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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

 

総括研究報告書 

 

バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法と標準化に関する研究 

 

研究代表者：倉根一郎（国立感染症研究所 副所長） 

 

 

研究要旨： 

バイオテロに利用される可能性のある病原体等は感染し発症すれば非常に高

い致死率を示す物が多い。一方これらの病原体は、稀なものが多く、通常の病院

や検査機関では確定診断が困難であり、確定検査が遅れる可能性がある。バイオ

テロ対策としては、病原体の早期検知法の確立と迅速診断システムの整備が必須

である。本研究では、バイオオテロの迅速な検出を可能とし、さらに感染防止策

等の迅速な対応策の策定を可能とすることを目的として、１）特定病原体等に対

する遺伝子検出法、抗原抗体検出法、毒素迅速検出法等の迅速診断法の確立と標

準化を行った、２）網羅的検出法として、網羅的ウイルス検出法、網羅的細菌検

出法、超高速ゲノム解読法の確立を行い、さらに未知の病原体等検出法、病原体

のデータベース等の開発と確立を行った、３）病理学的病原体検出法、特に免疫

組織化学的検出法、および電子顕微鏡を用いた病原体検出法の確立を行った、４）

地方衛生研究所への真菌検査技術の移転や、技術移転時における問題点も明らか

にした、５）診断検査支援のため、 ホームページを整備し、バイオテロ対応関

係機関との情報交換を密にするシステムの確立を行った。 

 

 

 

研究分担者： 

安藤秀二：国立感染症研究所 室長 

井上智：国立感染症研究所 室長 

岩本愛吉：東京大学医科学研究所 教授 

倉園久生：帯広畜産大学 教授 

黒田誠：国立感染症研究所 センター長 

見理剛：国立感染症研究所 主任研究官 

西條政幸：国立感染症研究所 部長 

 

佐多徹太郎：富山県衛生研究所 所長 

田中智之：堺市衛生研究所 所長 

永田典代：国立感染症研究所 室長 

中村治：慶應義塾大学 教授 

堀野敦子：国立感染症研究所 主任研究官 

松本哲哉：東京医科大学 教授 

宮崎義継：国立感染症研究所 部長 

森川茂：国立感染症研究所 部長
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研究協力者: 

相内章：国立感染症研究所 

相野田祐介：東京女子医科大学病院 

安藤匡子：国立感染症研究所 

飯塚節子：島根県保健環境科学研究所  

伊藤（高山）睦代：国立感染症研究所 

林昌宏：国立感染症研究所 

岩城 正昭：国立感染症研究所 

岩田奈織子：国立感染症研究所 

梅山隆：国立感染症研究所 

江崎孝行：岐阜大学 

尾家重治：山口大学 

小笠原由美子：国立感染症研究所 

小河正雄：大分県衛生環境研究センター  

小川基彦：国立感染症研究 

奥谷晶子：国立感染症研究 

加來浩器：防衛医科大学校 

影山努：国立感染症研究 

加藤 はる：国立感染症研究 

加藤 康幸：国立国際医療研究センター 

片岡紀代：国立感染症研究 
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福士秀悦：国立感染症研究所 

福間藍子：国立感染症研究所 

藤井毅：東京医科大学 

藤田博己：大原綜合病院附属大原研究所、

馬原アカリ医学研究所 

藤野美穂子：国立感染症研究所 

古谷信彦 ：文京学院大学 

松山州徳：国立感染症研究所 

三觜雄：札幌市衛生研究所 

三好龍也：堺市衛生研究所 

山崎博史：山口労災病院 

柳澤如樹：都立駒込病院 

山下明史：国立感染症研究所 

山下育孝：愛媛県立衛生環境研究所 

山根一和：川崎医科大学 

山本 明彦：国立感染症研究所 

吉河智城：国立感染症研究所 
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Ａ．研究目的 

米国における炭疽菌芽胞混入郵便物によ

るバイオテロの後、わが国における摸倣事

件が発生した。その後対応体制が構築され、

「特定病原体等」の管理が整備された。迅

速診断法に関する基盤整備は、バイオテロ

の脅威に対抗する上で必須といえる。一次

対応機関で用いることが予想される検査キ

ットの多くは今後の検証が必要であり、病

原体等の由来を知るための塩基配列の情報

も十分公開されていない。従って、我が国

の現状に即した検査法の確立と標準化、対

応アルゴリズムをわが国独自に開発してい

くことが必要となる。バイオテロは病原体

等が散布されて患者発生までに潜伏期があ

り、さらに稀な病原体が使用されるため、

早期検知には一次医療機関の医師等への臨

床診断支援が必須である。患者検体、時に

は環境検体から原因病原微生物の迅速な検

出と同定、かつ確認のために患者の血清抗

体検査や病原体等の分離同定が必要となる。

さらに病原体の由来を知るための塩基配列

の解析とデータベースの確立も重要となる。

これまで、いくつかの病原体に対する迅速

診断法が開発されてきたが、バイオテロに

用いられる可能性のある病原体がすべて網

羅されているわけではいない。一方、スク

リーニングを目的とした網羅的検出法は特

異性等の検討がいまだ十分ではない。 

本研究の目的は以下の通りである。１）

特定病原体等に対する、遺伝子検出法、抗

原抗体検出法、毒素迅速検出法等の迅速診

断法の確立と標準化を行う。２）網羅的検

出法として、網羅的ウイルス検出法、網羅

的細菌検出法、超高速ゲノム解読法の確立

を行い、さらに未知の病原体等検出法、病

原体のデータベース等の開発と確立を行う。

３）電子顕微鏡を用いた検出法、免疫組織

化学的検出法を確立する。４）検体調整法

とスクリーニング法の普及、検査マニュア

ルの整備を行い、地方衛生研究所や検査機

関での対応と検査ネットワークの整備を行

う。５）診断検査支援のため、 バイオテロ

対応ホームページを整備し、関係機関との

情報交換を密にするシステムを確立する。

本研究により、我が国におけるバイオテロ

の迅速な検出が可能となり、バイオテロ対

策のための検査診断基盤を確立する。 

 

Ｂ．研究方法 

研究は研究代表者、研究分担者 15名の計

15 名によって行なわれた。研究においては

各人の担当分野を研究代表者が有機的に結

合づける形で遂行された。 

研究は、１）ヒト検体および環境検体を

用いた特定病原体、細菌毒素等の迅速診断

法の確立、２）病原体の網羅的検出法およ

び未知の病原体検出法の確立、３）病理学

的手法や電子顕微鏡を用いた病原体検出法

の確立、４）バイオテロ検査マニュアルの

整備および地方衛生研究所等とのネットワ

ーク確立、技術移転、５）臨床診断支援方

法の開発および有効な治療方法の確立を中

心に行った。具体的には、以下の具体的方

法で研究を遂行した。 

１）ヒト検体および環境検体を用いた特定

病原体、細菌毒素等の迅速診断法の確立 

①ウイルス特定病原体の鑑別診断法の開

発：ウイルス性出血熱、痘瘡ウイルス等の

鑑別診断の目的としたリアルタイム検出法

の改良と、各種検出機器にあわせたプロト

コールの汎用化を図る。 
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②蚊媒介性感染ウイルスの迅速検査法の確

立：等蚊媒介性感染ウイルスの迅速診断法

確立と標準化を行う。 

③人獣共通感染症の迅速診断法の開発：人

獣共通感染症（炭疽、狂犬病）等に対する

ヒト検体、野外動物検体を用いた迅速検査

診断法を確立し方法の標準化を行う。 

④鼻疽・類鼻疽迅速診断・同定法の確立：

類鼻疽菌の分離培養同定および核酸診断法、

鼻疽菌の診断法および鑑別法を確立する。 

⑤リケッチア、クラミジアの迅速診断法の

開発：リケッチア、Q熱コクシエラ、オウム

病クラミジアのreal time PCR法、Multiplex

検出系を確立する。 

⑥真菌の迅速検査法の確立：コクシジオイ

デス等真菌の迅速検出系を確立し、さらに

標準化と技術移転を行う。地方衛生研究所

への技術移転と検証を行う。 

⑦細菌毒素の迅速検出法の開発：PCR 法によ

るボツリヌス毒素のサブタイプ検出、血中

抗毒素価定量、毒素迅速検出イムノクロマ

ト法を確立し地方衛生研究所への普及をは

かる。 

２）病原体の網羅的検出法および未知の病

原体検出法の確立 

①網羅的細菌迅速診断法の確立：網羅的 PCR

法、特異抗体の作製、それらを用いた検出

系について、実証試験を行い検出系の検証

と精度管理法を確立する。 

②超高速病原体ゲノム解読システムの構築

と包括的核酸迅速診断法の確立：次世代シ

ーケンサによる超高速病原体ゲノム解読シ

ステムと炭疽菌等の日本固有株の全ゲノム

配列データベースのシステム評価を行う。

同時に未知の病原体も検出できるシステム

を構築する。 

３）病理学的手法や電子顕微鏡を用いた病

原体検出法の確立 

①ヒト病理検体の迅速診断法の開発：バイ

オテロに使用される可能性のある病原体に

対する免疫組織学的方法を確立する。 

②迅速電顕検査法の確立：ネガティブ染色

電顕で病原微生物を確認する迅速診断法の

確立と入手可能な特定病原体等のレファレ

ンス用写真リストを作製する。 

４） バイオテロ検査マニュアルの整備およ 

び地方衛生研究所等とのネットワーク確立、

技術移転 

地方衛生研究研は検査の一次対応機関で

あるが、バイオテロ病原体の検体調整法の

マニュアル作成と普及、地研で対応可能な

病原体等の検出実技研修を通して技術移転

を行う。また、地方衛生研究所間、および

国立感染症研究所、関連機関との検査ネッ

トワークを樹立する。 

５）臨床診断支援方法の開発および有効な

治療方法の確立 

①バイオテロ関連疾患の臨床診断支援法の

開発：バイオテロ対応ホームページを発展

させ、Q&Aを作製するとともに診断アルゴリ

ズムを高度化し、状況に応じた機能評価を

行う。また、臨床診断支援ネットワークを

樹立する。 

②バイオテロ対応ホームページのアップデ

ートと治療法の確立：対象疾患の追加、医

療機関や検査センターでの検査対応能力の

評価、ワクチン関連情報のアップデート、

そして抗菌薬情報の検証とアップデートを

行う。また、情報公開の方法に関する研究

開発を行う。 
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Ｃ．研究結果 

１）ヒト検体および環境検体を用いた特定

病原体、細菌毒素等の迅速診断法の確立： 

（１）新興アレナウイルスに対応可能なウ

イルス抗原検出法の開発： 

アレナウイルスの NP に高度に保存され

る部位のペプチドに対する抗体（抗peptide 

311-324 抗体）は LCMV-NP 以外のアレナウ

イルスのリコンビナント NP に強く反応し、

新種のアレナウイルスであるルジョウイル

ス、ルナウイルスにも強く反応することが

明らかになった。Authentic ウイルス抗原

を用いた検討でも、抗 peptide 311-324 抗

体旧世界アレナウイルスである MOPV, MOBV

および、新世界アレナウイルスである

Candid#1 に反応することが明らかになった。

NP の本領域を標的とした抗体は、ラッサウ

イルス、フニンウイルス等、バイオテロに

使用される可能性があるアレナウイルスを

もれなく検出できると期待できる。LCMV を

含むすべてのアレナウイルスに反応する抗

体を作製するため、新たに GP-2 ペプチドに

対する抗体を調製した。 

（２）フラビウイルス共通迅速診断法の確

立： 

フラビウイルス共通迅速診断法を開発し

様々のフラビウイルスを 1 x 10-2から 1 x 

101(PFU/ml)の感度で検出できることがで

きた。さらに、フラビウイルス共通プライ

マーによる増幅断片の塩基配列を決定し、

その系統樹解析を行った。その結果フラビ

ウイルス共通プライマーによる増幅産物は

各ウイルスに特異的であり，その増幅産物

の塩基配列を決定することによりサンプル

中のフラビウイルスを同定できる可能性が

示唆された。 

（３）アジアで分離される炭疽菌株の遺伝

学的タイピングシステムの開発： 

モンゴルで分離された炭疽菌株に特異的

な 12 箇所の SNP (Single Nucleotide 

Pooolymorphism)を特定して 12SNP タイピ

ング法を確立した。さらに、 National 

Center for Infectious Disease with 

Natural Foci（NCIDNF）の協力を得て動物

および環境由来のモンゴル分離株を 14 株

追加して確立した 12SNP タイピングについ

て追加検討を行いモンゴル株は大きく 4 つ

のクラスターに分かれ、それぞれに地域特

性のあることが示された。 

（４）ボツリヌス菌・毒素(BoNT) の検査法

の改良： 

ボツリヌス毒素 (BoNT) を迅速簡便に検

出するために、SNAP25 と synaptobrevin を

連結した組換えタンパク質を作製した。こ

れを使用した検出法では、全ての血清型の

BoNT の検出が可能であり、精製 BoNT の場

合 A 型、E 型で数マウス LD50/ml、E 型、F

型で数十マウスLD50/ml程度の量を3時間以

内に検出することができた。この方法は精

製 BoNT に対してはマウス法に匹敵する検

出感度を示すが、検体に夾雑物が存在する

場合、検出感度が大きく低下した。 

（５）リケッチア・コクシエラ・クラミジ

アの迅速検出法の開発：  

多様な臨床症状をも示すリケッチア症に

対し，どれだけの感度，特異性をもって迅

速診断系を準備するべきか考慮する必要が

ある。その基盤を構築するため，国内の常

在リケッチアと輸入症例の多様性を検討す

るとともに，新規分離リケッチア株の全ゲ

ノム解析をこころみ，既存のリケッチア種

との比較を行うことにより，バイオテロを
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想定した場合の多様な臨床症状をも示すリ

ケッチア症に対し，SNPs 解析による迅速診

断系の可能性について検討した。また，従

来リケッチアに分類されていた Coxiella 

burnetii は，バイオテロに使用される可能

性が議論される病原体である。既存の C. 

burnetii 分離株の分子生物学的特徴を把握

することは，通常の感染でないバイオテロ

が発生した際に，迅速にその事態を明らか

にする情報となる。次世代シークエンサー

によって数種の株の全ゲノム配列を解析，

比較検討したところ，SNPｓ解析による株の

分類，同一株であるか否かの判別に利用可

能と考えられる複数の遺伝子領域を確認し

た。 

（６）バイオテロの可能性のある真菌感染

症の迅速診断法の確立： 

バイオテロに用いられる可能性のある病

原真菌として、BSL3 に分類されるコクシジ

オ イ デ ス （ Coccidioides immitis, 

C.posadasii ）、 ヒ ス ト プ ラ ス マ

（Histoplasma capsulatum）が想定される。

これらの病原真菌は感染性が高く、分離培

養で大量の分生子を飛散させる危険性があ

ることから、培養をしない検査技術が必要

とされる。喀痰などの臨床検体からヒスト

プラスマなどの高病原性真菌 DNA の検出法

を検討し、より簡便で成績の良い DNA 検出

法を開発し、バイオテロを含めた集団感染

事例が起きた際の迅速診断に役立てること

を目的とした。BSL 真菌の安全な取扱法に

ついて検討した。また、コクシジオイデス

ゲノム DNA・ヒストプラスマゲノム DNA の

検出のための様々な増幅法を検討・開発し

た。 

（７）鼻疽・類鼻疽の迅速診断法開発： 

B. pseudomallei, B. mallei は CDC のカテ

ゴリーB に指定されておりバイオテロに使

用される懸念のある細菌である。このため、

日本国内で事例が発生したときのために迅

速検出法を確立しておく必要がある。地方

衛生研究所等で検査が可能であるように、

普及している核酸検出法での確立をめざし、

LAMP (Loop-mediated isothermal 

amplification) 法 を 選 択 し 、 B. 

pseudomallei と B. mallei の LAMP 法の確

立を行った。LAMP 法は日本国内の検査に十

分な性能を持つことが明らかになった。ま

た B. mallei についてはこれまでに簡便な

核酸検出法の報告がなかったｇ、LAMP 法は

簡便に B. mallei を検出可能な方法であり、

検出感度、特異度にも問題が無い。今後、

この LAMP 法は、迅速簡便な検査法として利

用できる。 

（８）ウイルス検出のための高感度診検査

法の開発： 

バイオテロ関連病原体を迅速に，かつ，

高感度に検出するための 5’-Flap 付加

primer を用いた遺伝子検出法の診断におけ

る有用性を評価した．本研究においてリン

パ球性脈絡髄膜炎ウイルス(LCMV)，狂犬病

ウイルス(RV)，チクングニアウイルス

(CHIKV)に対する既知のプライマーを用い

た 5’-Flap 付加 primer 法の検出感度向上

について評価した．その結果 LCMV 特異的プ

ライマーに 5’-Flap 付加 primer 法を用い

たときその感度は向上した．しかしながら

RV, CHIKV に対してはその効果は認められ

なかった．Flap 配列の付加によるプライマ

ー感度の向上のメカニズムは不明であるが，

既存のプライマーに対するその効果の検討

は有用であることが示唆された。 
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（９）炭疽菌に対する消毒法の開発と標準

化に関する研究： 

炭疽菌の治療薬は抗生剤が使用可能であ

るが、人為的な薬剤耐性菌の出現に対する

備えのため、新たな作用機序をもつ抗菌物

質 の 探 索 を 行 い 、 Anti Microbial 

Peptides(抗菌性ペプチド)である豚由来の

Protegrin-1 が高い抗菌効果を示すことを

示した。 

（１０）検体の輸送等システムの整備に関

する研究： 

不明病原体による感染症発生の際に，検

体を海外から受け入れることが求められる

こともある．そこで，EU，米国等の感染症

研究機関でどのような診断体制でどのよう

な対応を行うか，また各国の診断技術につ

いて情報交換を行うため，GHSAG Unknown 

Pathogen Workshop (不明病原体感染症診断

技術に関するワークショップ)に参加した．

サンプルの送付・受取方法（輸送の遅延へ

の対応，感染性病原体の扱い）についても

システムの確立が必要である 

 

２）網羅的ウイルス検出法、網羅的細菌検

出法、超高速ゲノム解読法の確立： 

（１）超高速病原体ゲノム解読システムの

構築と包括的な核酸迅速診断法の確立： 

未知病原体や変異病原体による新興感染

症の汎発流行、そしてそれらを利用したバ

イオテロなどの危険性は近年社会的不安の

一つとして認識されつつある。バイオテロ

病原体を網羅的かつ迅速に配列解読するこ

とは最も的確なアプローチの一つと考える。

次 世 代 ゲ ノ ム シ ー ケ ー ン サ ー

（Next-generation DNA sequencer: NGS）

のパフォーマンスを用いて WHO 指定バイオ

テロ病原体のゲノム配列及び変異情報デー

タベースを充実させ、有事において迅速に

対応出来る体制を整えることを目的とした。 

感染研ゲノムセンターでは病院、地方衛生

研究所等でも情報解析できるよう、ネット

ワーク経由で病原体鑑別するための情報解

析パイプライン(Metagenomic Pathogen 

Identification pipeline for Clinical 

specimen: MePIC) を開発し Web情報解析サ

ービスを開始した。バイオテロ病原体の臨

床分離株のゲノム情報を活用し、ゲノムワ

イドな SNPs 検索と分子系統樹作成も可能

にするシステム Global core-Genome SNPs 

Analysis (GcoGSA)を開発し、現在、炭疽菌

（Bacillus anthracis） のみ Web 解析サー

ビスを開始した（関係者のみの運用予定）。 

順次、他カテゴリーA 病原体であるペスト

菌、野兎病菌、コクシエラ、類鼻疽菌、ボ

ツリヌス菌のゲノム情報を用いた GcoGSA

を展開していく。 

（２）細菌性バイオテロに対する迅速同定法･

診断法およびワクチンの開発： 

マウス肺炭疽モデルにおいて現行ワクチ

ンの主成分である PA に比べ優れた防御効

果を示す EA1 を同定し、EA1 が次世代炭疽

ワクチンの候補分子として有用である可能

性を示唆した。植物由来毒素であるリシン

の検出系に利用できる特異抗体を得ること

に成功した。バイオテロに使用される可能

性の高い複数の細菌毒素に対する免疫学的

迅速同定法の開発に必要な抗原、抗体、免

疫学的迅速同定法の作製を行った。特にコ

レラ毒素に対しては特異性の高いイムノク

ロマトの作製を完了した。リアルタイム PCR

と比べ約 10-100 倍感度が高く、目視により

検体入手から約 1 時間で多検体項目をスク
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リーニング可能な検出法を開発した 

 

３）病理学的手法や電子顕微鏡を用いた病

原体検出法の確立： 

（１）病原体の病理学的検出法の確立：病

理学的解析のためのオリゴプローブを用い

た in situ 遺伝子検出系： 

バイオテロに使用される可能性のある病

原体をホルマリン固定パラフィン包埋され

た病理組織中に検出する方法について検討

した。1 年目は免疫組織化学で腸管出血性

大腸菌感染症の剖検例の糸球体および腸管

組織にベロ毒素を検出することを試みた。

また、オリゴヌクレオチドプローブを用い

た高感度で特異性の高い in situ 遺伝子検

出系である迅速 in situ hybridization-AT 

tailing（ISH-AT）法を簡便化・迅速化した。

この迅速 ISH-AT 法により重症熱性血小板

減少症候群（SFTS）の剖検組織および実験

的 SFTS ウイルス感染細胞に重症熱性血小

板減少症候群ウイルスを検出した。また中

東呼吸器症候群コロナウイルスの in situ

検出系も国内ヒト感染例の発生に備えて確

立した。 

（２）病原体の電子顕微鏡学的迅速検出法

の確立： 

バイオテロに使用される可能性のある病

原体等を中心とした電子顕微鏡を用いた迅

速検出法の確立を目的とする。具体的には、

電子顕微鏡学的検査法の標準手順法の見直

しと改良を行い、実施者の教育訓練法の手

順と記録を整備した。また、細菌の迅速検

出法の確立のために、バイオテロ関連細菌

を中心にレファレンス標本の作製を行った。

また、検査従事者の教育訓練法の一つとし

て Robert Koch 研究所によるウイルスの透

過型電子顕微鏡診断法技術の外部評価に参

加した。 

 

４）バイオテロ検査マニュアルの整備およ

び地方衛生研究所等とのネットワーク確立

と技術移転： 

バイオテロ関連特定病原体の中の真菌感

染症に主眼を置き検査法の習熟を計った。

一般真菌の網羅的スクリーニング検査検出

キットを用いて、健康危機発生時対応を想

定のもと、操作性、精度等の評価と共に真

菌検査法に慣れた。また、真菌感染症の中

で、最も致死率の強いコクチジオイデスを

対象に病原体の網羅的検出法の構築と操作

性、そして問題点の解析を行った。この問

題点の解決を目的に最終年度には、国立感

染症研究所真菌部とともに、研究協力員の

実技研修を行い、検出技術の向上を図った。 

実技研修は、真菌感染症による健康危機

発災時には、地方衛生研究所の各ブロック

における研究協力員が指導的立場で危機対

応を完遂させることを可能にするためのも

のである。また作成された「バイオテロ対

策病原性真菌検査マニユアル」はバイオテ

ロの可能性のある真菌検査検査対応の一助

になる。 

 

５）臨床診断支援方法の開発および有効な

治療方法の確立 

（１）バイオテロ関連疾患の臨床診断支援

方法の開発：バイオテロ関連感染症の臨床

診断と治療： 

生物テロに関連する疾患について、イン

ターネット上で手軽に情報を得ることを目

的とした『生物テロ関連疾患の診断・検査・

治療マニュアル』のホームページを作成後、
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ICD を対象に実施したアンケート結果や全

国の感染症専門家から寄せられた意見を参

考にして修正とアップデートを行ってきた。

2011～12 年には 20 疾患を追加、2013 年に

は新たに感染症法に基づく特定病原体等

(三種)に指定された重症熱性血小板減少症

候群（SFTS）など 2 疾患を加え、これによ

り一種から三種の病原体すべてと四種病原

体の大部分を網羅することができた。今後

とも各病原体（疾患）の最新情報の追加を

行い、迅速かつ正確に情報提供を行えるよ

うホームページの更新作業を進めていく方

針である。さらにバイオテロ診断支援の一

環として、関連各施設・機関との連携体制

の構築について具体的方法を検討した。 

具体的には、これまでに本研究において

作成していた、 (1) ウイルス性出血熱、(2) 

ウエストナイル熱・脳炎、(3) Q 熱、(4) 狂

犬病、(5) コクシジオイデス症、(6) SARS、

(7) 消化管感染症、(8) 多剤耐性結核、(9) 

炭疽、(10) 天然痘、(11) 鼻疽・類鼻疽、

(12) ブルセラ症、(13) ペスト、(14) ボツ

リヌス症、(15) 野兎病の各項目について、

アンケート調査等によって全国から寄せら

れた意見を参考して細かな修正をおこなう

とともに、最新の情報を追加した。平成 23

年度以降に以下の 25 疾患を追加した：(1) 

西部ウマ脳炎、(2) 東部ウマ脳炎、(3) ベ

ネズエラウマ脳炎、(4) ダニ媒介性脳炎、

(5) ヘンドラウイルス感染症、(6) リッサ

ウイルス感染症、(7) 日本脳炎、(8) 南米

出血熱、(9) オムスク出血熱、(10) キャサ

ヌル森林病、(11) リフトバレー熱、(12) ハ

ンタウイルス感染症、(13) Ｂウイルス症、

(14) ニパウイルス感染症、(15) レプトス

ピラ症、(16) 発疹チフス、(17) チクング

ニア熱、(18) ロッキー山紅斑熱、(19) サ

ル痘、(20) 黄熱、(21) 回帰熱、(22) 急性

灰白髄炎、(23) デング熱、(24) 日本紅斑

熱リケッチア、(25) 重症熱性血小板減少症

候群（SFTS）。執筆は全国から選定した感染

症専門家に依頼し、“目で見て理解する”要

素を重視し図表等も数多く示した。また各

疾患の追加・修正のみならず、総論の内容

についても病原体の管理や輸送に関する最

新の情報を記載した。 

（２）各医療機関のバイオテロ対策を支援

するための方策： 

国内の医療機関の多くは感染防止対策加

算をきっかけとしてさらなる院内感染対策

の充実をはかり、さらに新型インフルエン

ザに対する対策も BCP 作成を含めて進展し

てきている。しかしバイオテロに関する医

療機関の準備状況はまだほとんどなされて

いない施設が大半を占めており、さらなる

対応策が必要と考えられる。本研究におい

ては、医療機関向けのバイオテロ対策のガ

イドラインを作成し、具体的な対策の指針

を示すことを主な目的とした。平成 23 年度

は全体としての位置付けや方向性を確認し、

平成 24 年度は、バイオテロ対策ガイドライ

ンの基本骨格を作成した。さらに平成 25 年

度は新型インフルエンザ対策に向けた BCP

作成のガイドライン等を参考にして、さら

にたたき台となる案を作成した。今後、関

連する多くの感染症診療に関するガイドラ

インの内容と比較しながら、相互の内容に

矛盾が生じないように、さらに検討を行う。 

 

Ｄ．考察 

バイオテロにおいては患者発生まで潜伏

期間があることから、一次医療機関で感染
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症として疑われ臨床診断が行われる可能性

が高い。従って、患者検体を用いての迅速

検査、病原体等の分離同定、および血清抗

体検査、あるいは時に環境検体を用いた病

原体検出が必要である。さらに病原体の由

来を知るためにゲノムデータの整備も重要

となる。これまで、いくつかのバイオテロ

関連病原体等について迅速診断法の開発、

マニュアル作製がなされてきた。しかし、

個別病原体に関しても、バイオテロに用い

られる可能性のある病原体がすべて網羅さ

れているわけではいない。一方、スクリー

ニングを目的とした網羅的検出法は特異性

等の検討がいまだ十分ではなく、検査ネッ

トワーク整備、さらに病原体の由来の追跡

や未知の病原体等への対応に問題を残して

いる。ホームページを活用した診断支援法

の最新情報への改訂作業とともに、実際の

対応体制の整備も十分とはいえない。 

本研究では、一次対応者や対応機関を支

援する目的で最新情報を提供し、緊急時に

事件や環境ないし臨床検体からバイオテロ

関連病原体等を短時間に検出同定する実験

室診断法の開発や病原体ゲノムデータベー

スの作製および検査診断機関のネットワー

ク化を行った。 

バイオテロに利用される恐れのある病原

微生物によって引き起こされる疾患は、現

在のわが国ではみることのないものがほと

んどであり、臨床医の多くがそれらの病態

に対する知識はなく、また診療疾患対象と

しての関心も有していないのが現状である

と思われる。一方で、病原診断法やワクチ

ンの開発に関しては、主に基礎系の研究者

によって研究開発が国内外で行われている。

ホームページの作成にあたっては、一般の

臨床医が容易に理解できるような工夫をお

こなうとともに、広い見識を有する感染症

専門家から最新の知見を加えながら常に最

新の情報を提供することが重要である。ま

た、重症熱性血小板減少症候群（SFTS）に

代表される新興感染症などに対して迅速な

情報提供も極めて重要である。このような

背景に基づき、国内のインフェクションコ

ントロールドクター（ICD）を対象としたア

ンケート調査結果に基づく改訂作業に加え、

全国の感染症専門家によって組織された研

究協力者からの意見を参考した改訂作業を

実施した。これにより迅速性や情報の正確

性などを備えた有益なホームページの整備

がなされた。 

バイオテロに対しては、実質的にまだ具

体的な準備は何もなされていない医療機関

が大半を占めているのが現状である。今後、

医療機関が是非取り組まなければいけない

課題のひとつになると思われる。ガイドラ

インが完成したとしても、実際に事案が起

こると、社会的な混乱を生じる可能性が高

く、行政機関、警察、消防など、各種機関

との連携は欠かせない。その意味において

も、本ガイドラインを完成させるにあたり、

今後、関係機関との調整も必要になるもの

と思われる。 

一方、海外との検体共有等も重要になる

可能性がある。Global Health Security 

Action Group (GHSAG),Unknown Pathogen 

Workshop に参加することにより、検体の国

際輸送に際して課題があることが明らかに

なった。バイオテロが疑われる事象が発生

した場合，不明病原体の国際輸送が必要と

なる可能性もある．このプロセスを進める

ことを可能とするその対策を講じておく必
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要がある。 

 

Ｅ．結論 

バイオテロの迅速な検出を可能とし、さ

らに、感染防止策等の迅速な対応策の策定

を可能とすることを目的として、以下の 5

項目に関して研究を行った。１）特定病原

体等に対する、遺伝子検出法、抗原抗体検

出法、毒素迅速検出法等の迅速診断法の確

立と標準化を行った。２）網羅的検出法と

して、網羅的ウイルス検出法、網羅的細菌

検出法、超高速ゲノム解読法の確立を行い、

さらに未知の病原体等検出法、病原体のデ

ータベース等の開発と確立を行った。３）

病理学的、また電子顕微鏡を用いた病原体

検出法、免疫組織化学的検出法の確立を行

った。４）地方衛生研究所への真菌検査の

技術移転を行い、併せて技術移転時におけ

る問題点も明らかにした。５）診断検査支

援のため、 ホームページを整備し、バイオ

テロ対応関係機関との情報交換を密にする

システムの確立を行った。 
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Congress of the International Society for 
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Human and Animal Mycology. June 11-15, 

2012, Berlin, Germany.  

 

Umeyama T, Ohno H, Tanabe K, Kaneko Y, 

Yamagoe S, Miyazaki Y. Multi-locus 

sequence typing epidemiology of 

Cryptococcus neoformans strains 

clinically isolated in Japan. 18th 

Congress of the International Society for 

Human and Animal Mycology. June 11-15, 

2012, Berlin, Germany.  

 

Tanabe K, Ohno H, Umeyama T, Yamagoe S, 

Chibana H, Miyazaki Y. Genetic analysis of 

echinocandin-resistant Candida glabrata 

isolated in Japan. 18th Congress of the 

International Society for Human and 

Animal Mycology. June 11-15, 2012, Berlin, 

Germany.  

 

Shigeru Morikawa, Yusuke Sayama, Satoshi 

Taniguchi, Shuetsu Fukushi, Ichiro 

Kurane, and Masayuki Saijo. Serological 

survey of Reston ebolavirus infection in 

the Philippines.  45th Joint Working 

Conference on Immunology and Viral 

Disease, Stanford USA, 2011 June 20-22 

 

Koichiro Iha, Mina Nakauchi-Hori, 

Satoshi Taniguchi, Shuetsu Fukushi, 

Tetsuya Mizutani, Momoko Ogata, Shigeru 

Kyuwa, Masayuki Saijo, Victor Romanowski, 

Delia A Enria, Shigeru Morikawa.  

Establishment of serological diagnosis 

of Argentine hemorrhagic fever using 

recombinant antigens.  International 

union of microbiological societies 2011 

congress, Sapporo 11-16 Sept 2011 

 

Yusuke Sayama1, Shuetsu Fukushi, Mariko 

Saito, Satoshi Taniguchi, Itoe Iizuka, 

Tetsuya Mizutani, Ichiro Kurane, 

Masayuki Saijo, Hitoshi Oshitani, 

Shigeru Morikawa.  A serological survey 

of Reston ebolavirus infection in swine 

during epizootic in 2008 in the 

Philippines. International union of 

microbiological societies 2011 congress, 

Sapporo 11-16 Sept 2011 

 

Satoshi Taniguchi, Shumpei Watanabe, 

Koichiro Iha, Shuetsu Fukushi, Tetsuya 

Mizutani, Masayuki Saijo, Ichiro Kurane, 

Shigeru Kyuwa, Hiroomi Akashi, Yasuhiro 

Yoshikawa, Shigeru Morikawa.  The 

detection of Reston ebolavirus 

antibodies in wild bats in the 

Philippines. International union of 

microbiological societies 2011 congress, 

Sapporo 11-16 Sept 2011 

 

２）国内学会 

倉園久生，廣井豊子，倉園貴至，山崎栄樹. 

Development of an immune- 

chromatographic test strip for detection 

of cholera toxin. 第 87 回日本細菌学会総

会、東京、3月 26-28 日, 2014. 

 

安藤秀二，佐藤正明，小川基彦：発疹熱輸

入症例の現況，第２０回リケッチア研究会，

2014 年 1月 12 日，滋賀県大津市 
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吉河智城、福士秀悦、谷英樹、宇田晶彦、

谷口怜、福間藍子、前田健、高橋徹、森川

茂、下島昌幸、西條政幸 重症熱性血小板

減少症候群(SFTS)の確定診断に使用される

コンベンショナル PCR の評価、及びリアル

タイム定量PCR戸の比較 第61回日本ウイ

ルス学会学術集会、2013年11月10－12日、

神戸 

 

福間藍子、福士秀悦、谷英樹、吉河智城、

谷口怜、下島昌幸、森川茂、前田健、西條

政幸 重症熱性血小板減少症候群(SFTS)の

血清学的診断法の開発 第 61 回日本ウイ

ルス学会学術集会、2013年11月10－12日、

神戸 

 

長谷川秀樹、亀井敏昭、高橋徹、鈴木忠樹、

片野晴隆、中島典子、福士秀悦、下島昌幸、

前田健、水谷哲也、森川茂、西條政幸 日

本国内で発生した重症熱性血小板減少症候

群の１剖検例 第 61 回日本ウイルス学会

学術集会、2013 年 11 月 10－12 日、神戸 

 

西條政幸、高橋徹、前田健、水谷哲也、大

松勉、吉河智城、谷英樹、福士秀悦、下島

昌幸、福間藍子、緒方もも子、鈴木忠樹、

中島典子、片野晴隆、永田典代、長谷川秀

樹、山岸拓也、倉根一郎、森川茂 後方視

的に重症熱性血小板減少症候群と診断され

た 11 名のウイルス学的・臨床的・疫学的研

究 第 61 回日本ウイルス学会学術集会、

2013 年 11 月 10－12 日、神戸 

 

森川茂、木村昌伸、福士秀悦、福間藍子、

加来義浩、朴ウンシル、谷英樹、吉河智城、

井上智、今岡浩一、下島昌幸、西條政幸、

前田健 SFTSウイルス抗体陽性動物の調査 

第 61 回日本ウイルス学会学術集会、2013

年 11 月 10－12 日、神戸 

 

谷口怜、福士秀悦、Masangkay Joseoh、渡

辺俊平、大松勉、下田宙、前田健、福間藍

子、吉河智城、谷英樹、下島昌幸、西條政

幸、明石博臣、吉川泰弘、久和茂、森川茂 

フィリピンのコウモリからの重症熱性血小

板減少症候群ウイルスに反応する抗体の検

出 第 61 回日本ウイルス学会学術集会、

2013 年 11 月 10－12 日、神戸 

 

宇田晶彦、福士秀悦、加来義浩、吉河智城、

下島昌幸、新倉綾、井上智、安藤秀二、前

田健、西條政幸、森川茂 マダニからの SFTS

ウイルス遺伝子の検出 第 61 回日本ウイ

ルス学会学術集会、2013年11月10－12日、

神戸 

 

下島昌幸、福士秀悦、谷英樹、吉河智城、

福間藍子、谷口怜、前田健、高橋徹、西條

政幸 重症熱性血小板減少症候群ウイルス

に対する ribavirin の in vitro 増殖抑制効

果 第 61 回日本ウイルス学会学術集会、

2013 年 11 月 10－12 日、神戸 

 

新倉綾、福士秀悦、森川茂、山田靖子 リ

フトバレー熱ウイルス L 蛋白のポリメラー

ゼ機能における C末端領域の重要性 第 61

回日本ウイルス学会学術集会、2013 年 11

月 10－12 日、神戸 

 

福士秀悦、谷英樹、吉河智城、谷口怜、福

間藍子、緒方もも子、下島昌幸、森川茂、

西條政幸 ナイジェリアにおけるリフトバ
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レー熱の血清疫学 第 61 回日本ウイルス

学会学術集会、2013 年 11 月 10－12 日、神

戸 

 

高橋徹、前田健、亀井敏昭、水谷哲也、下

島昌幸、福士秀悦、谷英樹、吉河智城、森

川茂、長谷川秀樹、中島典子、鈴木忠樹、

永田典代、片野晴隆、山岸拓也、大石和徳、

西條政幸 重症熱性血小板減少症候群

(SFTS)の日本における初症例 第 61 回日

本ウイルス学会学術集会、2013 年 11 月 10

－12 日、神戸 

 

大野秀明, 宮﨑義継. 中枢神経系感染症の

遺伝子診断の進歩-真菌性脳髄膜炎の遺伝

子診断-（シンポジウム）. 第 54 回日本神

経学会学術大会. 5月 29-6月 1日, 2013年, 

東京.  

 

大野秀明, 大久保陽一郎, 金子幸弘, 田辺

公一, 梅山 隆, 山越 智, 亀井克彦, 渋谷

和俊, 宮﨑義継. Cryptococcus gattii 感

染症の病態解析（シンポジウム 4）. 第 57

回日本医真菌学会総会・学術集会. 9 月

27-28 日, 2013 年, 東京.  

 

中島典子、佐藤由子、片野晴隆、長谷川秀

樹 新しい迅速 in situ ゲノム検出法の感

染病理への応用 第 102 回日本病理学会総

会(札幌)2013 年 6 月 

 

片野晴隆、佐藤由子、中島典子、福本瞳、

鈴木忠樹、黒田誠、長谷川秀樹 病理検体

からの不明病原体検出法の最先端 第 102

回日本病理学会総会(札幌)2013 年 6 月 

 

中島典子、片野晴隆 シンポジウム３病原

体の新しい診断法： 定量的PCRによるウイ

ルスの網羅的検出法と病理検体への応用 

第18回日本神経感染症学会(宮崎)2013年10

月 

 

黒田誠、関塚剛史、竹内史比古。Deep 

sequencing 法による野兎病菌 Francisella

感染症の腋窩部膿瘍の網羅的病原体検索第

85 回日本細菌学会・総会  長崎市 2012

年 3 月 

 

谷英樹、伊波興一朗、谷口怜、吉河智城、

福士秀悦、西條政幸、森川茂 シュードタ

イプ VSV を用いたルジョウイルスの細胞侵

入機構の解析 第 60 回日本ウイルス学会

学術集会、2012 年 11 月 13-15 日、大阪 

 

谷口怜、佐山祐輔、永田典代、飯塚愛恵、

谷英樹、吉河智城、福士秀悦、西條政幸、

久和茂、森川茂  レストンエボラウイルス

自然感染カニクイザルにおける免疫応答の

解析 第 60 回日本ウイルス学会学術集会、

2012 年 11 月 13-15 日、大阪 

 

福士秀悦、新倉 綾、谷 英樹、吉河智城、

伊波興一朗、谷口 怜、緒方もも子、西條

政幸、森川 茂 日本のマダニ類における

新種のブニヤウイルス（SFTSV）保有調査と

SFTSV 血清学的診断法の開発 第 60回日本

ウイルス学会学術集会、2012 年 11 月 13-15

日、大阪 

 

安藤秀二：リケッチア感染症について～つ

つが虫病，日本紅斑熱を中心に，輸入症例

（海外のトピックス）を含めて，平成 24 年
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度動物由来感染症技術研修会，2012 年 11

月 2日，東京 

 

岸田直樹，安藤秀二，久保光司；北海道で

初めての診断となった国内 5 例目となる

African Tick Bite Fever の一例，第 61 回

日本感染症学会東日本地方会学術集会，

2012 年 10 月 10 日～12 日，東京 

 

大屋賢司，黒田誠，関塚剛史，奥田秀子，

安藤秀二，福士秀人；動物クラミジアを検

出する LAMP 法の開発．第３０回日本クラミ

ジア研究会，平成 24 年 9月 8日，東京 

 

藤澤智美，藤田博己，角坂照貴，安藤秀二，

高野愛，小笠原由美子，川端寛樹，清島真

理子；Rickettsia africae による旅行者感

染の一例，第 20 回ダニと疾患のインターフ

ェース，平成 24 年 7 月 6～8 日，徳島県阿

南市 

 

安藤秀二，山内悠子，竹下望，藤澤智美，

清島真理子，堀田剛，清水恒広，高城一郎，

岡山昭彦，阪本直也，中村ふくみ，大西健

児；実験室診断で経験した多様なリケッチ

ア症，第 86 回日本感染症学会，平成 24 年

4月 25～26 日， 長崎 

 

高城一郎，金子裕美，坂口翔太，川口剛，

宮内俊一，梅北邦彦，上野史朗，楠本規生，

長友安弘，安藤秀二，岡山昭彦；インドか

らの輸入感染症と考えられた新規リケッチ

ア症の一例，第 86 回日本感染症学会，平成

24 年 4月 25～26 日， 長崎 

 

中島隆弘，清水恒広，堀田剛，安藤秀二；

南アフリカ滞在中に感染し来日後に発症し

た地中海紅斑熱のブラジル人症例，第 86 回

日本感染症学会，平成24年 4月25～26日， 

長崎 

 

安藤秀二，小笠原由美子：2011 年に経験し

た多様な輸入リケッチア症，第 18 回リケッ

チア研究会，大阪，平成 24 年 2月 12 日 

 

大野秀明, 田辺公一, 杉田 隆, 畠山修司, 

大久保陽一郎, 金子幸弘, 梅山 隆, 山越 

智, 金城雄樹, 渋谷和俊, 亀井克彦, 宮﨑

義継. 北米流行型 Cryptococcus gattii 株の

病原性、病原因子の解析-国内臨床分離株を

中心に-. 第 86 回日本感染症学会総会・学術

講演会. 4 月 25-26 日, 2012 年, 長崎.  

 

渋谷和俊, 大久保陽一郎, 大野秀明, 宮﨑

義継, 田辺公一, 金子幸弘, 山越 智, 梅山 

隆, 安藤常浩, 若山 恵. Cryptococcus 

gattii 感染症における病理組織学的解析. 

第 86 回日本感染症学会総会・学術講演会. 4

月 25-26 日, 2012 年, 長崎.  

 

木村雅友, 大野秀明, 梅山 隆, 宮﨑義継. 

アスペルギルスとクリプトコックスによる

肺混合感染の 2手術例. 第 56 回日本医真菌

学会総会・学術集会. 11 月 10-11 日, 2012

年, 東京.  

 

大久保陽一郎, 大野秀明, 篠崎 稔, 宮﨑義

継, 根本哲生, 若山 恵, 栃木直文, 笹井大

督, 石渡誉郎, 中山晴雄, 下平佳代子, 田

辺公一, 金子幸弘, 梅山 隆, 山越 智, 職 

玉珠, 北原加奈子, 山本慶郎, 渋谷和俊. 

マウス肺クリプトコッカス症モデルを用い
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た感染防御ならびに構築変換の解析. 第 56

回日本医真菌学会総会・学術集会. 11 月

10-11 日, 2012 年, 東京. 

 

安藤秀二，リケッチア症，第 6 回輸入感染

症講習会，東京，平成 23 年 9月 24 日 

 

大野秀明、大川原明子、田辺公一、金子幸

弘、梅山 隆、山越 智、泉川公一、藤井 

毅、竹村 弘、岸 一馬、河野 茂、宮﨑

義継. 日本国内で分離された Cryptococcus

属臨床分離株の血清型解析と抗真菌薬に対

する感受性動向. 第 60 回日本感染症学会

東日本地方会学術集会、第 58 回日本化学療

法学会東日本支部総会合同学会、山形、2011 

(10 月) 

 

田辺公一、大野秀明、金子幸弘、梅山 隆、

山越 智、金城雄樹、杉田 隆、畠山修司、

亀 井 克 彦 、 渋 谷 和 俊 、 宮 﨑 義 継 . 

Crypotococcus gattii 国内分離株の病原因

子解析. 第 60 回日本感染症学会東日本地

方会学術集会、第 58 回日本化学療法学会東

日本支部総会合同学会、山形、2011 (10 月) 

 

梅山 隆、大野秀明、田辺公一、山越 智、

宮﨑義継. 標準化 MLST 解析法を用いたわ

が国のクリプトコックス属臨床分離株の分

子疫学解析. 第 55 回日本医真菌学会学術

集会、東京、2011 (10 月) 

 

大野秀明、田辺公一、金子幸弘、梅山 隆、

山越 智、杉田 隆、畠山修司、亀井克彦、

渋谷和俊、宮﨑義継. 本邦初の北米流行型

Cryptococcus gattii 臨床分離株の実験的

病原性解析. 第 55 回日本医真菌学会学術

集会、東京、2011 (10 月) 

 

田辺公一、大野秀明、梅山 隆、山越 智、

宮﨑義継. 日本とタイにおける遺伝子検

出法を用いた環境生息ヒストプラスマ属の

検出. 第 55 回日本医真菌学会学術集会、東

京、2011 (10 月) 

 

大野秀明、田辺公一、梅山 隆、金子幸弘、

山越 智、宮﨑義継. クリプトコックス・

ガッティ（Cryptococcus gattii）. 衛生微

生物技術協議会 第 32 回研究会、東京、

2011（6月）  

 

大野秀明、田辺公一、杉田 隆、畠山修司、

金子幸弘、梅山 隆、山越 智、亀井克彦、

宮﨑義継. 国内で初めて分離された VGIIa

型 Cryptococcus gattii 株の薬剤感受性と

病原性についての検討. 第 59 回日本化学

療法学会総会、札幌、2011（6月） 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

    なし 

２．実用新案登録 

  なし 

３．その他 

  なし 



厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法と標準化に関する研究 

分担研究報告書 

新興アレナウイルスに対応可能なウイルス抗原検出法の開発に関する研究 

 

研究分担者 森川 茂 国立感染症研究所獣医科学部 

 

研究要旨：ヒトに高い病原性を示すアレナウイルス（旧世界アレナウイルスのラッサウイ

ルス、新世界アレナウイルスのフニンウイルスなど）はバイオテロに用いられる可能性の

ある病原体で BSL4 に分類されている。2008 年にアフリカ大陸で発生したラッサ熱様の出

血熱の原因ウイルスは、新種のアレナウイルス(Lujoウイルス)で、これまで同定されている

アレナウイルスと遺伝的にも抗原性もかなり異なるウイルスであった。本ウイルスの宿主

は未同定で、バイオテロ以外にも輸入動物を介して国内にウイルスが侵入する可能性もあ

る。ザンビアでは、新種のアレナウイルス（Luna ウイルス）が分離され、相次いで新種の

アレナウイルスが報告されている。このように未知のアレナウイルスが数多く存在すると

思われる。本研究では、このような新種アレナウイルスなども検出可能な手法を開発する

ために、アレナウイルスの高度保存領域に対する抗体を作製した。この抗体は、種々のア

レナウイルスの組換えタンパク質と感染性アレナウイルスに広く交差反応性を示した。本

領域を抗体作製の標的とすることは、新種、新型のアレナウイルスをもれなく検出できる

技術の確立につながると期待できる。 

 

研究協力者：福士秀悦、吉河智城、谷英樹、

谷口怜、福間藍子、下島昌幸、西條政幸（国

立感染症研究所ウイルス第一部） 

 

A 研究目的 

 ウイルス性出血熱の原因ウイルスのうち

ウイルス株間の遺伝子変異が極めて多いア

レナウイルスでは、しばしばRT-PCRによる

検出から漏れるウイルス株がある。RT-PCR

法に用いられるprimersは、頻繁に修正され

ているが、それでも、現在まで新種、新型

のアレナウイルスを漏れなく検出可能な

RT-PCR法は開発されていない。しかし、ア

レナウイルスの遺伝子変異は、同種のウイ

ルス株間ではsynonymousな変異が多いため

免疫学的には広く交差する。一方、旧世界

アレナウイルスと新世界アレナウイルスで

は免疫学的にも交差は認められない。また、

2008年にアフリカ大陸で新興したラッサ熱

様の出血熱の原因ウイルスLujoウイルスは、

同じ旧世界アレナウイルスであるラッサウ

イルスとも遺伝的、血清学的にもかなり異



なる。このため、新興アレナウイルス発生

時には、ウイルスの同定に時間がかかって

いる。このため、新興アレナウイルス発生

時にヒトや宿主動物の疫学的解析ができず、

根本的な対応ができていない。バイオテロ

に新興アレナウイルスが使用されると、原

因が特定できない可能性が高い。また、近

年相次いで旧世界アレナウイルスが分離さ

れており、アレナウイルスの遺伝的多型性

が再確認されている。未知のアレナウイル

スが数多く存在すると考えられ、それらに

よる新興感染症発生時に迅速対応可能なウ

イルス検出技術を確立することは、公衆衛

生上、バイオテロ対策上、重要である。本

研究では、新興アレナウイルスも検出可能

な手法を開発することを目的とする。平成

23年度はアレナウイルス間で広く保存され

ているN蛋白質領域のペプチド抗体を作製

し、各種アレナウイルスのリコンビナント

NPを用いて、交差反応性を明らかにした。

平成24年度は、作製した抗体により、新種

のアレナウイルスである、ルジョウイルス、

ルナウイルスが検出できるか検討した。平

成25年度は海外の感染症研究機関との共同

研究によりラッサウイルスに抗原性の近縁

なモペイアウイルス(MOPV)、モバラウイル

ス(MOBV)および、フニンウイルスの弱毒生

ワクチン株であるCandid#1を入手し、作製

した抗体がウイルスそのもの(Authenticウ

イルス抗原)に反応するか検討した。また、

免疫に用いる抗原の改良を行ない、すべて

のアレナウイルスを検出するための抗体作

製について検討した。 

 

B 研究方法 

アレナウイルス NP の構造と mRNA 

cap-binding領域の高度保存領域: 

 ラッサウイルスの NPの結晶構造が 2010

年 12月に明らかにされた（Nature 468: 

779-785, 2010）。構造相同性解析から、ラ

ッサウイルス NPには、宿主細胞の mRNA

の cap構造を認識する領域と 3’-5’エキソヌ

ケレアーゼ活性領域が同定され、アレナウ

イルス間で機能領域が高度に保存されてい

ることも明らかとなった。これらの領域の

中でエピトープになり得るペプチド領域を

推定し、ラッサウイルスの NP構造ファイ

ル 3MWP.pdb の表層に存在するかを

PyMol ソフトにより解析した。 

 

ペプチド合成と抗ペプチド血清の作製： 

ラッサウイルスNPのアミノ酸298-311位と

311-324位の 2種のペプチドを SIGMA 

Aldrich社で合成した。同社に、MBS法 

( m-Maleimidobenzoyl- N-hydroxysuccinimide 

ester) により Cys残基とキャリア蛋白 KLH

の架橋とフロイントコンプリートアジュバ

ントを用いたウサギに免疫(6回)を依頼し、

抗ペプチド抗体を作製した。 

 

組換えバキュロウイルスを用いた各種アレ

ナウイルス NP抗原の調製： 

旧世界アレナウイルスのラッサウイルス 

(LASV)、ルジョウイルス(LUJV)、リンパ球



性脈絡髄膜炎ウイルス(LCMV)に加え、2011

年ザンビアにおいて分離されたルナウイル

ス(LUNV)の組換え NPをバキュロウイルス

発現システムで調製した。新世界アレナウ

イルスの南米出血熱の原因ウイルスである

フニンウイルス(JUNV)、ガナリトウイルス

(GTOV)、サビアウイルス(SABV)、マチュ

ポウイルス(MACV)、チャパレウイルス

(CHPV)の組換え NPも同様に調製した。陰

性コントロール抗原として組換え蛋白質を

発現しないバキュロウイルス(ΔP)を用いて

組換えNPと同様の手法で調製した（図1）。

これらの抗原を用いて ELISAを行ない、抗

体との反応性を解析した。 

 

Authenticウイルス抗原の調製 

抗 peptide 311-324抗体が authenticウイルス

抗原に反応するかどうか検討するため、以

下のアレナウイルスを入手し、ウイルス抗

原を調製した。 

 モペイアウイルス(MOPV):モザンビーク

(1977年)、およびジンバブエ (1981年)で、

野ネズミの一種(Mastomys)から分離された

アレナウ イルス。ヒト抗体陽性例が報告さ

れているが、このウイルスによるヒ トの感

染症は報告が無く、ヒトへの病原性は無い

と考えられている。BSL3。 

 モバラウイルス(MOBV): 1983年に中

央アフリカ共和国で、野ネズミ(Praomysと

Mastomys)から分離されたアレナウイルス。

ラッサウイルス やモペイアウイルスと血

清学的に交叉する。ウイルス学的性状もこ

れらのウイルスと類似する。BSL3。 

 Candid#1:弱毒化フニンウイルス(生ワク

チン株)。フニンウイルスはBSL4に分類され

るが、Candid#1はヒトに発病させるおそれ

がほとんどないとして、平成25年3月7日付

で病原体管理規制の対象から除外。BSL2。 

 LCMV WE株: LCMVプロトタイプの一つ。

BSL2。 

MOPV、MOBV、Candid#1を VeroE6 細胞

に感染(MOI=0.01)させ、4日後(モペイアウ

イルス、モバラウイルス)あるいは、7日後

(Candid#1)、感染細胞を 1%NP40/PBSに懸

濁し、上清を回収、ウイルス抗原とした。

同様に LCMV(WE株) 

を Vero E6に感染(MOI=0.1)させ、3日後 感

染細胞を 1%NP40/PBSに懸濁し、上清を回

収、ウイルス抗原とした。 

 

C 結果 

アレナウイルス NPの mRNA cap-binding領

域の高度保存領域のエピトープの予測と構

造上の位置の予測: 

新旧アレナウイルスの NP間で、cap-binding

領域の特に高度に保存されている領域のエ

ピトープとなり得るペプチドを親水性、各

種予測による二次構造等を勘案して選択し

た結果、cap-binding領域のアミノ酸 298-311

位及びアミノ酸 311-324位の 2箇所がエピ

トープになり得ると考えられた(図 2)。また、

これらの 2種のペプチドのラッサウイルス

NPの立体構造上の位置を PyMolで解析す

ると、表層に存在すると考えられた(図 3)。 

 



ペプチド抗体と各種アレナウイルス NPと

の反応性 

ラッサウイルスNPのアミノ酸297-311位お

よび、311-324位のペプチドをウサギに免疫

して得られた血清を用いて、旧世界アレナ

ウイルスの LUNV、LASV、LUJV、LCMV、

新世界アレナウイルスの南米出血熱の原因

ウイルスである JUNV、GTOV、SABV、

MACV、CHPVのリコンビナント NPとの反

応性を ELISAで調べた(図 4)。抗 peptide 

297-311抗体は ELISAで反応が弱かった。

一方、抗 peptide 311-324抗体は、LCMV-NP

以外のアレナウイルス NPに強く反応し、

新種の旧世界アレナウイルスであるルナウ

イルスにも強く反応した。peptide 311-324

のアミノ酸配列を比較すると

311CLSGDGWPYIASRT 324 の 322位の Sが

LCMVだけ Cであることから、322位のア

ミノ酸が抗 peptide 311-324抗体との反応に

重要であると考えられた(図 2)。 

 

Authenticウイルス抗原との反応性 

平成 23,24年度の研究はウイルス抗原とし

てリコンビナント NPを用いて、抗体の反

応性を検討してきた。平成 25年度はラッサ

ウイルスに抗原性の近縁なMOPV、MOBV

および、フニンウイルス弱毒生ワクチン株

Candid#1のウイルス抗原を調製し、peptide 

311-324抗体との反応性を ELISAで検討し

た。MOPV, MPBVに対する陽性コントロー

ルはウサギ抗 Lunaウイルス NP血清を用い、

Candid#1, LCMVに対する陽性コントロー

ルとしてそれぞれのウイルスのリコンビナ

ント NPで免疫したウサギ抗血清を用いた。

peptide 311-324抗体は、ウサギ抗血清を用

いた場合よりも O.D.値は低いが、candid#1, 

MOPV, MOBVに反応した（図 5）。 

 次に、ウイルス抗原を用いてウエスタン

ブロットによるpeptide 311-324抗体の反応

性を検討した（図6）。ELISAと同様、candid#1, 

MOPV, MOBVに反応した。これらの結果は

リコンビナントンNPを用いたELISAの結果

と一致した。 しかし、MOBVに対する反応

は、Candid#1およびMOPVに比較して弱く、

LCMVには全く反応しなかった。アミノ酸

配列の比較から、MOBVとLCMVでは本ペ

プチド領域のアミノ酸322位がCysであるこ

とが抗体の反応性に影響していると考えら

れた。 

 

アレナウイルスのGP-2領域のペプチド 

アレナウイルスのGP-2にはすべてのアレナ

ウイルスで保存されている領域がある（図

7）。この部分のペプチド

CNYSKFWYLEHAK、を合成し、これに対

するウサギ抗体を作製した。これを用いて

アレナウイルス抗原を検出できるか検討し

た。ELISA、ウエスタンブロットともにこ

の抗体はMOPVに強く反応し、他のウイル

スにはほとんど反応しなかった（図8）。 

 

D 考察 

 現在まで、新興アレナウイルスのリコン

ビナントタンパク質等を用いて血清診断、

病原診断法が開発されているが、旧世界、



新世界アレナウイルスをともに広く検出可

能な抗体は無い。 

 本研究では、高度にアレナウイルス間で

保存された領域のペプチドの抗血清を作製

し、各種アレナウイルスとの反応性を解析

した。抗 peptide 311-324抗体は、リコンビ

ナント NPを抗原とした検討では、LCMV

を除く全ての出血熱原因アレナウイルス及

び、2011年に発見された新種の旧世界アレ

ナウイルスであるルナウイルスにも強く反

応した。また、authenticウイルス抗原を用

いた検討でも、このペプチド抗体は旧世界

アレナウイルスであるMOPV, MOBVおよ

び、新世界アレナウイルスであるフニンウ

イルスCandid#1に反応することが明らかに

なった。一方、GP-2ペプチドに対する抗体

はMOPVに反応したが、Candid#1、MOBV

に反応しなかった。アレナウイルスを広く

検出するためには、免疫に用いる GP-2ペプ

チド配列の改良が必要である。LCMVに対

する反応性に関して課題は残るが、NPの

peptide 311-324位を標的とした抗体は、ラ

ッサウイルス、フニンウイルス等、バイオ

テロに使用される可能性があるアレナウイ

ルスをもれなく検出できると期待できる。 

 今後、海外の BSL4施設を有する感染症

研究機関との共同研究により、ラッサウイ

ルス、フニンウイルス等、アレナウイルス

そのものを使った、抗体の反応性の検討を

行う必要が有る。 

 

E 結論 

（１） アレナウイルスの NPに高度に保存

される部位のペプチドに対する抗体（抗

peptide 311-324抗体）は LCMV-NP以外の

アレナウイルスのリコンビナント NPに強

く反応し、新種のアレナウイルスであるル

ジョウイルス、ルナウイルスにも強く反応

することが明らかになった。 

（２） Authenticウイルス抗原を用いた検

討でも、抗 peptide 311-324抗体旧世界アレ

ナウイルスであるMOPV, MOBVおよび、

新世界アレナウイルスであるCandid#1に反

応することが明らかになった。NPの本領域

を標的とした抗体は、ラッサウイルス、フ

ニンウイルス等、バイオテロに使用される

可能性があるアレナウイルスをもれなく検

出できると期待できる。 

（３） LCMVを含むすべてのアレナウイ

ルスに反応する抗体を作製するため、新た

に GP-2ペプチドに対する抗体を調製した。

しかし Candid#1、MOBVに反応しなかった

ため、今後は免疫に用いる GP-2ペプチド配

列の改良が必要である。 
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図 1 組換えバキュロウイルスを用いた各種アレナウイルス

 

組換えバキュロウイルスを用いた各種アレナウイルス

図 2アレナウイルスの高度保存領域と合成ペプチド
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図 5 ELISAによるペプチド抗体の authenticウイルス抗原との反応 

 

 

図 6 ウエスタンブロッティングによるペプチド抗体の authenticウイルス抗原との反応 
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図 7 アレナウイルスの GP-2で保存されている領域 

 

 

 

図 8 アレナウイルスの GP-2ペプチド抗体を用いた ELISA（左図）および 

ウエスタンブロッティング（右図） 
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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法と標準化に関する研究 

分担研究報告書 

  

人獣共通感染症（炭疽、狂犬病等）に対するヒト検体および感染源検体を用いた 

迅速検査、消毒、その標準化等に関する研究 
 

 

研究分担者 ：井上 智  国立感染症研究所獣医科学部、室長 

研究協力者 ：奥谷晶子  国立感染症研究所獣医科学部、主任研究官 

      ：黒田誠    国立感染症研究所病原体ゲノム解析センター、センター長 

      ：関塚剛史  国立感染症研究所病原体ゲノム解析センター、主任研究官 

 

       

研究要旨：  

近年わが国で発生がないものの、バイオテロに使用される可能性のある炭疽や狂犬病等

の動物由来感染症では、希少発生事例（輸入感染症等）に対する迅速な原因病原体の証

明と侵入経路等の特定が公衆衛生上の大きな課題である。平成 23 年度：モンゴルで分離

された炭疽菌株に特異的な 12 箇所の SNP (Single Nucleotide Pooolymorphism)を特定

して 12SNP タイピング法を確立した。平成 24 年度： National Center for Infectious 

Disease with Natural Foci（NCIDNF）の協力を得て動物および環境由来のモンゴル分離

株を14株追加して確立した12SNPタイピングについて追加検討を行いモンゴル株は大き

く 4つのクラスターに分かれ、それぞれに地域特性のあることが示された。平成 25 年度：

生物テロで利用される可能性のある炭疽菌の治療薬は抗生剤が使用可能であるが、人為的な

薬剤耐性菌の出現に対する備えのため、新たな作用機序をもつ抗菌物質の探索を行い、Anti 

Microbial Peptides(抗菌性ペプチド)である豚由来の Protegrin-1 が高い抗菌効果を示すこ

とを明らかにした。 

A．研究目的 

近年わが国で発生がないものの、バイ

オテロに使用される可能性のある炭疽や

狂犬病等の動物由来感染症では、希少発

生事例（輸入感染症等）に対する迅速な

原因病原体の証明と侵入経路等の特定が

公衆衛生上の大きな課題である。国内外

の専門家と連携してバイオテロに使用さ

れる可能性のある人獣共通感染症の患

者・感染源動物等について、迅速な検査、

消毒および標準化を進めることにより、

わが国での公衆衛生行政における危機管

理対応を容易にすることが本研究の目的

である。 

そこで、本研究では炭疽の発生と流行

が問題となっているモンゴル National 

Center for Infectious Disease with 

Natural Foci (NCIDNF)との共同研究によ

り、アジアで分離される炭疽菌株の遺伝

学的タイピングシステムの開発を行い、

我々の確立した SNP 解析方法を応用して

分離株を菌株レベルで識別できる SNP タ

イピングシステムの確立を試みた。また、

これまで炭疽治療に使用されてきた抗生

物質は効果が高く、これまでにペニシリ

ン系以外の薬剤耐性菌の出現は報告され

ていないが、炭疽菌は生物兵器として使

用された歴史があり、今後人為的に薬剤



 

 

耐性が付加されたもの使用される可能性

は否定できない。そのため、既存の抗菌

剤ではない新たな治療薬の探索として従

来の抗菌剤や化学物質とは異なる抗菌物

質として食品由来の抗菌物質であるカテ

キン類、フラノン類および生体由来・短

鎖抗菌性ペプチド（AMP）の抗菌効果につ

いて新たな抗菌活性物質としての可能性

について検討を行った。 

 

 

B．研究方法 

1．MLVA8 解析 

 モンゴル国内で分離された土壌由来

と動物由来の炭疽菌 29 株を使用した。 

 炭疽菌染色体上の 6 箇所および病原

性プラスミド pXO1 および pXO2 上の各

1箇所の併せて8箇所の繰り返し配列領

域について特異的プライマーによる

PCR を行い、ダイレクトシークエンシン

グ（ABI  3730 xl DNA Analyzer)に

より塩基配列を解読した。 

 塩基配列より各繰り返し配列の繰り

返し数を算出し、アジア地域を始めと

して欧米やアフリカ由来のデータと併

せて、PHYLIP version 3.6 と Tree 

View version 1.6.6. を用いて、

unweighted pair group method with 

arithmetic means (UPGMA) method 

による系統解析を行った。 

 

2．SNP 解析 

2-1. 

 モンゴル株 29 株を用いて、我々が先

に構築した、日本国内分離株を菌株レ

ベルに識別可能な 80 箇所の SNP (80 

tag-SNP)による系統解析を行った。 

 80 箇所の SNP は ABI  3730 xl DNA 

Analyzerにより解読・特定して、モン

ゴル株に特異的な 80 SNP ライブラリー

を作成した後に、MEGA version 5 を用

いて Neighbour-Joining Tree method

で系統解析を行った。 

2-2. 

 モンゴル株 29 株から、モンゴルでの

分離地域と土壌・動物由来株を網羅す

る10株についてフルゲノム解析を行っ

た。 

 遺伝子バンクに登録されている21株

の公開フルゲノムデータと今回モンゴ

ル株から得たゲノムデータを比較し

て、染色体上、病原性プラスミド pXO1 

および pXO2 上の全 SNP を検索した。 

 また、検索した全 SNP から、モンゴ

ル分離株に特異的な SNP パターンを抽

出して、代表的な SNP (tag-SNP）を選

択した後に、MEGA version 5 を使用し

て Neighbour-Joining Tree method で

系統解析を行った。 

 

3．短鎖抗菌性ペプチド AMP の検討 

炭疽菌の「芽胞」「栄養型」および

「莢膜型」細胞への抗菌効果を検証を

行った。AMP はその立体構造から

α-helix 型、β-sheet 型、Extended 型

に大別される。また、炭疽抵抗性ある

いは炭疽感受性動物由来のペプチドが

各種同定されているため、全てを網羅

するようペプチドを選択して人工合成

を行った。炭疽菌への抗菌効果は RDA

（Radial Diffusion Assay）アッセイ

で阻止円が形成された最少濃度を



 

 

MEC(Minimum Effective 

Concentration)値として測定した。「芽

胞」と「栄養型」の比較には 34F2 株

(pXO1+、pXO2-)を用いた。「芽胞」は

一晩37℃好気培養したLB培地を 4℃で

1 週間保存したものを冷 MilliQ で洗浄

後回収し芽胞染色で一視野あたり 70％

以上芽胞が認められたものを用いた。

一方、「莢膜」発現の有無の比較には

Davis 株(pXO1-、pXO2+)を用いた。莢膜

は、0.7％炭酸水素ナトリウム溶液を添

加した Nutrient Agar を嫌気培養して

発現させた。コントロールには

Nutrient Agarのみで好気培養したもの

を用いた。  

 

C．研究結果 

 1．MLVA8 解析 

 モンゴル分離株29株は全てA3クラスタ

ーに分類された。A3 クラスターは日本を

始めとしたアジア諸国で分離される炭疽

菌が多く分類されるクラスターである。し

かしながら、MLVA8 による系統解析ではモ

ンゴル分離株が形成するクラスターは同

じブランチからの枝分かれから形成され

ており、菌株レベルでの識別は不可能であ

った。 

 

2．SNP 解析 

2-1. 

 MLVA8 よりも解析力の高い 80 tag-SNP

を用いてモンゴル分離株の系統解析を行

った（図２）。モンゴル分離株は、日本分

離株や Ames 株と同じ A3b クラスターに分

類された。また、A3b クラスター内で大き

く 3つのブランチを形成した。 

 80 tag-SNP は、MLVA8 解析より詳細な分

類が可能であるが、日本分離株に特異的な

80 tag-SNP ではモンゴル分離株を菌株レ

ベルで識別することは困難であった。 

 

2-2. 

 モンゴル株 29 株から、モンゴルでの

分離地域と土壌・動物由来株を網羅す

る 10 株のうち、7株についてフルゲノム

データを得ることができた。モンゴル分

離株に特異的な 148 箇所の SNP を抽出し

て、各 SNP パターンから代表的な SNP を

12 箇所に絞り込んだ。この 12 箇所の SNP

を利用して系統樹を作成したところ、菌

株レベルでの識別が可能となった。 

 

3. 

RDA アッセイの結果、「芽胞」「栄養

型」および「莢膜型」細胞に対して、

AMP の構造および由来動物の違いによ

り抗菌効果に差がみられ、豚由来の

Protegrin-1 は「栄養型」よりも「芽胞」

で MEC 値が低かった。それ以外の AMP

では「芽胞」と「栄養型」と同等の MEC

値（牛由来、羊由来、ヒト由来 AMP）を

示すものと「芽胞」の方が MEC 値が 2

倍から 4 倍以上高いもの (犬由来およ

び Protegrin-1 以外の豚由来 AMP)があ

った。 

  

 

  

D．結論 

 SNP を用いた遺伝学的タイピングに

よって、モンゴル分離株を菌株レベル

で識別できることを明らかにした。分



 

 

離菌株のフルゲノム解析によってモン

ゴ ル 株 に 特 異 的 な SNP (Single 

Nucleotide Pooolymorphism)を抽出して

系統解析を行うと、A3b クラスター内に

分類されたモンゴル分離株を 3 つの大き

なブランチに系統分類可能となった。 

フルゲノム解析で分離菌株に特異的な

SNP を特定すると、遺伝的変異が少ない

炭疽菌についても、希少発生事例（輸入

感染症等）において、その感染源や汚染

地域を推定できる迅速な遺伝学的タイピ

ングシステム確立の可能性が示唆され

た。 

炭疽抵抗性動物である豚由来の AMP

の中でも Protegrin-1 の抗菌効果が高

かった。一方で感受性動物である羊由

来の SMAP29 でも高い抗菌効果がみら

れたことから、動物種差よりも立体構

造などの AMP の化学的性質そのものが

抗菌作用機能に関与している可能性が

高いと思われる。 

本研究は、わが国で希少とされるバ

イオテロに使用される可能性のある人

獣共通感染症の具体的な症例分析と病

原体解析が可能になることから、公衆

衛生行政への貢献度は極めて高いと考

えられた。 

 

E．研究発表 

 

A Okutani, H Tungalag, B Boldbaatar, A 

Yamada, D Tserennorov, I Otgonchimeg, 

A Erdenebat, D Otgonbaatar, and S 

Inoue.  

Molecular Epidemiological Study of 

Bacillus anthracis Isolated in 

Mongolia by Multiple-Locus 

Variable-Number Tandem-Repeat 

Analysis for 8 Loci (MLVA-8) Japanese 

Jouranl of Infectious Diseases 

2011:4:345-348. 

 

Ｆ．健康危険情報 

特になし 
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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法と標準化に関する研究 

分担研究報告書 

 

分担研究「ボツリヌス菌・毒素の検査法の改良」 

 

  研究分担者 見理 剛  国立感染症研究所 細菌第二部 

    研究協力者 黒田 誠  国立感染症研究所  

              病原体ゲノム解析研究センター 

  研究協力者 関塚 剛史  国立感染症研究所  

             病原体ゲノム解析研究センター 

 

 

要旨： 本研究計画のボツリヌス関連事項として、（1）ボツリヌス菌保

管株の管理・識別法、（2）ボツリヌス毒素の迅速検査法について検討

した。 

 

A．研究の目的 

 ボ ツ リ ヌ ス 菌 （ Cb : Clostridium 

botulinum）とボツリヌス毒素（BoNT : 

Botulinum neurotoxin）はバイオテロに

使用される可能性が高く、警戒されてい

る。その対策として、本研究では（1）Cb

株の管理・識別法と（2）BoNT の迅速検

査法について研究を行った。 

 

B．研究方法 

 （1）Cb株の管理・識別法については、

遺伝子型に基づく菌株の分類法の検討を

行った。感染研には約 80株の Cb株が保

管されているが、このうち最近分離され

た 10株について、遺伝子型別と、ゲノム

解析を行い、詳しく比較した。ゲノム解

析は病原体ゲノム解析研究センターとの

共同研究で行った。 

 （2）BoNT の迅速検査法は、BoNT に

よって切断される遺伝子組換えタンパク

質を生産し、これを使用してマウスを使

わない BoNTの検出系を検討した。 

 

C．研究結果 

（1）Cb株の管理・識別法 

 国内で 2006 年から 2011 年の間に分離

された Cb株 10株について詳細な遺伝子

レベルでの比較を行った（1株がA型菌、

2 株が B 型菌、7 株が A(B)型菌）。A(B)

型菌 7株は、PFGE、MLVA 分析などで 3

つのグループに分けられることがわかっ

た。ゲノム解析によって、このうち 2 つ

は 5.9kbのプラスミドをもち、もう 1つは

21kb のプラスミドをもつグループである

ことが今回明らかなった。また、10 株の

ゲノム解析結果を、既報の Cb ゲノム 12

株と SNP分析によって比較した結果、約

145,000個の SNPマーカーが抽出され、詳
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細な系統樹が作成された（図 1）。国内分

離の 2株の B型菌のうち 1株は比較的珍

しいサブタイプ B6 の毒素遺伝子をもっ

ており、ゲノム解析による系統樹でも他

の株と大きな違いが見られた。国内分離

の A 型菌は海外の株と似ていたが 1,300

〜2,000 SNPマーカーに違いが見られた。 

  

（2）BoNTの迅速検査法 

 BoNT のによって切断される SNAP25

と synaptobrevin を含む組換えタンパク

質を生産し、全ての血清型の BoNTを簡

便、迅速に検出できる方法をデザインし

た。この方法は精製 BoNTに対して、約

3 時間の検査時間でマウス法に匹敵する

検出感度を示したが、夾雑物による影響

を受けやすいので、検体中の夾雑物の影

響を除去する手法の開発が必要である。 

 

D．考察 

 Cb や BoNT によるバイオテロ対策

としては、（1）Cb 菌株の管理と識別態勢

の整備、（2）Cb と BoNTの迅速検査法・

消毒除去法（3）予防薬（トキソイドワク

チン）と治療薬（抗毒素）の整備、など

が考えられる、本研究では、このうち（1）

Cb株の管理・識別法と（2）BoNTの迅速

検査法に焦点を当てて検討を行った。 

（1）Cb 株の管理・識別法については、

感染研保管の Cb株 10株について遺伝子

型別、ゲノム解析を行った結果、詳細な

菌株系統の識別ができるようになった。

これらの方法論を他の保管菌株に拡張し

ていけば、Cb 菌株の危機管理のための、

保管菌株の詳細なカタログ化が可能だと

考えられる。本研究班によって病原体ゲ

ノム解析研究センターとの共同研究が行

えたことは、研究を進める上で非常に大

きな力となった。 

（2）BoNTの迅速検査法 

 マウス法を使用しなくても、それに匹

敵する検出感度の BoNT検出法が構築で

きたが、この検出感度が実現されるのは

精製 BoNT に対してであり、夾雑物が多

い検体では検出感度が大きく低下する。

夾雑物の影響を除いて検出感度を維持す

る手法の開発が必要になる。 

 

E．結論 

 Cb菌保管株の危機管理に役立つと考え

られる、Cb菌の系統分類、カタログ化に

利用すべき方法論が定まってきた。BoNT

の迅速検査法として、改良すべき点はあ

るが、マウスを使用しない高感度な方法

を構築した。 

 

F．健康危険情報 

 特になし 

 

G．研究発表 

１．論文発表 

 なし 

 

２．学会発表 

 なし 

 

H.知的財産権の出願・登録状況（予定 

を含む） 

 なし
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図 1.  ゲノム解析結果に基づくボツリヌス菌株の系統樹 

 

 



厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法と標準化に関する研究 

分担研究報告書 

 

リケッチア・コクシエラ・クラミジアの迅速検出法の開発 

 

 

 研究分担者 安藤 秀二  国立感染症研究所ウイルス第一部 室長 

 研究協力者 藤田 博己  大原綜合病院附属大原研究所 

 研究協力者 関塚 剛史 国立感染症研究所病原体ゲノム解析研究センター 

 研究協力者 黒田 誠   国立感染症研究所病原体ゲノム解析研究センター 

 研究協力者 小笠原由美子  国立感染症研究所病原体ゲノム解析研究センター 

研究協力者 安藤 匡子  国立感染症研究所ウイルス第一部 

研究協力者 小川 基彦 国立感染症研究所ウイルス第一部 

研究協力者 佐藤 正明 国立感染症研究所ウイルス第一部 

 

研究要旨：バイオテロに使用される可能性があるとして一部が特定病原体に指定されて

いる紅斑熱群リケッチアには，多様なリケッチア種があることが知られている。 輸入症

例から分離されたリケッチアは，これまで報告のない遺伝子配列を示していたことから，

紅斑熱群リケッチアに関しては，今後もその多様性が広がる可能性があり，バイオテロ

を想定した場合，多様な臨床症状をも示すリケッチア症に対し，どれだけの感度，特異

性をもって迅速診断系を準備するべきか考慮する必要がある。本研究では，その基盤を

構築するため，国内の常在リケッチアと輸入症例の多様性を検討するとともに，新規分

離リケッチア株の全ゲノム解析をこころみ，既存のリケッチア種との比較を行うことに

より，バイオテロを想定した場合の多様な臨床症状をも示すリケッチア症に対し，SNPs

解析による迅速診断系の可能性について検討した。また，従来リケッチアに分類されて

いたCoxiella burnetiiは，バイオテロに使用される可能性が議論される病原体である。

既存のC. burnetii分離株の分子生物学的特徴を把握することは，通常の感染でないバイ

オテロが発生した際に，迅速にその事態を明らかにする情報となる。次世代シークエン

サーによって数種の株の全ゲノム配列を解析，比較検討したところ，SNPｓ解析による株

の分類，同一株であるか否かの判別に利用可能と考えられる複数の遺伝子領域を確認で

きた。 

 

 

Ａ．研究目的 

バイオテロ・エージェントとして複数のリ

ケッチアが指定されている。その中で，紅斑

熱群リケッチアには多様なリケッチア種が

あることが知られている。われわれの研究室

では，国内に常在するつつが虫病や日本紅斑

熱などのリケッチア症，さまざまなベクター

からのリケッチアの検出の他，多様な輸入リ

ケッチア症を診断，経験している。リケッチ

ア症の多様性に関し，どこまで広く対応・検

出すべきか，アプローチ可能かを考察するた

め，輸入例から分離されたリケッチアの遺伝



子解析を全ゲノム解析まで行い，リケッチア

症の多様性に関し検討した。 

 また，Q熱病原体Coxiella burnetiiは，微

生物学的には現在レジオネラ目に属する偏

性寄生細菌であるが，歴史的に長くリケッチ

アに分類されていた。他のリケッチアと同様

にバイオテロ・エージェントとして世界的に

注目されている。国内の患者発生は少ないも

のの，ひとたび発生すれば，多くの家畜の淘

汰やヒトへの感染拡大など社会的影響も大

きい。国内で分離された株，国内の実験室に

保存されるC. burnetiiの分子生物学的特徴

を把握することは，通常の感染でないバイオ

テロが発生した際に迅速にその事態を明ら

かにする基礎情報となり，新規リケッチアの

全ゲノム解析が，株の特性を把握するために

極めて有効なツールであること示されたこ

とに続き，Q熱病原体C. burnettiiにおいて

も全ゲノム解析の有用性を検討した。 

 

 

Ｂ．研究方法 

１．輸入リケッチア症例の確認，分離・同定 

熱性疾患を呈した海外渡航者の鑑別診断

依頼に基づき，抗リケッチア抗体価の測定，

急性期全血や発疹部皮膚生検材料からリケ

ッチア特異遺伝子の検出のため，複数の遺伝

子領域を標的としたPCR，ダイレクトシーク

エンスを行った。また，急性期全血をL929

細胞に接種し，分離を試みた。 

２．分離リケッチアの解析 

 分離されたリケッチアからDNAを抽出し，

複数の遺伝子領域について解析(Multi locu

s sequencing)を行った。 

３．海外輸入例から得られた新規リケッチア

の培養とゲノム解析DNAの調整 

新規リケッチア株Rickettsia sp. Tenjik

uをL929細胞で培養，T75培養ボトル全量を解

析のための出発材料とした。100％感染したL

929細胞を培養上清とともに回収，高速冷却

遠心により得た沈渣を5mLのPBS(-)に再懸濁

した。この菌液をダウンスホモジナイザーで

30ストローク処理，低速遠心，上清を回収後，

再度高速冷却遠心してペレットとした。この

ペレットから定法によりDNAを抽出した。 

４．C.burnetii株と解析DNAの調整 

国内で保管されていたC. burnetii Nine 

Mile株(prototype) Ⅱ相菌 (以下NM-NIID)

と自然発症の本邦第一例目の患者から分離

されたTK-1株をBGM細胞で培養し，T25培養ボ

トル1本の感染細胞をゲノム解析に供した。

上記リケッチアと同様に回収し，ペレットを

1mLのPBS(-)に再懸濁，同様の細胞破砕，抽

出法によりDNAを抽出した。 

５．分離リケッチアのゲノム解析 

 ３および４で得たゲノムDNAについて次世

代シークエンサー(イルミナ社マイシックMi

Seq）を用いて解読した。マウスおよびサル

のレファレンス・シークエンス配列に解読リ

ードをマッピング，unmap readをCLC genom

e workbenchでde novoアッセンブルし，1 k

b以上のcontigを回収した。全ゲノム情報が

公表されているリケッチア種，株と比較し，

SNPｓ系統樹解析を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 必要なし 

 

 

Ｃ．研究結果 

１．リケッチア症患者の確認 

 2011年に経験した一例はユニークな検査

結果となった。6病日では用いたいずれの抗

原に対しても陰性であったが，12病日でR. 

japonica並びにR. conoriiに対する抗体価

が有意に上昇，PCRでは，急性期全血材料に



おいてompAのみ陽性となり，ダイレクトシー

クエンスの結果，紅斑熱群リケッチアのクラ

スターにはいるものの，既知のリケッチア種

とは異なるシークエンス配列であった(図

１)。 

２．リケッチアの分離・同定 

 このリケッチアの分離に成功し，5つの領

域の遺伝子領域についても検討したところ，

すべてPCR陽性となり，シークエンス解析の

結果，ompAのPCR産物は，臨床検体(急性期全

血)から直接検出した遺伝子配列と完全に一

致した。他のPCR産物の配列は，ompAほど他

のリケッチア種との相同性は低くないもの

の，既報のリケッチア種とは異なる配列であ

った。 

２．新規リケッチアのゲノム解析 

 次世代シークエンサーによる解読，レファ

レンス・シークエンスにマッピングし，残っ

たリケッチア由来候補をCLC genome workbe

nchでアッセンブルしたところ，1 kb以上のc

ontigが21個得られ，トータルで約1.34 Mb

のゲノムサイズであることが推定された。 

 リケッチア独自のものと考えられた21個

の contigsをCGE (Center for Genomic Epi

demiology) serverのsnpTree1.1によるゲノ

ムワイドのSNPs系統解析を行い，紅斑熱群な

らびに発疹チフス群を含む既報の23種のリ

ケッチア種のゲノム情報と比較したところ，

解析に用いたリケッチアは明らかに他のリ

ケッチア種と異なる新規のものであった。

（図２） 

３．C. burnetiiのゲノム解析 

 次世代シークエンサーによる解析の結果，

C. burnetii NM-NIIDおよびTK-1ともにコク

シエラのゲノムサイズと同等のアッセンブ

ルが問題なく可能であった。これらの情報を

登録されているNine Mile I相菌(RSA493)の

完全長のゲノム配列に沿ってcontigを並び

替え，比較解析を行ったところ，SNPｓ系統

樹解析では，３つのC. burnetii株のゲノム

は極めて近いクラスターに収束したが，同じ

由来とされるNM-NIIDとI相菌(RSA493)では，

112の塩基置換があり，Ⅱ相菌ではpQpH1が欠

落していた。TK-1は，国内で初めて自然発症

者から分離された株であるが，Nine-Mile株

と近縁であるものの，Nine-Mile株Ⅱ相菌(N

M-NIID)とは塩基置換数が225箇所存在した

（図３）。全長でみると，３つのゲノム配列

は高度に保存されているものの，NM-NIIDで

は複数の核酸代謝系の領域が欠失していた

り，さらにTK-1株ではpseudogene領域の変異

と欠失，prophage領域の変異も見られた。 

 

 

Ｄ．考察 

 初年度(2011年)の輸入症例の一つは，R. 

japonicaならびにR.conoriiに対する抗体価

の上昇が明らかであったこと，渡航先の情報

から，当初，R. conorii subsp. indicaと推

測した。しかし，分離されたリケッチアは，

これまで国内，海外でも報告のないものであ

った。臨床検体から直接PCR法によって検出

できたものは，ompA領域のみであった。デー

タベースに登録されていた情報は，唯一イン

ドの研究者グループが登録した配列の長さ

が異なる同領域の情報のみであり，分離株に

より他の複数の遺伝子領域も解析できたが，

これまでデータベースには登録がないもの

であった。 

リケッチア症の検査目的において，ompA

領域を標的としたPCRは，必ずしも第一の標

的でないため，通常の検査プロトコールでは

確定できないリケッチアであった。また，リ

ケッチア症を疑う臨床検体からの直接PCR法

を実施する場合，刺し口や発疹部皮膚生検材

料からの検出が推奨されているものの，今回



の症例では，検体の保存状態からDNA抽出自

体が難しく，全血からの抽出DNAのみPCR法へ

供試可能であった。また，当室でルーチンに

使用しているPCR増幅酵素ではシークエンス

解析に供するに十分な増幅ができず，より増

幅効率の高い酵素に変更することで検出，シ

ークエンス解析が可能となった。リケッチア

症は，原因となるリケッチア種が紅斑熱群に

分類された場合でも，その症状は多様であり，

臨床症状からリケッチア症を疑うことが難

しいことも少なくない。リケッチア症とその

原因となるリケッチア種の多様性が示され

るなかで，今後，より広範なリケッチアに特

異性，感度の高い遺伝子検出系の準備のため，

さらに多くのリケッチア遺伝子の情報を集

め，データベース化することも必要であろう。 

２年次は，初年度に得た新規リケッチアの

全ゲノム解析によるゲノムワイドのSNPs系

統解析から，このリケッチアは，部分的に行

っていたompA，gltA，17 k-Da，16S，geneD

の各遺伝子と同様に，既知のリケッチア種と

異なることが示された。供試21個のcontigs

によるSNPs解析から既知のリケッチアと鑑

別が可能であるが，より少ないcontigsでの

解析により同様の鑑別が可能であるかの検

討が必要である。さらにリケッチア症疑いの

検体から直接シークエンス解析を行うこと

により，SNPs解析からリケッチアの検出並び

に鑑別が可能であるかの検討が必要である。 

臨床症状からリケッチア症を疑うことが

難しいことも多く，バイオテロを想定するた

めには，国内常在のリケッチアであるか，既

知のリケッチアであるかの鑑別がテロの認

知やリスク評価に重要となる。海外のみなら

ず国内においても多様なリケッチアの存在

があきらかになってきており，より簡便で迅

速なリケッチアの鑑別のための標的SNPの検

討が必要であり，その検出が臨床材料への適

用が可能かさらに進める必要がある。 

３年次は，前年度のリケッチアにおける全

ゲノム解析の有効性を踏まえ，国内で保管さ

れている一部のC. burnetii株のゲノム解読

を試みた。 

国内保存株C. burnetii Nine-Mile Ⅱ相

菌(NM-NIID)は，国外の同一由来株とは異な

る変異箇所が存在し，実際にバイオテロが発

生した場合に於ける，国内保存株との差違を

明確に出来ると示唆された。また，TK-1株は，

NM-NIIDと非常に近縁であった。Nine Mile

株が米国のマダニから分離されている経緯

からも，TK-1株を分離した患者は国内に土着

したC. burnetiiによる事例である可能性は

低い。実際に，患者の渡航歴から，カナダで

の偶蹄類家畜との接触があり，そこでの感染

であった事が疫学データからも示唆されて

いた。しかし，帰国から約２カ月経過しての

発症であったため，エピソードとしては強く

疑われるものの，国内での感染も明確に否定

できないもであった。今回の解析結果から，

やはりカナダでの感染を強く疑うものであ

ったことが言える。株間の比較では，核酸代

謝系の遺伝子の欠失および変異が認められ，

また複数の領域において，変異や欠失も認め

られた。一方，病原性関連領域と報告されて

いるT4SSは，高度に保存されていた。 

以上のことから，C. burunetiiに関し，国

内保存株のゲノムワイドな情報基盤を作成，

蓄積することにより，バイオテロの可能性を

見極めることができる可能性が示された。 

 

 

Ｅ．結論 

リケッチア症の原因となるリケッチア種は

多様である。バイオテロを想定した場合，多

様な臨床症状をも示すリケッチア症に対し，

どれだけの感度，特異性をもって迅速診断系



を準備するべきか考慮する必要がある。ゲノ

ムワイドのSNPs解析の導入がよりおこない

やすくするための環境整備が今後必要と考

えられる。また，C. burnetiiによるQ熱も臨

床的には他の熱性疾患等との鑑別が難しく，

バイオテロが想定される患者発生があった

際は，国内常在または実験室保管株であるか，

海外の株であるかの鑑別できるかがテロの

認知やリスク評価に重要となる。国内外の情

報を蓄積することにより，より簡便で迅速な

対応を可能とすることが必要と考えられる。 
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3年12月2日 

19）安藤秀二，リケッチア症，第6回輸入感

染症講習会，東京，平成23年9月24日 

 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

1.特許取得   該当なし 

2.実用新案登録 該当なし 

3.その他    該当なし

 



 

図１ 検出・分離されたリケッチアのompA領域の系統樹 

 

 

図２ 新規リケッチアのSNPｓ系統樹 

 

 

 

図３ SNPｓ系統解析(C. burnetii CbuG Q212 をreferenceにしてSNPを抽出，Total SNPs: 10,947 SNPs) 
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バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法と標準化に関する研究 

分担研究報告書 

 

バイオテロの可能性のある真菌感染症の迅速診断法の確立 

 

研究分担者 宮﨑義継      国立感染症研究所 真菌部 

研究協力者 田辺公一、梅山 隆 国立感染症研究所 真菌部第一室 

 

研究要旨：バイオテロに用いられる可能性のある病原真菌として、BSL3 に分類される

コクシジオイデス（Coccidioides immitis, C.posadasii）、ヒストプラスマ（Histoplasma 

capsulatum）が想定される。これらの病原真菌は感染性が高く、分離培養で大量の分生子

を飛散させる危険性があることから、培養をしない検査技術が必要とされる。本研究では、

喀痰などの臨床検体からヒストプラスマなどの高病原性真菌 DNA の検出法を検討し、より

簡便で成績の良い DNA 検出法を開発し、バイオテロを含めた集団感染事例が起きた際の迅

速診断に役立てることを目的とした。本研究では、BSL 真菌の安全な取扱法について検討

した。また、コクシジオイデスゲノム DNA・ヒストプラスマゲノム DNA の検出のための様々

な増幅法を検討・開発した。 

  

A. 研究目的 

 真菌症は HIV 感染患者や臓器移植、抗癌剤

治療などの免疫不全患者のみでみられる感染

症と誤解され、公衆衛生の観点から重要性が

認識されにくかった。しかし従前からクリプ

トコックス症やコクシジオイデス症、ヒスト

プラスマ症などは健常者に起こることが知ら

れており、健常者における集団感染事例や院

内感染事例が報告されるようになってきたこ

とから、他の病原体同様にサーベイランスや

疫学研究の重要性が増してきた。 

バイオテロに用いられる可能性のある病原

真菌としては、BSL3 に分類されるコクシジオ

イデス（Coccidioides immitis）、ヒストプラ

スマ（Histoplasma capsulatum）、BSL2 に分

類されるクリプトコックス・ガッティ

（Cryptococcus gattii）等が想定される。い

ずれの真菌も感染性が高く健常者でも感染が

成立し、播種性感染まで進行すると致死率は

極めて高くなるが、これらの病原真菌は日本

国内には定着していないと考えられてきた。

しかし、近年では海外の流行地への渡航歴の

ないヒストプラスマ、クリプトコックス・ガ

ッティ感染患者が報告されるようになり、国

内にも感染源が存在する可能性が示唆されて

いる。また、コクシジオイデス属、ヒストプ

ラスマ属については、分離培養で大量の分生

子を飛散させる危険性があることから、検査

室での分離培養は飛散胞子による集団感染を

引き起こす危険性が考えられる。 



本研究では、分離培養された BSL3 真菌の安

全かつ簡便な診断系を構築し、バイオテロを

含めた集団感染事例が起きた際の迅速診断に

役立てることを目的とする。 

 

B. 研究方法 

 平板培地で培養されたヒストプラスマ属お

よびコクシジオイデス属は大量の分生子（胞

子を）産生し、わずかな振動や気流によって

胞子を飛散させる。したがって気流が発生し

ている安全キャビネット内で実験操作は多大

な危険を伴う。そこで、安全キャビネット内

に小型のグローブボックスを操作し平板培地

で発育した菌を取り扱った。菌の不活化は

100％エタノールを用い、グローブボックスは

ホルマリン燻蒸によって消毒を行った。 

 検出法の検討に用いたコクシジオイデスゲ

ノム DNA は、千葉大学真菌医学研究センター

から分与された菌株から抽出した DNA を用い

た。ヒストプラスマゲノム DNA は感染研 BSL3

施 設で過去に臨床検体から分離した

Histoplasma capsulatum より抽出した DNA サ

ンプルを用いた。 

 Realtime PCRの標的は、ヒストプラスマDNA

については、M 抗原遺伝子および、100kDa タ

ンパク質遺伝子の内部にTaqman probeを設計

し、コクシジオイデス DNA については、Coi9-1

領域に LUX プライマーを設計し、それぞれ検

出を試みた。Realtime PCR については

SYBERgreenを用いたインターカレーター法と

Taqman probe 法の双方を検討した。Realtime 

PCR は 2step（95℃5 秒、60℃30 秒）を 40 サ

イクル行った。PCR 反応の特異性については

形態の類似する複数の菌種の DNA を用いて検

証を行った。 

 コクシジオイデス検出のための LAMP

（Loop-Mediated Isothermal Amplification）

法の標的配列として、以前開発したコクシジ

オイデス特異的PCRの標的であるCoi9-1領域

を用いた。ヒストプラスマの標的配列として、

M 抗原遺伝子を用いた。4 種類の LAMP プライ

マーおよび loop プライマーは LAMP 法プライ

マー設計支援ソフトウェア PrimerExplorer

（http://primerexplorer.jp）を利用して数

組設計した。 

 LAMP 反応は栄研化学の Loopamp DNA 増幅試

薬キットおよび検出試薬として Loopamp 蛍

光・目視検出試薬を用いた。専用の 200 µl PCR

チューブを用い、サーマルサイクラーで 63℃

で反応を行った。検討に用いた C. immitis、

Coccidioides posadasii お よ び H. 

capsulatum の DNAは臨床分離株から抽出した。

陰性コントロールとして Aspergillus 

fumigatus AfS35 のゲノム DNA を用いた。反

応後、UV 写真撮影装置で検出を行った。 

 

（倫理面からの配慮について） 

 本実験では臨床検体などは使用せず、分離

された菌の DNA を用いるのみであったことか

ら、倫理面に関する配慮は不要であった。 

 

C. 研究結果 

１）平板培地で培養された BSL3 の不活化と

DNA 抽出方法 

小型のグローブボックスを安全キャビネッ

ト内に設置し、その中で実験操作を行った。

プラスチックの使い捨て白金耳の先端を

PBS(0.01% Tween 80)に浸し、寒天培地上で発

育したコロニーから最小限の実験操作で胞子

を釣菌し、斜面培地に接種し、30℃での分離

培養を行った。 

6-7 日後、斜面培地で発育した菌の不活化

を行った。シリコン栓より注射針を用いて

70％エタノールを栓付近まで注入し、2 日間

室温で放置した。その後、安全キャビネット

内で斜面培地より菌体を剃刀で切除し DNA 抽



出に供した。いずれの操作手順においてもグ

ローブボックス内にはある程度胞子が飛散す

ることが予想されたため、ボックス内でホル

マリンの入った容器を開放し、燻蒸によって

消毒を行った。 

以上の実験手法は何度かシミュレート操作

を行い検討を重ねたうえで現時点での最善の

実験手法であると判断した。 

 

２ ） nested PCR に よ る Histoplasma 

capsulatum genome DNA 検出感度の検討 

10ng から順次希釈した H. capsulatum DNA

を鋳型とし、M 抗原遺伝子を標的とした

nested PCR を行った。目的領域の増幅はアガ

ロースゲル電気泳動にて確認し、増幅断片の

塩基配列を決定し、非特異的増幅ではないこ

とを確認した。 

 アガロースゲル電気泳動において、1fg ま

で遺伝子の増幅を確認できた。また、陰性コ

ントロールとして、Aspergillus、Candida、

Cryptococcus、Trichosporon、Penicillium

などの真菌から調製したゲノム DNA を用いて

第一段階 PCR を行ったが、増幅は認められな

かった。 

 

３）インターカレーター法によるHistoplasma 

capsulatum genome DNA 検出 

M 抗原遺伝子および 100 kDa タンパク質遺

伝子について nested PCR で感度・特異性とも

に良好な成績の認められた領域と、ソフトウ

ェア（PrimerExpress）が選抜した領域につい

てプライマーをデザインした。リアルタイム

PCR については、SYBR Premix Extaq （TAKARA）

を用い、 Mx3000P QPCR System （ Agilent 

technologies）を用いて蛍光定量を行った。

その結果、M抗原遺伝子および 100kDa タンパ

ク質 遺伝子について、いずれも 10 pg のゲノ

ム DNA を検出することができた。 

 

４）Taqman probe 法による Histoplasma 

capsulatum genome DNA 検出 

 インターカレーター法で標的とした増幅領

域の中央付近に Taqman probe を設定し、

TaqMan® Universal Master Mix II（Applied 

Biosystems）を用いて実験を行った。Taqman 

probe を用いることで感度の向上が期待され

たが、予想とは反対に、M 抗原遺伝子および

100 kDa タンパク質遺伝子ともに 1 ng のゲノ

ム DNA が検出限界であった。 

 

５）Taqman probe および LUX プライマーによ

るヒストプラスマおよびコクシジオイデス

DNA の検出 

ヒストプラスマ属について M 抗原遺伝子お

よび 100 kDa タンパク質遺伝子の適切な領域

に Taqman probe（VIC-TAMRA）を設計し、

Mx3000P QPCR System（Agilent technologies）

を用いて蛍光定量を行った。その結果、M 抗

原遺伝子に関してはこの実験系は機能しなか

ったが、100kDaタンパク質遺伝子については、

1 ng のゲノム DNA を検出することができた。 

LUX プライマーによる realtime PCR も上記

と同様の実験系で蛍光定量（蛍光色素：FAM）

を行った。こちらの PCR についてはコクシジ

オイデスゲノム DNA の調製が完了しなかった

ため、当部で保存してあった濃度不明のコク

シジオイデス DNA を用いて検証を行ったが、

過去の報告通り LUX プライマーによる DNA の

検出が可能であった。 

上記、2種類の realtime PCR は蛍光色素の

検出波長が異なるために、混合して使用する

ことが理論上可能である。二種類のプローブ

を混合して PCR を行ったが、双方の蛍光検出

結果に互いに全く影響がないことを確認でき

た。また、白色の糸状菌であり、形態的にコ

クシジオイデス属やヒストプラスマ属と判別



が困難である、Pseudallescheria boydii、

Schizophyllum commune 、 Penicillium 

griseofulvum のゲノム DNAを用いて実験を行

い、目的の菌以外のゲノム DNA では蛍光が検

出されないことを確認することができた。 

 

６）コクシジオイデス LAMP 法の開発 

まず、3 組の LAMP プライマーセット A,B,C

を設計し、10 ng の C. immitis および C. 

posadasii のゲノム DNAに対して LAMP 反応を

行った（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. コクシジオイデス属 LAMP プライマー

の検討 Af: Aspergillus fumigatus, Cp: Coccidioides 

posadasii, Ci: Coccidioides immitis, dw: distilled 

water, PC: キット添付の陽性コントロール 

 

プライマーセット A では、1 時間で検出で

きたが、2 時間では陰性コントロールでも偽

陽性として検出された。プライマーセット B

では 1 時間では検出できなかったが、2 時間

後に陽性サンプルのみ検出できた。プライマ

ーセット Cでは、1時間では検出できず、2時

間後で検出された。水のみの陰性コントロー

ルにおいて検出されているが、アスペルギル

ス DNA の陰性コントロールでは検出されてい

ないことから、注意して操作したにもかかわ

らず、微量の DNA のコンタミが原因と考えら

れる。 

次に、プライマーセット B および C につい

て検出感度を上げるために、loop プライマー

の検討を行った。それぞれのプライマーセッ

トについて2組ずつloopプライマーを設計し

（B-L1,B-L2,C-L1, C-L2）、LAMP 反応を行っ

た（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. コクシジオイデス属 loop プライマ

ー の 検 討 Af: Aspergillus fumigatus, Cp: 

Coccidioides posadasii, Ci: Coccidioides immitis, 

dw: distilled water, PC: キット添付の陽性コントロー

ル 

 

全ての LAMP-loop プライマーの組み合わせ

について 30 分で検出可能であった。B-L1 お

よびB-L2では100分後に陰性コントロールで

も検出されてしまったことから、C-L1 および

C-L2プライマーセットが今回検討した中で最

適なものであるとして、今後の検討に用いる

ことにした。 

次に、検出限界の検討を行った。C. 

posadasii のゲノム DNA を定量し、10 倍ずつ

の希釈系列を作製して、C-L1 および C-L2 プ

ライマーセットを用いて LAMP 反応を行った。

ゲノムサイズを 30 Mb で換算すると、どちら

のプライマーセットでも 100 fg、30 コピーま

で検出が可能であった。 

 

７）ヒストプラスマ属 LAMP 法の開発 

上記の戦略に従って、M 抗原遺伝子を標的

としたヒストプラスマDNAに対するLAMP法の

開発を行った。4 組の LAMP-loop プライマー

セットを設計し、そのうち 1 組だけが、5 種

類の臨床分離 H. capsulutum DNA を検出する



ことが出来た（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

図 3 ヒストプラスマ属 LAMP 法の検討 

PC: キット添付の陽性コントロール 

 

D.考察 

 ヒストプラスマ属やコクシジオイデス属が

テロ目的で使用され、国内感染者が発生した

場合には、検体から菌が分離されるかどうか

が予想できないので、医療機関の検査室でこ

れらの菌を偶発的に培養してしまう可能性が

考えられる。 

 今回検討した培養された菌の取り扱い方法

によって、いずれの検査施設でも安全に菌を

分離培養することが可能となり、仮に感染者

が増加した場合、各検査施設においても菌の

取り扱い・同定が可能になるものと期待され

る。 

 Nested PCR による Histoplasma DNA の検出

感度は非常に高く、計算上 1fg のゲノム DNA

が含まれるサンプルにおいてもバンドが観察

された。しかしながら、ゲノムサイズから換

算すると 1細胞に含まれるゲノム DNAは約 40 

fg であり、M 抗原遺伝子は遺伝子上に 1 コピ

ーしかない。したがって、今回の検討での検

出感度の算出は正確ではなく、ストック DNA

の濃度の測定が正確でないかあるいは希釈系

列の作製が正確にできていなかった可能性が

考えられる。いずれにせよ、nested PCR の感

度は非常に高く、現時点では環境サンプルな

どのごく微量の Histoplasma 属真菌が含まれ

るサンプルにおける最も有力な遺伝子検出法

であると考えられた。 

Nested PCR は感度が高い一方で、操作が煩

雑であり、第一段階 PCR 産物のコンタミによ

る擬陽性の問題点がある。この問題点を克服

するために、二種類のリアルタイム PCR 実験

系の構築を試みた。 

インターカレーター法では 10ng の

Histoplasma DNA まで検出することができた

が、nested PCR と比較すると感度において劣

っていた。Taqman probe を用いたリアルタイ

ム PCR においては特異性が上昇することから、

非特異的な反応が抑制されることで若干の感

度の向上が期待されたが、むしろインターカ

レーター法よりも感度が低いという結果にな

った。いずれのリアルタイム PCR 法において

も PCR のサイクルは 40 サイクルのみであり、

80 サイクル反応を行う nested PCR に匹敵す

る感度を実現することは困難なのかもしれな

い。 

 ただし、近年の遺伝子解析手法の進歩は著

しく、PCR に関しては好感度の DNA ポリメラ

ーゼやキットが次々と開発されている。最新

の遺伝子解析技術情報を参考にしながら、実

験系の改良を続けていけば、高い感度と特異

性をもち、なおかつ粗精製サンプルからでも

遺伝子の検出が可能な実験系の構築が可能に

なると期待される。 

 本研究で確立したrealtime PCR実験系では

ヒストプラスマかコクシジオイデスかを特異

的かつ迅速簡便に同定することが可能である。

現時点では菌体から調製した DNA でしか検証

できていないが、臨床検体をもちいてこの

realtime PCR が可能になれば、上記のような

危険を伴う菌の培養を回避することも可能で

あるため、今後実験系の改良を進めていきた

い。 



 病原体の検出法について、PCR 法はサーマ

ルサイクラー・増幅酵素の性能や操作者の技

術への依存が強く、検査実施機関によって結

果が異なることも多い。LAMP 法は反応系は非

常に簡素で、反応温度が定温であるため、サ

ーマルサイクラーの性能に依存しないという

利点がある。しかも、1 時間で微量 DNA を検

出することが可能であり、本実験で確立した

LAMP法を用いればコクシジオイデスおよびヒ

ストプラスマを迅速簡便に検出できる。現時

点では菌体から調製した DNA でしか検証でき

ていないが、臨床検体を用いて本研究で確立

した LAMP 法が可能になれば、上記のような危

険を伴う菌の培養を回避することも可能であ

るため、今後実験系の改良を進めていきたい。 

 

E. 結論 

 胞子を飛散させやすい BSL3 真菌の取り扱

い方法の検討を行った。 

 マルチプレックスRealtime PCRによるヒス

トプラスマ属とコクシジオイデス属の迅速診

断系を確立した。 

 LAMP法によるコクシジオイデス属およびヒ

ストプラスマ属の迅速診断系を確立した。 

 

F. 健康危険情報 

 なし 
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研究要旨 

 鼻疽 /glanders、類鼻疽 /melioidosis は Burkholderia 属の細菌、Burkholderia mallei, 

Burkholderia pseudomallei がそれぞれ感染して起きる感染症である。日本国内では類鼻

疽は稀な感染症であり、鼻疽はさらに稀な感染症で戦後ヒトでの発生例は報告が無い。

しかし、国外では両者にはかなり違いが認められる。類鼻疽菌、B. pseudomalleiは東南

アジア、北部オーストラリアなどでは土壌中に常在菌として生存しており、農耕期やモ

ンスーンの時期に類鼻疽の患者発生が多い。感染経路は創傷からの経皮感染、吸入感染、

また経口摂取である。発病する患者は基礎疾患を持っていることが多い。多くは糖尿病、

腎臓障害、過度のアルコール摂取である。類鼻疽流行地域では類鼻疽は稀な疾患ではな

い。タイの流行地域では類鼻疽流行期に市中肺炎患者が医療機関を受診した場合には、

まず類鼻疽が疑われる。 

 一方、鼻疽は国外でも非常に稀な疾患である。ウマでまれに散発例が見られるがヒト

への感染例はほとんど報告されていない。近年ではアメリカで実験室感染と考えられる

例が報告されているのみである。また、原因菌である B. malleiは B. pseudomalleiとは異

なり環境中では生存できない。この菌は主にウマ、ロバに感染する。ヒトには患畜の膿

など感染性材料から感染するとされる。 

 これらの B. pseudomallei, B. malleiは CDCのカテゴリーBに指定されておりバイオテ

ロに使用される懸念のある細菌である。このため、日本国内で事例が発生したときのた

めに迅速検出法を確立しておく必要がある。本研究では地方衛生研究所等で検査が可能

であるように、普及している核酸検出法での確立をめざし、LAMP (Loop-mediated 

isothermal amplification)法を選択した。この B. pseudomalleiと B. malleiの LAMP法の検

討は終了した。B. pseudomalleiの LAMP法はタイの類鼻疽流行地域で臨床検体を用いて

検討を行い、また日本国内で我々が行っている検査にも併用して性能の比較検討を行っ



た。その結果、LAMP 法は日本国内の検査に十分な性能を持つことが明らかになった。

また B. malleiについてはこれまでに簡便な核酸検出法の報告がなかった。我々の LAMP

法は簡便に B. malleiを検出可能な方法であり、検出感度、特異度にも問題が無い。今後、

この LAMP法は、迅速簡便な検査法として利用できると考えられる。 

 国立感染症研究所で B. pseudomallei, B. malleiの検査を行ったところ、依頼機関より検

体を送る前に行われた各機関での自動検査機器によるBurkholderia属の誤同定が問題と

なった。特に B. pseudomalleiと B. cepacia との誤同定が問題となってきているのでこれ

についてまとめた。また、類鼻疽の血清学的検出法について検討中である。 

 

A. 研究目的 

 本分担研究では、バイオテロに使用される

懸念のある Burkholderia 属の細菌、B. 

pseudomalleiとB. malleiの迅速検出法を確立

することを目的とした。検出法としては核酸

検出法である LAMP 法とした。この方法は

迅速検出法として簡便な核酸検出法であり

地方衛生研究所などで比較的普及している

ため、汎用性が高いと考えられる。 

 また、類鼻疽については、患者血清中の抗

体から類鼻疽を診断・同定する方法も求めら

れているが、現在のところ日本国内では方法

がない。このため同定法の一つとして類鼻疽

の血清学的検出の検討を開始した。 

 B. pseudomallei, B. malleiの検査を行った結

果、感染研に検体が搬入される前の検査が自

動検査機器で行われた場合、誤同定が見受け

られたため、過去の検査における誤同定例に

ついてまとめることとした。 

B. 研究方法 

 １．B. pseudomallei, B. malleiの迅速核酸検

出法 (LAMP法) 

 現在使用しているB. pseudomalleiのLAMP

法のプライマー群はB. pseudomalleiのべん毛

関連遺伝子BPSS0122を標的遺伝子としてい

る。B. malleiの迅速遺伝子検出法ではLAMP

法の標的遺伝子をBMAA0749 ( hemagglutinin 

domain-containing protein )としている。これら

の LAMP 法の反応条件は、はじめは異なっ

ていたが、利便性を考えて両者が同じ条件で

試験を行えるように条件検討を行った。B. 

pseudomalleiのLAMP法は共同研究先である

タイ国コンケーン大学にて臨床検体を用い

て評価を行った。また、国内の検査時に、こ

の LAMP法を既報の LAMP法 (Journal of 

Clinical Microbiology, Feb. 2008. P568-573. 

Chantratita N. et al.)、Multiplex PCR 法 

(Journal of Clinical Microbiology, 2011. 

P814-821. Vol.49, No.3 , Ho et al.)、培養法

と併用して使用し結果を比較した。B, mallei

の LAMP 法は過去に受け付けた検査の保存

検体を使用し、性能評価を行った。 

２．類鼻疽の血清学的検出法の検討 

 B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensisと

B. cepaciaの菌体を不活化しSDS-PAGEを行

い、患者血清を用いてウェスタンブロッティ



ングを行った。また、B. thailandensis, B. 

cepacia ならびに B. pseudomalleiの外膜タン

パクの分画を行った。 

３．自動検査機器によるBurkholderia属誤同

定について 

 B. pseudomalleiの検査を行った結果、感染

研へ検体を搬入する根拠となる自動検査機

器結果の誤判定が見受けられたためB. mallei

を含めた過去の結果について検討を行った。 

（倫理面への配慮） 

今年度は倫理面で倫理委員会に申請する

必要があるヒトの臨床検体を用いた実験研

究はおこなっていない。 

 

C. 研究成果 

 １．B. pseudomallei, B. malleiの迅速遺伝子

検出法 (LAMP法) 

 B. pseudomallei, B. mallei LAMP法の反応条

件は、検討の結果いずれも反応温度67℃、反

応時間 60 分となった。陽性の場合反応開始

30分程度で濁度の観察ができ判定が行える。

タイ国コンケーン大学で行った、臨床検体を

用いたB. pseudomalleiのLAMP法の検討の結

果では検出感度は 41.2％､特異度は 93.8％で

あった。この検討は検出に蛍光試薬を用い、

反応条件が63℃、60分であった。 

 B. malleiのLAMP法では検出感度には問題

が無かったが特異度に問題があった。適切な

プライマー群の選択に加え反応温度を 67℃

まであげることで解決された。この条件に合

わせてB. pseudomalleiの条件再検討を行った。

日本国内での実用性を検証するため 4 件の

B. pseudomallei検査を我々のLAMP法を併用

しておこなった。検体はいずれも臨床分離株

であった。検査は培養法、既報のLAMP法、

Multiplex PCR法、今回のLAMP法で行った。

その結果、B. pseudomallei陽性は 3件であっ

た。陽性となったものは培養法、二種類の

LAMP法、Multiplex PCR法いずれの方法で

も B. pseudomallei 陽性であった。また、B. 

pseudomallei 陰性となった検体では、培養法

でも B. pseudomalleiであることが否定され、

他の核酸検出法でもB. pseudomalleiが陰性で

あった。 

 B. pseudomallei 陽性検体 3 件について

LAMP 法の比較を行ったところ我々の方法

は既報の LAMP 法よりも結果がでるまでの

時間が 30 分以上早く、濁度の判定もクリア

であった。 

２．類鼻疽の血清学的検出法の検討 

 類鼻疽の原因菌 B. pseudomalleiに加えて、

ヒトから検出される可能性のある類縁菌の

B. mallei, B. thailandensis, B. cepaciaのwhole 

cell lysateを SDS-PAGEにて泳動し、類鼻疽

の患者血清でウェスタンブロッティングを

行った。その結果、各菌体の多くのタンパク

質に反応してしまいB. pseudomallei特異的な

反応を見ることとはできなかった。このため、

各菌体から外膜タンパク質を分画した。 

３．自動検査機器によるBurkholderia属誤同

定について 

 これまでにB. pseudomalleiが疑われた臨床

分離株の検体２件が、検査の結果 B. cepacia

と同定された。これらの検体は病院や検査機



関における初回の検査時に自動検査機器を

用いてB. pseudomalleiの疑いと判定されてい

る。国立感染症研究所でこれまでに B. 

pseudomalleiとB. malleiの検査は14件行って

いるが、B. malleiと判定されて検査を行った

２件はBurkholderia属以外の細菌と同定され

ている。これらの検体も初回の検査では自動

検査機器を用いて判定されており、自動検査

機器を用いてBurkholderia属と判定された場

合には注意が必要であることが明らかにな

った。 

 D. 考察 

 タイ国・コンケーン大学における B. 

pseudomalleiのLAMP法の臨床検体を用いた

検討の結果では検出感度は 41.2％､特異度は

93.8％であった。この結果は既報の検出感度

2.3％に較べると高い検出率ではあるが、まだ

十分ではない。コンケーン大学で検討を行っ

た後、B. pseudomalleiの反応条件については

さらに検討を行っており、検出感度は向上し

ていると考えられるが、類鼻疽患者の臨床検

体を用いる検討は日本国内では困難である

ため機会を待ちたい。B. pseudomallei, B. 

malleiのLAMP法の日本国内における実用性

の検討として、我々の研究機関で実際に検査

をおこなう際に既報の手法に加えて、我々の

LAMP法を併用して行い性能を比較した。今

年度は、B. pseudomalleiが疑われる４件の検

査を行った。送付された検体はいずれも臨床

分離株で、３件はB. pseudomalleiと同定され

１件は否定された。用いた方法のあいだで判

定に違いはなかった。二種類の LAMP 法の

比較では我々の LAMP 法が判定までの時間

も早く判定も明確であり、既報よりも検査に

適していると考えられた。今後は可能であれ

ば、検査時に臨床分離株に加えて尿検体、血

液検体も同時に検査を行い、性能の評価を行

いたい。 

 今年度はB. malleiの検査依頼は無かった。

過去にB. malleiの検査依頼があり、結果とし

てB. malleiは否定されている。その保管臨床

株を用いてB. malleiのLAMP法を試みた結

果、それらの臨床分離株はB. mallei陰性と判

定された。日本国内ではバイオテロなどの有

事の際以外では、通常B. malleiが患者から分

離されることは考えにくいため、今後は B. 

mallei検査依頼時の陰性判定の際の参考結果

として使用していく予定である。また、有事

の際の検出法としても使用可能と考えてい

る。 

 類鼻疽の血清学的検出法は、現在国内で検

出可能な方法がないため検出法の開発を試

みているが、これまでのところまだ検出可能

な状況に至っていない。日本国内では類鼻疽

流行国と異なり、不顕性感染などで血清中の

抗体価が陽性である人口が多いという問題

を考える必要がほぼ無いため、手法が確立で

きれば有用なツールになり得るので継続し

て検討を行いたい。 

 Burkholderia 属の自動検査機器を含むコマ

ーシャルシステムによる誤同定の問題は国

外でも問題になっており、B. pseudomalleiと

B. cepacia を同定する際の誤同定の多さが指

摘されている(Diagnostic Microbiology and 



Infectious Diseases 59 (2007),277-281)。

我々の経験例とは逆にB. pseudomalleiの感染

者がB. cepaciaに感染していたと誤同定され

た例も報告されている(Journal of Medical 

Microbiology(2012),61, 1483-1484)。類鼻疽

は迅速な投薬開始が求められる感染症であ

るだけに重要な問題であろうと考えられる。

テロなどの有事の際にもこのような事例が

生ずる可能性もあるため、なんらかの方法で

周知ができればと考える。また、自動検査機

器ではB. pseudomalleiとB. cepaciaの誤同定

の問題だけではなく、B. malleiと他の菌との

誤同定例も経験していることから

Burkholderia 属の検査結果には注意が必要で

ある。同定のゴールドスタンダードである培

養法を併用するのが望ましいが、B. 

pseudomallei, B. malleiの培養を経験していな

い場合では判定が難しい可能性も考えられ

るので、LAMP法などの核酸検出法を併用す

るのがより望ましいと考える。 

 E. 結論 

 有事の際のバイオテロ対策が必要な B. 

pseudomallei, B. malleiには簡便で性能の良い

核酸検出法が確立されていなかったため、そ

の開発を目指して検討を行ってきた。迅速核

酸検出法には LAMP 法を適用することとし

た。性能の検討の結果、我々のB. pseudomallei

の LAMP 法は既報の方法と判定結果が一致

しており、既報のLAMP法より30分早く検

出が可能であった。また、B. malleiではこれ

まで簡便な核酸検出法の報告がなく、この

LAMP 法は今後実用的に使用可能と考える。

これらの二種類の LAMP 法は使用マニュア

ルを準備し要請時には配布可能な状態とし

た。 

 類鼻疽の血清学的検出法は今後の検討課

題として残った。 

 Bulkholderia 属の自動検査機器による誤同

定の問題は今後留意すべきと考えられる。 

F. 健康危険情報 

 なし 
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研究要旨  

 未知病原体や変異病原体による新興感染症の汎発流行、そしてそれらを利用したバイ

オテロなどの危険性は近年社会的不安の一つとして認識されつつある。その危険性に対

し的確な対処法を立案・整備する上で、バイオテロ病原体を網羅的かつ迅速に配列解読

することは最も的確なアプローチの一つと考える。次世代ゲノムシーケーンサー

（Next-generation DNA sequencer: NGS）のパフォーマンスを用いて WHO 指定バイオテ

ロ病原体のゲノム配列及び変異情報データベースを充実させ、有事において迅速に対応

出来る体制を整えることを本研究課題は目標としている。 

 次世代型網羅的病原体検査法の骨格が既に構築済みであり、国立感染症研究所・病原

体ゲノム解析研究センターで検査可能であるが、バイオテロ発生（および疑い事例を含

む）において現場対応が迅速であればあるほど有効な対応策だと考えている。感染研・

ゲノムセンターでは現場（病院・地方衛生研究所等）でも情報解析できるよう、ネット

ワーク経由で病原体鑑別するための情報解析パイプライン(Metagenomic Pathogen 

Identification pipeline for Clinical specimen: MePIC) を開発し Web 情報解析サー

ビスを開始した。情報解析を習熟していない検査技師であっても簡単な講習会により利

用できるよう利便性を考えて作成している。また、バイオテロ病原体の臨床分離株のゲ

ノム情報を活用し、ゲノムワイドな SNPs 検索と分子系統樹作成も可能にするシステム 

Global core-Genome SNPs Analysis (GcoGSA)を開発し、現在、炭疽菌（Bacillus anthracis） 

のみ Web 解析サービスを開始した（関係者のみの運用予定）。 順次、他カテゴリーA病原

体であるペスト菌、野兎病菌、コクシエラ、類鼻疽菌、ボツリヌス菌のゲノム情報を用

いた GcoGSA を展開していく予定である。 

 将来的に日常の微生物検査で NGS が汎用される日が来るであろう。その際、予見しえ

なかった症例から NGS – MePIC – MEGAN パイプラインでカテゴリーA 病原体を検出した

場合、引き続き GcoGSA にてゲノム分子疫学解析を行い、バイオテロ病原体（もしくは孤

発例）の由来を推定するトレーサビリティー・追跡への情報提供になり、有事における

迅速なバイオテロ対策へと貢献できると考える。 

 

Ａ．研究目的  

 未知病原体や変異病原体による新興感染症の汎

発流行、そしてそれらを利用したバイオテロなどの

危険性は近年社会的不安の一つとして認識されて

いる。最先端技術を駆使した次世代ゲノムシーケー

ンサーにより、今までは数年を要した全ゲノム解読

が数週間で終了することが可能となった。最先端の

革新技術を応用し、効率的かつ安定的に病原体検査



システムを運用する体制を整え、WHO 指定バイオテ

ロ病原菌および未知病原体をも検査対象とする網

羅的解析法を構築することを目的としている。 
 

Ｂ．研究方法 
１）網羅配列解読による野兎病菌鑑別と病原性評価 

 いわき市立総合磐城共立病院・浅野先生から供試

頂いた感染症の疑いのある不明病検体（右腋窩リン

パ節膿瘍）を用いて病原体検索を試みた。 

 網羅配列解読のライブラリー作製： 

膿瘍検体から解読用 DNA ライブラリーを作成

するために、NEXTERA DNA sample prep kit 

(EpiCentre) を用いた。 

 次世代シークエンサーによる網羅塩基配列解

読： 

 次世代シークエンサー illumina GAIIx で DNA

ライブラリーの網羅解読を行った。解読キットは、

TruSeq SBS kit v5 (illumine)を使用した。１サン

プルにつき 3,828 万本の解読リード（125 mer）を

取得した。解読リードに内在するヒトゲノム配列を

bwasw マッピングソフトで削除した。残った解読リ

ードを用いて相同性検索（megablast）を行い、病

原体を検索した。現在公開されているほぼ全ての生

物種の配列を内包している米国NCBI nt配列データ

ベース(2011年 7月 11日版)に対して相同性検索を

行い、病原体候補を検索した。得られた結果を

MEGAN (v.4.40.6)にて類似性の見られた生物種の

一覧図を得た（MEGAN の閾値: １ヒット以上、score 

200.0 以上）。 

 

２）１塩基バリエーション SNV による野兎病菌の株

系統解析： 

 高病原性・野兎病菌タイプAに属するFracisella 

tularensis subsp. tularensis SCHU_S4 株のゲノ

ム情報（GenBank ID: NC_006570.fna）をレファレ

ンス配列にして、maq v0.7.1 によるリード・マッ

ピングを行った。phred score, ≥20; coverage, ≥1; 

variant frequencies, ≥0.90の条件で SNVs を抽出

した(MapView 使用)。公開され利用可能な野兎病

菌・１０株のゲノム情報を加え、該当 SNV サイトの

アレルを用いて最尤法による系統樹解析を行った

（RAxML v7.25 を使用）。 

 

３）バイオテロ対策のための次世代型網羅的病原体

検索パイプラインの開発 

 国立感染症研究所・病原体ゲノム解析研究センタ

ーで構築した網羅的病原体検査法の情報解析のみ

をパイプライン化し、インタラクティブに誰でも利

用できるソフトを開発した。詳細は研究結果-3, 4, 

5, 6 を参照。 

 

 （倫理面への配慮） 

 微生物検査として網羅配列解読による病原体検

出を行った。患者配列を特定する作業は行わず、個

人情報に結びつく配列解析は一切行っていない。国

立感染症研究所・医学研究倫理委員会にて承認済み。 

 

Ｃ．研究結果 

１）網羅配列解読による病原体鑑別と病原性評価 

 野兎病菌（Francisella tularensis）は WHO 指定

バイオテロ病原体（カテゴリーA）に分類され、バ

イオテロ対策として臨床検体から迅速に野兎病菌

の遺伝情報を得ることは重要である。本研究におい

て、野兎病菌の感染症疑いの患者の腋窩部膿瘍（図

１）を用いて、次世代シークエンサー Illumina 

GAIIx による病原体の網羅的検出を行った。抗菌薬

治療により膿瘍から起因菌の増殖を検出できなか

ったが、PCR 検査では野兎病菌陽性であった。 

 GAIIx にて 3,828 万本のリード（125 mer）を解

読し、ヒト由来配列（〜99％）を完全に削除し、細

菌と類似性を示す 833 本（0.002%）の解読リード

を得た（図２）。相同性検索で得られた結果を

taxonomy で分類したところ、全て野兎病菌 

Francisella tularensis に相当する配列であった

（図３）。高病原性 Type A. F. tularensis subsp. 

tularensis と低病原性 Type B. subsp. holarctica 

との両方が約半数ずつヒットし、単純な相同性検索

のみでは感染病原体の病原性を評価できなかった

（図３）。 

 野兎病菌 Type A（高病原性）と Type B（低病原



性）の双方を検出したことから、SNVs を利用した

亜種を分類する株系統樹解析を行った。解読で得ら

れた野兎病菌 833 リード（図３参照）を用いて、野

兎病菌ゲノムに特徴的な SNV サイト 66 箇所を検出

し、株固有の SNV アレルのアライメント解析を行っ

た（図４）。Iwaki-08 は、日本分離株 FSC022 (Ebina)

の SNV アレルと酷似しており、１箇所のみ異なって

いた（nt posi.: 329,375）。 

 アライメント結果を元に最尤法で系統樹を作成

した。 Iwaki-08 は日本固有に分布する  F. 

tularensis subsp. holarctica (biovar japonica)

と近縁であることが判明した。本症例は地域的な散

発症例であり、バイオテロ使用が懸念される Type 

A （高病原性）とは明確に異なると鑑別することが

できた（図５）。 

 

２）ベンチトップ型次世代シークエンサーの特徴 

 従来の次世代シークエンサーは大型シークエン

サーという特徴から、大量配列の排出には有効であ

る。しかしながら、バイオテロ発生等、有事に迅速

に対応するためには解読時間の短縮が求められて

いた。大型シークエンサーよりも安価でかつ解読時

間を短縮したベンチトップ型・次世代シークエンサ

ーの登場により、従来よりも迅速に臨床検体の病原

体検索が可能となった。昨年度に報告した野兎病菌

感染症例を挙げると、大型シークエンサーでは最短

７日間の解読・解析時間を要していたが、ベンチト

ップ型により 2.5 日にまで短縮することが可能に

なった。大型と比較して解読量は減るものの、臨床

検体から病原体推定する場合には十分な量を得ら

れることが分かった。 

 

３）ネットワーク経由によるバイオテロ病原体検索

のための解析システム 

 現在、感染研・ゲノムセンターにベンチトップ

型・次世代シークエンサーと情報解析サーバーが整

備されている。感染研に臨床検体が到着後、数日で

解析・検査結果を報告できるようにはなっているも

のの、感染研に検体が送付されるまでには現場で数

多くの微生物検査等が行われた後になってしまう

ケースが少なくない。このような現状の中、各地方

自治体にも本研究課題で構築したシステムを導入

して頂き、検査体制の一助となるのであれば非常に

有効かつ迅速なバイオテロ対策に資するものと考

えている（図６）。 

 本システムで特に重要なのが配列解読後の情報

解析にあたる。基本、情報解析に特化した専門家が

必要となるが、各自治体に人材を用意もしくは養成

している余裕はない。そこで、その煩雑な解析部分

をできるだけ簡便化するために、検査技師等がイン

タラクティブに病原体鑑別を利用できるよう、Web 

interface による情報解析パイプラインを用意し

た。 

 

４）配列解読から情報解析まで 

 ベンチトップ型・次世代シークエンサー MiSeq 

(Illumina)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病原

体鑑別するための情報解析パイプライン

(Metagenomic Pathogen Identification pipeline 

for Clinical specimen: MePIC) を構築した（図７）。

情報解析を習熟していない検査技師であっても簡

単な講習会により利用できるよう利便性を考えて

作成した。本システム MePIC は、感染研、地方衛

生研究所においても利用可能な次世代型網羅的病

原体検索システムをサポートする Web 情報解析サ

ービスであり、現在、アカデミアのみアカウント取

得可能として提供している。 

https://mepic.niid.go.jp/cgi-bin/mepic2/index.cgi 

 

５ ） Metagenomic Pathogen Identification 

pipeline for Clinical specimen: MePIC 

 MiSeq 等の次世代シークエンサーの解読リード

を下記の手順で必要な情報パラメーターを設定し、

解析ボタンのワンクリックで解析をシームレスに

行うことができる（図８）。 

 MePIC で解析した Megablast 解析結果は、配列ア

ライメントを含むテキスト配列で排出される。その

テキスト配列を フリーソフト MEGAN (MEtaGenome 

Analyzer 



http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/megan/)で生

物種毎の系統分類をおこない、病原体候補を探索し

ていく。臨床検体に内在する数多くの候補生物が抽

出されるため、ここでの探索には病原体と感染症の

知識が多分に要求される。 

 

６）コアゲノム SNPsを利用した菌種・菌株の類縁

関係の特定 

 MePIC – MEGAN による病原体検索の結果、仮に炭

疽菌が候補として浮上した場合、先に使用した解読

リードを用いて病原体の由来を推定するためのゲ

ノムワイド SNPs 解析システム Global core genome 

SNP analysis for Bacillus anthracis (GcoGSA-BA)  

を開発した（図９）。現在、関係者のみ運用可能と

している。GcoGSA-BA は、公開されている炭疽菌ゲ

ノムと比較したゲノムワイド系統樹の生データま

で作成し、適当な系統樹ビューワーで閲覧可能なデ

ータのダウンロードを可能にする。炭疽菌は 

Bacillus cereus group に属し、セレウス菌との鑑

別間違いを起こさぬよう、Lethal factor (LF), 

Edema factor (EF), Protective antigen (PA)の炭

疽菌の病原性に必須な因子の特定も可能にした。 

 今後、ペスト、野兎病、コクシエラ、類鼻疽、ボ

ツリヌスと順々に構築予定である。 

 

Ｄ/E．考 察・結 論 

 患者リンパ節膿瘍検体から網羅解読法で病原

体・野兎病菌を検出し、その特徴的な株固有 SNVs

を利用することで、病原性の強弱に関する遺伝情報

を得ることができた。野兎病菌は病原性が異なる

subsp.に分類され、北米由来の高病原性 Type A で

あるのか、低病原性 Type B による散発的な地域発

生であるのか明確に分類する必要がある。これまで

の分担研究におけるデータベース構築のもと、野兎

病菌の網羅的なゲノム情報の収集とデータベース

化を完了しており、本事例の解析を短期間で完了す

ることができた。 

 構築データベースを有効に活用するためには、迅

速な解読リード配列の取得が望ましく、そのために

は多くの難題が残っている。課題として、情報解析

の工程に特化して迅速性を追求したシステム改善

を行った。今後、様々な工程の中でボトルネックに

なっている箇所を効率よく改善し、総合的なシステ

ム化に貢献したいと考えている。NGS – MePIC – 

MEGAN – GcoGSA の解読・解析パイプラインを開発

し、実際に運用できるところまで完了した。未だ解

消されていないボトルネックが残っていることは

事実だが、誰もが簡便に利用できるシステムが先行

していけば、シークエンサー等のインフラ整備が

後々追いついてくるものと考えている。 

 

Ｆ．健康危険情報 

  特になし 
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図１ 患者（Iwaki-08）の臨床所見。A) 右親指、B) 右腋窩リンパ節、C) B の拡大図 

 
 
 
 

 
 

図２ Iwaki-08 患者の右腋窩リンパ節膿瘍からの病原体検索パイプライン 



 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３ イルミナ網羅解読にて取得した解読リードの解析。99.92%が膿瘍由来のヒト配列であり、細菌
bacteria と思われる配列は 833 リード（0.002%）たらずであった。ウイルス様配列は検出されなかった。
細菌配列の相同性検索で得られた結果を taxonomy で分類したところ、全て野兎病菌 Francisella 
tularensis に相当する配列であった。Fracisella の系統関係と subsp. そして、該当する系統のヒット・
リード数（朱字）で示している。高病原性 Type A. F. tularensis subsp. tularensis と低病原性 Type B. 
subsp. holarctica との両方が約半数ずつヒットし、単純な相同性検索のみでは感染病原体の病原性を評
価できなかった。 



 
 

 
図４ 解読で得られた野兎病菌 833 リード（図３参照）を用いて、野兎病菌ゲノムに特徴的な SNV サイト
66 箇所を検出した。ゲノム・レファレンス配列 SCHU S4 株のゲノム・ポジションと、株固有の SNV アレル
を表記し、それらをアライメント解析した。Iwaki-08 は、日本分離株 FSC022 (Ebina)の SNV アレルと酷似
しており、１箇所のみ異なっていた（nt posi.: 329,375）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 図４で解析したアライメントを元に、最尤法で系統樹を作成した。Iwaki-08 は明らかに F. 
tularensis subsp. holarctica (biovar japonica)に属し、高病原性 Type A とは明確に異なることが明ら
かになった。 
 



 
 

図６ ネットワーク経由によるバイオテロ病原体検索のための解析システム。現在、感染研・ゲノムセン
ターにベンチトップ型・次世代シークエンサーと情報解析サーバーが整備されている。地方衛生研究所等
においても少しずつ整備されるようになってきた。検査技師等がインタラクティブに病原体鑑別を利用す
るために、Web interface による情報解析プログラムの開発と提供を試みた。 
 
 

 
 

 
図７ 臨床検体からダイレクトに網羅配列解読したリード配列の情報解析パイプライン 
(Metagenomic Pathogen Identification pipeline for Clinical specimen: MePIC)。 

次世代シークエンサー NGS による解読リードから必要な情報のみ抽出するための Web 情報解析サービス。 



 
図８ MePIC の操作画面の仕様。NGS リードから i)質の悪いリード、塩基の除去、 
ii)臨床検体に内在するヒト配列の削除、iii) megablast 検索による病原体検索。 
この i – iii までの一連の流れを一度に完結させるパイプライン。 

 
 
 



 
図９ MePIC – MEGAN による病原体検索の結果、炭疽菌が候補として浮上した場合、先に使用した解読リ
ードを用いたゲノムワイド SNPs 解析システム Global core genome SNP analysis for Bacillus anthracis 
(GcoGSA-BA) を開発した。現在、関係者のみ運用可能としている。公開されている炭疽菌ゲノムと比較し
たゲノムワイド系統樹の生データまで作成し、適当な系統樹ビューワーで閲覧可能なデータをダウンロー
ド可能である。炭疽菌は Bacillus cereus group に属し、セレウス菌との鑑別間違いを起こさぬよう、
Lethal factor (LF), Edema factor (EF), Protective antigen (PA)の炭疽菌の病原因子の特定も可能に

した。 
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バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法と標準化に関する研究 

分担研究報告書 

 

病原体の病理学的検出法の確立 

 
研究分担者 佐多徹太郎（富山県衛生研究所） 

研究協力者 中島典子、佐藤由子、鈴木忠樹、片野晴隆、長谷川秀樹 

（国立感染症研究所・感染病理部） 

 

研究要旨 バイオテロに使用される可能性のある病原体をホルマリン固定パラフィン包

埋された病理組織中に検出する方法について検討した。1年目は免疫組織化学で腸管出血性

大腸菌感染症の剖検例の糸球体および腸管組織にベロ毒素を検出することを試みた。2年目

はオリゴヌクレオチドプローブを用いた高感度で特異性の高い in situ 遺伝子検出系であ

る迅速 in situ hybridization-AT tailing（ISH-AT）法を簡便化・迅速化した。最終年度

は、この迅速 ISH-AT 法により重症熱性血小板減少症候群（SFTS）の剖検組織および実験的

SFTS ウイルス感染細胞に重症熱性血小板減少症候群ウイルスを検出した。また中東呼吸器

症候群コロナウイルスの in situ 検出系も国内ヒト感染例の発生に備えて確立した。 

 

 

Ａ．研究目的 

バイオテロが起こった場合、迅速な診断と

病原体の同定が急務である。現在では、病

原体の分離同定が困難であっても次世代シ

ークエンス法により、未知の病原体の検出

が可能となった。病原体同定後は病原体遺

伝子を特異的に検出するリアルタイム PCR

用の primer、probe を作成することにより

各組織での病原体の定量解析も可能である。

ただしこの方法では病原体がどの細胞に感

染しているかはわからない。病原体に対す

る免疫組織化学用の特異抗体を作成できれ

ば体内での病原体の局在がわかる。既存の

特異抗体がない場合は抗体を作製しなけれ

ばならないため迅速に対応できない。 

我々が開発した合成オリゴヌクレオチドプ

ローブを用いた高感度で特異性の高い in 

situ 核 酸 検 出 法 で あ る in situ 

hybridization-AT tailing（ISH-AT）法は

検出したい病原体の塩基配列の一部でもわ

かればプローブを作成し病原体の遺伝子を

検出することが可能である。 

本分担研究の 3 年間の目的は、生物テロ

対策のための迅速で特異性の高い病原体の

病理組織内検出法を確立することである。 

 

Ｂ．研究方法 

（１）腸管出血性大腸菌ベロ毒素の組織内

での検出の試み 

腸管出血性大腸菌 O157 剖検例のホルマリ

ン固定パラフィン包埋した腎臓および腸管

標本において、抗ベロ毒素抗体：①マウス



抗 Shigatoxin1(13C4)モノクローナル抗体、

マウス抗 Shigatoxin2 (11E10)モノクロー

ナル抗体（Santa-Cruz), ②ウサギポリクロ

ーナル抗 VT1 抗体、ウサギポリクローナル

抗 VT2 抗体（精製 IgG）(帯広畜産大学 倉

園先生より分与)、③ウサギポリクローナル

抗 VT1 抗体、ウサギポリクローナル抗 VT2

抗体（ウサギ血清）（デンカ生研杉山先生か

ら分与）をもちいてベロ毒素の検出を試み

た。3 種類の前処理条件と 3 種類の検出法

（①HRP-ポリマーEnvision 法 ②LSAB 法 

③CSAII 法（すべて DAKO 社））のいずれか

を用いてベロ毒素の免疫組織化学を試行し

た。 

（２）in situ hybridization-AT tailing

（ISH-AT）法の迅速化の試み 

A(H1N1)pdm09 感染ホルマリン固定パラフィ

ン包埋肺組織を用いて、ISH-AT 法の迅速化

を試みた。プローブは A(H1N1)pdm 09

（AB538390.1）NP 領域に 2 ヵ所作成した。

1 日で検出が終了するように従来のプロト

コールを改編した。プローブとのハイブリ

ダイゼーションをオーバーナイトから 2 時

間に短縮し、ハイブリ後の洗浄も 15 分 4回

を 5 分 4 回にした。またアルカリホスファ

ターゼの発色系を使用することで感度を上

げ、シグナル増幅系のステップ(CSA 法)を

省略した。結果を市販されている分岐

DNA-ISH 法と比較検討した 

（３）迅速 ISH-AT 法を用いた重症熱性血小

板減少症候群ウイルスのヒト剖検組織にお

ける検出 

SFTSV 遺伝子の S 鎖に設計したアンチセン

ス（AS）プローブとセンス（S）プローブを

用いた。SFTSV 感染後 6、24、48 時間後の

Vero 細胞(国立感染症研究所ウイルス第 1

部下島先生より分与)のホルマリン固パラ

フィン包埋細胞切片中に迅速 ISH-AT 法で

SFTSV 遺伝子を検出した。さらに SFTS ヒト

剖検組織切片上で SFTSV 遺伝子を検出した。

また FFPE 組織より RNA を回収し、リアルタ

イムRT-PCR法で切片中のSFTSV-RNAのコピ

ー数を定量した。 

 

（倫理面への配慮）検討材料は剖検組織で

あり、剖検時に使用の承諾が得られている。 

 

Ｃ．研究結果 

（１）腸管出血性大腸菌ベロ毒素の組織内

での検出の試み 

腎臓においては LSAB 法で、ウサギ抗 VT1 あ

るいは抗 VT2ポリクローナル抗体 を使用

した。Mesangiolysis は、毒素による内皮

細胞の障害、血栓による糸球体虚血などに

より糸球体係蹄間のメザンギウム領域が膨

張破壊ないし変性した病変で、フィブリン

の沈着をともなっているが、この部位に一

致して陽性シグナルがみられた。このシグ

ナルは、内皮細胞にあったベロ毒素がこの

部位に取り込まれて検出されたと考えられ

た。陽性シグナルは基底膜の内側にあり、

血管内皮細胞の部位と一致した。腸管では 

特異的な陽性シグナルは得られなかった。 

（２）in situ hybridization-AT tailing

（ISH-AT）法の迅速化の試み 

脱パラから発色まで 7 時間で完了できるよ

うにプロトコールを改編し迅速 ISH-AT 法

を確立した。（AT）10部分をビオチンで修飾

しストレプトアビジン-アルカリホスファ

ターゼ（SA-ALP）を結合させ、Fast Red(赤

色)で発色させた。従来の Tyramide でシグ

ナル増幅させ DAB(茶色)で発色させる系で



は内因性ペルオキシダーゼ活性を処理する のも合わせさらに 1時間要していた。感度 

は同程度であった。市販の分岐 DNA プロー

ブを用いる ISH 法と比較してプローブ数が

同じ場合は迅速 ISH-AT 法の方が感度が良

かった。 

（３）迅速 ISH-AT 法を用いた重症熱性血小

板減少症候群ウイルスのヒト剖検組織にお

ける検出 

迅速 ISH-AT 法により SFTSV 感染細胞で

SFTSV ゲノムを検出した。感染 24 時間後ま

では SFTSV-mRNA 陽性細胞がより多く検出

され、48 時間後では SFTSV-RNA(ウイルスの

マイナス鎖 RNA 遺伝子)陽性細胞数の方が

多かった。SFTSV 剖検組織において、

SFTSV-RNA 陽性細胞は主に、腫脹したリン

パ節あるいはその近傍のリンパ節で検出さ

れた。SFTSV-RNA は SFTSV NP 抗原陽性細胞

と同様、リンパ芽球様細胞の細胞質に検出

された。リンパ節切片中の SFTSV コピー数

は 105/細胞以上であった。陽性シグナルは

Senseプローブをもちいたときの方が多く、

解析した切片ではゲノムRNAの方がmRNAの

コピー数より多いことが考えられた。 

（４）迅速 ISH-AT 法を用いたその他のウイ

ルスゲノムの検出  

国内の発症がない、あるいは少ないため、

ヒト病理組織での検出は試行されていない

が、中東呼吸器症候群(MERS)コロナウイル

ス、H7N9 亜型鳥インフルエンザウイルス、

EV71 ウイルス、デングウイルス(1、2，、3、

4 型)を検出する ISH-AT 用プローブを作成

した。特異性は感染細胞などですでに確認

されている。 

Ｄ. 考察 

本邦初の SFTS 症例は次世代シークエンス

法により診断された。患者の SFTSV の遺伝

子とそれまで中国から報告されていた配列

とあわせて、ISH-AT 用プローブを作成した。

SFTSV 遺伝子のコピー数の高い切片におい

ては迅速ISH-AT法により7時間でゲノムが

検出された。SFTSV に対しては準備してあ

った抗体がホルマリン固定パラフィン包埋

組織切片の免疫組織化学に使用できたため

ISH-AT の結果と合わせて検討したところ、

感度は劣るが、ウイルスの局在は一致し、

抗体がない場合の検出系として迅速 ISH-AT

法は優れていると考えられた。 

 

Ｅ. 結論 

バイオテロに使用される可能性が考えられ

る毒素の 1 つである腸管出血性大腸菌産生

ベロ毒素を組織中に検出することを試み、

現在入手できた抗体を用いて糸球体に陽性

シグナルが得られたが、判定が困難であっ

た。ホルマリン固定パラフィン包埋組織の

免疫組織化学に使用できる抗体の作成は難

しく、陽性シグナルの特異性に関しては実

際に試行してみないとわからない。バイオ

テロなど迅速検出を要する場合は、適当な

抗体がない場合は迅速 ISH-AT 法が強力な

ツールになると思われる。今後さらに

ISH-AT 法の感度を上げるような改良を試

みたい。 
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病原体の電子顕微鏡学的迅速検出法の確立 
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研究要旨：バイオテロに使用される可能性のある病原体等を中心とした電子顕微鏡を用いた迅速

検出法の確立を目的とする。具体的には、電子顕微鏡学的検査法の標準手順法の見直しと改良を

行い、実施者の教育訓練法の手順と記録を整備した。また、細菌の迅速検出法の確立のために、

バイオテロ関連細菌を中心にレファレンス標本の作製を行った。また、検査従事者の教育訓練法の

一つとして Robert Koch 研究所によるウイルスの透過型電子顕微鏡診断法技術の外部評価に参加し

た。 
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A. 研究目的 

透過型電子顕微鏡による病原体の検出方法

は迅速性、簡便性に優れ、スクリーニングによ

る包括的な鑑別診断が可能という点で感染症診

断の一助となる。透過型電子顕微鏡学的検査の

利点と欠点を表 1 にまとめた。最近では、新

興・再興感染症のみならず、コウモリ・蚊等か

ら分離される未知のウイルスのスクリーニング

の手段として、用いられつつあり、当ラボでも

同様の研究目的のための電子顕微鏡学的検索の

依頼をうけるようになってきた。しかしながら、

電子顕微鏡による感染症診断検査の実施者には

高いスキルと経験が要求される。本研究では、

バイオテロに使用される可能性のある病原体等

を中心とした電子顕微鏡を用いた迅速検出法の

確立を目的として、１．BSL3, BSL2 病原体に

十分対応するための電子顕微鏡学的検査法の標

準手順の見直し、２．細菌の迅速検出法に必要

なレファレンス標本の作製、３．検出の感度・

精度を向上するための改良法の 3 点を課題とし

た。 

 

B. 研究方法 

１. 電子顕微鏡学的迅速診断法の標準手順の

見直し 

1）インフルエンザウイルス、大腸菌等を

用いて電子顕微鏡学的迅速診断法の標準手順

に従い、作業を見直した。 

2) 主なエンベロープウイルスを対象として

電子顕微鏡学的迅速診断法の標準手順に従い検

索を行った。 

3）Robert Koch 研究所主催の電子顕微鏡学

的ウイルス診断の外部評価 (External Quality 

Assurance Scheme in EM Virus Diagnosis 

EQA-EMV)に参加し、これを検査実施者の教育

訓練の一環とした。同時に教育訓練の標準手

順・記録書の整備を行った。 



 
 
2．細菌の走査電子顕微鏡標本作製の標準手順

方法の決定 

緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）を対象

として、走査型電子顕微鏡装置 JSM-6700F(日

本電子)を用いて観察し、適切な培養、固定、

および作製条件を検討し、標準手順方法を決

定した。 

 

3．菌液注入サル肝組織材料を用いたレファレ

ンス標本の作製 

バイオテロ関連病原体と鑑別診断に必要

な 病 原 体 を 選 択 し 、 Burkfolderia 属 、

Clostridium 属 、 Corynebacterium 属 、

Helicobacter 属、Bartonella 属、Bordetella

属、Mycoplasma 属をカニクイザルの肝組織に

直接注入し、10％ホルマリン緩衝液固定パラ

ファイン包埋切片を作製した。なお、ボツリ

ヌス菌標本については 10％ホルマリン緩衝液

で 1 週間以上浸漬固定し、固定組織の中央部

から組織を採取、菌体が完全に死滅したこと

を培養で確認後、指定実験室から搬出した。

また、サル肝組織は国立感染症研究所動物管

理室より供与いただいた。 

 

C. 結果 

1. 電子顕微鏡学的迅速診断法の標準手順と

教育訓練の整備 

1）BSL2 病原体を想定した電子顕微鏡学的

迅速診断法の標準手順作業内容の見直しを行

い、手順書の改訂を行った(図 1)。 

2）今回検索対象としたオルソミキソウイル

ス、パラミキソウイルス、コロナウイルス、ブ

ニヤウイルス、フラビウイルス、ピコルナウイ

ルスは、いずれも、細胞培養上清でも検査には

十分な粒子濃度であった(図 2)。エンベロープを

有し、直径 80〜120 nm の球状のウイルス粒子

の場合、実際の検査ではネガティブ染色の状態

によって鑑別が困難な場合があることがわかっ

た（特に同時感染を判断する場合）。また、細胞

にはこの程度の大きさの球状物は多く含まれて

おり、細胞内構造物がサンプルに多く混入して

いるとウイルス粒子との判別が困難となった。

特に、ブニヤウイルスは、粒子の球状が不定形

で、エンベロープが比較的不明瞭であったため、

初見の場合は、粒子そのものの存在の判定が非

常に困難であった。 

3）教育訓練参加者には 1 年目と 2 年目には

初心者が含まれており、当初は指導を要し正答

率は 50％以下であったが、この教育訓練を経て

今年度は、染色および観察技術は安定し正答率

も 50％以上となり、診断技術の向上がみられた。

過去 3 回の EQA-EMV で合計 18 サンプルを検

索したが、うち 1 サンプルが誤答であった（フ

ラビウイルス）。しかしながら、このサンプルは

前述の理由から不適当とされ評価から除外され

た。よって、3回とも評価対象に関しては 100％

の正答率であり診断技術は良好と高い評価がな

されている。 

 

2．細菌の走査電子顕微鏡標本作製法の標準手

順 

培養条件は滅菌済みスライドガラス上で数

時間〜一晩以内とした。固定、洗浄は以下の

条件とした。カコジル酸緩衝液による洗浄後、

前固定 4ºC 一晩、2.5% グルタールアルデヒド

液 1% パラフォルムアルデヒド混合 0.1M カ

コジル酸緩衝液。カコジル酸緩衝液による洗

浄後(10 分 6 回)、1 次固定 1 時間、1% OsO4液。

カコジル酸緩衝液による洗浄後(10 分 6 回)、2

次固定 1 時間、1% タンニン酸添加 0.1M CA 緩

衝液。カコジル酸緩衝液による洗浄後(10 分 6

回)、後固定 1 時間 1% OsO4液。カコジル酸

緩衝液による洗浄後、50％〜100％ エタノー

ル系列による脱水、酢酸イソアミルへの置換。

臨界点乾燥装置（日本電子）を用いて乾燥後、

プラチナコーティング(20 秒 2 回)。その後、

走査電子顕微鏡で観察した。鞭毛は維持され、

脱水による菌体表面の収縮は殆ど観察されず、



 
 
標本の状態は良好であった。結局、緑膿菌の

他、マイコプラズマ、類鼻疽菌とボツリヌス

菌の粒子像を得た。 

 

3．菌液注入サル肝組織材料を用いたレファレ

ンス標本 

常法どおりパラフィン切片を作製し、組織

ギムザ染色、グラム染色、芽胞染色を実施し

菌体が肝組織内に注入されていることを確認

した。各細菌につき、3 ブロックずつ参照標本

を作製した。 

 

D. 考察 

ウイルスの電子顕微鏡観察について 

直径 80〜120 nmの球状の粒子は、細胞には

多く含まれており、ウイルス粒子検索に準備す

る感染細胞の細胞変性効果が進みすぎている

（すなわち、壊死細胞が多く含まれている）と、

細胞内構造物が混入しやすく、また、ウイルス

粒子も壊れているものが多くなる。具体的には、

エンベロープの剥離や、粒子破壊、ヌクレオカ

プシドプロテインの切断などがみられ、診断に

影響する。 

ブニヤウイルスは 2013 年 1 月に本邦初の

SFTS ウイルス感染患者死亡例が報告されたこ

ともあり、今後は観察する機会が増えるかもし

れない。ブニヤウイルスは比較的、観察が困難

なウイルス粒子であり、参照標本を準備してお

くこと、教育訓練を維持することの重要性が強

調された事例であった。 

EQA-EMV で出題された病原体には、その年

に世界で問題となったものや新たに発見された

病原体が含まれていた (Schmallenberg virus, 

Mimivirus など)。一方で、新興感染症やバイオ

テロで重要な Orthopoxvirusや Paramyxovirus

は毎年出題されている。ラボ内の教育訓練参加

者の診断技術の向上がみられたことから、

EQA-EMV をウイルスの透過型電子顕微鏡診断

法技術の教育訓練に組み込み、毎年実施ことは

電子顕微鏡検査システムを維持する上で有用で

あると考えられる。 

 

細菌の電子顕微鏡観察について 

細菌の走査電子顕微鏡標本作製法の標準手順

方法を決定した。標本作製に際しては、細菌の

種類によって適切な培養条件が異なるため、そ

れぞれの病原体の専門家と協議を行いながら適

切な培養標本を作出する必要がある。検討の結

果、固定以降の操作は今回決定した方法を基準

とすることとした。なお、バイオテロ関連病原

体の芽胞菌は、ネガティブ染色法に用いる固定

法は 10％パラフォルムアルデヒド 0.05％グルタ

ールアルデヒド固定液 2時間とした。 

 

2012-13 年にかけて新興感染症がいくつか出

現した。MERS-CoV, H7N9 インフルエンザ、

SFTSVの電子顕微鏡撮影写真は一般へ情報提供

や感染症の理解にも役立った。正確な情報を得

る、もしくは伝えるためにも、技術者の正確で

安定した標本作製技術と検査する者の高いスキ

ルの維持が重要である。 

 

 

E. 結論 

バイオテロに使用される可能性のある病原

体等を中心とした、電子顕微鏡を用いた迅速検

出法の確立を行い、標準手順とレファレンス標

本を確立した。 
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表 感染症診断検査における電子顕微鏡の利点と欠点 

利

点 

迅速診断が可能 ネガティブ染色は 30分程度で診断可能 

病原体の種類の検討をつけることが可能 ウイルスか細菌か、エンベロープ、芽胞形成の有無 

他の手法では検出困難な病原体の検出が可能 病原体毎に至適化された特殊な試薬等が不要 

包括的な鑑別診断が可能 臨床情報はある程度不要 

欠

点 

低感度 106粒子数/ml以上の高濃度のサンプルが必要 

実施者には豊富な経験と高いスキルが必要 正確な診断のためにはトレーニングが必要 

電子顕微鏡は高価で操作が煩雑 病原体診断には数十 nm程度のウイルス粒子を観察で

きる高い分解能が必要 

自動化は困難、処理量に限度がある 人間が観察し判断する必要 

 

図 1 バイオテロ・感染症疑いサンプルを用いた透過型電子顕微鏡学的迅速診断法の標準手順 

 

 

 

 

 



 
 

 
図 2 エンベロープウイルスのネガティブ染色像。4％グルタールアルデヒド固定、UV照射による不活化処

理の後、2%リンタングステン酸染色、30秒。A. パラミキソウイルス（精製ウイルス粒子）。直径 80〜300 nm

大小不同、円形、エンベロープは比較的長く、明瞭。80 nmの粒子が必ず存在し、オルソミキソウイルス粒

子と類似する（左下）。粒子内にはヌクレオカプシドプロテインが折りたたまれて存在する（右下）。B. オル

ソミキソウイルス（精製ウイルス粒子）。直径 80〜200 nm大小不同、円形､時に不定形。エンベロープは判

別しやすいが、パラミキソウイルスに比べると短い。C. コロナウイルス（細胞培養上清）。80 nm〜100 nm

の円形粒子だが、特徴的なコロナ状のスパイクを有する。D. ブニヤウイルス（細胞培養上清）。100〜110 nm

の円形粒子だが、比較的輪郭が不明瞭でいびつ。エンベロープは不明瞭で繊細 (fuzzyと表現される)。 
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研究要旨 2001年にアメリカで起こった炭疽菌芽胞を使ったバイオテロにより、生
物兵器による無差別攻撃に速やかに対応し、安全・安心な社会を構築することが求
められている。危険病原体による感染症の蔓延を防ぐ技術開発も危機管理体制の強
化の一つとして急務の課題である。本研究では細菌性バイオテロに焦点をあて、危
険病原体およびその毒素の迅速同定法・診断法および予防法としてワクチンの開発
研究と、広く社会に還元することを目的として研究を遂行する。また、植物毒素で
あるリシン毒素の迅速検出法開発についても併せて行う。 
 
 

 
Ａ．研究目的 

2001年9月11日の米国ニューヨーク世界貿
易センタービルへの航空機テロ後に，炭疽菌
芽胞混入郵便物によるバイオ（生物）テロが
起こり，世界的に関心が高まった。わが国で
は ‘白い粉’による多数の摸倣事件が起こり，
その後，2004年の「国民保護法」の制定，2006
年の感染症法改正による「特定病原体等」の
管理などをはじめとし,内閣危機管理室を中心
として関係省庁で対応体制が構築されてきた。
一方で，病原体等の入手と取扱いそして迅速
診断・同定法に関する科学的情報は，バイオ
テロの脅威に対抗する上で，当初より管理な
いし制限されてきた。一次対応機関で用いる
検査キットの多くはブラックボックス状態で
使用せざるを得ない状況にある。病原体等の
由来を知るには塩基配列の情報が必要である
が十分公開されていない。対応のアルゴリズ
ムは米国や英国の関連機関からも公表されて
いるが，わが国の実情に即したものを，わが
国独自に開発していくことが必要となる。バ
イオテロは病原体等が散布されて患者発生ま
でに潜伏期があり，稀な疾患であるため，早
期検知には一次医療機関の医師等への臨床診
断支援が必須で，環境中および患者検体から
原因病原微生物の迅速な検出と同定，かつ確
認のために患者の血清抗体検査や病原体等の

分離同定が必要となる。さらに病原体の由来
を知るためには塩基配列の解析とデータベー
スが重要である。現在までに多くの病原体等
（毒素を含む）の迅速診断法を開発し，臨床
診断支援のマニュアルやバイオテロ対応ホー
ムページを作製した。またプロトタイプの網
羅的迅速診断法も開発した。しかし病原体の
入手が困難なことから特異性の検討は十分と
はいえず，鑑別診断とその普及および検査ネ
ットワーク整備に問題を残している。ホーム
ページの活用には，画像が有力な情報となる
がいまだ少なく，疾患の追加，治療法や除染
法を含めた内容のアップデートそして実際の
対応体制の整備も不十分である。当分担研究
班では，バイオテロ関連病原体等の迅速診断
検査，抗体検査，病原体分離同定法，特に特
定病原体等の細菌性感染症を中心として，網
羅的な検出・検査法を確立し，広く社会に還
元することを目的として研究を遂行する。 
対象として各種ウイルス，リケッチア，細
菌，毒素等のバイオテロに使用される可能性
がある病原体が想定されるが，特に炭疽菌は
芽胞としての安定性，乾燥や熱に対する抵抗
性，比較的簡単に培養ができることなどから
生物兵器の最有力候補として常に注目をあび
てきた。炭疽菌は危険度レベル3に属する細菌
で，他にペスト，鼻疽/類鼻疽，野兎病，結核，



チフス，ブルセラが細菌としてこのレベルに
入る。その中で，生物兵器として使用可能な
ものは炭疽以外にペスト，鼻疽/類鼻疽，野兎
病，チフス，ブルセラが想定されるが，検査
法や治療法，さらには診断法がまだ確立され
ていない菌種は鼻疽/類鼻疽，野兎病，ブルセ
ラである。そこで，本研究では，危険度を考
慮して炭疽菌の検出法の更なる改良・開発，
および鼻疽/類鼻疽，野兎病，ブルセラ症など
の危険度３に属する病原体に対する検出・診
断法の確立及び治療・予防法の開発や改良を
行い，患者検体および環境中からの迅速な検
出および診断法の開発を行う。診断法の実用
化に当たっては事件発生現場での利用が可能
な方法と，検査室における方法の両面からの
実用化を目指す。さらに，種々の化学物質お
よび薬剤に対する病原体の感受性に関する検
討を行い臨床利用に備える。また，従来のワ
クチンを基盤とした免疫誘導能が高いワクチ
ンの開発を検討する。 
 H23年度からH25年度の間に本研究班では、
炭疽発症予防効果をもつ粘膜ワクチンの開発、
生物兵器に使用される可能性の高い細菌性毒
素および植物由来毒素に対する検出系のキッ
ト化への取り組み、および複数の病原体を同
時に検出できる核酸クロマトの開発を行なっ
た。 
炭疽菌 Bacillus anthracisは、グラム陽性の
芽胞形成桿菌で、人獣共通感染症の炭疽を引
き起こす微生物である。炭疽は、感染経路の
違いにより、皮膚炭疽、肺炭疽、腸炭疽の３
つの病型をとる。そのうち、肺炭疽は本菌芽
胞の吸入によって引き起こされる致死率の高
い感染症である。現在、米国や英国で用いら
れているヒト用ワクチンは、毒素産生株の培
養上精を用いた成分ワクチンであり、その接
種対象は限られている。また、十分な免疫効
果を維持するために、複数回の筋注投与と年
１回の追加投与が必要であり、接種による副
作用も報告されるなど、簡便性および安全性
が問題視されている。そのため、有事の場合
の大量免疫に使用できず、より安全で、より
有用なワクチンの開発が必要とされている。
本研究では、炭疽ワクチンの新たな候補成分
として芽胞表層タンパクに着目し、炭疽に対
する防御効果について検討した。 
細菌毒素に関しては、CDCが指定する生物
兵器に使われる可能性の高い蛋白毒素である
ボツリヌス毒素（Btx、カテゴリーA）、コレラ
毒素（CT）と大腸菌の易熱性下痢毒素（LT）

（カテゴリーB：Enteric Pathogens）、黄色ブド
ウ球菌のエンテロトキシン（SEA&SEB、カテ
ゴリーB：Enteric Pathogens）及び腸炎ビブリ
オの TDH（カテゴリーB：Enteric Pathogens）
等に対する免疫学的迅速同定法を確立して検
査・診断マニュアルを作成し、その普及を目
指す。研究対象の細菌毒素は食中毒の原因と
なるため検査キットが市販されているものも
あるが、本研究ではこれらの毒素を用いたバ
イオテロに対する網羅的迅速同定法を国産で
供給できるような体制作りを目的とする。本
研究期間においては各細菌毒素に対する特異
的抗体を作製し、イムノクロマト法、ELISA
法等の免疫学的迅速同定法の構築を行った。 
植物由来の毒素であるリシンは、トウゴマ
（Ricinus communis）の種子から抽出される糖
タンパク質で、分子量約 30 kDaのＡサブユニ
ットと分子量約 32 kDaのＢサブユニットから
なり、天然有機化合物のなかでも毒性の強い
化合物の一つである。リシン毒素はＡ，Ｂ二
つのサブユニットから構成される。毒素活性
を持つのはＡサブユニットで、Ｂサブユニッ
トは標的細胞の受容体に結合し、Ａサブユニ
ットを細胞内へと輸送する。リシンの致死量
は、成人の場合、20- 30g/kgで、吸入で約４
−８時間、経口投与では、約１０時間で中毒症
状が現れる。現在のところ、本毒素に対する
有効な解毒剤は存在しない。また、これまで
にテロや犯罪における使用歴がある。そのた
め、本毒素の迅速検出法は、安心・安全な社
会構築のため急務である。毒素の致死量が低
く、リシンと同様の症状を示すその他の細菌
毒素も存在することから、高感度で、類症鑑
別も可能となる検出法の開発が望ましい。本
研究では、細菌毒素検出に加え、テロ使用で
の危険性が高い植物毒素であるリシンの検出
法開発を目的としてリシン特異的抗体の作製
を行った。 
 また、バイオテロが発生した場合、でき

る限り被害を軽減するために、使用された生

物剤の迅速な同定が求められる。生物剤の種

類によって対応が異なるため、複数の病原体

を迅速に検出するシステムの構築が望ましい。

本年度は現場での生物剤迅速検出系構築のた

めの検査ツールを開発した。 
 
Ｂ．研究方法 
Ｂ－１．炭疽に対する粘膜ワクチンの開発 

H23年度は、炭疽菌芽胞の表層タンパク質



の同定とその粘膜免疫における免疫原性につ
いて検討した。B. anthracis Pasteur II苗の病原
性株(pXO1+, pXO2+) 及び 非病原株(pXO1-, 
pXO2-)を使用し、非病原性株から芽胞を高純
度に精製し、4%パラホルムアルデヒド固定に
より不活化した後、家兎に免疫し、抗炭疽菌
芽胞抗体を作製した。続いて、病原性および
非病原性株芽胞から芽胞タンパクを抽出し、
SDS-PAGE に展開後、タンパクを PVDF 膜に
電気的にトランスファーし、前述の抗炭疽菌
芽胞抗体を用いてイムノブロットを行った。
反応性を示すバンドをゲルから切り出し、回
収した。ゲル片をMilliQ水で振とう洗浄、脱
色し、アセトニトリルと炭酸水素ナトリウム
水溶液処理を行った。乾燥させたゲル片に 10 
mMジチオトレイトール(DTT)/25 mM 炭酸水
素アンモニウム溶液を加え、56°Cで 45分間
インキュベートした。チューブを室温に戻し
た後、25 mM 炭酸水素アンモニウムに溶解し
た 55 mMヨードアセトアミドを加え、遮光し
ながら 30分間処理し、タンパク質をアルキル
化した。洗浄後、25 mM炭酸水素アンモニウ
ムで 20 倍希釈したトリプシン溶液(5 µg/ml) 
で 37°Cで一晩インキュベートし、トリプシン
消化した。10分間ソニケーションすることに
よりペプチドを抽出し、1% TFA/50%アセトニ
トリルを加え、タンパク抽出液を得た。抽出
液は遠心濃縮した。サンプルを Pre-spotted 
Anchor Chipに 1 µlアプライし、TFA処理後、
乾燥させ、質量分析によりスポット上のペプ
チ ド 断 片 を Autoflex MALDI-TOF mass 
spectrometer (Bruker Daltonics)により質量分析
を行った。測定条件は、リニアモードで、レ
ーザは 110 nsでパルス照射した。キャリブレ
ーションは、Anchor Chipに付属したものを用
いた。得られたスペクトルは、蛋白質同定ソ
フトMASCOTを用いて解析し、該当するタン
パク質（EA1）を同定した。 
 次に同定されたタンパクの組換えタン
パクを作製した。炭疽菌ゲノムから、該当タ
ンパクをコードする遺伝子を PCRにより増幅
し、これを pGEX-6P-1ベクターにクローニン
グし、GST タグ付加組換えタンパク発現ベク
ターを構築した。これを BL21（DE3）に導入
し、定法に従い、目的のタンパクを精製した。
GST タグは生成過程でカラムオンダイジェス
トにより、組換えタンパクから外した。 
 同定タンパクの炭疽菌での発現解析に
使用するため、上述の精製組換えタンパクを
家兎に免疫し、特異抗体を得た。 

 免疫染色は、4% PFAで不活化した炭疽
菌芽胞を用いた。非特異反応を防ぐために 3% 
skim milk in T-PBSにより 30分間ブロッキン
グ後、特異抗体を１次抗体、Alexa Fluor 
488-conjugated goat anti-rabbit IgG を２次抗体
として、免疫染色を行った。染色した芽胞は、
蛍光顕微鏡およびフローサイトメーターによ
り観察した。すなわち、スライド上に染色芽
胞を載せ、ProLong Goldで封入し、蛍光顕微
鏡下で観察した。取得した画像は DP70-BSW
ソフト(Olympus)により解析した。また、フロ
ーサイトメーター解析では、 FACSCantII 
(Becton Dickinson)を用いてデータを取得し、
FACSDiva ソフト(Becton Dickinson)で解析し
た。 
 続いて、同定した芽胞表層タンパクの粘
膜免疫での抗原性や有用性を検討するため、
以下の方法により粘膜免疫した。実験動物に
は６週齢の雄の BALB/c マウスを用い、ジエ
チルエーテルを用いて軽く麻酔した後、鼻孔
より 10 µgとなるように 5 ~ 10 µlの 組換えタ
ンパクを投与することで経鼻免疫した。投与
スケジュールは、週１回あるいは 3回×3週間
で行った。アジュバントを用いた免疫では、
組換えタンパク単独又は 5 µlのアジュバント
と組み合わせて週1回又は週3回×3週間投与
した。アジュバントには合成二本鎖 RNA の
poly (I:C) を用いた。各群のマウスは定期的に
採血を行い、血中および粘膜抗体価を ELISA
により測定した。 

H24年度は、EA1を粘膜投与した場合の炭疽
発症予防効果について検討した。 
 実験動物は６週齢の雄の BALB/c マウス
を用い、イソフルラン麻酔後、鼻孔より 10 µg
となるように 5 ~ 10 µlの 組換えタンパクを
投与することで経鼻免疫した。表１に免疫条
件を示す。投与スケジュールは週 3回×3週間
で行った。粘膜アジュバントとして合成二本
鎖RNAの poly (I:C)（InvivoGen, San Diego, CA, 
USA）を用いた。定期的に各群のマウスから
血液、糞便、唾液を採材し、血中および粘膜
抗体価は ELISAにより測定した。 
 感染実験には、B. anthracis Pasteur II 苗
（pXO1+, pXO2+）を使用し、培養には BHIあ
るいは TSAを用い、37°Cで培養した。炭疽菌
芽胞は栄養体の混入のない高純度の芽胞を精
製した。炭疽菌芽胞液（約 5×103 CFU/mouse）
は PBSに懸濁して調整した。100 µlの芽胞液
をBALB/cマウスに腹腔内投与した。投与後、
マウスの状態を定期的に観察した。投与に使



用した芽胞液は、10倍段階希釈した後、L-agar
に塗布し、37℃で一晩培養後、出現したコロ
ニー数を計測し、正確な投与菌数を算出した。 
 感染臓器（肺、肝臓、脾臓）中の菌数を測
定するため、投与後 2 日目および 3 日目にマ
ウスを頸椎脱臼により安楽死させ、臓器を回
収した。臓器の重量に対し、100 mg/mlとなる
ように滅菌水を加え、ペッスルを用いて注意
深く破砕した。臓器懸濁液を10倍段階希釈し、
100 µlずつ L-agarに塗布し、37°Cで一晩培
養後、コロニー数を計測した。また、マウス
から肺、肝臓および脾臓の一部を回収し、10 N
マイルドホルム（Wako）により固定した。定
法に従い、パラフィン包埋後、2 µmの切片を
作成し、ヘマトキシリン・エオジン染色（HE
染色）を行った。また、マウス胸部のマルチ
スライス X線 CT(Computed Tomography)画像
を撮影し、肺野の病変所見を観察した。 
 H25 年度は、EA1 粘膜免疫の持続期間につ
いて検討し、さらに実際の感染経路のひとつ
である気道感染を行い、EA1 の粘膜免疫によ
るワクチン効果を検討した。 
 実験動物は 8-10週齢の BALB/cマウス（♂）
を用い、イソフルラン麻酔後、鼻孔より 10 µg
となるように 5 ~ 10 µlの 組換えタンパクを
投与することで経鼻免疫した。粘膜アジュバ
ントとして合成二本鎖 RNA の poly (I:C)
（InvivoGen, San Diego, CA, USA）を用いた。
EA1 を既知の炭疽菌ワクチン分子である PA
（List Biological Laboratories）とそれぞれ単独、
あるいは組み合わせて、Poly(I:C)アジュバン
ト併用下で週 3回、計 3週間、経鼻投与した。
アジュバントのみの投与群を対照群とした
（表 2）。免疫開始時および最終免疫から最大
15週間までの期間、定期的に各群のマウスか
ら血液、糞便、唾液を採材し、血中および粘
膜抗体価を ELISAにより測定した。抗体価が
十分上昇したのを確認後、ブースト免疫をか
け、3 日後に全採血した。得られた免疫血清
から Protein Aカラムを用いて IgGを精製した。 
 感染実験には、B. anthracis Pasteur II苗（pXO1+, 

pXO2+）を使用し、培養には BHIあるいは TSA
を用い、37°Cで培養した。炭疽菌芽胞は栄養
体の混入のない高純度の芽胞を精製した。炭
疽菌芽胞液（約 7.6×104 CFU/mouse）は PBS
に懸濁して調整した。投与に使用した芽胞液
は、10倍段階希釈した後、L-agarに塗布し、
37℃で一晩培養後、出現したコロニー数を計
測し、正確な投与菌数を算出した。20 µlの芽
胞液を BALB/c マウスの鼻腔から 2 回に分け

て投与した。投与後、マウスの臨床状態を定
期的に観察し、生存率を測定した。各群の生
存率曲線はログランク検定により有意差の有
無を解析した。 

 
Ｂ－２．細菌毒素検出キットの開発 
 特異的プライマーを用いて PCR法により増
幅した各毒素をコードする遺伝子を発現ベク
ターである pET28aもしくは pCold-TFのマル
チクローニングサイトに挿入し、毒素タンパ
ク質をコードする組換えプラスミドを構築し
た。各毒素タンパク質は N末端あるいは C末
端のいずれかに His-Tag を融合する様に設計
された。組換えプラスミドをタンパク質発現
用大腸菌株 E. coli BL21(DE3)に導入し、各毒
素の組替えタンパク質を大量発現する組換え
大腸菌株を得た。組替え大腸菌株内で IPTG誘
導により発現させた組換え毒素タンパク質は
Ni2+-NTA レジン（キアゲン）充塡カラムを用
いて常法により精製を行った後に、ゲルろ過
カラムもしくは electrogel elution法を用いて再
精製を行った。各精製標品は SDS-PAGEで展
開後、銀染色により精製度の確認を行った後
に抗原として使用した。各精製標品はアジュ
バント（FCA）と混合し家兎に免疫した。最
初の免疫から 3 週間後に最初の追加免疫を行
い、それ以降は血中抗体価の上昇がサチュレ
イトするまで 1 週間ごとに追加免疫を行った。
血中抗体価はオクタロニ—試験により行った。
得られた抗血清から抗原を結合させたアフニ
ティカラムにより毒素特異的抗体を精製した。
得られた特異的抗体はサンドイッチ ELISA、
Bead-ELISA、イムノクロマトストリップなど
の作製に使用された。イムノクロマトストリ
ップの作製は（株）日本ハム中央研究所によ
り行われた。 
 
Ｂ－３．リシン毒素検出系の構築 
 リシンのトウゴマからの抽出は、化学兵器
の禁止及び特定物質の規制等に関する法律に
抵触するため、実験室レベルの検討に使用す
ることは困難である。そこで本研究では、毒
素活性は持たないが毒素の構成成分として必
須であるＢサブユニットの組換え体を作製し、
これを抗原として高親和性抗体の作製を行っ
た。 
 H23 年度には NCBI 遺伝子データベースの
リシンＢサブユニット（以下、RTB）の塩基
配列を元に、RTBのヌクレオチドを合成した。
これにリンカー配列を付加し、pET-32ベクタ



ーにクローニングし、発現ベクターを構築し
た。定法に従い、大腸菌組換えタンパク発現
システムにより、可溶型 RTB組換えタンパク
（以下 rRTB）を精製した。rRTB100 g を抗
原として等量の TiterMaxと混合して抗原液を
調整し、定法に従い、BALB/cマウスおよび家
兎に免疫した。免疫前および免疫後の血液を
定期的に採取し、血清中の抗 rRTB 抗体価を
ELISA により測定した。抗体価の上昇を確認
後、Porotein A あるいは Protein Gカラムによ
り抗血清から IgG 抗体を精製した。得られた
抗体の反応性と特異性については、ELISA と
イムノブロットにより検討した。 
 H24年度にはH23年度までに得られた rRTB
が大腸菌内で不溶性の封入体を形成しており、
立体構造に変化が生じている可能性があった
ため、様々な手法でリフォールディングを試
みた。しかしながら凝集を完全に抑制するこ
とは困難であった。天然型リシンと十分に反
応する抗体を得るためには、立体構造を保持
した抗原が望ましい。そこで、H24 年度には
Brevibacillus 発現系を利用した分泌型 RTB 発
現系の構築を行った。H23 年度に構築した発
現ベクターを鋳型として、rtb遺伝子を PCRで
増幅し、Brevibacillus用発現ベクターに組み込
んだ。この時、6×Hisタグを N末あるいは C
末に付加できるようプライマーを設計した。
また、4 種類のシグナルペプチドを用意し、
計 8 種類の発現ベクターを構築した。作製し
た発現ベクターはエレクトロポレーション法
に宿主細胞に遺伝子導入した。得られた形質
転換体のコロニーを釣菌して、液体培地にて
培養した。SDS-PAGE および抗 His 抗体を用
いたイムノブロット法による発現確認を行っ
た。 
 H25 年度には H24 年度に作製した組換え
Brevibacillus株を 2SLN培地で 30℃、2日間培
養し、得られた上清から His タグカラムを用
いて分泌型 RTBの精製を行った。これを抗原
として家兎（雌、日本白色種、3 kg）にアジ
ュバント（TiterMax）と共に皮下免疫した。免
疫は 2週間毎に 3回繰り返し、抗体価はELISA
により得られた抗血清から IgG 抗体画分を精
製した。 
 
Ｂ－４. バイオテロ病原体を多項目で迅速に
スクリーニングする方法の開発 
 バイオテロの発生現場や臨床現場で実施可
能な簡便で迅速、かつ多検体項目についてス
クリーニング可能な検出法の開発を行った。

検出法は病原体の特異的な遺伝子領域を標的
とした遺伝子増幅法を原理とし、現行の検査
法で課題となっている現場での検出、迅速性、
簡便性、多検体項目の検出について検討、開
発をした。BSL3 の病原細菌であるブルセラ、
炭疽、野兎病、ペスト、ボツリヌス、チフス、
リケッチア、クラミドフィラ、コクシエラ、
および類鼻疽に対して、核酸クロマトの開発
を行った。 
 病原体を含む検査材料 100 lをジルコニア
ビーズが充填されたチューブに加え、100℃で
3分間加熱後、1分間ボルテックスし、遠心後
上清を回収し核酸を抽出した。5 l を鋳型と
して、特異的プライマー領域に非特異的な共
通配列のタグ配列を付加したプライマー、タ
グ配列プライマー、ビオチン標識配列を混合
し、PCR 反応を行った。スクリーニングで得
る結果を迅速に確認するため、一つの病原体
に対してハウスキーピング遺伝子、病原因子、
16S rDNAを組み合わせて 2-3のターゲットで
個々の病原体を確認するプライマーセットを
作成した（プライマー配列については特許申
請を考慮して記載しない）。PCR反応後、増幅
産物を目視で判定できるように、増幅産物と
ストレプトアビジン標識ラテックスビーズを
混合し、核酸クロマトにて増幅を確認した。
ビーズには青色ラテックスを使用した。 
 
（倫理面への配慮） 
 病原体の使用は，病原体等安全管理委員会
規則に従って，使用，保管等を行った。動物
実験は所属研究機関の動物実験委員会の審査
許可を受けて行われ，DNA組換え実験や病原
体の取り扱いは法令に従い安全性を考慮して
実験を実施した。 
 
 
Ｃ．研究結果 
Ｃ－１．炭疽に対する粘膜ワクチンの開発 
 H23 年度には新規ワクチン候補分子を探索
するため、炭疽菌の感染型である芽胞の表層
タンパクの同定を行った。炭疽菌の病原因子
は pXO1 および PXO2 の二つの病原プラスミ
ドに多く存在しているが、プラスミド上の因
子は環境などにより容易に脱落することがあ
るため、染色体上にコードされており、かつ
炭疽菌表層に存在する分子を標的とした。そ
のため、両病原プラスミドを持たない非病原
性株の芽胞を抗原として、抗炭疽菌芽胞抗体
を作製し、この抗体と反応する分子を同定す



ることで、新規候補分子を得た。図 1 に示す
ように、イムノブロット解析により、抗炭疽
芽胞抗体と反応する３つのバンドが、それぞ
れ分子量約 100-250, 100および 75kDに相当す
る位置に観察された。これらのタンパクは炭
疽菌芽胞表層に局在し、かつ免疫原性を有す
ると考えられた。そこで、これらの分子を特
定するため、質量分析計により該当するバン
ドのＭＳスペクトルを解析し、タンパクを同
定した。その結果、分子量 100-250 kDa のタ
ンパクは BclA、100および 75 kDaのタンパク
は EA1であった。図２に EA1のＭＳスペクト
ラムを示す。 
 BclAは既報でワクチン候補分子として有用
性が低い事が報告されているので、本研究で
は EA1を標的として研究を行った。 
 EA1 が実際炭疽菌表層に存在しているかを
検討するため、組換え EA1 タンパク（以下
rEA1）を作製し、さらに rEA1 に対する特異
抗体を作製した。抗 EA1抗体で炭疽菌を免疫
染色した結果を図３に示す。 
この結果から、EA1 は炭疽菌芽胞だけでなく
栄養体の表層にも局在することが明らかとな
った。また、フローサイトメーターにより同
様の解析を行った（図４）。その結果、EA1は
炭疽菌芽胞表層に高発現していた。 
また、炭疽の近縁種である B. cereus, B. subtilis､
B. thulingensisにはEA1の発現はほとんど観察
されなかった。 
 本研究では、簡便なワクチン投与方法とし
て粘膜免疫によるワクチン開発を目指してい
る。rEA1が粘膜免疫においても抗原性を有し、
十分な抗体産生を誘導しうるかどうかを検討
した。その結果、週 3 回×3 週間の経鼻投与
で、血中だけでなく、糞便および唾液などの
粘膜においても抗体産生を誘導できることが
分かった（図５）。 
 H25 年度には既知のワクチン候補分子であ
る PA と組み合わせて粘膜投与した場合の感
染防御効果についてマウスを用いた感染実験
で検討した。 
 PA と EA1 をそれぞれ単独、あるいは組み
合わせて、Poly(I:C)アジュバント併用下で週 3
回、計 3 週間、経鼻投与した。アジュバント
のみの投与群を対照群とした。免疫群におけ
る血中および粘膜中特異抗体価を調べた結果、
経鼻免疫により EA1 および PA に対するそれ
ぞれの血中 IgG および IgA、粘膜中 IgA の抗
体価が上昇していた（図６）。対照群では EA1
あるいは PA に対する特異抗体は検出されな

かった。 
 続いて、炭疽に対する防御効果についてマ
ウス感染実験により検討した。各群とも n=8
匹とした。対照群では、免疫群に比べ、臨床
症状の発現が早く、感染後 4 日目に全頭死亡
した（図７）。これに対し、PA 単独免疫群、
EA1単独免疫群、および EA1＋PA免疫群の感
染後 10 日目の生存率は、それぞれ 62.5％、
82.5%、および 100%であった。いずれの群に
おいても、非免疫群に比べ、免疫群では生存
率は改善されていたが、対照群である非免疫
群と比較した場合、統計的に有意な生存率を
示したのは、EA1単独免疫群とEA1＋PA群で、
棄却率はそれぞれ p=0.0128、p=0.0020 であっ
た。EA1 免疫群と PA 単独免疫単独免疫群間
には有意差は認められなかった。 
 感染 2 日目の各臓器について HE 染色によ
る病理組織所見を調べた（図８，９）。対照群
の肺では、出血や著しい毛細管うっ血が認め
られた。また、血液中および間質に夥しい数
の莢膜に覆われた栄養体（発芽した炭疽菌）
が見られた。しかし、間質における炎症性細
胞反応はほとんど観察されなかった。これは
炎症性細胞の浸潤などの炎症反応が起こる前
に、極めて短時間で病気が進行したためと考
えられる。脾臓や肝臓においても出血やうっ
血病変が観察され、炭疽菌の全身性感染によ
る急激な循環不全が起こったと思われた。こ
のような病変は程度が改善されているものの、
PA単独投与群でも認められ、臓器には多数の
炭疽菌が観察された。これに対し、EA1 単独
免疫群や EA1＋PA 免疫群などの EA1 免疫群
では病理学的に異常な所見はほとんど認めら
れず、炭疽菌もほとんど検出されなかった。 
 感染 2 日目および 3 日目の各群のマウスか
ら肺、肝臓、脾臓を回収し、臓器中菌数を調
べた。この実験による臓器中菌数の検出限界
は、1.00 × 102 CFU/gである。感染 2日目およ
び 3 日目の対照群における各臓器中の菌数は
約 107〜109 CFU/g と高い値を示した（図 10）。
これに対し、免疫群では、臓器中の菌数は対
照群と比較して有意に減少していた。特に、
EA1 投与群では、臓器中菌数の著しい減少が
みられた。感染 2日目の各臓器の菌数は、EA1
単独投与群で、それぞれ、肺：3.67 × 102、肝
臓：2.00 × 102、1.33 × 102 CFU/gであり、EA1 
+ PA投与群では、肺：2.33 × 102、肝臓：2.00 
× 102、脾臓：1.00 × 102 CFU/gであった。
すなわち、EA1免疫群における臓器中菌数は、
対照群に比べ約 105 ～ 107分の一にまで減少



していた（p<0.0001）。さらに感染 3日目にお
いては、検出限界以下となった。一方、PA単
独投与群でも対照群に比べ、臓器中菌数は減
少していた。感染 2日目の各臓器中の菌数は、
肺：2.97 × 105 CFU/g、肝臓：6.23 × 105 
CFU/g、脾臓：3.83 × 106 CFU/g で、3 日目
では 2.50 × 105、4.87 × 105、4.07 × 105 
CFU/gであった。2日目と 3日目の菌数には有
意差はなく、EA1 免疫群に比べ、有意に高い
菌数を示した。各臓器中の菌数において、EA1
単独免疫群と EA1＋PA 免疫群で有意な差が
認められなかった。 
 H25 年度には、EA1 粘膜免疫の持続期間に
ついて検討し、さらに実際の感染経路のひと
つである気道感染を行い、EA1 の粘膜免疫に
よるワクチン効果を検討した。 
 表 2 に実験群を示す。PA と EA1 をそれぞ
れ単独、あるいは組み合わせて、Poly(I:C)ア
ジュバント併用下で週 3 回、計 3 週間、経鼻
投与した（B群：PA, C群：EA1, D群：PA+EA1）。
アジュバントのみの投与群を対照群とした（A
群）。経鼻免疫により B-C の免疫群における
血中 IgG および IgA、粘膜中 IgA の抗体価が
上昇していた。すなわち、B群では PA、C群
では EA1、また D群では PAおよび EA1に対
する血中および粘膜中の特異抗体価がそれぞ
れ誘導されていた（図 11, 12）。抗体価の上昇
を確認後、最終免疫以降の抗体価の推移を調
べたところ、血中 IgG については最終免疫時
と同程度の抗体価が維持されていた。しかし、
血中 IgAは最終免疫後経時的に減少し、15週
目では最終免疫時の抗体価を示す吸光度が半
分以下にまで減少した。一方、粘膜中 IgA は
唾液では 13 週目までは経時的に漸減し、15
週目ではピーク時（4週目）の 1／4にまで吸
光度は減少した。糞便 IgAは唾液 IgAに比べ
抗体価は大きく減少し、15週目では対照群と
の間に有意差が認められないほどであった。
15週目に抗原を 1回だけ経鼻投与したところ、
全ての群において 4 週目より高い吸光度が観
察されるなど、強いブースト効果が認められ
た。 
 続いて、肺炭疽の感染経路である気道感染
による感染実験をこれらの実験群で行った。
図 13に生存曲線を示す。対象群の A群では、
気道チャレンジ後 3 日目からマウスは死亡し、
最終的な生存率は 20.0％であった。PA免疫群
（B 群）、EA1 免疫群（C 群）および EA1 と
PA免疫群（D群）の生存率はそれぞれ、37.5％、
83%、75％であった。ログランク検定による

生存率曲線の統計解析の結果、A 群に比べ有
意差が認められたのは C群と D群で、B群で
は有意差はなかった。また、EA1単独の C群
が EA1と PAの 2重投与した D群より高い生
存率を示したが、ログランク検定では両群間
に有意差は認められなかった。 
 
Ｃ－２．細菌毒素検出キットの開発 

CDCが指定する生物兵器に使われる可能性
の高い蛋白毒素の中で本研究にてターゲット

とした毒素の一覧およびそれぞれの毒素に対

する検出キット開発の進捗状況について表3
にまとめた。各毒素に対して進捗状況は様々

であるが、最も開発が進んでいるコレラ毒素

検出キットに関しては精製組換えCTタンパク
質を用いた検出感度検証において、CT特異的
イムノクロマト（CT-IC）が10ng/ml濃度（サ
ンプル量: 100µl）のCTを検出可能であった（図
15）。また、特異性の検証を目的としてCTと非
常に高い相同性を有するLTについて同様の検
証を行った結果、CT-ICは100ng/mlのLTに対し
ても擬陽性を示さず、CT-ICが高い特異性を持
つことが示された。ct遺伝子(+)コレラ菌株15
株及び、ct遺伝子(-)コレラ菌株5株について検
査を行った結果、ct遺伝子(+)株すべてにおい
てCT-ICによるCTの検出が可能であった。一方
でct遺伝子(-)株において偽陽性は検出されな
かった（図16）。さらに特異性の検証を目的と
してLT産生大腸菌および腸炎ビブリオについ
て検査を行った（図17）。LT産生大腸菌株は検
査に供した12株のうち3株で非常に弱いシグ
ナルが検出されたものの9株では擬陽性は検
出されなかった。また腸炎ビブリオでは検査

に供した7株全てで偽陽性の検出は観察され
なかった。以上の結果から開発されたCT特異
的イムノクロマトの高い特異性が示された。 
 
Ｃ－３．リシン毒素検出系の構築 
 H23 年には組換え大腸菌内で発現させた

rRTBの精製を行い、これを抗原として抗 rRTB
抗体を獲得した。抗 rRTB免疫抗体を用いたイ
ムノブロットの結果を図 18に示す。レーン 1
は、発現大腸菌のペレット、レーン２はそこ
から精製した rRTBを示す。図中の矢印で示す
ように、rRTBの分子量である約 25 kDaの位
置に陽性バンドが検出された。天然リシンの
Ｂサブユニットの分子量は約 33 kDaで、rRTB



との分子量に違いがあるが、これは大腸菌発
現系により糖鎖の付加がないためと考えられ
る。 
 続いて、リシンと相同性の高い細菌毒素を
用いて、本抗体の反応特異性について検討し
た。アミノ酸配列から、リシンＢサブユニッ
トと最も近縁である志賀毒素 Stx1, Stx2 およ
び志賀毒素の亜型である Stx2e の他、黄色ブ
ドウ球菌エンテロトキシン B、コレラ毒素の
各毒素を還元条件で SDS-PAGEで分離し、抗
rRTB 抗体を用いてイムノブロットを行った。
図 19に示すように、抗 rRTB抗体は、rRTBに
のみ特異的な反応を示した。 
 H23 年度までに得られた rRTB が大腸菌内
で不溶性の封入体を形成しており、立体構造
に変化が生じている可能性があった。H24 年
度には天然型リシンと十分に反応する抗体を
得るために、立体構造を保持した抗原を得る
ことを目的として Brevibacillus 発現系を利用
した分泌型 RTB発現系の構築を行った。 
 得られた形質転換体のコロニーを釣菌して、
液体培地にて培養した。数日間培養後、培養
上清を回収し、SDS-PAGE にて発現確認を行
った結果、His タグを C 末、N 末に付加した
いずれの場合においても、27 kDaの RTBの分
子量を示す位置にバンドが認められたが、N
末に His タグを付加した場合により強い発現
が見られた（図 20）。また 4 種のシグナルペ
プチドのうち Cタイプが最も強い発現を示し
た。続いて、同じ培養上清について、抗 His
タグ抗体を用いたイムノブロット法を行った
ところ、C末 His-RTBについては、CBB染色
では微弱なバンドが確認されたものの、イム
ノブロットでは確認出来なかった（図 21）。
一方、N 末 His タグ付加した株ではＢタイプ
のシグナルペプチドを除き、全ての株由来の
培養上清で 27 kDaのバンドが検出された。 
 H25 年度には H24 年度に得られた上記の形
質組替え株より分泌型 rRTBを精製し、これを
免疫することで、目的の特異抗体を得ること
ができた。この抗体は相同性の高いその他の
毒素に対して交差反応を示さなかった。 
 
Ｃ－４. バイオテロ病原体を多項目で迅速に
スクリーニングする方法の開発 
 遺伝子増幅機器を現場で使用できるように
ポータブルで小型の高性能機器遺伝子増幅機
器を開発した（図 22）。この機器は反応量10 l
と少量で、30 サイクルで 25 分、40 サイクル
で 30分と短時間で遺伝子増幅ができる。重量

は 4.5 kgでキャリーバックにいれて現場に持
ち運びができる簡便化された遺伝子増幅機器
である。実際、野外やモンゴルなどの海外途
上国においても使用可能で、移動中の衝撃を
軽減するため内部にクッションを置いたキャ
リーバッグで持ち運びができ、女性 1 人でも
負担なく運搬できることを確認した。 
 また現場での簡便な遺伝子抽出法を検討し
た結果、炭疽菌やボツリヌス菌などの芽胞菌
に対しては、検査材料 100 lをジルコニアビ
ーズが充填されたチューブに加え、100℃で 3
分間加熱後、1分間ボルテックスし、遠心後上
清を回収し核酸を抽出した。非芽胞菌に対し
ては、100℃、3分間の加熱抽出で十分であっ
た。 
 また核酸クロマト用の遺伝子増幅ができる
プライマーを開発した。検出原理を図 23に示
す。本プロジェクト期間中に、主に CDCによ
る生物剤分類カテゴリーＡ（Yersinia pestis, 
Bacillus anthracis, Francisella turalensis, 
Clostridium botulinum） と カ テ ゴ リ ー Ｂ
（Brucella spp, Burkholderia pseudomallei）の細
菌を中心に開発を行った。また、肺炭疽や肺
ペスト、野兎病菌感染でみられる呼吸器症状
と細菌性の市中肺炎を類症鑑別可能なキット
も開発した（図 24）一例としてボツリヌス菌
検出用の核酸クロマトを示す（図 25）。上述
の加熱抽出液5 lを鋳型としてPCR反応を40 
サイクル行った。反応後、PCR 反応液をスト
レプトアビジン標識青色ビーズの入ったクロ
マト展開液と混合し、増幅産物の有無を核酸
クロマトストリップにより目視で検出した。
核酸クロマトの検出感度は従来の PCR法に比
べ約 10倍高く、10 fgの DNAを検出でき、か
つ 1 時間以内に目視で結果を判定することが
できた（図 26）。 
 
Ｄ．考 察 
Ｄ－１．炭疽に対する粘膜ワクチンの開発 
 炭疽菌の病原性は、芽胞の発芽、栄養体の
増殖、毒素の産生、の３つの段階から成り立
っている。炭疽菌は増殖速度が早く、血中で
劇的に菌数が増加する。現行のヒト用炭疽ワ
クチンは炭疽菌が産生する毒素の一つである
防御抗原(PA)を主成分とし、炭疽菌の産生す
る毒素の作用を阻害することはできるが、芽
胞の発芽や栄養体の増殖を防ぐことは難しい。
EA1 は炭疽菌の栄養体と芽胞の両者の表層に
発現していることから、EA1 を標的とした免
疫により、芽胞及び栄養体に対する 2 重の防



御効果が期待できる（図 14）。我々は、これ
までの侵襲性のワクチンで問題となっていた
接種部での副作用を回避し、接種を簡便化す
るため、EA1 の経鼻投与による粘膜免疫誘導
による炭疽防御効果について検討してきた。
粘膜免疫は全身免疫と粘膜免疫を誘導できる。
炭疽菌は気道や消化管、創傷部位の粘膜を介
して感染するため、粘膜免疫の誘導は効果的
な感染防御に重要である。 
 EA1 粘膜免疫の持続期間について検討した
ところ、血中特異抗体価については最終免疫
から 3 ヶ月後も高い抗体価を維持しており、
特に血中 IgG については最終免疫時とほぼ同
程度の抗体価を示していた。一方で、粘膜中
の特異抗体価については経時的な減少が見ら
れた。免疫部位の鼻粘膜から遠位にある腸管
粘膜中の特異的 IgAは最終免疫から 3ヶ月後
は非免疫群の対象群と同程度にまで減少した。
一方、免疫部位から近位粘膜である唾液中の
特異的 IgA の抗体価はピーク時より半減して
いたが、比較的高い抗体価が維持されていた。
また、抗体価が減少しても追加免疫すること
で以前より高い抗体価を短時間に誘導できる
ことから、初回免疫後は約 3 ヶ月おきの追加
免疫で十分高い抗体価を維持できると思われ
る。米国で使用されているヒト用炭疽ワクチ
ンは、4 週間隔で 2 回筋注して初回免疫を誘
導し、6，12，18 ヶ月後に追加の皮下接種を
行う。その後は 1 年毎の追加免疫という煩雑
で外科的侵襲性のある接種プロトコールであ
る。今回の我々の粘膜ワクチンにおいても抗
体価の維持には約 3 ヶ月毎の追加免疫が必要
であることが示唆されたが、経鼻免疫は簡便
で被接種者にストレスがなく、状況によって
は自分で接種することも可能である。今後は、
持続的に接種部位の免疫応答を刺激できるよ
うな除放性キャリアを利用することで投与間
隔の延長や効果的な免疫誘導を検討する必要
がある。 
 また PA 単独免疫では肺炭疽の発症が予防
できないことが以前から指摘されていたが、
今回の検討においても同様の結果が得られた。
おそらく、PAを標的とした免疫応答では、体
内に侵入した炭疽菌芽胞の発芽と栄養体の増
殖を抑制することができないため、増殖した
菌により産生される毒素量を十分に中和でき
る抗体価が誘導されていない場合、毒素の作
用を完全に阻害することが難しいと思われる。
一方で、EA1 は単独免疫で炭疽菌感染に対す
る有意に優れた防御効果を示した。EA1 の経

鼻免疫は粘膜および全身免疫を刺激し、気道
内に侵入した炭疽菌を効果的に排除すること
で、感染個体における炭疽の発症を予防した
と考えられる。 
 
Ｄ－２．細菌毒素検出キットの開発 
 本研究班ではバイオテロに使用される可能
性の高い細菌毒素の網羅的検出系の開発とそ
れら検査法の安定供給を目指し、様々な細菌
毒素に対する免疫学的迅速検査法の開発を行
っている。免疫学的検出法は本研究班でも開
発を行っている核酸クロマト等の遺伝子をタ
ーゲットとした遺伝子検出法と並び、迅速な
細菌検査法として様々な現場で使用されてい
る。免疫学的検出法は一般的に遺伝子検査法
と比較して検出感度の面で劣るものの、本研
究班でターゲットとしている毒素タンパク質
の様な菌の存在無しでも存在しうる外毒素を
検出する際には非常に有効な手段である。ま
た、遺伝子検査法と免疫学的検査法の併用に
よって診断の精度上昇が見込まれるとの指摘
については H25年度の本研究班の報告書内で
本研究事業の研究分担者の１人である富山県
衛生研究所の佐多徹太郎先生との共同研究
（腸管出血性大腸菌感染症患者糞便からのシ
ガ様毒素の高感度免疫学的迅速検出法
Bead-ELISAを用いた直接検出）でデータを示
したところである。 
 本研究期間に開発を行ったイムノクロマト
法については電源等を必要としないためオン
サイトでの検査を可能にする点でも非常に有
益である。表 3 に示す様に現在、様々な細菌
毒素に対して平行して免疫学的迅速同定法の
開発を行っている。H23年度から H25年度ま
での研究期間内でコレラ毒素に対してはイム
ノクロマトの作製までを完了しており、非常
に特異性の高い方法が構築された事を確認し
ている。現在、他の細菌毒素についても同様
に高感度・高特異性のイムノクロマトの開発
を進めている。 
 
Ｄ－３．リシン毒素検出系の構築 
 H23 年度までに作製した大腸菌で発現させ
た rRTB を抗原として得られた特異抗体は検
出感度が低く、組換え蛋白は大腸菌内で不溶
性の封入体を形成していており、様々な手法
でリフォールディングを試みたが、凝集を完
全に抑制することは困難であり、このような
状態では立体構造に変化が生じている可能性
がある。天然型リシンと反応する抗体を得る



ために、H24 年度にはシグナルペプチドを付
加した分泌型 rRTBの発現株を作製し、H２５
年度には立体構造を保持したRTBを認識する
特異抗体を得ることができた。今後、本抗体
を利用したイムノクロマトの作製を行う。 
 
Ｄ－４. バイオテロ病原体を多項目で迅速に
スクリーニングする方法の開発 
 単独プライマーは高感度であるが、複数の
病原体を一つ一つ増幅して検査しなければな
らず、手間と時間がかかる。複数の病原体を
同時に調べる方法としてmultiplex PCR法があ
るが、プライマーの組み合わせに制限があり、
単独プライマーに比べ感度は劣る。本技術で
は多種類のプライマーを混合しても単独プラ
イマーと同等の感度を達成でき、かつ特異的
増幅を DNA クロマトで目視により５分で確
認できるため、増幅の有無に高価なリアルタ
イム PCR装置や面倒な電気泳動などを必要と
しない（図 27）。そのため本システムは生物
剤の現場での検出に適用できるだけでなく、
検疫や感染症の集団発生時にも利用できる。
また、肺炭疽や肺ペスト、野兎病菌感染でみ
られる呼吸器症状と細菌性の市中肺炎を類症
鑑別可能なキットも開発した。現在、上気道
の細菌感染症の病原体検査は培養法に依存し
ており、Mycoplasma, Chlamydophila, Legionella, 
Streptococcus など特殊な培養と選択培地を要
求される病原体が多く、一般細菌培養検査で
は対応できない。今回我々が開発した核酸ク
ロマト法は生物テロ対応だけでなく、通常は
臨床現場で微生物検査が行われない市中肺炎
の原因菌を診察外来の待ち時間を利用して検
出でき、感染症外来においてより的確な診断
に貢献できる。風邪、咽頭炎あるいは肺炎症
状を訴える患者に対するバイオテロを想定し
た遺伝学的迅速診断法は市中で起こる呼吸器
感染症に対する類症鑑別法としても期待でき
る。 
課題としては10 lの反応液を low profile 

tubeで増幅するポータブルな遺伝子増幅装置
を開発したが、作業現場でバッテリー駆動型、

あるいは自動車の電源を使い作動させる必要

性があり、より小型化へと改良する必要があ

る。 
 また、本研究開発では、PCR増幅産物の蓋
をあけて核酸クロマトろ紙を挿入して増幅産

物を識別しているが、操作者によってはコン

タミの可能性もあるため、蓋を開けずにクロ

マトを展開できるようなチューブや技術の開

発が必要かもしれない。 
 さらに、我が国ではBSL3や特定病原体の感
染症の頻度は低いため、疾病が蔓延している

発展途上国で、環境水、土壌、動物及び人か

らの検出ができるかどうかの現地検証が必要

になる。現在、様々な感染症が問題となって

いる海外の途上国における実証試験を計画し

ている。 
 本研究で開発したクロマトの性能は、リア
ルタイム PCR と比べて約 10~100 倍感度が高
く特異性も高かった。核酸クロマト法は DNA 
抽出から 1 時間以内に判定ができ、1 反応で 
4 菌種を同時に検査できるため、コストの削
減や検査時間の短縮が可能である。また、イ
ムノクロマトと同様バンドの有無を目視判定
して 増幅産物の判定ができるため、臨床外来
はもとより、生物剤散布現場やインフラの整
わない場所などでも利用可能である。 
 医療現場で原因不明の感染症を本研究で開
発した多項目遺伝子検査法でスクリーニング
する方法として利用される道を作らなければ
ならない。バイオテロを最小限の被害で食い
止めるには、頻度の高い一般感染のスクリー
ニング試薬の中にマウントして見逃しのない
医療ができる体制を構築する必要がある。核
酸増幅用のプライマーは長期乾燥に耐えるの
で普段から備蓄しておく必要がある。 
 
Ｅ．結 論 
1. マウス肺炭疽モデルにおいて現行ワクチ
ンの主成分である PAに比べ優れた防御効
果を示す EA1を同定し、EA1が次世代炭
疽ワクチンの候補分子として有用である
可能性を示唆した。 

2. 植物由来毒素であるリシンの検出系に利
用できる特異抗体を得ることに成功した。 

3. バイオテロに使用される可能性の高い複
数の細菌毒素に対する免疫学的迅速同定
法の開発に必要な抗原、抗体、免疫学的迅
速同定法の作製を行った。特にコレラ毒素
に対しては特異性の高いイムノクロマト
の作製を完了した。 

4. リアルタイムPCRと比べ約10-100倍感度
が高く、目視により検体入手から約1時間
で多検体項目をスクリーニング可能な検
出法を開発した。 
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 研究要旨 

平成 23-24 年度にはバイオテロ関連特定病原体の中の真菌感染症に主眼を

置き検査法の習熟を計った。平成 23 年度には一般真菌の網羅的スクリーニン

グ検査検出キットを用いて、健康危機発生時対応を想定のもと、操作性、精

度等の評価と共に真菌検査法に慣れた。平成 24 年度には真菌感染症の中で、

最も致死率の強いコクチジオイデスを対象に病原体の網羅的検出法の構築と

操作性、そして問題点の解析を行った。この問題点の解決を目的に平成 25 年

度には、国立感染症研究所真菌部の指導の下、研究協力員の実技研修を行い、

検出技術の向上を図った。 

この実技研修は、真菌感染症による健康危機発災時には、地方衛生研究所

の各ブロックにおける研究協力員が指導的立場で危機対応を完遂させること

を可能にするためのものである。 また作成された「バイオテロ対策病原性

真菌検査マニユアル」はバイオテロの可能性のある真菌検査検査対応の一助

になると考える 

 



 

A. 研究目的 

 バイオテロを含む健康危機発生時に、

先ず第一に現場で検査対応するのは全国

地方衛生研究所である。平成 20 年度から

対象病原体検出法の標準化の作製を目的

として、国立感染症研究所でバイオテロ

関連特定病原体の網羅的スクリーニング

検査・検出キットが作成された、地方衛

生研究所が感度、特異性、操作性等につ

いて評価してきた。対象病原体として、

ウイルスでは天然痘スウイルスワクチン

株、アデノウイルス、インフルエンザウ

イルス H5N1、SARS コロナウイルス等、ま

た、細菌では Bacillus anthracis 、

Burkholderia pseudomallei-mallei 、

Yersinia pestis、Coxiella burnetii、

Clostridium botulinum toxin A、B 等を

用いた。 

 平成23年度からはバイオテロ対象病原

微生物である真菌を対象に、これまでと

同様に国立感染症研究所で作製された網

羅的迅速検出法について、検出精度の評

価を行った。 

過去三年間にバイオテロに使用される

可能性のある可能性のある病原体の中の

ウイルスと細菌については、評価研修と

共に研究協力者がその技術を維持し、技

術伝達体制を構築しつつある。一方、バ

イオテロ対象病原体の一つである真菌に

ついての評価技術研修の初年度は、一般

的な真菌検出について国立感染症研究所

で作成された網羅的測定キットを用いて

地方衛生研究所で測定精度の評価を行っ

た。その結果、研究協力の 8地衛研では、

ブラインドサンプル; Candida albicans、

Aspergillus fumigates, Cryptococcus 

neoformans, を特定することが出来た。

しかし、この評価の過程を通して検査精

度のさらなる向上のみならず真菌検体そ

のものの取り扱い等について様々な角度

から提言された。二年目は致死率の高い

Coccidioides 

類について評価研修を行った。技術的な

未熟さを補うべく、最終年度には研究協

力者の実技技術研修会を設定、実際の

Coccidioides 属遺伝子の検出を実施し問

題点を分析、討論を目的とした。 

  

B. 研究方法 

 国立感染症研究所で作製されたバイオ

テロ対象の真菌の迅速網羅的検出法に従

った。即ち、遺伝子学的同定法は、一般

的に推奨された同定法に準拠しておこな

う 

事とした。                                       

1. 方法 

 共同プロトコールとして評価機関に試

薬・サンプルと共に送付された。 

2. 配布サンプル 

1) 平成 23 年度 

①Positive control (PC); Candida  

albicans genome DNA  

②Negative control (NC) 

 ③Klebsiella pneumoniae genome DNA  

④ blind DNA sample 1 (1)  

⑤ blind DNA sample 2 (2)  

⑥ blind DNA sample 3 (3)  

⑦ PCR premix NL (NL)  

⑧ PCR premix ITS (ITS) 

2) 平成24年度 



(1) 用意されたNL1/NL4 primerを用い
てblind DNA 検体の検出成績 
  Sample１：592bp 
 Aspergillus fumigatusと99%の相同性  
Sample 2：568bp 
Ajellomyces capsulatus と99%の相同性  
Sample 3：676b  
  Cunninghamella polymorpha および  
 Cunninghamella bertholletiaeと99%の相
同性  

Sample 4：565bp 
  Coccidioides immitis および  
Coccidioides posadasii と99%の相同性  
(2) Coi9-1F/Coi9-1R primer を用いた検
出成績 
Sample 4：595bp（reverse primer側の
み解析可能）  
 Coccidioides posadasii および  
  Coccidioides immitis と99%の相同性 

３)平成 25 年度 

(1) コクシジオイデスの DNA を真菌検出

の共通領域であるリボゾームRNA遺伝子 

(2) 領域（18S－5.8S－26S）のうち ITS

－NL 領域を増幅するプライマー対、コ

クシジオイデス菌の選択的検出プライ

マー対を用いた PCR 法による遺伝子検

出。 

 

(倫理面への配慮) 

 本研究では、 

特定の研究対象者は存在せず、倫理面へ

の配慮は不要である。 

 

C. 研究結果 

1) 検出成績 

 全て研究協力者の測定結果では、blind 

samples について同定することが出来、

シークエンス結果も一致した。また、各

地衛研から検査測定評価について意見が

提出された。すなわち PCR検出法の条件、

真菌にユニバーサルな検出系であるため

検出可能な他の真菌類の菌名の開示、検

出測定マニュアルの作製等であった。 

また、真菌同定検査法の確立は、バイオ 

テロ対策のみならず、食品苦情事例にも    

非常に有用であるとの意見もあった。 

2) 7研究協力者の中で 4協力者が正確に 

Coccidioides 遺伝子を検出することが出

来た。他の研究協力者にはコンタミのよ

うな結果がでる、との技術的な課題、PCR

反応系の不具合、プライマーの設定条件、

PCR 反応酵素系の確認の必要性等 

の課題が提言された。 

3) このような検出技術の未完成部分を

補足すべく、Coccidioides のみに限定した 

検出実技研修を行い、多くの研究協力者が 

正確に Coccidioides 遺伝子の検出が可能

となった。 

 

D. 考察 

アメリカ CDC によるバイオテロ対象重要

疾患としたカテゴーA,B,C 分類には、それ

ぞれ A:6 疾患、B:12 疾患、C:5 疾患(2003)

を設けている。その中で、特に高い死亡

率、感染力等をもつカテゴリーAには、天

然痘、炭疽、ペスト、ポツリヌス中毒、

それに各種のウイルス性出血熱が含まれ

ている。カテゴリーA対象微生物は、国立

感染症研究所で作製されたバイオテロ対

象病原体の網羅的測定キットを用いた対

象病原体遺伝子検出の測定評価による研

修を行ってきた。これらに引き続き、バ

イオテロに使用される可能性高い真菌類

の検出技術の習得を開始した。しかし、

バイオテロ対象となる可能性の極めて高



いコクシジオイデス、ヒストプラスミン、

トリコセテン・マイコトキシンなどの真

菌類を対象にした検出検査では期待され

ていた成果は望めなかった。 

細菌やウイルスに対する検査・同定技

術は優れている地方衛生研究所は真菌検

査に馴染めていないのが大きな理由と考

えられた。しかし、二年間に亘る測定実

技研修等により測定技術は向上した。 

今後は、ウイルス、細菌のみならずバ

イオテロ対象病原体真菌の検出には、こ

れらの地方衛生研究所の研究協力者が核

となり、バイオテロ健康危機発生時には、

技術的指導のみならず情報連携ネットワ

ークの中心としてバイオテロ対象病原体

検出の中核となることを望んでいる。 

また、最終年度に作成した「バイオテ

ロ対策病原性真菌検査マニユアル」は今

後地方衛生研究所の真菌検査活動に大い

に役立つものと期待している。 

 

E. 結論 

バイオテロ対象病原体の一つである真

菌の網羅的測定キットを用いて地衛研で

測定評価を行った。その結果、研究協力

者地衛研では、Coccidioides 類の遺伝子検

出、菌種を特定することが出来た。 

作成した「バイオテロ対策病原性真菌検

査マニユアル」は有用な検査対応の一助

となると考える。 

 

Ｆ．健康危険情報 

特になし 
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バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法と標準化に関する研究 

分担研究報告書 

 
バイオテロ関連疾患の臨床診断支援方法の開発 
バイオテロ関連感染症の臨床診断と治療 

 

研究分担者   岩本 愛吉  東京大学医科学研究所 先端医療研究センター 感染症研究分野 
 
研究協力者  相野田 祐介 東京女子医科大学病院 感染症科 
 加藤 康幸  国立国際医療研究センター病院 国際感染症センター 
 竹下 望   国立国際医療研究センター病院 国際感染症センター 
 倉井 華子  静岡がんセンター 感染症科 
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 河野 茂      長崎大学病院 第二内科 
 國島 広之    聖マリアンナ大学 総合診療内科 
 加來 浩器    防衛医科大学校 防衛医学研究センター 
 古谷 信彦    文京学院大学保健医療技術学部・臨床検査学科 
 藤井 毅     東京医科大学八王子医療センター 
 鯉渕 智彦   東京大学医科学研究所附属病院 感染免疫内科 
  

研究要旨 生物テロに関連する疾患について、インターネット上で手軽に情報を

得ることを目的とした『生物テロ関連疾患の診断・検査・治療マニュアル』のホ

ームページを作成後、ICD を対象に実施したアンケート結果や全国の感染症専門

家から寄せられた意見を参考にして修正とアップデートを行ってきた。2011～12

年には 20 疾患を追加、2013 年には新たに感染症法に基づく特定病原体等(三種)

に指定された重症熱性血小板減少症候群（SFTS）など 2疾患を加え、これにより

一種から三種の病原体すべてと四種病原体の大部分を網羅することができた。今

後とも各病原体（疾患）の最新情報の追加を行い、迅速かつ正確に情報提供を行

えるようホームページの更新作業を進めていく方針である。さらにバイオテロ診

断支援の一環として、関連各施設・機関との連携体制の構築について具体的方法

を検討した。 

 

 

Ａ．研究目的 
 生物テロに用いられる可能性のある病原微生

物は多彩で、その多くは極めて稀でかつ重篤な

疾病を引き起こす。すなわち、感染拡大防止と

生命予後改善のためには、生物テロ関連疾患の

臨床診断、検査材料および検査方法の選択、治
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療法の選択について、多くの医療従事者が正確

な知識を、インターネットなどを通じて手軽に

得られることが大切である。本研究においては、

最新のデータに基づいた、インターネット上で

広く利用できる臨床診断および治療マニュアル

の作成をおこなった。これまでにその内容を入

れた CD-ROMを作成・配布や、新たに立ち上げ
た改訂専用のホームページを通じて、専門家の

意見を取り入れながら修正とアップデートを行

ってきた。その後、新たな疾患も追加してより

内容の充実した使いやすいホームページを整備

した。最終的にはこれらのリソースが一般の医

療従事者にとっても簡便で迅速な情報源となる

ことを目的とする。 
 

Ｂ．研究方法 
 すでに作成していた 15 種類のバイオテロ関
連疾患に加えて、新たに追加作成した計 25疾患
に関するマニュアルの編集および、病原体の管

理や輸送に関する最新の情報を追加・修正作業

を実施した。また、バイオテロ診断支援の一環

として、関連各施設・機関との連携体制の構築

について具体的方法を検討した。 
 
（倫理面への配慮） 
特になし 

 
Ｃ．研究結果 

 2010 年までに本研究において作成していた、

(1) ウイルス性出血熱、(2) ウエストナイル熱・

脳炎、(3) Q熱、(4) 狂犬病、(5) コクシジオイ

デス症、(6) SARS、(7) 消化管感染症、(8) 多剤

耐性結核、(9) 炭疽、(10) 天然痘、(11) 鼻疽・

類鼻疽、(12) ブルセラ症、(13) ペスト、(14) ボ

ツリヌス症、(15) 野兎病の各項目について、ア

ンケート調査等によって全国から寄せられた意

見を参考して細かな修正をおこなうとともに、

最新の情報を追加した。しかし、これらの 15

疾患のみではバイオテロに利用される可能性の

ある病原微生物を十分に網羅していないことが

指摘されたことを受け、新たな疾患として平成

23年度以降に以下の 25疾患を追加した：(1) 西

部ウマ脳炎、(2) 東部ウマ脳炎、(3) ベネズエラ

ウマ脳炎、(4) ダニ媒介性脳炎、(5) ヘンドラウ

イルス感染症、(6) リッサウイルス感染症、(7) 

日本脳炎、(8) 南米出血熱、(9) オムスク出血熱、

(10) キャサヌル森林病、(11) リフトバレー熱、

(12) ハンタウイルス感染症、(13) Ｂウイルス症、

(14) ニパウイルス感染症、(15) レプトスピラ症、

(16) 発疹チフス、(17) チクングニア熱、(18) ロ

ッキー山紅斑熱、(19) サル痘、(20) 黄熱、(21) 回

帰熱、(22) 急性灰白髄炎、(23) デング熱、(24) 

日本紅斑熱リケッチア、(25) 重症熱性血小板減

少症候群（SFTS）。執筆は全国から選定した感

染症専門家に依頼し、“目で見て理解する”要素

を重視し図表等も数多く示した。また各疾患の追

加・修正のみならず、総論の内容についても病

原体の管理や輸送に関する最新の情報を記載し

た（http://bt.sfc.wide.ad.jp）。 

また、バイオテロ診断支援の一環として、関連

各施設・機関との連携体制の構築も重要な課題

である。下図に一つの案を示す。 

 
 
このようなシステムの構築のためには、国内の

施設で可能な臨床診断支援方法を把握しておく

ことが有用と思われる。これらの情報入手が可

能となるよう今後も検討を進めていく必要があ

る。 

 対応可能 

疾患 

臨床

検体 

検査法 

など 

A研究室 炭疽菌 血液 LAMP法 

B 県衛生

研究所 

ボツリヌス

菌・毒素 
・・・ 
毒素遺伝子の

塩基配列解析 

C大学 ウイルス性

出血熱 
・・・ ・・・ 
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Ｄ／Ｅ．考察・結論 

 バイオテロに利用される恐れのある病原微生

物によって引き起こされる疾患は、現在のわが

国ではみることのないものがほとんどであり、

臨床医の多くがそれらの病態に対する知識はな

く、また診療疾患対象としての関心も有してい

ないのが現状であると思われる。一方で、病原

診断法やワクチンの開発に関しては、主に基礎

系の研究者によって研究開発が国内外で行われ

ている。すなわち、本ホームページの作成にあ

たっては、一般の臨床医が容易に理解できるよ

うな工夫をおこなうとともに、広い見識を有す

る感染症専門家から最新の知見を加えながら常

に最新の情報を提供することが重要である。ま

た、重症熱性血小板減少症候群（SFTS）に代

表される新興感染症などに対して迅速な情報提

供も極めて重要である。このような背景に基づ

き、国内のインフェクションコントロールドク

ター（ICD）を対象としたアンケート調査結果

に基づく改訂作業に加え、全国の感染症専門家

によって組織された研究協力者からの意見を参

考した改訂作業を実施した。これにより迅速性

や情報の正確性などを備えた有益なホームペー

ジの整備がなされたと考えられる。 

 
Ｆ．健康危険情報 
特になし                     

 
Ｇ．研究発表             
１．論文発表             
  なし 
 
２．学会発表             
発表なし 
                   
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含む。）    
該当なし   
 

 



  

厚生労働科学研究費（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法と標準化に関する研究 

分担研究報告書 
 

各医療機関のバイオテロ対策を支援するための方策 
 

研究分担者  松本 哲哉 東京医科大学微生物学講座 教授 

 
研究要旨  国内の医療機関の多くは感染防止対策加算をきっかけとしてさらなる院内感染対策の充実

をはかり、さらに新型インフルエンザに対する対策もBCP作成を含めて進展してきている。しかしバイオ

テロに関する医療機関の準備状況はまだほとんどなされていない施設が大半を占めており、さらなる対応

策が必要と考えられる。そこで本研究においては、医療機関向けのバイオテロ対策のガイドラインを作成

し、具体的な対策の指針を示すことを主な目的としている。平成23年度は全体としての位置付けや方向性

を確認し、平成24年度は、バイオテロ対策ガイドラインの基本骨格を作成した。さらに平成25年度は新

型インフルエンザ対策に向けたBCP作成のガイドライン等を参考にして、さらにたたき台となる案を作成

することができた。今後、関連する多くの感染症診療に関するガイドラインの内容と比較しながら、相互

の内容に矛盾が生じないように、さらに検討を行う必要がある。 

 

Ａ．研究目的 

いまだに世界の各地域において、政情が不安定

な地域を中心に内部紛争が続き、さらに宗教に

絡んだ争いも頻発している。それに伴い、発展

途上国のみならず、どの国においてもテロ行為

の脅威に曝されており、警戒のレベルを高めて

いる。 

バイオテロに対する対策の重要性は認識され

るようになってきているが、実際にバイオテロ

が起こった際に想定される状況は多様であるた

め、必要な準備に関する明確な指標や基準が定

められておらず、各医療機関も具体的に何を準

備すべきかについて混乱が生じている。そこで

本研究においては、各医療機関が今後、バイオ

テロに対する準備を行う上で必要なガイドライ

ンを作成することを目的にして検討を行った。 

 
Ｂ．研究方法             
バイオテロに関する国内外の各種資料を入手し、

さらに感染症に関する各種ガイドラインを参考

にして日本の医療現場の現状に合わせたガイド

ラインを作成した。 
 

Ｃ．研究結果             

1) 医療機関におけるバイオテロ対策ガイドラ
インの作成 
バイオテロ対策のガイドラインについては、現

在の医療機関が置かれた状況を考慮した上で、

より実践的で効率的な内容にすることを目指し

ている。 
ガイドラインの骨格とその主な内容としては、

下記に挙げるような項目とした。 
 
表1．バイオテロ対策ガイドラインの骨格 
 
①バイオテロの定義 
②バイオテロに用いられる病原体 
③バイオテロの検知と認識 
④バイオテロの初期対応 
⑤病原体の確認と検査 
⑥病原体別にみた感染予防策 
⑦外来における対応 
⑧病棟における対応 
⑨バイオテロ時に想定される状況 
⑩他の医療機関との連携 
⑪自治体、警察、消防との連携 

 
 
さらにバイオテロの病原体であっても他の感染

症の病原体と同様に予防策は基本的に4種類に
分類されるため、病原体の種類に応じて、表２

に示すような各種感染予防策を提唱した。 
 
表２. 各種病原体の感染予防策 
 

【標準予防策にて対応可能】 



  

・炭疽、鼻疽、類鼻疽、野兎病、コクシジオイ

デス症、ボツリヌス毒素中毒など 

【飛沫感染予防策】 

・SARS、高病原性インフルエンザなど 

【接触感染予防策】 

・ペスト、ウイルス性出血熱、コレラ、サルモ

ネラ感染症、EHEC感染症など 

【空気感染予防策】 

・天然痘、多剤耐性結核菌など 

 

バイオテロ時に想定される状況については、表

3 のような場面が想定されるため、これらへの
対応についても触れる必要があると考えられる。 
 
表３. バイオテロ時に想定される状況 
 
多数の重症患者の増加 
外来患者の増加 
医療スタッフの減少 
医療スタッフの感染 
情報不足、デマなどによる混乱 
医薬品や関連物資の不足 
通常の診療内容への制限 
指揮系統の混乱 
ライフラインの障害 
犯罪の増加 
 
 

Ｄ．考察 

各医療機関においては、診療改定に伴う感染対

策に対する加算の実施に伴い、院内感染対策は

人的および設備等の面からも充実してきている。

さらに、各種耐性菌やインフルエンザ、ノロウ

イルスなどによるアウトブレイクを多くの施設

が経験しており、対策の必要性を実感している

ことも要因となっていると考えられる。 
また、新型インフルエンザに対する対策は国

や自治体の指導のもとに、各医療機関における

事業継続計画（business continuity plan: BCP）

の作成を求められており、インフルエンザ対策

も今後さらに充実が図られる見通しとなってい

る。 

その一方で、バイオテロに対しては、実質的

にまだ具体的な準備は何もなされていない医療

機関が大半を占めているのが現状である。その

理由としては、感染対策面で現在、差し迫って

いる院内感染対策、あるいは新型インフルエン

ザ対策への対応に手一杯で、バイオテロ対策ま

で行う余裕がない、というのが現実と思われる。 
 ただし、今後の東京オリンピックの開催や海

外における政情不安の状況を考えると、バイオ

テロ対策を疎かにして良いという判断にはつな

がらず、むしろ今後、医療機関が是非取り組ま

なければいけない課題のひとつになると思われ

る。 
今後、ガイドラインが完成したとしても、実

際にことが起こると、社会的な混乱を生じる可

能性が高く、行政機関、警察、消防など、各種

機関との連携は欠かせない。その意味において

も、本ガイドラインを完成させるにあたり、今

後、関係機関との調整も必要になるものと思わ

れる。 
なお、本研究班においては、岩本愛吉先生を

分担研究者とするグループにおいて、バイオテ

ロ対策ホームページが作成されているため、今

後、しかるべき段階でこのホームページを介し

た一般への情報開示も検討すべきであると考え

る。 

 

Ｅ．結論               

各医療機関がバイオテロ対策を実施する上での

参考となるガイドラインの作成を計画し、3 年

間でたたき台となる案を作成した。今後、実用

性の高いガイドラインを目標に、詳細を検討し

ていく必要がある。 

 

Ｆ．健康危険情報 

特になし                     

 

Ｇ．研究発表             

 １． 論文発表 

なし 

２． 学会発表             

なし 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

（予定を含む。）    

 1. 特許取得           

特許取得なし 

 2. 実用新案登録          

登録なし    

3.その他   



  

  なし

 



厚生労働科学研究費（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法と標準化に関する研究 

分担研究報告書 

 

ウイルス性出血熱等のバイオテロ関連病原体の診断法およびシステムの整備に関する研究 

 

研究分担者 西條政幸 国立感染症研究所ウイルス第一部 

 

研究要旨： 

 バイオテロ関連病原体を迅速に，かつ，高感度に検出するための 5’-Flap 付加 primer を

用いた遺伝子検出法の診断における有用性を評価した．本研究においてリンパ球性脈絡髄

膜炎ウイルス(LCMV)，狂犬病ウイルス(RV)，チクングニアウイルス(CHIKV)に対する既知の

プライマーを用いた 5’-Flap 付加 primer 法の検出感度向上について評価した．その結果

LCMV 特異的プライマーに 5’-Flap 付加 primer 法を用いたときその感度は向上した．しか

しながら RV, CHIKV に対してはその効果は認められなかった．Flap 配列の付加によるプラ

イマー感度の向上のメカニズムは不明であるが，既存のプライマーに対するその効果の検

討は有用であることが示唆された． 

 一方，不明病原体による感染症発生の際に，検体を海外から受け入れることが求められ

ることもある．そこで，EU，米国等の感染症研究機関でどのような診断体制でどのような

対応を行うか，また各国の診断技術について情報交換を行うため，GHSAG Unknown Pathogen 

Workshop (不明病原体感染症診断技術に関するワークショップ)に参加した．日本は感染研

において病原体検出を試みたが，検体輸送の遅延の問題および，不明病原体の輸入が不可

能であった．サンプルの送付・受取方法（輸送の遅延への対応，感染性病原体の扱い）に

ついても改善が必要である． 

 

研究協力者：林昌宏，伊藤（高山）睦代，

福士秀悦，吉河智城，谷英樹，下島昌幸（国

立感染症研究所ウイルス第一部）；影山努，

中内美名（国立感染症研究所インフルエン

ザセンター），松山州徳，白戸憲也（国立

感染症研究所ウイルス第三部）；永田典代

（国立感染症研究所感染病理部） 

 

A. 研究目的 

 ウイルス感染症の診断法としてウイルス

特異的遺伝子検出法（定量的 RT-PCR 法等）

が用いられるようになっているが，バイオ

テロ関連病原体の遺伝子検出には高感度に

ウイルス遺伝子を検出することが求められ

る．5’-Flap 付加 primer を PCR 法やリア

ルタイム PCR 法に用いることによりウイル



ス遺伝子をより高感度に検出できることが

報告された．そこで既存のウイルス特異的

遺伝子検出用 primer の 5’端に Flap 配列

（AATAAATCATAA）を付加することにより，

その検出感度を上げることができるか否か

を，5’-Flap 付加 primer を用いた定量的

RT-PCR (qRT-PCR)法に応用し，リンパ球性

脈 絡 髄 膜 炎 ウ イ ル ス (Lymphocytic 

choriomeningitis virus, LCMV)，狂犬病ウ

イルス（RV），チクングニアウイルス（CHIKV）

の遺伝子を用いて評価しることを目的とし

た． 

 一方，原因不明感染症の診断には，患者

の発生状況や背景要因，検査データ等から，

検査対象とする病原体，検査に用いられる

検体の種類，検査手法，除外診断等を考慮

し，迅速かつ効率的に行われなければなら

ない．同時に原因不明感染症の発生がバイ

オテロによるものかどうかを検討し，患者

（および周辺）のケア，リスク評価，情報

の発信が的確になされるような体制が整備

されている必要がある．不明病原体感染症

発生の際に，EU，米国等の感染症研究機関

でどのような診断体制でどのような対応を

行うのか，また各国の診断技術について情

報交換を行うため，GHSAG Unknown Pathogen 

Workshop (不明病原体感染症診断技術に関

するワークショップ)に参加した．その概要

について報告する． 

 

B. 研究方法 

1) 5’-Flap 付加プライマーを用いた遺伝

子増幅法の検出感度の評価 

① ウイルス RNA の抽出：LCMV および RV

のウイルスの RNA を High Pure Viral 

RNA Kit (Roche)を用いて抽出した．抽

出方法はメーカーのマニュアルに従っ

た． 

② Flap 付加 LCMV，RV，および，CHIKV 特

異的プライマーの設計: LCMV 特異的プ

ラ イ マ ー :GP-F 

(CATTCACCTGGACTTTGTCAGACTC) ， GP-R 

(GCAACTGCTGTGTTCCCGAAAC)(J Virol 

Meth 147:167–176,2008)を用いて Flap

付 加 LCMV 特 異 的 プ ラ イ マ ー : 

flap-GP-F 

(AATAAATCATAACATTCACCTGGACTTTGTCAG

ACTC), 

flap-GP-R(AATAAATCATAAGCAACTGCTGTG

TTCCCGAAAC)を設計した．RV 特異的プ

ラ イ マ ー に つ い て は ， RVH-NF2 

(ACTTCCGTTCACTAGGCTTG), RVH-NR2 

(GACCCATATAGCATCCAACAA) を 用 いて

Flap 付 加 RV 特 異 的 プ ラ イ マ

ー:flap-RVH-NF2(AATAAATCATAAACTTCC

GTTCACTAGGCTTG),flap-RVH-NR2(AATAA

ATCATAAGACCCATATAGCATCCAACAA) を 設

計した．CHIKV 特異的プライマーにつ

い て は ， 10572f  

(CGCAGGAAGACCAGGACAA), 10798r 

(CCGCTCTTACCGGGTTTG)を用いて Flap

付 加 CHIKV 特 異 的プライマー : 

Flap-10572f 

(AATAAATCATAACGCAGGAAGACCAGGACAA), 

Flap-10798r(AATAAATCATAACCGCTCTTAC

CGGGTTTG)を設計した． 



③ 各ウイルス特異的プライマーおよび

Flap 付加特異的プライマーを用いた

RT-PCR 法 ： RT-PCR 反 応 に は

LightCycler 1.5 (ST300) シ ステム

(Roche Applied Science)を用いた．増

幅遺伝子は SYBR Green I を用いて検出

した． 

2) GHSAG Unknown Pathogen Workshop に参

加することによる不明病原体診断シス

テムの評価 

平成 25 年 12 月 5日～12 月 6日，イギリ

ス公衆衛生局(PHE，ロンドン)で GHSAG 

Unknown Pathogen Workshop（不明病原

体感染症診断技術に関するワークショ

ップ）が開催された．本ワークショップ

は G7 各国＋メキシコが参加する，世界

健康安全保障行動ラボネットワーク

（GHSAG-LN）による新興感染症や生物テ

ロ対応への枠組みである．本ワークショ

ップに参加して，原因不明病原体の診断

における問題点等を検討した． 

 

C. 研究結果 

1) 5’-Flap 付加プライマーを用いた遺伝

子増幅法の検出感度の評価 

 Flap 付加 LCMV 特異的プライマーの検

討: LCMV 遺伝子検出のため遺伝子検査

において，flap-GP-F および flap-GP-R

を用いた場合，Flap 配列を付加しない場

合と比較して蛍光強度が約 36％増強し

た．さらに蛍光の立ち上がりのサイクル

数を示す Crossing Point (CP)値の短縮

が認められた． Flap 配列を付加したこ

とによって LCMV 特異的プライマーの増

幅感度が上昇したことが示唆された． 

 Flap 付加 RV 特異的プライマーの検

討:Flap 配列付加の有無にかかわらず遺

伝子検出感度の向上は認められなかっ

た． 

 Flap 付加 CHIKV 特異的プライマーの

検討:Flap 配列付加の有無にかかわらず

CP 値に大きな差は観察されなかった（表

3）．またこのとき Flap 配列の有無にか

かわらず Tm 値は 82.27℃であった． 

2) GHSAG Unknown Pathogen Workshop に参

加することによる不明病原体診断シス

テムの評価 

① 検体の発送から受け取りまでの経緯 

日本はイギリスから検体の送付を受け，

輸入が完了するまでに 9 日間を要し，

その間，検体を凍結状態で保つことが

できなかった．また，別の検体は BSL3

で扱うべき病原体と明記されて各国に

送付するという通知がなされた．感染

研では「不明の BSL3 病原体」は輸入不

可能と判断し，感染性サンプルの輸入

および検査を断念した．その後，不活

化処理後の便乳剤サンプルのみ送付し

てもらうこととなった．ワークショッ

プ直前にサンプルが届いたため，検査

が間合わず，ワークショップにおいて

結果を示すことができなかった． 

② 2 つのシナリオのサンプルの病原体診

断 

シナリオ 1（レストスピラ症）のサン

プル中に存在する病原体を特定するこ



とはできなかった． 

シナリオ 2（出血性大腸菌 0157）の検

査用サンプルの入手（輸入ができなか

った）． 

 

D. 考察 

1) 5’-Flap 付加プライマーを用いた遺伝

子増幅法の検出感度の評価 

 本研究においてこれまでに確立され

ている LCMV, RV および CHIKV の検出用

qRT-PCR 用プライマーを用いて Flap 配

列を既存のプライマーの 5’端に付加す

ることによるその増幅効率への効果を

検討した．その結果 12bp の Flap 配列を

既存のqRT-PCRプライマーに付加しても

qRT-PCR 反応が阻害されることはなく，

Tm 値も全てのプライマーにおいて Flap

配列の有無にかかわらず影響を受けな

いことが観察された．検討した LCMV，RV，

および，CHIKV の遺伝子検出において，

LCMV 増幅プライマーに Flap 配列を付加

することによって LCMV の遺伝子検出に

おいては検出感度が向上した．しかしな

がら RV および CHIKV 特異プライマーに

Flap 配列を付加しても CP 値の短縮およ

び感度の向上は観察されなかった．すべ

ての Flap 配列付加プライマーを用いた

qRT-PCR 反応においてプラトーにおける

蛍光強度の増強が認められた．これは

12bp の Flap 配列を付加することによっ

て増幅産物の分子量が増加したことに

起因することが示唆された．  

2) GHSAG Unknown Pathogen Workshop に参

加することによる不明病原体診断シス

テムの評価 

 今回のワークショップでは検体の国

際輸送に際して課題があることが明ら

かにされた．シナリオ１は輸送の遅延に

より，検体の冷凍保存状態を保てなかっ

た．しかし，検体の国際輸送が滞ること

は想定されていなければならない．今後

は多少の遅延があってもドライアイス

詰め状態を保てるような輸送方法を改

善しなければならないという議論がな

された．一方，シナリオ２において，感

染研では「BSL3 で扱うべき不明病原体」

を輸入することができず，ワークショッ

プ直前まで「BSL3 で扱うべき不明病原体」

への対応が決まらなかった．一方，EU

各国，米国では「トレーニングのための

病原体」として「不明の BSL3 病原体」

を問題なく輸入できていた．バイオテロ

が疑われる事象が発生した場合，不明病

原体の国際輸送が必要となる可能性も

ある．このため，感染性の不明病原体を

いかに遅延なく輸入（あるいは輸出）す

るかどうか，今後，議論を進め，その対

策を講じておく必要がある．近年，病原

体ゲノム情報の蓄積や次世代シークエ

ンサーをはじめとする網羅的遺伝子解

析技術の進歩により，新たなゲノムベー

スの感染症診断法が開発されている．こ

の技術は，新種病原体，不明病原体検出

に応用できることから，バイオテロ対策

における新たな病原体検出手段の一つ

として注目されている．次世代シーケン



サーは，解析技術が年々進化しており，

機種，リード数，ランニングコスト，所

要時間も多様である．このため，今回の

ワークショップで得られた次世代シー

ケンサーによるデータを各国で共有し，

効率的な検査の構築に役立てていくこ

とになった． 

 

E. 結論 

1) 5’-Flap 付加プライマーを用いた遺伝

子増幅法の検出感度の評価 

 一般的なウイルス遺伝子増幅法に用

いられるプライマーに 5’-Flap

（AATAAATCATAA）付加することにより，

遺伝子検出感度を向上させることが可

能である場合があることが示唆された． 

2) GHSAG 不明病原体感染症診断技術に関す

るワークショップ 

① GHSAG 不明病原体感染症診断技術に関

するワークショップに参加した． 

② 事前に送付された不明病原体を含む検

体に関し，各国感染症研究機関で行っ

た検査結果について議論がなされた． 

③ 日本は感染研において病原体検出を試

みたが，検体輸送の遅延の問題および，

不明病原体の輸入が不可能であったこ

とから充分な結果が得られなかった． 

④ バイオテロ対策における新たな病原体

検出手段の一つとして次世代シーケン

サーが使われるようになった． 

⑤ 次世代シーケンサーによる検査結果デ

ータを各国で共有し，効率的な検査の

構築に役立てていくことになった． 

⑥ サンプルの送付方法（輸送の遅延への

対応，感染性病原体の扱い）について

改善を目指すこととなった． 
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