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概 要 

 当部が対応するウイルスは主として消化器系疾患の原

因ウイルスであり、A , B 型肝炎ワクチン、経口生ポリ

オワクチンを検定、検査対象としている。  

 第１室の最重要課題は経口生ポリオワクチンの検査、

検定である。本年は小分製品１件の検定をおこなった。

また喫緊の課題となっている不活化ポリオワクチン導入

に向けて、基礎実験を含めポリオワクチンの免疫学的研

究を行なった。わが国では生ワクチンとして用いられて

いるセービン株を原材料とした全く新しい不活化ポリオ

ワクチンが検討されている。 

 わが国の食中毒の多くの原因となっているノロウイル

スの研究が大きく進展した。また全国地研との連携が確

立し、感染研はレファレンスセンターとしての機能を良

く果たしている。又、新たな下痢症ウイルスであるサポ

ウイルスの研究も大いに進んだ。わが国でのウイルス下

痢症の散発例では重要な役割を果たしている。 

 E 型肝炎ウイルスの研究が大いに進んだ。ウイルス中

空粒子を用いた感度の良い診断系の確立が大きく貢献し

た。研究班が成立し、野生動物での感染が全国レベルで

調査された。イノシシ、マングースにおいては抗体保有

率が高く、これらがリザーバーのひとつではないかと考

えられるデータも得られた。 

 第２室では総力を挙げて WHO 世界ポリオ根絶計画に

参画している。課題はまだナイジェリア、北インドなど

地球上の一部に残る野生株ウイルスの解析と、ワクチン

の変異株によるポリオ流行の解析である。野生株の伝播

は中々断ち切れないでいるが、根絶計画はいよいよ最終

段階に入った。また計画達成前後の国内及び世界レベル

のワクチン戦略についてエビデンスに基づいた提言を世

界に発している。また国内エンテロウイルスレファレン

スセンターとしてレファレンス活動、依頼検査を行なっ

た。 

 第３室及び第４室の HCVの研究は着実に進んでいる。

培養系での HCV増殖の系が安定化し、RNA複製、ウイ

ルス粒子産生に至るウイルスのライフサイクルの詳細な

解析が進んでいる。 

 第５室の最重要課題はA型及びB型肝炎ワクチンの検

定、検査である。本年は A型肝炎ワクチン２件、Ｂ型肝

炎ワクチン 10 件の検定を行った。また A 型肝炎ウイル

スの粒子構造解析が進行している。 

 各室で以下のような国際的技術協力を行った。 

（１）鄭 小凡（中国・浙江省血液センター）＜日中笹

川医学研究者制度＞ 平成 17年 4月 1日～18年 3月 31

日、ヒトの血液型とウイルス感染の分子基盤について。 

（２）呉 芳姿（台湾・疾病予防センター）＜台湾疾病

予防センターフェロー＞ 平成 17年 9月 12日～17年 10

月 14日、下痢症ウイルスの同定と診断。 

（３）林 思鳳（台湾・疾病予防センター）＜台湾疾病予

防センターフェロー＞ 平成 17 年 10 月 1 日～17 年 10

月 14日、E型肝炎ウイルスの同定と診断。 

（４）童 文彬（中国・四川省疾病予防管理センター）

＜JICA フェロー＞ 平成 16 年 7 月 30 日～17 年 6 月 3

日、ポリオウイルス分子学診断技術研修 

（５）張 勇（中国・中国疾病予防センター）＜WHO

フェロー＞ 平成 17年 3月 22日～17年 4月 28日、ポ

リオウイルスワクチン由来株の病原性の解析 

（６）田 炳均（中国・雲南省疾病予防控制センター）

＜笹川フェロー＞ 平成 17年 4月 8日～18年 3月 31日、

エンテロウイルス分子学診断技術研修 

（７）Nguyen Thi Thanh Thao（Pasteur Institute, Viet Nam） 

＜JSPSフェロー＞ 平成 17年 10月 4日～17年 10月 31

日、エンテロウイルス感染症の血清疫学および分子疫学

に関する研究 

（８）張 斌（中国・上海中医薬大学）＜上海中医薬大

学フェロー＞ 平成 16年 11月 1日～17年 10月 31日、

C型肝炎ウイルスの増殖機構に関する研究 

 人事面では、Grant S. Hansmanが平成 17年 6月 1日に

第１室研究員として採用された。宮村達男部長は平成 18

年 3 月をもってウイルス第二部長を退職、4 月から所長

に昇任した。後任部長は東京都立神経研の脇田隆字副参

事研究員が就任する。 

 カリフォルニア大学サンフランシスコ医学校に出張し

ていた染谷雄一主任研究官が平成 17年 12月帰国、職務



ウイルス第二部 

に復帰した。片山和彦主任研究官は平成 17年 6月より米

国ベイラー大学に出張し、ノロウイルスの分子生物学の

研究を行なっている。鈴木亮介研究員はフラビウイルス

の感染増殖機構の研究の為、平成 17年 10月より米国テ

キサス大学ガルベストン校に出張している。下池貴志主

任研究官は平成 17年 5月より HCVの翻訳開始機構を構

造解析する為、米国スタンフォード大学に出張している。 

 
業 績 

調査・研究 
I． 下痢症ウイルスに関する研究 

１．ノロウイルス（NoV）に関する研究 

 (１) ノロウイルス（NoV）と血液型物質との結合の解

析 

 NoVは血液型抗原を認識して結合する。しかし、すべ

てのウイルス株が同じ血液型抗原を認識するわけではな

く、その結合パターンは株により様々である。近年、遺

伝学的に近縁の株は共通の血液型抗原を認識することが

示唆された。しかし、同じジェノグループに属する株に

共通性が存在するかは明らかになっていない。そこで、

NoV 14株の VLPsを用い、Carbohydrate-VLP binding assay

により H, A, B, Lea, Leb型抗原との結合を検討した。その

結果、クラスターによって結合パターンに違いはあるも

のの、GIでは共通して A型抗原に結合しやすく、GIIで

は B型抗原に結合しやすいことが明らかとなった。さら

に詳細な解析を行うことにより、血液型抗原上のウイル

ス結合部位を明らかにしたい。 

［白土東子、小川智子、鎌田公仁夫（デンカ生研）、武田

直和］ 

 

（２）昆虫細胞発現系を用いた NoV 粒子形成の試み 

 NoV の ORF2 を組換えバキュロウイルスで発現して

作製した VLP は中空である。この発現系に、NoV ゲノ

ム全長を供給すると、VLP へのゲノムパッケージが起き

る可能性がある。NoV ゲノムの 3’末端にリボザイムを

組み込み、完全長の NoV ゲノムが転写されるようにし

た組換えバキュロウイルスを用いて細胞内にゲノムを供

給したところ、NoV の蛋白質合成が認められ、中空の

VLP よりも比重の重い分画にシフトした粒子が存在す

ることが確認できた。さらに構造蛋白質発現バキュロウ

イルスを同時に感染させ、形成される粒子に生じる変化

を調べたところ、比重 1.32, 1.36, 1.4 g/cm3付近にウイル

ス様粒子が確認された。現在、これらの粒子の特徴を調

べている。 

［片山和彦、グラント・ハンスマン、岡智一郎、宮下佳

奈、小川智子、武田直和、宮村達男、永田典代、田中恵

子（感染病理部）］ 

 

（３）昆虫細胞及び哺乳類細胞を用いた NoV 粒子形成

機構の解析 

 NoV U201 株の VLPs を発現するために作製した組換

えバキュロウイルスにクローニングされた ORF2 から

ゲノム末端までの塩基配列を、PCR direct sequence で得

られた天然型配列と比較すると、ORF2(VP1)領域に２カ

所、ORF3 (VP2)領域に 1 カ所、合計３カ所のアミノ酸変

異を伴う塩基配列の違いが認められた。昆虫細胞 (Tn5)

では、天然型もクローン型もともに VLP を発現するが、

哺乳類培養細胞では、天然型のみ VLPs を発現すること

が明らかとなった。点突然変異を導入し、両発現系にお

いてどの部分のアミノ酸配列変化が VLP 形成に影響を

及ぼすかを調べたところ、バキュロウイルス発現系はい

ずれの変異も容認し、VLPを産出した。 

［宮下佳奈、グラント・ハンスマン、片山和彦、武田直

和、宮村達男、永田典代（感染病理部）］ 

 

（４）NoV VLP 産生機構の解析 

 NoV の ORF2 を組換えバキュロウイルスで発現する

と、VLP を作出することができる。しかし、同じ株から

作出した組換えバキュロウイルスでも、VLP を大量に産

生するクローンと、細胞内には ORF2 蛋白質を大量に発

現するが VLP は産生しないクローンが存在する。昨年

までの研究の結果、P 領域の１アミノ酸残基 (N 末端よ

り 404番目)の変異が VLP の産生能を決定していること

を見いだした。キャプシド蛋白質の立体構造予測解析の

結果、この残基は VLPの外周部の突起を支える支柱に位

置すると予想された。点突然変異を導入したアミノ酸置

換実験の結果、アミノ酸がアルギニンの場合、VLP作出

能力が著しく低下することを見いだした。免疫電子顕微

鏡観察で両クローンの ORF2 蛋白質の細胞内局在を調

べたところ、両者とも ORF2 蛋白質は細胞内全体に存在

していたが VLP 産生クローンの場合は粒子状構造物の

ある密度の高いベジクルが強く染色された。VLP は

ORF2 蛋白質がベジクルに集まり、自己集合して形成さ

れている可能性がある。 

［高井 聡、グラント・ハンスマン、片山和彦、武田直和、

宮村達男、永田典代（感染病理部）］ 

 

（５）NoV 複製機構の研究 

 NoV には培養細胞を用いた増殖系や実験動物系が構

築されていない。NoV の複製機構を解明するため、T7 
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RNA ポリメラーゼプロモーター配列下流に、NoV ゲノ

ム全長を組み込んだプラスミドクローンをヒト培養細胞

内に導入した。組換えワクチニアウイルスの共感染によ

り T7 RNA ポリメラーゼを細胞内で発現させたところ、

5’末端がキャッピングされた NoV ゲノム RNA を大量

に細胞内に供給した。しかし、この系では 3A-VPg 間の

切断効率が悪く、構造蛋白質の発現を検出できなかった。

弱毒化ワクチニアウイルスを用いてワクチニアの細胞毒

性を軽減し、3A-VPg 間の切断効率を増加させることを

試みたが、切断効率に変化は認められなかった。現在、

ワクチニアウイルスの影響を排除するため、インビトロ

で合成した RNA を直接細胞に導入する方法および、

EF-1αプロモーターによる NoVゲノムの発現を行い、感

染性粒子の形成を試みている。 

［片山和彦、岡智一郎、石井孝司、グラント・ハンスマ

ン、小川智子、宮村達男、武田直和］ 

 

（６）ノロウイルス 3C様プロテアーゼの立体構造解析 

 ノロウイルスChiba 407株由来の 3C様プロテアーゼを

大腸菌で大量発現、精製の後、結晶化し、Ｘ線結晶構造

解析によりその 3次元立体構造を解明した。全体構造は

キモトリプシンに類似し、そのスーパーファミリーの一

員であることを示している。先に部位特異変異導入解析

で示唆されたHis30とCys139に加えてGlu54が活性中心

を形成していることが明らかにされた。また、同じく部

位特異変異導入解析で示された重要残基のほとんどが活

性中心の周辺に位置し、全体構造の維持に関与している

ことが示された。さらに、基質ペプチドを活性中心付近

に置いたモデルから、プロテアーゼの基質特異性に関わ

る情報が得られた。 

［染谷雄一、武田直和、宮村達男、中村健太郎（東工大）、

熊坂崇（東工大）、田中信夫（東工大）］ 

 

（７）ノロウイルス 3C様プロテアーゼの生化学的性状 

 精製したノロウイルスChiba 407株由来の 3C様プロテ

アーゼによる 3C/3D間の切断部位を含むタンパク質の切

断反応を in vitroで行い、SDS-PAGEにて切断断片を分離

し、3C様プロテアーゼの生化学的性状について解析した。

その結果、プロテアーゼ活性の至適 pHは 8.6、至適温度

は 37℃であった。高濃度（100 mM）の Na+あるいは K+

は反応を阻害した。また、Mg2+及び Ca2+は反応に影響な

かったが、Zn2+あるいは Hg2+は反応を著しく阻害した。

いくつかの SH 基阻害剤も反応を阻害し、プロテアーゼ

活性に Cys残基が関わっていることと一致する。 

［染谷雄一、武田直和、宮村達男］ 

 

（８）ノロウイルス非構造タンパク質の細胞内局在 

 ノロウイルス非構造タンパク質を動物細胞内で発現さ

せたとき、その中のＮ末端領域がゴルジ体に分布し、タ

ンパク質の細胞内送達に関与することがすでに報告され

ている。Chiba 407株由来の 6種の非構造タンパク質（Ｎ

末端領域, 2C, 3A, 3B VPg, 3C様プロテアーゼ, 3D RNA

ポリメラーゼ）を動物細胞で発現させたところ、2Cが細

胞質内に小胞状に分布した。その一部はゴルジ体のマー

カータンパク質と共存した。さらに、Ｎ末端領域と 2C

を同時に発現させると、それらの一部は同じ小胞に分布

した。Ｎ末端領域と同様に 2C もまたタンパク質の細胞

内送達に関与することが示唆される。 

［染谷雄一、武田直和、宮村達男］ 
 

（９）Genetic diversity of noroviruses in Taiwan between 

November 2004 and March 2005. 

 Noroviruses are a major health burden and are responsible 

for the majority of outbreaks of gastroenteritis in the world. 

Human noroviruses can be genetically divided into two main 

genogroups (GI and GII) and subdivided into many genotypes. 

Stool specimens collected from 12 outbreaks of 

gastroenteritis in Taiwan were screened for viral agents, 

between the 23rd of November 2004 and 9th of March 2005. 

Noroviruses were detected in all outbreaks. We detected six 

different norovirus genotypes GI/11, GI/14, GII/3, GII/4, 

GII/6, and GII/18. Noroviruses belonging to the GII/4 were 

dominant, 49 of 60 (82%) sequences, and were detected in 10 

of 12 outbreaks. Furthermore, the norovirus GII/4 strains 

were detected throughout Taiwan, demonstrating their 

widespread distribution. We also found that three outbreaks 

had noroviruses from multiple genotypes. Our results have 

shown for the first time that noroviruses are an important 

cause of gastroenteritis in Taiwan.  

［Wu FT, Oka T, Katayama K, Ogawa S, Wu HS, Donald 

Jiang DS, Miyamura T, Takeda N, Hansman GS］ 

 
（１０）紫外線照射によるノロウイルス不活化の検討-3 

 昨年と同様、患者便材料から高度に濃縮したノロウイ

ルスを用いて紫外線照射による不活化実験を行い Real 

time PCR法で検討した。 Primer & Probeは、GI : COG1F/R, 

Ring G1-TP (a) & TP (b) ,  GII: CoG2F/R , Ring 2-TP , 定

量のために NVG1 あるいは NVG2 (10*6) を希釈し標準

として用いた。高濃度のノロウイルス検体は未処理で 109 

copies/ml であったが、紫外線を 1000mJ/cm2照射するこ
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とで 3log10低下させることが出来た。今回の検体は高度

に濃縮したノロウイルスを使用したが、紫外線照射によ

り不活化が可能であった。一方、河川水、海水他に検出

されるノロウイスルは年平均で 80 copies/ml 程度と低い

ために、以前検討したアストロウイルス感染実験からの

結果をもとに紫外線照射量は 50mJ/cm2で良いと考える。 

［宇田川悦子］ 

  

２．サポウイルス（SaV）に関する研究 

（１）Deletion analysis of the sapovirus VP1 gene for the 

assembly of virus-like particles.  

 Human sapovirus (SaV) strains are agents of gastroenteritis. 

They cannot be grown in cell culture. Constructs containing 

SaV N- and C-terminal-deleted recombinant capsid proteins 

(rVP1) were expressed in a baculovirus expression system to 

allow us to better understand the sequence requirements for 

the formation of virus-like particles (VLPs). Only proteins 

derived from N-terminal-deleted rVP1 constructs that began 

49 nucleotides downstream assembled into VLPs, which 

included both small and native-size VLPs. Our results were 

similar to those reported in a rabbit hemorrhagic disease virus 

(RHDV) N- and C-terminal-deleted rVP1 expression study 

but were distinct from those reported in a norovirus N- and 

C-terminal-deleted rVP1 expression study, suggesting that 

SaV and RHDV may have similar expression requirements. 

［Hansman GS, Matsubara N, Oka T, Ogawa S, Natori K, 

Takeda N, Katayama K］ 

 

（２）Characterization of polyclonal antibodies raised against 

sapovirus genogroup five virus-like particles. 

 Sapovirus (SaV), a member of the family Caliciviridae, is 

an etiological agent of gastroenteritis. SaV strains were 

recently divided into five genogroups (GI to GV). We 

characterized novel polyclonal antibodies raised against SaV 

GV virus-like particles (VLPs) by Western blot analysis, and 

both antibody and antigen enzyme-linked immunosorbent 

assays (ELISAs).  Our results have indicated SaV GI and 

GV VLPs were antigenically distinct by Western blotting and 

ELISAs.  These reagents may be useful for genogroup 

specific detection of SaV. 

［Hansman GS, Natori K, Ushijima H, Katayama K, Takeda 

N］ 

 

（３）Development of an antigen ELISA to detect sapovirus 

in clinical stool specimens. 

 Human sapovirus (SaV) strains are etiological agents of 

mild and/ or acute gastroenteritis in children and adults. We 

describe the development of a novel antigen enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) detection system that was 

based on hyperimmune rabbit and guinea pig antisera raised 

against SaV genogroup I (GI) virus-like particles. The ELISA 

had 100% specificity, and sensitivities of 60% and 25% when 

compared to single-round PCR and nested PCR, respectively.  

Our results have shown the ELISA was useful in detecting 

SaV GI antigens in clinical stool specimens collected two 

days after the onset of illness. 

［Hansman GS, Guntapong R, Pongsuwanna Y, Natori K, 

Katayama K, Takeda N］ 

 

（４）Genetic diversity of Sapovirus in children, Australia. 

 Sapovirus was detected in 7 of 95 stool specimens from 

children with gastroenteritis of unknown etiology in Sydney, 

Australia, between August 2001 and August 2002, and 

between February 2004 and August 2004 using reverse 

transcriptase-PCR. Sequence analysis of the N-terminal 

capsid region revealed the presence of all human sapovirus 

genogroups. 

［Hansman GS, Takeda N, Katayama K, Tu ET, McIver CJ, 

Rawlinson WD, White PA］ 

 

（５）サポウイルス粒子形成メカニズムの解析 

 サポウイルスの構造タンパク質は ORF1 上にそのほか

の非構造タンパク質とともにコードされている。これま

でに構造タンパク質をコードする遺伝子領域を昆虫細胞

で発現させることで、virus-like particles (VLPs)の発現に

成功しているが、ORF1 のポリプロテインから自己のプ

ロテアーゼによって切断された構造タンパク質が VLPs

を形成することができるのか検討した例はない。サポウ

イルスの粒子形成メカニズムを検討するため、昆虫細胞

で効率的に VLPを形成することが可能な GI Mc114株に

ついて新たに全長 cDNA clone を作製し、site-directed 

mutagenesisによって、プロテアーゼ、ポリメラーゼモチ

ーフに変異を導入したコンストラクトをそれぞれ作製し

た。現在、この cDNA cloneを鋳型に昆虫細胞用のコンス

トラクトを作製し、発現産物の解析を行っている。 

［岡智一郎、Hansman S. Grant、小川智子、宮下佳奈、片

山和彦、山本真民、武田直和］ 

 
（６）サポウイルス核酸検出系の構築 

 サポウイルスはヒト、およびブタの急性感染性胃腸炎
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のウイルスで５つの genogroup (GI-GV)に分類される。こ

のうちヒトから分離されるのは GI, GII, GIV, GVである。

ヒト由来のサポウイルス核酸検出系を確立する目的で、

TaqManリアルタイム PCR系の構築を試行した。スタン

ダード plasmidを用いた検討によりサポウイルス GI, GII, 

GIV, GV株を１ウェルで検出可能であることを確認し、

さらに現在、糞便サンプルを用いた反応性、特異性の確

認を行っている。 

［岡智一郎、片山和彦、影山 努 (ウイルス３部)、小川

智子、Hansman S. Grant、武田直和］ 

 
（７）部位特異的変異導入法を用いたサポウイルス

3C-likeプロテアーゼの活性部位の同定 

 SaV Mc10 株のプロテアーゼの活性発現に必要な領域

の検索、および活性発現に重要なアミノ酸を同定するた

め、7株の SaV ORF1のアミノ酸配列のアライメントお

よび他のカリシウイルス (RHDV およびノロウイルス)

のプロテアーゼの活性発現に重要とされるアミノ酸を考

慮して、SaV Mc10株のゲノム全長の cDNA cloneを鋳型

として、11 箇所のアミノ酸  (H, E, もしくは D)を

site-directed mutagenesis法によってAに置換した cloneを

作製した。これらを鋳型に in vitro coupling transcription/ 

translation systemを用いて ORF1全長領域を発現させ、発

現産物の泳動パターンを解析した。その結果、SaV プロ

テアーゼの活性発現に重要なアミノ酸として、すでに明

らかにしている C1171に加え、新たに H1086, E1107, H1186を

同定した。 

［山本真民、 岡智一郎、小川智子、片山和彦、Hansman 

S. Grant、武田直和］ 

 

（８）SaVと血液型物質との結合の解析 

 SaV のレセプター分子は明らかにされておらず、血液

型抗原との結合についても報告がない。そこで、SaV GI 

1株、GV 1株の VLPsを用い、Saliva-VLP binding assay, 

Carbohydrate-VLP binding assayにより血液型抗原との結

合を検討した。その結果、どちらの株も血液型抗原には

結合しなかった。カリシウイルス科 Lagovirus 属のウサ

ギ出血病ウイルスは血液型抗原に結合することが知られ

ている。また、NoVのプロトタイプ Norwalk/68株も血液

型抗原を認識する。血液型抗原が、カリシウイルス科に

共通の結合因子として働いているのか、さらなる検討が

必要である。 

［白土東子、Grant S. Hansman、小川智子、武田直和］ 

 
３. ネコカリシウイルスに関する研究 

（１）部位特異的変異導入法を用いたネコカリシウイル

ス 3C-likeプロテアーゼの活性部位の同定 

ヒト由来のノロウイルス、サポウイルスは培養細胞での

増殖系がないが、同じカリシウイルスに属するネコカリ

シウイルスは細胞での増殖が可能である。そのため、ネ

コカリシウイルスはカリシウイルス複製機構の解析、ウ

イルスの機能性タンパク質の活性検討、ウイルス増殖制

御のための薬剤スクリーニングなどに有用性が期待され

る。CRFK細胞で増殖させた FCV-F4株から RNAを抽出

し、新たに full-length cDNAクローンを作成した。現在、

FCV-F4株のプロテアーゼ活性の発現に重要な領域、およ

びアミノ酸残基を検討している。 

［岡智一郎、山本真民、片山和彦、宮下佳奈、小川智子、

高木弘隆（バイオセーフティー）、Hansman S. Grant、遠

矢幸伸（東大院獣医）、武田直和］ 

 

II. エンテロウイルスに関する研究 
１．レファレンス活動 

（１）国内エンテロウイルスレファレンスセンターとし

ての活動 

 レファレンスセンターとしてエンテロウイルス標準株

と標準抗血清を保管し、要望に応じて地研等に配付した。

2005年度は、ポリオウイルス標準株 1セット、エンテロ

ウイルス単味抗血清 28 種類、プール抗血清 EP95 を 13

セット、コクサッキーA 群同定用 CF 腹水 1 セット、ポ

リオウイルス標準抗血清 5セット、標準細胞株 5株を配

布した。ポリオウイルスの同定および型内株鑑別検査を

行政検査として行った。検査したポリオウイルスすべて

がワクチン株であった。 

 

（２）ポリオ実験室診断技術研修会(JICA)の開催 

 第 15回ポリオ実験室診断技術研修会を開催した。研修

期間は 2006 年 1月 24日～2月 18日 、研修参加者は、

バングラディシュ、コートジボアール、ケニア、ミャン

マー、パキスタン、フィリピン、トルコから各 1名の計

7 名であった。ポリオウイルスの分離・同定・型内鑑別

等に関する技術研修およびポリオ根絶の現状と問題点を

中心とした講義を行った。 

 

（３）WHO Global Specialized Polio Laboratory (GSL)とし

ての活動 

ア) National Polio Laboratoryが存在しないラオス・カンボ

ジアの National Polio Laboratoryとして実験室診断を行っ

た。本年度はカンボジア 265検体およびラオス 107検体

の AFP 由来糞便検体からポリオウイルスの分離および
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同定を行った。 

イ) WHO GSLとして、おもにカンボジア、ラオス、ベト

ナム、韓国、香港、オーストラリア等で分離されたポリ

オウイルスについて型内鑑別あるいは塩基配列解析を行

った。カンボジアの AFP症例 2名から分離されたポリオ

ウイルスが 3型 VDPVと同定された。また、ナイジェリ

アからシンガポールに渡航したAFP患者から 1型野生株

ポリオウイルスが分離された。他のポリオウイルス分離

株は、すべてワクチン株であることを明らかにし、西太

平洋地域における野生株ポリオフリーを確認した。 

ウ) 中国 CDCおよび WHO/WPROとの共同研究により、

中国貴州省で2005年に分離された1型ポリオウイルスが

一定期間同地域で伝播していたワクチン由来株(cVDPV)

であることを明らかにし、病原性等ウイルス学的性状に

ついて解析した。 

エ) 東アジア地域における非ポリオエンテロウイルス感

染症のサーベイランスおよび実験室診断を行った。特に

遺伝子解析による非ポリオエンテロウイルスの実験室診

断法についての研究を行った。 

オ) 2005年 7月 15日－8月 17日に中国 CDC(北京)で行

われた中国省級ポリオ実験室技術研修会(WHO/CCDC 主

催)に講師として参加した。 

［西村順裕、清水博之］ 

カ) 2005年 8月 30－9月 1日に行われた WHOポリオ実

験室担当者非公式会議(ジュネーブ)に参加した。 

［清水博之］ 

キ) 2006年 3月 7日－3月 11日、カンボジアにおいて、

3 型ワクチン由来ポリオウイルスに対するサーベイラン

スについての現地調査を実施した。 

［西村順裕、清水博之、上野久美(感染症情報センター)］ 

 

（４）環境ウイルスサーベイランス手法に関するワーク

ショップ開催 

 富山県衛生研究所、国立国際医療センターとの共催に

て、2006年 3月 21-25日に技術研究会を富山県にて開催

した。参加者は中国から 2名（CCDC,北京市 CDC）が参

加した。 

［吉田 弘、帖佐 徹（IMCJ）、岩井雅恵、松浦久美子、

滝澤剛則（富山県衛生研究所）］ 

 

（５）日本におけるポリオウイルス実験室封じ込めにつ

いて周知徹底を図るため、WHO global action plan for 

laboratory containment of wild polioviruses (second edition) 

全編の翻訳を行った。 

［清水博之、吉田 弘、宮村達男］ 

 

２．西太平洋地域の 2004年のウイルス分離状況 

 2005 年にラオスおよびカンボジアから送付された

AFP症例由来の 372糞便検体について、ウイルス分離検

査及びポリオウイルスの型内株鑑別を行なった。10株の

ポリオウイルスが分離され、野生株ポリオウイルスは検

出されなかった。125 検体から非ポリオエンテロウイル

スが分離された。カンボジアの AFP患者 2例より分離さ

れた 3型ポリオウイルスは、型内鑑別および塩基配列解

析の結果、3型 VDPVと同定されたため、追加サーベイ

ランスを実施したが、2006年 2月以降、3型 VDPVは分

離されなかった。ベトナム、香港、ニュージーランド、

韓国等で AFP および非 AFP 検体から分離されたポリオ

ウイルスの型内鑑別あるいは塩基配列解析を行なった。 

［清水博之、吉田 弘、有田峰太郎、西村順裕、和田純

子、宮村達男］ 

 

３．世界ポリオ根絶計画に沿ったポリオウイルスに関す

る研究 

（１）カンボジアにて分離された 3型ワクチン由来ポリ

オウイルスの解析 

 カンボジアの野生株分離報告は 1997 年が最後でこれ

以降 WPRO 領域はポリオフリーとなっている。2005 年

11月に急性弛緩性麻痺(AFP)を呈した 1歳児より、3型ワ

クチン由来ポリオウイルス(circulating VDPV (cVDPV))を

分離した。さらに 2006 年 1月には別の地域の AFP 患者

からも 3 型 cVDPV を分離した。ポリオウイルスと同定

された全ての分離株について、VP1遺伝子シークエンス、

PCR-RFLP, mAb により型内鑑別を行った。cVDPV につ

いては更にゲノム全領域についてダイレクトシークエン

ス法により塩基配列を決定した。カンボジア全土での

2005 年 OPV 接種率は 82%と比較的高いが、接種率の低

い地域も存在していた。そのような地域で潜在的な OPV

感染が持続した結果、病原性を回復した cVDPV が出現

し、AFPを起こしたものと推測される。 

［西村順裕、有田峰太郎、吉田 弘、＊遠田耕平、＊小

島和暢、宮村達男、清水博之、脇田隆字（＊WHO）］ 

 

（２）ラオスの AFP患者および接触者から分離された 2

型ワクチン由来ポリオウイルスの解析 

 2004年 10月 AFPを呈したラオスのワクチン未接種 1

歳児より 2 型ワクチン由来ポリオウイルス(VDPV)が分

離された。VP1領域の塩基配列解析によると、Sabin 2株

と比較して 1.1 %以上の変異があったため VDPVと判定

された。その後の疫学調査により、AFP患者由来の VDPV
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と高い相同性を有する VDPVが 2名の健常児から分離さ

れ、2004年 10月から翌年 1月にかけて、同地域で VDPV

が伝播していたことが明らかとなった。 

［西村順裕、有田峰太郎、吉田 弘、清水博之、宮村達

男、小島和暢（WHO）］ 

 

（３）シンガポールの AFP患者から分離された 1型野生

株ポリオウイルスの解析 

 ナイジェリアからシンガポールに渡航した AFP 患者

から、2006年 5月に 1型野生株ポリオウイルスが分離さ

れた。至急分離ウイルスを感染研に送付し塩基配列解析

を行ったところ、現在ナイジェリア北部で伝播している

1 型野生株ポリオウイルスと高い相同性を有することが

明らかとなった。患者周辺のサーベイランスでは、AFP

症例および野生株ポリオウイルスの伝播は認められなか

ったが、ポリオフリーの地域においても野生株ポリオウ

イルス伝播のリスクがあることが再確認された。 

［西村順裕、清水博之、脇田隆字、小島和暢（WHO）、

Olen Kew (CDC)］ 

 

（４）ポリオウイルスレプリコンを用いたポリオ様麻痺

マウスモデルの解析  

  ポリオ様麻痺のマウスモデルを確立することを目的と

して、ポリオウイルス（PV）のレプリコンを trans 

encapsidationさせた疑似粒子を用いて、PVR発現トラン

スジェニックマウスの脊髄内で一過性に複製させること

を試みた。その結果、PV 疑似粒子を脊髄内接種したマ

ウスは、投与した疑似粒子の量に依存して、軽度な麻痺

から重篤な弛緩性麻痺を示した。PV レプリコンの示す

ルシフェラーゼ活性および病理解析により、マウスにお

ける重篤なポリオ様麻痺は、腰髄内の運動神経細胞の

1.4%が破壊されることにより生じうることが示された。  

［有田峰太郎、脇田隆字、清水博之、永田典代（感染病

理部）、佐多徹太郎（感染病理部）］ 

 

（５）ワクチン由来ポリオウイルスの病原性および伝播

能の解析 

 これまで報告された cVDPV の多くは、ポリオレセプ

ター発現トランスジェニックマウス(TgPVR21)に脳内接

種した場合、野生株と同等の神経毒力を示し顕著な毒性

復帰が認められる。cVDPVの in vivoにおける病原性お

よび伝播能の違い比較検討するために、経鼻接種による

神経病原性の発現および便中に排泄されるウイルス量の

比較解析を行った。経鼻接種による生死および麻痺の発

現による比較では、フィリピンおよびヒスパニオーラで

分離された cVDPVは強毒株である Mahoney株と同等の

病原性を有していた。接種後 2～3日後のウイルス排泄は

Sabin 1と比較すると顕著に増加しており、伝播能におい

ても野生型と同等の性状を有することが示唆された。 

［清水博之、西村順裕、宮村達男、永田典代（感染病理

部）］ 

 

（６）経鼻接種モデルによるポリオウイルスワクチンの

有効性評価 

 ポリオウイルスワクチンの in vivo における有効性評

価モデルとして、ポリオレセプター発現トランスジェニ

ックマウス(TgPVR21)への経鼻接種によるポリオウイル

ス感染防御系の評価を行った。Sabin 株由来不活化ポリ

オウイルスワクチンによる皮下免疫後、ポリオウイルス

1 型強毒株を経鼻接種し、神経病原性の発現および血中

中和抗体価を測定した。生死および麻痺の発現による比

較では、免疫群では有意な発症予防効果が認められ、本

モデルはワクチンの有効性評価に応用可能であることが

示された。 

［永田典代(感染病理部)、西村順裕、宮村達男、清水博

之］ 

 

（７）中国貴州省で分離された 1型 VDPVの病原性の解

析 

 2004年 6月から 9月にかけて、中国貴州省において 2

例の AFP 症例および 4 名の接触者から計 9 株の 1 型

VDPVが分離された。VP1領域の塩基配列解析によると、

それぞれの VDPV分離株は、共通の塩基置換を有してお

り、ワクチン接種後 1年程度伝播した VDPVであること

が示唆された。貴州省で分離された VDPVは、非組換え

1型ポリオウイルスで、5’-UTRの reversion(480-G)が認め

られない等、これまで報告されている VDPVと異なるウ

イルス学的特徴を有していた。TgPVR21マウス脳内接種

による神経病原性解析によると、AFP患者から分離され

た VDPV株は、Mahoney株と同等以上の強い病原性復帰

が認められた。 

［Zhang Yong、Xu Wenbo (中国 CDC)、西村順裕、清水博

之、宮村達男］ 

 

（８）静岡県におけるポリオウイルス 1型ワクチン株の

家族内伝播 

 2005年 5月 30日、9ヶ月児がポリオ予防接種を受け、

便の処理を行った父親が発熱および全身倦怠感の臨床症

状で発病した。ウイルス分離、ウイルス同定および PCR

－RFLP 法を用いたポリオウイルスの型内株鑑別を試み
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たところ、9 ヶ月児の糞便および父親の咽頭拭い液から

ウイルスが分離され、ウイルス同定検査の結果、ポリオ

ウイルスⅠ型であることが確認された。分離されたポリ

オウイルスは、PCR－RFLP法により Sabin 1株と同定さ

れた。本事例は、乳幼児がポリオワクチン接種を受け、5

日後に父親が感染したケースと思われ、ポリオワクチン

接種後は十分な注意が必要と思われる。 

［杉枝正明（静岡県環境衛生科学研究所）、吉田 弘、清

水博之］ 

 

（９）不活化ポリオワクチンの免疫原性試験に関する研

究 

 不活化ポリオワクチンの免疫原性試験は, 検体をラッ

トに筋肉内注射し、血清中に誘導される中和抗体価を測

定する方法で行なわれる。しかし、試験ごとのバラツキ

に関するデータはない。低温凍結では長期にわたり極め

て性状が安定である弱毒ポリオ株が試験のキャリブレー

ターに使えるかを検討した。 

［白土東子、李 天成、小川智子、小西恭子、岡智一郎、

片山和彦、染谷雄一、宇田川悦子、武田直和、堀内善信

（細菌第二部）、須崎百合子、網 康至（動物管理室）］ 

 

（１０）不活化ポリオワクチンプロフィシェンシー試験 

 現行の経口生ポリオワクチンに用いられているセービ

ン株を不活化して不活化ポリオワクチン sIPV が開発さ

れている。sIPV および現行の DTP と混合して作製した

DTP- sIPV について、ラット免疫原性試験に関してプロ

フィシェンシー試験を行なった。各機関の習熟度を評価

し、同時に sIPV参照品の評価を行うことが目的である。 

［白土東子、李 天成、小川智子、小西恭子、岡智一郎、

片山和彦、染谷雄一、宇田川悦子、武田直和、堀内善信

（細菌第二部）、須崎百合子、網 康至（動物管理室）］ 
 

４．エンテロウイルスに関する研究 

（１）中国雲南省で急性弛緩性麻痺例から分離された非

ポリオエンテロウイルス 

 AFPサーベイランスのもと中国雲南省で分離された未

解析の 1997-2000 年及び 2004 年の 5 年間で利用可能な

210株のNPVについて同定及び分子系統学的に解析を行

った。210株の内 HEV-A, B, C群に属する分離株は各 5, 

158, 32株であった。また HEV-A, B, C群には各々5, 34, 5

血清型が含まれていた。なお B群に属する判別不能株は

2株、C群に属する判別不能株は 5株だった。なお D群

に属するウイルスは分離されなかった。エンテロウイル

ス以外にアデノウイルス 12株が分離され、3株は同定不

能株であった。雲南省では AFPサーベイランス下ではで

は B 群の分離が最も多く、しかも 34 血清型以上存在し

ていることが明らかになった。また比較的ポリオウイル

スと系統的に近い C 群も多様性に富んで存在していた。

更に日本では報告のない血清型（EV81,83,96など）も見

られる。臨床像の詳細な検討及び検出法の設定など今後

の課題である。 

［吉田 弘、田 炳均、清水博之、宮村達男］ 

 

（２）エンテロウイルス７１結合レセプターの探索 

  当室にてエンテロウイルス７１粒子に特異的なモノク

ローナル抗体が作製された。そのモノクローナル抗体を

用いて，エンテロウイルス７１結合レセプターの同定を

試みている。その手順は以下の４ステップである。１）

エンテロウイルス非感受性細胞に、感受性細胞由来ライ

ブラリーを発現。２）抗エンテロウイルス７１抗体を介

して、エンテロウイルス７１粒子をシャーレに固定。３）

１）のライブラリー発現細胞を２）のプレートでパンニ

ング。４）プレートに残った細胞から cDNAを単離・同

定。現在、様々な cDNAライブラリーを用いてクローニ

ングを試みている。 

［西村順裕，清水博之、宮村達男］ 

 

（３）エンテロウイルス７１に対するモノクローナル抗

体のエピトープ解析 

  バキュロウイルス系を用いてエンテロウイルス７１キ

ャプシド蛋白質と 3CDプロテアーゼを大量発現し、ウイ

ルス様粒子を作製した。これを用いることにより、当室

にて作製されたエンテロウイルス７１粒子に特異的なモ

ノクローナル抗体のエピトープ解析が可能になると思わ

れる。 

［西村順裕，清水博之、宮村達男］ 

 

（４）エンテロウイルス 71弱毒株の抗原性に関する解析  

 エンテロウイルス 71(EV71)の弱毒株である S1-3’株の

抗原性を解析した。S1-3’株をカニクイザルに静脈内接種

し、接種後 4日目から 66日目まで血液を採取し、得られ

たサル血清中の EV71分離株（genogroup A, B1, B2およ

び C2）に対する中和活性を測定した。その結果、S1-3’

株の感染で誘導されるサルの血清は、genogroup Aに対し

て最も強い中和活性を示し、genogroup B4 および C2 に

対しては弱い中和活性を示した（genogroup Aに対する中

和活性の 3～25%）。今後、カニクイザルに中和抗体を誘

導するために有効な S1-3’株の接種経路および力価を検

討する予定である。  
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［有田峰太郎、永田典代（感染病理部）、網 康志、須崎

百合子（動物管理室）、岩崎琢也（長崎大学）、佐多徹太

郎、清水博之］ 

 

（５）エンテロウイルス 71のマウス感染モデルの解析  

 ヒトにおける EV71 の病原性を反映する感染動物モデ

ルの確立を目的として、これまでに NOD/SCIDマウスへ

の EV71 の感染系を確立し、NOD/SCID マウスにアダプ

トした EV71 変異株を分離した。今回は、分離された

EV71 変異株の解析を行った。その結果、NOD/SCID マ

ウスへの感染に必要とされる変異はVP1内の 1アミノ酸

残基であること、またレプリコンを用いた解析から、こ

の変異は培養細胞における脱殻の効率を低下させること

が示された。今後、NOD/SCID マウスにおける EV71 感

染について、さらに解析を進める予定である。  

［有田峰太郎、網 康志(動物管理室)、清水博之］ 

 

（６）東アジアの EV71の分子疫学解析 

 近年東アジア諸国では、大規模な手足口病流行の際に

死亡例を伴う重篤な中枢神経疾患の多発が報告されてい

る。マレーシア、台湾、日本を含めた多くの地域で、

genogroup Bおよび Cの EV71が同時に伝播している。そ

れぞれの genogroup をより詳細に分類した subgenogroup

の分布によると、1990年代後半以降、genogroup B3 およ

び B4、また、genogroup C1 および C2が、東アジアの多

くの地域で分離されている。日本では従来、genogroup C3

を除く、ほぼすべての genogroup の EV71 が分離されて

いるが、比較的多く分離される遺伝子型は genogroup B4

および C2であった。当初中国で認められた genogroup C4

は、2002年以降、中国、日本および台湾で多く分離され

ている。 

［清水博之、宮村達男、Chen Li (中国 CDC)、Napa 

Onnimala、Yaowapa Pongsuwanna(NIH、Thailand)］ 

 

（７）ベトナムで分離された EV71の分子疫学解析 

 近年東アジア諸国では、大規模な手足口病流行の際に

死亡例を伴う重篤な中枢神経疾患患者の多発が報告され

ており、ベトナムにおいても小児を中心とした原因不明

の急性脳炎の流行が報告されている。主として、ベトナ

ム南部において、手足口病および急性脳炎を発症した小

児から分離されたエンテロウイルスの同定を行い、13症

例に由来する 18株の EV71を検出した。これらの EV71

の分子系統解析を行ったところ、多くの分離株は

genogroup C に 属 す る ベ ト ナ ム 固 有 の 新 た な

subgenogroup である C5 に属することが明らかとなった。 

［Nguyen Thi Thanh Thao、 Phan Van Tu (Pasteur Institute、

Viet Nam)、西村順裕、清水博之、宮村達男］ 

 

（８）ベトナムにおける EV71血清疫学調査 

 手足口病等エンテロウイルス感染症の疾患サーベイラ

ンスおよび実験室診断システムが確立されていないベト

ナムでは、手足口病流行および EV71 感染の実態がこれ

まで明らかでなかった。ベトナム南部地域において、手

足口病患者や健常児から採取した血清検体を用いて

EV71血清疫学に関する予備的調査を実施した。4才以上

の年齢群における EV71 中和抗体陽性率は 50%強であり、

他のアジア地域における、これまでの報告と同様の結果

であった。ベトナムにおいても、EV71 感染は、一般的

なエンテロウイルス感染症のひとつであることが示唆さ

れた。 

［Nguyen Thi Thanh Thao、 Phan Van Tu (Pasteur Institute、

Viet Nam)、西村順裕、清水博之、宮村達男］ 

 

（９）エンテロウイルス 90の遺伝子および血清疫学的解

析 

 2002 年にカンボジアの AFP 患者から分離された同定

不能な非ポリオエンテロウイルスの遺伝子解析を行った

ところ HEV-Aに属する、エンテロウイルス 90 (EV90) で

あることが、明らかとなった。カンボジアの EV90 分離

株は、オランダの EV90 分離株と 5`UTR、カプシド、非

構造蛋白質等すべてのゲノム領域において高い相同性を

示し、世界の広い地域での EV90 の伝播が示唆された。

しかし、ベトナムで採取された血清を用いた血清疫学調

査において、EV90中和抗体保有率は 1%程度であり、少

なくともこの地域では一般的なエンテロウイルス感染症

ではないことが示唆された。 

［Nguyen Thi Thanh Thao、 Phan Van Tu (Pasteur Institute、

Viet Nam)、Peter van den Broek (Primagen Holding)、清水

博之、宮村達男］ 

 
５．ポリオウイルスのバイオセーフティ及びバイオセキ

ュリィティシステムに関する調査研究 

（１）日本におけるポリオウイルス野生株保有調査 

 WHO で進めている GAP-I に基づいた予備的調査にお

いて、野生株ポリオウイルスは、31施設で保管されてい

た。一方、厚生労働省による、生物テロで使用される恐

れがある病原微生物の保有及び現状況調査で判明した野

生株ポリオウイルス保有施設は 25であった。更に、1990

～2005年 3月までにわが国におけるポリオウイルスにつ

いての関連論文は、約 350編あることがわかった。また、
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野生株ポリオウイルスの実験室封じ込めに関する WHO

世界的行動計画  (WHO global action plan (GAP) for 

laboratory containment of wild polioviruses (IInd ed.) )の全

編の日本語訳を行い、雑誌「ウイルス」に掲載すること

により、ポリオウイルス実験室封じ込めの重要性につい

て周知を図った。 

［宮村達男、清水博之、吉田 弘、小松俊彦(バイオメデ

ィカルサイエンス研究会)］ 

  

（２）ポリオウイルス野生株保有に関するアンケート調

査 

 「病原微生物の取扱におけるバイオセーフティの強化

及びバイオセキュリィティシステムの構築に関する研

究」研究班による、地方衛生研究所へのアンケート調査

おける追加調査項目として、ポリオウイルス実験室封じ

込めについてのアンケートを作成し、各地方衛生研究所

宛に送付した。アンケート内容についての問い合わせが、

数カ所の各地方衛生研究所担当者から寄せられ、電話や

電子メール等により個別に回答した。今後、調査結果に

ついてのとりまとめを実施する。 

［清水博之、吉田 弘、宮村達男、安藤秀二（ウイルス

第一部）］ 

 

（３）病原体管理システムについての調査 

 日常的にウイルス検査を行っている実験室における、

バイオセキュリィティシステムの強化のため、世界的な

レベルで病原体管理の必要性が求められているポリオウ

イルス野生株管理について、現実的かつ導入可能な病原

体管理システムについて調査検討を行った。 

［清水博之、宮村達男、杉山和良（バイオセーフティ管

理室）］ 

 

III. 肝炎ウイルスに関する研究 

１．A型肝炎ウイルス（HAV）に関する研究 
（１）LAMP法による HAVの迅速診断法の確立 

 RT-LAMP(Loop-mediated Isothermal Amplification)法を

利用してA型肝炎の迅速診断法を確立した。HAVの５‘非

翻訳領域の塩基配列を元にプライマーを作成し、感染価

約 108/mLの 3B型、1B型、1A型の HAVから RNAを調

製した。RT-LAMP kit（栄研化学）を用いて 62.5度で 45-60

分間反応を行い、比濁法によるリアルタイム検出を行っ

た。感染価の測定法とほぼ同じ鋭敏な感度で各々の遺伝

子型の HAV を検出した。迅速簡便なことから、臨床検

体や医薬品のバリデーションへの適用が期待できる。 

［米山徹夫、清原知子、戸塚敦子、佐藤知子、太田嘉則

（栄研化学）］ 

 

（２）Ａ型肝炎の血清疫学調査 

 日本全国から集められた血清２４３０検体（血清バン

ク供与）について抗 HAV 抗体検査を行い、年令別、男

女別、地域別の抗体保有率を調査した。全体の抗体保有

率は１２．２％で男女別、地域別の差は認められなかっ

た。抗体保有率は年齢とともに上昇するが、５０歳以下

では１．６８％であり、ほとんどの人が HAV に感受性

であることが明らかになった。 

［清原知子，佐藤知子，戸塚敦子，下池貴志，米山徹夫

］ 

 

（３）抗 HAV抗体固相化磁気ビーズによる HAVの回収

と LAMP法の検討 

 抗 HAV抗体を固相化した磁気ビーズで HAVを回収し、

イムノフォーカス法と LAMP法で定量した。二つの定量

法の相関、検出限界を検討中である。 

［清原知子、戸塚敦子、米山徹夫］ 

 

（４）Polybreneによる HAVの感染増強作用の検討 

 いくつかのウイルスでは Polybrene を添加することで

細胞への感染効率が上昇することが報告されている。接

種用HAV溶液中、もしくは接種後の培養液中にPolybrene

を添加し、増殖した HAV量を無添加の場合と比較した。

HAVの増殖は Polybreneの存在に影響されなかった。 

［清原知子、米山徹夫］ 

 

（５）無血清培地を用いた培養細胞による A型肝炎ワク

チン製造の開発 

 これまでに無血清培地VP-SFMでA型肝炎ワクチン作

製用細胞 GL37 細胞, およびこの細胞で A 型肝炎ウイル

ス（HAV）が増殖することを見いだした。今年度は無血

清培地 VP-SFM 及び OptiPro SFM での HAV の増殖性を

ウイルス接種濃度、FBS の濃度、培地の pH を変え、ワ

クチン製造用の 10%FBS入り MEM培地と比較した。そ

の結果、VP-SFM, OptiPro SFM（OptiPro SFMは Vp-SFM

よりは優れたウイルス増殖性を示した）では少量のウイ

ルスからの増殖時や感染初期において、ウイルスの増殖

が血清無添加の MEM よりも悪い傾向を示した。細胞の

増殖に伴う培地の pH 低下を抑制するため重曹を添加し

たが、無血清培地でのウイルス増殖には効果はなかった。

無血清培地を MEM で希釈して使用した場合も、ウイル

スの増殖は MEM を超えなかった。今後、無血清培地に

加える添加物の検討、無血清培地で HAV の増殖の良い
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細胞の樹立、無血清培地馴化細胞でよく増殖する HAV

の分離などが課題である。 

［戸塚敦子、下池貴志、田代眞人（ウイルス第三部）、宮

村達男］ 

 

（６）安全な血液製剤を確保するための A型肝炎ウイル

ス除去・不活化法の研究 

 重要性が認識されつつも対策が取られていなかったウ

イルスのひとつ、HAVに対する各種除去・不活化法の効

果を研究した。HAV感染価(FFU/ml)はイムノフォーカス

法にて測定した。結果は、Solvent/Detergent 処理では、

HAV KRM238株は不活化されなかった。25%Albumin中

60 度 10 時間加熱では、株間で不活化効果に差があり、

感染価が KRM238 株(3B 型)と TKM005 株(1B 型)では約

3log10, KRM003C 株(3B 型)と KRM031 株(1A 型)では約

5log10 低減した。血液製剤のバリデーションにおける試

験ウイルス株の選定には注意を要することが示唆された。 

［嶋崎典子(北里環境科学センター)、戸塚敦子、清原知

子、米山徹夫、岡田義昭（血液安全性研究部）］ 

 
２．B型肝炎ウイルス（HBV）に関する研究 

（１）ヒト肝細胞癌症例における HBV DNAの MLL4遺

伝子への組み込み 

 HBV 持続感染者では染色体へのウイルス DNA 特に

HBX 遺伝子領域の組み込みが高頻度に観察される。

Cyclin A, hTERTの場合のようにHBV DNAが組み込まれ

た近傍の細胞遺伝子が活性化される場合もあることが報

告されている。西郷らは最近、B 型肝癌患者の肝組織に

おいてHBX遺伝子が proto-oncogeneのMLL4遺伝子に組

み込まれ、HBx-MLL4融合蛋白が発現することを見出し

た。本研究では、肝癌組織及び非癌部からゲノム DNA

を調製しサザンブロット法によって組み込み様式の解析

を行った。 

［鈴木哲朗、勝二郁夫、*西郷健一、宮村達男（*国立が

んセンター東病院）］ 

 

３．C型肝炎ウイルス（HCV）に関する研究 
（１）HCV NS5A蛋白質と Amphiphysin IIの相互作用 

  HCVのNS5A蛋白質は細胞内で小胞状膜構造を形成し、

その膜上に局在する。Amphiphysin II は脂質二重膜の湾

曲度センサーとして機能する蛋白質で、エンンドサイト

ーシスでの小胞形成に関与する。両蛋白質は、NS5A の

プロリンが豊富な領域と Amphiphysin 2の SH3ドメイン

で相互作用することが報告されている。この相互作用の

生物学的意義について解析を行っている。 

［西村順裕、岡本 徹（阪大微研）、森石恆司（阪大微研）、

松浦善治（阪大微研）］ 
 
（２）HCVコア蛋白と結合する宿主因子の検索 

 HCV コア蛋白質の新規機能を解明する目的で、

MEF-tag 精製法、および GST-pull down 法を用いてコア

蛋白に特異的に結合する宿主因子のスクリーニングをお

こない、質量分析法で同定し、７つの新規結合因子を得

た。これらとコア蛋白の結合を免疫沈降法で確認した。

HCVによる病原性、ウイルス複製との関連について解析

を進めている。 

［勝二郁夫、白倉雅之、下地 徹、福田浩一郎、村上恭

子、鈴木亮介、鈴木哲朗、宮村達男；市村 徹（首都大

学東京）、佐藤慈子、深澤征義、山河芳夫、西島正弘（細

胞化学）、水本清久（北里大薬）］ 

 

（３）E6APによる HCVコア蛋白の分解調節機構の解析 

  コア蛋白の新規結合因子として E3 ユビキチンリガー

ゼ E6-associated protein（E6AP）を同定した。E6AP依存

性コア蛋白分解の分子機構について解析した。E6AP

（WT）との共発現では、Core 蛋白のユビキチン化およ

び分解が促進され、E6AP（dn）との共発現では、ユビキ

チン化および分解が抑制された。また、siRNA で E6AP

の発現を抑制したところ Core 蛋白の分解が阻害された。

コア蛋白のE3ユビキチンリガーゼがE6APであることを

明らかにした。 

［白倉雅之、勝二郁夫、下地 徹、福田浩一郎、村上恭

子、鈴木亮介、鈴木哲朗、宮村達男；市村 徹（首都大

学東京）］ 

 

（４）HCVコア蛋白と E6APの結合領域の解析 

 E6AP によるコア蛋白の認識機構を明らかにするため

に、コア蛋白および E6AP の各種欠損変異体を発現する

プラスミドを作製した。これらを用いて GST-pull down

法、免疫沈降法などで結合部位を解析した。E6AP との

結合にはコア蛋白のN末側に重要な領域が存在すること

が分かった。また、E6AP側は HECT domain近傍に重要

な領域が存在することが明らかとなった。更に詳細に結

合部位を解析中である。 

［福田浩一郎、勝二郁夫、白倉雅之、下地 徹、村上恭

子、鈴木亮介、鈴木哲朗、宮村達男、水本清久（北里大

薬）］ 

 

（５）E6AP発現による HCV複製系への影響 

 コア蛋白の分解機構を調節しているE6APがHCV複製
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系にどのような影響を及ぼしているかについて検討した。

その結果、感染 7 日目では E6AP の発現による細胞内

HCV-RNA 量の変化は見られなかった。しかしながら、

細胞内コアタンパク量及び培養上清中への HCV 粒子産

生量は E6AP を発現した場合ではコントロールと比べ、

約 1/2 に減少していた。これらの結果は E6AP によるコ

ア蛋白の分解が HCV 粒子形成に影響を及ぼしているこ

とが示唆された。現在 E6AP のウイルス粒子形成過程に

おける分子機能について詳細な検討を行っている。 

［村上恭子、白倉雅之、福田浩一郎、下地 徹、阿部克

俊、鈴木亮介、鈴木哲朗、勝二郁夫、宮村達男］ 

 

（６）HCVコア蛋白及び E6APの細胞内局在の検討 

 HCV コア蛋白は核、脂肪滴、ミトコンドリア、ER に

局在する。そこで、HCV感染細胞及び HCVコア蛋白発

現 Huh7細胞を用いて E6APと HCVコア蛋白との共局在

について検討した。E6AP 発現細胞ではコア蛋白が分解

されており、局在の検討が困難であった。そこで、E6AP

の不活性型変異体を用いて検討したところ、E6AP 及び

HCV コア蛋白は perimuclear に共局在することが分かっ

た。 

［村上恭子、白倉雅之、下地 徹、福田浩一郎、阿部克

俊、鈴木亮介、鈴木哲朗、勝二郁夫、宮村達男］ 

 

（７）HCVコア蛋白のユビキチン化部位の解析 

 HCV NIHJ1株のコアタンパク質は７カ所の Lys残基を

有する。ユビキチン化される Lys 残基の部位を site 

directed mutagenesis 法により一カ所だけ残した mutant 

coreを作製し、ユビキチン化される Lys残基の位置を解

析している。 

［勝二郁夫、下地 徹、福田浩一郎、阿部克俊、村上恭

子、鈴木亮介、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（８）HCVコア蛋白のユビキチン化機構の解析 

 ユビキチンがポリユビキチン鎖を形成する際にK48が

分解のシグナルとして、K63 が局在化のシグナルとして

機能することが知られている。また、近年、K29 が分解

のシグナルとして利用されることが報告されている。

E6APがHCVコアのポリユビキチン化する際にユビキチ

ン内のどの Lys残基を介してポリユビキチン鎖を形成す

るか明らかでない。そこで、ユビキチン内のどの Lys残

基がポリユビキチン鎖形成に重要であるかを解析してい

る。 

［勝二郁夫、下地 徹、福田浩一郎、阿部克俊、村上恭

子、鈴木亮介、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（９）HCV genotypeと E6AP依存性コア蛋白分解 

 HCV コア蛋白は各 genotype 間で高度に保存されてい

る。HCVコアと E6APの相互作用部位をマッピングした

ところ HCV コアの aa 58-71 が相互作用に重要であるこ

とが分かった。この領域は各 genotype間で高度に保存さ

れている。そこで、E6AP 依存性のコア蛋白分解をすべ

ての genotypeのコアについて検討した。他の genotypeの

コアでも E6AP 依存性に分解されることから、E6AP 依

存性 HCV コア蛋白分解は genotype によらない共通の機

構であり、HCV の life cycle に重要であることが示唆さ

れた。 

［福田浩一郎、勝二郁夫、下地 徹、阿部克俊、村上恭

子、鈴木亮介、鈴木哲朗、宮村達男、水本清久（北里大

薬学部）］ 

 

（１０）HCV core-E6APによる宿主因子のユビキチン依

存性分解 

 HPV16E6蛋白は宿主蛋白である E6APと複合体を形成

し、E3ユビキチンリガーゼとして機能し、p53をユビキ

チン化し、分解を促す。同様な機構で HCV core-E6AP複

合体が E3 ユビキチンリガーゼとして機能する可能性が

考えられる。そこで、HCVコア蛋白と結合する蛋白とし

てMEF-tag精製法及び質量分析法により同定された宿主

蛋白を標的蛋白として HCV core-E6AP による分解制御

の可能性を検討し、候補因子が得られた。 

［阿部克俊、下地 徹、白倉雅之、村上恭子、福田浩一

郎、勝二郁夫、宮村達男、深澤征義（細胞化学部）、小池

和彦（東大感染症内科）］ 

 

（１１）HCVコア蛋白と結合する宿主因子 ftp-3の解析 

 コア蛋白と結合する宿主因子として ftp-3を同定した。

この蛋白は主に核内に存在する RNA 結合蛋白であり、

スプライシング等への関与が報告されている。現在、バ

キュロウイルス発現系を用いて発現し、アフィニティー

精製した蛋白によりコア蛋白との結合を詳細に解析して

いる。 

［阿部克俊、村上恭子、高橋由利絵、下地 徹、福田浩

一郎、勝二郁夫、小池和彦（東大感染症内科）、宮村達男

］ 

 

（１２）HCV非構造蛋白と結合する宿主因子の解析 

 HCV がコードする非構造領域蛋白は酵素活性を有し、

ウイルス複製に必須である。ウイルスが複製する際には

宿主の複製機構を巧みに利用していると推定されるが、
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どの宿主因子を利用しているかは明らかになっていない。

そこで、MEF-tag affinity 精製法と質量分析法で HCV非

構造蛋白と結合する宿主因子のスクリーニングを行い、

ウイルス複製を規定する宿主側因子の同定を進めている。 

［勝二郁夫、白倉雅之、村上恭子、下地 徹、福田浩一

郎、宮村達男、市村 徹（都立大）、水本清久（北里大薬）

］ 

 

（１３）HCV粒子複製系の効率化 

 HCV RNAレプリコン細胞(RCYM1細胞)の三次元培養

系で HCV 様粒子が産生され、細胞外へ分泌されること

を見いだした。ウイルス産生効率を向上させるために、

宿主細胞としてセンダイウイルス C蛋白発現により IFN

非感受性となった Huh7 細胞、IFN 等によりレプリコン

を除去した cured Huh7細胞等を用いて genotype 1bおよ

び gentype2a 型のダイシストロニック HCV-RNA を維持

した細胞株を樹立した。現在、これらの細胞を三次元培

養し HCV粒子産生効率を比較検討している。 

［村上恭子、勝二郁夫、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（１４）HCV-IRES IIId領域に結合する宿主因子の影響 

 HCV 5’非翻訳領域内の IIId領域にはコア蛋白が結合す

ること、及びコア蛋白が HCV-IRES依存的翻訳を抑制す

ることが報告されている。翻訳抑制の機構として IIId領

域に結合する宿主因子とコア蛋白の拮抗作用が考えられ

た。そこで、IIId 領域特異的に結合する宿主因子を検索

したところ、いくつかの宿主因子が同定された。また、

免疫沈降法-イムノブロット法により Huh7 細胞及び

293T細胞内で HCVコア蛋白と結合することを確認した。

現在これらの因子による翻訳制御への影響、粒子形成等

を検討している。 

［村上恭子、福田浩一郎、下池貴志、高橋由利絵、松田

麻未、鈴木哲朗、勝二郁夫、宮村達男］ 

 

（１５）血球系細胞での HCV複製系の検討 

 HCVは主に肝細胞で増殖すると考えられているが、肝

細胞外、特に血球系細胞での複製を示唆する報告が多く

なされている。そこで血球系細胞での HCV 複製の可能

性を検討するため、様々な血球系株化細胞を用いた HCV

複製系、および HCV 粒子産生系の樹立を試みている。

HCV 感染による肝外病変としてクリオグロブリン血症

等が報告されており、樹立した血球系細胞での HCV 複

製系を用いて病原性発現の機構を解析する予定である。 

［村上恭子、勝二郁夫、宮村達男］ 
 

（１６）Pol Iシステムを用いた感染性 HCV産生系の確
立 
 RNA polymerase I プロモーター/ターミネーター（Pol I

システム）はリボゾーム RNAの発現調節を担っており、

転写に伴って 5’ cap構造、3’ poly A tailが付加されない。

Pol Iシステム支配下でHCV JFH1クローン全長遺伝子を

Huh7細胞で一過性発現させたところ、細胞内で HCVゲ

ノム RNA の合成及びウイルス蛋白の発現が確認され、

その培養上清中には導入後 3-10日目に HCVコア蛋白の

分泌が認められた。この培養上清を Huh7.5.1細胞に添加

することにより HCV の伝搬が観察されることから、プ

ラスミド導入細胞は感染性 HCV を産生することが示さ

れた。またその感染性は CD-81抗体で抑制された。 

［鈴木亮介、政木隆博、松田麻未、*松浦善治、**脇田隆

字、鈴木哲朗、宮村達男（*大阪大学微研、**都神経研）］ 

 

（１７）感染性 HCV の持続的産生細胞株の樹立と抗

HCV薬評価への応用 

 HCV 感染性粒子を恒常的に産生する細胞株を樹立す

るため、ゼオシン耐性遺伝子を持つ Pol I発現ベクターを

作製し、Huh7 細胞または Huh7.5.1 細胞へ導入した。ゼ

オシン耐性細胞を選択し、更に培養上清へのコア蛋白分

泌を ELISA法でスクリーニングし HCV高産生細胞株を

樹立した。得られた細胞株が安定的に（少なくとも３ヶ

月以上）感染性ウイルスを産生することを確認した。こ

の細胞株が抗 HCV 薬のスクリーニング系として有用で

あることを示した。 

［鈴木亮介、政木隆博、松田麻未、*脇田隆字、鈴木哲朗、

宮村達男（*都神経研）］ 

 

（１８）構造蛋白質のキメラ・変異体を用いた HCV 粒

子形成機構に関する研究 

 HCV JFH-1株の全長 HCV cDNAを培養細胞に導入す

ることにより、感染性ウイルスの培養上清中への放出を

検出した。エンベロープ蛋白 E1/E2の欠損及び p7領域の

点変異は細胞内での HCV ゲノム複製には影響を及ぼさ

なかったが、細胞外へ放出されるコア蛋白量を減少させ

た。遺伝子型 1a (H77c)及び 1b (NIH-J1)の構造領域と

JFH-1の非構造領域とのキメラHCVではウイルス粒子の

分泌量が減少した一方で、遺伝子型 2a 同士のキメラ

（J6/JFH-1）では分泌量が上昇した。この実験系はウイ

ルス複製や粒子形成の研究のみならず、抗ウイルス薬の

開発や予防的、治療的ワクチンの開発に有用である。 

［政木隆博、鈴木亮介、松田麻未、*脇田隆字、鈴木哲朗、

宮村達男（*都神経研）］ 
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（１９）HCVレプリコンを持つ細胞での HCV構造蛋白

のウイルスベクターによる発現と粒子形成 

 HCVレプリコンを持つ細胞に HCV構造蛋白を供給す

ることで、レプリコン RNA をパッケージングした粒子

を形成できる可能性があると考えられる。HCVレプリコ

ン細胞株 (5-15) に、HCV の構造蛋白領域 (JFH1 株) を

発現する組換え DIsを感染させ、１週間培養後上清及び

細胞を分画して調べたところ、蔗糖密度勾配で構造蛋白、

HCVレプリコン RNAは同一の画分に存在した。この画

分をヘパリンカラムにかけたところ、カラム結合画分に

コアとレプリコン RNAが存在し、0.5M NaClで溶出され

た。このことから、コア, E1/E2, HCV RNAが何らかの構

造体を形成している可能性が強く示唆された。 

［張 斌、石井孝司、鈴木亮介、*脇田隆字、鈴木哲朗、

宮村達男（*都神経研）］ 

 

（２０）HCVレプリコンを持つ細胞での HCV構造蛋白

の恒常的発現と粒子形成 

 HCVレプリコン細胞株（5-15, IH4-1）に HCVの構造

蛋白領域を発現するプラスミドを導入し、薬剤選択によ

って、構造蛋白及びレプリコン RNA を恒常的に発現す

る細胞株を選択した。１週間培養後の上清を分画して調

べたところ、蔗糖密度勾配で構造蛋白、HCVレプリコン

RNA は組み換えワクチニアウイルスを用いた上記の報

告と同様に同一の画分に存在した。また、この画分はヘ

パリンカラムによる部分精製が可能であった。 

［石井孝司、張 斌、鈴木亮介、*脇田隆字、鈴木哲朗、

宮村達男（*都神経研）］ 

 

（２１）HCV粒子作成におけるコア蛋白塩基性アミノ酸

クラスターの役割 

 これまでに、コア蛋白のセルフアセンブリー、RNAパ

ッケージングにはN末端側に３カ所存在する塩基性アミ

ノ酸クラスター (aa 6-14, 39-44, 59-72) が重要であるこ

とを見出している。現在、各塩基性アミノ酸クラスター

に変異を入れたコア蛋白と HCV RNAの結合能の解析を

行うとともに、これらのコア変異が感染性クローン

（JFH1株）からの HCV産生へ及ぼす影響を解析してい

る。 

［松田麻未、坂本真一郎、鈴木亮介、*脇田隆字、**松浦

善治、鈴木哲朗、宮村達男（*都神経研、**大阪大学微研）

］ 

 

（２２）HCV粒子形成における NS5A蛋白の役割 

 HCV NS5A 蛋白の C 末端領域に GFP 等を挿入させて

もウイルス RNA 複製に影響を与えないことが知られて

いる。我々は、 NS5A領域の C末端側の部分欠損または

セリン残基の点変異によって、RNA複製は維持されるも

のの粒子形成が抑制されることを見出した。これは

NS5Aの C末端側が粒子形成に重要な役割を担うとする

新しい知見である。NS5A蛋白がゲノム RNAのパッケー

ジングに関与する可能性を考え、NS5A とコア蛋白の相

互作用の解析を行っている。 

［政木隆博、鈴木亮介、松田麻未、*脇田隆字、鈴木哲朗、

宮村達男（*都神経研）］ 

 

（２３）脂質が HCV粒子形成または HCV感染性に与え

る影響 

  一般にエンベロープウイルスでは、脂質あるいは脂質

代謝がウイルスの粒子形成や感染性に重要な役割を果た

していることが知られている。さらに最近では、多くの

ウイルスが脂質ラフトを介して膜構造から発芽してくる

ことも報告されている。我々は HCV JFH-1の感染増殖系

を用いて、HCV粒子形成や感染性に脂質、特に脂質ラフ

トが果たす役割について解析している。 

［相崎英樹、*脇田隆字、**マイケル・ライ、鈴木哲朗、

宮村達男（*都神経研、**南カルフォルニア大学）］ 

 

（２４）HCV遺伝子型 1bの感染性分子クローンの構築 

 チンパンジーで感染性を示した感染性クローン H77

（遺伝子型 1a）から作製したレプリコン RNA は長期培

養中にその塩基配列に数カ所に適応性変異が認められて

おり、それらの変異を導入した全長の HCV cDNAから合

成した RNAからは、培養細胞系で HCV粒子が産生され

ることが報告されている。そこで、我々はこれらの適応

性変異を日本人で最も多い遺伝子型 1b 株へ導入するこ

とにより、培養細胞での効率の良い HCV 粒子産生系の

構築を目指している。 

［相崎英樹、*脇田隆字、鈴木哲朗、宮村達男（*都神経

研）］ 

 

（２５）温度感受性ゲル TGP三次元培養細胞の HCV粒

子産生系による抗 HCV薬の評価 

 TGP 三次元培養細胞を用いた HCV 粒子産生系が新規

薬剤評価系として有用であることをインターフェロン、

リバビリンをモデルとして示した。新たな抗ウイルス薬

を探索するため、サブゲノミック レプリコン RNA の

複製阻害作用を有する海洋生物（海綿）由来新規化合物

の HCV粒子産生阻害作用の評価を行っている。 
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［鈴木哲朗、村上恭子、スス・ムェー、勝二郁夫、*小林

淳一、宮村達男（*北海道大学）］ 

 

（２６）プロテオーム解析による HCV 複製調節因子の

検索（１） 

 HCVゲノム複製に必要な宿主因子を同定し、複製メカ

ニズムを明らかにするため、HCVレプリコン細胞（遺伝

子型 1b）と Huh7細胞から界面活性剤不溶性画分を、ウ

イルス複製活性を維持したまま粗精製し、蛍光標識二次

元ディファレンスゲル電気泳動法により各蛋白の量的比

較を行った。約 1500個の蛋白が検出され、2倍以上蛋白

量が増加している 60 個の蛋白は、Heat shock protein, 

Chaperone, Receptor signaling complex, Ubiquitin 

proteasome system proteinなどに分類された。 
［相崎英樹、松田麻未、井上 寧、*マイケル・ライ、

鈴木哲朗、宮村達男（*南カルフォルニア大学）］ 

 

（２７）プロテオーム解析による HCV 複製調節因子の

検索（２） 

 HCV複製複合体画分（レプリコン細胞の界面活性剤不

溶性画分）で増加の認められた上記の蛋白群のうち、特

に再現性が高いもの 10 種類について、その siRNA をレ

プリコン細胞内に導入し、ウイルス複製に与える影響を

調べた。Hsc70, Cathepsin D, Creatine kinase, Glucose 

regulated protein, Glutathione S transferas, Hsp70, Tumor 

rejection antigen gp96, Hydroxymethylglutaryl CoA synthase, 

Valosin containg protein で遺伝子ノックダウンによって

HCV RNA複製が 50%以上低下した。 
［相崎英樹、井上 寧、松田麻未、*マイケル・ライ、

鈴木哲朗、宮村達男（*南カルフォルニア大学）］ 

 

（２８）プロテオーム解析による HCV 複製調節因子の

検索（３） 

 HCVゲノム複製と細胞増殖との相関を調べ、細胞が対

数増殖期にあるとき複製活性が高いことを見出した。こ

れらの知見を基に、HCVゲノム複製を調節する宿主因子

を同定するため、対数増殖期及び定常期の全長のレプリ

コン細胞からそれぞれ複製複合体を含む膜分画を分離し、

二次元電気泳動により各蛋白の量的比較を行い、約 10

種類の蛋白スポットに有意差を認め、それらの宿主蛋白

を同定した。対数増殖期の複製複合体分画に分子シャペ

ロンが多く含まれるという特徴が見出された。 

［井上 寧、松田麻未、村上恭子、相崎英樹、鈴木哲朗、

宮村達男］ 

 

（２９）HCV 複製に分子シャペロン TRiCおよび Hsc70

が与える影響 

 HCVゲノム複製機構に関与する宿主蛋白として、分子

シャペロン TRiCの subunitである CCT5および Hsc70を

同定した。レプリコン細胞では細胞内で新規に合成され

る HCVRNAや NS蛋白は CCT5と共局在した。さらに、

免疫沈降法により、CCT5 は NS5B 蛋白と特異的に結合

することを見い出した。CCTのすべてのサブユニットの

強制発現により HCV複製は亢進したが、CCT5のみの強

制発現や siRNAによる CCT5の発現抑制では HCV複製

は低下した。さらに、無細胞複製活性系において CCT5

や Hsc70の抗体は複製活性を抑制した。  

［井上 寧、村上恭子、松田麻未、相崎英樹、白倉雅之、

下地 徹、勝二郁夫、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（３０）HCVの複製および翻訳に対する Pin1の影響 

 Peptidyl-prolyl isomeraseである Pin1はリン酸化蛋白に

結合し、その蛋白を異性化させる。細胞周期や癌化に重

要な役割を担う事が報告されている。Pin1 が HCV の翻

訳または複製へ関与している可能性について解析したと

ころ、dicistronic reporter assay系において Pin1の過剰発

現による HCV IRES の翻訳効率の上昇が認められた。

NS5A 蛋白に Pin1 結合モチーフが存在するため、GST 

pull-down法により相互作用を解析したが、Pin1-NS5A結

合は認められなかった。 

［鈴木亮介、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（３１）HCV NS5A蛋白のリン酸化がウイルス RNA 複

製における役割 

 NS5A 蛋白 ISDR 領域の N 末端側に存在する高リン酸

化部位を点変異させた HCV RNAレプリコンを用いた解

析から、この領域のセリン残基のリン酸化が HCV 複製

に影響することを見いだしている。NS5A変異によって、

その結合蛋白であり複製複合体形成に関与する VAP と

の相互作用が変化し HCV複製が低下する可能性を考え、

各変異体と VAPとの結合を解析したが、これまでのとこ

ろリン酸部位の変異による VAP 結合能の変化は観察さ

れていない。 

［相崎英樹、坂本真一郎、根岸英雄、鈴木亮介、村上恭

子、*松浦善治、鈴木哲朗、宮村達男（*大阪大学微研）

］ 
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（３２）ユビキチン非依存的な HCVコア蛋白分解機構 

 HCV コア蛋白はポリユビキチン化依存的に分解され

るとともに、ユビキチン非依存的に分解される機構も存

在することを示してきた。siRNAによるノックダウンま

た強制発現実験、さらに変異コア蛋白を用いた相互作用

解析から、ユビキチン非依存的なコア蛋白分解には、プ

ロテアソーム活性化因子 PA28γとの結合が重要であるこ

とが示された。一般に、ユビキチン非依存的蛋白分解機

構は不明な点が多い。その分子機構にプロテアソーム活

性化因子が介在しうることが明らかとなった。 

［鈴木亮介、*森石恆司、石井孝司、白倉雅之、勝二郁夫、

*松浦善治、鈴木哲朗、宮村達男（*大阪大学微研）］ 

 

（３３）HCV NS2結合宿主因子の探索 

 HCV NS2 蛋白は前駆体蛋白のプロセシングに関与し

ているがその機能について不明な点が多い。NS2蛋白と

宿主細胞との相互作用を明らかにするため、Flag-tag 付

加 NS2蛋白発現細胞を用いて結合因子を探索した。NS2-

宿主因子複合体を調製し、 NS2 結合宿主因子を

MALDI-TOF/MS により同定したところ、α/β-tubulin

および ANT(Adenine Nucleotide Translocase)2/3であった。

これらの蛋白と NS2 との相互作用は免疫沈降—ウエス

タンブロッティングで確認した。ANT2/3 の生理活性へ

の NS2蛋白の影響を検討中である。 

［鈴木亮介、松田麻未、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（３４）HCV遺伝子型 1b及び 2a genomic RNAの発現に

伴う細胞蛋白質の量的変動の解析 

 HCV複製が宿主細胞へ及ぼす影響を調べる為に、HCV

遺伝子型 1b又は 2aの fullgenomic RNA発現細胞と非発

現細胞で蛍光標識二次元ディファレンスゲル電気泳動法

により比較プロテオーム解析を行った。両ゲノム RNA

の複製に伴い発現量が減少する細胞蛋白は、

Membrane-type 1 matrix metalloproteinase cytoplasmic tail 

binding protein-1 (MTCBP1), Keratin 19であり、発現量が

亢進する蛋白は Vimentinであった。                                                     

［松田麻未、*脇田隆字、鈴木哲朗、宮村達男（*都神経

研）］ 

 

（３５）HCV NS3/4A および 5A 発現トランスジェニッ

クマウスの作製 

 我々はコア、エンベロープ発現トランスジェニックマ

ウスを作製し、それぞれの HCV 蛋白の病原性を解析し

た（Proc Natl Acad Sci U S A. 1997, Nat Med. 1998）。次に、 

全ての非構造蛋白を発現する NS2-5B 発現トランスジェ

ニックマウスを作製したものの、蛋白発現が弱いことも

あり、明らかな病態も示さなかった。そこで、NS3/4A

および 5A 蛋白をそれぞれ発現するトランスジェニック

マウスを作製し、HCV蛋白の生体に与える影響を調べる

ことにした。HBVのプロモーター／エンハンサー支配下

に各 HCV遺伝子を発現するベクターを作製した。 

［相崎英樹、*小池和彦、鈴木哲朗、宮村達男（*東京大

学）］ 
 

（３６）HCV NS5A蛋白による染色体の不安定化誘導 

 HCV 全蛋白または非構造蛋白領域を発現するヒト肝

癌細胞株では非発現細胞に比べ、細胞あたりの染色体数

の増加が観察された。個々の非構造蛋白の発現により、

この染色体不安定化が NS5A蛋白によって誘発されるこ

とが明らかとなった。また、この染色体不安定化が細胞

の分裂周期異常と関連することが示された。 

［鈴木哲朗、*Chang-Woo Lee、宮村達男（*Sungkyunkwan 

Univ.）］ 
 

（３７）ヒト B細胞株を用いた HCV病原性機構の解析： 

コア蛋白による B細胞表面抗原発現調節 

 HCV 感染が B 細胞系へ及ぼす影響を明らかにするた

め、HCV コア蛋白発現 B 細胞株及び一過性のコア蛋白

発現系を使って HCV コア蛋白の発現に伴う B 細胞表面

分子変化を検索した。102 種類の表面抗原のうち、接着

分子で CD2の主要リガンドである CD48抗原の発現低下

が最も顕著であった。更に、コア蛋白の発現量依存的な

CD48 プロモーター活性の抑制効果が明らかとなった。

コア蛋白による CD48 遺伝子発現調節に関わる CD48 プ

ロモーター領域、転写因子の解析を行っている。 

［町田早苗、鈴木亮介、小俣和彦、石井孝司、鈴木哲朗、

宮村達男］ 

 

（３８）C型肝炎治療薬に対する耐性ウイルスの解析 

 現在、C 型肝炎に対する標準的な治療法は、インター

フェンロンとリバビリンの併用療法であるが、リバビリ

ンに対する耐性ウイルスの出現については不明な点が多

い。そこで、遺伝子型 1b (Con1)及び 2a (JFH1)の HCVレ

プリコン細胞にリバビリンを数ヶ月間処理したところ、

JFH1 レプリコン細胞がリバビリン耐性を獲得すること

を見出した。この耐性細胞から調製した total RNA を

naïve な細胞へ導入したところ、同様にリバビリン耐性

を獲得した。更にこの耐性細胞で特徴的な HCV 遺伝子

変異を同定した。 

［スス・ムェー、村上恭子、*脇田隆字、**小池和彦、鈴
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木哲朗、宮村達男（*都神経研、**東京大学）］ 

 

（３９）HCV RNA結合ペプチドの探索と評価 

 抗 HCV薬の創製を目指して、HCV RNAに特異的に結

合しウイルス増殖を阻害するペプチドの探索と評価を行

った。RNA結合ペプチドのスクリーニングには、ユニー

クな細胞内 RNA-ポリペプチド相互作用検出系である

KAN (Kanamycin Antitermination)システムを用いた。これ

までに HCV 3’非翻訳領域 RNAに対して特異的に陽性を

示す 4 配列を得た。HCV レプリコンを安定発現する細

胞株内でこのうち 1配列を強制発現させたところ、ウイ

ルス増殖の抑制を示唆する結果が得られた。 

 ［鎌田麻利江、石井孝司、*原田和雄、**脇田隆字、鈴

木哲朗、宮村達男（*東京学芸大学、**都神経研）］ 

 

（４０）HCVコア抗原パネルの作製及びコア抗原検出試

薬の評価 

 体外診断薬としてC型肝炎の診断に利用されているコ

ア抗原検出試薬の性能点検に供するため、種々の HCV

遺伝子型由来コア抗原の組み換え蛋白を調製する。遺伝

子型 1a, 1b, 2a, 2b, 3a各々のコア蛋白をFLAGタグとの融

合蛋白の形で哺乳動物細胞で発現させ、抗 FLAG抗体に

よるウエスタンブロット法により発現レベルを標準化し

た。今後、HCV遺伝子型の違いによって抗原検出試薬の

感度に差が生じるかを検討する。 

［鈴木亮介、近藤円香、*水落利明、鈴木哲朗、宮村達男

（*血液・安全性研究部）］ 

 

（４１）歯科診療における院内感染対策ガイドラインの

作成 

 近年、歯科医療における診療技術の高度化、多様化に

伴って院内感染対策を組織的、体系的に整備することが

求められている。歯科における院内感染対策ガイドライ

ンの作成に向けて、患者-患者間、医療従事者-患者間の

感染リスクをシステマティックに評価するため、コクラ

ンライブラリーを利用して網羅的な情報収集を行った。

また、ガイドラインの作成にあたり、関連する病原微生

物についての概説を担当するため、関連情報の収集を行

うとともに肝炎ウイルスについて概説作成を行った。 

［鈴木哲朗、*佐藤田鶴子、宮村達男（*日本歯科大学）

］ 

 

（４２）HCV コア蛋白質による HCV RNA の翻訳抑制

機構の解析 

 これまで HCV 5’非翻訳領域（5’UTR）内の stem-loop 

IIId (IIId) 領域にHCVコア蛋白質が相互作用し 5’UTR依

存的翻訳を抑制することを示唆する結果を得た。今回ゲ

ルシフトアッセイを用いて、コア蛋白質は IIIdと 40Sリ

ボソームサブユニットとの結合を阻害することを示唆す

る結果を得た。IIId 領域は 40S リボソームサブユニット 

(40S)が結合し、翻訳の開始に重要な領域であり、コア蛋

白質は IIId領域と 40Sとの相互作用を阻害することによ

り、HCV 5’UTRによる翻訳開始を阻害すると考えられる。 

［下池貴志、鈴木哲朗、鈴木亮介、村上恭子、松浦善治

（阪大微研）、宮村達男］ 

 

４．E型肝炎ウイルス（HEV）に関する研究 

（１）遺伝子 1 型（G1）, G3 及び G4 VLP の抗原性の

比較 

 組換えバキュロウイルス発現システムを用い、G1, G3 

及び G4 HEV の ORF2 の N 末端から 111 アミノ酸を欠

失した領域を昆虫細胞で発現させ、ウイルス様粒子

（VLP ）の作製に成功した。G1 と G3 の VLP をマウ

スに免疫し、単クローン抗体を作製し抗原性を評価した。

その結果、遺伝子型間には抗原性の異なるエピトープが

存在し、一部のエピトープは立体構造に依存する事が明

らかになった。また、遺伝子型特異的な単クローン抗体

が得られた。これらの単クローン抗体を用いて、遺伝子

型を識別できる抗原および抗体検出法の樹立を進めてい

る。また、G4 の VLP に対する単クローンを作成中であ

る。 

［李 天成、武田直和、宮村達男］ 

 

（２）E 型肝炎ウイルス中空粒子形成に必須な領域の同

定 

 N 末端から 111 アミノ酸を欠失させた HEV 構造蛋白

を組換えバキュロウイルスで発現すると、直径約

23-24nmの VLPが産生される。アミノ酸配列解析によっ

て、この粒子蛋白は N末端の 111個のアミノ酸以外に C

末端から 52個のアミノ酸が欠失していた。構造蛋白の N

末端、あるいは C末端、さらに両端を欠失した種々のク

ローンを発現し、VLP形成に必須な領域の同定を試みた

結果、VLP形成に必須な領域は 126-601アミノ酸である

ことを確認した。 

［李 天成、武田直和、宮村達男］ 

 

（３）大きなサイズをもつ G1, G3および G4 VLP の作

製およびウイルス遺伝子との結合 

 G3 HEV の ORF2 全長を発現することによって、直径

約 35-38nm の粒子を作製することに成功した。この粒子
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は形状、サイズともネイティブなウイルス粒子と非常に

類似の粒子であった。クリオ電顕で三次構造を解析した

結果、この大きな粒子はこれまで作製した小さい粒子と

異なる三次構造を示した。また、この粒子の中には約 2k 

bp の ORF2 RNAが取り込まれていた。HEV 全長遺伝子

を含む組み換えバキュロウイルスと ORF2 全長の組み換

えバキュロウイルスを共感染し、HEV 全長遺伝子を大

きい粒子に取り込めるかどうかを検討していると同時に、

G1 および G4の大きな粒子の作成を検討している。 

［李 天成、恒光 裕（動衛研）、武田直和、宮村達男］ 

 

（４）G4 HEVの構造蛋白の発現及び抗原性の解析 

 イノシシからヒトの HEVと極めて類似の HEVが分離

されている。イノシシの HEV 抗体保有率は高く、リザ

ーバーの一つではないかと考えられている。急性 E型肝

炎患者血清から 2 株、イノシシ糞便から 10株の G4 HEV

遺伝子を検出し、構造蛋白全長、及び N 末端から 13ア

ミノ酸を欠失した領域を RT-PCR 法で増幅した。定法ど

おり組換えバキュロウイルスを作製し、VLP 形成を電子

顕微鏡で観察した。大きな VLPウイルス様粒子形成は見

られていないが、小さいウイルス様粒子を作製した。こ

の粒子をマウスに免疫して単クローンを作成し、抗原性

の相違を比較している。 

［李 天成、宮村達男、武田直和、栄 賢司、伊藤 雅（愛

知衛研）］ 

 

（５）マングースの E 型肝炎ウイルス抗体保有状況と

HEV遺伝子の検出 

 HEV のリザーバーを同定する目的で、沖縄島の野生

マングース 199 匹を捕獲し、血清抗体および HEV 遺伝

子の保有状況を調べた。組換えウイルス様粒子をマイク

ロプレートに固相化し、酵素標識抗ネコ IgG および IgM

を二次抗体とした ELISA 法を確立した。抗体の有無は

ウエスタン法で確認した。また、血清から RNA を抽出

し、RT-PCR 法によって構造蛋白領域の一部を増幅した。

この結果、44 匹（22.1%）が IgG 抗体陽性で、12,800

倍の抗体価を有する個体がいた。この個体は IgM 抗体も

陽性であった。IgG 抗体保有率は体重、身長とともに増

加する傾向が見られた。HEV 遺伝子の増幅は成功して

いない。 

［李 天成、宮村達男、武田直和、斉藤美加、小倉 剛（琉

球大学）］ 

 

（６）シカの E 型肝炎ウイルス抗体保有状況と HEV 遺

伝子の検出 

 日本全国で捕獲したシカ 976 頭の血清を用い、血清抗

体および HEV 遺伝子の保有状況を調べた。組換えウイ

ルス様粒子をマイクロプレートに固相化し、酵素標識抗

シカ IgG を二次抗体とした ELISA 法を確立した。抗体

の特異性をウエスタン法で確認した。また、血清から

RNAを抽出し、RT-PCR 法によって構造蛋白領域の一部

を増幅した。この結果、25 頭（2.56%）が IgG 抗体陽性

であったが、いずれも、低い抗体価を示した。88検体の

シカ糞便および 212 検体血清では HEV 遺伝子が増幅さ

れていない。これらはシカが HEV のリザーバーである

可能性が低いことを示唆する。 

［李 天成、宮村達男 武田直和、松浦友紀子、高島郁夫、

有川二郎（北海道大学）、恒光 裕（動物衛生研究所）］ 

 

（７）野生動物の HEV 感染状況調査 

 イノシシ、野ウサギ、サル、猫、犬の HEV 感染状況

を知る目的で、血清から HEV RNA 検出および HEV-IgG 

抗体保有調査を行った。野ウサギの血清 31 検体からは

抗体は検出されなかった。イノシシ血清 169 検体では 84 

検体（49.7％）が IgG 抗体陽性であった。サル、猫、犬

などからも抗体が検出された。この抗体と HEV 感染と

の関連を明らかにする調査が進行中である。 

［李 天成、武田直和、宮村達男、棚林 清、山田章雄

（獣医科学部）］ 

 

（８）免疫不全症モデルマウス（TSN KO）における E

型肝炎ウイルスの感受性 

 Translin 遺伝子を欠損した免疫不全症モデルマウス

（TSN KO）では、末梢血リンパの著しい減少が幼年期

に観察され、コロナウイルス感染に対する抵抗性が有意

に低下していることが明らかになっている。また、生後

10ヶ月を経た TSN KOが骨髄不全症を発症する。E型肝

炎ウイルスを TSN KO マウスに接種し、各組織における

ウイルスの増殖と感染性について検討している。 

［李 天成、武田直和、宮村達男、葛西正孝（免疫部）

］ 
 

（９）RFB 三次元培養システムを利用した HEV 感染増

殖系作製の試み 

 RFBを利用した Huh7細胞の三次元培養系が、HEVの

感染増殖実験系として有用であるかを検討した。RFB培

養細胞に HEV 感染サルの糞便材料を感染させた後、経

時的に培養上清を回収し RT-PCRにより HEV RNAの検

出を行った。その結果、感染後７日目までは培養上清中

から HEV RNAが検出されたが、８日目以降は検出限界
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以下となった。 

［吉崎佐矢香、石井孝司、李 天成、村上恭子、武田直

和、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

５．GBウイルス（GBV）に関する研究 
（１）タマリンを用いた慢性肝炎モデル作製の試み：

FK506投薬による GBV-B感染への影響 

 昨年度に確立した GBV-B 感染によるタマリン急性肝

炎モデルを用いて、慢性肝炎モデルを検討した。タマリ

ンに免疫抑制剤 FK506 を投与し、GBV-B 感染が持続す

るかどうか検討したが、ウイルス接種前後に関わらず、

FK506投薬により血中ウイルス量および動態（viremia期

間）は影響されなかった。現在、ウイルス接種前からの

投与及び投与量の増加を検討中。 

［石井孝司、吉崎佐矢香、鈴木哲朗、宮村達男、*飯島沙

幸、*木村展之、*明里宏文、**森 健一、**槙 昇（*

医薬基盤研、**先端生命科学研）］ 

 

（２）GBV-B慢性感染マーモセットモデルの確立 

 マーモセットへの GBV-B 接種時に、ある特定の配列

を持つ siRNA を同時に投与したところ、GBV-B の生体

内での増殖が大きく遅延し、その後ウイルスは排除され

ず慢性感染に移行した。GBV-Bでの慢性感染モデルは本

邦で初の例であり、慢性感染を惹起するメカニズムにつ

いて詳細に解析を行っている。感染後 1年時のウイルス

ゲノムをクローニングして配列を決定したところ、元の

ゲノムと比較して 10 ヶ所程度のアミノ酸変異を伴う変

異が見出された。この変異の意義についても検討中。 

［石井孝司、吉崎佐矢香、鈴木哲朗、宮村達男、*飯島沙

幸、*明里宏文、**山口健次郎、**槙 昇（*医薬基盤研、

**先端生命科学研）］ 

 

IV. 腫瘍ウイルスに関する研究 
１．ヒト乳頭腫ウイルス (HPV)に関する研究 

（１）HPV16E6蛋白と結合する宿主蛋白 E6APの新規基

質蛋白の検索 

 HPV16E6蛋白は宿主蛋白である E6APと複合体を形成

し E3ユビキチンリガーゼとして機能し、p53をユビキチ

ン化し、分解され、不活化する。E6AP は単独でもユビ

キチンリガーゼ活性を有する。E6AP の新規基質蛋白を

同定するために、MEF-tag 精製法、質量分析法を用いて

解析し、新規 E6AP結合蛋白 p23 を同定した。得られた

結合蛋白は新規基質蛋白の可能性が考えられ、現在、

E6APの新規機能を解析中である。 

［勝二郁夫、下地 徹、宮村達男；市村 徹（首都大学

東京）］ 

 

（２）E6APと annexin A1の相互作用と機能解析 

 子宮頸癌細胞株 C33A 細胞から GST-pull down 法によ

り E6AP新規結合蛋白として annexin A1を同定した。in 

vitroにおいて E6APは annexin A1と Ca2+依存性に結合し

た。また、E6APと annexin A1を共発現させたところ、

annexin A1の蛋白レベルが減少した。siRNAで E6APの

発現を抑制したところ annexin A1 の分解が阻害された。

さらに、内在性 annexin A1がユビキチン化されることが

示された。以上のことから、annexin A1は E6APのユビ

キチン化の基質である可能性が示された。 

［下地 徹、勝二郁夫、松田麻未、村上恭子、宮村達男

］ 

 

２．ヒトポリオーマウイルス BKに関する研究 

（１）ヒトポリオーマウイルス BK の VP1C 末端領域と

DNAとの結合および粒子形成に及ぼす影響 

 ヒトポリオーマウイルス BKの構造タンパク VP1に関

し、C 末端のプラスチャージアミノ酸残基をアラニンに

置換し、（R281A, R285A, K288A, R290A, R292A, K293A, 

R294Aおよび K297A）、それぞれ組換えバキュロウイル

スを作製した。昆虫細胞に感染させ、粒子形成および

DNA との結合に対する影響を検討した。その結果は

Arg292, Arg294 および Lys297はDNAとの結合および粒

子の形成に重要であることが明らかになった。 

［李 天成、武田直和、宮村達男、柯 昌文（中国広東

省 CDC）、Nilsson J.、Cheng HR（カロリンスカ研究所）］ 

 

V.  SARSコロナウイルス（SARS-CoV）に関する研究 
（１）SARS-CoV 構造蛋白を発現する組換えワクチニア

ウイルスの免疫誘導能の検討 

 SARS-CoV構造蛋白の Spike proteinである Sを発現す

る組換え DIs を接種されたマウス群では、SARS-CoVを

経鼻接種した場合に感染から完全に防御された。いずれ

の場合も肺洗浄液中の IgA 濃度は上昇しておらず、IgG

濃度が上昇しており、防御の主体は肺に滲出した IgGで

あることが強く示唆された。本組換え DIsは SARSワク

チンの候補として有望であると考えられる。 

［石井孝司、鈴木哲朗、宮村達男、*横田恭子、*大西和

夫、**長谷川秀樹、**永田典代、***水谷哲也、***森川 

茂、****田口文広、****田代真人（*免疫部、**感染病理

部、***ウイルス第一部、****ウイルス第三部） 
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VI. その他の研究 
（１）バイオテロ等健康危機発生時の電子顕微鏡的ウイ

ルス検査の精度管理・１ 

 厚生労働科学研究の一環として、今井俊介奈良県保健

環境研究センターを主任研究者、小倉肇岡山県環境保健

センター所長を分担研究者とする「バイオテロ等健康危

機発生時の電子顕微鏡的ウイルス検査の精度管理」が発

足した。小倉肇岡山県環境保健センター所長の要請で各

地の地方衛生研究所が参加している。本年度は、ノロウ

イルス VLPをウイルス第二部から分与を受け、各地方衛

生研究所へ電子顕微鏡観察用標準品としてそのまま、ホ

ルマリン不活化済み、陰性コントロール〔蒸留水〕の３

種類を準備し、ブラインド番号を付けて各地へ送付した。

各衛研では、この３種類のサンプルを電子顕微鏡で観察

し報告する。研究班は結果を集計して評価検討する。 

［宇田川悦子、小倉 肇（岡山県環境保健センター）］ 

 

（２）超遠心器を使用した電顕観察用ウイルスサンプル

の作成 

 通常使用している電顕サンプル作成法では、高度に濃

縮した材料を使用するとウイルス粒子の濃縮は出来るが、

他方検体中の夾雑物も濃縮されてしまい観察が困難とな

ることがしばしば起こる。そこで、通常検査法の提要に

指示されて作成したサンプルを支持膜張リｸﾞﾘｯﾄﾞと一緒

に 100, 000xg 15分 4℃で超遠心することにより特異的な

ウイルス粒子の濃縮が可能となっている（Air fuge 超遠

心機使用時）。しかし、現在ではこの超遠心機は廃盤とな

っている。そこで、日立ハイテクノロジーズとの共同研

究で現在使用可能な日立超遠心機に使用可能なアダプタ

ーの試作を行なっている。 

［宇田川悦子、森田正隆（日立ハイテクノロジーズ）］ 

 

（３）昆虫細胞におけるノダウイルスの潜伏感染 

 昆虫細胞 Tn5は組換えバキュロウイルス発現システム

でよく利用される細胞である。組換えバキュロウイルス

に感染した昆虫細胞からノダウイルス(Nodavirus)を分離

した。正常の Tn5細胞からもノダウイルスの全遺伝子を

増幅できたことからこの細胞にはノダウイルスが潜伏感

染していることが推測された。 

［李 天成、武田直和、宮村達男］ 

 
（４）ヒトライノウイルス（HRV）に関する研究 

ア）HRVに関する臨床研究および HRV RNA定量法の開

発 

 感冒の原因である呼吸器ウイルス感染症、特に頻度が

高い HRV は、慢性呼吸器疾患患者において、しばしば

急性増悪の契機になると考えられている。そこで気管支

喘息および慢性閉塞性肺疾患患者における急性増悪時の

HRV 感染の寄与について前向き多施設研究で検討を行

っている。現在までに、目標 200例中 62例を登録し、2

例の HRV による急性増悪を確認した。RT-PCR 法では、

患者喀痰より定性検査が可能であり、現在、Real-Time 

RT-PCR法による virus RNA定量法の確立を試みている。

これまでに、103 copy/Sampleまでの定量が可能となった。

さらに定量限界をあげるため、新たな primer & probeの

setを試行中である。 

［沼田尊功、井上 寧、*佐藤哲夫、鈴木哲朗、宮村達男

（*東京慈恵会医科大学）］ 

イ）HRV RNA複製細胞の樹立と複製メカニズムの解析 

 HRVの構造蛋白遺伝子を Luciferase遺伝子に置き換え

た HRV レプリコンの高複製株（△P1Luc cre）を用いて

HRV RNA 複製細胞系の構築を行っている。レプリコン

RNA を Huh7 に導入した後、Luciferase 活性にてその複

製活性を評価する。現在、細胞の培養温度などの HRV 

RNA複製の至適条件の検討を行っている。さらに、日本

で多い遺伝子型の HRVの RNAを用いて同様にレプリコ

ン及びその複製細胞系の作製を目指す。 

［井上 寧、沼田尊功、*佐藤哲夫、相崎英樹、鈴木哲朗、

宮村達男（*東京慈恵会医科大学）］ 

 

（５）温度感応性高分子 TGPを用いて三次元培養したヒ

ト肝癌細胞の形態学的解析 

 TGP で三次元培養し、スフェロイドを形成した Huh7

細胞、HepG2細胞の微細構造を調べるため、透過型およ

び走査型電子顕微鏡による観察を行った。細胞表面では

単層培養に比べ、微絨毛の発達が見られた。また、細胞

間でも微絨毛の発達が見られ、さらにデスモゾーム様ま

たタイトジャンクション様の構造及び微小胆管様構造の

形成も観察された。これらの結果からヒト肝癌細胞を三

次元培養化することにより生体肝組織に近い特徴を示す

ことが示された。 

［吉崎佐矢香、村上恭子、石井孝司、鈴木哲朗、宮村達

男］ 

 

（６）TGP 三次元培養肝細胞における FABP1 発現誘導

の分子機構 

 プロテオーム解析の結果、TGP三次元培養肝細胞では

単層培養系に比べ脂肪酸輸送に関わる fatty acid binding 

protein (FABP) 1の発現上昇が認められた。この時、FABP1 

mRNA レベルも上昇していたため、FABP の転写活性調
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節に関わる転写因子 PPARα 及びγの遺伝子発現を定量

RT-PCR 法で測定し、TGP 培養での両因子の発現亢進、

特に肝細胞で主に発現する PPARα の顕著な発現変化

（HepG2細胞では単層培養の 10倍以上）が認められた。 

［吉崎佐矢香、松田麻未、石井孝司、鈴木哲朗、宮村達

男］ 

 

（７）TGP三次元培養ヒト肝癌細胞における脂肪酸の取

り込み 

 前項のように、TGPで三次元培養化したヒト肝癌細胞

（HepG2及び Huh7）では、単層培養系に比べ FABP 1の

発現上昇が認められる。そこで TGP培養系と単層培養系

では細胞内への脂肪酸取り込み能に違いがあるかを

Huh7細胞を使って検討を行っている。脂肪酸にはパルミ

チン酸を用い、取り込みの経時的変化の測定を試みてい

る。現在、培養条件を詳細検討中である。 

［吉崎佐矢香、*深澤征義、石井孝司、鈴木哲朗、宮村達

男（*細胞化学部）］ 

 

（８）TGP 三次元培養におけるチトクローム P450 の発

現と機能解析 

 TGP 三次元培養肝細胞を用いて肝臓分化機能の発現

を解析している。本年度は、肝臓での薬物代謝において

最も重要な役割を果たしているチトクローム P450 

CYP3A4 について解析を行なった。Huh7 細胞を TGP 培

養すると単層培養と比較してCYP3A4の薬物代謝活性が

顕著に増加した。この時、CYP3A4 の遺伝子発現が亢進

し、また PXR, RXRα等 CYP3A4発現調節に関わる転写

因子群の発現の亢進も認められた。肝由来細胞株では形

態変化に伴って、種々の転写因子の発現が変動し肝臓分

化機能の発現誘導に繋がる可能性が示唆された。 

［柴田佳美、相崎英樹、吉崎佐矢香、*岩堀 徹、**平野

俊彦、鈴木哲朗、宮村達男（*東京医科大学、**東京薬科

大学）］ 

 

（９）TGP 三次元培養細胞を用いたチトクローム P450

活性測定系の薬剤評価への応用 

 通常の単層培養細胞系では、デキサメサゾン等で誘導

する場合を除き内在性のチトクローム P450 CYP3A4 の

活性は極めて低レベルであり測定が難しい。前項のよう

に、TGP培養の場合、誘導剤未処理の状態でも CYP3A4

活性の検出が可能である。そこで Huh7細胞の TGP培養

系が、薬剤の CYP3A4活性へ及ぼす影響の評価法として

有用であるかをエリスロマイシンをモデルとし検討した。

その結果、エリスロマイシンの濃度依存的に CYP3A4活

性は阻害され、IC50は約 0.1 mMであった。高い CYP3A4

活性を有する本培養系は薬剤の副作用評価系として有用

であることが示された。 

［吉崎佐矢香、柴田佳美、相崎英樹、石井孝司、鈴木哲

朗、宮村達男］ 

 

（１０）ATRAによるアルブミンの発現調節 

 All-trans retinoic acid (ATRA)によるアルブミン遺伝子

の発現調節には転写開始点上流の nt -367/-167 領域が重

要であることを見出した。この領域への liver-enriched 

transcriptional inhibitory protein (LIP)の結合能が ATRAに

より上昇することを EMSAで確認した。LIPは ATRAに

反応して早期に発現が亢進する唯一の C/EBPβアイソフ

ォームであり、ATRA によるアルブミンの発現調節にお

いて中心的な役割を担うものと考えられた。さらに、LIP

は他のアイソフォームの転写活性化作用に対して競合阻

害的に働き、アルブミンの遺伝子発現を負に制御するこ

とが強制発現系で分かった。レチノイン酸によるアルブ

ミ ン の 発 現 調 節 機 構 に お い て 、 C/EBPβ の

dominant-negative isoform, LIP の働きが重要であること

が初めて示された。 

［政木隆博、鈴木哲朗、*松浦知和、**岡崎 勳、**渡辺 

哲、宮村達男（*東京慈恵会医科大学、**東海大学］ 

 

（１１）Human ICADの遺伝子発現調節機構の解析 

 Inhibitor of caspase-activated DNase (ICAD)はアポトー

シスを抑制的に調節する因子であり、HCVコア蛋白によ

って発現が誘導されることを見出しているが、ICAD の

遺伝子発現機構は十分に明らかではない。human ICAD

遺伝子をクローニングし、転写調節機構を解析し、ICAD

の転写調節には転写開始点の上流 nt -145～-90領域が重

要であることを見出した。更に、この領域に転写因子

Mycが結合すること、c-Mycまたは N-Mycの強制発現に

より ICADの発現が亢進し siRNAにより低下することを

明らかにした。 

 ［小俣和彦、鈴木亮介、政木隆博、*佐藤田鶴子、鈴木

哲朗、宮村達男（*日本歯科大学）］ 

 

＜別＞ 検査業務 

第１室：  

行政検査 

 E型肝炎確認検査   1件、4検体 

検定業務 

 経口生ポリオワクチン  小分製品 1件 
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第２室： 

行政検査 
 平成 17年度は 6件(計 29検体)の行政検査依頼があり、

PCR-RFLP 法あるいは ELISA 法による型内株鑑別試験

の結果、すべてポリオウイルスワクチン株と同定された。 

 

第３室、第４室： 
行政検査：C型肝炎ウイルスの遺伝子解析検査 ２件 

 

第５室： 

検定業務 

 乾燥組織培養不活化 A型肝炎ワクチン ２件 
 組換沈降Ｂ型肝炎ワクチン（酵母由来） ６件 

 組換沈降Ｂ型肝炎ワクチン（huGK-14細胞由来） ４

件 
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