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研究成果の概要（和文）：トルコ、イルクーツク、台湾におけるヒト顆粒球アナプラズマの分布

状況とライム病ボレリアとの共感染頻度の解明を目的として、マダニ、野鼠について分子疫学

的調査を行った。トルコとイルクーツクの試料から両病原体を検出したが、共感染率は 5%以下

であった。トルコのアナプラズマはセルビアやモスクワで検出されたものと一致した。イルク

ーツクのものは、一部が日本のマダニ由来のものと近縁であった。台湾の野鼠試料からヒト顆

粒球アナプラズマとウシ型アナプラズマを検出した。 

 

研究成果の概要（英文）：Distribution of Anaplasma phagocytophilum and coinfection of A. 
phagocytophilum and Lyme disease Borrelia spp. in Turkey, Irkutsk, and Taiwan were 
examined. Both pathogens were detected from tick collected in Turkey and Irkutsk. The 
co-infection rate in ticks were less than 5%.  P44 protein sequences of A. phagocytophilum 
detected in Turkey were in the same genetic lineage of these detected from Serbia and 
Moscow in Russia. On the other hand, some of the protein detected in Irkutsk were similar 
to those from ticks in Japan. A. phagocytophilum and Anaplasma bovis were detected from 
rodents in Taiwan.  
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１．研究開始当初の背景 

ライム病（Lyme disease）は、1982 年に発

見されたマダニ媒介性のライム病ボレリア

（Borrelia burgdorferi sensu lato、以下

Borrelia）の感染に起因する新興の人畜共通

感染症である。北米や欧州を中心に年間 10

万人程度のライム病患者が発生している。こ

れまでの研究代表者らの研究グループの調

査から、東アジアからヨーロッパに至るユー

ラシアにおいて、ライム病ボレリア種、なら
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びに媒介マダニ種、またその保有率などが明

らかになってきた。 

ヒ ト 顆 粒 球 ア ナ プ ラ ズ マ Anaplasma 

phagocytophilum は本来ヒツジやウマに感染

する家畜伝染病病原体として認知されてい

たが、ヒトに対する病原性は知られていなか

った。1994 年に米国で初めてのヒト感染例が

見いだされ、マダニ媒介性の新興感染症とし

て注目された。その後、ライム病ボレリアと

の共感染と、それに伴う病態の重症化、複雑

化などが明らかになってきた。一方で、ユー

ラシアにおける A. phagocytophilum の分布

や Borrelia との共感染の有無などは、全く

不明であった。 

 
２．研究の目的 

本研究では、ユーラシアにおいて未だ分布

の明らかになっていないA. phagocytophilum

の分布状況の解明と、Borrelia との共感染頻

度の解明を目的として、分子疫学的に調査を

行った。トルコのマダニ、リクガメ、野鼠、

イルクーツクのマダニ、台湾のマダニ、野鼠

の捕獲調査を行い、PCR 法を用いた A. 

phagocytophilumとBorreliaの検出を試みた。

検出された試料に関しては各遺伝子の配列

に基づき遺伝系統解析と種の同定を行った。 

 
３．研究の方法 

(1) 試料 2008 年から 2010 年にかけてトル

コ、2009 年にシベリア地方に位置するイルク

ーツク、1999 年と 2009 年に台湾において野

外調査を行った。 

トルコでは、Istanbul 及びブルガリア国境

付近の Kirklareliで採取されたマダニ、2009

年に Istanbul で、2010 年にギリシャ国境付

近の Edirne で採取された野鼠、リクガメ、

マ ダ ニ を 使 用 し た 。 野 鼠 は Apodemus 

sylvaticus （モリアカネズミ）、Apodemus 

agrarius （ セ ス ジ ネ ズ ミ ）、 Apodemus 

flavicollis（キクビアカネズミ）、Crocidura 

suaveolens（コジネズミ）の 4種、リクガメ

種は Testudo graeca（ギリシャリクガメ）、

マダニ種はIxodes ricinus（ヒツジマダニ）、

Hyalomma aegyptium、Rhipicephalus bursa

の 3 種であった。野鼠は脾臓と血液、リクガ

メは血液、マダニは全組織を試料としてアナ

プラズマとボレリアの検出を行った。 

イルクーツクでは 2009 年に共同研究者で

ある Maxim Khasnatinov 博士（東シベリア科

学センター）から、イルクーツク近郊の

Murino 及び Kochergat で採取された Ixodes 

persulcatus（シュルツマダニ）から抽出さ

れた 249 匹分の DNA の提供を受けた。 

台湾では 1999 年に潘銘正教授（国立台湾

大学、現台中科技大学）の協力のもと、台湾

本島の台中近郊と中国の厦門に面した金門

島で野鼠の採取を、2009 年に台中近郊で野鼠

と野鼠に付着していたマダニを採取した。

1999 年の試料の内訳は野鼠が Rattus losea

（コキバラネズミ）、A. agrarius、Mus 

formosanus、Bandicota indica（オニネズミ）、

Suncus murinus（ジャコウネズミ）の 5種 81

匹、2009 年は野鼠が R. losea、A. agrarius、

Mus caroli（オキナワハツカネズミ）、B. 

indica、S. murinus、C. suaveolens の 6 種

57 匹と、マダニ Ixodes granulatus（ミナミ

ネズミマダニ）、Rhipicephalus sanguineus

（クリイロコイタマダニ）、Haemaphysalis 

bandicota、Amblyomma testudinarium（タカ

サゴキララマダニ）の 4 種 63 匹であった。

これらの野鼠は脾臓、マダニは全組織を試料

として検出を行った。 

 

(2) 病原体遺伝子の検出 QuickGene DNA 

tissue kit S（FUJIFILM）を使用し試料から

DNA を抽出した。ライム病ボレリアは 5S-23S 

rRNA 遺伝子 intergenic spacer（IGS）を標



的とした PCR 反応を行った。得られた増幅産

物は、制限酵素 MesⅠまたは DraⅠで切断し

た。ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行い、

エチジウムブロマイドで染色して、制限酵素

断片長多型性解析により、ボレリア種の同定

を行った。アナプラズマの検出には、アナプ

ラズマ属細菌特異的 16S rRNA（rrs）、並びに

A. phagocytophilum 特異的 p44 遺伝子の PCR

による検出を行った。PCR 反応後、増幅を確

認するためにアガロースゲル電気泳動を行

い、エチジウムブロマイドで染色した。 

 

(3) シークエンス解析 p44 遺伝子増幅産物

は TA クローニングを行った後に、その他の

増幅産物は直接シークエンス解析に使用し

た。すなわち、pT7Blue-2 T-Vector、および

DNA Ligation kit を用いて、p44 遺伝子 PCR

増幅産物を TA クローニングし、Escherichia 

coli DH5α株コンピテントセルに形質転換し

た。形質転換体より鋳型 DNA を増幅し、シー

クエンス反応は BigDye® Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit を用いて行った。蛍光

キャピラリーシークエンサー3130 Genetic 

Analyze を使用し、塩基配列を得た。得られ

た配列データはGENETYX® Ver.10 遺伝情報処

理ソフトウェアを用いて解析し、塩基配列を

決定した。また、一部試料は北海道システム

サイエンスに解析を依頼した。Lasergene®  

MegAlign Software を使用して、Clustal W

アルゴリズムにより得られた DNA塩基配列お

よびアミノ酸配列を整列し、近接結合法によ

り系統樹を作成した。 

 
４．研究成果 

(1) トルコの試料の結果 アナプラズマ属

特異的 rrs 遺伝子は 2008 年のマダニ 23検体

（23/250、9.2%）、A. phagocytophilum 特異

的 p44 遺伝子は、マダニ 24 検体（24/250、

9.6%）、ボレリア特異的 IGS はマダニ 49 検体

（49/250、18.8%）から検出された。一方、

2009、2010 年の試料からは検出されなかった。 

rrs 遺伝子の塩基配列に基づき遺伝系統解

析を行い、21 検体は米国や欧州の A. 

phagocytophilum の配列と 100％一致、また

は 99％以上の高い相同性を示した。一方、残

りの 2検体の相同性は 96.1%と低かった。IGS

の塩基配列に基づきボレリア種の同定を行

った。22 検体は Borrelia lusitaniae と、5

検体が Borrelia afzelii と、10 検体がユー

ラシア型 Borrelia garinii、1 検体がアジア

型 B. garinii に近縁なもの、4 検体が

Borrelia valaisiana と同定された。今回検

出された Borrelia のうち B. lusitaniae が

最も多く全体の 59.9％を占めていた。 

両病原菌共に Istanbul と Kirklareli で検

出されたが、Anaplasma の検出率は明らかに

Kirklareli で高く、Borrelia の検出率は

Istanbul が若干高い値となった。また、共感

染していたマダニは 3検体で、共感染率 1.2%

（3/250）であった。 

 

(2) イルクーツク試料の結果 アナプラズ

マ属細菌特異的 rrs 遺伝子はマダニ I. 

persulcatus 13 検体（13/246、5.3%）から検

出された。12 検体（12/112、10.7%）は

Kochergat のマダニから検出され、残りは

Murino のマダニ 1 検体（1/134、0.7%）から

検出された。一方、A. phagocytophilum 特異

的 p44 遺伝子は 15 検体（15/246、6.1%）か

ら検出された。p44 遺伝子の検出したマダニ

は全て Kochergatで採集されたマダニであり、

この地域の検出率は 13.4%であった。 

イルクーツクのマダニから検出された rrs

遺伝子は欧米の A. phagocytophilum の配列

と 100%一致した。Borrelia の IGS は 51 検体

（51/246、20.7%）から検出された。IGS の

RFLP 解析を行ったところ、44 検体（44/51、



92.2%）がアジア型 B. garinii、残る 4 検体

(4/51、7.8%）はアジア型 B. garinii とユー

ラシア型 B. garinii の共感染であることが

わかった。 

A. phagocytophilum と Borrelia は Murino

と Kochergat の両地域から検出されたが、そ

の検出率には大きな差が見られた。すなわち、

Borrelia の検出率は両地域間で差はなかっ

た が 、 A. phagocytophilum の 検 出 率 は

Kochergat が明らかに高いことが示された。

両病原体に共感染していたマダニは 4検体で、

共感染率 1.6%であった。共感染を起こしたマ

ダニが採集された地域は全て Kochergatであ

り、共感染していた Borrelia 種はすべてア

ジア型 B. garinii であった。この地域での

共感染率は 3.8%であった。 

 

（３）台湾の試料の結果 

 アナプラズマ属特異的 rrs 遺伝子は 1999

年の台中の野鼠 10 検体（10/43、23.3%）、金

門島の野鼠 14 検体（14/38、36.8%）から、

2009 年の野鼠 13 検体（13/57、22.8%）から

検出された。一方、マダニ試料からは検出さ

れなかった。 

rrs 遺伝子の塩基配列に基づき遺伝系統解

析を行った。12 検体は中国で検出された A. 

phagocytophilum の配列と 100%一致、または

99%以上の高い相同性を示した。一方で、こ

れらの検体は米国などで検出された A. 

phagocytophilum とは 99.7%の相同性を示し

たが、異なるクラスターを形成した。一方、

残りの 25 検体は Anaplasma bovis とクラス

ターを形成し、相同性は 97.1～99.5%と高か

った。結果として、1999 年の台中の野鼠 1検

体（1/43、2.3%）から A. phagocytophilum、

9 検体（9/43、20.9%）から A. bovis、金門

島の野鼠 6 検体（6/43、15.8%）から A. 

phagocytophilum、8 検体（8/43、21.1%）か

ら A. bovis が検出され、2009 年の野鼠 5 検

体（5/57、8.8%）から A. phagocytophilum、

8 検体（8/57、14.0%）から A. bovis が検出

された。A. phagocytophilum は金門島におけ

る検出率が、台中における検出率よりも高か

ったのに対して、A. bovis は調査地域による

検出率の差は見られなかった。感染の確認さ

れた野鼠のうち、 A. phagocytophilum に感

染していた 91.7%（11/12）、A. bovis に感染

していた 72.0%（18/25）の野鼠種は R. losea

であった。一方、台湾のすべての検体からは

A. phagocytophilum 特異的な p44遺伝子は検

出されなかった。 
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