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概   要 

 

 平成 14 年 4 月の組織再編により、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、また検定、検査対象となる

ワクチンは A 、B 型肝炎ワクチン、ポリオ生ワクチンである。  

 第１室の最重要課題はポリオ経口生ワクチンの検査、検定である。

本年は小分製品１件の検定をおこなった。また不活化ワクチン導入

への基礎実験をふくめ、ポリオワクチンの免疫学的研究をおこなっ

た。 

 当グループでは従来からの下痢症ウイルスの研究を継続させてい

る。特にわが国の食中毒の多くの原因となっているノロウイルスの研

究が進展した。遺伝子型の解析、レセプターの検索、ウイルス様粒

子の形成、ウイルス複製に関する地道な研究も進んだ。また全国地

研との連携が確立し、レファレンスセンターとしての機能を良く果た

している。 

 また E 型肝炎ウイルスの研究が着実に進行している。本年度は日

本固有の E 型肝炎ウイルス株がみつかり、更に人畜共通伝染病とし

てのE型肝炎についての研究が進んだ。ウイルス中空粒子を用いた、

感度の良い診断系の確立が大きく貢献した。ワクチン開発という応用

研究が進む一方で、構造解析によるウイルス粒子形成メカニズムの

地道な研究へと発展している。 

 第２室では総力を挙げて WHO 世界ポリオ根絶計画に参画してい

る。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

状解析をおこなった。課題はまだ地球上に残る野生株ウイルスの解

析と、ワクチンの変異株によるポリオ流行の解析である。根絶計画は

いよいよ最終段階にはいり、もっとも重大で困難な局面を迎えた。ま

た計画達成前後の国内及び世界レベルのワクチン戦略について提

言を行っている。また国内エンテロウイルスレファレンスセンターとし

てレファレンス活動、依頼検査を行なった。 

 第３室ではヒト腫瘍に関わると考えられているヒト乳頭腫ウイルス、

パポバウイルス、B、C 型肝炎ウイルスそしてポックスウイルスを研究

対象としている。中で、ヒト乳頭腫ウイルス（HPV）の発癌メカニズム

にかかる研究、発現ベクターとしてのポックスウイルス、BK ウイルス

の粒子解析などの研究が進展をみせた。 

 第４室の C 型肝炎ウイルスの研究は着実にすすんでいる。本年度

は特にウイルスの構成蛋白であるコア蛋白の多岐にわたる機能に

ついて、その修飾、局在、安定性、産生量、サイトカイン誘導の面か

ら詳細に調べ、発癌や持続感染への役割をしらべた。 

 第５室の最重要課題は不活化 A 型肝炎ワクチン、組み換え沈降 B

型肝炎ワクチンの検定、検査である。本年は A 型肝炎ワクチン１件、

Ｂ型肝炎ワクチン７件の検定を行った。これらのワクチンの品質管理

について国際的和合についての調査を開始した。またA型肝炎ウイ

ルスの粒子構造解析が着々と進んだ。 

 各室で以下のような国際的技術協力をおこなった。これらが従来

の技術移転から真の共同研究へと発展することを期待している。 

(1) 陳 立（中国、中国疾病予防センター）＜JICA フェロー＞ 

平成14 年 12 月 16 日〜平成15 年11 月14 日、ポリオウイルス

の分子学診断技術研修 

(2) 祝 双利（中国、中国疾病予防センター）＜JICA フェロー＞ 

平成15 年11 月 10 日〜平成 16 年5 月1 日、ポリオウイルスの

分子学診断技術研修 

(3) 柯 昌文（中国、広東省疾病予防センター）＜日中医学笹川フェ

ロー＞ 平成15 年4 月1 日〜平成16 年3 月31 日、E 型肝炎ウ

イルスの分子生物学的研究 

(4) Ratigorn Guntapong（タイ国立衛生研究所） ＜JICA フェロー＞ 

平成 15 年 9 月 1 日〜平成 15 年 11 月 30 日、ノロウイルスの分

子生物学的研究 

 研究費としては、経常研究費の他に厚生労働科学研究費補助金、

ヒューマンサイエンス振興財団、ウイルス肝炎研究財団、文科省科

学研究費、 医薬品機構等の援助を受けた。 

 人事面では、田中幸江研究員が感染症情報センターへ配置換え

となった（平成15 年10月1日）。新型HPVを次々に発見し、子宮頚

癌のウイルス学的診断法の確立に心血を注いだ松倉俊彦主任研究

官が定年退職した（平成 16 年 3 月 31 日）。白土東子がウイルス第１

室研究員（平成13 年10 月1 日）、西村順裕がウイルス第２室研究員

（平成 15 年10 月1 日）、村上恭子がウイルス第３室研究員（平成1６

年４月 1 日）としてそれぞれ採用された。相崎英樹主任研究官が C

型肝炎ウイルスの分子生物学的研究の為, 南カリフォルニア大学医

学部に（平成 14 年 5 月より）、染谷雄一主任研究間がノロウイルスの

下痢発症メカニズムの分子生物学的研究の為, カリフォルニア大学

サンフランシスコ医学校に（平成15 年5 月より）それぞれ長期出張し

ている。 
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研 究 業 績 
 
I． 下痢症ウイルスに関する研究 

 

１．ノロウイルス（NoV）に関する研究 

 

(１) NoVと血液型物質との結合の解析 

 NoV のプロトタイプ Norwalk/68 株が血液型物質である H、Leb 型物質

を認識することが報告された。しかし、NoV に属するすべてのウイルス

株が同じ血液型物質を認識するわけではなく、NoV 全体の総括的な結

合パターンは理解されているとは言い難い。そこで、NoV 14 株の中空

粒子（VLP）を用い、Saliva-VLP binding assay により唾液中の血液型物質

との結合を検討した。さらに、唾液に含まれる H、A、B、Lea、Leb 型物質

の定量を行い、各ウイルス株が認識する血液型物質を解析した。その結

果、同じクラスターに属するウイルス株は同じ結合パターンを示した。ク

ラスターによって結合パターンに違いはあるものの、Genogroup I (GI)で

は共通してB型唾液への結合が低く、GIIではB型唾液への結合が高か

った。 

［白土東子、名取克郎、小川智子、鎌田公仁夫（デンカ生研）、影山 努

（BML）、片山和彦、武田直和、宮村達男] 

 

（２）ノロウイルス（NoV）の吸着しない細胞と吸着する細胞の細胞表面分

子の比較 

 NoV は細胞株が由来する動物種、臓器にかかわらずほとんど全ての

培養細胞に吸着することが知られており、これまで吸着しない細胞の同

定はなされていなかった。そこで、NoV の吸着しない細胞の同定を

Binding assay により行い、ヒトリンパ球細胞系の細胞株にはほとんど結合

しないことを明らかにした。つぎに、136 種類の抗 CD 抗体を用いて、

NoV が吸着しない細胞株と吸着する細胞株の表面分子の発現を Flow 

cytometry により比較検討し、吸着する細胞株で発現の高い分子を 36 種

類選択した。これらの中には NoV の結合に関与する分子が含まれる可

能性がある。現在、抗体によるVLP結合阻害実験を行い、結合に関与す

る分子を絞り込み、糖鎖以外の因子の関与について検討している。 

［白土東子、名取克郎、小川智子、武田直和、宮村達男］ 

 

 (３）NoV粒子形成機構の解析 

 NoV ゲノムに存在する３つの ORF のうち、構造蛋白質（VP1）をコード

する ORF2 をバキュロウイルスで発現させるとウイルス様粒子VLP を作

出できる。ORF3 は、粒子の安定性に関与する構造蛋白質（VP2）ではな

いかと考えられている。また、ORF1 には VPg がコードされており、核酸

に結合して粒子内に取り込まれる可能性がある。本研究では ORF1, 

ORF2, ORF3 をそれぞれ発現する組換えバキュロウイルスを作製し、こ

れらを共感染させることで、昆虫細胞内に各種ORF 蛋白質を供給し、各

種蛋白質がVLP形成にどのように関与しているのかを調べている。 

［松原尚子、片山和彦、白土東子、武田直和、宮村達男、永田典代、田中

恵子（感染病理部）］ 

 

（４）昆虫細胞を用いたNoV粒子作成の試み 

 NoVのORF2を組換えバキュロウイルスで発現して作製したVLPは中

空である。この発現系に、NoVゲノム全長を供給すると、VLPへのゲノム

パッケージが起きる可能性がある。NoV ゲノムの 5’末端と 3’末端にリボ

ザイムを組み入れた組換えバキュロウイルスを作製し、細胞内に完全長

のNoVゲノムを供給できるようにした。NoVゲノム供給用バキュロウイル

スと、ORF2 組換えバキュロウイルスを昆虫細胞に共感染させ、作製した

VLP を浮上密度勾配遠心法、沈降密度勾配遠心法で分析したところ、中

空の VLP よりも比重の重い分画にシフトした粒子が存在することが確認

できた。現在、比重の異なる粒子の解析を進めている。 

［高井 聡、松原尚子、白土東子、片山和彦、武田直和、宮村達男、永田

典代、田中恵子（感染病理部）］ 

 

（５）NoV VLP産生機構の解析 

 NoVのORF2を組換えバキュロウイルスで発現すると、VLPを作出する

ことができる。しかし、同じ株から作出した組換えバキュロウイルスでも、

VLPを大量に産生するクローンと、細胞内にはORF2蛋白質を大量に発

現するが VLP は産生しないクローンが存在する。これらクローン間には

５つのアミノ酸残基の違いがあったが、VLP 産生クローンと非産生クロー

ンのキメラを比較検討した結果、P領域の１アミノ酸残基の変異がVLPの

産生能を決定していることを見いだした。現在、この変異が細胞内の

VLP局在に与える影響を免疫電子顕微鏡観察で調べている。 

［高井 聡、松原尚子、白土東子、片山和彦、武田直和、宮村達男、永田

典代、田中恵子（感染病理部）］ 

 

（６）NoVの病原性に関する研究 

 NoV は非細菌性食中毒の主要な原因であると考えられているが、その

病原性発現機構については調べられていない。NoV蛋白質が真核生物

の細胞に与える影響を調べるためORF1, ORF2, ORF3を、それぞれ発

現する３種類の組換えバキュロウイルスを作製し、これらの感染が昆虫

細胞に与える影響を調べた。感染細胞における細胞の成長速度、アポト

ーシスには違いが認められなかったが、ORF1発現細胞のネクローシス

誘導は他に比べ有意に高かった。ORF1 に細胞毒性のある因子が存在

することが示唆された。 

［林 薫、松原尚子、白土東子、片山和彦、宮村達男、武田直和］ 

（７）NoVの分子系統解析 

 NoV のゲノム全塩基配列の分子遺伝学的解析により、構造蛋白質領域

の約 250 塩基の遺伝子配列を用いた NoV のタイピング法を構築した。

NoVには、2003年現在、GIに14種類、GIIに17種類のGenotype（遺伝
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子型）が存在する。これらのデータを日本全国の衛生研究所などで疫学

調査に利用できるよう、分子系統解析のガイドムービー、データファイル

を公開し配布するともに、NoVデータベースの構築を進めている。 

［片山和彦、名取克郎、影山 努（BML）、宮村達男、武田直和］ 

 

（８）NoV複製機構の研究 

 NoV には培養細胞を用いた増殖系、実験動物系が構築されていない。

NoV の複製機構を解明するため、T7 RNA ポリメラーゼプロモーター配

列下流に、NoV ゲノム全長を組み込んだプラスミドクローンを作製しヒト

培養細胞内に導入した。同時に組換えワクチニアウイルスの共感染によ

り T7 RNA ポリメラーゼを細胞内で発現させ、5’末端がキャッピングされ

たNoVゲノムRNAを大量に細胞内に供給した。ORF1にコードされるウ

イルス蛋白質が転写翻訳され、（＋）鎖ゲノムRNAより、（—）鎖RNAを合

成し、かつ約2.6 KbのサブゲノムRNAを合成することが明らかになった。

しかし、この系では3A-VＰg蛋白質の切断が不完全で、合成されたサブ

ゲノム RNA から翻訳されると推定されている構造蛋白質が翻訳されず、

NoVの粒子形成ができないことが明らかになった。 

［片山和彦、岡智一郎、小嶋慈之（BML）、宮村達男、武田直和］ 

 

（９）NoV VLPの発現と血清学的解析 

 昨年度に VLP が発現できたアルファトロン株の分類上の位置付けは、

遺伝学的にも血清学的にもGIIに分類されることが妥当と考えられた。本

年度は新たにGIに属す１株、GIIの２株でVLP発現に成功し、現在所有

するVLP発現ができた株の総計はGI で ６株、GII で22株となった。こ

れらの株の遺伝学的および血清学的分類結果は完全に一致し、GI は１

４のうちの６遺伝子型で、GIIでは１７のうちの１３遺伝子型でNoV VLP抗

原および抗血清が作製できたことになる。また抗原、抗血清の分与体制

も整い、国内のNoVの血清診断や血清疫学研究に使われている。 

［名取克郎、片山和彦、小林慎一（愛知衛研）、Grant Hansman（東大大学

院）、永田典代、田中恵子（感染病理部）、宮村達男、武田直和］ 

 

２．サポウイルス（SaV）に関する研究 

 

（１）SaV ORF1のプロセッシング産物の同定と切断地図の作製 

 SaV Mc10 株のORF1 のプロセッシング産物を同定するため、in vitro 

で35S標識ORF1 タンパク質を発現させ、部位特異抗体を用いた免疫沈降

法で各切断産物を同定した。その結果、SaV Mc10 ORF1 の切断地図が

NH2-p11-p28-p35 (NTPase)-p32-p14 (VPg)-p70 (Pro-Pol)-p60 

(VP1)-COOHであることを明らかにした。また、プロテアーゼのGDCG

モチーフに変異を導入した結果、ORF1 のプロセッシングは全く観察さ

れず、SaV ORF1のプロセッシングが自己のプロテアーゼによって行な

われることも明らかになった。 

［岡智一郎、小川智子、Grant Hansman（東大大学院）、影山 努（BML）、

片山和彦、武田直和、宮村達男］ 

 

（２）SaV遺伝子の解析 

 SaV の全塩基配列はデータベース上にわずか３株しか報告されてお

らず、現状では SaV 遺伝子の特徴及び多様性を十分に解析できない。

そこで、新たに10株のSaV全塩基配列を決定し、解析を行った。データ

ベース上の配列を含めSaVはGI, GII, GIII, GIV, GVの５つのグループ

に分別できることが明らかになった。さらに、各グループはそれぞれ幾

つかの遺伝子型に分別可能であることが明らかになった。GII-c に分別

された SakaiC12 株にはゲノムの組換えが認められた。組換えの基点は

SaV ゲノムで最も高度に保存された RdRp コード領域3’側から構造蛋白

質コード領域5’側に存在した。SaVでもNoVと同様ゲノムの組換えが起

きていることが明らかになった。 

［片山和彦、Grant Hansman（東大大学院）、岡智一郎、田中智之（堺市衛

研）、宮村達男、武田直和］ 

 

（３）SaV VLPの作出 

 SaVの遺伝子解析の進展に伴い、SaVでもNoV同様複数のGenogroup

（遺伝子群）とそれらに内包された遺伝子型の存在が示された。SaVの遺

伝子群GIに属する Mc114 株の構造蛋白質領域上流約80 塩基からゲノ

ム末端までをクローニングし、幾つかの欠失変異体を作製して、バキュ

ロウイルス発現系を用いたVLP作出を試みた。構造蛋白質開始コドンか

らゲノム末端までを組み込んだ組換えバキュロウイルスは、表面構造を

持った VLP を作出した。さらに GII に属する SakaiC12 株、GV に属する

NK24株を用いてVLPを作出することに成功した。Mc114株のVLPは、

クライオ電子顕微鏡観察を用いて粒子構造を詳細に解析する予定であ

る。 

［Grant Hansman（東大大学院）、片山和彦、名取克郎、武田直和、宮村達

男、永田典代、松尾恵子（感染病理部）］ 

 

（４）SaV VLPを用いた抗原ELISAシステムの構築 

 作出に成功した３種類の遺伝子群のVLPのうち、GI の Mc114 株、GV

の NK24 株の VLP は、ウサギ及びモルモットの免疫に十分な発現量が

得られた。まずGIのVLPを抗原としてウサギおよびモルモットに免疫し、

抗体を作出した。GI抗体はGI VLPのみを特異的に認識し、GV VLPに

は反応しなかった。SaV は、遺伝子群が異なると互いに異なる抗原性を

有することが示唆された。GI の抗体を用いてサンドイッチ ELISA による

SaV 抗原検出システムを構築し、下痢症患者糞便検体を用いた検討を行

った。本検出系は NoV、ロタウイルス、エンテロウイルスなどには全く反

応せず、RT-PCRでGIのSaV陽性を呈した検体のみを検出可能であっ

た。今後、GVの抗体をテストするとともに、GII, GIII, GIVのVLP作出と抗

体の作製を試みる予定である。 

［Grant Hansman（東大大学院）、名取克郎、片山和彦、永田典代、田中恵
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子（感染病理部）、宮村達男、武田直和］ 

 

（５）SaVと血液型物質との結合の解析 

 SaV のレセプター分子は明らかにされておらず、血液型物質との結合

についても報告がない。そこで、SaV GI の VLP を用い、Saliva-VLP 

binding assayにより血液型物質との結合パターンを検討した。その結果、

SaV は全く唾液に結合しないことが明らかになった。カリシウイルス科

Lagovirus 属のウサギ出血病ウイルスは H 型物質に結合することが知ら

れている。また、NoV のプロトタイプ Norwalk/68 株も H 型物質を認識す

る。しかし、SaV は血液型物質に結合しない可能性があり、カリシウイル

ス科に共通の特徴ではないことが示唆された。血液型物質がカリシウイ

ルスの単なる結合因子として働いているのか、侵入にも関与するレセプ

ターであるのかさらなる検討が必要である。 

［白土東子、名取克郎、Grant Hansman（東大大学院）、武田直和、宮村達

男］ 

 

３. その他の研究 

 

（１）排水処理施設の小型球形ウイルスUV不活化の条件検討 

 排水処理施設の消毒は従来下水中の細菌類の不活化が中心であり、

小型球形ウイルスを含めたウイルス対策は技術的な検討がなされてきて

いない。そこで、培養可能なアストロウイルスを用いて紫外線照射量およ

び照射実験条件を検討した。時計皿に 10６PFU/mlのアストロウイルス 2

型を入れ、上部より紫外線ランプを照射し不活化する。紫外線の照度は

事前に照度計により測定し、照射量はシャッターの開閉により照射時間

を変えた。予備実験で、従来報告されている腸管系ウイルスより高い紫

外線照射量（６０mJ/cm2）で不活化された。 

［宇田川悦子］ 

 

（２） 電子顕微鏡によるウイルス診断の世界レベルでの品質評価研究 

（External Quality Assessment of EM Virus Diagnostics: EQA-EMV13） 

 昨年に引き続き、本研究所を含む世界各国【26カ国93施設（独；39、EU

内；32、極東 EU；4 とその他 18）】に対し不活化標準ウイルスが頒布され

た。我々はその検体について電子顕微鏡観察でウイルスの確定診断を

行い研究班へ報告した。結果として、分与された 6 検体中5 検体の結果

が一致したが、残る 1 検体は検体送付中の影響によると考えられるウイ

ルス粒子の破壊が著しく、観察不能であった。総ての結果は他の研究所

の結果と良く一致した。 

［宇田川悦子］ 

 

II. エンテロウイルスに関する研究 

 

１．レファレンス活動 

 

（１）国内エンテロウイルスレファレンスセンターとしての活動 

 レファレンスセンターとしてエンテロウイルス標準株と標準抗血清を保

管し、要望に応じて地研等に配布した。2003 年は、エンテロウイルス標

準株 10 株、ポリオウイルス標準株 2 セット、エンテロウイルス抗血清 77

種類、プール抗血清EP95を26セット、コクサッキーA群同定用CF腹水

2セット、ポリオウイルス標準抗血清2セットを配布した。ポリオウイルスの

同定および型内株鑑別検査を行政検査として行った。検査したポリオウ

イルスすべてがワクチン由来株であった。 

 

（２）ポリオ実験室診断技術研修会（JICA）の開催 

 第13 回ポリオ実験室診断技術研修会を開催した。研修期間は 2004 年

2 月16 日〜3 月5 日、研修参加者は、アルジェリア、バングラディシュ、

ケニア、ミャンマー、タイ、ザンビアから各 1 名、タンザニアおよびエチ

オピアからそれぞれ２名の計 10 名であった。ポリオウイルスの分離・同

定・型内鑑別等に関する技術研修およびポリオ根絶の現状と問題点を中

心とした講義を行った。 

 

（３）WHO Global Specialized Laboratory (GSL)としての活動 

i) National Polio Laboratory が存在しないラオス・カンボジアの

National Polio Laboratoryとして実験室診断を行った。AFP由来糞

便検体からポリオウイルスの分離および同定を行った。 

ii) WHO GSL として、おもにカンボジア・ラオス・ベトナム・韓国、香

港等で分離されたポリオウイルスについて型内鑑別あるいは塩

基配列解析を行った。すべてのポリオウイルスがワクチン由来株

であることを明らかにし、この地域における野生株ポリオフリーを

確認した。 

iii) フィリピンで 2001 年に分離された 1 型ポリオウイルスが一定期間

同地域で伝播していたワクチン由来株(cVDPV)であることを明ら

かにし、病原性等詳細なウイルス学的性状について、他の地域

で分離されたcVDPVとの比較を行った。 

iv) 東アジア地域における非ポリオエンテロウイルス感染症のサー

ベイランスおよび実験室診断を行った。特に遺伝子解析による非

ポリオエンテロウイルスの実験室診断法についての研究を行っ

た。 

v) 2003 年9 月3−9 月10 日に行われた WHO ワクチン由来株に関

する専門家会議およびGlobal Polio LabNet会議に参加した。［清

水博之］ 

vi) 2003年11月17−11月18日に行われたWHOによる中国国家ラ

ボレビューに参加した。［清水博之］ 

vii) 2003年11月30−12月6日に行われたWHO細胞培養ワークシ

ョップに講師として参加した［清水博之］ 

viii) 2003 年12 月18−19 日に実施したモンゴル国家ラボレビューに
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参加した。［吉田 弘］ 

ix) 2004年4月22−23日に実施したポリオ実験室GSL代表者会議に

参加した。［清水博之］ 

x) 2004年7月に実施したCCDC/JICA/WHO共催中国ポリオラボ新

人研修会に参加した。［有田峰太郎、吉田 弘］ 

 

２．西太平洋地域の2003年のウイルス分離 

 

 2003年にラオス、カンボジアから送付されたAFP症例234例由来の糞

便検体について、ウイルス分離検査及びポリオウイルスの型内株鑑別を

行なった。6 株のポリオウイルスが分離され、すべてワクチン由来株であ

った。非ポリオエンテロウイルスは59検体から分離された。その他、ベト

ナム、香港、ニュージーランド、韓国等でAFPおよび非AFP検体から分

離されたポリオウイルスの型内鑑別あるいは塩基配列解析を行なった。 

［清水博之、吉田 弘、有田峰太郎、西村順裕、和田純子、宮村達男］ 

 

３．JICA中国EPIプロジェクトへの協力 

 

（１）2003年8 -9月に実施した省級ラボレビュー（甘粛、黒龍江、青海、湖

北、江蘇、新疆、広西、江西）に参加した。 

［宮村達男、吉倉 廣、吉田 弘、有田峰太郎、清水博之］ 

 

（２）2003年8 -9月に実施したWHO/JICA/CCDC中国ポリオ実験室トレ

ーニングコースに講師として参加した。 

［吉田 弘、有田峰太郎、清水博之］ 

 

（３）2004年3月に開催された中国ポリオラボネットワーク会議に出席する

とともに省級ラボレビュー（上海、重慶、雲南）に参加した。 

［吉田 弘］ 

４．根絶計画にかかるポリオウイルスの研究 

 

（１）2002−2003年富山県内河川のウイルス汚染に関する定点観測 

 富山県では過去3 回河川水のウイルス汚染調査を行ってきた。第4 回

目は 02-03 年に実施した。河川定点から採水後濃縮処理し、ウイルス分

離を行った。調査期間中 E4,7,11,13,CB2,3,4 型、ポリオウイルス 2 型、

Reo1,2 型が分離された。ポリオ 2 型は 11 月に採取した河川水から 1 定

点で分離され、ITDの結果ワクチン由来のウイルスだった。E11、13型は、

全国的に2002年夏に無菌性髄膜炎等の患者からよく検出されており、富

山県においても河川水調査の結果と相関している。過去の結果と第４回

目の調査結果を比較すると、検出されるウイルスの種類や頻度は少なく

なっている。ポリオウイルスに関しては、第1-2 回の調査ではポリオ生ワ

クチン投与時期に必ず分離されていたが、最近の調査では検出数が少

なくなっている。これは、第1回調査時1979年頃の富山県における下水

道普及率は約 30%で生活排水のほとんどが河川に流入している状態で

あったが、その後下水道普及率が上昇(2002 年 63.1%)したことによると考

えられる。 

［岩井雅恵、 松浦久美子（富山県衛生研究所）、 吉田 弘］ 

 

（２）カンボジアにおけるAFP症例から分離されたC群エンテロウイルス

の解析  

 昨年度、カンボジアにおける AFP 症例から新たなポリオウイルス組換

え体が分離された。今年度は、カンボジアにおける AFP 症例から分離

された C 群エンテロウイルスの解析を行い、ポリオウイルス組換え体の

ゲノム中の未知の配列を与えた親株のウイルスの同定を試みた。その結

果、2ABC 領域はカンボジアの CAV17 株に近縁であり、3D 領域はカン

ボジアの CAV18 株に近縁であることが明らかとなった。これらの配列は、

プロトタイプの CAV17 もしくは CAV18 とは異なっていた。これらのこと

から、分離されたポリオウイルス組換え体ゲノムの未知の配列は、カンボ

ジアで蔓延している C 群エンテロウイルスに由来するものであることが

強く示唆された。 

［有田峰太郎、祝双利、吉田 弘、清水博之、米山徹夫、宮村達男］ 

 

（３）IPV導入後のニュージーランドにおけるOPV分離株の解析 

 2002年2月にIPVを導入したニュージーランドにおいてIPV導入後に

分離されたOPVについて解析を行い、OPVからIPVにワクチンを変更

した後のOPV伝播について検討した。小児科入院患者、エンテロウイル

ス、AFPおよび環境中の各サーベイランスより分離されたポリオウイルス

を解析した。環境中サーベイランスからは OPV が継続して分離された

が、他のサーベイランス由来の OPV は、IPV 導入後比較的速やかに検

出されなくなった。分離ポリオウイルスの遺伝子解析により、OPV 使用国

からの輸入ウイルスであることが示唆された。OPV 接種停止後は、出来

るだけ複数のサーベイランスによりポリオ伝播の停止を確認する必要が

あることが示された。 

［Sue Huang (IESR, New Zealand)、 清水博之、宮村達男、Mark Pallansch 

(CDC) ］ 

 

（４）フィリピンで分離された1型ワクチン由来ポリオウイルスの解析 

 フィリピンで分離された４株の 1 型cVDPV の全塩基配列を比較解析し

た。フィリピンの1型VDPVのカプシド領域の塩基配列はワクチン株由来

であるがワクチン株との相同性は 97%程度であり、ワクチン投与から 2 年

以上伝播していた可能性が高い。cVDPV は、親株である Sabin 1 株と比

較すると、病原性復帰に関わると考えられる多くの塩基およびアミノ酸置

換が認められた。その結果、AFP由来のcVDPV 3株は、温度感受性お

よび神経毒力の復帰が認められた。一方、接触者由来株は他の株と共

通した塩基置換が認められるのにもかかわらず、ポリオウイルス強毒株

の性状を示さなかった。 
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［清水博之、有田峰太郎、Andi Utama, 吉田 弘、田野良夫、宮村達男、

Fem J. Paladin (RITM, the Philippines)、Bruce Thorley (VIDRL, Australia)、

Mark Pallansch、Olen Kew (CDC) ］ 

 

（５）1型ワクチン由来ポリオウイルスの病原性および伝播能の解析 

 フィリピンおよびヒスパニオーラで分離された1型cVDPVの多くは、ポ

リオレセプター発現トランスジェニックマウス(TgPVR)に脳内接種した場

合、野生株と同等の神経毒力を示し、Sabin 1株からの顕著な毒性復帰が

認められる。Sabin 1とcVDPVのin vivoにおける病原性および伝播能の

違いをより詳細に検討するために、経鼻接種による神経病原性の発現お

よび便中に排泄されるウイルス量の比較解析を行った。経鼻接種による

生死および麻痺の発現による比較では、cVDPV は概ね強毒株である

Mahoney株と同等の病原性を有していた。便中へのウイルス排泄もSabin 

1 と比較すると顕著に増加しており、伝播能においても野生型と同等の

性状を有することが示された。 

［清水博之、Andi Utama、西村順裕、宮村達男、永田典代(感染病理部)、

岩崎琢也(長崎大学)］ 

 

（６）ポリオウイルスと近縁なコクサッキーA群ウイルス（CAV）の同定 

 ワクチン由来ポリオウイルスの伝播過程で、自然界に伝播しているエン

テロウイルスと組換えを起こし、病原性・伝播力を再獲得することによりポ

リオ流行を起こす可能性が指摘されている。ポリオと分子系統学的に近

縁なウイルスを同定するため、CAV 標準株の塩基配列を解析し、CA-11, 

15, 17, 20 はポリオウイルスと相同性が高い領域を非構造蛋白質領域全

域に、CA-13,18等は、P3領域に有することを確認した。 

［Andi Utama、清水博之、宮村達男］ 

 

（７）ヨーロッパで分離されたVDPVの病原性の解析 

 ヨーロッパで分離された疫学的背景が不明な VDPV について遺伝子

解析および神経病原性の解析を行った。2002 年にエストニアで下水か

ら分離された 3 型ポリオウイルス Est02/252 は、VP1 領域の塩基配列に

おいて、親株である Sabin 3 と比較して、13%の変異が認められ孤発例由

来 VDPV と同定された。TgPVR 脳内接種による神経病原性の比較解析

によると強毒型Leon株と同等以上の強い病原性復帰が認められた。スロ

バキアの環境サーベイランスから分離された一連の2型VDPVは、塩基

配列解析から持続感染者由来であることが強く示唆された。そのうちの 2

株について神経毒力の解析を行ったところ、Sabin 2 株と比較すると病原

性復帰が認められたものの、2型野生株(MEF-1 株)との比較では低い病

原性を示した。野生株ポリオ根絶および OPV 接種停止を念頭においた

精度の高いサーベイランスにより、多様な性状を有する VDPV が分離さ

れることが明らかとなった。 

［清水博之、Andi Utama、宮村達男、Merja Roivainen、Tapani Hovi (KTL, 

Finland)］ 

 

（８）中国江蘇省の1型ポリオ分離株の解析 

 1996-1998年に中国江蘇省においてAFP患者から分離された1型ポリ

オウイルスは、VP1領域の塩基配列がSabin 1株と大きく異なることから、

cVDPVである可能性が認められた。より詳細なゲノム塩基配列の解析の

結果、非構造蛋白質領域においてもSabin 1株 との相同性が低いことが

明らかとなった。しかし、VP1 領域の塩基配列が 1 型野生型標準株であ

るBrunhilde株と高い相同性を示したため、他のゲノム領域についての塩

基配列の比較を行った。その結果、江蘇省の 1 型ポリオウイルスは

Brunhilde 標準株に由来することが確認された。どのような経緯で標準株

が分離同定されたかは、今のところ不明であるが、野生株標準株の実験

室封じ込めには、今後特に留意する必要がある。 

［Chen Li、Hou Xiaohui、Xu Wenbo (中国疾病予防センター)、清水博之、

宮村達男］ 

 

５．ポリオウイルスに関する基礎研究 

 

（１）ポリオウイルスの神経毒性発現の解析 

 ポリオウイルスのワクチン株は、神経細胞特異的にウイルスタンパク合

成が低下しているために、弱い神経毒力を示すと考えられてきた。本研

究では、ポリオウイルスのタンパク合成を低下させた一連の変異株を作

製し、Tg21PVR マウスを用いて神経毒力を測定した。その結果、親株の

タンパク合成の28%のタンパク合成を持つ変異株は強い神経毒力を維持

しており、17%のタンパク合成能を持つ変異株でもわずかに神経毒力の

低下が認められるのみであった。この変異株は、脳から脊髄への感染

経路では低下したタンパク合成のためにウイルスの複製が不安定であ

ったが、脊髄内では安定に増殖できることが見出された。このことは、ポ

リオウイルスワクチン株の弱毒化においてはウイルスタンパク合成の低

下は主要な機構ではないこと、また脊髄組織には、タンパク合成もしくは

他の段階で、ウイルスの複製を促進する機構があることを強く示唆する。 

［有田峰太郎、清水博之、宮村達男］ 

 

（２）ポリオウイルスタンパク質2C、2BCと相互作用する宿主因子の探索 

 ポリオウイルスの複製は感染細胞に特異的に形成される滑面小胞上で

行われる。これまでに、この滑面小胞の形成にはポリオウイルスタンパク

質2Cもしくはその前駆体である2BCが関与することが報告されている。

この滑面小胞の生成機序に関して手がかりを得るため、HeLa 細胞由来

の cDNA ライブラリーを対象に、酵母ツーハイブリッド法（split-ubiqutin 

system）を用いて、ポリオウイルスタンパク質 2C、2BC と相互作用する宿

主因子の探索を試みた。 

［岡智一郎、片山和彦、武田直和、宮村達男］ 

 

６．ポリオワクチンに関する研究 



ウイルス第二部 

 

（１）Sabin-IPVの抗原性に関する研究 

 日本ポリオ研究所が開発した弱毒ポリオウイルスSabin株を用いた不活

化ポリオワクチン（Sabin-IPV）は、現在実用化へ向けての研究が進めら

れている。ホルマリン不活化工程でエピトープ構造の変化について、抗

原認識部位特異的モノクローナル抗体（MAb）を用いた ELISA 法および

中和試験により調べた。Sabin 1およびSabin 2ではsite 1を認識するMAb

による、ELISA 反応が低下していたことから、ホルマリン不活化によって

site 1 の構造変化が起きたことが示唆されたが、全体的には大きな抗原

性変化は認められなかった。Sabin 3 では site-1 および site-3 の抗原認

識部位がホルマリン不活化によって変化した。ホルマリン処理過程での

部分的抗原性の変化は認められたものの、Sabin-IPV の全体的な中和抗

原性には大きな影響はないことが示唆された。 

［田野良夫(日本ポリオ研)、清水博之、宮村達男、Javier Martin(NIBSC)］ 

 

（２）ポリオワクチン接種状況 

 全国 1347 カ所の市区町村に調査依頼し、2003 年秋のワクチン接種状

況をアンケート調査した。平成15 年度に満３歳に達した小児におけるポ

リオ生ワクチン１回目の累積摂種率は 92.5％、２回目のそれは 88.8％と

いう高い値であった。 

［宮村達男、高山直秀（都立駒込病院）、加藤達夫（聖マリアンナ医大）］ 

 

７．ポリオワクチンの品質管理に関する研究 

 

（１） 国内標準抗血清の整備 

 これまでに国立感染症研究所で作製されてきた型特異的標準サル血

清を整理し、冷凍保管した。1、2、3 型凍結乾燥品のそれぞれの本数は

222 本、499 本、631 本である。１ml に溶解したときの抗体価はそれぞれ

900、4500、3000 単位であった。経口生ワクチン、不活化ワクチン両方の

検定検査に有用な資源である。 

［小西恭子、武田直和、宮村達男］ 

 

８．非ポリオエンテロウイルスに関する研究 

 

（１）1999-2003年に分離されたエコーウイルス30型の分子系統解析 

 日本において 1982−98 年に分離された E30 は大まかに 2 つのゲノタ

イプが存在していた。98年以降分離された株を解析することにより、次の

流行株のゲノタイプおよび抗原変異を予測することを目的とした。99-03

年に岡山、新潟、広島で主に無菌性髄膜炎患者より分離、同定された 35

株の E30 について VP1 の塩基配列を決定し、分子系統解析を行った。

また抗血清を用いて分離株に対する中和反応性を調べた。その結果 99

−03 年期の分離株は従来から存在していたゲノタイプ以外のクラスター

を形成するタイプも見出された。このグループは過去の分離株と塩基レ

ベルで約19％（アミノ酸で約5％）異なっていた。標準抗血清とはやや難

中和であるが、過去の分離株で作成した抗血清とは易中和性を示してお

り大きな抗原変異は起こっていないと考えられた。E30 の流行が約 7-8

年おきであることを考えると、前回97-98年期の流行から7年経過してお

り、04−05年はE30の流行に対し監視を強めておく必要がある。 

［吉田 弘, 楾 清美, 濱野雅子（岡山県環境保健センター）, 渡辺香奈子

（新潟県保環研）, 高尾信一（広島県保健環境センター）, 清水博之, 宮村

達男］ 

 

（２）培養細胞に馴化したエンテロウイルス71(EV71)の解析  

 培養細胞における EV71 分離株の増殖は、同じエンテロウイルス属の

ポリオウイルスと比べ、著しく遅くかつウイルスの力価も低い。そこで、培

養細胞における増殖速度もしくはウイルス力価を決定している因子を同

定することを目的に、EV71 の標準株である BrCr 株を Hep-2c 細胞に馴

化することを試みた。その結果、Hep-2c 細胞に馴化した EV71 変異株を

分離し、ウイルスゲノム上にいくつかの変異を見いだすことに成功した。

今後、これらの変異株を用いて、マウス細胞に馴化した変異株を分離す

る予定である。  

［有田峰太郎、清水博之、宮村達男］ 

 

（３）EV71特異的レセプターの探索 

  当室にて EV71 粒子に特異的なモノクローナル抗体が作製された。そ

のモノクローナル抗体を用いて，EV71 結合レセプターの同定を試みて

いる。その手順は以下の４ステップである。１）エンテロウイルス非感受

性細胞に、感受性細胞由来ライブラリーを発現。２）抗EV71抗体を介して、

EV71 粒子をシャーレに固定。３）１）のライブラリー発現細胞を２）のプレ

ートでパンニング。４）プレートに残った細胞からcDNAを単離・同定。現

在，各種細胞のEV71感受性について解析している。 

［西村順裕、有田峰太郎、清水博之、宮村達男］ 

 

（４）EV71の神経毒性の発現機序の研究 

 EV71 は、中枢神経合併症を引き起こす頻度が高い非ポリオエンテロウ

イルスとして知られている。近年、東アジアで死亡例を含む手足口病重

症例が多発し、EV71 の中枢神経感染が重篤化の主因であると考えられ

ている。EV71 感染動物モデルとして我々が確立したカニクイザル感染

モデルを用いてEV71の神経病原性を解析した。EV71標準株とポリオウ

イルス1型強毒株(PV1)感染カニクイザルは、いずれも、中枢神経症状の

発現が認められた。PV1感染は弛緩性麻痺が中心で、EV71感染サルは、

より多様な神経症状を呈し、ヒト EV71 感染における臨床症状との類似が

認められた。中枢神経における病変およびウイルス増殖部位の比較解

析により、EV71 感染サルでは、PV1 感染サルと比較して運動神経への

局在化が弱い傾向が認められた。 

［永田典代（感染病理部）、清水博之、有田峰太郎、網 康至、須崎百合子
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（動物管理室）、岩崎琢也（長崎大学）］ 

 

（５）東アジアのEV71の分子疫学解析 

 近年東アジア諸国では、大規模な手足口病流行の際に死亡例を伴う重

篤な中枢神経疾患の多発が報告されている。この地域では近年 

genogroup BおよびCのEV71が同時に伝播しており、マレーシア、台湾、

日本を含めた多くの地域で、２種類の genogroup が混在している。それ

ぞれの genogroup をより詳細に分類した subgenogroup の分布によると、

1990年代後半以降、genogroup B3 およびB4、また、genogroup C1 およ

び C2 が、東アジアの多くの地域で分離されている。1997 年のマレーシ

ア、および1998年の台湾におけるEV71脳炎をともなう手足口病流行に

おいては、それぞれ、genogroup B3およびgenogroup C2が主要な流行

株であった。日本では、1970年代から2000年代にかけて、genogroup C3

を除く、ほぼすべてのgenogroupのEV71が分離されているが、最近多く

分離される遺伝子型は、genogroup B4およびgenogroup C2である。東ア

ジア地域では、多様な遺伝子型を有し、他の地域で分離されるウイルス

と分子疫学的関連性の高い EV71 が多く分離されている。他のエンテロ

ウイルスと同様、EV71 においても地域固有のウイルス伝播は例外で、広

範囲な多くの地域間で頻繁にウイルス伝播が起きていることが示唆され

る。 

［ 清水博之、 Andi Utama 、 宮村達男、 Napa Onnimala 、 Yaowapa 

Pongsuwanna（NIH, Thailand）、陳 立（中国疾病予防センター）］ 

 

（６）HEV-Aに属する新規エンテロウイルスの遺伝子解析 

 2002 年にカンボジアの AFP 患者から分離された同定不能な非ポリオ

エンテロウイルスの遺伝子解析を行ったところ、カプシド領域の分子系

統解析により、4 株のエンテロウイルスが既知のエンテロウイルスとは独

立した単一のクラスターを形成することが明らかとなった。これらのエン

テロウイルスは、species Human enterovirus A (HEV-A)に分類されるが、

既知のヒト由来のHEV-A との相同性は比較的低く、むしろHEV-A に属

する一部のサルエンテロウイルスとの関連性が認められた。このうち 1

株の全塩基配列解析を行ったところ、非構造蛋白質領域においても既知

のHEV-Aと独立したクラスターに属するユニークな新規エンテロウイル

スであることが明らかとなった。 

［陳 立（中国疾病予防センター）、清水博之、Andi Utama、宮村達男］ 

 

（７）オランダで同定されたEV90とカンボジアで分離された新規エンテロ

ウイルスとの分子疫学的相同性の解析 

 前項で示したカンボジアの AFP 由来の新規エンテロウイルスは、オラ

ンダのHIV-1陽性者糞便検体から、培養細胞によるウイルス分離を経ず

に直接RT-PCRにより検出同定された新規エンテロウイルスとVP1領域

の塩基配列において高い相同性を示した。カンボジアおよびオランダ

の新規エンテロウイルスは、分子系統解析により同一のgenotypeに属す

ることが明らかとなり、暫定的にエンテロウイルス90 (EV90) と命名された。

代表的な 2 株は、5̀UTR、カプシド、非構造蛋白質等すべてのゲノム領

域において高い相同性を示し、HEV-A に属する新たなヒトエンテロウイ

ルスであることが確認された。EV90の5̀UTRは、既知のHEV-A株と異

なる系統関係を示し、HEV-C および HEV-D と高い相同性を有してい

た。 

［陳 立、清水博之、Andi Utama、宮村達男、Peter van den Broek

（Primagen Holding）］ 

 

III. 肝炎ウイルスに関する研究 

 

１．Ａ型肝炎ウイルスに関する研究 

（１）抗イディオタイプ抗体をプローブとしたHAV表面構造の解析 

 抗 HAV 単クローン抗体(Ab1)KF94 を免疫して抗イディオタイプ抗体

(Ab2)94-2 と 94-7 を作製した。いずれの Ab2 も KF94 と HAV の結合を

阻害した。94-7 は GL37 細胞への HAV の感染を阻害したことなどから

HAV のレセプター結合部位を模倣した構造を持つと推察された。一方

の94-2は感染阻害には関与しないことからHAVの抗体結合部位を模倣

していると考えられた。Ab2:94-2と94-7の交差反応から抗体結合部位と

レセプター結合部位が独立した構造で、ウイルス表面に並ぶような形で

近接していることがわかった。 

［清原知子、戸塚敦子］ 

 

（２）合成siRNAによるA型肝炎ウイルスの増殖抑制 

 HAV、KRM003 株のゲノム全体の塩基配列から小分子干渉

RNA(siRNA)の候補部位を１０箇所余り選び、siRNA を合成した。 

Lipofectamine2000 とともにアフリカミドルザルの株化腎細胞 GL37 にトラ

ンスフェクションし、HAVの感染価を比べてsiRNAの効果を検討した。、

5’ と3’ の非翻訳領域の塩基配列から作成したものは増殖効果が殆どな

かったが、VP3 領域から選んだ siRNA は非常に効果的にウイルスの増

殖を抑制した。siRNAの効果がHAVの配列特異的であることは、遺伝子

型の違う株やミスマッチをいれた siRNA などの実験から明らかであっ

た。 

［米山徹夫、下池貴志、清原知子、戸塚敦子、佐藤知子］ 

 

（３）A型肝炎ウイルス培養細胞馴化株の遺伝子解析 

 同一の野生株からAGMK細胞およびHEL細胞で独立に分離継代した

遺伝子ⅢB型HAV株6種類の全遺伝子を解析して、野生株からの置換

部位を同定し、ⅠA、ⅠB 遺伝子型の培養細胞馴化株で報告されている

遺伝子置換と比較検討した。もっとも馴化に関係しているとされており、

ウイルスRNA複製に関与している非構造蛋白2B、2C、3Aに、ⅢB型馴

化株では4から8個のアミノ酸置換が認められた。株固有のアミノ酸置換

が半数以上を占めたが、2B の216 と226、3Aの5と65、3Cの142 など
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多くの馴化株で共通したアミノ酸置換部位も存在した。 

［戸塚敦子、吉井孝男（ウイルス第三部）、米山徹夫］ 

 

（４）無血清培地を用いた培養細胞によるA型肝炎ワクチン製造の開発 

 A 型肝炎ワクチン作製用細胞GL37 の培養に用いる FBS を通してワク

チンにプリオンが混入する可能性を取り除くため、細胞を無血清で培養

する手法の確立を目指している。これまでの研究より GL37、更に GL37

内でHAVは無血清培地VP-SFMで増殖可能であることを明らかとした。

しかし、その増殖はこれまで用いてきた 10% FBS 入り MEM 培地の場合

に比べ悪い。本年度はコラーゲン処理プレートを用いることで VP-SFM

培地でGL37細胞の増殖をこれまで用いたプレートの場合より約13%良く

することが出来た。今後、VP-SFM 培地に欠ける細胞増殖に必要な因子

を探索することや、３次元培養法を用いることを検討したい。 

［下池貴志］ 

 

（５）HAV粒子構造の解析 

 HAV 粒子は結晶化出来ないため、その構造は未だに明らかにされて

ない。そこで我々はアフリカミドリザル腎臓由来細胞 GL37 を用いて

HAV を大量に増殖させ、この細胞内の HAV をショ糖密度勾配遠心分離

法などを用いて高度に精製し、低温電子顕微鏡法を用いて、精製 HAV

粒子の立体構造を世界にさきがけ決定した。更に、中和抗体と結合した

HAV 粒子構造を決定し、この抗体との結合部位を同定した。これらの結

果より、HAV は同じピコルナウイルス科のウイルスとは構造的にも違い

が大きいことが明らかとなった。現在 HAV 粒子構造を更に詳しく解析中

である。 

［戸塚敦子、清原知子、米山徹夫、下池貴志、宮村達男、Li Xing、Holland 

Cheng（Karolinska Institute）］ 

 

２．Ｂ型肝炎ウイルスに関する研究 

 

（１）国際参照沈降Ｂ型肝炎ワクチン（International Reference Reagent for 

adsorbed Hepatitis B Vaccine）を用いたＢ型肝炎ワクチンの力価試験法の

検討 

 国際参照沈降Ｂ型肝炎ワクチンのin vivo試験、in vitro試験を行った。ま

た、総タンパク量を測定し、推定抗原回収率（in vitro抗原量／総タンパク

量 X100）を算出した。国際参照沈降Ｂ型肝炎ワクチンの推定抗原回収率

は 104.1%、国内参照沈降Ｂ型肝炎ワクチンの推定抗原回収率は 36.4%で

あった。推定抗原回収率は製造法に寄って異なるが、同一製造法のワク

チンの抗原回収率は一定していた。また、in vitro力価とin vivo力価の再

現性もそれぞれ確認された。現在は国内で流通しているワクチンを使っ

た抗原回収率の比較、in vitro試験の検討を行っている。 

［清原知子、下池貴志、戸塚敦子、佐藤知子、米山徹夫］ 

 

３．C型肝炎ウイルス（HCV）に関する研究 

 

（１）ラジアルフロー型バイオリアクター(RFB) 三次元培養肝細胞を利用

したHCV感染モデルにおけるvirus quasispeciesのダイナミクス 

 6種類のC型肝炎患者血清を同一ウイルス濃度に混合しRFB培養系に

感染させた。2回の独立した実験から、感染後、第3〜33日間に3回のピ

ークを示す間欠的なウイルスの増減が認められた。各ピーク時の HCV

遺伝子配列を5’-UTRおよびHVRについて決定した結果、感染時に10

数種類認められたウイルスクローンが、感染後３日目以降、2種類の株に

選択されることがわかった。 

［井上 寧、村上恭子、Su Su Hmwe、小俣和彦、石井孝司、相崎英樹、鈴

木哲朗、宮村達男］ 

 

（２）RFB／HCV感染系による抗ウイルス薬の評価 

 RFBを用いたヒト肝細胞三次元培養系はHCVの感染からウイルス複製

までの観察が可能である。この系を用いた抗HCV 薬の評価法を確立す

るため、抗 HCV 効果が広く知られている interferon(IFN)を用いて検討し

た。患者血清感染直後から、100 IU/mlのIFN-aを１ヶ月間添加した場合、

無添加と比較して明らかに培養上清中のHCV-RNA量は減少していた。

この時、明らかな肝機能への影響は認められなかった。今後、リバビリン

等を用いてさらなる検討を行う予定である。 

［村上恭子、井上 寧、小俣和彦、Su Su Hmwe、石井孝司、相崎英樹、鈴

木哲朗、宮村達男］ 

 

（３）RFBによるHCVレプリコン細胞三次元培養系でのHCV粒子作製 

 HCV 全蛋白を発現し、HCV-RNA 複製が確認されている HCV レプリ

コン細胞（RCYM1）を RFB にて培養し、上清中の HCV 遺伝子産物を解

析した。濃縮した培養上清をショ糖密度勾配遠心で分画したところ、コア

蛋白及びHCV-RNAは1.18 g/ml画分をピークとして1.15-1.2 g/mlに検

出された。また、NP40 処理により HCV-RNA のピークは1.23 g/mlにシ

フトした。1.18 g/mlの画分中には電子顕微鏡により30-60 nmのHCV様

粒子が観察された。 

［村上恭子、石井孝司、吉崎佐矢香、相崎英樹、勝二郁夫、鈴木哲朗、宮

村達男］ 

 

（４）新規三次元培養システムによるHCV粒子作製 

 RFBを用いた三次元培養により、RCYM1細胞培養上清からHCV様粒

子が検出された。より簡便な三次元培養システムである MebiolGel（後述）

を用いて、同様に培養上清から HCV 様粒子が観察されるかを検討した。

培養上清を濃縮し、ショ糖密度勾配遠心で分画したところコア蛋白およ

び HCV-RNA は 1.18 g/ml をピークとして検出され、電子顕微鏡により

30-60nm の粒子様構造物が観察された。免疫電顕により、この構造物は

抗エンベロープ抗体に反応することが確認された。 



ウイルス第二部 

［村上恭子、石井孝司、吉崎佐矢香、*田中恵子、相崎英樹、*佐多徹太郎、

勝二郁夫、宮村達男、鈴木哲朗、（*感染病理部）］ 

 

（５）HCV レプリコン細胞からの複製複合体の調製：detergent 処理条件の

検討 

 HCV 非構造蛋白と宿主因子からなる HCV ゲノム複製複合体は、lipid 

raftsやcaveolaeなどdetergent resistant membraneに内包されていると考

えられている。複製複合体の調製法を改良するため detergent 処理の条

件および効果を調べた。その結果、4％ Triton X- 100処理より0.5% Brij 

96 処理の方が、蛋白の選択性は高いものの、ウイルス複製に関わる特

に親水性の因子が除かれている可能性が考えられ、また detergent 処理

しない場合に比べ精製度の再現性に欠ける傾向が認められた。 

［井上 寧、相崎英樹、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（６）プロテオーム解析によるHCV複製関連因子の検索 

 HCV ゲノム複製機構を明らかにするため、RC-YM1 細胞から lipid 

rafts/caveolae 分画を粗精製し性状解析を行った。また、HCV ゲノム複製

と細胞増殖との相関を調べ、細胞が対数増殖期にあるとき複製活性が高

いことを見出した。これらの知見を基に、HCV ゲノム複製を調節する宿

主因子を同定するため、対数増殖期及び定常期の RC-YM1 細胞からそ

れぞれ複製複合体を分離し二次元電気泳動により各蛋白の量的比較を

行い、約10種類の蛋白スポットに有意差を認めた。 

［井上 寧、村上恭子、松田麻未、相崎英樹、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（７）Huh7細胞サブクローン間のHCV RNA複製効率の検討 

 サブクローン化しておいた各Huh7細胞株にRNAレプリコンを導入し２

週間後に細胞内HCV-RNAを定量したところ、サブクローン間でRNA量

が最大50倍程度異なることを見出した。サブクローン間での複製効率の

違いをさらに詳しく解析するため、各レプリコン導入細胞を G418 選択し

コロニー形成能を比較したが、Huh7 サブクローン間で、コロニー形成能

に有意な差は認められなかった。各群から約 20 コロニー選択し

HCV-RNA 量を測定したところ、同一の親株から得られたコロニーにお

いても最大103 コピー程度のばらつきがコロニー間で存在することが判

明した。 

［井上 寧、村上恭子、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（８）HCV 複製に関連する宿主因子の解析：Toll-like receptor (TLR) 3 

mRNA定量法の開発 

 自然免疫の担い手であるTLR familyのうち、TLR3は二本鎖RNAを認

識し、IRF3 を介して IFN を誘導することにより、ウイルス排除に関わって

いる。細胞間でのHCV複製効率の違いがTLR3発現と関連する可能性

を考え、TLR3 mRNAの定量法を開発した。HCV RNA複製活性が認めら

れるHuh7細胞は、複製活性の低いHepG2系細胞に比べTLR3発現は

低かった。Huh7細胞サブクローン間では、poly I:CおよびIFNで刺激し

てもTLR3発現に有意な差は認められなかった。 

［井上 寧、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（９）HCV genotype 2b型レプリコン維持細胞の解析 

 現在報告されているHCVレプリコンの大部分はgenotype 1b由来であ

り、他にはgenotype 1a、2aについて報告されている。そこで、IFN感受性

の異なる genotype 2b 由来のレプリコンを作製し、Huh7 細胞に導入して

維持細胞株を樹立した。HCV 遺伝子の adapted mutation の存在を検討

するため、非構造蛋白領域の塩基配列を部分的に検討したところ、アミノ

酸置換を伴う遺伝子変異が数カ所観察された。これらには、genotype 1b

レプリコンについて報告されている変異は含まれていなかった。 

［江川隆太郎、村上恭子、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（１０）HCV コア蛋白質によるHCV RNAの翻訳抑制機構の解析 

 これまでHCV 5’ 非翻訳領域（5’ UTR）内のstem-loop IIId領域にHCV

コア蛋白質が相互作用し5’ UTR依存的翻訳を抑制することを見出した。

更にstem-loop IIId の loop 領域の構造がこの翻訳抑制に重要であること

を示唆する結果を得ている。昨年に引き続き、翻訳抑制に重要なコア蛋

白質領域を調べた結果、コア蛋白質のN末端24-58番目のアミノ酸領域

が翻訳抑制に重要であることを示唆する結果を得た。更に、この35アミノ

酸領域内のどのアミノ酸が重要かの同定を進めている。また、この翻訳

抑制に重要な細胞因子の同定も進めている。 

［下池貴志、鈴木哲朗、松浦善治1、宮村達男、（1阪大微研）］ 

 

（１１）HCV IRES IIId領域に結合する宿主因子の検索 

  HCVコア蛋白は、HCV IRES依存的翻訳を抑制することが報告されて

いる。この翻訳抑制の機序として、HCV 翻訳を調節する宿主因子とコア

蛋白との拮抗作用による翻訳抑制の可能性が考えられる。そこで、IRES 

IIId 領域特異的に結合する宿主因子を検索したところ、RNA プロセシン

グに関わる p54-nrb、hnRNP-H、PSF 等が同定された。このうち、p54-nrb

はコア蛋白存在下で IIId 領域への結合が促進されることを確認した。ま

た、免疫沈降法により、コア蛋白とp54-nrbの結合が示唆された。 

［村上恭子、下池貴志、松田麻未、勝二郁夫、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（１２）HCV様粒子の作成 

 種々 の HCV 遺伝子の構造蛋白質領域(C-E1-E2-p7)を哺乳動物細胞

で発現させ、その培養上清からショ糖密度勾配遠心法により HCV 様粒

子(HCV-LP)の精製を行なった。密度が約1.18-1.2 g/mlのフラクションに

コア蛋白質のピークが存在した。この密度に収束したサンプルについて、

電子顕微鏡による観察を行っている。 

［鈴木亮介、*田中恵子、鈴木哲朗、宮村達男（*感染病理部）］ 

（１３）HCV コア蛋白質によるヌクレオキャプシド様粒子の作成 
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 HCV コア蛋白質からなるヌクレオキャプシドの形成機構は明らかにさ

れていない。コア蛋白遺伝子（genotype 1b）をin vitroの転写翻訳系で発

現させ、ショ糖密度勾配遠心にかけコア蛋白質のピークが検出された

1.2 g/ml分画をネガティブ染色し電子顕微鏡観察したところ、直径約30ﾑ

40 nmの粒子構造が観察された。また、この粒子構造は免疫電子顕微鏡

観察からコア粒子であることが明らかとなった。現在コア蛋白質とRNAと

の結合がウイルスの粒子形成に及ぼす影響について検討している。 

［坂本真一郎、白木和子、鈴木亮介、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（１４）HCVコア蛋白質の細胞内局在化機構の解析 

 HCV コア蛋白発現細胞の細胞分画／ウエスタンブロット法及び免疫電

子顕微鏡観察により、コア蛋白質が、小胞体、ミトコンドリア及び核に存在

することを確認した。これらの細胞内局在を規定するシグナルの同定を

試み、コア蛋白-GFP 融合蛋白を用いた解析から、小胞体およびミトコン

ドリアへの局在には aa 112-152 領域が、核への局在には N 末端側の２

つの塩基性アミノ酸クラスターが重要であることを明らかにした。 

［鈴木亮介、坂本真一郎、堤 武也、下池貴志、*田中恵子、**岩崎琢也、

鈴木哲朗、宮村達男（*感染病理部、**長崎大）］ 

 

（１５）HCVコア蛋白質の核における機能の解明 

 HCV は細胞質で複製するが、コア蛋白質の一部は核内に存在する。

コア蛋白質の核内での機能を明らかにするために、C 末端側の疎水性

領域を欠損させたコア蛋白質を一過性に発現させ、核タンパク質のプロ

テオーム解析を行なった。その結果、コア蛋白質の発現に伴って等電点

が変化する蛋白質としてTGF-beta receptor interacting protein 1 (TRIP1)

とEnhancer of Rudimentary Homologue (ERH)を同定した。前者はTGF応

答に関わり、後者は転写調節に働く可能性がある。 

［鈴木亮介、松田麻未、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（１６）HCVコア蛋白に結合する宿主因子の検索 

 HCV コア蛋白の新たな機能を同定する目的で、アフィニティタグ精製

法、およびGST-pull down法を用いてコア蛋白に特異的に結合する宿主

因子のスクリーニングをおこなった。特異的な結合蛋白を SDS-PAGE ゲ

ルより回収し、質量分析法で解析し、同定したところ、複数個の新規結合

因子を得ることができた。これらの新規結合因子がウイルス増殖や病原

性に与える影響について解析を進めている。 

［勝二郁夫、白倉雅之、松田麻未、下地 徹、泉水早智子、宮村達男、市

村 徹（東京都立大学）、山河芳夫、西島正弘（細胞化学部）、水本清久

（北里大薬学部）］ 

(１７) HCVコア蛋白の分解を制御するユビキチンリガーゼの解析 

 HCV コア蛋白質のＣ末端側がプロセスされるとユビキチン依存性にプ

ロテアソームにより分解される。ユビキチン化の分子機構を明らかにす

るために HCV コアと結合する因子を探索したところ、ユビキチンリガー

ゼを結合蛋白として同定した。このユビキチンリガーゼをコア蛋白と共発

現することにより、コア蛋白質の分解が促進した。これより、HCV コアユ

ビキチン化を担うユビキチンリガーゼであると考えられた。現在、ユビキ

チン化機構、結合領域、病態生理学的意義の解析を進めている。 

［白倉雅之、勝二郁夫、下地 徹、鈴木亮介、鈴木哲朗、宮村達男、市村 

徹（東京都立大学）］ 

 

（１８）HCVコア蛋白の分解メカニズム 

 C末端側をプロセシングされたHCVコア蛋白質はユビキチン化され、

プロテアソームにより分解される。そこでリジン／アルギニン変異体を使

ってコア蛋白質中のユビキチン化部位の同定を行ったところ、７カ所のリ

ジン残基のうち特定の１カ所がユビキチン化されるのではないこと、N末

端側の４カ所のリジン残基が修飾を受けやすいことが明らかとなった。

一方、ユビキチン化を受けないリジンーレスのコア蛋白質変異体も、

PA28γの過剰発現により分解が促進されることから、ユビキチン非依存

性の分解経路が存在する可能性が示唆された。 

［鈴木亮介、石井孝司、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（１９）HCV コア蛋白発現トランスジェニック（TG）マウスにおけるアルコ

ール摂取の影響 

 C 型肝炎患者はアルコール摂取によって肝炎の増悪、発癌率の上昇

を引き起こすことが臨床的に知られているが、その分子機序は解明され

ていない。エタノール含有食を与えたHCVコア蛋白TGマウスを用いて、

肝臓内のシグナル伝達系に対するコア蛋白とエタノールの協調的影響

を解析した。その結果、正常食の場合に比べ、肝臓中の p38 MAPK, 

ERKが活性化され、その下流の転写因子であるATF-2, Elk-1が結合す

るCRE, SREの活性化も認められた。 

［堤 武也、鈴木哲朗、宮村達男、*小池和彦（*東京大）］ 

 

（２０）HCVコア蛋白質によるIL-8の発現調節機構の解析 

 HCV コア蛋白質によって IL-8 のプロモーター活性が増強され、実際

に内因性IL-8の発現が亢進することを見出している。その作用機構を検

討するため、IL8 プロモーターおよびコア蛋白質の変異体（置換、欠損）

を作製し、プロモーター活性に対するコア蛋白質の影響を検討した。そ

の結果、コア蛋白質による IL8 の転写活性化には、コア蛋白質の細胞質

局在が重要であること、NF-κB 及び ER ストレス応答によって活性化さ

れる転写因子ATF6がpositive regulatorとして関与していることが示唆さ

れる成績を得た。 

［友部 賢、堤 武也、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（２１）HCVコア蛋白質による転写因子ATF6の活性化 

 IL8プロモーターの解析から、コア蛋白質がERストレスを介した転写調

節系、特に ATF6 の活性化に関与する可能性が示唆された。ATF6 は、
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前駆体蛋白が小胞体で切断され活性化型となって、核へ移行し転写因

子として働く。ウエスタンブロッティングから、コア蛋白質の発現により、

ATF6 前駆体のプロセシングが促進されることを見出した。更に、ATF6

により発現調節される転写因子 XBP-1 の発現がコア蛋白質によって亢

進することを見出した。 

［友部 賢、堤 武也、*森 和俊、宮村達男、鈴木哲朗（*京都大）］ 

 

（２２）IL-8発現と遺伝子多型との相関 

 IL-8 の発現レベルが異なることが知られている６種類のヒト肝癌細胞株

について IL-8 遺伝子の多型解析を行った。エクソン領域には遺伝子多

型は認められなかったが、非翻訳領域-40 位に G または A 型の一塩基

多型（SNP）が存在することがわかった。しかしながら、IL-8 の発現量とこ

の SNP とは必ずしも相関せず、TNFa、IL1b による発現誘導を含む IL-8

の発現調節機構には、翻訳後修飾など、転写調節以外の未同定のメカ

ニズムが関与しているのかもしれない。 

［友部 賢、堤 武也、*神代正道、宮村達男、鈴木哲朗（*久留米大）］ 

 

（２３）HCV E1タンパク質の膜トポロジー 

 HCV のエンベロープ蛋白質E1 については、従来、I 型膜蛋白質であ

るとされてきたが、我々 は、E1の中央部とC末端の疎水性領域が膜を貫

通し、その間に存在する親水性領域が細胞質ループを形成する新しい

モデル（polytopic topology）を提唱してきた。今回、genotype 1a, 1bのE1

について N-糖鎖結合部位の点変異体を使った詳細な解析から、E1 蛋

白質はこれら２種類のトポロジー（type Iおよびpolytopic）が混合した形で

存在している可能性が示された。 

［染谷友美、石井孝司、鈴木哲朗、宮村達男、*松浦善治（*大阪大）］ 

 

（２４）HCV NS5A蛋白のウイルスRNA複製における役割 

 リン酸化非構造蛋白質である HCV NS5A は、他の非構造蛋白質ととも

に、HCV RNA 複製複合体に含まれている可能性が高いが、HCV 複製

に果たす役割は不明である。NS5A を部分欠損またはリン酸化部位を点

変異させたHCV RNAレプリコンを作製し、細胞のコロニー形成能とルシ

フェラーゼアッセイを行った結果、ウイルス複製に影響する NS5A 領域

が明らかにされた。現在、これらのNS5A変異が他のHCV蛋白との相互

作用や、複製複合体の活性測定を行っている。 

［坂本真一郎、根岸英雄、鈴木亮介、村上恭子、鈴木哲朗、宮村達男］ 

（２５）ミトコンドリア蛋白のプロテオーム：HCV全蛋白発現細胞の解析 

 HCVコア蛋白質はreactive oxygen speciesの蓄積などミトコンドリアの機

能に影響を与えている。HCV 全蛋白を発現する HepG2 細胞株

（Hep394）及び対照細胞株（Hepswx）からそれぞれミトコンドリア画分を調

製しペプチドマスフィンガープリント法を行った。その結果、

short/branched chain acyl-coA dehydrogenase (SBCAD) の有意な発現低

下が明らかとなった。SBCAD は脂質代謝に関与する酵素として知られ

ており、HCV 感染による肝臓での脂質代謝異常の一因となる可能性が

考えられる。 

［松田麻未、堤 武也、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（２６）ミトコンドリア蛋白のプロテオーム：HCVコア蛋白質とprohibitinとの

相互作用 

 コア蛋白発現細胞を使ったミトコンドリア蛋白のプロテオーム解析を行

った。その結果、細胞増殖への関与やシャペロンとして働く prohibitin、

antioxidant に関わる MnSOD、電子伝達系を担う complex III、ATP 

synthase などの発現変化が認められた。コア蛋白が細胞増殖やアポトー

シスを調節すること、TG マウスにおいて oxidative stress を惹起すること

を支持する成績である。prohibitin について更に解析し、コア蛋白質は

prohibitinのN末端領域と直接結合し、翻訳後プロセスに作用しうることを

見出した。 

［堤 武也、松田麻未、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（２７）B細胞株を用いた HCV病原性機構の解析 

 HCV抗原がB細胞系へ及ぼす影響を明らかにするため、HCVコア遺

伝子を導入したB細胞株（Bjab Core）の表面分子変化を検索し、CD48抗

原の発現の低下を認めた。この発現変化は、一過性にコア蛋白を発現さ

せたEBV B cell line（EB-BCL Core）表面においても観察された。さらに、

コア蛋白の発現によって、CD48のプロモーター活性及びmRNAレベル

が低下することも見出した。CD48 プロモーターの変異体を作製して、コ

ア蛋白によるCD48の転写調節機構を解析している。 

［町田早苗、鈴木亮介、小俣和彦、石井孝司、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（２８）HCV陽性糸球体腎炎腎組織におけるHCV抗原発現の免疫組織学

的検討 

 HCV の肝外病変に関する研究として腎炎との関わりを調べている。

HCV陽性糸球体腎炎患者について、腎生検標本を作製し、抗HCVコア

蛋白抗体で免疫染色を行った。一部の症例でメサンギウム増殖変化した

領域に陽性所見が認められ、また尿細管や血管壁などが染色される症

例も観察された。さらに、免疫電子顕微鏡解析から、HCV 蛋白がメサン

ギウム領域、糸球体上皮細胞、基底膜に存在することが示された。 

［岩堀 徹、*中尾俊之、鈴木哲朗、宮村達男（*東京医大）］ 

 

（２９）ヒト不死化メサンギウム細胞（HMC）を用いたHCV腎症の研究 

 HCV の腎臓に対する病原性、障害発症の分子機構を調べるため、

HMC に対する HCV コア蛋白質の影響を検討している。HMC では、

TGF-β添加による細胞外マトリックスの発現誘導が、コア蛋白質によっ

て増強されることを観察した。また、腎炎形成にはメサンギウム細胞の

migrationが関わっていることが知れられている。 そこで、Migration assay

を行った結果、コア蛋白の発現によってHMCのmigration能が上昇する
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こと、またこの作用はTGF-b処理と相乗的に上がることが示された。 

［岩堀 徹、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（３０）HCV構造蛋白を発現する組み換えDIsによる細胞性免疫の誘導 

 HCV蛋白を発現する組換えDIsは、ウイルス蛋白に対する細胞性免疫

を強く誘導する安全な組換えワクチンとして期待される。HCV の構造蛋

白領域をDIsに組み込み、培養細胞でのHCV蛋白の発現とプロセシン

グを確認した後、マウスに皮下投与したところ、コア、E1、E2 蛋白に対す

る抗体の誘導が認められた。免疫したマウスの脾臓から T 細胞を分離し、

overlapping peptidesで刺激してInterferon-γ分泌細胞数を測定したところ、

E2のC端部分が最も強く細胞性免疫を誘導することが明らかになった。 

［町田早苗、石井孝司、鈴木亮介、吉崎佐矢香、鈴木哲朗、*赤塚俊隆、

宮村達男（*埼玉医大）］ 

 

（３１）高度弱毒化ワクチニアウイルスDIsを用いたHCV非構造蛋白の発

現と細胞性免疫誘導能の検討 

 HCV の非構造蛋白領域（NS3、NS5A）を DIs に組み込み、培養細胞で

の HCV 蛋白の発現を確認した後マウスに皮下投与したところ、いずれ

の蛋白に対しても特異抗体の誘導が認められた。また、免疫したマウス

の脾臓から T 細胞を分離し、抗原で刺激して Interferon-γ分泌細胞数を

測定したところ、NS3のC端部分が最も強く細胞性免疫を誘導することが

明らかになった。 

［石井孝司、町田早苗、鈴木亮介、*赤塚俊隆、鈴木哲朗、宮村達男（*埼

玉医大）］ 

 

（３２）高ペプチド化型HCVコア蛋白発現系によるCTL誘導の試み 

 一般に、HCVコア蛋白質に対してのCTLは誘導されにくいとされてい

る。一方我々 は、コア蛋白質の C 末端側疎水性領域がプロセスされると

ユビキチン-プロテアソーム系により選択的分解を受けることを見出して

いる。この性質を利用して、高分解型のコア蛋白を発現させることにより、

効率よくコア蛋白のエピトープに対する CTL を誘導しうるかどうかを調

べている。種々 のコア蛋白発現プラスミドを作製し、マウスに DNA 免疫

し、CTL活性を解析している。 

［鈴木亮介、石井孝司、吉崎佐矢香、町田早苗、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（３３）RNA干渉技術を用いたHCV複製阻害剤の検討 

 HCV 配列を元に 5’ UTR 内及び NS3、NS5B 領域をターゲットとした

siRNA 発現ベクターを作製し、HCV レプリコン細胞に導入し、ウイルス

RNA 複製に及ぼす影響を検討した。作製した４種の siRNA ベクターのう

ち、5’ UTR 内及び NS3 をターゲットとしたものについては、HCV-RNA

量が約1/2まで減少した。RNA干渉効果は一塩基の違いによりその効果

が大きく変わる可能性がある。今後、高い効果を示したこれらの領域を

中心に、より効果的なターゲット配列を検討する予定である。 

［江川隆太郎、村上恭子、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（３４）C型肝炎治療薬に対する耐性ウイルスの解析 

 現在、C 型肝炎に対する治療法として最も効果が期待できるのは、IFN

とリバビリンの併用療法である。IFN については、耐性を示す HCV クロ

ーンが同定されその耐性機序解析が進んでいるが、リバビリンに対する

耐性ウイルスの出現については不明な点が多い。そこで、HCV レプリコ

ン細胞に10-100 mMのリバビリンを数ヶ月間処理することにとり、薬剤耐

性HCVクローンが出現するかどうかを検討している。 

［Su Su Hmwe、*小池和彦、宮村達男、鈴木哲朗（*東京大）］ 

 

（３５）C型肝炎の発症進展に関与する宿主遺伝子の解析 

 ウイルス肝炎の個別診断、治療法への応用を最終的な目標として、C

型肝炎の発症、進展に関連する遺伝子多型の解析を行っている。日本

人健常者及び C 型肝炎患者についてアレル特異的SNP 検出プローブ

を用いて X、Y を除く全染色体にわたって走査を行った。昨年、1 番およ

び 2 番染色体で有意に偏りを示す部位を計10 領域検出したが、今回新

たに、7、10、17、18番染色体にC型肝炎発症と強く連鎖するSNPを同定

した。LOD 値が極大を示す領域について、更に詳細な SNP 解析を行う

予定である。 

［鈴木哲朗、亀岡洋祐（遺伝子資源室）、吉崎佐矢香、岩堀 徹、宮村達

男］ 

 

（３６）歯科用器具器材のHCV汚染除去に関する研究 

 歯科用器具について、洗浄方法を検討し以下の成績を得た。１）技工用

カーバイトバー、３-wayシリンジ、技工用シリコンポイントはHCV汚染直

後にエタノール綿で拭き取ることにより十分除去可能だが、10 分間放置

すると、除染は難しい。２）注射筒およびCR充填器では風乾後において

もエタノール綿での拭き取りが有効である。３）デンタルミラー、バキュー

ムチップ、印象用トレイは薬液処理後の水洗が有効である。４）塩化ビニ

ルグローブ、ラテックスグローブは流水洗浄によって汚染除去が可能で

ある。 

［小俣和彦、鈴木哲朗、*佐藤田鶴子、*古屋英毅（*日本歯科大）］ 

 

（３７）C型肝炎症例の口腔内滲出液中からのHCVの検出 

 HCV抗体陽性者の歯科診療に際して、血液、唾液、歯肉溝滲出液を同

時に採取し、各試料中のHCV遺伝子を定量した。血清中のHCV-RNAが

陽性であった 21 例においては、19 例(90%)で歯肉溝滲出液中に

HCV-RNAが検出された。また、唾液中では 8 例（38%）であった。また、

血中HCVレベルが中程度あるいはそれ以上（105〜106 copies/ml）の症

例群では、唾液中に102〜103,歯肉溝滲出液中に104〜105 copies/ml程度

のHCVを観察した 

［小俣和彦、鈴木哲朗、*佐藤田鶴子、*古屋英毅（*日本歯科大）］ 
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（３８）HCV NS5A蛋白質とamphiphysin IIの相互作用 

 HCVのNS5A蛋白質は様々 な宿主細胞蛋白質と相互作用することによ

り、インターフェロンに対する感受性や情報伝達系に影響を及ぼすこと

が報告されている。我々 は、NS5A 蛋白質と相互作用する宿主細胞蛋白

質としてamphiphysin IIを見出した。さらに、NS5A 蛋白質のSH3 ドメイン

結合モチーフを含む領域と、amphiphysin IIのN末端およびC末端が相

互作用することを明らかにした。NS5A蛋白質のSH3ドメイン結合モチー

フの詳細な解析を行い、amphiphysin IIとの相互作用に重要な役割を演じ

ている NS5A 蛋白質のアミノ酸残基を同定した。また、ヒト肝癌由来細胞

株に、NS5A蛋白質と相互作用しないamphiphysin IIのsplicing variantsが

存在することを確認した。HCVNS5A 蛋白質と amphiphysin II splicing 

variantsとの相互作用の生物学的意義について現在研究を進めている。 

［西村順裕，岡本 徹（阪大微研）、森石恆司（阪大微研）、松浦善治（阪大

微研）］ 

 

４．E型肝炎ウイルス（HEV）に関する研究 

 

（１）遺伝子型４（G4）HEVの遺伝子解析 

 E型肝炎が人畜共通感染症であるかどうかが注目されている。そこでイ

ノシシから G4 に属する HEV を分離し、ヒトやブタから分離したものと比

較した。イノシシの糞便からHEV RNAを抽出し、全長領域を網羅する遺

伝子をクローニングし、全塩基配列を確定した。現在、この株とヒトやブタ

由来株の比較を詳しく検討している。 

［李 天成、栄 賢治、伊藤 雅（愛知衛研）、宮村達男、武田直和］ 

 

（２）遺伝子型３型（G3）および G4 HEV の構造蛋白の発現及びウイルス

様中空粒子（VLP）に対する抗体の作製 

 現在、HEV には少なくとも４つの遺伝子型が存在する。HEV の血清型

は全て同一であろうと推測されているが、明確な実験データはない。

HEV の血清型の違いの有無を確認することは、ワクチンの開発、ならび

に高感度抗体検査法の樹立に有用である。急性 E 型肝炎患者血清中か

らG3とG4 HEV の遺伝子を抽出し、構造蛋白をコードするORF2の全

長及びORF2のN末端から111アミノ酸を欠失した領域をRT-PCR法で

増幅し、定法どおり組換えバキュロウイルスを作製した。組換えバキュウ

ロウイルスを感染した昆虫細胞Tn5 の培養上清から大量のウイルス様中

空粒子（VLP）得た。VLP をそれぞれウサギ、モルモットに免疫し、高力

価の抗体を作製した。ウイルス様中空粒子を用いた抗体検出ELISA及び

高力価の抗体を用いた抗原検出ELISAを構築した。 

［李 天成、武田直和、宮村達男、永田典代、田中恵子（感染病理部）］ 

 

（３）遺伝子型１(G1)、G3及びG4 HEV VLPの抗原性の比較。 

 組換えバキュロウイルス発現システムを用い、G1、G3及びG4 HEVの

ORF2のN末端から111アミノ酸を欠失した領域を昆虫細胞で発現させ、

VLPの作製に成功した。G1とG3 のVLPをマウスに免疫し、単クローン

抗体を作製した。エピトープが同定されたそれぞれの単クローン抗体を

用い、G1、G3型及びG4 VLPとの反応の違いから抗原性を評価した。そ

の結果、遺伝子型間には抗原性の異なるエピトープが存在し、一部のエ

ピトープは立体構造に依存する事が明らかになった。 

［李 天成、武田直和、宮村達男］ 

 

（４）大きなサイズをもつVLPの作製 

 これまでG1、G3及びG4 HEV ORF2のN末端から111アミノ酸を欠失

した領域を昆虫細胞で発現させ、VLPの作製に成功した。しかし、これら

の VLP の直径は 23-24nm であって、ネイティブなウイルス粒子よりはる

かに小さい。また、分子量や比重などもネイティブなウイルス粒子と異な

っている。そこで組換えバキュウロウイルスを用いて G3 HEV の ORF2

全長を発現したところ、感染Tn5細胞から直径約35-38nmの粒子を得た。

この粒子は形状ではネイティブなウイルス粒子と非常に類似の粒子であ

った。現在、クリオ電顕で三次構造の解析をおこなっている。 

［李 天成、恒光 裕（動衛研）、武田直和、宮村達男］ 

 

５．TTウイルス（TTV）に関する研究 

 

（１）TTVの転写調節機構 

 TTVの転写産物としては、共通の5’-、3’末端を有する3種類のspliced 

RNA（3.0-、1.2-、1.0-kb）が同定されているが、その転写調節機構はほと

んど明らかにされていない。我々はこれまでに、TTV 非翻訳遺伝子内

にコアプロモーター、エンハンサーおよびリプレッサー領域が存在する

ことを示してきた。今回、ゲルシフト法、共発現実験などから、TATA box

配列を含む 113 塩基のコアプロモーターの活性調節には、転写因子

USFが最も大きく関わっていることが明らかとなった。 

［鈴木哲朗、鈴木亮介、李 天成、宮村達男］ 

 

（２）輸血後肝炎におけるTTVの臨床的意義 

 輸血後肝炎症例における肝機能変化と TTV マーカーとの相関解析を

行っている。HBV、HCV、HEV ともに陰性の肝炎症例について、輸血に

よって transmit された TTV 遺伝子を同定するとともに、肝機能マーカー

とTTV遺伝子量の変動、及びTTV 抗体価との関連を調べた。 

［鈴木亮介、鈴木哲朗、李 天成、宮村達男］ 

 

６．GBウイルス（GBV）に関する研究 

 

（１）GBV-B蛋白を発現する組み換えDIsの作成と免疫誘導能の検討 

 GBV-B はタマリンに慢性肝炎を発症させるウイルスで、その構造の類

似性からＣ型肝炎のサロゲート動物モデルとしての応用が考えられてい
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る。GBV-B の構造蛋白の一部を組み込んだ組換え DIs を作成し、哺乳

類細胞に感染させたところ目的の GBV 蛋白の発現が確認できた。この

DIs をマウスに皮下投与したところ、GBV-B のコア蛋白質に対する抗体

の誘導が認められた。現在、非構造領域を組み込んだ数種の組換えDIs

を作成し、それらの免疫誘導能の比較を行っている。 

［吉崎佐矢香、石井孝司、町田早苗、宮村達男、鈴木哲朗、*八木慎太郎、

**明里宏文（*先端生命科学研、**霊長類センター）］ 

 

（２）GBV-B感染動物モデルの確立 

 NIH、Dr. Bukhより供与されたGBV-Bの全長cDNAを保持するプラス

ミドから GBV-B RNA を合成し、タマリンの肝臓に投与したところ急性肝

炎症状を呈し、血中にウイルス RNA が高力価で存在することを確認した。

またこの血清を他の健常タマリンに投与したところ、同様に急性肝炎症

状とウイルス血症を発症することが確認され、GBV-B感染動物モデルが

確立できた。本モデルはＣ型肝炎のサロゲートモデルとして有用である

と考えられる。 

［石井孝司、町田早苗、吉崎佐矢香、宮村達男、鈴木哲朗、*岩田奈織子、

*佐多徹太郎、**明里宏文、***八木慎太郎（*感染病理部、**霊長類セン

ター、***先端生命科学研）］ 

 

（３）TaqMan RT-PCR法を用いたGBV-B RNA定量法の確立 

 GBV-B infectious RNA を接種したタマリンの生体内でのウイルス量を

測定するため、TaqMan RT-PCR法を用いてGBV-B RNA量を定量する

系の検討を行った。GBV-Bのコア領域にTaqManプローブとプライマー

を設定し、感度の測定には標的領域をサブクローニングしたプラスミド

DNAからin vitro transcriptionにより作成したRNAを使用した。その結果、

1000 copies/ml以上で定量可能であった。 

［吉崎佐矢香、石井孝司、町田早苗、*八木慎太郎、**明里宏文、宮村達

男、鈴木哲朗（*先端生命科学研、**霊長類センター）］ 

 

（４）GBV-B感染動物の体内ウイルス分布の解析 

 GBV-B が感染したタマリンの各臓器を摘出し、GBV-B RNA 量を測定

した。その結果、GBV-B は肝臓で最も多く、次いで脾臓・リンパ系、生殖

器・泌尿器系の順に多かった。HCV の生体でのウイルス分布を解析す

ることは非常に困難であり、本実験は HCV の体内動態の解析に有用な

情報を提供するものと思われる。 

［石井孝司、町田早苗、吉崎佐矢香、宮村達男、鈴木哲朗、*岩田奈織子、

*佐多徹太郎、**明里宏文、***八木慎太郎（*感染病理部、**霊長類セン

ター、***先端生命科学研）］ 

 

IV. 腫瘍ウイルスに関する研究 

 

１. ヒト乳頭腫ウイルス (HPV)に関する研究 

 

（１）HPV16E6蛋白と結合する宿主蛋白E6APの新規基質蛋白の検索 

 HPV16E6 蛋白は宿主蛋白である E6APと複合体を形成し E3 ユビキチ

ンリガーゼとして機能し、p53 をユビキチン化する。ユビキチン化された

p53 はプロテアソームにより分解され、不活化される。E6AP は単独でも

ユビキチンリガーゼ活性を有する。E6AP の新規基質蛋白を同定するた

めに、Ettan-DIGE法、MALDI/TOFMS法を用いて解析し、新たに２種類

の E6AP 基質候補蛋白を同定した。新規基質蛋白の可能性が考えられ、

現在、検討中である。 

［椙山裕一、松田麻未、下地 徹、勝二郁夫、宮村達男、瀬戸裕之（東京

理科大学）］ 

 

（２）HPV16E6蛋白と結合する宿主蛋白E6APの調節蛋白の検索 

 E6APの細胞内局在、活性化などの調節機構は依然として不明である。

E6AP の 調節 因子を 検索 す る 目的 で GST-pull down 法、

MALDI-TOF/MS法によりE6APに特異的に結合する細胞内因子を検索

した。質量分析の結果、annexin A1がE6AP結合蛋白として同定された。

in vitro において結合が確認され、現在、この結合の生理学的意義につ

いて解析中である。 

［椙山裕一、松田麻未、下地 徹、勝二郁夫、宮村達男、瀬戸裕之（東京

理科大学）］ 

 

（３）HPVと婦人科領域の腫瘍性病変の研究 

 子宮膣部および頚部の腫瘍性病変に存在するHPVをblot hybridization

法とPCR法により比較した。blot hybridization法では79% (231/294例）の

扁平上皮癌に性器 HPV が検出された。多くの症例で５コピー以上の

HPVゲノムが検出された。PCR-direct sequence法では96% (240/250例)

で性器HPV遺伝子が検出された。12% (29/250例)に複数のHPV型が検

出され、コピー数は 0.05 以下だった。この二つの解析方法間には顕著

な差があることが明らかとなった。 

［松倉俊彦、菅生元康（長野赤十字病院）］ 

 

２．ヒトポリオーマウイルスBKに関する研究 

 

（１）BKウイルス（BKV）VP1のみで構成されたT=1の中空粒子の三次構

造の解析 

 BKVはヒトポリオーマウイルスの一つである。BKV VP1は主要なBKV

構造蛋白をコードする。BKV VP1 を発現する組換えバキュロウイルスを

昆虫細胞に感染し、大きさが異なる二種類の BKV 様粒子（直径20nm と

45nm）を得た。クリオ電子顕微鏡解析法による解析の結果、直径45nm で

ある粒子は T=7 であり、直径20nm である粒子は T=1 であった。Ca++濃

度が粒子形成には重要な役割を果たしていた。 

［李 天成、武田直和、宮村達男、Josefina Nilsson、Holland Cheng
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（Kalorinska Institute）］ 

 

（２）BKV VP1 VLPの形成条件の検討 

 組換えバキュウロウイルス発現システムを用いてBKVの主要構造蛋白

VP1 を発現すると、VLP が形成される。VP1 にある陽電荷アミノ酸 

281-297 (R281, R285, K288, R290, R292, R294 and 297)はウイルス粒子の

形成および DNA との結合に重要な役割を果たしていると推定されてい

る。これらのアミノ酸をアラニン(A)に置換して、各変異株を組換えバキュ

ウロウイルス発現システムで発現し、粒子の形成および DNA との結合を

比較した。その結果、281と285番目のアルギニンはウイルス粒子の形成

に重要であり、288番目のリジン, 290, 292及び294番目のアルギニンは

DNAとの結合に重要な役割を果たしていることが明らかになった。  

［柯 昌文(中国広東省CDC)、李 天成、武田直和、宮村達男］ 

 

３．ポックスウイルスに関する研究 

（１）高度弱毒化ワクチニアウイルスDIsの全配列決定 

 DIs は日本の種痘ワクチン株であった大連株の高度弱毒株である。近

年ウイルスベクターとしての応用が研究されているため、全塩基配列の

情報を得ておくことは重要であると考えられる。ショットガン法を用いて

全長遺伝子を分割してサブクローニングし、全塩基配列を決定したとこ

ろ、ゲノム左端にある大きな欠損以外はほぼ親株の大連株と同一である

ことが確認された。 

［石井孝司、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

V. SARSコロナウイルス（SARS-CoV）に関する研究 

 

（１）SARS-CoV構造蛋白質のワクチニアウイルスでの発現 

 重症急性呼吸器症候群（SARS）は SARS-CoV 感染によって起こる疾患

で、症状の重篤さと致死率の高さから人類に対する深刻な新たな脅威と

なっている。本疾患の高感度診断系およびワクチン開発を目的として、

SARS-CoV の構造蛋白4 種の cDNA を DIs 株に組み込み、組換えウイ

ルスを哺乳類細胞に感染させたところ、目的の各蛋白が感染細胞で発現

していることが確認できた。 

［石井孝司、鈴木哲朗、宮村達男、*森川 茂、*水谷哲也、**田口文広、

**小田切孝人、**田代真人（*ウイルス第一部、**ウイルス第三部）］ 

 

（２）SARS-CoV 構造蛋白を発現する組換えワクチニアウイルスの免疫誘

導能の検討 

 SARS-CoV 構造蛋白を発現する組換えウイルスをマウスに皮下及び経

鼻投与したところ、いずれのマウスでもSARS-CoVに対する液性及び細

胞性免疫が誘導された。Spike protein である S を発現する組換え DIs を

投与された群では、誘導された抗体には SARS-CoV の細胞への吸着を

阻止する能力もあった。S を発現する組換え DIs を経鼻投与された群で

は、鼻腔で SARS-CoV に対する粘膜免疫も誘導されており、本組換え

DIsがSARSに対するワクチンとして使用できる可能性が示唆された。 

［石井孝司、鈴木哲朗、宮村達男、*横田恭子、*大西和夫、*高須賀直美、

**長谷川秀樹、***森川 茂、****田口文広、****田代真人（*免疫部、**

感染病理部、***ウイルス第一部、****ウイルス第三部）］ 

 

VI.その他の研究 

 

（１）RFB三次元培養系を用いたヒト薬物代謝解析モデルの開発 

 チトクロームP450(CYP)3A4は、肝臓薬物代謝の第一相反応に関与し、

現使用薬物の約３０％の代謝を担っている。また、ヒト肝臓における

CYP3A4 の発現誘導にはリファンピシン等の薬剤をリガンドとする

PXR/RXR のヘテロダイマー形成が関与することが知られている。本研

究では、リアルタイム RT-PCR、ゲルシフト法などによる解析から、FLC5

細胞のRFB三次元培養系においては、単層培養系に比べ、CYP3A4の

顕著な発現上昇と薬剤刺激による発現誘導を示すこと、これには

PXR/RXR および HNF-4a の活性化が関与していることが明らかとなっ

た。 

［岩堀 徹、相崎英樹、*松浦知和、鈴木哲朗（*慈恵医大）］ 

 

（２）新規三次元マトリックスMebiol Gelを用いた三次元培養肝細胞の組織

化学的解析 

 Mebiol Gelは温度感応性疎水高分子と親水性高分子の共重合体であり、

低温でゾル、25℃以上でゲル化する性質を持つ。スフェロイド状に培養

したHuh7細胞について、細胞極性形成に関与する蛋白質の発現、細胞

内局在を調べた。Desmoglein、Connexin32 は細胞—細胞接着面全体に分

布し、細胞間の接着に働くことが示唆された。一方、よりタイトな結合を担

うOcculudin、E-cadherinについては、毛細胆管様構造の形成に関わるこ

とを示唆する局在が観察された。 

［鈴木哲朗、吉崎佐矢香、*後藤康文、*眞鍋 昇、石井孝司、宮村達男（*

京都大）］ 

 

（３）三次元培養肝細胞のプロテオーム解析 

 スフェロイド状に三次元培養され極性が形成されたヒト肝癌細胞におい

て、発現レベルの変化する蛋白質群の同定を行っている。MebiolGel 培

養および単層培養した HepG2、Huh7 細胞について二次元電気泳動法

によりプロファイリングを行った。再現性よく発現の変化を認めたスポット

を質量分析に供したところ、細胞骨格に関連する蛋白群を同定すること

ができた。 

［吉崎佐矢香、松田麻未、石井孝司、宮村達男、鈴木哲朗]  

 

（４）足場付加型MebiolGelによる高分化型肝癌細胞の培養 

 ヒト肝癌細胞株のうち、HepG2、Huh7 細胞は MebiolGel 中で増殖しスフ
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ェロイドが形成されたが、より高分化型細胞である FLC4 ではほとんど増

殖が認められなかった。多くの正常細胞では、細胞外マトリックスの存在

がその増殖、分化の制御に重要であることが知られている。そこで、

MebiolGel に細胞接着関連因子を混合した種々の「足場付加型ゲル」を

用いて FLC4 細胞の培養を試みた。これまでのところ、コラーゲンペプ

チドを 8%程度含有させたゲル中で細胞増殖とスフェロイド形成が観察さ

れた。 

［吉崎佐矢香、松田麻未、石井孝司、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（５）ネコ免疫不全ウイルス感染ネコ末梢血リンパ球における CD3ε発現

低下 

 CD3εはT細胞レセプター/CD3複合体の一部であり、ヒト・マウスなど

ではT細胞のマーカーとして頻用されている。しかし、ネコCD3ε(fCD3

ε)の細胞外領域を認識し、ネコ生細胞のフローサイトメトリーに応用でき

る抗fCD3ε抗体は無く、ネコの T 細胞マーカーには fCD5 を使用して

いるのが現状であった。我々 は fCD3εの細胞外領域を認識するモノク

ローナル抗体(NZM1)の作製に成功した。ネコ免疫不全ウイルス(FIV)感

染ネコの末梢血リンパ球を解析したところ，fCD8α+β-細胞特異的に

fCD3ε発現量の低下が見いだされた。fCD3εの発現量により，FIV 感

染ネコの免疫ステータスをモニターできる可能性を示した。 

［西村順裕，下島昌幸（東大）、佐藤英次（フロリダ大）、泉屋吉宏（カリフォ

ルニア大），遠矢幸伸（東大）、見上彪（食品安全委員会）、宮沢孝幸（帯

広畜産大学）］ 

 

（６）ナノバイオ構造用高速高精度解析用電子顕微鏡（TEM）の開発研究 

 最近の BSE や炭疽菌テロに代表されるように，各種感染症の増大が顕

在化している。感染症原因であるウイルスやプリオン蛋白質の機能を解

明するためにナノオーダーの微細構造解析が極めて重要で、数百 nm

サイズの微小かつ微量なウイルスやプリオン蛋白質の微細構造を直接

観察するには高分解能電子顕微鏡（TEM）が唯一のツールである。高コ

ントラスト像検出系技術，ウイルス・蛋白質サーチ画像処理技術，試料前

処理用マイクロマシン技術を開発し，それらを搭載したナノバイオ構造

高速高精度解析用電子顕微鏡を開発することを目的としている。 

［宇田川悦子］ 

 

 

＜別＞ 検査業務 

第１室：  

行政検査 

 ノロウイルス確認検査 7件、75検体 

 E型肝炎確認検査   11件、13検体 

検定業務 

 経口生ポリオワクチン  小分製品 1件 

 

第２室： 

行政検査 

 平成15年度は6名の被験者から6株のポリオウイルスが分離同定され、

中和による同定試験、PCR-RFLP 法あるいは ELISA 法による型内株鑑

別試験の結果、すべてワクチン株であった。 

第４室： 

依頼試験 

 B型肝炎ウイルス体外診断薬 １件 

 C型肝炎ウイルス体外診断薬 １件 

行政検査 

 B型肝炎ウイルス遺伝子解析 １件、１６検体 

研究検査 

 TTV遺伝子解析 ２件、４３検体 

 HGV遺伝子解析 １件、２８検体 

 

第５室： 

検定業務 

 乾燥組織培養不活化A型肝炎ワクチン １件 

 組換沈降Ｂ型肝炎ワクチン（酵母由来） ３件 

 沈降Ｂ型肝炎ワクチン（huGK-14細胞由来） ４件 

行政検査 

 A型肝炎ウイルスの遺伝子検出  １件３検体 
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