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１．ウイルス第一部

部長  海老原 秀喜
      

概 要

ウイルス第一部では、特定一種病原体を含む出血熱ウイ

ルス、ポックスウイルス、節足動物媒介性ウイルス（アルボウ

イルス）、神経系ウイルス、ヘルペスウイルス、リケッチア、ク

ラミジア、コクシエラ等の病原体を所掌とし、これらの病原体

と病原体によって引き起こされる疾患に関する研究、リファレ

ンス、検査業務及び痘そう、日本脳炎、狂犬病、水痘ワクチ

ン等の生物製剤検定業務を遂行している。さらに本年度は、

新型コロナウイルス感染症（COVID-19）の国内及び世界的

な流行を受けて、COVID-19 の病原体である severe acute 

respiratory syndrome coronavirus 2（SARS-CoV-2）に関する

リファレンス・行政検査業務及び流行対策に迅速に対応し

た。

第一室においては、主にエボラウイルス等の特定一種病

原体や出血熱ウイルス等によって引き起こされる病原性の

高い感染症の基礎研究、新規診断法の開発、予防・治療

法の開発およびそれら感染症の検査・診断業務を行なって

いる。また、痘そうワクチンの国家検定、高病原性ウイルス感

染症の国際協力に取り組んでいる。

第二室（節足動物媒介性ウイルス室）では、アルボウイル

ス感染症、特に日本脳炎、ダニ媒介性脳炎、デング熱、ジ

カウイルス病、チクングニア熱の研究を行なっている。アル

ボウイルス感染症の診断法確立、アルボウイルスの分子疫

学的研究、アルボウイルス感染の動物モデルの確立とアル

ボウイルスにより誘導される免疫応答に関する研究を行なっ

ている。また、日本脳炎ワクチンの国家検定と品質管理に関

する研究および黄熱ワクチンの行政検査と品質管理に関す

る研究を実施している。さらにアルボウイルス感染症におけ

るレファレンス業務に従事している。

第三室（神経系ウイルス室）では、ヒトに神経疾患を引き

起こす病原体に関する研究を行っている。ヒト用狂犬病ワク

チンの国家検定及びヒトの狂犬病の検査、狂犬病ウイルス

の病原性に関する研究、狂犬病ベクターに関する研究、狂

犬病ワクチンの品質管理に関する研究を行っている。また、

進行性多巣性白質脳症の実験室診断および検査系の開

発や病原メカニズムに関する研究を行っている。神経親和

性のラブドウイルス及びブニヤウイルスに関する基礎的研究、

診断法開発、治療薬探索等の研究を行っている。

第四室（ヘルペスウイルス室）では、ヘルペスウイルスに

起因する感染症の病因及び病原の検索、予防・診断・治療

法の研究を行っている。単純ヘルペスウイ ルス (HSV-1, 

HSV-2)、サイトメガロウイルス(CMV)、水痘・帯状疱疹ウイル

ス(VZV)の薬剤耐性に関する検査、薬剤耐性のメカニズム

に関する研究、Epstein-Barr ウイルスの核蛋白質の機能に

関する研究および、ヘルペス B ウイルス新規診断法の開発

を行っている。また、ヘルペスウイルス検出法に関するレファ

レンス業務および、乾燥弱毒生水痘ワクチン、水痘抗原お

よび、乾燥組換え帯状疱疹ワクチンの国家検定と、これらの

品質管理に関する研究を行っている。

第五室は、ウイルスと細菌の中間体とされていた偏性細

胞内寄生細菌（リケッチア、クラミジア、コクシエラ他）を中心

に、それらを原因とする疾患（国内ではつつが虫病、日本紅

斑熱、性器クラミジア感染症、肺炎クラミジア、オウム病など）

に関し、血清及び病原体診断法の確立、ベクターや野生動

物の野外調査を含む分子及び血清疫学的研究、病態形成

機序に関する研究、検査業務並びにレファレンス業務、等

を実施している。

上記のウイルス第一部及び各室所掌に関わる研究活動

に対して、厚生労働省、日本医療研究開発機構（AMED）、

文部科学省、等から研究費の助成を受けた。

COVID-19 への対応として各研究部、センターと協力して

SARS-CoV-2 ウイルス分離、ウイルスストックの作製と国内外

への分与を担当した。さらに、血清疫学調査、抗ウイルス薬

による治療効果、ワクチン開発研究等、日本の新型コロナウ

イルス対策に資する研究も実施された。

2021 年度には痘そうワクチン、日本脳炎ワクチン、狂犬病

ワクチン、水痘ワクチン、帯状疱疹ワクチンおよび水痘抗原

の国家検定と黄熱ワクチンの行政検査を担当した。ウイルス

第一部が担当するウイルスやリケッチア等による感染症およ

び患者検体に関する行政検査、依頼検査を担当した。各病

原体に関するレファレンス活動、各種国際協力活動を行っ

た。また、協力研究員と大学や研究機関等から研究生、実
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習生を受け入れた。

業 績

調査・研究

I. ウイルス性出血熱および新興・再興感染症に関する研

究

1. 重症熱性血小板減少症候群（SFTS）に関する研究

1) SFTSV の治療用抗体に関する研究

SFTS は症状が重篤で致命率も 20％前後と高い。効

果が認められ承認された治療法は存在しない。しかし

カニクイザルで作製した抗 SFTS ウイルス抗血清（精製

抗体）の投与が SFTS の霊長類モデルおよびマウスモ

デルにおいて治療として有効であることを示す結果が

得られていることから、大量調製を考慮し単クローン抗

体での治療が可能か研究を行なった。ヒトやマウスの

単クローン抗体（抗 Gn 抗体 16 種、抗 Gc 抗体 16 種

の計 32 種）を収集し比較した結果、抗 Gn 抗体で中和

活性が高いものにマウスモデルで治療効果が見られ

ることが判明した。今後より活性の高い抗体を得る際

の指標になると考えられた。[下島昌幸、杉元聡子、髙

松由基、黒須剛、吉河智城、西條政幸（札幌市保健

所）、海老原秀喜]

2) SFTS ウイルスの病原性解析

SFTS ウイルスの基本性状や病原性発現機序を理

解し SFTS の予防や治療に役立てるため、SFTS ウイ

ルスを培養細胞で継代しマウスモデルで低病原性株

を得て、遺伝子操作系で責任変異を絞り込んだところ、

ウイルス GP 遺伝子への変異で病原性低下が起こるこ

とが判明していた。更に解析を進め、C 型レクチンによ

る感染増強と関連する部位への変異であることを明ら

かにした。[下島昌幸、杉元聡子、髙松由基、黒須剛、

吉河智城、西條政幸（札幌市保健所）、海老原秀喜]

3) 重症熱性血小板減少症候群ウイルス（SFTSV）に対し

抗ウイルス効果を示す化合物の探索 その１

In vitro における先行研究により、抗 SFTSV 活性に

重要な基本構造が o-dihydroxybenzene であることを明

らかにした。本研究では、o-dihydroxybenzene 構造を

もつパーキンソン病の治療薬である 3-hydroxy-L-

tyrosine （L-DOPA）およびその光学異性体である 3-

hydroxy-D-tyrosine （D-DOPA）の抗 SFTSV 効果を評

価した。L-および D-DOPA 共に顕著な抗 SFTSV 活

性を示すことが示された。今後、ドラッグリポジショニン

グにより SFTS 治療への応用の可能性を検討する。[小

川基彦、安藤秀二、下島昌幸、西條政幸（札幌市保

健所）; 白砂圭崇、深澤征義（細胞化学部）]

4) 重症熱性血小板減少症候群ウイルス（SFTSV）に対し

抗ウイルス効果を示す化合物の探索 その２

パーキンソン病治療薬の L-DOPA は、体内で代謝を

受けたことによる効果の低下を防ぐ目的で、代謝阻害

剤の脱炭素酵素阻害剤（DCI）やカテコール-O-メチル

基転移酵素(COMT)阻害剤などとともに処方される。主

要な DCI および COMT 阻害剤は、抗 SFTSV 活性に

重要な基本構造が o-dihydroxybenzene をもつことから、

抗 SFTSV 活性を評価した。結果、DCI の一つが顕著

に抗 SFTSV 活性を示した。引き続き、L-DOPA と併用

した場合のシナジー効果について検討する。[小川基

彦、安藤秀二、下島昌幸、西條政幸（札幌市保健所）; 

白砂圭崇、深澤征義（細胞化学部）]

5) 重症熱性血小板減少症候群(SFTS)ウイルスの迅速検

査系の構築

これまでの研究で、病院の検査室等でも SFTS ウイ

ルスの検査実施可能とすることを目的とし、血清検体

の簡易前処理法を開発し、これを応用した Loop-

Mediated Isothermal Amplification (LAMP)法による

SFTS ウイルス検出系を構築した。 簡易前処理法によ

る RT-LAMP は、103.5copies/mL のウイルス RNA を

含む臨床検体から検出可能であり、現行 PCR と比較

し感度 84.9%であった。さらに、乾燥試薬を用いて簡

便化した系を確立し、迅速検出法として検討中である。

また、イムノクロマトによる SFTSV 抗原検出系の改良も

行った。これらの検出系は、迅速で簡便な SFTS ウイ

ルス検査を可能とするものであり、実用化に向けた検

討を進める予定である。 [福士秀悦、木下一美、原田

志津子、山田壮一、 黒須剛、 吉河智城、 下島昌幸、

西條政幸（札幌市保健所）]

6) ヒト化マウスにおける重症熱性血小板減少症候群

（SFTS）ウイルスの病原性解析

SFTS ウイルスは感染したヒト体内では血球細胞に感

染し、重症例では形質芽細胞への感染が特異的に認

められる。ヒト造血幹細胞を移植することで血球細胞を



ウイルス第一部

3

ヒト化したマウスを用いて、SFTS ウイルスの生体内に

おける感染病態の評価を行った。SFTS ウイルス感染

後、ヒト化していないマウスは顕著な症状を示さなかっ

たのに対し、20％のヒト化マウスで体重減少を認めた。

また、ヒト化マウスの脾臓、肝臓、腎臓、肺組織では、ヒ

ト化していないマウスと比較してウイルス遺伝子量が多

く、ヒト化マウスの脾臓、骨髄、肺、肝臓、膵臓、副腎

等の組織でウイルス抗原陽性細胞を認めた。また、重

症患者で認められる形質芽細胞への感染がヒト化マウ

スでも認められたことから、本ヒト化マウスモデルは患

者病態を一部模倣していることが明らかとなった。 [中

山絵里、下島昌幸、林昌宏、海老原秀喜; 手塚健太

（血液・安全性研究部）、濱口功（血液・安全性研究

部）; 逸見拓矢（感染病理部）、飯田俊（感染病理部）、

佐藤由子（感染病理部）、鈴木忠樹（感染病理部）]

2. 出血熱ウイルス感染モデルを用いた病原機序の解析

1) 出血熱ウイルス感染モデルを用いた病原機序の解析

ウイルス性出血熱は重篤な疾患を起こす。重症ウイ

ルス性出血熱の病態機序の解明、効果的な治療法の

開発、治療法検定系の開発を目指し、感染動物モデ

ル系を用いた解析を行った。樹立した３型デングウイ

ルス DV3P12/08 株とインターフェロン系ノックアウトマ

ウスを用いた解析により、血漿漏出を伴う重症化には

特殊な T 細胞集団が関与し、過剰なサイトカイン産生、

血漿漏出へと誘導していることを明らかにしていた。血

漿漏出が激しい臓器は肝臓と腸管であるが、さらなる

解析により網羅的な解析と詳細な実験から腸管の傷

害が重要であると明らかにした。このモデル系では

TNF 阻害によりマウスが生存することから、サイトカイン

産生異常亢進が重症化に重要であるが、TNF 阻害は

腸管を防御することが判明した。感染により腸管には

免疫細胞が浸潤するが、TNF 阻害は浸潤に対してよ

りも NF-κB を介した転写レベルでの IL-6 阻害効果が

強いことが明らかになった。また IL-17A 阻害でも同様

な効果が認められ、IL-17A が TNF と協調して IL-6 産

生を増強し、その結果 STAT-3 などを介してエフェクタ

ー細胞が活性されていることが重症化のサイトカインレ

ベルでの原因であることを明らかにした。[黒須剛、下

島昌幸、吉河智城、奥崎大介（大阪大学微生物病研

究所）]

3. ウイルスの配列決定法に関する研究

1) 次世代シークエンシングを用いた RNA ウイルスの両

末端配列を含めた全ゲノム配列迅速決定法の開発

RNA ウイルスの全ゲノム配列決定は感染症の診断

や研究に必要かつ重要である一方で一定の労力と時

間を要する。今年度は去年度に引き続き、分離された

RNA ウイルスであれば如何なるゲノム構造でも両末端

配列を含めた全ゲノム配列を迅速に決定できる方法

の確立を行った。サンプルは全ての RNA ウイルスゲノ

ム構造を網羅するために、マイナス鎖分節 RNA ゲノム

を保持する、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（LCMV、

2 分節ゲノム）と重症熱性血小板減少症候群ウイルス

（SFTSV、 3 分節ゲノム）、A 型インフルエンザウイル

ス（IFV、 8 分節ゲノム）、非分節マイナス鎖 RNA ゲノ

ムを保持するイヌジステンパーウイルス（CDV）、プラス

鎖 RNA ゲノムを保持する SARS-CoV-2、そして分節

二本鎖 RNA ゲノムを保持するプテロパインオルソレオ

ウイルス（PRV、10 分節）を感染させた細胞の培養上

清を用いた。次世代シークエンシング用のライブラリー

調製の最適化により、今回検討した全てのウイルスに

ついて全ゲノム配列決定に成功した。シークエンスの

正確性についても検討したところ、これらの全てのウイ

ルスについてサンガー法により決定したゲノム配列、ま

たは GenBank に登録されているリファレンス配列と

100％一致する事が確認できた。[三須政康、吉河智

城、黒須剛、杉元聡子、高松由基、下島昌幸、西條政

幸（札幌市保健所）、海老原秀喜]

4. 組換えワクシニアウイルスに関する研究

1) 組換えワクシニアウイルスに関する研究

現行の m8-BAC システムでは、既報の BAC 組換え

で使用されるファージλ（Red）タンパク質と専用のプラ

スミドを用いた相同組換え法を用いている。この方法

は非常に画期的である一方で、鋳型となるプラスミドが

ポジティブセレクションにしか使えないため、カウンター

セレクションによって真の組換え体を選択できないとい

う改善余地があった。そこで本研究では蛍光タンパク

質遺伝子を利用してカウンターセレクションを可能とす
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る、改良型 m8-BAC システムの確立を行った。この方

法を用いて pLC16m8.8S-BAC にラッサウイルス遺伝

子の導入を行ってみたところ、蛍光蛋白質遺伝子発

現の有無よるシグナルと、抗生物質耐性遺伝子により

ポジティブセレクションとカウンターセレクションの両方

が効率よく行えることが確認された。今回新たに確立し

た改良型 m8-BAC システムに、より簡便に短時間で

BAC プラスミドに遺伝子導入を行えることが明らかとな

った。[吉河智城、三須政康、黒須剛、杉元聡子、高

松由基、下島昌幸、西條政幸（札幌市保健所）、海老

原秀喜]

5. エボラウイルス等の特定一種病原体に関する研究

1) ウイルス抗原検出法の検証

エボラウイルス病等に対し整備されていた抗原検出

ELISA はウイルスの組換え抗原を用いてのものであっ

た。そこで、整備されていたエボラウイルス用抗原検出

ELISA により感染性エボラウイルスの抗原が検出可能

か検証したところ、特にザイールエボラウイルスを感度

良く検出でき、他のウイルス（マールブルグウイルス、ラ

ッサウイルス、クリミア・コンゴ出血熱ウイルス）への陽性

反応は認められず高い特異性があることが確認できた。

[下島昌幸、黒須剛、吉河智城、海老原秀喜]

2) フィロウイルスの複製機構に関する研究

フィロウイルスのウイルス転写因子であるウイルスタン

パク質 VP30 は、可逆的リン酸化を介して転写・複製機

構を制御することが知られている。しかし、VP30 のヌクレ

オカプシドにおける局在や、VP30 がどの様にヌクレオカ

プシドとアセンブルするのか不明であった。そこでリン酸

化の状態が異なるエボラウイルス VP30 変異体を用いて

生化学的解析と各種顕微鏡解析を行ったところ、VP30

はヌクレオカプシドの辺縁部にリン酸化を介して結合す

ることがわかった。この VP30 の局在はポリメラーゼタンパ

ク質の局在とは異なるものであり、転写と複製におけるウ

イルスタンパク質間相互作用の違いを反映していること

が示唆された。[髙松由基、吉河智城、黒須剛、下島昌

幸、海老原秀喜]

3) ライブイメージング法を用いた高病原性ウイルスの細胞

内動態に関する研究

エボラウイルスで構築した非感染性のライブセルイメ

ージングシステムを他の高病原性ウイルスに応用した。

具体的にはマールブルグ出血熱を起こすマールブルグ

ウイルスについて、エボラウイルスと同様にタンパク質発

現系を用いたライブセルイメージングシステムを構築し、

ヌクレオカプシドの輸送に必須なウイルスタンパク質を同

定した。またエボラウイルスとマールブルグウイルスを比

較解析し、フィロウイルスで共通するヌクレオカプシド形

成機構の一端を明らかにした。他に、国際公衆衛生上

の最重要課題である新型コロナウイルス(SARS-CoV2)に

ついて、ウイルスタンパク質の輸送機構を欠損変異体を

用いて解析した。最終的にウイルス粒子の形成を阻害す

る分子機構を解明することで、抗ウイルス薬の基盤を構

築したい。[髙松由基、吉河智城、黒須剛、下島昌幸、海

老原秀喜]

II. フラビウイルスに関する研究

1. 日本脳炎ウイルスに関する研究

1) 日本脳炎ウイルス遺伝子型 V 型に対する組換え弱毒

生ワクチンの作製

近年韓国で流行している遺伝子型 V 型日本脳炎ウ

イルス（JEV）は、主要遺伝子型（I 型および III 型）とは

遺伝学的に遠縁にあたり、血清学的にも異なる性状を

示すことなどから、III 型株で製造されている現行の日

本脳炎ワクチンは V 型に対して効果が低い可能性が

指摘されている。本研究では、V 型株に対して効果的

な日本脳炎ワクチン（組換え JEV）の開発を試み、その

性能を評価した。V 型株の E 蛋白質をコードする I-V

キメラ型組換え JEV の E 蛋白質に弱毒化アミノ酸置換

を導入した I-V キメラ型変異導入組換え JEV を作製

し、マウスを使用して中和抗体誘導能および病態発症

抑制能を調べた。変異組換え JEV は V 型 JEV に対

する中和抗体を誘導することが確認され、さらに強毒

V 型 JEV 感染による致死的病態発症を抑制できること

も確認された。これより本変異組換え JEV を生ワクチン

として活用できる可能性が示された。[田島茂、林昌宏、

海老原秀喜]

2) 日本脳炎患者剖検組織から分離された日本脳炎ウイ

ルスの性状解析

日本脳炎(JE)は、日本脳炎ウイルス(JEV)が原因で

生じる蚊媒介性の中枢神経感染症である。JEV は豚
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や水鳥などの増幅動物と、蚊（主にコガタアカイエカ）

との間で生活環が形成されている。

JE 患者が意識障害などの中枢神経症状を呈し、臨床

医によって脳炎を疑われた段階では、JEV は血液中

から脳内に移行した後であるため、急性期に採取され

た血清や髄液中であっても JEV 遺伝子はほとんど検

出されることはない。そのため、JE 患者検体から JEV

が分離されるのは極めて稀である。

原因不明脳炎の診断で亡くなり、大学病院で病理解

剖を行われた患者の脳組織検体がウイルス第一部と

感染病理部に送付された。解析の結果、診断は JE で

あることが確定し、さらに、剖検脳組織から JEV の分離

を試みたところ、JEV の分離に成功した。

今後は分離した JEVの塩基配列決定および性状解析

を行う予定である。[前木孝洋、田島茂、谷口怜、勝田

奈穂子、 柴崎謙一、林昌宏、西條政幸（札幌市保健

所）、 海老原秀喜]

3) 日本脳炎ウイルス NS1 抗原検出による日本脳炎診断

法の確立

日本脳炎(JE)は、日本脳炎ウイルス(JEV)が原因で

生じる中枢神経感染症である。患者が脳炎を発症した

場合、患者から採取された髄液あるいは血清から JEV

遺伝子が検出されることは極めて稀であるため、JE は、

主に、抗 JEV 抗体を検出することによって診断される。

JEV などのフラビウイルスに対する抗体は、他のフラビ

ウイルスに交差反応を示すことが報告されているため、

抗 JEV 抗体検出検査を用いて正確に JE を診断する

ためには、特異性の高い中和試験を実施する必要が

ある。しかし、中和試験は手技が煩雑であり、判定まで

に日数を要する。そこで、本研究では、迅速でより特

異性の高い JE の診断法の開発を目的として、JEV の

NS1 抗原検出系の構築を試みる。

JEV の NS1 抗原検出系を構築するにあたり、NS1 タン

パク質に対するモノクローナル抗体を樹立する必要が

ある。昨年度までに、昆虫細胞と組換えバキュロウイル

スとを用いて細胞内に NS1 タンパク質を発現させ、可

溶化することに成功していた。今年度は、哺乳類細胞

を用いて培養上清中に NS1 タンパク質を発現させる

系を構築し、免疫するために必要な量の抗原を調製

することに成功した。

今後、精製した NS1 タンパク質をマウスに免疫するこ

とでモノクローナル抗体の樹立を目指す予定である。

[前木孝洋、田島茂、谷口怜、勝田奈穂子、 柴崎謙

一、林昌宏、西條政幸（札幌市保健所）、 海老原秀

喜]

2. ジカウイルスに関する研究

1) ジカウイルスを用いた神経膠腫に対するウイルス療法

神経膠細胞が腫瘍化することで起きる神経膠腫（グ

リオーマ）に対してジカウイルスを用いたがんのウイル

ス療法を試みた。まず、ジカウイルスがマウスグリオー

マ（GL261）細胞で増殖するかどうか、感染後に腫瘍

細胞を傷害するかどうかを評価するため、ジカウイルス

MR766 株または PRVABC59 株を GL261 細胞に接種

した後、経時的に培養上清中のウイルス力価および

乳 酸 脱 水 素 酵 素 活 性 を 測 定 し た 。 MR766 と

PRVABC59 の GL261 細胞における増殖性に差は認

めら れ なかっ た が、 MR766 感 染 細 胞と 比 較し て

PRVABC59 感染細胞で高い細胞傷害性が認められ

た。次に、末梢投与したジカウイルスが脳血液関門を

超えて腫瘍が形成される脳実質に到達するかどうかを

評価するため、マウスにジカウイルスを末梢感染させ

た後、脳組織中のウイルス量を経時的に測定した。感

染 2－4 日目からマウスの脳組織でウイルスが検出さ

れ、末梢から脳にウイルスが到達することが確認でき

た。[中山絵里、勝田奈穂子、林昌宏、海老原秀喜; 

高橋健太（感染病理部）、佐藤由子（感染病理部）、

鈴木忠樹（感染病理部）; 中村恭平（QIMR Berghofer 

Medical Research Institute）]

3. クンジンウイルスに関する研究

1) クンジンウイルス OR393 株の性状解析

クンジンウイルスはウエストナイルウイルスの 1 系統

であり、オーストラリア特異的に蔓延している。北米や

ヨーロッパで検出されるウエストナイルウイルスと遺伝

学的に近縁にもかかわらず、ヒトに対する病原性は低

い。我々はクンジンウイルスを改変して組換え弱毒生

ワクチンを開発することを最終目的とし、まずはそのバ

ックボーンとなるクンジンウイルス OR393 株の性状解

析を行った。本株は Vero 細胞において明らかに大き
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さの異なる 2 種類のプラークを形成した。ウイルスクロ

ーニングにより、大型（LP）および小型（SP）プラーク型

亜株を分離した。ゲノム配列を決定したところ、E 領域

内に 2 か所のアミノ酸配列の差異が見つかった。両亜

株のマウス病原性を調べたが、亜株間で顕著な差異

は観察されず、またいずれも病原性が低かった。今後

リバースジェネティクスを確立し、性状解析等を進めて

ゆく予定である。［田島茂、林昌宏、海老原秀喜］

4. ダニ媒介脳炎ウイルスに関する研究

1) フラビウイルスに起因する脳炎の調査

原因不明急性脳炎、脳症症例の中に、日本脳炎お

よびダニ媒介脳炎の症例が含まれているか否かを解

析することを目的としてその検討を行った。ダニ媒介

脳炎はヒトがダニ媒介脳炎ウイルスに感染することによ

り発症する急性脳炎である。平成 31/令和元～令和 3

年までに 45 例の脳炎患者から得られた 117 検体につ

いて日本脳炎およびダニ媒介脳炎の実験室診断検

査（IgM 捕捉 ELISA）を行ったところいずれの症例も

日本脳炎およびダニ媒介脳炎に対しては否定的であ

った。したがって今回解析の対象とした、原因不明の

急性脳炎・脳症と診断された患者には日本脳炎およ

びダニ媒介脳炎の患者は含まれていないと考えられ

た。今後も不明脳炎患者におけるフラビウイルスの調

査は必要であると考えられた。[前木孝洋、林昌宏、田

島茂、中山絵里、谷口怜、海老原秀喜；多屋馨子（感

染症疫学センター）]

5. ヨコセウイルスに関する研究

1) ヨコセウイルスの性状解析

ヨコセウイルスは分子系統学的解析からは蚊媒介性

フラビウイルスに属すると推測されるものの、他の蚊媒

介性フラビウイルスと異なり、蚊由来細胞 C6/36 細胞

での増殖能が著しく低い。この原因を探るため、ヨコセ

ウイルスを C6/36 細胞と Vero 細胞で交互に繰り返し

継代を繰り返すことにより、両方の細胞で効率的に増

殖可能なウイルスの分離を試みた。ヨコセウイルス交

互継代株は C6/36 細胞での増殖性が顕著に向上して

いた。交互継代株の全ゲノム配列を調べたところ、5’

NCR に 1 か所、 C 領域に 1 か所、E 領域に 1 か所、

3‘NCR 領域に 2 か所の計 5 か所に変異が認められ

た。今後これらの変異部位のなかから、蚊培養細胞で

の増殖性向上に関与する部位の同定を試みる。［田

島茂、林昌宏、海老原秀喜］

III. 神経系ウイルスに関する研究

1. 狂犬病ウイルスに関する研究

1) 狂犬病ワクチン力価試験法の代替法の検討

狂犬病ワクチンの有効性を確認する力価試験に関し

て、動物を使用しない代替法への変更を目的として、

欧州医薬品品質理事会（EDQM）主催の抗原 ELISA

（enzyme-linked immunosorbent assay）開発のための

国際共同プロジェクトに参加している。国際標準品お

よび試験品について抗原 ELISA 試験を行い、試薬や

実施方法の調整後本試験を行った。結果について

CombiStats を用いて解析し、EDQM に送付した。今

後導入に向けて日本で使用されているワクチンについ

ても同様の方法で試験を行う予定である。［伊藤（高

山）睦代、河原円香、仲山紀子、西條政幸（札幌市保

健所）、海老原秀喜］

2. JC ウイルスに関する研究

1) 脳脊髄液中 JC ウイルス検査による進行性多巣性白

質脳症の診断支援および発生動向に関する臨床・疫

学的解析

進行性多巣性白質脳症(PML)は免疫不全患者等に

おいて発生する予後不良の神経脱髄疾患であり、JC

ウイルス(JCV)によって引き起こされる。その診断で

は、脳脊髄液中の JCV ゲノム DNA の PCR 検査が有

効である。ウイルス第一部では、医療機関への診断支

援および PML の実験室サーベイランスを目的として

同検査を継続している。平成 19 年度から令和 3 年度

までの 15 年間において合計 2770 件の PML 疑い患

者の検査を実施し、371 名の患者の脳脊髄液検体か

ら JCV ゲノム DNA を検出した。また、PML の専門家

委員会と連携しながら症例の登録および情報の分析

を進めた。本年度においては 35 名の患者が脳脊髄

液 JCV 陽性を呈し、PML と診断された。検査時の臨

床情報を集積したデータベースを解析したところ、陽

性者の基礎疾患としてはびまん性大細胞型 B 細胞リ
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ンパ腫や濾胞性リンパ腫等の血液疾患、もしくは全身

性エリテマトーデスや多発性硬化症等の自己免疫疾

患が高い割合を示した。近年では、基礎疾患に対して

比較的新しい製剤による治療を受けた患者において

PML が散見されており、継続的なサーベイランスの重

要性が示唆された。さらに、PML と診断された患者に

ついては長期間のフォローアップを継続し、主治医等

との間で診断、治療、経過および予後に関する症例

研究を実施した。［中道一生、海老原秀喜］

2) 非典型的な病態を呈した進行性多巣性白質脳症患

者から検出された JC ウイルスの解析

JC ウイルス(JCV)は多くの健常人の末梢部位におい

て非病原性のアーキタイプとして持続感染しており、ウ

イルスゲノムの配列は宿主の終生にわたって安定して

いる。しかし、宿主の免疫能が低下した際には、ウイル

スゲノムの一部に変異を有するプロトタイプ JCV が脳

内で増殖することで進行性多巣性白質脳症(PML)を

生じる。また、PML 患者は一般的に亜急性かつ進行

性の神経学的症候を呈する。医療機関における PML

の診断支援および実験室サーベイランスとして脳脊髄

液中 JCV の PCR 検査を継続していたところ、同検査

にて陽性反応が認められて PML と診断されたもの

の、PML としては非典型的な病態を示す症例が認め

られた。当該患者においては神経症状が穏やかであ

り、フォローアップ中に病態の進行が停止した。患者

の脳脊髄液から検出された JCV のゲノム DNA の塩

基配列を解析した結果、脳病変から脳脊髄液中に放

出された JCV は PML に特徴的なプロトタイプではな

く、アーキタイプに極めて近いことが分かった。これら

の知見より、JCV の変異と病原性における関連性が示

唆された。［中道一生］

3) データサイエンスおよび統計学的手法に基づく JC ウ

イルスゲノムの転写因子結合配列パターンの解析

JC ウイルス(JCV)のゲノムは環状二本鎖 DNA であ

り、前期遺伝子および後期遺伝子の間に転写調節領

域が存在している。健常人の末梢部位に持続感染し

ているアーキタイプ JCV が宿主の免疫能の低下によ

って再活性化し、病原性のプロトタイプ JCV に変異す

る際には、調節領域の配列に欠失や重複といった変

異が生じる。プロトタイプ JCV の転写調節領域におけ

る塩基配列は患者個人レベルで異なるほどに複雑か

つ多様であり、変異機序の詳細は不明である。そこ

で、健常人および PML 患者から検出された多数の

JCV を対象として転写調節領域の塩基配列のデータ

ベースを構築した後、コンピューターシミュレーション

によって同領域に存在する転写因子結合配列(TFBS)

を網羅的に同定した。TFBS の種類や位置を付加した

データベースの情報を統計学的に解析したところ、

JCV がアーキタイプからプロトタイプに変異する際に

は、一部の TFBS が共通して欠失もしくは重複するこ

とを見出した。加えて、それらの TFBS のカウンターパ

ートの体内発現プロファイルを解析することで、JCV の

末梢部位における持続・潜伏感染、あるいは脳での病

態発現に関与しうる転写因子群を明らかにした。［中

道一生］

3. 昆虫媒介性の脳炎ウイルスに関する研究

1) 国内野生動物におけるオルソブニヤウイルス・シン

ブ血清群の感染状況の調査

節足動物媒介性のオルソブニヤウイルスは、国

内の家畜にアカバネウイルスやサシュペリウイル

ス等複数のシンブ血清群のウイルスが検出されて

いる。一方この血清群のうち主に南米に分布する

オロプーシュウイルス（OROV）はヒトに急性熱性疾

患や髄膜炎、脳炎を引き起こすことが知られている

が、現在国内で検出の報告はない。日本における

OROV を含むシンブ血清群について、様々な動物種

に利用可能な競合 ELISA 系を構築した。競合

ELISA において陽性となった検体の中和アッセイの

結果、国内の野生動物に OROV または OROV に近

縁なウイルスを含む複数のシンブ血清群ウイルス感染

の可能性が示された。［河原円香、伊藤（高山）睦代、

加藤博史、吉河智城、北浦慧、佐藤正明、海老原秀

喜］

2) オロプーシュウイルス核蛋白質における新核局在機構

の解析

オルソブニヤウイルスは細胞質内で RNP 複合体を

形成することが既に知られているが、各蛋白質の細胞

内での詳細な挙動については、よく分かっていない。

我々は OROV の核蛋白質(N)に対するモノクローナ



ウイルス第一部

8

ル抗体を用いた観察によって、N 蛋白質が OROV 感

染の初期および後期に感染細胞の核に局在すること

を確認した。今後 N 蛋白質の核局在と OROV 感染サ

イクルの詳細な解析を行う予定である。［河原円香、伊

藤（高山）睦代、吉河智城、佐藤正明、北浦 慧、海老

原秀喜］

3) チャンディプラウイルスの薬剤評価マウスモデルの探

索

チャンディプラウイルス（Chamdipura Virus、CHPV）

はラブドウイルス科に属するウイルスであり、ヒトはサシ

チョウバエを媒介して感染する。インドでは小児におけ

る致死的脳炎の原因の一つとして知られている。現時

点で有効な治療法はなく、in vivo 薬剤評価系は確立

されていない。本研究では免疫不全マウスで致死モ

デルの探索を行い、C.B-17 SCID マウスの CHPV 静

脈内投与感染が致死モデルになることを明らかにし

た。感染時の生存曲線、臨床スコア、体重変動、腫瘍

臓器のウイルス量変動・病理学的評価を行い、神経指

向性も観測された。同モデルを利用してファビピラビル

が in vivo で抗 CHPV 作用を示すか検証した。発症

前・発症後投与の両群でコントロール群と比較して有

意な生存曲線の改善を認めた。また、血液、腎・副

腎、脳においてもウイルス抑制効果が推察された。本

研究では、ファビピラビルが CHPV に対して有効な薬

剤候補であることが示唆された。［伊藤（高山）睦代、

北浦慧、佐藤正明、加藤博史、河原円香、仲山紀子、

西條政幸（札幌市保健所）、海老原秀喜］

4) 薬剤ライブラリスクリーニングによるチャンディプラウイ

ルスに対する抗ウイルス薬の探索

FDA 承認を受けている薬剤ライブラリーを用いて薬

剤スクリーニングを行い、候補薬剤を抽出した。１次ス

クリーニングでは細胞の生存率、2 次スクリーニングで

はウイルス増殖抑制効果でスクリーニングした。結果

的に 4 つの候補薬が検出された。いずれも用量依存

的なウイルス抑制効果を示し、Time of addition assay

で post-entry step に作用していることが判明した。ま

た、IC90 が報告されている最大血中濃度（Cmax）の

範囲内に収まっている 2 つの候補薬を選定した。これ

らの薬剤相互作用について解析したところ、シナジー

効果があることが判明し、今回のスクリーニングで指摘

された薬剤の組み合わせは有望な候補であることが

示唆された。今後は同薬剤を in vivo で検証する必要

があると考えられる。［伊藤（高山）睦代、北浦慧、佐藤

正明、加藤博史、河原円香、仲山紀子、西條政幸（札

幌市保健所）、海老原秀喜］

5) カリフォルニア脳炎ブニヤウイルス感染症に対する血

清診断法の確立

カリフォルニア脳炎ブニヤウイルス感染症はカリフォ

ルニア脳炎オルソブニヤウイルスによって引き起こされ

る感染症である。この疾病は蚊によって感染が伝播す

る。日本においては未だこの疾病の報告はないが、こ

れらのウイルスを媒介する蚊が日本にも生息しており、

将来的に国内での感染拡大の可能性が否定できない

ことや輸入感染症対策の一環として、ウイルス感染細

胞を用いた血清診断用のスライドプレートの作製を行

った。代表的なカリフォルニア脳炎ブニヤウイルスであ

るラクロスウイルス（LACV）、ジェームスタウンキャニオ

ンウイルス（JCV）を Multiplicity of Infection 

(MOI)=0.01~0.0001 になるよう浮遊させた Vero 細胞

と混合し、12 ウェルマルチスライドグラスに滴下した。

24 時間後、細胞を固定し抗 LACV モノクローナル抗

体、抗 JCV ポリクローナル血清を用いて蛍光免疫染

色を行った。MOI=0.001 で感染細胞／非感染細胞を

明確に区別でき、その結果以後の血清診断プレート

作成における MOI は 0.001 で行うこととした。その他、

ウイルス第一部第 3 室で保有しているブニヤムウェラ

ウイルス、オロプーシュウイルス、キャッシュバレーウイ

ルスについても同様の方法で血清診断用のスライドプ

レートを作成した。［佐藤正明、河原円香、伊藤（高

山）睦代、海老原秀喜］

IV. ヘルペスウイルスに関する研究

1. 単純ヘルペスウイルスに関する研究

1) 臨床検体より分離された単純ヘルペスウイルス 1 型

（HSV-1）株の薬剤感受性能解析

HSV-1 の ACV 耐性は、Thymidine kinase（TK）また

は DNA polymerase（DNApol）遺伝子に変異が導入さ

れる事により獲得される。我々は、レファレンス業務の

一環としてヘルペスウイルスの薬剤耐性検査を引き受

けている。その中で、鼻腔、口腔及び頬病変のぬぐい
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液からそれぞれ HSV-1 が分離された症例があり、口腔

及び頬病変由来分離株は、遺伝子解析により TK 遺

伝子に既報に無い変異を持っていた。一方、鼻腔病

変由来分離株は、既報の ACV 耐性変異を持つ ACV

耐性株であった。そこで、既報にない変異を持った口

腔及び頬分離株に対しても、その薬剤感受性能の解

析を試みた。鼻腔分離株(ACV 耐性株)、ACV 感受性

株及び口腔及び頬分離株を用い、Vero 細胞における

プラークリダクションアッセイによる薬剤感受性試験を

行った。その結果、IC50 は、鼻腔分離株(ACV 耐性

株):7.49、ACV 感受性株:0.3、口腔分離株:7.7 及び頬

分離株:6.5 であった。鼻腔分離株は、遺伝子解析結

果が示すように、確かに ACV 耐性を示した。更に、口

腔及び頬分離株で認められた変異は、新規 ACV 耐

性変異であることが分かった。［山田壮一、 福井良子、

福士秀悦、 海老原秀喜］

2) 単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ(TK)遺伝子終

止コドン変異による TK 発現およびウイルス増殖性、

病原性に及ぼす影響

HSV-1 はアシクロビル(ACV)存在下で増殖する過程

で、ウイルスチミジンキナーゼ(TK)遺伝子または DNA

ポリメラーゼ(DNApol)遺伝子に変異が入ることにより、

ACV に耐性となる。 TK 遺伝子の最初の開始コドン

(1st position)と二つ目の開始コドン(46th position)間の

8th position にアンバー終始コドンが存在する HSV-1 

I4-2 株(N 末端の 45 アミノ酸が欠損する TK が発現)

が ACV に対して感受性を示すことが報告された

（Saijo ら J. Med.Virol. 1999）。一方、44th position に

アンバー終始コドンが挿入された HSV-1 KG111 株は

39℃で ACV 耐性を示す(Irmiere ら Virology 1989)。

これまで、 我々は TK 遺伝子の 8 番目と 44 番目のそ

れぞれの位置に終止コドンを挿入させた組換え HSV-

1[HSV-1-TK(8AUG)および HSV-1-TK(44AUG)を用

いて、ACV と BVdU に対する感受性を解析し、HSV-

1-TK(8AUG)は感受性を示すが、HSV-1-TK(44AUG)

は耐性であることを見出してきた(Phu Hoang Anh ら

2020)。さらに、これらの組換えウイルスを用いてマウス

に お け る 増 殖 性 、 病 原 性 を 解 析 し た 。 HSV-1-

TK(8AUG)は wild type の HSV-1 と同等に高い病原

性を示し、HSV-1-TK(44AUG)はこれらよりも病原性が

低かった。一方、マウス脳内接種後の増殖性は HSV-

1-TK(8AUG)、HSV-1-TK(44AUG)および wild type 

HSV-1 で同等であり、脳内 TK mRNA の発現も同様

であった。これらの結果から、 TK 遺伝子の最初の開

始コドンと二つ目の開始コドンの間の終止コドン挿入

によりウイルスの増殖性、TK の mRNA 量には影響し

ないが、 in vivo における病原性に影響を及ぼすこと

が明らかになり、その違いは終止コドンの位置に依存

すると考えられた。 ［Phu Hoang Anh Nguyen(東京大

学)、 西條政幸(札幌市保健所)、山田壮一、 原田志

津子、 木下一美、 福士秀悦、 海老原秀喜］

3) 感覚神経オルガノイドを用いたヘルペスウイルス感染

性の解析

生体内の運動神経組織を形成するために、運動神

経細胞の培養系として微小流路を用いる手法が提案

された(Kawada et al., Stem Cell Rep 2017)。この手法

では、微小流路が軸索の伸長方向を一方向に制御す

るガイドとして機能することで、生体内の運動神経組織

と似た束状の形態を持つ運動神経オルガノイドの形成

が可能となる。運動神経オルガノイドは、 束状組織内

に細胞体が含まれておらず、軸索と細胞体を個別に

RNA-seq 解析をすることができる(T. Akiyama et al.，

EBioMedicine 2019)。本研究は、運動神経と同じ末梢

神経系の感覚神経オルガノイドの形成を目的とし、形

成したオルガノイドをヘルペスウイルス感染性の解析

に応用する。R3 年度は分化誘導培養条件と微小流

路形状の検討を中心に行なった結果、細胞非接着表

面を持つ V 底ウェル内で iPS 細胞凝集体の分化誘導

培養を行い、I 字型の微小流路(幅・高さは 150 μm)

を用いて軸索伸長培養を 30 日間程度行うことで、長さ

が 6 mm を超える感覚神経束状組織を得ることができ

た。今年度はその再現性を確認後、論文化に取り組

む。 ［今井勇也(工学院大)、 西條政幸(札幌市保健

所)、山田壮一、原田志津子、福士秀悦、海老原秀喜］

2. ヘルペス B ウイルスに関する研究

1) ヘルペス B ウイルス膜糖タンパク質を保持した組換え

HSV-1 の構築

ヘルペス B ウイルス（Macacine alphaherpsvirus 1, B

ウイルス）は、主に東南アジアに生息するマカクザル
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（ rhesus monkey 、 cynomolgus monkey 、 Japanese 

macaque など）が保有するヘルペスウイルスである。宿

主であるアジア産マカクザルにおいては、基本的に不

顕性感染であるが、ヒトに感染すると致死的な神経症

状を引き起こし、回復しても神経学的後遺症が残る。B

ウイルス感染は、主にサルを用いた研究の従事者に

起こり、咬傷や針刺し事故等により感染する。世界的

に、これまで約 50 例近くが確認されている。2019 年に

は、日本において、また 2021 年には中国において初

めて B ウイルス病患者が報告された。このように、その

潜在的脅威は続いており、病原性解析や検査体制の

構築は重要である。しかしながら B ウイルスに関する研

究は、BSL4 施設での取り扱いが必要であるため進展

していない。我々は、B ウイルスの膜糖タンパク質や他

遺伝子を HSV-1 ゲノム上のホモログ遺伝子と置き換え、

HSV-1 に保持させることにより、BSL2 でワクチンのチ

ャレンジ試験や病原性を解析する系の構築を試みた。

マウスに B ウイルスの膜糖タンパク質を発現する

LC16m8 を接種し、チャレンジウイルスとして HSV-1 に

B ウイルスの膜糖タンパク質を搭載させた組換え体を

用いる B ウイルスに対するワクチンの効果を判定する

系の構築を試みた。HSV-1BAC を用いた Red/ET 組

換えにより、BVgH 遺伝子を保持した HSV/BVgH ウイ

ルスを構築した。また、B ウイルスの、gB,gL,gD,gI を発

現する LC16m8 を構築した。今後更に他の膜糖タンパ

ク質を搭載した組換え HSV を作製し、系の構築を行

う。［山田壮一、 福士秀悦、 木下一美、 海老原秀喜］

2) ヘルペス B ウイルスのチミジンキナーゼに関する研究

ヘルペス B ウイルス（Macacine alphaherpsvirus 1, B

ウイルス）は、主に東南アジアに生息するマカクザル

（ rhesus monkey 、 cynomolgus monkey 、 Japanese 

macaque など）が保有するヘルペスウイルスである。 B

ウイルスはヒトに感染すると重篤な神経症状を引き起こ

すことが知られている。ヒトの B ウイルス感染に対する

措置として、早期のアシクロビル、ガンシクロビル等の

抗ヘルペス薬剤の投与が推奨されているが、発症予

防効果は明らかでない。培養細胞およびウサギを用い

た感染実験では、アシクロビル、ガンシクロビルの抗ウ

イルス効果が示されているが、ウイルス株による感受性

の違いも指摘されている。一方、 B ウイルスの組換え

蛋白質として発現・精製したチミジンキナーゼ(TK)の

生化学的な解析では、アシクロビル、ガンシクロビルに

対する感受性は HSV-1 の TK に比べて低く、さらに抗

ヘルペスウイルス効果を示す他の薬剤（5-Ethyl-2-

deoxyuridone(Et-dU)）に対する感受性が高いことが報

告されている。本研究では、B ウイルスの TK に着目し

抗ヘルペス剤の効果を培養細胞で解析するため、

HSV-1 の TK 遺伝子を欠損させ、代わりに B ウイルス

の TK を挿入した組換え HSV-1 の作製に着手した。B

ウイルスの株による違いも同時に解析するため、アカ

ゲザル由来 B ウイルスの TK 遺伝子および、ヒト感染

事例から検出された B ウイルスの TK 遺伝子を挿入し

た組換えウイルスを作製することができた。今後、これ

らを用いて各ヘルペスウイルス薬剤による阻害効果を

解析予定である。 ［Phu Hoang Anh Nguyen(東京大

学)、山田壮一、 原田志津子、 木下一美、 福士秀

悦、 海老原秀喜］

3) ヘルペス B ウイルス感染症の新規診断法に関する研

究

マカク属サルの咬傷などによりヘルペス B ウイルス(B

ウイルス)がヒトに感染すると致死的な疾患(B ウイルス

感染症)となる場合がる。日本における症例では、発症

から 1 年以上経って、B ウイルス病との診断に至った

経緯から考えると、B ウイルス病に罹患していながら正

確に診断されていない患者がいる可能性が高い。

サル取扱い従事者の B ウイルス感染リスクを評価す

るためには、血清中抗体検出法が必須であるが、B ウ

イルスは HSV と近縁なため、特異的抗体検出法が未

整備である。本研究では B ウイルス特異的抗体検出

法の開発を目的として①B ウイルスの各種糖タンパク

質のモノクローナル抗体の作製に着手した。また、②B

ウイルスの糖タンパク質による細胞融合活性測定系を

開発するため、細胞融合に関わる糖タンパク質遺伝子

のクローニングと発現を行った。［木下一美、山田壮一、

福士秀悦］

3. Epstein-Barr ウイルスに関する研究

1) Epstein-Barr ウイルス核タンパク質 EBNALP が相互

作用因子に及ぼす影響に関する研究

Epstein-Barr ウイルス（EBV）はヒトに広く蔓延してい
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るヘルペスウイルスであり、バーキットリンパ腫や上咽

頭癌などの発がんに関与する。EBV の核タンパク質

EBNALP は感染最初期に EBBNA2 と共に発現し、

EBV の造腫瘍性機能に不可欠である。我々はこれま

でに、EBNALP が EBNA2 の転写活性化能に対して

補因子機能を持つこと、C 末端 10 アミノ酸欠損変異体

EBNALPd10 は補因子機能を欠きドミナントネガティブ

活性を持つことを報告した。さらにドミナントネガティブ

変異体の発現制御を施した実験系で EBNALP が

LCL など EBV 感染細胞の増殖に重要かつ必須の役

割を持っている事を明らかにした。我々は EBNALP と

相互作用する細胞性因子の探索を 行い、 HAX-1 

(hematopoietic-substrate-1 associated protein X-1)を同

定した。我々はこの相互作用因子が EBNALP との共

発現で修飾を受けること、ドミナントネガティブ変異体

との共発現ではその修飾が見られないことを発見した。

EBNALP の蛋白修飾機能と細胞増殖との関連をさら

に追及している。[原田志津子]

V. リケッチアに関する研究

1. リケッチア症対策の総合的研究

1) リケッチア・レファレンスセンター活動に関する研究

（令和 3 年（2021 年）度）

COVID-19 パンデミック下、多くの感染症の患者が減

少傾向を示したのと対極に、国内の代表的なリケッチ

ア症、日本紅斑熱とつつが虫病は 2020 年に続き増加

した。日本紅斑熱は過去最高の届出数（暫定 486 例）、

つつが虫病の発生状況は 2020 年に続き 500 例を超

えた（暫定 534 例）。検査を実施している地方衛生研

究所への聞き取りから、2019 年に更新した診断マニュ

アルの導入を始める施設が増えているものの、いまだ

十分な体制が整っていない地域もあり、COVID-19 パ

ンデミックなどの状況では、希少感染症とも言われるリ

ケッチア症の十分な対応体制を全国的にそろえること

は難しい。近年、国内のダニ媒介感染症は多様化し

ている。また、日本紅斑熱を含む多様な紅斑熱群リケ

ッチアが国内に分布していることも明らかになってきて

いることからも、医療関係者、公衆衛生関係者、一般

住民に、それぞれ必要な情報とその適切な提供方法、

情報の有機的な連続性を検討していく必要がある。

[安藤秀二；鈴木理恵(福島県衛生研究所)；菩提寺誉

子(青森県環境保健センター)；平良雅克、太田茉里

(千葉県衛生研究所)；新開敬行(東京都健康安全研

究センター)；楠原一、小林章人(三重県保健環境研

究所)；佐賀由美子、嶌田嵩久 (富山県衛生研究所)；

寺杣文男(和歌山県環境衛生研究センター)；押部智

宏(兵庫県健康生活科学研究所健康科学研究センタ

ー)；木田浩司(岡山県環境保健センター)；島津幸枝

(広島県立総合技術研究所保健環境センター)；戸梶

彰彦(高知県衛生研究所)；成田翼（宮崎県衛生環境

研究所）；眞鍋佳月、山本真実(鹿児島県環境保健セ

ンター)]

2) ダニ媒介性細菌感染症の総合的な対策に向けた研

究

マダニ媒介感染症の総合的な対策の構築を目的に、

国内の研究者と共同し、令和 3 年度からウイルス性疾

患も含めリケッチアをはじめ、ボレリア、アナプラズマ等

の各種病原体と疾患について、①診断法・治療法の

開発に資する疾患サーベイランス、情報共有プラット

フォームの構築、②早期治療を可能とする検査・診

断・鑑別法の確立、③病原体ゲノム情報の収集、病原

体バンクの基盤構築、④病原体の性状および病態形

成機序等の解明を行った。[安藤秀二；川端寛樹（細

菌第一部）；今内覚（北海道大学）；山藤栄一郎（福井

県立医科大学、北福島医療センター）；高野愛（山口

大学）；林哲也（九州大学）；有吉紅也、好井健太朗

（長崎大学）]

2. リケッチア症の基礎的研究

1) ツツガムシ病リケッチアの病原性に関する研究

つつが虫病の病態発現機序を解明するため、マウス

に対する病原性の異なるつつが虫病リケッチア強毒株

および弱毒株の培養細胞における増殖を比較した。

強毒株および弱毒株は病原性に関わらず、用いた培

養細胞における増殖がほとんど変わらないことが示さ

れた。引き続き、病原性発現機序に関する解析を続け

ている。[小川基彦、安藤秀二、海老原秀喜]

2) つつが虫病の媒介ダニ・ツツガムシの共生細菌に関

する研究

宿主のダニや昆虫に影響を与えることが知られてい
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る Wolbachia 属の菌が、日本国内の複数の地域のツ

ツガムシに共生していることを発見した。他の節足動

物では、共生細菌の種類と宿主となる節足動物の遺

伝子型が密接に関連することが報告されている。我々

は、ツツガムシの DNA 型別法を確立した。形態学的

に同種と分類されたものの中に、遺伝学的には異なる

亜種が存在することが示された。つつが虫病リケッチ

ア、Wolbachia 属の菌とツツガムシとの関連について、

さらに詳細に解析を進める。[小川基彦; 高橋守（埼玉

医大）; 松谷峰之介（東京農大） ; 高田伸弘（福井

大）; 野田伸司（鹿児島大）]

VI. 新型コロナウイルスに関する研究

1) 痘そうワクチン LC16m8 株を土台とした新型コロナウイ

ルス感染症ワクチンの開発

我々は m8 の全ゲノムを組込んだ人工細菌染色体

（bacterial artificial chromosome; BAC）、pLC16m8.8S-

BAC を用いて、任意の領域に外来遺伝子を迅速かつ

簡便に導入し、ここから感染性を持つ m8 をリカバリーさ

せるシステム（m8-BAC システム）を確立している。本年

度は去年度に引き続きこの m8-BAC システムを用いて、

SARS-CoV-2 のスパイクタンパク質（S）内にある特定の

領域 2 カ所または 6 カ所をプロリンに置換して免疫原

性を高めたもの（S-S2P または S-HexaPro）を保持する

組換え m8 を作製し、それらのワクチン効果を SARS-

CoV-2 に高感受性であるハムスターを用いて検討した。

ハムスターに m8-S、m8-S-2P、または m8-S-HexaPro を

免疫した後に SARS-CoV-2 を経鼻接種し、その 4 日後

に肺を回収してウイルス量を測定した。対照である野生

型 m8 免疫群と比較し て、 m8-S 、m8-S-2P、m8-S-

HexaPro 免疫群は有意かつ大幅なウイルス量の減少が

確認された。特に m8-S 免疫ハムスター群と比較して

m8-S-2P や m8-S-HexaPro 免疫群は群内の肺中ウイル

ス量のばらつきが少ない傾向が見られたことから、S タ

ンパク質内特定領域のプロリン置換には免疫原性の増

強効果がある事が示唆された。[吉河智城、三須政康、

黒須剛、杉元聡子、高松由基、下島昌幸、西條政幸

（札幌市保健所）、海老原秀喜]

2) 新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）に対するカテキン類

の抗ウイルス効果

SARS-CoV-2 に対するカテキン類の抗ウイルス効果

を評価した。緑茶由来および紅茶由来のカテキンに抗

ウイルス作用があることが示された。今後、処理方法や

時間についてさらに検討を進める。[小川基彦、海老原

秀喜; 深澤征義（細胞化学部）]

3) 新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）感染とカルパインに

関する研究

細胞内プロテアーゼであるカルパインは、基質タンパ

ク質を限定切断しその機能や構造を調節・変換させる

ことを介して、さまざまな生命現象に関与する。広範な

病態に細胞内カルパインの機能調節不全が関連する

ことが報告されている。SARS-CoV-2 感染とカルパイン

に注目した解析を行ったところ、カルパイン阻害剤が

SARS-CoV-2 増殖を抑制することが明らかとなった。さ

らに、詳細な解析を続けている。[小川基彦; 深澤征義

（細胞化学部）; 大内史子、小野弥子（東京都医学総

合研究所基礎医科学研究分野・カルパインプロジェク

ト）]

4) SARS-CoV-2 の変異株分離に関する研究

これまでの研究で VeroE6/TMPRSS2 細胞を用いた

効率の良い SARS-CoV-2 ウイルス分離手法を確立した。

この手法を応用することにより日本国内 COVID-19 流

行の第 1～第 4 波の流行主流株（武漢株、欧州株、歌

舞伎町流行株、西日本株等 ）や種々の variant of 

concern (VOC)株(アルファ、ベータ、ガンマ、デルタ、オ

ミクロン等)のウイルス分離を行った。R3 年度は 2024 検

体分離を試み、483 株の分離に成功した。これらのゲノ

ム配列を解析し、分離株ウイルスデータベースを作成し

た。これらのウイルス株リソースは国内外の研究開発に

有効利用されている。また、デルタ株は検体を細胞に

接種後 1−2 日で分離可能であるのに対し、オミクロン株

は分離まで 3−4 日を要することが明らかになった。

VeroE6/TMPRSS2 細胞におけるオミクロン株の増殖は

他の変異株に比べて遅い傾向があり、分離およびワー

キングウイルス液調製に注意を要する。［福士秀悦、

木下一美、 山田壮一、 原田志津子、 福井良子、海

老原秀喜］(獣医科学部、 感染症危機管理センター、

感染病理部と共同)

5) SARS-CoV-2 のシュードタイプ作製と血清診断法に関

する研究
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SARS-CoV-2 の抗体測定には SARS-CoV-2 そのもの

を使った中和試験がゴールドスタンダードであるが、ウイ

ルスそのものを入手できない、または、検体から分離で

きない場合は SARS-CoV-2 のスパイク(S)遺伝子をクロ

ーニングし、これをもとに作製した VSV シュードタイプを

用いた擬似感染系を応用することにより中和抗体測定

が可能となる。本研究では唾液、鼻咽頭拭い液等から

直接 S 遺伝子をクローニングし、迅速に VSV シュードタ

イプを作製する系を確立した。本方法を用いてワクチン

接種者、ブレークスルー感染者の中和抗体測定を行っ

た。さらに、本方法はウイルス感染を阻止する抗ウイルス

剤のスクリーニング法としての活用が期待される。［木下

一美、 山田壮一、 福士秀悦、 原田志津子、 海老原

秀喜］(獣医科学部、 感染症危機管理センター、治療

薬・ワクチン開発センター、 インフルエンザ・呼吸器系ウ

イルス研究センター、 感染病理部と共同)

レファレンス業務

1. 行政検査

1) 黄熱ワクチンに対する行政検査

2021年度は2ロットの黄熱ワクチンの行政検定を実

施し、合格と判定した。［前木孝洋、中山絵里、谷口怜、

田島茂、林昌宏、海老原秀喜］

2) 日本脳炎ウイルス、デングウイルス、ジカウイルスおよ

びチクングニアウイルスに対する行政検査

日本脳炎ウイルス、ダニ媒介脳炎ウイルス、デング

ウイルスおよびチクングニアウイルスに対する行政検

査を実施した。［田島茂、前木孝洋、谷口怜、中山絵

里、勝田奈穂子、柴崎謙一、林昌宏、海老原秀喜］

3) SARS-CoV-2に対する行政検査

検疫所から送られてきたCOVID-19の患者から採取

された臨床検体に対する行政検査を実施した。［林昌

宏、田島茂、前木孝洋、谷口怜、中山絵里、勝田奈穂

子、柴崎謙一、海老原秀喜；藤本嗣人（感染症疫学セ

ンター）、加藤孝宣（ウイルス第二部）、草川茂（エイズ

センター）、大西真（副所長）］

4) SFTSに対する行政検査

3件のSFTSに関する行政検査を実施した。［下島昌

幸、髙松由基、吉河智城、黒須剛、海老原秀喜］

5) リケッチア感染症の行政検査

37症例のリケッチア症に関する行政検査を実施

した。［安藤秀二］

6) クラミジア感染症の行政検査

5症例のオウム病疑いと1件の鳥材料に関する行

政検査を実施した。［安藤秀二］

7) Q熱の行政検査

7症例のQ熱疑いに関する行政検査を実施した。

［安藤秀二］

2. 一類感染症の実験室診断法の整備

1) ウイルス性出血熱のウイルス抗原検出法の検証

エボラウイルス病等に対し整備されていた抗原検出

ELISAはウイルスの組換え抗原を用いてのものであっ

た。そこで、整備されていたエボラウイルス用抗原検出

ELISAにより感染性エボラウイルスの抗原が検出可能

か検証したところ、特にザイールエボラウイルスを感度

良く検出でき、他のウイルス（マールブルグウイルス、ラ

ッサウイルス、クリミア・コンゴ出血熱ウイルス）への陽

性反応は認められず高い特異性があることが確認でき

た。 [吉河智城、黒須剛、高松由基、西條政幸（札幌

市保健所）、下島昌幸]

3. 病原体および病原体由来RNAの配布

1) 新型コロナウイルス(SARS-CoV-2)の分与

国立感染症研究所において臨床検体より分離され

たSARS-CoV-2およびその変異株に関して、安全実

験管理部、獣医科学部および総務部と連携して国内

外への分与を行った。本年度の実績は以下の通りで

ある。国内研究機関等への分与：39件。ウイルスゲノム

RNA：2件。国外研究機関等への分与：5件。［伊藤

（高山）睦代、福士秀悦、佐藤正明、河原円香、海老

原秀喜；河合康洋、伊木繁雄、村松美香、花木賢一

（安全実験管理部）］

4. 品質管理に関する業務

1) 乾燥細胞培養痘そうワクチンの国家検定

2021年度は1ロットの乾燥細胞培養痘そうワクチン

の国家検定を実施し合格と判定した。 ［下島昌幸、髙

松由基、吉河智城、黒須剛、緒方もも子、海老原秀喜］

2) 乾燥細胞培養痘そうワクチンの参照品制定
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次期参照品を制定するためKMバイオロジクスと協

議し、候補品の力価等のデータ取得を行なった。［下

島昌幸、吉河智城、黒須剛、緒方もも子、海老原秀喜］

3) 日本脳炎不活化ワクチンの国家検定

2021年度は27ロット（取り消し1ロットを除く）の日本

脳炎ワクチンの国家検定を実施し、27ロットすべてを

合格と判定した。［田島茂、前木孝洋、中山絵里、谷

口怜、柴崎謙一、勝田奈穂子、伊藤睦代、中道一生、

林昌宏、村松正道、海老原秀喜］

4) 乾燥組織培養不活化狂犬病ワクチンの国家検定

1件の国家検定を実施し、合格と判定した。［伊藤

（高山）睦代、佐藤正明、河原円香、北浦慧、村松正

道、海老原秀喜］

5) 水痘ワクチンの検定

乾燥弱毒生水痘ワクチン国家検定14ロットを実施

し、 全ロットとも合格と判定した。 ［原田志津子、山田

壮一、福士秀悦、福井良子、木下一美、 海老原秀

喜］

6) 乾燥組換え帯状疱疹ワクチンの検定

乾燥組換え帯状疱疹ワクチン3ロットを検定し、合格

と判定した。［原田志津子、山田壮一、福士秀悦、福

井良子、木下一美、 海老原秀喜］

5. その他のレファレンス業務

1) アルボウイルス検査コントロールRNA配布

デングウイルス（1－4型）、ジカウイルス、日本脳炎

ウイルス、チクングニアウイルスの検査に用いるコントロ

ールRNAを要望のあった地方衛生研究所および保健

所に配付した。［田島茂、谷口怜、前木孝洋、中山絵

里、林昌宏］

2) アルボウイルス遺伝子検査用新規陽性コントロールの

作製

地方衛生研究所等におけるデングウイルス遺伝子

検査（リアルタイムRT-PCR法）の改良型新規陽性コン

トロールを作製した。リアルタイムRT-PCR標的部位を

含むデングウイルス1型～4型ゲノムcDNA（300ヌクレ

オチド）をクローニングプラスミドに挿入後、さらにその

cDNA中に陽性コントロール特異的配列（26ヌクレオチ

ド）を組みこんだプラスミドクローンを作製した。得られ

たプラスミドを鋳型にしてウイルスゲノム－特異的配列

領域RNAをin vitroで合成した。リアルタイムRT-PCR

法により合成RNAが陽性コントロールとして使用可能

であることを確認した。今後、チクングニアウイルスおよ

びジカウイルスについても同様のクローンを作製する

予定である。［田島茂、谷口怜、前木孝洋、中山絵里、

柴崎謙一、勝田奈穂子、海老原秀喜、林昌宏］

3) 急性脳炎および出血熱に関する検査業務

日本脳炎、デング熱、ジカ熱、ダニ媒介脳炎および

チクングニア熱に関する行政検査以外の実験室診断

を実施した。［田島茂、前木孝洋、中山絵里、谷口怜、

勝田奈穂子、柴崎謙一、海老原秀喜、林昌宏］

4) 感染症流行予測調査事業（日本脳炎）に係る業務

感染症流行予測調査事業（日本脳炎）に用いる標

準血清および一次抗体を要望のあった地方衛生研究

所に配付した。［林昌宏、田島茂；新井智、森野紗衣

子、多屋馨子（感染症疫学センター）］

5) HSV-1、HSV-2、VZV及びHCMVの薬剤耐性検査

薬剤耐性検査としてHSV-1 1検体、HSV-2 1検体、

VZV 2検体及びHCMV 5検体の検査を行った。また、

帯状疱疹患者から検出されたVZVについて、野生株

とワクチン株の判別検査を3検体行った。［福士秀悦、

山田壮一、津田美穂子、福井良子、 海老原秀喜］

6) リケッチア臨床分離株の収集および標準抗原の分与

リケッチア関連の臨床分離株の収集を行うとともに、

レファレンスセンター等に血清診断用標準抗原、標準

株の配布・分与を行った。また、抗原やコントロールの

供給に関しては、各ブロックのリケッチアセンターと必

要とする地方衛研との調整を行い、各地域内の連携

強化を試みた。［安藤秀二］

7) リケッチアバイオリソースのリスク分散

保管トラブルに対処するリスク分散を考慮し，マイコプ

ラズマフリーの特定病原体の増殖，教育機関とのバッ

クアップ保存を進めた． [安藤秀二］

8) リケッチアならびにクラミジアに関する検査業務

リケッチアならびにクラミジアに関する実験室診断

（病原体と血清抗体）と相談対応を、行政検査以外の

依頼により、リケッチア症（つつが虫病、日本紅斑熱を

含む紅斑熱群リケッチア症、発疹チフス群リケッチア

症等輸入症例も含む）、オウム病、Q熱の疑い症例、ま

た、不明疾患ならびにマダニのヒト刺咬症例のリケッチ
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ア症との関連を多数検討した。[安藤秀二］

6. 国際協力関係業務

1) GHSAG-LN会議

今年度はGHSAG-LN会議が複数回WEB開催され

た。今年度の議題は主にCOVID-19対策に関するもの

であった。［海老原秀喜；前田健（獣医科学部）］

2) WHO西太平洋地域日本脳炎研究室ネットワークにお

けるレファレンスパネルの評価

WHO西太平洋地域（WPRO）では日本脳炎研究室

ネットワークが維持されており、第2室は世界特別研究

室（GSL）に指定されている。日本脳炎研究室ネットワ

ークにおける検査品質の維持向上のためにもう1つの

GSLである米国CDCより、フィリピンWPRO本部を介し

て配布された日本脳炎IgM捕捉ELISA法およびデン

グウイルスIgM捕捉ELISA法に対する各血清および

CSFパネルの評価を実施した。［林昌宏、勝田奈穂子、

田島茂、谷口怜、前木孝洋、中山絵里、海老原秀喜］

3) 狂犬病ワクチンの品質検査に関する国際連携研究へ

の参加

欧州医薬品品質理事会（EDQM）による狂犬病ワク

チン力価試験の代替法開発プロジェクト（BSP148）に

参加している。［伊藤（高山）睦代、河原円香、仲山紀

子、西條政幸（札幌市保健所）、海老原秀喜］

4) ラッサウイルスに対する抗体の国際標準品制定への

貢献

WHO が取り組みとして行われた抗ラッサウイルス国

際標準抗体の制定プログラムに参加し、組換え蛋白

質および感染性ウイルスを用いて抗体パネルの力価

測定を行ない、国際標準品の制定に貢献した。［下島

昌幸、髙松由基、吉河智城、黒須剛、海老原秀喜］
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