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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。計算科学の

解析環境の整備・強化を進めながら、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連携して学

際研究を展開することにより、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・機能に及ぼす影響

をコンピュータシミュレーションする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。令和２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。

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。バイオインフォマティクス解析

を検査現場でも有効に執り行うことができるよう、ゲノムデータ

ベース管理および次世代シークエンスデータ解析を同時に

行えるシステム GenEpid-J （Genomics and Epidemiology in 

Japan）をこれまでに構築し、継続して運用している。本システ

ムを用いて、病原細菌、薬剤耐性菌、ウイルスのゲノム解析

及びデータベース管理を実施している。それらデータベース

上のゲノム情報を用いて、大規模ゲノム比較解析およびゲノ

ム分子疫学解析も遂行した。また、細菌感染症において重

要な生物種の公開ゲノム配列および生解読データを回収し、

GenEpid システムで解析した結果をデータベース化する

gGENEPID の開発・運用を引き続き運用している。感染症が

疑われる難病及び原因不明症例のメタゲノム解析も進めて

おり、これらデータ解析も、GenEpid システムで運用している。

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、ESBL および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、真核生物の

ゲノム解析にも着手し、昆虫ゲノム解析およびヒト培養細胞

のバイオインフォマティクス解析も進めている。本年度末は、

SARS-CoV-2 のゲノム解析に重点を起き、地方自治体、本研

究所の各部・センターと協力し、感染拡大を阻止するための

ゲノムデータの蓄積および解析を行なっている。

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 の細胞内侵入に関わる宿主タンパク質を網羅的に

解析するため、ウシパピローマウイルス E2 タンパク質を

発現するプラスミドを内包した HPV18 偽ウイルスを作成

し、CRISPR ノックアウト HeLa 細胞ライブラリーに感染

させた。14 日間の培養後、生存した細胞から染色体 DNA

を抽出し、sgRNA 配列とリード数を次世代シーケンサー
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で解析した。ヘパラン硫酸合成と ER/Golgi など小胞輸送

に関連する sgRNA に加え、gamma secretase 複合体の

sgRNA が顕著に濃縮された。HPV は細胞表面のヘパラン硫

酸プロテオグリカン(HSPGs)に結合し取り込まれた後、細

胞内を逆方向に移動する。Gamma secretase はこの逆行

輸送に関与することが知られている。今回の網羅解析に

より、HPV 細胞内侵入過程における HSPGs と gamma 

secretase の重要性が示され、本システムが正しく機能

していることがわかった。（石井克幸、関塚剛史、山地俊

之［細胞化学部］）

(2) HPV ゲノム保持に働く転写因子 HOXC13 に関する研究

毛包に多く発現する転写因子 HOXC13 は HPV ゲノム保持能

を有するヒト角化細胞 NIKS にも発現しており、siRNA によるノ

ックダウンで HPV16 及び HPV18 の初期遺伝子の発現は低下

する。また、HOXC13は同 HPV 転写調節部位(LCR)に結合する。

HOXC13 発現プラスミドを NIKS 細胞と子宮頸外部細胞 Ect1

及び子宮頸内部細胞 End1 に導入し、HPV16 のプロモーター

活性をルシフェラーゼによるレポーターアッセイで測定した。

全ての細胞において活性の上昇が観測され、特に Ect1 細

胞で顕著であった。HOXC13 は HPV16 の初期遺伝子の発現を

正に調節することが遺伝子導入実験でも示された。（石井克

幸）

(3) HPV ゲノム維持に関わる細胞タンパク質の探索

HPV16 ゲ ノムを 安定に保持するヒト骨 肉腫細 胞 U2OS

（U2OS/HPV16）を用いて宿主ヒト細胞の抗ウイルス因子のスク

リーニングを行った結果、HPV16 ゲノム量を低下させる宿主タ

ンパク質として RNA ヘリカーゼである MOV10 を見出した。ヒト

子宮頸癌細胞 C33A にて、HPV 複製タンパク質 E1/E2 の共発

現により、HPV 複製オリジン配列を含むルシフェラーゼプラス

ミドの複製レベルを定量化する細胞アッセイを用いて、内在

性 MOV10 の siRNA ノックダウンの効果を調べたところ、MOV10

ノックダウンにより HPV 複製レベルが有意に低下することが示

された。また U2OS/HPV16で特異的に発現する細胞遺伝子群

を探索するために、U2OS/HPV16 及び U2OSから全 RNAを精製

し、次世代シークエンサーによる RNA-Seq 解析を行った。そ

の結果、U2OS/HPV16 において U2OS と比較し て nerve 

development に関わる遺伝子群の発現低下が認められ、そ

の中にはホメオボックス遺伝子（HOXA5, HOXB2, HOXD3）が含

まれていた。（田中恒成、柊元巌）

(4)PTEN が HPV 複製に及ぼす作用の解析

これまで に PIP3 を 脱 リン酸 化す る PTEN の活 性が、

U2OS/HPV16 で上昇していることが示唆されたことから、PTEN

活性が HPV DNA 複製に及ぼす効果を、培養細胞での一過性

HPV複製系で検討した。HPV複製オリジン配列をルシフェラー

ゼプラスミドに組み込み、ヒト子宮頸癌細胞 C33A にて HPV 複

製タンパク質 E1/E2 の共発現によりオリジンプラスミドの複製

を誘起して、HPV複製レベルをルシフェラーゼ活性により定量

化する細胞アッセイを用いた。C33A は内在性 PTEN の発現が

認められないが、発現プラスミドの導入により FLAG タグ付き

PTEN を過剰発現させると HPV DNA 複製が約 30%抑制された。

一方、酵素活性を失った PTEN 変異体（C124S, G129E）では

抑制効果が若干減弱した。これらの結果から、PTEN 活性の

上昇によりウイルスゲノム複製が低レベルに抑えられることが、

宿主免疫系から逃れる HPV の潜伏持続感染につながってい

る可能性が考えられた。(田中恒成、柊元巌、佐々木雄彦

[東京医科歯科大学])

2. HPV 感染状況についての調査・研究

(1) 子宮頸癌及び前癌病変での 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。本年度は 201 検体の HPV タイ

ピングを実施した。2012 年からの累積検体数は 3169 検体と

なった。（中村浩美、柊元巌、岩田卓[慶應大学]）

(2) HPV67 ゲノム配列解析

国際癌研究機関（IARC）は、200 種以上の HPV 遺伝子

型のうち、12 種を発癌性が認められる Group 1、1 種を

発癌性がおそらくある Group 2A、7 種を発癌性が疑われ

る Group 2B と分類している。HPV67 は系統樹上は Group 1

の HPV16 と同じ species α9 に属するが、IARC の分類で

は Group 2B に含まれる。HPV67 が単一感染として検出さ

れた子宮頸部擦過細胞検体 (SCC, 2 例; CIN2/3, 6 例; 

NILM, 1例)より DNAを抽出し、全長ウイルスゲノムをPCR

にて増幅したのち、次世代シークエンサーを用いてその

配列を決定した。得られた全長ゲノム配列に対して、最

尤法による系統樹解析を行い、各検体の HPV67 バリアン

ト帰属を決定した。その結果、9 例の HPV67 陽性検体す

べてが、lineage Aに帰属しており、8例がsublineage A1、

1 例が sublineage A2 であった。（小暮剛太、柊元巌、岩

田卓[慶應大学]、小貫麻美子[昭和大学]、松本光司[昭和

大学]）

(3) HPV ワクチン効果を検証するための疫学研究

前癌病変及び子宮頸癌と診断された 40 歳未満の日本人

女性における HPV16/18 検出率を経年的に調べることで、人

口レベルでの HPV ワクチン導入効果を検証することを目的と
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している。そのために全国 22 か所の拠点病院で子宮頸部擦

過細胞検体を収集し、国立感染症研究所に検体を集約して、

精度と信頼度がバリデートされた HPV タイピングを実施する。

令和 2 年度は合計 1087 例（CIN1 162 例、CIN2 242 例、CIN3 

504 例、AIS 35 例、子宮頸部浸潤癌 144 例）の HPV タイピン

グを実施して、HPV 型判定結果を昭和大学の研究事務局に

送付した。また PCR にて増幅されたが 31 種類の HPV 型特異

的プローブで検出できなかったHPVX検体（13例）については、

PCR 産物のダイレクトシークエンスを行い、その HPV 型判定を

行った。本研究の以前の研究期間中に用いられていた HPV

タイピング法（リニアアレイ）と、今回新たに採用した HPV タイ

ピング法（PGMY-CHUV）との間の結果の一致度を検証し、

HPV16/18 の検出に関して二つの方法は完全に一致すること

を確認した。（中村浩美、柊元巌、岩田卓[慶應大学]、小貫

麻美子[昭和大学]、松本光司[昭和大学]）

3. HPV 感染による発癌機構の研究

(1) HPV の遺伝子発現機構に関する研究

HPV の初期遺伝子は、自身のゲノム複製や子宮頸癌細胞

の増殖に必須なウイルスタンパク質をコードし、転写調節領

域(LCR)により発現が制御される。これまでに、細胞の転写因

子 TEAD1 と転写共役因子 VGLL1 の複合体が初期遺伝子の

転写に必要なことを明らかにし、LCR に 11 カ所の TEAD1 結合

配列を特定した。そのうち 6 カ所は、初期遺伝子の転写活性

化因子である NFIの結合配列と部分的にオーバーラップして

いた。TEAD1/VGLL1 と NFI が協調して転写を調節している可

能性を考え、今年度はこれら 3 つのタンパク質間の相互作用

を調べた。それぞれの発現ベクターを HEK293 細胞に同時に

トランスフェクションし、NFI に対する免疫沈降を行った結果、

TEADI 及び VGLL1 が共沈した。NFI と VGLL1 の発現ベクター

のみをトランスフェクションした場合、VGLL1 は共沈しなかった

ことから、NFI は TEAD1 を介して TEAD1/VGLLI 複合体に結合

し、初期遺伝子の転写を活性化している可能性が示唆され

た。(森清一郎)

(2) HPV の遺伝子発現に関与する宿主因子の探索

TEAD1 と複合体を形成する他の宿主因子を探索する目的

で、野生型及び TEAD1 結合配列に変異を導入した LCR-DNA

に 結 合 す る 子 宮 頸 癌 細 胞 の 核 タ ン パ ク 質 を Data 

independent acquisition（DIA）プロテオーム解析によって

網羅的に調べた。変異導入により、TEAD1 と VGLL1 を含む約

50 種類の宿主タンパク質の LCR-DNA への結合が 1/3 以下に

減少した。このうち約20種類のタンパク質について、siRNAを

用いて HPV の遺伝子発現との関りを調べた。転写調節機能

や RNA 結合能を持つ 5 つのタンパク質の発現をそれぞれノッ

クダウンすると HPV16 及び HPV18 の初期遺伝子の発現が顕

著に低下したことから、これらの宿主因子は TEAD1 と転写複

合体を形成して HPV の遺伝子発現に寄与している可能性が

ある。(森清一郎)

(3) HPV16 E7 により発現が変動する細胞遺伝子の解析

HPV16 の三つのバリアント（A1, A4, A5）は子宮頸癌の進展

リスクが異なり、A4 は子宮頸癌で検出頻度が高く、A5 は子宮

頸部軽度病変で検出頻度が高い。これらの HPV16 バリアント

は、それぞれ特徴的なアミノ酸配列を持つ E7 タンパク質をコ

ードしている。これらの E7 の細胞機能の違いを明らかにする

ために、A1, A4, A5 の E7 を発現する組換えレトロウイルスを

作成し、ヒト子宮頸部角化細胞株（HCK1T）に感染させて、そ

れぞれの E7 を安定に発現する細胞（HCK1T_A1, HCK1T_A4, 

HCK1T_A5）を得た。同時にベクターウイルスを感染させた細

胞（HCK1T_V）も作成した。これらの細胞から全 RNA を調製し、

次世代シークエンサーによる RNA-seq 解析を 行っ た。

TCC-GUI により発現変動遺伝子（DEG）群を探索した結果、

10% FDR を満たす DEG として、HCK1T_A1/A4/A5 と HCK1T_V

の比較では 59 遺伝子、HCK1T_A4 と HCK1T_A1/A5 の比較で

は 48遺伝子、HCK1T_A5 と HCK1T_A1/A4の比較では 37遺伝

子が抽出された。E7 を発現している HCK1T_A1/A4/A5 ではコ

ントロールの HCK1T_V と比べて、MCM2, MCM5, MCM7 などの細

胞周期に関連する遺伝子群の発現上昇、IFIT2, IFI44L な

どの抗ウイルス遺伝子の発現低下が認められた。さらに E7バ

リアント間で発現量が異なる遺伝子として、HCK1T_A4 で

TOMM6 の発現上昇、ZC3H11A の発現低下、HCK1T_A5 で ZACN

の発現上昇、MFSD2B の発現低下が検出された。（柊元巌）

4. HPV 標的細胞についての研究

(1) HPV 標的細胞の探索

子宮頸部の扁平上皮と円柱上皮の境界部(SCJ)は高リスク

型 HPVの感染部位と考えられているが、標的細胞は同定され

ていない。高リスク型である HPV18 の LCR で制御された GFP

発現レンチウイルスを作成し、臨床検体の SCJ を構成する細

胞に感染させた。僅かだが GFP 陽性細胞が FACS により確認

できた。この GFP陽性細胞を解析することにより HPV標的細胞

の特性が明らかになる可能性がある。（豊原佑典［東京大学］、

石井克幸、田口歩［東京大学］）

(2) iPS 技術を用いた HPV 標的細胞の作成

HPV18 の LCR 制御 GFP 遺伝子をもつ iPS 細胞の作成を試

みた。上記制御遺伝子を有するレンチウイルスを iPS 細胞に

感染させ、薬剤耐性となるクローンを回収した。中間中胚葉

に分化誘導させ、3 継代培養した後、HOXC13 遺伝子をトラン
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スダクションした。9 クローンのうち 1 クローンが GFP 陽性を示

した。HPV18 LCR 制御 GFP 遺伝子を組み込んだ iPS 細胞を

作成することができた。（石井克幸）

II. 相同配列を避けた iPS 細胞のゲノム編集

ヒト iPS 細胞において相同配列が存在する領域に対し

てアレル特異的にゲノム編集を行う手法を調べた。置換

変異を二段階で導入するために、人工スペーサー配列に

挟まれた蛍光タンパク質遺伝子と薬剤耐性遺伝子を

long ssDNA として準備し、HDR のドナーとして用いた。

long ssDNA の導入効率を高くするような遺伝子導入条件

により、CRISPR/Cas9 システムとともにこの long ssDNA

をヒト iPS 細胞に導入し、薬剤耐性コロニーの出現を調

べたが、コロニーの出現が見られなかった。ヒト iPS 細

胞はゲノム編集過程の DNA 二本鎖切断に感受性が高いと

されているため、p53 mRNA に対する siRNA を同時に導入

することによりコロニー数の増加を図ったが、それでも

1 実験（35mm dish）あたり数個にとどまり、さらなる最

適化が必要と考えられた。（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。特記すべき有害事象は認められなかった。

（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. HIV-1 の構造生物学研究

（１）拡張アンサンブル法によるHIV-1 エンベロープ三量体

の構造的特徴の解析

ヒト免疫不全ウイルス1型（HIV-1）の粒子表面上のエンベ

ロープタンパク質は、三量体を形成することで主要中和エピ

トープを遮蔽することが知られている。しかし、遮蔽構造の発

現・維持の分子メカニズムは未だ明らかにされていない。

我々は、HIV-1エンベロープタンパク質三量体の構造的特徴

を 、 拡 張 ア ン サ ン ブ ル 法 の 一 つ で あ る Gaussian 

Accelerated Molecular Dynamics (GaMD) シミュレーショ

ンにより調べた。MDシミュレーションはAmber16のpmemd.cuda

モジュールにより実行した。計算条件は、温度310K、圧力1 

bar、塩濃度150 mM NaClとした。2 nsのConventional MD後、

2 µsのGaMDを実行した。GaMDにより得られたトラジェクトリーは

AmberTools17のcpptrajにより解析した。その結果、GaMDに

より得られたエンベロープタンパク質三量体の平衡構造は、

それぞれのプロトマーが非対称に配置されていた。さらに、そ

れぞれのプロトマーがなす角度は、一定ではなく時間ともに

変化していることが明らかになった。（横山勝、小谷 治、中

村浩美、佐藤裕徳）

（２）HIV-1 エンベロープにおける脆弱部位の推定

HIV-1 は易変異性ウイルスであり、変異を許容し難い脆弱

部位は明らかでない。ウイルス粒子表面に位置するエンベロ

ープの脆弱部位を知ることができれば、その部位はウイルス

にとって致死的な治療標的となる。本研究では、統計的カッ

プリング行列およびランダム行列理論により HIV-1 エンベロ

ープにおける脆弱部位の推定を行った。我々の解析により

得られた最大固有値のセクターを HIV-1 エンベロープ三量

体の立体構造に表示すると、Clade B と Clade C のどちらに

おいても、C-C loop に位置していた。最大固有値のセクター

の多様性解析を行うと、アミノ酸残基は極めて保存されてい

た。このセクターを構成するアミノ酸残基に変異導入解析を

行うと、いずれの変異もウイルス感染性が無くなることが明ら

かになった。このセクターは HIV-1 エンベロープの脆弱部位

であると考えられる。（横山勝、小谷治、土肥直哉[徳島大]、

駒 貴明[徳島大]、野間口雅子[徳島大]、佐藤裕徳）

（３）HIV カプシド阻害剤候補の探索

HIV Gagタンパク質は、HIVの生活環全体に関わる重要な

構造タンパク質であるため、既存の抗HIV薬とは作用点の異

なる新たなクラスの創薬シーズ創出が期待できる。我々は、こ

れまでin silicoスクリーニングによって、HIV-1カプシド（CA）

の二量体化に関与するHelix9-Helix9相互作用を標的とす

る低分子化合物を複数選定してきた。本研究では、その中の

一つで、MKN-3と命名した化合物の誘導体（TKB063）の抗

HIV-1活性の評価および作用機序に関する基本的な解析を

行った。新規抗HIV-1低分子化合物TKB063は、HIV-1複製

後期過程においてCAに作用して、産生されるウイルスの感染

性を低下させていることが示唆された。（横山勝、小谷治、村

上努[エイズ研究センター]、倉上真樹 [東京医科歯科大]、

小早川拓也 [東京医科歯科大]、辻 耕平[東京医科歯科

大]、玉村啓和[東京医科歯科大]、佐藤裕徳）

（４）HIV-1多機能分子の構造生物学研究

HIV-1ゲノムRNAのLTR領域は、ウイルス複製の様々な素過

程（逆転写、パッケージング、粒子形成）で機能する多機能

分子の性質を持つ。特に、粒子形成におけるLTR構造・機能
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研究は未開拓分野であり、次代の抗HIV創薬の有力標的と

なりうる。しかし、未だLTRの多機能発現の仕組みは不明であ

る。今年度は、パッケージング能を低下させる塩基置換2箇

所（G226/A227）がLTR構造に与える影響について調べた。既

知のLTR構造情報（PDB ID: 2N1Q）から分子モデリングにより

構築したLTRモデルを用いて、変異体モデル（G226/A227置

換）を構築した。その変異体の準安定構造を獲得するために、

MDシミュレーションを実施した。その結果、2塩基置換により

LTR構造が不安定化することがわかった。さらに2塩基置換は

LTRの根幹構造であるthree-way junction 領域の動態、折

畳み様式、相互作用ネットワークを変化させた。これらの結果

より、G226/A227がLTRの構造安定性をシス制御する機能部

位であることを明らかにした。（小谷治、横山勝、櫻木小百合

[大阪大学 微生物病研究所]、櫻木淳一[大阪大学 微生

物病研究所]、塩田達雄[大阪大学 微生物病研究所]、佐

藤裕徳）

IV-２. インフルエンザウイルスの構造生物学研究

（１）抗インフルエンザHAストーク抗体による中和と中和逃避

の構造生物学的研究

様々なインフルエンザウイルス亜型に対して中和能を有す

る広域中和抗体の一つである抗HAストーク抗体の研究開発

に向けて、抗HAストーク抗体F11クローンによる中和と中和逃

避の構造基盤の構築を目指す。今年度は、既知のHA三量体

/抗HAストーク抗体の結合様式（PDB ID: 5JW4）を鋳型にして、

糖鎖付加型HA三量体/F11-Fab複合体モデルを構築した。そ

の複合体モデルを用いて、MDシミュレーションを実施した。そ

の 結 果 、 F11 抗 体 は 糖 鎖 付 加 型 HAス ト ー ク 構 造 上 の

Hydrophobic groove近傍に結合し、二つのHA単量体を架橋

して結合することがわかった。次にF11抗体改変に向けた抗

体変異導入解析を実施し、HA親和性を上げるF11抗体アミノ

酸変異部位4箇所を予測した。今後は、実験で予測した変異

の効果（中和能、抗体結合能）を検証する。（小谷治、齊藤

慎二[インフルエンザウイルス研究センター]、鈴木康司[イン

フルエンザウイルス研究センター]、相内章[感染病理部]）

（２）インフルエンザ A（H3N2）HAタンパク質三量体の適応進化

のための構造的基礎の解析

近年、インフルエンザウイルス A(H3N2)のクレード 3C.2a に

おいて、赤血球凝集活性が低下している。この赤血球凝集

低下の理由を明らかにするために、H3N2 HA タンパク質の分

子 動 力 学 計 算 を 実 行 し 、 3C.2a 特 異 的 突 然 変 異

（A128T/N144S/S159Y/K160T）が A(H3N2) HA タンパク質の立

体構造に及ぼす影響を調べた。H3N2 のワクチン株と 3C.2a

特異的突然変異を有する赤血球凝集低下株のシアル酸（三

糖および五糖）との結合エネルギーの比較を行った。ワクチ

ン株では三糖も五糖と同様に強く結合する。一方、赤血球凝

集低下株では五糖では結合するが、三糖では結合が困難で

あると考えられる。この解析結果は、糖鎖チップの実験結果

を説明する。（横山 勝、小谷 治、中村浩美、藤崎誠一郎

[インフルエンザウイルス研究センター]、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）

IV-３. SARS-CoV-2の構造生物学研究

（１）新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）S タンパク質の構造安

定性評価系の構築

コロナウイルス粒子上のスパイク（S）タンパク質のアミノ酸

置換は、ウイルスの受容体親和性や病原性の生物活性を変

化させる。新型コロナウイルス SARS-CoV-2 について、変異が

S タンパク質の構造・機能に与える影響を調べることは

COVID-19リスク評価の一助につながる。今年度は、国内の臨

床試料中のウイルスにみられた 7 カ所のアミノ酸変異（S50L, 

R357K, E471K, D614G, R683G, A846V, D950Y）が S タンパ

ク質の物性に与える影響について MD シミュレーションを用い

て調べた。特にウイルスの感染・伝播能に関わる Sタンパク質

の構造安定性について評価した。S タンパク質三量体モデル

の MD シミュレーションを実施し、熱力学的に準安定な S タン

パク質三量 体 構造を 取得し た。その構造を 用いて、 in 

silico 変異導入解析から、7 カ所の変異による構造安定性

への影響を評価した。その結果、S タンパク質の構造安定性

を 向 上 さ せ る 変 異 （ S50L, A846V, D950Y; Stability 

-2.50±0.74 kcal/mol）と低下させる変異（R357K, E471K, 

D614G; 2.08±0.88 kcal/mol）に区分することができた。

R683G 変異は構造安定性に影響しなかった(0.03±0.64 

kcal/mol)。これらの結果より、ウイルスが生存するために必

要な S タンパク質の構造安定性には幅があると考えた。（小

谷治、横山勝、関塚剛史、糸川健太郎、黒田 誠）

（２）抗 SARS-CoV-2 S タンパク質抗体の中和・中和逃避の構

造解析基盤の構築

SARS-CoV-2 ウイルス粒子表面にある S タンパク質は抗体

の標的分子となるため、COVID-19 ワクチン開発における有力

な抗原の一つである。しかし、抗 S 抗体による中和と中和逃

避の分子メカニズムは未だ不明な点が多い。今年度は、既

知の S タンパク質/抗 S 抗体複合体の構造情報もとに抗 S 抗

体 の 中 和 ・ 中 和 逃 避 の 構 造 解 析 基 盤 を 構 築 し た 。

SARS-CoV-2 S タンパク質三量体モデル（Close 型）と RBD 領

域が露出した SARS-CoV-2 S タンパク質三量体モデル（Open

型）を用い、既知の S タンパク質/抗 S 抗体複合体の構造情

報 4種類（S309抗体、CR3022抗体、cc12.1抗体、4A8抗体）
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を鋳型にし、それぞれ S タンパク質/抗 S 抗体複合体モデル

を構築した。それらのモデルを用いて、MD シミュレーションを

実施し、得られた準安定構造から結合様式を調べた。その結

果、各抗体が相互作用する S タンパク質上のアミノ酸残基を

特定した。次に、in silico mutagenesis 法を用いて、変異

による S タンパク質変異体の抗体親和性への影響を調べた。

その結果、変異による抗体親和性への影響は、①どのアミノ

酸に変えても抗体親和性が下がる、②どのアミノ酸に変えて

も抗体親和性が上がる、③どのアミノ酸に変えても抗体親和

性に影響しない、④アミノ酸の種類によって抗体親和性が変

化する、4 つのグループに分類された。今後、分類されたアミ

ノ酸群の構造特性について調べ、COVID-19 リスク評価に向

けた構造解析基盤の構築を目指す。（小谷治、横山勝、関

塚剛史、糸川健太郎、黒田誠）

IV-４. デングウイルスの構造生物学研究

（１）デングウイルス 2 型 E タンパク質と中和抗体の分子動力

学計算による解析

デングウイルスによる感染症の重症型デング発症機序の

一つとして抗体依存性感染増強（ADE）があり、単クローン抗

体には、増強活性の強い抗体と中和活性の強い抗体がそれ

ぞれ存在する。デングウイルスと中和抗体の結合様式の解明

は、ADE を避けた治療抗体やワクチンの開発に重要な基盤と

なる。本研究では、デングウイルス 2 型（DV2）特異的に強力

な中和活性を示すマウス単クローン抗体 2-14-8 の結合部位

を明らかにするために、DV2 の 16681 株 E/M タンパク質と

2-14-8 抗体の複合体の分子動力学（MD）計算を行い、DV2

の 16681 株と逃避変異株（R89S 株）の比較を行った。E/M タ

ンパク質と 2-14-8 抗体の結合エネルギーを計算すると、

16681 株または R89S 株の 2-14-8 抗体との結合エネルギー

は 、 そ れ ぞ れ -35.28 ± 7.16 kcal/mol 、 -1.70 ± 7.54 

kcal/mol であった。R89S 株の 2-14-8 抗体との結合エネル

ギーは、16681 株よりも大きく低下することが明らかになった。

（横山勝、中山英美[大阪大学 微生物病研究所]、小谷 治、

塩田達雄[大阪大学 微生物病研究所]、佐藤裕徳）

V．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

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。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 の構築している。現在、公衆衛生上重要となる病

原細菌 36 種、合計約 95 万サンプルのゲノム解析データを格

納している。更に、本年度は SARS-CoV-2 のゲノム解析を行

う web アプリケーションの開発・改良も実施し、地方衛生研究

所が解読したゲノム解読データの解析を行う基盤を構築した。

（関塚剛史、谷津弘仁、糸川健太郎、黒田誠）

VI．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これまで構築してきた。

また、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、SARS-CoV-2 ゲノム配列決定に重点を置き、

本年度までに、合計 20,402 サンプルの全長ゲノム配列を取

得し、公開データベース GISAID にて公開済みである。（関

塚剛史、糸川健太郎、橋野正紀、谷津弘仁、田中里奈、黒

田誠）

VII-1．SARS-CoV-2 比較ゲノム分子疫学解析

2019 年 12 月より世界的に流行している新型コロナウイルス

SARS-CoV-2 について、患者検体 RNA から効率的にウイル

スの全ゲノム配列を決定するための実験プロトコルの改良・

開発を 行っ た。 現 在世 界 的に 用い ら れて いる 、 ARTIC 

Network multiplex tilling PCR 法のプライマーの内、増幅に

問題のある、12 本のプライマーについて改良を行い、より広

範囲な条件でゲノム確定をすることが可能なプライマーセット

を開発した。また、国内で流行している変異株について、変

異によるミスマッチを考慮した改良を行い、継続的にゲノム解

析を行えるように対応した。（糸川健太郎、関塚剛史、橋野

正紀、田中里奈、黒田誠）

SARS-CoV-2 ゲノムの自動解析パイプラインを作成し、ネ

ットワーク解析結果を描画・閲覧する web サイトの改良を行な

った。国内における SARS-CoV-2 の lineage の推移をモニタ

リングし、本年度に国内で生じた感染ピークにおけるゲノム比

較解析を行なった。また、海外より帰国した有症者から検出

された本ウイルスのゲノム比較解析も実施し、懸念される変

異系統 (variant of concern)の出現の監視と国内における伝

播の有無の確認を行なった。

（関塚剛史、糸川健太郎、橋野正紀、田中里奈、谷津弘仁、

黒田誠；影山努、齊藤慎二、高山郁代、浅沼秀樹、長谷川

秀樹 [インフルエンザウイルス研究センター]、松山州徳、白

戸憲也、竹田誠[ウイルス第三部]、高橋琢理、神谷元、山岸
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拓也、柿本健作、鈴木基 [感染症疫学センター]、鈴木忠樹

[感染病理部]、脇田隆字 [国立感染症研究所]、他多数の

地方衛生研究所・保健所・検疫所関係者）

VII-2．ラボネットワーク強化のための SARS-CoV-2 ゲノム配

列解読及び解析法の研修

自治体職員を対象に、新型コロナウイルスのゲノム解読法

および解析法についての研修会を行った。令和２年度は、10

月と 3 月に二度開催し、計 18 か所の自治体・機関からの参

加があった。本研修会の成果により、多数の自治体において、

単独でゲノム解読から解析まで行うことが可能となり、各自治

体の行政へ、更に迅速にデータを報告することが可能となっ

た。（糸川健太郎、関塚剛史、橋野正紀、田中里奈、黒田

誠）

VIII．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)を運用している。現在、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、今年度までに計約 150 株のゲノム配列を決定し、デー

タベースを作成した。（関塚剛史、田中里奈、谷津弘仁、橋

野正紀、黒田誠、金森肇[東北大学大学院医学系研究科内

科病態学講座・総合感染症学分野]、楠本正博[国立研究開

発法人農業・食品産業技術総合研究機構] ）

IX．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、結

核菌の国内分離株の大規模分子系統解析を円滑に行うた

めの web 解析ツールの改変を行なった。（関塚剛史、谷津弘

仁、黒田誠、村瀬良朗[公益財団法人結核予防会結核研究

所]、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[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] ）

X．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 。

TYG1620 株の病原性解明を目的に、全ゲノム解読および in 

vivo 実験を実施した結果、Type 7 Secretion System (T7SS)

が病原性に寄与する事が示唆された。さらに、in vitro 実験に

より T7SS 依存的な細胞傷害性の保有を見出すとともに、

Secretome 解析を実施し、T7SS 依存的な分泌毒素候補を同

定した。昨年度までの研究成果を踏まえ、T7SS 依存的な分

泌毒素候補の１つである Early Secreted Antigenic Target of 6 

kDa (ESAT-6) like protein に着目し、解析を実施した。

ESAT-6 like protein は、T7SS を保有する他のグラム陽性病

原細菌（結核菌、黄色ブドウ球菌）において、T7SS 依存的な

毒素として報告されている。そこで、ESAT-6 like protein が

TYG1620 株の示す T7SS 依存的細胞傷害性に寄与している

のかを確認するために、TYG1620 株を親株として相同組換

え法により欠損変異株を作製した。作製した変異株について

は、次世代シーケンサーを使用し ESAT-6 like protein をコー

ドする遺伝子の欠損を確認した。TYG1620 株と欠損変異株

の濃縮培養上清を作製し、上皮細胞株に添加した結果、

TYG1620 株と比較して欠損変異株では細胞傷害性が有意

に減弱することが確認された。この結果から、ESAT-6 like 

protein が TYG1620 株の T7SS 依存的細胞傷害性に関与す

る事が示唆された。（橋野正紀、糸川健太郎、関塚剛史、黒

田誠）

XI．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

CRISPR/Cas9 システムを用いた、培養細胞ノックアウトライ

ブラリーにより、細菌毒素、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が可能となる。NGS を

用いた deep sequencing による網羅的な解析が必須であり、こ

れまで、解析用 web アプリケーションを開発してきた。昨年度

に引き続き、解析用 web アプリケーションの改良を実施した。

また、パラミクソウイルスを接種した際のインタラクトーム解析

を行い、ムンプスウイルスの感染に関与する宿主因子を抽出

した。

（関塚剛史、黒田誠、山地俊之[細胞化学部]、花田賢太郎

[細胞化学部]、加藤大志[ウイルス第三部]、竹田誠[ウイルス

第三部] ）
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XII．薬剤耐性熱帯熱マラリア株の新規ゲノムアセンブリ

熱帯熱マラリア原虫のカンボジア由来感受性およびカンボ

ジア由来抵抗性の計二株について、量的形質遺伝子座

（QTL）解析を行う事前準備として全ゲノムアセンブリを行っ

た。それぞれの株からナノポアシーケンサーによるロングリー

ドおよびイルミナ HiSeq によるショートリードのデータを取得し

た。これらのデータを用いてハイブリッド de novo アセンブリを

行い、二つの系統それぞれで 14 本の染色体全てをアセンブ

ルすることができた。得られた二つの系統のゲノムアセンブリ

および公開されている P. falciparum 3D7 株（薬剤感受性）の

レファレンスアセンブリの比較ゲノム解析を行ったところ、薬

剤抵抗性株における構造変異（遺伝子増幅、遺伝子欠失等）

を複数個所見つけることができた。これらの構造変異に含ま

れる遺伝子は抵抗性株の持つ薬剤抵抗性の原因遺伝子の

候補として次年度以降さらなる検証を行う。また、感受性と抵

抗性株において SNP マーカーが各 14 本の染色体に十分な

密度で存在していることを確認した。

（糸川健太郎、小林大介[昆虫医科学部]、新澤直明[東京医

科歯科大] ）

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、4価、9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。また 9 価

HPVワクチンのファクトシートを疫学センターと共同で作成した。

（石井克幸、竹内隆正、森 清一郎、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。2021 年 3 月にオンライン開催された National HPV 

Reference Laboratories Conference に参加して、日本で

のリファレンスラボ活動と HPV ワクチンの現状について講演し

た。（中村浩美、柊元巌）
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