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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 21 年 7 月 1 日付で安藤秀二主任研究官が第

五室長に就任した。平成 22 年 1 月 1 日付で金井亨輔が第

四室研究員として採用され就任した。平成 22 年 2 月 28

日付で野澤直樹研究員が退職し、平成 22 年 3 月 31 日付

で大松勉研究員が退職した。 

研究業務としては、出血熱ウイルス、ポックスウイル

ス、日本脳炎ウイルス、デングウイルス、狂犬病ウイル

ス、ＪＣウイルス、水痘帯状疱疹ウイルス（VZV）、サ

イトメガロウイルス（CMV）、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、南米出血熱等新興アレナウイルス

による出血熱検査診断法の開発と改良を行った。新興・

再興ウイルスに対する網羅的検出方法を開発し、本法が

新興ウイルスの検出に有力な検査法であることを示した。 
痘そうワクチンの有効性をサル痘をモデルとして示した。

さらにサル痘ウイルスの病原性に関する研究を行った。 
第二室においては、デングウイルス感染の病態解明に

むけてウイルス解析とサルモデルの開発を行なった。日

本各地のブタから分離した日本脳炎ウイルスの遺伝子及

び病原性解析を行った。また、野性イノシシからも日本

脳炎ウイルスを分離し解析した。チクングニヤウイルス

検査法を開発し、患者の確定検査を行うとともに分離ウ

イルスの解析を行った。 

第三室においては、進行性多巣性白質脳症診断のため、

JC ポリオーマウイルス検査系を開発した。さらに開発し

た検査法を用いて、多数の疑い患者検体を検査した。ま

たリンパ球脈絡髄膜炎ウイルス感染症の検査法を確立し

た。 

第四室においては、CMV による先天性感染の迅速ス

クリーニング法を用いて感染児の調査とゲノムタイプに

よる感染経路解析を行った。モルモット CMV を用いて

母児感染の研究を行った。また、レポーター細胞を用い

て新規抗 CMV 剤や抗 VZV 剤のスクリーニングにより得

た有力な化合物の解析を行った。 

第五室においては、リケッチア迅速検査法の開発と国

内における実態調査を行なった。また、リケッチア蛋白

の網羅的解析を行った。クラミジアに関しては、検査法

を改良し、オウム病の早期検査体制を確立した。 

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検体に関

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。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。 

 

業 績  

調査・研究  

 

Ⅰ． ウイルス性出血熱及び新興・再興ウイルス感染症

に関する研究 

 

1. 南米出血熱の実験室診断法の開発—間接蛍光抗体法

による IgG 抗体検出系の開発 

南米出血熱（アルゼンチン、ボリビア、ベネズエラ、

ブラジル出血熱）は、新たに１類感染症に加えられたウ

イルス性出血熱である。原因ウイルスは、新世界アレナ

ウイルスの B clade に分類されるフニン、マチュポ、ガ

ナリト、サビアウイルス、チャパレウイルスで、BSL4

病原体に分類されるため、現状では日本ではウイルスが

取扱えない。これまでに、フニンウイルスの組換え NP

を用いた IgG-ELISA、抗原検出 ELISA を開発してきた。

本研究では、フニンウイルスの組換えNPを発現するHeLa
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細胞塗抹標本を抗原とする間接蛍光抗体法を開発した。

精製組換え NP 免疫ウサギ血清を用いて、同様に調整し

た他の南米アレナウイルス抗原との交差反応性を調べた

結果、全ての抗原に交差反応したが、旧世界アレナウイ

ルスのラッサウイルス、LCM ウイルスの NP 抗原とは交

差しなかった。アルゼンチン出血熱患者 2 検体の血清か

ら抗体が検出されたが、ラッサ熱回復期患者血清とは交

差しなかった。本法は IgG-ELISA と共に血清診断法とし

て有用であると考えられた。［福士秀悦、水谷哲也、緒方

もも子、西條政幸、倉根一郎、森川茂、中内美名（イン

フルエンザウイルス研究センター）、Agustín E. Ure・Victor 

Romanowski （アルゼンチンラプラタ国立大学）］ 

 

2. 新興アレナウイルス出血熱の抗原性の解析 

ザンビア、南アで新興し、患者 5 名（致死率 80%）が

発生した新興アレナウイルス性出血熱から、新種の旧世

界アレナウイルス、Lujo （ルジョ）ウイルスが同定され

た。ルジョウイルスは、旧世界アレナウイルスのラッサ

ウイルスや LCM ウイルスとは分子系統学的にかなり距

離があると報告された。本研究では、ルジョウイルスの

組換え核蛋白(NP)を発現精製してウサギ免疫血清を作製

した。組換えルジョウイルス NP を用いた IgG-ELISA 及

びルジョウイルスNP発現HeLa細胞塗抹標本を用いた間

接蛍光抗体法を開発し、各種アレナウイルスとの交差性

に関して解析した。その結果、遺伝的にはかなり異なる

ラッサウイルスや LCM ウイルスと比較的強く交差した

が、新世界アレナウイルスとは交差しなかった。今後、

本研究で開発した血清診断法の有用性を患者検体等を用

いて評価する必要がある。［森川茂、水谷哲也、西條政幸、

倉根一郎、山本貴恵・谷口怜・伊波興一朗・久和茂（東

京大学大学院農学生命科学研究科）、酒井宏治・網康至（動

物管理室）］ 

 

3. 豚のレストンエボラウイルス感染症診断用 IgG-ELISA

の確立 

フィリピンの養豚場で豚がレストンエボラウイルスに

感染していることが分かった。そこで、フィリピンRITM、

東北大学-RITM 新興・再興感染症共同研究センターと共

同して、豚のレストンエボラウイルス抗体検出系を確立

した。 

 2008年にフィリピンの 2 ヶ所の豚農場で致死性の急性

呼吸器感染症が流行し、豚繁殖・呼吸障害症候群ウイル

ス(PRRS)が検出され、一部の豚ではレストンエボラウイ

ルス(RES)も世界で初めて検出された。組換えバキュロウ

イルスにより発現し精製したRES-N蛋白(RES-NP)を抗原

として用いた IgG-ELISA を豚検体用に調整し、ザイール

エボラウイルス（ZAI）及び RES 感染細胞抗原（米国 CDC

作製）を用いた成績と比較した。また、組換え (ZAI)-NP

発現 HeLa 細胞を用いた間接蛍光抗体法(IF)を行った。そ

の結果、精製組換え RES-NP 抗原と RES 感染細胞抗原を

用いた IgG-ELISA は同等の感度であったが、ZAI 抗原を

用いると抗体検出感度が低くなった。一方、RES 抗原に

よる IgG-ELISA 陽性検体は、IF でも抗体陽性であった。

この結果、これらを組み合わせることにより高い感度で

豚の RES 抗体が検出できることが明らかとなった。

Bulacan 州の農場の豚は RES 感染細胞抗原で約 20%の豚

が IgG抗体陽性であり、一部の検体は精製組換え RES-NP

抗原や IF でも陽性を確認した。Pangasinan 州の農場の豚

では全頭屠殺後に新規導入した豚は、検査した検体の全

てが抗体陰性であった。RES の豚に対する病原性は不明

であるが、Pangasinan 州の農場では豚の処分後に感染が

見られないことから感染は終息したと考えられる。今後、

フィリピンの他の豚農場での血清疫学調査が、豚でのRES

感染の実態を解明するために必要である。［福士秀悦、飯

塚愛恵、水谷哲也、緒方もも子、西條政幸、倉根一郎、

森川茂、佐山勇輔・齊藤麻理子・鈴木陽・神垣太郎・玉

記雷太・押谷仁（東北大学）、Olveda、 R.（RITM、フィ

リピン）］ 

 

4. フィリピンのコウモリからのレストンエボラウイル

ス抗体検出 

レストンエボラウイルス(RES)は過去３回カニクイサル

で致死的な出血熱の流行を起こしており、2008 年には豚

でも感染が確認されている。アフリカではエボラ、マー

ルブルグウイルスの遺伝子や抗体がコウモリから検出さ

れており、フィロウイルスの宿主動物はコウモリである

可能性が指摘されている。そこで、本研究では、2008 か

ら2009年にフィリピンで捕獲した140個体のコウモリの

RES 抗体保有状況を調査した。組換え RES-NP および

RES-GP を用いた IgG-ELISA では、ルーセットオオコウ
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モリ属の 16 個体中 7 個体がいずれかに反応した。多くが

高 OD 値を示した。このうち、１検体が間接蛍光抗体法

で明瞭に陽性反応を呈した。これらのうち 3 個体は間接

蛍光抗体法でも抗体陽性であった。他のコウモリは全て

抗体陰性であったこと、アフリカのフィロウイルスがル

ーセットオオコウモリ属から検出されていることなどか

ら、RES の自然宿主もルーセットオオコウモリ属である

事が示唆された。［谷口 怜・渡辺俊平・上田直也・伊波

興一朗・藤井ひかる・久和茂・明石博臣・吉川泰弘（東

京大学大学院農学生命科学研究科）、Joseph Masangkay

（フィリピン大学獣医）、大松勉、水谷哲也、西條政幸、

倉根一郎、森川茂］  

 

5. カニクイザルから分離されたイヌジステンパーウイ

ルスのサルでの病原性の解析 

カニクイザルに原因不明の肺炎、消化器症状等を主徴

とする致死的感染症が流行し、イヌジステンパーウイル

ス (CDV) が分離された。本研究では、サルから分離さ

れた CDV の性状解析とカニクイザルへの感染実験を行

い、その病原性を解明することを目的とした。dog-SLAM

発現 Vero 細胞（dog-Vero）及び human-SLAM 発現 Vero

細胞（human-Vero）を用いて臨床材料から分離されたCDV

の塩基配列を決定した。また、分離された CDV をカニ

クイザルに経鼻感染させて、ウイルス増殖及び病理組織

学的解析を実施した。その結果、dog-Veroで効率良くCDV

が分離され（CDV / dog-Vero）、human-Vero でも稀に分離

された（CDV / human-Vero）。CDV / dog-Vero と CDV / 

human-Vero のほぼ全長の塩基配列は、H タンパク質に 1

箇所のアミノ酸置換を生じる変異のみであった。実験感

染後 15 日間の観察期間中、全てのサルは生存したが、

CDV / dog-Vero 感染動物では 3 頭中 3 頭が、CDV / 

human-Vero 感染動物では 3 頭中 1 頭から、PBMC・呼吸

器・消化器等の多くの組織・臓器から CDV が分離され、

全身性 CDV 感染症が再現できた。CDV 感染流行時のウ

イルスは、全て dog-SLAM 指向性の野生型 CDV であっ

たことと、感染実験の成績から、CDV はカニクイザルに

全身性感染症を起こし得ることが明らかとなった。［酒井

宏治・網康至・須崎百合子（動物管理室）、永田典代・岩

田奈織子・鈴木忠樹（感染病理部）、長谷川秀樹（インフ

ルエンザウイルス研究センター）、福士秀悦、水谷哲也、

緒方もも子、西條政幸、倉根一郎、森川茂］ 

 

Ⅱ．新興・再興ウイルスの網羅的検出方法（Rapid 

Determination of Viral RNA Sequence; RDV 法）の開発・

改良と応用に関する研究 

 

1. ウイルス感染細胞から未知のウイルスを検出するた

めの RDV 法の改良（RDV-SF） 

RDV 法は未知のウイルスを検出する方法であるが、従

来の RDV 法ではウイルス感染培養細胞の上清に含まれ

るウイルスを標的として網羅的な検出をおこなう必要が

あった。一般にウイルス核酸量は培養液中よりも細胞内

の方が多い。また、培養液中にウイルスをほとんど放出

しないウイルスも存在する。そこで、感染細胞からもRNA

ウイルスを検出できるように RDV 法を改良した。宿主

細胞に最も多く含まれる RNA は 18S と 28S リボゾーマ

ル RNA で、それぞれ約 2ｋｂと 5kb である。また、細胞

に発現している mRNA の多くは 5kb 以下である。一方、

インフルエンザウイルスなど一部の RNA ウイルスを除

くと、ほとんどの RNA ウイルスのゲノムの長さは 6kb

以上である。ウイルス感染細胞から抽出した RNA もし

くは cDNA をアガロースゲルを用いて電気泳動し、6kb

以上に相当する箇所に含まれる核酸を抽出すると、理論

的にウイルス RNA (cDNA)が得られることになる。そこ

で、カリシウイルスとフラビウイルスを用いてアガロー

スゲルから抽出した核酸を用いて RDV 法をおこなった

ところ、それぞれのウイルスゲノムの遺伝子配列が得ら

れた。この方法は、サイズフラクションを利用している

ので、RDV-SizeFraction (RDV-SF)と呼んでいる。［水谷哲

也、酒井宏治、福士秀悦、西條政幸、緒方もも子、飯塚

愛恵、倉根一郎、森川茂、渡辺俊平・明石朝臣（東京大

学農学部）］ 

 

2. RDV法によるBat betaherpesvirus 2の発見と疫学的調

査 

昨年度は RDV 法をより簡便にするために 64 通りで網

羅性を保てるように改良した（RDV ver3.1）。この方法に

より和歌山県のコウモリから新規ベータヘルペスウイル

ス（bat betaherpesvirus 2: BatBHV-2)を検出し、すでに報

告されているコウモリのヘルペスウイルスとの相同性を
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解析したところ、Bat betaherpesvirus1 よりも tupaiid 

herpesvirus 1 に近いことがわかった。和歌山県のコウモ

リにおける BatBHV-2 の感染率を調べるために、50 匹の

コウモリを採取したところ、PCR により 4 匹の脾臓にお

いてウイルスが検出された。［水谷哲也、酒井宏治、福士

秀悦、西條政幸、緒方もも子、飯塚愛恵、倉根一郎、森

川茂、渡辺俊平・明石朝臣（東京大学農学部）、前田健（山

口大学農学部）］ 

 

3. タイにおける PhaV 保有蚊の疫学的調査 

一昨年、タイで採取された蚊の幼虫から RDV 法を用

いて新規ブニヤウイルス（PhaV）を検出したことを報告

した。PhaV は系統樹上ではブニヤウイルスに属するが、

相同性の高いウイルスは無いので新しい属を形成すると

考えられる。また、最大 50 匹までプールした蚊の幼虫に

おいては、約半数のグループから PCR で PhaV を検出し

たので、タイの蚊の成虫にも感染している可能性がある。

そこで、タイで採取されたメスの蚊 75 匹を 5 匹ずつプー

ルして RNA を抽出し、PCR をおこなったところ、すべ

てのグループにおいてウイルスが検出された。［水谷哲也、

酒井宏治、福士秀悦、西條政幸、緒方もも子、飯塚愛恵、

倉根一郎、森川茂、江下優樹（大分大学）、西村美保・山

尾卓也・佐藤朝光（福岡大学）、佐山勇輔・押谷学（東北

大学）］ 

 

Ⅲ．ポックスウイルスに関する研究 

 

1. 高度弱毒痘そうワクチン LC16m8 の霊長類における

サル痘発症予防効果：サル痘ウイルス鼻腔内接種モデル

での検討 

近年、痘そうウイルスがバイオテロ病原体として用い

られる危険性が指摘され、我が国では高度弱毒痘そうワ

クチン LC16m8 の再生産と備蓄対策がなされている。本

研究では、LC16m8のサル痘ウイルス暴露後接種効果を、

霊長類を用いたサル痘ウイルス鼻腔内接種感染モデルに

おいて検討した。ワクチン非接種群（コントロール群）4

頭、暴露（1,000,000 PFU/頭、鼻腔内接種）15 分後 LC16m8

接種群 4 頭、暴露 1 日後接種群 4 頭を用いた。鼻腔内接

種暴露後には、3 週間にわたり臨床症状（体重、発熱、

活動性、食欲等）を観察し、ウイルス血症レベル、抗体

応答、肉眼的病理所見を解析した。その結果、LC16m8

のサル痘ウイルス暴露後接種の明らかなサル痘発症軽症

化または予防効果は認められなかった。［西條政幸、飯塚

愛恵、塩田智之、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（感染病理部）］ 

 

2. サル痘ウイルス感染症におけるサル痘ウイルスの各

種蛋白に対する抗体応答 

サル痘ウイルスは、ポックスウイルス科オルソポック

スウイルス属に分類される二本鎖 DNA ウイルスで、霊

長類において天然痘様の急性発疹性疾患（サル痘、ヒト

サル痘）を引き起こす。本研究では、輸入感染症対策と

して重要な感染症のひとつであるサル痘ウイルスに感染

した場合の、サル痘ウイルスの各種蛋白に対する免疫応

答を、カニクイザルのサル痘ウイルス感染モデルを用い

てプロテオミック解析により明らかにした。全ての EEV

関連蛋白（F13L、 A33R、 A34R、 A36R、 B5R）に対

する抗体は感染 10 日目には検出された。IMV 関連蛋白

（L1R、 H3L、 D8L、 A13L、 A17L、 L5R）に対する

抗体応答は、H3L、 D8L、 A13L、 A17L に認められ、

L1R と L5R に対する応答は極めて弱かった。コア蛋白

（F17R、 E11L、 I1L、 I3L、 L4R、 J1R、 D2L、 D3R、 

A4L、 A10L、 A12L）に対する抗体応答は、F17R、 I1L、

および、 A4L に対する応答が強く認められた。病原因

子関連蛋白（C23L、 C11R、 C3L、 N1L、 K1L、 E3L、 

A40R、 A46R、 B14R、 B16R）の抗体応答では、C23L、 

C11R、および、E3L に対するものが比較的強く認められ

た。トランスクリプション関連蛋白および病原性関連蛋

白に対する抗体応答についても解析した。サル痘ウイル

ス感染時には、全身感染に重要な働きを有する EEV 関連

抗体を含め、多くの蛋白に対する抗体が誘導されること

が明らかにされた。血清学的診断法の開発において、こ

れらの研究成績は重要な知見を与えるものと考えられる。

［西條政幸、飯塚愛恵、塩田智之、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

染病理部）］ 

 

3. 細胞培養痘そうワクチン LC16m8 の増殖温度感受性
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責任遺伝子の解析 

細胞培養痘そうワクチンの製造承認株である LC16m8

株は、Lister 株から低温馴化により LC16 株、LC16mO 株

を経由して樹立された株である。Lister 株では 41℃以上

でも初代ウサギ腎細胞でのプラック形成能があるのに対

し、LC16mO 株と LC16m8 株は 41℃ではプラークを形成

しない（増殖温度感受性）。増殖温度感受性に関与する遺

伝子を明らかにするためLister株DNA断片をクローニン

グした Bacmid による LC16MO 株の温度感受性相補試験

を実施した結果、B5R 遺伝子以外にウイルス DNA の

HindIII-A 断片にある複数の遺伝子が関与することが明

らかとなった。さらに LC16mO / 8 株と Lister 株由来クロ

ーンのウイルスゲノムの塩基配列の比較解析から、温度

感受性に関与する可能性のある遺伝子として、HindIII-A

断片に含まれる A8R、A33R、A36R、A53R、A55R、A56R

遺伝子の 6 遺伝子が見出された。このうち、LC16mO / 8

株の A56R 遺伝子の 15 塩基欠失は、部分的に温度感受性

に関与し、さらに A56R 遺伝子の部分欠失以外にも候補

遺伝子に見られる変異のいずれかが関与することが明ら

かとなった。［飯塚愛恵、塩田智之、中内美名、水谷哲也、

福士秀悦、緒方もも子、西條政幸、倉根一郎、森川茂］ 

 

Ⅳ．フラビウイルスに関する研究 

 

1. デングウイルスに関する研究 

 

(1) デング 1 型ウイルス非構造蛋白質 NS4A の N 末端側

領域の解析 

NS4A は 150 アミノ酸から成り、その C 末端側 100 ア

ミノ酸のほとんどが膜結合領域であるが、N 末端側の 50

アミノ酸は膜とは結合せず細胞質側に存在すると考えら

れている。本研究ではこの N 末端側 50 アミノ酸に注目

し、ウイルス増殖における本領域の必要性について考察

した。 

H20 年度までに、１）デング 1 型ウイルス NS4A の N 末

端側がウイルスの増殖に必須であること、２）この部位

がウイルス種特異性を示すことを明らかにしてきた。そ

こで本年度は特異性を示す部位を絞り込むことを試みた。

本部位をフラビウイルス間での保存性から 3 領域（11-23

部位、27-34 部位、35-50 部位）に分割し、それぞれを日

本脳炎ウイルスの該当部位と置換した変異ウイルスクロ

ーンを作製し、ウイルス産生を試みた。すると 27-34 部

位を置換するとウイルスが産生されないことが明らかと

なった。他の部位については、増殖速度こそ遅いものの

ウイルス産生は確認された。以上より 27-34 部位が最も

ウイルス種特異性に関与していることが示唆された。次

に PCR-based random mutagenesis法により 27-34部位変異

体の増殖性を復帰させる変異の導入を試みた。その結果、

27-34 部位の変異が維持された復帰変異体を分離するこ

とが出来た。ウイルスゲノムの塩基配列を決定したとこ

ろ、ミスセンス変異が複数見出された。現在どのような

変異がウイルス複製の回復に寄与するか、またどのよう

な機序によるものか検討中である。［田島茂、高崎智彦、

倉根一郎］ 

 

(2) デング 1 型ウイルス非構造蛋白質 NS1 と相互作用す

る細胞側因子の同定 

 NS1 は酵素活性こそ有さないものの、ウイルス複製に

重要な役割を果たしていると考えられている。さらにNS1

は細胞外にも分泌され、病態の重症化にも寄与するとの

報告もある。しかしNS1の作用機序には不明な点が多い。

NS1 の機能解析を進めるため、これまでに NS1 と相互作

用する細胞側因子を免疫沈降法により分離し、質量分析

（ＭＳ）法により同定を試みてきた。その結果数種類の

シャペロン蛋白質が同定された。これらのうち、TCP-1beta、

HSP60、GRP78 との相互作用をウエスタンブロッティン

グにより確認することができた。［田島茂、高崎智彦、

倉根一郎］ 

 

(3) デング熱患者における尿、唾液中のウイルス遺伝子、

抗体検出に関する研究 

デング熱輸入症例の尿および唾液からウイルス遺伝子

および IgM 抗体の検出を継続して検討した。その結果、

ウイルス遺伝子を検出する場合があることを確認した。

イルス遺伝子が血液中から検出できない場合でも、尿中

から検出することがあることが確認され、診断上の意義

があることが明らかとなったため、実際の診断に応用し、

継続して評価を実施した。［高崎智彦、小滝徹、原田文植、

田島茂、倉根一郎、名和優・町田早苗（埼玉医科大学）、

水野泰孝・竹下望・工藤宏一郎（国立国際医療センター）］ 
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(4) デング熱サルモデルの開発 

デングウイルス感染症の病態解析およびワクチン評価

を行う上で最適な霊長類モデルは未だ確立されていない。

そこで、我々は新世界ザルに属するマーモセットに着目

し、そのデングウイルスに対する感受性について検索を

行った。デングウイルス 2 型野外分離株を接種したマー

モセットの一部で発熱・活動量低下といった臨床症状の

変化が認められた。また、全ての個体で白血球減少が認

められると共に、血小板減少・肝酵素の上昇、腎酵素の

上昇も認められろ個体も確認した。剖検の結果、これら

の個体の一部では腎臓に肉眼的な変化が認められ、病理

組織学的には腎臓および肝臓に著変が認められ、ウイル

ス抗原も検出した。デングウイルスに対して高い感受性

を有するマーモセットを用いて、ワクチン防御効果の判

定に使用できることを同血清型ウイルス（デングウイル

ス２型）を用いて確認した。 ［大松勉、高崎智彦、倉根

一郎、濱野正敬・明里宏文（医薬基盤研究所・筑波霊長

類センター）、中村紳一朗（滋賀医科大学）、片貝裕子（予

防衛生協会）］ 

 

(5) デングウイルス再感染患者血清における感染増強抗

体に関する研究 

再感染時に多発するデング出血熱の要因の一つは初感

染時に誘導された中和能を有しないDENV型交差抗体に

起因する抗体依存性感染増強(ADE)によると考えられて

いる。希釈しない患者血清における ADE 活性および抗

体の役割が明らかにされていない。より生体内に近い条

件で測定するため、患者血清中における ADE 活性を調

べた。そこで Fcγ受容体の 1 つである FcγRIIA(CD32a)

を恒常発現する BHK- FcγRIIA/2 及び BHK- FcγRIIA/4 細

胞を用いて ADE アッセイ法により原液の初感染並びに

再感染における感染増強抗体を検討した。ADE 現象は再

感染の患者血清に検出されたが同様な現象は初感染の患

者血清に検出されなかった。また再感染患者血清と同患

者から分離された DENV を用いた場合においても ADE

現象が観察された。再感染患者血清中に ADE 活性が検

出されたことから、実際に感染増強抗体は再感染時に生

体内におけるデング出血熱発症に重要な役割を果たす可

能性が示唆された。［モイ メンリン、林昌宏、高崎智彦、

小滝徹、田島茂、倉根一郎］ 

 

(6) FcγRIIA 発現 BHK-21 細胞を用いた抗デングウイルス

高感度ウイルス分離法の確立 

 デングウイルス感染者血液からウイルスを分離する際

に抗デングウイルス抗体が血中に検出されだすと分離効

率が低下する。そこで感染性のある抗原（ウイルス）-

抗体複合体が FcγRIIA と結合し FcγRIIA 発現 BHK-21 細

胞に感染することで分離効率を高めることを明らかにし

た。血中からウイルス分離が困難であった低いウイルス

力価の血清にも、少量の抗体を添加することにより分離

効率が高まることも見出した。［モイ メンリン、林昌宏、

高崎智彦、小滝徹、倉根一郎］ 

 

2. 日本脳炎ウイルスに関する研究 

 

(1) 欠失・挿入変異体を用いた日本脳炎ウイルス 3‘非翻

訳領域の解析 

近年分離される日本脳炎ウイルス（JEV）の 3’非翻訳

領域においてしばしば欠失が観察される。この欠失がウ

イルス性状にどのような変化をもたらすかを探るために、

これまでに４種類の欠失変異体クローン(d5、 d9、 d5d9、 

d27）と１種類の挿入変異体クローン(a13)を構築し、in 

vitro での増殖性を比較してきた。昨年度までに Vero 細

胞およびブタ腎由来 PK-15 細胞での増殖能に顕著な差異

が観察されないことを明らかにした。本年度は他の株化

細胞における増殖能およびマウスに対する病原性を比較

した。マウス神経芽細胞腫由来 N18 細胞、ヒト神経芽細

胞腫由来 IMR-32 細胞およびウズラ繊維芽細胞由来 QT-6

細胞において d27 変異体のみが野生型に比べ増殖能が低

下していた。一方、マウス(ddY および C3H/He)に対する

病原性を比較したが、いずれの変異体でも致死性に変化

は見られなかった。以上より、近年欠失の観察される領

域が神経系およびウズラ由来細胞でのウイルス増殖能に

影響する可能性が示唆されたが、致死性については影響

する可能性は低いことが示唆された。［加藤文博、田島茂、

小滝徹、高崎智彦、倉根一郎］ 

 

(2) E 蛋白質上の 1 アミノ酸置換（S123N）を有する組換

え日本脳炎ウイルスの作製 
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日本脳炎ウイルス E 蛋白質の 123 番目のアミノ酸残基

はマウス神経芽細胞腫由来 N18 細胞における増殖能およ

びマウス病原性に重要な役割を果たす。国内外で同定さ

れる JEV のほとんどが E 蛋白質 123 番目のアミノ酸がセ

リン（123S）である。これまでに我々は、この部位がア

ルギニンであるウイルス（123R）が 123S に比べて有意

に病原性が上昇することを見出している。一方、近年こ

の部位がアスパラギン（123N）であるウイルスが、日本

だけでなくベトナムや中国でも同定されてきている。し

かし 123N 株の性状解析は全く行なわれていない。この

性状解析を進めるため、123S を 123N に置換した組換え

JEV クローンを構築し、組換えウイルスを作製した。今

後本ウイルスを使用して解析を進めてゆく。［山口幸恵、

田島茂、高崎智彦、倉根一郎］ 

 

(3) ブタから分離された日本脳炎 1型ウイルスのマウスに

おける病原性解析（日本脳炎流行予測調査事業） 

全国各地のブタ血清中の日本脳炎ウイルスに対する抗

体調査を行った。さらにブタ血清より日本脳炎ウイルス

の分離を行い、2 株の日本脳炎ウイルスを分離した。遺伝

子解析の結果いずれも遺伝子型 1 型日本脳炎ウイルスで

あった。したがって今後も日本脳炎対策が必要であるこ

とが示唆された。［林 昌宏、高崎智彦、田島 茂、大

松勉、小滝徹、モイ メンリン、池田真紀子、倉根一郎］ 

 

(4) イノシシにおける日本脳炎ウイルス感染実態の調査研

究 

ヒトの住環境に出現したイノシシを中心に日本脳炎ウ

イルス感染状況をウイルス学的および血清学的に検討し

た。平成 20 年 12 月上旬に、兵庫県西宮市で捕獲された

イノシシの血液から日脳ウイルスが分離され、国内のブ

タから分離されたウイルスと近縁であった。また、約 15%

のイノシシが抗日本脳炎 IgG 抗体を保有していたが、IgM

抗体が陽性であったのは 38 頭中１頭であった。［高崎智

彦、田島茂、林昌宏、小滝徹、倉根一郎、澤辺京子・小

林睦生（昆虫医科学部）］ 

 

(5) フォーカス(PAP)法を応用したフォーカス計数法によ

る日本脳炎中和抗体価測定法に関する情報提供 

これまでに日本脳炎中和抗体価測定法研修会において

パーオキシダーゼ抗パーオキシダーゼ(PAP)法を応用した

フォーカス計数法について感染症流行予測調査・日本脳

炎感受性調査に参加する地方衛生研究所の各担当者に対

して研修を行ったが、これら担当者に対して最新の実験

手技、抗体等の実験材料に対する情報を開発・提供した。

現在日本脳炎ウイルスの中和抗体価測定法に用いられて

いるプラーク法には約 1 週間を要するのに対し、フォー

カス法においては 3 日間で結果が得られるため判定まで

の時間が短縮され、非特異反応も低く、96 穴プレートの

使用が可能なため、短時間で大量の検体を処理すること

が可能である。したがって本法は感染症流行予測調査の

速やかな情報収集に寄与する。 ［林昌宏、高崎智彦、倉

根一郎］ 

 

(6) 日本脳炎ウイルスの活動と気象の関連についての解

析 

 我が国で 1965 年以来、実施されているブタにおける日

本脳炎感染源調査（抗体調査）のデータをもとに夏季の

気温（平均気温、最高気温、真夏日の日数など）、降水量

と日本脳炎ウイルスとの相関関係を検討し、気温と正の

相関をすることを見出した。さらに県単位の地域におけ

る相関の強さの相違を調査した。また、国立環境研究所

との共同研究としてさらに詳細な気象データを入力し解

析基盤を強化した。［柴崎謙一、小滝徹、高崎智彦、倉根

一郎、肘岡靖明（国立環境研究所）］ 

 

3. ウエストナイルウイルスに関する研究 

 

(1) ウエストナイルウイルス脳炎等フラビウイルス脳炎

における脳内免疫機構の解析 

ウエストナイルウイルス、日本脳炎ウイルス、ダニ媒

介性脳炎ウイルスは脳炎をひき起こすフラビウイルスで

ある。これらのウイルス感染における中枢神経系の免疫

病態機構を解明した。これらのウイルスの脳内感染で誘

導される T 細胞は各ウイルスに特異的な T 細胞であり、

これらの現象は、明確な症状が認められなくても感染が

成立していれば認められた。［藤井克樹、北浦一孝、高崎

智彦、林昌宏、倉根一郎、早坂大輔・小池智（東京都神

経科学総合研究所）、鈴木隆二（国立病院機構 相模原病

院臨床研究センター）］ 



ウイルス第一部 

  

 

Ⅴ. その他のアルボウイルスに関する研究 

 

1. チクングニヤウイルスに関する研究 

(1) チクングニヤウイルス迅速診断法の開発 

現在チクングニヤウイルスの検出に使用している

RT-PCRおよびリアルタイムRT-PCR法に比較してより迅

速な Hyper RT-PCR 法の開発を行った。Hyper RT-PCR の

第一の特徴はその迅速性である。これまでのRT-PCR法、

リアルタイム RT-PCR 法を用いた遺伝子検出法では 1 時

間以上の時間を要するが本法においては約15分で終了す

る。またその後の反応産物のアガロースゲルでの解析お

よびシークエンスでの遺伝子配列の確認も可能であるた

め通常シークエンス解析のできないLAMP法と異なりチ

クングニヤウイルスの遺伝子型の解析も容易である。検

討の結果チクングニヤウイルスに対して 1 コピー

RNA/sample の検出感度を示す検出系を確立した。このと

きフラビウイルスであるデングウイルス、他のアルファ

ウイルス及びヒト血液由来核酸に対して非特異反応は観

察されなかった。［林 昌宏、高崎智彦、倉根一郎、藤本

嗣人・小長谷昌未（感染症情報センター）］ 

 

(2) チクングニヤ熱輸入症例のサーベイランス 

H21 年度は９例の輸入症例を確認した。また、成田空

港検疫所ではインドネシアから帰国の輸入症例を 1 例確

認した。本患者からはチクングニヤウイルスが分離され

た。分離ウイルスは 2007 年にスリランカからの輸入症例

から分離されたチクングニヤウイルス等と遺伝子解析し

た結果アジア型の遺伝子型であった。また、米国 CDC

から分与いただいた抗アルファウイルス単クローン抗体

を 2 次抗体として用いて In house IgM 捕捉 ELISA 法の感

度および特異性を向上させた。［高崎智彦、林昌宏、モイ 

メンリン、倉根一郎、関西空港検疫所、成田空港検疫所］ 

 

2. フラビウイルス共通プライマーを用いた迅速診断法の

確立 

フラビウイルス間で比較的共通した塩基配列の認められ

る膜（E）タンパク領域、非構造タンパクである NS3、NS5

領域にそれぞれ PCR プライマーを設計し、フラビウイル

ス遺伝子の増幅を検討した。その結果蚊によって媒介され

る日本脳炎ウイルス、ウエストナイルウイルス、セントル

イス脳炎ウイルス、マレーバレー脳炎ウイルス、デングウ

イルス 1-4 型、ダニによって媒介されるロシア春夏脳炎ウ

イルス、ポワッサンウイルス、ランガットウイルス、ネギ

シウイルスさらにコウモリから分離されたフラビウイルス

であるヨコセウイルスを検出することが可能なフラビウイ

ルス共通プライマーを作製することに成功した。このとき

検出感度は 101-10-1 PFU/ml であった。また本プライマー

はヒト血液およびカ由来 C6/36 細胞において非特異反応を

示さなかった。したがって本プライマーはフラビウイルス

遺伝子を特異的に検出し、フラビウイルス感染症の迅速診

断に応用可能であることが示唆された。［林昌宏、高崎智

彦、小滝徹、倉根一郎］ 

 

3. ベネズエラウマ脳炎、東部ウマ脳炎、西部ウマ脳炎

の診断法の確立 

平成19年度より施行されている感染症法改正において

新たに４類感染症として追加されたベネズエラウマ脳炎

については、これまで国内における迅速診断法は確立さ

れていない。そこで血清診断法としてベネズエラウマ脳

炎診断用 ELISA の確立を目指し、ELISA 用抗原としてベ

ネズエラウマ脳炎ウイルス用中空粒子および抗原陽蛋白

の作製を試みている。 ベネズエラウマ脳炎構造蛋白質発

現プラスミドを 3 種作成し、その発現を確認したところ

細胞外への蛋白質の発現は認められるもののその発現効

率は低かった。さらに、発現量の高いプラスミドの作製

を今後検討し血清診断法を確立していくと共に、アルフ

ァウイルス共通単クローン抗体を用いて実験室診断法の

確立を進めた。［大松勉、高崎智彦、倉根一郎］ 

 

Ⅵ．神経系ウイルスに関する研究  

 

1. 脳脊髄液を用いた JC ポリオーマウイルス遺伝子の

リアルタイム PCR 検査体制の整備と進行性多巣性白質

脳症(PML)の診断支援 

 PML は免疫不全患者等において発生する致死的な中

枢神経系の脱髄性疾患であり、持続感染した JC ポリオ

ーマウイルス(JCV)によって引き起こされる。感度や特

異性、侵襲性において優れた PML の診断技術を確立す

ることを目的として、脳脊髄液を用いた JCV のリアルタ
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イム PCR 検査系を確立した。また、全国の医療機関か

らの検査依頼に対応し、PML の診断支援および発生状

況等のデータ解析を行った。平成 21 年度では、神経学

的所見や脳 MRI 等から PML が疑われた症例について

34 都道府県から計 139 件の依頼を受け、24 検体（20 症

例）を JCV 陽性と判断した。JCV 陽性患者の基礎疾患

は HIV 感染症が 6 例、白血病およびリンパ腫等の血液

疾患が 7 例、自己免疫疾患（全身性エリテマトーデス）

が 2 例、その他の疾患（サルコイドーシス、間質性肺炎

等）が 5 例であった。本検査系を用いた診断支援は、医

療機関における PML の診断や治療において有用である

ことが示された。［中道一生、伊藤睦代、倉根一郎、西條

政幸］ 

 

2. リンパ球脈絡髄膜炎ウイルス感染症の検査法 

 アレナウイルス科のリンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス

（LCM ウイルス）は、ネズミなどのげっ歯類が媒介す

る人獣共通感染症の一つで、唾液、尿、糞などを介して

ヒトに感染すると、無菌性髄膜炎や脳炎などを引き起こ

す。日本では人での感染例は報告されていないが、海外

ではペットのハムスター等を介して人に感染した例が報

告されている。本研究では、LCM ウイルス感染症の診

断法の確立を目的とした。組換えバキュロウイルスによ

り LCM ウイルス組換え核蛋白（NP）発現・精製し、

NP に対する単クローン抗体およびポリクローナル抗体

を作製した。抗原を特異的に検出するのに有用な単クロ

ーン抗体（3 クローン）を用いた。おのおのの単クロー

ン抗体とポリクローナル抗体をそれぞれ捕捉抗体、検出

抗体として用いた LCM ウイルス蛋白を検出する抗原検

出 ELISA 法を開発した。また、この単クローン抗体を

間接蛍光抗体法でウイルス感染細胞に反応させると、特

異的に LCM ウイルスに結合していることが明らかにさ

れた。さらに、これらの抗体のエピトープ領域を同定し

たところ、LCMV-Armstrong 株、WE 株および M1 株で

保存されている領域を認識していることが明らかにされ

た。これらの結果は、本研究で作製された単クローン抗

体は、抗原検出 ELISA 法および病理組織中の LCM ウイ

ルス抗原検出に有用であることを示している。［西條政幸、

山口一美、王麗欣、中道一生、伊藤睦代、倉根一郎］ 

 

3. DNA ポリメラーゼ変異に基づくアシクロビル耐性単

純ヘルペスウイルスに関する研究 

 臓器移植患者を含む免疫不全患者では、単純ヘルペス

ウイルス（HSV）感染症は難治性で、ウイルス性チミジ

ンリン酸化酵素（vTK）関連薬アシクロビル（ACV）な

どに対する薬剤耐性 HSV 感染症が誘導されることがあ

る。ACV 耐性 HSV の 95％は変異や欠損に、残りの 5％

は DNA ポリメラーゼ変異による。DNA ポリメラーゼ

（DNApol）変異による HSV 感染症対策として、ACV、

vTK 非関連薬である S2242、DNApol 阻害薬であるフォ

スカルネット（PFA）に耐性の単純ヘルペスウイルス 1

型（HSV-1）の性状（薬剤感受性と DNApol 変異）を解

析した。クローニングされた HSV-1 をそれぞれ ACV、

PFA、または、S2242 薬剤存在下で増殖させ、耐性 HSV-1

（ACV 耐性株 3 クローン、PFA 耐性株 27 クローン、

S2242 耐性株 15 クローン）を得た。これらのクローン

の ACV、PFA、S2242、vTK 関連薬剤であるガンシクロ

ビル（GCV）、ビリブジン（BVdU）、ブロバビル（BVaraU）

に対する感受性と vTK 非関連薬剤であるシドフォビル

（CDV）に対する感受性をプラーク減少法により測定し

た。また、すべてのクローンの DNApol におけるアミノ

酸変異を同定した。DNApol 変異による耐性クローンの

ほとんどは、GCV、BVdU、BVaraU に感受性を示した。

高度感受性を示すクローンも認められた。一方、ACV 耐

性クローンとPFA耐性クローンは交差耐性を示す傾向が

認められた。約半数の耐性クローンのアミノ酸変異は、

保存領域 II と III にクローンで認められた。BVDU は、

帯状疱疹に対する薬剤として使用されている。また、GCV

や CDV はサイトメガロウイルス感染症に対して用いら

れている。これらの薬剤は比較的使用しやすい薬剤であ

ることから、vTK 遺伝子に変異がなく、DNApol 変異に

よる ACV または PFA 耐性 HSV-1 感染症が出現した場

合には、比較的副作用の少ない BVDU や GCV を用いる

のがよいと考えられる。［王麗欣、山口一美、中道一生、

伊藤睦代、倉根一郎、西條政幸］ 

 

4. 組換え単純ヘルペスウイルスのチミジンリン酸化酵

素の発現と迅速な薬剤感受性試験法の開発：HSV-2 およ

び VZV への応用 

 単純ヘルペスウイルス 1 型（HSV-1）、2 型（HSV-2）
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および水痘・帯状疱疹ウイルス(VZV)による感染症は、

アシクロビル（ACV）などのウイルス性チミジンリン酸

化酵素（vTK）関連薬剤により治療される。本年度は、

293T 細胞に組換え vTK を一過性に発現させ、vTK 欠損

HSV-1感染時の薬剤の増殖抑制効果を測定することによ

る薬剤感受性試験成績を迅速に得るシステムの、HSV-2

および VZV の ACV に対する感受性を測定する上での有

用性を検討した。ACV 感受性 TAS および TK 欠損 ACV

高度耐性 HSV-1 TAR を本システムのコントロールウイ

ルスとして用いた。ACV 感受性 HSV-2 UW268 株およ

び vTK 遺伝子に変異のある種々の ACV 耐性 HSV-2 の

vTK を、発現ベクターを用いて 293T 細胞で一過性に発

現させた。各々の HSV-2 の vTK 発現 293T 細胞におけ

る ACV の HSV-1 TAR に対する増殖抑制効果を yield 

reduction assay 法で検討した。ACV と BVDU の各濃度

における HSV-1 TAR の vTK 発現 293T 細胞における増

殖程度は、プラークアッセイ法で解析した。 ACV 感受

性 HSV-2 の vTK が発現された 293T 細胞では、40µg/ml

のACVによりHSV-1 TARの増殖は強く抑制されるのに

対し、TK 遺伝子にフレームシフト変異の認められる高

度耐性株の vTK 発現細胞では全く抑制されなかった。一

方、アミノ酸変異による ACV 耐性株 10 クローンの半数

は本システムで ACV 耐性と判定されたが、残りの半数

は ACV 感受性と判定された。また、VZV の vTK の発現

細胞を用いて、同様の検討を行ったところ、VZV の ACV

やビリブジン（BVdU）への感受性を判定することが可

能であった。［塩田智之、森川茂、倉根一郎、西條政幸］ 

 

Ⅶ．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) 新規抗 VZV 化合物の作用機序の解析 

レポーター細胞を用いたスクリーニングにより、9600

種類のランダム化合物ライブラリーから同定した VZV に

対し高い増殖阻害効果を示した化合物 141B3 及び 35B2

を解析した。プラ―ク減少試験の結果、141B3 及び 35B2

の 50%効果濃度は、それぞれ 0.31µM と 0.40µM であり、

VZV に対して有効であるアシクロビルよりも低濃度で効

果があることがわかった。リアルタイム PCR を用いた細

胞内の VZV の DNA 量の解析から、DNA 複製もしくはそ

れ以前の過程を両化合物共に阻害していることがわかっ

た。また、ウイルス抗原、mRNA 発現の阻害について検

討し、141B3 処理で前初期（IE）発現が見られなくなって

いるのに対し、35B2 では見られることがわかった。また、

35B2は IE62の初期遺伝子の転写活性化機能を阻害しない

ことが明らかになった。以上の結果から、141B3 はウイ

ルス侵入以降前初期 mRNA 発現以前のプロセス、35B2

は初期転写活性化より後DNA複製より前のプロセスを阻

害する化合物であることがわかった。［東知寿香、福井良

子、松下実理、山口十四文(帝京科学大)、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) 先天性 CMV 感染スクリーニングのパイロット調査と

感染児のフォローアップ 

我々が開発した尿濾紙によるマススクリーニング法を

用いて新生児 1万1千例について先天性感染を検討した。

昨年度までの結果と併せ 17、656 新生児中 57 例が CMV

陽性、即ち、先天性 CMV 感染児であった。尿や乾燥臍帯

など追加検体を得て最終的に全例について先天性感染を

確認した。このうち、19％（11 例）が明確な臨床症状を

出生時に示し、これに加えて 9 例が低体重出生などであ

ったため全体として 35％程度に先天性感染の影響が出て

いた。すべての同定した先天性 CMV 感染児について、

CT 検査、ABR 聴覚検査、発達検査などのフォローアップ

を行なっている。［井上直樹、津田美穂子、福井良子、山

田壮一、倉根一郎、こども家庭総合研究事業(研究代表者：

藤枝憲二)参加医療機関］ 

 

(2) CMV ゲノムタイプ解析を利用した感染経路の検討 

先天性 CMV 感染児 57 例中 37 例に年長同胞があり、現

在までに、そのうちの 18 例について感染児と CMV 遺伝

子配列の比較を行うことができた。遺伝子型が多く型間

配列も大きく異なる gN や UL144 などの遺伝子の塩基配

列を解析したところ、2 例を除きすべてのペアで配列の完

全な一致が見られた。従って、外部で感染を受けた年長

同胞が尿・唾液などに排泄したウイルスにより、妊婦の

感染が発生したものと考察され、ワクチン開発の重要性
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が指摘できる。なお、遺伝子型は様々な組合せであるこ

とから、特定の遺伝子型株が、先天性感染に関与するわ

けではないとみられる。［井上直樹、津田美穂子、福井良

子、倉根一郎］ 

 

(3) モルモット CMV（GPCMV）糖蛋白の抗原性の検討 

胎盤構造の違いからマウスやラット CMV はヒト CMV

のような経胎盤感染をおこさないため、GPCMV が唯一の

小動物先天性感染動物モデルである。これまで、GPCMV

ゲノム中に存在する特定の1.6kb領域が個体での増殖に必

須であることを明らかにし、さらに、この領域にヒト

CMV(HCMV)の UL128 および UL130 と相同性をもつ

GP129 および GP131 がコードされ、HCMV で内皮や上皮

細胞への感染指向性を決定することが明らかにされつつ

ある UL130 などと類似した機能を持つことを示した。

UL128 及び UL130 は、中和の標的となることから、サブ

ユニットワクチンの有力な抗原候補となる可能性がある。

そこで、GPCMV のホモローグである GP129、GP131 がコ

ードする糖蛋白を用いて、その可能性を個体レベルで検

討することにした。そのために、GPCMVの糖蛋白gB、 gH、 

gL、 gO、 GP129、 GP131 およびガラクトシダーゼを発

現する計 7 種の組換えアデノウイルス（Ad）を作製した。

GP131 発現 Ad（Ad-GP131）の GP131 蛋白の発現を確認

し、GPCMV 感染モルモットの血清を用いた間接蛍光抗体

法により、モルモット血清中に GP131 蛋白に対する抗体

が存在することを確認した。よって、GP131 蛋白は抗体

を誘導するための強い抗原になる可能性があることが示

唆された。［加藤みなみ、山田壮一、橋本楓、福井良子、

倉根一郎、井上直樹］ 

 

(4) GPCMV のゲノム構造の解析 

GPCMVの分子生物学的解析を目的としてATCCより購

入した 22122 株 GPCMV を 5 回継代したストック

（ATCC-P5）のウイルス DNA をクローニングし、これま

でに全塩基配列を決定し、その解析を進めていた。最近、

UMNグループにより in vitroで長期継代培養された 22122

株 GPCMV から得られた BAC クローンを基にした全塩基

配列が報告された。我々のものと UMN が決定した配列と

を比較したところ 359 箇所異なっていた。HCMV では、

新鮮分離株を長期継代培養した場合に、多くの変異が導

入されることが知られている。そこで、ATCC-P5 ストッ

クを感染させたモルモットの唾液腺から分離したウイル

スを in vitro で 3 回継代した SG-P3 を用いて、ダイレクト

シークエンスにより基準となるべき個体に感染可能な

GPCMV 株の配列を決定した。解析が不可能なリピート領

域を除き、SG-P3 配列と ATCC－P5 配列は全ゲノム領域

で同一であることが確認された。個体で増殖可能な我々

のウイルス株の配列と比較すると、UMN 株では 27 個の

ORF に構造変化があった。［金井亨輔、山田壮一、福井良

子、倉根一郎、井上直樹］ 

 

(5) In vivo imaging による抗ヘルペスウイルス薬の個体で

の迅速評価系の確立 

核酸基質アナログである抗ヘルペスウイルス薬は有効

な反面、耐性の出現、副作用、投与法の制約などから作

用機序の異なる薬剤の開発が求められている。我々は、in 

vitro において迅速簡便に CMV の力価を測定できるレポ

ーター細胞株を樹立し、この細胞株を用いてランダム化

合物 9600 種類よりいくつかの抗 CMV 化合物を同定して

きた。こうした新規薬剤を in vivo において評価しようと

するためには、多数の動物を用い、病理学的解析や臓器

からのウイルス DNA 抽出等、多大な労力および時間を必

要とする。そこで、in vivo での抗ウイルス効果の迅速評

価法確立を目的として、GFP 発現組換えマウスサイトメ

ガロウイルス(MCMV-GFP)を用いた in vivo imagingによる

簡便な薬剤評価系の構築を試みた。BALB/c マウスの背中

に MCMV-GFP を皮下接種し、接種後 6 日間、Maestro 

in-vivo イメージングシステムを用いて経時的に蛍光の観

察を行った。接種翌日から接種部位及びその周囲に GFP

の特異的蛍光が 2 日目頃をピークとして観察された。ま

た、蛍光強度とウイルス接種量との間には相関関係が認

められた。MCMV-GFPを皮下接種した後ganciclovir (GCV）

を投与したところ、50mg/kg/日皮下投与および 100mg/kg/

日腹腔投与により、非投与群と比較して平均蛍光強度の

有意な減少が認められた(p<0.01)。このことから、この系

は個体での評価に値する化合物の初期評価として有用で

あると考えられた。[山田壮一、矢代恵子、福井良子、福

地早紀、片野晴隆(感染病理部)、小杉伊佐夫（浜松医大）、

河崎秀陽（浜松医大）、新井義文（浜松医大）、倉根一郎、

井上直樹］ 
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Ⅷ．リケッチアに関する研究 

 

1．リケッチアに関する研究 

 

(1) 日本国内のリケッチア症実験室診断に関する状況調

査 

国内のリケッチア感染症の診断とレファレンス体制構

築における課題と改善方法を明確にし、実験室診断体制

をより安定したものにすることを目的に、つつが虫病と

日本紅斑熱の実験室診断の主体である地方衛生研究所の

検査実施状況について調査を行った。全国衛生微生物技

術協議会に参加の地方衛生研究所 77 箇所を対象に、リケ

ッチア症(つつが虫病および日本紅斑熱)実験室診断の実施

状況をアンケート調査した。血清診断、遺伝子診断、分

離までの充実した施設がある一方、つつが虫病は商業検

査機関において一部血清診断が実施可能なことから、日

常業務から除外している施設もあり、全国的には実施施

設が減少している。今回の各調査項目をより多角的に解

析すると共に、商業検査機関の情報収集とあわせ、より

効率的な検査体制の構築と安定強化のための施策を検討

する必要がある。［安藤秀二、坂田明子］ 

 

(2) 病原性の異なる Orientia tsutsugamushi の発現タンパ

ク質の 2 次元電気泳動による比較・解析 

つつが虫病の起因菌O.tsutsugamushiの発現タンパク質

に注目し、Karp 株と Kuroki 株を 2 次元電気泳動により

解析し、その発現パターンを比較した。２つの株間で発

現パターンは大きく異なっており、病原性との関連が示

唆された。一方で、発現量が多く、株間で共通に発現し

ているタンパク質が検出された。その中で特に主要なも

のは、56kDa 型特異的抗原、熱ショックタンパク質、セ

リンプロテアーゼ、ペプチド伸張因子であることが質量

分析により同定された。機能が生存に必須であることか

ら、本菌の偏性細胞内寄生細菌としての生存に重要な役

割を担っている可能性が示唆された。［小川基彦、大内史

子・萩原健一（細胞化学部）、松谷峰之介（山口大・農学

部・生物機能科学）、内山恒夫（徳島大院・ヘルスバイオ

サイエンス研究部）］ 

 

(3) リケッチアの重感染に関する研究 

 種々の細胞に複数種のリケッチアが重感染した場合の

増殖について検討した。マダニ由来の DALBE3 細胞の場

合、同時感染あるいはチフス群の Rickettsia typhi 感染 3

日後に重感染した紅斑熱群の R. japonica は増殖したが、

R. typhi の増殖は抑制を受けた。これとは逆に昆虫由来の

AeAl2 細胞では、同時感染あるいは R. japonica 感染 3 日

後に R. typhi を重感染した場合、R. typhi は増殖したが、

R. japonica は増殖抑制を受けた。また、また、哺乳動物

由来の Vero 細胞では、いずれの場合も、両リケッチアと

もに単独で感染した場合と同程度の増殖が見られた。人

に複数種のリケッチアが感染した場合、単独で感染した

場合よりリケッチア産生量が多くなり、重症化につなが

る可能性があることが示唆された。［内山恒夫・岸真帆美 

(徳島大院・ヘルスバイオサイエンス研究部)、小川基彦］ 

 

(4) リケッチア Sca 外膜蛋白質の細胞への付着侵入能の

解析 

 リケッチアの sca 外膜蛋白質の働きを明らかにする目

的で、これらの蛋白質を外膜上に発現する大腸菌を作製

し、種々の細胞への接種実験を行った。哺乳動物由来Vero

細胞には Sca0、Sca5 発現大腸菌は付着侵入したが、細胞

内侵入後に不活化され、増殖は認められなかった。Sca3

発現大腸菌は Vero 細胞には付着しなかった。また、マダ

ニ由来 ISE6 細胞にはいずれの大腸菌も付着しなかった。

これらの結果からリケッチアの哺乳動物細胞への付着侵

入に関与するのは Sca0、Sca5 であり、Sca3 は関与しな

いと考えられた。一方で、ダニ細胞にはこれらの外膜蛋

白質の発現大腸菌は付着せず、付着侵入能は他の分子が

担っていることが考えられた。［内山恒夫、岸真帆美 (徳

島大院・ヘルスバイオサイエンス研究部)、小川基彦］ 

 

(5) リケッチア迅速検出法の開発 

薬剤に対する感受性が共通の様々なリケッチア属は、

属を迅速に決定できれば、治療方針の決定等を含め様々

な対応を迅速に進めることができる。各種検体からの迅

速かつ特異的なリケッチア属迅速ＤＮＡ検出・同定法の

開発を目指した。ゲノム解析の終了しているリケッチア

ゲノム配列情報から、リケッチア属間で共通に高度に保

存され、かつ他の生物の遺伝子に比して特異性の高い遺

伝子群（リケッチア特異的オーソロググループ）に着目
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し、リケッチア属特異的なオルソロググループが全 10

種類存在することを明らかにし、Real-time PCR、へ適応

させた。これまで開発したプライマー、プローブを組み

合わせ、試行全リケッチアを検出できるもの、Typhus 群

のみを検出するもの、Typhus 群以外すべてを検出するも

の等を開発した。プローブセットの検出感度は、試行全

リケッチアを特異的かつ高感度に検出し、一時間以内に

1 コピーの合成 DNA を検出できた。［花岡希、坂田明子、

安藤秀二、松谷峰之介・東慶直・白井睦訓(山口大学)、

岸本寿男(岡山県環境保健センター)］ 

 

(6) LAMP 法によるリケッチア簡易迅速診断系の開発 

これまで開発してきた Real-time PCR 系の迅速診断法

は、蛍光プローブ系は高コストで、専用機器等が必要で

あり、環境の整っていない場では活用できないというデ

メリットから、安価かつ簡易的な検出法として、一定温

度条件で濁度により検出可能なLAMP法の開発を行った。

リケッチア属特異的保存 ORF を標的とし、数十種類のプ

ライマーセットをスクリーニングした結果、１種類のプ

ライマーセットが供試したすべてのリケッチア菌種の

DNA を検出できた。また、Loop-primer を適応させ、60

分以内に 100 コピーの DNA を検出可能であった。蛍光

試薬（Loopamp 蛍光目視検出試薬[栄研化学］）を用いた

検出結果に差は確認できなかった。検出感度が、100 コ

ピーまでと、Real-time PCR と比較すると若干低感度であ

るが、屋外環境等フィールドへの応用や簡便さの利点か

ら非常に有用な検出系である。［花岡希、坂田明子、安藤

秀二、松谷峰之介・東慶直・白井睦訓(山口大学)、岸本

寿男(岡山県環境保健センター)］ 

 

(7) リケッチア症ならびに関連リケッチアに関する野外

調査 

所内外の研究者の協力の下、リケッチア症の新規感染

者が確認された地域や調査をより行う必要のあった地域

を中心に、沖縄県、鹿児島県、鳥取県、岡山県、北海道

等において野外調査を実施し、採取した各種材料を用い

て多様なリケッチアに関する解析を行った。［安藤秀二、

坂田明子、花岡希］ 

 

Ⅸ. クラミジアに関する研究 

 

1. クラミジアに関する研究 

 

(1) オウム病の発生リスクに関する研究 

オウム病は、 Chlamydophila psittaci(C. ps)を保有する

鳥類が、繁殖期などのストレスがかかった時期に、高率

に C. ps を含む排泄物を出すことにより、人への感染リ

スクが高まると考えられている。感染源として注意を要

する鳥類の個体群に関して、経時的に糞便を採取、C. ps

を検出することにより、季節的な変動を把握し、その対

処法について考察した。今回、埼玉県で見つかった C. ps

保有群の排泄状況を通年で追い、夏から秋にかけて排出

率のピークを認めた。従来より鳥の繁殖季節と重なる春

から夏にかけて実際の患者発生状況がパラレルである。

今回の対象は一群、一年間だけであり、個体群、単年度、

地域特性などのバイアスの可能性もある。また、愛玩鳥

のように閉鎖空間で人と密接に接するものと、野外に生

息する鳥類の人との接触密度は明らかに異なる。今後、

同群の経過を数年にわたって観察するとともに、既存の

数少ない調査データなどとも共に比較検討する必要があ

る。その上で個体群の管理を含め、オウム病感染リスク

を減ずるための鳥類との接触の仕方について科学的情報

の提供を考慮する必要がある。［近真理奈・山本徳栄（埼

玉県衛生研究所）、安藤秀二］ 

 

Ⅹ. その他の研究 

 

1. バイオセーフティに関する研究 

 

(1) 緊急対応事例にみる輸送の実地研修と情報の更新の

必要性の検証 

 2009 年 5 月に始まった新型インフルエンザ(以下、新

型フル)対応の検査実施に関連し、全国からの検体搬送に

おいて、現場の混乱を招いた。その原因を記録として残

すとともに、混乱の改善までの流れを追い、感染性物質

の輸送に関する教育と情報更新の必要について考察した。

研究班で全ての衛研を対象とした輸送に関するワークシ

ョップが実施され、その後、地域に即した伝達講習、情

報の共有の状況によって混乱の差が大きくなったと推測

される。輸送というバイオリスク管理における一つの項
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目だけでも、情報発信の繰り返し、整理・更新、情報発

信の一元化または内容の整合性の確認などバイオリスク

管理にかかわる情報の継続的発信・更新方法を検討する

ことが必要である。［安藤 秀二］ 

 

(2) バイオリスク管理研修の実践に関する研究 

世界保健機関は Train-the-Trainer の研修を開催したが、

これに参加するには時間と費用の負担が生じる。また、

定期開催もされておらず、受け入れ人数も少ないことか

ら、地域、施設ごとの認定プログラムの立ち上げが期待

されている。日本には、国家認定の仕組みが無いことか

ら、外部評価を受けた教育プログラムは存在していない。

海外のプログラムを参考に、国際基準に従って国内独自

の研修プログラムの検討を行った。本年度は、検査技師

や危機管理担当者を養成する学部の学部生や、研究を開

始した大学院生などを対象に、昨年実施した英国のプロ

グラムを改良して運用し、受講者による評価を受けた。

［安藤 秀二、重松 美加（感染症情報センター）、藤本 秀

士 (九州大学大学院医学研究院保健学部門)］ 

 

2. 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

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］ 

 

3. 染色体凝縮機構を制御する遺伝子・蛋白質の系統的検

索 

真核細胞の遺伝子は分裂中期に凝縮し娘細胞に正確に

分配されることにより遺伝情報が次世代細胞へと引き継

がれる。染色体が凝縮することは遺伝子の正確な分配の

ために必須の機構であり、その制御に異常を来たすと、

致死、先天性奇形、発癌などの様々な問題を引き起こす。

従ってその制御に関連する遺伝子・蛋白質群を系統的に

検索することは発癌などのメカニズムの解明に大きく貢

献することが期待される。上記化学薬剤による PCC 法と

siRNA を組み合わせることにより染色体凝縮に影響を与

える遺伝子・蛋白質群の系統的検索を行い、制御に関わ

る責任遺伝子を特定することを研究目的とする。［後藤英

介］ 

 

レファレンス業務 
1. フラビウイルスに関する行政検査 

デングウイルス、日本脳炎ウイルス、ウエストナイル

ウイルスに関する病原体診断、血清診断を行政検査依頼

に基づき、デング熱４件、ウエストナイルウイルス１件

について実施した。［田島茂、大松勉、林昌宏、高崎智彦、

倉根一郎］ 

 

2. 地方衛生研究所への日本脳炎流行予測調査用日本脳

炎標準中和抗体の配布 

日本脳炎流行予測調査で使用する日本脳炎標準中和抗

体を日本脳炎流行予測調査に参加している10機関の地方

衛生研究所に配布した。［林昌宏、高崎智彦、倉根一郎］ 

 

3. クラミジアならびにリケッチア性関連疾患（輸入例

含む）の検査 

 肺炎クラミジア、オウム病クラミジア、性器クラミジ

ア、つつが虫病、日本紅斑熱、輸入リケッチア症、Q 熱

について検査(血清学的、分子生物学的、生物学的検査・

実験室診断)を実施している。平成 21 年の行政検査にお

いては、オウム病 1 例 3 検体、リケッチア症 10 例 22 検

体を実施した。また、その他の検査依頼としてクラミジ

ア 8 例 18 検体、リケッチア 21 例 51 検体、Q 熱 1 例 1

検体を実施している。さらに、不明疾患ならびにマダニ

のヒト刺咬症例のリケッチア症との関連を多数検査検討
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した。［安藤秀二、坂田明子］ 

 

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 21 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、

水谷哲也、森川茂、倉根一郎］ 

 

2. 日本脳炎不活化ワクチンの国家検定 

平成 21 年度は 37 ロットの日本脳炎ワクチンの国家検

定を実施し、37 ロットすべてを合格と判定した。［田島

茂、林昌宏、大松勉、小滝徹、池田真紀子、高崎智彦、

倉根一郎］ 

 

3. 黄熱ワクチンの依頼検査 

平成21年度は 2ロットの黄熱ワクチンの依頼検査を実

施し、いずれも適と判定した。［林昌宏、小滝 徹、田島

茂、大松勉、高崎智彦、倉根一郎］ 

 

4. 乾燥組織培養不活化狂犬病ワクチンの国家検定 

平成 21 年度は、1 ロット（RB11）の乾燥組織培養不活

化狂犬病ワクチンの国家検定（不活化試験および力価試

験）を実施し、合格と判定した。［伊藤睦代、中道一生、

大松勉、福士秀悦、高崎智彦、林昌宏、西條政幸、倉根

一郎］ 

 

5. 水痘ワクチンの検定 

水痘抗原国家検定 1 ロット、乾燥弱毒生水痘ワクチン

国家検定 7 ロット、輸出用ワクチン依頼検査 15 ロットを

実施し、全ロットとも合格であった。［井上直樹、山田壮

一、福井良子、倉根一郎］ 

 

6. クラミジア体外診断薬の承認前試験 

 Chlamydia trachomatis の抗原検出ならびに核酸増幅キ

ットの各 1 件について承認前試験の申請にもとづく書類

審査を行った。［安藤秀二］ 

 

国際協力関係業務 
1. 日本脳炎世界特別ラボラトリー  

  世界保健機関（WHO）日本脳炎世界特別ラボラトリー

として、血清診断のためのパネル血清およびパネル髄液

候補検体を評価した。フォーカス(PAP)法を応用したフォ

ーカス計数法による日本脳炎中和抗体価測定法に関して

作成した研修用テキスト（英語版）を用いて WHO 西太

平洋域内の日本脳炎実験室診断レファレンス実験室に普

及を図った。また、WHO によりソウルで開催された第 1

回日本脳炎実験室診断実習コースにおいて講演、指導を

行った。［高崎智彦、池田真紀子、林昌宏、小滝 徹、田

島茂、大松勉、倉根一郎］ 

 

2. ベトナム国立衛生研究所強化プロジェクト 

国際協力機構のベトナム国立衛生研究所強化プロジェ

クトの一環として、BSL3 実験室での作業を考慮したリ

ケッチア実験室診断の技術指導のため、SOP 作成を含む

現地での指導を 6 月及び 3 月におこなった。［安藤秀二］ 
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