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ヤマビルに吸血された動物同定システムに関する調査研究

齊藤志保子八柳 潤 斎藤博之

ヤマビルが吸血している動物を同定するためPCR法とサザンプロットハイブリダイゼーション法を導入した． 1994

年～1995年に秋田県内で捕獲されたヤマビルについて検査したところ， 363匹中63匹に， PCRによる増幅断片が得ら

れた．動物種については， ヒト・家兎の両者吸血が 1匹， ヒトのみ吸血が 2匹確認された．

キーワード：ヤマビル， PCR, サザンブロットハイプリダイゼーション

I はじめに

ヤマビルは古くから上小阿仁村の国有林の一部で生息

が確認されていた．昭和50年代半ば頃から五城目町，井

川町，昭和町，及び秋田市の東部に連なる出羽丘陵山麓

地帯の国有林を中心に急速に生息域を広げ，一部の民有

林や農耕地，集落内でも生息が確認されるようになった．

林業関係者の被害が甚大であったため，昭和56年から営

林局（署）が対策に取り組んで来たが，近年になって，

広い範囲の民有林，井川町の大台キャンプ場などで被害

が発生し，ついで集落内の一般住民に被害が広がった．

このようなことから，「井川町ヤマビル駆除対策懇談会

（平成元年）」が開催され，県としては平成5年に，庁内

4部6課による現地検討会を行い，「ヤマビル被害総合

対策事業」を実施するため庁内 4部 7課からなる「秋田

県ヤマビル被害対策会議」を設置した．

当所では，ヤマビルの拡散防止対策を側面から支援す

ることを目的として，県内において，ヤマビルが吸血対

象としている動物を明らかにするため，ヤマビルが吸血

している動物種同定システム開発とその方法による被吸

血動物の解明について分担した．その分担調査研究とし

て， 1993年から1994年にフィールドで捕獲されたヤマビ

ルについて被吸血動物を検査するとともに，実験室内で，

吸血後の動物種検出可能期間について検討したので概略

報告する．

Il 材料・方法

1.遺伝子学的方法による被吸血動物の同定

① PCR法

プライマー配列°は哺乳動物 28Sリポゾーム RN

Aをコードする遺伝子を標的とした．反応条件は表 1

に示した．増幅対象とした遺伝子領域は，哺乳動物一

般が共通している部分と，動物種ごとに異なる部分が

混在している．プライマーはこの共通部分を認識する

ようにデザインされており，増幅した結果得られるD
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NA断片はその内部に各動物特有の塩基配列を持つこ

とになる．

凍結保存しておいた捕獲ヤマビルを細かく切り， 1 

μ g / ml Proteinase K溶液で56℃60分消化し，体内

に残っている血液から被吸血動物に由来する遺伝子を

抽出し． PCRを行った後， 4％アガロースゲルで電

気泳動し，目的とするDNA増幅断片の有無を確認し，

増幅断片を有する検体についてのみサザンブロットハ

イプリダイゼーションを行った．

表 1 PCR反応条件

Denaturation 94℃ 2min 

Annealing 51℃ 3min 

Extension 72℃ 2min 

Cycle 30 

Final extension 72℃ 7min 

② サザンブロットハイプリダイゼーション法

ベーリンガー・マンハイム社の DIG-ELISA法の

キットを用い，同定対象動物由来標識DNAとヤマビ

ルのPCRで得られたDNA増幅断片との相同性を検

討することにより動物種の同定を試みた．

DIG-ELISA法の原理： DNAはランダムプライ

ムシステムによりジゴキシゲニン標識デオキシウリジ

ン三リン酸 (DIG-dUTP)で標識される． 目的のD

NAへのハイブリッド形成後，ハイプリッドは酵素標

識抗体（抗ジゴキシゲニンーアルカリフォスファター

ゼ：抗 DIG-ALP)を用いた ELISA法により発

色，発光反応で検出される．

ヤマビルの体内に残っていた血液より増幅したDN

A断片から動物種を同定するために，同定対象動物

（後述）の血液から同様の術式にて増幅したDNAを

プロープとするサザンプロットハイプリダイゼーショ



ンを行った．

プローブはランダムプライミングによりジゴキシゲニ

ンでラベルした．ハイブリダイゼーションは X4 SSP 

Eの条件で68℃1晩行い，アルカリフォスファターゼ

発光系によるオートラジオグラフィーでバンドを検出

した．

③ 同定対象動物

ヤマビルの生息地域に多数生息していると思われる

動物（表3参照）のうち，アカネズミ，カモシカ，キ

ジ，キツネ，クマ，タヌキ，テン，ノウサギ， ヒト，

ヤマドリの10種，及び家兎 (1994年の検体のみ）を同

定対象動物とした．当所で飼育していた家兎，捕獲し

たアカネズミ以外は，林政課大森山動物園，一般狩

猟家の協力により，血液を入手した．

④ 検体： 1994年6月～1995年10月に捕獲したヤマビ

ルを検体とし，検査時まで一20℃で保存した．

表2 捕獲地域別検体数

・1994年 1995年 計

井 川 町 47匹 36匹 83匹

昭和町 23匹 35匹 58匹

五城目町 86匹 103匹 189匹

秋田市 30匹 3匹 33匹

＾ に

計 186匹 177匹 363匹

表3 ヤマビル採取場所でみられた動物など

五城目ョモギ内沢

五城目

五城目試験地

カモシカ（姿確認），ウサギ，キツネ（足跡）

カモシカ道，休息場所

タヌキ，キツネ．ウサギ（足跡）

カモシカ， タヌキ，イタチ，ノウサギ

ハタネズミ，クマ

2. 吸血後の被吸血動物同定可能期間に関する検討

① 求餌行動が活発なヤマビルにヒト及び家兎の血液

を吸血させた．

家兎血液：保定した家兎の背部にヒルを吸着させ，自

ら離れるまで放置した．

ヒト血液：新鮮な脱繊維血液をしみこませた脱脂綿か

ら吸血させた．

なお，吸血前と吸血後のヤマビルの体重を測定した．

② 吸血後， 1週間毎に12週間後までヒトおよび家兎

吸血ヒルを 2匹づつ凍結保存した．凍結前にヤマビル

の体重を測定した．

③ 前記のPCRおよびサザンブロットハイブリダイ

ゼーション法により家兎，およびヒトを対象として同

定の可否を検討した．

m 結果

1.被吸血動物の検索

PCRの結果およびサザンプロットハイプリダイゼー

ションの結果の一部は図 1, 2に示した．

① 吸血ヤマビルの検索

1994年捕獲ヤマビル186匹中40匹， 1995年捕獲ヤマ

ビル177匹中23匹，計363匹中63匹からDNAの増幅断

片が検出された．対象動物の血液の PCRで増幅され

た遺伝子断片より分子量の小さいバンドがほとんどの

ヒルでみられた．また，その小さい分子量のバンドに

加えてそれに近い分子量との 2本のバンドがある同じ

パターンの検体が21みられた．それ以外のバンドを持

つものは 9検体みられた．

② 被吸血動物種の同定

①で検索した63匹のヤマビルについて被吸血動物種

の同定を試みたところ，人及び家兎の両者の血液を吸

血したとみられるものが1匹(199牡F五城目町で捕獲），

ヒトを吸血したとみられるものが2匹確認された．そ

れ以外の60匹については， 10種の同定対象動物のいず

れも吸血を確認できなかった．

2.吸血後の被吸血動物同定可能期間の検討

今回使用した同定システムで，吸血後どれ位の期間ま

で被吸血動物を同定することが可能か検討した． ヒト血

液を吸血したヤマビルでは最長10週間後まで，家兎血液

を吸血したヤマビルでは最長11週間後まで同定が可能で

あった．なお，図 3に示すように，同定可能期間はヤマ

ビルの体重におよそ比例する傾向がみられた．

IV 考察

本調査に当たり，予備実験として，同定対象動物の各

血液についてPCRを行ったところ，目的とする増幅断

片が得られたまた，サザンプロットハイプリダイゼー

ションでの特異性も確認された．

ヤマビルの PCRでは，目的とするDNA増幅断片と

は異なる分子量のものが認められ， このうち対象動物の

血液の増幅断片に比べて，やや小さい増幅断片が63匹の

ヤマビル大半に検出された．それらの断片の分子量はほ

ぼ同ーであったことから， これらのヤマビルはある種の

動物を吸血している可能性が高いものと考えられた．ま

た，小さい分子量の増幅断片が2本認められた21検体に

ついては，吸血動物種によるのか，また 2種の異なる動

物を吸血したのか不明である．対象動物血液の増幅断片

と類似した大きさの断片を持っていたのは 9検体であっ

た．

次に，ヤマビルの PCRの増幅断片について，吸血動

物を同定するため，ヤマビル生息地域に比較的多く棲息

していると考えられる10種類の動物を選定し，その標識
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PCR 

五城目ヨモギ内沢

五城目ヨモギ内沢

［五櫨目

五櫨目

秋田市白山

五鑢目ヨモギ内沢

五櫨目ヨモギ内沢

五繍目ヨモギ内沢

五鑢目ヨモギ内沢

五械目ヨモギ内沢

五櫨目賦験蜻

五目賦鵬蟻、

五械目試鵬鍮

五械目試鵬麹

鵬IIJ1l̀ifi有林

井JII町林道沿緯

井JII町井内山国有林

ヒト1o-1 PCR 

井川町井内山国有林

川町井内山国有林

:JII町井内山国有林

.JIl町井内山国有林

:JII町林道沿纏

櫨目町水沢鶴葦

城目町国有林

テン

アカネズミ

タヌキ

カモシカ

ノウサギ

ヤマドリ

キジ

クマ

1::ト cs.N.) 
キツネ

図 1 PCRの電気泳動結果と DIG-ERISA法によるハイブリダイゼーション（対象動物：ヒト）結果

カ砂ヵ10-1 PCR 

• 五城目ヨモギ内沢

五撼目ヨモギ内沢

9五城目

五蝙目

秋田市白山

五城目ヨモギ内沢

五械目ヨモギ内沢

五城目ヨモギ内沢

五撼目ヨモギ内沢

五械目ヨモギ内沢
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五減目試験嬉

1111和町鼠s.所有林

井川町林道沿線

井川町井内山国有林
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託シカブaーブ PCR 

井川町井内山国有林

井川町井内山国有林

川町井内山国有林
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川町林道沿線

五目町水沢部落

五械目町国有林
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アカネズミ

タヌキ

カモシカ
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ヤマドリ

キジ
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ヒト (S.N.)

キツネ

図2 PCRの電気泳動結果と DIG-ERISA法によるハイプリダイゼーション（対象動物：カモシカ）結果
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DNAを用いてサンプロットハイプリダイゼーションを

行った．

家兎・ヒト吸血が 1四ヒト吸血が2匹確認されたが，

それ以外の動物を吸血したヤマビルは確認できなかった．

家兎とヒトの両者を吸血したとされた検体については，

ヒトの標識DNAとのハイプリダイゼーションの結果が

ホモと同程度で明らかであったが，家兎の標識DNAで

のハイブリダイゼーションではバックグランドが高かっ

たことなどから，家兎の反応は非特異反応であった可能
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図3 吸血後の被吸血動物同定可能期間
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性も否定できない． ヒト吸血を確認されたヤマビルは捕 g 0.2 

獲の段階でヒト吸血が疑われていたり， ヒト吸血が確か

な検体であった．吸血動物種が同定された 3検体はPC

Rで対象動物血液の増幅断片と類似した分子量の明瞭な

バンドが認められた 9検体中の 3検体であった．

ヤマビルの大発生が問題となっている千葉県の南房総

での調査ではホンシュウシカ，ニホンザル，ノウサギな

どが生息域拡大に関与している可能性が示唆されてい

る2）．県内では各種動物の中でもカモシカがヤマビルの

生息域拡大の原因と疑われていたが， 1993年捕獲ヒル検

査に加え， 1994年度に供試したヤマビルは，特に，カモ

シカの行動域から重点的に捕獲したものであったにもか

かわらず，カモシカを吸血したヤマビルは全く検出され

ず，カモシカがヤマビルの主たる吸血対象動物である証

拠は得られなかった．

今回使用した同定システムでは，吸血後，最長11週の

間被吸血動物を同定することが可能であった．図3に示

すように，検査時の体重とおよそ比例する傾向がみられ

たが， これは大きい固体は吸血量も多いことによるもの

と考えられた．

人為的に吸血させた場合， ヒルはほとんど動かず，血

液成分の検出が不可能な時期になった頃には活動もやや

活発になってくるが，求餌行動は顕著ではなく，フィー

ルドでの吸血ヒルを捕獲するのは非常に困難だと思われ

る．今回検査に供したヤマビルはかなり活発な求餌行動

がみられるものが多く，目的とした吸血まもないヤマビ

ルは検体中に少なかったと考えられた．
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 ・
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畷血犠縫過期圃（週）

（●人畷血鶴露ヒル ▲ウサギ吸血確認ヒル ・検棄綸性ヒル）

今後， この同定システムを用いて被吸血動物を検索し

ていくには，吸血後時間のたっていないヤマビルを捕獲

し検査に供すること，動物およびヤマビルについて生態

学的な面も考慮しながら，新しい対象を検討することが

必要と考えられた．

最後に，ヤマビル被害対策会議のメンバーであり，・ヤ

マビルの捕獲及び生息動物の情報などにご協力いただい

た藤岡誠氏，ヤマビル飼育その他の資料を提供いていた

だいた林業センターの長枝昭彦氏に感謝します．また，

対象動物の採血にご尽力いただいた大森山動物園の小松

守氏に感謝します．
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