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概 要 
平成 21 年度はメキシコに端を発するインフルエンザ

が WHO によりパンデミック宣言され、感染研は大きな

影響を受けた。その渦中において、獣医科学部も感染研

の 24 時間体制による診断への協力、あるいは科学振興

調整費による緊急研究への参画などで、新型インフルエ

ンザ対応に少なからぬ影響を被ることになった。幸いな

ことに当初予想されたような健康被害にはつながらなか

ったが、動物に起因する新興感染症の出現が今後も続く

であろうこと、その対応・対策が如何に重要であるかを

再認識させるには十分であった。この年は歴史に残る政

権交代の実現した年で、新興動物由来感染症に対する基

礎研究、対策研究等への新たな取り組みをはじめられそ

うな淡い期待を抱いたのであるが、その期待がどのよう

に実現されていくかについては、更に見守る必要があり

そうである。研究においてはこれまでに引き続きブルセ

ラ症、カプノサイトファーガ感染症、狂犬病、ニパウイ

ルス感染症、炭疽、野兎病、高病原性鳥インフルエンザ

ウイルスなどに関する研究が進められた。国内外の研究

機関との連携も滞りなく進められ、ほぼ順調であると言

える。 
 

 

業 績 

調査・研究 

I．動物由来感染症に関する研究 

１．Brucella 特異的抗体検出法の開発に関する研究 

B. canis 感染および非感染イヌ血清を用いて、試験管内

凝集反応（TAT）、マイクロプレート凝集反応（MAT）、

市販の免疫クロマト法（ICA）KIT および蛍光抗体法

（IFA）KIT を入手し検討した。その結果、TAT で感度が

若干劣るものの、検査結果には有意な相関が認められた。

ウエスタンブロッティング法（WB）との比較も行った

が、TAT で陰性と判断された B. canis 感染流行施設内の

イヌ血清で、陽性となるケースが認められた。このこと

は、WB が、他の検出方法よりも感度が良いことによる

と思われるが、通常の検査法では感染流行施設内の抗体

価低値の感染イヌを見逃す可能性を示している。また、

特異性の高いタンパクの同定・解析、組換えタンパクの

作成など、新たな in-house の ICA の開発を進めている。

[木村昌伸、鈴木道雄、今岡浩一] 

 

２．国内野生イノシシ・シカにおける抗 Brucella 抗体の

保有状況に関する研究 

国内の野生イノシシおよびシカの血液サンプルを入手

し、ブルセラ属菌に対する抗体の保有状況を検討した。

イノシシでは、家畜ブルセラ菌に対し 2/334（0.6%）、B. 

canis に対し 32/334（9.6%）が、ニホンジカについては、

B. canis に対し 1/97（1.0%）が、MAT により抗体陽性を

示した。これら陽性サンプルは、B. canis を抗原として用

いた WB でも陽性を示した。さらに、抗体陽性血液サン

プルから DNA を抽出し、ブルセラ特異的 PCR を実施し

たところ、イノシシで 21/34、ニホンジカで 1/1 が陽性と

なった。増幅産物のシーケンスを確認したところ B. canis

遺伝子と 100%配列が一致した。国内のイノシシとニホ

ンジカのブルセラ属菌感染が示唆されるが、確定には、

他菌との交差反応の確認も含め、さらに検証が必要であ

る。[今岡浩一、木村昌伸、鈴木道雄、山田章雄] 

 

３．カプノサイトファーガ属菌に関する疫学的調査・研

究 

（１）カプノサイトファーガ属菌はイヌやネコの口腔内

に常在するグラム陰性桿菌であり、特に Capnocytophaga 

canimorsus が臨床的に重要で、ヒトがイヌやネコに咬傷、

掻傷を受けた際に傷口から感染する。国内症例報告を医

中誌、各種学会抄録集などを検索し調査したところ、

2002 年以降、14 例が報告されており、うち 6 例が死亡

症例(イヌ咬傷 1 例、ネコ掻傷 4 例、不明 1 例)であった。

また、イヌ・ネコの同菌保有率について特異性の高いプ

ライマーを新たに作製し PCR で解析を行ったところ、イ

ヌの 74％、ネコの 57％が C. canimorsus 陽性であった。

収集した臨床分離株、イヌ・ネコからの分離株、ATCC

株の生化学的性状解析を行った結果、生化学的性状には

糖の分解能以外に大きな違いは見られなかった。また、

16S rRNA 遺伝子のシーケンス比較を行った結果、大き

く 2 つのグループに分けられる他、ところどころに変異
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も認められた。情報の収集と、菌株の解析、カプノサイ

トファーガ属菌の感染・発症メカニズムについて解明し

てくことが重要である。[鈴木道雄、木村昌伸、山田章雄、

今岡浩一] 

 

（２）カプノサイトファーガ症のリスクプロファイリン

グを行った。イヌ・ネコの飼育頭数と飼育者数、動物病

院獣医師・動物看護士数、動物取扱業者数、それぞれ対

象人集団におけるイヌ・ネコ咬傷、ネコ掻傷の年間推定

受傷回数、イヌ・ネコの保菌率、受傷した際の感染成立

率および発症率の推定値、を用いて年間推定患者数を算

出した。その結果、500~600 人の感染発症者がいると推

定された。オランダ、デンマークでは 100 万人対 0.7, 0.6

人との報告があり、日本の人口を考えると、500~600 人

という推定は妥当であると思われる。すなわち、現在は

重症例のみ数例が報告されているが、報告されていない

軽症例がまだ多く存在すると推定された。今後も継続し

た調査が必要である。[今岡浩一、東レリサーチセンター] 

 

４．鳥類における WNV および JEV に対する抗体保有状

況調査 

Blocking-ELISA を用いて、2009 年度の渡り鳥（カモ類）

におけるWNVおよび JEV に対する抗体保有状況を調査

した。しかし、いずれもの抗原に対しても特異的抗体は

検出されなかった。[今岡浩一、鈴木道雄、木村昌伸、山

田章雄] 

 

５．狂犬病に関する研究 

（１）狂犬病の診断技術向上のための解剖手技習得モデ

ル・教材の開発に関する研究 

自治体・大学・獣医臨床などの専門家とともに開発し

た狂犬病の診断技術向上のために必要な解剖手技習得モ

デルについて、技術研修等を利用した手技等の試行と自

治体の公衆衛生領域への普及・啓発、厚生労働行政にお

ける有効性について調査を行った。結果、開発したモデ

ルと教材は自治体の現場での狂犬病啓発と技術研修等に

対して波及効果があると期待され、本研究の目的である

「狂犬病の診断技術向上のために必要となる解剖手技習

得モデル・教材の開発」は自治体等における担当者への

実技伝達のみならず発生時を想定した意識啓発と動物由

来感染症である狂犬病の感染源対策に対する危機管理意

識の向上にも大いに貢献することが示唆された。[井上 

智、野口 章、加来義浩、奥谷晶子、山田章雄（獣医科

学部）、志村 薫、齊藤 薫（モルフォバイオイメージ

ング研究所）、佐藤 克（狂犬病臨床研究会）、村山悠

子（さいたま市動物愛護ふれあいセンター）、織間博光、

長谷川大輔（日本獣医生命科学大学）、川田 睦、王寺 

隆（ネオ・ベッツ VR センター）、朴 天鎬（北里大学

獣医畜産学部）、安藤秀二（国立感染症研究所ウイルス

一部）沼田一三、川島 朗、久本千絵（兵庫県動物愛護

センター）、頓名昌宏（兵庫県健康生活部生活衛生課）、

西條和芳（徳島県保健福祉部生活衛生課）、魚住佳世（徳

島県動物愛護管理センター）、高橋朱実（岩手県北上保

健所）、佐野哲也（滋賀県健康福祉部生活衛生課）、宗

村佳子（東京都動物愛護相談センター）、川越辰也（宮

崎県衛生管理課）、坊薗慶信（宮崎県都城保健所衛生環

境課）、小川知子（千葉県衛生研究所）、明石 誠（千

葉県動物愛護センター）、松本尚美（鳥取県衛生環境研

究所）、木山真大（鳥取県生活環境部公園自然課）、大

下幸子（鳥取県西部総合事務所生活環境局）、田原研司

（島根県保健環境科学研究所）、川瀬 遵（島根県健康

福祉部） 

 

（２）侵入・不許可動物等の公衆衛生リスク評価と管理

に関する研究 

 海外における狂犬病罹患動物の不法侵入事例および我

が国の関連情報等の分析、狂犬病の発生を想定した机上

訓練の実際と課題の検討（我が国に必要な狂犬病サーベ

イランス）、外国犬不法上陸防止等に関わる課題分析（北

海道 根室・網走における不法上陸犬等の実態調査）を行

った。今回特に、タイの赤十字研究所狂犬病診断部の研

究協力によって、狂犬病が疑われた動物を臨床判断する

方法を我が国に導入して狂犬病の臨床サーベイランスの

検証を行った。[井上 智、野口 章、加来義浩、奥谷晶

子（獣医科学部）、浦口宏二（北海道立衛生研究所）、深

瀬 徹（明治薬科大学）、佐藤 克（狂犬病臨床研究会）、

村山悠子（さいたま市動物愛護ふれあいセンター）、横山

敦志（北海道保健福祉部保健医療局）、梅澤めぐみ（根室

保健福祉事務所保健福祉部）、宗村佳子（東京都動物愛護

相談センター）、沼田一三、久本千絵（兵庫県動物愛護

センター）、西條和芳（徳島県保健福祉部生活衛生課）、

魚住佳世（徳島県動物愛護管理センター）、川越辰也（宮

崎県衛生管理課）、坊薗慶信（宮崎県都城保健所衛生環

境課）、佐野哲也（滋賀県健康福祉部生活衛生課）、松

本尚美（鳥取県衛生環境研究所）、Veera Tepsumethanon

（タイ赤十字サオパー王女記念研究所）] 

 

（３）侵入・不許可動物等の生態学的リスク評価と管理

に関する研究 

 北海道では寄港したロシア船からの不法上陸犬が依然

あり、野生動物であるキツネとの接触が否定できない。

今回、北海道に生息するキツネに狂犬病が侵入した場合
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の流行予測モデルを確立するために必要な基礎的データ

の収集と解析を行った。北海道は本州以南に較べてキツ

ネの生息密度が高く（根室半島：キツネの生息密度は 0.85

頭/km2）、港湾区域（稚内港、紋別港、網走港、根室港）

でキツネと不法上陸犬が接触するリスクを否定できなか

った。現在、流行予測を行うために必要なキツネの個体

数推定・個体数密度情報、港湾の地理情報・周辺環境情

報を調査している。[浦口宏二（北海道立衛生研究所）、

深瀬 徹（明治薬科大学）、井上 智、野口 章、加来義

浩、奥谷晶子（獣医科学部）、佐藤 克（狂犬病臨床研究

会）、村山悠子（さいたま市動物愛護ふれあいセンター）、

横山敦志（北海道保健福祉部保健医療局）、関谷紀幸（宗

谷保健福祉事務所）、竹下日出夫、児玉晋治（網走保健福

祉事務所）、梅澤めぐみ（根室保健福祉事務所保健福祉

部）] 

 

（４）アジアの研究機関との連携におけるラボラトリー

ネットワークの強化に関する研究 

本研究はアジアの CDC 機能を持つ国立の研究機関等

と狂犬病ラボラトリーネットワークを構築してその連携

を強化することが目的である。[井上 智、杉浦尚子、宇

田晶彦、Bordbaatar Bazartseren、佐藤 豪、野口 章、加

来義浩、奥谷晶子、山田章雄（獣医科学部）、朴 天鎬（北

里大学）、黒田 誠、関塚剛史（病原体ゲノム解析研究セ

ンター）、Jun R.C. Orbina、Catalino Demetria、Daraia L. 

Manalo、Plebian Medina、Beatriz Quiambao（RITM）、Nguyen 

Thi Kieu Anh、Dong V. Nguyen、Giang C. Ngo（NIHE）、

Qing Tang（China CDC）］ 

（a）狂犬病ウイルスの分子疫学に関する研究：フィリ

ピンで流行している狂犬病ウイルスの地域性を分子疫学

的系統解析によって識別可能とし、流行拡大しているウ

イルス株の特定と地域性や輸入経路推定方法について検

討した。ラボラトリーネットワークが構築できればアジ

ア地域における国境を越えた狂犬病の侵入・流行拡大に

ついて情報共有が可能となり公衆衛生領域での狂犬病対

策に大きな波及効果があるものと考えられた。 

（b）狂犬病ウイルスの迅速抗原検出系に関する研究：

野外での検査を想定して、遺伝子診断系として野外検体

を利用した RT-LAMP 法の感度とその特異性について検証

を行い、また抗原診断系として検査に使用する抗体作成

の簡易化と標本固定の簡便化を dRIT 法で可能にした。 

（c）狂犬病の新しい診断法の開発に関する研究：狂犬

病ウイルスに感染した宿主の生体側の遺伝子応答をマイ

クロアレイで解析をした。感染を特徴付ける宿主遺伝子

応答について脳で 941 遺伝子、脊髄で 850 遺伝子、脳と

脊髄に共通したものについて 1258 遺伝子を抽出するこ

とができた。現在、発現が有意に高かった遺伝子群につ

いてその機能分類を行い、感染した宿主で見られる病態

との関連性及び因果関係について解析を行っている。 

 

（５）狂犬病の免疫組織化学によるウイルス抗原検出に

関する研究 

免疫組織化学による狂犬病ウイルスの抗原検出系は簡

便・安価である。今回、検出用の抗体をウサギとニワト

リ卵黄で作製して、それぞれの抗狂犬病ウイルス蛋白抗

体の特性等についてホルマリン固定材料を用いて比較検

討した。最も染色感度が高いのはウサギおよびニワトリ

卵黄由来の抗 P 蛋白抗体であり、ニワトリ卵黄由来の P

抗体では非特異反応が殆どみられないことが示された。

また、HE 標本ではネグリ小体の観察が困難であるが、

免疫組織化学では抗原検出によるウイルスの特定が可能

であった。[朴 天鎬、小嶋大亮、石田 誠（北里大学）、

井上謙一、高田昌彦（京都大学霊長類研究所）、杉浦尚子、

佐藤 豪、野口 章、井上 智（感染研）］ 

 

（６）狂犬病の病態解析のための感染モデル実験系 

感染した宿主の潜伏期間中及び発病初期を解析する感

染実験モデルを確立するために、狂犬病ウイルス（CVS11

株）を C57BL/6J マウスの右後肢下腿三頭筋に末梢感染

させて後躯麻痺を伴う致死性の脳炎をマウスに発病させ

ることに成功した。下腿の麻痺はウイルス接種側で顕著

であり、麻痺症状の主因は大脳に見られたアポトーシス

病変よりも脊髄で顕著な壊死性病変に起因することが組

織病理学的検索によって強く示唆された。 [朴 天鎬、

小嶋大亮、石田 誠（北里大学）、杉浦尚子、Bazartseren 

BOLDBAATAR、野口 章、井上 智（感染研）］ 

 

（７）狂犬病の免疫グロブリン（RIG）に関する研究 

現在、RIG はわが国では生産されていない。万が一、

狂犬病を強く疑うイヌ等による咬傷被害が国内で報告さ

れた場合には緊急輸入もしくは過去に輸入されたRIGを

使用しなければならないことが想定される。本研究では、

「Aventis Behring社」から輸入したRIG（Berirab P、Lot.No. 

03947131L）について冷蔵状態（4℃）保存で有効期限を

４年経過した時点でも安定した力価を維持していること

を実験的に明らかとした。また、狂犬病の概要、アジア

における現状、患者の臨床症状、暴露後予防の方法、公

衆衛生対策等についてまとめた啓発資料等を作成した。

[野口 章、井上 智（獣医科学部）、倉根一郎（ウイルス

一部）] 
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（８）狂犬病野外ブラジル株を用いた In vivo 接種試験と

ゲノム配列の決定 

 狂犬病野外株の馴化メカニズムを解明するために、食

虫コウモリおよび家畜（ウシ・ヒツジ）より分離された

6 株をマウス脳内で、また、食虫コウモリ・ヒツジ分離

株各１株をマウスの筋内接種で継代して、ウイルスのゲ

ノム配列を継代毎に決定した。構造遺伝子上の変異は散

発的であり、非コード領域上の変異は全てリン蛋白(P)

および膜蛋白(M)遺伝子間に存在し、特に P-M 遺伝子間

の転写終了シグナル(TTS)上に集中していた。また、P-M 

TTS 上の変異は継代 1 代後であり、RABV の新たな宿主

への順化では短い継代期間でゲノムのへ変異が起きてい

ることが示唆された。[佐藤 豪、Ito H. Fumio(州立サン

パウロ大学)、井上 智、伊藤 琢也（日本大学）、酒井 

健夫（日本大学）] 

 

６. 炭疽に関する研究 

（１）キノロン耐性炭疽菌のゲノム解析による耐性関連

遺伝子の同定 

炭疽菌が有するキノロン耐性メカニズムを網羅的に解

明するために、キノロン剤感受性である炭疽菌（日本分

離株 BA103, BA104）を親株とし、薬剤耐性株と感受性

株との間に見られる遺伝子変異をゲノムワイドに同定し

たところ、キノロン耐性化には段階的なメカニズムがあ

り、 QRDR のような必須遺伝子上の変異導入よりも先

に、変異導入しやすい TetR タイプ・レギュレーター

(GBAA0834)を機能欠損させ中等度耐性化していること

が示唆された。また、中等度耐性株は、キノロン剤選択

圧下においても菌集団を増加し、QRDR 変異を伴う高度

耐性化の危険性を増大させることが明らかとなった。 

[奥谷晶子、井上 智 (獣医科学部)、芹澤昌邦、関塚剛史、

坂野聡美、黒田 誠 (病原体ゲノム解析研究センター)] 

 

（２）病原体等の登録、保管、輸送、廃棄に関する一括

管理システムを利用した炭疽菌の取り扱いについての研

究 

炭疽菌の取り扱い等については感染症法により二種病

原体等に指定されており、バイオセキュリティ上の観点

から、法に基づく厳重な保管管理が必要とされている。

今回、バイオセーフティ管理室で研究開発中の「病原体

等の登録、保管、輸送、廃棄に関する一括管理システム」

を炭疽菌について導入可能かを検討したところ、危機管

理の視点から感染症法に基づいた分離菌株の届け出、保

管、輸送、廃棄が迅速かつ適切、確実に行われるために

大変有用であることが示された。[奥谷晶子、井上 智 (獣

医科学部)、篠原克明（バイオセーフティ管理室）] 

７. ヘニパウイルス感染症に関する研究 

（１）ニパウイルス中和代替法の開発 

現在、NiV、HeV 抗体の確定診断では感染性ウイルス

を用いた中和試験が行われるが BSL4 施設が必要である。

そこで、NiV-F, G 蛋白を発現した VSV シュードタイプを

用いて BSL2 以下で行える中和代替法の開発を行った。

すでに、GFP 発現シュードタイプを利用した系を開発し

ているが、測定に蛍光顕微鏡／蛍光プレートリーダーが

必要であった。そこで、より簡便に測定できるよう、分

泌型アルカリフォスファターゼ（SEAP）発現シュードタ

イプを利用した系の確立を試みたところ、本中和試験は

（感染性ウイルスを用いた）現行法よりも高感度に中和

抗体を検出できることが明らかになった。SEAP 発現シ

ュードタイプは、安価な ELISA プレートリーダーで、

迅速に感染価を計測できるため、本法は、途上国でも普

及しうる中和試験法として期待できる。 [加来義浩、野

口 章、奥谷晶子、山田章雄、井上 智] 

 

（２）ニパウイルスの抗原 capture ELISA の開発 

 現在、ニパウイルス（NiV）感染症、ヘンドラウイル

ス（HeV）感染症の迅速診断法として、RT-PCR または

realtime RT-PCR が広く利用されている。その一方で、近

年、現行の診断用プライマーでは増幅できないヘニパウ

イルス株の出現が報告されている。そこで、ウイルス遺

伝子のプライマー相当領域が変異した株でも検出できる

よう、capture ELISA による抗原検出系の開発を行った。

豪州家畜衛生研究所 BSL4 施設において、感染性ウイル

ス（NiV マレーシア株、NiV バングラデシュ株および

HeV）を用いて、検出限界の測定を行ったところ、それ

ぞれ 6.0×105(TCID50/100μl/well)、NiV-B では 2.5×104、

HeV では 9.4×105 であった。現在、（脳脊髄液など）臨床

検体への反応性を検証するため、本症発生国とのネット

ワークを検討している。[加来義浩、野口 章、奥谷晶子、

山田章雄、井上 智] 

 

８. 季節性インフルエンザ（H1N1）に関する研究 

（１）ファージディスプレイ scFv 法を利用した新型

H1N1 検出イムノクロマト法の開発  

インフルエンザの簡易検査として広く利用されている

イムノクロマト法は、季節性 H1N1 株と 2009 年に発生し

た新型 H1N1 株の両方に反応するため、これらの株を識

別することはできない。そこで、single chain variable 

fragment (scFv) phage display library より、新型株に特異的

な scFv を選択し、新型／季節性 H1N1 識別用イムノクロ

マトキットの構築を目指した。ELISA と IFA で 5 クロー

ンが新型株と季節株に対して同等に反応した。また、１
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クローンが ELISA、IFA、 IP で新型株に強く反応したが、

季節性株に対しても、若干の反応性を有したため両株識

別用イムノクロマト法に使用することは難しいと思われ

た。低分子量の scFv は、抗原認識部位の立体構造に可塑

性があることから、わずかな抗原性状の違いを識別する

よりは、むしろ幅広い抗原性状に対応できるモノクロー

ナル抗体として有用なフォーマットと考えられた。[加来

義浩、野口 章、奥谷晶子、井上 智、山田章雄] 

 

（２）新型インフルエンザウイルスのタミフル耐性遺伝

子迅速検出法の検討 

パイロシークエンシング法を用いて、我が国で分離さ

れた季節性 H1N1 株のタミフル耐性遺伝子の迅速塩基配

列解読を可能にした。耐性遺伝子の検出には、国内分離

タミフル感受性株および耐性株から抽出した RNA、WHO

推奨のプライマーと耐性遺伝子増幅用に設計したプライ

マーを使用して、LightCycler による耐性遺伝子の迅速

増幅を行った。本法では、抽出された検体 RNA から遺伝

子増幅を開始して 1 時間後に耐性遺伝子の塩基配列を解

読することができた。[奥谷晶子、井上 智、山田章雄（獣

医科学部）、小田切孝人（インフルエンザウイルス研究

センター）] 

  

９．野兎病に関する研究 

（１）野生動物における抗野兎病菌抗体調査 

過去に野兎病患者発生が多数あった福島県内で捕獲され

た野生動物由来血液検体（ツキノワグマ 34 を含む全 126

検体）について野兎病菌に対する抗体調査を実施した。

微量凝集反応によるスクリーニング陽性検体についてウ

エスタンブロット法および間接蛍光抗体法により確認試

験をしたところ、ツキノワグマ由来 1 検体が陽性と判断

された。過去のツキノワグマの調査で長野県以西の 310

検体からは陽性例はなく、岩手県内由来 62 検体からは陽

性 8 例が認められたことや、過去の野兎病患者報告状況

などから、今後、野生動物における野兎病菌に関する調

査は福島県以北ついて進める必要があると考えられる。

[堀田明豊、棚林 清、藤田 修、山本美江、宇田晶彦（感

染研）溝口俊夫（福島県鳥獣保護センター）] 

（２）野鼠における野兎病に関する調査 

環境中の野兎病菌の存在様式の解明を目的に、野兎病

罹患ノウサギの発見場所周辺で発見同時期の 6 月に 54

個体の野鼠を捕獲した。前年秋期と比較し、捕獲個体の

生存率は高く、血液 46 検体を採取できた。微量凝集反応

で 40倍を呈した 1例を含む 4例が酵素抗体法にて陽性で

あった。しかし、いずれもウエスタンブロット法と間接

蛍光抗体法で陰性であった。脾臓や肝臓からの菌分離及

びゲノム検出はいずれも陰性であったが、ダニやツツガ

ムシなどの外部寄生動物については、弱いながらリアル

タイム PCR で反応する検体が存在した。今後、野兎病菌

の類似菌の存在も考慮し、血清学的反応やゲノム検出の

特異性について詳細に検討し調査を継続する必要がある。 

[堀田明豊、棚林 清、藤田 修、山本美江、宇田晶彦（感

染研）、朴天鎬、小山田敏文、進藤順治、畑井 仁、工藤

上（北里大）] 

 

（３）日本国内で分離された野兎病菌のパルスフィー

ルドゲル電気泳動法を用いた遺伝学的解析に関する

基礎研究 

日本国内に分布する野兎病菌（Fransicella tularensis）

の遺伝的特性を明らかにする目的で、種々の制限酵素を

用い日本国内分離株のパルスフィールドゲル電気泳動

(PFGE)解析を行った。まず、PFGE 解析に利用可能な７

種の制限酵素を選択し、これらを用いて解析した結果、

北米やヨーロッパなどに分布する同亜種菌株に比較して

国内株は非常に高い遺伝的多型を有している事が明らか

となった。さらに、今回用いた制限酵素の全てで日本分

離株は海外由来株と明確に異なるバンドパターンを示し、

国内外由来株間の鑑別にも PFGE が有用な手法の一つで

あることが示唆された。 

［藤田 修、宇田晶彦、堀田明豊、山本美江、棚林 清］ 

 

（４）Francisella tularensis subsp. tularensis SCHU 株の強

毒性に関わる因子の同定 

F. tularensis は、ヒトや動物に野兎病を引き起こす細胞

内寄生性のグラム陰性桿菌である。我々は、保管してい

た弱毒性の SCHU 株をマウスで 9 代継代し強毒性復帰株

を得ることができた。これらは近似した遺伝的背景を有

しながらマウスに異なる病原性を示すことから、各株の

人工培地や培養細胞での増殖性および全ゲノム解析を行

い、病原性関連遺伝子の同定を試みた。弱毒株と強毒株

の人工培地やマクロファージでの増殖速度は同等だった

が、骨髄由来樹状細胞では強毒株が高い増殖性を示した。

また、全ゲノム塩基配列解析を行った結果、ゲノム上の

1 塩基に違いが見つかり、本菌株の病原性を支配してい

る可能性が示唆された。 

[宇田晶彦、関塚剛史＊、藤田 修、黒田 誠＊、堀田明

豊、山本美江、棚林 清、山田章雄（＊病原体ゲノム解

析センター）] 

 

１０．インフルエンザウイルスの検出法に関する研究  

（１）インフルエンザ A ウイルス RNA 増幅法について
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の検討 

インフルエンザ A ウイルス(InfAv) RNA を簡便・短時

間・大量に増幅する方法の構築を目的とした。プライマ

ーは既知の InfAv の HA 遺伝子の株間で比較的保存され

ていた領域内に設計し、定温で増幅可能な NASBA 法と

TRC 法を用いて各種 InfAv から抽出したウイルス RNA

の増幅を試みた。その結果、TRC 法は鋳型 RNA の添加

量が少ないと増幅効率が低下したが、NASBA 法では新

型 H1、季節性 H1、H5 亜型のウイルス RNA を 1 万倍以

上の安定した増幅が認められた。高額な機器を必要とし

ない NASBA 法は HA 亜型の異なる少量の InfAv の HA

領域 RNA を短時間で効率良く増幅する方法として有用

性の高い事が示唆された。 

［藤田 修、宇田晶彦、棚林 清、堀田明豊、山本美江、

山田章雄］ 

 
（２）新型インフルエンザウイルス検出のためのハイブ

リクロマトグラフィー 
これまでに病原体を網羅的に検査できるマイクロアレ

イを開発してきた。この研究成果を応用し、特異性（サ

ンドイッチハイブリダイゼーション）と迅速性（イムノ

クロマトグラフィー）を組み合わせた新しい遺伝子検出

システム『ハイブリクロマト』の構築を試みた。また、

短時間かつ一定温度でRNAを増幅できるNASBA法によ

りウイルス RNA を増幅してハイブリクロマトを検討し

た結果、非特異反応が確認されるものの新型インフルエ

ンザウイルスを検出でき、ハイブリクロマトで新型イン

フルエンザを診断できる可能性が示唆された。 
［宇田晶彦、棚林 清、藤田 修、堀田明豊、山本美江、

山田章雄］ 
 

（３）鳥インフルエンザウイルスの保存性に関する研究 

家禽や野鳥で高病原性鳥インフルエンザが疑われた場合

には、簡易キットによる検査に続いて確定検査のために

検体を採取し、検査可能な施設へ輸送する必要がある。

本研究ではウイルスが安定して保持されるための検体輸

送用培地の検討を行った。組織培養用培地、生理食塩水

および市販のトランスポート培地に H5N1 亜型ウイルス

を添加しその生残性を調べたところ、7 日後の感染価の

低下は 20℃保存ではやや低下したが 4℃では安定であっ

た。ウイルス核酸もよく保存されていることがわかった。

家禽等の咽頭スワブやクロアカスワブなどの実際の検体

に含まれる体液や糞便等の影響についてはさらに検討が

必要である。 

［山本美江、宇田晶彦、堀田明豊、藤田 修、棚林 清］ 

 

１１．SARS コロナウイルスに関する研究 

SARS-コロナウイルス(CoV)感染 hACE2Tg マウスの肺に

おける初期宿主応答の解析 

SARS-CoV 感染後の hACETg マウスの免疫応答や遺伝

子応答をを観察することを目的として、hACE2Tg マウス

における感染前、感染後 2 日目、4 日目の肺から全 RNA

抽出を行った。これらの RNA についてマイクロアレイ

解析を行い、SARS-CoV 感染後有意に変動している遺伝

子を抽出し、遺伝子機能分類解析を行った。Tg マウスに

おいて、感染後 2 日目には感染応答遺伝子群が強く誘導

されていた。感染 4 日目ではアポトーシス、免疫抑制遺

伝子や一部の炎症関連遺伝子発現量が上昇していた。一

方で細胞間シグナルや細胞分化に関わる遺伝子応答関連

遺伝子の発現量が減少していた。これらの現象は、

SARS-CoV が増殖に伴い免疫抑制効果を発揮していた可

能性が示唆された。 

[宇田晶彦、 棚林 清、 永田典代（感染病理部）、 藤

田 修、 堀田明豊、 山本美江、山田章雄] 

 

国際協力 

（１）ベトナム国立衛生疫学研究所（NIHE）能力強化計

画プロジェクト（JICA）への協力 

ベトナム NIHE において、JICA支援で建設された BSL3

実験室で使用する P3 病原体（結核菌、炭疽菌、狂犬病

ウイルス、リケッチア、インフルエンザ）の取り扱いに

関わるバイオセーフティ/基準微生物実験技術（SOP）に

ついて NIHE と国立感染症研究所（NIID）の各病原体専

門家での情報・意見交換、NIHE バイオセーフティ部が

作成中のバイオセーフティ教育・研修用 DVD への助言

等（SOP の検証、課題抽出、SOP の修正とリスク評価、

等）を行った。 [篠原克明（バイオセーフティ管理室）、

影山 勉（インフルエンザウイルス研究センター）、大野

秀明（生物活性物質部）、安藤秀二（ウイルス一部）、井

上 智、奥谷晶子（獣医科学部）]  

 

（２）ベトナム国立衛生疫学研究所（NIHE）能力強化計

画プロジェクト（JICA）本邦研修への協力 

ベトナム NIHE において、JICA支援で建設された BSL3

実験室で使用する P3 病原体（炭疽菌、狂犬病ウイルス）

の取り扱いに関わるバイオセーフティ/基準微生物実験

技術（SOP）の研修を NIHE 担当者（炭疽：Pham Thanh Hai、

狂犬病：Nguyen Vinh Dong）とともに国立感染症研究所

において行った。 [奥谷晶子、野口 章、井上 智（獣

医科学部）]  
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