
 

 

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 
 

（H26-新興行政-指定-002） 
 

 

 

平成 27 年度 総括・分担研究報告書 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

平成 28 年 3 月 

 

 

研究代表者 西 條 政 幸 

（国立感染症研究所） 



平成 27 年度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 27 年度 研究組織 

 

研究代表者（班長） 

西條政幸  国立感染症研究所・ウイルス第一部長 

 

研究分担者 

氏名 所属 

田島茂 国立感染症研究所ウイルス第一部 

下島昌幸 国立感染症研究所ウイルス第一部 

吉河智城 国立感染症研究所ウイルス第一部 

森川茂 国立感染症研究所獣医科学部 

梅山隆 国立感染症研究所真菌部 

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 

中島典子 国立感染症研究所感染病理部 

永田典代 国立感染症研究所感染病理部 

小林和夫 堺市衛生研究所 

倉園久生 帯広畜産大学・畜産衛生学研究部門・食品衛生学分野 

鯉渕智彦 東京大学医科学研究所・附属病院感染免疫内科 

松本哲哉 東京医科大学微生物学講座 

金谷泰宏 国立保健医療科学院健康危機管理研究部 

横手公幸 一般財団法人化学及血清療法研究所 



研究協力者（順不同） 

氏名 所属 

朴ウンシル 国立感染症研究所獣医科学部 

宇田晶彦 国立感染症研究所獣医科学部 

名木稔 国立感染症研究所真菌部 

星野泰隆 国立感染症研究所真菌部 

宮﨑義継 国立感染症研究所真菌部 

鈴木忠樹 国立感染症研究所感染病理部 

岩田奈織子 国立感染症研究所感染病理部 

佐藤由子 国立感染症研究所感染病理部 

片岡紀代 国立感染症研究所感染病理部 

原嶋綾子 国立感染症研究所感染病理部 

長谷川秀樹 国立感染症研究所感染病理部 

福士秀悦 国立感染症研究所ウイルス第一部 

高崎智彦 国立感染症研究所ウイルス第一部 

小谷治 国立感染症研究所病原体ゲノム解析研究センター 

山下明史 国立感染症研究所病原体ゲノム解析研究センター 

奥谷晶子 国立感染症研究所・獣医科学部 

水田克巳 山形県衛生研究所（北海道・東北・新潟地区） 

八柳潤 秋田県健康環境センター（北海道・東北・新潟地区） 

岸本剛 埼玉県衛生研究所 （関東・甲・信・静岡地区） 

皆川洋子 愛知県衛生研究所（東海・北陸地区） 

内野清子 堺市衛生研究所（近畿地区） 

杉本光伸 堺市衛生研究所（近畿地区） 

調恒明 山口県環境保健センター（中国・四国地区） 

岸本壽男 岡山県環境保健センター（中国・四国地区） 

四宮博人 愛媛県立衛生環境研究（中国・四国地区） 

山下育孝 愛媛県立衛生環境研究所（中国・四国地区） 

千々和勝己 福岡県保健環境研究所副（九州地区） 

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 

菊地正 東京大学医科学研究所附属病院 

江藤亜紀子 国立保健医療科学院健康危機管理研究部 

橋爪壯 千葉大学 

上村千草 一般財団法人化学及血清療法研究所 

内田梓 一般財団法人化学及血清療法研究所 



 

 

金原知美 一般財団法人化学及血清療法研究所 

丸野真一 一般財団法人化学及血清療法研究所 

新村靖彦 一般財団法人化学及血清療法研究所 

宮本誠二 一般財団法人化学及血清療法研究所 



目次 
I. 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・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・1

西條政幸 

 
II. 分担研究報告書 

   
1． 蚊媒介性ウイルスの鑑別検査法の開発：全 lineage をカバーするウエストナイルウイルス遺

伝子検出法の開発・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・15
田島茂 

2． ウイルス性出血熱の検査法に関する研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・23
下島昌幸 

3． 弱毒痘そうワクチン LC16m8 株をポックスウイルス暴露後に接種した場合の発症・重症化阻
止効果について，エクトロメリアウイルスを用いたマウスモデルによる検討・・・・・・・・・・・・25
吉河智城 

4． 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・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・29
森川茂 

5． 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
梅山隆 

6． 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・・・・・・・・・・37
黒田誠 

7． 病原体の病理学的検出法の確立・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・41
中島典子 

8． 痘そうワクチンの安全性評価における病理学的研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・45
永田典代 

9． 病原体の電子顕微鏡学的迅速検出法の確立・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・49
永田典代 

10． 地方衛生研究所におけるバイオテロ対応に関する研究・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・51
小林和夫 

11． 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・・・・・・・・・・・・・・・・・・57
倉園久生 

12． バイオテロ対応ホームページのアップデートとバイオテロ対策支援方法の開発・・・・・・・・・63
鯉渕智彦 

13． 各医療機関のバイオテロ対策を支援するための方策・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・67
松本哲哉 

14． 情報管理及び提供法の確立と維持・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・73
金谷泰宏 

15． 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・・・・・・・・・・・・・77
横手公幸 

 
III. 研究成果の刊行に関する一覧表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・85 



 -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 

（H26-新興行政-指定-002） 

 

研究代表者 西條政幸  国立感染症研究所ウイルス第一部 

研究分担者 田島茂  国立感染症研究所ウイルス第一部 

下島昌幸  国立感染症研究所ウイルス第一部 

吉河智城  国立感染症研究所ウイルス第一部 

森川茂  国立感染症研究所獣医科学部 

梅山隆  国立感染症研究所真菌部 

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 

中島典子  国立感染症研究所感染病理部 

永田典代  国立感染症研究所感染病理部 

小林和夫  堺市衛生研究所 

倉園久生  帯広畜産大学・畜産衛生学研究部門・食品衛生学分野 

鯉渕智彦  東京大学医科学研究所・附属病院感染免疫内科 

松本哲哉  東京医科大学微生物学講座 

金谷泰宏  国立保健医療科学院健康危機管理研究部 

横手公幸  一般財団法人化学及血清療法研究所 

 

 

  



 -2-

 

  

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の新規検出法の確立】 

 ウエストナイルウイルス，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），BSL2 に分類されるクリプトコックス・ガッティ，炭疽菌の新

規検出法を確立した．6 種類全ての lineage に分類されるウエストナイルウイルスに対応可能な新規

TaqMan プライマー・プローブセットを開発した．LAMP法によるクリプトコックス・ガッティ遺伝子の高感度

検出系を開発した．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への対処法を立案・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 1 つである．次世代ゲノムシーケーンサー（Next-generation 

DNA sequencer: NGS）のパフォーマンスを用いてWHO指定バイオテロ病原体のゲノム配列及び変異情

報データベースを充実させる目的で，炭疽菌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，炭疽菌およびその類縁

菌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． GcoGSA-BA による

情報解析で，炭疽菌を含むセレウス属グループ全般の病原性因子の特定も可能にするための改良を

加えた．さらに，2014 年のデング熱感染症・国内発症例を契機に，輸入感染症による国内拡大にも注

視すべき事情が生じ，2020 年東京オリンピック開催時に発生する可能性の高いデング熱国内対策にも

資する，デングウイルス遺伝型を図示化するツール Dengue Genograph Viewer (DGV) を構築した． 

【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有用性の評価】 

 エボラ出血熱の致死率は 90%に達する．国立感染症研究所ウイルス第一部で準備されているエボラ

ウイルス検出方法により 2014-15 年に西アフリカでの流行の原因となったエボラウイルスも検出するこ

とが可能か否かを評価した．組織切片上で病原体遺伝子核酸を検出する in situ hybridization（ISH）法

のひとつである，オリゴヌクレオチドプローブを用いた in situ ゲノム検出法には 3 種類（ISH-AT 法，View 

RNA 法，RNAscope 法）がある．それらの有用性を比較評価した．Global Health Security Action Group 

Laboratory-Network の活動の一環である，GHSAG Wet-Lab Workshop on Diagnostic Electron 

Microscopy of Pathogens, Winnipeg 2015 （平成 27 年 9 月 24，25 日 National Microbiology Laboratory, 

Public Health Agency of Canada 主催）に参加し，バイオテロに使用される可能性のある病原体等の電

子顕微鏡を用いた迅速検出法の確立を目的に，検出感度と精度を向上するための改良法の一つとし

て，電子顕微鏡検索のためのサンプルの濃縮方法について評価した． 
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【バイオテロ対策のためのネットワーク構築】 

 現在，医療機関向けのバイオテロ対策の指針等が示されておらず，具体的に何をすれば良いのかが

明確になっていない状況にある．国内の医療機関向けにバイオテロ対策のガイドラインの作成におい

て，個々の病原体にかかわらず広く対応できるようにすることを目指して，ガイドラインにおける総論部

分を充実させた． 

 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対するに対し方策や改善などを検

討した．その結果，これら課題の改善には地衛研，各支部内，地衛研全国協議会，感染研および厚生

労働省の理解や連携が重要であることが確認された．改正感染症法（特に，病原体サーベイランスな

ど感染症に関する情報の収集体制が強化）の施行も関連し，病原体検出マニュアルの整備，標準作業

手順書の作成，地衛研全国協議会感染症対策部会員の増員などがあった． 

【細胞培養痘そうワクチンの有効性，安全性に関する研究】  

 国産の弱毒痘そうワクチン株である LC16m8 を用いて暴露後重症化阻止が可能か検討した．オルソ

ポックスウイルスに属するエクトロメリアウイルス（ECTV）を用いたマウスモデル系を確立した．次に

ECTV でマウスを攻撃する前後 3 日の間に LC16m8 株，またはその親株の Lister 株を接種して効果を

検討した．ECTV 暴露 3 日前に Lister 株を投与した群でのみ発症・重症化阻止効果は確認できたが，

ECTV 暴露後の LC16m8，Lister 株の投与による効果は確認されなかった．サル痘ウイルスの BALB/c

マウス感染モデル開発に関する研究を推進した．病原性の異なる 2 種類のサル痘ウイルスをそれぞれ

BALB/c マウスに皮下接種したところ，ともに感染成立を示唆する所見が得られた．抗 Ly6G 抗体投与

による好中球枯渇マウスに対する感染実験のモデルとしての有用性を評価する． 

 LC16m8 株は，継代培養するとプラークサイズのやや大きい LC16mO 型（medium size plaque; MSP）

ウイルスが出現する．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． 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，LC16m8 株と特定の MSP を識別できた．そこで，主要タイプの MSP を特異的に検出する PCR を用

いて，LC16m8 株と MSP を混合したスパイク試験を実施した結果，MSP 含有率 0.01〜1%まで検出でき

た．さらに RNase H2-dependent PCR により，より特異度の高い MSP 検出 PCR が開発された． 

 LC16m8 接種血清と Dryvax 接種血清との抗原性の比較，種々の痘そうワクチンを接種したマウス血

清のアレイ測定結果の解析，LC16m8 および抗 B5 抗体に関する文献レビュー，抗 B5 抗体の測定系の

確立などを引き続き行った. LC16m8 の有効性について，ASEAN 地域フォーラムにおいて報告した. 

 LC16m8 を 1 回接種された健康成人の抗体陽性率の経時的な推移を調べた．抗体陽性率は時間が

経過すると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法を用い

て， LC16m8 接種 30 日後と接種 1 年後を比較すると，有意に低下した抗原は A11R, A13L, A17L であ

ることが明らかにされた． 

【ホームページ】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』に関して情報の妥当性・正確性を確認した．今後は医療従事者の

みならず，一般公開も検討すべきと考えられたため，課題の洗い出しと具体的な対応策を検討した． 
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A．研究目的 

 本研究班においては，大きく2つの課題に対処する．

一つは，「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」，もう一つは「細胞培養痘

そうワクチンの有効性，安全性に関する研究」の推進

である． 

 バイオテロ対策には迅速検査，分離同定，および血

清抗体検査，環境検体を用いた病原体検出が必要と

なる．さらに病原体の由来を知るためにゲノムデータ

の整備も重要となる．これまで本研究班では種々のバ

イオテロ関連病原体等について迅速診断法の開発が

なされてきた．しかし，検査ネットワーク整備，さらに病

原体の由来の追跡や未知の病原体等への対応にも課

題を残している．今年度は，一次対応者や対応機関を

支援する目的でバイオテロに関する情報を提供するシ

ステムを準備するとともに，緊急時に患者や環境等か

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することを目的とした．また，病

原体ゲノムデータベースの整備および検査診断機関

のネットワーク化を行うことも目的とした． 

 具体的には，1)各種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，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，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)電子顕微鏡

を用いた検出法，免疫組織化学的検出法の確立，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

の整備を通じた地方衛生研究所と感染研等とのネット

ワークの整備，5)診断検査支援のため，関係機関への

情報提供システムの確立を目的とした． 

 本年度は特に地方衛生研究所との検査ネットワーク

の整備とホームページ等の情報発信の整備に重点的

に取り組んだ． 

 日本では，痘瘡ウイルスによるバイオテロに備えて，

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．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，等を明らかにすることを目的とした．具体的に

は，LC16m8 の有効性等を調べるための動物モデル

開発，LC16m8 の曝露後投与による天然痘類似疾患

の発症予防効果の有無，LC16m8 接種を受けた人々

における中和抗体や個々の蛋白質に対する抗体の推

移を詳細に調査すること，さらにはLC16m8ワクチンの

品質管理のための新規解析法の開発等を目的とし

た． 

 

B．研究方法 

1. バイオテロに使用される可能性のある病原体等の

新規検出法の確立に関する研究 

1) ウエストナイルウイルス検出法の開発 

 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，現行および最近発表された方法

（TaqMan qRT-PCR 法）が全 lineage に対応可能か

を調べた．さらに新たな TaqMan qRT-PCR セットを

開発し，その特異性および検出感度について評価

した． 

2) エボラウイルス検出のための遺伝子検査の評価 

国立感染症研究所ウイルス第一部に整備されてい

る，現行のエボラウイルスの検出方法で最近のエ

ボラウイルスも検出できるか否かを調べ，バイオテ

ロ発生時に対応可能か検討した． 

3) LAMP 法によるクリプトコックス・ガッティ遺伝子の

高感度検出系の開発 

 クリプトコックス・ガッティ遺伝子検出のための

LAMP 法の標的配列として，クリプトコックス属の莢

膜の生合成に関与する CAP10 遺伝子の配列を標

的とした LAMP 法を開発することを試みた．LAMP

反応は栄研化学の Loopamp DNA 増幅試薬キット

（乾燥型）および検出試薬として Loopamp 蛍光・目

視検出試薬を用いた． 

4) 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，炭疽菌

を含むバシラス・セレウス属菌グループ中の系統

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）の開発を試みた． 

 また，2020 年東京オリンピック対策にも資するデ

ングウイルス遺伝型を図示化するツール Dengue 

Genograph Viewer (DGV) を構築した． 

5) 組織切片上で病原体遺伝子核酸を検出する in situ 
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hybridization（ISH）法の評価に関する研究 

 高感度で特異性の高い in situ hybridization-AT 

tailing（ISH-AT）法における二重蛍光染色について

ISH-AT法，View RNA法，RNAscope法の病理検体

（標本）における遺伝子検出法の利点について比

較検討した． 

6) 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 

 検出感度と精度を向上するための改良法の一つ

として，電子顕微鏡検索のためのサンプルの濃縮

方法について Global Health Security Action Group 

Laboratory-Network の活動の一環である，GHSAG 

Wet-Lab Workshop on Diagnostic Electron 

Microscopy of Pathogens, Winnipeg 2015 （平成 27

年 9 月 24，25 日 National Microbiology Laboratory, 

Public Health Agency of Canada 主催）に参加した． 

7) 地方衛生研究所（地衛研）におけるバイオテロ対応

の現状と課題に関する研究 

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，課題を抽出し，課題に対し方策や改善

などを検討した． 

8) 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 

 バイオテロに利用される可能性の高い５種類の

細菌性病原体（炭疽菌，野兎病菌，ブルセラ菌，ペ

スト菌，類鼻疽菌）の迅速遺伝子検出系を作成し，

25 分で遺伝子を増幅し，DNA-Chromatography 法

で増幅産物を短時間に識別する野外仕様の検出

系の開発を試みた．また，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

ニュアルを作成した．さらに，重篤な食中毒の原因

の 1 つである A 型ボツリヌス毒素，TDH 及び TRH

を精製してそれぞれに対する家兎抗血清を作製す

ることを試みた． 

9) バイオテロ対応ホームページのアップデートとバイ

オテロ対策支援方法の開発に関する研究 

 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』に関して情報の妥当性・正

確性を確認した．一般公開も検討すべきと考えら

れたため，課題の洗い出しと具体的な対応策を検

討した．さらに，バイオテロ診断支援の一環として

行った国内の地方衛生研究所に対する検査可能

疾患の状況調査（アンケート）を詳細に解析した． 

10) 各医療機関のバイオテロ対策を支援するための方

策に関する研究 

 国内の医療機関向けにバイオテロ対策のガイド

ライン（項目は，必要な薬剤の準備，必要な感染防

護具の準備，バイオテロ対応のフローチャート，

BCP の作成，等）を作成し，改良を加えた． 

 

2. 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) エクトロメリアウイルス（ECTV）を用いたマウスモ

デルの確立および LC16m8 曝露後投与効果の解

析 

 ECTVを用いたマウスモデル系の確立を試みた．

また，確立された感染モデルを用いた，LC16m8

の 1 回接種による免疫能誘導までの最短期間お

よび曝露後接種効果の有無をウイルス学的に評

価した．  

2) LC16mO 型（medium size plaque; MSP）の迅速検

出システム開発 

 MSP は B5R の一塩基欠失を相補する変異ウ

イルスである．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． 

3) サル痘ウイルスのマウス感染実験系の基礎検

討 

 サル痘ウイルスのマウス感染実験系の基礎検

討を行った．BALB/c マウスに 2 種類のサル痘

ウイルスを皮下接種した，症状の出現や病態の

推移を調べた．  

4) 細胞培養弱毒生痘そうワクチンの疫学的有効性
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及び安全性評価に関する研究における情報管

理及び提供法の確立と維持に関する研究 

 LC16m8 接種血清と Dryvax 接種血清との抗原

性の比較，種々の痘そうワクチンを接種したマ

ウス血清のアレイ測定結果の解析，LC16m8 お

よび抗 B5 抗体に関する文献レビュー，抗 B5 抗

体の測定系の確立などを引き続き行った. 

5) 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抗体陽

性率の 経時的推移を 評価し た ． Proteome 

Microarray Chip を用いたプロテオミック解析を行

い，LC16m8 接種後の中和抗体価とプロテオミッ

ク解析における反応強度に相関が見られた抗原

を検索した． 

 

C．研究結果 

1. バイオテロに使用される可能性のある病原体等の

新規検出法の確立に関する研究 

1) ウエストナイルウイルス検出法の開発 

 現行のウエストナイルウイルス用プライマー・プ

ローブセットでは，lineage によっては検出不能であ

ることが明らかとなった．２）最近報告されたウエス

トナイルウイルスゲノム検出法(TaqMan 法)の有用

性について検討したが，現行セットと同様検出不能

な lineage があることがわかった．３）すべての

lineage に対応可能な新規 TaqMan プライマー・プロ

ーブセットを開発した． 

2) エボラウイルス検出のための遺伝子検査の評価 

 現行の病原体検出マニュアルが最新の Makona

株も検出できることが判明した．また conventional 

RT-PCR (nested), real time RT-PCR, 抗原検出

ELISA の３つの診断法では感度はこの順に優れ，

コピー数と抗原量は相関しリーズナブルな結果が

得られることが判明した． 

3) LAMP 法によるクリプトコックス・ガッティ遺伝子の

高感度検出系の開発 

 URA5 の配列を利用した LAMP 法の導入を試み

た．また，CAP10 遺伝子の配列を利用して 4 種類

の LAMP プライマーセットを設計した．設計された

すべてのプライマーセットを用いた LAMP により，

クリプトコックス・ガッティ遺伝子を 1 時間以内に検

出することが可能であった． 

4) 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 

 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

GcoGSA-BA による情報解析で，炭疽菌を含むセ

レウス属グループ全般の病原性因子の特定も可能

になる改良を加えた． 

 公開データベースに登録されている全てのデン

グウイルス配列(1945 -2014 年)を収集し，分離国・

地域と血清型および遺伝型としてデータベース化

し Google Maps 上で表現できるようにした． 

5) 組織切片上で病原体遺伝子核酸を検出する in situ 

hybridization（ISH）法の評価に関する研究 

 組織上での co-localization(共局在)を示すには蛍

光二重染色を行った後，共焦点レーザー顕微鏡で

解析することが必要である．感染細胞を同定する

ために，in situ ハイブリダイゼーション法でウイル

スゲノムを検出した後，細胞マーカー蛋白あるい

はウイルス抗原に対する抗体を用いた蛍光免疫組

織化学で蛍光二重染色を行い，感染細胞を同定す

る系を確立した．ISH-AT法とRNA Scope法は蛍光

二重染色が可能であった．  

6) 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 

 病原体の電子顕微鏡学的迅速検出法に必要な，

目的粒子が少ない場合のサンプルの濃縮法を習

得した． 

7) 地方衛生研究所（地衛研）におけるバイオテロ対応

の現状と課題に関する研究 

 抽出されたいくつかの課題の改善には地衛研，

各支部内，地衛研全国協議会，感染研および厚生

労働省の理解や連携が重要であることが確認され

た．2015 年度に改善した事項として，改正感染症
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法（特に，病原体サーベイランスなど感染症に関す

る情報の収集体制が強化）の施行も関連し，病原

体検出マニュアルの整備，標準作業手順書の作成，

地衛研全国協議会感染症対策部会員の増員など

があった．特定病原体等に規定されている細菌毒

素（ボツリヌス毒素や志賀毒素）に関する独立した

検出マニュアルは未整備であり，その整備の必要

性が確認された． 

 バイオテロ診断支援の一環として国内の地方衛

生研究所等に対して施行した状況調査（アンケート）

調査により，一部の病原体に関しては検査可能施

設が限られることが判明した．さらに陽性検体の不

足している施設が存在することも明らかとなった． 

8) 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 

 炭疽菌，野兎病菌，ブルセラ菌，ペスト菌，類鼻

疽菌）の迅速遺伝子検出系を作成し，25 分で遺伝

子を増幅し，DNA-Chromatography法で増幅産物を

短時間に識別する野外仕様の検出系が開発され

た．また，生物兵器に使われる可能性のある蛋白

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するとともに，検査・診

断マニュアルを作成した．さらに，重篤な食中毒の

原因の 1 つである A 型ボツリヌス毒素，TDH 及び

TRH を精製してそれぞれに対する家兎抗血清を整

備した． 

9) バイオテロ対応ホームページのアップデートとバイ

オテロ対策支援方法の開発に関する研究 

 ホームページに対しては昨年度に総論部分の見

直しとデング熱およびエボラウイルス病のアウトブ

レイクに関する情報を加えた．今後のホームペー

ジのあり方を十分に検討し，限られた医療従事者

だけが閲覧出来る状況よりも，将来的には一般公

開が望ましいと判断した．ホームページの一般公

開のための課題の洗い出しとその対策を検討した．

最大の課題はサイバー攻撃であるが，セキュリテ

ィの専門家との意見交換を行い，必要十分な対応

策を取ることは可能と判断した．また，アクセス集

中時の対策などいくつかの課題に対する具体策を

検討し，一般公開に向けての目処を立てた．  

10) 各医療機関のバイオテロ対策を支援するための方

策に関する研究 

 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

総論部分の案を作成した． 

 

2. 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) エクトロメリアウイルス（ECTV）を用いたマウスモデ

ルの確立および LC16m8 曝露後投与効果の解析 

 ECTV を用いたマウスモデル系を確立した．

ECTV 暴露 3 日前に Lister 株を投与した群でのみ

発症・重症化阻止効果は確認できた．一方，ECTV

暴露後の LC16m8，Lister 株の投与による効果は

確認されなかった． 

2) LC16mO 型（medium size plaque; MSP）の迅速検出

システム開発 

 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，LC16m8 株と特定の 

MSP を識別できた．主要タイプの MSP を特異的に

検出する PCR を用いて，LC16m8 株と MSP を混合

したスパイク試験を実施した結果，MSP 含有率

0.01 〜 1 ％ ま で 検 出 で き た ． さ ら に RNase 

H2-dependent PCR を導入することにより，より特

異度の高い MSP 検出 PCR を開発した． 

3) サル痘ウイルスのマウス感染実験系の基礎検討 

 サル痘ウイルス感染が BALB/c マウスにおいて

成立する所見が得られた．そこでこの感染系を利

用し，抗Ly6G抗体投与による好中球枯渇マウスに

対する感染実験を行ったが，適切なマウスモデル

を開発するには，好中球枯渇のための抗体投与方

法の改良が必要であることが明らかとなった． 

4) 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における情報管理及

び提供法の確立と維持に関する研究 

 LC16m8 接種血清と Dryvax 接種血清の抗原性は

B5 タンパク質を除き概ね同様の傾向を示した. 国

内外の研究，及び，私たちの研究から抗B5抗体の

産生は痘そうワクチンによる防御に必ずしも必須

ではないという結果が示されているが，有効性・安
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全性の点から重要な抗原であり，抗原性，および

影響を及ぼす要因について引き続き検討が必要で

あることが明らかにされた．LC16m8 の有効性につ

いて，ASEAN 地域フォーラムにおいて報告を行っ

た. 

 

5) 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抗体陽性

率は経時的な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，LC16m8 接種後の中和抗体価とプロテオミ

ック解析における反応強度に相関が見られた抗原

は 11 種類あった．そのうち，LC16m8 接種 30 日後

と比較して接種 1 年後にプロテオミック解析におけ

る反応強度が有意に低下した抗原は A11R, A13L, 

A17L であった． 

 

D. 考察 

 近年，特に新興感染症の流行が発見され，再興感染

症の大規模流行の発生等が起こっている．中東で流

行が確認された中東呼吸器症候群（MERS や 2011 年

に中国で流行が確認され，2013 年には日本でも流行

が確認された重症熱性血小板減少症候群が，最近の

新興感染症の代表例として挙げられる．2015 年には

韓国で MERS の比較的大きな流行が発生した．これら

の病原体による感染症の致命率はともに約 30％を超

え，厳重な病原体管理，バイオセキュリティ上の対象

病原体となる．一方，このような病原体による感染症

の発生はテロリズムの結果として発生する可能性の

ある感染症との鑑別疾患となり，迅速で正確な診断シ

ステム開発が急務となる．さらに，2014 年から 2105 年

にかけて，西アフリカで未曾有の大規模エボラ出血熱

流行が発生した．この経験により大規模エボラ出血熱

が発展途上国だけでなく，いわゆる先進国で発生した

場合には，それらの流行が当該国のみならず，国際

社会に与える影響が計り知れないことが明らかにされ

た． 

 新興感染症に加えて，世界規模の食品関連感染症

（食中毒）が発生する事例（病原性大腸菌による感染

症や狂牛病由来変異型クロイツフェルト・ヤコブ病の

流行）は発生している．このような感染症は，バイオテ

ロ対策対象疾患ともなりうる． 

 天然痘が撲滅されてからほぼ35年が経過した．また，

ポリオウイルス 2 型によるポリオ（いわゆる小児麻痺）

は根絶されたと考えられている．これらの病原体の管

理が一層徹底される必要があるが，これらの病原体

が再び地球上の自然界に出現することのないよう，新

たな病原体管理のための規則が徹底される必要性が

生じている．世界保健機関を中心に，いくつかの機関

の専門家は，痘瘡ウイルスやポリオウイルスを人工的

に製造できる時代になっていることから，病原体研究

のあり方や管理のあり方において，これまで想定され

ていない対応が求められるという認識で一致している．

今後，バイオテロ対策において従来の対策に加えて，

国際連携のもとにバイオテロ対策を構築していく必要

性が生じている． 

 G7+メキシコの国々の連携に，Global Health Security 

Action Group-Laboratory Network（GHSAG-LN）という

組織が結成されてから久しい．これまで，このフレーム

の中で，痘瘡ウイルス検査法の診断における有用性，

ウイルス性出血検査法の評価，電子顕微鏡による病

原体検索の研修，新興感染症の発生を想定した訓練

が実施されてきた．今年度においても，エボラウイル

ス（2014 年流行株）検出法の評価や電子顕微鏡による

病原体検索の研修を本研究班の支援のもとに行われ

た．今後もこのフレームを利用して，バイオテロ対策に

資する研究が継続されることが期待される．本研究班

の活動の一環として，2015 年に 2 度開催された

GHSAG-LN face-to-facing 会議に，研究代表者が出

席した． 

 天然痘が根絶されて久しいことから，天然痘ワクチン

（痘瘡ワクチン）を製造できる施設は世界に数える程し

かなく，その1つ（化血研，熊本）が日本に存在する．し

かも，日本で整備されている LC16m8 細胞培養高度弱

毒痘瘡ワクチンは，その有効性と高い安全性の特徴を

有することから，国際的にも注目されている．痘瘡ウイ

ルスによるバイオテロ対策の重要性は変わらず世界

的に存在し，認識されているところである．本研究班で

行われているLC16m8に製造法，安定性の評価，品質

管理のあり方に関する研究，オルソポックスウイルス

感染症の予防効果に関する研究は，日本国内だけで

なく，国際的にも評価が高い．実際，毎年世界保健機

関で開催される Advisory Committee for Variola Virus 
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Research には，本研究班の代表者や分担者が招へい

され，本研究班で実施されている研究成果が発表され

ている．この研究班の重要性を示す事例と言える．が，

特に LC16m8 接種を受けた人々において，感染性の

痘瘡ウイルスに対する中和抗体が誘導されること（現

在も継続中の研究であり，今年度の報告書には研究

成績が記載されていない）が，米国 CDC と本研究班と

の共同研究によって明らかにされている． 

 現在の中東や北アフリカにおける社会基盤の崩壊，

テロリズムの台頭，大規模新興感染症の発生等，国際

社会はいろんな側面で不安定化している．このような

状況では，バイオテロ対策の重要性は増すことはあっ

ても，減弱する状況にはない．今後も実効性のあるバ

イオテロ対策研究を幅広く継続していくことが求められ

る． 

 

E. 結論 

 バイオテロに用いられる可能性のある病原体・毒素

の迅速診断システム開発（検出法の開発を含む）を継

続して行った．また，細胞培養高度弱毒痘瘡ワクチン

LC16m8 の有効性，安全性，品質管理検査法，等に関

する研究を推進した． 

 

F. 健康危険情報 

特記事項なし． 
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厚生労働科学研究補助金 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 

蚊媒介性ウイルスの鑑別検査法の開発 

全 lineage をカバーするウエストナイルウイルス遺伝子検出法の開発 
 

所 属 国立感染症研究所ウイルス第一部 
研究分担者 田島茂 

 
 

 

A.研究目的 
 ウエストナイルウイルス感染症（ウエストナイル熱・
ウエストナイル脳炎）は北米，ヨーロッパ，北・中央ア
フリカ，インドなどで患者が発生している蚊媒介性ウ
イルス感染症である．米国では 1999 年にウイルスが
侵入後何度かの大流行が発生し，15 年以上経った
2015年でも1000人を超える患者が発生している．ヒト
のウエストナイルウイルス感染症に対するワクチンや
薬剤はない．幸い日本国内への侵入は確認されてい
ないが，諸要因により侵入した場合に備え，万全の検
査体制を整えておく必要がある．ウエストナイルウイ
ルスには lineage が 6 種類（L1a, L1b, L1c/5, L2, L3, L4）
存在する．北米で蔓延しているのは L1a である．これ
までヒトへの病原性が比較的強いものは 2 種類（L1a, 
L1c/5）に限られると考えられてきた．しかし近年，L2
でも重篤な中枢神経症状を引き起こす株が同定され，
さらに L1c/5 の分離株が以前よりも強毒性を示すと
の報告がなされている．一方 L3 と L4 はヒトからは同
定されていないが，今後どのように変異するかわから
ない．このような状況から，ウエストナイルウイルスの
侵入に備え，すべての lineage に対応できるようにしな
ければならない．そこで本年度は，まずは現在我々
が使用している，L1a 用に設計されたウエストナイル
ウイルスゲノム検出系（リアルタイムRT-PCR）が他の

lineage に対応可能かを調べた．また，比較的最近報
告されたウエストナイルウイルスゲノム検出系がどの
程度広範の lineage に対応できるか検証した．さらに
全 lineage をカバーできる新たなリアルタイム RT-PCR
系の開発を試みた． 

 
B. 研究方法 

RT-PCR によるウエストナイルウイルスゲノム検出
のための鋳型には，NY99 株(L1a)，Egy101 株(L1a)，
g2266 株(L1c/5)，FCG 株(L2)を使用した．これらをア
フリカミドリザル由来株化腎細胞 Vero 細胞に感染さ
せたのち，培養上清から RNA を精製し使用した． 

新規TaqMan プライマー・プローブセットの特異性お
よび感度を調べるために，ウイルスゲノムの NS2A 領
域(500 ヌクレオチド)の DNA を受託合成し，それを鋳
型に mMESSAGE mMACHINE kit (Ambion)を使用して
in vitroでRNAを合成した．合成RNAは精製後260nm
での吸光度より濃度を算出し，希釈し使用した． 

本研究で使用したプライマー・プローブは表 1 に示
す ． リ ア ル タ イ ム RT-PCR 反 応 は ， RNA-direct 
Realyime PCR Master Mix (Toyobo)を使用して行った．
ゲノムの増幅・検出・解析は StepOnePlus (Thermo)を
使用した．また，SYBR Green I で検出する場合は，反
応キットとして SuperScript III Platinum SYBR Green 

研究要旨 
 ウエストナイルウイルス感染症は北米を中心として患者が発生している蚊媒介性ウイルス感染症である．ウエスト
ナイルウイルスの日本への侵入はまだ確認されていないが，諸要因による侵入・拡大に備え万全な検査体制を整
備しておく必要がある．ウエストナイルウイルスは 6 種類の lineage に分類されるが，現在我々がウイルス同定に使
用している検出系やその他国外の研究機関から発表された検出系が全てのウエストナイルウイルスに対応できて
いるかは不明である．そこで本研究では，これら我々が有する現行，および最近発表された方法（TaqMan 
qRT-PCR法）が全lineageに対応可能かを調べた．さらに新たなTaqMan qRT-PCRセットを開発し，その特異性およ
び検出感度について考察した．その結果１）本研究により，現行のウエストナイルウイルス用プライマー・プローブ
セットでは，lineage によっては検出不能であることが明らかとなった．２）最近報告されたウエストナイルウイルスゲ
ノム検出法(TaqMan 法)の有用性について検討したが，現行セットと同様検出不能な lineage があることがわかった．
３）すべての lineage に対応可能な新規 TaqMan プライマー・プローブセットを開発した．本セットはすべての lineage
のゲノムを高い感度で検出することができた． 
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One-Step qRT-PCR kit (Thermo)を使用し，増幅・検
出・解析は LightCycler 2.0 (Roche)を使用した．   
 
C. 研究結果 

1）現行のウエストナイルウイルスゲノム検出用プラ
イマー・プローブセットの評価：4 種類のウエストナイ
ルウイルス株ゲノム RNA を使用して現行の 3 セット
（5NCR,Env, 3NCR）ですべての株の検出が可能か調
べた（図 1）．すべてのセットで L1a 株ゲノムを検出で
きた．しかしいずれのセットでも L1c/5 株ゲノムを検出
できなかった．L2 株については，5NCR でのみ検出で
きたが感度は非常に低かった．上記のセットの他に，
日本脳炎ウイルスゲノム検出用のプライマー・プロー
ブセット（NS5）を使用したところ，4 種類のウエストナ
イルウイルスすべてのゲノムを検出できた（図 2）． 

2）ウエストナイルウイルスゲノム検出法の評価：
2013 年に発表された 2 論文（J. Virol. Methods 189: 
321-327, J. Virol. Methods 193: 554-557）に示されて
いるプライマー・プローブセット（WN-LCV, NS2A）を使
用し，4 種類のウエストナイル株のゲノム検出を試み
た（図 3，4）．L1a 株の検出感度は WN-LCV が優って
いたが，L2 株については NS2A の方が高感度であっ
た．しかし共に L1c/5 株を検出できなかった． 

3）新規ウエストナイルウイルスゲノム検出用プライ
マー・プローブセットの開発：全てのlineageのゲノムを
増幅可能なプライマー・プローブセットを設計した．塩
基配列を比較したところ，非構造蛋白質 NS2A 領域が
lineage 間で相同性が高かったため，この領域を選択
した．前述の 4 種類のウエストナイルウイルスゲノム
を用い，様々なプライマーを試み，最終的に１セット
（3538p-3490r）に絞り込んだ（表 2，図 5）．この新規
のセットは，すでに発表されている NS2A セットと標的
部位が近接しているが，新規セットは L1c/5 株の増幅
も可能であった．わずかに日本脳炎ウイルスゲノムに
も反応した．次に，全ての lineage から 1 株選択し，
各々の NS2A 領域の合成 RNA を作製した．それらを
鋳型に使用し，新規セットの検出能を調べた（図 6）．
高コピー数で鋳型に用いた場合，全ての lineage の
RNA を検出することができた．しかしわずかながら日
本脳炎ウイルスと Usutu ウイルスにも反応した．一方
NS2A セットは L1a, L1b 以外の lineage に対しては反
応性が非常に低く，L1c/5 と L4 の RNA を検出するこ
とが出来なかった．各合成 RNA を階段希釈し，検出
感度を調べた（図 7）．全ての lineage において，少なく
とも 5 コピー/反応までは検出できることが確認された．
日本脳炎ウイルスと Usutu ウイルスについてはそれ
ぞれ 5x105 コピー/反応，5x104 コピー/反応以下では
検出されないことが確認された(表 3)．新規セットと合
成RNAを使用して検量線を作成して，3種類のウエス

トナイルウイルス株コピー数を算出した（図 8）． 
 
D. 考察 
  本研究において我々はウエストナイルウイルスの
全 lineage のゲノムを網羅的に検出可能な TaqMan プ
ライマー・プローブセットの開発を試みた．その前に現
行およびすでに公表されている検出系が全 lineage に
対応できるのかをか調べた．すると，ほとんどがアメリ
カ大陸で流行している L1a やそれに近縁の L1b には
反応するものの，他の lineage には反応しないか，反
応しても非常に感度が悪いことが明らかとなった．し
かし，L1a 以外の株によるウエストナイル感染症の流
行がヨーロッパやインドで起こっていることから，これ
らの lineage への対応も疎かにすることはできない．
今回我々が開発したセットは，これまでのものと比べ
高感度かつ広範のウイルスに対応できることが示さ
れ，非常に有用であると考える．ただ一つの欠点は，
上記の優れた点があるがゆえに，ウエストナイルウイ
ルスに近縁なウイルスも時に増幅してしまう点である．
しかし，検出感度の差異は 104-105 もあり，注意すれ
ばあまり問題にならないと思われる．今後この新規セ
ットか国内で広く用いられることを期待する． 
 現在はトガウイルス科アルファウイルス属のベネズ
エラ馬脳炎ウイルス，東部馬脳炎ウイルス，西部馬
脳炎ウイルスに変え，これらのウイルスゲノムの検出
系について解析を進めている． 
 
E. 結論 
 １）本研究により，現行のウエストナイルウイルス用
プライマー・プローブセットでは，lineage によっては検
出不能であることが明らかとなった．２）最近報告され
たウエストナイルウイルスゲノム検出法(TaqMan 法)
の有用性について検討したが，現行セットと同様検出
不能な lineage があることがわかった．３）すべての
lineage に対応可能な新規 TaqMan プライマー・プロー
ブセットを開発した．本セットはすべての lineage のゲ
ノムを高い感度で検出することができた． 

 
F. 研究発表 
１．論文発表 

なし． 
２．学会発表 
 なし． 
G.知的財産権の出願・登録状況 
 1.特許取得 
 なし． 
 2. 実用新案登録 
 なし． 
 3.その他 
 なし 
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表 1． 本研究で使用したプライマー・プローブセット 

Primer Sequence Probe 

WN5’NCR-f CAGGAGGGCCCGGYAARA WNV5’NCR-p: 
FAM-CCGGGCTGTCAATATGCTAAAACGCG-TAM
RA WN5’NCR-r ATCAAGGACAAYMCGCGG 

WNENV-f TCAGCGATCTCTCCAAAG 
WNENV-p: FAM-TGCCCGACC 
ATGGGAGAAGCT-TAMRA 

WNENV-r GGGTCAGCACGTTTGTCATTG 

WN3’NC-f CAGACCACGCTACGGCG 
WN3’NC-p: 
FAM-TCTGCGGAGAGTGCAGTCTGCGAT-TAMRA 

WN3’NC-r CTAGGGCCGCGTGGG 

*WN-LCV-F1 GTGATCCATGTAAGCCCTCAGAA S1: FAM-AGGACC CCACATGTT-MGB 
S2: VIC-AGGACCC 
CACGTGCT-MGB *WN-LCV-R1 GTCTGACATTGGGCTTTGAAGTTA 

**NS2A-F CCTTTTCAGYTGGGCCTTCTG WNVpNS2A-3612: 
FAM-AGCCAAGATCA 
GCATGCCAGC-TAMRA **NS2A-3R CAGTGTAVGTVATRCCCCCAA 

WNVcommon.3451f GGH TGT TGG TAT GGH ATG GA WNVcom 3538p: 
FAM-ATGATTGAYCCTTTTCAGYTGGGCCTTCTG
-TAMRA WNVcommon.3590r TC CTG GGT GGC CAA GAA CAC 

 
表 2． 新規 TaqMan プライマー・プローブの検討（ct 値） 

Strain pNS2A-3612 

3538p 

3491r 3490r 3493r 3496r 

NY99 (L1a) 21.2 16.9 14.8 16.5 17.1 

Egy101 (L1a) 23.9 21.0 19.2 20.7 21.2 

g2266 (L1c/5) ND 25.5 23.7 24.6 25.6 

FCG (L2) 25.9 21.1 19.9 23.6 17.8 

JEV Mie/41 (GI) ND 31.7 ND 34.7 26.8 

JEV JaTAn1/90 (GIII) ND 30.0 ND 32.9 25.0 

JEV Muar (GV) ND ND 35.1 33.8 24.6 

 
 



 

表 3． 3538p

Strain 

NY99 (1a) 

Kunjin (1b) 

India (1c/5) 

Italy2011 (2) 

Rabensburg (3)

LEIV (4) 

Usutu V. 

JEV 

 

図 1． 既存のプライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅

3538p-3490r セットの検出感度の検討結果（

5 x 10

 

 

 

Rabensburg (3) 

既存のプライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅

セットの検出感度の検討結果（

5 x 10
7
* 5 x 10

16.6 19.7

17.6 18.1

13.0 16.6

14.2 17.9

12.9 16.1

15.9 19.1

35.5 37.4

36.5 39.2

既存のプライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅

セットの検出感度の検討結果（ct

5 x 10
6
 5 x 10

19.7 23.4

18.1 21.6

16.6 20.1

17.9 21.0

16.1 19.3

19.1 22.5

37.4 39.2

39.2 ND

既存のプライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅
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ct 値） 

5 x 10
5
 5 x 10

23.4 26.9

21.6 25.1

20.1 23.1

21.0 24.5

19.3 21.5

22.5 26.0

39.2 ND

ND ND

既存のプライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅

5 x 10
4
 5 x 10

26.9 30.3 

25.1 28.3 
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24.5 28.5 

21.5 26.5 
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ND ND 

ND ND 

既存のプライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅
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既存のプライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅 
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図 2． JEV 検出用プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅
 
 

 
図 3． 最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討
 

検出用プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅

最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討

検出用プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅

最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討

検出用プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅

最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討
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検出用プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅

最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討

検出用プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅

最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討

 
検出用プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅

 

最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討(1)

検出用プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルスゲノムの増幅 

 

 



 

図 4． 最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討

図 5． 新規ウエストナイルウイルスゲノム検出用プライマー・プローブセットの検討
 

図 6． 合成ウイルス

最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討

新規ウエストナイルウイルスゲノム検出用プライマー・プローブセットの検討

合成ウイルス RNA

最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討

新規ウエストナイルウイルスゲノム検出用プライマー・プローブセットの検討

RNA を用いたプライマー・プローブセット間の増幅性能の比較

最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討

新規ウエストナイルウイルスゲノム検出用プライマー・プローブセットの検討

を用いたプライマー・プローブセット間の増幅性能の比較
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最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討

新規ウエストナイルウイルスゲノム検出用プライマー・プローブセットの検討

を用いたプライマー・プローブセット間の増幅性能の比較

最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討

新規ウエストナイルウイルスゲノム検出用プライマー・プローブセットの検討

を用いたプライマー・プローブセット間の増幅性能の比較

 
最近発表されたウエストナイルウイルス検出用プライマー・プローブセットの検討(2)

 
新規ウエストナイルウイルスゲノム検出用プライマー・プローブセットの検討 

 
を用いたプライマー・プローブセット間の増幅性能の比較 

 

 



 

 
 

図 7． 合成ウイルス
 

図 8． 新規プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルス培養上清サンプル中のゲノムコピー数の算出
 
 

合成ウイルス RNA

新規プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルス培養上清サンプル中のゲノムコピー数の算出

 

RNA を用いた新規プライマー・プローブセットの検出感度試験

新規プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルス培養上清サンプル中のゲノムコピー数の算出

  

を用いた新規プライマー・プローブセットの検出感度試験

新規プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルス培養上清サンプル中のゲノムコピー数の算出
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を用いた新規プライマー・プローブセットの検出感度試験

新規プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルス培養上清サンプル中のゲノムコピー数の算出

を用いた新規プライマー・プローブセットの検出感度試験

新規プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルス培養上清サンプル中のゲノムコピー数の算出

 
を用いた新規プライマー・プローブセットの検出感度試験 

 
新規プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルス培養上清サンプル中のゲノムコピー数の算出新規プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルス培養上清サンプル中のゲノムコピー数の算出新規プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルス培養上清サンプル中のゲノムコピー数の算出

 

新規プライマー・プローブセットを用いたウエストナイルウイルス培養上清サンプル中のゲノムコピー数の算出 
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厚生労働科学研究補助金 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 

ウイルス性出血熱の検査法に関する研究 
 

所 属 国立感染症研究所ウイルス第一部 
研究分担者 下島 昌幸 

 
 

 

A. 研究目的 
 エボラ出血熱（近年ではエボラ熱ともいう）はフィロ
ウイルス科エボラウイルス属に分類されるエボラウイ
ルスによる急性感染症で，感染した人はインフルエン
ザ様症状を示したのちショック等を示し死亡する．エ
ボラウイルスには Zaire ebolavirus, Sudan ebolavirus, 
Bundibuigyo ebolavirus, Tai Forest ebolavirus の 4 つ
の病原性があるウイルス種と，人に病原性がない
Reston ebolavirus が存在する．自然宿主はコウモリ
が有力視され，コウモリと，あるいは感染した他の動
物（人も含む）との接触により人は感染すると考えら
れる．感染は血液や体液などウイルスを多量に含ん
だものとの直接の接触により感染は成立し，空気感
染は起こらないとされる．Zaire ebolavirus による致死
率は特に高く，感染者の 90%が死亡することもある．
中和抗体や小分子化合物などウイルスの増殖を抑
制する抗ウイルス薬の開発や，組換えワクチンの開
発が取り組まれているが，未だ承認された治療薬・予
防法はない．患者の発生地域によっては医療や経済
の破綻，社会のパニックも生じうる．これらのことから
エボラウイルスがバイオテロに利用される可能性は
高いと言える． 
 国立感染症研究所ウイルス第一部では，エボラウ
イルスを含め出血熱ウイルスの実験室診断法を整備
している（病原体検出マニュアル）．この診断法は５つ
の全てのエボラウイルス種を検出するのみでなく，同
じフィロウイルス科に属し高い致死率を持つマールブ
ルグ病を引き起こす Marburg virus も検出可能である．
国内のエボラ出血熱疑いの発生時にはこの診断法
が用いられている． 

 2013 年の末より西アフリカのギニアで始まったエボ
ラ出血熱は隣国のリベリアやシエラレオネにも広まっ
た．このエボラ出血熱は Zaire ebolavirus によるもので
あるが，ゲノム情報を見る限り病原体検出マニュアル
で遺伝子検出の標的としている部位にこれまでにな
い変異を持つことが判明し，病原体検出マニュアルで
は検出できないことが懸念された． 
 西アフリカで流行した Zaire ebolavirus Makona 株も
含めた様々なエボラウイルス種のサンプルを用い，
病原体マニュアルに記載の診断法でいずれのエボラ
ウイルスも検出できるか検討した． 

 
B. 研究方法 

エボラウイルスの診断は病原体検出マニュアルに
記載された conventional RT-PCR (nested), real time 
RT-PCR, 抗 原 検 出 ELISA に よ り 行 な っ た ．
Conventional RT-PCR (nested)で予想されるサイズの
遺伝子が増幅された場合には塩基配列の決定も行
なった． 

サンプルは世界健康安全保障イニシアティブ
（GHSI）内の世界健康安全保障グループラボラトリー
ネ ッ ト ワ ー ク （ GHSAG-LN ） よ り 得 ら れ た Ebola 
Proficiency Panel-II を用いた．これは Robert Koch 
Institute が Bernard Nocht Institute, Philipps 
University とともに作製したもので，陰性のものも含む
１１のサンプル（不活化済み）よりなるパネルである． 

 
【倫理面への配慮】 

 該当なし． 
 

研究要旨 
エボラ出血熱は急性熱性の感染症で，致死率は 90%に達する．承認された治療法や予防法は無く，原因ウイルス

であるエボラウイルスがバイオテロに利用される可能性は高い．国立感染症研究所ウイルス第一部では，エボラウ
イルスの診断法を整備しており，エボラ出血熱疑い事例発生時に備えている．一方，近年はエボラ出血熱の発生事
例が相次ぎ，2013年末に始まった大規模流行はZaire型ではあるもののこれまでにない変異を持つエボラウイルス
によるものであった．本研究では，準備しているエボラウイルスの検出方法で最近のエボラウイルスも検出するか
試し，バイオテロ発生時に対応可能か検討した． 
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C. 研究結果（図１） 
サンプルより RNA を抽出し行なった conventional 

RT-PCR (nested) で は ， １ １ の サ ン プ ル の う ち
No.1-No.10 が陽性であった．塩基配列を決定したとこ
ろ，No.1 は 1976 年の初のエボラ出血熱の流行時に
分離された Mayinga 株であった．No. 3-No.6, No.9 は
2003 年にガボンで流行した株であった．No.2, No.7, 
No.8 は西アフリカで流行した Makona 株であった．
No.10 は Marburg marburgvirus の Marburg virus であ
った． 

Real time RT-PCR では，No. 2, No.3, No.6, No.7, 
No.8 がそれぞれ 10 の 3.9, 4.6, 4, 4.3, 4.7 乗コピー/ml
であった．他のサンプルは陰性であった． 

抗原検出 ELISA では No.3, No.6, No.7, No.8 がそ
れぞれ 80, 10, 10, 80 の力価を示した． 

No.11 の サ ン プ ル は conventional RT-PCR 
(nested), real time RT-PCR, 抗原検出 ELISA のいず
れの方法でも陰性であった． 
 
D. 考察 
  Ebola Proficiency Panel-II は 複 数 の Zaire 
ebolavirus の株（西アフリカの Makona 株を含む）と
Marburg marburgvirus，1 つの陰性サンプルよりなって
いた．５つのサンプルは real time RT-PCR でウイルス
ゲノムコピー数を決定でき，そのうち高い値を示した４
サンプルは抗原も検出された． 
 結果が正しいかは現在提供元に確認中であるが，

少なくとも現行の病原体検出マニュアルが最新の
Makona 株 も 検 出 で き る こ と が 判 明 し た ． ま た
conventional RT-PCR (nested), real time RT-PCR, 
抗原検出 ELISA の３つの診断法では感度はこの順に
優れ，コピー数と抗原量は相関しリーズナブルな結果
が得られることが判明した． 
 
E. 結論 
 現行のマニュアルが知られているすべてのエボラウ
イルスを検出可能であることが確認でき，バイオテロ
発生時に対応可能であると考えられた． 

 
F. 研究発表 
１．論文発表 

該当なし． 
２．学会発表 

該当なし． 
 
G. 知的財産権の出願・登録状況 
 1.特許取得 
  該当なし． 
 
 2. 実用新案登録 
  該当なし． 
 
 3.その他 
  該当なし．

 
図 1．Proficiency panel – II for Ebola virus PCR diagnostics 

Sample 
No 

Results of 
Ebola virus 
PCR 
diagnostics 

Copy 
numbers 
(Log10 
copies/ml) 

Comments Sequence Ag-ELISA 

1 EBOV  Conv. PCR NP(+) Mayinga  
2 EBOV 3.9 Conv. PCR FiloA/B (+), NP(+), Real-time 

PCR (+) 
GIN/2014/M
akona-C15 

 

3 EBOV 4.6 Conv. PCR FiloA/B (+), NP(+), Real-time 
PCR (+) 

Gabon 2003 80 

4 EBOV  Conv. PCR NP(+) Gabon 2003  
5 EBOV  Conv. PCR FiloA/B (+) Gabon 2003  
6 EBOV 4 Conv. PCR FiloA/B (+), NP(+), Real-time 

PCR (+) 
Gabon 2003 10 

7 EBOV 4.3 Conv. PCR FiloA/B (+), NP(+), Real-time 
PCR (+) 

GIN/2014/M
akona-C15 

10 

8 EBOV 4.7 Conv. PCR FiloA/B (+), NP(+), Real-time 
PCR (+) 

GIN/2014/M
akona-C15 

80 

9 EBOV  Conv. PCR FiloA/B (+) Gabon 2003  
10 EBOV  Conv. PCR FiloA/B (+) MARV Lake 

Victoria 
 

11 Negative     
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厚生労働科学研究補助金 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 

弱毒痘そうワクチン LC16m8 株をポックスウイルス暴露後に接種した場合の 

発症・重症化阻止効果について，エクトロメリアウイルスを用いたマウスモデルによる検討 
 

所 属 国立感染症研究所ウイルス第一部 
研究分担者 吉河 智城 

 
 

 

A. 研究目的 
 天然痘の撲滅が 1980 年に宣言されてから 40 年近く
が経過した．だが，天然痘ウイルスのバイオテロへの
利用が危惧されており，その脅威が無くなったわけで
はない．我が国においても 40 歳未満の殆どが未種痘
で有効な免疫を保持していない．そこで，万が一天然
痘ウイルスに暴露された場合に暴露後に痘瘡ワクチ
ンを接種することで発症，重症化を阻止できないかが
検討されてきた．無論，天然痘ウイルスは研究に使
用できない．そこで既報の研究の多くはその代替とな
るエクトロメリアウイルス（ECTV）を用いたマウスモデ
ルにて行われている．ECTV は天然痘ウイルス，ワク
シニアウイルス（VACV）と同じオルソポックスウイルス
に属し，血清学的にも交差性がある．既に VACV 
Lister 株及び Modified Vaccinia Ankara (MVA)株を用
いた場合，ECTV 暴露後 3日目の投与であっても重症
化を阻止できることが報告されている (J Infect Dis. 
2009 Jan 1;199(1):39-48.)．そこで本研究では，弱毒
化細胞培養痘そうワクチン株である LC16m8 の暴露
後ワクチンとしての効果を検討する． 

 
B. 研究方法 

まず，ECTV を用いたマウスモデルを確立した．
ECTV は Hampstead 株を用いて i.n.経路における

C57BL/6 マウスでの LD50 を決定した． 
次に 4LD50 相当の ECTV を i.n.経路で感染させた

前後に VACV LC16m8，またはその親株である Lister
株を i.m.経路で 10７PFU 接種し，その発症・重症化阻
止の効果を検討した． 
【倫理面への配慮】 

本研究にて行われた動物実験は国立感染症研究
所動物実験委員会の審議を受け適切であると承認さ
れている． 

 
C. 研究結果 
1. C57BL/6マウスにおけるECTV Hampstead株をi.n.

で接種した際の LD50 の決定 
 1 群 5 匹のマウスに 104 から 101PFU/20ul の
Hampstead 株を i.n.で接種し，観察，体重測定を行
った．その生存曲線を図 1 に示す．この結果を元
に プ ロ ピ ッ ト 法 に よ り 計 算 し た 結 果 ， LD50 は
1200PFU であった．以降 ECTV の攻撃実験には
4LD50 相当，4800PFU の Hamstead 株を用いた． 

2. ECTV 暴露後に LC16m8 株を接種した場合の発
症・重症化阻止効果の検討 
 1 群 5 匹のマウスに 4LD50 の ECTV で攻撃を行
った．その後 0, 1, 2, 3 日後に 107PFU/100ul の
LC16m8 株を i.m.で接種し，観察，体重測定を行っ

研究要旨 

 天然痘ウイルスは撲滅されたものの，バイオテロへの利用が懸念されている．天然痘には痘そうワクチンが有効

であり，我が国では万が一の為に保管されている一方，未接種者の割合は 40 代以下の人口のほぼ 100％に達す

る．諸外国においても状況は似ている．故に天然痘ウイルス暴露された場合，事後に痘瘡ワクチンを接種すること

で発症，重症化を阻止できないかが検討されてきた．本研究では国産の弱毒痘そうワクチン株である LC16m8 を用

いて暴露後重症化阻止が可能か検討を行う．まず，天然痘ウイルスの代わりに同じオルソポックスウイルスに属す

るエクトロメリアウイルス（ECTV）を用いたマウスモデル系を確立した．次に ECTV でマウスを攻撃する前後 3 日の

間に LC16m8 株，またはその親株の Lister 株を接種して効果を検討した．その結果，ECTV 暴露 3 日前に Lister 株

を投与した群でのみ発症・重症化阻止効果は確認できた．一方，ECTV暴露後のLC16m8，Lister株の投与による効

果は確認されなかった．これは既報の研究結果と一致していないため，今後はより詳細な検討を行う予定である． 



 

た．図 2，
LC16m8
群である
有意な発症や重症化の阻止効果は確認できなか
った． 

3. ECTV 暴露前後に
症・重症化阻止効果の検討
 実験 1
から，今度は既報である
行った．1
撃を行った
107PFU/100ul
体重測定を行った
その結果を示す
接種した群は
となく全頭生存した
り ECTV
れの群においても対照群である
みを行った群と比較して有意な発症や重症化の阻
止効果は確認できなかった
 

D. 考察 
  本研究では
合の発症・重症化阻止を検討したものの
果を確認することはできなかった
と結果が異なる
る実験条件の違いを図
条件は近似している
Lister，本研究では
た．従って少なくとも
の部分で結果が一致しないとすれば

 
表 1. 既報の研究と本研究の実験条件の違い

，図 3 にスケジュール及びその結果を示す
LC16m8 を接種した，
群である ECTV の攻撃のみを行った群と比較して
有意な発症や重症化の阻止効果は確認できなか

暴露前後に Lister
症・重症化阻止効果の検討

1 で期待する効果が確認できなかったこと
今度は既報である

1 群 5 匹のマウスに
撃を行った．その前後

PFU/100ul の Lister
体重測定を行った．図
その結果を示す．ECTV
接種した群は ECTV
となく全頭生存した．

ECTV 攻撃後に Lister
れの群においても対照群である
みを行った群と比較して有意な発症や重症化の阻
止効果は確認できなかった

本研究では，ECTV 暴露後に
合の発症・重症化阻止を検討したものの
果を確認することはできなかった
と結果が異なる．そこで，
る実験条件の違いを図
条件は近似している．

本研究では LC16m8
従って少なくとも Lister

の部分で結果が一致しないとすれば

既報の研究と本研究の実験条件の違い

にスケジュール及びその結果を示す
，いずれの群においても対照

の攻撃のみを行った群と比較して
有意な発症や重症化の阻止効果は確認できなか

Lister 株を接種した場合の発
症・重症化阻止効果の検討 

で期待する効果が確認できなかったこと
今度は既報である Lister 株を用いた実験を

匹のマウスに 4LD50 
その前後 -3, 0, 

Lister 株を i.m
図 4，図 5 にスケジュール及び

ECTV 攻撃 3 日前に
ECTV 感染に伴う臨床症状を示すこ

．一方で，それ以外の群
Lister 株を接種した場合

れの群においても対照群である
みを行った群と比較して有意な発症や重症化の阻
止効果は確認できなかった． 

暴露後に VACV
合の発症・重症化阻止を検討したものの
果を確認することはできなかった．これは既報の研究

，既報の研究と本研究におけ
る実験条件の違いを図 6 に示す．殆どの部分で実験

．VACV は既報では
LC16m8 と Lister
Lister 株は共に使用しており

の部分で結果が一致しないとすれば

既報の研究と本研究の実験条件の違い

にスケジュール及びその結果を示す
いずれの群においても対照

の攻撃のみを行った群と比較して
有意な発症や重症化の阻止効果は確認できなか

株を接種した場合の発

で期待する効果が確認できなかったこと
株を用いた実験を

4LD50 の ECTV
 1, 2, 3 日後に

i.m.で接種し，観察
にスケジュール及び

日前に Lister
感染に伴う臨床症状を示すこ

それ以外の群，
株を接種した場合，

れの群においても対照群である ECTV の攻撃の
みを行った群と比較して有意な発症や重症化の阻

VACV を接種した場
合の発症・重症化阻止を検討したものの，有意な効

これは既報の研究
既報の研究と本研究におけ

殆どの部分で実験
は既報では MVA
Lister の 2 株を使用し

株は共に使用しており
の部分で結果が一致しないとすれば，最大の違いは

既報の研究と本研究の実験条件の違い  
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にスケジュール及びその結果を示す．
いずれの群においても対照

の攻撃のみを行った群と比較して
有意な発症や重症化の阻止効果は確認できなか

株を接種した場合の発

で期待する効果が確認できなかったこと
株を用いた実験を

ECTV で攻
日後に
観察，

にスケジュール及び
Lister 株を

感染に伴う臨床症状を示すこ
，つま
，いず

の攻撃の
みを行った群と比較して有意な発症や重症化の阻

を接種した場
有意な効

これは既報の研究
既報の研究と本研究におけ

殆どの部分で実験
MVA と

株を使用し
株は共に使用しており，こ

最大の違いは

使用した
の赤字強調部分）
ることが知られており
る
LD50
ることから
こで
株を用いて既報の実験条件を近似した状況で再度実
験を行い
それを足がかりに
の有無を含めて
 
E. 

 ポッ

症・重症化阻止効果を検討するため

イルスを用いたマウスモデル系を確立した

系を用いて検討した結果

ス暴露後に

効果は確認できなかった

一致していないため

ある

 
F. 
１．論文発表

２．学会発表

G. 

 

使用した ECTV
の赤字強調部分）
ることが知られており
る Moscow 株ではなく
LD50 はそれぞれ
ることから，病原性にも差があることが示唆される
こで，我々は Moscow
株を用いて既報の実験条件を近似した状況で再度実
験を行い，その再現性を検討する予定である
それを足がかりに
の有無を含めて

 結論 

ポックスウイルス暴露後に

症・重症化阻止効果を検討するため

イルスを用いたマウスモデル系を確立した

系を用いて検討した結果

ス暴露後に VACV

効果は確認できなかった

一致していないため

ある． 

 研究発表 
１．論文発表 

なし 
２．学会発表 

なし 
 知的財産権の出願・登録状況

なし

ECTV の株が異なることだと考えられる（図
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A.研究目的 
 
 細胞培養痘そうワクチンの製造株であるワクシニア
ウイルス 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．
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 B5 蛋白質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 を検出する PCR 法の検討： 
 LC16m8 株のウイルス標本中に含まれる 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（図 1，表１）．そこで，
mutation specific primer PCR 法 ， RNase 
H2-dependent PCR 法を検討した． 
 
１）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２）．各 MSP を特異的に
検出できる条件検討(PCR enzyme，プライマーの長さ，

研究要旨 
 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
LC16m8 株は，継代培養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 の出現頻度やパターン
の解析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 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，LC16m8 株と特定の MSP を識別できた．そこで，主要タイプの MSP を特異的に検出する
PCR を用いて，LC16m8 株と MSP を混合したスパイク試験を実施した結果，MSP 含有率 0.01〜1%まで検出で
きた．さらに RNase H2-dependent PCR により，より特異度の高い MSP 検出 PCR が開発された．今後，主要
な MSP を定量的に検出可能な real-time PCR を行う予定である． 
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Tm，cycles等)し，指摘条件を求めた．MSPとLC16m8
株と段階混合してスパイク試験を行い，有用性を検討
した． 
 
２） RNase H2-dependent PCR による MSP の検出法： 
 この方法は，各 MSP 特異的 DNA/RNA hybrid 
primers (rhPCR 用 primers)，RNase H2 および専用の
buffer を PCR enzyme に添加して PCR を行う（図４）．
この方法では，図４に示すように本来の primer 領域
に 1 塩基の SNP 特異的 RNA を挟んで 4 塩基の
matching DNA 塩基，１塩基の mismatch DNA 塩基か
らなる(rhPCR 用 primers を用いて PCR を行う．RNA
と相補的な DNA 塩基があると RNsae H2 により primer
の DNA-RNA 間が切断されて機能的 primer となり
DNA合成反応がおきる．PCRに用いる酵素の3’→5’ 
exonuclease 活 性 に よ る 影 響 が な い た め ， １ ) の
mutation specific primer PCR による PCR と比較して
より特異的に SNP が同定できる特徴を持つ．本法に
より，非特異反応がより出難いMSP検出用 PCR法の
確立を試みた． 
 
【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． 
 

C. 研究結果，及び D. 考察 
 これまでの研究により，MSP は LC16m8 株のｂ5ｒ遺
伝子の 1 塩基欠失を相補するような１ないし 4 塩基挿
入によることが分かっている．また，MSP に認められ
る b5r 遺伝子の変異には 10 種類ほどあるが，主要な
MSP は 4 ないし 5 種類であり，これらが MSP の 85%
程度をしめる（図1，表1）．このため，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．昨年度に，種々の PCR 法を検討した結果，
mutation specific primer PCR 法が各 MSP を最も効率
よく検出できる可能性が見出された．そこで，主要な
MSP を構成する L1(267 位に A 挿入)，L2(267 位に C
挿入) ，L4(272 位に T 挿入)及び L5(274 に ATAC の
重複で 4 塩基挿入)（図 1，表 1）の検出を試みた． 
 
１） Mutation specific primer PCR による MSP の検出
法： 
 昨 年 度 は ， primeSTAR GXL DNA polymerase 
(Takara)を用いる PCR を行い，L2 の検出が可能であ
ることを示した．しかし，検出感度を上げるために
PCR の cycle 数を増やすと，非特異反応により非
MSP 由来産物も増幅されてくる．その原因は，
primeSTAR GXL DNA polymerase の強い 3’→5’ 
exonuclease 活性によりプライマーの末端が削られる

からと考えられた．そこで，3’→5’ exonuclease 活性
の弱い Taq DNA polymerase 由来酵素による illustra 
puRe Taq ready-to-go PCR beads (GE healthcare) を
用いて，同様の PCR を行った結果，特異性および感
度が向上した．そこで，illustra puRe Taq ready-to-go 
PCR beads による PCR で主要な MSP を検出するた
めの primers を検討した．変異部位特異的 primer の
長さを 17ｍer から 22mer まで替えて検討した結果，
L1(267A), L2(267C)および L4(272T)の MSP 検出には
長さが 18mer の primer を，L5(274ATAC) の MSP 検
出には 19mer の primer を用いた場合に，最も効率よ
く MSP が検出できた（図２）．これらの各 MSP 特異的
PCR は，LC16m8, LC16mO, 他の MSP に対しては 20
から 25cycles の PCR では非特異的増殖が認められ
ず，特異性が高いことが検証された（図３）．しかし，
30cycles 以上の PCR では非特異的反応が生じた． 
 そこで，各 MSP に特異的な mutation specific primer 
PCR による MSP 検出感度を検証するために，
LC16m8 株 DNA に各 MSP の DNA を種々の割合で混
合したサンプルを用いたスパイク試験を実施した．そ
の結果，20 から 25cycles の PCR では，L1, L2 および
L4 型 MSP では，0.01%の頻度まで検出可能で，L5 型
MSP では 1%の頻度まで検出可能であった（表２）． 
 
2) RNase H2-dependent PCR (rhPCR)による MSP の
検出法：  
 Mutation specific primer PCR では，実用上十分の
感度と特異度で MSP を検出できたが，より精度の高
いPCRの開発を試みた．図４に示すような L1, L4 およ
び L5MSP 特異的 DNA/RNA hybrid primers（rhPCR
用 primer）で rhPCR を行った．その結果，L1, L4 およ
び L5 特異的 rhPCR とも，LC16m8, LC16mO, 他の
MSP に対しては 40cycles でも非特異的増殖が認めら
れず，特異性が非常に高いことが検証された（図５）．
本法では，mutation specific primer PCR と比較して，
より特異度・検出感度の高い MSP 検出が可能と考え
られる．今後，LC16m8 と各 MSP の DNA のスパイク
試験を行い，検出感度の検定を行い，乾燥細胞培養
痘そうワクチン V03, V07 および V09 由来 DNA を用い
て実証試験を実施する予定である．また定量性のあ
る SybrG を用いたreal-time PCRへの応用も行う予定
である． 
 上記の結果から，mutation specific primer による
PCR および rhPCR 法により MSP の特異的検出が可
能となると予想される．最終的には MSP 検出のバイ
オアッセイと比較して有用性を明らかにしたい． 
 
E. 結論 
 乾燥細胞培養痘そうワクチンは，quasispecies から



 

 -31-

なる Lister 株による第１世代の calf lymph ワクチンの
製造用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
るような変異挿入変異が導入されたものが LC16mO
株用のプラーク形成能を持ち 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．MSP の含有率および
遺伝子型は，バイオアッセイと次世代シークエンサー
による解析でよく一致した．そこで主要な MSP 遺伝子
型を検出する PCR による MSP の定量法により，より
簡便，迅速に MSP 含有率が求められ品質管理条有
用であると思われる． 
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G.知的財産権の出願・登録状況  なし
 
 

 

 

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 
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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，Cryptococcus gattii の簡便かつ
高 感 度 な 検 査 法 と し て ， LAMP （ Loop-Mediated 
Isothermal Amplification）法の検討を行った． 
 
B.研究方法 

Cryptococcus gattii 検出のための LAMP 法の標的
配列として，Cryptococcus 属の莢膜の生合成に関与
するCAP10遺伝子の配列を選択した．LAMPプライマ
ーおよびloopプライマーはLAMP法プライマー設計支
援ソフトウェア PrimerExplorer
（http://primerexplorer.jp）を利用して数組設計した．
その他，既に論文で報告されている CAP59(Lucas S 
et al., Clin. Microbiol. Infect., 2010)，もしくは URA5
（Amirabadi AR et al., Af. J. Biotechnol. 2012）を利用し
た LAMP プライマーについても検討した． 

LAMP 反応は栄研化学の Loopamp DNA 増幅試薬
キット（乾燥型）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．
C. neoformans H99 株および C. gattii R265 株から抽
出した DNA を用いて検討を行った．反応後，UV 写真
撮影装置で検出を行った． 
【倫理面への配慮】 
 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 
 最初に，既に論文に報告されている CAP59 の配列

研究要旨 
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（Coccidioides immitis, C. posadasii），ヒストプラスマ属（Histoplasma capsulatum），BSL2 に分類されるクリプト
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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，臨床検
体からコクシジオイデス属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 Cryptococcus gattii DNA の高感度検出系の開発を検討した． 
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Dantsuji, Hideaki Ohno, Koichi 
, Keigo Ueno, Minoru 

Nagi, Satoshi Yamagoe, Yuki Kinjo, Yoshitsugu 
γ promotes phagocytosis of 

Cryptococcus 
by murine macrophages. Journal of Infection 

2) Shotaro Okachi, Keiko Wakahara, Daizo Kato, 
, Tetsuya Yagi, Yoshinori 

Hasegawa. Massive mediastinal cryptococcosis in 
a young immunocompetent patient. Respirology 

壇辻百合
星野

治療薬選択に必要な真菌の菌種同
札幌，
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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  
 

所属  国立感染症研究所・病原体ゲノム解析研究センター 
研究分担者  黒田誠     

  

研究協力者 
山下明史（国立感染症研究所・病原体ゲノム解析研
究センター） 
奥谷晶子（国立感染症研究所・獣医科学部） 
 
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 

研究要旨 

 未知病原体や変異病原体による新興感染症の汎発流行，そしてそれらを利用したバイオテロなどの危険性は近

年社会的不安の一つとして認識されつつある．その危険性に対し的確な対処法を立案・整備する上で，バイオテロ

病原体を網羅的かつ迅速に配列解読することは最も的確なアプローチの一つと考える．次世代ゲノムシーケーン

サー（Next-generation DNA sequencer: NGS）のパフォーマンスを用いて WHO 指定バイオテロ病原体のゲノム配列

及び変異情報データベースを充実させ，有事において迅速に対応出来る体制を整えることを本研究課題は目標とし

ている． 

 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．本年度は GcoGSA-BA による情報解析で，炭疽菌を含むセレ

ウス属グループ全般の病原性因子の特定も可能になる改良を加えた． 

 2014 年のデング熱感染症・国内発症例を契機に，輸入感染症による国内拡大にも注視すべき事情が生じ，2020

年東京オリンピック対策にも資するデングウイルス遺伝型を図示化するツール Dengue Genograph Viewer (DGV) 

を構築した．多様な輸入感染症が国内例として散見されると想定され，恣意的なバイオテロのみならず，デングウイ

ルス等の外来ウイルスも検討課題として引き続きデータベース拡充を行っていく． 
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 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．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．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．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．本年度は GcoGSA-BA による情
報解析で，炭疽菌を含むセレウス属グループ全般の
病原性因子の特定も可能になる改良を加えた（表
１）． 
２）ウイルスの発生分布を遺伝型として地図上に図示
化する 
 感染症のグローバルな伝播を把握するためには当
該病原体の遺伝型を把握することが先決である．イ
ンフルエンザウイルス A(H1N1)pdmがほんの数ヶ月で
世界中を駆け巡った事実は記憶に新しく，国立感染
症研究所・椎野博士の報告によると，国内分離株の
ゲノム分子系統解析から 2009 年 5 月下旬には様々
な防疫体制を超えて複数系統の A(H1N1)pdm が国内
に侵入・伝播し，6 月にはパンデミック状況になってい
たことが示された．本報告は病原体ゲノム情報に付
随する疫学情報（時系列と地域）を充分に精査した点
で特筆すべき解析結果であり，パンデミック状況を分
子疫学の観点から考察した精度の高いトレーサビリ
ティーである． 
 アウトブレイクは元となる汚染源が必ずどこかに存
在し，危機管理対応として被害を最小限に留めるた
めに汚染源の特定は必須である．それ故，出来る限
り病原体の遺伝型特定は行なっておきたい．海外か

らの来訪者が増えつつある日本において，2014 年夏
のデングウイルスの国内症例を経験した今，病原体
の由来特定は重要になってきている．そこで我々は
公開データベースに登録されている全てのデングウ
イルス配列(1945 -2014 年)を収集し，分離国・地域と
血清型および遺伝型としてデータベース化し Google 
Maps 上で表現できるよう作成した（図１）．血清型２と
４しか図には示していないが，一目瞭然，ある特定の
遺伝型ごとに大陸によって生息分布が制限されてい
る．そもそもデングウイルスは蚊媒介感染症であり，
中間宿主の蚊の種類を生息域に制限されることが主
要因であろう．このデータベースを有効に活用すれば，
患者個々の感染デングウイルス株をゲノム情報とし
て取得し，この Dengue Genograph Viewer (DGV) デ
ング・データベース上で検索すれば最も近縁のデング
ウイルスを検出することができる．残念ながら，現在
の公開配列データベースが完全に世界のデングウイ
ルス情報を網羅しているわけではなく，今後，書庫と
してのデータベースの更なる充実が期待される． 
 
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．さらにデングウイルスの分離地域を図示化
した Dengue Genograph Viewer を開発し，ゲノム配列
を基盤にした分子疫学解析が由来特定にとって非常
に有効であることが一目瞭然として理解される．NGS
解読において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. 研究発表 
１．論文発表 
なし 
２．学会発表 
1) 黒田誠 微生物ゲノミクスと公衆衛生学的活用 

第 89 回日本感染症学会学術講演会 モーニング
セミナー2 京都 (2015.4) 

2) 黒田誠 NGS 技術による病原体ゲノム情報の大
量取得と分子疫学解析への応用 第 158 回日本
獣医学会学術集会・シンポジウム 十和田市 
(2015.9) 

3) 黒田誠 NGS を応用した感染症診断の可能性 第
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64 回日本感染症学会東日本地方会学術集会・第
62 回日本化学療法学会東日本支部総会合同学
会 札幌 (2015.10) 

 
G.知的財産権の出願・登録状況 
 特になし

  

表１ GcoGSA-BA に追加したBacillus cereus の病原性因子のリスト 

 



 

 

 

図１ デングウイルス配列

遺伝型分布のみ表示
 

デングウイルス配列

遺伝型分布のみ表示

デングウイルス配列(1945 -20142014 年)の分離国・地域と血清型および遺伝型データベース

-40-

の分離国・地域と血清型および遺伝型データベースの分離国・地域と血清型および遺伝型データベースの分離国・地域と血清型および遺伝型データベースの分離国・地域と血清型および遺伝型データベース （図では血清型２，４の

 

 

（図では血清型２，４の

 

（図では血清型２，４の



 

 -41-

厚生労働科学研究補助金 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 

病原体の病理学的検出法の確立 
 

所属 国立感染症研究所・感染病理部 
研究分担者 中島典子 

 

 
 

A. 研究目的 
近年，病原体のゲノムをマルチプレックスリアルタ

イム PCR 法で検出する方法が開発されているが，複
数の病原体ゲノムが同時に検出されることも多く，疾
病の病態にかかわる主たる病原体を決定することが
難しい．病巣の炎症に関与した主たる病原体を同定
しその検出部位を明らかにするためには，生検ないし
は剖検で採取した組織を病理学的に解析する必要が
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． 

バイオテロに使用される可能性のある病原体ゲノ
ム等を検出する in situ 核酸検出法には，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
ーブと分岐プローブを用いた ISH 法がある．これらは
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．なお，
分岐プローブ ISH 法は現在 QuantiGene View RNA
（Affymetrix社，ベリタス社)とRNAscope(ACD社，コス
モバイオ)の 2 社から販売されている．後者では，
HRP-DAB の発色が可能であり，より解像度の発色
ができる．今回，特に二重蛍光染色法について
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． 
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． 
・分岐DNA-ISH法のプローブの注文：A(H1N1)pdm 09
（AB538390.1）NP 部分に 20 ヵ所の混合プローブ． 
ｃ）抗体 
一次抗体は上皮細胞のマーカーである Epithelial cell 
Membrane Antigen（EMA）抗原に対する抗体あるいは
インフルエンザ NP 抗原を検出するポリクローナル抗
体を用いた．二次抗体は Alexa488 抗ラビット IgG 抗体
を用いた． 
 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 0.1μg/ml で 37℃15 分で処理． 
・発色法：取り込ませた Biotin 分子を Alexa568-ストレ
プトアビジンと反応させた． 
・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．発色法とし
て，アルカリフォスファターゼーFast rsd の系と

研究要旨 
 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．免疫組織化学は安定した検出系となるが，あらたに特異的な抗体を作製しなけれ
ばならない場合は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．
我々は現在3 種類のオリゴヌクレオチドプローブを用いた in situ ゲノム検出法を使用している．第一選択として我々
が開発した高感度で特異性の高い in situ hybridization-AT tailing（ISH-AT）法を用い，検出不可能の場合は，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プローブ-ISH 法である ViewRNA 法ないしは RNAscope 法
を試行している．二重蛍光染色について ISH-AT 法，View RNA 法，RNAscope 法を比較検討した． 



 

Fluorescent(555)
・蛍光二重染色法
ISH-AT 法ないしは分岐プローブ
ンザウイルスゲノムを蛍光（
red/HNPP
抗体あるいはインフルエンザウイルス
る抗体を反応させこれを異なる蛍光色素（
で検出できるようにした
【倫理面への配慮】
検討材料は剖検組織であり
得られている
 
C. 研究結果

組織上での
二重染色を行った後
することが必要である
in situ ハイブリダイゼーション法でウイルスゲノムを
検出した後
原に対する抗体を用いた蛍光免疫組織化学で蛍光
二重染色を行い
た． 
インフルエンザウイルス感染肺組織を用いた結果を
示す(図１)．
 
 
 
 
図１． 二重蛍光染色
インフルエンザウイルスゲノム（
法，RNA scope
免役組織化学

a：ISH-AT (Alexa568) x IHC
b：ViewRNA (Fast Red
c: RNA scope (555) x IHC 
d: ISH-AT (Alexa568) x IHC 
e:ViewRNA (Fast Red
f: RNA scope (555) x IHC 
 

Fluorescent(555)の系を使用した
・蛍光二重染色法 

法ないしは分岐プローブ
ンザウイルスゲノムを蛍光（
red/HNPP あるいは 555
抗体あるいはインフルエンザウイルス
る抗体を反応させこれを異なる蛍光色素（
で検出できるようにした．
【倫理面への配慮】 
検討材料は剖検組織であり
得られている． 

研究結果 
組織上での co-localization(

二重染色を行った後，共焦点レーザー顕微鏡で解析
することが必要である．感染細胞を同定するために

ハイブリダイゼーション法でウイルスゲノムを
検出した後，細胞マーカー蛋白あるいはウイルス抗
原に対する抗体を用いた蛍光免疫組織化学で蛍光
二重染色を行い，感染細胞を同定する系を確立し

インフルエンザウイルス感染肺組織を用いた結果を
． 

二重蛍光染色 
インフルエンザウイルスゲノム（

RNA scope 法）とウイルス抗原
免役組織化学 

AT (Alexa568) x IHC
ViewRNA (Fast Red/HNPP
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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 
 

所属 国立感染症研究所感染病理部 
研究分担者 永田典代 

 
 
研究協力者 
鈴木忠樹，岩田奈織子，佐藤由子，片岡紀代，原嶋
綾子，長谷川秀樹（国立感染症研究所感染病理部） 
福士秀悦，高崎智彦，吉川智城，西條政幸（国立感
染症研究所ウイルス第一部） 
小谷治（国立感染症研究所病原体ゲノム解析研究セ
ンター） 
 
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
ていると推察された．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，サル痘ウイルスのマ
ウス感染実験系の基礎検討を行ったところ，マウスは
無症状で耐過したが感染を示唆する所見が得られた．
そこで，今年度は，この感染系を利用し，抗 Ly6G 抗
体投与による好中球枯渇の感染後の影響について
検索を行った． 

 
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）を準備し，国立感染症研
究所のバイオリスク管理委員会規定に従い，ABSL3
施設にて感染実験を行った．ウイルスは，Monkeypox 
virus の Zr-599 株を用いた．好中球枯渇のため，抗マ
ウス Ly6G 抗体（1A8, BioXcell 社）を，また，アイソタイ
プコントロールとしてrat IgG2a（BioXcell社）を用いた．
これらの抗体をマウスの腹腔内に投与し，半日後に
ウイルス液（一匹あたり 106 PFU ウイルス量/100 µl）
を頚背部に皮下接種した．対照群には細胞培養液を
接種した（各群 10 匹，合計４群）．その後，4 日に 1 回
の間隔で合計 3 回の抗体投与を行った．ウイルス接
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．残りの個体（一群 6 匹）につ
いては，臨床症状と体重変化を 16 日間観察した．観
察期間終了後，いずれの個体も過麻酔殺し，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，採血当日に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． 
【倫理面への配慮】 

（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． 

 
C. 研究結果 

体重変化，皮膚所見，臨床症状の点で，いずれの
群も明らかな病変は認められなかった（図 1）．しかし
ながら，接種 7 日目の末梢血中の白血球数は，好中
球枯渇—非ウイルス接種群に比べ，好中球枯渇—ウ
イルス接種群では顆粒球数は高値であった（図 2）．さ
らに，接種 16 日目には好中球枯渇—ウイルス接種群

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．昨年度に引き続
き，サル痘ウイルスのマウス感染実験系の基礎検討を行った．BALB/c マウスに 2 種類のサル痘ウイルスを
皮下接種したところ，感染成立を示唆する所見が得られた．そこでこの感染系を利用し，抗 Ly6G 抗体投与に
よる好中球枯渇マウスに対する感染実験を行った．その結果，好中球枯渇のための抗体投与方法の改良が
必要であることがわかった．引き続き検討を進めている． 
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でリンパ球と顆粒球の増加により白血球数は有意に
高値を示した． 

また，接種 7日目の病理学的解析の結果，好中球
枯渇-ウイルス接種群で副腎の皮質壊死がみられ，
病変部に一致してウイルス抗原が陽性であった（デー
タは示さない）．4 匹中 4 匹の肺にわずかな炎症性細
胞浸潤を認めたが，ウイルス抗原は陰性であった． 
 
D. 考察 

サルに対して強い病原性を発揮する，２つのサル
痘ウイルス臨床分離株は，BALB/c に対して感染性
を有するが，明らかな病原性を発揮しなかった（昨年
度報告書）．今回は，2 つのサル痘ウイルス臨床分離
株のうち，マウスに白血球減少を引き起こした Zr-599
株を使用した．接種 7 日目の好中球枯渇—非ウイル
ス接種群において顆粒球は低値であったことから，非
感染マウスにおいて抗体投与による好中球枯渇の効
果はあったと考えられる．しかしながら，同日の好中
球枯渇—ウイルス接種群の顆粒球数は，ウイルス感
染群と同程度であったため，ウイルス感染により，抗
Ly6G 抗体の枯渇効果は減弱したようにみえるので，
抗体投与に関して改良が必要と考えられた．一方で，
好中球枯渇-ウイルス接種群で副腎の皮質壊死がみ
られたことから，好中球枯渇群では皮下接種後にウ
イルス血症が成立したことが示唆された．接種 16 日
目の好中球枯渇—ウイルス接種群で白血球数は有意
に高値であり，それは主にリンパ球数と顆粒球数の

増加によるものであった．以上のことから本動物感染
モデルにおいて，感染初期の好中球枯渇が病態にな
んらかの影響を与えた事が示された．好中球枯渇の
ための抗体投与方法の改良を行い，引き続き検討を
進める． 
 
E. 結論 

BALB/c マウスのサル痘ウイルス皮下感染モデル
を利用し，感染初期の好中球枯渇がウイルス動態と
免疫応答に影響を与える事を示した．感染モデルの
改良を行い，引き続き検討を進める． 

 
F. 研究発表 
１．論文発表 
1) Nagata N, Iwata-Yoshikawa N, Hayasaka D, Sato Y, 
Kojima A, Kariwa H, Takashima I, Takasaki T, Kurane I, 
Sata T, Hasegawa H. The pathogenesis of 3 
neurotropic flaviviruses in a mouse model depends on 
the route of neuroinvasion after viremia. J 
Neuropathol Exp Neurol. 74(3):250-260,2015. 
 
２．学会発表 
  該当なし 
 
G. 知的財産権の出願・登録状況 
 該当なし 
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サル痘ウイルス皮下接種後の好中球枯渇群(a Ly6G/Zr599)
． 

日目の血球数の比較
において顆粒球は低値であり

）では，ウイルス感染群（
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厚生労働科学研究補助金 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 

病原体の電子顕微鏡学的迅速検出法の確立 
 

所属 国立感染症研究所感染病理部 
     

 永田典代 
 
研究協力者 
岩田奈織子，片岡紀代，長谷川秀樹（国立感染症研
究所 感染病理部） 
西條政幸（国立感染症研究所ウイルス第一部） 
森川茂（国立感染症研究所 獣医科学部） 
小谷治（国立感染症研究所病原体ゲノム解析研究セ
ンター） 
 
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．BSL2，3 および 4 の病原体に
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．今年度は，検出感度と精度を向上するた
めの改良法の一つとして，電子顕微鏡検索のための
サンプルの濃縮方法について Global Health Security 
Action Group Laboratory-Network の活動の一環であ
る ， GHSAG Wet-Lab Workshop on Diagnostic 
Electron Microscopy of Pathogens, Winnipeg 2015 
（平成 27 年 9 月 24，25 日 National Microbiology 
Laboratory, Public Health Agency of Canada 主催）に
参加し実習した内容について報告する．なお，本ワー
クショップは，バイオテロリストによるバイオ攻撃や感
染症の病原体の電子顕微鏡的迅速診断法に携わる
専門家の技術訓練，技術の向上，危機的状況におけ
る安全かつ迅速で電子顕微鏡学的診断評価の正確 

研究分担者 永田典代 

 

B. 研究方法 
電子顕微鏡による検査において，目的の粒子が

少ない場合のサンプルの濃縮法（Beniac DR et al., 
2014）を実習した． 

ま ず ， ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー （ SPI-Pore 
Standard Polycarbonate Track Etch filter, SPI 
Supplies, PA, USA）を準備し，フィルターユニット
（Millipore 13 mm Swinnex）に装着する．10 µl〜50 ml
までの液量のサンプルを 5 mL のシリンジに充填し，
準備したフィルターユニットに連結する．ただし，サン
プルの液量が少ない場合は 2 mL 以上のリン酸緩衝
液あるいは生理食塩水に懸濁し，増量する．シリンジ
内に充填したサンプルをシリンジポンプ（1,000 µl/分）
で濾過し，フィルターユニット内のポリカーボネートフィ
ルターに粒子をトラップする．なお，シリンジポンプで
濾過する際には，シリンジを垂直，フィルターは水平
に設置する． 

使用するフィルターの孔径は対象とする病原体の
大きさによって，次のように選択する． 
0.1 µm（レプトスピラ，エボラウイルス） 
0.08 µm（ワクチニアウイルス） 
0.03 µm（ヘルペスウイルス，バクテリオファージ） 

また，透過電子顕微鏡用サンプル作製の場合，フ
ィルター上に親水化処理済みのカーボン支持膜 200
メッシュ銅グリッドをのせ，フィルターユニットに装着し，
濾過する．走査電子顕微鏡用サンプルの場合は，濾
過後に粒子がトラップされたポリカーボネートフィルタ
ーをおよそ 9 mm 角にカットし，観察に用いる． 
 
【倫理面への配慮】 

（倫理面への配慮）該当なし 
 

C. 研究結果 
 実習のために準備されたサンプルには，グルタール
アルデヒド固定済みのワクチニアウイルスあるいはレ
プトスピラが含まれていた．本法を利用する事によっ

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，検出感度と精度を向上するための改良法の一つとして，電子顕微鏡検索のた
めのサンプルの濃縮方法について Global Health Security Action Group Laboratory-Network の活動の一環
である，GHSAG Wet-Lab Workshop on Diagnostic Electron Microscopy of Pathogens, Winnipeg 2015 （平成
27 年 9 月 24，25 日 National Microbiology Laboratory, Public Health Agency of Canada 主催）に参加し実習し
た内容について報告する． 
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て，5×103 粒子数/1 検体のものから病原体を検出す
る事ができた．作業に要する時間は 30 分程度であっ
た．ただし，ワクチニアウイルスを含むサンプルには，
同程度の大きさ（およそ 500 nm）の夾雑物が含まれて
いたため，走査電子顕微鏡観察によるウイルス粒子
と夾雑物の判別は困難であり，熟練者による指導が
必要であった．同じサンプルを用いて，ネガティブ染
色法を用いた透過型電子顕微鏡検査では，ウイルス
粒子の表面構造が明瞭に観察され，夾雑物との判別
は用意であった．一方で，レプトスピラを含むサンプ
ルでは，ネガティブ染色法を用いた透過型電子顕微
鏡による検出は全く不可能で，濃縮法と走査電子顕
微鏡観察の組み合わせによってはじめて検出する事
が可能であった． 
 
D. 考察 
 Beniac DR et al. 2014 によれば，今回のフィルターを
利用した濃縮法を用いる事に寄って，5×103 粒子数
/1検体（102粒子/ml）のものから病原体を検出する事
が可能である．標準的な電子顕微鏡観察法では，一
般にサンプル中の粒子数が 106 粒子/ml であれば検
出が可能とされているが，濃縮法を用いることで，そ
の検出感度を 1000 倍以上高める事ができた．その場
合，走査型電子顕微鏡の方が広範囲の面積をスクリ
ーニングできるという利点があり，また，レプトスピラ
のような大型のバクテリアの場合，本法と走査電子顕
微鏡観察の組み合わせは非常に有用であると考えら
れた．一方で，ウイルス粒子の場合は，その表面構
造や内部構造を詳細に観察できる透過型電子顕微
鏡法を用いることで鑑別精度が増すことが改めて理
解された．本濃縮法に必要な材料は，すべて日本で
も入手可能で，フィルターはアイソポア，ポリカーボネ
ート製で代用できる． 
 本ワークショップは，世界健康安全保障イニシアティ
ブ各国および組織が対象であり，今回は主催者の他，
ドイツ，UK，メキシコ，日本の公衆衛生関係の機関と
カナダ国内の別の機関(Canadian Food Inspection 
Agency)から，電子顕微鏡を用いた感染症診断に関
わる専門家（各機関 1-2 名，合計 7 名，主催者側 5
名とそのスタッフ 5 名）が参加した．これまではドイツ
Robert Koch 研究所が主催していたが，施設の移転
のため第 5 回目の今回は，カナダでの初の開催とな
った．前回までは，透過型電子顕微鏡を用いたネガ
ティブ染色による診断法を主に実習してきたが，今回
は，走査電子顕微鏡を使用した粉末状のサンプル解
析法も同時に実習しそれぞれの利点，欠点を理解す
ることができた．なお，この研究所で使用している走
査電子顕微鏡は高病原性病原体対応のため，グロ
ーブボックス内に改良された小型の電子顕微鏡を設
置したもので，世界に唯一である（Beniac DR et al., 
2015）． 
 

E. 結論 
病原体の電子顕微鏡学的迅速検出法に必要な，

目的粒子が少ない場合のサンプルの濃縮法を習得し
た． 

 
F. 研究発表 
１．論文発表 
  該当なし 
 
２．学会発表 
  該当なし 
 
G.知的財産権の出願・登録状況 
  該当なし 
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分担研究報告書 

地方衛生研究所におけるバイオテロ対応に関する研究 
 
      所 属  堺市衛生研究所 

     研究分担者 小林和夫 

 
 
研究協力者 
山形県衛生研究所長（北海道・東北・新潟地区） 
水田克巳 
秋田県健康環境センター 上席研究員（北海道・東
北・新潟地区） 
八柳潤 
埼玉県衛生研究所 副所長兼感染症室長 
（関東・甲・信・静岡地区） 
岸本剛 
愛知県衛生研究所長（東海・北陸地区） 
皆川洋子 
堺市衛生研究所 検査担当総括研究員（近畿地区） 
内野清子，杉本光伸 
山口県環境保健センター所長（中国・四国地区） 
調恒明 
岡山県環境保健センター所長（中国・四国地区） 
岸本壽男 
愛媛県立衛生環境研究所長（中国・四国地区） 
四宮博人 
愛媛県立衛生環境研究所 ウイルス科長（中国・四
国地区） 
山下育孝 
福岡県保健環境研究所副所長（九州地区） 
千々和勝己 
 
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 特 定 病 原 体 等
（ http://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-1090
0000-Kenkoukyoku/hyou150521_1.pdf）に規定されて
いる原因物質（感染病原体や毒素など）を中心として，
これらの特定に関する課題を抽出し，課題解決の方
策や改善を目的とした． 
B. 研究方法 
 地衛研における感染症対策は地衛研全国協議会
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）から前年度に抽出した課
題に関し，改善状況を調査した． 
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 
 本研究は意見聴取型調査研究であり，また，患者

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，課題を抽出し，課題に対し方策や改善などを検討した．その結果，多くの課題が抽出された
が，これら課題の改善には地衛研，各支部内，地衛研全国協議会，感染研および厚生労働省の理解や連携
が重要である．2015 年度に改善した事項として，改正感染症法（特に，病原体サーベイランスなど感染症に関
する情報の収集体制が強化）の施行も関連し，病原体検出マニュアルの整備，標準作業手順書の作成，地衛
研全国協議会感染症対策部会員の増員などがあった．特定病原体等に規定されている細菌毒素（ボツリヌス
毒素や志賀毒素）に関する独立した検出マニュアルは未整備であり，これらの整備は今後の課題である．現代
社会において世界中でテロ行為が頻発している．日本は第 42 回先進国首脳会議（2016 年），第 9 回ラグビー
ワールドカップ（2019 年），夏季オリンッピック・パラリンピック（2020 年）などの大きな行事を控え，バイオテロも
含めテロ対策を準備・強化する必要がある．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
時から対応の準備・構築が強く望まれる． 
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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．また，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１，２） 
 本研究の主題であるバイテロに関連する特定病原
体 等
（ http://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-1090
0000-Kenkoukyoku/hyou150521_1.pdf）の検出方法に
関し，地方衛生研究所で検査に主として使用する感
染研病原体検出マニュアルの前年度に抽出した１－
３）課題と改善状況を調査した． 
 １ ） 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 
 特定病原体が関与する 3 類感染症や 5 類感染症の
全てが記載・リンクが整備され，改善した．1 類（クリミ
ア・コンゴ出血熱，痘瘡，南米出血熱，ラッサ熱），2類
（ 結 核 ， 中 東 呼 吸 器 症 候 群 ， 鳥 イ ン フ ル エ ン ザ 
H7N9），多くの 4 類感染症に関し，記載・リンクが未整
備であった（表 1）． 
 ２）改訂年月日や照会先の記載 
 改訂年月日や照会先の記載も重症呼吸器感染症
やコレラなどで改善が見られた． 
 ３）細菌毒素（ボツリヌス毒素や志賀毒素） 
 特定病原体等に記載されている毒素単独について
は依然未記載であった（表２）． 
２．新規検査マニュアルの整備の必要性（表３） 
 １）痘瘡はバイオテロで発生が最も危惧され，米国
疾病管理予防センター（CDC）の Category A に分類さ
れている
（http://fas.org/biosecurity/resource/documents/CD
C_Bioterrorism_Agents.pdf）．痘瘡発生の際，皮疹な
ど症状が類似している水痘との鑑別が問題となるた
め，整備が必要である．水痘ウイルス（ワクチン株を
含む）の病原体検出マニュアルは整備され，改善した．
しかし，痘瘡は依然として未整備であった． 
 ２）ボツリヌス毒素検出はボツリヌス症に記載されて
いるが，志賀毒素遺伝子検出は腸管出血性大腸菌
感染症に記載されているが，毒素蛋白は未収載であ
る．細菌毒素に関する独立した検出マニュアルは未
整備であった． 
 ３）地衛研で実施する可能性の高い 4 類感染症（日
本紅斑熱やウエストナイル熱など）は未整備であっ
た． 
３．地方衛生研究所全国協議会 6 支部の支部内連携
構築，支部内連携から広域・全国ネットワークの構築
（表４） 
 １）2015 年度から地方衛生研究所全国協議会の感
染症対策部会員を 1 名増員し，6 支部全てから部会
員を選出した． 
 ２）地方衛生研究所全国協議会理事会や総会及び

地研ネットワーク等で支部間の連携・情報共有を図っ
た． 
 ３）感染研の病原体検出マニュアルの充実・改訂を
要望した． 
 ４）いくつかの支部において厚生労働科学研究や地
域ブロック研修会などを通じ，技術共有を図った． 
４．地衛研と感染研の連携強化（表５） 
 １）特定病原体に限らず，地衛研と感染研の共同研
究や連携は不断に行われた． 
 ２）精度管理の視点から，国内標準である感染研と
地衛研の連携が強化された． 
 ３）個人として地衛研職員が感染研に転出した事例
はあったが，組織の関与（人事の交流制度）はなかっ
た．また，感染研から地衛研の転出はほとんどなく，
現場と中枢の相互人事交流が望まれる（考察）． 
 ４）地衛研から感染研に依頼した行政検査で迅速化
が図られた． 
 ５）感染研と地衛研の連携による標準作業手順書
（SOP）（案）作成過程で感染研の支援や幹部等によ
る連携が強化された． 
 
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，広域性であり，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，改善状況についてアンケート
調査を実施した（表１．－５．）． 
 前年度に抽出された多くの課題に関し，地方衛生研
究所，地方衛生研究所全国協議会および国立感染
症研究所が真摯に取り組み，改善が認められた． 
 未克服の主要な課題として， 
１）改正感染症法の施行に備え，特定病原体のみな
らず，病原体検出マニュアルの更なる整備 
２）特定病原体等に規定されていないが，米国 CDC
は 植 物 毒 （ リ シ ン ） や 細 菌 毒 素 （ Clostridium 
perfringens 由来イプシロン毒素）に関し，バイオテロ
の候補物質（Category B）として揚げている．所管や
検出マニュアルの整備 
３）地方衛生研究所と国立感染症研究所の相互人事
交流 
などが揚げられる． 



  
-53- 

 課題の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． 
 現代社会において世界中でテロ行為が頻発してい
る．我が国は第 42 回先進国首脳会議（2016 年），第 9
回ラグビーワールドカップ（2019年），夏季オリンッピッ
ク・パラリンピック（2020 年）などの大きな行事を控え，
バイオテロも含めテロ対策を準備・強化する必要があ
る．テロは突発的で緊急を要する健康危機であり，平
時から対応を準備・構築することが求められる． 
 
E. 結論 
 バイオテロ対応において地衛研の課題を抽出し，

改善状況を検証した． 
 地衛研と感染研の連携は向上し，バイオテロの

みならず，より良い感染症対策に資することが期
待できる． 

 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． 
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表１．感染研の病原体検出マニュアルで記載やリンクがない特定病原体による感染症* 
一類感染症 BSL 特定病原体 4 類感染症 BSL 特定病原体 
クリミア・コンゴ出血熱 4  ウエストナイル熱   
痘瘡 4  黄熱   
南米出血熱 4  オムスク出血熱   
ラッサ熱 4  オウム病   
   キャサヌル森林熱   
2 類感染症   Q 熱   
結核 3  サル痘   
MERS 3  重症熱性血小板減

少症候群 
  

鳥インフルエンザ（H7N9） 3  腎症候性出血熱   
   西部ウマ脳炎   
3 類感染症（全て記載及びリンク済み） ダニ媒介性脳炎   
   日本紅斑熱   
   ベネズエラウマ脳炎   
   発疹チフス   
   リフトバレー熱   
   ロッキー山紅斑熱   
      
   5 類感染症（全て記載及びリンク済み） 

*2016 年 01 月 21 日現在（http://www.nih.go.jp/niid/ja/labo-manual.html） 

 

表２．現行の国立感染症研究所病原体検出マニュアルの課題および改善した事項 

課   題 改善した事項 

 バイオテロ対象病原体について，
検出マニュアルの整備 

 
 
 
 
 

 

 1 類（クリミア・コンゴ出血熱，痘瘡，南米出血熱，
ラッサ熱），2 類（結核，中東呼吸器症候群，鳥イン
フルエンザ H7N9），多くの 4 類感染症に関し，記
載・リンクが未整備であった． 
しかし，特定病原体が関与する 3 類感染症や 5 類
感染症の全てが記載・リンクが整備され，顕著に
改善した． 

 有無・最終改訂年月日のリスト  改訂年月日や照会先の記載も重症呼吸器感染症
やコレラなどで改善が見られた． 

 細菌毒素（ボツリヌス毒素や志賀
毒素） 

 ボツリヌス毒素検出はボツリヌス症に記載されて
いるが，志賀毒素の遺伝子検出は腸管出血性大
腸菌感染症に記載されているが，蛋白毒素は未
収載である． 
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表３．新規検査マニュアルの整備の必要性 

問  題  点 改善した事項 

 水痘ウイルス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 

 水痘ウイルスの病原体検出マニュ
アルは整備され，改善したが，痘瘡
は未整備である． 

 感染症法改正の施行に伴い，病原体サーベイランスなど
感染症に関する情報の収集体制が強化される（2016 年 4
月以降）ため，特定病原体のみならず，感染症法に規定さ
れた疾患に関し，検査マニュアル 

 3 類感染症や 5 類感染症の全てが
記載・リンクが整備され，また，標準
作業手順書（SOP）のひな形が提示
された． 

 細菌毒素の検査マニュアル  表２に記載した通り． 
 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

イル熱に関する検査マニュアル 
 未収載・未改善 

 

表４．地方衛生研究所全国協議会 6 支部の支部内連携構築，支部内連携から広域・全国ネットワークの構

築 

課   題 改善した事項 

 的確な技術伝承と人材育成が不十分  いくつかの支部で厚生労働科学研
究や地域ブロック研修会などを通
じ，技術共有を図った． 

 地方衛生研究所全国協議会の感染症対策部会の強化  地衛研全国協議会の感染症対策部
会員を 1 名増員し，6 支部全てから
部会員を選出した． 

 異なる支部間の連携構築  地衛研全国協議会理事会や総会及
び地衛研ネットワーク等で支部間の
連携・情報共有推進した． 

 感染研の病原体検出マニュアルの充実・改訂を要望  感染研は真摯に対応し，顕著に改
善した． 

 

表５．地衛研と国立感染症研究所の連携強化 

課   題 改善した事項 

 地衛研と感染研の精度
管理や共同研究の推進 

 検査の精度管理や標準作業手順書（SOP）（案）作成など，
持続・有機的連携を構築できた． 

 相互の人事交流の活
発化 

 個人として地衛研職員が感染研に転出した事例はあった
が，組織の関与（人事の交流制度）はなかった 

 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
とがあり，迅速化 

 検査項目・担当官に依るが，地衛研から感染研に依頼した
行政検査で迅速化が図られた 
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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

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． 
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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．昨年度

は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． 

 本年度はバイオテロに利用される可能性の高い５

種類の細菌性病原体（炭疽菌，野兎病菌，ブルセラ

菌，ペスト菌，類鼻疽菌）の迅速遺伝子検出系を作

成 し ， 25 分 で 遺 伝 子 を 増 幅 し ，

DNA-Chromatography法で増幅産物を約５分で識

別する野外仕様の検出系を完成させた． 

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 A 型ボツリヌス毒素，

TDH 及び TRH を精製してそれぞれに対する家兎抗

血清を作製した． 

 

Ｂ．研究方法 

Ｂ－１．バイオテロに利用される可能性の高い５種

類の細菌性病原体（炭疽菌，野兎病菌，ブルセラ菌，

ペスト菌，類鼻疽菌）の迅速遺伝子検出系の作成 

 

検出遺伝子の選択： 

 細菌性病原体の検出系を作成する場合，菌種を

検出する遺伝子と病原因子の遺伝子を検出する系

の２つの標的が必要になる．菌種を検出遺伝子は

株の間で安定して保存されている必要がある．16S 

rRNA 遺伝子のような多型の少ない配列は菌種内

の株では多型が少なく，配列はよく保存されている

が，類縁菌の間でも保存されており，菌種の識別に

特異 PCR primer を設計するのは困難である．そこ
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でこの目的には 16S rRNA 遺伝子より約 10 倍の多

型がある house keeping gene である dnaJ 遺伝子

を使用した．DnaJ 遺伝子は菌種間の識別に有効な

配列を多く保有しているが，同一菌種内の株の間で

の多型はほとんどないので菌種の検出に適してい

るが，分類学上の不備で識別できない類縁種があ

る．例えば Bacillus anthracisには16SrRNA遺伝子

配列が全く同じ，3 つの菌種（B. thuringiensis, B. 

mycoides, B. cereus）があり，dnaJ でも明確に識別

できない．そこで B. anthracis を明確に識別するに

はこの菌種が保有する病原因子，浮腫因子，防御

因子，致死因子を顕出する方法が必要になる（表

１）．野外仕様型の検出系には菌種を漏れなく検出

する dnaJ 遺伝子と病原因子を併用した．病原因子

は菌種内の株で保有の有無が異なることから，病

原因子検出 primer と菌種検出 primer を両方同時に

検出する系が必要になる．環境中，特に土壌には

B. anthracis と同じ 16SrRNA 遺伝子および dnaJ 配

列を保有する B.thuringiensis, B.mycoides, B.cereus

が高頻度に常在しているので B. anthracis の検出に

は dnaJ は使用しなかった． 

 

カクテル primer の作成： 

 菌種と病原因子を検出し，識別可能なカクテル

primer を作成した．表１の各 primer の下流の５末端

には５種類の補足用 Tag を準備した．上流側 primer

には共通に biotin を標識した． 

 

屋外仕様の Quick Mobile（QM）の作製： 

 ４つの検体を同時に増幅できる 1．７kg の軽量の

PCR 機器を Thermogen 社 (長野)に依頼し，作製し

た（図１）．この機器は屋外仕様のため電源としては

AC adaptor （100-240V 仕様）, 車のタバコで電源，

さらにリチウム電源の３つを選択できる．PCR tube 

は low profile tube を採用し，増幅時間は標準 25 分

で終了できる．専用の Program card を挿入し，屋外

では one touch 操作で program が始動するように迅

速化が図られている．使用するカクテル primer は

PCR tube に乾燥して準備してあり，使用時には煮

沸した試料５ul と室温保存で数週間は安定して増幅

に使用できる２xTaq premix 試薬を 5ul 加え，合計

10ul の反応液で増幅するようにした． 

 

DNA クロマトと判定方法： 

 カクテル核酸増幅産物を識別するため，ニトロセ

ルロース濾紙に anti-tag を print した DNA クロマト

濾紙（図２）を TBA 社（仙台）に依頼し，作成した．カ

クテル増幅産物に Avidin を固定した青ラテックスを

10ul 加え，約５分で DNA クロマト上にプリントしてあ

る anti-tag と反応した PCR 産物が青色のラインとし

て見えてくる． 

 

Ｂ－２．バイオテロに利用される細菌毒素に対する

免疫学的迅速同定法の確立  

  

TDH と TRH の精製とモルモット抗血清の作製： 

 

 前年度までに構築したTF-TDH及びTF-TRH発現

大腸菌 BL21(DE3) 株は，至適条件下で発現誘導

を行った．リコンビナントタンパク質の発現に使用し

たベクターは，可溶化タグ TF の他に His タグも内蔵

している．したがって，得られた培養液から His タグ

精製及び電気的溶出によって TF-TDH あるいは

TF-TRH を精製した．精製タンパク質は，モルモット

（オス，9 週齢）1 匹ずつに免疫して抗血清の作製を

試みた． 

 

BoNT/A_Hc 精製とモルモット抗血清の作製： 

 BoNT/A_Hc は大腸菌内で His-TF タグ融合タンパ

ク 質 (His-TF-BoNT/A_Hc) 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，His タグ

精製と電気的溶出法によって行った．得られた精製

タンパク質は，モルモット（オス，9 週齢）1 匹に免疫

して抗血清の作製を試みた． 

 

Ｃ．研究結果 

Ｃ－１．バイオテロに利用される可能性の高い５種

類の細菌性病原体（炭疽菌，野兎病菌，ブルセラ菌，

ペスト菌，類鼻疽菌）の迅速遺伝子検出系の作成 
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標準株を用いた迅速遺伝子検出系の評価： 

 作成した primer を GTC で保有する菌株とモンゴル

国立研究所 National Center for Infectious Disease 

with National foci. の 保 有 株 で 検 証 を 行 っ た ． 

Brucella 菌 の 基 準 株 B.melitensisNCTC 10094, 

B.abortusNCTC 10093, B.canisATCC 23365および，

GTC 保有で使用している B.abortus の血清型２０株

は OMP および dnaJ の遺伝子で全て陽性であった． 

Francisella tularensis subsp. tularensis の基準株

strain B-38, および，わが国で分離され，GTC で保

存されている Francisella tularensis subsp. holarctica 

85 菌株は全て，dnaJ, fopA, および tul4 が陽性であ

った．GTC 保有の基準株 Yersinia pestisNCTC 5923，

モンゴルで保有の野生株およびロシアのワクチン株

で行った．基準株およびロシアのワクチン株の pla

遺伝子は陰性，野生株２株は pla 遺伝子及び dnaJ

遺伝子はいずれも陽性であった(図 3) ．類縁菌の

Yersinia pseudotuberculosis基準株JCM 1676株は 

pla 遺伝子陰性であるが，dnaJ は陽性であった． 

Bacillus anthracis は GTC 保有株で評価した（表 2）．

病原性プラスミッドを脱落させた GTC3P0882, GTC 

3P0883，及び GTC3P0884 はそれぞれの病原因子

が欠損していた．ワクチン株 GTC3P1524 は３つの

病原因子を保有していた．モンゴル国立研究所保

有株でも同様の検証を実施した（図 4）． 

 B. anthracis, F. tularensis,  B. melitensis, 及び

Y.pestis の基準株を使用したスパイク実験では，い

ずれも 1,000 から 5,000cfu/ml の菌液を３分間の煮

沸後，濃縮せず，そのまま 5ul を PCR に使用すれば

DNA-クロマト法で増幅産物を検出—確認できる感

度があることを確認した． 

 

モンゴルの汚染地域の土壌を用いたスパイク実験： 

炭疽菌に汚染されたモンゴルの土壌をサンプリング

し B. anthracis の protective antigen の検出を試み

た．2013 年に炭疽で死亡した牛で汚染された土壌

が隔離されており，動物が立ち入らないように汚染

地区を鉄線で囲ってあった（図 5）．この土壌から分

離を試みた．土壌 25g を 10 倍量の蒸留水に懸濁，

一夜室温に置いたのち，上澄みから核酸を抽出し

たが，病原因子は検出されなかった．さらに土壌を

モンゴルで使用されているpeptone-meat brothに入

れ，一夜増菌培養した培地の上澄みから分離を試

みたが，炭疽菌の病原因子は検出されなかった． 

この方法の検出感度を調べるため，汚染領域以外

のモンゴルの代表的な通常土壌をあらかじめ検疫

所の許可を得て国内に持ち帰った．これらの土壌に

炭疽菌のワクチン株を加えてスパイク実験を行い検

出感度を測定した． 

土壌 250g を 10 倍量の 2250ml の peptone-meat 

broth に加え，10 分割し，病原因子を保有する炭疽

菌ワクチン株を 1.2x106cfu/ml から１.2xcfu/ml を１ml

ずつ，スパイクした．24 時間培養後，上澄み 1ml を

採取し，微量卓上遠心機で 12,000g で 3 分間遠心，

上澄みを廃棄後，２00ul の蒸留水に沈渣を懸濁，

100 度で 3 分間煮沸し，その 5ul を遺伝子増幅に使

用した．１.2 cfu をスパイクした培養液から炭疽菌

の病原因子を全て検出できたため，この方法で 25g

中に１個の炭疽菌が存在すれば検出できると予測

した． 

Ｃ－２．バイオテロに利用される細菌毒素に対する

免疫学的迅速同定法の確立 

  

TDH と TRH の精製とモルモット抗血清の作製： 

 TF-TDH及びTF-TRHを精製し，得られた精製タン

パク質をモルモットに免疫し血清を回収した．抗体

価の評価は，オクタロニー法によって実施した．そ

の結果，TF-TDHは十分な抗体価の上昇が認めら

れたのに対し，TF-TRHは十分な抗体価の上昇が

認められなかった（図6，図7）． 

 

BoNT/A_Hc精製とモルモット抗血清の作製： 

His-TF-BoNT/A_Hcを精製し，得られた精製タンパ

ク質をモルモットに免疫し血清を回収した．抗体価

の評価は，オクタロニー法によって実施した．その

結果，His-TF-BoNT/A_Hcは十分な抗体価の上昇

が認められた（図8）．また，通常モルモットの免疫ス

ケジュールは，初回免疫の後，2週間間隔で4回の

追加免疫とされているが，今回の免疫においては
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追加免疫2回目実施後の時点で十分な抗体価の上

昇が認められた． 

 

Ｄ．考 察 

Ｄ－１．バイオテロに利用される可能性の高い５種

類の細菌性病原体（炭疽菌，野兎病菌，ブルセラ菌，

ペスト菌，類鼻疽菌）の迅速遺伝子検出系の作成 

 

標準株を用いた迅速遺伝子検出系の評価： 

構築した迅速遺伝子検出系を岐阜大学とモンゴル

獣医学研究所の多種の保存株を用いて検証した結

果，いずれも 1,000 から 5,000cfu/ml の菌液を３分間

の煮沸後，濃縮せず，そのまま 5ul を PCR に使用す

れば DNA-クロマト法で増幅産物を検出—確認でき

たことにより実際のバイオテロ事例でも十分に応用

可能であると考えられる． 

 

モンゴルの汚染地域の土壌を用いたスパイク実験： 

モンゴルの汚染土壌を用いて行ったスパイク実験で

は，１.2 cfu をスパイクした培養液から炭疽菌の病

原因子を全て検出できたため，この方法で 25g 中に

１個の炭疽菌が存在すれば検出できることが分か

った．この感度は実際のバイオテロ事例でも十分に

応用可能であると考える． 

 

Ｄ－２．バイオテロに利用される細菌毒素に対する

免疫学的迅速同定法の確立 

  

TDHとTRHの精製とモルモット抗血清の作製：        

 今回実施したモルモットへの免疫スケジュールに

おいて，ICの作製に使用可能なレベルの抗体価を

示す抗TDH血清が得られた．一方，抗TRH抗体は

得られなかったため，免疫スケジュールや使用する

モルモットの週齢等，各種免疫条件を検討し，再度

免疫を実施する．抗TDH同様，抗TRH抗体が得られ

た際には，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． 

BoNT/A_Hc精製とモルモット抗血清の作製： 

 今回用いた精製His-TF-BoNT/A_Hcを抗原に使

用し，モルモットに免疫を実施した結果，ICの作製

に使用可能なレベルの抗体価を示す抗BoNT/A_Hc

血清が得られた．今回実施した免疫方法によって，

通常よりも早い段階で抗血清が得られた一方，モル

モットの生育が伴っておらず，期待される血清の半

分程度の血清量しか得られなかった．したがって，

再度同様の免疫方法によってモルモットを免疫し，

今後の抗体精製に十分な量の血清が得られるよう

に試みる． 

Ｅ．結 論 

1. 構築した迅速遺伝子検出法は実際のバイオテ

ロ事例にも応用可能と考えられる． 

2. 検出系に使用出来る程度の抗体価を示す抗

TDH 血清が得られた． 

3. 検出系に使用出来る程度の抗体価を示す抗

BoNT/A_Hc血清が得られた． 
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菊地正 東京大学医科学研究所附属病院 
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A. 研究目的 

バイオテロに用いられる可能性のある病原微生物

は多彩で，その多くは重篤な疾病を引き起こす．

中には一般の医療従事者にはほとんど診療経験

のない病原体も含まれ，例として炭疽菌や2014年

に西アフリカで流行したエボラウイルス病などが挙

げられる．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，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，有用なホ

ームページを公開することを目的とする．また，こ

れらの研究を通じて今後のバイオテロ対策に必要

な施策を洗い出し，新たな支援方法を開発するこ

とも目的とする． 

 

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． 

また，昨年度に行ったバイオテロ診断支援に関す

る地方衛生研究所における検査可能疾患のアン

ケート調査結果をより詳細に解析し，新たなバイ

オテロ対策支援方法の開発を行う． 

【倫理面への配慮】 

特になし 

 

C. 研究結果 

ホームページに対しては昨年度に総論部分の見

直しとデング熱およびエボラウイルス病のアウトブ

レイクに関する情報を加えた．今年度は新たなア

ウトブレイクの発生はほとんど見られず，関連情

報の変更や修正が必要な箇所は限られていた．

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』に関して情報の妥当性・正確性を確認した．今後は医療従事者のみならず，一

般公開も検討すべきと考えられたため，課題の洗い出しと具体的な対応策を検討した．さらに，バイ

オテロ診断支援の一環として行った国内の地方衛生研究所に対する検査可能疾患の状況調査（アン

ケート）を詳細に解析したところ，一部の病原体に関しては検査可能施設が限られるなどの問題点が

挙げられた．今後の国内の検査体制をいかに整備していくかが重要な課題である． 
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そこで今後のホームページのあり方を十分に検討

した結果，限られた医療従事者だけが閲覧出来る

状況よりも，将来的には一般公開が望ましいと考

えられたため，課題の洗い出しとその対策を検討

した．最大の課題はサイバー攻撃であるが，セキ

ュリティの専門家との意見交換を行い，必要十分

な対応策を取ることは可能と判断した．その他，ア

クセス集中時の対策などいくつかの課題に対する

具体策を検討し，一般公開に向けての目処を立て

た．また，バイオテロ診断支援の一環として国内

の地方衛生研究所等に対して施行した状況調査

（アンケート）を詳細に解析し，一部の病原体に関

しては検査可能施設が限られることが判明した．

さらに陽性検体の不足している施設が存在するこ

とも明らかとなった． 

 

D. 考察 

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．

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してきた．この目

的はある程度達成されつつあり，今後はより広く

医療従事者以外にも情報を提供すべき段階にあ

ると考えられる．しかしながらサイバー攻撃への対

応，アクセス集中時にサーバーが耐えられるかな

どの懸念は残り，これらの課題に対してはセキュ

リティ対策の専門家と十分に検討していく必要が

ある．さらに医療従事者以外が閲覧することにな

った場合，専門的内容のままでは十分な理解がで

きず，場合によっては誤解を生じうる可能性もある

ため記載内容を十分に検討する必要がある． 

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が，一部

の病原体に関しては検査可能施設が限られてい

た（表１）．このアンケート調査により，陽性検体の

不足による精度管理の問題や，検査のための研

修を希望している施設もあるなど国内の現状を把

握することができた．これらの結果をもとに今後の

検査体制をいかに整備してくかが課題と思われ

る． 

 

E. 結論 

国際的なテロリズムの拡大が懸念されるなか，バ

イオテロ対策の重要性は今後も増大していくこと

が予想される．バイオテロに使用されうる病原体

や各疾患の特徴などを包括的に閲覧できるホー

ムページの充実は今後とも継続していく必要があ

る． 

またバイオテロ疑い事例に対する国内の検査体

制の現状を把握し，支援体制を継続して整備して

いくことが不可欠である． 

 

F.研究発表 

１．論文発表 

  発表なし 

２．学会発表 

  発表なし 

 

G.知的財産権の出願・登録状況 

  該当なし 
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種別 病原体または毒素 CDC(2000)
二種 野兎病菌 A
二種 ペスト菌 A
二種 ボツリヌス毒素 A
三種 鼻疽菌 B
三種 類鼻疽菌 B
三種 発疹チフスリケッチア B
三種 ブルセラ属菌 B
三種 Q熱コクシエラ B
三種 ロッキー山紅斑熱リケッチア
三種 多剤耐性結核菌
三種 狂犬病ウイルス
四種 オウム病クラミジア B
四種 黄熱ウイルス
四種 インフルエンザウイルス（H2N2)
その他 サキシトキシン
その他 T-2マイコトキシン
その他 アフラトキシン

表 1．10-50％の施設で検査可能な病原体
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厚生労働科学研究補助金 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 

 

 

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．海外では各地でテロが起こ

っており，日本でも伊勢志摩サミットやオリンピック

などテロのターゲットとなりやすい行事が予定され

ていることから，テロに対する対策を十分に行って

おく必要がある．ただし一般的にテロの中でもバイ

オテロに対する関心はやや低い傾向にあるため，

その対策は遅れがちであると考えられる．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，バイオテロ対策のガイドラインを作成した． 

 

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，事業継

続計画（Business Continuity Plan：BCP）を含めてガ

イドラインの総論部分の案を作成した． 

カイドラインの項目とポイントは下記のとおりであ

る． 

1) 必要な薬剤の準備 

バイオテロに用いられる代表的な病原体に対し

て推奨される治療薬とその用法用量を提示した（追

加資料表 1）． 

 

2) 必要な感染防護具の準備 

バイオテロに対応する際に必要な感染防護具（PPE）

について各医療機関の状況に合わせた準備用の

表を作成した． 

 

3) バイオテロ対応のフローチャート 

バイオテロ発生当初は原因となる病原体が不明の

状態で対応せざるを得ないため，代表的なパターン

として急性感染症を発症した時点から段階的に対

応するフローチャートを作成した（追加資料図 1）． 

 

4) BCP の作成 

BCPは，自然災害，高病原性の感染症のパンデミッ

ク，テロ攻撃などの緊急事態に遭遇した場合に，必

要とされる医療機関の機能を維持し，診療行為を継

続できるように，予め対応すべき内容や手段，必要

な物品などを取り決めた計画のことである． 

 今回，中小規模病院を対象として，バイオテロを

想定したBCP作成と対応の例を作成した（追加資料

研究要旨 

 近年，国際情勢の変化に伴い，テロの脅威が深刻化してきている．今後，国内でも各種の世界的な行事が予定

されており，テロ対策の充実は不可欠である．医療機関は特にバイオテロに対する対応を迫られる可能性が高

いが，現時点では準備が十分になされたとは言えず，ほとんど手つかずの医療機関も多く認められる．その背景

には医療機関向けのバイオテロ対策の指針等が示されておらず，具体的に何をすれば良いのかが明確になっ

ていない状況があると考えられる．そこで本研究では国内の医療機関向けにバイオテロ対策のガイドラインを作

成することを主な目的としている．昨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，各論の一部を作成した．今年度は個々の病原体にかかわらず広く対応できるようにすることを目指して，総
論部分の案を作成した． 
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表 2）． 

 

Ｄ．考察 

現在，IS を始めとして宗教あるいは特定の思想に

基づくテロ行為が増し，国際紛争も激しくなって，緊

張が高まっている．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． 

現在，国内でもテロを警戒する意識は少しずつ高

まっているが，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． 

そこで今回は，新型インフルエンザの流行を見据

えて，国や自治体が推し進めている各医療機関の

BCP 作成を参考にして，バイオテロ発生時の BCP

作成について焦点を当てて検討を行った． 

ただし問題点としては，バイオテロ発生時は病原

体が確定できず，さまざまな状況を広く想定しなが

ら対応せざるを得ないことであり，必要最小限かつ

有効な対処法を提示できるよう検討していく必要が

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，今年度は総

論部分の案を作成した．今後，さらに実際の医療現

場で活用できる内容にできるようブラッシュアップを

行っていく必要がある． 

 

 

参考文献 

1. 新型インフルエンザ等発生時の診療継続計画作

りの手引き 平成24年度 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 「新型インフルエンザ発生時の公衆衛生対策の

再構築に関する研究」 分担研究「新型インフルエン

ザ等発生時の診療継続計画作りに関する研究」  

研究分担者 吉川 徹 

http://www.virology.med.tohoku.ac.jp/pandemicflu/i/

tool/sinryou_tebiki.pdf 

 

 

Ｆ．健康危険情報 

特になし                     

 

Ｇ．研究発表             

 １． 論文発表 

なし 

２． 学会発表             

なし 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

（予定を含む．）    

 1. 特許取得           

特許取得なし 

 2. 実用新案登録          

登録なし    

3.その他   

  なし 

 

 
  



 

資料                  
表 1. バイオテロに使用される代表的な治療薬の一覧
 
 

 
 

図 1. バイオテロが疑われる状況における
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バイオテロに使用される代表的な治療薬の一覧 

対応フローチャート 
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表 2. バイオテロを想定した BCP 作成と対応の例(中小規模病院対象) 
 
 
（1）自施設の役割の明確化 
要点：地域における自施設の役割を明らかにすることによって緊急時に対応すべきことを明確にする． 
例： 
・地域医療を担う立場として，地域住民が必要な診療を受けられる体制を確保する． 
 
（2）バイオテロ被害の各段階における基本的な対応方針 
要点：発生の初期から深刻な状況まで各段階に合わせた対応を決定する． 
例： 
・国内発生の段階 
 さらに警戒の段階を高めて，必要な物品等や院内体制の再確認を行う 
・地域発生の段階（都道府県内での患者の発生） 
 バイオテロの患者が受診した際の具体的対応の確認． 
・地域発生の段階（近隣地域での患者の発生） 
 バイオテロ専用の外来，病室の確保．優先度が低い診療の中止や延期． 
 
（3）優先すべき診療業務の明確化 
要点：診療業務の内容を以下の３段階の優先度に分けて分類する． 
例： 
・優先度高：地域感染期でも継続 
  外来診療，透析業務，緊急手術など 
・優先度中：地域感染期には縮小 
  慢性疾患の外来，入院など 
・優先度低：地域感染期には延期 
  待期的手術，検診など 
 
（4）被害の想定 
要点：最も被害が大きい状況を踏まえて想定される被害を考察する． 
例： 
・感染者：1 日最大 30 名の感染疑い患者が外来を受診(真の感染者はその 1 割程度)． 
・職員の欠勤：個々の理由等により欠勤率 30％ 
 
（5）対応本部の組織作りと構成メンバー，役割分担の確認 
要点：対策本部の本部長は院長とし，他の構成員とその役割を明確にする． 
例： 
・構成員，院長，副院長，診療部長，看護部長，検査部長，薬剤部長，ICT メンバー，その他 
・指揮系統：対策本部長（院長）を頂点として，以下意志決定の順位を定める． 
・役割分担：ICT メンバー（具体的対応の提案と現場指導），検査部長（流行時の検査対応の指示），薬剤部長（必要な治
療薬の確保と管理）など 
 
（6）必要な機器や物品等の確認と準備 
要点：バイオテロを想定して必要とされる物品や機器およびその数を明らかにし，緊急時の供給体制について予め業者
と相談しておく． 
例： 
・医薬品：各種抗菌薬など 
・検査キット：除外対象となるインフルエンザ等の各種感染症の迅速診断キットなど 



 

 -71-

・PPE：マスク（サージカル，N95），手袋，ガウン，ゴーグルなど 
・消毒薬：擦式消毒薬，次亜塩素酸ナトリウムなど 
・機器：人口呼吸器，パルスオキシメーター，簡易血液・生化学検査機器など 
 
（7）職員向け連絡体制の確立 
要点：緊急時の情報や診療体制の変更，個別の指示がスムーズに行える連絡体制を築く 
例： 
・緊急連絡網の設置：職員の連絡先の把握や一斉メール配信システムなどの構築 
 
（8）情報提供 
要点：患者および地域住民向けに自施設の診療対応について情報を提供する． 
例： 
・患者（入院，外来）への情報提供 
 診療体制の変更の通知や協力の依頼を直接および書面を通じて連絡 
・地域住民への情報提供 
 ホームページや掲示物による新しい診療体制の提示 
 
（9）地域連携 
要点：他の医療機関，国立感染症研究所，自治体，保健所，警察，消防などとの相互連絡や連携体制を相談しておく 
例： 
・国立感染症研究所への検査依頼の確認 
 バイオテロの病原体の確認のための検査依頼の手段や検体輸送等の確認 
・医療施設間相互の情報共有 
 各施設の患者受け入れ状況や入院可能人数，薬剤保有状況などの情報共有 
・自治体や保健所への報告内容の確認や連絡体制の確認 
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厚生労働科学研究補助金 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 

情報管理及び提供法の確立と維持 
 

 所 属    国立保健医療科学院健康危機管理研究部 
 研究分担者 金谷泰宏 
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A.研究目的 
 LC16m8 株は EEV の主要抗原 B5 タンパク質に変異
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 LC16m8 株の抗原性につ
いて検討を行った． 

 
B.研究方法 
(1) LC16m8 接種血清と Dryvax 接種血清との抗原性
の比較 
LC16m8 を接種した日本人血清(Saito 2009), および
Dryvax を接種した米国人血清(Tan et al., 2012, 
GSE34931)のプロテインアレイ測定データを同時に正
規化することにより直説比較を行った．正規化は R の
vsn パッケージを用いた． 
(2) マウス血清のアレイ測定結果の解析 
LC16m8 の長期における有効性，他のワクチン株との
有効性・安全性の比較，強毒性ウイルスに対する防
御効果などを明らかにするため，マウス血清のプロテ
インアレイ測定が行われた. 測定は数度に渡って行
われたため，これらの結果を統合的に評価するため，
正規化によりバックグラウンドを揃え，統計解析を行
った． 
(3) LC16m8 および抗 B5 抗体に関する文献レビュー 
B5 タンパク質の変異は LC16m8 の安全性に関わる大
きな特徴である．抗 B5 抗体は，痘そうワクチンの防
御に必須と言われていたが，最近の国内外の研究は，
必ずしも抗B5抗体が必要ではないことを示している．
抗 B5 抗体の機能と LC16m8 の安全性・有効性につい

研究要旨 
 我々は，LC16m8 が既存の種痘免疫に対してブーストをかけるが，初種痘における B5 タンパク質に対する抗体誘
導は既接種群と比して弱いことを明らかにしてきた．さらに，プロテインアレイを用いた網羅的な抗原性の解析は，
LC16m8 の有効性を支持すると同時に，LC16m8 の B5 タンパク質について，より詳細な研究の必要性を示唆してい
る．今年度の研究においては，LC16m8接種血清とDryvax接種血清との抗原性の比較，種々の痘そうワクチンを接
種したマウス血清のアレイ測定結果の解析，LC16m8および抗B5抗体に関する文献レビュー，抗B5抗体の測定系
の確立などを引き続き行った．LC16m8接種血清とDryvax接種血清の抗原性はB5タンパク質を除き概ね同様の傾
向を示した．国内外の研究，及び，我々の研究から抗 B5 抗体の産生は痘そうワクチンによる防御に必ずしも必須
ではないという結果が示されているが，有効性・安全性の点から重要な抗原であり，抗原性，および影響を及ぼす
要因について引き続き検討が必要である．また，LC16m8 の有効性について，ASEAN 地域フォーラムにおいて報告
を行った． 
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ての知見をまとめた． 
(4) 抗 B5 抗体の測定系の確立 
B5 タンパク質の部分配列に対する抗ペプチド抗体の
作成を行った．抗原の配列は野生型の B5 タンパク質
の C 末端側に近い配列とした(aa257-273) ．常法に
従いウサギポリクローナル抗体作成を行っている． 
【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) LC16m8 接種血清と Dryvax 接種血清との抗原性
の比較 
初種痘で LC16m8 を接種した日本人血清(Saito 2009)
と Dryvax を接種した米国人血清(GSE34931)の抗原
性の比較では，主要抗原に対する抗体産生の傾向
は B5 を除き類似していた．陽性率は米国人血清の
方が高い傾向を示したが，接種量の違いが要因の１
つと考えられた(日本人血清では LC16m8 を 5 回接種
に対し，米国人血清では Dryvax 株を 15 回接種).非主
要抗原で，陽性率が大きく異なるものがいくつかの認
められた． 
(2) マウス血清のアレイ測定結果の解析 
ワクチンの接種とアレイ測定は，LC16m8 の長期の効
果，強毒株に対する防御効果に関与する抗原の同定，
および，Lister 株などの他のワクチンとの抗原性の比
較やブースターの効果などを目的に行われた(図 1) ．
抗原性の詳細について解析中である． 
(3) LC16m8 および抗 B5 抗体に関する文献レビュー 
結果はレビュー論文として発表した． 
(4) 抗 B5 抗体の測定系の確立 
昨年度に引き続き抗体等の調整を行った．また，測
定のためのプログラムを作成し動作確認を行った． 
(5)ASEAN 地域フォーラム（ARF）との連携 
LC16m8 の生物テロ発生後の運用について，本研究
成果を ASEAN 各国に示すとともに，生物テロを想定
した机上演習に参加した（防衛医大 木下学准教
授）． 
 
D.考察 
  マウスにおけるプロテインアレイ測定結果の統合
的な解析は，LC16m8 の有効性に寄与する抗原につ
いて重要な情報を与えると考えられる．特に長期の
効果については，ヒト検体と合わせて解析を行う予定
である． LC16m8 の抗原性については，第一世代ワ
クチンの抗原性との比較により，その有効性を支持

する結果を得られており，今年度行った Dryvax 接種
血清との直接比較によりさらにその類似性が確認さ
れた．マウスにおいては LC16m8 株接種により B5 タ
ンパク質に対する抗体が産生されることは報告され
ており，本研究のプロテインアレイの系でも確認され
ている．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ており，引き続
き解析を進めているところである． 
 
E.結論 
 本研究では，LC16m8 株接種による抗体産生をにつ
いて，抗原を網羅的に搭載したプロテインアレイを用
いて解析し，その結果を基に，主要抗原 B5 タンパク
質の抗原性について解析を進めている．B5 タンパク
質に対する応答は，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． 

 
F. 研究発表 
１．論文発表 
1) Nishiyama Y, Matsukuma S, Matsumura T, Kanatani 

Y, Saito T. Preparedness for a smallpox pandemic 
in Japan: public health perspectives. Disaster Med 
Public Health Prep. 2015 Apr;9(2):220-3. 

2) Eto A, Saito T, Yokote H, Kurane I, Kanatani Y. 
Recent advances in the study of live attenuated 
cell-cultured smallpox vaccine LC16m8. Vaccine. 
2015 Nov 9;33(45):6106-11 Review 

3) Eto A, Saito T, Yokote H, Kurane I, Kanatani Y. Key 
Clinical Research Article. Recent advances in the 
study of live attenuated cell-cultured smallpox 
vaccine LC16m8. Global Medical Discovery. 
November 12, 2015 
https://globalmedicaldiscovery.com/key-clinical-r
esearch-articles-global-medica-discovery/recent
-advances-in-the-study-of-live-attenuated-cell-
cultured-smallpox-vaccine-lc16m8/ 

4) Nishiyama Y, Fujii T, Kanatani Y, Shinmura Y, 
Yokote H, Hashizume S. Freeze-dried live 
attenuated smallpox vaccine prepared in cell 
culture "LC16-KAKETSUKEN": Post-marketing 
surveillance study on safety and efficacy compliant 
with Good Clinical Practice. Vaccine. 2015 Nov 
9;33(45):6120-7. 

 
２．学会発表 
1) 江藤亜紀子，齋藤智也，横手公幸，金谷泰宏．天

然痘ワクチン初回接種時の抗体産生応答に関す
る日米研究の比較．第１９回ワクチン学会学術集
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会. 犬山（2015.11） 
 

G.知的財産権の出願・登録状況 
該当なし 

 
 

 
図 1. ワクチン接種とアレイ測定 
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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． 

昨年度までの研究において我々は LC16m8 単回
接種 4 年後の中和抗体（Anti-Lister PRNT）陽性率
について，初回接種群では低下傾向が認められ，こ
れに起因している抗原群をプロテオミック解析によっ
て調査してきた．更なる検証の為，同様の被験者群
における解析データの蓄積が必要であると考え，本
年度は，別の被験者群における LC16m8 単回接種 1
年後までの Dryvax に対する中和抗体価の持続及び
抗原認識パターンについて調査を行った． 

 
B.研究方法 

本調査研究では，154 名の種痘歴の無い健康成
人において米国承認備蓄ワクチン Dryvax を比較対
照として 2004～2005 年に米国で実施された細胞培
養弱毒痘そうワクチン LC16m8 の第 I/II相無作為二
重盲検臨床試験で取得されたサンプルを用いて解
析を行った． 

中和抗体の持続を評価するために，痘そうワク
チン接種前，接種 30 日後，60 日後，180 日後及び
360 日後の Anti-Dryvax PRNT50 のデータを解析し，
Anti-Dryvax PRNT50 が接種前の値の 4 倍以上とな
った場合を抗体陽性として抗体陽性率を算出した． 

加えて，LC16m8 接種者 11名について，接種前，
接種 30 日後，接種 360 日後に採取された血清サン
プルを用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 

研究要旨 
 LC16m8 を 1 回接種された健康成人の抗体陽性率は経時的な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，LC16m8 接種後の中和抗体価とプロテオミック解析における反応強度に
相関が見られた抗原は 11 種類あった．そのうち，LC16m8 接種 30 日後と比較して接種 1 年後にプロテオミック解析
における反応強度が有意に低下した抗原は A11R, A13L, A17L であった． 
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Discovery, Inc. (Irvine, CA, USA)へ委託し実施した． 
 
【倫理面への配慮】 

本調査研究で再解析した臨床試験成績は，米国
FDA に了承されたプロトコルに従い，米国 GCP に準
拠して実施された臨床試験で取得された成績である
ことを確認した． 
 
C.研究結果 

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-Dryvax PRNT)の持続を調査するために，化血
研が種痘歴の無い健康成人 154 名において米国承
認備蓄ワクチン Dryvax を比較対照として 2004～2005
年に米国で実施した細胞培養弱毒痘そうワクチン
LC16m8 の第 I/II 相無作為二重盲検臨床試験で取得
された成績を再解析した．中和抗体陽性率は接種 30
日後に LC16m8 群では 98%(118/120)，Dryvax 群では
100%(24/24)であったが，接種 360 日後ではそれぞれ
84%(81/97)，88%(15/17)となり，ワクチン株に関係無く
抗体陽性率に低下傾向が認められた．（表 1） 

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． 

LC16m8 接種者 11 名について，接種前，接種 30
日後，接種360日後の個人毎のPRNT50の推移を図1
に示した． 

11 名の被験者は Dryvax に対する中和抗体の持続
により，以下の 2 つのグループに分けて解析を行っ
た． 
Group A: LC16m8 接種 30 日後及び接種 360 日後で
抗体価を維持していた被験者（4 名） 
Group B: LC16m8 接種 30 日後から接種 360 日後で
抗体価が明らかに低下した被験者（7 名） 

Group A, Group B,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．これら 52 個の認識抗原群は昨年度に評価した
LC16m8 接種 4 年後までの認識抗原群とほぼ類似し
ていた． 

また，52 個の認識抗原のうち，Dryvax に対する中
和抗体価とプロテオミック解析における反応強度に相
関がみられた 11 種類の抗原群を表 2 に，相関図を図
3 に示した． 

さらに，この 11 種類の抗原群について，各グルー
プ毎の比較を行った．接種前と比較して蛍光強度に
有意差が見られた抗原を表 3 及び表 4 に示した．
Group A では，接種前と比較して接種 30 日後の蛍光
強度が有意に高かった抗原は A17L, D8L, A10L, 
D13L, A11R,H3L, A26L, A27L であり，そのうち A17L, 

D8L, A10L, D13L, A11R,H3L, A27L は接種 1 年後まで
有意に高かった．また，A11R は接種 30 日後と比較し
て360日後では蛍光強度が有意に低下した．Group B
では，接種前と比較して 30 日後の蛍光強度が有意に
高かった抗原は D8L, A27L, D13L, A17L, H3L, I1L, 
A10L, A13L, A33R であり，そのすべての抗原が接種
360 日後まで有意に高かった．また，A13L と A17L は
接種 30 日後と比較して 360 日後では蛍光強度が有
意に低下した． 

 
D.考察 

昨年度までの研究において我々は LC16m8 単回
接種 4 年後の中和抗体（Anti-Lister PRNT）陽性率
について，再接種群では経時的な変化は認められ
なかったが，初回接種群では低下傾向が認められ，
これに起因している抗原群をプロテオーム解析によ
って調査してきた． 

更なる検証の為，本年度は，2004～2005 年に米
国 で 実 施 さ れ た 細 胞 培 養 弱 毒 痘 そ う ワ ク チ ン
LC16m8 の第 I/II 相無作為二重盲検臨床試験で取
得されたサンプルを用いて中和抗体(Anti -Dryvax 
PRNT) の 持 続 を 調 査 し た ． 中 和 抗 体 陽 性 率 は
LC16m8 群とその比較対照とした Dryvax 群ともに接
種 30 日後に最高値となり，その後接種 360 日後まで
徐々に低下した．なお，中和抗体価及び抗体陽性率
の低下傾向はワクチン株に関係無く確認されたこと
から，LC16m8 株という弱毒株に特有の事象ではな
いと考えられる． 

更に，この接種 4 年後の抗体価の低下に起因す
る抗原群が，1 年後でも既に低下しているのかにつ
いて調査するため，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，LC16m8 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，これらの認識抗原群は昨年度に評価
した LC16m8 接種 4 年後までの認識抗原群とほぼ類
似しており，他の研究において防御や中和に重要で
あると言われている抗原を含んでいた．これらの抗
原群のうち，中和抗体価（Anti-Dryvax PRNT）とプロ
テオミック解析における反応強度の間に相関が見ら
れた抗原群は 11 種類であった． 

また，接種 1 年後まで Dryvax に対する中和抗体を
維持していた被験者群において，接種前と比較して
接種 30 日後の蛍光強度が有意に高かった抗原は 8
種類あり，そのうち A11R は接種 30 日後から 1 年後
で有意に低下した．また，接種 30 日後から 1 年後で
Dryvax に対する中和抗体価が明らかに低下した被験
者群において，接種前と比較して接種 30 日後の蛍光
強度が有意に高かった抗原は 9 種類あり，そのうち
A13L と A17L は接種 30 日後から接種 1 年後では有
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意に低下した．今回の調査では中和抗体価の持続に
よって 2 つの被験者群に分けて解析を行ったが，2 つ
の被験者間に明確な違いは見られなかった．しかし，
A11R と A13L は，前回 4 年後の中和抗体価及び陽性
率の低下に起因していると考察した抗原群である．今
回は接種 1 年後の結果であり接種 4 年後の途中の過
程にあると考えると，A11R と A13L は 1 年後で既に低
下が始まっている抗原群であり，これらが中和抗体価
の低下に起因する抗原群の一部であることが考察さ
れた． 

この中和抗体価及び抗体陽性率の低下傾向に起
因する認識抗原については被験者数を増やし更に慎
重に検証していく必要があると考えられた．加えて，
LC16m8 追加接種の要否に関する議論も必要である
と考えられた． 
 
 
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，
抗体陽性率に経時的な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，LC16m8 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，LC16m8 接種後の中和抗体価とプロテオミ
ック解析における反応強度に相関が見られた抗原は
11 種類あった．そのうち，LC16m8 接種 30 日後から 1
年後の反応強度が有意に低下した抗原は A11R, 
A13L, A17L であった． 
この中和抗体価及び抗体陽性率の低下傾向に起因
する認識抗原については被験者数を増やし更に慎重
に検証していく必要があると考えられた．加えて，
LC16m8 追加接種の要否に関する議論も必要である
と考えられた． 
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表 1．痘そうワクチン接種後の中和抗体価及び抗体陽性率(Anti-Dryvax PRNT) 

 接種前 接種 30 日後 接種 60 日後 接種 180 日後 接種 360 日後 

ワクチン GMT GMT 陽性率 GMT 陽性率 GMT 陽性率 GMT 陽性率 

LC16m8 

(N=125) 
12 367 

98% 

(118/120) 
207 

97% 

(115/120)
109 

89% 

(101/114) 
91 

84% 

(81/97) 

Dryvax 

(N=24) 
14 1,208 

100% 

(24/24) 
433 

96% 

(22/23) 
330 

91% 

(21/23) 
174 

88% 

(15/17) 

GMT: Geometric mean titer 

陽性判定基準: 接種前の抗体価の 4 倍以上の抗体価を獲得した者を陽性と判定 

表 2．LC16m8 接種後の中和抗体価(Anti-Dryvax PRNT)と 

プロテオミック解析における反応強度に相関が見られた抗原群（11 種） 

Membrane 
Core (2) Other (3) 

EEV (1) IMV (5) 

A33R H3L  A10L A11R  

 D8L  I1L D13L 

 A17L  A26L 

 A13L   

 A27L   

A33R: EEV membrane phosphoglycoprotein, H3L: IMV heparin binding surface protein, D8L: IMV membrane 

protein, A17L: IMV membrane protein, A13L: IMV membrane protein, A27L: IMV surface protein, A10L: 

precursor p4a of core protein 4a, I1L: putative DNA-binding virion core protein, A11R: hypothetical protein, 

D13L: rifampicin target, A26L: cowpox A-type inclusion protein.  

 

表 3．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 

 
接種 30 日後* 接種 360 日後* 

Group A 
A17L, D8L, A10L, D13L, A11R,H3L, 

A26L, A27L 
A11R, A27L, A10L, D13L, D8L, H3L, 

A17L, A33R 

Group B 
D8L, A27L, D13L, A17L, H3L, I1L, 

A10L, A13L, A33R 
H3L, D13L, A10L, D8L, I1L, A27L, 

A13L, A17L, A33R 



 

表 4．痘そうワクチン

た抗原

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．痘そうワクチン

 

．痘そうワクチン

た抗原 

図１．痘そうワクチン

．痘そうワクチン LC16m8

＊有意差が大きい順に記載

図１．痘そうワクチン LC16m8

LC16m8 接種 30 日後

＊有意差が大きい順に記載

LC16m8 接種後の中和抗体価推移（個人別）

 

Group A 

Group B 
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日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

＊有意差が大きい順に記載 

接種後の中和抗体価推移（個人別）

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

接種

- 

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

接種後の中和抗体価推移（個人別） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

接種 360 日後

A11R, 

A13L, A17L

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

 

日後* 

A13L, A17L 

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

Group A

Group B

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

Group A 

Group B 

 

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



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2．痘そうワクチン接種後の認識抗原たん白質プロファイル

Group A

N=4

痘そうワクチン接種後の認識抗原たん白質プロファイル

Group A 

N=4 
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痘そうワクチン接種後の認識抗原たん白質プロファイル

Group B

- 

 

 

痘そうワクチン接種後の認識抗原たん白質プロファイル

Group B 

N=7 

痘そうワクチン接種後の認識抗原たん白質プロファイル痘そうワクチン接種後の認識抗原たん白質プロファイル(Heatmap)  

 



 

 

 

図 3

中和抗体価（

3．各抗原のプロテオミック解析における反応強度と

中和抗体価（Anti
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．各抗原のプロテオミック解析における反応強度と

Anti-Dryvax PRNT

- 

．各抗原のプロテオミック解析における反応強度と

Dryvax PRNT）に対する相関図

．各抗原のプロテオミック解析における反応強度と

）に対する相関図 

．各抗原のプロテオミック解析における反応強度と 
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