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狂犬病は狂犬病ウイルスによって起こる哺乳動

物の脳炎である．狂犬病ウイルスはラブドウイル

ス科リッサウイルス属に属し，現在 7つの遺伝子

型に分類されている1）．リッサウイルスの中で遺

伝子型 1の狂犬病ウイルスは世界中に存在し，コ

ウモリを含む哺乳類から分離されている．遺伝子

型 2の Lagos bat virus はアフリカのコウモリか

ら，遺伝子型 3のMokola virus はアフリカのイ

ヌ，ネコ，齧歯動物から，遺伝子型 4の Duven-

hage virus はアフリカのコウモリから，遺伝子型

5の European bat lyssavirus 1（EBLV1）はヨー

ロッパのコウモリから，遺伝子型 6の European

bat lyssavirus 2（EBLV2）はヨーロッパのコウモ

リから，遺伝子型 7のAustralian bat lyssavirus

（ABLV）はオーストラリアのフルーツコウモリと

食虫コウモリから分離されている．しかしながら，

近年新しい遺伝子型の可能性があるリッサウイル

スが見つかっており，狂犬病ウイルス以外のリッ

サウイルスにも関心が持たれている2）3）．狂犬病の

患者は，世界保健機関（WHO）の報告では全世界

で毎年 3万 5千～5万人が死亡していると推定さ

れている．アジア，アフリカ等では狂犬病の犬か

ら感染した患者が現在も多く発生している．日本
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1940 年代に分離された日本の狂犬病ウイルス株の中から高免株と，小松川株の核タンパク（N）遺伝

子 1,353 全塩基の配列を決定した．従来より研究されてきた日本の諸ウイルス株と世界で分離，研究され

てきたリッサウイルス 140 株（128 株の遺伝子型 1と 12 株の他の遺伝子型）の関係を知る目的で系統樹

解析を行った．その結果狂犬病ウイルスは少なくとも 12 のクラスターに分けられた．高免株および西ヶ

原株は，ヨーロッパ，中近東，アフリカからなる最も広い地域の分離株で形成されるクラスターに属し

た．さらに，これら 2株は中国でヒトから分離された北京株由来の 3aG（中国のワクチン株）と同じクラ

スターを形成した．一方，小松川株は北極，カナダ，ロシアから分離されたウイルスのクラスターに属

し，特にバイカル湖地域の steppe fox，ハバロフスク地域の raccoon dog から分離されたウイルスと同じ

クラスターを形成した．これらの結果と史実から，1940 年代に分離された日本の狂犬病ウイルスは中国

およびロシア由来のウイルスが伝播してきたと推測された．
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での狂犬病は 1954 年イヌ 98 頭，ヒト 1人，その

他 6頭，1955 年イヌ 23 頭，1956 年イヌ 6頭を最

後に姿を消した4）5）．ヒトの狂犬病は，1970 年にネ

パールで野犬にかまれ発症死亡した例が，唯一報

告されている．この国外感染例を別にすれば 1957

年以降日本国内では，ヒト以外の狂犬病発生例も

報告されていない．

過去の日本の狂犬病ウイルスは，fixed rabies

（固定毒）の研究用株である西ヶ原株，小松川株，

および，高橋株由来の高免株が保存されてきた．

小松川株は動物医薬品研究所の佐沢らが 1940 年

代に分離したといわれている6）7）．この株は，N遺

伝子の限られた領域の解析からカナダ，北極から

分離された狂犬病ウイルスと同じクラスターを形

成することが報告されている7）8）．西ヶ原株は近藤

らが，農林省獣疫調査所でパスツール系毒（パス

ツール株）を家兎に継代してきた株と記載されて

いる9）．三舟らは，西ヶ原株は分離歴が不明である

が，Pasteur 株由来（PV）との伝聞があると記し

ている10）．高橋株は 1948 年に牛場らによって患

者から分離された11）．高免株はこの高橋株をマウ

ス継代し固定毒の性状を示した株である12）．われ

われは日本の狂犬病ウイルスとして分離歴が明確

な株と，分離歴は明確でないが従来から研究等に

使用されてきた狂犬病ウイルス株がどのような経

路によって侵入し流行したかを知る目的で，系統

樹解析を行った．

材料と方法

4 週マウス脳に継代した小松川株を材料とし

た7）8）．高橋株由来の高免株については，成熟マウ

スに 12 代，乳のみマウスに 12 代継代し，当研究

室で 1968 年に凍結乾燥し保存されていた株を用

いた．タイのAY-163 は，Ayudhaya のイヌから

1963 年に分離し，4週マウスに継代した後，1967

年に凍結乾燥し保存した株を使用した．THA-

Abha 株は，1977 年に分離されたウイルスであり，

THA1013，THA1015，THA1017 は，Bangkok

のイヌから 1985 年に分離され，4週マウスに数代

継代した株を用いた8）．

RNAの抽出は前報で報告した方法に従い Iso-

gen キットを用いた．RT-PCR と塩基配列決定に

使用したプライマーは，RHN-1，5’-ACAGACAG-

CGTCAATTGCAAAGC-3’（28-50），RHNS-3，5’-

CTAGGATTGACAAAGATTTTGCTC-3（1516-

1539）と 10g，5’-CTACAATGGATGCCGAC-3’

（66-82），304，5’-TTGACGAAGATCTTGCTCA-

T-3’（1514-1533）の 2種類のプライマーセット用

いて Invitrogen の SuperScript One-Step で行っ

た3）7）13）．

塩基配列はABI 社のオートシークエンサーに

よるBigDye を用いたターミネーター法によって

決定した2）8）13）．系統樹解析はClustal X とMega

プログラムによってNeighbor-Joining 法で行っ

た2）8）13）．本研究で決定した塩基配列はDDBJ の

データベースにAB178890 からAB178896 まで登

録した．

成 績

1．塩基配列の比較

N遺伝子 1,350 全塩基において，高免株（AB

178891）は西ヶ原株（AB044824）と 99.8％，わが

国の動物ワクチン株であるRC-HL（AB009663）と

99.4％の 相 同性があり，中 国 の 3aG株（AF

155039）との間では 97.2％の相同性を示した．高

免株と西ヶ原株，RC-HL 株，3aG 株の 450 アミノ

酸（deduced amino acid）配列の比較では，それぞ

れ 2，3，10 カ所異なっていた．西ヶ原とRC-HL

株 は PV株（M13215）と Challenge Virus Stan-

dard（CVS，AF406696）株よりも中国の株に相同

性が高く，高免株に最も近い株であった（Fig. 1）．

一方，小松川株（AB178890）は，N遺伝子全 1,350

塩基の比較において，ハバロフスクのタヌキ（rac-

coon dog）から分離した狂犬病ウイルス，バイカル

湖地域のキツネ（steppe fox）から分離したウイル

スとそれぞれ 98.4％と 97.3％の相同性を示した．

また 450 のアミノ酸（deduced amino acid）配列に

おいては，それぞれ 1カ所の変化しかなかった．

小松川株はロシアのArctic fox から 1988 年に分

離されたウイルス（U22656）とは 5カ所のアミノ

酸が違っていた．

2．系統樹解析

データーベースから Lagos bat ウイルス，Mok-

ola ウ イルスDuvenhage ウ イルス，EBLV1，
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EBLV2，ABLVとリッサウイルスの新しく分離

されたAravan，Khujand ウイルスと，さらに世

界各地の狂犬病ウイルスを選定し，これら 140 株

について解析した．その結果はそれぞれ 1～7の遺

伝子型に分けられ，さらにAravan と Khujand

ウイルスはどの遺伝子型にも属していなかった．

遺伝子型 1の狂犬病ウイルスは，下記のように地

域と宿主によって少なくとも 12 のクラスターに

分けられた（Fig. 2）．1；ヨーロッパ，中近東，ア

フリカ I，アジア I，ワクチン株，ラテンアメリカ

I，北アメリカ I．2；北極，ロシア，北アメリカ II，

アジア II．3；アフリカ II．4；アフリカ III．5；ア

Fig. 1 Alignment of the amino acid sequences of the N protein, as deduced from the

nucleotide sequences of 6 rabies virus strains：Takamen（AB178891）, Nishigahara

（AB044824）, RC-HL（AB009663）, 3aG（AF155039）, Pasteur（PV, M13215）, and Chal-

lenge Virus Standard（CVS, AF406696）. Sequence identical to the Takamen strain

is indicated by a dash.
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ジア III．6；アジア IV．7；ラテンアメリカ II．8；

北アメリカ III（アメリカの食虫コウモリ），ラテン

アメリカ III（ブラジルの吸血コウモリ由来）．9；

北アメリカ IV（アメリカのアライグマ由来）．10：

Fig. 2 Phylogenetic analysis of the 1,350-nucleotides of the N gene from 140 lyssavi-

ruses（128 rabies viruses of genotype 1 and 12 lyssaviruses from other genotypes）.

The 128 rabies viruses from various parts of the world were divided at least into 12

distinct clusters based on the sequences of 1,350 nucleotides, 1：Worldwide strains

（Europe, Middle East, Africa I, Asia I, North America I, Latin America I, and vac-

cine strains）；2：Asia II, Japan, Russia, North America II, Canada, and Arctic；3：

Africa II, South Africa；4：Africa III；5：Asia III, India, Sri Lanka；6：Asia IV,

China, Thailand；7：Latin America II；8：North America III, Latin America III；

9：North America IV；10：North America V；11：Latin America IV, North

America VI；12：North America VII by the neighbor-joining method using the

Clustal X and Mega programs. Previous Japanese rabies viruses are included in the

two boxes.
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北アメリカV，（アメリカ，カナダの食虫コウモ

リ）．11；ラテンアメリカ IV（チリの食虫コウモ

リ），北アメリカVI（カナダの食虫コウモリ）．12；

北アメリカVII（アメリカの食虫コウモリ）であ

る．Mega の解析では，ブートストラップ値は 95％

以上が信頼値である．したがってクラスター 6の

アジア IVは 91％の値から中国とタイは別々の

クラスターに分かれる可能性がある．クラスター

11，12 はいずれも 95％以下のブートストラップ

値を示したので，これらコウモリ由来の株は，今

後新しい分離株の解析が進めば，より多くのクラ

スターに分けられる可能性がある．こうして狂犬

病ウイルスの多様性があらためて示唆された．

日本の狂犬病ウイルス高免株および西ヶ原株

Fig. 3 Phylogenetic analysis of the 1,350-nucleotide sequence of the N gene from ra-

bies viruses isolated in Europe, Middle East, Africa, Asia, North America, Latin

America, and vaccine strains（cluster 1 in Fig. 2）（a）and those from Arctic regions

（cluster 2 in Fig . 2）（b）. The two Japanese rabies viruses , Takamen and

Komatsugawa strains are surrounded by solid lines and the Pasteur and Challenge

Virus Standard（CVS）strains are surrounded by dotted lines. The sequences re-

ported here were deposited in DDBJ database as Komatsugawa（Accession number

AB178890）and Takamen（AB178891）strains.

（a）
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は，ヨーロッパ，中近東，アフリカにまたがる最

も広い地域のクラスター 1に属した．さらにこれ

らの株は，中国でヒト14），イヌ15）から分離された北

京株由来の 3aG株（中国のワクチン株）と同じク

ラスターを形成した．しかし，このクラスターは，

PV株のクラスターとはあきらかに異なっていた

（Fig. 3a）．小松川株は，北極，カナダ，ロシアから

分離されたウイルスのクラスター 2に属し，特に

バイカル湖地域の steppe fox，ハバロフスク地域

の raccoon dog から分離されたウイルスと同じク

ラスターを形成した（Fig. 3b）．

考 察

西ヶ原株は，東京の西ヶ原にあった当時の農林

省獣疫調査所近藤正一博士らによって確立された

狂犬病ウイルス株である．日本の動物用ワクチン

株RC-HL は，固定毒の西ヶ原株をマウス脳に 21

代継代後，ニワトリ胚に 296 代継代馴化したH

株をニワトリ胚細胞に 8代，Vero 細胞に 5代，

HmLu細胞に 20 代継代してクローニングしたウ

イルス株である（動物医薬品製造承認申請書，日

生研狂犬病TC精製ワクチン）．しかし，これらの

分離歴等の記録がないため PV株の由来株なの

か，日本の street 株を馴化した株なのかはっきり

していなかった．高橋株は，昭和 20 年 7 月にイヌ

に右頬部をかまれ，潜伏期が 2年以上と極めて長

く昭和 23 年 1 月発病して死亡した患者から分離

された株である．ウイルスは患者の海馬等の乳剤

をマウスへ接種後，ネグリー小体陽性を示した感

染マウス材料から分離された11）．高免株は，この

高橋株をマウスへの継代によって潜伏期間が短縮

され，固定毒の性状をもつようになった高橋株由

来の変異株である12）．今回の結果から，西ヶ原株

は牛場大蔵博士らによって分離された高橋株由来

の高免株とほぼ同一の株であることが明らかと

なった．このことから西ヶ原株は，PV株由来では

なく，日本で分離された株と考えるのが妥当と考

えられた．

わが国におけるヒトの狂犬病は，1970 年にネ

パールで野犬に右下腿を咬まれ帰国し，感染 36

日後に発症死亡した例が，海外での感染例として

唯一報告されている．この患者の狂犬病確定診断

は，1；蛍光抗体による脊髄の狂犬病ウイルス抗原

陽性，2；患者の脊髄乳剤を幼若マウス脳内に接

種，その後発症したマウス脳は蛍光抗体陽性，セ

（b）
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ラーズ染色でネグリー小体が検出され，さらに補

体結合反応も陽性であった．近年N遺伝子等の系

統樹解析の導入によって，世界中に分布している

狂犬病ウイルスがウイルスの宿主および分離地域

によってクラスターに分けられるようになり，本

ウイルスの感染経路等の解析に威力を発揮してい

る16）～18）．

すでに，幾つかの国，地域における狂犬病ウイ

ルス分離株は，世界中に分布しているクラスター

とその国，その地域に存在する autochthonous

なクラスターに分けられている．世界中に分布し

ているクラスターに属しているウイルスは Smith

らが報告したように，ヨーロッパの狂犬病のイヌ

（European dog rabies）が経済活動，植民地政策等

によってアフリカ，アジア，アメリカ大陸へ運ば

れた結果，世界中に分布して行ったと考えられて

いる16）～18）．また European dog rabies の N遺伝子

の配列と中国の 3aG株の配列が近いことから，18

世紀時代の植民地政策等によるヒトの交流によっ

て英国から香港，上海へ広がったと推測されてい

る16）．そしてこれらの株が中国からさらに日本へ

伝播したと推測された．一方，Fig. 3b で示したよ

うに小松川株は 1980 年ロシアのBotvinkin らが

ハバロフスク地域の raccoon dog19）とバイカル湖

地域の steppe fox から分離したウイルスとアミ

ノ酸で 1カ所しか違わないことから，これらのウ

イルスが日本へ伝播したと推測された．またこれ

らの株と小松川株は，北極，カナダ，ロシアの地

域に分布している株に近く，共通の祖先から分岐

したと考えられる．このように日本においても世

界中に分布しているウイルスと autochthonous

なウイルスが存在していたと考えられる．これら

2株の日本の狂犬病ウイルスは，戦前の旧満州と

の人的および物資等の軍事的，経済的交流によっ

て中国やロシアの極東から日本に入ったと推測さ

れる．

一方，日本の狂犬病の歴史をみると，717 年（養

老元年）養老律令，984 年医心方，江戸時代の狂犬

咬傷治方等と古くからその存在が知られてい

た20）．狂犬病の発生数の統計としては，第一次大

戦頃に 1,374 頭のイヌ，135 人のヒトの狂犬病が報

告されている．関東大震災直後のイヌ 3,205 頭，ヒ

ト 235 人の発生数は，第 2次世界大戦後の混乱期

における狂犬病のイヌ 867 頭，ヒト 54 人の報告数

より明らかに多い．しかしこうした過去の日本の

狂犬病ウイルスは，われわれが今回解析したウイ

ルスと同一の起源を持っていたかどうかについて

は，これらのウイルスが保存されていないため不

明のままである．
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Phylogenetic Analysis of Two Rabies Viruses, Takamen and
Komatsugawa Strains Isolated in Japan in the 1940’s

Yohko T. ARAI
Department of Virology 1, National Institute of Infectious Diseases

The entire coding region of the nucleoprotein（N）gene of Takamen and Komatsugawa strains
of rabies virus isolated in Japan in 1940’s were determined. Phylogenetic analysis was performed on
140 lyssaviruses（128 viruses of genotype 1 and 12 lyssaviruses of other genotypes）isolated in vari-
ous parts of the world, including the two Japanese rabies strains, based on the sequences of 1,350 nu-
cleotides of the N gene. The rabies viruses were divided into 12 distinct clusters at least, reflecting
geographical areas and hosts as reservoirs. The Takamen, Nishigahara, and RC-HL strains derived
from the Nishigahara strain were grouped into the same cluster as the Chinese strain（3aG）in the
worldwide distribution group. The Komatsugawa strain was grouped into the same cluster as the vi-
ruses from a raccoon dog from Khabarovsk, and from a steppe fox in area of Lake Baikal in Russia in
a group consisting of Canada, Greenland, and the Arctic. These data along with the historical evi-
dence suggest that Japanese rabies viruses, the Takamen and Komatsugawa strains, belong to two
different clusters and moved into Japan from China and Russia, respectively.
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