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概 要 

ウイルス第一部において、本年度、以下の人事異動が

あった。平成 16 年 4 月 1 日付で井上直樹主任研究官が

第四室長となった。同日付で後藤英介主任研究官が遺伝

子資源室からウイルス第一部に配置換えとなった。また、

同日付で安藤秀二が主任研究官として採用され富山県衛

生研究所より、伊藤睦代が第三室研究員として採用され

岐阜大学より就任した。5 月 1 日付で野澤直樹が第四室

研究員として採用され名古屋大学から就任した。8 月 1

日付で林昌宏が第二室研究員として採用され大阪大学か

ら就任した。 

研究業務としては、出血熱ウイルス、SARS コロナウ

イルス、ポックスウイルス、日本脳炎ウイルス、デング

ウイルス、ウエストナイルウイルス、狂犬病ウイルス、

水痘帯状疱疹ウイルス、サイトメガロウイルス、エプス

タイン・バールウイルス（EBV）、リケッチア、クラミ

ジア等の病原体の研究、血清及び分子疫学、感染症発症

機序の解析と診断、治療、予防方法の研究を行った。そ

れぞれの研究成果は論文及び国内外の学会等で発表され

た。 

第一室においては、BSL4 実験室を使用しない出血熱

ウイルスの診断体制の確立を目的とした研究を行ってお

り、本年度はマールブルグウイルス抗原検出法を開発し

た。一方、痘そうワクチンの有効性をマウスにおいて、

またサルにおいてサル痘をモデルとして示した。さらに、

SARS の新血清診断法の開発、SARS コロナウイルスの

感染機序に関する研究を行った。 

第二室においては、日本各地のブタ血清から日本脳炎

ウイルスの分離を行い、遺伝子及び病原性解析を行った。

また、ウエストナイル熱の病原体・血清診断法を確立し、

さらに啓発ビデオ作製を行った。デングウイルスに対す

る新たな血清遺伝子検査法を確立し、熱帯・亜熱帯地域

からの輸入患者の病原体検査を一層充実させた。また、

デングウイルス感染の病態解明にむけて研究を進展させ

た。 

第三室においてはタイ国の狂犬病ウイルス株について

遺伝子解析を行った。また、cDNA発現系を開発し、さ

らに増殖欠損ウイルスの作製、この系を用いた神経病原

性の解析を行った。また、狂犬病ウイルスに対するマク

ロファージの応答に関する研究を行った。 

第四室においては、水痘帯状疱疹ウイルスワクチン株

の迅速判別法を確立した。また、サイトメガロウイルス

（CMV）レポーター細胞を確立した。さらに、先天性

CMV 感染スクリーニング法の開発と、モルモットを用

いた動物モデルの開発を行った。EBVの潜伏感染に関す

る研究においては、EBNA-LP、EBNA-2 に関して、相

互作用する細胞蛋白の同定と転写活性化における機能解

析の研究を進展させた。 

第五室においては、Ｑ熱コクシエラの新しい遺伝子検

査法を確立し鶏卵等の検査に使用した。また、国内ダニ

類におけるリケッチア保有状況を検査した。クラミジア

に関しては、動物由来クラミジア感染症の遺伝子・病原

体検査法を確立した。国内各地での肺炎クラミジア感染

症に対応し調査を行い、さらに分離されたクラミジア株

について分子生物学的解析を行った。 

以上の研究活動に対して、厚生労働省、ＨＳ財団、文

部科学省、環境省等から研究費の援助を受けた。痘そう

ワクチン、日本脳炎ワクチン、黄熱ワクチン、狂犬病ワ

クチン、水痘ワクチン、水痘抗原について国家検定及び

依頼検査を行った。また、各ウイルス及び患者材料に関

する行政検査、依頼検査を行った。さらに各病原体に関

するレファレンス活動、国際協力活動を行った。また、

各室において多数の協力研究員、研究生、実習生を受け

入れた。 
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業 績 
調査・研究 
Ⅰ. ウイルス性出血熱に関する研究 

1. マールブルグウイルスに関する研究 

（1）マールブルグウイルス（MARV）の組換え核蛋白

に対する単クローン抗体を用いた抗原検出 ELISA の

MARV抗原検出 

マールブルグウイルス（MARV）の組換え核蛋白に対

する単クローン抗体（2A7 と 2H6）を捕捉抗体とし、

MARV の組換え核蛋白に対するウサギ抗血清を検出抗

体とした MARV 抗原検出 ELISA の MARV 核蛋白抗原

検出感度を、RT-PCR法と比較して検討した。それぞれ

の単クローン抗体を用いた抗原検出 ELISA により、ヒ

ト血清で希釈された MARV（Musoke 株）液中 MARV

核蛋白は、MARV ゲノム検出のための RT-PCR 法とほ

ぼ同等の感度で検出された。組換え核蛋白に対する単ク

ローン抗体が捕捉抗体として用いられているが、本研究

により用いられた単クローン抗体は MARV 核蛋白を捕

捉することのできる抗体であることが明らかにされた。

尚、感染性 MARV を扱うことの必要な研究はパストゥ

ール研究所 BSL4 研究施設で行われた。［西條政幸、森

川茂、福士秀悦、水谷哲也、緒方もも子、倉根一郎、

George-Courbot MC・Alain George（パストゥール研究

所、リヨン市、フランス）］ 

 

Ⅱ. ポックスウイルスに関する研究 

1. 痘そうの検査に関する研究 

（1）痘そうおよびヒトサル痘ウイルス感染症の迅速診

断のための real time PCR法の開発と評価 

近年、天然痘（痘そう，variola）ウイルスが用いられ

るバイオテロリズムの危険性が指摘され、また、アフリ

カ大陸にのみ発生が認められていたヒトサル痘が、2003

年に米国で流行した。そのため天然痘やサル痘

（monkeypox）の迅速診断の必要性が高まっている。昨

年度は、variolaウイルス、monkeypoxウイルス、オル

ソポックス属ウイルス、および、ワクシニア（vaccinia）

ウイルスにそれぞれ特異的プライマー（それぞれ Var1/2、

Gabon-1/-2 、 ATI-up-1/low-1 、 Vac1/2 ） を 用 い た

polymerase chain reaction（PCR）法および variolaウ

イルスゲノムを特異的に検出するためのリアルタイム

PCR法を整え、これらのウイルスゲノム検出法の精度や

感度を、variolaウイルスを含むオルソポックス属ウイル

スゲノムを用いて評価した。本年度は、痘そうウイルス

およびサル痘ウイルスにそれぞれ特異的プライマーおよ

びプローブを設計し、リアルタイム PCR 法開発した。

痘そうウイルス検出リアルタイム PCR 法およびサル痘

ウイルス検出リアルタイム PCR法により、PCR法に比

べてより高感度で痘そうウイルスおよびサル痘ウイルス

遺伝子を特異的に検出することができた。［西條政幸、森

川茂、福士秀悦、水谷哲也、緒方もも子、倉根一郎、長

谷川秀樹（感染病理部）、Inger Damon (Pox Division, 米

国 CDC)］ 

 

2. 痘そうワクチンに関する研究 

（1）LC16m8 株痘そうワクチンの霊長類におけるサル

痘発症予防効果の検討（続報） 

昨年度は、霊長類（カニクイザル）を用いて、LC16m8

株のサル痘発症予防効果を Lister 株痘そうワクチンの

効果と比較して検討した。その実験ではサル痘ウイルス

Liberia 株を鼻腔接種したサルを用いて評価した。比較

的軽症の症状を呈する系であり、この系での評価だけで

は不十分であると考え、中央アフリカ分離株 Zr-599 株

を皮下接種する系で LC16m8 株のサル痘発症予防効果

を Lister 株痘そうワクチンの効果と比較して検討した。

この系でも、ワクチン未接種群では、サル痘特異的な症

状が出現したが、LC16m8株および Lister株ワクチン接

種群では全く症状が出現しなかった。LC16m8 株は

Lister株同様、重症かつ致死性のサル痘の発症を防御す

る。しかし、LC16m8株免疫サルの血中ウイルス血症レ

ベルは、Lister 免疫サルのそれよりも高く、また、

LC16m8 株免疫サルにおけるウイルス接種部位の症状

は、Lister免疫サルのそれよりも重かった。本研究によ

り LC16m8株のサル痘発症予防効果が確認され、天然痘

の予防にも有効であろうと考えられる。［西條政幸、森川

茂、水谷哲也、福士秀悦、緒方もも子、倉根一郎、網康

至・須崎百合子（動物管理室）、長谷川秀樹・永田典代・

岩田奈織子（感染病理病理部）］ 

 

（2）マウスでのワクチニアウイルス LC16m8株の有効

性 
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マウスにワクチニアウイルス強毒株WR株を経鼻接種

すると肺炎等の症状を呈して死亡する。このマウス・WR

株感染系を用いて、細胞培養痘そうワクチンに用いられ

る LC16m8 株の有効性を天然痘根絶時に用いられた痘

そうワクチン使用株である Lister 株、NYBH 株と比較

検討した。9 週令 Balb/c マウスでの WR 株の LD50は

105PFU であった。6 週令 Balb/c マウスに LC16m8, 

Lister, NYBH 株をそれぞれ 105PFU 接種し、3 週後に

WR 株を 10、100LD50に相当する 106PFU, 107PFU 経

鼻接種した。その結果、いずれのワクチニアウイルス株

で免疫したマウスも、WR株 106PFU群では 3日目まで

体重減少（約 5％）が認められ、その後回復した。WR

株 107PFU 群では、3-4 日目まで顕著な体重減少（約

15％）が認められたが、その後回復した。このことから、

マウスモデル系では、LC16m8株は、Lister, NYBH株

と同様の有効性があることが明らかとなった［森川茂、

長谷川秀樹（感染病理部）、西條政幸、緒方もも子、倉根

一郎、佐多徹太郎・小島朝人（感染病理病理部）］ 

 

Ⅲ. SARSコロナウイルス（SARS-CoV）に関する研究 

1. コロナウイルスに関する研究 

（1）ACE2 発現細胞を用いた SARS コロナウイルス感

染の検討 

アンギオテンシン変換酵素２(ACE2)は SARS コロナ

ウイルス(SARS-CoV)のレセプター分子である。本研究

では、マウスの ACE2 を培養細胞に発現させた場合に

SARS-CoV のレセプターとして機能するかどうか検討

した。 ACE2 を発現していない HeLa 細胞では

SARS-CoVの増殖は認められず、ACE2を発現させた場

合に SARS-CoVの増殖が認められたことから、HeLa細

胞への SARS-CoV の感染は ACE2 依存的であった。ヒ

トおよびマウスACE2を発現するHeLa細胞にウイルス

を接種し、培養上清のウイルス力価を測定したところ、

感染 48 時間後のウイルス力価はヒト ACE2 発現細胞の

方がマウス ACE2 発現細胞よりも高い傾向がみられた。

しかし接種後 3.5～24 時間のウイルス増殖はマウス

ACE2発現細胞とヒト ACE2発現細胞では顕著な差は認

められなかった。これらの結果からマウス ACE2はヒト

ACE2と同様、SARS-CoV感染のレセプターとして機能

すると考えられた。また、ヒトおよびマウスの ACE2を

発現する L細胞ではHeLa細胞を用いた場合と同等の効

率で SARS-CoVの増殖が認められた。これまで、マウス

由来の培養細胞での SARS-CoV の増殖が報告されたこ

とはなかったが、今回の結果からマウス L 細胞でも

SARS-CoV は ACE2 依存的に感染し効率的に増殖でき

ると考えられた。［福士秀悦、水谷哲也、西條政幸、倉根

一郎、緒方もも子、森川茂］ 

 

（2）SARS-CoV-S蛋白質を被った VSVシュードタイプ

の作製 

SARS コロナウイルス(SARS-CoV)は、既知のコロナ

ウイルスとは全く別の新型コロナウイルスである。この

ため、組換え遺伝子や蛋白を用いた診断法の開発、ワク

チンの開発、治療用抗血清の開発等が急務である。ウイ

ルス感染の中和試験は SARS-CoV 培養を伴うため、

BSL3実験室で行う必要がある。我々は SARS-CoVのス

パイク糖たんぱく質(S タンパク質)を被った組換え水泡

性口内炎ウイルス (VSV)シュードタイプウイルス

(VSV-SARS-S シュードタイプ)を作製した。このシュー

ドタイプウイルス本来の VSV 膜タンパク質をコードす

る G遺伝子を欠損しているため、膜タンパク質が供給さ

れない限り abortive infection で１回のみ感染可能なの

で、生物学的封じ込めの観点からも安全性が高い。

VSV-SARS-S シュードタイプの培養細胞への感染は、

SARS-CoVを免疫したウサギ血清で中和されたが、コン

トロールとしてもちいたウサギ血清では中和されなかっ

た。VSV-SARS-S シュードタイプの感染は green 

fluorescence protein(GFP)発現による蛍光を指標に、感

染後７時間で定量的に判定可能であった。これらの結果

から、VSV-SARS-Sはウイルス中和試験に有用であると

考えられた。今後、ヒト血清を用いた中和試験の検討を

行う予定である。［福士秀悦、水谷哲也、西條政幸、倉根

一郎、緒方もも子、森川茂］ 

 

（3）SARSコロナウイルスのアポトーシスを抑制するシ

グナル伝達系の解析 

昨年度は SARSコロナウイルス感染Vero E6細胞にお

いて、p38 MAPKがアポトーシスを促進するシグナル伝

達系であることを明らかにした。そこで、感染細胞内で

アポトーシスを抑制するシグナル伝達系について解析を
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おこなった。感染細胞では 8 から 18 時間で抗アポトー

シス蛋白質である Akt がリン酸化するが、その後 24 時

間では完全に脱リン酸化が起こることがわかった。また、

ウイルス感染によるAktの活性化は比較的弱いことも明

らかになった。これらの結果から、SARS コロナウイル

ス感染後にAktは一過性に弱くしか活性化できないため

に、細胞は p38 MAPK の強い活性化に誘導されてアポ

トーシスを起こすことが明らかとなった。[水谷哲也、福

士秀悦、西條政幸、倉根一郎、緒方もも子、森川茂] 

 

（4）SARS コロナウイルス感染 Vero E6 細胞における

STAT3の脱リン酸化 

Vero E6 細胞では通常の培養条件でも STAT3 のスレ

オニンがリン酸化されているが、SARS コロナウイルス

の感染により 18 時間後から脱リン酸化することがわか

った。MAPKの活性化を阻害する種々の阻害剤を用いる

と、p38 MAPKの活性化に伴い STAT3が脱リン酸化を

受けることが明らかとなった。STAT3はリン酸化される

と抗アポトーシスに働く蛋白質の転写量を上げることが

知られているので、ウイルス感染による脱リン酸化は結

果的にアポトーシスを誘導しやすくしていることが示唆

された。[水谷哲也、福士秀悦、西條政幸、倉根一郎、緒

方もも子、森川茂] 

 

（5）Inosine monophosphate dehydrogenase（IMPDH）

阻害剤の SARSコロナウイルスの増殖抑制効果 

IMPDH の代表的薬剤であるミゾリビンとリバビリン

の SARSコロナウイルス HKU株および Frankfurt-1株

への増殖抑制効果を plaque reduction assay および

yield reduction assay を用いて検討した。両薬剤は

SARS-CoV の増殖を選択的に抑制することが明らかに

された。ただし、100µg/ml の比較的高濃度においても

SARS コロナウイルスの増殖を完全には抑制しない。ま

た、カルボキシオキセタノシン系薬剤 Cis A 

(C10H13N5O) 、 Cis G (C10H13N5O2) 、 Trans A

（C10H13N5O）、Trans G（C10H13N5O2）、F-C-OXT-A

（C11H14FN5O2）、Cl-Bz-Pu（C18H17ClN4O3）、

C.OXT-Aおよび C.OXT-Aの SARSコロナウイルス増殖

抑制効果も同様に検討した。これらの薬剤の中では、

Cl-Bz-Pu が SARS コロナウイルスの増殖を選択的に抑

制した。［西條政幸、水谷哲也、福士秀悦、緒方もも子、

倉根一郎、森川茂、長谷川秀樹・永田典代・岩田奈織子

（感染病理部）、丸山徳見（徳島文理大学）］ 

 

（6）不顕性 SARSコロナウイルス感染症に関する研究 

 2003 年 2 月末から 3月にかけて SARS が流行したベ

トナム国ハノイ市の French Hospital の医療従事者の

SARS コロナウイルスに対する抗体の推移および血清か

らのLAMP法によるウイルスゲノム検出を試みた。2004

年 3月中旬から 4月上旬まで SARSコロナウイルス感染

症が続いていたこと、また、これらの感染症は不顕性で

あったことが明らかにされた。SARS コロナウイルスが

不顕性感染を比較的高頻度で起こす可能性、ヒトの間で

SARS コロナウイルスが継代されているうちに病原性が

減弱する可能性、あるいは、これら両方の可能性を示唆

する。［西條政幸、森川茂、水谷哲也、福士秀悦、緒方も

も子、倉根一郎、田口文広・荻野利夫・田代眞人（ウイ

ルス第三部）、Hoang Thuy Long (National Institute of 

Hygiene and Epidemiology, Hanoi, Vietnam)］ 

 

Ⅳ. 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）本邦における日本脳炎ウイルス抗原変異並びに地

域差に関する調査研究：ブタ血清からのウイルス分離と

抗原学的及び分子進化学的解析 

2004 年の三重と香川のブタ血清から 3 株の日本脳炎

ウイルスが分離され、これらについて解析した。プラー

ク形成試験では、何れも現行ワクチン株に比べプラーク

サイズが大きく、感染価もそれぞれワクチン株の 1/104

～1/102という低い値を示した。ワクチン株の高度免疫マ

ウス抗血清に対する中和抗体価は、ホモに比べて 0.6～

0.8log10程度低い値を示した。3 株の E タンパク領域の

遺伝子配列は何れも遺伝子 1 型であったが、三重県の 2

株は、同じ豚舎で同じ日に採血された血清から分離され

たにも関わらず進化系統樹上では異なる枝に位置した。

3’NTR領域の塩基配列では、2002年のウイルスと同様

に 68-80番目に塩基の欠失が確認され、更に香川県のウ

イルスは今迄の報告に無い部分の欠失が見出された。[根

路銘令子、田島茂、高崎智彦、小滝 徹、伊藤美佳子、

倉根一郎、杉山明（三重県科技振センター）、森下市子（香

4



ウイルス第一部 

川県衛研）、桑山 勝（広島県保環センター）、小川知子

（千葉県衛研）、神田政宏・細谷佳行（静岡県西部食肉衛

検）、佐原啓二（静岡県環衛科研）、尾西一（石川県保環

センター）、渋谷香（高知県衛研）、吉田靖子（東京都衛

研）、甲木和子・原田誠也（熊本県保環科研）、糸数清正

（沖縄県衛環研）] 

 

（2）2002年～2004年にブタ血清から分離された日本脳

炎ウイルスの病原性の解析 

2002年と 2004年にブタ血清から分離された日本脳炎

ウイルスである sw/Hiroshima/25/2002、 

sw/Mie/41/2002 、 sw/Shizuoka/33/2002 、

sw/Chiba/88/2002、sw/Kagawa/27/2002及び 

sw/Mie/34/2004、sw/Mie/40/2004、sw/Kagawa/35/2004

について、その病原性を離乳マウス（3 週令、♀）にお

ける中枢神経毒性及び中枢神経侵入性の面から調査し、

ワクチン株(Hu/Beijing/1/1949: Beijing-1)との比較を試

みた。その結果、同じ遺伝子 1型間、及び同時期に同地

域で分離されたウイルスの間でも、病原性に違いがある

ことが判明した。 [根路銘令子、高崎智彦、田島茂、小

滝徹、林昌宏、倉根一郎、杉山明（三重県科技振センタ

ー）、森下市子（香川県衛研）、桑山勝（広島県保環セン

ター）、小川知子（千葉県衛研）、神田政宏（静岡県西部

食肉衛検）、佐原啓二（静岡県環衛科研）] 

 

（3）日本脳炎ウイルス抗原を発現する組換え狂犬病ウ

イルスおよびセンダイウイルスの作製 

日本脳炎ウイルス抗原を発現する組換え狂犬病ウイル

スおよびセンダイウイルスの作製を行うため、日本脳炎

ウイルスから RNA を抽出し、RT-PCR により目的遺伝

子を増幅した。その結果、目的断片が得られた。今後増

幅した各日本脳炎ウイルス抗原の遺伝子を用いて組換え

狂犬病ウイルスおよびセンダイウイルスを作製し、マウ

スモデルを用いて抗原性及び安全性を明らかにしていく。

[林 昌宏、高崎智彦、森本金次郎、加藤 篤（ウイルス

第三部）、倉根一郎] 

 

（4）中国地方のイノシシにおける日本脳炎ウイルス抗

体保有状況の検討 

近年中国地方では野生のイノシシが民家周辺に出現し、

日本脳炎の媒介動物であるコガタアカイエカに暴露され

ている。そこで我々は中国地方のイノシシに関して日本

脳炎ウイルスに対する血清抗体保有状況を調査した。そ

の結果イノシシの約 3割が日本脳炎ウイルス抗体を保有

していたことから近年イノシシが日本脳炎ウイルスの増

幅動物となっていることが示唆された。[高崎智彦、林 

昌宏、濱野正敬、倉根一郎、桑山勝（広島県保健環境セ

ンター）、岸昇（広島県立畜産技術センター）] 

 

2.  ウエストナイルウイルスに関する研究 

（1）ウエストナイル熱・脳炎に関する啓発ビデオの作

製 

 米国疾病対策予防センター（CDC）が中心となって、

ウエストナイル熱の理解と啓発のために制作した啓発ビ

デオおよび CD-Rの日本語吹き替え版を制作し、H16年

4 月より国内国際空港検疫所にて放映し、各都道府県、

政令市、特別区の衛生主管部や各地域医師会そのほか希

望する諸団体に配布した。［高崎智彦、田島 茂、伊藤美

佳子、小滝 徹、山田竜臣、根路銘令子、倉根一郎、小

林睦生（昆虫医科学部）］ 

 

（2）ウエストナイル不活化ワクチンのフラビウイルス

に対する交差反応の検討 

組織培養ウエストナイル不活化ワクチンをマウスに免

疫して得た抗血清を用い、フラビウイルスに対する交差

反応を検討した。その結果ウエストナイルウイルス、ク

ンジンウイルス、日本脳炎ウイルスに対する中和抗体価

の上昇を認めた。 

本不活化ワクチンはウエストナイルウイルス、クンジン

ウイルス、日本脳炎ウイルスに対して有効な免疫を誘導

することが示唆された。[林 昌宏、高崎智彦、根路銘令

子、伊藤美佳子、田島 茂、倉根一郎、森田公一(長崎大)、

石川豊数（阪大微研）] 

 

（3）ウエストナイルウイルス抗原を発現する組換え狂

犬病ウイルスおよびセンダイウイルスの作製 

ウエストナイルウイルス抗原を発現する組換え狂犬病

ウイルスおよびセンダイウイルスの作製を行うため、ウ

エストナイルウイルスから RNA を抽出し、RT-PCR に

より目的遺伝子を増幅した。その結果、目的断片が得ら
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れた。今後増幅した各ウエストナイルウイルス抗原の遺

伝子を用いて組換え狂犬病ウイルスおよびセンダイウイ

ルスを作製し、マウスモデルを用いて抗原性及び安全性

を明らかにしていく。[林 昌宏、高崎智彦、森本金次郎、

加藤 篤（ウイルス第三部）、倉根一郎] 

  

（4）ウエストナイルウイルスの加熱処理・ろ過処理法

の検討 

安全な血液製剤を確保するためのウエストナイルウイ

ルス診断・除去・不活化法の研究の一環として、ヒトグ

ロブリン製剤からのウエストナイルウイルスの除去方法

を検討した。ヒトグロブリン製剤の加熱処理によりウエ

ストナイルウイルスは失活し、ヒトグロブリン製剤のろ

過処理によりウエストナイルウイルスは除去された。[林 

昌宏、高崎智彦、倉根一郎、岡田義昭（血液・安全性研

究部）] 

 

3. デングウイルスに関する研究 

（1）デング熱・出血熱診断・サーベイランス体制の構

築のためのデングウイルス合成 RNA の作製および定量

法の確立 

デングウイルス感染症は東南アジア・南米を中心とし

て拡がっており、再興感染症の一つとして、世界的に重

要な感染症になっている。わが国でも輸入感染症として

診断される症例が増加している。デング熱・出血熱を診

断し、サーベイランス体制を構築整備するため、陽性コ

ントロールとして用いる目的で、一部のデングウイルス

遺伝子をクローニングしてデングウイルス合成 RNA の

作製を試み、TaqMan real time RT-PCR（TaqMan 

RT-PCR）法により、合成 RNAの定量法の確立を行った。 

これまで、本法によるウイルス遺伝子の検出ユニットは

PFU/ml換算であり、RNAコピー数は明らかにされてこ

なかったが、合成 RNA を陽性コントロールとして用い

た TaqMan RT-PCRの確立により、RNAコピー数の定

量が可能となった。今回作製した合成 RNA はデング診

断における TaqMan RT-PCR法の陽性コントロールに

用いることが可能であり、本合成 RNA はフラビウイル

スレファレンスセンターに既に配布されており、今後各

地方衛生研究所等にも配布される予定である。［伊藤美佳

子、林昌宏、高崎智彦、田島茂、小滝徹、倉根一郎］ 

 

（2）東ティモールにおけるデング熱/出血熱流行に関す

るウイルス系統学的および血清学的解析      

2005年１月、東ティモール(TL)においてデング熱およ

び出血熱の流行が発生した。Global Outbreak Alert and 

Response Network、WHO の要請により現地調査を実

施し、ウイルス系統学的および血清学的解析を行った。 

TaqMan RT-PCR により、DF、DHF および DSS 患者

血清 125検体中、DEN-1：１、DEN-2：2、DEN-3：37

の合計 40検体から DEN遺伝子が検出された。系統樹解

析により、TL 分離株は近隣諸国分離株と類似した株で

あるが、DEN-2 は６年間 TL 国内において維持され、

DEN-3 は近隣諸国分離株から独立したクラスターに位

置することが明らかとなった。また、14検体（DEN-2：

1 検体、DEN-3：13 検体）から DEN を分離した。DF

および DHF 患者分離株のプラークの特異的性状変化は

認められなかった。さらに、中和試験を用いた血清学的

解析により、88.8%の患者が、過去の DEN-1 または 2

の感染を経験していることが明らかになった。[伊藤美佳

子、高崎智彦、小滝 徹、田島 茂、林昌宏、根路銘令

子、倉根一郎] 

 

（3）2004年度輸入デングウイルス感染症、ウエストナ

イルウイルス感染症の検査・診断 

リアルタイムRT-PCRによるウイルス遺伝子検出とウ

イルス分離および IgM-捕捉ELISAによる IgM抗体の両

検出法により、流行地域からの帰国者におけるデング熱

の確定診断を実施した。成田空港検疫所での検査成績に

関しては、熱帯地域から成田空港に帰国した時に不明熱

があり、デング感染症検査を実施した総数は 128症例で

あった。これらの検体を特異遺伝子および IgM抗体の検

出により検査・診断した結果、７症例が陽性（男性：５、

女性：2）であった。その内、2004 年で重要な事例は、

インドネシアでの大流行時に輸入症例からデングウイル

ス 2型を検出・分離したこと、ネパールで初めてデング

熱の流行が確認され、輸入症例から初めてウイルスを分

離したことである。国内医療機関からのデングウイルス

感染に関する検査依頼件数は、2004年は 54件であった。

特記すべき事例は、ミクロネシアヤップ島における日本

人渡航者の集団感染事例（7 例）であった。その後も 9
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月、10月とミクロネシアからの輸入症例が続いた。我々

の分離したウイルスからヤップ島の流行株が１型ウイル

スであること、その遺伝子解析情報を最初に現地保健省、

WHO に報告した。ウエストナイルウイルス感染症の診

断に関しては、5件の行政検査を含めて、12件の依頼検

査を実施したが、いずれも陰性であった。 [高崎智彦、

伊藤美佳子、小滝 徹、林 昌宏、田島 茂、根路銘令

子、倉根一郎、鈴木尚文・西村聖美・佐藤之義・古川徹

也・河合 誠義（成田空港検疫所）] 

 

（4）デングウイルスの中和抗体による防御能および感

染増強の解析 

サルの抗デングウイルス血清を用いて、デングウイル

ス交叉性中和抗体および血清型特異中和抗体による感染

増強を観察した。サルにデングウイルスを感染後、免疫

血清を経時的に採取し、①ウイルス血症の推移②血清型

特異的中和抗体価および交叉性中和抗体価の推移③交叉

性抗体および型特異的抗体の感染増強を解明するために、

デングウイルスと希釈した交叉性抗体および型特異的抗

体の感染増強現象を解析した。その結果、感染後 58 週

目の交叉性抗体および型特異抗体によりデングウイルス

の感染が最も増強された。さらに、交叉性抗体は１：３

倍希釈で、型特異抗体は１：３０倍希釈で最も感染の増

強が認められた。この結果は、ヒトのデングウイルス再

感染時の感染増強が最も発生しやすいのは、再感染時の

ウイルスの血清型が初感染時とは異なる型のウイルスで

あるという疫学的事実と一致した。[伊藤美佳子、高崎智

彦、倉根一郎、向井鐐三郎(筑波霊長類センター）]  

  

（5）血清型特異的 IgM抗体検出法の確立 

 デング熱の血清診断法として開発されたウイルス特異

的 IgM 抗体検出のための IgM 捕捉 ELISA 法は、デン

グウイルス血清型間の交差反応の存在のために、血清型

の同定は困難である。デングウイルスの血清型診断法と

しての IgM-ELISA 法の有用性を高める目的で、反応系

に蛋白変性試薬を添加することにより、感染ウイルス血

清型に特異的 IgM抗体の検出を検討した結果、薬剤添加

後に感染ウイルス血清型に対する IgM 抗体反応のほう

が、他の血清型に対する交差反応よりも増強された。[高

崎智彦、伊藤美佳子、倉根一郎、名和 優・赤塚俊隆（埼

玉医科大学）] 

 

（6）デング１型ウイルス完全長 cDNA クローンを用い

た 3’非翻訳領域の解析 

デング １型 ウイル ス完 全長 cDNA クロー ン

（rDENV-1(02-20)/pMW119）を構築し、このクローン

に由来するウイルス粒子を回収することに成功した。一

方、海外渡航後にデング熱を発症した患者から、variable

領域の一部（17および 29ヌクレオチド）が欠失したデ

ング 1型ウイルスを分離した。variable領域の欠失がウ

イルス増殖に及ぼす影響を調べるため、観察されたもの

とほぼ同等（19 ヌクレオチド）の欠失を cDNA クロー

ンに導入し、これより変異型ウイルス m10株を得た。親

株と変異型とで増殖速度およびプラークの形態を比較し

たが、両者間で有意な差異は認められなかった。次に両

者間で上清に放出されるウイルス抗原量の推移をイムノ

ブロット法により解析したところ、m10株では顕著に放

出抗原量が低下していた。細胞内でのウイルス抗原量を

調べたが、同様に m10株で細胞内抗原量が低下していた。

上清中のウイルス RNA 量の推移を調べたところ、抗原

量よりはむしろウイルス力価と類似した推移を示した。

以上の結果より、variable領域がウイルス抗原発現制御

に関わる可能性が示唆された。[田島 茂、高崎智彦、倉

根一郎] 

 

4. ヨコセウイルスに関する研究 

（1）ヨコセウイルスのマウスに対する病原性の検討 

ヨコセウイルスは 1971 年にコウモリ血液より分離さ

れたフラビウイルスである。我々は、すでに Yokose ウ

イルスの全ゲノムの塩基配列を決定し、系統樹解析から

代表的なフラビウイルスの中では比較的黄熱ウイルスと

近縁であること示した。しかし、本ウイルスのヒトおよ

び他の動物に対する病原性については不明である。そこ

でマウスに対する本ウイルスの病原性を調べるため、ヨ

コセウイルスを 3 週齢のマウス（DDY 株）に腹腔接種

し経過観察した。顕著な成長不良および死亡例は認めら

れなかった。現時点では、本ウイルスのマウスに対する

病原性はないあるいは非常に弱いものと考えている。[田

島 茂、高崎智彦、倉根一郎、江下優樹（大分大学）] 

 

7



ウイルス第一部 

 

（2）抗ヨコセウイルス抗血清の作製 

今後ヨコセウイルスに関する研究を進めてゆく上で、

本ウイルス（抗原）を検出するための抗体あるいは抗血

清は必要不可欠である。そこで、マウス（DDY株）を用

いて抗血清を作製した。初回接種後 5週後に本ウイルス

を追加接種後、さらに 4週後に血清を回収し、ウイルス

抗原に対する反応性を比較した。本ウイルスを Vero 細

胞に感染させた後の培養上清および細胞抽出液について、

イムノブロット法でウイルス抗原の検出を試みた。培養

上清については、培地に混入されているアルブミンに反

応してしまい、ウイルス抗原は検出できなかった。一方

細胞抽出液については、75KDa付近にウイルス感染細胞

に特異的なシグナルが検出された。ただしどのウイルス

抗原に反応しているかは不明である。次に本抗血清を用

いて間接蛍光抗体法によりウイルス感染細胞の検出を試

みたところ、ヨコセウイルス感染細胞を特異的に検出す

ることが可能であった。以上よりヨコセウイルスに対す

る抗血清が得られたことが確認された。[田島 茂、高崎

智彦、倉根一郎、江下優樹（大分大学）] 

 

（3）蚊での増殖性の検討 

ヨコセウイルスの蚊での増殖性について検討した。本

ウイルスをヒトスジシマカおよびアカイエカに胸部接種

し、14日後に脚より RNAを抽出し、RT-PCR法により

ウイルス RNA の検出を試みた。両方の蚊からウイルス

RNAが検出されたが、ヒトスジシマカの方が増幅量が多

かった。次に本ウイルスの経口接種後のウイルスゲノム

の検出を試みた。本ウイルスをヒトスジシマカおよびア

カイエカに経口接種後 14 日後に蚊個体全体からホモジ

ェネートを調製し、一部を RT-PCR 法に、また一部を

C6/36 細胞への接種に供することによりウイルスの検出

を試みた。しかしいずれの方法でもウイルスを検出でき

なかった。次に C6/36 細胞にヨコセウイルスを接種し、

経時的に培養上清中のウイルス量を測定した。10日後で

も感染性ウイルスは検出されたが、力価は非常に低かっ

た。また抗血清を用いて感染細胞の検出を試みたが、明

らかな陽性細胞は見出されなかった。以上よりヨコセウ

イルスが蚊細胞で増殖できる可能性が示唆されたがその

能力は非常に低いことが明らかとなった。[田島 茂、高

崎智彦、倉根一郎、江下優樹（大分大学）] 

 

Ⅴ. 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）狂犬病ウイルス cDNA 発現系を利用した増殖欠損

ウイルスの作製 

狂 犬 病 ウ イ ル ス の ヒ ト 用 ワ ク チ ン 株 で あ る

HEP-Flury 株の cDNA 発現系を利用して狂犬病ウイル

スの P遺伝子を欠損したウイルスを作製した。そのウイ

ルスの性状を in vitro及び in vivoで解析した結果。こ

のP遺伝子欠損ウイルスはP蛋白質発現細胞でのみ増殖

可能で、マウスでの病原性が全くないことが分かった。

さらに、ワクチンとしての有用性を示すため、接種経路

接種回数等の検討を行った結果、防御効果があることが

示された。この増殖欠損ウイルス作製系を利用して、よ

り安全で有効な組換えウイルスワクチンの開発や遺伝子

発現ベクターとしての応用を考えている。さらに、他の

遺伝子欠損ウイルスの作製を検討している。［森本金次郎、

中道一生、伊藤睦代、倉根一郎、井上智（獣医科学部）、

庄司洋子・酒井健夫（日大）］ 

 

（2）狂犬病ウイルス cDNA 発現系を利用した神経病原

性の解析 

狂犬病ウイルス固定毒の中には末梢感染からでも病原

性を示すものから、脳内感染においても発症しないもの

まで、病原性の強弱に様々な程度の差がある。狂犬病ウ

イルスのヒト用ワクチン株である HEP-Flury 株の

cDNA発現系を利用して、cDNA上で変異を導入するこ

とにより変異ウイルスを作製し、あるいは異なる株の遺

伝子と取り替えることにより、いろいろ組換え狂犬病ウ

イルスを作製している。このような組換え狂犬病ウイル

スを利用して、狂犬病ウイルスの神経病原性の機構を解

析している。［森本金次郎、中道一生、伊藤睦代、倉根一

郎、庄司洋子・酒井健夫（日大）］ 

 

（3）タイ国バンコク市狂犬病流行株の遺伝子解析 

 狂犬病流行地であるタイ国バンコク市において採取さ

れた狂犬病感染イヌより、採脳し、狂犬病ウイルスＧ遺

伝子の塩基配列を決定し、バンコク流行株の分子疫学的

解析を行った。さらに同一個体から得られた株内での塩
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基置換部位の解析（quasispecies解析）を行った。タイ

国流行株の遺伝子配列変動のメカニズムを解析している。

［森本金次郎、伊藤睦代、倉根一郎、西園晃（大分医大）、

Pakamatz Khawplod・Henry Wilde (The Thai Red 

Cross Society)、Sukathida Ubol (Mahidol University)］ 

 

（4）狂犬病ウイルスを利用した神経伝達機構の解析 

狂犬病ウイルスは逆向性に軸索を伝って伝播すること

が分かっている。この性質を利用し、神経伝達のプロー

ブとしての狂犬病ウイルスの開発を行っている。狂犬病

ウイルス cDNA発現系を用いて、神経伝達のトレーサー

として有用な組換え狂犬病ウイルスを構築し、神経伝達

機構の解析を行っている。［森本金次郎、倉根一郎、井上

謙一・飯島敏夫（東北大）］ 

 

（5）狂犬病ウイルスに対するマクロファージ系細胞の

活性化メカニズム 

狂犬病ウイルス(ＲＶ)感染に対するマクロファージ系

細胞株ＲＡＷ２６４の活性化を調べた。ＲＶを接種した

ＲＡＷ２６４におけるサイトカインとケモカイン、炎症

性メディエーター等の遺伝子発現プロファイルを解析し、

一酸化窒素合成酵素（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ 

ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ, ｉＮＯＳ）と CXC ケモ

カイン(ＣＸＣ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １０, 

CXCL１０/ＩＰ－１０)の発現が増加することを示した。

またＲＶによるｉＮＯＳとＣＸＣＬ１０の発現誘導には

ＭＡＰキナーゼファミリーに属するＥｘｔｒａｃｅｌｌ

ｕｌａｒ－ｓｉｇｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａ

ｓｅｓ （ＥＲＫ）１／２カスケードを介した細胞内シグ

ナル伝達が関与することを見出し、マクロファージがウ

イルス粒子をエンドサイトーシスにより取り込む過程で

ＥＲＫ１/２が活性化されることを明らかにした。 [中道

一生、齋木めぐみ、森本金次郎、倉根一郎] 

 

Ⅵ. ヘルペスウイルスに関する研究 

1. 水痘帯状疱疹ウイルス（VZV）に関する研究 

（1）水痘ワクチン株と親株との迅速判別法の検討 

水痘ワクチンについては、容易に弱毒・強毒を判定し

える動物モデルなどのアッセイ系が存在しない。従って、

牛由来成分を用いない新たな培養条件などを検討する場

合、ワクチンとしての有効性と安全性を判断する第一ス

テップとして、現行ワクチンに特徴的な遺伝子配列が保

存されていることを保証することが重要と考えられる。

そこで、蛍光エネルギー移動 (FRET)を応用した

LightCycler の Tm 値解析によりワクチン株と親株との

特定の遺伝子領域について塩基配列の差異を迅速に解析

する方法を検討した。ORF62 遺伝子内の３箇所につい

てワクチン株としての判別に有効であること、ORF62A

領域については５％以下でも親株の混入が検出できるこ

とを示した。また、少なくとも検討した範囲では製造ワ

クチン株に親株への復帰変異は検出されないことが示さ

れ遺伝子レベルからみてもシードロット管理が適切に運

用されていることが示唆された。[井上直樹、Vladimir 

Loparev (米国 CDC)、山本由美子、野澤直樹、原田志津

子、倉根一郎、D. Scott Schmid (米国 CDC)] 

 

（2）VZVプロモーター活性の網羅的比較 

VZV のプラーク形成による力価測定には技術的な熟

練を要するとともに 1週間単位での時間がかかるなどの

制約がある。VZV感染による遺伝子活性化を指標とした

検出法により力価を迅速簡便に決定できる系を作製する

ことを目標として、約 70ある VZV ORFのうち DNAマ

イクロアレイの結果をもとに 15のORFのプロモーター

をクローニングした。これら 15種類に加え分与された 3

種類のORFのプロモータープラスミドの合計 18種類に

ついて VZV 感染に伴う活性化を比較した。その結果、

ORF9, ORF47, ORF61, ORF66の 4種類のプロモータ

ーが感染初期における活性化の程度が高いこと、及び

ORF57 プロモーターは感染と無関係に活性があること

が明らかとなった。また、VZV前初期蛋白 IE62を発現

するプラスミドとプロモータープラスミドを同時にトラ

ンスフェクションした場合のプロモーターの活性化は、

VZV 感染による活性化の程度とよく相関した。従って、

IE62 がいずれのプロモーターの活性化においても主要

な役割を果たしていると考えられた。[Guan-Qing Wang、

山本由美子、福井良子、野澤直樹、倉根一郎、井上直樹] 

 

２．サイトメガロウイルス（CMV）に関する研究 

（1）CMVレポーター細胞株の樹立 

約 200ある CMV ORFのうち、DNAマイクロアレイ
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の結果及びこれまでの報告をもとに 11種類のORFのプ

ロモーターをクローニングし、CMV 感染による各プロ

モーターの活性化を比較した。その結果、TRL4 プロモ

ーターが最も強く活性化された。TRL4 プロモーターに

ついて 5’及び 3’ 端側から欠失させたプロモータープ

ラスミドを数種類作製し、CMV 活性化に必要十分な領

域を転写開始点上流 29－126塩基領域に同定した。この

98塩基対の領域には細胞性因子結合配列として USFが

見出された。G418 耐性マーカーをもつプラスミドとと

もに TRL4 プロモータープラスミドを U373MG 細胞に

トランスフェクションし、G418 耐性となった多数の細

胞クローンについて、CMV 感染によるレポーター遺伝

子の活性化を指標にレポーター細胞株候補８株を選択し

た。この中から、反応性がよくバックグランドも低い細

胞株を U4C-48と名づけ CMVレポーター細胞株として

その後の検討に用いた。この細胞株を用いると 100 PFU

以下の力価であっても２日で CMV を検出することがで

きた。[福井良子、山本由美子、野澤直樹、倉根一郎、井

上直樹] 

  

（2）特殊濾紙を用いた先天性 CMV感染スクリーニング

法の開発 

生後 3週間以内の尿検体を用いることにより自然感染

と区別して先天性 CMV 感染を診断できる。しかしなが

ら、従来通りの方法による尿の収集、保存、尿からのウ

イルス分離や PCR による CMV DNA の検出などには、

膨大な労力と費用が必要であるため、新生児を対象とし

た先天性感染のマススクリーニングは普及していない。

今回、尿の収集を紙オムツに装着できるような特殊濾紙

で行い、その濾紙を直接 PCR で解析する迅速簡便な

CMV マススクリーニング法を開発した。さらに、この

濾紙で収集した尿中の CMV ゲノムコピー数を簡便に測

定できる方法も確立した。[野澤直樹、古谷野伸（旭川医

大）、倉根一郎、井上直樹] 

 

（3）モルモット CMV(GPCMV)を用いた先天性感染動

物モデルのための分子生物学的検討 

先天性感染の唯一の小動物モデルであるモルモットを

用いた CMV 感染増殖様式の解析から経胎盤感染と障害

発生のメカニズムを明らかにすることを目的として、以

下の解析法を検討した。a) 各種動物 CMVにその遺伝子

ホモログがみられる GP83遺伝子領域をターゲットとし

た TaqMan法による real-timePCRを確立した。この定

量法による検出限界は１反応当たり 0.03 コピーと高感

度であった。b) 抗 GPCMV モノクローナル抗体 g-1 に

ついて性状解析を行った結果、この抗体はウイルス感染

後 10～24 時間から産生され核内局在を示すウイルス蛋

白質を特異的に認識し、各種解析法に利用可能である事

を確認した。ｃ）感染細胞から回収したウイルス粒子よ

りモルモット CMV ゲノム DNA を精製し、モルモット

肺由来細胞への遺伝子導入を行った。その結果、ゲノム

DNA 1μg当たり 100プラーク以上のウイルス遺伝子導

入効率を示し、培養上清からは感染性ウイルスが回収可

能であった。今後、これらの方法を利用して、モルモッ

ト動物モデルによる先天性感染様式の分子生物学的な検

討が可能となった。[野澤直樹、筒井祥博（浜松医大）、

倉根一郎、井上直樹] 

 

（4）ワクチン開発をめざした感染機構の解析 

 CMV の感染に関与すると考えられる糖蛋白であるｇ

B、gH、gL、gO、gp48、ｇM、gNをコードする遺伝子

群の発現系を確立した。これらの糖蛋白を様々に組合せ

て発現させ、感染性のある水泡性口内炎ウイルス（VSV）

シュードタイプウイルスの作製を試みたが HSV と同等

レベルの感染性を有するものは得られなかった。また、

いずれの糖蛋白自体もHSV糖蛋白を用いた VSVシュー

ドタイプウイルス形成を阻害しなかった。これらのこと

から、CMVの吸着・侵入過程は HSVと大きく異なるも

のと考えられた。また、CMV gBとMLV env蛋白を VSV

シュードタイプすることにより、CMV gBに対する抗体

価測定に利用できた。立体構造を保持した状態で抗体を

評価するので gB サブユニットワクチンの評価に利用で

きると期待される。[福井良子、倉根一郎、井上直樹] 

 

3. エプスタイン・バールウイルス(EBV)に関する研究  

（1）EBV感染細胞の遺伝子発現解析 

 EBV の潜伏感染機構を解析する目的のため、EBV 感

染の結果変化する細胞性遺伝子発現様式をとらえる基礎

実験を行った。細胞周期やストレスシグナル、アポトー

シス関連の代表的遺伝子のプロモーター活性を検索した。
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ウイルス遺伝子の発現の有無によって特定の遺伝子プロ

モーター活性の変化みられることを、簡便なルシフェラ

ーゼ分析で示すことができた。この系によって、外界か

らの刺激や重力などの環境の変動による感染細胞遺伝子

発現の変化をとらえることが可能と思われた。[原田志津

子、平田顕恵、三浦啓司、加藤美緒] 

 

（2）EBV核蛋白 EBNA-LPと相互作用する細胞性因子

の検索と機能解析 

 EBV 潜伏感染時に発現する核蛋白 EBNA-LP の機能

を解析するために、我々はこれまで酵母実験系や免疫沈

降法などでEBNA-LPと相互作用する細胞性蛋白の検索

をおこない幾つかの遺伝子産物を報告してきた。今年度

はさらなる候補蛋白についての相互作用能や作用領域の

分析のための融合蛋白やプラスミド作製を行った。また。

EBNA-LPによる種々の蛋白修飾活性を検討した。[原田

志津子、平田顕恵、加賀美奈子、倉根一郎] 

 

（3）EBV核蛋白 EBNA-LPのドミナントネガティブ発

現細胞の性状解析 

 EBNA-LP の EBV 感染細胞における機能を解析する

ために、EBV 潜伏感染細胞由来の EBNA-LP ドミナン

トネガティブ変異体の誘導発現細胞株を作製した。薬剤

タモキシフェンで誘導のかかる Cre-loxP 系での誘導発

現細胞樹立を試み、多数のクローンから誘導発現効果の

大きい細胞株を複数樹立した。誘導発現後、それら発現

細胞は一様に増殖抑制されていることを明らかにし、さ

らに細胞遺伝子、ウイルス遺伝子の発現パターンの解析

を行った。EBNA-LP が感染細胞増殖維持に重要な役割

を果たしていることを実験的に証明した。[原田志津子、

加藤美緒、平田顕恵] 

 

（4）ＥＢウイルス核蛋白 BENA-2 のアミノ末端領域を

認識する単クローン抗体の作製  

ＥＢウイルス潜伏感染の鍵を握る核蛋白 EBNA-2 の

機能解析のために、EBNA-2アミノ末端領域に対する単

クローン抗体を作製した。我々は変異体などを利用して

本抗体がアミノ末端５８アミノ酸領域を認識することを

明らかにし、多量体形成などの EBNA-2機能を解析する

のに有用な抗体であることを示した。アミノ末端領域を

認識する EBNA-2抗体は希少価値であるので、特許申請

を行った。[原田志津子、平田顕恵、柳壹夫] 

 

（5）ＥＢウイルス核蛋白 EBNA-1 のリン酸化と細胞内

局在の解析  

 ＥＢウイルスのゲノム複製と潜伏感染に重要な核蛋白

EBNA-1の機能解析の一環として、核と細胞質の移行に

関与している細胞性輸送因子との相互作用を報告してき

た。EBNA-1タンパク質のリン酸化様態を変えるための

点変異体を複数構築し、細胞に導入して核蛋白リン酸化

と細胞内局在の関連について共焦点レーザー顕微鏡を使

って分析した。EBNA-1の核移行シグナルのリン酸化と

核輸送タンパク質 NPI-1 との相互作用により核移行が

制御されることを明らかにした。[北村亮、柳壹夫、原田

志津子] 

 

4. ヒトヘルペスウイルス８（HHV-8）に関する研究 

（1）天疱瘡における HHV-8感染の役割に関する疫学 

病因不明皮膚疾患である天疱瘡と HHV-8 感染との関

連について検討した。中国北東部地域の患者 58 例及び

健常人 230例についてELISA法によりHHV-8特異的抗

体、PCRにより抹消血及び皮膚検体中の HHV-8ゲノム

の存在を検討した。HHV-8特異抗体及びゲノムの陽性率

は患者群で 30%以上であるのに対し、健常群では 8%以

下であり HHV-8 感染と有為な関連があることを見出し

た。 [Guan-Qing Wang（中国廈門大）、井上直樹、

Hong-Duo Chen（中国瀋陽大）] 

 

5.  単純ヘルペスウイルス(HSV)に関する研究 

（1）フォスカルネット耐性 HSVの DNAポリメラーゼ

遺伝子解析と他の抗 HSV薬に対する感受性 

In vitro で DNA ポリメラーゼ阻害剤であるフォスカ

ルネット耐性単純ヘルペスウイルスを作製し、フォスカ

ルネット耐性単純ヘルペスウイルスの DNA ポリメラー

ゼ遺伝子におけるアミノ酸変異を解析し、また、それら

のアシクロビル、ペンシクロビルやガンシクロビルのチ

ミジンリン酸化酵素（TK）関連薬剤、S2242 やシドフ

ォビルなどの TK 非関連薬剤に対する感受性を調べた。

フォスカルネット耐性ウイルスの DNA ポリメラーゼに

は，第二保存領域（694-736）にアミノ酸変異が多く認
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められること（27株中 11株）、フォスカルネット耐性ウ

イルスの多くは、ガンシクロビルとシドフォビルに高度

感受性になることが明らかにされた。［西條政幸、森川茂、

水谷哲也、福士秀悦、緒方もも子、倉根一郎、錫谷達夫

（福島県立医大）］ 

 

Ⅶ. リケッチアに関する研究 

1. Q熱コクシエラに関する研究 

（ 1）Real-time PCR (TaqMan)による鶏卵からの

Coxiella burnetii検出法の開発 

鶏卵からのC. burnetii検出のために新たにReal-time 

PCR 法に用いるプライマーおよびプローブを設計した。

omp1 と IS2 の組み合わせによる検出が感度および特異

性ともに良好であった。 PBS+NaCl および Tween20

濃度の卵黄への影響は、塩濃度が高いほどペレットが小

さくなり、Tween20の濃度はペレットの量には影響しな

かった。スパイク試験では、スモールスケールでは 5.9％

NaCl-PBS を、ラージスケールでは 8％NaCl-PBS を使

用した。その結果、スモールスケールでは、最大で卵黄

500ul内に 100個の菌を、ラージスケールでは、最大で

卵黄 10ｍｌあたり 10000個の菌の検出が可能であった。

これを、卵一個の卵黄量 17ml に換算すると、スモール

スケールでは卵一個あたり 3400 個の、ラージスケール

では 17000個の菌が検出可能であった。スモールスケー

ルの方がより高感度で一度に多くの検体を処理すること

が可能で、手技も煩雑でないため、市販の卵からの検出

にはスモールスケールを用いた。市販卵の検査結果は

115 個すべてが陰性であった。[小川基彦、荒川香南子、

安藤秀二、柳 陳堅、岸本寿男] 

 

（2）遺伝子診断を目的とした鶏卵からの多検体、迅速

処理の検討 

近年の鶏卵や関連食品の Q熱コクシエラ(C. burnetii)

汚染の指摘を踏まえ、高感度な検出方法の開発と汚染実

態調査を進めてきた。抽出法について、感染研でこれま

で検討したカラム抽出法と、より迅速に多検体を処理で

きる DNA 抽出機を用いた鋳型 DNA 抽出法を比較検討

した。次に内閣府食品安全委員会に J民間研究所から提

出された卵の汚染を指摘する報告書に示されている抽出

法（J 法）を再現し、先のカラム抽出法ならびに DNA

抽出機による抽出法と卵黄からの DNA 抽出効率につい

て比較した。卵黄に精製菌をスパイクして行った DNA

抽出法の比較では、卵黄の 5.9%NaCl-PBS処理後のカラ

ム法もDNA抽出機を用いた方法もJ法に比較して1,000

倍以上抽出効率がよかった。 [安藤秀二、佐藤 梢、荒川

香南子、柳 陳堅、小川基彦、岸本寿男] 

 

（3）LAMP法を用いた Coxiella burnetiiの鶏卵からの

検出法の検討 

迅速遺伝子増幅法である LAMP 法を用いて、C. 

burnetiiを鶏卵から迅速に検出する方法について検討を

行った。C. burnetii 測定 LAMP プライマーは、C. 

burnetii の 27-kDa outer membrane proteinをコード

した遺伝子(com1 )を標的として設計した。鶏卵からの遺

伝子抽出法の検討として、C. burnetii Ⅱ相菌の死菌を

鶏卵にスパイクし、検体とした。C. burnetii 遺伝子抽

出のために、①全卵からの卵黄の採取法、②卵黄からの

C. burnetii 菌体の分離方法、③QIAamp DNA Mini Kit

による C. burnetii 遺伝子 DNA抽出法、これら 3つの

要因について検討した。検討した処理法で得た検体を

LAMP 法で測定した結果、1,000cells／卵黄 10mL（卵

１個の卵黄量を 17ml とすると 1,700cells／卵黄１個）

が検出可能であり、添加した菌体と同等の回収結果が得

られた。以上の結果から本処理法と LAMP法を組み合わ

せることによって、迅速・簡易に鶏卵の C. burnetii 汚

染の有無を鑑別できると考えられた。〔小川基彦、佐藤 

梢、アグス・スティヨノ、安藤秀二、荒川香南子、柳 陳

堅、岸本寿男、百田隆祥・小島 禎・池戸正成(栄研化学)] 

 

（4）市販鶏卵の Coxiella burnetii汚染状況の調査 

より迅速に多検体を処理できる DNA 抽出機を用いた

新たな鋳型 DNA抽出法を用いて市販鶏卵 506個につい

て検討したが、C. burnetii 特異遺伝子は検出されなか

った。今後は検出法についても、J 民間研究所の方法を

再現して感度の比較を行う予定である。また、東京都健

康安全研究センターにおいても、昨年同様に市販鶏卵か

ら nested PCRによる C. burnetii 特異遺伝子の検出を

行い、300 個についてはすべて陰性であった。したがっ

て前年度とあわせて、これまでに本研究で調査した計

1,021 個の市販卵からは C. burnetii 特異遺伝子陽性の
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ものは認めなかった。以上のことから鶏卵の C. burnetii

汚染率は確認できず、存在したとしても人への感染リス

クは低いと考えられた。[安藤秀二、佐藤 梢、荒川香南

子、柳 陳堅、小川基彦、岸本寿男、棚林 清・藤田 修・

堀田明豊・宇田晶彦(獣医科学部)、山本茂貴(国立医薬品

食品衛生研究所)、貞升健志・平井昭彦・甲斐明美・諸角 

聖(東京都健康安全研究センター微生物部)、百田隆祥・

小島 禎・池戸正成(栄研化学)] 

 

（5）慢性疲労症候群様患者におけるコクシエラ感染の

検討 

2002年より Aおよび B病院の協力にて慢性疲労症候

群様患者におけるコクシエラ感染の検討を継続して行っ

ている。これまでに、合わせて約 80 例の患者の血清抗

体価の測定および血中からの遺伝子検出を行ったが、陽

性例は得られていない。今後も、さらに継続して行う予

定である。〔小川基彦、安藤秀二、岸本寿男、伴信太郎（名

古屋大学）、袴田康弘（静岡県立病院）、古屋由美子(神奈

川県衛生研究所)〕 

 

2.  リケッチアに関する研究 

（1）国産ダニ類におけるリケッチア保有調査 

4 類感染症のリケッチア感染症の Real-time PCR 

(TaqMan)法の開発を進めてきているが今回、ダニ媒介疾

患を網羅的に検出する TaqMan Real-time PCR の構築

を試み、一部野外ダニ類からのダニ媒介性リケッチア遺

伝子の検出を試みた。リケッチア、エーリキアを含む 46

菌種を用いて特異性を検討したところ、SFG Rickettsia

を標的とした反応では Neorickettsia sennetsu と E. 

chaffeensisに、 E. chaffeensisおよび E. canisを標的

とした反応では HGE にもシグナルの増幅が認められた。

これらの反応を除き、他の菌種に対しては特異的であっ

た。試験的にマダニ材料への応用を試みたところ、230

件のマダニ材料から 29件が SFGリケッチアが陽性とな

った。また Ehrlichiaを標的とした系では 3件が陽性、1

件が 35 サイクルからシグナルの増殖が見られる疑陽性

となった。今回構築した Real-time PCR系は、若干の交

差は認められるもののダニ媒介性リケッチア症、エーリ

キア症を網羅的にスクリーニングでき、ダニ媒介性疾患

の病原体検索には有効と考えられた。[安藤秀二、荒川香

南子、佐藤 梢、小川基彦、岸本寿男、川端寛樹・高野 

愛(細菌第一部)、藤田博己(大原総合病院付属大原研究

所)] 

 

（2）Rickettsia massiliaeの rOmpA外膜タンパク質の

Rhipicepharus turanicus のライフサイクルにおける発

現の変化 

rOmpA は、紅斑熱群リケッチアの主要外膜タンパク

質の一つで、リケッチアの細胞への進入や感染に重要で

あることが示唆されている。最近の報告で、

Dermacentor andersoni と 共 生 す る Rickettsia 

peacockii は、ダニの細胞では rOmpA を発現してない

ことが明らかになった。我々は、R.massiliae が持続感

染している Rhipicepharus turanicusの実験室内コロニ

ーを確立した。そこで、共生リケッチアと rOmpA の発

現との関係を明らかにするため、この共生している 

R.massiliae の rOmpA 外膜タンパク質の発現を、ダニ

のライフサイクルにおける異なるステージで解析した。

rOmpA と rOmpB の発現を二重蛍光染色で解析した。

この解析に、抗 R.massiliae 特異モルモット血清および

格外膜タンパク質に対するモノクローナル抗体を使用し

た。また、我々はこれらのタンパク質の発現を、４，２

５および３７℃の異なった温度で６日間飼育したあと、

解析した。 蛍光染色後、特異蛍光を持つリケッチアを、

共焦点レーザー顕微鏡で観察、カウントし、各タンパク

質を持つリケッチアの割合を算出した。 [小川基彦、

Philipe Brouqui・Didier Raoult (Unité des rickettsies, 

Marseille, France) ] 

 

（3）Orientia tsutsugamushiのマルチスペーサータイ

ピング 

マルチスペーサータイピングは、バクテリアのタイピ

ングには極めて有用な方法である。いくつかのリケッチ

アやバルトネラのゲノムの比較解析から、非コード（ス

ペーサー）領域は、コーディング領域より多様性が高い

ことが明らかになっている。すなわち、スペーサー領域

が、タイピングのいい標的遺伝子になることが示唆され

ている。しかし、O.tsutsugamushi のゲノムはまだ報告

されていない。そこで、今までに報告された６つのリケ

ッチアのゲノムを比較し、colinealityおよびホモロージ
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ーがよく保存されている遺伝子あるいは領域を選出し、

PCR 用のプライマーを設計、O.tsutsugamushi に適用

し、現在タイピングを試みている。[小川基彦、Philipe 

Brouqui・Pierre-Edouard Fournier・  Didier Raoult 

(Unité des rickettsies, Marseille, France) ] 

 

Ⅷ. クラミジアに関する研究 

1. オウム病クラミジアに関する研究 

（1）オウム病クラミジアのペットにおける感染実態把

握に関する研究 

本邦におけるオウム病クラミジア（C. psittaci）の感

染実態を解明するため、動物展示施設、動物病院および

ペット業者等における疫学調査を実施した。愛玩鳥にお

けるC. psittaci感染状況のサーベイランスとして動物病

院、動物園およびペット業者の協力を得て、国立感染症

研究所ならびに岐阜大学に送付された鳥類由来検体から

PCRを用い、C. psittaciの検出を行った。感染研におけ

る検討:本年度は、輸入卸売り業者、小売業者、動物病院

および動物展示施設から感染研に送付された検体、計

371検体を検査材料とし、C. psittaciの感染状況の調査

を実施した。今回の陽性率は全体としては 0.5％であり、

昨年度の 4.7％に比べ、かなり低率であった。全体では

4/83 (4.8%)、感染症疑い例では 4/36 (11.1%) であった。

動物展示施設では陽性率は動物展示施設全体で 1/172 

(0.5%) であった。 [柳 陳堅、安藤秀二、小川基彦、岸

本寿男、宇根有美(麻布大学)、福士秀人(岐阜大学)] 

  

（2）トリ検体から検出された C. psittaci遺伝子の解析 

過去の集団発生事例において感染源調査にトリ検体か

ら検出されたC. psittaci遺伝子の解析が有用であったこ

とから、本邦で飼育されている国内由来および外国由来

のトリでの C. psittaci遺伝子の解析を行った。解析に用

いた C. psittaci 遺伝子は、2002 年 2 月から 2003 年 6

月の 1 年 5 ヵ月間に全国各地の 39 動物病院からクラミ

ジア症診断を目的に真田らに送付された糞便またはクロ

アカスワブから抽出された遺伝子 13 検体。それに加え

て、感染研でペット業者の鳥の糞便から検出された遺伝

子１検体を用いた。これらを標準株(MN株と 6BC株)と

遺伝子の比較解析を行い、また国内および外国鳥由来検

体(各 7検体)での違いを調べた。検出された C. psittaci

遺伝子の解析では、主要外膜蛋白（MOMP）の塩基配列

は、いずれも、標準株である C. psittaci MN 株および

C. psittaci 6BC株とそれぞれ２塩基、5塩基の違いの

みで、99％の相同率を示し、外国由来鳥と国内由来鳥と

で塩基配列の特に大きな相違は見出せなかった。[柳 陳

堅、安藤秀二、小川基彦、岸本寿男、真田靖幸(小鳥の病

院 BIRD HOUSE CBL)] 

 

（3） C. psittaci陽性鳥の治療法についての臨床的検討 

C. psittaci陽性の病鳥の治療については、これまで教

科書的な基準はあるものの、実際には PCRで C. psittaci

陽性であっても無症状であることが多く、これら健康な

保菌鳥についての排菌予防や除菌についての検討は乏し

い。今回 PCR 陽性の鳥について治療経過に伴う除菌効

果の検討を行った。C. psittaci陽性と判定された外国由

来のオキナインコ 1 羽に対し、2 週間のドキシサイクリ

ンによる治療を実施した。治療終了 10 日後および 1ヶ

月後に、排菌の有無を検討したところ、いずれも糞便の

PCR陰性化は見られたが、クロアカスワブでは陽性であ

った。さらに 2週間の追加投与を行ったが、その後の検

査でも同様にスワブでは陽性であった。予防投与として

2 週間のドキシサイクリンは必ずしも十分といえない可

能性があり、今後、投与方法、治療期間や投与薬剤の再

検討を行う。 [柳 陳堅、安藤秀二、小川基彦、岸本寿

男、宇根有美(麻布大学) ] 

 

2. 肺炎クラミジアに関する研究 

（1）Chlamydia pneumoniaeのタイピングに関する研

究 

C.pneumoniae は、現在までに４菌株の全塩基配列が

公表されているが、非常に近似しているため、タイピン

グの困難さが予想される。これまでに２つの方法で試み

た。はじめに、アガロースゲル電気泳動で簡単に判断で

きる、１０塩基以上大きさに差（挿入あるいは欠失）が

ある領域を対象にした。これは、分離された国別にしか

区別できず、日本で分離された株は地域が異なるにもか

かわらずすべて同じという結果になった。次に、７つの

poly”C” 領域の”C”の数を対象にし、一塩基多型（SNP）

を利用してより細かにタイピングできるか検討した。外

国で分離された 6株と日本で分離された 22株を用いた。

14



ウイルス第一部 

現在までに全塩基配列が明らかにとなっている菌株の情

報を比較して、一塩基変異のある領域を検索し、一塩基

プライマー伸長法を用いてタイピングした。現時点では、

数ある一塩基変異のうちのわずかしか検討できていない。

このため、外国分離株を区別することも、日本分離株を

区別することもできないが、まだ、多くの領域があり、

今後検討の余地が残されている。［岸本寿男、小川基彦、

安藤秀二、遠藤雅子・尾内一信(川崎医科大学)、山崎 勉

(埼玉医科大学)］ 

 

（2）抗アレルギー剤の抗 Chlamydia pneumoniae作用

についての検討 

 C.pneumoniae 感染と、喘息発作との関連が論じられ

ている。そこで、抗アレルギー剤の抗 C.pneumoniae作

用について検討した。抗アレルギー剤として、トラニラ

スト、オキサトミド、ペミロラストカリウム、フマル酸

ケトチフェンを使用した。C.pneumoniae AR-39 株と

HL 細胞を用いて、日本化学療法学会標準法に準じて、

各抗アレルギー剤の MIC を求め、通常内服量にて期待

できる血中濃度（Cmax）と比較した。また、接種菌液

を各抗アレルギー剤と反応させた後に、細胞に接種して

増殖抑制を判定する方法（pre-exposure method）によ

り、抗アレルギー剤の pre-exposure MICを計算した。

今回検討した薬剤は、すべて C.pneumoniae増殖抑制作

用を有したが、MICあるいは pre-MIC値と Cmaxとの

間に解離がみられるものが多かった。トラニラストは、

通常の内服量で期待される最大血中濃度と同等の濃度で、

C.pneumoniaeの増殖を完全に抑制した。［佐藤 梢、山

口 徹也、岸本 寿男、井上美由紀・山崎 勉(埼玉医科大

学)］ 

 

（3）小児における Chlamydia pneumoniae感染症の疫

学 

 埼玉県西北部に位置する病院における、小児の

C.pneumoniae気道感染に関する調査を行った。1996～

2003 年の期間に気道症状を有して埼玉医科大学病院小

児科を受診した患児を対象とした。これらの患児より採

取された血清 2544 検体を用いて micro-IF 法にて、抗

C.pneumoniae IgG抗体の測定を行った。また、2000～

2002年の期間に採取した喀痰 579検体で、Kubotaのプ

ライマーを用いた PCR法により、C.pneumoniaeの検出

を行った。micro-IF法による C.pneumoniae IgG陽性率

は、15%（372／2544）であったが、96年：17%, 97年：

12%, 98年：10%, 99年：12%, 00年：12%, 01年：24%, 

02年：12%, 03年：15%と、年次によりばらつきがみら

れた。PCR 法の陽性率は、8%（49／579）であり、00

年： 13%, 01 年： 10%, 02 年： 6%であった 。 

C.pneumoniae 抗 体 陽 性 率 お よ び 喀 痰 か ら の

C.pneumoniae 検出率には、年次による差異が見られ、

地域における流行状況を反映しているものと考えられた。

一方、抗体陽性率が最も高い年次と PCR 法陽性率が最

も高い年次とでは、若干解離もみられた。［佐藤 梢、岸

本寿男、山崎 勉・井上美由紀・伊東敦子・上原すゞ子・

佐々木 望(埼玉医科大学)、増田周子・井筒 浩(日立化

成工業)］ 

 

（4）韓国 U島での C. pneumoniaeによると思われる呼

吸器感染症流行の疫学的検討 

2004年 3月に済州島の近くの U島の、小・中学校(総

数 137人)で咽喉痛、高熱や咳を伴う発生が報告された。

全小学生の約 57%と全中学生の 60%に咽喉痛、発熱や咳

が認められた。C. pneumoniae検出のために咽頭スワブ

検体から培養法と、Kubotaのプライマーによる PCR法

が行われた。血清は、各患者から発症初期と 8週目に採

取され、micro-IFと ELISAキット（Bioclone社）を用

いて C. pneumoniae特異抗体を測定した。発症早期の患

者咽頭スワブの PCR での陽性率は 63%であったが、C. 

pneumoniae の分離をすることはできなかった。発症早

期患者からのシングル血清のうち、ＥＬＩＳＡ法でＩｇ

Ｍ抗体陽性は 63%、その 8 週間後のＩｇＭ抗体陽性は

47%であった。しかし、早期と 8週間目の間に、有意な

IgG、IgA の上昇幅を認めた患者はいなかった。一方、

発症早期患者のうち、MIFによる IgM抗体陽性は 58%、

8 週間後は 47%であった。これに対して、血清で、IgG

抗体価が 2 倍上昇したのは 26%であった。韓国で C. 

pneumoniae感染症流行の存在が明らかとなった。［岸本

寿男、安藤秀二、小川基彦、Kwang-Jun Lee・ Su-Jin 

Kwon・Song-Mee Bae・Kyu-Jam Whang・Young-Hee 

Lee・Ki-Sang Kim and Hee-BokOh(NIH, 韓国 CDC)

増田周子(日立化成工業)］ 
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3. トラコーマクラミジアに関する研究 

（ 1）カニクイザルをモデルとした Chlamydia 

trachomatis 急性感染期における局所変化、ならびに血

中抗体価とケモカイン値の動態についての検討 

C.trachomatis の感染既往がある Ct 抗体保有不妊婦

人において、多くは結婚後 2年以上の不妊期間を経て受

診することから、Ct の慢性感染期にあると考えられる。

そこで Ct 急性感染期の病態解明を目的とし、カニクイ

ザルをモデルとして Ctの急性感染期における局所変化、

ならびに血中抗体価やケモカイン値の動態を検討した。

雌カニクイザル 2 頭に対し経膣的に Ct を接種し、感染

初期における血中抗体価の推移とケモカイン値

(RANTESおよび IL-8)の関係、ならびに摘出した内生殖

器の病理組織学的所見を検討した。血中抗体の陽転化に

は、Ctの初回接種から 2～3週間を要した。観察期間中

に血中 RANTESおよび IL-8値の有意な増加を認めなか

った。一方、摘出した臓器において病理組織学的検討を

行ったところ、子宮頚部においては著明な炎症所見を認

めたが、卵管への炎症の波及は認めなかった。カニクイ

ザルに Ct を成立させたモデルにおいて、急性期だけの

短期的な観察では、子宮頚部の炎症所見と血中抗 Ct 抗

体の検出だけに留まり、不妊婦人の慢性期にみる卵管の

炎症所見やケモカインの検出には至らなかった。今後は

Ctの慢性感染モデルを作製し、感染の波及に関する免疫

学的な介入を更に検討したい。［岸本寿男、安藤秀二、平

野由紀・柴原浩章(自治医科大学)、高橋敬一(高橋レディ

ースクリニック)、山崎 勉・鈴木光明(埼玉医科大学)］ 

 

4. その他クラミジアに関する研究 

（1）動物由来クラミジア感染症の病原体検出法の開発 

TaqMan probe法を用いた Real-time PCRにより、迅

速、感度、特異性に優れた動物由来クラミジア感染症の

病原体検出法の開発および実用化を検討した。動物由来

クラミジア感染症の特異的な検出法の開発の中で、これ

までに作成した one step PCR法に加えて、人獣共通感

染症として関る可能性のある動物由来クラミジアのすべ

てを検出することを目的に、新たに TaqMan probeを用

いた Real-time PCR法の開発を目指した。新たに設計し

た Real-time PCR系では、C. psittaciとともに動物由来

の C. caviaeおよび C. pecorumが検出可能であり、動物

由来のクラミジアに特化した検出法としての有用性が示

唆された。今後さらに他の動物由来クラミジアやその他

の病原体についても特異性ならびに感度の検討を行い、

実用的な検出法としての確立を目指す。 [柳 陳堅、安

藤秀二、小川基彦、岸本寿男、福士秀人(岐阜大学)] 

 

（2) STD 患者から分離されたクラミジア株 C. caviae 

OKM-2 SC10-6株の遺伝子学的解析 

近年性器クラミジア感染症の診断において、プラスミ

ドを欠失した C.trachomatis の存在が、明らかとなり、

PCRや LCRキットによる診断に予期せぬ過ちをもたら

す可能性を示している。それに加えて Ct とそれ以外の

クラミジア(C.pneumoniaeや C. caviae)との混合感染の

存在の報告も見られている。男性 STD 患者尿道から分

離されたクラミジア株が C. trachomatis biovar Iと C. 

caviae GPICの mix populationと疑われたため、plaque

法により、C. caviae GPICと思われる株 OKM-2 SC10-6

株を更に単離し、その株の DNA 配列の解析を行った。

またその DNA 配列に基づくクラミジア主要外膜たんぱ

く質のアミノ酸配列を予測した。シークエンスは、PCR

産物をABI PRISM3100に供し、DNA配列を解析した。

その結果、C. caviae OKM-2 SC10-６は C. caviae GPIC

株との相同性が非常に高いことが判明した。本株が STD

患者から分離されたことから、現在の診断法の問題の解

決とともに今後の疫学が必要である。［柳 陳堅、安藤秀

二、小川基彦、岸本寿男、松本 明・村尾 航・公文裕

巳(岡山大学)、福士秀人(岐阜大学)］ 

 

Ⅸ. その他の研究 

1. その他の研究 

（1）化学薬剤による未成熟染色体凝縮法（PCC）の確

立とその応用 

染色体の解析は種・亜種の同定に際し遺伝学的手段と

して必須のみならず、先天性染色体異常症の診断など医

学的にも重要な手段である。また染色体は後天的に放射

線や環境変異原物質などにより損傷を受け、これら傷害

による発癌や晩発傷害の解決も医学的に大きな課題であ

り、染色体の解析は遺伝子の損傷を評価するための必須

の手段である。しかしながら遺伝子の損傷の程度が大き
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くなると、細胞周期の遅延あるいは停止により分裂中期

染色体を得ることが困難あるいは不可能となり染色体解

析そのものが不可能となっていた。未成熟染色体凝縮法

はこの限界を克服する技術であり、オカダ酸あるいはカ

リクリンAなどの蛋白質脱リン酸化酵素阻害剤により極

めて簡便で効率的に PCC を誘発する方法を開発した。

この方法により従来困難であった染色体の解析に広く利

用されることとなり、放射線生物学、環境変異原学、あ

るいは出生前診断などの広い分野に応用されている。[後

藤 英介] 

 

（2）未成熟染色体凝縮法（PCC）を利用した簡便な大

線量被曝での生物学的被曝線量計の開発 

放射線被曝事故における被曝線量の推定には染色体の

損傷を指標とする生物学的線量計が手法も確立され広く

使われている。しかしながら従来のコルセミドを用いた

分裂中期染色体を得る方法では、被曝線量が大きくなる

と分裂中期染色体を得ることが困難となり、１０Gy を

超える被曝線量の算定は事実上不可能であった。1996

年に PCC法を利用して４０Gyまで被曝線量を算定する

プロトコルを発表したが、染色体ペインティング法を使

うため、施行できる施設は限られていた。緊急時より簡

便に線量の算定を可能とするため、ギムザ染色した染色

体標本（G2-PCC）で被曝線量を算定するプロトコル（i）

染色体断片数を指標、（ii）染色体断片長の最長/最短の比、

を開発し４０Gy までの被曝線量を簡便迅速に算定する

ことを可能とした。[後藤 英介] 

 

（3）C型肝炎ウイルス(HCV)の HCVの受容体の探索と

感染機構の解明 

HCV の受容体探索を昆虫ウイルスであるバキュロウ

イルス発現系にて作製した HCV 擬似粒子(HCV-LP)お

よび水泡性口内炎ウイルスの表面に HCV のエンベロー

プ蛋白質を被った擬 HCV を用いて HCV の受容体を探

索した。その結果、ヒト繊維芽細胞成長因子受容体

(hFGFR)がその感染に関与していることを明らかにし

た。[林 昌宏、菰田泰正・鈴木健介・谷 英樹・松尾栄

子・津田祥美・森石恆司・松浦善治（阪大微研）、宮村達

男（ウイルス第 2部）] 

 

（ 4）ヒト肝癌由来細胞で作製した HCV 様粒子

(HCV-LP)の性状 

HCV の主要な標的細胞であるヒト肝臓由来の細胞を

用いて HCV様粒子(HCV-LP)を作製し、その性状を検討

した。その結果 HCVのコア蛋白質から NS2蛋白質まで

を含んだクローンをヒト肝癌由来の FLC4細胞に導入し

た場合に培養上清中に多くの HCV-LPが得られ、精製し

た結果抗HCV E1、E2蛋白質抗体を用いた免疫電顕で、

40-50nm の粒子が観察された。[林 昌宏、松尾栄子・

菰田泰正・森石恆司・松浦善治（阪大微研）、八木慎太郎

（先端研）] 

 

（5）バキュロウイルスを用いたターゲッティングベク

ターの開発 

バキュロウイルスを用いたベクターの開発において、

バキュロウイルス gp64 を欠損させ目的のリガンドだけ

を持ったシュードタイプウイルスを作製し、細胞種特異

的な遺伝子導入を検討した。その結果目的のリガンドの

みをバキュロウイルスの粒子表面に提示できるシュード

タイプウイルスの作製系を構築した。[林 昌宏、北川善

紀・谷 英樹・松永(松岡)朋子・田鍬修平・森石恆司・

松浦善治（阪大微研）] 

 

レファレンス業務 
1. フラビウイルスに関する行政検査  

ウエストナイルウイルス 5件、日本脳炎ウイルス 2件、

デングウイルス 3 件の行政検査が 10 件依頼され、これ

を実施した。[高崎智彦、伊藤美佳子、根路銘令子、田島

茂、林昌宏、倉根一郎] 

 

2. リケッチアに関するレファレンス業務 

四類全数把握届出感染症のＱ熱、つつが虫病、日本紅

斑熱、発疹チフスリケッチアおよび類症鑑別に必要な菌

株の維持および抗原の作成を行った。また、地方衛生研

究所、ならびに研究所等に対してリケッチア株を 1施設

に血清診断用の抗原を 2施設に分与した。 

行政検査ならびに一般検査として、患者約 20 名、計約

40検体の血清診断および遺伝子検出などを行った。 [岸

本寿男、安藤秀二、小川基彦、倉根一郎] 
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3. クラミジアに関するレファレンス業務 

クラミジア特異抗体測定のための micro-IF 用抗原の

精製を C. psittaci Budgerigar No.1 株、C.trachomatis 

D株(C/TW-3/OT)、C.pneumoniae AR-39株について行

った。国内研究施設への分与は細胞 2箇所、クラミジア

株 3箇所、micro-IF抗原 8箇所に行った。行政検査なら

びに一般検査として国内から市中肺炎例のクラミジア 3

種の抗体価、PCR、分離等を約 100例 200検体にて施行

した。 [岸本寿男、安藤秀一、小川基彦、倉根一郎] 

 

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 

 平成 16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。［緒方もも子、

福士秀悦、水谷哲也、西條政幸、森川茂、倉根一郎］ 

 

２．備蓄乾燥痘そうワクチンの有効性試験 

 平成 16 年度は、乾燥痘そうワクチンの備蓄を開始し

て 24年次に相当する。備蓄されている 12ロットの力価

及び安定性試験を、厚生省からの依頼試験により行った

結果、いずれも有効な力価を保持していた。［緒方もも子、

福士秀悦、水谷哲也、西條政幸、森川茂、倉根一郎］ 

 

3.  日本脳炎不活化ワクチンの国家検定および依頼検査 

平成 16年度は、24ロットの日本脳炎ワクチンの国家

検定を実施し、24 ロット全てを合格と判定した。[根路

銘令子、高崎智彦、伊藤美佳子、田島茂、林昌宏、倉根

一郎] 

 

4.  黄熱ワクチン依頼検査 

平成 16 年度は２ロットの黄熱ワクチン依頼検査の行

政検査を実施した。[田島茂、高崎智彦、伊藤美佳子、林

昌宏、根路銘令子、倉根一郎] 

 

5. 狂犬病ワクチンの検定 

乾燥組織培養不活化狂犬病ワクチン３ロット（１６０

１、１６０２、１６０３）について、生物学的製剤基準

に基づいて、力価試験および不活化試験を行ない、合格

と判定した。［森本金次郎、中道一生、伊藤睦代、倉根一

郎］ 

 

6. 水痘ワクチンの検定 

乾燥水痘生ワクチン国家検定７ロット、輸出用ワクチ

ン依頼検査 9ロット、水痘抗原国家検定１ロットを実施

し、全ロットとも合格と判定した。[井上直樹、原田志津

子、野澤直樹、倉根一郎] 

 

国際協力関係業務 
1. 東ティモールにおけるデング熱/デング出血熱流行

に関する派遣調査 

2005 年 2 月 11 日-3 月 4 日にかけて World Health 

Organization (W.H.O.) Global Outbreak Alert and 

Response Network (GOARN) によるフィールドミッシ

ョンの要請を受け、現地調査を行い、東ティモールにお

けるデング熱、出血熱およびショック症候群アウトブレ

イクに対するデング診断および実験施設の立ち上げとガ

イダンス・トレーニングを実施した。さらに、本アウト

ブレイクについて血清学的・ウイルス系統学的方面から

検討および解析を行った。また、東ティモールにおいて

流行しているマラリアとの鑑別診断、および日本脳炎の

流行に関する予防対策等の検討を行った。 [伊藤美佳子、

津田良夫（昆虫医科学部）] 

 

研修業務 
1. 韓国国立予防衛生研究所から 2 名を受け入れクラミ

ジアの検査法の短期研修を行った[岸本寿男、安藤秀二、

小川基彦、倉根一郎] 

 

2. Q 熱検査法の研修に地方衛生研究所から 1名を受け

入れ短期研修を行った。[岸本寿男、安藤秀二、小川基彦、

倉根一郎] 

 

3. クラミジア検査法の研修に地方衛生研究所から 3 名

を受け入れた。[岸本寿男、安藤秀二、小川基彦、倉根一

郎] 

 

発 表 業 績 一 覧 
Ⅰ．誌上発表  
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1) Chanama, C., Anantapreecha, S., A-nuegoonpipat, 
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