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第 1 章 

 

各国の野生食肉目動物における  

病原性 Bartonella の感染状況に関する文献的考察  
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1.1 はじめに  

わが国には、多種多様な野生動物が複雑な生態環境下で生息し、その数

は外来種を含め 31 科 72 属 170 種にも達する[Ohdachi et al., 2009]。このうち、

陸上に生息する野生食肉目動物は、ネコ型亜目動物に属するネコ科、マングース

科およびジャコウネコ科、イヌ型亜目に属するイヌ科、クマ科、イタチ科および

アライグマ科の計 7 科 32 種が生息していると考えられている。ネコ型亜目動物

のネコ科では、在来種のイリオモテヤマネコが沖縄県（西表島）、ツシマヤマネ

コが長崎県（対馬）をはじめ、外来種では、ジャコウネコ科のハクビシンが全国

に、マングース科のフイリマングースが沖縄県や鹿児島県（奄美大島）に生息し

ている。イヌ型亜目動物では、クマ科のヒグマは北海道に限局して生息しており、

ツキノワグマは北海道、九州を除く地域に生息している。また、イヌ科のタヌキ、

キツネをはじめ、イタチ科のテン、イタチ、イイズナ、オコジョ、ミンク、ニホ

ンアナグマ、外来種のアライグマなどは全国に生息している。  

わが国の野生動物の多くは、人の生活圏と重なるように生息しており、

高齢化による耕作地の放置や若者の都市部への流出による里地里山の崩壊等に

より、その生息数は近年著しく増加している。その結果、農・畜産業に及ぼす被

害は年間 10 億円以上に達し、2009 年から 2016 年にかけては毎年ほぼ同様の被

害額で推移している（図 1-1）。また、食肉目動物による被害は農作物にとどまら

ず、特に外来種のアライグマやフイリマングース等は、ニホンザリガニ、エゾサ

ンショウウオやアマミノクロウサギといった日本固有種の捕食や在来種のタヌ

キと生息域を競合するなど、わが国の生態系にも大きな影響を及ぼしている。さ

らに、文化遺産などへの被害、住居侵入や直接的な人への危害なども日本各地で

報告されるようになった（図 1-2）。  
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以上のような背景から、野生動物に起因する各種被害を解消する目的で、

日本各地で自治体を中心とした有害鳥獣駆除事業が積極的に行われるようにな

った。その結果、ハクビシン、アライグマ、ニホンアナグマ、タヌキ、クマ等の

野生食肉目動物の捕獲頭数は、2009 年には約 22,000 頭であったのが 2016 年に

は約 77,000 頭へと年々増加している（図 1-3）。また、タヌキは人家周辺に生息

していることにも関連し、傷病動物としての保護頭数が近年著しく増加してい

る（図 1-4）。  

近年、野生食肉目動物は各種新興・再興感染症の媒介動物として重要な

役割を担っていることが認知されるようになった。米国ではアライグマ、スカ

ンク、ヨーロッパ圏においてはキツネなどが狂犬病の媒介動物として重要であ

る。その他の疾病では、パスツレラ症、エキノコックス症、アライグマ回虫症

など種々の細菌性・寄生虫性感染症を含む人獣共通感染症の 43%が、食肉目動

物に由来することが報告されている[Cleaveland et al., 2009]。わが国において

も、北海道のキタキツネは、エキノコックス症の重要な媒介動物として注目す

べき食肉目動物となっている[Yimam et al., 2002]。  

バルトネラ症は、Bartonella 属の細菌を原因とする新興・再興感染症であ

る。猫ひっかき病（Cat-scratch disease:CSD）は、その名が示すように、猫が重要

な感染源・病原巣とする代表的なバルトネラ症であるが、近年、コヨーテやアラ

イグマなどの野生食肉目動物を自然宿主とする Bartonella 属菌が、人に心内膜

炎、脾腫、関節炎などを引き起こす新たなバルトネラ症の原因となることが明ら

かになってきた[Breitschwerdt et al., 1995]。  

Bartonella 属は、グラム陰性の多形性短桿菌（0.5～0.6×1.0µm）で、ノミ、

シラミ、サシチョウバエなどの吸血性節足動物によって媒介される。本属菌は、
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霊長目、齧歯目、食肉目、ウサギ目、げっ歯類などの哺乳類を自然宿主として、

宿主の血管内皮細胞ならびに赤血球内に持続感染することで長期間の菌血症を

引き起こす[Breitschwerdt et al., 2010] 。本菌の発育には赤血球成分の一つである

ヘミンを必要とし、その発育速度は極めて遅いため、その分離には血液寒天培地

を用いて 5％の CO２濃度、20～37℃環境下で 7～21 日間と長期間培養する必要

がある。また、Bartonella は種々の抗菌性物質に感受性を示すため、本菌を分離

培養するための優れた選択培地は未だに開発されていない。  

Bartonella henselae は、猫ひっかき病の起因菌であり[Regnery et al., 1992]、

猫科動物を自然宿主とする代表的な Bartonella である。後天性免疫不全症候群患

者や臓器移植者などの免疫不全状態の人においては、細菌性血管腫症、心内膜炎、

Bacillary peliosis 、 Bacillary splenitis が 重 篤 な 合 併 症 と し て 報 告 さ れ て い る

[Regnery et al., 1992]。  

1995 年に米国の Clarridge ら[1995]により猫から分離された B. clarridgeiae

も、CSD の原因となる可能性があることが Kordick ら[1997] により報告された。

1999 年に Droz ら [1999]は、米国のサンフランシスコ湾周辺地域の飼い猫から分

離された B. henselae 25 株のうち、既存の B. henselae と表現型および遺伝子型が

異なる株が 2 種あることを発見した。これらの株は、gltA 領域における遺伝子解

析では区別することはできなかったが、DNA-DNA hybridization の成績から、B. 

henselae とは異なる新種の Bartonella koehlerae として報告された。発見当初、B. 

koehlerae の人に対する病原性は不明であったが、2004 年、人に心内膜炎を起こ

すことが Avidor ら [2004]により初めて報告された。  

1995 年に Breitschwerdt ら [1995]は、米国の心内膜炎のイヌから新種の

Bartonella を分離し、DNA-DNA hybridization や 16sRNA の塩基配列を用いた系
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統解析の成績から、分離株は B. vinsonii subsp. berkhoffii として報告された。2000

年には、心内膜炎に罹患した患者からも B. vinsonii subsp. berkhoffii の DNA と

抗体が検出され、本菌は人に対しても病原性を示す Bartonella であることが明ら

かになった  [Chang et al., 2000]。  

2007 年には、発熱、脾腫、筋肉痛、関節炎などの多様な症状を呈した女

性の血液から、Bartonella 様の細菌が分離された[Eremeeva et al., 2007] 。この患

者は発症前にペルーに滞在しており、滞在中に多数の吸血性節足動物の寄生を

受けていたことから、当初、アンデス地域のベクター媒介性の感染症であるカリ

オン病が疑われた。患者から分離された株は、単極に複数の鞭毛を 保有するなど

の B. clarridgeiae 様の形態を示し[Sanchez et al., 2016]、また、ペルーのヒトノミ

（Pulex irritans）から検出された新種と思われる Bartonella の 16S-23S rRNA 遺

伝子間（ITS）領域の DNA 配列と非常に高い相同性（99.8%）を示したことから、

新種の Bartonella rochalimae として命名された[Parola et al., 2002]。その後、B. 

rochalimae は、米国のアライグマ、ハイイロギツネ、およびフランスのアカギツ

ネからも分離され、 野生食肉目動物が自然病原巣であることが明らかになって

きた[Henn et al., 2009]。  

以上に示したように、食肉目動物は、種々の Bartonella の自然病原巣を形

成していることが近年明らかになってきたことから、Bartonella 菌の生態を明ら

かにすることはバルトネラ症の疫学を解明する上で、きわめて重要である。また、

Bartonella 属菌の生態解明を行う上で、分離培養法は 直近の感染状況を把握し、

分離菌の種々の遺伝学的性状等を解析する上で極めて有用な方法であるが、対

象動物から無菌的に採取した新鮮な血液が必要となる。Polymerase chain reaction 

(PCR)法は、試料の状態にほとんど影響されることなく、目的とする病原体の遺



6 

 

伝子を高感度に検出することが可能である。PCR 法は、様々な動物の血液や臓

器からの Bartonella DNA の検出に応用される一方で、生菌・死菌の双方を検出

することや非特異反応による偽陽性が問題となることがある。また、抗体検出は、

過去の感染を知る上で有用な方法であるが、Bartonella 属の菌種間の交差反応が

生じことがあるため、抗体陽性率は分離培養法や PCR 法の陽性率に比べて高く

なる傾向にある。  

以上から、野生食肉目動物の Bartonella 感染の疫学を研究する際には、各

手法の特性を充分理解した上で実施する必要がある。  
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1.2  ネコ型亜目における Bartonella 属菌の生態  

世界各国で、飼育下の猫（Felis domesticus）における B. henselae の分離

培養法による保菌率が検討されている。 その値は、ノルウェーで 0%（0/100）

[Bergh et al., 2002]、日本で 6.4%（44/690）[Maruyama et al., 2000]、オーストラリ

ア（シドニー）で 35.0%（27/77）[Branley et al., 1996]、米国（カリフォルニア州）

で 39.5%（81/205）[Chomel et al., 1995]、インドネシアで 43%（5/14）[Marston et 

al., 1999]、フィリピンで 55%（17/31) [Chomel et al., 1999]、ジンバブエで 8%（2/25）

[Kelly et al., 1998]といったように、国によって様々である。野生のネコ型亜目動

物においては、アフリカの野生ライオンの 5.2%（3/58）やチーターの 33%（1/3）

[Kelly et al., 1998]から B. henselae が、チーターの 5.9%（1/17）からは B. koehlerae

が分離されている[Molia et al., 2016]。また、米国のマウンテンライオンやボブキ

ャットは、B. henselae をはじめ、B. koehlerae subsp. boulouisii や B. koehlerae subsp. 

bothieri といった新種の Bartonella 属菌を保有していることも明らかとなってい

る  [Chomel et al., 2016]。このように、ネコ型亜目動物の多くが、本菌の自然宿

主であることが諸外国の研究者により示されている（表 1-1）。  

わが国の野生ネコ型亜目では、特別天然記念物に指定されているイリオ

モテヤマネコの 6%（2/33）やツシマヤマネコの 7.7％（1/13）から B. henselae や

B. clarridgeiae DNA が検出されている[Tateno et al., 2013]。さらに、外来種のフ

イリマングースの 15%（10/63）やハクビシンの 2.0%（1/50）からも B. henselae

が分離されている[Sato et al., 2013]（表 2-2）。また、高知県ではペットとして飼

育していたハクビシンに飼い主が引っ掻かれた後に猫ひっかき病を発症した事

例が報告されていることから[宮崎ら , 2001] 、野生ネコ型亜目動物も猫ひっかき  
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病をはじめとするバルトネラ症の感染源あるいは病原巣として重要な役割を果

たしているものと考えられる。  
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1.3 イヌ型亜目における Bartonella 属菌の生態  

   犬（Canis familiaris）の Bartonella の病原巣としての役割は明確ではない

が、これまでヒトの心内膜炎の症例から、B. vinsonii subsp. berkhoffii が検出され

ており、犬の本菌による心内膜炎の病態に類似していることから[Chomel et al., 

2009]、犬は B. vinsonii subsp. berkhoffii の病原巣であると考えられている。  

近年、各国の野生イヌ型亜目においても Bartonella の保有状況が研究さ

れている（表 1-1）。米国のハイイロギツネの 42%（22/53）、アライグマの 26%

（11/42）、コヨーテの 9.5%（2/21）[Bai et al., 2016]、フランスのアカギツネ（1

頭）から人に脾腫、貧血、発熱を起こす B. rochalimae が分離されている[Henn et 

al., 2009]。また、米国のシマハイイロギツネの 11.8%（6/51）[Schaefer et al., 2011]、

ハイイロギツネの 9.4%（5/53）、コヨーテの 28％（31/109）からは人の心内膜炎

の原因菌となる B. vinsonii subsp. berkhoffii が分離されている  [Bai et al., 2016]。  

PCR 法を用いた研究では、メキシコのキットギツネの 13.3％（2/15）とコ

ヨーテの 5.6％（1/18）[López-Pérez et al., 2017]、オーストリアのアカギツネの 0.2％

（1/506）[Kaewmongkol et al., 2011]、スペインのアカギツネの 1.6％（1/62）とオ

オカミの 33.3％（1/3）[Gerrikagoitia et al., 2012]、イスラエルのキンイロジャッ

カルの 55％（5/9）とアカギツネの 9.1％（1/11）[Marciano et al., 2016]から B. 

rochalimae の DNA が検出されている。さらに、米国のハイイロギツネから採取

したヒトノミの一種（Pulex spp.） [Schaefer et al., 2012]やチリのイヌから採取し

たノミ[Pérez-Martínez et al., 2009]からも B. rochalimae の DNA が検出されたこ

とから、B. rochalimae の自然宿主はアライグマやキツネなどの野生イヌ型亜目

動物であることが明らかとなり、Pulex 属のノミが本菌の主要なベクターである

と考えられている。東部スロバキアのアカギツネにおけるノミの寄生率は 72%
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（56/78）と非常に高い値であり[Kočišová et al., 2006]、また同国のアカギツネか

ら回収したノミの 4.7%（19/407）から Bartonella DNA が検出されていることか

ら、ノミはアカギツネにおいて Bartonella の重要なベクターの一つである可能性

が示唆されている[Víchová et al., 2018]。さらに、イラクのジャッカルの 12.3％

（7/57）からは、新種と思われる Bartonella merieuxii の DNA が検出されている

[Chomel et al., 2012] 。 以 上 に 示 し た よ う に 、 各 国 の イ ヌ 科 動 物 も 、 種 々 の

Bartonella の自然病原巣を形成していると考えられる（表 1-1）。また、米国では

コヨーテに咬まれた人が、バルトネラ症を発症した事例が報告 [Chang et al., 2000]

されていることから 、野生イヌ型亜目も人のバルトネラ症の感染源として注目

する必要がある。  

わが国の野生イヌ型亜目では、テンの 12.5％（1/8）から病原性は不明で

あるが、北米のジリス由来の B. washoensis と高い相同性を示す株が分離されて

いる。さらに、ニホンアナグマの 6.7％（1/15）から新種と思われる Bartonella も

分離されている[Sato et al., 2012]（表 1-2）。  

以上から、各国の野生食肉目動物は、数種の病原性 Bartonella を保有して

おり、特にネコ型亜目では B. henselae、B. clarridgeiae、および B. koehlerae が、

イヌ型亜目では、B. rochalimae および B. vinsonii subsp. berkhoffii がそれぞれの

亜目の動物における主要な菌種であることが判明した。さらに、亜目ごとに固有

の菌種を保有していること、ネコ型亜目およびイヌ型亜目の動物は、それぞれ新

種の Bartonella を保有していることも確認された。一方、わが国固有のイヌ型亜

目動物であるタヌキは、人の生活圏に密接した環境に生息しているため、有害獣

として駆除されたり、傷病獣として保護される件数は年々増加しているにもか

かわらず、その病原性 Bartonella の保有状況については未だ検討されていない。
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したがって、 タヌキにおける B. rochalimae を含む病原性 Bartonella の感染状況

を明らかにすること は、わが国におけるバルトネラ症の疫学を解明する 上で重

要な課題であると思われた。さらに、食肉目動物由来の Bartonella に感染した人

の事例が日本や米国で報告されていることから、野生食肉目動物を取り扱う際

は、本症の病原巣であることを十分認識した上で対応する必要があると思われ

た。  
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図 1-1 わが国の野生食肉目動物による農業被害額の推移（2009～2016 年） 
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図 1-2 食肉目動物による各種被害 

 

a. タヌキによるトウモロコシの食害 

（出典 URL：https://plaza.rakuten.co.jp/hananoyakata/diary/201708290000/) 

b. ハクビシンによる天井裏の糞尿 

（出典 URL：https://npo-hakubishin.com) 

c. 床下のアナグマ 

（出典 URL：https://mosika1.hamazo.tv/e7173670.html） 

d. アライグマによる咬傷 

(出典 URL：https://www.whistlerquestion.com/news/local-news/local-woman-attacked-by-raccoon-

after-rescuing-dog-1.23106017) 

https://plaza.rakuten.co.jp/hananoyakata/diary/201708290000/
http://npo-hakubishin.com/higainitsuite.htm
https://mosika1.hamazo.tv/e7173670.html
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図 1-3 有害鳥獣捕獲による野生食肉目動物の捕獲頭数の推移（2009～2016 年） 

 
 

出典：環境省  野生鳥獣の保護管理

（http://www.env.go.jp/nature/choju/index.html）  

http://www.env.go.jp/nature/choju/index.html
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図 1-4 日本の傷病鳥獣としての食肉目動物の保護頭数の推移 
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表 1-1 世界の野生食肉目動物から検出された Bartonella 属菌 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

16 

亜目 自然宿主 菌種 人に対する症状 引用文献 

ネコ型亜目 

ボブキャット 

B. henselae 
患部発赤、リンパ節腫脹、発熱 

（猫ひっかき病） 

Chomel et al., 2016 
ピューマ 

チーター 
Molia et al., 2016 

ライオン 

リビアヤマネコ Gerrikagoitia et al., 2012 

チーター B. koehlerae 心内膜炎 Molia et al., 2016 

イヌ型亜目 

ハイイロギツネ 

B. vinsonii subsp. berkhoffii 心内膜炎 

López-Pérez et al., 2017 

シマハイイロギツネ Schaefer et al., 2011 

コヨーテ López-Pérez et al., 2017 

アライグマ 

B. rochalimae 脾腫、貧血、発熱 

Henn et al., 2009 

キンイロジャッカル Marciano et al., 2016 

コヨーテ López-Pérez et al., 2017 

ハイイロオオカミ Gerrikagoitia et al., 2012 
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表 1-2 日本の野生食肉目動物から分離された Bartonella 属菌 

 

. 

 

 

 

 

17 

    

亜目 自然宿主 菌種 引用文献 

ネコ型亜目 

フイリマングース 

B. henselae 

Sato et al., 2013 
ハクビシン 

イリオモテヤマネコ 
Tateno et al., 2013 

ツシマヤマネコ 

イヌ型亜目 
ニホンアナグマ Bartonella sp. 

Sato et al., 2012 
テン B. washoensis-like bacterium 
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第 2 章  

 

イヌ科動物の血液中 Bartonella DNA 

検出を目的とした PCR 法の検討  
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2.1 はじめに  

 各種動物の血液を用いて Bartonella 感染の有無を検討する場合、間接蛍

光抗体法による抗体検出法[常岡ら，1998]と PCR 法や分離培養法による抗原検

出法がある。しかしながら間接蛍光抗体法で本菌に対する特異抗体を検出する

ための野生動物の二次抗体の入手は困難で、また、Bartonella は、Q 熱やクラミ

ジア肺炎の原因菌である Coxiella burnetii や Chlamydia pneumoniae と交差反応を

示すため[常岡ら，2001]、野生動物における Bartonella の感染を血清学的に証明

することは極めて難しい。一方、血液から Bartonella を分離する分離培養法と

Bartonella DNA を検出する PCR 法では、分離株や検出された DNA の塩基配列

から、宿主に感染している菌種を同定するとともにゲノム性状を詳細に解析す

ることが可能である[La Scola et al., 2003]。特に、培養細胞を用いた感染実験で

分離株の病原性も解析できることから[Eicher et al., 2012]、バルトネラ症の疫学

を研究する上で分離培養法は理想的な方法であるといえる[Gutiérrez et al., 2017]。 

猫における Bartonella 感染を調べる場合、分離培養法が広く用いられて

おり、米国[Regnery et al., 1992]、ドイツ [Heller et al., 1997]、フランス[Heller et 

al., 1997]、日本 [Maruyama et al., 2004]などをはじめ、世界各地の猫における

Bartonella 菌の保有状況が検討されている。Bartonella はその発育に血液成分を

必要とするため、分離には、ウサギやヒツジの血液を加えた栄養価の高いハート

インフュージョン寒天培地が用いられている [Regnery et al., 1992]。血液寒天培

地上における Bartonella の発育速度は、大腸菌やサルモネラなどと比べると極め

て遅く、可視化コロニーの形成まで最低 2 週間を要する。また、Bartonella は、

種々の抗生物質に対し感受性を示すため、優れた選択分離培地は未だに開発さ

れておらず、本菌を分離する場合、検体から無菌的に採血した新鮮血液が必要と
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なる。しかしながら、タヌキを含む野生動物から血液を採取する場合、狩猟で捕

獲した個体、交通事故死あるいは野外斃死個体等から採血することが多いため、

無菌的な新鮮血液を入手することは、極めて困難である。一方、PCR 法は、

Bartonella の特定の遺伝子領域を高感度、かつ特異的に増幅する適切なプライマ

ーがあれば、血液検体の雑菌汚染の有無にかかわらず、対象となる動物の

Bartonella DNA の保有状況を正確に把握できると考えられる。  

 これまで、PCR 法を用いて様々な野生食肉目動物から Bartonella DNA が

検出されている。Henn ら [2009 ]は、Bartonella の ITS 領域、クエン酸合成酵素遺

伝子（gltA）、RNA ポリメラーゼサブユニットβ（rpoB）、および細胞分裂タンパ

ク質  （ ftsZ）領域をそれぞれ標的とした PCR 法によって、フランスの 1 頭のア

カギツネの血液から Bartonella DNA を検出し、その塩基配列から B. rochalimae

であったことを明らかにしている。Gerrikagoitia ら[2012]は、gltA 領域を標的と

した PCR 法により、スペインの 1 頭のハイイロオオカミの肝臓および脾臓から

B. rochalimae を検出している。López-Pérez ら[2017]も、gltA 領域を標的とした

PCR 法でハイイロギツネ 5 頭の血液から B. rochalimae DNA を検出している。  

Bartonella の菌種を同定する場合、gltA 領域と rpoB 領域の塩基配列にお

ける Bartonella 標準株との相同性値を用い、gltA 領域では 96.0%未満、rpoB 領域

が 95.4%未満であれば、解析に用いた Bartonella 株は既存種とは別種であると定

義される[La Scola et al., 2003 ]。このことから、両領域の塩基配列解析は検出し

た Bartonella の菌種を同定する上で必須であると考えられてきた。しかしなが

ら、gltA 領域を増幅するプライマーは、マウス、ラット、ヒトなどの宿主由来ゲ

ノムとアニール反応し、PCR 法において、顕著な非特異反応が生じる可能性が

あることが指摘されている [Diaz et al., 2012]。また、複数のげっ歯類由来
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Bartonella 株を用いたゲノム解析では、異なる株間で同領域の遺伝子組換えが生

じる可能性が報告されている [Paziewska et al., 2011 ]。これらの背景から、

Bartonella の菌種を同定する場合、gltA 領域以外の複数の遺伝子領域を解析する

ことが推奨されるようになった。Diaz ら [2012]は、Bartonella のトランスファー

メッセンジャーRNA（ssrA）領域を標的とした real-time PCR 法によるスクリー

ニング検出法を開発した。また、ssrA 領域に基づく系統解析の成績が gltA 領域

に基づくものと非常に近似していたことから、Bartonella の疫学研究において

ssrA 領域を用いた PCR 法も広く用いられるようになった[Marciano et al., 2016 ]。  

第 2 章では、タヌキを含むイヌ科動物の血液中から Bartonella DNA を高

感度かつ特異的に検出可能な PCR 法の確立を目的として研究を行った。特に、

rpoB 領域と ssrA 領域の遺伝子を標的とした PCR 法の有用性とその諸条件につ

いて検討した。また、血液検体中には PCR 反応を阻害する物質が存在すること

も知られていることから、それらが PCR 反応の感度にどの程度の影響を及ぼす

かについても同時に検討することとした。  
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2.2 材料および方法  

 

2.2.1  タヌキ Bartonlla DNA 陽性株を用いた予備実験  

－70℃で保管していたタヌキ血液を室温で解凍したのち、DNeasy Blood 

and Tissue Kit（QIAGEN 社）を用いて DNA を抽出した。タヌキ血液 200µl か

ら抽出した DNA を無作為に選択し、後述の rpoB 領域を標的とした PCR 法

[Renesto et al., 2001]で Bartonella DNA の検出を行った。本 PCR 法で陽性とな

った RD198 株、443 株、474 株を用いて、さらに gltA および ssrA 領域の PCR

法を実施し、それぞれの増幅産物の泳動像を比較検討した。なお、陽性コント

ロールには、B. arsatica IBS 382T 株を用いた。  

 

 

2.2.2 検出感度測定用のプラスミド DNA の作製  

 

a) 使用菌株と DNA 抽出  

－70℃で凍結保存していた B. rochalimae BAA-1498T 株の一白菌耳量を、

5%ウサギ血液加ハートインフュージョン寒天培地（HIA）*1 に塗抹して、35℃、

5%CO2 の気相で 7～10 日間培養した。HIA 上に発育した菌株を適当量掻き取り、

リン酸緩衝生理食塩水（PBS） 500μl に懸濁して遠心洗浄した後、InstaGene Matrix

（Bio-Rad 社）を用いて菌体から DNA を抽出した。  

 

b) B. rochalimae BAA-1498T 株の rpoB および ssrA 領域の PCR 法による増幅  

Bartonella 属菌の rpoB および ssrA 領域を増幅するプライマーをそれぞれ

使用した（表 2-1）。各領域を増幅する Forward、Reverse プライマー（10μM）を

1μl ずつ、DNA ポリメラーゼに TakaRa EX Taq HS（TaKaRa 社）を 0.1μl、dNTP

溶液を 1.6μl、反応用 buffer の 2 μl をそれぞれ加え、Nuclease Free Water（以下、
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NFW）13.3µl で全量を 20µl とした（表 2-2）。各領域の PCR 法は表 2-3 に示す条

件下で行った。両 PCR の増幅産物を 3％アガロースゲルを用いてそれぞれ電気

泳動し、0.5µg/ml のエチジウムブロマイドで染色済のゲルから、UV 照射下で PCR

産物を切り出した。Wizard SV Gel and PCR Clean-Up system（Promega 社）を用い

て PCR 産物を精製し、これをインサート用 DNA とした。  

 

c) PCR 検出感度測定用のプラスミド DNA の作製  

pGEM T-easy Vector システム（Promega 社）を用いて、添付のプロトコー

ルに従ってインサート用 DNA と pGEM T-easy Vector をライゲーションし、コン

ピテントセル（大腸菌 DH5α 株）を形質転換した。2% X-Gal（Invitrogen 社）を

40μl、200mM Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside（ IPTG, Invitroge 社）の 40μl を

塗付したアンピシリン含有 Luria Bertani（LBamp）寒天培地*2 に形質転換した菌

を塗沫し、37℃で 16 時間、好気培養した。培地上に発育したコロニーを 3～5 個

釣菌し、PCR 法によって目的の DNA が挿入されたプラスミドが大腸菌内に存在

することを確認した。なお、PCR 法には、プラスミド DNA の SP6 および T7 プ

ロモーター領域にそれぞれ結合する SP6 プライマー（5’-TATTTAGGTGACACT 

ATAG-3’)と T7 プライマー（5’- TAATACGACTCACTATAGGG-3´）を使用した。

PCR 反応液の組成は表 2-2 に、反応条件は表 2-3 にそれぞれ示すとおりである。 

形質転換済の大腸菌を LBamp 液体培地*3 に接種し、37℃で一晩激しく振

とう培養した。培養した大腸菌から Wizard Plus Minipreps DNA Purification System 

(Promega 社 )を用いて，プラスミド DNA を抽出した。すなわち、培養液  3ml を

1,930×g、10 分間遠心分離（EX-136 ：TOMY 社）した後、上清を除去した。大

腸菌の沈査に Cell Resuspension Solution 250µl を加えて混和し、1.5ml 尖底プラ

スチックチューブに移した。Cell Lysis Solution の  250µl を加えて転倒混和し、
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さらに Alkaline Protease Solution を 10µl 加えて転倒混和した後、室温で 5 分間

静置した。反応後、Neutralization Solution の 350µl を加えて転倒混和し、15,700

×g で 1 分間遠心分離（5415R：Eppendorf 社）した。次いで、ミニカラムのメン

ブレン上に Column Wash Solution の 750µl を加えて 15,700×g で 1 分間遠心洗浄

し、この洗浄工程を 2 回繰り返した。メンブレンを洗浄後、ミニカラムを滅菌

1.5ml マイクロチューブに装着した。NFW を 30µl 加えて室温で 1 分間静置した

後、15,700×g、1 分間遠心分離し、精製済のプラスミド DNA 溶液を回収した。

NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific 社)を用いて rpoB 領域ある

いは ssrA 領域がそれぞれ組み込まれたプラスミド DNA 溶液の濃度を測定した

後、NFW を用いて両プラスミド溶液ともに 6×107copy/µl になるよう濃度を調整

した。  

 

d）プラスミド DNA 溶液のコピー数の調整  

2.2.2-c）で作製したプラスミド DNA 溶液（6×107copy/µl）を原液として、

6×107copy/µl ～  6×10-1 copy/µl になるよう NFW を用いて 10 倍階段希釈した。

続いて、NFW を 45µl ずつ入れた 9 本の 1.5ml チューブそれぞれに、プラスミド

DNA 溶液の各希釈系列から分取した 5µl を加えてよく混合し、これらを PCR 法

の検出感度の測定に用いる希釈列（テンプレート DNA①）とした（図 2-1）。  

また、血液中に存在する PCR 阻害物質の影響を検討するために、犬血液

の抽出 DNA 液を加えた希釈列を作製した。すなわち、あらかじめ Bartonella の

感染が陰性であることを確認しておいたビーグル犬から採取した 200µl の血液

から、DNeasy Blood and Tissue Kit（QIAGEN 社）を用いて DNA を 45µl 抽出し、

これを希釈列作製用のイヌ血液抽出液とした。  

イヌ血液抽出液を 45µl ずつ入れた 1.5ml のチューブ 9 本に、プラスミド
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DNA 溶液の各希釈列から分取した 5µl を加えて混合し、これらをイヌ科動物の

血液から Bartonella DNA を検出する PCR 法の検出感度の測定に用いる希釈列

（テンプレート DNA②）とした（図 2-2）。  
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表 2-1．PCR に用いたプライマーの塩基配列と増幅塩基長  

 

 

 

表 2-2．PCR に用いた試薬の組成  

×10 Ex Taq Buffer（Takara 社）          2.0 µl 

dNTP Mixture（TaKaRa 社）  1.6 µl 

TaKaRa Ex Taq HS（TaKaRa 社）  0.1 µl 

DNA 溶液（20ng/μl）  1.0 µl 

10µM 各プライマー  各 1.0 µl 

Nuclease Free Water  13.3 µl 

計  20.0 µl 

 

 

 

表 2-3．gltA、rpoB および ssrA 領域の PCR の反応条件  

標的遺伝子  反応   温度（℃） 時間（秒） 回数  

 

 

gltA 

 

 

熱変性  

 

増幅  

 

伸長反応  

 

熱変性  

アニーリング  

伸長  

94 

94 

53 

72 

72 

300 

20 

30 

30 

300 

    1 

 

   35 

 

    1 

 

 

rpoB 

 

 

熱変性  

 

増幅  

 

伸長反応  

 

熱変性  

アニーリング  

伸長  

94 

94 

53 

72 

72 

120 

30 

30 

60 

120 

1 

 

35 

 

1 

 

 

ssrA  

 

 

熱変性  

 

増幅  

 

伸長反応  

 

熱変性  

アニーリング  

伸長  

94 

94 

53 

72 

72 

120 

30 

30 

60 

120 

1 

 

35 

   

1 

 

  

標的遺伝子  プライマー  塩基配列  
増幅塩基長

（bp）  

gltA 
BhCS.781p 5’-GGGGACCAGCTCATGGTGG-3 

379 
BhCS.1137n 5’-CGATGCACAATCATTTCTGG-3’ 

rpoB 
1400F 5´-CGCATTGGCTTACTTCGTATG-3´ 

893 
2300R 5´-GTAGACTGATTAGAACGCTG-3´ 

ssrA 
ssrA-F 5’-GCTATGGTAATAAATGGACAATGA-3´ 

301 
ssrA-R 5´-GTAGACTGATTAGAACGCTG-3´ 
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図 2-1 テンプレート DNA①の作製過程  

血液中の阻害物質の影響を受けずに Bartonella DNA を検出する PCR 法の  

感度測定系  

 

プラスミド DNA を 10 倍階段希

釈  

6×107 

copy/µl  

6×106 

copy/µl  

6×105 

copy/µl  

6×104 

copy/µl  

6×103 

copy/µl  

6×102 

copy/µl  

6×101 

copy/µl  

6×100 

copy/µl  

6×10-1  

copy/µl  

     Nuclease Free Water 45µl   

5µl ずつ添加  

6×106 

copy/µl  

6×105 

copy/µl  

6×104 

copy/µl  

6×103 

copy/µl  

6×102 

copy/µl  

6×121 

copy/µl  

6×100 

copy/µl  

6×10-1  

copy/µl  

6×10-2  

copy/µl  
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図 2-2 テンプレート DNA②の作製過程  

イヌ血液中から Bartnella DNA を検出する PCR 法の感度測定系  

 

 

 

プラスミド DNA を 10 倍階段希

釈  

6×107 

copy/µl  

6×106 

copy/µl  

6×105 

copy/µl  

6×104 

copy/µl  

6×103 

copy/µl  

6×102 

copy/µl  

6×101 

copy/µl  

6×100 

copy/µl  

6×10-1  

copy/µl  

イヌ血液抽出液 45µl 

5µl ずつ添加  

6×106 

copy/µl  

6×105 

copy/µl  

6×104 

copy/µl  

6×103 

copy/µl  

6×102 

copy/µl  

6×121 

copy/µl  

6×100 

copy/µl  

6×10-1  

copy/µl  

6×10-2  

copy/µl  
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2.2.3 PCR 法の検出感度の測定  

 2.2.2-d）で作製したテンプレート DNA①および DNA②を用い、Bartonella

の rpoB 領域と ssrA 領域を増幅する PCR 法の検出感度を測定した。すなわち、

PCR 反応用チューブ内に，6×106～6×10-2 copy/µl に希釈したテンプレート DNA

①あるいは DNA②を 1μl、Forward および Reverse プライマー（10µM）をそれぞ

れ 1μl、DNA ポリメラーゼの TakaRa EX Taq HS（TaKaRa 社）を 0.1μl、dNTP 溶

液を 1.6μl、反応用 buffer を 2 μl それぞれ加え、PCR 反応を行った。PCR 産物を

電気泳動し、染色・脱色した後、UV 照射下で増幅バンドの有無を確認した。  

各遺伝子領域に対して、上記の PCR 法を 7 回ずつ行い、4 回以上陽性を

示し、かつプラスミド DNA のコピー数が最も少ない希釈を検出限界とした。  
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2.3 成績   

 

2.3.1 タヌキ Bartonlla DNA 陽性株を用いた予備実験  

   gltA、rpoB、ssrA の各領域を標的とした PCR 法における予備実験の結果、

gltA 領域を標的とした PCR 産物の泳動像には、特異的とされる増幅バンド

(379bp) 周辺に非特異反応が多く出現し、判別が困難であった。一方、rpoB およ

び ssrA 領域の泳動像では、目的とする増幅領域周辺に非特異反応は少なく、特

異的なバンドの判別は容易であった（図 2-3）。  

 

2.3.2 テンプレート DNA①を用いた PCR 法の検出感度  

 rpoB 領域を標的とした PCR 法では、7 回実施したうちの 4 回において

6×101copy/tube まで 800bp 付近に明瞭な特異バンドが検出された（図 2-4）。  

ssrA 領域を標的とした PCR 法では、7 回実施したうちの 4 回において

6×102copy/tube まで 300bp 付近に明瞭な特異バンドが検出された（図 2-5）。  

 

2.3.3 テンプレート DNA②を用いた PCR 法の検出感度  

 rpoB 領域を標的とした PCR 法では、7 回実施したうちの 4 回において

6×103copy/tube まで 800bp 付近に明瞭な特異バンドが検出された（図 2-6）。  

ssrA 領域を標的とした PCR では、7 回実施したうちの 4 回において

6×102copy/tube まで 300bp 付近に明瞭な特異バンドが検出された（図 2-7）。  
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      A                              B                             C 

 

図 2-3 タヌキ DNA 溶液の gltA（A）、rpoB（B）、ssrA（C）領域を増幅する PCR

泳動像の比較  

 

M: 100bp DNA マーカー、N: 陰性コントロール、P: 陽性コントロール、  

1; RD198 株、2: RD443 株、3: RD474 株  

 

  

800bp→  

300bp→  300bp→  
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M: 100bp DNA マーカー、N: 陰性コントロール  

 

図 2-4 テンプレート DNA①を用いた rpoB 領域における PCR 法の  

検出感度測定  

 

  

800bp→  
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M: 100bp DNA マーカー、N: 陰性コントロール  

 

図 2-5 テンプレート DNA①を用いた ssrA 領域における PCR 法の  

検出感度測定  

  

 

300bp→  
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M: 100bp DNA マーカー、N: 陰性コントロール  

図 2-6 テンプレート DNA②を用いた rpoB 領域における PCR 法の  

検出感度測定  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

800bp→  
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300bp→  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

M: 100bp DNA マーカー、N: 陰性コントロール  

図 2-7 テンプレート DNA②を用いた ssrA 領域における PCR 法の検出感度  
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2.4 考察  

第 2 章では、食肉目動物の血液から、Bartonella DNA を感度よく検出する

PCR 法の諸条件を検討した。現在、Bartonella の同定は、gltA 領域の塩基配列の

相同性が 96.0%未満、rpoB 領域では 95.4%未満の相同性であれば、解析に用いた

Bartonella 株は既存種に該当しない別種であると定義される [La Scora et al., 2003]。

さらに系統解析では、gltA と同等の鑑別が可能とされる ssrA 領域も用いられる

ことから、gltA、ssrA および rpoB 領域をタヌキ血液からの BartonellaDNA 検出

に有用と考えられる遺伝子候補として選択することとした。その結果、gltA 領域

の PCR 法では、標的の増幅産物（約 380bp）のバンド付近に非特異的な増幅反

応の結果であるバンドが多数出現したため、判別困難であることが判明した。一

方、rpoB および ssrA 領域を対象とした PCR 法では、非特異反応も少なく、明瞭

な増幅バンドが確認され、判別が容易であった。Diaz ら[2012]は、Bartonella DNA

検出において gltA が優れた標的遺伝子であることを認める一方で、人およびハ

ツカネズミ、ドブネズミ、ヒトなどの血液検体から Bartonella DNA を検出する

場合、本研究と同様に非特異反応が出現する問題点を指摘している。また、

Colborn ら[2010]は、Ehrlichia spp. などの数種の病原体に対し、gltA 領域の PCR

法は Bartonella と交差反応を起こすことを指摘している。以上から、タヌキ血液

から Bartonella DNA を検出するための標的遺伝子として gltA 領域は不適当であ

ると思われた。そこで、以降は rpoB と ssrA 領域を対象とした PCR 法を用いて

イヌ血液中の Bartonella DNA の検出感度について検討した。  

イヌ血液抽出液を用いた PCR 法では、rpoB と ssrA 両遺伝子領域において、

検出感度の低下が認められた。Al-Soud ら[2002]は、人血液由来のヘモグロビン

やラクトフェリンが、PCR 法における Listeria monocytogenes DNA の検出感度の
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低下に影響を及ぼすことを示している。このことから、イヌ血液中においてもこ

れらの成分が、rpoB および ssrA 領域を対象とした PCR 法による Bartonella DNA

の検出感度低下に影響を及ぼしている可能性がある。  

  NFW とイヌ血液抽出液を用いた検出感度測定では、いずれにおいても

rpoB 領域を対象とした PCR 法の検出感度が高かった。これより、血液から

Bartonella DNA の検出を目的としたスクリーニング PCR 法には、rpoB 領域が

標的遺伝子として適していると考えられた。また、今回検討した PCR 法を用

いてタヌキの血液から B. rochalimae を検出する場合、 rpoB 領域では 6×

102copy の DNA が反応用チューブ内に存在すれば、検出可能であることが明

らかとなった。一方、ssrA を標的とした PCR 法では、イヌ血液抽出液で希釈

したプラスミド DNA は、6×103copy/tube まで検出可能であった。Rolain ら

[2002]は、塹壕熱患者の研究において、ヒトの赤血球における B. quintana の感

染率は、0.001～0.005%（1 赤血球当たりの感染菌数：最大 5 個）と報告してい

る。すなわち、塹壕熱患者の血液 1ml 量に感染している B. quintana の菌数は

50,000～200,000 個であると算出される。本研究に用いた Bartonella の rpoB 領

域は、B. rochalimae のゲノム上に 1copy がコードされているため、検出コピー

数を細胞数に換算すると、1ml の血中に 150,000 個の B. rochalimae が存在すれ

ば本 PCR 法によってその DNA を検出できる感度であることが判明した。従っ

て、今回検討した rpoB 領域を対象とした PCR 法は、タヌキ血液中の 150,000

個 /ml の B. rochalimae を検出可能な感度を有すると考えられた。  

   本研究により、イヌ科動物の血液から PCR 法を用いて Bartonella DNA

を検出・同定する手法が確立された。まず、①血液から市販のキットを用いて

DNA を抽出し、②rpoB 領域の PCR 法を実施する（スクリーニング PCR）。③
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rpoB 領域のスクリーニング PCR 法で陽性を示した検体について、ssrA 領域の

PCR 法を実施し、確認する。④さらに、両領域の塩基配列を決定し、系統解析

および相同性解析等により、菌種を同定することで、感染している Bartonella

を特定する有効な方法であると考えられた。  
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2.5  小括  

野生動物から血液を採材する場合、狩猟捕獲、傷病保護、あるいは交通

事故等で死亡した個体が多いため、種々の細菌や真菌の汚染を受けている可

能性が高い。したがって、Bartonella の分離には適さない血液試料が多いこと

が予想されるため、野生動物集団における Bartonella の感染状況を把握する

場合、PCR 法が多用されている。しかしながら、タヌキを含むイヌ科動物の

血液中から Bartonella DNA を検出することを目的とした PCR 法の諸条件を検

討した報告はない。そこで第 2 章では、イヌ科動物の血液試料から Bartonella 

DNA を高感度に検出する PCR 法の条件について検討した。  

Bartonella の RNA polymerase subunit β（rpoB）、Citrate synthase（gltA）

および Transfer-messenger RNA（ssrA）の各遺伝子領域を標的とする PCR 法に

よってタヌキの血液 3 検体から本菌の DNA 検出を試みた。その結果、gltA 領

域を標的とした PCR 法では、いずれの検体においても多くの非特異反応が確

認され、判別が困難であった。一方、rpoB と ssrA 領域を標的とした PCR 法

では、いずれの検体においても非特異反応は少なく、明瞭な特異バンドが認

められ、容易に判定が可能であった。そこで、タヌキの血液から Bartonella 

DNA を感度よく検出することを目的として、rpoB および ssrA を標的とした

PCR 法の検出感度を検討した。  

B. rochalimae BAA-1498T 株の rpoB および ssrA 領域をそれぞれ増幅した

後、TA クローニングにより当該領域を組み込んだプラスミド DNA を作製し

た。Nuclease-free water（以下、NFW）および Bartonella 非感染犬の血液から

DNA easy Blood and Tissue Kit（QIAGEN 社）を用いて抽出した溶液（以下、

イヌ血液抽出液）を用いて PCR 法の感度を検討した。6×107～6×10-1 copy/µl 
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に希釈した各遺伝子領域のプラスミド DNA の 5µl を 45µl の NFW およびイヌ

血液抽出液 45µl それぞれに加え、6×106～6×10-2 copy/µl の希釈系列を作製し

た。NFW13.3μl を分注した PCR 反応用チューブに、先に作製した 6×106～

6×10-2 copy/µl のプラスミド DNA を 1μl、10µM の Forward、Reverse プライマ

ーを各 1μl、dNTP 溶液を 1.6μl、TakaRa EX Taq HS を 0.1μl、反応用 buffer を 2 

μl それぞれ加え、PCR 反応を行った。  

rpoB 領域の PCR 法では、NFW で希釈したプラスミド DNA において

6×101copy/tube、イヌ血液抽出液で希釈したプラスミド DNA では 6×102 

copy/tube まで遺伝子増幅が確認された。ssrA 領域の PCR 法では、NFW で希釈

したプラスミド DNA において 6×102 copy/tube、イヌ血液抽出液で希釈したプ

ラスミド DNA では 6×103copy/反応まで遺伝子増幅が確認された。  

これらの成績から、rpoB 領域を標的とした PCR 法の系ではイヌ科動物

の血液 200µl 中に 6×102 copy 以上、ssrA 領域の PCR 法では 6×103copy 以上の

Bartonella DNA が存在すれば、検出可能であると思われた。また、両 PCR 法

ともに、イヌ血液抽出液で希釈した試料の検出感度は、NFW で希釈した際の

感度に比べて 1/10 に低下したことから、血液に由来するヘモグロビン等の物

質が PCR 反応の感度低下に影響している可能性が示された。  
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2.6 第 2 章で使用した試薬類の組成  

*1. 5%兎血液加 HIA 培地の組成  

Heart Infusion Agar（HIA）（DIFCO 社）  20 g 

再精製水  500 ml 

兎脱繊維血液  25 ml 

HIA と再精製水を混和し、加温溶解した後に 121℃で 15 分間、オートクレーブで滅菌した。

滅菌後、55℃に保存した培地に、兎脱繊維血液 25ml を無菌的に加え、泡立てないように充

分混和し、これをシャーレに約 20ml ずつ分注し、室温で固めた。  

 

 

 

 

*2. アンピシリン含有 Luria Bertani（LBamp）寒天培地の組成  

LB AGAR（ Invitrogen 社）  16 g 

アンピシリン  25 mg 

LB AGAR（ Invitrogen 社）の 16g を再精製水で 500ml にメスアップして混和し、オートク

レーブ滅菌後、55ºC に保温した培地に 50mg/ml のアンピシリン溶液を 500μl 加え、滅菌シ

ャーレに約 20ml ずつ分注し、静置して固めた。  

 

 

 

*3. LBamp（アンピシリン含有 LB）液体培地の組成  

LB BROTH BASE（ Invitrogen 社）  11 g 

アンピシリン  25 mg 

LB BROTH BASE（ Invitrogen 社）の 11g を再精製水で 500ml にメスアップして混和し、オ

ートクレーブ滅菌後、55ºC に冷却した培地に 50mg/ml のアンピシリン溶液を 500μl 加え、

冷蔵保存した。  
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第 3 章 

 

タヌキにおける Bartonella 感染状況、疫学要因  

ならびに検出株の遺伝子解析  
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3.1 はじめに  

第 １ 章 に お け る 文 献 的 考 察 か ら 、 多 く の 野 生 食 肉 目 動 物 は 数 種 の

Bartonella の自然宿主であることが判明した。食肉目由来の Bartonella のうち

Bartonella rochalimae [Eremeeva et al., 2007] 、Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii 

[Roux et al., 2000, Breitschwerdt et al., 2010] 、および Bartonella henselae [Sato et 

al., 2013; Kosoy et al., 2019] は、ヒトに対する病原性が確認されている。菌血症、

発 熱 、 軽 度 の 貧 血 、 筋 肉 痛 、 悪 心 、 お よ び 脾 腫 な ど の 症 状 を 引 き 起 こ す B. 

rochalimae は 、 米 国 の コ ヨ ー テ （ Canis latrans ）、 ハ イ イ ロ ギ ツ ネ （ Urocyon 

cinereoargenteus） [Bai et al., 2016]、 シ マ ハ イ イ ロ ギ ツ ネ （ Urocyon littoralis）

[Schaefer et al., 2011]、アカギツネ（Vulpes vulpes） [Henn et al., 2009]、アライグ

マ（Procyon lotor）[Henn et al., 2009]、シマスカンク（Mephitis mephitis）[López-

Pérez et al., 2017]から分離されている。さらに、セルビア共和国のキンイロジャッ

カル（Canis aureus）、イスラエルのアカギツネ [Marciano et al., 2016]、スペイン

のオオカミ（Canis lupus）[Gerrikagoitia et al., 2012]などの食肉目動物からも B. 

rochalimae が相次いで検出された。これらの疫学研究の成果は、野生食肉目、特

にイヌ型亜目動物が、B. rochalimae の自然宿主として主要な役割を果たしてい

ることを示唆している。  

日 本 に お け る 食 肉 目 動 物 で は 、 ネ コ 型 亜 目 動 物 の フ イ リ マ ン グ ー ス

（Herpestes auropunctatus）やハクビシン（Paguma larvata）から、猫ひっかき病

の原因菌である B. henselae が分離されており、これらの動物が猫と同様に重要

な病原巣であることが明らかとなった[Sato et al., 2013]。さらに、イヌ型亜目動

物では、日本のテン（Martes melampus）は Bartonella washoensis 様の細菌、ニホ

ンアナグマ（Meles anakuma）は、アナグマ固有の Bartonella を保有しているこ
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とが明らかになっている[Sato et al., 2012]。  

タヌキ（Nyctereutes procyonoides viverrinus）は、日本固有の中型（3～10 

kg）のイヌ科動物で、森林、亜高山帯、農村地帯、都市部などに広く分布してい

る[Mitsuhasi et al., 2018; Saito et al., 2016]。特に、東京近郊では、タヌキの生息

数が近年増加する傾向が認められており [Sako et al., 2008]、われわれの周辺でも

タヌキが目撃される機会が増えてきた。また、第 1 章で示したように、傷病鳥獣

として保護される動物の中でも、タヌキの頭数は群を抜いている。このように、

都市部では人とタヌキが偶発的に遭遇する機会が増加していることから、タヌ

キにおける病原性 Bartonella の保有状況やその菌種の遺伝子性状を明らかにす

ることはバルトネラ症の疫学を解明する上で極めて重要であると考えられる。

しかしながら、日本のタヌキが保有する病原性 Bartonella については、全く検討

されていない。  

近年、イヌセンコウヒゼンダニ（Sarcoptes scabie var. canis）による疥癬

症が、日本各地のタヌキに蔓延していることが報告されている[Kido et al., 2013;  

Takahashi et al., 2001 ]。Matsuyama ら[2015]は、岐阜県の飼育犬とタヌキ間で疥

癬症の感染環が成立していることを示した。 2009 年 7 月、和歌山県でも重度の

疥癬症のタヌキが認められ て以降、疥癬症に罹患したタヌキの報告数は年々増

加している[Makouloutou et al., 2015]。また、げっ歯類では、Leptotrombidium 属、

Schoengastia 属 、 Blankarrtia 属 の ダ ニ や イ ヌ で は Ornithonyssus 属 の ダ ニ が

Bartonella の感染を媒介することが示唆されている[Bradley et al., 2014; Kabeya et 

al., 2010; Loan et al.. 2015]。しかしながら、Bartonella の伝播に関するイヌセンコ

ウヒゼンダニの潜在的な役割は、これまで十分に検討されていない。  

本研究では、和歌山県田辺市周辺のタヌキから 9 年間に亘り採取したタ
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ヌキの血液を材料とし、分子生物学的手法によって、Bartonella の分布状況とそ

の遺伝子性状を詳細に解析した。さらに、今回検討したタヌキの集団において疥

癬症やその原因であるイヌセンコウヒゼンダニが Bartonella 伝播に関わってい

る可能性についても検討した。  
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3.2 材料および方法  

3.2.1 検体  

和歌山県田辺市周辺（33 °45‘N、135°230’E）において、2009 年から 2017

年にかけて、野生タヌキ 619 頭（雄  344 頭、雌 275 頭）から血液を採取した。

血液は、野外における捕獲・狩猟個体、交通事故死の個体、あるいは衰弱し保護

された個体から採取した。血液の採取時には、個体ごとに性別、健康状態、およ

び疥癬症の有無を記録した。血液はエチレンジアミン四酢酸（EDTA）を含む真

空採血管（TERUMO 社）に採取し、凍結下で日本大学生物資源科学部獣医公衆

衛生研究学研究室に送付した後、検査時まで－70℃で保管した。  

 

3.2.2 PCR による Bartonella DNA の検出  

凍結保存していた血液試料を室温で解凍し、DNeasy Blood and Tissue Kit

（Qiagen 社）を用いて、200µl 量の血液から付属の手順書に従って DNA を抽出

した。サンプル中の Bartonella DNA 検出を目的としたスクリーニング PCR 法に

は、第 2 章で検討した Bartonella の rpoB 領域を標的とした PCR 法を用いた

[Renesto et al., 2001]。さらに、rpoB 領域の PCR 法で陽性を示した全てのサンプ

ルについて、ssrA 領域を標的とした PCR 法[Diaz et al., 2012]を行った。PCR 反

応用試薬は、滅菌した PCR 用マイクロチューブにタヌキ血液から抽出した DNA

溶液を 1µl（20ng/µl）、10µM の各 PCR 用プライマーを 1µl、Ex Taq HS （TaKaRa

社）を 0.5U /tube、20ｍM の Mg2+添加済み buffer を 2µl（最終濃度 2mM）、2.5mM

の dNTP mixture を 1.6µl（最終濃度 200µM）をそれぞれ添加し、Nuclease Free 

Water（以下、NFW）で全量を 20µl に調整した。  さらに、B. alsatica  IBS382T

の DNA および NFW で DNA 溶液に置き換えたものを、それぞれ陽性コントロ

ールと陰性コントロールとした。rpoB および ssrA の両 PCR 反応は、S1000 サー
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マルサイクラー（Bio-Rad 社）で実施した。本研究に使用した PCR 法の条件は、

第 2 章の表 2-3 に記載した。  

 

3.2.3 rpoB および ssrA 領域の PCR 産物の塩基配列決定  

rpoB および ssrA 領域の PCR 増幅産物は、それぞれ Wizard SV Gel および

PCR Clean-Up System（Promega 社）または Spin Column PCR 産物精製キット（Bio 

Basic 社 ） を 使 用 し て 精 製 し た 。 精 製 し た 各 増 幅 産 物 の 塩 基 配 列 は 、 Big Dye 

Terminator Sequencing Ready Reaction Kit（Applied Biosystems 社）を使用し、Genetic 

Analyzer 3130（Applied Biosystems 社）を用いてダイレクトシーケンス法により

決定した。本法に用いたプライマーは表 3-1 に示す通りである。   

 

3.2.4  遺伝子系統解析および相同性解析  

rpoB および ssrA 遺伝子の塩基配列は、Bartonella 標準株の塩基配列と

マルチプルアラインメントし、rpoB 領域では塩基配列を 825bp、ssrA 領域では

301bp にそれぞれ揃えた。系統樹は、系統解析ソフトウェア MEGA6 の Kimura 

2 パラメーター法を使用し、近隣結合法により作成した[Tamura et al., 2013]。  

本研究で決定した rpoB および ssrA 領域の塩基配列を BLAST 検索を使

用して International Nucleotide Sequence Database（INSD; http://www.insdc.org/）

に登録されている原核生物のゲノム配列とそれぞれ比較した。   

 

3.2.5  統計解析  

ピ ア ソ ン の カ イ 二 乗 検 定 に よ り 、 タ ヌ キ の 性 別 お よ び 疥 癬 症 の 有 無 に よ る

Bartonella DNA 保有率の統計学的有意差を検定した。また、フィッシャーの直接

確率検定を用い、サンプリングした年度ごとの Bartonella DNA 保有率の統計学

的有意差を検定した（p<0.05）。  
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表 3-1．ダイレクトシーケンス法に用いたプライマーの塩基配列  

標的遺伝子領域  プライマー  塩基配列 ＊  

rpoB 

1400F 5’-CGCATTGGCTTACTTCGTATG-3’ 

1600R 5’-GGRCAAATACGACCATAATGSG-3’ 

2000F 5’-GGGWGAAGTTTTRATGGYRCCRCG-3’ 

2000R 5’-CGYGGYRCCATRAAAACTTCWCC-3’ 

2300R 5’-GTAGACTGATTAGAACGCTG-3’ 

ssrA 
ssrA-F 5’-GCTATGGTAATAAATGGACAATGA-3 

ssrA-R 5’-GCTTCTGTTGCCAGGGTG-3 
 

＊R は A または G を、Y は T または C を、W は A または T を、S は C または G

をそれぞれ示す。  
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3.3 成績  

3.3.1 タヌキ Bartonella DNA 保有率  

    rpoB 領 域 を 標 的 と し た PCR 法 に よ り 個 体 の 7.1 ％ （ 44/619 ） か ら

Bartonella DNA が検出された。 rpoB 領域の PCR 法で陽性を示したサンプルは、

ssrA を標的とした PCR 法においても全てが陽性であった。   

また、rpoB および ssrA 領域で陽性を示した 44 株について、両領域の塩

基配列を決定したところ、全てが同一であった。  

 

3.3.2 タヌキから検出された Bartonella DNA の系統解析  

Bartonella DNA が検出された 44 検体の rpoB および ssrA 遺伝子領域はす

べて同一の塩基配列を示したことから、代表として個体番号 RD86 株を用いて、

以後の解析を行った。なお、RD86 株の rpoB および ssrA 領域の塩基配列は、INSD

に登録し、それぞれのアクセッション番号を取得した（rpoB：LC513659 および

ssrA：LC513660）。   

rpoB 領域の塩基配列に基づく系統樹では、RD86 株はバルトネラ症の患

者由来の B. rochalimae BAA-1498T と同一のクラスターを形成した[Eremeeva et al. 

2007]（図 3-1）。  

ssrA 領 域 の 塩 基 配 列 に 基 づ く 系 統 解 析 に お い て も 、 RD86 株 は B. 

rochalimae BAA-1498T と同一のクラスターを形成した (図 3-2)。  

 

3.3.3  BLAST 検索に基づく RD86 株の相同性解析  

BLAST 検索に基づいて、RD86 株と最も近縁な Bartonella 株の塩基配列

との相同性を検討した（表 3-2）。RD86 株の rpoB および ssrA 領域の塩基配列は、

コヨーテ由来 Coyote22sub2 株、イヌ由来 114 株、ハイイロギツネ由来 11B 株、
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およびアカギツネ由来 A1379B 株の配列に最も近縁で、それぞれ 99.8％、99.7％

の相同性であった。  また、RD86 株の rpoB 領域の塩基配列は、患者から由来  

の Bartonella BAA-1498T 株、スカンク由来 CDC_skunk 株、およびアライグマ由

来 Racoon 60 株と 99.4％の相同性であった。  

さらに、RD86 株の ssrA 領域の塩基配列の相同性は、Bartonella BAA-1498T

株、CDC_skunk 株、および Raccoon60 株とそれぞれ 99.7%、99.3%、および 99.0％

であった。 一方、RD86 株とドブネズミ（Rattus norvegicus）由来の 1-1C 株との

相同性は上述の株と比較して低く、rpoB 領域で 97.5％、ssrA 領域で 98.7％であ

った。  

 

3.3.4  疫学要因別にみたタヌキにおける B. rochalimae DNA 保有率  

タヌキの性別による B. rochalimae DNA の保有率は、雄で 6.1％（21/344）、

雌で 8.4％（23/275）で、有意な差は認められなかった（図 3-3）。   

採材した年度別の Bartonella DNA 保有率では、2011 年の 2.2％（1/45）か

ら 2016 年の 14.3％（4/28）まで変動が認められたものの、年度毎の陽性率に有

意差は認められなかった（図 3-4）。   

疥癬症に罹患していた個体は 494 頭で全体の 79.8%であった。図 3-5

は、重度の疥癬症の角化性脱毛症により衰弱したタヌキを示す。疥癬症に罹患

したタヌキの B. rochalimae 陽性率は、7.9％（39/494）と、疥癬症陰性タヌキの

B. rochalimae DNA 保有率 4.0％（5/12）に比べ高い傾向にあったが、  両グルー

プの間に有意差は認められなかった(図 3-6)。  

 

 

 

 

 

 



51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 B. vinsonii subsp.  vinsonii Baker  

 B. vinsonii subsp.  berkhoffii 93-CO1  

 B. vinsonii subsp.  arupensis OK94-513  

 B. taylorii M6  

 B. birtlesii IBS325  

 B. rattaustraliani AUST.NH4  

 B. japonica Fuji 18-1  

 B. coopersplainsensis AUST.NH20  

 B. alsatica IBS382  

 B. phoceensis 16120  

 B. silvatica Fuji 23-1  

 B. grahamii V2  

 B. elizabethae F9251  

 B. tribocorum IBS506  

 B. queenslandensis AUST.NH12  

 B. washoensis Sb944nv  

 B. quintana Fuller  

 B. koehlerae C-29  

 B. henselae Houston-1  

 B. rochalimae BAA-1498  

 Bartonella sp. RD86 

 B. clarridgeiae Houston-2  

 B. bacilliformis KC583  

 B. doshiae R18  

 B. bovis 91-4  

 B. chomelii A828  

 B. schoenbuchensis R1  

 B. capreoli IBS193  

 B. tamiae Th239  

 Brucella melitensis 16M  

100 

99 
99 

100 

99 

86 
69 

100 

93 

100 

100 

79 

100 

56 

41 

82 

47 
69 

98 

41 

40 

56 

39 

24 

28 

14 

14 

0.05 

図 3-1. タヌキ由来 Bartonella DNA（RD86）および既存の Bartonella 標準株の rpoB 領域に

基づく系統樹  

  アウトグループには Brucella melitensis 16M 株を用いた。Bootstrap value は、1,000 回とし

た。進化距離のスケールバーには、1 座位当たり 0.05 の推定ヌクレオチド置換数があることを

示す。RD86 株を太字で記す。  
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図 3-2. タヌキ由来 Bartonella DNA(RD86)および他の既存の Bartonella 菌株の ssrA 遺伝子

に基づく系統樹  

 

アウトグループには Brucella melitensis 16M 株を用いた。Bootstrap value は、1,000 回とした。

進化距離のスケールバーには、1 座位当たり 0.05 の推定ヌクレオチド置換数があることを示

す。RD86 株を太字で記す。  

 vinsonii subsp. vinsonii Baker 

 vinsonii subsp. arupensis OK94-513 

 B. grahamii V2 

 B. washoensis Sb944nv 

 B. quintana Fuller 

 B. schoenbuchensis R1  

 B. melophagi K-2C 

 B. capreoli WY-Elk 

 B. chomelii A-828 

 B. bovis 91-4 

 B. bacilliformis  

 B. ancashensis 20.00  

 B. japonica Fuji 18-1T 

 B. vinsonii subsp. berkhoffii  

 B. alsatica IBS 382 

 B. koehlerae C-29 

 B. henselae Huston-1  

 B. clarridgeiae Huston-2 

 Bartonella sp. RD86 

B. rochalimae BAA-1498
T 

 B. tribocorum IBS 506 

 B. elizabethae F9251 

 B. phoceensis 1610 

 B. doshiae R18 

 B. taylorii M6 

 B. sylvatica Fuji 23-1T 

 B. tamiae Th 307 

 Brucella melitensis 16M  

96 

23 
23 

44 

97 

97 

87 

70 
88 

77 

76 

67 

69 

61 

59 

39 

36 

39 

24 

24 

52 

18 

36 

90 

21 

0.05 
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株 動物種（学名） 国名 

塩基配列の相同性 

rpoB アクセッション番号 ssrA アクセッション番号 

Coyote22sub2 Coyote (Canis latrans) アメリカ 
99.8%  

(823/825 bp) 
CP019785 

99.7%  

(301/302 bp) 
CP019785 

114 Dog (Canis familiaris) アメリカ 
99.8%  

(823/825 bp) 
CP019784 

99.7%  

(301/302 bp) 
CP019784 

11B 
Gray fox (Urocyon 

cinereoargenteus) 
アメリカ 

99.8%  

(823/825 bp) 
CP019783 

99.7%  

(301/302 bp) 
CP019783 

A1379B Red fox (Vulpes vulpes) フランス 
99.8%  

(823/825 bp) 
CP019780 

99.7%  

(301/302 bp) 
CP019780 

BAA-1498T Human (Homo sapiens) アメリカ 
99.4%  

(820/825 bp) 
FN645459 

99.7%  

(301/302 bp) 
FN645459 

CDC_skunk 
Striped skunk (Mephitis 

mephitis) 
メキシコ 

99.4%  

(820/825 bp) 
CP019782 

99.3%  

(300/302 bp) 
CP019782 

Racoon 60 Raccoon (Procyon lotor) アメリカ 
99.4%  

(820/825 bp) 
CP019786 

99.0%  

(299/302 bp 
CP019786 

1-1C 
Brown rat (Rattus 

norvegicus) 
台湾 

97.5%  

(804/825 bp) 
CP019489 

98.7%  

(298/302 bp) 
CP019489 

 

 

表 3-2. タヌキ RD86 株と近縁な Bartonella rochalimae 株間の rpoB および ssrA 領域の塩基配列の相同性 
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図 3-3.  性別にみた B. rochalimae DNA 保有率（ｐ＜0.05）  
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図 3-4. 年度ごとにみたタヌキの B. rochalimae DNA 保有状況  

 

棒グラフは検体数を、折れ線グラフは保有率をそれぞれ示す。  
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図 3-5. 重度の疥癬症で衰弱したタヌキ（Nyctereutes procyonoides viverrinus）。   

（和歌山県引岩公園センターにて撮影，2013 年 3 月 12 日）  



57 

 

 

 

 

図 3-6  疥癬症と B. rochalimae DNA 率の関連性  

B. rochalimae DNA 保有率と疥癬症との関連性について検討した（ｐ＜0.05）。  
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3.4．考察  

本研究により、日本固有の野生イヌ科動物であるタヌキの 7.1％が、病原

性 Bartonella である B. rochalimae を保有していることが初めて明らかになった。

過去 の研 究 にお いて 、和 歌山 県 に生 息し てい る イ ヌ 型亜 目 動 物 の テン か ら B. 

washoensis 様の株が、ニホンアナグマから、本動物種に固有な Bartonella 菌が分

離されている[Sato et al. 2012]が、B. rochalimae は検出されていない。これより、

和歌山県田辺市周辺に生息するタヌキは、特異的に B. rochalimae を保有してい

るものと思われる。今回検討したサンプルは、和歌山県の一地域から採取したも

のであったため、B. rochalimae が日本のタヌキに広く分布しているかについて

は、他の地域の個体を対象としたさらなる検討が必要であると考えられた。  

本研究ならびに諸外国の研究から、野生のイヌ型亜目動物は B. rochalimae

の主要な病原巣であると考えられている。その一方で、イスラエルのケープハイ

ラックス（Procavia capensis）やシナイスナネズミ（Meriones tristrami）からも B. 

rochalimae 様の細菌の DNA が検出されている[Marciano et al. 2016]。さらに興味

深いことに、台湾中部 [Lin et al., 2008]および米国カリフォルニア州ロサンゼル

ス[Gundi et al. 2012]で捕獲されたドブネズミからも B. rochalimae が分離されて

いる。これらの成績から、B. rochalimae は多様な哺乳類に感染可能であるととも

に、生態系における B. rochalimae の維持には、食肉目動物に加え、ハイラック

ス目や齧歯目など、種々の野生動物が関与している可能性があると 考えられる。 
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本研究において、タヌキの雌・雄間の B. rochalimae DNA 保有率に有意差

は認められなかった。しかしながら、猫において、血清学的に検討した B. henselae

の陽性率は、雄は雌よりも高いことが報告されている[Maruyama et al., 2003]。猫

は基本的に単独行動する動物であるが、雄猫は、自らの縄張りを徘徊し、繁殖期

には他の個体と闘争したり、B. henselae のベクターであるネコノミを移される

可能性があるため、雄猫の B. henselae 陽性率は雌猫に比べ高い値を示すと考え

られている。一方、北アメリカで 6 年間にわたり、イヌの Bartonella DNA 保有

率を調査した報告では、DNA 保有率に雌・雄差は認められていない[Lashnits et 

al., 2018]。このように、Bartonella 陽性率の違いは、菌種、宿主動物の生態、地

域あるいはベクターの違い等に大きく影響を受けていると考えられる。 タヌキ

は 家 族 単 位 の 群 で 行 動 し 、 個 体 同 士 が 密 接 し た 生 活 形 態 を と る こ と か ら 、 B. 

rochalimae の感染が群れあるいは家族全体に均一に伝播し，その陽性率に雌・雄

差が生じにくいと推察される。  

2009 年から 2017 年に捕獲したタヌキにおいて、B. rochalimae の陽性率

は 2011 年の 2.2％から 2016 年の 14.3％まで変動があったものの、いずれの年次

においても陽性個体が認められた。この成績から、2009 年以降、研究対象とし

た地域のタヌキ個体群において B. rochalimae の感染が維持されていると考えら

れる。  
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日本では、1980 年代からタヌキに疥癬症が蔓延するようになり、タヌキ

の種保全の観点からタヌキの疥癬症は深刻な問題となっている [Ninomiya et al., 

2005 ; Sugiura et al., 2018]。和歌山県をはじめ他の地域においても、疥癬症によ

り衰弱したタヌキが多数捕獲されるようになった。疥癬症の原因となるイヌセ

ンコウヒゼンダニは主にイヌに寄生しているが、本節足動物が Bartonella の伝播

にどのような役割を果たしているかは不明であった。本研究において、疥癬症陽

性のタヌキの 7.9％が B .rochalimae を保有しており、疥癬症陰性タヌキの 4.0％

が、B. rochalimae を保有していることが明らかになった。疥癬症は、紅斑性丘

疹、痂皮、表皮の不全角化、脱毛などの皮膚病変を伴う掻痒性皮膚疾患である。

ダニが皮膚角質層を穿孔する際に生じる掻痒が原因で、爪や歯で皮膚を引っ掻

いたり咬んだりすることで発生するびらん性および裂傷性皮膚病変 が多くの疥

癬症の個体で認められる。タヌキは、家族単位の群れで生息する野生動物である

ため、疥癬症に罹患した個体におけるびらん性皮膚病変の接触を介し、タヌキ集

団内に B. rochalimae の感染が蔓延している可能性が推測される。 B. henselae で

はネコノミ[Chomel et al., 1996]、Bartonella quintana ではシラミ[Fournier et al., 

2001]、B. bacilliformis ではサシチョウバエ[Ihler., 1995] 、Bartonella melophagi で

はヒツジシラミバエ[Kosoy et al., 2016] などの節足動物が伝播に関与しているこ

とが明らかにされている。  B. rochalimae のベクターに関する研究では、数種の

ノミ（Pulex irritans、Pulex simulans、Xenopsylla cheopis および Ctenocephalides 
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canis）が、食肉目動物における B. rochlimae の媒介に関与していると考えられて

いる  [Gabriel et al., 2009; López-Pérez et al., 2017; Pérez-Martínez et al.,2009]。わ

が国の広島県のタヌキには、Paraceras melissinensisoy や Chaetopsylla mikado 等

のノミが広く分布していることから[山内ら ., 2005]、今後、和歌山県のタヌキに

分布するノミ種を同定するとともに、ノミがタヌキ間で B. rochalimae を媒介し

ている可能性についても検討する必要があろう。  

rpoB および ssrA 領域の遺伝子解析により、和歌山県田辺市周辺のタヌキ

は遺伝的に均一な B. rochalimae を保有していることが明らかになった。両遺伝

子領域の BLAST 検索による相同性解析では、今回解析に用いた RD86 株は、諸

外国のイヌ科動物由来株と最も高い相同性を示した。これより、わが国、特に和

歌山県のタヌキにはイヌ科動物固有の B. rochalimae 株が分布しているものと考

えられる。また、RD86 株はヒト患者由来の BAA-1498T 株とも rpoB および ssrA

領域において極めて高い相同性を示した。今後、種々の手法を用いてタヌキから

B. rochalimae の分離を試みるとともに、分離株の病原性因子を明らかにし、バル

トネラ症におけるタヌキの疫学的な病原巣としての役割を明らかにしていく必

要があると考えられた。  
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3.5   小括  

これまでタヌキにおける Bartonella 属の保有状況および保有する株の遺

伝子性状については、全く検討されていなかった。そこで、本章ではわが国の野

生タヌキにおける Bartonella 感染状況を PCR 法により検討した。さらに、検出

された Bartonella DNA の塩基配列の系統解析、遺伝子相同解析から菌種を同定

するとともに、タヌキの Bartonella 感染に係る各種疫学要因について検討した。 

2009～2017 年に和歌山県田辺市周辺で捕獲・狩猟、傷病保護、あるいは

交通事故等で死亡したタヌキの 619 頭から血液を採取した。タヌキは性別、健康

状態、および疥癬感染の有無を調べた後、血液を EDTA 採血管に採取し、検査時

まで－70℃で保存した。血液は室温で解凍した後、DNA を抽出し、rpoB 領域、

ssrA 領域を標的とした PCR 法で Bartonella DNA の検出を行った。  

rpoB 領域の PCR 法では、619 検体中 44 検体（7.1%）から Bartonella DNA

が検出され、それらは、ssrA 領域の PCR においても全て陽性であった。全ての

陽性株の rpoB、ssrA 領域の塩基配列を決定した後、既存の Bartonella 標準株の

同配列と系統解析を行った。さらに、タヌキ由来 RD86 株の rpoB 領域および ssrA

領域の塩基配列の相同性に基づき菌種を同定した。  

検出された 44 株の rpoB および ssrA 領域の塩基配列は、全て同一であっ

た 。 両 遺 伝 子 領 域 の 系 統 解 析 に よ り 、 タ ヌ キ 由 来 RD86 株 は 患 者 由 来 の B. 

rochalimae  BAA-1498T と同一のクラスターに分類された。RD86 株の遺伝子相
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同性は、コヨーテやアカキツネなどのイヌ科動物の B. rochalimae 株と最も高い

値（rpoB：99.8%、ssrA：99.7%）を示した。これより、わが国のタヌキは、遺伝

的に均一な病原性 Bartonella である B. rochalimae に感染していることが初めて

明らかとなった。さらに、タヌキ由来 RD86 株は、イヌ科食肉動物に固有の B. 

rochalimae であると考えられた。  

タヌキの B. rochalimae DNA 保有率は、雄が 6.1%（21/344）、雌が 8.4%

（23/275）と有意差はなかったことから、感染機会には性差がないことが明らか

となった。年度別の陽性率は、2011 年の 2.2%（1/45）から 2016 年の 14.3％（4/28）

まで差がみられたものの、全ての年度で陽性個体が存在した。これより、今回研

究 対 象 と し た 和 歌 山 県 田 辺 市 周 辺 の タ ヌ キ 個 体 群 で は 、 2009 年 以 降 か ら B. 

rochalimae の感染が維持されていたと考えられた。また、疥癬症に感染していた

タヌキの B. rochalimae DNA 保有率は 7.9%（39/494）と疥癬陰性のタヌキの 4.0%

（ 5/125） に 比 べ て 高 い 傾 向 に あ っ た こ と か ら 、 タ ヌ キ の 個 体 間 に お け る B. 

rochalimae の伝播に疥癬症が関与している可能性も考えられた。  
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4.1 はじめに  

わが国には、7 科 32 種の野生食目動物が生息しているといわれている。

その中でも在来種のタヌキやキツネ、外来種のアライグマやハクビシンなど

は、人の生活圏と重なるように生息しているため、農・畜産業、住居への侵

入、直接的な人への咬傷被害などの事例が多数報告されるようになった。ま

た、新興感染症を含む人獣共通感染症の 43％は食肉目動物に由来することが報

告されていることから、各種病原体の食肉目動物の病原巣としての役割を明ら

かにすることが極めて重要である。  

Bartonella 属の細菌は、哺乳類の血管内皮細胞や赤血球内に寄生するグ

ラム陰性の多形性短桿菌で、37 種 3 亜種のうち 14 種 2 亜種が人に対して病原

性を示すことが知られている。猫ひっかき病や塹壕熱等のバルトネラ症の起因

菌である Bartonella henselae や Bartonella quintana は、ノミやシラミなどの吸血

性節足動物によって媒介される。近年、種々の野生食肉目動物が B. henselae、

心内膜炎の原因となる Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii、脾腫、貧血、発熱の

原因となる Bartonella rochalimae を保有していることが報告されるようになっ

た。しかしながら、わが国の野生食肉目動物、特にタヌキにおける Bartonella

の生態については、全く不明の状態である。タヌキは、人の生活圏と密着して

生息しているため、有害獣あるいは傷病獣として駆除・保護される機会が多い

が、病原性 Bartonella の感染状況は明らかにされていない。  
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本研究は、日本の代表的な野生食肉目動物であるタヌキにおける

Bartonella 属菌の生態解明を目的として、第 1 章では、世界各国の野生食肉目

動物における病原性 Bartonella の検査手法・菌種とその分布状況を解析するこ

とで、Bartonella 症の病原巣としての食肉目動物の意義を考察するとともに、

第 2 章では、Polymerase chain reaction（PCR）を用いてイヌ科動物の血液から

Bartonella DNA を高感度に検出する方法とその感度を検討した。第 3 章では、

わが国の野生タヌキに感染している Bartonella 菌種とその感染にかかわる疫学

要因について検討するとともに、検出された Bartonella 遺伝子の詳細な解析を

行った。  

 

4.2 各国の野生食肉目動物における病原性 Bartonella の感染状況に関する文献  

的考察  

  Bartonella は発育速度が極めて遅いため、その分離には 2～4 週間、培養

する必要がある。また、Bartonella は種々の抗菌性物質に感受性を示すため、本

菌を選択的に分離するための培地がない。分離培養法は直近の感染状況を把握

し、分離株の各種病原因子等を解析する上で極めて有用な方法であるが、対象動

物から無菌的に採取した新鮮な血液が必要となる。一方、PCR 法は試料の状態

に影響されることなく、目的とする病原体の遺伝子を高感度に検出することが

可能である。様々な動物の血液や臓器からの Bartonella DNA の検出に応用され
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ている一方で、PCR 法は生菌・死菌の双方を検出することや類縁菌の交差汚染

による偽陽性が問題となることがある。抗体検出は、過去の感染を知る上で有用

な方法であるが、Bartonella 菌種間の交差反応の可能性を考慮する必要がある。

以上から、野生食肉目動物の Bartonella 感染を研究する際は、各手法の特性を理

解した上で実施する必要があると思われた。  

野生イヌ型亜目では、米国のハイイロギツネの 42%（22/53）、アライグマ

の 26%（11/42）、コヨーテの 9.5%（2/21）、フランスのアカギツネの 1 頭から人

に脾腫、貧血、発熱を起こす B. rochalimae が分離されている。また、米国のシ

マハイイロギツネの 11.8%（6/51）、ハイイロギツネの 9.4%（5/53）、コヨーテの

28％（31/109）から人の心内膜炎の原因菌である B. vinsonii subsp. berkhoffii が分

離されている。  

PCR 法を用いた研究では、メキシコのキットギツネの 13.3％（2/15）とコ

ヨーテの 5.6％（1/18）、オーストリアのアカキツネの 0.2％（1/506）、スペインの

アカギツネの 1.6％（1/62）とオオカミの 33.3％（1/3）、イスラエルのキンイロジ

ャッカルの 7.1％（5/70）とアカギツネの 9.1％（1/11）から B. rochalimae の DNA

が検出されている。さらに、イラクのジャッカルの 12.3％（7/57）からは新種と

思われる Bartonella merieuxii の DNA が検出されている。  

野生ネコ型亜目では、アフリカの野生ライオンの 5.2%（3/58）から猫ひ

っかき病の原因菌である B. henselae が、チーター  の 5.9%（1/17）からは Bartonella 
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koehlerae が分離されている。また、米国のマウンテンライオンやボブキャット

は、B. henselae や B. koehlerae subsp. boulouisii や subsp. bothieri といった新種の

Bartonella 属菌を保有していることも明らかとなっている。  

米国のハイイロギツネの 25.8％（68/263）、コヨーテの 36%（309/869）

から B. vinsonii subsp. berkhoffii 抗体が、ハイイロギツネの 27.7％（73/263）か

ら B. clarridgeiae 抗体が検出されている。また、ブラジルのカニクイイヌの

12.8％（5/39）、ヤブイヌの 11.1％（3/11）、タテガミオオカミの 8.7％（2/23）

から B. vinsonii subsp. berkhoffii、B. clarridgeiae、B. rochalimae の抗体が検出さ

れているが、菌種間の交差反応も否定できない。  

わが国の野生食肉目動物では、イヌ型亜目のテンの 12.5％（1/8）から、

北米のジリス由来の B. washoensis と高い相同性を示す株が、ニホンアナグマの

6.7％（1/15）からは新種と思われる Bartonella が、ネコ型亜目では外来種のフ

イリマングースの 15%（10/63）やハクビシンの 2.0%（1/50）から B. henselae

が分離されている。さらに、特別天然記念物のイリオモテヤマネコの 6%

（2/33）やツシマヤマネコの 7.7％（1/13）から B. henselae や B. clarridgeiae 

DNA が検出されている。しかしながら、日本の代表的なイヌ型亜目動物で、ヒ

トの生活圏に密着して生息しているタヌキにおける病原性 Bartonella の生態に

関しては、未検討であることが判明した。  

コヨーテにかまれ発熱とリンパ節腫脹を示した少年が Bartonella vinsonii 
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subsp. berkhoffii 抗体陽性であった米国の事例や高知県でペットとして飼育して

いたハクビシンに引っ掻かれて猫ひっかき病を発症した事例が報告されている

ことから、野生食肉目動物は、人のバルトネラ症の感染源になることが示され

ている。  

以上のように、野生食肉目動物は、数種の病原性 Bartonella に感染して

おり、イヌ型亜目では、B. rochalimae と B. vinsonii subsp. berkhoffii が、ネコ型

亜目では B. henselae、B. clarridgeiae、および B. koehlerae が主要な菌種であ

り、亜目毎に固有の菌種を保有していることが明らかとなった。また、両亜目

の動物は、それぞれ新種の Bartonella を保有していること、タヌキの病原性

Bartonella の生態については未検討であることから、これらを明らかにするこ

とが今後の重要な課題であると思われた。さらに、食肉目動物から Bartonella

に感染した人の事例が報告されていることから、今後、野生食肉目動物を取り

扱う際は、バルトネラ症の病原巣であることを認識した上で対応する必要があ

る。  

 

4.3 イヌ科動物の血液中 Bartonella DNA 検出を目的とした PCR 法の検討  

野生動物から血液を採材する場合、狩猟捕獲、傷病保護、あるいは交通

事故等で死亡した個体が多いため、種々の細菌や真菌の汚染を受けている可能

性が高い。したがって、Bartonella の分離には不適な検体が多いため、
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Bartonella の感染状況を把握する場合、PCR 法が多用されている。しかしなが

ら、タヌキを含むイヌ科動物の血液中の Bartonella DNA の検出を目的とした

PCR 法の諸条件を検討した報告はない。そこで第 2 章では、イヌ科動物の血液

試料から Bartonella DNA を高感度かつ特異的に検出する PCR 法の条件につい

て検討した。  

Bartonella の RNA polymerase subunit β（rpoB）、Citrate synthase（gltA）

および Transfer-messenger RNA（ssrA）の各遺伝子領域を標的とする PCR 法に

よってタヌキの血液 3 検体から本菌の DNA 検出を試みた。その結果、3 検体に

おいて gltA を標的とした PCR 法では多くの非特異反応が確認され、判別不能

であった。一方、rpoB と ssrA を標的とした PCR 法では、いずれの検体におい

ても非特異反応は少なく、容易に判定が可能であった。そこで、タヌキの血液

から Bartonella DNA を正確に検出すること目的として、rpoB および ssrA を標

的とした PCR 法の検出感度を検討した。  

B. rochalimae BAA-1498T 株の rpoB および ssrA 領域をそれぞれ増幅した

後、TA クローニングにより当該領域を組み込んだプラスミド DNA を作製し

た。Nuclease-free water（以下、NFW）および Bartonella 非感染犬の血液から

DN easy Blood and Tissue Kit（QIAGEN 社）を用いて抽出した溶液（イヌ血液抽

出液）を用いて PCR 法の感度を検討した。6×107～6×10-1 copy/µl に希釈した各

遺伝子領域のプラスミド DNA の 5µl を 45µl の NFW およびイヌ血液抽出液
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45µl に加え、6×106～6×10-2 copy/µl の希釈系列を作製した。NFW13.3μl を分注

した PCR 反応用チューブに、先に作製した 6×106～6×10-2 copy のプラスミド

DNA を 1μl、10µM の Forward、Reverse プライマーを各 1μl、dNTP 溶液を

1.6μl、TakaRa EX Taq HS を 0.1μl、反応用 buffer を 2 μl それぞれ加え、PCR 反

応を行った。  

rpoB 領域の PCR 法では、NFW で希釈したプラスミド DNA において

6×101copy/tube、イヌ血液抽出液で希釈したプラスミド DNA では 6×102 

copy/tube まで遺伝子増幅が確認された。ssrA 領域の PCR 法では、NFW で希釈

したプラスミド DNA において 6×102 copy/tube、イヌ血液抽出液で希釈したプ

ラスミド DNA では 6×103copy/tube まで遺伝子増幅が確認された。  

これらの成績から、rpoB 領域を標的とした PCR 法ではイヌ科動物の血

液 1µl 中に 6×102 copy 以上、ssrA 領域の PCR 法では 6×103copy 以上の

Bartonella DNA が存在すれば、検出可能であると思われた。また、両 PCR 法と

もに、イヌ血液抽出液で希釈した試料の検出感度は、NFW で希釈した際の感度

に比べて 1/10 に低下したことから、血液に由来するヘモグロビン等の物質が

PCR 反応の感度低下に影響している可能性が示された。  
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4.4 タヌキにおける Bartonella 感染状況、疫学要因ならびに検出株の遺伝子

解析  

これまでタヌキが保有する Bartonella 種およびその遺伝子性状について

は、全く検討されていなかった。そこで、本章ではわが国の野生タヌキにおけ

る Bartonella 感染状況を PCR 法により検討した。さらに、検出された

Bartonella DNA の塩基配列の系統解析、遺伝子相同解析から菌種を同定すると

ともに、タヌキの Bartonella 感染に係る各種疫学要因について検討した。  

2009～2017 年に和歌山県田辺市周辺で捕獲、傷病保護、あるいは交通事

故等で死亡したタヌキ、619 頭の血液 200μl から DNA を抽出し、rpoB 領域およ

び ssrA 領域を標的とした PCR 法で Bartonella DNA の検出を行った。  

rpoB 領域の PCR では、619 検体中 44 検体（7.1%）から Bartonella DNA

が検出され、陽性の 44 検体は、ssrA 領域でも陽性であった。全ての陽性株の

rpoB および ssrA 領域の塩基配列を決定した後、既存の Bartonella 標準株の同配

列と系統解析を行った。さらに、検出差されたタヌキ由来 RD86 株の rpoB 領域

および ssrA 領域の相同性に基づき菌種を同定した。  

検出された 44 株の rpoB および ssrA 領域の塩基配列は、全て同一であ

った。両遺伝子領域の系統解析により、タヌキ由来 RD86 株は患者由来の B. 

rochalimae  BAA-1498T と同一のクラスターに分類された。RD86 株の塩基配列

の相同性は、コヨーテやアカキツネなどのイヌ科動物の B. rochalimae 株と最も
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高い値（rpoB：99.8%、ssrA：99.7%）を示した。これより、わが国のタヌキは

遺伝的に均一な病原性 Bartonella である B. rochalimae に感染していることが初

めて明らかとなった。さらに、タヌキ由来 RD86 株は、イヌ科食肉目動物に固

有の B. rochalimae であると考えられた。  

タヌキの B. rochalimae DNA 保有率は、雄が 6.1%（21/344）、雌が 8.4%

（23/275）と有意差はなかったことから、感染機会には性差がないことが明ら

かとなった。年別の保有率は、2011 年の 2.2％（1/45）から 2016 年の 14.3％

（4/28）まで差がみられたものの、全ての年度で陽性個体が存在した。これよ

り、今回研究対象とした和歌山県田辺市周辺のタヌキ個体群では、2009 年以降

から B. rochalimae の感染が維持されていたと考えられた。また、疥癬症に感染

していたタヌキの B. rochalimae DNA 保有率は 7.9%（39/494）と疥癬症陰性の

タヌキの 4.0%（5/125）に比べて高い傾向にあったことから、タヌキの個体間

における B. rochalimae の伝播に疥癬症が関与している可能性も考えられた。  

本研究により、野生食肉目動物が保有する Bartonella 種は、イヌ型亜

目では、B. rochalimae と B. vinsonii subsp. berkhoffii が、ネコ型亜目では B. 

henselae、B. clarridgeiae、B. koehlerae が主要な菌種であり、食肉目動物は新種

を含む様々な病原性 Bartonella の病原巣であることを示すことができた。  

rpoB 領域を標的とした PCR 法では、イヌ科動物の血液中に 6×102 copy/µl

以上、ssrA 領域の PCR 法では 6×103copy/µl 以上の Bartonella DNA が検出可能で
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あったことから、rpoB 領域の PCR でスクリーニングを行った後、ssrA 領域の

PCR を行うことで確実に Bartonella DNA を検出するとともに、菌種を同定する

ことが可能となった。また、血液中の PCR 阻害物質が感度低下に関与している

可能性を明らかにした。  

わが国固有の野生食肉目動物であるタヌキは遺伝的に均一で、人に病原

性を有することが予測される B. rochalimae に感染しており、この感染は、和歌

山県田辺市周辺地域のタヌキ個体群において 2009 年から維持されていたことが

初めて明らかとなった。また、タヌキの個体間における B. rochalimae の伝播に、

疥癬感染が関与している可能性も考えられた。さらに、rpoB 領域および ssrA 領

域の遺伝子解析から、タヌキが保有する株はイヌ科食肉動物に固有の B. 

rochalimae であると考えられた。  
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