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研究成果の概要（和文）： ウイルス RNA の迅速検出（RDV）法の改良について検討し、RDV 法と増

幅産物のサイズ分別を組み合わせる方法を考案した。レストンエボラウイルス膜糖蛋白質

（REBOV-GP）抗体検出系を確立し、それと既に確立されているREBOV-核蛋白（NP）抗体検出系を

用いて、ルソン島の 141 匹のコウモリ血清について調査し、1 匹のジュフロワルーセットオオコウモリが

REBOV抗体陽性であることを発見した。さらに、ミンダナオ島および周辺諸島で捕獲したオオコウモリ

70 匹の血清で同様の調査を行い、ジュフロワルーセットオオコウモリ 37 匹中 15 匹が核蛋白あるいは

膜糖蛋白抗体陽性であることを見出した。コウモリの外来異物代謝系の特性を解析し、CYP1A、

CYP3A、CYP2DならびにUGT1Aのタンパク質コード領域の全長あるいは大部分の塩基配列を明ら

かにした。 

 

研究成果の概要（英文）： We improved the method to detect viral RNA, combining classical 

RDV and size segregation. We developed an IgG-ELISA system to detect antibody to Reston 

ebolavirus (REBOV) glycoprotein. By IgG-ELISA to glycoproteins and nuclear proteins, we 

examined whether 141 bat sera in Luzon Island had antibodies to REBOV or not and found 

that a serum of R. amplexicaudatus was positive in the antibody responses to both viral 

proteins. In addition, positive responses against either REBOV-GP or -NP were also 

observed in 15 sera of the same bat species caught in and around Mindanao Island. We 

characterized bat xenobiotic metabolizing enzymes, determining full-size or almost  

full-size nucleotide sequences of CYP1A, CYP3B, CYP2D and UGT1A.  
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１．研究開始当初の背景 (1)  翼手目（コウモリ）は極地を除く世界中に
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分布し、哺乳動物 4000 種のうち、げっ歯類
2000 種に次ぐ多様性を持った哺乳動物であり、
約 1000 に及ぶ種から構成されている。哺乳類
でありながら空を飛び、１個体の持つテリトリーは
広域にわたる。多様性とその分布、移動域の広
さは翼手目の大きな特徴である。さらに一群で
数百〜数千万匹という巨大なコロニーを形成す
る特異な生態を持ち、一度病原体が侵入すると
容易にコロニー内に拡がり、定着する可能性が
高い。したがって、病原体レゼルボアとしての翼
手目のリスクは群を抜いている。 

  

(2) 事実 1994 年にオーストラリアでヘンドラウ
イルス感染症が、1998 年にはマレーシアでニ
パウイルス感染症が発生し、いずれもオオコウモ
リ由来のウイルスが原因であることが明らかにさ
れた。2005 年にはエボラウイルスや SARS 様
コロナウイルスが翼手目から検出されている。こ
れらのウイルス性疾病はヒトにおいて非常に高
い致死率を示すため世界中で BSL4 病原体と
しての取り扱いが求められている。我が国の感
染症法においても最も重要な１類感染症に分類
されるものが多い。 

 

(3) しかし、野生動物の生態学、病原体と宿主
の関係、環境汚染と宿主防御システムの関係な
どフィールド科学や疫学情報の少なさから、これ
らの疾病はいまだに制御されていない。これま
で行われてきた翼手目のウイルス保有調査等は、
新興感染症の発生があった場合にのみ集中的
に行われた。いわば感染環の下流のヒトあるい
は家畜を対象にした調査が主であり、感染環の
上流である翼手目の病原体保有状況、および
環境汚染の影響、翼手目の生態とヒトあるいは
家畜の生態を加味したリスク分析が行われること
はなかった。 

 

(4) 従来の研究は分離または検出されたウイル
スの同定と遺伝子解析が主であった。また、疫
学調査も特定の翼手目の種が特定の病原体を
保有しているかどうかのみが記録されているだけ
である。具体的には、ウイルスで疫学調査の対
象となっているのは狂犬病ウイルスとコウモリリッ
サウイルスなどに限局され、その他の病原体に
ついての情報は乏しい。どのような病原体による、
どの程度のリスクが存在するかについての科学
的評価にはほど遠いレベルである。生態学、環
境汚染評価のような上流からの解析方法が確立
されておらず、翼手目の成長、加齢、性差、種
差などの基盤情報が欠落しており、さらに免疫
機構など宿主防御の研究が皆無であるためであ
る。加えて、巨大な群れ社会を形成する群内及
び翼手目間の病原体の伝播などに関するリスク
シナリオも全く作成されていない。 

 

(5) エボラウイルスやSARS 様コロナウイルスの
レゼルボアが翼手目である可能性が示されるな

ど、翼手目を介する新興感染症の危険性はます
ます高まっている。現在翼手目の国内への輸入
は禁止されているが、病原体保有した翼手目が
東南アジアから直接侵入する可能性は残されて
いる。しかし、東南アジア各国における翼手目の
病原体保有状況については、上述の如くニパウ
イルスや SARS 様コロナウイルスの保有が一部
地域の翼手目において検出されているのみであ
る。 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究では、今まで断片的にしか行われて
いなかった翼手目の保有病原体を体系的に解
析する。フィリピンにおける翼手目は島封じのた
め 5つの動物叢に分割され、それぞれの動物叢
毎に独自の進化を遂げた。その結果、フィリピン
には世界に分布する翼手目の約 10 分の 1（80 

種以上）が生息している。これらの中にはオース
トラリア（ヘンドラウイルス）、マレーシア（ニパウイ
ルス）、中国（SARS 様コロナウイルス）と共通し
た種類の翼手目が存在する。このため、フィリピ
ンの翼手目に焦点を当て、研究手法開発のリソ
ースとすると共に、保有病原体の疫学研究等を
通じて、翼手目由来感染症のリスク評価と有効
な制御法を開発することを最終目標とし、まず以
下の項目について明らかとすることを目指す。 

 

(2) フィリピンにおける翼手目の分布と多様性：
フィリピン大学自然史博物館の専門家と共同で
フィリピンの翼手目の分布と多様性の基礎デー
タを集積し、各動物叢（ルソン、パラワン、ミンダ
ナオ、ネグロス、中間諸島の生物叢）から主要な
オオコウモリ、小型コウモリの捕獲プランを作成
し、病原体と翼手目の多様性、共進化過程を明
らかにする。 

 

(3) 環境汚染のバイオマーカー：途上国は環境
汚染に対するコントロールが遅れている。多くの
環境汚染化学物質は宿主の免疫機構を攪乱し、
また変異原性を持つものは病原微生物の変異
を促進する。主な環境汚染化学物質は動物の
解毒酵素CYP1A1 を誘導する。コウモリにおい
て同様の反応が起こることを確認したので、環境
汚染の進んだ地域と清浄な地域のコウモリを捕
獲し、環境汚染と解毒酵素活性、免疫活性の状
態を解析する。環境汚染、宿主応答の攪乱、持
続病原体の爆発的増幅、アウトブレイクというリス
クシナリオが成り立つかどうか検証する。 

 

(4) 翼手目における保有病原体の検索：メタゲノ
ム解析により Venter らは海中から DNA を回
収し、1800 種以上の微生物を検出している。
本研究では、翼手目から現在見つかっている病
原性ウイルスが主として RNA ウイルスであると
ころから、翼手目の臓器からの RNA ウイルス検
出法を確立することを目指す。  

 



 

 

３．研究の方法 

(1) ウイルス RNA の迅速検出（RDV; rapid 

determination of viral RNA sequence）法は、
ウイルス感染細胞培養液中からウイルス RNA 

を検出するのに適している。しかし、この方法は
宿主細胞由来RNAが混入すると検出感度が極
端に低下するため、翼手目に感染している
RNA ウイルスが感染性を有し、かつコウモリ由
来細胞で増幅することが条件となる。従って、ウ
イルス分離と組み合わさなければ実用的ではな
い。翼手目の病原体検出を用いたリスク評価に
用いることができるような手法の開発について検
討する。 

 

(2) フィリピンにおける翼手目を含めた動物は島
封じのため多彩な分化を遂げた。申請者らは既
にフィリピン大学ロスバニョス校獣医学部マサン
ガイ教授をフィリピン側の主任研究者とするグル
ープと共同し、同校周辺、イロイロ島、ポリロ島、
マニラ地区の翼手目を捕獲し、調査している。網
羅的な病原体遺伝子検出法の改良と平行し、フ
ィリピンで捕獲した小型およびオオコウモリ血液
および臓器から翼手目から検出されているウイ
ルスのうち、特にヒトの被害が大きいエボラ、
SARS、ニパ、狂犬病の各ウイルスについて遺
伝子の検出を試みる。平成 22 年度はレストン
エボラウイルスおよび SARS 様コロナウイルス
の抗体検出を目指す。また、これまでに検出さ
れたフィリピンコウモリ由来のヘルペスウイルス、
コロナウイルスに関して遺伝子配列を解析する。
エボラウイルス、SARS 様ウイルスに関しては、
感染症研究所と共同研究で開発した両ウイルス
発現抗原を用いて、独自に開発した汎用
ELISA の手法によって抗体検出を試みる。 

 

(3) 環境汚染バイオマーカーに関してはマニラ
の都市地区（大気汚染など環境汚染の進行して
いる地域）と清浄地域（ポリロ島、ロスバニオス）
で捕獲されたコウモリの酵素活性、及び免疫機
能を解析する。免疫関連遺伝子、蛋白の発現と
環境汚染の関連性を明らかにするとともに疫学
調査結果及びウイルス遺伝子検出結果と総合
評価を行う。 

 

(4) 捕獲コウモリから得られた基盤情報（生態、
種、年齢、性）及びウイルス検査データ、環境汚
染データ、免疫機能データをもとに、コウモリの
感染症リスクを想定する。ヒトとコウモリ、家畜とコ
ウモリの接触機会を想定し（ハイリスクグループ、
中等度、ローリスクグループに分ける）、病原体
別伝播経路を考慮して、コウモリから当該病原
体により各リスクグループが感染する可能性を
評価する。病原体及びヒトの宿主感受性を加味
して、感染率、感染後の発症率、人から人への
伝搬の可能性等に関してリスクプロファイルを作
成する。 

 

 

４．研究成果 

(1) ウイルス RNA の迅速検出（RDV; rapid 

determination of viral RNA sequence）法の
改良について検討した。元来 RDV 法はウイル
ス感染細胞培養液中からウイルス RNA を検出
するのに適しているが、ウイルス感染細胞から直
接ウイルス由来RNA配列を検出することが出来
ないか検討した。我々は RDV 法と増幅産物の
サイズ分別を組み合わせる方法を考案した。本
法により、猫カリシウイルスおよびヨコセウイルス
感染細胞から、それぞれの遺伝子配列を検出
することが出来、RDV サイズ分画法と名づけた。
この方法を用いた場合、5 kb 以上のゲノムサイ
ズを持つ RNA ウイルスを検出可能と考えられ
る。 

 

(2) 組換えREBOV-GPを用いた IgG-ELISA、
IFA ともに良好な検出感度を得た。シュードタイ
プ VSV に関しても、抗体陽性対照から中和抗
体の検出が、NT50=640 倍希釈という結果が得
られ、REBOV-GP 抗体検出系が確立された。
既に確立されている REBOV-NP 抗体検出系、
遺伝子検出系とともに REBOV検出のためのシ
ステムが整った。 

 

(3) 上記の REBOV 検出システムを用い、ルソ
ン島で捕獲した 141 匹のコウモリの血清につい
て、REVOV 核蛋白及び膜糖蛋白に対する抗
体の有無を調査した。その結果、ジュフロワルー
セットオオコウモリ16頭中、5頭で核蛋白に対す
る IgG ELISA抗体陽性、5頭で膜糖蛋白に対
する IgG ELISA抗体陽性であった。そのうち 3

頭は両方のウイルス蛋白に対する抗体を有して
いた。さらに、REBOV 核蛋白及び膜糖蛋白を
発現する HeLa 細胞を用いて蛍光抗体法で検
討したところ、1 頭の血清は蛍光抗体法でも陽
性であった。これらの結果より、フィリピンのルソ
ン島に生息するルーセットオオコウモリを自然宿
主とするREVOVの感染環がある可能性が示唆
された。なお、コウモリの脾臓サンプルからウイ
ルスゲノムの検出を試みたが、検出されなかっ
た。 

 

(3) 2011 年度はオオコウモリが多数生息してい
ると云われているミンダナオ島および周辺諸島
でコウモリの捕獲調査を実施した。採材したオオ
コウモリ 70匹の血清を用い、REVOV核蛋白及
び膜糖蛋白に対する抗体の有無を調査した。そ
の結果、ルーセットオオコウモリ 37匹中 15匹が
核蛋白あるいは膜糖蛋白抗体陽性であった。同
時に捕獲された他のオオコウモリ、ココウモリから
は REVOV 特異的抗体を検出できなかった。こ
れらの結果より、フィリピンのルソン島だけでなく
ミンダナオ島に関してもルーセットオオコウモリを
自然宿主としたREBOVの感染環がある可能性
が示唆された。しかしながら、エボラウイルスが



 

 

属するフィロウイルス科全てを網羅するプライマ
ーを用い脾臓から遺伝子検出を試みたが、ウイ
ルス遺伝子を検出することはできなかった。 

 

(4) フィリピンで起こった過去のREBOV感染発
生時のカニクイザル血清のREBOV抗体および
サイトカイン量について検討した。ウイルス中和
抗体は膜糖蛋白に対する抗体価と相関し、回復
期の血清には高濃度の IFN-、IL-8、IL-12 お
よびMIP1が検出された。 

 

(5) 以前行った 2009 年 3 月、および本研究費
で実施した 2010 年 8 月、2011 年 5 月の 3 回
の捕獲調査でフィリピンの異なる 5地点でサンプ
リングを行い、計 9種 180匹のコウモリの腸管ま
たは糞便から RT-PCR法によってコウモリコロナ
ウイルス RNA の検出を試みた。その結果、53

検体で PCR 陽性であった（陽性率は 29.4%）。
さらに、増幅に用いた RNA 依存性 RNA ポリメ
ラーゼの塩基配列を読み、それを基に系統解析
を行った。フィリピンにおいてコロナウイルスはコ
ウモリの中で高率に、宿主の種ごとに多様な分
布をしていることが示唆された。 

 

(6) コウモリが外界からどのように物質を取り込
み代謝するのかを明らかにするため、コウモリの
外来異物代謝系に注目し研究を行った。外来
異物代謝において最も重要な臓器は肝臓であり、
チトクローム P450（CYP） などの第 1相酵素お
よびグルクロン酸抱合酵素（UGT）などの第 2相
酵素により代謝を受ける。そのような背景から、
CYPおよびUGTを主な研究対象としてコウモリ
の外来異物代謝系の特性を解析した。CYP1A、
CYP3A、CYP2D ならびに UGT1A のタンパク
質コード領域の全長あるいは大部分の塩基配
列を明らかにした。また、ダイオキシン類や PCB

などの環境汚染物質の代謝に関与するCYP1A

の制御因子について検討し、コウモリの CYP1A

はダイオキシン類のバイオマーカーとなる可能
性を示唆した。 
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