
 

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 

（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

 

 

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の確立、 

及び細胞培養痘そうワクチンの有効性、安全性に関する研究 

 

平成 26 年度 総括・分担研究報告書 

 

 

 

平成 27 年 3 月 

 

 

研究代表者 

倉根 一郎 

（国立感染症研究所） 



目   次 

 

Ⅰ．総括研究報告書（平成２６年度） 

  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の確立、 

及び細胞培養痘そうワクチンの有効性、安全性に関する研究・・・・・・・・・・・・1 

  研究代表者：倉根 一郎（国立感染症研究所） 

 

Ⅱ．分担研究報告書 

１．ウイルス性特定病原体の鑑別診断法の開発・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・19 

細胞培養弱毒生痘そうワクチンの特性解析（遺伝子機能解析）、 

品質試験法に関する研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・25 

  研究分担者：森川 茂（国立感染症研究所 獣医科学部） 

 

 

２．バイオテロに使用される可能性のある真菌感染症の迅速診断法の確立・・・・・・・・35 

Coccidioides属およびHistoplasma属のLAMP法による検出系の改良 
研究分担者：宮﨑 義継（国立感染症研究所 真菌部） 

 

 

３．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・・・・・・43 

  研究分担者：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） 

 

 

４．病原体の病理学的検出法の確立・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・51 

  研究分担者：中島 典子（国立感染症研究所 感染病理部） 

 

 

５．病原体の電子顕微鏡学的迅速検出法の確立・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・57 
痘そうワクチンの安全性評価における病理学的研究・・・・・・・・・・・・・・・・61 

  研究分担者：永田 典代（国立感染症研究所 感染病理部） 

 

 

６．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・・・・・・・・・・65 
  研究分担者：倉園 久生（帯広畜産大学 動物・食品検査診断センター） 



 

７．地方衛生研究所におけるバイオテロ対応に関する研究・・・・・・・・・・・・・・・75 

  研究分担者：小林 和夫（堺市衛生研究所） 

 

 

８．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・・・・・・・・・・・・81 

  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） 

 

 

９．各医療機関のバイオテロ対策を支援するための方策・・・・・・・・・・・・・・・・83 

  研究分担者：松本 哲哉（東京医科大学・微生物学分野） 

 

 

10．ウイルス性出血熱の検査に関する研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・97 

細胞培養弱毒生痘そうワクチンを土台とした組換えワクシニア 

ウイルス作製システムの改良・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・105 

  研究分担者：西條 政幸（国立感染症研究所 ウイルス第一部） 

 

 

11．細胞培養弱毒生痘そうワクチンの疫学的有効性及び安全性評価に関する研究・・・・・111 

  研究分担者：金谷 泰宏（国立保健医療科学院 健康危機管理研究部） 

 

 

12．痘そうワクチン LC16m8 接種者における中和抗体持続に関する調査研究・・・・・・・117 

  研究分担者：横手 公幸（一般財団法人化学及血清療法研究所） 

 
 

 

Ⅲ．研究成果の刊行に関する一覧表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・123 

 

 



 1

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 

（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業）） 

 

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の確立、 

及び細胞培養痘そうワクチンの有効性、安全性に関する研究 

 

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。バイオテロ対策として、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。また、早期検出により、感染拡大を防止し、

社会的なパニックを防止する必要がある。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、網羅的病原体検出法、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

生研究所におけるバイオテロ対応の現状について課題について、課題の抽出や解

決策を探索した。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。さらに、危機

管理対策として国家備蓄されている細胞培養弱毒生痘そうワクチン（LC16m8）を

非特定の国民への緊急及び予防的使用を行う場合を想定して、安全性と有効性の

検証するのために動物を用いた評価系及び臨床疫学研究における有効性の評価

系等を構築しデータを蓄積した。本研究により、バイオテロの迅速な検出が可能

となり、感染防止策等の迅速な対応策の策定も可能となる。 

 

研究分担者： 

岩本愛吉：東京大学医科学研究所 教授 

金谷泰宏：国立保健医療科学院 部長 

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 

小林和夫：堺市衛生研究所 所長 

西條政幸：国立感染症研究所 部長 

中島典子：国立感染症研究所 室長 

永田典代：国立感染症研究所 室長 

松本哲哉：東京医科大学 教授 
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宮﨑義継：国立感染症研究所 部長 

森川茂：国立感染症研究所 部長 

横手公幸：化学及血清療法研究所 部長 

 

Ａ．研究目的 

バイオテロは病原体等が散布されて患者が

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。特に初期には全

く病原体の予想がつかない可能性がないが、

網羅的検出法は特異性等の検討がいまだ十

分ではない。本研究の目標は以下の通りで

ある。１）すでに確立されている特定病原

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整

備と標準化を行う。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、さ

らに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、関係機関への情報

提供システムを確立する。５）近年バイオ

テロに最も使用される可能性のある病原体

として天然痘ウイルスがあげられている。

その危機管理対策のひとつとして 1975 年

に細胞培養痘そうワクチンとして製造承認

を受けている細胞培養弱毒生痘そうワクチ

ン（LC16m8 株）が備蓄されている。我が国

における種痘廃止とともに、本ワクチンに

関する研究はなされていなかった。本研究

では LC16m8 ワクチンの有効性、安全性、そ

の科学的基盤、製造における効率性、安定

性、等を明らかにする。 

 

Ｂ．研究方法 

研究代表者、研究分担者 12 名の計 13 名

によって行なわれた。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、６）痘そうワクチン LC16m8

の有効性、安全性に関する研究を中心に行

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ウイルス性出血熱病原体の鑑別検査法の

開発 

②蚊媒介性感染ウイルスの迅速検査法の確

立 

③真菌の迅速検査法の確立 

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 

①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 
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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の確立 

②迅速電顕観察法の確立：電顕による迅速

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の作成 

４）バイオテロ検査マニュアルの整備、地

方衛生研究所等とのネットワーク確立、技

術移転 

①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た技術移転と検査

ネットワークの確立。 

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と維持、

診断アルゴリズムの高度化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（松本哲哉）：対象疾患の追加、医療機

関の検査対応能力の評価 

６）痘そうワクチン LC16m8 の有効性、安全

性に関する研究 

①痘そうウイルス迅速検出法の確立 

②動物を用いた有効性の評価系の構築と

データの蓄積 

③弱毒及び病原性などの確認のためのウ

イルスの特性解析 

④痘瘡ウイルスに対する中和抗体誘導能

及び認識抗原エピトープ解析 

⑤長期間保存による安全性、有効性を含む

安定性の確認 

 

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）ウイルス性特定病原体の鑑別診断法

の開発 

エボラ出血熱のように急性期の血中ウイ

ルス量の高い感染症では、ウイルス抗原検

出をイムノクロマトで行うことでより簡便

に患者の確定診断が可能になる。また、ウ

イルス中和抗体を効率よく誘導できれば治

療用抗体としての利用も可能となる。この

ような観点から、ザイールエボラウイルス

の膜糖タンパク質 (GP)の組換えバキュロ

ウイルスを２種類作製した。一つは his タ

グ付 GP を昆虫細胞に発現する組換えバキ

ュロウイルスで、もう一つは CAG プロモー

ターにより哺乳類細胞で GP を発現する組

換えバキュロウイルスである。それぞれを

昆虫細胞 Tn5 と哺乳類細胞 Vero に感染さ

せて GP の発現を比較した結果、前者では 

Tn5 細胞でのみ GPが発現し、後者では Vero 

細胞で GP が発現した。後者の Vero 細胞

では preGP と GP1 思われるサイズの蛋白質

が確認された。昆虫細胞では High mannose

型糖鎖までで複合型糖鎖修飾されないため、

昆虫細胞と哺乳類細胞で発現された GP は

分子量が異なった。これらを用いてマウス

等の動物で GP 特異抗体の作製が可能とな

り、抗原検出用抗体としての応用が期待さ

れる 

（２）ウイルス性出血熱の検査に関する研

究 

西アフリカで流行しているエボラウイル

ス「西アフリカ型」は分子系統上ザイール

エボラウイルスに近縁であるものの，ザイ

ールエボラウイルスそのものとは塩基配列

の違いがある。本研究では，これまで国立
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感染症研究所で整備されてきたエボラウイ

ルス検出用 PCR プライマー，プローブが「西

アフリカ型」に対応できるかどうか検討し

た。塩基配列の比較から NP 遺伝子をターゲ

ットにしたコンベンショナル PCR 用プライ

マーは「西アフリカ型」を検出できると考

えられた。一方、L 遺伝子をターゲットに

したリアルタイム PCR 用プラーマー，プロ

ーブにいくつかの塩基配列の違いが認めら

れた．「西アフリカ型」に完全に一致した配

列のプローブを用いたリアルタイム PCR と

従来のプローブを用いたリアルタイム PCR

は同等の感度で「西アフリカ型」を検出可

能であった。これらの結果から，従来のコ

ンベンショナル PCR,リアルタイム PCR の両

方で行うエボラウイルス検査で「西アフリ

カ型」の検出に対応できると考えられた。 

 

（３）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：Coccidioides 属お

Histoplasma 属の LAMP 法による検出系の改

良 

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 属 （ Coccidioides immitis, 

C.posadasii ）、 ヒ ス ト プ ラ ス マ 属

（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、培養を要しない検査技術の開

発が望まれる。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。LAMP 法によるコクシジオイ

デスおよびヒストプラスマ DNA の高感度検

出系の実用化を目指し、乾燥ポリメラーゼ

の有用性を検討し、菌体取り扱いマニュア

ル、プライマーセットおよび乾燥ポリメラ

ーゼを使用した検査キットを作製して集団

感染時に検査機関、医療機関に送付する準

備を整えた。 

 

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： 

 炭疽菌（Bacillus anthracis）をターゲ

ットとして研究を行った。B. anthracis の

次 世 代 シーケン ス（ next-generation 

sequencing: NGS）データをアップロードす

る と single nucleotide polymorphisms

（SNPs）を抽出し、B. anthracis を含む B. 

cereus グループ中の系統的位置関係を推定

するウェブアプリケーション GcoGSA-BA

（Global core Genome SNP Analysis for 

Bacillus anthracis ） を 開 発 し た 。

GcoGSA-BA はコアゲノム系統解析だけでな

く、pXO1、pXO2 といった病原性を規定する

プラスミドや pXO1 上に存在する三つの炭

疽菌毒素遺伝子（lethal factor, LF; edema 

factor, EF; protective antigen, PA）を

検出する機能も有しており、炭疽菌（B. 

anthracis Ames Ancestor）ばかりでなく炭

疽菌毒素遺伝子を例外的に保持している B. 

cereus G9241 の系統的位置関係も正しく推

定し、更に炭疽菌毒素遺伝子を検出するこ

とが可能となった。 

 

（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： 
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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

を遂行した。また、植環境検体中、特にそ

の検出が困難な土壌検体を用いて、危険病

原体由来 DNA の検出に有用な核酸抽出法を

開発した。炭疽菌に対する迅速診断法（核

酸クロマト）と、市中呼吸器感染症の病原

体スクリーニング用核酸クロマトへのテロ

病原体をマウントした 2 種類の迅速類症鑑

別法を開発した。 

 

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ヌクレオチドプ

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た既知あるいは未

知の病原体を病理組織中に検出する方法と

して、オリゴヌクレオチドプローブを用い

た in situ hybridization 法がある。これ

まで開発した高感度で特異性の高い in 

situ hybridization-AT tailing（ISH-AT）

法と市販されている Z 型オリゴヌクレオチ

ドプローブを用いた分岐 DNA-ISH 法である

ViewRNA 法と RNAscope 法を比較検討した。

標的核酸のコピー数が 100/細胞の場合は両

者とも検出可能であり、プローブ作製まで

の日数、とコストパフォーマンスの面から

も、ISH-AT 法を第 1選択としてよいことが

明らかとなった。 

 

（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した。バイオテロ

に使用される可能性のある病原体等を中心

として電子顕微鏡を用いた病原体の迅速検

出法の確立を目的とする。ウイルス血症を

引き起こすウイルス感染症を対象として、

血中のウイルス粒子の電子顕微鏡学的検出

法について検討し、手順を整理した。高ウ

イルス血症を引き起こす可能性のある主な

ウイルスの粒子の特徴と電子顕微鏡像まと

めた。また、血液中のウイルス粒子の迅速

検出法の標準手順を図にまとめた。不活化

処理は、文献的に調査し、Koch 研究所およ

び CDC の標準手順を考慮した結果、2%-4% 

グルタールアルデヒドもしくは 2％パラフ

ォルムアルデヒド液で 30分〜2 時間室温固

定 (200 µl で十分)し、紫外線照射との組

み合わせで行うこととした。 

 

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： 

地方衛生研究所（地衛研）におけるバイ

オテロ対応の現状と課題について、「１．現

行の国立感染症研究所（感染研）病原体検

出マニュアル」、「２．新規検査マニュアル

の整備の必要性」、「３．地方衛生研究所全

国協議会 6 支部の感染症対策部会を中核と

して支部内連携構築、支部内連携から広

域・全国ネットワークの構築」、「４．地衛

研と感染研の連携強化」の視点から、課題

の抽出や解決策を探索した。その結果、多

くの課題が抽出された。これら課題の解決

には、地衛研、各支部内、支部間や地方衛

生研究所全国協議会、感染研や厚生労働省

の理解や連携が重要である。加えて、地衛
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研の厳しい予算や人員状況、機能低下、人

材育成、技術継承などの課題が抽出された。

課題の克服には各地衛研のみならず、地方

自治体や国レベルの連携、理解や支援（財

政、人的、技術、情報など）が望まれる。 

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）バイオテロ対応ホームページのアッ

プデートと治療法の確立 

ホームページに掲載したバイオテロ関連

疾患についての情報を見直し、まず総論部

分の改訂を行った。具体的には感染症法、

施行令、施行規則の改正を反映させた。ま

た、2014 年に約 70 年ぶりに国内発生した

デング熱に関する新知見を追加した。国内

発生の約 160 人の状況、迅速キットの現状

などについて記載した。さらに西アフリカ

でのエボラ出血熱のアウトブレイクに関す

る情報を加えた。2015 年始めまでの発生状

況、臨床症状、致死率などを掲載した。 

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も重

要な課題である。そこで今年度は、国内の

施設で検査可能な疾患の現状把握を目的と

して、地方衛生研究所に対して状況調査（ア

ンケート）を行った。全国 79 施設のうち、

2015 年 1 月末までに 78 施設から回答を得

た。一部の病原体に対する検査体制が未整

備であることが示唆された。 

 

（２）各医療機関のバイオテロ対策を支援

するための方策：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、まず炭疽菌を取り上げ、

ガイドラインを作成した。カイドラインの

項目とポイントは下記のとおりである：病

原体の基礎知識、疾患の基礎知識、バイオ

テロのリスク、感染対策、危機対応フロー

チャート。事例①として単独患者の重症肺

炎、事例 ②として複数例の重症肺炎、事例

③として複数の重症肺炎に加えて、皮膚炭

疽が疑わしい症例も加わった事例、を取り

上げて、バイオテロを想定した場合の考察

や医師など各職種別にみた取るべき対応に

ついて解説を行った。 

 

６．痘そうワクチン LC16m8 の有効性、安全

性に関する研究 

（１）細胞培養弱毒生痘そうワクチンの特

性解析、品質試験法に関する研究 

細胞培養痘そうワクチンの製造承認株で

ある LC16m8 株は、Lister 株から低温馴化

により LC16 株、LC16mO 株を経由して樹立

された安全性の高いワクチン株である。し

かし、LC16m8 株を継代するとプラークサイ

ズのやや大きい LC16mO 型（medium size 

plaque; MSP）のウイルスが出現する。MSP

は B5R の一塩基欠失を相補する変異ウイル

スであり、その変異のパターンが複数ある

ことが分かっている。これまでにバイオア

ッセイで得られる MSP 情報と同等の成績が

次世代シークエンス（NGS）解析により得ら

れることを示した。 NGS 解析は取得データ

の処理に比較的時間を要することから、こ

れまでの MSP の変異パターン解析で得られ

た主要な MSP を定量的に検出可能な PCR 

法を開発することを試みた。その結果、MSP

変異配列を識別する MGB-probe を用いるリ

アルタイムPCRではLC16m8株と特定の MSP
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を鑑別できるが、LC16m8 株遺伝子が大量に

存在すると、MSP 変異配列特異的 MGB-probe

の結合に阻害的効果が生じ、少量の MSP を

検出できなくなった。一方、MSP の遺伝子

変異特異的配列を 3’末端とする primer を

用いた PCR でも LC16m8 株と特定の MSP を

識別できた。 

 

（２）痘そうワクチンの安全性評価におけ

る病理学的研究 

オルソポックスウイルス感染症の重症化

の宿主側要因を明らかにすることを目的と

し、サル痘ウイルスのマウス感染実験系の

基礎検討を開始した。動物は、日本エスエ

ルシーより購入した BALB/c マウス（接種時、

14 週齢メス）を用いた。ウイルスは、

Monkeypox virus の Liberia 株および

Zr-599 株を用いた。体重変化、皮膚所見、

臨床症状の点で、いずれの株も皮下接種後

の BALB/c マウスに対して明らかな病原性

を示さなかった。接種 7 日目の末梢血中の

白血球数は、対照群に比べてウイルス接種

群で有意に少なく、リンパ球数と顆粒球数

の減少によるものであった。病理学的解剖

を行ったところ、Zr-599 株接種群の脾の軽

度の腫大がみられ、光顕的に T 細胞領域の

軽度の拡大が確認された（データは示さな

い）。その他の腹腔、胸腔内臓器に著変は認

められなかった。 

 

（３）細胞培養弱毒生痘そうワクチンの疫

学的有効性及び安全性評価に関する研究 

これまでの研究の中で、LC16m8 が既存の

種痘免疫に対してブーストをかけるととも

に既接種者の B5R 抗体の産生を促すことに

ついて検証を行った。一方で、初種痘にお

ける B5R に対する抗体誘導は既接種群と比

して弱いことが指摘されている。本年度は

プロテインアレイを用いて LC16m8 により

誘導される抗体プロファイルを解析し、こ

れまでに LC16m8 の有効性を支持する結果

が得られた。B5R の抗原性について解析を

行い、LC16m8 の B5R タンパク質の抗体誘導

能を確認した。 

 

（４）痘そうワクチン LC16m8 接種者におけ

る中和抗体持続に関する調査研究 

LC16m8 を 1 回接種された健康成人の約 4

年後の抗体陽性率は初種痘群において低下

傾向が認められた。Proteome Microarray 

Chip を用いたプロテオミック解析を行った

結果、種痘 4 年後まで抗体陽性であった被

験者群において、種痘前と比較して種痘１

～７か月後の蛍光強度が有意に高かった抗

原は 6種類あり、そのうち A27L, A10L は種

痘 4 年後まで有意に高かった。また、種痘

4 年後で陰性であった被験者群において、

種痘前と比較して種痘１～７か月後の蛍光

強度が有意に高かった抗原は 7 種類あり、

そのうち A11R, A34R, D8L は種痘 4 年後で

は有意に低下した。 

 

（５）細胞培養弱毒生痘そうワクチンを土

台とした組換えワクシニアウイルス作製シ

ステムの改良 

細胞培養痘そうワクチンの製造承認株で

ある LC16m8 株は，Lister 株から低温馴化

により LC16 株，LC16mO 株を経由して樹立

された安全性の非常に高いワクチン株であ

る。近年ではこの長所を生かして，他の感

染症へのワクチンとしての応用もされはじ

めている。に我々は相同組換えを利用する，
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LC16 系統のワクシニアウイルスを土台とし

た組換えワクシニアウイルス作製システム

を構築している。当システムは，簡便かつ

高効率に recVac を作製可能であり，且つ最

終的に完成したウイルスゲノム内からはそ

の後の研究に不必要な recVac 選択カセッ

ト（薬剤耐性遺伝子と蛍光タンパク質を含

む遺伝子カセット）を取り除くことが可能

である。現時点までの方法ではこの recVac

選択カセットはこれを保持するウイルスを

選択薬剤存在下で選択する際の，正の選択

のみに使用している。このカセットをウイ

ルスゲノムから取り除く際には選択薬剤非

存在下で，相同組換えにより偶然脱落する

のを期待するしか無く，そこが律速にもな

り得た。本年度は選択薬剤として 2-チオキ

サンチンを用いて，recVac 選択カセットが

脱落することを人為的に促進する「負の選

択システム」を組み込んだ改良版 recVac 作

製システムを確立した。 

 

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

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。 

迅速診断・同定法の基盤整備は、バイオ

テロの脅威に対抗する上で必須である。一

次対応機関で用いることが予想される検査

キットの多くは十分検証されているとはい

えない。バイオテロの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

ースの確立も重要重要となる。特に初期に

は全く病原体の予想がつかない可能性がな

いが、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。具体的には、１）すでに確

立されている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整備と標準化を行う。

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）さらに診断検査支援

のため、 バイオテロ対応ホームページを整

備し、関係機関への情報提供システムを確

立する、の５項目を大きな目標とした。 

また、近年バイオテロに最も使用される

可能性のある病原体として天然痘ウイルス

があげられている。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
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盤を確立するともに天然痘に対する防御対

策も確立する。このような総合的取り組み

はほとんどなされておらず独創的である。

その危機管理対策のひとつとして 1975 年

に細胞培養痘そうワクチンとして製造承認

を受けている細胞培養弱毒生痘そうワクチ

ン（LC16m8 株）が備蓄されている。我が国

における種痘廃止とともに、本ワクチンに

関する研究はなされていなかった。本研究

では LC16m8 ワクチンの有効性、安全性、そ

の科学的基盤、製造における効率性、安定

性、等を明らかにした。 

天然痘ウイルス等バイオテロに利用され

る可能性のある病原体等や感染症は感染し

発症すれば非常に高い致死率を示すものが

多い。さらに、これらの病原体は、通常き

わめて稀であり、通常の病院や検査機関で

は確定診断が困難であることから、確定検

査が遅れる可能性がある。従って、バイオ

テロ対策としては、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。さら

に、早期に感染症対策をとり社会的なパニ

ックを防止するためには、病原体の早期検

出を行う必要がある。特に、国内外におい

て最も危惧されている天然痘に対して我が

国で開発された LC18m8 ワクチンに関して

のデータが整備され防御対策の基盤が確立

される。LC16m8 ワクチンは国際的にも注目

されており，この研究により WHO 等国際的

貢献に資する重要な知見が得られるものと

考えられる。本研究により、バイオテロの

迅速な検出が可能となり、感染防止策等の

迅速な対応策の策定が可能となる。また、

国民のバイオテロに対する不安が軽減され、

さらにバイオテロ事件および模倣事件に対

する抑止効果も期待できる。 

 

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、１）特定

病原体等に対する遺伝子検出法、抗原抗体

検出法の迅速診断法の確立と標準化、２）

網羅的検出法として、網羅的病原体検出法、

超高速ゲノム解読法の確立と、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、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、４）

地方衛生研究所におけるバイオテロ対応の

現状について課題の抽出や解決策の、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、６）危機管理

対策として国家備蓄されている細胞培養弱

毒生痘そうワクチン（LC16m8）の安全性と

有効性の検証するのために動物を用いた評

価系及び臨床疫学研究における有効性の評

価、を行った。 
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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 

（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業)） 
 

分担研究報告書 
 

ウイルス性特定病原体の鑑別診断法の開発 
 

研究分担者：森川茂 （国立感染症研究所 獣医科学部部長） 
研究協力者：朴ウンシル（同、獣医科学部）、福士秀悦、吉河智城、谷英樹、谷口怜、下島昌幸、西條

政幸（国立感染症研究所ウイルス第一部） 
 

研究要旨：昨年、これまでにない規模のエボラ出血熱の流行が西アフリカで発生し、平成２７年２月時

点でも未だ終息していない。アフリカでのエボラ出血熱患者の確定診断には  RT-PCRによる遺伝子診
断が行われている。これらは、欧米等の支援によって設置されたラボでのみ実施可能である。エボラ出

血熱のように急性期の血中ウイルス量の高い感染症では、ウイルス抗原検出をイムノクロマトで行うこ

とでより簡便に患者の確定診断が可能になる。また、ウイルス中和抗体を効率よく誘導できれば治療用

抗体としての利用も可能となる。本研究では、このような観点から、ザイールエボラウイルスの膜糖タ

ンパク質 (GP)の組換えバキュロウイルスを２種類作製した。一つは his タグ付 GP を昆虫細胞に発現
する組換えバキュロウイルスで、もう一つは CAG プロモーターにより哺乳類細胞で GP を発現する
組換えバキュロウイルスである。それぞれを昆虫細胞 Tn5 と哺乳類細胞 Vero に感染させて GP の発
現を比較した結果、前者では Tn5細胞でのみ GPが発現し、後者では Vero 細胞で GP が発現した。
後者の Vero 細胞では preGP と GP1 思われるサイズの蛋白質が確認された。昆虫細胞では High 
mannose 型糖鎖までで複合型糖鎖修飾されないため、昆虫細胞と哺乳類細胞で発現された GP は分子
量が異なった。これらを用いてマウス等の動物で GP特異抗体の作製が可能となり、抗原検出用抗体と
しての応用が期待される。 

 
A 研究目的 

 昨年、西アフリカにおけるエボラ出血熱の大流

行が問題となったが、平成２７年２月時点で未だ

終息していない。これまで、 BSL病原体が取り

扱えない日本では、 RT-PCRによる遺伝子検出、

ウイルス核蛋白質(NP)単クローン抗体を用いた

抗原検出法、IgM, IgG抗体検出法、シュードタイ

プ VSVによる中和抗体検査法などが開発されて

いる。 これらの検査法は、アフリカからの帰国

者の疑い症例の実験室検査等に実際に用いられ

ている。 

 一方、アフリカでのエボラ出血熱患者の確定診

断にはリアルタイムRT-PCRによる遺伝子診断が

行われている。これらは、欧米等の支援によって

設置されたラボでのみ実施可能であり、疑い患者

検体を検査ラボまで輸送して対応している。エボ

ラ出血熱のように急性期の血中ウイルス量が非

常に高い感染症では、ウイルス抗原検出をイムノ

クロマトで行うことでより簡便に患者の確定診

断が可能になる。また、ウイルス中和抗体を効率

よく誘導できれば治療用抗体としての利用も可

能となる。本研究では、このような観点から、ザ

イールエボラウイルスの膜糖タンパク質 (GP)を

効率よく発現する組換えバキュロウイルスを２

種類作製する。用いるプロモーターによりエボラ

ウイルスGPを昆虫細胞で発現する組換えバキュ

ロウイルスとCAG プロモーターにより哺乳類細

胞で GPを発現する組換えバキュロウイルスを

作製した。これらを用いて、エボラウイルスGP

特異的抗体を簡便に作製し、検査法、中和抗体作

製を行うことを目的とする。 
 



B 研究方法 
1) 組換えバキュロウイルス： 
 ポリへドリンプロモーターによりエボラウイ

ルス GP遺伝子を発現する組換えバキュロウイル
ス(Ac-his-EBOZ-GP)と CAGプロモーターによ
りエボラウイルス GP遺伝子を発現する組換えバ
キュロウイルス(AcCAG-EBOZ-GP)を作製した
（図 1）。それぞれの組換えウイルスは、Tn5細
胞で培養しストックウイルス(力価 2 x 107 /mL)
を作製した。 
 
2)昆虫細胞と哺乳類細胞でのエボラウイルス GP
の発現： 
 抗エボラウイルス GP抗体は、Prof. C. J. 
Peters（UTMB, Texas, USA）から分与されたウ
サギ高度免疫エボラウイルス GP血清を用いた。
組換えバキュロウイルスを昆虫細胞 Tn5とほ乳
類細胞 Veroおよび Vero E6にmoi=10で感染さ
せた。感染後 48時間後に細胞を回収し、
SDS-PAGE / Western blottingによりエボラウイ
ルス GPの発現、分子量等を確認した。 
 
C 結果 
1) 組換えバキュロウイルス： 
 2種類の組換えバキュロウイルスを作製した
（図１）。AcCAG-EBO-GPは GPを発現するプ
ロモーターが哺乳類細胞でのみ機能するため、昆

虫細胞ではウイルスは増殖するがGP遺伝子の発
現はない。一方、バキュロウイルスは哺乳類細胞

に流産感染するため、ウイルスは増殖しないが

CAGプロモーターで制御される遺伝子の発現が
期待できる。Ac-his-EBO-GPは、ポリへドリン
プロモーターで GP遺伝子を制御するため昆虫細
胞で遺伝子が発現する。 
 
２）昆虫細胞と哺乳類細胞でのエボラウイルス

GPの発現： 
 2種類の組換えバキュロウイルスを昆虫細胞と
哺乳類細胞に感染後 48時間で細胞を回収し、エ
ボラウイルス GPの発現を調べた（図２）。その
結果、予想通りAcCAG-EBO-GP感染Vero細胞、
Vero E6細胞では EBO-GPの発現が確認された。
分子量 160kDa, 130kDaの蛋白質が検出できた
が、これは preGP, GP1に相当すると考えられた。
Tn5細胞（昆虫細胞）では EBO-GPの発現は認
められなかった。一方、Ac-his-EBO-GP感染 Vero
細胞、Vero E6細胞では EBO-GPの発現は認め
られなかったが、Tn5細胞では分子量 130kDa, 

60kDaの蛋白質が検出された。130kDaの蛋白質
は preGPなのか GP1なのかは不明である。昆虫
細胞では high mannose型糖鎖修飾はされるが
complex型糖鎖修飾はされないため、両者で分子
量が異なると思われた。 
 
D 考察 
 本研究で作製された組換えバキュロウイルス

AcCAG-EBO-GPをマウス等に経鼻接種すること
により、エボラウイルス GP 特異的抗体が誘導可

能か検討したい。また、Ac-his-EBO-GP感染 Tn5
細胞から EBO- GPを精製して、マウス等を免
疫してエボラウイルス GP 特異的抗体が誘導可能

か確認する予定である。両者による免疫で誘導さ

れる抗体の中和力価等を比較し、抗原検出に有用

な抗体を提供したい。 

 

E 結論 

 ２種類の組換えバキュロウイルスにより、種々

の細胞でエボラウイルス GP を効率よく発現する

系ができた。抗体作製にこれらを有効に利用する

ことが可能である。 
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G 知的財産権の出願･登録状況 
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図 1. エボラウイルス GP 発現組換えバキュロウイルスの模式図 

 

 

 

図２. 組換えバキュロウイルス感染細胞でのエボラウイルス GP の発現 
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分担研究報告書 
 

細胞培養弱毒生痘そうワクチンの特性解析（遺伝子機能解析）、品質試験法に関する研究 
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研究要旨：細胞培養痘そうワクチンの製造承認株であるLC16m8株は、Lister株から低温馴化によりLC16
株、LC16mO株を経由して樹立された安全性の高いワクチン株である。しかし、LC16m8株を継代する
とプラークサイズのやや大きい LC16mO型（medium size plaque; MSP）のウイルスが出現する。これま
での解析から、MSP は B5R の一塩基欠失を相補する変異ウイルスであり、その変異のパターンが複数
あることが分かっている。これまでにバイオアッセイで得られる MSP 情報と同等の成績が次世代シー
クエンス（NGS）解析により得られることを示した。 NGS 解析は取得データの処理に比較的時間を要
することから、これまでのMSPの変異パターン解析で得られた主要な MSPを定量的に検出可能な PCR 
法を開発することを試みた。その結果、MSP変異配列を識別するMGB-probeを用いるリアルタイム PCR
では LC16m8株と特定の MSPを鑑別できるが、LC16m8株遺伝子が大量に存在すると、MSP変異配列
特異的MGB-probeの結合に阻害的効果が生じ、少量の MSPを検出できなくなった。一方、MSPの遺伝
子変異特異的配列を 3’末端とする primerを用いた PCR でも LC16m8株と特定の MSPを識別できた。
この方法を SybrGによるリアルタイム PCR へ発展させることにより、主要な MSP 含有率を定量でき
る可能性が示唆された。 
 
 
A.研究目的 
 
 細胞培養痘そうワクチンの製造承認株である
LC16m8株は、Lister株から低温馴化によりLC16株、
LC16mO 株を経由して樹立された株である。 サルを
用いて行われた神経病原性試験により非常に神経毒
性が低いことがわかっている。また、１９７０年代には１
０万人の子供に接種され、その際に重篤な副反応は
確認されなかったことより安全性の非常に高いワクチ
ン株といえる。さらに、自衛隊での成人への種痘にも
用いられ安全性がさらに確認されている。Lister 株は
41℃以上でも初代ウサギ腎細胞でのプラック形成能
があるのに対し、LC16mO株と LC16m8株は 41℃で
はプラークを形成しない（増殖温度感受性）。LC16m8
株は、B5R 遺伝子に 1 塩基欠損があるため、正常な 
B5R が作られないために初代ウサギ腎細胞における
プラークサイズが小さい。LC16m8株を継代するとプ
ラークサイズのやや大きい LC16mO型のウイルス
(medium size plaque; MSP)が出現する。これまでの
解析から、これらは LC16mO型への復帰株ではな
く、B5R の一塩基欠失を相補する変異ウイルスで
あり、その変異のパターンは複数あることが分か

っている。これまでに、次世代シークエンス（NGS）
解析によりバイオアッセイで得られたMSPの情報
と同等の成績が得られることを明らかにした。
NGS 解析は取得データの処理に比較的時間を要
することから、これまでのMSPの変異パターン解
析で得られた主要な MSPを、定量的に検出可能な 
PCR 法を開発し、品質管理に資する情報を提供す
ることを目的とした。 

 
B.研究方法 
 
１） MSPの性状を保つクローンの配列と出現頻度： 
 シードウイルスから３代継代して作製したもの（K1）と
乾燥細胞培養痘とうそうワクチンVO7, VO9を用いた。
K1からVero E6細胞でMSPを選択して遺伝子配列を
決定した。また、K1 を Vero E6 細胞で継代することに
より得られたMSP も同様に解析した。 
 
２）MSPの種類と出現頻度： 
 これまでの研究から、MSPには LC16m8株で認めら
れる B5R遺伝子の２７４位の G欠損が LC16mO株型
の B5R遺伝子に復帰したものはなかった。これまでに



 

得られた MSP の遺伝子変異は、１塩基の duplication
による１塩基挿入か、４塩基配列の duplication による
ものがある（表１、図 1）。これらの出現頻度は、得られ
たMSPのクローンの遺伝子配列から算定されたものと、
illumina を用いた NGS 解析により得られたものが
ほぼ一致することから、MSPには L1から L7の 7
タイプが大部分を占める考えられる。 
 
３） MSPを検出する PCR法の検討： 
 LC16m8株のウイルスストック中に含まれるMSPの含
有率を測定するには、主要なタイプの MSP の含有率
を測定すれば良いと考えられる。そこで、以下の PCR
法を検討した。 
１）Allele-specific primer PCRによるMSPの検出法： 
この方法は、SNIP 検出用に開発された PCR で、プラ
イマーの 3’ 末端から二番目には変異特異塩基、三
番目には不一致塩基を設定した（図２）。 
２）Mutation specific primer PCR による MSP の検出
法：この PCRでは片側のプライマーに MSPの型特異
的プライマーを設定した（図３）。 
３）MSP 変異部位を含む共通プライマーによる SybrG
リアルタイム PCR：これは共通プライマーで増幅した
PCR産物を SybrG遊離の denature曲線の違いから検
出する方法である（図４）。 
４）MGB probe によるリアルタイム PCR: これは、プロ
ーブのハイブリに要する部分を 17ｍer と短く出来るプ
ローブによるリアルタイムPCRで、共通プライマーで増
幅し、共通プローブと各 MSP 特異的プローブの 2 つ
のプローブにより MSP 比率を求める方法である（図
５）。 
 
 
【倫理面への配慮】 
ヒト検体、動物は使用していないため該当しない。 
 

C.研究結果、及び D.考察 
1）MSPの性状を保つクローンの配列と出現頻度： 
 K1 には、RK13 細胞を用いたプラークサイズの測定
法により MSP が 2.5％程度含まれていることが分かっ
ている。K1からMSPをプラーククローニングして、これ
らの B5R の遺伝子配列と出現頻度を算出することに
より、MSP の遺伝型と出現頻度が分かっている。MSP
には主に７遺伝子型があり、それぞれの出現頻度は
2.4%から 36.6％と異なった。NGSによる解析では、K1
に含まれる MSP の遺伝子型と出現頻度は 3.8％から
38.9％で、それぞれの遺伝子型と出現頻度はよく一致
した（表１）。このことから MSP には主要な７タイプがあ
り、その出現頻度は MSP のタイプにより異なることが
わかった。 
２）MSP頻度の定量的 PCRによる解析 

 １）から、幾つかの主要な MSP タイプの含有率を定
量的に検出できる PCR を開発すれば、ワクチンの品
質管理に応用可能と考えられる。そこで、幾つかの
PCR法を比較検討した。 
１）Allele-specific primer PCRによるMSPの検出法で
は、L3, L4は検出できず L2は検出できるが PCRサイ
クルを 20 回以上行うと非特異反応による産物が増幅
された。このため、本研究の目的には適さなかった。 
２）Mutation specific primer PCRによるMSPの検出法
では、まず L2特異的プライマーを作成して検討した。
用いるプライマーの長さを 17ｍerから 22merまで検討
した結果、プライマー長 18ｍer のプライマーを用いる
と最も特異度が高かった。そこで、18mer プライマーを
用いて LC16m8 株遺伝子に L2 遺伝子を混合した場
合、0.01%のL2型遺伝子が特異的に検出できた。K1, 
V7, V9 は、NGS 解析では L2 型 MSP が、それぞれ
0.12％, 0.008%, 0.0003%含まれることが分かっている。
これらを対象に L2特異的 PCRを行うと、K1では検出
できたが V7, V9では検出できなかった（図３B）。 
３）MSP 変異部位を含む共通プライマーによる SybrG
リアルタイム PCRは、LC16m8株と L1, L2, L3などが
鑑別できるが、LC16m8 型 B5R が大部分を占める検
体では、MSP遺伝子型を検出する感度が充分ではな
かった（図 4B）。 
４）MGB probe によるリアルタイム PCR は、それぞれ
LC16m8型、L1, L2, L3, L4を効率よく特異的に検出
できた。しかし、K1等大部分がLC16m8型である検体
中からの検出効率は、Mutation specific primer PCR
によるMSPの検出法と比較すると劣っていた。 
 これらの結果から、現時点では Mutation specific 
primer PCによる SybrG を用いるリアルタイム PCRが
最も有望であると考えられる。しかし、MGB probeによ
るリアルタイム PCR も改良の余地があるため、この両
者で、MSP の定量化を可能とするため、条件等の検
討を行う予定である。 
 
E.結論 
 乾燥細胞培養痘そうワクチンは、quasispeciesか
らなる Lister株による第１世代の Calf lymphワク
チンのワクチニアウイルスから、低温培養により
温度感受性株で小ポックサイズを形成する株とし
て選択された LC16m8 株をウサギ初代腎細胞で増
殖して製造される。少ポックサイズは B5R遺伝子
の274位のGの欠損によることが分かっているが、
この欠損を相補する変異が導入されたものがMSP
と呼ばれる。MSPの含有率を定量することはワク
チンの品質管理のうえでも有用であると考えられ
る。このためにはリアルタイム PCRによる定量法
の確立が重要である。 
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図 1．K1 から得られた MSPの遺伝子型とその出現頻度 

 

注：262A, 262T, 264A は Vero E6 細胞で継代後に得られた MSP 
 
 
 
 

表 1．K1 に含まれる MSP のプラーク法と 
次世代シークエンサーによる検出頻度の比較 

 

 



 

図２. Allele-specific primer PCRによる MSP の検出 

 

図３.  Mutation specific primer PCR による MSP の検出 

 

 
 
 



 

 
図３B.  Mutation specific primer PCR による L2 型 MSP の検出 
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図４. MSP 変異部位を含む共通プライマーによる SybrG リアルタイム PCR 

 



 

図４B. L2, L3 型 MSPの共通プライマーによる SybrG リアルタイム PCR での検出 

 

図５.MGB-probeによるリアルタイム PCR による MSPの検出 
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バイオテロに使用される可能性のある真菌感染症の迅速診断法の確立 

Coccidioides 属および Histoplasma 属の LAMP 法による検出系の改良 
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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

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

（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、培養を要しない検査技術の開発が望

まれる。本研究は、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する。今年度は、LAMP 法によるコク

シジオイデスおよびヒストプラスマ DNA の高感度検出系の実用化を目指し、乾燥ポリメラ

ーゼの有用性を検討し、菌体取り扱いマニュアル、プライマーセットおよび乾燥ポリメラ

ーゼを使用した検査キットを作製して集団感染時に検査機関、医療機関に送付する準備を

整えた。 

  

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

イデス属（Coccidioides immitis , 

C.posadasii ） と ヒ ス ト プ ラ ス マ 属

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

感染に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。今年度は、コク

シジオイデス属およびヒストプラスマ属の簡

便 か つ 高 感 度 な 検 査 法 で あ る LAMP

（Loop-Mediated Isothermal Amplification）

法を実用化レベルまで改良する目的で、乾燥

ポリメラーゼの有用性の検討、乾燥ポリメラ

ーゼを用いた LAMP 法キットの作製、感度およ

び特異度の検討、菌体取り扱いマニュアルの

作製を行った。 

 

B. 研究方法 

コクシジオイデス属検出のための LAMP 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）で設計したも

のを用いた。 

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（各 4株ずつ）

から抽出した。陰性コントロールとして

Aspergillus fumigatus AfS35 と Candida 

albicans SC5314 の 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）乾燥ポリメラーゼを使用した LAMP 法の検

討 

 

図 1. 乾燥ポリメラーゼを使用した LAMP 法

の感度測定 

 

C. immitis および H. capsulatum から抽出

したゲノム DNA を定量し、10 倍ずつの希釈系

列を作製して、乾燥ポリメラーゼを使用して

LAMP 反応を行った。（図 1）。 

C. immitis、H. capsulatum 共に 2 時間反

応後の検出限界は1 pgであった。以前行った、

通常のポリメラーゼ（液体品）を用いた検討

では、Coccidioides の検出限界は 100 fg で

あった（Histoplasma は未実施）。乾燥ポリメ

ラーゼを用いた場合、感度は 10 分の 1に低下

したが、十分に高感度であると考え、長期間

保存可能である乾燥ポリメラーゼを用いて今

後の検討を行うこととした。 

 

２）複数の Coccidioides および Histoplasma



臨床分離株を用いた検討 

 
図 2. 複数の臨床分離株を用いた LAMP 法特

異度の検討 

これまで、Coccidioides 属、Histoplasma

属各 1 株ずつの臨床分離株から抽出し、精製

したDNAを用いてLAMP法の検討を行ってきた。

千葉大学真菌医学医療センターから両菌種複

数株の臨床分離株を分与して頂き、それらの

菌株を用いて LAMP 法の特異度を検討した（図

2）。また、検査をより簡便に行うことを目的

に、DNA 抽出には精製キット等を使用せず、

エタノール滅菌後の菌体を煮沸した上清を用

いた。今回検討した各 4 株の臨床分離株は全

て LAMP 法によって検出された。また、120 分

の反応では陰性コントロールは検出されなか

った。さらに、DNA を精製することなく菌体

煮沸液を用いて検査を行うことができること

がわかった。 

 

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。 

 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、短時間で微量 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、

今後検討を進めていきたい。 

 

E. 結論 

 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キットを作製し、

集団感染時に検査機関、医療機関に送付する

準備を整えた。 

 

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。 

 炭疽菌（Bacillus anthracis）は炭疽症の原因となる細菌で、第二次世界大戦以降、生物

兵器として各国の軍事機関に研究され、1993 年のオウム真理教によるテロ未遂や 2001 年の

アメリカのテロ事件にも利用された事がある。そのため、炭疽症のアウトブレイクが起きた

際に、原因菌の出自を詳細に調査することはバイオセキュリティ上の重要な意味を持つ。出

自を調査するにはコアゲノムを用いた分子系統解析を行うのが有効であると考えられるが、

コアゲノム情報を用いた分子系統解析を容易に行えるツールは存在していなかった。そのた

め我々は B. anthracis の次世代シーケンス（next-generation sequencing: NGS）データを

アップロードすると single nucleotide polymorphisms（SNPs）を抽出し、B. anthracis を

含む B. cereus グループ中の系統的位置関係を推定するウェブアプリケーション GcoGSA-BA

（Global core Genome SNP Analysis for Bacillus anthracis）を開発した。GcoGSA-BA は

コアゲノム系統解析だけでなく、pXO1、pXO2 といった病原性を規定するプラスミドや pXO1

上に存在する三つの炭疽菌毒素遺伝子（lethal factor, LF; edema factor, EF; protective 

antigen, PA）を検出する機能も有しており、炭疽菌（B. anthracis Ames Ancestor）ばかり

でなく炭疽菌毒素遺伝子を例外的に保持している B. cereus G9241 の系統的位置関係も正し

く推定し、更に炭疽菌毒素遺伝子を検出することができた。テロを疑われる炭疽症のアウト

ブレイクが起きた際に GcoGSA-BA を用いることで、バイオテロリズムのために用意された株

なのか、環境由来の病原菌なのかを迅速かつ容易に判断することができ、国内外のバイオセ

キュリティに大きく貢献することができると考えられる。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。 

 

 



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 

 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。詳細は研究結果を参照。 

 

 （倫理面への配慮） 

 該当なし 

 

Ｃ．研究結果 

１）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。 

 炭疽菌が候補として浮上した場合、コアゲノム SNPs

を利用した炭疽菌・菌株の類縁関係を推定するための

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 1と２）。炭疽菌ゲノム 5.23 Mb 全体

に渡り特徴的な塩基アレル 657,183 箇所を用いたゲ

ノム分子系統樹を作成できる（図３）。従来の MLST 法

では分解能が非常に悪く、由来特定に難渋した菌株に

おいても高精度に分類することを可能にした。 

 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（図２）。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毒素因子の

特定も可能にした（図２）。 

 

２）国内分離ボツリヌス菌のゲノム分子疫学解析 

 国内分離ボツリヌス菌のゲノム分子疫学解析を行

った（感染研・細菌第二部・見理先生との共同研究）。

公開ゲノム配列とのコアゲノム比較解析から、

144,896 箇所の SNPs サイトを抽出し、ゲノム分子系

統樹を作成した（図５）。従来の分子疫学解析を精度

よく評価することに成功し、茨城県と岩手県の分離県

と年代が異なる分離株においても由来特定と同一性

を議論する基盤情報を収集解析することができた。 

 

Ｄ/E．考 察・結 論 

 これまで分担研究として、WHO 指定バイオテロ病原

体の配列データベース化を進めてきた。ゲノム情報を

活用することにより有効なトレーサビリティーに役

立てる目的である。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。本年度の課題

として、情報解析の NGS – MePIC – MEGAN – GcoGSA の

解読・解析パイプラインの運用と公開を目指した。検

査現場からのデータ転送等、迅速にゲノム比較解析を

行うために未だ解消されていないボトルネックが残

っているが、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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１）論文発表 
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Komiya T, Hatakeyama T, Nakajima H, 

Takahashi M, Kuroda M, Shibayama K. 
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of Clostridium botulinum isolates from 

botulism cases in Japan between 2006 and 

2011. Appl Environ Microbiol. 2014 

Nov;80(22):6954-64. doi: 

10.1128/AEM.02134-14. Epub 2014 Sep 5. 

PubMed PMID: 25192986; PubMed Central 

PMCID: PMC4249013. 

 Yamashita A, Sekizuka T, Kuroda M. 

GcoGSA-BA: A Global Core Genome SNP 

Analysis for Bacillus anthracis. Biosecur 

Bioterror. Volume 13, Number 1, 2015. DOI: 

10.1089/hs.2014.0076 in press. 

 

２） 学会発表  

 山下明史、関塚剛、黒田誠. GcoGSA-BA NGS

データから炭疽菌のコアゲノム系統解析を

行うウェブアプリケーション。 第８８回日

本細菌学会総会 岐阜市 平成 27 年 3 月

26-28 日（ポスター発表） 

 Kenri T, Sekizuka T, Yamamoto A, Iwaki M, 

Takahashi M, Kuroda M, Shibayama K. Whole 

genome single-nucleotide polymorphism 

(SNP) Analysis of Clostridium botulinum 

isolates from botulism cases in Japan. 

51th Interagency Botulism Research 

Coordinating Committee (IBRCC 2014), 

Philaderphia PA, USA. October 26-29, 2014. 

(Poster presentation). 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 

該当なし 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

図 1 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。 
 
 

 
 
 

 
 



 
図２ GcoGSA を用いたコアゲノム SNPs 分子系統解析と炭疽菌プラスミド・毒素因子(LF, EF, PA 毒素)の特定 

 
 
 

 
 

図３ コアゲノム SNPs 分子系統解析の１例。炭疽菌と類縁のセレウス菌との鑑別を容易にするだけでなく、炭
疽菌株グループの中の詳細な分子疫学を可能とした。 



 

 
 

図４ 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。 
 
 
 



 
 

図５ 国内分離ボツリヌス菌のゲノム分子疫学解析（感染研・細菌第二部 見理先生との共同研究）。国内分離
株と公開ゲノム配列のコアゲノム比較解析から、144,896 箇所の SNPs サイトを抽出し、ゲノム分子系統樹を作
成した。従来の分子疫学解析を精度よく評価することに成功し、分離県と年代が異なる分離株においても由来特

定と同一性を議論する基盤情報を収集解析することができた。 
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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 中島 典子（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た既知あるいは未知の病原体を病理組織中に検出す

る方法として、病原体のゲノムをオリゴヌクレオチドプローブを用いた in 

situhybridization 法がある。今年度は我々が開発した高感度で特異性の高い in situ 

hybridization-AT tailing（ISH-AT）法と市販されている Z 型オリゴヌクレオチドプ

ローブを用いた分岐 DNA-ISH 法である ViewRNA 法と RNAscope 法を比較検討した。標的

核酸のコピー数が 100/細胞の場合は両者とも検出可能であり、プローブ作製までの日

数、とコストパフォーマンスの面からも、ISH-AT 法を第 1選択としてよいことがわか

った。非常に少ないコピー数のゲノムを検出する際は、プローブ数の多い、分岐DNA-ISH

法も試行する予定である。分岐 DNA-ISH 法である View RNA 法と RNAscope 法について

は今後さらに比較検討する予定である。 

 

Ａ．研究目的 

バイオテロ対策として病原体の病理学的検

出法を確立しておく必要がある。免疫組織化学

やin situ核酸検出法は組織切片上で病原体の

検出ができる方法であり、病原体の体内分布や

病変との関連を考えるうえで重要な病理学的

解析法である。組織切片上で病原体を検出する

方法には病原体の蛋白抗原を検出する免疫組

織化学と遺伝子核酸を検出する in situ 

hybridization（ISH）法がある。良質な抗体が

すでにある場合、免疫組織化学は安定した検出

系となるが、未知の病原体等の場合、あらたに

特異的な抗体を作製しなければならず、時間を

要し緊急対応は難しい。外来病原体遺伝子を次

世代シークエンス法等により同定できるよう

になった近年、塩基配列情報に基づいて ISH

法用のオリゴヌクレオチドプローブを作成す

るのは容易である。従来、オリゴヌクレオチド

プローブによる ISH 法は感度が低く実用的で

なかったが、我々の開発した ISH-AT 法や市販

の Z 型オリゴヌクレオチドプローブ（ターゲ

ットハイブリ）と分岐 DNA プローブを用いた

ISH 法は高感度で特異性の高い方法であり、緊

急時の迅速病理学的病原体検出法の有力なツ

ールとなる。分岐 DNA-ISH 法は現在 2社から販

売 さ れ て い る 。 QuantiGene View RNA

（Affymetrix 社、ベリタス社)と RNAscope(ACD

社、コスモバイオ)であり、後者のほうが反応

ステップが多いが、それだけ感度がいいと宣伝

されている。また後者では、HRP-DAB の発色が



可能であり、より解像度の高い染色像が得られ

る。この方法で用いるプローブは標的遺伝子の

塩基配列情報（最低 300 塩基長以上）を提供す

るだけで検出用の混合プローブを注文できる。

実際の生物テロや新興・再興感染症発生に備え、

最良の検出方法を確立するために、今回、

ISH-AT 法と ViewRNA 法、RNAscope 法を比較検

討した。 

 

Ｂ．研究方法 

1)材料 

a） 病理組織標本  

ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）組織

を使用。ヒト剖検組織：パンデミックインフル

エンザ A/H1N1pdm09 剖検肺組織、重症熱性血小

板減少症候群（SFTS）剖検リンパ節。動物実験

剖検組織： 中東呼吸器症候群コロナウイルス

（MERS CoV）感染マウス組織(国立感染症研究

所・感染病理部岩田先生より分与)。 

b）プローブ 

・ISH-AT 法用のプローブの作成：A/H1N1pdm 09

（AB538390.1）：NP 領域に 2ヵ所。 

SFTSV ：S 鎖領域 1ヶ所、L鎖領域 1ヶ所に設

計したプローブ。 

MERS-CoV:：NP 及び Env 領域に 1種類ずつ作製

した。ISH-AT 施行時には、2種類のプローブの

mixture とした。 

・分岐 DNA-ISH 法のプローブの注文(ベリタス

社)：A(H1N1)pdm 09（AB538390.1）NP 部分 20

ヵ所の混合プローブと 2 ヵ所のの混合プロー

ブ、SFTSV S 鎖 領域に 20 か所(ベリタス社)

あるいは 19 ヵ所の混合プローブ(コスモバイ

オ社)を作成した。 

 2) 方法 

・ISH-AT 法 

前処理法：抗原賦活液(DAKO 社)中で 95℃、40

分、膜透過処理を行い、Proteinase K（PK）（DAKO

社）濃度を 0.1, 1, 5, 10, 100μg/ml にして

至適濃度を決定した。また RNAscope 法のキッ

ト の Pretreatment2 液 で 煮 沸 15 分 、

Pretratment３ 液 40℃処理を 15 あるいは 30

分行った。 

発色法：アルカリフォスファターゼーFast rsd

の系と、HRP-DAB の系の両方を試行した。後者

では検出感度を上げる際はチラミドで増幅す

る CSA 法を併用した。 

・分岐プローブ ISH 法 

分岐 DNA-ISH 法は基本的に添付説明書に従っ

たが、ホルマリン再固定のステップは省略した。 

（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。感染動物

標本に関しては動物実験委員会の承認を得て

実験が行われた。 

 

Ｃ．研究結果 

（１） ISH-AT 法の前処理 

前処理の条件はサンプルによって至適化し

ないといけないが、これまで PK はまず 0.1μ

g/ml で試行し、検出できない場合は 1μg/ml

にしてきた。A/H1N1pdm09 肺炎の剖検肺組織

(100 コピー/細胞)を用いて前処理で結果がど

のように変わるか確認したところ、PK=1 がも

っとも検出率がよく、10,50,100μg/ml にする

と抗原シグナルが増えても組織の形態が損傷

されて（過消化）いた。RNAscope の試薬を用

いた前処理ではヒト肺組織で推奨されている

strong という条件で PK1μg/ml と同等の結果

が得られた。 

（２） ISH-AT 法による MERS CoV 感染 

マウス組織におけるウイルス RNA の検出 



免疫組織化学で示されたウイルス抗原の局在

に一致してウイルスゲノムが検出された。 

ウイルスコピー数が 105コピーと 103コピーの

検体で試行したが、コピー数が多い切片でより

多くの陽性シグナルが検出された。103コピー

の検体でも陽性シグナルが得られた。 

（３） ISH-AT 法と分岐 DNA-ISH に用い 

るプローブの比較 

双方とも標的核酸の 40 塩基に対し、1 つある

いは 1 組のオリゴプローブがハイブリする。

A/H1N1pdm09 のNP領域２ヵ所にISH-AT用オリ

ゴヌクレオチドプローブを作成し混合プロー

ブとした。分岐 DNA-ISH 法用には NP 領域 20

ヵ所の混合プローブと 2 ヵ所の混合プローブ

を用意した。切片中の mRNA のコピー数が 10４

コピー/細胞である切片において、２ヵ所の混

合プローブを用いた ISH-AT 法では十分量検出

できたが、2ヵ所の混合 Z型プローブを用いた

分岐プローブ－ISH 法ではほとんど検出でき

なかった。よって 2ヵ所の probe（結合部分は

計 80 塩基長）での検出感度は ISH-AT 法のほう

が高感度といえる。RNAscope の系では 2 ヵ所

の混合 Z 型プローブで検出可能かどうか今後

解析する予定である。RNAscope 法では標的核

酸について最低 300 塩基長を要するので

ISH-AT 法と同等の感度には 5-7 組のプローブ

mixture を要することが予想される。逆に

ISH-AT 法ではプローブ数を増やすことで検出

感度を上げられる可能性が十分考えられた。 

（４） SFTS 剖検リンパ節におけるウイル 

スゲノムの検出 

ISH-AT 法と ViewRNA 法で比較すると、迅速・

簡便性、感度はほぼ同等であった。 

ISH-AT-CSA法とRNAscope法を比較するとコピ

ー数の多い切片では両者の検出感度はほぼ同

等であったが、コピー数が少なくなると

RNAscope 法のほうがよりシグナル/ノイズ比

が高く、陽性シグナルが多かった。 

 

Ｄ. 考察 

次世代シークエンス法などにより患者ある

いは死亡者から採取した検体中の病原体遺伝

子を同定され、塩基配列の一部でも確定できれ

ば、速やかに ISH 用のオリゴヌクレオチドプロ

ーブを作成し、病理切片中で病原体遺伝子検出

し、その体内分布（局在）を明らかにできる。

検出方法としてはコピー数がある程度あれば

ISH-AT 法が最もはやく対処できる。死亡時に

はすでに組織中に残存するウイルスコピー数

が少ない場合はリアルタイム RT-PCR で切片中

に残存する標的遺伝子の量を測定し、1000 コ

ピー以上であれば ISH-AT 法で検出できる可能

性があると判断している。コピー数が少ない場

合、市販の分岐 DNA-ISH 法も試行してみるべき

である。現在国内ではべリタス社（QuantiGene 

View RNA）とコスモバイオ（RNAscope  ACD 社）

が販売している。難点は非常にコストがかかる

ことである。1スライドの反応にプローブと試

薬代が 1~2 万円かかる。RNAscope 法のほうが

感度がよいと思われるが、リアルタイム

RT-PCR により解析したコピー数とつき合わせ

てより詳細な検出感度を検討する必要がある。

また非特異シグナルなども併せて検討する予

定である。 

 

Ｅ. 結論 

病原体遺伝子の in situ 検出法を比較検 AT

法、ISH-AViewRNA 法、RNAscope 法では、標的

核酸のコピー数が 100/細胞の場合はほぼ同様

の検出感度であった。プローブ作製までの日数、



とコストパフォーマンスの面からも、ISH-AT

法を第 1選択としてよいことがわかった。非常

に少ないコピー数のゲノムを検出する際は、

ISH-AT 法の前処理やプローブ数を増やすなど

の工夫をしながら、プローブ数の多い、分岐

DNA-ISH 法も試行する予定である。 
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（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業)） 

 

分担研究報告書 

 

病原体の電子顕微鏡学的迅速検出法の確立 
 

永田 典代 国立感染症研究所 感染病理部 第二室長 

 

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て電子顕微鏡を用いた病原体の

迅速検出法の確立を目的とする。今年度は、ウイルス血症を引き起こすウイルス感染症を対象として、

血中のウイルス粒子の電子顕微鏡学的検出法について検討し、手順を整理した。

 

研究協力者： 

国立感染症研究所 感染病理部 

鈴木忠樹、岩田奈織子、佐藤由子、片岡紀代、

小谷 治、原嶋綾子、長谷川秀樹 

国立感染症研究所 ウイルス第一部 

福士秀悦、高崎智彦、吉川智城、西條政幸 

 

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バイオテ

ロ対策や新興・再興感染症のウイルス学的診断

の一助となる。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．

ウイルス・細菌の迅速検出法に必要なレファレ

ンス標本の作製、見直しと改善、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

としている。 

2014年は、デング出血熱の日本国内発生や

西アフリカにおけるエボラウイルスのアウトブ

レイクによる輸入感染疑い例の発生が問題とな

った。いずれも高いウイルス血症が特徴的であ

り、患者血清を用いたウイルス粒子の検出が可

能な感染症である。そこで、今年度は、血液検

体からのウイルス粒子の検出法の標準手順書の

見直しを行った。 

 

B. 研究方法 

高いウイルス血症を引き起こすウイルス感

染症を文献的にリストし、各ウイルス粒子電子

顕微鏡像のリファレンス標本を整理した。また、

不活化法を文献的に調査し、標準手順を見直し

た。対象とするウイルス粒子の標本は、これま

でにわれわれが当該研究で準備し、撮影したも

の（表中に NIID と表記）、Koch 研究所による

外部評価の際にわれわれが撮影したもの (同、

EQA)、および、2010 年 12 月 1-2 日に Koch研

究所主催された GHSAG wet-lab workshop on 

diagnostic electron microscopy of pathogensで

われわれが撮影した画像(同、GHSAG)を含む。 

 

C. 結果 

高ウイルス血症を引き起こす可能性のある

主なウイルスの粒子の特徴と電子顕微鏡像を表

に ま と め た 。 他 に A 型 肝 炎 ウ イ ル ス

（Picornaviridae, Hepatovirus）、パルボウイル

ス B19（Parvoviridae, Erythrovirus）が主なウ

イルスとして挙げられる。また、血液中のウイ
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ルス粒子の迅速検出法の標準手順を図にまとめ

た。不活化処理は、文献的に調査し、Koch研究

所および CDC の標準手順を考慮した結果、

2%-4% グルタールアルデヒドもしくは 2％パラ

フォルムアルデヒド液で 30分〜2時間室温固定 

(200 µl で十分)し、紫外線照射との組み合わせで

行うこととした。 

 

D. 考察 

実際に高ウイルス血症発症時のデング熱患

者の血清を用いて電子顕微鏡学的にウイルス粒

子の検出を試みると、直接法の場合は、染色液

は酢酸ウラン液を用いるよりもリンタングステ

ン酸を用いた方が、染色液の浸透が効率よく、

血清原液でも粒子を検出することが可能であっ

た（データは示さない）。しかしながら、血清由

来タンパクなどの夾雑物が多いため、10 倍以上

のリン酸緩衝液による希釈を行った方が、検出

効率が良かった。よって、実際に患者血清を検

索する場合は、血清原液をある程度、段階希釈

し、リンタングステン酸染色を選択した方がよ

いであろう。しかしながら、電子顕微鏡学的観

察には、少なくとも 106/ml以上のウイルス粒子

が存在しないと検出が困難となり、病期によっ

ては、ウイルス量が低く、超遠心等を利用した

ウイルス粒子の濃縮が必要となる。また、病原

体によっては、白血球への感染が優勢との報告

があるため（エボラウイルス、オルソポックス

ウイルス、細胞内寄生性細菌など）、白血球を回

収し、これを迅速包埋し検索に用いた方が効率

がよい可能性もある。また、2014 年の西アフリ

カにおけるエボラウイルスの大流行をうけ、今

後は、BSL4 病原体にも十分対応ができるように

標準手順書を見直す必要がある。 

 

E. 結論 

血液中のウイルス粒子の電子顕微鏡学的検

出法について検討し、手順を整理した。 
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88:8597-8614 
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表 高ウイルス血症を引き起こす可能性のある主なウイルスの粒子の特徴と電子顕微鏡像 

ウイルス名 

(科 Family 

属 Genus) 

エ ン ベ

ロープ 

（核酸） 

形状 粒子の径 

(ヌクレオカ

プシド径) 

電子顕微鏡像。PTA 染色

によるネガティブ像 

（ウイルス名と撮影） 

同科の感染症

法に基づく特

定病原体（属） 

エボラウイルス 

(Filoviridae 

Ebolavirus) 

 

 

 

 

あり 

（− 鎖

RNA） 

 

フ ィ ラ

メ ン ト

状 が 優

勢 

80 × 1200 

nm 

(50 nm) 

 

(Zaire EV/GHSAG2010) 

エボラウイル

ス属、マールブ

ルグウイルス

属 

デングウイルス 

(Flaviviridae 

Flavivirus) 

 

 

 

 

あり 

（ + 鎖

RNA） 

球状 40-60 nm 

(30 nm) 

 
(flavivirus / EQA24) 

フラビウイル

ス属 

SFTSウイルス 

(Bunyaviridae 

Phlebovirus) 

 

 

 

 

あり 

フ ァ ジ

ー状 

（− 鎖

RNA 

（ 3 分

節）） 

球状 90 

-120 nm 

(9 nm) 

 

(SFTS virus/NIID) 

ナイロウイル

ス属、ハンタウ

イルス属、フレ

ボウイルス属 

痘瘡ウイルス 

(Poxviridae 

Orthopoxvirus) 

 

 

 

 

あり 

（2 本鎖

直 鎖

DNA） 

レ ン ガ

状、楕円

形 

200-350 

×115-260 

 

(Vaccinia/EQA25) 

オルソポック

スウイルス属 

B 型肝炎ウイルス

(HBV) 

Hepadnaviridae 

Orthohepadnavirus 

 

 

 

あり 

（2 本鎖

DNA） 

球状 42 nm 

(28 nm) 

 

(HBV/EQA27) 

該当なし 



 
頁  4／4 

 

 

図 血液中のウイルス粒子の迅速検出法の標準手順。不活化は 2%-4% グルタールアルデヒドもしくは 2％パ

ラフォルムアルデヒド液で 30分〜2時間室温固定 (200 µlで十分)し、紫外線照射との組み合わせで行う。 
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（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業)） 

 

分担研究報告書 

 
痘そうワクチンの安全性評価における病理学的研究 

 

永田 典代 国立感染症研究所 感染病理部 第二室長 

 

研究要旨：オルソポックスウイルス感染症の重症化の宿主側要因を明らかにすることを目的とする。

今年度はサル痘ウイルスのマウス感染実験系の基礎検討を開始した。

 

研究協力者： 

国立感染症研究所 感染病理部 

岩田奈織子、佐藤由子、原嶋綾子、長谷川秀樹 

国立感染症研究所 ウイルス第一部 

福士秀悦､西條政幸 

国立感染症研究所 獣医科学部 

森川 茂 

 

A. 研究目的 

サル痘ウイルスは、ポックスウイルス科オ

ルソポックスウイルスに属し、アフリカ中央部

から西部に分布するガンビアンラットなどのげ

っ歯類を宿主としている。愛玩動物としてアフ

リカから輸入されたげっ歯類からの感染事例が

2003 年に米国にて報告されており、免疫抑制状

態のヒトでは天然痘類似の全身性疾患（ヒトサ

ル痘）を引きおこす。 

われわれは、劇症型サル痘の発症機序を明

らかにする目的で、サル痘ウイルス実験的感染

カニクイザルの死亡例 2 頭と回復サル 2 頭の病

態病理を解析した。その結果、劇症型では免疫

中枢組織における強い壊死を伴う病変形成が、

病態に大きく関与することが推察された

(Nagata et al., 2014)。劇症型サル痘発症の要因

は、脾、免疫不全状態、特に骨髄低形成による

好中球低下症が関連していると推察している。 

そこで、好中球の重症化における役割を明

らかにするために、サル以外の病態動物モデル

の確立を試みることとした。まず、今年度は、

サル痘ウイルスのマウス感染実験系の基礎検討

を開始した。 

（倫理面への配慮）本動物実験は、国立感染症

研究所の動物実験委員会に承認された実験計画

に従い行った。 

 

B. 研究方法 

動物は、日本エスエルシーより購入した

BALB/c マウス（接種時、14 週齢メス）を用い

た。ウイルスは、Monkeypox virusの Liberia

株および Zr-599株を用い、ウイルス液（一匹あ

たり 106 PFUウイルス量/50 µl）を頚背部に皮

下接種し、臨床症状と体重変化を 16 日間観察し

た（一群 6 匹）。接種 7 日目には、一群あたり 4

匹を過麻酔殺し、心臓採血と病理解剖を行った。

採取した血液は、ヘパリンを添加し、動物用血

球計数装置 ベトスキャン HM II（Avaxis社）

で白血球数、リンパ球数、単球数、顆粒球数を

測定し、比較した。 

 

C. 結果 

体重変化、皮膚所見、臨床症状の点で、い

ずれの株も皮下接種後の BALB/c マウスに対し

て明らかな病原性を発揮しなかった（図 1）。接
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種 7 日目の末梢血中の白血球数は、対照群に比

べてウイルス接種群で有意に少なく、それは、

リンパ球数と顆粒球数の減少によるものであっ

た（図 2）。病理学的解剖を行ったところ、Zr-599

株接種群の脾の軽度の腫大がみられ、光顕的に T

細胞領域の軽度の拡大が確認された（データは

示さない）。その他の腹腔、胸腔内臓器に著変は

認められなかった。 

 

D. 考察 

我々は、オルソポックスウイルス感染後の

重症化の宿主側因子を明らかにして、最終的に

は、痘瘡ワクチン（弱毒株）接種者における重

篤な副反応要因を明らかにすることを目標とし

ている。さらに、サル痘サルモデルに代わる、

小動物感染モデルの作出が望ましい。マウス痘

の原因となるエクトロメリアウイルスは、

BALB/c マウス等、一部の近交系マウスに対して

強い病原性を発揮する。よって、我々の研究目

的の第一選択とするウイルスとしては不適当と

考え、比較的、弱い毒力を発揮するウイルスを

選択することとした。 

Hutson らは、2003 年にアメリカ合衆国で

おきたサル痘アウトブレイクと同年にコンゴで

のアウトブレイクでそれぞれ分離されたサル痘

ポックスウイルスを BALB/c マウスと C57BL/6

マウスの足蹠皮下あるいは経鼻接種を行い、い

ずれも致死的ではなかったものの、一時的な足

蹠の腫脹（皮下接種）、体重減少（経鼻接種）と

中和抗体価の上昇がみられたことから近交系マ

ウスでもサル痘ウイルス感染が成立し、マウス

モデルとして使用できると結論づけた（Hutson 

et al., 2009）。 

今回使用したサル痘ウイルスは、Hutsonら

の報告と同様、BALB/c に対して強い病原性を発

揮しなかった。しかしながら、血球像、脾の変

化が認められたことから、感染は成立している

ことが予想される。今後、接種 28 日目の血清中

和抗体価の測定、ウイルス感染、増殖について

解析する。その後、重症化モデルの作出を試み

る予定である。 

 

E. 結論 

サル痘ウイルスのマウス感染実験系の基礎

検討を開始した。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

Nagata N, Saijo M, Kataoka M, Ami Y, 

Suzaki Y, Sato Y, Iwata-Yoshikawa N, Ogata 

M, Kurane I, Morikawa S, Sata T, Hasegawa 

H. Pathogenesis of fulminant monkeypox with 

bacterial sepsis after experimental infection 

with West African monkeypox virus in a 

cynomolgus monkey. Int J Clin Exp Pathol. 

2014. 7:4359-4370 

 

2. 学会発表 

なし 

 

G. 知的財産の出願・登録状況 

該当なし
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図 1. サル痘ウイルス皮下接種後のマウスの体重変化。各群 n=6。各群間で有意差はみられない。 

 
図 2. サル痘ウイルス皮下接種後 7 日目の血球数の比較。各群 n=4。白血球数に有意差がみられ、それは主

にリンパ球数と顆粒球数の減少によるものであった。 
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分担研究報告書 

 
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 

 
   研究分担者 倉園久生 国立大学法人帯広畜産大学 動物・食品検査診断センター 

         江崎孝行 国立大学法人岐阜大学 医学部 

         川本恵子 国立大学法人帯広畜産大学 動物・食品検査診断センター 

 
 
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た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。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。BSL4病原体以外は地方

衛生研究所や国立感染症研究所の設備で可能

である。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中の細

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。 
 生物テロの発生を予防することが最も基本

であることは間違いないが、生物テロが発生

した場合、いかに被害を最小限に抑えるかが

何よりも重要である。被害を低減するには、

バイオテロ発生をできるだけ早く検知するこ

と、散布生物剤を正確に迅速に同定すること

が求められる。さらに、発生現場や患者対応

を行う医療施設などの汚染区域の早急な機能

回復のためには適切な除染が必要となる。除

染とは、消毒や滅菌などにより微生物を受容

可能なレベルまで減少させ、使用可能な状態

にすることである。適切な除染は患者対応、2

次被害の拡大防止、汚染現場の早期復旧に極

めて重要である。本年度はまずテロ発生後の

除染活動を念頭に、これまでに臨床検体から

の迅速検出を目的に開発した検査法を環境検

体からの検出へと応用できるよう、環境検体

のなかでも病原体の検出が特に困難とされる

土壌検体を用いて検体処理法の改良を行った。

土壌汚染菌の遺伝子学的検出は、１）土壌か

らの核酸抽出、２）目的の病原菌遺伝子の特

異的増幅、３）増幅物の判定、の3段階からな

る。検出感度を確保するためには、段階１）

において、できるだけ回収率と純度の高い核

酸を抽出することが不可欠である。一般に他

の環境検体に比べ、土壌からのDNA抽出が困難

な理由として、腐食酸（フミン酸）などの土

壌成分による干渉作用があげられる。土壌か

ら微生物の核酸を抽出する際に、石などのシ

リカ粒子に付着している微生物がいることか

ら全量を使用して、菌を物理的に破壊した後、

フミン酸などを除去する方法が一般的に利用

されている(MoBio法、Ultraclean Soil DNA法)。

しかしフミン酸とDNAは類似の特性を持って

いるため、DNAとフミン酸の混合液からフミン

酸だけを効率よく分離するのは困難で、精製

過程でDNAも多く失なわれてしまうという欠

点があった。そこで、菌を破壊する前にフミ

ン酸を菌から分離する方法を検討し、更に従

来の市販抽出品との比較検討も行った。 

 現在、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

学的迅速診断法がない。このため、本年度は

市中の呼吸器感染症とバイオテロ症例の鑑別

法を開発した。 
細菌毒素に関しては、CDCの生物兵器に使
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 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 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、その普及を目的としている。
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、
本研究では食品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。本年度は SEAと SEB
を精製してそれぞれに対する家兎抗血清を作
製した。更に、TDH および TRH の精製を行
った。 
 
Ｂ．研究方法 
Ｂ－１．土壌からの病原体検出法の改良 

 
土壌からの核酸抽出法の開発 
 国内の標準土壌 7種（シラス、砂、シルト、
粘土、黒ボク（関東ローム層）、黒ボク（シラ
ス由来）、関東ローム層）の土壌検体を用いて
検討を行った。まず、各土壌検体を酸性バッ
ファーに懸濁し、フミン酸を酸化アルミニウ
ムに吸着させ、アルカリにして沈殿させた。
その後、フミン酸が除かれた土壌懸濁液から
菌を陽性に荷電した粒子に吸着させ、さらに
粒子をマグネットに吸着させ、菌が付着した
粒子を補足した。上清を捨て、ＴＥバッファ
ーに懸濁後、菌と粒子を分離させ、MORA- 
Extract キットを用いて懸濁液をジルコニアビ
ースで物理的に破砕後、手順に従い核酸を抽
出した。また、市販抽出キットを用い、それ
ぞれ定められた手順に従い、核酸を抽出し、
その効果について比較検討した。 
 

Ｂ－２．市中の呼吸器感染症と炭疽、類鼻疽

オウム病との迅速類症鑑別法の開発 
 Bacillus cereusによる院内感染症とされる症
例に重篤な肺炎症状をお越し、急速に死亡す
る症例が散発している。一般細菌検査ではβ
溶血する Bacillus様菌株は B. cereusを疑い検
査の対象となるが、β溶血しない Bacillus 様
菌株は B. subtilis 等の日和見病原菌と見なさ
れる。B. anthracisは溶血しないので B. subtilis
等のコンタミと見なされ通常は検査の対象と
なっていない。更に、B. cereus、B. thuringiensis
と同定される菌株の中には系統的には炭疽菌
に極めて近い株がある。これらの株には B. 
anthracis の病原因子を部分的に保有する株が
存在する。β溶血し B. cereusと同定される株、
あるいは溶血しない Bacillus 様菌株が分離さ
れた時に高度病原性株であるかどうかを調べ
るために溶血にかかわらず炭疽菌が保有する
病原因子（莢膜、防御抗原、浮腫因子、致死
因子）を調べる必要がある。 

1) B. cereus, B. anthrasis共通の DnaJ、莢膜、
防御抗原、浮腫因子、致死因子の 5つの

病原因子を同時に検出できる核酸クロ
マトを構築した（図 1）。 

2) 肺炎の病原体スクリーニング用に開発
した核酸クロマトにテロ病原体をマウ
ントした系を立ち上げた（図 2）。 

a) Pneumonia A（Legionella pneumophila DnaJ, 
Chlamydophila pneumonia-psittasi DnaJ, 
Mycoplasma pneumonia DnaJ, Streptococcus 
pneumonia LytA, Bacillus cereus-anthracis 
DnaJ） 

 b) Pneumonia B（Haemophilus influenza DnaJ, 
Serratia marcescens DnaJ, Staphylococcus aureus 
MRSA, Escherichia coli DnaJ, Pseudomonas 
aeruginosa DnaJ） 
c) Pneumonia C (Acinetobacter baumanii DnaJ, 
Enterobacter aerogenes DnaJ, Burkholderia 
malle/ pseudomallei DnaJ, Chlamydia 
trachomatis 16S rDNA, Moraxella catarrhalis 
DnaJ) 
3)上記 2 つの核酸クロマトの検査手順を図 3
に記載する。 
 
Ｂ－３.SEA と SEB の精製と家兎抗血清の作成  
 sea及びsebは大腸菌内でHisタグ融合タン
パク質(His-SEA及びHis-SEB)として発現させ、
SDS-PAGE 及びウエスタンブロッティングに
より確認した。リコンビナントタンパク質の
精製は、カラムクロマトグラフィーと電気的
溶出法によって行った。精製した毒素タンパ
ク質は、ウサギに免疫して抗清の作製を試み
た（図4）。 

 
Ｂ－４. TDH と TRH の精製 
 合成した tdh及びtrh2をそれぞれプラスミ
ドベクター pCold TF に組み込んで蛋白発現
用大腸菌 BL21(DE3) 株に導入した。この株に
ついて TF タグ融合蛋白質として TDHあるい
はTRH2 を発現させるための至適な条件を検
討し、得られた条件下で発現誘導を行った培
養液から Hisタグ精製および電気的溶出によ
ってTDHあるいはTF-TRH2 を精製した（図5）。 

 

Ｃ．研究結果 

Ｃ－１．土壌からの病原体検出法の改良 
 我が国の標準土壌 7 種を検討に用いた（図
6）。新規抽出法の有用性を検証するため、精
製 DNA の純度を指標に市販の土壌核酸抽出
キット３種類と抽出結果を比較、検討した。
まず、市販キットでの抽出核酸の純度を吸光



度計により調べた。市販キットＡは土壌中の
腐植酸の除去は優れていたが、DNA回収率は
低かった。一方、市販キットＢはマグネット
法により腐植酸を除去するが、DNA回収率は
著しく低かった。市販キットＣは、DNA抽出
フィルターを使用する方法であるが、フミン
酸は除去できなかった（図 7）。これら 3種類
の市販品のうち、キットＡとＢを用いて、本
研究で開発した新規抽出法と精製 DNA の純
度を比較した。関東ローム層を除いて、いず
れの種類の土壌検体においても、新規抽出法
が純度および回収量とも優れていた（図 8）。 
 
Ｃ－２．市中の呼吸器感染症と炭疽、類鼻疽

オウム病との迅速類症鑑別法の開発 
 炭疽菌に対する迅速診断法（核酸クロマ
ト）と、市中呼吸器感染症の病原体スクリ
ーニング用核酸クロマトへのテロ病原体を
マウントした 2 種類の迅速類症鑑別法を開
発した。今後はスパイク実験等を行って構
築した診断法の制度検定を行う。 
 
Ｃ－３. SEA と SEB の精製と家兎抗血清の作
成 
 His-SEA及びHis-SEBをSDS-PAGEとウエスタ
ンブロッティングにより検出したところ、予
想されるサイズのシグナルが得られ、目的タ
ンパク質の発現が確認できた。本研究で構築
したリコンビナント・プラスミドによる大腸
菌内での目的タンパク質の発現量は高く、常
に効率よく目的タンパク質が得られた。
Ni-NTA アガロース ビーズをいた精製の後に
電気的溶出法によって目的タンパクを精製し、
得られた精製タンパクをウサギに免疫し血清
を回収したが、十分な抗体価の上昇は認めら
れなかった。 

Ｃ－４. TDH と TRH の精製 
 TF-TDH及びTF-TRH2 はそれぞれ大腸菌内で
盛んに発現し、共に可溶性分画に高い割合で
存在していた。最終的に得られた精製蛋白質
は実験動物への免疫誘導に使用可能と思われ
る純度に達しており、大腸菌培養液 500 ml 
からモルモット 1 頭以上に抗体誘導できる
量が得られた。 

 
Ｄ．考 察 
Ｄ－１．土壌からの病原体検出法の改良 

 土壌からの DNA 抽出は他の環境検体に比
べ困難であり、これまでに様々な手法が報告
されている。土壌からの DNA 抽出法は直接
法と間接法の大きく 2 種類に分けられる。直
接法では、土壌中で溶菌して DNA を回収す
るため、短時間で操作が完了し、DNA収量も
比較的多い。しかし、フミン酸などの腐植酸
の混入も多く、その後の PCRによる増幅反応
の阻害要因となる。間接法では、土壌から微
生物画分を回収後、DNA を抽出するため、
DNA収量は少ないが、腐植酸の混入が少ない。
土壌成分は不均一であるため、すべてにおい
て決定的と呼べる方法はまだ存在しない。本
研究では間接法を改良し、土壌検体中のフミ
ン酸を酸化アルミニウムに吸着させて除去す
ることで、従来法に比べ比較的純度の高い
DNAを抽出することに成功した。 
 黒ボク土は火山灰土壌で、我が国に特有の
土壌成分で関東を中心に、日本全体に広く分
布している。黒ボク土はウイルスや細菌など
の微生物を強く吸着する性質を持つため、抽
出前に微生物分画と土壌分画を分ける間接法
では、ほとんどの微生物が土壌分画に存在す
るため、DNA抽出は困難である。直接法にお
いても他の土壌に比べて著しく回収率は低下
することが知られている。新規抽出法は、間
接法を改良したものであるが、酸性バッファ
ーでフミン酸を酸化させて、アルミニウム粒
子に吸着させて除いた後、間接法で問題とな
る DNAの回収率の低下を改善するため、菌を
陽性に荷電した粒子に吸着させて回収し、さ
らにマグネット法で濃縮することで、その後
の PCR による増幅反応に使用できる純度の
DNAを精製することができた。今回、関東ロ
ームからの抽出は困難で、満足できる結果は
得られなかった。今後も条件を検討し、様々
な土壌検体で使用可能な抽出条件を検証し、
最適化していく予定である。 
 環境検体からの病原体の高感度な検出は、
除染方法および除染完了の評価に必須である。
環境検体からの迅速で高感度な危険病原体の
検出法を最適化することは、生物剤散布発生
時の被害拡大や 2 次被害をなるべく最小化す
るために重要であるだけでなく、様々な感染
症発生時の除染評価にも有用と考えられる。 
Ｄ－２．市中の呼吸器感染症と炭疽、類鼻疽
オウム病との迅速類症鑑別法の開発 
 テロが起きた場合に、市中で発生する疾病
とテロによる希少感染症との類症鑑別が初期
の防圧において非常に重要である。本年度は



炭疽の迅速診断用の核酸クロマトと、市中で
発生する細菌性呼吸器感染症と肺炭疽との迅
速鑑別核酸クロマトを構築した。この系の精
度検定を行ってその有用性を確認する事でテ
ロへの対策の一助としたい。 
 
Ｄ－３. SEAとSEBの精製と家兎抗血清の作成 
 得られた精製タンパク（SEA及びSEB）をウ
サギに免疫し血清を回収したが、十分な抗体
価の上昇は認められなかった。SEAおよびSEB
は銀染色で1本になるまでの高い純度を確保
できたので、来年度は、アジュバンドや免疫
スケジュールの検討を行い、高感度かつ簡便
なSE検出法を構築する。 

Ｄ－４. TDHとTRHの精製 
 今回構築したTDH及びTRH2の組換え体およ
び蛋白質発現誘導・精製手法によってモルモ
ットへの抗体誘導に十分な純度と量のTF タ
グ融合TDHあるいは同TRH2 が得られた。来年
度はモルモットへの投与により抗TDHあるい
は抗TRH2抗体を誘導し、それらの抗体を用い
た TDHあるいはTRHに特異的な免疫学的検査
法の構築を目指す。 

 

 

Ｅ．結 論 
1. 環境検体中、特にその検出が困難な土壌検
体を用いて、危険病原体由来 DNAの検出
に有用な核酸抽出法を開発した。 

2. 炭疽菌に対する迅速診断法（核酸クロマ
ト）と、市中呼吸器感染症の病原体スク
リーニング用核酸クロマトへのテロ病
原体をマウントした 2 種類の迅速類症
鑑別法を開発した。 

3. 免疫に耐えられる純度と量の SEA および
SEBを精製した。 

4. 免疫に耐えられる純度と量のTDHおよび
TRH2を精製した。 

 
Ｆ．健康危険情報 
  特になし。 
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研究要旨 
 地方衛生研究所（地衛研）におけるバイオテロ対応の現状と課題について、「１．現行
の国立感染症研究所（感染研）病原体検出マニュアル」、「２．新規検査マニュアルの整
備の必要性」、「３．地方衛生研究所全国協議会 6支部の感染症対策部会を中核として支
部内連携構築、支部内連携から広域・全国ネットワークの構築」、「４．地衛研と感染研
の連携強化」の視点から、課題の抽出や解決策を探索した。その結果、多くの課題が抽
出された。これら課題の解決には、地衛研、各支部内、支部間や地方衛生研究所全国協
議会、感染研や厚生労働省の理解や連携が重要である。加えて、地衛研の厳しい予算や
人員状況、機能低下、人材育成、技術継承などの課題が抽出された。課題の克服には各
地衛研のみならず、地方自治体や国レベルの連携、理解や支援（財政、人的、技術、情
報など）が望まれる。バイオテロは突発的で緊急を要する健康危機管理対応であり、平
時から対応を準備・構築する必要がある。 

 
A. 研究目的 
 バイオテロ対応において医療機関や地方
衛生研究所（地衛研）は診療や原因物質（感
染病原体や毒素など）の特定で最前線とな
ることが想定される。本分担研究は地衛研
における原因物質（感染病原体や毒素など）
の特定に際し、課題を抽出し、課題解決の
探索を目的とした。 
B. 研究方法 

 地衛研における感染症対策は地方衛生研
究所全国協議会感染症対策部会を中核とし
て活動していることから、全国 6 地区支部
（北海道・東北・新潟地区、関東・甲・信・
静岡地区、東海・北陸地区、近畿地区、中
国・四国地区、九州地区）の部会員を研究
協力者と構成した。 
 各研究者に 4 項目（下記）について意見
調査（アンケート）を実施し、課題を抽出
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や課題の克服を探索した。 
１．現行の国立感染症研究所（感染研）病
原体検出マニュアル 
２．新規検査マニュアルの整備の必要性 
３．地方衛生研究所全国協議会 6 支部の感
染症対策部会を中核として支部内連携構築、
支部内連携から広域・全国ネットワークの
構築 
４．地衛研と感染研の連携強化 
 
倫理面への配慮 
 本研究は意見調査研究であり、また、患
者など研究対象者は包含せず、倫理面に問
題ないと判断した。なお、利益相反はなか
った。 
 
C. 研究結果 
１．現行の感染研病原体検出マニュアル（表
１） 
 感染研病原体検出マニュアルに関し、１）
改訂年月日の記載、２）地衛研と感染研の
担当部分に関する記載、３）感染研の online
病 原 体 検 出 マ ニ ュ ア ル
（http://www.nih.go.jp/niid/ja/labo-manual. 
html）でリンク不全、４）厚生労働省通知
とマニュアルの齟齬、５）自然毒（リシン、
サキシトキシン）や真菌毒（アフラトキシ
ン、マイコトキシン）に関する記載がない、
６）診断不明や未知の原因物質・病原体の
対応などが意見された。 
２．新規検査マニュアルの整備の必要性（表
２） 
 新規検査マニュアルの整備の必要に関し、
１）水痘は特定病原体でないが、天然痘／痘
瘡と鑑別診断を要するため、天然痘のマニュ
アル、２）新規分析機器の導入が予想される
検査に関するマニュアル、３）感染症の予防及
び感染症患者に対する医療に関する法律（感
染症法）改正の施行に伴い、病原体サーベ
イランスが強化（2015年 4月以降）に整合・
見直し、４）自然毒や真菌毒に関するマニュ
アル、５）地衛研で実施する可能性の高い日
本紅斑熱やウエストナイル熱に関する検出
マニュアル、６）検査法の最新化に伴う周
知や迅速な更新などが示された。 

３．地方衛生研究所全国協議会 6 支部の感
染症対策部会を中核として支部内連携構築、
支部内連携から広域・全国ネットワークの
構築（表３） 
 １）地衛研の現状：的確な技術継承と人
材育成、２）異なる支部間の連携構築、３）
バイオテロ病原体は低頻度で試薬備蓄に経
費を要し、また、検査精度の維持、検査員
の確保が困難など、意見された。 
４．地衛研と感染研の連携強化（表４） 
 １）相互理解や配慮、２）感染症法改正
の施行に伴い、感染症発生動向調査事業が
見直しされることが想定されるが、経過に
関し、情報共有が不十分、３）地衛研にお
ける予算と人員は制約されているが、感染
研の支援、４）レファレンスセンターの制
度として位置付けが不明瞭、５）感染研の
行政検査成績書が地衛研に返送されるまで
長期間を要することがあるなど、示された。 
 
D. 考察 
 地衛研は地方衛生行政の科学的・技術的
中核機関（健発 0731 第 8 号、厚生労働省
健康局長、平成 24 年 7 月 31 日）であり、
業務と機能は１）試験検査、２）調査研究、
３）研修・指導、４）公衆衛生情報の収集・
解析・発信、５）健康危機管理対応、６）
衛生行政施策に資する科学的根拠の提供で
ある。地衛研におけるバイオテロ対応とし
て、上述の１）－６）が該当し、加えて、
広域性、国と連携が求められる。 
 地衛研におけるバイオテロ対応の現状と
課題について、「１．現行の感染研病原体検
出マニュアル」、「２．新規検査マニュアル
の整備の必要性」、「３．地方衛生研究所全
国協議会 6 支部の感染症対策部会を中核と
して支部内連携構築、支部内連携から広
域・全国ネットワークの構築」、「４．地衛
研と感染研の連携強化」の視点から、課題
の抽出や解決策を探索した。 
 その結果（表１．－４．）、多くの課題が
抽出された。これら課題の解決には、地衛
研、各支部内、支部間や地方衛生研究所全
国協議会、感染研や厚生労働省の理解や連
携が重要である。加えて、厳しい予算や人
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員状況、機能低下、人材育成、技術継承な
どの課題が抽出された。 
 解決には各地衛研のみならず、地方自治
体や国レベルの連携、理解や支援（財政、
人的、技術、情報など）が望まれる。バイ
オテロは突発的で緊急を要する健康危機管
理対応であり、平時から対応を準備・構築
する必要がある。 
 
E. 結論 
 バイオテロ対応において地衛研の課題
を抽出し、課題解決の探索をした。 

 課題の克服には各地衛研のみならず、
地方自治体や国レベルの連携、理解や
支援（財政、人的、技術、情報など）
が望まれる。 

 
F. 健康危険情報 
 特記事項なし。 
 
G. 研究発表 
１．論文発表 
1. Kobayashi, K. 2014. Review. 

Serodiagnosis of Mycobacterium 
avium complex disease in humans. 
Translational research from basic 
mycobacteriology to clinical medicine. 
Jpn. J. Infect. Dis. 67: 329-332. 
https://www.jstage.jst.go.jp/article/yoke
n/67/5/67_329/_article 
https://www.jstage.jst.go.jp/article/yoke
n/67/5/67_329/_pdf 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2
5241680. 

2. Matsuzaki, Y., K. Sugawara, M. 
Nakauchi, Y. Takahashi, T. Onodera, Y. 
Tsunetsugu-Yokota, T. Matsumura, M. 
Ato, K. Kobayashi, Y. Shimotai, K. 
Mizuta, S. Hongo, M. Tashiro, and E. 
Nobusawa. 2014. Epitope mapping of 
the hemagglutinin molecule of 
A/(H1N1)pdm09 influenza virus by 
using monoclonal antibody escape 
mutants. J. Virol. 88: 12364-12373. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2
5122788 
http://jvi.asm.org/content/88/21/12364.
abstract 

3. Sugamata, R., A. Sugawara, T. Nagao, 
K. Suzuki, T. Hirose, K. Yamamoto, M. 
Oshima, K. Kobayashi, T. Sunazuka, 
K.S. Akagawa, S. Omura, T. 
Nakayama, and K. Suzuki. 2014. 
Leucomycin A3, a 16-membered 
macrolide antibiotic, inhibits Influenza 
A virus infection and disease 
progression. J. Antibiot. 67: 213-222. 
http://www.nature.com/ja/journal/v67/n
3/full/ja2013132a.html 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2
4496145 

4. 小林和夫．2014．細菌および真菌によ
る呼吸器感染症（§ 9・2・1）．病原微
生物学 基礎と臨床（荒川宣親、神谷 
茂、柳 雄介 編） 東京：東京化学
同 人 ． 239-244 ． ISBN: 
978-4-8079-0827-1 
 

2. 学会発表 
 特記事項なし。 
 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 特記事項なし。 
2. 実用新案登録 特記事項なし。 
3. その他 特記事項なし。 
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表 1．現行の国立感染症研究所病原体検出マニュアルの問題点および改善法 

問  題  点 改   善 
 バイオテロ対象病原体（特に１種及び２種病原体）につ
いて、検出マニュアルの有無・最終改訂年月日のリスト
がある方が良い 

 炭疽・ペスト菌については、地衛研で実施準備する部分
と感染研が担当する部分を明示しておいてほしい（本文
の前に、検査項目とレベルの表を加えていただくと良
い） 

 検出マニュアルの有無・最終改
訂年月日のリストに関する情報
の追加 

 地衛研と感染研の担当部分を明
記 

 すでにマニュアルがありながら、リンクがない（ウ
エストナイル熱、SFTS、結核など） 

 リンクされているマニュアルに関し、第何版、作成
年月日などが記載されていると最新化されたものか
どうか解り易いと考える 

 リンクの確認 
 
 情報の追加 

 炭疽菌検出：通知（厚労省、2001年 10月 18日）と
炭疽検査マニュアル（第２版、感染研、2013年 3月）
が示されているが、PCR法の位置づけが異なる 

 通知（厚労省、2001年 10月 18
日）と炭疽検査マニュアル（第
２版、感染研、2013年 3月）を
整合 

 ホームページ：感染研から検出法のダウンロードが
できない項目がある（コレラ菌、結核菌、ウエスト
ナイルウイルス、ボツリヌス毒素・菌、SFTS－－－） 

 自然（サキシトシン、リシン）や真菌毒（アフラト
キシン、マイコトキシン）に関する検査方法の記載
がない 

 病原体検出マニュアルは病原体別に記載されている
が、診断不明の場合、対応に苦慮 

 マニュアルに記載されている試薬メーカーが多岐 

 病原体検出マニュアルの整備と
更新 

 
 自然毒に関する整備？ 
 
 
 症状に基づいた検査フローチャ
ートの整備が望まれる 

 混乱や誤認を回避するため、数
社以内 

 
表２．新規検査マニュアルの整備の必要性 

問  題  点 改   善 
 水痘は特定病原体でないが、天然痘と鑑別診断を要す
るため、マニュアル整備が必要 

 今後、MALDI-TOF-MS 等機器分析の当該分野におけ
る応用の進展が期待される。将来的にはこれらにも対
応するマニュアルが必要 

 水痘に関するマニュアルの整備 
 
 MALDI-TOF-MS等機器分析にも
対応するマニュアルの整備 

 感染症法改正に伴い、病原体サーベイランスが強化
される（2015年 4月以降）。 

 病原体サーベイランスの強化に
整合・見直し 

 自然毒や毒素系物質の検査マニュアルが必要  自然毒や毒素系物質の検査マニ
ュアルの整備 

 地衛研で実施する可能性の高い日本紅斑熱やウエス
トナイル熱に関する検出マニュアルの整備 

 検査法の最新化に伴う周知や迅速な更新 

 感染研ホームページの更新 

 
  



堺市衛生研究所 小林 和夫  #5/6 

  
-5- 

表３．地方衛生研究所全国協議会 6 支部の感染症対策部会を中核として支部内連携構築、
支部内連携から広域・全国ネットワークの構築 

問  題  点 改   善 

 的確な技術伝承と人材育成が不十分であり、今後、
個々の地衛研の弱体化が進行する可能性 

 感染症対策部会を中核とする連
携の維持が重要 

 副部会員など増員 
 部会員の処遇として、衛微協理
事会に参加 

 異なる支部間の連携構築  地衛研全国協議会で支部間の連
携を強化 

 バイオテロ病原体は低頻度で試薬備蓄に経費を要
し、また、検査精度の維持、検査員の確保が困難 

 支部内で検査を分担し、事務手
続きは簡素化 

 国からの経費補助 

 
表４．地衛研と国立感染症研究所の連携強化 

問  題  点 改   善 
 相互の優先事項に対する配慮や理解が不足しがち  衛微協の理事会等を活用して、

感染研と地全協感染症対策部会
の連携強化 

 相互の人事交流の活発化 
 感染症法改正に伴い、感染症発生動向調査事業の見
直しが行われ、レファレンスセンターを精度管理セ
ンターにすることなどが討議されているが、衛生微
生物協議会のレファレンス委員会と別に協議が進行 

 衛生微生物協議会の検査情報委
員会やレファレンス委員会を整
理し、再構築 

 地方衛生研究所は施設、予算、検査機器等の状況に
より検査可能病原体の範囲に制約 

 地衛研では予算や人員が漸減し、新たな課題が発生
した時の対応が困難 

 検査機器や検査試薬の購入費な
ど財政支援 

 検査技術の指導・実技講習 
 国からの通知や通達を適宜発出
し、地方が課題に向け迅速に対
応できるような措置 

 検査技術の指導・実技講習 
 感染研の行政検査成績書が地衛研に返送されるまで
長期間（例：数か月）を要することがある 

 感染研の迅速な検査対応と回答 

 レファレンスセンターを介した連携も図っている
が、レファレンスセンターは制度として位置付けが
不明瞭なため、地衛研内で正式な対応が困難 

 レファレンスセンターを通知等
で国（厚生労働省、感染研など）
が明確に位置付ける 
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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 

（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業)） 

 

分担研究報告書 

 

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 
 

 

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 鯉渕 智彦    東京大学医科学研究所附属病院 感染免疫内科 

菊地  正    東京大学医科学研究所附属病院 感染免疫内科 

西條 政幸  国立感染症研究所 ウイルス第一部 
松本 哲哉  東京医科大学 微生物学講座 

        藤井  毅  東京医科大学八王子医療センター 感染症科 
   

 

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最新の情報

を得ることを目的とした『バイオテロ対応ホームページ』を改訂した。総論部分

を見直し、かつ 2014 年に国内で発生したデング熱、および西アフリカ３ヵ国での

エボラ出血熱に関する新知見を追加した。今後とも各病原体（疾患）の最新情報

の追加等を行い、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、国内の地方衛生研究所における検査可能疾患の状

況調査（アンケート）を行った。 

 

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。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

とが重要な対策の一つとなる。本研究において

は、医療従事者が最新のデータに基づいた情報

を広く利用できることを目指し、これまでに各

疾患の情報を入れた CD-ROM を作成・配布したり、

専門家の意見を取り入れたりしながらホームペ

ージの修正とアップデートを行ってきた。今後

とも新たな情報を追加してより内容を充実させ、

一般の医療従事者にとって有用なホームページ

を公開することを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

 国内外の主要雑誌や学会などを通じて、バイ

オテロ関連疾患についての情報を収集し、ホー

ムページに掲載した内容の妥当性・正確性等に

ついて確認する。新たなアウトブレイクが生じ

た場合には迅速に新知見を追加する。 

 さらに今年度は、バイオテロ診断支援の一環

として国内の地方衛生研究所における検査可能

疾患のアンケート調査を行った。 
 

（倫理面への配慮） 

特になし 

 

Ｃ．研究結果 

 ホームページに掲載したバイオテロ関連疾患

についての情報を見直し、まず総論部分の改訂

を行った。具体的には感染症法、施行令、施行

規則の改正を反映させた。また、2014 年に約 70
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年ぶりに国内発生したデング熱に関する新知見

を追加した。国内発生の約 160 人の状況、迅速

キットの現状などについて記載した。さらに西

アフリカでのエボラ出血熱のアウトブレイクに

関する情報を加えた。2015 年始めまでの発生状

況、臨床症状、致死率などを掲載した。 

（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。そこで今年度は、国内の施設で検査

可能な疾患の現状把握を目的として、地方衛生

研究所に対して状況調査（アンケート）を行っ

た。全国 79 施設のうち、2015 年 1 月末までに

78 施設から回答を得た。多くの施設では一定の

検査水準にあったが、一部の病原体に対する検

査体制が未整備であることが示唆された。 

 

表 1 80％以上の施設で検査可能な病原体 

 

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

国では診る機会が少ないものが多い。臨床医の

大多数は病態に対する十分な知識はなく、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。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。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行うとともに、広い

見識を有する感染症専門家からの知見を加えな

がら常に最新の情報を提供することが重要であ

る。2014 年夏には約 70 年ぶりに国内発生のデ

ング熱が確認され、本疾患に対する認識を新た

にする重要な契機となった。また西アフリカ３

ヵ国（ギニア、リベリア、シエラレオネ）を中

心にエボラ出血熱が拡大した。2014 年にこれら

2つの感染症が国内外で発生したことはバイオ

テロの観点からも重要な意味を持つ。発生状況、

致死率、病原性に関する情報などを追加し、正

確かつ最新の情報を提供する場として更新を図

った。今後とも最新の情報を加え、利用者の利

便性を考えたホームページの作成を行う予定で

ある。 

国内の検査施設との連携も重要な課題である。

バイオテロに関連する事態は国内のあらゆる場

所で発生しうる。各検査施設の現状把握を目的

として全国の地方衛生研究所にアンケート調査

を行い、99％という高い回答率を得た。MERS コ

ロナウイルス、SFTS ウイルス、インフルエンザ

ウイルスなどは 80％以上の施設で検査可能で

あった（表１）。来年度へ向けてアンケートのさ

らなる詳細な解析を行い、検査体制を充実させ

るための対策を検討したい。 

（本アンケートの施行に当たり、ご尽力頂いた

倉根一郎班長、地方衛生研究所全国協議会会長 

小澤邦壽先生（群馬県衛生環境研究所長）、小林

和夫先生（堺市衛生研究所所長）に厚く御礼申

し上げます。また、アンケートにご協力下さっ

た各衛生研究所の方々にこの場を借りて感謝申

し上げます。） 

 

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。）    

該当なし

 



  

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 
（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業)） 

 
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分野 教授 

 

 

研究要旨  国内の多くの医療機関においてバイオテロに対する関心は低く、その対策に向けた準備もま

だ十分とは言えない。その理由として、国内の医療機関の状況に合わせたバイオテロ対策の指針が明確に

されておらず、十分な情報提供がなされていないことが挙げられる。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。

今年度はバイオテロにおける最も重要な疾患のひとつである炭疽に焦点をあて、ガイドラインを作成した。

今後はこれをたたき台として、医療の現場で有効な活用ができるようにさらに改訂を進めるとともに、他

の病原体による感染症に対しても、ガイドライン作成を進めていく予定である。 

 

Ａ．研究目的 

世界の政情が不安定な状況において、テロ行為

のリスクは高まっている。国内においてもバイ

オテロが起こる可能性は否定できず、各医療機

関において対策を行う必要性がある。ただしバ

イオテロが起こった際に想定される状況は多様

であり、国内においてもその準備に関する具体

的な指針がないのが現状である。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いる。 

 
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、

それらを参考にして日本の医療現場の現状に合

わせて、炭疽菌によるバイオテロ対策のガイド

ラインを作成した。平成25年度はそれを受けて
さらに具体的な内容の検討を行った。 
 

Ｃ．研究結果             

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、まず炭疽菌を取り上げ、ガイドラインを作

成した（追加資料参照）。 
カイドラインの項目とポイントは下記のとお

りである。 
1) 病原体の基礎知識 
バイオテロの病原体としての炭疽菌の特徴に

ついて概要を説明した。 

 

2) 疾患の基礎知識 
①病型、②臨床症状、③臨床的診断、④微生物

学的検査、⑤治療、⑥予防、に項目を分けて、

炭疽に関する特徴を解説した。 

病型については、皮膚炭疽、肺炭疽（吸入炭疽）、

および腸炭疽の3種類に分けて特徴を解説した。
臨床症状は3病型の典型的な症状について解説
した。臨床的診断はa）問診および診察、b）血
液検査、c）画像診断について、微生物学的検査
は、a) 検体の採取法、b）一般の検査室で可能
な検査、c）外部に依頼すべき検査、について解
説した。治療は初期治療や併用について、予防

はa）ワクチン、b）曝露後予防について解説し
た。 
 

3) バイオテロのリスク 
炭疽菌を用いた過去の事例を取り上げて、バイ

オテロのリスクについて解説した。 

 

4) 感染対策 

事前に必要な準備として、a) マニュアル等、b) 

検査・診断用、c）伝播予防用について解説した。

さらに患者への対応や消毒、環境面への対応、



  

専門医療機関との連携、感染症法上の対応につ

いても解説を行った。 
 

5) 危機対応フローチャート 

炭疽のバイオテロが疑われる状況と対応につい

て、炭疽が疑われる状況から始まって、経過を

追って治療や取るべき対応について簡略的に図

示した。 

 

6）アクションカード 

【事例①】として単独患者の重症肺炎、【事例 ②】

として複数例の重症肺炎、【事例③】として複数

の重症肺炎に加えて、皮膚炭疽が疑わしい症例

も加わった事例、を取り上げて、バイオテロを

想定した場合の考察や医師など各職種別にみた

取るべき対応について解説を行った。 

 

Ｄ．考察 

現在、イスラム国を始めとして宗教あるいは特

定の思想に基づくテロ行為や国際紛争が活発な

状況となっている。このような状況において、

バイオテロに対する備えも重要性が増してきて

いる。しかし国内では、バイオテロに対する関

心は高いとは言えず、医療機関においてもその

対策はほとんどなされていないのが現状である。 
感染症の分野でもインフルエンザについては、

新型あるいは高病原性のインフルエンザの流行

を見据えて、国や自治体の後押しも加わって、 
各医療機関におけるBCP（business continuity 

plan：事業継続計画）の作成が進められている。

今後、バイオテロについても、国内外で実際の

事例が発生すると、その対策の必要性について

急に関心が高まることも予想される。その段階

において、何も具体的に指針となるようなもの

がないと、対応の不備によってさらに被害が拡

大することが予想されるため、本ガイドライン

の作成は重要な意義があると思われる。 

現時点においては、ガイドラインは他の多く

の病原体をカバーすることや、公開前の段階で

識者の意見等を受けて改訂していくことが必要

であり、引き続き作業を継続していく必要があ

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、今年

度は炭疽を対象として具体案の作成を行った。

今後、さらに病原体の種類を増やすとともに、

実際の医療現場で活用できる内容に向けて修正

を行っていく必要がある。 
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資料                   
医療機関におけるバイオテロ対策マニュアル 

炭 疽（anthrax） 

1. 病原体の基礎知識 

 炭疽菌（Bacillus anthracis）はグラム陽性桿菌で、土壌などの環境中に生息している。通常はヒツ

ジやヤギなどの家畜や野生動物に感染し、人獣共通感染症を起こす。炭疽菌は分類上はバチルス属に属

しているが、他のバチルス属の菌と異なり、鞭毛がないために運動性を示さない。さらに血液寒天培地

で培養しても溶血性を示さないという特徴を有している。本菌は芽胞を形成し、乾燥した状態でも長時

間生息し、熱や消毒薬などに対しても強い抵抗性を示す。 

炭疽菌は非常に強毒の菌であり、浮腫因子(edema factor)や致死因子(lethal factor)と呼ばれる毒素や、

防御抗原（protective antigen）と呼ばれるタンパクを産生して出血，浮腫，および壊死などを引き起こ

す。また、本菌は生体内に侵入しても，その莢膜によりマクロファージなどの貪食に抵抗性を示す．こ

れらの病原因子が重なって本菌は致死性の感染を起こすと考えられている。   

 

2. 疾患の基礎知識 

1) 病型 

 炭疽菌感染症の病型は基本的に皮膚炭疽、肺炭疽（吸入炭疽）、および腸炭疽の 3 種類に分けられる

（表 1）。ただし、最近では 3種類の病型に加えて麻薬の静注に伴う“Injection Anthrax”が 4つめの

病型として加えられている。 

 自然感染の場合は、そのほとんどを皮膚炭疽が占めているが、肺炭疽や腸炭疽が自然感染として起こ

ることはまれであるため、これらの疾患に遭遇した場合はバイオテロによる感染の可能性も考慮しなけ

ればならない。 

 

表 1. 炭疽の分類と主な特徴 

 

疾患 感染経路 潜伏期間 症状 致死率※ 

皮膚炭疽 
接触感染 

（皮膚の直接接触） 
1～12 日 

・感染局所の丘疹、発赤、浮腫 

・外観の黒色に変化 
10～20% 

肺炭疽 

（吸入炭疽） 

経気道感染 

（菌の吸入） 

1～7日（あるい

はさらに長期） 

・インフルエンザ様症状（発熱、

頭痛，筋肉痛，倦怠感） 

・呼吸不全（胸痛、呼吸困難，チ

アノーゼ） 

・ショック、意識障害 

45～90% 

腸炭疽 

経口感染 

（汚染した食物の摂

取） 

1～7日 
・嘔気，嘔吐，腹痛，発熱  

・吐血，血便，激しい下痢  
25～50％ 



 
 

 

2) 臨床症状 

a) 皮膚炭疽 

炭疽菌は正常の皮膚からはほとんど侵入しないため、皮膚の傷口から炭疽菌が侵入して発症することが

多い。炭疽菌に接触後、1～10日間の後に小さな虫さされ様の丘疹が出現し、患者はかゆみを感じるこ

とが多いといわれている。その後、病巣部は無痛性の膿胞を形成し、中心部は壊死し、周囲に発赤と浮

腫を認める。病変部は外見上、炭のように黒褐色の痂皮を形成し、皮膚炭疽に特徴的な病変ができる。

炭疽の名前はこの黒色の外観を示す病変に由来している。さらに感染部位の所属リンパ節炎を合併しや

すい。炭疽の予後は不良であり、皮膚炭疽は未治療の場合、10～20%の致死率を示す。 

 

b) 肺炭疽（吸入炭疽） 

肺炭疽は最初に微熱、倦怠感などの症状から始まり、さらに頭痛、筋肉痛、悪寒などインフルエンザ様

の症状を認める。その後、胸痛や血痰も認められる。無治療の場合、多くの症例で呼吸困難、チアノー

ゼ、胸水などを伴い、さらにショック状態へと急激に進展する。そのため、肺炭疽の場合は治療が遅れ

て重症化する可能性が高く、無治療の場合の致死率は 99％、治療が行われても 45～90%とかなり高い。 

 

c) 腸炭疽 

腸炭疽では、嘔気、嘔吐、腹痛、発熱などの胃腸炎症状で発症する。さらに状態が悪化すると吐血や血

便がみられる。なお経口的に入ってきた炭疽菌が咽頭部で感染を起こす場合があり、咽頭痛や嚥下障害、

発熱を訴えるとともに、頸部のリンパ節腫脹を伴う。発症後、2，3日経過して菌血症を合併することが

あり、その場合は致死率が高くなる。 

 

3) 臨床的診断 

a）問診および診察 

炭疽の症例に遭遇した場合に、本疾患を鑑別診断の 1つに加えられるかどうかが、診断の最初の鍵とな

る。問診ではまず、自然感染によるものを除外するために、家畜や皮革を扱う職業に従事していないか

どうかを確認する必要がある。 

 急激に進行する市中肺炎の症例に遭遇した場合は、通常は肺炎球菌性肺炎やレジオネラ肺炎などが鑑

別疾患として挙げられるが、これらの病原体による肺炎が否定的で、急激に進行する肺炎を認めた場合

は注意が必要である。特に同様の症例を複数認めた場合は、バイオテロの可能性もあり、肺炭疽の鑑別

が重要である。 

 腸炭疽は本疾患に特有な所見が認められず、臨床的な判断で本疾患を疑うことは困難である。炎症性

腸疾患や通常の細菌性腸炎が否定されたにもかかわらず、血便の持続や敗血症を合併するような症例で

は本疾患の可能性も念のため考慮する。 

 

b）血液検査 

血液検査では一般的に白血球や CRP など炎症所見が認められる。なお、末梢血白血球は好中球優位の

増加を示す。臓器の障害により ASTや ALT、LDHなどの上昇が認められるが、本疾患に特異的な所見

はない。 



 
 

c）画像診断 

肺炭疽では胸部 X線で高度なリンパ節腫脹を伴う縦隔の拡大が特徴的であり，この所見を認めた際に本

疾患が疑われる。さらに胸水貯留や肺水腫，および肺出血を伴うことがある．皮膚炭疽や腸炭疽では疾

患に特異的な画像所見は認めない。 

 

4）微生物学的検査 

a) 検体の採取法 

検査に用いる検体としては、皮膚炭疽であれば病巣部位を滅菌綿棒で擦過した検体を用い、肺炭疽は喀

痰、腸炭疽は便を用いる。ただし肺炭疽では縦隔の炎症が主体であり，典型的な肺炎として発症するこ

とはまれであるとも言われており、検査に適した喀痰が得られない場合もある。いずれの病型において

も菌血症の頻度が高いため、血液培養を実施しておく必要がある。 

 

b）一般の検査室で可能な検査 

炭疽が疑われる場合、まず臨床検体のグラム染色を実施し、可能性を検討する（表 2）。炭疽菌はグラム

染色を行うと竹の竿状に連鎖した桿菌が観察される。菌の形態だけで診断を確定することは困難である。

しかし、重症の炭疽では多数の菌による菌血症を伴いやすいので、末梢血の直接塗抹標本のグラム染色

で炭疽菌を観察することが可能であるといわれている。なお、炭疽菌が疑われる所見を認めた場合は、

本疾患を考慮して、バイオセーフティの観点から以後、検体の扱いを慎重に行う必要がある。 

 

c）外部に依頼すべき検査 

 炭疽の確定診断は菌の検出により行われるため、培養検査は重要である（表 2）。培養で疑わしい菌が

分離された場合の最終同定は国立感染症研究所など専門機関に依頼する必要がある。 

 なお、炭疽の診断には PCR を用いた迅速診断法や血中抗体価の測定あるいは血中毒素の検出も可能

とされているが、一般の検査室で対応することは困難であり、外部の専門機関への依頼が必要である。 

 

表 2. 炭疽の微生物学検査法 

 

① 塗抹染色 

  ・グラム染色：竹を接いだ形態を認める。 

  ・莢膜染色：インディアインク、メチレンブルー染色、直接蛍光染色など 

② 培養 

  ・血液寒天培地で、37℃、18 時間培養。非溶血性で周辺が鋸歯状のコロニー。  

形状はセレウス菌と似ているが運動性を認めない。  

③ 同定 

  ・形態及び生化学的性状に加えて、溶血性、γファージの溶菌性や莢膜の有無等を総合的に判定。 

④ その他の検査 

  ・PCR: 染色体およびプラスミドの遺伝子を検出 

  ・ファージによる溶菌テスト、イムノクロマトによる抗原検出、抗体検査なども候補に 

挙げられているが、一部の施設においてのみ可能 



 
 

5）治療 

炭疽菌は本来，ペニシリン系，カルバペネム系，ニューキノロン系，テトラサイクリン系など多くの抗

菌薬に良好な感受性を示す．通常はこれらの抗菌薬の中を単独で用いることで、治療効果が期待される

が、重症化の可能性を考慮して、炭疽の初期治療の基本は抗菌薬の併用である(表 3)。 

 併用による治療の基本は、ニューキノロン系抗菌薬（シプロフロキサシンまたはレボフロキサシン）

の点滴静注に加えて、クリンダマイシンやリファンピシンを追加する治療法が推奨されている（表 3）。

また、ニューキノロン系抗菌薬とβ-ラクタム系抗菌薬の併用も効果が期待できると思われる。海外では

ニューキノロン系抗菌薬の代わりにドキシサイクリンの点滴静注も推奨されているが、日本では静注用

の製剤は販売されていない。 

 治療開始後、臨床症状が寛解したら，シプロフロキサシン 1回 400mg 1日 2回、またはレボフロキ

サン 1回 500mg 1日 1回の経口投与に切り替える。治療期間は 60日間の投与が目安になっている。

小児の患者で初期治療で軽快した場合、投与可能なニューキノロン系抗菌薬として、トスフロキサシン 

1日 12mg/kg 1日 2回 経口にて投与する治療が考えられる。 

 なお、自然感染の場合の炭疽菌は前述のように多くの抗菌薬に良好な感受性を示すが、バイオテロで

はペニシリンなどへの耐性が付加された菌を使用される可能性があるため、可能な範囲で薬剤感受性を

検討することが望ましい。 

 

表 3. 炭疽の初期治療 

対象 選択すべき薬剤 併用の組合せ 注意事項 

成人 

①シプロフロキサシン 1回300mg 12時間毎 点滴

静注 または、レボフロキサシン 1 回 500mg 1 日 1

回 点滴静注 

②クリンダマイシン 900mg 静注 8時間毎 

③リファンピシン 300mg 経口 12 時間毎 

④ペニシリン G 400 万単位静注 4時間毎 

⑤メロペネム 1 回 1g 8 時間毎 

1） ①＋② 

2) ①＋②＋③ 

3) ①＋④ 

4) ①＋⑤ 

基本的には 1) または

2)の選択が推奨されて

いる。 

薬剤感受性が良好であ

れば、④単独の選択もあ

る。 

小児 

①シプロフロキサシン 1回10mg/kg 12時間毎 点

滴静注 または、レボフロキサシン  1 回 10 mg/kg 

12 時間毎 点滴静注 

②クリンダマイシン  7.5mg/kg 静注 6時間毎 

③ペニシリンG 5万単位/kg静注6時間毎（12歳未満）、

400 万単位静注 4時間毎（12 歳以上） 

1） ①＋② 

2) ①＋③ 

3) ①＋④ 

4) ①＋⑤ 

小児を対象としたリフ

ァンピシンの投与は

20mg/kgで静注となって

いるため今回は対象外

とした。 

 

治療上、留意すべき点としては、本菌感染症が疑われた時点で早期から適切な薬剤を選択し、治療を開

始する必要がある点である。抗菌薬は十分量投与することが必要であり、最初は点滴静注で始めて、臨

床症状の改善を確認した上で経口抗菌薬への変更が行われる。しかし国内では小児を対象としたニュー

キノロン系抗菌薬の点滴静注は承認されておらず、その投与は副作用のリスクより、治療上の効果が上



 
 

回ると判断した場合に限って慎重に投与する必要がある。肺炭疽では病状の進行に伴って、脱水、呼吸

不全、ショックなどに陥りやすいため、補液、酸素吸入、昇圧剤など全身管理を含めた治療も必要であ

る。 

なお、海外では肺炭疽の症例を対象として、Raxibacumab（GSK）と呼ばれるヒト型のモノクロー

ナル抗体が承認されている。 

 

6) 予防 

a）ワクチン 

炭疽菌のワクチンは米国では主に軍の関係者やバイオテロ対策を担当する者を対象として接種が義務

づけられており、実際にリスクの高い任務を担当する場合はその 120日前にワクチンを接種するように

定められている。それ以外のワクチンの対象者として、炭疽菌に曝露される可能性のある職業である微

生物の研究所の職員や動物あるいは皮革などを扱う職業の人が候補に挙げられている。 

 米国 FDAの認可を受けた炭疽ワクチンとしては BioThraxⓇ（Emergent BioSolutions社）があり、

そのホームページにはすでに 300万人が接種したと記載されている。0.5 mlの筋注で初回接種後、1お

よび 6か月後に再接種を行い、その後ブースターとして 1年間隔で接種を続ける方法が推奨されている。

なお本ワクチンの副反応として疼痛、発赤など接種部位の局所反応 (≥10%) や、頭痛、筋肉痛、倦怠感

などの全身性の反応(≥5%)が認められている。 

 

b）曝露後予防 

炭疽菌に曝露された可能性が高い場合は抗菌薬の予防内服が必要である。一般的にシプロフロキサシン

とドキシサイクリンが推奨されており、両薬剤の予防効果は同等とされている。肺に炭疽菌を吸入した

可能性がある場合、曝露されて発症するまで 1週間以内と考えられるが、芽胞のままで肺内に長期間生

存することも想定される。これまでに曝露後 60 日後に発症した症例が経験されていることもあり、予

防的な抗菌薬の投与期間としては最長 60 日間の投与が推奨されている。しかし曝露された可能性があ

るというだけで多数の人々に 60日間の曝露後予防を実施するのは現実的ではないため、基本的に 10日

間の予防投与を実施し、その間に本当に曝露された可能性の高い人を選別し、選ばれた人だけを対象に

残り 50日間の予防投与を実施すべき、という考え方も提案されている。 

 なお、曝露後の予防として前述の炭疽ワクチンも有効とされており、曝露後すぐに接種した後、計 3

～5回程度の接種が推奨されている。 

 

3. バイオテロのリスク 

炭疽菌はバイオテロに使用される可能性の最も高い病原体のひとつであり、米国 CDC はバイオテロ

に使用される可能性のある微生物の中で，炭疽菌を最も危険度の高いカテゴリーAに分類している．こ

れまで実際に、炭疽菌がバイオテロに用いられた事例がいくつか存在する。 

過去に炭疽菌が実際にバイオテロに使用された例としては、2001 年に米国で起こった炭疽菌事件が

有名である。郵便物に混入された炭疽菌が原因で皮膚炭疽 12例、肺炭疽 11例が発生し、肺炭疽患者の

うち 5例が死亡した。最初にこの事件はイラクやアル・カイーダの関与も疑われたが、米国の軍事施設

の研究所に勤務していた微生物学の研究者が犯人と結論づけられた。 

 これまでバイオテロに寄らない炭疽菌の集団感染の事例は少なからず報告されているが、その背景に



 
 

はいくつかの要因が考えられる。2010 年にバングラデシュで 500 名を超える炭疽患者が発生している

が、ほとんどすべての患者は皮膚炭疽で、感染する前に炭疽菌に感染した動物と接触したか感染した動

物の肉を食べたということであり、バングラデシュのように動物が感染する可能性が高く、動物との接

触の頻度も高い地域では自然感染として炭疽が流行する可能性も否定できない。 

 また 2009年以降、イギリスなどヨーロッパで発生した麻薬の静注に伴う炭疽菌の感染例も 100例以

上に達しており、炭疽菌による麻薬の汚染という特殊な状況ではあるが、集団で感染を起こす危険性の

ひとつと考えられる。 

 

4. 感染対策 

1）事前に必要な準備 

a) マニュアル等 

 各医療施設の状況に見合ったマニュアルの作成が必要である。BCPについては、新型インフルエンザ

の流行ほどの広く影響が出ることは考えにくいが、特定の地域で多くの感染者が発生する可能性は否定

できず、その状況を想定した計画を立てることが望ましい。 

 

b) 検査・診断用 

本菌の推定を行うための検査については、通常の微生物検査の対応で可能である。ただし確定を行うた

めの検査は専門機関に依頼する必要がある。疑わしい菌が確認されたら、菌株を搬送して確認を依頼す

る必要があるため、予め定められた方法に従って搬送の手続きを行う必要があり、菌株搬送用のジェラ

ルミンケース等を準備しておく必要がある。 

 

c）伝播予防用 

本菌の伝播予防策に用いる PPE は手袋、サージカルマスク、ガウン、ゴーグルなどであり、炭疽への

対策用に特別に PPE を確保しておく必要はない。消毒薬は後述のようにアルコールは無効であり、次

亜塩素酸を用いる必要がある。また汚染器材等はオートクレーブによる滅菌が必要である。 

 

2) 伝播予防策 

 炭疽菌によるヒト→ヒト感染は起こらないため、標準予防策による対応が行われる。ただし皮膚炭疽

の患者から他の患者に感染が見られた報告もあるため、皮膚炭疽の創部の扱いは慎重に行う必要がある。 

 

3) 患者への対応 

皮膚病創部の管理がきちんと行われていれば個室での隔離は必要ではない。ただし患者は重症化しやす

く、特に肺炭疽の場合は呼吸管理や全身管理を行う必要性があるため、その点を考慮して病室を決定す

る必要がある。 

 

4) 消毒 

汚染した可能性がある物品や器具などは、高圧蒸気滅菌用耐熱性袋に入れ、なるべく速やかにオート

クレーブで滅菌する。消毒薬を用いる場合、炭疽菌は芽胞を形成するため、通常用いられる消毒薬であ

るエタノール等に対して抵抗性を示す点に注意が必要である。実際に芽胞を形成している炭疽菌を用い



 
 

て消毒薬の効果を検討した報告では、1000ppmの次亜塩素酸 1分処理では約 10分の 1にしか菌は減少

せず、10分処理で約 1万分の 1に減少し、20分処理でようやく検出限界以下となっている。そこでよ
り効果を高めるために次亜塩素酸に酢を加えて酸性の条件下で検討したところ、炭疽菌と同じバチルス

属の Bacillus atrophaeusを 30秒処理で検出限界以下にまで殺菌することができた。以上より、酸性に

した次亜塩素酸溶液を消毒に用いることでより効果を高めることができると考えられる。 

 

5）環境面への対応 

基本的に病室の清掃は一般的な病室への対応と同様で良い。ただし、皮膚炭疽の場合は、創部の処置に

よって病室の環境を汚染させないように配慮しなければならない。 

 

6) 専門医療機関との連携 

炭疽であることが確認された場合、感染症の専門医のアドバイスを受けながら治療を行う必要がある。

専門医が院内にいない場合は、他院の専門医に連絡を取って、対応を決めることが望ましい。感染症を

専門とする診療科がある病院に転院を行うかどうかについては、相談の上、決定する必要がある。 

 

7) 感染症法上の対応 

炭疽は感染症法によって四類感染症に指定されており、発症症例だけでなく、無症状の病原体保有者

の場合も、分離・同定による病原体の検出あるいはＰＣＲ法による病原体の遺伝子の検出例は医師が届

出を直ちに行わなければならない、と定められている。 
 
 
 
  



 
 

危機対応フローチャート 
 

炭疽のバイオテロが疑われる状況と対応 
（事例①～③の詳細はアクションカードの項目を参照） 
 

    

 
 
 
 
 
 

  
  

             

           

  

 季節はずれのインフルエンザ様疾患 

 急激に進行する肺炎 

 敗血症、敗血症性ショックの合併 

重症肺炎の鑑別を優先 【事例① 】 

（白血球数、胸部 X 線，胸部 CT，血液培養） 

 炭疽以外の疾患として治療 

 炭疽の可能性ありと判断し治療 【事例②】 

（有効抗菌薬の早期投与開始、呼吸管理、全身管理） 

【炭疽菌以外の呼吸器病原体の検出(+)】 【明かな病原体の検出（－）】 

 炭疽にみられる所見の確認 

（皮膚所見、または胸部 X線で縦隔の拡大） 

【明かな所見（－）】 【いずれかの所見（＋）】 

 類似した病態の患者疾患の集団発生の有無 

【集団発生（＋）】 【集団発生（－）】 

 バイオテロを疑い外部の関連機関と連携 【事例③】 

  

 感染症の専門施設、警察、自治体への連絡、相談など 

 バイオテロの可能性を念のため考慮 

 周囲の医療機関との情報交換など 



 
 

アクションカード 
 
【事例①】45歳、男性。営業職のサラリーマン。発熱、倦怠感、胸痛を訴えて外来を受診。念のた
め胸部Ｘ線をチェックするが，肺野には明らかな浸潤影は確認できなかった。時期はずれだが念の
ためインフルエンザの抗原をチェックしたが陰性であった。患者の倦怠感が強そうだったので入院
も勧めたが，本人は仕事を休めないというので、とりあえず一般の感冒薬とペニシリンの内服薬を
処方して帰宅させた。 
翌日、受診したサラリーマンが、家族に抱き抱えられるようにして再び受診、顔色は悪く、質問
にもほとんど答えられない状態であった。早速，採血を行って確認したところ白血球数25,000, CRP 
12.6mg/dl と強い炎症所見を認めた。血圧も 92/46mmHg と低めでショック状態が疑われたため、
輸液を開始し即入院とした。再び胸部Ｘ線をチェックしたところ肺野の陰影を認め，急性肺炎とし
てレジオネラおよび肺炎球菌による感染も考慮して尿中抗原をチェックしたが陰性であった。主治
医はカルバペネムの投与と酸素吸入を開始し、病棟をＩＣＵに変更した。 
 
【考察】 
通常の肺炎にしては病状の進展が急激である。ただし症例は単独であり、この段階において、バイ
オテロや炭疽の可能性を考慮することは困難であり、原因不明の重症肺炎としての対応が行われる。 
 
【取るべき対応】 
・医師 
重症肺炎として可能性の高いレジオネラや肺炎球菌などの可能性は否定的となっているが、この
状態で肺炭疽を疑うことはかなり困難と思われる。ただし、他の病原体を含めてさらに起因病原体
の診断に努める。さらに重症肺炎として積極的な抗菌薬投与と呼吸管理、全身管理を行う。 
 
・看護師 
ICUにおける集中管理が必要な重症患者として対応する。現時点では起因病原体が不明であること
から、周囲への伝播の可能性を否定できず、飛沫感染予防策を想定した対応を行う。 
 
・薬剤師 
抗菌薬の選択や投与方法について、PK-PDおよび副作用の観点からアドバイスを行う。TDMが必
要な抗菌薬が選択された場合は、TDM の実施を医師に推奨し、その結果を受けて投与設計の変更
を行う。 
 
・検査技師 
積極的に起因病原体の検索に努める。塗抹標本のグラム染色だけでなく、ヒメネス染色等について
も実施を考慮する。血液培養の実施をアドバイスする。 
 
・事務員 
今後、患者の家族等への説明や問診に向けて、家族等の連絡先を確認しておく。 
 
  



 
 

アクションカード 
 
【事例 ②】外来に中学生とその母親が呼吸困難と強い倦怠感を訴えて受診．親子で肺炎が疑われ
ため二人とも入院させ、酸素投与とカルバペネム系抗菌薬の投与を開始した。この親子二人はいず
れも上肢の皮膚に強い発赤を伴う病変が認められた。皮膚病変は無痛性の膿胞で、中心部は壊死し
て炭のように黒色に変化し、周囲に発赤と浮腫を認めた。 
入院翌日、２人とも呼吸状態はさらに悪化していた。肺炎球菌、およびレジオネラの尿中抗原は
陰性であったが，Legionella pneumophila serogroup 1以外のレジオネラ肺炎、早期の肺炎球菌性
肺炎、マイコプラズマ肺炎なども否定できないと考えて，さらにフルオロキノロン系抗菌薬を併用
した。検査部に昨日の喀痰の検査結果を問い合わせても、通常の肺炎の病原体は検出されていない、
という返事であった。 
 
【考察】 
親子が同時期に重症の肺炎として入院しており、伝播性の高い病原体であることが推測される。ま
た、本症例では一般の肺炎と異なり、皮膚病変を有することが注目される。無痛性であり、中心部
が壊死し黒色を示していることなどの特徴から炭疽を含めた鑑別診断が必要となる。 
 
【取るべき対応】 
・医師 
重症肺炎として可能性の高いレジオネラや肺炎球菌などの可能性は否定的となっているが、検査
部と協力してさらに起因病原体の検索を行う必要がある。特に皮膚病変はその黒色の特徴から炭疽
の可能性も考慮して病変部の検体を採取し、塗抹染色や培養を実施する。 
 
・看護師 
重症の肺炎患者として対応が必要であり、さらに起因病原体が不明であるため、飛沫感染予防策を
行う。また、皮膚病変についても、感染の危険性を考慮して接触感染予防策に準じた対応を行う。 
 
・薬剤師 
抗菌薬の選択や投与方法について、PK-PDおよび副作用の観点からアドバイスを行う。TDMが必
要な抗菌薬が選択された場合は、TDM の実施を医師に推奨し、その結果を受けて投与設計の変更
を行う。消毒薬について、炭疽を考慮すると言われた場合は、芽胞形成菌に有効な消毒法のアドバ
イスを行う。 
 
・検査技師 
積極的に起因病原体の検索に努める。塗抹標本のグラム染色では、炭疽菌が推定されるかどうかを
確認する。血液培養の実施をアドバイスする。炭疽菌が疑われる菌が分離された場合は、専門機関
に相談し、同定を依頼する。 
 
・事務員 
入院の事務手続きを説明する際には、皮膚病変に触れないように注意する。また、炭疽と診断され
た場合の保健所等への報告手続きについて確認しておく。 
 
 
 
  



 
 

アクションカード 
 
【事例③】 夜間帯に高熱、呼吸困難を訴える 78 歳の男性患者がショック状態で救急車で搬送さ
れた。入院直後より酸素投与、昇圧剤の投与、輸液管理、およびカルバペネム系抗菌薬の投与が行
われた。しかし状態は改善せず、翌日の午後に死亡してしまう。死因については明確ではないが、
胸部X線では肺炎像と縦隔の拡大を認めた。 
同日の外来に強い呼吸困難と胸痛を訴える患者が3名受診した。いずれも病院の近くに住んでい
る以外、特に共通点はみられない。胸部 X線で浸潤影を認め、白血球数の増加、CRP の上昇を認
めた。倦怠感が強く重症化が予想されたため、入院を勧めたが 2名は入院を受け入れ、1名は拒否
したためニューキノロン系抗菌薬を処方して帰宅させた。 
入院させた2名の患者はニューキノロン系抗菌薬の点滴靜注を開始したが、翌日、いずれも呼吸
不全が高度となり、内1名はすでにショック状態に陥り，けいれんを伴った。明確ではなかったが
項部硬直が疑われたため、髄膜炎の合併も疑われたため、頭部CTをオーダーしたが、けいれんが
続き髄腔穿刺は見送り、セフォタキシムの点滴靜注を併せて行った。残り１例は腕の一部に黒褐色
に変色した膨隆疹を認めた． 
その翌日、検査室から患者の血液培養の結果について、2 名の患者いずれの血液培養も、グラム
陽性桿菌陽性、という連絡があった。 
 
【考察】 
同時期に重症の肺炎患者が受診し、死亡する例も出ている。またこれらの患者に特に共通点はない
ため、会社内や大学内での感染の流行とも考えにくい。このように突然、複数の重症感染症の患者
が受診した場合には、バイオテロも想定して対応を進めていく必要がある。 
 
【取るべき対応】 
・医師 
個々の患者に対して、全身管理を含めて集中的に治療を行う。起因病原体の検索のための、各種
検体の提出を行い、念のため血清を保存しておく。近隣で同様の患者が発生していないかどうかを、
他の医療機関に連絡して確認を取る。 
 
・看護師 
入院患者の隔離あるいはコホーティングを検討する。さらに同様の患者が増えることを想定して病
棟の管理体制を相談する。 
 
・薬剤師 
さらに同様の患者が増えた場合を想定して、必要と思われる薬剤の在庫の確認と、不足しそうな薬
剤の発注を行う。病棟への消毒薬の供給を十分量行う。 
 
・検査技師 
積極的に起因病原体の検索に努める。炭疽菌を始めとして、想定される病原体に必要な検査を医師
にアドバイスする。検査に必要な試薬等の確保を行う。炭疽菌が疑われる菌が分離された場合は、
専門機関に相談し、同定を依頼する。 
 
・事務員 
病院として対応すべき非常事態であることを院内の職員に向けて通知するため、感染対策のメンバ
ーとともに準備を行う。保健所等への報告が必要な病原体であることが診断された場合の手続きに
ついて確認しておく。 
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A. 研究目的 

2014 年，西アフリカ地域でエボラ出血熱が

制御できずに流行拡大した．WHOの発表（2015

年 1 月 14 日付け）によると西アフリカ 3 カ

国（ギニア，リベリア，シエラレオネ）では

エボラウイルス感染疑い例を含めて累積患

者数が 21,296 人（うち死亡者 8,429 人）に

達している．西アフリカで流行しているエボ

ラウイルス「西アフリカ型」は分子系統上ザ

イールエボラウイルスに近縁であるものの，

ザイールエボラウイルスそのものとは塩基

配 列 の 違 い が あ る （ N Engl J Med. 

2014;371(15):1418-1425）．これまで国立感

染症研究所で整備されてきたエボラウイル

ス検出用 PCR プライマー，プローブはすべて

のエボラウイルス株を検出できるようにデ

ザインされている（図 1 および図 2）．しか

し，これらは「西アフリカ型」が流行する以

前に設計されたものである．本研究では，エ

ボラウイルス検出用 PCR プライマー，プロー

ブが「西アフリカ型」に対応できるかどうか

検討した． 

 

B. 研究方法 

1) 西アフリカで流行しているエボラウイル

ス塩基配列を入手し，現在，国立感染症

研究所で使用されているエボラウイルス

検出用プライマー，プローブとアライメ

研究要旨：2014 年，西アフリカ地域でエボラ出血熱が制御できずに流行拡大した．2015

年 2 月現在，流行は終息のめどが付いていない．西アフリカで流行しているエボラウイ

ルス「西アフリカ型」は分子系統上ザイールエボラウイルスに近縁であるものの，ザイ

ールエボラウイルスそのものとは塩基配列の違いがある．本研究では，これまで国立感

染症研究所で整備されてきたエボラウイルス検出用 PCR プライマー，プローブが「西ア

フリカ型」に対応できるかどうか検討した．塩基配列の比較から NP 遺伝子をターゲット

にしたコンベンショナル PCR 用プライマーは「西アフリカ型」を検出できると考えられ

た．一方，L遺伝子をターゲットにしたリアルタイム PCR 用プラーマー，プローブにいく

つかの塩基配列の違いが認められた．「西アフリカ型」に完全に一致した配列のプローブ

を用いたリアルタイム PCR と従来のプローブを用いたリアルタイム PCR は同等の感度で

「西アフリカ型」を検出可能であった．これらの結果から，従来のコンベンショナル PCR,

リアルタイム PCR の両方で行うエボラウイルス検査で「西アフリカ型」の検出に対応で

きると考えられた． 



ントを行った． 

2) 「西アフリカ型」の L 遺伝子のリアルタ

イム PCR領域を合成し，リアルタイム PCR

検討用鋳型 DNA スタンダードとした． 

3) 「西アフリカ型」に完全に一致する配列

の蛍光プローブ

(5’CCGAAATCATCACTTGTGTG GTGCCA-3’)

を作製し，リアルタイム PCR に用いた． 

 

C. 研究結果 

1) 塩基配列の比較から NP 遺伝子をターゲ

ットにしたコンベンショナル PCR 用１st

プライマーは混合塩基 D (G or A or T)，

Y (T or C)を含み，2nd プライマーも同様

に混合塩基 Y (T or C)，R (G or A)を含

んでいるため，「西アフリカ型」にみられ

る塩基配列の変異に対応できると考えら

れた（図 3および図 4）． 

2) 塩基配列の比較から L 遺伝子をターゲッ

トにしたリアルタイム PCR 用プライマー

のうち，Forward プライマー Filo-A2-4

は「西アフリカ型」に完全に一致し，

Reverse プライマー Fili-B は 5’側に

２塩基のミスマッチがあることが判った

（図 5）．一方，FAM-EBOSud は完全には一

致していないもののイノシンを導入して

いるため，「西アフリカ型」を検出可能で

あると考えられた（図 6）． 

3) 蛍光プラーブを用いたリアルタイム PCR

法はプローブのミスマッチが検出感度を

低下させる大きな要因となりうる．そこ

で，「西アフリカ型」に完全に一致する配

列 の 蛍 光 プ ロ ー ブ

(5’CCGAAATCATCACTTGTGTG GTGCCA-3’)

を作製し，リアルタイム PCR に用いた．

西アフリカ型プローブを用いたリアルタ

イム PCR により「西アフリカ型」が検出

可能であり，その感度は従来のプローブ

を用いたリアルタイム PCR と同等であっ

たことから，この結果から，従来のプラ

ーブを用いても感度の低下することなく

「西アフリカ型」を検出できると考えら

れた（図 7）． 

 

D. 考察 

 これまで国立感染症研究所で整備されて

きたエボラウイルス検出用 PCR プライマー，

プローブが「西アフリカ型」に対応できるか

どうか検討した．塩基配列の比較から NP 遺

伝子をターゲットにしたコンベンショナル

PCR 用プライマーは「西アフリカ型」を検出

できると考えられた（図 3および 4）．一方，

L 遺伝子をターゲットにしたリアルタイム

PCR 用プラーマー，プローブにいくつかの塩

基配列の違いが認められた（図 5および 6）．

「西アフリカ型」に完全に一致した配列のプ

ローブを用いたリアルタイム PCR と従来の

プローブを用いたリアルタイム PCR は同等

の感度で「西アフリカ型」を検出可能であっ

た（図 7）．これらの結果から，従来のコン

ベンショナル PCR,リアルタイム PCR の両方

で行うエボラウイルス検査で「西アフリカ

型」の検出に対応できると考えられた．リア

ルタイム PCR 用のプローブのうち，Reverse 

プライマーの5’側に２塩基のミスマッチが

見られた．一般的にプライマーの 5’側のミ

スマッチは PCR に影響を及ぼすことは少な

いと考えられるが，これが「西アフリカ型」

の検出感度に影響を及ぼすかどうか，今後詳

細な検討が必要である． 

 

E. 結論 

国立感染症研究所で整備されてきたエボラ

ウイルス検出用 PCR プライマー，プローブに

よって「西アフリカ型」エボラウイルスを検

出できることが確認された． 

 

F. 健康危険情報 

 2014年から2015年にかけて西アフリカに

おいてかつてない規模のエボラ出血熱が流

行した．米国および英国ではエボラ出血熱の

輸入感染事例が発生し，米国では輸入感染患



者が入院治療を受けた病院内で医療従事者

の院内感染が発生した． 
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図 1．L-遺伝子を標的としたエボラウイルス・マールブルグウイルス遺伝子を増幅させるた

めの定量的リアルタイム RT-PCR におけるプライマーおよびプローブの塩基配列（デザイン）． 

 

図 2．国立感染症研究所ウイルス第一部において整備されている種特異的エボラウイルスお

よびマールブルグウイルス遺伝子増幅のための nested RT-PCR 法におけるプライマーの核

蛋白質（NP）遺伝子に結合する部位の概要． 



 

図 3． NP 遺伝子を標的にしたコンベンショナル PCR 用１st プライマーのエボラウイルス西

アフリカ株への相同性． 

 

図 4．NP 遺伝子を標的にしたコンベンショナル PCR 用 2ndPCR におけるプライマーのエボラ

ウイルス西アフリカ株への相同性． 



 

図 5． L 遺伝子を標的にしたリアルタイム PCR 用プライマーにおける Forward プライマー 

Filo-A2-4とReverse プライマー Fili-Bの西アフリカ型エボラウイルスの遺伝子標的部位

との相同性．Forward プライマー Filo-A2-4 は「西アフリカ型」に完全に一致し，Reverse 

プライマー Fili-B は 5’側に２塩基のミスマッチが認められる． 

 
図 6．L遺伝子を標的にしたリアルタイム PCR 用プライマーにおけるプローブ FAM-EBOSud

の標的遺伝配列との相同性．「西アフリカ型」を検出可能であると考えられる． 



 

図 7．定量的リアルタイム RT-PCR において，西アフリカ型プローブを用いた場合と従来の

プローブを用いたリアルタイム PCR における検出限界の比較．従来のプラーブを用いても

感度の低下することなく「西アフリカ型」を検出できると考えられた．
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A.研究目的 
 細胞培養痘そうワクチンの製造承認株である
LC16m8 株は，Lister 株から低温馴化により LC16
株，LC16mO 株を経由して樹立された株である． サ
ルを用いて行われた神経病原性試験により非常に
神経毒性が低いことがわかっている．また，1970
年代には約 10 万人の子供に接種され，その際に重
篤な副反応は確認されなかったことより安全性の
非常に高いワクチン株といえる．さらに，自衛隊
での成人への種痘にも用いられ安全性がさらに確
認されている．この安全性と種痘における強く長
期に亘る免疫誘導から，組換えワクシニアウイル
スとして他の感染症ワクチンとしての応用も期待
されている．既に我々は相同組換えを利用した組
換えワクシニアウイルス（recVac）作製システム
を構築している（図 1）．当システムは，簡便かつ
高効率に recVac を作製可能であり，且つ最終的に
完成したウイルスのゲノム内からはその後の研究
に不必要な recVac 選択カセット（薬剤耐性遺伝子
と蛍光タンパク質 mCherry 遺伝子を含む遺伝子カ
セット）を取り除くことが可能である．しかし現
時点までの方法では，この recVac 選択カセットは

それを保持するウイルスを選択薬剤存在下で選択
する際の，いわゆる正の選択にのみ使用している．
一方で，このカセットを取り除く際には選択薬剤
非存在下で相同組換えによって偶然recVac選択カ
セットが脱落するのを期待するしか無かった．カ
セットが脱落する確立はあまり高いものではなく，
これがスクリーニングの手間を増やすため，
recVac 作製の律速となってしまっていた．そこで
本研究では，薬剤を用いて選択圧をかけることで，
recVac 選択カセットが脱落することを人為的に促
進する負の選択システムを組み込んだ改良版
recVac 作製システムの開発を行った． 
 
B.研究方法 
recVac 選択カセット内の薬剤選択遺伝子には，
これまで同様キサンチン-グアニンホスホリボシ
ルトランスフェラーゼ（gpt，または XGPRT とも省
略される）を用いている．本薬剤選択用遺伝子は，
ミコフェノール酸（MPA）を用いた recVac の正の
選択時に用いている．MPA 存在下で阻害される細胞
のプリン合成系（図 2）を中間型 recVac 感染細胞
内で発現した XGPRT と，同時に添加するキサンチ
ンによりレスキューする方法である． 

研究要旨：細胞培養痘そうワクチンの製造承認株であるLC16m8株は，Lister株から低温馴化によりLC16
株，LC16mO株を経由して樹立された安全性の非常に高いワクチン株である．近年ではこの長所を生かし
て，他の感染症へのワクチンとしての応用もされはじめている．既に我々は相同組換えを利用する，LC16
系統のワクシニアウイルスを土台とした組換えワクシニアウイルス作製システムを構築している．当システムは，簡
便かつ高効率に recVac を作製可能であり，且つ最終的に完成したウイルスゲノム内からはその後の研究に不必
要な recVac 選択カセット（薬剤耐性遺伝子と蛍光タンパク質を含む遺伝子カセット）を取り除くことが可能である．
一方で，現時点までの方法ではこの recVac 選択カセットはこれを保持するウイルスを選択薬剤存在下で選択す
る際の，正の選択のみに使用している．このカセットをウイルスゲノムから取り除く際には選択薬剤非存在下で，
相同組換えにより偶然脱落するのを期待するしか無く，そこが律速にもなり得た．そこで本研究は選択薬剤として
2-チオキサンチンを用いて，recVac選択カセットが脱落することを人為的に促進する「負の選択システム」を組み
込んだ改良版recVac作製システムを確立した． 
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今回は，キサンチンのアナログである 2-チオキ
サンチン（2-TX）を用いた負の選択法の適応を検
討した．2-TX は XGPRT によってプリン合成系に取
り込まれると，生体にとって機能的なプリンにな
りえないため毒性を発揮する．従って，XGPRT を持
つ recVac の増殖が抑制され，更なる相同組換えに
よって生じたrecVac選択カセット部分が除かれた
完成型のrecVacが増殖する負の選択が可能になる
と考えたためである．そこで，2-TX の至適濃度な
どを検討し，負の選択法の実用性を検討した． 
【倫理面への配慮】 
ヒト検体，動物は使用していないため該当しな
い．遺伝子組換えに当っては，文部科学省の承認
を得た上で行った． 
 
C.研究結果，及び D.考察 
まず 2-TX の至適濃度を検討した．8mg/ml から 2
倍の段階希釈系列を作製し，そこで本組換え法で
EGFP を導入した recVac（recVac-EGFP）を感染さ
せた．recVac-EGFP は以前に作製した薬剤選択カセ
ットが除去された完成型と，カセットを含む中間
型を用いた．結果より，4mg/ml の 2-TX を培地中に
添加することで，中間型ウイルスの増殖は阻害す
るが，完成型ウイルスの増殖は阻害しないことが
明らかとなった（図 3）．この時，4mg/ml の 2-TX
を培地中に添加したウェル内に出現したプラーク
を詳細に観察すると，中間型ウイルス感染細胞が
発現する mCherry 遺伝子の赤色の蛍光を示すプラ
ークの端から，完成型ウイルスが完成した細胞で
あることを示す赤色蛍光の発現していないEGFPの
発現のみが確認されるプラークが出現していた
（図 4）．これは，2-TX の選択圧によって，完成型
ウイルスが選択されてきていることを示唆してい
ると考えた． 
そこで，薬剤選択カセットを含む中間型ウイル
スを 2-TX 存在下で細胞に感染させた時に，完成型
ウイルスが選択されてくるかを実際に検討した．
前の検討実験より得られた結果をもとに，4mg/ml
の 2-TX を培地中に添加し，そこに中間型ウイルス
を感染させて 5日間培養を行った．対照として MPA
を添加したウェル，または薬剤を添加していない
ウェルも用意した（図 5）．感染細胞で発現してい
る蛍光遺伝子を LED トランスイルミネーター上で
確認すると，MPA 添加，または薬剤未添加のウェル
では，中間型ウイルスが発現している mCherry の
赤色蛍光とEGFPの緑色蛍光が混ざったオレンジ色
のプラークが多数を占めていたのに対して，2-TX
を添加したウェルではEGFPの蛍光が多数を占めて
いた（図 5A）．より定量的に観察するために，ウェ
ルに含まれる，それぞれのウイルス量をプラーク

アッセイにより測定し，その割合を確認した．す
ると，やはり 2-TX 添加ウェル内では EGFP のみを
発現している完成型ウイルスの割合が約 80%を占
めていた（図 5B）．以上により，これまでに確立し
た，recVac 作製システムに負の選択システムを導
入した改良型のシステムの確立が出来た．recVac
作製時間の律速の1つであったrecVac選択カセッ
トが脱落を，2-TX によって人為的に促進すること
が可能となった．これにより recVac 作製のスピー
ドアップにつながると考えている． 
 
E.結論 
 本研究により，薬剤を用いて選択圧をかけるこ
とで，recVac 選択カセットが脱落することを人為
的に促進する「負の選択システム」を組み込んだ
改良版 recVac 作製システムを確立した． 
本法を用いて実際に組換えウイルスを作製して
いる．現時点で，タンパク質発現の確認できた組
換えウイルスワクチニアウイルスはB5R（B5R 領
域完全欠損ウイルス），EGFP そしてワクチン開発の
ために行っている，LCMV（リンパ球性脈絡髄膜炎
ウイルス）の NP，Z，GPC，更に SFTSV（重症熱性
血小板減少症候群）の NP，GPC 発現ウイルスであ
る．引き続き組換えワクチニアウイルスの作製を
行い，研究を進展させたい． 
 
F.研究発表 
１．論文発表 
なし  
２．学会発表 
1) 吉河智城，福士秀悦，谷英樹，福間藍子，谷口
怜，須田遊人，Harpal Singh，江川和孝，下島
昌幸，森川茂，西條政幸. ワクシニアウイルス
LC16m8 株を土台とした組換えワクシニアウイ
ルス作出システムの確立. 第 62 回日本ウイル
ス学会学術集会， 横浜（2014.11） 
 
G.知的財産権の出願・登録状況 
 なし



図 1．組換えワクチニアウイルス作製の概略組換えワクチニアウイルス作製の概略組換えワクチニアウイルス作製の概略組換えワクチニアウイルス作製の概略組換えワクチニアウイルス作製の概略． 
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図 2．ミコフェノール酸（
及び 2-チオキサンチンの生体内プリン合成系への関与
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グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（XGPRT）
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図 4．完成型ウイルスが
の出現． 
 

図 5．薬剤選択カセットを含む中間型ウイルスを
時の，完成型ウイルスが選択されてくるか

完成型ウイルスが
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分担研究報告書 
 
細胞培養弱毒生痘そうワクチンの疫学的有効性及び安全性評価に関する研究 

 
研究分担者 金谷泰宏 

国立保健医療科学院 健康危機管理研究部 
 

研究要旨 
 我々は、これまでの研究の中で、LC16m8 が既存の種痘免疫に対してブーストをかけると
ともに既接種者の B5R 抗体の産生を促すことについて検証を行った.一方で、初種痘におけ
る B5R に対する抗体誘導は既接種群と比して弱いことが指摘されている.本研究において
は、プロテインアレイを用いて LC16m8 により誘導される抗体プロファイルを解析し、昨年
度までに LC16m8 の有効性を支持する結果が得られた.今年度、引き続き解析したところ、
さらに詳細な解析の必要性が認められた.国内外の研究により B5R 抗体の産生は痘そうワク
チンによる防御に必須ではないという結果も示されているが、有効性・安全性の点から重
要な抗原であることから、プロテインアレイ解析結果も踏まえ、その抗原性について解析
を行い、LC16m8 の B5R タンパク質の抗体誘導能を確認した.抗体の機能については引き続き
検討が必要である. 

 
                 

Ａ．目的 

 LC16m8 株は EEV の主要抗原 B5 に変異が

あり切断型として発現しているため、ワク

チンとしての有効性の評価には、この変異

が抗原性にどのような影響を与えているか

を明らかにすることが必要である.一方、抗

体産生にはウイルス株の種類、個人の遺伝

的要素、生理状態、ワクチン接種歴などの

過去における暴露が影響を与えることから、

有効なワクチン接種プログラムの開発には、

LC16m8 株接種に関わるこれらの要因の関係

性を明らかにすることが必要である. 

 1970 年代以前、わが国では、天然痘のワ

クチン接種は 3 回の種痘を受けるプログラ

ムであり、1976 年まで実施された.そのた

め、現在では、76 年以降が生年の世代は免

疫がなく、それ以前の世代は出生年によっ

て種痘歴（ワクチン株の種類と接種回数）

が異なる世代が混在しており、いずれもワ

クチンの有効性評価と接種プログラムを構

築するにあたり考慮する必要がある.わが

国では 1970〜1975 年の間に出生した者は 1

回、1964〜1969 年の間に出生した者は 2回、

1963年以前に出生した者は３回の接種を受

けている.1970 年以前においては池田株、

大連１株が、1970 年代は Lister 株が使用

された. 日本人集団においては、これらの

免疫的背景を考慮したワクチン接種プログ

ラムを開発することにより、安全性、有効

性の高い接種が可能となる. 

本研究では、プロテインアレイを用いた

LC16m8 抗原性の解析を続けるとともに、有

効性・安全性の評価に重要な LC16m8 株の

B5タンパク質の抗原性について検討を行っ

た. 

 

Ｂ．研究方法 

 １. プロテインアレイを用いた LC16m8

の抗原性の解析 



(1)血清 

 斉藤らが報告した LC16m8 株接種の臨床

試験のうち、第２ラウンドの被験者（200

名）の血清を対象とした。善感反応を示さ

なかった 4 検体を除く 196 検体をプロテイ

ンアレイに供し測定を行った.血清は接種

前、接種後 1 ヶ月目に採取し、ペア血清と

して解析を行った.  

(2)抗原プロファイル解析 

 ウイルス抗原としてワクシニアウイルス

ウェスタンリザーブ株のゲノム上の ORF の

遺伝子産物を搭載したアレイを用いた

(Antigen Discovery Inc. Ivrine, CA, USA).

ネガティブコントロールとして、ウイルス

由来の遺伝子産物を発現させないスポット

を設定した(no DNA control).血清は、

E.coli 溶解液（最終濃度 4〜5mg/mL）を含

んだブロッキングバッファーで 50 倍に希

釈し、18 度で１時間処理し、アレイにプロ

ーブして４度で 18 時間処理した.洗浄後、

ブロッキングバッファーで 200 倍に希釈し

たビオチン化ヤギ抗ヒト IgA/G/M、Igγ鎖、

Igα鎖、IgMμ鎖２次抗体に 18 度で２時間

処理した.数回洗浄後、スライドをストレプ

トアビジン結合 PBXL-3 存在下で１時間処

理.遠心により風乾した後、Parkin Elmer 

confocal glass slide scanner を用いて蛍

光 強 度 を 取 得 し た . 蛍 光 強 度 は 、

ScanArrayExpress software(Parkin Elmer)

により定量化を行った.測定は４回に分け

て行った. 接種回によりアレイの構成が一

部異なることから、全測定に共通して含ま

れる 195 個の遺伝子産物に対する測定値を

統計解析に用いた。それぞれの血清につい

てトリプリケートで測定を行った.ポジテ

ィブコントロールとして、ワクシニアウイ

ルスのタンパク質に対して高い抗体価を有

するヒトの抗ワクシニアウイルスイムノグ

ロブリンを同様にプロテインアレイにプロ

ーブして抗原抗体反応を蛍光強度として測

定した. 

(3) LC16m8 接種血清のデータの処理 

 プロテインアレイ間のばらつき、複数回

にわたる測定の影響を調整するため、アレ

イの測定結果の正規化を行った.正規化に

はRのvsnパッケージを用いた.正規化後に、

トリプリケートのアレイデータのメディア

ン値をとり各抗原に対する抗体の測定値と

した.正規化データは再変換を行い蛍光強

度のスケールに戻した 

 日本人の集団は、生年により種痘の接種

履歴が異なるため、A 群(1976 年以降出生、

種痘歴なし)、B 群(1970〜1975 年の間に出

生、種痘 1 回)、C 群(1964〜1969 年の間に

出生、種痘 2回)、D群(1963 年以前の出生、

種痘 3 回)の 4 群にわけて解析を行った.第

２ラウンドの全被験者は 200 名であり、A-D

群の人数は、45 名、47 名、45 名、63 名で

あった。このうち、善感反応が認められな

かった A 群の 4 検体以外はアレイ測定を行

った。さらに、ペア血清が揃わない２検体

(C 群、および D群),善感反応が認められな

かった１検体(A 群)は統計解析から除外し

た。ここに示した統計解では、A-D の各群

の人数は、41 名、47 名、44 名、62 名であ

る。 

L1, A17 については技術的な問題によりシ

グナルが全検体からは取得できなかったた

め、A17 に対する A 群および B 群の結果以

外は統計解析に含めなかった. 

(4)アメリカ人の血清のデータの概要 

LC16m8 接種血清の抗体プロファイルとの比



較のため、NCBI の GEO データベースに収録

されている Dryvax 接種血清のアレイ測定

の結果(GSE34931, Tan et al., 2012)の再

解析を行った。検体は、本来は、３回の独

立した dose-sparing sdudies (NIH study 

ID/clinicaltrial.gov.ID:01-632/NCT0002

6611,02-009/NCT00038987,02-054/NCT0005

0518) (Frey 2002)のものである.既存免疫

について検討する目的では、過去に接種歴

のある検体の接種前の抗体プロファイル

(臨床試験での接種したワクチン株の種類

と容量は問わず、接種前の血清のみを抽出)

を再解析した。 

(5)データ解析 

抗体産生についての解析は、抗原ごとに接

種前後の血清について各群の平均, SD, SE

を算出した. t 検定により有意差を検定し

た.統計解析は R (2.14.0, 3.1.0)または

JMP9.0 (SAS Japan)を用いて行った. 

 

２. マウス LC16m8 接種血清のエピトープ

の解析 

(1)B5 タンパク質の調整 

 B５タンパク質および部分配列に相当す

るフラグメントタンパク質は、DNA を化学

合成後、インビトロトランスレーションを

行い調整した. 合成タンパク質には、N 端

に His タグ、His-TEV タグ、C 端に HA タグ

を必要に応じて付加した. 合成後、タンパ

ク質は、抗 His タグカラムを用いて精製し

た. 

合成配列は、Lister 株などの野生型の B５

タンパク質（1-317aa）、LC16m8 株の B5 タ

ンパク質（truncated B5 protein, 1-92aa）、

LC16m8 株の B５タンパク質が含まない C 端

側のフラグメント（92-275aa）、膜外ドメイ

ン（20-275aa）とした. 

(2)抗体の調整 

 B5 タンパク質の検出のため、部分配列に

対する抗ペプチド抗体を調整した.抗原の

配列は 22-39 残基の配列とした.常法に従

いウサギポリクローナル抗体を調整した.

抗体価は ELISA 法により確認した. 

(3) マウス LC16m8 接種血清 

化血研よりご提供いただいた. 

 

３. B5(aa1-92)単体に対する抗体産生につ

いての検討 

(1)B5 タンパク質の調整 

LC16m8 株の B5 タンパク質（1-92aa）を上

記の方法で大量合成を行った. 

(2)マウスにおける抗原性の検証 

精製した合成タンパク質をマウスに免疫し

た.抗体価は ELISA 法により確認した. 

(3)統計解析 

統計解析は R (3.1.0)または JMP9.0 (SAS 

Japan)を用いて行った. 

 

【倫理面への配慮】 

 本調査研究の実施に当たっては、臨床研

究の指針を踏まえるとともに、自衛隊中央

病院倫理委員会の承認を得た（No.16-004.

平成 16 年 8月 30 日）. 

動物実験については、厚生労働省の動物実

験等の実施に関する基本指針を踏まえて行

った. 

 

Ｃ．研究結果 

 １. プロテインアレイを用いた LC16m8

の抗原性の解析 

昨年度までに引き続き、プロテインアレイ

を用いた天然痘ワクチン接種による抗体産



生について解析を進めた.今年度は特に長

期免疫に焦点を当てた。天然痘ワクチンに

よる防御に寄与する抗原として、複数の IMV

表層の抗原が中和抗原として報告されてい

るが、日本人、アメリカ人の集団のデータ

とも、長期免疫の抗体プロファイルにおい

ては、コアなどに局在する抗原に対する抗

体が多く検出される(A9, A4, I1, A10 など).

これらの長期免疫による既存抗体量とワク

チン接種による抗体産生量の関連等につい

てさらに解析を行った. 一方、EEV の抗体

は、抗 B5 抗体も含め、長期免疫においては

多くは検出されなかった. 

 

２.マウス LC16m8 接種血清のエピトープの

解析 

 LC16m8 株の接種による抗体産生において、

B5 タンパク質（truncated B5 protein, 

1-92aa）の抗原性を評価するに当たり、B5 

protein(aa1-92)そのものが抗体を誘導し

ているのか、あるいは LC16m8 株のリバータ

ントが生じ野生型の B5 タンパク質

(aa1-317)が発現されたために抗体が誘導

されたのかを識別することが重要である. 

ワクチン接種血清が認識する B5 のエピト

ープを明らかにするため、B5 の部分配列に

相当するフラグメントに対する認識の有無

を検討することとした.はじめに、B5 タン

パク質および抗体の調整を行った.合成し

たタンパク質は以下の通りである.全長の

タンパク質（B5aa1-317, 317 アミノ酸）、

LC16m8 株の配列に相当するフラグメント

（B5aa1-92, 92 アミノ酸）、 LC16m8 株では

失われた92残基以降C末端側の配列のフラ

グメント（B5aa92-317, 226 アミノ酸）を

合成タンパク質として調整した。

B5(aa1-92)は予想される分子量に合成産物

が得られた. B5aa1-317 は予想される分子

量の他、熱処理等による重合が起こると思

われる挙動を示し、一定の収量を得るのが

困難であった。そこでさらに、合成、精製

を困難にする膜貫通領域及びシグナルペプ

チドを除いた配列（B5aa20-275, 276 アミ

ノ酸）も合わせて合成した。B5(aa20-275)

は膜外領域全体に相当するため、B 細胞エ

ピトープを含むと考えられている. 

これらの抗原を認識する抗体として、22-39

残基のアミノ酸配列を合成し、抗ペプチド

抗体を作成した。２検体の抗体価を ELISA

法により測定した結果、OD450 の吸光度が

12,500 倍希釈溶液において、0.486, 0.534、

2,500 倍希釈溶液において 1.151, 1.167 と

高抗体価が得られた. 

これらの合成タンパク質（抗原）、および抗

体（ポジティブコントロール）を用い、マ

ウス LC16m8 接種血清のエピトープの解析

を進めているところである. 

 

３. B5(aa1-92)単体に対する抗体産生につ

いての検討 

 LC16m8 株の接種により B5 に対する抗体

が産生されることはマウスにおいて報告さ

れている（Meseda 2009, 本研究班の未発表

データ）.しかし、LC16m8 株の B5 (aa1-92)

の配列に対し、どのような構造をエピトー

プとする抗体が産生されるのか、その詳細

は不明である。エピトープの解析は B5 

（aa1-92）の抗原性を明らかにするために

重要である。そこで、合成した B5 

(B5aa1-92)に対する抗体産生を検証し

た.Tag 配列を付加した B5 (aa1-92)を大量

合成し、マウス４匹に免疫し、血清の抗体



価を ELISA 法により測定したところ、B5 

(aa1-92)の配列に対する抗体価の上昇が認

められた（２回免疫後、12500 倍希釈にお

いて吸光度 0.9965）.一方、タグ配列に対

する抗体は検出されなかった.そのため、B5 

(aa1-92)のタンパク質が抗体を誘導したと

考えられた.  

 

D.考察 

１. プロテインアレイを用いた LC16m8 の

抗原性の解析について 

プロテインアレイを用いた抗体プロファイ

ルの解析は、網羅的に抗体産生を把握する

ことが可能であり、従来、主要抗原として

研究が進んでいた IMV, EEV の表層抗原以外

の抗体も血清中に多く存在することが明ら

かとなった.これらの抗体の機能について

はあまり報告がない.他の測定系での検証、

機能解析などが今後必要と考えられる. 

本研究の結果は、抗 B5 抗体の長期免疫にお

ける役割など、いくつかの疑問を新たに生

じさせた.先行研究等との比較を詳細に行

い、相違点については、技術的要因、ウイ

ルス側の要因、ホスト側の要因のいずれに

起因するのかを検証し、抗体産生における

ウイルス株の種類、個人の遺伝的要素、過

去における暴露の影響などについて明らか

にしていくことが重要である. 

 

２. LC16m8 株の B5 の抗原性について 

LC16m8 株は EEV の主要抗原 B5R に変異があ

り、短縮型のタンパク質として発現してい

ることから、その有効性に議論があった. 

最近の国内外の報告をみると、抗 B5 抗体が

防御のために決定的に重要であるという報

告 (Putz 2005)がある一方、B5R 以外の EEV

抗原も補体を加えたより生理条件に近い測

定系において中和活性を担う抗体を惹起す

ること、さらに単独の抗原に対する抗体が

防御能（中和能）の全てを担うわけではな

く、複数の抗体が関与していることが報告

されている(Benhnia 2013) . LC16m8 株が

動物モデルにおいて防御を示す(Kidokoro 

2005, Morikawa 2005, Saijo 2006)ことか

らも抗 B5 抗体の有無のみで防御の有無が

決定されるのではないと考えられる.同時

に、B5 タンパク質は、主要抗原としてワク

チンの有効性のみならず安全性にも影響を

与えていることから重要であり、LC16m8 株

の B5 の抗原性についても明らかにしてい

く必要がある. 

LC16m8 株接種により、マウスにおいては B5

タンパク質に対する抗体の産生が報告され

ているが、ヒトにおいては、現在までのプ

ロテインアレイ解析の結果から新規の疑問

点も生じ、引き続き解析が必要な状況であ

る.マウスにおいても、B5(aa1-92)の抗原性

について、B細胞エピトープ、T細胞エピト

ープの詳細はわかっていない. 

野生型の B5R タンパク質の B細胞エピトー

プは主に aa56-84, aa256-275 の２カ所に集

中して存在することがマウスにおけるモノ

クローナル抗体作成の研究から示されてい

る(Aldaz-Carroll 2005). B5(aa1-92)は、

そのうち N端側の領域（aa56-84）を含むも

のの、分子内のシステインの架橋による高

次構造を失っていることから、野生型と同

様のエピトープを供するか否かは検証が必

要である.さらに、LC16m8 株感染細胞にお

ける B5 タンパク質の発現をみると、ごく少

量ではあるが野生型の分子量に相当する分

子も検出されることから、LC16m8 株接種マ



ウス血清における抗体誘導が B5(aa1-92)の

みでも起こりうるものかどうか疑問が残っ

ていた(Meseda 2009). 

本研究において、B5(aa1-92)の抗原性につ

いて、ワクチン接種血清のエピトープ解析、

および、ウイルスではなく合成タンパク質

単体による抗体誘導能の検証という観点か

ら研究を進めている. 今年度、B5(aa1-92) 

単体による抗体誘導が認められたことは上

記の先行研究の疑問点を説明するものであ

る.LC16m8 株の B5 に対する抗体について、

Paran and Lustig は、抗 B5 抗体の in vitro

での中和反応と in vivo での防御の多くが

補体(C3, C1q)への結合能に依存している

とした Benhnia らの報告(Benhnia 2009)を

取り上げた総説の中で、「LC16m8 株の

truncated B5 protein に対する抗体が同様

のメカニズムで EV を中和できるか、マウス

を防御できるかどうかは興味深い」と言及

している. B5(aa1-92)抗体の機能解析は、

ワクシニアに対する免疫において B5 タン

パク質が果たす役割を明らかにする上で重

要と考えられる. 

LC16m8 株の B5 タンパク質の抗原性につい

て引き続き解析を続ける予定である. 

 

E.結論 

 本研究では、LC16m8 株接種による抗体産

生をについて、プロテインアレイを用いて

網羅的に解析を続けるとともに、その結果

も踏まえて、主要抗原 B5 の抗原性について

解析を進めている. 今年度、B5(aa1-92)単

体の抗体誘導能を確認した.B5 に対する免

疫応答は、ワクチンの有効性のみでなく安

全性にもかかわることから、LC16m8 株の接

種プログラムの確立のためには詳細な解析

が必要である. 
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A. 研究目的 
乾燥細胞培養痘そうワクチン LC16m8 は、有効
性を保持しながら弱毒化に成功した生ウイルスワ
クチンで 1975年に製造承認が許可された。 
当時の痘そうワクチンの定期接種は、小児に対し
て予防目的で池田株、大連Ⅰ株や LC16m8 の親株
である Lister株が 3期、3回の接種が実施されてい
たが、WHO（世界保健機関）の天然痘根絶計画が
進み、日本では 1976年に痘そうワクチンの定期接
種が中止となった。 
近年天然痘ウイルスによる生物テロの危険性が
指摘されたことを受けて、わが国ではこの痘そう
ワクチンLC16m8がテロ対抗医薬品として 2001年
以降再製造、国家備蓄されている。また、天然痘
テロに対する危機管理対策としてファーストレス
ポンダーの成人対象者（初種痘者及び再種痘者）
に対して LC16m8が 1回接種されている。 
一方、天然痘流行期に WHO は、天然痘曝露に
対する最大限の防御レベルが要求される人（ファ
ーストレスポンダーの対象者）に対しては、毎年
の追加接種を推奨していた。また流行期の疫学調
査や種痘経験者に対する最近の血清学的調査（抗
体測定）等の文献によると、従来の痘そうワクチ

ンについては、2～3回の種痘後 10～30年程度経過
した時点においても天然痘の発症または重症化を
阻止可能なレベルの抗体が保持されていることが
報告されている。 
以上の背景より、近年 LC16m8 を 1 回接種され
た成人対象者に対する免疫持続の調査が必要と考
え、本研究を開始した。 
 
B. 研究方法 

1) 血清検体 
バイオテロ対処の観点から細胞培養弱毒痘そ
うワクチン LC16m8 が接種され、種痘前、種痘
後 1ヵ月後、4ヵ月後及び 7か月後に採取された
血清サンプルが保管されている自衛隊員のうち、
本研究に同意の得られた 39 名（初種痘：24 名、
再種痘 15名）より採取した血清サンプルを用い
た。これらの大部分が採血された時点で種痘後 4
年経過していた。 

 
2) 評価 
【中和抗体価測定】 

LC16m8ワクチン種痘前、種痘 1ヵ月後、4ヵ月
後、7か月後、及び約 4年後の各時期に採取され
た血清検体について、中和抗体価を測定した。中
和抗体価の測定は Plaque Reduction Neutralization 
Test (PRNT)により行い、50%のプラーク減少時の
抗体価（PRNT50）を判定した。チャレンジウイ
ルスは、WHOの天然痘根絶計画で主軸を担った
Lister株を用いた。なお、PRNT50が 128倍以上の
場合を抗体陽性と判定した。 

研究要旨： 
LC16m8を 1回接種された健康成人の約 4年後の抗体陽性率は初種痘群において低下傾向が認められた。
Proteome Microarray Chipを用いたプロテオミック解析を行った結果、種痘 4年後まで抗体陽性であった被
験者群において、種痘前と比較して種痘１～７か月後の蛍光強度が有意に高かった抗原は 6種類あり、そ
のうちA27L, A10Lは種痘 4年後まで有意に高かった。また、種痘 4年後で陰性であった被験者群におい
て、種痘前と比較して種痘１～７か月後の蛍光強度が有意に高かった抗原は 7種類あり、そのうちA11R, 
A34R, D8Lは種痘 4年後では有意に低下した。 



【プロテオミック解析】 
24 名の初種痘群から、種痘前、種痘 1 か月又
は 4か月又は 7か月後、種痘約 4年後に採血され
た血清が 3ポイント全て揃っている 11名の被験
者の血清検体について、ワクチン接種により誘導
された抗体による認識抗原たん白質群を
Vaccinia Western Reserve (WR) specific-Proteome 
Microarray Chipを用いて解析した。なお、この解
析は Antigen Discovery, Inc. (Irvine, CA, USA)へ委
託し実施した。 

 
【倫理面への配慮】 
本調査研究の実施に当たっては、臨床研究の指
針を踏まえるとともに、自衛隊中央病院倫理委員
会の承認を得た。（No.16-004.平成 16年 8月 30日、
No.18-022.平成 18 年 12 月 21 日、No.21-001.平成
21年 6月 10日） 
 
C. 研究結果 
天然痘テロに対する危機管理対策として、細胞
培養弱毒生痘そうワクチン LC16m8を 1回接種さ
れた成人被接種者が獲得した中和抗体の持続を調
査した。まず初種痘者 24 名、再種痘者 15 名の計
39 名について調査を実施した。LC16m8 ワクチン
種痘前、種痘 1ヵ月後、4ヵ月後、7ヵ月後、及び
約 4年後の PRNT50の GMT（幾何学平均値）及び
抗体陽性率を表 1に示した。 
初種痘群及び再種痘群の中和抗体陽性率はそれ
ぞれ、LC16m8ワクチン種痘前では 17%(2/12)及び
100%(13/13)、種痘 1 ヵ月後では 56%(5/9)及び
87%(13/15)、4ヵ月後では 86%(6/7)及び 92%(11/12)、
7 ヵ月後では 80%(4/5、初種痘群のみ測定)、約 4
年後では 58%(14/24)及び 93%(14/15)であった。 
次に、LC16m8 接種により誘導された抗体によ
る 認 識 抗 原 た ん 白 質 群 を Vaccinia WR 
specific-Proteome Microarray Chip を用いて解析し
た。24名の初種痘群から、種痘前、種痘 1か月又
は 4か月又は 7か月後、種痘約 4年後の血清がそ
ろっている 11 名の被験者について、個人毎の
PRNT50の推移を図 1に示した。 

11名の被験者は抗体陽性率により、以下の 3つ
のグループに分けて解析を行った。 
Group A: LC16m8種痘 1-7ヶ月後及び種痘約 4年後
で陽性であった被験者（5名） 
Group B: LC16m8種痘1-7ヶ月後は陽性であったが、
約 4年後では陰性の被験者（4名） 
Group C: LC16m8種痘後全ての時期で陰性の被験
者（2名） 

Group A, Group B, Group Cにおいて、LC16m8ワ
クチン接種による抗原認識パターンをヒートマッ

プとして図 2に示した。 
各グループ毎に、種痘前と比較して蛍光強度に
有意差が見られた抗原を表 2、表 3及び表 4に示し
た。Group Aでは、種痘前と比較して種痘 1-7か月
後の蛍光強度が有意に高かった抗原はA13L, A26L, 
A27L, A33R, D13L, A10Lであり、そのうち A27L, 
A10L は種痘 4 年後まで有意に高かった。また、
A13Lは種痘 1-7か月後と比較して種痘 4年後では
蛍光強度が有意に低下した。Group Bでは、種痘前
と比較して種痘１～７か月後の蛍光強度が有意に
高かった抗原は A11R, D13L, D8L, A34R, H3L, 
A27L, A10Lであった。また、A11R, D6R, A34R, D8L
は種痘 1-7 か月後と比較して種痘 4 年後では蛍光
強度が有意に低下した。 
 
D. 考察 
本研究では、天然痘テロに対する危機管理対策
として、細胞培養弱毒生痘そうワクチン LC16m8
を 1 回接種された成人被接種者が獲得した中和抗
体(Anti-Lister PRNT)の持続を調査した。 
中和抗体陽性率については再種痘群では経時的
な変化は認められなかったが、初種痘群では低下
傾向が認められ、約 4 年後には抗体陽性率が約
60％となった。この低下傾向について原因調査す
るため、ワクチニアウイルスWR株の 95%以上の
構成たん白質を網羅する Proteome Microarray Chip
を用いて、ワクチン接種により誘導された抗体の
認識ウイルス抗原を調査した。種痘 4 年後まで抗
体陽性であった被験者群において、種痘前と比較
して種痘１～７か月後の蛍光強度が有意に高かっ
た抗原は 6種類あり、そのうち A27L, A10Lは種痘
4年後まで有意に高かった。また、種痘 4年後で陰
性であった被験者群において、種痘前と比較して
種痘１～７か月後の蛍光強度が有意に高かった抗
原は 7種類あり、そのうち A11R, A34R, D8Lは種
痘 4年後では有意に低下した。これらの抗原群が 4
年後の中和抗体価及び抗体陽性率の低下に起因し
ていると考察された。今後、さらに各接種時期に
おけるグループ間の蛍光強度の解析や個人毎の解
析を実施する。 
 
E. 結論 
天然痘テロに対する危機管理対策として、細胞
培養弱毒生痘そうワクチン LC16m8 を 1回接種さ
れた成人被接種者が獲得した中和抗体の持続を調
査した結果、再種痘群では抗体陽性率に経時的な
変化は認められなかったが、初種痘群では低下傾
向が認められた。この低下傾向について原因調査
するため、ワクチニアウイルスWR株の 95%以上
の構成たん白質を網羅する Proteome Microarray 



Chip を用いて、ワクチン接種により誘導された抗
体の認識ウイルス抗原を調査した。その結果、種
痘4年後まで抗体陽性であった被験者群において、
種痘 4 年後まで反応強度が有意に高かった抗原は
A27L, A10Lであり、また、種痘 1-7か月後では抗
体陽性であったものの、種痘 4 年後で陰性であっ
た被験者群において、種痘 4 年後の反応強度が有
意に低下した抗原は A11R, A34R, D8Lであった。
これらの抗原群が 4 年後の中和抗体価及び抗体陽
性率の低下に起因していると考察された。 
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表 1．痘そうワクチン LC16m8 接種後の中和抗体価(Anti-Lister PRNT)及び中和抗体陽性率 
 評価タイミング 
種痘
歴 

種痘前 種痘 1 ヵ月後 種痘 4 ヵ月後 種痘 7 ヵ月後 種痘約 4 年後 
GMT 陽性率 GMT 陽性率 GMT 陽性率 GMT 陽性率 GMT 陽性率 

初種
痘 

40 
17% 

(2/12) 
323 

56% 
(5/9) 

815 
86% 
(6/7) 

404 
80% 
(4/5) 

214 
58% 

(14/24) 
再種
痘 

457 
100% 

(13/13) 
772 

87% 
(13/15) 

1274 
92% 

(11/12) 
- - 716 

93% 
(14/15) 

GMT: Geometric mean titer 
陽性判定基準: PRNT50  128 
 
 
表 2．痘そうワクチン LC16m8 接種前と比較してプロテオミック解析における蛍光強度が有意に
上昇した抗原 
 
 
 
 
 
 
 

＊有意差が大きい順に記載 
 
 
表 3．痘そうワクチン LC16m8 接種 1-7 か月後と比較してプロテオミック解析における蛍光強度
が有意に低下した抗原 
 
 
 
 
 
 
 

＊有意差が大きい順に記載 
 
 
表 4．蛍光強度に有意差が見られた抗原 

Membrane 
Core (1) Other (4) 

EEV (2) IMV (4) 
A33R A13L A10L A26L 
A34R A27L  A11R 

 D8L  D13L  
 H3L  D6R 

A33R: EEV membrane phosphoglycoprotein, A34R: IEV and EEV membrane glycoprotein, A13L: IMV 
membrane protein, A27L: IMV surface protein, D8L: IMV membrane protein, H3L: IMV heparin binding 
surface protein, A10L: precursor p4a of core protein 4a, A26L: cowpox A-type inclusion protein, A11R: 
hypothetical protein, D13L: rifampicin target, D6R: 70kDa small subunit of early gene transcription 
factor VETF 
 

 種痘 1-7 か月後* 種痘 4年後* 

Group A A13L, A26L, A27L, A33R, D13L, A10L A27L, A10L 

Group B A11R, D13L, D8L, A34R, H3L, A27L, A10L 無 

Group C 無 無 

 種痘 4 年後* 

Group A A13L 

Group B A11R, D6R, A34R, D8L 

Group C 無 



 

 

図 1. 痘そうワクチン
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LC16m8 接種後の中和抗体価推移（個人別）
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

接種後の認識抗原たん白質プロファイル
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