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概 要
ウイルス第二部は、主として消化器系感染症の原因ウイル

スを所掌とし、それらのウイルス及びその感染症の研究、検

査、リファレンス業務、サーベイランス、研修、国際協力活動

を担当としている。生物製剤検定ではＡ、Ｂ型肝炎ワクチン、

不活化ポリオワクチン、ロタワクチンを担当している。

以下、令和３年（2021 年）度の活動を紹介する。

第一室は、下痢症ウイルスに関連する基礎研究、レファレ

ンス業務、サーベイランス業務等を担当する。代表的な下痢

症ウイルスであるノロウイルスは、慶応大学医学部ならびに米

国ベイラー医科大学との共同研究により確立された、ヒト腸

管オルガノイドに基づく安定な培養増殖系を用いて、ウイル

ス複製機構、病原性発現機構解明に向けた基礎的研究に

加えて、不活化剤、治療薬、予防薬等の評価を進めている。

また、サポウイルスの培養増殖系も確立されている。第一室

は「ノロウイルス（下痢症ウイルス）レファレンスセンター」として、

地方衛生研究所と協力して、ノロウイルス、サポウイルス、ロタ

ウイルス等様々な下痢症ウイルスの検査法の開発や検査精

度向上などに尽力し、これらの成果を種々の下痢症ウイルス

の検出マニュアル作成や改訂に反映させた。

第一室はまた、不活化ポリオワクチン、ロタウイルスワクチン

の国家検定業務を担当している。不活化ポリオワクチンのう

ち、弱毒型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（DPT-sIPV：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）は、不活化ポリオワクチン

成分の力価試験（ラット免疫原性試験）を実施するとともに、

これらの 4 種混合ワクチンに用いる中間段階試験品（不活化

ポリオ 3 価混合原液）の国家検定試験として不活化試験を実

施する。強毒株に由来するソークワクチン（単独不活化ポリオ

ワクチン製剤）は国家検定試験として D 抗原含量試験を実

施する。一方、ロタウイルスワクチンは、単価の経口弱毒生ロ

タウイルスワクチンと５価経口弱毒生ロタウイルスワクチンの 2

種類の製剤の国家検定試験を実施している。令和 2 年 10 月

からロタウイルスワクチンの定期接種が開始されたことに伴い、

令和 2 年 4 月からロタウイルス感染症流行予測調査事業が

開始された。本事業では、感染源調査として、重症患者便検

体中のロタウイルス株の同定を行う。

不活化ポリオワクチンの国家検定業務に関連して、国内の

品質管理法変更に向けた検討を継続し、セービン株由来不

活化ポリオワクチンの国際標準品制定、WHO ガイドライン改

訂、他国における当該ワクチン開発への協力など国際的な

活動を行っている。

第二室は 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。西太平洋地域以外でも野生株

ポリオ流行国は残り 2 ケ国となり、いよいよ世界的ポリオ根絶

達成およびその後の OPV 接種停止が視野に入ってきている。

一方、WHO 西太平洋地域でも、ワクチン接種率の低いハイ

リスク地域(ラオス、パプアニューギニア、フィリピン、マレーシ

ア等)では、ワクチン由来ポリオウイルスの流行が近年発生し

ており、依然留意が必要とされる。WHO は 2014 年 12 月に

ポリオウイルス病原体バイオリスク管理に関する新たな WHO

行動指針(GAP III)を公開した。我が国でも本指針に対応し、

ポリオウイルス・バイオリスク管理体制の整備を進めている。

WHO GAPIII に基づくポリオウイルス取扱い施設(PEF)認証

の第一段階である認証参加申請を 2019 年 12 月に、厚生労

働省に提出した。国内エンテロレファレンスセンターとしての

レファレンス活動を継続し、2018 年 5 月から感染症法による

全数報告対象疾患となった急性弛緩性麻痺症例の検査体

制整備に向けた取り組みを進めた。

第三室および第四室では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。検診で発見されるキャリア

の治療導入が重要であり、肝炎ウイルス検査陽性者のフォロ

ーアップに関しては自治体、分担研究者、拠点病院と連携し

て全国の県、市町村にて、肝炎ウイルス検査陽性者をフォロ

ーアップしている。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開催した。さらに、3 月には国内
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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。 B 型肝炎ウイルスの研究では、

培養細胞を用いた新たな感染評価系の構築を行った。さら

に、ウイルス複製増殖に関わる宿主因子とその機序を明らか

にした。C 型肝炎ウイルス研究も様々な研究課題が展開され

ているが、Direct Active Antiviral (DAA)による画期的な抗ウ

イルス療法の登場により、今後の研究の方向性を検討する

時期にある。より効果的で安価な治療法の開発、感染予防

法の開発、動物モデルの開発が求められる。

第五室はＡ型およびＢ型肝炎ワクチンの国家検定、Ａ型お

よび E 型肝炎のウイルス検査を担当している。本年度はＡ型

肝炎ワクチン 1 件、 B 型肝炎ワクチン 12 件の国家検定をお

こなった。2021 年 12 月の生物学的製剤基準改定により、Ｂ

型肝炎ワクチン試験管内力価試験が国家検定に導入された。

これに対応して、試験管内力価試験の試験法の確立、SOP

の作成、SLP 審査に関わる書類整備を行った。また A 型肝

炎および E 型肝炎の国内流行状況について積極的疫学調

査による分子疫学的解析を担当しており、全国の地方衛生

研究所と協調してウイルス配列情報の収集、解析を行った。

研究業務では A 型肝炎ウイルスのウイルス複製機構の解明、

ウイルス制御法、新規抗原の開発のための分子ウイルス学

的研究を行なっている。また E 型肝炎ウイルスの研究では，

様々な遺伝子型の分子クローンの樹立、感染動物モデルの

確立と病原性の解析、低分子化合物のスクリーニング等の研

究を推進している。

人事面では、第四室に上田竜一、李瑩芳博士が研究員と

して着任し、深野顕人博士研究員が国立国際医療研究セン

ターへ栄転となった。三氏の今後の活躍を期待する。

以下のような国際的技術協力をおこなった。

国際協力に関する業務

Ⅰ．不活化ポリオワクチンの品質管理

セービン株由来不活化ポリオワクチンの D 抗原量試験に関

する WHO 国際共同研究

令和 3 年 7 月〜8 月に D 抗原量試験に使用するヒトモノクロ

ーナル抗体の有用性ついて評価を行い、得られたデータを

英国 NIBSC に提出した。[染谷雄一]

研修に関する業務

Ⅰ．国立保健医療科学院主催ウイルス研修

下痢症ウイルス

国立保健医療科学院主催の令和 3 年度 ウイルス研修に

おいて下痢症ウイルスに関する講義を行った。［岡智一郎、

藤井克樹、村上耕介］

肝炎ウイルス

国立保健医療科学院主催の令和 3 年度ウイルス研修におい

て肝炎ウイルスに関する講義を行った。また A 型肝炎ウイル

スの検査実習を行った。［杉山隆一、松田麻未、李天成、鈴

木亮介］

行政検査

第一室：

ノロウイルス 1 件 4 検体

第二室：

急性弛緩性麻痺疑い症例のポリオウイルス分離検査

9 例 16 検体

第五室：

E 型肝炎ウイルス検査

2 件 2 検体

サーベイランス業務

Ⅰ．ロタウイルス感染症流行予測調査事業

（1）ロタウイルスの感染源調査

ア）各地衛研による調査状況

初年度にあたる 2020 年度のロタウイルスの感染源調査は新

潟県、大阪府、兵庫県の 3 自治体が参加する形で行った。

qPCR によるスクリーニングで、大阪府で 1 例、兵庫県で 1 例

の合計 2 例のロタウイルス陽性検体が検出された。患者年齢

はそれぞれ 10 歳と 3 歳であり、ロタウイルス感染症患者とし

てはやや高年齢であった。いずれもワクチン接種歴の無い症

例であったため、ワクチンの効果を疑う症例ではなく、2020

年度のロタウイルスワクチン有効性は 100%と算出された。[藤

井克樹、染谷雄一]

イ）検出されたロタウイルスの遺伝子解析

大阪府および兵庫県で検出されたロタウイルス検体について、

感染研において次世代シーケンサーによる遺伝子解析を行

った。その結果、大阪府のウイルス株の遺伝子型構成は G9-

P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1（典型的な Wa 型 G9

株）、兵庫県のウイルス株は G9-P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-

N1-T1-E2-H1（NSP4 モノリアソータント株）であった。これら

は従来から全国的に検出されていた株に類似しており、2020

年時点で検出されるウイルス株としては特殊なものではなか

った。[藤井克樹、染谷雄一]
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II． A 型および E 型肝炎の流行調査

（1）国内で発生した A 型肝炎および E 型肝炎の分子疫学調

査

各地方衛生研究所、保健所と共同で、国内で発生した A 型

肝炎および E 型肝炎患者検体からウイルスの遺伝子を決定

し、分子疫学的解析を行うことにより、国内の発生動向を確

認する積極的疫学調査を行っている。

A 型肝炎 20 検体

E 型肝炎 39 検体

［杉山隆一、清原知子、李天成、石井孝司（品質保証・管理

部）、村松正道、鈴木亮介］

業 績
調査・研究
Ⅰ．下痢症ウイルスに関する研究

1. ノロウイルスに関する研究

（1）ヒト型抗ノロウイルスファージ抗体の性状解析

ノロウイルス VLP を抗原に用い、ヒト由来ファージ抗体ライブラリ

ーをスクリーニングし、遺伝子型特異的、遺伝子群内交叉反応性、

遺伝子群間交叉反応性のヒト型抗ノロウイルス抗体を単離した。

各抗体の性状解析を、ELISA、Surface Plasmon Resonance によっ

て進めている。[白土東子、守口匡子（藤田医科大学）、奥野良信

（阪大微研）、黒澤良和（藤田医科大学）]

（2）ノロウイルスの急激な感染拡大のメカニズムの解明

ノロウイルス流行株の疫学解析と血液型抗原への結合能の in 

vitro における解析を両立させた研究を進めている。疫学的に劣

勢な遺伝子型であっても、血液型抗原結合能の変異により流行

株になりうるという証拠の提示は、ノロウイルスに対する公衆衛生

戦略を策定する上で大きな意義がある。[白土東子、佐野大輔（東

北大学）、中込とよ子（長崎大学）、中込治（長崎大学）]

（3）感染中和能を有するヒト型モノクローナル抗体の探   

索

高橋らが作製した抗ノロウイルス VLP ヒト型モノクローナル

抗体の感染中和能を腸管オルガノイドにより解析した。抗体

存在下で GII.2, GII.3, GII.4 感染性粒子を感染させた結果、

全てを中和する抗体はなかったものの、GII.2 及び GII.3 を中

和するものが見出された。今後はエピトープ解析を通じて感

染メカニズムを明らかにする。[村上耕介、山岡曜子、平石依

里、高橋宜聖（治療薬・ワクチン開発研究センター）、村松正

道]

（4）食品中ノロウイルスの不活化に関する研究

食品内部に存在するノロウイルスを腸管オルガノイドに感

染させる系の確立に取り組んだ。モデル食品として、食中毒

事例がありスモールスケールで解析可能なシジミを選定した。

殻から取り出した身にマイクロシリンジでノロウイルスを注入し、

90℃で 5 分間加熱した後、身を均質化してウイルスを抽出し

た。ウイルス抽出液を腸管オルガノイドに接種したところ、未

加熱サンプルで腸管オルガノイドへの感染が成立すること、

一方で加熱サンプルでは感染性が失われたことを示した。

[林豪士、山岡曜子、伊藤篤、釜石隆（水産技術研究所）、

Mary K. Estes（ベイラー医科大学）、村松正道、村上耕介]

（5）ノロウイルス感染における腸内因子の関与

ノロウイルスの腸管オルガノイドの感染には胆汁酸が関与

する。このことからノロウイルス感染には他にも腸内因子が関

与することが予想されたため、その候補として脂質について

検証を行った。その結果、複数の脂質が含まれる市販脂質

混合液を添加した際、ノロウイルス感染が促進される傾向を

見出した。[小林さくら、村上耕介]

（6）ヒトノロウイルス感染を制御する宿主因子の探索

宿主の抗ウイルス応答に重要な JAK-STAT 経路がヒトノロ

ウイルス感染に関与しているか検証するため、CRISPR/Cas9

法を用いて STAT1 遺伝子が欠損した腸管オルガノイドを樹

立した。当該細胞のヒトノロウイルス増殖を評価したが、親株

と比較してウイルス増殖に違いは認められなかった。よって、

JAK/STAT 経路非依存的な宿主因子・経路によりヒトノロウイ

ルス増殖が制御されている可能性が示唆された。[林豪士、

村上耕介、松田麻未、鈴木亮介、村松正道]

（7）ヒトノロウイルス感染を阻害する生薬エキスの探索

腸管オルガノイド培養系を用いて、生薬エキスのヒトノロウイ

ルス増殖抑制効果を評価した。試験した約２０種の生薬エキ

スのうち、1 種の生薬がヒトノロウイルス増殖を抑制した。また、

当該生薬は VeroE6/TMPRSS2 細胞内での SARS-CoV-2 増

殖も阻害した。今後、本生薬の抗ウイルス活性の作用機序を

解析していく予定である。[林豪士、谷川尚（城西大・薬）、北

村雅史（城西大・薬）、村上耕介、村松正道]

（8）遺伝子群 I ノロウイルスと組織血液型抗原との相互作用

解析

遺伝子群 I に属するノロウイルス（GI.1〜GI.9）のウイルス様

中空粒子（VLP）を昆虫細胞より調製し、さまざまな組織血液

型抗原（HBGA）への結合の有無を ELISA ベースのアッセイ

系で解析したところ、すべての GI 株の VLP がルイス b 抗原

に結合することが明らかになった。［染谷雄一］

（9）ノロウイルス VLP の X 線結晶構造解析



ウイルス第二部

ノロウイルスチバ株（GI.4）の VLP の X 線結晶構造解析を

行い、構造精密化を進めている。［染谷雄一、長谷川和也、

熊坂崇（高輝度光科学研究センター）］

（10）ノロウイルス VLP の電子顕微鏡単粒子解析

ノロウイルス GI 株の VLP の電子顕微鏡単粒子解析を行っ

た。抗体との複合体との構造情報も得、構造精密化を進めて

いる。[染谷雄一、染谷友美（理化学研究所）]

2. サポウイルスに関する研究

（1）ヒトサポウイルス株のウイルスストックの調製

ヒト十二指腸由来細胞株(HuTu80)を用いてヒトサポウイルス

の genogroup I, II, V の複数の遺伝子型株について、ウイル

ス増殖に成功した。さらにこれらすべてについてウイルス継代、

ウイルスストックの調製を行った。これにより、さらに多くの遺

伝子型株について、ウイルス陽性糞便に依存しない研究が

可能になった。[岡智一郎、高木弘隆 (安全実験管理部)、

三田哲朗（島根県保健環境科学研究所）、小林孝行 (福岡

県保健環境研究所)、斎藤博之(秋田県保健環境センター)、

八尋俊輔(熊本県保健環境科学研究所)、佐藤重紀(千葉県

衛生研究所)、柴田伸一郎（名古屋市衛生研究所)]

（2）ヒトサポウイルスに対する特異抗血清の作製

ヒト十二指腸由来細胞株 HuTu80 を用いて大量調製したサ

ポウイルス GI.2, GII.1 株のウイルス精製を行い、ウサギ、モル

モットでの抗血清作成を行い、サンドイッチ ELISA に使用で

きることを確認した。ウイルス増殖系が構築されるまでは昆虫

細胞等で発現させたウイルス様中空粒子を用いて抗血清を

調製していたが、ヒトサポウイルスそのものを免疫抗原として

特異抗血清を作出できることを示した。[岡智一郎、李天成、

片岡紀代（感染病理部）、米満研三、網康至、須崎百合子、

高木弘隆 (安全実験管理部)]

（3）リバースジェネティクス系を用いたヒトサポウイルスの作出

in vitro で合成したキャップ構造を持つ全長 HuSaV GII.3 

RNA を HuTu80 にトランスフェクションし、ウイルスの作製を試

みた。トランスフェクション後、経時的に培養上清を採取し、ウ

イルス抗原と RNA を ELISA および RT-qPCR により測定し、

ウイルス増殖を確認した。［李天成、片岡紀代（感染病理部）、

Doan Yen Hai (感染症危機管理研究センター)、村松正道､

岡智一郎］

（4）ヒトサポウイルス感受性規定細胞因子の検索

HuTu80 細胞およびそのサブクローン、クローンを用いて

Transcriptome 解析および CRISPR/Cas9 を用いたゲノムワイ

ドノックアウトスクリーニング/次世代シークエンサーによる解

析を実施し、ヒトサポウイルスの感受性を決定する細胞因子

を検索している。[岡智一郎、高木弘隆 (安全実験管理部)、

中村優子（細胞化学部）]

（5）細胞培養法を活用した浄水処理工程におけるヒトサポウ

イルスの除去・不活化特性の評価

ヒトサポウイルスについて細胞培養法を応用した感染性試験

法を開発し、飲料水処理プロセスにおける感染性 HuSaV の

低減効率評価へ適用した。[胡秋晗、白川大樹、白崎伸隆、

松下拓、松井佳彦（北海道大学）、高木弘隆(安全実験管理

部)、岡智一郎]

3. ロタウイルスに関する研究

（1）北海道におけるロタウイルス分子疫学研究

北海道の小児科クリニック（札幌市および苫小牧市）で 2010

年から 2018 年の間に採取されたロタウイルス陽性便検体に

ついて NGS 解析を実施し、244 検体のロタウイルスゲノム解

析に成功した。これによりワクチンが導入される前の 2010 年

から近年までのウイルス株の変遷を連続的に把握することが

できた。2012 年までは典型的な G1 や G2、G3 が多く、2012

年以降は DS-1-like G1、2014 年以降は G8、2016 年以降は

equine-like G3 等の非典型的な株の流行が認められた。また、

2017 年には G12 が 4 例検出された。[藤井克樹、津川毅（札

幌医科大学）]

（2）リアルタイム PCR によるロタウイルス検出方法の検討

ロタウイルスを検出・定量するためのリアルタイム PCR 用プラ

イマー・プローブセットとしては、Freeman らのグループが報

告したもの（J Med Virol. 2008）が現在幅広く利用されている

が、非特異反応の発生が問題となっている。そこで正確性改

善のため NSP3 および NSP5 遺伝子にプライマー・プローブ

を再設計したが非特異反応の劇的な軽減は認められなかっ

た。一方、反応条件の変更を試みたところ、Freeman らのセッ

トで、フォワードプライマー、リバースプライマー、プローブの

終濃度をそれぞれ 0.4 µM、0.2 µM、0.2 µM とすることで非特

異反応の軽減が認められた。[藤井克樹]

（3）ロタウイルスのリバースジェネティクス法の確立

ロタウイルスの基礎的研究に活用するため、リバースジェネテ

ィクス法によるウイルス作製を試みた。藤田医科大学の河本

聡志准教授らが確立した手法（J Virol. 2018）に則り、サルロ

タウイルス SA11 株の作製に成功した。また、細胞の自然免

疫シグナル（STAT1 および IRF3）を抑制した MA104-N*V 細

胞（スタンフォード大学の Greenberg 教授より分与）を用いる
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ことで、更に効率良くロタウイルス SA11 株を作製できることを

確認した。[藤井克樹]

4. その他の下痢症ウイルスに関する研究

（1）ヒトパレコウイルス 1-6 型共通の新規ウイルス受容体因子

の同定

胃腸炎患者糞便から分離された 3 型ヒトパレコウイルスが効

率的に増殖した HuTu80 細胞を用いて CRISPR/Cas9 を用い

たゲノムワイドノックアウトスクリーニングにより同定した新規パ

レコウイルス受容体候補因子が、パレコウイルス 1-6 型すべ

ての感染・増殖に必須であることを明らかにした。[渡邉香奈

子(新潟大学)、岡智一郎、高木弘隆 (安全実験管理部)、

Anisimov Sergei、高橋雅彦、(新潟大学)、大桑孝子、樋口雅

也（金沢医科大学）、齋藤昭彦、藤井雅寛 (新潟大学) ]

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

2021 年度のエンテロウイルスレファレンスセンター会議を

Zoom で開催した。2021 年度は、細胞を１箇所、抗血清を 2

箇所に分与した。

［吉田弘、有田峰太郎］

(2)病原体等検査における検査プロセスの改善に向けた自主

管理体制の検討

感染症法に基づく病原体検査では、検査部門の自主的な取

り組みによる検査結果の信頼性の確保が求められる。検査

の各工程でどのような予防可能なリスクがあるか 2019 年 12

～2020 年 11 月の間、ヒヤリハット事例について収集した。調

査期間中、延べ 62 件のヒヤリハット報告があり PCR 検査に

関する工程が多くを占めた。新型コロナウイルス検査拡大に

伴い他部門から応援要員が参加しヒューマンエラーの増加

が懸念されたが、幸い大きな事象は報告されていない。OJT

で技術研修を行い、ヒヤリハット事例を文書化し報告すること

によって「本人の気づき」を促進した可能性がある。今後は参

加した職員のヒアリングなどを通して更なる分析が必要である。

［筒井理華（青森県健康福祉部保健衛生課）、小笠原和彦

（青森県環境保健センター）、吉田弘］

２．WHO Global Specialized Polio Laboratory (GSL)としての

活動

(1) National Polio Laboratory が存在しないラオスおよびカン

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

ている。2021 年度は 80 検体の糞便からポリオウイルスの分

離および同定を行った。非ポリオエンテロウイルス 5 株、ポリ

オウイルス（ワクチン株）が 2 株分離された。

[西村順裕、菊池みなみ、喜多村晃一、吉田弘、有田峰太

郎]

3. 世界ポリオ根絶計画に関わる研究

(1) 2 型ワクチン由来ポリオウイルスの NGS 解析

2019–2020 年にフィリピンで流行した 2 型ワクチン由来ポリ

オウイルス（cVDPV2）、及び同時期のフィリピンで免疫不全

患者から見つかっ た 2 型ワ クチ ン由 来ポリオウイ ルス

（iVDPV2）について、網羅的なゲノム情報を得るために次世

代シークエンス（NGS）を用いた全長ゲノム配列解析を行って

いる。フィリピン cVDPV2 は 2021 年 6 月に終息宣言がなされ

たが、同 iVDPV2 は長期感染によるウイルス排出が続いてい

る。これらのウイルス株に対し、全長配列からの分子疫学情

報の整理を行うとともに、時系列による変異頻度の推移、アミ

ノ酸置換を伴う変異の割合、中和抗原部位の変異、quasi-

species の変化、cVDPV2 と iVDPV2 の特徴の違い、ウイルス

進化についてデータを蓄積し検討を進めている。また、これ

まで各国から分離され公的データベースに登録されている

iVDPV2 の全長あるいは部分配列を取得し、その変異の特

徴についてバイオインフォマティクス解析を行った。

［喜多村晃一、西村順裕、有田峰太郎、清水博之］

(2)免疫不全患者から検出された 2 型ワクチン由来ポリオウイ

ルスのゲノム解析

cVDPV2 流行と同時期のフィリピンにおいて、免疫不全患

者から 2 型ワクチン由来ポリオウイルス（iVDPV2）が同定され

た。昨年度にサンガー法による VP1 領域配列決定及び NGS

解析により、この iVDPV2 と流行中の cVDPV2 とは分子系統

学的には関連性が低いことが示唆されたが、その後も継続し

て iVDPV2 が検出されたことから、引き続きこの症例の全長

ゲノム配列解析を行っている。時系列による変異頻度、アミノ

酸置換を伴う変異の割合、quasi-species の変化についてデ

ータを蓄積し分子疫学的な検討を進めている。

［喜多村晃一、Doan Hai Yen (東京医科歯科大学)、西村順

裕、有田峰太郎、清水博之］

(3)疑似ウイルスを用いた抗ポリオウイルス中和抗体価測定系

の開発

これまでにワクチン株（Sabin株）カプシドを持ったポリオウ

イルス疑似ウイルスを作製し、従来法と高い相関を示す新規

抗ポリオウイルス中和抗体価の測定法を開発した。しかし、

手動による測定では、年間の感受性調査で測定される検体

数（およそ1,200検体）の測定を行うことは到底できないため、
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測定の自動化を試みた。384-well プレート用の希釈調製装

置および分注機、プレート上清除去用遠心機により、ヒト血

清の希釈、プレートコピーの作成、上清除去の過程が自動

化された。また、データの解析の自動化も行った。従来用い

てきた分注機と合わせて、プレートの移動等の過程を除い

て、測定の自動化及びハイスループット化に成功した。

［有田峰太郎、板持雅恵（富山県衛生研究所 ウイルス部）］

(4) 2 型経口生ポリオウイルスワクチン接種に対する腸管免疫

応答に関する解析

新規2型ポリオウイルス生ワクチン（nOPV2）の２つの候補

株（nOPV2-c1および-c2）の感染により誘導されうる腸管内の

中和抗体を測定するための材料および方法論を提供した。

血清中に誘導された中和抗体価と比べて、腸管内の中和抗

体価は非常に低いことが明らかになった。

［有田峰太郎、Peter F. Wright (Department of Pediatrics, 

Dartmouth-Hitchcock Medical Center, Lebanon, USA) ］

4. 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) PSGL-1 遺伝子をノックアウトした Jurkat 細胞の樹立

ヒト P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1)はエンテロウ

イルス 71 の受容体である。Jurkat 細胞へのエンテロウイルス

71 感染機構の解明のため、PSGL-1 遺伝子のノックアウトを

CRISPR/Cas9 によって試みた。PSGL-1 遺伝子を標的とする

CRISPR/Cas9 を Jurkat 細胞にエレクトロポレーションし、クロ

ーン化した。PSGL-1 のノックアウトはゲノムシークエンシング

とフローサイトメトリーにより確認し、ノックアウト細胞株（Jurkat-

PSGL-1-KO 細胞）を樹立した。

［西村順裕］

(2) Jurkat-PSGL-1-KO 細胞へのヒト SCARB2 の安定発現

Jurkat-PSGL-1-KO 細胞の樹立の際に、CRISPR/Cas9 の

オフターゲット効果によりエンテロウイルス 71 の複製が阻害さ

れた可能性を否定するために、ヒト PSGL-1 遺伝子の再発現

を試みた。EF1a プロモーターにてヒト PSGL-1 を発現するプ

ラスミドを Jurkat-PSGL-1-KO 細胞にエレクトロポレーションし、

遺伝子導入された細胞を抗生物質で選択した。ヒト PSGL-1

蛋白質の発現をフローサイトメトリーで確認し、Jurkat-PSGL-

1-KO [+PSGL-1]細胞を樹立した。

［西村順裕］

(3) Jurkat-PSGL-1-KO 細胞におけるエンテロウイルス 71 感

染性の解析

Jurkat-PSGL-1-KO 細胞にエンテロウイルス 71 を感染させ、

ウイルス増殖を検討した。PSGL-1 をノックアウトしたいずれの

クローンにおいても、エンテロウイルス 71 は細胞変性効果を

誘導しなかった。したがって PSGL-1 のノックアウトが成功して

いることと、エンテロウイルス 71 の Jurkat 細胞への感染にお

いては PSGL-1 が必須であることが確認された。

［西村順裕］

(4)宿主因子PI4KB/OSBPに依存しないポリオウイルス変異

体の解析

昨年度発見した宿主因子PI4KB/OSBPに依存しないポリ

オウイルス変異体の解析を引き続き行った。同定された変異

のうち、ウイルスタンパク2Bの中に見つかった2B-Q20H変異

の役割がこれまで不明であった。今回の解析で、2B-Q20H

変異は、1) 単独では宿主因子へのウイルス複製の依存性に

全く影響しないこと、2)上流の変異として3A-R54W, 2B-F17L

変異の２つがある場合にのみ、宿主因子へのウイルス複製の

依存性を下げること、3) 2B-Q20H変異はPI4KB/OSBPのな

い細胞の間でのウイルス伝播の効率を上げること、を見出し

た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 ポ リ オ ウ イ ル ス は 宿 主 因 子

PI4KB/OSBPに高次の依存（ウイルス複製、ウイルス粒子形

成、ウイルス伝播）をしており、その依存性が解除されるため

には少なくとも3つの変異が必要とされることが示唆された。

[有田峰太郎]

(5)小胞体関連分解機構に関与するエンテロウイルス A71 宿

主因子の探索

昨年度に作成した EV71-GFP を用いて、エンテロウイルス

A71 の生活環に関与することが予想される小胞体関連分解

機構の遺伝子群を評価し、候補遺伝子の評価を進めた。

[平野順紀、西村順裕、岡本徹(大阪大学微生物病研究所)、

林豪士、豊嶋孝恵、喜多村晃一、吉田弘、清水博之、有田

峰太郎、村松正道]

(6)急性弛緩性麻痺サーベイランスと検査体制の整備

2018年5月より、AFPが五類感染症全数報告対象疾患とな

り、国内検査体制の整備が進められている。「急性弛緩性麻

痺を認める疾患のサーベイランス・診断・検査・治療に関する

手引き」では、糞便検体からのポリオウイルス検査は必須で

あり、エンテロウイルスA71やAFP発症への関与が強く疑われ

ているEV-D68を含むNPEVについても、可能な限り検査を実

施することが推奨されている。2021年度から、WHO標準法に

よるポリオウイルス検査について、国内唯一のWHO認定ポリ

オウイルス実験施設である感染研ウイルス第二部で実施を開

始した。

[菊池みなみ、喜多村晃一、西村順裕、吉田弘、有田峰太郎、

村松正道]
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5. ポリオウイルスのバイオセーフティ及びバイオセキュリィテ

ィシステムに関する調査研究

(1)感染症流行予測事業・感受性調査(2型ポリオウイルス中

和抗体価測定)への対応

現在、PEF 候補施設として感染性 2 型ポリオウイルスを取

扱うことが出来るのは、ワクチン製造施設を除くと、国内では

感染研村山庁舎のみである。これまで、感染症流行予測調

査事業におけるポリオウイルス中和抗体価測定は地衛研で

実施されてきたが、すべての地衛研で、2 型ポリオウイルスを

廃棄したことから、2017 年度調査から、2 型ポリオウイルス中

和抗体価測定試験は、感染研ウイルス第二部で実施してい

る。地衛研で、従来通り 1 型および 3 型ポリオウイルスに対す

る中和抗体価測定を実施し、感染研ウイルス第二部で 2 型

中和抗体価測定を行った。2021 年度は、5 地衛研からの計

1,185 血清検体について、2 型ポリオウイルス中和抗体価測

定を実施し、試験結果を各地衛研に報告送付した。

［西村順裕、喜多村晃一、菊池みなみ、有田峰太郎］

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) レポーター遺伝子を持つ HAV を用いた抗 HAV 低分子

化合物の探索

HAV の増殖を抑制する低分子化合物を探索する為に、ウ

イルスゲノム中にルシフェラーゼ遺伝子が挿入された HAV を

Huh7.5.1 細胞に感染させ、1280 種類の生理活性物質ライブ

ラリーのスクリーニングを実施した。細胞毒性を示さずに HAV

の増殖を用量依存的に抑制する化合物を複数得た。そのう

ちの半数の化合物は subgenomic replicon の複製を抑制した。

最も強い抗ウイルス作用を示した化合物は、異なる遺伝子型

の HAV においても増殖抑制効果が認められた。この化合物

存在化で HAV を継代すると、薬剤に対して耐性を獲得した

ウイルスが得られた。引き続き耐性を獲得したウイルスの変異

部位と薬剤耐性の関連を解析を進めている。

［鈴木亮介、松田麻未、結城（平井）明香（動物管理室）、鈴

木祐成、山根大典（東京都医学総合研究所）、村松正道］

(2) A 型肝炎ウイルスの DNA ベースのサブゲノムレプリコン

の構築

国内で主に流行している遺伝子型 IA の HAV の中で、培

養細胞で増殖効率の良い株を選択し、このウイルス遺伝子を

クローニングし、構造領域を欠損させてルシフェラーゼ遺伝

子を挿入した HAV ゲノムを、RNA polymerase I プロモータ

ーとターミネーターの間に挿入したプラスミドを構築した。プラ

スミドを細胞に導入させると、一過性にルシフェラーゼの発現

が認められた。DNA ベースのサブゲノムレプリコンは、HAV

の生活環の解析に役立つ事が期待される。

［鈴木亮介、西山直子、松田麻未、村松正道］

(3) A 型肝炎の国内発生動向調査

国内における A 型肝炎の流行状況について、各地方衛生

研究所、保健所と共同で分子疫学的解析を行った。例年 A

型肝炎は年間 300〜400 件程度の報告があるが、2020 年の

119 件に引き続き、2021 年も 71 件の報告に留まった。そのう

ち、10検体の遺伝子情報を収集し、解析を行った。その内訳

は遺伝子型 IA: 90.0%、遺伝子型 IIIA: 10.0%であった。得ら

れた遺伝子配列から各症例の多くは広域的な散発例と考え

られたが、一部で相同性の高いクラスターが認められた。

［清原知子、杉山隆一、鈴木亮介、村松正道］

２． B 型肝炎ウイルス（HBV）に関する研究

（1）HBV cccDNAの変異頻度を増減させる宿主因子の解析

ウイルスゲノムにC-to-Uの変異を導入する抗ウイルス因子

APOBEC3タンパク質群（APOBEC3s）と、その変異を修復す

る機能が推定される宿主DNA修復因子UNGが、HBV複製

の基点となるcccDNAに作用することを、培養細胞を用いた

実験系で明らかにした。HBVを安定発現するHepG2.2.15.7

細胞へインターフェロンγを添加すると、内在性APOBEC3

遺伝子群の発現が誘導され、cccDNAに変異が導入された。

さらにその条件下でUNGによる修復を阻害すると変異が高

頻度に蓄積されウイルス複製能が低下することが明らかにな

った。また、公的データベースを用いた遺伝子発現データ解

析 か ら 、 慢 性 B 型 肝 炎 患 者 の 肝 臓 に お い て 実 際 に

APOBEC3sの発現上昇が起きていることが確認され、培養細

胞での結果が実際の患者肝臓でも起きている可能性が示唆

された。

［喜多村晃一、深野顕人、Lusheng Que、Yingfang Li、若江

亨祥、村松正道］

（2）HBV 陽性検体パネル候補検体の HBV 配列解析

HBV 陽性検体パネル候補検体 20 検体の HBV の配列解

析を行った．これらの検体から DNAを分離し，PCR法で HBV

の全長を増幅した後に，その塩基配列を決定した．HBV 遺

伝子型はイムニス HBV ゲノタイプ EIA（特殊免疫研究所）を

用いて判定し，さらに塩基配列の結果と比較することで確認

した． HBV 陽性検体パネル 20 検体の遺伝子型の内訳は，

遺伝子型 A 株 7 例，B 株 6 例，C 株 7 例であった． 全長

配列の確認により，20 検体中 4 検体で preS 領域から HBs

領域の欠損が見られた．また 20 検体中 2 検体で HBe 抗原

が産生されなくなる nt. 1838 への A の挿入が見られた。

[山田典栄，加藤孝宣]
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（3） B 型慢性肝炎患者における HBV 全長の次世代シーケ

ンス解析

テノホビル・アラフェナミド(TAF)投与中の B 型慢性肝炎患

者 7 例の HBV 全長の次世代シーケンス解析を行った。患者

血清より HBV DNA を抽出し HBV の全長を重複する 8 フラ

グメントに断片化する PCR を行った後、各サンプル識別のた

めのインデックスとフローセル結合領域を含んだプライマーを

用いて PCR を行い、DNA ライブラリーを作成し次世代シーケ

ンス（New Generation Sequencing: NGS）を行った。NGS 解析

データの平均カバレッジレベルは 149,892 リードであった。解

析の結果、いずれの症例も核酸アナログ耐性変異として報

告されている変異は認めなかったが、RT 領域に複数のアミノ

酸変異が確認された。

[山田典栄、安田清美 (清川病院)、加藤孝宣]

（4） TAF 投与後 DNA 陰性化に 1 年以上要した B 型肝炎

患者の RT 領域アミノ酸変異の解析

症例は 30 歳代、女性、遺伝子型 C の B 型慢性肝炎患者

であり、TAF 投与開始後 HBV DNA は緩やかに低下したが

開始から 12 カ月時点では HBV DNA の陰性化は得られず

1.5 logIU/ml 前後で経過し、その後 15 カ月で陰性化が得ら

れた。治療開始前、開始後の 2 ポイントの NGS 解析を行った

ところ、既報の核酸アナログ耐性変異は認めなったが、治療

開始前より rtS106C、rtI224V、rtQ215H の変異が確認された。

これらの変異の比率はそれぞれ 21%から 30%、16%から 30%、

12%から 30%に上昇しており、治療反応不良性に関与してい

る可能性が示唆された。

[山田典栄、安田清美 (清川病院)、加藤孝宣]

（5） TAF 投与下にて低レベル DNA 陽性で経過する B 型肝

炎患者の RT 領域アミノ酸変異の解

症例は 60 歳代、女性、遺伝子型 C の B 型慢性肝炎患者

であり、TAF 投与開始後 HBV DNA は緩やかに低下したが、

3 年以上経過後も 1.5 - 2.0logIU/ml 前後で浮動し経過して

おり未だ陰性化が得られていない。治療開始前、開始後の 2

ポイントの NGS 解析を行ったところ、既報の核酸アナログ耐

性変異は認めなったが、治療開始前より rtT118A、rtL220I

の変異が確認された。これらの変異の比率はそれぞれ 58%か

ら 69%、56%から 67%に上昇しており、治療反応不良性に関与

している可能性が示唆された。

[山田典栄、安田清美 (清川病院)、加藤孝宣]

（6） TAF 投与下にて中レベル DNA 陽性で経過する B 型肝

炎患者の RT 領域アミノ酸変異の解析

症例は 40 歳代、男性、遺伝子型 C の B 型慢性肝炎患者

であり、TAF 投与開始後 HBV DNA は緩やかに低下したが、

3 年以上経過後も 2.5 - 3.5logIU/ml 前後で浮動し経過して

おり未だ陰性化が得られていない。治療開始前、開始後の 2

ポイントの NGS 解析を行ったところ、既報の核酸アナログ耐

性変異は認めなったが、治療開始前には確認されなかった

rtH156Y の変異が治療開始後に出現し 30%を占めた。また治

療開始前より rtL269I の変異が確認され治療開始前 44％か

ら治療開始後 71%に上昇した。これらの変異は治療反応不

良性に関与している可能性が示唆された。

[山田典栄、安田清美 (清川病院)、加藤孝宣]

（7） TAF 反応良好 B 型肝炎患者の RT 領域アミノ酸変異の

解析

B 型慢性肝炎患者において TAF 投与開始から１年後に

HBV DNA が陰性であった症例を反応良好例と定義し、反応

良好例 4 例の治療開始前、開始後の 2 ポイントの NGS 解析

を行った。いずれの症例も既報の核酸アナログ耐性変異は

認めなった。4 例中 1 例で反応不良例においても認められた

rtQ215H の変異が確認され、4 例中 3 例で rtL269I の変異

が確認された。HBV 遺伝子型 C の rt269 は国立感染症研

究所ウイルス第二部の肝炎ウイルス配列情報データベース

データベース上、約半数がイソロイシンであり rtL269I の TAF

反応性との関与はさらなる検討が必要であると考えられた。

[山田典栄、安田清美 (清川病院)、加藤孝宣]

（8） HBV Core 領域 I97L 変異が HBV 感染に与える影響に

ついての検討

HBV Core 領域 I97L 変異は HBe 抗原陰性化後の B 型慢

性肝炎患者において HBV DNA の低下と HBsAg の陰性化

に関与することが報告されている。その機序を明らかにする

ため培養細胞を用いた HBV 感染系を用いて検討を行った。

HBV 遺伝子型 C 株の I97 野生型と I97L 変異型の 1.38 倍

長の HBV 複製コンストラクトを構築し HepG2 細胞への導入

により得られたウイルスの感染力価について検討した。その

結果、I97L 変異を持つ HBV では感染力の低下が認められ

た。そこでウイルス粒子に内包されている HBV ゲノムについ

て解析を行ったところ、I97L 変異型では I97 野生型と比較し、

single-stranded DNA (SS)が relaxed circular DNA (RC)よりも

より多く検出され、I97L 変異による感染力の低下は不完全二

本鎖 DNA ゲノムの合成が低下していることによるものと考え

られた。

[山田典栄、本多隆 (名古屋大学)、加藤孝宣]

（9） Core 領域 I97L 変異が HBV 感染後の cccDNA 合成に

与える影響についての検討

培養細胞で作製した HBV Core 領域 I97 野生型と I97L 変
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異型のウイルスの感染後の cccDNA の合成能に与える影響

について検討を行った。これらの HBV を HepG2-NTCP 細胞

に感染させ 12 日後の cccDNA 量をリアルタイム PCR で測定

した。その結果、I97L 変異型では I97 野生型と比較し有意に

cccDNA 合成量が低下していた。

[山田典栄、本多隆 (名古屋大学)、加藤孝宣]

（10） Core 領域 I97L 変異がリサイクル依存性の cccDNA 合

成に与える影響についての検討

さらに HBV Core 領域 I97L 変異がリサイクル依存性の

cccDNA の合成能に与える影響についても検討を行った。

I97 野生型と I97L 変異型の HBV 複製コンストラクトを HepG2

細胞に導入後、7 日後の cccDNA をサザンブロット法で検出

した。その結果、I97L 変異型は I97 野生型と比較しリサイクル

依存性の cccDNA 合成においてもその効率が低下している

ことが明らかとなった。

[山田典栄、本多隆 (名古屋大学)、加藤孝宣]

（11） I97L 変異を持つ Core 蛋白質と L-HBs 抗原の結合能

に関する検討

HBc と L-HBs 蛋白質の相互作用に対する I97L 変異の影

響について NanoLuc Binary Technology (NanoBiT)を使用し

て解析を行った。HBc と LgBiT の融合タンパク質を発現する

プラスミドと、SmBiT と L-HBs の融合タンパク質を発現するプ

ラスミドを作製し、HBc を発現するプラスミドについては I97L

を持つものと持たないものを準備した。これらのプラスミドを培

養細胞に導入し、相互作用で得られる NanoLuc シグナルを

測定したところ、I97L 変異を持つ HBc-LgBiT 発現プラスミド

では、この変異を持たないプラスミドと比較して、L-HBs 蛋白

質と強い相互作用を認めた。

[村山麻子、山田典栄、本多隆 (名古屋大学)、加藤孝宣]

（12） HBV ウイルス株による HBs 抗原発現効率の違いにつ

いての検討

異なる増殖能を持つ HBV-C1 株、HBV-C2 株を用いて増

殖能に関わる遺伝子領域、変異について検討した。HBV-

C1 株は、感染性ウイルスの産生能は高いが、培養上清に分

泌する HBs 抗原は少なかった。一方で、HBV-C2 株は感染

性ウイルスの産生は HBV-C1 株に劣るが、培養上清に 10 倍

程度多くの HBs 抗原を分泌した。

[村山麻子、加藤孝宣]

（13）HBs 抗原の分泌効率の違いに関わる HBV の変異の同

定

異なる増殖能を持つ HBV-C1 株、HBV-C2 株のそれぞれ

の領域の配列を入れ替えたコンストラクトを用いて、HBs 抗原

の分泌量の違いの原因となるウイルス領域を同定した。さら

に、その領域内の配列を比較し、変異導入ウイルスを用いて、

原因となる変異を同定した。

[村山麻子、加藤孝宣]

（14） DMSO が HBV 感染効率に及ぼす影響の検討

HBV の培養細胞へ感染させる場合、DMSO を添加するこ

とにより感染効率の上昇が認められるが、一方で DMSO は濃

度により細胞増殖阻害や細胞毒性を示すことが知られている。

そこで HBV レポーターウイルスを用いて HBV 感染における

至適の DMSO の濃度を検討した。HepG2/NTCP 細胞では、

DMSO 濃度 2%と比較して 2.5%、3%と上昇させるに従って感染

効率が上昇したが、3%では細胞増殖速度の低下が見られ、

3.5%では感染効率は 3%と同等であったが、細胞毒性が見ら

れた。

[村山麻子、加藤孝宣]

（15） HBV の遺伝子導入後のタイムコースでのウイルス産生

の検討

HBV レポーターウイルスのコンストラクトを HepG2/NTCP

細胞に導入し、遺伝子導入後 1-8 日の培養上清中の HBs

抗原量と、感染性を調べた。培養上清に分泌される HBs 抗

原量は時間経過とともに増加した。一方で、レポーターウイル

スの感染性は、2 日目の培養上清から検出可能となり、6 日

目がピークで、その後減少した。

[村山麻子、加藤孝宣]

(16) L-HBs 抗原を用いた新規 HB ワクチンの抗体誘導能の

検討

現在、HB ワクチンとして酵母で作られた S-HBs 抗原が用

いられている。この HB ワクチンは安全で感染予防効果が期

待できる優れたワクチンであるが、その一方で抗体が十分に

誘導されない不応者が 10%程度存在し、さらに中和エピトー

プに特定の変異を持つ株（ワクチンエスケープ変異株）では

感染阻止が不能な場合があることが知られている。L-HBs 抗

原は HBV の感染レセプターである NTCP への結合領域を含

み、現行の S-HBs 抗原を用いたワクチンとは異なるエピトー

プに対する抗体誘導が期待できる。そこで霊長類であるマカ

クに L-HBs 抗原を K3-SPG および Addavax のアジュバントと

共に接種し、その安全性と抗体誘導能について検討を行っ

た。その結果、L-HBs 抗原と K3-SPG を組み合わせた HB ワ

クチンでは十分な抗体誘導が見られなかったが、L-HBs 抗

原と Addavax を組み合わせた HB ワクチンでは、現行の S-

HBs 抗原ワクチンであるビームゲンと同程度の抗体誘導が認

められた。

[村山麻子、山田典栄、清原知子、鈴木亮介、明里宏文（京
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都大学）、加藤孝宣]

(17) L-HBs 抗原を用いた新規 HB ワクチンの感染中和活性

の検討

L-HBs 抗原と Addavax を用いた新規 HB ワクチンの接種

による感染中和活性を培養細胞を用いた HBV 感染系を用

いて評価した。その結果、L-HBs 抗原と Addavax を用いた

HB ワクチンを接種したマカクの血清では、ビームゲン接種マ

カクから得られた血清よりも強い感染中和活性が観察された。

L-HBs 抗原と K3-SPG を用いた HB ワクチン接種マカクの血

清では十分な感染中和活性が観察されなかった。

[村山麻子、山田典栄、明里宏文（京都大学）、加藤孝宣]

(18) L-HBs 抗原を用いた新規 HB ワクチンのワクチンエスケ

ープ変異株に対する感染中和活性の検討

HB ワクチンを接種したマカクの血清から抗体を精製し、そ

の感染中和活性を HBV レポーターウイルス感染系を用いて

定量的に評価した。その結果、L-HBs 抗原と Addavax を用

いた HB ワクチン接種により得られた抗体では、ビームゲン接

種により得られた抗体よりも強い感染中和活性が観察され、

さらにビームゲン接種により得られた抗体では感染中和が難

しいワクチンエスケープ変異株に対しても通常の HBV 株と同

様の感染中和活性が観察された。

[村山麻子、山田典栄、明里宏文（京都大学）、加藤孝宣]

(19) L-HBs 抗原を用いた新規 HB ワクチンの HBV 各種遺

伝子型株に対する感染中和活性の検討

HB ワクチンにより誘導された抗体による感染中和活性に

ついて遺伝子型依存性の評価を行った。遺伝子型 C の HB

ワクチンであるビームゲン接種により得られた抗体では、HBV

遺伝子型 A 株、B 株、C 株に対して同様に強い感染阻害活

性が観察されたが、遺伝子型 D 株に対しては感染中和活性

がやや低下していた。一方、L-HBs 抗原（遺伝子型 C）と

Addavax を用いた HB ワクチン接種により得られた抗体では、

遺伝子型 A 株、C 株、D 株に対して強い感染阻害活性が見

られたが、遺伝子型 B 株に対する感染中和活性が低下して

いた。

[村山麻子、山田典栄、明里宏文（京都大学）、加藤孝宣]

(20) BCL3 a new host factor required for HBV infection.

To identify new host factors affecting HBV life cycle, we 

performed loss of function experiment using gene-specific 

siRNA to identify the factors that are important for HBV 

replication. Silencing one of these factors, BCL3, showed a 

significant suppression of intracellular and extracellular HBV-

DNA levels, with no effect on HBeAg and cccDNA levels after 

infection. Overexpression experiment also confirmed the role 

of BCL3 in HBV DNA levels. These data suggest a role of 

BCL3 on HBV replication. The mechanism is under 

investigation.

[Hussein H Aly，Saied Hussein, Takanobu Kato]

(21) DHX35 is a new anti-viral host factor.

In 2016, we reported the host helicases that suppress HBV 

replication in HepAD38.7 cells. One of these helicases was 

DHX35. In 2021, we analyzed the role of DHX35 on HBV 

infection in HepG2-NTCP cells. We found that silencing of 

DHX35 significantly induced HBV-eAg, pgRNA, and HBV-

DNA levels. Suggesting an anti-viral effect of DHX35 on HBV 

life cycle. These results were reproduced when silencing of 

DHX35 was performed after HBV infection, suggesting that 

the effect of DHX35 mainly regulate the stages after HBV 

entry and establishment of cccDNA. Overexpression 

experiment showed that higher levels of DHX35 is correlated 

with significant suppression of HBV-pgRNA and HBV 

replication. The mechanism by which DHX35 affect HBV life 

cycle is under investigation.

[Hussein H Aly，Saied Hussein，Takanobu Kato]

(22) RXR agonists suppress HBV infection

In 2021 we found that KIF4a is a pro-HBV host factor that 

supports HBV infection by inducing NTCP translocation to the 

surface hepatocytes (HepG2-hNTCP) where it acts as a 

receptor for HBV virus and induce its internalization. In 2021, 

we found that pan RXR agonists, Bexarotene, but not other 

RAR agonists significantly suppressed HBV infection. 

Mechanistic analysis found that Bexarotene inhibited the early 

stages of HBV infection by suppressing KIF4 levels 

Bexarotene suppressed HBV-preS1 and NTCP interaction and 

blocked HBV entry. These data were confirmed by analyzing 

the surface protein levels of NTCP which was significantly 

suppressed after the administration of Bexarotene.

[Hussein H Aly，Sameh Aly Gad，Takanobu Kato]

(23) Bexarotene suppressed KIF4 expression and HBV 

infection by targeting FOXM1 levels. 

After identifuying that Bexarotene suppressed HBV infection 

by the reduction of KIF4 expression, we further analyzed the 

mechanism. FOXM1 is a main regulator of KIF4 expression. 

We found that Bexarotene suppressed FOXM1 levels, leading 

to the subsequent reduction of KIF4 expression and HBV 

infection. These data were confirmed by western blot analysis 
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which showed that FOXM1 levels were suppressed after 

Bexarotene treatment. The importance of the transcriptional 

activity of FOXM1 was confirmed by adding Bexarotene to the 

cells followed by the transfection of WT FOXM1, or dominant 

negative FOXM1 mutant. Interestingly transfection with WT 

FOXM1 rescued the surface expression of NTCP while the DN 

FOXM1 mutant increased the suppressive effect of Bexarotene.

[Hussein H Aly，Sameh Aly Gad，Takanobu Kato]

(24) Identification of NTCP sequence required for its 

transportation to cell surface. 

The interaction between NTCP and KIF4 requiered for the 

surface transport of NTCP was analyzed. While NTCP was 

found to interact with KIF4 in cell lysate, it was not detected 

by using recombinant NTCP and KIF4 proteins in vitro. These 

data suggest that the interaction between NTCP and KIF4is 

indirect and is mediated by an adapter protein complex. We 

aimed to identify the adapter protein. First we analyzed the 

NTCP sequence required for the interaction with KIF4 through 

the construction of several NTCP deletion mutants. We 

identified a sequence at the C-terminal transmembrane domain 

of NTCP which is required for the interaction with KIF4. 

Further analysis is undergoing to clarify the role of this specific 

sequence to the transporter activity of KIF4 and to identify the 

adapter protein.

[Hussein H Aly，Sameh Aly Gad，Takanobu Kato]

(25) Identification of a new HBV entry blocker.

Based on our previously published work showing the 

negative effect of RXR agonists on HBV entry; we speculated 

that a new RXR agonist with a better pharmacokinetics could 

be used as HBV entry inhibitor drug. Although Bexarotene is 

approved by FDA in cancer treatment, however its poor 

solubility, non-specificity, and poor pharmacokinetics are 

preventing its broad use as an anti-viral drug. We searched for 

newly developed RXR agonists and identified S169 compound 

as a new RXR agonist which suppressed HBV infectioin. 

Further analysis is undergoing to confirm the mechanism and 

analyze its in vivo effect. 

[Hussein H Aly，Sameh Aly Gad，Takanobu Kato]

(26) NTCP多量体化が誘導するB型肝炎ウイルス内在化機

構の解析

HBV の感染受容体である NTCP の多量体形成が HBV の

細胞内侵入に重要だということを明らかにしてきた。NTCP 多

量体化に重要なアミノ酸残基を決定し、HBV 侵入過程にお

ける NTCP 多量体化の位置づけを解析した。NTCP のアラニ

ンスキャニングにより、NTCP 多量体形成に重要なアミノ酸残

基として 274 番目のフェニルアラニンを同定した。さらに、

HBV 細胞内侵入に必須とされる上皮成長因子受容体と

NTCP の相互作用の下流に NTCP 多量体化が位置すること

を明らかにした。

[深野顕人、大嶋美月、朴三用 (横浜市立大学)、若江亨祥、

渡士幸一、村松正道]

(27) 上皮成長因子受容体による B 型肝炎ウイルス制御機構

の解析

HBV は細胞膜上で感染受容体 NTCP と結合した後に上

皮成長因子受容体（EGFR）を介して細胞内へ侵入する。そ

の後、HBV-NTCP-EGFR を含むエンドソームは初期エンドソ

ーム・後期エンドソーム・リソソームへと局在が時間依存的に

変化することを明らかにした。そこで EGFR と NTCP の相互

作用様式を解析している。

[岩本将士、塩野谷果歩、佐宗若奈、渡士幸一]

(28) エンテカビル耐性 B 型肝炎ウイルスポリメラーゼの生化

学的および構造学的研究

既存薬であるエンテカビル(ETV)の耐性発現メカニズムを

理解するために、生化学的手法と構造的手法を併用して

ETV 耐性変異を持つ HBV 逆転写酵素(RT)を解析した。構

造解析は ETV 感受性を獲得した HBV RT 模倣ヒト免疫不全

ウイルス 1 型(HIV-1)RT をモデルとした。これら解析より、ETV

が HBV RT を標的とするメカニズムとして、HBV RT の M171

が重要であると示唆した。さらに現在、M171 変異体の解析を

進めている。

[中嶋章悟、渡士幸一、加藤孝宣、村松正道、脇田隆字、安

武義晃(産業技術総合研究所)、豊田哲也(福祉村病院)]

(29) HBV 感染阻害コレステロール誘導体の同定

コレステロール誘導体は HBV の感染阻害効果を持つこと

が明らかになったため、更なる誘導体展開により HBV 感染

阻害活性の強いコレステロール誘導体を同定した。興味深

いことに、得られたコレステロール誘導体は HBV の侵入を阻

害する新規作用機序を持つことが明らかとなった。また薬物

動態試験の結果、コレステロール誘導体は肝臓に蓄積する

ことがわかった。近年コレステロール誘導体は骨粗鬆症や他

のウイルスへの治療薬候補として研究開発されていることか

ら、新規抗 HBV 薬シーズとなることが期待される。

[大嶋美月、深野顕人、岩本将士、倉持幸司（東京理科大）、

渡士幸一]

(30) NTCP-EGFR 相互作用を標的とした HBV 感染阻害戦
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略

HBV 感染受容体 NTCP と上皮増殖因子受容体(EGFR) 

との相互作用を阻害するペプチド(デコイペプチド)を用いて

HBV 感染阻害を試みた。デコイペプチドは、EGFR のエンド

サイトーシス機能やシグナル伝達系の活性化といった代表

的な生理機能に影響を与えることなく、NTCP-EGFR 結合を

阻害し、HBV の細胞内侵入を阻害した。このペプチドは、エ

ンテカビル耐性株を含む複数の HBV genotype に対して感

染阻害効果を示した。これらの結果は、NTCP-EGFR 相互作

用が HBV 感染阻害の新規標的となることを示唆する。

[塩野谷果歩、岩本将士、村松正道、倉持幸司(東京理科大)、

渡士幸一]

(31) HBV 感染阻害効果を示す天然化合物の同定

HBV に対して抗ウイルス活性を持つ化合物 Exophillic

acid を、天然化合物ライブラリのスクリーニングにより同定した。

Exophillic acid は HBV だけでなく、HDV の感染も阻害した。

さらなる解析の結果、この化合物の標的因子は HBV の感染

受容体である NTCP であり、NTCP に直接結合することで

HBVの細胞内への侵入を阻害していることがわかった。今後

の誘導体展開により、より強い HBV 感染阻害活性を持つ化

合物を同定し、創薬開発を目指す。

[小林ちさ、岩本将士、大島美月、山崎雅子、倉持幸司(東京

理科大)、渡士幸一]

(32) Role of th host RNase, MCPIP1, as an anti-HBV effector 

downstream of an inflammatory cytokine, IL-1

The mechanism underlying IL-1β-mediated viral RNA 

reduction remains incompletely understood. In this study, we 

report that MCPIP1 can reduce HBV RNA in hepatocytes. 

MCPIP1 expression level was higher in the liver tissue of 

HBV-infected patients and mice. Overexpression of MCPIP1 

decreased HBV RNA, whereas ablating MCPIP1 in vitro 

enhanced HBV production. The domains responsible for 

RNase activity or oligomerization, were required for MCPIP1-

mediated viral RNA reduction. The epsilon structure of HBV 

RNA was important for its antiviral activity and cleaved by 

MCPIP1 in the cell-free system. Lastly, knocking out MCPIP1 

attenuated the anti-HBV effect of IL-1β, suggesting that 

MCPIP1 is required for IL-1β-mediated HBV RNA reduction. 

Overall, these results suggest that MCPIP1 may be involved in 

the antiviral effect downstream of IL-1β.

[李瑩芳、闕路晟、深野顕人、喜多村晃一、若江亨祥、村松

正道]

(33) 新規 HBV 薬の有効性、安全性の評価のための動物モ

デルの構築

HBV 創薬研究では多くの治療ターゲットとなりうる分子が

見出されている。しかしながら、培養細胞レベルでの抗 HBV

効果を示しているものはあるものの、動物レベルで薬効が確

認できているものは少ない。これは動物実験が高価で、難し

いことによる。我々は安定的に簡便なヒト肝キメラマウス作成

系を構築し、HBV 阻害剤の評価を行うことを目指している。

[楊光、青柳東代、若江亨祥、村松正道、脇田隆字、相崎英

樹]

(34) Ｂ型肝炎ワクチン試験管内力価試験の国家検定導入

2021 年 12 月の生物学的製剤基準改定により、Ｂ型肝炎

ワクチン試験管内力価試験が国家検定に導入された。これ

にあわせて「組換え沈降Ｂ型肝炎ワクチン(酵母由来)の試験

管内力価試験に関する SOP」を新規作成し、既存 SOP を修

正した。また付属書類の整備や検定コンピュータの再設定等

も行った。

[清原知子、鈴木亮介、杉山隆一、村松正道]

(35) Ｂ型肝炎ワクチン in vitro 力価試験法の検討

これまで行ってきた in vitro 試験（試験管内力価試験）の

データをまとめ、検定・検査業務委員会および検定検査協議

会に報告し、実用化の承認を得た。

[清原知子、鈴木亮介、李天成、杉山隆一、佐藤知子、松田

麻未、村松正道]

(36) 宿主因子 APOBEC による HBV cccDNA 変異蓄積機

構の解明

宿主因子 APOBEC が HBV cccDNA に変異を蓄積する事

を明らかにした。APOBEC3B,3C,3G の発現は慢性 B 型肝炎

検体で正常肝より発現が高く、インターフェロンIFNで発

現が誘導されることが細胞培養実験で示された。cccDNA へ

の変異蓄積は IFN-により正に、宿主 DNA 修復因子 UNG

により負に制御されており、これらの活性のバランスがウイル

ス遺伝子破壊や多様性創出に寄与している事が示唆された。

[喜多村晃一、李瑩芳、闕路晟、深野顕人、若江亨祥、村松

正道]

３．C 型肝炎ウイルス（HCV）に関する研究

（1） HIV 合併 C 型急性肝炎症例の HCV 遺伝子型および

薬剤耐性変異の解析

近年、都内の男性間性交渉者において HIV 合併 C 型急

性肝炎が散見される。これらの症例の中に本邦では稀な遺

伝子型 2C の HCV 株が検出され、配列解析および直接作
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用型抗ウイルス薬 (DAA)に対する薬剤耐性変異の解析を行

った。都内 3 施設より 12 例の HIV 合併、遺伝子型 2C の C

型肝炎症例を収集し解析した。HCV Core 領域の塩基配列

を決定し系統解析を行ったところ、これらの株はクラスターを

形成した。NS3、NS5A 領域の遺伝子増幅が可能であった症

例のアミノ酸配列の解析では既報の DAA 薬剤耐性変異は

検出されなかった。

[山田典栄、畠山修司 (自治医科大学)、鈴木智彦 (大久保

病院)、岡本耕 (東京大学)、潟永博之 (国立国際医療研究

センター)、村松崇 (東京医科大学)、加藤孝宣]

（2） 抗 HCV 抗体検出用体外診断薬の評価

HCV 感染のスクリーニングには抗 HCV 抗体の検出キット

が用いられる。そこで、HCV 陰性および陽性検体からなる

HCV 検体パネルを用いて、市販の 12 種類の抗 HCV 抗体

検出キットの性能を評価した。すべてのキットにより、HCV 陰

性検体パネルの検体は全て陰性、HCV 陽性検体パネルの

検体は全て陽性と診断された。このうち 7 種類のキットでは、

抗体価が高、中、低の 3 段階の力価分類が可能であるが、こ

れらのキットによる HCV 陽性検体の抗体価の分布はこれらの

キット間で一致していなかった。

[村山麻子、百瀬暖佳 （血液安全性研究部)、浜口功 (血液

安全性研究部)、加藤孝宣]

（3） HCV RNA 検出用体外診断薬の評価

HCV 感染の確定診断に用いられる HCV RNA 定量キット

は、3 つのメーカーから 5 種類のキットが販売されている。そ

こで HCV RNA 国際標準品と HCV 陰性および陽性検体パ

ネルを用いて、これらのキットの性能を評価した。HCV RNA

国際標準品はすべてのキットでほぼ正確に定量できた。また、

すべてのキットにおいて、HCV 陰性検体パネルの検体は陰

性と診断され、HCV 陽性検体パネルの検体は、すべて陽性

と診断された。検体の定量値はそれぞれのキット間での高い

相関がみられ、R2 値はいずれのキットの組み合わせにおい

ても 0.95 以上であった。測定値において、遺伝子型による影

響は見られなかった。

[村山麻子、百瀬暖佳 (血液安全性研究部)、浜口功 (血液

安全性研究部)、加藤孝宣]

（4） HCV コア抗原検出用体外診断薬の評価

HCV コア抗原の国際標準品と、HCV 陽性および陰性の検

体パネルを使用して、CLEIA 法と CLIA 法の 2 種類の HCV

コア抗原定量キットの性能評価を行った。国際標準品の測定

では、2 つの HCV コア抗原キット間では測定値が一致してお

らず、キット間の標準化がなされていなかった。また HCV 検

体パネルを用いた検討では、陰性パネルの検体はすべて陰

性、陽性パネルの検体はすべて陽性と診断されたが、一部

のキットでは HCV 陽性検体の測定値がキットの測定下限を

下回るものがあった。HCV 陽性検体パネルの測定値の 2 つ

のキット間の相関は相関係数が 1.384、R2 値が 0.8754 であ

った。

[村山麻子、百瀬暖佳 (血液安全性研究部)、浜口功 (血液

安全性研究部)、加藤孝宣]

（5） HCV RNA 検出用およびコア抗原検出用体外診断薬の

測定値の相関の評価

HCV RNA 検出用体外診断薬と HCV コア抗原検出用体外

診断薬を用いて HCV 陽性検体パネルを測定し、その測定

値の相関を評価した。HCV RNA と HCV コア抗原の測定値

は、ほとんどの検体で良い相関が得られたが、一部の検体で

は HCV コア抗原の測定値が RNA の測定値と比較して低値

となるものがあった。その多くはコア領域 48 番目または 49 番

目のアミノ酸に変異を持つ検体であった。

[村山麻子、百瀬暖佳 (血液安全性研究部)、浜口功 (血液

安全性研究部)、加藤孝宣]

（6） 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り、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している。

[青柳東代、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、村松正道]

（7） HCV に伴う細胞微細構造変化の解析

SVR 症例の肝組織の電顕観察を進め、ER 異常が改善し

ない症例で優位に発がんを認めた。また、SVR 後も長期にわ

たりオルガネラ異常が観察され、「post-SVR syndrome」という

ような病態を見出した。

[青柳東代、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、村松正道]
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（8）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 感染細胞と星細胞共培養すると

HCV が星細胞に移行した。HCVRNA が複製活性を維持し

たまま、細胞間をエクソゾームを介して移動することを見いだ

した。

[上田竜大、青柳東代、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、村松正道]

(9）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・複製を調整しているもの

と考えられる。

[ガオ ユーティン、後藤耕司（東大感染症内科）、山越智（真

菌部）、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、村松正道]

(10)肝炎検査陽性者のフォローアップシステムの構築

肝炎ウイルス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。そこで、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。県・市（A 県、東京都

A 市、神奈川県 A 市、愛知県 A 市）をモデル地区として、陽

性者をフォローアップした。

[菊池みなみ、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）、米田政志（愛知医大）、

渡邊綱正（名古屋市立大学）、脇田隆字、村松正道]

(11)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、村松正道]

(12)本邦における急性 C 型肝炎のサーベイランス

感染症法に基づくサーベイランス事業で、1999 年から

2020 年の急性 C 型肝炎の発生動向を調べ報告した。急性

C 型肝炎の発生は 2010 年ころから約 50 症例以下に抑制さ

れていたものの、性的感染が増加傾向を示した。

[菊池みなみ、相崎英樹、砂川富正（感染症疫学センター）、

田中純子（広島大）、脇田隆字、村松正道]

(13) 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、HIV 陽性同性愛者から 5 人の急性 HCV 感染例

が見出された。解析の結果、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

えられたため、全国の保健所を通じて、HIV 陽性者に対し

HCV 感染予防について啓発を行ったところ、一時的である

が急性肝炎の発生を抑制できた。2014、2016 年に再び発生

したことから、継続的な啓発の必要性が示された。

[青柳東代、井戸田一朗（しらかば診療所）、相崎英樹、脇田

隆字、村松正道]

(14)HCV 感染、ウイルス排除後の遺伝子発現変化

蛍光で HCV 感染がモニター可能な実験系を用いて HCV

未感染細胞（赤）、HCV 感染細胞（緑）、HCV 排除細胞（緑）

のそれぞれ 3 種類の RG 細胞を樹立した。これら 3 種類の

RG 細胞について、網羅的な遺伝子発現解析を行った。

HCV 感染により約 580 遺伝子、HCV 排除により約 360 遺伝

子に発現変化があった。HCV 排除により感染前の状態に回

復する可逆的な遺伝子、回復しない不可逆的な遺伝子があ

った。これらの遺伝子のうち感染により遺伝子発現が増加す

る 20 遺伝子（排除後に回復しないものが 12 遺伝子）、減少

する 12 遺伝子（排除後に回復しないものが 4 遺伝子）に注

目して解析を進める。

[渡邉則幸、鈴木貴也、青柳東代、杉山真也（国立国際医療

研究センター）、相崎英樹、村松正道、脇田隆字]

(15)1b 型の感染性 HCV 樹立の試み

KT9 株の Subgenomic replicon（SGR）の RNA 複製を上昇

させるアミノ酸変異（PL、QRLF、PLEK）を導入した 3 種の

KT9-SGR プラスミドに、更に NS5a/NS5b 切断部位近傍のア

ミノ酸変異 D2415G 変異を導入した。このアミノ酸変異は他の

1b 型においてウイルス複製を上昇させる報告があることから、

おそらく NS5a/NS5b 切断効率をあげることで結果的に HCV 

RNA複製を上昇させると予想できる。SGR コロニー形成実験

の結果、R2415G 変異が有ることで、SGR コロニー数が増加

した。この変異は KT9 株においても RHV 複製を上昇させる

結果だった。更にアミノ酸変異を組み合わせることで感染性

1b 型 HCV 株の樹立を試みる。
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[工藤隆一、渡邉則幸、鈴木貴也、相崎英樹、村松正道、脇

田隆字] 

(16) E2 モノクローナル抗体の樹立

前年度は E2-ferritin 融合タンパク質を抗原として 4 種類の

ハイブリドーマを樹立した。2 種の抗体（#33、#155）に注目し

て解析を進め結合領域を同定した。今年度は同じ抗原を用

いて更に 4 種類の E2 抗体産生ハイブリドーマを樹立した。

その内、1 つの E2 抗体にについて#33 ほどではないが感染

阻害効果を示した。4 種の抗体ついてもエピトープマッピング

を行い、これらの抗体も#33 と#155 の結合領域に分類される

ことから、E2-ferritin 免疫では主に 2 領域に対する E2 抗体

が誘導されるようだ。

[渡邉則幸、鈴木貴也、青柳東代、相崎英樹、村松正道、脇

田隆字]

(17) Rodent Hepacivirus (RHV) RNA が 複 製 す る sub-

genomic replicon (SGR)細胞の樹立とアミノ酸変異の解析

RHV-SGR RNA を、Hepa1-6 細胞、MCA-RH7777 細胞に

遺伝子導入して Hepa1-6-SGR 細胞を 15 クローン、MCA-

RH7777-SGR 細胞を 7 クローン樹立した。遺伝子配列解析

の結果、Hepa1-6-SGR についてはすべてのクローンでアミノ

酸変異が検出されたが、MCA-RH7777-SGR については 7 ク

ローンのうち 1 クローンでのみアミノ酸変異が検出された。更

に、Hepa1-6 と比較して RH7777 細胞では多くの SGR コロニ

ーが形成されたことから、RH7777 細胞は RHV 複製に適した

細胞内の環境があると考えられる。

[園部円、渡邉則幸、相崎英樹、村松正道、脇田隆字]

(18) RHV-SGR 細胞から cured 細胞の作製

2 クローンの RH7777-SGR 細胞（#6、#7）からウイルス排除

をすることで cured 細胞の作製を行った。ラットインターフェロ

ンまたは抗 HCV 薬である Sofosbuvir（SOF）の存在下で継代

培養することでウイルス排除を行った。インターフェロン処理

では十分なウイルス量の低下が観察できなかったが、SOF 処

理については、20 日処理以降でウイルスが検出限界以下ま

で減少して、その後 SOF を除いても 2 週間以上ウイルス量は

検出されなかった。これらの細胞に RHV RNA を遺伝子導入

することで、作製した cured 細胞の RHV 複製を観察する。同

時に残りの RH7777-SGR クローンについても cured 細胞を作

製している。

[園部円、渡邉則幸、相崎英樹、村松正道、脇田隆字]

(19) 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。

[楊光、相崎英樹、深澤征義、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、村松正道]

(20)抗 HCV 活性を示す新規天然化合物の同定

抗HCV新規化合物を同定するため、Huh7-mCherry-NLS-

IPSレポータースクリーニングシステムを用いて、110種の天然

薬物より単離された化合物および１７９種の合成化合物から

抗HCV化合物を同定した。そのうち、山査子から単離した化

合 物 threo-2,3-bis (4-hydroxy-3-methoxyphenyl) -3-

butoxypropan-1-ol および medioresinol はHCV複製を抑制

し、合成化合物である Flavonoid-triazolyl hybrids はウイル

ス侵入を阻害することが明らかになった。

[鄭シン、若江亨祥、鈴木亮介、村松正道]

(21) C型肝炎ウイルス産生および肝細胞内脂質代謝メカニズ

ムの解析

HCV感染実験により、真菌二次代謝産物由来ネオエキヌ

リンB(NeoB)の誘導体から、NeoBと同等またはより強いHCV

増殖抑制効果を示す化合物を同定した。またこれらの化合

物は主に感染性HCV粒子産生を抑制することが示された。

また感染性粒子構築の足場として利用される脂肪滴を退縮

させることが観察された。

[山崎雅子、大橋啓史、倉持幸司（東京理科大学）、渡士幸

一]

(22)新規 HCV 薬の有効性、安全性の評価のための動物モ

デルの構築

HCV 創薬研究では、動物レベルで薬効が確認できている

ものは少ない。これは動物実験が難しいことによる。我々は

安定的に簡便なヒト肝キメラマウス作成系を構築し、HCV 阻

害剤の評価を行うことを目指している。

[楊光、青柳東代、園部円、闕路晟、上田竜大、若江亨祥、

村松正道、脇田隆字、相崎英樹]

(23)ステロール誘導体及び脂質関連リガンドの抗 HCV 効果

Huh7.5.1 細胞、ステロール誘導体及び脂質関連リガンド

ライブラリーを用いた HCV RNA 定量によるスクリーニングに

より、抗 HCV 産生効果を示す新規化合物が得られた。これ

らの化合物の中から粒子放出過程に効果がある化合物が得

られたので、これを用いて感染性粒子産生制御機構を解析

している。
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[栗原僚己、大橋啓史、渡士幸一]

４．E 型肝炎ウイルス（HEV）に関する研究

(1) HEV 持続感染ウサギの長期観察

Rabbit HEV を感染させたウサギは一定の比率で持続感染

を呈することが明らかになった。持続感染ウサギを経時的に

採血、採便し、血中および便中のウイルス量、血中 ALT を測

定し､持続感染を長期間にわたって観察した。その結果、持

続感染は３年以上続いたが、明らかな臨床症状が見られな

かった。また、持続感染とともにウイルス遺伝子の変異を随時

継続的に解析したが、明らかな変異は認められなかった。

[張文静、Doan Hai Yen（感染症危機管理研究センター）、網

康至（動物管理室）、須崎百合子（動物管理室）、村松正道、

李天成]

(2) Rabbit HEV 持続感染ウサギを用いた抗ウイルス製剤

の評価

Rabbit HEV を感染させた一部のウサギは持続感染を呈す

るので rabbit HEV 持続感染ウサギは抗ウイルス製剤の評価

の動物モデルとして有用である。リトナビルは抗 HIV 薬であ

るが、HEV の複製を抑制することが報告された。本実験は

rabbit HEV 持続感染ウサギにリトナビルを経口投与してその

抗 HEV 作用を評価した。リトナビルを餌と混合して経口投与

し、週に一回の採血および週に二回の採便を行なった。血

液中および便中のウイルス遺伝子を定量することにより、抗ウ

イルス作用を評価した。リトナビルを 100mg/匹/day, 150mg/匹

/day, 200mg/匹/day 二週間連続投与したが、明らかな抗ウイ

ルス効果が見られなかった。

[李天成、Doan Hai Yen（感染症危機管理研究センター）、網

康至（動物管理室）、須崎百合子（動物管理室）、村松正道]

(3) HEV に対するスナネズミの感受性の検討

G1 と G4 HEV がスナネズミに感染する報告がいくつかあっ

た。スナネズミの HEV 感染モデルとしての可能性を確かめる

ために遺伝子型の異なる HEV(G1, G3, G4, G5, G7, G8, 

rabbit HEV, rat HEV)をスナネズミに接種しその感受性を検討

した。遺伝子型によってスナネズミにおける HEV の増殖能が

異なるが、多くの遺伝子型 HEV に感受性を有することが明ら

かになった。今後さらにスナネズミにおける HEV の病原性を

検討する。

[張文静、網康至、須崎百合子（動物管理室）、Doan Hai Yen

（感染症危機管理研究センター）、村松正道、李天成]

(4) Rat HEV の霊長類への感染性の検討

Rat HEV はラット由来の HEV であるが、ヒトからも分離され

たことが報告された。霊長類への感染性を確認するため、rat 

HEV をカニクイザルとアカゲザルに接種した。接種後、便中

にウイルスの排出が確認された。抗 rat HEV 抗体も検出され、

ratHEV に対するアカゲザルの感受性を有することが示唆さ

れた。

[Yang Fengmai （昆明中国科学院医学生物学研究所）、張

文静、Doan Hai Yen（感染症危機管理研究センター）、網康

至（動物管理室）、須崎百合子（動物管理室）、村松正道、

李天成]

(5) G1 HEV の複製および感染性に対する ORF4 の影響

遺伝子上に G1 HEV は ORF4 を有するがその機能が不明

である。本実験では ORF4 を無くした G1 HEV 変異体を作製

し、その複製をリバースジェネティック法で解析した。その結

果 ORF4 が G1 HEV の複製に影響しないことが明らかになっ

た。

[張文静、網康至、須崎百合子（動物管理室）、Doan Hai Yen

（感染症危機管理研究センター）、村松正道、李天成]

(6)家畜おけるにおける HEV 感染の調査

最近、牛や羊などの家畜から HEV が感染され、そのミルク

からも HEV が検出された報告があった。牛や羊などにおける

HEVの感染状況を把握するのは重要である。HEVの感染実

態を明らかにするために、日本と中国の牛、馬、羊の血清を

採取し、抗体及び HEVRNA を検査した。これまでの結果で

は牛から HEV 陽性例がまだ見つからなかったが、馬および

羊に抗体陽性検体が存在した。現在、サンプルを採取し、

HEVRNA の検査を検討している。

[白慧敏、柯昌文（中国広東 CDC）、村松正道、李天成] 

(7)中国雲南省の献血者における HEV 保有状況の調査

中国雲南省ではウシにおける HEV の高頻度な感染が報

告され、特に牛乳における HEV RNA 陽性の報告があった

事から、この地域における健常人の HEV の保有状況を調査

する必要がある。1864 人の献血者を対象に血中の抗 HEVＩ

抗体を検査した。その結果、抗 HEVＩｇＧ, IgM, IgA 抗体の陽

性率はそれぞれ 13.4%, 1.1%, 1.8%で他の地域に比べて高

いものではなかったことが明らかになった。

[Ping Fu, Ling Ke, Bingting Wu, LiShan Cheng, yu Liu (中国

輸血研究所), 李天成]

(8)低分子化合物ライブラリーを用いた HEV 複製阻害物質の

探索

HEV レプリコンの複製を阻害する低分子化合物のスクリー

ニングを行い、ウイルス複製阻害活性を持つ低分子化合物

16 種類を同定した。さらにこれらの化合物について日本での
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検出が多い遺伝子型 3 および 4 の HEV 細胞複製系を用い

評価したところ、6 種類の化合物で細胞毒性を示さない濃度

において HEV の増殖を抑制した。

[杉山隆一、石井孝司(品質保証・管理部)、鈴木亮介、脇田

隆字、村松正道]

(9) E 型肝炎ウイルス G1 の分離

国内で発生する E 型肝炎は主に遺伝子型 3 および遺伝

子型 4 の HEV が原因であり、遺伝子型１（G1）の報告は稀で

ある。インドで感染した事が疑われる G1 の感染例が報告され

たため、この検体から PLC/PRF/5 細胞の亜種を用いてウイル

ス分離を行った。便乳剤を感染させた細胞でウイルスの増殖

が認められた。増殖したウイルスの全長遺伝子配列を決定し

たところ、サブタイプ 1g である事が明らかとなった。

[小林さくら、森愛（神戸市健康科学研究所）、杉山隆一、李

天成、岩本朋忠（神戸市健康科学研究所）、村松正道、鈴

木亮介]

(10) E 型肝炎の国内発生動向調査

国内における E 型肝炎の流行状況について、各地方衛生

研究所、保健所と共同で分子疫学的解析を行った。2021 年

の E 型肝炎報告数 452 件のうち、59 検体の遺伝子情報を収

集し、解析を行った。その内訳は遺伝子型 3 が 89.3%、遺伝

子型 4 が 10.2%であった。国内での流行はこれまでと同様に

主に遺伝子型 3 であった。得られた遺伝子配列から各症例

の多くは広域的な散発例と考えられたが、一部で相同性の

高いクラスターが認められた。

[杉山隆一、李天成、清原知子、村松正道、鈴木亮介]

その他のウイルスに関する研究

1.新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）に関する研究

(1)宿主のシアロ糖鎖は新型コロナウイルスの感染増殖に重

要な役割を持つ

宿主のシアロ糖鎖が SARS-CoV-2 の効率的な感染に重要

な役割を果たしていることを示唆する結果を得た。α2-6 結合

型シアル酸含有化合物および細胞表面に局在するシアル酸

の欠如により SARS-CoV-2 の感染が有意に低下した。一方

で、別のコロナウイルスである SARS-CoV の感染に対する影

響はわずかであった。また、SARS-CoV-2 スパイクタンパク質

の S1 サブユニットがα2-6 結合型シアロ糖鎖に直接結合し、

宿主細胞表面に効率よく付着することが示された。

[佐宗若奈、山崎雅子、中北慎一（香川大学）、福士秀悦（ウ

イ ル ス 第 一 部 ） 、 土 本 佳 奈 、 Nongluk Sriwilaijaroen

（Thammasat University）、蟹江治（東海大学）、村松正道、

高橋宜聖、俣野哲朗（エイズ研究センター）、竹田誠（ウイル

ス第三部）、鈴木康夫（静岡県立大学）、渡士幸一]

(2)下水検体からの SARS-CoV-2 RNA 検出方法の検討

下水沈殿物を使用することで効率よく SARS-CoV-2 RNA

が検出できることをこれまでに示したが、新しい手法であるた

め事例の蓄積が必要である。そこで新たに 2 か所の下水処

理場から採取された下水を用いて、ウイルス RNA を沈殿物

から回収する手法（沈殿物抽出法・仮称）と、上清から回収

する既存の手法（PEG 沈殿法）について比較した。1 年以上

にわたり採取された下水検体での比較の結果、沈殿物抽出

法が統計学的に有意に高い陽性率を示したが、PEG 沈殿法

でのみ陽性となった検体も複数あった。このことから下水調

査では処理場ごとに両手法を試行し事前検討することが重

要だと考えられる。また、PCR 法では CDC N1/N2 プライマー

プローブセットを duplex で使用することで高感度に検出でき

ることが確認された。さらに PCR 法の比較では 1-step 法と 2-

step 法の間に検出感度の有意差はなく、cDNA を他のウイル

ス検出にも使うなど用途に応じて使い分けが可能であること

が示された。

[北川和寛（福島県衛生研究所）、喜多村晃一、吉田弘]

(3)高齢者介護施設排水中の新型コロナウイルス調査手法の

検討

新型コロナウイルスは上気道由来分泌物や糞便に含まれ

るため、高齢者施設などを対象とした排水調査により非侵襲

的に感染者の有無を検知できる可能性がある。中部圏の特

別養護老人ホーム（A,B,C 施設）の協力を得て、令和 3 年 1

～6 月まで週 1～月 1 回、トラップ法、グラブ法により施設排

水を約 100ml 採取した。排水は沈殿物抽出法にてウイルス

RNA を精製し N1N2 領域を増幅するリアルタイム PCR 法に

てウイルスゲノムを検出した。A 施設は令和 2 年 11 月、C 施

設は令和 3 年 1 月にクラスターが発生したことがわかってお

り、排水調査の結果、A,C 施設は少なくとも約 2 か月間排水

中でウイルスゲノムが検出された。グラブ法に比べトラップ法

の方が検出効率は高い傾向であった。施設排水の状況に合

わせた採水法を選択することで、ウイルスゲノム検出が可能

であることを示した。

[吉田弘]

2．シュードウイルスを用いたヒトコロナウイルス（HCoV）中和

抗体測定系の構築

レンチトランスファーベクターにレポーターとして NanoLuc

遺伝子を挿入したプラスミド，gag および pol 発現プラスミド，

各 HCoV の S タンパク質遺伝子発現プラスミド（HCoV -229E，

HCoV -NL63，HCoV -HKU1，HCoV -OC43，SARS-CoV，

SARS-CoV-2，MERS-CoV)を 293T 細胞へ導入し，それぞれ
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のシュードウイルス(pv)を作製した．感染細胞には 293T，

Huh7.5.1，Vero E6，Vero E6 TMPRSS2，MRC5， A549，

Calu3，LLC-MK2，Hela229 細胞を用い，各 HCoV pv の感

染を検討した。

[松田麻未、渡邉則幸、林豪士、政木隆博、宮﨑和雄（マイ

キャンテクノロジーズ）、松山州徳（ウイルス第三部）、松浦知

和（慈恵医大）、村松正道、鈴木亮介]

3．Significance of APOBEC-signature mutations in Merkel 

cell polyomavirus, during tumorigenesis. 

MCV is the causative agent of a highly aggressive skin tumor, 

the truncated LTAg viral genome is integrated into the tumor 

genome; While the molecular mechanisms by which the viral 

genome gains the tumor-specific mutations remain to be 

elucidated. By using in vitro assay, sequence analysis, and

bioinformatics analysis, we find that (1) A3A/B/G introduces 

A3-specific mutations into episomal MCV genomes in vitro. 

(2) The viral DNA isolated from tumors contained mutated 

cytosines. (3) IFN-γ and CTLs markers were positively

correlated with A3A/B/G in MCV(+) MCC.

These results suggest that the interferon-γ-A3B axis plays 

pivotal roles in evolutionally shaping MCV genomic 

sequences and generating tumor-specific TAg mutations 

during MCC carcinogenesis. 

[闕路晟，李瑩芳, 若江亨祥, 村松正道]

4. Epstein-Barr ウイルス（EBV）感染による発癌機構の解明

EBV は上咽頭癌などの原因となる発癌ウイルスであるが、

そのメカニズムについては不明な点が多い。本研究では、宿

主の遺伝子改変酵素群 APOBEC3B が、ウイルス遺伝子

LMP1 により発現誘導され、宿主ミトコンドリアゲノムに変異を

導入していることを示した。LMP1 および APOBEC3B の上咽

頭癌での発現は頸部リンパ節転移と相関しており、APOBEC

による宿主遺伝子変異が、癌進化に寄与する可能性が示唆

された。

[若江亨祥、近藤悟（金沢大学）、闕路晟、李瑩芳、鄭シン、

深野顕人、喜多村晃一、村松正道、吉崎智一（金沢大学）]

5．１回感染性ポリオーマウイルス中和試験系の確立

ヒトポリオーマウイルスの BKV、JCV、MCV は、多くが若年

期までに感染するものの、健常人ではほとんどが不顕性であ

る。一方で免疫抑制状態では、BKV は泌尿器疾患、JCV は

PML、MCVは皮膚癌を発症することがあるため、免疫抑制剤

の使用時などに、あらかじめ既感染を知ることが重要である。

そこで、簡易に BKV、JCV、MCV の感染中和抗体を測定す

るために、レポーターを持つ１回感染性粒子を利用した中和

試験を確立した。

[松田麻未、李天成、中西章（近畿大学）、中道一生（ウイル

ス第一部）、三浦善治（駒込病院）、村松正道、鈴木哲朗（浜

松医大）、鈴木亮介]

6. Epstein-Barr ウイルス（EBV）感染による発癌機構の解明

EBV は上咽頭癌などの原因となる発癌ウイルスであるが、

そのメカニズムについては不明な点が多い。本研究では、宿

主の遺伝子改変酵素群 APOBEC3B が、ウイルス遺伝子

LMP1 により発現誘導され、宿主ミトコンドリアゲノムに変異を

導入していることを示した。LMP1 および APOBEC3B の上咽

頭癌での発現は頸部リンパ節転移と相関しており、APOBEC

による宿主遺伝子変異が、癌進化に寄与する可能性が示唆

された。

[若江亨祥、近藤悟(金沢大学)、闕路晟、李瑩芳、鄭シン、

深野顕人、喜多村晃一、村松正道、吉崎智一（金沢大学）]
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