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研究成果の概要（和文）：本研究では（1）本邦マダニ由来の細胞株樹立の試みと（2）本邦マダニが保有・媒介するウ
イルスの網羅的探索を行った。
（1）タカサゴキララマダニ体内組織をVP-12培地（FBS15%TPB15%添加）で培養した実験区において、一部、細胞分化の
誘導が認められた。現在、細胞接着能のより高い培養容器を用いて、同条件下での培養を再度試みている。
（2）山口県を中心に、国内で旗振り法または野生動物に寄生しているマダニを採集し、ウイルス保有状況を調査した
。その結果、これまで日本で報告の無いウイルスの遺伝子を検出することに成功した。これらの発見に関して、現在、
詳細な解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：In this study, I conducted to ① establish of tick cell line and ② survey for 
tick-borne viruses in Japan.
① I temporary cultured of the cells from the tissue of Amblyomma testudinarium in VP-12 medium with 15% 
FBS and 15% TPB. However, these cells were flowed because of the weak attachment to the bottom of culture 
dish. Now I tried to culture again with the same condition on ploy-L-lysine-coated dishes.
② We collected ticks at several sites of Japan, mainly Yamaguchi prefecture, by tick flagging technique 
or ticks parasitizing the wild animals. Collected ticks were identified and used for virus isolation or 
detection of viral gene. As a result, we successfully detected viral genes of undescribed species from 
RNA extraction of ticks collected in several place of Japan. Now we analyzed the characteristics of these 
virus species.

研究分野：衛生動物学
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１．研究開始当初の背景 
 

蚊やマダニなどの節足動物は、動物を吸血
する際にウイルスや細菌などの病原体を媒
介する、公衆衛生上の重要な衛生害虫である。
我々は、地球温暖化や生態系の攪乱などによ
って生じる環境変化に伴う、節足動物媒介感
染症の感染リスクの変化に対して、臨機応変
に対応しなければならない。そのためには、
これら媒介節足動物の病原体に対する生物
学的特性や感染状況を把握することは、予防
衛生上、極めて重要である。 
 
２．研究の目的 
 

本邦マダニ類が保有・媒介するウイルスに
関する知見は限られている。その一因として、
ウイルスの分離作業や感染機序を研究する
ためのツールとして有用な本邦マダニ由来
の培養細胞株が存在しないことが挙げられ
る。そこで本研究では、（１）本邦マダニ由
来の培養細胞株樹立の試みと、（２）本邦マ
ダニ類が保有・媒介するウイルスの網羅的探
索を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（１）本邦マダニ由来培養細胞株樹立の試み 

 
本邦マダニ類のうち、主に人畜への刺咬例

が多いマダニ種（ﾀｶｻｺﾞｷﾗﾗﾏﾀﾞﾆ､ﾀｲﾜﾝｶｸﾏﾀﾞﾆ､
ﾌﾀﾄｹﾞﾁﾏﾀﾞﾆ、ｷﾁﾏﾀﾞﾆ等）を用いて初代培養を
試みた。組織片には、表面殺菌した産下卵、
新生幼マダニ、成マダニを解剖して得た体内
組織を用いた。また、卵や成マダニの表面
殺菌には、塩化ベンザルコニウム液、70%
エタノール、ポビドンヨード液を用い、細
胞へのダメージが少なく且つ充分な殺菌効
果が得られる条件を検討した。 

培養液には、蚊やマダニの組織培養で実績
のある数種類の基礎培地（グレース培地、シ
ュナイダー培地、MM 培地、VP-12 培地、L-15
培地）に、ウシ胎児血清（FBS）や Tryptose 
Phosphate Broth（TPB）の添加物、抗生物質
を様々な濃度で組み合わせて用いた。 
 
（２）本邦マダニが保有・媒介するウイルス
の網羅的探索 
 

山口県を中心に、国内数地点で旗振り法ま
たは野生動物に寄生しているマダニを採集
した。採集マダニは生かしたまま実験室へ持
ち帰り、形態情報に基づいて種の同定を行っ
た。種が確定したマダニは、1～20 個体を 1
プールとし、超低温槽（－80℃）に保管した。 

保管したマダニより乳剤を調整し、培養細
胞を用いたウイルス分離または RT-PCR によ
るウイルス遺伝子の検出を行った。 
 
 

４．研究成果 
 
（１）本邦マダニ由来培養細胞株樹立の試み 
 

マダニ産下卵または成マダニの表面殺菌
の条件として、10％塩化ベンザルコニウム
液で 5～10 分間、丁寧に表面殺菌して流水
で濯いだ後、1％ポビドンヨード液を加えた
70％エタノールで 10～15 分間、丁寧に表面
殺菌して流水で濯いだものを用いることに
より、雑菌の混入が見られないマダニ生細胞
の維持が可能となった。 

また、前記で示した様々な培養条件のうち、
組織片をタカサゴキララマダニ成虫の体内
組織、培地を VP-12（FBS 15%、TPB 15%）と
した実験区において、一部、細胞分化の誘導
が認められた（図１）。しかし、これらの分
裂細胞は培養容器底面との接着が弱かった
ために浮遊し、その後、分裂は停滞した。 

現在、細胞接着能のより高い培養容器を
用いて、同条件下での培養を再度試みている。 

図１．細胞分化の誘導が認められた像 
 
 
（２）本邦マダニが保有・媒介するウイルス
の網羅的探索 
 

旗振り法または野生動物に寄生している
マダニを採集し、培養細胞を用いたウイルス
分離または RT-PCR によるウイルス遺伝子の
検出を試みた。ウイルス分離に関しては、研
究期間内に安定したマダニ由来の細胞株が
得られなかったことから、哺乳動物由来の培
養細胞を用いた。 

山口県を中心に国内で採集したマダニに
ついてウイルス保有状況を調査した。その結
果、ウイルスの分離または遺伝子を検出する
ことに成功した。 
 
①兵庫県西宮市で捕集されたアカコッコマ
ダニ Ixodes turdus よりウイルスを分離した。
ウイルス培養上清の遺伝子解析を行った結
果、本ウイルス分離株は 10 分節の二本鎖 RNA
をゲノムに持ち、マダニ媒介性オルビウイル
スの一種である Tribec virus と近縁である



ことが判明した（図 2a）。培養上清から本ウ
イルスを精製し、電子顕微鏡観察を行った結
果、直径約 80nm の球状正二十面体を示すウ
イルス様構造物が認められた（図 2b）。 

図 2．本邦アカコッコマダニ由来ウイルスの
分子系統解析（a）と粒子像（b） 
 
②山口県下関市で捕獲された野生動物（イノ
シシ・シカ）またはマダニのウイルス保有状
況を調査した結果、イノシシの肝臓またはマ
ダニからフラビウイルス遺伝子が検出され
た。また、シカからは日本脳炎ウイルスの遺
伝子が検出された（図 3）。イノシシおよびマ
ダニから検出されたウイルス遺伝子の塩基
配列を決定し、系統解析を行った結果、本ウ
イルス遺伝子はこれまでに報告の無い未知
のフラビウイルス遺伝子であることが判明
した（図 3）。 

図 3．野生動物およびマダニから検出された
フラビウイルス遺伝子の系統解析。矢印は本
研究によって得られた遺伝子を示す。 
 
その他、未同定のウイルス分離株が複数得ら
れている。これら本邦マダニ由来ウイルスに
関する発見について、引き続き詳細な解析を
行ってゆく。 
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