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研究要旨 

モンゴル北部のダニから分離されたダニ媒介性脳炎ウイルス（TBEV）の生物性状の解析を行った。

モンゴル分離株 2 株について培養細胞における増殖性を比較した所、増殖性に差は認められなかった。

しかし、マウスモデルにおける病原性を解析した所、モンゴル分離株 2 株はそれぞれ異なる病原性を

示した。両株のウイルスゲノム全長を解析した所、13 箇所しかアミノ酸の相違が認められなかった。ベ

トナムおよび長崎県で採集されたマダニを対象に、重症熱性白血球減少症候群 (SFTS)ウイルス

（SFTSV）、Tofla ウイルス（TFLV）、および Muko ウイルス（MUV）の３種類のマダニ媒介性ウイルスにつ

いて遺伝子検出を試みたが、ベトナムおよび長崎県で採集したいずれのマダニからもウイルス遺伝子

は検出されなかった。ハンタウイルス感染症について感染げっ歯類を対象とした、抗体検出用のイムノ

クロマトグラフィー（ICG）の開発を試みた。ハンタウイルスの宿主であるエゾヤチネズミおよびヨーロッ

パヤチネズミ血清を用いて、ICG の評価を行ったところ、蛍光抗体法（IFA）と比較して９５%以上の感度

および敏感度が得られた。マウスモデルを利用し、３つの神経向性フラビウイルスの病理について解

析した結果、いずれもマウスの錐体神経細胞に感染し、非特異的脳炎像を示した。一方でマウスモデ

ルにおける病像がウイルスによって異なるのは神経系への侵入経路が一因であることを病理学的に

示した。RNA ウイルスに対する広スペクトラムを有する抗ウイルス剤であるファビピラビルがクリミア・コ

ンゴ出血熱ウイルスに in vitro で抗ウイルス活性を有し、しかもインターフェロン受容体ノックアウトマウ

スにおける感染動物モデルでも、ファビピラビルがリバビリンよりもより高い治療効果が認められること

を最新の文献から考察した。モンゴル獣医学研究所の協力を得て、モンゴルの野生動物で流行してい

る狂犬病ウイルスの分子疫学的な解析を行った。モンゴルではイヌ以外にキツネやオオカミでも狂犬

病が維持されていることが明らかになった。RNA 依存性 RNA ポリメラーゼである狂犬病ウイルス L 蛋



 

白質は、狂犬病の治療法や新規暴露後予防法の有力な分子標的となることが予想される。3 つの

FLAG タグが付加された狂犬病ウイルスの L 蛋白質を発現するプラスミドを構築し、同蛋白質の検出お

よび機能性の確認を行なった。抗 FLAG 抗体を用いた間接蛍光抗体法およびウェスタン・ブロット法に

より、本組換え L 蛋白質が検出された。また、ルシフェラーゼアッセイにより、本 L 蛋白質が RNA 合成

機能を有することが示唆された。3 種の無尾類より、新規ブルセラ属菌 5 株を分離した。今回、ウサギ

免疫血清を用いて、本分離菌の抗原性を各種ブルセラ属菌との交差反応性をもとに解析した。特異的

血清診断法に用いる検出用抗原として Brucella canis から特異的タンパク質群を同定した。その中で、

ブルセラ属に近縁な Ocrobactrum 属菌とのホモロジーが少ないタンパク質を選択し、それらの組換えタ

ンパクを作製した。和歌山県で捕獲したユビナガコウモリ 50 頭の血液から Bartonella の分離を試みた

結果、12 頭（24.0%）から Bartonella が分離された。東南アジアのヤモリ由来 Salmonela Weltevreden 21

株について、10 種類の病原遺伝子の保有状況を PCR 法により調べたところ、病原遺伝子保有の有無

により 5 パターンに型別された。ベトナム・メコンデルタの土壌から類鼻疽の原因菌である類鼻疽菌

（Burkholderia pseudomallei）の検出を増菌培養法ならびに PCR 法を用いて試みた。その結果、両法を

併用することで 200 検体中 26 検体（13.0％）から類鼻疽菌が分離され、本地域に類鼻疽菌が広くかつ

高率に分布することが明らかになった。 

 

A. 研究目的 

  野生鳥獣類によって媒介される人獣共通

感染症は人に感染すると重篤化するものが多

く、世界各国で公衆衛生上の大きな問題となっ

ている。これらの人獣共通感染症は病原体の

分布域や宿主動物などが不明な場合が多く、

発生予防が難しい。本研究では、日本におい

て患者数は少なくとも、日本の周辺国では大き

な問題となっている人獣共通感染症について、

診断法の開発や疫学的な解析を行うことによ

り、発生予防のための具体的な手段と知見を

得ることを目指している。 

 ダニ媒介性脳炎はマダニ類によって媒介さ

れる危険度の高い人獣共通感染症として知ら

れ、ヒトに致命的な脳炎を引き起こす。ロシア、

東欧各国を中心に年間 8,000 名以上の患者が

報告されている。ハンタウイルス感染症は腎症

候性出血熱とハンタウイルス肺症候群の 2 つ

の病型が知られ、いずれもげっ歯類によって

媒介される。これまで中国、ロシア、ヨーロッパ、

南北アメリカ大陸などで多く報告され、年間の

患者発生数が 5 万人ほどとされているが、世

界的に調査が不十分な地域が多く存在する。

また、狂犬病は一旦発症すれば 100%の致死

率を示す致死的な脳炎で、WHO の報告によれ

ば、世界中で毎年 5 万 5 千人以上が狂犬病に

よって死亡している。しかしながら、狂犬病の

発症機序は未だに不明な部分が多く、ウイル

スの複製機構の詳細な解明や感染動物モデ

ルを用いた発症機序の解析も重要である。そ

の他にも、国内外において、クリミア・コンゴ出

血熱、ブルセラ症、バルトネラ感染症、サルモ

ネラ感染症、および類鼻疽などの患者が報告

されている。上記の感染症はいずれも野生動

物によって媒介される重篤な人獣共通感染症

であり、国内外における汚染地やヒトにおける

感染状況に関する情報が不足している。そこ

で、本研究では信頼性の高い診断法を開発し

て野生動物を対象とした疫学調査を実施する

ことにより、上記感染症の分布域や病原巣動

物といった基礎的な疫学情報を得る。 

 

 

B. 研究方法 

ダニ媒介性能脳炎 

１）ウイルスの増殖曲線 

 単層培養された BHK 細胞にモンゴル由来の

ダ ニ 媒 介 性 脳 炎 ウ イ ル ス 株 で あ る



 

MGL-Selenge-13-12 株、MGL-Selenge-13-14

株とロシアのシベリア由来株である TBEV IR99 

2f7 株を感染させ、感染 12、24、48、72 時間後

に培養上清を回収し、ウイルス力価を測定し

た。 

２）マウスモデルにおける感染実験 

 5 週令の雌の C57BL/6L マウスに 1,000 pfu

の TBEV を皮下接種した。発症率や生存曲線

を求めるためには 28 日間の観察を行った。ま

たウイルスの体内動態を解析するために、ウ

イルス感染後、3、6、9、11 日目にマウスを安

楽殺し、血清及び臓器を採集した。臓器は

10％乳剤となるように 10％ ウシ胎児血清添

加 PBS で調整し、乳剤中のウイルス力価を測

定した。 動物実験は北海道大学の動物実験

委員会の承認を受け、そのガイドラインに沿っ

て行われた。 

3）ウイルス遺伝子塩基配列決定 

 ウイルス感染 BHK 細胞より抽出した RNA を

鋳型に、TBEV 特異的プライマーによりウイル

ス遺伝子に相補的な DNA を増幅し、ダイレクト

シークエンスによりウイルス遺伝子 RNA 配列

を決定した。 

 

ダニ媒介性ウイルス 

1)長崎県内で採集されたアカコッコマダニおよ

びキチマダニの破砕乳剤を A129 マウス

（IFNAR ノックアウトマウス）に接種し、症状、致

死性を観察した。接種マウスのうち致死個体

の脾臓を取り出し、RNA 抽出後、次世代シーク

エンス（GS Junior 454）にてウイルス遺伝子検

出を行った。 

2) レオウイルス科オルビウイルス属に属する

Muko ウイルス（MUV）の segment 1 VP1region

遺 伝 子 配 列 を 基 に プ ラ イ マ ー を 作 製 し た

（ Forward: GGCCAGCTATTCATGGTTCG, 

Reverse: CGTCTCCAGCTCCGATATGT, プ ロ

ー ブ

5'-/56-FAM/TTATCTCGG/ZEN/AGGGAGGG

GAT/3IABkFQ/-3）。SFTSV については L セ

グメントゲノムのポリメラーゼ蛋白領域を増幅

するようにプライマーを設計した。また、TFLV

は M セグメントゲノムの 211b.p.を増幅するよう

にプライマーを設計した。Real-time RT-PCR

反応は One Step PrimeScript® RT-PCR kit 

(TAKARA BIO)を用いて行った。定量評価には、

各ウイルス遺伝子 cDNA をクローニングしたプ

ラスミドベクターから T7 RNA ポリメラーゼ反応

により得られた RNA を用いた。 

2) 2015 年にベトナムのカッティエン国立公園に

おいて旗振り法で採集した Haemaphysalis 

cornigera（♂3，♀1）、Dermacentor auratus（♂

7，♀3）、Dermacentor astrosignatus（♂1）、長

崎県内で捕獲されたイノシシから採集された

Haemaphysalis formsencis （ ♀ 7 ） 、

Haemaphysalis hystris（♂1，♀8）、シカから採

集された Haemaphysalis longicornis（♂117，♀

2）、旗振り法で採集した Haemaphysalis flava

（ 若 虫 150 、 ♂ 1 ， ♀ 3 ） 、 Haemaphysalis 

longicornis（若虫 32、♂1，♀1）から抽出した

RNA を用いて、リアルタイム RT-PCR による

SFTSV、TFLV、MUV の各ウイルス遺伝子検出

を試みた。  

 

ハンタウイルス感染症 

ヤチネズミ類に由来するハンタウイルス感染を

スクリーニングするために、PUUV 関連ウイル

スである Hokkaido virus(HOKV)の核タンパク

(N)を抗原として選択し、大腸菌ベクターを用い

て作製した。Protein A を金コロイド標識し、標

識色素として用いた。これらの抗原および標識

色素を用いてイムノクロマトグラフィー（ICG）ス

トリップの作製を行った。これらを用いて、ヨー

ロッパヤチネズミ血清 298 例、エゾヤチネズミ

10 例、合計 308 例用いて ICG ストリップによる

診断を試みた。Puumala ウイルス（PUUV）感染

Vero E6 細胞をアセトン固定し、これを抗原とし

て用いた間接蛍光抗体法(IFA)を対象試験とし

て行った。ICGとIFAとの比較解析により、診断

法の感度、特異性、他の検査法との一致率を

解析し、本 ICG ストリップの評価を行った。 

 



 

フラビウイルス感染症の病理学的解析 

本研究班でこれまでに実施したフラビウイルス

感染マウスの感染組織ホルマリン固定標本を

用いて病理学的検索を行った。ダニ媒介性脳

炎ウイルス（TBEV, Sofjin株）、日本脳炎ウイル

ス(JEV, JaTH 株)、あるいはウエストナイルウイ

ルス（WNV, NY99株）を用い、一匹あたり100％

致死ウイルス量に相当するウイルス量を 8 週

齢の BALB/c マウスにそれぞれ静脈内接種し

た。接種 3、5，あるいは 7 日目(一群 3 匹)と瀕

死期にこれらの動物(一群 3、9 あるいは 14 匹)

を過麻酔殺、心臓採血し心臓からの 10%ホル

マリン緩衝液の灌流固定を行った。その後、臓

器を採取し、これら採取した組織材料は 10％ 

ホルマリン緩衝液に浸漬固定した。常法通り、

パラフィン切片を作製し、ヘマトキシリン・エオ

ジン（HE）染色を行った。さらに、ウイルス抗原

の検出のため、抗 TBEV-E ウサギポリクロー

ナル抗体、抗 JEV-E ウサギポリクローナル抗

体、あるいは抗 WNV-E マウスモノクローナル

抗体を用いたポリマー法（Vector 社あるいはニ

チレイ）による免疫組織化学染色を行った。な

お、抗原賦活化方法には 0.05％塩化カルシウ

ム添加 0.025％トリプシン(37℃30 分)あるいは

pH 6.0 あるいは pH9.0 の抗原賦活化液（121℃

10 分）を用いた。 

 

クリミア・コンゴ出血熱 

 CCHF の抗ウイルス薬による治療に関する文

献を精査し、CCHF に対する治療における最新

の情報を確認した。また、SFTS に対する抗ウ

イルス薬による治療法に関する最新の文献を

精査した。これらの文献の内容を確認し，特に

効果が期待されると考えられた favipiravir の

CCHF に対する治療効果及び曝露後投与によ

る感染（発症）予防効果について考察した。 

 

狂犬病 

 モンゴル獣医学研究所の実験室で狂犬病と

診断されたイヌ、キツネ、オオカミ、ウシ、ヒツ

ジ、ヤギ、ラクダ、動物種不明の 24 個体につ

いて脳組織中の狂犬病ウイルスの遺伝子増

幅を行い、データベース上の遺伝子 40 配列と

合わせて遺伝子解析を行った。 

狂犬病ウイルス固定毒の西ヶ原株の L 遺伝子

cDNA を哺乳類細胞発現プラスミドベクター

pCAGGS/MCS に挿入し、さらに組換え L 蛋白

質の C 末端に 3xFLAG タグが融合するように

遺伝子操作を行なった。マウス神経芽細胞腫

由来 NA 細胞に同プラスミドを導入し、細胞を

固定後、抗 FLAG タグ抗体を用いた間接蛍光

抗体法を実施した。また、プラスミド導入3 日後

の NA 細胞のライセートを作製し、ウェスタン・

ブロット法により組換え L 蛋白質の検出を行な

った。発現した FLAG タグ融合 L 蛋白質の機能

性を検討するため、同プラスミドを NA 細胞に

導入した後、ホタルルシフェラーゼ発現 L 遺伝

子欠損ウイルス Nishi-∆L/Luc 株（昨年度に作

出）を感染させ、ウイルス増殖に伴い発現され

るルシフェラーゼの活性を測定することで、L

蛋白質機能を評価した。 

 

ブルセラ症 

１．無尾類由来ブルセラ属菌の抗原性の検討 

１）無尾類由来ブルセラ属菌および抗血清： 

A105 株（イエアメガエル由来）、A141 株（デニ

スフロッグ由来）および A9h 株（ベルツノガエル

由来）に対する抗血清は、ホルマリン不活化全

菌体をアジュバント（TiterMax Gold、TiterMax

社）とともにウサギ（日本白色種）に免疫するこ

とにより作成した。 

２）ELISA： 抗原として、A9h, A105, A141, B. 

canis (BC), B. abortus (BA), B. suis (BS), B. 

neotomae (BN), O. intermedium (OI)のホルマリ

ン不活化全菌体を使用した。96 ウェルマイクロ

プレートに抗原（0.01OD/ml）を 50ul 入れ、4℃

で一晩、固相化した。ブロッキングした後、800

倍から 4 倍段階希釈した A9h, A105, A141, BA, 

BC に対するウサギ免疫血清を反応させ、二次

抗体として抗ウサギ IgG-HRPO 抗体を反応後、

ABTS を用いて発色を検討した。 

２．ブルセラ属菌特異的診断用抗原の作出 



 

１）標的タンパクの選定：B. canis 菌液を紫外線

照射により不活化後、凍結融解・超音波処理

を行い、超遠心により、その上清である分画 

BcUV2-1 を得た。BcUV2-1 を抗原とし、1 次

元および 2 次元電気泳動による WB 法で、ブル

セラ属菌等に対する各種ウサギ免疫血清及び

B.canis 感染血清との反応性をみた。それぞれ、

抗ブルセラ抗体が特異的に反応するスポット

を回収し、NANO-LC-MS/MS 法で当該タンパ

ク質群を同定した。その中で、ブルセラ属菌と

近縁なOchrobactrum属菌とのホモロジーが少

ないタンパク質を選定した。 

２）組換えタンパクの作成と確認： ブルセラ菌 

(Brucella spp.) の DNA を鋳型とし、制限酵素

サイトを含むプライマーを用いて PCR で各タン

パク質のコード領域の遺伝子増幅を行った。

増幅した DNA 断片を pCR4-TOPO に挿入し、

大腸菌(XL1-blue)にトランスフォームし、組換

えプラスミドを調整し、挿入塩基配列の確認を

行 っ た 。 各 遺 伝 子 DNA が 挿 入 さ れ た

pCR4-TOPO ベクターからその DNA 断片を制

限酵素で切り出して、pET43.1b(+)発現ベクター

に再度挿入し、大腸菌 (BL21(DE3)pLysS) を

トランスフォームした。得られた組換え大腸菌

を IPTG で発現誘導し、Nus タグ融合タンパクを

発現した大腸菌からニッケルカラムで Nus タグ

融合タンパク質として精製し、SDS-PAGE およ

びWBを用いて各タンパク質を確認した。さらに、

Ni-NTA agarose (QIAGEN)と His‣Bind buffer kit 

(NOVAGEN) で fusion protein を 精 製 し 、

SDS-PAGE および WB を用いて各タンパク質を

確認した。 

 

バルトネラ感染症 

  2013 年に、和歌山県で 50 頭のユビナガコ

ウモリを捕獲した。コウモリの血液およそ 100µl

を 5%兎血液加 Heart Infusion 寒天培地に塗抹

し、35ºC、5%CO2 下で 1 カ月間培養した。分離

株は、コロニー形態、発育日数ならびにグラム

染色性（陰性）から Bartonella と推定し、さらに

2 つのハウスキーピング遺伝子領域（gltA およ

び rpoB）を標的とした PCR により Bartonella と

同定した。分離株は、gltA および rpoB 領域の

塩基配列から各領域の遺伝子型を決定し、そ

の組み合わせに基づいて遺伝子グループに

分類した。各遺伝子グループから無作為に選

抜し代表株について、BLAST 検索により両領

域の塩基配列の相同性を検討した。さらに代

表株の 5 遺伝子領域（gltA，rpoB，ftsZ，ribC，

16S rRNA）の連結配列に基づき、台湾のユビ

ナ ガ コ ウ モ リ 属 由 来 Bartonella 6 株 と

Bartonella 標準株とともに系統解析を行った。

遺伝子解析で、新種と疑われた系統の株につ

いては、マイクロスキャン RAID パネルを用い

て生化学性状を検討した。 

 

サルモネラ感染症 

供試菌株として、昨年度の研究で異なる

PFGE パ タ ー ン を 示 し た ヤ モ リ 由 来

S.Weltevreden 21 株（ベトナム由来 14 株、カン

ボジア由来 1 株、タイ由来株 5 株および沖縄県

由来 1 株）を用いた。病原性遺伝子として、

gipA 、 sodC1 、 sopE1 、 sseC 、 gtgB 、 sspH1 、

spvC、pipA、ssrB および pefA の 10 種の遺伝

子を対象にした。 

供試菌株からの DNA 抽出は、ボイル法を用い

て行った。まず、供試菌株を trypticase soy 寒

天培地（TSA,BBL）に接種し、37℃で 24 時間培

養後、その 1 白金耳を、滅菌蒸留水 2ml へ懸

濁 し 、 10 分 間 煮 沸 溶 菌 し た 。 そ の 後 、

10,000rpm で 10 分間遠心分離し、その遠心上

清を1.5mlのマイクロチューブに移し、99.5%エタ

ノールを加え、よく混合後、10,000rpm で 10 分

間遠心分離し、遠心上清を捨てた後、風乾さ

せた。精製したDNAは、TEバッファーで適切な

濃度になるように溶解し、テンプレートDNAとし

た。200μl の PCR チューブ(Bio-Rad)に、

TaKaRa Ex Taq(5units/μl) (TaKaRa)を 0.25μ

l 、 10 × Ex Taq Buffer を 5 μ l 、 dNTP 

Mixture(2.5mM each)を 4μl 、滅菌精製水を

33.75μl 、50μM のフォワードおよびリバース

プライマーを各 1μl ならびにテンプレート DNA



 

を 5μl 入れ、良く混和し、総量を 50μl とした。

スピンダウンした後、サーマルサイクラー

(Bio-Rad)にセットし、PCR を行った。PCR 増幅

産物は 1.5%アガロースゲルで電気泳動した後、

エチジウムブロマイドで染色し、UV トランスイ

ルミネーターで観察した。 

 

類鼻疽 

2015 年 7～9 月にベトナム・メコンデルタで採

取した水田の表土 200 検体を供試検体として

用いた。供試検体 10ｇを、5 倍量の選択増菌培

地（1L 当たりトリプチケースソイブロス（Difco） 

10g、グリセロール 40ml 0.1%クリスタルバイオ

レッド 5ml、コリシン 15000U）に入れ、37℃24

時間培養後、その上清を Ashdown’s Medium

寒天培地に接種し、37℃で 48 時間培養した。

培養後、培地上に発育してきた類鼻疽菌が疑

われるコロニーを釣菌し、純培養後、生化学的

検査を行い、類鼻疽菌を同定した。増菌培地

2ml をマイクロチューブに移し、10,000rpm で 10

分間遠心分離後、上清を捨て、滅菌蒸留水 

2ml へ加えて、10 分間煮沸溶菌した。その後、

10,000rpm で 10 分間遠心分離し、その遠心上

清を1.5mlのマイクロチューブに移し、99.5%エタ

ノールを加え、よく混合後、10,000rpm で 10 分

間遠心分離し、遠心上清を捨てた後、風乾さ

せた。精製したDNAは、TEバッファーで適切な

濃度になるように溶解し、テンプレートDNAとし

た。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験は、研究代表者および研究分担者

の研究機関における動物実験委員会の承認

を受けたものであり、動物福祉の観点から問

題ない。病原体を用いる感染実験は病原体の

リスク分類に応じた封じ込め実験室内で実施

された。本研究で研究対象となった野生動物

は、いずれも管理捕獲によって捕獲された個

体か、あらかじめ所管官庁から捕獲許可を得

て捕獲された個体である。 

 

C. 研究結果 

 ダニ媒介性脳炎 

モンゴル分離株であるシベリア型 TBEV、

MGL-Selenge-13-12 株 及 び

MGL-Selenge-13-14 株、そしてロシア・イルク

ーツクで分離された同じくシベリア型 TBEV で

ある IR99 2f7 株をそれぞれ BHK 細胞に感染さ

せ、その増殖性を比較した。3 つの株は、同様

の増殖性を示した。マウスモデルを用いて３つ

のシベリア型 TBEV の病原性を比較解析した。

IR99 2F7 株もしくは MGL-Selenge-13-12 株に

感染した全てのマウスは体重減少や沈鬱等の

臨床症状を示し、四肢の麻痺や平衡感覚障害

等の重篤な神経症状を示す個体も多く見受け

られた。MGL-Selenge-13-14 株に感染したマ

ウスは、他の２株に感染したものと比較して、

有病率や死亡率は明らかに低く、発症までの

期 間 や 生 存 日 数 も 長 か っ た 。 ま た

MGL-Selenge-13-12 株 ま た は

MGL-Selenge-13-14 株感染マウスの臓器中

での増殖性を解析した。血清中のウイルス増

殖は、MGL-Selenge-13-12 株感染マウスで感

染初期（感染３日目）に認められたものの、

MGL-Selenge-13-1４株感染マウスでは認めら

れなかった。また脳内でのウイルス増殖は感

染 ９ 日 目 以 降 に 認 め ら れ た も の の 、

MGL-Selenge-13-14 株 感 染 マ ウ ス で は 、

MGL-Selenge-13-12 株感染マウスと比較して、

有意に低いウイルス力価を示した。以上の結

果 よ り 、 MGL-Selenge-13-12 株 は 、

MGL-Selenge-13-14 株と比較して高い病原性

をマウスに示すことが明らかになった。 

MGL-Selenge-13-12 株 と 、

MGL-Selenge-13-14 株の遺伝子 RNA 配列の

全長を決定し比較した所、塩基配列で 99.1% 

(11005 塩基/11106 塩基) の相同性があり、

アミノ酸配列では E 蛋白領域に３箇所、NS3 蛋

白領域に３箇所、NS5 蛋白領域に７箇所のみ

に相違が認められた。 

 

ダニ媒介性ウイルス 



 

長崎県内で新規に採集されたマダニのうち、

アカコッコマダニの破砕乳剤接種により A129

マウスが致死性を示した。致死マウスの脾臓

から抽出した RNA を用いて次世代シークエン

スにより網羅的に遺伝子探索を行った結果、

MUV（2015 年に Ejiri らにより報告されたレオウ

イルス科オルビウイルス属のウイルス）であっ

た。MUV の分離を除き、ベトナムおよび長崎県

内で採集されたマダニから SFTSV、TFLV、お

よび MUV の遺伝子は検出されなかった。  

 

ハンタウイルス感染症 

PUUV の近縁なハンタウイルスである HOKV

の核タンパク質を抗原として塗布した ICG を作

成し、コロイドラベル二次抗体としては、ハタネ

ズミ亜科げっ歯類の免疫グロブリンと強く反応

する Protein A を使用したものを作成した。金コ

ロイド標識した Protein A を検出試薬とし、

PUUV と抗原的にほぼ同一な HOKV の抗原を

用いて ICG を作成した。はじめにエゾヤチネズ

ミ血清 10 例（IFA で陽性４例および、陰性６例）

を用いて評価を行ったところ、ICG の陽性およ

び陰性はすべて IFA の結果と一致した。 

 次にヨーロッパヤチネズミ血清 298 例を用い

てさらに評価を進めた。その結果、ヨーロッパ

ヤチネズミ血清の ICG の IFA に対する感度と

特異性はそれぞれ 97.8%  (44/45)、  96.0% 

(243/245)となった。以上の結果から、PUUV 関

連ウイルスの宿主として極東に分布するエゾ

ヤチネズミ(タイリクヤチネズミ)およびヨーロッ

パに分布するヨーロッパヤチネズミの両宿主に

おいて、本ICGが従来法であるIFAと同等の感

度と特異性を示し、野生ヤチネズミ類の抗ハン

タウイルス抗体の検出に有用であることが示さ

れた。 

 

フラビウイルス感染症の病理的検索 

TBEV 接種群では 7 日目には立毛、腹部膨満、

元気消失を呈し、8 日目には瀕死となった。こ

れらの個体では、腸管筋層の神経叢および大

脳・脳幹・脊髄および小脳の神経細胞にウイ

ルス抗原が検出された。脊髄に髄膜炎が認め

られたが、脳幹と大脳皮質のウイルス検出部

位における炎症性反応は乏しかった。JEV 接

種群では脳炎による神経症状を発症し、およ

そ 11 日目に髄膜炎、脳炎所見を伴い瀕死とな

った。大脳皮質に強い急性壊死が認められた。

WNV接種群では腹部膨満、弛緩性麻痺あるい

は脳炎症状と個体によって異なる症状を示し、

およそ 9 日目に瀕死となった。炎症性反応は

比較的弱かった。いずれも大脳・脳幹・脊髄の

大型の錐体神経細胞にウイルス抗原陽性細

胞が認められた。 

 

クリミア・コンゴ出血熱 

 文献上の情報を精査したところ、リバビリンと

ファビピラビルの Vero E6 細胞におけるクリミ

ア・コンゴ出血熱ウイルス（CCHFV）に対する

50% inhibitory concentration（IC50）はそれぞれ、

2.8 µg/ml および 1.1 µg/ml とほぼ同等であった。

しかし、IFNRKO マウスの感染モデルでは、リ

バビリンとファビピラビルの曝露後投与による

発症予防効果は、大きく異なり、ファビピラビル

の効果の方がリバビリンのそれよりも高かった。

ファビピラビルとリバビリンの併用により。相乗

効果が期待される成績が示されている。 

 

狂犬病 

モンゴル獣医学研究所で狂犬病と診断され

たイヌ、キツネ、オオカミ等について、狂犬病ウ

イルスの遺伝子配列特定後にデータベース上

から選択した狂犬病ウイルス40 株の遺伝子配

列と合わせて系統樹を作成したところ、ロシア

や韓国で分離されたウイルスの遺伝子配列に

近似するグループ B と、モンゴル国内で流行し

ているウイルスで構成されるグループ A の二

種類の遺伝子型に大きく分かれた。グループ

A の狂犬病ウイルスは、オオカミ、キツネ、イヌ、

ウシ、ヒツジ、ヤギ、ラクダが宿主であり、この

うち、オオカミ、キツネ、イヌが狂犬病の流行を

媒介すると考えられた。 

狂犬病ウイルスの L 蛋白質を発現するプラ



 

スミド（pCNiL-3xFLAG）を導入した NA 細胞を

用いて、抗 FLAG 抗体による間接蛍光抗体法

を実施し、本タンパク質の発現が確認された。

pCNiL-3xFLAG 導入 NA 細胞のライセートに

おいて、L 蛋白質の分子量と一致する、約 220 

kDa のバンドがウェスタン・ブロット法により観

察された。以上より、プラスミドからの組換え L

蛋 白 質 の 発 現 が 確 認 さ れ た 。 次 に 、

pCNiL-3xFLAG から発現される組換え L 蛋白

質の機能性を検証した。同蛋白質を発現する

NA 細胞に Nishi-∆L/Luc 株を接種した結果、

ウイルス増殖を示すルシフェラーゼの発現が

確認された。このルシフェラーゼ活性の値は、

空ベクター（pCAGGS/MCS）を導入した場合と

比べ有意に高かった（p<0.01）。また、その値は、

FLAG タグを持たない組換え蛋白質を用いた

場合の値と同等であった。以上より、L 蛋白質

C 末端への FLAG タグの付加は、その機能に

顕著な影響を与えないことが明らかとなった。 

 

ブルセラ感染症 

１．無尾類由来ブルセラ属菌の抗原性の検討 

A9h に対する抗血清は、ホモであるA9h だけで

なく、BA, BS, BN とも強く反応し、やはり

Smooth-type のブルセラ属菌と交差性が言わ

れている OI とも強く反応した。この反応性は、

BA に対する抗血清を用いたときの反応と類似

していた。A141 に対する抗血清は、A141 との

反応性が強く、BCとも一部交差反応を示した。

逆に、BC に対する抗血清は、A141 との反応

性が強く、BC とも一部交差反応を示した。

A105 は A105 とのみ強く反応していた。以上の

ことから、3 種のカエルから分離された新規ブ

ルセラ属菌は、BA タイプ（A9h）、BC タイプ

（A141）、既知のブルセラ属菌とは反応しない

タイプ（A105）と、それぞれ異なる抗原性を持

つことが明らかとなった。 

２．ブルセラ属菌特異的診断用抗原の作出 

 WB のスポットから確認されたタンパク群のう

ち、以下の 6 タンパクを Ochrobactrum 属との

ホモロジーが低いことから、診断用抗原候補と

して選定した。10 kDa chaperonin（以下、10C）、

OsmC family protein（OsmC）、Uncharacterized 

protein (gi¦489053777) （ UP82 ） 、 

Uncharacterized protein (gi¦489057608) 

（ UP83 ） 、 DNA gyrase subunit B （ gyrB ） 、

NADH-ubiquinone oxidoreductase（NAD）。 

 各タンパク質遺伝子がクローニングされた

construct (10C/pET43.1b(+), 

NAD/pET43.1b(+), OsmC/pET43.1b(+), 

GyrB/pET43.1b(+), UP-82/pET43.1b(+), 

UP-83/pET43.1b(+))で BL21(DE3)pLysS をトラ

ンスフォームし、0.4mM と 1mM IPTG で各組換

えタンパクの発現を誘導した。結果、0.4mM と

1mM IPTG の両濃度で 5 つの組換えタンパク、

10C 、 OsmC 、 NAD 、 gyrB 、 UP83 の 発 現 が

SDS-PAGE と S tag (Novagen, monoclonal 

anti-mouse)に対する抗体を用いた immunoblot

で確認された。すべて 70～75 kDa 付近でバン

ドが確認された。しかし、B. canis に対するウサ

ギ免疫血清は 10C のみに反応を示した。 

 

バルトネラ感染症 

検討したユビナガコウモリの 24.0%（12/50）

から Bartonella が分離された。分離株は，gltA

領域と rpoB 領域の遺伝子型の組み合わせか

ら 12 の遺伝子グループ（I～XII）に分類され

た。 

BLAST 検索の結果，遺伝子グループ I～XI の

代表株は台湾のユビナガコウモリ属由来

Bartonella と gltA 領域で 99.7～100%，rpoB 領

域で 99.2～100%の相同性であった。一方，遺

伝子グループ XII の代表株は，マレーシアのク

モバエ由来Bartonella DNAと gltA領域で88.1%，

B. quintana FullerT と rpoB 領域で 89.1%の相同

性であった。（表 1）。 

5 領域の連結配列に基づく系統解析では，遺

伝子グループ I～XI の代表株は台湾のユビナ

ガコウモリ属由来 Bartonella と同一のクラスタ

ー（系統 I）を形成したのに対し，遺伝子グルー

プ XII の代表株は独立したクラスター（系統 II）

を形成した（図 1）。また，検討したコウモリ分離



 

株 は 全 て 同 一 の 生 化 学 性 状 を 示 し ， B. 

henselae ， B. vinsonii. subsp. berkhoffii ， B. 

acomydis，B. pachyuromydis の 4 菌種と最も類

似した性状であった（表 2）。 

 

サルモネラ感染症 

今回供試した S.Weltevreden21 株における

10 種の病原遺伝子の保有状況は、gtgB、

sspH1、pipA および ssrB はいずれも 100％、

gipA および sodC1 はそれぞれ 95.2％、sseC は

42.9％、sopE1 は 4.8％ならびに spvC は 0％で

あった。病原遺伝子の保有状況の組み合わせ

により、供試した 21 菌株は 5 パターンに型別さ

れた。また、sopE1 遺伝子は 1 菌株からのみ検

出されたが、この菌株は沖縄由来株であった。 

 

類鼻疽菌 

 ベトナム・メコンデルタで採取した水田の土

200 検体について、増菌法と PCR 法を併用し

て Burkholderia 属菌の分離を行ったところ、

Burkholderia 属菌は26検体（13.0％）から検出

された。分離された Burkholderia 属菌はいず

れも類鼻疽菌であった。また、PCR 法でも増菌

培養法で菌が検出されたものと同じ 26 検体

（13.0％）から類鼻疽菌が検出された。 

 

D. 考察 

ダニ媒介性脳炎 

モンゴル由来のシベリア型ダニ媒介性脳炎ウ

イ ル ス で あ る MGL-Selenge-13-12 株 と 、

MGL-Selenge-13-14 株は、培養細胞における

増殖性は同様であったが、マウスモデルにお

いて MGL-Selenge-13-14 株は低い病原性を

示し、また臓器中でのウイルス増殖性も低かっ

た。これらの結果は、自然免疫を中心とした免

疫応答の誘導が、両ウイルス株の間で異なり、

これがウイルスの臓器中での増殖性に影響を

与 え た た め で あ る と 考 え ら れ る 。

MGL-Selenge-13-12 株 と 、

MGL-Selenge-13-14 株の間ではアミノ酸にし

て１３箇所しか認められず、これら自然界で生

じたアミノ酸配列の変異がウイルスの病原性

に影響を与えたものと考えられる。近年の研究

により NS5 蛋白は宿主の自然免疫系を抑制す

るインターフェロン拮抗作用があり、NS5 上の

アミノ酸配列の変異がこの作用に影響を与え

ることが明らかになっている。両株の病原性の

相違に関わるアミノ酸を同定することで、シベ

リア型 TBEV の病態発現機序を解明する上で

の重要な基盤となりうるものと考えられる。 

 

ダニ媒介性ウイルス 

新たに長崎県のアカコッコマダニから MUV

を分離した。しかしながら、同地域で採集した

マダニのうち、分離したマダニ以外からは、ウ

イルス遺伝子の検出がされなかったことから、

マダニの保有率は非常に低いことが考えられ

た。また我々は、MUV は A129 マウスに致死性

を示すこと、BHK 細胞や Vero E6 細胞に感染

性を示し CPE を起こすことを確認していること

から、MUV は哺乳動物へ感染性・病原性を示

す可能性が示唆される。今後、動物やヒトでの

血清疫学調査により、有用な疫学情報が得ら

れるものと考えられる。 

今回、調査対象地域としたベトナム南部およ

び長崎県（五島含む）においては、マダニから

各ウイルス遺伝子の検出が確認できなかった。

SFTSV は 2016 年 1 月までに主に西日本にお

いて 170 人以上の患者報告があり、他の研究

グループによりマダニからのウイルス遺伝子

検出報告があるが、本研究結果からは、マダ

ニ中のウイルス量が低い、特定の地区に分布

していること、などが考えられた。TFLV は徳島

県と長崎県、MUV は兵庫県、長崎県で分離さ

れており、少なくともこれらの地域にはぞれぞ

れのウイルスが分布している可能性が考えら

れる。今後、動物やヒトへの感染性、病原性の

有無を調べ、ウイルス保有マダニの分布域、

保有率などを調べることは重要と思われる。 

 

ハンタウイルス感染症 

 これまで、ヒトの血清について種々のハンタ



 

ウイルスに対する抗体を検出する ICG を開発・

評価し、報告してきた。しかしながらハンタウイ

ルス感染症の制圧のためには、宿主げっ歯類

のモニターが必要であると考えられる。そこで、

多種のげっ歯類の抗体を検出することができ

る Protein A を用いて、昨年度までに安定した

Protein A-標識試薬を選定・作成してきた。今

年度はこの Protein A—金コロイドコンジュゲー

トを用いた ICG のヤチネズミ類への適応につ

いて評価した。多くの検体を使用して従来の抗

体検出法であるELISAおよびIFAによる結果と

比較した結果、有用性が確認された。ヒトの

HFRS の原因となり、また患者数の比較的多い

PUUV について簡便に宿主げっ歯類の抗体を

検査できるシステムが構築されたことから、安

全かつ簡便にこれらの病原体の侵入について

監視を行うことが可能となった。これまでにラッ

ト類を対象とする ICG の作成と評価を行ってき

た。今回は PUUV 関連ウイルスとその宿主に

ついてのシステムが構築された。この２種のウ

イルスとその宿主に対応することで、発生頻度

の高いHFRSの原因となるハンタウイルス感染

症についてのモニターが可能となった。しかし

ながら南米および北米由来の HPS の原因とな

るハンタウイルス感染症の宿主げっ歯類を対

象とした ICG についても、今後評価を行ってい

くことが必要である。最終的には全てのげっ歯

類に適応できる Multiplex ICG の完成が期待さ

れる。 

 

フラビウイルス感染症の病理学的検索 

 いずれのフラビウイルスも、静脈内接種後に

中枢神経系に侵入し、大型の錐体神経細胞に

感染、増殖し、神経症状を引き起こし、非特異

的な所見を示した。いくつかの相違点が明らか

となったが、これらは神経系への侵入経路が

一因であると考えられた。 

TBEV の Sofjin 株は、血中からまず腸管の神

経叢にウイルスが伝播し、増殖し、神経細胞

が破壊されるため、腸管の拡張が引き起こさ

れたと考えられた。病理学的に Sofjin 株はマウ

スの神経細胞に非常に強い親和性を示し、血

中のウイルスは神経叢から自律神経系を介し

て中枢神経系に移行すると考えられた。JEV

の JaTH 株感染は、臨床症状発現前の期間、

リンパ節でウイルスが分離された。よって、リン

パを含む血流を介して中枢神経系へ移行し、

大脳皮質が主な標的組織であったと考えられ

た。WNV の NY99 株感染は個体によって異な

る病態を示しており、中枢神経系への経路とし

て、血行性と神経行性の両方の経路が考えら

れた。そのため、個体によって種々の臨床症

状を示したと考えられた。これらの病原性は、

分離後の継代歴やウイルスそのものの特徴が

反映されていると考えられる。ヒトにおいて

WNV や TBEV の腸管神経叢への感染は不明

であるが、TBEV 感染患者には悪心、嘔吐、胃

痛、食欲不振など胃腸症状を発症初期から訴

えるものも報告されている。 

 

クリミア・コンゴ出血 

  これまで CCHF に対しては、CCHF に対する

リバビリンによる治療効果が確認されていない

状況ではあるが、リバビリン投与が一般的とさ

れていた。しかし、ファビピラビルによる治療効

果を IFNRKO マウス用いた感染モデルで評価

したところ、ファビピラビルによる治療効果およ

び曝露後投与による発症予防効果はリバビリ

ンのそれよりも遥かに高かった。今後は CCHF

に対してファビピラビルによる治療効果を評価

することが求められる。日本で CCHF の輸入感

染事例が発生した場合には、可能であればフ

ァビピラビル投与を検討する必要がある。 

 

狂犬病 

新たに遺伝子解析を行った狂犬病ウイルスの

15 株（Gobi-Alti 省 6 株、Dundgovi 省 2 株、

Govi-Sumber 省 1 株、Dornogovi 省 1 株、

Bulgan 省 2 株、Tuv 省 2 株、Bayankhongor 省

1 株）は、いずれもモンゴル国内で流行してい

るグループ A に分類され、ロシアとの国境を越

えて移動したと考えられるグループ B（Kuzmin, 



 

I.V., et al. J. Wildlife Dis. 40 :617-631, 2004 and 

Bazartseren B., et al. Jpn. J.Infect. Dis. 

63:358-363, 2010）に分類されるウイルス株は

なかった。研究で、モンゴル国内で流行してい

る狂犬病は、イヌとキツネ以外にオオカミでも

ウイルスが維持されていることが示唆された。 

既知の狂犬病ウイルス株の L 蛋白質のアミ

ノ酸配列を比較した結果、その C 末端に、他の

株では認められない 15 アミノ酸の余剰配列を

有する株（固定毒 PV 株）が確認された。このこ

とは、通常のウイルス株の L 蛋白質にタグ配

列を付加しても、その機能に大きな影響が生じ

ないことを示唆している。そこで、固定毒の西

ヶ原株の L 蛋白質 C 末端に、22 アミノ酸からな

る 3xFLAG タグを融合することにした。3xFLAG

融 合 L 蛋 白 質 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド

pCNiL-3xFLAG を NA 細胞に導入し、間接蛍光

抗体法およびウェスタン・ブロット法により組換

え蛋白質の検出を試みたところ、いずれの方

法においても、抗 FLAG 抗体により組換え L 蛋

白質を検出することに成功した。3xFLAG タグ

は、基本的に従来の FLAG タグを 3 連結した構

造を持つ。一般に、3xFLAG タグの使用により、

組換え蛋白質の検出感度が 20〜200 倍上昇

すると言われている。実際、従来の FLAG タグ

を融合した組換え L 蛋白質も作出したが、その

検出感度は 3xFLAG タグを融合したものよりも

明らかに低かった（データ未掲載）。以上より、

3xFLAG タグの活用は、組換え蛋白質の検出

感度を著しく上昇させることが確認された。 

3xFLAG 融合 L 蛋白質の発現は、タグの付加

がない L 蛋白質と同等の効率で、L 遺伝子欠

損ウイルスの増殖を支持することが確認され

た。すなわち、C 末端への 3xFLAG タグの付加

が L 蛋白質の機能に影響を及ぼさないことが

裏付けられた。このことは、組換え L 蛋白質の

発現量と機能を同時に評価できる実験系の確

立を意味している。現在、本系の有用性をさら

に評価する目的で、L 蛋白質の 728-730 位に

存在する RNA ポリメラーゼ活性モチーフ（GDN）

を SDD に置換した不活性型変異体の作出を

行なっている。 

L 蛋白質は、様々な酵素活性を有する多機能

蛋白質である。このような多機能性が同一分

子内でどのような様式で保持されているのか

については興味深い課題であるものの、その

実態は明らかになっていない。今回、樹立した

3xFLAG 融合 L 蛋白質と L 遺伝子欠損ウイル

スを組み合わせて使用することで、従来よりも

詳細な L 蛋白質の機能解析が可能になる。こ

のような解析から得られる知見は、狂犬病の

治療法確立のための有益な基盤情報となると

考えられる。 

 

ブルセラ感染症 

これまでに、国内繁殖の無尾類 3 種から、ブ

ルセラ特異的 PCR により ブルセラ属菌と判定

される菌を5株分離した。これらは、遺伝子タイ

ピングに用いられる 9 座の遺伝子について、ホ

モロジー解析と系統樹解析を実施した結果、B. 

inopinata に近縁であることがわかっている。し

かしながら、今回、これら分離株の抗原性を検

討したところ、一様ではなく、BA タイプ（A9h）、

BC タイプ（A141）、既知のブルセラ属菌とは反

応しないタイプ（A105）と、それぞれ異なる抗原

性を持つことが明らかとなった。これまでに、ヒ

ト培養細胞に感染し、細胞内で増殖することを

明らかにしているが、今後さらにその病原性に

ついて、より詳細に in vitro、in vivo で検討を加

え、3 種それぞれの特徴を確認し、ヒトへの感

染リスクを検討する必要があると考えられる。 

 今回、ブルセラ属菌特異的診断法の開発の

ため、ブルセラ特異的抗原（抗血清と特異的反

応性を示すタンパク質）を同定し、これの組換

えタンパク質の作製を行った。その結果、10 

kDa chaperonin が良好な反応性を示した。これ

については、精製と WB および ELISA での反応

性の検証を現在行っているところである。 

 

バルトネラ感染症 

本研究では、わが国（和歌山県）のユビナガ

コウモリが Bartonella を保有していることを初



 

めて明らかにした。gltA、rpoB 領域の塩基配列

の相同性解析および5領域の連結配列に基づ

く系統解析から、和歌山県のユビナガコウモリ

は 2 種の Bartonella を保有しており、1 種は台

湾のユビナガコウモリ属由来 Bartonella と同種、

他の 1 種は台湾株や既存種とは異なる

Bartonella 種であることが明らかとなった。さら

に、和歌山県のユビナガコウモリから分離され

た 株 は B. henselae ， B. vinsonii. subsp. 

berkhoffii，B. acomydis，B. pachyuromydis の 4

菌種と非常に類似した生化学性状を有するこ

とも明らかとなった。本研究では、和歌山県の

ユビナガコウモリのみを用いたことから、全国

的なコウモリにおける Bartonella の保有状況を

示していない。今後，国内に生息する他種のコ

ウモリや全国的なユビナガコウモリにおける

Bartonella の保有状況を明らかにするとともに、

コウモリ分離株の遺伝子性状から、コウモリに

おける本菌の宿主特異性についても検討する

必要があると考えられた。さらに、コウモリが保

有する Bartonella の人における病原性につい

ても明らかにする必要があると思われる。 

 

サルモネラ感染症 

東南アジアでは、S.Weltevreden が人のサル

モネラ感染患者から分離される最も重要な血

清型であり、ヤモリが本血清型を高率に保菌し、

自然界における重要なレゼルボアであること

が報告されている。昨年の研究で、供試した

S.Weltevreden は 21 の PFGE パターンと 13 の

MIVA パターンに型別されたが、本年度の研究

により病原遺伝子の保有状態により５つのパ

ターンに型別された。また、sopE1 遺伝子はこ

れまで S.Weltevreden から検出されたことがな

かったが、本研究で沖縄のヤモリ由来株から

のみ検出された。病原性遺伝子の保有の有無

による菌株の型別法は、PFGE や MLVA に比

べ、菌株型別能力は低いが、手技が簡便なた

め、菌株の遺伝子型別に使用できる可能性が

示された。今後さらに病原遺伝子の種類を増

やして、S.Weltevreden における保有状況を検

討し、遺伝子型別への応用を試みたい。 

また、本研究でこれまで S.Weltevreden から検

出されたことのない sopE1 遺伝子が日本の沖

縄からのみ検出されたことから、今後本血清

型菌の我が国への侵入を検討する際、本病原

遺伝子の有無がその指標になる可能性があり、

今後、さらに菌株を増やし検討をしていきた

い。 

 

類鼻疽 

 昨年度に引き続き、我が国で発生する類鼻

疽の海外での感染国として報告の多いベトナ

ムの水田の土を採取し、増菌培養法ならびに

PCR 法を用いて類鼻疽菌の分離を試みた。そ

の結果、類鼻疽菌は 200 検体中 26 検体

（13.0％）から分離された。また、土壌から分離

された Burkholderia 属菌はすべて類鼻疽菌で

あった。また、類鼻疽菌特異的な遺伝子を標

的とした PCR 法でも増菌培養法で類鼻疽菌が

検出された検体がいずれも陽性になった。これ

らのことから、ベトナム・メコンデルタには類鼻

疽菌が広く分布していることが判明した。我が

国では、2010 年に 2 例、2011 年に 3 例、2013

年に 4 例、2015 年に 1 例と、近年、類鼻疽が頻

発しており、その多くが東南アジア、特にベトナ

ムでの感染例である。また、最近の研究で類

鼻疽の分布はこれまで考えられていたよりも

ずっと広範囲に分布し、その感染事例も報告さ

れているよりももっと多数に上ることが報告さ

れた。今後、本菌の分布や予防法などについ

て、より詳細に検討し、本菌の我が国への侵

入を防ぐ手立てを考えていく必要があろう。 

 

E. 結論 

 モンゴルにおいて TBE の流行を引き起こして

いると考えられるシベリア型 TBEV は、ロシア・

シベリア地方で流行しているウイルスと同様の

病原性を有している可能性が示された。またそ

の病原性は自然界で生じる遺伝子の変異によ

り変化することが明らかになった。各種マダニ

媒介ウイルスの遺伝子検出法を確立し、マダ



 

ニからのウイルス検出法の準備が整った。ＩＣ

Ｇにより、ヤチネズミ類におけるハンタウイルス

感染の検査が容易になった。3 つの神経向性

フラビウイルスのマウスにおける病原性の違

いが、ウイルス血症後の中枢神経系侵入経路

の違いによって起こる可能性が示唆された。モ

ンゴルの野生動物で流行している狂犬病ウイ

ルスの分子疫学的な解析を行い、モンゴルで

はイヌ以外にキツネやオオカミでも狂犬病が維

持されていることが示唆された。狂犬病ウイル

スの組換え L タンパク質の発現量と機能の両

者を評価できる実験系の樹立に成功した。抗

ブルセラ抗体と特異的に反応するタンパク群を

同定し、その中で、他の菌と交差反応性のな

い、ブルセラ特異的組換えタンパク質を作製し

た。和歌山県のユビナガコウモリは Bartonella

を保有しており，新種と思われる Bartonella が

分布していることも明らかとなった。東南アジア

のヤモリ由来 S.weltevreden には様々な病原

遺伝子が保有されていることが明らかになった。

ベトナム・メコンデルタの土壌は類鼻疽菌に広

く汚染していることが明らかになった。 

 以上のように、様々な人獣共通感染症につ

いて診断法の開発や、疫学調査の実施、およ

び感染モデルの確立などが行われた。本研究

により、人獣共通感染症に対する具体的な対

応手段が確保されるとともに、予防のための

貴重な知見が得られた。 
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近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の発生予防に関する研究 

ダニ媒介性脳炎の疫学と診断法開発 

 

研究分担者 好井 健太朗    北海道大学大学院獣医学研究科 准教授 

 

研究要旨：ダニ媒介性脳炎ウイルス（TBEV）はヒトに重篤な脳炎を引き起こす、人獣共通感染症の原

因ウイルスである。日本では北海道南部において患者が発生し、またユーラシア大陸広域において、

ロシアを中心に年間数千人の患者発生が報告されている。モンゴルでは 1980 年代から TBEV の流行

が報告され、近年患者数の増加が見られているが、詳細な流行状況は不明であった。昨年度までの

研究で、モンゴル北部におけるダニ媒介性脳炎の分布状況を調査し、生息しているシュルツェマダニ

からシベリア型 TBEV を分離した。本年度では分離されたウイルスの生物性状の解析を行った。モンゴ

ル分離株 2 株とロシア・イルクーツクで分離された株との培養細胞における増殖性を比較した所、増殖

性に差は認められなかった。しかし、マウスモデルにおける病原性を解析した所、モンゴル分離株 2 株

はそれぞれ異なる病原性を示した。両株のウイルスゲノム全長を解析した所、13 箇所しかアミノ酸の

相違が認められなかった。これらの成績は、自然界で生じるアミノ酸の変異がモンゴル流行TBEVの病

原性に影響を与えていることを示しており、今後のモンゴルでの TBEV 流行地域における疫学的危険

度の評価のための重要な基盤情報になると考えられる。 

 

A. 研究目的 

ダニ媒介性脳炎（Tick-borne encephalitis：TBE）

ウイルスは、フラビウイルス科フラビウイルス属に

属し、マダニ類によって媒介される危険度の高い

人獣共通感染症の原因ウイルスとして知られ、ヒ

トに致命的な脳炎を引き起こす。 

日本では 1993 年北海道上磯町（現北斗市）に

おいて初めて TBE 患者が発生し、その後の疫学

調査により患者発生地域に TBE ウイルスの流行

巣が存在することを明らかにしてきた。 

これまでの所、新たな TBE 患者は発生してい

ない。しかし我々は北海道を中心に継続的な血

清疫学調査を行うことによって、道南地域には現

在まで 10 年以上にわたってウイルスの流行巣が

存続している事を明らかにしてきた。さらに近隣

の北東アジア諸国においては、TBE 患者は依然

多数発生が報告されており、ヒトや野生動物の移

動により日本に侵入・流行する可能性も存在して

いるため、今後も日本を含め、近隣諸国において

疫学調査を続ける必要性がある。 

モンゴルでは 1980 年代から TBEV の流行が報

告され、近年患者数の増加が見られている。しか

し、現地において TBE に対する診断体制が確立

していないことから、その疫学状況ほとんど不明



である。過去の研究でもモンゴルにおいて TBEV

を分離したという報告はほとんどないため、流行

ウイルスの病原性などに関する情報もほとんど

解析されていないのが現状である。 

昨年度までの研究により、モンゴルにおける疫

学調査を行い、生息しているマダニを捕集した。

その結果、680 匹のシュルツェマダニ（Ixodes 

persulcatus）が捕集され、その中から 9 株のシベ

リア型 TBEV (MGL-Selenge-13 株) の分離が確

認された。本年度では、さらに分離された TBEV

の生物性状の解析を試みた。 

 

B. 研究方法 

１）ウイルスの増殖曲線 

 単層培養された BHK 細胞に multiplicity of 

infection (MOI) 0.01 PFU/ml となるように TBEV 

IR99 2f7 株 、 MGL-Selenge-13-12 株 、

MGL-Selenge-13-14株を感染させ、感染12、24、

48、72 時間後に培養上清を回収し、ウイルス力

価を測定した。 

 ウイルス力価の測定は、単層培養された BHK

細胞に、適宜希釈したウイルス液を感染させ、

1.5%カルボキシメチルセルロース含有培地にて 4

日間培養させた後に、中性緩衝ホルマリンで固

定して 0.25% クリスタルバイオレットによって細胞

を染色し、生じたプラークをカウントすることにより

求めた。 

 

２）マウスモデルにおける感染実験 

 5 週令の雌の C57BL/6L マウスに 1,000 pfu の

TBEVを皮下接種した。発症率や生存曲線を求め

るためには 28 日間の観察を行った。またウイル

スの体内動態を解析するために、ウイルス感染

後、3、6、9、11 日目にマウスを安楽殺し、血清及

び臓器を採集した。臓器は 10％乳剤となるように

10％ ウシ胎児血清添加 PBS で調整し、乳剤中

のウイルス力価を測定した。 

 動物実験は北海道大学の動物実験委員会の

承認を受け、そのガイドラインに沿って行われた。 

 

3）ウイルス遺伝子塩基配列決定 

 ウイルス感染 BHK 細胞より抽出した RNA を鋳

型に、TBEV 特異的プライマーによりウイルス遺

伝子に相補的な DNA を増幅し、ダイレクトシーク

エンスによりウイルス遺伝子 RNA 配列を決定し

た。 

 

C. 研究結果 

モンゴル分離株であるシベリア型 TBEV、

MGL-Selenge-13-12 株 及 び

MGL-Selenge-13-14 株、そしてロシア・イルクー

ツクで分離された同じくシベリア型 TBEV である

IR99 2f7 株をそれぞれ BHK 細胞に感染させ、そ

の増殖性を比較した。3 つの株は、同様の増殖性

を示した（図１）。 

さらに、マウスモデルを用いて３つのシベリア型

TBEV の病原性を比較解析した。IR99 2F7 株もし

くは MGL-Selenge-13-12 株に感染した全てのマ

ウスは体重減少や沈鬱等の臨床症状を示し、四

肢の麻痺や平衡感覚障害等の重篤な神経症状

を 示 す 個 体 も 多 く 見 受 け ら れ た 。

MGL-Selenge-13-14 株に感染したマウスは、他

の２株に感染したものと比較して、有病率や死亡

率は明らかに低く、発症までの期間や生存日数も

長かった（表１・図 2）。 

ま た MGL-Selenge-13-12 株 ま た は



MGL-Selenge-13-14 株感染マウスの臓器中での

増殖性を解析した。血清中のウイルス増殖は、

MGL-Selenge-13-12 株感染マウスで感染初期

（ 感 染 ３ 日 目 ） に 認 め ら れ た も の の 、

MGL-Selenge-13-1４株感染マウスでは認められ

なかった。また脳内でのウイルス増殖は感染９日

目 以 降 に 認 め ら れ た も の の 、

MGL-Selenge-13-14 株 感 染 マ ウ ス で は 、

MGL-Selenge-13-12 株感染マウスと比較して、

有意に低いウイルス力価を示した（図３）。 

以上の結果より、MGL-Selenge-13-12 株は、

MGL-Selenge-13-14 株と比較して高い病原性を

マウスに示すことが明らかになった。 

MGL-Selenge-13-12 株 と 、

MGL-Selenge-13-14 株の遺伝子 RNA 配列の全

長を決定し比較した所、塩基配列で 99.1% (11005 

塩基/11106 塩基) の相同性があり、アミノ酸配

列では E 蛋白領域に３箇所、NS3 蛋白領域に３箇

所、NS5 蛋白領域に７箇所のみに相違が認めら

れた（表２）。 

 

D. 考察 

 研 究 結 果 よ り 、 MGL-Selenge-13-12 株 と 、

MGL-Selenge-13-14 株は、培養細胞における増

殖性は同様であったが、マウスモデルにおいて

MGL-Selenge-13-14 株は低い病原性を示し、ま

た臓器中でのウイルス増殖性も低かった。これら

の結果は、自然免疫を中心とした免疫応答の誘

導が、両ウイルス株の間で異なり、これがウイル

スの臓器中での増殖性に影響を与えたためであ

ると考えられる。 

 MGL-Selenge-13-12 株 と 、

MGL-Selenge-13-14 株の間ではアミノ酸にして１

３箇所しか認められず、これら自然界で生じたア

ミノ酸配列の変異がウイルスの病原性に影響を

与えたものと考えられる。近年の研究により NS5

蛋白は宿主の自然免疫系を抑制するインターフ

ェロン拮抗作用があり、NS5 上のアミノ酸配列の

変異がこの作用に影響を与えることが明らかにな

っている。両株の病原性の相違に関わるアミノ酸

を同定することで、シベリア型 TBEV の病態発現

機序を解明する上での重要な基盤となりうるもの

と考えられる。 

 

E. 結論 

 本年度の研究成果により、モンゴルにおいて

TBE の流行を引き起こしていると考えられるシベ

リア型 TBEV は、ロシア・シベリア地方で流行して

いるウイルスと同様の病原性を有している可能性

が示された。またその病原性は自然界で生じる遺

伝子の変異により変化することが明らかになっ

た。 

 我々が本研究により明らかにしたモンゴルで流

行している TBEV の情報は、同国における TBEV

の継続的な調査を行い、その疫学的危険度の評

価を行っていくうえで有効な基盤情報になると考

えられる。 

 

F. 健康危険情報 

なし。 
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分担研究報告書 

 

近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の発生予防に関する研究 

マダニ類からのウイルス由来遺伝子の検出  

 

研究分担者：早坂大輔          長崎大学熱帯医学研究所ウイルス学分野 助教 

 

研究要旨：本研究は日本およびインドシナ地域に存在するマダニ媒介性ウイルスの分布を把握するこ

とを目的とし、マダニ媒介性ウイルス遺伝子検出法の確立、および各地域で採集されるマダニからの

ウイルス遺伝子検出を行うことを目的とする。そこで、ベトナムおよび長崎県で採集されたマダニを対

象に、3 種のマダニ媒介（由来）ウイルスについて遺伝子検出を試みた。対象ウイルスは、重症熱性白

血球減少症候群 (SFTS)ウイルス（SFTSV）、国内のマダニから新規に分離され、ブニヤウイルス科ナ

イロウイルス属のクリミア・コンゴ出血熱ウイルスグループに分類される Tofla ウイルス（TFLV）を用い

た。さらに、長崎県で採集したマダニからウイルス分離を試みたところ新たに Muko ウイルス（MUV）が

分離されたため、このウイルスについても遺伝子検出法を確立し、マダニからのウイルス遺伝子検出

を試みた。ベトナムのカッティエン国立公園、および長崎県で採集したマダニから抽出した RNA を基に、

SFTSV、TFLV、MUV の遺伝子検出を行ったが、いずれのウイルス遺伝子も検出されなかった。 

 

A. 研究目的 

マダニは世界中に分布し様々な病原体を媒介

することで知られる。なかでもダニ媒介性脳炎 

(TBE)や重症熱性白血球減少症候群 (SFTS)、ク

リミア・コンゴ出血熱 (CCHF)などのマダニ媒介ウ

イルスは人や動物の重篤な感染症の原因となり、

公衆衛生上その予防対策が重要となる。 

日本においては、北海道南部に分布するヤマ

トマダニからダニ媒介性脳炎（TBE）ウイルス

(TBEV)が確認されている。また、古くは 2005 年か

ら、主に西日本において SFTS 患者が確認されて

いる。SFTS ウイルス（SFTSV）は患者や動物に吸

着していたマダニや植生上から採集されたマダニ

から検出されたとの報告がある。また、CCHF は

アフリカ大陸、東欧、中近東、中央アジア諸国か

ら中国西部にかけて広く分布しており、人や動物

の移動に伴う国内への侵入が危惧されている。 

我々は昨年度、国内で採集したマダニからウイ

ルス検出を試みたところ、2013 年に徳島県で採

集されたキチマダニ（若虫）および 2014 年に長崎

県で採集されたタカサゴチマダニ（若虫）からブニ

ヤウイルス科ナイロウイルス属に分類される新規

ウイルス（Tofla ウイルス：TFLV）を分離した。

TFLV は CCHF ウイルス（CCHFV）グループに属

すること、マウス（IFNAR KO）に病原性を示すこと、

ヒト由来培養細胞に感染性を示すことが示された

が、実際に人や動物に感染性・病原性を示すか

どうかはわかっていない。 



そこで今年度は、国内および周辺諸国におけ

るこれらのダニ媒介ウイルスの分布状況を把握

するために、マダニからの各ウイルス遺伝子検出

を目的とした研究を行った。本研究成果によりマ

ダニ媒介性ウイルス感染症の予防に関して重要

な情報を提供することが期待される。 

 

B. 研究方法 

1)長崎県内で採集されたアカコッコマダニおよび

キチマダニの破砕乳剤をA129マウス（IFNARノッ

クアウトマウス）に接種し、症状、致死性を観察し

た。接種マウスのうち致死個体の脾臓を取り出し、

RNA抽出後、次世代シークエンス（GS Junior 454）

にてウイルス遺伝子検出を行った。 

2) Muko ウイルス（MUV）の segment 1 VP1region

遺伝子配列を基にプライマーを作製した

（Forward: GGCCAGCTATTCATGGTTCG, 

Reverse: CGTCTCCAGCTCCGATATGT,プローブ

5'-/56-FAM/TTATCTCGG/ZEN/AGGGAGGGG

AT/3IABkFQ/-3）。SFTSVについてはL セグメン

トゲノムのポリメラーゼ蛋白領域を増幅するよう

にプライマーを設計した。また、TFLV は M セグメ

ントゲノムの211b.p.を増幅するようにプライマーを

設計した。Real-time RT-PCR 反応は One Step 

PrimeScript® RT-PCR kit (TAKARA BIO)を用い

て行った。定量評価には、各ウイルス遺伝子

cDNA をクローニングしたプラスミドベクターから

T7 RNA ポリメラーゼ反応により得られた RNA を

用いた。 

2) 2015 年にベトナムのカッティエン国立公園にお

いて旗振り法で採集した Haemaphysalis cornigera

（♂3，♀1）、Dermacentor auratus（♂7，♀3）、

Dermacentor astrosignatus（♂1）、長崎県内で捕

獲されたイノシシから採集された Haemaphysalis 

formsencis （♀7）、Haemaphysalis hystris（♂1，

♀ 8 ） 、 シ カ か ら 採 集 さ れ た Haemaphysalis 

longicornis（♂117，♀2）、旗振り法で採集した

Haemaphysalis flava （ 若虫 150 、 ♂ 1 ， ♀ 3 ） 、

Haemaphysalis longicornis（若虫 32、♂1，♀1）か

ら抽出した RNA を用いて、リアルタイム RT-PCR

による SFTSV、TFLV、MUV の各ウイルス遺伝子

検出を試みた。  

（倫理面への配慮） 

特になし。 

 

C. 研究結果 

1)長崎県内で採集されたマダニのうち、アカコッコ

マダニの破砕乳剤接種によりA129マウスが致死

性を示した。致死マウスの脾臓から抽出したRNA

を用いて次世代シークエンスにより網羅的に遺伝

子探索を行った結果、MUV（2015年にEjiriらにより

報告されたレオウイルス科オルビウイルス属のウ

イルス）であった。 

2)ベトナムおよび長崎県内で採集されたマダニか

ら SFTSV 遺伝子の検出は確認されなかった。  

3)ベトナムおよび長崎県内で採集されたマダニか

ら TFLV 遺伝子の検出は確認されなかった。 

4)ベトナムおよび長崎県内で採集されたマダニか

ら MUV 遺伝子の検出は確認されなかった。 

 

D. 考察 

1) 新たに長崎県のアカコッコマダニから MUV を

分離した。しかしながら、同地域で採集したマダニ

のうち、分離したマダニ以外からは、ウイルス遺

伝子の検出がされなかったことから、マダニの保

有率は非常に低いことが考えられた。また我々は、



MUV は A129 マウスに致死性を示すこと、BHK 細

胞や Vero E6 細胞に感染性を示し CPE を起こす

ことを確認していることから、MUV は哺乳動物へ

感染性・病原性を示す可能性が示唆される。今後、

動物やヒトでの血清疫学調査により、有用な疫学

情報が得られるものと考えられる。 

2) 今回、調査対象地域としたベトナム南部およ

び長崎県（五島含む）においては、マダニから各

ウイルス遺伝子の検出が確認できなかった。

SFTSV は 2016 年 1 月までに主に西日本におい

て 170 人以上の患者報告があり、他の研究グル

ープによりマダニからのウイルス遺伝子検出報告

があるが、本研究結果からは、マダニ中のウイル

ス量が低い、特定の地区に分布していること、な

どが考えられた。TFLV は徳島県と長崎県、MUV

は兵庫県、長崎県で分離されており、少なくともこ

れらの地域にはぞれぞれのウイルスが分布して

いる可能性が考えられる。今後、動物やヒトへの

感染性、病原性の有無を調べ、ウイルス保有マ

ダニの分布域、保有率などを調べることは重要と

思われる。 

 

E. 結論 

昨年度までの研究成果に加え、本研究成果に

より、各マダニ媒介ウイルスの遺伝子検出法を確

立し、マダニからのウイルス検出法の準備が整っ

た。東、東南アジアの周辺諸国および国内におい

て、SFTSV、TFLV、MUV、さらに未知のマダニ由

来ウイルスの疫学情報を得ることは、既知・未知

のマダニ媒介感染症の予防対策において重要と

なることから、今後の調査継続が必要と思われ

る。 
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分担研究報告書 

 

近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の発生予防に関する研究 

ハンタウイルス感染症に関する研究 

 

分担研究者 有川 二郎 北海道大学大学院医学研究科 教授 

 

研究要旨：近隣地域からの感染げっ歯類を介して侵入が危惧されるハンタウイルス感染症について感染げっ歯

類を対象とした、迅速診断法の開発を目的とした。自然宿主げっ歯類の種の違いによる二次抗体の交差反応性

の相違を考慮し、昨年度の研究で有用性が確認された Protein A を用いた ICG を作成し、Puumala ウイルスおよ

びその関連ウイルスの宿主であるエゾヤチネズミおよびヨーロッパヤチネズミ血清を用いて、作成した ICG の評

価を行った。 

 

A. 研究目的 

 

 ハンタウイルスは、げっ歯類媒介性の人獣共通

感染症である、腎症候性出血熱(HFRS)とハンタ

ウイルス肺症候群(HPS)の原因ウイルスである。

ハンタウイルスのうち、Hantaan (HTNV)、Seoul 

(SEOV)、Dobrava (DOBV)Thailand (THAIV)および

Puumala (PUUV)ウイルスは HFRS の原因となる。

また Sin Nombre virus (SNV)を始めとするアメリカ

ネズミ亜科のげっ歯類によって媒介されるハンタ

ウイルスは HPS の原因となる。HTNV、SEOV、

THAIV および DOBV はネズミ亜科のげっ歯類、そ

して PUUV はハタネズミ亜科のげっ歯類によって

媒介される。これらのハンタウイルス群のウイル

スは互いに抗原性が大きく相違し交差反応性が

低いことから、病原性ハンタウイルス感染症の血

清診断を行うためには少なくとも３種類の血清型

の抗原が必要である。我国には SEOV および

PUUV が存在することが明らかとなっているが、

ロシア、中国、韓国、東南アジア諸国には HTNV, 

SEOV, THIAV があり、また北米・南米諸国からの

輸入症例、げっ歯類の積み荷への混入等につい

ても注意を払う必要がる。一方、これらの他に翼種

目およびトガリネズミ目に属するほ乳類によって保

有されている病原性不明のハンタウイルスがみつ

かっている。 

 本研究では HFRS および HPS の原因ウイルスを

保有する宿主げっ歯類が日本に侵入した場合を想

定し、これを迅速に診断するための手段を確立す

ることを目的として、げっ歯類を対象とした多項目

同時検出用イムノクロマトグラフィー(Multiplex ICG) 

の開発を試みる。 

 今年度は昨年度までの研究で広い結合特性を

持つことことが明らかとなった Protein A を金コロイ

ドで標識したものを検出試薬としてICG の評価を進

めた。Protein A は生理的条件下ではラットおよび

マウスの IgG に対しては結合が弱いが、ヤチネズミ、

ハタネズミ、トガリネズミ類の IgG に特異的に結合



 
 

することが明らかとなっている。そこで、日本の北

海道、ヨーロッパ大陸全域、極東ロシアに棲息し、

HFRSの原因となるPUUV関連ウイルスの自然宿

主であるヤチネズミ血清群を用いて、抗 PUUV 抗

体検出系 ICG の有用性を解析した。 

 

 

B. 研究方法 

 

ヤチネズミ類に由来するハンタウイルス感染をス

クリーニングするために、抗原として PUUV 関連

ウイルスであるHokkaido virus(HOKV)抗原を使用

した。抗原性の強いウイルス構成タンパクとして

核タンパク(N)を抗原として選択し大腸菌ベクター

を用いて作成した。Protein A は昨年度に予備的

検討を行った結果、ナカライ社の製品を用いた。

また、標識色素として、金コロイド標識 (Winered 

chemical 社)を用いた。これらの抗原およびコンジ

ュゲートを用いて ICG ストリップの作成を行った。

これらを用いて、ヨーロッパヤチネズミ血清 298 例、

エゾヤチネズミ 10 例、合計 308 例用いて ICG スト

リップによる診断を試みた。対象試験として、組

換え核蛋白抗原を用いた抗体検出 ELISA は、

PUUV感染Vero E6 細胞をアセトン固定し、これを

抗原として用いた間接蛍光抗体法(IFA)を行った。

ICG と対象検査との比較解析により、診断法の感

度、特異性、他の検査法との一致率を解析し、本

ICG ストリップの評価を行った。 

 

C. 研究結果 

 

本年度はPUUVの抗原を塗布したICG を作成し、

コロイドラベル二次抗体としては、ハタネズミ亜科

げっ歯類の免疫グロブリンと強く反応する Protein 

A を使用したものを作成した。金コロイド標識した

Protein A を検出試薬とし、PUUV と抗原的にほぼ

同一な HOKV の抗原を用いて ICG を作成した。こ

れはすでに昨年度に、実験感染血清を用いて十分

な反応性を持つことを評価しているものである。今

年度ははじめにエゾヤチネズミ血清 10 例を用いて

評価を行った。これらの血清の内訳は、IFA および

ELISA ともに陽性４例および、両検査で陰性となっ

た６例である。その結果、ICG の陽性および陰性は

すべて IFA および ELISA と一致した。 

 次にヨーロッパヤチネズミ血清 298 例を用いてさ

らに評価を進めた。その結果、ヨーロッパヤチネズ

ミ血清の ICG の ELISA に対する感度と特異性はそ

れぞれ 91.5%(43/47), 95.6% (240/251)となった。ま

た、IFA に対する感度と特異性はそれぞれ 97.8% 

(44/45), 96.0% (243/245)となった。以上の結果から、

PUUV 関連ウイルスの宿主として極東に分布する

エゾヤチネズミ(タイリクヤチネズミ)およびヨーロッ

パに分布するヨーロッパヤチネズミの両宿主にお

いて、本 ICG が従来法である ELISA および IFA と

同等の感度と特異性を示し、野生ヤチネズミ類の

抗ハンタウイルス抗体の検出に有用であること,が

示された。 

 

D. 考察 

 

これまでに私たちは、ヒトの血清について種々の

ハンタウイルスに対する抗体を検出する ICG を開

発・評価し、報告してきた。しかしながらハンタウイ

ルス感染症の制圧のためには、宿主げっ歯類のモ

ニターが必要であると考えられる。そこで、多種の

げっ歯類の抗体を検出することができる Protein A



 
 

を用いて、昨年度までに安定した Protein A-標識

試薬を選定・作成してきた。今年度はこの Protein 

A—金コロイドコンジュゲートを用いた ICG のヤチ

ネズミ類への適応について評価した。多くの検体

を使用して従来の抗体検出法である ELISA およ

び IFA による結果と比較した結果、有用性が確認

された。ヒトの HFRS の原因となり、また患者数の

比較的多い PUUV について簡便に宿主げっ歯類

の抗体を検査できるシステムが構築されたことか

ら、安全かつ簡便にこれらの病原体の侵入につ

いて監視を行うことが可能となった。これまでにラ

ット類を対象とする ICG の作成と評価を行ってき

た。今回は PUUV 関連ウイルスとその宿主につ

いてのシステムが構築された。この二種のウイル

スとその宿主に対応することで、頻度の高い

HFRS の原因となるハンタウイルス感染症につい

てのモニターが可能となった。しかしながら南米

および北米由来の HPS の原因となるハンタウイ

ルス感染症の宿主げっ歯類を対象とした ICG に

ついても、今後評価を行っていくことが必要であ

る。最終的には全てのげっ歯類に適応できる

Multiplex ICG を完成が期待される。今年度はそ

のために必要なひとつの課題を達成したと考えら

れる。 

 

E. 結論 

 

ハンタウイルスの病原性については未だほとん

ど明らかになっていない。ハンタウイルス感染症

を制御するためには、疫学的な解析をより効率よ

く行い、さらに病原性解析のためのツールをより多

く持つことが必要となる。本研究では Multiplex ICG

を用いてウイルス宿主のスクリーニング効率を大

幅に上昇させ、さらにマウスモデルを用いた病原

性の解析を進めることで、近隣諸国から侵入する

おそれのあるハンタウイルス感染症対策を進める

事が出来ると考えられる。 
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 1. 特許取得 

 該当なし 

 2. 実用新案登録 

 該当なし 

 3.その他 

 該当なし 

 



 

 
 

厚生労働科学研究費補助金（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の発生予防に関する研究 

人獣共通感染症の病理学的検索 –フラビウイルスの病理学的鑑別- 

 

国立感染症研究所感染病理部 

永田典代 

 

  

A 研究目的 

わが国のフラビウイルス感染症には日本脳炎と、

ロシア春夏脳炎として知られるダニ媒介性脳炎が

ある。さらに、ウエストナイル熱・脳炎は輸入感染

症例や流行が危惧されている。いずれもフラビウ

イルス科フラビウイルス属が原因となり、新興・再

興感染症として警戒されている。これらのフラビウ

イルスはいずれも感染後にウイルス血症を引き起

こし、中枢神経系に侵入後、神経細胞に感染し、

直接的あるいは炎症反応によって細胞を破壊す

る。そのため、致死性あるいは後遺症を残すこと

がある。よって、予防が重要な感染症である。わ

れわれは、フラビウイルス感染症による脳炎発症

機序の解明と新規ワクチン評価系の確立を目的と

して、BALB/c を用いてウイルス血症モデルを確

立し、病理学的解析を行ってきた。今年度は、脳

炎関連フラビウイルスの神経病原性の相違点を

明らかにする目的で、ダニ媒介性脳炎ウイルス、

ウエストナイルウイルス、および日本脳炎ウイル

スの感染病理を総合的に比較し検討した。 

 

B.研究方法 

本研究班でこれまでに実施したフラビウイルス感

染マウスの感染組織ホルマリン固定標本を用いて

病理学的検索を行った。感染実験の概略は次の

通りである。なお、ウエストナイルウイルスおよび

日本脳炎ウイルスの感染実験は国立感染症研究

所村山分室高度安全実験施設、ダニ媒介脳炎ウ

イルスは長崎大学熱帯医学研究所において各機

関のバイオセーフティーレベル 3 病原体取り扱い

規定および動物実験委員会規定に従い実施し

た。 

ダニ媒介性脳炎ウイルス（TBEV, Sofjin 株）、日本

脳炎ウイルス(JEV, JaTH 株)、あるいはウエストナ

イルウイルス（WNV, NY99 株）を用い、一匹あたり

100％致死ウイルス量に相当するウイルス量を 8

週齢の BALB/c マウスにそれぞれ静脈内接種し

た。接種 3、5，あるいは 7 日目(一群 3 匹)と瀕死期

にこれらの動物(一群 3、9 あるいは 14 匹)を過麻

酔殺、心臓採血し心臓からの 10%ホルマリン緩衝

液の灌流固定を行った。その後、臓器を採取し、

これら採取した組織材料は 10％ ホルマリン緩衝

液に浸漬固定した。常法通り、パラフィン切片を作

製し、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を行った。

さらに、ウイルス抗原の検出のため、抗 TBEV-E

ウサギポリクローナル抗体、抗 JEV-E ウサギポリ

クローナル抗体、あるいは抗 WNV-E マウスモノク

ローナル抗体を用いたポリマー法（Vector 社ある

いはニチレイ）による免疫組織化学染色を行った。

なお、抗原賦活化方法には 0.05％塩化カルシウ

ム添加 0.025％トリプシン(37℃30 分)あるいは pH 

6.0 あるいは pH9.0 の抗原賦活化液（121℃10 分）

を用いた。 

 

【倫理面への配慮】 

（倫理面への配慮）本動物実験は、国立感染症研

究所あるいは長崎大学熱帯医学研究所の動物実

験委員会に承認された実験計画に従い行った。 

 

C.研究結果 

それぞれの接種群の瀕死期の中枢神経系組織病

変とウイルス抗原所見を図に示した。また、経時

的な病変とウイルス抗原陽性の動物数の変化を

表にまとめた。TBEV 接種群では 7 日目には立毛、

腹部膨満、元気消失を呈し、8 日目には瀕死とな

研究要旨：マウスモデルを利用し、３つの神経向性フラビウイルスの病理について解析した結果、いずれもマウスの

錐体神経細胞に感染し、非特異的脳炎像を示した。一方でマウスモデルにおける病像がウイルスによって異なるの

は神経系への侵入経路が一因であることを病理学的に示した。病理組織像によるウイルスの鑑別診断は困難であ

り、各フラビウイルスに対する抗体が有用であった 



 

 
 

った。これらの個体では、腸管筋層の神経叢およ

び大脳・脳幹・脊髄および小脳の神経細胞にウイ

ルス抗原が検出された。脊髄に髄膜炎が認めら

れたが、脳幹と大脳皮質のウイルス検出部位にお

ける炎症性反応は乏しかった。JEV 接種群では脳

炎による神経症状を発症し、およそ11日目に髄膜

炎、脳炎所見を伴い瀕死となった。大脳皮質に強

い急性壊死が認められた。WNV 接種群では腹部

膨満、弛緩性麻痺あるいは脳炎症状と個体によっ

て異なる症状を示し、およそ 9 日目に瀕死となった。

炎症性反応は比較的弱かった。いずれも大脳・脳

幹・脊髄の大型の錐体神経細胞にウイルス抗原

陽性細胞が認められた。 

 

D.考察 

いずれのウイルスも、静脈内接種後に中枢神経

系に侵入し、大型の錐体神経細胞に感染、増殖し、

神経症状を引き起こし、非特異的な所見を示した。

いくつかの相違点が明らかとなったが、これらは

神経系への侵入経路が一因であると考えられた。 

TBEV の Sofjin 株は、血中からまず腸管の神経叢

にウイルスが伝播し、増殖し、神経細胞が破壊さ

れるため、腸管の拡張が引き起こされたと考えら

れた。病理学的に Sofjin 株はマウスの神経細胞に

非常に強い親和性を示し、血中のウイルスは神経

叢から自律神経系を介して中枢神経系に移行す

ると考えられた。JEV の JaTH 株感染は、臨床症

状発現前の期間、リンパ節でウイルスが分離され

た（データは示さない）。よって、リンパを含む血流

を介して中枢神経系へ移行し、大脳皮質が主な標

的組織であったと考えられた。WNV の NY99 株感

染は個体によって異なる病態を示しており、中枢

神経系への経路として、血行性と神経行性の両方

の経路が考えられた。そのため、個体によって

種々の臨床症状を示したと考えられた。これらの

病原性は、分離後の継代歴やウイルスそのもの

の特徴が反映されていると考えられる。ヒトにおい

て WNV や TBEV の腸管神経叢への感染は不明で

あるが、TBEV 感染患者には悪心、嘔吐、胃痛、

食欲不振など胃腸症状を発症初期から訴えるも

のも報告されている。 

 

E.結論 

3 つの神経向性フラビウイルスはマウスにおいて

異なる病原性を示すが、これらはウイルス血症後

の中枢神経系侵入経路の違いが反映されており、

組織病変によるウイルス種の鑑別は困難であっ

た。 

 

F.研究発表 

１．論文発表 

1) Nagata N, Iwata-Yoshikawa N, Hayasaka D, Sato 

Y, Kojima A, Kariwa H, Takashima I, Takasaki T, 

Kurane I, Sata T, Hasegawa H. The pathogenesis of 

3 neurotropic flaviviruses in a mouse model 

depends on the route of neuroinvasion after 

viremia. J Neuropathol Exp Neurol. 

74(3):250-260,2015. 

 

２．学会発表 

  該当無し 

 

G.知的財産権の出願・登録状況 

 該当無し 
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表 フラビウイルス静脈内接種後の BALB/c マウスにおける組織病変とウイルス抗原陽性

所見 

 ダニ媒介性脳炎  日本脳炎ウイルス  ウエストナイルウイルス 

解剖日 3 日 5 日 7 日 8 日  3 日 5 日 7 日 9-10 日  3 日 5 日 7 日 6-14 日 

腸管神経叢 0/0* 1/0 3/1 3/3  0/0 0/0 0/0 0/0  0/0 0/0 0/0 0/1 

脊髄 0/0 0/0 2/1 2/1  0/0 0/0 0/0 8/8  0/0 0/0 0/0 1/2 

脳幹(視床) 0/0 0/0 1/0 2/1  0/0 0/0 0/0 9/9  0/0 0/0 0/0 6/7 

大脳皮質 0/0 0/0 0/0 1/1  0/0 0/0 1/1 9/9  0/0 0/0 0/0 6/6 

*ウイルス抗原陽性動物数/組織病変陽性動物数 

ダニ媒介性脳炎ウイルス感染 8 日目の動物数：3 匹、日本脳炎ウイルス感染 9-10 日目の動

物数：9 匹、ウエストナイルウイルス感染 6-14 日目の動物数：10 匹。 

 

 



 

 
 

厚生労働科学研究費補助金（新興・再興感染症

及び予防接種政策推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の発生予防に関する研究 

クリミア・コンゴ出血熱の治療法に関する進展：文献的考察 

 

研究分担者 西條政幸 国立感染症研究所ウイルス第一部長 

 

A. 研究目的 

ク リ ミ ア ・ コ ン ゴ 出 血 熱 （ Crimean-Congo 

hemorrhagic fever，CCHF）は，日本では一類感

染症に分類される感染症で，いわゆる狭義のウ

イルス性出血熱に分類される感染症の代表的

な感染症である．ブニヤウイルス科ナイロウイル

ス属に分類される CCHF ウイルス（CCHFV）によ

るマダニ媒介性ウイルス感染症である．アフリカ，

東欧，中近東，中央アジア（インド，中国西部の

新疆ウイグル自治区を含む）に広く分布している．

ドイツや英国で輸入感染事例も発生しており，日

本においても輸入感染事例発生時に備えておく

必要がある． 

 2011 年に中国の研究者らにより CCHFV と同

様にブニヤウイルス科に分類される新規ウイル

スによるマダニ媒介性ウイルス感染症，重症熱

性 血 小 板 減 少 症 候 群 （ severe fever with 

thrombocytopenia syndrome，SFTS），が，中国

の湖北省，河南省，山東省，黒竜江省等の山岳

地域の農民の間で流行していることが報告され

た．SFTS ウイルス（SFTSV）は，ブニヤウイルス

科フレボウイルス属に分類される．2013 年には，

SFTS が日本でも流行していることが明らかにさ

れ，その対策が急務となっている．その対策研

究の過程で，ファビピラビルが SFTSV に対して

抗ウイルス活性を示し，さらにインターフェロンリ

セプターノックアウト（IFNRKO）マウスにおける感

研究要旨：クリミア・コンゴ出血熱に対しては，これまで治療薬としてリバビリンの投与が標準的で

あったが、その効果は科学的には証明されていない．一方，RNA ウイルスに対する広スペクトラム

を有する抗ウイルス剤であるファビピラビルがクリミア・コンゴ出血熱ウイルスに抗ウイルス活性を

有し，しかもインターフェロン受容体ノックアウトマウスにおける感染動物モデルで，ファビピラビル

がリバビリンよりもより高い治療効果が認められると報告された（PLoS NTD, 2014）．一方，クリミ

ア・コンゴ出血熱の原因ウイルスであるクリミア・コンゴ出血熱ウイルスと同じようにブニヤウイル

ス科に属する重症熱性血小板減少症候群ウイルスによる全身感染症（クリミア・コンゴ出血熱の

病態に類似する）に対しても，ファビピラビルには高いリバビリンより遙かに高い治療効果の認め

られるとする研究成績が私たちのグループから発表された（mSphere, 2015）．ファビピラビルは日

本で抗インフルエンザウイルス薬として開発された薬剤であり，インフルエンザウイルス感染症に

対する治療薬としての治験が済んでいる．輸入感染症として日本でクリミア・コンゴ出血熱患者が

発生した場合に備えて，ファビピラビルを使用できるように準備しておく必要があると考えられる． 



 

 
 

染モデルにおいて，高い治療効果が示された． 

 ファビピラビルは日本の製薬メーカー富山化学

の古田要介博士らにより開発された RNA ウイル

スに対する広スペクトラム活性を示す抗ウイル

ス薬（RNA ポリメラーゼ阻害薬）である． 

 本研究の目的は CCHF に対する治療において

ファビピラビルを用いることの可能性を文献的に

評価することである． 

 

B. 研究方法 

 CCHF の抗ウイルス薬による治療に関する文

献を精査し，CCHF に対する治療における最新

の情報を確認した．また，SFTS に対する抗ウイ

ルス薬による治療法に関する最新の文献を精査

した． 

これらの文献の内容を確認し，特に効果が期待

されると考えられた favipiravir の CCHF に対する

治療効果及び曝露後投与による感染（発症）予

防効果について考察した． 

 

C. 研究結果 

 PubMed 上 に お い て 「 Crimean-Congo 

hemorrhagic fever」および「favipiravir」のキーワ

ードで文献検索した結果，論文 1（Oestereich L, 

et al. Evaluation of antiviral efficacy of ribavirin, 

arbiodol, and T-705 (favipiravir) in a mouse 

model for Crimean-Congo hemorrhagic fever. 

PLoS Neglected Tropical Diseases, 8:e2804, 

2014）のみがヒットした．また，「Severe fever 

with thrombocytopenia syndrome 」 お よ び

「favipiravir」のキーワードで文献検索した結果，

論 文 2 （ Tani H, et sl. Efficacy of T-705 

(Favipiravir) in the treatment of infections with 

lethal severe fever with thrombocytopenia 

syndrome virus. mSphere 1(1):e0061-15, 2015 が

ヒットした． 

 論文 1 では，リバビリンとファビピラビルの Vero 

E6 細胞におけるCCHFV に対する50% inhibitory 

concentration（IC50）はそれぞれ，2.8 µg/ml およ

び 1.1 µg/ml とほぼ同等であった．しかし，

IFNRKO マウスの感染モデルでは，リバビリンと

ファビピラビルの曝露後投与による発症予防効

果は，大きく異なり，ファビピラビルの効果の方

がリバビリンのそれよりも高かった．ファビピラビ

ルとリバビリンの併用により，相乗効果が期待さ

れる成績が示されている． 

 SFTS に対する治療効果を，IFNRKO マウスを

用いた研究（論文 2）においても同様の成績が得

られた．リバビリンの曝露後投与により，致命率

の改善は得られるものの，発症（体重減少）予防

効果は限定的であった．一方，ファビピラビルを

曝露（感染）直後に投与すると，致命率は 0％で，

かつ，発症（体重減少）は認められなかった．

SFTSV を感染させてから 3 日目までにファビピラ

ビルを投与すると，致命率は 0％であり，かつ，

発症の程度もコントロールに比較して軽症化し

ていた． 

 

D. 考察 

 これまで CCHF に対しては，CCHF に対するリ

バビリンによる治療効果が確認されていない状

況ではあるが，リバビリン投与が一般的であった．

しかし，ファビピラビルによる治療効果をIFNRKO

マウス用いた感染モデルで評価したところ，ファ

ビピラビルによる治療効果および曝露後投与に

よる発症予防効果はリバビリンのそれよりも遥



 

 
 

かに高かった．今後は CCHF に対してファビピラ

ビルによる治療効果を評価することが求められ

る． 

 日本で CCHF の輸入感染事例が発生した場合

には，可能であればファビピラビル投与を検討

する必要がある． 

 

E. 結論 

 ファビピラビルには CCHF 及び SFTS に対する

治療効果および曝露後投与による発症抑制効

果が期待される可能性がある． 
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近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の 発生予防に関する研究 

狂犬病等の疫学に関する研究 

 

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 野口 章   国立感染症研究所・獣医科学部 
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研究要旨：本研究では、海外の研究協力者と共同してユーラシア大陸を中心とした野生獣の狂犬病

（リッサウイルス感染症を含む）について流行状況に関する情報の収集、疫学調査、流行様式の解明、

新規診断法開発等を行ってわが国への侵入可能性や発生予測・被害推計などを可能にすることを目

的としている。今年度、モンゴル獣医学研究所の協力を得て、狂犬病と診断されたモンゴルの野生動

物で流行している狂犬病ウイルスの分子疫学的な解析を行った。モンゴルではイヌ以外にキツネやオ

オカミでも狂犬病が維持されており、ウイルスの N 遺伝子を利用した分子系統樹からグループ A（モン

ゴル内陸：イヌ株・キツネ株・オオカミ株）とグループ B（ロシアとの国境沿い：イヌ株・キツネ株）に分類さ

れることが明らかになった。グループ A は 5 つ以上のクレードに細分類できることが示され、オオカミ由

来、キツネ由来、イヌ由来のウイルス株がそれぞれの宿主で維持されていることが示唆されたが、モン

ゴルでオオカミ、キツネ、イヌ間でどのように狂犬病ウイルスが流行・伝搬しているかを解明するために

は、狂犬病を発症した時期や場所が近似しているウイルス株についてより詳細な系統解析を行う必要

があると考えられた。今後、より詳細な解析を進めることで、異なる野生動物種間での狂犬病ウイルス

伝搬と流行の機序解明が可能になると考えられた。 

 

A. 研究目的  

 狂犬病はニュージーランド、オーストラリア、ハ

ワイ、英国、日本などを除く世界のほぼ全域で流

行している。毎年、アジアとアフリカを中心に 5 万

～7 万人を超える死亡例があると推計されている

おり、ヒトを含むほぼすべての哺乳類に致死的な

脳炎を起こすウイルス性の動物由来感染症であ

る。 

 わが国では、1970 年と 2006 年に発生したヒトの

輸入狂犬病３症例を除いて、半世紀以上にわた

り狂犬病が国内で発生していない。しかしながら、

アジア諸国ではイヌを中心に狂犬病が蔓延して

おり、ヒトの公衆衛生における大きな脅威となって

いる。  



 

 
 

 本研究の目的は、海外の研究協力者と共同し

てユーラシア大陸を中心とした野生獣の狂犬病

（リッサウイルス感染症を含む）について流行状

況に関する情報の収集、疫学調査、流行様式の

解明、新規診断法開発等を行ってわが国への侵

入可能性や発生予測・被害推計を可能にするこ

とである。 

 今年度、モンゴル獣医学研究所の協力を得て、

狂犬病と診断されたモンゴルの野生動物で流行

している狂犬病ウイルスの分子疫学的な解析を

行い、異なる野生動物種間での狂犬病ウイルス

伝搬と流行の機序の解析を行った。 

 

B. 研究方法 

 

モ ン ゴ ル の 獣 医 学 研 究 所 （ Institute of 

Veterinary Medicine）の狂犬病サーベイランスで

狂犬病陽性と診断された動物の脳組織からRNA

を抽出して狂犬病ウイルスのN遺伝子について分

子系統樹による疫学解析を行った。 

 

本研究で使用した狂犬病の検体 

 モンゴル獣医学研究所の実験室で狂犬病と診

断されたイヌ、キツネ、オオカミ、ウシ、ヒツジ、ヤ

ギ、ラクダ、動物種不明の24個体について脳組織

中の狂犬病ウイルスの遺伝子増幅を行い、デー

タベース上の遺伝子40配列と合わせて遺伝子解

析を行った。本研究で新しく入手した狂犬病陽性

と診断された動物の背景等について表1に示した。

また、モンゴルの全国地図と狂犬病陽性となった

動物の生息していた9省を図1に示した。 

 

Viral RNAの解析 

モンゴルの獣医学研究所で狂犬病と診断され

た動物の脳材料から抽出したRNAはRNAstableチ

ューブ（RNAstable Test Kit、Biomatrica, Inc.）を利

用して室温で移送した。狂犬病ウイルスのN遺伝

子をPCRで増幅させた後に、増幅cDNAの塩基配

列をABI 3130 genetic analyzerで特定したものを

GENETIX ver.12（株式会社ゼネティックス）で解析

した（表2）。 

 

■RT-PCRの反応条件 

RT： 

10 ul RNA 

＋ 

1 ul 50 ng/ul-Random primer  

(Promega, C1181) 

↓ 

95 ˚C 1 min, on ice, room temp. 

↓ 

＋ 

4 ul 5 X Buffer 

4 ul dNTP (2.5 mM each) 

1 ul rRNasin (Promega, N2511) 

1 ul AMV RTase (Promega, M9004) 

↓ 

42 ˚C 45 min, 95 ˚C 5 min 4˚C 

 

PCR： 

反応試薬 

DW   33ul 

10 X Buffer  5ul 

2mM each-dNTP 5ul 

50mM-MgSO4 2ul 

JW12(mix)  2ul 



 

 
 

JW6(mix)  2ul 

Pl-Taq  0.2ul 

Temp(x1)  1ul 

Total  50ul 

 

反応条件 

94 ˚C 2 min 

↓ 

94 ˚C 30 sec 

50 ˚C 30 sec 

68 ˚C 2 min 

30 回 

↓ 

4 ˚C  

 

使用酵素 

Polymerase: Platium Taq High Fidelity  

(Invitrogen 11304) 

dNTP(2mM each) 

(Toyobo NTP-301) 

 

使用プライマー 

JW12(mix) 10pmol-each 

JW6(mix) 10pmol-each 

 

■増幅cDNAのシークエンス 

 

精製：QIAquick PCR Purification kit 

(Qiagen 28104) 

 

反応試薬 

BigDye Terminater Ready Reacting Mix  

(x 2.5)  1ul 

＋ 

BigDye Sequencing Buffer 

(x5)  3.5ul  

＋ 

Template(606bp) (>10ng/ul)  

5-20ug 

＋ 

シークエンスプライマー 

(1pmol-each/ul) 3.2ul 

+ 

DW     

up to 20ul 

 

= Total 20ul 

 

使用プライマー  

JW12(mix)  (1pmol-each) 

JW6(mix)  (1pmol-each) 

 

サイクルシークエンス 

96˚C 3min 

↓ 

96˚C 10sec 

50˚C 5sec 

60˚C 4min  

25 回 

↓ 

4˚C 

 

サイクルシークエンス後、Ethanol/EDTA 抽出を

行い ABI 3130 genetic analyzer で配列を決定し

た。 

 



 

 
 

参考論文：Back EM, Lowings JP, Smith J, Heaton 

PR, McElhinney LM. J.Virol.Method 105:25-35, 

2002.  

 

C. 研究結果 

 

モンゴル獣医学研究所で狂犬病と診断された

イヌ、キツネ、オオカミ等について、狂犬病ウイル

スの遺伝子配列特定後にデータベース上から選

択した狂犬病ウイルス40株の遺伝子配列と合わ

せて系統樹を作成したところ、ロシアや韓国で分

離されたウイルスの遺伝子配列に近似するグル

ープBと、モンゴル国内で流行しているウイルスで

構成されるグループAの二種類の遺伝子型に大

きく分かれた（図2）。 

グループAの狂犬病ウイルスは、オオカミ、キツ

ネ、イヌ、ウシ、ヒツジ、ヤギ、ラクダが宿主であり、

このうち、オオカミ、キツネ、イヌが狂犬病の流行

を媒介すると考えられた。 

グループAに分類された狂犬病ウイルスを

Cladogram / Circularで系統樹表記することで、オ

オカミ、キツネ、イヌ由来の狂犬病ウイルスは5つ

のサブグループに分類されることが明らかとなっ

た（図3）。 

サブグループA1はキツネ由来5株とオオカミ由

来1株、サブグループA2はオオカミ由来3株、サブ

グループA3とA4はキツネ由来1株とイヌ由来1株、

サブグループA5はイヌ由来2株を含むクレードを

構成した。 

サブグループA3とA4に含まれるイヌ由来株は

いずれもキツネ由来株から派生した位置に分類

され、グループA1に含まれるキツネ由来5株はオ

オカミ由来の1株から派生した位置に系統分類さ

れた。 

モンゴル獣医学研究所で脳材料から抽出した

RNAをRNAstableチューブ（RNAstable Test Kit、

Biomatrica, Inc.）によって移送した24株のRNA中、

15株は塩基配列を特定することができたが、残り

9株は十分なRNA量が回収できなかった。実験記

録から、RNAstableチューブによるRNA乾燥が不

十分であったため室温移送中にRNAが失活した

ものと考えられた。今後の検討課題である。 

 

D. 考察 

  

新たに遺伝子解析を行った 15 株（Gobi-Alti 省

6 株、Dundgovi 省 2 株、Govi-Sumber 省 1 株、

Dornogovi 省 1 株、Bulgan 省 2 株、Tuv 省 2 株、

Bayankhongor 省 1 株）は、いずれもモンゴル国内

で流行しているグループ A に分類され、ロシアと

の国境を越えて移動したと考えられるグループ B

（Kuzmin, I.V., et al. J. Wildlife Dis. 40 :617-631, 

2004 and Bazartseren B., et al. Jpn. J.Infect. Dis. 

63:358-363, 2010）に分類されるウイルス株はな

かった。 

本研究で、モンゴル国内で流行している狂犬病

は、イヌとキツネ以外にオオカミでもウイルスが維

持されていることが示唆された。 

グループ A は 5 つ以上のクレードに細分類でき

ることが示され、オオカミ由来、キツネ由来、イヌ

由来のウイルス株がそれぞれの宿主で維持され

ていることが示唆されたが、モンゴルでオオカミ、

キツネ、イヌ間でどのように狂犬病ウイルスが流

行・伝搬しているかを解明するためには、狂犬病

を発症した時期や場所が近似しているウイルス

株についてより詳細な系統解析を行う必要があ



 

 
 

ると考えられた。 

 

E. 結論 

 

 今年度、モンゴル獣医学研究所の協力を得て、

狂犬病と診断されたモンゴルの野生動物で流行

している狂犬病ウイルスの分子疫学的な解析を

行った。モンゴルではイヌ以外にキツネやオオカ

ミでも狂犬病が維持されていることが示唆され、

ウイルスの N 遺伝子を利用した分子系統樹から

グループ A（モンゴル内陸：イヌ株・キツネ株・オオ

カミ株）とグループ B（ロシアとの国境沿い：イヌ

株・キツネ株）に分類された。グループ A は 5 つ以

上のクレードに細分類できることが示され、オオカ

ミ由来、キツネ由来、イヌ由来のウイルス株がそ

れぞれの宿主で維持されていることが示唆された

が、モンゴルでオオカミ、キツネ、イヌ間でどのよ

うに狂犬病ウイルスが流行・伝搬しているかを解

明するためには、狂犬病を発症した時期や場所

が近似しているウイルス株についてより詳細な系

統解析を行う必要があると考えられた。今後、野

生動物における異なる宿主間での狂犬病ウイル

ス伝搬と流行の機序解明につながるものと期待

された。 
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表１．モンゴル獣医学研究所で狂犬病と診断された動物

Province

Govi
Dundgovi
Uvurkhangai
Govi
Dornogovi
Dornod
Bulgan
Tuv
Bayankhongor

表１．モンゴル獣医学研究所で狂犬病と診断された動物

Province

Govi-Altai
Dundgovi
Uvurkhangai
Govi-Sumber
Dornogovi
Dornod
Bulgan
Tuv
Bayankhongor

※ （ ）内の数： ウイルス

表１．モンゴル獣医学研究所で狂犬病と診断された動物

Uvurkhangai
Sumber

Bayankhongor

ウイルスRNA増幅後に

表１．モンゴル獣医学研究所で狂犬病と診断された動物

Species

Wolf Fox

4 (3)

1 (1)
1 (1)

増幅後にN遺伝子の部分配列

 

表１．モンゴル獣医学研究所で狂犬病と診断された動物

Fox Dog

2 (2)

1 (1)

(1)
(1)

遺伝子の部分配列

表１．モンゴル獣医学研究所で狂犬病と診断された動物24頭の背景等

Domestic animals

1 (1)
3 (2)

3 (1)

3 (1)
1 (1)

頭の背景等

Domestic animals Unknown

2

1

1 (1)
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厚生労働科学研究費補助金（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の 発生予防に関する研究 

狂犬病ウイルス L 蛋白質の分子機能解析に有用となる組換え L 蛋白質の作出と機能性の確認 

 

分担研究者：伊藤直人 岐阜大学応用生物科学部・准教授 

 

研究要旨： RNA 依存性 RNA ポリメラーゼである狂犬病ウイルス L 蛋白質は、狂犬病の治療法や新規

暴露後予防法の有力な分子標的となることが予想されるものの、その分子機能についてはほとんど解

明されていない。昨年度、L 蛋白質の機能解析を実施するためのツールとして、レポーター遺伝子を発

現する L 遺伝子欠損狂犬病ウイルスを作出した。本年度は、同ウイルスを用いた L 蛋白質機能解析に

使用するため、3xFLAG タグ融合 L 蛋白質を発現するプラスミドを構築し、同蛋白質の検出および機能

性の確認を行なった。抗 FLAG 抗体を用いた間接蛍光抗体法およびウェスタン・ブロット法により、組換

え L 蛋白質の検出に成功した。また、3x FLAG タグ融合 L 蛋白質は、タグの付加がない L 蛋白質と同

様の効率で、L 遺伝子欠損ウイルスの増殖を支持することが判明した。今後、この組換え L 蛋白質に

変異を導入することで、その分子機能の解析を実施する予定である。 

 

A. 研究目的 

狂犬病は、ほぼ 100%の高い致死率と重篤な

神経症状を特徴とするウイルス性人獣共通感染

症である。有効かつ確実な治療法は、現在も確

立されていない。その病原体である狂犬病ウイ

ルスは、主に神経細胞で活発に複製する。すべ

てのウイルス蛋白質が複製に必須であるものの、

特に、L 蛋白質は、RNA 依存性 RNA ポリメラー

ゼとして中心的な役割を担っている。L 蛋白質は、

ゲノム複製のみならず、mRNA の合成にも関与

し、その合成に必要なキャッピング活性およびポ

リ A 付加活性も保有している。このような重要性

および多機能性より、L 蛋白質は治療法の有力

な分子標的となると考えられる。しかし、L 蛋白

質の分子機能は、ほとんど未解明のままであ

る。 

昨年度は、L 蛋白質の機能解析を推進する

ためのツールとして、レポーター遺伝子を発現す

る L 遺伝子欠損狂犬病ウイルスを作出した。プ

ラスミドを用いた一過性発現により L 蛋白質を供

給することで、L 遺伝子欠損ウイルスが複製し、

かつレポーター遺伝子が発現されることが確認

された。したがって、様々な領域に変異を導入し

た組換え L 蛋白質と L 遺伝子欠損ウイルスを組

み合わせて使用することで、L 蛋白質の分子機

能解析が可能となった。 

上記のような機能解析を実施するためには、

変異導入が L 蛋白質の発現量に及ぼす影響を

同時に評価する必要がある。しかし、これまで、

L 蛋白質に対する特異抗体を用いて組換え L 蛋



 

 
 

白質の検出を試みたものの、成功には至ってい

ない（データ未掲載）。そこで本年度は、組換え L

蛋白質の検出を容易にするため、3x FLAG タグ

を融合した組換え L 蛋白質を作出した後、実際

に抗 FLAG 抗体を用いてその発現の検出を行な

った。また、タグを付加した組換え L 蛋白質が L

遺伝子欠損ウイルスの増殖を支持するか否か

について、同ウイルスが発現するルシフェラーゼ

の活性を指標として評価した。 

 

B. 研究方法 

常法の DNA クローニング技術を用いて、狂

犬病ウイルス固定毒の西ヶ原株の L 遺伝子

cDNA を哺乳類細胞発現プラスミドベクター

pCAGGS/MCS に挿入した。この時、組換え L 蛋

白質の C 末端に 3xFLAG タグが融合するように

遺伝子操作を行なった。完成したプラスミドを

pCNiL-3xFLAG と命名した。 

pCNiL-3xFLAG からの組換え L 蛋白質の発

現を確認する目的で、マウス神経芽細胞腫由来

NA 細胞に同プラスミドを導入した。3 日後に細胞

を固定した後、抗 FLAG タグ抗体を用いた間接

蛍光抗体法を実施した。また、プラスミド導入 3

日後の NA 細胞のライセートを作製し、ウェスタ

ン・ブロット法により組換え L 蛋白質の検出を行

なった。 

pCNiL-3xFLAG から発現される FLAG タグ融

合 L 蛋白質の機能性を検討するため、同プラス

ミドを NA 細胞に導入した後、ホタルルシフェラー

ゼ発現 L 遺伝子欠損ウイルス Nishi-∆L/Luc 株

（昨年度に作出）を感染多重度 0.01 で接種した。

接種 3 日後、ウイルス増殖に伴い発現されるル

シフェラーゼの活性を測定することで、L 蛋白質

機能を評価した。同様の実験を、FLAG タグを持

たない L 蛋白質を発現するプラスミドを用いて実

施した。 

 

（倫理面からの配慮について） 

本実験は、岐阜大学組換えDNA安全委員会

の承認を得ている（25 岐大術産 第 2 号の 21）。 

 

C. 研究結果 

pCNiL-3xFLAG を導入した NA 細胞を用いて、

抗 FLAG 抗体による間接蛍光抗体法を実施した。

その結果、強い蛍光シグナルが細胞質を中心に

観察された（図 1）。一方、空ベクターを導入した

細胞に上記のようなシグナルは認められなかっ

た。 

ウェスタン・ブロット法により組換え L 蛋白質

の発現を確認したところ、pCNiL-3xFLAG 導入

NA 細胞のライセートにおいて、L 蛋白質の分子

量と一致する、約 220 kDa のバンドが観察された

（図 2）。一方、空ベクターを導入した細胞のライ

セートでは、このようなバンドは確認されなかっ

た。以上より、プラスミドからの組換え L 蛋白質

の発現が確認された。 

次に、pCNiL-3xFLAG から発現される組換え

L 蛋白質の機能性を検証した。同蛋白質を発現

する NA 細胞に Nishi-∆L/Luc 株を接種した結果、

ウイルス増殖を示すルシフェラーゼの発現が確

認された（図 3）。このルシフェラーゼ活性の値は、

空ベクター（pCAGGS/MCS）を導入した場合と比

べ有意に高かった（p<0.01）。また、その値は、

FLAG タグを持たない組換え蛋白質を用いた場

合の値と同等であった。以上より、L 蛋白質 C 末

端への FLAG タグの付加は、その機能に顕著な



 

 
 

影響を与えないことが明らかとなった。 

 

D. 考察 

L 遺伝子欠損狂犬病ウイルスを用いて L 蛋

白質の機能解析を行うには、種々の領域に変異

を導入した組換え L 蛋白質を作製・発現し、同ウ

イルスの複製に伴い誘導されるレポーター遺伝

子の発現をモニターする必要がある。すなわち、

レポーター遺伝子の発現低下を指標として、L 蛋

白質の機能に重要な役割を果たす領域を特定

することができると考えられる。一方、変異導入

による L 蛋白質の機能低下の機序を検討する場

合、当該変異が L 蛋白質の発現量に影響を及

ぼす可能性を検証する必要がある。しかしなが

ら、約 220 kDa の L 蛋白質の高い分子量が一因

となり、プラスミドから発現した場合でも、組換え

蛋白質を検出することは非常に困難である。実

際、当研究室で所有している抗 L 蛋白質ウサギ

血清を用いて、ウェスタン・ブロット法による組換

え L 蛋白質の検出を試みたが、成功には至らな

かった（データ未掲載）。そこで、タグの付加とそ

の特異抗体の活用により組換え L 蛋白質の検

出が可能となるかについて検討した。 

既知の狂犬病ウイルス株のL蛋白質のアミノ

酸配列を比較した結果、その C 末端に、他の株

では認められない 15 アミノ酸の余剰配列を有す

る株（固定毒 PV 株）が確認された。このことは、

通常のウイルス株の L 蛋白質にタグ配列を付加

しても、その機能に大きな影響が生じないことを

示唆している。そこで、固定毒の西ヶ原株の L 蛋

白質 C 末端に、22 アミノ酸からなる 3xFLAG タグ

を融合することにした。 

3xFLAG 融合 L 蛋白質を発現するプラスミド

pCNiL-3xFLAG を NA 細胞に導入し、間接蛍光

抗体法およびウェスタン・ブロット法により組換え

蛋白質の検出を試みた。その結果、いずれの方

法においても、抗FLAG 抗体により組換えL蛋白

質を検出することに成功した（図 1 および 2）。

3xFLAG タグは、基本的に従来の FLAG タグを 3

連結した構造を持つ。一般に、3xFLAG タグの使

用により、組換え蛋白質の検出感度が 20〜200

倍上昇すると言われている。実際、従来の FLAG

タグを融合した組換え L 蛋白質も作出したが、そ

の検出感度は 3xFLAG タグを融合したものよりも

明らかに低かった（データ未掲載）。以上より、

3xFLAG タグの活用は、組換え蛋白質の検出感

度を著しく上昇させることが確認された。 

3xFLAG 融合 L 蛋白質の発現は、タグの付加

がない L 蛋白質と同等の効率で、L 遺伝子欠損

ウイルスの増殖を支持することが確認された（図

3）。すなわち、C末端への3xFLAGタグの付加が

L 蛋白質の機能に影響を及ぼさないことが裏付

けられた。このことは、組換え L 蛋白質の発現量

と機能を同時に評価できる実験系の確立を意味

している。現在、本系の有用性をさらに評価する

目的で、L 蛋白質の 728-730 位に存在する RNA

ポリメラーゼ活性モチーフ（GDN）を SDD に置換

した不活性型変異体の作出を行なっている。 

L 蛋白質は、様々な酵素活性を有する多機

能蛋白質である。このような多機能性が同一分

子内でどのような様式で保持されているのかに

ついては興味深い課題であるものの、その実態

は 明 ら か に な っ て い な い 。 今 回 、 樹 立 し た

3xFLAG 融合 L 蛋白質と L 遺伝子欠損ウイルス

を組み合わせて使用することで、従来よりも詳細

な L 蛋白質の機能解析が可能になる。このよう



 

 
 

な解析から得られる知見は、狂犬病の治療法確

立のための有益な基盤情報となると考えられ

る。 

 

E. 結論 

L 遺伝子欠損狂犬病ウイルスを用いた L 蛋

白質の機能解析に使用する目的で、3xFLAG タ

グを C 末端に融合した組換え L 蛋白質を作出し

た。抗 FLAG 抗体により同蛋白質の検出が可能

になったこと、ならびに 3xFLAG タグの付加が L

蛋白質の機能に顕著な影響を与えないことが確

認されたことから、組換えL蛋白質の発現量と機

能性の両者を評価できる実験系を樹立すること

ができた。 

 

F．健康危惧情報 

  該当なし 

 

G．研究発表 

1．論文発表 

  該当なし 

2．学会発表 

中川賢人、伊藤直人、岡田和真、岡寺康太、

三竹博道、杉山誠．L 蛋白質機能解析に有用と

なる L 遺伝子欠損型狂犬病ウイルスの樹立．第

158 回日本獣医学会学術集会．北里大学（青森

県十和田市）．2015 年 9 月 7 日〜9 日． 

 

H．知的財産権の出願・登録状況 

１. 特許取得 

  該当なし 

２. 実用新案登録 

  該当なし 

３. その他 

  該当なし 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

厚生労働科学研究費補助金（新興･再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の 発生予防に関する研究 

 

ブルセラ症の診断法の開発 

（含、無尾類からの新規ブルセラ属菌の分離と解析） 

 

研究分担者  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  朴 ウンシル 国立感染症研究所 獣医科学部 第一室研究員 

研究協力者  木村 昌伸  国立感染症研究所 獣医科学部 主任研究官 

研究協力者  鈴木 道雄  国立感染症研究所 獣医科学部 主任研究官 

研究協力者  宇根 有美  麻布大学 獣医学部 獣医学科 教授 

 

 

研究要旨： １）これまでに、本研究にて、3 種の無尾類より、新規ブルセラ属菌 5 株を

分離した。今回、ウサギ免疫血清を用いて、本分離菌の抗原性を検討した。A9h

（A7h,A10h）に対する抗血清は各種ブルセラ属菌との反応性が B. abortus に対する抗

血清と同様であった。A141 に対する抗血清は、A141 との反応性が強く、B. canis とも

一部交差反応を示した。A105 は A105 とのみ強く反応していた。3 種のカエルから分離

された新規ブルセラ属菌はそれぞれ異なる抗原性を持つことが明らかとなった。２）特

異的血清診断法に用いる検出用抗原を作成した。B. canis を UV 不活化、超音波処理

等を行った後、超遠心処理により得られた上清を抗原として、Western Blotting、2 次元

電気泳動により、特異的タンパク群を同定した。その中で、ブルセラ属に近縁な

Ocrobactrum 属菌とのホモロジーが少ないタンパクを選択し、それらの組換えタンパク

を作成した。得られた組換えタンパクと B. canis 抗血清との反応性を確認したところ、

10KDa chaperonin が良好な反応性を示した。 

 

 
Ａ．研究目的 

 

波状熱やマルタ熱として知られるブルセラ症

（Brucellosis）は、ブルセラ属菌（Brucella spp.）に

よる、世界中の多くの国と地域で重要な人獣共

通感染症である。近年では、旧来の家畜ブルセ

ラ菌（B. melitensis、B. suis、B. abortus）やイヌブ

ルセラ菌（B. canis）だけでなく、海棲哺乳類由来

や、その他新種のブルセラ属菌が、齧歯類、食

肉類、霊長類、さらにヒト患者からも分離されてき

ている。（表 1）。 

１．2012 年にアフリカ産無尾類由来の新たなブル

セラ属菌が報告され、これらは B. inopinata に近

縁であった。B. inopinata はヒトに感染しうる菌と

考えられているが、その自然宿主や生態は不明

である。我々は、これまでに、本研究にて、3 種の

無尾類より、新規ブルセラ属菌 5 株を分離した

（表 2）。これら 5 株について、生化学的性状を検

討したところ、これまで知られている他のブルセラ

属菌よりも、遺伝的に最もブルセラ属菌と近縁で

あると考えられている Ochrobactrum 属菌に近い

性状を示したが、A105, A141 株と A9h (A7h, 



 

 

A10h)株では、その性状に差が認められた。さら

に、A9h は、omp2-ca タイプの配列を検出する特

異的 PCR で、A105 や A141 に比して、反応性が

非常に弱く、これら 2 株とは異なる遺伝子背景を

持つことが示唆された。今回、それぞれの死菌を

ウサギに免疫して作成した抗血清を用いて、抗

原性の違いを検討した。 

２．国内では、ブルセラ症の血清診断法には試

験管凝集反応（TAT）が用いられる。しかし、その

煩雑さとサンプル血清使用量の多さ、最終的に

判定者により差があり得る、目視による判定とい

う欠点が問題となることから、ELISA 法やイムノク

ロマト法など、より簡便で特異性・普遍性が高い

方法の開発が期待されている。LPS が抗原とし

て用いられることもあるが、smooth-type のブル

セラ属菌の LPS は Yersinia enterocolitica O9 と

非常に高いホモロジーを持つ。そこで、Western 

Blotting 法により、ブルセラ属菌特異的抗原タン

パクを選定し、そのアミノ酸配列・遺伝子配列の

決定を行い、その組換えタンパクを作成し、診断

用抗原としての可能性を検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

 

１．無尾類由来ブルセラ属菌の抗原性の検討 

１）無尾類由来ブルセラ属菌および抗血清： 

A105 株（イエアメガエル由来）、A141 株（デニスフ

ロッグ由来）および A9h 株（ベルツノガエル由来）

を用いた。なお、A7h, A9h, A10h 株は同一個体か

ら分離されており、これまでの解析ではその性状

等も一致しており単一株と考えられることから、

以下、A9h で代表する。 

各菌株に対する抗血清は、ホルマリン不活化

全菌体をアジュバント（TiterMax Gold、TiterMax

社）とともにウサギ（日本白色種）に免疫すること

により作成した。 

２）ELISA： 抗原として、A9h, A105, A141, B. 

canis (BC), B. abortus (BA), B. suis (BS), B. 

neotomae (BN), O. intermedium (OI)のホルマリン

不活化全菌体を使用した。96 ウェルマイクロプレ

ートに抗原（0.01OD/ml）を 50ul 入れ、4℃で一晩、

固相化した。ブロッキングした後、800 倍から 4 倍

段階希釈した A9h, A105, A141, BA, BC に対する

ウサギ免疫血清を反応させた。次いで、二次抗

体として抗ウサギ IgG-HRPO 抗体を反応後、

ABTS を用いて発色を検討した。 

 

２．ブルセラ属菌特異的診断用抗原の作出 

１）標的タンパクの選定：B. canis 菌液を紫外線

照射により不活化後、凍結融解・超音波処理を

行 い 、 超 遠 心 に よ り 、 そ の 上 清 で あ る 分 画 

BcUV2-1 を得た。BcUV2-1 を抗原とし、1 次元

および 2 次元電気泳動による WB 法で、ブルセラ

属 菌 等 に 対 す る 各 種 ウ サ ギ 免 疫 血 清 及 び

B.canis 感染血清との反応性をみた。それぞれ、

抗ブルセラ抗体が特異的に反応するスポットを

回収し、NANO-LC-MS/MS 法で当該タンパク群

を同定した。その中で、ブルセラ属菌と近縁な

Ochrobactrum 属菌とのホモロジーが少ないタン

パクを選定した。 

２）組換えタンパクの作成と確認： ブルセラ菌 

(Brucella spp.) の DNA を鋳型とし、制限酵素サ

イトを含むプライマーを用いて PCR で各タンパク

のコード領域の遺伝子増幅を行った。増幅した

DNA 断片を pCR4-TOPO に挿入し、大腸菌

(XL1-blue)にトランスフォームし、組換えプラスミ

ドを調整し、挿入塩基配列の確認を行った。各遺

伝子 DNA が挿入された pCR4-TOPO ベクターを

BamHI と KpnI で制限酵素処理を行い、その DNA

断片を、pET43.1b(+)発現ベクターに挿入し、大腸

菌 (BL21(DE3)pLysS) をトランスフォームした。

得られた組換え大腸菌を IPTG で発現誘導し、

Nus タグ融合タンパクを発現した大腸菌からニッ

ケルカラムで Nus タグ融合タンパク質として精製

し、SDS-PAGE および WB を用いて各タンパク質

を確認した。さらに、Ni-NTA agarose (QIAGEN)と

His‣Bind buffer kit (NOVAGEN)で fusion protein

を精製し、SDS-PAGE および WB を用いて各タン

パク質を確認した。 

 



 

 

Ｃ．研究結果 

 

１．無尾類由来ブルセラ属菌の抗原性の検討

（図 1）： A9h に対する抗血清は、ホモである A9h

だけでなく、BA, BS, BN とも強く反応し、やはり

Smooth-type のブルセラ属菌と交差性が言われ

ている OI とも強く反応した。この反応性は、BA に

対する抗血清を用いたときの反応と類似してい

た。A141 に対する抗血清は、A141 との反応性が

強く、BC とも一部交差反応を示した。逆に、BC

に対する抗血清は、A141 との反応性が強く、BC

とも一部交差反応を示した。A105 は A105 とのみ

強く反応していた。以上のことから、3 種のカエル

から分離された新規ブルセラ属菌は、BA タイプ

（A9h）、BC タイプ（A141）、既知のブルセラ属菌と

は反応しないタイプ（A105）と、それぞれ異なる抗

原性を持つことが明らかとなった。 

 

２．ブルセラ属菌特異的診断用抗原の作出 

 １）標的タンパクの選定： WB のスポット（図 2）

から確認されたタンパク群のうち、以下の 6 タン

パクを Ochrobactrum 属とのホモロジーが低いこ

とから、診断用抗原候補として選定した。10 kDa 

chaperonin（以下、10C）、OsmC family protein

（ OsmC ） 、 Uncharacterized protein 

(gi¦489053777) （ UP82 ） 、  Uncharacterized 

protein (gi¦489057608) （ UP83 ） 、 DNA gyrase 

subunit B （ gyrB ） 、 NADH-ubiquinone 

oxidoreductase（NAD）（表 3）。 

 ２）各遺伝子の construct は sequence でエラー

の な い こ と を 確 認 し た 。 各 construct 

(10C/pET43.1b(+), NAD/pET43.1b(+), 

OsmC/pET43.1b(+), GyrB/pET43.1b(+), 

UP-82/pET43.1b(+), UP-83/pET43.1b(+)) で

BL21(DE3)pLysS をトランスフォームし、0.4mM と

1mM IPTG で各組換えタンパクの発現を誘導した。

結果、0.4mM と 1mM IPTG の両濃度で 5 つの組

換えタンパク、10C、OsmC、NAD、gyrB、UP83 の

発 現 が SDS-PAGE と S tag (Novagen, 

monoclonal anti-mouse)に対する抗体を用いた

immunoblot で確認された（図 3）。すべて 70～75 

kDa 付近でバンドが確認された。しかし、B. canis

に対するウサギ免疫血清は 10C のみに反応を示

した（図 3）。当該組換えタンパクを精製した（図 4）

が、これについての WB 等、詳細な解析は現在検

討中である。 

 

Ｄ．考察 

 

これまでに、国内繁殖の無尾類 3 種から、ブル

セラ特異的 PCR により ブルセラ属菌と判定され

る菌を 5 株分離した。これらは、遺伝子タイピング

に用いられる 9 座の遺伝子について、ホモロジー

解析と系統樹解析を実施した結果、B. inopinata

に近縁であることがわかっている。しかしながら、

今回、これら分離株の抗原性を検討したところ、

一様ではなく、BA タイプ（A9h）、BC タイプ（A141）、

既知のブルセラ属菌とは反応しないタイプ（A105）

と、それぞれ異なる抗原性を持つことが明らかと

なった。これまでに、ヒト培養細胞に感染し、細胞

内で増殖することを明らかにしているが、今後さ

らにその病原性について、より詳細に in vitro、in 

vivo で検討を加え、3 種それぞれの特徴を確認し、

ヒトへの感染リスクを検討する必要があると考え

られる。 

 今回、ブルセラ属菌特異的診断法の開発のた

め、ブルセラ特異的抗原（抗血清と特異的反応

性を示すタンパク）を同定し、これの組換えタンパ

ク作成を行った。その結果、10 kDa chaperonin

が良好な反応性を示した。これについては、精製

と WB および ELISA での反応性の検証を現在行

っているところである。さらに、その他既知のタン

パクを含め、特異性、感度等の検討が必要であ

る。 

 

Ｅ．結論 

 

１．本研究において、これまでに以下の点が明ら

かとなった。１）国内に流通するカエルからブルセ

ラ属 菌を分 離した。２）遺 伝 子 解 析 により B. 



 

 

inopinata に近縁だった。３）特異的遺伝子検出法

を開発した。４）3 種の菌はそれぞれ抗原性が異

なっていた。５）ヒト細胞に感染、細胞内で増殖す

ることからヒトへの感染・発症リスクを持つことが

推測された。 

２．抗ブルセラ抗体と特異的に反応するタンパク

群を同定し、その中で、ブルセラ属菌に最も近縁

とされる Ochrobactrum 属菌とホモロジーの低い

タンパクについて、ブルセラ特異的組換えタンパ

クを作成した。10 kDa chaperonin が良好な反応

性を示した。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 

なし 

 

Ｇ．研究発表等 

 

１．論文発表等 

（１） Taguchi,Y., Imaoka,K., Kataoka,M., 

Uda,A., Nakatsu,D., Horii-Okazaki,S., 

Kunishuge,R., Kano,F. and Murata,M. Yip1A, a 

novel host factor for the activation of the IRE1 

pathway of the unfolded protein response during 

Brucella infection. PLoS Pathogens, 11(3): 
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表 1：ブルセラ属菌と主なホスト

 
表 2：無尾

 
表 3：診断用抗原候補
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厚生労働科学研究費補助金（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の発生予防に関する研究 

－バルトネラ感染症の疫学－ 

 

研究分担者 丸山 総一   日本大学生物資源科学部・教授 

 

研究要旨：和歌山県で捕獲したユビナガコウモリ 50 頭の血液から Bartonella の分離を試みた結果，12

頭（24.0%）から Bartonella が分離された。gltA と rpoB による遺伝子型別の組み合わせによって，分離

株は 12 の遺伝子グループ（I～XII）に分類された。さらに，5 遺伝子領域（gltA，rpoB，ftsZ，ribC，16S 

rRNA）の連結配列に基づく系統解析を行ったところ，日本のユビナガコウモリは 2 種の Bartonella を保

有していることが明らかとなった。このうち，1 種は台湾のユビナガコウモリが保有する Bartonella と非

常に近縁であり，他の 1 種は既存種とは異なる新種の Bartonella であることが示唆された。 

 

A. 研究目的 

 近年の研究により，コウモリは様々なウイルス

性人獣共通感染症の病原巣であることが明らか

となってきた。ニパウイルスやヘンドラウイルス

は，マレーシアやバングラデシュ，オーストラリア

のオオコウモリ属を，狂犬病ウイルスを含むリッ

サウイルスは，ナミチスイコウモリやストローオ

オコウモリ属からそれぞれ検出されている。また，

オーストラリアやブラジルのオオコウモリ属から

Leptospira DNA が，オランダのヒナコウモリの仲

間から Campylobacter jejuni がそれぞれ検出さ

れていることから，コウモリはウイルスのみなら

ず細菌性人獣共通感染症の病原巣にもなる可

能性が示唆されている。 

Bartonella は，哺乳類の赤血球に寄生するグ

ラム陰性菌で，その13 種 2 亜種は人に病原性を

有することが知られている。近年では，イギリス，

ケニア，ペルー，グアテマラおよび台湾に生息す

る複数種のコウモリに Bartonella が広く分布する

ことが明らかとなってきた。また，コウモリから分

離された Bartonella mayotimonensis に類似の

DNA が，人の心内膜炎から検出されたことから，

コウモリは人のバルトネラ症の潜在的な病原巣

になりうることが示されている。しかしながら，わ

が国のコウモリにおける Bartonella の保有状況

は全く不明の状態である。そこで，本研究では和

歌山県で捕獲したユビナガコウモリにおける

Bartonella の分布状況とその遺伝子性状を詳細

に解析した。 

 

B. 研究方法 

 2013 年に，和歌山県某所の用水路トンネル内

に生息していたユビナガコウモリを複数のコロニ

ーから数頭ずつ捕獲し，計 50 頭を研究に使用し

た。コウモリの血液およそ 100µl を 5%兎血液加

Heart Infusion 寒天培地に塗抹し，35ºC，5%CO2

下で 1 カ月間培養した。分離株は，コロニー形態，

発育日数ならびにグラム染色性（陰性）から



 

 

Bartonella と推定した。Bartonella を保有してい

た各個体から無作為に 3 株を選択し，2 つのハ

ウスキーピング遺伝子領域（gltA および rpoB）を

標的とした PCR により Bartonella と同定した。分

離株は，gltA および rpoB 領域の塩基配列から

各領域の遺伝子型を決定し，その組み合わせに

基づいて遺伝子グループに分類した。各遺伝子

グループから無作為に選抜し代表株について，

BLAST 検索により両領域の塩基配列の相同性

を検討した。さらに代表株の 5 遺伝子領域（gltA，

rpoB，ftsZ，ribC，16S rRNA）の連結配列に基づ

き，台湾のユビナガコウモリ属由来 Bartonella 6

株と Bartonella 標準株とともに系統解析を行った。

遺伝子解析で，新種と疑われた系統の株につい

ては，マイクロスキャン RAID パネルを用いて生

化学性状を検討した。 

（倫理面からの配慮について） 

 研究対象のユビナガコウモリは，学術研究用

に捕獲された個体である。捕獲した個体は適切

な麻酔下のもと，心臓から全採血した。 

 

C. 研究結果 

検討したユビナガコウモリの 24.0%（12/50）か

ら Bartonella が分離された。分離株は，gltA 領域

と rpoB 領域の遺伝子型の組み合わせから 12 の

遺伝子グループ（I～XII）に分類された。 

BLAST 検索の結果，遺伝子グループ I～XI の

代 表 株 は 台 湾 の ユ ビ ナ ガ コ ウ モ リ 属 由 来

Bartonella と gltA 領域で 99.7～100%，rpoB 領域

で 99.2～100%の相同性であった。一方，遺伝子

グループ XII の代表株は，マレーシアのクモバエ

由来 Bartonella DNA と gltA 領域で 88.1%，B. 

quintana FullerT と rpoB 領域で 89.1%の相同性で

あった。（表 1）。 

5 領域の連結配列に基づく系統解析では，遺

伝子グループ I～XI の代表株は台湾のユビナガ

コウモリ属由来 Bartonella と同一のクラスター

（系統 I）を形成したのに対し，遺伝子グループ

XII の代表株は独立したクラスター（系統 II）を形

成した（図 1）。また，検討したコウモリ分離株は

全て同一の生化学性状を示し，B. henselae，B. 

vinsonii. subsp. berkhoffii ， B. acomydis ， B. 

pachyuromydisの4菌種と最も類似した性状であ

った（表 2）。 

 

D. 考察 

本研究では，わが国（和歌山県）のユビナガコ

ウモリが Bartonella を保有していることを初めて

明らかにした。gltA，rpoB 領域の塩基配列の相

同性解析および 5 領域の連結配列に基づく系統

解析から，和歌山県のユビナガコウモリは 2 種

の新たな Bartonella を保有しており，1 種は台湾

のユビナガコウモリ属由来 Bartonella と同種，他

の 1 種は台湾株や既存種とは異なる Bartonella

種であることが明らかとなった。さらに，和歌山

県のユビナガコウモリから分離された株は B. 

henselae ， B. vinsonii. subsp. berkhoffii ， B. 

acomydis，B. pachyuromydis の 4 菌種と非常に

類似した生化学性状を有することも明らかとなっ

た。 

本研究では，和歌山県のユビナガコウモリの

みを用いたことから，全国的なコウモリにおける

Bartonella の保有状況を示していない。今後，国

内に生息する他種のコウモリや全国的なユビナ

ガコウモリにおける Bartonella の保有状況を明ら

かにするとともに，コウモリ分離株の遺伝子性状

から，コウモリにおける本菌の宿主特異性につ

いても検討する必要があると考えられた。さらに，

コウモリが保有する Bartonella の人における病

原性についても明らかにする必要があると思わ



 

 

れる。 

 

E. 結論 

 和歌山県のユビナガコウモリは Bartonella を保

有しており，新種と思われる Bartonella が分布し

ていることも明らかとなった。 

 

L. 健康危険情報 

 わが国のユビナガコウモリが保有する

Bartonella の病原性は不明なものの，諸外国で

は心内膜炎患者の心臓弁から，コウモリを宿主

とする B. mayotimonensis の DNA が検出されて

いる。コウモリを感染源としたボルトネラ感染症

の発生について留意する必要がある。 
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N. 知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

  なし 

 

２．実用新案登録 

  なし 

３．その他 

  

なし 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

表 1．遺伝子グループ代表株の gltAおよび rpoB 各領域の塩基配列の BLAST 検索結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

※ PCR 産物から得られた Bartonella の gltA領域における塩基配列 

 

  
 

遺伝子グループ
（株名）

近縁なBartonellaとの相同性

gltA rpoB

株名 由来（国名） 相同性 株名 由来（国名） 相同性

I（bat2-1） No.5,6,8,15 ユビナガコウモリ
（台湾） 100% No.15 ユビナガコウモリ

（台湾） 99.4%

II（bat8-1） No.5,6,8,15 ユビナガコウモリ
（台湾） 100% No.15 ユビナガコウモリ

（台湾） 99.3%

III（bat40-1） No.5,6,8,15 ユビナガコウモリ
（台湾） 100% No.5 ユビナガコウモリ

（台湾） 99.5%

IV（bat40-3） No.5,6,8,15 ユビナガコウモリ
（台湾） 100% No.5 ユビナガコウモリ

（台湾） 99.6%

V（bat44-2） No.5,6,8,15 ユビナガコウモリ
（台湾） 100% No.5 ユビナガコウモリ

（台湾） 100%

VI（bat23-1） No.7,16 ユビナガコウモリ
（台湾） 99.7% No.5 ユビナガコウモリ

（台湾） 100%

VII（bat8-3） No.7,16 ユビナガコウモリ
（台湾） 99.7% No.5 ユビナガコウモリ

（台湾） 99.3%

VIII（bat43-1） No.7,16 ユビナガコウモリ
（台湾） 100% No.5 ユビナガコウモリ

（台湾） 100%

IX（bat45-1） No.7,16 ユビナガコウモリ
（台湾） 100% No.7 ユビナガコウモリ

（台湾） 100%

X（bat48-1） No.7,16 ユビナガコウモリ
（台湾） 100% No.15 ユビナガコウモリ

（台湾） 99.3%

XI（bat48-3） No.7,16 ユビナガコウモリ
（台湾） 100% No.15 ユビナガコウモリ

（台湾） 99.2%

XII（bat24-1） E5 ※ クモバエ
（マレーシア） 88.1% B. quintana FullerT ヒト

（ユーゴスラビア） 89.1%



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1．5

 各遺伝子グループの代表株

bat43-1

6，7，

マ数字は遺伝子グループ名を，系統樹の分岐部に振られた

 

5 遺伝子（gltA

各遺伝子グループの代表株

1，bat45-1，bat48

，8，15 および

マ数字は遺伝子グループ名を，系統樹の分岐部に振られた

 

gltA，rpoB，ftsZ

各遺伝子グループの代表株

bat48-1，bat48

および 16 株ならびに

マ数字は遺伝子グループ名を，系統樹の分岐部に振られた

 

ftsZ，ribC，

各遺伝子グループの代表株 12 株（bat2-1

bat48-3，bat24-1

株ならびに Bartonella

マ数字は遺伝子グループ名を，系統樹の分岐部に振られた

  

  

，16Sr RNA）領域の連結配列に基づく系統解析

1，bat8-1，bat40

1），台湾のユビナガコウモリ由来

Bartonella 標準株と共に系統解析を行った。括弧内のロー

マ数字は遺伝子グループ名を，系統樹の分岐部に振られた

）領域の連結配列に基づく系統解析

bat40-1，bat40

台湾のユビナガコウモリ由来

標準株と共に系統解析を行った。括弧内のロー

マ数字は遺伝子グループ名を，系統樹の分岐部に振られた数字は

）領域の連結配列に基づく系統解析

bat40-3，bat44-2，

台湾のユビナガコウモリ由来 Bartonella

標準株と共に系統解析を行った。括弧内のロー

数字は Bootstrap 値をそれぞれ示す

）領域の連結配列に基づく系統解析 

，bat23-1，bat8

Bartonella No. 5

標準株と共に系統解析を行った。括弧内のロー

値をそれぞれ示す

 

bat8-3，

No. 5，

標準株と共に系統解析を行った。括弧内のロー

値をそれぞれ示す。 

 



 

  

表 2．分離株の生化学性状 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

生化学性状

系統Ⅰ 系統Ⅱ 既存種

bat23-1 bat48-1 bat24-1 bat24-2 B. henselae，B. v. berkhoffii
B. acomydis，B.pachyuromydis

p-ニトロフェニル-β-Ｄ-ガラクトピラノシド － － － － －

p-ニトロフェニル -α-Ｄ-ガラクトピラノシド － － － － －

ビス -ｐ -ニトロフェニルリン酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

p-ニトロフェニル-N-アセチル-β-Ｄ -グルコサミド ＋ ＋ ＋ ＋ －

p-ニトロフェニル-α-Ｄ -グルコピラノシド － － － － －

o-ニトロフェニル-β-Ｄ-グルコピラノシド － － － － －

p-ニトロフェニル-α-Ｌ -フコピラノシド － － － － －

p-ニトロフェニル-α-Ｄ -マンノピラノシド － － － － －

ロイシン ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

メチオニン ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

リジン（アルカリ性） ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

リジン（酸性） ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

グリシルグリシン ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

グリシン ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

プロリン ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

アルギニン ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ピロリドニル － － － － －

トリプトファン ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

3-インドキシルリン酸 － － － － －

トレハロース － － － － －

ウレアーゼ活性 － － － － －

インドール反応 － － － － －

亜硝酸還元反応 － － － － －

カタラーゼ活性 － － － － －
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近隣地域からの侵入が危惧されるわが国にない感染症の発生予防に関する研究  

東南アジアのヤモリ由来 Salmonella Weltebreden における病原遺伝子の分布ならびに 

ベトナムの土壌からの類鼻疽菌の分離 

 

分担研究者 林谷秀樹   東京農工大学大学院・准教授 

 

研究要旨：東南アジアのヤモリ由来 Salmonela Weltevreden 21 株について、10 種類の病原遺伝子の保

有状況をPCR法により調べたところ、その保有率は最も高い遺伝子（4種）では100％、低い遺伝子(1 種)

では 0％であった。供試した 21 菌株は、病原遺伝子保有の有無により 5 パターンに型別された。また、こ

れまで S.weltevreden から検出されたことのない sopE1 遺伝子は、沖縄由来株からのみ検出された。また、

東南アジアの環境に広く分布し、人獣共通感染症の原因菌の一つとして知られ、近年、海外感染症とし

て我が国に持ち込まれる事例が頻発している類鼻疽（Melioidosis）について、ベトナム・メコンデルタの土

壌から原因菌である類鼻疽菌（Burkholderia pseudomallei）の分離を増菌培養法ならびに PCR 法を用い

て試みた。その結果、両法を併用することで 200 検体中 26 検体（13.0％）から類鼻疽菌は分離され、本地

域に類鼻疽菌が広くかつ高率に分布することが明らかになった。 

 

 

A. 研究目的 

Salmonela Weltevreden は、東南アジアに広

く分布し、これらの地域の人のサルモネラ感染

症の大きな割合を占めている血清型である。

近年、本血清型菌は、我が国の沖縄県に侵入

し、その定着・拡大が問題となっている。東南

アジアでは、ヤモリが本菌を高率に保有してい

ることが我々の調査で明らかになっているが、

本 研 究 で は 東 南 ア ジ ア の ヤ モ リ 由 来 S. 

Weltevreden における各種病原遺伝子の保有

状況について、PCR 法により検討を行なった。 

また、日本に侵入・定着が危惧される類鼻

疽菌（Burkholderia mallei）について、本年度は

増菌法と PCR 法を併用し、ベトナム・メコンデ

ルタの土壌から本菌の分離を試みた。  

 

B. 材料と方法 

1.東南アジアのヤモリ由来 S.weltevreden の病

原性遺伝子の検出 

1)供試菌株 

供試菌株として、昨年度の研究で異なる

PFGE パ タ ー ン を 示 し た ヤ モ リ 由 来

S.weltevreden 21 株（ベトナム由来 14 株、カン

ボジア由来 1 株、タイ由来株 5 株および沖縄県

由来 1 株）を用いた。 

2）標的とする病原遺伝子 



 

  

 病原性遺伝子として、gipA、sodC1、sopE1、

sseC、gtgB、sspH1、spvC、pipA、ssrB および

pefA の 10 種の遺伝子を対象にした。 

 

3) DNA の抽出 

供試菌株からの DNA 抽出は、ボイル法を用

いて行った。まず、供試菌株を trypticase soy 

寒天培地（TSA,BBL）に接種し、37℃で 24 時間

培養後、その 1 白金耳を、滅菌蒸留水 2ml へ

懸濁し、10 分間煮沸溶菌した。その後、

10,000rpm で 10 分間遠心分離し、その遠心上

清を1.5mlのマイクロチューブに移し、99.5%エタ

ノールを加え、よく混合後、10,000rpm で 10 分

間遠心分離し、遠心上清を捨てた後、風乾さ

せた。精製したDNAは、TEバッファーで適切な

濃度になるように溶解し、テンプレートDNAとし

た。 

 

3）PCR による病原遺伝子の増幅 

200μl の PCR チ ュ ー ブ (Bio-Rad) に 、

TaKaRa Ex Taq(5units/μl) (TaKaRa) を

0.25μl 、10×Ex Taq Buffer を 5μl 、dNTP 

Mixture(2.5mM each)を 4μl 、滅菌精製水を

33.75μl 、50μM のフォワードおよびリバース

プライマーを各 1μl ならびにテンプレート DNA

を 5μl 入れ、良く混和し、総量を 50μl とした。

スピンダウンした後、サーマルサイクラー

(Bio-Rad)にセットし、PCR を行った。なお、PCR

の反応条件はそれぞれプライマーの条件に従

った。PCR 増幅産物は 1.5%アガロースゲルで

電気泳動した後、エチジウムブロマイドで染色

し、UV トランスイルミネーターで観察した。 

 

2.ベトナムの土壌からの類鼻疽菌の分離 

1） 供試検体 

供試検体として、2015年7～9月にベトナム・

メコンデルタで採取した水田の表土 200 検体を

用いた。 

2）類鼻疽菌の分離・同定 

(1)培養法 

供試検体10ｇを、5倍量の選択増菌培地（1L

当たりトリプチケースソイブロス（Difco） 10g、

グリセロール 40ml 0.1%クリスタルバイオレッ

ド 5ml、コリシン 15000U）に入れ、37℃24時

間培養後、その上清をAshdown’s Medium寒

天培地に接種し、37℃で48時間培養した。培

養後、培地上に発育してきた類鼻疽菌が疑わ

れるコロニーを釣菌し、純培養後、生化学的検

査を行い、類鼻疽菌を同定した。(2)PCR法 

2)-(1)の増菌培地2mlをマイクロチューブに

移し、10,000rpmで10分間遠心分離後、上清を

捨て、滅菌蒸留水 2mlへ加えて、10分間煮沸

溶菌した。その後、10,000rpmで10分間遠心分

離し、その遠心上清を1.5mlのマイクロチューブ

に移し、99.5%エタノールを加え、よく混合後、

10,000rpmで10分間遠心分離し、遠心上清を

捨てた後、風乾させた。精製したDNAは、TEバ

ッファーで適切な濃度になるように溶解し、テ

ンプレートDNAとした。PCRは、Hoらの方法に

従って行った。 

 

C.研究結果 

1. 病原遺伝子の検出結果 

今回供試した S.Weltevreden21 株における

10 種の病原遺伝子の保有状況は、gtgB、

sspH1、pipA および ssrB はいずれも 100％、



 

  

gipA および sodC1 はそれぞれ 95.2％、sseC は

42.9％、sopE1 は 4.8％ならびに spvC は 0％で

あった。病原遺伝子の保有状況の組み合わせ

により、供試した 21 菌株は 5 パターンに型別さ

れた。また、sopE1 遺伝子は 1 菌株からのみ検

出されたが、この菌株は沖縄由来株であった。 

 

2.ベトナムの土壌からの類鼻疽菌の分離結果 

 今回、ベトナム・メコンデルタで採取した水田

の土 200 検体について、増菌法と PCR 法を併

用して Burkholderia 属菌の分離を行ったとこ

ろ、Burkholderia 属菌は 26 検体（13.0％）から

検出された。分離された Burkholderia 属菌は

いずれも類鼻疽菌であった。また、PCR 法でも

増菌培養法で菌が検出されたものと同じ 26 検

体（13.0％）から類鼻疽菌が検出された。 

 

D.考察 

1. 東南アジアのヤモリ由来 S.weltevreden の

病原遺伝子の検出 

東南アジアでは、S.Weltevreden が人のサル

モネラ感染患者から分離される最も重要な血

清型であり、ヤモリが本血清型を高率に保菌し、

自然界における重要なレゼルボアであること

が報告されている。昨年の研究で、供試した

S.Weltevreden は 21 の PFGE パターンと 13 の

MIVA パターンに型別されたが、本年度の研究

により病原遺伝子の保有状態により５つのパ

ターンに型別された。また、sopE1 遺伝子はこ

れまで S.Weltevreden から検出されたことがな

かったが、本研究で沖縄のヤモリ由来株から

のみ検出された。病原性遺伝子の保有の有無

による菌株の型別法は、PFGE や MLVA に比

べ、菌株型別能力は低いが、手技が簡便なた

め、菌株の遺伝子型別に使用できる可能性が

示された。今後さらに病原遺伝子の種類を増

やして、S.Weltevreden における保有状況を検

討し、遺伝子型別への応用を試みたい。 

また、本研究でこれまで S.Weltevreden から

検出されたことのない sopE1 遺伝子が日本の

沖縄からのみ検出されたことから、今後本血

清型菌の我が国への侵入を検討する際、本病

原遺伝子の有無がその指標になる可能性が

あり、今後、さらに菌株を増やし検討をしてい

きたい。 

 

2.ベトナムの土壌からの類鼻疽菌の分離 

 今回、昨年度に引き続き、我が国で発生する

類鼻疽の海外での感染国として報告の多いベ

トナムの水田の土を採取し、増菌培養法なら

びに PCR 法を用いて類鼻疽菌の分離を試み

た。その結果、類鼻疽菌は 200 検体中 26 検体

（13.0％）から分離された。また、土壌から分離

された Burkholderia 属菌はすべて類鼻疽菌で

あった。また、類鼻疽菌特異的な遺子を標的と

したPCR法でも増菌培養法で類鼻疽菌が検出

された検体がいずれも陽性になった。これらの

ことから、ベトナム・メコンデルタには類鼻疽菌

が広く分布していることが判明した。我が国で

は、2010 年に 2 例、2011 年に 3 例、2013 年に

4 例、2015 年に 1 例と、近年、類鼻疽が頻発し

ており、その多くが東南アジア、特にベトナム

での感染例である。また、最近の研究で類鼻

疽の分布はこれまで考えられていたよりもずっ

と広範囲に分布し、その感染事例も報告され

ているよりももっと多数に上ることが報告され



 

  

た。今後、本菌の分布や予防法などについて、

より詳細に検討し、本菌の我が国への侵入を

防ぐ手立てを考えていく必要があろう。 

 

E.結論 

1. 東南アジアのヤモリ由来 S.weltevreden 21

株における 10 種類の病原遺伝子の保有状

況を PCR 法により調べたところ、最も高い遺

伝子（4 種）では 100％、低い遺伝子(1 種)で

は 0％であった。供試した 21 菌株は、遺伝

子保有の有無で 5 パターンに型別された。こ

れまで S.weltevreden から検出されたことの

ない sopE1 遺伝子が、沖縄由来株からのみ

検出された。 

2. ベトナム・メコンデルタの土壌から、増菌培

養法ならびに PCR 法で、200 検体中 26 検

体（13.0％）から類鼻疽菌が検出された。 
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