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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）の出検は無く,全て沈降精製百日せ

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）のみ

が出検された。中間段階 5 件,小分け製品 14 件の検定

を行った.ロタウイルスワクチンについては GSK：ロタ

リックスが３件、MSD：ロタテックが 11 件出検され,

検定を行った.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

終了した．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,新規リアソータントが国内で主要流行株とな

っていることを見いだした. 

 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

ウイルスのリバースジェネティックスに関する研究進

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 との共催により実施した

第 23 回ポリオ実験室診断技術研修会(ポリオ及び麻疹

を含むワクチン予防可能疾患の世界的制御のための実

験室診断技術としては第 4 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、これまで研究班として行ってきた「肝

炎ウイルス検査陽性者追跡システムの構築」は厚労省

の「ウイルス性肝炎患者等の重症化予防事業」の中で

新たに事業化され、全国レベルでの展開を目指してい

る。最近、HIV 陽性同性愛者間で急性 C 型肝炎が急増

していることを見出し、自治体に対策を促し、沈静化

しつつある。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 4 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も進んでいる、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
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されている。  

 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. 本年度はＡ型肝炎ワクチン３件, 

Ｂ型肝炎ワクチン１４件の検定をおこなった.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４室 

Lingbao Kong（中国、江西省、江西農業大学）＜China 

Scholarship Council＞平成 25 年 8 月 24 日～平成 26

年 8 月 24 日, C 型肝炎分子生物学に関する研究. 

第５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 25 年 4 月に第２室に中村朋史任

期付研究員が、第３室に杉山隆一任期付研究員が、第

４室に藤本陽任期付研究員がそれぞれ採用された。ま

た、平成 25 年 10 月に第一室に芳賀慧任期付研究員が

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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＜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）14 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

5 ロット 

・ イモバックスポリオの力価試験（D 抗原量試験）    

0 ロット 

・ ロタリックス検定 3件 

・ ロタリックス検定 11件 

 

承認前検査 

 スクエアキッズ皮下注シリンジ（終了） 

  

 

行政検査 

第１室 

ノロウイルス・サポウイルス・ロタウイルス 

合計７件 

 

第２室：  

 平成 25 年度は 1 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

ポリオウイルスはワクチン株と同定された。 

 

第５室： 

検定業務 

乾燥組織培養不活化 A 型肝炎ワクチン ３件 

組換沈降 B 型肝炎ワクチン（酵母由来） １４件 

 

行政検査 

A 型肝炎 ２件 

E 型肝炎 ２件 
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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)ヒトノロウイルスリバースジェネティックスシステ

ム構築に関する研究 

 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は、ノロウイルスのゲノム RNA の

5’末端に 107 塩基の付加配列が結合した capped RNA を

合成する.この RNA から ORF1 タンパク質が非常に効率よ

く転写され、その後、RNA の複製行程が稼働する。107

塩基の付加配列を切り離し、ノロウイルスゲノム RNA が

付加配列無く転写されるように調製した pKS-U201-53R

では、ORF1の転写が正常に起きるが、感染性粒子を放出

しないことが明らかになった。現在、107 塩基の付加配

列がどのような機能を有するのかを調べている. 

[戸高玲子,村上耕介, 朴英斌、中西章(国立長寿医療研究

センター)片山和彦] 

 

(2)リバースジェネティクスシステムを用いたヒトノ

ロウイルスの複製機構の解析 

 ヒトノロウイルスの複製機構を明らかにするため, 

U201 株 HuNoV 発現プラスミドを導入した HEK293FT 細

胞を透過型電子顕微鏡により解析した. その結果, 直

径 150〜500 nm の小胞が細胞内に観察され, それらの

小胞の周囲には約 20 nm の粒子が存在することを明ら

かにした. また小胞を形成している最中と考えられる

膜構造物も観察された. 現在は, これらの膜構造物の

詳細を明らかにするため, 免疫電子顕微鏡による解析

を進めている. 

[村上耕介, James Broughman, Mary Estes (米国ベイ

ラー医科大学), 片山和彦] 

 

(3)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試みた。ヒ

トノロウイルスのリバースジェネティックスシステムを

ベースに構築した pKS-MNV-S7プラスミドは、HEK293T細

胞にトランフェクションすると感染性新生 MNV-S7 ウイ

ルスを産生する。このプラスミドクローンの MNV-ORF1に

コードされる N-terminal protein と NTPase の間に GFP

を挿入したコンストラクトは、GFP 遺伝子が挿入された

ゲノムを持つ感染性粒子を産生することが明らかになっ

た。また、テトラシステインタグを VP2 に挿入したコン

ストラクトも感染性粒子を産生した。産生した新生ウイ

ルス粒子は、RAW 細胞に感染し自己増殖する事に加え、

増殖中の細胞を蛍光ラベルできることが明らかになった。 

[中西章(国立長寿医療研究センター)、戸高玲子、村上耕

介、三木元博（デンカ生研）、脇田隆字、片山和彦] 

 

(4)ヒトノロウイルスのゲノム解析 

 2011年 4月～2012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９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。ゲノム解析に次世代シー

ケンスシステム（NGS;イルミナ社 MiSeq）を導入するこ

とに成功した。便中のノロウイルスゲノム RNA量が 10^6

コピー以上存在する場合、PCR エンリッチメントを行う

こと無く全ゲノム塩基配列を解析可能であった。今後の

網羅的ヒトノロウイルスゲノム解析において有用な解析

手法となることが期待される。 

[芳賀慧、片山和彦, 戸高玲子、横山 勝, 佐藤裕徳（病

原体ゲノム解析研究センター）、黒田誠] 

 

(5)ノロウイルス網羅的全ゲノム塩基配列解析と

GatVirusWeb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 の存在が示唆されている .これら全ての

genotype の全長塩基配列解析を目的とし,新規に 2 種類



ウイルス第二部 

の genotypeの全塩基配列を決定した.さらに, CaliciWeb

をアップグレードした下痢症ウイルス全般を含むウイル

スデータベース,情報共有サイトの GatVirusWeb を立ち

上げ,国内外への塩基配列データ共有化を進めた. 

[三瀬敬治（札幌医大）, 三木元博（デンカ生研）,戸高

玲子,村上耕介, ,脇田隆字,片山和彦] 

 

(6)ヒトノロウイルスの遺伝子型分別方法の国際統一に

かかる研究 

 ヒトノロウイルスの遺伝子型分類は、従来より構造タ

ンパク質領域の配列に基づいて行われてきた。本方法は、

2004 年に、我々によって定義された方法である。近年、

ノロウイルスは ORF1 と ORF2 のジャンクション領域に存

在するホットスポットでの遺伝子組換え頻度が当初の予

測に比し非常に高頻度である事が明らかにされ、遺伝子

組換えを考慮に入れた新規遺伝子型分別方の確立が求め

られていた。本年度、我々は、ノロウイルスサイエンテ

ィフィックコミッティー（国際的に合意の得られた遺伝

子型別を決定する組織）の一員として、この要望に答え

る ORF1 の RdRpコード領域と ORF2の capsidコード領域

を用いた遺伝子型分類法を確立した。 

[片山和彦, 戸高玲子,村上耕介] 

 

(7)ノロウイルス非構造タンパク質の機能解析 

 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.この現象はプラスミドベ

ースのリバースジェネティックスシステムでも、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, Susana Guix（BCM）, 

片山和彦, Mary K. Estes（BCM）] 

 

(8)ノロウイルスの網羅的 VLPおよび抗体の作製 

 ヒトノロウイルスは,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ず研究の進行が遅れている.

ノロウイルスの研究,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 6 種類の新たなヒトノロウイルス VLP,抗血

清を作製した. 

[三木元博（デンカ生研）, 朴英斌,戸高玲子,村上耕介,

脇田隆字,片山和彦] 

 

(9)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

で見いだされた GII.4 は、オーストラリアのシドニーで

検出された株と同一クラスターを形成し世界的大流行を

起こした株である事が明らかになった。GII.4 2012変異

株と呼称されることとなったこれらの株に関する時系列

塩基配列データを集積し、ゲノム上に生じた配列変異に

関する研究を進める予定である。 

[片山和彦,村上耕介,朴英斌,山下和予(感染症情報セン

ター), 横山 勝, 佐藤裕徳（病原体ゲノム解析研究セン

ター）、ノロウイルスリサーチグループジャパン（地方衛

生研究所有志）] 

 

(10)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）, 朴英斌, 村

上耕介, 脇田隆字, 片山和彦] 

 

(11)ヒトノロウイルスの感染に関与する真のレセプ

ターの探索法の検討 
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 我々は, 組織血液型抗原（HBGA）はヒトノロウイル

ス（HUNoV）の腸管粘膜層への接着には関与するが、

細胞への結合には別の分子が関与していることを明ら

かにした。本年度は、候補分子を腸管上皮細胞のプロ

テオミクス解析により取得した. この候補分子の

HuNoV の細胞感染への関与を解析するため, リバース

ジェネティクスシステムにより作出された, 遺伝子改

変ヒトノロウイルス U201 株 HuNoV を用いることとし

た. しかし, 遺伝子改変 HuNoV を HEK293T の上清より

回収する際、上清中に残存するトランスフェクション

-プラスミド DNA 複合体の混入が問題となったことか

ら, その除去法の検討を行った. その結果, DNAase

処理だけでなく遠心分離法も効果的であることを明ら

かにした.   

[村上耕介, Mary Estes (米国ベイラー医科大学), 片

山和彦] 

 

(12)ノロウイルス中和抗体認識部位の同定 

 ヒトノロウイルスは、株化された感受性細胞が無いた

め、試験管内で増殖させることができない、そのため抗

体の中和効果を検出することができず、VLP で誘導した

抗体を用いた研究成果により、感染防御に関わる抗体を

予測している。一方、マウスノロウイルスは、感受性細

胞 RAW での試験管内増殖は可能だが、VLP を安定して作

成することができない。我々は、マウスノロウイルス VLP

の安定した作成に成功した。この MNV-VLP をマウス、ウ

サギ、モルモットに免役し、中和活性のある抗血清を誘

導することに成功した。今後、MNV-VLP 免疫マウスから

モノクローナル抗体を作製を予定している。中和活性の

あるモノクローナル抗体の作出に成功すれば、その抗体

と VLP の結合様式を結晶構造解析で調べることにより、

ノロウイルスの中和機構を明らかにできる可能性がある。

[戸高玲子,三木元博（デンカ生研）、村上耕介,朴英斌 ,

片山和彦] 

 

(13)ヒトノロウイルス感受性細胞樹立の試み 

 ヒトノロウイルス感受性細胞をスクリーニングするた

め、リバースジェネティックスシステムにより、GFP 遺

伝子を内包した感染性ヒトノロウイルス粒子を作製した。

この感染性ウイルスは、ウイルスプロテアーゼの活性を

ノックアウトしてあるため、感染細胞はウイルス感染後

もダメージを受けず、生存を続けることができる。さら

に、本ウイルスの感染により、細胞内に GFP が発現する

ため、感受性細胞を GFP の傾向の有無により分別可能で

ある。現在、細胞にダメージをほとんど与えず、密閉さ

れたカセットないでのセルソーティングが可能な On 

Chip Bio社のセルソーターを用いて、感受性細胞のスク

リーニングを行っている。[戸高玲子,三木元博（デンカ

生研）、村上耕介,朴英斌 ,片山和彦] 

 

(14)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

べる. 

[染谷雄一,守口匡子（藤田保健衛生大学医学部）] 

 

(15)NoV と血液型抗原との結合：結晶構造を基にしたキ

ャプシドタンパク質とルイス抗原との結合エネルギー解

析 

 NoV の糖鎖認識の多様性を理解するため, ルイス抗原

に対して親和性を示す GI/2 遺伝子型株（Funabashi 258

株）を用い, 結晶学的な解析を進めている。これまでに, 

キャプシドタンパク質上によく保存された１つの

Gal(NAc)結合部位と, 3 つの Fuc 結合部位が存在し, 各

糖鎖とキャプシドタンパク質との相互作用の強弱は, 水

素結合による相互作用の数で大凡は説明出来ることを明

らかにしてきた. 今年度は, 糖鎖認識特異性の素因を解
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明するため, QM/MM 法および分子動力学計算による解析

を試みた. 1アミノ酸変異を想定し, Funabashi 258株の

野生型（Q389）と変異型(Q389N)における Leb抗原への親

和性の違いを解析の対象とした. 野生型では Leb 抗原へ

の親和性が低く, 変異型では親和性が高い. まずそれぞ

れの型の糖鎖複合体結晶構造から溶媒和の影響を考慮し

た水素原子を含む水和モデルを計算機上で構築し, 続い

て QM/MM 計算で最適化構造を得た. さらに糖鎖認識に関

与する水素結合パラメーターを抽出し, 相互作用エネル

ギーの見積もりを行った. また平行して, 分子動力学的

解析を実行し, 糖鎖複合体中での糖鎖の構造分布を解析

することで, 柔軟多様な糖鎖を集団構造として比較した. 

解析の結果, 糖鎖の構造や糖鎖とタンパク質との相互作

用エネルギーには大きな差は見いだせず, Leb 抗原に対

する野生型と変異型の親和性の違いは, 変異による糖鎖

結合ポケットの構造変化に誘発された水和構造の変化に

由来することが示唆された. 

 [白土東子, 石田豊和（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, 石井孝

司, 脇田隆字, 成松 久（産総研）, 久保田智巳（産総

研）] 

 

(16)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.昨年度までに, 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）による血液型抗原（HBGA）への VLP 吸着に対す

る阻害活性を検討してきた. 今年度は、別人 2 名の末梢

血を用いて作製された抗体ライブラリーから Narita 104

株を抗原に用いてそれぞれ単離された 1A9 と 5A8につい

て,  HBGAへの VLP吸着阻害活性を検討した. その結果, 

両者ともに, 12A2, 12B10同様, H, A, B, Leb抗原全てへ

の r104の吸着を阻害した. これらの抗体は, 中和抗体で

ある可能性, ドミナントな中和エピトープをとらえてい

る可能性が示唆される. これら抗体が認識する, ウイル

スタンパク質上の抗原エピトープを解析・同定すること

は, ワクチン開発という観点からも意義深いと思われ

る. 

[白土東子, 守口匡子（藤田保健衛生大学）, 染谷雄一,

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）] 

 

(17)マウスノロウイルス（MuNoV）感染細胞内のウイルス

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

本鎖ウイルス RNA), nsRNA (新規合成されたウイルス

RNA) 間の細胞内相互作用を免疫沈降法を用いて調べた. 

ウイルス粒子主構成成分 VP1 は VP2, VPg, nsRNA と、複

製に必須のポリメラーゼは N-terminal protein，NTPase, 

VPg，dsRNAに加え、構造蛋白質 VP2も相互作用すること

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]  

 

(18)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]  

 

(19)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
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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

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,MNV-VLP の安定産生と精

製に成功し、感染性 MNV とともにクライオ電子顕微鏡鏡

像の取得に成功した.ノロウイルスにおける初めての感

染性粒子と VLPの比較検討が開始された。 

[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] 

 

(20)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 と構造タンパク質

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 の二つの分子に加え、本年度は、これらの分

子とコンプレックスを形成して活性を発揮することが予

測されている RNA dependent RNA polymerase (RdRp)の構

造解析を開始した。HuNOV, MNV RdRpの結晶化に成功し、

X 線によるリフレクションパターンの取得に成功した。

現在、立体構造を構築し、解析を進めている. 

[朴英斌,朴三用（横浜市立大学）,戸高玲子,脇田隆字,

片山和彦] 

 

2．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 

 昨年度,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.本年度は FCV のリバースジェネティクス

系をプロテアーゼ阻害剤のスクリーニングに利用し、化

合物ライブラリーを用いたスクリーニングを開始した。 

[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）] 

 

3．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,芳賀慧、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。 

[藤井克樹、芳賀慧、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 
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 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、芳賀慧、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、芳賀慧、

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] 

（2）血液製剤の Cohn エタノール法による各画分への

HCV 混入様式の解明 

 血漿分画製剤は献血血を Cohn エタノール法により

分画して製造される。HCVに汚染された第 IX因子製剤、

フィブリノゲン製剤の投与による感染事例が報告され

て来たが、グロブリン、アルブミン製剤におる感染事

故はほとんどない。この理由を解明するために実験室

レベルの Cohn エタノール法を確立し、血漿に HCV を

加え、この系を用いてクリオ/脱クリオ分画（C/dC）、

更にフィブリノゲン沈殿画分 F とそれ以外の上清 S と

に分画した。殆どの HCV は C/dC では dC 画分に、F/S

では S 画分に分画されることが明らかとなった。 

[下池貴志, 野島清子*, 脇田隆字, 岡田義昭** *：血液•

安全性研究部, **: 埼玉医科大学] 

 

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

究所等に配付した. 2013 年度は, エンテロウイルス単

味抗血清 117 本, 細胞等 21 件、ウイルス株 6 種類を

配布した.  

[吉田 弘, 有田峰太郎, 片岡周子, 中村朋史、 清水

博之] 

イ) エンテロウイルス検査実施体制に関する全国アン

ケート調査 

 エンテロウイルスレファレンスセンター(全国 6 ブ

ロック)との協力のもと地方衛生研究所で実施してい

る検査の現状把握を行った。その結果、①エンテロウ

イルス検査に関する基盤的技術研修コースの企画、関

連するマニュアル整備、次いで、②遺伝子解析法支援

のためのデータ整備につき、次年度実施可能性につい
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て検討してゆくこととした。 

［エンテロウイルスレファレンスセンター 

福島県衛研 (北海道・東北・新潟)  

神奈川県衛研 (関東・甲信・静)  

愛知県衛研 (東海・北陸)  

神戸市環保研 (近畿)  

愛媛県衛環研（中国・四国)  

福岡県保環研 (九州) 

ウイルス第二部］ 

[吉田弘、有田峰太郎、片岡周子、中村朋史、清水博

之] 

 

ウ) 2013 年 10 月 17 日に実施された平成 25 年度感染

症危機管理研修会において、「ポリオの現状と不活化ポ

リオワクチン導入後の課題」についての講義を行った。 

[清水博之] 

 

エ) 2014年 2月 20 日に実施された平成 25年度希少感

染症診断技術研修において、「手足口病の大規模流行と

原因ウイルス」についての講義を行った。 

[清水博之] 

 

(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 

 わが国で 2012 年 9 月より IPV 導入に伴い、環境水

調査によるポリオウイルスサーベイランスを全国 13

か所にて 2013 年春より順次開始した。2013 年度は感

染症流行予測調査事業(感染源調査)として 8 か所、調

査研究として 5 か所の協力を得て下水利用総人口約

450 万人を対象とした調査を行った。2014 年 3 月末日

現在、ポリオウイルスは環境水より検出されていない。

他方、エンテロウイルス、アデノウイルスは多種類検

出されており、①異なる数か所で検出されたもの、②

長期間同一地域で検出されたものがあり、広域伝播、

或いは地域内伝播の可能性を示唆した。環境水調査で

検出されたウイルスの中には感染症発生動向調査では

報告されていないウイルス種もみられ、不顕性感染に

より伝播していることを示唆した。このように環境水

調査は高感度にヒト集団のポリオを含む腸管系ウイル

スを検出可能であると考えられる。 

［滝澤剛則（富山県衛生研究所）、濱﨑光宏（福岡県保

健環研）、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） 、堀田千恵美(千葉県衛

研) 、山下育孝 （愛媛県衛環研） 、筒井理華（青

森県環保セ）、内野清子（堺市衛研）、小澤広規（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）、伊藤

雅（愛知県衛研）、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 23 回ポリオ実験室診断技術研修会 (ポリオ及び

麻疹を含むワクチン予防可能疾患の世界的制御のため

の実験室診断技術としては第 4 回目) を実施した。 研

修期間は 2014年 1月 27日〜2月 21日, 研修参加者は, 

パプアニューギニア、アフガニスタン、リビア、中華

人民共和国から各 1 名, パキスタン、ベトナム、ガー

ナ、モザンビーク、ナイジェリア,コンゴ民主共和国

から各 2 名の計 16 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, 中村朋

史、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 135 検体お

よびラオス 84 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, 中村朋史、和田純

子、清水博之] 
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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。野生株ポリオウイルスおよ

び VDPV は検出されなかった。 

[吉田 弘, 有田峰太郎, 片岡周子, 中村朋史、 和田

純子、清水博之] 

 

ウ) 2013 年 6 月 25 日－6 月 27 日に WHO 本部(ジュネ

ーブ、スイス)で開催された Meeting of the Ad Hoc 

Small Working Group on improving Polio Laboratory 

diagnostics (6/25, 2014)および The 20th Informal 

Consultation of the Global Polio Laboratory 

Network (6/26-27)に WHO 短期専門家として参加し、

ポリオウイルス新規検出法について発表し、実験室診

断の技術的課題に関する討議を行った。 

[清水博之] 

 

エ) 2013 年 10 月 7 日－10 月 9 日に行われた WHO ポリ

オ実験室査察(WHO accreditation review )に対応し、

WHO/HQ および WPRO からの担当者による査察および打

合せを実施した。 

[清水博之、吉田弘、有田峰太郎、片岡周子、中村朋

史、和田純子] 

 

オ) 2014年 2月 25日－2月 27日に RIVM (Bilthoven、

オランダ) において開催された WHO Meeting of the Ad 

Hoc Small Working Group discussion on improving 

Polio Laboratory diagnostics 会議に参加し、ポリ

オウイルス実験室ネットワークの技術的課題について

の検討を行った。 

[清水博之] 

 

カ) WHO/WPRO の依頼により、以前、韓国 CDC から型内

鑑別試験のため送られ、感染研で保管されていたポリ

オウイルス分離株 30 株について、realtime PCR (ITD 

および VDPV)を実施し WPRO に報告した。試験結果は韓

国 CDC ポリオラボにおける realtime PCR 導入のため

の精度管理試験に用いられる。 

[中村朋史、片岡周子、清水博之] 

 

キ ) 日本ポリオ根絶会議構成員として、 Country 

Progress Report on Maintaining Polio-free Status 

in Japan for the 19th Regional Commission for the 

Certification of Poliomyelitis Eradication in the 

Western Pacific ドラフト作成と会議資料作成を担当

した。 

[清水博之] 

 

(5) 国際協力活動 

ア) 2013 年 9 月 5 日－9 月 7 日、National Institute 

of Hygiene and Epidemiology[NIHE](ハノイ、ベト

ナム)において、手足口病実験室診断およびエンテロ

ウイルス 71(EV71)分離株の遺伝子解析に関する研究

打合せを実施した。 

 

イ) 2013 年 10 月 28 日－10 月 29 日、National 

Institute of Hygiene and Epidemiology[NIHE](ハ

ノイ、ベトナム)で開催された NIID-NIHE 共同研究成

果報告会において共同研究の研究成果のサマリーを報

告した。 

[清水博之] 

 

ウ) 2013年11月24日－11月25日に中国北京で開催され

た、第7回日中韓感染症予防シンポジウム(11/25)およ

びNIID-CCDC共同研究会議(11/26)に参加し、手足口病

およびEV71感染症流行の現状とEV71感染症に関わるウ

イルス学的研究成果について研究発表を行うとともに、

共同研究の進捗状況および今後の研究計画について討

議した。 

 [清水博之] 

 

2. WHO 西太平洋地域の 2013 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 219 検体について、ウイルス
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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、中村朋

史、和田純子、脇田隆字] 

 

(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。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、片岡周子、中村朋史、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) 便抽出液検体からのポリオウイルス抽出法の開発 

 培養細胞を用いないウイルス検出系の開発を目的と

して、便抽出液中のポリオウイルスを抽出する新規法

を開発した。ポリオウイルスレセプター分子を高密度

で結合させたナノ磁性ビーズを用いて、便抽出液のよ

うな夾雑物を含む臨床検体からでも効率よくポリオウ

イルスが抽出できることが示された。本方法は、便検

体もしくは環境水からポリオウイルスを直接検出する

ために有用であると考えられる。 

[有田峰太郎] 

 

(2) ウイルス受容体特異性を応用した環境水からのポ

リオウイルス直接検出法の開発 

 細胞培養を経ず直接かつ高感度に環境中のポリオウ

イルス（PV）を検出・同定する手法（直接検出法）の

検討を行った．陰電荷膜（NCF）によるウイルス濃縮

に PV レセプター結合型磁気ビーズ（PVR-MB）を組み

合わせた新規 PV 濃縮法によって PV を濃縮した．抽出

し た RNA を 用 い て Poliovirus intratypic 

differentiation Real-time RT-PCR（ rRT-PCR ITD

法）による PV 直接検出が可能か検討を行った．力価

既知の PV を溶液に外部添加したモデル実験において

は，NCF と PVR-MB を併用することにより添加ウイルス

を約 3,500-5,500 倍に濃縮できること，一定の力価を

有する PV の直接検出が可能であることが明らかとな

った．しかしながら，段階希釈した PV を用いて行っ

た検出限界の比較では，NCF によって濃縮した PV を細

胞接種した系（従来法）が直接検出法よりも優位な場

合もあった．新規濃縮法は溶液中の PV を感染性を維

持したまま高効率に濃縮できることから，下水流入水

や河川水といった環境検体等への応用が期待される結

果となったが，rRT-PCR ITD 法を用いた PV 遺伝子の直

接検出はさらなる改良が求められる． 

[中村朋史, 有田峰太郎, 清水博之] 

 

(3)中国山東省にて環境水サーベイランスにて検出さ

れた 2 型 VDPV 

 2008 年以来、中国山東省 CDC と、環境サーベイラン

ス共同研究を行っている。 2012 年 12 月に本法により

2 型 VDPV（VP1 で 7 塩基置換）が検出された。VDPV 検

出前後、環境水から分離された 2 型ワクチン株とは塩

基配列上の類似性は認められず、また AFP サーベイラ

ンスより患者からは VDPV が分離されていない。山東

省の OPV 接種率は 90％を超えているが、環境サーベイ

ランスは高感度にポリオウイルスを追跡する方法とし

て有用である。 

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

吉田弘] 

 

(4)ポリオウイルス環境サーベイランスのためのリア

ルタイム PCR の開発 

 ポリオ根絶計画では将来的に生ワクチン自身の停止

も念頭に入れており、ワクチン株の消失の証明を高感

度に行う必要がある。今般、環境水濃縮液より直接、
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ポリオワクチン株ウイルスゲノムを検出するためのリ

アルタイム PCR 法の開発を行った。細胞培養によるウ

イルス分離法と比較すると 83.3％の一致度であった。

。分離法は時間を要するため、ワクチン株の簡易スク

リーニング法としては利用可能であると考えられる。 

[板持雅恵、滝澤剛則（富山県衛研）、吉田弘] 

 

(5) 宿主因子 PI4KB および OSBP family I のポリオウ

イルス複製における役割の解析 

 これまでの解析により、ポリオウイルスの複製に必

要な宿主細胞内経路としてホスファチジルイノシトー

ル 4-キナーゼ（PI4KB）/オキシステロール結合タンパ

ク（OSBP）経路が同定されたが、PI4KB/OSBP 経路がど

のようにウイルスの複製を支えているかは謎であった。

今回、この経路に関与するウイルスタンパク質を同定

し、PI4KB/OSBP 経路のウイルス複製における役割を解

析した。その結果、ウイルスタンパク質 2BC/3A/3AB

が PI4KB活性を調整してホスファチジルイノシトール

4-リン酸（PI4P）産生を促進し、産生された PI4P に

OSBP が結合しウイルス感染で誘導された膜上にコレ

ステロールを蓄積することにより、ウイルス複製の場

の形成を促進することが示唆された。 

 [有田峰太郎] 

 

(6) 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。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)。 

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

Rifqiyah Nur Umami、西村順裕、清水博之] 

(7) 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 歳児を無作為抽出し、市区

町村における予防接種担当者へ、OPV，IPV，DPT-IPV

接種月齢の調査を依頼し、調査票を基に累積接種率を

算定した。OPV 累積接種率算定時には，OPV 接種済み

で接種日が明らかな標本と未接種標本のみとし，IPV

累積接種率算定時には，IPV 接種済みで接種日が明ら

かな標本と未接種標本のみとし、接種日不明の標本を

除外した。2013 年に調査対象となった２歳児における

OPV 累積接種率は，１回目は生後 9 ヵ月以降上昇が止

まり，生後 24 ヵ月で約 43％，２回目は生後 12 ヵ月以
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降上昇が止まり，生後 24 ヵ月で約 10％であった。2012

年 9 月 1 日から開始された IPV の２回目，３回目累積

接種率は生後 24 ヵ月で 78％以上に達していた。 

。[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 

 cIPV接種臨床研究は、倫理委員会の承認を得たうえ

で、cIPV製剤を健常成人に2回接種し、血中中和抗体

価の推移と接種後の有害事象を観察した。1, 2, 3型

ポリオウイルス(OPV株、野生株、VDPV株、計10株)に

対する血清中和抗体価を測定した。健康成人50名を登

録し、49名に対してIPVを2回接種するプロトコールを

終了し、42名の血清中和抗体価を測定した。cIPV接種

臨床研究の結果、42名の中和抗体価測定が完了し、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。同一血清中の

中和抗体価は、Sabin株と野生型標準株で大きな違い

は認められなかった。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。 

 [福島慎二(東京医大)、中野貴司(川崎医大)、片岡周

子、中村朋史、清水博之] 

 

(3) 不活化ワクチン導入前後のポリオの予防接種状況

および抗体保有状況 

  2012年 9月 1日に単独の不活化ポリオワクチン（cIPV）

が定期接種に導入され、同年 11 月 1 日には 4 種混合

ワクチンが導入された。定期接種に用いるワクチンな

らびに接種スケジュールが変更され、cIPV あるいは

DPT-sIPV（IPV 含有ワクチン）の接種回数は、1）OPV

未接種者は初回 3 回、追加 1 回（合計 4 回）、2）OPV1

回接種者は 3 回（合計 4 回）、3）OPV2 回接種者は必要

なしとされた。IPV 含有ワクチン導入前後のポリオの

予防接種状況および抗体保有状況について調査した。

IPV 含有ワクチンが定期接種に導入されたことにより、

接種したワクチンの割合は年齢によって異なるが、い

ずれかのポリオワクチンについて 1 回以上の接種歴が

あった者の割合（接種歴不明者を除いた割合）は 97

～100%と高く、年齢による差はほとんどみられなかっ

た。中和抗体価 1:4 以上の抗体保有状況についてみる

と、1～4 歳では 1 型（95～98%）や 2 型（94～98%）と

比較して 3 型（70～86%）に対する抗体保有率が低か

ったが、0 歳では 1 型（98%）、2 型（98%）、3 型（94%）

とも高い抗体保有率であり、血清型による差は小さか

った。 

[佐藤 弘，多屋馨子，大石和徳（感染症疫学センター）、

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

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) 蛍光蛋白質を発現する EV71 の作製 

 EV71 の感染性を簡易に検出するため、蛍光蛋白質

EGFP を発現する EV71-1095 株の作製を試みた。EV71

ゲノムの VP4 領域の末端に、EGFP 遺伝子と 2A プロテ

アーゼ認識配列を挿入した。ウイルスゲノム RNA を in 

vitro で合成し、RD 細胞にトランスフェクションした

ところ、培養上清中に RD 細胞、Jurkat 細胞への感染

性をもつウイルスが産生された。 

[西村順裕、清水博之、Jeffrey M. Bergelson（フィ
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ラデルフィア小児病院）] 

 

(3)  NF449 阻害回避変異を導入した EV71-1095 株の

作製 

 低分子化合物 NF449 は、EV71 の RD 細胞への感染を

阻害し、その阻害回避 EV71 はキャプシド蛋白質 VP1

の 98 番目と 244 番目のアミノ酸に変異をもつことが

報告されている。NF449 と EV71 の結合様式を詳細に解

析するため、これら二つのアミノ酸のいずれかまたは

両方に変異をもつ EV71-1095 株変異体を作製した。こ

れら EV71-1095変異体の RD細胞への感染においては、

NF449 阻害作用が低下していることを確認した。 

[西村順裕、清水博之、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）] 

 

(4)  NF449 による EV71 の RD 細胞結合阻害 

S-35 でラベルした EV71-1095 株（EV71-S35）を作製

した。EV71-S35 は RD 細胞表面に結合することを確認

した。 EV71-S35 を NF449 で前処理したところ、

EV71-S35 の細胞表面への結合が濃度依存的に阻害さ

れた。したがって、NF449 は EV71 と RD 細胞表面受容

体との結合を阻害することが推測された。 

[西村順裕、清水博之、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）] 

 

(5)  NF449 による EV71 の RD 細胞感染阻害 

 EGFP を発現する EV71-1095 株(EV71-EGFP)と RD 細

胞を用いた。EV71-EGFP と NF449 を１時間反応させ、

RD 細胞に感染させた。感染１６時間後の EGFP の発現

は NF449 の濃度に依存して阻害された。したがって、

NF449 は EV71 の RD 細胞表面受容体への結合のみなら

ず、感染も阻害することが推測された。 

[西村順裕、清水博之、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）] 

 

(6)  単量体の可溶性 PSGL-1-Fc キメラ蛋白質の作製 

 EV71と PSGL-1との結合様式を詳細に解析するため、

単量体の可溶性 PSGL-1-Fcキメラ蛋白質の作製を試み

た。マウス IgG2a Fc 領域をコードする cDNA をテンプ

レートとして、アミノ酸変異を７カ所に導入し、二量

体化を阻害した。さらに、PSGL-1 の細胞外領域とのキ

メラとして、可溶性 PSGL-1-Fc モノマー蛋白質を 293T

細胞で作製した。精製蛋白質は二量体のおよそ半分の

分子サイズであり、単量体と予想された。 

[西村順裕、清水博之、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）] 

 

(7) PSGL-1 結合性 EV71 と非結合性 EV71 のウイルス

学的解析 

 感染性クローンに由来する PSGL-1 結合（PB 型）株

と PSGL-1 非結合（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 EV71 の感染・病

原性発現機構について比較解析した。PB 型または

non-PB 型 EV71 を感染させたカニクイザルの臨床検体

（直腸拭い液や咽頭拭い液、血清、PBMC）及び剖検採

材を用いて CODEHOP-PCR にてウイルスの検出を行い、

陽性サンプルでは VP1全領域のシークエンスを行なっ

た。Non-PB を接種したサルの臨床検体からは感染早期

にウイルスが高頻度に検出されたが、PB を接種したサ

ルの臨床検体からは感染後期に検出された。また剖検

採材からのウイルス検出では non-PB 接種群のリンパ

節から高頻度にウイルスが検出され、PB 接種群からは

中枢神経組織において高頻度にウイルスが検出された。

ほぼ全てのサンプルにおいて non-PB 接種群から検出

されたウイルスは VP1 の 98 番目のアミノ酸がリジン

（K）からグルタミン酸（E）に変異していたが表現型

は non-PB のままであり、PB 接種群では VP1 の 145 番

目のアミノ酸がグリシン（G）からグルタミン酸（E）

に変異し表現型が non-PB に変化していることが分か

った。しかし PB を接種したサルから分離した PBMC に

おいては変異していない PB が検出された。 

[片岡周子、清水博之、西村順裕、網康至(動物管理室)、

鈴木忠樹、小谷治、岩田奈織子、永田典代(感染病理

部)] 

  

(8) EV71 感染カニクイザルの免疫学的解析 
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 EV71 感染カニクイザルの血清中における 28 種類の

サイトカイン量を測定した。IL-1b は PB 接種群及び

non-PB接種群どちらのサルにおいても感染 3日目から

上昇していた。その他のサイトカインは non-PB 接種

群において優位に上昇していたが、PB 接種群はほとん

ど上昇や減少などの変化はみられなかった。 

[片岡周子、清水博之、西村順裕、網康至(動物管理室)、

鈴木忠樹、小谷治、岩田奈織子、永田典代(感染病理

部)] 

 

(9) 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 

 2011-2012 年に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。そこで 2011 年 と 2012 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。2011 と 2012 年エンテロウイルス陽性検体の

うち約半数の検体でエンテロウイルス 71(EV71) が検

出され、次いでコクサッキーA6 型（CA6）が約 25%、

A16(CA16)が 15%でその他のエンテロウイルスが約 10%

であった。2012 年では EV71 の検出頻度が 2011 年に比

べて増加し（2011 年：約 50%、2012 年：約 62%）、CA6

は減少した（2011 年：約 30%、2012 年：約 22%）。ま

た EV71 の分離株の分子疫学的解析を VP1 領域の配列

で行ったところ、どちらの年においても遺伝子型 C4 が

高頻度に検出され、次いで B5 、C5 の頻度で検出され

た。 

[片岡周子、中村朋史、清水博之、Nguyen Thi Hien Thanh 

(NIHE)、] 

 

(10) 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。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] 

 

(11)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最大規模の手

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最近の 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] 

 

(12) RD-A 細胞を用いた Human enterovirus A の分

離  

 手足口病、ヘルパンギーナの原因ウイルスである

HEV-A に分類されるウイルスの多くは培養細胞での分

離が困難であり、従来、主に乳のみマウス(SM)を用い

た分離が行われていた。また、近年は PCR 法等の遺伝
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子検査による検出が広く行われているが、塩基配列の

決定等コストがかかる上、流行株の抗原性等の情報が

得 ら れ な い 。 2011 年 に 発 生 し た Coxsackie 

virusuA6(CVA6)による HFMD の大流行に際し、RD-A 細

胞を用いて CVA6 を分離同定した。HEV-A サーベイラン

スへの RD-A 細胞の有効性を検討することを目的に、

RD-A 細胞の HEV-A 分離効率を検討した。臨床検体から

の分離は CVA2～5、8、10 では SM とほぼ同等、CVA6、

12、16、EV71 は分離可能であるが、分離率は従来法の

1/4～1/2 であった。CVA14 は分離できなかった。RD-A

細胞は SM に比較すると検出感度はやや劣るものの、

CVA14 を除く国内でヘルパンギーナ、手足口病の原因

ウイルスとなっている HEV-A の分離が可能であり、病

原体サーベイランスに有効であると考えられた。  

[飯塚節子（島根県保健環境科学研究所）、清水博之] 

  

(13)中国広東省広州市におけるエンテロウイルスの

環境サーベイランス研究 

 広州市下水処理場を定点として,2008 年よりポリオ/

エンテロウイルスを対象とした環境サーベイランスの

共同研究を行っている。今般、2009-2012 年の調査結果

を集計したところ、HEV-B 群に属する 17 血清型が検出

され、E11,E6,E7,E12,CB5,CB3 の検出頻度が高いこと

を示した。CB5 は 09‐10 年、CB3 は 11-12 年のみ検出

されたが、E11,E6,E7,E12 は 09-12 年の 4 年間に各々

異なる周期で検出されている。定点サーベイランスシ

ステムを有さない地域において環境サーベイランスは

エンテロウイルスの疫学を理解するのに有効と考えら

れる。 

 [Zheng Huanyinｇ（広東省 CDC）、ZhangYong（中

国 CDC）、吉田弘] 

 

 (14) 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] 

 

(15) 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] 

 

(16) 日本の小児急性胃腸炎患者から検出されたヒト

コサウイルスの解析 

 ヒトコサウイルス(HCoV)はピコルナウイルス科に属

し、急性胃腸炎の小児から検出されているが、他のウ

イルスとの重感染が多い。今回、日本の小児科外来を

受診した急性胃腸炎の小児から HCoV の検出を行った。
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1 例（10928 株）が HCoV 陽性であった。この検体では

上記の他の 12 種類のウイルスは検出されなかった。

この患児は月齢 6 ヵ月で、その下痢症状は重症であっ

たが、発熱、嘔吐、上気道炎症状はなかった。この株

について全塩基配列の解析を行った。その結果この株

は HCoV A 種に属し、組み換え体であることがわかっ

た。 

[沖津祥子、牛島廣治 (日本大学医学部)、清水博之] 

 

 (17) 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] 

 

(18) 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] 

 

(19) コクサッキーウイルス B2 型垂直感染による新生

児重症感染例 

 コクサッキーウイルス B (CVB)は主に夏季に流行し、

感冒様症状のほか、心筋炎や無菌性髄膜炎を合併する

ことがあり、新生児には重篤な全身感染病態を起こす

こともある。CVB2 周産期垂直感染が疑われた症例 1 で

はすべての検体から同一塩基配列を有する CVB2 遺伝

子が検出された。心筋、髄液等から遺伝子検索結果と

同じ CVB2 が分離された。特に、心筋組織から大量の

CVB2 が回収され、免疫染色でも確認ことから CVB2 に

よる心筋炎が直接の死因であると思われた。症例 2 に

おいても母児全ての検体から同一塩基配列を有する

CVB2 が検出されたことから、本症例も CVB2 の垂直感

染であることが強く示唆された。以上のことから、周

産期の CVB2 感染は新生児に重篤な感染をもたらす可

能性があり、注意を要するものと思われる。 

[吾郷 昌信 (長崎県環境保健研究センター)、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
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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

込め第一段階最終評価報告書を 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。 

[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。地方衛生研究所スタッフを対象とした

国内研修、および、外国人研修生を対象としたJICA集

団研修において、WHOバイオセーフティ教育訓練用DVD

を用いたバイオセーフティ教育訓練を実施した。WHOバ

イオセーフティ教育訓練用DVDは、バイオセーフティを

中心とした実験室安全管理、実験室のアレンジメント、

等多様な事例が具体的に取り上げられており、地方衛

生研究所スタッフを対象としたアンケートでも、有用

な教材であるとの意見が多かった。WHOポリオ実験室教

育訓練DVDは、国際的に標準化されたバイオセーフティ

教育訓練資料のひとつとして、ポリオ実験室のみなら

ず、臨床検体や病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。 

 [伊木繁雄(バイオセーフティ管理室)、清水博之] 

 

7. その他 

 平成 25 年度は 1 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) 2012 年の A 型肝炎流行の疫学的解析 

2012 年は現在までに 28 株の解析を行った。 IA が 21

株、IB が 2 株、IIIA が 4 株、IIIB が 1 株であった。野

田市で発生した家族内感染では６人が発症しているが、

日本に常在する IA 株（IA-1）によると考えられる。2010

年に multi-location outbreak の主な原因となった東

南アジア由来と考えられる株(IA-2)は、2011 年には静

岡県で１例報告されたのみ（他に類似配列が佐賀県で 2

例報告されている）で、2012 年には見つかっていない

ことから、日本に定着せずにほぼ消失したものと考え

られる。 

［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) フィリピン河川水からの HAV の検出 

 日本において 2010 年に発生した流行の主要な原因

は genotype IA であったが、系統樹解析の結果から、

従来から日本に常在する株のクラスターとは異なり、

フィリピンなど東南アジア由来の株との関連が示唆さ

れていた。フィリピンの熱帯医学研究所、東北大学と

共同でフィリピンのマニラ市内の河川６ヶ所から水を

採取して濃縮し、HAV 遺伝子の増幅を行ったところ、

６ヶ所すべてから HAV 遺伝子が検出され、市内にウイ

ルスが常在していることが明らかとなった。検出され

た HAV 株はすべて genotype IA であり、系統樹解析の

結果さらに３つのサブクラスター（S1〜S3）に分類さ

れると考えられる。そのうちの１つは日本で 2010 年

に流行した株のクラスターと一致すると考えられた。 

［石井孝司、清原知子、吉崎佐矢香、佐藤知子、齋藤

麻理子*、押谷 仁*、**Socorro P. Lupisan、脇田隆

字 (*東北大学、**フィリピン RITM) ］ 
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(3) Ａ型肝炎ウイルス(HAV)増殖における宿主細胞タ

ンパク La の影響について。 

 Ａ型肝炎治療薬開発の一環として、HAV 増殖におけ

る La の作用機序を調べるため La 発現阻害作用を持つ

化合物 SD-1029と AG490存在下の HAV増殖を検討した。

HAV 増殖は AG490 存在下でやや阻害されるものの、化

合物非存在下と有意差は認められなかった。少なくと

も HAV-Genotype IIIB-strainによる GL37細胞内での

HAV抗原産生に対する Laの影響は抗原 ELISAでは検出

されなかった。 

[清原知子、神田達郎（千葉大学）、石井孝司、脇田隆

字] 

 

(4) 参照Ａ型肝炎ワクチンの更新 

 参照Ａ型肝炎ワクチン Lot. P1 の在庫が少なくなっ

たので次期参照ワクチン候補品（乾燥組織培養不活化

Ａ型肝炎ワクチン「エイムゲン(化血研)」HA30）の値

付けを実施した。当室、化血研で力価試験（in vivo, 

in vitro）をそれぞれ 3 回繰り返し、6 回分のデータ

を加重平均して値を決めた。次期参照ワクチン候補品

の現行参照ワクチン Lot. P1 に対する in vivo、in 

vitro 相対力価はそれぞれ 1.6 参照単位/vial、0.999

参照単位/vial であった。どちらも使用に充分な濃度

で有り、この次期参照ワクチン候補品を次期参照Ａ型

肝炎ワクチン Lot. P2 として業務委員会、検定協議会

に報告、承認された（平成 25 年 12 月 5 日）。 

［清原知子、佐藤知子、李天成、塩田智之、吉崎佐矢

香、石井孝司、落合雅樹（品質保証・管理室）、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 1.4 倍長ゲノムを持つ発現プラスミドを構築

し，培養細胞に一過性導入を行うことで HBV の複製を

評価する系を構築した．HBV core particle に内包さ

れる HBV ゲノムを抽出し，real-time PCR 法にて HBV 

DNA 量を評価する事によりサザンブロット法と相関す

る結果が得られた．このシステムにより HBV の増殖や

薬剤感受性等を簡便に評価することが出来ると考えら

れた． 

[山田典栄，杉山隆一，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝

宣] 

 

(2) B 型慢性肝炎に対する核酸アナログ感受性の評価 

 HBV1.4 倍長の HBV コンストラクトを用い，培養細胞

に導入後核酸アナログを投与し，その感受性の評価を

行った．培養細胞内の core 粒子に含まれる HBV DNA

を抽出し real-time PCR法により HBV DNAを測定した．

その結果，容量依存的な複製の阻害が観察され，その

結果はサザンブロット法により評価した結果と同様

であった．を  

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏 (東京大学), 脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(3) B 型慢性肝炎におけるエンテカビル耐性症例の検

討 

 エンテカビル投与中に HBV DNA が再上昇した症例の

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，ラミブジン耐性として知られる rtV173L，rtL180M，

rtM204V の変異を認めた．これらの変異を有する株と

変異を持たないコンセンサス株をもとに 1.4 倍長の

HBV コンストラクトを構築し培養細胞に導入し

real-time PCR 法およびサザンブロット法にてエンテ

カビル感受性の評価を行った．これらの変異を有する

株はコンセンサス株と比較し，エンテカビル感受性が

不良でありこれらの変異はラミブジンのみならずエン

テカビルにも耐性であることが明らかとなった． 

[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 型慢性肝炎におけるエンテカビル反応不良症例

の検討 

 エンテカビル投与中も HBV DNA が陰性化しない反応

不良症例の患者血清より HBV株を分離し塩基配列を確
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認した．得られた HBV 株には既報の核酸アナログ耐性

変異は認めず，rtI122L，rtN123H の変異を認めた．こ

れらの変異を有する株と変異を持たないコンセンサス

株をもとに 1.4 倍長の HBV コンストラクトを構築し，

培養細胞に導入し real-time PCR 法とサザンブロット

法にてエンテカビル感受性の評価を行った．rtI122L，

rtN123H の変異を有する株は変異を持たない株より複

製効率が高く，この複製効率の差がエンテカビル反応

性に関与している可能性が示唆された． 

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏 (東京大学)，脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(5) B 型慢性肝炎におけるエンテカビル治療中一過性

HBV DNA 上昇症例の検討 

 エンテカビル投与中に HBV DNA が一度陰性化したが

一過性に上昇しその後自然の経過で陰性化した症例の

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 株には既報の核酸アナログ耐性変異は認め

ず，rtV191I の変異を認めた．これらの変異を有する

株と変異を持たないコンセンサス株をもとに 1.4 倍長

の HBV コンストラクトを構築し，培養細胞に導入し

RTD-PCR およびサザンブロット法にてエンテカビル感

受性の評価を行った．rtV191I の変異を有するウイル

スは変異を持たないウイルスより複製効率が高く，こ

の差がエンテカビル投与中の HBV DNA 一過性上昇に関

与している可能性が示唆された． 

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏 (東京大学)，脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(6) HBV genotype H による B 型急性肝炎症例の解析 

 B 型肝炎では成人での急性肝炎症例でも慢性化する

症例が 10-20％程度認められる．そこで，B 型急性肝

炎後に 18 か月以上 HBV DNA が陰性化しない慢性化症

例から HBV DNA を抽出し，その塩基配列について検討

を行った．その患者から得られた HBV 株は報告例が極

めて少ない genotype H であった．この患者から得ら

れた配列を元に genotype H 株の 1.4 倍長 HBV ゲノム

を持つコンストラクトを構築した．このコンストラク

トを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，この株を用いて B 型急性肝炎の慢性化

機序等の病態解析が可能であると考えられた． 

[山田典栄，杉山隆一，奥瀬千晃 (聖マリアンナ医大),

四柳宏 (東京大学)，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(7) 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．得られ

た変異を持つ HBs 抗原発現コンストラクトを作製し，

これらの変異が HBs 抗原測定系に与える影響を検討し

ている． 

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏 (東京大学)，脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(8) 首都圏における B 型急性肝炎の疫学調査 

 B 型急性肝炎は若年者を中心に性行為感染症として

問題となっており， 2006 年以降，欧米型である

genotype A が増加し約 70％となった．2010 年以降の

genotype の分布を調査したところ genotype A が約

45%に減少し，減少傾向であった genotype C が約 35%

に上昇した．2010年に genotype E，2012年に genotype 

Hという本邦ではまれである genotypeによる B型急性

肝炎を 1 例ずつ認めた． 

[山田典栄，鈴木通博 (聖マリアンナ医大)，四柳宏 (東

京大学)，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(9) 人工ヌクレアーゼ TALEN による HBV 複製抑制効果

の検討 

 ゲノム改変ツールとして開発された人工ヌクレアー

ゼである TALEN を用い，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
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及び real-time PCR 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] 

 

(10) HBV遺伝子型が宿主細胞のアポトーシスに与える

影響の解析 

 HBV 各種 genotyope の株の全長を発現する 1.4 倍長

の HBV コンストラクトを HepG2 細胞に導入し，

TNF-alfa 刺激によるアポトーシス誘導に与える影響

を解析した．その結果，genotype B 株の導入によりも

っとも強くアポトーシスが誘導され，この株の感染は

宿主細胞に pro-apoptoticな作用を及ぼしていると考

えられた．この genotype B 株に precore stop を導入

し，HBe 抗原が生成されないコンストラクトの導入で

は，アポトーシスが誘導能は減弱しており，HBe 抗原

がこの genotype B 株のアポトーシス誘導に関与して

いると考えられた． 

[杉山奈央，山田典栄，杉山隆一，脇田隆字，加藤孝

宣] 

 

(11) Interferon independent suppression of HBV 

life cycle by TSSK2 Kinase. 

 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. One of the 

identified hits is TSSK2 protein Kinase. We found 

that TSSK2 is expressed in many hepatocyte cell 

lines and primary liver cells. TSSK2 kinase 

suppress HBV replication in many hepatocyte cell 

lines, including cells that lack the expression 

of interferon receptors, suggesting the 

suppression is independent of interferon function. 

Further analysis is now undergoing to discover the 

detailed mechanism of this phenomenon. 

[Hussein H Aly, Kazuaki Chayama (Hiroshima Univ.), 

Takanobu Kato, Takaji Wakita] 

 

(12) 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. We identified several 

helicases required for HBV-cccDNA formation. One 

of these helicases is RecqL helicase. RecqL 

helicase is a member of the RecQ DNA helicase 

family. DNA helicases are enzymes involved in 

various types of DNA repair, including mismatch 

repair, nucleotide excision repair and direct 

repair. Using CHIP assay, we found the direct 

interaction between RecqL helicase and HBV-cccDNA. 

Further mechanistic analysis is proceeding to be 

able to finally develop efficient anti-HBV 

therapy. 

[Hussein H Aly, Takanobu Kato, Takaji Wakita] 

 

(13) Screening of G coupled receptors that affect 

HBV life replication. 

 The G coupled protein receptors constitute a 

large protein family of receptors that sense 

molecules outside the cell and activate inside 

signal transduction pathways and, ultimately, 

cellular responses. G protein-coupled receptors 

are involved in many diseases, and are also the 

target of approximately 40% of all modern 

medicinal drugs. In a trial to find possible 

therapeutic targets for HBV replicaUsing siRNA 

library targeting human G receptors, we screened 
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for those affecting HBV replication in 38.7 cells. 

Targets were identified, and further analysis is 

undergoing.  

[Hossam Geweid, Hussein Hassan Aly, Takanobu Kato, 

Takaji Wakita] 

 

(14) IL-1beta, TNF-alpha による宿主内 HBV 自然免疫

活性化機序の解析 

 HepaRG 細胞を用いた HBV 感染評価系を用いることに

より、IL-1beta, TNF-alpha の前処理によって宿主細

胞の HBV 感染感受性が低下することが判明した。これ

は宿主デアミナーゼである AID の発現上昇、AID によ

る HBV 排除効果を介していることが示唆された。 

[渡士幸一, 脇田隆字] 

 

(15) HBV 侵入を阻害するシクロスポリンの抗 HBV 作用

機序の解析 

 HepaRG 細胞での HBV 感染評価系を用いた化合物スク

リーニングにより、シクロスポリンが HBV 感染を阻害

することが明らかとなった。またこれは感染受容体で

ある NTCP とエンベロープである LHBs の結合を阻害す

ることによると示唆された。 

[渡士幸一, 松永智子（横浜市立大）, 梁明秀（横浜

市立大）, 岩本将士, 九十田千子, 脇田隆字] 

 

(16) 高効率 HBV複製細胞系を用いた抗 HBV化合物の解

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 HepG2.2.15.7 細胞を、また tet-off 細

胞株 Hep38.7-Tet 細胞を樹立した。HepG2.2.15.7 細

胞および Hep38.7-Tet細胞は親株に比較して核酸アナ

ログに高感受性であることが明らかとなった。

Hep38.7-Tet 細胞を用いた化合物スクリーニングによ

り HBV 複製を阻害する核酸アナログ以外の化合物を同

定した。 

[渡士幸一, 岩本将士, 脇田隆字] 

 

(17) 新規 HBV 感染許容性細胞の樹立 

 HepG2 細胞に HBV 感染受容体である NTCP を過剰発現

する細胞株をクローン化することにより、HBV 高感受

性の細胞株を樹立した。この細胞の約 20%の細胞は HBV

感染陽性となったが、感染前に 3% DMSO で前処理した

細胞においては感染率が約 50%程度にまで増加した。 

[岩本将士, 渡士幸一, 脇田隆字] 

 

(18) HBV 感染感受性を低下させる Ro41-5253 の作用機

序の解析 

 Ro41-5253 の前処理により細胞の HBV 感染感受性が

低下することを見出した。この作用機序を解析したと

ころ、Ro41-5253 は NTCP タンパク質および mRNA 発現

を低下させることが明らかとなった。 

[九十田千子, 渡士幸一, 岩本将士, 脇田隆字] 

 

(19) 遺伝子組換え酵母由来 B 型肝炎ウイルス様粒子

の細胞表面への結合に関与する宿主因子の解析 

 HBV の Large S タンパク質で構成される遺伝子組換

え酵母由来 HBV 様粒子（BNC）が結合する細胞と結合

しない細胞を用い、発現量の異なる表面タンパク質を

SILAC 法で同定した。同定されたタンパク質に対する

siRNA を BNC が結合する細胞に導入し、ノックダウン

により結合能が低下する遺伝子の探索を行った。その

結果、HBV の肝細胞表面への結合に関与する新規候補

因子を同定した。 

[松田麻未, 鈴木亮介, 嵯峨涼平, 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] 

 

(20) NCTP 以外の entry に関与する宿主因子の同定 

 最近、HBV の entry に関与する因子として HBV preS1

と結合する NTCP が発見された。一方、HBV S 領域を標

的とする酵母で作製した B 型肝炎ウイルスワクチンは

抗体獲得率９５%（４０歳）で、HBV 感染防御効果も大

変高いことが知られている。また、preS1 領域が欠損

した HBV の存在が多く報告されており、このようなウ

イルス感染者からも肝癌発症が報告されている。実際、

NTCP 発現 HepG2 細胞を樹立し、HBV を感染させたとこ
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ろ、感染効率は約 50%で、感染しない細胞群が存在し

た。そこで、我々は NCTP 以外の entry 因子を同定す

るため、HBV mRNA を標的とする蛍光プローベを細胞に

導入することで、生きたまま HBV 感染 HepG2-NTCP 細

胞と非感染細胞の分別を行った。現在、２種類の細胞

の HBV 感受性の比較を行っている。 

[藤本陽, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(21) Ｂ型肝炎の既往歴調査 

Ｂ型肝炎の疫学調査の一環として、10 代、20 代、30

代のＢ型肝炎既往歴の調査を行った。所内血清銀行の

保存検体を対象とし、既往歴のマーカーである HBc 抗

体の検査はエンザイグノスト Anti-HBc monoclonal

（シーメンスヘルスケア・ダイアグノスティクス株式

会社）を使用した。検体の年齢分布は 10 代、20 代、

30 代各 200 検体合計 600 検体、男女比は 260：340、

検体採取時期は 2010 年と 2011 年、地域分布は 12 県

であった。HBc 抗体陽性は 15 検体（2.5％）で日本赤

十字社献血者の HBc 抗体陽性率 0.5％より高い結果と

なった。年齢別に見ると 10 代 4 人、20 代 1 人、30 代

10 人であった。また、陽性 15 検体中 9 検体が九州地

方に偏っていた。これまで考えられていたよりもＢ型

肝炎の流行には地域差があり、10 代でも感染歴がある

ことが明らかとなった。今後のＢ型肝炎対策として、

地域差、小児期の水平感染を考慮する必要がある。 

[清原知子、石井孝司、脇田隆字] 

 

(22)Ｂ型肝炎ワクチン「ビームゲン（化血研）」の販

売名変更に伴う検定業務の取扱いについて 

化学及血清療法研究所は医療事故防止目的のため、こ

れまで同一製剤（ビームゲン）の分注区分の位置づけ

であった成人用と小児用の製品を、異なる容量規格の

製剤「ビームゲン注0.25ml」、「ビームゲン注0.5ml」と

して販売名変更代替新規申請し承認される運びとなっ

た。原則として、自家試験、SLP作製、国家検定は承認

書別各製剤について実施されるが、今回承認される2製

剤は分注日、容量以外は同一製剤として製造されるた

め、検定の効率化、動物愛護を鑑み、自家試験、国家

検定、SLP記載内容を検定係、品質保証室と協議した。

協議に際しては他の製剤との整合性も考慮した。協議

の結果、検定申請、受付、判定結果は従来通り検定申

請書の「医薬品の名称」単位とし、SLP記載内容は重複

部分については省略可能、力価試験は従来通り同一製

剤の代表分注区分のみで実施とすることとした。最終

的な変更内容については監視指導・麻薬対策課に確認

をとり了承された。 

[清原知子、石井孝司、検定係、品質保証・管理部第 2

室] 

 

(23) 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 

HBe 抗原陽性無症候性キャリアの HBV 感染患者 3 名

（ Patient： 78 （ genotype A）、 Patient： 70595 

（genotype B）、Patient：2 （genotype C））の血清

からクローニングされた HBV 遺伝子配列を用いて、テ

トラサイクリン誘導患者 HBV発現プラスミドを作製し、

HepG2 細胞にプラスミドを導入、HBV 安定発現細胞を

構築した。Tet-On系では genotype Bの 1クローンで、

Tet-Off 系では genotype C の 1 クローンで顕著な

HBeAg 分泌クローン細胞を取得した。さらに、genotype 

C のクローン細胞は細胞内 cccDNA 量、細胞外 HBeAg

分泌量が経時的に増加し、cccDNA合成阻害剤 CCC-0975

の抗 HBV 活性は文献と同等であった。 

[小倉直樹（JT 医総研）, 渡士幸一, 脇田隆字] 

 

(24) 抗ウイルス薬の標的候補分子の同定 

テトラサイクリン誘導 HBV 発現細胞の HepAD38 細胞

（ genotype D ） か ら サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た

Hep38.7-Tet 細胞を用いて、細胞外 HBeAg 量を指標に

3 種類の siRNA Library（DNA damage response、

Epigenetic、Nucleic Acid Binding）のスクリーニン

グを実施した。HBeAg 分泌阻害を示した 80 遺伝子を

primary hits として選抜した。さらに再現性評価とし

て、HBeAg 分泌阻害及び cccDNA 合成阻害を示した 21

遺伝子を second hits として選抜した。 

[小倉直樹（JT 医総研）, 渡士幸一, 脇田隆字] 
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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 LL-37 

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

ペプチドとして知られている LL-37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，LL-37 は HCV の感染性粒子を

破壊する事でその感染を阻害している可能性が考えら

れた． 

［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)Monocyte におけるビタミン D による LL-37 誘導能

の解析 

 マクロファージ様の形質をもつヒト培養細胞である

U937 細胞と THP-1 細胞を用い，抗菌ペプチドである

LL-37 のビタミン D による誘導について検討を行った．

U937細胞と THP-1細胞を PMAと活性型ビタミン Dであ

るカルシトリオールで刺激し，LL-37 の mRNA の誘導を

Gene Expression で，LL-37 の誘導を ELISA 法で評価

した．その結果，両細胞で LL-37 の mRNA は十分な誘

導を認めたが，培養上清中の LL-37 濃度は 4 – 7 ng/mL

であり，抗 HCV 作用を示す程度までの上昇は認められ

なかった． 

［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），山田典栄，杉山奈央，

村山麻子，藤田めぐみ，脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

(3) HuH-7 細胞以外の培養細胞における HCV 複製の検

討 

 ワクチン製造細胞として実績がある細胞として，

HuGK-14 細胞，MRC-5 細胞，Vero 細胞，MDCK 細胞，CHO

細胞，非がん細胞として HEK293 細胞を検討した．そ

れぞれの細胞に全長 HCV RNA を導入したが，いずれの

細胞でも HCV の複製は観察されなかった． 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(4) HCV ライフサイクルに重要な宿主因子発現量の比

較 

 HCV 複製できない培養細胞において HCV ライフサイ

クルに重要な宿主因子の発現量を測定した．HCV 複製

に重要な miR-122は HuGK-14細胞では Huh-7.5.1細胞

と同レベルの発現が見られたが，その他の細胞ではい

ずれもほとんど発現していなかった．さらに，HuGK-14

細胞では複製に関わる CKB，粒子形成に関わる ApoE，

cPLA2 の発現量が Huh-7.5.1と比べて低かった．MRC-5

細胞では Entryに関わる Claudin-1，複製に関わる CKB，

粒子形成に関わる ApoE の発現量が低かった．HEK293

細胞では，Entry に関わる Claudin-1，粒子形成に関

わる ApoE の発現量が低かった． 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(5) miR-122 を強制発現させた細胞における HCV 複製

の検討 

 HCV 複製できない培養細胞においてレンチウイルス

を用いて各細胞に miR-122 を強制発現させたところ，

いずれの細胞でも Huh-7.5.1 細胞と同程度の miR-122

の発現量が得られた．miR-122 を強制発現させた

HEK293 細胞では，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時間経過とともに上昇す

ることから，HCV 複製は可能であったが，複製効率は

Huh-7.5.1 細胞の 1/100 程度であった．また，miR-122

を強制発現させた Vero 細胞では，時間経過とともに

細胞内コア抗原量がわずかに上昇した．しかし，その

他の細胞では，miR-122 を強制発現させても，HCV 複

製は認められなかった． 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(6) miR-122，ApoE，Claudin-1 を発現する HEK293 細

胞での HCV ライフサイクルの検討 

 レンチウイルスを用いて miR-122，ApoE，Claudin-1

を発現する HEK293 細胞を作製した．miR-122，ApoE，
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Claudin-1 の発現量がすべて Huh-7.5.1 細胞と同等も

しくはそれ以上の細胞株を選択し，HCV RNA を導入し

た．その結果，細胞内コア抗原量は Huh-7.5.1 細胞の

1/5 程度であり，培養上清中のコア抗原量は 1/1000 程

度であった．しかし，この培養上清は，感染性を示し

た．また，Claudin-1 の発現により，HCV 感染が可能

となった．以上の結果から，HEK293細胞では miR-122，

Claudin-1，ApoE を発現させることにより，感染，HCV

複製，ウイルス産生といった HCV ライフサイクルのす

べてのステップを再現できた． 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(7) 培養細胞における ISG 誘導能の検討 

 HEK293 細胞，MRC-5 細胞，Vero 細胞，Huh-7.5.1 細

胞に HCV RNA または poly IC を導入し，細胞内の ISG

の発現量を測定した結果，Huh-7.5.1 細胞では，poly 

IC 導入細胞では ISG の誘導が見られたが，HCV RNA 導

入細胞ではどちらの誘導も見られなかった．それに対

して，HEK293 細胞，MRC-5 細胞，Vero 細胞では poly IC

または HCV RNA いずれを導入した場合にも 15 倍から 1

万倍の高い ISG 誘導能を示したことから，これらの細

胞では，何らかの方法で自然免疫系を阻害することに

より HCV 複製が増強する可能性がある． 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(8) 第二世代 NS5A 阻害剤の抗 HCV 活性の評価 

 第一世代の NS5A 阻害剤 (Daclatasvir 等) 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い．最

近開発された第二世代の NS5A 阻害剤の抗ウイルス効

果を異なる遺伝子型の全長 HCV 株を用いて検討した．

Daclatasvir は H77S 株（1a）を低濃度で阻害したが，

J6cc 株（2a），J8cc 株（2b）に対する阻害効果は弱

かった．それに対して，第二世代の NS5A 阻害剤は，

遺伝子型に関わらず，いずれの全長 HCV 株の複製も低

濃度で阻害した． 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(9) HCV コア領域のアミノ酸変異がウイルス増殖能に

与える影響の評価 

 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２種類作成した(TH/JFH-1，

Con1/JFH-1)．更にこれらのキメラウイルスに aa 70

（R/Q）と aa 91（L/M）の変異を導入した（TH/JFH1-RL，

-RM，-QL，-QM， Con1/JFH1-RL，-RM，-QL，-QM）．合

成したこれらの HCV株の全長 RNAをそれぞれ Huh7.5.1

細胞に導入した後，培養細胞中および培養上清中の

HCV core 抗原量を測定した．培養細胞中のウイルス量

には変化を認めなかったが，培養上清中の core 抗原

量は core 領域 70 番アミノ酸変異株である QL 株，QM

株において有意に低下していた．そこで Huh7-25 細胞

を用い，これらの変異が HCV ライフサイクルの各ステ

ップに与える影響を評価した．Huh7-25 細胞にこれら

の HCV 株の全長 RNA を導入後，細胞内 core 抗原量は

変異による差を認めなかったが，感染性ウイルス粒子

形成能を示す細胞内感染力価は core 領域 70 番アミノ

酸変異株である QL 株，QM 株で著明に低下していた． 

[藤田めぐみ，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(10) HCVコア領域のアミノ酸変異が IFN感受性に与え

る影響の評価 

 コア領域 aa 70（R/Q）と aa 91（L/M）の変異を持

つ Genotype 1b/2a のキメラウイルスを用い，IFN 感

受性について検討を行った．合成したこれらの HCV 株

の全長 RNA をそれぞれ Huh7.5.1 細胞に導入した後，

IFN-αを添加し培養細胞，上清中の HCV core 抗原量

の変化を測定した．その結果，いずれの変異株でも培

養上清中，細胞内の HCV core 抗原量が低下し，変異

による IFN 感受性に差は見られなかった． 

[藤田めぐみ，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(11) HCV コア領域のアミノ酸変異が細胞表面 MHC 

class I 発現に与える影響の解析 

 Core 領域アミノ酸変異株キメラウイルス全長 RNA を

Huh7.5.1 細胞に導入した後，IFN-γにより宿主細胞表

面に発現誘導される MHC Class I を Flow Cytometry
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を用いて測定した．TH/JFH-1，Con1/JFH-1 のいずれ

の変異株においても QL 株，QM 株で細胞表面の MHC 

class I の発現量が低く抑えられ，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] 

 

(12) 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 

 Core 領域アミノ酸変異株キメラウイルスにおいて，

これら変異株を導入した細胞の HCV陽性細胞数とその

陽性細胞内の HCV 蛋白の蓄積について評価を行った．

まず，HCV 陽性細胞の比率を Flow Cytometry により

検討した．その結果 Core 領域の変異による差は認め

られなかった．そこで細胞内の HCV 蛋白質量を Flow 

Cytometry を用いて測定したところ，QL 株，QM 株で細

胞内の HCV 蛋白質量が増加していた． 

[藤田めぐみ，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(13) HCV NS5A-ISDR アミノ酸変異が HCV 増殖に与え

る影響の解析 

 HCV の NS5A に存在する IFN 感受性領域(ISDR)のアミ

ノ酸変異は，IFN 治療における治療効果の予測因子と

して知られている．そこで，JFH-1 株を用いた培養細

胞系を用い，ISDR のアミノ酸変異が HCV の増殖に与え

る影響を検討した．HCV JFH-1株の NS5Aを Genotype 1b

株に置換したキメラウイルス（JFH1/5ACon1）を用い，

さらに，NS5Aの ISDRを wtに置換した i-wt株および，

ISDR に 7 つのアミノ酸変異を持つ i-7mut 株を作製し

た．これらのコンストラクトを用い，ISDR の変異が

HCV ライフサイクルの各ステップに与える影響を評価

した．これらの株の HCV 全長 RNA の導入により細胞内

の core抗原量には差は認めなかったが，上清中の core

抗原量は i-7mut でのみ低値であり，この株では感染

性粒子生成効率が低下していると考えられた． 

[杉山隆一，杉山奈央，村山麻子，藤田めぐみ，山田

典栄，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(14) 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 (EJ1 clone). The major 

replicating clone is identified, and a replicon 

plasmid expressing the non-structural region is 

constructed. HCV replication analysis is 

performed. However, no efficient replication was 

established from the EJ1 clone. Through our 

collaboration study with Egypt, we obtained a high 

HCV titer serum from recurrent hepatitis patients 

after liver transplant, or from chronic HCV 

patients. The serum will be shipped to Japan soon 

to be used for the establishment of HCV4a 

infectious system.  

[Hussein H Aly, Hossam Geweid, Takanobu Kato, 

Takaji Wakita] 

 

(15) phospholipase D (PLD)による感染性 HCV 産生制

御機構の解析 

 halopemide は phospholipase D (PLD)阻害を介して

感染性 HCV 産生を低下させることが示唆された。PLD

は HCV 生活環のうち粒子放出過程を制御していること、

halopemide 処理細胞では HCV core タンパク質がゴル

ジに蓄積することが観察された。これにより、PLD は

HCV 粒子のゴルジからの輸送過程を制御することが示

唆された。 

[渡士幸一, 内田奈々子,脇田隆字] 

 

(16) 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 阻害剤処理によ

り PKR の活性化が抑制されることが示唆された。また

これによりインターフェロン(IFN)情報伝達経路下流
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遺伝子の IFN stimulated genes のタンパク質発現が

誘導されることが観察された。また cyclophilin は

PKR と相互作用しており、これにより PKR の活性化お

よびそれに引き続いておこる stress granules 形成を

制御していると考えられた。 

[大東卓史 , 渡士幸一 , Ann Sluder (SCYNEXIS), 

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

 

(17) 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 

 感染性 HCV 産生培養系を用いて、真菌抽出物より単

離された Sulochrinが HCV感染を阻害することが見出

された。これは HCV 生活環のうち特に HCV の宿主細胞

への侵入を阻害しており、既存薬であるインターフェ

ロンやプロテアーゼ阻害剤と併用することにより相乗

的な抗 HCV 効果を示した。また複数の遺伝子型 HCV の

侵入に対して阻害効果を示した。 

[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] 

 

(18) flutamide による感染性 HCV 産生低下機構の解析 

 感染性 HCV 産生系を用いた化合物スクリーニングに

より flutamideが感染性 HCV粒子の産生を低下させる

ことが明らかとなった。またこれは HCV生活環中の HCV

粒子形成過程を阻害することによると示唆された。 

[大橋啓史, 渡士幸一, 脇田隆字] 

 

(19) C型肝炎ウイルス抗原を含んだ日本脳炎ウイルス

様粒子の作製と中和抗体の誘導 

 日本脳炎ウイルス(JEV)エンベロープ蛋白質の粒子

表面上に露出すると予想される部位に HCV E2 由来中

和エピトープを挿入し、培養上清への JEV様粒子(SVP)

の分泌が阻害されない挿入可能部位を３ヶ所同定した。

挿入した中和エピトープは粒子表面上に提示されてい

ることを蛍光相関分光法を用いて確認した。これらの

HCV 中和エピトープを有する JEV SVP (E2-SVP) を恒

常的に発現する 293T 細胞を樹立し、培養上清中から

ゲル濾過クロマトグラフィーによって精製した。この

E2-SVP を免疫したマウスの血清は JEV の感染を中和

するとともに、遺伝子型 1b および 2a 由来 HCV に対す

る感染中和能を示した。 

 [嵯峨涼平, 藤本陽, 渡邊則幸, 松田麻未, 長谷川慎

(長浜バイオ大), 渡士幸一, 相崎英樹, 加藤孝宣,中

村紀子(東レ医薬研), 小西英二(阪大微研),田島茂(ウ

イルス第一部), 高崎智彦(ウイルス第一部), 竹山春

子(早大院), 鈴木亮介, 脇田隆字] 

 

(20) 日本脳炎ウイルスレプリコンを用いた１回感染

性フラビウイルス粒子の産生 

 CMV プロモーター下流に日本脳炎ウイルス(JEV)レプ

リコン cDNAを挿入したプラスミドを構築し、これを JEV

構造領域発現プラスミドと共に哺乳動物細胞に導入す

ると、１回感染性 JEV 粒子が産生された。１回感染性

JEV 粒子は JEVと同様に抗 JEV 血清によりその感染が中

和され、またデングウイルス、ウエストナイルウイルス、

黄熱ウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイルスの構造蛋白質遺

伝子を用いても１回感染性粒子が産生された。本システ

ムは安全な感染中和アッセイに有用であると考えられ

る。 

[鈴木亮介、石川知弘（独協医大）、小西英二（阪大微研）、

松田麻未、高崎智彦（ウイルス第一部）、脇田隆字] 

 

(21) 細胞内発現抗体（イントラボディ）による C 型肝

炎ウイルスの増殖抑制 

 抗 HCV コア蛋白質抗体を産生する 5 種類のマウスハイ

ブリドーマから、H 鎖および L 鎖の可変部遺伝子をクロ

ーニングし、それぞれの単鎖可変部のみ、および scFv

を発現するプラスミドを作製した。このプラスミドと

HCV 全長プラスミドを Huh7.5.1 細胞にトランスフェク

ションし、培養上清中の感染力価を測定する事により、

HCV 増殖抑制効果のあるイントラボディを見いだした。

これらのイントラボディは、ウイルスの感染初期および

ゲノム複製過程には影響せず、細胞内の HCV の感染力価

を減少させており、粒子形成過程を阻害している可能性

が示唆された。 

[松田麻未, 斎藤憲司, 鈴木亮介, 佐藤充, 鐘ヶ江裕美, 
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千葉丈, 斎藤泉, 脇田隆字, 鈴木哲朗] 

 

(22) HCV 感染に伴う細胞の代謝変化の解析 

 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。HCV 感染がどのようなメカニズムで宿主代

謝に影響を与えているか解析を進めている。 

[藤本陽、松田麻未, 相崎英樹, 鈴木哲朗（浜松医科大

学）, 脇田隆字] 

 

(23) 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。HL を過剰発現させた Huh-7 細胞に HCV

を感染させた後、培養上清中 HCV の感染価を測定した

ところ、著しい感染価の低下が見られた。また、HCV

感染直後には一時的に HL発現発現が見られるものの、

感染後時間経過的に HL 発現が低下した。このことか

ら、抗ウイルス応答としての HL 発現上昇が HCV によ

り抑制され、感染性の維持に都合の良い環境を作り出

している可能性が示唆された。 

[藤本陽, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(24) HCV に対する抗ウイルス治療後、SVR 後の病態に関

する研究 

 C 型慢性肝炎に対する治療は IFN/DAA の治療で９割

以上の患者に SVR が期待できる。しかしながら、発癌

リスクの高い線維化進展例や高齢者の多くが SVR とな

る一方、IFN と異なり DAA の肝発癌抑制作用について

は不明である。したがって、今後 SVR 後の肝障害や発

癌が増加することが懸念される。そこで、今後増加す

る SVR 後症例の肝障害・肝発癌のリスク評価と抑制法

の開発のため、SVR 後の肝病態の解明と新たな検査

系・対処法の確立を目指す。 

 [青柳春代, 相崎英樹、小池和彦（東京大学）、平松直

樹（大阪大学）、黒崎雅之（武蔵野赤十字病院）、林和彦

（名古屋大学）、飯島尋子（兵庫医科大学）、坪田昭人（東

京慈恵会医科大学）、鈴木哲朗（浜松医科大学）、考藤達

哉（国立国際医療研究センター）、丸澤宏之（京都大学）、

福原崇介（大阪大学）、和氣健二郎（ミノファーゲン製

薬）、市野瀬志津子（東京医科歯科大学）、脇田隆字] 

 

 (25) HCV 感染に伴う細胞微細構造変化の解析 

  HCV 感染に伴う肝組織の微細構造変化については多

くの報告があるものの、適切なネガコンもなく、患者

により病態も大きく異なるため、統一的な判断基準は

ない。そこで、我々は HCV 感染細胞系を用いて、感染

細胞で観察される特徴的な所見に注目し、HCV 慢性肝

炎患者の肝臓生体検査サンプルを電子顕微鏡で観察し、

オルガネラの変化を調べている。さらに、SVR 後の病

態解明のため、SVR症例の解析も行っている。 

[青柳春代、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] 

 

(26) HCV 生活環に関与する HCV-NS4B 結合膜蛋白の同

定と解析 

 NS4B 発現細胞から pull-down 法により NS4B 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、複製過程に関与するタン

パクとして PREB 等を見出した。PREB は複製複合体を

含む HCV特有の膜構造物形成に重要な役割を果たして

ものと考えられた。 

[Lingbao Kong（江西農業大学）, 山越智（生物活性

物質部）, 鈴木哲朗（浜松医科大学）, 相崎英樹, 脇

田隆字] 
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(27) HCV 生活環に関与する HCV-NS5A 結合膜蛋白の同

定と解析 

 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。HCV RNA と結合

する ELAVL1は NSタンパク質と結合の有無により、HCV

翻訳・複製を制御しているものと考えられる。 

[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] 

 

(28) HCV 感染に伴う核膜孔変化の解析  

 電顕観察により、HCV 感染に伴い核膜孔の増加が観

察された。そのメカニズムとウイルス産生に与える影

響を調べるため、NS4B, NS5A 発現細胞から pull-down

法により NS4B, NS5A に結合する核膜蛋白を精製し、

プロテオーム解析を行っている。共通する蛋白に着目

し、解析を進める。 

[青柳春代, 相崎英樹, 山越智（生物活性物質部）,鈴

木哲朗（浜松医科大学）,脇田隆字] 

 

(29) 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

として HSD を見出した。HSD は NS5A と結合し、HCV 粒

子形成の場である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] 

 

(30) 肝星細胞の HCV 感染性の解析 

 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 が肝星細胞に感染増殖するかを明らか

にすることは重要な課題である。HCV 慢性肝炎患者肝

組織の星細胞における HCV タンパクの発現を確認した。

さらに、HCV が感染すると cherry の蛍光の局在が変化

する星細胞系を樹立した。HCV が星細胞へ感染する可

能性を解析する。 

[青柳春代, 相崎英樹, 松浦知和（慈恵医大）、鈴木哲

朗（浜松医科大学）, 脇田隆字] 

 

(31) PLA2IB の HCV 粒子放出のメカニズムの解析 

 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。GL の Autophagy

誘導のメカニズム、PLA2IB の HCV 粒子放出のメカニズ

ムについて調べている。 

[青柳春代, 松本喜弘（慈恵医大消化器内科）,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] 

 

 (32) 肝炎検査陽性者の追跡システムの構築 

 感染を知らないまま社会に潜在しているキャリアが

2011 年時点で７８万人いると考えられ、さらに感染を

知りながら治療を続けていない人も５７−１２０万人

も存在すると推定されている。効果の高い治療薬や医

療費助成があるにもかかわらず、自覚症状がなく治療

の必要性を感じないため、検査が治療に結びついてい

ない。そこで、自治体・医療現場・職場での肝炎ウイ

ルス検査により見いだされた陽性者を専門医療機関へ

導き、フォローアップすることを目的にしている。 

[相崎英樹, 飯島尋子（兵庫医大）,石上 雅敏（名古

屋大学）,片野義明（名古屋大学）,菊池嘉（国立国際

医療研究センター）,工藤正俊（近畿大学）,坂本穣（山

梨大学）,島上哲朗（金沢大学）,正木尚彦（国立国際

医療研究センター）,吉岡健太郎（藤田保健）,米田政
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志（愛知医大）,渡邊綱正（名古屋市立大学）,脇田隆

字]  

 

(33) 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。本年度は新たに HBVについて、

国の対策を含めてまとめた。感染症週報「HBV, HCV」

を更新し、最新の治療について報告した。 

[相崎英樹, 田中純子（広島大）,脇田隆字]  

 

(34) HIV陽性者における急性 C型肝炎の集団発生につ

いて 

 2012 年 11 月から 12 月にかけて、近医に通院する

HIV 陽性者において、5 人の急性 HCV 感染例が見出さ

れた。4 人の HCV 遺伝子の解析を行ったところ、２人

の HCV はホモロジーが高く、共通した遺伝子欠損が見

出されたことから、感染源を共有している可能性及び、

濃厚かつ繰り返す感染機会を有していた可能性が考え

られた。HIV 陽性者に対し、性交渉による HCV 感染予

防について啓発する必要があると考えられた。 

[青柳東代、井戸田一朗（しらかば診療所）、相崎英樹、

脇田隆字] 

 

(35)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 

我々はこれまでに齧歯類モデルを用いて，培養細胞由

来C型肝炎ウイルス粒子（HCVcc）が高い免疫原性を持

つことを検討してきた．本研究では霊長類モデルとし 

てマーモセットを選択し，HCVccの免疫原性及び安全性

の更なる解析を行うことを目的とした．HCVccを免疫し 

たマーモセットの血漿から，免疫したHCVccと同じ遺伝

子型2aのエンベロープタンパク質を認識する抗体が検

出され，また，遺伝子型1のコアタンパク質を認識する

抗体も検出された．また，免疫した全てのマーモセッ

トにおいて，生化学的血液検査および病理学的組織解

析の結果，HCVcc免疫に起因する異常は認められなかっ

た． 

［横川寛，中村紀子（東レ医薬研），東濃篤徳（京大

霊長類研），鈴木沙織（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］ 

 

(36) 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感染患者より得た抗体遺伝子ライブラリーを用い

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，

HCVccに対する感染阻害活性を検討した。その結果、こ

れら3種のIgG抗体は遺伝子型1a, 1b, 2a, 3aのJFH-1

キメラHCVccに対して，既知ヒト抗E2抗体であり臨床開

発も進んでいるMBL-HCV1より強い感染阻害活性を示し

た。また、これら3種のヒト抗E2抗体のうち1種は、エ

スケープミュータントが発生しづらい抗体である事が

示唆された。 

［横川寛，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］ 

 

(37) 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.Benzonase nuclease を用い

て精製前サンプルを処理し，夾雑核酸を分解すること

によってイオン交換クロマトグラフィーにおける HCV

粒子の回収量が増加し，精製効率が改善した．この精
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製産物をゲルろ過クロマトグラフィーにてさらに精製

を行い、最終精製産物の回収率を求めたところ、超遠

心精製とほぼ同等かそれ以上の精製効率である事が示

唆された。 

［横川寛，中村紀子（東レ医薬研），石井孝司，加藤

孝宣，脇田隆字］ 

 

(38)複製効率の良い遺伝子型 2bサッブジｴノミックレ

プリコンの構築 

遺伝子型 1 と遺伝子型 2b で増殖効率を上昇すると報

告 さ れ て い る NS3,NS4A,NS5B の 適 応 変 異

F438L,A15S,D559G(LSG)を遺伝子型 2b のネオマイシ

ン耐性遺伝子を持つサッブジｴノミックレプリコンに

導入し、複製できるかをコロニー形成アッセイで検討

したところ、レプリコンが複製するコロニーを形成し

た。得られたレプリコンをクローン化し、HCV の NS3、

NS5A、NS5B 蛋白の局在を免疫蛍光染色法で確認した。

複製しているレプリコンゲノムの塩基配列を解析した

ところ、NS4B 領域に L191M, I131V, R192H, S244G, 

G72R, G72V と NS5B 領域に Q414L, E330K の変異が同

定された。LSG 変異を加えることで今まで培養細胞で

複製が出来なかった遺伝子型 2b の HCV 株が複製可能

となった。 

[Su Su Hmwe, Goki Suda (Hokkaido University), 

Naoya Sakamoto (Hokkaido University), Michio 

Imamura (Hiroshima University) , Nobuhiko Hiraga 

(Hiroshima University), Kazuhiko Chayama 

(Hiroshima University ), Hideki Aizaki, Takaji 

Wakita] 

 

(38)感染性粒子産生系遺伝子型 2b の構築の検討 

サッブジｴノミックレプリコン細胞から得られた適応

変異を LSG 変異とともに、遺伝子型 2b の全長 HCVcDNA

に導入し、8 種類の全長コンストラクトを作製した。

これらのコンストラクトから作製した RNAを培養細胞

に導入すると、感染性ウイルス粒子が産生された。LSG

だけのクローンより LSG+1つの適応変異を加えたクロ

ーンの方がウイルス産生が高かった。 

[Su Su Hmwe, Goki Suda (Hokkaido University), Naoya 

Sakamoto (Hokkaido University), Michio Imamura 

(Hiroshima University) , Nobuhiko Hiraga 

(Hiroshima University), Kazuhiko Chayama 

(Hiroshima University ), Hideki Aizaki, Takaji 

Wakita]  

 

(39)E2抗体誘導におけるN型糖鎖の役割 

E2 タンパク質の免疫による抗体誘導効果に 11 種類の

N 型糖鎖が及ぼす影響について解析した。11 種類の単

一 NQ 変異（糖鎖修飾部位の Asn を Gln に置換）組換

え E2 タンパク質を 293T 細胞から精製した。その後、

精製タンパク質をマウスに免疫した。すべての NQ 変

異型で E2 抗体誘導を確認した。マウス血清を用いて

HCV 感染阻害実験を行ったところ、NQ3、NQ8、NQ10 を

免疫したマウス血清において感染阻害効果が低下して

いた。今後は血清から IgG を精製して詳細に解析を行

う。  

[渡邉則幸、河野環、伊達朋子、相崎英樹、脇田隆字] 

 

(40)HCV感染に重要な領域の探索 

E1およびE2領域の20アミノ酸のペプチド（51種類）を

用意して、これらのペプチドによるHCV感染阻害効果を

解析した。ペプチドは前後の配列と10アミノ酸を重複

するものでエンベロープ領域を全てカバーする。感染

阻害実験の結果、E1（282-301）とE1（292-311）の二

種類のペプチドにおいてHCV感染阻害が観察された。こ

の領域はウイルスの細胞融合に重要な領域とE1抗体の

中和エピトープの間に位置し、感染阻害の新たなター

ゲット領域として期待ができる。 

[渡邉則幸、河野環、伊達朋子、相崎英樹、脇田隆字] 

 

(41)siRNAをもちいたウイルス感染に重要な新規宿主

因子の探索 

HCV のライフサイクルに重要な新規宿主因子を探索す

る 目 的 で 、 Human inon channel siRNA library 

(Ambion) を用いて HCV 感染を解析した。338 遺伝子の

うち 46 遺伝子の siRNA において、コントロールと比
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較して HCV 感染が 50%以下に減少した。その中の 28 遺

伝子がカリウムチャネルであった。  

[渡邉則幸、河野環、伊達朋子、相崎英樹、脇田隆字]  

 

４．E 型肝炎ウイルス（HEV）に関する研究 

(1) HEV 感染性規定宿主因子の探索 

 HEV 感染感受性 PLC/PRF/5 サブクローン cDNA ライブ

ラリの委託作製 

非感受性細胞での functional cloning を目指して、

感受性サブクローンからの cDNA ライブラリ作製をタ

カラバイオ株式会社ドラゴンジェノミクスセンターに

依頼した。方法は、できるだけ多様性を保つために PCR

を出来るだけ介さないプライマー伸長法での作製を希

望したが、実現せず、LD-PCR 法での納品となった。し

かし、複雑度は 600 万（受取後、当方でも確認済み）

と高く、平均インサート長も自家製のものより良好（多

様性未確認）であり次年度以降の感染性規定宿主因子

の同定に大きく貢献するものと期待される。 

[塩田智之, 李 天成, 吉崎佐矢香, 加藤孝宣, 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) 昨年度作製した HEV 感染感受性 PLC/PRF/5 サブク

ローン cDNA ライブラリから得られた感染性規定宿主

候補因子の解析 

 候補因子は、その存在が現在までの HEV 研究報告に

矛盾しないことを確認している。また、既に実施した

網羅的遺伝子発現比較解析において、他のウイルスで

の宿主因子同定時と同等の発現比（感受性に比べて低

下）が見られた。 

 [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) 感染性規定宿主候補因子の全長クローニング 

 候補因子の哺乳細胞発現ベクターへの全長クローニ

ングに成功し、非感受性細胞への発現と薬剤選択によ

って安定発現株を樹立した。今後、結合・感染性相補

試験を予定している。 

[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）] 

 

(4) 感染性規定宿主候補因子に対する市販抗体の評価 

 HEV の感受性細胞への結合阻害能について市販のモ

ノクローナル抗体・ポリクローナル抗体を 10 種類以

上試験したが、現在までに良好な結果を得ることは出

来ていない。今後、感染阻害能の検討を予定している。 

[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）] 

 

(5) HEV レプリコンの構築およびレプリコン包埋 VLP

作成の検討 

 HEV の感染性クローン（genotype １および３）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。構造蛋白

（ORF2）を発現する細胞にレプリコンを導入した細胞

を作成し、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、レプリコン RNA は

RNase A 抵抗性であり、レプリコンが構造蛋白に包埋

された擬似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］ 

 

(6) HEV レプリコンを用いたウイルス増殖阻害物質の

スクリーニング 

 HEV レプリコン RNA を導入した細胞に薬剤ライブラ

リーを添加し、レプリコンのレポーター遺伝子の発現

を指標として阻害剤のスクリーニングを開始した。現

在までに約 1000 種類の薬剤をスクリーニングし、ウ

イルス増殖阻害活性を持つ化合物を複数見出している。

今後、作用機序の解析とウイルス阻害剤としての応用、

ウイルス増殖メカニズム解析への応用を検討する予定。

[吉崎佐矢香, 脇田隆字, 石井孝司] 

 

(7) Rat HEV 全長 RNA の感染性の同定 
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 最近、Rat HEV をはじめ、新しい E 型肝炎ウイ

ルスが続々と発見されている。しかしながら、こ

れらのウイルスの増殖できる培養細胞系が樹立

されていないため、ウイルスの感染性や病原性な

どの評価が困難である。本実験では、二株（ドイ

ツ株、中国株）rat HEV の全長を解析した上、in 

vitro で合成した全長 rat HEV RNA をヌードラッ

ト（Long Evans-rnu/rnu）肝臓に直接に接種した

後、定期的に採血と採便を行い、ウイルス遺伝子

を測定し、ウイルス増殖の有無により全長 Rat 

HEV RNA の感染性を評価した。その結果、ウイル

ス接種 4 週後、ラット便中から rat HEV が検出

され、さらにその便乳剤をヌードラットに静脈接

種したあと、ウイルスの増殖が確認された。Rat 

HEV 全長 RNA が感染性を有することが明らかにな

った。 

［李天成、楊婷婷、吉崎佐矢香、*網康至、*須崎百合

子、石井孝司、脇田隆字 (*動物管理室)］ 

 

(8) Rat HEV の細胞培養系の樹立 

 Rat HEV を PLC/PRF/5 細胞に接種した後、経時的に

培養上清中の HEV RNA, HEV 抗原を RT-PCR, ELISA 法

で測定し多結果、RNA およびウイルス構造蛋白は検出

され、構造蛋白は細胞質に分布していた。培養上清か

ら直径 35nm のウイルス粒子が観察された。さらに培

養上清をラットに静脈接種し、rat HEV がラット体内

での増幅を確認した。PLC/PRF/5 は rat HEV に感受性

を有し、この細胞で増幅したウイルスは感染性を持つ

ことが明らかになった。HEV 培養系が樹立により rat 

HEV 複製のメカニズムの解明が期待される。 

［李天成、楊婷婷、吉崎佐矢香、*網康至、*須崎百合

子、脇田隆字 (*動物管理室)］ 

 

(9) Moose HEV 構造蛋白の発現および抗原性の解析 

 Moose HEV はヘラジカから分離された新しい HEV で

ある。本研究では組換えバキュロウイルス発現システ

ムを用いて moose 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。

Moose HEV ORF2 の全長 cDNA を合成し、PUC57 にクロ

ーニングした。また、N 末端あるいは C 末端を欠損し

た ORF2 を Moose HEV ORF2 を鋳型として 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た。Moose HEV 構造

蛋白の発現が確認されたが、ウイルス様粒子（HEV-LPs）

の形成が認められなかった。 

［李天成、脇田隆字］ 

 

(10) 日本における ferret HEV 疫学調査 

 ペットとして飼われているフェレットの糞便、８３

検体、血清サンプル１０検体を用いて日本における

ferret HEV 疫学調査を行った。ELISA 法を用いて血清

中の抗 ferret HEV IgG および IgM を検査した。RT-PCR

法によるすべてのサンプルを ferret HEV 遺伝子検査

を実施した。その結果、血清中の抗 ferret HEV IgG

抗体の保有率は 20% (2/10)であり、糞便中から ferret 

HEV RNA の検出率は 7.1% (6/83)であった。遺伝子解

析の結果,六つの ferret HEV 株が２つのクラスターに

分布され、ferret HEV 遺伝子の多様性を示していた。

この結果、日本でペットとして飼われているフェレッ

トにも ferret HEV に感染されていることが明らかに

なった。 

［李 天成、*前田健、脇田隆字 (*山口大学)］ 

 

(11) Ferret HEV に対するラットとサルの感受性 

 Ferret 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 ferret HEV に対するラットおよびサルの感受性

を感染実験で確認し、ferret HEV の宿主および人獣共

通感染症を引き起こす可能性を検討した。Ferret HEV

を Wistar rat, nude rat, カニクイザルに接種し、

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 ferret 
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HEV はラットとカニクイザルに感染しなかった。 

［李天成、吉崎佐矢香、*網康至、*須崎百合子、脇田

隆字 (*動物管理室)］ 

 

(12) 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２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。現在、ネイティブサ

イズの粒子の形成に必要される領域を同定している。 

［李天成、楊婷婷、片岡紀代 (感染病理部)、脇田隆

字］ 

 

(13) フェレット E 型肝炎ウイルスの病原性の検討 

 Ferret HEV は最近発見された新しい E 型肝炎ウイル

スである。ウイルス配列以外、このウイルスに関する

情報がほとんど知られていない。本研究ではアメリカ

から輸入されたフェレットから経時的に採血と採便を

行ない、血液中のウイルス抗原、抗体、ウイルス遺伝

子、便中のウイルス抗原、抗体、およびウイルス遺伝

子を測定した。また、血中の ALT/AST、γGTP を測定す

ることにより、ウイルスの感染の特徴および病原性等

を検討した。アメリカから輸入したフェレットでは、

ferret HEV 感染後に ALT、AST が上昇し、ウイルス感

染と肝機能障害の関連が示唆された。フェレットにお

ける ferret HEV の感染は不顕性感染、急性肝炎、持

続感染という３つのパターンをとることが示された。 

 [李天成、楊婷婷、*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、

**動物管理室、***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）] 

 

(14) 中国由来 rat HEV 全長ゲノムのクローニング及

び配列の解析 

 Rat HEV RNA 陽性であるラットおよびスンクスの糞

便を出発材料として、ウイルス遺伝子を解析した。Rat 

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 rat HEV 全長配列の増幅を試みた。

現在 rat HEV577 株およびスンクス由来 1129 株の全長

遺伝子の増幅に成功した。塩基及びアミノ酸の解析に

より、中国のラットおよびスンクス由来の rat HEV は

ドイツから分離された rat HEV との遺伝子型と異なり、

rat HEV 遺伝子型の多様性が示唆された。 

［李 天成、*黎薇、*管大偉、*柯昌文、**網 康至、

**須崎百合子、***武田直和、脇田隆字 (*中国広東 CDC、

**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) ］ 
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2014年1月28日 NHK ニュースセブン ノロウイルス

見えない感染を防げ 

2014年1月17日 NHK ノロ対策「塩素系漂白剤で消毒

を」 

2013年12月6日 日本テレビ ニュースエブリィ 

2014年1月14日 読売テレビ 朝生ワイドす・またん！ 

2014年1月20日 日本テレビ NEWS ZERO 

2014年1月20日 NHK NEWSWEB 

2014年1月23日 日本テレビ スッキリ！！ 
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2014年1月28日 NHKラジオ第一 NHKジャーナル 

 

 

 

 


