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研究成果の概要（和文）：　マダニ媒介性細菌性感染症（ヒト顆粒球アナプラズマ症、回帰熱）病原体の日本を含む東
アジアにおける野生動物と媒介マダニの保有状況を調査した。イルクーツク、ハバロフスク、モンゴルで採取したシュ
ルツェマダニよりアナプラズマを検出した。高知で初めてHGA患者を発見し、極東ロシア由来病原体と近縁であること
から大陸間からの拡散を示唆した。イルクーツク、ハバロフスクで初めて回帰熱病原体を検出した。台湾の野鼠からア
ナプラズマの変異株を見いだしたが、マダニから病原体は検出できなかった。
　紅斑熱群病原体であるリケッチアのアルカリ抽出多糖体抗原を用いたDot-ELISA法は簡易診断法となることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：The prevalence of human granulocytic anaplasmosis (HGA) agent, Anaplasma phagocyto
philum and relapsing fever agent, Borrelia miyamotoi, in reservoir animals and vector ticks in East Asia, 
including Japan, were examined. Anaplasma was detected from Ixodes persulcatus ticks collected in Irkutsk,
 Khabarovsk, and Selenge in Mongolia. In Kochi Prefecture, Japan, two patients were confirmed retrospectiv
ely to be infected with Anaplasma and the agent detected was similar to those from ticks collected in far-
east Russia. Relapsing fever-causing Borrelia was detected in ticks collected in Irkutsk and Khabarovsk, i
ndicating that relapsing fever should be involved in the diagnosis of tick bite patients. Variant Anaplasm
a was detected in wild rodents captured in Taiwan. This agent has not been found in ticks collected in Tai
wan and also China. 
Polysaccharide antigen extracted from spotted fever Rickettsia under alkaline condition could be used as a
ntigen for Dot-ELISA-based serodiagnosis.  
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1. 研究開始当初の背景 
ダニ媒介性感染症については国内ではあま

り重要視されておらず、一方ロシア、中国で
は重大なダニ媒介性感染症の発生が報告され
ており、国内研究者はそのギャップを感じて
いた。しかし、2012 年、重症熱性血小板減少
症候群（SFTS）ウイルス、並びに新型回帰熱
ボレリア Borrelia miyamotoi感染国内症例が
見いだされ、ダニ媒介性感染症調査の必要性
が再認識されるに至った。我々は調査対象と
してはヒト顆粒球アナプラズマ症の病原体
Anaplasma phagocytophilum、紅斑熱群リケッ
チア、新型ライム病および回帰熱ボレリアを
中心として、当初の目的に従って東アジア地
域で媒介マダニ、保有体野鼠の捕獲調査を行
い実態解明を目指した。 
 

2． 研究の目的 
新興マダニ媒介性感染症に関する野外調査

を東アジア地域（ロシア東部～中国～シナ海
域～極東）で行う。調査対象はヒト顆粒球ア
ナプラズマ症の病原体 A. phagocytophilum、
紅 斑 熱 リ ケ ッ チ ア の 一 種 Rickettsia 
heilongjiangensisや Rickettsia helvetica、
新型ライム病ボレリア、これに加えて新型回
帰熱ボレリア Borrelia miyamotoiを中心とす
る。その分布、媒介マダニ種と保有動物種の
特定と、保有率に関し分子疫学技法を用いて
地域ごとの実態など地理病理学的特長を明ら
かにする。これらに対する分子生物学的、血
清学的鑑別同定法、並びに血清診断法の整備
を行なう。現地における感染リスク管理に資
するとともに、日本への拡散に対して事前に
診断、予防対策の構築をはかる。 
 

3．研究方法 
ヒト顆粒球アナプラズマ、紅斑熱群リケッ

チア、ライム病ボレリア、新型回帰熱ボレリ
アの媒介マダニ、並びに保有動物における保
有率の確定と感染リスクの評価を行う。調査
地域としては、アジアにおける主要な媒介種
であるシュルツェマダニ、イスカチマダニが
棲息するシベリア（イルクーツク、ハバロフ
スク）から中国の北部地域、韓国、またミナ
ミネズミマダニが棲息する韓国、台湾を含む
東シナ海域を対象とする。調査チームを派遣
し現地の協力者の支援のもと、野鼠並びに媒
介マダニの採取を行う。得られた試料から、
PCR により各種病原体の検出を行う。保有実
態、維持伝播サイクル、共感染実態解明を行
う。さらに、国内においては、疑診患者血清
の収集と血清学的診断を実施して、患者の発
見と実態解明を行う。 
 

（1）アナプラズマの検出：イルクーツク、ハ
バロフスク、モンゴルで採取された Ixodes 
persulcatus シュルツェマダニ 778 匹からア
ナプラズマ属は 16S rDNA、ライム病ボレリ
アは 5S-23S rDNA intergenic spacer（IGS） 

を標的とする PCR により検出を行い、配列を
決定し種の同定を行った。HGA 主要外被膜タ
ンパク質遺伝子p44/msp2遺伝子をPCR増幅
し、さらに大腸菌に TA クローニングして、
これを鋳型として DNA 配列を決定した。こ
の配列を用いて既報の欧米あるいは日本由来
配列との遺伝系統解析を行った。 
（2） 回帰熱ボレリアの検出：イルクーツク
とハバロフスク，モンゴルで採取されたシュ
ルツェマダニ 776 匹から 16Sr RNA 遺伝子を
標的とした Taqman リアルタイム PCR によ
り回帰熱ボレリアとライム病ボレリアをそれ
ぞれ検出した。 
（3）Dot-ELISA による紅斑熱群リケッチア
症血清診断法開発： Rickettsia japonica より
アルカリ抽出した多糖（APS）を抗原液とし、
セルロース膜にスポットしたものを試験紙と
した。被検血清は、日本紅斑熱と診断された
患者の血清 12 検体を用いた。 
（4）国内におけるアナプラズマ、紅斑熱群リ
ケッチア感染者の探索：西日本地域の日本紅
斑熱が多発している紀伊半島、九州地方、沖
縄本島および与那国島で採取したマダニにつ
いて、これらが保有するリケッチア目細菌を
gltA遺伝子を標的とした PCR法により解析を
行った。アナプラズマ症が疑われる患者の探
索を目的として、過去の不明熱患者血清を収
集し、p44 遺伝子 PCR、並びに、蛍光抗体法
(IFA)および Western blot 法を用いた血清診
断を行った。 
 
4． 研究成果 
（1）イルクーツク、ハバロフスク、モンゴル
におけるボレリアと HGA の保有率は、それ
ぞれ 15%～55%、0～13%、共感染率は 0～
4.7%であった。イルクーツクでは地域により
HGA の保有率が大きく異なったが、ボレリア
の保有率には違いがみられなかった。共感染
率が低いことから、保有動物は両病原体で異
なることが示唆された。16S rDNA 配列は欧
米由来 HGA 配列と完全に一致した。多型性
を示す P44/msp2 遺伝子配列解析から極東ア
ジアのシュルツェマダニ由来配列には、日本
のマダニ由来配列、並びに最近高知で見いだ
された不明熱患者由来の配列と近縁なものが
存在することが明らかとなり、ユーラシア大
陸と日本の間で HGA の拡散があったことが
示唆された。 
（2）イルクーツクとハバロフスク由来マダニ
の回帰熱ボレリアの保有率はそれぞれ 2.9 % 
(13/443)，2.9% (6/204 )であり，ライム病ボレ
リアの保有率はそれぞれ 16.7% (74/443)，
32.4% (66/204)であった。PCR 陽性となった
マダニについて flaB，並びに 16SrDNA 配列
解析により、B. miyamotoi を保有することを
明らかとした。 
（3） APS 抗原を用いた Dot-ELISA は、IgG
および IgM 両抗体価を測定した場合、従来の
IF や IP の結果を高い相関性を示した。APS



は、セルロース膜に吸着させた状態で長期間
の冷蔵保存が可能であり、判定は目視で可能
であるため、開発途上国などの調査先での検
査が可能である。 
（4） 紀伊半島（三重県、和歌山県）、九州
地方（鹿児島県、長崎県五島列島）、沖縄本島
および与那国島で採取したマダニ 743 匹中
167匹から紅斑熱群リケッチアの gltA遺伝子
が検出され、R. japonica、R. tamurae、
Rickettsia sp. LONが主であることが判った。
ま た 、 今 回 の 調 査 で 、 R. raoultii や
Candidutas R. principis に近縁のリケッチ
アが国内に存在することも明らかとなった。
一方で、743 匹中 25 匹のマダニから A. 
phagocytophilum p44遺伝子群が検出された。
系統樹解析では、これらの遺伝子群は米国の
ヒト患者由来株のものと同一または高い相同
性 示 す こ と か ら 、 ヒ ト 感 染 型 の A. 
phagocytophilum の可能性があると推察され
た。 
高知県の 2 名の発熱性疾患の患者から A. 

phagocytophilum の特異遺伝子と抗体を検出
した。それらの塩基配列はいずれも米国の患
者由来株のものと同一または相同性が高いこ
とが判明した。血清診断を行ったところ、1
名は A. phagocytophilumの感染、もう 1名は
A. phagocytophilumと R. japonicaの混合感
染であることが明らかとなった。国内のアナ
プラズマ症患者の症例を初めて見いだした。 
HL-60 細胞では A. phagocytophilumは様々

な種類の p44 mRNA を発現しているが、THP-1
細胞では主に 2 種類の p44 mRNA (P44-47E と
P44-60) が発現しており、組織培養細胞の種
類の違いによって、異なる P44 蛋白種を発現
している A. phagocytophilumが存在している
可能性が高いことを突き止めた。さらに、診
断抗原として、大腸菌を宿主とする p44 組換
え蛋白質では、大腸菌由来蛋白質のコンタミ
ネーションによる非特異反応が極めて強い。
昆虫由来無細胞系発現システムを利用するこ
とで、この問題を解決することができた。今
後のアナプラズマ症の血清診断に極めて役立
つものと期待できる。 
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