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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１件,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）

は、中間段階 7 件,小分け製品 9 件の検定を行った. また

サノフィ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（サノフィ第一三共：スクエアキッズ皮下注シ

リンジ）は、10 件の出検があり、D 抗原 ELISA による検定

を実施した。ロタウイルスワクチンについては GSK：ロタリッ

クスが 11 件、MSD：ロタテックが 5 件出検され、検定を行っ

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継続された。 

 ノロウイルスに関しては、ノロウイルスワクチンシーズの開

発研究が終了し、企業へのライセンス契約に向けて調整

が始まった。流行予測プログラム、NoroCast version 1 の

が完成した。NoroCast のさらなる精度向上のため全国の

衛生研究所と協力しつつ、次世代シーケンサーを用いた

下痢症ウイルス全ゲノム塩基配列解析と時系列分子系統

解析が継続され、ゲノム全長データの蓄積が続いている。

感染研ではレファレンスセンターとしての機能を良く果た

すとともに、カリシウイルスに関する基礎研究が進展してい

る.未だに培養細胞で増殖させることのできないヒトノロウイ

ルスに対して、慶応大学医学部との共同研究によりオル

ガノイドテクノロジーを導入し、ヒト腸管の試験管内培養系

の安定した運用にこぎ着けた。また、米国ベイラー医科大

学との共同研究により、ヒト腸管オルガノイドを用いたヒトノ

ロウイルスの培養増殖の成果がもたらされた。ヒト及びネズ

ミ,ノロウイルスのリバースジェネティックスシステム、ゲノム

ワイドの遺伝子ノックアウトシステムである CRISPER/Cas9

システムを用いたノロウイルスのレセプター検索によりマウ

スノロウイルスのレセプター分子を同定することに成功した。

ノロウイルス感受性を示す株化培養細胞の構築を目指し、

基盤研究が進行している。 

 第２室はＷＨＯ世界ポリオ根絶計画に参画している. ＷＨ

Ｏ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 3 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．その一方、2015 年 9 月から 2016 年にかけて、ラ

オスで 1 型ワクチン由来ポリオウイルスの大規模な流行が

発生し、多くの AFP 症例および接触者の糞便検体の検査

を実施した．ワクチン接種率の低いハイリスク地域では、ワ

クチン由来ポリオウイルスの流行に、依然留意が必要とさ

れる．糞便および環境水検体からポリオウイルスを直接検

出・同 定す る手 法の 検 討を 進 め、PVR-MB 法およ び

ECRA 法によりポリオウイルスを迅速かつ高感度に検出す

る系の実用化を検討している．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-2014)を公開した．我が国でも本

指針に対応したバイオリスク管理を進める必要がある．ま

た、JICA との共催により実施した第 26 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 7

回目)ではポリオ流行国など各国からの参加者に対して講

義および実習を実施した. 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.  
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また、抗ピコルナウイルス化合物 MDL-860 耐性ポリオウイ

ルスの解析およびポリオウイルス阻害機構の解析を進め

た． 

 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。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．厚生労働省肝

炎総合対策推進国民運動事業「知って、肝炎プロジェクト」

と共同して、感染研の一般公開に元プロレスラーの小橋

健太氏を招き、肝炎ウイルス検査の重要性等の広報活動

を行った.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

NTCP に関係するエントリー研究が進展した。さらにウイル

スの生活環に関わる宿主因子などの同定および解析が進

んだ．Ｃ型肝炎ウイルス研究も様々な研究課題が展開さ

れているが、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、

感染予防法の開発が求められる。 

 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 1 件, Ｂ型肝炎ワク

チン 31 件の検定をおこなった.Ｂ型肝炎ワクチンが平成

28 年 10 月より定期接種化されたため、Ｂ型肝炎ワクチン

は出検数が大幅に増加した.肝炎ワクチンは動物を用いた

力価試験を実施しているが、試験管内力価試験への切り

替えが望まれる.Ａ型肝炎ウイルスの研究では、2016 年の

Ａ型肝炎の流行状況の分子疫学的解析を行った. また、

Ａ型肝炎抗体保有状況の全国規模の血清疫学調査を

1973 年から約 10 年おきに実施しており、本年度はその準

備を行った．Ｅ型肝炎ウイルスの研究では、レセプター探

索研究と抗ウイルス薬探索研究を継続した．また、調理不

十分な豚肉の喫食からのＥ型肝炎ウイルス感染を防止す

るため、各加熱条件で処理した HEV 混合豚肉から抽出し

た HEV の感染性低減効果について評価した．動物のＥ

型肝炎ウイルスではラット、フェレット、ラクダ、スンクスなど

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１室 

Dr. Zayyin Dinana（インドネシア・アイルランガ大学）平成

27 年 7 月 4 日〜平成 27 年 7 月 14 日、下痢症ウイルスの

検出、分子疫学の研修 

Dr. Rury Mega Wahyuni （インドネシア・アイルランガ大学）

平成 28 年 10 月 25 日〜平成 28 年 11 月 10 日、下痢症ウ

イルスの検出、分子疫学の研修 

Dr. Punita Gauchan、Ms. Chantal Ama Agbemabiese (長

崎大学)平成 28 年 11 月 28 日〜12 月 2 日、下痢症ウイ

ルス次世代シークエンス解析の研修 

Dr. Francis Ekow Dennis (野口記念医学研究所)平成 28

年 12 月 11 日〜12 月 30 日、下痢症ウイルス次世代シ

ークエンス解析の研修 

第５室 

白 慧敏（中国内モンゴル包頭医科大学）＜中国留学

基金派遣＞平成 28 年 12 月～平成 29 年 12 月、 E 型肝

炎の分子生物学に関する研究 

 

 人事面では、定員削減の影響もあり新規の職員採用が困

難な状況が続いている。様々な問題に対応するためにも

新規職員の採用に努力していく. 

不活化ポリオワクチン、ロタワクチンの検定導入に尽力さ

れた片山和彦第一室・室長は平成 28 年 8 月末で退職し、

北里大学北里生命科学研究所・大学院感染制御科学府

ウイルス感染制御学 I 教授として転出した。芳賀慧研究員

は、平成 28年 9 月末日に期間満了で退職し、北里大学北

里生命科学研究所・大学院感染制御科学府ウイルス感染

制御学 I 特任助教として転出した。片山氏、芳賀氏のこれ

までの尽力に感謝する。 

 平成 28 年 6 月に村上耕介研究員が帰国し、第一室に復



ウイルス第二部 

帰した。平成 29 年 3 月より、Doan Hai Yen 研究員が第二室

の任期付研究員として採用された。 
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＜別＞ 検査業務 

検定業務 

第１室：  

・沈降精製百日せきジフテリア破傷風不活化ポリオ（セービ

ン株）混合ワクチン（テトラビック） 5件 

・沈降精製百日せきジフテリア破傷風不活化ポリオ（セービ

ン株）混合ワクチン（クアトロバック） 4件 

・沈降精製百日せきジフテリア破傷風不活化ポリオ（セービ

ン株）混合ワクチン（ポリオ原液：中間段階） 7件 

・不活化ポリオワクチン（ソークワクチン）（イモバックスポリオ） 

0件 

・沈降精製百日せきジフテリア破傷風不活化ポリオ（ソーク

ワクチン）混合ワクチン（スクエアキッズ） 10件 

・経口弱毒生ヒトロタウイルスワクチン（ロタリックス） 11件 

・５価経口弱毒生ロタウイルスワクチン（ロタテック） 5件 

 

第５室： 

・乾燥組織培養不活化Ａ型肝炎ワクチン（エイムゲン） 1件 

・組換沈降Ｂ型肝炎ワクチン（酵母由来）（ビームゲン） 2件 

・組換沈降Ｂ型肝炎ワクチン（酵母由来）（ヘプタバックスII） 

29件 

 

・次期参照沈降A型肝炎ワクチンの値付け 1回（3回繰り返

しのうちの1回） 

 

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 1 件 

 

第 2 室 

ポリオウイルス 

合計 1 件 

 

第３室 

体外診断薬承認前試験；コバス 6800/8800 システム HBV 

(ロシュ・ダイアグノスティクス株式会社) 

 

 

第５室： 

A 型肝炎 4 件 12 検体 

B 型肝炎 2 件 16 検体 

E 型肝炎 7 件 12 検体 
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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) 分泌型・非分泌型ヒト腸管エンテロイドへのヒトノロウイ

ルス感染の解析 

ベイラー医科大学で作製された腸管エンテロイドバンクの

うち, 分泌型及び非分泌型のエンテロイドへ GII.3 及び

GII.4 ヒトノロウイルスを感染させ, 感染の有無をリアルタイ

ム PCR で解析した. その結果, GII.4 は分泌型へ感染する

が非分泌型へ感染しなかった. 一方で GII.3 は分泌型の

みでなく一部の非分泌型にも感染した. このことは, ヒト個

体の疫学調査の結果と一致しており, エンテロイドへの感

染様式が in vivo における感染を反映していることを示唆

した. 

[Ettayebi K, Crawford SE, 村上耕介, Estes MK (ベイラー

医科大学)] 

 

(2) ヒトノロウイルス GII.3 のエンテロイドへの感染メカニズ

ムの解析 

ヒトノロウイルス GII.3 はエンテロイドへ感染するために胆

汁を必要とする. GII.3 の感染メカニズムを明らかにするた

め, 胆汁のどの成分が感染に関わっているのかを解析し

た. その結果, 胆汁酸が GII.3 感染に関与していることを明

らかにした.  

[村上耕介, Tenge VR, Ettayebi K, Crawford SE, Estes 

MK (ベイラー医科大学)] 

  

(3)ヒト腸管オルガノイド培養技術の導入 

 ヒトに感染するノロウイルス（HuNoV）は、ヒト腸管上皮では非

常に効率よく増殖可能だが、株化培養細胞を用いて増殖さ

せることはできない。慶応大学医学部の佐藤俊郎准教授より

技術指導を受け導入した腸管オルガノイドを、モノレイヤー

化することに成功した。モノレイヤーオルガノイドは、ヒトノロウ

イルス感受性を示した。 

[藤本陽、村上耕介、芳賀慧、戸高玲子、染谷雄一、石井孝

司、片山和彦（感染研）、佐藤悦郎、杉本真也（慶応大学医

学部）] 

 

(4)ヒトノロウイルスのゲノム解析 

 2003 年以降 2016 年までの下痢症ウイルス感染患者便検体

を全国の地方衛生研究所の協力により収集することにより、

ウイルスの網羅的なゲノム全長の塩基配列の解析を次世代

シーケンサー（MiSeq：イルミナ）を用いて行うプロジェクトが終

了し、解析が進行した。ベイジアン法を用いた時系列分子系

統解析により、GI が 2 リネージ、GII が 3 リネージに分別可能

なことが明らかになった。さらに、ヒトノロウイルスはリネージご

とに異なる性質を有する可能性が示唆された。ヒトノロウイル

スの流行予測システム NoroCast version 1 の開発に成功した。

本システムは、代表開発者である名古屋市立大学鈴木善幸

教授の研究室ホームページに公開されている。 

[Doan Hai Yen, 芳賀慧、片山和彦, 戸高玲子、木村博一（感

染症疫学センター）、黒田誠（病原体ゲノム解析センター）、

四宮博人（愛媛県衛生環境研究所）、調恒明（山口県環境

保健センター）、鈴木善幸（名古屋市立大学）] 

 

(5) GatVirusWeb 整備、病原体ゲノムライブラリーの構築 

 CaliciWeb をアップグレードした GatVirusWeb に搭載可能な

ロタウイルスタイピングツールの開発がさらに進み、βテスト

に移行する準備が進められた。来年度、3箇所の地研でハー

ドウェア、ソフトウェア両面からのロタウイルスタイピングツール

のテストが始まる。 

[三瀬敬治（札幌医大）、Doan Hai Yen, 戸高玲子、藤井克樹、

芳賀慧、片山和彦] 

 

(6)ノロウイルスの網羅的 VLP および抗体の作製 

 ヒトノロウイルスの研究,抗原抗体検出システムの開発、ワク

チン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,極めて有用なツールである.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. 

VLP ライブラリーを用いて、VLP 特異的モノクローナル抗体、

GI もしくは GII をブロードレンジに認識するモノクローナル抗

体の作製を行い、一部分をワクチンシーズとして民間企業に

ライセンスアウトするための準備が進行した。 

[三木元博（デンカ生研）, 藤本陽、戸高玲子,芳賀慧, 染谷雄

一、脇田隆字,片山和彦] 
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(7)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 

 ヒトノロウイルス（HuNoV）の腸管粘膜層への接着には組

織血液型抗原（HBGA）が関与する可能性があるが、細胞

への侵入には別の分子が関与している可能性が高い。細

胞への侵入に寄与する分子が HuNoV の真のレセプター

と考えられる。我々は、リバースジェネティックスで作製し

た GFP 遺伝子内包ウイルス、もしくは特殊な蛍光をラベル

した VLP を用いて、HuNoV 感染感受性細胞をラベルして

分取し、非感受性細胞と感受性細胞のトランスクリプトーム

解析を実施した。 

[藤本陽、,芳賀慧、戸高玲子、村上耕介、染谷雄一, 片山

和彦、黒田誠（病原体ゲノム解析センター）] 

 

(8)ノロウイルス中和抗体認識部位の同定 

 MNV に対して中和活性のあるモノクローナル抗体のエピト

ープを明らかにするため、クライオ電子顕微鏡を用いた構造

解析を進めている。具体的には、感染性MNVを大量に精製

し、それに中和モノクローナル抗体の Fab 部分分離精製して

結合させ、クライオ電子顕微鏡のサンプルに供することで、

結合様式を明らかにする。[三木元博（デンカ生研）、戸高玲

子,藤本陽, 芳賀慧 ,村田和義（岡﨑生理学研究所）、片山和

彦] 

 

(9)マウスノロウイルスレセプターの検索 

 マウスノロウイルス（MNV）感受性細胞である RAW 細胞は、

マウスノロウイルスを感染させると、2-3 日後に死滅する。我々

は 、 ゲ ノ ム ワ イ ド な 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト シ ス テ ム で あ る

CRISPER/Cas9 システムを用いて、RAW 細胞の遺伝子をラン

ダムにノックアウトした RAW 細胞ライブラリーを作製することと

した。このランダムノックアウト RAW 細胞に MNV を感染させ

ると、レセプターがノックアウトされた細胞のみが生き残る。生

き残った細胞に導入された gRNAを、次世代シーケンサーで

解析したところ CD300lf, CD300ld 遺伝子がノックあるとされて

いた。CD300lf, CD300ld をクローニングし、そのいずれかを

導入して発現させた細胞は、ヒト、サル、ネコ、ハムスターなど

のマウス以外の哺乳類由来の培養細胞であっても MNV 感

受性細胞となり、MNVの増殖培養が可能になることを見いだ

した。CD300lf, CD300ld は、RAW の MNV 感受性を司る因

子、つまり、MNV の機能性レセプターであることが明らかに

なった。 

 [芳賀慧、藤本陽、戸高玲子,村上耕介,中西章(国立長寿

医療研究センター)、村田和義（岡﨑生理学研究所）,片山和

彦] 

 

(10)マウスノロウイルス増殖阻害化合物の阻害メカニズム

の解析 

 マウスノロウイルスの感染、増殖を阻害した新規化合物が

ウイルスプロテアーゼに作用する可能性を検証するため、

in vitro translation systemを用いて検討したところ、少な

くとも検討条件下では、本化合物はマウスノロウイルスプロ

テアーゼ活性を阻害しないと考えられた。 

[岡智一郎,大場舞, 安藤隆幸, 小和田和宏（静岡環衛研）, 

小郷尚久, 浅井章良 （静岡県立大薬）] 

 

(11)ノロウイルス VLP の X 線結晶構造解析 

 高輝度光科学研究センターにおいてノロウイルスチ

バ株（GI.4）の VLP の三次元結晶の X 線結晶構造解析

を実施し、直径 23 nm 粒子の X 線回折データを得た。

これを解析し、23nm 粒子の結晶構造を決定した。 

[染谷雄一、長谷川和也（高輝度光科学研究センター）、

熊坂崇（高輝度光科学研究センター）] 

 

(12)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（GI.1〜GI.9）の VLP を昆虫細

胞で調製し、理化学研究所ライフサイエンス技術基盤

研究センターにおいて電子顕微鏡単粒子解析を実施し

た。いくつかの株について電子顕微鏡単粒子解析を進

めている。 

[染谷雄一、染谷友美（理化学研究所）] 

 

(13)抗ノロウイルスヒト型モノクローナル抗体発現系

の改良 

 ノロウイルスチバ株（GI.4）の VLP を用いて単離さ

れたヒト型モノクローナル抗体（scFv 抗体）を改変し、

大腸菌で高効率に発現する系の改良を試みた。 
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[染谷雄一] 

 

(14) ファージディスプレイ法によるヒト型抗ノロウイル

ス抗体の単離と応用 

  本研究では, ヒト由来ファージ抗体ライブラリーから

多数の抗ノロウイルス（NoV）抗体を単離・解析し, 交叉

反応性抗 NoV中和抗体の作製を試みる.これまでに, ウイ

ルス様空粒子（VLP）を抗原に用い, 遺伝子型特異的, 遺

伝子群内交叉反応性, そして遺伝子群間交叉反応性のヒ

ト型抗 NoV ファージ抗体を単離してきた. 今年度は, 10

遺伝子型 10 株の VLP を用いた ELISA を行い, 交差反応

性の高い抗体は, 他の遺伝子型株の血液型抗原への結

合も阻害したのに対し, 交差反応性の低い抗体は, 他の遺

伝子型株の血液型抗原への結合は阻害しないことを明ら

かにした.  

 [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）]  

 

(15) 量子ドット蛍光色素を用いたV溝バイオセンサによ

るノロウイルスの検出 

  感染力の強い NoVの感染拡大を防ぐため, オンサイ

トで環境中の NoV が検出できる高感度な検査装置が求

められている. NoVのオンサイト検査を実現するため, 量

子ドット蛍光色素を用いた V 溝バイオセンサを設計し, 

評価を進めている. 今年度は, GII.4 遺伝子型株の VLP の

検出を実施した. その結果, 濃度 0.01 ng/mLのVLPの検出

を実現した. 濃度 0.01 ng/mL は, 検出領域の V溝内に存

在する VLP 数に換算すると 100 粒子にあたる. 今後は, 他

の遺伝子型の VLP を用いた試験を実施し, 交差反応性の

検証を進める.  

[白土東子, 芦葉裕樹（産総研）, 守口匡子（藤田保健衛生

大学）, 藤巻真（産総研）]  

 

(16)ノロウイルス RNA 依存的 RNA ポリメラーゼの in vitro 

RNA 合成系の薬剤による阻害 

 構築したノロウイルスの RNA 依存的 RNA ポリメラーゼ

（RdRp）の in vitro RNA 転写活性測定系を用いて、薬剤

（2’-C-Methyl-Cytidone Triphosphate: 2’CM-CTP）は、

濃度依存的に RdRp の RNA 合成反応を阻害することを示

すことが出来、RdRp に対する新規薬剤の阻害機構を調

べるのに役立てることが出来ることが明らかとなった。 

 [下池貴志、岡智一郎] 

 

2．サポウイルスに関する研究 

(1) サポウイルスのゲノム解析 

サポウイルスのゲノム多様性の解明を目的として、ヒト及びブ

タ由来のサポウイルス株のうち、フルゲノム配列が報告されて

いない遺伝子型の株を中心に long PCR、次世代シークエン

サー、5’-RACE を組み合わせた解析方法の検討を開始し、

世界的にも稀な２つの遺伝子型についてそのフルゲノム配

列を決定した。今後も同様の解析を継続し、全遺伝子型のフ

ルゲノム配列の決定を目指す。 

岡智一郎,YenHai Doan,芳賀慧,小川知子(千葉県衛生研究

所) ,森功次 （東京都健康安全研究センター）,山崎彰美 

（柏保健所）、滝澤剛則 (富山県衛生研究所)] 

 

(2)サポウイルスゲノム末端に存在する共通構造の解析 

サポウイルスゲノムの 5’末端配列は最初の 3 塩基以外共通

配列を見いだすことができない。今回 5’末端の約 40 塩基の

領域に共通の２次構造が保存されていることを明らかにした。

この特徴的な構造はサポウイルスのゲノム複製、翻訳に関与

している可能性がある。 

[下池貴志,岡智一郎] 

 

(3)サポウイルス構造タンパク質を認識するモノクローナル抗

体のエピトープ解析 

感染性ウイルスと同様の構造特性を有すると考えられ

ているサポウイルスのウイルス様中空粒子を用いてヒ

ト由来の４つの遺伝子群 (genogroup I, II, IV, V)すべて

に反応するモノクローナル抗体、遺伝子群特異的に反

応するモノクローナル抗体のエピトープ解析を試み、

ウェスタンブロッティング等の反応性から、立体構造

を認識している可能性が高いことが示唆された。 

[岡 智一郎,三木元博,北元憲利 （兵庫県立大学）] 
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(4)サポウイルス中空粒子の構造解析 

 サポウイルス粒子構造を明らかにするため,均一かつ分解物

の少ないウイルス様中空粒子 (VLPs)の調製ができた株につ

いて、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

を用いて VLPs の構造解析を行い、8Åを下回る解像度を得

た。 

[村田和義（岡﨑生理研）,Song Chihong,岡 智一郎,三木元

博,片山和彦] 

 

3．カリシウイルスに関する研究 

(1) カリシウイルス増殖阻害化合物の検索 

培養細胞での効率的な増殖が可能なカリシウイルス (マウ

スノロウイルス、ブタサポウイルス、ネコカリシウイルス)をタ

ーゲットにこれらのウイルスの感染増殖を阻害する化合物

を検索し、それぞれのウイルスを特異的に阻害する化合

物、いずれのウイルスも阻害する化合物を見出した。 

[大場舞（静岡環衛研）,岡智一郎,高木弘隆（バイオセーフ

ティ）, Qiuhong Wang, Linda J. Saif （オハイオ州立大）,安

藤隆幸,荒畑沙織, 池ヶ谷朝香,小和田和宏, 川森文彦

（静岡環衛研）, 小郷尚久, 浅井章良 （静岡県立大薬）] 

 

(2)培養可能なカリシウイルスの新規 plasmid-based リバー

スジェネティクス系の構築 

カリシウイルスの細胞内発現手段の開発を目的として我々

はすでにヒト由来 elongation factor 1α promoter を用い

る DNA launch 型リバースジェネティクスの構築に成功して

いるが、一部の細胞ではこの promoter が発現しなかった

ため、培養細胞で効率的に増殖可能なネコカリシウイルス

をモデルに、そのほかの promoter での感染性ウイルス作

出を検討し、ウイルス由来 promoter でもネコカリシウイル

スのゲノム遺伝子の発現、感染性ウイルスの作出が可能

であることを明らかにした。 

岡 智一郎、高木弘隆（バイオセーフティ管理室）、遠矢幸

伸（日大獣医） 

 

 4．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 

ア）ロタウイルス検体の収集 

 札幌医科大学との共同研究で、北海道におけるA群ロ

タウイルス（RVA）流行株を調査するため、2015年に

北海道各地の病院で採取されたロタウイルス胃腸炎入

院症例の便検体を収集した。NTT東日本病院（札幌市）、

札幌北辰病院（札幌市）、岩見沢市立総合病院（岩見

沢市）、苫小牧市立病院（苫小牧市）、製鉄記念室蘭

病院（室蘭市）、市立函館病院（函館市）、浦河赤十

字病院（浦河町）の7か所から、それぞれ9、24、13、

24、13、6、5検体（合計94検体）のRVA陽性検体を収

集することができた。 

[藤井克樹、団海燕、片山和彦] 

 

イ）ロタウイルスのフルゲノムシークエンス解析 

採取した RVA 陽性の 94 検体について、次世代シー

ケンサーを行いて全ゲノム配列を解析した。RVA の遺

伝子型分布は Wa-like G1P[8]が 15%、DS-1-like G1P[8]

が 67%、G2P[4]が 2%、G9P[8]が 12%、G9P[4]が 1%、

重複感染が 3%であった。G9P[4]株は DS-1 型の遺伝子

型構成を有していた。函館は G9P[8]株が優勢（6 株中

5 株）であったが、それ以外の地域はいずれも DS-1-like 

G1P[8]が優勢（50.0%～92.3%）であった。これは 2014

年の遺伝子型分布と全く異なっており、RVA の流行が

シーズン間で大きく変動している事を示していた。 

[藤井克樹、団海燕、片山和彦] 

 

ウ）ロタウイルス遺伝子の系統樹解析 

2015 年北海道の RVA 株について、各遺伝子の系統

樹解析を行った。、DS-1-like G1P[8]、G2P[4]、G9P[8]

に関しては前年とほぼ同じ塩基配列の株が流行してい

たが、Wa-like G1P[8]に関しては、前年は lineage 1 の

みが流行していたのに対し、2015 年は lineage 2 が多

くを占めていた。更にこの lineage 2 の NSP4 遺伝子は

通常の 1 型ではなく 2 型であり（G1-P[8]-I1-R1-C1-M1- 

A1-N1-T1-E2-H1）、系統樹解析の結果から DS-1-like 

G1P[8]株との間でリアソートメントを起こしたもの

であると考えられた。 

[藤井克樹、団海燕、片山和彦] 
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（２）核酸自動電気泳動装置によるロタウイルスゲノ

ムのタイピング法の確立 

ア）タイピング解析の条件検討 

核酸自動電気泳動装置MultiNA（島津製作所）を用い

たRVAの迅速・簡便な検査法の確立のため、必要な標

準株を12株選定した（Wa-like G1P[8]、DS-1-like G1P[8]、

G2P[4]、G3P[8]、G4P[8]、G9P[8]およびRVC）。波形

データを長鎖、中鎖、短鎖の3領域に分割し、各標準株

との間で、 3 領域の相関係数を加重平均した値

（similarity index）を比較することで、高精度にタイピ

ングできる事を見出した。更に、RVA陰性検体、ノロ

ウイルス陽性検体、アストロウイルス陽性検体を用い

ても、偽陽性と判定されないことを確認した。 

 [藤井克樹、片山和彦] 

 

イ）タイピング法の評価 

タイピング法の評価のため、感染研で保存している

RVA株をランダムに100株（Wa-like G1P[8]が34株、

DS-1-like G1P[8]が28株、G2P[4] が10株、G3P[8] が3株、

G9P[8] が25株）選定し、正しくタイピングされるか否

かを検討した。その結果、バンドの検出率は73％であ

り、検出感度はPAGE（78%）とほぼ同等か若干劣る程

度であった。また、検出できた検体のうち、遺伝子型

構成のレベルで正しくタイピングされたのは93％であ

り、この解析アルゴリズムで高精度にタイピング可能

であることを示していた。 

[藤井克樹、片山和彦] 

 

4．その他（品質管理に関する業務） 

(1)ポリオワクチンの D 抗原含量試験に用いる抗体に

関する検討 

 日本ポリオ研究所（現 阪大微研会ポリオ研究所）が

開発した 2 種の抗体（マウスモノクローナル抗体、お

よび、ウサギポリクローナル抗体）がセービン株由来

不活化ポリオワクチンの D 抗原含量試験だけでなく、

ソークワクチン（野生株由来不活化ポリオワクチン）

のD抗原含量試験にも用いることができることを明ら

かにした。 

[染谷雄一] 

 

(2)不活化ポリオワクチンの力価試験（ラット免疫原性

試験）に用いるラット系統の検討 

 昨年度に引き続き実施した。セービンワクチンの力

価試験では日本エスエルシー社の Wistarラットが使用

されているが、国内他機関の検討によりこの系統は真

の Wistar ではなく、F344 系統に遺伝的に近縁であるこ

とが示された。海外では不活化ポリオワクチンの力価

試験には真の Wistar ラット（日本エスエルシー社の

Wistar ラットが流通している可能性は極めて低い）が

使用されており、データの比較ができないなど問題が

生じかねない。そこで、日本チャールス・リバー社の

Wistar ラットに参照不活化ポリオワクチン（セービン

株）（国内参照品）を接種して中和抗体価測定を行った

ところ、免疫応答に差異はあるものの、国内参照品の

力価単位は 2 種のラットで大きな差異はないと結論し

た。 

[染谷雄一、網康至（動物管理室）] 

 

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. 2016 年度は、抗血清 16 種類、細胞 7 種類を配

布した。  

[吉田 弘, 有田峰太郎,  西村順裕、 清水博之] 

 

イ) 病原体検査における信頼性確保に関する検討 

改正感染症法の完全施行（平成 28 年 4 月）に伴い都道府

県知事による病原体検査には一定の質の確保が求めら

れることとなった。質の確保のための取り組みの一つとし

て外部精度管理調査は、有効な方法である。一部の疾患

を除けば、感染症発生動向調査に対応したウイルス検査

の評価法について未開発のままである。このため試行的

に 5 類小児科定点把握疾患である手足口病検査につい
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て、外部精度管理調査のための、試料の調製法、評価法

の在り方等、検討を行っている。 

［伊藤雅、皆川洋子（愛知県衛研）、峯岸俊貴（埼玉県衛

研、近藤眞規子（神奈川県衛研）、中田恵子（大阪府公衛

研）、北川和寛（福島県衛研）、高橋雅輝（岩手県環保研

セ）、濱崎光宏（福岡県保環研）、吉田弘（感染研）） 

 

(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(4 年目)によるポリオウイルスの監視 

  平成 28 年度は感染症流行予測調査事業として 16 か

所、調査研究 2 か所の計 18 か所の協力を得て流入下水

を用いた環境水サーベイランスを実施した。18 か所の下

水利用人口は、延べ約 600 万人である。IPV へ切り替えた

平成 24 年 9 月以後、平成 26 年 10 月に 3 型ポリオワクチ

ン株が流入下水から検出されている。平成 28 年度調査期

間中、2 例目のポリオウイルスが 7 月に検出された。実施

要領に基づく行政検査により、３型ワクチン株であること判

明している。検出は当該月のみであったため、一過性の

輸入例と考えられた。引き続きポリオウイルスの監視を行

っていく。 

［板持雅恵（富山県衛研）、伊藤雅（愛知県衛研）、、大沼

正行（山梨県衛研）、小澤広規（横浜市衛研）、木田浩司

（岡山県環保セ）、北川和寛（福島県衛研）、葛口剛（岐阜

県保環研）、後藤明子(北海道衛研)、高橋雅輝（岩手県

環保研セ）、筒井理華（青森県環保セ）、中田恵子（大阪

府公衛研）、中野守(奈良県保研セ)、西澤佳奈子（長野県

環保研）、濱島洋介（和歌山県環衛研セ）、堀田千恵美

(千葉県衛研）、諸石早苗（佐賀県衛薬セ）三好龍也（堺市

衛研）、吉冨秀亮（福岡県保環研）、吉田弘（感染研）) 

 

(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 26 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 7 回目) を実施した。 感染研での研

修期間は 2017 年 1 月 16 日〜2 月 10 日, 研修参加者は,

アフガニスタンから 2 名、コンゴ民主共和国から 1 名、イン

ドネシアから 1 名、ケニアから 2 名、ナイジェリアから 2 名、

パキスタンから 2 名、フィリピンから 1 名、ベトナムから 2 名

の計 13 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として必要な技術習得の

ための実習および講義を実施した 。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, 西村順裕、Doan Hai 

Yen, 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および

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 91 検体およびラオス 785

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。

カンボジアの糞便検体からポリオウイルス 3 型 1 株が検出

されたが、ワクチン株と同定された。 

[吉田 弘, 有田峰太郎、西村順裕、和田純子、清水博之] 

 

イ)  ラオスにおける 1 型ワクチン由来ポリオウイルスの流行 

 2015年9月7日に発症したAFP症例由来の糞便検体から1

型ポリオウイルスが分離され、型内鑑別試験およびVP1領

域の塩基配列解析により、分離株はSabin 1型との比較で

3.3%の変異を有する1型VDPVと同定され、地域集団にお

ける1型VDPVの長期的伝播が示唆された。強化AFPサー

ベイランスに由来するポリオウイルス分離株の解析により、

2015年9月から2016年1月にかけて発症した11例のAFP症

例が、1型VDPVによるポリオ症例であることが明らかとなっ

た。その後、2016年度にラオスのAFP症例および接触者か

ら分離されたポリオウイルスは、すべてワクチン株と同定さ

れ、1型VDPV伝播は終息したものと考えられる。2016年5

月18日にAFP症例から採取した糞便からの検出以降、2型

ポリオウイルスは検出されておらず、tOPV接種停止以降、

ラオスでは2型VDPV伝播は認められていない。 

[吉田 弘, 有田峰太郎,西村順裕、和田純子、清水博之、

Phengta Vongphrachanh, Bouaphanh 

Khamphaphongphane, Bounthanom Sengkeopraseuth 

(Laos EPI)、Walter William Schluter (WHO/WPRO), 
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Siddhartha Sankar Datta (WHO/Laos)] 

 

 ウ) WHO/GPEI および感染研国際協力室と協力し、2016

年 6 月 13 日－6 月 15 日に感染研戸山庁舎において開催

された AD HOC SMALL WORKING GROUP OF THE GPLN ON 

DEVELOPMENT AND EVALUATION OF NEW REAGENTS AND 

APPROACHES FOR POLIO DIAGNOSTICS の開催準備および

会議運営を担当した。日本における環境サーベイランス、

感染性ウイルスを用いないポリオウイルス中和試験、ラオ

スにおける 1 型 VDPV 流行状況等に関する発表を行っ

た。 

[吉田 弘, 有田峰太郎, 西村順裕、和田純子、清水博之、

内藤万佐子、熊谷優子 (国際協力室)] 

 

エ) 2016 年 7 月 6 日－7 月 7 日に、NIBSC で開催された

「ワクチン製造、臨床・品質管理試験および研究のた

めの、新たなポリオウイルス株の安全性と封じ込めに

関する科学的協議」へ参加し、ポリオウイルス基礎研

究者、検査担当者、ワクチン製造メーカー等の専門家

とともに、GAPIII に基づくポリオウイルス・バイオリ

スク管理に関する評価検討を行った。 

[清水博之] 

 

オ)2016 年 9 月 13-14 日に、WHO/WPRO で開催された「第

6 回西太平洋地域ワクチン予防可能疾患実験室ネット

ワーク会議」へ参加し、日本におけるポリオ根絶の確

認と実験室診断の概要、ラオスにおける 1 型ワクチン

由来ポリオウイルス流行、日本における EV-D68 感染

症の流行状況、等に関する情報提供を行った。[清水博

之] 

 

カ) 2016 年 10 月 25 日〜27 日に、パスツール研究所 (パ

リ、フランス)において開催された Meeting of the Ad 

Hoc Small Working Group on improving Polio 

Laboratory diagnostics に参加し、検体からのウイ

ルス直接検出法改良と評価、ポリオウイルス・バイオ

リスク管理に対応した実験室診断の現状と課題、等に

関する技術的評価検討を行った。 

[清水博之] 

 

キ) 2017 年 3 月 14 日－3 月 16 日に WHO 本部において開

催された Meeting of the Ad Hoc Small Working Group 

on improving Polio Laboratory diagnostics および 

The 23th Informal Consultation of the Global Polio 

Laboratory Network に参加し、ポリオウイルス病原

体バイオリスク管理に対応した実験室診断、ポリオ根

絶最終段階におけるサーベイランスの現状と課題、等

について技術的検討を行った。 

[清水博之] 

 

ク) 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 

22th 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] 

 

ケ) セービンワクチン力価試験および D 抗原量試験共

通化に関する国際共同研究 

 WHO、NIBSC が中心となり、セービンワクチンの

力価試験およびD抗原量試験を共通化するための国際

共同研究が、セービンワクチン国際標準品制定を最終

目的に進められている。5 月 2 日に行われた会議

（One-day Workshop on Sabin IPV D Antigen Content 

and Potency Assays Harmonization）に出席するととも

に、第 1 回目の共同研究成果を NIBSC が総括したレポ

ートをレビューした。 

[染谷雄一] 

 

コ) ポリオワクチン製造に関する WHO ガイドライン

の更新作業 

 セービンワクチンの実用化とポリオウイルスの封じ

込めに伴い、ポリオワクチン製造に関する WHO ガイ

ドライン（WHO TRS 926, Annex 2）の記載内容を更新

する作業が進められている。2016 年 9 月 22 日、23 日

に渡ってジュネーブで会合が拓かれ、ワーキンググル

ープのメンバーとして参加した。第 2 回の会合が 2017
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年 9 月 19 日、20 日にジュネーブで予定されている。 

[染谷雄一] 

 

2. WHO 西太平洋地域の 2016 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   

 2016 年にラオスおよびカンボジアから送付された AFP

症例および接触者由来の糞便検体 876 検体について、ウ

イルス分離検査及びポリオウイルスの型内株鑑別を行な

った。 

 2015 年 9 月 7 日に発症した AFP 症例由来の糞便検体

から 1 型ポリオウイルスが分離され、型内鑑別試験および

VP1 領域の塩基配列解析により、分離株は Sabin 1 型との

比較で 3.3%の変異を有する 1 型 VDPV と同定された。強

化 AFP サーベイランスに由来するポリオウイルス分離株の

解析により、2015 年 9 月から 2016 年 1 月にかけて発症し

た 11 例の AFP 症例が、1 型 VDPV によるポリオ症例であ

ることが明らかとなった。広範な地域における AFP 症例お

よび接触者の糞便検体から、分子系統学的関連性を有す

る計 26 株の 1 型 VDPV が検出された。すべての VDPV

株は分子系統学的関連性を有する一方、分離株間で比

較的高い多様性を有しており、長期間かつ広範な VDPV

伝播が示唆された。VP1 以外のゲノム遺伝子領域の予備

的解析によると、ラオスの 1 型 VDPV 株は、これまで報告

された VDPV 株の多くで報告されている C 群エンテロウイ

ルスとのゲノム遺伝子組換えは認められておらず、すべて

のゲノム領域が Sabin1 株に由来する非組み換えウイルス

であった。 

[清水博之、吉田弘、有田峰太郎、西村順裕和田純子、

脇田隆字] 

  

3. 世界ポリオ根絶計画に関わる研究  

(1) ポリオウイルス直接同定法の開発 

 ラオスで発生したワクチン由来ポリオウイルス株の流行で

回収されたポリオウイルス陽性便検体を用いて、ポリオウ

イルスの直接同定を以前確立した ECRA 法を用いて検討

した。結果、100 uL の便抽出液から直接 RNA を抽出して

検出する方法および 500 uL の便抽出液とポリオウイルス

レセプター感作磁気ビーズを用いた方法により、82%の陽

性検体からポリオウイルスを同定することに成功した。この

結果から、便抽出液からのポリオウイルス直接同定の効率

を上げるためには、より大量の便抽出液（> 500 uL）を使う

必要があることが示唆された。 

[有田峰太郎、清水博之] 

 

(2) 新規抗ポリオウイルス化合物の同定     

 東京大学の有する化合物ライブラリーの一部（70,338 化

合物）を用いてスクリーニングを行い、16 個の抗ポリオウイ

ルス化合物を同定した。このうち 12 化合物は PI4KB 阻害

剤であり、2 化合物はウイルスタンパク 2C の阻害剤であり、

残り 2 化合物は OSBP 阻害剤であることが判明した。現在、

同定された化合物を用いて、作用機序の解析を行ってい

る段階である。 

[有田峰太郎、小島 宏建（東京大学 創薬機構）] 

 

(3) 抗ピコルナウイルス化合物 MDL-860 の耐性ポリオウイ

ルスパネルを用いた解析 

 MDL-860 は、in vivo で抗ウイルス活性を示す数少ない

抗ピコルナウイルス化合物の一つであるが、その標的およ

び作用機序は不明であったため、その標的および作用機

序の解明を試みた。エンビロキシム耐性ポリオウイルスが

MDL-860 に対して耐性を示すことを見出した。しかし、

MDL-860 は、in vitro における宿主タンパク PI4KB の活

性および宿主タンパク OSBP の細胞内局在に影響せず、

またメンゴウイルスの複製も阻害しないことから、これまで

に例のない非典型的 enviroxime 様化合物であることが示

唆された。 

[ 有 田 峰 太 郎 、 Dobrikov G (Institute of Organic 

Chemistry with Centre of Phytochemistry , Bulgaria), 

Purstinger G (University of Innsbruck, Austria), Galabov 

AS (The Stephan Angeloff Institute of Microbiology, 

Bulgaria)] 

 

(4) 抗ピコルナウイルス化合物 MDL-860 の PI4KB 活性に

対する影響の解析 MDL-860 の in vivo における宿主タン

パク PI4KB の活性への影響を解析するために、MDL-860
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処理による細胞内の PI4KB の局在およびポリオウイルス

感染細胞内のホスファチジルイノシトール-4-一リン酸

（PI4P）の定量を行なった。MDL-860 は、PI4KB 阻害剤処

理と比べ 2~3 時間遅く PI4KB をゴルジ体へ誘導し、ポリオ

ウイルス感染細胞内の PI4P 量を低下させた。これらの結

果から、MDL-860 は in vitro における PI4KB の活性には

影響しないものの、in vivo における活性を阻害することが

示唆された。 

[有田峰太郎、Dobrikov G (Institute of Organic Chemistry 

with Centre of Phytochemistry , Bulgaria), Purstinger G 

(University of Innsbruck, Austria), Galabov AS (The 

Stephan Angeloff Institute of Microbiology, Bulgaria)] 

 

(5) 次世代シークエンスによるポリオウイルス遺伝子解析の

至適化・標準化 

  世界ポリオ根絶計画最終段階におけるポリオウイルス病

原体サーベイランスに由来する検体の遺伝子検査では、ウ

イルス伝播やゲノム遺伝子組換えについての、より詳細か

つ網羅的な遺伝子情報が必要な場合があることから、次世

代シークエンス解析の導入が進められている。その一方、

次世代シークエンスによるウイルス遺伝子解析の手法は標

準化されておらず、遺伝子解析や結果の質的評価法は、

かならずしも統一されていない。WHOポリオウイルス実験

室ネットワークにおいて、次世代シークエンスによるポリオ

ウイルス遺伝子解析の至適化・標準化を図るため、ポリオウ

イルスやエンテロウイルスを含む検体をRIVMで調整し、異

なる施設で次世代シークエンス解析を実施するPilot study

を開始した。[Doan Hai Yen, 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)不活化ポリオワクチン累積接種率調査 

  我が国の定期接種の接種状況を把握する目的で、無作

為に抽出した全国の満 2 歳児 5000 人と満 6 歳児 5000

人を対象として、Hib ワクチン、小児用肺炎球菌ワクチン、

BCG ワクチン、四種混合ワクチン、水痘ワクチン、MR ワク

チン（第１期、第２期）、日本脳炎ワクチンの累積接種率を

調査した。2016 年調査の結果では、四種混合ワクチン 1

回目の累積接種率は 4 か月で 90.8%、追加接種は 23 か

月で 82.8%であった。個々のワクチンの接種状況はこの 3

年間で大きな変化はなく概ね良好であるが、予防接種制

度の変遷が予防接種に関する受療行動に与える影響が

大きいことが示唆された。 

[崎山 弘 (崎山小児科)、城 青衣(都立駒込病院)、梅本 哲

(医療産業研究所)、清水博之、大石和徳(感染症疫学セ

ンター)] 

 

(2) 不活化ポリオワクチン導入後の予防接種状況および

抗体保有状況に関する研究 

 わが国ではポリオの定期接種に使用されるワクチンが

2012 年に経口生ポリオワクチンから IPV に切り替わり、現

在は 3 種類の IPV（cIPV、DPT-sIPV、DPT-cIPV）が使用

可能である。IPV 導入から 5 年目の 2016 年度の調査結果

を用いてポリオの予防接種状況・抗体保有状況の現況を

検討するとともに、継時的な推移について検討を行った。 

2011～2016 年度調査における 5 歳未満児のうち、接種歴

不明者を除く対象者についてポリオワクチンの 1 回以上の

接種歴があった者の割合をみると、2011～2012 年度は

90%未満であったが、2013～2016 年度は 95%以上と高か

った。IPV のみの被接種者の割合は 2013 年度：45%、

2014 年度：70%、2015 年度：86%、2016 年度：93%と増加し

ていた。2016 年度は 0～3 歳における被接種者の 95%以

上が IPV のみの被接種者であり、そのうちの多くに 3 回以

上の接種歴があった。中和抗体保有状況についてみると、

1 型・2 型に対して 2011～2012 年度は 90%未満、2013～

2016 年度は 95%以上であった。また、3 型に対しては 2013

年度：75%、2014 年度：88%、2015 年度：95%、2016 年度：

96%と、IPV のみ被接種者の割合の増加にともない抗体保

有率の上昇がみられた。 

[佐藤 弘，多屋馨子（感染症疫学センター）、清水博之] 

 

(3) 原発性免疫不全症患者におけるワクチン由来ポリオウ

イルス排泄の検討 

 経口生ポリオウイルスワクチンは、まれにワクチン由来ポリ

オ麻痺(VAPP)を起こすことがある。特に、原発性免疫不

全症では、持続感染を起こしVAPPになる頻度が高いとさ

れているが、日本では、これまで調査されていなかった。9
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例の被験者に由来する糞便検体合計26検体からRNAを

抽出しCODEHOP-snPCR法によるエンテロウイルス遺伝

子検出を試みたところ、すべての糞便検体において、ポリ

オウイルス遺伝子の増幅および検出は認められなかった。

3名の異なる被験者より、3種類のエンテロウイルス遺伝子

が検出され、塩基配列解析の結果、それぞれ、CV-A14、

CV-B2およびCV-A16と同定された。エンテロウイルス持

続感染は認められず、一過性エンテロウイルス感染である

ことが示唆された。 

 [野々山恵章（防衛医大）、清水博之] 

 

(4) 日本人成人に対する不活化ポリオワクチン皮下注の免

疫原性 

かつて日本の定期接種プログラムは OPV2 回接種で、

諸外国と比べて回数が少なかった。2012 年 9 月に、日本

でも IPV が導入され、日本人成人に追加接種を行う機会

が多くなった。IPV を皮下注した場合の免疫原性の評価を

実施した。健常成人 12 名の年齢群は、20 歳代 2 例、30

歳代 4 例、40 歳代 6 例であった。OPV 接種歴は、2 回接

種している者が 9 例、不明が 3 例であった。IPV 接種前に

中和抗体を保有する者は、OPV 株の Sabin1 型で 11 名、

Sabin2 型で 12 名、Sabin3 型で 5 名であった。また強毒型

標準株の Mahoney で 9 名, MEF-1 で 12 名, Saukett で 1

名であった。追加接種後の中和抗体価は、被験者全例で、

全ての株に対し中和抗体価 8 倍以上となった。 IPV 皮下

注後、すべてのポリオウイルス株に対する中和抗体価は

顕著に上昇した。IPV 皮下注後の中和抗体価は、すべて

の血清型において、Sabin 株と IPV 抗原の材料である強毒

株において大きな差異は認められなかった。また 2 型

VDPV 株に対する中和抗体価も、Sabin 2 株に対する抗体

価と同等であり、十分な発症予防効果を示すことが示唆さ

れる。 

[福島慎二、濱田篤郎(東京医大)、清水博之、中野貴司

(川崎医大)] 

 

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) エンテロウイルス 68 擬似ウイルスの作製 

   エンテロウイルス 68 に対する抗ウイルス化合物の評価

を行うために、エンテロウイルス 68 擬似ウイルスの作製を

試みた。エンテロウイルス 68 Fermon 株のカプシドタンパ

クを HEK293 細胞で発現させ、ルシフェラーゼ発現エンテ

ロウイルス 68 レプリコンをトランスフェクションすることで、

擬似ウイルスを作製した。調製したエンテロウイルス 68 擬

似ウイルスは、感染によりポリオウイルス擬似ウイルスの

1/10,000 程度のシグナルを出した。今後、エンテロウイル

ス 68 擬似ウイルスを用いて、抗エンテロウイルス化合物の

活性を確認する予定である。 

 [有田峰太郎] 

 

 (2) 抗エンテロウイルス活性を示す植物抽出液の同定 

  抗エンテロウイルス活性を示す植物抽出液の同定を行

なった。7,488 の植物抽出液から、抗エンテロウイルス活

性を示す 137 の抽出液を同定した。現在、同定された抽

出液の中に含まれる未知の抗エンテロウイルス化合物の

同定を進めている段階である。 

[有田峰太郎、渕野裕之（医薬基盤研）] 

 

(3) 可溶性蛋白質発現プラスミドの作製 

  Scavenger receptor class B member 2 (SCARB2)はエ

ンテロウイルス 71 の受容体のひとつである。組換え

SCARB2 蛋白質を哺乳動物細胞で分泌発現させるために、

新規発現プラスミドの作製を試みた。SCARB2 は２回膜貫

通型の蛋白質であり、細胞外領域のみを分泌発現させる

にはシグナルペプチドが必要である。そこで、「インターロ

イキン６のシグナルペプチド、クローニング用の制限酵素

(CpoI)サイト、His タグ」あるいは「インターロイキン６のシグ

ナルペプチド、クローニング用の制限酵素サイト、抗体定

常(Fc)領域、His タグ」をコードする DNA を合成し、pEF6

プラスミドのマルチクローニングサイトに挿入した。作製し

た プ ラ ス ミ ド を そ れ ぞ れ pEF6-CpoI-His, 

pEF6-CpoI-Fc-His と名付けた。 

[西村順裕、清水博之] 

 

(4) 可溶性 SCARB2 分子の大量発現 

  SCARB2 とエンテロウイルス 71 の相互作用を詳細に解
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析するために、可溶性 SCARB2 組換え蛋白質の大量発

現を行った。SCARB2 は２回膜貫通型の蛋白質であり、そ

の細胞外領域の C 末端に His タグ(SCARB2-His) あるい

は抗体 Fc 領域と His タグ(SCARB2-Fc-His)を融合させた

組換え蛋白質の発現を試みた。SCARB2 の細胞外領域を

コードする cDNA を、哺乳動物細胞分泌発現プラスミド

pEF6-CpoI-His, pEF6-CpoI-Fc-His の EF1a プロモータ

ー下流にクローニングした。これらの発現プラスミドを

293T 細胞にトランスフェクションしたところ、細胞培養上清

中に大量の組換え SCARB2 蛋白質が分泌された。 

[西村順裕、清水博之] 

 

(5) His タグ付加可溶性 SCARB2 分子のニッケルカラムに

よる精製の試み 

 可溶性 SCARB2 組換え蛋白質の C 末端に His タグ

(SCARB2-His) あ る い は 抗 体 Fc 領 域 と His タ グ

(SCARB2-Fc-His)を融合させた組換え蛋白質の精製を

試みた。これらの発現プラスミドをトランスフェクションした

293T 細 胞 培 養 上 清 か ら ニ ッ ケ ル カ ラ ム に よ る

SCARB2-His および SCARB2-Fc-His の精製を試みた。

しかし、精製蛋白質を SDS-PAGE で解析したところ、組換

え SCARB2 蛋白質以外に、約 200 kD の目的外蛋白質が

多量に検出された。 

[西村順裕、清水博之] 

 

(6) 高純度 SCARB2-His 組換え蛋白質の精製 

  SCARB2-His 組換え蛋白質精製の際の、約 200kDa の

目的外蛋白質混入の低減を目的とした。この目的外蛋白

質はウシ胎仔血清(FBS)に含まれると考えられたため、

FBS を多量のニッケルビーズと反応させるという前処理に

より吸収除去することを試みた。吸収済 FBS を濾過滅菌し、

293T 細胞の培養および SCARB2-His 蛋白質発現に使用

した。この吸収済 FBS を使用した 293T 細胞培養液から

SCARB2-His 精製を試みたところ、約 200kDa の目的外蛋

白質はほとんど検出されず、高純度の SCARB2-His 蛋白

質を得ることができた。 

[西村順裕、清水博之] 

 

(7) SCARB2 に対するポリクローナル抗体の作製 

  SCARB2 の細胞内動態を詳細に解析するために、ポリ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 を 試 み た 。 ウ サ ギ ２ 羽 を 精 製

SCARB2-His 蛋白質で免疫した。抗体価の上昇を確認す

るために、SCARB2-His を固相化した ELISA を行った。２

羽のウサギはいずれも高い抗体価の上昇を示し、全血を

採取した。その抗血清はフローサイトメトリーにおいても、

SCARB2 の発現検出に利用可能であった。 

[西村順裕、清水博之] 

 

(8)北部ベトナムにおける手足口病の疫学とウイルス遺伝子

解析 

 ベトナムでは、近年、死亡例・重症例を含む手足口病あ

るいはエンテロウイルス 71(EV71)感染症の流行が報告さ

れている。2011-2012 年には、ベトナム全土で、死亡例を

含む多くの重症例を伴う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。本年度は、おもに、

2015-2016 年に北部ベトナムで報告された手足口病症例

の実験室診断を行い、EV71 を含めた原因ウイルスの解析

を行った。2014〜2015 年の手足口病症例からの EV71 の

検出頻度は比較的低く、CVA6 の検出頻度が増加した。

2011-2012 年の大規模手足口病流行以降、北部ベトナム

において、死亡例を含む手足口病重症例の多発は認めら

れていない。2013 年以降に検出された、EV71 株のほとん

どは遺伝子型 B5 であり、2011〜2012 年に多く認められた

遺伝子型 C4 の検出頻度は一時的に低下したが、2016 年

に遺伝子型 C4 の再出現が認められた。 

[中村朋史、清水博之、片岡周子(北海道大学)、Tran Thi 

Nguyan Hoa、Nguyen Thi Hien Thanh (NIHE)] 

 

(9) エンテロウイルス71抗血清国際標準品樹立のための国

際共同研究 

 手足口病重症例の主要な原因ウイルスは、EV71であるこ

とから、アジア諸国では現在、EV71ワクチン開発が積極的

に進められている。臨床試験における有効性・安全性の結

果を踏まえ、2015年12月、中国で、世界初の不活化エンテ

ロウイルス71ワクチンが承認され、中国市場に導入された。

不活化EV71ワクチンの品質管理およびEV71血清疫学解
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析の国際的標準化のために、EV71中和試験に用いる

EV71抗血清国際標準品の樹立が必要とされている。その

ため、The WHO collaborative study to establish the 1st 

International Standard for anti-EV71 serum に参加し、

NIBSCから提供される13種類の抗血清(ヒトプール血清等)

とEV71 C4 523 株を用いたEV71中和抗体価測定を実施し

た 。 そ の 結 果 、 EV71 抗 血 清 国 際 標 準 品 候 補 の う ち 、

14/140が the 1st IS for anti-EV71 serum (Human)に選定さ

れた。 

[Gill Cooper, Javier Martin (NIBSC), 清水博之] 

 

(8) エンテロウイルス D68(EV-D68)流行対応と実験室診

断体制の整備 

 EV-D68 は Enterovirus D に分類されるが、温度感受性

および酸耐性等のウイルス学的性状から、EV-D68 はライ

ノウイルス同様、主として呼吸器感染症に関与するユニー

クなエンテロウイルスである。2014 年、米国で、EV-D68 感

染症の広範な流行が発生し、呼吸器感染症だけでなく、

急性弛緩性脊髄炎(Acute Flaccid Myelitis: AFM)・急性

弛緩性麻痺(Acute Flaccid Paralysis: AFP)や脳神経障害

等、中枢神経疾患合併症症例から EV-D68 が検出された

ことから、エンテロウイルスによる再興感染症として注目を

集めた。日本でも、2015 年 8 月以降、病原微生物検出情

報における EV-D68 検出数の増加が認められ、重症例を

含む呼吸器感染症由来検体からの EV-D68 検出事例が

相次いで報告された。EV-D68 検出数は、2015 年 9 月を

ピークに急増したが、EV-D68 感染症流行とほぼ同時期

に、小児を中心とした AFP 症例の報告が相次ぎ、一部

AFP 症例から EV-D68 が検出された。感染研では、

EV-D68 特異的リアルタイム PCR 法が、他のエンテロウイ

ルス遺伝子検出法と比較して感度が高いという結果を得、

EV-D68 以外の病原体の関与の可能性も含めた検査体

制の整備を進めた。髄液や血液からの EV-D68 検出頻度

は低く、多くの EV-D68 感染事例では、呼吸器由来検体

から EV-D68 遺伝子が検出された。2016 年は、EV-D68

は、呼吸器感染症症例および麻痺事例から、ほとんど検

出検出されず、流行に周期性があることが示唆された。 

[多屋馨子、花岡希、藤本嗣人(感染症疫学センター)、清

水博之] 

 

(9) 我 が 国 の 病 原 体 サ ー ベ イ ラ ン ス デ ー タ か ら み る

EV-D68 検出症例 

 全国の地方衛生研究所（地衛研）において行われた病原

体検査の結果が、感染症サーベイランスシステムの病原

体検出情報に報告されている。病原体検出情報を基にエ

ンテロウイルス D68 型（EV-D68）の流行実態の把握を試

みた。2000 年から 2015 年までに報告された EV-D68 検出

例の年齢群、診断名等について特徴を調べた。2005 年

以降、561 例の EV-D68 陽性例が報告された。2009 年ま

では年間に数例程度であったが、2010 年 129 例、2013

年 122 例、2015 年は 281 例の報告があった。検体採取月

別では、どの年も 9 月をピークに夏から秋にかけて検出が

増加していた。年齢中央値は 3 歳で、1 歳を中心に 0-4 歳

群が最も多く、5-9 歳群が続いた。主な診断名は、下気道

炎、上気道炎、気管支喘息など呼吸器疾患が大半であっ

た。急性脳炎、心肺停止、急性片麻痺、末梢神経麻痺な

どの症例も報告されていた。EV-D68 を検出した検体の大

多数は咽頭拭い液であったが、糞便、血液、等からの検

出例の報告もあった。 

[木下一美、有馬雄三、砂川富正、多屋馨子、大石和徳 

(感染症疫学センター)、清水博之] 

 

(10) 乳飲みマウスによる EV-D68 型の分離   

  2015 年秋に，我が国で EV-D68 の大きな流行があ

り，急性弛緩性麻痺との関連が疑われたものの，未だ

解明には至っていない。秋田県健康環境センターでは，

感染症発生動向調査で収集された検体からのウイルス

分離の一環として，乳飲みマウスへの接種を実施して

いる。2015 年 8～10 月にかけて，喘息を主訴とする患

者の咽頭拭い液を腹腔内に接種したところ，著明な弛

緩性麻痺を呈する例が相次ぎ，最終的に 13 株を分離し、

遺伝子解析および中和試験により EV-D68 と同定した。

これらの株を飲みマウスに接種したところ，弛緩性麻

痺が，前肢にまで及ぶことが観察された。今回分離し

た EV-D68 は，乳飲みマウスにおいて前肢にまで及ぶ

弛緩性麻痺が再現的に観察できるという特徴がある。
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EV-D68 の病原性研究にとって、実験動物モデルが得

られたことには重要な意義を持つ。 

[斎藤博之、秋野和華子、佐藤寛子、藤谷陽子、柴田ち

ひろ、佐藤了悦(秋田県健康環境センター)、清水博之] 

 

(11) EV-D68 感染マウスモデルの検討 

 2015 年に国内で分離された EV-D68 を用いてその病

原性を明らかにするための感染動物モデルを構築する

ことを目的とした。秋田県において感染症発生動向調

査で収集された呼吸器疾患患者の咽頭ぬぐい液のうち、

新生仔マウスで分離された EV-D68 を使用した。新生

仔マウス分離後にヒト横紋筋肉腫由来 RD-A 細胞で 1

回増殖したものをストックウイルス液とした。臨床分

離株を 37℃培養条件下で H1-HeLa 細胞にて継代した

ところ、効率よく増殖するウイルスを 4 株得ることが

できたが、そのうち 1 株が新生仔マウスに対する神経

病原性を維持していた。 

[宮崎誠、永田典代  (感染病理部)、斎藤博之、柴田ち

ひろ(秋田県健康環境センター)、Doan Hai Yen、清水

博之] 

 

(12) 次世代シークエンスによる EV-D68 の遺伝子解析 

  2015 年に国内で検出された EV-D68 株を用いて、次

世代シークエンス解析の条件検討を行った。培養細胞

分離 EV-68 株、あるいは、乳のみマウスで分離した

EV-D68 株の組織ホモジュネート検体から RNAを抽出

し、次世代シークエンス解析を試みたところ、多くの

検体において、特異的プライマーによる遺伝子増幅無

しに、ランダムプライマーによる次世代シークエンス

が可能であった。秋田県で呼吸器疾患患者から検出さ

れた EV-D68 株、および島根県で急性弛緩性麻痺を含

む症例等から検出された株は、分子系統解析において、

すべて 2014 年に米国で流行した遺伝子型 Clade Bに属

するが、中国、日本で 2015 年に検出された EV-D68 株

との相同性が高いことが明らかとなった。 

[斎藤博之 (秋田県健康環境センター)、藤澤直輝 (島根

県保健環境科学研究所)、Doan Hai Yen、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) WHO ポリオウイルス病原体バイオリスク管理行動計画

(GAPIII)について 

 2016 年 6 月現在、1 型野生株ポリオウイルス流行国は、

パキスタンおよびアフガニスタンに限局しており、WHO は、

世界ポリオ根絶計画の早期達成を目指している。WHO 

Polio Eradication and Endgame Strategic Plan 2013-2018 

では、世界ポリオ根絶達成の要件のひとつとして、ポリオ

ウイルス取扱い施設から地域社会へのポリオウイルス再侵

入のリスクを最小限とするための、ポリオウイルスの安全な

取扱いと封じ込め活動の徹底を挙げている。そのため、

WHO は、2014 年 12 月に、ポリオウイルス病原体バイオリ

スク管理に関する世界的行動計画改訂第三版である

WHO Global Action Plan to minimize poliovirus 

facility-associated risk after type-specific eradication of 

wild polioviruses and sequential cessation of OPV use(野

生株ポリオウイルスの型特異的根絶および経口ポリオワク

チン使用の段階的停止後におけるポリオウイルス取扱い

施設関連リスクを最小化するための WHO 世界的行動計

画; GAPIII)を公開し、ポリオウイルス病原体バイオリスク管

理の厳格化を求めている。GAPIII は、ポリオ根絶最終段

階におけるポリオウイルスのバイオリスク管理標準につい

て、具体的かつ詳細に示した行動計画であり、世界中の

ポリオウイルス取扱い施設を、診断・研究・ワクチン製造等

に関わる必須な機能を遂行するために必要とされる最小

限の認証された施設(Essential Poliovirus Facility; PEF)

に限定し、これらの施設では、GAPIII に示されたバイオリ

スク管理標準に準じてポリオウイルスを取扱うことを求めて

いる。OPV 使用国で、2016 年 4〜5 月に実施された

trivalent OPV 接種の世界的停止にともない、感染研でも

不要な 2 型ポリオウイルス感染性材料を廃棄し、GAPIII に

準拠したワクチン株(Sabin 2 株)を含む 2 型ポリオウイルス

感染性材料のバイオリスク管理体制の整備を進めた。厚

労省結核感染症課、日本ポリオ根絶会議等と協力して、

WHO GAPIII によるポリオウイルス病原体バイオリスク管理

体制整備に向けた周知と国内対応を進めた。 

[清水博之] 
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(2) WHO ポリオウイルス病原体バイオリスク管理行動計画

(GAPIII)国内対応 

 ポリオ根絶最終段階に向けたポリオワクチン戦略の一環と

して、2016年4月のbivalent OPV導入後は、2型ワクチン株

(Sabin2/OPV2株)についても、GAPIIIに基づく病原体管理

の対象となる。標準株として広く用いられているワクチン株

も病原体管理の対象となることから、ポリオウイルス検査・研

究施設だけでなく、より広範な医学生物学施設へのポリオ

ウイルス病原体廃棄・管理の必要性についての周知が必

要とされる。そのため、National Poliovirus Containment 

Coordinator として、ポリオウイルス病原体バイオリスク管理

に関する周知を進めるため、GAPIIIおよびContainment 

Certification Scheme (CCS)の和訳版を作成し、内容につ

いて整理するとともに、GAPIIIを反映したPEF認証につい

て検討した。また、sIPVワーキンググループを組織し、sIPV

製造施設におけるポリオウイルス病原体バイオリスク管理に

関する技術的情報交換とポリオウイル感染性材料を使用し

ないsIPV品質管理方法の検討を進めた。2型ポリオウイル

スを用いたIPV検定業務および品質管理研究のため、

GAPIIIに準拠したPEFとしてとして、感染研村山庁舎BSL3

実験室の整備を行った。 

[染谷雄一、西村順裕、有田峰太郎、吉田弘、清水博之、

脇田隆字、伊木繁雄、棚林 清(バイオセーフティ管理室)] 

 

(3) 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。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。 

 [伊木繁雄(バイオセーフティ管理室)、清水博之] 

 

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) 2016 年の A 型肝炎流行状況の分子疫学的解析 

2016 年の A 型肝炎は 269 例の報告があり、42 例の配列解

析を実施した。40 例（95%）が IA、2 例（5%）が IIIA であっ

た。滋賀県東近江市で集団発生があり、2015 年 12 月末か

ら 2 月初めにかけて 6 名が感染した。いずれも 2014 年に日

本で流行した株と極めて近縁であった。また、2015 年から

台湾、台北市を中心に同性愛者間の A 型肝炎の流行があ

り、2016 年には非同性愛者にも拡大し大きな流行となった。

HIV との共感染の比率が極めて高い（48％）ことが特徴で

ある。本流行株は IA であるが、日本での 2014 年の流行株

とは明らかに異なるクラスターに属する。日本でも大阪市、

西宮市の A 型肝炎で本株が検出され、大阪市の患者は同

性愛者であり、HIV と共感染していた。 

［石井孝司、清原知子、吉崎佐矢香、佐藤知子、*島田智

恵、*中村奈緒美、*砂川富正、**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 31

地方衛生研究所との共同研究］ 

 

(2) Ａ型肝炎の血清疫学調査 

直近のＡ型肝炎の流行状況を把握するため、全国規模

の血清疫学調査を開始した。この調査は 1973 年から

約 10 年おきに実施され、年齢別の抗Ａ型肝炎ウイル

ス(HAV)体保有率、抗体陽性者の抗体価推移などから、

年々進む HAV 感受性者の減少及び高齢化を明らかにし

てきた。 

今回の調査は日本赤十字社の献血者血清と国立感染症

研究所血清銀行保存血清を対象とし、抗 HAV 抗体保有

率の推移を解析する。 

Ａ型肝炎は感染症法によって単独疾患として感染症発

生動向調査の 4 類感染症に分類され、無症状病原体保

有者を含む全診断症例の届出が義務づけられている。

抗体保有状況と患者発生動向を合わせて検討すること
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により、予防対策の効率化が期待される。 

今年度は調査の立案、計画、検体確保までを実施した。 

［清原知子、石井孝司、脇田隆字］ 

 

２．B 型肝炎ウイルス（HBV）に関する研究 

(1) B 型慢性肝炎症例におけるラミブジン耐性変異が

エンテカビル耐性に与える影響の解析 

 エンテカビル投与中に HBVDNA が再上昇した症例の

患者血清中に rtV173L，rtL180M，rtM204V の変異を有

する株を確認した．これらの 3 つの変異を有する株，

rtL180M，rtM204V 変異のみを有する株，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にてエンテカ

ビル感受性の評価を行った．rtV173L/L180M/M204V の

変異を有する株は野生株と比較して EC50 値が約 100

倍に増加ししていた．rtL180M/M204V のラミブジン耐

性変異のみでも EC50 値が約 100 倍に増加していたが，

rtL180M/M204V 変異に rtV173L 変異を加えても EC50

値に変化を認めなかった．しかしその一方で，

rtL180M/M204V に rtV173L が加わることによりウイル

スの複製効率が約 8 倍上昇し，これらの変異もエンテ

カビル耐性に関わっていると考えられた． 

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏(東京大学), 脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(2) B 型慢性肝炎のエンテカビル長期投与中に再燃を

きたした症例の新規耐性変異の解析 

 エンテカビル投与中に HBVDNA が再上昇した症例の

患者血清中に rtL180Q，rtM204V，N238H，L269I の変

異を有する株を確認した．これら 4 つの変異を有する

株とこれらの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にてエンテカビル感受性の評価を行っ

た．これら 4 つ変異を有する株は変異を持たない株と

比較し，EC50 は約 60 倍高かった．rtL180Q/M204V の

変異を有する株は野生株と比較し EC50 値は約 4 倍高

値であったが，これに rtN238H を加えても EC50 値に

変化を認めなかった．しかし rtL180Q/rtM204V に

rtL269I を加えた株は野生株と比較し EC50 値が約 85

倍に増加し，さらに N238H の変異が加わることにより

ウイルス複製効率が約 4 倍上昇し，これらによりエン

テカビルに耐性を示すと考えられた． 

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏 (東京大学), 脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(3) HBV エンテカビル耐性株のテノホビル感受性評価 

 エンテカビル耐性が確認された rtV173L，rtL180M，

rtM204V の変異を有するコンストラクトと変異を持た

ないコンストラクトおよび rtL180Q，rtM204V，N238H，

L269I の変異を有するコンストラクトと変異を持たな

いコンストラクトを培養細胞に導入し RTD-PCRにてテ

ノホビル感受性の評価を行った．rtV173L，rtL180M，

rtM204V の変異を有する株と変異を持たない株，およ

び rtL180Q，rtM204V，N238H，L269I の変異を有する

株と変異を持たない株はともにテノホビル感受性を示

し，テノホビルに対する EC50 は同等であった． 

[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 型肝炎 genotype Ae 症例のアミノ酸変異の検討 

 B 型急性肝炎(AH-B)genotype Ae 症例 7 例(HBeAg 陽

性 7 例)，B 型慢性肝炎(CH-B)genotype Ae 症例 5 例

(HBeAg 陽性 2 例，HBeAg 陰性 3 例)の HBV 株全長の塩

基 配 列 を Direct Sequence 法 に て 決 定 し ，

PreCore-Core 領域，S 領域，RT 領域，X 領域のアミノ

酸変異を検討した．AH-B および HBeAg 陽性の CH-B は

いずれの領域も genotype Ae の Consensus 配列と比

較して変異は認めなかった．一方，HBeAg 陰性の CH-B

は BCP，PreC-Core，PreS-S に多くのアミノ酸変異を

認めた．HBeAg 陰性 CH-B の 3 例はいずれも HBeAg 産生

を低下させる PreCore 領域の nt.1896の変異は認めず，

2 例は BCP 領域の nt.1762/1764 の変異を認めた．1 例

は こ れ ら に 変 異 は な く Kozak Sequence の

nt.1809/1814 に変異を認めた． 

[山田典栄，安田清美(清川病院)，四柳宏 (東京大学)，

脇田隆字，加藤孝宣] 
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(5) HBV 感染が NK細胞により誘導されるアポトーシス

の感受性に与える影響の解析 

 HBV の培養細胞での複製モデルを用いて，HBV が複

製している HepG2 細胞にアポトーシス刺激を加え，免

疫細胞により誘導される宿主のアポトーシスに HBV 複

製が与える影響を評価した．HBV 複製プラスミドを導

入した HepG2 細胞を TNF-αで刺激したところ，HBV 遺

伝子型 A 株が複製している細胞では遺伝子型 A,B,C 株

の細胞と比較してアポトーシス感受性が低下していた．

さらにHBV複製プラスミドを導入したHepG2細胞にNK

細胞を移入することにより誘導されるアポトーシスに

対する感受性を評価した．その結果，NK 細胞による誘

導でも遺伝子型 A 株が複製している HepG2 細胞におい

て感受性の低下が観察された．これらのアポトーシス

感受性に与える影響の差は,HBV 株が得られた症例の

臨床像と関連している可能性が考えられた. 

[椎名正明（新百合ヶ丘総合病院），山田典栄，杉山隆

一，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(6) HBV 遺伝子型 A 株によるアポトーシス感受性低下

に関わる宿主因子の解析 

 HBV 遺伝子型 A 株によるアポトーシス感受性の低下

に関わる宿主因子の同定のため，遺伝子型 A,B,C 株を

導入した HepG2 細胞で遺伝子発現解析を行った．その

結果，遺伝子型 B,C 株の導入では TNF-αレセプターの

mRNA が強く誘導されたのに対し，遺伝子型 A 株の導入

ではその誘導が抑制されていた．以上の結果から，HBV

遺伝子型A株の感染では宿主細胞のTNF-αレセプター

の発現が抑制され，感染細胞の排除を阻止することで

感染の遷延化を引き起こしていると考えられた． 

[椎名正明（新百合ヶ丘総合病院），山田典栄，杉山隆

一，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(7) HBV 検体パネルを用いたイムノクロマト法 HBs 抗

原測定系の性能評価 

 HBV 陽性および陰性検体パネルを用いてイムノクロ

マト法 HBs 抗原測定系の性能評価を行った．HBV 陰性

検体パネル 53 検体を用いた評価ではすべての試薬で

陰性の結果が得られた．HBV 陽性検体パネル 80 検体の

測定では,これまでに多く用いられている２種類のイ

ムノクロマトキットでの測定では 9 検体で陰性を示し

た（陽性率; 88.8%））．これら陰性の検体は，HBs 抗原

量の低いものが多く，用いたキットの検出感度が不十

分なため陰性を示したと考えられた．一方，新規に発

売が予定されている高感度のイムノクロマトキットに

よる測定では全て陽性の結果であった． 

[村山麻子,山田典栄，脇田隆字，加藤孝宣，百瀬暖佳,

松岡佐保子,浜口功（血液・安全性研究部）] 

 

(8) HBs 抗原検出用体外診断薬の絶対評価のためのリ

コンビナント HBs パネルの検討 

 HBs 抗原検出用体外診断薬の絶対評価に使用できる

様々なウイルス株由来のリコンビナント HBs タンパク

質の作製を試みた．精製のために各種タグを付加した

HBs タンパク質を培養細胞で発現させ，培養上清中，

細胞破砕液に含まれる HBs 抗原量を測定した．細胞破

砕液にはどのウイルス株由来の HBs タンパク質も多く

発現していたが，HBs が培養上清中には分泌されにく

いウイルス株があることが判明した．そこで細胞破砕

液中の HBs タンパク質をアフィニティーカラムにより

精製したが，いずれのタグを用いた場合でも，精製度

の高いリコンビナントタンパク質は得られなかった． 

[村山麻子, 山田典栄，脇田隆字，加藤孝宣，百瀬暖

佳,松岡佐保子,浜口功（血液・安全性研究部）] 

 

(9) Regulation of Ski2/RNA exosome system to 

suppress HBV-X mRNA. 

 We have shown the mechanism by which the Ski2/RNA 

exosome system target HBV-X mRNA for degradation. 

Since HBV-X is required for HBV-infectivity, 

regulating its degradation, and subsequently, its 

expression levels can be used to suppress HBV. We 

focused on the analysis of the transcription 

regulation of Ski2 as an important component of 

the Ski2/RNA exosome system. We constructed Ski2 
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promoter and we are analyzing the transcription 

factors required for its induction. 

[Hussein H Aly, Fumihiro Shiromoto, Takanobu Kato, 

Takaji Wakita] 

 

(10) Cytokine Screening for Ski2 regulation. 

 Since Ski2 antagonized HBV-replication, we 

hypothesized it has an anti-viral role, and 

analyzed its induction during inflammation. We 

Identified IL-1b inflammatory cytokine to be a 

major inducer of Ski2 expression in both HepG2, 

and Primary Hepatocytes, suggesting its induction 

and the activation of Ski2/RNA exosome system in 

inflammation. We further demonstrated the 

degradation of HBV-X mRNA mediated by IL-1b 

treatment. The signaling mechanism by which IL-1b 

can induce Ski2 expression is under investigation. 

[Hussein H Aly, Fumihiro Shiromoto, Takanobu Kato, 

Takaji Wakita] 

 

(11) The role of exosomes released from HBV 

infected cells on Kuppffer cells function. 

 We aimed to purify exosomes released from 

HBV-infected cells, and analyze HBV-induced 

changes in its contents, and its possible effect 

on the function of Kuppffer cells, the major 

subset of hepatic macrophages, compared to 

non-infected cells. We successfully purified the 

exosomes secreted from the supernatants of 

HBV-infected and control cells, and sent the 

specimen for spectrometry and RNA seq analysis to 

identify possible changes in its cargo. We are in 

the process of validation and confirmation of the 

results obtained. 

[Hussein H Aly, Takanobu Kato, Takaji Wakita] 

 

(12) シクロスポリンおよびその誘導体の HBV 侵入阻害作

用の解析 

 シクロスポリンは細胞毒性を示すことなく HBV 感染受容

体 NTCP とエンベロープタンパク質 LHBs の結合を阻害し、

HBV 感染を阻害する。シクロスポリン誘導体を用いた解析

により、HBV 感染にはシクロスポリンの免疫抑制作用及び

シクロフィリン阻害作用は必要なく、また NTCP 依存的胆

汁酸の阻害を引き起こさないものも存在することが示され

た。 

[志 村 聡 美, 渡 士 幸 一, 深 野 顕 人, Michael Peel 

(SCYNEXIS), 河合文啓（横浜市立大）, 朴三用（横浜市

立大）, 楠原洋之（東京大）, 脇田隆字] 

  

(13) HBV キャプシド形成における微小管の役割の解析 

 Hep38.7-Tet 細胞を用いたスクリーニングより、ノコダゾー

ルが HBV 複製を阻害することが示された。ビンブラスチン

やコルヒチンなど微小管合成を阻害する別の化合物も同

等の効果を有していたことより、微小管は効率良い HBV

複製に必要であることが示唆された。また微小管合成阻

害により HBV キャプシド形成が低下することを見出した。 

[岩本将士, 渡士幸一, Haitao Guo（インディアナ大）, 脇田

隆字] 

 

(14) HBV 侵入を阻害するプロアントシアニジンの解析 

 HepG2-hNTCP-C4 細胞を用いたスクリーニングにより、

プロアントシアニジンが HBV 感染を低下させることを見出

した。この化合物は HBV の preS1 領域との相互作用を介

して HBV 粒子に直接結合することが明らかとなった。これ

は HBV 粒子を標的とするので NTCP 依存的胆汁酸の取

り込みには影響しない利点を持つことが示された。 

[九十田千子, 渡士幸一, 岩本将士, 河合文啓（横浜市立

大）, 朴三用（横浜市立大）, 齊藤亜貴子（大阪電通大）, 脇

田隆字] 

 

(15) NTCP を標的とした HBV 侵入阻害化合物の同定 

 NTCP と相互作用する低分子化合物を化合物アレイによ

りスクリーニングし、74 のヒット化合物を得た。これらのうち

いくつかは HepG2-hNTCP-C4 細胞への HBV 感染を阻害

した。得られた化合物は C 型肝炎ウイルス感染には影響

を与えなかったが、D 型肝炎ウイルス感染を阻害したこと
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より、化合物の効果は NTCP 依存的侵入に特異的である

ことが示唆された。 

[金子学, 渡士幸一, 九十田千子, 二村友史（理研 CSRS）, 

近藤恭光（理研 CSRS）, 長田裕之（理研 CSRS）, 河合文

啓（横浜市立大）, 朴三用（横浜市立大）, 松永智子（横浜

市立大）, 梁明秀（横浜市立大）, 脇田隆字] 

 

(16)FDA 承認化合物を用いた HBV 感染阻害化合物の同

定 

 HepaRG 細胞を用いて FDA 承認化合物ライブラリーより

HBV 感染を阻害する化合物を同定した。この化合物は

HBV の宿主への吸着阻害を引き起こすことなく内在化

HBV を低下させることが示唆された。また構造活性相関

解析により、HBV 感染阻害に関わる化学構造を特定し

た。 

[深野顕人, 渡士幸一, 河合文啓（横浜市立大）, 朴三用

（横浜市立大）, 脇田隆字] 

 

(17) 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。

次に Hirt DNA を精製し cccDNA 量の減少と knockdown

効率の相関を検討した。1 遺伝子が cccDNA 産生に関与

している可能性が考えられた。 

[木下渉（JT 医総研）, 渡士幸一, 脇田隆字] 

  

 (18) Ｂ型肝炎流行予測調査のサポート業務 

Ｂ型肝炎ワクチンの定期接種化に伴い、Ｂ型肝炎の流行

予測調査が開始された。この調査は HBs 抗原、HBc 抗体、

HBs 抗体の試験を含み、各検体の試験結果を複合的に

判断して、ワクチンの実施状況、効果を評価することを目

的とする。 

当室では実施機関からの技術的質問および確認検査に

対応する。他の VPD 疾患と異なり、調査の過程におい

て被験者のＢ型肝炎感染が判明する可能性も考えられ、

デリケートな対応が求められる。現在のＢ型肝炎流行

予測調査実施機関は 2 自治体である。これまでに応じ

たサポート業務は以下の通りである。 

・抗 HBs 抗体価の算出方法 

・HBs 抗原陽性及び／あるいは HBc 抗体陽性検体の確

認試験 

・試験結果の解釈 

・結果を被験者に知らせる際の説明内容の作製（科学

的な部分） 

［清原知子、石井孝司、脇田隆字］ 

 

(19) Ｂ型肝炎ワクチンin vitro試験（継続） 

 Ｂ型肝炎ワクチンは各製造所によって、HBs 抗原発現

宿主細胞、HBs 抗原のサブタイプ、アジュバントの種

類、製造方法などが異なる。In vitro 試験はこれらの

差に影響されるため、in vivo 試験のように全製造所

のワクチンを一律に比較することは困難である。しか

しながら、in vivo 試験の結果を基に、各製造所で固

有のリファレンスワクチン（ワーキングリファレンス）

を設定すれば、製造ワクチンの抗原性の consistency

が確認できる。今年度はＢ型肝炎ワクチン「ヘプタバック

スⅡ」の複数ロットについて in vitro 相対力価を測定し、一

貫性の確認を行った。同一原液から作製された一連のロ

ットは in vitro 相対力価が近似値を示した。今後、原液が

異なるロットについても検討を進める。 

 現行の In vitro ELISA キットに続く次代キットのために、

抗 HBs 抗血清（ウサギ）を作製した。現在使用している抗

HBs 抗血清（羊）に比べて抗体価が低かったので、IgG を

精製し、固相化 HBs 抗体としての使用を検討する。 

［清原知子、石井孝司、脇田隆字］  

 

(20) 本邦における急性 B 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

2015 年間の 16 年間の急性 B 型肝炎の発生動向を調べ

報告した。急性 B 型肝炎の発生は 2010 年ころから約 50
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症例以下に抑制されていた。 

[Zheng Xin, 相崎英樹, 高橋琢理, 砂川富正, 大石和徳

（感染症疫学センター）、田中純子（広島大）, 脇田隆字] 

 

３． C 型肝炎ウイルス（HCV）に関する研究 

(1) 抗 HCV 活性を持つビタミン D 誘導体のスクリーニ

ング 

 ビタミン D 前駆体の一つである 25 ヒドロキシビタ

ミン D3 には抗 HCV 作用があることが知られている．

その作用機序を解明するために，VDR 結合能と転写活

性化能が既知のビタミン D 誘導体ライブラリーを用い

て抗 HCV 活性を持つ誘導体のスクリーニングを行った．

その結果，9 種類のビタミン D 誘導体に抗 HCV 活性が

見られた．抗 HCV 活性を持つビタミン D 誘導体は構造

的に類似したものが多かった． 

［村山麻子，脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

(2) ビタミン D 誘導体の HCV ライフサイクルに与える

影響の解析 

 抗 HCV 活性を示すビタミン D 誘導体について，single 

cycle virus production assay を用いて，これらの

誘導体が HCV のライフサイクルのどのステップを阻害

するのかを調べた．その結果，これらの薬剤は共通し

て細胞内での感染性ウイルス産生を特異的に阻害して

いることが明らかとなった． 

［村山麻子，脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

(3) ビタミン D 誘導体の抗 HCV 効果の作用点の解析 

 抗 HCV 活性を示すビタミン D 誘導体が細胞内での感

染性ウイルス産生を阻害することから，これらの薬剤

がウイルス形成に重要な宿主因子の発現量に与える影

響を調べた．その結果，いずれのビタミン D 誘導体の

薬剤投与によっても，アポリポプロテインの発現量が

減少したことから，ビタミン D 誘導体によりアポリポ

プロテインが減少することにより HCV 増殖が阻害され

たと考えられた． 

［村山麻子，脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

(4) 第二世代 NS5A 阻害剤の抗ウイルス活性の評価 

 第一世代の NS5A 阻害剤は，JFH-1 株以外の遺伝子型

2 の HCV 株に対しては効果が低い．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．第一世代の NS5A 阻害剤の一つで

ある Daclatasvir は H77S 株（遺伝子型 1a），を低濃

度で阻害したが，J6cc 株(遺伝子型 2a)，J8cc 株（遺

伝子型 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，Mingjun Huang (Achillion)，脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(5) 第二世代 NS5A 阻害剤の薬剤耐性変異の検討 

 第二世代の NS5A 阻害剤は，J6cc 株(遺伝子型 2a)，

J8cc 株（遺伝子型 2b）に対しても JFH-1 株(遺伝子型

2a)と同じように阻害した．そこで，薬剤存在下でウ

イルス感染細胞の長期培養を行い，耐性ウイルスの出

現を検討した．その結果，JFH-1 株では薬剤耐性ウイ

ルスは得られなかったが，J6cc 株，J8cc 株はで薬剤

耐性ウイルスが得られた．これらの薬剤耐性ウイルス

は，第一世代の NS5A 阻害剤において報告されている

耐性変異のすぐ近傍に変異が導入されていた．これら

の変異を J6cc 株，J8cc 株にそれぞれ導入すると，第

二世代の NS5A 阻害剤に対する感受性をそれぞれ 100

分の一以下に低下させた． 

[村山麻子，Mingjun Huang (Achillion)，脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(6) J6CF 株の NS4A 領域の細胞培養適応変異の機能解

析 

 培養細胞での増殖がみられない HCV J6CF 株を増殖

可能なウイルスに改変するために必要な点変異の同定

を試みた．ウイルス RNA を導入した細胞を長期に培養

することにより，NS4A 領域に適応変異が得られた．こ

の変異は，NS4A 自身の細胞内局在には影響がなかった

が，NS3 と共発現すると，NS3 の細胞内局在を変化さ

せた． 
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[村山麻子，鈴木亮介，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(7) 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 株）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 株をトランスフェクションし

た細胞でのみ低値であり，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，村山麻子，藤田めぐみ，山田典栄，石井

孝司，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(8) HCV NS5A-ISDR アミノ酸変異が IFN 感受性に与え

る影響の解析 

 ISDR のアミノ酸変異が IFN 感受性に与える影響を評

価するため，JFH1/5ACon1 株と i-7mut 株の導入細胞

で IFN による ISG 誘導能を評価した．その結果，

JFH1/5ACon1 株の導入細胞では IFN-α 添加による

ISGs 誘導の抑制が観察されたが，i-7mut 株の導入細

胞ではこの抑制が減弱していた．その機序について検

討を行ったところ，JFH1/5ACon1 株の導入細胞では

NS5A蛋白質がISG誘導に関わるSTAT1と直接結合する

ことでそのリン酸化を抑制していたが，i-7mut 株の導

入細胞では NS5A 蛋白質と STAT1 の結合能が低下し，

STAT1 リン酸化の抑制が低下していた．これらの観察

された事象は，ISDR が関わる IFN 耐性発現機序に関与

していると考えられた． 

[杉山隆一，村山麻子，藤田めぐみ，山田典栄，石井

孝司，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(9)  感染性 HCV 粒子産生機構の解析 

 感染性 HCV 粒子形成過程を低下させるフルタミドは肝

細胞内のトリグリセリド量低下により脂肪滴量を減少させる

ことが示された。またこの効果はトリグリセリド分解促進で

はなく生合成抑制によると示唆された。またこの経路に関

わる新たな因子の発現がフルタミドによって低下すること

が明らかとなった。 

[大橋啓史, 渡士幸一, 深澤征義（細胞化学部）, 脇田隆

字] 

 

(10) 抗 HCV 治療の最適化の解析 

 既存あるいは開発段階にある抗 HCV 剤 15 剤の単剤で

の薬効を定量評価し、薬剤によりヒル係数が固有であるこ

とが明らかとなった。次に 52 通りの 2 剤併用での薬効を定

量し相加相乗効果を評価した。さらに臨床で用いられる代

表的な 8通りの 3 剤併用での薬効を評価し、臨床濃度でど

の薬剤組み合わせが最も高い薬効を発揮するかを比較

評価した。またこの解析により 2 剤併用と比較して 3 剤併

用が最 大約 10,000 倍、 変 異ウ イルス 出 現頻 度 が約

11,000 分の 1 となり、その有用性が示された。 

[大橋啓史, 中嶋翔, 渡士幸一, 小泉吉輝（金沢大）, 岩見

真吾（九州大）, 田中靖人（名古屋市大）, Alan Perelson 

(ロスアラモス国立研), 脇田隆字] 

  

(11) HCV 中和エピトープを有する日本脳炎ウイルス

(JEV)様粒子抗原の作製 

 これまでに HCV 中和エピトープを有する JEV 様粒子が

２価ワクチン抗原として中和抗体を誘導する事を示したが、

より強く HCV に対する中和抗体を誘導可能な抗原を作製

する為に、新たに JEV E タンパク質中の 12 箇所について

外来遺伝子の挿入可能性を検討し、粒子形成、分泌を損

なわずに HCV 中和エピトープの挿入を許容する部位を

新たに 3 箇所同定した。これまでの研究で同定した 3 箇所

と合わせた 6 箇所のうち、5 箇所にエピトープを搭載した粒

子を 6 種類作製したところ、一部で粒子形成、分泌を損な

わない組み合わせが確認された。 
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 [矢藤慶悟, 松田麻未, 渡邊則幸, 田村浩二(東京理科

大), 脇田隆字，鈴木亮介] 

 

(12) 遺伝子型４および５由来の１回感染性 C 型肝炎ウイ

ルス粒子の作製 

 １回感染性の HCV 粒子(HCVtcp)は、細胞培養由来の C

型肝炎ウイルス(HCVcc)と同様の感染様式である事から、

ワクチン接種後の中和抗体の評価に適している。これまで

に遺伝子型１、２、３由来の HCVtcp の作製が可能であっ

たが、新たに遺伝子型４および５由来のコアタンパク質か

ら NS2 までの領域を発現するプラスミドを構築した。これを

用いて遺伝子型４および５由来の HCVtcp の産生に成功

した事から、より幅広い遺伝子型の HCV に対する中和抗

体の評価が可能となった。 

[矢藤慶悟, 遠坂崇, 松田麻未, 田村浩二(東京理科大), 脇

田隆字, 鈴木亮介] 

  

(13) HCV の株間における感染に必要なレセプター分子

の違いの解析 

 細胞表面に発現している CD81、Claudin 1、SR-BI、

occuludin の４つの分子は、HCV の細胞への侵入に必須

のレセプター分子として報告されている。しかしながら、こ

れまでの HCV の侵入過程の解析は、限られた株を用い

て行われてきているため、多様性に富む HCV すべての株

が同様にこれらのレセプターを必要としているかについて

は明らかではなかった。そこで遺伝子型１−５までの複数

株由来の HCVtcp を用い、感染に必要なレセプターを解

析したところ、すべての株はその感染に CD81 が必須であ

ったが、一部の株においては Claudin 1 非依存性の感染

を示す事が明らかとなった。HCV の Claudin 1 非依存的な

感染のメカニズムとその意義について、今後明らかにした

い。 

[鈴木亮介, 矢藤慶悟, 遠坂崇, ススムエー, 松田麻未, 深

澤征義(細胞化学部), 松浦善治(大阪大), 脇田隆字] 

  

(14) 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す。 

 [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] 

  

(15) 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統一的な判断基準はない。SVR 症例

の肝組織の電顕観察を進め、SVR 後 F 値が改善しない症

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。SVR 後も継続する指標としてミトコ

ンドリア障害、核膜異常、軽減する指標として DMV を見

出した。 

[青柳東代、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] 

 

(16) 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 および SURF4 を見出した。PREB、SURF4 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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(17) スフィンゴ脂質の HCV 複製複合体を含む小胞形成

における役割の解析 

 スフィンゴ脂質合成阻害剤により、HCV 複製が抑制され

ることを見出した。スフィンゴ脂質が DMV 形成に関わって

いる可能性が示された。 

[グイード ホッサム, 深澤征義（細胞化学部）, 花田賢太郎

（細胞化学部）, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(18) 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

（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] 

  

(19) 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同定した。共通する

蛋白に着目し、解析を進める。 

[ガオ ユーティン, 青柳東代, 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] 

  

(20) 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。 

 [フランク プイーバサゴイチ,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] 

 

(21) 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。 

[Zheng Xin, 在津拓馬、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] 

 

(22) GL の Autophagy 誘導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。 

[青柳東代, 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] 

  

(23) 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５

７−１２０万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、静岡県・

香川県・福井県の市）をモデル地区として、陽性者をフォ

ローアップした。 

[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
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綱正（名古屋市立大学）,脇田隆字] 

  

(24) 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。

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] 

 

(25) 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

2013 年間の 14 年間の急性 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、HIV 陽性同性愛者の

性的感染が増加傾向を示し、遺伝子を調べたところ、同じ

ウイルスが蔓延している可能性が示唆された。 

[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] 

 

(26) 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] 

 

(27)遺伝子型 2b ウイルスのコアと脂肪滴の局在の検討 

遺伝子型 2b 感染細胞内の HCV コアと脂肪滴の局在を免

疫染色し、免疫蛍光法で検出し、蛍光顕微鏡で観察した。

その結果、JFH1 のコア蛋白質の大部分が脂肪滴周囲に

局在しており、一方 J6/JFH1 と 2b では JFH1 とは異なる局

在が見られた。 

[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 

 

(28) 遺伝子型 3a の患者血清から分離した HCV 株の解析 

フランスの遺伝子型 3a の C 型肝炎患者 16 人の血清から

HCV RNA を抽出し、cDNA を合成し、HCV コア領域を含

むように PCR を行い、シーケンスした。その HCV 株の遺

伝子型 3a(S52)のコンセンサス配列と比較した。その塩基

配列を解析した結果、脂肪肝とコアのアミノ酸の配列の関

係が確認出来なかった。 

[Su Su Hmwe, Hideki Aizaki, Takaji Wakita] 

  

(29) 複製効率の良い遺伝子型 1b(NC1 株)のサブジエノミ

ックレプリコン構築の検討 

細胞培養で複製効率の良い遺伝子型 1b のウイルス株は

未だに存在しない。Wild type 遺伝子型 1b の RNA をエレ

クトロポレーシヨン法により肝癌由来の Huh7.5.1 細胞に導

入しコロニー形成アッセイを行った。得られた 12 クローン

の塩基配列をシーケンスした結果、NS4B と NS5A 領域に

変異を同定した。得られた NS4B と NS5A の変異を wild 

type のネオマイシン耐性遺伝子を持つサブジエノミックレ

プリコンに導入し、8 つのコンストラクトを作製した,複製が

上昇するかを検討してる。 

[Su Su Hmwe, Hideki Aizaki, Takaji Wakita] 

 

(30)HCV E1(282-311)領域に対する抗体の樹立 

アミノ酸配列から抗原性の高いと予想される12アミノ酸

（293-304）と30アミノ酸（282-311）のペプチドをウサギに免

疫してポリクローナル抗体を作製した。作製した抗体の反

応性について組換えタンパク質を用いて解析したところ、

12アミノ酸の抗体は主にE1(282-311)の真ん中、30アミノ酸
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の抗体はC端側の配列を認識した。ウサギ血清から精製し

たIgGを用いてウイルス感染の阻害実験を行ったところ、12

アミノ酸の抗体については感染阻害効果が観察された。12

アミノ酸の領域は抗体による感染阻害のターゲットとなり得

ると考えられる。  

[渡邉則幸、伊達朋子、相崎英樹、脇田隆字] 

 

(31)Gaussia Luciferase（GLuc）を組み込んだ HCV 感染

系の樹立 

HCV 培養系で最も増えるキメラ HCV である Jc1（J6 株の

構造領域＋JFH-1 株の非構造領域）に分泌型ルシフェラ

ーゼの GLuc を組み込んだ Jc1-GLuc を作製して、その性

状を解析した。Jc1-GLuc については、Jc1 の非構造領域

の p7 と NS2 の切断部位に GLuc と自己切断配列を付加し

た 遺 伝 子 配 列 を 組 み 込 ん で 作 製 し た 。 鋳 型 と な る

Jc1-GLuc プラスミドから RNA を合成し、細胞にトランスフ

ェクションしてウイルスの増殖について解析した。培養上

清中の HCV コア量、ルシフェラーゼ活性を継時的に測定

して、ウイルスの増加を確認した。更に、力価は低いがウ

イルスの感染性についても確認できた。 

[渡邉則幸、脇田隆字] 

 

(32)適応変異を獲得した Jc1-GLuc の樹立 

Jc1-GLuc ウイルスが自己の増殖を上昇させるような適応

変異を獲得するかを調べるために長期培養を行った。細

胞に合成 RNA をトランスフェクション後、継代培養して継

時的に培養上清中のコアタンパク質量を測定した。トラン

スフェクション後 5 日から 15 日にかけて培養上清中のコア

タンパク質が 100 倍以上に上昇した。更に、ルシフェラー

ゼ活性、ウイルスの感染力価についてもコアと同様に上昇

した。遺伝子の全長配列を調べたが Jc1 配列にアミノ酸変

異はなく、GLuc 配列中に 9 アミノ酸の欠損が観察された。

9 アミノ酸を欠失する Jc1-GLuc を作製してこの欠失がコア

量の上昇に関係するのかを調べる予定である。  

[渡邉則幸、脇田隆字] 

 

(33)遺伝子型 4a の C 型肝炎ウイルス感染系の構築 

 主にエジプトに感染者が存在する遺伝子型 4aHCV のウ

イルス感染系の構築を試みた。ED41 レプリコンの適合変

異を有する全長配列を有するプラスミドを構築して全長

RNA を合成し、Huh7.5.1 細胞にトランスフェクションした。

一部の構築では培養上清中に感染性ウイルスの産生を

認めた。さらに naïve 細胞への感染を繰り返して、感染性

の増強を観察した。現在ウイルスゲノム上の適合変異につ

いて解析している 

[相原那々子、渡邉則幸、伊達朋子、相崎英樹、脇田隆字] 

 

（34）Cohnの血漿分画法によるC型肝炎ウイルスの不活化

の評価 

血漿分画製剤はプール血漿をCohnエタノール分画法によ

り製造される。これまでグロブリン、アルブミン製剤におる

HCV感染事故はほとんどない。実験室レベルでのCohnエ

タノール分画法を確立し、調べた結果、17%エタノール処

理により、グロブリン分画（上清）には感染性HCVが分画さ

れないことを明らかにした。本年度はその理由を調べるた

め、各画分をショ糖密度勾配遠心により密度の違いで分画

した。その結果、17%エタノール処理により、感染性HCVは

処理前よりも比重が大きい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] 

  

４．E 型肝炎ウイルス（HEV）に関する研究 

(1) HEV レセプター候補と大・小ウイルス様中空粒

子（VLP）の結合特性解析。 

HEV レセプター候補と感染性ウイルスとの結合確認

の前段階として、大・小サイズの VLP との結合能につ

いて検討した。大きいサイズの VLP は遺伝子を内包し

感染性ウイルスにより構造が近く、小さいサイズの

VLP は遺伝子を内包していないことから、両者とレセ

プター候補の間には結合特性に差異があることが予想

された。今回の解析により、大きいサイズの VLP のみ

がレセプター候補との結合能を有することが確認され

た。当該候補の形態学的に感染性ウイルスに近い粒子

に対する結合能の存在は、感染性粒子との結合能を示

唆している。 
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[塩田智之, 李天成, 吉崎佐矢香, 西村順裕, 清水博之,＊

下島昌幸, ＊西條政幸, 脇田隆字, 石井孝司（＊ウイル

ス第一部）] 

 

(2) 抗レセプター候補抗体による HEV 感染阻害効果

確認を目指した抗体作製。 

HEV 感染実験には長期間を要し、大量の抗体が必要な

為、レセプター候補組換え抗原を用いたウサギ抗体の

作製を行ったが、感染阻害が認められなかった。原因

として、ヒトとウサギの当該因子の相同性が高く、生

理学的に重要なエピトープの相同性も高いと考えられ、

感染を効果的に阻害する抗体の作製が困難であったと

考えられた。そこで、相同性の低いニワトリを用いて

抗体作製を行った。今後、ニワトリ抗体での感染阻害

効果確認を目指す。 

[塩田智之, 李天成, 吉崎佐矢香, 西村順裕, 清水博之, ＊

下島昌幸, ＊西條政幸, 脇田隆字, 石井孝司（＊ウイル

ス第一部）] 

 

(3) CRISPR/Cas9 による感受性細胞ゲノム編集による

候補因子削除後の検証。 

複数のノックアウト細胞クローンにおいて、候補因子

全長および空のベクターを導入した所、感受性復帰よ

りもむしろ更に抑制される現象が確認されている。詳

細な機構は不明であるが、ノックアウトによって不完

全な候補因子発現形態が残存した場合、ノックインに

おける発現が阻害されると同時に、より高次の機能的

発現抑制を引き起こしていることが考えられる。残り

のクローンにおいても実験を行い、感受性を確認を目

指す。 

[塩田智之, 李天成, 吉崎佐矢香, 西村順裕, 清水博之, ＊

下島昌幸, ＊西條政幸, 脇田隆字, 石井孝司（＊ウイル

ス第一部）] 

 

(4) 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行った。数種の化合物ライ

ブラリを用いて本レプリコンの増殖を抑制する化合物のス

クリーニングを行ったところ、ウイルス増殖阻害活性を持つ

化合物の一部に共通の作用機序が存在することを見出し

た。また、植物エキスライブラリーの一部にも強い増殖抑

制活性を持つものが存在するため、これらのエキスの分画

を行い活性成分の単離を行っている。[吉崎佐矢香, 脇田

隆字, 石井孝司] 

 

(5) HEV 非構造蛋白およびプロテアーゼ領域のコムギ胚

芽無細胞系での発現と活性検出 

 HEV の非構造蛋白は、複製に必須な複数の酵素からな

るポリプロテインである。また、プロテアーゼと推定される

領域は、活性中心に変異を導入するとレプリコンの複製が

見られなくなることからウイルス増殖に必須と考えられるが、

非構造蛋白のプロセシング機構等については不明のまま

であり、また毒性が強く大腸菌や哺乳類細胞での発現が

極めて困難である。そのため、非構造蛋白をコードする

ORF1 全長とプロテアーゼと推定される領域の２種につい

て、コムギ胚芽無細胞系での発現を行い活性を検討した。

その結果、ORF1 全長蛋白から弱いプロテアーゼ活性を

確認することができた。今後、プロテアーゼ活性発現領域

の同定と、ウイルス複製に果たす役割について検討する。

[高橋宏隆、澤崎達也（愛媛大学プロテオサイエンス研究

センター）、吉崎佐矢香, 脇田隆字, 石井孝司] 

 

(6)リバースジェネティクス法を用いた DcHEV 感

染クローンの作製及び人獣共通感染症の可能性 

本研究では、in vitroで全長 DcHEV RNA を合成し、

DcHEV RNA をヒト肝癌細胞 PLC/PRF/5 にトランス

フェクションした。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-PCR によ

り測定し、ウイルス増殖の有無を確認した。全長

DcHEV RNA の感染性および霊長類への感染性を評

価するため､培養上清をカニクイザルに接種した。

接種後一ヶ月から培養上清から DcHEV RNA および

抗原が検出された。この培養上清を接種したカニ

クイザルの血清、糞便から DcHEV が検出された。
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以上の結果により DcHEV 全長 RNA が感染性を有す

ることが明らかになり、DcHEV の人獣共通感染の

可能性も示唆された。 

［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)］ 

 

(7) Rat HEV ORF4 の機能の解析 

Rat HEV の遺伝子構造は他の HEV と類似するが、

Ferret HEV と同じ ORF4 というユニークなフレー

ムを持っている。現在、ORF4 の機能はまだ明らか

にされていない。本実験では Rat HEV（ドイツ株）

rat HEV を用いて ORF4 のスタートコドンを無くし

た全長 cDNA を作製したうえ、in vitro で RNA を

合成した。ORF4 を持たない rat HEV RNA をヒト肝

癌細胞 PLC/PRF/5 にトランスフェクションし、ま

た、ヌードラット（Long Evans-rnu/rnu）肝臓に

直接に接種して、ウイルス増殖の変化を観察した。

ORF4 を持たない rat HEV の増殖能が最初少し低い

が、だんだん正常にもどった。塩基配列解析の結

果、ORF4 のスタートコドンが回復した。 

［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)］ 

 

(8) Nude rat と Rat HEV をモデルにした抗ウイルス

製剤の評価 

Rat HEV をヌードラット（Long-Evans rnu/rnu）に感

染させると、rat HEV の持続感染を呈する。この持続

感染モデルは、薬剤の抗ウイルス効果の観察に好適で

あると考えられる。本実験では rat HEV を感染させた

ヌードラットにリバビリンを経口投与し、抗ウイルス

効果を観察した。その結果、リバピリンの経口投与に

よる抗ウイルス作用が確認された。抗ウイルス作用は

投与量に相関していた。また、リバビリンによる副作

用も確認された。リバビリン投与によるウイルス変異

の有無を確認している。 

［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)］ 

 

(9) Genotype 6 HEV の感染性の検討 

Genotype 6 HEV は日本のイノシシから分離された新

型 HEV であり、ヒト由来 HEV と同じ Species に分離さ

れていてヒトへの感染性が疑われている。それを確認

するため、G6 HEV RNA 陽性の肝臓乳剤をカニクイザル

に静脈接種し､経時的に採血採便し、ウイルス抗原と

RNA を ELISA あるいは RT-PCR により測定した。その

結果、接種後三ヶ月経過時点ではカニクイザルの血清

糞便から G6 HEV が検出されなかった。抗体も陰性で

だった。現在感染材料を再調達して再試験準備中であ

る。 

［李天成、吉崎 佐矢香、*網 康至、*須崎百合子、

**岡本宏明、脇田 隆字、（*動物管理室、**自治医大）］ 

 

(10)Rabbit E 型肝炎ウイルス様粒子の作製およびそ

の応用 

Rabbit HEV はウサギから検出された新型 HEV であり、

G3 に分類されているにもかかわらず、ヒト由来 G3 HEV

に異なる宿主を持っている。Rabbit HEV 抗原性解析の

ため、本研究では Rabbit HEV の構造蛋白を組換えバ

キュロウイルスで発現し、ウイルス様粒子の作成を試

みた。N 末端 13aa あるいは 111aa を欠失した DcHEV 

ORF2 を RT-PCR 法で増幅した。定法どおり作製した組

換えバキュロウイルスを昆虫細胞 Tn5 細胞に感染させ、

構造蛋白を発現し 、ウイルス様粒子（HEV-LPs）の作

製に成功した。Rabbit HEV-LPs を用いて抗体検出

ELISA 法を樹立した。現在、従前既知の G1, G3, G4 G5, 

G6, DcHEV の抗原性と比較し、Rabbit HEV の抗原性を

同定している。 

 [白慧敏、李天成、*片岡紀代、**網 康至、**須崎

百合子、脇田隆字（*感染病理部、**動物管理室）] 

 

(11)中国広東省における rat HEV 全長ゲノムのクロー

ニング及び配列の解析 

ラット及びスンクスの糞便を出発材料として、rat HEV

全長配列を解析した。Rat HEV RNA 陽性便を 10%便乳

剤に作成し、RNA を抽出した。RT-PCR 法を用いて Rat 

HEV 全長配列の増幅を試みた。全長配列及びアミノ酸
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の解析により、中国広東省に生息するラットとスンク

ス由来の rat HEV はと高いホモロジーを持っているこ

とが明らかになっていた。 

[李天成、*Ke Changwen, **網 康至、**須崎百合子、

脇田隆字 (*中国広東 CDC, **動物管理室)] 

 

(12)新しいフェレット E型肝炎ウイルスの全長配列解

析およびの病原性の検討 

本研究ではアメリカから離乳前のフェレットを９匹購

入し、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、GTP 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。離乳前のフェ

レットもすでに ferret HEV に感染され、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。

また、全長配列を解析した結果、これらのフェレット

に感染した Ferret HEV は独自のクラスタを形成し、

Ferret HEV の遺伝子の多様性が示唆された。 

 [李天成、吉崎佐矢香、*片岡紀代、**網康至、**須

崎百合子、Yen Hai Doan、芳賀慧、石井孝司、***武

田直和、脇田隆字 （*感染病理部、**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） 

 

(13) 各加熱条件で処理した HEV の感染性低減効果につ

いての評価 

 HEV G3 又は G4 を各々の温度と時間で 加熱後、

PLC/PRF/5 細胞に感染させ、 

HEV ゲノム RNA 量を定量し、3 週間後に HEV ゲノム

RNA が検出できるか否かで HEV の加熱による不活化条

件を評価した。その結果、厚生労働省が提唱する 63°C、

30 分間の加熱では、G3、G4 共に感染性が失われていた。

更に、65°C、5 分間の加熱では、G3、G4 共に感染性は失

われていたが、65°C、1 分間の加熱では、G3、G4 共に感

染性は保持されていた。一方で、70°C、5 分間の加熱で

は、G3、G4 共に感染性が失われていたが、70°C、1 分間

の加熱では、G3 では感染性は不活化されたが、G4 では

感染性を保持していた。 

［杉山 隆一、*今川 稔文、塩田 智之、李 天成、吉崎 佐矢

香、石井 孝司、脇田 隆字 (* 浜松医科大学)］ 

 

(14) 各加熱条件で処理した HEV 混合豚肉から抽出した

HEV の感染性低減効果についての評価 

 HEV G3 又は G4 を豚挽肉と混ぜ、各々の温度と時間で

加熱後、ウイルスを回 

収し、PLC/PRF/5 細胞に感染させ、3 週間後に培養上清

から HEV ゲノム RNA が検出できるか否かで、豚挽肉に混

入する HEV の加熱による不活化条件を評価した。その結

果、厚生労働省が提唱する 63°C、30 分間の加熱では、

G3、G4 共に感染性が失われていたが、63°C、5 分間の加

熱では、不活化されなかった。更に、70°C、5 分間の加熱

では、G3、G4 共に感染性が失われていたが、70°C、1 分

間の加熱では、G3、G4 共に感染性を保持していた。また、

65°C、5 分間の加熱では、G3 では感染性は不活化された

が、G4 では感染性を保持していた。 

［杉山 隆一、*今川 稔文、塩田 智之、李 天成、吉崎 佐矢

香、石井 孝司、脇田 隆字 (* 浜松医科大学)］ 

 

その他のウイルスに関する研究 

(1)フェレットからフェレットコロナウイルスの解析

および全長配列の解析 

アメリカから輸入した 63 頭のフェレットから ferret 

systemic coronavirus (FRSCVs)と ferret enteric 

coronaviruses (FRECVs) の 二 種 類 の Ferret 

coronavirus が検出された。FRSCV の陽性率は 34.9% 

(22/63)、FRECV の陽性率は 84.1% (53/63)だった。

さらに初めて 二株の FRSCV の全長配列の解析に成功

した。 

[李天成、吉崎佐矢香、*片岡紀代、**網康至、**須崎

百合子、Yen Hai Doan、***武田直和、脇田隆字 （*

感染病理部、**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） 

 

(2) 一回感染性ウイルスを用いたフラビウイルス属中和ア
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ッセイ系の開発 

 フラビウイルスの血清診断法は、 ELISA 法による抗体検

査はウイルス間で交差反応を示す事が問題である一方、

より交差反応が低い中和アッセイ法は、感染性ウイルスが

必要であり、それを取り扱う施設にも制限がある上に煩雑

な操作を必要とし、一度に多くの検体を調べる事は難しい。

そこで、生のウイルスの代替として中和アッセイに用いる

事が可能な１回感染性ウイルス(SRIPs)を利用して、既存

の方法に代わる安全かつ簡便な中和アッセイ系を開発し

た。デングウイルス由来のレポーター遺伝子を導入した非

構造領域のプラスミドと、構造領域遺伝子に日本脳炎ウイ

ルス、デングウイルス、ウエストナイルウイルス、黄熱ウイル

ス、ジカウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイルス等を用い、各ウ

イルスの外皮を持つ SRIPs を作製した。 

 [松田麻未, 山中敦史(タイ,マヒドン大), 小西英二(タイ,マ

ヒドン大), 高崎智彦(神奈川県衛生研), 鈴木亮介] 

 

(3) 各種フラビウイルス特異的なマウス血清の作製 

 日本脳炎ウイルス、デングウイルス、ウエストナイルウイル

ス、黄熱ウイルス、ジカウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイルス

等の prME 領域を発現するプラスミドをマウスに免疫し、各

ウイルスに特異的な抗体の誘導を行った。これらの血清は

一部では交差反応を示すものの、免疫したフラビウイルス

に対して最も強い中和活性を示した。また日本脳炎ウイル

スとジカウイルスの NS1 についても、同様に免疫を行い、

感染細胞の染色に使用可能な血清を得た。さらに一部に

おいて、モノクローナル抗体の取得を試みている。 

[松田麻未, 矢藤慶悟, 別所知明 (デンカ生研), 桑原三和 

(デンカ生研), 山崎誠(デンカ生研), 小西英二(タイ,マヒド

ン大), 高崎智彦(神奈川県衛生研), 鈴木亮介] 
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