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研究成果の概要（和文）：エボラウイルスは重篤な出血熱を起こす．その中の1種であるレストンエボラウイル
スはアジアでのみ認められている．これまでにザンビア共和国で行った果食コウモリの調査では，アフリカにも
レストンエボラウイルスが導入されている可能性が示唆された．本研究では，ザンビア共和国でレストンエボラ
ウイルスの自然宿主の一つと考えられているブタでの疫学調査を行い，本ウイルスがアジアのみならずアフリカ
にも分布するか調査した．ブタ血清1082検体をELISA法でスクリーニングした結果，10検体で陽性が疑われた．
レストンエボラウイルスがザンビアのブタにすでに導入されている可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Ebolavirus causes severe hemorrhagic fever. Reston ebolavirus which is one 
of ebolavirus species has thus far been found only in Asia. Our previous serological surveillance of
 filoviruses in fruit bats migrating to Zambia suggested that Reston ebolavirus or Reston-like virus
 existed in Africa. In this study, we carried out a serological survery to detect Reston 
ebolavirus-specific IgG antibodies in pig, which is suspected to be one of natural hosts, in Zambia.
 A total of 1082 swine serum samples were screened for IgG antibodies specific to the Reston 
ebolavirus by ELISA method, and the OD values obtained were analyzed statistically. Ten samples were
 found to be IgG positive, suggesting that Reston ebolavirus or Reston-like virus have been 
introduced into the pig population in Zambia.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
	
 エボラウイルスはヒトを含む霊長類に重篤
な出血熱を引き起こすウイルスとして知られ
ており，系統学的には 5 種（ザイールエボラ
ウイルス，スーダンエボラウイルス，タイフ
ォレストエボラウイルス，ブンディブギョエ
ボラウイルスおよびレストンエボラウイルス）
に分類される．2013-2016年に西アフリカで多
くの患者・死者を出したザイールエボラウイ
ルス，そしてスーダンエボラウイルス，タイ
フォレストエボラウイルス，ブンディブギョ
エボラウイルスの 4 種は，アフリカで発生し
た致死性出血熱患者から分離された．一方，
レストンエボラウイルスは唯一アジア（フィ
リピン）を発生起源とし，ヒトを除く霊長類
で致死性出血熱が認められている．コウモリ
がエボラウイルスの自然宿主として有力視さ
れているが，未だ同定されていない．レスト
ンエボラウイルスに関しては，フィリピンで
発生した高病原性ブタ繁殖・呼吸障害症候群
ウイルス（PRRSV）に罹患した家畜ブタから分
離されており（Barrette	
 et	
 al,	
 Science,	
 
325:204-206,	
 2009），ブタが自然宿主と考え
られているが，こちらも未だ明らかとなって
いない．ウイルスの自然界での動態や自然宿
主を知ることは，感染拡大を防ぐ上で重要な
課題となっている．	
 
	
 研究代表者らは，エボラウイルスの自然宿
主探索のため，南部アフリカに位置するザン
ビア共和国（以下，ザンビア）で果食コウモリ
（Eidolon	
 helvum）の疫学調査に取り組み，
これまでにフィロウイルスの生態に関して報
告している（Ogawa	
 et	
 al,	
 J	
 Infect	
 Dis,	
 
212:S101-108,	
 2015）．その中で血清学的にレ
ストンエボラウイルスがアフリカの E.	
 
helvum に感染している事を発見した.このこ
とは，アジアのウイルスと考えられている本
ウイルスがアフリカでも認められる事を示唆
するものであった．	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 本研究では，ザンビアにおいてレストンエ
ボラウイルスの自然宿主とも考えられている
ブタで疫学調査を行い，本ウイルスがアジア
のみならずアフリカにも分布するのか明らか
にすることを目的とした．また，PRRSV や免
疫低下に関連するブタサーコウイルス 2 型
（PCV2）を分子疫学的に検索し，レストンエ
ボラウイルスの感染・病態発現に関与するか
検証する． 
 
３．研究の方法 
（1）レストンエボラウイルスの血清疫学的解
析	
 
	
 これまでにザンビアで採材・保管されてい
るブタ血清の入手，また新たに屠畜場等での
採材を行い，レストンエボラウイルス組換え
表面糖蛋白質（GP）を抗原とした Reston	
 GP-
based	
 ELISA（Nakayama	
 et	
 al,	
 J	
 Infect	
 Dis,	
 
204:S978-985,	
 2011）で GPに対する反応性を

スクリーニングした．ELISAで得られた全血清
の光学密度（OD値）をスミルノフ・グラブス
検定にて統計学的解析を行い，有意に高い値
（外れ値）を示した検体を陽性と判定した．
その後，ウェスタンブロッティング法により
陽性血清の GP との反応性を定性的に確認し
た．	
 
	
 
（2）ウイルスの分子疫学的解析	
 
	
 血清を採材エリアや採材年から 5 検体ずつ
プールし，核酸（RNA/DNA）を抽出した．	
 
①レストンエボラウイルス遺伝子検出	
 
	
 研究代表者らが開発したフィロウイルスの
ヌクレオ蛋白質（NP）遺伝子を検出する RT-
PCR 法（Ogawa	
 et	
 al,	
 J	
 Vriol	
 Methods,	
 
171:310-313,	
 2011）を初回ラウンドに使用し，
この初回ラウンドの PCR 産物をさらにレスト
ンエボラウイルス NP 特異的プライマー
（Jayme	
 et	
 al,	
 Vriol	
 J,	
 12:107,	
 2015）を
用いて PCR 法で増幅を試みた．	
 
②PRRSV 遺伝子検出	
 
	
 研究代表者らが設計した PRRSV 遺伝子を検
出する特異的プライマーを用いた RT-PCR 法
（Ogawa	
 et	
 al,	
 J	
 Vriol	
 Methods,	
 160:210-
214,	
 2009）でウイルス遺伝子の増幅を試みた．	
 
③PCV2 遺伝子検出	
 
	
 研究代表者らが設計した PCV2 遺伝子を検
出する特異的プライマーを用いた PCR 法
（Ogawa	
 et	
 al,	
 J	
 Vriol	
 Methods,	
 160:210-
214,	
 2009）でウイルス遺伝子の増幅を試みた．	
 
	
 
４．研究成果	
 
（1）レストンエボラウイルスの血清疫学的解
析	
 
	
 研究期間内に 2011 年から 2016 年にザンビ
ア国内 10 地域で採材されたブタ血清 1082 検
体を入手した（図 1および表 1）．これら全て
の血清を Reston	
 GP-based	
 ELISA でスクリー
ニングし統計学的解析を行った結果，10検体
で OD値が有意に高かった．これらの検体は抗
レストンエボラウイルス IgG 抗体陽性と考え
られ，レストンエボラウイルスの感染が示唆
された（p<0.05,	
 外れ値の最小値=1.2176）（図
2 および表 2）．	
 
	
 次にレストンエボラウイルスの GP，NP，マ
トリックス蛋白質（VP40）発現プラスミドを
293T細胞に共発現して作出したウイルス様粒
子を抗原として，陽性 10検体をウェスタンブ
ロッティング法で解析した．しかしながら，
GP特異的バンドは検出されなかった．	
 
	
 ELISAスクリーニングでは，統計学的に陽性
が疑われる検体の他にも高い OD 値を示す個
体が存在することから，レストンエボラウイ
ルスまたはレストンエボラウイルス様ウイル
スがザンビアのブタに広く導入されている可
能性が高いと考えられた．詳細な結果を得る
ためには，ウェスタンブロッティングの試験
結果が必要不可欠であるため，再度条件検討
を行った後，再試験の必要があると考える．	
 



	
 
図 1.採材エリア	
 
	
 
表 1.検体の詳細	
 

	
 
図 2.全検体の ELISA データ（上段）および統
計学的解析により抽出された外れ値（下段）	
 
	
 
表 2.陽性 10検体の詳細	
 

	
 

（2）ウイルスの分子疫学的解析	
 
	
 ブタ血清を 5検体ずつプール（一部 2〜6検
体/プール）して作製した計 213 プール血清か
ら核酸（RNA/DNA）を抽出した．これらの検体
を用いてウイルス遺伝子検出を試みたが，レ
ストンエボラウイルスおよび PRRSV 遺伝子は
検出されなかった．一方，PCV2 遺伝子は 114
プール血清（53.5%）から検出された．採材エ
リア毎のELISAスクリーニング結果とPCV2陽
性率をプロットして差異を検討したが，相関
関係は明らかにはならなかった（図 3）．	
 
	
 PCV2感染はブタに免疫低下を引き起こし多
くの病態発現に起因する事から，レストンエ
ボラウイルス感染への影響が考えられたが，
今回の結果からは明らかとならなかった．
PCV2 感染が関係しない事も考えられるが，核
酸抽出時に血清をプールした影響もあるため，
今後は検体毎に核酸抽出を行う必要がある．
また，本研究開始直前の 2013〜2015 年はザン
ビアの広域でアフリカ豚コレラ（ASF）の発生
が認められた（Yabe	
 et	
 al,	
 Trop	
 Anim	
 Health	
 
Prod,	
 47:459-463,	
 2015;	
 Simulundu	
 et	
 al,	
 
Transbound	
 Emerg	
 Dis,	
 65:114-122,	
 2018）．
ASF は，高病原性 PRRSV 感染症と類似した皮
下出血や脾腫等を呈し，高い致死率を伴う疾
病である．本研究で使用した血清には，ASF 発
生時の検体や同一農場，エリアの血清が含ま
れている．ELISA スクリーニングで高いOD値
を示した検体の中にはこれらの検体も多く含
まれるため，今後アフリカのブタでレストン
エボラウイルスの疫学調査を行う際には，ア
フリカ豚コレラウイルスとの共感染や，採材
エリアやその周辺地域での ASF 発生状況を同
時に調査する事も興味深い．これにより病態
発生に関して新たな知見が得られるかもしれ
ない．	
 
	
 

	
 
図 3.採材エリア毎の ELISA	
 OD 値（上段）と
PCV2 陽性率（下段）の比較	
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