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概 要 

 病原体ゲノム解析研究センターは、ウイルス感染症の

発症に係わる宿主遺伝子の探索・解析を行う第一室、病

原性ウイルスのゲノム解析を行う第二室、病原性細菌の

ゲノム解析を行う第三室から構成されている。 

 第一室では、主に子宮頸癌の原因となるヒトパピロー

マウイルス（HPV）の増殖とそれを支える細胞因子の研

究ならびに遺伝子治療に使うウイルスベクターに関する

研究を行った。 

 HPV は粘膜の微少なキズから侵入し、表皮基底細胞

（幹細胞）の核内にエピゾームとして潜伏・持続感染す

る。感染細胞が分化し表皮形成に至る過程でウイルスの

増殖が起こるが、この生活環を支える分子機構は不明で

ある。抗 HPV 薬の開発基盤とするため HPV 生活環と感

染における宿主応答・防御機構の詳細な解析を続けた。 

 HPV は 100 以上の遺伝子型に分類されており、そのう

ち 15 の型（ハイリスク型）が子宮頸癌の原因となる。欧

米で開発された第一世代 HPV ワクチンは、主キャプシド

蛋白質L1をワクチン抗原にしており、ハイリスク型HPV

のうち 2 種の感染阻止に限定した予防効果を持つ。我々

は、L2 にみられる型共通アミノ酸領域が、幅広い型に有

効な中和抗体を誘導することを見出しており、この抗 L2

抗体の性状解析を進めた。 

 WHO は HPV の感染実態とワクチン導入による影響を

把握するために、HPV ラボネットワークを構築している。

第一室は西太平洋地域の拠点ラボに指定されており、我

が国のHPV遺伝子型分布の調査を行った。またVirus-like 

particle（VLP）を用いた新たな HPV16/18 抗体価測定系

を確立した。 

HPV ワクチンの承認前検査、生物学的製剤基準の策定、

検定項目の選定、SLP 作成を担当した。また、これら HPV

ワクチンの国家検定を担当した。 

 遺伝子治療は、マスコミの過熱報道が収まった後も着

実に進歩し、先天性遺伝病の治療や末期癌患者の QOL

の改善に成果を上げている。ウイルスの持つ高い感染性

や標的臓器の特異性を利用するウイルスベクターが使わ

れるが、いわば人工のウイルスを多量に、直接患者に投

与することになるので、安全の確保が重要となる。我が

国での遺伝子治療臨床試験のリスク管理に役立てるため、

内外のウイルスベクターの安全性、有効性に関する情報

収集に努めた。臨床応用が期待されるアデノ随伴ウイル

ス（AAV）ベクターの性能をインスレーター導入と骨格

筋特異的な安定・高発現の改良型として向上させた。ま

た、ベクター挿入変異による悪性腫瘍の発生が想定され

ることから、次世代シークエンサーを活用したベクター

組込み部位の同定法の確立を試みた。 

 第二室では、バイオインフォマティクス技術と実験デ

ータ、臨床データを活用して、ウイルスの性質を解析す

る新しい研究戦略の開発を続けた。計算科学を駆使して、

蛋白質・核酸の高次構造、酵素反応、分子間相互作用な

どを高精度で近似する技術が急速に進展している。この

技術は、培養が困難な病原体や易変異性病原体の解析に

役立つことから、ホモロジーモデリング法、分子動力学

法、結合シミュレーション等の精度を検証し、抗ウイル

ス因子の機能、ウイルス蛋白質の構造特性、ウイルス酵

素の反応機構、ウイルスの複製や免疫逃避、薬剤耐性機

構などを予測する研究を進めた。これらの研究戦略を

HIV が中和抗体から逃避する分子機構や薬剤耐性獲得機

構の解析、ノロウイルスの分子疫学に役立てるとともに、

さらに、新規抗ウイルス剤の設計に役立てる研究へと進

展させている。サポウイルスプロテアーゼに基質が結合

した複合体の分子モデルを構築し、プロテアーゼ活性阻

害物質のスクリーニングから有効なリード化合物を見い

だした。 

2009-2011 シーズン富山県で見られたパンデミックイ

ンフルエンザ（H1N1）は、低ヘマグルチニン（HA）価

つまり赤血球凝集能が低く、阻害アッセイが困難であっ

た。このシーズンの HA 遺伝子解析と構造解析の結果、

HA 蛋白質の 197 番目のスレオニンのアラニンへのアミ

ノ酸置換が HA 価の減少に影響していること明らかにし

た。また、インフルエンザウイルス研究センターに協力

し、分離株のシークエンシングと解析を担当した。 

 第三室は、次世代シークエンサーを使って、様々な感

染症の研究を行っている。方法論からは、ゲノム解析と
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メタゲノム解析の二つに大別できる。ゲノム解析におい

ては、単一病原体の全ゲノム配列を解読して、その生物

の全貌から感染症を理解することを目指す。一方、病原

体が不明の場合に有効なのがメタゲノム解析であり、こ

こでは病原体と非病原体が混在する検体の核酸配列を網

羅的に解読し、情報解析により病原体を同定することを

目指す。 

 ゲノム解析としては、薬剤耐性が問題になっている

NDM-1 陽性大腸菌やジフテリア類似新興感染症の

Corynebacterium ulcerans の解析を行い、薬剤耐性遺伝

子や毒素遺伝子の伝播様式を明らかにした。また食中毒

を引き起こすナナホシクドアの解析により、検査系開発

の基礎情報を得た。 

 メタゲノム解析が威力を発揮する分野の一つに、不明

病原体の迅速同定がある。バイオテロ病原体を想定した

事例として野兎病の同定と系統解析を行い、O111 食中毒

事例において、患者便そのままの核酸解読による病原体

同定を行った。一方で、メタゲノム解析は、感染症が疑

われる難病の病因同定にも有効であり、その観点から潰

瘍性大腸炎や川崎病の解析を行った。 

 ワクチンの品質管理業務として、HPV ワクチンの承認

前検査、生物学的製剤基準の策定、検定項目の選定、SLP

作成を担当した。また、これら HPV ワクチンの国家検定

を担当した。 

 

業 績 

調査・研究 

Ⅰ．遺伝子治療に用いるウイルスベクターに関する研究 

1. 臨床応用されたウイルスベクターの安全性・有効性に

関する情報の収集 

 我が国での遺伝子治療臨床試験計画を審査する作業部

会に適切な意見を提供するため、Human Gene Therapy、

Gene Therapy、Molecular Therapy、Journal of Gene 

Medicine、及び Nature Medicine 等の遺伝子治療専門誌

の論文、日本遺伝子治療学会での講演等からウイルスベ

クターの安全性・有効性に関する情報を収集・検討する

作業を継続して行った。（竹内隆正、森 清一郎、石井克

幸、柊元 巌） 

 

2. インスレーターを用いた高発現 AAV ベクターの開発 

(1) AAVS1 インスレーター機能の解析 

 ヒトゲノム上のAAVS1インスレーター内のZNF143結合

配列以外の機能配列の検索を行った。ZNF143 結合配列以

外の部位に20bpの塩基置換を導入した変異AAVS1インス

レーターを作成し、それを搭載したルシフェラーゼ発現

AAV ベクターを作成した。これらの AAV ベクターを分化

C2C12 細胞に感染させルシフェラーゼ活性を測定したが、

単独で有意な活性低下を示す変異配列は見つからなかっ

た。ZNF143 単独で発現増強効果を示す可能性、あるいは

ZNF143 同様に複数の結合配列が冗長に機能している可

能性が考えられた。（竹内隆正） 

 

(2) AAV ベクター組込み部位同定法の検討 

 遺伝子治療による重大な有害事象として挿入変異によ

る悪性腫瘍の発生があり、AAV ベクターを用いた動物実

験でも肝腫瘍発生の報告がある。次世代シークエンサー

を活用した組込み部位同定法の予備実験を行った。AAV

ベクターが組み込まれた HeLa 細胞クローンをモデル系

として用いた。Nextera DNA Sample Prep Kit を用いた

DNA の断片化およびアダプター配列の付加に続いて 3 回

の PCR による増幅を行うことにより、片側を AAV ベクタ

ー内の配列に固定した次世代シークエンサーでの解読に

適した増幅産物が得られた。（竹内隆正、関塚剛史） 

 

 

II. HPV に関する研究 

1. HPV の感染増殖機構の研究 

(1) HPV 感染の初期過程に必要な宿主因子の解析 

 HPVキャプシドの副構成蛋白質 L2は HPV感染の初期過

程で重要な役割を果たすことから、L2 に特異的に作用す

る宿主蛋白質を探索し、HPV 感染における役割を調べた。

Transport protein particle complex subunit 8 

（Trappc8）が同定され、siRNA により Trappc8 の発現が

抑制された上皮細胞は、複数の型の HPV 偽ウイルスおよ

び authentic virion の感染に抵抗性を示した。Trappc8

は核、細胞質、細胞表面に局在し、細胞表面の Trappc8

のみが L2 と相互作用した。細胞表面の Trappc8 は HPV

偽ウイルス接種後速やかに増加した。HPV 偽ウイルスは

Trappc8 の発現が抑制された細胞の表面に結合するが、

侵入することは無かった。HPV は Trappc8 に依存したエ

ンドサイトーシス機構を利用して、細胞内に侵入する可

能性が示唆された。（石井克幸） 

 

(2) 三次元培養表皮を用いた HPV 増殖系の確立 

 ヒト角化細胞に HPV ゲノムを導入し、三次元培養によ

り分化誘導することで、HPV を産生する方法を確立した。

loxP 配列に挟まれるようにベクターにクローニングし

た HPV16 または 58 ゲノムを、Cre 組換え酵素発現プラス

ミドとともに初代ヒト角化細胞にトランスフェクション

し、Cre/loxP 組換えによりベクター配列が除かれ環状化
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した HPV ゲノムをもつ角化細胞を作成した。これらの細

胞を、コラーゲンと繊維芽細胞からなるマトリックス上

で 20 日間三次元培養し、分化誘導した。分化層から HPV

粒子を抽出、精製した。HPV16 及び 58 ともに、約 10^6

個の細胞から約 10^7 genome copy のウイルスが得られた。

HPV16 または 58 を接種した角化細胞株で、ウイルス初期

遺伝子転写産物が RT-PCR により検出されたことから、こ

れらのウイルスは感染性をもつことがわかった。HPV16

及び 58 の細胞への感染は、抗 HPV16L1 抗体及び抗

HPV58L1 抗体でそれぞれ中和された。三次元培養表皮を

用いた HPV 増殖系は、HPV の増殖や中和機構の解析に有

用である。（森 清一郎、中原知美[国立がん研究センタ

ー]） 

 

(3) チロシンキナーゼによる HPV DNA 複製の抑制 

 FLAG-E1 に結合してリン酸化するチロシンキナーゼと

して前年度に同定した FRK（Fyn-related kinase）は上

皮細胞に発現が見られる非受容体型チロシンキナーゼで、

細胞質に存在する通常の非受容体型チロシンキナーゼと

異なり、核内に局在するというユニークな特徴をもつ。

HPV 複製の場が核内であることから、細胞内でのリポー

タープラスミドの発現を指標にした HPV DNA 複製アッセ

イを用いて、FRK が HPV 複製に及ぼす効果を検討した。

その結果、HEK 293 細胞および C33A 細胞において、FRK

発現により HPV DNA 複製の顕著な阻害が認められた。一

方、FRK のキナーゼ活性を欠失させたアミノ酸変異体

K262R では、HEK 293 細胞での複製阻害は部分的に弱まっ

たが、C33A 細胞では変わらず阻害が見られた。従って、

FRK はそのキナーゼ活性を介さずに、E1 依存性の HPV 複

製を阻害している可能性が示唆される。（松尾理加、柊元 

巌） 

 

(4) HPV DNA 複製に対する PTEN の効果 

 FRKは癌抑制蛋白質である PTENとの結合およびリン酸

化を介して、PTEN の細胞内での安定性を高めることが示

されている。FRK による HPV DNA 複製抑制のメカニズム

を調べるために、PTEN の強制発現が HPV DNA 複製に及ぼ

す効果を検討した。HEK293 細胞での HPV DNA 複製アッセ

イで、PTEN の過剰発現により HPV DNA 複製が抑制された。

角化細胞の分化の際に PTEN 量が減少することから、PTEN

が分化依存的な HPV 複製の制御に関わっている可能性が

示唆された。（柊元 巌、前濱朝彦[細胞化学部]） 

 

2. HPV 感染状況についての調査・研究 

(1) 我が国の HPV 遺伝子型分布の調査 

 前年度に開始した我が国の女性に感染している HPV 遺

伝子型の調査を継続して行った。NTT 東日本病院婦人科

を受診した女性から子宮頸管部細胞を収集し、DNA を抽

出して、PGMY リバースブロッティング法を用いて HPV タ

イピングを行った。細胞診陽性の 326 検体の内、HPV DNA

陽性は 307 検体（94%）、その内の 30%から複数の HPV 型

が同時に検出された。HPV DNA の検出率は ASC-US で 83% 

(49/59)、 ASC-Hで91% (20/22)、 LSILで97% (130/134)、 

HSIL で 99% (85/86)だった。HSIL で検出頻度が高いのは

HPV16（36%）、HPV52（24%）、HPV58（14%）であった。（近

藤一成[NTT 東日本病院]、松尾理加、柊元 巌） 

 

(2) Virus-like particle(VLP)を用いた新たな HPV16/18

抗体価測定系の確立 

 HPV に対する血清抗体価の測定は、HPV の自然感染歴や

HPV ワクチン接種の効果を検討する上で重要である。VLP

を用いた、ELISA 法による簡便で信頼性の高い HPV16/18

抗体価測定系を確立した。HPV16 および 18 の L1/L2 キャ

プシド蛋白質を HEK293FT 細胞で発現させ、HPV16 および

18の VLPを調製した。VLPを 96穴プレートに固相化して、

VLP-ELISA法により血清サンプル中の HPV16/18抗体価を

測定した。VLP-ELISA 法で得られた抗体価は、HPV 偽ウイ

ルスの細胞への感染阻害を調べる中和抗体測定系で得ら

れた抗体価と高い相関を示した。本アッセイ系はハイス

ループット化が可能なことから、多検体での HPV 抗体の

疫学調査が可能になる。今後は他の発癌性 HPV（HPV31, 33, 

35, 51, 52, 58）の抗体価測定についても、VLP-ELISA

法を確立する。（森 清一郎、松尾理加、石井克幸、近藤

一成[NTT 東日本病院]、柊元 巌） 

 

3. 交差性中和エピトープに対する抗 HPV-L2 抗体の解析 

 HPV のキャプシド蛋白質 L2 には、複数の交差性中和エ

ピトープがあり、型共通のワクチン抗原として開発され

ている。抗 L2 抗体の各 HPV 型に対する中和活性は、これ

まで主に HPV 偽ウイルスを使用して調べられてきた。三

次元培養表皮由来の HPV16、31、58 を用いて、抗 L2 抗体

の中和活性を調べた。HPV を角化細胞株（HaCaT）に接種

し、ウイルス初期遺伝子の発現を RT-PCR で検出すること

で感染をモニターした。交差性エピトープを含む HPV16 

L2 のアミノ酸 56 から 75 に対する抗血清、および同領域

を認識するモノクローナル抗体は、HPV16、31、58 の感

染を中和した。三次元培養表皮由来 HPV でも、抗 L2 抗体

が複数の型に有効であることが確認された。（森 清一郎、

神田忠仁[理化学研究所]） 
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III. 病原性ウイルスのゲノム解析 

1.ノロウイルス(NoV)のゲノム解析 

 2006 年 5 月〜2011 年 3 月の間に全国 20 カ所の衛生研

究所で収集した感染者糞便を用い、計 382 の NoV 遺伝子

型 GII/4 のゲノム全長の塩基配列を得た。2006 年来、流

行の主流となっている亜株（GII.4 2006b）について、パ

ンデミック発生時からの進化様式を解析した。BEAUti 

and BEAST を用いて、ベイズ推定に基づく分岐年代を推

測した。2006b は、世界的流行がおきた 2006 年の 2-3 年

前には存在し、2006/07 パンデミック発生後１年内に 30

以上のマイクロクレードに分岐したと推測された。パン

デミック発生とともに感染者個々の体内環境に適応して、

急速な適応放散がおきたと推察される。 

（本村和嗣、横山勝、大出裕高、中村浩美、岡智一郎[ウ

イルス二部]、片山和彦[ウイルス二部]、佐藤裕徳） 

 

 糞便試料の収集は以下の 27 名の方々の協力による（敬

称略）。田中智之（堺市衛生研究所）、野田衛（国立医薬

品食品衛生研究所）、吉澄志磨（北海道立衛生研究所）、

三上稔之（青森県環境保健センター）、斉藤博之（秋田県

健康環境センター）、植木洋（宮城県保健環境センター）、

高橋朱実、蛇口哲夫、高橋知子（岩手県環境保健研究セ

ンター）、篠崎邦子（千葉県衛生研究所）、吉田徹也（長

野県環境保全研究所）、田村務（新潟県保健環境科学研究

所）、滝澤剛則（富山県衛生研究所）、東方美保（福井県

衛生環境研究センター）、小林慎一（愛知県衛生研究所）、

内野清子（堺市衛生研究所）、入谷展弘（大阪市立環境科

学研究所）、飯塚節子（島根県保健環境科学研究所）、福

田伸治（広島県立総合技術研究所保健環境センター）、阿

部勝彦、伊藤文明（広島市衛生研究所生物科学部）、近藤

玲子、山下育孝（愛媛県立衛生環境研究所）、増本久人、

船津丸貞幸（佐賀県衛生薬業センター）、松岡由美子（熊

本市環境総合研究所）、岩切章（宮崎県衛生環境研究所）  

 

2. 病原性ウイルスゲノムデータベースの構築 

 新興再興感染症や慢性感染症対策の一環として、病原

体ゲノム情報のデータベース化を進めている。現在、病

原体ゲノムデータベースには、インフルエンザ、ウエス

トナイルウイルス、ノロウイルス、C 型肝炎ウイルス、

ポリオウイルス、ブタ内在性レトロウイルス、サイトメ

ガロウイルス、HIV-1 の最新のゲノム情報が、自動更新

システムにより蓄積されている。本年度は、昨年度同様

引き続き、アノテーションの修正機能を用いて、病原体

ゲノムデータベースに蓄積されているノロウイルスのゲ

ノム情報のアノテーションを修正した。（横山勝、佐藤裕

徳） 

 

3. 病原性ウイルスの中和に関わる領域の構造解析 

HIV-1 gp120が抗V3抗体中和を逃避するしくみを理解

するため、V1/V2 ドメインを含む糖鎖付 HIV-1 gp120 三

量体分子モデルの構築を行い、gp120 の抗 V3 抗体中和に

おける V1/V2 ドメインの影響を検討した。HIV-1 gp120

三量体分子モデルより、V1/V2 ループは、ウイルス粒子

の最外殻に配置され、まるで傘のように gp120 を覆う。

さらに、糖鎖が gp120 外側ドメインおよび V1/V2 ドメイ

ンにあるため、gp120 はほぼ全体が糖鎖に覆われる。中

和抵抗性株である gp120 三量体分子モデルは、同一の

gp120 内の V1/V2 ドメインによる V3 エピトープのマス

キングを示唆していた。したがって、V1/V2 ドメインと

V3 の相対的配置が、中和逃避に重要な役割を果たしてい

ると考えられる。 

（横山勝、佐藤裕徳） 

 

4.病原性ウイルスの薬剤設計に関する構造解析 

 サポウイルスプロテアーゼに基質が結合した複合体の

分子モデルを構築し、基質結合に関わるプロテアーゼの

アミノ酸残基を予測した。この領域に結合するサポウイ

ルスプロテアーゼ活性阻害物質のスクリーニングを行っ

た。サポウイルスプロテアーゼの基質認識に重要な基質

側の構造的特徴を持つ化合物を、化合物データベース

（139369 化合物）から 151 化合物を抽出した。これらの

化合物を用いて、化合物存在下における 35S 標識 ORF1

ポリプロテインの切断産物パターンをSDS-PAGEによっ

て解析すると、3 化合物に阻害効果が見られた 

（横山勝、岡智一郎[ウイルス２部]、片山一彦[ウイルス

２部] 、小島宏建[東大創薬オープンイノベーションセン

ター]、岡部隆義[東大創薬オープンイノベーションセン

ター]、長野哲雄[東大創薬オープンイノベーションセン

ター]、佐藤裕徳） 

 

5. 病原性ウイルスの性質変化に関わる領域の構造解析 

（1）2010/11 シーズンに急増した低 HA 価の A(H1N1)2009

ウイルス分離株 HA の構造解析 

 2009-2011 シーズン富山県で見られたパンデミックイ

ンフルエンザ（H1N1）は、低ヘマグルチニン（HA）価

を示し、赤血球凝集阻害アッセイが困難である。このウ

イルスは著しく2010年から2011年シーズンに増加した。

遺伝子解析の結果、HA 蛋白質の 197 番目のスレオニン

のアラニンへのアミノ酸置換が低い HA 価に影響してい

ると考えられた。この変異の役割を理解するため、HA
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蛋白質の構造解析を行った。その結果、A197T は HA1

の 190 ヘリックス近傍に位置していた。190 ヘリックス

はレセプタ結合に関与することから、A197T は間接的に

レセプタ結合に影響する可能性が示唆された。 

（横山勝、小渕正次[富山衛研]、堀元栄詞[富山衛研]、小

原真弓[富山衛研]、岩井雅恵[富山衛研]、滝澤剛則[富山

衛研]、佐多徹太郎[富山衛研]、佐藤裕徳） 

 

（2）GAG-Pol 前駆体切断に重要である HIV-1 逆転写酵

素のアミノ酸残基の同定 

 HIV-1 GAG-Pol の効率的なプロセッシングは、プロテ

アーゼだけでなく、逆転写酵素（RT）およびインテグラ

ーゼによっても影響する。RT の Thr128 および Tyr146 の

Ala への置換は著しく MA/CA、p66/p51 及び RT/IN のプ

ロセッシングに影響を与え、これらの変異は in vitro での

RT 二量体形成にも影響を与えた。この RT 二量体形成に

も影響する理由を理解するためRTの構造解析を行った。

その結果、T128 および Y146 は RT 二量体形成に関与す

るβ7-β8 ループの根元に位置し、この位置の変異は RT

二量体形成に影響すると考えられる。 

（横山勝、西辻裕紀[千葉工大]、高久 洋[千葉工大]、

佐藤裕徳） 

 

IV．薬剤耐性食中毒菌に係るゲノム配列レベルでの解析 

 ニューデリーメタロベータラクタマーゼ (NDM-1)陽

性大腸菌による感染症事例が、国内で発生した。本菌

（NDM-1_Dok01 株）の特徴を理解するために、全ゲノ

ム解析を行った。本菌株は、multilocus sequence typing 

type: ST38 に属しており、IncA/C 型の 195.5 kb のプラス

ミドを有していた。本プラスミド(pNDM-1_Dok01)は、

blaCMY-2 遺伝子を有する IncA/C 型の大腸菌 AR060302 株

および Salmonella Newport のプラスミドに類似していた。

blaNDM-1遺伝子は、このプラスミド内に IS903 に挟まれた

状態で存在しており、composite transposon を形成してい

た。近傍には drfA12, aasA2, sul1 を有する class 1 integron 

及び、armA, mel および mph2 の薬剤耐性遺伝子が存在し

ていた。blaNDM-1 を含む他の plasmid 配列との比較解析の

結果、blaNDM-1 はそれぞれの plasmid 内に異なる形式で挿

入されてきた事が明らかとなった。また、pNDM-1_Dok01

の NDM-1 composite transposon には、分子シャペロンで

ある groEL および groES が存在していた。これら分子シ

ャペロンの系統解析および GC 含量の比較解析の結果、

NDM-1_Dok01 株の染色体上に存在する物とは異なる、

α - プ ロ テ オ バ ク テ リ ア の 植 物 病 原 細 菌

(Pseudoxanthomonas および Xanthomonas)に近い事が明ら

かとなった。本研究により、NDM-1 は、環境中に存在す

る細菌から composite transposonを介して水平伝播された

事が示唆された。 

（関塚剛史、黒田誠、竹内史比古、松井真理[細菌二部]、

山根一和[細菌二部]、大西真[細菌第一部]、荒川宜親[名

古屋大]、菱沼昭[獨協医大]） 

 

V．新興感染症に係る病原細菌のゲノム解析 

 ジフテリア類似の症状を呈する Corynebacterium 

ulcerans による感染症が国内でも発生している。本菌の

特徴を理解し、ジフテリア毒素がどのように獲得された

かを明らかにするため、C. ulcerans 0102 株の全ゲノム配

列決定を行った。0102 株は、2,579,188 bp の環状染色体

を持ち、plasmid は存在しなかった。近縁種である C. 

pseudotuberculosis FRC41 および C. diphtheriae NCTC 

13129 株のゲノム比較解析の結果、syntenyは同じであり、

0102 株は FRC41 株と高い相同性を示した。染色体上に

は 3 つの prophage が存在し、そのうちの１つ  (Φ

CULC0102-I)にジフテリア毒素をコードする tox 遺伝子

が存在した。ΦCULC0102-I と C. diphtheriae NCTC 13129

株の tox を有する prophage およびその近傍領域の比較解

析の結果、phage integrase および tox は塩基配列レベルで

約 90%の相同性を有し、prophage の挿入位置は同様な位

置であった。prophage 内に存在するファージ骨格に関連

する遺伝子の構成は、2 者間で類似していたが、塩基配

列の相同性は低く、異なる物であった。本研究により、

ジフテリア症状を呈する C. ulceranse は、ジフテリア毒

素を C. diphtheriae から phage を介して直接水平伝播で獲

得したのではなく、異なる由来から毒素を獲得してきた

事が示唆された。 

（関塚剛史、黒田誠、竹内史比古、岩城正昭[細菌二部]、

山本明彦[細菌二部]、見理 剛[細菌第二部]、柴山恵吾[細

菌第二部]、小宮貴子[細菌二部]、高橋元秀[医薬品医療機

器総合機構]） 

 

VI. 生鮮食品中に含まれる Kudoa 属の遺伝学的解析 

 ヒラメ生食による食中毒が近年増加しており、その多

くでヒラメに寄生する粘液胞子虫 Kudoa septempunctata

（ナナホシクドア）が検出されている。ナナホシクドア

と食中毒の関連は疫学的には立証されているが、食中毒

発症の生物学的機序は未解明である。ゲノム解読による

生物の全遺伝子の一覧を作ることにより、食中毒の作用

機序と関連因子の探索するうえの基盤情報となる。 

 ナナホシクドアにはミトコンドリアゲノムと核ゲノム

があり、本年度はミトコンドリアゲノムを解読した。食
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中毒の作用機序を理解することと同時に、検査システム

の充実には核ゲノムおよびミトコンドリア・ゲノム情報

は欠かせない。ナナホシクドアの全ミトコンドリア・ゲ

ノム配列を解読した結果、最も近縁の真核生物と比べて

ゲノム退化していることが示唆され、5 つのタンパク遺

伝子と 2 つのリボソーム RNA 遺伝子しかなかった。

Kudoa 属は形態的にはクラゲなどの刺胞動物に類すると

想定されていたが、ミトコンドリア遺伝子配列による系

統解析を行ったところ、ナナホシクドアはより高等な生

物である左右相称動物に分類されるべき系統関係である

ことが分かった。 

 本年度の成果の応用として、解読したミトコンドリア

遺伝子を標的にしたナナホシクドアの高感度かつ高精度

の検出系開発のための基盤情報を得ることができた。ミ

トコンドリアゲノムは細胞中に大量に存在するため、

18S-rRNA などの核ゲノムを対象とした検査系よりも高

感度な PCR 検出が可能である。また、ミトコンドリア・

ゲノムの変異導入率が高いことから、18S-rRNA よりも

明確な Kudoa 属の分類法を確立することが可能だと思

われる。他種のミトコンドリア遺伝子を同定して比較す

ることにより、食中毒に起因する種のみの検出系も開発

できると考えている。 

（竹内史比古、関塚剛史、黒田誠、野崎智義[寄生動物部]、

大西真[細菌第一部]、小西良子[国立医薬品食品衛生研究

所]、大西貴弘[国立医薬品食品衛生研究所]） 

 

VII．バイオテロ・新興感染症対策としての超高速ゲノ

ム解読システムの構築 

 バイオテロ・新興感染症による非常事態に対応するた

め、“迅速・網羅的・正確”を兼ね備えた次世代シークエ

ンサーによる超高速ゲノム解読システムを既に構築して

きた。これまでに、Bacillus anthracis 炭疽菌のゲノム解

読、株系統解析法開発とゲノムワイドなキノロン耐性領

域の探索、WHO 指定バイオテロ病原体である Yersinia 

pestis ペスト菌、 Francisella tularensis 野兎病菌、

Burkholderia pseudomallei 類鼻疽菌のゲノム情報解析を

行ってきた。本年度では、患者病巣を用いて網羅配列解

読を行い、病原体の検出のみならず、病原体の系統関係

および病原性の評価も行った。野兎病感染症を発症した

一人の患者の生検組織標本（膿瘍）から得られた核酸を、

次世代シークエンサーを用いて病原体およびヒトゲノム

配列を含む核酸配列を網羅的に解読した。得られた

38,285,502 本の配列中に、833 の細菌由来の配列が存在

していた。これら配列は、全て F. tularensis 由来の物であ

った。得られた配列を用いて、検体中に含まれていた F. 

tularensis の SNP を用いた系統解析を行ったところ、66

箇所の SNP 系統解析に使用可能な配列が抽出され、弱毒

型の F. tularensis subsp. holarctica (biovar japonica, Type B)

に属するものであった。海外から持ち込まれた強毒型の

F. tularensis subsp. tularensis ではなく、日本に土着してい

る弱毒型の野兎病菌による感染事例である事が明らかと

なった。 

（黒田誠、関塚剛史、竹内史比古、菅野隆行[感染病理部]、

佐多徹太郎[富山県衛生研究所]、浅野重之[いわき市立総

合磐城共立病院]、新谷史明[いわき市立総合磐城共立病

院]） 

 

VIII. 集団食中毒事例に係る病原細菌のゲノム解析およ

び腸内細菌叢のメタゲノム解析 

 2011 年に富山県、福井県および神奈川県で腸管出血性

大腸菌（EHEC）血清型 O111 を中心とする重症化の傾向

が高い集団食中毒事例が発生した。本事例分離菌株の特

徴を俯瞰的かつ包括的にゲノムレベルで解明するため、

過去に分離された O111 菌株も含めた、ゲノム配列情報

による系統解析と比較解析を行った。本事例の大腸菌分

離株は、O111 血清型の系統であることがゲノム配列を用

いた SNP 解析によっても明らかとなった。また、本事例

分離菌３株は、分離地域およびベロ毒素(verotoxin: VT)2

を有するファージ(VT2 ファージ)の有無に関わらず同一

クローン由来であり、本事例以前に分離された他の O111

分離株とは同一ではなかった。VT2 ファージとそのゲノ

ム挿入部位の比較解析の結果、溶血性尿毒症症候群

(HUS)発症株３株の VT2 ファージは O157 clade8 の VT2

ファージに類似性が認められたが、同一ではなかった。

本事例分離菌株は 3 つのプラスミドを有し、それら完全

長配列を決定したが、既知の病原性因子の存在は見いだ

せなかった。また、本事例の患者糞便検体中の実態を調

べるため、患者糞便中の DNA を網羅配列解読にて解析

した。供試した全患者検体は、非常に類似した細菌叢を

構成していた。血清型と相関する遺伝情報を用いた系統

解析の結果、本食中毒事例は大多数の血清型 O111 の大

腸菌による事例であることを示唆していた。さらに、本

事例は O111 と O157 の両方が分離されているが、患者糞

便中の存在比率を定量的に解析したところ、O111 が圧倒

的に O157 よりも多く、主に O111 による事例であること

が示唆された。 

（関塚剛史、黒田誠、竹内史比古、大西真[細菌第一部]、

綿引正則[富山県衛生研究所]、磯部順子[富山県衛生研究

所]、佐多徹太郎[富山県衛生研究所]） 
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IX．難治性腸疾患患者の腸内細菌フローラの網羅解析 

 難治性腸疾患、特に潰瘍性大腸炎（UC）は、個有の遺

伝的背景と腸内細菌叢が密接に関連して発症する事が示

唆されている。三種の抗菌剤（アモキシシリン／テトラ

サイクリン／メトロニダゾール）を二週間投薬するだけ

で、その疾患が１年以上緩解する治療例が報告されてい

る。しかしながら、その患者腸管内の膨大な細菌叢の中

で、どの細菌が最もその疾患と相関するのかは不明であ

る。本研究では、UC 発症の環境要因となる細菌叢を抗

菌剤治療前後で 16S rRNA 遺伝子を用いた網羅解析およ

びメタゲノム解析を行い、本疾患と密接に関連する細菌

の探索を行なった。治療前、治療一ヶ月後および三ヶ月

後の腸内フローラの比較解析を行ったところ、治療後に

減 少 す る 細 菌 の 候 補 が 幾 つ か 認 め ら れ た 。

Bifidobacterium 属細菌が治療後に増加しており、抗菌剤

治療により UC 患者の腸内環境が改善している事が示唆

された。 

（関塚剛史、黒田誠） 

 

X. 感染症の関与が疑われる難治性疾患の病原体検索・

解析 

 難治性疾患として登録される所謂“難病” は未だその

病因論（etiology）が確立していない。その一つに川崎病

が挙げられ、小児（主に 6 ヶ月〜5 歳）の 200 人に１人

が川崎病に罹患する。川崎病は小児の急性発熱性疾患の

ひとつで、その本態は急性全身性血管炎である。 

 感染症が病態憎悪に関与しているかどうか検討するた

め、次世代シークエンサーによる網羅配列解読で病原体

候補を検索した。はじめに、川崎病患者の血清・咽頭ぬ

ぐい液から共通する病原体候補の探索を試みたが、患者

ごとの病歴・治療歴等が影響しているためか、特定の共

通因子を見出すことができなかった。患者ごとの固有因

子も否定出来ないため、グロブリン治療前後の血清を網

羅配列解読し、急性期と回復期における差異を指標にし

て病原体候補を探索した。免疫グロブリン治療により

Streptococcus 属 の 減 少 傾 向 が 顕 著 に 見 ら れ た 。

Streptococcus 属にはスーパー抗原を産生する A 群溶血性

レンサ球菌 S. pyogenes が知られており、その関与が疑

われて久しいが、患者の血液培養等の培養検査では全て

陰性であるため、他の Streptococcus species を念頭におい

て総合的に解釈する必要があり、現在、川崎病に関連す

る Streptococcus species の分離培養を行っている。 

（黒田 誠、関塚剛史、絹巻暁子「東京大」、片野晴隆[感

染病理部]） 

 

XI．呼吸器ウイルス遺伝子の網羅解析に関する研究 

 呼吸器ウイルスは、かぜ様症候群を引き起こすだけで

なく、気管支炎や肺炎などの引き起こす重症呼吸器ウイ

ルス感染症の対策はますます重要になっている。本研究

は、次世代シークエンサーの解析能力を駆使し、呼吸器

ウイルス感染症患者から供試頂いた検体（各種臓器・組

織検体）から核酸配列を網羅的に解読し、検体中に内在

する微生物を全て抽出して微生物カタログ作製を目的と

している。山形県で小流行した呼吸器感染症の疑いのあ

る不明病検体（咽頭・便検体）の網羅配列解読の結果、

Human parechovirus (HPeV)の塩基配列を検出し、HPeV 全

長配列の決定により HPeV-3 型のウイルス感染の疑いが

あることを明らかにした。HPeV-3 の VP1 配列に対する

特異プライマーを用いて RT-PCR 検査したところ、他便

検体から６検体の陽性バンドを確認し、他咽頭・髄液検

体からは検出されなかった。不明病態から病原体と想定

されるウイルスを網羅配列解読法により偏見無く検出す

ることができた。多種多様に変異導入する RNA ウイル

ス全てを検出するためには次世代シークエンサーによる

検出・鑑別法は有用と考えられる。手法の簡便化と機器

類・検査費用の低価格が実現すれば幅広く病原体検査に

適応されると想定されるため、将来の先端的な病原体検

査法の開発を視野に入れて広範な感染症対策に貢献する

システムを構築していきたい。 

（関塚剛史、黒田 誠、木村博一[感染症情報センター]、

水田克己[山形衛研]） 

 

XII 所内ゲノムプロジェクト 

H22, 23 年度に渡り、所内の連携強化のためのゲノムプロ

ジェクト７課題を遂行中である。 

• Ｃ型肝炎ウイルスゲノムの quasispecies 解析（ウ

イルス第二部 脇田隆字） 

• 淋菌の Panmictic population と耐性化機構との関

連—セフトリアキソン耐性淋菌のゲノム解析— 

（細菌第一部 大西真） 

• 高病原性の新型クリプトコックスのゲノム情報解

析 （生物活性物質部 宮崎義継） 

• ゲノム・EST 解析による原虫病原機構の解明 （寄

生動物部 津久井久美子） 

• High through-put のシークエンサーによる病理組

織検体を用いた未知、あるいは、既知の病原体遺

伝子の検出とウイルス感染症の病態の解明 （感

染病理部 片野晴隆） 

• サルエイズモデルにおける MHC 遺伝子型別ウイル

スゲノム変異およびプロウイルス挿入部位の解析 
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（エイズ研究センター 竹村太地郎） 

• 比較ゲノムによるらい菌の増殖能・病原性に関す

る遺伝子解析 （感染制御部 甲斐雅規） 

 

品質管理に関する業務 

HPV ワクチンの国家検定 

 HPV ワクチン（2 価ワクチンおよび 4 価ワクチン）の

検定を製剤担当室として担当した。検定試験項目の内、

VLP 力価試験を試験担当室として実施した。また HPV ワ

クチンの製造・試験記録等要約書（summary lot protocol）

の様式を作成し、審査試行を開始した。（竹内隆正、石井

克幸、森 清一郎、柊元 巌、黒田 誠） 

 

国際協力関係業務 

WHO HPV ラボラトリーネットワーク活動 

 WHO によって結成された HPV ラボラトリーネットワー

ク（HPVラボネット）の、西太平洋地域Regional Reference 

Laboratory としての活動を行った。HPV ラボネットが主

催する HPV DNA proficiency panel に参加し、十分な能

力を持つ HPV ラボとして認定を受けた。また HPV18 抗体

国際標準品の collaborative study に参加し、VLP-ELISA

による抗体価データを WHO に返した。（柊元 巌、森 清

一郎、近藤一成[NTT 東日本病院]、川名 敬[東京大学医

学部産婦人科教室]） 
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