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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 ワクチンの国家検定

を担当した。

第二室では、新興・再興感染症の病原となる易変異性

RNA ウイルスの基礎・応用研究を推進している。計算科学環

境の整備・強化を進め、ウイルス学、病原体サーベイランス

組織、有機合成化学等の専門家と学際研究を展開すること

により、病原体研究の質と速度の向上を図っている。特に変

異が生体高分子の構造と機能に及ぼす影響を再現するコン

ピュータシミュレーション技術を重点的に強化し、様々な感染

現象の構造原理の解明、創薬シーズ探索、変異病原体のリ

スク評価などに役立てている。平成３０年度は、分子モデリン

グと分子動力学シミュレーションを用いて、ウイルスの感染、

複製、中和、適応進化の構造生物学研究を進め、成果を関

連部署・研究グループに提供した。また、創薬シーズ探索と

季節性インフルエンザ流行予測の基盤開発を進めた。

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

規模細菌ゲノム比較解析および完全長細菌ゲノム解析を行

うための基盤作成および改良、および、ゲノムデータベース

作成を中心に業務を展開した。薬剤耐性細菌のワンヘルス

アプローチの一環として、下水処理排水のメタゲノム解析、カ

ルバペネム耐性細菌の分離およびゲノム解析も進めている。

更に、病原体のベクターとなる昆虫のゲノム解析にも着手し、

より広範囲な感染症対策に向けた業務の展開を開始した。

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 細胞侵入機構の解明

HPV 感染の初期過程に関わる細胞内因子を網羅的に同

定するために、HSV-TK 遺伝子を一過性に発現する HPV18

偽ウイルス（ 18PsV-TK ）を作成した。この偽ウイルスを

CRISPR-Cas9 による遺伝子ノックアウト HeLa 細胞ライブラリ

ーに感染させ、ガンシクロビル存在下で生き残る細胞を回収

した。今後この細胞から、HPV18 の感染成立に必要な細胞

タンパク質を同定する。（石井克幸；山地俊之［細胞化学

部］）

(2) HPV 持続感染機構の解明

NIKS 細胞は分化能を維持しているヒト不死化角化細胞で

あり、子宮頸外部細胞（Ect 細胞）や子宮頸内部細胞（End 細

胞）に比べ高い HPVゲノム保持能を有する。この原因を解明

するため、各種の細胞で定量的PCRによるHPV遺伝子の発

現解析を行った。NIKS 細胞における HPV 初期遺伝子の発

現は、Ect 細胞や End 細胞に比べて有意に高く、HPV 初期

プロモーターの活性化と相関していた。NIKS 細胞では未分

化の状態で、HPV 複製に必要な初期遺伝子の発現を担う初

期プロモーターが活性化されていると考えられた。（石井克

幸）

(3) HPV の遺伝子発現機構に関する研究

細胞の転写因子 TEAD は DNA に結合するが転写活性は

なく、転写共役因子と複合体を形成して転写を調節する。

TEAD が HPV の遺伝子発現に関わることが報告されている
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が、4 つの TEAD（TEAD1/2/3/4）のうちのどれが必要か調べ

られておらず、共役因子も不明である。HPV16 陽性の表皮

角化細胞または子宮頸癌細胞で TEAD1 をノックダウンする

と、HPV の遺伝子発現が低下した。TEAD2/3/4 をノックダウ

ンしても発現の低下は認められなかった。in vitro で、TEAD1

は HPV16 の遺伝子発現調節領域（LCR）の複数の部位に結

合した。既知の TEAD 共役因子のうち、VGLL1 をノックダウ

ンすると HPV の遺伝子発現および初期プロモーター活性が

低下し、細胞の増殖が抑制された。VGLL1 は、TEAD への

結合能に依存して HPV16 の LCR に結合した。VGLL1 には

DNA 結合能がないことから、LCR 上の TEAD1 に VGLL1 が

結合することにより転写を活性化すると考えられる。(森清一

郎、柊元巌)

(4) TEAD4 の発現誘導機構に関する研究

TEAD4 は細胞の増殖・移動能を制御する細胞遺伝子群の

発現制御に関わる転写因子であり、これまでに HPV 癌タン

パク質 E6 が TEAD4 の発現レベルを上昇させ、細胞の変異

原タンパク質APOBEC3Bの発現を誘導することを明らかにし

ている。HPV による TEAD4 発現誘導機構をさらに検討する

ために、ヒト TEAD4 遺伝子のプロモーター領域（700 bp）を、

ヒト培養細胞 DNA から PCR 増幅し、リポータープラスミドにク

ローニングした。HeLa 細胞及び 293 細胞でのリポーターアッ

セイにより、TEAD4 遺伝子断片は有意なプロモーター活性

を示した。このプロモーター領域を上流から削って、293 細胞

でのリポーターアッセイによりプロモーター活性に必要な領

域を検討した。その結果、700〜500 bp の領域にプロモータ

ー活性を上昇させる配列が存在することが分かった。(中摩

佑子、柊元巌)

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 HPV ジ

ェノタイピングを継続的に行った。2012-2018 年の結果を解

析したところ、子宮頸癌（257 検体）では HPV16（55.6%）、

HPV18（17.9%）、HPV52（7.0%）、HPV58（5.4%）、HPV31

（3.9%）が検出された。子宮頸癌の組織型ごとのHPV型分布

を検討したところ、扁平上皮癌では HPV16（62.8%）、HPV18

（ 11.1% ）、HPV52 （ 6.7% ）、腺癌では HPV16 （ 39.0% ）、

HPV18（33.8%）、HPV52（7.8%）が検出された。腺癌では扁

平上皮癌と比べて HPV18 の割合が高いことが示された。（中

村浩美、柊元巌；岩田卓[慶應大学]）

(2) 日本人から分離された HPV16 ゲノムの配列解析

日本人女性の子宮頸部（正常、CIN、子宮頸癌）に検出さ

れる HPV16 のウイルス全ゲノム配列を決定し、その配列多様

性を解析したところ、日本人に特徴的な新たな HPV16 バリア

ント（A5）を見出した。A5 バリアントは正常子宮頸部での検出

割合が高く、頸癌への進展に伴ってその割合が減少した。

A5 バリアントは特徴的なアミノ酸置換を持つ E7 タンパク質

（L28F）をコードしており、ヒト子宮頸部細胞にレトロウイルス

ベクターで L28F を発現させると、他のバリアント（A1, A4）の

E7 と比較して pRb 分解活性が低下していた。（廣瀬佑輔、中

摩佑子、天神林友梨、中村浩美、柊元巌、森清一郎；岩田

卓[慶應大学]、佐藤豊実[筑波大学]、小貫麻美子、松本光

司[昭和大学]）

3. HPV 感染による発癌機構の研究

(1) HPV ゲノムの患者内多様性の解析

HPVゲノム配列の患者内多様性の生物学的意義を検討す

るために、健常女性および子宮頸癌患者から子宮頸部擦過

細胞を収集し、HPV タイピングの後、HPV16 陽性の検体(計

53 検体)から、PCR にて全長 HPV16 ゲノムを増幅した。得ら

れた HPV16 ゲノムを断片化してライブラリー化し、次世代シ

ークエンサーによる配列解析を行った。その結果、10%以上

の高頻度な患者内多様性を示す変異部位が合計 11 カ所見

出された。その内の 10カ所は子宮頸癌患者の HPV16 ゲノム

に検出された。それら 10 カ所の内、HPV 複製に必要な

E1/E2 遺伝子に 6 カ所の変異部位が認められた。子宮頸癌

では positive selection により、これらの変異が選択されている

可能性が示唆された。（廣瀬佑輔、中摩佑子、天神林友梨、

中村浩美、柊元巌；岩田卓[慶應大学]、小貫麻美子、松本

光司[昭和大学]）

(2) 子宮頸癌罹患リスクに関連するヒト感受性遺伝子の探索

日本人及び中国人の子宮頸癌患者・対照健常者において

ゲノムワイド関連解析を行い、子宮頸癌への罹患と強く関連

する SNP を網羅的に探索した。その結果、ゲノムワイドに有

意な２ヶ所の新規 SNP を、rs59661306 in 5q14 (P = 2.4 x 

10-11)と rs7457728 in 7p11（P = 1.2 x 10-8）に見出した。さらに

Hi-C 解析によ り 、 5q14 の領域が ARRDC3 (arrestin 

domain-containing 3) 遺伝子のプロモーター領域と三次元

的に相互作用していることを見出した。HPV 感染への

ARRDC3の関与を検討したところ、ARRDC3ノックダウンによ

り HeLa 細胞に対する HPV 感染効率が著しく抑制された。

HPV感染の成立過程にARRDC3が働くことが明らかになり、

子宮頸癌の罹患リスクに関連する新たな細胞遺伝子として示

唆された。(竹内史比古[国立国際医療センター研究所]、柊
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元巌、森清一郎、黒田誠)

(3) 子宮頸癌で発現量が変動するサイトカインの同定

子宮頸部粘液中のサイトカインを網羅的に定量することで、

子宮頸部病変の進展に伴って量が変動するサイトカインの

探索を行った。臨床検体にて 18 種類のサイトカインを同時に

測定した結果、4 種類のサイトカイン（ IFN-γ, GM-CSF, 

RANTES, eotaxin）のレベルが、病変進展に伴って有意に上

昇することが示された。一方、HPV 陽性検体では、G-CSF の

分泌量が有意に低かった。また幾つかのサイトカインの組み

合わせが、HPV 陽性検体で有意に上昇していることが分か

った。(柊元巌、中村浩美；藤井多久磨[藤田医科大学])

4. 次世代 HPV ワクチンの開発

少なくとも8つの型の発癌性HPVを中和できるモノクローナ

ル抗体（24B）を、アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを用いた

遺伝子導入により生体内で長期間、安定に発現させて HPV

感染を防ぐ受動免疫ワクチンの開発を試みた。昨年度まで

に、24B を発現する AAV ベクターをマウスに接種し、その後

1年以上にわたって血中に24Bが分泌され、HPV16、HPV18、

HPV58 の感染が阻害されることを確認した。一方、ヒト細胞

株で発現させた 24B(hu24B)の in vitroの中和活性は、マウス

体内で発現させた 24B(mo24B)や、ハイブリドーマ由来のモ

ノクローナル抗体(hy24B)よりも約 10 倍高かった。今年度は

その詳細を調べた。精製した hu24B または hy24Bをマウスに

接種し、その後、レポーターを発現する HPV16 を経膣感染さ

せた。in vivo でも hu24B は hy24B より高い感染防御効果を

示した。hy24B から糖鎖を除去すると in vitro の中和活性が

約 10 倍上昇した。レクチンの結合性の違いから、hy24B は

hu24B より多くの N-アセチルガラクトサミンをもつことがわかっ

た。これらの結果から、発現する細胞によって抗体の糖鎖構

造が異なり、中和活性に影響することが示唆された。（森清

一郎）

II. ヒトノロウイルス感受性細胞の作出

ヒトノロウイルスが増殖できる細胞の作出を目指して、ヒト

iPS 細胞から腸管上皮細胞への分化誘導条件を検討した。

胚体内胚葉（definitive endoderm）から後腸（hindgut）を経て

オルガノイドを形成する系を用いた。ヒト iPS 細胞から分化誘

導した腸管オルガノイドにおいて各種分化マーカーの発現を

qRT-PCR (CDX2, LGR5, Villin1)及び免疫組織染色(CDX2, 

CDH1)により確認した。

一方でゲノム編集による FUT2 遺伝子のノロウイルス感受性

アレルへの変換を試みた。FUT2 遺伝子には近傍（23kb 上

流）に SEC1P 偽遺伝子が存在する。変換対象となる SNP 

(rs601338)を含む領域は両者で保存されており、SEC1P 遺

伝子では FUT2 遺伝子の感受性アレルと同一の配列であっ

た。そのため FUT2 遺伝子の非感受性アレルを標的とする

gRNA と SEC1P 遺伝子にはミスマッチが存在する。しかし

Cas9-gRNA 複合体と修復鋳型オリゴヌクレオチドを導入後の

細胞クローンを調べると SEC1P と FUT2 の融合遺伝子が検

出され SEC1P 遺伝子も切断されている可能性が示唆された。

この場合機能的な FUT2 タンパク質の発現は望めない。

FUT2 遺伝子の変換にはマーカー遺伝子の挿入と削除を伴

う二段階の方法が必要だと考えられた。（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 解析を用いた構造生物学研究

IV-1.カプシドタンパク質の構造生物学研究

（１）HIV-1 Gagカプシドタンパク質の不定形領域によるウイル

ス粒子形成制御

近年、タンパク質内で定まった構造を取らない"disorder 領

域"がタンパク質の機能発現や機能調節に重要な役割を果

たすことがわかってきた。HIV-1 Gag タンパク質カプシド（CA）

に存在する interdomain linker（IL）は、CA の N 末端ドメイン

と C 末端ドメインを連結する５アミノ酸残基から成る disorder

領域である。しかし、その機能はほとんど分かっていない。本

研究では、in silico と実験を併用して IL の構造・機能解析を

実施した。その結果、IL は、(i) NTD と CTD に存在する

CA-CA 分子間相互作用界面の構造を制御する機能を持つ

こと（物理化学的機能）、(ii)細胞内における Gag 重合化の効

率を制御する機能を持つこと（生化学的機能）、(iii)ウイルス

の粒子形成効率を制御する機能を持つこと（生物学的機能）

を見出した。未だ謎の多い disorder 領域の機能の解明、並

びに HIV カプシドの構造機能制御とウイルス粒子形成制御

の理解に貢献するとともに、新たなクラスの創薬標的同定に

つながる知見を得た。（小谷治；駒貴明［徳島大学］、宮川敬、

梁明秀［横浜市立大学］、横山勝；土肥直哉［徳島大学］、足

立昭夫［関西医科大学］、野間口雅子［徳島大学］、佐藤裕

徳）
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（２）エンテロウイルスA71(EV-A71)カプシド構造のアロステリ

ック制御

清水（感染研ウイルス二部）、小池（東京都医学総合研究

所）らの先行研究により、EV-A71カプシド構成因子VP1の

145番目のアミノ酸置換は、EV-A71の抗体感受性、増殖能、

病原性など多彩な性質を同時に変化させることが知られてい

る。しかし、これら一連の変化の分子機序は全く謎のまま残さ

れている。我々は、分子モデリングと分子動力学解析により、

145変異がカプシド構造に与える影響を調べた。その結果、

145アミノ酸置換は、置換箇所とは異なる遠隔領域に存在す

る中和エピトープや受容体結合部位の構造揺らぎの変化を

誘導することを見出した。台湾Chan Gung Memorial Hospital

から、エピトープが判明している抗EV-A71カプシド単抗体を

入手した。145変異により単抗体中和感受性が変化した株で

は、例外なくエピトープ部位の構造揺らぎの変化が認められ

た。この結果は、145アミノ酸残基は、離れた場所にあるカプ

シド相互作用部位の構造特性を調節するアロステリック制御

部位であることを示唆する。（小谷治、中村浩美；Kuan-Ying 

Arthur Huang［Chan Gung Memorial Hospital］、横山勝；小

林郷介［東京都医学総合研究所］、清水博之[ウイルス第二

部]、小池智［東京都医学総合研究所］、佐藤裕徳）

（３）HIV-1 Gag 前駆体分子の折畳み様式に基づくウイルス

複製制御

HIV-1 Gag前駆体タンパク質（Pr55Gag）は、ウイルス粒子形

成機構に中心的役割を果たす構造タンパク質である。翻訳

後、Pr55Gagは特異的に細胞膜に結合し、Pr55Gagを起点にし

てウイルス分子の集合と未成熟粒子の形成が進む。このため、

Pr55Gagには、様々な相互作用部位が存在する。しかし、多彩

な分子間相互作用がどのように制御されて粒子形成が順序

立って進むのかは、ほとんどわかっていない。本研究では、

分子動力学法を用いて溶液下のPr55Gag全構造モデルを構

築し、その構造特性を調べた。その結果、Pr55Gagは、粒子形

成初期に必要な分子内相互作用表面を露出し、後期に必

要な相互作用表面は遮蔽するように折畳まれることを見出し

た。Gag前駆体の折畳み様式が粒子形成時の一連の相互作

用に秩序と方向性を与えている可能性が示唆された。（小谷

治、横山勝；小野陽［ミシガン大学］、佐藤裕徳）

（４）ノロウイルスカプシドと血液型抗原の結合様式

本研究では、ノロウイルスのカプシドを標的とする抗ウイル

ス薬を探索するための基盤情報として、カプシドと血液型抗

原との相互作用の詳細を分子動力学計算により調べた。初

めに、平衡構造を得るために初期構造からの構造変化を調

べた。いずれの血液型抗原も 50 ns 以上で安定な二量体構

造を形成し、ほぼ平衡構造に達していた。次に、血液型抗原

の結合様式を調べた。100 ns におけるスナップショットを見る

と、いずれの血液型抗原もフコースがほぼ同じ位置に結合し

ていた。フコース以外の糖は血液型抗原によって異なる位置

にあった。次に、血液型抗原とカプシドの間に形成される水

素結合の頻度を調べた。いずれの血液型抗原もフコースが

高い頻度でカプシドの Thr344, Arg345,Asp374 と水素結合を

形成していた。最後に、血液型抗原の結合エネルギーを調

べた。Lewis Y抗原の結合エネルギーが最も大きく、B抗原と

Lewis A 抗原の結合エネルギーが小さいことが明らかになっ

た。（横山勝、小谷治、中村浩美、佐藤裕徳）

IV-２.エンベロープタンパク質の構造生物学研究

（１）HIV-1 エンベロープの適応進化

HIV-1 のサル細胞への適応の理解は、霊長類モデル開発

の基盤となる。本研究では、HIV-1 NL4-3 が HIV-1 の複製を

制限する性質を持つマカクザル細胞に、どのようにして Env

を適応させるかを調べた。１つまたは２つ変異を持つウイルス

がマカクザル細胞系、およびヒト CD4 またはマカクザル CD4

を発現するヒト細胞系において、著しく増強された複製能を

示した。さらに、３つの適応変異を有するウイルスが常に最も

良く増殖した。親株と変異ウイルスの増殖キネティクスは類似

していたが、変異体は親ウイルスよりも可溶性 CD4 により著し

く阻害された。CD4 と Env の複合体の分子動力学計算は、３

つの変異が溶液中の CD4 に対する Env の結合親和性を高

めることを示唆した。したがって、変異体 Env の CD4 に対す

る親和性は、親株 Env と比較して増強されている可能性が高

い。CD4 結合部位抗体に対する変異体の中和感受性は、親

ウイルスと有意差はなかったが、変異体は CD4 誘導エピトー

プ抗体および Env V1/V2 抗体による中和に対して高い耐性

を示した。これらの結果は、3 つの適応変異が CD4 親和性の

増加を介して協調的にウイルス増殖を促進することを示唆し

ている。（横山勝；土肥直哉、駒貴明[徳島大]、小谷治；野間

口雅子[徳島大]、足立昭夫[関西医大]、佐藤裕徳）

（２）HIV-1 エンベロープの中和感受性制御

HIV-1 は、血中の抗体を逃れて持続感染を維持する。しか

し、抗体感受性制御の構造原理は十分解明されていない。

本研究では、HIV-1 エンベロープ三量体の分子動力学計算

を行い、中和感受性株と中和抵抗性株の構造と動的性質の

比較を行った。エンベロープ三量体構造を、NL4-3 と JR-FL

で比較すると、V3 が三量体の中心に向かって配置され、

NL4-3 と JR-FL で同一の傾向であった。しかし、NL4-3 の V3 

tip は V1/V2 stem の外側に配置されていたが、JR-FL の V3 
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tip は V1/V2 stem の内側に配置されていた。次に、構造ゆら

ぎを知るために RMSF（根平均二乗ゆらぎ）を指標にして調

べた。NL4-3 の RMSF は JR-FL の RMSF に比べ大きく、

NL4-3 の V3 は JR-FL の V3 よりも大きくゆらいでいることが

分かった。NL4-3 の V3 tip は V1/V2 stem の外側に配置され

RMSF が大きい。一方、JR-FL の V3 tip は V1/V2 stem の内

側に配置され RMSF が小さい。これは、NL4-3 では V3 tip が

V1/V2 stem による構造ゆらぎの制限を受けていないが、

JR-FL では構造ゆらぎの制限を受けていることを意味してい

る。したがって、V3 tip の配置と構造ゆらぎは中和感受性を

制御する因子であると考えられる。（横山勝、佐藤裕徳）

（３）HIV Env 阻害剤のスクリーニング

新しい作用機作を持つ抗 HIV 剤の開発は依然として重要

度が高い。これまでに標的細胞受容体 CD4 の類似低分子

化合物（CD4mc：新規 Env 標的薬）が、HIV Env gp120 の立

体構造変化を誘起し、エピトープを露出させることで抗 HIV-1

抗体の中和活性を増強させることを見出している。この研究

成果を発展させて、脆弱な状況の Env を誘導する新規 Env

標的阻害剤（二機能性 Env 阻害剤）の研究開発を進めてい

る。合成展開および評価で得られている二機能性 Env 阻害

剤ライブラリー化合物の中でも、特に顕著な活性を示したトリ

テルペン誘導体群に対して、Env 結合機序解析を目的に分

子動力学計算を実行した。分子動力学計算に用いる初期構

造はホモロジーモデリング法により構築した。分子動力学計

算は Amber16 の pmemd.cuda.MPIにより実行した。力場はタ

ンパク質には Amber ff14SB を、トリテルペン誘導体には

GAFF2 を用いた。計算条件は、圧力を 1 bar、温度を 310K、

塩濃度を 150 mM NaCl、時間を 100 ns とした。結果、これら

の結合領域が gp120-gp41 境界領域であることが新たに示さ

れた。（横山勝；原田恵嘉[エイズ研究センター]、鳴海哲夫

[静岡大学]、吉村和久[エイズ研究センター]、佐藤裕徳）

（４）季節性インフルエンザ流行予測の基盤開発

季節性インフルエンザの流行は、それまでに流行していた

株から分岐した変異株集団により維持される。そこでまず、近

年の流行株の HA タンパク質の構造特性を調べ、変異の効

果を in silico で解析する基盤を作った。分子動力学法を用

いて、A(H3N2）の糖鎖付加型 HA 三量体分子モデルを構築

した。直近の季節性 H3N2 亜型流行株（Clade 3C.2a）が共有

する特徴的な HA変異セットが HAの基質親和性に与える影

響を調べ、実験結果との整合性を検証した。その結果、HA

タンパク質の頭頂部（受容体結合）付近の構造変化により抗

体防御能が高まる一方、立体障害により特定の形状を持つ

基質でなければ結合できなくなっていること示した。さらにこ

の予測が実際の実験データと整合性を持つことを確認した。

新たに出現した HA 抗原変異株がヒト集団で流行するには、

HA タンパク質が「ヒト型受容体結合能」を維持する必要があ

る。この要件を in silico 定量的に判定する基盤ができた。（横

山勝；渡邉真治[インフルエンザウイルス研究センター]、佐藤

裕徳）

V．バイオテロ・新興再興感染症・薬剤耐性菌・媒介有害昆

虫対策

V-1. 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

まで構築してきた超高速ゲノム解読システムは、ショートリー

ドを取得する次世代シークエンサーを使用しており、細菌の

完全長ゲノム配列を取得するには時間を要する。完全長ゲノ

ム配列を取得することは、病原細菌の保有する病原因子及

び薬剤耐性遺伝子の伝達様式を明確にする際に重要となり、

ゲノム分子疫学解析の際の参照配列にもなる。今年度は、昨

年度に構築したロングリードを取得する次世代シークエンサ

ーPacBio の解読データから完全長ゲノム配列を作成するた

めの自動解析パイプラインを改良し、本年度までに、合計、

216 株の病原細菌の完全長ゲノム配列を取得した。一部配

列は、既に公開データベース上にて公開済みである。

（関塚剛史、谷津弘仁；橋野正紀[AMED リサーチレジデン

ト]、稲嶺由羽、黒田誠；松井真理、鈴木里和[薬剤耐性菌セ

ンター]）

V-2. 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 Annotation (AMiGA)を構築している。本

年度は、各種データベース管理の自動化プログラムを改変し、

同一種内で近縁なゲノム配列を保有するデータを kmer 

search により回収するプログラムの構築を開始した。また、細

菌ゲノムの NGS データを公開データベースより回収し、本プ

ログラムにて解析を行い、データベース gGENEPIDの開発を

行った。現在、公衆衛生上重要となる病原細菌 34 種、合計
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約 56 万サンプルのゲノム解析データを格納している。

(関塚剛史、谷津弘仁、黒田誠)

V-3. 結核菌全ゲノム薬剤耐性マーカー検出と感受性予測

の構築

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、運用している。

薬剤耐性予測データベースの改良と特異度・感度の高い薬

剤感受性予測ツールも開発し、運用している。本年度は、ピ

ラジナミドに対する抵抗性関連遺伝子の変異箇所データベ

ースの改良を行い、より効率よく薬剤耐性予測が可能となっ

た。

（関塚剛史、黒田誠；村瀬良朗、瀧井猛将[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、加藤誠也[公益財団法人結核予防会結核研究

所]）

V-4. 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、今年度までに合計、約 2,800 株、約 6,700 プラスミ

ド配列を決定し、データベースを作成した。家禽より分離され

た薬剤耐性大腸菌の解析を行い、大規模ゲノム解析を実施

した。その結果、多様な系統の CMY-2 産生 ESBL 大腸菌が、

広範囲の地域の家禽腸管内に存在していることが明らかとな

った。その一方で、これら分離株の一部では、高い保存性を

有する blaCMY-2 陽性プラスミドを保有しており、プラスミドの水

平伝達が、家禽の大腸菌内で生じていることが強く示唆され

た。

(関塚剛史、谷津弘仁、稲嶺由羽、黒田誠；松井真理、鈴木

里和[薬剤耐性菌センター]、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])

V-5. 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

ブラウザ経由で次世代シークエンスデータを用いた網羅的

なプラスミド解析ツールを開発している。本システム（Global 

Plasmidome Analyzing Tool: GPAT）は、次世代シークエンス

データからの配列アセンブリ、薬剤耐性遺伝子の検索、薬剤

耐性遺伝子保有プラスミドをトレースする際に重要な手掛か

りとなる不和合性タイピングを円滑に行うことが可能である。ま

た、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。本年度は、プ

ラスミド間の類似性の３次元プロットによる図示化、および、階

層的クラスタリング解析を実装させ、プラスミド間の関連性を

より明確化するための開発を行った。

（関塚剛史、糸川健太郎、黒田誠）

V-6. 院内感染及び食中毒事例に係る原因細菌の比較ゲノ

ム解析

国内で発生した２例の院内感染及び集団食中毒事例由来

分離株の比較ゲノム解析を行った。これら解析の大部分は、

GenEpid-J 上で解析を行った。ゲノム分子系統解析の結果、

１事例では、数塩基の差異しか認められず、同一クローンに

よる院内感染であることが強く示唆された。もう一方の事例で

は、時系列に沿ってゲノム上に塩基置換が段階的に数カ所

ずつ生じ、カルバペネマーゼ遺伝子保有プラスミドにも、

composite transposon を介して新たに ESBL 遺伝子が獲得さ

れていた事例も確認された。また、院内で分離された、従来

の細菌同定法では同定不能であった、カルバペネム耐性新

規腸内細菌科細菌のゲノム解析も行い、菌種特定を行っ

た。

(関塚剛史、山下明史、稲嶺由羽、黒田誠；松井真理、鈴木

里和[薬剤耐性菌センター]、村上光一[感染症疫学センタ

ー])

V-7. 環境中に存在する薬剤耐性腸内細菌科細菌に関する

研究

薬剤耐性菌の研究では、ヒト、動物、食材から分離されたも

のを扱うことが多い。国外では、環境中の薬剤耐性菌汚染が

深刻化しており、国内での実態を把握することが急務となっ

ている。本年度は、国内の下水処理水を採取し、メタゲノム

解析を行った。また、ESBL およびカルバペネム耐性腸内細

菌科細菌を分離後、完全長ゲノム配列を決定し、比較ゲノム

解析を行った。その結果、国内の下水処理水より、blaKPC-2

保有の肺炎桿菌が検出された。本分離株は、中国で分離さ

れた blaKPC-2 保有肺炎桿菌に近縁であることが明らかとなっ

た。国内での臨床分離株の報告が少ないにもかかわらず、
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自然環境中の下水処理水より簡便に CPE を分離できたこと

から、下水処理水のモニタリングが、ワンヘルスアプローチに

基づく薬剤耐性細菌の早期検知に貢献すると思われる。

(関塚剛史、谷津弘仁、黒田誠)

V-8．カルバペネム感性 blaIMP-6 保有大腸菌におけるプラスミ

ド性転写調節因子 ArdK によるカルバペネマーゼ産生抑制

機序の解析

国内でカルバペネム感性 blaIMP-6 陽性大腸菌(A56-1S)が

分離された。この菌株をメロペネム含有培地で継代したところ、

カルバペネム耐性株(A56-1R)が得られた。この２株のカルバ

ペネマーゼ産生およびゲノムの比較解析を行った結果、

A56-1S は IMP-6 メタロβ-ラクタマーゼ（MBL）を産生してい

ないこと、A56-1R は IMP-6 MBL を産生し、かつプラスミド性

転写調節因子 ArdK の遺伝子に挿入変異があることが明ら

かになった。昨年度までの研究により、ArdK は blaIMP-6 の上

流領域に結合することによって、IMP-6 MBL の発現を抑制

することが明らかになった。本転写因子が、その他遺伝子の

転写調節も行なっていることが示唆されるため、RNAseq によ

るトランスクリプトーム解析を行った。その結果、大腸菌の染

色体上の遺伝子の発現調節も行っていることが強く示唆され、

表現形質との相関も確認できた。

(瀬川孝耶、関塚剛史；鈴木里和[薬剤耐性菌センター]、山

下明史；松井真理[薬剤耐性菌センター]、黒田誠)

V-9．病原真菌の比較ゲノム解析に関する研究

近年、多剤抗真菌剤耐性 Candida aurisが世界的に問題と

なっている。本真菌による感染患者の致死率も高く、国外で

は、アウトブレイクの報告も認められる。本真菌は、国内でも

分離されているものの、主に外耳道感染由来であり、大部分

の分離株では、薬剤耐性は認められていない。国内で分離

された C. auris の全ゲノム解読を行い、国外株との比較ゲノ

ム解析を行った。その結果、国内株は、国外株と比較してゲ

ノムサイズが小さく、複数の環境ストレス応答関連遺伝子およ

び細胞壁タンパク遺伝子が欠損していることが明らかとなっ

た。

(関塚剛史、黒田誠；梅山隆、宮崎義継[真菌部]、槇村浩一

[帝京大学大学院医学研究科 医真菌学]、井口成一、菊池

賢[東京女子医科大学 医学部])

V-10．疾病媒介蚊の殺虫剤抵抗性遺伝子解析ツールの開

発

疾病媒介蚊の防除に最も用いられている殺虫剤であるピレ

スロイド類は、神経軸索で働く電位依存性ナトリウムイオンチ

ャネル（VGSC）の機能を阻害するが、ピレスロイドの効力を著

しく低下させる VGSC 上の変異が数多く知られている。我々

はこれまでに標的シーケンシング技術により効率的に VGSC

遺伝子の配列解析を行う方法を開発しているが、この NGS リ

ードデータから遺伝子型判定までを自動化したバイオインフ

ォマティクスツール MoNaS（Mosquito Na+ channel mutation 

Search）を開発した。MoNaS は現在、ヒトスジシマカ、ネッタ

イシマカ、アカイエカ類のゲノムに対応しており、これ以外の

衛生害虫についても順次対応を増やす予定である。MoNaS

はオープンソースプログラムとして、そのソースコードを

GitHub 上 で 無 償 公 開 し て い る

（https://github.com/ItokawaK/MoNaS）。また、インターネット

を経由して広く研究者に利用できるよう、MoNaS をサーバー

に 実 装 し WEB サ ー ビ ス と し て 提 供 を 開 始 し た

（https://gph.niid.go.jp/monas）。

（糸川健太郎、谷津弘仁、関塚剛史、黒田誠；葛西真治［昆

虫医科学部］）

VI．病原性及び感染成立に関与する宿主因子の探索に関

する研究

細菌が産生する毒素、ウイルスタンパク質と結合及び相互

作用する宿主側因子を把握することで、感染症が発症するメ

カニズムの解明のみならず、治療への応用にも展開すること

が出来る。CRISPR/Cas9 システムを用いた、培養細胞ノック

アウトライブラリーを本研究所細胞化学部が作成している。本

ライブラリーを用いて、各種毒素・ウイルスの感染実験を実施

し、生存細胞を回収後、次世代シークエンサー(NGS)による

標的マーカーの deep sequencing を行うことで、感染に関与

する宿主遺伝子を網羅的に回収することが可能となる。昨年

度、NGS 解読データを取得後、標的遺伝子を絞り込むため

の自動パイプラインを作成しており、本年度は、web アプリケ

ーション用に改良した。ユーザーフレンドリー且つシームレス

な機能ゲノム解析を実施するための基盤を構築した。

(関塚剛史、黒田誠：山地俊之、花田賢太郎[細胞化学部]、

加藤大志、直亨則、竹田誠[ウイルス第三部])

VII. 脳膿瘍患者由来 Streptococcus intermedius における７

型分泌装置依存的細胞傷害性の解析

小児脳膿瘍患者の膿瘍サンプルより原因菌として

Streptococcus intermedius TYG1620 株が分離された。これま

でに本分離菌株の病原性解明を目的に、全ゲノム解読・in 

vivo 実験・ in vitro 実験を実施した結果、７型分泌装置

(T7SS)が重要な役割を担っていることが確認された。特に in 

vitro 実験では、上皮細胞株に対して T7SS 依存的な細胞傷

害性を保有することが明らかとなった。つまり、TYG1620 株の

上皮細胞株に対する細胞傷害性には T7SS 依存的分泌毒
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素が責任因子として機能していることが示唆された。本年度

は、細胞傷害性因子の同定を目的に TYG1620 株と T7SS変

異株の培養上清を用いた Secretome 解析を実施した。

Secretome 解析の結果、T7SS 変異株培養上清中での Early 

Secreted Antigenic Target of 6 kDa (ESAT-6) like protein の

顕著な分泌量の減少が確認された。一方で、既知の病原因

子である Intermedilysin、Sialidase A、Hyaluronate lyase 等の

分泌量に顕著な変動は確認されなかった。ESAT-6 like 

proteinは、結核菌およびグラム陽性病原細菌において T7SS

依存的な分泌毒素として報告されており、TYG1620 株にお

いても上皮細胞に対する T7SS 依存的な細胞傷害因子とし

て機能していることが強く示唆された。

(橋野正紀[AMED リサーチレジデント]、関塚剛史、稲嶺由

羽、黒田誠)

VIII．赤痢アメーバの比較ゲノム解析に関する研究

国内の腸アメーバ症患者および無症候性感染者由来の赤

痢アメーバ分離株、KU50 および KU27 の全ゲノム解読を行

い、詳細な比較ゲノム解析を行った。その結果、無症候性株

(KU27)で欠失している遺伝子、EHI_176590 を同定した。本

遺伝子は、AIG1 ファミリータンパク質の一つであることが機

能推定で予測されたが、実際の機能は不明であった。寄生

動物部での詳細な解析の結果、EHI_176590 を強制発現さ

せた際、細胞接着性が亢進することが明らかとなった。また、

無症候性感染者由来の臨床検体に比べ、臨床症状を示す

患者由来の検体では、EHI_176590 を保有する比率が有意

に高かった。比較ゲノム解析を手掛かりとして、赤痢アメーバ

の遺伝的多様性、および、病態を決定に関連する病原因子

の１つが明らかとなった。

(関塚剛史、黒田誠；津久井久美子[寄生動物部]、野崎智義

[東京大学大学院医学系研究科])

IX．不明症例に係る網羅的病原体検索の行政・依頼検査

への対応

次世代シークエンサー（NGS）を活用した感染症疑いの原

因不明症例の病原体探索の依頼に対応した。

（1）福岡県の高齢者施設の集団呼吸器感染症

10 名の患者咽頭拭い液のうち 1 名から NGS メタゲノム解析

法にてヒトライノウイルス C を検出し、さらに感度の高い

Nested-PCR 法にて 10 名中 8 名が同一のヒトライノウイルス C

を検出した。ヒトライノウイルス C はピコルナウイルス科ライノウ

イルス属に分類され、遺伝子変異が激しく既存の検査法の

みでは検出が困難になるケースが見られる。小児を中心に

幅広い年代層が罹患する上気道炎の主な原因である一方

で、高齢者においては集団感染事例の原因となる可能性が

有り、重症化することも考慮する必要がある。

（2）溺水患者の重症肺炎および敗血症から分離された

Chromobacterium haemolyticum

東北地方・都市圏の河川で溺水し、重症肺炎と敗血症を発

症した患者の喀痰および血液から Chromobacterium 属の細

菌が分離された。迅速同定法では正確な菌種が特定できな

かったため、全ゲノム解読を実施し、 Chromobacterium 

haemolyticum に該当することを突き止めた。

(3) 医療従事者の肝生検を介して感染した Mycoplasama

による溶血性肝障害

肝障害を示す原因不明患者の治療中に医療従事者も当該

患者と同様の症状を呈したため感染症が疑われた。病院の

既存検査法で病原体が特定できなかったため、NGS メタゲノ

ム解析の依頼があり実施した。血液検体の全 RNA の~30%

を 新規の Mycoplasma sp. が 占めてお り 、明 らか に

Mycoplasma 菌血症であることが判明した。レボフロキサシン

投薬により一時的に寛解へ近づいたものの再燃したため、改

めて血液検体の NGS メタゲノム解析を実施し GyrA のアミノ

酸置換を認めたため、モキシフロキサシン・ミノサイクリンの併

用投薬にて再燃を抑えることに成功した。

(橋野正紀[AMED リサーチレジデント]、関塚剛史、稲嶺由

羽、黒田誠)

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）

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。（中村浩美、柊元巌）
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