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研究成果の概要（和文）：ザンビア国内で発生している人獣共通感染症病原体の感染経路の解明を目的とし、河
川水中の炭疽菌芽胞に着目し病原体の水系伝播の解明を試みた。炭疽アウトブレイクが繰り返し発生しているル
アンガ川流域において河川水を採取し、本研究で開発した炭疽芽胞濃縮法により試料を調製した。PCR及び次世
代シークエンサーを用いた解析から河川水中に炭疽菌が存在していることを示すとともに、同河川水での腸管系
ウイルスの存在を明らかにした。加えて、採材地点の河川水深、水温、濁度、河川水流等の環境情報を取得し、
河川水による病原体拡散モデルの構築を行った。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the transmission system of zoonotic pathogens in Zambia, we 
focused on anthrax spores in river water and attempted to reveal the waterborne transmission of the 
pathogen. In the Luangwa River basin, where anthrax outbreaks have been occurring repeatedly, river 
water samples were collected by the anthrax spore enrichment method developed in this study. By 
using PCR and next-generation sequencing, the presence of anthrax in the river water was 
demonstrated. Additionally, we also found the presence of enteroviruses in the river water. 
Furthermore, environmental information such as river water depth, temperature, turbidity and flow 
rate were measured at the sampling sites, and a model of pathogen diffusion by river water was 
constructed.

研究分野：細菌学

キーワード： 感染症　伝播経路

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
環境耐性が高い芽胞を形成する細菌を用いた拡散モデルの構築は、長距離区間の拡散・到達率、及び疾病発生起
点からの汚染レベルを解明する上で重要な情報となりえる。現在、日本国内において炭疽は沈静化を見せている
が、土壌中の残存芽胞により再興感染症として流行すること、及びバイオテロリズムとして芽胞の散布・拡散に
河川流水が利用される可能性は否定できない。本研究で得られた結果は、炭疽菌をはじめとした病原体の伝播拡
散への対策を進めていく際の基礎データとなるものである。

※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 
北海道大学人獣共通感染症リサーチセンターが海外拠点を設置しているザンビアでは、動物、環
境及びヒトを介した多様な疾病が頻発している。特に例年流行が確認される炭疽は、野生動物、
家畜及びヒトに対して高い致死性を示す炭疽菌の感染が原因となり、健康及び経済面に被害を
与える重大な疾病のひとつである。ザンビア
で発生する炭疽アウトブレイク事例は、国内
二大河川のザンベジ川上流域（図 1 地域 A：
ザンビア国内有数のウシ飼育地域）、及びル
ワンガ川上流域（図 1 地域 B）において、畜
牛及びカバを中心とした野生動物で隔年か
ら数年の間隔で発生する。また、地域 A、Bで
アウトブレイク発生後、両河川が流入する下
流域（図 1 地域 C）でカバやゾウが炭疽菌に
感染し、甚大な被害が生じている。炭疽菌は
芽胞形成菌であり、その芽胞は一定以上の栄
養条件下でのみ発芽可能で、数百キロの間、
安定して河川水中の移動が可能である。炭疽
菌芽胞の高い環境耐性とザンビアの地理的
条件から、上流域の地域 A、B における炭疽
アウトブレイク発生後に生じる地域Cの炭疽
事例は、2 地域を結ぶ河川水を介した水系伝
播が原因となっている可能性を推察した。 
 
２．研究の目的 
河川水中の炭疽菌芽胞に着目し、病原微生物の定量・遺伝子の網羅的解析及び地理的情報解析を
併せ炭疽菌の水系伝播の証明を試みるとともに、炭疽菌芽胞を指標とした河川水における病原
微生物の拡散モデルの構築を行う。また、本研究では芽胞収集の手法として水系ウイルスの濃縮
方法を応用することから、芽胞形成菌の疫学調査に併せ、ザンビアの河川水に存在する腸管系ウ
イルスの存在状況を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）荷電膜吸着法を用いた芽胞濃縮法の開発  
河川水水試料より芽胞を濃縮する方法としてウイルス濃縮に利用される微生物膜上の電荷を利
用した荷電膜吸着法を応用し、迅速かつ簡便な芽胞濃縮の方法を確立する。 
 
（２）現地疫学調査：河川水試料採取と微生物濃縮  
荷電膜吸着法を利用した濃縮・回収手法を用い、河川水中の炭疽菌芽胞の濃縮を行う。本研究調
査は、炭疽アウトブレイクが発生する乾季（9月〜11 月）を調査対象時として実施する。 
 
（３）微生物解析：河川水中の芽胞形成菌及び腸管系ウイルスの定量および遺伝子解析  
河川試料から検出された炭疽菌の汚染発生地点を明らかにするために、次世代シーケンスによ
り網羅的に解析する。また、NanoPore シークエンサーを用いることで、10 kb 長の遺伝子配列を
解析する。また、リアルタイム PCR 解析により河川水中の腸管ウイルスの存在を検証する。 
 
（４）地理・環境データを用いた河川水による病原体輸送モデルの作成  
河川における病原体輸送モデルの構築にあたり、流量、水深、流域面積など対象河川流域の情報
を収集する。収集した河川流域の環境情報と公開されている衛星画像、地理情報等を利用し、河
川水による病原体輸送モデルの構築を試みる。 
 
４．研究成果 
（１）荷電膜吸着法を用いた芽胞濃縮法の開発 
北海道大学人獣共通感染症リサーチセンターにおいて、炭疽菌ワクチン株を含めた種々の
Bacillus 属細菌の芽胞を PBS、採取河川水等に懸濁した試料を調製し、荷電膜吸着法による芽胞
の濃縮方法を検討した。フィルターの荷電（陰荷電、陽荷電）、材質、フィルター孔サイズが異
なる複数のフィルターを検討した結果、HA フィルター（ミリポア）によるろ過処理によって、
芽胞を効率良く濃縮できることが明らかとなった。その際、フィルター孔サイズ 0.45μm およ
び 8μmのフィルターを用い処理したところ、明らかに芽胞径（〜1μm）より大きい 8μmのフ
ィルターを使用した場合も芽胞の濃縮が確認された。このことから、炭疽芽胞は電荷、親水性等
の物理的特徴を介して、HA フィルター上に吸着されていることが示唆された。河川水をろ過す
るにあたり、混在する不溶物の影響は大きく、試料採取に大孔径フィルターを利用できることは
有用である。 
 

図１： ザンビア国二大河川と主な炭疽アウトブレ
イク発生地域。A；西部州モング地域, B；ノース
ルアンガ及びサウスルアンガ国立公園, C；ローワ
ーザンベジ国立公園 



 
（２）現地疫学調査：河川水試料採取と微生物濃縮 
（実施者：北海道大学 東； 東京大学 稲葉） 

（３）微生物解析：河川水中の芽胞形成菌及び腸管系ウイルスの定量および遺伝子解析 
（実施者：北海道大学 東； 東京大学 稲葉） 

本申請課題の研究期間 2017年〜2019 年の各年において、ザンビア国の乾季である 11 月に試料
採取を目的とした現地調査を実施した。 
① 2017 年：ルワンガ川流域のノースルワンガ地域・サウスルワンガ地域（図 1 地域 B）からル
サカまでの区間および、ザンベジ川流域のリビングストーンからモング（図 1 地域 A）までの区
間において、河川水試料を採取するとともに採材候補地の状況調査を行い、次年度以降の調査地
の選定を進めた。河川水 13 検体（1 検体 最大 40 リッター）、土壌 3検体及び動物組織 1検体
の計 17 試料を採取した。河川試料に関しては（１）で述べた荷電膜吸着法を以て芽胞を含めた
微生物の濃縮を行った。得られた濃縮試料に対し、炭疽菌毒素遺伝子を標的とした PCR 解析なら
びに次世代シークエンサーMinION を用いた試料中微生物の網羅的解析を行った。その結果、ノ
ースルワンガ地域チャマ地区で採取された試料より炭疽菌遺伝子を検出することに成功した。
このことから、HA フィルターを用いたろ過処理は、河川水試料を対象とした炭疽菌芽胞の濃縮
に利用可能であることが示唆され、以降の河川試料処理に用いることとした。 
 
② 2018 年及び 2019 年：当該 2年間は、2017 年の結果を踏まえて採材地をチャマ地区に定め、
2017 年と同地点の河川試料を採取した（図 2）。これまでにチャマ地区では、炭疽アウトブレイ
クが繰り返し発生しており、特に 2011 年にはカバ（約 150 頭）と周辺集落のヒト（約 400 名、
うち死者 7名）で多数の炭疽感染事例が発生した地域である。2018 年は 15 地点の河川水試料（1
検体 20 リッター）および土壌 40検体、2019 年は同 15 地点（1検体 40 リッター）から河川
水試料を採取し、HAフィルターによる濃縮処理を行った。その際、各地点の水深、水温、濁度、
河川水流速、COD 値、全有機炭素量（TOC）及びアンモニア濃度を計測し、後述する拡散モデル構
築の参考値として用いた。得られた試料より DNA を抽出し炭疽菌毒素遺伝子の PCR 解析を行い、
さらに血液寒天培地及び炭疽菌選択培地（PLET 培地）による菌体分離を試みたが、当該 2 年間
の試料より炭疽菌遺伝子は検出されず菌体も分離されなかった。これまでの炭疽アウトブレイ
クの動向によると、アウトブレイクは数年の間隔で発生し周期性があることが示唆されている。

本研究で試料採取を
行ったチャマ地区は、
上述した 2011 年に続
き 2016 年にアウトブ
レイクが発生してい
る。アウトブレイクの
周期性が環境中に存
在する菌体数に依存
すると仮定した場合、
2017 年に得られた陽
性検体は 2016 年のア
ウトブレイクで大量
に増殖した菌体の残
留体を検出し、一方、
アウトブレイクの間
期に当たった 2018 年
及び 2019 年は環境中
の菌数が減少してお
り、陽性検体が得られ
なかった可能性が考
えられる。この点に関
しては、今後の継続的
な調査によって、明ら
かにされていくもの
と考える。 

 
③ザンビア河川水中の腸管系ウイルスの存在状況は不明な点が多く残されており、また本課題
で着目した河川水による病原体伝播を考察する上で、河川水中に存在するウイルスの挙動に関
する情報は有用である。本研究で芽胞収集の手法として用いた HA フィルター法は、水系ウイル
スの濃縮方法を応用したものであり、同フィルターを用いることで水系ウイルスの採取が可能
である。そこで 2017年〜2019 年に河川水を採取した際、炭疽菌の検出と併せて試料中に存在す
る腸管系ウイルスの検出を行った。河川水濃縮試料より核酸を抽出し、Aichi virus, 
Enterovirus, Human Norovirus GI 及び GII, Hepatitis A virus, Rotavirus (RoV), Pepper 
Mild Mottle Virus (PMMoV)ならびに F-RNA pahge GI～GIV を対象とした qPCR を実施した。そ

図 2：河川試料採取地 
（ノースルアンガ地域チ
ャマ地区） 
青、ピンク及び水色の点
は、2017 年、2018 年及び
2019 年の採材地点を示す
（右上）。流域には 100 頭
前後を一つのグループと
するカバの集団が複数グ
ループ存在している（右
下）。同地区で 2011 年お
よび2016年に発生した炭
疽アウトブレイクは、本
エリアで発見された炭疽
菌に感染したカバ斃死体
から炭疽菌が広がり引き
起こされた。 
スケールバー; 100m 



の結果、RoV 及び PMMoV が 2017 年および 2019 年の複数試料から検出された。ノースルアンガ地
域チャマ地区はルアンガ川上流域に位置し、人集落からの混入汚水は少ない環境である。これら
のウイルスが高頻度に検出された点に関して、さらなる河川水試料の検討に加え、周辺に生息す
る野生動物がウイルスを保有している可能性を検証して行く必要があると考えられる。 
 
（４）地理・環境データを用いた河川水による病原体輸送モデルの作成 
（実施者：東京大学 愛知） 

河川の流動および物質輸送をシミュレーションするため、連続の式、St. Venant 運動方程式、
移流分散減衰方程式を連立した完全陰解有限差分法シミュレータを開発した。開発したシミュ
レータを用いて、ルアンガ川を対象とし、炭疽菌移行現象のシミュレーションを行った（図 3）。
水位及び河川のシミュレーション結果は、サンプリング地点で計測した値と整合的であった（図
3）。また、上流部の感染流行地域（図 1 地域 B）で河川水中に放出された炭疽菌は、40日前後
でルアンガ橋｛図 3 Luangwa Bridge（図 1 地域 C）｝に到達しうることが示唆された。 
 
 

図 3：ルアンガ川の河川流動シミュレーション 

図 4：ルアンガ川の炭疽菌移行シミュレーション 
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