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平成26年度〜平成 28年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 
所 属  国立感染症研究所ウイルス第一

部 
研究代表者  西條政幸（H27年度からH28年度） 
 
所 属  国立感染症研究所 

研究代表者  倉根一郎（H26年度） 
 

研究要旨：バイオテロ事象に備えた研究として，以下の5項目，1)日本に備蓄されている細胞培養痘そうワク
チンLC16m8（LC16m8ワクチン）の有効性，安全性，安定性等に関する研究，2)バイオテロに用いられる危険性
のある病原体の迅速検査，分離同定，血清抗体検査，環境検体を用いた病原体検出法の開発に関する研究，3) 
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，4) 地方衛生研究所や検査機関での対応と検査
ネットワークのあり方，現状における問題点と改善点を明らかにする研究，5) バイオテロ対策における国際
連携のあり方の検討，に関する研究を実施した． 
1) 日本に備蓄されている細胞培養痘そうワクチンLC16m8（LC16m8ワクチン）の有効性，安全性，安定性等に

関する研究：LC16m8ワクチンをヒトに接種した場合に誘導される免疫が，痘瘡ウイルス［痘瘡（天然痘）
の病原ウイルス］に対しても防御的に働く科学的根拠を明らかにした．その他，ヒトにLC16m8ワクチンを
接種した場合における免疫誘導される抗体の詳細な解析，オルソポックスウイルスに感染後早期にLC16m8
ワクチンを接種することで引き起こされる疾患を軽症化できる可能性を示唆する成績を得た．備蓄されて
いるLC16m8ワクチンの安定性も確認された．LC16m8ワクチンの有効性を評価するためのサル痘ウイルス感
染マウスモデルを確立した．  

2) バイオテロに用いられる危険性のある病原体の迅速検査，分離同定，血清抗体検査，環境検体を用いた病
原体検出法の開発に関する研究：ウイルス性出血熱ウイルス，特にエボラウイルス検出法の整備とGlobal 
Health Security Action Group（GHSAG）の活動の一環としての外部評価を実施した．蚊媒介性ウイルス
感染症診断法の開発，バイオテロに用いられる危険性のある細菌毒素検出法の開発，病理学的にウイルス
性病原体を検出するための新規検出法（AT-tailing法）の開発，電子顕微鏡による病原体迅速検出法の整
備，網羅的に遺伝子検出することによる病原体検出法の整備たのめの基盤的研究，等の課題について研究
成果が得られた． 

3) 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：一般医療機関の医師や関連する人々がバイ
オテロ事象（疑い事例を含む）に対応するときに役立つホームページを立ち上げ，一般公開した
（http://h-crisis.niph.go.jp/bt/）．また，医療機関向けのバイオテロ対策に参考とするための書籍冊
子体「バイオテロを疑う時シート（資料写真や図表を掲載するなど一覧性・視認性に優れたものとなるよ
うに工夫されている）」を作成し，全国の病院（約990施設）に郵送・配布した．  

4) 地方衛生研究所や検査機関での対応と検査ネットワークのあり方，現状における問題点と改善点を明らか
にする研究：国立感染症研究が公開している病原体検出マニュアル徐々には改善が認められるものの，特
定病原体等を原因とする1類感染症（クリミア・コンゴ出血熱，痘瘡，南米出血熱，ラッサ熱），2類感染
症（結核，中東呼吸器症候群，鳥インフルエンザ H7N9）や4類感染症（17疾患）に関する検出マニュア
ルの整備が課題となる．毒素（細菌毒素：黄色ブドウ球菌，ウエルシュ菌エンテロトキシンや植物毒素：
リシン）に関し，所管や検出マニュアルの整備，バイオテロ発生に備えた緊急連絡・対応体制の構築やNBC
テロを含む健康危機発生を想定した対応模擬訓練の実施などがも課題として抽出された．  

5) バイオテロ対策における国際連携 
研究期間を通じて，バイオテロに関連する議論がなされる会議や学会に参加し，バイオテロ対策に資する
情報を収集した．GHSAG-LNの活動の中で，エボラウイルス等検出システム外部評価，電子顕微鏡による病
原体検出のための訓練への参加，外部評価への参画等の活動がなされた． 
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研究分担者 
田島茂・国立感染症研究所ウイルス第一部・主任
研究官 
下島昌幸・国立感染症研究所ウイルス第一部第一
室・室長 
吉河智城・国立感染症研究所ウイルス第一部・主
任研究官 
森川茂・国立感染症研究所獣医科学部・部長 
梅山隆・国立感染症研究所真菌部・主任研究官 
黒田誠・国立感染症研究所病原体ゲノム解析研究
センター・センター長 
中島典子・国立感染症研究所感染病理部・室長 
永田典代・国立感染症研究所感染病理部・室長 
小林和夫・堺市衛生研究所・所長 
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・教授 
鯉渕智彦・東京大学医科学研究所・附属病院感染
免疫内科・講師 
松本哲哉・東京医科大学微生物学講座・教授 
金谷泰宏・国立保健医療科学院健康危機管理研究
部・部長 
横手公幸・一般財団法人化学及血清療法研究所・
国際戦略室・室長 
 
A. 研究目的 

 迅速診断・同定法の基盤整備は，バイオテロの

脅威に対抗する上で必須である．バイオテロの早

期検知には一次対応機関で働く医師等のバイオ

テロに関する知識の普及と臨床診断支援が必須

である．患者検体，時には環境検体から原因病原

微生物の迅速な検出と同定，かつ確認のために患

者の血清抗体検査や病原体等の迅速で，かつ，正

確な分離同定が必要となる．さらに病原体の由来

を知るための塩基配列の解析とデータベースの

確立も重要重要となる．特に初期には全く病原体

の予想がつかない可能性がないが，網羅的検出法

は特異性等の検討がいまだ十分ではない． 

バイオテロ対策により適切に対応するための研

究として，以下の研究目標が設定された．1）す

でに確立されている特定病原体等に対する，遺伝

子検出法，抗原抗体検出法，毒素迅速検出法等の

迅速診断法の整備と標準化，2）網羅的検出法と

して，網羅的ウイルス検出法，網羅的細菌検出法，

超高速ゲノム解読法の確立，3）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，

4）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，5）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，地方衛生研究

所や検査機関での対応と検査ネットワークの整

備，6）バイオテロ対応ホームページを整備し，

関係機関への情報提供システムの確立（一般公開

を含む），7）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，

等の性状解析，8) 備蓄されている LC16m8 ワクチ

ンの各ロットにおける MSP 含有率の測定，9) 

LC16m8 ワクチンの効率的製造法と備蓄のあり方

の検討，等である．  

現在の世界で有効で安全な痘瘡ワクチンを製造

する能力のあるメーカーが存在するのは，日本と

ドイツのみであると言え，それだけに LC16m8 株

の性状解析と製造法，備蓄法，品質管理法に関す

る研究は日本だけでなく，海外の国々におけるバ

イオテロ対策に資する重要な情報を提供するこ

とに貢献する． 

  
B. 研究方法 

 本研究班の活動概要について図にまとめた． 

 研究代表者，各研究分担者の研究方法について

は，各研究報告（分担研究報告）を参照する． 

 
1． 日本に備蓄されている細胞培養痘そうワク

チン LC16m8（LC16m8 ワクチン）の有効性，安全

性，安定性等に関する研究 

2． バイオテロに用いられる危険性のある病原
体の迅速検査，分離同定，血清抗体検査，環境

検体を用いた病原体検出法の開発に関する研究 
3． 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 
4． 地方衛生研究所や検査機関での対応と検査

ネットワークのあり方，現状における問題点と

改善点を明らかにする研究 
5． バイオテロ対策における国際連携 
6． その他， 

上記の研究項目について研究班で問題点，克服

するべき課題を議論し，研究を実施した． 

 
C. 研究結果 

 研究代表者，各研究分担者の研究結果について

は，各研究報告（分担研究報告）を参照する． 

 
1. 日本に備蓄されている細胞培養痘そうワクチン

LC16m8（LC16m8 ワクチン）の有効性，安全性，

安定性等に関する研究 

 LC16m8 ワクチンをヒトに接種した場合に誘導

される免疫が，痘瘡ウイルス［痘瘡（天然痘）

の病原ウイルス］に対しても防御的に働く科学
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的根拠を明らかにした．その他，ヒトに LC16m8

ワクチンを接種した場合における免疫誘導され

る抗体の詳細な解析，オルソポックスウイルス

に感染後早期に LC16m8 ワクチンを接種するこ

とで引き起こされる疾患を軽症化できる可能性

を示唆する成績を得た．継続して備蓄されてい

る LC16m8 ワクチンの安定性も確認した．LC16m8

ワクチンの有効性を評価するためのサル痘ウイ

ルス感染マウスモデルを確立した．さらに備蓄

されている LC16m8 ワクチンの安全性について

も確認した． 

2. バイオテロに用いられる危険性のある病原体の
迅速検査，分離同定，血清抗体検査，環境検体

を用いた病原体検出法の開発に関する研究 
ウイルス性出血熱ウイルス，特にエボラウイル

ス検出法の整備と Global Health Security 

Action Group（GHSAG）の活動の一環としての外

部評価を実施した．蚊媒介性ウイルス感染症診

断法の開発，バイオテロに用いられる危険性の

ある細菌毒素検出法の開発，病理学的にウイル

ス性病原体を検出するための新規検出法

（AT-tailing 法）の開発，電子顕微鏡による病

原体迅速検出法の整備，網羅的に遺伝子検出す

ることによる病原体検出法の整備たのめの基盤

的研究，等の課題について研究成果が得られた． 
3. 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 
一般医療機関の医師や関連する人々がバイオテ

ロ事象（疑い事例を含む）に対応するときに役

立つホームページを立ち上げ，一般公開した

（http://h-crisis.niph.go.jp/bt/）．また，医

療機関向けのバイオテロ対策に参考とするため

の書籍冊子体「バイオテロを疑う時シート」を

作成し，全国の病院（約 990 施設）に郵送・配

布した．この冊子体はバイオテロ遭遇現場で活

用できる資料写真や図表を掲載するなど一覧

性・視認性に優れたものとなるように工夫され

ている． 
4. 地方衛生研究所や検査機関での対応と検査ネッ

トワークのあり方，現状における問題点と改善

点を明らかにする研究 
アンケート調査等を通じて，バイオテロ対応（特

に，特定病原体検出）における地衛研や国立感

染症研究所が提供している病原体検出マニュア

ルの課題を抽出し，課題提起，そして改善状況

を検証した．病原体検出マニュアル徐々には記

載事項の増加や充実など改善が認められるもの

の，特定病原体等を原因とする 1 類感染症（ク

リミア・コンゴ出血熱，痘瘡，南米出血熱，ラ

ッサ熱），2類感染症（結核，中東呼吸器症候群，

鳥インフルエンザ H7N9）や 4類感染症（17 疾

患）に関する検出マニュアルの整備が課題とな

る．毒素（細菌毒素：黄色ブドウ球菌，ウエル

シュ菌エンテロトキシンや植物毒素：リシン）

に関し，所管や検出マニュアルの整備，バイオ

テロ発生に備えた緊急連絡・対応体制の構築や

NBC テロを含む健康危機発生を想定した対応模

擬訓練の実施などがも課題として抽出された．

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）が必要と考えられ

た． 
5. バイオテロ対策における国際連携 

研究期間を通じて，GHSAG-Laboratory Network，

世界保健機関が開催する痘瘡ウイルス関連研究

専門家会議，バイオテロに関連する議論がなさ

れる学会等に参加し，バイオテロ対策に資する

情報を収集した．GHSAG-LN の活動の中で，エボ

ラウイルス等検出システム外部評価，電子顕微

鏡による病原体検出のための訓練への参加，外

部評価への参画等の活動がなされた． 
 

D. 考察 
 上記のバイオテロ対策に貢献するための各
研究課題について3年間にわたり研究してきた． 
 LC16m8 ワクチンは，現在では世界で使用可能
な痘瘡ワクチンとして2つ存在するワクチンの
1つである．LC16m8 ワクチン研究は比較的長期
にわたり実施されてきたことから，有効性につ
いては議論のないものと言える．しかし，それ
はこれまで動物感染モデル（霊長類におけるサ
ル痘ウイルス感染モデル等）で実施された研究
成果に基づいている．しかし，本研究班で行わ
れた研究に，米国 CDC と本研究班との共同研究
として，ヒトに LC16m8 ワクチンを接種するこ
とで，痘瘡の原因ウイルス（痘瘡ウイルス）に
対して中和抗体を誘導できることを世界で初
めて証明した．LC16m8 ワクチンの有効性を示す
結果と言える． 
 病原体検出法の整備，開発等の研究が推進さ
れた．詳細は各分担研究報告を参照していただ
きたいが，細菌毒素検出システム開発，高病原
性病原体検出システム，病理学的病原体検出に
おいて成果が得られた．また，次世代シークエ
ンス法を基盤としたバイオテロ病原体検出法
の開発はこれからの課題とも言えるが，その基
盤となる研究成果が得られている．これからも
継続した研究が求められる． 
 日本の医療機関，公衆衛生対応機関（地方衛
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生研究所），国レベルの機関との連携が必要で
ある．本研究班では，独自に開発した医療機関
向けのバイオテロ対応に参考となるホームペ
ージを立ち上げ，国立保健医療科学院の支援を
得て一般公開した．関連資料等を作成し，全国
の主な医療機関に配布することもできた．国レ
ベルの機関（国立感染症研究所を含む），地方
衛生研究所，地方自治体等の連携が図られ，日
本のバイオテロに対する備えがより強固にな
ることが期待される． 
 

E. 結論 
 バイオテロ対策の強化に繫がる研究として，
1) 日本に備蓄されている細胞培養痘そうワクチ
ン LC16m8（LC16m8 ワクチン）の有効性，安全性，

安定性等に関する研究，2) バイオテロに用いら

れる危険性のある病原体の迅速検査，分離同定，

血清抗体検査，環境検体を用いた病原体検出法の

開発に関する研究，3) 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，4) 地方衛

生研究所や検査機関での対応と検査ネットワー

クのあり方，現状における問題点と改善点を明ら

かにする研究，5) バイオテロ対策における国際

連携に関する研究が実施され，一定の成果が得ら

れた． 

 
F. 健康危険情報 

特記事項なし 
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図．本給班の活動は，細胞培養痘そうワクチン（LC6m8 ワクチン）に関する研究，バイオテロ関連病原外
検出法の開発，バイオテロにおける臨床対応に関する研究，国内関連機関との連携のあり方に関する研究，
国際連携に関連する研究を柱として実施された． 
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平成26年度〜平成 28年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 

分担報告書 

 

研究統括，バイオテロ対策における国際連携のあり方の検討 
 

所 属 国立感染症研究所ウイルス第一部 
研究分担者 西條政幸 

 

 
研究協力者 
福士秀悦・国立感染症研究所ウイルス第一部・主任
研究官 
下島昌幸・国立感染症研究所ウイルス第一部・第一
室長 
吉河智城・国立感染症研究所ウイルス第一部・主任
研究官 
黒須剛・国立感染症研究所ウイルス第一部・主任研
究官 
緒方もも子・国立感染症研究所ウイルス第一部・研
究員 
 
A. 研究目的 

ウイルス性出血熱の診断方法の開発（エボラウ
イルス病の遺伝子増幅法の評価），LC16m8ワクチ
ンの安全性に関する研究（日本で製造・備蓄さ
れている痘そうワクチンLC16m8の各ロット中の
Middle Size Plaque（MSP）形成ウイルス含有量

の測定），LC16m8ワクチンの組換えウイルス作製
法の開発，国際的なバイオテロ対策の連携のあ
り方ついて担当した．これらの知見をもとにバ
イオテロ対策に貢献するための基盤を強化する
ことを目的とした． 
 

B. 研究方法 
1. エボラウイルス遺伝子検出法の再評価 

国立感染症研究所で整備されてきたエボラウ
イルス検出用PCRプライマー，プローブが「西
アフリカ型」に対応できるかどうか検討した． 

2. LC16m8ワクチンの安全性に関する研究 
1) LC16m8 ワクチンを土台とした組換えワクシ

ニアウイルス作製システムの改良 
 相同組換えを利用する，LC16系統のワクシ
ニアウイルスを土台とした組換えワクシニ
アウイルス作製システムの改良を試みた．具
体的には，組換えワクチニアウイルス選択カ

研究要旨：H26 年度には 2014-2015 年にかけて西アフリカでの流行のエボラウイルス病の原因となったエボ

ラウイルス株に国立感染症研究所で整備されている．エボラウイルス検出用PCRプライマー，プローブが「西

アフリカ型」に対応できるかどうか検討した．従来のコンベンショナルPCR,リアルタイムPCRの両方で行う

エボラウイルス検査で「西アフリカ型」の検出に対応できることを確認した． 

H26-28年度には，LC16m8ワクチンの安全性という特徴を踏まえて，このワクチンを土台とした新規ワクチン

開発の基盤を立ち上げる研究を実施した．具体的にはより簡便に外来遺伝子をLC16m8ワクチンに挿入させる

技術を開発した．また，日本で製造・備蓄されている痘そうワクチン LC16m8 の各ロット中の Middle Size 

Plaque（MSP）形成ウイルス含有量を測定した．備蓄されはじめた初期の乾燥細胞培養痘そうワクチンロット

V01〜V05には比較的高い割合でMSP形成ウイルスが含まれているが，それ以降に製造され備蓄されているワ

クチンの各ロットにはほとんど含まれていないことが確認された．  

H26-H28年度の3年間を通じて，世界保健機関が主催する痘瘡ウイルス研究専門家会議（Advisory Committee 

on Variola Virus Research）や Global Health Security Action Group-Laboratory Network 等のバイオテ

ロ対策に関連する国際会議等に出席して，バイオテロ対策に資する情報を収集した． 
H26 年度は研究分担者として，H27-28 年度は研究代表者として研究の実施，本研究班の活動の調整，取りま
とめ等の業務を担当した． 
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セット（薬剤耐性遺伝子と蛍光タンパク質を
含む遺伝子カセット）を人為的に，ある薬剤
を用いることで効率的かつ選択に的に取り
除く技術の開発を試みた． 

2) 国家備蓄されている弱毒痘そうワクチンの
各ロット中のMSPウイルス含有量の決定 
 本来のワクチン製剤としての LC16m8 ウイ
ルスはRK-13細胞で増殖できるが，Vero細胞
でほとんど増殖できないという細胞選択性
を有しているが，MSP ウイルスは両細胞でほ
ぼ同等の増殖性を示すという特徴を有する．
この性質の違いを利用して，日本で備蓄され
ている細胞培養痘そうワクチンのロット V01
～V014中のMSP含有量（率）を測定した． 

3) バイオテロ関連国際会議への出席と情報収
集 
 H26-H28 年度の3年間を通じて，世界保健
機関が主催する痘瘡ウイルス研究専門家会
議（Advisory Committee on Variola Virus 
Research，ACVVR）やGlobal Health Security 
Action Group-Laboratory Network（GHSAG-LN）
等のバイオテロ対策に関連する国際会議等
に出席して，バイオテロ対策に資する情報を
収集した． 

 
【倫理面への配慮】 
遺伝子組換えに当っては，文部科学省の承認を
得た上で行った．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た． 
 

C. 研究結果 
1. エボラウイルス遺伝子検出法の再評価 

 塩基配列の比較から NP 遺伝子をターゲット
にしたコンベンショナル PCR 用プライマーは
「西アフリカ型」を検出できると考えられた．
一方，L遺伝子をターゲットにしたリアルタイ
ムPCR用プラーマー，プローブにいくつかの塩
基配列の違いが認められた．「西アフリカ型」
に完全に一致した配列のプローブを用いたリ
アルタイム PCR と従来のプローブを用いたリ
アルタイムPCRは同等の感度で「西アフリカ型」
を検出可能であった．これらの結果から，従来
のコンベンショナル PCR,リアルタイム PCR の
両方で行うエボラウイルス検査で「西アフリカ
型」の検出に対応できると考えられた． 

2. LC16m8ワクチンの安全性に関する研究 
1) LC16m8 ワクチンを土台とした組換えワクシ

ニアウイルス作製システムの改良 

薬剤（キサンチンのアナログである2-チオキ
サンチン）を用いて選択圧をかけることで，
組換えワクシニアウイルス選択カセットが
脱落することを人為的に促進する「負の選択
システム」を組み込んだ改良版組換えワクシ
ニアウイルス作製システムを確立すること
に成功した． 

2) 国家備蓄されている弱毒痘そうワクチンの
各ロット中のMSPウイルス含有量の決定 
 細胞培養痘そうワクチンのロット V01～V05
の MSP形成ウイルス含有率は3～4%であった．
これらは2003年に製造されたものであった．
一方，それ以降に製造され備蓄されているロ
ットV06～V14のMSP形成ウイルス含有率は0．
3%程度あるいはそれ以下であった． 

3.  バイオテロ関連国際会議への出席と情報収集 
 本研究班が継続されたH26 年 4月 1日から3
年間，年に1度世界保健機関が主催する痘瘡ウ
イルス研究専門家会議に出席した．また，毎年
2 回程開催される GHSAG-LN 会議に出席した．
ACVVR では痘瘡ウイルス関連バイオテロ対策
に関連する研究等も議論の対象となる．本会議
ではLC16m8 ワクチンの有効性（特に本研究班
で実施されているLC16m8 ワクチンのヒトへの
接種により，痘瘡ウイルスに対する中和抗体誘
導に関する研究等も発表された．GHSAG-LN 会
議では出血熱ウイルス感染症流行対応，バイオ
セーフティやバイオセキュリティに関する情
報交換もなされた．GHSAG-LN の活動の一環と
して，電子顕微鏡による病原体検出法の訓練が
実施され，本研究班から研究分担者である永田
典代博士（国立感染症研究所感染病理部）が参
加した．また，フィロウイルス感染症検査の外
部評価活動も実施され，本研究班から研究分担
者である下島昌幸博士（国立感染症研究所ウイ
ルス第一部）がこの活動に参加した． 
 

D. 考察 
 エボラウイルス遺伝子検査法の充実や LC16m8
ワクチンの有効性・安全性等に関する研究，さ
らには組換えLC16m8ウイルスの作製法の改良等
を通じて，バイオテロ対策に資する活動に貢献
した． 
 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（SFTS）が，最近の新興感染症の
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代表例として挙げられる．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．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． 
 バイオテロ対策と感染症対策は表裏一体とも
言えるが，それぞれに対応した特殊な対策や関
係機関との連携が求められる．刻々と変化する
国際情勢に合わせて，バイオテロ対策は備えと
改良が求められる． 
 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．日本におけるLC16m8ワクチン関連研
究は国際的にも重要なものとなっていることを
認識する必要があると考えられる． 

E. 結論 
 エボラウイルス遺伝子検査法の充実や LC16m8
ワクチンの有効性・安全性等に関する研究，さ
らには組換えLC16m8ウイルスの作製法の改良等
の研究活動やバイオテロに関連すると考えられ
る国際会議に出席し，専門家と意見交換するこ
とを通じて，バイオテロ対策に資する活動に貢
献した． 
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平成 26 年度〜平成 28 年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 

分担報告書 
 
 

蚊媒介性ウイルスの鑑別検査法の開発： 

ウエストナイルウイルスおよびアルファウイルス属脳炎ウイルスの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 

 
研究協力者 
氏名・所属研究機関名・職名 
藤間大貴・国立感染症研究所・研究生 
 
A. 研究目的 

近年熱帯亜熱帯地域を中心にデングウ
イルスやジカウイルス，チクングニアウ
イルスなどの蚊媒介性ウイルスが猛威
をふるっている．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 2016 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．

研究要旨：近年熱帯亜熱帯地域を中心にデングウイルスやジカウイルス，チクングニアウイル
スなどの蚊媒介性ウイルスが猛威をふるっている．デングウイルスやジカウイルスと同じフラ
ビウイルス属に属するウエストナイルウイルスは，今なお米国で毎年流行しており，ウエスト
ナイルウイルス感染症患者数は年間千人を超えている．ウエストナイルウイルス感染症に対す
る人用のワクチンおよび薬剤は存在しない．一方，チクングニアウイルスと同じアルファウイ
ルス属に属するベネズエラ馬脳炎ウイルス，東部馬脳炎ウイルス，および西部馬脳炎ウイルス
はヒトに対しても重篤な脳炎を引き起こす．これらのウイルス性疾患に対する薬剤も存在せ
ず，ワクチンは一般には使用されていない．本研究では上記４種類のウイルスに対する高感度
検出法の開発を行った．従来使用されてきたウエストナイルゲノム検出法では，すべての
lineage には対応できなかったが，今回新たに作製したものはすべての lineage を高感度に検
出可能なことが明らかとなった．アルファウイルス属馬脳炎ウイルスそれぞれに対する特異的
遺伝子検出系を今回初めて構築し，それらが特異的にウイルスゲノムを増幅可能であることを
確認した． 
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そこでまずは現在私たちが使用してい
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． 
 ベネズエラ馬脳炎，東部馬脳炎，西部
馬脳炎はそれぞれ，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
炎ウイルスにより引き起こされる蚊媒
介性感染症である．ベネズエラ馬脳炎ウ
イルス（VEEV）は北～南米大陸に広く分
布しており，通常はイエカとげっ歯類の
間で感染環が維持されて，ヒトやウマは
終宿主に当たる．ヒトが感染した場合の
発症率は高いとされるが，その多くが発
熱等の急性熱性疾患であり，脳炎にまで
至るのは 5%以下とされる．脳炎患者の致
死率は 20%前後であるが，小児で高くな
る傾向がある．ベネズエラ馬脳炎に対し
ては生ワクチンと不活化ワクチンが存
在するが，一般には使用されていない．
ウイルスには I～VI型のサブタイプがあ
り，I 型にはさらに 5 亜種に分類される．
ヒトへの強い病原性を示すのは IAB型と
IC 型の 2 亜種である．1995 年にはコロ
ンビアとベネズエラで大きな流行があ
り，約 3000 人が神経症状を呈しうち約
300 人が死亡した．東部馬脳炎ウイルス
（WEEV）は米国のミシシッピー川以東で
主に患者が発生するが，カナダの東部州
やメキシコでもウイルスが確認されて
いる．米国での患者数は年間数例から多
くても 20 例程度である．通常は蚊と鳥
との間で感染環を形成している．ヒトが
感染してもほとんどが不顕性であるが，
脳炎を発症した場合の致死率は約 35%と
高い．東部馬脳炎に対する不活化ワクチ
ンがあるが，一般には使用されていない．
西部馬脳炎ウイルス（EEEV）は米国の中
央部から西部，カナダ西部やアルゼンチ
ンにまで分布している．通常はイエカと
鳥で感染環を形成している．東部馬脳炎
と同様不顕性感染率が高いとされる．脳
炎を発症した場合の致死率は 5~15%であ

る．西部馬脳炎に対する不活化ワクチン
があるが，やはり一般には使用されてい
ない．これら 3 種の馬脳炎ウイルスはエ
アロゾル化しても感染力を維持してい
ることが知られている．またベネズエラ
馬脳炎ウイルスは米国において生物兵
器として研究されていた経緯もある．そ
こで本研究では，これらのウイルスが何
らかの原因により拡散した場合に迅速
に同定できるよう，高感度の遺伝子検出
系の確立を目指した． 
 

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，その培養上
清からウイルス 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，適当に希釈し使用した．
使用したプライマー・プローブを表 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 
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．馬脳炎ウイルスの
検出系については，比較的最近（2010
年以降）に発表された論文を基に，プラ
イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ を 作 製 し た
（VEEV：Qian et al. Chin. J. Virol. 31: 
107-113, 2015, WEEV および EEEV：Kang 
et al. Virology J. 7: 284, 2010）．使
用したプライマー・プローブを表 2 に示
す．陽性コントロール用のウイルス RNA
は所属研究室で保有する株から抽出・精
製したものを使用した（VEEV: TC-83/P1, 
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WEEV および EEEV については株名不明）．
ワンステップリアルタイム RT-PCR 反
応・解析は前述のキットおよび機器を使
用した． 
 
【倫理面への配慮】 
倫理面に配慮する状況なし 
 

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．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． 

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．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．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．しかしわずかに日本脳炎
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．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
スにも反応することがわかった．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．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．一方日本
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．新規セットと合成 RNA
を使用して検量線を作成することによ
り，3 種類のウエストナイルウイルス
株のコピー数の算出をした（図 1）． 

4. 論文を参考にして，VEEV，WEEV，およ
び EEEV ゲノム検出用プライマーおよ
びプローブを作製した．これらと，鋳
型用ウイルスゲノム RNA を使用して増
幅可能か調べた（図 1）．特異性を確認
するために，標的ＲＮＡでない他の 2
種類についても同時に反応を行った．
VEEV セットでは VEEV RNA に対して特
異的な増幅が確認された．またわずか
だが EEEV に対しても反応がみられた．
WEEV セットではＷＥＥＶ RNA に対し
て特異的な増幅が確認され，一方他の
2 種類の RNA には反応しなかった．EEEV
セットでは EEEV RNA に対して特異的な
増幅が確認された．一方他の 2 種類の
RNA には反応しなかった（図 2）． 

 
D. 考察 

平成 27 年度は，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
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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．今回私た
ち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． 
 平成 28 年度は，VEEV，WEEV，EEEV のゲ
ノム検出用 TaqMan 系を構築した．3 種類
ともに標的 RNAを特異的に増幅できるこ
とが確認できた．ただし，今回鋳型とし
て用いた RNAはそのコピー数は不明であ
り，今回構築した系がどの程度の検出感
度であるのかは不明である．今後は合成
RNA を作製して検出限界コピー数を明ら
かにすることにより，これらの系の能力
を明確にする必要がある． 
 

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． 

2. 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． 

3. VEEV， WEEV， EEEV のゲノム検出用
TaqMan 系を構築し，これらが各標的
RNA を特異的に増幅できることを確認
した． 
 

F. 健康危険情報 
特記事項なし 
 

G. 研究発表 
1. 論文発表 

特になし 
2. 学会発表 

特になし 
 
H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 
特になし 

2. 実用新案登録 
特になし 

3. その他 
特になし
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表 1．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 

Primer Sequence Probe 

WN5’NCR-f CAGGAGGGCCCGGYAARA 
WNV5’NCR-p: 
FAM-CCGGGCTGTCAATATGCTAAAACGCG-TAMRA 

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.345
1f 

GGH TGT TGG TAT GGH ATG GA 
WNVcom 3538p: 
FAM-ATGATTGAYCCTTTTCAGYTGGGCCTTCTG-TAMRA WNVcommon.359

0r 
TC CTG GGT GGC CAA GAA CAC 

 
 
表 2．馬脳炎ウイルスゲノム検出用プライマー・プローブセット 

Virus Primer Probe Length 

VEEV VEE-F: CAG TTT GAG GTA GAA GC VEEV-Probe: FAM-AGC AGG TCA CNG AYA 
AYG ACC ATG C-TAMRA 
 

113 

VEE-R: ATC GTV TCG GAT GGD TC 

WEEV WEE-F: AGG GAT ACC CCC GAA GGT T WEE-Probe: FAM-CTT TCG AAT GTC ACG 
TTC CCA TGC G-TAMRA 

103 

WEE-R: GTG AAT AGC ACA CGG GTG GTT 

EEEV EEE-F: TGT GCG TAC CTC CTC ATC GTT EEE-Probe: HEX-AGC AGC CTA CCT TTC 
CGA CAA TGG TTG TC-TAMRA 

80 

EEE-R: GAC TGG CGT GAA TCT CTG CTT 
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図１ 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 
 
 
 

Probe set 
VEEV genome 
(TC-83/P1) EEEV genome WEEV genome 

VEEV 140pFT 22.7 ND (35.8) ND 

EEEV 364pFT ND 15.3 ND 

WEEV 8274pFT ND ND 26.7 

 
図 2 馬脳炎ウイルスゲノムを用いた TaqMan 法の検討 
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平成 26 年度〜平成 28 年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 

分担報告書 
 

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 

 
研究協力者 
氏名・所属研究機関名・職名 
福士秀悦・国立感染症研究所・ウイルス第
一部主任研究官 
黒須剛・国立感染症研究所・ウイルス第一
部主任研究官 
谷口怜・国立感染症研究所・ウイルス第一
部研究員 
 
A. 研究目的 

 バイオテロに用いられうる病原体は
様々考えられる．目的によって病原体に
期待される特徴もいくつかあるであろ
うが，1) 対象に免疫がない，2) 致命率
が高い，3) 人から人へ伝播しやすい，
4) 有効な治療法がない等の特徴をもつ
病原体はバイオテロに利用されうると

言える．国立感染症研究所ウイルス第一
部では国民の健康増進のため，エボラウ
イルス等のウイルス性出血熱の疑い事
例の発生に備え，エボラウイルスやマー
ルブルグウイルス，ラッサウイルス，ク
リミア・コンゴ出血熱ウイルス，南米出
血熱等の（感染症法で言う）一種病原体
の有無を調べる検査法，またそれらに感
染した後に体内に作られる抗体の有無
を調べる検査法等を準備している．これ
らはバイオテロが発生した場合に，用い
られた病原体や暴露を受けた人の特定，
あるいは隔離すべき人・時期の決定など，
バイオテロへの対処方針を判断してい
くうえでも役立つと考えられる．平成 27
年度には，エボラウイルス（およびマー
ルブルグウイルス）の検出法として準備

研究要旨：エボラウイルスによるエボラ出血熱など，重篤で高い致命率もたらし承認された予
防法や治療法がない病原体はバイオテロに用いられることが懸念される．国立感染症研究所ウ
イルス第一部ではエボラウイルス等の検出法を準備しているが，その精度や迅速性はバイオテ
ロ発生時の適切な対処に影響すると考えられる．エボラウイルスの遺伝子検出法の迅速性を得
るため，conventional RT-PCR で用いていた試薬を最新のものと置き換え，また陽性 RNA コン
トロールを準備した．これにより conventional RT-PCR の感度の上昇と時間短縮を達すること
ができた．検出法の再評価として GHSAG-LN から提供された Ebola Proficiency Panel-II を用
いた外部精度評価 EQA を行なった．11 種のサンプルからなる Ebola Proficiency Panel-II に
ついて，国立感染症研究所ウイルス第一部で準備していた conventional RT-PCR, real time 
RT-PCR, antigen ELISA を用いてエボラウイルスの検出を行なった．11 サンプル中 10 サンプ
ルで正答した．EQA に参加した世界の他のラボで用いている方法や結果を検証したところ，市
販キットを用いて完全正答しているラボが多いことが判明した．国立感染症研究所ウイルス第
一部で準備しているエボラウイルス検出法がかなり高い水準を持っていることが判明した．市
販キットは試薬が揃っており準備が容易であるが，価格が高くバイオテロで多検体を処理しな
くてはならないような状況には不向きであり，詳細な塩基配列情報も得られる現行の検査法の
ほうが適していると判断した．これらの取り組みにより，国立感染症研究所ウイルス第一部で
準備していたエボラウイルスの遺伝子検出はその精度と迅速性をより高めることができ，バイ
オテロ対策の一部ではあるが強固なものとすることができた． 
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していた conventional RT-PCR について，
用いる試薬を最新のものにすることで
検出に要する時間を短縮できるか検討
した．陽性 RNA コントロールを準備し感
度の評価を行なった． 
 平 成 28 年 度 は Global Health 
Security Action Group—Laboratory 
Network (GHSAG-LN)より外部精度評価
EQA と し て 提 供 さ れ た Ebola 
Proficiency Panel-II を用い，この最新
試薬による conventional RT-PCR，およ
び他に準備している検査法の real time 
RT-PCR，Antigen ELISA の更なる評価を
行なった．またこの EQA に参加した世界
の 106のラボの結果及び検査法を解析し，
今後のエボラウイルス検出の検査法に
ついて考慮した． 
 

B. 研究方法 
 エボラウイルスおよびマールブルグ
ウ イ ル ス の 遺 伝 子 を 検 出 す る
conventional RT-PCR について，標的と
している L および NP 遺伝子の cDNA を
pGEM-T ベクターに組み込み，T7 RNA 
polymerase を用いてそれぞれの遺伝子
の RNA を in vitro 合成し陽性 RNA コン
トロールとした．またこれまで用いてい
た 2 ステップの RT-PCR（PCR の部分は
Roche 社の Expanding High Fidelity PCR 
System ） と ， 1 ス テ ッ プ の RT-PCR
（ Invitrogen 社 の SuperScript III 
One-Step RT-PCR System with Platinum 
Taq）を用い，合成した陽性 RNA コント
ロールの希釈列からのエボラウイルス
遺伝子の検出を行なった（図 1 および図
2）． 
 EQA のサンプルとして，Robert Koch 
Institute，Bernard Nocht Institute，
Philipps University が調製した，陰性
コントロール（ウイルスが含まれていな
いもの）も含む 11 種の不活化サンプル
からなる Ebola Proficiency Panel-II
を用いた（図３）．エボラウイルスおよ
びマールブルグウイルスの遺伝子を検
出する conventional RT-PCR としては 1
ステップの SuperScript III One-Step 
RT-PCR System with Platinum Taq によ
るもの（標的は L 遺伝子および NP 遺伝
子，NP 遺伝子では nested も含む）を用

いた．遺伝子が増幅されバンドが検出さ
れた場合には塩基配列の決定を行ない
ウイルス種の同定も行なった．ウイル遺
伝子のコピー数を測定するための real 
time RT-PCR（標的は L 遺伝子）も行な
った．また遺伝子ではなくウイルス蛋白
質を検出する antigen ELISA（標的は NP
蛋白質）も行なった． 
 
【倫理面への配慮】 
倫理面に配慮する状況なし 
 

C. 研究結果 
 エボラウイルス（およびマールブルグ
ウイルス）を検出する conventional 
RT-PCR で，従来は RNA 抽出後結果が得ら
れるまで約 5 時間半が必要であった（図
１）．用いる試薬を変更したところ，結
果が得られるまでの時間を約 2 時間 15
分に短縮（3 時間以上の短縮）すること
ができた（図２）．この際に遺伝子検出
の感度が下がることは無く，L 遺伝子の
場合は 105 レベルから 101 レベルまで，
NP 遺伝子の場合は 104 レベルから 101レ
ベルまで感度が上昇した（図 1 および図
2）． 
 Ebola Proficiency Panel-II の EQA
結果のまとめを図 3 に示した． 
 サンプル 11 種のうち，10 種はいずれ
も conventional RT-PCR で L 遺伝子およ
び（あるいは）NP 遺伝子が陽性となり，
塩基配列の決定により近いウイルスの
株（ただし 1 つはエボラウイルスではな
く近縁のマールブルグウイルス）を示す
ことができた．そのうち 5 つはウイルス
ゲノムのコピー数を決定でき，コピー数
が多いものについては antigen ELISA で
も陽性となった．この結果を提供元に提
出した． 
 Ebola Proficiency Panel-II の提供元
から届いた正答とこの EQAに参加したラ
ボの数と国を図５に示した．ラボ名は明
らかではないが，南北アメリカ大陸やヨ
ーロッパ，アフリカ大陸の国々からの参
加が殆どで，東アジアからの参加は日本
の私たちのみであった．結果はリアルタ
イム PCR における Ct 値（陽性と判断す
るサイクル数）あるいは陽性/陰性の形
に簡素化され，ほとんどのラボが正しい
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結果を得られていた（図６）．匿名化さ
れているとは言え，結果を当てはめると
このリストの中で私たちは「74a」と表
記されているものであった（図７）．１
つの間違いがあり，#1 のサンプルを
Zaire ebolavirus の Mayinga 株と判定し
ていたが，実際にはこれは陰性サンプル
であった．Nested PCR（PCR 産物を更に
PCR にかける操作）を行なう際のコンタ
ミネーションが疑われる．これ以外はウ
イルス種，ウイルス量，ウイルス株も含
め正しい結果が得られており，私たちが
準備している遺伝子検出の検査法はお
おむね良好と言える． 
 図 4 の表から，Ebola Proficiency 
Panel における遺伝子検出に用いた方法
（市販の commercial キットを用いてい
るかそれ以外か）とそれぞれにおける全
正答/誤答のラボ数を数えた（図 8）．５
５のラボが commercial キット，51 のラ
ボが in-house の手法により今回の EQA
に取り組んでいた．すべて正答した率は
commercial キットで 78%，in-house で
69%と前者の方が高かった．私たちの
in-house の結果がおおむね良好とはい
え 1つの誤答があったことを考慮すると，
commercial キットによる検査法の運用
ということも体制として考えられる．
Commercial キットがどのメーカーによ
るものかも明らかにされていないが，例
えば西アフリカにおけるエボラ出血熱
の大流行時に WHOより診断での緊急使用
許可が得られた RealStar Filovirus 
Screen RT-PCR kit 1.0 （ altona 
Diagnostics ） あ る い は RealStar 
Filovirus Type RT-PCR kit 1.0（同社）
が考えられる．本キットは 24 検体分で
約 27 万円と高価格で，リアルタイムに
よる遺伝子検出で短時間によるウイル
ス種も判定可能であるが，塩基情報は得
られない．検出の感度も疑問視されてい
る．バイオテロにエボラウイルスが利用
された場合，多くの検体を処理する必要
が大きいことからあまり高価格である
と検査に支障をきたす．また塩基情報が
得られればウイルスの由来を推測しテ
ロ対策に役立てられる．これらを考慮す
るとバイオテロ対策としては，市販キッ
トは不向きと考えられ，検査法の切り替

え等は必要なく，既に準備している検査
法をより一層注意深く実施すれば良い
と判断した． 
 

D. 考察 
 国立感染症研究所ウイルス第一部で
準備しているエボラウイルスの検出法
（ conventional RT-PCR, real time 
RT-PCR, antigen ELISA）の精度，迅速
性はより高められ，バイオテロ発生時の
検査法として用いることは適切である
と考えた． 
 

E. 結論 
国立感染症研究所ウイルス第一部で準
備しているエボラウイルスの検出法を
改善しその有用性を確認した． 
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図 1． 従来のエボラウイルス遺伝子検出の conventional RT-PCR 
 

 

図 2． 改良版のエボラウイルス遺伝子検出の conventional RT-PCR 
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図 3． エボラウイルス検出の検査法で用いたサンプルの Ebola Proficiency Panel-II 

 

図 4． Ebola Proficiency Panel-II の結果 
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図 5． Ebola Proficiency Panel-II の正答と参加ラボ 
 

 

図 6． 参加ラボの結果 
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図 7．国立感染症研究所ウイルス第一部による結果の判定 
 

 
 
図 8．106 のラボで用いられた遺伝子検出の方法と正答/誤答について 
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平成 26 年度〜平成 28 年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 

分担報告書 
 

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 

 
研究協力者 
山田壮一・国立感染症研究所ウイルス第一
部・主任研究官 
柴村美帆・国立感染症研究所ウイルス第一
部・協力研究員 
津田美穂子・国立感染症研究所ウイルス第
一部・非常勤職員 
藤井ひかる・国立感染症研究所ウイルス第
一部・協力研究員 
福井良子・国立感染症研究所ウイルス第一
部・非常勤職員 
 
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，その脅威は未だ無くなっ
ていない．我が国では 40 歳未満の殆ど
が未種痘であるため，天然痘ウイルスに
対して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
た場合には，その直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ため，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
果を検証し，更に可能であれば，その防
御効果の増強を試みる． 
 

B. 研究方法 
 ECTV を用いたマウスモデルを確立し
た．ECTV は Hampstead 株，Moscow 株を
用いて i.n.経路における C57BL/6 マウ

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．故にバイオテロなどで天然痘ウイルスに暴露された場合，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．本研究は国産の
弱毒痘そうワクチン株である LC16m8 を用いた天然痘ウイルス暴露後重症化阻止の可能性の検討す
ることを目的とする．平成 27 年度は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．平成 28 年度は ECTV でマウスを
攻撃直後に 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，エクトロメ
リアウイルス暴露直後に LC16m8，または Lister を接種すれば死亡率が減少する傾向が確認された．
更に LC16m8 接種と同時に自然免疫応答を誘導する poly I:C を投与すると防御効果が増強されること
が確認された． 
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スでの LD50 を決定した．次に 4 または
5LD50 相当の ECTV を i.n.経路でマウス
に感染させる前後に 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
止効果を検討した．更に poly I:C を i.n.
で 100ug 単独，または LC16m8 を i.m.経
路で 10７PFU 接種すると同時に投与した
際の感染防御効果を検討した． 
 
【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 
平成 27 年度：C57BL/6 マウスに ECTV 
Hampstead 株を i.n.で接種した際の
LD50 を決定した．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
にした LD50 は 1200PFU であった．そこ
で，それ以降の ECTV の攻撃実験には
4LD50 相当，4800PFU の Hampstead 株を
用いた．次に ECTV 暴露後に LC16m8 株を
接種した場合の発症・重症化阻止効果を
検討した．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，体重測定を行った．図
2，図 3 にスケジュール及びその結果を
示す．LC16m8 を接種した，いずれの群に
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
症化の阻止効果は確認できなかった．既
報で示されていた ECTV 暴露後のワクチ
ン効果が確認できなかったことから，今
度は既報で用いられていた Lister 株に
よる実験を行った．1 群 5 匹のマウスに
4LD50 の ECTV で攻撃を行った．その前
後 -3, 0, 1, 2, 3 日後に 107PFU/100ul
の Lister 株を i.m.で接種し，観察，体
重測定を行った．図 4，図 5 にスケジュ
ール及びその結果を示す．ECTV 攻撃 3
日前に Lister 株を接種した群は ECTV 感
染に伴う臨床症状を示すことなく全頭
生存した．一方で，それ以外の群，つま
り ECTV 攻撃後に Lister 株を接種した場

合，いず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止効果は確認
できなかった． 
平成 28 年度：前年度で得られた結果は
既報の研究結果と異なっていた．そこで，
既報の研究と本研究における実験条件
の違いを考察した（表 1）．殆どの部分で
実験条件は近似しているが，VACV は既報
では MVA と Lister，本研究では LC16m8
と Lister の 2 株を使用している．従っ
て少なくとも Lister 株は共に使用して
おり，この部分で結果が一致しないとす
れば，最大の違いは使用した ECTV の株
が異なることと，攻撃に用いたウイルス
量だと考えられる．ECTV にはいくつかの
株が存在することが知られており，本研
究では既報で使用している Moscow 株で
はなく Hampstead 株を用いている．LD50
はそれぞれ 80PFU，1200PFU と 10 倍以上
異なることから，病原性に差があるのか
もしれない．そこで，私たちは Moscow
株を入手し，再度 Hampstead 株，Moscow
株の両方について LD50 を決定した．前
回の実験と同様に 1 群 5 匹のマウスに
104 から 101PFU/20ul の ECTV を i.n.で接
種し，観察，体重測定を行った．結果を
図 6 に示す．LD50 は Hampstead 株で
208PFU，Moscow 株で 316PFU であった．
両株の LD50に違いは見られない一方で，
Hampstead 株の LD50 は前年度の結果
（1200PFU）と比べて低い値になった．
このような違いが出た理由は不明であ
るものの，本年度の結果の方が過去の報
告と照らし合わせても妥当だと考え，以
降，LD50 は本年度の結果を基にして実験
を行った．次に ECTV 暴露前後に LC16m8
株を接種した場合の発症・重症化阻止効
果を検討した．1 群 5 匹のマウスに 5LD50 
の ECTV Hampstead 株，または Moscow 株
で攻撃を行った．その後 3 日前(-3)，0, 
1 日後に 107PFU/100ul の Lister 株，
LC16m8 株，HSV-1，または 100ug/100ul
の poly I:C を i.m.で接種し，観察，体
重測定を行った．図 7 に結果を示す．攻
撃に使用した Hampstead 株と Moscow 株
で結果に大きな違いは見られなかった．
ECTV 攻撃 3 日前に Lister 株，または
LC16m8 を接種しておくとマウスは 100%
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生存した．一方で，poly I:C，HSV-1，
または対照として Medium を接種した群
では有意な発症や重症化の阻止効果は
確認できなかった．ECTV 攻撃直後に
Lister 株，LC16ｍ8 株，また poly I:C
を接種すると，死亡率が減少する傾向が
見られた．ECTV 感染 1 日後に VACV 等を
投与した場合は，全ての群で有意な発症
や重症化の阻止効果は確認できなかっ
た． 
実験結果を受けて，私たちは poly I:C
の投与ルートに着目した．ECTV は接種経
路が i.n.経路であることからウイルス
が増殖する主な器官は肺であると考え
られる．そこで，poly I:C の投与方法を
i.m.から i.n.に変更して実験を行った．
1 群 5 匹のマウスに 5LD50 の ECTV 
Hampstead 株で攻撃を行った．その直後
100ug/100ul の poly I:C を i.n.で接種
し，観察，体重測定を行った．図 8 に実
験スケジュール，図 9 に結果を示す．統
計学的に有意では無かったが，ECTV 暴露
直後に i.n.で poly I:C を投与するとマ
ウスの死亡率が減少する傾向が見られ
た．そこで，防御効果の増強を期待して
poly I:C と LC16m8 の同時投与を検討し
た．1 群 5 匹のマウスに 5LD50 の ECTV 
Hampstead 株で攻撃を行った．その直後
に 107PFU/100ul の LC16m8 株を i.m.で接
種すると同時に 100ug/10ul の poly I:C
を i.n.で接種し，観察，体重測定を行っ
た．図 10 に実験スケジュール，図 11 に
結果を示す．この実験に於いて LC16m8
のみ接種した群が ECTV の攻撃に対して
100%の生存率を示したため，生存率の違
いは比較できなかったものの，poly I:C
と LC16m8 を両方投与した群も 100%の生
存率を示した．更に LC16m8 のみ接種し
た群と比較して体重の減少率に大きな
差が見られたことから，ECTV 暴露後に
poly I:C と LC16m8 を同時投与すること
で，LC16ｍ8 単独接種より効果的な防御
効果が得られる可能性が示唆された． 
 

D. 考察 
 本研究は弱毒痘そうワクチン LC16m8
株の天然痘ウイルス暴露後ワクチンと
しての発症・重症化阻止効果を検討し，
可能であれば改良を行うことを目的と

している．実験に使用不可能である天然
痘ウイルスを用いる代わりに，ECTV を用
いたマウスモデルを構築できたことが
本研究を円滑に行うことができた要因
の一つだと考えている．既報の研究では
ECTV暴露 3日後までであれば Lister株，
MVA 株の接種により有意な死亡率の減少
効果が確認されている．一方本研究では，
ワクチン接種を ECTV 暴露直後にしない
と死亡率の減少効果が見られなかった．
どちらの研究についても Lister 株を使
用しているため，その違いが生じている
原因は不明であるが，攻撃に使用した
ECTVのウイルス量の差（既報では 3LD50，
本研究では 5LD50）などが理由として考
察できる．従って，LC16m8 株についても
MVA 株や Lister 株と同様に暴露後ワク
チンとして使用できる可能性があると
考えている．今回の実験は使用したマウ
スが 5 匹/実験群であることから，統計
学的な検討を行うのが難しい場合があ
った．そこで今後はマウスの匹数を増や
して再度実験を行い，本研究の再現性を
確認すると共に統計学的な検討を厳密
に行う必要がある． 
 LC16m8 の接種と同時に poly I:C を投
与することで ECTV 感染による体重減少
が軽減されることが示唆された．興味深
いことに，LC16m8 投与群と，poly I:C
投与群は体重減少が確認されるタイミ
ングが，それぞれ 5 日目と，6 から 7 日
目と異なっていた．このことから，
LC16m8 の接種と poly I:C の投与による
感染防御効果の機序は異なっているこ
とが示唆される．今後はこのメカニズム
を詳細に解析し，得られた結果をフィー
ドバックすることで暴露後ワクチンと
しての LC16m8 の使用法を更に改善した
と考えている． 
 

E. 結論 
天然痘ウイルス暴露後に VACV を接種し
た場合の発症・重症化阻止効果を検討す
るため，ECTV を用いたマウスモデル系を
確立した．確立した系を用いて検討した
結果，ECTV 暴露直後に VACV を接種する
ことで発症・重症化阻止効果が得られる
可能性が示唆された．更に VACV と poly 
I:C を同時に投与することで，その発
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症・重症化阻止効果が増強される可能性
が示唆された． 
 

F. 健康危険情報 
特記事項なし 
 

G. 研究発表 
1. 論文発表 

なし 
2. 学会発表 
1) Tomoki Yoshikawa, Hikaru Fujii, 

Miho Shibamura, Natsumi Omura, 
Shizuko Harada, Souichi Yamada, 
Masayuki Saijo. Recovery of 
infectious vaccinia virus from a 

bacterial artificial chromosome, 
which retains the full-length viral 
genome of a strain, LC16m8 第 64
回日本ウイルス学会学術集会, 札幌
（2016. 10） 

 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 

なし 

2. 実用新案登録 
なし 

3. その他 
なし 

  

 

 
図 1. ECTV Hampstead 株を i.n.で接種された C57BL/6 マウスの生存曲線 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. ECTV 暴露後に LC16m8 株を接種した場合の発症阻止効果の検討 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213141516171819
0

20

40

60

80

100 1x10^4 PFU
1x10^3 PFU
1x10^2 PFU
1x10^1 PFU

Days post infection

P
er

ce
n
t 

su
rv

iv
al



 

 47

 

図 3. ECTV 暴露後に LC16m8 株を接種した場合の発症阻止効果の検討結果 
 

 

図 4. ECTV 暴露後に Lister 株を接種した場合の発症阻止効果の検討 
 

 
図 5. ECTV 暴露後に Lister 株を接種した場合の発症阻止効果の検討結果 
 
 
 
 
 
 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0

20

40

60

80

100
ECTV only
m8 0dpi
m8 1dpi
m8 2dpi
m8 3dpi

P
er

ce
nt

 s
u

rv
iv

al

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0

20

40

60

80

100
ECTV only
m8 0dpi
m8 1dpi
m8 2dpi
m8 3dpi

P
er

ce
nt

 s
ur

vi
va

l



 

 48

表 1. 既報の研究と本研究の実験条件の違い 

 

 
 

図 6. ECTV Hampstead 株，または Moscow 株を i.n.で接種された C57BL/6 マウスの生存曲線 
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図 7. ECTV 暴露前後にワクシニアウイルス等を接種した場合の発症阻止効果の検討結果
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図 8. ECTV 暴露直後に i.n.で poly I:C を投与したときの発症阻止効果の検討 
 

 
図 9. ECTV 暴露直後に i.n.で poly I:C を投与したときの発症阻止効果の検討結果 
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図 10. ECTV 暴露直後に i.n.で poly I:C、i.m.で LC16m8 を投与したときの発症阻止効果の検討 
 

 
 
図 11. ECTV 暴露直後に i.n.で poly I:C、i.m.で LC16m8 を投与したときの発症阻止効果の検討結果 
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平成 26 年度〜平成 28 年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 

分担報告書 
 

細胞培養弱毒生痘そうワクチンの特性解析（遺伝子機能解析），品質試験法に関する研究 
 

所属  国立感染症研究所獣医科学部 
研究分担者 森川茂 

 
 
研究協力者 
朴ウンシル・国立感染症研究・獣医科学部・
研究員 
奥谷晶子・国立感染症研究・獣医科学部・
主任研究官 
宇田晶彦・国立感染症研究・獣医科学部・
主任研究官 
吉河智城・国立感染症研究・ウイルス第一
部・主任研究官 
西條政幸・国立感染症研究・ウイルス第一
部・部長 
倉根一郎・国立感染症研究・所長 
横手公幸・化学及血清療法研究所 
金原知美・化学及血清療法研究所 
丸野真一・化学及血清療法研究所 
新村靖彦・化学及血清療法研究所 
 
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１
０万人の子供に接種され，その際に重篤
な副反応は確認されなかったことより
安全性の非常に高いワクチン株といえ
る．さらに，自衛隊での成人への種痘に
も用いられ安全性がさらに確認されて
いる．Lister 株は 41℃以上でも初代ウ
サギ腎細胞でのプラック形成能がある
のに対し，LC16mO 株と LC16m8 株は 41℃
ではプラークを形成しない（増殖温度感
受性）．LC16m8 株は，b5r 遺伝子に 1 塩
基欠損があるため，正常な 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

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 遺伝子
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．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を次世代シークエンス
（NGS）解析により得られた． そこで，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．そこで，これらをリアルタイム PCR 化して，ワクチン中の
MSP のうち L1, L4, L5 の 3 種の頻度の高い MSP を検出した結果，本 PCR はバイオアッセイより
も遥かに簡便に含有率を算出できた． 
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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 
1) 概要 

 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． 

2) Mutation specific primer PCR によ
る MSP の検出法 
 この PCR では片側のプライマーに
MSP の型特異的プライマーを設定し
た（図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，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． 

3) 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． 

4) Mutation specific primer を用いた
real-time PCR による MSP の検出法 
 昨 年 度 に L1(267A) specific 
primer (18mer), L4(272T) specific 
primer (18mer)および L5(274ATAC) 
specific primer (19mer) を用いた
PCR により MSP 含率 1~0.01%まで検出
できた．それらの primer を用いて，
real-time PCR を行い，定量化が可能
であるかを検討した．各 MSP を特異的
に検出できる条件検討 (real-time 
PCR enzyme，Tm，cycles 等)をし，指
摘条件を求めた．MSP と LC16m8 株の
b5r 遺伝子領域を含む plasmid を段階
混合してスパイク試験を行った．さら
に，細胞培養痘そうワクチン Lot を用
いて，MSP 含率を測定し，有効性を検
討した． 

5) 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．昨年
度に MSP それぞれの rhPCR primer を
用いた rhPCR により，40 cycles でも
非特異的増殖が認められず，特異性が
非常に高いことが確認された．そこで，
それらの rhPCR primer を用いて
real-time PCR を行い，定性的検出を
試みた．1)と同様，MSP と LC16m8 株
の B5R遺伝子領域を含む plasmidを段
階混合してスパイク試験を行った．さ
らに，細胞培養痘そうワクチン Lot
を用いて，MSP 含率を測定し，有効性
を検討した． 

6) ワクチンの各ロット中の MSP 検出 
これまでに製造された乾燥細胞培養
痘そうワクチンの VO1〜V14 までの１
４ロットに関して，上記 NAT により
MSP を検出し，実用的に用いられるか
を検討した．ワクチンの各ロット３本
を溶解液で溶解して希釈後，半量を用
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いた．6,000rpm, 3min 遠心上清を
16,000rpm, 2hrs 遠心したウイルス分
画（沈渣）SepaGene（エーディア株式
会社）を用いてウイルス DNA を抽出し
た．この DNA を用いて NAT による MSP
検出を行った． 
 

【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 
1. 概要 

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．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(271
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． 

2. Mutation specific primer PCR による
MSP の検出法 
 primeSTAR GXL DNA polymerase 
(Takara)を用いる PCR を行い，L2 の検
出が可能でった．しかし，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．その結果， 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）． 

3. 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）．  

4. Mutation specific primer real-time 
PCR による MSP の検出法 
昨年度までの結果から，強い 3’→5’ 
exonuclease 活 性 を 有 す る DNA 
polymerase を用いると，非特異反応に
より野生型配列の遺伝子も増幅される
こ と が わ か っ た ． 一 方 ， 3’→5’ 
exonuclease 活性の弱い酵素は，野生
型配列の非特異的増幅がおきにくかっ
た．そこで，3’→5’ exonuclease 活
性の弱い Taq DNA polymerase 由来酵素
による SYBR Green Realtime PCR Master 
mix (TOYOBO)を用いて，real-time PCR
を検討した結果，L1(267A)は 18 mer 
primer で 51℃-annealing, L4 (272T)
は 18 mer primer で 54℃-annealing, 
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L5 (274ATAC)は 19 mer  primer で 
54℃-annealing の条件が，効率よく特
異的にそれぞれの MSP を検出できた． 
 L1 特異的 MSP 検出 real-time PCR で
は，L1 (267A)と LC16 m8 株の b5r 遺伝
子を有する plasmid を混合してスパイ
ク試験を行った結果，267A 含有率 0.1%
まで検出できた．40 cycles まで非特
異的増幅は見られなかった．L4 (272T)
も同様，スパイク試験では，272T 含有
率 0.01%まで検出でき，40 cycles でも
非特異反応は認められなかった．L5 
(274ATAC)は 45 cycles まで行った結果，
含有率 0.01%まで検出でき，非特異的
増幅も見られなかった．この結果を踏
まえて，乾燥細胞培養痘そうワクチン
株の各ロット中の MSP 含有率を測定し
た．まず，LC16 m8 株および MSP 株共
通に検出する real-time PCR により，
検体中のウイルスの DNA copies を測定
した(表３)．また，それぞれ L1, L4, 
L5 特異的 real-time PCR から各 MSP の
検体中の MSP copies 数を算出し，MSP
の含有率（MSP copies 数 / ウイルス
の DNA copies）を算出した(表 3)． 
 その結果，ワクチンのロット 1〜5 は
MSP 含有率がロット 6 以降よりも高か
った(表３)．ロット 6~14 は 0.2%以下
あるいは検出限界以下であった．この
結果は，特にロット 6 以降では MSP 含
有率が極めて低く保たれていることを
証 明 す る も の で あ る ． Mutation 
specific primer による real-time PCR
はワクチンの MSP 含有量の測定に有用
であると考えられた．なお，L1 特異的
MSP 検出用 real-time PCR では算出さ
れた含有率が，これまでバイオアッセ
イと次世代シークエンサー解析から含
有率が既知のロット 3で 1/10程となり，
他のロットでも比率が低く算出された．
L4 と L5 特異的 MSP 検出 real-time PCR
では同程度の含有率となった．この理
由として考えられるのは，mutation 
specific primer による real-time PCR
では，L1 特異的 MSP 検出用 real-time 
PCR による L1-MSP の増幅効率が若干他
の real-time PCR よりも低いことため
であると考えられる．そこで，補正す
るために L1 含有率の算出値を 10 倍に

すると，ロット 3 では 3 種の MSP 比率
が過去にバイオアッセイ，次世代シー
クエンサーで算出した値に近似するこ
とがわかった（表 4）．これにロット 1
〜7 までの 3 種の MSP 含有率を推定す
るとロット１から５が MSP 含有率 0.8
から 2.4%，ロット 6，7 が 0.2%となっ
た．なお，ロット 8 以降は検出限界に
近いかそれ以下なので補正等による算
出を行わなかった． 
 補正の不要な L4 特異的 MSP 検出用
real-time PCR を行えば，L4 含有率が
全 MSP の 30％程度（ロット 1〜5 の L4
含有率の平均値）であることから，MS
含有率の閾値を定めることにより，定
性，定量のいずれの試験としても，バ
イオアッセイから置き換えることが可
能と判断された． 

5. RNase H2-dependent PCR (rhPCR)によ
る MSP の検出法 
 昨年度までに，特異的 primer を用い
た rhPCR による MSP 検出は，上記 PCR
より精度，感度が高いことがわかった．
そこで，rh real-time PCR による MSP
含有率算出を試みた．Rh real-time PCR
でも SYBR Green Realtime PCR Master 
mix (TOYOBO)が適することを確認した．
L1 (267A)および L4 (271T)特異的 rh 
real-time PCR では，64℃-annealing, 
L5 (274ATAC)では 62℃-annealing で特
異的に MSP を検出できた．それぞれ MSP
と LC16 m8 の b5r 遺伝子を有する
plasmid の混合によるスパイク試験で
は，L1 (267A)は 0.1〜1%，L4 (271T)
は 1%まで検出できた．しかし，L5 
(274ATAC)は増幅効率が悪かった．
Standard においても 106 copies / µl
以下は検出できなかった．また，細胞
培養痘そうワクチンの lot を用いて，
MSP を測定した結果，いずれも検出不
可で改善する必要がある． 
 

D. 考察 
 LC16m8 ワクチンは，quasispecies から
なる Lister 株による第１世代の calf 
lymph ワクチンの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
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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 frameshift 変異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は，RK13
細胞等で若干サイズの大きい LC16mO 株
様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
チンの品質管理上有用であると考えら
れる．MSP の含有率および MSP の遺伝子
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すること
が明らかになった．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上有用であると思
われる． 

ただし，さらなる改良が必要である．今後，
MSP 含有率が数％程度になるようなウイ
ルス培養条件により，MSP の遺伝子型の
含有率のばらつきがどの程度かを検証
して本試験法の意義をより明らかにす
る必要がある．また，各ロットの次世代
シークエンスによる MSP含有率の定量お
よび MSP 遺伝子型の含有率を測定し，そ
の価と実際に MSP ウイルスと LC16m8 ウ
イルスの特徴の違いを利用して測定し
た価との相関を調べる必要がある． 
 

E. 結論 
本研究で開発された，主要な MSP の変異
配列相補配列を 3’末端に持つ primer
を用いる mutation specific primer に
よる real-time PCR が rh real-time PCR
よりも優れていた．Mutation specific 
primer による real-time PCR では，L1
特異的 MSP 検出用 real-time PCR による
L1-MSP 増幅率が若干他の real-time PCR
よりも低いことから，算出された MSP 含
有率は，実際の含有率よりも 1/10 程度
になった．そこで，補正するために L1
含有率の算出値を 10 倍にすると，各 MSP
比率，3 種の MSP 比率がこれまでにバイ
オアッセイ，次世代シークエンサーで算
出した値に近似することがわかった．こ
れに基づき各ロットの 3 種の MSP 含有率
を推定するとロット 1 から 5 が MSP 含有
率 0.8 から 2.4%，ロット 6，7 が 0.2%，
ロット 8以降はそれ以下あるいは検出限

界以下となった．補正の不要な L4 特異
的 MSP 検出用 real-time PCR を行えば，
L4 含有率が全 MSP の 30％程度（ロット 1
〜5 の L4 含有率の平均値）であることか
ら，MSP 含有率の閾値を定めることによ
り，定性，定量のいずれの試験としても，
バイオアッセイから置き換えることが
可能と判断された． 
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図 1．K1 から得られた MSP の遺伝子型とその出現頻度 
注：262A, 262T, 264A は Vero E6 細胞で継代後に得られた MSP 
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表 1．K1 に含まれる MSP のプラーク法と次世代シークエンサーによる検出頻度の比較 

 

 

 
 
図 2. Mutation-specific primer PCR による L1 型 MSP の検出．種々の長さの変異部位特異的
primers を検討した結果，L1, L2, L4 型 MSP には 18mer primer が，L5 型 MSP には 19mer primer
が最適であった． 
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図 3.  Mutation specific primer PCR による L1, L4 および L5 型 MSP の特異的検出．各 MSP 特
異的 PCR は，LC16m8, LC16mO, 他の MSP に対しては 25cycles までは 
非特異的増殖が認められず，特異性が高いことが確認された． 
 
表 2. Mutation specific primer PCR による各 MSP 検出のまとめ 

 

L1, L2, L4 では，頻度 0.01%でも MSP を検出可能であった． 

 

図 4. RNase H2-dependent PCR による MSP の検出． 
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図 5. RNase H2-dependent PCR による L1, L4 および L5 型 MSP の検出． 
 
 
 
表 3. 各ロット中の B5R コピー数，MSL(L1, L4, L5)のコピー数，推定 MSP 率 
 

 

 
 
表 4．L1 の感度補正(x 10)した場合の MSP 含有率等 
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（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

 
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 
 

分担報告書 
 

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 
 

所 属  国立感染症研究所真菌部 
研究分担者 宮﨑義継（平成 26年度） 

梅山隆（平成 27-28 年度） 

 
 
研究協力者 
平成 26 年度 
田辺公一 国立感染症研究所・真菌部・室長 
梅山 隆 国立感染症研究所・真菌部・主任研究
官 
名木 稔 国立感染症研究所・真菌部・研究員 
平成 27-28 年度 
名木 稔 国立感染症研究所・真菌部・研究員 
星野泰隆 国立感染症研究所・真菌部・主任研究
官 
宮﨑義継 国立感染症研究所・真菌部・部長 
 
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．他
に も BSL3 に 分 類 さ れ る 真 菌 と し て ，
Paracoccidioides brasiliensis，Blastomyces 
dermatitidis，Penicillium marneffei が定義
されており，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，BSL3 真菌については，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

研究要旨：バイオテロに用いられる可能性のある病原真菌として，BSL3 に分類されるコクシジオイデ
ス属（Coccidioides immitis, C. posadasii），ヒストプラスマ属（Histoplasma capsulatum），BSL2
に分類されるクリプトコックス・ガッティ（Cryptococcus gattii）が想定される．これらの病原真
菌は感染性が高く，分離培養で大量の分生子を飛散させる危険性があることから，培養を介さない検
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．LAMP 法によるコクシジオイデスおよびヒストプラスマ
DNA の高感度検出系の実用化を目指し，乾燥ポリメラーゼの有用性を検討し，菌体取り扱いマニュア
ル，プライマーセットおよび乾燥ポリメラーゼを使用した検査キットを作製して集団感染時に検査機
関，医療機関に送付する準備を整えた．他の BSL3 真菌である Paracoccidioides brasiliensis，
Blastomyces dermatitidis，Penicillium marneffei および BSL2 真菌である Cryptococcus gattii
の LAMP 法による検出系の開発・導入を行った． 
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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．平成 26 年度は，コ
クシジオイデス属およびヒストプラスマ属の
簡 便 か つ 高 感 度 な 検 査 法 で あ る LAMP
（Loop-Mediated Isothermal Amplification）
法を実用化レベルまで改良する目的で，乾燥ポ
リメラーゼの有用性の検討，乾燥ポリメラーゼ
を用いた LAMP 法キットの作製，感度および特
異度の検討，菌体取り扱いマニュアルの作製を
行った．平成 27 年度は，Cryptococcus gattii
の，平成 28 年度は，本研究においてまだ検出
系を確立していない，他の BSL 真菌である，P. 
brasiliensis，B. dermatitidis，P. marneffei，
3 菌種について，簡便かつ高感度な検査法とし
て，LAMP 法の検討を行った． 
 

B. 研究方法 
 コクシジオイデス属検出のための LAMP 法の
標的配列として，以前開発したコクシジオイデ
ス特異的 PCR の標的である Coi9-1 領域を用い
た．ヒストプラスマの標的配列として，M 抗原
遺伝子を用いた． 
 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．
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． 
 P. brasiliensis検出のためのLAMP法の標的
配列として，既に論文で報告されている主要表
層抗原である糖タンパクgp43遺伝子（Endo S et 
al.,FEMS Microbiol. Lett., 2004）を用いた．
LAMP反応を促進するloopプライマーを設計し，
論文中記載のプライマーに加えてプライマー
セットとした． 
 P. marneffei 検出のための LAMP 法の標的配
列として，既に論文で報告されている，ITS
（internal transcribed spacer）領域（Jiufeng 
Sun et al., FEMS Immunology and Medical 
Microbiology, 2010）を対象とした LAMP プラ
イマーセットを導入した．B. dermatitidis 検
出のための LAMP 法の標的配列については過去
に報告が無いため，病原因子 BAD1 のプロモー

ター領域（Burgess JW et al., Med. Mycol. 2006）
を用い，LAMP プライマーを数組設計した． 
 プライマーの設計には LAMP 法プライマー設
計支援ソフトウェア PrimerExplorer （富士通）
を利用した．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，サ
ーマルサイクラーで 63℃で反応を行った． 
検 討 に 用 い た C. immitis ， Coccidioides 
posadasii および H. capsulatum の DNA は臨床
分離株（各 4株ずつ）から抽出した．陰性コン
トロールとして Aspergillus fumigatus AfS35
と Candida albicans SC5314 の DNA を用いた．
反応後，UV 写真撮影装置で検出を行った． 
 使用した BSL3 真菌の菌株については，自施
設に保存している株が少なく，千葉大学真菌医
学研究センターから分与していただいた．菌株
から抽出した DNA を用いて検討を行い，LAMP 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 
1. BSL3 真菌リソースの整備 

国立感染症研究所において，BSL3 真菌につい
てはリソース不足であり，本研究の遂行のた
めに菌株を収集する必要があった．そのため
に，千葉大学真菌医学研究センターに保存し
て い る C. immitis ， C. posadasii ， H. 
capsulatum ， P. brasiliensis ， B. 
dermatitidis，P. marneffei について菌株を
分与していただいた． 

2. 乾燥ポリメラーゼを使用した LAMP 法の検討 
 C. immitis および H. capsulatum から抽出
したゲノム DNA を定量し，10 倍ずつの希釈系
列を作製して，乾燥ポリメラーゼを使用して
LAMP 反応を行った．（図 1）． 
 C. immitis，H. capsulatum 共に 2 時間反
応後の検出限界は 1 pg であった．以前行った，
通常のポリメラーゼ（液体品）を用いた検討
では，Coccidioides の検出限界は 100 fg で
あった（Histoplasma は未実施）．乾燥ポリメ
ラーゼを用いた場合，感度は 10 分の 1に低下
したが，十分に高感度であると考え，長期間
保存可能である乾燥ポリメラーゼを用いて今
後の検討を行うこととした． 
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3. 複数の Coccidioides および Histoplasma 臨
床分離株を用いた検討 
 これまで，Coccidioides 属，Histoplasma
属各 1 株ずつの臨床分離株から抽出し，精製
したDNAを用いてLAMP法の検討を行ってきた．
千葉大学真菌医学研究センターから分与して
いただいた菌株を用いて LAMP 法の特異度を
検討した（図 2）．また，検査をより簡便に行
うことを目的に，DNA 抽出には精製キット等
を使用せず，エタノール滅菌後の菌体を煮沸
した上清を用いた．今回検討した各 4 株の臨
床分離株は全て LAMP 法によって検出された．
また，120 分の反応では陰性コントロールは
検出されなかった．さらに，DNA を精製する
ことなく菌体煮沸液を用いて検査を行うこと
ができることがわかった． 

4. Cryptococcus gattii の LAMP 法の開発 
 まず最初に，既に論文に報告されている
CAP59 の配列を利用した LAMP 法の導入を試み
た．C. neoformans（血清型 Aおよび D）もし
くは C. gattii（血清型 Bおよび C）の 2菌種
を区別することが出来る LAMP プライマーと
して報告されている．論文中の塩基配列を参
考にプライマーを合成し，C. neoformans H99
株および C. gattii R265 株から抽出したゲノ
ム DNA に対して LAMP 反応を行った．1時間の
反応では，C. neoformans もしくは C. gattii
を特異的に検出することが出来たが，2 時間
の反応では，水のみの陰性コントロールにお
いて検出されており（データ未掲載），本プラ
イマーによる検出系ではバックグラウンドが
高い可能性が高く，高感度検出系としては不
適当であることが示唆された． 
 次に，別の論文で報告されている 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．すべてのプラ
イマーセットにおいて，1 時間以内に検出可
能であった（図 3）．その中でも CAP10-25-Cg
および CAP10-25-Cn プライマーセットでは 30
分で検出可能であった．また，CAP10-13-Cn
プライマーセットを用いると，C. neoformans
特異的な検出が可能であった．いずれも，水
のみの陰性コントロールにおいては，2 時間
後でも検出されなかった． 

5. P. brasiliensis 検出のための LAMP 法の導入 
既に論文に報告されている gp43 遺伝子を対
象とした LAMP プライマーに，本研究で設計し
たループプライマーを加えて，5 菌株から抽

出したDNAに対してLAMP反応を行ったところ，
水のみの陰性コントロールでは 2 時間経過し
ても検出されなかったが，菌株 DNA では全て
30〜60 分以内に検出可能であった（図 4）． 

6. P. marneffei 検出のための LAMP 法の導入 
 既に論文に掲載されている LAMP プライマ
ーおよびループプライマーを用いて，5 菌株
から抽出した DNA に対して LAMP 反応を行い，
予想通り，30 分から検出可能であった（図 5）． 

7. B. dermatitidis 検出のための LAMP 法の開発 
 本研究で 3 組のプライマーセットを設計し，
菌株から抽出したDNAを用いてLAMP反応を行
った．BdBAD1-ID1 のプライマーセットでは 2
時間経過しても検出されず，BdBAD1-ID10 で
は 90 分後，ID12 のプライマーセットでは 2
時間経過後に検出可能であった（図 6）． 
 

D. 考察 
 本研究では，過去の研究で開発したコクシジ
オイデス属・ヒストプラスマ属の実用化，C. 
gattii，P. brasiliensis，B. dermatitidis，
P. marneffei を検出するための LAMP 法の開
発・導入を検討した．C. gattii および C. 
neoformans の LAMP 法については，2 菌種の鑑
別は困難であるが，検出においては実用に耐え
うるプライマーセットを開発できた．P. 
brasiliensisおよび P. marneffeiについては，
既報の論文のプライマーセットの導入により，
期待通りの検出感度を確保でき，BSL3 真菌検出
システムへの組込みに応用できることが示さ
れた．しかしながら，新たに設計した B. 
dermatitidis の LAMP プライマーについては，
検出感度が非常に低く，実用レベルに達してい
ないため，今後，他の特異的配列を標的にして
設計を行う必要がある． 
 ヒストプラスマ属やコクシジオイデス属な
どの BSL3 真菌，クリプトコックス・ガッティ
がテロ目的で使用され，国内感染者が発生した
場合には，検体から菌が分離されるかどうかが
予想できないので，医療機関の検査室でこれら
の菌を偶発的に培養してしまう可能性が考え
られる． 
 病原体の検出法について，PCR 法はサーマル
サイクラー・増幅酵素の性能や操作者の技術へ
の依存が強く，検査実施機関によって結果が異
なることも多い．LAMP 法の反応系は非常に簡素
で，反応温度が定温であるため，サーマルサイ
クラーの性能に依存しないという利点がある．
しかも，1 時間で微量 DNA を検出することが可
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能であり，本実験で確立した LAMP 法を用いれ
ば BSL3 真菌を迅速簡便に検出できる．現時点
では菌体から調製したDNAでしか検証できてい
ないが，今後，特異性や検出感度について検討
し，臨床検体を用いて本研究で確立した LAMP
法が可能になれば，上記のような危険を伴う菌
の培養を回避することも可能であるため，今後
実験系の改良を進めていきたい． 
 

E. 結論 
LAMP 法によるコクシジオイデス属およびヒス
トプラスマ属の迅速診断キットを作製し，集団
感染時に検査機関，医療機関に送付する準備を
整えた．LAMP 法による Cryptococcus gattii，
Paracoccidioides brasiliensis，Blastomyces 
dermatitidis，Penicillium marneffei の迅速
診断系のためのプライマーセットを開発・導入
した． 
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図 1. 乾燥ポリメラーゼを使用した LAMP 法の感度測定． 
 

 

図 2. 複数の臨床分離株を用いた LAMP 法特異度の検討． 
 
 
 

 
図 3．C. neoformans（Cn, H99 株）および C. gattii（Cg, R265 株）のゲノム DNA を用いた LAMP
法プライマーセットの検討． 
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図 4．P. bransiliensis の LAMP 法検出 ．  図 5．P. marneffei の LAMP 法検出． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6． B. dermatitidis の LAMP 法検出． 
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バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法の確立， 

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 
 

分担報告書 
 

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 
関塚剛史・国立感染症研究所・病原体ゲノム解析
研究センター第三室 
山下明史・国立感染症研究所・病原体ゲノム解析
研究センター第三室 
加藤健吾・国立感染症研究所・病原体ゲノム解析
研究センター第三室 
見理剛・国立感染症研究所・細菌第二部 

神沼英里・国立遺伝学研究所 生命情報研究セン
ター・大量遺伝情報研究室 
鈴木治夫・慶應義塾大学大学院政策・メディア研
究科 
 
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

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．そのため私たちは 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． 
 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データベース拡充
が肝要だと考えている． 
 世界的な取組としてコーネル大学 Mason 博士の主催の元，Metagenomics & Metadesign of Subways & 
Urban Biomes (MetaSUB)プロジェクトが進行中である．大都市における感染症リスクを把握するため，
ゲノミクスを駆使して評価するアプローチであり，環境保全等の基盤データとして有効に活用されう
る．本分担研究にて東京近郊を周回する大江戸線の各駅から手すり等の環境サンプルを採取し，次世
代シークエンサーを用いたメタゲノムDNA解析法による環境微生物のモニタリングを実施して特徴的
な病原体や薬剤耐性菌の検出を試みた．今回の試行では薬剤耐性菌や病原体を検出することは無かっ
たが，適正な採取場所の選定や季節変動の影響等，今後評価すべき課題だと考えている． 
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ロなどの危険性は近年社会的不安の一つとし
て認識されている．最先端技術を駆使した次世
代ゲノムシーケーンサーにより，今までは数年
を要した全ゲノム解読が数週間で終了するこ
とが可能となった．最先端の革新技術を応用し，
効率的かつ安定的に病原体検査システムを運
用する体制を整え，WHO 指定バイオテロ病原菌
および未知病原体をも検査対象とする網羅的
解析法を構築することを目的としている． 
 

B. 研究方法 
1. 公共交通機関の環境サンプル採取 

 公共交通機関でのサンプル採取にあたり，東
京都交通局電車部営業課に研究計画の骨子と
重要性をご説明し，事前の取り決めを遵守す
ることを前提にサンプル採取の許可を得た．
対象は大江戸線の周回の各駅を広範に選定し
Puritan Opti-Swab Liquid Amies Collection 
& Transport System を用いて手すりおよびト
イレドアの付着物を拭き取り回収した． 

2. DNA 精製および増幅法 
拭き取りサンプルを室温溶解し，充分にボル
テックスにて撹拌後，浸出液 100 µl を DNA
精製に供試した． ZymoResearch ZR Soil 
Microbe DNA MicroPrep™ の手順書に従い，ビ
ーズ破砕からカラム精製と環境不純物の排除
を行って純度の高い DNA を精製した． 
 DNA は高感度の Qubit dsDNA HS Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific) で濃度測定した． 
 微量 DNA 濃度であったサンプルには 超純度
phi29 DNA polymerase ( 関 東 化 学 
http://www.kanto.co.jp/products/siyaku/b
aioidenshi/idenshi_phi29/phi29_dna_polym
erase.html)で NGS ライブラリーの作成に必
要な DNA 量まで増幅した． 

3. メタゲノム解析 
 採取サンプルに含まれる精製 DNA は多様な
生物種の混合物であると推定されるため，DNA
をランダムに配列解読するメタゲノム解読の
NGS ライブラリーを作成した．Nextera XT DNA 
Library Prep kit (Illumina)と 96 index ア
ダプターを用いてインサート長・平均 200-bp
のライブラリーを作成した．調整 NGS ライブ
ラリーは 96 index にて分別可能であるため，
96 サンプルまとめて MiSeq reagent kit v3 
（150 cycle） で配列解読し，解読後にイン
デックス振り分けによりサンプル個別の解読
リードを取得した．１サンプルあたり平均 20
万本の 150-mer 解読リードが取得できるよ

う調整した． 
4. 生物群集の Taxonomy 分類 

 150-mer 解読リードから skewer スクリプト
にてアダプター配列および精度の低い塩基
（Phred Quality score ≤15）の除去トリミン
グを行った．信頼性の担保できた解読リード
を公共データベース（NCBI nt および wgs デ
ータベース. 2016/05/13 版）に対して塩基配
列同士の megablast 相同性検索を行った（閾
値： blast score ≥50, Top hit のみ抽出）．
相同性検索の結果は MEGAN v6 （チュービン
ゲン大学）にて生物種ごとに検出率を評価し
た ． MEGAN に 内 包 さ れ る 主 座 標 分 析
(Principal Coordinate Analysis; PCoA)を用
いて採取場所毎に分類される群集を分類した． 
 
【倫理面への配慮】 
国立遺伝学研究所にて「都市公共空間の DNA
環境評価地図構築」の申請課題で倫理申請し，
包括承認を受けた． 
 

C. 研究結果 
1. ネットワーク経由によるバイオテロ病原体検

索のための解析システム 
現在，感染研・ゲノムセンターにベンチトッ
プ型・次世代シークエンサーと情報解析サー
バーが整備されている．感染研に臨床検体が
到着後，数日で解析・検査結果を報告できる
ようにはなっているものの，感染研に検体が
送付されるまでには現場で数多くの微生物検
査等が行われた後になってしまうケースが少
なくない．このような現状の中，各地方自治
体にも本研究課題で構築したシステムを導入
して頂き，検査体制の一助となるのであれば
非常に有効かつ迅速なバイオテロ対策に資す
るものと考えている． 
 炭疽菌が候補として浮上した場合，コアゲノ
ム SNPs を利用した炭疽菌・菌株の類縁関係を
推定するためのゲノムワイド SNPs 解析シス
テム Global core genome SNP analysis for 
Bacillus anthracis (GcoGSA-BA) を開発した
（図 1 と２）．炭疽菌ゲノム 5.23 Mb 全体に
渡り特徴的な塩基アレル 657,183箇所を用い
たゲノム分子系統樹を作成できる（図３）．従
来の MLST 法では分解能が非常に悪く，由来
特定に難渋した菌株においても高精度に分類
することを可能にした． 

2. 国内分離ボツリヌス菌のゲノム分子疫学解析 
 国内分離ボツリヌス菌のゲノム分子疫学解
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析を行った（感染研・細菌第二部・見理先生
との共同研究）．公開ゲノム配列とのコアゲノ
ム比較解析から，144,896 箇所の SNPs サイト
を抽出し，ゲノム分子系統樹を作成した（図
４）．従来の分子疫学解析を精度よく評価する
ことに成功し，茨城県と岩手県の分離県と年
代が異なる分離株においても由来特定と同一
性を議論する基盤情報を収集解析することが
できた． 

3. 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．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．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．そこで私たちは公
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 -2016 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５）．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． 

4. 首都圏地下鉄の微生物モニタリング 
 都営地下鉄大江戸線の新宿西口から都庁前
までの 23 駅から各 4 箇所を採取し，計 92 箇
所の採取サンプル（+コントロールとして 4サ
ンプル）を本実験に使用した．精製 DNA の回
収量が測定限界以下の想定より少なかったた
め，phi29 DNA polymerase を使った Rolling 
Circle Amplification 法にて増幅バイアスの
少ない DNA の量と質を確保した． 
 次世代シークエンサー MiSeq にて 96 サン
プルをメタゲノム解析し，サンプルごとの特
徴を群集団として主座標分析した結果，ヒト
配列が有意なサンプルやレンサ球菌属配列が
多いサンプル等へ分類されることが分かった

（図６）．手すり等の表面は利用者が直接触れ
る可能性があり，基本的にヒト配列が際立っ
て多い採取場所があってもおかしくないと推
測された．一方，ヒト常在菌 Streptococcus
レンサ球菌属の配列が多数占める採取場所も
あった．環境細菌 Enhydrobacter が有意な採
取場所もあり，この環境細菌に汚染している
よりもむしろ，清掃用具により清潔に維持さ
れていると推測もできた． 
 

D. 考察 
 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． 
 首都圏地下鉄においての環境微生物モニタリ
ングを実施した．各駅で特徴的な配列が検出さ
れる事例があったが，ほんの数カ所を拭って検
査しただけに過ぎず，一時的な汚染を検出した
スナップショットであることも念頭において
評価したほうが良いだろう．今回の試行では薬
剤耐性菌や病原体を検出することは無かった
が，環境サンプルのメタゲノム解析法による検
出感度・特異度に左右されるため，更なる検体
採取や季節変動も考慮した解析が必須である
と思われる． 
 

E. 結論 
バイオテロ対策に超高速病原体ゲノム解読シ
ステムを導入するための基盤を整備した． 
  

F. 健康危険情報 
特記事項なし 
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図 1．MePIC – MEGAN による病原体検索の結果，炭疽菌が候補として浮上した場合，先に使用し
た解読リードを用いたゲノムワイド SNPs 解析システム Global core genome SNP analysis for 
Bacillus anthracis (GcoGSA-BA) を開発した．現在，関係者のみ運用可能としている．公開さ
れている炭疽菌ゲノムと比較したゲノムワイド系統樹の生データまで作成し，適当な系統樹ビュ
ーワーで閲覧可能なデータをダウンロード可能である．炭疽菌は Bacillus cereus group に属
し，セレウス菌との鑑別間違いを起こさぬよう，Lethal factor (LF), Edema factor (EF), 
Protective antigen (PA)の炭疽菌の病原因子の特定も可能にした． 
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図 2．GcoGSA-BA を用いたコアゲノム SNPs 分子系統解析と炭疽菌プラスミド・毒素因子(LF, EF, 
PA 毒素)の特定 
 

 

 
 

図 3．コアゲノム SNPs 分子系統解析の１例．炭疽菌と類縁のセレウス菌との鑑別を容易にするだ
けでなく，炭疽菌株グループの中の詳細な分子疫学を可能とした． 
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図 4．国内分離ボツリヌス菌のゲノム分子疫学解析（感染研・細菌第二部 見理先生との共同研
究）．国内分離株と公開ゲノム配列のコアゲノム比較解析から，144,896 箇所の SNPs サイトを抽
出し，ゲノム分子系統樹を作成した．従来の分子疫学解析を精度よく評価することに成功し，分
離県と年代が異なる分離株においても由来特定と同一性を議論する基盤情報を収集解析するこ
とができた． 
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図5．デングウイルス配列(1945 -2014年)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の遺伝型分布のみ表示） 
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図 6．大江戸線各駅から採取した環境９６サンプルからメタゲノム解析法にて検出された生物種
を指標にした主座標分析 PCoA 解析．大江戸線各駅における特徴であるのかサンプリングのバイ
アスであるのか確かではないが，ヒト配列が多めに検出される駅，ヒト口腔常在菌の多い駅，河
川等の環境細菌が多く検出される駅に大きく大別された． 
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バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法の確立， 

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 
 

分担報告書 
 

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 

 
研究協力者 
田中道子・国立感染症研究所・感染病理部 
 
A. 研究目的 

 病原体の病理学的検出法の確立は，バイ
オテロ対策としても重要である．組織上で
の病原体の検出は，病原体の体内分布や病
変との関連を考えるうえで必須である．組
織切片上で病原体を検出する方法には病
原体の蛋白抗原を検出する免疫組織化学
と 遺 伝 子 核 酸 を 検 出 す る in situ 
hybridization（ISH）法がある．特異性の
高い検出用の抗体がすでにある場合，免疫
組織化学は安定した検出系となるが，未知
の病原体等の場合，あらたに特異的な抗体
を作製しなければならず，時間を要し緊急
対応は難しい．外来病原体遺伝子を次世代
シークエンス法等により迅速に同定でき
るようになった現在，塩基配列情報に基づ
いてISH法用のオリゴヌクレオチドプロー
ブを作成するのは容易である．従来，オリ
ゴヌクレオチドプローブによるISH法は感
度が低く実用的でなかったが，私たちの開
発した ISH-AT 法や市販の Z 型オリゴヌク

レオチドプローブ（ターゲットハイブリ）
と分岐 DNA プローブを用いた ISH 法は，高
感度で特異性の高い方法であり，緊急時の
迅速病理学的病原体検出法の有力なツー
ルとなる．分岐 DNA-ISH 法は現在 2 社から
販売されている．QuantiGene View RNA
（ Affymetrix 社 ， ベ リ タ ス 社 ） と
RNAscope(ACD 社，コスモバイオ)があり，
後者の方において反応ステップが多いが，
それだけ感度がいい．また後者では，
HRP-DAB の発色が可能であり，より解像度
の高い染色像が得られる．この方法で用い
るプローブは標的遺伝子の塩基配列情報
（最低 300 塩基長以上）を提供するだけで
検出用の混合プローブを注文できる． 
 本研究の目的の 1 つは，実際の生物テロ
や新興・再興感染症発生に備え，最良の検
出方法を確立するために，ISH-AT 法と
ViewRNA 法，RNAscope 法を比較検討するこ
とである．一方，DNA の in situ 検出キッ
トは市販されていない．DNA は二重鎖構造
や環状構造をとるため，前処理方法が複雑
である．2 つ目の研究目的は，主に RNA の
検出に使用している ISH-AT 法を DNA in 

研究要旨：バイオテロに使用された既知あるいは未知の病原体を病理組織中に検出する方法と
して，病原体のゲノムを検出する in situ hybridization 法がある．まず，私たちが開発した
3’末に（AT） 10 を付加したオリゴプローブを用いる in situ hybridization-AT tailing
（ISH-AT）法と Z 型オリゴヌクレオチドプローブを用いた分岐 DNA-ISH 法を原理とする市販さ
れている ViewRNA 法と RNAscope 法を比較検討した．標的核酸のコピー数が 100/細胞の場合は
両者とも検出可能であり，プローブ作製までの日数，とコストパフォーマンスの面からも，
ISH-AT 法を第 1 選択としてよいことがわかった．RNAscope 法については蛍光二重染色が可能
であり，ISH-AT 法と同様に感染細胞を同定することもできた．これらの方法を用いて，MERS コ
ロナウイルス，デングウイルス，SFTS ウイルス, ジカウイルスの RNA の検出プロトコールを確
立した．また，DNA ウイルスであるアデノウイルスゲノムの感染細胞，感染肺組織，肝臓組織
での検出系を確立した． 
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situ 検出法に応用し，DNA ウイルスゲノム
の ISH-AT 法を確立することである． 
 

B. 研究方法 
1. 材料 
1) 病理組織標本 

 ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）
組織を使用．(ヒト剖検組織)：パンデミ
ックインフルエンザ A/H1N1pdm09 剖検
肺組織，重症熱性血小板減少症候群
（SFTS）剖検リンパ節．アデノウイルス
感染肺剖検組織，肝臓組織，（動物実験
剖検組織）： 中東呼吸器症候群コロナウ
イルス（MERS CoV）感染マウス組織(国
立感染症研究所・感染病理部岩田博士よ
り分与)．（感染細胞）：ジカイルス感染
Vero 細胞(国立感染症研究所・高崎先生
より分与) アデノウイ ルス感染細胞
（国立感染症研究所・花岡博士より分
与）．B 型肝炎ウイルス(HBV)感染細胞
(国立感染症研究所・渡士博士より分与)． 

2) 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 ヵ所に設計した． 
・ SFTSV：S 鎖領域 1 ヶ所，L 鎖領域 1

ヶ所に設計した． 
・ MERS-CoV:NP 及び Env 領域に 1 種類

ずつ作製した． 
・ ZIKA ウ イ ル ス ： 8MR766, Uganda 

strain, LC002520.1 1784-1823 部
分を標的とした． 

・ ＡＤＶ：ADV cDNA Hexon (保存性
の高い領域)部分にプローブを設計
した． 

 分岐 DNA-ISH 法の プ ロー ブ の注 文
(Affymetrix 社) 
・ A(H1N1)pdm 09（AB538390.1）NP 部

分 20 ヵ所の混合プローブと 2 ヵ所
の混合プローブ 

・ SFTSV S 鎖  領 域 に 20 か 所
(Affymetrix 社)あるいは 19 ヵ所の
混合プローブ(ACD 社) 

・ ZIKA ウ イ ル ス 66-1763 of 
LC002520.1 に 20 ヶ所の混合プロー
ブ(ACD 社)を作成した． 

  
3) 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 
1) ISH-AT 法 

（RNA）前処理法：抗原賦活液(DAKO 社)
中で 95℃，40 分，膜透過処理を行い，
Proteinase K（PK）（DAKO 社）濃度を 0.1, 
1, 5, 10, 100μg/ml にして至適濃度を
決定した．また RNAscope 法のキットの
Pretreatment2 液 で 煮 沸 15 分 ，
Pretratment３ 液 40℃処理を 15あるい
は 30 分行った． 
（DNA）前処理法：抗原賦活液(DAKO 社)
中で 95℃，40 分，膜透過処理を行い，
PK 濃度を 0.1, 1, 5, 10, 100μg/ml に
して至適濃度を決定した．ホルマリンピ
グメントの除去が必要な際は脱パラ後
に 3%アンモニウム /70%エタノール 
5min で処理した．内因性アルカリフォ
スファターゼ除去が必要な際は脱パラ
後に 5% HCl/エタノール 5min 及び PK
処理後に 0.2N HCl/0.3M Nacl を 常温
15min で処理した．内因性ビオチン除去
が必要な際はハイブリ後に Biotin 
blocking system (DAKO) を使用した．
内因性ペルオキシダーゼ除去が必要な
際は 0.3-3.0%過酸化水素/メタノール  
を常温 30min で処理した．DNA プロー
ブは 95 度 10 分で denature を行い，90
度 10 分組織上でハイブリさせてから
on ice で急冷し，その後 50 度で O/N ハ
イブリを行った． 

2) 発色法 
アルカリフォスファターゼーFast rsd
の系と，HRP-DAB の系の両方を試行した．
後者では検出感度を上げる際はチラミ
ドで増幅する CSA 法を併用した．蛍光検
出では，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． 

3) 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
Fluorescent(555)の系を使用した． 
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4) 蛍光二重染色法 
ISH-AT 法ないしは分岐プローブ ISH 法
でインフルエンザウイルスゲノムを蛍
光（Alexa5 あるいは Fast red/HNPP あ
るいは 555）で検出可能とした後，EMA
抗体あるいはインフルエンザウイルス
NP 抗原に対する抗体を反応させこれを
異なる蛍光色素（Alexa488）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，剖検時に使
用の承諾が得られている．感染動物標本
に関しては動物実験委員会の承認を得て
実験が行われた． 
 

C. 研究結果 
1. ISH-AT 法の前処理 

 前処理の条件はサンプルによって至適
化しないといけないが，これまで PK はま
ず 0.1μg/ml で試行し，検出できない場
合は 1μg/ml にしてきた．A/H1N1pdm09
肺炎の剖検肺組織(100コピー/細胞)を用
いて前処理で結果がどのように変わるか
確認したところ，PK=1 がもっとも検出率
がよく，10,50,100μg/ml にすると抗原
シグナルが増えても組織の形態が損傷さ
れて（過消化）いた．RNAscope の試薬を
用いた前処理ではヒト肺組織で推奨され
ている strongという条件で PK1μg/mlと
同等の結果が得られた． 

2. ISH-AT 法による MERS CoV 感染 
 マウス組織におけるウイルス RNA の検
出においては，以下の結果が得られた．
免疫組織化学で示されたウイルス抗原の
局在に一致してウイルスゲノムが検出さ
れた．ウイルスコピー数が 105 コピーと
103 コピーの検体で試行したが，コピー数
が多い切片でより多くの陽性シグナルが
検出された．103 コピーの検体でも陽性シ
グナルが得られた． 

3. ISH-AT 法と分岐 DNA-ISH に用いるプロー
ブの比較 
 双方とも標的核酸の 40 塩基に対し，1
つあるいは 1 組のオリゴプローブがハイ
ブリする．A/H1N1pdm09 の NP 領域２ヵ所
に ISH-AT 用オリゴヌクレオチドプロー
ブを作成し混合プローブとした．分岐
DNA-ISH 法用には NP 領域 20 ヵ所の混合
プローブと 2 ヵ所の混合プローブを用意

した．切片中の mRNA のコピー数が 10４
コピー/細胞である切片において，２ヵ所
の混合プローブを用いた ISH-AT 法では
十分量検出できたが，2 ヵ所の混合 Z 型
プローブを用いた分岐プローブ－ISH 法
ではほとんど検出できなかった．よって
2ヵ所の probe（結合部分は計 80塩基長）
での検出感度は ISH-AT 法のほうが高感
度といえる．RNAscope 法では標的核酸に
ついて最低 300 塩基長を要するので
ISH-AT 法と同等の感度には 5-7 組のプロ
ーブ mixture を要することが予想される．
逆に ISH-AT 法ではプローブ数を増やす
ことで検出感度を上げられる可能性が十
分考えられた． 

4. SFTS剖検リンパ節におけるウイルスゲノ
ムの検出 
ISH-AT 法と ViewRNA 法で比較すると，迅
速・簡便性，感度はほぼ同等であった．(図
1)ISH-AT-CSA 法と RNAscope 法を比較す
るとコピー数の多い切片では両者の検出
感度はほぼ同等であったが，コピー数が
少なくなると RNAscope 法のほうがより
シグナル/ノイズ比が高く，陽性シグナル
が多かった． 
 

 

図１．SFTSV 感染リンパ節 
HE 染色，免疫組織化学，ISH-AT 法と市販
RNAscope 法による SFTSV-RNA の検出 

5. 蛍光二重染色 
 組織上での co-localization(共在)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
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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 
 ISH-AT 法と RNA Scope 法は蛍光二重染
色が可能であった．View RNA 法において
は Fast red/HNPP が免疫組織化学の抗体
との結合を阻止している可能性があった．
インフルエンザウイルス感染肺組織を用
いた結果を示すした(図 2)． 
 

 
図 2．二重蛍光染色 
インフルエンザウイルスゲノム（ISH-AT
法，ViewRNA 法，RNA scope 法）とウイル
ス抗原，上皮細胞抗原の免役組織化学 
a ： ISH-AT (Alexa568) x IHC (Flu) 
(Alexa488) 
b：ViewRNA (Fast Red/HNPP) x IHC(Flu) 
(Alexa488) 
c: RNA scope (555) x IHC 
(Flu)(Alexa488) 
d: ISH-AT (Alexa568) x IHC 
(EMA)(Alexa488) 
e:ViewRNA (Fast Red/HNPP) x IHC 
(EMA)(Alexa488) 
f: RNA scope (555) x IHC 
(EMA)(Alexa488) 

6. DNA in situ 検出法 
新たに DNAウイルスをターゲットとした
DNA-ISH-AT 法の確立を試みた．主にアデ
ノウイルス（ADV）及び B 型肝炎ウイルス
（HBV）の検出の確立を検討した．ADV-DNA
に関しては細胞標本及び臨床検体でウイ
ルスゲノムの検出に成功した． 
 

D. 考察 
 次世代シークエンス法などにより患者あ
るいは死亡者から採取した検体中の病原
体遺伝子が同定され，塩基配列の一部でも
確定できれば，速やかに ISH 用のオリゴヌ
クレオチドプローブを作成し，病理切片中
で病原体遺伝子検出し，その体内分布（局

在）を明らかにできる．検出方法としては
コピー数がある程度あれば ISH-AT 法が最
もはやく対処できる．死亡時にはすでに組
織中に残存するウイルスコピー数が少な
い場合はリアルタイム RT-PCR で切片中に
残存する標的遺伝子の量を測定し，1000
コピー以上であれば ISH-AT 法で検出でき
る可能性があると判断している．コピー数
が少ない場合，市販の分岐 DNA-ISH 法も試
行してみるべきである．現在国内ではべリ
タス社（QuantiGene View RNA）とコスモ
バイオ（RNAscope  ACD 社）が販売してい
る．難点は非常にコストがかかることであ
る．RNAscope 法のほうが感度がよいと思わ
れるが，リアルタイム RT-PCR により解析
したコピー数とつき合わせてより詳細な
検出感度を検討する必要がある．また非特
異シグナルなども併せて検討する必要が
ある．View RNA 法ではホルマリン固定パラ
フィン包埋（FFPE）組織で使用可能な蛍光
染色用キットがなく，細胞標本用のキット
を用いたが，検出に至らなかったため Fast 
red/HNPP の蛍光色と merge することを期
待して二重染色を行ったが，Fast Red/HNPP 
deposit はその後の抗体の結合を阻害す
るため 2つの蛍光色が merge せず二重染色
には適さないことが分かった．(図 2b,e)．
一方 RNA scope 法では FFPE 組織でも可能
な蛍光染色キットがあるためこれを使用
したところ 2つの蛍光色がmerge した(図
2c,f)． 
 DNA ウイルスゲノムの検出において，前処
理を工夫することで，アデノウイルス（ADV）
ゲノムの検出法を確立できた．型特異的な
プローブを現在作成中である．ADV は流行
性角結膜炎，出血性膀胱炎，壊死性肺炎な
ど様々な疾患の病因ウイルスであり，持続
感染することから，近年移植後感染症の原
因として注目されている．ADV の型判別が
可能な ISH-AT 法を確立することで，眼科
や泌尿器領域の検体を用いて型判別を可
能とし，臨床現場での診断・治療に貢献で
きる可能性がおおいにある． 
 

E. 結論 
 病原体遺伝子の in situ 検出法を比較検
討した結果，ISH-AT 法，ViewRNA 法，
RNAscope 法では，標的核酸のコピー数が
100/細胞の場合はほぼ同様の検出感度で
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あった．プローブ作製までの日数，とコス
トパフォーマンスの面からも，ISH-AT 法を
第 1 選択としてよいことがわかった．非常
に少ないコピー数のゲノムを検出する際
は，ISH-AT 法の前処理やプローブ数を増や
すなどの工夫をしながら，プローブ数の多
い，分岐DNA-ISH法も試行する予定である．
バイオテロ対策の面からは，大量の検体を
処理しなくてはいけない場合も考えられ，
5 日でプローブ作製可能であることに加え，
コストパフォーマンスの面で ISH-AT 法が
優れている(表)．非常に少ないコピー数の
ゲノムを検出する際に限って，プローブ数
の多い，分岐 DNA-ISH 法である RNA scope
法の DAB 染色を試行する予定である．べリ
タス社（QuantiGene View RNA）よりもコ
スモバイオ（RNAscope  ACD 社）が販売し
ている．RNAscope 法のほうが感度がよく，
FFPE 標本で蛍光二重染色が可能であるこ
とがわかった．また RNAscope 法では DAB
発色も可能であり，染色標本の永久保存が
できる点で使いやすい． 
 DNA ウイルスゲノムの検出系については
染色体に組み込まれたプロウイルスや核
内染色体外の環状二重鎖DNAウイルスゲノ
ムの検出法へ発展させることであらゆる
病原体ゲノムの in situ 検出が可能である
系を確立することが今後の目標である． 
 
表．検出法の比較 
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第 55 回日本臨床ウイルス学会 （札幌）
2014 
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22)仲里巌，喜舎場由香，新垣和也，加藤誠
也，中島典子，片野晴隆，長谷川秀樹．
新生児心筋炎の3剖検例  第 103回日
本病理学会総会（広島）2014 

23)秋田英貴，鄭子文，中島典子，星本和種，
笹島ゆう子，瀧本雅文．風疹感染胎盤の
一例  第 103 回日本病理学会総会（広
島）2014 

24)中島典子，渡辺登喜子，佐藤由子，高橋
健太，鈴木忠樹，田代眞人，河岡義裕，
長谷川秀樹．ヒトから分離された H7N9
亜型鳥インフルエンザウイルス感染動
物モデルの病理学的解析．第 103 回日本
病理学会総会（広島）2014 

25)長谷川秀樹，亀井敏昭，高橋徹，鈴木忠
樹，片野晴隆，中島典子，森川茂，西條
政幸，倉田毅 日本国内で発生した重症
熱性血小板減少症候群（SFTS）の病理解
析．第 103 回日本病理学会総会（広島）
2014 

 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 

なし 
2. 実用新案登録 

なし 
3. その他 

なし 
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平成 26 年度〜平成 28 年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 

分担報告書 
 

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 
研究分担者 永田典代 

 
研究協力者 
鈴木忠樹・国立感染症研究所感染病理部・室
長 
岩田（吉河）奈織子・国立感染症研究所感染
病理部・主任研究官 
佐藤由子・国立感染症研究所感染病理部・主
任研究官 
片岡紀代・国立感染症研究所感染病理部・非
常勤職員 
長谷川秀樹・国立感染症研究所感染病理部・
部長 
高崎智彦・国立感染症研究所ウイルス第一
部・室長 
西條政幸・国立感染症研究所ウイルス第一
部・部長 
森川茂・国立感染症研究所獣医科学部・部長 
 
A. 研究目的 

透過型電子顕微鏡による病原体の検出方
法は迅速性，簡便性に優れ，スクリーニン
グによる包括的な鑑別診断が可能という
点でバイオテロ対策や新興・再興感染症の

ウイルス学的診断の一助となる．本研究で
は，バイオテロに使用される可能性のある
病原体等を中心とした電子顕微鏡を用い
た迅速検出法の確立を目的として，１．
BSL3, BSL2 病原体に十分対応するための
電子顕微鏡学的検査法の標準手順の見直
し，２．ウイルス・細菌の迅速検出法に必
要なレファレンス標本の作製，見直しと改
善，３．検出の感度・精度を向上するため
の改良法の 3 点を課題としている． 
（１） 血液検体からの病原体の電

子顕微鏡学的検出法について 
2014 年は，デング出血熱の日本国内発
生や西アフリカにおけるエボラウイル
スのアウトブレイクによる輸入感染疑
い例の発生が問題となった．いずれも
高いウイルス血症が特徴的であり，患
者血清を用いたウイルス粒子の検出が
可能な感染症である．そこで，血液検
体からのウイルス粒子の検出法の標準
手順書の見直しを行った． 

（２） 電子顕微鏡検索のためのサ

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した．1. ウイルス血症を引き起こすウイルス感染症を対象
として，血中のウイルス粒子の電子顕微鏡学的検出法について検討し，手順を整理した．2.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した．3.電子顕微鏡によるウイルス診断法の精度向
上のため，教育訓練の一環としてロベルト・コッホ研究所による外部評価に参加した．5 回の
参加を通し，合計 14 種類のウイルス科の粒子を電子顕微鏡観察することができた．電子顕微
鏡によるウイルスの同定は，その粒子の大きさ，形状，エンベロープの有無と形状，検体の由
来とその臨床症状がポイントとなる．初見での病原体検出は比較的難しく，参照標本での教育
と継続的な訓練は必要不可欠である． 
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ンプルの濃縮方法について 
 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
価の正確性の訓練と向上を目的として
いる． 

（３） 電子顕微鏡を用いた病原体
の検出に関する外部評価について 
診断法の精度を向上するため教育訓練
の一環として取り入れている，ロベル
ト・コッホ研究所による外部評価につ
いて過去 5 年間の評価結果をとりまと
めた． 
 

B. 研究方法 
1. 血液検体からの病原体の電子顕微鏡学的

検出法について 
 高いウイルス血症を引き起こすウイル
ス感染症を文献的にリストし，各ウイル
ス粒子電子顕微鏡像のリファレンス標本
を整理した．また，不活化法を文献的に
調査し，標準手順を見直した．対象とす
るウイルス粒子の標本は，これまでにわ
れわれが当該研究で準備し，撮影したも
の（表中に NIID と表記），Koch 研究所に
よる外部評価の際にわれわれが撮影した
もの(同，EQA)，および，2010 年 12 月 1-2
日 に Koch 研 究 所 主 催 さ れ た GHSAG 
wet-lab workshop on diagnostic 
electron microscopy of pathogens でわ
れわれが撮影した画像(同，GHSAG)を含む． 

2. 電子顕微鏡検索のためのサンプルの濃縮
方法について 
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（1000 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． 

3. 電子顕微鏡を用いた病原体の検出に関す
る外部評価について 
 平成 23 年度から毎年参加している，ロ
ベルト・コッホ研究所による外部評価
（External Quality Assurance Scheme in 
EM Virus Diagnostics, EQA-EMV）の結果
をとりまとめ，その成果を考察した．こ
の外部評価は，電子顕微鏡の教育訓練を
目的として Dr. Hans Gelderblom により
1994 年から導入された．ロベルト・コッ
ホ研究所が毎年主催し，世界中の 100 カ
所余りのラボが参加している．医学およ
び獣医学領域の臨床検体を対象としてい
る．また，サンプルは，培養細胞でウイ
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ルスを増殖した培養上清であり，これが
2% ホルマリン 0.02%アジ化ナトリウム混
合液に調整され，250 マイクロリットル
ずつ分注されたものが参加者に配布（郵
送）される．外部評価の際には指定のレ
ファレンスラボ 6 カ所が同様に参加し，
リファレンスラボのうち少なくとも 5 カ
所が正答であればサンプルは適正である
とする．私たちは，平成 23 年（EQA-EMV24）
から参加しており，今回で 5 回目の参加
となった． 
【倫理面への配慮】 
該当なし 
 

C. 研究結果 
1. 血液検体からの病原体の電子顕微鏡学的

検出法について 
 高ウイルス血症を引き起こす可能性の
ある主なウイルスの粒子の特徴と電子顕
微鏡像を表 1 にまとめた．他に A 型肝炎
ウ イ ル ス （ Picornaviridae, 
Hepatovirus ）， パ ル ボ ウ イ ル ス B19
（Parvoviridae, Erythrovirus）が主な
ウイルスとして挙げられる．また，血液
中のウイルス粒子の迅速検出法の標準手
順を図 1 にまとめた．不活化処理は，文
献的に調査し，Koch 研究所および CDC の
標準手順を考慮した結果，2%-4% グルタ
ールアルデヒドもしくは 2％パラフォル
ムアルデヒド液で 30 分〜2 時間室温固定 
(200 µl で十分)し，紫外線照射との組み
合わせで行うこととした． 

2. 電子顕微鏡検索のためのサンプルの濃縮
方法について 
 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． 

3. 電子顕微鏡を用いた病原体の検出に関す
る外部評価について 
 いずれのサンプルについても標準的な
対応として次の通り観察試料を作製した． 
1) 支持膜つきグリッドを親水化処理す

る． 
2) 試料を微量高速遠心機で粗遠心する． 
3) パラフィルムを準備し，フィルターを

通した蒸留水，染色液，蒸留水の順番
で 30µl 程度の大きめの水滴を作る． 

4) パラフィルムの上に 5〜30µl の検体
を滴下する． 

5) 支持膜付きグリッドを（支持膜側を下
にして）検体ドロップの上に置く（30
秒〜10 分吸着，試料による）． 

6) ピンセットでグリッドを持ち上げ，余
分な液をろ紙で吸い取る． 

7) これを（支持膜側を下にして）蒸留水
に移動し（洗浄），再度ろ紙で吸い取
る． 

8) 次に（支持膜側を下にして）染色液に
移動し，およそ 30 秒染色する． 

9) ピンセットでグリッドを持ち上げ，余
分な液をろ紙で吸い取る． 

10) これを同様に蒸留水で洗浄し，再度ろ
紙で吸い取る． 

11) ろ紙を敷いたシャーレに（支持膜側を
上にして）置き，乾燥する． 

12) 透過型電子顕微鏡で観察する． 
 
これまでに 5 回の EQA-EMV に参加し，の
べ 30 件のウイルスを観察した（表 2）．
結局，14 種類のウイルス科あるいは属の
観察を経験した．観察結果の回答内容は
概ね良好であるが，誤答が 3 件あった． 
 

D. 考察 
1. 血液検体からの病原体の電子顕微鏡学的

検出法について 
 実際に高ウイルス血症発症時のデング
熱患者の血清を用いて電子顕微鏡学的に
ウイルス粒子の検出を試みると，直接法
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の場合は，染色液は酢酸ウラン液を用い
るよりもリンタングステン酸を用いた方
が，染色液の浸透が効率よく，血清原液
でも粒子を検出することが可能であった
（データは示さない）．しかしながら，血
清由来タンパクなどの夾雑物が多いため，
10倍以上のリン酸緩衝液による希釈を行
った方が，検出効率が良かった．よって，
実際に患者血清を検索する場合は，血清
原液をある程度，段階希釈し，リンタン
グステン酸染色を選択した方がよいであ
ろう．しかしながら，電子顕微鏡学的観
察には，少なくとも 106/ml 以上のウイル
ス粒子が存在しないと検出が困難となり，
病期によっては，ウイルス量が低く，超
遠心等を利用したウイルス粒子の濃縮が
必要となる．また，病原体によっては，
白血球への感染が優勢との報告があるた
め（エボラウイルス，オルソポックスウ
イルス，細胞内寄生性細菌など），白血球
を回収し，これを迅速包埋し検索に用い
た方が効率がよい可能性もある．また，
2014年の西アフリカにおけるエボラウイ
ルスの大流行をうけ，今後は，BSL4 病原
体にも十分対応ができるように標準手順
書を見直す必要がある． 

2. 電子顕微鏡検索のためのサンプルの濃縮
方法について 
 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）． 

3. 電子顕微鏡を用いた病原体の検出に関す
る外部評価について 
 電子顕微鏡によるウイルスの同定は，そ
の粒子の大きさ，形状，エンベロープの
有無と形状，検体の由来とその臨床症状
がポイントとなる．私たちが誤答したう
ちの 2 件は，比較的小さな球形のウイル
ス粒子を示すフラビウイルスとヘパドナ
ウイルスであり，同様の形状のウイルス
はいずれも初見での鑑別は困難であった．
また，1 件は試料に含まれるウイルス粒
子数が少ないものであり，われわれの標
準的な方法では観察が出来なかった．オ
ルソポックスウイルス，ヘルペスウイル
ス，パラミクソウイルス，オルソミキソ
ウイルス，ロタウイルス，アデノウイル
ス，パラポックスウイルスに関しては，
特徴的な形状，大きさを示すため，鑑別
は比較的容易であった．また，アメーバ
から発見されたミミウイルスは粗遠心に
より粒子が沈殿してしまうので，懸濁し
た試料を直接，観察する必要があった．
また，このウイルス粒子周囲の線毛を維
持して観察するのは困難であった．ミミ
ウイルスに関しては，由来がアメーバで
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あったため，観察方法を工夫することが
できた． 
 

E. 結論 
1. 血液中のウイルス粒子の電子顕微鏡学的

検出法について検討し，手順を整理した． 
2. 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． 

3. 初見での病原体検出は比較的難しく，参
照標本での教育と継続的な訓練は必要不
可欠である． 
 

F. 健康危険情報 
特記事項なし 
 

G. 研究発表 
1. 論文発表 
1) Kotani O, Iwata-Yoshikawa N, Suzuki T, 

Sato Y, Nakajima N, Koike S, Iwasaki 
T, Sata T, Yamashita T, Minagawa H, 
Taguchi F, Hasegawa H, Shimizu H, 
Nagata N. Establishment of a panel of 
in-house polyclonal antibodies for 
the diagnosis of enterovirus 
infections. Neuropathology. 2014. 
doi: 10.1111/neup.12171. 

2) Iwata-Yoshikawa N, Uda A, Suzuki T, 
Tsunetsugu-Yokota Y, Sato Y, Morikawa 
S, Tashiro M, Sata T, Hasegawa H, 
Nagata N. Effects of Toll-like 
receptor stimulation on eosinophilic 
infiltration in lungs of BALB/c mice 
immunized with UV-inactivated severe 
acute respiratory syndrome-related 
coronavirus vaccine. J Virol. 2014. 
88:8597-8614 

3) Koma T, Yoshimatsu K, Nagata N, Sato 
Y, Shimizu K, Yasuda SP, Amada T, 
Nishio S, Hasegawa H, Arikawa J. 
Neutrophil depletion suppresses 

pulmonary vascular hyperpermeability 
and occurrence of pulmonary edema 
caused by hantavirus infection in 
C.B-17 SCID mice. J Virol. 2014. 
88:7178-7188 

4) Furihata S, Matsumura T, Hirata M, 
Mizutani T, Nagata N, Kataoka M, 
Katayama Y, Omatsu T, Matsumoto H, 
Hayakawa Y. Characterization of Venom 
and Oviduct Components of Parasitoid 
Wasp Asobara japonica. PLoS One. 
2016.11(7) e0160210. 

5) Taniguchi S, Maeda K, Horimoto T, 
Masangkay JS, Puentespina R Jr, 
Alvarez J, Eres E, Cosico E, Nagata N, 
Egawa K, Singh H, Fukuma A, Yoshikawa 
T, Tani H, Fukushi S, Tsuchiaka S, 
Omatsu T, Mizutani T, Une Y, Yoshikawa 
Y, Shimojima M, Saijo M, Kyuwa S. 
First isolation and characterization 
of pteropine orthoreoviruses in fruit 
bats in the Philippines. Archives of 
Virology. 2017. doi. 10.1007/s 
00705-017-3251-2 
 

2. 学会発表 
1) 岩田奈織子，福士秀悦，福間藍子，鈴木

忠樹，竹田誠，田代眞人，長谷川秀樹，
永田 典代．中東呼吸器症候群コロナウ
イルスに対するマウスおよびラットの感
受性について．第 62 回日本ウイルス学
会学術集会（横浜）2014 年 11 月 
 

H. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 

なし 

2. 実用新案登録 
なし 

3. その他 
なし 
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表 1．高ウイルス血症を引き起こす可能性のある主なウイルスの粒子の特徴と電子顕微鏡像 

ウイルス名 
(科 Family 
属 Genus) 

エ ン ベ
ロープ 
（ 核
酸） 

形状 粒子の径 
(ヌクレオ
カ プ シ ド
径) 

電子顕微鏡像．PTA 染色
によるネガティブ像 
（ウイルス名と撮影） 

同 科 の 感 染
症 法 に 基 づ
く 特 定 病 原
体（属） 

エボラウイルス 
(Filoviridae 
Ebolavirus) 
 
 
 
 

あり 
（− 鎖
RNA） 
 

フ ィ ラ
メ ン ト
状 が 優
勢 

80 × 1200 
nm 
(50 nm) 

 

(Zaire EV/GHSAG2010) 

エ ボ ラ ウ イ
ルス属，マー
ル ブ ル グ ウ
イルス属 

デングウイルス 
(Flaviviridae 
Flavivirus) 
 
 
 
 

あり 
（ + 鎖
RNA） 

球状 40-60 nm 
(30 nm) 

 

(flavivirus / EQA24) 

フ ラ ビ ウ イ
ルス属 

SFTS ウイルス 
(Bunyaviridae 
Phlebovirus) 
 
 
 
 

あり 
フ ァ ジ
ー状 
（− 鎖
RNA 
（ 3 分
節）） 

球状 90 
-120 nm 
(9 nm) 

 

(SFTS virus/NIID) 

ナ イ ロ ウ イ
ルス属，ハン
タ ウ イ ル ス
属，フレボウ
イルス属 

痘瘡ウイルス 
(Poxviridae 
Orthopoxvirus) 
 
 
 
 

あり 
（ 2 本
鎖 直 鎖
DNA） 

レ ン ガ
状 ， 楕
円形 

200-350 
×115-260 

 

(Vaccinia/EQA25) 

オ ル ソ ポ ッ
ク ス ウ イ ル
ス属 

B 型肝炎ウイルス
(HBV) 
Hepadnaviridae 
Orthohepadnavirus 
 
 
 

あり 
（ 2 本
鎖 DNA） 

球状 42 nm 
(28 nm) 

 

(HBV/EQA27) 

該当なし 
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表 2. ロベルト・コッホ研究所による外部評価（第 24〜28 回）で用いられた病原体とその内容 

 
○, 出題病原体，E, 回答が不適当であったもの，*サンプルに含まれる粒子数が少なかったもの 
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図 1. 血液中のウイルス粒子の迅速検出法の標準手順．不活化は 2%-4% グルタールアルデヒドも
しくは 2％パラフォルムアルデヒド液で 30 分〜2 時間室温固定 (200 µl で十分)し，紫外線照射
との組み合わせで行う． 
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平成 26 年度〜平成 28 年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 

分担報告書 
 

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 
岩田（吉河）奈織子・国立感染症研究所感染
病理部・主任研究官 
佐藤由子・国立感染症研究所感染病理部・主
任研究官 
原嶋綾子・国立感染症研究所感染病理部・非
常勤職員 
長谷川秀樹・国立感染症研究所感染病理部・
部長 
福士秀悦・国立感染症研究所ウイルス第一
部・主任研究官 
吉河智城・国立感染症研究所ウイルス第一
部・主任研究官 
西條政幸・国立感染症研究所ウイルス第一
部・部長 
森川茂・国立感染症研究所獣医科学部・部長 
 
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，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 
1. 概要 

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． 

2. 二つの分離株を用いた基礎検討 
ウ イ ル ス は ， Monkeypox  virus の
Liberia 株および Zr-599 株を用い，ウイ
ルス液（一匹あたり 106 PFU ウイルス量
/50 µl）を頚背部に皮下接種し，臨床症
状と体重変化を 16 日間観察した（一群 6

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．まず，サル痘ウイルスのマウス感染実験系の基礎検討をおこなった．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，ウイルス増殖と病変形成を亢進することが判明した．よって，好中球の減少は宿主側
の重症化因子の一つと考えられた． 
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匹）．接種 7 日目には，一群あたり 4 匹を
過麻酔殺し，心臓採血と病理解剖を行っ
た．採取した血液は，ヘパリンを添加し，
動物用血球計数装置 ベトスキャン HM 
II（Avaxis 社）で白血球数，リンパ球数，
単球数，顆粒球数を測定し，比較した． 

3. 好中球枯渇実験 
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】 
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 
1. 二つの分離株を用いた基礎検討 

 体重変化，皮膚所見，臨床症状の点で，
いずれの株も皮下接種後の BALB/c マウ
スに対して明らかな病原性を発揮しなか
った（図 1）．接種 7 日目の末梢血中の白
血球数は，対照群に比べてウイルス接種
群で有意に少なく，それは，リンパ球数
と顆粒球数の減少によるものであった
（図 2）．病理学的解剖を行ったところ，
Zr-599株接種群の脾の軽度の腫大がみら
れ，光顕的に T 細胞領域の軽度の拡大が
確認された（データは示さない）．その他
の腹腔，胸腔内臓器に著変は認められな

かった． 
2. 好中球枯渇実験 

 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 3）．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 4）．さらに，接種 16 日目には
好中球枯渇—ウイルス接種群でリンパ球
と顆粒球の増加により白血球数は有意に
高値を示した． 
 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（図 5）．また，副腎
周囲の脂肪組織に単球，好酸球を主体と
した炎症性細胞浸潤を認めた．好中球は
見られなかった．4 匹中 4 匹の肺の間質
にわずかな炎症性細胞浸潤を認め，その
うちの 1 匹の肺の結合織に炎症性細胞浸
潤をみとめたが，いずれもウイルス抗原
は陰性であった． 
 

D. 考察 
 私たちは，オルソポックスウイルス感染
後の重症化の宿主側因子を明らかにして，
最終的には，痘瘡ワクチン（弱毒株）接種
者における重篤な副反応要因を明らかに
することを目標としている．さらに，サル
痘サルモデルに代わる，小動物感染モデル
の作出が望ましい．マウス痘の原因となる
エクトロメリアウイルスは，BALB/c マウス
等，一部の近交系マウスに対して強い病原
性を発揮する．よって，私たちの研究目的
の第一選択とするウイルスとしては不適
当と考え，比較的，弱い毒力を発揮するウ
イルスを選択することとした． 
 Hutson らは，2003 年にアメリカ合衆国で
おきたサル痘アウトブレイクと同年にコ
ンゴでのアウトブレイクでそれぞれ分離
されたサル痘ポックスウイルスを BALB/c
マウスとC57BL/6マウスの足蹠皮下あるい
は経鼻接種を行い，いずれも致死的ではな
かったものの，一時的な足蹠の腫脹（皮下
接種），体重減少（経鼻接種）と中和抗体
価の上昇がみられたことから近交系マウ
スでもサル痘ウイルス感染が成立し，マウ
スモデルとして使用できると結論づけた
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（Hutson et al., 2009）． 
 今回使用したサル痘ウイルスは，Hutson
らの報告と同様，BALB/c に対して強い病原
性を発揮しなかった．しかしながら，血球
像，脾の変化が認められたことから，感染
は成立していることが予想された． 
 次に 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，好中球枯渇実験を行っ
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． 
 好中球枯渇-ウイルス接種群で副腎の皮
質壊死がみられたが，その他の臓器にはウ
イルスの明らかな増殖像は認められなか
った．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
を与えることは判明したが，好中球枯渇の
ための抗体投与の回数を増やす必要があ
る．具体的には，4 日間隔のところを 2 日
間隔とする予定である．さらに好中球枯渇
実験を行い，ウイルス感染動態と病変形成
機序を明らかにし，サル痘ウイルス感染の
重症化における好中球の役割を考察する． 
 

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．よって，感染初期の好中球減
少は宿主側の重症化因子の一つと考えら
れた． 
 

F. 健康危険情報 
特記事項なし 
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fulminant monkeypox with bacterial 
sepsis after experimental 
infection with West African 
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H. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 

なし 

2. 実用新案登録 
なし 

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

 
図 2. サル痘ウイルス皮下接種後 7 日目の血球数の比較．各群 n=4．白血球数に有意差がみられ，
それは主にリンパ球数と顆粒球数の減少によるものであった． 

 
 
図 3．サル痘ウイルス皮下接種後の好中球枯渇群(a Ly6G/Zr599)および対照群（Isotype/Zr599）
マウスの体重変化．各群 n=6．各群間で有意差はみられない． 
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図 4．サル痘ウイルス皮下接種後 7 および 16 日目の血球数の比較．各群 n=4 または 6．接種 7 日
目の好中球枯渇—非ウイルス接種群(a Ly6G/MEM)において顆粒球は低値であり，抗体の効果はみ
られているものの，同日の好中球枯渇—ウイルス接種群（a Ly6G/Zr599）では，ウイルス感染群
（Isotype/Zr599）群と同等であった．さらに，接種 16 日目には好中球枯渇—ウイルス接種群（a 
Ly6G/Zr599）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． 
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図 5．サル痘ウイルス皮下接種後の好中球枯渇マウスの副腎．A, 副腎皮質に巣状の壊死部が認め
られる（＊）．又，副腎周囲の脂肪組織に炎症性細胞浸潤が認められた．B, 壊死部に一致してウ
イルス抗原が検出された． C, D 壊死部の拡大．壊死部に残存する細胞の核と細胞質は好酸性を
呈し，いずれもウイルス抗原陽性であった．A, C, ヘマトキシリン・エオジン染色．B, D, 免疫
組織化学法によるウイルス抗原の検出． 
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平成 26 年度〜平成 28 年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 

分担報告書 
 

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（所属機関・職名は当時） 
（北海道・東北・新潟地区） 
水田克巳・山形県衛生研究所・所長 
八柳潤・秋田県健康環境センター・上席研究
員 
（関東・甲・信・静岡地区） 
岸本剛・埼玉県衛生研究所・副所長 
（東海・北陸地区） 
皆川洋子・愛知県衛生研究所・所長 
（近畿地区） 
内野清子・堺市衛生研究所・ウイルス検査担
当・総括研究員 
三好龍也・堺市衛生研究所・ウイルス検査担
当・主任研究員 
杉本光伸・堺市衛生研究所・細菌検査担当・
総括研究員 
福田弘美・堺市衛生研究所・細菌検査担当・
主任研究員 
（中国・四国地区） 
調恒明・山口県環境保健センター・所長 

岸本壽男・岡山県環境保健センター・所長 
四宮博人・愛媛県立衛生環境研究所・所長 
山下育孝・愛媛県立衛生環境研究所・ウイル
ス科長 
（九州地区） 
千々和勝己・福岡県保健環境研究所・副所長 
世良暢之・福岡県保健環境研究所・保健科学
部病理細菌課長 
 
A. 研究目的 

 バイオテロ対応において地方衛生研究
所（地衛研）は原因物質（感染病原体や毒
素など）の検出や特定で最前線となること
が想定される．本分担研究は特定病原体等
（ http://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisa
kujouhou-10900000-Kenkoukyoku/hyou150
521_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，地衛
研における特定病原体の検査に関する課
題を抽出し，課題解決の方策や改善を目的

研究要旨：バイオテロ対応において地方衛生研究所（地衛研）は原因物質（感染病原体や毒素
など）の検出や特定で最前線となることが想定される．本分担研究は特定病原体等に規定され
ている原因物質（感染病原体や毒素など）を中心として，地衛研における特定病原体の検査に
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．3 年間に亘り，アンケート調査を
実施し，バイオテロ対応（特に，特定病原体検出）における地衛研や国立感染症研究所が提供
している病原体検出マニュアルの課題を抽出し，課題提起，そして改善状況を検証した．病原
体検出マニュアルは課題提起により記載事項の増加や充実など，年度毎に改善した．現在，残
存する課題として，１）特定病原体等を原因とする 1 類感染症（クリミア・コンゴ出血熱，痘
瘡，南米出血熱，ラッサ熱），2 類感染症（結核，中東呼吸器症候群，鳥インフルエンザ H7N9）
や 4 類感染症（17 疾患）に関する検出マニュアルの整備，２）毒素（細菌毒素：黄色ブドウ球
菌やウエルシュ菌エンテロトキシンや植物毒素：リシン）に関し，所管や検出マニュアルの整
備，３）テロ発生に際し，迅速で円滑な対応をするため，緊急連絡・対応体制の構築や NBC テ
ロを含む健康危機発生を想定した対応模擬訓練の実施（大阪府や近畿地区は整備・実施してい
るが，他地区は未整備・未実施）などが，抽出された．課題の克服には各地衛研のみならず，
地方自治体や国レベルの連携，理解や支援（財政，人的，技術，情報など）が望まれる． 
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とした． 
 加えて，大阪府や近畿地区における NBC
テロ発生時の緊急連絡体制の構築や健康
危機発生を想定した模擬訓練実施を報告
する． 
 

B. 研究方法 
 地衛研の全国組織である地衛研全国協
議会は全国 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）から構成されているため，各支部
から研究協力者を選定した． 
 4 項目（下記）について抽出した課題に
関し，各研究者に改善状況を調査した．ま
た，近畿地区で実施した NBC テロを含む健
康危機発生を想定した対応模擬訓練を報
告する． 
（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 地区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 
（５） 近畿地区における NBC テロ

を含む健康危機発生を想定した対応模
擬訓練 

 
【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） 
3年間に亘る問題提起や課題解決により，
感 染 研 の 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・未整備は 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），
4 類感染症（17 疾患）となり，記載事項
の増加や充実など改善した（表 1）．また，
改訂年月日や照会先の記載も重症呼吸器
感染症（2 類感染症），コレラ（3 類感染
症）やへ二パウイルス感染症（4 類）な
どで改善し，利便性が向上した． 

2. 新規検査マニュアルの整備の必要性（表
2） 
痘瘡（1 類，一種，BSL-4）はバイオテロ
で発生が最も危惧され，アメリカ合衆国
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/resourc
e/documents/CDC_Bioterrorism_Agents.
pdf）．しかし，痘瘡ウイルスの検出マニ
ュアルは依然として未整備であった．皮
疹の性状は痘瘡と水痘で類似しているた
め，鑑別診断が求められ，痘瘡の検出検
出マニュアル整備は必要である．なお，
水痘ウイルス（ワクチン株を含む）の検
出マニュアルは整備され，改善した． 
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． 
毒素（細菌毒素：黄色ブドウ球菌やウエ
ルシュ菌エンテロトキシンや植物毒素：
リシン）は特定病原体等の規定対象外で
あるが，アメリカ合衆国疾病管理予防セ
ンター（CDC）は Category B に分類
（ http://fas.org/biosecurity/resourc
e/documents/CDC_Bioterrorism_Agents.
pdf）し，BC テロに使用される可能性の
ある毒素としている（表 2）．しかし，こ
れら毒素は感染研病原体検出マニュアル
に未記載であった． 

3. 地方衛生研究所全国協議会 6 地区支部の
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 
厚生労働科学研究や地域ブロック研修会
などを通じ，情報共有や技術習得が進展
した．感染研と地衛研の双方で協議し，
かつ，講師を出す研修体制作りも進行し
ている．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，各
支部の感染症対策部会が充実した．地衛
研全国協議会理事会や総会や地衛研ネッ
トワーク等で支部間の連携・情報共有を
推進した． 

4. 地衛研と感染研の連携強化 
 地衛研が推進している厚生労働科学研
究（佐多班や皆川班）は感染研の協力を
得，病原体検査の精度管理が向上した．
インフルエンザやノロウイルス，野兎病
菌，コレラ菌，腸管出血性大腸菌の分子
疫学など，精度管理が推進された．感染
研の外部精度管理事業企画検討委員会に
地衛研委員が参画し，連携が強化された． 
感染研職員が研究代表者の場合，多くの
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厚生労働科学や日本医療研究開発機構
（AMED）研究班に地衛研職員が参画し，
共同研究を推進した． 
検査項目・担当官に依存するが，地衛研
から感染研に依頼した行政検査（公文書
発行前の連絡を含め）で迅速化が図られ
た． 

5. テロ発生時の緊急連絡・対応体制の構築
や近畿地区における NBC テロを含む健康
危機発生を想定した対応模擬訓練（図 1，
2） 
内閣府の NBC テロその他大量殺戮型テロ
対処現地関係機関連携モデル（図 1）に
準じ，大阪府はテロ発生時の緊急連絡・
対応体制（図 2）を構築している．加え
て，近畿地区の 14 地衛研では未知原因物
質による健康危機の発生を想定し，検出
や特定に関する模擬訓練を実施した．未
知原因物質は年度により異なるが，感染
病原体（インフルエンザウイルス），化学
物質（有機リン系農薬，食品添加物など）
を用いた．地衛研間の情報共有や各地衛
研内の部署を越えた連携が図られた． 
 

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１）－６）の全てが該当し，加
えて，広域発生の場合， 
 地衛研におけるバイオテロ対応の現状
と課題について，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．国や自治体間の連携が求められる． 
 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，多く
の改善が認められた． 
 未克服の主要な課題として，下記の１）
－４）が揚げられる． 
1) 特定病原体等を原因とする 1 類感染症

（クリミア・コンゴ出血熱，痘瘡，南
米出血熱，ラッサ熱），2 類感染症（結
核，中東呼吸器症候群，鳥インフルエ
ンザ H7N9）や 4 類感染症（17 疾患）
が未整備であり，国立感染症研究所病
原体検出マニュアルの整備が課題であ
る． 

2) 特定病原体等に規定されていないが，
毒素（細菌毒素：黄色ブドウ球菌やウ
エルシュ菌エンテロトキシンや植物毒
素：リシン）に関し，アメリカ合衆国
CDC はバイオテロの候補物質（Category 
B）として指定している．これら毒素に
関し，所管や検出マニュアルの整備が
必要である（表 2）． 

3) 地方衛生研究所と国立感染症研究所の
相互人事交流はより活発にすることが
望まれる． 

4) テロ発生時の緊急連絡・対応体制の構
築は大阪府では構築されているが，多
くの自治体は未整備である．近畿地区
の地衛研において NBC テロを含む健康
危機の発生を想定した対応模擬訓練が
毎年度実施されているが，他地区地衛
研では未実施である．テロ発生の事前
準備として，緊急連絡・対応体制の構
築や対応模擬訓練の実施が望まれる． 
 

 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． 
 世界各地でテロ行為が発生している．日
本は第 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事前準備・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． 
 特定病原体等を原因とする 1 類感染症（ク

リミア・コンゴ出血熱，痘瘡，南米出血熱，
ラッサ熱），2 類感染症（結核，中東呼吸
器症候群，鳥インフルエンザ H7N9）や 4
類感染症（17 疾患）が未整備であり，国
立感染症研究所病原体検出マニュアルの
整備が課題である． 

 特定病原体等に規定されていないが，毒素
（細菌毒素：黄色ブドウ球菌やウエルシュ
菌エンテロトキシンや植物毒素：リシン）
に関し，アメリカ合衆国 CDC はバイオテロ
の候補物質（Category B）として指定して
いる．これら毒素に関し，所管や検出マニ
ュアルの整備が必要である． 

 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
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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． 

 テロ発生に際し，迅速で円滑な対応をす
るため，緊急連絡・対応体制の構築や NBC
テロを含む健康危機発生を想定した対応
模擬訓練の実施が望まれる． 
 

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* 

 
*2017 年 02 月 14 日現在（http://www.nih.go.jp/niid/ja/labo-manual.html） 

*特定病原体は感染症法に基づく特定病原体等の管理規制に準拠（2015 年 05 月 21 日） 

http://www.mhlw.go.jp/file/06-Seisakujouhou-10900000-Kenkoukyoku/hyou150521.pdf 

 
表 2．バイオテロに用いられる可能性のある分類：米国疾病管理予防センター（CDC） 
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https://fas.org/biosecurity/resource/documents/CDC_Bioterrorism_Agents.pdf 
 

 
図１．NBC テロその他大量殺戮型テロ対処現地関係機関連携モデル（内閣府） 
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図 2．大阪府における NBC テロ等対応 
（大阪府緊急テロ対策合同連絡会議幹事会，2016 年 04 月） 

http://www.pref.osaka.lg.jp/kikikanri/nbcterotaisyo/index.html 
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バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法の確立， 

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 
 

分担報告書 
 

細菌性危険病原体の蔓延防止に関わる新規検出法や予防法の開発 
 

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

 
研究協力者 
江崎孝行・国立大学法人岐阜大学・教授 
川本恵子・国立大学法人帯広畜産大学・教授 
山崎栄樹・国立大学法人帯広畜産大学・助教 
奥村香世・国立大学法人帯広畜産大学・助教 
 

A. 研究目的 
 2001 年 9 月 11 日の米国ニューヨーク世界

貿易センタービルへの航空機テロ後に，炭疽

菌芽胞混入郵便物によるバイオ（生物）テロ

が起こり，世界的に関心が高まった．わが国

では ‘白い粉’による多数の摸倣事件が起

こり，その後，2004 年の「国民保護法」の

制定，2006 年の感染症法改正による「特定

病原体等」の管理などをはじめとした内閣危

機管理室を中心として関係省庁で対応体制

が構築されてきた．病原体等の入手と取扱い

そして迅速診断・同定法に関する科学的情報

は，バイオテロの脅威に対抗する上で，当初

より管理ないし制限されてきた．一次対応機

関で用いる検査キットの多くはブラックボ

ックス状態で使用せざるを得ない状況にあ

る．病原体等の由来を知るには塩基配列の情

報が必要であるが十分公開されていない．対

応のアルゴリズムは米国や英国の関連機関

からも公表されているが，わが国の実情に即

したものを，わが国独自に開発していくこと

が必要となる．バイオテロは病原体等が散布

されて患者発生までに潜伏期があり，稀な疾

患であるため，早期検知には一次医療機関の

医師等への臨床診断支援が必須で，環境中お

よび患者検体から原因病原微生物の迅速な

検出と同定，かつ確認のために患者の血清抗

体検査や病原体等の分離同定が必要となる．

BSL4 病原体以外は地方衛生研究所や国立感

染症研究所の設備で可能である．さらに病原

体の由来を知るためには塩基配列の解析と

データベースが重要である．現在までに多く

の病原体等（毒素を含む）の迅速診断法を開

発し，臨床診断支援のマニュアルやバイオテ

ロ対応ホームページを作製した．またプロト

タイプの網羅的迅速診断法も開発した．しか

し病原体の入手が困難なことから特異性の

検討は十分とはいえず，鑑別診断とその普及

および検査ネットワーク整備に問題を残し

ている．ホームページの活用には，画像が有

力な情報となるがいまだ少なく，疾患の追加，

治療法や除染法を含めた内容のアップデー

トそして実際の対応体制の整備も不十分で

ある．当分担研究班では，バイオテロ関連病

原体等の迅速診断検査，抗体検査，病原体分

離同定法，特に特定病原体等の中の細菌性感

染症を中心として，網羅的な検出・検査法を

確立し，広く社会に還元することを目的とし

て研究を遂行する． 

 対象として各種ウイルス，リケッチア，細

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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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．従って，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．研究には，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）を検査対象と設定して，これらの迅

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．更に，この野外仕様の検出系の精

度検定を炭疽の流行地であるモンゴルで実

施した． 

 一方，細菌毒素では，CDC において生物
兵器に使われる可能性の高い蛋白毒素と
して挙げられているボツリヌス毒素（Btx）
（カテゴリーA），黄色ブドウ球菌のエンテ
ロトキシン B（SEB）（カテゴリーB，コレラ
菌のコレラ毒素（CT）（カテゴリーB：Water 
safety threats），腸管毒素原性大腸菌の
LT 毒素，腸炎ビブリオの TDH 毒素と TRH
毒素，およびウェルシュ菌エンテロトキシ
ン（CPE）（カテゴリーB：Food safety 
threats）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． 
 

B. 研究方法 
1. 炭疽菌検出用の DNA クロマトの野外試験 

 野外仕様型の Quick Mobile は 1.7 kg の

軽量型の遺伝子増幅装置で 25 分で target

遺伝子を増幅する．増幅後，10μl の

Streptavidin 標識 latex と DNA-Stick を加

えてクロマトを行い増幅産物を目視で判定

する（図 1）．この Quick Mobile を用いて

モンゴル国立感染症研究所の野外分離株並

びに汚染土壌対して検査を実施した（図 2，

図 3）． 
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 
1) SEA および SEB の精製と家兎抗血清の作

製 
sea および seb は大腸菌内で His タグ融
合蛋白質(His-SEA，His-SEB)として発現
させ，SDS-PAGE およ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
ト蛋白質の精製は，カラムクロマトグラ
フィーと電気的溶出法によって行った．
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精製した毒素タンパク質は，家兎に免疫
して抗血清の作製を試みた． 

2) TDH と TRH の精製とモルモット抗血清の
作製 
 初年度に 構築し た TF-TDH および
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
ナント蛋白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．この性質を利用し，得られた
培養液から His タグ精製および電気的溶
出法により TF-TDH あるいは TF-TRH を精
製した．精製蛋白質は，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．得られた血清は，オクタ
ロニー法によってそれぞれの抗原に対す
る抗体価を確認した．なお，TRH は 1 度
目の試行で十分は抗体価の上昇が認めら
れなかったため，同様の実験を 2 度行っ
た． 

3) 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
合蛋白質(His-TF-BoNT/A_Hc)として発現
させ，SDS-PAGE およ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
ト蛋白質の精製は，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
蛋白質は，モルモット（オス，9 週齢）2
匹に免疫して抗血清の作製を試みた．得
られた血清は，オクタロニー法によって
それぞれの抗原に対する抗体価を確認し
た． 

4) 抗ウェルシュ菌毒素(CPE)抗体の作製 
 CPE（C 末端領域部分配列）が His タグ
融合蛋白質として高発現する組換え大腸
菌株は，大阪大学微生物病研究所の掘口
安彦教授より分与を受けた．組換え CPE
蛋白質は，大腸菌の細胞破砕上清に対し
て硫酸アンモニウム（80%飽和）を加え沈
殿化して得られた蛋白質画分を PBS に再
懸濁後，Ni-NTA Agarose (Qiagen)充填カ
ラムを用いて精製した．得られた精製組
換え CPE（C 末端領域部分配列）蛋白質は，
以下の条件（初回免疫 100 µg/rabbit(ア
ジュバント有り) ，2 回目免疫（初回免
疫から 3 週後）100 µg/rabbit(アジュバ
ント有り) ，以降 1 週間毎に追加免疫 50 

µg/rabbit(アジュバント無し)）で家兎 2
羽に免疫し，得られた血清から，精製組
換え CPE 蛋白質結合カラムを用いて特異
的 IgG を得た． 
 

【倫理面への配慮】 

本研究を実施するにあたって，遺伝子組
換え実験委員会，動物実験委員会等の承
認を得た．  
 

C. 研究結果 
1. 炭疽菌検出用の DNA クロマトの野外試験 

 モンゴル国立感染症研究所に保存され
ている炭疽菌野外分離株に対して Quick 
Mobile の検出精度を検討したところ，3
株の野生株全てが陽性を示し，陰性対象
のセレウス菌は陰性を示したことから
Quick Mobile の検出精度は問題ないこと
が分かった（図 2）．2013 年 5 月に炭疽で
死亡した牛により汚染された土壌に対し
て同様に Quick Mobile を用いた検査をし
たが陰性であった（図 3）． 

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 

1) SEA および SEBの精製と家兎抗血清の作
製 
 精製した His-SEA および His-SEB を
SDS-PAGE とウエスタンブロッティング
により検出したところ，予想されるサイ
ズのシグナルが得られ，目的蛋白質の発
現が確認できた．本研究で構築したリコ
ンビナント・プラスミドによる大腸菌内
での目的蛋白質の発現量は高く，常に効
率よく目的蛋白質が得られた．Ni-NTA 
アガロースビーズによる精製の後，電気
的溶出法によって目的蛋白質を精製し，
得られた精製蛋白質を家兎に免疫し血
清を回収したが，十分な抗体価の上昇は
認められなかった． 

2) TDH と TRHの精製とモルモット抗血清の
作製 
 TF-TDH および TF-TRH を精製し，得ら
れた精製TDHと TRH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 あるいは TF-TRH を免疫した
モルモットから得られた血清は，それぞ
れ TDH，TRH に対して十分な抗体価の上
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昇が認められた（図 4，5）．抗 TRH 血清
の作製に関しては，1 度目の試行では十
分な抗体価の上昇が認められなかった
が，2 度目の試行において，TRH 検出系
の作製に使用可能なレベルの高い抗体
価の上昇を示す抗血清が得られた（図
5）． 

3) 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
た精製蛋白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 6）．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．しかしながら，
通常よりも早い段階で抗血清が得られ
たため，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，抗 BoNT/A_Hc 血清を回収した． 

4) 抗ウェルシュ菌毒素(CPE)抗体の作製 
 免疫抗原として用いた組換え精製 CPE

の純度検定の結果を図 7 に示す．獲得し

た組換え CPE 蛋白質を家兎に免疫するこ

とで，抗 CPE 抗血清を得た後，組換え CPE

蛋白質結合カラムを用いて CPE 特異的

IgG を獲得した． 

 得られた組換え CPE 特異的 IgG とウェ

ルシュ菌由来毒素（野生型毒素）との反

応性を検証するために，CPE 産生ウェルシ

ュ菌株の菌体破砕上清に対して CPE 特異

的 IgG を一次抗体として用いたウエスタ

ンブロッティングを行った．その結果，

野生型毒素でも良好な反応が確認された

（図 8）． 
 

D. 考察 
1. 炭疽菌検出用の DNA クロマトの野外試験 

 構築したQuick Mobileの炭疽菌検出精度

はモンゴル分離株を用いたスパイク実験で

証明できたが，2013 年 5 月に炭疽で死亡し

た牛により汚染された土壌からの検出はで

きなかった．今後はモンゴル各地から汚染

土壌を集めて更にサーベランスを行って本

法の有用性の検討を行う． 

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 
1) SEA と SEB の精製と家兎抗血清の作製 

 得られた精製蛋白質（SEA, SEB）を家
兎に免疫し血清を回収したが，十分な抗
体価の上昇は認められなかった．SEA お
よびSEBは銀染色で1本になるまでの高
い純度で，かつ免疫に必要な十分量の精
製蛋白質を確保できたため，今後アジュ
バンドや免疫スケジュールの検討を行
い，高感度かつ簡便な SE 検出法を構築
する． 

2) TDH と TRHの精製とモルモット抗血清の
作製 
 本研究で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 および抗 TRH 血清が得られた．した
がって，得られたこれらのモルモット抗
血清を用いて，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．さ
らに，今回は免疫動物としてモルモット
を使用したが，血清のより高い収量が期
待できる家兎などへの動物種の変更も
視野に入れ，血清の作製を進める． 

3) 抗 BoNT/A_Hc モルモット血清の作製 
 本研究で実施した免疫スケジュール
において，IC の作製に必要なレベルの
抗体価を示す抗 BoNT/A_Hc 血清が得ら
れた．また，同じ実験を 2 度実施するこ
とによって，IC のプロトタイプ作製や
予備実験に必要とされる十分量の血清
が確保できた．したがって，BoNT/A_Hc
に特異的な免疫学的検査法の構築を目
指す．さらに，今回は免疫動物としてモ
ルモットを使用したが，血清のより高い
収量が期待できる家兎などへの動物種
の変更も視野に入れつつ，血清の作製を
進める． 

4) 抗ウェルシュ菌毒素(CPE)抗体の作製 
 本年度の試行で特異性の抗 CPE 抗体
の獲得に至っている．今後，本抗体を用
いた迅速免疫学的検出法（イムノクロマ
ト法，ELISA 法）の構築を目指す．各検
出法構築については過去に行った腸管
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出血性大腸菌の志賀毒素（カテゴリー
B：Food safety threats）に対する検出
法構築の際のシステムが利用可能であ
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る． 

2. 抗SEA血清および抗SEB血清の作製のため，

免役条件の検討など，課題が見出された． 

3. 検出系に使用できる程度の抗体価を示す抗

TDH および TRH 血清が得られた． 

4. 検出系に使用できる程度の抗体価を示す抗

BoNT/A_Hc 血清が得られた．5.検出系に使

用可能な高感度の抗 CPE 血清が得られた． 
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図 1．野外仕様型の Quick Mobile 
電源に AC アダプター，車載タバコ用電源，リチウム電源の 3 つを選択できる，1.7 kg の軽量型
遺伝子増幅装置．乾燥 Primer が入れてある 4 つの Low profile PCR tube に試料 5 μl，2x の酵
素液 5 μl を加え，全量 10 μl の反応液で 25 分かけて遺伝子を増幅する．増幅条件はカードに
登録済みで，現場ではワンタッチで反応が自動スタートする．増幅後，10 μl の Streptavidin
標識 latex と DNA-Stick を加えてクロマトを行い，増幅産物を目視で判定する． 
 
 

 
図 2．モンゴル国立感染症研究所保有炭疽菌株を使った DNA クロマトの結果 
炭疽菌野外株（2,3,4）は陽性で，陰性対象のセレウス菌（1）は陰性を示した． 
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図 3．2013 年 5 月に炭疽で死亡した牛により汚染された土壌 
この土壌サンプルに対して構築した DNA クロマトを実施したが，全て陰性であった． 

 
図 4．抗 TDH および抗 TRH モルモット血清の作製 
左に示した免疫条件に従って抗 TDH および抗 TRH 血清を得た後，抗体価の評価をオクタロニー法
によって行った（右図）．その結果，抗 TDH 血清では 64 倍希釈血清においても沈降線が認められ
たのに対し，抗 TRH 血清では沈降線が認められなかった． 
 

 
図 5．抗 TRH モルモット血清作製の再試行 
前回と同様の方法にて抗 TRH 血清を得た後，抗体価の評価をオクタロニー法によって行った．そ
の結果，64 倍希釈の血清においても沈降線が認められた． 
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図 6．抗 BoNT/A_Hc モルモット血清の作製 
左に示した免疫スケジュールに従って免疫し，抗 BoNT/A_Hc 血清を得た後，抗体価の評価をオク
タロニー法によって行った．その結果，128 倍希釈の血清においても沈降線が認められた．図は，
2 度目の試行の結果を示した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7．組換え CPE 蛋白質の精製度の確認 
組換え大腸菌の細胞破砕液（精製前）および精製標品を SDS-PAGE で展開後，CBB 染色を行った． 
 

 

図 8．CPE 特異的 IgG の野生型毒素との反応性解析 
CPE 特異的 IgG を一次抗体として用い，ウエスタンブロッティングを行った．レーン 1:分子量マ
ーカー，レーン 2:精製 CPE 蛋白質（バイオアカデミア社より購入），レーン 3:cpe-ウェルシュ
菌分離株の菌体破砕上清，レーン 4:cpe+ウェルシュ菌分離株の菌体破砕上清，レーン 5:免疫抗
原として用いた精製組換え CPE（C 末端部分配列）．左に CBB 染色，右にウエスタンブロッティ
ング（W.B.）の結果を示す． 
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平成 26 年度〜平成 28 年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 

分担報告書 
 

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 
 

所 属  東京大学医科学研究所附属病院 
研究分担者 鯉渕 智彦 

 
研究協力者 
松本哲哉・東京医科大学微生物学講座・教授 
菊地正・東京大学医科学研究所・助教 
 
A. 研究目的 

 昨今の国際情勢を鑑みるとバイオテロ
はいつどのような状況下でも発生しうる．
用いられる可能性のある病原微生物は多
彩であり，その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
れる．例えば炭疽菌や 2014 年に西アフリ
カで流行したエボラウイルス病などであ
る．感染拡大防止と生命予後改善のために
は，バイオテロ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，正確な知識を簡便に得られ
る体制を整えることが重要な対策となる．
その手段の一つとしてインターネットは
極めて有用であり本研究においては，これ
まで専門家の意見を取り入れながらホー
ムページの修正とアップデートを行って
きた．引き続き新たな情報を追加してより
内容を充実させ，正確かつ迅速に情報を得

る手段を提供することを目指す．また，ホ
ームページの改訂や各種学会での議論等
を通して実際に現場で必要とされる支援
策のニーズを把握し，今後のバイオテロ対
策に必要な施策の検討を行うことも目的
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・正確性等について不断に確認する．必
要に応じて改訂を行う．全国の地方衛生研
究所 79 施設にアンケート調査を行い，国
内の検査体制を把握する．また，実際にバ
イオテロ遭遇現場で第一線の医療者に活
用・参照できる資料の作成を検討する． 
 
【倫理面への配慮】 
公表された情報のみを研究材料とするた
め，倫理面への特別な配慮は必要ない． 
 

C. 研究結果 

研究要旨：バイオテロ対応ホームページ（HP）の改訂など情報提供システムの整備ならびに国

内の検査体制の把握，バイオテロ遭遇現場で活用できる資材の作成を中心に研究を遂行した． 

使用される可能性のある病原体の知見やアウトブレイク情報を加えてバイオテロ対応 HP の充

実を図り，平成 28 年度には HP の一般公開を行った．また全国の地方衛生研究所 79 施設にア

ンケート調査を実施し，国内の検査体制の現状を把握した．頻度の高い病原体や国内発生の可

能性のある新興・再興感染症については，多くの施設で検査が可能であることが判明した．一

方で，陽性検体の不足による精度管理の懸念や，検査のための研修を希望している施設がある

等の課題も明らかとなり，今後の改善点として検討していく必要がある．また，バイオテロ遭

遇現場で活用できる資料「バイオテロを疑う時シート」を作成し，全国の病院（約 990 施設）

に郵送・配布した．写真や図表を掲載するなど一覧性・視認性に優れた資料としたが，その評

価や使用者からのフィードバックなどは今後の課題である． 
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 ホームページの改訂については平成 26
年度に総論の改訂を行い，日本でのデング
熱の発生ならびに西アフリカでのエボラ
出血熱アウトブレイクの情報を追加した．
このホームページは，これまで感染症専門
医のいる施設だけにパスワードを周知し，
アクセス可能なのは一部の関係者のみで
あったが平成 28 年度には一般公開を実施
した． 
 さらに今後のバイオテロ対策に必要な
施策を立案するために基礎資料として，全
国の地方衛生研究所の検査体制の把握が
必要と考え，全国の 79 施設にアンケート
調査を行った．78 施設から回答を得られた．
主な解析結果は下記である． 
 
表 1．80％以上の施設で検査可能な病原体

 

 
表 2．10-50％の施設で検査可能な病原体

 

 
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，表 2）．この結果により，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（本アン
ケートの施行に当たり，ご尽力頂いた倉根
一郎前班長，地方衛生研究所全国協議会会
長 小澤邦壽先生（群馬県衛生環境研究所
長），小林和夫先生（堺市衛生研究所所長）
に厚く御礼申し上げます．また，アンケー
トにご協力下さった各衛生研究所の方々
にこの場を借りて感謝申し上げます）． 
 また，バイオテロ診断支援の一環として，

実際のテロ遭遇現場において活用できる資

料の必要性を実感し，簡便で携帯性にも優れ

た参考資料を作成した（図１，２）．研究分

担者である東京医科大学微生物学分野 松本

哲哉教授と共に，豊富に写真や図表を掲載す

るなど一覧性・視認性に優れた資料とした．

A4 版 4 ページ，A5 版 8 ページとし，1 施設

当たり各版 2 部ずつ合計 4 部を全国の病院

（約 990 施設）に配布した． 

 
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．ホ
ームページを通じて一般の臨床医への適
切な情報提供は今後も重要であると共に，
啓発活動の側面も有している．平成 28 年
度からは医療従事者以外も閲覧できるよ
う一般公開を行ったが，より分かりやすい
記載を考慮するともに，サイバー攻撃への
対応や有事の際のアクセス集中時にサー
バーが耐えられるかなどの懸念に対して，
セキュリティ対策の専門家と今後十分に
検討していく必要がある． 
 また，今年度は現場で簡便に情報を得ら
れるよう視認性に優れた「バイオテロを疑
う時シート」を作成した．全国の約 990 施
設に配布し，広く活用してもらうことを期
待している．このシートの活用度や評価に
ついては来年度以降の課題である． 
 

E. 結論 

種別 病原体または毒素 CDC(2000)
三種 MERSコロナウイルス
三種 SFTSウイルス
四種 コレラ菌 B
四種 赤痢菌属 B
四種 チフス菌 B
四種 腸管出血性大腸菌 B
四種 ポリオウイルス
四種 志賀毒素
四種 インフルエンザウイルス（H5N1,H7N7,H7N9)
四種 デングウイルス
四種 パラチフスA菌
その他 黄色ブドウ球菌エンテロトキシンB B
その他 ウエルシュ菌エンテロトキシン B

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
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 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
の充実など情報提供システムの整備は今
後とも継続していく必要がある．また，有
事の際に現場で必要とされるシステム（例
えば地方衛生研究所と国立感染症研究所
との連携体制）の構築に向けてさらなる研
究を続けていく必要がある． 
 

F. 健康危険情報 
特記事項なし 

 
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 
1. 特許取得 

なし 

2. 実用新案登録 
なし 

3. その他 
なし 

 
 
 

 
 
図 1．バイオテロを疑う時シートの表紙          図 2．バイオテロを疑う時シート
の内容（一部） 
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平成 26 年度〜平成 28 年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 

分担報告書 
 

医療機関のバイオテロ対策を支援するための方策 
 

所 属   東京医科大学微生物学分野 教授 
研究分担者    松本哲哉 

 
研究協力者 
鯉渕智彦・東京大学医科学研究所附属病院感
染免疫内科・講師 
菊地正・東京大学医科学研究所附属病院感染
免疫内科・助教 
 
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 2020
年の東京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参考資料となるバイ
オテロ対策ガイドを作成することを目的
としている．さらにまだ診断が決定してい
ない段階でも最低限必要な対応ができる

ように，バイオテロを疑う時シートを作成
することを目的にしている． 
 

B. 研究方法 
1. バイオテロ対策ガイドの作成 

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
のガイドを作成した． 

2. バイオテロを疑う時シートの作成 
現在の医療機関が置かれた状況を考慮し
て，より実践的で効率的な内容にするこ
とを目標に，バイオテロを疑う時シート
を作成し，治療と感染対策に関する部分
を分担した． 
 
【倫理面への配慮】 
バイオテロ対策ガイド，およびバイオテ
ロを疑う時シートともに患者等の個人情
報を扱う内容は含まれていない．また，
バイオテロの被害を受けた患者に対する
扱いについては，倫理面での配慮を行い

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ガイドを作成するこ
とを目的として研究を進め，総論に加えて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を作成した．なお，上記のガイドで提供する情報は，すでに公開中のバ
イオテロ対策ホームページに加えてさらに実践的な内容を補完することをひとつの目的とし
ている．しかし実際に医療機関においてバイオテロが疑われる事例に遭遇した場合，とりあえ
ず必要な最低限の情報をすぐに得られるかどうかも重要なポイントとなるため，東京大学医科
学研究所の鯉渕智彦講師らととともにバイオテロを疑う時シートを作成し，全国約 990 の医療
機関に郵送・配布を行った． 
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ながら執筆を行った． 
 

C. 研究結果 
1. バイオテロ対策ガイドの作成 

 当初は各医療機関向けにバイオテロ対
策ガイドラインとして作成することを検
討していたが，現在，ガイドラインとし
て正式に承認されるものを作成するため
には日本医療機能評価機構よる Minds の
認証を受けることが望ましいと考えられ
ている．その条件を満たすためには，相
当数の委員が議論して作り上げるととも
に，クリニカルクエスチョンの項目にお
いてはメタ解析を含めた検討が求められ
る．これらはいずれも膨大な作業であり，
少なくとも 20 名程度の委員の協力が必
要と考えられる． 
 さらにガイドラインにおいては，個々の
推奨事項において，臨床試験等のエビデ
ンスに基づいた記述が必要である．しか
しバイオテロの疾患に関する治療や対策
を臨床試験で検証することは困難であり，
明らかにエビデンスが不足している．そ
のため，これらの状況を踏まえて Minds
の基準を満たした上でのガイドラインの
作成は困難であることが判明した． 
 そこで，本研究班においては，バイオテ
ロ対策ガイドとして，バイオテロ対策ホ
ームページに記載されている内容を補完
する位置づけで総論や各論の炭疽の項目
などを作成した． 

2. バイオテロを疑う時シートの作成 
 本研究班の分担研究者でもある鯉渕智
彦博士（東京大学医科学研究所）らと協
力して，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，バイオテロ
を疑う時シートの治療と感染対策に関す
る案を作成した． 
 バイオテロを疑う時シートの項目は，
①バイオテロについて，②バイオテロに
対する感染対策，③代表的なバオテロ疾
患，④代表的なバイオテロ関連疾患の治
療，⑤各種ホームページ・問い合わせ，
となっており，主要な疾患を取り上げな
がら図表を提示し，一目で項目ごとに全
体像が把握できるよう工夫した． 
 なお，バイオテロを疑う時シートの印
刷物は全国の病院（約 990 施設）に郵送・

配布した． 
 

D. 考察 
 米国でのトランプ大統領の就任に伴う
各国との緊張の高まりや，ISIS に関連した
各種の紛争やテロなど，テロのリスクは以
前よりもさらに高まっていると考えられ
る．それに加えて，日本では海外からの旅
行者をさらに増やす政策を掲げ，2020 年に
は東京オリンピックも開催され，テロに対
する対策はこれまで以上に力を入れてい
かなければいけない課題である．しかし，
現在，国内でもしバイオテロが起こったら
適切に対処できるかというと，まだ何も準
備ができてない医療機関が多数存在する
と考えられる．その背景には，実際に起こ
るかどうかわからないバイオテロに対し
て，人的，金銭的負担を増やすことへの懸
念があることや，具体的に何を準備すべき
なのかわからないという点が理由に挙げ
られると思う．そこで，各医療機関向けに
ある程度具体性を持って準備すべき項目
の提案ができる情報提供を行うことは重
要な課題であると考える． 
 

E. 結論 
 各医療機関がバイオテロ対策を実施す
る上での参考となるバイオテロ対策ガイ
ドの作成について検討するとともに，バイ
オテロを疑う時シートを完成させて全国
の病院に配布した．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． 
 

F. 健康危険情報 
特記事項なし 
 

G. 研究発表 
1. 論文発表 
1) Fujikura Y, Yuki A, Hamamoto T, 

Ichimura S, Kawana A, Ohkusu K, 
Matsumoto T. Evaluation and validity 
of a polymerase chain reaction-based 
open reading frame typing method to 
dissect the molecular epidemiology 
for Acinetobacter baumannii in an 
epidemiologic study of a hospital 
outbreak. Am J Infect Control. 2016 
Nov 1;44(11):e275-e278. 
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2) Yonetani S, Ohnishi H, Ohkusu K, 
Matsumoto T, Watanabe T. Direct 
identification of microorganisms 
from positive blood cultures by 
MALDI-TOF MS using an in-house 
saponin method. Int J Infect Dis. 2016 
52:37-42. 

3) Miyazaki H, Shibuya R, Midorikawa N, 
Chang B, Ohnishi M, Matsumoto T. 
Serotype distribution and 
antimicrobial susceptibility of 
Streptococcus pneumoniae strains 
isolated in Japan after introduction 
of the routine immunization program. 
J Infect Chemother. 2017 Feb 1. [Epub 
ahead of print] 

4) Yamaguchi T, Okamura S, Miura Y, 
Koyama S, Yanagisawa H, Matsumoto T. 
Molecular Characterization of 
Community-Associated 

Methicillin-Resistant 
Staphylococcus aureus Isolated from 
Skin and Pus Samples of Outpatients in 
Japan. Microb Drug Resist. 2015 
21(4):441-7. 
 

2. 学会発表 
1) I. Nakamura, T. Matsumoto, Improving 

Hand Hygiene Behavior by Scenario 
Based Simulation, ASM Microbe 2016 
(Boston) June 16-20, 2016 
 

H. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 

なし 

2. 実用新案登録 
なし 

3. その他 
なし 
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平成 26 年度〜平成 28 年度厚生労働行政推進調査事業費補助金 
（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 
 

分担報告書 
 

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

 
研究協力者 
藤田真敬・防衛医科大学校防衛医学研究セン
ター異常環境衛生研究部門・教授 
木下学・防衛医科大学校免疫微生物学教室・
准教授 
齋藤智也・国立保健医療科学院健康危機管理
研究部・上席主任研究官 
江藤亜紀子・国立保健医療科学院健康危機管
理研究部・上席主任研究官 
 
A. 研究目的 

 これまでの研究の中で，LC16m8 が既存の
種痘免疫に対してブーストをかけること,
一方,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．本研究は LC16m8 株
の安全性・有効性を明らかにすることを目
的とする． 
 

B. 研究方法 
 LC16m8 株のヒトおよびマウスへの接種
は 既 報 の と お り で あ る （ Saito 2009, 
Nishiyama 2015, Yokote 2015）．プロテイ
ンアレイ測定は Antigen Discovery 社（米
国）で行われた．アレイデータの解析，お
よび，そこから得られた知見に基づく抗原
性の解析を行った． 
 これまでの研究知見の社会実装に向け

て，ASEAN 地域フォーラム主催の生物テ
ロ・パンデミック対処図上演習ワークショ
ップ及びG20主催のパンデミック対処専門
家ワークショップでの検討に参加した． 
 
【倫理面への配慮】 
本調査研究の実施に当たっては，臨床研究
の指針を踏まえるとともに，自衛隊中央病
院倫理委員会の承認を得た（No.16-004.平
成 16 年 8 月 30 日）． 
 

C. 研究結果 
1. LC16m8株を接種したアメリカ人の血清中

の抗体を網羅的に測定したデータを解析
し,日本人の血清中との抗体の解析結果
と比較を行い,相違を明らかにした．
LC16m8株の有効性評価に寄与する知見で
ある． 

2. Dryvax 株を接種したアメリカ人血清
(GEO34931)と LC16m8 株を接種した日本
人血清とにおいて，網羅的に測定した血
清中の抗体について直接比較を行い，相
違を明らかにした．LC16m8 株の有効性評
価に寄与する知見である． 

3. LC16m8 株の B5 タンパク質の抗原性の検
討を行った． 

4. ワクチン接種後,数年の長期にわたりヒ
ト血清中で維持されている抗体について

研究要旨：私たちは，これまでの研究の中で，LC16m8 が既存の種痘免疫に対してブーストをか
けること，一方，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．本研究は LC16m8 株の安全性・有効性を明らかにすることを目的とす
る. LC16m8 株はマウスおよびヒトにおいて，第１世代ワクチンと同様に，既知の中和抗体を含
む多様な抗体を誘導した．LC16m8 株は安全性・有効性を兼ね備えたワクチン株であり，その特
性に関する分子基盤について一層の研究が必要である． 
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の解析を行った．ワクチンの有効性評価
に必要な長期の免疫維持についての理解
につながる知見である． 

5. ワクチン接種後の抗体産生について,マ
ウスのモデル系において，強毒株接種時
の防御，第１世代ワクチンとの比較，繰
り返し接種の効果，長期の効果等の解析
を行い，関与する抗原を明らかにした． 

6. 本研究における知見を踏まえ，ASEAN 地
域フォーラムが主催する生物テロ・パン
デミック対処図上演習ワークショップに
参加し，日本の生物テロ対策を紹介する
とともに生物テロ図上演習に参加した
（フィリピン，2015）．また 2016 年にお
いては,ドイツで開催された G20 専門家
会合において各国保健相参加のシナリオ
検討における検討項目として検体確保と
情報共有化に向けた制度及びシステムの
構築に向けた提案を行った． 
 

D. 考察 
 LC16m8 株は安全性・有効性を兼ね備えた
ワクチン株と考えられた． 
 

E. 結論 
 LC16m8 株は安全性・有効性を兼ね備えた
ワクチン株であり，その特性に関する分子
基盤について一層の研究が必要である． 
 

F. 健康危険情報 
特記事項なし 
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バイオテロに使用される可能性のある病原体等の新規検出法の確立， 
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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 
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新村靖彦・一般財団法人化学及血清療法研究
所 
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 
 
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． 
 天然痘患者の発生が認められていた 1970
年代と現在の痘そうワクチンの使用目的
や状況を比較分析した．接種回数が異なる
こと及びその調査研究がほとんど行われ
ていないことに注目し，マウスを用いたワ
クチン接種回数（国内外のワクチン株の組
合せ接種含む）と免疫賦活効果に関する調
査を実施した． 
 研究において，LC16m8 単回接種 4 年後の
中和抗体（Anti-Lister PRNT）陽性率につ

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． 
アフリカ，中東の地域では，サル痘ウイルスの OutBreak が多数報告されており，ヒトヒト感
染は 5 代まで確認されている．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
したサル痘ウイルスに対する中和抗体について再調査した結果，痘そうワクチン LC16m8 のサ
ル痘ウイルスに対する中和抗体免疫誘導能が確認された． 
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いて，初回接種群では低下傾向が認められ
たことから，LC16m8 により誘導された抗体
が認識する抗原タンパク群の軽時的な変
化を調査するために，ワクチニアウイルス
WR株の 95%以上の構成タンパクを網羅する
Proteome Microarray Chip を用いたプロテ
オミック解析を実施した． 
 また，本邦の国際貢献では，PKO の積極
的平和貢献活動が実施され，自衛隊及び医
療関係者等の関係者のアフリカ，中東への
派遣が急増している．これらの地域では，
WHO の勧告も指摘しているように，サル痘
ウイルスの OutBreak が多数報告されてい
る．サル痘ウイルスの感染は，近年のアフ
リカでの WHO 及び CDC の調査チームによる
報告によると，ヒトヒト感染は，5 代（7
代まで確認されたとのことの情報あり）ま
で確認されたこと，天然痘ワクチン未接種
世代の若い世代に多いこと明らかとされ
ている．LC16m8 を 1 回接種された成人対象
者に対するサル痘ウイルス中和抗体測定
の調査が必要と考え，本研究を開始した． 
 

B. 研究方法 
1. ワクチン接種誘導抗体が認識する抗原プ

ロファイルの経時的な調査 
 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 Discovery, Inc. 
(Irvine, CA, USA)へ委託し実施した． 

2. サル痘ウイルスに対する中和抗体免疫誘
導能の調査 
 本調査研究では，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 血 清
(LC16m8 接種者 26 名，Dryvax 接種者 24
名)を用いて実施したサル痘ウイルス中
和抗体測定結果について，痘そうワクチ
ン LC16m8 接種 30 日後の Anti-MonkeyPox 
PRNT50（Congo-8）のデータを再解析し，
Anti-MonkeyPox PRNT50 が 10 倍希釈以上
となった場合を抗体陽性として抗体陽性
率を算出した． 
 

【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 
1. ワクチン接種誘導抗体が認識する抗原プ

ロファイルの経時的な調査 
 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
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PRNT50 の推移を図 1 に示し，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） 
 
 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 に示し，この 11 種類の抗
原群について，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． 
 

2. サル痘ウイルスに対する中和抗体免疫誘
導能の調査 
 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-MonkeyPox PRNT50)を
調査するために，化血研が種痘歴の無い
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(LC16m8 接
種者 26 名，Dryvax 接種者 24 名)を再解
析した．希釈率 10 倍以上の中和抗体陽性
率 は 接 種 30 日 後 に LC16m8 群 で は
97%(25/26)，Dryvax 群では 100%(24/24)

と同様あった．また GMT は，それぞれ 112，
352 となり，Anti-Dryvax PRNT50 と同様
に高さの違いがみられた（表 5）． 
 更に，本邦の海外派遣者における
LC16m8 接種者 19 名（初回接種者 12 名，
再接種者 7 名）の Anti-MonkeyPox PRNT50
の測定を行っており，現在測定中である． 
 

D. 考察 
 研究において，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，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，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
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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
有意に低下した．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，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．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． 
 また，アフリカ，中東の地域では，サル
痘ウイルスの OutBreak が多数報告されて
おり，ヒトヒト感染は 5 代まで確認されて
いる．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サル痘ウ
イルスに対する中和抗体について再調査
した結果，痘そうワクチン LC16m8 のサル
痘ウイルスに対する中和抗体免疫誘導能
が確認された． 
 

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． 
 これらワクチン株と同類のワクチニア
株である Lister 株に対する中和抗体
（Anti-Lister PRNT）測定によるワクチン
の免疫原性の評価結果が，人に感染性及び
病原性を有する他のポックスウイルス，例
えば天然痘やサル痘等への免疫原性が相
関するかなどは，ワクチンの有効性評価に
おいて重要な研究課題である． 
 特にサル痘ウイルスに関しては，米国で
の愛玩動物のリスザルからの Outbreak 報
告や，アフリカ・中東での多数の Outbreak
及び死亡例の報告など感染拡大とWHO調査
チームによる調査が進むにつれて，その実
態が重大であることが明らかとなってき
ている． 
 一方，1980 年天然痘撲滅に際し，全世界
での痘そうワクチン接種が中止され，本邦
においても 1976 年に痘そうワクチン定期
接種が中止され，40 歳以下の世代では痘そ
うワクチン接種歴がなく，また既接種者に
おいても本研究での研究成果でも明らか
なように，抗体陰性化している人の割合が
高いことが推察された． 
 本研究においては，本邦の国家備蓄ワク
チンである痘そうワクチン LC16m8 のサル
痘ウイルスに対する中和抗体誘導能の評
価とその持続を検討することである． 
 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
臨床試験での成績を再解析した結果，
LC16m8は米国承認備蓄ワクチンDryvax と
同様の抗体陽転率を示したことから，同様
の中和抗体免疫誘導を有すると考えられ
た．一方，中和抗体価（GMT）は，Dryvax
に比べて低い値であったが，これは中和抗
体法（50％プラーク減少法）の Plaquing 
Virus Strain の種類によって変化するこ
とが知られており，その傾向を示したもの
と考えられた． 
 また，痘そうワクチン LC16m8 のサル痘
ウイルスに対する免疫の持続に関しては，
現在測定中である．その結果によっては，
このサル痘ウイルスに対する中和抗体価
及び抗体陽性率については被験者数を増
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やし更に慎重に検証していく必要がある
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% 
(115/12

0) 
109 

89% 
(101/11

4) 
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.  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．痘そうワクチン LC16m8 接種後の中和抗体価推移（個人別） 

Group A 

Group B 
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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 
 
 
表 4．痘そうワクチン LC16m8 接種 30 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
意に低下した抗原 
 
 
 
 
 
 

＊有意差が大きい順に記載 
 
 

表 5．痘そうワクチン接種後のポックスウイルス対する中和抗体価及び抗体陽性率 

Plaquing 
Virus Strain 

Monkeypox(Cong-8) Vaccinia(Dryvax) Vaccinia(LC16m8) 

Vaccine Dryvax LC16m8 Dryvax LC16m8 Dryvax LC16m8 

N 24 26 24 26 24 26 

S/N* 
100%

（24/24） 
96.2%

（25/26） 
100%

（24/24） 
100%

（26/26） 
100%

（24/24） 
100%

（26/26） 

GMT 352 112 932 329 447 733 

95% CI (219, 564) (70, 179) 
(585, 
1483) 

(228, 474) (286, 696) 
(400, 
1343) 

*陽性判定基準: 10 倍以上の抗体価を獲得した者を陽性と判定 
GMT: Geometric mean titer 

 
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 

 
接種 360 日後* 

Group A A11R 

Group B A13L，A17L 



 

 

 

 

 

 

 

Ⅲ．研究成果の刊行に関する一覧表 
  



 

 135

研究成果の刊行に関する一覧表 
                                                                                     
          
       書籍                                                                           
         
 

 著者氏名  論文タイトル名 書籍全体の 
 編集者名 

 書 籍 名 出版社名  出版地 出版年  ページ 

小林和夫 マイコバクテリ
ウム属（抗酸菌） 

中込治，神
谷茂（編） 

標 準 微 生 物
学 第12版 

医学書院 東京 2015 p276-288 

梅山隆, 
宮﨑義継.
  

侵襲性カンジダ
症の診断〜血清
診断〜遺伝子診
断  

竹末芳夫，
三 鴨 廣 繁
（編） 

侵 襲 性 カ ン
ジダ症 

医薬ジャ
ーナル社 

東京 2014 p115-117 

宮﨑義継,
 金 子 幸
弘, 樽本
憲人. 

V. 感染症検査・
真菌 

中 原 一 彦
（監） 

パ ー フ ェ ク
ト ガ イ ド 検
査値事典[第
２版] 

総合医学
社 

東京 2014 p477-481 

金子幸弘,
 浦井誠, 
宮﨑義継.
  

III 診断・治療法
から見た大切な
真菌症，4 治療薬
の選択と投与.  

亀 井 克 彦
（編） 

目 で 見 る 真
菌と真菌症 

医薬ジャ
ーナル社 

東京 2014 p192-202 

小林和夫．
2014．  

細菌および真菌
による呼吸器感
染症（§ 9・2・1）． 

荒川宣親，
神谷茂，雄
介 編 

病 原 微 生 物
学．基礎と臨
床  

東京化学
同人 

東京  p239-244 

 
                                                                                     
         
      雑誌                                                                           
          
 

  発表者氏名   論文タイトル名  発表誌名   巻
号 

 ペ ー
ジ 

  出 版
年 

Taniguchi S, Maeda K,
 Horimoto T, Masangka
y JS, Puentespina Jr．
 R, Alvarez J, Eres 
E, Cosico E Nagata N,
 Egawa K, Singh H, Fu
kuma A, Yoshikawa T, 
Tani H, Fukushi S, Ts
uchiaka S, Omatsu T, 
Mizutani T, Une Y, Yo
shikawa Y, Shimojima 
M, Saijo M, Kyuwa S． 

First isolation and char
acterization of Pteropin
e orthoreoviruses in fru
it bats in the Philippin
es．  

Archives of Virology (in press) 

Iizuka I, Ami Y, Suza
ki Y, Nagata N, Fukus
hi S, Ogata M, Morika
wa S, Hasegawa H, Miz
uguchi M, Kurane I, S
aijo M.  

A single vaccination of 
nonhuman primates with h
ighly attenuated smallpo
x vaccine, LC16m8, provi
des long-term protection
 against monkeypox．  

Japanese Journal of Infectious Di
seases (in press) 



 

 136

Taniguchi S, Fukuma 
A, Tani H, Fukushi S,
 Saijo M, Shimojima 
M.  

A neutralization assay w
ith a severe fever with 
thrombocytopenia syndrom
e virus strain that make
s plaques in inoculated 
cells. 

J Virol Methods (in press) 

Kimura M, Une Y, Suzu
ki M, Park E-S, Imaok
a K, Morikawa S.  

Isolation of Brucella in
opinata-like bacteria fr
om White's and Denny's t
ree frogs.  

Vector Borne & Zoonotic Diseases 
(in press) 

Aryantini NP, Yamasak
i E, Kurazono H, Suja
ya IN, Urashima T, Fu
kuda K.  

In vitro safety assessme
nts and antimicrobial ac
tivities of Lactobacillu
s rhamnosus strains isol
ated from a fermented ma

Animal Science Journal (in press) 

Miyazaki H, Shibuya 
R, Midorikawa N, Chan
g B, Ohnishi M, Matsu
moto T.  

Serotype distribution an
d antimicrobial suscepti
bility of Streptococcus 
pneumoniae strains isola
ted in Japan after intro
duction of the routine i
mmunization program.  

Journal of Infection and Chemothe
rapy (in press) 

Hayashi K, Yoshida H,
 Sato Y, Tobiume M, S
uzuki Y, Ariyoshi K, 
Hasegawa H, Nakajima 
N.  

Histopathologic findings
 of lung with A/H1N1pdm0
9 infection-associated A
RDS in the post-pandemic
 season.  

Japanese Jo
urnal of In
fectious Di
seases  

70(2) 197-200 2017 

Iwatsuki-Horimoto K, 
Nakajima N, Shibata 
M, Takahashi K, Sato 
Y, Kiso M, Yamayoshi 
S, Ito M, Enya S, Ota
ke M, Kangawa A, da S
ilva Lopes TJ, Ito H,
 Hasegawa H, Kawaoka 
Y.  

The microminipig as an a
nimal model for influenz
a A virus infection.  

Journal of 
Virology  

91(2) 201716-1
6 

2017 

Yoo JR, Heo ST, Park 
D, Kim H, Fukuma A, F
ukushi S, Shimojima 
M, Lee KH.  

Family cluster analysis 
of severe fever with thr
ombocytopenia syndrome v
irus infection in Korea.
  

American Jo
urnal of Tr
opical Medi
cine and Hy
gyne  

95(6) 1351-135
7  

2016 

Singh H, Shimojima M,
 Fukushi S, Fukuma A,
 Tani H, Yoshikawa T,
 Taniguchi S, Yang M,
 Sugamata M, Morikawa
 S, Saijo M.  

Serologic assays for the
 detection and strain id
entification of Pteropin
e orthoreovirus.  

Emerging Mi
crobes and 
Infection  

5 e44 2016 

Kurihara S, Satoh A, 
Yu F, Hayasaka D, Shi
mojima M, Tashiro M, 
Saijo T, Takazono T, 
Imamura Y, Miyazaki 
T, Tsukamoto M, Yanag
ihara K, Mukae H, Sai
jo M, Morita K, Kohno
 S, Izumikawa K.  

The world first two case
s of severe fever with t
hrombocytopenia syndrom
e: An epidemiological st
udy in Nagasaki, Japan.  

Journal of 
Infection a
nd Chemothe
rapy  

22(7) 461-455  2016 



 

 137

Kitao A, Ieki R, Taka
tsu H, Tachibana Y, N
agae M, Hino T, Nakaj
i H, Shimojima M, Sai
jo M, Okayama M, Kenz
aka T.  

Severe fever with thromb
ocytopenia syndrome pres
enting as hemophagocytic
 syndrome: two case repo
rts.  

Springerplu
s  

5 361 2016 

Suda Y, Fukushi S, Ta
ni H, Murakami S, Sai
jo M, Horimoto T, Shi
mojima M.  

Analysis of the entry me
chanism of Crimean-Congo
 hemorrhagic fever viru
s, using a vesicular sto
matitis virus pseudotypi

Archives of
 Virology  

161(6) 1447-145
4 

2016 

Kawagishi T, Kanai Y,
 Tani H, Shimojima M,
 Saijo M, Matsuura Y,
 Kobayashi T.  

Reverse genetics for fus
ogenic bat-borne orthore
ovirus associated with a
cute respiratory tract i
nfections in humans: rol
e of outer capsid protei
n σC in viral replicati
on and pathogenesis.  

PLoS Pathog
ens  

12(2) e 1 0 0 5 4 5
5, 

2016 

Tani H, Shimojima M, 
Fukushi S, Yoshikawa 
T, Fukuma A, Taniguch
i S, Morikawa S, Saij
o M.  

Characterization of seve
re fever with thro mbocy
topenia syndrome virus g
lycoprotein-mediated ent
ry.  

Journal of 
Virology  

90 5292-530
1 

2016 

Fukuma A, Fukushi S, 
Yoshikawa T, Tani H, 
Taniguchi S, Kurosu 
T, Egawa K, Suda Y, S
ingh H, Nomachi T, Go
kuden M, Ando K, Kida
 K, Kan M, Kato N, Yo
shikawa A, Kitamoto 
H, Sato Y, Suzuki T, 
Hasegawa H, Morikawa 
S, Shimojima M, Saijo
 M.  

Severe fever with thromb
ocytopenia syndrome viru
s antigen detection usin
g monoclonal antibodies 
to the nucleocapsid prot
ein.  

PLoS Neglec
ted Tropica
l Disease  

10(4) e0004595 2016 

Kaneyuki S, Yoshikawa
 T, Tani H, Fukushi 
S, Taniguchi S, Fukum
a A, Shimojima M, Kur
osu T, Morikawa S, Sa
ijo M.  

Ulcerative lesions with 
hemorrhage in a patient 
with severe fever with t
hrombocytopenia syndrome
 observed via upper gast
rointestinal endoscopy.  

Japanese Jo
urnal of In
fectious Di
seases  

69 525-527 2016 

Tani H, Fukuma A, Fuk
ushi S, Taniguchi S, 
Yoshikawa T, Iwata-Yo
shikawa N, Sato Y, Su
zuki T, Nagata N, Has
egawa H, Kawai Y, Uda
 A, Morikawa S, Shimo
jima M, Watanabe H, S

Efficacy of T-705 (Favip
iravir) in the treatment
 of infections with leth
al severe fever with thr
ombocytopenia syndrome v
irus.  

mSphere  1(1) e00061-1
5  

2016 

Singh H, Morioka K, S
himojima M, An LV, Na
kajima H, Hemmi A, Uc
hiyama K, Loong SK, A
buBakar S, Yang M, Su
gamata M.  

A handy field portable E
LISA-system for rapid on
site diagnosis of infect
ious diseases. Japanese 
Journal of Infectious Di
seases 69:435-488, 2016 

    



 

 138

Park ES, Suzuki M, Ki
mura M, Mizutani H, S
aito R, Kubota N, Has
uike Y, Okajima J, Ka
sai H, Sato Y, Nakaji
ma N, Maruyama K, Ima
oka K, Morikawa S.  

Epidemiological and path
ological study of feline
 morbillivirus infection
 in domestic cats in Jap
an.   

BMC Veterin
ary Researc
h  

12(1) 228 2016 

Zamoto-Niikura A, Mor
ikawa S, Hanaki KI, H
olman PJ, Ishihara C.
   

Ixodes persulcatus ticks
 as a vector for Babesia
 microti U.S. lineage in
 Japan.   

Appllied an
d Environme
ntal Microb
iology  

82(22) 6624-663
2  

2016 

Arai S, Taniguchi S, 
Aoki K, Yoshikawa Y, 
Kyuwa S, Tanaka-Taya 
K, Masangkay JS, Omat
su T, Puentespina R J
r, Watanabe S, Alviol
a P, Alvarez J, Eres 
E, Cosico E, Quibod M
N, Morikawa S, Yanagi
hara R, Oishi K.   

Molecular phylogeny of a
 genetically divergent h
antavirus harbored by th
e Geoffroy's rousette (R
ousettus amplexicaudatu
s), a frugivorous bat sp
ecies in the Philippine
s.  

Infection a
nd Genetic 
Evolution  

45 26-32 2016 

Uda A, Sharma N, Taki
moto K, Deyu T, Koyam
a Y, Park ES, Fujita 
O, Hotta A, Morikawa 
S.   

Pullulanase is necessary
 for the efficient intra
cellular growth of Franc
isella tularensis.  

PLoS One  11(7) e0159740 2016 

Arai S, Kang HJ, Gu S
H, Ohdachi SD, Cook J
A, Yashina LN, Tanaka
-Taya K, Abramov SA, 
Morikawa S, Okabe N, 
Oishi K, Yanagihara 
R.   

Genetic diversity of Art
ybash virus in the Laxma
nn's shrew (Sorex caecut
iens).  

Vector Born
e Zoonotic 
Diseases  

16(7) 468-475 2016 

Hotta A, Fujita O, Ud
a A, Yamamoto Y, Shar
ma N, Tanabayashi K, 
Yamada A, Morikawa S.
  

Virulence of representat
ive Japanese Francisella
 tularensis and immunolo
gic consequence of infec
tion in mice.  

Microbiolog
y and Immun
ology  

60(3) 168-176 2016 

Hotta A, Tanabayashi 
K, Fujita O, Shindo 
J, Park CH, Kudo N, H
atai H, Oyamada T, Ya
mamoto Y, Takano A, K
awabata H, Sharma N, 
Uda A, Yamada A, Mori
kawa S.   

Survey of Francisella tu
larensis in wild animals
 in the endemic areas in
 Japan.  

Japanese Jo
urnal of In
fectious Di
seases  

69(5) 431-434 2016 

Ogawa K, Komagata O, 
Hayashi T, Itokawa K,
 Morikawa S, Sawabe 
K, Tomita T.  

Field and laboratory eva
luations of the efficacy
 of DEET repellent again
st Ixodes ticks.  

Japanese Jo
urnal of In
fectious Di
seases  

69(2) 131-134 2016 

Yamashita A, Sakamoto
 T, Sekizuka T, Kato 
K, Takasaki T, Kuroda
 M.  

DGV: Dengue Genographic 
Viewer.  

Frontiers i
n Microbiol
ogy  

7 875 2016 

Yamashita A, Sekizuka
 T, Kuroda M.  

VirusTAP: Viral Genome-T
argeted Assembly Pipelin
e.  

Frontiers i
n Microbiol
ogy 

7 32 2016 



 

 139

Arafa AS, Yamada S, I
mai M, Watanabe T, Ya
mayoshi S, Iwatsuki-H
orimoto K, Kiso M, Sa
kai-Tagawa Y, Ito M, 
Imamura T, Nakajima 
N, Takahashi K, Zhao 
D, Oishi K, Yasuhara 
A, Macken CA, Zhong 
G, Hanson AP, Fan S, 
Ping J, Hatta M, Lope
s TJ, Suzuki Y, El-Hu
sseiny M, Selim A, Ha
gag N, Soliman M, Neu
mann G, Hasegawa H, K
awaoka Y.  

Risk assessment of recen
t Egyptian H5N1 influenz
a viruses.  

Scientific 
Reports 

6 38388 2016 

Sakai K, Ami Y, Nakaj
ima N, Nakajima K, Ki
tazawa M, Anraku M, T
akayama I, Sangsrirat
anakul N, Komura M, S
ato Y, Asanuma H, Tak
ashita E, Komase K, T
akehara K, Tashiro M,
 Hasegawa H, Odagiri 
T, Takeda M.  

TMPRSS2 independency for
 haemagglutinin cleavage
 in vivo differentiates 
influenza B virus from i
nfluenza A virus.  

Scientific 
Reports  

6 29430 2016 

Hai le T, Thach HN, T
uan TA, Nam DH, Dien 
TM, Sato Y, Kumasaka 
T, Suzuki T, Hanaoka 
N, Fujimoto T, Katano
 H, Hasegawa H, Kawac
hi S, Nakajima N.  

Adenovirus type 7 pneumo
nia in children who died
 from measles-associated
 pneumonia, Hanoi, Vietn
am, 2014.  

Emerging In
fectious Di
seases 

22(4) 687-690 2016 

Kotani O, Naeem A, Su
zuki T, Iwata-Yoshika
wa N, Sato Y, Nakajim
a N, Hosomi T, Tsukag
oshi H, Kozawa K, Has
egawa H, Taguchi F, S
himizu H, Nagata N.  

Neuropathogenicity of tw
o saffold virus type 3 i
solates in mouse models.
  

PLoS One 11(2) e0148184 2016 

Kotani O, Suzuki T, Y
okoyama M, Iwata-Yosh
ikawa N, Nakajima N, 
Sato H, Hasegawa H, T
aguchi F, Shimizu H, 
Nagata N.  

Intracerebral inoculatio
n of mouse-passaged Saff
old virus type 3 affects
 cerebellar development 
in neonatal mice.  

Journal of 
Virology  

90(21) 10007-10
021 

2016 

Furihata S, Matsumura
 T, Hirata M, Mizutan
i T, Nagata N, Kataok
a M, Katayama Y, Omat
su T, Matsumoto H, Ha
yakawa Y.  

Characterization of Veno
m and Oviduct Components
 of Parasitoid Wasp Asob
ara japonica. 

PLoS One 11(7) e0160210 2016 

Onodera T, Hosono A, 
Odagiri T, Tashiro M,
 Kaminogawa S, Okubo 
Y, Kurosaki T, Ato M,
 Kobayashi K, Takahas
hi Y.  

Whole-virion influenza v
accine recalls an early 
burst of high-affinity m
emory B cell response th
rough Toll-like receptor
 signaling.  

Journal of 
Immunology  

196 4172-418
4 

2016 



 

 140

Asakura H, Kawamoto 
K, Murakami S, Tachib
ana M, Kurazono H, Ma
kino S, Yamamoto S, I
gimi S.  

Ex vivo proteomics of Ca
mpylobacter jejuni 81-17
6 reveal that FabG affec
ts fatty acid compositio
n to alter bacterial gro
wth fitness in the chick
en gut.  

Research in
 Microbiolo
gy  

167 63-71 2016 

Asakura H, Tachibana 
M, Taguchi M, Hiroi 
T, Kurazono H, Makino
 S-I, Kasuga F, Igimi
 S.  

Seasonal and growth-depe
ndent dynamics of bacter
ial community in radish 
sprouts.  

Journal of 
Food Safety
  

36 392-401 2016 

Fujikura Y, Yuki A, H
amamoto T, Ichimura 
S, Kawana A, Ohkusu 
K, Matsumoto T.  

Evaluation and validity 
of a polymerase chain re
action-based open readin
g frame typing method to
 dissect the molecular e
pidemiology for Acinetob
acter baumannii in an ep
idemiologic study of a h
ospital outbreak.  

American Jo
urnal of In
fection and
 Control  

44(11) e275-e27
8 

2016 

Nakano M, Yahiro K, Y
amasaki E, Kurazono 
H, Akada J, Yamaoka 
Y, Niidome T, Hatakey
ama M, Suzuki H, Yama
moto T, Moss J, Isomo
to H, Hirayama T.  

Helicobacter pylori Vac
A, acting through recept
or protein tyrosine phos
phatase α, is crucial f
or CagA phosphorylation 
in human duodenum carcin
oma cell line AZ-521.  

Diseases Mo
dels & Mech
anisms  

1 9  ( 1
2) 

1473-148
1 

2016 

Watanabe S, Matsumura
 K, Iwai H, Funatogaw
a K, Haishima Y, Fuku
i C, Okumura K, Kato-
Miyazawa M, Hashimoto
 M, Teramoto K, Kirik
ae F, Miyoshi-Akiyama
 T, Kirikae T.  

A mutation in the 16S rR
NA decoding region atten
uates the virulence of M
ycobacterium tuberculosi
s.  

Infection a
nd Immunity
  

84 2264-227
3 

2016 

Yonetani S, Ohnishi 
H, Ohkusu K, Matsumot
o T, Watanabe T.  

Direct identification of
 microorganisms from pos
itive blood cultures by 
MALDI-TOF MS using an in
-house saponin method.  

Internation
al Journal 
of Infectio
us Diseases
  

52 37-42 2016 

Mottate K, Yokote H, 
Mori S, Horita A, Miy
atsu Y, Torii Y, Koza
i Y, Iwaki M, Takahas
hi M, Ginnaga A.  

Retrospective survey to 
evaluate the safety and 
efficacy of Japanese bot
ulinum antitoxin therapy
 in Japan  

Toxicon  110 12-18 2016 

Singh H, Morita T, Su
zuki Y, Shimojima M, 
Le Van A, Sugamata M,
 Yang M.  

High sensitivity, high s
urface area Enzyme-linke
d Immunosorbent Assay (E
LISA).  

Bio-Medical
 Materials 
and Engeeri
ng  

2 6 ( 3 -
4) 

115-127 2015 

Singh H, Shimojima M,
 Ngoc TC, Quoc Huy N
V, Chuong TX, Le Van 
A, Saijo M, Yang M, S
ugamata M.  

Serological evidence of 
human infection with Pte
ropine orthoreovirus in 
Central Vietnam.  

Journal of 
Medical Vir
ology  

87(12) 2145-214
8 

2015 



 

 141

Shimojima M, Fukushi 
S, Tani H, Taniguchi 
S, Fukuma A, Saijo M.
  

Combination effects of r
ibavirin and interferons
 on severe fever with th
rombocytopenia syndrome 
virus infection.  

Virology Jo
urnal  

12 181 2015 

Singh H, Yoshikawa T,
 Kobayashi T, Fukushi
 S, Tani H, Taniguchi
 S, Fukuma A, Yang M,
 Sugamata M, Shimojim
a M, Saijo M.  

Rapid whole genome seque
ncing of Miyazaki-Bali/2
007 Pteropine orthoreovi
rus by modified rolling 
circular amplification w
ith adaptor ligation–nex
t generation sequencing.
  

Scientific 
Reports  

5 16517 2015 

Singh H, Shimojima M,
 Shiratori T, An le 
V, Sugamata M, Yang 
M.  

Application of 3D printi
ng technology in increas
ing the diagnostic perfo
rmance of enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELI
SA) for infectious disea
ses.  

Sensors (Ba
sel)  

15(7) 16503-16
515 

2015 

Okutani A, Osaki M, T
akamatsu D, Kaku Y, I
noue S, Morikawa S.   

Draft genome sequences o
f Bacillus anthracis str
ains stored for several 
decades in Japan.  

Genome Anno
uncement  

3(3) e00633-1
5 

2015 

Sakai K, Hagiwara K, 
Omatsu T, Hamasaki C,
 Kuwata R, Shimoda H,
 Suzuki K, Endoh D, N
agata N, Nagai M, Kat
ayama Y, Oba M, Kuran
e I, Saijo M, Morikaw
a S, Mizutani T, Maed
a K.  

Isolation and characteri
zation of a novel Rhabdo
virus from a wild boar 
(Sus scrofa) in Japan.  

Veterinary 
Microbiolog
y  

179(3-
4) 

197-203 2015 

Hamamoto N, Uda A, To
biume M, Park CH, Nog
uchi A, Kaku Y, Okuta
ni A, Morikawa S, Ino
ue S.  

Association between RABV
 G proteins transported 
from the perinuclear spa
ce to cell surface membr
ane and N-glycosylation 
of the sequon at Asn204.
   

Japanese Jo
urnal of In
fectious Di
seases  

68(5) 387-393 2015 

Okamoto M, Miyazawa 
T, Morikawa S, Ono F,
 Nakamura S, Sato E, 
Yoshida T, Yoshikawa 
R, Sakai K, Mizutani 
T, Nagata N, Takano 
J, Okabayashi S, Hama
no M, Fujimoto K, Nak
aya T, Iida T, Horii 
T, Miyabe-Nishiwaki 
T, Watanabe A, Kaneko
 A, Saito A, Matsui 
A, Hayakawa T, Suzuki
 J, Akari H, Matsuzaw
a T, Hirai H.  

Emergence of infectious 
malignant thrombocytopen
ia in Japanese macaques 
(Macaca fuscata) by SRV-
4 after transmission to 
a novel host.   

Scientific 
Reports  

5 8850 2015 



 

 142

Ching PK, de los Reye
s VC, Sucaldito MN, T
ayag E, Columna-Vingn
o AB, Malbas FF Jr, B
olo GC Jr, Sejvar JJ,
 Eagles D, Playford 
G, Dueger E, Kaku Y, 
Morikawa S, Kuroda M,
 Marsh GA, McCullough
 S, Foxwell AR.  

Outbreak of henipavirus 
infection, Philippines.  

Emerging In
fectious Di
seases  

21(2) 328-331 2015 

Orba Y, Sasaki M, Yam
aguchi H, Ishii A, Th
omas Y, Hang'ombe BM,
 Mweene AS, Morikawa 
S, Saijo M, Sawa H.  

Orthopoxvirus infection 
among wildlife in Zambi
a.  

Journal of 
General Vir
ology  

96 (Pt
 2)  

390-394 2015 

Ikeda-Dantsuji Y, Ohn
o H, Tanabe K, Umeyam
a T, Ueno K, Nagi M, 
Yamagoe S, Kinjo Y, M
iyazaki Y.  

Interferon-γ promotes p
hagocytosis of Cryptococ
cus neoformans but not C
ryptococcus gattii by mu
rine macrophages. 

Journal of 
Infection a
nd Chemothe
rapy  

21 831-836 2015 

Okachi S, Wakahara K,
 Kato D, Umeyama T, Y
agi T, Hasegawa Y.  

Massive mediastinal cryp
tococcosis in a young im
munocompetent patient.  

Respirology
 Case Repor
ts  

3 95-98 2015 

Sakai K, Sekizuka T, 
Ami Y, Nakajima N, Ki
tazawa M, Sato Y, Nak
ajima K, Anraku M, Ku
bota T, Komase K, Tak
ehara K, Hasegawa H, 
Odagiri T, Tashiro M,
 Kuroda M, Takeda M.  

A mutant H3N2 influenza 
virus uses an alternativ
e activation mechanism i
n TMPRSS2 knockout mice 
by loss of an oligosacch
aride in the hemagglutin
in stalk region.  

Journal of 
Virology  

89(9) 5154-515
8 

2015 

Kotani O, Iwata-Yoshi
kawa N, Suzuki T, Sat
o Y, Nakajima N, Koik
e S, Iwasaki T, Sata 
T, Yamashita T, Minag
awa H, Taguchi F, Has
egawa H, Shimizu H, N
agata N.  

Establishment of a panel
 of in-house polyclonal 
antibodies for the diagn
osis of enterovirus infe
ctions.  

Neuropathol
ogy  

35(2) 107-121 2015 

Yamaguchi T, Okamura 
S, Miura Y, Koyama S,
 Yanagisawa H, Matsum
oto T.  

Molecular characterizati
on of community-associat
ed methicillin-resistant
 Staphylococcus aureus i
solated from skin and pu
s samples of outpatients
 in Japan.  

Microbial D
rug Resista
nce  

21(4) 441-447 2015 

Nishiyama Y, Matsukum
a S, Matsumura T, Kan
atani Y, Saito T.  

Preparedness for a small
pox pandemic in Japan: p
ublic health perspective
s.  

Disaster Me
dicine and 
Public Heal
th Prepared
ness  

9(2) 220-223 2015 

Eto A, Saito T, Yokot
e H, Kurane I, Kanata
ni Y.  

Recent advances in the s
tudy of live attenuated 
cell-cultured smallpox v
accine LC16m8.  

Vaccine  33(45) 6106-611
1 

2015 



 

 143

Nishiyama Y, Fujii T,
 Kanatani Y, Shinmura
 Y, Yokote H, Hashizu
me S.  

Freeze-dried live attenu
ated smallpox vaccine pr
epared in cell culture "
LC16-KAKETSUKEN": Post-m
arketing surveillance st
udy on safety and effica
cy compliant with Good C
linical Practice.  

Vaccine  33(45) 6120-612
7  

2015 

Yokote H, Shinmura Y,
 Kanehara T, Maruno 
S, Kuranaga M, Matsui
 H, Hashizume S.  

Vaccinia virus strain LC
16m8 defective in the B5
R gene keeps strong prot
ection comparable to its
 parental strain Lister 
in immunodeficient mice.
  

Vaccine  33 6112-611
9 

2015 

Hayakawa T, Aoi T, Br
avery C, Hoogendoorn 
K, Knezevic I, Koga 
J, Maeda D, Matsuyama
 A, McBlane J, Morio 
T, Petricciani J, Rao
 M, Ridgway A, Sato 
D, Sato Y, Stacey G, 
Sakamoto N, Trouvin J
H, Umezawa A, Yamato 
M, Yano K, Yokote H, 
Yoshimatsu K, Zorzi- 
Morre P.  

Report of the internatio
nal conference on regula
tory endeavors towards t
he sound development of 
human cell therapy produ
cts.  

Biologicals 43(5) 283-297 2015 

Nagata N, Iwata-Yoshi
kawa N, Hayasaka D, S
ato Y, Kojima A, Kari
wa H, Takashima I, Ta
kasaki T, Kurane I, S
ata T, Hasegawa H.  

The pathogenesis of 3 ne
urotropic flaviviruses i
n a mouse model depends 
on the route of neuroinv
asion after viremia.  

Journal of 
Neuropathol
ogy and Exp
erimental N
eurology  

74(3) 250-260 2015 

Adachi Y, Onodera T, 
Yamada Y, Daio R, Tsu
ji M, Inoue T, Kobaya
shi K, Kurosaki T, At
o M, Takahashi Y.  

Distinct germinal center
 selection at local site
s shapes memory B cell r
esponse to viral escape.
  

Jornal of E
xperimental
 Medicine  

212 1709-172
3 

2015 

Kitada S, Yoshimura 
K, Miki K, Miki M, Ha
shimoto H, Matsui H, 
Kuroyama M, Ageshio 
F. Kagawa H, Mori M, 
Maekura R, Kobayashi 
K.  

Validation of a commerci
al serodiagnostic kit fo
r diagnosing pulmonary M
ycobacterium avium compl
ex disease.  

Internation
al Journal 
of Tubercul
osis and Lu
ng Diseases
  

19 97-103 2015 

Nakano M, Yamasaki E,
 Moss J, Hirayama T, 
Kurazono H.  

Study of the stn protein
 in salmonella; a regula
tor of membrane composit
ion and integrity.  

Methods in 
Molecular B
iology  

1225 127-138 2015 

Yamasaki E, Yamada C,
 Jin X, Nair GB, Kura
zono H, Yamamoto S.  

Expression of marA is re
markably increased from 
the early stage of devel
opment of fluoroquinolon
e-resistance in uropatho
genic Escherichia coli.  

Journal of 
Infection a
nd Chemothe
rapy  

21(2) 105-109 2015 



 

 144

Nakashima S, Yura H, 
Tomonaga M, Harada T,
 Hara A, Hara S, Naka
no M, Yamasaki E, Sak
amoto N, Ishimatsu Y,
 Isomoto H, Gochuico 
R B, Suffredini A F, 
Mukae H, Kurazono H, 
Hirayama T, Moss J, K
ohno S.  

Identification of Helico
bacter pylori VacA in hu
man lung and its effects
 on lung cells.  

BBRC  460(3)
  

721-726 2015 

Masuda K, Yamamoto S,
 Kubota K, Kurazono 
H, Makino S-I, Kasuga
 F, Ijimi S, Asakura 
H.  

Evaluation of the dynami
cs of microbiological qu
ality in lightly pickled
 napa cabbages during ma
nufacture.  

Journal of 
Food Safety 

doi: 10.1111/jf
s.12195 

2015 

Yamasaki E, Watahiki 
M, Isobe J, Sata T, 
G. Nair B, Kurazono 
H.  

Quantitative detection o
f Shiga toxins directly 
from stool specimens of 
patients associated with
 an outbreak of enterohe
morrhagic Escherichia co
li in Japan—Quantitative
 Shiga toxin detection f
rom stool during EHEC ou
tbreak.  

Toxins  7 4381-438
9 

2015 

Okumura K, Kato M, Ki
rikae T, Kayano M, Mi
yoshi-Akiyama T.  

Construction of a virtua
l Mycobacterium tubercul
osis consensus genome an
d its application to dat
a from a next generation
 sequencer.  

BMC Genomic
s  

16 218 2015 

中島典子． 季節性および鳥インフルエ
ンザウイルス感染症の病
理． 

病理と臨床  33 1146-115
3 

2015 

Yoshikawa T, Fukushi 
S, Tani H, Fukuma A, 
Taniguchi S, Toda S, 
Shimazu Y, Yano K, Mo
rimitsu T, Ando K, Yo
shikawa A, Kan M, Kat
o N, Motoya T, Kuzugu
chi T, Nishino Y, Osa
ko H, Yumisashi T, Ki
da K, Suzuki F, Takim
oto H, Kitamoto H, Ma
eda K, Takahashi T, Y
amagishi T, Oishi K, 
Morikawa S, Saijo M, 
Shimojima M.  

Sensitive and specific P
CR systems for the detec
tion of both Chinese and
 Japanese severe fever w
ith thrombocytopenia syn
drome virus strains, and
 the prediction of the p
atient survival based on
 the viral load.  

Journal of 
Clinical Mi
crobiology  

52(9)  3325-333
3 

2014 

Shimojima M, Fukushi 
S, Tani H, Yoshikawa 
T, Fukuma A, Taniguch
i S, Suda Y, Maeda K,
 Takahashi T, Morikaw
a S, Saijo M.  

Effects of ribavirin on 
severe fever with thromb
ocytopenia syndrome viru
s in vitro.   

Japanese Jo
urnal of In
fectious Di
seases  

67(6) 423-427  2014 

Saraya T, Tanabe K, A
raki K, Yonetani S, M
akino H, Watanabe T, 
Tsujimoto N, Takata 
S, Kurai D, Ishii H, 
Miyazaki Y, Takizawa 
H, Goto H.  

Breakthrough invasive Ca
ndida glabrata in patien
ts on micafungin: a nove
l FKS gene conversion co
rrelated with sequential
 elevation of MIC.  

Journal of 
Clinical Mi
crobiology  

52(7) 2709-271
2 

2014 



 

 145

Urai M, Kaneko Y, Nik
i M, Inoue M, Tanabe 
K, Umeyama T, Fukazaw
a H, Ohno H, Miyazaki
 Y.  

Potent drugs that attenu
ate anti-Candida albican
s activity of fluconazol
e and their possible mec
hanisms of action.  

Journal of 
Infection a
nd Chemothe
rapy  

20(10) 612-615 2014 

Ikeda I, Ohno T, Ohno
 H, Miyazaki Y, Nishi
moto K, Fukushima S, 
Makino T, Ihn H.  

A case of Fusarium paron
ychia successfully treat
ed with occlusive dressi
ng of antifungal cream.  

Journal of 
Dermatology
  

41(4) 340-342 2014 

Tarumoto N, Kinjo Y, 
Kitano N, Sasai D, Ue
no K, Okawara A, Izaw
a Y, Shinozaki M, Wat
arai H, Taniguchi M, 
Takeyama H, Maesaki 
S, Shibuya K, Miyazak
i Y.  

Exacerbation of invasive
 Candida albicans infect
ion by commensal bacteri
a or a glycolipid throug
h IFN-γ produced in par
t by iNKT cells.  

Journal of 
Infectious 
Diseases  

209(5) 799-810  2014 

Seki M, Ohno H, Gotoh
 K, Motooka DNAkamura
 S, Iida T, Miyazaki 
Y, Tomono K.  

Allergic bronchopulmonar
y mycosis due to co-infe
ction with Aspergillus f
umigatus and Schizophyll
um commune.  

IDCases  1 5-8 2014 

Moritake H, Kamimura 
S, Nunoi H, Nakayama 
H, Suminoe A, Inada 
H, Inagaki J, Yanai 
F, Okamoto Y, Shinkod
a Y, Shimomura M, Ito
naga N, Hotta N, Hida
ka Y, Ohara O, Yanagi
machi M, Nakajima N, 
Okamura J, Kawano Y.
  

Clinical characteristics
 and genetic analysis of
 childhood acute lymphob
lastic leukemia with hem
ophagocytic lymphohisti
ocytosis: a Japanese ret
rospective study by the 
Kyushu-Yamaguchi Childre
n's Cancer Study Group.
  

Internation
al Journal 
of Hematolo
gy  

100(1) 70-78 2014 

Watanabe T, Zhong G, 
Russell CA, Nakajima 
N, Hatta M, Hanson A,
 McBride R, Burke DF,
 Takahashi K, Fukuyam
a S, Tomita Y, Maher 
EA, Watanabe S, Imai 
M, Neumann G, Hasegaw
a H, Paulson JC, Smit
h DJ, Kawaoka Y.  

Circulating avian influe
nza viruses closely rela
ted to the 1918 virus ha
ve pandemic potential.  

Cell Host &
 Microbe  

15(6) 692-705 2014 

Sakai K, Ami Y, Tahar
a M, Kubota T, Anraku
 M, Abe M, Nakajima 
N, Sekizuka T, Shirat
o K, Suzaki Y, Ainai 
A, Nakatsu Y, Kanou 
K, Nakamura K, Suzuki
 T, Komase K, Nobusaw
a E, Maenaka K, Kurod
a M, Hasegawa H, Kawa
oka Y, Tashiro M, Tak
eda M. 

The host protease TMPRSS
2 plays a major role in 
in vivo replication of e
merging H7N9 and seasona
l influenza viruses.  

Journal of 
Virology  

88(10) 5608-16 2014 



 

 146

Takahashi T, Maeda K,
 Suzuki T, Ishido A, 
Shigeoka T, Tominaga 
T, Kamei T, Honda M, 
Ninomiya D, Sakai T, 
Senba T, Kaneyuki S, 
Sakaguchi S, Satoh A,
 Hosokawa T, Kawabe 
Y, Kurihara S, Izumik
awa K, Kohno S, Azuma
 T, Suemori K, Yasuka
wa M, Mizutani T, Oma
tsu T, Katayama Y, Mi
yahara M, Ijuin M, Do
i K, Okuda M, Umeki 
K, Saito T, Fukushima
 K, Nakajima K, Yoshi
kawa T, Tani H, Fukus
hi S, Fukuma A, Ogata
 M, Shimojima M, Naka
jima N, Nagata N, Kat
ano H, Fukumoto H, Sa
to Y, Hasegawa H, Yam
agishi T, Oishi K, Ku
rane I, Morikawa S, S

The first identification
 and retrospective study
 of Severe Fever with Th
rombocytopenia Syndrome 
in Japan.  

Journal of 
Infectious 
Diseases  

209(6) 816-27 2014 

Kenri T, Sekizuka T, 
Yamamoto A, Iwaki M, 
Komiya T, Hatakeyama 
T, Nakajima H, Takaha
shi M, Kuroda M, Shib
ayama K.  

Genetic characterization
 and comparison of Clost
ridium botulinum isolate
s from botulism cases in
 Japan between 2006 and 
2011.  

Appllied an
d Environme
ntal Microb
iology  

80(22) 6954-696
4  

2014 

Iwata-Yoshikawa N, Ud
a A, Suzuki T, Tsunet
sugu-Yokota Y, Sato 
Y, Morikawa S, Tashir
o M, Sata T, Hasegawa
 H, Nagata N.  

Effects of Toll-like rec
eptor stimulation on eos
inophilic infiltration i
n lungs of BALB/c mice i
mmunized with UV-inactiv
ated severe acute respir
atory syndrome-related c
oronavirus vaccine.  

Journal of 
Virology  

88 8597-861
4  

2014 

Koma T, Yoshimatsu K,
 Nagata N, Sato Y, Sh
imizu K, Yasuda SP, A
mada T, Nishio S, Has
egawa H, Arikawa J.  

Neutrophil depletion sup
presses pulmonary vascul
ar hyperpermeability and
 occurrence of pulmonary
 edema caused by hantavi
rus infection in C.B-17 
SCID mice.  

Journal of 
Virology  

88 7178-718
8  

2014 

Kanehara T, Maruno S,
 Kuranaga M, Matsui 
H, Hashizume S.  

Safety of attenuated sma
llpox vaccine LC16m8 in 
immunodeficient mice.  

Clinical an
d Vaccine I
mmunology  

21(9) 1261-126
6  

2014 

Kobayashi K.  Serodiagnosis of Mycobac
terium avium complex dis
ease in humans. Translat
ional research from basi
c mycobacteriology to cl
inical medicine.  

Japanese Jo
urnal of In
fectious Di
seases  

67 329-332  2014 



 

 147

Matsuzaki Y, Sugawara
 K, Nakauchi M, Takah
ashi Y, Onodera T, Ts
unetsugu-Yokota Y, Ma
tsumura T, Ato M, Kob
ayashi K, Shimotai Y,
 Mizuta K, Hongo S, T
ashiro M, Nobusawa E.
  

Epitope mapping of the h
emagglutinin molecule of
 A/(H1N1)pdm09 influenza
 virus by using monoclon
al antibody escape mutan
ts.  

Journal of 
Virology  

88 12364-12
373 

2014 

Sugamata R, Sugawara 
A, Nagao T, Suzuki K,
 Hirose T, Yamamoto 
K, Oshima M, Kobayash
i,K.  Sunazuka T, Aka
gawa KS, Omura S, Nak
ayama T, Suzuki K.  

Leucomycin A3, a 16-memb
ered macrolide antibioti
c, inhibits Influenza A 
virus infection and dise
ase progression.  

Journal of 
Antibiotics
  

67 213-222,
  

2014 

Nagata N, Saijo M, Ka
taoka M, Ami Y, Suzak
i Y, Sato Y, Iwata-Yo
shikawa N, Ogata M, K
urane I, Morikawa S, 
Sata T, Hasegawa H.  

Pathogenesis of fulminan
t monkeypox with bacteri
al sepsis after experime
ntal infection with West
 African monkeypox virus
 in a cynomolgus monkey. 

Internation
al Journal 
of Clinical
 and Experi
mental Path
ology 

7 4359-437
0  

2014 

Sukegawa S, Ihara Y, 
Yuge K, Rao S, Oka K,
 Arakawa F, Fujimura 
T, Murakami H, Kurazo
no H, Takahashi M, Mo
rimatsu F.  

Effects of oral administ
ration of heat-killed En
terococcus faecium strai
n NHRD IHARA in post-wea
ning piglets. 

Animal Scie
nce Journal
  

85(4) 454-460 2014 

Ohji S, Yamazoe A, Ho
soyama A, Tsuchikane 
K, Ezaki T, Fujita N.
  

The complete genome sequ
ence of Pseudomonas puti
da NBRC 14164T confirms 
high intraspecies variat
ion.  

Genome Anno
uncement 

2(1) e00029-1
4  

2014 

Kikuchi M, Ito S, Yas
uda M, Tsuchiya T, Ha
tazaki K, Takanashi 
M, Ezaki T, Deguchi 
T.  

Remarkable increase in f
luoroquinolone- resistan
t Mycoplasma genitalium 
in Japan.  

Journal of 
Antimicrobi
al and Chem
othererapy  

69(9) 2376-238
2  

2014 

Arai R, Miyoshi-Akiya
ma T, Okumura K, Mori
naga Y, Wu M, Sugimur
a Y, Yoshiyama M, Oku
ra M, Kirikae T, Taka
matsu D.  

Development of duplex PC
R assay for detection an
d differentiation of typ
ical and atypical Meliss
ococcus plutonius strain
s.  

Journal of 
Veterinary 
Medical Sci
ence  

76(4) 491-498 2014 

梅山隆, 大野秀明, 宮
﨑義継.  

真菌症−よく目にする真菌
症から今後注意すべき真菌
症まで−Aspergillus: 病態
と抗原価の関連.  

感染症内科  2(6) 575-580  2014 

河野茂, 亀井克彦, 二
木芳人, 宮﨑義継.  

座談会：深在性真菌症の診
断・治療ガイドラインを読
み解く.  

呼吸  33(5) 435-443 2014 

大野秀明，宮﨑義継． 日本にも現れたクリプトコ
ックス・ガッティ.  

日経サイエ
ンス  

44(5) 76 2014 



 

 148

田辺公一，宮﨑義継． 耐性病原体up-to-date～耐
性メカニズムから治療戦略
まで～，I 抗微生物薬に対
する耐性メカニズム，2 抗
真菌薬耐性.  

化学療法の
領域  

3 0 ( S -
1) 

20-25 2014 

宮﨑義継, 砂川富正, 
大石和徳.  

ミニ特集：病原体サーベイ
ランス体制とその利用，国
立感染症研究所の立場か
ら.  

小児科  55(4) 403-406  2014 

浦井誠, 金子幸弘, 宮
﨑義継.  

どう変わり，どう攻める？
深在性真菌症の新しい治
療：深在性真菌症における
治療薬の選択の変化‐ガイ
ドライン改訂から見えてく
る今後の治療展望.  

感染と抗菌
薬  

17(1) 5-13 2014 

梅山隆, 大野秀明, 宮
﨑義継. 

ムーコル症：診断の実際と
ピットフォール. 

呼吸器内科  25(1) 32-37 2014 

樽本憲人, 金城雄樹, 
北野尚樹, 渋谷和俊, 
前﨑繁文, 宮﨑義継.  

全身性カンジダ感染増悪に
おけるiNKT細胞の関与.  

Medical Myc
ology Journ
al  

55J J115-J12
2  

2014 

大野秀明, 荒岡秀樹, 
梅山 隆, 金子幸弘, 宮
﨑義継.  

接合菌症.  臨床検査  58(1) 97-103 2014 

中島典子． H5N1高病原性鳥インフルエ
ンザウイルスに感染したヒ
トの臨床，病理およびウイ
ルス学的知見． 

化学療法の
領域  

30 40-48 2014 

中島典子，佐藤由子，片
野晴隆，長谷川秀樹． 

ウイルス性肺炎． 病理と臨床 32 1146-115
3  

2014 

中島典子． オリゴヌクレオチドプロー
ブを用いた新しいin situ 
ハイブリダイゼーション
法． 

呼吸 33 152-159 2014 

高橋健太，鈴木忠樹，中
島典子，飛梅実，佐藤由
子，片野晴隆，長谷川秀
樹．  

脳炎・脳症の病理． Neuroinfect
ion 

19 32-39 2014 

中島典子． インフルエンザ感染症の病
理． 

小児内科  45 1935-194
1 

2014 

Miyazato A, Ohkusu K,
 Tachi Y, Hashikita 
G, Ezaki T, Mitsutake
 K.  

Two cases of infective e
ndocarditis caused by St
reptococcus tigurinus.  

感染症学雑
誌 

88(3) 304-306 2014 

 
 
 
 


