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研究成果の概要（和文）：東南アジアにおける節足動物媒介性ウイルスのリスクマップ作製に向けて、それらが
保有するウイルスを網羅的に探索した。フィリピンの捕集蚊からnegevirusグループに属する新規ウイルスを2株
分離し、1株をBustos virusと命名した。哺乳類細胞に強いCPEを認めた蚊プールからNGS法により、ピコルナウ
イルス様、Tanay virusおよびソベモウイルス様配列を得た。マレーシア捕集のマダニ3属をウイルス分離に供
し、ベトナム捕集のオオサシガメから、哺乳類細胞で増殖性を示す新規フレボウイルスを分離した。ベトナム捕
集蚊と保有ウイルスの情報をもとに、リスクマップ作製に向けたウイルスマップを試作した。

研究成果の概要（英文）：A comprehensive exploration of blood-feeding arthropod-derived arboviruses 
was performed for risk mapping of arbovirus infection in Southeast Asia. In the Philippines, two 
distinct viruses were isolated from the mosquitoes, showing rapid replication and strong CPEs in 
mosquito C6/36 cells: one is a new strain of Negev virus from Culex vishnui and the other is a new 
negevirus designated Bustos virus from Mansonia sp. Furthermore, several genome information of 
virus-like sequences were obtained using the NGS (e.g. Family Picornaviridae, tanay virus, and 
sobemovirus) from mosquito pools, which showed severe CPEs in mammalian cells. Three genera of 
ixodid ticks were captured from Malaysia, and then viruses from the specimens were determined. A 
novel phlebovirus indicating the proliferation with mammalian cells was isolated from a pool of 
Vietnamese triatomine bugs, Triatoma rubrofasciata. A virus map was created as the first step for 
risk mapping against virus infection in Vietnam.

研究分野： 衛生昆虫学

キーワード： 蚊媒介性ウイルス　マダニ媒介性ウイルス　サシガメ媒介ウイルス　次世代シークエンス解析　アルボ
ウイルス分布図　リスクマップ作製　国際情報交換
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１． 研究開始当初の背景 
近年の地球温暖化, 交通網のグローバル化

に伴い, わが国における新興・再興感染症に
対する流行監視体制の強化が望まれている. 
日本を含む東南アジア諸国では, 気温上昇や
降水量の増加により, 蚊やマダニなど吸血節
足動物の分布域の拡大, 活動期間の延長が懸
念され, それに伴う節足動物媒介性ウイルス
(アルボウイルス)感染症の流行域の拡大や流
行頻度の増加, 変異ウイルス出現頻度の上昇, 
さらには, 熱帯・亜熱帯地域からの新たなウ
イルスの侵入も予想されるようになった. こ
れらアルボウイルスには, 野鳥や野生動物を
増幅動物として利用し, 人に近い住環境に生
息する愛玩動物にも感染する人獣共通感染症
も多いことから, 今後は, 人以外の動物を吸
血する媒介節足動物も対象とする必要がある
ことから, アルボウイルス感染症に対する新
たな調査・研究が望まれる.   

蚊媒介感染症においてはマラリアが代表的
ではあるが,他方, ウエストナイル熱, 日本脳
炎, デング熱/デング出血熱, 黄熱など多くの
ウイルス感染症を蚊が伝播することもよく知
られている. 近年では, カリブ海周辺国や東
南アジア諸国にもチクングニア熱の流行域が
拡大するなど, 世界中にアルボウイルス感染
症が広く蔓延している状況にある. これらの
ウイルス感染症は, ウイルス保有者からだけ
ではなく, 感染蚊や感染動物(野鳥等)がウイ
ルスを海外から持ち込む可能性も指摘されて
いる. また, 近年, 日本やインドネシアの蚊
から新規昆虫フラビウイルス(CXFV, AEFV)
が発見され , ベトナムからは Banna virus 
(BAV), Quang Binh virus (QBV), Nam Dinh 
virus (NDiV), Dak Nong virus (DKNV)が相次ぎ
分離された . 日本国内においても Omono 
River virus (OMRV)や Culex tritaeniorhynchus 
rhabdovirus (CTRV)等の新たなウイルスの存
在も明らかになり, これら新規昆虫ウイルス
の発見は, 日本脳炎ウイルス(Japanese ence- 
phalitis virus; JEV)やデングウイルスをはじめ
とする既知の人獣共通感染性ウイルスとの間
のベクター体内および細胞内での競合・干渉
等の相互作用に関する研究に世界的な関心を
集めるきっかけとなった.  

ダニ媒介感染症においては, リケッチアを
病原体とする日本紅斑熱の流行が国内では多
数報告されているが, 2011 年に重症熱性血小
板減少症候群(Severe fever with thrombocyto- 
penia syndrome; SFTS)による死亡例が国内で
初めて報告されて以降, 20%を超える高い致
死率, 50－60 名の患者が毎年発生し, その流
行域は年々拡大していることなどが報告され, 
一気に国民の危機感を募らせた. 海外では, 
主にマダニが伝播するロシア春夏脳炎や中央
ヨーロッパ脳炎などのダニ脳炎が極東アジア

や欧州で流行しており, 人に高い致命率と重
篤な経過をもたらすことが知られている. 幸
いわが国では, 1993 年にダニ脳炎の症例が 1
例報告されたのみではあるが, 国内への侵入
が危惧される外来性のウイルス感染症であ
る.  
吸血性サシガメは, アフリカ大陸や南米で

は原虫症であるシャーガス病の媒介昆虫と
して知られているが, 国内でも沖縄地方に生
息することが確認されている. しかし, サシ
ガメが生物学的伝播に関わるアルボウイル
スについての報告はこれまでになく, サシガ
メの吸血によるウイルス感染症のリスク評
価自体ほとんどなされていない. 本課題で海
外調査地としたベトナムにおいても, 近年, 
サシガメによる刺咬被害が多く報告される
ようになったことから, 急遽計画に加え, サ
シガメが媒介するアルボウイルスの感染リ
スクについても検討することにした.  
我々は, 基盤研究(B) (海外学術調査) (H21

－24年度, 課題番号 21406012) の課題の下に, 
東南アジア諸国に分布する主要な媒介節足動
物である蚊とヌカカを対象に, それらが保有
する人や家畜の未知病原ウイルスを網羅的ウ
イルス探索法(Rapid determination system of 
viral RNA sequence; RDV)により探索し, 次い
でそれら分離された新規ウイルスのウイルス
学的諸性状を明らかにするなど, 一連の検出
系を確立することができた. 本法により, こ
れまでに国内外の捕集蚊およびヌカカから既
知および新規のウイルスを分離し報告してき
たが, 未同定のままの感染性因子はまだ多く
残っている. そこで本課題では, それらの同
定と性状解析をさらに発展させるとともに, 
新たにマダニおよびサシガメを対象に加え, 
媒介節足動物のウイルス探索を実施する.  
 
２. 研究の目的 
東南アジアにおける節足動物媒介性ウイル

スの自然界での多様性の実態把握を目標とし, 
近隣のアジア諸国（特に, フィリピン・ベト
ナム・マレーシア）において, 蚊, マダニおよ
びサシガメが保有する未知の病原ウイルスを
網羅的かつ総合的に探索する. RDV 法あるい
は次世代シークエンサー (Next- generation  
sequencer; NGS)を使用してウイルス全ゲノム
配列を迅速に決定する NGS 法により, 得られ
た分離ウイルスのウイルス学的特性を明らか
にする. これらの情報をもとに東南アジア地
域からのアルボウイルス感染症の日本への侵
入監視, アウトブレークに対応する危機管理
体制構築に貢献することを目指し, 人獣に対
する感染リスクを評価するためのリスクマッ
プ作製に資する情報をできるだけ多く収集す
ることを最終目的とした.  
海外からの病原体ならびにベクターの侵入



を監視するためには, 近隣諸国との協力, 情
報共有が不可欠であることから, 海外拠点と
して選定した国々で, 国内と同様のウイルス
サーベイランスを実施する. これにより, 東
南アジア全域を視野に入れたアルボウイルス
の網羅的な探索に発展させることができる. 
本研究の調査地としたフィリピン・ベトナ
ム・マレーシアは, 日本に飛来する渡り鳥や
長距離移動性昆虫の発生源, あるいは移動経
路上にある地点と考えられており, これらの
国々での感染症情報は, わが国での感染症の
流行を予察する上で重要な情報となることが
予想される. さらに, これまでに構築した協
力体制を更に強固な関係とする中で, 様々な
手技・手法の基本的情報の共有化と標準化も
目指している.  
 
３. 研究の方法 
1) マダニの捕集 

2013 年 11 月, フィリピンルソン島南西部
に位置する Laguna 州 Los Banos において, 植
物園, 大学構内の牧場, 郊外の牧場および林
道等の合計 6 ヵ所でマダニ調査を行った. 
2014年 3月は, 同Laguna州, Cavite州, Quezon
州を調査地とし, 草地, 落ち葉のつもった林
内, 牧場等で白色フェルト生地を用いたフラ
ンネル法により植生マダニを捕集した. 合計
11 ヵ所で 4～5 名が, 1 ヵ所あたり 30 分間マ
ダニを捕集した(30 分間捕集法). また, 牧場
所有者の許可が得られた場合は, 家畜の体表
より直接採取した. 2015 年 4 月は, 同 Laguna
州内の 2 ヵ所および東部ミンドロ島で調査を
行った. 2016 年 12 月は, マレーシアの Kuala 
Lumpur, Gombak, Cameron Highlands, Fraser's 
Hill 周辺の合計 22 地点において, 上述したフ
ランネル法により植生マダニを捕集し, さら
に, 飼育動物(ウシ, ヤギ, ネコ, ヒツジ, イ
ヌ, 七面鳥, ニワトリ)の体表から直接マダニ
を採取した.  
得られたマダニは, 形態的特徴や遺伝子解

析により種を同定し, マダニリストを作成し
た. マダニの種構成と発生・分布状況を明ら
かにするとともに, 地理情報(GIS, GPS, RS, 
ALOS 等)をもとに環境情報ならびに疫学情
報を整理し, リスクマップ作製に利用した.  

 
2) 蚊, マダニ, サシガメからのウイルス分離
と検出 
検体とした節足動物の虫体を TissueLyser II 

(Qiagen) により破砕して乳剤を調製し, 各種
培養細胞接種によるウイルス分離を行った. 
分離に用いた培養細胞は , 蚊検体には主に
C6/36(ヤブカ幼虫由来), MSQ43(ハマダラカ幼
虫由来), Vero(サル腎由来), BHK-21 細胞(ハム
スター腎由来)を用いたが , マダニ検体は , 
HuLu-1 細胞(ハムスター肺由来)および複数の

鳥類細胞への接種を試みた. 乳剤接種後一週
間程度培養し, 複数回の blind passage を繰返
しながら細胞変性効果(Cytopathic effect; CPE)
出現の有無とその様態を観察した. CPE が認
められたサンプルを中心に培養上清を回収し, 
この過程で分離され, 当該地域に分布が確認
されている既知のアルボウイルス(フラビウ
イルス, トガウイルス, ブニヤウイルス, レ
オウイルス, ラブドウイルス科に属すウイル
ス)に関しては, すでに確立している RT-PCR
および Real-time PCR などの遺伝子検出法や
免疫学的検出法を用いて迅速にスクリーング
し, ウイルス種を同定した.  

 
3) NGS 法による新規アルボウイルスの網羅
的探索と性状解析 
上記細胞上でCPEが観察された培養細胞上

清からウイルス粒子を粗精製した. この粗精
製サンプルから総ウイルス核酸を抽出し , 
Genome Analyzer IIx (Illumina)を使用した NGS
法により全ゲノム配列の迅速決定を試みた. 
得られた多数のリード配列を基にした De 
novo アセンブルにより, 未知ウイルスゲノム
配列は再構築し, リード配列が既知ウイルス
に相同性が認められた場合は, 配列アセンブ
リングを行った. ウイルスゲノムの末端配列
は, RACE 法(Frohman et al., 1988)あるいは
SPAT 法(Attoui et al., 2000)で決定した. また, 
蚊およびマダニ乳剤から直接, 総ウイルス核
酸を抽出し, NGS 法での解析も試みた. 次い
で, 全ウイルスゲノム構造を解析し, 遺伝子
配列に基づく分子進化系統樹解析を行い, 既
知のウイルスとの類縁関係や起源を考察し, 
電子顕微鏡によるウイルス粒子形状の観察, 
細胞内増殖部位の特定, ウイルス構成蛋白質
の特性, 各種培養細胞における増殖特性など, 
ウイルス学的性状を明らかにした. 塩基配列
は, PCR 増幅断片のダイレクトシークエンス
(ABI 3130xl genetic analyzer system, Applied 
Biosystems)あるいは NGS 法により決定した.  
 
4) ウイルスマップの作製 
上述した調査地における蚊およびマダニ

の種構成と発生・分布状況を明らかにし, 捕
集蚊およびマダニリストを作成した. また, 
各調査地の環境情報および疫学情報は, 調査
時に入手, あるいは web 上のソフトを利用し
て整理し, リスクマップ作製を目指した. 本
研究においては, まずベトナムにおけるウイ
ルスマップを試作した.  
 
４. 研究成果 
1) 蚊保有ウイルスの探索（フィリピン） 

2009 年 , ルソン島の中部に位置する
Bulacan 州 Bustos で捕集された蚊から , 
negevirus グループに属すると考えられる新



規ウイルス 2 株(PL17 株と PL42 株)を分離し, 
全ゲノム配列を決定した. ニセシロハシイエ
カ Culex vishnui プールより分離された PL17
株は, Negev virus の新規株であり, Mansonia
属蚊プールから分離された PL42 株は , 
Negevirus グループに属すると考えられる新
規の 1 本鎖 RNA ウイルスであることが判明
した(Bustos virus と命名; Fujita et al., 2017) 
(図 1). C6/36 細胞におけるウイルス増殖能を
調べたところ, 感染後 6 時間からウイルス粒
子が培養上清中に放出され, 16 時間後にはプ
ラークを形成するなど, 極めて速い増殖性が
観察された(図 2). 配列解析の結果, 本ウイル
スは約 8 kbのゲノム中に 3つの遺伝子(ORF1, 
2, 3)をコードしていること, ORF1 は RdRp を
コードしていることが明らかになった. また, 
ウイルス粒子構造を電子顕微鏡で観察し, 粒
子中の蛋白質の配列を解析して major coat 
protein が ORF3 にコードされていることを確
認した. さらに, 蚊由来培養細胞における本
ウイルスの転写を解析した結果, 各ORFをコ
ードする subgenomic RNA(1, 2, 8 kb)を合成し
ていることも明らかになった.  

図 1.  新規 Negev virus 分離株 PL17 および PL42（Bustos 
virus）の系統解析 

図 2.  PL17（中央）および PL42（Bustos virus）（右）の
C6/36 細胞に観察された CPE 
 

2010 年 10 月にルソン島の各地で捕集され
たネッタイシマカ Aedes aegypti (雌 121 頭), 
ヒトスジシマカ Ae. albopictus (雌 2 頭), クロ
ヤブカ属蚊Armigeres spp. (雌 344頭)から作成
した 44 プールをウイルス分離に供した . 
C6/36 細胞への接種後, クロヤブカ属蚊プー
ルの5プールにおいて強いCPEが観察された
ため, それらの培養上清から RNA を抽出し, 
既知ウイルス(フラビウイルス, トガウイル
ス, ブニヤウイルス, レオウイルス)の特異的
プライマーを用いた RT-PCR を行ったが, 全
て陰性であった. 次に NGS 法により網羅的
な配列解析を行ったところ, ピコルナウイル

ス様の配列が見出され, 総リード数の過半数
を占めていた. その他に Tanay virus やソベモ
ウイルス様の配列も確認された.  
  

2) マダニ保有ウイルスの探索（フィリピン） 
2013 年 11 月, ルソン島南西部の Laguna 州

Los Banos において, 植物園, 大学構内の牧場, 
郊外の牧場, 林道等の合計 6 ヵ所でマダニ相
の調査を行い, オウシマダニ Rhipicephalus 
microplus 幼虫が数頭捕集された.  

2014 年 3 月には, 同 Laguna 州, Cavite 州, 
Quezon 州において, 草地, 落ち葉の積もった
林内, 牧場等の合計 11 ヵ所で同様の調査を
行い, 少なくとも 7 ヵ所からオウシマダニが
捕集された. フランネル法では幼虫のみが捕
集されたが, 家畜(牛)からは若虫および成虫
が採取された.  

2015 年 4 月の調査では, ルソン島および東
部ミンドロ島の各調査地で認められた動物
種の中で, ウシ, イヌ, ヤギ, シカ, カラバオ
の体表にマダニを認めたが, ブタ, ウマ, ヒ
ツジ, イノシシ, クジャク, ニシキヘビに咬
着しているマダニは見出せなかった. 得られ
たマダニは, オウシマダニ およびクリイロ
コイタマダニ R. sαnguineusで, 前者は調査地
全域から, 後者はイヌのみから採取された. 
上述した実験系でこれらマダニからのウイ
ルス分離を試みたが, これまでにウイルスは
分離されていない.  

 
3) マダニ保有ウイルスの探索（マレーシア） 

2016年 12月, マレー半島のUlu Gombak周
辺において, フランネル法によるマダニ捕集
を試み, キララマダニ属 Amblyomma, カクマ
ダニ属Dermacentor, チマダニ属Haemaphysa- 
lis を捕集した. 特に, キララマダニ属とカク
マダニ属の成虫は大型動物に依存すること
から, Ulu Gombak 周辺に分布するイノシシが
マダニ相との関係が深いと推測された. 現在, 
それらからのウイルス分離を進めている.  

 
4) サシガメ保有ウイルスの探索（ベトナム） 
首都ハノイ市内で 2016 年に捕集されたオ

オサシガメ Triatoma rubrofasciata 8 頭から 2
プールの乳剤を作成し, ウイルス分離を行っ
たところ, 1 プールから BHK-21 細胞および
Vero 細胞で増殖性を示す新規フレボウイル
スが分離・同定された. 現在, 本ウイルスの
増殖特性ならびに詳細な遺伝子構造につい
て検証を行っている.  

 
5) ウイルスマップ作製 
先行研究も含め, これまでにベトナムで捕

集された蚊から 6 種以上のウイルスが分離・
検出されている. それらウイルスを保有して
いた蚊種を整理したところ, JEV の主要な媒



介蚊とみなされているコガタアカイエカは, 
JEV 以外にも複数のウイルスを保有している
ことが明らかになった. ベトナム国内におい
ても, 調査地点数は依然として少ないが, 今
後はこのような節足動物の捕集成果とウイ
ルス保有状況ならびに地理情報をもとに, ア
ルボウイルス感染症に対するリスクマップ
作製を目指すことになる.  
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