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研究成果の概要（和文）：本研究では、ケニアにおけるマダニ媒介病原体の分布調査を目的とし、ケニアで採集
したマダニからRT-PCRによる遺伝子検出を試みた結果、Amblyomma属、Rhipicephalus属のマダニからオルソナイ
ロウイルス陽性の可能性を示すデータが得られた。COVID-19の影響によりその後の解析が進まなかったが、本研
究成果により、ケニアにおけるマダニ媒介病原体調査に要する基盤を構築することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to detect tick-borne pathogens from ticks in 
Kenya. RT-PCR results showed that Orthonairovirus specific bands were detected from Amblyomma and 
Rhipicephalus spp. Further analyses were not performed due to the influence of COVID-19, but we 
could establish a research base for investigation of tick-borne diseases in Kenya.

研究分野：獣医微生物学

キーワード： ケニア　マダニ　ウイルス　マダニ媒介病原体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マダニは、ヒトや動物に様々な病原体を媒介し、日本では日本紅斑熱や重症熱性血小板減少症候群など致死性の
感染症がよく知られている。一方、アフリカにもマダニ媒介感染症の発生はあるが、どのような病原体が存在し
ているかについては不明な点が多い。本研究は、ケニアにおいてマダニ媒介病原体の実態を調べる研究で、現地
での感染症の予防に有用な情報を提供する意義が大きい。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
マダニは、吸血によりヒトや動物に様々な人獣共通感染症の病原体を媒介する。マダニ媒介感
染症の予防では、病原体を保有するマダニに刺されないことが基本対策となるため、媒介マダニ
における病原体の浸淫状況を把握することが、感染予防上の重要な情報提供源となる。 
アフリカ大陸のマダニ媒介感染症としては、リケッチアによるアフリカダニ熱、ウイルスによ
るクリミア・コンゴ出血熱などが知られている。しかしながら、動物（家畜）に対するマダニ媒
介病原体（ピロプラズマなど）の研究調査は行われているが、ヒトのマダニ媒介感染症について
の情報はほとんどなく、マダニ刺咬により発熱や発疹などの症状を示す例はあっても診断がつ
かない場合も多く、実態については不明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、マダニ媒介病原体の検出法および抗体測定法を確立するとともに、ケニア共和国
においてマダニを採集し、マダニからの病原体検出・同定および動物を対象とした血清疫学調査
により、マダニ媒介人獣共通感染症の予防対策に寄与する疫学情報を得ることを目的とした。 
ケニア国営医学研究機関（Kenya Medical Research Institute, KEMRI）の協力により、ケニ
ア共和国においてマダニを採集し、人獣共通感染症の病原体を媒介すると考えられるマダニの
種類・分布域の特定を試みた。 
採集したマダニを対象に、どのような病原体を保有しているか、保有率はどの程度か、どの地
域のマダニが保有しているのか、などを明らかにすることを目的とした。病原体は、クリミア・
コンゴ出血熱ウイルス（Crimean-Congo Hemorrhagic fever virus, CCHFV）、重症熱性血小板減
少症候群ウイルス（Severe fever thrombocytopenia virus, SFTSV）、ダニ媒介性脳炎ウイルス
（Tick-borne encephalitis virus , TBEV）、紅斑熱リケッチア、ライム病ボレリア、回帰熱ボ
レリア、エーリキアを主な対象として設定とした。マダニから検出・同定された病原体について、
分子系統解析を行い、地理的情報から病原体の分布や拡がりを明らかにし、病原体が分離された
場合には、ヒト由来の培養細胞や実験動物（マウス）を用いて、感染性や増殖性、病原性などを
明らかにすることも当初の目的とした。 
また、マダニ媒介性病原体に対する抗体検出法を確立し、家畜・野生動物などの血清を用い、
それぞれの病原体について感染例がいないか、感染率はどれくらいか、どの地域にみられるか、
などを明らかにすることも目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）マダニ採集 
KEMRIの協力により、ナイバシャ近郊およびバリンゴ近郊にて、飼育者（マサイ族を含む）の
協力を得て、保有する家畜に寄生しているマダニおよび旗振り法による植生上のマダニを採集
した。また、マサイ族の家に生息する可能性のある軟ダニの捕集も試みた。採集したマダニは
KEMRIまたは長崎大熱帯医学研究所ケニア拠点（The Nagasaki University Institute of 
Tropical Medicine, NUITM）にて、種、雌雄、発育ステージの同定を行い、今後の解析のた
めにグループごとに分けて冷凍保管した。一部、飽血メスマダニについては、産卵させ、幼虫
までふ化させた。 
 
（２）マダニからの病原体検出 
ブニヤウイルス目に分類される SFTSV、カブトマウンテンウイルス（Kabuto Mountain virus, 
KMV）（以上フェニュイウイルス科）、CCHFV、CCHFV に近縁な新規ウイルスであるトフラウイル
ス（Tofla virus, TFLV）（以上オルソナイロウイルス科）、フラビウイルス科に分類されるダ
ニ媒介性脳炎ウイルス（Tick-borne encephalitis virus, TBEV）、ランガットウイルス（Langat 
virus, LGV）を対象として、各ウイルス科に特異的な遺伝子配列を基にプライマーを設計し、コ
ンベンショナル PCR またはリアルタイム RT-PCR に用いた。 
 長崎大学ケニア拠点のBSL-3実験室内において、ナイバシャ近郊で採取したマダニプール
（Amblyomma gemma, A. lepidum, A. variegatum, Hyalomma marginatum, Rhipicephalus 
evertsi evertsi, R. pulchellus 各1-4匹／プール）をビーズクラッシャーで破砕し乳剤を作
製、乳剤からRNAを抽出、ウイルス遺伝子検出に供した。フラビウイルス科フラビウイルス属、
ナイロウイルス科オルソナイロウイルス属、フェニュイウイルス科フレボウイルス属それぞれ
に分類されるウイルスを共通に検出できるプライマーを用いて、RT-PCRを行った。 
また、ケニアで採集したマダニからの病原体分離を実施するにあたって、病原体同定の方法
を確立するために、国内の長崎においてマダニ採集を行い、プールしたマダニ破砕サンプルを



インターフェロンレセプターノックアウトマウス（A129、AG129）に接種して病原体分離を試み
た。 
 
（３）抗体検出法の確立と動物血清を用いた血清疫学調査 
 ケニアでの動物におけるマダニ媒介ウイルスに対する血清疫学調査の準備として、TBEV、
TFLV、KMV、MUV、SFTSVの抗体検出法を確立した。ELISAによる抗体測定法（IgG、IgM）には、
TBEV、SFTSVはそれぞれBHK細胞、HK細胞に感染させた細胞のライセート、TFLV、KMV、MUVは
VeroE6細胞またはBHK細胞に感染後、培養上清を回収しAmicon® Ultra-15 centrifugal filter 
devices with a 100-kDa MWCO membrane (Merck Millipore Ltd., Co. Cork, IRL)を用いて濃
縮したサンプルを抗原として用いた。また、TBEV、MUVは50％プラーク減少法、TFLV、KMV、
SFTSVについては50％フォーカス減少による中和アッセイ法を確立した。アッセイ系の確認に
は、それぞれのウイルスをC57/B6マウスに感染、回復後の個体から採取した血清を供した。 
 実際の動物サンプルを用いた検証として、長崎県で捕獲されたイノシシを対象にTBEV、
TFLV、KMV、MUVの抗体測定、長崎県内の動物病院から検査依頼のあったSFTS疑いネコおよび獣
医師を対象にSFTSVの抗体測定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）マダニ採集 
イシオロ地区およびナイバシャ地区近郊においてAmblyomma属、Hyalomma属、Rhipicephalis
属のマダニ約4,500匹を採集した（表1）。マダニは、KEMRIの研究者の協力のもとで同定され、
採集地区、マダニ種、発育ステージ、雌雄ごとにプールし、解析までディープフリーザーに保
管した。ただし、現地研究者は若ダニや幼ダニの同定ツールを持ち合わせていないため、成ダ
ニのみを解析しており、採集したマダニのうち若ダニ、幼ダニの多くは同定に至っていない。
今後、若ダニや幼ダニの同定ツールの必要性が求められた。 
 
表1 

採集地 マダニ種 雌 雄 若虫 幼虫 

イシオロ 

Amblyomma gemma 278 68   

A. lepidum  2   

Hyalomma marginatum 265 1159   

H. truncatum 60 164   

Rhipicephalus appendiculatus 30 21   

R. evertsi evertsi  2   

R. pulchellus 236 461   

R. spp   3 100 

ナイバシャ 

A. gemma 19 83   

A. lepidum 2    

A. variegatum 3 8   

A. spp 2    

H. marginatum 11 24   

R. evertsi evertsi 161 238   

R. pulchellus 14 143   

 
（２）マダニからの病原体検出 
 ナイバシャで採集したマダニのうち、A. gemma 4プール、A. lepidum 1プール、A. 
variegatum 2プール、H. marginatum 4プール、R. evertsi evertsi 10プール、R. pulchellus 
2プールについて、フラビウイルス、オルソナイロウイルス、フレボウイルスそれぞれの共通プ
ライマーを用いて遺伝子検出を試みた結果、フラビウイルス、フレボウイルスではバンドがみ
られなかった。一方、オルソナイロウイルスではA. lepidum 1プール、A. variegatum 1プー
ル、R. evertsi evertsi 2プールでバンドがみられたが、非特異的反応の可能性もあるためシ
ークエンスでの確認が求められた。しかしながら、シークエンス解析および残りのサンプルか



らの病原体検出についても、継続して解析を続ける予定であったが、COVID-19の影響で日本か
らケニアへの渡航ができない状況になり、研究計画期間中にそれ以上の解析を進めることが困
難になった。これまで採集したマダニおよびマダニ抽出物はKEMRIおよびNUITMに冷凍保管して
おり、将来的に、状況が改善された際に、ケニアおよび国内で解析するためのサンプルとして
準備することができた。研究代表者および分担者は、本研究で採集した材料を用いて、今後も
解析を続けていく予定である。 
長崎で採集したマダニサンプルを接種したAG129マウスのうち、3プールのマダニサンプル接
種マウスが発症した。そこで、各マウスの脾臓を採材し、次世代シークエンサーにより、網羅
的に遺伝子解析を行ったところ、MUVおよびKMVであることがわかった。この方法により、マダ
ニから感染性病原体分離および病原体遺伝子の網羅的検出による同定法が確立された。この方
法は、自然免疫系が働かないマウスを用いるため、病原性を有する病原体を感度よく分離で
き、さらに病原体の遺伝子塩基配列を効率よく同定できるため、その有用性が確認された。 
リアルタイムRT-PCRによる遺伝子検出法の有効性を確認するために、SFTSウイルスを対象と
して、長崎県内においてSFTS発症が疑われたネコの血清、口腔スワブ、肛門スワブ、眼スワブ
を用いた遺伝子検出およびウイルス分離を試みた。その結果、検査した133匹中44匹でウイルス
検出によるSFTS陽性が確認された。陽性サンプルについては、AG129マウスへの接種によりウイ
ルス分離を行い、分離されたウイルスについて分子系統解析、Vero E6細胞での増殖性、A129お
よびAG129マウスでの病原性を比較した。その結果、興味深いことに、多くのウイルス株は遺伝
子型がJ1株であったが、同一地域で分離された2株については、新しい遺伝子型cladeであっ
た。また、回復個体由来ウイルス株にくらべて致死個体由来ウイルス株の病原性は、A129およ
びAG129マウスで特に高いということはなかった。 
 
（３）抗体検出法の確立と動物血清を用いた血清疫学調査 
TBEV、TFLV、KMV、MUV、SFTSVに対するELISAおよび中和アッセイによる抗体検出法につい
て、実際の野外サンプルを用いた調査における有用性を検証するために、長崎県内で捕獲され
たイノシシ191頭の抗体調査を行った。その結果、対馬のイノシシ1頭から抗TBEV抗体が検出さ
れ、この地区にTBEVもしくは近縁なウイルスが分布している可能性が示唆された。また、上五
島のイノシシ2頭から抗TFLV抗体が検出された。また、86.9%のイノシシから抗KMV抗体が検出さ
れた一方、MUVに対する陽性例は確認されなかった。これらの結果から、確立した抗体測定法の
有用性が確認された。 
 また、SFTSVに対するIgM-ELISAの有効性を確認するために、SFTS陽性ネコの血清（発症0－4
日）を用いて抗体検出を行った結果、18匹中13匹で陽性が確認された。同血清のIgG-ELISAの結
果はすべて陰性を示したことから、感染初期におけるIgM-ELISAの有効性が確認された。さら
に、長崎県内の獣医師の血清を用いて、IgG-ELISAによる抗体検出を行ったところ、71人中3人
の陽性が確認された。以前の我々の調査で、マダニに接する機会が多い狩猟者、森林作業者、
農業従事者などのボランティアを対象に抗体調査を行った結果では、抗体陽性が326人中0人で
あったことから、獣医師はSFTS感染のリスクが高いことが示唆された。 
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