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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

および HPV による発癌メカニズムの解析、ならびに HPV

感染実態の疫学調査を行った。HPV は表皮や粘膜の微小

な傷から侵入し、上皮基底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・発癌における宿主応答・防御機

構の詳細な解析を継続した。HPV 疫学調査については、

WHO にて標準化された HPV ジェノタイピング法と HPV 抗

体価測定法を用いて、我が国の HPV 感染実態の調査を行

った。さらに製剤担当室として、HPV ワクチンの国家検

定を担当した。 

 第二室では、計算科学、情報科学、数学・物理理論を

活用して、ウイルス分子の構造特性と進化を解析する新

しい研究戦略の開発を続けた。現在、計算科学を用いて、

蛋白質・核酸の高次構造や相互作用等を高精度で近似す

るin silico構造解析技術が急速に進展している。また、

情報科学や数学・物理理論を用いて生物進化の特性を解

析する新しい技術の開発が試みられている。これらのポ

ストゲノム解析技術は、培養や入手が困難な病原体や易

変異性病原体の性質の理解やリスク評価に役立つと考え、

病原性ウイルスへの応用研究を続けた。カルタヘナ議定

書の履行に伴い、新興再興ウイルスが海外で発生・流行

した際には、分離ウイルスの迅速入手と性質決定が困難

になることが予想される。また、培養細胞や動物を用い

た感染・増殖系そのものが確立していないウイルスも未

だ多い。さらには、テロ対策や倫理上の問題から、リス

ク変異の実験的探索が制限される事態も生じている。二

室では、これら材料と方法の問題が内在する新興再興ウ

イルス研究を補完する目的で、ゲノム情報から蛋白質の

構造・機能・進化情報を迅速に抽出し、所内外のサーベ

イランス関係者やウイルス研究者に提供している。平成

２６年度は、以前より推進している計算科学の応用研究

に加えて、数理科学の原理を導入した新たな研究に着手

した。蛋白質の構造機能制御と分子進化の基本原理の探

求、リスク変異予測、創薬・ワクチン開発などへの還元

をめざしている。 

 第三室は次世代シークエンサーを用いて病原体ゲノム

情報の取得と情報解析に係る基盤整備を遂行している。

病原体分離株の全ゲノム解析で病原性・薬剤耐性因子を

同定するとともに、全ゲノム情報を基盤にしたゲノム分

子疫学の基盤データベースの構築に取り組んでいる。ま

た、各種病原体検査法で陰性であった感染症疑いの不明

症例についてメタゲノム解析にて病原体検出を行ってい

る。臨床検体に内在する全容を核酸配列として網羅的に

検出するため、混合感染など総合的な病原体検査法とし

て有効である。本年度は腸管出血性大腸菌 O111 株および

新興感染症に関わる病原性細菌 Mycobacterium 

massiliense のゲノム解読、カルバペネム耐性腸内細菌

科細菌のプラスミド比較解析、バイオテロ対策としての

国内分離ボツリヌス菌のゲノム分子疫学解析を遂行した。

ゲノム分子疫学解析を検査現場でも有効に執り行うこと

ができるよう、国内の主要な血清型のサルモネラ菌のゲ

ノム情報を基盤にしたゲノム分子疫学 GcoGSA パイプラ

インを構築した。また、院内のカルバペネム耐性腸内細

菌科の伝播が注視されており、薬剤耐性を水平伝達する

プラスミドを中心に伝達様式を俯瞰的に解析する GPAT, 

iPAT システムを開発した。感染症が疑われる難病も不明

症例の一つでもあり、その観点から潰瘍性大腸炎や川崎

病の臨床検体から病態に関連する微生物因子の特定を行

った。 

 

業 績 

調査・研究 

I. HPV に関する研究 

1. HPV の感染増殖機構の研究 

(1) HPV キャプシド蛋白質 L2 と TRAPPC8 の相互作用の役
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割 

 感染初期過程におけるHPV16キャプシド蛋白質L2と膜

融合を制御する細胞蛋白質 TRAPPC8 の相互作用の意義に

ついて調べた。TRAPPC8 と相互作用する野生型 L2 を含む

pseudovirion(WT)と相互作用しない変異 L2 を含む

pseudovirion(Mut3)を作成し、不死化ヒト角化細胞

HaCaT に接種後、L2 と脱殻 DNA の細胞内局在を共焦点顕

微鏡で観察した。それぞれの L2 はトランスゴルジネット

ワークに同程度に局在したが、WT L2 は Mut3 L2 に比べ

TRAPPC8 と多く共局在し、Mut3 L2 は WT L2 に比べゴルジ

体に多く局在した。WT の脱殻 DNA の割合は Mut3 より有

意に高く、その多くが TRAPPC8 局在部位とその近接領域

で観測された。これらの結果は、L2 による TRAPPC8 の機

能阻害が、HPV を包む輸送小胞膜とゴルジ体膜との融合

を阻害し、HPV の脱殻を促すことを示唆する。HPV は膜融

合阻害による膜の不安定化を利用し、細胞質へ移行・脱

殻すると考えられる。（石井克幸） 

 

(2) HPV 複製蛋白質 E1 によるプロテアソーム活性化 

 HPVゲノム複製には DNAヘリカーゼである E1の機能が

必須であることから、E1 発現量の調節機構についてヒト

293 細胞を用いて解析を行い、E1 が自身の ATPase 活性に

依存する形で分解されることを見出した。細胞をプロテ

アソーム阻害剤MG-132で処理するとE1発現量が上昇し、

ポリユビキチン化された E1 が検出されたことから、ユビ

キチン・プロテアソーム系にて E1 が分解されることが示

された。さらに E1 発現により、ユビキチン化された細胞

内蛋白質の全体量が低下すること、また E1 により細胞内

のプロテアソーム活性自体が上昇することが明らかにな

った。これらの結果は、E1 が自身の ATPase 活性によっ

て細胞内ユビキチン・プロテアソーム系の活性化を誘導

し、細胞内環境を変化させることを示している。（松尾理

加、柊元 巌） 

 

(3) HPV16 転写開始部位の transcriptome 解析 

 Cap-analysis gene expression (CAGE) sequencing 法

を用いて、HPV16 陽性の培養細胞（W12, SiHa, CaSki）

や CIN1 病変での HPV16 mRNA の開始部位を網羅的に同定

した。子宮頸癌細胞（SiHa, CaSki）では、ほとんどの

HPV16 mRNA が癌蛋白質 E6/E7 の発現を担う p97 プロモー

ターから転写されていたが、CIN1 由来細胞（W12）や CIN1

臨床検体では、p670 プロモーターを含む様々な転写開始

部位が検出された。またこれまでに報告の無いアンチセ

ンス方向の転写開始部位が見出された。（田口 歩[東京

大学病院]、長阪一憲[東京大学病院]、松尾理加、柊元 巌、

川名 敬[東京大学病院]） 

 

2. HPV 感染状況についての調査・研究 

(1) 子宮頸癌および前癌病変での HPV 遺伝子型分布の調

査 

 拠点病院から子宮頸癌及び前癌病変（CIN2/3）の擦過

細胞検体を定期的に収集して、HPV DNA 検出と型同定を

継続的に行った。合計 647 検体の解析の結果、CIN2 では

HPV16（29.3%）、HPV52（27.4%）、HPV58（22.0%）、CIN3

では HPV16（44.9%）、HPV52（26.0%）、HPV58（17.4%）、

子宮頸癌では HPV16（47.7%）、HPV18（23.5%）、HPV52（8.7%）

が検出された。本データは将来のワクチン効果判定のた

めの、ワクチン導入前のベースラインデータとして有用

である。（東 由香里、松尾理加、竹内史比古、柊元 巌、

岩田 卓[慶應大学病院]、近藤一成[NTT 東日本病院]、

川名 敬[東京大学病院]） 

 

(2) ホルマリン固定パラフィン切片からの HPV タイピン

グの検討 

 子宮頸部病変を実際に引き起こしている原因型 HPV を

同定するために、CIN 病変部から採取したバイオプシー

検体のホルマリン固定パラフィン切片からの HPV タイピ

ングを検討した。パラフィン切片から QIAamp DNA FFPE 

Tissue kit（QIAGEN）にて DNA を抽出して、Modified 

GP5+/6+ PCR で HPV DNA を増幅し、Bio-Plex ビーズソー

ターにて検出する方法を用いることで、高感度な HPV DNA

検出と型同定が可能であった。（中村浩美、柊元 巌、藤

井多久磨[藤田保健衛生大学]） 

 

3. HPV 感染による発癌機構の研究 

(1) HPV による APOBEC3B 発現活性化に関する研究 

 様々な臓器の癌で、細胞の DNA/RNA 改編酵素である

APOBEC3B(A3B)が高発現しており、APOBEC によるとみら

れる変異がゲノムに蓄積していることから、A3 高発現と

発癌との関連が注目されている。昨年度までに、HPV の

癌蛋白質 E6 及び E7 が A3B 遺伝子プロモーターを活性化

することを明らかにした。今年度は、その活性化機構を

調べた。欠失変異を導入した A3B プロモーター領域を使

用したレポーター実験により、転写開始点上流にあるプ

ロモーター活性に必要な領域（BPR: Basal Promoter 

Region）と、転写開始点近傍にあるプロモーター活性に

抑制的に働く領域（IR: Inhibitory Region）を同定した。

HPV16 E6 による A3B プロモーター活性化は BPR と IR の

両方を介していた。さらに、E6 による IR を介した A3B

プロモーター活性化に、宿主転写因子 ZNF384 が関わるこ
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とがわかった。HPV 発癌に重要な役割を果たしていると

考えられるので、分子機構の詳細をさらに調べる必要が

ある。(森 清一郎、柊元 巌) 

 

(2) 3D-PCR 法による HPV ゲノム変異解析 

 HPV16 陽性の子宮頸部病変の臨床検体を用いて、HPV16

ゲノムの E2 領域の A/T hypermutation について、

Differential DNA Denaturation-PCR(3D-PCR)法により検

討した。軽度病変（CIN1）11 例および高度病変（CIN3）

27 例を解析した結果、E2 領域の hypermutation が CIN1

で 4 例（36%）、CIN3 で 6 例（22%）検出された。3D-PCR

増幅産物の配列を解析したところ、E2 のコード鎖に C to 

T の置換変異が集積していることが分かった。また、CIN1

と比較して CIN3 で有意に高い変異塩基数を示した。一方

で、hypermutation の有無で年齢差は認められなかった。

さらに C-to-T 置換変異の標的配列を調べたところ、TpC

および CpC に偏って変異が導入されていたことから、

APOBEC3 蛋白質の関与が想定された。（柊元 巌、近藤一

成[NTT 東日本病院]） 

 

(3) 次世代シークエンサーを用いた HPV ゲノム解析 

 CIN1 患者から採取した子宮頸部擦過細胞および CIN1

由来 HPV16 陽性培養細胞に含まれる HPV16 ゲノムの

hypermutation を、次世代シークエンサーにより解析し

た。4 検体から得られた HPV16 配列データを、HyperMut

プログラムを用いて解析したところ、CIN1 患者由来の 1

検体で446463本のreadの内、92本のhypermutation read 

(>3 mutations)が LCR, E7, E1 領域に検出された。最大

13カ所の C-to-T置換変異が認められる read配列が抽出

されており、APOBEC3 による processive な変異導入が示

唆された。（柊元 巌、近藤一成[NTT 東日本病院]、西山

智明[金沢大学]、村松正道[金沢大学]） 

 

II. 遺伝子組換え弱毒ウイルスの増殖が可能な自然免疫

系遺伝子ノックアウト iPS 細胞の作出 

 弱毒生ワクチンの増殖を可能にすることを目指して新

規のワクチン製造用培養細胞を作出する。そのために

CRISPR/Cas9 システムによる iPS 細胞のゲノム編集系を

立ち上げた。ヒト iPS 細胞（Tic 細胞）をヒトラミニン

521 でコートした容器上で単細胞から培養した。標的配

列を 17 塩基長まで短縮したガイド RNA（tru-gRNA）を用

いることとし、ヒト 9 番染色体の I 型インターフェロン

遺伝子群のテロメア側、セントロメア側の領域でオフタ

ーゲット切断が起こりにくい標的配列を検索した。該当

する配列に基づきPCRでtru-gRNA転写用の鋳型を作成し、

in vitro で RNA を転写したのち、Cas9 蛋白質との複合体

を形成させ、in vitro で標的配列の切断活性を確認した。

Cas9-tru-gRNA 複合体をエレクトロポレーションにより

iPS 細胞へ導入し、DNA 二本鎖切断後の修復過程での変異

導入が起こっていることを確認した。（竹内隆正） 

 

III. 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） 

 

IV. in silico 構造解析の応用 

1) 病原性ウイルスゲノムデータベースの構築 

 ゲノム情報の基盤構築の一環として、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

アノテーションを付加した。（横山勝、佐藤裕徳） 

 

2)サル TRIM5α抵抗性となる HIV-1 カプシド N 末端ドメ

インにおけるアミノ酸置換 

 TRIM5αは HIV-1 カプシドに結合する抗ウイルス因子

である。最近、我々のグループと他のグループが、TRIM5

αによる宿主間の障壁を克服する２つの異なる HIV-1 カ

プシドを報告した。本研究では、サルにおける TRIM5 の

制約を回避する２つの HIV-1 カプシドの異なる変異の効

果を比較するために、カプシドのみが異なる２つのサル

指向性 HIV-1（HIV-1mt）クローンの構築し、TRIM5 を過

剰発現したヒト細胞とサル細胞での複製を調べた。アミ

ノ酸配列およびホモロジーモデリング法により構築した

構造の比較解析を行うと、２つのカプシド蛋白質は物理

化学的性質の似たアミノ酸変異を獲得しているが、N 末

端ドメインの構造が異なっていた。２つのカプシドは

SIVmac239 カプシドに比べ、TRIM5α抵抗性は不完全であ
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ったが、２つの HIV-1mt クローンは、ともにサル細胞で

増殖した。以上より、HIV-1 に重要な TRIM5 抵抗性を与

えるカプシド蛋白質の変異のパターンは、複数存在する

と考えられる。（横山 勝、野間口雅子[徳島大]、足立昭

夫[徳島大]、佐藤裕徳） 

 

3)インフルエンザウイルス H1N1pdm09 薬剤耐性株のリス

ク評価 

 インフルエンザウイルス H1N1pdm09 オセルタミビル／

ベラミビル耐性株のNA蛋白質のV241IおよびN369K変異

は、H275Y 耐性変異ウイルスの安定化に寄与することが

報告されている。 2013/14 シーズンに、札幌で検出され

た H1N1pdm09 のオセルタミビル／ベラミビル耐性株は、

V241I と N369K 変異に加えて N386K 変異をもっていた。

本研究では、N386K 変異が NA 構造安定性に与える影響を

解析することで、この耐性株の全国的拡散のリスク評価

を行った。その結果、N386K 変異はウイルスの安定化に

は寄与しないため、ウイルスの安定化に寄与する新たな

二次変異を獲得しない限り、ヒトで大規模な流行を引き

起こすリスクは低いことが示唆された。（横山 勝、高下

恵美[インフルセンター]、小田切孝人[インフルセンタ

ー]、佐藤裕徳） 

 

4）サフォードウイルスマウス小脳継代株のカプシドタン

パク質の構造解析 

 本研究では、サフォードウイルス臨床分離株（無菌性

髄膜炎患者の脳脊髄液由来）を、マウス小脳で五回継代

することにより作出された小脳継代株について、カプシ

ドタンパク質の in silco 構造解析を試みた。継代を進め

るにつれ、VP2 領域に 2 カ所、VP3 領域に 1 カ所のアミノ

酸置換が生じた。同属であるタイラーウイルスのカプシ

ドタンパク質の構造情報（PDB:1TME）を鋳型にし、小脳

継代株の立体構造を予測した。その結果、VP2 領域のア

ミノ酸置換部位は、レセプター結合に関与する可能性の

あるポケット領域近傍であることが判明し、VP3 アミノ

酸置換部位と新たに水素結合を獲得したことが示唆され

た。（横山勝、小谷治[研究生・感染病理部]、永田典代[感

染病理部]、佐藤裕徳） 

 

V. 数理解析の応用 

1)ランダム行列理論による HIV gp120 の動的性質の解析 

中和抵抗性 HIV-1 gp120 の中和抗体逃避のメカニズム

は、未だ不明な点が多い。本研究では、HIV-1 gp120 の

中和抗体からの逃避および機能発現の分子メカニズムを

検討した。抗 V3 抗体中和を逃避する分子メカニズムを知

るために、分子動力学計算により得られた動的相互相関

行列からランダム行列理論を用いてアロステリックパス

の情報を抽出した。V2、β17、ループ F、V3 のアミノ酸

残基により構成されるアロステリックパスの存在が示唆

された。したがって、V1/V2 はこのアロステリックパス

を介して V3 の配置を制御することで、V3 を三量体にお

いて抗体がアクセスできない位置に配置し、抗体から逃

れていると考えられる。次に、このアロステリックパス

の機能発現での役割について検討した。このアロステリ

ックパスの近傍にはレセプターである CD4 が結合する

Phe43 キャビティがある。ゆえに、このキャビティはコ

レセプターとの相互作用部位をもつ V3 とアロステリッ

クパスを介して繋がっている。したがって、このアロス

テリックパスにはCD4結合後のV3の構造変化を導く役割

があると考えられる。（横山勝、佐藤裕徳） 

 

2)ノロウイルス GII.4 カプシドにおける共変異部位の推

定 

 我々はこれまでに 2006/07 に大流行した GII.4_2006b

変異株は、長期に渡りウイルス粒子表面に位置するカプ

シドのアミン酸残基に変化の制約が生じていることを明

らかにしてきた。本研究では、ノロウイルス GII.4 カプ

シドにおけるアミノ酸変化の制約の原因となる、機能ま

たは構造を維持するために重要な共変異部位の推定を行

った。ノロウイルス GII.4 カプシドの共変異部位として、

４つのセクタを推定しセクタ１～４とした。それらをカ

プシド二量体構造に表示すると、セクタを構成するアミ

ノ酸残基はアミン酸配列では離れていても、立体構造で

は近傍に位置しているものが多かった。セクタ２および

３は主にカプシドの P2 表面の血液型抗原結合部位周辺、

および二量体境界面に位置していた。セクタは機能また

は構造を維持するために、セクタ内のアミノ酸残基は共

変異しなければならないことから、セクタ２と３はそれ

ぞれ抗体などからの逃避変異によるカプシド二量体の安

定性の低下を補償する領域であり、カプシドの構造を維

持する役割を果たしていると考えられる。（横山勝、中村

浩美、佐藤裕徳） 

 

VI.  バイオテロ・新興感染症・薬剤耐性菌対策としての

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 WHO 指定バイオテロ病原体である

Bacillus anthracis 炭疽菌、Yersinia pestis ペスト菌、
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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。また、近年問

題となっている Salmonella (Sa)を含む薬剤耐性菌のゲノ

ム情報解析にも取り組んでいる。昨年度より、次世代シ

ークエンサーの解読リードを病院・地方衛生研究所等で

も情報解析できるよう、ネットワーク経由で分子疫学解

析を行うための情報解析パイプライン Global core 

Genome SNP Analysis: GcoGSA Sa を構築している。本年

度は、国内の主要な血清型のサルモネラ菌(Typhimurium 

(Ty), Enteritidis (En)および Infantis(In)) のゲノム分子系

統解析パイプラインを構築した。国内で多く分離される

主要血清型の詳細な分子系統解析が可能となり、PFGE

では分解能が低い血清型でも、詳細な型別を行えること

が可能になった。また、バイオテロ病原体として問題と

なるボツリヌス菌の解析も行い、PFGE、MLVA では同一

と判定される株が、高分解能なゲノム分子疫学解析を行

うことで詳細な比較が可能となり、トレーサビリティー

に重要であることが示された。 

（関塚剛史、山下明史、黒田誠、見理 剛[細菌第二部]、

山本明彦[細菌二部]、岩城正昭[細菌二部]、小宮貴子[細

菌二部]、畠山 敬[宮城県保健環境センター微生物部]、

中嶋 洋[岡山県環境保健センター]、高橋元秀[医薬品医

療機器総合機構]、柴山恵吾[細菌第二部]） 

 

VII.  多剤耐性菌感染症の疫学と国内における対応策に

関する研究 

 大阪市内で、カルバペネム耐性腸内細菌科細菌

（Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae、CRE）による

院内感染事例が発生した。本事例では、IMP-1 型および

CTX-M-2 グループの β-ラクタマーゼ遺伝子を有する多

種にわたる腸内細菌科細菌が検出され、PFGE による分

子疫学的解析では同一菌株および同一クローンによる伝

播の可能性が低い菌株も認められた。従来の集団院内感

染事例とは異なる様式を示す本事例の特徴を明らかにす

るために、本事例の 2011〜2014 年に分離された CRE の

全プラスミドの配列解析を行った。網羅的全プラスミド

解析の結果、blaIMP-6を持つ plasmidは、主に incompatibility 

group (Inc) N レプリコンに属するプラスミド上に存在し

たが、全ての Inc N プラスミドは完全に一致するもので

はなく、部分的な配列の変異もしくは欠失を生じていた。

また、年代が進むにつれ、Inc N プラスミドと他のプラ

スミドとの融合プラスミドが生じていることも明らかに

した。blaIMP-6 保有プラスミドは、Inc N プラスミドの骨

格を主体とする blaIMP-6 保有プラスミドの塩基置換、挿入

欠失、他の Inc 型との融合もしくは相同組換え、blaIMP-6

を含む近傍領域の水平伝播、および、種・属を跨いだ広

範なプラスミドの水平伝達が生じていたことが示唆され

た。2006 年に広島で blaIMP-6 および blaCTX-M-2 保有 Inc N

プラスミドが分離されており、本事例で得られたプラス

ミドと非常に類似していたが、完全に一致はしていなか

った。2006 年には国内に上記プラスミドは存在し、変異

の蓄積が始まっており、本事例の４年間で大きな変化を

生じていたと推測され、少なくとも 2011 年以前から CRE

の脅威に晒されていた可能性が示唆された。 

(関塚剛史、山下明史、黒田誠、松井真理[細菌第二部]、

鈴木里和[細菌第二部]、柴山恵吾[細菌第二部]) 

 

VIII. 薬剤耐性プラスミドの由来をトレースする情報解

析システムの開発  

近年、複数の抗菌薬に耐性を持つ細菌の出現が問題に

なっており、国連でも大きく取り上げられている。細

菌に薬剤耐性を付与する遺伝子はプラスミド(薬剤耐

性プラスミド)を媒介として異なる種類の細菌にも伝

達されるため、尿路感染症・肺炎・血流感染などの日

和見感染症を起こす細菌だけでなく、環境中に存在す

る細菌などが持つ薬剤耐性プラスミドの動向を把握す

ることが重要である。上に報告した通り、薬剤耐性プ

ラスミドによる院内感染事例が国内でも 2011 年以前

から起きていた可能性が示唆されている。昨年度我々

は、ブラウザ経由で次世代シークエンスデータを用い

て網羅的なプラスミド解析を行うことのできるシステ

ム（Global Plasmidome Analyzing Tool: GPAT）と 、GPAT

解析結果からプラスミド間の関係性をネットワークと

して表示するシステム（inter Plasmid Analyzing Tool: 

iPAT）を構築した。平成 26 年度は GPAT 中で使用する

プログラムやパラメーターの見直しを行い、使用者が

より容易に正しい結果を導き出しやすくする工夫を行

った。また、GPAT 解析データが蓄積し必要なデータ

を発見することが難しくなってきたため、蓄積した膨

大なデータの中から必要なデータを発見しやすくする

ための結果一覧表示機能を実装した。 

（山下明史、関塚剛史、黒田誠） 

 

IX.  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 (O111 の比較ゲノム

の結果) 

 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、
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本事例の富山の溶血性尿毒症症候群(HUS)患者由来分離

菌株(EHEC O111 110512 株)の完全長ゲノム配列決定を

行っている。現段階で、7 つの完全長 plasmid を決定し、

染色体の gap 箇所は stx2 ファージを除く λファージ領域

3 箇所である。本事例の特徴的な領域を抽出するために、

国内分離株 106 株の配列決定を行い、染色体配列および

plasmid も含めた包括的な解析を行った。O111 110512 株

reference にし、O111 分離菌株の BLAST atlas 解析を行っ

たところ、一箇所の λ group phage および Stx2 prophage

の領域で高頻度に欠失を生じている箇所が認められた。

詳細な比較をしたところ、Stx2 prophage の stx2AB の上流

領域において、本事例の O111 110512 株と 80%以上の相

同性を有する ORF を持つ株が少ない傾向が認められた。

本事例の HUS 発症患者由来 O111 分離株以外に、2008

年に分離された HUS 発症患者由来 O111 EHEC 株でも 

stx2ABの上流領域が高度に保存されていることが明らか

となった。国内分離株では HUS 発症患者由来の株数が少

ないため、臨床情報が明記されている 2002〜2012 年にデ

ンマークで分離された non-O157 EHEC 株のゲノムデー

タ (n=96, BioSample ID: SAMEA2593950 〜

SAMEA2593983)を用いて、Stx2 prophage の比較解析を同

様に行った。HUS 発症 non-O157 の 19 株中、8 株 (O26: 3

株, O86: 1 株, O103: 3 株および O111: 1 株)においても、

同様に stx2AB の上流領域が保存されていた。stx2AB を有

する国内分離 O111 株およびデンマーク non-O157 EHEC

株の HUS 発症患者由来株(n=20)および未発症由来株

(n=79)の stx2AB 上流領域上の ORF の保有率を Fisher の

正確確率統計で検定を行った結果、HUS 発症患者由来

stx2 陽性 non-O157 EHEC 株に於いて、nin region 内の ninG

から general recombination regionの recombinase betの領域、

antirepressor および adenine methylase の保有率が有意に

高かった。本事例に特徴的であり、他の O111 分離株お

よびその他の血清型大腸菌は存在しない ORF は認めら

れなかった。O111 110512 株には、７つの plasmid が存在

しているため、供試した国内分離株間のそれら plasmid

の保有パターンの比較も行った。pEBS512-01 (multiple 

antibiotic resistance virulence plasmid) 、 -02 (virulence 

plasmid)、-05 および pEBS512-06 の保有率は全体的に高

い傾向を示していたが、本事例に特徴的および重症患者

由来特徴的 plasmid の存在は、確認されなかった。以上

の結果より、HUS 発症患者由来 EHEC に特徴的な ORF

が Stx2 prophage 上に存在することが示唆された。 

（関塚剛史、黒田 誠、竹内史比古、伊豫田淳[細菌第一

部]、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]） 

 

X.  難治性腸疾患患者の腸内細菌フローラ解析 

 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

サイクリン若しくはホスホマイシン／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。

UC 患者 59 名の治療前、治療後(合計 161 サンプル)の腸

内フローラの比較解析を横断的に行った。その結果、抗

菌 剤 治 療 前 で は Bacteroides, Enterobacter, Rothia, 

Leuconostoc を含む 17 属が多い傾向にあり、治療後では、

Bifidobacterium, Corynebacterium, Ruminococcus を含む 13

属が増える傾向を示した。また、潰瘍性大腸炎（UC）患

者より臨床分離された F. varium Fv113 株の全ゲノム塩基

配列決定を行い、染色体と２つのプラスミドの完全長配

列を決定した。染色体、２つのプラスミド配列の全長配

列は、それぞれ、3,965,155 bp, 89,623 bp および 68,063 bp

であった。現在、詳細なゲノム比較解析を行っている。 

（関塚剛史、黒田 誠） 

 

XI.  川崎病患児の腸内細菌フローラ解析 

 川崎病症例の細菌培養検査に使用した便検体をメタゲ

ノム解析法にて細菌フローラ解析を行った。川崎病に関

連して検出頻度の高い細菌種を塩基配列の相同性検索と 

LEfSe 法にて特徴的な細菌種を特定した。患者急性期便

から Streptococcus spp.が優位な検出量として得られたた

め、本研究のために培養分離を行い確保した。各分離株

の全ゲノム解読の結果、肺炎球菌 S. pneumoniae もしく

は Streptococcus mitis group と系統が近い細菌種である

と推定された。16S-rRNA および全ゲノム遺伝子の分子

系統解析結果から新種の菌株であることが判明した。そ

れぞれの分離株ゲノム情報にはスーパー抗原様の毒素は

保有しておらず、明確な病原性因子を特定することがで

きなかった。そこでマウス C57BL/6 に当該菌の腹腔接種

にて病原性評価を行ったが、マウスへの顕著な病原性を

示す菌株はなかった。腹腔内投与のみでは評価が不十分

なため、静注投与による病原性評価とともにアジュバン

ト併用で自己免疫様の病態を惹起するなど工夫を要する

と推察された。 

（関塚剛史、黒田誠、絹巻暁子[東京大学・小児科], 濱田

洋通[東京女子医大・八千代医療センター]） 
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XII.  難培養細菌分離培養のための基礎的研究 

 地球上に存在する細菌の内、現在までに分離培養可能

な細菌の割合は非常に少ない。ヒト腸管内に生存する腸

内細菌においても、難培養細菌は多く含まれている。そ

こで、ヒト腸管内の環境成分に類似した培地を作製し、

難培養細菌の培養が可能かを検討している。加熱および

非加熱滅菌による糞便を用いた培地を作製し、ヒト糞便

内の細菌を培養したところ、ある特有の細菌が増殖した。

16S metagenome 解析を行ったところ、非加熱滅菌糞便液

体培地、加熱滅菌糞便液体培地および GAM 液体培地そ

れぞれで、少なくとも 1.07%、5.55%および 14.01%の未

知・難培養細菌が存在することが予測された。特に、加

熱滅菌糞便液体培地では、2.53%および 1.35%の配列が新

規 Ruminococcus 属細菌であることが予測された。GAM

液体培地では、大部分が新規 Megasphaera 属細菌である

ことが予測された。 

（関塚剛史、黒田 誠） 

 

XIII.  新興感染症に関わる病原性細菌の比較ゲノム解

析 

 Mycobacterium massiliense, M. abscessus sensu stricto お

よび M. bolletii を含む M. abscessus group subsp.は、土壌、

水等の自然環境中に存在するのみならず、呼吸器、皮膚

および皮下組織病変からも分離される病原体である。M. 

massiliense の特徴をゲノムレベルで明らかにするため、

M. massiliense JCM 15300 の完全長ゲノム配列を決定し、

Mycobacterium spp.および M. abscessus group subspp.間で

比較ゲノム解析を行った。その結果、M. massiliense には

特徴的なゲノムアイランド  M. massiliense Genomic 

Island 1 (MmGI-1)が存在し、MmGI-1 には、ß 酸化に関連

する遺伝子が多数存在する事が明らかとなった。また、

M. massiliense には、嫌気呼吸およびミコール酸のシクロ

プロパン合成に関与する事が示唆される遺伝子も存在し

ていた。これら M. massiliense に特徴的な遺伝子領域の保

有率を国内分離株の M. abscessus および M. massiliense で

確認したところ、国内株でも高い保存性が認められた。

培養実験の結果、MmGI-1 陽性 M. massiliense は、MmGI-1

陰性株よりも増殖能力が高く、付加的な脂質代謝が増殖

に有利に働く事が示唆された。また、MmGI-1 上の遺伝

子は、M. avium complex (MAC)の遺伝子と相同性を有す

る事から、M. massiliense と MAC 間で遺伝子の水平伝播

もしくは組換えが生じた事が示唆された。 

（関塚剛史、甲斐雅規[ハンセン病研究センター]、中永 

和枝[ハンセン病研究センター]、中田登[ハンセン病研究

センター]、鹿住祐子[結核予防会・結核研究所]、前田伸

司[結核予防会・結核研究所]、牧野正彦[ハンセン病研究

センター]、星野仁彦[ハンセン病研究センター]、黒田 誠） 

 

XIV.  不明症例に係る網羅的病原体検索の行政・依頼検

査への対応 

 全国の医療機関から症状･所見とともに適切な時期に

臨床検体を収集し、日本脳炎ウイルスの病原体診断を実

施するとともに、原因究明を目的としてエンテロウイル

スを含めた網羅的な病原体検索を行い、日本脳炎患者の

予後ならびに急性脳炎・脳症、ADEM の実態・病因解明

に資することを目的とする。分担研究者は、急性脳炎･

脳症の原因究明を目的とした次世代シークエンサー

(next-generation sequencing: NGS)による網羅的病原体検

索を担当した。 

 本年度は３０名の不明脳炎・脳症患者について、網羅

的病原体検索が必要と判断された検体の検査を行った

（P10-P44 ３５症例のうち５症例は NGS 検査前に当該

病原体が確定）。それぞれの患者髄液から、日本脳炎ウイ

ルス、Human herpes virus-4, 8, Human parainfluenza virus 

4b, Human bocavirus, Norovirus, 大腸菌等、様々な病原体

配列を検出し、症例個々において多様な感染症による脳

炎・脳症へと進展している可能性が示唆された。髄液か

らは検出されないが、咽頭拭い液から Human adenovirus 

C, Human herpes virus-5, 6B, 7, Enterovirus B, Human 

parainfluenza virus 3 を検出し、呼吸器感染症の憎悪も関

連している可能性が示唆された。血液関連検体（血清、

血漿、全血）から、主に Torque teno virus （亜種含む）

を検出する症例が多く、不顕性感染しているウイルスが

全身性炎症にともなって再活性化している可能性が示唆

された。個別 PCR（対象配列が短く限定的）で検出でき

ない症例においても、NGS は病原体ゲノム DNA の欠片

でも検出でき、感度もおよそ１０倍程度高いことが報告

されているため、感染症の疑いが濃厚な症例においては

非常に有効な検査手法である。ただし、研究段階の高度

な核酸検査法であって確定検査診断ではないため、抗体

検査法による IgM 陽転を検討するなど相補的な検査法

をもって検証すべきだと思われる。 

（関塚剛史、黒田誠、片野晴隆[感染病理部], 高崎智義[ウ

イルス第一部]、多屋馨子[感染症疫学センター]） 

 

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
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クチンの製造・試験記録等要約書（summary lot protocol）

の審査を実施した。（石井克幸、竹内隆正、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、西太平洋地域リファレンスラ

ボとしての活動を行った。HPV ワクチンの WHO ガイドラ

インの改訂を目的とした WHO 会議（ジュネーブ）に参加

し、改訂版ドラフトに関して討議を行った。（柊元 巌） 
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