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研究成果の概要（和文）：ヒトバベシア症の病原虫 Babesia microti は複合種だが、各系列（U.S., 

Kobe, Munich、Hobetsu 系列）の遺伝的構造は不明である。そこで CCT7 遺伝子のイントロ
ン配列を使って解析したところ、U.S.と Kobe はそれぞれ 3 と 2 亜系に分かれるが、Hobetsu

と Munich はクローナルだった。次に、同所的に２系列が分布している根室市と淡路島洲
本町で、原虫系列と媒介ダニの関連性を検討した。原虫の遺伝子型別から、ヤマトマダニ
I. ovatus が Hobetsu 原虫を、シュルツマダニ I. pesulcatus が U.S. 原虫を特異的に媒介する
ことが明らかになった。Kobe 系列については媒介ダニの特定に至らなかった。 

 

 
研究成果の概要（英文）：Babesia microti, the main causal agent of human babesiosis, is a 

species-complex comprised of at least four taxa (the U.S., Kobe, Munich and Hobetsu). To further 

assess micro-evolutionary history and genetic variability within the taxon, we used a set of 6 

introns in the CCT7 gene as a rapidly evolving DNA marker. Phylogenetic and comparative 

sequence analysis subdivided the U.S. taxon into three geographic subclades - North America, 

western to central Eurasia, and northeastern Eurasia. The Kobe taxon, which occurs only in a few 

geographic foci in Japan could further be subdivided into two subgroups. The Munich and Hobetsu 

taxa, common to Europe and Japan, respectively, exhibited little or no pairwise sequence 

divergence among geographically diverse samples, suggesting an extreme population bottleneck in 

the recent histories. We further conducted a field investigation at Nemuro on Hokkaido 
island and Sumoto on Awaji island, where up to two lineages co-occur with similar 
frequency in reservoir. Lineage specific PCR for rDNA-positive samples demonstrated 
that I. ovatus and I. persulcatus carried, respectively, the Hobetsu and U.S. parasites. 
No Kobe-parasote carrying tick was detected. This result indicate that, for the first 
time, Hobetsu and U.S. parasites are vectored by different Ixodid species. 
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１．研究開始当初の背景 

 真核生物であるバベシア原虫は、有性生殖
＜染色体交換＞により集団単位で様々な遺
伝特性（病原性・薬剤耐性・宿主域特性）を
共有する。従って生殖集団レベルで、原虫集
団の進化系統関係を解明しておくことが、病
気の診断や防御対策の立案に必要である。し
かし、ヒトバベシア症の病因 B. microti の研
究領域では未だこのレベルでの解析報告は
ない。 

２．研究の目的 

 進化速度が速いイントロン配列を用いて、
B. microti の生殖集団レベルでの進化系統
関係の解析が可能か検討した。さらに解析に
よって明らかになった B. microti グループの
内部集団（進化系列、亜系列）の生殖隔離要
因の特定を試みた。 

３．研究の方法 

 CCT7 遺伝子のイントロン位置パターン
を利用して B. microti-group の初期進化を解
析したところ、驚くべきことに、B. microti  

が Babesia sensu stricto とも Theileria とも
違う独立の新集団であることが明らかにな
った(イントロンの位置マトリックス及び
19-23 bp の極小サイズの存在で他から区別
される (Nakajima, Ishihara, et al., 2009)。こ
の際、近縁種間でのイントロン位置及びサ
イズ保存性がほぼ完全で容易にアライメン
ト出来る、すなわち、高感度進化マーカー
として利用出来る可能性があることがはじ
めて明らかになった。 

 

  そこで本研究では、世界各地で分離収集
し、あるいは分与された B. microti-group 原
虫 26 株（Table１）の CCT7 イントロンの配
列を決定・アライメントし、原虫株相互の
進化系統関係の解明を行った。さらに、こ

の解析から B. microti-group の複数の内部集
団が同所的に分布することが判ったため、
どの様な要因によって生殖隔離が行われて
いるか検討した。 

４．研究成果 
① 進化解析マーカーとしての CCT7 イント
ロン配列の有用性評価 
  B. microti原虫 26株のイントロン配列を決
定しアライメントの難易や解析精度を検討
した。その結果、これまでの推測とは異なり、
イントロン長は亜種毎にほぼ一定で（Table

１）、MacVector10.5.の Clustal W で容易
にアライメント出来た。A+T 比の近似性に
基づくグルーピングパターン、一次塩基配列
に基づく進化系統樹の樹系、および分岐順序
（258 塩基長のイントロンは単独、19〜23 塩
基長のそれは結合配列を使用）は、既報の
-tubulin (Zamoto, Ishihara et al., 2004) および 

CCT7 遺伝子の cording sequence (Nakajima, 

Ishihara, et al., 2009)に基づく進化系統樹の分
岐順序と一致し、イントロン配列に基づく進
化系統解析が可能（信頼性確保）なことが判
った (Fujisawa, Ishihara, et al., 2011)。またイン
トロンの塩基置換率は、18SrRNA と CCT7 遺
伝子のそれぞれ数十倍および 3 倍の感度であ
り、高い解析精度が期待出来ることが解った
（Fig. 1,  Fujisawa et al., 2011）。 
② B. microti-group の集団の遺伝的構造 

 次に、CCT7 遺伝子の６個のイントロンの結
合塩基配列を用いて株間相互の配列比較及
び進化系統解析を行った。その結果、B. 

microti グループの  U.S.、Kobe、Munich、
Hobetsu の４系列中、U.S. と Kobe 系列につ
いては、それぞれさらに３亜系と２亜系に細
分されることが明らかになった(Fig. 1, 2)。こ
の場合、配列差のほとんど (90%≤) が亜系間
の差で占められ、亜系内の株間差が占める配
列差はわずか（10% >）でしかなかった (Fig 2)。
このため CCT7 イントロンの塩基配列置換



の大部分は進化系統的な事象を映す指標で
あって、生殖集団内のアリル変異や遺伝子型
の違いを反映するものではないことが判明
した。Munich と Hobetsu 系列は、それぞれ
ヨーロッパ３ヶ国あるいは日本の異なる地
域に由来するサンプルである。それにもかか
わらず、Munich と Hobetsu 系列には配列差
が 0 個またはごく僅か（1 個）しか認められ
なかった。(Fig. 2)。DNA マーカーの種類にも
よるが、Munich と Hobetsu 系の進化系統樹
の枝長は U.S. 系列の 3 - 5 倍ある（Fig 1）。
これは、それぞれの原虫集団が内部に遺伝的
多様性（系統樹が分岐する）を形成する十分

な進化時間があったことを示すものである。
おそらく両系列とも一旦は遺伝的な多様性
を獲得した（多数の内部亜系を持った）が、
その後何らかの環境変化が発生し、絶滅に近
い 危 機 を 過 ご し た の ち （ ” 瓶 の 口 効
果”；”Bottleneck effect” がおきた）、たまたま
残された１つのクローンから現在の復活し、
現況に至ったと推測された。”瓶の口効果”が
原虫集団そのものにおこったのか、それとも
宿主である哺乳類動物やダニの絶滅など、間
接的なものだったは不明である。  

    一方 Kobe 系列に関しては、進化系統樹
の枝長は十分に長いものの（Fig. 1）分布は日
本の幾つかのスポットに限局したかたちを
示している（伊豆小笠原諸島の御蔵島、淡路
島洲本町、島根県雲南市大東町で、宿主はア
カネズミ、ヤチネズミ、ドブネズミなど ）(Fig 

2)。 これらの結果から推察すると、Munich や 

Hobetsu 系列と同様に、Kobe 系列にも”瓶の
口効果”がおきたと考えられる。ただし、系列
内に大きな遺伝的多様性が存在し、内部亜系
が存在することから、（i）２つの遺伝的に異
なるクローンが絶滅を免れた、（ii）１つのク
ローンが生き残ったが、ニッチの競争の少な
い海洋孤島にたどり着いた原虫が急速に進
化し、大きな遺伝的差異を持つことになった、
の両方の解釈が可能である。後者の説明にや
や有利なデータとして、Mikura 株のイントロ
ン塩基配列にみつかる 19 個の株間変異の
うち、1 箇所は 27 nt の挿入変異である（図 

2）。Kobe 系列の分布状況から判断してサン

プル密度を増やすのは難しく、この面からの
回答は期待出来ないが、CCT7 遺伝子以外の
遺伝子からも塩基配列情報を集め、それらを
使って詳細に解析すれば  Kobe 系列のより
詳しい進化史が明らかになるかもしれない。 

 B. microti グループの４系列の間あるいは
それぞれの系列内での遺伝的多様性の程度
を２種類の DNA マーカ、すなわち CCT7 

CDS と CCT7 イントロン塩基配列を使って
測定した。 (Fig. 3) U.S. 系列は北米とアジ
アを含む北半球全域に分布し、Kobe 系列は
日本国内の限られたスポットにしか存在し
ないが、ほぼ同レベルの遺伝的多様性がある
ことが判った。すなわち、U.S. および Kobe 

系列の系列内の株間比較で イントロン配列
差の最大はそれぞれ  7.8 %および 7.3% だ
った（これらの値は原虫系列間の遺伝的距離
の 1/4〜1/5 に相当する）。これに加えて、B. 

microti グループの４系列については次の様
な違いもすでに報告されている：（１）遺伝
的な差異（配列変異の程度）を -tubulin お
よび CCT7 CDS で求め、他のピロプラズマ原
虫種間の差異と比較すると、それぞれ別種扱
いとなっている B. odocoilei と B. divergence 

の種間進化距離に近い。(2) CCT7 イントロン
のサイズは系列内ではよく保存されていて 

1 bp 以内の違いしかないが、系列と系列の間
には大きなサイズの違いがある。 (19-254 bp; 

Nakajima et al., 2009; Fujisawa et al., 2011)  (3) 

U.S. 系列 (Gray 株)と Kobe 系列（Kobe 株）
の間には免疫学的な交叉反応性（間接蛍光抗
体法による）がほとんどない。U.S.東アジア
亜系（NM69 株）と U.S.亜系（Gray 株）には
交差反応があるが、同系同士の抗原抗体反応
よりも弱い、など明らかな抗原レベルの違い
がある (Tsuji, Ishihara, et al., 2001). 

 

 
③ 集団の遺伝的構成と生殖隔離要因 

  CCT7 イントロンの塩基配列解析から、B. 

microti-group の４系列（U.S., Kobe, Hobetsu, 



Munich）がそれぞれ異なる集団構造をもつこ
とが明らかになった(Fujisawa, Ishihara, et al., 

2011; Nakajima, Ishihara, et al., 2009)。これら
の集団の遺伝的構造の決定に、どの様な要因
（原虫の地理的な拡散や宿主あるいはベク
ターへの順化）が関わったかを調べるため、
次の検討を行った。 

(1) B. microti-group４系列とその宿主 

 U.S. 系列は北半球温帯域に広く分布し（ヨ
ーロッパ〜中央アジア、東アジアおよび北ア
メリカ大陸）、小型齧歯類から食虫類（モグ
ラの仲間）まで幅広い動物種に感染している
（Zamoto, Ishihara, et al., 2004, Hunfeld et al., 

2008）。U.S. 系列の宿主として、北米では、 

Peromyscus や  Microtus の複数種  (齧歯類)

と Blarina (食虫類) が、 日本を含むユーラ
シ ア で は   Apodemus 、 Myodes ( 旧 名 

Clethrionomys)、Microtus の複数の種類 (齧歯
類) と Sorex の複数種 (食虫類)が宿主とな
っている。（Zamoto, Ishihara, et al., 2004A, 

Hunfeld et al., 2008）。Hobetsu と Munich 系列
はそれぞれ日本とヨーロッパに分布し、U.S. 

系列と分布域が重なるほか、宿主域特性（小
型齧歯類から食虫類まで幅広い動物種に感
染）でも U.S.系列と区別することが出来ない
（Zamoto, Ishihara, et al., 2004A, Hunfeld et al., 

2008）。Kobe 系列は限られた小区域に限局し
ているが（伊豆小笠原諸島の中の御蔵島、淡
路島の洲本町、島根県雲南市大東町）、宿主
は他の３系列とほぼ同じで｛Myodes 、
Apodemus （齧歯類）のほか、ヒトにも感染
する｝で、区別出来ない（Wei, Ishihara, et al, 

2001; Zamoto, Ishihara, et al., 2004., Tabara, 

Ishihara, et al., 2006）。以上より、系列に固有
の宿主特異性はないと考えられた。 

(2)  媒介ダニ 

   米国北東部のヒトバベシア症については、
B. microti （U.S. 系列中の北米亜系）が病因
で、その主ベクターは Ixodes scapularis (別名 

I. dammini)( Hunfeld et al., 2008)と確定してい
る。しかしそれ以外の地域では、原虫—ベク
ター関係は明らかでない。なかでも日本には
２つ以上の原虫系列が重複分布する地域（北
海道根室市は U.S.と Hobetsu 系列が、淡路
島洲本町は  Kobe と  Hoabetsu 系列が重な
る：Tsuji, Ishihara, et al., 2001; Zamoto, Ishihara, 

et al., 2004）があるため、それらが地理的要因
以外の何らかの（生態学的）要因によって生
殖隔離されている可能性が考えられる。そこ
でこの２箇所とその周辺域でダニを捕獲し
ダニの種類と原虫系列の関連の有無を調べ
た（Table  2,  after Zamoto-Niikura, Ishihara, 

et al., 2012）。 

  上記 2 地点とその周辺地域で旗振り法
を行い、 6 種、4010 匹のダニを採取した。
PCR 法（全ての Babesia 種の 18S rDNA に反
応するプライマー）で検査したところ、 I. 

ovatus と I. persulcatus だけが陽性となった。
淡路島では、B. microti-group 原虫陽性ダニは
I. ovatus の 11/36（6.1％）に認められたが、
型別 PCR で全てが Hobetsu 系列となり、結
局 Kobe 系列陽性ダニは見つからなかった。 

一方根室市では、I. ovatus と I. persulcatus の
両種から B. microti-group 原虫陽性反応が得
られた。型別 PCRの結果 I. ovatus は Hobetsu, 

I .persulcatus は U.S. 系列に陽性で、この逆
はなかった。さらに、北海道全域に I. ovatus 

も  I. persulcatus も 同 程 度 に 分 布 し 、
Apodemus、 Myodes、 Microtus、Sorex など
を吸血している（Hobetsu 系列原虫は日本中
のこれら動物に広く感染し、時に同一個体に
混合感染する）。それにもかかわらず Hobetsu

系列陽性の I. scapularis は一匹も見つからな
かった。この結果から、I. ovatus が穂別系列
原虫を、I. persulcatus が U.S. 型原虫を、特
異的に媒介している可能性が極めて高いと
判断された（Zamoto-Niikura, Ishihara, et al., 

2012）。 

  今回の研究で北半球温帯域に広く分布す
る U.S. 系列原虫は、北米、東アジア、ヨー
ロッパ・中央アジアの地理的３亜系に分かれ
た（Fig 2）。進化系統樹の樹形と枝長から（Fig 

3）、またその広い分布域から推察して、U.S. 

系列が B. microti-group 4 系列の中では最も最
近出現した原虫集団で、最近急速に分布域を
拡張しつつある集団と考えられる。これに加
えて、ベクターダニ種がそれぞれ北米では I. 

scapularis、 ヨーロッパでは I. ricinus となっ
ており（Hunfeld et al., 2008）、今回日本のベ
クターが（多分東アジア全体も）I. persulcatus

となった（Table 2, Zamoto-Niikura, Ishihara, et 

al., 2012）ことは、B. microti-group の進化史を
考える上でたいへん興味深い。すなわち、I. 

ricinus, I. scapularis, I. persulcatus は I. ricinus 

complex に属する姉妹ダニ種で進化関係とし
ては非常に近いが、 Hobetsu 系列を媒介する
I. ovatus は進化系統学的にこれとは遠縁であ
る。この点は U.S.３亜系の進化系統関係と一
致する。そこで、想定される U.S. 系列原虫
の進化史として、次のシナリオが有力である。
--  U.S. 系列原虫の共通祖先が  I. ricinus 

complex の共通祖先に取り憑き（ベクターシ
フト）し、その後、媒介ダニ（I. ricinus complex）
の世界的な繁栄に乗じるかたちで原虫も北



半球全域に分布域を拡大した。その過程が進
むとベクターダニの生殖集団相互に地理的
要因に基づく隔離がおこり、やがてベクター
ダニが種分化した、それに伴って原虫集団の
亜系化（共進化）も進行した  (Nakajima, 

Ishihara, et al., 2009; Fujisawa, Ishihara, et al., 

2011; Zamoto-Niikura, Isihara, et al., 2012)、で
ある。 

 捕獲ダニの最小感染率（Minimum infection 

rate; MIR）からベクター活性（原虫を伝達す
る危険度）の推定出来る。そこで、U.S. 北米
亜系を媒介する I. scapularis の MIR と U.S. 

東アジア亜系を媒介する  I. persulcatus の
MIR を比較してみると I. scapularis のベクタ
ー活性が数〜10 倍高い可能性が出て来た。こ
の結果は、近縁原虫が世界中に分布している
にも関わらず、米国北東部に患者発生が集中
している理由を説明する有力な仮説となろ
う。 
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