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研究成果の概要（和文）：人獣共通感染症としての新興ウイルス感染症のリスクを評価した。2005年には国内の
動物に感染していたことからSFTS患者が発見された2013年以前から不明発熱性疾患として患者発生があったと考
えられる。比較的近縁なBhanjaウイルスは、未だ国内にウイルスが浸淫していないと考えられた。また、SFTSと
Bhanjaウイルスは血清学的にほとんど交差しなかった。SFTS患者は発生しているが、Bhanjaウイルスのリスクは
国内においては殆どないと考えられる。Bas Congoウイルスと国内で分離されたOita、Fukuokaウイルスは分子系
統樹解析から遺伝的に異なり、血清学的にも交差しなかった。

研究成果の概要（英文）：The risk of emerging virus infection as a zoonotic infection was evaluated 
in Japan. SFTSV was infected before 2005, so that SFTS, a first human case identified in Japan in 
2013 was existed as unknown febrile illness. Bhanja virus, which is relatively related to SFTSV, was
 considered to be not immersed in the domestic virus yet in Japan. We found SFTS and Bhanja virus 
were serologically cross-reacted very little if any. The risk of Bhanja virus is considered to be 
very low in Japan. Domestic Oita virus and Fukuoka virus were differed genetically from Bas Congo 
virus by phylogenetic analysis and they did not cross-reacted each other serologically.

研究分野：新興ウイルス感染症、人獣共通感染症

キーワード： 人獣共通感染症　新興ウイルス感染症
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 研究申請時の平成 25 年の時点では、人獣
共通感染症としての新興ウイルス感染症が
相次いで発生した。2009 年には中国で重症
熱性血小板減少症候群(SFTS)が発生し、2011
年に新種のブニヤウイルスが同定された。
2004 年にはアフリカでウイルス性出血熱患
者から新種のラブドウイルス（Bas-Congoウ
イルス）が同定された。 
 
２．研究の目的 
 近年、新興ウイルス感染症の発生が相次い
でいるが、大部分が人獣共通感染症である。
2009 年には中国で発熱を伴う血小板減少症
候群(SFTS)が発生し､米国でも同様の症例 2
例が報告された。また、アフリカでウイルス
性出血熱患者から新種のラブドウイルス
（Bas-Congoウイルス）が同定された。SFTS
の発生地とフタトゲチマダニ媒介性から、
SFTS ウイルスや近縁ウイルスが日本に存在
する可能性がある。また Bas-Congoウイルス
に遺伝的に比較的近縁な Oita ウイルスがコ
ウモリから分離されている。本研究では、こ
れらや近縁なウイルスが日本にも分布する
のかを解明し、公衆衛生上のリスク評価を行
うことを目的とする。また、研究開始後に同
定されたネコモルビリウイルスが他の動物
にも感染しているかを調査し、類似ウイルス
が存在するかを調べた。 
 
３．研究の方法 
1) SFTSウイルスや近縁な Bhanjaウイルス
抗体検出系の開発と動物の血清疫学： 
 SFTS・Heartland ウイルス群と遺伝的に
近縁で、補体結合反応で血清学的交差のある
と報告された Bhanjaウイルス群の抗体検出
系の開発と疫学調査を実施した。当初の計画
では、これらのウイルスの 人工合成 GP遺伝
子を発現し、水疱口内炎ウイルスを用いたシ
ュードタイプ(VSVp)を作製して抗体検査系
を確立したが、研究開始後に SFTSウイルス
が国内患者から分離され、Bhanja ウイルス
群が米国アルボウイルスバンクから供与を
受けたため、ウイルスを用いて血清診断系を
作製する方針に変更した。 
 SFTS ウイルスは感染細胞中の抗原量が
最も多かったHuh7細胞ライセートを用い
て ELISA抗原を作製した。蛍光抗体法(IF)
は、持続感染HeLa細胞を樹立して用いた。
また、感染細胞を一時的に酸性条件下で処
理することによる細胞融合誘導により簡便
にウイルス力価を測定する方法を確立した。
Bhanjaウイルス群の Forecariahウイルス
と Palma ウイルスを米国から入手し、
SFTS抗原と同様に ELISA抗原と IF抗原
を作製した。ただし、抗原の作製には Vero
細胞を用いた。Bhanja ウイルス群に対す
る特異抗体がないため、Forecariahウイル
スと Palma ウイルス(106TCID50)をウサ
ギ（日本白色種）2羽ずつに皮下接種した。

感染後 6週間の血清を陽性対照血清とした。 
  
2）国内のネコモルビリウイルスの動物にお
ける血清疫学：： 
 研究開始後に同定された新規ウイルスで
あるネコモルビリウイルスがネコや他の動
物にも感染しているかを調査し、類似ウイル
スが存在するかを調べた。RT-PCRによりネ
コ腎組織、尿から遺伝子検出を試みた。ウイ
ルスの N 蛋白遺伝子を人工合成し発現ベク
ターで HeLa 細胞に発現し IF 抗原とした。
IFにより血清疫学を実施した。 
 
3) Oita ウイルス及び近縁なラブドウイルス
の感受性細胞の検索と感受性動物の検索： 
 Oita ウイルスは乳のみマウス脳でのみ増
殖するため、これまで研究が進展していない。
そこで、各種細胞に感染脳材料を接種して、
感受性細胞を検索する。特に、他のラブドウ
イルスに感受性があることが知られている
マウス神経芽腫由来MNA細胞およびハムス
ター肺由来 HmLu-1 細胞に注目して感受性
を調べた。 
 
4) 次世代シークエンシングによる OITAV, 
FUKV のゲノム解析と N 遺伝子検出
realtime onestep RT-PCR法： 
 OITAV, FUKV粒子をショ糖密度勾配遠心
法により簡易精製、Isogen II（ニッポンジー
ン社）を用いてウイルスゲノム RNA を抽出
した。これを出発材料として、NEBNext 
Ultra RNA library Prep Kit for Illuminaお
よび NEBNext Multiple Oligos for Illumina 
(Index primers set 2) (Illumina社)を用いて、
cDNA ライブラリーを作製した。続いて、
Miseq reagent kit nano v2 (Illumina社)を
用い、次世代シークエンサーMiseq（Illumina
社）によりシークエンシングを行った。得ら
れたリードについて、遺伝子解析用プログラ
ムMePIC（感染研ゲノム情報センター提供）
およびMEGAN（テュービンゲン大学提供）
を用いて、Megablast解析および各リードの
由来を解析した。同時に、 Genomics 
Workbench (CLC bio社)を用いて、Denovo 
sequencingを行い、contigを作成した。得ら
れた contig からウイルスのゲノム構造を推
測し、L遺伝子領域について他のラブドウイ
ルスと比較解析を行った。 
 プライマー設計プログラム Primer 
Express（ABI社）を用いて、OITAV, FUKV-N
遺伝子にプライマーおよび Taqman プロー
ブを設計し、realtime onestep RT-PCR法を
構築した。(i) 階段希釈した Oita-Nあるいは
Fukuoka-N cDNA、(ii) 階段希釈した各ウイ
ルスより抽出した RNA を用いて、本法の検
出限界を測定した。 
 
5) OITAV, FUKV抗体検出 IF法: 
 ハムスター肺由来 HmLu-1 細胞で増殖さ
せた Oita ウイルス（107 TCID50/ml）、



Fukuokaウイルス（108 TCID50/ml）をウサ
ギ各２羽（合計４羽）の耳静脈に各 1ml接種
した。接種後 27, 34, 48, 62日目に採血を行
い、中和試験により抗体価を測定した。70
日目に初回接種と同量のウイルスを追加接
種し、82日目に全採血した。 
 OITAV, FUKVをそれぞれHmLu-1細胞に
接種し、翌日にトリプシン処理した細胞浮遊
液を 14-wellスライドガラスにスポット、乾
燥し、アセトンで固定した。本抗原を用いた
間接蛍光抗体法により、上記のウサギ抗血清
の抗体力価を総適した。 
 
5）新種のブニヤウイルス（SFTSウイルス、
Heartland ウイルス）、新種モルビリウイル
スと新種のラブドウイルス（Bas-Congoウイ
ルス）による新興ウイルス性人獣共通感染症
のリスク評価 
 
 
 
４．研究成果 
 
1) SFTSウイルスや近縁な Bhanjaウイルス
抗体検出系の開発と動物の血清疫学： 
 SFTS ウイルスに対する野生動物等の血清
疫学調査は、過去に収集した血清を用いて調
べた結果、2007 年にはシカ、イノシシ、イ
ヌ、ウサギ、タヌキ等に陽性動物がいた。そ
の後の前向き調査は、別の研究費の補助を受
けて実施したが、多くの動物種が感染してい
ることがわかった。一方、Bhanjaウイルス
群のウイルスは補体結合反応で SFTS・
Heartlandウイルス群と血清学的に交差す
るとの報告があったため、ウサギ免疫血清
を用いて交差反応に関して解析した。その
結果、IgG-ELISA では、SFTSV 抗体は
Bhanja ウイルス群のウイルスとは全く交
差しなかった。Bhanja ウイルス群のウイ
ルスに対する抗体は SFTSウイルスと交差
するものと交差しないものがあった。交差
の程度は弱かったが、Forecariahウイルス
感染ウサギ#2は、比較的強く交差した。一
方、IFでは、SFTS・Heartlandウイルス
群と Bhanja ウイルス群の間に血清学的交
差が全く認められなかった（表１）。 
 
 

 
 
 
 この結果から、動物の血清疫学で SFTSウ
イルス抗体陽性であった検体は、Bhanja ウ
イルス群の抗対による交差ではないことが
わかった。 

 一方、SFTS ウイルス抗体陽性を含む、
シカ 434 頭、イノシシ 110 頭、イヌ 142
頭の血清を調べた結果、Bhanja ウイルス
群の抗体保有動物は見いだせなかった。こ
の結果は、国内には Bhanja ウイルス群は
存在しないか、極めて分布が限定されると
考えられた。 
 
2）ネコモルビリウイルスの動物における
血清疫学： 
 N 蛋白発現細胞による IF 試験で、ネコ
の 21%(21/100)が抗体陽性であった。年齢
が高いほど抗体陽性率が高い傾向があった
が有意差はなかった。遺伝子陽性は 29%で
腎疾患を持つ個体に遺伝子陽性率が有意に
高かった。このことからネコは約 3割が感
染していて多くは持続感染していることが
わかった。また、腎疾患との関連が示唆さ
れた。ウイルス遺伝子の分子系統樹解析か
らは、ウイルスの地理的分布と遺伝子型に
は相関がないことがわかった。 
 一方、イヌではイヌジステンパーウイル
ス抗体陽性が 98％(75/78)で、2.5%(2/78)
がネコモルビリウイルス抗体陽性であった。
イヌジステンパーウイルス抗体陽性率が高
いのはワクチン接種による抗体と考えられ
る。また、モルビリウイルス間での血清学
的交差を調べた結果、麻疹ウイルスとイヌ
ジステンパーウイルスは強く交差したが、
ネコモルビリウイルスと麻疹ウイルス・イ
ヌジステンパーウイルスとは血清学的に交
差しなかった。この結果から、ネコモルビ
リウイルスまたは類似ウイルスはイヌには
ほとんど感染していないこと、他のモルビ
リウイルスとは血清学的に交差しないこと
がわかった。 
 
3) OITAVの感受性細胞の探索： 
 OITAV感染乳のみマウス脳乳剤を、狂犬病
ウイルスの感受性が高い MNA 細胞と、
FUKV の増殖に使用している HmLu-1 細胞
に接種したところ、感染後 2日目までに CPE
が観察されたことから、これらの細胞を用い
て、シードウイルスを作製した。OITAV, 
FUKVで用いる細胞種を合わせるため、以降
の実験については HmLu-1 細胞で増殖させ
たシードウイルスを用いた。シードウイルス
の HmLu-1 細胞を用いて得られた力価は、
OITAV は 107 TCID50/ml、FUKV は 108 
TCID50/mlであった。 
 
4) 次世代シークエンシングによる OITAV, 
FUKV の遺伝子配列解析と N 遺伝子検出
realtime one step RT-PCR法： 
 illumine MiSeによる次世代シークエンシ
ングの結果、OITAVでは 11,346base、FUKV
では 10,850baseの contig配列が得られた。
いずれも狂犬病ウイルスやその他主要なラ
ブドウイルスと同様に５つの ORF があり、
N, P, M, G, Lに相当する蛋白質をコードし



ていると推測された。 
 Bas-Congo ウイルスのゲノムで推測され
ているアクセサリー蛋白質等は確認されな
かった。RNA polymeraseである L蛋白質の
機能に必須と考えられ、ラブドウイルス間で
よく保存されている「Block III」の約 136残
基のアミノ酸配列を用いて、OITAV, FUKV
を含む 65 個のラブドウイルス配列の系統解
析 を 行 っ た と こ ろ 、 両 ウ イ ル ス は
Dimarabdovirus-supergroup 内の属未分類
のクラスターに含まれており、互いに比較的
近縁にあたることがわかった（図 1A）。FUKV
は2008-09年に和歌山県で採取されたイノシ
シ血清から分離されたNishimuro virusと最
も近縁であった（図 1B）。 
 N 遺伝子を標的とする realtime one step 
RT-PCR法を開発し、検出限界を測定したと
ころ、Oita、Fukuoka ともに 0.6 コピー、
Oita で感染価 0.04、Fukuoka で感染価 0.4
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
5）OITAV, FUKV抗体検出 IF法： 
 OITAV FUKV接種82日後のウサギ血清の
中和抗体価を測定したところ、OITAV接種ウ
サギでは 2,560倍および 1,280倍、FUKV接
種ウサギでは 2,560倍および 1,280倍であっ
た。OITAV, FUKV両ウイルス間で交差反応
は認められなかった。また、両ウイルスとも
接種したウサギは、抗体が上昇したが臨床的
に症状を示さなかったことから、両ウイルス
とも静脈内接種ではウサギに病原性を示さ
ないが無症候感染することがわかった。 
 OITAV, FUKV感染HmLu-1細胞をトリプ
シン処理で浮遊細胞としてスポット、風乾後

にアセトン固定した抗原スライドとした。 
 OITAV FUKV接種82日後のウサギ血清の
IF抗体価は、いずれも 40,960倍と高力価で
あった。IF法による抗体価はウイルス中和抗
体価に比べて 20 倍近く高かったことから、
高感度に特異抗体を検出でき血清疫学に有
用と考えられた。また、OITAV, FUKV両ウ
イルス間で、IF法による血清学的交差反応は
認められなかった。これらの成果から、
OITAV, FUKVの抗原・抗体・遺伝子検出系
が構築され、診断およびサーベイランス手法
の技術的基盤が整備された。 
 
6）新種のブニヤウイルス（SFTSウイルス、
Heartland ウイルス）、新種モルビリウイル
スと新種のラブドウイルスによる新興ウイ
ルス性人獣共通感染症のリスク評価； 
 人獣共通感染症としての新興ウイルス感
染症のリスクを評価するため、新種のブニヤ
ウイルス、新種モルビリウイルスと新種ラブ
ドウイルスの遺伝的、疫学的解析を実施した。
その結果、SFTS ウイルスは 2005 年には国
内の動物に感染していたことから、SFTS 患
者が初めて同定された 2013 年以前から国内
にウイルスが存在していた。患者は不明発熱
性疾患として以前から発生していたと想定
される。遺伝的に比較的近縁な Bhanjaウイ
ルス群のウイルスは、国内に抗体陽性動物が
見つからなかったことから、未だ国内にウイ
ルスが浸淫していないか極めて限局してい
ると考えられた。また、血清学的にほとんど
交差しないことがわかった。よって SFTS患
者は発生していて人獣共通感染症としてリ
スクが高いが、Bhanja ウイルス群のリスク
は国内においては殆どないと考えられる。 
 研究開始後に香港でネコの新興ウイルス
として同定されたネコモルビリウイルスは
国内でも 30%ほどのネコが感染していて多
くは持続感染していた。また腎疾患との関連
が示唆された。他のモルビリウイルスとは血
清学的に交差しないことから、本ウイルスは
モルビリウイルスとは別属のウイルスと考
えられる。イヌにはほとんど抗体陽性がいな
いことから、このウイルスあるいは類似ウイ
ルスはネコに限局している可能性がある。ヒ
トへのリスクに関してはより調査が必要で
ある。 
 新興ラブドウイルスである Bas Congo ウ
イルスと国内で分離された Oita、Fukuoka
ウイルスは分子系統樹解析で異なるクラス
ターに属するウイルスであり、Oita、
Fukuoka ウイルス同士も遺伝的に近縁では
ないことがわかった。血清学的にも交差しな
かった。これらの検査法が整備されたことか
らヒトへのリスクを評価するために、動物に
おける感染状況を今後調査する必要がある。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究では、人に由来する材料は用いてい
ない。また、野生動物等の材料は、害獣駆



除あるいは狩猟期に捕獲された動物に由来
するため、国立感染症研究所の動物実験委
員会の定める動物実験に該当しない。ウイ
ルスのウサギ感染実験や免疫実験は、国立
感染症研究所の動物実験委員会の承認を得
て実施された。 
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