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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、新興・再興感染症の病原となる易変異性

RNA ウイルスの基礎・応用研究を推進している。計算科学の

解析環境の整備・強化を進めながら、ウイルス学、病原体サ

ーベイランス組織、有機合成化学等の専門家と連携して学

際研究を展開することにより、研究の質と速度の向上を図っ

ている。特に変異が生体高分子の構造・機能に及ぼす影響

をコンピュータシミュレーションする技術を重点的に強化し、

様々な感染現象の構造原理の解明、創薬シーズ探索、変異

病原体のリスク評価などに役立てている。令和元年度は、分

子モデリングと分子動力学シミュレーションを用いて、ウイル

スの感染、複製、中和、適応進化の構造生物学研究を進め、

成果を関連部署・研究グループに提供した。

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、

大規模細菌ゲノム比較解析および完全長細菌ゲノム解析を

行うための基盤作成および改良、および、ゲノムデータベー

ス作成を中心に業務を展開した。バイオインフォマティクス解

析を検査現場でも有効に執り行うことができるよう、ゲノムデ

ータベース管理および次世代シークエンスデータ解析を同

時に行えるシステム GenEpid-J (Genomics and Epidemiology 

in Japan)をこれまでに構築し、継続して運用している。本シス

テムを用いて、病原細菌、薬剤耐性菌、ウイルスのゲノム解

析及びデータベース管理を実施している。それらデータベー

ス上のゲノム情報を用いて、大規模ゲノム比較解析およびゲ

ノム分子疫学解析も遂行した。また、細菌感染症において重

要な生物種の公開ゲノム配列および生解読データを回収し、

gGENEPIDデータベースの開発・運用している。薬剤耐性細

菌のワンヘルスアプローチの一環として、下水処理放流水由

来の薬剤耐性因子および耐性菌の分離およびゲノム解析も

進めている。衛生害虫を中心に昆虫ゲノム解析を実施した。

本年度末は、SARS-CoV-2 のゲノム解析に重点を起き、地方

自治体と協力して積極的疫学調査の支援として感染リンクの

推定を実施した。

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 細胞侵入機構の解明

HPV 感染の初期過程に関わる細胞内因子を網羅的に同

定するために、HSV-TK 遺伝子を一過性に発現する HPV18

偽ウイルス（ 18PsV-TK ）を作成した。この偽ウイルスを

CRISPR-Cas9 による遺伝子ノックアウト HeLa 細胞ライブラリ

ーに感染させ、ガンシクロビル存在下で生き残る細胞を回収

した。染色体に組み込まれた sgRNA 配列とリード数を次世

代シーケンサーで解析した。細胞表面に局在するタンパク質

GJC1 と F11R の sgRNA が顕著に濃縮されていた。2 次スクリ

ーニングに、ルシフェラーゼをレポーターにもつ偽ウイルス

（18PsV-Luc2）による感染実験を行った。1 次スクリーニング
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の結果と異なり、GJC1 と F11R のノックダウン細胞は

18PsV-Luc2 に対し抵抗性を示さなかった。HSV-TK とガンシ

クロビルによる細胞致死を利用した 1 次スクリーニングが正し

く機能していない可能性が示唆された。（石井克幸、関塚剛

史、山地俊之［細胞化学部］）

(2) HPV 持続感染機構の解明

NIKS 細胞は分化能を維持しているヒト不死化角化細胞で

あり、子宮頸外部細胞（Ect 細胞）や子宮頸内部細胞（End 細

胞）に比べ高いHPVゲノム保持能を有する。HPVゲノム保持

能は HPV 初期プロモーター活性と相関することから、マイク

ロアレイによる網羅的遺伝子発現解析により、NIKS 細胞に

多く発現している転写因子を特定した。さらにこの中から

HPV 初期プロモーター制御領域(LCR)との結合が予測され

る転写因子を抽出した。siRNA によるノックダウン解析から、

HOXC13がHPVの初期遺伝子発現とゲノム保持に重要であ

ることが明らかとなった。また、クロマチン免疫沈降により

HOXC13 は LCR に結合することがわかった。未分化状態の

NIKS 細胞において HOXC13 は HPV の初期遺伝子発現と

ゲノム複製を正に制御していると考えられた。（石井克幸）

(3) HPV ゲノム維持に関わる細胞タンパク質の探索

子宮頸部における HPV 潜伏感染は子宮頸癌の発症を引

き起こすが、感染細胞での HPV ゲノム維持の分子機構はこ

れまでほとんど解明されていない。HPV16 ゲノムを安定に保

持するヒト骨肉腫細胞 U2OS を用いて、HPV ゲノム維持に影

響を与える宿主タンパク質の siRNA スクリーニングを行った。

宿主細胞の抗ウイルス因子（173 タンパク質）の siRNA ライブ

ラリーを細胞にトランスフェクトして培養し、三日後の細胞内

HPV16 ゲノム量をリアルタイム PCR で定量した。その結果、

HPV16 ゲノム量を低下させる宿主タンパク質として MOV10、

増加させるタンパク質として IFI16、 SQSTM1 、 IRF3 、

PPHLN1、SP1、XRCC5、RC3H1、FAM208A を見出した。

（田中恒成、柊元 巌、若江亨祥[ウイルス２部]、村松正道[ウ

イルス２部]）

(4) HPV 感染細胞のホスホイノシチド動態解析

細胞内セカンドメッセンジャーとして働く重要な内在性分子

であるホスホイノシチドの HPV ゲノム複製への関与を検討し

た。HPV16 ゲノムを保持する U2OS/HPV16 細胞及び親株

U2OS 細胞から、クロロホルム/メタノール/HCl 混合液の添加

により、脂質画分を有機溶媒層に抽出し、逆相カラムクロマト

グラフィーによる脂質分子の分離と質量分析装置による

LC-MS/MS 質量分析によって、細胞内のホスホイノシチド分

子種の検出・定量を行った。その結果、U2OS/HPV16 では

U2OS と較べて、8 種類のホスホイノシチド分子の内、PIP3 レ

ベルが低下していることが示された。(柊元 巌、佐々木雄彦

[東京医科歯科大学])

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

子宮頸癌及び前癌病変（CIN2/3）の擦過細胞検体を慶應

大学病院にて定期的に収集して、HPV DNA 検出と HPV ジ

ェノタイピングを継続的に行った。本年度は 398 検体の HPV

タイピングを実施した。解析の結果、最も高頻度に検出され

たのは HPV16（34.2%）で、以下、HPV52（21.4%）、HPV58

（13.8%）、HPV31（10.1%）HPV18（7.3%）の順序であった。

年ごとの HPV 型分布に大きな変動は認められなかった。（中

村浩美、柊元 巌、岩田 卓[慶應大学]）

(2) 日本人女性の HPV18 ゲノム配列解析

HPV18 は HPV16 に次いで頻繁に子宮頸癌で検出され、

他の HPV型と比べ扁平上皮癌（SCC)よりも腺癌（AC)での検

出頻度が高いことが知られている。日本人の 84 例の HPV18

陽性検体（SCC, n=22; AC, n=39; 子宮頸部異形成, n=7; そ

の他の組織型; n=8, 細胞診正常, n=8）のHPV18ゲノム配列

を決定したところ、82 例（97.6%）が lineage A、2 例（2.4%）が

lineage B に属していた。82 例の lineage A 検体のうち、70 例

が sublineage A1、12 例が sublineage A3/A4 に属していた。

組織型ごとのバリアント分布には有意な差は認められなかっ

た。日本人患者からの臨床検体において、HPV18のバリアン

ト分布は lineage A、特に sublineage A1 に著しく偏っているこ

とが分かった。また、癌の組織型は特定のバリアントとは関連

しないことが示唆された。（中 摩佑子、柊元 巌、岩田 卓

[慶應大学]、小貫麻美子[昭和大学]、松本光司[昭和大学]）

(3) HPV ワクチン効果を検証するための疫学研究

人口レベルの HPV ワクチン導入効果を検証するために、

40 歳未満の日本人女性からの前癌病変及び子宮頸癌にお

ける HPV 型分布を経年的に調べることを計画している。その

ために全国 21 か所の拠点病院にて子宮頸部擦過細胞検体

を収集し、感染研ゲノムセンターに検体を集約して、精度・信

頼度がバリデートされた HPV タイピングを実施する。今年度

は、本研究の以前の研究期間に用いられていた HPV タイピ

ング法（リニアアレイ）と、今回新たに採用する HPVタイピング

法（PGMY-CHUV）との間の結果の一致度を検討するために、

同一の DNA 検体（CIN2/3、100 検体）に対するタイピング結

果の比較を行ったところ、HPV16/18 の検出に関して二つの

方法は完全一致を示した。11 月から臨床検体の登録が開始
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され、感染研にて擦過細胞検体からの DNA 抽出と HPVタイ

ピングを開始した。登録症例 318例のうち、3月末までに検体

が送付された症例 256 例の HPV タイピングを行った。（中村

浩美、柊元 巌、小貫麻美子[昭和大学]、松本光司[昭和大

学]）

3. HPV 感染による発癌機構の研究

(1) HPV の遺伝子発現機構に関する研究

細胞の転写因子 TEAD は DNA に結合するが転写活性は

なく、転写共役因子と複合体を形成して転写を調節する。

TEAD が HPV の遺伝子発現に関わることが報告されている

が、共役因子などの詳細は不明である。昨年度までに、

TEAD1 とその共役因子である VGLL1 が HPV 初期遺伝子

の転写に必要なこと、VGLL1 は TEAD1 を介して HPV ゲノ

ムの LCR に結合することを明らかにした。今年度は LCR 上

の TEAD1 結合部位を詳細に調べた。TEAD1 は LCR の 11

か所に結合し、そのうち 8 か所の TEAD1 結合配列が転写活

性に必要であった。これらの結果から、VGLL1/TEAD1 複合

体が LCR の複数の部位に結合し、HPV 初期遺伝子の転写

を誘導することが示唆された。TEAD1 が広範な細胞種で発

現しているのに対し、VGLL1 は主に上皮系の細胞で発現し

ていることが報告されている。VGLL1 は HPV の上皮特異的

な遺伝子発現に関わる宿主因子の 1 つと推測される。また、

VGLL1 をノックダウンすると子宮頸癌細胞の増殖が抑制され

たことから、子宮頸癌治療の新たな標的分子となり得る。(森

清一郎、柊元 巌)

(2)正常子宮頸部オルガノイド培養系の確立

扁平上皮細胞層と円柱上皮細胞層が接する子宮頸部 SC 

junction は HPV 感染への感受性が高く、子宮頸癌の原発部

位と考えられているが、SC junction を再現した細胞培養系は

これまでに確立されていない。マトリゲルによる三次元培養技

術を用いて、正常子宮頸部由来の SC junction からオルガノ

イド培養を試みた。免疫染色により扁平上皮細胞群に接して

mucin を産生する円柱上皮細胞の小集団が認められ、トラン

スクリトーム解析により多くの SC junction マーカー遺伝子の

発現が確認された。この SC junction オルガノイド培養系は、

HPV による発癌過程を研究するための有用な in vitro 実験

系となりうる。（石井克幸、柊元 巌、田口 歩[東京大学]、筆

宝義隆[千葉県がんセンター研究所]）

(3) マウス抗 E7 モノクローナル抗体の作成

HPV16 E7 タンパク質は子宮頸癌やその前癌病変で高レ

ベルに発現が認められることから、子宮頸癌の早期診断バイ

オマーカーとして有用である。子宮頸部上皮内腫瘍や子宮

頸癌の診断用の新たな抗 E7 モノクローナル抗体を作成する

ために、マウスを免疫する抗原として、HPV16 及び HPV6 の

E7 タンパク質をコムギ無細胞系で合成・精製した。（田中恒

成、柊元 巌）

4. 次世代 HPV ワクチンの開発

現行の HPVワクチンは主要キャプシドタンパク質L1を抗原

としており、型特異的な感染予防効果を示す。副キャプシド

タンパク質 L2 には型共通の中和エピトープが複数あり、マウ

ス抗 L2 モノクローナル抗体 24B は、少なくとも 8 つの発癌性

HPV を中和できる。アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを用

いた抗体遺伝子の導入により 24B を生体内で長期間、安定

に発現させて幅広い型の HPV 感染を防ぐ受動免疫ワクチン

の開発を試みた。ベクターをマウスの骨格筋に接種後 1 年以

上にわたって血中に 24Bが分泌され、複数の型の HPV感染

が阻害されることをこれまでに確認した。一方、ヒト細胞株で

発現させた 24B(hu24B)の in vitro の中和活性は、ハイブリド

ーマ由来の 24B(hy24B)よりも約 10 倍高かった。レクチンの

結合性の違いから、hy24B は hu24B より多くの N-アセチルガ

ラクトサミンをもつことがわかった。酵素処理によって hy24B

から糖鎖を除去すると、L2 ペプチドへの結合活性に変化は

なかったが、中和活性は約 10 倍上昇した。L2 はウイルス粒

子表面に露出していないと考えられていることから、L2 エピト

ープへの 24Bのアクセスが糖鎖によって制限される可能性が

示唆された。糖鎖が結合しないように 24B を改変することで、

より中和活性が高くなると思われる。（森 清一郎）

II. 相同配列を避けた iPS 細胞のゲノム編集

ヒトノロウイルス感受性にはヒト FUT2 遺伝子の関与が想定

されているが、それを明らかにするには FUT2 遺伝子のみが

異なるアレルであるようなアイソジェニックな細胞を用いてヒト

ノロウイルス感受性を調べることが望ましい。FUT2 遺伝子に

は近傍（23kb 上流）に SEC1P 偽遺伝子が存在するため、感

受性を規定すると想定される FUT2 遺伝子上の SNP を

CRISPR/Cas9 法により直接置換変異する（オリゴヌクレオチド

を鋳型とする homology directed repair (HDR)による）ことはで

きなかった。そのため FUT2 遺伝子特異的なゲノム編集を 2

段階で行う計画を立てた。long ssDNA を用いてマーカー遺

伝子とともに置換変異を HDR によりノックインし、その後マー

カー遺伝子のみを欠失させる方法を試みることとした。ヒトゲ

ノム上に相同配列の少ない人工スペーサーを選択し、蛍光

タンパク質遺伝子と薬剤耐性遺伝子とともに HDR のドナーと

なる配列を設計した。PCR および酵素処理によって HDR ド

ナーを作製し、第一段階として薬剤耐性コロニーの出現を調

べた。コロニー数が少数であることは予想されたが、出現した
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コロニーでは同時に発現するはずの蛍光マーカーが確認で

きなかった。long ssDNA の導入効率が低く、long ssDNA 作

製過程の薬剤耐性遺伝子 PCR 産物のキャリーオーバーの

みがランダムに組み込まれていることが考えられた。 long 

ssDNA の導入効率を上昇させる条件検討を行った。（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。特記すべき有害事象は認められなかった。

（竹内隆正、森 清一郎、石井克幸、柊元 巌）

IV. in silico 解析を用いた構造生物学研究

１.カプシドタンパク質の構造生物学研究

(1)エンテロウイルスの感染制御に向けた構造生物学的研究

エンテロウイルスA71(EV-A71)粒子最外殻タンパク質カプ

シドVP1の145番目アミノ酸置換は、様々な生物活性（受容

体親和性、抗体感受性、神経病原性）の変化を生む。しかし、

カプシド変異が構造に与える影響はほとんどわかっていない。

今年度は、VP1-145変異が受容体との親和性に与える影響

について、分子動力学法（MD）を用いて解析した。既知の

EV-A71カプシドタンパク質（CA）と感染受容体 (Scavenger 

receptor class B member 2; SCARB2)の複合体構造情報

（PDB ID: 6I2K）を鋳型にして、ホモロジーモデリング法によ

りVP1-145G及び145EのCA/SCARB2モデルをそれぞれ構築

した。それらのモデルを用いてMDシミュレーションを実施し、

得られた全原子時系列情報（ 151-200ns ） を用いて、

MM-GBSA法によりCA/SCARB2間の結合エネルギー値を

算出した。その結果、VP1-145EはVP1-145Gと比べて、

SCARB2を親和性が高めることが示唆された（VP1-145E: 

-47.6 kcal/mol, VP1-145G: -36.7kcal/mol ）。したがって、

VP1-145アミノ酸残基は、細胞への感染効率に影響を与える

部位であると考えられる。(小谷 治、横山 勝、小林郷介[東

京都医学総合研究所]、小池 智[東京都医学総合研究所]、

清水博之[ウイルス第二部]、佐藤裕徳)

(2)HIV-1 Gag前駆体分子の構造制御部位の予測

HIV-1粒子形成過程の鍵を握る構造タンパク質はGag前

駆体タンパク質(Pr55Gag)である。しかし、Pr55Gag全長構造

情報がないため、粒子形成過程の素過程（折畳み、二量体

化、細胞膜輸送）の分子基盤はほとんど分かっていない。こ

れまで、我々はin silico 構造解析技術を用いて、既知の

Pr55Gag部分構造と整合性の高いPr55Gag全長構造を予測

した。今年度は、この構造を用いて、変異によるPr55Gagの折

畳みへの影響について調べた。HIV-1株間で高度に保存さ

れたMajor homology region 領域（20箇所）のPr55Gagアラニ

ン置換体（20モデル）を構築した。すべてのモデルのMD シ

ミュレーションを実施したところ、折畳み様式に影響を与える

アミノ酸部位を５箇所同定した。今後は、これら変異部位の

情報をもとに、in silicoと実験の双方向からPr55Gag構造機

能に重要な機能部位を明らかにする。(小谷 治、横山 勝、

中村浩美、片平正人[京都大学]、野間口雅子[徳島大学]、

村上 努[エイズ研究センター]、小野 陽[ミシガン大学]、佐

藤裕徳)

(3)ノロウイルス VP1 の血液型抗原結合部位に結合する化合

物候補の探索

ノロウイルス VP1 蛋白質の血液型抗原（HBGA）結合部位

に結合する化合物候補の探索を、インシリコスクリーニングに

より行った。HBGA の中でも、Lewis Y 抗原が VP1 蛋白質と

最も結合エネルギーが大きいことから、Lewis Y 抗原の結合

様式をもとにインシリコスクリーニングを行うと、より結合エネル

ギーの大きい抗ウイルス薬を見出すことができると考えられた。

そこで、カプシド蛋白質と Lewis Y 抗原の複合体構造の

Protein Ligand Interaction Fingerprint（PLIF）解析の情報もと

に、ファーマコフォアモデルを構築し、Lewis Y 抗原と同様の

相互作用を持つ化合物のインシリコスクリーニングを行なった。

インシリコスクリーニングに用いたデータベースは、ChEMBL

（ https://www.ebi.ac.uk/chembl/ ）から入手した、 ChEMBL 

database 24_１（1,820,035 化合物）である。インシリコスクリー

ニングの結果、Lewis Y 抗原と同様の相互作用を持つ化合

物として、46 化合物が得られた。得られた化合物を見てみる

と、多くがフコースに似た分子構造を持っていた。（横山 勝、

小谷 治、中村浩美、佐藤裕徳）

２.エンベロープタンパク質の構造生物学研究

(1)拡張アンサンブル法によるHIV-1 エンベロープ三量体の

解析

ヒト免疫不全ウイルス1型（HIV-1）の粒子表面上のエンベ

ロープタンパク質は、三量体を形成することで主要中和エピ

トープを遮蔽することが知られている。しかし、遮蔽構造の発

現・維持の分子メカニズムは未だ明らかにされていない。

我々は、中和抵抗性株と中和感受性株のエンベロープタン

パク質三量体の構造的特徴を、拡張アンサンブル法の一つ
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であるGaussian Accelerated Molecular Dynamics (GaMD) 

シミュレーションにより調べた。 MDシミュレーションは

Amber16のpmemd.cudaモジュールにより実行した。計算条

件は、温度310K、圧力1 bar、塩濃度150 mM NaClとした。2 

nsのConventional MD後、 248 nsのGaMDを実行した。

GaMDにより得られたトラジェクトリーはAmberTools17の

cpptrajにより解析した。その結果、GaMDにより得られたエン

ベロープタンパク質三量体の平衡構造は、中和感受性株の

エンベロープタンパク質三量体が、中和抵抗性株よりも緩い

構造となっていることを示唆した。この構造的特徴が、抗体中

和逃避能を制御していると考えられる。（横山 勝、小谷 治、

中村浩美、佐藤裕徳）

(2)HIV-1 エンベロープにおける脆弱部位の推定

HIV-1 は易変異性ウイルスであり、変異を許容し難い脆弱

部位は明らかでない。ウイルス粒子表面に位置するエンベロ

ープの脆弱部位を知ることができれば、その部位はウイルス

にとって致死的な治療標的となる。本研究では、HIV-1 エン

ベロープにおける脆弱部位の推定を行った。統計的カップリ

ング行列から、ランダム行列理論によりノイズに起因する成分

を取り除くと、統計的カップリング行列は、Clade B では 16、

Clade C では 21 の主成分からなることが明らかになった。

Clade B において 27、Clade C において 33 のセクターが推定

された。最大固有値のセクターを HIV-1 エンベロープ三量

体の立体構造に表示すると、Clade BとClade Cのどちらにお

いても、C-C loop に位置していた。最大固有値のセクターの

多様性解析を行うと、アミノ酸残基は極めて保存されていた。

さらに、このセクターに in silico 変異導入解析を実行すると、

最も構造を安定にするアミノ酸が選択されていることが明らか

になった。（横山 勝、小谷 治、土肥直哉[徳島大]、駒 貴

明[徳島大]、野間口雅子[徳島大]、佐藤裕徳）

(3)デングウイルスエンベロープと中和単抗体の相互作用の

分子動力学解析

デング熱研究の基盤強化を目的として、ウイルスエンベロ

ープ (E）と抗体の in silico 相互作用解析系構築に着手した。

デングウイルス感染では、抗体存在下で感染が促進される現

象が生じる（抗体依存性感染増強： ADE）。本研究の推進

により、抗体がウイルスを中和するとき、およびADEを誘発す

るときの E・抗体相互作用様式の情報が蓄積される。これらは、

デング熱ワクチンの安全性と有効性を高め、デング熱の流行

と重症化を効果的に阻止する方法を開発するための基盤情

報となる。#19 と#54 単抗体 Fab は、いずれも、E の fusion 

loop 近傍に、熱力学的に安定な状態で結合した。いずれの

抗体も、中和感受性の低下を招く逃避変異の場所を含む様

式で結合した。Fab/E 複合体境界面の解析より、この相互作

用は、複数のアミノ酸残基間のファンデルワールス力により維

持されると考えられた。実験結果と整合性がある結果が得ら

れた。（横山 勝、佐藤裕徳、塩田達雄[阪大微研]）

(4)抗 HA ステム抗体による中和と中和逃避の構造生物学的

研究

有効なインフルエンザワクチンや抗体医薬の開発に向け

て、様々な亜型ウイルスの感染を阻止し得る広域中和能を有

する抗ヘマグルチニン（HA）ステム抗体の研究開発は必須

である。しかし、抗 HA ステム抗体による中和と中和逃避の分

子メカニズムは不明な点が多い。HA タンパク質三量体

(HAs)/抗 HA ステム抗体 Fab(sAb)の複合体モデルを用いて、

耐性変異が HAs と sAb 間の分子間相互作用にどのような影

響をもたらすかについて検討した。まず、 Protein Data 

Bank(PDB)に登録されている既知の sAb/HAs の複合体構造

17 件を用いて、sAb が相互作用する HA 領域の構造特性を

調 べ た 。 そ の 結 果 、 相 互 作 用 部 位 は Hydrophobic 

Groove(HG)とその周囲に位置し、疎水性に富む領域であっ

た。特に HA2 の 42 番目のグルタミン（Q）は複数の sAb が

HA と相互作用するアミノ酸残基であり、ウイルス株間で高度

に保存された部位であった。次に齊藤らが単離した抗 HA ス

テム抗体 F11 について HAs との結合様式を予測した。既知

の HAs/sAb 複合体構造情報（PDB ID: 5JW4）を鋳型にし、

ホモロジーモデリング法を用いて HAs/F11-sAb 複合体モデ

ルを構築した。このモデルを用いて MD シミュレーションによ

り構造最適化を行った。得られた構造情報より、F11 抗体は

初期構造の結合様式とは異なり HAs の HG 上部と安定に結

合することがわかった。今後、in silico と実験の変異導入解

析手法を併用して、F11 抗体の中和及び中和逃避に重要な

機能部位を明らかにする。(小谷 治、齊藤慎二[インフルエ

ンザウイルス研究センター])

３.アクセサリータンパク質の構造生物学研究

(1)HIV-2 Vpx/SAMHD1 複合体の分子動力学シミュレーショ

ン

ヒト免疫不全ウイルス 2 型（HIV-2）は、宿主因子である

SAMHD1 から逃れるために Vpx を獲得するように進化したと

考えられている。この Vpx の 13 番目のアミノ酸であるセリンが

PIM キナーゼによりリン酸化されるが、リン酸化が実際に

SAMHD1 への活性をどのように調節するか未だ明らかでな

い。このセリンを他のアミノ酸に置換すると、Vpx のリン酸化が

起きなくなり、ウイルスの増殖が顕著に減少する。Vpx Ser13

のリン酸化が複合体形成に何らかの影響を明らかにするた

めに、Ser13 非リン酸化型およびリン酸化型 Vpx/SAMHD1
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複合体の分子動力学シミュレーションを実行した。その結果、

この Ser13 のリン酸化は Vpx と SAMHD1 との相互作用を増

強することが予測された。この予測は生化学実験により実証

された。PIM キナーゼが Vpx の SAMHD1 に対する働きを制

御するウイルス調節因子であることを明らかになった。（横山

勝、宮川 敬[横浜市大]、梁 明秀[横浜市大]、佐藤裕徳）

V．バイオテロ・新興再興感染症・薬剤耐性菌対策のための

病原体ゲノム解析

１.超高速ゲノム解読・解析システムの構築

バイオテロ・新興再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(NGS)による超高速ゲノム解読システムをこれまで構築し

てきた。また、完全長ゲノム配列を取得することは、病原細菌

の保有する病原因子及び薬剤耐性遺伝子の伝達様式を明

確にする際に重要となり、ゲノム分子疫学解析の際の参照配

列にもなる。今年度は、昨年度に引き続き、完全長ゲノム配

列を作成するための自動解析パイプラインを改良した。ロン

グリードを取得する NGS PacBio もしくは MinION、さらに

Illumina の解読データから完全長ゲノム配列を確定し、本年

度までに、合計、289 株の病原細菌の完全長ゲノム配列を取

得した。一部配列は、既に公開データベース上にて公開済

みである。

（関塚剛史、稲嶺由羽、田中里奈、谷津弘仁、糸川健太郎、

黒田 誠）

２.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

薬剤耐性(AMR)感染症が世界的に拡大しており、2015 年

には WHO から AMR グローバルアクションプランが提唱され、

サーベイランス・研究を通じた実態把握の強化が急務となっ

ている。これまでに、ゲノムセンターでは所内および所外の研

究者との共同研究で、多数の薬剤耐性菌のゲノム解析を行

ってきた。それらデータを管理・運用し、且つ、多検体の解析

を簡便に行うためのシステム GenEpid-J (Genomics and 

Epidemiology in Japan)を構築した。GenEpid-J には、臨床・

動物・環境由来の多種にわたる細菌のゲノムデータが蓄積さ

れており、今年度までに合計、約 5000 株、約 8300 プラスミド

配列を決定し、データベースを作成した。

(関塚剛史、稲嶺由羽、田中里奈、谷津弘仁、橋野正紀、黒

田 誠、松井真理[薬剤耐性菌センター]、鈴木里和[薬剤耐

性菌センター]、秋庭正人[国立研究開発法人農業・食品産

業技術総合研究機構])

３.結核菌全ゲノム薬剤耐性マーカー検出と感受性予測の構

築

未だ先進国内において罹患率が高く、世界的にも多剤耐

性が問題になっている結核菌のためのゲノム分子疫学解析

パイプライン TGS-TB v2 (Total Genotyping Solution for 

Mycobacterium tuberculosis (TB) )を構築し、運用している。

薬剤耐性予測データベースの改良と特異度・感度の高い薬

剤感受性予測ツールも開発し、運用している。本年度は、結

核菌の国内分離株の大規模分子系統解析を円滑に行うた

めの基盤を作成した。

（関塚剛史、谷津弘仁、黒田 誠、村瀬良朗[公益財団法人

結核予防会結核研究所]、瀧井猛将[公益財団法人結核予

防会結核研究所]、岩本朋忠[神戸市環境保健研究所]、御

手洗 聡[公益財団法人結核予防会結核研究所]、加藤誠也

[公益財団法人結核予防会結核研究所]）

４.大規模ゲノム解析のための自動解析パイプラインの開発

NGS 解読リードを用いた de novo assemble、解析対象サン

プルの生物種推定、血清型推定、コンタミネーションの確認、

MLST によるタイピング、薬剤耐性遺伝子・病原遺伝子検索、

プラスミド検索、遺伝子抽出および遺伝子のアノテーションを

全て自動で行うためのパイプライン Automatic Microbial 

Genome Annotation (AMiGA)を構築している。本年度は、生

物種推定および薬剤耐性遺伝子データベースの拡充を行っ

た。また、細菌ゲノムの NGS データを公開データベースより

回収し、本プログラムにて解析を行い、データベース

gGENEPID (Global pathogen Genome Epidemiology 

Database) を 構 築 し 情 報 公 開 し て い る

（https://gph.niid.go.jp/ggenepid/）。現在、公衆衛生上重要と

なる病原細菌 35種、合計約60万サンプルのゲノム解析デー

タを格納している。

(関塚剛史、谷津弘仁、黒田 誠)

５.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

ブラウザ経由で次世代シークエンスデータを用いた網羅的

なプラスミド解析ツールを開発した。これまで、Global 

Plasmidome Analyzing Tool: GPAT を作成し運用を行ってい

たが、より汎用が高く、簡便に解析が可能なように改変し、

AMiGA に内包した。また、得られたプラスミド情報からプラス

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）を引き続き改良し、web 上に

てプラスミド間の類似性の３次元プロット、および、階層的クラ

スタリング解析を行うための基盤を構築した。

（関塚剛史、谷津弘仁、糸川健太郎、黒田 誠）
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６.院内感染事例に係る原因細菌の比較ゲノム解析

国内で発生した１例の院内感染事例由来分離株の比較ゲ

ノム解析を行った。これら解析の大部分は、GenEpid-J 上で

解析を行った。ゲノム分子系統解析の結果、コアゲノム領域

には数塩基の差異しか認められなかった。プロファージ領域

の脱落が一部の分離株で認められたが、同一クローンによる

院内感染であることが強く示唆された。また、国外分離株の

ゲノムデータとも比較した結果、過去に東南アジア近辺で分

離されたゲノム配列と近縁であることが明らかとなった。

(関塚剛史、稲嶺由羽、田中里奈、黒田 誠、松井真理[薬剤

耐性菌センター]、鈴木里和[薬剤耐性菌センター]、菅井基

行[薬剤耐性菌センター])

７.環境中に存在する薬剤耐性腸内細菌科細菌に関する研

究

昨年度に引き続き、薬剤耐性菌研究のワンヘルスアプロー

チの一環として、国内の下水処理水を採取し、メタゲノム解

析を行った。また、ESBL およびカルバペネム耐性腸内細菌

科細菌を分離後、完全長ゲノム配列を決定し、比較ゲノム解

析を行った。２年間の継続的なモニタリングにより、下水処理

水中の細菌叢および薬剤耐性遺伝子の存在比率は、季節

性に相関することが示唆された。また、 blaKPC-2 保有の

Aeromonas属細菌、blaNDM-5保有大腸菌も下水処理水より分

離され、Aeromonas 属菌は、blaKPC-2 とその他薬剤耐性遺伝

子の潜在的なリザーバーとなる可能性があること、NDM-5 産

生大腸菌の blaNDM-5保有 IncX3 プラスミドは、東アジアの大

腸菌と Klebsiella 属細菌の臨床分離株に関連することが明ら

かとなった。

(関塚剛史、糸川健太郎、橋野正紀、瀬川孝耶、稲嶺由羽、

田中里奈、谷津弘仁、黒田 誠)

８.病原真菌の比較ゲノム解析に関する研究

多剤抗真菌剤耐性Candida aurisが院内真菌感染症として

世界的に問題となっている。本真菌による感染患者の致死

率も高く、国外では、アウトブレイクの報告も認められる。本真

菌は、国内でも分離されているものの、主に外耳道感染由来

であり、大部分の分離株では、薬剤耐性は認められていない。

国内で分離された C. auris の全ゲノム解読を行い、国外株と

の比較ゲノム解析を行った。Copy number variation 解析の

結果、遺伝子重複が、抗真菌薬耐性に寄与していることが示

唆された。

(関塚剛史、黒田 誠、梅山 隆[真菌部]、宮崎義継[真菌部]、

槇村浩一[帝京大学大学院医学研究科 医真菌学]、井口成

一[東京女子医科大学 医学部]、菊池 賢[東京女子医科大

学 医学部])

VI. 脳膿瘍患者由来 Streptococcus intermedius における７

型分泌装置依存的細胞傷害性の解析

小児脳膿瘍患者の膿瘍サンプルより原因菌として分離され

た Streptococcus intermedius (Si)TYG1620 株の病原性解明

を目的に、全ゲノム解読・in vivo 実験・in vitro 実験を実施し

た結果、Type 7 Secretion System (T7SS)が重要な役割を担

っていることが示唆された。より詳細な病態誘導における

T7SS の機能解明を目的とした in vitro 実験により、上皮細胞

株に対する T7SS 依存的な細胞傷害性の保有が明らかとな

った。また、TYG1620 株と TYG1620 株を親株とした T7SS 変

異株の培養上清を用いた Secretome解析によりT7SS 依存的

分泌タンパク質候補が複数同定された。本年度は、細胞傷

害性に対する菌体側責任因子の探索を目的に、TYG1620

株の培養上清を限外濾過膜により 5 分画(≥ 100 kDa、50 –

100 kDa、30 – 50 kDa、10 – 30 kDa、3 – 10 kDa)に分け、各

分画による細胞傷害性を検討した。その結果、菌体側責任

因子が培養上清中の 50 – 100 kDa の分画に含まれることが

示唆された。さらに T7SS 関連遺伝子群を保有していない

Type strain である Si JCM12996T株を供試し、細胞傷害性に

ついて TYG1620 株との比較解析を行なった結果、

JCM12996T 株では、細胞傷害活性が有意に低いことが確認

された。これらの研究成果から、TYG1620 株の保有する上皮

細胞株に対する傷害性は、50 – 100 kDa の大きさの T7SS 依

存的分泌毒素に起因することが示唆された。

(橋野正紀、田中里奈、糸川健太郎、関塚剛史、黒田 誠)

VII．病原性及び感染成立に関与する宿主因子の探索に関

する研究

CRISPR/Cas9 システムを用いた、培養細胞ノックアウトライ

ブラリーにより、細菌毒素、ウイルスタンパク質と結合及び相

互作用する宿主側因子を把握することが可能となる。NGS を

用いた deep sequencingによる網羅的な解析が必須であり、こ

れまで、解析用 web アプリケーションを開発してきた。昨年度

に引き続き、解析用webアプリケーションの改良を実施し、結

果の描画、及び、関連遺伝子の二次解析（GeneOntology、

KEGG pathway、Reactome 解析）が web 上で行えるようにし

た。また、パラミクソウイルスを接種した際の CRISPR/Cas9 

KO システムの解析も行い、本ウイルスの感染に関与する宿

主因子を抽出した。

(関塚剛史、黒田 誠、山地俊之[細胞化学部]、花田賢太郎

[細胞化学部]、加藤大志[ウイルス第三部]、直 亨則[ウイル

ス第三部]、竹田 誠[ウイルス第三部])

VIII．衛生害虫等の昆虫ゲノム解析
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１.ニホンサシチョウバエおよび共生二種のゲノムアセンブリ

2019 年に新潟県佐渡市で採集された二ホンサシチョウバ

エ Sergentomyia squamirostris 一個体を用いてゲノムアセン

ブリを試みた。その結果、サシチョウバエ自身のゲノムの他に

リケッチア一種とボルバキア一種の完全長ゲノムがそれぞれ

アセンブリされた。16S 系統解析の結果から今回見つかった

リケッチア（RiSSQ）は広範な無脊椎動物種（ヒル、昆虫）やア

メーバから見つかる TORIX 群と呼ばれる系統群に属してい

る種であることが分かった。今回得られたゲノムアセンブリは、

TORIX 群のリケッチアとしてはこれまでのところ唯一の完全

長ゲノムである。佐渡ヶ島で採集された他のサシチョウバエ

個体を更に調査した結果 RiSSQ は 69％（20/32）のメス個体

中に検出され、このリケッチアはニホンサシチョウバエの共生

微生物であると考えられる。一方で、オスのサシチョウバエ個

体（0/13）からは RiSSQ は検出されなかった。これら結果から、

RiSSQ は宿主であるサシチョウバエに対してオス殺しあるい

はメス化といった何らかの性比操作を行っている可能性が示

唆された。今回用いた手法は、微小で、尚且、飼育が困難な

節足動物のゲノム解析を目的としているが、同時に、それら

節足動物に存在し分離培養が困難な微生物についても完

全長ゲノムのアセンブリといった詳細なゲノム解析を行える可

能性を示している。

(糸川健太郎、関塚剛史、黒田 誠、小林大介[昆虫医科

学部]、伊澤晴彦[昆虫医科学部]、澤邉京子[昆虫医科学

部]、葛西真治[昆虫医科学部]、三條場千寿[東京大学]、黒

木章弘[東京大学])

２.ナミカ亜科汎用 SNPs 解析法の開発

ナミカ亜科 Culicinae はイエカ属(Culex)やシマカ属(Aedes)

としった重要なアルボウイルス媒介種の蚊を多く含むグルー

プである。このグループの蚊に汎用的に用いることができる

変異解析ツールとして高度に保存されたゲノム配列領域をも

とにハイブリダイゼーションプローブを開発した。このプローブ

セットはNGSライブラリから蚊の種類を問わず約 3000箇所の

標的ゲノム領域を濃縮することができ、集団遺伝学や量的形

質遺伝子座（QTL）解析に有用な SNPs 遺伝子型の情報を

得ることが可能である。開発したプローブセットを用いて野外

から採集したアカイエカ、チカイエカ、ヒトスジシマカ及び他の

ゲノム情報が未知な数種類の蚊について実際に実験を行い、

標的領域を効率的に解析することができることを確認した。

(糸川健太郎、黒田 誠、前川芳秀[昆虫医科学部]、比嘉

由紀子[昆虫医科学部]、高岡安希[昆虫医科学部]、渡辺

護[昆虫医科学部]、澤邉京子[昆虫医科学部]、金 京純[鳥

取大])

３.ガーナ産およびベトナム産ネッタイシマカにおけるデングウ

イルス感受性の比較解析

デングウイルス感染に起因するデング熱は、熱帯地域を中

心として公衆衛生上大きな問題となっている。特に東南アジ

アでは，毎年のように大規模な流行が発生している。その一

方で、アフリカにおいては、ウイルスのベクターであるネッタイ

シマカが分布しているものの、東南アジアのようなデング熱の

大きな流行はほとんど確認されていない。本研究では、上述

のデングウイルス流行の規模を規定する要因として、媒介蚊

のウイルス感受性に着目し、両地域で採集したネッタイシマ

カを用いたウイルス感染実験を行った。その結果、ベトナム

産ネッタイシマカは、デングウイルス I 型に対してガーナ産よ

りも有意に高い感受性を示した。現在、デングウイルスの感

受性に関与する遺伝子を特定するため、ベトナム産とガーナ

産のネッタイシマカを交配して得られた子世代のウイルス感

受性の解析を実施している。

(糸川健太郎、Michael Amoa-Bosompem[昆虫医科学部] 、

小林大介[昆虫医科学部] 、Astri Nur Faizah[昆虫医科学

部] 、澤邉京子[昆虫医科学部] 、伊澤晴彦[昆虫医科学

部]、太田伸生[東京医科歯科大]、岩永史朗[東京医科歯科

大])

IX. 新型コロナウイルス SARS-CoV-2 ゲノム情報解析

１.SARS-CoV-2 ゲノム配列解読プロトコルの開発

2019 年 12 月より世界的に流行している新型コロナウイルス

SARS-CoV-2 について、患者検体 RNA から効率的にウイル

スの全ゲノム配列を決定するための実験プロトコルの改良・

開発を行った。英国の ARTIC Network が公表したマルチプ

レックスプライマーセットを基に、ダイマー形成により増幅効

率の著しく悪いペアを特定しプライマーの再デザインを行っ

た。また、Illumina 社のショートリードシーケンサーで対応可

能にするためのライブラリ作成プロトコルを開発し公表した。

(糸川健太郎、関塚剛史、橋野正紀、田中里奈、黒田 誠)

２.SARS-CoV-2 比較ゲノム分子疫学解析

2019 年 12 月より 2020 年 3 月末までに本ウイルスの全長ゲ

ノム配列を約 350 配列決定した。本ウイルスの自動ゲノム解

析パイプラインを作成し、ネットワーク解析結果を描画・閲覧

する web サイトも構築した。2020 年 2 月に発生したダイヤモ

ンド・プリンセス号クルーズ船内でのアウトブレイク対応も迅速
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に行った。比較ゲノム分子疫学解析の結果、検疫を実施す

る以前に船内で行われたレクリエーションにより感染拡大が

主に生じており、隔離後の同室内でも感染伝播が継続して

いたことが強く示唆された。また、海外より帰国した有症者か

ら検出された本ウイルスのゲノム比較解析も実施し、欧州で

拡大していた系統であることを明らかにした。

(関塚剛史、糸川健太郎、橋野正紀、田中里奈、谷津弘仁、

黒田 誠、影山 努[インフルエンザウイルス研究センター]、

齊藤慎二[インフルエンザウイルス研究センター]、高山郁代

[インフルエンザウイルス研究センター]、浅沼秀樹[インフル

エンザウイルス研究センター]、長谷川秀樹[インフルエンザウ

イルス研究センター]、松山州徳[ウイルス第三部]、白戸憲也

[ウイルス第三部]、直 亨則[ウイルス第三部]、竹田 誠[ウイ

ルス第三部]、高橋琢理[感染症疫学センター]、神谷 元[感

染症疫学センター]、山岸拓也[感染症疫学センター]、柿本

健作[感染症疫学センター]、鈴木 基[感染症疫学センター]、

鈴木忠樹[感染病理部]、脇田隆字[国立感染症研究所]、他

多数の地方衛生研究所・保健所・検疫所関係者)

X．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

針刺し損傷の後に重度の血球貪食症候群を呈する患者が

発生した。当初、原因不明であったことから患者臨床検体の

メタゲノム解析を行った。その結果、患者血清中に多数の

Candidatus Mycoplasma haemohominis が存在することが明

らかとなり、電子顕微鏡検査でも本菌種が観察された。その

メタゲノムデータより、本菌種のドラフトゲノム配列を世界で初

めて決定し報告した。抗菌薬治療過程でキノロン耐性が認め

られたため、再度メタゲノム解析を行い、gyrA 遺伝子の

QRDR に変異が生じていることが明らかにし、抗菌薬治療方

針を変更して患者は快方へ向かった。Candidatus M. 

haemohomini は、血液向性性マイコプラズマに属し、動物の

一般的な病原体であるが、生命にかかわる多臓器感染をヒト

にも呈することが明らかとなり、一般に認識されているよりも頻

繁に発症している可能性が示唆された。

（関塚剛史、黒田 誠、片野晴隆[感染病理部]、長谷川秀樹

[感染病理部・インフルエンザウイルス研究センター]、脇田隆

字[国立感染症研究所]、伊藤敬義[昭和大学江東豊洲病

院]、渡邊裕之[昭和大学江東豊洲病院]、野村憲弘[昭和大

学江東豊洲病院]、江口潤一[昭和大学江東豊洲病院]、服

部憲路[昭和大学医学部]、詫間隆博[昭和大学医学部]、荒

井奈々[昭和大学医学部]、柳井 亮[昭和大学医学部]、石

井 翔[昭和大学医学部]、三浦瑶子[昭和大学医学部]、徳

永剛広[昭和大学医学部]、中牧 剛[昭和大学医学部]、二

木芳人[昭和大学医学部]）

品質管理に関する業務

HPV ワクチンの国家検定

HPVワクチン（2 価ワクチンおよび 4 価ワクチン）の検定を製

剤担当室として担当した。検定試験項目の内、VLP 力価試

験を試験担当室として実施した。また HPV ワクチンの製造・

試験記録等要約書（summary lot protocol）の審査を実施し

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 DNA proficiency panel study に参加し、

送られてきた検体の HPV タイピングを行い、その結果を報告

して、十分な HPV タイピング能力を持つラボとしての認定を

受けた。（中村浩美、柊元 巌）
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