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　本研究では、動物由来の病原体検出技術の向上を目指
し、核酸抽出方法の確立や特異的病原体検出パネルの開
発、細菌・真菌の網羅的解析法の構築、さらには病原体に
対する抗体作製の体制構築に取り組んだ。まず、適切な核
酸抽出方法の確立のため、メタルコーンを用いた凍結粉砕
法を導入した。この方法は、従来のビーズ式破砕装置では
粉砕が難しかった高度石灰化検体や骨成分を含む検体、
また弾性の高い肺や腸管検体をより細かく粉砕することが
可能となった。
　次に、特異的病原体検出パネルの開発のため、アナプラ
ズマ、クリプトコッカス、トキソプラズマ、リケッチア、ボレリア、ネ

オスポーラ、ツツガムシ、バルトネラなど、複数の病原体を対
象としたリアルタイムPCR法を整備した。本研究では、すべ
ての病原体検出法を単一のPCR装置、PCR試薬、同一反
応条件で実施可能とし、効率的に複数病原体を同時検出
することが可能となった。さらに、病原体の遺伝子配列に基
づき人工合成遺伝子を作成し、陽性対照として定量した。
陽性対象には病原体には含まれていない人口配列を付加
しており、病原体検出の精度を管理し、コンタミネーションによ
る誤検出のリスクを低減する。また、精度管理のため、ハウス
キーピング遺伝子の発現検証を行い、報告の限られている
ヒト以外の動物種における適切な内部コントロールについて
検討した。
　細菌の網羅的解析法においては、16s rDNA全長領域
の解析を実施した。その高い網羅性から、検体中の細菌だ
けではなく、検査実施環境中の細菌についても同時に検出
している場合があったが、適切な検査対照の設定により、高
精度に検体中の細菌を検出可能となった。
　最後に、病原体に対する抗体作製体制の構築を進め、
ペプチドマイクロアレイ解析を行った。ヒト検体を対象とした
ペプチドマイクロアレイ解析では、既知の複数の病原体に対
して強い抗体反応が見られ、病原体特異的抗体を対象とし
た網羅的感染症検査の可能性が示された。

結果・成果

　北海道は豊かな自然と多様な野生動物が生息する地域
で、農業や畜産業が盛んだが、ヒト-動物間の接触が多く、
感染症発生リスクも高い。人口密度が低く、医療資源が限ら
れ、冬季の輸送障害も問題となる。これらの課題に対処する
ため、One Healthアプローチに基づく感染症検査法を開
発し、新興・再興感染症に対応できる体制を構築する。また、
株式会社イーベックと協力し、病原体に対する特異的抗体
の作成と治療法開発を進める。
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背景・目的

　本研究により、適切な核酸抽出法を含め、特異的病原体
検出パネル、及び細菌・真菌網羅的解析法が開発された。
対象病原体数、感度など今後改善の余地のある部分もある
が、適切な対照の設定等により現時点でも精度管理を含め、
臨床検査として提供可能な状態となっている。今後は病原
体検出法の整備・開発による検査対象病原体、動物種の拡
大、検出法の改良による感度向上、より高い精度管理体制
の構築を実施する予定である。なお、本事業で開発・整備し
た検査の一部については北海道大学One healthリサーチ
センターの特殊検査として実施可能である。

今後の展望　本事業では、適切な核酸抽出方法の確立を目指し、ヒトを
含む多様な動物種や様々な検体を使用して検討を行った。
固形検体には凍結粉砕装置と自動抽出装置を、液体検体
にはビーズ式破砕チューブとボルテックスミキサーを使用し、
効率的な核酸抽出を実施した。次に、特異的病原体検出
パネルの開発に取り組み、文献検索を基に既存のリアルタイ
ムPCR法を選定。新型コロナウイルス検査で使用した装置
と試薬を基準に、同一装置で複数病原体を検出する方法を
整備した。さらに、細菌の16s rDNAを用いた網羅的解析
法を開発。16s rDNA全長を増幅し、解析を行う。真菌に対
しては、宿主の18s rDNAの増幅を抑制するため、ブロッキ
ングプライマーを作成し、哺乳類と鳥類に対応した方法を確
立した。最後に、病原体に対する抗体作製について、株式
会社イーベックと共同でペプチドマイクロアレイ解析を通じて、
網羅的感染症抗体の解析を進めた。

内容・方法

One Healthアプローチによる
包括的感染症検査法の開発

1：検査キットの仕様・規格設定
　本研究事業における開発製品イメージは、特許に出願し
たバイオマーカーの発現をイムノクロマト法で定性的に測定
する迅速キットである（図1）。ハーフ・テスト・ストリップ（ディッ
プ・スティック）を試作品（プロトタイプ）として作成した。

2：試作品の製造と品質評価
■検出(呈色)抗体の金コロイド標識確認
　　金コロイド標識した抗DNA抗体はテスト・ストリップ上に
固相化されたDNAに捕捉され、視認可能なドット・ブロット
が検出された。

■コントロールラインの確認（図2）
　　テスト・ストリップ上に抗IgG2a抗体をドット・ブロットしてラ
テラル・フローにて金コロイド標識抗DNA抗体を展開した
ところ明瞭なドットを検出した。
■テストラインの確認（図3）
　　モデル・サンプルとして、タンパク質とDNAの複合体で
あるHistone-DNA複合体の検出を試みた。展開液中の
界面活性剤(Tween20)濃度が0.06%以下の時、モデル・
サンプルが検出可能であった。

結果・成果　難治性中耳炎であるANCA関連血管炎性中耳炎や好
酸球性中耳炎は、一般的な中耳炎である滲出性中耳炎や
急性中耳炎とは異なり、治療抵抗性で重篤な合併症を引き
起こす。しかし、初期段階でこれらの中耳炎を鑑別診断する
ことは容易ではなく、早期治療を実現できていない。そこで
本研究代表者らは、難治性中耳炎の診断および疾患活動
性を評価するバイオマーカーの有用性を示し、特許に出願
した。本研究事業では、この技術を臨床応用して、難治性中
耳炎に対する診断および疾患活動性を評価するための新
しいキットの開発を目標とする。この開発により難治性中耳炎
の早期診断に基づく適切な治療を実現させる。
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背景・目的

　事業計画全体のタイムラインとして、「基礎研究」「前臨
床」「臨床性能試験」「承認申請・審査」の4つに大別され、
本研究開発期間内では、特許技術をもとに難治性中耳炎
（ANCA関連血管炎性中耳炎、好酸球性中耳炎）に対す
る診断および疾患活動性を評価するための新しいキットの
試作品（プロトタイプ）開発を企業と連携して行う「前臨床（1
年目）」の位置づけとなる。試作品を製造するために以下の
①～③を達成目標とした。

 ・ 達成目標①：試作品製造に向けて仕様・規格設定を行う。
 ・ 達成目標②：試作品を製造して、品質評価および測定感
　　　　　度を検証する。

 ・ 達成目標③：上記①②を通じて、臨床性能試験に向けた
　　　　　試作品の完成度向上を目指す。

　これらの達成目標に向けて、「1：検査キットの仕様・規格設
定」、「2：試作品の製造と品質評価」、「3：試作品を用いた
非臨床性能評価」を開発サイクルとし、CMCに関する検討
課題と解決方法を立案した。

内容・方法

難治性中耳炎の診断および活動
性を評価する新しいキットの開発

図1

図2 図3
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　本研究開発の目標とした難治性中耳炎であるANCA
関連血管炎性中耳炎や好酸球性中耳炎の有無を早期
診断する上で有用な根拠を得ることができる迅速キット
の試作品（プロトタイプ）を作成した。今後は「前臨床（2
年目）」に進み、仕様・規格のアップデートを行うことで試
作品の完成度向上を目指す。試作品の仕様・規格の最
終決定に目途がついた時点で、さらにステージアップして
「臨床性能試験」を準備する。また、同時にPMDA対面
助言を受け、最終的に厚生労働省の承認と審査を目指
す。

3：試作品を用いた非臨床性能評価
　反応条件の至適化と感度向上に伴う課題として、界面活
性剤(Tween20)濃度を中心とした展開液組成の検討が挙
げられた。界面活性剤(Tween20)濃度がシグナル検出感
度に影響すると予測され、様々な濃度で至適化を行った。
予測された通り、界面活性剤(Tween20)濃度によっては標
的バイオマーカーと金コロイド標識抗DNA抗体の結合体が
ニトロセルロース・メンブレン上に展開できず、テスト・ストリップ
の下部に滞留（スタック）してしまうことが分かった（図4）。

■本研究開発事業である前臨床（1年目）における成果と
課題のまとめ

 ・ 本研究事業の内容で掲げた目標①②③は概ね達成できた。
 ・ 試作品（プロトタイプ）はハーフ・テスト・ストリップ（イムノクロ
マト法）で作成した。

 ・ コントロールラインにおける標的バイオマーカーのシグナル
検出感度は良好であった。

 ・ テストラインにおける標的バイオマーカーのシグナル検出
は0.06%以下の界面活性剤（Tween20）濃度で可能で
あった。

 ・ 検出感度の向上には、界面活性剤（Tween20）濃度を
中心とした展開液組成の検討が課題になる。

 ・ 今回の成果をもとにして前臨床（2年目）の段階では、標的
バイオマーカーのシグナル検出感度の向上と安定化を得
て、仕様・規格の最終決定として市販で汎用されるフル・
テスト・ストリップでの形態を目指す。

今後の展望

図4

1）サイズバリエーションと形状の検討
　分析の結果、サイズバリエーションとして34サイズを決定
し、形状は汎用性の高いボックスタイプを採用した。
2）原材料・構造の検討
　チタン合金製インプラントは骨芽細胞の生成を促進し、特
に粗面化した表面は滑らかなものと比較して、より骨芽細胞
分化が誘導される。このため、海綿骨に類似した構造を有
する三次元ポーラス構造チタン合金製の椎体間ケージとし

た。また、チタン合金粉末を原材料とし、多孔質構造と緻密
体から構成するケージを容易に実現できる三次元積層技術
を採用することとした。
3）三次元積層構造の検討
　三次元積層造形技術を用いたケージ構造として、隣接椎
体骨との骨癒合を促進するために表面の一部を多孔質構
造とし、その他の部分は椎体間にケージを挿入しやすくする
ために緻密体構造を採用することにした。
4）試作品の完成
　三次元積層造形技術を用いたケージを試作し、想定通り
のケージが製造できることを確認した。

結果・成果

　椎間板は脊柱を構成する軟部組織であるが、変性して
不安定性が生じると腰痛や下肢痛を生じる脊柱管狭窄症
などを発症する。手術法として、椎間板を切除し椎体間ケー
ジで置換する脊椎固定術が行われているが、脊椎インプラ
ントを用いた手術法は医師の技量に左右され、インプラント
形状が患者形状に適合していない場合にはインプラント折
損などが生じる課題がある。そこで本研究開発では、生体
適合性の高い椎体間ケージを開発する。椎間板置換後の
脊柱に精密形状を与えることで再手術率の低下など術後
の臨床成績が向上することが期待される。
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背景・目的

　本研究開発における最終到達目標は、椎体間ケージの
製品・事業化である。三次元積層造形技術により作製した
ケージを用いて、力学試験や金属溶出試験の結果を検証し、
薬事申請用データを取得する。そのための本研究期間内の
達成目標である、椎体間ケージに関するデザインの決定と
三次元積層造形による一次試作を実施したことで、今後は
薬事申請用データの取得に移行する。具体的には、2年以
内に、①量産試作と評価、②力学試験と金属溶出試験、を
実施して薬事承認申請用データを取得するとともに、申請後
半年以内の承認と製品化を目指す。

今後の展望

 ・ 患者脊椎CT画像データから椎間板領域を3Dデータとし
て抽出する（45症例）。

 ・ CT計測ボリュームデータから立体空間点群間の3D差分
値を評価する。その後、点群間の3Dベストフィット形状差
分値評価を行ったのち、形状差分値に基づいて階層クラ
スタリングを行う（日米特許取得済、Kokabu, Sudo et al. 
Journal of Orthopaedic Research 2018）。

 ・ 最長差分値を5mm以内と定義し、ケージ形状群を算出
する。算出したケージ形状群から差分値の最も小さな代
表的3Dデータを導出する。

 ・ CT計測ボリュームデータから閾値セグメンテーションによ
り等値面を抽出し、等値面3角形メッシュデータ出力を経
てskeletonizationによるケージ点群を生成する。

 ・ ケージ長を基に5mm毎に群分けし、各群における中心点
群の階層クラスタ分析により各クラスタ内における最大長
のケージを基準にして最も差分値の小さいケージ形状を
算出し、クラスタのケージデザインとする。

 ・ 最小サイズのケージに対して、三次元積層造形を行い、
想定通りの形状として造形されていることを確認する。

内容・方法

高生体適合性三次元積層
造形椎体間ケージの開発
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