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概 要 

 病原体ゲノム解析研究センターは、ウイルス感染症の

発症に係わる宿主遺伝子の探索・解析を行う第一室、病

原性ウイルスのゲノム解析を行う第二室、病原性細菌の

ゲノム解析を行う第三室から構成されている。 

 第一室では、主に子宮頸癌の原因となるヒトパピロー

マウイルス（HPV）の増殖とそれを支える細胞因子の研究

および HPV による発癌メカニズムの解析、ならびに HPV

感染実態の疫学調査を行った。HPV は表皮や粘膜の微小

な傷から侵入し、上皮基底細胞の核内にエピゾームとし

て潜伏・持続感染する。感染細胞が分化し表皮形成に至

る過程でウイルスの増殖が起こるが、この生活環を支え

る分子機構は不明である。抗 HPV 薬の開発基盤とするた

め、HPV 生活環と感染・発癌における宿主応答・防御機

構の詳細な解析を継続した。HPV 疫学調査については、

WHO にて標準化された HPV ジェノタイピング法と HPV 抗

体価測定法を用いて、我が国の HPV 感染実態の調査を行

った。さらに製剤担当室として、HPV ワクチンの承認前

検査、国家検定を担当した。 

 第二室では、主に新興・再興感染症の発生に深く関与

する RNA ウイルスを研究対象とする。計算・情報・理論

の先端科学に着目し、これらを感染症の流行防止に活用

する新しい研究基盤を開発している。一般に未報告の変

異のリスクは不明である。また分離ウイルスの迅速入手

はしばしば困難で、さらには実験によるウイルスのリス

ク決定には時間がかかる。迅速な初動対応を補強する新

たな基盤技術の創出は喫緊の課題である。二室では、病

原体のゲノム情報から蛋白質の物性とその変化に関する

情報を抽出し、病原体の生活環と生存戦略の理解向上に

役立てている。これにはウイルスの感染・増殖、免疫逃

避、薬剤耐性、病原性発現、流行、進化の構造基盤解明

が含まれる。これにより、計算・情報科学は、ウイルス

の生存戦略と性質変化の理解に極めて重要な貢献を果た

すことを立証してきた。そこで現在、次の応用段階への

挑戦を始めている。すなわち、ウイルスの制御法開発と

将来予測である。前者には、ウイルスの感染・増殖・変

異の理解向上に基づく論理的創薬が含まれる。後者には、

将来発生しうるリスク変異の包括的予測が含まれる。研

究成果は、ウイルス感染症対策の補強に大きく貢献する

ことが期待される。平成２７年度は、ウイルスのリスク

管理と制御法開発の基盤となる以下の情報を収集した。

（１）HIV の抗体逃避機構、（２）HIV の薬剤耐性機構、

（３）HIV Vpr 蛋白質の機能発現機構、（４）ノロウイル

スポリメラーゼの物性、（５）サフォードウイルスの神経

細胞指向性、（６）サフォードウイルスの感染受容体候探

索、（７）神経向性ピコルナウイルスのカプシド蛋白質多

様性。 

 第三室は次世代シークエンサーを用いて病原体ゲノム

情報の取得と情報解析に係る基盤整備を遂行している。

病原体分離株の全ゲノム解析で病原性・薬剤耐性因子を

同定するとともに、全ゲノム情報を基盤にしたゲノム分

子疫学の基盤データベースの構築に取り組んでいる。ま

た、各種病原体検査法で陰性であった感染症疑いの不明

症例についてメタゲノム解析にて病原体検出を行ってい

る。臨床検体に内在する全容を核酸配列として網羅的に

検出するため、混合感染など総合的な病原体検査法とし

て有効である。本年度は、大規模細菌ゲノム解析を行う

ための基盤作成、ゲノムデータベース作成を中心に行い、 

腸管出血性大腸菌、結核菌、薬剤耐性菌のゲノム比較解

析、ゲノム分子疫学解析を遂行した。ゲノム分子疫学解

析を検査現場でも有効に執り行うことができるよう、結

核菌のゲノム分子疫学解析ツール TGS-TB、炭疽菌用の

分子疫学解析ツール GcoGSA-BA を構築した。感染症が

疑われる難病も不明症例の一つでもあり、その観点から

潰瘍性大腸炎や川崎病の臨床検体から病態に関連する微

生物因子の特定を行った。 

 

業 績 

調査・研究 

I. HPV に関する研究 

1. HPV の感染増殖機構の研究 

(1) HPV 感染初期過程におけるキャプシドタンパク質 L2

の役割 

 HPV 感染初期過程において、キャプシドタンパク質 L2
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は膜融合制御タンパク質の一つ TRAPPC8 と相互作用する。

これによりウイルスを包む輸送小胞膜とゴルジ体膜との

融合を阻害すると考えられるがその意義は不明である。

TRAPPC8 非結合型 L2 を含む偽ウイルス粒子を作成し、細

胞内粒子数変化を共焦点蛍光顕微鏡で観察した。粒子数

の減少速度は野生型のそれに比べ上昇し、これはリソソ

ーム阻害剤である NH4Cl の添加で回復した。L2 による小

胞膜-ゴルジ膜融合阻害の役割の一つとして、リソソーム

によるウイルス粒子分解回避が考えられた。（石井克幸） 

 

(2) HPV 複製蛋白質 E1 のレベルを変化させる細胞 E3 ユ

ビキチンリガーゼの探索 

 HPV16 ゲノムの複製に必須のウイルス蛋白質 E1 は、細

胞内でユビキチン化を受けて分解され、低レベルに維持

される。約 400 種類の細胞 E3 ユビキチンリガーゼを発現

するプラスミドライブラリーを用いて、C33A 細胞での

HPV 複製アッセイ系にてスクリーニングを行い、E1 レベ

ルを減少させる複数の E3 ユビキチンリガーゼを見出し

た。また E1 レベルを著しく上昇させる E3 ユビキチンリ

ガーゼとして、RNF146 が同定された。さらに細胞内 E1

レベルへの各種阻害剤の効果を調べる中で、ポリ ADP リ

ボースポリメラーゼであるタンキレースの阻害剤

XAV939 の処理により、293 細胞での E1 レベルが上昇する

ことが分かった。タンキレースまたは他のポリ ADP リボ

ースポリメラーゼが HPV 複製を負に制御することが示唆

された。（柊元 巌、松尾理加[名古屋大学]、梁 明秀[横

浜市立大学医学部]） 

 

2. HPV 感染状況についての調査・研究 

(1) 子宮頸癌および前癌病変での HPV 遺伝子型分布の調

査 

 子宮頸癌及び前癌病変（CIN2/3）の擦過細胞検体を慶

應大学病院にて定期的に収集して、HPV DNA 検出と型同

定を継続的に行った。これまでの結果を集計したところ、

CIN2（300 検体）では HPV52（32.3%）、HPV16（31.0%）、

HPV58（20.0%）、CIN3（283 検体）では HPV16（45.9%）、

HPV52（24.7%）、HPV58（14.1%）、子宮頸癌（232 検体）

では HPV16（55.2%）、HPV18（20.7%）、HPV52（9.1%）が

検出された。本データは将来のワクチン効果判定のため

のベースラインデータとして有用である。（中村浩美、柊

元 巌、岩田 卓[慶應大学病院]） 

 

(2) ホルマリン固定パラフィン切片を用いた HPV 遺伝子

型分布の調査 

 子宮頸部擦過細胞検体では複数の HPV 型がしばしば検

出されることから、実際に病変を引き起こしている原因

型 HPV の同定が難しい。そこで、CIN 病変部から採取し

たバイオプシー検体のホルマリン固定パラフィン切片を

用いて、HPV 遺伝子型の分布を調べた。合計 156 検体の

パラフィン切片から QIAamp DNA FFPE Tissue kit（QIAGEN）

にて DNA を抽出して、Modified GP5+/6+ PCR で HPV DNA

を増幅し、Bio-Plex ビーズソーターにて HPV 型同定を行

った。その結果、CIN1（53 検体）では HPV16（11.3%）、

HPV52（11.3%）、HPV56（11.3%）、CIN2（39 検体）では HPV16

（30.8%）、HPV52（15.4%）、HPV31（10.3%）、HPV51（10.3%）、

HPV58（10.3%）、CIN3（64 検体）では HPV16（48.4%）、HPV52

（15.6%）、HPV31（10.9%）が検出された。（中村浩美、柊

元 巌、藤井多久磨[藤田保健衛生大学]） 

 

(3) HPV 抗体の血清疫学調査 

 14 種類の HPV（HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 

52, 56, 58, 59, 68）のウイルス様粒子を用いたハイス

ループット抗体測定系により、日本人健常人（男 97 人、

女 103 人）での HPV 抗体保有率を調べた結果、男女とも

に幅広い年齢層で HPV35, 31, 6 の抗体保有率が高いこと

が分かった。それぞれの抗体保有率は HPV35: 男 23.7%, 

女13.6%、HPV31: 男17.5%, 女18.4%、HPV6: 男14.4%, 女

17.5%であった。一方、子宮頸癌で高頻度に検出される

HPV 型の抗体保有率は、HPV16: 男 3.1%, 女 1.9%、HPV18: 

男 4.1%, 女 1.0%、HPV52: 男 5.2%, 女 3.9%、HPV58: 男

4.1%, 女 4.9%であった。（柊元 巌、石井克幸、Joakim 

Dillner[Karolinska Institute]） 

 

3. HPV 感染による発癌機構の研究 

(1) HPV による APOBEC3B 発現活性化に関する研究 

 子宮頸癌を含む種々の癌で、細胞の DNA/RNA 改編酵素

APOBEC3B(A3B)の高発現が認められ、APOBEC に特徴的な

変異が癌ゲノムに蓄積していることから、発癌における

変異原として A3B が注目されている。これまでに、HPV の

癌蛋白質E6がA3B遺伝子の発現を誘導することを見出し、

A3Bプロモーター内のE6応答領域を特定した。今年度は、

E6 による A3B プロモーター活性化機構の詳細を調べた。

A3B プロモーターの E6 応答領域にある MCAT motif に宿

主転写因子 TEAD が結合した。レポーター実験で、TEAD

は MCAT motif 依存的に A3B プロモーターを活性化した。

表皮角化細胞に E6 を発現させると、TEAD の発現が上昇

し、A3B プロモーターへの TEAD 結合が増加した。E6 を発

現する表皮角化細胞で TEAD をノックダウンすると、A3B 

の mRNA レベルが減少した。一方、表皮角化細胞に TEAD

を過剰発現させると、A3B の mRNA レベルが上昇した。こ
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れらの結果は、E6 が TEAD の発現上昇を介して、A3B 発現

を誘導することを示しており、発癌における E6 の新たな

機能と考えられる。(森 清一郎、柊元 巌) 

 

(2) 次世代シークエンサーを用いた HPV ゲノム解析 

 感染者体内での HPV16 ゲノム配列の多様性を、次世代

シークエンサーで解析することを目的に、CIN および子

宮頸癌患者から子宮頸部擦過細胞を採取した。筑波大学

病院を受診する患者から、これまでに 55 検体を収集し、

DNA 抽出、HPV ジェノタイピングの後、HPV16 陽性の検体

に対して全長 HPV16 ゲノムを long PCR にて増幅した。

得られた PCR 産物を Nextera XT kit（イルミナ）を用い

てライブラリー化した。また HPV52 についても同様の作

業を行った。今後、次世代シークエンサーによる配列解

析を行う。（柊元 巌、中村浩美、小貫麻美子[筑波大学

病院]） 

 

4. 次世代 HPV ワクチンの開発 

 アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを用いて抗 HPV 交

叉性中和抗体を生体内で安定して発現させることにより

幅広い型の HPV 感染を防ぐことを目的とした受動免疫ワ

クチンの開発を行なった。ヒトでの使用を念頭に、マウ

ス由来の抗 HPV 交叉性中和抗体の可変領域とヒト IgG 定

常領域を融合したキメラ抗体を作成した。キメラ抗体は、

調べた８つの発癌性 HPV を全て中和したことから、中和

活性と交叉性を維持していることがわかった。続いて、

このキメラ抗体を発現する AAV ベクターを作成し、マウ

ス骨格筋に接種した。接種 3 ヶ月後、血清中に最大約

100µg/mlのキメラ抗体が分泌されていることをELISAに

より確認した。今後、このマウスを用いて HPV 感染実験

を行い、受動免疫ワクチンによる感染防御効果を評価す

る。（森 清一郎） 

 

II. 遺伝子組換え弱毒ウイルスの増殖が可能な自然免疫

系遺伝子ノックアウト iPS 細胞の作出 

 弱毒生ワクチンの増殖を可能にすることを目指して新

規のワクチン製造用培養細胞を作出する。CRISPR/Cas9

システムを用いて自然免疫系遺伝子をノックアウトした

ヒト iPS 細胞クローンを得た。二本鎖 RNA 認識経路上の

MAVS（IPS-1）遺伝子を標的とする gRNA と Cas9 蛋白質の

複合体を iPS 細胞にエレクトロポレーションにより導入

した。ミスマッチ切断酵素を用いたアッセイでは変異導

入率は 40%強であった。細胞をクローニングし塩基配列

を確認したところ、両アレルにフレームシフト変異が導

入されているものが 20 クローン中 6 クローンあった。ヒ

トゲノム上でミスマッチ塩基数に基づいてオフターゲッ

ト候補を検索すると 1 ミスマッチ、2 ミスマッチのもの

はなく、3 ミスマッチのものが 4 箇所あった。20 クロー

ンにおいてこれら 4 箇所の塩基配列に変異があるものは

なかった。マーカーによる選択を行うことなく、効率よ

く遺伝子ノックアウト iPS 細胞を得ることができた。（竹

内隆正） 

 

III. 臨床応用されたウイルスベクターの安全性・有効性

に関する情報の収集 

 我が国での遺伝子治療臨床試験計画を審査する作業部

会に適切な意見を提供するため、Human Gene Therapy、

Gene Therapy、Molecular Therapy、Journal of Gene 

Medicine、及び Nature Medicine 等の遺伝子治療専門誌

の論文、日本遺伝子治療学会での講演等からウイルスベ

クターの安全性・有効性に関する情報を収集・検討する

作業を継続して行った。（竹内隆正、森 清一郎、石井克

幸、柊元 巌） 

 

IV. in silico 構造解析の応用 

（１）抗体中和抵抗性 gp120 構造を維持する Glycan 

shield の分子メカニズム 

 HIV-1 gp120 の中和抗体逃避メカニズムの１つとして

Glycan shield が知られている。しかし、立体構造を見

ると必ずしも糖鎖はエピトープを隠しておらず、Glycan 

shield のメカニズムは未だ明らかでない。本研究では、

糖鎖有または糖鎖無の HIV-1 gp120 の動的性質を分子動

力学計算により調べ、Glycan shield の分子メカニズム

を検討した。初期構造からの構造変化の指標として RMSD

を調べた。糖鎖無 gp120 の RMSD は、糖鎖有 gp120 のそれ

より大きく、糖鎖無 gp120 は糖鎖有 gp120 よりも大きく

構造変化した。これは V1/V2 の配置が大きく変化してい

ることに起因していた。次に、構造の揺らぎを調べた。

糖鎖無 gp120 では V3 が大きく揺らぎ、gp120 コアから離

れる構造も観察された。一方、糖鎖有 gp120 では V3 が

gp120 コアの近傍で揺らぎ、gp120 コアから離れる構造は

観察されなかった。これは糖鎖有ならば gp120 が三量体

配置に置かれた時、抗 V3 抗体エピトープの V3 先端が、

抗体のアクセスできない位置に保持されることを意味す

る。すなわち、糖鎖は V1/V2、V3 の構造動態制御因子で

あり、これらの配置と揺らぎを調節してエピトープ暴露

を抑制し、抗体中和低感受性構造を維持する機能をもつ

ことを示唆する。（横山勝、佐藤裕徳） 

 

（２）CD4 類似低分子化合物誘導体（CD4MCs）の耐性機
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序解析 

 CD4 類似低分子化合物（CD4MCs）は HIV-1 gp120 を標

的とする。HIV-1 gp120 の CD4MCs 耐性獲得機序を明らか

にするために、分子動力学(MD)計算を行った。野生株で

は NBD556、JRC-II-191 および YYA021 は、いずれも抗 HIV

活性を示す。これらは、MD 計算においても各誘導体の

Phe43 キャビティへの結合が認められた。次に、V255M

変異体の MD 計算を行った。V255M 変異体では全ての誘導

体が抗 HIV 活性を示さない。MD 計算においても、50 ns

までに NBD-556 および YYA021 は既に結合を消失し、結合

親和性の減少することが示された。M426I 変異体は、

NBD556および JRC-II-191は野生株よりも約 10倍低下の

抗 HIV 活性を示すが、YYA021 のみ活性が認められない。

この M426I 変異体の MD 計算を行うと、YYA021 のみ 50 ns

までに既に結合しておらず、V255M 変異体同様に結合親

和性の減少が示唆された。（横山勝、原田恵嘉[エイズセ

ンター]、松下修三[熊本大]、俣野哲朗[エイズセンター]、

玉村啓和[東京医科歯科大]、吉村和久[エイズセンター]、

佐藤裕徳） 

 

（３）X 線結晶構造解析による HIV-1 Vpr の importin-α 

への結合機構の解析 

 Vpr は 96 アミノ酸からなる、HIV-1 のアクセサリー遺

伝子産物の一つであり、ウイルスの生活環の様々なステ

ップにおいて多様な機能を発揮する。Vpr のインポーチ

ン α 結合機構を解明するため、X 線結晶構造解析、物理

化学的測定および GST プルダウン法等を行った。Vpr と

インポーチン α の相互作用領域を決定するためにカロ

リメトリーを行った。その結果、インポーチン α は Vpr 

C 末端と結合したが、Vpr N 末端には結合しなかった。GST

プルダウン法でも、Vpr C 末端がインポーチン α の結合

に必須であることが確認された。Vpr C 末端ペプチドと

インポーチン α との複合体結晶の調製に成功し、X 線結

晶構造を解析すると、Vpr C 末端はねじれた β ターン構

造を形成し、インポーチン α の２量体化を引き起こしつ

つ、minor-NLS 結合部位に結合することが分かった。一

方、Vpr C 末端は、インポーチン α の major-NLS 結合部

位にも、異なる立体構造で結合していた。このことは、

Vpr が誘導適合機構により構造を変化させ、様々な構造

で宿主タンパク質と結合することを示唆している。（宮武

秀行[理研]、三城 明[プロテインウエーブ]、村上知行[理

研]、村上裕信[理研]、松田 剛[理研]、萩原恭二[理研]、

横山 勝、佐藤裕徳、宮本洋一[健康・栄養研]、堂前 直[理

研]、間 陽子[理研]） 

 

（４）分子動力学計算によるノロウイルスポリメラーゼ

の動的性質の解析 

 ノロウイルスはウイルス性食中毒・急性胃腸炎の原因

ウイルスである。ノロウイルスの抗ウイルス薬は未だ実

用化されていないため、抗ウイルス薬の実用化が望まれ

ている。本研究では、ノロウイルスポリメラーゼを標的

とする阻害剤開発のための構造特性情報を得るために、

ノロウイルスポリメラーゼの分子動力学計算を行い、機

能発現に重要な動的性質を調べた。平衡構造のゆらぎを

調べると、いずれも Thumb ドメインのゆらぎが大きく、

Palm ドメインのゆらぎが小さかった。それぞれの構造の

中で連動して運動する部位を知るために、動的相互相関

行列を計算した。いずれにおいても、Thumb ドメインと

Fingers ドメインに連動して反対方向に運動している結

果が得られた。Thumb ドメインと Fingers ドメインの連

動する運動は、これらのドメインの間にテンプレート/

プライマーを挟むことから、ホスホジエステル結合形成

後に、次の基質を取り込むために重要な動的性質と考え

られる。（横山 勝、朴 英斌[ウイルス２部]、片山和彦

[ウイルス２部]、佐藤裕徳） 

 

（５）サフォードウイルスの神経系細胞での増殖性に関

する研究 

 サフォードウイルスは、神経病原性が懸念されている。

無菌性髄膜炎を発症したサフォードウイルス感染者の脳

脊髄液から分離された臨床分離株をマウス小脳で継代し、

ゲノムと細胞指向性の変化を調べた。継代株では、カプ

シド蛋白質のみに３箇所のアミノ酸置換が生じていた。

この馴化株の神経系細胞での感染・増殖能をマウス神経

前駆細胞、マウスアストログリア細胞、ヒト小脳神経前

駆細胞由来 ONS-76 細胞、ヒトアストログリア由来

U-251MG 細胞を用いて調べた。その結果、カプシド蛋白

質の３箇所のアミノ酸変異は、マウス、及びヒト由来神

経系細胞での感染・増殖能に変化をもたらすことがわか

った。（小谷治、横山勝、永田典代[感染病理部]、佐藤裕

徳） 

 

（６）in silico 構造解析を用いたサフォードウイルス

の感染受容体候補探索 

 糖鎖がサフォードウイルスの感染受容体となりうるか

否かを予備的に検討した。ヒト上皮細胞表面に発現する

種々の糖鎖構造を構築し、カプシドタンパク質と糖鎖の

結合シミュレーションを行った。その結果、VP2 領域に

は、糖鎖が結合するポケットが存在することが判明した。

（小谷治、横山勝、佐藤裕徳） 
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（７）神経向性ピコルナウイルスカプシド蛋白質の多様

性 

 近年、ヒトピコルナウイルスの一部でヒト神経病原性

が懸念されている。ピコルナウイルスのリスク管理と制

御を念頭に、Enterovirus A71、Enterovirus D68、Saffold 

virus の多様性と構造生物学知見の収集を開始した。公

共データベースからゲノムおよびアミノ酸情報を収集し、

株名、遺伝子型、採取材料、患者の臨床症状、および引

用文献を付加したウイルスゲノムデータベースを作成し

た。データベースを用いてカプシドタンパク質の情報エ

ントロピー値を算出した結果、可変部位は、推定レセプ

ター溝や抗体結合部位近傍に位置することがわかった。

免疫逃避の過程で受容体指向性の変化が生じる可能性が

ある（小谷治、横山勝、佐藤裕徳） 

 

V. バイオテロ・新興再興感染症・薬剤耐性菌対策と

しての超高速ゲノム解読・解析システムの構築 

 バイオテロ・新興再興感染症による非常事態に対応す

るため、“迅速・網羅的・正確”を兼ね備えた次世代シー

クエンサーによる超高速ゲノム解読システムを既に構築

してきた。これまでに WHO 指定バイオテロ病原体であ

る Bacillus anthracis 炭疽菌、Yersinia pestis ペスト菌、

Francisella tularensis 野兎病菌、Burkholderia pseudomallei 

類鼻疽菌のゲノム情報解析を行ってきた。また、近年問

題となっている Salmonella (Sa)を含む薬剤耐性菌のゲノ

ム情報解析にも取り組み、ネットワーク経由で分子疫学

解析を行うための情報解析パイプライン Global core 

Genome SNP Analysis: GcoGSA Sa を構築してきた。本年

度は、未だ先進国内において罹患率が高く、世界的にも

多剤耐性が問題になっている結核菌のためのゲノム分子

疫学解析パイプライン TGS-TB (Total Genotyping Solution 

for Mycobacterium tuberculosis (TB) )を構築した。TGS-TB

は、ネットワーク経由で操作でき、次世代シークエンサ

ーのゲノム解読データを用いて、薬剤耐性予測、スポリ

ゴタイピング、IS6100 挿入位置タイピング、MIRU-VNTR

およびゲノム分子系統解析を一度に行い、株間の比較解

析をする。ゲノム分子系統解析のみならず、従来使用さ

れていたタイピング法(スポリゴタイピング、IS6100 挿入

位置タイピング、MIRU-VNTR)も組み込むことで、より

詳細な分子疫学解析を行うことが可能となった。集団事

例を含む、MIRU-VNTR が同一パターンであった株を用

いて解析を行ったところ、ゲノム分子系統解析および

IS6100 挿入位置タイピング結果により、集団事例株と散

発事例を明確に分類することができた。更に、バイオテ

ロ対策として、ネットワーク経由で炭疽菌のゲノム分子

疫学解析を行うための情報解析パイプライン Global core 

Genome SNP Analysis Bacillus anthracis: GcoGSA-BA も構

築した。 

（関塚剛史、山下明史、黒田誠、村瀬良朗[公益財団法人

結核予防会結核研究所]、岩本朋忠[神戸市環境保健研究

所]、御手洗聡[公益財団法人結核予防会結核研究所]、加

藤誠也[公益財団法人結核予防会結核研究所]） 

 

VI. 多剤耐性菌感染症の疫学と国内における対応策に

関する研究 

 薬剤耐性(AMR)感染症が世界的に拡大しており、2015

年には WHO から AMR グローバルアクションプランが

提唱され、サーベイランス・研究を通じた実態把握の強

化が急務となっている。これまでに、ゲノムセンターで

は所内および所外の研究者との共同研究で、多数の薬剤

耐性菌のゲノム解析を行ってきた。それらデータを管

理・運用し、且つ、多検体の解析を簡便に行うためのシ

ステム GenEpid-J (Genomics and Epidemiology in Japan)を

構築した。GenEpid-J には、臨床・動物・環境由来の多

種にわたる細菌のゲノムデータが蓄積されており、今年

度までに約 600 株、約 1,700 プラスミド配列を決定し、

データベースを作成した。2015 年にコリスチン耐性に関

与する新規因子 MCR-1 が中国から報告されたため、上

記データベースにて検索したところ、国内で分離された

４株の大腸菌と１株のサルモネラ菌が MCR-1 を保有し

ていたことを明らかにした。国内での新規薬剤耐性遺伝

子保有細菌の存在を迅速に報告するには、データベース

の作成・拡充が非常に重要であることが強く示唆された。 

(関塚剛史、山下明史、黒田誠、松井真理[細菌第二部]、

鈴木里和[細菌第二部]、柴山恵吾[細菌第二部]、大西守[大

西獣医微生物ラボラトリ－]、秋庭正人[国立研究開発法

人農業・食品産業技術総合研究機構]、川西路子[農林水

産省動物医薬品検査所]) 

 

VII. 大規模ゲノム解析のための自動解析パイプライン

の開発 

 細菌ゲノム解析を行う対象種が格段に増え、ゲノム解

析を行う業務が多岐に渡ってきた。そのため、次世代シ

ークエンサー (NGS)の解読リードを用いた de novo 

assemble、解析対象サンプルの生物種推定、血清型推定、

コンタミネーションの確認、MLST によるタイピング、

薬剤耐性遺伝子・病原遺伝子検索、プラスミド検索、遺

伝子抽出および遺伝子のアノテーションを全て自動で行

うためのパイプライン Automatic Microbial Genome 
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Annotation (AMiGA)を構築した。AMiGA は GenEpid-J に

組み込まれている。全自動化にしたことで、効率良く大

規模ゲノム解析が行えるようになった。また、コンタミ

ネーションのチェックが可能になったことで、ゲノム分

子系統解析や比較ゲノム解析などの二次解析をさらに効

率良く行えるようになった。 

(関塚剛史、山下明史、黒田誠) 

 

VIII. 薬剤耐性プラスミドの由来をトレースする情報解

析システムの開発  

近年、複数の抗菌薬に耐性を持つ細菌の出現が深刻化

しており、WHO でも大きく取り上げられている。細

菌に薬剤耐性を付与する遺伝子はプラスミド(薬剤耐

性プラスミド)を媒介として異なる種類の細菌にも伝

達されるため、尿路感染症・肺炎・血流感染などの日

和見感染症を起こす細菌だけでなく、環境中に存在す

る細菌が持つ薬剤耐性プラスミドの動向をも把握する

ことが重要である。我々は平成 25 年度から、ブラウザ

経由で次世代シークエンスデータを用いて網羅的なプ

ラスミド解析を円滑に行うことのできるシステム

（Global Plasmidome Analyzing Tool: GPAT）と、GPAT

解析結果から得られたプラスミド間の関係性をネット

ワークとして表示するシステム（ inter Plasmid 

Analyzing Tool: iPAT）を構築し、毎年改良を加えてき

た。平成 27 年度は GPAT 中で使用する不和合性タイプ

（Inc type）推定データベースの見直しを行い、より詳

細な不和合性タイプの推定を可能にした。また、iPAT

は従来、GPAT で解析したデータ同士を比較する目的

で作成されていたが、GPAT 以外で作成したデータを

解析する必要性が出てきたため、GPAT とは独立した

アプリケーションとして open iPAT をスピンアウトさ

せた。 

（山下明史、関塚剛史、黒田誠） 

 

IX. 院内感染事例に係る薬剤耐性細菌の比較ゲノム解

析 

 国内で発生した院内感染事例由来分離株の比較ゲノム

解析を行った。これら解析の一部は、GenEpid-J 上で解

析を行った。分離日の時系列に合わせてゲノム上に塩基

置換が段階的に数カ所ずつ入る事例と、時系列に添わず、

菌株間で多数の塩基置換が確認される事例が確認された。

時系列と塩基置換数との相関は、原因となる耐性菌が近

い過去で蔓延したのか、長期間に渡り蔓延していたかに

関与する可能性が示唆された。 

(関塚剛史、山下明史、黒田誠、松井真理[細菌第二部]、

鈴木里和[細菌第二部]、柴山恵吾[細菌第二部]) 

 

X. 集団食中毒事例に係る病原細菌の比較ゲノム解析 

 2011 年に富山県、福井県および神奈川県で腸管出血性

大腸菌（EHEC）血清型 O111 を中心とする重症化の傾向

が高い集団食中毒事例が発生した。本事例分離菌株の特

徴を俯瞰的かつ包括的にゲノムレベルで解明するため、

本事例の富山の溶血性尿毒症症候群(HUS)患者由来分離

菌株(EHEC O111 110512 株)の完全長ゲノム配列決定を

行った。Illumina 社および Pacific Biosciences 社の２種類

の次世代シークエンサーを用いたことで、効率良く完全

長全ゲノム配列を決定することができた。上記完全長配

列を用いた解析により、重症患者由来 EHEC に特徴的な

遺伝子が Stx2 prophage 上に存在することが示唆された。 

（関塚剛史、黒田 誠、伊豫田淳[細菌第一部]、大西 真[細

菌第一部]、綿引正則[富山県衛生研究所]、磯部順子[富山

県衛生研究所]、佐多徹太郎[富山県衛生研究所]） 

 

XI. 難治性腸疾患患者の腸内細菌フローラの網羅解析 

 難治性腸疾患、特に潰瘍性大腸炎（UC）は、個有の遺

伝的背景と腸内細菌叢が密接に関連して発症する事が示

唆されている。三種の抗菌剤（アモキシシリン／テトラ

サイクリン若しくはホスホマイシン／メトロニダゾール）

を二週間投薬するだけで、その疾患が１年以上緩解する

治療例が報告されている。しかしながら、その患者腸管

内の膨大な細菌叢の中で、どの細菌が最もその疾患と相

関するのかは不明である。本研究では、UC発症の環境要

因となる細菌叢を抗菌剤治療前後でメタゲノム解析を行

い、本疾患と密接に関連する細菌の探索を行なった。UC

患者61名の治療前、治療後の腸内フローラの比較解析を

横断的に行った。その結果、抗菌剤治療前ではBacteroides

属とClostridialesが多い群およびProteobacteriaと

Clostridialesが多い群が存在し、治療後でBifidobacterium

とLactobacillusが有意に上昇していた。一方、再燃寛解を

繰り返す患者では、治療によってBacteroides属と

Clostridialesが減少していなかった。また、潰瘍性大腸炎

（UC）患者より臨床分離されたF. varium Fv113株の全ゲ

ノム塩基配列決定後の比較ゲノム解析により、本菌株は、

基準株であるF. varium ATCC株よりも多数の病原性に関

与すると思われる遺伝子が存在していることが明らかと

なった。 （関塚剛史、黒田 誠） 

 

XII. 次世代シークエンスデータからウイルス配列を構

築するシステムの開発 

近年、塩基配列決定技術は著しい発展をしており、患者

由来の臨床サンプルから次世代シークエンサーを用いて
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病原体を検出することは珍しくなくなってきている。こ

のため、次世代シークエンサーを用いた病原体の検出は

今後ますます一般化してゆくものと思われる。次世代シ

ークエンサーを用いて病原体ウイルスを検出した場合、

そのウイルスの完全長配列を再構築し、系統関係や性質

を調べることは疫学上重要である。しかしながら、次世

代シークエンサーを用いて検出した病原体ウイルスの配

列断片から全長配列を再構築するには高価なソフトウエ

アを使うか、コンピュータ上で複雑なコマンド操作をす

る必要があるなどの問題により一般化していない。そこ

で我々は、ブラウザ経由で次世代シークエンスデータか

らウイルス全長配列を再構築するシステム（Virus 

Genome-Targeted Assembly Pipeline: VirusTAP）を構築し

た。VirusTAP は入力された次世代シークエンスデータか

ら品質の悪い部分やウイルス以外の配列を取り除いた後、

配列アセンブルを行い、ウイルス全長配列を推定するソ

フトウエアである。VirusTAP はまた、再構築した配列を

公共塩基配列データベース（NCBI NT）と相同性検索を

行い、ウイルス種を推定することができる。さらに、再

構築した配列に入力データをマッピングし、再構築した

配列が正しいかどうか評価を行うことができる。 

（山下明史、関塚剛史、黒田誠） 

 

XIII. デングウイルス遺伝子型データベースおよびブラ

ウザアプリの開発 

地球温暖化に伴う蚊の生息域拡大に伴い、従来熱帯地域

からの輸入感染症であったデング熱などの感染症が日本

国内でも蔓延する可能性が懸念されている。実際、2014

年にはデング熱の国内感染症例が 70 年ぶりに国内で報

告された。デングウイルスは 4 つの血清型が知られてお

り、それぞれの血清型は 5-6 種類の遺伝子型に分類する

ことができる。デングウイルスの 4 つの血清型は地域分

布に特徴を持たないが、遺伝子型は地域により特徴的な

分布を示すため、感染源推定の重要な手掛かりになると

考えられる。一方、デングウイルスの血清型は公共デー

タベース(NCBI 等)を参照することで容易に判別するこ

とができるが、遺伝子型について最新の情報を提供して

いるサイトは Virus Pathogen Database and Analysis 

Resource (ViPR) のみが知られている。しかしながら

ViPR では遺伝子型と地域的な分布との関係を知ること

ができないため、我々は最新の公共データベースから取

得したデングウイルス配列を遺伝子型ごとに分類し、世

界地図上にその分布を示す web アプリケーション

Dengue Genographic Viewer (DGV) を開発した。DGV は

デングウイルスの遺伝子型分布を地図上に示すだけでな

く、相同配列検索機能や日本への輸入症例の図示機能も

備えており、上で紹介した VirusTAP と組み合わせて使用

することにより、輸入症例ウイルスの起源推定や、国内

感染症例かどうかを判断する助けになることが期待され

る。 （山下明史、関塚剛史、黒田誠） 

 

XIV. 原因不明脳炎症例における網羅配列解読・病原体

データベースの作成 

 全国の医療機関から症状･所見とともに適切な時期に

臨床検体を収集し、日本脳炎ウイルスの病原体診断を実

施するとともに、原因究明を目的としてエンテロウイル

スを含めた網羅的な病原体検索を行い、日本脳炎患者の

予後ならびに急性脳炎・脳症、ADEM の実態・病因解明

に資することを目的とする。分担研究者は、急性脳炎･

脳症の原因究明を目的とした次世代シークエンサー

(next-generation sequencing: NGS)による網羅的病原

体検索を担当した。 

 本年度は 23 名の不明脳炎・脳症患者について、網羅

的病原体検索が必要と判断された検体の検査を行った

（P45-P89, 45 症例のうち 7 症例は NGS 検査前に当該

病原体が確定、15 症例は RNA 分解等で不適当な臨床検

体であったため NGS 検査未実施）。それぞれの患者髄液

から Human astrovirus MLB-1, HHV-3, 細菌等の病原

体配列を検出し、症例個々において多様な感染症による

脳炎・脳症へと進展している可能性が示唆された。髄液

からは検出されないが、咽頭拭い液から Human 

parainfluenzavirus 4, Human parechovirus 6, Saffold 

virus 2 を検出し、呼吸器感染症の増悪も関連している可

能性が示唆された。血液関連検体（血清、血漿、全血）

から、主に Torque teno virus （亜種含む）を検出する

症例が多く、不顕性感染しているウイルスが全身性炎症

にともなって再活性化している可能性が示唆された。 

Enterovirus 等を起因病原体として疑う場合、便検体の

検査は有効である。 

（黒田誠、関塚剛史、片野晴隆[感染病理部]、高崎智彦[ウ

イルス第一部]、多屋馨子[感染症疫学センター]） 

 

品質管理に関する業務 

HPV ワクチンの国家検定 

 HPV ワクチン（2 価ワクチンおよび 4 価ワクチン）の

検定を製剤担当室として担当した。検定試験項目の内、

VLP 力価試験を試験担当室として実施した。また HPV ワ

クチンの製造・試験記録等要約書（summary lot protocol）

の審査を実施した。（石井克幸、竹内隆正、柊元 巌、黒

田 誠） 
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HPV ワクチンの承認前検査 

 承認申請された新規 9 価 HPV ワクチンの承認前検査を

製剤担当室として担当した。感染研にて実施する試験項

目を選定して、メーカーから試験品の提供を受け、試験

方法の妥当性について検討を行った。（石井克幸、柊元 

巌、黒田 誠） 

 

国際協力関係業務 

WHO HPV ラボラトリーネットワーク活動 

 WHO によって結成された HPV ラボラトリーネットワー

ク（HPV ラボネット）の、西太平洋地域リファレンスラ

ボとしての活動を行った。HPV DNA proficiency panel 

study に参加し、タイピング結果を WHO に報告した。そ

の結果、信頼性のあるリファレンスラボとして認定を受

けた。（中村浩美、石井克幸、柊元 巌） 
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