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1. はじめに

ダニ媒介性脳炎はフラビウイルスによる人獣共通感染症
でマダニ科 Ixodidaeに属する各種のマダニにより伝播され
る．ダニ媒介性脳炎には致死率 30%にも及ぶロシア春夏脳
炎と比較的軽症で経過する中央ヨーロッパダニ媒介性脳炎
が存在する 2，16）．これまでわが国では長い間ダニ媒介性脳
炎の発生報告はなかったが，1993年北海道で本症の患者が
発見され，原因ウイルスをイヌ，ノネズミおよびマダニよ
り分離した 17～ 19）．ロシアでは，毎年 10,000人前後の本病
の流行が報告されている（表 1）．我々はこれまで極東ロシ
アにおいて疫学調査を実施し，ダニ媒介性脳炎ウイルスを
分離した．ここではまず日本と極東ロシアの TBEウイル
スの系統解析の成績を紹介する．さらに日本のダニ媒介性
脳炎ウイルスの病原性について，弱毒変異株および感染性
cDNAクローンを用いて解析した成績について紹介する．

2. 日本と極東ロシアのダニ媒介性脳炎ウイルスの

系統解析

北海道のダニ媒介性脳炎ウイルス株の起源を推定するた
めに，極東ハバロフスクにおいてマダニ類を採集してウイ
ルス分離を試み，ウイルスの系統解析を実施した．1998年
にハバロフスク地区で採集した 550匹のシュルツェマダニ
から 5株のウイルスを分離した 7）．これらの株と北海道分
離株の E-タンパク遺伝子の塩基配列を決定し，すでに公表
済みのダニ媒介性フラビウイルス各株の塩基配列と比較し，
系統樹を作成した（図 1）4, 7, 14）．北海道株（Oshima 5-11，I-
1，3-6，5-10，C-1，A-1）は Sofjin株とハバロフスク株
（KH98-2，98-10，98-5）とともに極東型ウイルスとして同
一のクラスターを形成した．次に極東型ウイルス各株の同
義置換距離をもとに系統樹を作成した（図 2）．これらの株
の平均同義置換率を計算したところ，2.9× 10-4となった．
この平均同義置換率と同義置換距離をもとに北海道株とハ
バロフスク株の分岐の年代を計算したところ，これらの株
は約 260～ 430年前に分岐したと推定された．従ってダニ
媒介性脳炎ウイルス北海道株は極東地区において数百年前
に出現したと推定された 8）．
次に近年，シベリア地区に系統樹解析による極東型とヨ

ーロッパ型に加え，第 3の亜型のダニ媒介性脳炎の存在が
示唆された．そこでイルクーツク周辺において，マダニを
採集しウイルス分離を試みた．新たに 6株のダニ媒介性脳
炎ウイルスを，シュルツェマダニ（I.persulcatus）から分
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離し，エンベロープタンパク遺伝子の系統解析を行った
（表 2）．エンベロープタンパク遺伝子の塩基配列に基づく
系統樹が図 3に示されている．系統樹の分岐パターンは，
ダニ媒介性脳炎ウイルスの 4つのクラスターすなわち，ヨ
ーロッパ亜型，極東亜型，シベリア亜型の 3つのダニ媒介
性脳炎ウイルスと跳躍病（louping ill）ウイルスに分かれ
た．ウラジオストックとハバロフスクから新たに分離され
た株（VL99-m11，KH99-m9と D1283）は Oshima株と
Sofjin株のように，極東亜型と同定されたウイルス株と同
一のクラスターを形成した．従ってこれらの分離株はダニ

媒介性脳炎ウイルス極東亜型と分離された．しかし，イル
クーツク地区からの分離株は Vasilchenko株（シベリア亜
型のプロトタイプ）と Aina株とクラスターを形成した．従
ってこれらの株はシベリア亜型のダニ媒介性脳炎ウイルス
と同定された．これらのシベリア亜型のウイルス株は極東
亜型とヨーロッパ亜型のウイルスと区別されたが，これら
シベリア分離株はヨーロッパ亜型よりは極東亜型により近
縁であった．
マウスモデルを用いてイルクーツク分離株（IR99-2f7と-

2f13）と極東株（VL99-m11，D1283，KH98-5，Ohima5-10）

表 1 1992 年～ 2001 年のダニ媒介脳炎患者発生状況

2001200019991998199719961995199419931992

オーストリア 84 102 178 109 128 99 62 41 60 51
ドイツ 142 118 306 204 109 168 130 82 155
エストニア 163 166 177 175 177 403 387 272
ラトビア 287 791 1366 1341 736 884 1037 352 544 303
リトアニア 17 198 284 426 310 646 584 419
ポーランド 8 241 181 267 259 200
ロシア 6301 7520 5593 5982 10298 6702 7520 9955 5931 6399
スウエーデン 83 51 116 68 45 76
フィンランド 14 25 16 23 20 17
スイス 66 44 97 60 62 123 68
スロベニア 210 194 492 260 406 269 136
クロアチア 27 76 87 91 57 25 32
チェコ 337 629 619 743 571 415 422 490 7191 623
スロバキア 13 50 58 89 93 77
ハンガリー 206 329 278 240 253 107 84 51
イタリー 3 2 5 3 6
フランス 3 5 4 7 1 1

表 2 研究に使用された極東とシベリア地区からのダニ媒介性脳炎ウイルス

Strain
Year of 

isolation
Geographical

origin
Source

Accession no.

Envelope 3'-NCR

VL99-m11

KH99-m9

D1283

IR99-1m1

IR99-1m4

IR99-2m3

IR99-2m7

IR99-2f7

IR99-2f13

Oshima 5-10

Oshima I-1

Oshima A-1

KH98-2

KH98-5

KH98-10

Sofjin-HO

1999

1999

1998

1999

1999

1999

1999

1999

1999

1995

1996

1995

1998

1998

1998

1937

Vladiostok

Khabarovsk

Khabarovsk

Irkutsk (1)*

Irkutsk (1)

Irkutsk (2)

Irkutsk (2)

Irkutsk (2)

Irkutsk (2)

Oshima

Oshima

Oshima

Khabarovsk

Khabarovsk

Khabarovsk

Primorsky

I. persulcatus

I. persulcatus

Human brain

I. persulcatus

I. persulcatus

I. persulcatus

I. persulcatus

I. persulcatus

I. persulcatus

Dog blood

I. ovatus

A. speciosus

I. persulcatus

I. persulcatus

I. persulcatus

Human brain

AB049345

AB049346

AB049347

AB049348

AB049349

AB049350

AB049351

AB049352

AB049353

AB001026

AB022292

AB022293

AB022295

AB022296

AB022297

AB022703

AB049393

－

－

AB049397

AB049398

－

AB049399

－

AB049400

AB049390

AB049391

AB049392

AB049394

AB049395

AB049396

AB049401

(  )* : Virus isolation point number
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図 1 極東亜型，シベリア亜型，西欧亜型ダニ媒介性脳炎ウイルスと跳躍病ウイルスを含めた系統樹

図 2 北海道と極東ロシアで分離された極東型ダニ媒介性脳炎ウイルス株の系統樹
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図 3 各種ダニ媒介性脳炎ウイルス株とイルクーツク株の系統樹の比較

図 4 ダニ媒介性脳炎ウイルス株接種後のマウスの生存（a）1000FFU のウイルスを皮下接種，（b）10FFU のウイルスを脳内接種，IR99-

2f7（■），IR99-2f13（▲），VL99-m11（□），KH98-5（△），D1283（▽），Oshima 5-10（○）
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の病原性を比較した（図 4）．神経侵襲性毒力を調べるため
に，1,000FFUのウイルスをマウスへ皮下接種し，28日間
生存率を記録した（図 4a）．これらのウイルス株は異る神
経侵襲性を示した．接種後，生存率は IR99-2f7の 0%,IR99-
2f13の 10%，VL99-m11の 20%，D1283と Oshima5∫10の
40%，KH98-5の 50%であった．イルクーツク分離株を接
種したマウスは極東株接種マウスより 3～ 5日間早く死亡
した．これらのウイルス株の神経毒力を調べるために，各
ウイルス株の 10FFUを脳内接種して，マウスの生存率を比
較した（図 4b）．IR99-2f7，IR99-2f13，VL99-m11，
Oshima5-10株接種マウスはすべて死亡した．しかし IR99-
2f7と IR99-2f13接種マウスは VL99-m11または Oshima5-
10 接種マウスより約 2 ～ 5 日早く死亡した．D1283 と
KH98-5接種マウスは各々 10%，20%生存した．これらの
成績はイルクーツクに分布するダニ媒介性脳炎ウイルスは
極東地区に分布するウイルスと比べ同等かまたはより強い
毒力を持つことを示している．

3. 培養細胞に適応したダニ媒介性ウイルス変異株の

病原性

ダニ媒介性脳炎ウイルス Oshima5-10株を BHK細胞に継

代したところ，大きなプラックを形成する培養細胞適応変
異株が得られた（図 5a）5）．この BHK 細胞適応変異株
Oshima Cl-1株についてマウスにおける病原性と他の生物
的性状および遺伝子性状を調べた．Oshima 5-10株と
Oshima Cl-1株 BHK細胞での増殖を比較した．Oshima
Cl-1株の培養上清におけるウイルス力価は 9時間後に増加
したが，Oshima5-10株の力価は 9時間目まで低く，12時間
後に増加したが Oshima Cl-1の 1/100であった（図 5b）．
この結果は変異株 Oshima Cl-1は親株 Oshima5-10より迅
速に増殖することを示す．
ウイルスの神経侵襲性毒力の程度を，マウスの皮下接種

の系で調べた．神経毒力の程度を評価するため，マウスへ
の脳内接種も実施した．各ウイルスを 10,000FFUマウスへ
皮下接種したところ，2株の間に神経侵襲性毒力に有意な
違いがあることが明らかになった（図 6a）．Oshima Cl-1
株接種マウスは 80%生存したのに比べ，Oshima 5-10株
では 30%のマウスが生存した．一方 2株のウイルスの神経
毒力のレベルは 10FFUのウイルスを神経内接種により調べ
た（図 6b）．両株の間には有意の差は見られなかった．こ
れらの成績から Oshima Cl-1株の神経侵襲性毒力の程度は
Oshima5-10株より有意に低かったが，神経毒力のレベルは

図 5 BHK-21 培養細胞におけるダニ媒介性ウイルスの増殖（a）Oshima5-10 と Oshima Cl-1 感染 120 時間後の BHK-21 細胞上での

プラックの形態（b）BHK-21 細胞でのウイルス増殖曲線，MOI1FFU の Oshima Cl-1（●）または Oshima 5-10（○）を感染させた。
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図 6 ダニ媒介性脳炎ウイルス接種後のマウスの生存（a）10,000FFU のウイルスを皮下接種（b）10FFU のウイルスを脳内接種，Oshima

Cl-1（●），Oshima 5-10（▲）

図 7 マウスの血液と組織におけるダニ媒介性脳炎ウイルス力価の推移，（a）血液，（b）脾臓，（c）脳，Oshima Cl-1（● ― ●），Oshima

5-10（〇 > 〇）
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両株で差がなかったことが示された．
Oshima Cl-1の低い神経侵襲性毒力が末梢組織における

ウイルスの増殖または拡散が低下し脳内へのウイルス侵入
の低下に原因した可能性がある．この点を調査するために，
血液，脳および脾臓におけるウイルス増殖のレベルを両ウ
イルス株を皮下接種したマウスにおいて比較した（図 7）．
Oshima 5-10接種後，ウイルス血症は接種後 1日目に検出
され，3日後にピーク（1× 103FFU/ml）に達し，徐々に
減少し 5日目には検出できなくなった（図 7a）．脾臓にお
いてはウイルスは 2 日目に検出され，5 日目に 5 ×
103FFU/gのピーク値に達した（図 7b）．脳ではウイルスは
7日目に最初に検出され，9日目にピークの 2× 104FFU/g
に達した（図 7c）．他方，Oshima Cl-1接種後，ウイルス
血症は 2日目に検出され（60FFU/ml），その後減少し，3
日目には検出できなかった（図 7a）．脾臓ではウイルスは
3日目に最初に検出され，5日目にピーク（5× 102FFU/g）
に達した．9日目に脾臓ではウイルスは検出できなかった．
脳においてはウイルスは 11日目まで検出されず（図 7c），
観察期間中，マウスは臨床的な脳炎症状を示さなかった．
まとめると，脾臓と血液での Oshima Cl-1のウイルス増殖
は Oshima 5-10より低く，さらに脳でのウイルス増殖は，
Oshima 5-10は 7日目に検出されたが，Oshima Cl-1では
ほとんど認められなかった．

塩基配列の比較では，Oshima Cl-1は Oshima 5-10と比
べ 3つの塩基と 2つのアミノ酸の置換があった．2つのア
ミノ酸の置換の 1つは，NS5タンパクで検出されたが，タ
ンパクの荷電や極性に影響しない変化であった 20）．しかし
他の置換は，Eタンパクにあり，Oshima Cl-1の Eタンパ
クの陽性電荷を増加させた．この置換は Eタンパクのドメ
イン IIに位置しており 15），以前の研究でこのドメインの
変異は膜融合と赤血球凝集性に影響することが示されてい
た 3, 10）．
特定の培養細胞へのウイルスの適応は，グリコサアミノ

グルカン（GAGs）へ高い親和性を持つ変異株を選択し，そ
れらの変異株のいくつかは，動物における毒力の低下を来
す 1, 11, 13）．そこで，2株のウイルスの GAGsへの親和性を
比較するために，異なる GAGsのウイルス感染性の抑制効
果を調べた．Oshima 5-10の BHK-21細胞への感染性は
GAGsによりほとんど阻止されなかった（図 8a）．対照的
に Oshima Cl-1の感染性は，試験されたすべての GAGs
により抑制され，その抑制は用量依存的であった（図 8b）．
これらの成績はウイルス Eタンパクのアミノ酸の置換が，
マウスモデルでの神経侵襲性の低下を来したことを示して
いる．その変異によりウイルス血症と末梢でのウイルス増
殖が低下し，ウイルスが脳内に侵入できなかったと考えら
れた．この Eタンパクの変異により，ウイルスタンパクの

図 8 GAGs による Oshima 5-10（a）と Oshima Cl-1（b）の感染阻止
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図 9 親株と cDNA クローン由来ウイルスのアミノ酸の置換▽は親株のアミノ酸または塩基，▼は O-IC のアミノ酸または塩基

図 10 BHK 細胞における親株 Oshima 5-10 と cDNA クローン由来ウイルスの増殖曲線の比較

親株 Oshima 5-10（■）， OIC NS5-mt（▲）

OIC-E-NS5-mt（△）， OIC-pt（□）

図 11 50FFU 脳内接種マウスにおける生存。

親株 Oshima 5-10（■）， O-IC NS5-mt（▲）

O-IC-E-NS5-mt（△）， O-IC-pt（□）
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陽性電荷の程度が増加し，動物体内に一般的に分布する
GAGsによりウイルスが捕捉されウイルスの末梢での増殖
が低下したためと推定された．

4. 感染性 cDNAクローンを用いた

ダニ媒介性脳炎ウイルスの病原性の解析

ダニ媒介性脳炎ウイルスの感染性 cDNAクローンについ
て，ヨーロッパ亜型の Neudoerfl株と Hypr株およびシベ
リア亜型の Vasilchenko株についての報告がある 6, 12）．そ
こで極東亜型のダニ媒介性脳炎ウイルス Oshima5-10株に
ついて感染性 cDNAクローンを作出し，病原性の解析に用
いた．

Oshima 5-10株の感染性 cDNAクローンの作出は，long
high-fiedelity RT-PCRと one-step cloning法により実施し
た 9）．最初に得られた感染性 cDNAクローン 0-1Cは構造タ
ンパクに 4ヶ所のアミノ酸置換と，3’ UTRに 2 ｹ所の塩基
置換を有していた．構造タンパクのアミノ酸置換は E-タン
パクに 1ヶ所，Ns5タンパクに 3ヶ所存在した（図 9）．この
アミノ酸と塩基の置換を親株に部分的修復した種々のクロ
ーンおよびすべて親株に修復した O-IC-ptを作成した（図 9）．
これらのクローンからウイルスを回収し，BHK細胞にお
ける増殖を比較した（図 10）．親株 Oshima 5-10と遺伝的
に同一の 0-IC-ptウイルスの間に感染後 12時間で，ウイル
ス産生量に有意な違いが存在した．これは親株ウイルスス
トックの集団中に quasi-speciesの存在によるためかも知れ
ない．4株のうちで E-タンパクに置換のある P40A378K674

T794（O-IC E-NS5-mt）が他の株に比べウイルス産生が低
下していた．
次にこれら 4株のウイルスのマウスの神経毒力について
調べた（図 11）．50FFUのウイルスをマウスの脳内に接種
後，親株 Oshima 5-10と親株と遺伝的に同一の O-IC-pt
は，接種後に 12日以内に 100%の致死率を示した．対照的
に O-IC-pt ウイルスと Ns5 遺伝子の 2 ケ所を異にする
S40A378K674T994（O-ICNS5-mt）ウイルスは神経毒力が低下し
ており，18日目に 62.5%のマウスを死亡させた．S40A378

K674T994ウイルスと E-タンパクの 1ヶ所のアミノ酸が異な
る P40A378K674T994（O-ICE-NS5-mt）は，最も低い神経毒力
を示し，25%のマウスを死亡させた．これらの成績は Eタ
ンパクの S40→ Pへの置換と Hs5-V378→ Aと Ns5-R674→
Kへの置換が相乗的にウイルスの神経毒力の低下に影響し
ていることを示している．

5. おわりに

ダニ媒介性脳炎の患者数はヨーロッパ諸国とロシアを中
心に毎年 10,000人前後報告されている．ヨーロッパではダ
ニ媒介性脳炎の予防のためワクチン接種を実施している国
が多い．毎年 400万人以上の日本人旅行者がヨーロッパを
訪問している．これらの日本人へヨーロッパにおけるダニ

媒介性脳炎の流行情報を正確に提供するとともに，ダニが
多数生息する森林や農村地帯に滞在するハイリスクグルー
プの人々にはワクチンの実用化が望まれる．
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Phylogenetic analysis of tick-borne encephalitis(TBE) virus revaled that Hokkaido strain of TBE
virus evolved several hundreds years ago in far-east Russia.  TBE virus strains in Irkutsk area were
identified as Siberian subtype of TBE virus.  BHK-cell adapted mutant of TBE virus showed lower
neuro-invasive virulence in mice than parent virus.  The mutant carried one amino acid substitution in
envelope protein which resulted in increase of positive charge of the protein.  The mutant-infected mice
showed lower virus titers in bloods and spleens than the parent-infected mice.  Infectious c-DNA
clone of TBE virus Hokkaido strain was successfully generated and was applied to examine the
neurovirulence in mice.  One amino acid change in envelope protein and 2 amino acid changes in Ns5
protein showed a synergistic effect on reduced neurovirulence in mice.
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