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研究要旨 
近年ダニによって媒介されるウイルス性感染症が日本においても問題となっている．し

かしながら我が国におけるダニ媒介性アルボウイルスの分布状況は未だ明らかにされて

いない．そこで国内で捕獲されたイノシシおよびイノシシの生息域周辺から採取されたダ

ニにおけるウイルス保有状況の調査を行った．その結果，細胞培養を用いたウイルス分離

においてこれまで日本においてその存在が知られていなかったレオウイルス科，Great 
Island virus groupに属するウイルス(Ix-7V)および Uukuniemi様 virus (T-32V)をダニサンプ
ルより分離した．またこれらのウイルスを乳飲みマウスを用いて継代し，乳のみマウスに

病原性を示すウイルスをそれぞれ分離した． 

A. 研究目的 
近年我が国においてダニ媒介性脳炎ウイ

ルス（TBEV），重症熱性血小板減少症候群
ウイルス（severe fever with thrombo- cytopenia 
syndrome, SFTSV）等のダニによって媒介さ
れるウイルスが問題となっている．TBEVは
フラビウイルス科フラビウイルス属に分類

される 1本鎖(+)RNAウイルスであり，マダ
ニ類のダニによって媒介される．これまでに

北海道でその存在が確認されているが，本州

以南でのその分布域は不明である．SFTSV
はブニヤウイルス科フレボウイルス属に分

類される 3分節の 1本鎖(-)RNAウイルスで
あり，マダニ類のダニによって媒介される．

2013 年に日本での存在が明らかにされたが，

疫学解析の結果日本で流行している SFTSV
は中国で流行している SFTSVとは独立した
クラスターを形成し独自の進化を経ていた

ことが示されている．したがって我が国にお

いてはTBEやSFTSV等の既知のダニ媒介性
ウイルスの分布について不明な点が多く，且

つ未だ確認されていないダニ媒介性のウイ

ルスが他にも存在する可能性も考えられた．

そこで我々は国内で捕獲されたイノシシお

よびイノシシの生息域周辺から採取された

ダニにおけるウイルス保有状況の調査を行

った．その結果細胞培養を用いたウイルス分

離試験において細胞変性効果（CPE）を伴い
かつ乳飲みマウスに毒性を示す 2 種のウイ
ルスを分離したので報告する． 
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B. 研究方法 
1. ダニ 
国内で捕獲されたイノシシの被毛から採

取されたマダニ類およびイノシシ生息域周

辺の地点において旗ずり法により採取され

たマダニ類よりウイルス分離を行った．用い

たダニはフタトゲチマダニ (Haemaphysalis 
longicornis), キチマダニ (H. flava), タカサ
ゴチマダニ (H. formosensis), ヤマアラシチ
マダニ (H. hystricis), オオトゲチマダニ (H. 
megaspinosa), タ ネ ガ タ マ ダ ニ  (Ixodes 
nipponensis), アカコッコマダニ (I. turdus), 
ヤマトマダニ (I. ovatus), タカサゴキララマ
ダニ (Amblyomma testudinarium), タイワン
カクマダニ (Dermacentor taiwanensis)であっ
た（表 1）．得られたダニは 1～52 頭を 1 プ
ールとし，630プールを作製した．次に作製
したダニプールを用いて 10%ダニ乳剤を作
製した．ダニ乳剤を 0.45 μmのフィルターで
ろ過し，ウイルス分離に供試した． 
 
2. 培養細胞と動物 
ウイルス分離にはサル腎由来 Vero 細胞
（American Type Culture Collection）およびシ
リアンハムスター腎由来細胞である

BHK-21 細 胞 （ American Type Culture 
Collection）を用いた．また，2日齢の乳飲み
マウス（ddY）をウイルス分離に供試した（図
1）． 
 
3. 培養細胞を用いたウイルス分離 
兵庫県六甲山系で捕獲されたイノシシの

被毛から採取されたマダニ類およびイノシ

シ生息域周辺の地点において旗ずり法によ

り採取されたマダニ類を1～52頭を1プール
とし，192プールを作製した．次に作製した
ダニプールを用いて 10%ダニ乳剤を作製し
た．ダニ乳剤を 0.22 μmあるいは 0.45 μmの
フィルターでろ過し，Vero細胞，BHK-21細
胞に接種した（図 1）． 
 
 

4. 乳飲みマウスを用いたウイルス分離 
培養細胞への接種を行ったと同じ 10%ダ
ニ乳剤を，1腹 8匹の乳飲みマウスの脳内に
20 μl接種した．接種後 14日間観察し採脳し
た（図 1）． 
 
C. 研究結果 
1. 培養細胞を用いたウイルス分離 
ダニサンプルより 10%ダニ乳剤を作製し，

Vero 細胞および BHK-21 細胞に接種した結
果いくつかのサンプルにおいて CPE が観察
された．CPE を呈した培養上清を採取し大
量培養後，核酸を抽出し次世代シークエンサ

ーによって解析した結果レオウイルス科オ

ルビウイルス属のウイルスである Great 
Island virus group に属するウイルス（Ix-7 
virus）とブニヤウイルス科フレボウイルス属
Uukuniemi virus（UUKV）に近縁のウイルス
（T-32 virus）がそれぞれ分離された． 
 
2. 分離ウイルスの遺伝子配列による系統学
的解析 

Ix-7Vよりウイルスゲノムを抽出し，次世
代シークエンサーを用いて各セグメントの

遺伝子配列を解析した．その結果 Ix-7V は
Tribec ウイルス(TRBV)に近縁であることが
示唆された（図 2）．また T-32V の遺伝子配
列を系統樹解析した結果，T-32Vはフレボウ
イルスの中でも Uukuniemiウイルス（UUKV）
に近縁であることが示された（data not 
shown）． 
 
3. 乳飲みマウスを用いた Great Island virus 
group分離株 Ix-7Vの病原性の検討 

2日齢の乳飲みマウス脳内に Ix-7V培養上
清を接種し 14 日間観察した．Ix-7V を接種
した乳飲みマウス（初代培養）では感染 13
日後に接種 16匹中 2匹のマウスに発育不良
と異常行動が認められた．分離ウイルスを 1
継代した結果接種 12日後に 8匹中 1匹のマ
ウスに発育不良と行動異常がみとめられた．

さらに2継代目では接種9日後にすべてのマ
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ウスが発症し，6 匹中死亡 2，麻痺 3，シッ
ク 1であり，翌日には死亡率 100% （6/6匹）
であった．臨床症状として発育不良，異常行

動，麻痺を示し，剖検所見では点状出血が観

察された．さらに 1継代を行うことにより発
症日接種 7 日後となり，8 日後には死亡率
100%であった（図 3A）．以上のことより乳
飲みマウスに対して強毒性を示す Ix-7V が
分離されたことが示唆された． 
 
4. Ix-7V 接種乳のみマウス脳からの Ix-7 遺
伝子の検出 
乳のみマウス脳に Ix-7を接種し，10%マウ
ス乳剤を作製，乳のみマウス脳にて計 5継代
行った．各継代における乳のみマウスより採

脳を行い，RNAを抽出した．抽出した RNA
を鋳型として Ix-7V segment 5に対するプラ
イマーを用いて RT-PCRを実施した．その結
果，初代培養から 5継代のすべての脳におい
て Ix-7Vが検出された（図 3B）．このことか
ら Ix-7 は乳のみマウス脳内において増殖し
ていることが示唆された． 
 
5. 乳飲みマウスを用いた Uukuniemi 様
virus分離株 T-32Vの病原性の検討 
次に 2 日齢の乳飲みマウス脳内に T-32V
の培養上清を接種し 14 日間観察した． 
T-32V接種群においては接種 16匹中 1匹に
発育不良が認められた．そこで，さらに 1
継代して観察した結果，接種した 8匹のマウ
スのうち 2匹のマウスが死亡した．以上のこ
とより乳飲みマウスに対して強毒性を示す

T-32Vが分離されたことが示唆された． 
 
D. 考察 
兵庫県内において採取されたマダニ類に

おけるウイルス保有状況を検討した．その結

果培養細胞を用いたウイルス分離によりレ

オウイルス科オルビウイルス属のウイルス

であるGreat Island virus groupに属する Ix-7V
とブニヤウイルス科フレボウイルス属

UUKV に近縁の T-32V がそれぞれ分離され

た．また乳のみマウスを用いてこれらの分離

ウイルスをそれぞれ継代し，乳飲みマウスに

対して病原性を示すウイルスを得た． 
TRBVは 1963年にスロバキアのトリベッ
ク山の I. ricinus とげっ歯類から初めて分離
されたダニ媒介性オルビウイルスである．

TRBV，KEMV， Lipovnik ウイルス(LIPV)
はケメロボ血清型群を形成する．LIPV はヒ
トに感染し KEMV はヒトにまれに脳炎を起
こすことが知られている．また TRBV およ
びLIPVは実験的にアカゲザルに髄膜炎を起
こす．したがって KEMV 血清型群のウイル
スはヒトの脳炎の原因ウイルスと考えられ

ている．今後，本研究において分離された

Ix-7Vの性状解析および病原性について解析
する必要がある． 
ブニヤウイルス科フレボウイルス属に分

類される UUKV に近縁の Bhanja ウイルス
(BHAV)はダニによって媒介される神経系ウ
イルスとして知られている．BHAV は 1954
年にインドのダニから分離されたウイルス

で，中欧からアフリカ，中東，インドにかけ

て分布するヒトにまれに熱性疾患および脳

炎を起こすウイルスである．したがって今後

分離された T-32V の性状解析あるいは成マ
ウスに対する毒性を解析する必要がある．  
 
E. 結論 
急速な都市化と森林部への人口拡張によ

り今後もアルボウイルス感染症が問題とな

ることが予想される．また近年我が国におい

ても SFTSVが常在することが明らかとなり，
ダニによって媒介されるウイルスの詳細な

調査が求められている．本研究において我々

はこれまで日本においてその存在が知られ

ていなかった Great Island virus groupに属す
るウイルスおよび Uukuniemi 様 virus をダ
ニサンプルより分離した．今後さらなる詳細

を解析するとともに，今後もダニにおけるウ

イルス保有調査を引き続き行っていく必要

性が示唆された． 
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図図 1 ダニからのウイルス分離
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ダニからのウイルス分離の概要の概要 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Ix-7Vと主な

River virus, African horse sickness virus (AHSV), Palyam Chuzan virus, equine encephalosis virus (EEV), Pata virus, Epizootic hemorrhagic 
Blue tongue virus, Eubenangee virus, Tilligerry virus, Great Island virus, 
Umatilla virus, Koyama Hill virus, Corriparta virus, 
 
 

主なオルビウイルスの
African horse sickness virus (AHSV), Palyam Chuzan virus, equine encephalosis virus (EEV), Pata virus, Epizootic hemorrhagic 

Blue tongue virus, Eubenangee virus, Tilligerry virus, Great Island virus, 
Umatilla virus, Koyama Hill virus, Corriparta virus, 

 

図 

オルビウイルスのセグメント7の遺伝子配列情報を用いて系統学的解析を行った
African horse sickness virus (AHSV), Palyam Chuzan virus, equine encephalosis virus (EEV), Pata virus, Epizootic hemorrhagic 

Blue tongue virus, Eubenangee virus, Tilligerry virus, Great Island virus, 
Umatilla virus, Koyama Hill virus, Corriparta virus, Sathuvachari virus

  

2. Ix-7V遺伝子セグメント

の遺伝子配列情報を用いて系統学的解析を行った
African horse sickness virus (AHSV), Palyam Chuzan virus, equine encephalosis virus (EEV), Pata virus, Epizootic hemorrhagic 

Blue tongue virus, Eubenangee virus, Tilligerry virus, Great Island virus, 
Sathuvachari virus

131 

遺伝子セグメント7 (T13)の系統学的解析

の遺伝子配列情報を用いて系統学的解析を行った
African horse sickness virus (AHSV), Palyam Chuzan virus, equine encephalosis virus (EEV), Pata virus, Epizootic hemorrhagic 

Blue tongue virus, Eubenangee virus, Tilligerry virus, Great Island virus, Kemerovo virus, Tribeč virus, Peruvian ho
Sathuvachari virusであった． 

の系統学的解析．

の遺伝子配列情報を用いて系統学的解析を行った．
African horse sickness virus (AHSV), Palyam Chuzan virus, equine encephalosis virus (EEV), Pata virus, Epizootic hemorrhagic 

Kemerovo virus, Tribeč virus, Peruvian ho

． 

．解析に用いたウイルスの配列は
African horse sickness virus (AHSV), Palyam Chuzan virus, equine encephalosis virus (EEV), Pata virus, Epizootic hemorrhagic 

Kemerovo virus, Tribeč virus, Peruvian horse sickness virus, Yunnan orbivirus, 

用いたウイルスの配列は
African horse sickness virus (AHSV), Palyam Chuzan virus, equine encephalosis virus (EEV), Pata virus, Epizootic hemorrhagic 

rse sickness virus, Yunnan orbivirus, 

用いたウイルスの配列はSaint Croix 
African horse sickness virus (AHSV), Palyam Chuzan virus, equine encephalosis virus (EEV), Pata virus, Epizootic hemorrhagic disease virus, 

rse sickness virus, Yunnan orbivirus, 
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図．3. 国内で採取されたダニより分離されたウイルス
Ix-7Vの乳のみマウスに対する病原性解析
 

Ix-7V脳内接種後
培養細胞への接種により分離された

スに脳内接種し，

から得られたウイルスを

後あるいは接種

その結果初回接種

れなかったが，接種

て行動異常と発育不全が観察された．発症マウス脳をさ

らに2継代したマウスにおいては接種
発症し，接種

ス群においては接種

後にはすべて死亡した．

けるIx-7Vの増殖（
の発症マウスの脳からウイルス

メント5に特異的なプライマーを用いて
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