
 
 

厚生労働科学研究費補助金 
新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業 

（新興・再興感染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業） 
 
 
 

動物由来感染症の対応に関する研究 
 
 

（H２５−新興—一般—００８） 
 
 

平成２６年度 総括・分担研究報告書 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

平成２７年３月 
 
 
 

研究代表者 森 川   茂 
（国立感染症研究所） 



 

 
目   次 

 

I. 総括研究報告書  

動物由来感染症の対応に関する研究 ........................................... 1 

研究代表者：森川 茂（国立感染症研究所獣医科学部） 

II. 分担研究報告書  

1. 新興モルビリウイルスの病原性と動物由来新興ブニヤウイルスの国内疫学と総括 . 9 

 研究分担者：森川 茂（国立感染症研究所獣医科学部） 

2. 食虫目、翼手目等のハンタウイルスの分子疫学情報の蓄積 .................... 25 

 研究分担者：新井智（国立感染症研究所 感染症疫学センター） 

3. 狂犬病の病原性解析と新興ラブドウイルスの診断法の開発 .................... 31 

 研究分担者：井上智（国立感染症研究所 獣医科学部） 

4. 動物由来新興ウイルスの細胞侵入機構 ...................................... 39 

 研究分担者：福士秀悦（国立感染症研究所 ウイルス第一部） 

5. 野兎病の病原性発現機構の解析 ............................................ 49 

 研究分担者：宇田晶彦（国立感染症研究所 獣医科学部） 

6. ニホンザル血小板減少症の原因となる SRV のウイルス学的解析 ............... 55 
 研究分担者：三浦智行（京都大学ウイルス研究所附属感染症モデル研究 
                               センター霊長類モデル研究領域） 

7. 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 .................... 61 

 研究分担者：前田健（山口大学共同獣医学部獣医微生物学） 

8. 輸入回帰熱の診断法確立と標準化 .......................................... 71 

 研究分担者：川端寛樹（国立感染症研究所細菌第一部） 

9. 動物由来細菌性腸管感染症の再興に向けた感染制御に関する研究 .............. 81 

 研究分担者：山田章雄（東京大学大学院農学生命科学研究科） 

10. コリネバクテリウムに関する研究 ......................................... 87 

 研究分担者：山本明彦（国立感染症研究所細菌第二部） 

11. 動物由来新興ヒトバベシア症原虫の国内感染実態の解明 .................... 101 

 研究分担者：新倉綾（国立感染症研究所動物管理室） 

12. ヒトの狂犬病の診断・治療法に関する調査研究 ............................ 109 

 研究分担者：菅沼明彦（東京都立駒込病院感染症科） 

 

III. 研究成果の刊行に関する一覧表 ............................................ 135 
 
 



 

 



1

 

厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再興感

染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業）］ 

 

総括研究報告書 

 

動物由来感染症の対応に関する研究（H25−新興−一般−008） 

 
国立感染症研究所獣医科学部長 森川 茂 

 
 

研究要旨：新興・再興感染症の大部分が動物由来感染症である。これらのうち国内で稀

にしか発生していない動物由来感染症について、疫学的知見を集積しヒトへの感染リス

クを評価する。また、これらの感染症が国内で発生した場合の診断・迅速検査法を確立

する。重要な動物由来感染症の病原性発現機構に関する研究を行い、霊長類等に発生し

た新興感染症に関してヒトへのリスクを科学的に評価する。動物の常在細菌や環境中の

菌等から病原性腸内細菌に対し抗菌作用を示す菌種を探索する。これらにより総合的に

動物由来感染症対策の体制整備を目指す。本研究は、これらを目的とする 3 年計画の 2

年目で、(1)サルに致死的流行を起こしたイヌジステンパーウイルスをクローン化したプ

ラスミドから RG により回収して性状を調べた。また、新規ネコモルビリウイルスが国

内のネコでも 20%以上が感染し一部は持続感染する。ウイルスには 3 遺伝子型があるが

地理的分布とは一致しない。(2)ニホンザルに致死的なレトロウイルス SRV4 を RG で回

収し病気が引き起こされること、受容体（ASCT2）を同定した。(3)狂犬病の固定毒と街

上毒の G 蛋白質の細胞内局在と粒子形成に G 蛋白質の糖鎖修飾が重要な役割を果たすこ

とが分かった。(4) MERS コロナウイルスの S 蛋白を外套した VSV シュードタイプによ

る中和抗体測定法を開発し、ラットの dipeptidyl peptidase 4（Dpp4）がレセプターとして

機能しないことが分かった。 (5) 野兎病菌の新規病原体遺伝子 pdpC 遺伝子の機能を解析

するため、pdpC 遺伝子欠損弱毒株と強毒株の遺伝子発現プロファイルを比較し、6 遺伝

子の発現レベルが異なることを見出した。 (6) 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。また、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。北海道のヒメネズミ及びベトナムの翼手目

から新規ヘルペスウイルス４株が分離された。(7) 齧歯目、トガリネズミ形目、および翼

手目のハンタウイルスの解析から、ハンタウイルスはユーラシア大陸で誕生したと推測

された。(8) 抗体検査によってその感染種の同定は困難とされているボレリア感染症におい

て、in silico 解析により回帰熱群特異的抗原や新興回帰熱群特異的抗原を推定し、大腸菌で組

換え抗原を作製した。 (9) Bifidobacterium の特定の菌株には E. coli O157:H7 感染防御効果

があることが判明した。(10) シカが Corynebacterium ulcerans の自然界の保菌者でネコ等

に感染させ、ネコが人への感染源の一つになることが示唆された。(11) 日本に存在しな

いとされていた B. divergens をはじめてシカから検出し、全国的に分布している事を明ら
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かにした。シュルツマダニが B. microti US-type の自然界での媒介種であることが判明し

た。今後ヒトバベシア症が国内でも発生するリスクがある。 (11) ヒト狂犬病のこれまで

の Milwaukee rabies protocol による救命 8 症例を参考に現時点で行い得る治療法、院内感

染対策などに関してまとめた。 
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研究分担者： 
新井智（国立感染症研究所 感染症疫学センタ
ー）、井上智、宇田晶彦（同 獣医科学部）、
福士秀悦（同 ウイルス第一部）、川端寛樹（同 
細菌第一部）、山本明彦（同 細菌第二部）三
浦智行（京都大学ウイルス研究所附属感染症モ
デル研究センター霊長類モデル研究領域）、前
田健（山口大学共同獣医学部獣医微生物学）、
山田章雄（東京大学大学院農学生命科学研究
科）、菅沼明彦（東京都立駒込病院感染症科） 

 
A．目的： 
 新興・再興感染症の大部分が動物由来感染
症である。これらのうち国内で稀にしか発生
していない、あるいは現在発生のない動物由
来感染症について、ヒトへの感染リスクを評
価するために必要な知見を集積する必要があ
る。また、新興動物感染症病原体のうち霊長
類に致死的感染症を起すもの、全く新規に動
物で同定されたウイルス感染症などは、科学
的にヒトへのリスクを評価するための知見を
集積する。宿主域が拡大し、本来の宿主動物
から霊長類にまで致死的感染症をおこすよう
になったものに関しても、人へのリスクを評
価する必要がある。動物由来感染症には、ウ
イルス感染症、細菌感染症など多くの感染症
があるが、これらのうち重要と思われる感染
症に関して以下の項目に関して研究を行う。 
1) 疫学的知見が不充分な動物由来感染症の疫

学的知見の集積を行う。 
2) 患者発生時に必要な動物由来感染症の診

断・迅速検査法を確立する。 
3) 動物由来感染症の病原性に関わる遺伝子と

その機能を解明する。 
4) 霊長類などの新興感染症の発生機序を解明

しヒトへのリスクを評価する。 
5) 病原性細菌に抗菌作用を示す細菌群の同定

と作用機構を解明する。 
１）から５）の研究から、国内で発生がないか
稀にしか発生のない重篤な動物由来感染症や
今後発生する可能性のある動物由来感染症の
リスクを明確にし、事前対策を可能とすること
を目的とする。 
 
B. 研究方法： 
 各分担研究者の研究報告書の研究方法に詳
細を記載した。 
 
C. 結果： 
１）新興モルビリウイルス感染症の研究： 

 サルの新興モルビリウイルス感染

症の原因病原体であるイヌジステンパーウイ
ルス(CDV)をリバースジェネティックスで回
収しイヌ及びマカク属サル SLAM を介して感
染し細胞融合をおこすこと、カニクイザルリ
ンパ球で増殖することを確認した。感受性マ
ウスモデル作製に必要なマカク属サル SLAM
及び nectin4 TG マウス作製用ベクターを作製
し ES 細胞クローンを作製している。 
 近年、分離同定されたネコモルビリウイル
スの国内のネコにおける疫学調査を継続して
行い、香港と同様日本でもネコモルビリウイ
ルス感染率は比較的高く、持続感染すること
がわかった。ウイルスの遺伝型は 3 型あるが
地理的分布とは一致しない。腎炎等の腎疾患
の関連に関して調査している（森川）。 
 
２）ニホンザル血小板減少症の原因となる
SRV のウイルス学的解析： 
 京都大学霊長類研究所においてニホンザル
が血小板減少症により大量死した。これまで
の次世代シークエンサーなどの研究からサル
レトロウイルス 4 型(SRV-4)との関連が示唆さ
れたが、確定的ではなかった。そこで、発症
個体から分離した SRV-4 及び新たに作製した
感染性遺伝子クローン由来の SRV-4 をニホン
ザルに実験感染したところ、血小板減少症が
誘導された。また、SRV-4 がニホンザルに感
染する際は、中性アミノ酸トランスポーター
の一種であるASCT2を利用することを明らか
にし、この分子が多く発現している部位(肺や
消化管)で SRV-4 がとくに増殖していること
を確認した。本研究により、ニホンザル血小
板減少症の原因ウイルスが SRV-4 であること
を証明した。（三浦）。 
 
３）狂犬病の病原性解析： 

 狂犬病ウイルス（RV）の自然感染では潜伏

期間中に RV に対する抗体は産生されずウイ

ルスも検出できないが、実験室内継代等で弱毒

化させた固定毒は潜伏期間の短縮と一定化、免

疫誘導能の増強といった特徴を示す。 RV の

固定毒は、細胞表面に G 蛋白質が局在しウイ

ルス粒子形成が起こるが、街上毒では G 蛋白

質は小胞体からゴルジ装置へ局在しウイルス

粒子形成は細胞膜で起きない。この違いが G

蛋白質の糖鎖修飾によること、特に第 204 位へ

の糖鎖修飾の有無によることが明らかになっ
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た。第 204 位の N 型糖鎖付加は、RV の G 蛋

白質の小胞体から細胞膜への輸送に重要な役

割を果たしていることが明らかになった。（井

上）。 

 

４）ヒトの狂犬病の診断・治療法に関する調査

研究： 

 狂犬病は発病するとほぼ全例が死に至る。発

病後の治療は未確立であるが、近年、新たな治

療法を模索する動きがみられる。狂犬病治療を

考える基礎資料として、最新の知見を加えて、

狂犬病救命例、治療法、院内感染対策について

まとめた。これまでに報告された狂犬病発症後

の救命例は、少数例にとどまっているが、いず

れも狂犬病抗体上昇により診断されており、経

過中に採取された各種検体から狂犬病ウイル

スが検出されていない。これは、発症早期での

狂犬病ウイルスの排除が、転帰に影響すること

を示唆していると思われる。狂犬病ウイルスの

早期排除に、ウイルスの変異、曝露量、宿主の

免疫応答などが影響する可能性があり、今後こ

れらの因子について検討が必要である。ヒト狂

犬病の治療プロトコールとして Milwaukee 

rabies protocol(MRP)が提唱され、世界各地で

MRP に則った治療が行われ、救命例も報告さ

れているが、MRP 導入例の多くが救命に至ら

ず確立された治療法としての合意は得られて

いない。WHO における専門家会議では、狂犬

病確定例に、苦痛の軽減を目的とした緩和治療

を推奨し、人工呼吸器の使用などの侵襲的処置

は避けるべきとの見解が表明されている。狂犬

病患者に対する院内感染対策として、飛沫感染

及び接触感染予防の順守が求められる。患者と

接触する医療従事者に対しては、曝露のリスク

に応じて、狂犬病ワクチンによる曝露後後免疫、

曝露前免疫の実施を検討する必要がある。（菅

沼）。 

 

５）野兎病の病原性発現機構の解析： 

 野兎病菌は非常に高い感染性と病原性を有

しており、野兎病菌病原因子や発症機序の解明

は公衆衛生上重要である。これまでに、マウス

継代を用いて野兎病菌の弱毒株と強毒株のゲ

ノム比較解析から、弱毒株は pdpC 遺伝子内の

1 塩基欠損により、マウス病原性が消失してい

る事を明らかにした。本研究では、野兎病菌

pdpC 遺伝子が関与している他の病原遺伝子を

同定、又は新たな病原遺伝子を同定する事を目

的とし、弱毒株と強毒株の遺伝子発現比較解析

を試みた。昨年度は、野兎病菌のタンパク質を

コードする1604遺伝子中で21遺伝子が有意に

発現変動している事を明らかにした。本年度は、

このマイクロアレイ解析について詳細に再検

討を行った結果、強毒株では一部の tRNA が強

く発現しており、菌体内で病原遺伝子候補を含

むタンパク質の生合成が活発である可能性が

示唆された。また、弱毒株と強毒株では、6 遺

伝子（Isflu1、hupB、usp、FTT_1140、FTT_0272、

FTT_965c)の発現量差異が確認された。この事

から、これら 6 遺伝子は新たな病原性関連遺伝

子である可能性が示唆された。 

（宇田）。 

 

６）動物由来細菌性腸管感染症の感染制御に関

する研究： 

 乳児の糞便を無菌（GF）マウスに経口投与

して作出したノトバイオート（GB）マウスに

おいて、EHEC 感染に抵抗性を示す GB マウス

の存在を明らかにしてきた。本研究では GF マ

ウスに EHEC 感染に対する抵抗性を付与でき

る機構の解析を試みた。その結果乳児の糞便に

存在する Bifidobacterium の菌種や菌株の中に

EHEC による感染死を抑制する効果を有する

ものがあることが明らかになった。特に B. 

longum subsp. infantis 157F-4-1（B. infantis 157F）

には抑制効 
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果があることを明らかにした（山田）。 

 

７）食虫目、翼手目等のハンタウイルス等の分

子疫学情報の蓄積： 

 ハンタウイルスの分子疫学情報の蓄積のた

め、モンゴル、ベトナム、ミャンマー、日本お

よびロシアの野生小型哺乳類のハンタウイル

ス感染状況を昨年度に引き続き解析した。その

結果、これまでに明らかになっている齧歯目、

トガリネズミ形目、および翼手目のハンタウイ

ルスの解析から、ハンタウイルスはユーラシア

大陸で誕生したと推測された。また、これらの

小動物からウイルス分離・同定を行った結果、

ベトナムの翼手目から３株の新規翼手目ヘル

ペスウイルス、北海道のヒメネズミから新規の

齧歯目ヘルペスウイルスが分離・同定された。

新規ウイルスを分離するツールとして齧歯目、

トガリネズミ形目、翼手目の初代培養細胞の分

離を広く行い、新たにヒミズ (Urotrichus 

talpoides)の初代培養細胞の分離に成功した（新

井）。 

 

８）中東呼吸器症候群（MERS）の血清診断法： 

 MERS は 2012 年にサウジアラビアで新興し

た新型のコロナウイルス（CoV）による新興感

染症で、ヒトコブラクダが感染源とされている。

MERS-CoV の血清疫学、ヒトへの感染経路に

ついては未だ不明な点が多く、また、

MERS-CoV がラットなどの実験用小動物にど

の程度可能なのか等、宿主域について知見が十

分に得られていない。本研究では MERS-CoV

の VSV シュードタイプを作製し、MERS-CoV

に対する中和抗体測定法を開発した。また、

VSV シュードタイプを用いた解析から、

MERS-CoV のラットへの感染効率は低いこと

が明らかとなった。（福士）。 

 

９）コリネバクテリウムに関する研究： 

 ジフテリア様の症状を示すジフテリア毒素

産生性の Corynebacterium ulcerans（C. ulcerans）

による感染症について、リンパ節膿瘍を示す 6

歳の女児での新規 1 症例が報告された。この患

者からの分離菌株は、本邦初発例と類似の

MLST タイプに属した。動物における疫学調査

から、シカが自然界の保菌動物として重要で、

シカからウシやネコなどが感染して、ネコが人

への感染源の一つと考えられた。C. ulcerans, C. 

diphtheriae および C. pseudotuberculosis を類縁

の Corynebacterium 属菌から鑑別するマルチ

プレックス PCR 法を昨年度開発したが、汎用

するには改良が必要なことが判明した。また、

マウス C. ulcerans 感染モデルを用いて IgM 抗

体が検出された。（山本）。 

 

１０）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： 

 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。本研究では、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。本年度は、新規に同定したラブ

ドウイルス科のニシムロウイルスのイノシシ

での疫学調査を行い地域により感染率が大き

く異なることを明らかにした。イノシシ由来の

新規フレボウイルスは全国に蔓延しているこ

とが明らかとなった。また、マダニ由来新規ト

ーゴトウイルスのイノシシでの疫学調査を実

施した結果、西日本では多くが感染しているが

東日本には神韻していないことが明らかにな

った。更に、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

イルスを同定した（前田）。 

 

１１）古典的回帰熱の新規抗体検査抗原の確立

のための研究： 
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 ボレリア属細菌は大腸菌等で血清型決定基

となるような LPS を持たないこと、また鞭毛

抗原遺伝子は高度に保存されていること等か

ら、これらをもとにした血清型による型別や感

染病原体種の血清学的同定が不可能であり、ボ

レリア感染症においては抗体検査によってそ

の感染種の同定は困難とされてきた。しかしな

がら、ゲノム解析技術の向上により、回帰熱群

特異的抗原や新興回帰熱群特異的抗原が in 

silica 解析で抽出できるようになってきた。本

研究では、候補として選定した 59 orfs の内 44  

orfs (74.5%)を大腸菌を用いて単離・発現させた。

これらの組換え抗原を用いて、まず、回帰熱群

ボレリア、新興回帰熱ボレリア、ライム病群ボ

レリアを感染させたマウス血清を用いて抗体

が誘導される抗原の選定・絞り込みを行う予定

である（川端）。 

 

１２）動物由来新興ヒトバベシア症原虫の国内

感染実態の解明： 

 ヒトバベシア症は、マダニ媒介性の人獣共通

感染症である。世界的には、米国の B. microti 

と欧州の B. divergens が主要因であるるが、流

行地域以外での近縁種や新種が患者から相次

いでみつかり、新興感染症として注目されてい

る。本研究では、日本に存在しないとされてい

た B. divergens を初めてシカから検出し、全国

的に分布している事を明らかにした。また、分

子疫学的解析から、本原虫は欧州、米国と同じ

クレードに属する原虫であり、今後、感染患者

が発生する可能性が示唆された。さらに、米国

のB. microtiと同系統であるB. microti US-type4 

株ををシュルツマダニから国内で初めて分離

した。分離株は遺伝的、抗原的に野ネズミ由来

の原虫と同一であり、シュルツマダニが自然界

での媒介種であることが明らかになった（新

倉）。 

 

D. 考察： 

 新興・再興感染症の大部分が動物由来感染症

である。これらのうち国内で稀にしか発生して

いない、あるいは現在発生のない動物由来感染

症について、ヒトへの感染リスクを評価するた

めに必要な知見を集積する必要がある。新興動

物感染症病原体のうち霊長類に致死的感染症

を起すもの、全く新規に動物で同定されたウイ

ルス感染症などは、科学的にヒトへのリスクを

評価するための知見を集積する。宿主域が拡大

し、本来の宿主動物から霊長類にまで致死的感

染症をおこすようになったものに関しても、人

へのリスクを評価する必要がある。さらに、こ

れらの感染症が国内で発生した場合の診断・迅

速検査法を確立する。動物の常在細菌や環境中

の菌等から病原性腸内細菌に対し抗菌作用を

示す菌種を探索する。これらにより総合的に動

物由来感染症対策の体制整備を目指すことを

目的とする。 

 本研究計画は 3 年間にわたる研究で、今年度

は２年度にあたる。結果に記載したように、対

象とするモルビリウイルス、サルレトロウイル

ス、狂犬病ウイルス、新興コロナウイルス、ハ

ンタウイルス、野兎病菌、コリネバクテリウム

に関しては、ほぼ当初の研究計画の予定の結果

を得ている。また、Bifidobacterium の特定の菌

株には E. coli O157:H7 感染防御効果があるこ

とが判明した。さらに、国内外の野生動物から

動物由来感染症病原体の保有状況の網羅的調

査を行い、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。また、フェレットコロナウイルス

等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。北海道のヒメネズミ及びベトナ

ムの翼手目から新規ヘルペスウイルス４株が

分離された。これらの検出系に関しても確立し

たモニに関しては疫学的調査も実施された。日
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本に存在しないとされていた B. divergens をは

じめてシカから検出し、全国的に分布している

事を明らかにした。シュルツマダニが B. 

microti US-type の自然界での媒介種であるこ

とが判明した。これらのことから、今後、国内

でもヒトバベシア症が発生するリスクがある

と思われた。 
 
E. 結論 
(1)サルに致死的流行を起こしたイヌジステン
パーウイルスをクローン化したプラスミドか
ら RG により回収して性状を調べた。また、
新規ネコモルビリウイルスが国内のネコでも
20%以上が感染し一部は持続感染する。ウイ
ルスには 3 遺伝子型があるが地理的分布とは
一致しない。(2)ニホンザルに致死的なレトロ
ウイルス SRV4 を RG で回収し病気が引き起
こされること、受容体（ASCT2）を同定した。
(3)狂犬病の固定毒と街上毒の G 蛋白質の細胞
内局在と粒子形成に G 蛋白質の糖鎖修飾が重
要な役割を果たすことが分かった。(4) MERS
コロナウイルスの S蛋白を外套した VSV シュ
ードタイプによる中和抗体測定法を開発し、
ラットの dipeptidyl peptidase 4（Dpp4）がレセ
プターとして機能しないことが分かった。 (5) 
野兎病菌の新規病原体遺伝子 pdpC 遺伝子の
機能を解析するため、pdpC 遺伝子欠損弱毒株
と強毒株の遺伝子発現プロファイルを比較し、
6 遺伝子の発現レベルが異なることを見出し
た。 (6) 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。また、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。
北海道のヒメネズミ及びベトナムの翼手目か
ら新規ヘルペスウイルス４株が分離された。
(7) 齧歯目、トガリネズミ形目、および翼手目
のハンタウイルスの解析から、ハンタウイル
スはユーラシア大陸で誕生したと推測された。
(8) 抗体検査によってその感染種の同定は困難
とされているボレリア感染症において、in silico
解析により回帰熱群特異的抗原や新興回帰熱群
特異的抗原を推定し、大腸菌で組換え抗原を作
製した。 (9) Bifidobacterium の特定の菌株には
E. coli O157:H7 感染防御効果があることが判
明した。(10) シカが Corynebacterium ulcerans
の自然界の保菌者でネコ等に感染させ、ネコ

が人への感染源の一つになることが

示唆された。(11) 日本に存在しないとされて
いた B. divergens をはじめてシカから検出し、
全国的に分布している事を明らかにした。シ
ュルツマダニが B. microti US-type の自然界で
の媒介種であることが判明した。今後ヒトバ
ベシア症が国内でも発生するリスクがある。 
(11) ヒト狂犬病のこれまでの Milwaukee 
rabies protocol による救命 8 症例を参考に現時
点で行い得る治療法、院内感染対策などに関
してまとめた。 
 
F．健康危険情報 
 サルでの CDV 感染症の流行は 2008 年以降
報告されていない。また、SRV4 によるニホン
ザルの致死的血小板減少症も京都大学霊長類
研究所では制御されている。SRV5 によるニホ
ンザルの致死的血小板減少症が確認された。
これらのヒトへの感染例は未だ報告されてい
ない。狂犬病は、これまで日本と同様清浄国
とされていた台湾で、野生動物のイタチアナ
グマで流行しているが、イヌへの感染は 1 例
にとどまっている。 
 
G. 研究発表 
 各研究分担者及び「III. 研究成果の刊行に関
する一覧表」に記載した。 
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厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再

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：新興モルビリウイルスの病原性と動物由来新興 

ウイルスの国内疫学と総括 

 

研究分担者：森川 茂（国立感染症研究所獣医科学部部長） 

研究協力者：朴ウンシル、鈴木道雄、木村昌伸、今岡浩一（同獣医科学部）、河合康洋、

網康至、山田靖子（同、実験動物管理室）、吉河智城、西條政幸（同、ウイルス第一部）、

酒井宏治、竹田誠（同、ウイルス第三部）、阪井弘治、俣野哲朗（同、エイズ研究センタ

ー）、永田典代、岩田奈緒子、鈴木忠樹、長谷川秀樹（同、感染病理部）、久保田菜美、

齊藤隆一、水谷浩志、丸山啓二（東京都動物愛護センター）、古谷哲也、水谷哲也（東京

農工大） 

 

研究要旨：新興・再興感染症の大部分は動物由来感染症である。サルの新興モルビリウイ

ルス感染症はイヌジステンパーウイルス(CDV)による。この CDV をリバースジェネティッ

クスにより回収し、元の CDV と同様イヌ、マカク属サル SLAM により感染することを確認

した。CDV 感受性マウスモデル作製のため、マカク属サル SLAM／nectin4 TG マウス作出

が進展した。一方、近年新興ウイルスとして同定されたネコモルビリウイルスの国内のネ

コにおける抗体陽性率、ウイルス感染率を明らかにし、日本でもネコモルビリウイルスが

浸淫していることが明らかとなった。ネコモルビリウイルス感染ネコのほとんどが腎炎陽

性であったが、腎疾患との有意な関連は未だ得られていない。ネコモルビリウイルスに近

縁なウイルスが他種動物やヒトに存在するかのは不明であり、今後の調査が必要である。

 

A．研究目的： 

 ほとんどの新興・再興感染症は動物由来

感染症であることから、その対応には既に

新興・再興感染症として顕在化したものだ

けではなく、宿主域を拡大するなど人の新

興感染症になり得ると考えられる動物感染

症も対象とした研究が求められる。パラミ

クソウイルス科のモルビリウイルスは、宿

主域を拡大し易いウイルスと考えられてい

る。実際、ウイルスの遺伝的解析等から、

麻疹ウイルスは牛疫の原因ウイルスである

リンダーペストウイルスがヒトへ馴化した
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ことが明らかとなっている。また、イヌ類

を自然宿主とする犬ジステンパーウイルス 

(Canine Distemper Virus, CDV)は、自然界で

宿主域を拡大し、多くの野生動物に致死的

感染症を引き起こし、ライオン、トラ、パ

ンダなどにも甚大な被害が出ている。さら

に宿主域を拡大し、中国、日本などでマカ

ク属サルに大規模な致死的感染症の流行を

引き起こしている。サルに致死的な CDV は、

イヌなどから分離された CDV と比較して

保存された 19 箇所のアミノ酸に変異があ

る。また、マカク属サルではリンパ球のレ

セプターSLAM が CDV に親和性があり感

受性がある。サルから分離された CDV は、

イヌでも高い病原性を示すことから、CDV

がサルにまで宿主域を拡大した理由は、19

箇所のアミノ酸変異によりウイルスの病原

性が高くなっている可能性が示唆された。

一方、サルから分離された CDV は H 蛋白

の 1 アミノ酸の変異により容易にヒト

SLAM を効率よく利用できるようになるこ

とから人の新興感染症となるリスクがある。 

 本研究では、サルから分離された CDV の

遺伝子改変を可能にするためリバースジェ

ネティックスにより感染性ウイルスを作製

し、強毒化に関わる変異を同定することを

最終目的とする。また、病原性解析には小

動物モデル系が必須であるため、マカク属

サルの SLAM と上皮細胞レセプターである

Nectin4 を knock in/knock out した B6 マウス

を作製する。これらを用いて CDV の宿主域

拡大に関わる遺伝的変異を明らかにし、将

来ヒトへの感染域拡大に繋がる可能性を明

らかにすることを目的とする。 

 一方、2012 年に新規のモルビリウイルス

としてネコモルビリウイルス（ feline 

morbillvirus; FMoV）が分離同定された。本

ウイルスは、これまで全く未同定のウイル

スであったため、近縁なウイルスが他種動

物やヒトに感染しているのか否かも不明で、

感染症との関連も不明である。そこで、国

内のネコへのネコモルビリウイルスの浸淫

状況を調査し、感染症との関連を明らかに

することを目的とした。 

 

B. 材料と方法： 

1） サルでの CDV 感染症流行後期の CDV

のカニクイザル感染実験： 

 これまで流行初期のサルから分離された

ウイルスの感染実験によりサルが全身感染

することが分かっている。そこで、流行後

期のサル由来ウイルスの感染実験を行った。 

2） サルから分離されたCDVのリバースジ

ェネティクス： 

 CDV のリバースジェネティクスは、基本

的に麻疹ウイルスで用いられている方法を

用 い た 。 ウ イ ル ス RNA 転 写 用 の

T7promoter-CDV-CYN07-dV-cDNA-delta 

ribozyme 、 ウ イ ル ス 蛋 白 発 現 用 の

pKS336-CDV-CYN07-dV-NP, pKS336- CDV- 

CYN07-dV-P, pKS336-CDV-CYN07- dV-L を

作製し、これらを T7-polymerase 発現 BHK

細胞に cotransfection する。トランスフェク

ションした細胞に CDV 感受性の dogSLAM
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発現 Vero 細胞を重層して培養し、ウイルス

を回収する。 

3） マカク属 SLAM knock-in マウス作製用

ベクターの作製： 

 大野らがヒト SLAM knock-in マウス作製

に用いたベクターpTK2-5 (JVI 81:1650-59, 

2007) をベースに V domain をコードする

exon 2 をマカク属 SLAM に入れ替えた。こ

の targeting vectorをマウス ES細胞に導入し、

マカク SLAM を発現する ES 細胞を相同組

換えにより作製し、キメラマウスを作出し

て、最終的にマカク SLAM 発現マウスを作

製する。必要に応じて I 型インターフェロ

ンレセプター欠損も導入する。 

4） マカク属 nectin4 トランスジェニックマ

ウス作製用ベクターの作製： 

 Nectin4 に関しては、上皮系でのみ発現す

る た め の targeting vector 、 CAG 

promoter-stop-cassette-mNectin4、を作製した。

この targeting vector をマウス nectin4 KO-ES

細胞にベクターを導入し TG マウスを作製

する。本 TG マウスでは、Tamoxifen 投与に

より Keratin14-CreERT2 が上皮細胞特異的

に核内移行し、stop-cassette 除去。その結果、

macNectin4 を発現するマウスとなると予想

される。 

5） FMoV 抗体検出系の確立と血清疫学と

FMoV 感染ネコからのウイルス遺伝子検

出： 

 FMoV NP 発現 HeLa 細胞を樹立し、塗抹

標本を作製して間接蛍光抗体法用抗原とし

た。本抗原により国内のネコの血清抗体を

調べた。FMoV 抗体陽性、抗体陰性ネコの

尿から RT-PCR によりウイルス遺伝子を検

出した。 

（倫理面からの配慮について） 

遺伝子組換え実験では機関承認及び大臣確

認実験として承認を受け、動物実験にあた

っては国立感染症研究所動物実験委員会に

申請し承認されている。 

 

C. 結果： 

1） 流行後期のサル由来 CDV の感染実験： 

 サルでの流行後期には、初期の CDV の遺

伝子配列に 11 塩基の変異が蓄積したこと

が分かっている。そこで、流行後期に分離

された CDV CYN11-dV 株を２頭のカニク

イザルに実験感染した。その結果、流行初

期のサル由来 CDV CYN07-dV 株と同様の

リンパ球 viremia をおこした。全身感染に関

しては現在病理組織学的に解析中である。 

2） サルから分離されたCDVのリバースジ

ェネティクス： 

 T7promoter-CDV-CYN07-dV-cDNA-delta 

ribozyme のコンストラクトを作製した。全

塩基配列を決定し、変異がないことを確認

した。タンパク発現様プラスミドとして、

NP, P, L を 発 現 す る pKS336-CDV- 

CYN07-dV-NP, pKS336-CDV-CYN07-dV-P, 

pKS336-CDV- CYN07-dV-L を作製した。こ

れらの遺伝子配列を決定し、変異がないこ

とを確認した。これらのプラスミドを

T7-polymerase 発現 BHK 細胞へ導入し、

dogSLAM 発現 Vero 細胞を重層して培養し
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たところ、CDV 特異的な CPE が出現し感染

性ウイルスが回収された。回収された CDV 

CYN07-dVRG は、発症したカニクイザルか

ら分離された CDV CYN07-dV 株と同様、

dogSLAM, macSLAM を介した感染と細胞

融合をおこしたが、humanSLAM を介した

感染、細胞融合は起こさなかったことから、

親株の CDV の性状を持ったウイルスが回

収されたと考えられる。回収されたウイル

スはカニクイザルのリンパ球に感染するこ

とが確認された。 

 

3） サルから分離されたCDV等の病原性解

析可能な小動物モデル系の開発： 

 カニクイザルから分離された CDV 

CYN07-dV 株は、サルに全身感染を起すが、

本株の病原性に関与する遺伝子変異を解析

するにはリバースジェネティクスにより

CDV CYN07-dV 株と犬由来 CDV 株などと

の種々のキメラ CDV や変異導入 CDV を作

製して病原性を比較する必要がある。カニ

クイザルを用いてこれらの解析をするため

には莫大な予算が必要で、実質的に実施で

きる状況にない。CDV は、免疫系細胞では

SLAM を、上皮系細胞等では nectin4 をレセ

プターとして感染するため、小動物代替モ

デルとして、マカク属サル SLAM 及び

nectin4 発現マウスの作製を試みた。マカク

属サル SLAM は、大野らが humanSLAM 

knock-in マウス作製に用いたベクター

pTK2-5 (JVI 81:1650-59, 2007) をベースに

V domain をコードする exon 2 をマカク属

SLAM に入れ替えた。V domain の N 末端の

の 2 アミノ酸をヒトや他の霊長類(28R, 

49Y)型からマカク属サルの 28 H, 49 H に置

換するため、部位特異変異により pTK2-5

のヒトSLAM exon2にC273T, A339Gの変異

を導入した。これをベースに targeting vector

を作製し、マウス ES 細胞株を樹立するため

IDG26.10-3ES 細胞に transfection して、300

クローン選択して相同組換えの有無を確認

している。マカク属 nectin4-TG マウス作製

には、conditional expression vector  である

pEx-CAG-stop-bpAにmacNectin4 cDNAを挿

入した。IDG26.10-3ES 細胞の Rosa26 遺伝

子座のアクセプターアレルの hygromycin 耐

性遺伝子部位を DNA 組換え配列(att 配列)

に よ る 組 み 換 え を 行 う 。

macSLAMKI/+IDG26.10-3ES 細 胞 に

pEx-CAG-stop-bpA-macNectin4 と BP クロナ

ーゼ発現 pCAG-C31 Int と cotransfection し、

G418 選択後にマカク属 nectin4 が相同組換

えされた細胞（macSLAMKI/+,macNectin4+/- 

 IDG26.10-3ES 細胞） を選択している（図

2）。ES 細胞での組換えを確認後マウスを

作製する。これまでに作製した I 型インタ

ーフェロンンレセプターKO マウスと交配

して、mac-SLAM, -nectin4 発現/InfaR(-/-)マ

ウスを最終的に作出する。このマウスを作

出後に、CDV 感染実験を行う。 

 

4） ネコモルビリウイルス（FMoV）感染ネ

コの調査： 

 FMoV NP 発現 HeLa 細胞を樹立し、細胞
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塗抹標本を抗原として間接蛍光抗体法

（IF）を行った。この IF では CDV 感染イ

ヌ血清は反応しないことから、血清学的に

CDV とは交差しないと考えられる。 

 動物愛護センターで採取されたネコ血清

100 検体中 21 検体(21％)が抗体陽性であっ

た（表１）。一方、これらの腎組織あるい

は尿からの FMoV 遺伝子検出を RT-PCR あ

るいは nested RT-PCR で行った結果、100 匹

中 22 匹（22%）が遺伝子陽性で、FMoV に

感染していた。遺伝子陽性 22 検体中腎及び

尿で陽性を示したのが 13 検体、尿のみ陽性

が 4 検体、腎組織のみ陽性が 5 検体であっ

た。また、FMoV 遺伝子のみ陽性、FMoV

遺伝子及び抗体陽性、抗体のみ陽性の検体

があった。 

 病理組織学的に RT-PCR 陽性 22 検体と

RT-PCR 陰性/抗体陽性 7 検体の腎組織を解

析した結果、RT-PCR 陽性 22 検体中 13 検

体（77％）、RT-PCR 陰性/抗体陽性 7 匹中

2 匹(53％)で中度から重度の間質性腎炎が

認められた（表１）。この内、免疫組織染

色法により病変部位で FMoV 抗原が認めら

れたのは RT-PCR 陽性の 4 検体のみであっ

た（図３）。この４検体の 3 検体に関して

より詳細に検討した結果、いずれも慢性間

質性腎炎が認められ、病変部の尿細管に

FMoV 抗原が認められ、1 検体は移行上皮細

胞が抗原陽性であった。なお、RT-PCR 陰

性/抗体陽性 7 検体の腎組織には、いずれも

免疫組織染色では FMoV 抗原が認められた

（表１）。 

 

5） 国内の FMoV の分子系統樹解析： 

 FMoV 遺伝子陽性検体の L 遺伝子の部分

配列に基づく分子系統樹解析を行った結果

（図４）、香港株 FMoV 3 株（M252A, 761U, 

776U）と日本の株は、３つの遺伝子型に分

けられるが、地理的分布と遺伝子型は一致

しなかった。 

た。 

 

D. 考察： 

CDV は宿主域を拡大し、ライオン、トラ、

パンダや種々の野生動物が感染し死亡して

いる。2008 年には CDV はマカク属のサル

へも感染域を拡大し、大規模な致死的感染

症を起こしていることから、ヒトへの感染

リスクも危惧された。これまでに、１）サ

ルから分離された CDV は、イヌ、サルの

SLAM 及びイヌ、サル、ヒトの nectin4 をレ

セプターとして感染する、２）H 蛋白の 541

位の近傍の１アミノ酸変異でヒトの SLAM

をレセプターとして利用できるようになる、

３）イヌ由来 CDV も同様の感染域を持つ、

４）サル由来 CDV は、イヌにも強い病原性

を示す、５）サルでの流行後期には、流行

初期の CDV の遺伝子配列に 11 塩基の変異

が蓄積したことが分かっている。また、海

外で行われた犬由来 CDV のサル感染実験

では、リンパ球には感染するが上皮系細胞

には感染が広がらないとの報告がある。こ

れらから、本来 CDV はマカク属サルのリン

パ球に SLAM を介して感染するが、サルで
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流行した CDV は強毒であったと考えられ

る。サル由来 CDV はイヌ由来 CDV と比較

して多くの変異が認められるが、その原因

は不明である。今回の研究では、サルでの

流行後期の CDV 株のサルへの感染実験を

行ったが、現時点では病理組織学的解析の

途中で結論が出ていないため、流行後期の

ウイルスへの遺伝子変異の蓄積が病原性と

関連するかは不明であるため、来年度に結

論を出したい。サルに病原性を示す CDV の

病原性に関与する遺伝的変異を明らかにす

ることは、リスク評価の上からも重要であ

るため、サル由来 CDV をリバースジェネテ

ィックス（RG）により感染性ウイルスを回

収した。現時点ではサルのリンパ球に効率

よく感染することが分かったため、サルへ

の感染実験により元の CDV と同様の病原

性を有するかを明らかにしたい。その上で、

イヌ由来CDVとのキメラウイルスをRGに

より回収する予定である。また、病原性比

較には多くの動物感染実験が必要であるこ

とから、CDV 感受性マウスを作出している。

マカク属 SLAM knock-in、マカク属 nectin4 

TG の ES 細胞クローンを得ているため、マ

ウス作成を来年度行いたい。また、既に

InfaR(-/-)マウスを作製したので、InfaR(-/-)

も導入予定である。 

一方、近年分離同定された新規ネコモル

ビリウイルスの国内のネコにおける抗体陽

性率、ウイルス遺伝子陽性率を継続して調

査した結果、抗体陽性率、ウイルス遺伝子

陽性率は共に 20%程度と、国内のネコにお

けるネコモルビリウイルス感染率は高かっ

た。抗体陽性、遺伝子陰性の腎組織で免疫

組織染色法では抗原陽性の検体が多かった

こと、遺伝子陽性で抗体陽性の検体が多い

ことから、本ウイルスが持続感染すること

がわかった。感染ネコのほとんどが間質性

腎炎陽性であるが、現時点では本ウイルス

と疾患との関連は明らかでない。これまで

の予備調査では、本ウイルスの抗体陽性の

イヌは見出されていないが、動物種、検体

数を増やして調査する予定である。 

 

E. 結論 

 サルの致死的感染症の流行の原因となっ

た CDV は病原性が高い。その原因を解析す

るために RG によりウイルスを回収した。

CDV の病原性を解析するためのマウスモ

デルとしてマカク属サル SLAM／nectin4 

TG マウスの作出が進展した。 

 ネコモルビリウイルスは国内のネコにお

いても 20%程度に感染し、さらに多くが持

続感染している。ウイルスは遺伝的に 3 型

に分けられるが、地理的分布とは一致しな

い。本ウイルスと疾患との関連に関しては

さらなる研究が必要である。 
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図１．モルビリウイルスと CDV の宿主域拡大 

 

 

 

図２．国内のネコにおけるネコモルビリウイルスの遺伝子陽性率と抗体陽性率
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表１. ネコモルビリウイルス遺伝子または抗体陽性ネコにおける間質性腎炎 

 

 

図３.慢性間質性腎炎の腎組織中の FMoV 抗原の分布

 

N010, N101 では病変部位の尿細管に、N055 では移行上皮細胞に FMoV 抗原が分布する。
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図 4．FMoV の日本株と香港株の分子系統樹 

 

 

 

香港株 FMoV 3 株（M252A, 761U, 776U）と日本株（その他全て）は３つの 

遺伝子型を形成するが地理的分布と遺伝子型は一致しない。 
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厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再

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） 

食虫目、翼手目等のハンタウイルスの分子疫学情報の蓄積研究 

 

研究分担者：新井 智 (国立感染症研究所 感染症疫学センター) 

研究協力者：池山優、荒木和子、佐藤 弘、多屋馨子、大石和徳(国立感染症研究所 感染症

疫学センター)、川田伸一郎(国立科学博物館)、城ヶ原貴通(岡山理科大)、太田香織(東京都

動物園協会)、水谷哲也(東京農工大学)、本川雅治(京都大学)、大館智志、南波興之、鈴木仁

(北海道大学)、福井大(和歌山大学)、永田典代(国立感染症研究所 感染病理部)、森川茂(国立

感染症研究所 獣医科学部)  

 

研究要旨：ハンタウイルスの分子疫学情報の蓄積のため、引き続きモンゴル、ベトナム、

ミャンマー、日本およびロシアのサンプルについて野生小型哺乳類のサンプルを入手しハ

ンタウイルス感染を検索した。これまでに感染を確認したサンプルについては、全長配列

の決定の為に継続した配列検索を進めた。これまでベトナムの翼手目から分離した３株の

未知のウイルスは、新規の翼手目ヘルペスウイルスであった。一方、北海道のヒメネズミ

から分離したウイルスは、新規の齧歯目ヘルペスウイルスであった。これまでに明らかに

なっている齧歯目、トガリネズミ形目、および翼手目のハンタウイルスの解析から、ハン

タウイルスはユーラシア大陸で誕生したことを推測した。新しいウイルスを分離するツー

ルとして齧歯目、トガリネズミ形目、翼手目の初代培養細胞の分離を広く行い、新たにヒ

ミズ(Urotrichus talpoides)の初代培養細胞の分離に成功した。今後、新たに明らかになった翼

手目由来ハンタウイルスを含め、小型野生動物の未知のウイルスの分子疫学情報をさらに

収集する予定である。 

 

A. 研究目的 

 近年、小型野生動物を自然宿主とするウイ

ルスによるアウトブレイクが複数報告され

ている。特に 2014 年 2 月にギニアから始ま

ったエボラウイルスのアウトブレイクは、

2015 年 1 月 23 日現在、21,689 例の症例と

8,626 例の死亡が確認され、大きな社会問題

となっている。これら動物由来感染症の感染

メカニズム、細胞生理や分子疫学情報解析の

ため、自然宿主の株化細胞が求められている。
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特にウイルス感染においては、自然宿主の細

胞は、ウイルスを増殖させるだけでなく、感

染メカニズムの解析に利用可能で、診断用抗

原の作成や免疫応答の解析に利用するなど

ワクチン開発に必要不可欠なツールとして

機能する。これまでハンタウイルスでは、齧

歯目が主な自然宿主と考えられてきたもの

の、2007 年以降トガリネズミ形目や翼手目

に新しいハンタウイルス感染が報告され、こ

れまで考えられてきた以上に多様な生物が

ハンタウイルスに感染している事実が明ら

かになってきた。更に 2013 年には、本研究

班において翼手目の新しいハンタウイルス

の存在を明らかにした。そこで、これら小型

野生哺乳類の未知のハンタウイルス感染を

明らかにするとともに、効率よくウイルスを

分離するため、自然宿主である齧歯目、トガ

リネズミ形目、翼手目の肺や腎臓から初代培

養細胞を分離し、ウイルスの分離に利用する

ことを計画した。 

 

B. 研究方法 

1) これまでに入手することのできたモンゴ

ル、ベトナム、ミャンマー、日本および

ロシアのサンプルについてハンタウイル

ス共通領域にデザインしたプライマーを

用いて新規ハンタウイルスの検索を行っ

た。スクリーニング用プライマーには、

S, M , L-segments のそれぞれに対してデ

ザインし、できる限り多様なウイルスが

検出できるようにデザインした。また、

生材料が入手できた場合には、肺および

腎臓から可能な限り初代培養細胞を分離

し、未知のウイルス分離用として利用を

目指すと共に、これらの細胞から未知の

ウイルスが検出されるかどうか検索した。 

  

2) 初代細胞の分離は、齧歯目の Myodes rex、

Myodes rufocanus 、 Myodes rutilus 、

Apodemus argenteus、Apodemus speciosus、

トガリネズミ形目の Crocidura dsinezumi、

Sorex gracillimus、Sorex caecutiens、Sorex 

unguiculatus、Urotrichus talpoides 翼手目の

Cynopterus brachyotis 、 Hipposideros 

laravatus、Hipposideros pomona 、Ia io、

Kerivoula cf. papillosa、Megaerops niphanae、

Myotis muricola 、 Myotis siligorensis 、

Phoniscus jagorii、Rhinolophus acuminatus、

Rhinolophus luctus 、 Rhinolophus 

microglobosus 、 Rhinolophus pearsonii 、

Rhinolophus sinicus、Rhinolophus thomasi、

Rhinolophus sp.、Tylonycteris pachypus、

Tylonycteris sp.の肺および腎臓を用いた。

CPE の認められた初代細胞については培

養上清を用いて電子顕微鏡による観察を

行い、電子顕微鏡でウイルス様粒子が確

認されたサンプルについてシークエンス

による感染ウイルスの同定を行った。 

（倫理面からの配慮について） 

 野生動物の捕獲調査では、可能な限り生存

した状態で捕獲し、麻酔科で安楽殺した後に

組織を採取した。 

 

C. 研究結果 

1) これまでに報告されているハンタウイ

ルスおよびこれまでに検出した齧歯目、



 27

トガリネズミ形目、翼手目のハンタウイ

ルス配列からハンタウイルスの起源は

ユーラシア大陸にあることを推測した

(図 1) 

2) 初代培養細胞の分離に伴い、ベトナムの

翼手目から新規ヘルペスウイルスの分

離に成功した(図 2)。 

3) 未知のウイルス感染対策の一環として、

多様な生物種から初代培養細胞を分離

することを進めた。その結果、新たにベ

トナムの翼手目や日本のヒミズから初

代培養細胞の分離に成功した(図 3)。 

4) 昨年度の研究で分離していた北海道の

ヒメネズミから分離した未知のウイル

スは、新規齧歯目ヘルペスウイルスであ

ることが明らかになった。 

 

D. 考察 

近年、未知のウイルスや新規病原体の解析に

次世代シークエンサーを用いた解析が頻繁

に用いられるようになってきた。しかしなが

ら、臨床検体を用いた解析では、断片的な結

果は得られるものの、宿主の遺伝子配列がノ

イズとして多数検出され、十分な結果が得ら

れない場合も多数報告されている。そこで、

新規ウイルスや未知のウイルス性感染症対

策の一環として、これまでに株化細胞が樹立

されていない生物種について初代培養細胞

を分離し、効率良くウイルス分離するツール

作りを進めた。 

今回、昨年度の続き、新たに日本のヒミズ

(Urotrichus talpoides)で初代培養細胞の分離

を試みたところ、培地にサプリメント加える

ことで良好な増殖を得ることができた。ヒミ

ズの初代細胞分離に利用した培地をコウベ

モグラについても利用したところ、良好な増

殖を認めた。しかしながら、細胞増殖に伴い、

コウベモグラに潜在的に感染していたウイ

ルスの再活性化が観察され、強度の

CPE(cytopathic effect)が認められ、細胞分離

は成功しなかった。また、手技的にも臓器ご

とに若干の変更を加えることでこれまで以

上に良好な増殖を得られること明らかにな

ってきた。今後、検体数を増やし検証を進め

る予定である。 

今回、未同定のウイルスの塩基配列を決定

したところ、3 株が新規翼手目ヘルペスウイ

ルスで 1 株が齧歯目ヘルペスウイルスであ

った。電子顕微鏡による観察と若干の齟齬が

認めらえたが、サンプル純度等に若干問題が

あった点が挙げられ、今後改良の必要がある

と示唆された。 

 

E. 結論 

① これまでに明らかになったハンタウイ

ルスの解析から、ハンタウイルスはユー

ラシア大陸起源であると推定した。 

② トガリネズミ形目、齧歯目および翼手目

の初代培養細胞の分離に成功した。 

③ 分離できた初代培養細胞の分離に伴い

複数の株に CPE が検出され、シークエ

ンスの結果、新規翼手目ヘルペスウイル

スおよび新規齧歯目ヘルペスウイルス

の分離に成功した。 

 

F. 健康危険情報 
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図1. 世界各地のハンタウイルスの地理的系統関係 
(全てのウイルスがアジアタイプから分岐している)  
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厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再

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） 

狂犬病の病原性解析と新興ラブドウイルスの診断法の開発 

 

研究分担者：井上 智 国立感染症研究所 獣医科学部 

研究協力者：濱本紀子、宇田晶彦、野口章、加来義浩、奥谷晶子（同 獣医科学部）、飛梅

実（同 感染病理部）、朴天鎬（北里大学 獣医病理学研究室） 

 

研究要旨：狂犬病ウイルス（RV）は自然感染では潜伏期間中に RV に対する抗体は産生さ

れずウイルスも検出できないが、野外株である街上毒を実験室内継代等で弱毒化させた固

定毒は容易に中和抗体を誘導し、潜伏期間の短縮と一定化、免疫誘導能の増強といった特

徴を示す。本研究では、狂犬病ワクチンの標的であるＧ蛋白質の細胞内における発現様式・

動態を明らかにして、現行の暴露後予防的治療をより効果的・安価に行える方法の開発を

可能にするために、Kyoto 株（街上毒）と CVS-26 株（固定毒）の G 蛋白質の細胞内発現と

その局在を in vitro で比較解析した。Kyoto 株組み換え G 蛋白質をマウス神経芽腫由来 MNA

細胞に発現させると G 蛋白質は核周囲小胞体に分布し細胞膜に分布しないが、CVS-26 株 G

蛋白質の多くは細胞膜に分布し、両株 G 蛋白質の N 型糖鎖付加を阻害させると核周囲小胞

体に分布すること、また、Kyoto 株 G 蛋白質の第 204 位アミノ酸を N 型糖鎖付加部位に置

換すると細胞膜に分布することを明らかにした。固定毒化が進んでいる CVS-26 株 G 蛋白

質の第 204 位アミノ酸を N 型糖鎖付加部位に変異させても一部が細胞膜に分布したことか

ら、第 204 位の N 型糖鎖付加は G 蛋白質の細胞膜輸送を規定するが、これ以外にも細胞膜

輸送に関与する因子が存在することが示唆された。街上毒が固定毒化の過程で獲得した細

胞膜からのウイルス粒子の発芽や宿主の免疫応答の亢進に、 G 蛋白質 204 位への N 型糖鎖

付加が大きく関与しており、糖鎖付加によって小胞体等から細胞膜への蛋白質輸送が可能

になることを明らかにした。  

 

A. 研究目的 

狂犬病ウイルスは、ラブドウイルス科リッサ

ウイルス属に属し、野外流行株である街上毒と

街上毒を実験室内で継代することによって宿

主に対する末梢感染性が減弱して潜伏期間が

短縮・一定化し、さらには免疫誘導能が増強し

た固定毒（ワクチン株・実験株）に分けること

ができる。 
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電子顕微鏡で感染細胞を観察すると、街上毒

では細胞膜からウイルスが出芽する像が観察

されないが、固定毒では細胞膜から高頻度に出

芽している像が報告されており、街上毒の固定

毒化に伴う培養細胞でのウイルス増殖効率の

上昇やマウスに対する病原性の低下は狂犬病

ウイルス G 蛋白質の糖鎖修飾と関連している

と考えられている。 

街上毒株と固定毒株で比較解析を行うこと

により、街上毒が固定毒化する過程で獲得した

表現型について弱毒化の機序を解明すること

ができれば、狂犬病の発症機序を明らかにして、

現行の暴露後予防的治療をより効果的・安価に

行える方法の開発が可能になる。 

本研究では、街上毒が固定毒化する過程で G

蛋白質の N 型糖鎖付加部位が増加することに

着目し、分子生物学的・免疫組織学的手法を用

いて街上毒 Kyoto 株と固定毒 CVS-26 株の組み

換え G 蛋白質の糖鎖付加部位に種々の変異を

導入し、G 蛋白質の N 型糖鎖修飾と細胞内局

在について比較解析を行った。  

 

B. 研究方法 

分子生物学的・免疫組織学的手法により、街

上毒 Kyoto 株と固定毒 CVS-26 株の組み換え G

蛋白質を作製して、N 型糖鎖修飾の違いによる

細胞内局在について比較解析を行った。 

 

細胞：狂犬病ウイルス G 蛋白質の発現には、

マウス神経芽細胞腫（MNA）細胞を用い、

MEM-10% FBS で培養した。 

 

N 型糖鎖付加部位へ変異導入した組換え G 蛋

白質発現プラスミドの作製： PrimeSTAR 

mutagenesis Basal kit（TAKARA）を用いて、

pzKyoto-GおよびpzC26-Gの潜在的糖鎖付加部

位への変異導入を行った（図 1）。変異導入の

確認は遺伝子配列を決定して確認した。変異導

入 G 蛋白質の cDNA を挿入したプラスミド、

pzKyoto-G(S204N), pzC26-G(N204S), pzC26-G 

(N37S), pzC26-G(N319Q), pzC26-G  (N204S, 

N319Q), pzC26-G(N37S, N204S,N319Q)を作製

した。これらにより図 1 に示す変異導入 G 蛋

白質が発現される。 

 

トランスフェクション：6 穴プレートまたは

CELLview4 分 画 グ ラス ボ ト ムシ ャ ー レ

（Greiner Bio-One）に培養した MNA 細胞に上

記プラスミドトランスフェクションし、48 時

間培養後に WB と IFA により発現した G 蛋白

質を解析した。 

 

C. 研究結果 

G 蛋白質単独発現細胞における G 蛋白質の分

布：Kyoto 株および CVS-26 株の G 蛋白質発現

プラスミドをトランスフェクションした MNA

細胞において、Kyoto 株由来の組換え G 蛋白

質(Kyoto rG)は細胞質内の小胞体のみに分布し、

CVS-26 株由来の組換え G 蛋白質（CVS-26 rG）

は、細胞質内（小胞体）及び細胞膜に分布した

（図 2, 3）。また、CVS-26 rG 発現時にツニカ

マイシンを添加すると G 蛋白質は小胞体に分

布した。 

 

Kyoto 株と CVS-26 株の G 蛋白質の N 型糖鎖

修飾：MNA 細胞に発現させた Kyoto rG は、

CVS-26 rG よりも分子量が小さかった。Kyoto 

rG と CVS-26 rG はツニカマイシン存在下で発

現したり、発現蛋白を PNGase F 処理すると同

等の分子量を示したことから、Kyoto rG よりも

CVS-26 rG の方が N 型糖鎖が多いことが明ら

かとなった。 

 

第 204 位アミノ酸の N 型糖鎖に影響する変異

導入の組換え G 蛋白質の分子量と細胞内分布

に与える影響：Kyoto 株と CVS-26 株の G 蛋白

質遺伝子の配列をもとに、アミノ酸配列を確認

したところ、Kyoto 株 G 蛋白質は、第 37 位ア

ミノ酸と、第 319 位アミノ酸の 2 か所が潜在的

な N 型糖鎖付加部位であるのに対し、CVS-26
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株 G 蛋白質では、第 37 位アミノ酸と、第 319

位アミノ酸に加え、第 204 位アミノ酸が潜在的

な N 型糖鎖付加部位（Asn-Lys-Thr）であった。

Kyoto 株 G 蛋白質では、第 204 位アミノ酸はセ

リンで潜在的 N 型糖鎖付加部位ではない

（Ser-Lys-Thr）。Genbank に登録された街上毒

の G 蛋白質では、第 204 位アミノ酸が潜在的 N

型糖鎖付加部位である株はなかった。 

そこで街上毒 Kyoto 株の G 蛋白質には存在

しない第 204 位アミノ酸への N 型糖鎖付加が、

G 蛋白質の細胞内局在に与える影響を調べる

ために、Kyoto 株 G 蛋白質の第 204 位アミノ酸

をセリンからアスパラギンに変異導入して N

型糖鎖付加配列にした組換え G 蛋白質［Kyoto 

rG（S204N）］と、CVS-26 株由来の G 蛋白質

の第 204 位アミノ酸をアスパラギンからセリ

ンに変異導入して糖鎖付加配列を欠失させた

組換え G 蛋白質［CVS-26 rG（N204S）］を MNA

細胞に発現させた。その結果、これらの変異導

入 G 蛋白質の分子量を、それぞれ Kyoto rG お

よび CVS-26 rG と比較した結果、Kyoto rG

（S204N）は、Kyoto rG よりも分子量の大きな

バンドと、Kyoto rG とほぼ同じ分子量のバンド

に分かれた。CVS-26 rG（N204S）は、Kyoto rG

と同程度の分子量のバンドと、CVS-26 rG と同

程度の分子量のバンドに分かれた（図 4）。 

また、Kyoto rG（S204N）は、細胞膜への分

布が認められた。一方、CVS-26 rG(S204N)は、

CVS-26 rG と同様に細胞膜への分布が依然認

められたものの、細胞質内では Kyoto rG と同

様に核周囲に多くの G 蛋白質の分布が見られ

るようになった。 

 

第 37位と第 319位アミノ酸の N型糖鎖に影響

する変異導入の CVS-26 株 G 蛋白質の分子量

と細胞内分布に与える影響：CVS-26 株 G 蛋白

質の第 37 位アミノ酸と第 319 位アミノ酸への

N 型糖鎖付加が G 蛋白質の細胞内局在を規定

しているかを明らかにするために、第 37 位ア

ミノ酸をアスパラギンからセリンへ変異させ

N 型糖鎖付加配列を欠失させた組換え G 蛋白

質［CVS-26 rG（N37S）］と第 319 位アミノ酸

をアスパラギンからグルタミンに変異させ N

型糖鎖付加配列を欠失させた組換え G 蛋白質

［CVS-26 rG（N319Q）］を MNA 細胞に発現さ

せた。その結果、CVS-26 rG（N37S）は CVS-26 

rG と同じ分子量であったが、CVS-26 rG

（N319Q）は CVS-26 rG よりも分子量が低下し

ていた（図 5）。さらに、第 204 位アミノ酸と

第 319 位アミノ酸の N 型糖鎖付加配列を欠失

させた組換え G 蛋白質［CVS-26 rG（N204S, 

N319Q）］を発現させると、ツニカマイシン存

在下で発現させた CVS-26 rG と同じ分子量の

蛋白質が大部分であったが、それより分子量の

大きいバンドが少量認められた（図 5）。 

これらの結果から、CVS-26 株の G 蛋白質の

第 37位の N型糖鎖付加配列には効率よく N型

糖鎖修飾されていないと考えられる。 

また、CVS-26 rG（N37S）と CVS-26 rG

（N319Q）は細胞膜へ分布したが、CVS-26 rG

（N319Q）の細胞膜への分布は CVS-26 rG と比

べて減少した。CVS-26 rG（N204S, N319Q）も、

細胞膜への分布は認められたが、CVS-26 rG

（N319Q）と比べて細胞膜への分布はさらに減

小した。3 か所の潜在的 N 型糖鎖付加部位を完

全に欠失させた CVS-26 rG（N37S, N204S, 

N319Q）は、細胞膜へは分布しなかった。 

 

D. 考察 

狂犬病ウイルスのG蛋白質を単独でMNA細

胞に発現させた場合でも、Kyoto 株と CVS-26

株を MNA 細胞に感染させた場合と同様に、

Kyoto 株の rG 蛋白質は細胞膜に分布せず小胞

体に局在し、CVS-26 株由来の rG 蛋白質は細

胞膜に分布した（図 2, 3）。粗面小胞体で G 蛋

白質が合成された後に Kyoto rG が小胞体に留

まるのに対して、CVS-26 rG は細胞内の糖蛋白

質輸送経路を利用してゴルジ体経由で細胞膜

に輸送されると考えられる。これは、固定毒の

ウイルス粒子が細胞膜から主に出芽するのに
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対して、街上毒のウイルス粒子は細胞膜からは

ほとんど出芽せず、小胞体やゴルジ体などの細

胞内小器官の膜から細胞質内に出芽する知見

と一致する。つまり、狂犬病の G 蛋白質がウ

イルス粒子形成部位を規定すると思われる。 

G 蛋白質の潜在的 N 型糖鎖付加部位は、街

上毒では 1～2 か所であるのに対し固定毒では

3～4か所ある。実際、CVS-26 rG蛋白質はKyoto 

rG よりも多くの N 型糖鎖が付加されていた。 

また、ツニカマイシンを培地に添加して、

Kyoto rG と CVS-26 rG を発現させると、Kyoto 

rG はツニカマイシンの有無にかかわらず小胞

体へ局在したが、CVS-26 rG ではツニカマイシ

ン処理により細胞膜への局在が無くなり、小胞

体にのみ局在したことから、CVS-26 rG に存在

し Kyoto rG に存在しない N 型糖鎖付加が細胞

膜局在に必要であると考えられた。 

そこで、各種変異導入 G 蛋白質を発現して

局在を調べた。その結果、第 204 位に N 型糖

鎖付加部位を導入した Kyoto rG（S204N）は細

胞膜へ分布したことから、第 204 位アミノ酸へ

の N 型糖鎖付加は G 蛋白質が細胞膜輸送に重

要であると考えられる。一方、 CVS-26 

rG(N204S)では、一部の G 蛋白質の細胞膜への

分布が認められたことと、CVS-26 rG(N204S)

の大部分は CVS-26 rG よりも分子量が小さく

なるものの、一部は CVS-26 rG と同等の分子

量であることから、第 204 位の糖鎖修飾が阻害

されるとほかの潜在的 N 型糖鎖付加部位へ糖

鎖が付加されることが示唆された。 

CVS-26 rG(N204S)の一部が細胞膜に分布し

た原因を明らかにするために、第 37 位アミノ

酸と第 319 位アミノ酸への糖鎖付加部位を欠

失させた。第 37 位アミノ酸への糖鎖付加部位

を欠失させた CVS-26 rG(N37S)の分子量は、

CVS-26 rG と同等の分子量を示したことから、

第 37 位アスパラギンにはほとんど N 型糖鎖が

付加されないことが示された。第 204 位の N

型糖鎖付加を欠失させた CVS-26 rG（N204S）

と第 204 位と第 319 位の N 型糖鎖付加配列を

欠失させた CVS-26 rG（N204S、N319Q）では、

糖鎖修飾のない G 蛋白質に相当する分子量と

より大きい分子量の二種類の G 蛋白質が認め

られたことから、これらの組換え G 蛋白質で

は一部の第 37 位アスパラギンに N 型糖鎖が付

加されていたことが示された。 

CVS-26 rG (N37S)と第319位アミノ酸への糖

鎖付加部位を欠失させた CVS-26 rG(N319Q)は

細胞膜に分布したが、CVS-26 rG（N319Q）の

細胞膜への分布は CVS-26 rG や CVS-26 rG

（N37S）と比較して明らかに低下したことか

ら、第 319 位アスパラギンへの N 型糖鎖付加

も G 蛋白質の細胞膜への分布に関与すること

が示唆された。3 か所の N 型糖鎖付加配列を全

て欠失させた CVS-26 rG（N37S、N204S、

N319Q）は細胞膜へ分布せず、核周辺にのみ局

在したことから N 型糖鎖が CVS-26 rG の細胞

膜への輸送に必要不可欠であることが示され

た。 

今後、Kyoto 株の G 蛋白質と CVS-26 株の G

蛋白質について、第 204 位アミノ酸への変異導

入による蛋白質の立体構造の変化を詳細に調

べることで、固定毒化の機序をさらに究明でき

ると考えられる。 

 

E. 結論 

街上毒の Kyoto 株の G 蛋白質の第 204 位の

アミノ酸への糖鎖付加は、G 蛋白質の局在を小

胞体から細胞膜にシフトさせることからこの

部位の糖鎖修飾が街上毒と固定毒の性状の違

いに関わる大きな要因であると考えられた。固

定毒のCVS-26株のG蛋白質は第 204位のアミ

ノ酸の N 型糖鎖付加以外にも細胞膜輸送に関

与する糖鎖修飾があることも示された。 

本研究によって、街上毒が固定毒化する過程

で獲得したG蛋白質の第204位アミノ酸へのN

型糖鎖付加が、ウイルス粒子の細胞膜からの出

芽や宿主の免疫応答の亢進に関与している可

能性が示唆され、街上毒が固定毒化する過程で

獲得した新たな N 型糖鎖付加部位がどのよう
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に固定毒の中和抗体誘導に係るかを解明でき

れば、現行の暴露後予防的治療をより効果的・

安価に行う方法の開発に寄与できると考えら

れた。 

 

F. 健康危険情報 

なし。 

 

G. 研究発表 

1.論文発表 
1) Hamamoto N, Uda A, Tobiume M, Park C-H,  

Noguchi A, Kaku Y, Okutani A, Morikawa S,  
Inoue S.  Association between RABV G 
Proteins Transported from the Perinuclear 
Space to Cell Surface Membrane and 
N-glycosylation of the Sequon at Asn204. 
Japanese Journal of Infectious Diseases. In 
press. 2015 

 

2.学会発表 

1) 西條政幸．ヘルペスウイルスによる中枢神

経感染症．第 16 回日本神経感染症学会学術

集会、東京、（2011. 11） 

2) 高橋有里花、篠崎春美、矢野川祥子、君付

和範、Hassadin Boonsriroj、Daria L. Manalo、

井上 智、朴天鎬．狂犬病発病犬の唾液腺

に関する病理学的研究．第 157 回日本獣医

学会学術集会、北海道、（20114. 9）  

3) 篠崎春美、高橋有里花、矢野川祥子、君付

和範、Hassadin Boonsriroj、Daria L. Manalo、

井上 智、朴天鎬．狂犬病発病犬の口唇皮

膚におけるウイルス抗原の局在と診断的有

用性．第 157 回日本獣医学会学術集会、北

海道、（20114. 9） 

4) 山田健太郎、渡辺一平、アハメド カムルデ

ィン、Daria L. Manalo、Miranda Mary、Lapiz 

Stella、Tapdasan Emerson、Petspophonsakul 

Wilaiwan、井上 智、朴天鎬、Khawplod 

Pakamatz、西園 晃．イムノクロマト法を

ベースにした狂犬病ウイルス中和抗体価迅

速検出キットのイヌ血清を用いた多国的評

価．第 157 回日本獣医学会学術集会、第 157

回日本獣医学会学術集会、北海道、（20114. 

9） 

5) 加来義浩、奥谷晶子、河合康洋、野口 章、

濱本紀子、梁瀬 徹、加藤友子、新井 智、

井上 智、森川 茂．国内で分離された未

分類のラブドウイルスの遺伝学的解析．第

157 回日本獣医学会学術集会、第 157 回日本

獣医学会学術集会、北海道、（20114. 9） 

6) 松浦真翔、鶴田一郎、坊薗慶信、山田健太

郎、井上智、三澤尚明．官学連携による狂

犬病診断体制の構築．平成２６年度獣医学

術九州地区学会、鹿児島、（20114. 10） 

7) 景岡美穂、李松熹、加来義浩、井上 智、長

棟輝行、河原正浩．細胞増殖を指標とした

細胞内抗体選 択法の開発．2014 年度細胞ア

ッセイ研究会シンポジウム「細胞アッセイ

技術の現状と将来」、東京、（20115. 1） 

 

Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 

  なし． 

１. 特許取得 

  なし． 

２. 実用新案登録 

  なし． 

３. その他 

  なし． 
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図 1．組換え G 蛋白質の糖鎖付加部位 
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図２．組み換え G 蛋白質の細胞内分布 

 
Kyoto 株の組換え G 蛋白質発現細胞(A、 C)と、CVS-26 株の組み換え G
蛋白質発現細胞(B、 D)を、ホルマリン固定後、抗 G モノクローナル抗
体 7⁻1⁻9 で染色したもの(A、B)と 0.2%Triton-X100 処理により細胞膜の
透過処理を行い(C、D) 染色した．対比染色として DAPI で核を染色し
た．緑色蛍光：rG 蛋白質．青色蛍光：核． 

 

図３．組み換え G 蛋白質の細胞内分布 

 
 

G 蛋白発現プラスミドを MNA 細胞にトランスフェクションし、48 時間
培養した後ホルマリン固定し、Triton X-100 による透過処理を行った．
その後、抗 G モノクローナル抗体 7⁻1⁻9 で染色し、ER Red dye による
小胞体の染色、DAPI による核染色により、G 蛋白質の局在を調べた．
緑色蛍光：rG 蛋白質．赤色蛍光：小胞体．青色蛍光：核 
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図４．第 204 位アミノ酸に変異導入した組み換え G 蛋白質の分子量の変動 

 
 

Kyoto 株、CVS-26 株の第 204 位アミノ酸に変異導入して N 型糖鎖付加
部位を導入あるいは欠失した G 蛋白質の分子量をウェスタンブロッテ
ィングで解析した． 

 

 

 

 

図５．CVS-26 株の 37 位、319 位アミノ酸に変異導入した G 蛋白質の分子量の変動 

 
 

1：CVS-26 rG．2：CVS-26 rG（ツニカマイシン添加）．3：CVS-26 rG(N37S)．
4：CVS-26 rG(N204S)．5：CVS26 rG(N319Q)．6：CVS-26 rG(N204S、N319Q)．
7：C26 rG(N37S、N204S、N319Q)．MNA 細胞に rG 蛋白質を発現させてウ
ェスタンブロッティングにより G 蛋白質を検出した． 
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厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再

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：動物由来新興ウイルスの細胞侵入機構 

 

研究分担者 福士秀悦 （国立感染症研究所ウイルス第一部） 

研究協力者 須田遊人、福間藍子（同） 

 

研究要旨：中東呼吸器症候群（MERS）は 2012 年にサウジアラビアで最初に報告のあった、

新型のコロナウイルス(MERS-CoV)による感染症である。MERS-CoV の血清疫学、ヒトへの

感染経路については未だ不明な点が多く、また、MERS-CoV がラットなどの実験用小動物

にどの程度可能なのか等、宿主域について知見が十分に得られていない。本研究では

MERS-CoV の擬似ウイルス(VSV シュードタイプ)を作製した。これを利用した、MERS-CoV

に対する中和抗体が検出可能となった。また、VSV シュードタイプを用いた解析から、

MERS-CoV のラットへの感染効率は低いことが明らかとなった。

A．研究目的： 

 2012 年に中東地域で発生した中東呼吸器

症候群 (MERS) の原因ウイルスである

MERS コロナウイルス(MERS-CoV)はコウ

モリあるいはラクダがヒトへの感染源と推

測されている。MERS-CoV のヒトへの感染

リスクを評価するためには、ウイルスの自

然宿主動物を同定し、ヒトへの感染経路を

解明しなければならない。しかし、これま

でのところ調査された地域、動物種は限ら

れており、ウイルスの分布が中東地域に限

局するのか、また、ウイルスがどのように

自然宿主動物からヒトへ伝播するのか、そ

の経路は今でも不明な点が多い。 

水疱性口炎ウイルス(VSV)をベースにした

擬似ウイルス(VSV シュードタイプ)はウイ

ルス中和抗体を安全かつハイスループット

に測定するための、また、ウイルス感染初

期過程を解析するための有用なツールであ

り、これまで様々な新興ウイルスの感染性

の研究に応用されてきた。本研究は、

MERS-CoVのSpike (S)を被ったVSVシュー

ドタイプ(MERSpv)を作製し、MERS-CoV 中

和抗体検出法を開発し、これを MERS の血

清疫学に役立てることを目的とする。また、

MERSpvを用いて MERS-CoV感受性細胞域

を調べ、細胞への吸着・侵入機構を明らか

にすることを目的とする。 
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平成 25 年度は MERSpv の作製を試みたが、

ウイルス感染性の解析のための充分な感染

価が得られなかった。このため、平成 26 年

度は MERS-CoV S の細胞質内ドメインの欠

失変異体を作製し、これを被った感染価の

高い MERSpv を作製し、これを用いた中和

抗体測定法を開発した。また、MERS-CoV

感受性細胞域を調べるため、MERS-CoV の

レセプターであるジペプジジルペプチダー

ゼ４（DPP4）に着目し、実験用小動物の一

つであるラットの DPP4 がどの程度

MERS-CoV のレセプターとして機能するか

検討した。 

 

B. 研究方法： 

1) MERS-CoV Sの細胞質内ドメインをC末

端側から 7, 11, 16, 20 アミノ酸を削った

cDNA 欠失変異体を作製し哺乳細胞発現

ベクターpcDNA にクローニングした(図

1A)。 

2) 各発現プラスミドを 293T 細胞にトラン

スフェクトし、シュードタイプ種ウイル

スである VSVΔG* (GFP をレポーター

遺伝子として持つ ) を感染させ、

MERS-CoV の各種欠失変異 S を被った

VSV シュードタイプ(MERSpv)を作製し

た。MERSpv の細胞への感染性の解析は、

GFP 陽性細胞数を計測することにより

行った。 

3) ヒト DPP4、ラット DPP4、ラット DPP4

のうち S 結合部分のアミノ酸 (T292, 

V334, E342)をそれぞれ一つずつヒト

DPP4 のアミノ酸(L292, R334, Q342)に置

換したラット DPP4（ラット DPP4-T292L、

ラット DPP4-V334R 、ラット DPP4- 

E342Q）、これらの 3 つの変異を同時に

導入したラット DPP4-mut x3、あるいは

ラット DPP4 の S 結合部位をヒト DPP4

に入れ替えたヒトーラット DPP4 キメラ

を発現させた CHO 細胞を用いて、それ

ぞれが MERS-CoV のレセプターとして

働くかどうか検討した。 

 

C. 結果： 

1) MERS-CoV Sの細胞質内ドメインをC末

端側から 7, 11, 16, 20 アミノ酸を削った

cDNA 欠失変異体を作製し（図１A）、

それぞれの S を被った VSV シュードタ

イプ(MERSpv)を作製した。C 末端から

16 アミノ酸を削ると最も高い感染効率

を示し(MERSpv-St16)、その感染価は完

全長の S を被った VSV シュードタイプ

(MERSpv-Wt)よりも 10 倍高かった（図

１B）。 

2) C 末端を削ることにより S の細胞内分布

が変わるかどうか蛍光抗体法で調べた

ところ、全長の S は細胞内の ER 付近に

とどまっているのに対し、C 末端を削

った S は、その分布が ER から細胞膜付

近に発現していることが明らかとなっ

た。これは S の C 末端側に存在する ER

局在シグナルを欠失させたためである

と考えられる（図２）。 

3) MERSpv-St16 の感染は MERS-CoV S に
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対する抗血清により濃度依存的に阻害

された。一方、コントロールとして用い

た、MERS-CoV N あるいは SARS-CoV S

に対する抗血清では MERSpv-St16 の感

染は阻害されなかった。このことから、

MERSpv-St16 の感染は MERS-CoV S 依

存的であると考えられた（図３）。 

4) ヒトDPP4のMERS-CoV S結合に必須の

アミノ酸配列とコウモリ（MERS-CoV 感

染可能）およびラット DPP4 の相当する

部位のアミノ酸配列を図４に示す。ヒト

DPP4、ラット DPP4、ラット DPP4 のう

ち S 結合部分のアミノ酸(T292, V334, 

E342)をそれぞれ一つずつヒト DPP4 の

アミノ酸(L292, R334, Q342)に置換した

ラット DPP4（ラット DPP4-T292L、ラッ

ト DPP4-V334R、ラット DPP4-E342Q）、

これらの3つの変異を同時に導入したラ

ット DPP4-mut x3、あるいは、ラット

DPP4 の S 結合部位をヒト DPP4 に入れ

替えたヒトーラット DPP4 キメラを発現

させた CHO 細胞に MERSpv-St16 を接種

した。ラット DPP4 発現細胞には

MERSpv-St16 はほとんど感染せず（図

５）、1 アミノ酸をヒト型に入れ替えた

ラットDPP4-T292L、ラットDPP4-V334R、

ラットDPP4-E342Q発現細胞でも同様で

あった。３アミノ酸を同時に入れ替えた

ラット DPP４ -mut x3 発現細胞には

MERSpv-St16 は感染することから、3 つ

のアミノ酸の違いが MERS-CoV の感染

する、しないを規定する主要な要因であ

ると考えられた（図６）。また、ラット

DPP４-mut x3 発現細胞への感染はヒト

DPP4 およびヒトーラット DPP4 キメラ

を発現する細胞への感染よりも効率が

低かったことから、MERS-CoV の効率的

な感染には 3 つのアミノ酸のみならず、

S 結合部位の他の部位のアミノ酸配列も

効率的な感染に必要であると考えられ

た（図６）。 

 

D. 考察： 

本研究で、MERS-CoV の S を被った感染

価 の 高 い VSV シ ュ ー ド タ イ プ

(MERSpv-St16)を作製することができた。

MERSpv-St16 の感染は S タンパク質依存

的であったことから、このシュードタイプ

はMERS-CoVそのものの感染性を解析する

うえで、また MERS-CoV に対する中和抗体

を測定するうえで有用なツールとなりうる。 

ラット由来 DPP4 は MERS-CoV のレセプ

ターとして機能しないことが明らかとなっ

た。このことから、MERS-CoV の動物モデ

ルとしてラットは適していないと考えられ

た。また、ラット DPP4 の S タンパク質結

合部位のアミノ酸を一つヒトの DPP4 のア

ミノ酸に入れ替えてもレセプターとして機

能せず、また、S タンパク質結合部位をヒ

ト DPP4 に入れ替えないとレセプターとし

て十分に機能しないことから、MERS-CoV

レセプター機能には S 結合部位の多くのア

ミノ酸が関与していると考えられた。ラッ

ト DPP4 発現細胞へ MERS-CoV の感染効率
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は非常に低いが、MERS-CoV の S に変異を

導入することにより、感染効率が上昇する

どうかについて、構造解析を含めて検討す

る予定である。 

 

E. 結論 

1)  MERS-CoV の S を被った感染価の高

い VSV シュードタイプ(MERSpv-St16)

を作製することができた。 

2) MERSpv-St16はMERS-CoVそのものの

感染性を解析するうえで、また

MERS-CoV に対する中和抗体を測定す

るうえで有用なツールとなりうる。 

3) ラット DPP4 は MERS-CoV レセプター

として機能しないことが明らかとなっ

た。 

 

F．健康危険情報 

 MERSは、サウジアラビアを中心として、

未だに患者が発生している。これまでに、

輸入症例が発生しているのは、英国、フラ

ンス、チュニジア、イタリア、マレーシア、

フィリピン、ギリシャ、エジプト、米国、

オランダ、アルジェリア、オーストリア、

トルコである。 
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assays for viral hemorrhagic fevers and 

determination of the prevalence of Rift 

Valley fever in Borno State, Nigeria. Trans R 

Soc Trop Med Hyg.108(12):768-773, 2014. 

3) Yoshikawa T, Fukushi S, Tani H, Fukuma A, 

Taniguchi S, Toda S, Shimazu Y, Yano K, 

Morimitsu T, Ando K, Yoshikawa A, Kan M, 

Kato N, Motoya T, Kuzuguchi T, Nishino Y, 

Osako H, Yumisashi T, Kida K, Suzuki F, 
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1) 福士秀悦、永田典代、岩田奈織子、谷英

樹、吉河智城、谷口怜、福間藍子、下島

昌幸、西條政幸. 高齢マウスにおける重

症熱性血小板減少症候群ウイルスの感染

感受性の解析. 第62回日本ウイルス学会

学術集会，横浜，（2014. 11）. 
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Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 

  なし 

１. 特許取得 
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２. 実用新案登録 
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厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再

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：野兎病の病原性発現機構の解析 

 

研究分担者 宇田 晶彦 （国立感染症研究所獣医科学部） 

研究協力者 藤田修、堀田明豊、田徳雨（国立感染症研究所獣医科学部） 

 

研究要旨：野兎病菌は動物に対して非常に高い感染性と病原性を有しており、野兎病菌病

原因子の同定や、野兎病の発症機序の解明は公衆衛生上必要不可欠である。これまでに、

マウス継代を用いて野兎病菌弱毒株（SCHU P0 および P5）から野兎病菌強毒株（SCHU P9）

を作出し、両者のゲノム比較解析から弱毒株は pdpC 遺伝子の欠損により、マウスに対する

病原性が完全に消失している事を明らかにしてきた。そこで本研究では、野兎病菌 pdpC 遺

伝子が関与している他の病原遺伝子を同定、又は新たな病原遺伝子を同定する事を目的と

し、弱毒株と強毒株の遺伝子発現比較解析を試みている。昨年度は、野兎病菌のタンパク

質をコードする 1604 遺伝子中で 21 遺伝子が有意に発現変動している事を明らかにした。

本年度は、このマイクロアレイ解析について詳細に再検討を行った。この結果、強毒株で

は一部の tRNA が強く発現しており、野兎病強毒株の菌体内で病原遺伝子候補を含むタンパ

ク質の生合成が活発である可能性が示唆された。また、弱毒株と強毒株では、6 遺伝子

（Isflu1、hupB、usp、FTT_1140、FTT_0272、FTT_965c)の発現量差異が確認された。この

事から、これら 6 遺伝子は新たな病原性関連遺伝子である可能性が示唆された。

A．研究目的： 

 野兎病は、野兎病菌の感染によって引き

起こされる人畜共通感染症である。野兎病

菌のヒトへの感染経路は多岐にわたり、菌

を保持するダニや蚊等の吸血昆虫による媒

介、感染動物との接触、感染動物の排泄物

や死体に汚染された食料や飲料水の摂取、

菌を含むエアロゾルの吸引等が挙げられる。

これらのヒトへの感染は 10 個以下という

極微量の生菌数で感染が成立することから、

バイオテロに使用される可能性のある病原

体として分類されている。故に、高い感染

力を保持する野兎病菌の病原因子を同定し、

感染機序を解明する事は公衆衛生上必要不

可欠である。 

 そこで本研究では、野兎病菌弱毒株と強
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毒株の遺伝子発現比較解析を用いて、pdpC

遺伝子が関与している遺伝子の同定、又は

新たな病原遺伝子を同定する事を目的とし

た。 

 

B. 研究方法： 

バクテリア及びウイルスからの核酸抽出 

 F. tularensis subsp. tularensis（野兎病菌）

SCHU P0 株、SCHU P5 株および SCHU P9

株は Chamberlain defined medium（CDM 培

地）で培養した後、10%グリセロールを含

む CDM 培地に浮遊させ、使用するまで

-80℃で保管した。 

 野兎病菌を CDM 培地で培養し（OD600＝

2.0~2.5）、遠心にて集菌した後 RNeasy mini 

kit （Qiagen Ltd., Valencia, CA）を用いて

Total RNA を精製した。得られたサンプルは

1 mM EDTA を含む 5 mM Tris-HCl （pH 

8.0）溶液で溶出した。抽出した RNA サン

プルの濃度は Nanodrop 1000（Scrum, Tokyo, 

Japan）で測定し、マイクロアレイ解析を行

うまで-80℃で保管した。 

 

マイクロアレイのデザイン 

 野兎病菌SCHU S4株の全ゲノム塩基配列

を NCBI からダウンロードした後、Array 

Designer 3.01（Premier Biosoft International, 

Palo Alto, CA）へインポートした。野兎病菌

SCHU S4 に添付されていたアノテーション

情報に基づき、1604 種類のタンパク質をコ

ードする遺伝子、38 種類の tRNA 遺伝子、

および 10 種類の rRNA 遺伝子毎に塩基配列

を分割し、各遺伝子毎に 1 種類のプローブ

を設計した。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。設計したプローブは 

ProbeMower （Symplus, Tokyo, Japan）を用

いてホモロジー検索（BLAST 検索）および

結果取得を行い、十分な特異性を持つ 1652

種類のセンス鎖プローブを選定した。1652

種類のプローブはアレイあたり 7 連でプリ

ントしたマイクロアレイの作製はアジレン

トに委託した。 

 

マイクロアレイのハイブリダイゼーション

とデータ解析 

  野兎病菌 SCHU P0、P5 および P9 から

抽出した Total RNA は 65℃、15 分間熱処理

を行った後、Ulysis Alexa Flour 546 Nucleic 

Acid Labeling Kit （Molecular probes, Eugene, 

OR）を添加し、80℃、15 分間インキュベー

トした。標識された RNA はエタノール沈澱

した後、70%エタノールでリンスし、乾燥

後 25 μl の DEPC 処理水で溶解した。各サ

ンプルに 25 μl の 2x Fragmentation Buffer 

（Agilent） を添加した後 50℃、30 分間断

片化処理を行い、50 μl の 2x Hi-RPM Gene 

Expression Hybridization Buffer （Agilent）と

混合した。100 l のハイブリダイゼーショ

ンサンプル溶液はガスケットスライド

（Agilent）の上に拡げ、マイクロアレイス

ライドと張り合わせホルダーにセットした。
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ハイブリダイゼーションは Hybridization 

Oven（Agilent）を用いて 65C、毎分 10 回

転で 17 時間行った。ハイブリダイゼーショ

ン後のスライドはアジレントプロトコール 

ver. 6.5 に従い洗浄し、マイクロアレイスキ

ャナーのグリーンレーザーを用いてマイク

ロアレイスライドの蛍光画像ファイルを取

得した。得られた画像ファイルから、Feature 

Extraction （Agilent） を用いて各スポット

の蛍光強度を数値化した。 

 

マイクロアレイデータの解析 

 Feature Extraction によって出力された

SCHU P0、P5、P9 株の遺伝子発現データは

GeneSpring GX （Agilent）にインポートし、

チップ間（Shift to 50 percentile）および各遺

伝子（median of all samples）を normalization

（標準化）した。補正したデータから 3 つ

の株間のいずれかで有意に変動した遺伝子

（2 倍以上、ｐ＜0.05）を抽出した。 

 

 

C. 結果： 

野兎病菌の新たな病原遺伝子候補の同定 

 昨年度行った野兎病菌強毒株（SCHU 

P9）と弱毒株（SCHU P0 および P5）の遺伝

子発現比較解析について再度詳細に検討を

行った。液体培養した SCHU P0、P5、P9 株

（各株 n=2）から Total RNA を抽出後蛍光

標識したサンプルと野兎病菌発現解析アレ

イを用いて、遺伝子発現比較解析を試みた。

マイクアレイスキャナによって読み取られ

たマイクロアレイの画像を、 Feature 

Extraction ソフトウェアによって各遺伝子

発現量を数値化、そのデータを遺伝子発現

比較ソフト（GeneSpring）へ取込後、アレ

イ間補正および遺伝子発現補正を行った。

野兎病菌弱毒株（SCHU P0 および P5）と強

毒株（SCHU P9）の 3 株間で、2 倍以上の発

現量差異、且つ有意に変動した（ｐ＜0.05）

遺伝子を抽出した結果、強毒株では 19 遺伝

子が発現上昇し、2 遺伝子が発現減少して

いており、昨年度と同じ結果が得られた。

しかし、昨年度に行った解析では、これら

21 遺伝子のアノテーション情報付加の作業

手順に誤りが有る事が明らかとなった。そ

こで、本年度は正しいアノテーション情報

を付加し、再度解析を試みた。この結果、

強毒（SCHU P9）株では 12 種類の tRNA と

1 種類の rRNA の発現量が顕著に上昇して

おり、野兎病強毒株の菌内では病原遺伝子

候補を含むタンパク質の生合成が活発であ

る可能性が示唆された。また、弱毒（SCHU 

P0 &P5）株と強毒（SCHU P9）株では、6

遺伝子（Isflu1、hupB、usp、FTT_1140、

FTT_0272、FTT_965c)の発現量に差が有る

事が確認され、これらの遺伝子が病原性に

関与している可能性が示唆された。 

 

野兎病菌 PdpC タンパク質の核酸結合能に

関する検討 

 本研究で使用している野兎病菌弱毒株

（SCHU P0 および P5）は pdpC 遺伝子が欠

損している事を昨年度までに明らかにして
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きた。PdpC タンパク質は、野兎病菌の中で

2 番目に大きな分子量を持ち、最も強い塩

基性を示すタンパク質である。この性状は

核酸結合性タンパク質に多くみられる事か

ら、PdpC も類似した機能を持つと推測され

ていた。そこで、液体培養した SCHU P0、

P5、P9 株からタンパク質抽出を行い、抗

PdpC 抗体を用いて免疫沈降を行った。しか

しながら、野兎病菌 PdpC タンパク質が核酸

に結合する証拠は未だ得られていない。 

 

D. 考察： 

野兎病菌は哺乳類に対して極めて高い感

染性と病原性を有し、病気性発揮機序の解

析や病原性遺伝子の同定は公衆衛生上非常

に重要である。本研究では、野兎病菌強毒

株と弱毒株の遺伝子発現量比較解析を用い

て、病原遺伝子の同定を試みている。 

本年度のマイクロアレイ解析において、

強毒株と弱毒株間で 6 遺伝子（Isflu1、hupB、

usp、FTT_1140、FTT_0272、FTT_965c)の発

現量に有意差が確認された。これらの遺伝

子は病原性に関わっている可能性が推測さ

れることから、遺伝子破壊株の作出後、マ

クロファージ中での増殖能やマウスに対す

る病原性の確認について、今後精力的に検

討を行っていきたい。また、強毒株におい

て一部の tRNA の発現量が高く維持されて

いた事から野兎病菌の病原因子を含むタン

パク質合成が活発に行われている可能性が

示唆された。しかし、tRNA や rRNA は、比

較的安定性のある RNA として知られてお

り、サンプル採材時の生菌および死菌の構

成比率によって、見掛け上の遺伝子発現変

動は大きな誤差を生む可能性が考えられた。

また、タンパク質の生合成に関わる他の遺

伝子発現変動は観察されなかった事を鑑み

れば、tRNA や rRNA の発現変動が病原性に

関与している可能性は少ないと思われた。

しかしながら、強毒株と弱毒株における網

羅的タンパク質発現比較解析を実施し、

tRNAや rRNAの発現変動との関連性につい

て検討を試行する必要性は感じられ、今後

の検討課題としたい。 

 以上の結果から、野兎病菌強毒株と弱

毒株で有意な遺伝子発現量に差異が観察さ

れた 6 遺伝子（Isflu1、hupB、usp、FTT_1140、

FTT_0272、FTT_965c)の病原性について重

点的に検討を行う必要性が有ると考えられ

た。 

 

E. 結論 

 野兎病菌強毒株と弱毒株の遺伝子発現比

較を行い、6 種類の新たな病原遺伝子候補

を同定した。 

 

F．健康危険情報 

 特になし。 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし。 

 

Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 
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  なし 

１. 特許取得 

  なし 

２. 実用新案登録 

  なし 

３. その他 

  なし
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厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再

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：ニホンザル血小板減少症の原因となる SRV のウイルス学的解析 

 

研究分担者 三浦智行（京都大学ウイルス研究所附属感染症モデル研究センター霊長類モデ

ル研究領域 准教授) 

研究協力者 宮沢孝幸（京都大学ウイルス研究所細胞生物学研究部門信号伝達学研究分野 

准教授) 

 

研究要旨：最近、京都大学霊長類研究所にてニホンザルが血小板減少症により大量死した。

これまでの次世代シークエンサーなどの研究からサルレトロウイルス 4 型(SRV-4)との関連

が示唆された。昨年度においては、SRV-4 をニホンザルに実験感染した際に、同様の症状

を再現できたことを報告した。このことから、京都大学霊長類研究所におけるニホンザル

が血小板減少症の原因ウイルスは SRV-4 であることを確定した(発表論文①、②)。 

最近、京都大学霊長類研究所とは異なる自然科学研究機構生理学研究所の動物施設にて同

様の症状を呈しニホンザルが死亡する事例があった。しかし、これらのニホンザルにおい

て SRV-4 の感染は確認できなかった。そこで、メタゲノム解析を行ったところ、発症個体

特異的に SRV-5 に相同性の高い核酸配列が検出され、SRV-5 もしくは SRV-5 に類似したウ

イルスがニホンザルの血小板減少症の発症に関与していると考えられた。今年度は、発症

個体より SRV-5 を分離し、その全塩基配列を確定した。さらには感染性クローンの作製に

成功した。 

A．研究目的： 

 2001 年から 2010 年の間に 2 度、京都大

学霊長類研究所にてニホンザルが急性血小

板減少症を呈して大量死する事例があった。

SRV-4 が原因ウイルスであることを確定し

たことを昨年度に報告した。今回、新たに

霊長類研究所とは異なる動物施設(自然科

学研究機構生理学研究所関連施設)にてニ

ホンザルが同様の症状を呈し死亡する事例

があった。まず、最初に SRV-4 を疑い、

SRV-4 の感染を PCR で調査した。しかし、

SRV-4 の核酸配列は検出できなかった。そ

こで、メタゲノム解析を行ったところ、発

症個体特異的に SRV-5 に相同性の高い核酸
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配列が検出され、SRV-5 もしくは SRV-5 に

類似したウイルスがニホンザルの血小板減

少症の発症に関与していると考えられた。

今回、我々は SRV-5 核酸陽性個体よりウイ

ルスを分離し、ウイルスの塩基配列の決定

及び感染性クローンの作製を試みた。 

 

B. 研究方法： 

 6 頭の SRV-5 核酸陽性のニホンザルの血

漿を、ヒト胎児腎臓由来株化細胞（293T 細

胞）に接種し、25 日間培養した。その後、

ゲノム DNA を抽出し、SRV-5 特異的プライ

マーを用いて PCR を行った。さらに、SRV-5

特異的プライマー及びSRV共通プライマー

を用いて全長をクローニングし、全塩基配

列を決定、感染性クローンを作製した。ク

ローンの感染性は PCR 及び LacZ マーカー

レスキューアッセイを用いて確認した(図

1)。 

 

C. 研究結果： 

 ニホンザル 6 頭中 2 頭よりウイルス分離

に成功した(図 2)。ニホンザルより分離され

た SRV-5 は既存の SRV-5(AB611707)と塩基

配列で 99%相同であった。また、作製した

クローンは感染性であることが確認できた

(図 3)。 

 

D. 考察： 

今回、血小板減少症ニホンザルより

SRV-5 の分離に成功した。SRV-5 は SRV-4

と非常に近縁なウイルスであることが知ら

れている。このことから、SRV-5 は SRV-4

と同様にニホンザルに急性に血小板減少症

を引き起こすことが強く示唆される。加え

て、今回作製に成功した SRV-5 の感染性ク

ローンは、SRV-5 のウイルス学的性状の解

析に役立つと考えられる。 

 

E. 結論 

 SRV-5 はニホンザルに感染し、増殖しう

ることがわかった。 

 

F．健康危険情報 

 現在のところ、国内において SRV4 及び 5

がヒトに感染した事例はない。 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

1) Yoshikawa R, Okamoto M, Sakaguchi S, 

Nakagawa S, Miura T, Hirai H, Miyazawa 

T. Simian Retrovirus 4 Induces Lethal 

Acute Thrombocytopenia in Japanese 

Macaques. Journal of Virology 2015 (in 

press). 

2) Okamoto M, Miyazawa T, Morikawa S, 

Ono F, Nakamura S, Sato E, Yoshida T, 

Yoshikawa R, Sakai K, Mizutani T, Nagata 

N, Takano J, Okabayashi S, Hamano M, 

Fujimoto K, Nakaya T, Iida T, Horii T, 

Miyabe-Nishiwaki T, Watanabe A, Kaneko 

A, Saito A, Matsui A, Hayakawa T, Suzuki 

J, Akari H, Matsuzawa T, Hirai H. 

Emergence of infectious malignant 
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thrombocytopenia in Japanese macaques 

(Macaca fuscata) by SRV-4 after 

transmission to a novel host.  Scientific 

Reports 2015 (in press) 

 

 

Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 

  なし 

１. 特許取得 

  なし 

２. 実用新案登録 

  なし 

３. その他 

  なし
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厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再

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。 

 

G. 研究発表 

1.論文発表 

1) Shimoda H, Saito A, Noguchi K, Terada Y, 

Kuwata R, Akari H, Takasaki T, Maeda K*. 

Seroprevalence of Japanese encephalitis virus 

infection in captive Japanese macaques 

(Macaca fuscata). Primates. 2014 Jul; 55(3): 

441-445.  

2) Hara Y, Terada Y, Yonemitsu K, Shimoda H, 

Noguchi K, Suzuki K, Maeda K*. High 

prevalence of hepatitis E virus in wild boar in 

Yamaguchi Prefecture, Japan. Journal of 

Wildlife Diseases 2014;50(2):378–383. 

3) Terada Y, Minami S, Noguchi K, Mahmoud 

H.Y.A.H., Shimoda H, Mochizuki M, Une Y, 

Maeda K*. Genetic characterization of 

coronaviruses from domestic ferrets in Japan. 

Emerging Infectious Diseases 2014 Feb; 

20(2): 284-287. 

4) 鍬田龍星，杉山弘樹，下田 宙，前田 健

「蚊が保有・媒介するウイルス感染症」(総

説) Japanese Journal of Veterinary 

Parasitology. 13(2); 91-101 

5) 米満研三、服部志保、鈴木准子、浜崎千
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菜美、下田 宙、前田 健「ニホンイノ

シシのウイルス感染症」兵庫県における

ニホンイノシシの管理の現状と課題（兵

庫県森林動物研究センター研究部編集）

第 8 章 p93-105，2014 

6) 前田 健：「イヌジステンパーウイルス

の今」Companion Animal Practice 2014. 

Apr: 298: 47-50 (緑書房) 

 

2.学会発表 

1) 米満研三、原由香、寺田豊、高野愛、下

田宙、小寺祐二、竹田努、前田 健「新

規開発 ELISA を用いた野生動物におけ

る E 型肝炎ウイルス感染状況調査」第 62

回日本ウイルス学会学術集会、横浜市（パ

シフィコ横浜）(2014.11.10-11) 

2) 鍬田龍星、杉山弘樹、米満研三、服部志

保、鈴木絢子、南昌平、濱崎千菜美、寺

田豊、谷口雅康、下田宙、前田 健「牛

舎捕集蚊の消長と分離ウイルスについ

て」第 21 階トガ・フラビ・ペスチウイル

ス研究会、横浜市（パシフィコ横浜）

(2014.11.9) 

3) 米満研三、下田宙、鍬田龍星、寺田 豊、

高野愛、前田 健「野生動物、ダニから

フラビウイルス遺伝子検出」第 21 階ト

ガ・フラビ・ペスチウイルス研究会、横

浜市（パシフィコ横浜）(2014.11.9) 

4) 下田 宙、米満研三、早坂大輔、好井 健

太朗、寺田 豊、野口慧多、鍬田龍星、

高野 愛、前田 健「国内の野生動物お

よびダニから新規フラビウイルスの検

出」第 157 回日本獣医学会学術集会、北

海道 (2014.9.9) 

5) 野口慧多、下田 宙、寺田 豊、Nguyen 

Dung、水谷哲也、中村昇太、中屋隆明、

鈴木哲朗、本道栄一、前田 健「キクガ

シラコウモリ由来新規ガンマヘルペスウ

イルスの遺伝子解析」第 157 回日本獣医

学会学術集会、北海道 (2014.9.10) 

6) 南 昌平、寺田 豊、下田 宙、前田 健

「フェレットコロナウイルス抗体検出系

の確立とその評価」第 157 回日本獣医学

会学術集会、北海道(2014.9.10) 

7) 寺田 豊、下田 宙、野口慧多、Nguyen 

Van Dung、鍬田龍星、城ヶ原貴通、織田

銑一、高野 愛、本道栄一、前田 健「実

験動物スンクス Suncus murinus からの新

規コロナウイルスの検出」第 29 回中国四

国ウイルス研究会（山口大学）(2014.6.29) 

8) 米満研三、原 由香、寺田 豊、高野 愛、

下田 宙、小寺祐二、竹田 努、前田 健

「新規開発 ELISA 法を用いた野生動物

における E 型肝炎ウイルス抗体保有状況

調査」第 29 回中国四国ウイルス研究会

（山口大学）(2014.6.29) 

9) 下田 宙、米満研三、早坂大輔、好井健

太朗、寺田 豊、野口慧多、鍬田龍星、

高野 愛、前田 健「山口県の野生動物

およびダニからフラビウイルスの検出」

第 49 回日本脳炎ウイルス生態学研究会

（山口大学）(2014.5.17) 

 

Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 
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  なし 

１. 特許取得 

  なし 

２. 実用新案登録 

  なし 

３. その他 

  なし
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厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再興感染

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） 

輸入回帰熱の診断法確立と標準化 

 

研究分担者 川端寛樹 （国立感染症研究所 細菌第一部） 

研究協力者 高野 愛 （山口大学 共同獣医学部） 

研究協力者 佐藤 梢 （国立感染症研究所 細菌第一部） 

 

研究要旨：回帰熱はアフリカ、中近東、中央アジアで流行するダニ媒介性感染症であり、特にア

フリカではマラリアと誤診断されるケースが報告されている。そこで本研究では、新規の回帰熱

の抗体検査抗原を開発に着手した。本研究では、輸入例における抗体検査法ならびに、ライム病、

新興回帰熱との鑑別法も確立することを目標としている。 

 

A. 研究目的 

 回帰熱はライム病群ボレリアとは異なる１

群のボレリア属細菌による感染症で，アフリカ

諸国での感染例が最も多く，北米や南欧，中近

東，中央アジアなどでも感染例が報告されてい

る．これら地域内では，散発的，もしくは集発

的な感染が報告され，かつ死亡例も散見される．

回帰熱には、ヒメダニが媒介する種類とシラミ

によって媒介されるものがあるが、現在上記地

域で流行しているもののほとんどがヒメダニ

媒介性回帰熱である。バルトネラ属細菌感染症

の塹壕熱やリケッチア属細菌感染症である発

疹チフス同様、シラミによって媒介される回帰

熱は、戦争等により衛生状況が悪化し、シラミ

寄生が蔓延した場合に流行する。第一次世界大

戦中、兵士や避難民の間で回帰熱が流行し、

1919 年から 1923 年の間におよそ 500 万人の患

者が亡くなったと推計されている。ダニ媒介性

の回帰熱は２つに大別される。１つは旧来から

知られているヒメダニ媒介性回帰熱（古典的回

帰熱の一部）で、抗菌薬による治療を行わない

場合，その致死率はヒメダニ媒介性回帰熱では

2-5％とされている（シラミ媒介性回帰熱では

4- 40％とされている）．もう一つは、2011 年に

初めて報告された Borrelia miyamotoi 感染によ

る新興回帰熱である。B. miyamotoi は 1995 年に

我が国で発見・同定されたボレリアで，発見当

時はその病原性は不明であったが、2011 年の

ロシアでの感染例を皮切りに、アメリカ、オラ

ンダ、日本で患者が報告された。本ボレリア感

染症の全容は未だ不明であるが、Ixodes 属マダ

ニが病原体を伝播すると考えられている。 
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 我が国では 2010 年、2012 年に中央アジア、

アフリカからの「古典的回帰熱」の輸入例が報

告されるとともに、新興回帰熱の国内感染例が

2013 年に報告され、急速に未自家な感染症と

なりつつある。一方、古典的回帰熱、新興回帰

熱の抗体検査用として確立された抗原として

glycero- phosphodiester phosphodiesterase (GlpQ)

があるが、必ずしも検査感度は高い訳ではない

ことから、新規の診断抗原開発が急務とされて

きた。 

 そこで本研究では、回帰熱ボレリアに特異的

な抗原を組換体として作成し検査用抗原とし

ての可否を評価するとともに、古典的回帰熱と

新興回帰熱の鑑別法を確立することを最終目

的とし、以下研究を開始した。 

 

B. 研究方法 

1) 比較ゲノム解析による回帰熱ボレリア特異

的遺伝子の検索 

 Draft genome 配列として公開されている回

帰熱群ボレリアの一種 Borrelia miyamotoi 

FR64b ゲノム配列  (ゲノムサイズ :1.38Mb, 

Accession 番号: CP004217-CP004266，変更修正

日:2014/10/01)の内、ボレリア種間で variation

が多いプラスミド性配列と推測される 48 

contig (CP004218- CP004266)に含まれる 649 

orfs の各々について、BLASTP 解析を行った。

BLASTP 解析はライム病群ボレリアの３種

{Borrelia burgdorferi B31 (taxid:224326) 、

Borrelia garinii PBi (taxid:290434) 、および

Borrelia afzelii PKo (taxid:390236)}ならびに回

帰熱群ボレリア３種{Borrelia turicatae 91E135 

(taxid:314724) 、 Borrelia recurrentis A1 

(taxid:412418) 、 お よ び Borrelia duttonii 

(taxid:40834)}のゲノム配列を参照して実施し、

相同性の有無を Cutoff E-value:1e-5 で判定した。 

2) 抽出された候補遺伝子群の特性解析 

 抽出された候補遺伝子群について、そのアミ

ノ酸配列から、各々の１）シグナル配列の有無、

２）Lipoprotein である可能性の予測、ならびに

３）膜貫入ドメインの有無に関する予測を行い、

候補抗原の性質について計算・予測を行った。

またこれに先立ち、ボレリア属細菌の抗原で、

その Localization が明らかな 28 抗原（膜タンパ

ク質、ペリプラズマ抗原、ならびに細胞質タン

パク質）について同様の計算を行い、予測の正

確性について検証を行った。これら解析は CBS 

prediction server (www.cbs.dtu.dk) を用いて行

った。 

3) 抽出された候補遺伝子群のパラログ解析 

抽 出 さ れ た 遺 伝 子 に つ い て 、 各 々

Position-Specific Iterated-BLAST(PSI-BLAST)に

よ り 「 Coverage (>80%) お よ び  Identical 

(>80%) 」 条 件 下 で B. miyamotoi 

FR64b(txid:1292392) genome 内に配列が見つか

ったものをパラログとした． 

4)候補遺伝子の大腸菌を用いたクローニング 

候補遺伝子から必要に応じて 5’末端側の推定

シグナル配列を除いた配列を、 Borrelia 

miyamotoi FR64b 株 DNA を鋳型とし、KOD-FX 

Neo (TOYOBO)を用い PCR で増幅した。PCR

産 物 の 精 製 に は HighPure PCR product 

purification kit(Roche)を用いた。 精製した PCR

産物はT4 DNA polymerase処理により5’突出末

端を形成させた後、pET46 Ek/Lic ベクター

(Novagen)とアニーリングさせた。本ベクター
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での組換えタンパク質はその N 末端に 6XHis

が付加されるよう設計した。クローニングした

遺伝子の発現には大腸菌Rossetta (DE3) pLys株

を用いた。以上の組換え DNA 実験は、国立感

染症研究所 組換え DNA 実験安全委員会によ

り承認を受けて行われた（承認番号：機 26-83）。 

4)組換え抗原の発現 

 大腸菌での組換え抗原発現を見るため、形質

転換を行った大腸菌を LB 培地もしくは SOB

培地で 37℃、一晩震盪培養した後、培養液を

MagicMedia (Lifetechnologie)へ 1/100 接種し、

20℃もしくは28-30℃で36-46時間震盪培養を行

った。培養液は、2XSDS-PAGE buffer と等量混

和後、SDS-PAGE を行った。電気泳動後のゲル

は常法に従い PVDF 膜(Bio-Rad)へ転写した。一

次抗体には Anti-His monoclonal 抗体(BDL)、二

次抗体には HRP ラベルされた Anti-mouse 

IgG(KPL)を用い、HRP の検出には ECL prime 

kit(GE Healthcare)を用いた。 

 

（倫理面からの配慮について） 

該当しない。 

 

C. 研究結果 

1) In silico 解析 

 BLASTP 解析により全 649 orfs は、回帰熱群

ボレリア間で保存される 45 orfs、B. miyamotoi 

FR64b 株に特異的な 34 orfs、Variable membrane 

protein (VMP) 遺伝子群 64 orfs、ならびに

Borrelia 属で保存されている 506 orfs に分けら

れた（表１）。これら各群から paralog family を

PSI-BLAST により検索し、それぞれの中から

代表的な 1 orf を組換え抗原作製候補として選

定した（表１、表２）。また、Borrelia 属で保存

されている 506orfs 中、推定される homolog に

対して相同性が低い 12orfs 中、paralog を除い

た 7orfs も候補に加えた（表１）。 

 ボレリア属細菌の既知抗原を用いた細胞内

局 在 を SignalP 4.0/LipoP 1.0/TMHMN 2.0 

protocol によって推定した場合、 SignalP 

4.0/LipoP 1.0 protocol により、細胞質抗原と膜

抗原/ペリプラズム抗原間は、SignalP による D

値および SpI/SpII サイトの有無により高確度

で判別可能である（data not shown）。本研究で

候補に選定した 59orfs の内 26orfs は膜抗原/ペ

リプラズム抗原と推定された（表２）。 

2)各 59orfs の組換え抗原の大腸菌による発現

成績 

試験に供した 59orfs 中、3orfs(BOM 1320, BOM 

1183, BOM 1515)を除き、大腸菌の形質転換株

が得られた。これら各々の orf 形質転換株につ

いて、anti-His 抗体を用いた Immunoblot 法によ

りいずれかの条件で組換え抗原の発現が見ら

れた株は 44orf を保持する大腸菌株であった

（表３）。 

 

D. 考察 

 ボレリア属細菌は大腸菌等で血清型決定基

となるような LPS を持たないこと、また鞭毛

抗原遺伝子は高度に保存されていること等か

らこれらをもとにした血清型による型別や感

染病原体種の血清学的同定が不可能である。こ

れらのことから、いずれのボレリア感染症にお

いても抗体検査によってその感染種の同定は

困難とされてきた。しかしながら、ゲノム解析

技術の向上により、回帰熱群特異的抗原や新興
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回帰熱群特異的抗原が in silica 解析で抽出でき

るようになってきた。本研究で候補として選定

した 59orfs の内、44 orfs (74.5%)が大腸菌を用

いて単離・発現させることができた。今後、こ

れら組換え抗原を用いて、まず、回帰熱群ボレ

リア、新興回帰熱ボレリア、ライム病群ボレリ

アを感染させたマウス血清を用い、抗体が誘導

される抗原の選定・絞り込みを行う。次いで海

外研究機関と連携し、絞り込まれた抗原の感度、

特異性を検討する予定である。 

E. 結論 

 海外から輸入される回帰熱について、ゲノム

情報を活用した新規抗体検査系確立のための

基礎的情報を提供した。 
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表１. Borrelia miyamotoi 649 orfs の相同性検索成績 

 

Relapsing

fever
Borrelia

Conserved

Borrelia

miyamotoi

specific

VMPs Conserved
Low

similarity

Orf  nmber

(Total  649)
45 34 64 494 12

Paralog

family=7

(including  23

orfs)

Paralog

family=5

(including  16

orfs)

Paralog

family=1

(including  64

orfs)

Not  c
o

unted

Paralog

family=3

(including  8

orfs)

Used  in  this

study
29 23 ­− ­− 7
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表 3．大腸菌を用いた、Anti His-Tag 抗体による各々の組換え抗原発現の有無． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
BOM 1320, BOM 1183 および BOM1515 の各 orf は大腸菌を用いて単離出来なかった。

試験条件

No. BOM  N .
20℃,
36hrs

30℃,
36hrs

28-‐‑‑30℃,
46hrs

2 947 + + -‐‑‑ +
3 1172 -‐‑‑ -‐‑‑ -‐‑‑
4 1280 -‐‑‑ -‐‑‑ + +
5 1284 -‐‑‑ -‐‑‑ + +
6 1341 + + + +
7 1367 -‐‑‑ -‐‑‑ -‐‑‑
8 1374 -‐‑‑ -‐‑‑ + +
9 1378 + + + +
10 1381 + + -‐‑‑ +
11 1440 + + + +
12 1441 + + + +
13 1092 + + + +
14 1167 -‐‑‑ -‐‑‑ -‐‑‑
15 1197 -‐‑‑ -‐‑‑ + +
16 1218 -‐‑‑ -‐‑‑ -‐‑‑
17 1226 -‐‑‑ -‐‑‑ + +
18 1232 + + + +
19 1318 + + + +
20 1320
21 1385 + + + +
22 1394 + + + +
23 1470 + + + +
1 886 -‐‑‑ -‐‑‑ -‐‑‑
2 889 -‐‑‑ -‐‑‑ + +
3 891 + + + +
4 892 + + -‐‑‑ +
5 896 + + + +
6 897 + + + +
7 899 + + + +
8 900 + + + +
9 902 + + -‐‑‑ +
10 903 + + + +
11 911 + + + +
12 930 -‐‑‑ -‐‑‑ -‐‑‑
13 931 + + + +
14 932 -‐‑‑ -‐‑‑ + +
15 934 + + + +
16 937 -‐‑‑ -‐‑‑ + +
17 1029 -‐‑‑ -‐‑‑ -‐‑‑
18 1071 -‐‑‑ -‐‑‑ -‐‑‑
19 1134 + + + +
20 1137 + + + +
21 1183
22 1195 -‐‑‑ -‐‑‑ + +
23 1323 + + + +
24 1377 + + + +
25 1379 + + -‐‑‑ +
26 1399 + + + +
27 1486 -‐‑‑ -‐‑‑ -‐‑‑
28 1065 -‐‑‑ -‐‑‑ -‐‑‑
29 1515
1 1038 + + + +
2 1147 + + + +
3 1148 + + + +
4 1149 + + + +
5 1382 -‐‑‑ -‐‑‑ + +
6 1383 + + + +
7 1384 -‐‑‑ -‐‑‑ -‐‑‑

いずれかの条件で発現が
⾒⾒⾒ら

れ
たもの

1 885 + + + +
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表２．本研究で組換え抗原を作製した Borrelia miyamotoi 由来 orfs と各種 In silico 解析結果 

 

No. BOM No. Annotation BLASTP
PSI-BLAST B.miyamotoi FR64b
(txid:1292392) Independency

[Coverage (>80%) & Identical (>80%)]
SignalP 4.1 LipoP 1.0

20 1 885 Hypothetical protein M23 peptidase domain-containing protein Probable Borrelia miyamotoi  specific Independent - (0.256) -
30 2 947 Hypothetical protein holin [Borrelia turicatae 91E135] Probable Borrelia miyamotoi  specific Independent - (0.110) -
38 3 1172 Hypothetical protein Single-strand DNA binding protein [Borrelia duttonii CR2A] Probable Borrelia miyamotoi  specific 969 (969,1172,1307,1340) - (0.086) -
44 4 1280 Hypothetical protein hypothetical protein BDCR2A_01449 [Borrelia duttonii CR2A] Probable Borrelia miyamotoi  specific Independent - (0.220) SpII
45 5 1284 Hypothetical protein Smf protein [Borrelia turicatae 91E135] Probable Borrelia miyamotoi  specific Independent - (0.087) -
46 6 1341 Hypothetical protein DNA gyrase subunit A [Borrelia burgdorferi B31] Probable Borrelia miyamotoi  specific 1341 (970,1171,1341) - (0.208) -
47 7 1367 Hypothetical protein BppA [Borrelia duttonii] Probable Borrelia miyamotoi  specific Independent - (0.185) -
16 8 1374 Hypothetical protein hypothetical protein BDCR2A_01449 [Borrelia duttonii CR2A] Probable Borrelia miyamotoi  specific Independent - (0.287) SpII
49 9 1378 Hypothetical protein putative lipoprotein [Borrelia recurrentis A1] Probable Borrelia miyamotoi  specific Independent - (0.145) -
51 10 1381 Hypothetical protein adenine specific DNA methyltransferase [Borrelia burgdorferi B31] Probable Borrelia miyamotoi  specific Independent - (0.107) -
57 11 1440 Hypothetical protein oligoendopeptidase F [Borrelia turicatae 91E135] Probable Borrelia miyamotoi  specific Independent - (0.219) SpII
18 12 1441 Hypothetical protein hypothetical protein BAPKO_3547 [Borrelia afzelii PKo] Probable Borrelia miyamotoi  specific 1441(1198,1199, 1285, 1441) + (0.526) SpII

9 13 1092 Fibronectin-binding lipoprotein antigenic protein P35 [Borrelia recurrentis A1] Probable Borrelia miyamotoi  specific,
Low similarity was found in LD/RF group 1092 (1516,1517,1092) + (0.538) SpII

37 14 1167 Mlp lipoprotein family protein Congo red-binding lipoprotein NlpH [Borrelia duttonii CR2A] Probable Borrelia miyamotoi  specific,
Low similarity was found in LD/RF group Independent - (0.332) SpII

41 15 1197 Mlp lipoprotein family protein protein MlpJ [Borrelia burgdorferi B31] Probable Borrelia miyamotoi  specific,
 Low similarity was found in LD/RF group Independent - (0.279) -

42 16 1218 Mlp lipoprotein family protein Congo red-binding lipoprotein NlpH [Borrelia duttonii CR2A] Probable Borrelia miyamotoi  specific,
Low similarity was found in LD/RF group Independent - (0.366) -

12 17 1226 Congo red-binding lipoprotein NlpH Mlp lipoprotein family protein [Borrelia duttonii CR2A] Probable Borrelia miyamotoi  specific,
 Low similarity was found in LD/RF group Independent - (0.299) -

43 18 1232 Mlp lipoprotein family protein MlpJ protein [Borrelia duttonii] Probable Borrelia miyamotoi  specific,
Low similarity was found in LD/RF group Independent - (0.325) SpII

13 19 1318 Hypothetical protein antigen P35-like protein [Borrelia recurrentis A1] Probable Borrelia miyamotoi  specific,
Low similarity was found in LD/RF group Independent - (0.376) SpI

14 20 1320 Hypothetical protein Mlp lipoprotein family protein [Borrelia duttonii CR2A] Probable Borrelia miyamotoi  specific,
Low similarity was found in LD/RF group Independent - (0.279) SpII

55 21 1385 Hypothetical protein hypothetical protein BTA033 [Borrelia turicatae 91E135] Probable Borrelia miyamotoi  specific,
Low similarity was found in LD/RF group Independent + (0.545) SpII

17 22 1394 Fibronectin-binding lipoprotein hypothetical protein BDCR2A_01902 [Borrelia duttonii CR2A] Probable Borrelia miyamotoi  specific,
 Low similarity was found in LD/RF group 1394 (1375,1394) + (0.538) SpII

58 23 1470 Putative cytosolic protein immunogenic protein P37 [Borrelia burgdorferi B31] Probable Borrelia miyamotoi  specific,
 Low similarity was found in LD/RF group Independent - (0.256) SpII

21 1 886 Hypothetical protein hypothetical protein BTA011 [Borrelia turicatae] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.377) SpII
22 2 889 Hypothetical protein hypothetical protein BRE_1030 [Borrelia recurrentis A1] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.162) -
1 3 891 Hypothetical protein hypothetical protein BDCR2A_01136 [Borrelia duttonii CR2A] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.189) SpII

23 4 892 Hypothetical protein hypothetical protein BTA033 [Borrelia turicatae 91E135]1 Probable Relapsing fever specific Independent - (0.124) -
2 5 896 Hypothetical protein hypothetical protein BTA034 [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.403) SpII
3 6 897 Hypothetical protein hypothetical protein BTA035 [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.274) SpII

24 7 899 Hypothetical protein hypothetical protein BTA033 [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.229) SpII
4 8 900 Hypothetical protein hypothetical protein BTA044 [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific Independent + (0.861) SpII

25 9 902 Hypothetical protein putative lipoprotein [Borrelia recurrentis A1] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.135) -
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26 10 903 Ribonucleoside-diphosphate
reductase beta chain ribonucleoside reductase beta subunit [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.104) -

5 11 911 Hypothetical protein hypothetical protein BTA055 [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific Independent + (0.636) SpII

27 12 930 Hypothetical protein hypothetical protein BTA073 [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.203) -

28 13 931 Hypothetical protein hypothetical protein BTA073 [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.298) -

6 14 932 Hypothetical protein immunogenic protein A [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific 932 (932,933) + (0.487) SpII

60 15 933 Hypothetical protein immunogenic protein A [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific 932 (932,933) + (0.485) SpII

29 16 934 Hypothetical protein hypothetical protein BTA092 [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.264) -

7 17 937 Hypothetical protein arthropod-associated lipoprotein [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific Independent + (0.711) SpII

31 18 1029 BDR-repeat family protein BDR-repeat family protein [Borrelia duttonii CR2A] Probable Relapsing fever specific 1029 (1403,1029,1164,978,1220) - (0.110) -

8 19 1071 Hypothetical protein membrane protein [Borrelia duttonii] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.291) -

10 20 1134 Hypothetical protein hypothetical protein BDCR2A_01220 [Borrelia duttonii CR2A] Probable Relapsing fever specific Independent + (0.562) SpII

11 21 1137 Hypothetical protein hypothetical protein [Borrelia duttonii] Probable Relapsing fever specific 1137(1137,1472) - (0.287) SpII

39 22 1183 Hypothetical protein hypothetical protein BDCR2A_01356 [Borrelia duttonii CR2A] Probable Relapsing fever specific 1183 (960, 1017,1140, 1183) - (0.137) -

40 23 1195 BDR-repeat family protein bdr proitein [Borrelia recurrentis A1] Probable Relapsing fever specific 1195 (1195, 1510,1512, 1461) - (0.101) -

15 24 1323 Congo red-binding lipoprotein NlpH Congo red-binding lipoprotein NlpH [Borrelia duttonii CR2A] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.313) SpII

48 25 1377 Hypothetical protein hypothetical protein BTA111 [Borrelia turicatae 91E135] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.123) -

50 26 1379 Hypothetical protein hypothetical protein [Borrelia duttonii] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.111) -

56 27 1399 Hypothetical protein hypothetical protein [Borrelia persica] Probable Relapsing fever specific Independent - (0.404) SpII

59 28 1486 Hypothetical protein hypothetical protein [Borrelia duttonii] Probable Relapsing fever specific 1486 (1395, 1466, 1486, 1505) - (0.085) -

33 29 1065 Hypothetical protein hypothetical protein [Borrelia duttonii] Probable Relapsing fever specific.
 Low similarity was found in LD group Independent - (0.290) -

19 30 1515 Antigen P35 hypothetical protein [Borrelia duttonii] Probable Relapsing fever specific.
Low similarity was found in LD group 1515 (1093, 1515)  -(0.307) SpII

32 1 1038 BDR-repeat family protein hypothetical protein BAPKO_2516 [Borrelia afzelii PKo] Conserved (LD groupo and Borrelia miyamotoi) Independent - (0.119) -

34 2 1147 Hypothetical protein hypothetical protein BB_Q23 [Borrelia burgdorferi B31] Conserved (LD groupo and Borrelia miyamotoi) 1147 (953, 1147, 1420) - (0.138) -

35 3 1148 Hypothetical protein hypothetical protein BB_Q22 [Borrelia burgdorferi B31] Conserved (LD groupo and Borrelia miyamotoi) 1148 (952,1148,1419) - (0.110) -

36 4 1149 Hypothetical protein hypothetical protein BafPKo_O0007 [Borrelia afzelii PKo] Conserved (LD groupo and Borrelia miyamotoi) 1149 (1149, 1418) - (0.098) -

52 5 1382 Adenine-specific methyltransferase hypothetical protein BafPKo_Q0015 [Borrelia afzelii PKo] Conserved (LD groupo and Borrelia miyamotoi) Independent - (0.116) -

53 6 1383 Adenine-specific methyltransferase hypothetical protein BAPKO_3518 [Borrelia afzelii PKo] Conserved (LD groupo and Borrelia miyamotoi) Independent - (0.107) -

54 7 1384 Adenine-specific methyltransferase hypothetical protein BafPKo_Q0015 [Borrelia afzelii PKo] Conserved (LD groupo and Borrelia miyamotoi) Independent - (0.138) -
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厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再

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：動物由来細菌性腸管感染症の再興に向けた感染制御に関する研究 

 

研究分担者 山田章雄 東京大学大学院農学生命科学研究科 教授 

研究協力者 平山和宏 東京大学大学院農学生命科学研究科 准教授 

      吉村和敏 東京大学大学院農学生命科学研究科 

 

研究要旨：腸管出血性大腸菌（EHEC）による腸炎の治療における抗菌薬投与は EHEC から

の志賀毒素（Stx2）の産生を促進することから、勧められていない。われわれは乳児の糞便

を無菌（GF）マウスに経口投与して作出したノトバイオート（GB）マウスにおいて、EHEC

感染に抵抗性を示す GB マウスの存在を明らかにしてきた。本研究では GF マウスに EHEC

感染に対する抵抗性を付与できる機構の解析を試みた。その結果乳児の糞便に存在する

Bifidobacteriumの菌種や菌株の中にEHECによる感染死を抑制する効果を有するものがある

ことが明らかになった。特に同じ菌種・亜種であっても、B. longum subsp. infantis JCM1222T

（B. infantisT）は抑制効果を持たないが、B. longum subsp. infantis 157F-4-1（B. infantis 157F）

には抑制効果があることを明らかにした。

A．研究目的： 

 腸管出血性大腸菌症は年間 3000 から

5000 人の患者ならびに数例の死亡が報告さ

れており、動物由来感染症としては極めて

重要な疾患である。通常細菌性腸炎の治療

には抗菌薬投与が行われるが、抗菌薬投与

は EHEC からの Stx2 産生を促し、溶血性尿

毒症（HUS）などの重篤な合併症につなが

る可能性があり、慎重な使用が求められて

いる。われわれは乳児の糞便を無菌（GF）

マウスに経口投与して作出したノトバイオ

ート（GB）マウスにおいて、EHEC 感染に

抵抗性を示す GB マウスの存在を明らかに

してきた。本研究では GF マウスに EHEC

感染に対する抵抗性を付与できる機構の解

明を目的とする。 

 

B. 研究方法： 

1) 動物 

当教室で繁殖維持している無菌 Balb/c マウ

スを 8~13 週齢で実験に供与した。 

2) 菌株 
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以下の 6 菌種 9 菌株を使用した。B. 

adolescentis JCM1275T (B. adolescentis T) 、

B. bifidum JCM1255T (B. bifidum T) 、B. 

bifidum M、B. breve JCM1192T (B. breve T) 、

B. longum subsp. infantis JCM1222T (B. 

infantis T) 、 B. longum subsp. infantis 

157F-4-1 (B. infantis 157F) 、B. longum subsp. 

longum JCM1217T (B. longum T) 、B. longum 

subsp. longum  NCC2705 (B. longum NS) 、

B. pseudocatenulatum JCM1200T (B. 

pseudocatenulatum T)。  EHEC は E. coli 

O157:H7 strain 44Rf（Stx2）（E. coli 44Rf）を

使用した。 

3) Bifidobacteriumの経口投与7日後にE. coli 

44Rf を同様に経口投与した。 Stx2 は

VTEC-RPLA キット（Denka、Japan）とノバ

パスベロ毒素 EIA キット（BIORAD、USA）

を用いて測定した。 

 

（倫理面からの配慮について） 

 マウスにおける全ての感染実験は東京大

学農学生命科学研究科動物実験委員会によ

る審査を経て承認されている。 

 

C. 結果： 

1. 上記 9 菌株を GF マウスに経口接種し

作出した GB マウスに E. coli 44Rfを感

染させた後のマウスの生残を図 1 に示

す。図から明らかなように B. infantis 

157F と B. longum NS を投与した GB マ

ウスは E. coli 44Rf感染を耐過したが、

Bifidobacterium 未投与対象群並びにこ

れら以外の 7 菌株の接種で作出した

GB マウスはすべて E. coli 44Rf感染に

より死亡した。 

2. これら GB マウス糞便中の E. coli 44Rf

菌数を経日的に測定し比較したところ、

GFマウスに予めBifidobacteriumを投与

しても E. coli 44Rfの糞便中への排泄に

差は認められず、腸管内への定着には

影響がないと考えられた。 

3. 表１に示すように E. coli 44Rf感染６日

後における盲腸内容物中の Stx2 濃度は

B. infantis 157F と B. longum NS 接種し

た GB マウスでは他の Bifidobacterium

投与群と比較して低いことが明らかに

なった。また、マウス血清中の Stx2 濃

度を測定したところ、感染抵抗性を示

したGBマウスでは血清中Stx濃度が優

位に低いことが明らかになった。 

 

D. 考察： 

以 上 の 成 績 は B. longum subsp. 

longum/infantis に属する特定の菌には、他の

Bifidobacterium に比べて、E. coli O157:H7 感

染に対する高い防御効果を示すものが存在

することを示している。さらにその防御効

果は E. coli O157:H7 の腸管粘膜への定着を

阻害することによるものではなく、腸管内

での Stx2 産生の抑制及びその体内への移行

を祖がすることによるものであることが示

唆された。今後は防御効果の機構について

詳細に解析したい。 
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E. 結論 

 Bifidobacterium 投与により作出した GB

マウスを用いて、Bifidobacterium の E. coli 

O157:H7 感染に及ぼす影響を調べたところ

特定の菌株には明らかな感染防御効果があ

ることが判明した。 

 

F．健康危険情報 

 特になし。 

 

G. 研究発表 

 なし。 

 

Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 

  なし 

１. 特許取得 

  なし 

２. 実用新案登録 

  なし 

３. その他 

  なし
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表 1. 盲腸内容物中の Stx2 濃度 

 

days  after  E.   c oli  44 Rf   in f ection
Bifidobacterium   strains 1 6 14
B.  adolescent isT 8.6 9.5 NT
B.  bifidum T 8.5 10.1 NT
B.  breveT 8.9 9.4 NT
B.  infant isT 8.9 9.6 NT
B.  infant is  157F 8.9 9.3 9.1
B.  longum T 8.9 9.6 NT
B.  longum  NS 8.8 9.5 9.5
B.  pseudocatenulatum T 8.7 9.4 NT
(E.  cl i   44 Rf    on l y) 9 10 NT

 

Bifidobacterium の経口投与 7 日後に E. coli 44Rfを同様に経口投与した。 

盲腸内容物中の Stx2 は VTEC-RPLA キット（Denka、Japan）と 

ノバパスベロ毒素 EIA キット（BIORAD、USA）を用いて測定した。 
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図 1. Bifidobacterium の 9 菌種のノトバイオートマウスの E. coli 44Rf感受性 
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厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再

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：コリネバクテリウムに関する研究 

 

研究分担者：山本明彦 （国立感染症研究所・細菌第二部主任研究官） 

研究協力者：畠山薫、久保田寛顕、奥野ルミ、貞升健志、井出 治、加藤敦子（東京都健康

安全研究センター）、本間幸子、佐藤弘康（川崎市健康安全研究所）、古川一郎、石岡慎也、

岡本浩介、水谷達二（神奈川県衛生研究所）、勝川千尋（大阪府立公衆衛生研究所）、梅田

薫、阿部拓人、畠山理沙、木村吉秀（大阪市立環境科学研究所）、中嶋洋、狩屋英明、岸本

壽男、橋本英典、近藤 真、東 正秋、藤原慎一（岡山県環境保健センター）、内田順子、

有塚真弓、藤井康三 蔦田博也（香川県環境保健センター）、小山絵理子（徳島県保健環境

センター）、畠山敬、後藤郁男、山口友美（宮城県環境衛生センター）、青木敦子、嶋田直

美、近真理奈（埼玉県衛生研究所）、柳井徳磨（岐阜大学）、秋定健、兵行儀、與田茂利、

黒川幸徳、山根一和（川崎医科大学）、本間康夫（信楽園病院）、天尾弘実、藤平篤志、佐

伯穂波（日本獣医生命科学大学）、小宮貴子、岩城正昭、網 康至、須崎百合子、新倉綾、 

高橋元秀、今岡浩一（国立感染症研究所） 

 

研究要旨：ジフテリア様の症状を示すジフテリア毒素産生性の Corynebacterium ulcerans（C. 

ulcerans）による感染症について、リンパ節膿瘍を示す 6 歳の女児での新規 1 症例が報告さ

れた。この患者分離菌株は MLST 解析から、本邦初発例と類似の MLST タイプに属するこ

とが判明した。また、キャリアーとなる動物の 7 地域の検索ではイヌから１％ネコからは

5.7％C.ulcerans が分離され、さらに血清ジフテリア抗毒素価の調査でウシの 6.7%、シカ血

清から 12.2％が陽性である結果から、シカが自然界の保菌者でウシやネコなどに感染させ、

ネコが人への感染の C. ulcerans のキャリアーの一つになっていることが示唆された。C. 

ulcerans、Corynebacterium diphtheria （C. diphtheriae）および C. pseudotuberculosis を類縁の

Corynebacterium 属菌から鑑別する迅速診断法として、マルチプレックス PCR 法を昨年開発

したが、汎用するには改良が必要なことが判明した。さらに、昨年開発したマウス C. ulcerans

感染モデルで C. ulcerans 抗体の消長を追うべく ELISA 測定系を作成して感染と抗体応答の

関連を調べたところ感染に伴う IgM 抗体が検出された。
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A．研究目的： 

 C. ulcerans 、 C. diphtheriae を類縁の

Corynebacterium 属菌から迅速かつ簡易に

鑑別する実験室診断法として、昨年度に開

発した鑑別診断法のを協力研究機関である

地方衛生研究所に周知し試薬を配布して、

その特異性と測定精度などを検討する。さ

らに、Corynebacterium 属菌全菌体を用いた

ELISA 法を開発し、抗体による診断方法の

開発を行う。 

また、発生患者周辺や動物の疫学調査を行

なうとともに、分離菌の分子疫学的解析ツ

ールを検討する。  

ジフテリアは、ジフテリア毒素を有する

C.diphtheriae による細菌感染症である。高

い死亡率と飛沫感染で広範囲に伝染するこ

とから、感染症法の 2 類染症に分類される。

日本ではこの 10 年間患者の発生はない。こ

の感染症は古くから知られる疾患で、ジフ

テリア毒素を不活化して作成したワクチン

接種による防疫が全世界的に実施されてい

る。2001 年よりジフテリア様の症状を示す

ジフテリア毒素産生性の C. ulcerans による

感染症が、本邦でも報告されるようになっ

た（表１）。ジフテリア毒素を主要な病原

因子とする C. ulcerans 感染症はヒトを含む

哺乳動物が広く罹患する。ECDC の定義で

は、ヒトに特異的な C. diphtheriae 感染症と

あわせ「ジフテリア」とされるが、本邦で

は C. ulcerans 感染症は感染症法の対象疾患

ではない。患者発生時の迅速な対応が要求

される 2 類感染症と分類される C. 

diphtheriae 感染症（ジフテリア）との鑑別

診断が公衆衛生上の課題である。昨年開発

した迅速診断法を実際の対応を行う地方衛

生研究所評価した。 

同感染症は、これまでの症例報告から動物

由来感染症であるが、その実態が不明な点

がある。そこで、国内の発生患者の症状や

患者周辺の動物についての疫学調査を実施

した。また、どの動物がその感染源となる

のかについて協力研究者を中心に調査を実

施した。さらに、昨年開発したマウス感染

モデルでの C. ulcerans 全菌体に対する抗体

の消長を調べた。感染源としての動物のリ

スク評価に役立てることを目的とした。 

 

B. 研究方法 

1. 新規発生患者周辺調査 

 今年度リンパ節膿瘍を呈した 1 名の患者

が医療機関で確認された。医師と患者の同

意を得たのち、患者からの病原体確認およ

び患者の環境調査を行なった。さらに、患

者および病院を所轄する自治体の衛生研究

所との共同調査を実施した。 

 

2. 各地の動物及びヒトからの菌分離、抗

体調査 

１）C. ulcerans の菌分離法 

 被検体となる動物の口腔、鼻、背、耳、

尾、腹部、尻、血液等のスワブを採取し、

培養は検体をヒツジ血液寒天培地および亜

テルル酸カリウム添加活性炭末加ヒツジ血

液寒天培地（以下、荒川変法血液寒天培地）
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に塗抹、血液寒天培地は 18～24 時間後、荒

川変法血液寒天培地は 24 または 48 時間後

に疑われる集落について性状を検査した。

同定は DSS 培地による糖分解性状のスクリ

ーニング、カタラーゼ試験、ウレアーゼ試

験を実施した後、Api coryne(bioMérieux)を

用いて確定した。なお、各衛研の研究協力

者の経験的技術と知識の違いにより、出現

したコロニーをエーゼで掻き取り（Sweep

法）、DNA を抽出し PCR を実施するか、

または疑われる黒色コロニーをグループ毎

（Mix 法）にリアルタイム PCR で毒素遺伝

子を検出する方法を組み合わせて実施する

場合もあった。菌の毒素原性はジフテリア

毒素遺伝子の A サブユニット相当部分の一

部を特異的に増幅するプライマーを用いた

PCR、寒天内沈降反応の Elek 法および培養

細胞法で確認した。 

 

２）ジフテリア抗毒素価の測定 

各種動物より採取した血液より血清を分離

し、一定量のジフテリア試験毒素と 2 倍階

段希釈した血清を等量 Vero 細胞の培養液

に加えて 4 日間培養し、Vero 細胞へのジフ

テリア毒素の細胞障害性の抑制を観察する

ことで血清中のジフテリア抗毒素価を算出

した。既知の標準抗毒素とジフテリア試験

毒素との毒素活性中和能と比較して抗毒素

価を算出する。毎回の測定時に、ジフテリ

ア試験毒素の細胞障害性と検体となる血清

中の細胞障害活性も確認した。 

 

3. 分離菌株の分子疫学解析 

これまでの C. ulcerans 分離菌株の解析は、

Sfi I を用いた PFGE 法を用いてきたが、再

現性、データのポータビリティ等において

PFGE より優れているとされる MLST 法で

の解析を今回試みた。解析は König et al, 

(2014) J. Clin. Microbiol. 52(12):4318-4324 に

従った。供試菌体を熱抽出して得たゲノム

DNA を含む画分を鋳型として７つの遺伝

子（ atpA, dnaE, dnaK, fusA, leuA, odhA, 

rpoB）の断片をそれぞれ増幅し、塩基配列

を 決 定 後 web サ イ ト pubMLST

（http://pubmlst.org/cdiphtheriae/）上の解析ア

プリケーションにより MLST タイプを決定

した。 

 

4. 簡易迅速鑑別診断法の汎用化検討 

C. ulcerans 、 C. diphtheriae を 類 縁 の

Corynebacterium 属菌から迅速かつ簡易に

鑑 別 す る 実 験 室 診 断 法 と し て 、

Corynebacterium 属菌の遺伝子診断に用い

られている rpoB 遺伝子の遺伝子配列から

それぞれ候補配列を選択して primer を設計

し、それを組み合わせることで Multiplex 

PCR 法を昨年作成した。作成した Multiplex 

PCR 法について、汎用化の可能性を探るた

めに地方衛生研究所の 6 実験室に 4 種類の

primer pair と 6 種類の DNA を配布して、そ

の特異性や感度などを調べた。 

 

5. 感染実験動物モデルの開発 

C. ulcerans 感染モデルの作成のため、汎用
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実験動物であるマウスを用いた経鼻感染モ

デルを昨年作成した。本年は感染モデル抗

体応答を調べるためEnzyme-Linked Immuno 

Sorbent Assay(ELISA)による抗C. ulcerans全

菌体抗体価測定系を構築し、経鼻感染マウ

スにおける IgG および IgM 抗体価の測定を

行った。 

 

（倫理面からの配慮について） 

人を対象とする調査に関しては、国立感染

症研究所医学研究倫理委員会へ「C.ulcerans

によるジフテリア症の血清疫学と菌分離調

査」として審査申請を行い承認を得た(承認

期間～H28 年 3 月 31 日)。また、感染実験

動物モデルの作成には、国立感染症研究

所・動物実験委員会に計画書を提出しその

承認を得て実験を行った。 

 

C. 研究結果 

1.  新規発生患者周辺調査 

１）国内 14 症例目の患者調査 

本邦 14 例目となる徳島県での C.ulcerans 症

例は、6 歳の女児であった。平成 26 年 4 月

に友人と顔をぶつけて唇を切る事故を起こ

し、翌日に熱感をもって左耳下腺部が腫れ、

発熱（38.5℃）もあり疼痛を伴っていたた

め近医を受診したが、症状が治まらず、徳

島県立中央病院小児科に紹介され入院とな

った。超音波検査にて左耳下腺部の腫れは、

最大直径 9ｍｍの膿瘍を形成し、その周囲

が炎症あるリンパ節膿瘍と診断された。膿

瘍の穿刺培養を行って C.ulcerans のみ培養

された。治療で発熱は収まり退院した。し

かし、腫れが再燃したために外来受診しマ

クロライド系抗生物質を投与して 4 日後に

は腫れが消失した。患者の入院時のジフテ

リア抗毒素価は、0.756IU/ｍL で腫れの消失

時の抗体価は 6.06IU/ｍL と高い値を示した。

患者は、日本脳炎以外のワクチン投与は行

っていた。 今回の症例の調査にて、抗ジ

フテリア毒素抗体が十分にあっても

C.ulcerans 感染が成立したことは初めての

知見である。 

感染経路に関しては、飼い猫からの可能性

が高い。患者宅では、飼い猫を 1 匹飼育し

ているが、患者が発症するころひどい皮膚

病にかかっていて、獣医科病院の受診をし

てエリスロマイシンを投与されている。治

療により患者の症状が消失したころに、こ

の猫の皮膚炎痕や口腔、耳スワブなど採材

し て 菌 培 養 の 検 査 を 行 っ た が 、

Corynebacterium 属菌は培養されたが、

C.ulcerans は陰性であった。その原因として、

C.ulcerans に感受性のあるエリスロマイシ

ンの治療が皮膚炎への処置として行われて

いたためであると推測される。 

 

2. 各地の動物及び人での調査結果 

7 都道府県 7 地域について、動物からの菌

分離及び血清ジフテリア抗毒素価の調査を

行った。 

１）O 県 

 O 県では、県内病院と提携して臨床で分

離された Corynebacterium 属菌について同
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定を行い動物との関連についても聞き取り

を行った。その結果、平成 26 年に 16 検体

ほど Corynebacterium 属菌が分離された。そ

の由来は喀痰、血液が主で膿、尿、耳漏な

ども含まれていた。C.ulcerans は分離されな

かったが、どの症例もネコを飼育する環境

であった。 

２）T 県 

T 県においては、平成 22 年から 25 年のイ

ヌ、ネコの調査で分離された C.ulcerans 

７株 （DLT（＋）5 株、DLT(-)2 株）につ

いて、型別方法を検討した。①DLT 毒素遺

伝子配列による解析DLT毒素遺伝子を持つ

5 株から得られた DLT 毒素遺伝子（約

1683bp)配列、ならびに O102 株を含めた 12

株の DLT 遺伝子配列を用いて、系統樹解析

を行った。5 株中 4 株は、O102 株と同一ク

ラスターを形成したが、1 株はイヌ由来株

（大阪）ならびに O510 株と同一のクラスタ

ーを形成した。また、JCM10387 は供試した

株とは異なる型であった。②MLST 法によ

る 解 析 ： C.diphtheriae MLSTdata 

(http://pubmlst.org/cdiphtheriae/) に準じた、

ハウスキーピング遺伝子 7 部位の遺伝子配

列を比較し型別を行った。7 株中 6 株

（DLT(+）4 株、DLT(-)2 株）は O102 株と

同一型となったが、1 株は異なる型となっ

た。この株は、DLT 遺伝子解析でも他と異

なる結果となった株であった。イヌ、ネコ

には、単一クローンの C.ulcerans が分布し

ているのではなく、少なくとも 2 種類以上

のクローンが分布していることが示唆され

た。 

３）Ok 県 

Ok 県においては、食肉検査上に搬入される

全国から搬入される牛の血液のジフテリア

抗毒素価の調査を行った。平成 26 年度は

133 頭を調査し 9 頭（6.7％）からジフテリ

ア抗毒素価が検出された。 

さらに、川崎医科大学との共同研究で、耳

鼻咽喉科外来患者からの C.ulcerans 検索、

内科受信患者及び入院患者から分離された

Corynebacterium 属菌 70 株について同定を

行った。同定された菌株は 40株がC.striatum

でおよそ 6 割を占めていた。C.ulcerans は分

離されなかった。 

４）K 県 

K 県内動物管理事務所に搬入されたネコ

102 匹、イヌ 13 匹の咽頭ぬぐい、また環境

６か所のふきとり検体について、培養にて

C.ulcerans の検出を試みた。結果は培養同定、

毒素遺伝子共に全て陰性であった。  

５）S 県 

S 県では動物指導センターに搬入された犬

及び猫で、安楽死処分直後にシードスワブ

γ３号を使用し採取した咽頭ぬぐい液及び

血液を検体とし、菌分離と抗毒素価その久

亭を行った。 

犬 の 調 査 総 数 95 頭 中 、 １ 頭 よ り

Corynebacterium 属菌が分離され、猫 35 頭

中 2 頭より C.ulcerans が分離された。 

６）Ka 県 

Ka 県では、2013 年度から 2014 年度にかけ

て県内の動物病院で採材されたイヌ 18 頭、



 92

ネコ 56 頭の口腔内ぬぐい液あるいは目脂

を検体とした。検体処理は前景の方法で行

った。 イヌ 18 検体およびネコ 56 検体に

ついて調査した結果、C.ulcerans はジフテリ

ア毒素遺伝子を標的とした PCR法では検出

されず、培養法においても菌分離には至ら

ず、陽性率は 0%であった。 

７）To 県 

To 県では、本邦 14 例目の比と発症例を経

験した。C.ulcerans の汚染状況調査は今まで

に実施した結果、地域猫 241 検体より 4.2%

で菌分離された。汚染地域は県内に偏りが

なくほとんどの保菌猫が無症状であった。

ヒト分離菌株と県内猫からの分離菌株を

PFGE 法で比較した結果、同じパターンを示

す猫分離株が存在した。 

８）シカ血清調査 

 全国より収集した狩猟されたシカ 332 頭

の血清に関してジフテリア抗毒素価の測定

を行った。測定した 332 頭の血清の内測定

可能であった 319検体中 39頭が陽性あった。

（12.2％） 

 

3. 分離菌株の分子疫学解析 

C. ulcerans について MLST を実施するため

の予備的検討を行った。この方法はそれぞ

れの分離株の 7 種類の遺伝子のシークエン

ス成績をデータベースからタイプ分けする

ものであった。現在までに分離された人臨

床分離株及び患者の感染経路と密接な関係

のある動物からの分離株を合わせて C. 

ulcerans19 株についての解析では 6 種類の

MLST タイプに分別された。この結果は

PFGE での解析結果と類似するものであっ

た。本邦 14 例目の徳島県の症例で患者から

分離された菌株は、千葉県の症例と同じ

MLST タイプに分類された。 

 

4. 簡易診断法の汎用化予備実験 

 昨年開発した multiplex PCR 法に関して

6 か所の地方衛生研究所で検討を実施し、4

か所からのデータがまとまった。その結果、

非特異バンドについては、毒素陰性株で毒

素遺伝子と同様のサイズの PCR増幅産物を

認めた。また一部で C.diphtheriae の rpo B

遺伝子と同サイズのバンドが認められた。

この日特異的増幅は、アニーリング温度の

変更では解消することができなかった。 

 

5. C. ulcerans 感染実験モデルでの解析 

C. ulcerans 加熱死菌体を 96 穴プレートに固

相化し、抗 C. ulcerans 全菌体に対する血中

抗体価を測定するための ELISA 測定系を構

築した(図１)。ウサギおよびマウスの高度免

疫血清を用いて測定可能域の確認を行なっ

たのち、感染後 2、4、6、8、10 日の経鼻感

染マウス血清中抗体価の測定を行なった。

感染後 10 日目まで、抗 C. ulcerans 全菌体

IgG 抗体価は測定限界以下であった(図 2)。

一方、同じ血清において、IgM 抗体価は経

日的に緩やかな上昇傾向を示した (図 3)。

IgM については今後詳細な検討が必要であ

るが、この測定結果は、感染初期の抗 C. 

ulcerans 全菌体 IgM 抗体レベルの上昇を反



 93

映している可能性がある。なお、肺の生菌

数は感染直後から 10 日間の間で著しく生

菌数は減少することを昨年度の報告書で示

したが、IgM 抗体が本菌の感染後の減少に

直接関与している証拠は得られなかった。 

 

 

D. 考察 

 本年度初頭に徳島県で発生した 1 例の新

規 C. ulcerans 感染症罹患者の調査で、14 例

目の患者はリンパ節炎膿瘍を示す 6 歳の女

児であった（表１）。さらに、患者の飼育

するネコは患者の発症前に皮膚炎を患って

おり、ネコが C.ulcerans 感受性のエリスロ

マイシンを用いた治療がなされたために、

ネコから同菌が分離されなかったが、この

飼い猫からの感染が疑われる。患者の発生

した徳島県内のネコの汚染調査はすでに行

われていて、県内偏りがなく保菌率は 4.2％

であることが判明している。（論文１）こ

の点は、これまでに報告された症例 6,7,8 と

同様の結果であった。一方、今回の患者は

6 歳と大変若く、昨年度発生した DPT ワク

チンを接種していない 20 歳女性患者より

患者年齢を大きく下回った。海外の報告で

は同世代の報告があるが日本で確認された

のは初めてである。また、この症例の 6 歳

という年齢は DPT1 期が終了してジフテリ

ア免疫が出来上がったばかりの年齢である。

事実 DPT1 期を接種した 6 歳児の 87%はジ

フテリア坑毒素価がジフテリア発症予防の

0.1 IU/ml を越えていると報告されており、

予防接種完了後の小児では C. ulcerans の感

染は起こりにくいと考えられた。この患者

もジフテリア抗毒素価を測定したところ、

0.76IU/ｍL と測定されて大変高く十分な発

症防御抗体のレベルであった。（論文１）

患者の症状が呼吸器症状ではなくリンパ節

膿瘍と会われたことに関連があるのかもし

れない。今後、小児のリンパ節膿瘍につい

ても C.ulcerans 感染の可能性を考慮する必

要がある。 

7 地域の動物の保菌状況を調査した結果、

イヌの１％からネコの 5.7%から C. ulcerans

が分離されることから、地域を問わずネコ

は C. ulcerans のキャリアーの一つになって

いることが示唆された。血清ジフテリア抗

毒素価の調査ではウシの 6.7％シカの

12.2％（表２）が陽性を示した。ネコヤイ

ヌでの調査と比較すると抗体陽性動物はシ

カが最も多いことから、自然界の保菌者と

してこの菌を環境中に保持しているかの世

が示唆された。今回の調査だけでは結論で

きないが、今後対象動物数を増やして検索

を行う必要性がある。また、Ok 県で行われ

て い る 来 院 患 者 の 調 査 で 、 多 く の

Corynebacterium 属菌が分離される事実は、

同種菌が環境中と人との間を行き来する可

能性を示した。今後 C.ulserans 菌感染との

関連性をさらに追求してゆく必要性が示唆

された。ただし、昨年から実施している人

の臨床分離株の同定調査では、およそ 120

株の分離された Corynebacterium 属菌から

C.ulserans 菌が 1 株も同定されなかったこ
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とから、この菌が分離されることは大変低

い可能性が示唆された。 

C. ulcerans について MLST を実施するため

の予備的検討を行った。が臨床分離株及び

関係のある動物からの分離株 C. ulcerans19

株についての解析では 6 種類の MLST タイ

プに分別された。この結果は PFGE での解

析結果と類似するものであった。本邦 14 例

目の徳島県の症例で患者から分離された菌

株は、千葉県の症例と同じ MLST タイプに

分類された。これらの結果から MLST 法は

少なくとも PFGE 法の解析力よりも弱いも

のではないこととシークエンス解析による

ために実験者による誤差が少なくそのデー

タを世界で使用しているデータベースで分

類するので大変再現性の良いデータが得ら

れることも実証できた。今後保有している

他の分離菌株についての解析を進めてゆく

予定である。 

C. ulcerans 、 C. diphtheriae お よ び C. 

pseudotuberculosis を類縁の Corynebacterium 

属菌から迅速簡易に鑑別診断法として昨年

開発したMultiplex PCR法の 4実験室での評

価結果から、各地の地方衛生研究所で汎用

するには改善が必要なことが判明した。 

昨年作成したマウス C. ulcerans 感染モデル

を用いてその抗体価の消長を今年度に開発

した C.ulcerans 菌全菌体を用いた ELISA 法

で解析した。今年度開発した ELISA 法は、

特異性が高くバックグラウンドが低い抗体

検出系と評価でき(図 1)、C. ulcerans 感染に

伴った全菌体に対する抗体の消長を測定す

ることができた。今年度に経鼻感染マウス

の使用した血清は感染後 2、4、6、8、10 日

のものであったため、IgG 抗体の上昇は見

られなかった(図２)。IgM 抗体は経日的に緩

やかな上昇傾向を示した。 (図３)。今後も

この感染モデルを用いて、C. ulcerans 感染

症について、より詳細な解析を行ってゆく

予定である。 

 

E. 結論 

 1.  ヒトからジフテリア毒素産生性

C.ulcerans 感染によるリンパ節炎膿瘍を示

した 14 例目の 症例が徳島県で報告された。

同症例は DPT 基礎免疫を終えた 6 歳女児で

あったことから、若年性の感染が起きうる

ことが実証されたともにジフテリア抗毒素

を持つ症例での C.ulcerans 発症例として特

質すべきものである。 

2.  7 地域の動物の保菌状況を調査した結

果、ネコの 4,5%からC. ulceransが分離され、

さらに血清ジフテリア抗毒素価の調査でウ

シの 6.7%、シカ血清から 12.2％が陽性であ

る結果から、シカが自然界の保菌者でウシ

やネコなどに感染させ、ネコが人への感染

の C. ulcerans のキャリアーの一つになって

いることが示唆された。 

3. C. ulcerans、C. diphtheriae を類縁の

Corynebacterium 属菌から迅速簡易に鑑別

診断できる方法として、第一年度に開発し

たマルチプレックス PCR 法について、6 か

所の地衛研で評価を行ったところ、非特異

的バンドの増幅や実験室による反応性の違
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いなど、問題点が見つかった。 

4. 今年度発生した国内初の C. ulcerans 小

児症例についての調査を行った。また、分

離菌の分子疫学的解析ツールとして MLST

法を用いて解析を行い本邦初発の千葉の症

例と同じ MLST に属することが判明した。 

5. 昨年度に開発したマウスを用いた C. 

ulcerans 感染モデルを用いて感染に伴う抗

体 価 の 消 長 を 解 析 す る た め 、

Corynebacterium属菌全菌体に対する血中抗

体価を測定するための ELISA 系を開発し、

感染マウスの血中抗体価の測定を行なった。 
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表１．C.ulcerans患者発生一覧 

 

No.発症日 患者 症状等 その他 毒素原性

1 2001年2月 52歳、女性、千葉県旭市
呼吸困難、嗄声、咽頭痛、咳、発
熱、上咽頭と喉頭前庭に白色偽
膜等

猫を20匹飼育、1匹の猫が皮膚炎で死
亡後に本人が発症

+

2 2002年10月 54歳、男性、千葉県旭市 同　上 1例目の患者と同地区に住居 +

3 2005年9月 58歳、男性、岡山県 左耳下腺部腫脹、軽度の咳等
飼育犬は慢性の皮膚疾患で死亡後に
患者が発症

+

4 2005年10月 51歳、男性、大分県
肺に多発性空洞病変、咳、痰、発
熱等

猫を12匹飼育 +

5 2006年7月 57歳、女性、神奈川県
呼吸困難、嗄声、咽頭痛、咳、発
熱、上咽頭と喉頭前庭に白色偽
膜等（腸癌及び関節リウマチ）

詳細情報なし +

6 2009年1月 57歳、女性、東京都葛飾区
咽頭痛、嗄声、咽頭痛、咳、発
熱、上咽頭と喉頭前庭に白色偽
膜等（関節リウマチ）

自宅に集まる野良猫5匹中2匹から菌
分離陽性。家内外に飼育している犬2
匹及び猫4匹は陰性

+

7 2010年7月 55歳、男性、神奈川県横浜市
ピンポン玉大の腋下膿瘍。その
穿刺液より菌分離。（HIV）

猫10匹を屋内外で飼育。1匹から菌分
離

+

8 2010年10月 51歳、女性、茨城県行方市
呼吸困難、嗄声、咽頭痛、咳、発
熱、上咽頭と喉頭前庭に白色偽
膜等

猫1匹飼育。この猫の眼やにから菌分
離

+

9 2011年4月 57歳、女性、滋賀県大津市 同　上 猫14匹、犬7匹、ヤギ2匹飼育。 +

10 2011年12月 38歳、女性、山形県鶴岡市
ピンポン玉大の右肘膿瘍。その
穿刺液より菌分離。

猫6匹飼育。 +

11 2012年1月 33歳、男性、香川県高松市
ピンポン玉大の腋下リンパ節膿
瘍。その穿刺液より菌分離。

妻の実家で犬３匹飼育。 +

12 2012年11月 71歳、女性、埼玉県朝霞市
呼吸困難、嗄声、咽頭痛、咳、発
熱、上咽頭と喉頭前庭に白色偽
膜等

自宅に飼育している猫4匹は中１匹か
ら菌分離陽性。毒素産生性

+

13 2013年4月 20歳、女性、埼玉県桶川市
呼吸困難、嗄声、咽頭痛、咳、発
熱、上咽頭と喉頭前庭に白色偽
膜等

猫１８匹飼育。9匹は室内飼育、9匹は
屋外ベランダで飼育

+

14 2014年4月 6歳、女児、徳島県
ピンポン玉大の頸部リンパ節膿
瘍。その穿刺液より菌分離。

発病時皮膚病のひどい猫1匹飼育 +
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表２．ジフテリア抗毒素価（シカ） 

検体番号 都道府県 雌雄 体重(kg) 年齢(才) ジフテリア抗毒素価 検体番号 都道府県 雌雄 体重(kg) 年齢(才) ジフテリア抗毒素価 検体番号 都道府県 雌雄 体重(kg) 年齢(才) ジフテリア抗毒素価
1 岩手県 ♂ 110 7 検出レベル以下 108 滋賀県 ♀ 50 4 検出レベル以下 215 兵庫県 ♂ 40 5 検出レベル以下

2 岩手県 ♂ 91 6 検出レベル以下 109 滋賀県 ♂ 20 1 検出レベル以下 216 兵庫県 ♂ 50 3 検出レベル以下

3 岩手県 ♂ 92 6 検出レベル以下 110 滋賀県 ♀ 70 5 検出レベル以下 217 兵庫県 ♂ 35 5 検出レベル以下

4 岩手県 ♀ 45 3 0.0100 111 滋賀県 ♂ 70 5 検出レベル以下 218 兵庫県 - 60 6 検出レベル以下

5 岩手県 ♂ 91 5 検出レベル以下 112 滋賀県 ♂ 50 3 検出レベル以下 219 兵庫県 ♂ 15 1 検出レベル以下

6 岩手県 ♀ 55 5 検出レベル以下 113 滋賀県 ♂ 50 3 0.0050 220 兵庫県 ♀ 25 2 検出レベル以下

7 岩手県 ♀ 40 2 検出レベル以下 114 滋賀県 ♂ 70 7 検出レベル以下 221 兵庫県 ♀ 35 4 検出レベル以下

8 岩手県 ♂ 90 12 検出レベル以下 115 滋賀県 ♂ 60 6 0.0036 222 兵庫県 ♂ 40 2 検出レベル以下

9 岩手県 ♀ 47 4 検出レベル以下 116 滋賀県 ♀ 80 5 検出レベル以下 223 兵庫県 ♂ 65 7 検出レベル以下

10 岩手県 ♀ 48 4 検出レベル以下 117 滋賀県 ♂ 40 1 検出レベル以下 224 兵庫県 ♂ 30 3 検出レベル以下

11 岩手県 ♂ 80 6 検出レベル以下 118 滋賀県 ♂ 40 1 検出レベル以下 225 兵庫県 - 13 1 検出レベル以下

12 岩手県 ♂ 75 4 検出レベル以下 119 滋賀県 ♂ 60 3 0.0200 226 兵庫県 - 40 3 0.0050
13 岩手県 ♂ 85 6 検出レベル以下 120 滋賀県 ♂ 60 3 検出レベル以下 227 兵庫県 ♀ 30 2 検出レベル以下

14 岩手県 ♀ 58 5 検出レベル以下 121 滋賀県 ♂ 45 3 検出レベル以下 228 兵庫県 - 60 5 検出レベル以下

15 岩手県 ♂ 58 4 検出レベル以下 122 静岡県 ♂ 60 7 検出レベル以下 229 兵庫県 ♀ 45 4 検出レベル以下

16 岩手県 ♂ 52 4 検出レベル以下 123 静岡県 ♂ 40 3 検出レベル以下 230 兵庫県 ♀ 30 3 検出レベル以下

17 岩手県 ♀ 40 1 検出レベル以下 124 静岡県 ♂ 15 2 検出レベル以下 231 兵庫県 ♂ 35 3 0.0050
18 岩手県 ♂ 90 6 検出レベル以下 125 静岡県 ♂ 70 4 検出レベル以下 232 福島県 ♀ 50 6 検出レベル以下

19 岩手県 ♂ 70 2 検出レベル以下 126 静岡県 ♂ 30 2 検出レベル以下 233 福島県 ♂ - 5 検出レベル以下

20 岩手県 ♀ 73 7 検出レベル以下 127 静岡県 ♂ 60 3 検出レベル以下 234 福島県 ♂ 100 7 検出レベル以下

21 岩手県 ♂ 40 2 検出レベル以下 128 静岡県 ♀ 50 5 検出レベル以下 235 福島県 ♀ 50 3 検出レベル以下

22 岩手県 ♂ 42 2 検出レベル以下 129 静岡県 ♂ 79 6 0.0400 236 北海道 ♀ 100 10 検出レベル以下

23 岩手県 ♂ 90 5 0.0200 130 静岡県 ♂ 79 7 検出レベル以下 237 北海道 ♂ 50 2 検出レベル以下

24 岩手県 ♂ 110 7 検出レベル以下 131 静岡県 ♀ 40 4 検出レベル以下 238 北海道 ♂ 50 2 検出レベル以下

25 岩手県 ♂ 62 3 検出レベル以下 132 静岡県 ♂ 50 3 検出レベル以下 239 北海道 ♀ 70 7 検出レベル以下

26 岩手県 ♂ 80 8 検出レベル以下 133 静岡県 ♂ 63 5 検出レベル以下 240 北海道 ♀ 80 8 検出レベル以下

27 岩手県 ♀ 70 6 検出レベル以下 134 静岡県 ♀ 55 4 検出レベル以下 241 北海道 ♂ 50 1 検出レベル以下

28 岩手県 ♂ 27 2 検出レベル以下 135 静岡県 ♀ 35 3 検出レベル以下 242 北海道 ♂ 60 2 検出レベル以下

29 岩手県 ♀ 35 2 0.0036 136 静岡県 ♀ 40 4 検出レベル以下 243 北海道 ♀ 80 4 検出レベル以下

30 岩手県 ♀ 60 4 検出レベル以下 137 静岡県 ♀ 60 5 0.0400 244 北海道 ♂ 90 2 検出レベル以下

31 岐阜県 ♂ 40 2 検出レベル以下 138 静岡県 ♂ 86 7 検出レベル以下 245 北海道 ♂ 80 3 検出レベル以下

32 岐阜県 ♂ 65 4 検出レベル以下 139 静岡県 ♀ 50 4 検出レベル以下 246 北海道 ♂ 120 5 検出レベル以下

33 岐阜県 ♀ 60 4 検出レベル以下 140 島根県 ♂ 60 3 検出レベル以下 247 北海道 ♀ 90 4 検出レベル以下

34 岐阜県 ♀ 50 3 検出レベル以下 141 島根県 ♀ 45 - 検出レベル以下 248 北海道 ♂ 120 5 検出レベル以下

35 岐阜県 ♂ 50 2 検出レベル以下 142 島根県 ♂ 35 2 検出レベル以下 249 北海道 ♂ 100 3 検出レベル以下

36 岐阜県 ♂ 50 4 検出レベル以下 143 島根県 ♂ 35 3 検出レベル以下 250 北海道 - 120 10 検出レベル以下

37 岐阜県 ♂ 60 5 検出レベル以下 144 島根県 ♂ 60 5 0.160 251 北海道 ♀ 80 7 検出レベル以下

38 岐阜県 ♀ 45 3 検出レベル以下 145 島根県 ♀ 40 - 検出レベル以下 252 北海道 ♂ 80 5 検出レベル以下

39 岐阜県 ♀ 70 4 0.0144 146 島根県 ♀ 60 - 検出レベル以下 253 北海道 ♂ 80 3 検出レベル以下

40 岐阜県 ♀ 40 2 検出レベル以下 147 島根県 ♀ 40 2 検出レベル以下 254 北海道 ♂ 60 2 検出レベル以下

41 岐阜県 ♂ 80 5 0.0200 148 島根県 ♂ 90 - 0.0100 255 北海道 - 55 5 検出レベル以下

42 岐阜県 ♂ 40 2 検出レベル以下 149 島根県 ♀ 50 - 検出レベル以下 256 北海道 ♂ 90 14 検出レベル以下

43 岐阜県 ♀ 35 2 検出レベル以下 150 島根県 ♀ 45 4 検出レベル以下 257 北海道 ♀ 65 4 検出レベル以下

44 岐阜県 ♀ 60 4 検出レベル以下 151 島根県 ♀ 40 4 検出レベル以下 258 北海道 ♀ 60 1 検出レベル以下

45 岐阜県 ♂ 70 3 0.0400 152 島根県 ♂ 35 3 検出レベル以下 259 北海道 ♀ 90 5 検出レベル以下

46 岐阜県 ♀ 55 3 検出レベル以下 153 島根県 ♀ 50 4 検出レベル以下 260 北海道 ♀ 80 3 検出レベル以下

47 岐阜県 ♀ 40 2 検出レベル以下 154 島根県 ♀ 25 2 検出レベル以下 261 三重県 ♂ 60 4 検出レベル以下

48 岐阜県 ♀ 60 5 0.0400 155 栃木県 ♂ 60 1 検出レベル以下 262 三重県 ♀ 50 5 検出レベル以下

49 岐阜県 ♂ 25 1 検出レベル以下 156 栃木県 ♂ 70 5 検出レベル以下 263 三重県 ♂ 75 12 0.0200
50 岐阜県 ♂ 50 2 検出レベル以下 157 栃木県 ♂ 60 5 検出レベル以下 264 三重県 ♂ 65 10 検出レベル以下

51 岐阜県 ♂ 30 2 検出レベル以下 158 栃木県 ♀ 50 3 0.0036 265 三重県 ♀ 45 4 検出レベル以下

52 岐阜県 ♀ 40 4 検出レベル以下 159 栃木県 ♂ 60 3 検出レベル以下 266 三重県 ♂ 60 4 検出レベル以下

53 岐阜県 ♀ 60 2 検出レベル以下 160 栃木県 ♀ 70 7 検出レベル以下 267 三重県 ♂ 50 2 検出レベル以下

54 岐阜県 ♂ 25 1 検出レベル以下 161 栃木県 ♀ 50 3 検出レベル以下 268 三重県 ♀ 40 3 0.0800
55 岐阜県 ♂ 70 3 0.0800 162 栃木県 ♀ 65 4 検出レベル以下 269 三重県 ♂ 40 2 検出レベル以下

56 岐阜県 ♂ 55 5 0.0400 163 栃木県 ♀ 40 2 検出レベル以下 270 三重県 ♀ 50 5 検出レベル以下

57 京都府 ♂ 75 4 検出レベル以下 164 栃木県 ♂ 55 2 検出レベル以下 271 三重県 ♀ 35 2 検出レベル以下

58 京都府 ♂ 50 5 検出レベル以下 165 栃木県 ♂ 90 3 検出レベル以下 272 三重県 ♂ 50 3 検出レベル以下

59 京都府 ♂ 60 3 検出レベル以下 166 栃木県 ♂ 70 1 検出レベル以下 273 三重県 ♂ 70 7 0.0050
60 京都府 ♀ 50 3 検出レベル以下 167 栃木県 ♀ 40 1 検出レベル以下 274 三重県 ♀ 45 3 検出レベル以下

61 京都府 ♀ 45 - 検出レベル以下 168 栃木県 ♂ 50 3 検出レベル以下 275 三重県 ♂ 75 5 検出レベル以下

62 京都府 ♂ 25 1 検出レベル以下 169 栃木県 ♂ 40 2 検出レベル以下 276 三重県 ♀ 40 4 検出レベル以下

63 京都府 ♂ 25 1 検出レベル以下 170 栃木県 ♂ 55 4 0.0200 277 三重県 ♂ 50 4 検出レベル以下

64 京都府 ♂ 40 3 検出レベル以下 171 栃木県 ♂ 35 1 検出レベル以下 278 三重県 ♂ 70 5 検出レベル以下

65 京都府 ♂ 65 3 検出レベル以下 172 栃木県 ♀ 57 3 検出レベル以下 279 三重県 ♀ 60 5 検出レベル以下

66 京都府 ♂ 60 5 検出レベル以下 173 栃木県 ♂ 60 5 0.0072 280 三重県 ♂ 65 10 0.0200
67 京都府 ♀ 40 2 0.0200 174 栃木県 ♀ 60 3 検出レベル以下 281 三重県 ♀ 30 2 検出レベル以下

68 京都府 ♀ 70 3 検出レベル以下 175 栃木県 ♂ 70 2 検出レベル以下 282 三重県 ♂ 50 6 検出レベル以下

69 京都府 ♂ 30 2 検出レベル以下 176 長野県 ♀ 70 4 検出レベル以下 283 宮城県 ♀ 55 4 検出レベル以下

70 京都府 - 55 4 検出レベル以下 177 長野県 ♀ 50 2 検出レベル以下 284 宮城県 ♀ 40 3 検出レベル以下

71 京都府 - 30 2 検出レベル以下 178 長野県 ♀ 100 6 検出レベル以下 285 宮城県 ♀ 30 3 検出レベル以下

72 京都府 - 35 3 検出レベル以下 179 長野県 ♂ 90 3 検出レベル以下 286 宮城県 ♀ 20 2 検出レベル以下

73 京都府 ♀ 40 3 検出レベル以下 180 長野県 ♀ 90 4 検出レベル以下 287 宮城県 ♂ 65 5 検出レベル以下

74 京都府 ♂ 50 4 0.115 181 長野県 ♀ 40 2 検出レベル以下 288 宮城県 ♂ 70 6 検出レベル以下

75 群馬県 ♂ 40 2 検出レベル以下 182 長野県 ♀ 40 2 検出レベル以下 289 宮城県 ♂ 40 3 検出レベル以下

76 群馬県 ♂ 80 5 検出レベル以下 183 長野県 ♀ 40 3 検出レベル以下 290 宮城県 ♂ 80 7 検出レベル以下

77 群馬県 ♂ 45 1 検出レベル以下 184 長野県 ♂ 15 1 検出レベル以下 291 宮城県 ♀ 50 4 検出レベル以下

78 群馬県 ♂ 60 5 検出レベル以下 185 長野県 ♂ 60 4 検出レベル以下 292 宮城県 ♀ 40 4 検出レベル以下

79 群馬県 ♂ 25 3 検出レベル以下 186 長野県 - 15 1 検出レベル以下 293 宮城県 ♀ 70 6 検出レベル以下

80 群馬県 ♀ 60 5 検出レベル以下 187 長野県 ♀ - - 検出レベル以下 294 宮城県 ♂ 70 6 検出レベル以下

81 群馬県 ♂ 65 4 検出レベル以下 188 長野県 ♂ 70 4 検出レベル以下 295 宮城県 ♂ 120 10 0.0100
82 群馬県 ♂ 100 8 検出レベル以下 189 長野県 ♀ 40 3 検出レベル以下 296 宮城県 ♂ 21 1 検出レベル以下

83 群馬県 ♂ 50 2 検出レベル以下 190 長野県 ♂ 55 3 検出レベル以下 297 山梨県 ♀ 80 5 検出レベル以下

84 群馬県 ♂ 55 3 検出レベル以下 191 長野県 - 55 3 0.0100 298 山梨県 ♂ 90 5 0.0400
85 群馬県 ♀ 65 6 検出レベル以下 192 長野県 ♂ 70 5 検出レベル以下 299 山梨県 ♂ 100 6 0.0100
86 群馬県 - 45 4 検出レベル以下 193 長野県 ♀ 30 1 検出レベル以下 300 山梨県 ♀ 60 3 検出レベル以下

87 群馬県 ♂ 50 5 検出レベル以下 194 長野県 ♂ 50 2 検出レベル以下 301 山梨県 ♀ 60 2 検出レベル以下

88 群馬県 ♀ 45 2 検出レベル以下 195 長野県 ♂ 70 4 0.0036 302 山梨県 ♀ 60 3 検出レベル以下

89 群馬県 ♂ 100 10 検出レベル以下 196 長野県 ♂ 40 2 検出レベル以下 303 山梨県 - 70 5 検出レベル以下

90 群馬県 ♂ 55 3 検出レベル以下 197 長野県 ♀ 70 5 検出レベル以下 304 山梨県 ♂ 70 4 検出レベル以下

91 群馬県 ♂ 70 7 検出レベル以下 198 長野県 ♂ 50 2 検出レベル以下 305 山梨県 ♂ 80 4 0.0050
92 群馬県 ♀ 40 3 検出レベル以下 199 長野県 ♂ 40 1 検出レベル以下 306 山梨県 ♀ 65 4 0.0100
93 群馬県 ♂ 40 3 検出レベル以下 200 長野県 ♂ 80 6 0.0200 307 山梨県 ♀ 63 3 0.0288
94 群馬県 ♀ 30 2 検出レベル以下 201 長野県 - 80 5 検出レベル以下 308 山梨県 ♂ 75 4 検出レベル以下

95 滋賀県 ♂ 40 2 検出レベル以下 202 長野県 ♀ 60 5 検出レベル以下 309 山梨県 ♀ 68 3 検出レベル以下

96 滋賀県 ♂ 75 5 0.0144 203 長野県 ♀ 45 3 検出レベル以下 310 山梨県 ♂ 30 2 検出レベル以下

97 滋賀県 ♀ 30 2 検出レベル以下 204 長野県 ♀ 40 3 検出レベル以下 311 山梨県 ♀ 70 4 検出レベル以下

98 滋賀県 ♂ 50 3 検出レベル以下 205 長野県 ♂ 90 5 検出レベル以下 312 山梨県 ♂ 80 4 0.0144
99 滋賀県 ♀ 16 1 検出レベル以下 206 長野県 ♀ 65 5 検出レベル以下 313 山梨県 ♀ 70 3 検出レベル以下

100 滋賀県 ♀ 50 3 0.0200 207 長野県 ♀ 40 2 検出レベル以下 314 山梨県 ♂ 60 3 検出レベル以下

101 滋賀県 ♀ 30 3 検出レベル以下 208 兵庫県 ♀ 30 2 検出レベル以下 315 山梨県 ♀ 70 3 検出レベル以下

102 滋賀県 ♀ 30 3 検出レベル以下 209 兵庫県 ♂ 40 1 検出レベル以下 316 山梨県 ♀ 50 2 検出レベル以下

103 滋賀県 ♂ 60 4 検出レベル以下 210 兵庫県 ♂ 50 3 検出レベル以下 317 山梨県 ♂ 65 3 検出レベル以下

104 滋賀県 ♂ 60 3 検出レベル以下 211 兵庫県 ♂ 50 2 検出レベル以下 318 山梨県 - 70 5 検出レベル以下

105 滋賀県 ♂ 80 4 検出レベル以下 212 兵庫県 ♂ 60 3 検出レベル以下 319 山梨県 ♀ 75 4 検出レベル以下

106 滋賀県 ♀ 35 3 検出レベル以下 213 兵庫県 ♂ 30 1 検出レベル以下 319検体中39検体陽性（12.2％）
107 滋賀県 ♀ 20 1 検出レベル以下 214 兵庫県 ♂ 60 5 検出レベル以下  

 



 98 

 

図１． マウスの血清を用いた ELISA 測定系の検討 

 

黒実線：強ポジティブコントロール 黒点線：弱ポジティブコントロール 
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図２．  経鼻感染マウスの IgG 抗体の測定 n=5、mean±SE 

 

#：ρ<0.01(vs day2)、＊：ρ<0.01(vs day4) 

 

 

図３．経鼻感染マウスの IgM 抗体の測定 n=5、mean±SE 

 
#：ρ<0.01(vs day2)、＊：ρ<0.01(vs day4) 
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厚生労働科学研究費補助金［新興インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新興・再

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：動物由来新興ヒトバベシア症原虫の国内感染実態の解明 

 

研究分担者 新倉 綾  （国立感染症研究所 動物管理室 主任研究官） 

研究協力者 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 平田 晴之 （酪農学園大学 獣医学群 准教授） 

 

研究要旨：ヒトバベシア症はマダニ媒介性の人獣共通感染症である。世界的には、米国の

B. microti 欧州の B. divergens が主要因であるるが、流行地域以外での近縁種や新種が患者か

ら相次いでみつかっており、ヒトバベシア症は新興感染症として注目されている。 本研究

で我々は、これまで日本に存在しないとされていた B. divergens をはじめてシカから検出し、

全国的に分布している事を明らかにした。また、分子疫学的解析から、本原虫は欧州、米

国と同じクレードに属する原虫であり、今後、感染患者が発生する可能性が示唆された。

さらに、米国の B. microti と同系統である B. microti US-type の分離を Ixodees persulcatus (シ

ュルツマダニ)からはじめて成功し、4 株を樹立した。分離株は遺伝的、抗原的に野ネズミ

由来の原虫と同一であり、シュルツマダニが自然界での媒介種であることが確定した。シ

ュルツマダニはマダニ刺口症の主要種であることから、汚染地域におけるヒトへの感染を

監視する必要があろう。 

 

 

A. 研究目的 

 Babesia divergens は欧州のウシバベシア

症の主病因であるが、時にヒトに感染して重

症化することが知られ、とくに脾臓摘出者で

は死亡率は約 40％に上る。レゼルボアは、

欧州ではウシとされてきたが、シカが自然界

における本来の宿主ではないかとの報告が

相次いでいる。一方、最近、米国でB. divergens

の近縁種(Babesia sp.MO1)感染による死亡例

が相次ぎ、新興感染症として注目されている。

本研究では、日本シカ（Cervus nippon）の血

液を調べる機会に恵まれたため、B. divergens

感染の有無を、赤血球を材料とした遺伝子検

査にて検出を行い、遺伝子配列の解読と系統

解析を行った。 

一方 Babesia microti US-lineage によるヒト
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バベシア症は米国北東部が主な流行地であ

り、野ネズミ（deer mouse） と Ixodes scapralis 

(black legged tick)が、レゼルボアおよびベク

ターである。近年、シカやマダニの増加と生

息域の拡大に伴い、患者発生地域の拡大や輸

血による感染事故の増加が問題となってい

る。我々はこれまで、北海道、道東地方の野

鼠から US-lineage を分離し、これが米国分離

株と遺伝的に近縁であること、同地方の

Ixodes. persulcatus (シュルツマダニ)から野鼠

由来株と同一の遺伝子が検出されること等

を報告してきた。本研究では、シュルツマダ

ニがベクターであることを確定するため、原

虫分離を試み、抗原・遺伝子性状を野鼠由来

株や米国株と比較した。 

B. 研究方法 

1) B. divergens の検出と解析 

２１都道府県（北海道、岩手、宮城、

栃木、群馬、山梨、長野、岐阜、静岡、

千葉、三重、滋賀、京都、兵庫、鳥取、

島根、広島、宮崎、徳島、熊本、鹿児

島）で捕獲された、合計４４９匹のニ

ホンシカの血餅をマイクロビーズで破

砕し、定法により DNA を抽出した。次

にB. divergensの18SrRNAをターゲット

としたプライマーdv101F/dv1353R (1st)

と  dv159F/dv1296R (2nd) を用いて

Nested PCR によりスクリーニングを行

った。陽性検体の18SrRNAとβ-tubulin、

ＣＣＴ７遺伝子について、特異的プラ

イマーにより増幅を試み、塩基配列を

決定した。GenBank に登録されている

類似の配列を用いて、ClustalW による

アライメントを行った。進化系統樹解

析は neighbor-joining method 用い、系統

樹の分枝位置の信頼性については

1,000 回のブーツストラップによって

計算された値を用いた。 

2)  B. microti の分離 

旗ずり法により未吸血のマダニを北海道

各地で採集し、形態学的に種分類を行っ

た。レゼルボアの生息密度を間接的に知

るため、採集時間と採集数を記録し、各

採集地域における採集効率を計算した。

シュルツマダニのオスは冷凍、メスは 4℃

で保存した。オスはプール（～5 匹）して

ホモジナイザーで破砕後、定法により

DNA した。US-lineage の β-tubulin をター

ゲットとした PCR でスクリーニングを

行い、採集地ごとの B. microti US-lineage

陽性率を算出した。シュルツマダニのメ

スはスナネズミに数日吸血させた後回収

した。実体顕微鏡下で唾液腺を取り出し、

そのホモジェネートをハムスターに腹腔

内接種した。感染ハムスターを定期的に

微量採血し、血液塗抹標本を作成した。

赤血球内感染率がピークに達した時点で

全採血し、感染赤血球の凍結保存、ウェ

スタンブロット並びに CCT7 遺伝子のシ

ークエンス材料とした。また、感染後 8

週後の血液から血清を分離し。抗血清と

した。 

 

（倫理面からの配慮について） 

 本課題の動物実験は、国立感染症研究所動

物実験委員会に承認され、指針に基づいて国
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立感染症研究所にて行われた。 

 

C. 研究結果 

1) ３２検体（北海道を含む８都道府県）

が陽性を示し(図 1)、1 検体を除いて全

てが B. divergens に分類された。そのう

ち 11 検体の 18SrRNA 及び β-tubulin 遺

伝子配列を決定したところ、同一であ

り、欧州の B. divergens、 米国の Babesia 

sp. MO1 と近似していた（表１）。また、

進化系統樹上でシカの原虫は一つのク

ラスターを形成し、欧州や米国の原虫

株と同じクレードに属した(図 2)。残り

の 1 検体は、B. divergens および B. 

odocoilei の両種から遺伝的に中間に位

置する原虫であった（図 2）。 

2) マダニの採集効率は採集地によって大

きく異なっていた（表 2）。シュルツマ

ダニのオス合計 253 匹のうち 12 検体が

PCR 陽性でああり、採集効率の高い地

域と相関していた。US-lineage 陽性地域

は 4 カ所で最小感染率（MIR、％）は

21.2 から 0.9 だった（表 2）。MIR の高

い３地域の♀を分離に用いた。吸血刺激

したメス 41 匹のうち、5 匹の唾液腺が

PCR 陽性 を示し、うち 4 株の原虫分離

に成功した（表３）。分離株の 18S rRNA, 

β-tubulin、CCT7 遺伝子配列は一致して

おり、道東地方の野ネズミ由来株とも

一致した。一方、海外の株とは 3 遺伝

子ともに一致することはなく、米国株

の CCT7 遺伝子では 1.54％の相違が見

られた（表４）。抗原性状はシュルツマ

ダニ由来株と野鼠由来株の間でほぼ同

様の交差反応が認められたが、米国株

とは殆ど交差が認められなかった（図

3）。 

D. 考察 

 我が国では全国的にシカが B. divergens に

感染し、これが、欧米や米国の患者由来の株

と遺伝的に近縁であることが明らかとなっ

た。これまで患者の報告は無いが、シカの生

息域や生息数拡大に伴って、シカが保有する

病原体にヒトが感染するリスクは高まって

いると考えられる。世界的にも、近年新型原

虫によるヒトのバベシア症の発生報告が続

いており、早急な血清学的診断方法の開発、

ヒトの抗体保有率の調査等が急務の課題で

あり、患者の発生を注意深く監視してゆく必

要ある。さらに、今回我々は初めて B. microti 

US-lineage をシュルツマダニから分離し、ベ

クターであることを確定証明した。シュルツ

マダニはヒトを吸血し、ライム病のベクター

でもあることから陽性地域感染地における、

ヒトバベシア症の発生を注意深く観察して

いく必要があろう。 

 

E. 結論 

 日本のシカが、欧米の患者由来の原虫に近

縁な B. divergens を保有していること、ヒト

嗜好性の高い、道東地方のシュルツマダニが

B. microti US-lineage のベクターであること

を明らかにした。今後、診断法の確立、及び、

ヒトバベシア症発生を注意深く監視してい

く必要がある。 
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4) 根来沙弥、平田晴之、新倉 綾、萩原克

郎、石原智明．北海道のエゾシカ（Cervus 

nippon yezoensis）における B. divergens の

感染状況の把握進化と系統樹解析．第 156

回日本獣医学会学術集会, 岐阜 (2013. 9)  

 

Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 

 なし 

１. 特許取得 

  なし． 

２. 実用新案登録 

  なし． 

３. その他 

  なし 
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図1.  B.  divergensのシカにおける分布
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図２.  18S  rRNA  にもとづく系統樹
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図３.  シ
ュ

ルツマダニから分離離され
た

B.  microt i  U.S.-‐‑‑lineageの抗原性状
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表1  シ
カ

由来 B.   d iverg ensと欧州及び米米国
患

者由来株間の塩基配列列相同
性

SikaDeer B.   d iverg ens   Babesia   sp.  MO1
遺伝子子マカー 日日本 欧州 米米国

rDNA

(1,567bp)
β-‐‑‒tubu lin

(900bp)
CCT7

(1,622bp)
98.7-‐‑‑9. 9 96.5-‐‑‑9 N.D.

シカ由来B.   d iverg ensとの相同性  (%)

99.7-‐‑‑10 99.2-‐‑‑9. 5 99.2-‐‑‑9. 5

99.9-‐‑‑10 98.0-‐‑‑9. 1 98.1-‐‑‑9. 2
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表 ２
マ

ダ ニ
の

採
集効率率率とシュルツマダ

ニ
オスのB .  microti  US-‐‑‑lineage  陽性率率率

採集地
（採集効率率率順

採集数
採集時間
（分）

採集効率率率
（匹数/

分）
調査数 PCR  陽性 感染率率率(%)

浦幌町１ 387 160 2.4 111 1 0.9
帯広市３ 111 50 2.2 33 7 21.2
浦幌町2 67 40 1.7 9 1 11.1

上士士幌
町

１ 137 80 1.7 47 3 6.4
帯広市2 88 60 1.5 28 0 0
帯広市１ 35 40 0.9 5 0 0

上士士幌
町

2 35 60 0.6 20 0 0
合計 860 490 1.8 253 12 4.7

マダニ全種 シュルツマダニ  ♂

 

 

   
 表

3   シ
ュ

ルツマダニ♀からの B.  microt i  US-‐‑‑lineage  分離離

採集地
分離離にした

マダニ数
PCR陽性数 分離離数 陽性率率率(%)

浦幌町2 2 0 0 0
上士士幌

町
1 16 2 2 12.5

帯広市3 23 3* 2 8.7
合計 41 5* 4 9.8
*分離離出

来

なかった1 検体を含む  
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