施し、更には抗原・抗体の簡便な検出系を確立した。

その結果、1) 山口県で捕獲されたイノシシの肝臓からダニ媒介性脳炎ウイルスに近縁なウ

イルス遺伝子が検出された。周辺のダニを調査した結果、4.6%のダニから同様の遺伝子が

検出された。2) フラビウイルス科フラビウイルス属に様々な反応性を示す単クローナル抗

体を用いて、フラビウイルス抗原を検出可能な診断系および様々な動物種において応用可

能な抗体検出系を確立した。3) 国内のフェレットに 2種類のコロナウイルスが蔓延してい

ることを証明した。4) トガリネズミ目のスンクスから新規コロナウイルス遺伝子を検出し

た。これまでの属に分類されないウイルスの可能性がある。5) 海棲哺乳類のイルカから新

規ヘルペスウイルスの分離に成功した。

  

研究協力者：下田 宙、 野口慧多、寺田 

豊、鈴木絢子、米満研三（山口大学共同獣

医学部獣医微生物学教室） 

 

A．研究目的： 

 本研究は野生動物の保有する動物由来ウ

イルスの探索を目的として、1)人獣共通感

染症として重要であるフラビウイルス科フ

ラビウイルス属のウイルスについて、山口

県下関市のイノシシおよびシカからフラビ

ウイルス共通のプライマーを用いて遺伝子

検出を試みた。2) 多くの動物種において

応用が可能なフラビウイルス共通および日

本脳炎ウイルス特異的な抗体・抗原検出系

の確立を試みた。3) フェレットに猫伝染

性腹膜炎様の症状を引き起こすことがある

フェレットコロナウイルスの国内における

蔓延状況を調査した。4) スンクスからコロ

ナウイルス共通プライマーを用いて遺伝子

検出を試みた。5) ウイルス感染症の知見

が乏しい鯨類や鰭脚類などの海棲哺乳類か

らウイルスの遺伝子検出・ウイルス分離・

培養細胞の樹立を試みた。 

 

B. 研究方法： 

１）イノシシおよびシカからフラビウイル
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ス遺伝子の検出： 

 サンプル： 2012 年に山口県で捕獲され

たイノシシ 46 頭、シカ 14 頭の肝臓および

2013 年に山口県で捕獲されたイノシシ 37

頭、シカ 70頭の血清を供試した。 

 フラビウイルス遺伝子検出：マルチビー

ズショッカーを用いて破砕した肝臓から

RNAeasy Mini Kit（QIAGEN）を使用して

RNA を抽出した。また、血清から QIAamp 

Viral RNA Mini Kit（QIAGEN）を使用して

RNA を抽出した。得られた RNA をもとに

One Step RT-PCR Kit（QIAGEN）を用いて

RT-PCRを実施し、TaKaRa Ex Taqを用いて

nested PCRを実施した。プライマーは First 

PCRではMAMD (5’-AAC ATG ATG GGR 

AAR AGR GAR AA-3’)と cFD2 (5’-GTG 

TCC CAG CCG GCG GTG TCA TCA G-3’)、

Second PCRでは FS778 (5’-AAR GGH AGY 

MCD GCH ATH TGG T-3’)と cFD2を使用し

た。陽性が疑われたサンプルは塩基配列を

決定し、最終的に判断した。また、得られ

た塩基配列をもとに系統樹を作成した。 

 

２）フラビウイルス抗原および抗体検出系

の確立： 

 単クローナル抗体：当研究室で作製した

日本脳炎ウイルスに対する単クローナル抗

体（表 1）、3-2D6（フラビウイルスすべて

に反応）、3-3B10（ダニ媒介性脳炎ウイル

ス以外のフラビウイルスに反応）、3-1D7

（日本脳炎ウイルス血清群特異的に反応）、

3-1C2（日本脳炎ウイルス特異的に反応）に

加えて、市販されている抗フラビウイルス

単クローナル抗体 4G2を用いた。単クロー

ナル抗体はすべて Protein G Sepharose 4 Fast 

Flow (Pharmacia Biotech AB)を用いて精製し

た。単クローナル抗体のペルオキシダーゼ

標 識 に は Peroxidase Labeling Kit-NH2

（Dojindo）を用いた。 

ウイルス：JEV/sw/Chiba/88/2002（遺伝子型

１）（国立感染症研究所より分与）を用い

た。 

 血清：日本脳炎ウイルス実験感染犬の感

染後 0，4，7，14，28，35 日目の血清を抗

体検出系の条件設定に用いた。また、九州

地方の犬 100 頭、山口県で捕獲されたイノ

シシ 50頭の血清を供試した。 

 フラビウイルス抗原検出系の確立：抗フ

ラビウイルス単クローナル抗体である 4G2

を 0.5μg/ml に希釈した後、捕捉抗体として

96 ウェルプレートに 100μl を各ウェルに加

えた。ブロッキング液および抗原希釈液に

は Block Ace (DS ファーマバイオメディカ

ル ) を 用 い た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、

JEV/sw/Chiba/88/2002感染C6/36細胞の培養

上清を原液から 2 倍階段希釈した後、各ウ

ェルに 100μl ずつ加えた。検出抗体として

ペルオキシダーゼ標識した単クローナル抗

体を 0.5μg/ml に希釈したものを用いた。発

色にはペルオキシダーゼ基質キット

(Bio-Rad)を用いた。 

 抗フラビウイルス抗体検出系の確立：単

クローナル抗体 4G2を 0.5μg/mlに希釈した

後、捕捉抗体として 96 ウェルプレートに
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100μlを各ウェルに加えた。ブロッキング液

および抗原希釈液には Block Ace (DS ファ

ーマバイオメディカル)を用いた。ブロッキ

ング後、JEV/sw/Chiba/88/2002感染 C6/36細

胞の培養上清の希釈液を各ウェルに 100μl

ずつ接種した。被検血清は 1：50に希釈し、

検出抗体はペルオキシダーゼ標識した単ク

ローナル抗体を 0.5μg/ml に希釈したものを

用いた。発色にはペルオキシダーゼ基質キ

ット(Bio-Rad)を用いた。 

 

３）国内のフェレットにおけるフェレット

コロナウイルスの蔓延状況の調査： 

 サンプル：全国 5都道府県 10動物病院に

来院したフェレット 79 頭の糞便を供試し

た。 

 フェレットコロナウイルス遺伝子検出：

フェレットの糞便を DMEMに懸濁、遠心後、

上清から Viral RNA Mini Kitを用いて RNA

を抽出した。得られた RNA をもとに One 

Step RT-PCR Kit（QIAGEN）を用いて

RT-PCR を実施した。プライマーはコロナ

ウイルス共通の検出系では IN-6（5’-GGT 

TGG GAC TAT CCT AAG TGT GA-3’）と

IN-7（5’-CCA TCA TCA GAT AGA ATC 

ATC AT-3’）、フェレットコロナウイルス

特異的な検出系では FRCoV RdRp-F1

（5’-GTT GGT TGC TGC ACA CAT AG-3’）

と FRCoV RdRp-R1（5’-GGA GAA GTG CTT 

ACG CAA ATA-3’）、フェレットコロナウ

イルスの型別診断系では 1 型は FRSCVF

（5’- CTG GTG TTT GTG CAA CAT CTA 

C-3’）と FRSCVR（5’-TCT ATT TGC ACA 

AAA TCA GAC A-3’）、2 型は FRECVF

（5’-GGC ATT TGT TTT GAT AAC GTT 

G-3’）と FRECVR（5’-CTA TTA ATT CGC 

ACG AAA TCT GC-3’）を用いた。陽性が疑

われたサンプルは塩基配列を決定し、最終

的に判断した。また、得られた塩基配列か

ら系統樹を作成した。 

 

４）スンクスから新規コロナウイルスの検

出： 

 サンプル：実験動物として飼育されてい

たスンクスの糞便および各種臓器を供試し

た。 

 コロナウイルス遺伝子検出：スンクスの

糞便は DMEM に懸濁、遠心後、上清から

Viral RNA Mini Kitを用いて RNAを抽出し

た。また、スンクスの臓器はマルチビーズ

ショッカーで破砕後、RNAeasy Mini Kitを

使用して RNA を抽出した。得られた RNA

をもとに One Step RT-PCR Kit を用いて

RT-PCR を実施した。プライマーはコロナ

ウイルス共通の検出系では IN-6（5’-GGT 

TGG GAC TAT CCT AAG TGT GA-3’）と

IN-7（5’-CCA TCA TCA GAT AGA ATC 

ATC AT-3’）、スンクス由来新規コロナウ

イルスの検出には SuCoV RdRp-F（5’- TAG 

TGC TAT GGT GTT AGG TTC-3’）と SuCoV 

RdRp-R（5’-TAA CAA CAT ACA CCA TCA 

TCA C-3’）を用いた。陽性が疑われたサン

プルは塩基配列を決定し、最終的に判断し

た。また、得られた塩基配列から系統樹を
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作成した。 

 

５）鯨類からヘルペスウイルスの検出： 

 サンプル：国内で死亡した 1 頭のカマイ

ルカの腎臓、皮膚症状が認められたバンド

ウイルカ 1 頭およびオキゴンドウクジラ 1

頭の病変部位を供試した。 

 初代培養細胞の作製：破砕したカマイル

カの腎臓を 10%のウシ胎児血清を添加した

RPMI-1640（GIBCO）を用いて培養した。 

 ヘルペスウイルス遺伝子検出：カマイル

カの腎臓の初代培養細胞、バンドウイルカ

およびオキゴンドウクジラの病変部位から

DNAeasy tissue kit (QIAGEN)を用いて DNA

を抽出した。抽出した DNAをもとにヘルペ

スウイルス検出用のコンセンサスプライマ

ーDFA（5’-GAY TTY GCN AGY YTN TAY 

CC-3’）、ILK（5’-TCC TGG ACA AGC AGC 

ARN YSG CNM TNA A-3’）、KG1（5’-GTC 

TTG CTC ACC AGN TCN CAN CCY TT-3’）

で First PCR を実施し、プライマーTGV

（5’-TGT AAC TCG GTG TAY GGN TTY 

CAN GGN GT-3’）と IYG（5’-CAC AGA GTC 

CGT RTC NCC RTA DAT-3’）で Second PCR

を実施した。PCR には KOD –Plus- Ver.2

（TOYOBO）を用いた。陽性が疑われたサ

ンプルは塩基配列を決定し、最終的に判断

した。また、得られた塩基配列から系統樹

を作成した。 

 

６）海棲哺乳類由来培養細胞株の樹立： 

 サンプル：国内で死亡したバンドウイル

カの腎臓およびゴマフアザラシの大動脈を

実験に供試した。 

 初代培養細胞の作製：バンドウイルカの

腎臓は細切後、10%のウシ胎児血清を添加

した DMEM0（GIBCO）を用いて、ゴマフ

アザラシの大動脈は細切後、10%のウシ胎

児血清を添加した RPMI-1640（GIBCO）を

用いて培養した。 

 SV40 ラージ T 抗原のトランスフェクシ

ョン：SV40 ラージ T 抗原発現プラスミド

(pLNCLT)を Lipofectamine 2000 Transfection 

Reagent(Life Technologies)を用いて製品の

プロトコールに従ってそれぞれの培養細胞

にトランスフェクションした。 

 

C. 研究成果： 

１）イノシシおよびシカからフラビウイル

ス遺伝子の検出： 

 2012 年から 2013 年にかけて捕獲された

イノシシ 83 頭、シカ 84 頭の血清または肝

臓からフラビウイルスの遺伝子検出を試み

た結果、1頭のイノシシの肝臓、1頭のシカ

の血清からフラビウイルスの遺伝子が検出

された。系統解析の結果、イノシシの肝臓

から検出されたフラビウイルス（WB1267）

はダニ媒介性脳炎ウイルス群に属する新規

のフラビウイルスでアミノ酸配列では

Langat virus (91%)に近縁であることが明ら

かとなった（図１）。また、シカの血清か

ら検出されたフラビウイルス（sika51）は黄

熱病ウイルスに（73%）に近縁な全く新し

いフラビウイルスであった（図１）。 
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 イノシシから検出された新規フラビウイ

ルスについて特異的なプライマーを作製し、

同個体の血清から遺伝子検出を試みた結果、

Second PCRで同じ遺伝子が検出された。ま

た、同ウイルスの蔓延状況を周辺のマダニ

において調査した結果、46プール（559匹）

中 20 プールで同様のウイルス遺伝子が検

出された。Chiang and Reevesの式(1962)に当

てはめてマダニの個体ごとの陽性率を算出

したところ、4.6%となった。マダニのステ

ージごとに分けると、幼ダニで 2.6%、若ダ

ニで 22.5%、メスの成ダニで 17.8%と、若ダ

ニで最も陽性率が高く、すべてのステージ

で遺伝子が検出された（表２）。また、遺

伝子が検出されたマダニの種類はヤマトマ

ダニ（Ixodes ovatus）、アカコッコマダに

(Ixodes turudus) 、 イ エ ン チ マ ダ ニ

(Haemaphysalis yeni) 、 キ チ マ ダ ニ

(Haemaphysalis flava)、ヒゲナガチマダニ

(Haemaphysalis kitaokaii)、オオトゲチマダニ

(Haemaphysalis megaspinosa)、フタトゲチマ

ダニ(Haemaphysalis longicornis)、タカサゴキ

ララマダニ(Amblyomma testudinarium)の3属

8種であった（表３）。 

 

２）フラビウイルス抗原および抗体検出系

の確立： 

 フラビウイルス抗原検出系の確立：

Sandwich ELISAの手法を応用してフラビウ

イルス抗原検出系の確立を試みた。その結

果、フラビウイルスすべてに交差反応性を

示す 3-2D6 という抗体を用いた際の検出感

度が最も高く、106PFU/ml のウイルスを検

出することが可能であった（図２）。しか

し、感染後 12、24時間後の培養上清中のウ

イルスはほとんど検出できなかった。 

 抗フラビウイルス抗体検出系の確立： 

Blocking ELISAの手法を応用して抗フラビ

ウイルス抗体検出系の確立を試みた。まず、

日本脳炎ウイルス実験感染犬の経過血清を

被検血清として実施したところ、フラビウ

イルスに対する反応性の異なるどの単クロ

ーナル抗体（3-2D6、3-3B10、3-1D7、3-1C2）

を検出抗体として用いても抗体の上昇を検

出できた（図３）。また、感染後 4 日目の

血清で抗体の上昇が認められたことから、

今回確立した系では感染初期の IgMも検出

可能であることが示唆された。九州地方の

イヌや中国地方のイノシシで確立した抗体

検出系を実施したところ、イヌでは中和抗

体価との相関が認められ、イノシシでは間

接 ELISAとの相関が認められた（図４）。 

 

３）国内のフェレットにおけるフェレット

コロナウイルスの蔓延状況の調査： 

 国内のフェレットにおけるフェレットコ

ロナウイルス遺伝子検出：全国 5 都道府県

10動物病院から送付されたフェレット糞便

サンプルを用いて、コロナウイルス共通の

プライマーを用いて遺伝子検出を試みた結

果、42％（79 頭中 33 頭）でコロナウイル

ス遺伝子陽性となった（表４）。また、フ

ェレットコロナウイルスの配列を元に作製

した特異的プライマーを用いると、58%（79
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頭中 44頭）がフェレットコロナウイルス遺

伝子陽性となった（図５、表４）。さらに、

以前の報告でフェレットコロナウイルスが

S 遺伝子の配列を元に 2 つの遺伝子型に区

別されているが、国内のフェレットにおい

ても同様に 2 つの遺伝子型に区分された

（図６）。また、遺伝子型と症状の相関性

を比較検討したが、それぞれに有意な相関

は認められなかった（表５）。 

 

４）スンクスから新規コロナウイルスの検

出： 

 実験動物として飼育されていたスンクス

の糞便からコロナウイルス共通プライマー

を用いて遺伝子検出を試みた結果、8 ケー

ジ中 1 ケージから新規のコロナウイルスが

検出された（図７）。検出された配列を元

に特異的なプライマーを作製し、共通プラ

イマーでは陰性であった 7 ケージについて

遺伝子検出を試みたところ、6 ケージで陽

性が認められた（図８）。また、臓器別に

みると食道、胃、小腸、大腸、腸管リンパ

節、直腸スワブからのみ検出された（表６）。 

 

５）海棲哺乳類におけるウイルス感染症の

調査： 

 国内の鯨類からヘルペスウイルスの検

出：国内で皮膚症状が認められ死亡したカ

マイルカから初代腎臓細胞を作製したとこ

ろ、CPE が認められ（図９）、遺伝子解析

の結果ヘルペスウイルスであることが明ら

かとなった（図１０）。また、全身に皮膚

症状が認められたオキゴンドウクジラ、バ

ンドウイルカの病変部位からヘルペスウイ

ルス遺伝子が検出された。これら分離・検

出されたヘルペスウイルスについて DNA

ポリメラーゼ領域について系統解析を実施

したところ、分離されたカマイルカのヘル

ペスウイルスはこれまで報告のない新規ア

ルファヘルペスウイルスであることが明ら

かとなった。オキゴンドウクジラ、バンド

ウイルカから検出されたウイルスはそれぞ

れ同種で過去に遺伝子検出の報告されたウ

イルスと 100%の相同性を示していた（図１

０）。 

 

６）海棲哺乳類由来培養細胞の樹立： 

 バンドウイルカの腎臓およびアザラシの

大動脈を用いて培養細胞を樹立し、現在ま

でにそれぞれ 44 代、31 代目まで継代が進

んでいる。 

 

D. 考察： 

１）イノシシおよびシカからフラビウイル

ス遺伝子の検出： 

 今回、イノシシおよびシカから新規フラ

ビウイルスが検出された。イノシシから検

出されたダニ媒介性脳炎ウイルス様ウイル

スは血清中からも検出されたためイノシシ

でウイルス血症を起こしている可能性が示

唆された。同様のウイルスが周辺のダニか

ら検出されたことから、同ウイルスがダニ

を媒介し、イノシシに感染していることが

示唆された。また、3 属 8 種と多種のダニ
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から検出されていることから、国内でこれ

まで唯一北海道で報告のあったダニ媒介性

脳炎ウイルスとは異なる感染環を持つこと

が示唆された。以上のことから、本研究に

おいて国内において北海道以外では初とな

るダニ媒介性脳炎ウイルス群のウイルス遺

伝子が検出された。今後、シカで検出され

た新規フラビウイルスとともにウイルス分

離を試み、人や動物における抗体保有率の

調査やヒトや動物における病原性を探求し

ていく必要があると考えられる。 

 

２）フラビウイルス抗原および抗体検出系

の確立： 

 フラビウイルス抗原検出系の確立：すべ

てのフラビウイルスを検出可能な抗原検出

系の確立に成功した。特異性の異なる単ク

ローナル抗体を用いることで、抗原の識別

も可能になると考えられる。今後は、増幅

動物の血中濃度として媒介蚊を感染させる

のに必要な濃度である 104PFU/ml を検出で

きる検出系を目指して検出感度の向上を試

みていく必要がある。 

 抗フラビウイルス抗体検出系の確立： 

確立した抗フラビウイルス抗体検出系はイ

ヌとイノシシでは有用であることが示され

た。今後、鳥類を含む他種の動物で適用可

能か調べる必要がある。また、特異性の異

なる単クローナル抗体を用いて、様々なフ

ラビウイルス感染を血清学的に識別するこ

とが出来る診断系の確立を試みる予定であ

る。 

 

３）国内のフェレットにおけるフェレット

コロナウイルスの蔓延状況の調査： 

 国内において半数以上のフェレットでフ

ェレットコロナウイルスの遺伝子が検出さ

れ、56%のフェレットで抗体陽性となった。

遺伝子型別でみると国内で既に 2 種類のフ

ェレットコロナウイルスが蔓延しているこ

とが明らかとなった。フェレットコロナウ

イルスは型別で病原性が異なるとの報告が

あり、1 型フェレットコロナウイルスが猫

伝染性腹膜炎のような全身症状を引き起こ

すとされている。本研究では遺伝子型と症

状に相関は認められなかったが、ウイルス

を分離し、型別に性状を比較検討していく

必要がある。 

 

４）スンクスから新規コロナウイルスの検

出： 

 スンクスから検出されたコロナウイルス

はこれまでに知られているものとは明らか

に異なる新規コロナウイルスであった。特

異的な検出系を用いて遺伝子検出を試みた

結果、8 ケージ中 7 ケージで同ウイルスが

検出されており、実験動物として飼育され

ているスンクス間で蔓延していることが示

された。また、臓器別にみると消化器系に

のみ分布しており、消化器系で増殖するウ

イルスであることが示された。同ウイルス

のスンクスにおける病原性について詳細な

性状解析が必要である。 
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５）海棲哺乳類におけるウイルス感染症の

調査： 

 鯨類におけるウイルス感染症の知見は乏

しく、ヘルペスウイルスの分離例は過去に

1 例のみである。今回カマイルカから分離

されたヘルペスウイルスは過去に報告のあ

るものとは遺伝的に異なり、新規ウイルス

であることが確認された。遺伝的に近縁な

ウイルスは全身症状を示した個体から検出

されており、本ウイルスのイルカにおける

病原性について詳細な解析が必要である。

また、海棲哺乳類に皮膚症状が認められた

際に、ヘルペスウイルス以外に人獣共通感

染症であるポックスウイルス感染症も疑う

必要がある。これらのウイルスの類症鑑別

のために、今回分離されたウイルスや樹立

した細胞を用いて詳細な解析を行い、簡便

な診断系の構築が必要であると考えられる

(まとめ５)。 

 

E. 結論 

 国内で初めて北海道以外でダニ媒介性

脳炎ウイルス群のウイルスをイノシシ

およびダニから検出 

 シカから新規フラビウイルスを検出 

 すべてのフラビウイルスを検出可能な

抗原検出系の確立に成功 

 多種の動物において適用可能なフラビ

ウイルス抗体検出系の確立に成功 

 国内のフェレットにおいて 2種類のフェ

レットコロナウイルスが蔓延 

 スンクスから新規コロナウイルスを検

出 

 新規イルカヘルペスウイルスの分離に

成功 

 海棲哺乳類においてヘルペスウイルス

とポックスウイルスの鑑別診断が必要 

 

F．健康危険情報 
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