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研究成果の概要（和文）：　本研究課題で計画した、1) 中南米・東南アジアでの疫学研究の実施、2) Virome解
析法等による検体の解析、3) 病原性ウイルスの分布・進化・生活環の把握について以下の成果を得た。
　中南米、東南アジアで採集した検体を用いて、ウイルスゲノムのスクリーニングを実施し、コウモリから新規
のガンマヘルペスウイルスを検出した。また、霊長類動物の糞便50検体分をプールしてVirome解析を実施して、
新規のDNAウイルスを単離した。さらに、キクガシラコウモリ科の複数種のコウモリから単離したポリオ―マウ
イルスのゲノムを解析することにより、ウイルスの進化の過程で宿主の乗り換えが生じていることを示す結果を
得た。

研究成果の概要（英文）：   We obtained results based on three projects that aimed at;               
    1) Implementing epidemiological research in Latin America and South-eastern Asia, 2) Analysis of
 viral genome using “Virome methods”, 3) Investigation of distribution, evolution and the 
infection cycle of viruses.
   During screening of mosquito and fruit bat samples collected in Latin America and South-eastern 
Asia, respectively, we detected novel viruses i.e. flaviviruses from mosquitoes and 
gammaherpesviruses from fruit bats. Furthermore, we performed Virome analysis using pooled fecal 
samples obtained from 50 non-human primates, from which we isolated a new small circular 
replication-associated protein (Rep) encoding single-stranded (CRESS) DNA viruses. Additionally, 
genome analysis of the polyomaviruses isolated from several different horseshoe bats indicated 
evidence of ‘host-switching’ during evolution in horseshoe bats.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ウイルス　ゲノム　新興・再興感染症　野生動物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本課題では1) 日本からの距離が遠くアクセスが困難であるアマゾン川流域において疫学研究を実施し、採集
した検体から新規のウイルスを単離したこと、2) Virome解析を用いて、霊長類動物から新規のDNA ウイルスを
単離したこと、3) コウモリから単離した新規ポリオ―マウイルスのゲノムを解読し、ウイルスの進化過程にお
いてポリオ―マウイルスの異種動物間の宿主乗り換え現象が生じていることを世界で初めて提唱できたこと等の
成果を得た。
　本課題により、学術的に重要な多くの知見を得ると共に、病原体の存在に関する情報が希薄なアマゾン川流域
へのアクセスを確立できたことは、将来の研究にとって非常に重要であった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
  古来より、中南米・東南アジア地域には、黄熱、デング熱、日本脳炎等の蚊媒介性のウイル
ス性感染症、さらにはインフルエンザ、ウイルス性出血熱、狂犬病、ウイルス性肝炎等多くのウ
イルス性感染症が流行してきた。ウイルス性感染症の多くは動物から人間へ感染する人獣共通
感染症である。 

近年においても、新たなウイルス性感染症の報告が相次いでいる。2012 年中東サウジアラビ
アにて新種のコロナウイルス感染による死亡症例が発見され、中東呼吸器症候群ウイルス
（Middle East respiratory syndrome coronavirus：MERS-CoV）が発見された。その後中東諸国
から帰国した男性により韓国に輸入された MERS-CoV により 2015 年 10 月までに 186 例の MERS
症例が確認されている。疫学調査により、ヒトコブラクダと人の間で MERS-CoV が感染環を保有
していたこと、またその祖先ウイルスはコウモリが保有している可能性が示唆された（Azher EI 
et al, N Engl J Med, 2014）。 
また、2011 年に中国で血小板減少を伴う熱性疾患の症例から単離された重症熱性血小板減少

症候群ウイルス（severe fever with thrombocytopenia syndrome virus: SFTSV）はダニ媒介
性の新規ブニヤウイルスであった。日本でも 2013 年に SFTSV の感染例が報告されてから 
（Takahashi T et al, J Infect Dis, 2013）、これまでに 158 例の症例が確認されている。ま
た、採集されたマダニから SFTSV のゲノムが検出されるとともに、シカ、イヌ等の動物に SFTSV
抗体が確認されており、ダニ-動物の間で本ウイルスが生活環を形成していることが示唆されて
いる。 
以上の様に、今なお哺乳類動物や節足動物に由来する新規のウイルス性疾患が、世界で流行し、

人々が生命の危険にさらされている。開発の進展に伴い人と動物の接触機会が増え、感染症の発
生リスクが高まっている。また、MERS の例のように、交通機関の発達は病原体に感染した媒介
動物及び感染した個体を発生母地から世界的に拡散させている。さらに、気候変動の影響による
昆虫の分布の変化により、感染症流行は従来の流行とは異なった様相を見せている。斯かる状況
において、重要な課題は新興・再興感染症の原因となる新規及び既知の病原体の分布状況を把握
し、先回り対策を講ずることである。  
 ウイルス検出法として汎用される手法は、培養細胞を用いたウイルス分離と特異的プライマ
ーを用いた PCR 法である。ウイルス分離は、ウイルスの種特異性を考慮すると、各ウイルスに最
適化された分離法を適用することが望ましく、多数のウイルスの検索には不向きである。また、
PCR 法は、検出の成否がプライマーの配列に依存し、変異ウイルスや、類縁ウイルスの存在を見
逃すことがある。我々は、次世代シーケンサーを用いたメタゲノム解析の手法をウイルス検出に
応用し、野生動物の Virome 解析を通じて、病原性ウイルスの検出に成功した （Sasaki M et al, 
J Gen Virol, 2015）。ウイルスの種特異性や塩基配列に依存しない網羅的解析手法の確立によ
り、我々の疫学研究は新たな局面を迎えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究はこれまでにザンビアで実施していた“点”での研究を、現在研究代表者の澤が保有し
ている中南米・東南アジアの国際ネットワークを活用し、フィールドを“線”として繋げ、新興・
再興感染症の原因となる既知の病原体の分布状況を把握する。 

さらに、新たに確立した Virome 解析の手法によって、各地に潜在する病原性ウイルスを網羅
的に検出し、その分布・進化・生活環を把握すること、最終的にウイルス感染症に対する先回り
対策を講ずることを目指す。 
 
３．研究の方法 

本研究計画では以下の(1)-(3)の研究計画を推進する。 
(1) 中南米・東南アジアでの疫学研究の実施：キューバ、ブラジル、台湾、ベトナム、インドネ
シアを調査研究実施国として、哺乳類動物、節足動物から得られる検体 （血液、臓器、体液等）
を採集する。 
(2) Virome 解析法等による検体の解析：検体 （血液、臓器、体液等）から核酸を抽出して、ラ
イブラリーを作製した後に NGS による遺伝子の解読、スーパーコンピューターと BLAST を活用
した Virome 解析を実施する。また抽出した核酸を用いて既知のウイルスのゲノムも確認する。 
(3) 病原性ウイルスの分布・進化・生活環の把握：得られた結果を解析し、得られた情報の中か
ら着目する病原性ウイルスを選択し、その情報をこれまでに得られた情報と比較し、病原性ウイ
ルスの進化・生活環についてバイオインフォマティクス手法を用いて検討する。 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 本研究計画に基づいて研究を推進し、16 報の学術論文を国際学術雑誌に報告し、さらに英語
での図書の一部を執筆した。これらの全ては国際共著論文として報告した。また、学会発表は 19
件実施しており、内招待講演は 4 件であった。得られた学術成果の内、主要な内容を以下に記載
する。 
（1）中南米・東南アジアでの疫学研究の実施 
 ①2018 年 10 月に、研究分担者の大場靖子博士と共に南米に位置するボリビアを訪問し、現地
に生息する蚊、およびマダニを採集した。現地での活動は、ガブリエル・レネ・モレノ国立自治
大学獣医学部との共同研究で実施した。アマゾン川支流の流域、国立公園、農場の 3 か所におい
て、蚊、ダニを採集した。蚊は、捕虫網、トラップを用いて、密林および宿舎の周囲で採集した。
その結果、総計 2,214 匹のメスの蚊を捕獲した。その後、冷凍して殺処分した蚊を北海道大学人
獣共通感染症リサーチセンターに輸送し、RNA を抽出し、アルボウイルスのゲノムを RT-PCR 法
を用いて解析した。その結果、フラビウイルスを 3 種、およびブニヤウイルス 6 種を新たに同定
した。同定した 3 種の新規フラビウイルスについて、各種培養細胞を用いて単離を試みると同時
に、ウイルスゲノムの遺伝子解析、単離ウイルスの性状解析を実施した。3 種の内、2 種のフラ
ビウイルスは培養細胞を用いたウイルス単離が出来なかったため、ウイルスが検出された蚊の
RNA を用いて、次世代シーケンサー (NGS)による解析を実施し、ウイルスゲノムのほぼ全長を同
定した。他の 1 種の新規のフラビウイルスはヒトスジシマカ由来細胞を用いて単離した。ウイル
スゲノムは NGS および Rapid amplification of cDNA ends（RACE）法により全長を同定した。
アメリカ国立生物工学情報センター（NCBI）のデータベースに存在する既知のゲノムの情報と比
較・検討して得られた系統樹解析の結果から、新規に単離したウイルスは、哺乳類動物に感染す
るフラビウイルスに近縁であるが、脊椎動物の感染が確認されていない蚊特異的フラビウイル
ス（dual-host affiliated insect specific flaviviruses）に属すると考えられた。単離でき
なかった 2 種のウイルスは、系統学的に離れた蚊特異的フラビウイルス(classical insect 
specific flaviviruses)に属する新規ウイルスであった。本結果はフラビウイルスの進化を考
慮する際の基礎的知見となった。現在論文投稿に向けて、得られた結果をまとめている。 
 また、2019 年 9～10 月にかけて、中南米 9 ヶ国から 9 名の若手研究者を招聘し、人獣共通感
染症リサーチセンターにおいてトレーニングコースが開催された。その際に、研究分担者の大場
靖子博士と共に、若手研究者にアルボウイルスの研究の知識・技術を指導した。その内の数名を
選択して、今後の共同研究についての打ち合わせを実施した。 
 さらに、ベトナム国立衛生疫学研究所の Ireland Vietnam Blood Borne Virus Initiative と
共同して、ハノイ市内で採集したメス蚊 48 プールから抽出した RNA を用いて Flavi、ブニヤウ
イルス、アルファウイルスのスクリーニング、およびデング 1 型、チクングニヤウイルス (CHIKV)
の特異的 qRT-PCR を実施した。その結果、フラビウイルスおよび CHIKV は検出されなかった。 
 
 ②研究分担者の佐々木道仁
博士は以前に、インドネシアの
食果コウモリが高率にアルフ
ァヘルペスに感染しているこ
とを報告しており、さらに、コ
ウモリから新規のアルファヘ
ルペスウイルスである、fruit 
bat alphaherpesvirus 1 
(FBAHV1)を単離し、当該ウイル
スがマウスに致死的な感染を
起こすことを報告している
（Sasaki M et al, J Virol 
2014）。 
本研究計画では、インドネシ

アのボゴール農業大学、獣医研
究診断センター、ゴロンタロ州
大学、ハサヌディン大学、およ
び畜産・水産局との共同研究
で、インドネシアの異なった地
域に生息する異なった種類の
コウモリから採集した総計 183
検体を用いて、ヘルペスウイル
スのスクリーニングを実施し
た。その結果、183 検体の内、67 検体からガンマヘルペスウイルス、および 4 検体からベータヘ
ルペスウイルスのゲノム配列を検出した。ガンマヘルペスウイルスは 7 つのグループに分類さ
れた。さらに長いゲノム部分を解析できた 4 つのガンマヘルペスを解析した結果、新規に検出し
たガンマヘルペスウイルスは、これまでに報告されているガンマヘルペスウイルスとは異なっ
た分類になることが明らかになった（図 1）。  

 
図 1：コウモリから検出した新規ガンマヘルペスウイルスの

DPOL-gB の核酸塩基配列を用いた系統樹解析の結果。灰色の網掛

けで示しているのが今回新規に検出したウイルス（Wada Y et al, 

J Med Microbiol, 2018 から引用）。 



さらにインドネシアの食果コウモリにおいては、ガンマヘルペスウイルスがベータヘルペス
ウイルスまたはアルファヘルペスウイルスと共感染していることも発見した。本成果は英文雑
誌に報告した（Wada Y et al, J Med Microbiol, 2018） 
  
（2） Virome 解析法等による検体の解析 
 ザンビアの霊長類動物の糞便検体の
Virome 解析をすることを目的として、糞
便検体 50 サンプルをプールして次世代
シーケンサーによりメタゲノム解析を
実施した。得られた塩基配列情報を、
NCBI のデータベースと比較・検討した結
果、得られた 63,587,648 リードの内、
1,381,545 リードが、single-stranded 
DNA ウイルスに起因していることが判明
した。 
さらに、タンパク質に翻訳した配列を

用いて検索を続けた結果、0.8-2.0 kb の
長さの 6 個のコンティグ（塩基配列断片
群）が DNA ウイルスであるスマコウイル
スに類似することを De novoアセンブリ
解析によって明らかにした。次に、得ら
れた塩基情報からプライマーを設計し
て、糞便検体 50 検体を再度検索した。
その結果、50 検体中 10 検体中にスマコ
ウイルスに類似したゲノムを検出した。
その後 inverse PCR 法により、スマコウ
イルスの環状の完全ゲノムを単離しプ
ラスミドに挿入した後に、サンガーシー
ケンス法で全長を解読した。得られたゲ
ノムの長さは 2,488 から 2,766 塩基で
あり、これまでに報告されていたスマコ
ウイルスが属する small circular 
replication-associated protein (Rep) 
encoding single-stranded (CRESS) DNA
ウイルスの長さと合致し
ていた。得られたゲノム
はスマコウイルスと同様
に CPと Repの2個の open 
reading frame を有して
いた。得られたウイルス
ゲノムの内 10 個は逆方
向 の ゲ ノ ム を 有 す る
ambisense type IV のゲ
ノムであり、残りの 1 個
は、1 方向性の unisense 
type Vであることが明ら
かになった（図 2）。さら
に図 2 で記載されている
様に、ステムループ構造、
nonanucleotide 
sequence モ チ ー フ
（NAGTNTTAC）も有してい
た。 
系統樹解析の結果、今回
ザンビアの霊長類動物の
糞便検体から検出したウイルスはこれまでに報告されていた、スマコウイルスと異なったクラ
スターを作っていることが明らかになった（図 3）。 
他の解析と合わせた結果から、新規の CRESS DNA ウイルスが霊長類動物から検出されたこと、

内、ambisense type IV のゲノムを有するウイルスは Smacoviridae 科に属すること、他の
unisense type V のゲノムを有するウイルスは type V genome organization として分類される
ことが示された。以上の研究により、アフリカの霊長類動物はスマコウイルスのキャリアであり、
その中でゲノムの recombination が生じている可能性が示唆された。本研究で得られた結果は
英文雑誌に報告した（Anindita PD et al, Sci Rep, 2019）。 

 
図 2：単離されたスマコウイルスのゲノムの構造。A が

ambisense type IV、B が unisense type V のゲノム

（Anindita PD et al, Sci Rep, 2019 から引用）。 

 
図 3：スマコウイルスの全ゲノムの系統樹解析。今回検出したウイルスは

赤文字で記載（Anindita PD et al, Sci Rep, 2019 から引用）。 
 



 

（3）病原性ウイルスの分布・進化・生活環の把握 

 ポリオ―マウイルスは人の腎臓、中枢神経系、皮膚等に病変を生じることが報告されているウ

イルスであり、人に感染するウイルスとしては、JC ウイルス、BK ウイルス、メルケル細胞ポリ

オーマウイルス等が知られている。ポリオ―マウイルスは種特異性が高いことから、その感染環

においては、種の中で感染が持続していることが示唆されてきた。 

私達の研究ではザンビアで採集したコウモリから Alphapolyomavirus と Betapolyomavirus を

検出し、またウイルスがコードする large T 抗原は polyomavirus の進化過程において、ウイル

スのカプシド蛋白質 VP1 に比べて recombination が生じ難いことが示唆されていた（Carr M et 

al, J Gen Virol, 2017a）。 

本研究では、ザンビアのキクガシラ科のコウモリを対象として、感染しているポリオ―マウイ

ルスを検索して、系統樹解析を実施することにより、宿主の中でのポリオ―マウイルスの進化の

状況を調べることを試みた。その結果、Alphapolyomavirus と Betapolyomavirus が異なったキ

クガシラ科のコウモリに感染していること、また、同じポリオ―マウイルスが、異なったキクガ

シラ科のコウモリに感染していることを確認した。 

コウモリの進化の情報とウイルスのゲノムの情報を合わせて考慮すると、今回確認された、最

も近接しているポリオ―マウイルスは 9.1E4 (5E3–2.8E5)年前、また最もゲノムが異なっている

ウイルスは 9.9E6 (4E6–18E6)年以前に分かれて進化していること、一方、今回検索した対象の

コウモリの種は 12.4E6 (10.4E6–15.4E6)年前に分かれて進化していることが推察された。以上

からキクガシラ科のコウモリ種の中で、ポリオ―マウイルスは宿主の乗り換え（host-switching）

をしており、また近縁の哺乳類動物の中でも、ポリオ―マウイルスは宿主の乗り換えが起こって

いることが推察された（図 4）。本研究で得られた結果は国際雑誌に報告した（Carr M et al, J 

Gen Virol, 2017b および、図書 Bats and Viruses: Current Research and Future Trends、

Caister Academic Press 社に Carr MJ et al Bat polyomaviruses: A challenge to the strict 
host-restriction paradigm within the mammalian polyomaviridae として報告）。 

以上記載した様に、本研究課題で計画していた、(1) 中南米・東南アジアでの疫学研究の実施、 
(2) Virome 解析法等による検体の解析、(3) 病原性ウイルスの分布・進化・生活環の把握につ
いて、それぞれが順調に進捗し、成果として国際学術雑誌および図書に報告した。 

 
図 4：キクガシラコウモリ科とキクガシラコウモリの 1 種から検出・単離されたポリオ―マウ

イルス（Rhinolophus polyomaviruses）の共系統樹解析。黒い線はコウモリの系統樹上の分岐

を示す。青い線は Rhinolophus polyomaviruses の分岐を示す。右のカラムは図の点で示され

た時点で生じているイベントを表す。矢印は宿主の乗り換えの方向を示す。 
（Carr M et al, J Gen Virol, 2017b から引用） 
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