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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, 不活化

ポリオワクチン,弱毒生ロタワクチンを検定, 検査対

象としている. 

 第１室は下痢症ウイルスを担当するとともに、ポリ

オワクチン、ロタワクチンの検定、検査を担当する.

本年度はポリオ単独不活化ワクチン（サノフィ：イモ

バックスポリオ）の承認前試験が終了し,小分け製品

37 件の検定を行った.また,沈降精製百日せき破傷風

不活化ポリオ（セービン株）混合ワクチン DPT-sIPV,2

種類（一般財団法人阪大微生物病研究会：テトラビッ

ク皮下注シリンジ,一般財団法人化学及血清療法研究

所：クワトロバック皮下注シリンジ）の承認前検査が

終了し,中間段階 3 件,小分け製品 10 件の検定を行っ

た.ロタウイルスワクチンの GSK：ロタリックスについ

ては,2 件の検定を行った.MSD：ロタテックに関しては,

承認前試験が終了した.サノフィー社のポリオ単独ワ

クチンを第一三共社の DPT と混合した沈降精製百日せ

き破傷風不活化ポリオ混合ワクチン DPT-cIPV,サノフ

ィー第一三共：スクエアキッズ皮下注シリンジの承認

前検査が開始された．ワクチン導入前後のロタウイル

スの流行状況を把握するための研究,ロタウイルスの

基礎研究が進行している. 

 ノロウイルスに関しては,感染研はレファランスセ

ンターとしての機能を良く果たしている.カリシウイ

ルスに関する基礎研究が進展している. Ｘ線解析,ク

ライオ電顕による構造解析に関する研究に加え,ノロ

ウイルスが細胞に結合するメカニズム関する研究進展

があった.  

 第２室はＷＨＯ世界ポリオ根絶計画に参画している. 

ＷＨＯの指定をうけて, 世界の特殊専門ラボとして, 

また西太平洋地域の指定ラボとして世界各地で分離さ

れるポリオウイルスの性状解析を続けた.西太平洋地

域では 2000 年以来ポリオフリーを維持してきたが、

2011 年にはは中国の新疆ウイグル自治区で野生型ポ

リオの流行が確認された.流行は終息したが今後も注

視していく必要がある。JICA との共催で実施した第

22 回ポリオ実験室診断技術研修会(ポリオを含むワク

チン予防可能疾患の世界的制御のための実験室診断技

術研修としては第 3 回目)ではポリオ流行国など各国

からの参加者に講義および実習を実施した.また, 国

内エンテロレファレンスセンターとしてレファレンス

活動, 行政検査をおこなった. 

 エンテロウイルス 71 は手足口病の原因ウイルスであ

り, 脳炎を併発することがある.エンテロウイルス 71

の感染受容体、ヒト PSGL-1 に関する解析を進めてい

る.環境中のエンテロウイルスサーベイランスも進め

ている． 

 第３室及び第４室ではＢ型およびＣ型肝炎ウイルス

の行政研究および基礎研究をおこなった. 行政研究と

しては、肝炎ウイルス感染の予防、肝炎ウイルスキャ

リア対策、肝癌死亡の減少に貢献することを目的とし

て、肝炎情報の収集とウイルス第二部のホームページ

においてデータベース構築および情報発信をおこなっ

ている。さらに、肝炎ウイルス検査陽性者の予後向上

は医療費抑制に大きく貢献できると期待できるので、

全国レベルでの肝炎ウイルス検査陽性者追跡システム

の構築を目指している。基礎研究促進を目的に、肝炎

研究基盤整備事業で肝炎セミナーを 5 回開催した。さ

らに、12 月には国内の肝炎ウイルス研究者による肝炎

ウイルス研修会を開催し、若手研究者の育成に努めた。

基礎研究としては、Ｂ型肝炎ウイルス研究が軌道にの

り、ウイルス感染や複製増殖に関わる宿主因子などの

同定が進んだ．Ｃ型肝炎ウイルス研究も様々な研究課

題が展開されている。遺伝子型３のＣ型肝炎ウイルス

複製系の構築と予防的ワクチン開発について報告し

た.  
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 第５室の 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. 本年度はＡ型肝炎ワクチン４件, 

Ｂ型肝炎ワクチン１５件の検定をおこなった.ともに

検定数は増加傾向にある.Ｂ型肝炎ワクチンの定期接

種化も見据えて検定数のさらなる増加に備える必要が

ある.このために動物を用いた力価試験から試験管内

力価試験への切り替えが望まれる.Ｅ型肝炎ウイルス

の研究では感染性 cDNA クローンを樹立し報告した。

また、ラットやフェレットのＥ型肝炎ウイルスの解析

が進んだ. 

  

 以下のような国際的技術協力をおこなった. 

第五室 

楊 婷婷（中国, 山東省青島市疾病予防控制センター）

＜日中笹川奨学金制度研究者＞平成 24 年 9 月６日～平

成 25 年 8 月 2６日, E 型肝炎分子生物学に関する研究. 

 

 人事面では、平成 24 年 4 月に片岡周子研究員が採

用された。さらに平成 24 年 9 月に藤井克喜任期付研

究員が研究員に採用された。新職員の皆さんの活躍に

大いに期待する.  
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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）ノロウイルスリバースジェネティックスシステムに

関する研究 

新生ウイルス粒子を産生可能なヒトノロウイルス GII/3 

U201 株の完全長 cDNA pKS-U201F を用いたリバースジェ

ネティックスシステムを GII/4 Saga1 strain, GII/4, 3 

キメラウイルス株 TCH04-577 株,GI/1 Norwalk prototype 

virusに応用して構築したプラスミドを用い,ウイルスタ

ンパク質の細胞内挙動を解析した.ヒトノロウイルスタ

ンパク質の細胞内挙動は株間で類似しており,核周辺部

に大きなドット様構造物を形成すること,細胞質全体に

ポリメラーゼ,プロテアーゼが検出されるなどの共通の

特徴が認められた. 

[片山和彦,戸高玲子,村上耕介,脇田隆字] 

 

（2）ノロウイルスを利用した経口ワクチン用ベクター作

製の試み 

 経口ワクチンに特化した腸管特異的な導入が可能なベ

クターとしてヒトノロウイルスに加え、マウスノロウイ

ルスを利用した遺伝子導入ベクターの作製を行った。

pKS-U201F のヒトノロウイルス遺伝子領域をマウスノロ

ウイルスと交換したpKSF-MuNoV-S7,マウスノロウイルス

ゲノム RNA を T7 RNA polyerase promoter で転写可能な

pT7-MuNoV-S7 を構築した。インビトロで合成した MuNoV 

RNA は、RAW 細胞、293T 細胞の双方で感染性 MuNoV 粒子

を産生可能であった。そこでプラスミドによるゲノム供

給を可能とするよう、pKS-U201F を用いたリバースジェ

ネティックスシステムを応用して、pKSF-MuNoV-S7 を構

築した。RAW 細胞、293T 細胞の双方で感染性粒子作出が

確認された。 

[中西章(国立長寿医療研究センター)、片山和彦、戸高玲

子、村上耕介、脇田隆字] 

 

（3）ノロウイルス(NoV)のゲノム解析 

 2010 年 4 月～2011 年 3 月の間に全国 20 カ所の衛生研

究所で収集した感染者糞便を用い、NoV 遺伝子型

GII/4GII/3, GII/2 のゲノム全長の塩基配列の解析を試

みた。少なくとも７種の GII/4 の単系統亜株が急性胃腸

炎の集団発生に関わっていた。ゲノム組換え点として、

ORF1/ORF2 境界の高度保存領域を見いだした。北海道、

大阪の検体から、これまでの GII/4 のサブクラスターの

いずれにも属さない新たな GII/4 変異株が検出された。

また、GII/2, GII/3 にも新たなサブクラスターを形成す

る変異株が検出された。今後、これらの変異株が主要流

行株となる可能性がある。 

 [片山和彦, 戸高玲子、村上耕介、横山 勝, 中村浩美, 

守 宏美, 佐藤裕徳（病原体ゲノム解析研究センター）] 

 

（4）ノロウイルス GII に対する組織血液型抗原物質

（HBGA）の結合ポケットに競合結合するクエン酸の X 線

構造解析による研究 

 ノロウイルス（NoV）VLP 表面に突出する P 領域には,

様々なタイプの HBGA が結合することが報告され,HBGA

は,NoV の受容体候補と考えられている.P 領域を大腸菌

で発現し,高度に生成した後,様々な HBGA,クエン酸と混

合して結晶を作成し,X 線結晶構造解析を行った.改正に

成功した HBGA のすべてが,α1-2fucose によって P 領域

に結合していた.また,クエン酸はα1-2fucose と競合的

に結合可能で有り,NoV の腸管粘膜中のα1-2fucose への

結合を阻害できることを明らかにした. 

[Grant S. Hansman, Christian Biertumpfel（NIH）, Ivelin 

Georgiev（NIH）, Jason S. McLellan（NIH）, Lei Chen

（NIH）, Tongqing Zhou（NIH）, Kazuhiko Katayama and 

Peter D. Kwong（NIH）] 

 

（5）X線結晶構造解析を用いたノロウイルス GIIにブロ

ードレンジに反応するモノクローナル抗体5B18とVLPと

の結合様式の研究 

 ヒトノロウイルスの GII をブロードレンジに検出可能

なモノクローナル抗体 5B18 は,デンカ生研によって開発

され,イムノクロマトグラフィー,ELISA 等の市販検出シ

ステムに用いられている.我々は,デンカ生研との共同研

究により,5B18 の Fab 部分とノロウイルス GII の
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P-domain を混合して共結晶化し,X 線結晶構造解析の手

法を用いて抗体のエピトープを解析した.解析の結

果,5B18 は,P 領域の下部に結合していることが明らかに

なった.抗体の結合部分（エピトープ）は,P1 領域と P2

領域にまたがっており,立体構造上直列に並んだアミノ

酸残基を認識していることが明らかになった.しかし,ノ

ロウイルス粒子が,これまでに GI NV68 プロトタイプウ

イルスで予測されている粒子構造をとる場合,P 領域下

部は,ウイルス粒子のコア部分に埋まっており,抗体が結

合するスペースがないと考えられた.そこで,GII VLP の

クライオ電子顕微鏡観察を行い,GII の粒子モデル構築

を行った結果,P 領域がウイルス粒子のシェル領域から

高く持ち上がった構造をしており,P 領域がフレキシブ

ルにひねり構造をとることで,下部に抗体の腕が入り込

むスペースができることが予測された.本研究により,ノ

ロウイルスGIIの粒子は,P領域構造がフレキシブルに変

化すること,5B18 がそれを利用して P 領域下部に結合す

ることが明らかになった. 

[Grant S. Hansman, Christian Biertu¨mpfel（NIH）, 

Ivelin Georgiev（NIH）, Jason S. McLellan（NIH）, Lei 

Chen（NIH）,Tongqing Zhou（NIH）, Kazuhiko Katayama 

and Peter D. Kwong（NIH）,三木元博（デンカ生研）,

村田和義（岡﨑生理研）,脇田隆字,片山和彦] 

 

（6）ブロードレンジモノクローナル抗体 5B18 のエピト

ープ解析 

ノロウイルス GII にブロードレンジに反応可能なモノク

ローナル抗体 5B18 のエピトープ結合部分のアミノ酸は,

三次構造上直列に配置されていた.この三次構造上直列

に配置されたアミノ酸残基は,一次構造上では,互いに離

れた 3 箇所のアミノ酸残基で構成されていた.そこで,こ

れらを順に欠失させたミュータントを大腸菌で発現させ,

ウエスタンブロッティングを用いてマッピングを行った.

その結果,5B18は, もC末端側に位置するアミノ酸配列

に強く結合することが可能であるが,他の 2 箇所のアミ

ノ酸も 5B18 の結合に関与することが示された.これらの

結果は,構造解析で得られた構造上のエピトープが真の

エピトープである事を支持していた. 

[三木元博（デンカ生研）,片山和彦] 

 

(7)ノロウイルス網羅的全ゲノム塩基配列解析と

CaliciWeb の構築 

 ノロウイルス（NoV）は,構造タンパク質領域のゲノム

塩基配列を用いて,GIからGVの 5つのグループに分類で

きる.このうち,人に感染するのは GI, II, IV である.GI, 

GII にはそれぞれ遺伝的に異なる 14-17 種類以上の

genotypeが存在している.これまでの我々の研究により,

これら genotype のうち,全長塩基配列が明らかにされて

いるのは約 80％に到達した.本年度は,新規に 3 種類の

genotype の全塩基配列を決定した.さらに,NoV を含むカ

リシウイルスデータベース,情報共有サイト CaliciWeb

の構築し,国内外への塩基配列データ共有化を進めた. 

[三木元博（デンカ生研）,小沢一弘（中部衛生検査セン

ター）,片山和彦,戸高玲子,村上耕介,三瀬敬治（札幌医

大）,脇田隆字] 

 

(8)ノロウイルス非構造タンパク質 p22（3A-like protein）

の機能解析 

ヒトノロウイルス（NoV）の ORF1 にコードされる非構造

蛋白質 3A-like protein (p22)に ERリテンションシグナ

ル配列が存在することを明らかにした.p22 は,細胞内の

小胞体からトランスゴルジ間のタンパク質の膜輸送シス

テムに影響を与え,狭間に NoV の複製の場を形成する機

能があることが示唆された.これは,プロトタイプ NoV で

ある NV68 ばかりでなく,NoV GII.3, GII.4 でも同様に観

察される普遍的な現象であることが明らかになった. 

[Sue E. Crawford, Tyler M. Sharp（BCM）, Susana Guix

（BCM）, 片山和彦, Mary K. Estes（BCM）] 

 

(9)ノロウイルス,サポウイルス網羅的 VLP および抗体の

作製 

 ノロウイルス（NoV）,サポウイルス（SaV）は,感染モ

デル動物も存在せず,培養細胞で増殖させることもでき

ない.これらのウイルスの研究,抗原抗体検出システムの

開発などにウイルス様中空粒子（VLP）と,それを用いて

作製する抗血清は,研究用ツールとして極めて有用であ
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る.当部室では,VLPと抗血清の作製を継続し,パネルを維

持している.本年度は,3 種類の新たな VLP,抗血清を作製

した. 

[朴英斌,三木元博（デンカ生研）,小沢一弘（中部衛生検

査センター）,片山和彦,戸高玲子,村上耕介,李天成,脇田

隆字] 

 

(10)ノロウイルス食中毒事例調査のためのシークエンス

データ共有化 

 ノロウイルス(NoV)の広域食中毒事例の早期探知に有効

と考えられるシークエンスデータの共有化を実施する中

で,同一塩基配列を持つNoV遺伝子型GII.4株が,北海道,

大阪府の登録から見いだされた.これらの株は,2011年ま

でに主要流行株であった GII.4 2006b, 2008a, 2009, 2010

亜株とは異なるクラスターを形成しており,今後の主要

流行株となる可能性が示唆された. 

[野田 衛(国立医薬品食品衛生研究所・食品衛生管理部),

入谷 展弘(大阪市立環境科学研究所),中田 恵子(大阪

府立公衆衛生研究所), 斎藤 博之(秋田県環境保健研究

センター),片山 和彦,村上 耕介,朴 英斌,山下 和予

(感染症情報センター),田中 忍(神戸市環境保健研究所),

西川 篤(奈良市保健所),北堀 吉映(奈良県保健環境研

究センター),三谷 亜里子(京都府山城北保健所)] 

 

(11) マウスノロウイルス（MuNoV）のウイルス蛋白質間

とそのゲノム RNAとの相互作用 

ノロウイルスの複製機構解明のため Raw264.7 培養細胞

で増殖する MuNoV 蛋白質, ゲノム dsRNA (複製中間体二

本鎖 RNA), nsRNA (新規合成された RNA) 間の細胞内相互

作用を,免疫沈降法を用いて調べた. 複製に必須のポリ

メラーゼは,N-terminal protein，NTPase, VPg，dsRNA

と, ウイルス粒子主構成成分 VP1 は VP2, VPg, nsRNA と

相互作用することを示唆する結果を得た. 

[下池貴志, 高木弘隆（バイオセイフティー）, 岡智一郎, 

村上耕介, 脇田隆字, 片山和彦] 

 

(12)ヒトノロウイルス VLPの細胞への結合様式の解析 

 ヒトノロウイルス（HuNoV）の細胞への結合様式を詳細

に解析する事を目的として, 共焦点レーザー顕微鏡を用

いた解析を行った. ヒト腸上皮様細胞株 Caco-2 に HuNoV 

VLPを加えて反応させた. VLPは細胞の分化誘導に伴って

結合効率が上昇することが明らかになった.しかし,H1H2, 

H3 型 HBGA, Le a, b に対する抗体を用いて, VLP と HBGA

の局在を解析したところ,HBGA と VLP の局在が必ずしも

一致せず, HBGA を発現していない細胞にも VLPが結合す

ることが明らかになった. Caco-2 には H1以外の HBGA も

しくは,未知の分子を利用して細胞に結合し,感染する可

能性がある.次に、ヒト腸管のバイオプシサンプルを用い

て同様の検討を進めたところ,腸管表面のムチン層には,

部分的にHBGAとVLPの共局在が認められた.しかし,この

現象はHBGAに結合しない485株のVLPでも同様に認めら

れた.また,細胞に侵入したVLPのほとんどはHBGAとの共

局在が観察できなかった.さらにゴブレット細胞への侵

入も認められた. 

上記の現象から,ヒトノロウイルスは,ムチン層に存在す

る何らかの分子上に存在するα1-2Fucoseに結合し,ムチ

ン層に引っかかり,その後,HBGAとは独立した未知の分子

により細胞内に速やかに取り込まれることが考えられた.

現在,この未知の分子の検索が進行している. 

[村上耕介, 岡智一郎, 戸高玲子,朴 英斌,藤井 克樹,

松田幹（名大院生命農学）, 栗原千枝,穂刈 量太（防衛

医科大学第 2 内科）,三浦総一郎（防衛医科大学学長）,

メアリー・エステス（米国ベイラー医科大学）,片山和彦] 

 

(13) ノロウイルスキャプシドタンパク質サブドメイ

ンの大腸菌での発現 

 ノロウイルス Chiba407 株（GI.4）および Narita104

株（GII.4）の VLP に対するヒト型モノクローナル抗

体のエピトープを特定するための材料として,それぞ

れのキャプシドタンパク質（VP1 タンパク質）を 5 つ

のサブドメイン（N 末領域,S ドメイン,P1N ドメイ

ン,P2 ドメイン,P1C ドメイン）に分け,SUMO プロテア

ーゼとの融合タンパク質遺伝子を作成し,大腸菌で発

現させる系を構築した.SUMO 融合タンパク質を生成

し,SUMO プロテアーゼ領域を除去した後,それぞれの

サブドメインを用いて,ヒト型抗体の反応性を今後調
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べる. 

[染谷雄一,守口匡子（藤田保健衛生大学医学部）] 

 

(14) NoV と血液型抗原との結合：X 線結晶構造解析によ

る結合解析 

 NoV の糖鎖認識の多様性を理解するため, これまでに, 

ルイス a抗原（Le-a）結合能を有する GI.2 のキャプシド

P ドメインと Le-a 複合体の X 線結晶構造解析を行い, 

Le-a のα1,4 Fuc の認識に寄与する残基（Gln389）を明

らかにしてきた. 今年度は, Q389 の重要性を確認するた

めに Q389N 変異体を作成し, その性状を解析した. Q389N

変異型のウイルス様中空粒子（VLP）を作成し, ELISA に

よりその結合特性を解析したところ, 野生型に比べ Le-a

との結合量が減少すると同時にルイス b 抗原（Le-b）と

の結合量が増加した. 次に,変異型Pドメインの立体構造

解析を行った. 野生型と変異型の間にはタンパク質部分

の構造に違いは認められなかった. 野生型における Q389

の機能は, 変異型ではN389と水分子により代替されてお

り, その結果, 変異型では Le-a に対する親和性が低下し

ていると考えられた. 一方で Le-b との複合体では, 変異

型では Le-b のα1,2 Fuc の位置が結合部位から遠距離に

シフトしており, 野生型で見られる低親和性の要因（立

体障害）が解消されていた. 以上の結果は, NoV の感染

指向性が 1 アミノ酸置換で容易に変化することを示して

おり, NoV の感染多様性を生み出している要因の 1 つで

あると予測される. 

[久保田智巳（産総研）, 熊谷安希子, 伊藤浩美（産総研）, 

古川早苗（産総研）, 染谷雄一, 武田直和, 石井孝司,

脇田隆字, 成松 久（産総研）, 白土東子] 

 

(15) ヒト型抗ノロウイルス抗体のウイルス-血液型抗

原吸着阻害活性の検討 

 本研究では, ヒト由来ファージ抗体ライブラリーから

多数の抗 NoV 抗体を単離・解析し, 交叉反応性抗 NoV 中

和抗体の作製を試みる.これまでに, ウイルス様空粒子

（VLP）を抗原に用い, 遺伝子型特異的, 遺伝子群内交叉

反応性, そして遺伝子群間交叉反応性のヒト型抗 NoV フ

ァージ抗体を単離してきた. 今年度は, それら抗体によ

る血液型抗原（HBGA）への NoV VLP 吸着に対する阻害活

性を検討した. Narita 104 株(GII.4)の VLP を抗原に用

いて単離した 3 種のヒト型抗体（12A2, 12A11, 12B10）

と Chiba 株（GI/4）の VLP を抗原に用いて単離した 3 種

のヒト型抗体（CV-1A1, CV-1A5, CV-2F5）を使用した. 12A2, 

12A11, 12B10 について, Narita 104 株との吸着活性が高

い H, A, B, および Le-b 抗原への吸着阻害活性

を,Carbohydrate-VLP binding assay の系を用いて検討し

た.CV-1A1, CV-1A5, CV-2F5 について, Chiba 株との吸着

活性が高い Le-a と Le-b 抗原への吸着阻害活性を同様に

検討した．その結果, 12A2, 12B10, CV-1A1, および CV-1A5

には, HBGAへのVLP吸着に対し高い阻害活性が認められ, 

これらが中和抗体である可能性が示唆された. 

 [守口匡子（藤田保健衛生大学）, 染谷雄一, 白土東子, 

奥野良信（阪大微研）, 黒澤良和（藤田保健衛生大学）, 

谷口孝喜（藤田保健衛生大学）] 

 

(16)マウスノロウイルス（MuNoV）の細胞内局在 

ノロウイルスの複製機構を明らかにするため,Raw264.7

培養細胞で増殖する MuNoV の蛋白質,ゲノム dsRNA (複製

中間体二本鎖 RNA),nsRNA (新たに合成された RNA) の細

胞内局在を蛍光デコンボリューション顕微鏡によって調

べた.複製に必須のポリメラーゼは核周辺部位に dsRNA

と,ウイルス粒子主構成成分 VP1 蛋白質は細胞質全体に

nsRNA と共局在した.MuNoV の複製は核周辺部位で,粒子

形成は細胞質で起こり,それぞれに関与する RNA 種が示

唆された. 

[下池貴志,高木弘隆（バイオセイフティー） ,村上耕介,

戸高玲子,脇田隆字,片山和彦]  

 

（17）マウスノロウイルス（MNV）感染性粒子の粒子構造

の研究 

 ノロウイルスの感染性ウイルス粒子は,構造タンパク質

（VP1）180 分子と,VP2, VPg, genome RNA で構成されて

いると考えられている.また,ウイルス粒子の外部構造は,

ウイルス様中空粒子と同等であると考えられている.ヒ

トノロウイルス（HuNoV）では,VLP の構造は良く解析さ

れているが,感染性粒子の外部並びに内部構造は明らか
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にされていない.また、MNV では,感染性粒子の外部構造

が VLP とは若干異なる形状を示していることが報告され

ている.我々はノロウイルスの感染性粒子構造を明らか

にするため,クライオ電子顕微鏡観察,クライオ位相差ト

モグラフィーを用いた,感染性ウイルス粒子の外部,内部

構造を研究している.本年度は,増殖させた感染性 MNV を

効率良く精製し,分散させる方法を開発し,クライオ電子

顕微鏡用サンプルの調製,電子顕微鏡像の取得に成功し

た. 

[村上耕介,戸高玲子,朴 英斌,高木弘隆（バイオセイフ

ティー）,村田和義（岡﨑生理研）,脇田隆字,片山和彦] 

 

(18)ヒトノロウイルス・マウスノロウイルスのウイルス

タンパク質の結晶構造解析の試み 

ノロウイルスで,タンパク質翻訳因子,ゲノム合成開始因

子などの機能が予測されている VPg,構造タンパク質と

非構造タンパク質としての機能を併せ持つと予測されて

いる VP2,以上の二つの分子は,未だ結晶構造が解かれて

いない.そこで,これらのタンパク質の安定した発現と,

結晶化を試みた.ヒトノロウイルス U201 株と,マウスノ

ロウイルスS7株のVPg, VP2は,コドンを大腸菌に 適化

した後,pColdベクターとBL21大腸菌を用いて10mg以上

の大量発現に成功した.以降,横浜市立大学のモスキート

結晶化スクリーニング装置を用いて 100-1000 の種類の

結晶条件下,結晶化を試みている. 

[朴 英斌,朴 三用（横浜市立大学）,戸高 玲子,下池 

貴志,脇田隆字,片山和彦] 

 

２．サポウイルス（SaV）に関する研究 

 

（1）熊本県における感染性胃腸炎の起因病原体調査とサ

ポウイルス genogroup の年次変化 

 2008～2009 年度に,熊本県内の４つの小児科から搬入

された感染性胃腸炎患者の糞便 455 検体につい

て,NoV,SaV,アストロウイルス（AstV）,アイチウイルス

（AiV）,ロタウイルス（RV）,アデノウイルス（AdV）,

エンテロウイルス（EntV）と細菌培養検査を行った.SaV

陽性の場合,キャプシド領域のシークエンスにより

genogroup を決定した.SaV の系統樹解析の結果,熊本県

内では SaV genogroup の年次変化が続いていること,GI, 

GII 株については年度によって異なるクラスターを形成

することが示され,遺伝的に異なる SaV 株が毎年,新たに

感染性胃腸炎を引き起こしていることが明らかとなった.

本年度は,2009 年度以降の調査継続結果をまとめた. 

 [原田誠也 (熊本県保健環境科学研究所),西村浩一 (熊

本県保健環境科学研究所),清田直子 (熊本県保健環境科

学研究所),片山和彦,岡智一郎] 

 

（2）バキュロウイルスタンパク質発現系を用いたサポウ

イルス様中空粒子の作製とクライオ電子顕微鏡による構

造解析 

近年,急性胃腸炎の原因ウイルスとしてクローズアップ

されてきたサポウイルスは,いまだに培養細胞での増殖

ができない.ウイルス様中空粒子を用いた我々の研究に

より,サポウイルスはノロウイルスと同様,多様な抗原性

を有することが明らかになってきた.サポウイルス GI の

Akita株のVLPを作出し,クライオ電子顕微鏡観察により

構造を解析した.サポウイルスの粒子表面の突起は,ホッ

ク状の構造物で有り,球状の粒子シェル部分からヒンジ

を介して大きく立ち上がっていることが明らかになった.

この構造にサポウイルス VP1 の一次構造をフィッティン

グさせ,ホモロジーモデリングにより,これまで明らかに

されていなかったサポウイルスの P-domain を決定した.

今 後 ,P-domain の 大 腸 菌 に よ る 発 現 と P-dimer, 

P-particles の作製を試みる. 

[岡智一郎,李天成,村上耕介,片山和彦] 

 

（3）サポウイルス抗原検出系構築を目指したモノクロー

ナル抗体の作出 

迅速,簡便でかつ多検体検出が可能なウイルス抗原検出

法を開発することを目的として,サポウイルス様中空粒

子（SaV-VLPs）に対する単クローン抗体を作製している.

得られたクローンの中には各 Genogroup に特異的な単ク

ローン抗体に加え,すべての Genogroup の株に交叉反応

性を示す抗体も複数得られている.本年度は,ペプチド合

成によって作製した VP1 ペプチドパネルより,これらの
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抗体のエピトープマッピングを行った.異なる genotype

に対して公差反応性のあるブロードバンド単クローン抗

体は,VP1の一次構造の2-3箇所の離れたエピトープを認

識することが明らかになった.ホモロジーモデリングに

よって,これらのエピトープの位置決定を行い,3D エピ

トープの解析を継続している. 

[北元憲利 （兵庫県立大）,岡智一郎,Hansman GS,田中

智之（堺市衛生研究所）, 村田和義（岡﨑生理研）,三木 

元博（デンカ生研）,村上耕介,片山和彦] 

 

（4）原因不明の集団食中毒事例より次世代シーケンサー

で検出されたサポウイルスの研究 

ヒト由来のサポウイルスは,４つの genogroup (GI, GII, 

GIV, GV)に分別できる.原因不明の食中毒事例より,次世

代シーケンサー（イルミナ MiSeq）で検出されたサポウ

イルスは,過去に報告された GV と近縁であったが、塩基

配列の相同性は 70％を下回り、新たな genotype である

可能性が示された.また,既存のプライマーで検出不可能

な株である事が明らかになった.コンティグ結合後のド

ラフト配列より,プライマーをデザインし,配列の確認と,

ゲノム全長に渡る分子系統解析を行った結果,この株

は,genogroup V に属する genotype 2 として独立したク

ラスターを形成することが明らかになった.今後,新規デ

ザインプライマーを用いて GV.2 の流行を追う必要があ

る. 

[柴田伸一郎（名古屋市衛生研究所）,黒田誠（ゲノム

センター）,岡智一郎,村上耕介,脇田隆字,片山和彦] 

 

3．ネコカリシウイルスに関する研究 

（1）ネコカリシウイルスの新規リバースジェネティクス

系の構築 

ネコカリシウイルス（FCV）の複製,翻訳メカニズムの詳

細はいまだ不明である.リバースジェネティクス系は過

去に構築されているが,いずれも煩雑な操作が必要,ヘル

パーウイルスを必要とするなど問題点を抱えている.本

年度,我々は FCV ゲノム cDNA をコードする plasmid を培

養細胞にtransfectionするだけでFCV感染性粒子を回収

できる single step リバースジェネティクス系の構築に

成功した.本 FCV のリバースジェネティクス系は,ホスト

レンジを超えて,ヒト腎由来培養細胞 HEK293T でも,感染

性粒子を産出可能で有ることが明らかになった.今後,ホ

ストレンジを規定する因子の検索に応用可能である. 

[戸高玲子,岡智一郎,横山勝(病原体ゲノム解析センタ

ー),高木弘隆（バイオセーフティ管理室）,遠矢幸伸（日

大獣医）,村上耕介,佐藤裕徳(病原体ゲノム解析センタ

ー),片山和彦] 

 

４．ロタウイルスに関する研究 

（１）我が国におけるロタウイルスのVP7遺伝子型分布 

 我が国におけるロタウイルスの網羅的分子疫学調査

を実施するため,全国6病院から5歳未満の急性胃腸炎

による入院症例の便検体を収集した.2012年2月から

2012年7月の間に合計165検体を収集し,ELISA法にてス

クリーニングを行ったところ,121検体がロタウイルス

陽性であった.その内訳は苫小牧市立病院（北海道）5

検体,由利組合総合病院（秋田県）42検体,公立昭和病

院（東京都）3検体,江南厚生病院（愛知県）54検体,公

立南丹病院（京都府）14検体,山口大学医学部付属病院

（山口県）3検体であった.VP7の遺伝子型はG1が75検体

（62%）,G3が9検体（7%）,G9が37検体（31%）であった. 

 [藤井克樹,下池貴志, デニス・フランシス,片山和彦] 

 

（２）全遺伝子型構成解析によるロタウイルス分子疫

学研究 

2012 年に収集したロタウイルス陽性検体について、

全 11 セグメントの塩基配列を解析し、全検体の遺伝

子型構成を決定した。G1（75 検体） のうち、21 検体

（ 28 ％ ） は 典 型 的 な Wa-like 遺 伝 子 型 構 成

（ G1-P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1) であった

が、54 検体（72％）は外殻タンパク質以外が DS-1-like

遺 伝 子 型 構 成

（G1-P[8]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2）を示す遺

伝子分節再集合体であった。また、G3 と G9 の検体は

全て Wa-like 遺伝子型構成であった。DS-1-like G1

タイプが主流行株となったのは世界的に見ても異例で

ある。 
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[藤井克樹、下池貴志、片山和彦] 

 

（３）ロタウイルス遺伝子型別の流行分布と重症度と

の相関性に関する研究 

2012 年に収集したロタウイルス陽性検体について、

その VP7 遺伝子型と、発生時期や流行地域との間に偏

りがあるか検討した結果、2012 年シーズンの前半（2

月から 4 月）は G9 が多く、後半（5 月から 7 月）は

G1 が多く検出される傾向があった。G9 には lineage3

と lineage6 の 2 種類が存在していたが、lineage6 は

京都と愛知からのみ検出され、秋田からは 1 株も検出

されなかった。G1 の Wa-like 株と DS-1-like 株の分

布については明確な地域差は認められなかった。また、

遺伝子型と重症度（Vesicari score および中枢神経症

状の有無）の間に明らかな偏りは認められなかった。 

[藤井克樹、下池貴志、片山和彦] 

 

（４）ロタウイルスゲノムRNAの電気泳動によるパター

ン解析 

 ロタウイルスは、患者便検体からRNAを抽出し電気泳

動（PAGE）を行うことで、ウイルスRNAのバンドパター

ンを解析して流行株の傾向を把握することができる。

この解析法について、より簡便かつ再現性の高い手法

を確立するため、核酸自動電気泳動装置MultiNA（島津）

またはQIAxcel（QIAGEN）を利用できるか否か検討した。

結果として、MutiNAでは再現性は高いが分離能が低く、

逆にQIAxcelでは分離能は良いが再現性が低いことが

明らかとなった。実用稼働させるためには、いずれの

装置の場合も改良が必要であると考えられた。 

[藤井克樹、村上耕介、デニス・フランシス、下池貴志、

片山和彦] 

 

５．その他 

（1）セービン株由来不活化ポリオワクチンを含む 4

種混合ワクチンの D 抗原量試験法の確立 

 大阪大学微生物病研究会のテトラビック,および,化

学及血清療法研究所のクアトロバックには免疫賦活剤

としてアルミニウムが含まれるので,D 抗原量を測定

する際,何らかの方法でアルミニウムの影響を除く必

要がある.今回の検討で,抗原抗体反応時に EDTA を終

濃度 50 mM を加えることでほぼアルミニウムの影響を

回避させることができた.クアトロバックの場合,抗

原抗体反応は通常通り 4 ºC で問題なく結果が得られ

たが,テトラビックでは抗原抗体反応の温度を 25 ºC

で行う必要があった. 

[染谷雄一] 

 

セービン株由来不活化ポリオワクチンを含む 4 種混合

ワクチンの承認前試験 

 大阪大学微生物病研究会および化学及血清療法研究

所が製造し承認申請したセービン株由来不活化ポリオ

ワクチンを含む 4 種混合ワクチン,および,その減益と

なる 3 価混合不活化ポリオワクチン原液の承認前検査

を行った.4 種混合ワクチンは力価試験としてラット

免疫原性試験を,ポリオワクチン原液はウイルス生残

否定試験と D 抗原量試験を行った. 

[染谷雄一ほかウイルス第二部] 

 

（4）血液製剤における HCVの不活化の検討 

血液製剤における HCV の不活化の評価はなされていない. 

5%アルブミン製剤に HCV を添加後１時間の液状加熱（一

般的に 60時間）により効率よく不活化され,感染価が 103

減少した. しかしこの処理で HCV RNA は分解されなかっ

た.感染価の減少はゲノム RNA の分解ではなく,ウイル

ス蛋白質の変化（変性,分解など）と考えられる.今後

種々の不活化法に対する不活化効率の相違を明らかにし

たい.  

[下池貴志, 野島清子(血液•安全性研究部), 脇田隆字, 

岡田義昭 (血液•安全性研究部)] 

 

II．エンテロウイルスに関する研究 

1. 実験室診断およびレファレンス活動 

(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 

ア) 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, 要望に応じて地方衛生研
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究所等に配付した. 2012 年度は, エンテロウイルス単

味抗血清 30 種類, 細胞 30 本等を配布した. 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

実施した。 

[吉田 弘, 有田峰太郎, 片岡周子, 清水博之] 

イ) ポリオ、手足口病、無菌性髄膜炎、ヘルパンギー

ナ病原体検査マニュアルの改訂を行った。改訂内容に

つき第 33 回衛生微生物技術協議会（横浜）エンテロ

リファレンスセンターでも報告を行った。 

［飯塚節子（島根県保環研）、板持雅恵(富山衛研)、

世良暢之、石橋哲也（福岡県保環研）、中田恵子（大

阪府公衛研）、林志直（東京健安研セ）、山下照夫（愛

知県衛研）、吉田弘、西村順裕、清水博之］ 

ウ) 2012 年 10 月 15 日および 19 日に地方衛生研究所

職員を対象としたウイルス短期研修に協力し、ポリオ

ウイルス検査研修を実施した。 

[吉田弘、有田峰太郎、片岡周子、清水博之] 

エ) 2013 年 2 月 26 日に実施された平成 24 年度希少感

染症診断技術研修「不活化ポリオワクチン導入後のポ

リオサーベイランス」「ポリオウイルスの環境サーベイ

ランス」「エンテロウイルス感染症」について講義を行

った。 

[吉田弘] 

 

(2) 不活化ポリオワクチン(IPV)導入後の環境水サー

ベイランス導入準備 

 わが国における 2012 年 9 月のＩＰＶ導入に伴い、

①ポリオワクチン株消失の確認、②輸入ポリオウイル

ス検知、を行う必要があることから、地方衛生研究所

との協力のもと、環境水調査に関するネットワークを

構築すべく準備を行った。なお実施面では環境水調査

のためには自治体内の様々なステークホルダーとの調

整の必要性が認められた。そして SOP 作成、手法の評

価を行い、ポリオ検出時のガイドラインを検討した。

2013年度より全国8か所は感染症流行予測調査事業で、

5 か所は各衛研独自の調査研究によりポリオ環境水調

査を開始することとなった。 

［滝澤剛則（富山県衛研）、世良暢之（福岡県保環研）、

山崎謙治、中田恵子（大阪府公衛研）、高橋雅輝（岩手

県環保研セ）、筒井理華（青森県環保セ）内野清子（堺

市衛研）、宇宿秀三（横浜市衛研）、岩切章（宮崎県衛

環研）、神保達也（浜松市保環研）、下野尚悦（和歌山

県環衛研セ）、北川和寛（福島県衛研）、葛口剛（岐阜

県保環研）、山下照夫（愛知県衛研）、山下育孝（愛媛

県衛環研）、堀田千恵美（千葉県衛研）、吉田弘］ 

 

(3) ポリオを含むワクチン予防可能疾患の世界的制御

のための実験室診断技術集団研修 (JICA 共催)の開催 

 第 22 回ポリオ実験室診断技術研修会 (ポリオを含

むワクチン予防可能疾患の世界的制御のための実験室

診断技術研修としては第 3 回目) を実施した。 研修

期間は 2013 年 1月 14 日〜2月 8日, 研修参加者は, ミ

ャンマー, インドネシア,ベトナム、ジンバブエ、中

華人民共和国から各 1 名, ナイジェリア,コンゴ民主

共和国から各 2 名の計 9 名であった。 WHO ワクチン予

防可能疾患実験室ネットワークにおける国家実験室に

必要な技術習得のための実習および講義を実施した 。 

また, ポリオ根絶および麻しん排除の現状と問題点を

中心とした講義および討議を行った。 

[清水博之, 吉田 弘, 有田峰太郎, 片岡周子, 和田純

子, 脇田隆字] 

 

(4) 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 201 検体お

よびラオス 92 検体の AFP 由来糞便からポリオウイル

スの分離および同定を行った。 

[吉田 弘, 有田峰太郎, 片岡周子, 和田純子、清水博

之] 

イ) WHO GSL として、おもにカンボジア・ベトナム等

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。ベトナムで 2 株の 2 型 VDPV

が検出されたが、いずれも孤発例であり、ポリオ流行

を伴う VDPV の広範な伝播は認められなかった。 
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[吉田 弘, 有田峰太郎, 片岡周子, 和田純子、清水博

之] 

ウ) 2012 年 4 月 30 日－5 月 4 日に米国 CDC で行われ

た Polio Sequencing Accreditation Workshop およ

び Ad Hoc Small Working Group Discussion on 

Development and Evaluation of New Diagnostic 

Reagents and Approaches to testing に参加し、ポ

リオウイルス実験室ネットワークにおける技術的課題

につい検討した。 

[清水博之] 

エ) 2012 年 6 月 27 日－6 月 29 日にスイス WHO 本部で

行われた Ad hoc Small Working Group Discussion on 

development and evaluation on new diagnostic 

reagents and approached to testing および 18th 

Informal Consultation on the Global Polio 

Laboratory Network に参加し、ポリオウイルス実験

室ネットワークにおける実験室診断精度管理等につい

て検討した。 

[清水博之] 

オ) 2013 年 2 月 26 日－2 月 27 日にヘルシンキで行わ

れた WHO Ad Hoc Small Working Group Discussion on 

Development and Evaluation of New Diagnostic 

Reagents and Approaches to testing に参加し、検

体からのポリオウイルス直接検出法について情報提供

を行った。 

[清水博之] 

カ) 2013 年 3 月 11 日－3 月 12 日に WHO/WPRO(マニラ)

で行われた The 4th Meeting on  Vaccine-preventable 

Diseases Laboratory Networks in the Western 

Pacific Region に参加し WHO 西太平洋地域における

ポリオ実験室ネットワークの技術的課題と日本のポリ

オサーベイランスの現状についての情報提供を行った。 

[清水博之] 

 

(5) 国際協力活動 

ア) 2012 年 5 月 8 日－9 日に行われた台湾 National 

Health Research Institute Scientific Review 

meeting に外部評価委員として参加し、研究成果およ

び研究計画に関する外部評価を行った。 

[清水博之] 

イ) 2012 年 8 月 15 日－16 日に行われた JICA「国家級

公衆衛生政策計画管理プロジェクト」による予防接種

セミナーに講師として参加し「日本のポリオ対策の現

状と課題」に関する講義を行った。 

[清水博之] 

ウ) 2012 年 8 月 30 日－31 日にアジア及び国内の EV71

研究者 を感 染研戸 山庁 舎に招 聘し 、”Current 

Progress in Enterovirus 71 Research in the 

Asia-Pacific Region“を開催し、EV71 の分子疫学、

病原性発現機構、ワクチン開発等に関する研究成果発

表を行った。 

[清水博之, 有田峰太郎, 片岡周子, 小池 智(東京都

医学総合機構)] 

エ) 2012 年 9 月 2 日－7 日に行われた、「国家級公衆

衛生政策計画管理プロジェクト」によるポリオ実験室

レビューに参加し、WHO および中国 CDC 専門家ととも

に新疆ウイグル自治区 CDC ポリオ実験室査察を実施し

た。 

[清水博之] 

オ) 国際協力機構からの依頼により 2013 年 2 月 8 日か

ら 2 月 28 日まで中国新疆ウイグル自治区 CDC ポリオ実

験室 Ms.Tang HaiShu へ環境水サーベイランスに関する

技術研修を行った。 

[吉田弘] 

  

2. WHO 西太平洋地域の 2012 年のポリオウイルス分離

状況 

(1) WHO 西太平洋地域のポリオウイルス分離状況   

 2012 年にラオスおよびカンボジアから送付された

AFP 症例由来の糞便検体 293 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。

ベトナム、カンボジアにおいて 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。野生株ポリオウイルスは検出されなかった。

[清水博之、吉田弘、有田峰太郎、片岡周子、和田純

子、脇田隆字] 
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(2) ベトナムで 2012 年に検出された 2 型 VDPV のウイ

ルス学的性状の解析   

 2012 年 2 月に発症した Soc Trang 省の AFP 患者由

来糞便検体からポリオウイルス様分離株が検出され、

型内鑑別および塩基配列解析試験の結果、分離株は

VP1領域に 6個所の塩基置換を有する 2型 VDPVと同定

された。Dong Nai 省の AFP 症例からも、VP1 領域に 5

〜6個所の塩基置換を有する2型 VDPV株が分離同定さ

れた。分離株間の塩基配列相同性を確認したところ共

通した塩基置換部位は１個所のみであった。2012 年に

ベトナムの 2 例の急性弛緩性麻痺症例から分離された

2 型 VDPV は、それぞれ、独立した VDPV 孤発例と考え

られ、長期にわたり 2 型 VDPV 伝播が継続している可

能性は低いことが示唆された。 

[清水博之、吉田弘、有田峰太郎、片岡周子、遠田耕

平 (WHO ベトナム)、Nguyen Thi Thanh Thao (パスツ

ール研究所)] 

 

3. 世界ポリオ根絶計画に関わる研究 

 (1) 新規ポリオウイルス・エンテロウイルス検査法

の開発 

 世界ポリオ実験室ネットワークによるウイルス学的

診断では、培養細胞を用いたウイルス分離同定に基づ

くポリオウイルス検査を基本としているが、検査の迅

速化には限界がある。そのため、糞便等の臨床検体か

ら、直接ポリオウイルス・エンテロウイルスを検出同

定する新たな検査手法が検討されているが、検体から

のポリオウイルス直接検出には、検査感度・精度に関

する技術的課題が多く残されている。高価な機器ある

いは高度な技術を要する検査手法を用いることなく、

技術レベルの異なる多くのポリオ実験室への導入が可

能な簡便なウイルス検出法(RT-LAMP 法、ポリオウイル

ス特異的 PA 法、ポリオウイルス受容体ナノビーズを

用いた特異的濃縮法等)の開発を試みている。 

[有田峰太郎、清水博之] 

 

(2) 抗 PV 化合物 AN-12-H5 の標的の同定 

 PI4KB に関わる宿主遺伝子を標的とした siRNA スク

リーニングを行い、AN-12-H5 の標的として OSBP およ

び OSBP2 を同定した。AN-12-H5、および、新たに同定

した抗 PV 化合物 T-00127-HEV2 は、OSBP のリガンド

である 25-ハイドロキシコレステロールと同じ性質を

有し、ヒト由来 RD 細胞のゴルジ体におけるホスファ

チジルイノシトール 4-リン酸を減少させた。このこと

から、これらの化合物は、ウイルスの複製の場におけ

るホスファチジルイノシトール 4-リン酸の産生ある

いは蓄積を阻害することで抗ポリオウイルス活性を示

すことが示唆された。 

 [有田峰太郎, 小島宏建（東京大学 創薬オープンイ

ノベーションセンター）, 長野哲雄（東京大学 創薬

オープンイノベーションセンター）, 岡部隆義（東京

大学 創薬オープンイノベーションセンター）, 脇田

隆字, 清水博之] 

 

(3) ナイジェリアの 2 型 VDPV の病原性解析 

 2005-2011 年にかけて分離された 2 型 cVDPV 株の遺

伝子解析と分子系統解析によると、ナイジェリアの 2

型 cVDPV は、同一の genetic lineage には属しておら

ず、異なる genetic lineage が頻繁に消長を繰り返し、

そのうち、7 つの genetic lineage が、比較的長期間

伝播したことが明らかとなった。異なる genetic 

lineage に属する代表的 2 型 cVDPV 6 株について、PVR

発現トランスジェニックマウスを用いた神経病原性の

解析を行った。対照として、2 型弱毒 Sabin 2 株およ

び強毒株MEF-1株を用いた。解析した 6株の 2型 cVDPV

のうち 3 株は、野生株と同程度の高い神経病原性を有

し、明らかな毒性復帰を示した(PD50=2.1〜2.4)。これ

ら 3 株と比較すると 11195 株および 11199 株は、若干

弱い神経病原性を示したが(PD50=3.3〜3.8)、親株であ

る Sabin 2 株と比較すると神経病原性は顕著に高かっ

た。C 群エンテロウイルスとの組換えウイルスではな

い 11200 株の神経病原性は、弱毒 Sabin 2 株と強毒株

MEF-1 株の中間に位置していた(PD50=5.9)。PVR 発現ト

ランスジェニックマウスを用いた神経病原性試験の結

果は、神経細胞由来 HEK293 細胞でのウイルス増殖効
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率、および、RD 細胞における温度感受性試験の結果と、

よく相関していた。 

[Cara Burns, Olen Kew (米国CDC)、Asif Naeem, 

Rifqiyah Nur Umami、西村順裕、清水博之] 

(4) 2 型 VDPV 分離株の中和抗原性解析 

 ナイジェリアおよびベトナムで分離された 2 型 VDPV

分離株と親株である Sabin 2 型とのアミノ酸配列の比

較によると、2 型 VDPV 分離株は、抗原性決定部位にア

ミノ酸変異を有していたため、2 型 VDPV 株の中和抗原

性の変化について検討した。本試験に用いたヒト血清

検体は、日本の健常成人 32 名に由来する血清検体で、

イモバックスポリオ(conventional IPV; cIPV)追加接

種前後の血清を用いた。1 型と 3 型ポリオウイルスに

対する平均中和抗体価は、Sabin 株と強毒株で違いが

認められ、強毒株に対する中和抗体価は、Sabin 株に

対する抗体価より低い傾向が認められた。2 型ポリオ

ウイルスに対する平均中和抗体価は、Sabin 株と強毒

株で大きな違いは認められなかった。2 型 VDPV 株に対

する中和抗体価も、Sabin 株に対する中和抗体価と、

ほぼ同等であり、抗原性の変化は認められなかった。 

[福島慎二(東京医大)、中野貴司(川崎医大)、片岡周

子、清水博之] 

 

4. 日本におけるポリオフリーの維持に関わる研究 

(1) ポリオ生ワクチン接種率全国累積調査 

 全国から 5,000 人の 2 歳児を無作為に抽出し、居

住する市区町村に、ポリオ生ワクチン(OPV)1 及び 2 回

目、BCG, DPT1〜4 回目、麻疹・風疹混合ワクチン(MR)

１期を接種した月齢の調査を依頼し、回収された調査

票をもとに全国累積接種率を推計した。2012 年の調査

では、OPV１回目と２回目の累積接種率曲線は，生後

3, 6 ヵ月から立ち上がり，生後 12 ヵ月でそれぞれ

78.9%および 39.8%、生後 24 ヵ月でそれぞれ 85.8%お

よび 71.9%であった。１回目，２回目とも、前年 2011 

年調査時の生後 24 ヵ月での累積接種率、96.3％およ

び 85.2％より大幅に低下していた。2012 年 9 月に IPV

が定期接種に導入されて以降、ワクチン未接種者が接

種を受けたかについて今後の検証が必要とされる。

[髙山直秀 (都立駒込病院)、清水博之] 

 

(2) 成人における IPV 追加接種の安全性と有効性の検

討 

IPVの追加接種を行う機会がある健康成人32名を登

録し、IPV を 2 回接種した結果、過去に接種歴がある

場合はほとんど全例で、IPV1 回接種後に良好な抗体価

の上昇が確認された。中和抗体価は、Sabin 株と野生

株標準株で大きな違いは認められなかったが、3 型に

対する抗体誘導は、他の型よりも少し弱い傾向があっ

た。1975-77 年生まれとその他の世代を比較するには、

OPV 接種歴の確認ができた症例数が十分ではなかった。

安全性については、接種後認められた有害事象は主に

接種局所の疼痛であり、重篤なものはなかった。 

[福島慎二(東京医大)、中野貴司(川崎医大)、片岡周

子、清水博之] 

 

(3) 我が国の不活化ポリオワクチン導入に向けた調

査・研究 

 日本における IPV 導入・移行期に際し、「不活化ポ

リオワクチンの円滑な導入のための検討会」「日本ポリ

オ根絶会議」等の活動を通じて、IPV 導入時・移行後

に必要な基盤的情報をまとめ整理・公開した。 

 [清水博之] 

 

5. エンテロウイルスおよびその他腸管ウイルスに関

する研究 

(1) GenBankデータベースにおけるEV71キャプシドア

ミノ酸の解析 

 PSGL-1 結合性は VP1-98/145 により規定されている

ことが示唆されていた。そこで、VP1-98/145 にどのよ

うなアミノ酸が存在しうるのか、分離株のシークエン

スを元に解析した。GenBank に登録されている VP1-98

および VP1-145 の両方を含む配列を検索したところ、

のべ約 1700 株の情報が得られた。VP1-98/145 アミノ

酸の組合せは 4 つに大別でき、E/G（約 9%）、E/Q（約

9%）、E/E（約 70%）、K/E（約 9%）となっていた。これ
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らの組合せのうち、E/G および E/Q は PSGL-1 結合性

EV71、E/E および K/E は PSGL-1 非結合性 EV71 と予想

されるので、PSGL-1 非結合性 EV71 が GenBank データ

ベース登録株の大部分（約 80%）を占めると推測され

た。 

[西村順裕、脇田隆字、清水博之] 

 

(2) 受容体 PSGL-1 への結合性を規定するエンテロウ

イルス 71 アミノ酸（VP1-145）の同定 

 エンテロウイルス 71 Nagoya 株、02363 株、1095 株、

C7-Osaka 株、75-Yamagata 株の感染性 cDNA クローン

を用い、VP1-98/145 に E/G、E/Q、E/E、または K/E の

アミノ酸変異を導入した。いずれのウイルス株を用い

た場合にも、VP1-98/145 が E/G または E/Q の場合は

PSGL-1 に結合し、E/E または K/E の場合は PSGL-1 に

結合しなかった。また、1095 株を用い、VP-98E を K

に置換した変異体を作製したが、PSGL-1 結合性には影

響しなかった。したがって、VP-145 のアミノ酸により

PSGL-1 結合性が規定されていることが明らかになっ

た。EV71 のジェノグループに関係なく、VP1-145 が G

または Q の EV71 は PSGL-1 に結合し、E の EV71 は

PSGL-1 に結合しないことが推測された。 

 [西村順裕、脇田隆字、清水博之] 

 

(3) リンパ球におけるエンテロウイルス 71-02363 株

の増殖とキャプシドアミノ酸（VP1-145）の解析 

 エンテロウイルス 71 の 02363 株を元にした変異体

で、PSGL-1 結合性変異体（VP1-98/145 が E/G または

E/Q）および PSGL-1 非結合性変異体（VP1-98/145 が

E/E または K/E）用い、Jurkat 細胞でのウイルス増殖

を検討した。02363 株を用いた場合、PSGL-1 結合性変

異体は Jurkat 細胞で増殖したが、PSGL-1 非結合性変

異体は増殖しなかった。さらに PSGL-1 結合性変異体

の増殖は、抗 PSGL-1 抗体で阻害された。したがって、

02363 株の Jurkat 細胞における PSGL-1 依存性ウイル

ス増殖は VP1-145 により規定されることが明らかとな

った。 

[西村順裕、脇田隆字、清水博之] 

 

(4) リンパ球におけるエンテロウイルス 71-1095 株の

増殖とキャプシドアミノ酸（VP1-145）の解析 

 エンテロウイルス71 の1095株を元にした変異体で、

PSGL-1結合性変異体（VP1-98/145がE/GまたはE/Q）、

PSGL-1非結合性変異体（VP1-98/145がE/EまたはK/E）

用い、Jurkat 細胞でのウイルス増殖を検討した。1095

株を用いた場合、02363 株とほぼ同様な結果が得られ

たが、PSGL-1 非結合性変異体（E/E）が Jurkat 細胞で

増殖するように見受けられ、その増殖は抗 PSGL-1 抗

体で阻害された。Jurkat 細胞で増殖した E/E ウイルス

の塩基配列を解析したところ、VP1-145E が G への復帰

変異を起していた。つまり、Jurkat 細胞で増殖したウ

イルスは、PSGL-1 結合性を獲得していることが示され

た。 

[西村順裕、脇田隆字、清水博之] 

 

(5) エンテロウイルス 71結晶構造に基づいた VP1-145

機能の解析 

 2012 年にエンテロウイルス 71 の結晶構造が二種類

発表された。それらの VP1-145 アミノ酸を確認したと

ころ、ひとつは Q、もう一方は E であったことから、

それぞれ PSGL-1 結合株、非結合株と推測された。結

晶構造において、VP1-145 はウイルス表面に位置し、5

回転軸近辺に整列していた。5 回転軸周辺にはリシン

（VP1-242K および VP1-244K）が集合しており、EV71

ウイルス表面全体のなかでも、特に塩基性に富んだ領

域をなしていた。VP1-145 は VP1-244K と隣接しており、

VP1-145 が Q の場合、VP1-244K の側鎖は外向きであっ

たが、VP1-145 が E の場合、VP1-244K の側鎖は内向き

であった。EV71 と PSGL-1 受容体の結合には、PSGL-1

アミノ末端領域のチロシン硫酸化が必須である。した

がって、PSGL-1 と EV71 の結合には、PSGL-1 の硫酸基

と、外向きになった VP1-244K 側鎖が関与するものと

推測した。 

[西村順裕、Hyunwook Lee（ペンシルバニア州立大）、

Susan Hafenstein（ペンシルバニア州立大）、片岡周

子、脇田隆字、Jeffrey M. Bergelson（フィラデルフ
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ィア小児病院）、清水博之] 

 

(6) CHO 細胞での一過性増殖エンテロウイルス 71 作製  

 エンテロウイルス 71 の VP1-242K および VP1-244K

の、PSGL-1 結合における役割の解析を試みた。これら

リシンをアラニンに置換したウイルスを一度 RD 細胞

で増殖させたところ、回収されたウイルスはこれらの

リシンや VP1-145 に高率に変異を起していた。そこで

復帰変異をもたないウイルスを作製するために、CHO

細胞を用いることを試みた。CHO 細胞では EV71 がほと

んど増殖しない。したがって、CHO 細胞にウイルス RNA

をトランスフェクションして作製されたウイルスは、

近隣の CHO 細胞に感染増殖しないため、復帰変異を起

しにくいと考えられた。 

[西村順裕、脇田隆字、清水博之] 

 

(7) リアルタイム RT-PCR を用いたエンテロウイルス

71 と PSGL-1 の結合アッセイの確立 

 CHO 細胞で作製したエンテロウイルス 71（CHO-EV71）

と PSGL-1 の結合を検討した。CHO-EV71 と可溶性

PSGL-1-Fc を反応させ、プロテイン G 磁気ビーズで共

沈させた。共沈したウイルスからゲノム RNA を放出さ

せるため、95 度で 5 分間加熱した。リアルタイム

RT-PCR にてウイルスゲノム検出を行ったところ、ウエ

スタンブロッティングでの VP1 蛋白質検出と同様に、

ウイルスの PSGL-1 結合性を検出することができた。 

[西村順裕、脇田隆字、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）、清水博之] 

 

(8) エンテロウイルス 71 の VP1-244 リシンと PSGL-1

結合性の解析 

 VP1-242 リシンおよび VP-244 リシンのいずれかまた

は両方をアラニンに置換した変異体（EV71-K242A, 

EV71-K244A, EV71-K242A-K244A）を CHO 細胞で作製し

た。EV71-K244A と可溶性 PSGL-1-Fc との結合を、リ

アルタイム RT-PCR で検出した。元株にくらべ、

EV71-K242A は約 1/100 の結合力に低下し、EV71-K244A

および EV71-K242A-K244A は PSGL-1-Fc に結合しなか

った。したがって、これらのリシンが PSGL-1 との結

合に重要と考えられた。 

[西村順裕、脇田隆字、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）、清水博之] 

 

(9) PSGL-1 の立体障害効果による抗細胞接着性 

 PSGL-1 により、細胞の接着性が制御されるかどうか

検討した。PSGL-1 を 293T 細胞に過剰発現したところ、 

細胞は丸くなり、浮遊するようになった。PSGL-1 の過

剰発現によりインテグリン、HLA、CD25 に対する抗体

反応が低下した。PSGL-1 の細胞外領域の大部分を欠損

させた変異体では、細胞は丸くなったが浮遊しなくな

った。したがって、PSGL-1 の立体障害効果には多大な

O 型糖鎖付加が予想される細胞外領域が関与し、細胞

の形態変化には PSGL-1 の細胞内領域が関与している

ことが明らかとなった。 

[梅城沙織（山口大）、鈴木綾一（山口大）、江馬康夫

（山口大）、下島昌幸（ウイルス第一部）、西村順裕、

奥田優（山口大）、水野拓也（山口大）] 

 

(10) PSGL-1 結合性 EV71 と非結合性 EV71 のカニクイ

ザルへの感染 

 これまでの解析で、エンテロウイルス 71 は, PSGL-1

を介して T 細胞に感染する PSGL-1 結合（PB 型）株と

PSGL-1 非結合（non-PB 型）株が存在し、その結合性

は VP1 タンパクの 145 番目のアミノ酸に依存すること

を明らかにしている。 これらの EV71 の感染・病原性

発現機構について比較解析するため、感染性クローン

に由来する PB 及び non-PB 型株をそれぞれ感染動物モ

デルであるカニクイザルに接種し中枢神経症状等の臨

床症状の発現を観察した。感染後 0・3・7・10 日目に

直腸拭い液、咽頭拭い液、CSF の採取及び採血を行な

った。感染 10 日目に解剖し、心臓・肝臓・脾臓など

の主要臓器や脳・脊髄などの神経組織を採取した。 

[片岡周子、清水博之、西村順裕、網康至(動物管理室)、

永田典代(感染病理部)] 

 

(11) EV71 感染カニクイザルのウイルス学的解析 
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 臨床症状は non-PB 型接種群において振戦などの中

枢神経症状が見られたが PB 型接種群においては見ら

れなかった。また感染後 0,3,7,10 日目の血中のリン

パ球数の変動を FACS 解析したところ PB 型接種群は

EV71 感染前の数とあまり変化は無かったが、non-PB

型接種群においては変動が大きかった。さらに EV71

に対する血中抗体価を測定したところ、PB 型接種群で

は PB 型に対する抗体は検出され non-PB 型に対する中

和抗体は検出されなかった。一方、non-PB 接種群では

感染 10 日目でも non-PB 型 EV71 に対する中和抗体は

検出されなかったが、PB 型に対する中和抗体が検出さ

れた。さらに、直腸拭い液、咽頭拭い液、剖検採材か

らのウイルス分離及びCODEHOP-PCRにてウイルスの検

出を行ない CODEHOP-PCR 陽性サンプルでは VP1 全領域

のシークエンスを行なった。ほぼ全ての CODEHOP-PCR

陽性サンプルにおいて、その VP1 アミノ酸配列は

non-PB 型に変異していることが分かった。 

[片岡周子、清水博之、西村順裕、網康至(動物管理室)、

永田典代(感染病理部)] 

 

(12) EV71 感染カニクイザルの病理学的解析 

 EV71 感染カニクイザルの神経組織（脊髄・延髄・橋・

中脳・小脳・視床下部・視床・大脳皮質）における病

理解析を行なった。PB 接種群及び non-PB 接種群の神

経組織ではどちらも炎症や神経変成がみられたが、ウ

イルス抗原は検出されなかった。 

[片岡周子、清水博之、西村順裕、網康至(動物管理室)、

永田典代(感染病理部)] 

 

(13) 培養細胞でのウイルス分離過程における PSGL-1

依存性エンテロウイルス 71 株の選択的分離 

 臨床検体からのエンテロウイルス 71 の分離には、

RD 細胞や Vero 細胞等が用いられている。ウイルス分

離過程における、PSGL-1 結合性および PSGL-1 結合に

関与するカプシドアミノ酸の変化を検討するため、臨

床検体そのもの、および、臨床検体を接種した後の、

RD、Vero、Jurkat の各細胞における CPE 発現とカプシ

ド遺伝子解析を行った。エンテロウイルス 71 陽性臨

床検体を接種した Jurkat 細胞では、ウイルス増殖は

認められなかった。RD 細胞では顕著な PSGL-1 発現は

認められないが、RD 細胞での EV71 分離・継代培養に

おいて、多くの分離株の PSGL-1 結合部位(VP1-145)に

PB 型への変異が認められた。EV71 臨床分離株の培養

細胞での分離・継代に際しては、カプシド遺伝子変異

を有する PB 型 variant の選択的分離の可能性に留意

する必要がある。 

 [Rifqiyah Nur Umami、西村順裕、清水博之] 

 

(14) ヒト中枢神経組織におけるエンテロウイルス 71

受容体発現の解析 

 PSGL-1 等エンテロウイルス 71 受容体分子の局在・

分布と神経病変との関連性を解析することにより、エ

ンテロウイルス 71 脳炎を含む手足口病流行における

神経病原性発現の分子機構を明らかにすることを目的

として、急性エンテロウイルス 71 脳髄膜炎患者の中

枢神経組織における、特異的エンテロウイルス 71 受

容体分子の組織分布を解析し、エンテロウイルス 71

脳炎と日本脳炎の病理学的異同を明らかにした。また、

エンテロウイルス 71 脳炎患者および対照例の中枢神

経組織を用いて、エンテロウイルス 71 抗原、組織病

変と PSGL-1 および SCARB2 受容体分子の分布・局在お

よび病理学的特徴についての比較解析を行っている。 

[Ong Kien Chai 、Wong Kum Thong (マラヤ大学)、小

池智(東京都医学総合研究所)、永田典代(感染病理部)、

西村順裕、清水博之] 

 

(15) 咽頭拭い液からのエンテロウイルス 71 の新規迅

速検出法の開発 

 手足口病もしくはヘルパンギーナの患者の咽頭拭い

液から、エンテロウイルス 71（EV71）を特異的かつ迅

速に検出する Transcription-Reverse Transcription 

Concerted Reaction (TRCR)法を開発した。この TRCR

法は、これまでに知られている EV71 の全てのジェノ

タイプの代表株を10から103コピーの範囲の検出限界

で検出することができる。細胞培養法により EV71 が

同定された EV71 陽性咽頭拭い液検体を、TRCR 法によ



ウイルス第二部 

り正確に同定することができた。 

 [中島直人（東ソー）、北森有加（東ソー）、大仲悟（東

ソー）、三苫恵民（東ソー）、水田克己（山形衛研）、脇

田隆字, 清水博之、有田峰太郎] 

 

(16) 手足口病の疫学とエンテロウイルス 71 およびコ

クサッキーウイルス A16 の遺伝子解析 

 中国本土では、2008 年以来、多数の死亡例を含む手

足口病あるいはエンテロウイルス71(EV71)感染症の流

行が報告されている。2010 年には、中国全土で900 例

以上の手足口病死亡例が発生し、公衆衛生上の大きな

問題となっている。中国CDC および感染研ウイルス第

二部とのあいだの疫学および実験室診断技術に関する

情報共有体制を基盤として、中国で伝播しているEV71 

分離株の分子疫学的解析を行ったところ、ほとんどの

EV71 分離株が，中国本土固有の遺伝子型C4 に属する

ことが明らかとなった。中国の遺伝子型C4 は1998-2013 

年 に か け て 検 出 さ れ て い る が 、 よ り 詳 細 に は

C4b(1998-2004 年)C4a(2003-2012 年)に分類される。

中国本土で検出されるEV71 株のほとんどすべてが遺伝

子型C4 である点は、中国および東アジア地域における

EV71 ワクチン開発にとって重要な疫学的特徴と考えら

れる。 

[Zhang Yong, Xu Wenbo(中国CDC)、清水博之] 

 

(17) 北部ベトナムにおける手足口病の疫学とウイルス

遺伝子解析 

 ベトナムでは、近年、死亡例・重症例を含む手足口

病あるいはエンテロウイルス71感染症の流行が報告さ

れている。2011-2012 年には、ベトナム全土で多くの

死亡例を含む大規模な手足口病流行が発生し、公衆衛

生上の大きな問題となっている。2011 年の手足口病流

行期における、北部ベトナムにおける手足口病患者由

来検体から、エンテロウイルスの検出・同定を行った。

エンテロウイルス陽性検体の半数弱からエンテロウイ

ルス71 が検出され、その他のエンテロウイルスの中で

はコクサッキーA6 型およびA16 型が比較的多く検出さ

れた。2011 年のエンテロウイルス71 分離株の分子疫

学的解析を行ったところ、遺伝子型C4 が高頻度に検出

されたが、遺伝子型B5 とC5 も同時期に伝播していた。 

[Nguyen Thi Hien Thanh (NIHE)、清水博之] 

 

(18) 手足口病、ヘルパンギーナ、および関連合併症

の入院症例に関する全国調査 

 手足口病、ヘルパンギーナ、および関連合併症によ

る入院症例の臨床疫学像を把握するために全国調査を

実施している。一次調査により、全国の入院症例数お

よび死亡症例数を推計し、二次調査により、各症例の

臨床症状、検査値、病原検索結果などの詳細情報を収

集する。一次調査では、全国の小児科 2507 科から 760

科を抽出して調査を実施し、521 科（回答率 68.6％）

から回答を得た。二次調査では、85 診療科から 365 例

について情報を得た（回答率 68%）。調査対象期間の入

院患者数は、3,500 人（95%CI：1,350－7,200）と推

定された。二次調査で報告された 46 症例を除外し、

306例を解析対象とし2010年のHFMD流行期であった、

4 月 1 日～9 月 30 日の入院患者数は、3,500 人（95%

信頼区間：1,350－7,200）と推計された。CNS 合併症

の関連因子を検討した結果、「Complication あり」に

対する「入院時の発熱≥39℃」の OR（95%CI）は 2.07 

（1.00-4.28）、「Severe complication あり」に対す

る「高血糖」の OR（95%CI）は 10.6（1.63-68.5）、「白

血球増多」の OR（95%CI）は 2.36（0.61‐9.17）であ

った。 

[福島若葉(大阪市立大学)、中野貴司(川崎医科大学)、

清水博之]  

 

(19)数理モデル解析によるエンテロウイルス 71 分離

株の特性解明 

 数理モデルを起点とした解析法により、エンテロウ

イルス 71 の増殖複製を定量的に把握する実験手法の

開発を目的とした。解析の結果、EV71 の 3 つの分離株

のウイルス複製におけるパラメーターである、EV71 分

離株感染細胞の寿命、バーストサイズ、基本再生産数

が算出され、分離株間で異なることがわかった。RD 細

胞の倍加時間は、10.58  0.11 時間 / 日 であった。
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EV71 分離株のウイルス減衰率は分離株ごとに異なっ

ており、KED005 株は安定性が低かった。ウイルス感染

増殖数理モデルを構築したところ、1095 株、KED005

株、02363 株に感染した細胞の半減期にはほとんど差

異がなかった。バーストサイズおよび基本再生産数で

は、1095 株と KED005 株では、02363 株のそれと比較

して統計的に有意かつ顕著な差異が認められた。EV71

分離株毎のウイルス産生率と伝播効率が推定され、そ

の株間で異なることがあること、一方その細胞死滅効

率には差異は見られないことがわかった。 

[福原充子, 佐藤 佳, 小柳義夫(京大), 西村順裕, 清

水博之] 

 

(20)コクサッキーウイルス A6 型による手足口病流行 

2011 年、感染症発生動向調査開始以来 大規模の手

足口病流行が発生し、主要な原因ウイルスはコクサッ

キーウイルス A6型(CVA6)および A16 型であった。2011

年の手足口病流行時には、四肢末端だけでなく大腿部

や臀部にも発疹を呈する手足口病非典型例が報告され、

また、爪甲脱落症を呈する症例が認められた。2011 年

に検出された CVA6 について分子疫学的解析を行った

結果、2011 年流行株の VP1 遺伝子は、2008 年フィン

ランドの手足口病症例から検出された CVA6 株との相

同性が高いことが示された。CVA6 は、我が国では従来、

他のコクサッキーA 群ウイルスとともに、ヘルパンギ

ーナの主要な原因ウイルスであったが、2008 年以降、

手足口病症例からの検出が増加し、2011 年の大規模な

手足口病の主要な原因ウイルスとなった。手足口病お

よび爪甲脱落症の発症に関与する 近の CVA6 と、従

来、ヘルパンギーナ発症に関与していた CVA6 は、異

なる病原性を有することが示唆される。 

 [藤本嗣人(感染症疫学センター)、清水博之] 

 

(21) 検体輸送用 FTA elute カードを用いたエンテロ

ウイルス RNA の回収条件検討 

 エンテロウイルスを FTA elute カード(ワットマン、

WB120401)へ吸着し、各種抽出バッファーを用いて抽

出効率をリアルタイム PCR 法にて比較したところ、

TE-1(ｐH8.0)による回収効率が高いことを示した。ま

た HEV-A-D 群の代表株 4 種類を 10 段階希釈し回収効

率を調べたところ、平均回収率はで 6.1％に過ぎず、

低ウイルス濃度では著しくばらつきが生じた。このた

め FTA elute カードを用いて RT-PCR による検出を行

う場合、結果の解釈を慎重に行う必要性がある。 

[Li Yan（山東省 CDC）、吉田弘] 

 

(22) 中国山東省の 2 地区でのエコーウイルス 6 型の

地域内伝播解析 

 中国山東省内 Jinan 市および Linyi 市において

2008-2011 年の間、継時的に流入下水より検出された

下水由来 E6 型分離株の塩基配列を用いて、共通祖先

配列の推定、及び伝播時期の推定を試みた。その結果

2010 年 8 月から 12 月の間に、Jinan 地区から Linyi

地区にウイルスの伝播が起こったことが推定された。

このように分離時期が明確なウイルス塩基配列を用い、

分子進化的解析（ベイズ推定）を行うことで、環境ウ

イルスサーベイランスは腸管系ウイルスの伝播解析に

貢献する可能性を示唆している。 

[Tao Zexin（山東省 CDC）、Zhang Yong（中国 CDC）、

吉田弘] 

 

(23) 浄化センター流入水における環境ウイルスサー

ベイランス 

 九州北部地区の浄化センターで採取した流入水にお

いてエンテロウイルスを中心とする環境サーベイラン

スを行った. ポリオウイルスに関しては、平成 24 年 4

月に 1 型が 3 株, 5 月に 2 型が 2 株および 3 型が 1 株

分離された. VP1 全領域の塩基配列を解析した結果, 

全 て , 変 異 数 が WHO 基 準 以 下 の ワ ク チ ン 株

（Sabin-like）であった. また, エンテロウイルスの

分離においては, コクサッキーウイルス B 群が中心で

あった. 特に, 平成 24 年度は夏場を中心にコクサッ

キーウイルス B5 型の検出が大部分を占めた. 一方, エ

コーウイルスの分離は少数にとどまり, 例年に比べて

分離数・ウイルス種数ともに減少した. 一方, 比較的

新しく見出された組換え株であるアデノウイルス 56

型やレオウイルスも分離された. 広範なウイルス分離
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能は環境ウイルスサーベ−ランスの有用性を示すもの

であった. 

[中村朋史, 吉冨秀亮*, 石橋哲也*, 前田詠里子*, 世

良暢之*（*福岡県保健環境研究所）, 吉田弘] 

 

 (24) コクサッキーB 群ウイルスの腫瘍溶解性の検討 

 近年ウイルス自身が本来有する腫瘍溶解性を利用し

た、腫瘍溶解ウイルス療法が注目されてきており、腫

瘍溶解性アデノウイルスもしくは単純ヘルペスウイル

スを用いた臨床研究が進められている。新たな腫瘍溶

解ウイルス療法の開発を目的に、RNA ウイルスである

ピコルナウイルス科のエンテロウイルス属に着目して、

これまでに 28 種類のウイルスを各種ヒト癌細胞株及

び腎臓、肺および骨髄ストローマ正常細胞に in vitro

で感染させ、それらの抗腫瘍効果について比較検討し

た。その結果、コクサッキーウイルス B3 型(CVB3)が、

正常肺線維芽細胞を障害することなく、低い感染力価

によっても肺癌細胞を特異的に溶解することを発見し

た。CVB3 による抗腫瘍活性は受容体(CAR および DAF)

依存性であった。CVB3 による特異的抗腫瘍活性はマウ

ス担癌モデルにおいても示されたことから、新たな腫

瘍溶解性ウイルス療法としての応用が期待できる。 

 [宮本将平、井上博之、谷憲三朗(九州大学)、清水博

之] 

 

(25) パキスタン・アフガニスタンの急性弛緩性麻痺

患者糞便検体からのヒトカルジオウイルスの検出 

 近年、カルジオウイルス属に分類される新たな腸管

ウイルス(Saffold virus)の検出が世界各地で報告さ

れている。パキスタンにおける AFP サーベイランスに

より採取された糞便検体のうち、パキスタン NIH にて

ポリオウイルスおよびエンテロウイルスを検出した糞

便検体以外の検体から、Saffold virus 遺伝子検出お

よびウイルス分離を試みた。Saffold virus 特異的

RT-PCR およびリアルタイム PCR システムにより、

Saffold virus 遺伝子が高頻度に検出された。LLC-MK2

細胞および HeLa 細胞を用いたウイルス分離を試みた

ところ、多数の CPE 因子が検出されたが、解析の結果、

ほとんどが非ポリオエンテロウイルスによる CPE であ

った。。糞便中の Saffold virus は、LLC-MK2 細胞お

よび HeLa 細胞における増殖効率が低く、通常の手法

ではウイルス分離は困難であることが明らかとなった。 

[Naeem Asif、西村順裕、清水博之、Syed Sohail Zahoor 

Zaidi (パキスタン NIH)] 

 

(26) Saffold virus 全遺伝子によるゲノム遺伝子組

換え解析 

 パキスタン・アフガニスタンの急性弛緩性麻痺患者

由来糞便 943 検体から直接 Saffold virus 遺伝子を増

幅し、遺伝子解析を行ったところ、71 検体が SAFV 陽

性であり、新たに同定された 3 つの遺伝子型を含む多

様な遺伝子型(11 genotypes)の Saffold virus の存在

が明らかとなった。すべての遺伝子型の代表株につい

て、全ゲノム遺伝子解析を行ったところ、Saffold 

virus 非カプシド領域において頻繁かつ広範に遺伝子

組換えが起きていることが示唆された。一方、齧歯類

を宿主とするカルジオウイルスと Saffold virus 間の

遺伝子組換えの可能性は低く、Saffold virus は従来

のカルジオウイルスとは固有のヒトカルジオウイルス

として、独立したウイルス種(species)に分類される

ことが示唆された。 

[Naeem Asif、清水博之] 

  

(27) 新規カルジオウイルスの病理学的診断法に関す

る研究  

 新規ヒトカルジオウイルス SAFV の神経および膵臓

に対する病原性に注目し、神経疾患患者の末梢血単核

球を対象にしたウイルス遺伝子の検出、およびⅠ型糖

尿病、剖検例のパラフィン包埋膵臓組織切片を用いた

ウイルス抗原の検出を行った。SAFV の遺伝子・抗原が

検出され、ウイルス持続感染の可能性が示された。持

続感染細胞の解析により SAFV 持続感染は受容体発現

密度に依存した維持型持続感染であることを明らかに

した。 

[小谷治、永田典代(感染病理部)、清水博之] 
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(28) ウイルス性髄膜炎の病理学的診断法に関する研

究  

 髄膜炎の原因として知られている主なピコルナウイ

ルスの参照標本を作製し、免疫組織化学法による各種

抗体の交差反応性について検討し、ホルマリン固定標

本パラフィン包埋切片における SAFV3 および各種エン

テロウイルス抗原を検出するシステムを確立した。抗

SAFV 抗体は特異性を示し、エンテロウイルス A 型、B

型に交差反応性は示さなかった。抗 EV71 抗体はエン

テロウイルス A 型、B 型に交差反応性を示した。抗 PV

抗体はいずれのウイルスにも交差反応性を示さなかっ

た。抗 CVB3 抗体はエンテロウイルス A, B 型に交差反

応性を示した。抗 EV-2C 抗体は SAFV 以外のエンテロ

ウイルス抗原を検出することが可能であった。 

 [小谷治、永田典代(感染病理部)、清水博之] 

 

(29)日本の下痢症患者からの Saffold virus の検出と

遺伝子解析 

  日本の下痢症患者由来 454 検体から Saffold virus

遺伝子検出を試みたところ、7 検体(1.5%)が陽性であ

った。Saffold virus陽性検体のうち、5検体はSaffold 

virus 2 型と同定され、2 株は Saffold virus 3 型で

あった。Saffold virus 陽性下痢症患者 4 例は、他の

ウイルスとの共感染であった。日本でも、2 型および

3 型 Saffold virus の伝播が確認されたが、Saffold 

virus の下痢症を含め、Saffold virus の特定の疾患

への関与については、さらに検討が必要である。 

 [牛島廣治(日本大学)、清水博之] 

 

6. 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状況 

 世界的ポリオ根絶達成およびその後の OPV 接種停止

を視野に入れ、WHO は「野生株ポリオウイルスの実験

室封じ込めに関する世界的行動計画」を策定し、全世

界で統一された基準の下、ポリオウイルス野生株の実

験室封じ込めを進めることを、すべての加盟国に求め

ている。我が国では、西太平洋地域における野生株ポ

リオウイルス伝播の終息を受け、2000-2002 年にかけ

て大規模かつ広範な野生株ポリオウイルス保有施設調

査が行われたが、調査票の全体的な回収率が低く、調

査精度とその後のフォローアップに関する多くの問題

点が指摘されていた。2000-2008 年における各種の野

生株ポリオウイルス保有施設調査により得られた情報

を、厚生労働省と国立感染症研究所により集計・評価

し、野生株ポリオウイルス感染性材料を保有する可能

性のある施設をリストアップしたうえで、所管省庁の

了解のもと各施設に対し保有状況調査を実施し、野生

株ポリオウイルス感染性材料保有施設を特定した。保

有施設リストを含む野生株ポリオウイルス実験室封じ

込め第一段階 終評価報告書を WHO 西太平洋地域ポリ

オ根絶認定委員会に提出し、2008 年 12 月、WHO 西太

平洋地域全体の野生株ポリオウイルス実験室封じ込め

第一段階調査完了した。その後、WHO 西太平洋地域ポ

リオ根絶認定委員会からの勧奨に基づき、ポリオウイ

ルス保有施設リストのアップデートを継続している。 

[小松俊彦、ルナール純子、斎藤真紀 (バイオメディ

カルサイエンス研究会)、清水博之] 

 

(2) WHO ポリオ実験室ネットワーク DVD を用いたバイ

オセーフティ教育訓練 

 WHO本部ポリオ実験室ネットワーク事務局で作成した

ポリオ実験室バイオセーフティ教育訓練用DVDを、外国

人研修生に対するバイオセーフティ教育訓練に使用し

た。WHOポリオ実験室教育訓練DVDは、実験室のバイオ

セーフティ、機器の維持管理、バイオセーフティ以外

の実験室安全管理、実験室のアレンジメント等、実験

室・検査室の運用・安全管理・教育訓練に関する具体

的な事例が取り上げられており、病原体を取扱う実験

室の安全管理の全体像を理解するうえで有用な教育訓

練資料である。本研修資料を日本におけるバイオセー

フティ教育訓練に用いるため和訳資料を作成した。ポ

リオ実験室バイオセーフティ教育訓練用DVDは、国際的

に標準化されたバイオセーフティ教育プログラムのひ

とつとして、ポリオ実験室のみならず、臨床検体や病
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原体を取扱う国内外の実験室・検査室における教育研

修への活用が期待できる。 

[小松俊彦、ルナール純子、斎藤真紀 (バイオメディ

カルサイエンス研究会)、清水博之] 

 

7. その他 

 平成 24 年度は 2 件の行政検査依頼があり、型内株

鑑別試験等を実施した。型内鑑別試験を行ったポリオ

ウイルスは、すべてワクチン株と同定された。 

 

 

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) 2011 年の A 型肝炎流行の疫学的解析 

 2011 年は合計 52 株について配列解析を行なった。

その結果、今年の流行株は genotype IA が 46 株、IIIA

が 5 株、IIIB が 1 株であり、IA の大部分は千葉市に

おける集団食中毒事例のものであり、この株は IA-1

に属した。2011 年の流行の原因の１つであった IA-2

のクラスターに属する株は１株（他に類似株が２例）

のみであり、これらのクラスターに属さない IA 株と

して、パプアニューギニアおよびブラジルでの感染と

考えられる株がそれぞれ１株ずつ検出された。IIIA は

2011 年も５株検出された。 

［石井孝司、清原知子、吉崎佐矢香、佐藤知子、*島

田智恵、*中村奈緒美、*多田有希、**野田 衞、脇田

隆字 (*感染症情報センター、**国立衛研食品衛生管

理部)、他 26 地方衛生研究所との共同研究］ 

 

(2)日本における Genotype IIIA A 型肝炎の検出と韓

国での流行との関連 

 日本において Genotype IIIA の HAV は輸入例を除き

ほとんど報告されていなかったが、2010 年の流行では

約 1/4 が Genotype IIIA であり、この傾向は 2011 年

も継続している。韓国で 2008 年から A 型肝炎の大流

行が報告されており、その主体は IIIA であることが

明らかにされている。日本の IIIA について韓国で解

析されているのと同じ部位の配列を決定し系統樹解析

を行ったところ、日本と韓国の IIIA は同じクラスタ

ーに属し、韓国での流行と近年の日本の IIIA には密

接な関係があることが明らかになった。 

［石井孝司、清原知子、吉崎佐矢香、佐藤知子、*島

田智恵、*中村奈緒美、*多田有希、**野田 衞、脇田

隆字 (*感染症情報センター、**国立衛研食品衛生管

理部)、他 26 地方衛生研究所との共同研究］ 

 

（3）千葉市における A 型肝炎集団食中毒事例の解析 

 千葉市での集団食中毒事例は、 終的には確定診断

で患者数 49 名という大きな流行となった。分子疫学

的解析を行ったところ、解析可能であった検体はすべ

て genotype IA に分類され、2010 年の解析で IA-1 と

呼んだクラスターに属し、2010 年に日本で広域的に流

行した IA-2 や IIIA に属する株とは異なることが明ら

かとなった。また、その遺伝子配列は患者 2 検体

（99.7％）を除く 34 検体が 100％一致し、同一感染源

に由来する株であることが強く示唆された。これらの

患者の2010年 11月下旬～12月中旬における喫食状況

等の調査を実施したところ、患者は市内寿司店で調理、

提供された食事を喫食していたことが明らかとなった。 

［+横井 一、+田中俊光、+小林圭子、石井孝司、清

原知子、吉崎佐矢香、佐藤知子、*島田智恵、*中村奈

緒美、*多田有希、**野田 衞、脇田隆字 (*感染症情

報センター、**国立衛研食品衛生管理部、+千葉市環

境保健研究所)］ 

 

（4）Ａ型肝炎のリスクアセスメント 

 Ａ型肝炎は感染症法の４類感染症としてすべての医

師は患者が発生するたびに 寄りの保健所に届け出る

ことが義務づけられている．2008-2012 年のＡ型肝炎

届出数を集計し，患者の性別，年齢，渡航歴などから，

Ａ型肝炎感染リスクを調査した．その結果，リスクフ

ァクターとして外食頻度と海外旅行が指摘された．外

食については，食品取扱従事者へのより一層の衛生管

理指導が必要である．海外旅行対策としては，渡航前

に余裕を持ってワクチン接種を完了できるような，疾

病対策も含む旅行形態の提案が望ましい．また，Ａ型
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肝炎は全数報告疾病であるが，届け出の不徹底による

過小評価が危惧されている．診察医による届け出の徹

底および聞き取り調査やサンプリングへの協力も今後

のリスクアセスメントに不可欠である． 

[清原知子， 多田有希（国立感染症研究所感染症疫学

センター）， 石井孝司， 脇田隆字] 

 

(5) Ａ型肝炎血清疫学調査実施計画及び準備 

 当室で定期的に実施しているＡ型肝炎の血清疫学調

査の準備を始めた．サンプリングに必要な倫理委員会

承認を得た． 

[清原知子，石井孝司， 脇田隆字] 

 

(6) スリランカのＡ型肝炎流行における疫学調査 

 2010 年 1 月 11 日から 9 月 23 日にかけてサンプリン

グした，総計 223 検体について確定診断，遺伝子解析

を行った結果，初期は集団生活（トレーニングセンタ

ー）から拡散するＡ型肝炎の流行パターンが見られた

が，サンプリング後期の流行は特定の拡散パターンを

示さなかった．感染ウイルスは優勢な遺伝子型が時間

とともに変化していくことが観察された．ワクチン接

種は実施されなかったが徐々に患者発生頻度は低下し

ており，衛生管理等の感染対策に加えて，不顕性感染

による感受性者の減少が流行阻止に役立っていると考

えられる.しかしながら，集団生活と感受性者の増加

が継続的に行われる軍隊のような環境では流行の遷延

化は免れない．適切なワクチン使用が望まれる． 

[清原知子， Dahanayaka N (スリランカ・Rajarata

大学)， 佐藤知子， 吉崎佐矢香，石井孝司， 脇田隆

字] 

 

(7) 化合物および物理的条件等に対する新規 HAV 不活

化能評価系構築に向けた予備的検討 

 HAV の各種不活化条件は WHO により既に詳細に検討

されている。そこで、提示された加熱条件にて確実に

HAV が不活化されることを TCID50アッセイで確認した。 

今後、TCID50 アッセイをゴールドスタンダードとし

て培養上清に出にくいと考えられている HAV の上清中

での蛋白並びにゲノムレベルでの検出の検討や、細胞

ごと回収・溶解しての抽出ゲノム 短検出時間の決定

等によって HAV 新規不活化能評価系の構築を目指す。 

[塩田智之, 清原知子, 石井孝司, 脇田隆字] 

 

 

２．B 型肝炎ウイルス（HBV）に関する研究 

(1) 培養細胞での HBV 複製評価系の構築 

 HBV の 1.3 倍長ゲノムを持つ発現プラスミドを細胞

にトランスフェクションすることで，一過性に HBV を

発現させ，HBV の複製を評価する系を構築した．サザ

ンブロット及び real-time PCR により，HBV core 

particleに内包されるHBVゲノムDNA量を検討した結

果，高い相関性を示した．HBV core particle は，HBV

ライフサイクルの後期過程で産生されることから，こ

の系を用いることで，HBV ライフサイクルにおける後

期過程の複製を評価することが出来ると考えられる． 

[杉山隆一，山田典栄，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝

宣] 

 

(2) B 型慢性肝炎症例におけるエンテカビル治療に対

する反応不良例の検討 

 B 型慢性肝炎に対するエンテカビル反応不良例 3 例

の解析を行った．患者血清より HBV 株を分離し塩基配

列を確認した．得られた HBV 株には既報のエンテカビ

ル耐性変異は認めず，RT 領域の他の部位に変異を認め，

これらの変異がエンテカビル耐性に関与している可能

性が考えられた．2 症例のコンストラクトを構築し，

培養細胞に導入する事により HBV の複製が確認された．

今後このコンストラクトを用い，エンテカビル耐性機

序の解析を行う． 

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏(東京大学)，脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(3) HBV genotype H による B 型急性肝炎症例の解析 

 型急性肝炎 92 例の患者血清より HBV 株を分離し

genotype(gt-)を決定した．そのうち報告例が極めて

少ない gt-H を 1 例認めた．その他の gt は gt-A 62
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例，gt-B 14 例，gt-C 15 例であった．gt-H 症例の全

長の塩基配列を解析したところ，basal core promoter

領域 nt 1762/1764，PreC 領域 nt 1896 は野生型であ

り，RT 領域に核酸アナログ耐性として知られる変異は

なかった．S 領域の a determinant region に F134L

の変異を認めた． 

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏(東京大学)，脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(4) B 型急性肝炎症例における HBs 領域のアミノ酸変

異の検討 

 B 型急性肝炎症例の中和エピトープとなる S 領域の

アミノ酸変異を検討した． S 領域全体（aa 1-227）で

は 91 例中 19 例（20.9%），hydrophilic region（aa 

110-160）では 9 例（9.9％），a determinant 領域（aa 

124-147）では 6 例（6.6%）に変異を認めた．ワクチ

ンエスケープ変異として知られる T126S と，これまで

に報告のない T131P/A，M133L，F134Y，P135H を認め

た． 

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏(東京大学)，脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(5) 人工ヌクレアーゼ TALEN による HBV 複製抑制効果

の検討 

 人工ヌクレアーゼである TALEN はゲノムを改変する

ツールとして 近開発された．一方，HBV は複製過程

において cccDNA とよばれる mini chromosome 構造を

とることで治療を困難にしている．そこで HBV cccDNA

を標的として HBV 特異的 TALEN を設計し HBV 複製抑制

効果を検討した．HepG2 細胞に HBV 発現プラスミド及

び TALEN 発現プラスミドをコトランスフェクションし，

サザンブロットにより評価した結果，TALENにより HBV

複製の抑制が確認できた． 

[杉山隆一，山田典栄，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝

宣] 

 

(6) Screening of Human Kinases regulating HBV life 

cycle 

 Protein kinases are key regulators of cell 

function. By adding phosphate groups to substrate 

proteins, they direct the overall function of many 

proteins. We performed a functional screening 

analysis using siRNA library targeting 501 human 

kinase gene. The effect of knocking down these 

kinases on HBV replication is studied. Hits were 

identified, and mechanistic analysis is 

undergoing. 

[Hussein H Aly, Kazuaki Chayama, Takaji Wakita] 

 

(7) Establishing cell line highly permissive to 

HBV infection 

 Only primary human hepatocytes can support HBV 

infection efficiently. We are trying to establish 

efficient HBV infection in other cell lines. We 

isolated liver progenitor cells After conditional 

immortalization, we already establish a stable 

cell line. Cellular differentiation study is 

recently undergoing to establish functional, 

differentiated hepatocytes that can be used for 

HBV infection analysis. 

[Hussein H Aly, Takanobu Kato, Takaji Wakita] 

 

(8) Screening of Human Helicases regulating HBV 

cccDNA formation 

 Human helicases play important role in HBV-DNA 

repair to form cccDNA. Using shRNA library 

targeting 136 human helicase genes, we performed 

a functional assay and monitoring its effect on 

HBV replication in Hep38.7-Tet cells. The effect 

of knocking down these Helicases on HBV 

replication is studied. Hits were already 

identified, its function on the formation of HBV 

cccDNA is confirmed and the mechanistic analysis 

is undergoing. 

[Hussein H Aly, Takaji Wakita] 
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(9) HBV 感染評価系の樹立と、感染感受性を変化させ

るサイトカインのスクリーニング 

 HepaRG 細胞を用いて HBV 感染を評価できる実験系を

樹立した。この系において, これまでに HBV 吸着を阻

害することが報告されているヘパリンやポリリジンが

HBV 感染を阻害することが確認された。この実験系を

用いて HBV 感染感受性を変化させるサイトカインのス

クリーニングをおこなった結果、IL-1beta の前処理に

よって HBV 感染が低下することが認められた。 

[渡士幸一, 脇田隆字] 

 

(10) HBV 侵入を阻害する低分子化合物のスクリーニン

グ 

 前述 HepaRG 細胞を用いた HBV 感染評価系を用いて、

HBV 侵入を阻害する化合物をスクリーニングした。そ

の結果、7 種類の化合物を HepaRG 細胞に前処理した場

合、HBV 感染が有意に低下することが認められた。 

[渡士幸一, 脇田隆字] 

 

(11) 高効率 HBV 複製細胞系の樹立とその解析 

 単一細胞クローニング法により、HBV を恒常的に産

生する細胞株として HepG2.2.15.7 細胞を、またテト

ラサイクリン除去によって HBV 産生を誘導できる細胞

株 Hep38.7-Tet 細胞を樹立した。HepG2.2.15.7 細胞

は高レベルの HBs抗原を、Hep38.7-Tet細胞は高い HBV 

DNA 量を産生していることがわかった。 

[渡士幸一, 岩本将士, 脇田隆字] 

 

(12) HBV 複製を阻害する低分子化合物のスクリーニン

グとその機能解析 

 前述 Hep38.7-Tet 細胞を用いて、HBV 複製を抑制す

る低分子化合物のスクリーニングをおこなった。その

結果、HBV DNA 量を 1/10 以下に低下させるものとして

10 化合物を得た。これらのうち、3 化合物は核酸アナ

ログ誘導体であった。 

[岩本将士, 渡士幸一, 脇田隆字] 

 

(13) 酵母発現 B 型肝炎ウイルス(HBV)粒子を用いた細

胞表面結合蛋白質の探索 

 組換え酵母由来 HBV L 蛋白質により形成されるウイ

ルス粒子を用いて、ヒト肝臓由来細胞やマウス肝臓由

来細胞、さらにヒトの肝臓以外の組織由来の細胞株等

に対する結合を解析した。その中でウイルスが も良

く結合する細胞とほとんど結合を示さない細胞につい

て、異なる安定同位体標識アミノ酸含有培地で培養し

た後に、細胞表面蛋白質をビオチン標識し、精製を行

った。さらに質量分析法を用いて発現レベルの異なる

蛋白質を同定した。 

[鈴木亮介, 松田麻未, 黒田俊一（名古屋大）, 岡本

徹（阪大微研）, 松浦善治（阪大微研）, 脇田隆字] 

 

(14) 増殖効率の向上したウイルス感染系及びモニタ

ーの簡便な評価系の構築 

 9 人の HBV 患者血清から HBV 遺伝子をクローニング

し、HBV 遺伝子配列を同定した。次に、患者配列の HBV

発現プラスミドを構築、Huh-7 細胞に導入して HBV 複

製活性（HBV DNA 量、HBsAg 量）を評価した。患者配

列の細胞内外 HBV DNA 量は実験室株と同等若しくはわ

ずかな低下に留まった。一方、患者配列の細胞外 HBsAg

量は実験室株と同等若しくは顕著に増加していた。 

[小倉直樹（JT 医総研）, 渡士幸一, 脇田隆字] 

 

(15) Ｂ型肝炎の血清疫学調査（２） 

 国立感染症研究所国内血清銀行に保管されている血

清のうち，小児（4-9 歳）血清 2000 検体（2005−2011

年採血）について HBs 抗原検査を行った．サンプリン

グ地域は 15 府県，男児 1085 検体であった．Enzygnost 

HBsAg5.0（シーメンスヘルスケア・ダイアグノスティ

クス株式会社）を用い，疑陽性を避けるためカットオ

フは 100mIU/ml に設定した．HBs 抗原陽性検体は遺伝

子型別も実施した．2000 検体中，6 検体が HBs 抗原陽

性であった．年齢は 5-9 歳で，採血年や地域的な偏り

は見られなかった．2 検体は同地域から得られた検体

で，シークエンスから共通の感染源を持つことが疑わ

れた．過去に行われた調査結果から，小児における慢

性Ｂ型肝炎は少ない（0.05％以下）と予測されていた
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が，我々の調査では HBs 抗原陽性率 0.3％と予測より

高い結果になった．現行の母子感染防止対策は有効な

手段であるが，感受性者の増加，外国由来の遺伝子型

ウイルスの増加，患者の若年化等の状況変化を考慮し，

水平感染リスクを再検討する必要がある． 

 [清原知子，石井孝司， 脇田隆字] 

 

(16) Ｂ型肝炎ワクチンの試験管内試験法の実用化に

向けて 

 市販のワクチンとそれらを加温変性した低力価ワク

チンについて，in vivo 及び in vitro 力価試験を行い，

力価検出傾向の差を比較した．メーカーA のワクチン

は in vitro 試験で 50%以上の抗原量減少にもかかわら

ず in vivo 試験では抗体誘導能がほとんど落ちなかっ

た．これは，現行の in vivo 試験で充分な力価があっ

ても in vitro 試験では低力価と判定されることを意

味する．一方，メーカーB のワクチンは in vivo 試験

と in vitro 試験で同じ傾向を示した．今回の結果に

より，in vivo 試験から in vitro 試験への移行は試験

法だけでなく，各メーカー別の新参照ワクチンの制定，

力価の合格範囲を検討する必要があることが明確にな

った．今後は検体数を増やして各メーカーのワクチン

の反応性を確認する．また，実用化に向けてワクチン

メーカーとともに試験法や規格値の設定を協議する場

を設ける． 

 [清原知子， 塩田智之，李天成，吉崎佐矢香，佐藤知

子，石井孝司， 脇田隆字] 

 

３．C 型肝炎ウイルスの研究 

（1） ビタミン D により誘導される抗菌ペプチドの抗

HCV 作用の解析 

 ビタミン D により免疫担当細胞において誘導される

抗菌ペプチドによる抗 HCV 作用の検討を行った．抗菌

ペプチドを培養細胞に前処理する事により，HCV の感

染増殖は著明に抑制された．この抗菌ペプチドの HCV

ライフサイクルに与える影響を詳細に検討した結果，

HCV の感染過程を阻害している事がわかった． 

［松村卓哉（昭和大），井廻道夫（新百合ヶ丘総合病院），

椎名正明（新百合ヶ丘総合病院），杉山奈央，村山麻子，

藤田めぐみ，脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

（2） NS5A 領域を置換した HCV キメラウイルスの作製

と複製能の評価 

 HCV JFH-1 株の NS5A 領域を，H77 株(1a 型)，Con1

株(1b 型)，J6CF 株(2a 型)，JCH-1 株(2a 型)，JCH-4

株(2a 型)，MA 株(2b 型)，NDS 株(2b 型)，J8 株(2b 型)

に入れ換えた NS5A キメラ株を作製し，増殖複製能を

検討した．作製した NS5A キメラ株はすべて Huh-7.5.1

細胞で増殖複製が可能であり，HCV RNA 導入後の細胞

内のコア抗原量はほぼ同レベルであった．培養上清中

のコア抗原量は遺伝子型 1a の株は JFH-1 株と同レベ

ルであり，1b の株は JFH-1 株より低く，2a，2b の株

はすべて JFH-1 株より高い値を示した． 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

（3） HCV NS5A キメラウイルスを用いた第二世代 NS5A

阻害剤の抗ウイルス活性の評価 

 第一世代の NS5A 阻害剤は，内服投与により HCV 複

製を強力に抑制するが，JFH-1 株以外の遺伝子型 2 の

HCV 株に対しては効果が低かった． 近，第二世代の

NS5A 阻害剤が開発された．そこで HCV JFH-1 株の NS5A

領域を他の HCV 株に入れ換えたキメラ株を用いて，第

二世代の NS5A 阻害剤の抗ウイルス活性を評価した．

これらの化合物は JFH-1 株および遺伝子型 1 (H77，

Con1)の NS5Aを持つキメラ株のウイルス複製を低濃度

で抑制した．同様に，遺伝子型 2 (J6CF，MA，J8)の

NS5A を持つキメラ株のウイルス複製も抑制した． 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

（4） NS5A-ISDR アミノ酸変異が HCV 増殖に与える影

響の検討 

 これまで ISDR アミノ酸変異が IFN 治療反応性に影

響を与えることが報告されてきたが，培養細胞での

HCV感染複製系に対するISDRアミノ酸変異による影響

は明らかにされていない．そこで，in vitro における

ISDRアミノ酸変異によるHCV増殖への影響を検討した．
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ISDRアミノ酸変異がIFN治療反応性に与える影響は主

に遺伝子型 1b の症例で検討されてきたことから，構

造領域が遺伝子型 2a (JFH-1 株由来) で NS5A が 1b 

(Con1株由来) の組換えウイルスを用い検討した結果，

ISDR アミノ酸変異により感染性ウイルス粒子の産生

効率が低下することが示唆された． 

[杉山隆一，杉山奈央，藤田めぐみ，山田典栄，脇田

隆字，加藤孝宣] 

 

（5） 293T 細胞における HCV の複製の検討 

 Claudin-1 ， miR-122 を 恒 常 的 に 発 現 す る

293T-CLDN/miR-122 細胞(阪大微研 松浦善治先生より

供与)に全長 HCV RNA をトランスフェクションすると，

細胞内のコア抗原量は Huh-7.5.1細胞と同レベルまで

増加した．培養上清中のコア抗原量は Huh-7.5.1 細胞

に比べると低く，培養上清に感染性はなかった．ApoE

を発現するプラスミド DNA をトランスフェクションし

てから 2 日後に，HCV RNA をトランスフェクションす

ると，細胞内のコア抗原量には変化がなかったが，培

養上清中のコア抗原量がわずかに上昇し，さらに培養

上清に感染性があることが確認できた． 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

（6） HEK293 細胞における HCV の複製の検討 

 HEK293 細胞に miR-122 をレンチウイルスベクターを

用いて発現させ，さらに全長 HCV RNA をトランスフェ

クションすると，細胞内のコア抗原量は継時的に増加

したことから，この細胞内で HCV RNA は複製できるこ

とが明らかとなった．しかし，複製効率は Huh-7.5.1

細胞の 1/10-1/100 程度であった． 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

（7） HCV コア領域のアミノ酸変異によるインターフ

ェロン(IFN)感受性の評価 

 構造領域が HCV Genotype 1b 由来，非構造領域が 2a

由来のキメラウイルスを作成し(TH/JFH1)，更に aa 70

（R/Q）と aa 91（L/M）の変異を導入した（TH/JFH1-RL，

RM，QL，QM）．それぞれの RNA を Huh7.5.1 細胞にトラ

ンスフェクションし，IFN を添加した後細胞中，培養

上清中の core 抗原量を定量したが，いずれの変異株

においても core 抗原量は同様に減少し，変異株間で

の差は認めなかった． 

[藤田めぐみ，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(8) HCV コア領域のアミノ酸変異が MHC 発現誘導に与

える影響の解析 

 Huh7.5.1 細胞に HCV を感染させたところ，MHC 発現

誘導は確認されなかった．Huh7.5.1 細胞に IFN-α，

β，γを添加したところいずれの IFN でも MHC の発現

誘導が見られた． も強い誘導がみられた IFN-γを用

いて，TH/JFH1-RL， RM， QL， QM をトランスフェク

ションした細胞で誘導される MHC 量を比較した．その

結果 QL， QM で MHC 量が低く，Core 領域 70 番アミノ

酸に変異を有するウイルスは，宿主細胞内に蓄積し抗

原提示能を抑制することで宿主リンパ球による細胞障

害を逃れ，IFN 治療に対して抵抗性を獲得するものと

考えられた． 

[藤田めぐみ，杉山奈央，Eui-Cheol Shin（韓国 KAIST），

Wonseok Kang（韓国 KAIST），脇田隆字，加藤孝宣] 

 

（9） JFH-1 株のコア領域アミノ酸変異がウイルス蛋

白蓄積に与える影響の検討 

 JFH-1 株のコア領域に aa70（R/Q）と aa91（L/M）

の変異を導入した（TH/JFH1-RL， RM， QL， QM）株

を作成した．これらの細胞内の HCV 蛋白と HCV 陽性細

胞数について FACS を用いて解析したところ，いずれ

のクローンでも同様の値を示し変異による HCV 蛋白の

蓄積を認めなかった． 

[藤田めぐみ，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(10) Establishing Hepatitis C genotype-4a 

(HCV-4a) in-vitro model 

 We are aiming to establish a model supporting 

HCV-4a life cycle. The entire HCV-4a genome is 

sequenced and cloned. The major replicating clone 

is identified, and a replicon plasmid expressing 
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the non-structural region is constructed. HCV 

replication analysis is performed. Work is going 

on for establishing infectious clone. 

[Hussein H Aly, Takanobu Kato, Takaji Wakita] 

 

(11) halopemide による感染性 HCV 産生抑制機構の解

析 

 化合物スクリーニングにより感染性 HCV 産生を低下

させるものとして得られた halopemide の抗 HCV 作用

メカニズムの解析をおこなった。halopemide の既存の

作用のうち dopamine 阻害、phospholipase D (PLD)

阻害のうちどちらが抗 HCV 作用に関連しているかを、

これらに対する別の阻害剤および siRNA によるノック

ダウン解析で検討したところ、PLD が感染性 HCV 産生

に重要であることを示唆する結果を得た。 

[内田奈々子, 渡士幸一, 脇田隆字] 

 

(12) cyclophilin 阻害剤のインターフェロン経路への

影響に関する解析 

 HCV 感染細胞において cyclophilin 阻害剤のインタ

ーフェロン(IFN)情報伝達経路への影響を調べた。HCV

感染細胞では IFN-alpha による IFN stimulated genes

のタンパク質発現誘導が非感染細胞よりも明らかに低

下していたが、cyclophilin 阻害剤によりそれが解除

されることが観察された。 

[大東卓史, 渡士幸一, Ann Sluder (SCYNEXIS), 

Katyna Borroto-Esoda (SCYNEXIS), 脇田隆字] 

 

(13) 感染性HCV粒子産生系を用いた天然化合物生理活

性の同定 

 真菌抽出物より単離された天然有機化合物の生理活

性を同定するために、感染性 HCV 粒子産生系を用いた。

天然有機化合物ライブラリーより感染性 HCV 粒子の産

生を低下させるものとして 19 化合物を得た。またこ

れらのうち 3 化合物は用量依存的な強い HCV 粒子産生

阻害効果を有していた。これらの構造をもつ化合物は

HCV 産生を低下させるものとしては報告がないもので

ある。 

[中嶋翔, 渡士幸一, 紙透伸治（東京理科大）, 菅原

二三男（東京理科大）, 脇田隆字] 

 

(14) HCV 潜在性肝炎の肝臓組織、細胞内小器官の形態

変化 

 HCV 潜在性肝炎とは、過去 HCV に感染したことがあ

り、治療あるいは自然治癒で血液中のウイルスは排除

されたが、肝障害が残る症例であり、原因としてウイ

ルスが肝臓内に潜んでいることも考えられる。そこで、

HCV 潜在性肝炎患者の肝臓生体検査サンプルを電子顕

微鏡で観察し、ウイルス様粒子やオルガネラの変化を

観察した。初めに、HCV 感染患者の肝臓生体検査サン

プルを電子顕微鏡で観察し、正常の肝臓と比較したと

ころ、Myelin figures(同心円層状封入体)が、HCV 感

染患者生体検査サンプルで主に見られ、脂肪滴が蓄積

した星細胞が多く観察された。 

[松田麻未, 市野瀬志津子（東京医科歯科大）, 和氣

健二郎（ミノファーゲン製薬）, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(15) HCV ライフサイクルにおける E2 糖鎖の役割 

 NQ 変異解析（Asn を Gln に置換）の結果、単一 NQ

変異で影響のない 4 ヶ所の N 型糖鎖修飾部位のうち 3

ヶ所については同時に置換してもウイルスの生活環に

影響のない組み合わせがあった。その変異型は

E2NQ159（1 番、5 番、9 番）と E2NQ569（5 番、6 番、

9 番）であり、これらの変異型ウイルスの性状につい

て解析を行った。CD81-LEL との結合性、感染中和抗体

との反応性を調べたとろ、どちらの変異型についても

野生型のウイルスと比較して反応性が上昇していた。

[渡邉則幸, 伊達朋子, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(16) E2 タンパク質を免疫することで誘導された中和

抗体の性状について 

S2 細胞または 293T 細胞を用いて HCV E2 タンパク質

（それぞれ S2-E2、293-E2）を作製した。これらをマ

ウスに免疫し誘導される E2 抗体の性状を解析した。

どちらの精製 E2 タンパク質についても E2 抗体を誘導

したが、感染中和効果について血清を用いて解析した
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ところ 293-E2 抗体で優位に HCV 感染に対する阻害効

果がみられた。また、血清から精製した IgG について

も同様の結果であった。2 種の E2 タンパク質は構造が

異なるようである。 

 [渡邉則幸, 伊達朋子,  Hussein Aly, 相崎英樹, 脇

田隆字] 

 

(17) E2 ペプチドを用いた E2 抗体の認識領域の探索 

 293-E2 抗体の感染中和に重要な領域を調べるため、

それぞれの E2 抗体の認識領域の探索を行った。E2 領

域のすべてをカバーする 20 アミノ酸のペプチド（36

種類）を用いてペプチドをコートしたプレートを作製

した。プレートと 2 種の E2 抗体を反応させて抗体の

認識する領域を検出した。それぞれの E2 抗体の認識

部位は一部では共通に反応したが、一方の E2 抗体し

か反応しない領域もあった。反応の異なる領域は構造

が異なるうえ感染中和に関与する領域であると予想で

きる。 

[渡邉則幸, 伊達朋子,  Hussein Aly, 相崎英樹, 脇

田隆字] 

 

(18) 昆虫細胞を用いた virus like particle (VLP)

の産生および精製 

 S2 細胞に JFH-1 株の構造領域（1-755）を発現させ

たところ、コア領域だけを発現させたものと同様に培

養上清中に放出された。ショ糖密度勾配法で分画し密

度を測定したところ 1.06 g/ml を示しており、コア領

域だけを発現させたものと同様に VLP として分泌され

ることが分かった。樹立した安定 VLP 産生 S2 細胞を

用いて大量発現を行い幾つかの精製方法を試みた。精

製法については検討中である。 

 [渡邉則幸, 伊達朋子, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(19) C 型肝炎ウイルスの一過性感染性粒子を用いた細

胞内侵入機構の解析 

 HCV の細胞侵入機構を１回感染性トランスパッケー

ジング型粒子(HCVtcp)を用いて解析した。HCVtcp は、

レセプターを介した pH 依存性エンドサイトーシスに

より Huh7 細胞と Huh7.5.1 細胞へ侵入し、Huh7 細胞へ

は、従来の報告通りクラスリン依存性エンドサイトー

シス経路を使って侵入していたが、Huh7.5.1 細胞を含

め、複数のヒト肝臓由来細胞において、クラスリン非

依存性経路による HCV の侵入が認められた。 

[松田麻未, 鈴木亮介, 相崎英樹, 鈴木哲朗（浜松医

大）, 脇田隆字] 

 

(20) HCVtcp 産生系の改良と中和抗体の評価 

 これまでに HCVtcp 産生系を確立したが、さらに HCV

レプリコンのレポーター遺伝子を改変し、検出感度を

約１００倍高める事に成功した。これまで感染価が認

められなかった株を用いた HCVtcp の作製が可能とな

り、遺伝子型 1a、1b、2a、3a 由来の７つの株の感染

性 HCVtcp が得られた。さらにエンベロープ蛋白質で

ある E1 および E2 に対する抗体あるいは抗血清の中和

活性評価を行い、遺伝子型の異なる HCVtcp に対して

中和活性を示すモノクローナル抗体を見いだした。 

[鈴木亮介, 松田麻未, 相崎英樹, 小原道法（医学総

合研）, 脇田隆字] 

 

(21) HCV-NS5A 蛋白に結合し HCV 産生に関与する宿主

因子の同定 

 NS5A 発現細胞から pull-down 法により NS5A に結合

する膜蛋白を精製し、プロテオーム解析、siRNA 

screening を行ったところ、翻訳、複製過程に関与す

るタンパクとして ELAVL1 を見出した。ELAVL1 は HCV 

RNA と結合して、ウイルスタンパク質翻訳を誘導し、

さらに、NS タンパク質と結合して、HCV RNA を複製複

合体へリクルートするものと考えられた。 

[後藤耕司（東大感染症内科, 山越智（生物活性物質

部）, 小池和彦（東大消化器内科）, 鈴木哲朗（浜松

医科大学）, 相崎英樹, 脇田隆字） 

 

(22) HCV 粒子形成に関与する脂肪滴周辺膜蛋白の同定

と機能解析 

 脂肪滴周辺膜のプロテオーム解析、siRNA によるス

クリーニングで, HCV 粒子形成に関与する生体膜蛋白
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として HSD11 を見出した。HSD は NS5A と結合し、脂肪

滴へ導くことが示された。さらに、HSD は脂肪滴の産

生にも影響を与えることが判明した。 

 [相崎英樹, 深澤征義（細胞化学部）, 花田賢太郎（細

胞化学部）, 本島清人（明治薬科大学）,鈴木哲朗（浜

松医科大学）, 脇田隆字] 

 

(23) HCV 感染細胞のメタボローム解析 

 HCV 感染に伴う細胞内代謝の変化を理解するため、

代謝物質の網羅的解析（メタボロミクス）を行った。

HCV 感染により、TCA 回路、プリン・ピリミジン合成

系 な ど 蛋 白 核 酸 合 成 等 は 低 下 し 、 ATP 、 GTP 、

phosphocreatine 等のエネルギー供与体は減少し、一

方解糖系は著名に亢進していた。糖代謝には構造タン

パクが、その他の代謝には非構造タンパクが影響を与

えている可能性が示唆された。 

[松田麻未, 相崎英樹, 鈴木哲朗（浜松医科大学）, 脇

田隆字] 

 

(24) HCV 感染が宿主細胞のリポ蛋白の代謝に与える影

響 

 HCV 感染による肝脂肪化の原因のひとつとして、超

低比重リポ蛋白(VLDL)分泌低下が報告されている。一

方、VLDL は HCV の感染性に必須と報告されており、こ

れらの矛盾点を解明するため生体での脂質輸送の中心

を担っているリポ蛋白を解析した。HCV 感染後、培養

上清中の VLDL が増加し、低比重リポ蛋白(LDL)が低下

することを見出し、その原因として HCV 感染細胞での

VLDL 分解酵素である Hepatic lipase(HL)の発現低下

を見出した。HCV の HL 代謝に与える影響について解析

している。 

[相崎英樹, 鈴木哲朗（浜松医科大学）, 脇田隆字] 

 

(25) Radial-flow bioreactor(RFB)を用いた, 3 次元

高密度培養法による HCV 感染機構の解析 

 RFB はヒト肝癌細胞株を 3 次元高密度培養できる装

置である. このシステムを用いてヒト肝癌由来細胞株

（FLC−4）に HCV−2a 株（JFH−１株）の感染実験を行っ

たところ、培養上清中の HCV-RNA 量は感染後 5 日目に

大１０６copies に達し，以後７週間以上にわたり持

続的に検出できた.平皿培養では感染が成立しなかっ

た事より,細胞を三次元培養する事で感染・増殖が成

立したと考えられた。HCV の生活環の場である生体膜

に注目し、三次元と二次元で比較プロテオーム解析を

行っている。 

 [松本喜弘（慈恵医大消化器内科）, 相崎英樹, 永森

収志（阪大医学部）, 松浦知和（慈恵医大中央検査）, 

脇田隆字] 

 

(26) グリチルリチンのC型肝炎ウイルスに対する抗ウ

イルス作用の解析 

 慢性 C 型肝炎患者に用いられているグリチルリチン

の抗 HCV 作用について検討した。その結果、HCV 生活

環のうち、特に感染性粒子形成おいて強い阻害効果を

示した。その阻害効果は PLA2 の抑制と autophagy 亢

進によるものの可能性が示唆された。 

[松本喜弘（慈恵医大消化器内科）, 青柳春代, 相崎

英樹, 松浦知和（慈恵医大病院中央検査部）, 和氣健

二郎（ミノファーゲン製薬）, 脇田隆字] 

 

(27) 肝繊維化における肝星細胞の役割の解析 

 肝星細胞の活性化が肝線維化と密接に関連している

ことから、HCV が肝星細胞で複製増殖するかを明らか

にすることは重要な課題である。HCV サブゲノム RNA

を不死化ヒト肝星細胞に導入し HCV ゲノムが恒常的に

複製する細胞株の樹立に成功し、ウイルス複製に伴う

細胞外マトリックス関連遺伝子の発現変化について解

析した。JFH-1 株はヒト肝星細胞株へのレセプター依

存的な感染は認められなかったが、細胞間伝搬様式で

肝癌細胞から星細胞へ移行する可能性が示されたので

その仕組みについて解析している。 

[渡邉則幸, 青柳春代, 相崎英樹, 鈴木哲朗（浜松医

科大学）, 脇田隆字] 

 

(28)霊長類モデルを用いた培養細胞由来 HCV 粒子ワク

チンの有効性の検討 
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 HCV ワクチンとしてのヒトにおける効果を類推する

上では，ヒトにより近い霊長類モデルを用いた検討が

重要である．そこで霊長類モデルとしてアカゲザルを

選択し，培養細胞由来 C 型肝炎ウイルス粒子（HCVcc）

の免疫原性及の解析を行った．不活化 J6/JFH-1 HCVcc

をアジュバントと共にアカゲザルに投与したところ，

Alum を用いて免疫したアカゲザル血清より精製した

抗体は，J6 だけでなく遺伝子型の異なる TH の E2 タン

パク質をも認識し，J6 HCVpp の感染を濃度依存的に阻

害する事を見出した．また，生化学的血液検査および

病理学的組織解析の結果，HCVcc ワクチンに起因する

異常は認められなかった． 

［横川寛，森山正樹（東レ医薬研），中村紀子（東レ医

薬研），東濃篤徳（京大霊長類研），明里宏文（京大霊

長類研），石井孝司，加藤孝宣，脇田隆字］ 

 

(29) ファージディスプレイ法により見出したヒト抗

E2 抗体の HCV に対する感染中和活性の検討 

 HCV 感染患者より得た脾細胞から total RNA を抽出

し，抗体遺伝子ライブラリーを作製してファージディ

スプレイ法にて HCV E2 エンベロープタンパク質に親

和性を示す抗体をスクリーニングした．スクリーニン

グにて見出した 3 種の IgG 抗体に関して，HCVpp に対

する感染中和活性を検討した．その結果，遺伝子型 1b

である TH HCVpp および遺伝子型 2a である J6 HCVpp

に対する感染中和活性が強い抗体であることを見出し

た．また，J6/JFH-1 HCVcc に対しても強い感染中和活

性を示し，内２つの抗体クローンでは細胞側受容体

CD81 に対する抗体よりも感染中和活性が強いという

結果となった． 

［横川寛，赤澤大輔（東レ医薬研），中村紀子（東レ医

薬研），篠原みどり（抗体研究所），石井孝司，加藤孝

宣，脇田隆字］ 

 

(30) 高純度 HCV 粒子精製方法の構築 

 近年,C 型肝炎ウイルスは感染性粒子の細胞培養系が

確立され,その不活化粒子は中和抗体を産生しうる抗

原としてワクチン開発への利用が期待されている.本

研究では,簡便にスケールアップが可能であるイオン

交換クロマトグラフィー法を用いた HCV 粒子の精製方

法を選択し,その精製効率を検討した.イオン交換精

製の検討の結果，核酸溶出ピークに HCV 粒子が共溶出

し，核酸が精製効率の低下を招いている可能性が示唆

されたため，Benzonase nuclease を用いて精製前サ

ンプルを処理した．その結果，Benzonase 処理により

HCV 粒子の回収量が増加し，精製効率が改善した． 

［横川寛，森山正樹（東レ医薬研），中村紀子（東レ医

薬研），石井孝司，加藤孝宣，脇田隆字］ 

 

(31) 患者血清中のminorな株の存在を解析 

昨年度までに血清中に存在するHCVゲノム配列を全

長にわたり決定する手法を開発した。これを用いてHCV

陽性患者の血清を経時的に解析し、それぞれ３種類の

独立したHCVゲノム配列を決定した。３種類以外の

minorな株の存在比を解析するために、３種類を識別可

能なcore〜E1領域の500bp程度の領域を増幅し、454 GS 

Jr.で解析した。３種類に含まれない株が経時的に存在

したがその割合は10%未満であり、主に存在する株の全

長配列を同定できていることが確認できた。 

[安東友美, 相崎英樹, *杉山真也, *溝上雅史, 脇田隆

字 (*国立国際医療センター) ] 

 

(32) HCVゲノム上に存在する薬剤感受性予測因子の血

清中での存在様式 

HCV陽性患者の血清を経時的に解析し、それぞれ３種

類の独立したウイルスゲノム配列を決定した。インタ

ーフェロンに対する治療感受性予測因子として報告さ

れているcore 70番のアミノ酸とNS5Aに存在するIRRDR

領域について、感受性予測因子が同一のゲノム上に共

存することを確認した。感受性予測因子保有株と非保

有株は独立して進化することが系統樹解析から示唆さ

れた。これまでcore 70番のアミノ酸の変化は変異に依

ると考えられてきたが、感受性予測因子保有株と非保

有株の存在比の変化である可能性が示された。 

[安東友美, 相崎英樹, 脇田隆字] 
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(33) 複数の検体を用いたHCV多種性の解析 

インターフェロンに対する治療感受性予測因子とし

て報告されているcore 70番のアミノ酸が、グルタミン

(Q:非感受性)とアルギニン(R:感受性)の混合となって

いる４検体について、core〜E1領域の500bp程度の領域

を増幅しクローニングを行ない、１２クローンずつシ

ークエンスを解析した。core 70番がQのクローンとRの

クローンとに分類したところ、各検体について２グル

ープ間の配列は明らかに異なり、非同義置換をも含ん

でいた。core 70番のアミノ酸が異なる複数の独立した

株が、患者血清中に共存することが示唆された。 

[安東友美, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(34) 複数の検体を用いたHCV多種性の解析２ 

インターフェロンに対する治療感受性予測因子とし

て報告されているcore 70番のアミノ酸が単一の４検体

について、core〜E1領域の500bp程度の領域を増幅しク

ローニングを行ない、１２クローンずつシークエンス

を解析した。各クローンのアミノ酸配列を基準に分類

したところ、明らかに配列の異なる複数のクローンが

存在した。core 70番のアミノ酸が単一であっても、患

者血清中に複数の独立した株が共存する場合があるこ

とが示唆された。 

[安東友美, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(35) JFH-1/Con1 キメラウイルス感染増殖系を用いた

NS5B ポリメラーゼ阻害剤の作用の検討 

 NS5A と NS5B の領域に適応変異を投入したゲノム複製

や 感 染 性 ウ イ ル ス 産 生 可 能 な 感 染 増 殖 系

JFH-1/Con1(2a/1b 型)キメラウイルスと JFH-1 株(2a

型), con1 株(1b 型)を利用して HCV ポリメラーゼ阻害

剤に対するの感受性について検討した。2’CMeA と

PSI-6130 を添加した細胞では同様な阻害効果が認めた。

非核酸系 NS5B ポリメラーゼ阻害剤 HCV796 の投与によ

り用量依存的に複製阻害が認めた。一方、JTK-109 を添

加した細胞では、遺伝子型 1b と 2a/1b では十分な阻害

効果がみられたが, 遺伝子型 2a では JTK-109 に対して

非感受性であった。 

[ススムエー, 伊達朋子, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(36) 複製効率の良い遺伝子型 2b の構築の検討 

 細胞培養で複製効率の良い遺伝子型 2b のウイルス

株は未だに存在しない。複製効率が上昇すると報告さ

れた適応変異 S2208I と A2217S を NS5A 領域にを投入

した。ネオマイシン耐性遺伝子を持つサブジェノミッ

クレプリコンでは複製は認められなっか。そこで、複

製効率を上昇すると知られた NS3,NS4A と NS5B の領域

に適応変異をに投入し、複製が出来るかを検討してる。 

[ススムエー, 伊達朋子, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(37) 全長の JFH-1/Con1 キメラウイルスの感染性粒子

産生能の解析 

全長の JFH-1 をバックボーンとして NS3 プロテアー

ゼ領域を Con1 に入れ替えたコンストラクトにサブジ

ェノミック・レプリコンから同定した適応変異を導入

した. 全長キメラウイルスの合成 RNA を Huh7.5.1 細

胞に導入し, 経時的に上清及び細胞を回収し, HCV

コア蛋白質量を測定した. その結果, 細胞内のコア

蛋白質は RNA 導入後, 72-96 時間で JFH-1 とほぼ同じ

レベルまで増加した. その一方, 上清中のコア蛋白

質は 96 時間後に少量検出されたが, JFH-1 と比べて

かなり低かった.  

[金ソルイ, 伊達朋子, 加賀美奈子, 相崎英樹, 脇

田隆字] 

 

(38) 全長 JFH-1/Con1 キメラウイルスの性質の解析 

上清中に分泌された HCV 蛋白質がウイルス粒子であ

るかを確かめるため, ショ糖密度勾配遠心で解析す

ると, キメラウイルスは JFH-1 より軽い密度までブ

ロードなピークを示した. また免疫染色で HCV コアと

脂肪滴の局在を観察すると, JFH-1 の場合, コア蛋

白質は脂肪滴周囲に局在したが, キメラウイルスは

脂肪滴周囲には局在せず, 脂肪滴のサイズも小さい

ことが観察された.  

[金ソルイ, 伊達朋子, 加賀美奈子, 相崎英樹, 脇

田隆字] 
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(39) 異なる遺伝子型由来のNS3プロテアーゼによる切

断効率変化の解析 

NS3 プロテアーゼの切断効率を確かめるため, NS3

プロテアーゼにより切断される IPS-1 の領域を含む

Huh7OK1/TG-Luc 細胞を用いてルシフェラーゼ活性で

その効率を測定した. その結果, キメラウイルスの

プロテアーゼ切断効率は JFH-1 に比較して 3 倍程度低

下していた. NS3 プロテアーゼは感染性ウイルス粒子

産生に重要なことが示されたが, プロテアーゼ活性

の低下がその原因である可能性を示唆した.  

[金ソルイ, 伊達朋子, 加賀美奈子, 相崎英樹, 脇

田隆字] 

 

(40) 全長 JFH-1/Con1 キメラウイルスを用いて NS3 プ

ロテアーゼ阻害剤の効果を解析 

JFH-1と JFH-1/Con1キメラウイルスそれぞれにNS3

プロテアーゼ（VX-950）を処理後, 細胞内の HCV コ

ア蛋白質量を測定した. その結果, 遺伝子型 2a の

JFH-1よりNS3プロテアーゼ領域を遺伝子型1bのCon1

に置き換えたキメラウイルスに対する阻害効果が大き

かった. このことから, 本研究で作製されたキメラ

ウイルスを用いた実験系は, 遺伝子型 1b 特異的な NS3

プロテアーゼ阻害剤の効果を検証可能であることが示

された.  

[金ソルイ, 伊達朋子, 加賀美奈子, 相崎英樹, 脇

田隆字] 

 

(41) HCV 遺伝子型 3a の培養細胞におけるウイルス感

染実験系の確立 

適応変異を導入した S310 株の全長 HCV RNA を合成

し, Huh7.5.1 細胞に導入して経代培養した. その結

果, 異なる適応変異を持つそれぞれのクローンが上

清中にウイルス蛋白質を分泌した. 分泌された S310

ウイルス粒子をショ糖密度勾配遠心と感染実験より解

析すると, 感染性の粒子が増殖可能なことが確認さ

れ, 更に S310 ウイルスの Huh7.5.1 細胞への感染が

CD81等の抗体により阻害されることが分かった. この

実験系は遺伝子型 3a の研究に役に立つと考えられる.  

[金ソルイ, 伊達朋子, 横川寛, 河野環, 相崎英

樹, 脇田隆字] 

 

(42) 肝炎検査陽性者の追跡システムの構築 

 肝炎検査陽性者の追跡システムの構築と治療勧奨が

必要であり、肝炎検査陽性者の予後向上は医療費抑制

に大きく貢献できるものと期待できる。自治体によっ

て肝炎検査陽性者リストの扱い方が大きく異なること

が判明したので、それぞれの自治体に適した肝炎検査

陽性者の追跡システムの構築を目指している。 

[相崎英樹, 脇田隆字]  

 

(43) 肝炎情報の収集とデータベース構築及び情報発

信 

 肝炎ウイルス感染の予防、肝炎ウイルスキャリア対

策、肝癌死亡の減少に貢献することを目的として、肝

炎ウイルス感染、病態等を含む国内外の情報等の収集

とデータベースの構築、および情報の提供を行って来

た。感染研ウイルス第二部のホームページから、一般

のヒト、家庭医、専門家向けに、それぞれ適切な内容

の情報を発信している。 

[相崎英樹, 田中純子（広島大）,脇田隆字]  

 

 

４．E 型肝炎ウイルス（HEV）に関する研究 

(1) HEV 感染感受性 PLC/PRF/5 サブクローン cDNA ラ

イブラリの構築 

HEV 感染に感受性・非感受性の PLC/PRF/5 サブクロ

ーン細胞群は, HEV細胞内複製の正常性,また非感受性

細胞における細胞表面の HEV 結合分子の存在相関によ

り、吸着・侵入過程の障害が示唆される. これら感染

性規定宿主因子を同定するため,感受性サブクローン

から抽出した mRNA より全体で 100 万個以上の cDNA を

含む独立コロニーが存在する cDNA ライブラリをレト

ロウイルスベクターベースで作製した。しかし、それ
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ぞれの独立コロニーに挿入された遺伝子サイズが小さ

い傾向があることから、来年度は目的の遺伝子の ORF

全体が含まれるような各挿入遺伝子サイズの大きい、

さらに品質の高いライブラリの構築を目指す。 

[塩田智之, 李 天成, 吉崎佐矢香, 西村順裕, 清水博

之,＊下島昌幸, ＊西條 政幸, 脇田隆字, 石井孝司

（＊ウイルス第一部）]  

 

(2) HEV 感染感受性 PLC/PRF/5 サブクローン cDNA ライ

ブラリのスクリーニング 

(1)で作製した cDNA ライブラリレトロウイルスベク

ターをパッケージング細胞に導入することで、パント

ロピックな宿主指向性を持ちライブラリを内包する単

回感染性レトロウイルスを作製し、非感受性の細胞に

導入する。続いて、HEV 感染細胞培養上清コーティン

グプレートに播種することで、当該上清中の成分に対

して相互作用を示すライブラリ発現細胞のみがコロニ

ーを形成する為、当該コロニーを増幅、ベクター特異

的プライマーで配列確認をした（Panning 法）。その中

で極めて興味深い感染性規定宿主因子を見いだした。 

既に実施した網羅的遺伝子発現比較解析との間に矛盾

が見いだされていないことから現在詳細な解析を進め

ている。 

[塩田智之, 李 天成, 吉崎佐矢香, 西村順裕, 清水博

之,＊下島昌幸, ＊西條 政幸, 脇田隆字, 石井孝司（＊

ウイルス第一部）] 

 

(3) E 型肝炎ウイルスレプリコンの構築 

感染性クローン 83-2 の構造蛋白である ORF2 領域をレ

ポーター遺伝子と置き換えることにより HEV レプリコ

ンを構築した。レポーターとしては Neomycin、GFP、

Luciferase を用いた。レポーター遺伝子の上流に HCV 

IRES を挿入した場合にレプリコンは機能することが

明らかとなったが、Luciferase をレポーターとして用

いた場合には HCV IRES を持つ場合にも機能しなかっ

た。一方、サイズが小さい SecNanoLuc（分泌型の

Luciferase）をレポーターとして導入した場合にはレ

プリコンは機能した。 

［石井孝司、吉崎佐矢香、李 天成、脇田隆字］ 

 

(4) HEV レプリコン包埋 VLP 作成の検討 

 構造蛋白（ORF2）を発現する細胞に、IRES-GFPNeo

を持つレプリコンを導入した細胞を作成したところ、

構造蛋白の分泌が良好なクローンがあった。これらの

クローンの培養上清を濃縮しショ糖遠心密度勾配で分

析したところ、構造蛋白は一定の密度に収束し、粒子

構造をとっている可能性が示唆された。上記のフラク

ションを RNase A 処理後に RNA を抽出し、構造、非構

造それぞれの領域の RT-PCR を行ったところ、本フラ

クションの RNA は RNase A 抵抗性であり、構造領域の

みが PCR で増幅されたことから、粒子中にレプリコン

が包埋された粒子である可能性が示唆された。 

［石井孝司、吉崎佐矢香、李 天成、脇田隆字］ 

 

(5) 不活化 E 型肝炎ワクチンの検討 

培養細胞で増殖した遺伝子型 G1、G3、G4 の HEV を 65℃、

10 分間熱処理した後、それぞれをウサギとラットに３

回ずつ大腿筋に接種した。接種後，経時的に採血して

ELISA 法で HEV に対する抗体を測定し、さらに免疫血

清の中和活性を測定した。熱処理によって不活化した

各遺伝子型の HEV をウサギ、ラットに接種すると血中

に抗 HEV IgG 抗体が誘導された。抗体価は 1:1,600〜

25,600 であり、遺伝子型間に抗体価の差が多少見られ

た。これらの抗体は HEV の PLC/PRF/5 細胞への感染を

阻止した。この結果は、不活化 HEV によって誘導され

た抗体が中和活性を持つことを示唆する。ウイルスを

含めている培養上清をカニクイザルに接種により中活

性を持つ抗体が誘導され、ウイルス感染性を阻止した。 

［李 天成、*網 康至、*須崎百合子、**武田直和、

脇田隆字 (*動物管理室、**大阪大学微生物病研究所、

日本・タイ感染症共同研究センター)］ 

 

(6) スペインからの E 型肝炎輸入感染症例の解析 

スペイン旅行から帰国してから急性肝炎を発症し

た患者血清から抗 HEV IgM、IgG 抗体、HEV RNA が

検出された。HEV の遺伝子型は３型であった。この

株の配列は日本固有の HEV 株配列と異なり、フラ

ンスとスペイン由来 HEV と類似していることが判

明し、本患者は旅行先のスペインで HEV に感染し
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たと推測された。組換えバキュロウイルス発現シ

ステムで作製したウイルス様粒子を用いた抗原性

を比較したところ、スペイン由来 HEV の抗原性は

他のヒト由来 HEV と極めて類似していることが明

らかになった。急性期血清を PLC/PRF/5 に接種す

ることにより HEV の分離に成功した。わが国にお

ける E 型肝炎の輸入感染は、途上国だけではなく

先進国からの可能性もあることが示唆された。 

［李 天成、Tingting Yang、*落合 香織、吉崎 佐

矢香、石井 孝司、脇田 隆字、（*東京北社会保険病

院）］ 

 

(7) Genotype 5 および 6 HEV 構造蛋白の発現および

抗原性の解析 

組換えバキュロウイルス発現システムを用いて

Genotype 5 (G5 HEV)および Genotype 6 HEV (G6 HEV)

の構造蛋白を発現し、ウイルス様粒子の形成およびそ

の抗原性の解析を試みた。G5 および G6 HEV ORF2 を

RT-PCR 法で増幅し、定法どおり作製した組換えバキュ

ロウイルスを用い Tn5 細胞で構造蛋白を発現させ、ウ

イルス様粒子（HEV-LPs）を作製した。HEV-LPs をウサ

ギとモルモットに免疫し、抗 HEV-VLPs 抗体を獲得し

た。HEV-LPs を用いて抗体検出 ELISA 法を樹立し、G5

および G6 HEV の抗原性を従前既知の G1, G3, G4 HEV

の抗原性と比較した。その結果は G5 と G6 HEV は抗 G1, 

G3, G4 HEV 抗体と反応し、抗 G5、G6 HEV 抗体は G3HEV

の培養細胞への感染を中和した。G5と G6 HEV は G1, G3, 

G4 HEV との抗原性が類似することが分かった。 

［李 天成、*高橋和明、**片岡紀代、吉崎佐矢香、

***網 康至、***須崎百合子、石井孝司、脇田隆字、

*三代俊治 (*東芝病院、**感染病理部、***動物管理

室)］ 

 

(8) ラット HEV 疫学調査 

日本およびベトナムの野生ラットから血清を採取し、

ELISA 法を用いて抗ラット HEV IgG および IgM を検査

した。さらに IgM 陽性の血清に対して RT-PCR 法によ

るラット HEV 遺伝子検査を実施した。その結果、ベト

ナム野生ラットの抗体保有率は２０％であり、HEV RNA

陽性例も存在していることが判明した。日本野生ラッ

トにおける抗体保有率は 16％であったが、Rat HEV 陽

性検体が見つからなかった。現在、日本における Rat 

HEV の遺伝子の調査を行っている。 

［李 天成、*安田俊平、*吉松組子、*有川二郎、脇

田隆字 (*北海道大学)］ 

 

(9) E 型肝炎ウイルスに対するラットの感受性 

ラット HEV は遺伝子構造上ではヒト HEV と類似するウ

イルスであり、その病原性やヒトへの感染性などの情

報が少なく、ヒト由来 HEV がラットに感染するかどう

かについてもいまだ明らかにされていない。本実験で

はヒト HEV、ラット HEV に対するラットの感受性を感

染実験で確認し、新しい動物モデルを見いだすことを

目的として、Genotype 1, 3, 4 HEV およびラット HEV

をラット尾静脈内から接種し、経時的に採血と採便を

行った。血液中のウイルス抗原、特異抗体、ウイルス

遺伝子、ALT/AST および、便中のウイルス抗原、抗体、

およびウイルス遺伝子を測定しウイルスの感染の有無

を評価した。その結果は Genotype 1, 3, 4 HEV はラ

ットに感染しないが、Rat HEV は実験用ラットへの感

染が成立した。さらに rat HEV が経口感染することを

明らかにした。 

［李 天成、*網 康至、*須崎百合子、脇田隆字 (*

動物管理室)］ 

 

(10) G3 HEV はヌードラットに感染しない 

ヌードラット(Long Evans rnu/rnu)を用いて、rat HEV

と G3 HEV に対する感受性を検討した。Rat HEV を接種

したことにより、ヌードラットの血中および便中から

持続的に Rat HEV RNA が検出された。また、ウイルス

は主に肝臓に検出されることにより、rat HEV は主に

肝臓で増殖することが明らかにした。これに対して、

ヌードラットに 5x10５-4x106 の G3 HEV を接種しても

ウイルスの増殖は見られなかった。免疫欠損したヌー

ドラットにウイルスを大量に接種してもウイルス増殖

しないことはラットが HEV に対する感受性を持たない
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ことが示唆された。 

［李 天成、*網 康至、*須崎百合子、脇田隆字 (*

動物管理室)］ 

 

(11) ラット HEV 粒子形成に必須な領域の同定 

ラット HEV ORF2 の N 末端から 100 アミノ酸を欠失さ

せた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 24nm と 35nm の二種類の中空粒子が産生される。

アミノ酸配列解析によって、この粒子蛋白は N 末端の

100 個のアミノ酸以外に C 末端から一部のアミノ酸が

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ていた。N 末端から 100

個のアミノ酸を欠失させた上に、C 末端から 593 番目

まで 52 個のアミノ酸を欠損させても粒子の形成には

影響を与えなかったが、これ以上欠失させると粒子は

形成されなくなった。したがって、粒子形成には C 末

端は 593 番目のアミノ酸までが必須であった。N 末端

は 123 番目まで必須である。 

［李 天成、片岡紀代 (感染病理部)、脇田隆字］ 

 

(12) 中国におけるラット疫学調査 

これまでに Rat HEV はドイツ、アメリカ、ベトナムか

ら分離された。rat HEV の感染は世界範囲に広がって

いる可能性がある。今回我々、中国広東省で野生ラッ

トの血清検体を採取し、ELISA法を用いて抗ラット HEV 

IgG および IgM を検査した。これまでに 713 血清検体

を検査した結果、166 検体は IgG 抗体陽性であり、抗

体保有率は 23.3%であった。IgM 抗体の陽性率は 8.3%

であった。さらに IgM 抗体陽性検体から rat HEV 遺伝

子が検出され、中国で流行している rat HEV 遺伝子型

はベトナム分離株に類似することが明らかになった。 

［李 天成、*黎薇、*管大偉、*柯昌文、**武田直和、

脇田隆字 (*中国広東CDC、**大阪大学微生物病研究所、

日本・タイ感染症共同研究センター)］ 

 

(13) スンクスは rat HEV の宿主である。 

Rat HEV はラット以外の動物に感染するかどうかまだ

分からない。今回我々、中国広東省で野生スンクスの

血清検体を採取し、ELISA 法を用いて抗ラット HEV IgG

および IgM 抗体、RT-PCR 法でウイルス遺伝子を検査し

た。260 スンクス血清検体を検査した結果、10.4% 

(27/260)検体は IgG 抗体陽性であり、IgM 抗体の陽性

率は 4.6% (12/260)であった。さらに IgM 抗体陽性検

体から rat HEV 遺伝子が検出され、塩基配列はこの地

域に棲息していたラットから検出した rat HEV と一致

している。この結果によりスンクスが rat HEV のもう

一つの宿主であることが明らかとなった。 

［李 天成、黎薇、*管大偉、*柯昌文、**武田直和、

脇田隆字 (*中国広東CDC、**大阪大学微生物病研究所、

日本・タイ感染症共同研究センター)］ 

 

(14) フェレットE型肝炎ウイルス様粒子の作製および

その応用 

フェレット E 型肝炎ウイルス（Ferret HEV）は 近オ

ランダのフェレットから検出された新型 HEV であり、

遺伝子配列以外、Ferret HEV に関する情報がほとんど

ない。本ウイルスの疫学調査、病原性と抗原性解析の

ため、本研究では Ferret HEV の構造蛋白を組換えバ

キュロウイルスで発現し、ウイルス様粒子の作成を試

みた。全長および N あるいは C 末端、さらに両端を欠

失した ferret HEV ORF2 を RT-PCR 法で増幅した。定

法どおり作製した組換えバキュロウイルスを昆虫細胞

Tn5 細胞に感染させ、構造蛋白を発現し、ウイルス様

粒子（ferret HEV-LPs）を作製した。ferret HEV-LPs

を用いて抗体検出 ELISA 法を樹立し、ferret HEV の抗

原性を従前既知の G1, G3, G4 および rat HEV の抗原

性と比較したうえ、ferret HEV に関する疫学調査を行

った。 

[李天成、楊ていてい、*片岡紀代、網康至、須崎百合

子、**岸田典子、**白倉 雅之、**今井正樹、**浅沼

秀樹、***武田直和、脇田隆字 （*感染病理部、**イ

ンフルエンザセンター、***大阪大学微生物病研究所、

日本・タイ感染症共同研究センター） 

 

(15) フェレットHEV全長ゲノムのクローニング及び配
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列の解析 

Ferret HEV RNA 陽性であるアメリカ輸入ラットの糞便

を出発材料として、ウイルス遺伝子を解析した。

Ferret HEV RNA 陽性便を 10%便乳剤に作成し、RNA を

抽出した。RT-PCR 方を用いて ferret HEV 全長配列の

増幅を試みた。現在一部領域の遺伝子の増幅に成功し

た。部分塩基及びアミノ酸の解析により、アメリカ輸

入フェレット由来の ferret HEV はこれまで報告され

たもののホモロジーは 81%にとどまり、ferret HEV 遺

伝子型の多様性が示唆された。 

［李 天成、*網 康至、*須崎百合子、**武田直和、

脇田隆字 (*動物管理室、**大阪大学微生物病研究所、

日本・タイ感染症共同研究センター)］ 

 

IＶ．その他のウイルスに関する研究 

 

 

(1) 日本脳炎ウイルスを用いたトランスパッケージン

グシステムの構築 

 抗原を効率良く大量に調製する方法として、日本脳

炎ウイルスレプリコンを用いたトランスパッケージン

グ型粒子の産生系を構築した。さらにこのウイルス粒

子上に、粒子形成や細胞外への分泌を阻害する事なく

外来遺伝子由来のペプチドを挿入可能な部位の探索を

行ったところ、ほとんどがタグ配列の挿入により E 抗

原の分泌が抑制されたものの、一部ではタグ配列の挿

入にも関わらず粒子の上清への分泌が認められた。 

[鈴木亮介、小西英二（阪大微研）、石川知弘（独協医

大）、松田麻未、高崎智彦（ウイルス第一部）、加藤孝

宣、脇田隆字] 

 

(2) HBoV のウイルス様粒子の作製 

ヒトボカウイルス(HBoV)は 2005 年、呼吸器疾患小児

患者から分離されたもので HBoV2,3,4.それぞれ下痢

などの患者糞便から分離された。いずれにして、ヒト

ボカウイルスは小児下気道感染症や腸管感染症などの

病気の発症とは関連すると考えられているが、これら

の疾患との明確的関連は未だ確認されていない。組換

えバキュロウイルス発現システムを用いて HBoV1-4 の

ウイルス様粒子（VLP）の作製をして、抗体検出法を

確立した。また、HBoV の VP1 と VP2 を共発現により

VP1 と VP2 二種類構造蛋白を含む粒子の作成に成功し

た。これはウイルス立体構造の研究に有用である。 

［李 天成、*片岡紀代 (感染病理部)、脇田隆字、**

鈴木哲朗 (*感染病理部、**浜松医大)］ 

 

 

＜別＞ 検査業務 

第１室：  

検定業務 

・  4 種混合ワクチンの力価試験（ラット免疫原性

試験）10 ロット 

・ 3 価混合不活化ポリオワクチン原液の不活化試験

3 ロット 

・ イモバックスポリオの力価試験（D 抗原量試験）

37 ロット 

・ ロタリックス検定 2件 

 

承認前検査 

 スクエアキッズ皮下注シリンジ（平成23年2月から継

続中） 

 ロタテック（平成22年4月から平成23年7月） 

 

行政検査 

第一室 

ノロウイルス・サポウイルス・ロタウイルス 

合計 13 件 

 

第２室：  

 平成 24 年度は 2 件の行政検査依頼があり、ウイル

ス分離同定、塩基配列解析等による型内株鑑別試験等

を実施した。型内鑑別あるいは塩基配列解析を行った

ポリオウイルスは、すべてワクチン株と同定された。 

 

第５室： 

検定業務 
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乾燥組織培養不活化 A 型肝炎ワクチン ４件 

組換沈降 B 型肝炎ワクチン（酵母由来） １５件 

 

行政検査 

A 型肝炎 11 件 

E 型肝炎 ５件 
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