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【研 究目 的】 

 エ ゾ ウ イ ル ス 感 染 症 は 2019 年 に 新 規 ダ ニ 媒 介 性 感 染 症 と し て 世 界 で 初 め て 北 海 道 か ら

報 告 さ れ 、 す で に 北 海 道 に 定 着 し て い る 。 治 療 法 等 の 開 発 は 喫 緊 の 課 題 で あ る が 、 感 染 症

モ デ ル 動 物 の 樹 立 が 大 き な 課 題 で あ る 。 当 所 が 保 有 す る コ ト ン ラ ッ ト は 様 々 な ウ イ ル ス 感

染 症 に 高 感 受 性 で あ り 、 モ デ ル 動 物 と な る 可 能 性 が 高 い 。 本 研 究 で は 、 コ ト ン ラ ッ ト を 用

い た エ ゾ ウ イ ル ス 感 染 症 モ デ ル 動 物 の 樹 立 を 目 的 と す る 。  

 

【研 究の 必要 性】 

エ ゾ ウ イ ル ス は 2019 年 に 北 海 道 内 の 患 者 よ り 発 見 さ れ た 新 規 ダ ニ 媒 介 性 ウ イ ル ス で あ

り 、 発 熱 、 白 血 球 減 少 、 血 小 板 減 少 な ど を 主 症 状 と す る エ ゾ ウ イ ル ス 感 染 症 を 引 き 起 こ す
1)。 エ ゾ ウ イ ル ス は 、 自 然 界 に お い て マ ダ ニ と 野 生 動 物 の 間 で 感 染 環 を 形 成 し て お り 、 ヒ

ト へ の 主 な 感 染 経 路 は ウ イ ル ス 保 有 マ ダ ニ の 刺 咬 で あ る 。 エ ゾ ウ イ ル ス 感 染 症 に 関 す る 知

見 は 十 分 で は な く 、 本 症 に 対 す る 特 異 的 な 治 療 法 ま た は ワ ク チ ン は 存 在 し な い 。  

 北 海 道 内 に お け る 感 染 状 況 を 把 握 す る た め 、 当 所 で エ ゾ ウ イ ル ス 感 染 症 の 後 方 視 的 調 査

を 行 っ た 。具 体 的 に は 2014 年 か ら 2020 年 ま で の 間 に 、マ ダ ニ 媒 介 性 感 染 症 を 疑 い 、当 所

に 行 政 検 査 の 依 頼 が あ っ た 北 海 道 内 の 250 症 例 か ら エ ゾ ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 検 出 を 試 み た 。

そ の 結 果 、7 症 例 か ら エ ゾ ウ イ ル ス 遺 伝 子 が 検 出 さ れ 、最 も 古 い 症 例 は 2014 年 の も の で あ

っ た 。 ま た 他 の 調 査 研 究 に お い て 、 道 内 で 採 集 さ れ た マ ダ ニ か ら エ ゾ ウ イ ル ス 遺 伝 子 が 検

出 さ れ 、 エ ゾ シ カ な ど の 野 生 動 物 か ら エ ゾ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が 検 出 さ れ た
1)。 以 上 の こ と か ら エ ゾ ウ イ ル ス は 北 海 道 内 に 定 着 し て お り 、 今 後 エ ゾ ウ イ ル ス 感 染 者 数

が 増 加 す る こ と が 予 想 さ れ る こ と か ら 、 当 所 で は 行 政 検 査 検 体 を 用 い た 前 向 き 探 索 を 実 施

し て い る 。  

 エ ゾ ウ イ ル ス に 対 す る 治 療 法 や ワ ク チ ン の 開 発 を 目 的 と し た 基 礎 研 究 を 進 め る 上 で 問 題

と な る の が 、 多 く の マ ウ ス に 接 種 し て も ウ イ ル ス が 増 幅 せ ず 、 臨 床 症 状 を 示 さ な い た め 、

モ デ ル 動 物 が 存 在 し な い 点 で あ る 。こ の 問 題 点 を 解 決 す る た め に コ ト ン ラ ッ ト に 着 目 し た 。

コ ト ン ラ ッ ト は イ ン フ ル エ ン ザ な ど の 様 々 な ウ イ ル ス に 高 感 受 性 で あ り 、 多 く の ウ イ ル ス

感 染 症 の 研 究 で 用 い ら れ て き た 実 験 動 物 で あ る 2,  3)。 当 所 は エ ゾ ウ イ ル ス 研 究 に 携 わ る か

つ コ ト ン ラ ッ ト を 有 す る 日 本 で 唯 一 の 地 方 衛 生 研 究 所 で あ る 。 本 研 究 で は コ ト ン ラ ッ ト に

エ ゾ ウ イ ル ス を 接 種 し 、 病 態 を 解 析 す る こ と で エ ゾ ウ イ ル ス 感 染 症 の 新 規 モ デ ル 動 物 と し



て の 有 用 性 を 評 価 し 、 今 後 の 治 療 法 や ワ ク チ ン 開 発 に 貢 献 す る こ と を 目 的 と す る 。  

【研 究計 画】 

 患 者 血 清 か ら 分 離 ・ 増 幅 さ せ た エ ゾ ウ イ ル ス を コ ト ン ラ ッ ト に 腹 腔 内 接 種 し た （ ウ イ ル

ス 接 種 群  : 陰 性 対 照 群 ＝ 6 匹  : 4 匹 ）。陰 性 対 照 群 に は エ ゾ ウ イ ル ス を 増 幅 さ せ る た め に 用

い た 細 胞 の 培 養 上 清 を 接 種 し た 。臨 床 症 状 と し て 体 重 の 増 減 、血 液 生 化 学 性 状（ 白 血 球 数 ・

血 小 板 数 な ど ）を 精 査 し た 。採 血 は 経 時 的 に 行 い（ ウ イ ル ス 接 種 後 経 過 日 数：1, 2, 5, 7, 9, 

14、 図 1）、 ウ イ ル ス 量 の 増 減 を リ ア ル タ イ ム PCR に よ っ て 定 量 し た 。 ウ イ ル ス 接 種 お よ

び 採 血 は 麻 酔 を 行 い 、 実 験 者 お よ び 実 験 動 物 の 安 全 に 十 分 考 慮 し た 上 で 実 施 し た 。  

 

 図 1 エ ゾ ウ イ ル ス の 接 種 計 画  

 

【実 施内 容・ 結果 】 

 コ ト ン ラ ッ ト に 2.4×105 FFU の エ ゾ ウ イ ル ス を 200µl/匹 で 腹 腔 内 に 接 種 し 、 エ ゾ ウ イ

ル ス を 接 種 し た 日 を Day0 と し た 。 コ ト ン ラ ッ ト が 麻 酔 に よ り 動 か な く な っ た の を 確 認 し

た 後 、 体 重 測 定 お よ び 採 血 を 行 っ た 。 麻 酔 は イ ソ フ ル ラ ン 吸 入 麻 酔 薬 を 用 い た 。 ま た 採 血

は ア ニ マ ル ラ ン セ ッ ト を 用 い て 行 い 、一 度 の 採 血 で 20～ 200µl の 血 液 を 得 た 。回 収 し た 血

液 は Celltacα（ 日 本 光 電 社 ）を 用 い て 血 液 生 化 学 性 状 を 検 査 し た 。検 査 し た 項 目 は 白 血 球

数 （ WBC）、 赤 血 球 数 （ RBC）、 血 色 素 量 （ HGB）、 ヘ マ ト ク リ ッ ト （ HCT）、 平 均 赤 血 球

容 積 （ MCV）、 平 均 赤 血 球 血 色 素 量 （ MCH）、 平 均 赤 血 球 血 色 素 濃 度 （ MCHC） お よ び 血

小 板 数 （ PLT） で あ る 。 Day0 で の 各 項 目 の 数 値 を 1 と し 、 経 時 的 な 変 化 量 を グ ラ フ に 示

し た（ 図 2, 3）。血 液 生 化 学 性 状 の 検 査 を 実 施 し た 後 、残 っ た 血 液 か ら QIAamp Viral RNA 

Mini（ QIAGEN 社 ） を 用 い て RNA 抽 出 し た 。 接 種 後 14 日 目 に イ ソ フ ル ラ ン 吸 入 麻 酔 薬

の 過 剰 投 与 に よ り 安 楽 殺 し た 後 に 肝 臓 、 脾 臓 お よ び 尿 （ 一 部 の み ） を 採 材 し た 。 肝 臓 お よ

び 脾 臓 は バ イ オ マ ッ シ ャ ー Ⅱ を 用 い て 乳 剤 を 作 製 し 、 RNeasy® Mini（ QIAGEN 社 ） に よ

り RNA を 抽 出 し た 。 尿 は 血 液 と 同 様 に QIAamp Viral RNA Mini を 用 い て RNA を 抽 出 し

た 。抽 出 し た RNA は 、エ ゾ ウ イ ル ス S 分 節 遺 伝 子 を 標 的 と し た リ ア ル タ イ ム PCR に よ り

定 量 解 析 し た 。  

体重 

エ ゾ ウ イ ル ス を 接 種 し た 群 で は 1 個 体 で の み 体 重 の 減 少 が 認 め ら れ た が 、 5 個 体 で は 体

重 の 変 化 な し 、 ま た は 緩 や か な 体 重 上 昇 が 確 認 さ れ た 。 細 胞 の 培 養 上 清 を 接 種 し た 陰 性 対

照 群 と 比 較 し た と こ ろ 、 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た が 、 エ ゾ ウ イ ル ス を 接 種 し た 群 の 方

が 体 重 の 上 昇 が 抑 制 さ れ て い る 傾 向 が 認 め ら れ た （ 図 2a）。  



血液 生化 学性 状 

エ ゾ ウ イ ル ス 感 染 症 に 罹 患 し た ヒ ト の 主 症 状 は 白 血 球 減 少 お よ び 血 小 板 減 少 で あ る た め 、

WBC お よ び PLT の 変 化 を 解 析 し た 。  

WBC 

ヒ ト の エ ゾ ウ イ ル ス 感 染 症 で 確 認 さ れ て い る WBC の 減 少 は 認 め ら れ な か っ た（ 図 2b）。

接 種 後 9 日 目 に WBC の 異 常 な 上 昇 が 全 個 体 の う ち 半 分 で 認 め ら れ た （ 図 2c）。  

PLT 

接 種 後 1 日 目 に お い て 、 エ ゾ ウ イ ル ス を 接 種 し た 6 個 体 の う ち 、 3 個 体 に お い て 血 小 板

の 減 少 が 認 め ら れ た 。さ ら に 接 種 後 2 日 目 お よ び 5 日 目 に お い て も 4 個 体 で 血 小 板 の 減 少

が 認 め ら れ 、接 種 後 5 日 目 が 最 も 血 小 板 が 減 少 し て い る 個 体 が 多 か っ た 。 ま た 陰 性 対 照 群

で は 血 小 板 の 減 少 は い ず れ の 日 に お い て も 認 め ら れ な か っ た （ 図 2d）。  

 

RBC、HGB、HCT、MCV、MCH、MCHC 

エ ゾ ウ イ ル ス 接 種 群 お よ び 陰 性 対 照 群 を 比 較 し た と こ ろ 、 観 察 し た 全 期 間 に お い て 差 は

認 め ら れ な か っ た 。（ 図 3）。  



 
ウイ ルス 量 

エ ゾ ウ イ ル ス 接 種 群 で は 接 種 後 1 日 目 か ら 5 個 体 に お い て 、接 種 後 2 日 目 に お い て は す

べ て の 個 体 で エ ゾ ウ イ ル ス S 分 節 遺 伝 子 を 検 出 し た 。さ ら に 検 出 さ れ た 遺 伝 子 量 を 接 種 後

1 日 目 と 2 日 目 で 比 較 し た と こ ろ 、2 日 目 で 有 意 に 上 昇 し て い る こ と を 確 認 し た 。接 種 後 5

日 目 で は 4 個 体 に お い て エ ゾ ウ イ ル ス S 分 節 遺 伝 子 を 検 出 し た が 、そ の 量 は 2 日 目 と 比 較

し て 有 意 に 減 少 し て い た 。接 種 後 7 日 目 以 降 で は エ ゾ ウ イ ル ス S 分 節 遺 伝 子 は 検 出 さ れ な

か っ た 。ま た 陰 性 対 照 群 で は 全 期 間 に お い て エ ゾ ウ イ ル ス S 分 節 遺 伝 子 は 検 出 さ れ な か っ

た （ 図 4）。 接 種 後 14 日 目 に 採 材 し た 肝 臓 、 脾 臓 お よ び 尿 で も エ ゾ ウ イ ル ス S 分 節 遺 伝 子

を 検 出 し た （ 資 料 未 記 載 ）。  

 

【 考 察 と 今 後 の 課 題 】  

コ ト ン ラ ッ ト へ の エ ゾ ウ イ ル ス 接 種 に よ り 体 重 増 加 の 抑 制 、PLT 減 少 、接 種 後 1 日 目 か

ら 接 種 後 2 日 目 に か け て ウ イ ル ス 遺 伝 子 が 増 加 し 、接 種 後 5 日 目 で 減 少 す る こ と が 確 認 さ



れ た 。ま た 安 楽 殺 後 に 採 材 し た 肝 臓 、脾 臓 お よ び 尿 で も エ ゾ ウ イ ル ス の 遺 伝 子 を 検 出 し た 。

RBC、 HGB、 HCT、 MCV、 MCH お よ び MCHC は ウ イ ル ス 接 種 に よ る 差 は 認 め ら れ な か

っ た が 、 こ れ は ヒ ト の エ ゾ ウ イ ル ス 感 染 症 で も 同 様 で あ る 。 こ れ ら 以 上 の こ と か ら コ ト ン

ラ ッ ト が エ ゾ ウ イ ル ス に 感 受 性 が あ り 、 モ デ ル 動 物 と し て の 有 用 性 が 示 唆 さ れ た 。  

今 回 実 施 し た 感 染 実 験 で は デ ー タ に バ ラ つ き が 多 か っ た 。 そ の 理 由 と し て は 本 研 究 で 用

い た コ ト ン ラ ッ ト は 自 家 繫 殖 し 、 系 統 維 持 し て い る 個 体 で あ る た め 、 遺 伝 的 多 様 性 が あ る

と 考 え ら れ る 。 今 後 は 今 回 実 施 し た ウ イ ル ス 接 種 試 験 を も う 一 度 実 施 す る こ と で モ デ ル 動

物 と し て の 有 用 性 を 再 検 証 す る 。 そ の と き に は 肝 臓 の 指 標 と な る AST お よ び ALT な ど も

測 定 す る 予 定 で あ る 。 本 研 究 で は 経 時 的 な 採 血 に ア ニ マ ル ラ ン セ ッ ト を 用 い た が 、 頬 静 脈

に 穿 刺 で き ず に 採 血 量 が 極 端 に 少 な い 日 が あ っ た 。 よ り 安 定 し た 採 血 を 実 施 す る た め に 眼

窩 静 脈 叢 か ら の 採 血 も 検 討 し て い る 。 ま た 本 研 究 で は ウ イ ル ス 遺 伝 子 を 検 出 し た が 、 感 染

性 の あ る ウ イ ル ス が 増 幅 し て い る か は 不 明 で あ る 。 こ の こ と を 明 ら か に す る た め 、 接 種 後

2 日 目 ま た は 3 日 目 の 検 体 （ 血 清 、 肝 臓 お よ び 脾 臓 ） を 用 い て ウ イ ル ス 分 離 も 実 施 す る 予

定 で あ る 。  
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