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興感染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業）］ 

研究分担者報告書 

 

動物由来感染症の対応に関する研究（H25-新興-一般-008） 

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） 

研究協力者：下田宙、高野愛、鍬田龍星、寺田豊、米満研三、濱崎千菜美（同） 

 

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、本

年度は、新規発見したラブドウイルスであるニシムロウイルスのイノシシでの疫学調査、

別のグループが発見したフレボウイルスとトーゴトウイルスのイノシシでの疫学調査を実

施した。更に、フェレットにおける新規血清型フェレットコロナウイルス、イノシシやシ

カ、ダニから新規フラビウイルスを発見した。

A．研究目的： 

 野生動物や伴侶動物には未だ知られてい

ない感染症が多く存在する。また、ウイル

スが分離されていてもその生活環が不明な

ものもある。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、新

規ウイルスの野生動物での感染状況の調査

と新規動物保有のウイルスの検出を行った。 

 

B. 研究方法： 

１）検査材料 

 有害鳥獣あるいは狩猟期に捕獲された動

物、死亡個体から血清あるいは臓器を回収

して検査に供試した。 

 ダニは、旗振り法にて回収、または動物

に付着していたものを検査に供試した。 

２）抗体検出系 

 ニシムロウイルス感染および Mock 感染

Vero 細胞より抗原を抽出し、ELISA 用抗原

に用いた。また新規フレボウイルス、新規

トーゴトウイルス感染 Vero 細胞も同様に

して抽出し、ELISA 抗原として用いた。

ELISA プレートにそれぞれ 0.5μg を吸着さ

せ、ブロックエースによりブロキング後、

1:100 希釈の動物血清を 1 次抗体、Protein 

A/G を 2 次抗体として用い、発色は

Peroxidase substrate kit (Bio-Rad)を用いて実

施した。感染細胞抗原ウェルの吸光度を

Mock 感染細胞抗原ウェルの吸光度で引く

ことにより、特異的吸光度とした。 

 

３）新規フラビウイルスの遺伝子検出 
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 血清から QIAamp viral RNA mini kit、ある

いは肝臓とダニから RNeasy mini kit を用い

て RNA を抽出後、プライマーcFD2 と

MAMDとQIAGEN OneStep RT-PCR kitを用

いて、RT-PCR を実施した。さらに nesteｄ

プライマーcFD2 と FS778 を用いて nested 

PCR を実施した。電気泳動にて特異バンド

を確認後、塩基配列を決定した。 

 

４）フェレットコロナウイルス抗体検出系

の作出 

 大腸菌にてフェレットコロナウイルス

Yamaguchi 株のヌクレオカプシド(N)蛋白の

N 末端側（1－179）と C 末端側（180-374）

を GST 融合蛋白として大腸菌にて発現・精

製を行った。精製 GST 融合蛋白および GST

蛋白をELISAプレートにそれぞれ 0.5μgを

吸着させ、ブロックエースによりブロキン

グ後、1:100 希釈の動物血清を 1 次抗体、

Protein A/G を 2 次抗体として用い、発色は

Peroxidase substrate kit (Bio-Rad)を用いて実

施した。GST 融合蛋白を抗原したウェルの

吸光度をGST蛋白を抗原としたウェルの吸

光度で引くことにより、特異的吸光度とし

た。 

 

（倫理面からの配慮について） 

 野生動物：有害鳥獣として捕獲された個

体、死亡個体、狩猟期に捕獲された個体か

ら材料を採取している。 

フェレット：飼育者に調査研究に用いるこ

との許可を得ている。 

 

C. 結果： 

１）新規ラブドウイルスであるニシムロウ

イルスの疫学調査 

 我々がイノシシの血清中から新規に分離

したニシムロラブドウイルスは、イノシシ、

シカ、ウシ、ブタに感染することが明らか

になっている。しかし、その感染環に関し

ては不明な点が多い。今回、ニシムロラブ

ドウイルスに対する抗体の検出を目的とし

て、ELISA 系の確立を行った。その結果、

吸光度 0.2 で多くの陰性個体が排除できる

ことが判明した（図 1）。そこで、山口県

と栃木県のイノシシの疫学調査を実施した

結果、山口県で 43.1％のイノシシが感染し

ていることが判明した（表 1）。栃木県の

イノシシは 1.1％であったが、これは非特異

反応によるものと考えられた（表 1）。今

後は、栃木県のイノシシは全て陰性と考え

て、Average＋3*SD を Cut-off 値と設定して、

調査を継続する必要がある。 

 

２）新規フレボウイルスの疫学調査 

 イノシシにおけるダニから分離された新

規フレボウイルスの抗体保有率を調査した。

Cut-off 値は暫定的に 0.5 として判定した結

果、栃木県では 69％の抗体陽性率で最も高

かったが、全国に本ウイルスが蔓延してい

ることが確認された。 

 

３）新規トーゴトウイルスの疫学調査 

 イノシシにおけるダニから分離された新
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規トーゴトウイルスの抗体保有状況の調査

を実施した。Cut-off 値は暫定的に 0.5 とし

て判定した結果、栃木県のイノシシには感

染していないことが判明した。今後は、栃

木県のイノシシは全て陰性と考えて、

Average＋3*SD を Cut-off 値と設定して、調

査を継続する必要がある。一方、西日本で

は多くのイノシシが陽性となった。 

 

４）新規血清型のフェレットコロナウイル

スの発見 

 フェレットコロナウイルスは 2000 年に

初めて見つかった新興感染症である。我々

は、国内におけるフェレットコロナウイル

スの遺伝子解析を行ってきた。しかし、ウ

イルスが未分離であることから抗体の検出

方法が確立されていない。そこで、我々は、

コロナウイルスで比較的保存されており、

抗原性が高いヌクレオカプシドプロテイン

（N）蛋白を大腸菌にて発現し、抗体検査用

の抗原として用いた。N 末端領域 1-179 番

目のアミノ酸を GST 蛋白と融合した蛋白

N(1-179)とC末端領域の180-379番目のアミ

ノ酸を GST 蛋白と融合した N(180-379)を発

現・精製後、ELISA 抗原として用いた。そ

の結果、多くのフェレット血清は N(1-179)

と N(180-379)に同じように反応したが、2

頭の血清は N(1-179)とはよく反応したが、

N(180-374)とはほとんど反応しなかった（図

3、白丸）。このうち一頭の No.22 はウイル

ス遺伝子も検出されていたのでコロナウイ

ルス共通プライマーで遺伝子解析を実施し

系統樹を作成した結果、これまで報告され

ているフェレットコロナウイルスとは異な

るクラスターに位置することが判明した

（図 4）。更に、フェレットから検出され

るコロナウイルスの遺伝子解析を行った結

果、No.160 も同様のウイルスに感染してい

ることが判明した（図 4）。この結果、フ

ェレットコロナウイルスには、抗原性の異

なる新規のウイルスが存在することが示さ

れた。 

 

５）新規フラビウイルスの遺伝子検出 

 野生動物およびダニからのフラビウイル

スの遺伝子の検出を目的として、フラビウ

イ ル ス 共 通 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、

semi-nested RT-PCR を実施した。その結果、

シカの血清から日本脳炎ウイルス、シカお

よびイノシシの血清とダニ体内から同じ新

規フラビウイルス、イノシシの肝臓からダ

ニ媒介性脳炎ウイルス(TBEV)様新規フラ

ビウイルス遺伝子が検出された（表 2）。

塩基配列を決定した結果、今回、イノシシ、

シカ、ダニから検出された新規フラビウイ

ルスは全く新しいウイルスである可能性が

示唆された（図 5）。また、北海道以外で

TBEV 様ウイルスが検出されたのは初めて

である。 

 

D. 考察： 

1) 新規ラブドウイルスであるニシムロ

ウイルスは非常に多くの動物種に感

染していることが判明した。また、地
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域差もありそうである。しかし、その

感染環やベクターの存在に関しては

不明である。ヒトへの感染状況なども

調査する必要があるのかもしれない。 

2) 新規フレボウイルス、新規トーゴトウ

イルスともに少なくともイノシシに

おいて広く蔓延していることが判明

した。新規トーゴトウイルスはサルへ

の感染も検出された（現在確認中）。

両ウイルスの感染環並びにヒトへの

感染状況を調査する必要がある。 

3) フェレットのおいても異なるウイル

スが 2 種類感染していることが証明さ

れた。コロナウイルスは、様々な変異

を引き起こして、異種間伝播や高病原

性を獲得することがある。今後も、調

査の継続が必要である。 

4) 北海道以外で初めてダニ媒介性脳炎

様フラビウイルスが検出された。ヒト

への感染を調べるとともに、ウイルス

分離をする必要があるだろう。 

5) ダニとイノシシとシカから共通の新

規フラビウイルスが検出された。様々

な動物に感染することから、ヒトへの

感染を調べるとともに、ウイルス分離

をする必要があるだろう。 

 

E. 結論 

 国内の野生動物・節足動物間で、新規ラ

ブドウイルス、フレボウイルス、トーゴト

ウイルス、フラビウイルスが蔓延している

ことが判明した。ヒトへの感染を含めて感

染環を詳細に解析する必要がある。 

フェレットコロナウイルスに認められるよ

うにまだまだ未知のコロナウイルスが存在

することが確認された。 

 

F．健康危険情報 

 特になし。 
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  なし 

１. 特許取得 

  なし 
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  なし 
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