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A. 研究目的 

近年，世界各地で新興・再興感染症が発生し，

日本国内での発生・流行が危惧されている．また，

日本国内の自然環境中には，未知の微生物が

存在する可能性もある．その中には，ヒトの感染

症や人獣共通感染症を引き起こす可能性のある

病原微生物が存在するかもしれない．本研究で

は，節足動物媒介性感染症を引き起こすウイル

研究要旨： 

節足動物媒介性感染症を引き起こすウイルス（Arbovirus）を対象とする本研究課題の分

担研究において，次の２つの項目について検討した．まず，国立感染症研究所病原体取

扱規定に記載されていない感染症や，感染症法に指定されていないヒトへの感染症につ

いて，そのリスクを評価し分類するための資料を整備するため１）CDC ArboNET の節足

動物媒介性感染症について検索・分類した．また，２）京都市のマダニが保有する病原微

生物について調査したところ，日本で分離報告のないオルソミクソウイルス科トゴトウイル

スが分離された．本ウイルスはダニ媒介性人獣共通感染症に分類されている．しかし，日

本においては分離報告がなく，国立感染症研究所病原体取扱規定等での病原体分類に

も未登録のウイルス種である．このような未分類の病原体の取扱いや，そのリスク評価を

予め検討しておくことは意義があるものと考えられる． 
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ス(Arbovirus)を研究対象として，これまで報告さ

れている Arbovirus の再分類を行うことを目的の

一つとした．    

また，身近な環境中に潜む未分類の Arbovirus

を分離・同定することにより未知のArbovirusの国

内での存在を証明し，注意を喚起することを目的

とした．マダニは種々の病原微生物を伝達するこ

とが知られている．日本では，1980年代に日本紅

斑熱が，2013 年には重症熱性血小板減少症

（SFTS）がマダニ媒介性の新興感染症として報告

されている．私たちが生活する環境中に生息する

マダニは，未知の新種の Arbovirus を保有し，今

後，新興の感染症を引き起こす可能性がある．そ

こで，本研究では京都市の北部に生息するマダ

ニから，新種の Arbovirus の分離を試みた． 

 

B. 研究方法 

１）CDC「ArboNET」上に掲載されている節足動物

媒介性感染症の検索と病原学的分類 

http://wwwn.cdc.gov/arbocat/index.asp に掲

載されている感染症について，CDC の分類区分

に従い，Arbovirus，Probable arbovirus，Possible 

arbovirus，Probable not arbovirus および Not 

arbovirus の 5 つに分類した． 

 

２）マダニの捕集 

京都市北区の山間部で調査した（図２）．2013

年 4月から 2014 年 2月に，毎週 1回，60分間の

旗振り法により，マダニを捕集し，形態学的に種

を同定した． 

 

３）マダニが保有する微生物の分離 

 6 月から 7 月にかけて捕集したフタトゲチマダニ

の成虫（図３A）を，消毒用エタノールに 10 分間浸

し，ダニ表面を消毒した．一個体ずつチューブに

入れ（図３B），PBS(-)を加えホモゲナイザーでダ

ニを破砕し（図３C），マダニ乳剤を作製した（図３

D）．次に，マダニ乳剤をサルの腎細胞由来の

Vero E6 細胞に接種し，抗生物質を含まない培養

液を用いて，34℃，5％CO2の条件で，１週間培養

した（図３E）．また，抽出液を寒天培地上に塗布

し，30℃で培養してマダニ乳剤中の細菌を検査し

た．分離された微生物については各種のフラビウ

イルスやSFTSウイルス，日本紅斑熱等に対する

逆転写‐ポリメラーゼ鎖増幅反応（RT-PCR）ある

いはポリメラーゼ鎖増幅反応（PCR）検査を実施

した（図３G）． 

 

４）分離微生物の遺伝子の同定 

分離した微生物の培養上清中に存在する RNA

を抽出し，次世代シークエンスにより網羅的な解

析を行った（図３H）． 

 

５）分離微生物に対するペプチド抗体の作製と，

それを用いた抗原の解析 

次世代シークエンスにより同定した分離微生

物のペプチドをウサギに投与し抗体を作製した．

作製した抗ペプチド抗体を用いて，感染 VeroE6

細胞の分離微生物蛋白質の発現を免疫染色法

（IFA）により確認した．さらに，感染細胞中の分離

微生物の蛋白質をウエスタンブロット解析し，病

原体の蛋白質の存在を確認した． 

 

６）マダニの分離微生物の保有状況調査 

 当該微生物が分離された京都市北区の山間部

において，H. longicolnis，および H. flava を採集し，
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RT-PCR により当該微生物遺伝子の検出を行っ

た． 

 

（倫理面からの配慮について） 

 該当しない． 

 

C. 研究結果 

１）CDC の「ArboNET catalogue」に掲載されてい

る 533 種類のウイルスについて，CDCの分類区

分に従って整理したところ，109 種類の Arbovirus，

86 種類の Probable arbovirus，307 種類の

Possible arbovirus，14 種類の Probable not 

arbovirus および 17 種類の Not arbovirus に分類

された（図 1）．Arbovirus 109 種類のうち，国立感

染症研究所病原体等安全規定に記載されている

ウイルス種は26種類（P2，P3およびP4に分類さ

れるウイルスは，それぞれ 10，15 および 1 種類）

であった． 

 

2）マダニの季節消長 

 2013 年 4 月から 2014 年 2 月に，毎週 1 回，マ

ダニを捕獲した．優占種であったチマダニ属のマ

ダニ（Haemophysalis (H.) spp）の結果を図４に示

す．4月から7月は，若ダニが優勢であった（優先

種は H. longicornis (フタトゲチマダニ)）．成ダニは

5 月から 8 月にピークがあり（優先種は H. 

longicornis），9 月半ばから 2月まで少数であるが

捕獲された．このときの優先種はH. flava (キチマ

ダニ)であった．幼ダニは 6 月半ばから 11 月半ば

まで捕獲された． 

 

3）マダニ抽出液中の微生物分離 

7月に捕獲したH. longicornis の乳剤をVero E6

細胞に接種したところ，5 日目に細胞変性効果

（CPE）が現れた（図５B）．一方，コントロールの

Vero E6 細胞には CPE は認められなかった（図５

A）．マダニ乳剤を0.22μmのフィルターで濾過し，

これを抗生物質（ストレプチマイシン＋ペニシリン，

カナマイシン）を添加した培養液中で培養しても

CPE が確認された（結果は示さず）．また，この微

生物はハムスター腎細胞である BHK-21 細胞で

も，同様な CPE を形成した．PCR あるいは

RT-PCR により，これまでに報告されているダニ

媒介性感染症を引き起こす病原微生物遺伝子の

検出を試みたが，全て陰性であった．寒天培地上

にも，少数のコロニーが確認された． 

 

４）分離された微生物核酸を次世代シークエンス

により網羅的に解析したところ，オルソウイルス

科のトゴトウイルス（THOV）の 6 つのセグメント

RNA と 近 似 す る 遺 伝 子 が 検 出 さ れ た

（ Hl-Kamigamo-25 株 ） （ 図 ６ ） ． THOV 

Hl-Kamigamo-25 株とアフリカ分離株（DakAry189， 

2A， IbAn39048，UGV-70 および DakArB85/10E

株 ）およびヨーロッパ分離株（193.174 Poti503 お

よび SiAr126 株）の分子系統樹解析を行ったとこ

ろ，京都で分離された本株はアフリカ株やヨーロ

ッパ株とは異なるクラスターを形成することが明ら

かとなった（図７）． 

 

５)図８に THOV Hl-Kamigamo-25 株の核蛋白質

（NP）のアミノ酸配列を示す．N末端の 17アミノ酸

配列からなるペプチドを合成し，ウサギに接種し

て抗THOV NPペプチド抗体を作製した．作製した

抗 THOV NP ペプチド抗体を用いて，THOV 

Hl-Kamigamo-25 株の非感染細胞（図９A）と感染



 110 

細胞（図９B）を抗原として IFA を行った．図９B に

示すように，感染細胞の細胞質にTHOV NPが検

出された． 

 

６）抗 THOV NP ペプチド抗体を用いてウエスタン

ブロット解析を行い，THOV NP を検出した(図１０)．

その結果，感染細胞抽出液中にのみ抗 THOV 

NP ペプチド抗体に反応する約 40kDa の THOV 

NP が検出された（図１０，レーン 2，矢印）． 

 

７)京都市北部の山間部で採集した H. longicolnis

とH. flavaの２種のマダニ種において，THOVの遺

伝子保有状況を RT-PCR により調査した（表１）．

H. longicolnis では 104 個体中 2 個体（1.92%），H. 

flavaでは259個体中１個体（0.38%）がTHOVの遺

伝子を保有していることが明らかとなった． 

 

D. 考察 

 CDC の「ArboNET」に掲載されている Arbovirus

感染症 109種類の内，国立感染症研究所病原体

取扱規定に記載されているウイルス感染症（ウイ

ルス種）は 26 種類であった．残りの 86 種類につ

いては，当規定には未記載である．今後，これら

の節足動物媒介性ウイルス感染症について，そ

の病原性や日本国内での流行の可能性等を考

慮し，リスク評価する必要がある．また，2013 年

に山口県等より報告された SFTS 等，CDC の

「ArboNET」に登録されていない新興の節足動物

媒介性ウイルス感染症についても情報を収集し，

リスク評価する必要がある． 

本研究において，京都市北区の山間部で採取

された H. longicolnis から分離された微生物は

THOV であることが明らかとなった．THOV は，ウ

シやヒツジ等の家畜や野生動物に感染し，流産

を引き起こす．また，アフリカではヒト感染例とし

て 2 例の報告があり，内 1 例が死亡例である．し

たがって，THOV 感染症はマダニ媒介性の人獣

共通ウイルス感染症である．しかし，日本におけ

る THOV 感染症の実態は不明である．今後，ヒト

を含めた各種動物での感染状況を調査するとと

もに，その病原性について詳細に検討する必要

がある．また，日本国内で新たに発見される病原

体分類表に記載のない病原微生物についての取

り扱いについても，発見後の早期の対応が必要

であると考えられる． 

 

E. 結論 

 京都市に生息するマダニから，これまで分離報

告のなかった THOV を分離した．このことは，日

本の自然界に生息するマダニは，ヒトに感染症を

引き起こす可能性のある，未同定の病原体を保

有することを示している．本研究課題で検討した

ように，これまでに報告されているArbovirus 感染

症について詳細に感染リスクを評価するとともに，

新規に同定された病原体についてのリスク解析

を十分に行う必要がある． 

 

F. 健康危険情報 

THOV の動物やヒトへの病原性は不明である．

しかし，日本の自然界に生息するマダニは THOV

を保有することが明らかとなったため，当該ウイ

ルス感染症の発生に注意する必要がある． 
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