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要     約

岐阜県 3養蜂場で捕獲された節足動物の蜂病ウイルス保有状況を PCR及びシークエンス法により調査した．その結
果，スズメバチ類（n＝23）からイスラエル急性麻痺ウイルス（IAPV，87％）及びチヂレバネウイルス（DWV，
57％），バッタ類（n＝5）から IAPV（40％）が検出された．分子系統解析の結果，これらの節足動物から検出された
ウイルス遺伝子は，飼育ミツバチから検出されたものとクラスターを形成した．本研究より，スズメバチ類は蜂病ウイ
ルスを高率に保有し，これらウイルスの伝播に関与する可能性が示唆された．
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セイヨウミツバチ Apis melliferaは，蜂蜜など畜産
物を生産するだけでなく，ポリネーターとして農作物の
花粉交配をする重要な家畜である．農林水産省の統計に
よると，日本国内では，令和元年度時点で 9,782戸の養
蜂家により 21万 5,000群のミツバチが飼育されている．
近年，セイヨウミツバチの死亡が Picornavirales目
Dicistroviridae科 Aparavirus属の急性麻痺ウイルス
（Acute bee paralysis virus：ABPV），イスラエル急性
麻痺ウイルス（Israeli acute paralysis virus：IAPV）
及びカシミール蜂ウイルス（Kashmir bee virus：
KBV），Picornavirales 目 Dicistroviridae 科 Triatovi-

rus属の黒色女王蜂児病ウイルス（Black queen cell 

virus：BQCV），Picornavirales目 Iflaviridae科 Iflavi-

rus属のチヂレバネウイルス（Deformed wing virus：
DWV）及びサックブルードウイルス（Sacbrood 

virus：SBV），Picornavirales目未分類の慢性麻痺ウイ
ルス（Chronic bee paralysis virus：CBPV）の感染と
関連することが示唆されている［1］．フランス及びアメ
リカ合衆国では，野生送粉者を含む節足動物がこれら蜂
病ウイルスを保有することが報告されている［2-4］．
日本では，セイヨウミツバチが，BQCV，CBPV，
IAPV，DWV及び SBVに不顕性感染していることが報

告されている［5, 6］が，その他の節足動物については
不明である．そこで本研究では，岐阜県の養蜂場で捕獲
された飼育セイヨウミツバチ（以下，飼育バチ）並びに
節足動物における蜂病ウイルスの保有状況を調査した．

材 料 及 び 方 法

検体の採取：2019年 11月 8及び 9日に岐阜県内の養
蜂場 3カ所（A，B，C）において，巣箱内から飼育バチ
成虫 5個体を採取した．また，巣箱周辺（2m以内）に
おいて，網，粘着トラップ及びスズメバチ捕獲器により
スズメバチ類（オオスズメバチあるいはキイロスズメバ
チ）及びバッタ類を採取した．採取したサンプルは二酸
化炭素により安楽殺後，氷冷して実験室に持ち帰った．
捕獲した節足動物は形態的特徴をもとに種を同定し，
－20℃で保管した．

RNA抽出及び RT︲PCR：検体は 1個体ずつから体積
の約 2倍量の滅菌水で乳剤を作成し，遠心（4,000rpm，
1分間，室温）後，上清 200μlから RNA抽出キット
（N u c l e o S p i n ®  R N A ,  M A C H E R E Y -N A G E L , 

Germany）を用いて RNAを抽出した．各 RNA抽出物
より，RT-PCRキット（Prime Script™ RT-PCR Kit，
タカラバイオ㈱，滋賀）と 7種類の蜂病ウイルス検出用

11 産短2020-0054（7407）p427-431_3k-1.indd   427 2021/06/28   18:00



428

節足動物からの蜂病ウイルスの検出

日獣会誌 74 427～431（2021）

プライマーセット［5, 7-11］を用いて，RT-PCRを実
施した（表 1）．PCR反応は，94℃・1分間の熱変性後，
94℃・30 秒，50～60℃・30秒，72℃・1分を 30回繰
り返し，最終伸長反応を 72℃・5分間実施した．PCR

産物は 1.0％アガロースゲルで電気泳動した．
塩基配列決定及び分子系統解析：PCR産物は市販
キット（Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, 

Promega, U.S.A.）を用いて精製後，ダイレクトシーク
エンス法により塩基配列を決定した（LC581763～
LC581787及び LC582746～LC582767）．決定した塩
基配列は，National Center for Biotechnology Infor-

mation の BLAST 検 索（https://blast.ncbi.nlm.nih.

gov/）で相同性検索を実施した．得られた塩基配列は，
MEGA-X［12］を用いて最尤法による分子系統解析を
行った．
統計解析：ウイルス検出率は Fisherの正確確率検定
により解析した．

成     績

本研究の結果，飼育バチから IAPV，BQCV，DWVが，
スズメバチ類から IAPV，DWVが，バッタ類から IAPV

がそれぞれ検出され，他のウイルス遺伝子（ABPV，

表 1 本研究で用いたプライマーセット

ウイルス名 プライマー配列（5'-3'） サイズ
（bp）

アニーリング 
温度（℃） 引用文献

急性麻痺ウイルス（ABPV） ＧＧＡＡＣＡＴＧＧＡＡＧＣＡＴＴＡＴＴＧ 687 55 ［7］
ＡＡＴＧＴＣＴＴＣＴＣＧＡＡＣＣＡＴＡＧ

イスラエル急性麻痺ウイルス（IAPV） ＧＣＧＧＡＧＡＡＴＡＴＡＡＧＧＣＴＣＡＧ 586 60 ［8］
ＣＴＴＧＣＡＡＧＡＴＡＡＧＡＡＡＧＧＧＧＧ

カシミール蜂ウイルス（KBV） ＡＴＧＡＣＧＡＴＧＡＴＧＡＧＴＴＣＡＡＧ 290 50 ［9］
ＡＡＴＴＧＣＡＡＧＡＣＣＴＧＣＡＴＣ

黒色女王蜂児病ウイルス（BQCV） ＴＧＧＴＣＡＧＣＴＣＣＣＡＣＴＡＣＣＴＴＡＡＡＣ 701 55 ［10］
ＧＣＡＡＣＡＡＧＡＡＧＡＡＡＣＧＴＡＡＡＣＣＡＣ

チヂレバネウイルス（DWV） ＣＣＴＧＧＡＣＡＡＧＧＴＣＴＣＧＧＴＡＧＡＡ 203 60 本研究
ＣＴＴＣＣＣＡＴＧＴＧＡＴＡＡＧＧＴＣＣＴＣ

サックブルードウイルス（SBV） ＡＣＣＡＡＣＣＧＡＴＴＣＣＴＣＡＧＴＡＧ 488 60 ［5］
ＣＣＴＴＧＧＡＡＣＴＣＴＧＣＴＧＴＧＴＡ

慢性麻痺ウイルス（CBPV） ＡＧＴＴＧＴＣＡＴＧＧＴＴＡＡＣＡＧＧＡＴＡＣＧＡＧ 455 55 ［11］
ＴＣＴＡＡＴＣＴＴＡＧＣＡＣＧＡＡＡＧＣＣＧＡＧ

表 2 各養蜂場で採集されたセイヨウミツバチ及び節足動物におけるウイルスの検出状況

種
A養蜂場 B養蜂場 C養蜂場 合 計

I＊ B D I B D I B D I B D

セイヨウ 
ミツバチ

3/5 
（60％）

0/5 
（0％）

1/5 
（20％）

0/5 
（0％）

0/5 
（0％）

5/5 
（100％）

1/5 
（20％）

1/5 
（20％）

3/5 
（60％）

4/15 
（27％）

1/15 
（7％）

9/15 
（60％）

スズメ 
バチ類

14/14 
（100％）

0/14 
（0％）

10/14 
（71％）

6/7 
（86％）

0/7 
（0％）

2/7 
（29％）

0/2 
（0％）

0/2 
（0％）

1/2 
（50％）

20/23 
（87％）

0/23 
（0％）

13/23 
（57％）

オオスズメ
バチ

2/2 
（100％）

0/2 
（0％）

0/2 
（0％）

6/7 
（86％）

0/7 
（0％）

2/7 
（29％）

0/2 
（0％）

0/2 
（0％）

1/2 
（50％）

8/11 
（73％）

0/11 
（0％）

3/11 
（27％）

キイロスズ
メバチ

12/12 
（100％）

0/12 
（0％）

10/12 
（83％） － － － － － － 12/12 

（100％）
0/12 
（0％）

10/12 
（83％）

バッタ類 2/2 
（100％）

0/2 
（0％）

0/2 
（0％）

0/2 
（0％）

0/2 
（0％）

0/2 
（0％）

0/1 
（0％）

0/1 
（0％）

0/1 
（0％）

2/5 
（40％）

0/5 
（0％）

0/5 
（0％）

コバネ 
イナゴ

2/2 
（100％）

0/2 
（0％）

0/2 
（0％） － － － － － － 2/2 

（100％）
0/2 
（0％）

0/2 
（0％）

ツチイナゴ － － － 0/1 
（0％）

0/1 
（0％）

0/1 
（0％） － － － 0/1 

（0％）
0/1 
（0％）

0/1 
（0％）

サトクマダ
キモドキ － － － 0/1 

（0％）
0/1 
（0％）

0/1 
（0％） － － － 0/1 

（0％）
0/1 
（0％）

0/1 
（0％）

セスジ 
ツユムシ － － － － － － 0/1 

（0％）
0/1 
（0％）

0/1 
（0％）

0/1 
（0％）

0/1 
（0％）

0/1 
（0％）

＊ I：イスラエル急性麻痺ウイルス，B：黒色女王蜂児病ウイルス，D：チヂレバネウイルス
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KBV，CBPV，SBV）は検出されなかった（表 2）．飼育
バチからは DWVが最も高く検出され（9/15，60％），3養
蜂場すべてで遺伝子が検出された．一方，スズメバチ類
ではDWVより IAPVの方が多く検出された（P＜0.05）．
養蜂場 Aでは，飼育バチ，スズメバチ類，バッタ類
のいずれからも IAPV遺伝子が検出された．一方，養蜂
場 Bではスズメバチ類からのみ，養蜂場 Cでは飼育バ
チからのみ，IAPV遺伝子が検出された．検出された
IAPV遺伝子の塩基配列（540bp）による分子系統解析
の結果，25の配列は 3つのサブクラスターに分けられ
た（図 1）．これらのサブクラスターは，生物種によっ
てではなく，養蜂場によって分けられた．DWVは，3

養蜂場すべてのスズメバチ類及び飼育バチから検出され
た（表 2）．検出された 22の DWV遺伝子配列（159bp）
による分子系統解析の結果，これらは 2つのクラスター
に分かれた（図 2）．これらの配列は生物種や養蜂場に
よってクラスターが分かれなかった．

考     察

本研究で，節足動物から DWV及び IAPVが検出され
た養蜂場の大部分で，飼育バチからウイルスが検出され
た（表 2）．蜂病ウイルスは，感染ミツバチを摂食する
ことにより直接，また，餌場などの環境を介して間接的
に伝播することが報告されている．Payneら［4］は，
IAPVと DWVを含む 6ウイルスは養蜂場以外に生息す
るアリよりも養蜂場近辺に生息するアリで高頻度に検出
されることから，ウイルスがミツバチの死骸や巣内の餌
の摂食を通じ飼育バチからアリへと伝播すると考察した．
Schläppiら［13］は DWV陽性のミツバチを実験的に摂
食させることにより，アリが DWVに感染することを報
告している．また，飼育バチ及びマルハナバチで DWV

が検出された養蜂場内の花からもウイルスが検出され，
植物を介した伝播の可能性が指摘されている［14］．
分子系統解析の結果，IAPVは生物種より養蜂場に

オオスズメバチ_170（LC581786）△
オオスズメバチ_169（LC581785）△
オオスズメバチ_168（LC581784）△
オオスズメバチ_167（LC581783）△
オオスズメバチ_166（LC581782）△
オオスズメバチ_165（LC581781）△

セイヨウミツバチ_323（LC581765）◆
セイヨウミツバチ_322（LC581763）◆
コバネイナゴ_324（LC581780）◆
キイロスズメバチ_4（LC581769）◆
オオスズメバチ_5（LC581778）◆
キイロスズメバチ_6（LC581766）◆
キイロスズメバチ_7（LC581770）◆
キイロスズメバチ_8（LC581771）◆
キイロスズメバチ_9（LC581767）◆
セイヨウミツバチ_321（LC581764）◆
オオスズメバチ_14（LC581779）◆
キイロスズメバチ_13（LC581775）◆
キイロスズメバチ_12（LC581774）◆
キイロスズメバチ_11（LC581773）◆
キイロスズメバチ_10（LC581772）◆
キイロスズメバチ_1（LC581768）◆

South Korea（KC690268）
China（HQ897161）

KBV（AY275710）

USA（EU436423）

キイロスズメバチ_2（LC581776）◆
キイロスズメバチ_3（LC581777）◆
セイヨウミツバチ_178（LC581787）〇

99

99

65

91
94

66

0.02

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

図 1 各養蜂場で得られたイスラエル急性麻痺ウイルス（IAPV）の 5'UTR及び Helicase遺伝子
領域塩基配列（540bp）に基づく系統樹
本研究で得られた遺伝子配列は検出された節足動物種名及び養蜂場を表す記号とともに示し
た（◆：A養蜂場，△：B養蜂場，○：C養蜂場）．括弧内はアクセッション番号，図中の数
値はブートストラップ値を示す（1,000回演算，百分率）．ブートストラップ値は 50以上のも
のを示す．また，近縁のカシミール蜂ウイルス（KBV）を外群として示した．
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よってクラスターが分かれたことから（図 1），IAPVは
同一養蜂場内において，飼育バチと野生の節足動物の間
で伝播している可能性が示唆された．また，スズメバチ
類ではDWVよりも IAPVの方が有意に多く検出された．
Levittら［3］は，IAPV陽性ミツバチを過去に飼育し
た場所で捕獲したマルハナバチから IAPVを検出したこ
とを報告している．このように，スズメバチ類は IAPV

に対する感受性が高い可能性が考えられ，ミツバチにお
ける IAPVの対策はスズメバチ類による媒介を含めて検
討する必要がある．
飼育バチ及びスズメバチ類に由来する DWVは同一の
サブクラスターを形成した（図 2）．Kojimaら［5］が
2009～2010年に 36県で行った調査で，DWVは 84％
の養蜂場で検出され，また，著者らが 2018～2019年
に岐阜県で実施した調査で DWVは養蜂場の 55.6％で
検出された（未発表データ）．このように DWVは国内の
養蜂場に広く分布するウイルスの一つである．A及び C

養蜂場の飼育バチ（323及び 182）が保有する DWVと
同じ配列の DWVを B養蜂場のオオスズメバチ及び飼
育バチが保有していた．各養蜂場には複数の DWVが共
存したが，3養蜂場で同一の遺伝子配列のウイルスが認
められたことから，養蜂場間でウイルス伝播した可能性
が示唆された．
本研究の結果，日本においてセイヨウミツバチのみで
なく，野生の節足動物が蜂病ウイルスを保有しているこ
とが明らかになった．今後，各蜂病ウイルスの野外での
伝播様式について，さらに研究が必要と考えられる．ス
ズメバチ科の節足動物は蜂病ウイルスを高率に保有し，
伝播に関与する可能性が示唆されたことから，スズメバ
チの巣の駆除や養蜂場での防除を徹底する対策が必要で
ある．
本研究を行うにあたり，ご助言をいただいた岐阜県中央家畜
保健衛生所の渡辺博幸氏に深謝する．

オオスズメバチ_161（LC582763）△
セイヨウミツバチ_671（LC582759）△
セイヨウミツバチ_672（LC582758）△
セイヨウミツバチ_673（LC582757）△
セイヨウミツバチ_182（LC582764）〇
セイヨウミツバチ_323（LC582746）◆

0.02

Ⅰ

Ⅱ

85

67

52

SBV（KJ676134）
Italy（AJ489744）
France（AY292384）

South Korea（JX878305）

China（MH165180）
China（MF036686）

キイロスズメバチ_12（LC582755）◆
キイロスズメバチ_9（LC582756）◆

キイロスズメバチ_13（LC582754）◆
キイロスズメバチ_11（LC582753）◆
オオスズメバチ_176（LC582767）〇
セイヨウミツバチ_181（LC582766）〇
キイロスズメバチ_2（LC582749）◆
キイロスズメバチ_1（LC582747）◆
キイロスズメバチ_4（LC582748）◆

セイヨウミツバチ_670（LC582760）△
セイヨウミツバチ_179（LC582765）〇
キイロスズメバチ_7（LC582752）◆
キイロスズメバチ_10（LC582751）◆
キイロスズメバチ_6（LC582750）◆

オオスズメバチ_166（LC582762）△

セイヨウミツバチ_669（LC582761）△

図 2 各養場で得られたチヂレバネウイルス（DWV）の RdRp遺伝子領域塩基配列（159bp）に基づく
系統樹
本研究で得られた遺伝子配列は検出された節足動物種名及び養蜂場を表す記号とともに示した

（◆：A養蜂場，△：B養蜂場，○：C養蜂場）．括弧内はアクセッション番号，図中の数値はブー
トストラップ値を示す（1,000回演算，百分率）．ブートストラップ値は 50以上のものを示す．また，
近縁のサックブルードウイルス（SBV）を外群として示した．
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Detection of Bee Virus Species from Wild Ar thropods in Apiaries in Gifu Prefecture

Yuko KITAMURA1), 2) and Tetsuo ASAI 1), 3)†

1) Depar tment of Applied Veterinary Science, The United Graduate School of Veterinary Scienc-
es, Gifu University, 1-1 Yanagido, Gifu, 501-1193, Japan 

2) Gifu Prefectural Chuo Livestock Hygiene Service Center, 1-1 Yanagido, Gifu, 501-1112, Japan
3) Education and Research Center for Food Animal Health, Gifu University (GeFAH), 1-1 

Yanagido, Gifu, 501-1193, Japan

SUMMARY

In this study we examined the distribution of bee virus species among wild ar thropods captured at three api-
aries in Gifu prefecture using PCR and sequencing methods.  The results showed that wild hornets (n=23) 
were positive for Israeli acute paralysis virus (IAPV, 87%) and Deformed wing virus (DWV, 56%), and the wild 
grasshoppers (n=5) were positive for IAPV (40%).  Phylogenetic analyses showed that IAPV and DWV derived 
from these wild ar thropods formed a cluster with those from reared honeybees.  Our results indicated that wild 
hornets possess bee virus species and may be related to transmission cycles in apiaries in Japan. 
─ Key words : ar thropods, bee virus, reared honeybees.
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