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　1．慈虫病の流行史，発生状況および症状

　慈虫病の発生地域は日本だけでなく，韓国，中国，台湾，ロシア，タイ，マレー

シア・インドネシア・二r・　一一ギニア，オーストラリア北部，インド，パキスタンな

ど広範囲に及んでおり・国際的にも重要な感染症となっているt1・　t5・61）。

　我が国では，本病は古くからケダニ，アカムシなどと呼ばれる虫に刺されること

により発病する致命率の高い地方病として，東北地方の信濃川，阿賀野川，雄物川

および最上川流域において恐れられていた26）。しかし，1948年に富士山麓（静岡

県）で演習を行った米軍兵士10数名が発病し，患者血液からR．tsutsugamushiが

分離された1　e’）。このことは，それまでの慈虫病の発生地域の常識を打ち破るもの

であったので，研究者の注目を集め，伊豆七島，神奈川県，高知県，千葉県などで

相次いで患者が報告された67）。1950年代前半には全国で年間100名以上の届出患

者がみられたが，1964年以降，全国の年間届出数は20例以下に減少していった。し

かし，1976年頃から患者発生数は再び増加し始め，1984年の948名を最高に，最近

では毎年800名前後に達している（図1）。また，発生地域も拡大傾向にあり，現

在では北海道と沖縄を除く，ほぼ全国で発生が確認されている76）。

1，　OOO

　900

　800

患700

者600

数500

　400

　3eo　1．

　200

　100

　　0
’73’74’75’76’77’78’79’80’81’82’83’84’85’86’87’88’89’90’91（年）

　　　　　　　　　　図1．全国届出患者数の推移
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　本病の潜伏期間は7～14日で，頭痛や全身の倦怠感などの前駆症状の後に38℃以

上の高熱が続き，発熟後3～4日経過すると全身に発疹が現れる。ツツガムシの刺

し口は，発病時には潰瘍あるいは痂皮化病巣として確認されることが多く，診断上

の大きな特徴となる。また，刺し口の部位を支配するリンパ節の腫脹もしばしば認

められる。治療にはテトラサイクリン系の抗生物質が用いられるが，感染症に汎用

されるβラクタム系抗生物質は本病には無効であり，適正治療が遅れると汎発性血

管内凝固症候群（DIC）81）に陥って死亡することもある。

　最近になり発生数が急増した原因としては，（a）以前はテトラサイクリンやクロ

ラムフェニコールが熱性疾患に多用されていたので典型的な症状が現れる前に治癒

することが多かった，（b）自然環境の変化，農薬の制限などによりツツガムシが増

加した，（c）ツツガムシのリケッチア保有率が上昇した，（d）情報の発達・関心の

増大により回虫病の正確な発生数が把握できるようになった，などの説が唱えられ

ているが：　5・75’toc｝），いずれも現状を説明するには充分ではなく，複数の要因が重

なりあっているものと思われる。

　ll．　Ricleettsia　tsutsugamushi

　慈虫病の病原体に関する報告が初めて学術誌に登場したのは，1906年に林2Dが

原虫の一種としてTheiteγia　tsutsugamushiと提唱したものであったが，学者間で

は無視されていた。その後，発疹チフスや紅斑熱の病原体が従来の微生物とはまっ

たく異なるものであることが明らかとなり，それぞれ，Ricleettsia♪γoωαze々賛

Rocha－Lima　1916およびRicleettsiaγicleettsii（Wolbach　1919）Brumpt　1922と

命名された。慈虫病の病原体もこれらの病原体同様，リケッチアに属することが想

定され，1930年にNagayoら「’　o　）によりRicleettsia　oγientatisと命名された。しか

し，翌年にはOgata53）がこれにRic　leettsia　tsutsugamushi，またKawamuraと

Imagawa38）がRiclaettsia　aleamushiと相次いで命名し，以後激しい先陣争いが続い

た。結局，1920年にT．tsutsugamushiと命名した林22》の論文の影響も受け，

1948年に発刊されたBergey’sMan簡al　of　Determinative　Bacteriology第6版7）
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にはRicleettsia　tstttsugamushi（Hayashi）Ogata　1931が採用され，現在に至って

いる。

　現在，リケッチア目order　Ricleettsiatesは3科（Ricleettsiaceαe，　Bαγ一

tonettαceae，　AnaPLasmataceae），14属，43種に分類されている1‘，7）。　R．

tsutsugamushiが属するgenus　Ricleettsiaには12種が含まれ，抗原性などから発

疹チフス群，紅斑熱群および慈虫病群の3群に分けられている。発疹チフス群には

発疹チフスの病原体であるR．ργo加ze短｛など3種が，また紅斑熱群にはロッ

キー山紅斑熱の病原体であるR．酒。舵t飴賛を始めとする8種が含まれるが，慈

虫病群に属するのはR．t　sut　sugantt　sh　iただ1種である。

　R．tsutsugaRushiの形状はLO～2．0μmxO。5～0．7μmの短桿菌状（図2）

で，細胞質内のみで2分裂により増殖する。実験的な宿主域は広く，チャィロコメ

ノゴミムシダマシ幼虫（血体腔内）24｝，コロモジラミ（消化管）seg），発育鶏卵

（卵黄嚢），哺乳類の培養細胞9）などでの培養の報告があるが，現在では，通常は

L－929やVeroなどの培養細胞あるいはマウスにより培養されている。

図2・マウス腹腔内細胞中のR・tsutsugamushi　（ギムザ染色；×1，000）
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醸　fi．

　m．ツツガムシ

　ツツガムシは成虫でも体長1mm程度のダニの一一種で，国内には80：種類以上生息し

ている。このうち，R．　tsutsugamushiの保有が確認されたのは13種類2》であるが

流行地の疫学状況やツツガムシの嗜好性などから，本病のベクターとして重要な種

類としてはアカツツガムシLebtotγombidium　aleamushi，タテツツガムシLebto－

tγombidium　scuteLtaγeおよびフトゲツツガムシLePtotγombidium　batLidum（図

3）の3種があげられている35）。

　ツツガムシは幼虫（体長0．2～0．3rm）のときに通常1度だけ哺乳類や鳥類に寄

生し剰1織液を吸い，他の世代は土中で土壌動物の卵などを餌としている（図4）。

R．tStttsugamushiはツツガムシの共生体として，成虫から卵へ垂直伝播すること

により維持されている5”・「’｛o，63．　87》。慈虫病は有毒ツツガムシ幼虫が刺咬した際に

唾液腺内のリケッチアがヒトの休内に移行することにより引き起こされる。慈虫病

流行地では媒介ツツガムシの主要な宿主である野ネズミからもR．tsutsugamushi

が高率に分離される30’62）　oリケッチア保有野ネズミの組織液を吸入することによ

りツツガムシ幼虫にR・　tsutsugamushiが伝播され，このリケッチアカミまれに経論

伝播するという報告もあるが97），一般的には，このような場合は次世代には移行

しないものと思われ，野ネズミはリケッチアの病原巣とは成り難いと考えられてい

る60・ge）。

　東北地方の特定河川流域で7月下旬～9月上旬に猛威を振るっていた慈虫病のベ

クターとしては，流行地域のみで夏期に多数採取されたアカツツガムシが考えられ

た88》。一方，第2次世界大戦後，東北～九州の広範囲で春と秋に確認されている

慈虫病は河川流域にこだわらず発生しており，タテツツガムシとフトゲツツガムシ

により主として媒介されているものと思われている34）。便宜的に前者と後者を，

古典型回虫病と新型慈虫病あるいはアカツツガムシ媒介性二二病と非アカツツガム

シ媒介性悪虫病と呼び，区別する場合もある33’34）。なお，・二二は東北における河

川敷の改修の影響などでほとんどみられなくなり，最近増加している慈虫病はほと

んどが後者である。
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　IV．　R・tsutsttgamrLshiのllt1清型

現在・R・tsutsttgamushiの標準株（pr・t・type　strain）としてGilliam，　Karp

およびKatoの3株が国内の血清診断川の抗原として広く用いられている。これらの

株はいずれも患者から分離されたもので，Gilliam株はビルマ国境，　Karp株はニ

ューギニア・またKato株は新潟県において発見された。　Shishido72）は我が国にお

いて分離されたリケッチアはこれら3株のいずれかと高い交差反応性を示すことを

補休結合反応により確認している。しかし，1984年に新潟県の患者から分離された

Shimokoshi株02，は，　Gilliam株，　Karp株およびKato株のいずれとも交差反応性の

低いことが報告された・その後，宮崎県の患者から分離されたKawasaki株tll》と

Kuroki株56》も，標準3株とは異なる」血1清型であることが確認された。　Shimokoshi，

KawasakiおよびKurokiの各回はいずれもサイクロフォスファミドの投与により免疫

抑制を施したマウスを用いて分離されており，その後の実験で通常のマウスには病

原性が弱いことが確認されているag・go）。

　V．轡虫病の実験室内診断法

　甲虫病の血清診断法としては・ワイル・フェリックス反応（WF）leg），補体結合

反応（CF）72），間接蛍光抗体法（IFA）8’：1　2），間接免疫ペルオキシダーゼ反応

（IP）77）などがあげられる。　WFはR．　tsutsugαmushiとの間に共通抗原性を有する

と思われるPγoteus　miγabitis　OX－K株に対し慈虫病患者血清が凝集能を示す性質

を利用したものなので特異性に乏しく，プロテウスの感染はもとよりレプトスピラ

症などの疾患に対しても陽性となることがある。さらに，慈虫病患者の感染初期血

清は陰門となることが多いので65’80’98），現在ではあまり用いられなくなった。

CFは感度が低いことと，手技が複雑で検査に2日間を要することから，早期診断と

しては適さず・最近はあまり用いられていないDR）。　現在では高感度で信頼性が高

いIFAとIPが，全国の人学や衛生研究所を中心に広く使われている。これらの他に

もELISA法12’1　3’t8）やドットプロット法91’to5）が血清診断法として試みられて

いる。
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確定診断としては患都腋かill・・R・tsuεsug一睦マウス（腹腔内接種）や培養

細胞を川いて雅することが最も膿であるが，リケッチアが増殖L￥41定可能にな

るまでにlo日以上を要することから汚些期診断には適していない。最近，病原体の

遺伝子を直接検出する方法として’ftm化され始めたP。lymerase　chain　reacti。n

（PCR）法6。は鹸出感度が高く・短時間で判定できるので，抗体上昇前の融病

患者にも対応できる早期診断法として開発が期待されている。

　VI．本研究の目的

鯛県は非アカツツガムシ媒介性回虫病が国内で初めて発見された地域であり，

現在でも鱗多数の賭のhll出がなされている。国＊li数の・；is・u流行地である富士

山東山麓を中心とした発生に関して‘ま幾つかの報告一2・がみられるものの，これ

まで鋼県全体で本格的な調査は行われたことはない。そこで，本研究では，まず，

全県下で四病の発生状況・ツツガムシの分布およびR．tsutsugamushiの野ネズ

ミにおける浸淫状況を調査し瀞岡則こおける融病の疫学的な実態の把握に努め

た・これらの資料を基にし・本県におけるベクターの種類や患者発生地の偏在の原

因などを考察した・次に・著者は富士1煉山麓において慈虫病賭，アカネズミ，

タテツツガムシおよびフトゲツツガムシからリケッチアを分離し単ク。＿ン性抗

体を幽いてltug神別を行うことにより，リケッチアの備型と媒介ツツガムシの種

類の関係を検討した・さらに悲蛎の早期診断のための2段階PCR法（nested

PCR）ならびに感染リケッチアの【血1清型別のための制限酵素によるPCR増幅産物の

切断法を開発し，その実用性を検討した。
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序　文

　静岡県における慈虫病の発生報告は1934年に富士山東山麓で演習中の旧日本軍兵

士が臨床的に本病であると診断されたのが最初であるが6の，当時は東北地方の3

大河川流域のみでみられる地方病であると信じ込まれていたので，この報告は無視

されていた。1948年になり，米軍兵士10数名が富士山東山麓における演習に際して

発病し，患者血液からR．tStttsugamushiが分離されたことから，本県にも本病の

存在することが確実になった16）　。この報告は非アカツツガムシ媒介牲慈虫病の最

初のものでもあり，以後の全国的な調査88）の発端ともなった。

　本県においては1948年から1963年までの15年間に富士山東111麓と伊豆半島で200

例近い症例が報告されている52》。その後の10年間は患者がほとんどみられなかっ

たが，1970年代に入り再び二者数が増加し始め，1978年以降は毎年10名以上の患者

の届出がなされるようになった30，39）。

　一方，我が国における慈虫病の媒介種としては，アカツツガムシ，タテツツガム

シおよびフトゲツツガムシの3種類があげられているが，最近の流行の大半はタテ

ツツガムシとフトゲツツガムシにより媒介されていることが示唆されている34）。

また，Sasa67》は，本病の疫学状況と媒介ツツガムシとの関係から，我が国で発生

する旧暦病を地域別に4っの型に分類した。これによると静岡県は広い範囲にみら

れるTSIIrumi－type（媒介種：フトゲツツガムシ）と伊豆七島，千葉，南九州などに

分布するShichito－type（媒介種：タテツツガムシ）の混在する地域となっている。

実際に，野口ら52）は1952年から1954年までの2年間，静岡県において野ネズミに

おけるツツガムシ寄生状況を調査し，タテツツガムシとフトゲツツガムシが生息し

ていることを報告している。

　そこで，著者は間接蛍光抗体法（lndirect　fluorescent　antibody　technique：

IFA）により県内の届出患者について血清診断を行うとともに，発生状況や臨床所

見についても調査した。さらに，本県でのR．tsutsugamushiの浸淫状況ならびに

ツツガムシ生息状況を把握するために，県内各地で野ネズミを捕獲し，リケッチア
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分離，抗リケッチア抗体の測定および寄生ツツガムシの採取を試みた。また，本病

の発生が集中している富士山東山麓（御殿場市および小山町）において，Tullgren

法により土壌中のツツガムシを採取し，媒介ツツガムシの多発生息環境を検討した。

材料および方法

　1．兜虫病患者，自衛官および一般住民の血清

　1982年から1991年までの10年閣に静岡県において保健所に届出された慈虫病の患

者数は151名であったが，そのうち147名のlf皿清（71名は組血清）を入手した。ま

た，1990年に御殿場市と小山町の4駐屯地に所属する自衛官930名および有隣厚生

会富士病院（御殿場市）に慈虫病以外の用件で来院した503名から採取した血清を

検査に供した。これらの血清は使川時まで一一　30℃で保存した。

　2．野ネズミの捕獲および日野査定

　1983年から1990年までの8年間に静岡県内23市町村の主に雑木林や田畑周辺の48

地点において延べ111回，二丁病の発生が多い3～4月および10～12月を中心に金

網製箱罠あるいはシャーマン・トラップにより野ネズミを捕獲した。餌として前者

には落花生油を塗ったサツマイモを，後者にはひまわりの種やオートミールを用い，

一晩放置しておき，翌朝回収した。なお，アカネズミの口齢査定は水品休の乾燥重

最の測定により行ったH6）。

　3・使用したリケッチア株および抗原塗抹スライドの作製

　R．tsutsugamushiは，新潟薬科大学微生物学教室より分与を受けたGilliam，

KarpおよびKatoの各標準株を川いた。リケッチア株の培養はTamuraらの方法95》に

従い，　L－929細胞を用いて行った。ギムザ染色によりリケッチア粒子が多数確認さ

れるようになった細胞をセルスクレイパー（Costar社製）を用いて培養フラスコ

（Costar社製）より剥がし，200×gで10分間遠心した。3種類の標準株感染細胞

の沈渣を，それぞれ少最のPBS（pll　7．2）に浮遊させ，12ウェルのテフロンコー
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ティングスライド（Cell－1inc社製）の各ウェルに混合しないように塗抹した。乾

燥後，冷アセトンで10分間固定したものをIFA用の抗原塗抹スライドとして用いた。

なお，スライドの保存は一一　80℃で行った。

　4．IFAによる抗体測定法

　1血L清はPBSを川いて1：10から2倍階段希釈した後，各希釈血清を10μ乙ずつ抗原塗

抹スライドの各ウェルに滴下した。なお，患者血清については，　IgGおよびIgM抗

体測定用に各希釈につき2ウェルずつ用意した。このスライドを湿潤門中で37℃1

時間反応後，PBSで3回，合計15分問洗浄し，直ちに風乾した。2次抗体として患

者血清には，FITC標識抗ヒトlgG（γ鎖）ヤギ．血清および抗ヒトlgM（μ鎖）ヤギ

血清（ともにTago社製）の両方を，自衛官と一般住民については前者のみを用いた。

一方，アカネズミとヒメネズミのlfl【清については抗うットlgG　FITC標識ウサギ血清

（MBL祉製）を・またハツカネズミ豆01清の場合は抗マウスlgG　PITC標識ウサギ血清

（MBI，社製）を使川した。これらの2次血清は1）BSにより30倍希釈し，1次血清と

同様に反応させてから，洗浄を行った。

　観察にはUV励起フィルターユニットをセットした落射型蛍光顕微鏡（オリンパ

スBH－2）を用い，400倍において細胞質内にリケッチア粒子を確認できた最高希釈

倍率を抗体価とした。なお，患者の血清診断の場合，IgM抗体が1：20以上か，組血

清で4倍以上の抗体上昇がみられたものを陽性とした。

　5．野ネズミからのR．tsutsugamushiの分離

　野ネズミの脾臓をSPG（KH，PO，3．8mM，　K，　llPO47。2mM，　t一グルタミン酸4．9mM，

サッカロース218mM，ペニシリンG　200単位／mt；pH　7．0）で10％乳剤としたもの

を4～8週齢のマウス（ddY，　SLC社）2～3頭の腹腔内に0．5　mLずつ接種した。3

週間飼育，観察した後に解剖し，これらの腹膜塗抹標本を作製した。次に，抗R．

tsutsugamushi抗体陽性の慈虫病患者血清を用いた1FAにより塗沫標本を染色し，

リケッチア粒子が確認されたものを分離陽性とした。陰性のものはマウス脾臓を材

料としてさらに3週間隔で2代継代し，リケッチアの分離を試みた。

　6．野ネズミからのツツガムシ幼虫の採取および同定
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　野ネズミを解剖して，内臓を除去した後，水を張ったシャーレの上に3日間吊る

した・水面に落下したツツガムシを小筆ですくい，ガムクロラール液（アラビアゴ

ム89・抱水クロラール309，蒸留水10皿L，氷酢酸1　mt，グリセリン2mt）を用いて

スライドグラス上に封入し，佐々のツツガムシ幼虫の同定法に従い69），　生物顕微

鏡下で同定した。

　7．Tullgren法による土壌からのツツガムシ：幼虫の採取

　1988年1月から12月まで毎月中旬に1回，図14に示す小山町のZ地点のススキ草

地，雑木林およびヒノキ林から，10cm×10cm×5cmの土壌採取枠を用いて，それぞ

れ6サンプル（3t）ずつ土壌を採取してTullgren装置101’lo3）にかけ，ツツガム

シ類を選別した。

　1988年9～11月の期間に，それまでに報告のあった富士山東山麓の患家の周辺を

含む草地，林野，水田畦畔および路傍から2～10しの土壌サンプルを20cm×20c皿×

5cmの採取枠またはスコップで採取してTullgren装置にかけた。なお，この年の主

だった調査地点は，図14に小さな丸印で示した。

　1989年には，前年の調査結果を参考とし，調査時期を遅らせて10～11月とした。

また，タテツツガムシの生息が予測された山脚部および水田地帯にある林の周辺部

を重点的に調べるとともに，さらに調査地点が御殿場市から小山町一円に及ぶよう

に努めた・主だった調査地点は図14に大きな丸印で示した。

　1988年と1989年の両年，秋期の調査地点数は55（延べ数77）箇所であった。なお，

全調査地点で可及的多数のツツガムシ幼虫を得るために，野ネズミの坑道の多い部

分を探して土壌サンプルを採取するように努めた。

　1989年11月30日にタテツツガムシの多発地（図14，N）で採取した土壌サンプル

から本種幼虫が多数見いだされたので，その残存個体が幼虫の状態で越冬する可能

性を考慮に入れて，1990年2月17口に恋度土壌サンプル10個（20t）を採取してタ

テツツガムシの生息調査を繰り返した。この日にはフトゲツツガムシの多発地であ

る水田畦畔（図14，R）と路傍（図14，　M）でもそれぞれ5サンプル（10t）を採

取して，本門幼虫の冬期の生息状況を調査した。
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　Tullgren法で得られたタテツツガムシとフトゲツツガムシの幼虫の大半はR．

tsutsugamushiの分離に供するために，スライドグラスに封入せずに実体顕微鏡下

で直接観察して種を同定した。その他の種類のツツガムシは野ネズミから採取した

虫体と同様の方法で封入と同定を行った。

成　績

　1．悲虫病発生状況

　1982年から1991年までの10年間のうち最も届出患者数が多かったのは1990年の30

名で，最も少なかったのは1983年の10名であった（図5）。血清が入手された147

例中，IFAにより110例は陽性，18例は陰性と診断されたが，残りの19例はIgM抗

体が1：20未満の感染初期血清しか入手できず診断することはできなかった。以下，

血清学的に真正患者と確認された110症例を西門病患者として検討した。

30

　25

患

　20

者

15

数

　10

5

　o
　　’82　’83　’84　’85　’86　’87　’88　’89　’90　’91（年）

図5．静岡県における年次別慈虫病届出患者数．　笏抗体陽性患者数，

　　　　判定できなかった患者数，日抗体陰性患者数．
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　本病の発生は静岡県東部から伊豆にかけてと浜名湖周辺の19市町村で確認された

が，中部では患者がみられなかった（図6）。患者が特に多かったのは富士山東山

麓に位i置する御殿場市と小山町（i’1衛隊東富士演習場を含む）であり，この地域で

の発生数は全体の72．7％（80／110）に達した（表1）。10年間の人口10万人当たり

の罹患率もこの地域は77．6と他の地域に比べ顕著に高かった。

　本病の発生は全体の82．7％（91／110）が10～12月の3ヵ月に集中し，6～8月の

夏期には発生はみられなかった。地域別にみると富士山東山麓では10～11月，東部

では12月，西部ではll月に多くみられたが，伊豆においては11～5月まで連続して

1～3例の散発患者が確認された。

　2．慈虫病患者の年齢分布および臨床症状

　患者は20歳代から60歳代に多く，最も発生数が多かったのは50歳代で全体の25．5

％（28／110）を占めた（表2）。また，男性の患者は女性に比べ2倍以上多かった。

慰者の職業としては農業従事者（18名），自衛官（16名），主婦（14名）などが多

数を占めた。
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図6．市町村別慈虫病患者数（1982～1991年）．数字：患者数，

　　　　未発生市町村，　＊自衛隊東富士演習場での感染者数．
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@10年間（1982－1991）の人口10万人当たりの罹患率．

　　　　　　　表2．野虫病患者の年齢分布

　　　年齢　　男性　　女性　　計（％）

　　　E9　O　O　O（　O．　O）
　　　10－19　3　1　4　（　3．　6）
　　　20－29　13　1　14　（12．　7）
　　　30－39　10　4　14　（12．　7）
　　　40－49　17　6　23　（20．　9）
　　　50一一59　18　10　28　（25．　5）
　　　60－69　10　11　21　（19．　1）
　　　70－79　3　1　4　（　3．　6）
　　　k80　1　1　2（　1．　8）

　　　　言卜　　　　　　　　　　　75　　　　　　　　　35　　　　　　　　110

　　　　　　　　　　　　－16一

　　　灘灘灘灘纒羅1鱗1醗醗， 1顯，



　慈虫病の主要な臨床所見の出現率は，発熱が98．2％（108／110），発疹が97．3％

（107／110），刺し口が90．9％（100／110）といずれも高率であった。全ての症例に

おいてこれらの臨床所見の最低2種類は確認されており，3種類ともみられた患者

は86．　4％（95／110）を占めた。また，68．2％（75／110）の患者は届出時までに38℃

以上の高熱が確認されている。刺し口のみられた部位には胸腹部（30名），下腿部

（24名）などが多かった。

　3．富士山東山麓地区における自衛官および一般住民の抗体保有状況

　R．tStttsugamushiに対するlgG抗体（1：10以上）の保有率は，自衛官では8．0

％（74／930），また一一般住民では3．8％（19／503）となり，両者の間にはX2検定

（1％以下の危険率）で有意差が認められた（表3）。加齢に伴った抗体保有率の

上昇はみられず，また一般住民の男女問での抗体保有率に関しても有意差が認めら

れなかった。抗休陽性血清の抗休価は1：20～1：40をピー・クとする一峰性の分布が示

され，最高抗体価は1：640であった。

表3．富士山東山麓における自衛官および一般住民の

　　　R．tsu　t　sugannLshiに対する抗体保有状況

年齢
自衛官 一般住民

男性　（％） 男性　　女性 計　　（％）

10－19

20－29

30－39

40－49

50－59

60－69

k70

o／sa）　（o．　o）

38／396　（9．　6）

16／244　（6．6）

17／235　（7．2）

3／47　（6．4）

o／o

o／o

O／6

2／15

2／25

1／28

2／35

1／62

1／40

1／12

0／25

2／31

2／47

1／52

3／54

1／71

1／18　（5．6）

2／40　（5．0）

4／56　（7．　1）

3／75　（4．0）

3／87　（3．4）

4／116　（3．4）

2／111　（1．8）

計 74／930　（8．　0） 9／211　IO／292　19／503　（3．8）

8》 z性数／検体数
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　4．野ネズミの種類別R．tsutsugamttshi分離状況および抗体保有状況

　静岡県で捕獲されたアカネズミAPodemus　sPeciOSttS（385頭），ヒメネズミ

Abodemus　aγgenteus（67頭），ハタネズミMicγotus　montebetti（14頭）および

ハツカネズミMus　muscuLus（3頭）の4種類，合計469頭を検査に供した。この

うち，23．9％（112／469）からR．tsutsugamushiが分離されたが，ヒメネズミと

ハタネズミの各々1頭から分離された2例以外は，全てアカネズミからの分離例で

あり，アカネズミにおける分離率は28．6％（llO／385）であった（表4）。また，

ハタネズミ以外の455頭中，　148頭（32．5％）はR．tStttsugamushiに対する抗体

を保有していた。アカネズミにおける抗体保有率は37．6％（145／385）と高かった

が，ヒメネズミではわずか4．5％（3／67）から抗体が確認されただけであり，ハツ

カネズミは全て陰性であった。

表4．野ネズミ種類別リケッチア分離状況および抗体保有状況

野ネズミの　　検査
　　　　　　　　リケッチア分離数（％）　抗体保有数（％）
　種類　　頭数

アカネズミ　　385

ヒメネズミ　　　67

ハタネズミ　　14

ハツカネズミ　　3

110　（28．6）

　1　（　1．　5）

　1　（　7．　1）

o　（　o．　o）

145　（37．　6）

3　（　4．　5）

NTa）

o　（　o．　o）

計 469 11　2　（2，3．　9） 148　（32．5）

a）NT：検査せず．
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　5．アカネズミにおけるリケッチア分離状況および抗体保有状況

　捕獲数の多かったアカネズミにおける地域別のリケッチア分離率および抗体保有

率を図7に示した。リケッチア分離率は富士山東山麓，東部および伊豆では，それ

ぞれ47．6％（40／84），40．7％（44／108）および46．8％（22／47）といずれも高率で

あったが，西部では3．9％（4／102）にとどまり，中部ではまったく分離されな

かった。抗体保有率も分離率と同様，富士山東山麓，東部および伊豆では，それぞ

れ61．9％（52／84），53．7％（58／108）および55．3％（26／47）といずれも高かった

が，中部（2．3％；1／44）と西部（7．8％；8／102）では低率であった。なお，富

士山東山麓，東部および伊豆の3地域のアカネズミ間ではリケッチア分離率，抗体

保有率ともにX2検定（危険率5％以下）で有意差は認められなかった。また，こ

れらの地域ではほとんどの調査地点でリケッチアが分離されたが，西部においてリ

ケッチアが確認されたのは浜名湖周辺の3地点のみであった（図8）。抗体のみ確

認された調査地点も西部では浜名湖周辺に限局されており，中部においては静岡市

で抗体保有ネズミが1頭確認されただけであった。
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図7．アカネズミにおける地域別リケッチア分離状況（笏）

　　および抗休保有状況（iiiii）
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図8．アカネズミの捕獲地点別リケッチア分離および抗体保有状況．

　　●リケッチア分離陽性ネズミ捕獲地，O抗体保有ネズミ捕獲地

　　　（リケッチア分離陰性），○リケッチア分離と抗休がともに陰性の

　　アカネズミしか採取されなかった調査地

　リケッチア分離率，抗体保有率とも高率であった富士山東山麓，東部および伊豆

のアカネズミ239頭について，月別リケッチア分離状況をみると，10月からリケッ

チアが分離され始め，11月の65．3％（32／49）をピークとし，1～3月の3ヵ月は

約40％の分離率が維持された（図9）。一一方，抗体保有率は9月の25．0％（4／16）

から2月の87。5％（7／8）まで上昇し，3月以降はやや下降した。1：160以上の高

い抗体価の割合も抗体保有率と同様，2月をピークとする一峰性の分布がみられた。

　富士山東山麓，東部および伊豆のアカネズミのうち，日齢査定の実施された136

頭について日齢別のリケッチア分離率と抗休：保有率を図10に示した。日齢区分別の

抗体保有率は57．7～72．4％の間にあり，X2検定において5％以下の危険率で有意

差は認められなかった。しかし，高い抗体価を示す個体は100日齢以下に多く，特

に1：640以上のものは・この日齢でしか確認されなかった。一一・一方，リケッチア分離

率は50日齢以下が61．5％（16／26）で最も高く，101～200日齢（21．2％；7／33）が

最も低かったが，それ以後徐々に増加する傾向が認められた。
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図10・アカネズミにおける日齢別リケッチア分離率（H）および抗体保有率．
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　6．野ネズミからのツツガムシ幼虫採取状況

検査に供した野ネズミはアカネズミ（404頭），ヒメネズミ（67頭），．ハタネズ

ミ（10頭）およびハツカネズミ（3頭）の4種類で，合計484頭であった。採取さ

れたツツガムシ幼虫は37，　942匹で，その種類は採取数の多い順にフジツツガムシ

LebtotγombidiiLm∫　uj　i，フトゲツツガムシ，キタサトツツガムシLebtotγombidium

laitasatoi・タテツツガムシ，サダスク・ガーリェプツツガムシGahγLiepia

saduslei，ヤマトツツガムシNeotγombicuLa　jabonica，アラトツツガムシ

LePt・tγ・mbidium　inteγmedium・ミヤジマツツガムシLePt・tγ・mbidium　miyajimai，

ミタムラツツガムシNeotγombicuLa　mitamuγai，イカオタマツツガムシ

Chetad・nta　i　lea・ensisおよびヒゲツツガムシLePt・tγ・mbidium　PaLPaLeの4属11

種であった（表5）。

表5．野ネズミからのツツガムシ幼虫採取状況（1983～1990年）

ツツガムシの種類
　　　　　寄生ツツガムシ数
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　計［484］アカネズミ［404］　　　ヒメネズミ［67］　　ハタネズミ［10］　ハツカネズミ［3］

タテツツガムシ

フトゲツツガムシ

アラトツツガムシ

ヒゲツツガムシ

フジツツガムシ

キタサトツツガムシ

ミヤジマツツガムシ

ヤマトツツガムシ

ミタムラツツガムシ

イカオタマツツガムシ

サダスク●ガーリェブツツガムシ

2，　695（　6．　7）

8，　965　（22．　2）

　35（　O．　1）

　97（　O．　2）

15，　796（39．　1）

3，　418（　8．　5）

　179（　O．　4）

1，　636（　4．　0）

　152（　O．　4）

　83（　O．　2）

2，　532（　6．　3）

117（　1．　7）

32（　O．　5）

12（　O．　2）

　0

496（　7．　4）

135（　2．　0）

33（　O．　5）

115（　1．　7）

　5（　O．　1）

　4（　O．　1）

81（　1．　2）

656（65．　6）

135　（1　3．　5）

346（34．　6）

　2（　O．　2）

32（　3．　2）

17（　1．　7）

　0

66（　6．　6）

　0

15（　L5）

55（　5．　5）

3，　468（　7．　2）

9，　132（18．　9）

　393（　O．　8）

　99（　O．　2）

16，　324　（33．　7）

3，　570（　7．　4）

　212（　O．　4）

1，　817（　3．　8）

　157（　O．　3）

　102（　O．　2）

2，　668（　5．　5）

蚤曇” 35，　588（88．　1）　1，　030（15．　4）　1，　324（132．　4）　O　37，　942（78．　4）

［］野ネズミの頭数（）野ネズミ1頭当たりの寄生ツツガムシ数
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　1頭当たりのツツガムシ寄生数はハタネズミ，アカネズミおよびヒメネズミの順

に減少し，ハツカネズミからはまったく採取されなかった。タテツツガムシはハタ

ネズミに，またフトゲツツガムシはアカネズミとハタネズミに多数寄生していた。

　調査地点ごとのタテツツガムシとフトゲツツガムシの採取状況を図11に，地域別

のアカネズミ1頭当たりのツツガムシ採取数を図12に示した。総ツツガムシ数は伊

豆のアカネズミからの採取数が最も多く，中部のアカネズミに寄生するツツガムシ

は極めて少なかった。タテツツガムシは富士山東山麓では多くの調査地点で確認さ

れ，採取数も多かったが，それ以外の地域では中部から西部にかけてと東部におい

てわずかに採取されたに過ぎなかった。一方，フトゲツツガムシは伊豆，東部およ

び窟」：ll；東山麓では全ての調査地点で認められ，採取数も多く，特に伊豆において

は企採取数の半分近くを占めた。しかし，中部と西部ではほとんどみられなかった。

　　　　o

　　ooo
　　　西部

　　　o
　　　　慧⊃， o

o

中部

o
o

o

　富士山

。

　e　Ao　　　e

　　（6

伊豆

。

図lLアカネズミから採取されたタテツツガムシおよびフトゲツツガムシの分布．

　　●タテツッガムシとフトゲツツガムシの両種が採取された調査地，

　　①タテツツガムシのみ採取された調査地，●フトゲツツガムシのみ

　　採取された調査地，O両種とも採取されなかった調査地．
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　タテツツガムシ・フトゲツツガムシの両種がともに多数採取された富士山東山麓

における採取数の上位を占める5種類のツツガムシについて季節消長を図13に示し

た。タテツツガムシは10～il月に発生が集中する傾向がみられ，2～4月にはまっ

たく採取されなかった。一一方，フトゲツツガムシは10月から採取され始め12月まで

上昇し，2月以降にも多数採取された。フジツツガムシは11月をピークとする発生

がみられ，2～4月にも確認された。他の2種は大きな増減はみられなかったが，

10～12月に多くなる傾向がみられた。
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図12．地域別主要ツツガムシ採取状況．■タテツツガムシ，鵬フトゲ

　　ツツガムシ，iiiiiフジツツガムシ，笏キタサトツツガムシ，

　　［］その他のツツガムシ，［］アカネズミ頭数．
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図13．富士山東山麓における主要ツツガムシの季節消長

　　Hタテツツガムシ，●…●フトゲツツガムシ，ab一一Aフジツツガムシ，

　　o一｛】ヤマトツツガムシ，◇・一◇サダスク・ガーリェプツツガムシ，

　　ND：調査せず，［］アカネズミ頭数．

　S“．　A
＼；）メ：．

　　Nx／

◇悔一　＿　一　一一◇ ND　ND ND

　　　　　／＼

　　　　　11　　ノ
　　　　／　／
　　　　ノ　　　　　　タ
　　　／　　　t■e‘t
ND　多・三ε一一一◇一一一

　　’

　7．富士山東山麓におけるTullgren法によるツツガムシ幼虫採取状況

　1）　タテツツガムシおよびフトゲツツガムシの分布様式

　1988年と1989年の各調査地点におけるタテツツガムシとフトゲツツガムシの出現

の有無は，図14に丸印で示したとおりであった。2種類とも認められない地点も少

数あったが，他の多くの地点でこれらの悪虫病媒介種の生息が観察された。タテツ

ツガムシは御殿場市から小山町にかけての水m地帯と市街地を取り囲む山脚部や丘

陵地の草地・林内および林縁部に認められた。一方，フトゲツツガムシの分布は調

査地のほぼ全域に及び，市街地周縁部の水田地帯にも広く生息地がみられた。
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図14．富士山東山麓におけるタテツツガムシとフトゲツツガムシの分布．　A～R：多数の

　　　　ツツガムシが採取された地点，Z地点：1～12月に毎月調査した地点，小丸：1988年

　　　　の調査地点，大丸：1989年の調査地点，●タテツツガムシとフトゲツツガムシの両

　　　　種が採取された地点，①タテツツガムシのみ採取された地点，●フトゲツツガム

　　　　シのみ採取された地点，○いずれも採取されなかった地点．
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　2）　各調査地点におけるツツガムシ類の生息状況

　1988年：と1989年の秋期に，Z地点を除く延べ77地点で10しの土壌サンプルから抽

出されたツツガムシの種類数と個体数を図15に示した。9地点ではまったくツツガ

ムシが認められず，他の10地点ではツツガムシが採取されたもののタテツツガムシ

とフトゲツツガムシは認められなかった。タテツツガムシあるいはフトゲツツガム
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シが土壌サンプル10tあたり40個休以上の地点ではツツガムシの総数が多く，点線

で囲んだ2種類の個体数がともに少ない地点ではツツガムシの総数も概して少な

かった・タテツツガムシあるいはフトゲツツガムシが10L当たり40個体を超えた地

点では両種とも100個体以土検山された例は確認されなかった。すなわち，二種の

多発地が独立して存在する傾向にあることが判明した。ただし，1地点のように調

査時期によってタテツツガムシとフトゲツツガムシが交互に優占種となる例も認め

られた。

　タテツツガムシまたはフトゲツツガムシの個体数の多かったF～R地点における

採取記録を表6にまとめて示した。前述のようにフトゲツツガムシは広範囲に分布

していたが・その多発地は大型水Hl畦畔（H，　R，　Q）にあり，ここでは同時にア

ラトツツガムシが多数採取されている。フトゲツツガムシとタテツツガムシが同時

に相当数採取されたK，J，　しおよびM地点は，路傍の草地にあり，そこではアラ

トツツガムシも採取されている。一一方，東名高速道路沿いの草地の1地点と山腹に

位置する患家周辺部に当たるP地点にはフトゲツツガムシとタテツツガムシは認め

られたが，アラトツツガムシはまったく採取されなかった。特に，K，　J，　M地点

とL　P地点の土壌の物理的性状には差があり，1とP地点だけに宝永噴火（1707

年）の噴出物（砂礫）が相当量混在しているのが観察された。さらに，Nと0の2

地点はタテツツガムシが圧倒的に優占する所であり，フトゲツツガムシとアラトツ

ツガムシの個休数は少なかった。この両地点には火山性砂礫が露出する地表に株間

の空いたススキ草地が成立している点で共通性が認められた。

　3）　ツツガムシ相および季節消長

　Tullgrcn法により採取されたツツガムシ幼虫は7属16種，　8，599匹であった。こ

れらには野ネズミから採取された種類も全部含まれており，その他にヒミズツツガ

ムシLePtotγombidium　himiZU，オガタワルヒツツガムシWatchia　ogatai，シラ

イトリタマツツガムシNeoschδngastia　shiγaii，アサカワトリタマツツガムシ

馳oschδπ9αS巨αasaleaωaiおよびミヤガワタマツツガムシIleLenicuta　miyagawai

の5種類が確認された（表7）・多数採取された種類はタテツツガムシ，フトゲツ

一28一
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ツガムシおよびアラトツツガムシであって，この3種だけで全体の69．4％を占めた。

　通年調査を行ったZ地点には10種類のツツガムシが出現したものの，各種の発生

消長を明確にすることはできなかった。1989年には秋期の調査を9月28日に開始し

たが・この日に東富士演習場内の標高800m付近の0地点では2tの土壌からタテ

ツツガムシ1種だけが261個体（10しに換算すると1，305）抽出され，以後の調査

で得られた個体数よりも著しく多かった。しかし，より低地にある他の調査地点で

は10月以後にタテツツガムシやフトゲツツガムシが多数採取されている（表6）。

表7．富士山東山麓におけるTullgren法によるツツガムシ採取状況

ツツガムシの種類
1988年

1－12月
（　465　L　）

1989年

9－11月

（　342L）

1990年

　2月
（　40L）

　計

（　847t）

タテツツガムシ

フトゲツツガムシ

アラトツツガムシ

ヒゲツツガムシ

フジツツガムシ

キタサトツツガムシ

ミヤジマツツガムシ

ヒミズツッガムシ

ヤマトツツガムシ

ミタムラツツガムシ

イカ三二マツツガムシ

サダスク●ガーリェブツツガムシ

オガタワルヒツツガムシ

シライトリタマツツガムシ

アサカワトリタマツツガムシ

ミヤガワタマツツガムシ

　566（17．　1）

1，　050（31．　7）

1，　171（35．　3）

　14（　0．　4）

　77（　2．　3）

　　1（　O．　03）

　9（　O．　3）

　80（　2．　4）

　8（　O．　2）

　161（　4．　9）

　83（　2．　5）

　23（　O．　7）

　66（　2．　0）

　5（　O．　2）

　3（　O．　1）

　o

1，　750　（41．　5）

　649（15．　4）

　185（　4．　4）

　0
　624　（14．　8）

　6（　O．　i）

　18（　O．　4）

　522（12．　4）

　32（　O．　8）

　47（　1．　1）

　46（　1．　1）

　53（　1．　3）

　144（　3．　4）

　120（　2．　8）

　0
　21（　O．　5）

　0

354　（33．　2）

247（23．　2）

　o

　o

　o

　o

16（　L5）

　e

334　（31．　4）

18（　1．7）

　7（　O．　6）

　8（　O．　8）

81（　7．　6）

　o

　o

2，　316（26．　9）

2，　053　（23．　9）

1，　603（18．　6）

　14（　O．　2）

　701（　8．　2）

　7（　O．　1）

　27（　O．　3）

　618（　7．　2）

　40（　O．　5）

　542（　6．　3）

　147（　1．　7）

　83（　1．0）

　218（　2．　5）

　206（　2．　4）

　3（　O．　03）

　21（　O．　2）

達
闘 3，　317　（100．　1）　4，　217（100．　0）　1，　065　（100．　0）　8，　599　（100．　0）

〔〕土壌サンプル量，（）各ツツガムシの比率．
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一L

　タテツツガムシは1990年2刀にR地点（10t）と前年の11月に二種が多数確認さ

れたN地点（20L）を調査したにもかかわらず，まったく採取されなかった。これ

に対して・フトゲツツガムシはRとNの両地点で2月にも採取され，特にN地点で

は1988年秋よりも1990年2月に個体数が多かった。また，2月のツツガムシ相は，

秋期に比べて種類が少なく，冬期間に新たに加わった種類はまったくみられなかっ

た。

考　察

　静岡県における慈虫病発生地域は，1970年代までは富士山東山麓と伊豆半島に限

局してみられていたが，1980年に静岡県の西部地区としては初めての真正患者が確

認された39》。また，1984年以降はそれまで報告のなかった東部の富士宮市や沼津

市においても確認されるようになったが，中部においては今回の調査でもまったく

報告がみられなかった。さらに，同地域では，アカネズミから全くリケッチアが分

離されず，抗体保有アカネズミも1頭確認されただけなので，今後も本病が流行す

る可能Vkは低いものと思われる。

　本県の悪虫病患者は，以前は東富士演習場で感染する自衛官が大半を占めていた

が47》・今回の調査では発生地域が拡大するとともに，富士山東山麓においても＿一

般住民の症例の方が自衛官のそれよりも多く認められるようになった。また，多発

年齢層は他県5？・82・　84）同様，農作業などでツツガムシと接触する機会が多い40～

60歳代であった。20歳代の若年齢層も12．7％（14／110）と多いことが本県の特徴と

してあげられるが，これは演習中に感染する20歳代の自衛官（10症例）が多いこと

に起因している。

　アカネズミにおけるリケッチア分離状況と抗休保有状況からは，富士山東山麓，

東部および伊豆はJe・tsutSttgamushiの浸淫度が同程度に高いことが示唆された。

｝方・アカネズミからのツツガムシ採取調査では，フトゲツツガムシは富士山東山

一31一
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麓・東部および伊豆において多数生息しているが，タテツツガムシは富士山東山麓

にのみ集中する傾向が確認された。したがって，アカネズミに対してはフトゲツツ

ガムシが最も高率にリケッチアを媒介していることが考えられた。さらに，これら

の成績と患者発生状況を総合すると，慈虫病が多発する富士山東山麓においては，

タテツツガムシが慈虫病の主媒介種であるものと思われ，また東部や伊豆における

本病の発生はフトゲツツガムシにより媒介される可能性が高いと判断された。2種

類のベクターがともに多数生息する地域で，タテツツガムシの方がヒトに対し重要

なベクターとなる要因としては，本種がフトゲツツガムシに比べ活発で移動速度が

速いことが考えられる。すなわち，タテツツガムシは野ネズミなどよりも接触機会

が少ないヒトに対し，速やかに反応し，効率良く寄生しているものと思われる。

　富士山東山麓におけるアカネズミの調査では，タテツツガムシは10～11月に集中

的に採取されているのに対して，2～4月にはまったくみられなかった。また，こ

の地域でのTullgren法による調査においても，本種の幼虫での越冬は確認されな

かった。富士山東山麓における患者発生は10～11月に集中する傾向がみられるので，

季節消長の上からもこの地域における主媒介種はタテツツガムシであることが推測

されるが・タテツツガムシがまったくみられない春期にも慈虫病が発生しているこ

とから，本地域においても幼虫の状態で越冬可能なフトゲツツガムシが一部の症例

の感染源となっていることが考えられる。

　アカネズミにおけるリケッチア分離率のピークは患者発生のピークより1カ月後

の11月であった。また，秋期に急増した患者発生は1月以降は急激に減少するのに

対し・アカネズミにおけるリケッチア分離率は1～3月にも高い分離率を保ってい

た・この原因としては・冬期にはヒトへの主媒介種と思われるタテツツガムシ幼虫

はみられなくなるのに対し・野ネズミに高率にリケッチアを媒介すると考えられる

フトゲツツガムシはこの時期にもアカネズミに多数寄生していることがあげられる。

また・実験的にR・tsutsugamushiを感染させたマウスは1年以上リケッチアを保

有することが報告されている19’7ω。アカネズミにおいても感染後，長期間リケッ

チアが持続感染する可能性もあり，このことが本病流行後にもアカネズミからリ

一32一
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ケッチアが高率に分離される一一因となったことも考えられる。

　アカネズミにおける抗体保有率も差引病発生数が多い10～ll月よりも12月以降の

方が高い値（60％以上）を示した。Vall　Peen〔川ら1椰）は野ネズミ（Rattus　min“一

danensisなど）がR．　tsutsugamushiの自然感染により獲得した抗体は少なくと

も11カ月は持続することを報告している。したがって，アカネズミの場合にも抗体

保有率は媒介ツツガムシ発生時に抗体を獲得した個体の総和となって現れ，本病多

発期以後の方が高い抗体保有率を示すものと思われる。今回の調査では，患者がほ

とんどみられない9月にもアカネズミにおいては40％近い抗体保有率が得られたが，

いずれも低力価であった。この月にはアカネズミからリケッチアがまったく分離さ

れておらず，また媒介ツツガムシもタテツツガムシが少数認められただけだった。

したがって，これらの抗体の大半は前年の秋から捕獲年の春までの慈虫病発生時に

獲得したものであり，9月にはまだ感染機会が少ないものと思われる。

　今回の調査では，アカネズミにおける日齢別の抗休保有率は加齢に伴い上昇する

傾向はみられなかった。粕谷ら28》もアカネズミの体重と抗体保有率の間にはほと

んど関連がみられないことを報告し，一時期に一斉に感染が起こる可能性を指摘し

ている。本研究においても10～11月以降にアカネズミの抗体保有率が急上昇する傾

向がみられたので，野性のアカネズミの寿命が約1年であることを考慮すると86），

アカネズミでは秋期に一斉に感染が成立したと考えられる。

　アカネズミにおけるリケッチア分離率は100日齢以下が高く，101～200日齢が

最も低率であった。月別分離率が特に高かった11月と12月に捕獲されたアカネズミ

の割合は100日齢以下（78．2％）が大半を占め，101～200日齢（9．1％）が最も

低かったことから，今回の日齢別の分離率は加齢に伴う変動というよりも捕獲時期

ごとのアカネズミの日電の割合に起因している可能性が大きい。また，50日齢以下

のアカネズミでは，母子間の移行抗体と思われる低力価抗体も確認される一方で，

1：640以上の高い抗体価の占める割合およびリケッチアの分離率は，全日齢区分の

中で最も高いことから，秋期に幼弱な個体がリケッチアに初感染する例が多いこと

が推測される。
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　アカネズミにおけるリケッチア分離率は28．6％と高率であったが，ヒメネズミで

は1頭（1・5％）から分離されただけであった。このような傾向は岐阜県などでも

確認されている62㌔アカネズミは草原から明るい林間などの地上を生活の場とし

ているが・ヒメネズミは主として樹上性で山麓から高山の森林に棲んでいる4ω。

一方，慈虫病媒介種であるフトゲツツガムシやタテツツガムシは濃い二色を呈して

いるが・Nadchatram49）は草地など明るい環境になるほど，生息ツツガムシは赤み

の強い種類が優占種となることを指摘している。実際にフトゲツツガムシはススキ

やヨモギの繁茂する新しい草地に多数生息することが報告されておりtO2’　104），タ

テツツガムシもススキが疎らに生えた草地が多発地であることが本研究で明らかと

なった。したがって，アカネズミの方がヒメネズミに比べ，フトゲツツガムシやタ

テツツガムシなどの媒介ツツガムシとの接触機会が多いことが推測され，このこと

がリケッチア分離率の差に結びついた可能性も考えられる。

　T　ll　11gren法による富士山東山麓における調査の結果，タテツツガムシは山脚部の

ススキ草地や林野に広く分布しており，火山性砂礫が露出するススキ草地に個体数

が著しく多かった。この砂礫は1707年の富士山の宝永噴火に由来するものであり，

東富士演習場内で3m以上，小山町と御殿場市の中心地においても70～100c皿の堆積

があったことをTsuyago》は報告している。噴火時に埋もれた水田は残留砂礫を除

去して再び拓かれたと伝えられているが，水田地帯の各所にある造林地や山地には

現在でも相当最の噴出砂礫が残留している。実際に，タテツツガムシの生息地も水

田地帯を取り囲む山地の山脚部に片寄って分布していたが，残留砂礫の多い演習場

近辺の地域では居住地や水田に隣接する林縁部にもその生息が認められた。以上の

ように・タテツツガムシは宝永噴火にIII来する残留砂礫に大きく依存して分布して

いることが確認された。千葉県57》や岐阜県29・62）など火山の影響をあまり受けな

い地域でもタテツツガムシによる差虫病の媒介が問題となっている場合もあるが，

鹿児島県t12），宮崎県南部110》や伊豆七島36》など火山噴出物の多い地域にタテッ

ツガムシ媒介性慈虫病が多発するケースが多いので，このような土壌はタテツツガ

ムシの好適環境の一つと考えられる。タテツツガムシが火山灰土の水はけの良さを
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好むのか，あるいは火山噴出物中の特殊化学成分を好むのかは今後の研究課題であ

ろう。

　一方・フトゲツツガムシは広範な分布を示し，草地，林縁，水田畦畔，宅地内等

に出現する点で，内川ら100・1。2・104）が長野県下で観察した結果と同様の傾向がみ

られた・フトゲツツガムシはアラトツツガムシとともに大型水田畦畔を好適な発生

の場としており，これらの2種はタテツツガムシの多発地では著しく個体数を減じ

た。このことから，フトゲツツガムシやアラトツツガムシはタテツツガムシよりも

水田畦畔のような高湿度の環境下に好んで生息することが示唆された。

　野口ら52》が1952年から1954年にかけて静岡県内で野ネズミから採取したツツガ

ムシ類は，今回，野ネズミから確認された4属11種にヒミズツツガムシ，ナガヨツ

ツガムシNeotγombicutαnagayoiおよびミヤガワタマツツガムシの3種を加えた5

属14種であり，今回の調査結果と人きな差異は認められなかった。また，タテツツ

ガムシとフトゲツツガムシの分布の傾向も，1950年代と現在とでほぼ一致しており，

少なくとも静岡県においては近年の慈虫病の再流行がツツガムシ相の変化によるも

のではないことが示唆された。

　今回，Tullgren法により採取されたツツガムシ類は7属16種であって，これは野

ネズミから採取された全種類に鳥類あるいはモグラ等を主な宿主とする5種類のツ

ツガムシを加えたものに相当している。鈴木78・79》は富士山麓で微環境を観察しな

がら，地表表面から直接ツツガムシを採取する方法を含む各種調査法を併用して，

6属18種からなるツツガムシ相を記録している。このように記録されるツツガムシ

相は調査法と調査対象環境の違いによって異なることが改めて確認されたことにな

る。このなかで，タテツツガムシやフトゲツツガムシが優占種として主要な位置を

占めるが・Tullgren法で記録されるツツガムシ類の種構成は調査地の環境により著

しく変動した。すなわち，これらの調査成績は各種ツツガムシ幼虫の発生が環境条

件に大きく依存することを示しているものと思われる。
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要　旨

　静岡県における慈虫病の実態およびツツガムシの生息状況を把握する目的で，届

出患者の血清学的診断を行うとともに，自衛官と一般住民における抗体保有状況な

らびに野ネズミにおけるR．tStttsugamushiの浸淫状況とツツガムシ寄生状況を調

査した・さらに・富士山東111麓においては，Tullgren法により土壌中のツツガムシ

の生息状況の調査を行った。

　1982年から1991年までの10年間の届出患者151名のうち，　147名の血清について

lFAによる血清診断を行い，　110症例が血清学的に本病と確認された。　110名中80

名（72・7％）は富士山東山麓（御殿場市および小山町）において確認されており，

それ以外に東部，伊豆，浜名湖周辺でも患者発生が報告された。発生は10～12月

（82．7％）に樂中する傾向がみられ，6～8月には認められなかった。富士山東山

麓に居住する自衛官と一般住民における抗体保有率は，それぞれ，　8．0％と3．8％

で，野外活動の多い自衛官の方が抗体保有率は有意に高かった。

　県下の野ネズミの捕獲調査では，アカネズミ385頭のうち110頭（28．6％）から

リケッチアが分離され，また145頭（37．6％）が抗休を保有していた。慈虫病発生

地とリケッチアが分離された調査地点はよく一致していた。しかし，富士山東山麓，

東部および伊豆ではアカネズミにおけるリケッチア分離率（40％以上）と抗体保有

率（50％以上）がともに高率であって，地域差が認められなかったにもかかわらず

患者は富士山東山麓に集中しており，感染アカネズミの分布と患者発生地の間にく

い違いがみられた。また，西部では浜名湖周辺でリケッチアおよび抗体保有ネズミ

がわずかに守山されたが，中部では1頭から抗休が確認されたのみに過ぎなかった。

　？K　一t：　lll東山麓，東部および伊豆のアカネズミにおける月別リケッチア分離状況で

は，11月に分離のピーク（65．3％）に達した後，下降し，1月以降は40％前後にな

るのに対し，抗体保有率は1月以降も下降せず，2月に最高値（87．5％）を示した。

また・リケッチア分離率と抗体保有率のいずれでも加齢に伴う上昇は認められず，

日齢よりも捕獲時期の影響の方が大きいことが示唆された。
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　野ネズミ484頭（アカネズミ404頭，ヒメネズミ67頭，ハタネズミ10頭，ハツカ

ネズミ3頭）から合計37・942匹，4属11種のツツガムシ幼虫が得られた。最も多

かったのはフジツツガムシであったが，媒介ツツガムシであるタテツツガムシとフ

トゲツツガムシも多数採取された・フトゲツツガムシの大半は富士山東山麓凍部

および槻において採取され，タテツツガムシは富士山東山麓のみで多数確認され

た・また・富士山東山麓における媒介ツツガムシの季節消長をみると，タテツツガ

ムシは10～ll月に急増したが・幼虫の状態での越冬は確認されなかった。＿方，フ

トゲツツガムシはタテツツガムシより遅く発生し，春季にも多数採取された。これ

らのことと患者発生状況を総合すると，東部と伊豆における慈恵病のベクタ＿はフ

トゲツツガムシであり・富士山東山麓においてはタテツツガムシが主媒介種である

ことが推測される。

富士山東山麓におけるTullgren法による調査では，タテツツガムシとフトゲツツ

ガムシを含む6属1礪のツツガムシ幼虫カミ採取された。タテツツガムシは御殿場市

と小山町の市街地と水田地帯を取り囲む山地の山脚部や丘陵部に分布し凍富士演

習場近辺では居住地間や水田に隣接する造林地の周縁部にも生息していた。宝永噴

火由来の膿が堆積する地域とタテツツソ払シの分布域鍾なり，この砂礫が露出

するススキ草地に多発地が限局されることから，樋は火山性の砂礫土壌に女子んで

生息することが示唆された・一方，フトゲツツガムシは広い地域に生息しており，

多発環境は水1職畔・道脇の草地などであった．ただし，タテツツガムシの多発地

にはフトゲッツガムシの個休数が少なく，両種の多発環境は異なるものと考えられ

た。
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序　文

　R．tsutsttgamttshiの標準型としてはGilliam型，　Karp型およびKato型の3種類

が知られており・最近まで我が国に存在するリケッチアはこれらの型のいずれかに

属するものと思われていた72＞　。したがって，分離株の血清型の決定は標準3株を

抗原として作製したモルモット，マウスやウサギなどの免疫血清との反応性を補体

結合反応72）や蛍光抗体法8・23）により調べる方法が一般的であった。しかし，こ

れらの株問には交差反応性のあることから，Hanson2〔Dは免疫ウサギ血清を用いた

1　m　m　u　n　o　p　r　e　c　i　p　i　t　a　t　i　o　n　7iC一では，これら3株間の差を明確にすることが困難であると

報告している。さらに，最近国内においてShimokoshi株，　Kawasaki株やKuroki株な

ど標準株とは抗原性の異なる株が相次いで発見されているが，Kawasaki株はGilli一

竹琴に，Kuroki株はKarp株にある程度の交差反応性が認められている56’92・Ill》。

これらのことから，モルモットなどの免疫血清のみを用いた免疫沈降反応やIFAで

は，分離株の免疫学的性状を的確に把握ことは困難であると思われる。単クローン

性軒下は，それぞれ1種類の抗原決定甚のみを認識しているので1リケッチア株の

免疫学的性状の解析や血清型別を行う上で利用価値が高い。このため，最近，R．

tStttsrLgamttshiの新しい同定法として単クローン性抗体を利用した報告も多数みら

れるようになったtO・27・42・48・L14）。

　野虫病患者の血清診断は通常R．tsutSttgamushiの標準3株を抗原として実施さ

れている。しかし，国内にはこれらの株とは抗原性を異にするリケッチアの存在が

確認されており，このような株に感染した場合，患者血清は標準3株の抗原に対し

てホモ株よりも弱く反応することが考えられる。したがって，血清診断用の抗原と

して，標ng　3株以外に各流行地に即したりケッチアを加えることが望まれる。実際，

橘ら93）や山本らllo）は，血清診断の際，抗原として標準3株に調査地域の患者由

来株を加えたIFAを実施し，流行株を加えた抗体検査の有用性を指摘している。

　静岡県には複数の血清型のR．tsutsugamushiの存在することが指摘されており，

また第1章ではタテツツガムシとフトゲツツガムシの2種類がこの地域において本
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病を媒介していることが推測された。そこで，著者は静岡県におけるリケッチアの

血清型の種類および媒介ツツガムシの役割を解明することを目的として，まず

Gilliam・KarP・Kato・KawasakiおよびKurokiの各株に対する単クローン性抗体を

用いて・静岡県の患者から分離されたリケッチア株について免疫学的性状を解析す

るとともに・これらの分離株の病原性についても検討を行った。次に，静岡県にお

ける慈虫病多発地である富士山東山麓において，慈虫病患者，ツツガムシ幼虫およ

び野ネズミから多数のリケッチアを分離し，型特異的単クローン性抗体を用いて

IFAにより血清型別を試みた。さらに，本県における慈虫病患者の血清について

Gilliam，　Karp，　Kato，　Kawasaki，　Kurokiおよび富士山東山麓の患者から分離され

たKarp型のOtaの各株に対する反応性をIFAにより検討した。

材料および方法

　1．リケッチア株と培養細胞

　GMKあるいはL－929細胞で培養したGilliam，　Karp，　Kato，　Kawasakiおよび

Kurokiの各株を使用した。これらのリケッチア株は全て新潟薬科大学微生物学教室

より分与を受け，培養は第1章の方法に従った。

　2．慈虫病患者の血清

　1987年から1989年までの3年間に静岡県内で血清学的に慈虫病と判定された36名

（1987年13名・1988年13名，1989年10名）の患者1癖1清を，検査時まで一30℃に保存

した。

　3．R．　t　sutsugamushiに対する単クローン性抗体

　Gilliam株・Karp株およびKato株に対する単クローン性抗体は以下の方法で作製

した・また，Kawasaki株とKuroki株に対する単クローン性抗体は神奈川県衛生研究

所ウイルス部より分与を受けたt8）。

　1）　マウスの免疫および細胞融合
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　Gilliam株・Karl｝株あるいはKat（⊃株のいずれかを感染させたddYマウスの脾臓か

ら作製した10％SPG乳剤の0・5mLを5週齢のBALB／Cマウス（SLC社）に皮下接種し

た・2週後に同鼠を腹腔内に接種し，その3日後に脾細胞を採取した。単クローン

性抗体の作製は安東の方法に従った1）。すなわち，マウスミエローマ細胞（P3－X63－

Ag8－U1）と脾細胞の比が1：10になるように混合し，ポリエチレングリコ＿ル

4・OOO（メルク社製）を用いて融合させた。融合後，　HAT培地に浮遊させ，96穴平

底マイクロプレートを用いて培養した。

　2）　抗体産生細胞の選択およびクロー・一一・一ニング

　コロニーの増殖が認められたウェルの上清について，第1章の方法に準じてIFA

によりスクリーニングを行った・なお，抗原は免疫源と同型のリケッチアを感染さ

せたGMK細胞を用いた・抗体の産生が確認されたコロニーについては限界希釈法に

より2～3回クローニングを行った。

　3）　単クローン性抗体の免疫グロブリンクラスとサブクラスの同定

　抗体産生が認められたハイブリードーマの培養上清について，モノAb－ID　EIA

キット（ザイメット社製）を用いて，IgGi，　IgG2。，　IgG2b，　IgG3およびlgMの同

定を実施した。

　4）　マウス腹腔内での培養

　あらかじめプリスタン0・5皿tを腹腔内接種した5～8週齢のBALB／Cマウスに抗体

産生細胞の約IO7個を腹腔内接種し，2週後に腹水を採取した。これを2，000×g

で10分遠心後，上清を単クローン性抗体として用いた。

　4．モルモット免疫血清の作製

　Gilliam，　Karp，　Kato，　KawasakiおよびKurokiの二二のいずれかを充分増殖させ

たし－929細胞（25c皿2フラスコ1本分）を，ペニシリンG　100単位／mtを添加した

1％牛胎児IM清加Eagle’sminimum　essential　medi　llm（1％S－MEM）0．5　mtに浮遊さ

せた・その0・1mtを8週齢のモルモット（SLC社）の脳内に接種し，接種後3週目

に採血して得られた血清を免疫血清として川いた。

　5．　R．tsutSttgamushiの分離材料および分離方法
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　1985年から1990年までの6年間に御殿場市と小111町において発見された油虫病患

者32名からll皿液を採取した・なお，全ての検体は発病後1週間以内で抗生物質投与

前に採血し・数ll寺間～3日間，4℃で保存した。リケッチアの分離材料としては血

餅を用い・滅菌乳鉢内で破砕した後，等量のSPGを加えてからガラスホモジナイ

ザーを用いて50％乳剤とした。

　69頭のアカネズミは1986年から1990年までの6年間に御殿場市と小山町の11地点

においてシャーマントラップあるいは金網性箱罠により捕獲した。各々のアカネズ

ミの脾臓を乳鉢に取り，これにSPGを加えて10％乳剤を作製した。

　タテツツガムシおよびフトゲツツガムシの幼虫は1988年から1990年にかけて同地

域の17地点においてTullgren法10t，10：1》あるいは黒色板法68）により，それぞれ，

3．947匹と1，　545匹採取した。これらの幼虫は4～125匹のプールに分け，ガラス

ホモジナイザー・一一・・を用いて1mtのSPGで乳剤とした。

　これらの乳剤を0・5mLずつ2ないし3頭のddYマウス（4～8週齢；SLC社）の

腹腔内に接種し，一部のマウスについてはcyclophosphamide（CY）投与により免疫

抑制を施した。CYは検体接種当日，4～5日目，9～10日目にそれぞれ0．25mg／9皮

下接種した・未処置のマウスを用いた場合は3週後に，またCY投与マウスを用いた

場合は12～14日後に解剖した。マウスの腹膜塗抹標本中にIFAによりリケッチア粒

子が観察されない場合は脾臓の10％SPG乳剤を材料とし，さらに前者を用いた場合

は3週間隔で2代・後者を川いた場合は12～14日間隔で4代までマウスによる継代

を反復した。

　腹腔内細胞中にリケッチアが確認された場合は，もう1代CY投与マウスで継代し，

削痩や立毛などの症状が現れた時点でエーテルによりマウスを安楽死させてから，

PBSを5　mL腹腔内に注入した。腹部をよく揉んでから，腹腔内液をヘパリン加ス

ピッツ管に採取し・　200×9で10分間遠心後，二三を少量の1％S－MEMで浮遊させ，

ダウンス型ホモジナイザーで破砕した。このリケッチア液0．5mtを25cm2の培養フ

ラスコ（Costar社製）に単層培養させたL－929細胞上に添加し，細胞表面が乾燥し

ないように時々振襯しながら37℃で2時閻吸着させた。吸着後，1％S－MEM　5　mtをフ
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ラスコに加え，3ないし4日目ごとに培養液を交換しながら37℃で培養した。リ

ケッチアが充分増殖した時点で，第1章に準じて抗原塗抹スライドを作製した。

　6．患者lfil清，単クローン性抗体およびモルモット免疫血清の抗体価の測定

　これらの血清と単クローン性抗体はPBSで10倍希釈してから2倍段階希釈し，

抗体価は第1章のIFAに従って測定した。ただし，2次抗体としては，1次抗体が

単クローン性抗体の場合は抗マウスlg（lgG＋IgM）FITC標識ヤギ血清（カッペル

社製）を，モルモット免疫lfii清の場合は抗モルモットIgG（H鎖＋L鎖）FITC標

識ヤギlfll清（カッペル社製）を使用した。また，患者の血清抗体価を測定する場合

は，2次抗休としてFITC標識抗ヒトlgG（γ鎖）ヤギ血清および抗ヒトlgM（μ

鎖）ヤギ血清（ともにTago社製）を用いた。

　7．マウスに対する慈虫病リケッチア株の病原性の試験

　Karp株および患者由来の8株を充分増殖させたし－929細胞をそれぞれダウンス型

ホモジナイザーを川いて破砕してから低速遠心して得られた上清を0．5皿乙ずつ5～

6週齢のddYマウス（SLC社）3匹の腹腔内に接種した。さらに，　Karp株，　Ota株

およびMiyashita株のリケッチア液については，1％S－MEMを用（、て，100倍および

10・000倍希釈液を作製し，原液同様の方法でマウスに接種した。これらのマウスを

20日間観察し，同時にKarpとMiyashita以外の株については体重測定も実施した。

なお，腹部膨満，削痩，立毛など典型的な慈虫病の症状を呈したものを発病とみな

した。リケッチア液はL－929細胞にも接種し，多村らの方法93）に従い感染価

（ICU）を求めた。

成績

　1．単クローン性抗体およびモルモット免疫血清の性状

　14種類の単クローン性抗体におけるGilliam，　Karp，　Kato，　Kawasakiおよび

Kurokiの各株に対するIFA抗体価を表8に示した。　Gilliam型の単クローン性抗体
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のうち・　3H5はGilliam株にのみ反応したが，　IHIはKawasaki株に，また3B6は

KatoとKawasakiの両株に対しても反応した。しかし，　Gilliam型の川1と3B6では，

Kawasaki株に対する抗体価はGilliam株に対する抗体価と比べ明らかに低かった。

KarP型の単クローン性抗休の3C9と3G1はともにKarp株にのみ反応した。また，

Kato型の単クローン性抗体のうち，　ID12と3C8はKato株にのみ反応したが，　IH12は

Gilliam株にも弱い反応を示した。一方，　Kawasaki型の単クローン性抗体のうち

表8．Gilliam，Karp，　Kuroki，　KawasakiおよびKurokiの各株に対する

　　単クローン性抗体のIFA抗体価

単クローン性抗体仏ノグロブリン

葺f蹉清型　　　コード番号　　クラス，サブクラス　　　　Gilliam

各株に対する抗体価a）

Karp　Kato　Kawasaki　Kuroki

Gilliam型3115

　　　　川1

　　　　3B6

Karp型　　3C9

　　　　3Gl

Kato型　　1D12

　　　　3C8

　　　　川12

Kawasaki型358

　　　　417

　　　　3

　　　　406

　　　　134

　　　　52

Kuroki型　55－12
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のIFA抗体価は血清の最高希釈倍率の逆数で示した．
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一

358と417はKawasaki株のみに反応したが，3と406はGilliam株に，また134は

Kuroki株にもそれぞれ反応した。なお，　Kawasaki型52は5種類のリケッチア株に

対し同程度に反応が認められた。また，Kuroki型の単クローン性抗体である55－12

はKll　roki株のみに反応した。

　モルモット免疫lll【清では・ホモの抗原に対する抗体価が1：640～1：20480倍で

あったが・そのうち抗Gilliam，抗Kat（⊃および抗Kawasakiの各血清の抗体価はヘテ

ロのそれよりも8倍以上高かった（表9）。しかし，抗Karp血清および抗Kuroki血

清では・ともにホモとヘテ．ロの組み合わせの間で反応に明瞭な相違はみられず，抗

体価の差は2倍以内にとどまった。

　2．8種類の患者山来株の免疫学的性状

儲から分離された株のうち通常のマ・ラスを川いて分離されたOtaとMiyashita

の2株ならびにCY投与マウスを用いて分離されたKatsumata，　Morishita，　Oishi，

Rokudo，　MaedaおよびSugizakiの6株に対する単クローン性抗体とモルモット免疫

1備のIF＾抗体価を・それぞれ・表10と表11に示した。・ta株とMiyashita株は，

表9．G川ia皿，Karp，　Kuroki，　KawasakiおよびKurokiの各株に

　　対するモルモット免疫血清のIFA抗体価

モルモット

免疫血清

各株に対する抗体価a》

Gilliam　Karp　Kato　Kawasaki　Kllroki

垂：慮Gilliam

抗KarP

抗Kato

抗Kawasaki

抗Kuroki

5120　80
1280　｛0240

640　640

80　80
1280　10240

　80

2560

．5120

　40

640

320　160
2560　5120

320　640

640　80
640　20480

a）IFA抗体価は血清の最高希釈倍率の逆数で示した．
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一

Karp型の2種類の単クローン性抗体のみならず，抗Karpモルモット血清とも強く反

応したので・いずれの株もKarp型であると考えられた。　CY投与マウスを用いて分離

された患者i腺株のうちKatsumata，　M・rishita，　OishiおよびR。kud。の4株は6種

類のKawasaki型単ク・一ン性抗体のいずれとも反応し，抗Kawasakiモルモット血清

とも強い反応が確認されたので，Kawasaki型に属することが示唆された。しかし，

Katsumata株以外の3株は，　Kawasaki型358との反応がKawasaki株に比べ明らかに

弱かった。さらに，Rok　ll　do株はGillia皿型の3B6と反応しない点でKawasaki株と異

表lO．患者由来株に対する単クローン性抗体のIFA抗体価

単クローン性抗体

1血請型

各株に対する抗体価a）

｝鵬Ota　Miyashita　KatsumaLa　M・rishita・is量貰i　R。kud。　Maeda　Sugizaki

Gillia皿型3115　〈10

　　　　　1川　　く10

　　　　3B6　〈10

Karp型　　3C9　2560

　　　　3Gl　5120

Kato型　　　1D12　〈10

　　　　3C8　〈10

　　　　1H12　〈10

Kawasaki型　358　　　　〈10

　　　　417　〈10

　　　　3　〈10
　　　　406　〈10

　　　　134　〈10

　　　　52　1280

Kuroki一！f！！　55－12　〈10

A
U
ハ
U
A
U

1

1
■
ム
ー

＜
＜
＜

ρ
U
9
る

【
J
1

9
自
に
」

＜
＜
＜

0
0
A
U
O
A
U
A
U

＜
＜
＜
＜
＜
9
自

　
　
　
　
　
1
0ユ〈

　〈10

2560

10240

　〈10

　〈10

　く10

　〈10

　〈10

81920

81920

40960

40960

5120

20480

　〈10

0
0
ハ
U

1
0
0
9
6

＜
9
乙
－

　
1
【
」

ハ
U
O

1
　
1

＜
＜

O
n
U
A
U

1
　
1
　
1

＜
＜
＜

2
0
り
」
4
4
5
2

　
0
0
9
自
9
白
　－

01〈

n
U
O
A
U

ー
ユ
0
0
4
凹

く
り
山
9
6

　
1
（
U

　
　
l

凸
U
O

l
　
l

〈

ノ
＼

O
A
U
O

＜
＜
＜

O
A
U
O
A
U
A
U
O

28

X6

X6

X6

P2

Q4

　
4
」
4
』
隈
　
　
－
0ユ〈

　〈10

1280　・

　〈10

　〈10

　く10

　〈10

　〈10

　〈10

1280

81920

40960

20480

2560

5120

　〈10

＜
＜
＜

1

1
＜
＜

（
U
A
U
（
U

＜
＜
＜

1
1
1
ー
ユ
ρ
U
4

＜
＜
＜
＜
5
9
臼

　
　
　
　
り
6
n
U

　
　
　
　
　
1
0215

！
＼
＜
＜

O
n
U

＜
＜

＜
＜
＜

1
1
1
1
9
白
9
自

く
く
く
く
1
1

　
　
　
　
に
U
r
O 04201

a）

hFA抗休価は血清の最高希釈倍率の逆数で示した．
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表1L患者為来株に対するモルモット免疫i血i清のIFA抗体価

モルモット

免疫血清

旧株に対する抗体価＆）

Ota　Miyashita　Kats“mata　Morishita　Oishi　RoX狽浮р潤@Maeda　Sugizaki

抗Gilliam

抗Karp

抗Kato

抗Kawasaki

抗Kuroki

　160

5120b）

　640

　80
10240

　80

320

　40

5120

320

640

640

鎚
640

640

320

160

迎
320

320

640

160

迎
1280

640

640

320

Q4LO

1280

　160

　320

　160

　160

　160

　80
10240

の　IFA抗体価は1血晴の最高希釈倍率の逆数で示した．

b）

Aンダーラインはホモの株に対する抗体価と同じか差が4倍未満のもの．

なっていた。また，MaedaとSugizakiの両株はKuroki型の単クローン性抗体55一一12

と反応し・抗Kurokiモルモット免疫血清とも強い反応がみられたことから，　Kuroki

型であると推定された。

　3・マウスに対するKarp株および8種類の患者由来株の病原性

　Karp株と二者lh来の8株をddYマウスに接種し，これらの発病および死亡状況を

表12に・さらにKarpとMiyashita以外の株については接種後のマウスの体重の変化

を図16に表：した・Karp株を接種されたマウスでは3段階のいずれの濃度でも全頭発

病して死亡したが・Ota株とMiyashita株の場合はいずれの濃度でもほとんどのマ

ウスが発病しtgにもかかわらず，死亡せず回復するものも多かったので，これら2

株はマウスに対して病原性は有しているものの，Karp株に比べ病原性が弱いことが

示唆された・　Ota株を接種したマウスは，高濃度のリケッチア液を接種したマウス

ほど体璽の減少は早く始まり，体重が最も落ち込む時期も早期から発現したが，こ

の時点で死亡するものと・回復に向かい体重が増加し始めるものとに分かれていく

傾向がみられた。
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表12・Karp株および患者由来株のddYマウスに対する病原性

　　　　　原液
訳名　　　　（ICU／O．　5ml）　一i

接種液a）の希釈

10－2 iO－4

Ka　rp　8．　1×　106

0ta　1．　5×　lo6
Mi　yashi　ta　5．　4×　105

Ka　tsuma　ta　1．　2×　106

Morishita　1．　1×　106

0ishi　6．　5×105

Rokudo　1．　7×　105

daeda　3．　2×　106

Sugizaki　6．　0×　10i

3／3（3）b）

3／3（1）

3／3（2）

O／3

0／3

0／3

0／3

0／3

0／3

3／3（3）　3／3（3）

3／3（2）　2／3（1）

3／3（3）　3／3（2）

NDC）　ND

ND　ND
ND　ND
ND　ND
ND　ND
ND　ND

＆）

O．5皿1／マウス（i．p．）

b）

ｭ病数／接種数（死亡数）

c） mD：試験せず．

一方・CY投与マウスを用いて分離された6株の場合は，一時的に体重が減少した

マウスも認められたが・発症例はまったくみられず，マウスに対する病原性が極め

て弱いことが示唆された。

　4．富士山東山麓におけるリケッチア分離状況および分離株の血清型

　1）　R・tsutSttgamushi分離状況

患者1磁・アカネズミ脾臓およびツ・ソガムシプールの合計248検体から，59株の

R・tsutsugamushiが分離された（表13，表14）．患者血液からのリケッチア分離

率は高く（75・0％；24／32）・特1こCY投与マウスを用いた場合に最も高率（81．5％；

22／27）に分離された。しかし，ツツガムシからの分離率は低く，147プール

（5・492匹）中りケッチアの分離されたのはタテツツガムシの2プール（30匹，

125匹）とフトゲツツガムシの3プール（各30匹）のみであった。
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表13．慈虫病患者およびアカネズミからの

　　R・εSUεS㎎ω眺短の分離状況

分離材料 マウス 検体数　　分離陽性数

患者血液

アカネズミ脾臓

CYa）投与

未処置

CY投与

未処置

7
1
『
」

2

り
σ
ρ
0

9
σ
q
O

り
6
9
6

2

ハ
U
O

－
■
9
6

計 101 54

a’　CY：cyclophosphamide．

表14．タテツツガムシおよびフトゲツツガムシからの’

　　R．tsu　t　sugαnnLshiの分離状況

ツツガムシ

種類
マウス ツツガムシ数

　　　　　陽　　性
プール数
　　　　　プール数

タテツツガムシ

フトゲツツガムシ

CYの投与

未処置

CY投与

未処置

3，　645

　302

744

801

0
0
1
⊥
4
0
り

0
乙
9
山

9
島
n
U

A
U
り
0

偽1書 5，　492 147 5

“’　CY：cyclophosphamide．
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　2）　分離株の111【清型

分離株と5種類の型特異的単ク・一ン性抗体（Gilliam型3H5，　Karp型3C9，

Kat・型1Dt2・Kawasaki型417，　K｛ir・ki型55－12）との反応性を表15に示した。全

ての分離株はそれぞれ型特異的単クローン性抗体の1種類とのみ反応し，その反応

性からKarp型・Kawasaki型およびKuroki型の3種類の血清型に分類された。

　これらの分離株ではKarp型が59．3％（35／59）で最も多く，この型のリケッチア

は患者だけでなくフトゲツツガムシとアカネズミからも分離された。Kawasaki型の

リケッチアは患者から54・2％（13／24），またタテツツガムシおよびアカネズミから

わずかずつ分離された・また・Kur・ki型のリケッチアは患者からのみ分離された。

なお・Kawasaki型およびKuroki型に分類された分離株は全てCY投与マウスを用いて

分離された。

　3）　分離株の地理的分布

　分離株59株の検体採取地の地理的分布を図17に示した。Kawasaki型のリケッチア

が分離された患者13名は，東富上演習場（標高500m以上）で働いている自衛官あ

表15．単クローン性抗体を用いたIFAによるR．　t　sutsugamttshi分離株の血清型別

分離材料 分離株数
1111清型の同定された株数

Gil　l　iam　Karp　Kato　Kawasaki　Kuroki

患者血液　　　　　24（22）a）

タテツツガムシ　　2（2）

フトゲツツガムシ　　3（0）

アカネズミ脾臓　　30（10）

O　7（　5）

o　　o

O　3（　O）

O　25（　5）

O　13（13）　4（4）

O　2（　2）　O

o　　　o　o
O　5（　5）　O

ユ
面

59（34） O　35（10）　O　20（20）　4（4）

‘）

i）cyclophosphamide投与マウスにより分離された株数
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るいは演習場の近くに住んでいる一般住民のどちらかであった。同地域では

Kawasaki型のリケッチアがタテツツガムシ2プールとアカネズミ5匹からも分離さ

れた・一方・Kuroki型の4株は標高500m以下の東地区と北東地区に居住していた

患者から分離された。Karp型のリケッチアの分離された地点は演習場以外の広い地

域に散在していたが・この型のtJケッチアの分離された患者は標高500m以下の中

央地区から北東地区にかけてみられた。なお，アカネズミに由来したKarp型の25株

のうち16株は東地区の箱根山の山麓で捕獲された個体から分離された。

’一pt

刀gS

lllllll．／11iiill・eQ1111’1，ill・i！iio‘t5．IJ

…iiiiiiiiiiiiliii藝iii嚢iii菱iiiiiiiiiii！iiiiiil

iiiiiiiiil自衛隊東富士演習場iil：

小山町パξ
　　　　　　禽
　　　42，bir’

一

望野▲▲・

綜
轟
●
∩

瞬
難
灘

ii（1！Sl，

iiiiiiiii●●●…iiiiii…1…iii華…，i、…iiii●

弓：iiiii　iiiiiiiiiiiii：萄塾簾書三蕩市

llliill，1’il－111’lll’／ili’i．1－1，ii．Ei．li，i．illll，“1，1・liy・’・’・一・

）iNA ”xA

図17．富士山東山麓におけるR．tsu　t　sugamush　i分離株の血清型の分布．

　　患者由来株：▲Karp型，●Kawasaki型，■Kuroki型．

　　ツツガムシ山来株：△KarP型（フトゲ），⑧Kawasaki型（タテ）．

　　アカネズミ由来株：△Karp型，　O　Kawasaki型．

　　ツツガムシ山来株とアカネズミ由来株の肩数字は分離株数を表す．
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一

　4）　油虫病発生数と患者由来株の血清型の季節消長との関係

　御殿場市と小山1町では9月から11J］までの3力刀に慈虫病患者の大半が発見され，

今回リケッチアが分離された24名の患者も全員この間に発病していた（図18）。3

月と4月にも少数の患者がみられたが，リケッチアの分離は試みられなかった。分

離株をlf哺型別したところ・Kawasaki型のリケッチアは10月1こ，またKarp型のリ

ケッチアは11J］に優勢となることが明らかとなった。　Kuroki型のリケッチアは10月

とIMに各々2名から分離されただけであった。

　5．静岡県の悪虫病患者血清におけるR．tsutsugamushi　6株に対する反応性

　1）患者血清の特異性

　Gilliam，　Kawasaki，　Kato，　Kawasaki，　KurokiおよびOtaの各株に対する各患者

のIFA抗体価を比較したところ，少な’くともIgG抗体とIgM抗体のどちらかにおい

て，標準3株のいずれか1株に対する抗体価が他の5株に対する値より有意（4倍

以上）に高い症例は認められなかった。しかし，Kawasaki株，　Kuroki株およびOta

25

患

者

20

15

数

10

5

0

　　1　　2　　3　　4　　5　　6　　7　　8　　9　　10　　11　　12　（月）

図18．虚血山東山麓における月別慈虫病患者数および患者からの分離能の血清型．

　　←・悪虫病患者数，分離株：勿Karp型，■Kawasaki型，　iiiii　Kuroki型．
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株のいずれか1株のみに有意に強く反応したのは，26症例（72．2％）に達していた

（表16，表17）。また，Kawasaki株とGilliam株，　Kuroki株とKarp株あるいはOta

株とKarp株のそれぞれ2株に対し強く反応し（抗休価の差が4倍未満），高い方の

抗休価がこれら2株以外の4株の値に比べて有意に高かったのは7症例（19．4％）

確認された。なお，有意に強く反応する株がみられなかった症例は3例（8．3％）

に過ぎなかった。Kawasaki株「1i独あるいはKawasaki株とGiiliam株に強く反応した

のは20症例で過半数を占めた。また，Kuroki株単独あるいはKuroki株とKarp株に強

く反応したのは4症例，　Ota株単独あるいは〔〕ta株とKarp株に強く反応したのは9

症例であった。

　患者血清についてIgG抗体とlgM抗体の反応性の違いについて検討したところ，

6株のうち且株にのみ強く反応したのは1gG抗体では13検体，　IgM抗体では24検体

であった（表17）。さらに，1株に対してのみ1：10以上の抗体価を示したのはIgG

抗体では5検体，またIgM抗体では10検体で，後者の方が株間の抗体価の差が大き

くなる傾向がみられた。

表16．各株に対する患者血清の反応性

強く反応した株名a）症例数 50）6

Kawasak　i

Kuroki

Ota

Kawasaki－Gilliam

Kuroki一一Karp

Ota－Karp

該一当株なし

1 50．　0

8．　3

13．　9

5．　6

2．　8

11．　1

8．　3

計 36 100．　0

の他の5株よりも4倍以上高い抗体価を

示した症例．2株連記は2株に対する

抗体価の差が4倍未満で，高い方の抗

体価が他の4株に対する抗体価より4

倍以上高かった症例。
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表17． 悪虫病患者の
R
． あsuεSL［9α㎜［sh歪 に対する 1FA抗体価

6

症例 発病 採猛皿 IgG 抗体価の IgM 抗体価
No． 年月 病日 GLb） KP KT KW KR OT GL KP KT KW KR OT
1 1987．2 17 1280 1280 1280 1280 1280 1280 640 640 640 640 1280 5120
2 1987．4 8 1280 2560 1280 320 640 2560 10240 10240 10240 2560 2560 5120
3 1987．5 1

1
1280 10240 2560 640 320 10240 10240 10240 5120 1280 1280 10240

4 1987．9 1
1
40 10 20 40 20 10 ＜10 〈10 〈10 40 〈10 〈10

5 1987．10 ．16 160 160 160 320 80 80 160 10 20 1280 10 10

6 1987．10 23 40 〈10 〈．10 80 〈io 〈10 320 10 10 640 〈10 〈10
1

7 1987．10 13 160 160 ．160 640 160 160 320 160 160 5120 160 320
8 1987．且0 59 640 320 640 640 640 160 160 160 160 80 80 80
9 1987．1．1 51 640 640 160 2560 320 320 320 20 20 1280 20 10

1 10 1987．11 8 40 40 40 40 40 20 320 160 160 40 160 160
l
l
1987．ll 46 160 40 20 1280 10 40 160 40 40 1280 10 40

12 1987．11 7 〈10 〈10 ＜10 40 〈10 〈10 〈10 〈10 〈10 80 〈10 〈10
1．3 1987．11 3 40 〈10 〈10 40 〈10 ＜10 〈10 〈10 〈10 320 〈10 〈10
M 1988．1 9 〈10 20 〈io 〈10 10 20 〈10 20 〈10 〈10 160 20
15 1988．1 9 10 40 10 10 20 80 10 20 〈10 10 10 80
16 1988．1 24 2560 10240 2560 320 5120 10240 10240 20480 5120 320 640 102．40
17 1988．10 18 160 80 ．160 320 40 40 1280 320 320 2560 80 160
i8 1988．10 9 40 40 20 20 80 20 〈10 〈10 〈10 ＜10 10 〈10
19 1988．10 6 160 20 80 160 20 40 160 10 20 5120 10 〈10
20 1988．10 9 80 40 80 640 20 20 1280 160 160 5120 80 80
21 1988．ll 6 20 20 〈10 10 10 10 ＜10 〈10 〈10 10 〈10 〈10
22 1988．ll 6 640 1280 640 160 1280 160 160 640 160 80 640 160
23 1988．11 8 〈10 〈10 〈10 20 〈10 〈10 ＜10 〈10 〈10 320 ＜10 〈10
24 1988．11 23 640 5120 1280 320 640 2560 2560 5120 2560 1280 1280 10240
25 1988．11 8 80 160 80 40 80 320 〈10 〈10 〈10 〈10 〈10 160
26 1988．12 1

3
320 320 160 1280 80 320 20480 5120 10240 40960 1280 5120

27 1989．4 14 320 1280 640 160 640 1280 320 1280 160 160 160 1280
28 】989．10 9 〈10 ＜10 〈10 40 ＜10 〈10 1280 ＜10 〈10 10240 〈10 〈10
29 1989．10 10 80 80 40 1280 20 40 320 〈10 〈10 1280 〈10 〈10
30 1989．10 7 ＜10 〈10 〈10 〈10 〈10 〈10 〈10 〈10 〈10 80 く10 〈10
31 1989．10 9 160 160 160 ．1280 160 80 640 〈10 〈10 2560 く10 〈10
32 1989．ll 4 20 20 320 40 320 40 80 80 640 〈10 2560 80
33 1989．11 8 〈10 〈10 ＜10 40 ＜10 〈10 ＜10 〈10 ＜10 320 〈10 〈10
34 1989．11 7 80 320 160 80 160 320 80 160 160 〈10 80 1280
35 1989．11 8 〈10 ＜10 〈10 ＜10 〈10 80 〈10 〈10 〈10 〈10 く10 40

36～1989．12 15 40 10 〈10 320 10 20 640 10 40 10240 io 40
の IFA抗体価は血清の最高希釈倍率の逆数で示 した．
b》
GL： G川iam， KP： KarP， KT： Kat（，， KW： Kawasak i，　KR： Kuroki， OT： Ota．
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　2）　血清供試患者の地理的分布および月別発生状況

　患者数は富士山東山麓の御殿場市と小山Hl∫が全体の63．9％（23／36）を占め著し

く多かったが・この地域ではKawasaki榊独あるいはKawasaki株とGilliam株に強

く反応した症例が大半（69・6％；16／23）を占め（図19），10～11月の流行の主流

となっていた（図20）・このような反応性を示した症例は富士山東山麓以外でも東

部と浜名湖周辺でll～12Jjに少数みられた。また，・ta株単独あるいは。ta株と

Karp株に強く反応した症例は広し・範囲で観察され，11月と1～5月にみられた。

Kuroki株単独あるいはKuroki株とKarp株に対して高い抗体価を示した症例は，富士

山東山麓において3症例（10～11月）と伊豆で1症例（1月）確認されただけで

あった。

　　西部ooe

中部

富士山

　　遇撫岩
東部

　　　．g

ue伊豆

v

o

v

図19．慈虫病患者の血清反応性と発生地の地理的分布．OKawasaki株単独

　　あるいはKawasaki株とGilliam株に強く反応した症例，日Kuroki株単

　　独あるいはKuroki株とKarp株に強く反応した症例，▽Ota株単独ある

　　いはOta株とKarp株に強く反応した症例，●抗体価に顕著な差がでな

　　かった症例．
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図20．慈虫病患者の血清反応性と刀別発生数．■Kawasak　i株単独あるいは

　　Kawasaki株とGilliam株強く反応した症例，笏Kllroki株単独あるいは

　　Kuroki株とKarp株に強く反応した症例，　iiiii　Ota株単独あるいはOta株

　　とKarp株に強く反応した症例，［］抗体価に顕著な差がみられなかった

　　症例．

考　察

　富士山東山麓において慈虫病患者から分離された8株のR．tsutsugamushiはモ

ルモット免疫血清では抗Karpと抗Kuroki血清に強く反応する4株と抗Kawasaki血清

に強く反応する4株の2群に分類された。しかし，単クローン性抗体を用いること

により前者はさらにKarp型の2株とKuroki型の2株に分類することができ，分離株

の免疫学的性状を検討する上で，特異性が著しく高い単クローン性抗体の有用性が
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明らかとなった。

　今回使用したモルモット鮫1備のうち，抗Gilliam，抗Kat。および抗Kawasaki

輔はホモとヘテ・の抗原に対する抗体価の間に8倍以上の差がみられ，リケッチ

アの血清型別∬肱体として優れていることが示唆されたが，抗Karp血清と抗Kur。ki

l備はKarp株とKur・ki株‘こ対する抗体価にあまり差がみられV・，両血清型株をこれ

らの備で鑑別することは困難であった。このようなモルモッ晩疫血清における

これら両欄の交差反応性はYamam・t・ら11’）も報告しているので，今回作製した免

疫1備の特徴というよりはこれ帰通株の免疫学的特性を反映しているものと思われ

る・しかし・〔｝hashiら56’はモノレモッ晩疫i備を用いてもlmmlln。bl。tting上で反

応させた場合は三門的抗原と思われる54～56ki1・dalt。nの蛋白の反応性に顕著

な差がみられることを報告し・Kur・ki株は新しい血清型のリケッチアであることを

明らかにしている。

Ka「p型と同定された2株は・ホモのKarp型単ク・一ン性抗体との反応性が標準株

のKarp株より棚らかに低く・しカ・もマウスに対する病原性もKarp株よりも低いの

で・Karp株とは抗原性のやや異なる株であったと判断された。・ia株接種マウスは，

接種リケッチア数が多いほど灘期が短くなる傾1句がみられたが，鷹リケッチア

数にかかわらず・｛樋が最もa£少した時点で死亡するものと回訓一るものに別れた。

このような現象は既知の3種類の標準株をそれぞれ接種されたマウスでは観察され

なかったことから89’・これらはこの地域に存在するKarp型のリケッチア特有の風

脚の程度を示すものと思われ・今後このような新しい現象についてもマウスの抗

体測三や免疫系細胞との関連などを参考にしながら，解明していく必要があると思

われる。

本研究において・瀦はリケッチアの頒‘こCY投与マウスと未処置マウスの両方

を使ったが・Kawasaki型とKur・ki型のリケッチアはCY投与マウスを用いた場合にの

み分離され論rp型のリケッチアeまいずれのマウスを用いても分離された．また，

フトゲツツガムシから分離されたKarp型の3株は，　CY未処置マウスにおし・て初代力、

ら典型的な症状を示したのに対し・タテツツガムシから分離されたKawasaki型の2
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株は・CY投与マウスを川いて2～3代継代した後にやっと確認された。さらに，実

際にマウスに対する病原性の検査された患者由来の8株は，マウスに対し病原性を

有するKarp型の株と病原性を示さないKawasaki型とKuroki型の株に分けられた。こ

れらの結果は，Kawasaki型，　Kuroki型およびShimokoshi型に分類される全ての株が，

マウスに対してGilliam型・Karp型およびKato型のリケッチアよりも病原性が弱い

というTamuraの説go）を支持するものであった。

　ERisbergらt4）は，タイでは複数の血清型のR．　tsutsugamushiが混合して野ネ

ズミに感染していることを確認している。また，Shiraiら7Dがマレーシアの山高

病患者から分離した114株の大半は複数の血清型が混合して感染したものであった。

本研究において，慈虫病患者，野ネズミおよびツツガムシ幼虫から分離された59株

は，すべてただ一つの型特異的単クローン性抗体（Karp型3C9，　Kawasaki型417，

Kuroki型55－12）に反応した。　Murataら48）も国内の患者，野ネズミおよびフトゲ

ツツガムシ幼虫から得られた22株のリケッチアは型特異的単クローン性抗体の1種

類とのみ反応することを報告している。それぞれの患者や野ネズミに感染している

R・tsutsugamushiの血清型が日本では単独でありタイやマレごシアでは大半が混

合しているという相違点の原因はまだはっきりわかっていない。

　浅沼2）はR。tsutSttgamushiの保有が確認されている13種類のツツガムシを紹介

している・この中には・タテツツガムシ，フトゲツツガムシ，アカツツガムシ，ヤ

マトツツガムシなどが含まれている。旧ソ連の研究者は，ミタムラツツガムシと

NeotγombicuLa　Pomeranzeviからリケッチアの分離に成功している43’73》。日本に

おいては第2次世界大戦以前はアカツツガムシが最も重要なベクターと考えられて

おり，最初にリケッチアが分離されたツツガムシもこの種類であった37）。第2次

世界大戦以後，多数の研究者が国内の多くの流行地で採取したタテツツガムシ4・6・

31・4L51》 ｨよびフトゲツツガムシ3・5・6’28・44’87’88）からのリケッチア分離に成

功した。しかし，これらの報告では野ネズミに寄生していたツツガムシを分離材料

としている。リケッチア保有野ネズミに吸着した際にまれにR．tsutsugamushiが

ツツガムシに移行することが知られているので60），野ネズミに寄生しているツツ

一59一

灘二三購麟灘灘1灘羅鑛難灘、，”t．灘・．灘灘灘褻灘灘



』’
黷ﾂρ一一

ガムシからの分離株は，垂直伝播したものと野ネズミから移行したものの両方が考

えられる。本研究の目的はリケッチアの血清型とベクターの種類の関係を決定する

ことなので，野ネズミからツツガムシへのR．tsutsugamushiの移行の可能性を排

除できる寄生前のツツガムシ幼虫のみを分離材料として使った。その結果，タテツ

ッガムシからKawasaki型のリケッチアを2株，フトゲツツガムシからKarp型のリ

ケッチアを3株分離することに成功した。

　リケッチアのlfi1三型とベクターの種類の関係に関しては，いくつかの示唆的な報

告を見出すことができる。たとえば，新潟県においては最近の本病発生の主たるベ

クターはフトゲツツガムシと考えられているが，患者と野ネズミから分離された株

はすべてKarp型とGilliam型に分類されている48》。また，タテツツガムシが多数

生息している南九州112）において患者から分離された株は全てKawasaki型とKuroki

型に分類されたttO）。これらの成績は，　Karp型とGilliam型のリケッチアはフトゲ

ツツガムシにより媒介され，Kawasaki型とKuroki型のリケッチアはタテツツガムシ

が関与していることを示唆している。実際，Murataら48》はフトゲツツガムシ由来

のリケッチア2株をKarp型と同定しており，また高橋87）は継代三二しているフト

ゲツツガムシのコロニーにKarp型のリケッチアが自然感染していることを報告して

いる。同様に，本研究においてフトゲツツガムシからKarp型のリケッチアが分離さ

れた。さらに，著者はタテツツガムシからKawasaki型のリケッチアの分離に成功し

たが，このことはKawasaki型のリケッチアとその媒介ツツガムシの関係を示す最初

の報告である。今回，Kuroki型のリケッチアは患者からしか分離できなかったので，

この型のリケッチアについてはベクターの種類を解明できなかった。Kuroki型のリ

ケッチアのベクターの可能性としては，（1）タテツツガムシまたはフトゲツツガムシ

のどちらか一方が複数の型のリケッチアを媒介している，（2にの三種以外にこの型

のリケッチアを媒介するツツガムシが存在している，の2っの考え方ができる。

　タテツツガムシは東：富士演習場およびその周辺でよくみられるススキがまばらに

生えた火山性の砂礫土壌の地域に多数生息していることが，第1章で明らかとなっ

た。このようなタテツツガムシの分布様式は，患者，野ネズミおよびタテツツガム

一一@6　O　一一
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シからKawasaki型のリケッチアが分離された地点の分布とよく一致していた。なお，

演習場内では，野ネズミからKarp型のリケッチアは分離できなかった。一方，フト

ゲツツガムシの多数生息している環境はタテツツガムシの好適環境より低地の大型

水田の畦畔であることが，第1章で示唆された。Karp型のリケッチアが分離された

患者とフトゲツツガムシは本種が優占種となる水田地帯で確認されている。Kuroki

型のリケッチアが分離された憲者は，タテツツガムシとフトゲツツガムシの両種が

混在する地域で感染しており，この型のリケッチアとベクターの種類の関係を患者

とツツガムシの地理的分布から推測することはできなかった。

　著者は第1章において，静岡県におけるタテツツガムシとフトゲツツガムシの季

節消長から，秋期にはタテツツガムシによって本病の発生が引き起こされ，冬から

春にかけてはフトゲツツガムシが主ベクターになるものと推定した。ところが，本

章では，Kawasaki，　KarpおよびKurokiの3種類の血清型のリケッチアが秋期に分離

され，二種のツツガムシがこの時期の慈虫病の発生に関与していることが示唆され

た。すなわち，患者からのKawasaki型（10月）とKarp型（11月）のリケッチア分離

のピークはわずかに相違したに過ぎなかったので，今回の調査地威ではタテツツガ

ムシが媒介するKa冊saki型のリケッチアによる感染は早秋に優勢となり，またフト

ゲツツガムシによるKarp型のリケッチアの感染は晩秋とおそらく春期にもみられる

という結論を下した。なお，Kuroki型のリケッチアによる感染は10月と11月の秋期

にみられたが，様々な自然宿主体内でこの型のリケッチアの季節的変動を論じるに

はより多くのデータが必要である。

　轡虫病患者に感染したR．tsutsugamushiの型別は患者ifll液から分離されたリ

ケッチアについて型特異性抗原を認識する単クローン性抗体等の反応性を調べるの

が確実である48》。しかし，患者からのリケッチア分離は検体中のリケッチアが死

滅しやすいことや手技が煩雑なことから，一般にはあまり実施されていない。鈴木

ら82）および山本ら110）は，悪虫病患者の血清に対してIFAで最も強く反応した株

の血清型は，ほとんどの場合その患者からの分離株の血清型と同じであったと報告

している。したがって，リケッチア分離が実施できない場合には各抗原に対する抗
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体価の差から感染リケッチアの血清型を推測することが可能であると考えられる。

今回のように予め調査地域に存花するリケッチアの血清型を明らかにした上で，標

準株以外のリケッチア株も抗原として加えて検討すれば，感染リケッチアの血清型

の解析に関する信頼性も高まるものと思われる。

　今回供試された慈虫病患者36名の血清のうち，各株に対する抗体価に明確な差が

みられず，感染型の推定できなかったものは標準3株のみを抗原として検討した場

合では12症例（33．3％）であった。しかし，これらにKawasaki株，　Kuroki株および

〔】ta株を加えた場合に感染型不明となったのはわずか3症例（8．3％）に過ぎな

かった。しかも，抗原として6種類の株を用いた場合，標準株にのみ強く反応する

症例はなかったことから，静岡県における慈虫病患者の発生の大半は標準3株より

もKawasaki株，　Kuroki株あるいはOta株と抗原的に類似したリケッチアによって引

き起こされている可能性が高いと思われる。また，感染初期血清では標準株以外の

株に1｝i独で反応するケースが多かったことから，tt［皿清診断用の抗原にKawasaki株，

Kuroki株およびOta株を加えることは感染リケッチアの血清型の推定を容易にする

だけでなく・早期診断を行う上でも極めて有用であると判断された。

　本県においてKawasaki株に対して高い抗体価を示した血清のほとんどは，タテツ

ツガムシの生息数が著しく多い富士山東山麓で発生した患者由来のものであった。

また，このような反応を示した症例は10月と11月の秋期に集中しており，この地域

におけるタテツツガムシ幼虫の山現時期とよく一致していた。一方，Ota株単独あ

るいはOta株とKarp株の両方に強く反応した症例は県内に広く生息するフトゲツツ

ガムシの分布に一致して発生していることが確認され，しかもタテツツガムシ幼虫

が採取されない春期にもみられた。これらのことから，静岡県ではタテツツガムシ

がKawasaki型のリケッチアを，またフトゲツツガムシがOta株のようなKarp型のリ

ケッチアを媒介していることが推測され，富士山東山麓での分離株の型別成績から

導かれた結論と一致していた。

　本研究により静岡県にはKarp型の他にKawasaki型およびKuroki型のR．　tsutsu－

gamushiの存在が確認されたが，　Kawasaki株ltt》とKuroki株56）は宮崎県の患者か
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ら分離されたものであり，山本ら日。》は，この地域で患者から分離された27株のリ

ケッチアは全てこれら両株のどちらかに血清学的性状が類似することを報告してい

る。一方，橘ら84●85）は宮崎県において患者から分離されたリケッチアをlrie型と

Hirano型に大別しているが，山本らlio）はlrie株とKawasaki株ならびにHirano株と

Kuroki株がそれぞれ同一一の抗原型である可能性を示唆している。また，岐阜県日3）

や神奈川県18》においても，Kawasaki型とKuroki型のリケッチアが存在する可能性

が示されているので・これら2種類の血清型のリケッチアはヒトに対しては病原性

を有し，関東以西の太平洋側の温暖な地域において，慈虫病の流行原因となってい

ることが推測された。
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要　旨

　R．tsutsugamushiのGilliam，　Karp，　Kato，　KawasakiおよびKurokiの5種類の血

清型株に対する合計15種類の単クローン性抗体について各株の交差反応性を検討し

たところ，それぞれの1（lt三型に対する単クローン性抗体のうち1ないし2種類はホ

モの株にのみ反応した。また，Kawasaki型抗体の1種類は全ての血清型株と反応し，

それ以外の単クローン性抗体はホモの株を含む2～3種類の株で反応がみられた。

一方，Gilliam，　Karp，　Ka　to，　KawasakiおよびKurokiの各株を抗原として免疫し，

作製されたモルモット免疫血清のうち，抗Gilliam，抗Katoおよび抗Kawasakiの各

抗血清はホモの株でのみ強く反応したが，抗Karp血清と抗Kuroki血清では，　Karp株

とKuroki株に対する抗体価に差がみられず，両株は免疫学的に近縁であることが示

唆された。

　富士山東山麗で発生した慈虫病患者から分離されたR。tsutsuganushi　8株につ

いて，単クローン性抗体とモルモット免疫血清に対する反応性を検討したところ，

それらのうちの2株はKarp型に，4株はKawasaki型に，また2株はK　ll　rok　i型に属す

ることが明らかとなった・これらの株についてマウスに対する病原性を検討したと

ころ，K訂p型の2株は標準のKarp株よりも弱毒ながら病原性が認められた。しかし，

それ以外の6株では明確な病原性が認められず，これらの株は病原性の面からも

Kawasaki株やKuroki株に類似していることが確認された。

　富士山東山麓の御殿場市と小山町において，cyclophosphamide（CY）投与マウス

あるいは未処置のマウスを川いて慈虫病患者から24株，アカネズミから30株および

未寄生のツツガムシ幼虫から5株（タテツツガムシ幼虫2株，フトゲツツガムシ幼

虫3株），合計59株のR．tsutsugamushiが分離された。また，これらの分離株は，

供試された5種類の型特異的単クローン性抗体との反応性から，Karp型が35株，

Kawasaki型が20株およびKuroki型が4株の3血清型のいずれかに分類された。なお，

Kawasaki型とKuroki型の分離株はすべてCY投与マウスを用いて分離されたことから，

これら両血清型の分離株はマウスに対する病原性の弱いことが示唆された。
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　Kawasaki型とKarp型のリケッチアは，それぞれタテツツガムシとフトゲツツガム

シから分離された。さらに，これらの2っの型のリケッチアが分離された患者およ

び野ネズミの地理的分布とそれぞれのツツガムシが多数生息する地域とは一致して

いたことから，Kawasaki型のリケッチアはタテツツガムシから，またKarp型のリ

ケッチアはフトゲツツガムシから伝播するという結論が得られた。タテツツガムシ

とフトゲツツガムシの季節消長を反映して，Kawasaki型のリケッチアによる感染は

早秋に，またKarp型の感染は晩秋に発生のピークが認められた。　Kuroki型のリケッ

チアは10月とll月に4名の二者から分離されただけなので，この型のリケッチアを

媒介するツツガムシの種類に関しては依然として不明のままである。

　回虫病患者の血清36検体について，R．　tsutsugamushiのGilliam，　Karp，　Kato，

Kawasaki，　Kurokiおよび静岡県の患者から分離されたKarp型のOtaの各回との反応

性をIFAにより検討した。標準株のいずれかに対し単独で強く反応する血清は確認

されなかったが，Kawasaki，　KurokiおよびOtaの各株のいずれかに単独で強く反応

した検体は72．2％を占めた。このことから，静岡県における慈虫病起因リケッチア

の大半はKawasaki株，　Kuroki株およびOta株のいずれかに抗原的1こ類似しているこ

とが示唆された。なお，Kawasaki株単独あるいはKawasaki株とGilliam株に強く反

応したのは20症例，またOta株単独あるいはOta株とKarp株に強く反応したのは9

症例であった。しかし，Kuroki株単独あるいはKuroki株とKarp株に強く反応したの

は4症例に過ぎなかった。

　患者血清が1株にのみ強く反応したのはIgG抗体では13検体，またIgM抗体では

24検休となり，IgM抗体の方で株間の抗体価の差が大きくなる傾向がみられた。ま

た，感染初期の血清ではKawasaki株，　Kuroki株およびOta株のいずれかの株に対し

てIgM抗体の反応する症例が多かったので，これらの株を血清診断用の抗原に加え

ることは早期診断を行う上でも極めて有用と判断された。

　Kawasaki株に強く反応した症例は，地理的には富士山東山麓に，発生時期では秋

期に集中した。また，Ota株に強く反応した症例は中部を除く地区で広範囲にみら

れ，発生時期も11～5月までの期間に及んだ。静岡県におけるツツガムシ幼虫の分

一一@65一
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布と季節消長の成績を総合すると・この地域において本病を引き起こしている

Kawasaki型株とOta株のようなKarp型のリケッチアのベクターは，それぞれタテツ

ツガムシとフトゲツツガムシであると推測された。また，これらの総合囎は頒

株の血清型別成績から得られた結論とも良く…致していた。
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序文

　慈虫病は1～2週間の潜伏期間を経て突然発症するが，発病初期にはR．tsu－

tsugamushiに対する抗体が充分産生されていないために，この段階では血清診断の

困難な場合が多い。最近導入されたPCR法64）は，微量の病原体でも短時聞で検出

できるので，特に抗体があまり産生されていない本病の急性期（リケッチア血症

時）における憩者血液からのリケッチアDNAの検出への応用に期待されている。

　我が国に存在するR・t・stt　t　s　ttgamush　iの6種類の血清型（Gilliam，　Karp，　Kat。，

Kawasaki，　Kuroki，　Shimokoshi）の抗原性の相違はリケッチア外膜に存在する56

kilo　dalton（kDa）の主要蛋白である型特異的抗原（type－specific　antigen；

TSA）に由来する。　TSA遺伝子のクローニングおよびシークエンスは，　Karp株につ

いてはStoverら74）が，他の5株についてはOhashiら54’55》が行った。　TSA遺伝子

の核酸の配列は・それぞれの血清型の間で70～90％のホモ・ジーがみられ，4箇所

のvariable　domainが確認されている55）。

　Furuyaら17）は・1回目のPCR産物を再度同じプライマーのセlyトを用いて増幅

するPCR法（double　PCR）により慈虫病患者血液からTSA遺伝子上の78　base

pairs（bp）の短いDNAの増幅に成功した。患者血液のような一般的にはリケッチ

アが微量にしか含まれない臨床材料から長いDNAをsingle　PCRやdouble　PCRに

より検出することは困難である。Nested　PCR（two－step　PCR）は1回目のPCR産物

をその増幅領域内に対応させたもう一組のプライマーを用いて2回目の増幅を行う

もので・非常に高感度でしかも特異性に優れている方法として，最近用いられるよ

うになってきた25’45）。もし・比較的長いDNAが増幅されれば，前記の6株の塩基

配列の比較から患者に感染したリケッチアの1血1清型の解明も可能となる。

　最近，Muraiら4G）はnested　pCRによる弱虫病診断法を報告したが，増幅され

たDNAはR．　tsutsugamttshiの群特異的抗原蛋白（58　kDa）遺伝子の一部であった。

そこで，著者らは慈虫病の診断するためにTSA遺伝子の一部を増幅させるnested

PCRおよびPCR産物の制限酵素による切断パターンからの感染株のlfll清型の同定を

一68　一一
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試みた。

材料および方法

　1．リケッチア株

　　R・εsuεs7・脚ush歪の6血清型株（Gilliam，　Karp，　Kat。，　Kawasaki，　Kur。ki，

Shimokoshi）およびRic　leettsia　sibiγica　ATCC　No．　VR151を使用した。これらの

リケッチア株は第1章の方法に従い，L－929細胞を用いて増殖させた。

　2．慈虫病患者とツツガムシからのリケッチア分離および分離株の血清型別

　リケッチア分離には1990年から1991年に静岡県および宮崎県で発症した慈心病患

者から採取された血液（血餅あるいはヘパリン1（皿）を用いた。また，未寄生のタテ

ツツガムシ幼虫は，1991年10月に東富士演習場において黒色板法により採取した。

これらの材料はPCRによるDNAの増幅およびリケッチア分離の両方に供試された。

リケッチア分離は第1章および第2章の方法に従って実施した。なお，患者血餅は

第2章に準じてSPG乳剤としてから，またヘパリン血はそのままの状態で0．5mZず

つcyclophosphamide（CY）投与マウス（ddY，5～8週齢，　SLC社）および未処置

のマウス各2頭に接種した・一方・タテツツガムシの場合は，90匹ずつプ＿ルし，

1・5mtのSPGを加え軽く破砕したものを0．5皿しずつCY投与マウスと未処置マウスの

各1頭に接種した・分離株の血清型別‘ま第2章同様，Gilliam，　Karp，　Kat。，

KawasakiおよびKur⊂）kiの各株のそれぞれに対して型特異的に反応する5種類の単ク

ローン性抗体を1次抗体として用い，IFAにより測定を行った。

　3．PCR用DNA試料の準備

　R．tStttSttgamushiを感染させた後，37℃で4日間培養したL－929細胞の約2×

lO”’個を1L600×9で5分llfi遠心して収集した。この沈渣を0．5％N。nidet　P．40，

0．5％Tween　20および0．2％プロテイナーゼK含有10mM　Tris－llC1（pH　8．3；プ

ロテイナーゼK含有緩衝液）50μしに浮遊させ，56℃で1時間加温後，プロテイナー

一69　一一
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ゼKを不活化するために95℃で10分間加熱した。得られた試料はそれ以上精製せず，

そのままPCR川のDNAサンプルとして幽いた。

　患者血液からのDNAの準備に際しては，血清分離後の血餅あるいはヘパリン血を

遠心することにより集めた血球0．2～0．39を1％Trit。n　X－100加SPG　2．5　mしと混

合した。血餅はダウンス型ホモジナイザーで破砕し，ヘパリン血からの血球はボル

テックスミキサーで掩噛した。室温に5分間静置した後，200Xgで5分間遠心し，

その上清をさらに11，600xgで5分間遠心した。得られた沈渣をSPGにより2回洗

浄（”，600×g，5分問）し，沈渣にプロテイナーゼK含有緩衝液を加え，リケッ

チア感染細胞の場合と同じ方法でDNAサンプルを作製した。

　タテツツガムシからのDNAの抽出に際しては，リケッチア分離用に作製したタテ

ツツガムシのSPG乳剤0．5　mtを1L600×gで5分間遠心し，沈漬にプロテイナーゼ

K含有緩衝液を加え，上述のごとく処理した。

　4．オリゴヌクレオチドプライマー

　プライマーはGilliam株のTSA遺伝子上の塩基配列に対応させた4種類（プライ

マーa／bおよびa’／b’）を用いた（表18，図21）。　なお，プライ》一の作製はBex

社（東京）に依頼し，それ以上の精製は行わなかった。

表18・Nested　pCRに用いたプライマーの塩基配列

種類 塩基配列
　　　　Gilliam株における
位置（bp）a》

　　　　　増幅DNAの大きさ

a
」
U
　
a
L
U

5’　一一一TACATTAGCTGCGGGTATGACA－3’

5’　一CCAGCATM’1”rCTTCAACCAAG－3’

5’　一GAGCAGAGCTAGGTGTTATGTA－3’

5’　一TAGGCA’1”rATAGTAGGCTGAGG－3’

225－246

536－557

263－284

409－430

333bp

168bp

のTSA遺伝子のスタートコドンからの塩基数

一70一
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a・⇒　　　　　ぐコb
　a’⇒　　ぐコb’

6一正丁ヨδ「面一Mt・　i。50　i200「1購。。　bp

図21．TSA遺伝子の模式図およびプライマーの位置．

　　矢印：プライマーの位置，Signa1：signal　Peptide，

　　VD：　variable　domain．

　5．PCRによる増幅

　Nested　PCRの最初の増幅は，5μtのDNAサンプル，デオキシヌクレオシドトリ

フォスフェイト（dNTP）各200μLプライマーaとプライマーb各100nMおよび

Taq　DNAポリメラーゼ（Promega社製）‘2単位をPCR反応緩衝液（1．5mM　MgC12，

50mM　KC1，0．Ol％ゼラチン含有10mM　Tris－HC置；pH　8．3）に溶解し50μしとしたもの

を0・5　mtマイクロチュー・ブに入れて実施した。2回目のPCRの反応混合液はDNAサ

ンプルとして最初のPCR反応液5μLを用い，プライマーをa・とb・’ e400nMに置き換

える以外は，1回目のpCRの時と同じ構成にした。反応液表面はミネラルオイルで

覆い，　PCR反応はDNA　thermal　cycler　（ASTEC　PC－700，　Astec社製）を用いて実

施した・最初のPCRは・95℃・30秒（DN＾denaturati・n）一・　50℃，2分（primer

annealing）→72℃，1分（1サイクル当たり2秒ずつ増加；primer　extention）

を40サイクル行った。また，2回目のPCRは，95℃，30秒→55℃，2分→72℃，1

分（1サイクル当たり3秒ずつ増加）を25サイクル実施した。

　Single　PCRの場合は，　DNAサンプル以外はnested　PCRの2回目の反応液と同様

にし，95℃，30秒→55℃，2分→72℃，1分（1サイクル当たり2秒ずつ増加）を

40サイクル反復した。

　6．DNA産物の解析

　PCR反応後，あるいは制限酵素処理後のサンプル（5またはio　pL　）に1／10量の

ローディングバッファー（0．25％プロムフェノb・…bルブルー，0．25％キシレンシア
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ノー・ルおよび50％グリセリン水溶液）を加えたものを電気泳動用の試料とし，2％

アガロースまたは12％ポリアクリルアミドによる電気泳動を行った。ゲルはエチジ

ウムブロマイドで染色後，UV照射によりDNAのバンドを観察した。制限酵素は

Ilhal，　Bgtll，　Mboll（以上ニッポンジーン社製），5∫αNL　MntlおよびALωNI

（以上New　England　Biolabs．社製）の6種類を用い，　PCR産物2με，制限酵素1～

5単位および添付の緩衝液の混合液1　O　lttを37℃で3時間反応させた。

　サザンプロッティングはAmersham社製の試薬を川い，　enhanced　chemilllmines－

cence（ECI，）法訴8’により実施した・PCRで増幅されたDNAは2％アガ。一スで電

気泳動した後，ナイロンメンブランに転写した。ハイブリダイゼーション用のプ

ローブとしては，Gilliam株感染細胞からnested　PCRで増幅されたDNA産物を2％

低融点アガロースによる電気泳動を行った後，ゲルからDNAを分離，精製したもの

を用いた。ハイブリダイゼt・・・・…ションを42℃で一晩実施した後，プローブに標識した

ペルオキシダーゼの触媒をもとにECL反応を行った。目的のバンドは，紫外線感受

性フィルム（Ilyperfi　lm－ECL，　Amersham社製）に露光し，観察した。

成　績

　1．PCRの特異性

　プライマー一a／bないしはa’／b’を用いたsingle　PCRにより増幅されるDNAは，

Stoverらと｛〕hashiらによって決定されたTSA遺伝子の塩基配列から，それぞれ，

306～339bpおよび150～168bpであることが推定される。実際，これらのプライ

マーのセットを川いてそれぞれのリケッチア株を感染させた細胞から得られた

single　pCRの増幅産物は，予想されたサイズと同一であることが電気泳動により

確認された（図22－A）。これらのバンドはPCRにより増幅されたGilliam株のDNA

とハイブリダイズし，明瞭なバンドが形成された（図22－B）。　R．Lsibirica感染細

胞からのDNAをサンプルとして実施したPCRはどちらのプライマーのセットを用し、

一一一@7　2一
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た場合も，電気泳動およびハイブリダイゼーションともにDNAのバンドが認められ

なかった・これらのことから，PCRの増幅産物はR．　tsutsugamushiに特異的なも

のであることが確認された、，

（A）M　61一該÷里∵濃一蘇GKp審1繋s、一鮎M

2．　6：33bp

I．　1　ISbp　一

　404bp　一
　281bp　一

　231bp
，63／164bp

（B）　　　＿．　P塑＿a’／げ

　　　　M　G　KP　KT　K”　KR

　　　　　　Pr田陀r　a／b
siiTRs　6T，T，　’k”　KA　一su’L一　k’s　M

図22．リケッチア感染L－929細胞からsingle　PCR（プライマー・a’／b’ないしは

　　　a／b）により増幅されたDNAのアガロースゲル電気泳動像．（A）：エチジ

　　　ウムブロマイドによる染色，（B）：PCR（プライマーa’／b’）により増幅

　　　したGiIliam株のDNAをブロー…一ブとして（A）のバンドをハイブリダイゼー・

　　　ションしたもの，M：マーカー（φX174RFI　DNAをTaqlとDraIで切断），

　　　G：Gillia皿，　KP：Karp，　KT：Kato，　KW：Kawasaki，　KR：Kuroki，

　　　SH：　Shimokosi，　Rs：　R．　sibirica．

一一@73一
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　2．Nested　PCRの感度

　R・tsutsugamushiを感染させて24時間培養したL－929細胞内の平均リケッチア数

を・IFAによる細胞塗抹標本のリケッチア粒子の観察から算出した。　PCR用のDNA

試料（50μのは・細胞当たりの平均リケッチア数（1．83）が確定している感染L－

929細胞の2・57×IO6個から作製した。　DNA試料は10倍階段希釈を行い，それぞ

れの希釈の5μLを検体とし，single　PCRとnested　PCRを実施した。　Single　PCRで

は・試料中のリケッチアDNAの減少とともにバンドが薄くなり，検出感度はリケッ

チア粒子サンプル当たり4．7x102個にとどまったが，　nested　PCRの場合は，陽性

バンドは10－5まで明瞭に確認でき，リケッチア粒子サンプル当たり4。7個まで検出

可能なことが明らかとなった（図23）。

2，　633bo－

1，1了5bp　一一

　40400x
　281box
　231b卜
163／1　64bp　一

　　Single　PCR hested　PCR

図23．Gilliam株感染細胞から抽出されたDNAを検体とした場合のsingle

　　PCRとnested　PCRの感度の比較。　M：マーカー一（図22と同様）．

　　各レーン上部の数字は検体の希釈倍数（10’t希釈の1検体当たりの

　　リケッチア数は4．7×IO4個）．
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　3．Nested　PCRによる患者血液とツツガムシからのR．　tSiLtsugamushiDNAの検出

　感染細胞の場合はサンプル中に多厭のリケッチア遺伝子が存在しているので，

プライマーa’　／b’を川いたsing董e　pCRにより充分量の増幅産物が得られたが，患

者材料では，ほとんどの場合はこのsingle　pCRでは明確なバンドが確認されな

かった。そこで・患者血液10検体およびタテツツガムシ14プール（90匹／プ＿ル）

について，nested　PCRを試みた。なお，10名の患者の居住地，検体の種類，血清抗

体価およびリケッチアの分離状況については表19に示した。2回採血された患者に

ついては，初回採血の血液をpCRとリケッチア分離用の検体とした。　No．1からNo．7

までの患者血液からはCY投与マ・ラスを川いた場合にのみリケッチアカミ分離され，し

かも分離株の血清型は単クローン性抗休との反応佐からKuroki型あるいはKawasaki

型と同定された。No．　8とNo．9の患者からはCY投与マウスおよび未処置マウスの両方

でリケッチアが分離されたが，これらの感染株の血清型はいずれもKarp型であった。

No．1からNo．4までの患者の感染初期血清の抗体価はいずれの血清型のリケッチアに

対しても1：20未満であって，同時にlt11液からはリケッチアが分離された。また，　No．

10の患者のlgM抗体は急性期，回復期ともにいずれの血清型株‘と対しても1：20倍

未満であったが，IgG抗体では明瞭な抗体価の上昇が認められたことから，この患

者は再感染を受けていたことが示唆された。

　これらの検体のDNAをプライマーa／bのセットを用いた1回目のPCRで増幅した

場合，電気泳動ではIe．　tsutsttgamushiの増幅DNA（306～339bp）に対応する明

確なバンド形成は認められなかった。しかし，1回目のPCRの増幅産物を検体とし

プライマーa’／b’を用いた2回目のPCRを実施したところ，抗リケッチア抗体が確

認されなかったNo．1からNo．4までの患者の検体も含め，全検体から電気泳動により

明瞭なバンドが確認された（図24－A）。一一方，タテツツガムシ幼虫の14プールのう

ち2プールからCY投与マウスを用いてKawasaki型のリケッチアが分離されたが，こ

れら2プールの検体からはPCRにおいても明確な増幅DNAのバンドが確認された

（図25－A）。これらの電気泳動上の160bp前後のバンドはGi11iam株の増幅DNAと

のハイブリダイゼーションにより，R．　tsutsugamushiに特異的なDNAであることが

一75一
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確認された（図24－B，図25－B）。

　陰性対照として・表19に示したNo．3，　No．4およびNo．6の患者の抗生物質を投与し

た後の回復期血液および日本赤十字血液センター（静岡市）から分与を受けた健康

な献血者20名の血液について，nested　PCRを行った。しかし，いずれの検体でも電

気泳動後に160bp前後のバンドが全く観察されなかったことから，このnested

PCRはR・tsutSttgamushiに特異的なDNAの検出が可能であって，慈虫病の診断法

として使用できることが判明した。

（A）

2．　633bp　一

1．　1Tsbp　一一

　404bp
　281bp　．．

　231bp　一一
1　63／：　64bp　一

M　1　2　3　4　5　6　T　8　9

●●●●●●●図」】■卜●

図24・患者血液からnested　PCRにより増幅されたDNAのアガロースゲル

　　電気泳動像．　（A）：エチジウムブロマイドによる染色，（B）：PCR

　　　（プライマーa’／b’）により増幅したGilliam株のDNAをプロ＿ブ

　　として（A）のバンドをハイブリダイゼーションしたもの，　1～10

　　レーンは表19の検体番号に対応，　M：マーカー（図22と同様）．
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（A）

2・．633bp　一

1．1了5bp・一

　404bp
　281bp－
　231bp－
163／164bp一

（B）

M　ll　12　13　14　15　16　17　18　19　20　21　22　23　24

M1112131415161了18192021222324

図25．タテツツガムシのプールからnested　PCRにより増幅されたDNAのアガロース

　　電気泳動像　（A）：エチジウムブロマイドによる染色，（B）：PCR（プライマー

　　　a’／b’）により増幅したGilliaPt株のDNAをプローブとして（A）のバンドをハ

　　イブリダイゼーションしたもの，11～24レーンはツツガムシの試料，M：マー

　　カー（図22と同様）．

　4．Nested　PCR増幅産物の制限酵素による切断

　R．tsutsugamushiの標準株のnested　PCR増幅産物をHha　1，　SfaNI，　MnLI，　ALwNI，

BgL　ffおよびMbo　1［の6種類の制限酵素により処理し，その反応液の電気泳動上の

切断パターンを図26に示した。HhalはGilliam，　KawasakiおよびKurokiの各株の

DNAを切断した。　Gilliam株とKuroki株のDNA切断パターンは同一であったが，

Kawasaki株は独特のパターンを示した。　SfaNIはKarp，　Kato，　Kurokiおよび

Shimokoshiの各株のDNAを切断したが，このうちKarp株とKuroki株のDNA切断パ

一78一
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ターンは類似していた・MnLIでの処理においては，　Kawasaki株とShimokoshi株の

DNA切断パターンは類似していたが，その他の株はそれぞれ独特のパターンを示し

た。また・ALwNIはGilliam，　Karp，　KawasakiおよびKurokiの各株のDNAを切断し

たが・Gilliam株・Kawasaki株およびKuroki株のDNA切断パターンは類似していた。

Bgt　IIおよびMbo　llの処理により，それぞれ，　Kato株とKarp株由来のDNAが切断さ

れた。これらの結果から・それぞれの血清型株からの増幅産物をいくつかの制限酵

素で処理し・その切断パターンから血清型の識別が可能であることが明らかとなっ

た。

1．！「Fオ◎

　4（｝覗P

　781tp
　2：lltp

i　｛i：1／　1　f’A　tp

　川bp

　肌P

1：贈

　40紬P

　781tp
　2：llbo

‘llS／lf“to

　141hp

　srip

1／ha　1

　　AZtv　NI
M　G　炉

Sfa　N　I

BgL　ll

翫zr

Mbo　II

図26。Nested　PCR増幅産物のHhaI，　SfaNI，　IUnlI，　AtwNI，　Bgt皿

　　およびMbO　1［による切断パターン．各レーン上部の文字は

　　図22の説明と同様．

一一
@7　9　一一一
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．

　この方法は患者血液およびツツガムシからnested　PCRにより増幅されたDNAに

ついて応用された。図23と図24の増幅DNAをHhalおよびSfaNIで切断した成績を

図27に示した。No・1の患者の増幅産物はHhalによりGilliam株およびKuroki株と

同様の切断パターンを示し，また5∫αNIの場合はKarp株およびKuroki株の切断パ

ターンと一致した。したがって，この患者に感染したリケッチアはKuroki型である

ことが示唆された。

／lha　I

l：驚一

1譜．

163儲
1譜，

Sfa　N　I

l：驚二

量63儲『

1
纒

M　KP　KW　KR　1　2　3　4　5　6　1　8　9　10　13　23

MKPK胃KR　123456了89101323

図27・患者血液およびツツガムシ検体からのNested　PCR増幅産物の

　　　Hha　IおよびSfaN　Iによる切断パターン．各レーン上部の文字

　　および数字は図22，24および25の説明と同様．
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　No．2からNo．7までの患者およびNo．13とNo．23のツツガムシの検体由来の増幅

DNAはSfaNIでは切断されなかったが，　llhalによる切断パターンから感染リケッ

チアのltll清型はKawasaki型と同定された。また，　No．8からNo．10までの患者の感染

リケッチアの血清型はこれらの制限酵素との反応結果からKarp型と考えられた。こ

のように・患者やツツガムシに感染しているリケッチアの血清型は，いくつかの種

類の制限酵素による切断パターンを比較することで同定することができ，しかもこ

れらの結果は，リケッチアの分離を行わなかったNo．10の患者を除いて，全て分離

株の血清型とも一致していた。

考　察

　悲虫病の症状は突然現れ，もし早期診断および適正治療が遅れると，肺炎や脳炎

などに移行し，時には汎発性lft1管内凝固症候群（DIC）81）に陥って死亡することも

ある。本研究は，今回開発したPCRが高感度で特異性にも優れ，鑑別診断の難しい

本病の感染初期に対応できる診断法であることを明らかにした。

　患者血清は複数の血清型株に交差反応を示す場合があるので，患者血清といくつ

かのリケッチア株との反応性から，感染リケッチアの1（lt清型を常に明確に同定する

ことは困難である。したがって，血清型別は最終的に患者から分離されたリケッチ

アについて行われるが，分離には最短でも10日間程度を要し，また安全実験室内で

の操作が必要となる。今回用いた方法は，患者血液からDNAを粗精製しnested

PCRによりTSA遺伝子の一部を直接増幅するまでに約7時間，さらに制限酵素によ

る消化と切断パターンを確認するための電気泳動に約5時間を要する。すなわち，

本法は検体入手から感染リケッチアの血清型が判明するまでの所要時間が2日以内

と短く，また患者血清の反応牲から血清型を推定する場合のようにリケッチア株間

の交差反応性を考慮する必要がないので，各々の流行地域に分布するリケッチアの

血清型の種類をこの方法により迅速に同定できると思われる。

一一@8　1一

一・欄蛹恁恬?灘雛羅灘羅難灘灘灘　灘．



　6種類のft11清型のリケッチアのTSA遺伝子は，　OhashiらとStoverらにより遺伝子

配列が決定された「’　4　’55・74）。Furuyaら17）も本研究同様，　Gilliam株のTSA遺伝

子からプライマーを設計したが，Shimokoshi株のDNAは増幅することができなかっ

た・本研究で川いたプライマーは，Gilliam株以外の血清型株のTSA遺伝子とは1

ないし4塩基で一致しない例も含まれていたが，今回のプライマーを用いたPCRに

よりすべての血清型株からDNAを増幅することができた。

　TSA遺伝子は，各血清型株間で大きく塩基配列の異なる領域（variable　domain：

VD）が4簡所含まれている55》。最初のPCRに用いたプライマーa／bはTSA遺伝子

内のVDIおよびVD2を含む領域を，また2回日のPCRのプライマーa’／b’はVDI領

域を増幅するように設計した。プライマーa’／b’により増幅されるDNAの長さは，

Gilliam株では168bpであったが，　Kato，　KawasakiおよびShimokoshiの各株の場合

は塩基数が9ないし18bp少なかった。また，プライマーの部分を除いた増幅領域内

のGilliam株の塩基配列との相違は，　Kuroki株では3箇所だけであるが，その他の

血清型株では15ないし45箇所に及んでいる。このような塩基配列の相違は制限酵素

による切断パターンに反映されている。Gilliam株とKuroki株あ増幅DNAの塩基配

列は非常に類似していたが，S∫aNIとMntlにより鑑別可能であった。このように，

増幅産物の塩基配列に相違点は認められたが，すべての血清型株からの増幅産物は

Gil董ia皿株に山来するプローブとハイブリダイズすることが確認された。ただし，

ハイブリダイゼーションにおける染色性は，遺伝子配列の一致度を反映していた。

すなわち，このプローブはGilliam株とKuroki株に対してはハイブリダイゼーショ

ンの程度が高かったが，Kato株とShimokoshi株では低かった。

一82一
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要　旨

　Ricleettsia　tsutsugamushi　Gillia皿株の型特異的抗原蛋白の遺伝子配列に基づい

て作製されたプライマーを用いて2段階pCR（nested　PCR）法を確立し，慈虫病診断

への応川の可否を検討した。その結果，このpCR法により血清型を異にする

Gilliam，　Karp，　Kato，　Kawasaki，　KurokiおよびShimokoshiの各株を感染させた

し－929細胞のいずれからもR．tsutsugamushiに特異的なDNAの増幅されることを

確認した。増幅産物の電気泳動像はそれぞれの株の塩基配列から推定される増幅産

物のDNAの長さと一致しており，　Gilliam株のpCR産物をプライマーとしたハイブ

リダイゼーション像はGilliam株と他の株の塩基配列の一致度を反映していた。ま

た，これらの増幅産物を制限酵素であるHhalおよびSfaNIにより消化した場合の

切断パター・一・一一ンは6株間でそれぞれ特有の差異を示し，型別可能なことが判明した。

　この方法により悲虫病憲者の感染初期血液10検体（4検体は抗体未上昇）および

富士山東山麓のタテツツガムシ14プール（90匹／プー・ル）中からリケッチアDNAの

検出を試みたところ，患者の血液検体では全部から，またツツが云シでは14プール

中2プールからリケッチアに特異的なDNAの増幅が認められた。次に，これらの増

幅DNAを制限酵素で処理し，その切断パターンからリケッチアの血清型の推定を

行ったところ，型特異的単クローン性抗体との反応性から確認された感染リケッチ

アの血清型と一致していた。すなわち，今回開発したPCR法は抗体上昇前の感染初

期患者にも対応できる悪虫病診断法として応用可能であり，さらに増幅DNAの制限

酵素処理による切断像から患者やツツガムシ中のR．tsutsugamushiの血清型を迅

速に識別できることが明らかとなった。
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　悪虫病はツツガムシによって媒介されるヒトのリケッチア性熱性感染症であって，

東アジアや東南アジアなどに広く分布している。我が国では，古くから東北地方の

大河川流域にみられる致死率の高い地方病として知られていた。第2次世界大戦以

後には，東北以南の地方にも本病の発生していることが明らかとなり，1950年代に

は，一一時年間の届出患者数は全国で100名を越える状況となったが，その後次第に

減少していった。しかし，1976年頃から再び患者数が増加し始め，現在では届出患

者数は毎年800名前後に達しており，発生地域も北海道と沖縄以外のほぼ全域で確

認されている。mt清学的な診断法としては，これまで感度と特異性に優れたIFAと

IPが広く使川されており，また血清診断川標準株としては，通常Gilliam，　Karpお

よびKatoの3種類の血清型株が用いられている。しかし，最近，国内の患者から

Kawasaki株，　Kuroki株，　Shimokoshi株など従来の標準株とは抗原性の異なるリケッ

チアが相次いで発見された。一方，我が国における本病のベクターとしてはアカツ

ツガムシ，タテツツガムシおよびフトゲツツガムシの3種類があげられており，リ

ケッチアの血清型と媒介ツツガムシの種類との間に関連性のあることが指摘されて

いる。静岡県では，これまでにタテツツガムシとフトゲツツガムレの2種類が採取

されており，同時に血清型の異なる幾つかのリケッチアの存在することが示唆され

ていた。そこで・著者はこの地域において慈虫病の疫学調査を実施して，リケッチ

アの血清型とツツガムシとの関係を検討するとともに血清診断に代わり得る確定診

断法としてPCR法の導入を試みた。

　第1章では，静岡県における慈虫病患者の発生状況，野ネズミにおけるR．tsu－

tsugamushiの二丁状況ならびにツツガムシの分布などについて調査を行った。すな

わち，静岡県における1982年から1991年までの10年間の慈虫病届出患者数は151名

であった。この内147名の血清についてIe．　t　SiL　t　sugamush　iの標準3株（Gilliam，

Karp，　Kato）を用いてIFAにより抗体検査を実施したところ，　110症例が悪虫病

として確定診断された。抗体陽性患者は県東部から伊豆にかけてと西部の浜名湖周

辺で確認されたが，その多くが富士山東山麓（72．7％）に偏在する傾向が認められ

た。また，患者の発生時期は10～12．月（82．7％）に集rPし，発生が確認されなかっ
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たのは6～8月の3ヵ月だけであった。さらに，県内で捕獲したアカネズミ385頭

について・マウスの腹腔内接種法により，それぞれの脾臓材料からリケッチアの分

離を行うと同時にIFAにより抗休検査を実施した。すなわち，アカネズミではリ

ケッチア分離率が28．6％，また抗休保有率は37．6％にも達していた。さらに，リ

ケッチア分離率と抗休保有率はいずれも富士山東山麓，県東部および伊豆で高く，

これらの地域がle・tsutsugamushiの濃厚汚染地であることが判明した。しかし，

患者は富士山東山麓に集中して発生しており，アカネズミにおける汚染地と患者発

生地の地理的分布は一致しなかった。

　野ネズミ484頭についてツツガムシ幼虫の寄生状況を調べたところ，これらの動

物から影干病媒介種であるタテツツガムシとフトゲツツガムシを含む37，942匹，

4属11種のツツガムシが採取された。タテツツガムシの大半は慈虫病が集中する富

士山東山麓で採取されたが，フトゲツツガムシはアカネズミにおけるリケッチア分

離率の高い県東部から伊豆にかけて多数認められ，特に伊豆において寄生数が著し

く多かった。これらの成績と患者の分布ならびにアカネズミにおけるリケッチアの

感染状況を総合すると，フトゲツツガムシはアカネズミに対するベクターとして，

またタテツツガムシはヒトに対するベクターとして重要であり，特に富士山東山麓

ではタテツツガムシに基づく慈虫病が多発していると推測された。

　富士山東山麓の土壌サンプルからTullgren装置により採取されたツツガムシ幼虫

は，通常鳥類に寄生する3種類を含む6属16種に分類された。フトゲツツガムシは

広い範囲で採取されたが，最も密度が高かったのは標高500m以下の大型水田の畦畔

であった。一方，タテツツガムシは東富士演習場あるいは標高500m以上の山脚部に

散発的に存在するススキのまばらに生えた砂礫土壌地域で多数採取された。この火

lll性の砂礫は富士山の宝永噴火（1707年）に由来するもので，富士山の東方にのみ

大量に堆積したことが報告されている。したがって，このような土壌の性状がタテ

ッッガムシの好適環境となり，本種がこの地域の最優勢種として偏在する原因と

なったことが考えられる。

　第2章では，静岡県内に存在するR．tsutSttgamushiの血清型の種類を分類する
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と同時に，この地域に生息する2種類の主要ツツガムシについて，ベクターとして

の役割の解明を試みた。富士山東山麓の8名の患者から分離された8種類のリケッ

チア株について，Gilliam，　Karp，　Kato，　KawasakiおよびKurokiの各株に対する単

クローン性抗体ならびにモルモット免疫血清を用いて，IFAにより抗原性を検討し

た。その結果，2株はKarp型，4株はKawasaki型および2株はKuroki株に属するこ

とが判明した。Kawasaki型あるいはKuroki型に分類された6株は通常のマウスに対

し病原性を示さず，Kawasaki株およびKuroki株と同様に弱毒株であることが示唆さ

れた。これらのことから，静岡県にはKarp型の他に，これまで宮崎県で多数存在の

確認されていたKawasaki型とKur〔，ki型のリケッチアも存在することが明らかとなっ

た。

　次に，富士山東山麓における回虫病患者由来の24株，アカネズミ由来の30株およ

び未寄生のツツガムシ幼虫山来の5株（タテツツガムシ2株，フトゲツツガムシ3

株），合計59株のR．tsutsugamushiについて，　Gilliam，　Karp，　Kato，　Kawasaki

およびKurokiの警世に対する型特異的な単クローン性抗体を用いて，　IFAにより血

清型別を試みた。その結果，分離株はKarp型が35株，　Kawasakl型が20株および

Kuroki型が4株の3　1fit置型に分類された。　Kawasaki型とKarp型のリケッチアは，そ

れぞれ，タテツツガムシとフトゲツツガムシから分離された。これら2種類の血清

型のリケッチア株の分離された患者発生地と感染アカネズミの分布域ならびにそれ

ぞれのツツガムシが多数生息する地域はほぼ一致していた。さらに，Kawasaki型株

が分離された患者は早秋に集中し，またKarp型株感染患者は晩秋に発生のピークが

認められた。これらのことから，Kawasaki型とKarp型のリケッチアのベクターは，

それぞれタテツツガムシとフトゲツツガムシであると推測されたが，Kuroki型のリ

ケッチアは4名の患者から分離されたに過ぎず，Kuroki型株のベクターの解明には

至らなかった。

　県内の慈虫病思者36名の血清について，Gilliam，　Karp，　Kato，　Kawasaki，

Kurokiおよび静岡県の患者から分離されたKarp型のOtaの各株との反応性をIFA

により検討した。その結果，この地域における悪虫病起因リケッチアの大半は
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Kawasaki型，　Kuroki型およびKarp型のいずれかに属する抗原性を保有すると推測さ

れた。Kawasaki株単独あるいはKawasaki株とGilliam株に強く反応した患者血清は，

地理的には富士山東山麓に多く，また患者は秋期に集中して発生していた。さらに，

〔〕ta株単独あるいはOta株とKarp株に強く反応した症例も広範囲に分布し，発生時

期も11～5月の長期間に及んだ。これらのこととツツガムシの採取状況や分類成績

を総合すると，タテツツガムシがKawasaki型株を，またフトゲツツガムシがOta株

のようなKarp型株を，それぞれ媒介していることが推測され，分離株の血清型別成

績から得られた結論と一致していた。

　第3章では，Gilliam株の型特異的抗原蛋白の遺伝子配列に対応するプライマー

を用いたnested　PCRについて慈虫病の早期確定診断への応用の可否を検討した。

このPCR法によりGillia皿，　Karp，　Kato，　Kawasaki，　KurokiおよびShi皿okoshiのい

ずれの株からもリケッチアに特異的なDNAが増幅された。さらに，これらの増幅産

物を制限酵素（Hhal，　S∫αNDにより消化したところ，いずれもそれぞれ独立した

切断パターンを示した。そこで，このpCR法を川いて感染初期の患者血液10検体と

流行地由来のタテツツガムシ14プール（90匹／プール）についてリケッチアDNAの

検山を試みたところ，患者血液の全ての検体とタテツツガムシ2プールからリケッ

チア特有のDNAの増幅が認められ，しかもその増幅産物についての制限酵素による

切断パター・・一一ンから推定されたリケッチアの血清型は，血清学的に同定された感染リ

ケッチアのlfll　？n型と良く一致していた。したがって，このPCR法は慈虫病患者の早

期確定診断法として優れているだけでなく，ヒトや野性動物の保有するリケッチア

の血清型を同定，分類する上でも有川であると判断された。

　以上の研究により，静岡県におけるR．tsutsugamushiの浸淫状況，流行株の血

清型および媒介ツツガムシの種類などが明らかにされるとともに，静岡県に生息す

る2種類の主要ツツガムシとそれらによって媒介されるリケッチアの血清型との関

係についても解析が可能となった。また，本研究で用いたPCR法は本病の早期診断

に応用できるだけでなく，R・tsutsugamushiの正確で迅速な血清型別も可能なこと

から慈虫病の疫学調査への活用が期待されている。
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　　　　Studies　on　Epidemiology　of　Tsutsugamushi　Disease　and

Ecology　of　Ricleettsia　tsutsugamushi　in　Shizuoka　Prefecture

Fumihiko　Kawamori
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　　　　Tsutsugamushi　disease　（scrub　typhus）　is　a　febrile　ailment

　caused　by　chigger－borne　Ricleettsia　tsutsttgamushi　that　consists

　of　several　antigenic　variants．　ln　Japan，　rickettsiae　isolated

　from　patients　have　been　classified　into　not　only　the　three

　standard　serotypes，　Gilliam，　Karp　and　Kato，　but　also　Kawasaki，

　Kuroki　and　Shimokoshi．　The　three　species　of　trombiculid　mites，

　Le’）toεγo凋bidilL配　α々α配Ush乏，　’，e7》εoεγo配b乏d歪u倣　5cutθこ己αγe，　and

　LePtotrombidium　battidum，　mainly　tr’ansmit　the　disease．　ln　the

　present　study，　the　author　investigated　geographic　distribution

　and　seasonal　fluctuations　of　serotypes　of　rickettsiae　and

　trombiculid　mites　to　relate　the　rickettsial　serotypes　and　the

　species　of　their　chigger　vectors．

　　　　In　Shizuoka　Prefectur’e，　151　patients　wer’e　reported　in　1982

through　1991，　and　110　seropositive　patients　were　confirmed　by

　indirect　fluorescent　antibody　technique　（IFA）　using　the　three

prototype　strains，　Gilliam，　Karp　and　Kato，　as　antigens．

Although　seropositive　patients　were　”ideユy　distributed　except

the　central　part　of　the　prefecture，　80　patients　（72．7X）

eontraeted　the　disease　on　the　eastern　slope　of　Mt．　Fuji．　The

rickettsial　isolation　and　seropositive　rates　for　385　APodemus

sPeciosus　mice　captured　in　the　prefecture　wer）e　28．6X　and　37．6X，

respectively．　These　rates　were　high　on　the　eastern　slope　of　Mt．

Fuji，　where　the　disease　was　most　heavily　endemic，　and　in　the

eastern　part　and　rzu　Peninsula．

　　　　A　total　of　37，942　lar’vae　of　trombiculid　mites　collected

from　48U　wild　rodents　（UOU　A．　sbeciosus，　67　APodemus　argenteus，

　10　Microttts　montebeLti，　and　3　Mus　muscutus）　were　classified

into　the　four　genera　and　11　species．　The　majority　of　L．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一103一
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　　　　　scuteLtare　larvae　were　found　on　the　eastern　slope　of　Mt．　Fuji，

　　　　　and　L．　baLtidttm　was　heavily　distributed　in　the　eastern　part　of

　　　　　the　prefecture　including　lzu　Peninsula．　The　geographic

　　　　　distribution　of　chigger’　vector’s，　patients，　and　A．　sPeciosus

　　　　　mice　infected　with　the　rickettsiae　suggests・that　L．　PaLtidum

　　　　　larvae　transmit　frequently　to　the　wild　rodents．　However，　L．

　　　　　sctθこ巴αγθ　Seemed　to　be　皿ore　important　than　L．　かαこ乙琶dum　as　the

　　　　　vector　causing　human　disease．

　　　　　　　　The　larvae　of　trombiculid　mites　collected　by　Tullgren’s

　　　　　funnel　method　from　the　soil　samples　on　the　eastern　slope　of　Mt．

　　　　　Fuji　were　classified　into　the　six　genera　and　16　species，

　　　　　inclusive　of　the　three　species　that　usually　infest　birds．　L．

　　　　　PatLidum　was　distrubuted　widely　in　the　district，　with　the

　　　　　heaviest　distribution　on　large　paddy　banks　lower’　than　500　m．　L．

　　　　　scutettare　was　abundant　on　the　sparse　Miscanthu‘s　grassland

　　　　　developed　on　well－drained　granular　soil　on　the　maneuver　ground

　　　　　and，　sporadically，　in　other　mountainous　areas　higher　than　500　m．

　　　　　This　granular　soil，　which　originated　in　the　eruption　of　Mt．

　　　　　Fuji　in　1707，　is　distributed　only　on　the　eastern　slope　of　tbe

　　　　　mountain．　Therefore，　it　is　presumed　that　abundanee　of　L．

　　　　　scutetLare　larvae　on　the　eastern　slope　of　Mt．　Fuji　is　brought

　　　　　about　by　this　suitable　granular　soil．

　　　　　　　　Immunological　pr’oper’ties　of　the　eight　isolates　of　R．

　　　　　tstttsugamushi，　which　wer’e　obtained　fr’om　patients　on　the　eastern

　　　　　slope　of　Mt．　Fuji，　were　analyzed　by　IFA　with　the　monoclonal

　　　　antibodies　and　immune　guinea　pig　sera　against　Gilliam，　Karp，

　　　　Kato，　Kawasaki　and　Kuroki　strains．　These　isolates　were

　　　　classified　into　Karp－type　（two　isolates），　Kawasaki－type　（four’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一一　1　O　4一
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isolates）　and　Kuroki－type　（two　isolates），　but　the　reactivities

of　Karp－type　and　Kawasaki－type　isolates　with　the　monoclonal

antibodies　were　slightly　different　from　their　respective

standard　str’ains．　Additionaly，　six　isolates　except　for　Karp－type

were　less　vir’ulent　to　common　mice　the　same　as　Kawasaki　and

Kuroki　strains　were．

　　　A　total　of　59　strains　of　R．　tsutsttgamushi　were　isolated

fr’otu　patients　（24　isolates），　A．　sPeciosus　mice　（30　isolates），

and　unfed　larvae　of　L．　sctttettare　（two　isolates）　and　L．

PaLtidum　（three　isolates）　on　the　eastern　slope　of　Mt．　Fuji．

All　these　isolates　were　classified　into　the　three　serotypes，

Karp，　Kawasaki　and　Kuroki，　based　on　reactivity　with　strain－

specific　monoclonal　antibodies．　Kawasaki一　and　Karp－type

rickettsiae　were　isolated　fr’om　unfed　L．　scutettare　and　L．

baLtidum，　respectively，　and　the　geographic　distribution　of

patients　and　r’odents　infected　with　these　two　types　of

rickettsiae　coineided　with　the　areas　densely　populated　by　the

respective　chigger’　vectors．　Kawasaki－type　rickettsial

infection　was　prevalent　in　early　autumn，　while　that　of　Karp－type

showed　a　peak　of　occurrence　in　late　autumn．　This　reflected　the

seasonal　fluctuations　of　L．　scutettare　and　L．　PaLtidttm　larvae．

From　these　results，　the　author’　concludes　that　Kawasaki－type

reckettsiae　ar’e　tr’ansmitted　by　L．　scutettare　and　Karp－type　ones

are　transmitted　by　L．　battidum．　But，　the　vector　tr’ansmitting

Kuroki－type　rickettsiae　could　not　be　fully　defined，　because

isolates　of　this　type　were　obtained　only　from　four　patients．

　　　The　reactivities　of　36　patients’　sera　with　the　six

rickettsial　strains，　Gilliam，　Karp，　Kato，　Kawasaki，　Kuroki　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－105一
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　　　　　　　　　Ota　（Karp－type　rickettsiae　isolated　from　a　patient　in　the

　　　　　　　　　prefecture），　were　analyzed　by　IFA．　Most　of　the　sera　werte

　　　　　　　　　reacted　str’ongly　with　only　one　of　Kawasaki，　Kuroki　and　Ota

　　　　　　　　　strains．　The　majority　of　cases　with　sera　reacted　strongly　with

　　　　　　　　　Kawasaki　strain　Nere　distributed　on　the　eaStern　slope　of　Mt．

　　　　　　　　　Fuji，　and　occurr’ed　in　autumn．　On　the　other　hand，　the　cases　that

　　　　　　　　　yielded　sera　reacted　strongly　with　Ota　and　Karp　strains　were

　　　　　　　　　widely　distributed，　and　occurred　from　November　to　May．

　　　　　　　　　According　to　these　data　and　the　distribution　pattern　of　chigger’

　　　　　　　　　vectors，　it　is　presumed　that　Kawasaki－type　rickettsiae　and　Karp－

　　　　　　　　　type　r’ickettsiae，　which　are　similar’　to　Ota　strain，　are

　　　　　　　　　transmitted　by　L．　scuteLtare　and　L　Pa“idum，　respeetively．

　　　　　　　　　　　　In　two－step　polymerase　chain　reaction　（nested　PCR）　method，

　　　　　　　　　the　primers，　which　was　derived　from　the　TSA　gene　DNA　sequences

　　　　　　　　　of　Gilliam　strain，　served　to　produce　rickettsia－Specific　pro－

　　　　　　　　　ducts　in　the　amplification　of　template　DNA　prepared　from　all

　　　　　　　　　the　ser’ovariants，　Gilliam，　Karp，　Kato，　Kawasaki，　Kuroki　and

　　　　　　　　　Shimokoshi　strains．　The　fragments　of　product　after　digestion

　　　　　　　　　with　several　kinds　of　restriction　endonuclease　showed　the　re－

　　　　　　　　　spective　patterns　to　strain　in　polyacrylamide　gel　elec－

　　　　　　　　　trophoresis．　The　r）ickettsia－specific　DNAs　were　also　derived　in

　　　　　　　　　this　nested　PCR　by　amplifying　DNA　from　patients’　bloods　and　L．

　　　　　　　　　scutetLare　larvae，　and　the　serotype　of　riekettsiae　in　these

　　　　　　　　　hosts　could　be　identified　from　fragment　patterns　of　the　ampli－

　　　　　　　　　fied　products　observed　after　endonuclease　treatment．　These

　　　　　　　　　results　indieate　that　this　PCR　is　sensitive　and　specific　not

　　　　　　　　　only　for　detection　of　rickettsial　DNA　in　patients　and　chigger

　　　　　　　　　vectors，　but　also　for　the　typing　of　rickettsiae　in　these　hosts．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一106一
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