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概   要 

 

 平成１４年４月の組織再編により、当部は旧ウイルス製剤部の腸内

ウイルスワクチン室および不活化ワクチン室の業務を引き継ぎ、人員

も配置転換となった。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。

本年は全く新しい人員体制で小分製品１件、中間段階製品１件の検

定を無事おこなった。また不活化ワクチンの特別審査をふくめ、ポリ

オワクチンの免疫学的研究をスタートした。 

 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

究が大きく進展した。レセプターの検索, ウイルスプロテアーゼの構

造と機能に関する地道な研究も進んだ. また全国地研との連携も良

くいき、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。ウイルス中空

粒子を用いた、感度の良い診断系の開発、ワクチン開発という応用

研究が進む一方、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。とくに

懸案であった培養細胞系でのウイルス増殖が確立し、感染性を持つ

粒子産生をみたことが大きい。“アダプト”したクローンが採れて、増

殖の効率が高まればブレークスルーとなる。 

 第５室では、旧ウイルス製剤部の不活化ワクチン室の業務を引き継

ぎ、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、検査をおこなっている。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

構造解析研究が始まった。 

 各室で国際的な共同研究が継続している.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) Berhane Beyene and Anjelo Asha Adlo（エチオピア、保健栄養

研究所）、<JICAフェロー> 平成15年3月16日～4月25日、

ポリオウイルスおよびエンテロウイルスの実験室診断。 

1) Nguyen Thi Thanh Thao（ベトナム、パスツール研究所）、

<WHO/JSPSフェロー> 平成15年3月16日～3月28日、同上。 

1) Nguyen Binh（ベトナム、国立衛生疫学研究所）、<WHOフェロー

> 平成15年3月16日～3月28日、同上。 

1) Sarijlou Mahboobeh（イラン、テヘラン医科大学）、<WHO フェロ

ー> 平成15年3月16日～3月28日、同上。 

1) Napa Onvimala（タイ、国立衛生研究所）、<JICA フェロー> 平成

14年9月30日～12月19日、エンテロウイルスの実験室診断研

修。 

1) Chen Li（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、ポリオウイルス分子

学診断技術。 

 

 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、文部省科

学研究費, 医薬品機構等の援助を受けた。 

. 

 人事面では、勝二郁夫がウイルス第３室長として着任（平成14年4

月 1 日）、米山徹夫主任研究官がウイルス第５室室長に昇任した（平

成 14 年 7 月 1 日）。また有田峰太郎がウイルス第２室研究員（平成

14 年 4 月 1 日）、岡 智一郎がウイルス第１室研究員（平成 14 年 7

月 1 日）、李 天成がウイルス第１室主任研究官として（平成14 年10

月1日）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 M.Lai

研究室に長期出張している（平成１４年５月より）。 
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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（NV）に関する研究 

 

（１）チバウイルス３Ｃ様プロテアーゼの生化学的性状 

 ノロウイルス属に属するチバウイルスが有する３Ｃ様プロテアーゼ

を精製し、３Ｃ/３Ｄ切断部位を含むタンパク質を基質として酵素反応

を行った。チバウイルス３Ｃ様プロテアーゼの至適pHは 8.6付近で、

生理的 pH よりもアルカリ側にあった。至適温度は 37 度であった。

Na+あるいはK+イオンにより活性が阻害されたが、Mg2+およびCa2+

イオンには非感受性であった。Zn2+および Hg2+イオンにより完全に

活性が阻害された。また種々のSH修飾試薬感受性であり、プロテア

ーゼ活性に Cys 残基が必須であることが示された。これらのデータ

は治療薬開発に有用な情報になると期待される。 

［染谷雄一、武田直和、宮村達男］ 

 

（２）チバウイルス３Ｃ様プロテアーゼの結晶構造解析 

 精製したチバウイルス３Ｃ様プロテアーゼより３次元結晶を作成し

た。この結晶と、これに重金属試薬を浸潤させた結晶を用いて、Ｘ線

結晶構造解析を行った。その結果、３Å程度の解像度のデータを得

ることができた。さらなる解像度向上のため、結晶化条件の詳細な検

討を行っている。３次元立体構造の解明はコンピュータを用いた理

論的な治療薬開発に有用である。（東京工業大学生命理工学部田

中信夫教授との共同研究） 

［染谷雄一、武田直和、宮村達男］ 

 

（３）ノロウイルス（NV）と型物質との結合 

 NV が糖鎖である型物質をレセプターとして用いるとの報告がなさ

れている。しかし、プロトタイプである Norwalk virus のみ、またはそ

れを含むほんの数株でしか解析が行われていない。そこで、型物質

が全てのウイルス株に共通のレセプターであるかどうかを検討する

ため、NV16 株のウイルス様中空粒子（VLPs）と唾液中の型物質との

結合を解析した。その結果、11株のVLPsはdose-dependentに唾液

と結合した。型物質量の少ない唾液への結合量は低かったことから、

これらの株の結合に型物質が関与していることが示唆された。一方、

唾液に全く結合しないウイルスが4株、また、その結合量が唾液中の

型物質量と相関しない株が1株認められ、結合に型物質以外の因子

を必要とするウイルス株の存在が示唆された。 

［白土東子、名取克郎、鎌田公仁夫（デンカ生研）、影山努（BML）、

小川智子、宮村達男、武田直和］ 

 

（４）NV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 

 NV 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。これまでに吸着しない細胞の同定はなされ

ていない。そこで、NV の吸着しない細胞の同定、解析を行うため、

NV との結合について報告のないヒトリンパ球細胞（MOLT-4、MT-2、

Jurkat、U937）とVLPsとの結合をBinding assayにより検討した。その

結果、MT-2 以外の細胞にはほとんど結合しなかった。つぎに、136

種類の抗CD抗体を用いて、NVの吸着しないMOLT-4 と吸着する

MT-2の細胞表面分子の発現をFlow cytometryにより比較検討した。

その結果、MT-2で発現の高い分子が36種類選択されてきた。これ

らの中には NV の結合に関与する分子が含まれる可能性がある。今

後、抗体による VLPs 結合阻害実験など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も検討していきたい。 

［白土東子、名取克郎、宮村達男、武田直和］ 

 

（５）NV粒子形成機構の解析 

 NVのゲノムには３つのORFが存在する。ORF2は構造蛋白質をコ

ードしており、本領域をバキュロウイルスで発現させるとウイルス様粒

子VLP を作出することができる。ORF3は、ウイルス粒子を形成する

構造蛋白質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と考えられて

いるが、詳細は明らかにされていない。本研究では ORF1, ORF2, 

ORF3 を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、粒子形成に

どのような影響を与えるかを検討した。 

［松原尚子、片山和彦、白土東子、武田直和、宮村達男、永田典代、

松尾恵子（感染病理部）］ 

 

（６）NV VLP産生機構の解析 

 NV 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。我々は、

これらクローンの塩基配列を解析し、わずか数アミノ酸残基の変異

がこの差を生み出していることを見いだした。現在、VLP 産生クロー
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ンと非産生クローンのキメラを作製し、どのアミノ酸がどのような機構

でVLP産生に影響を与えるのかを調べている。 

［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、松尾恵子（感染病理部）］ 

 

（７）NVの病原性に関する研究 

 NV は非細菌性食中毒の主要な原因であるが、その病原性発現機

構については調べられていない。我々は、NV蛋白質が真核生物の

細胞に与える影響を昆虫細胞を用いて調べた。ORF1, ORF2, 

ORF3 を発現する組換えバキュロウイルスを作製し、これらを昆虫細

胞に感染させてそれぞれのORFにコードされるNV蛋白質を発現さ

せた。感染細胞における細胞の増殖速度、アポトーシスおよびネク

ローシス誘導能について正常細胞と比較して調べ、どの ORF が細

胞に対する毒性を有するかを検討した。 

［林 薫、松原尚子、白土東子、片山和彦、宮村達男、武田直和］ 

 

（８）NVの分子系統解析 

 我々は NV のゲノム全塩基配列を複数本決定し、それらを用いた

分子遺伝学的解析により、構造蛋白質領域の遺伝子配列を用いた

NVのタイピング法を構築した。NVには、2003年現在、GIに14種類、

GII に 17 種類のゲノタイプが存在することを明らかにした。現在、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、データーベースを構築している。 

［片山和彦、名取克郎、影山努（BML）、福士秀悦（BML）、宮村達男、

武田直和］ 

 

（９）NV複製機構の研究 

 NV 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。NV 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、NV ゲノム全長を組み込んだプラスミドクローンを

作製し、T7 RNAポリメラーゼを用いてゲノムRNAを大量に細胞内に

供給した。5’末端をキャッピングしたRNAを供給した場合、ORF1に

コードされるウイルス蛋白質が翻訳され、それぞれ機能を有する蛋

白質に切断された。特にウイルス RNA ポリメラーゼは供給した（＋）

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。 

［片山和彦、岡智一郎、小川智子、小嶋慈之（BML）、宮村達男、武

田直和］ 

 

（１０）NV RNA依存性RNAポリメラーゼ（RdRp）の研究 

 NVのORF1にはポリ蛋白がコードされており、そのC末端側に位

置する57 KDaの蛋白質は、アミノ酸モチーフからRdRpであると考え

られている。我々は、本酵素のコード領域を大腸菌及び組換えバキ

ュロウイルスで発現させRdRpの性状を調べた。大腸菌で発現させた

RdRpはポリAよりも、NV3’末端領域にポリAを含む鋳型に強く反応

し、（―）鎖を伸張した。RdRpの活性中心であるYGDDモチーフを壊

すと、RdRp の活性は消失した。この結果はバキュロウイルスで発現

させたRdRpでも同様であった。 

［片山和彦、岡智一郎、小川智子、小嶋慈之（BML）、高井玲子

（BML）宮村達男、武田直和］ 

 

（１１）NVの中空粒子の発現と血清学的解析 

 昨年までに、遺伝子型I （GI）で5株、遺伝子型II（GII）で15株のウ

イルス様中空粒子（VLPs）は発現に成功した。これらは血清学的に

は13-14 に分類された。しかし遺伝子の解析からノロウイルスはまだ

まだ多くの血清型が存在することが考えられる。本年度は、GI に属

す1株のVLP発現に成功し、さらにGIIの3株で発現を試みている。

昨年度に発現した GI 株および今回の GI 株は共に新しい血清型に

分類された。また、同様に Alphatron 株は血清学的にも GI、GII とは

異なっていた。この株はGIIの2株とやや強い交叉反応を示したが、

このことによってAlphatron株がGII グループに属すか、または新た

なGIII として分類できるかどうかはまだ断定できない。Alphatronウイ

ルスの血清疫学の結果は低抗体保有率を示した。他のノロウイルス

株と異なってAlphatron株はあまり浸潤していないと考えられた。 

［名取克郎、片山和彦、白土東子、瀬戸祥介（大阪市立大）、永田典

代、松尾恵子（感染病理部）、武田直和、宮村達男］ 

 

（１２）連続発生集団胃腸炎事例からの NV 遺伝子の検出と遺伝子配

列の解析 

 2001年4月に修学旅行生徒、教員100名中81名発症した食中毒

事例（A事例）と同年５月S市近郊のN小学校で生徒、教員、調理従

事者 117 名中 70 名発症の食中毒（B 事例）について病原体検索を

行い NV 遺伝子を検出した。A 事例では患者便21 検体、吐物3 検

体、旅館従業員及び調理従事者51検体、1施設の検食、またB事例

では患者便13検体、吐物2検体、調理従事者便7検体の検体につ

いて電子顕微鏡（EM）、RT-PCR、EIA検査を行った。さらに、A事例

では検出遺伝子2検体をプローブにしてサザンブロットハイブリダイ

ゼーション検査、またB事例では検出遺伝子のダイレクトシークエン
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スを行った。 

［石川和子、筒井理華、三上稔之、大友良光、宇田川悦子］ 

 

（１３）NVが結合する細胞表面分子の検索 

 NVが結合する細胞表面分子を同定するために、様々な結合阻害

剤を用いた結合阻害効果を調べた。実験には35Sで標識したUeno 

virus（UEV）の中空粒子およびIntestine 407細胞株を用いた。その結

果、ヘパリン、スラミン、プロタミン硫酸、およびポリリジンで顕著な阻

害効果が観察され、35S-UEVが細胞表面のグリコサミノグリカンと結

合することが推測された。 

［田村 克（東京大学大学院）、名取克郎、宮村達男、武田直和］ 

 

（１４）NVが結合する細胞表面分子の同定 

 グリコサミノグリカンであるヘパラン硫酸、コンドロイチン硫酸、デル

マタン硫酸、およびヒアルロン酸を用いて35S-UEVの結合阻害効果

を調べた。その結果、ヒアルロン酸以外の３種類のグリコサミノグリカ

ンで顕著な結合阻害効果が認められた。そこで、Intestine 407 にお

けるUEV結合性細胞表面分子を特定するために、ヘパリナーゼI、III、

およびコンドロイチナーゼABCでそれぞれ細胞表面を処理し、

35S-UEVの吸着を観察した。その結果、ヘパリナーゼIおよびIIIで処

理した場合のみ濃度依存的に顕著な結合阻害効果が認められた。

以上の結果から、細胞表面のヘパラン硫酸が特異的にNVの結合分

子として働くことが示された。 

［田村 克（東京大学大学院）、名取克郎、宮村達男、武田直和］ 

 

２．サポウイルスに関する研究 

 

（１）サポウイルス（SV）がコードするポリペプチドの網羅的発現 

 SV は２つのオープンリーデイングフレーム（ORF））をコードする。

ORF1 については翻訳後、ウイルス自身のプロテアーゼによって複

数の機能タンパク質に切断されると考えられている。SV のポリペプ

チドの切断様式について検討するための第一段階として、SV（チェ

ンマイ株）のORF1 の 83%、ORF2の 100%の領域に対応する 9種類

のリコンビナントタンパク質を発現、精製し、SV ゲノムのほぼ全域に

わたり部位特異抗体を作製した。 

［岡 智一郎、小川智子、Grant S. Hansman、片山和彦、宮村達男、

武田直和］ 

 

（２）SV遺伝子の解析 

 SV の全塩基配列はデーターベース上にわずか３株しか報告され

ておらず、現状ではSV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４株の SV 全塩基配列を決定し、解析を行った。

SV で最も保存された領域は、近縁のノロウイルス（NV）と同様、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。この領

域の塩基配列はゲノグループ内はもとより、ゲノグループを超えて

保存されており、NVと同様にSVでもゲノムの組換えが、この配列を

起点に起きている可能性がある。今後、この領域をターゲットにした

リアルタイムPCR検出系を構築する予定である。 

［片山和彦、Grant S. Hansman、岡智一郎、宮村達男、武田直和］ 

 

（３）SV VLP作出の試み 

 SV の遺伝子解析の進展に伴い、SV でも NV 同様複数のゲノグル

ープとそれらに内包されたゲノタイプの存在が示唆されている。つま

り、SVにもNV同様抗原性の異なる複数の株が存在する可能性があ

る。我々は、SV 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、幾つかの欠失ミュータントクローンを作製して、

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を作出したが、その収量はNVの場合と比較

し 1/10 にも満たなかった。現在、VLP の発現量をコントロールする

方法を検討中である。 

［Grant S. Hansman、片山和彦、小川智子、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）］ 

 

３．疫学等に関する研究 

 

（１）小児科外来における小型球形ウイルス散発事例—１ 

 昨年に引き続き、2001年3月から2002年２月までに埼玉県の春日

部厚生病院小児科外来へ来院し非細菌性ウイルス性下痢症と診断

された小児患者由来便８９例について、従来検査されている下痢症

ウイルス検出法に加え電顕法、RT-PCR 法により小型球形ウイルス

（ノロウイルス、サポウイルスおよびアストロウイルス）の検出を行った。

昨年と同様ノロウイルスＧII 型（85％）が一番多く検出されており例年

の傾向と一致していた。 

［宇田川悦子、藤田靖子（春日部厚生病院小児科）］ 

 

（２）小児科外来における小型球形ウイルス散発事例—２ 

 昨年に引き続き、2001年3月から2002年２月までに大阪府中野子

供病院小児科外来へ来院し非細菌性ウイルス性下痢症と診断され

た小児患者由来便 50 例について、従来検査されている下痢症ウイ

ルス検出法に加え電顕法、RT-PCR 法により小型球形ウイルス（ノロ

ウイルス、サポウイルスおよびアストロウイルス）の検出を行った。電

顕検査できた33例中ウイルス陽性は51％、ＰＣＲ（P1/P2,3プライマ
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ー）検査可能であった 48 例中陽性は 21％（GII 型のみ）、電顕及び

PCR とも陽性は 13％であった。電顕陽性で PCR陰性の検体がまだ

多く存在している事が明らかである。今後は種々のプライマーで検

出率の比較を検討する。 

［宇田川悦子、圀府寺美（中野こども病院小児科）］ 

 

（３）電子顕微鏡（EM）を用いた小型球形ウイルス・サーチ画像処理

技術開発 

 小型球形ウイルス粒子は電子顕微鏡観察で多様な形態を示す。

夫々に特徴的な表面構造を有するウイルス粒子を画像として蓄積し、

実際の観察時に照合することで、従来から懸案の電子顕微鏡観察

における小型球形ウイルスの高感度検出・高速処理、および検査法

の簡素化を目指す。実際に電子顕微鏡下で検出され、遺伝子検査

等で分類がなされたロタウイルス、ノロウイルス、サポウイルス、アスト

ロウイルスの典型的な粒子画像を高感度カメラで収集する。ウイルス

粒子画像の微細な特徴を解析する画像処理法を用いて、電子顕微

鏡像からウイルス粒子の検出及び種類同定を高速高感度で自動的

に行う。これに必要な高解像度カメラシステムと画像取り込みインタ

ーフェースを研究開発する。 

［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

保有し、要望に応じて地研等に配付した。2002 年は、ウイルス標準

株10株、抗血清46種類、プール抗血清EP95を30セット、コクサッ

キーA 群同定用CF 腹水を 4 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の検査は行政検査として実施され、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の開催 

 第12回ポリオ実験室診断技術研修会を開催した。本年度は、新た

に完成した村山庁舎新 6 号館研修施設において研修を行った。研

修期間は 2002 年2 月24 日～3 月14 日、研修参加者は、バングラ

ディシュ、ラオス、ミャンマー、パキスタン、イランから各 1 名、ベトナ

ムおよびエチオピアからそれぞれ２名の計9 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 としての活動 

ア) ナショナル・ポリオラボラトリーが存在しないラオス・カンボジアの

ナショナル・ラボラトリーとして実験室診断を行った。AFP由来検体か

らポリオウイルスの分離および同定を行った。 

イ) WHO Global Specialized Laboratory として、おもにカンボジア・ラ

オス・ベトナム・モンゴルで分離されたポリオウイルスについて型内

鑑別を行った。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。 

ウ) 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（VDPV)であることを、フィリピ

ンRITM、オーストラリアVIDRL等との共同研究で明らかにし、ウイル

ス学的解析を行った。過去のエジプトのポリオ流行から分離された 2

型ポリオウイルスが、同様の病原性復帰したVDPVであることをCDC

との共同研究により明らかにした。 

エ) ポリオ根絶過程で重要性が増しているVDPVのスクリーニング法

の検討を行った。PCR-RFLPに加え、ELISA法・モノクローナル抗体

法等について、検出精度の評価を行なっている。 

オ) 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。特にエンテロウイルス 71 の

実験室診断法についての研究を行った。 

 

2. 西太平洋地域の2002年のウイルス分離状況 

 

 2002年にラオス、カンボジアから送付されたAFP症例255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。3 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 74 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および塩

基配列の解析を行なった。 

［清水博之、米山徹夫、吉田弘、有田峰太郎、名取克郎、宮村達男］ 

 

3. 世界ポリオ根絶計画に沿ったポリオウイルスの分子疫学 

 

（１）環境から分離された１型ポリオウイルスの性状解析 

 環境より分離された１３株の 1 型ポリオワクチン由来株について

MAPREC 法を用いて神経毒性を推定するとともに mAb を用いて抗

原解析を行った。抗 Sabin-mAb、抗 Mahoney-mAb を用いて中和抗
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体価を測定したところ、4/13株は抗Sabin-mAbに対し難中和性を示

し、かつMAPRECの結果は強毒変異タイプだった。易中和性を示し

た 5 株は MAPREC の結果強毒変異タイプだった。即ち抗原的に

Sabin株と類似していても神経毒性の異なる2つのタイプが存在して

いることを示した。一方抗 Sabin-mAb に対し難中和の株は抗

Mahoney-mAb で中和できたこと、逆に易中和性を示した株には抗

Mahoney-mAbが反応しなかったことを示した。mAbを用いた抗原解

析及び MAPREC の結果は、VP-1 領域における塩基置換は 1％に

満たなくとも、抗原性、神経毒性が変化することを示した。 

［吉田 弘、宮村達男、堀江均（日本ポリオ研究所）、松浦久美子（富

山県衛生研究所）］ 

 

（２）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、他のポ

リオおよびクラスターC コクサッキーA ウイルス（C-CAV)と比較解析

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1.5から 2年程度伝播していた可能性が高い。非構造蛋白質

領域の P3 領域は、クラスターC コクサッキーAウイルス（C-CAV）の

多くと相同性が高く、P2領域は CAV-13,17,18,20等と、特にアミノ酸

レベルでの相同性が高かった。cVDPV の組み換え対象のエンテロ

ウイルスは、いまだに不明であるが、CAV-13, 17, 18, 20 等一部の

C-CAV とポリオウイルスが組み換えを起こす可能性は高いと考えら

れる。 

［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)］ 

 

（３）ヱジプトで分離された2型ワクチン由来ポリオウイルスの解析 

 1988 年から 1993 年にかけて、エジプトで広範囲に発生したポリオ

流行において分離された 2 型ポリオウイルス解析を行い、この流行

が野生株ポリオでなくcVDPVによることを明らかにした。VP1領域の

遺伝子解析によると親株からの変異は、3～7%程度であり、OPV ウイ

ルスが 10 年近くにわたり伝播し、ポリオ流行に関与していた可能性

が示された。分離された2型cVDPVは、抗原性、温度感受性および

Tg マウスにおける神経毒力試験等において野生株と類似したウイ

ルス学的特徴を有していた。また、長期間にわたる伝播の過程で、

Sabin 株以外のエンテロウイルスとの間で複数回の組み換えを起こし

ていたことが示唆された。 

［Chen-Fu Yang, Mark Pallansch, Olen Kew (CDC), 清水博之、米山

徹夫、宮村達男］ 

 

（４）カンボジアにおける AFP 症例から分離された組み換えポリオウ

イルスの解析 

 2002年度のカンボジアにおけるAFP症例から分離されたポリオウ

イルスの解析を行ったところ、非構造タンパク質をコードする領域に

未知の配列を持った Sabin 3 型ワクチン株由来の組み換えウイルス

が見いだされた。Sabin 3型ワクチン由来の配列中の変異が少ないこ

とから（親株とのホモロジーが99.5%）、組み換えが生じた後短期間の

間に分離されたウイルスであることが示唆された。現在、非構造タン

パク質領域の相同性解析により、ポリオウイルスと組み換えを起こし

たエンテロウイルスの同定を進めている。 

［有田峰太郎、吉田弘、清水博之、米山徹夫、宮村達男］ 

 

（５）エンテロウイルス試験管内組み換えシステムの確立 

 ポリオウイルスと組み換えを起こしうるエンテロウイルスを同定する

ためには様々な組み換えウイルスを作製する必要がある。そのため、

Long PCR法を用いた効率の良い組み換えウイルスの作製系を確立

した。始めにフィリピンで流行を起こしたワクチン由来ポリオウイルス

（PJ156）と Sabin 1型との組み換えウイルス（PJ156/Sabin 1）を作製し

た。各ウイルスRNAを鋳型にして逆転写酵素で目的ｃDNAを増幅し

た。これらの cDNA 断片を DNA polymerase で繋ぎ合わせ、最後に

PCRにより full-length cDNAを増幅させた。full-length cDNAをRNA

に転写した後、HEp-2細胞にトランスフェクションしウイルス増殖を確

認した。CPE出現を観察したところ、24時間後に僅かなCPEが観察

され、48 時間後に全ての細胞が CPE を発現し死滅した。ウイルスを

回収し、再度 HEp-2 細胞に感染させ、ウイルスの感染性を確認した。

同様な方法で作製した PJ156/Sabin 2、PJ156/Sabin 3 及び

PJ156/Mahoney も回収できたことより、この系は組み換えウイルスの

作製に有用であることを確認した。 

［Andi Utama, 清水博之、宮村達男］ 

 

（６）ポリオウイルスと組み換えを起こすエンテロウイルスの同定 

 試験管内組み換えシステムを用いて、PJ156 とクラスターC に属す

るコックサッキーＡウイルス（CAV11, CAV13, CAV17, CAV18, 

CAV21）との組み換えウイルスの作製を試みた。この実験では組み

換え部位は 2C領域に設定した。試験したウイルスのうち、CAV11 と

CAV17 との組み換えウイルス（PJ156/CAV11 と PJ156/CAV17）を回



ウイルス第二部 

収できたのに対し、他のウイルスとの組み換えウイルスを回収できな

かった。また、組み換え部位を2C領域の3’末端にするとCAV18 と

の組み換えが起こることも明らかになった。CAV11 及び CAV17 の

2Bまたは2Cの遺伝子を解析すると、ポリオウイルスとアミノ酸レベル

での相同性が高いことが分かった。それに対して、他の CAV はポリ

オウイルスと異なるクループに属していた。また、2C 領域の 3’末端

のアミノ酸配列は全てのコックサッキーAウイルスではポリオウイルス

とほぼ同じことから、ポリオウイルスは非構造タンパク質のアミノ酸配

列がポリオウイルスと高い相同性をもつコックサッキーAウイルスと自

然界で組み換えを起こすことが示唆された。 

［Andi Utama, 清水博之、宮村達男］ 

 

（７）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。小児科入院患者、エンテロウイルス

およびAFPサーベイランスからは、IPV導入後比較的速やかにOPV

が検出されなくなったが、環境中サーベイランスからは OPV が継続

して分離された。しかし、分離ウイルスの遺伝子解析により、ニュー

ジーランドで伝播しているウイルスもしくは長期排泄者に由来するウ

イルスではないことが示唆された。オーストラリア等OPV使用国から

の輸入ウイルスであると考えられるが、今後もサーベイランスを継続

する予定である。 

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

Pallansch (CDC)］ 

 

（８）台湾における免疫不全患者から分離されたVDPVの神経毒力 

 免疫不全患者等に認められるポリウイルス長期排泄者から排泄さ

れるポリオウイルスによるポリオ流行のリスクをいかにして減らしてい

くかは、ポリオ根絶後の重要な課題となっている。2001年、台湾にお

いて確認された免疫不全ポリオウイルス長期排泄者から継続的に分

離された 1 型ポリオウイルスの神経毒力をポリオウイルスレセプター

発現Tgマウスを用いて検討した。持続感染者の麻痺発症後、5, 17, 

52, 337 日後に分離されたウイルスについて検討したところ、いずれ

のウイルスもSabin 1型と比較して病原性復帰が認められた。しかし、

発症後１ヶ月以内に分離されたウイルスは、それ以降に分離された

ウイルスと比較してより強い神経毒性を示したことから、持続感染に

よる変異の蓄積は単純に神経毒力の上昇につながらないことが示

唆された。 

［楊 志元、陳 豪勇 (TCDC, Taiwan), 清水博之、Andi Utama、有田

峰太郎、宮村達男、Olen Kew (CDC)］ 

 

（９）中国の2型ポリオワクチン関連麻痺の解析 

 中国雲南省・貴州省における 2 型ポリオワクチンウイルスの伝播の

可能性を疫学的および分子疫学的に解析した。対象地域には麻痺

患者の集中発生を推測させる事例が存在したが、分離されたウイル

スの遺伝子解析によると、ほとんどの2型ウイルス分離株のVP1領域

の変異は1%以下であり、1年以上の期間2型ポリオワクチンウイルス

が伝播しポリオ流行に関与していた可能性は低いものと考えられた。

また、分離株間の分子疫学的関連性も認められなかったため、多く

の症例は孤発のワクチン麻痺症例であることが示唆された。 

［千葉靖男、帖佐 徹（国際医療センター）、山本悌司（福島医大）、

許 分波、張 礼壁（中国疾病予防センター）、清水博之］ 

 

（１０）中国四川省の2型ポリオワクチン株の解析 

 2002 年に中国四川省において 2 型ポリオワクチンによる麻痺患者

の集中発生を推測させる事例が発生した。3例のAFP症例および3

例のコンタクトから分離された2型ワクチン由来ウイルスを解析したと

ころ、4株はSabin2/Sabin 3の組み換えウイルス、2株はSabin2/Sabin 

1型の組み換えウイルスであった。VP1全領域の塩基置換は、ワクチ

ン株と比較して３カ所のみであり長期間伝播していた可能性は低い

が、6 株すべてが共通の部位に塩基置換を有しており、分離株間の

関連性が示唆された。現在、神経毒力等ウイルス学的特徴について

の比較解析を行っている。 

［陳 立、許 分波（中国疾病予防センター）、Andi Utama, 清水博之、

宮村達男］ 

 

4. ポリオウイルスの分子生物学 

 

（１）ポリオウイルスの神経毒性発現の解析 

 ウイルスタンパク合成を下げたポリオウイルスの一連の変異株を作

製し、Tg21 マウスを用いて神経毒力を測定した。その結果、親株の

ウイルスタンパク合成能の 20%以下に下げた変異株では弱いながら

も弱毒化が認められた。この変異株は、脳から脊髄への感染経路に

おいては不安定であるが、脊髄内では比較的安定に増殖することが

観察された。今後、ウイルス複製においてウイルスタンパク合成の低
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下が重要となる脳内の部位を同定する予定である。 

［有田峰太郎、清水博之］ 

 

（２）Sabin-IPVの抗原性に関する研究 

 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）を日本ポリオ研究所が開発した。ホルマリン不活化工程

でどのエピトープ構造が変化するかについて、抗原認識部位特異

的モノクローナル抗体（MAb）を用いた ELISA法により調べた。Sabin 

1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。Sabin 2 ではホルマリン不活化によって大きな抗原性変化

は認められなかった。Sabin 3ではいくつかのモノクローナル抗体に

対してホルマリン不活化後に反応性が失われており、一部の抗原認

識部位がホルマリン不活化によって変化したと考えられる。今回の

実験は、Sabin-IPV の有効性を評価する D抗原価測定の改良や、さ

らに効果的なワクチンを開発する上で役に立つと考えられる。 

［田野良夫（ポリオ研）、清水博之、宮村達男、Javier Martin 

（NIBSC)］ 

 

５．エコーウイルスに関する研究 

 

（１）エコーウイルス３０型のゲノタイプに関するモニタリング 

 日本ではほぼ７－８年周期でエコー３０型による無菌性髄膜炎の流

行が見られ、ウイルスのゲノタイプが異なっていることをこれまでに

明らかにしてきた。前回の流行は 1997-98 年であり、次の流行予測

のために、1998 年以降分離された株の分子系統解析を行った。そ

の結果2001年に新潟で分離された株は過去の流行株と若干の塩基

置換が見られるものの同一のクラスターに属していた。一方 2002 年

に広島にて分離された株は過去国内で報告された株と別のクラスタ

ーを形成した。しかし標準抗血清により中和可能であり、大きな抗原

変異は伴っていないと考えられた。 

［吉田 弘、高尾信一（広島県保健環境センター）、渡辺香奈子（新潟

県保健環境科学研究所）］ 

 

６．エンテロウイルス７１（EV71）に関する研究 

（１）モノクローナル抗体を用いた EV71抗原性の解析 

 EV71 粒子構造および抗原性決定部位を解析するために、特異的

モノクローナル抗体（Mab）を作製した。ホルマリン不活化 EV71

（1095/Shiga 株）を抗原とし、アジュバントとともに BALB/C マウス 2

匹に免疫し、最終的に、ELISA 活性の高い 5 クローンと中和活性を

有する 2 クローンのハイブリドーマを樹立した。得られたMab による

中和活性は、EV71 分離株型特異的中和反応性を示した。中和Mab

による抗原認識部位を同定するため Mab 存在下で、エスケープミュ

ータントを選択し、アミノ酸置換部位を同定した。他のエンテロウイル

スのカプシド蛋白質とのホモロジーによりカプシド蛋白の立体構造を

推測すると、アミノ酸置換の多くはVP1のNAg-1およびその周辺に

位置することが示唆された。 

［田野良夫、清水博之］ 

 

（２）EV71温度感受性株のカニクイザルにおける神経毒力の解析 

 前年度までに作製した EV71 温度感受性株をサルに接種し、神経

毒性の解析を行った。その結果、ポリオウイルスのワクチン株の弱毒

性変異を導入した変異株では、接種したサルの脊髄からのみウイル

スが分離され、脳内からは分離されなかった。一方、親株である

BrCr 株を接種したサルでは、回収した脳内の各組織及び脊髄から

ウイルスが分離された。今後さらに強い弱毒性を持ったEV71を作製

する予定である。 

［有田峰太郎、清水博之、永田典代（感染病理部）、網 康至、須崎

百合子（動物管理室）、岩崎琢也（長崎大学）］ 

 

（３） EV71の神経毒性の発現機序の研究 

 EV71 は、非ポリオエンテロウイルスの中では、中枢神経合併症を

引き起こしやすいウイルスとして知られている。近年、東アジアで多

くの死亡例を含む手足口病重症例が多発し、EV71 感染による中枢

神経症状が重篤化の主因であると考えられている。EV71 感染動物

モデルとして唯一確立されているカニクイザル感染系を用いて

EV71 の神経病原性を解析した。静注感染による EV71 の神経病原

性をポリオウイルスと比較したところ、EV71 による病変およびウイル

ス増殖部位は、ポリオと比較してより広い範囲の中枢神経組織に認

められた。EV71感染による広い範囲の中枢神経病変は、EV71感染

重症例に認められる麻痺以外の多様な中枢神経症状の発現に関与

すると考えられる。 

［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（動物管理室）、岩崎琢也（長崎大学）］ 

 

（４）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。その多くは
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EV71 流行によるものであることが示されているが、手足口病あるい

はエンテロウイルス感染症に対する適切なサーベイランスおよび実

験室診断が行われていない国における EV71 伝播の実態は明らか

ではなかった。そこで、いままでEV71分離の報告が無かったタイお

よび系統解析が行われていなかった中国の EV71 分離株の分子系

統解析を行った。VP1 領域の解析の結果、タイの分離株はマレーシ

ア等で報告されている subgenogroup C1 に属しており、中国本土の

分離株は、これまで報告されていない新たな subgenogroup である

C4に分類されることが示された。 

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

Pongsuwanna (NIH, Thailand), 張 礼壁、陳 立（中国疾病予防セン

ター）］ 

 

７．A 群エンテロウイルス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非ポリオエンテロ

ウイルスの同定および遺伝子解析を行ったところ、カプシド領域

（VP4およびVP1）の分子系統解析により、4株のエンテロウイルスは

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。4株のエンテロウイルスは、cluster Aエンテロウ

イルスに分類されるが、既知のヒト由来のcluster Aエンテロウイルス

との相同性は低く、むしろ一部のサル由来エンテロウイルスとの関連

性が認められた。新規ヒトエンテロウイルスであることが強く示唆され

るが、今後、他の領域の遺伝子解析および抗原性解析により確認す

る必要がある。 

［陳 立、清水博之、Andi Utama, 宮村達男］ 

 

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）HAVの細胞感染を阻害する抗イディオタイプ抗体について 

 抗 HAV 中和抗体をマウスに免疫して得た抗イディオタイプ抗体

Ab2:94-7 は HAV 感受性細胞 GL37 への HAV 感染を阻害した。

Ab2:94-7は既知の抗HAVレセプター抗体とGL37細胞の結合を競

合抑制した。この結果からAb2:94-7が細胞表面のHAVレセプター

に結合してHAVの感染を阻害すると推察された。また、Ab2:94-7は

GL37 細胞以外の HAV 感受性細胞CMK、Huh7、Vero いずれにも

結合し、感受性細胞に共通のHAVレセプターに対するリガンドであ

る可能性が示唆された。Ab2:94-7 の可変領域のアミノ酸配列を解析

し、感染阻害能のないAb2:94-2 の配列と比較したところ、Ｈ鎖、Ｌ鎖

ともに相補性決定領域（CDR）3に差が認められた。 

［清原知子、戸塚敦子］ 

 

（２）細胞培養HAV粒子の精製 

 クリオ電顕法による HAV 粒子の構造解析を目的とした協力研究を

Karolinska InstituteのDr. Holland Chengと行っている。当室は素材

となるA型肝炎ウイルス粒子の精製を担当した。 

［清原知子、戸塚敦子、Holland Cheng（Karolinska Institute、スウェー

デン）］ 

 

（３）単クローン抗体とその中和抵抗性変異株を用いた HAV の抗原

構造の解析 

 遺伝子１A 型、１B 型、３B 型免疫によって今までに作製した 39 種

類の抗 HAV 単クローン抗体（mAb）を用いた。遺伝子 3B 型

KRM003Gp72株を各mAbで中和継代することによって42種類の抵

抗性変異株を得て、構造蛋白部位遺伝子塩基配列を調べ、置換アミ

ノ酸を同定した。さらに変異導入株 4 株も用いて、競合抑制型の

ELISA反応により変異株のmAb抵抗性パターンを調べた。大部分の

変異株は作製に用いた以外の一群の mAb に対しても抵抗性となっ

ており、4群への分類がほぼ可能であった。変異株によっては、別の

群の単クローン抗体との結合性の変化（主として低下でまれに増強）

も多少認められた。A群変異株はVP１の217と221のアミノ酸置換を

主とするが、VP2-178の置換もVP1-217置換と同様な抵抗性を獲得

した。また継代中に両方の変異株が混在することから、両アミノ酸は

立体構造上非常に近い位置にあると考えられた。VP2-178の置換は

C群のVP2-189、VP2-198の置換とは抗原的に関連していなかった。

B群はVP1の 100および170位付近のアミノ酸置換をもち、D群は

VP3の65から74に変異を認めた。こうした研究はHAV粒子立体構

造の解明に有用となろう。 

［戸塚敦子、清原知子、佐藤知子］ 

 

（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には培養細胞を用いる。この細胞の培養に

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、ウイルス増殖に用いる細胞を無血清で培養する手法の確立
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を試みた。その結果、無血清培地VP-SFMでこの細胞は増殖し、更

にこの培地で HAV が増殖することが明らかとなった。しかし、ウイル

ス増殖はFBS入り培地に比べ良くなかったので、VP-SFM培地に欠

けている何らかの細胞増殖、また、ウイルス増殖に必要な因子の同

定を進めている。 

［下池貴志、戸塚敦子、武田直和、田代眞人（ウイルス第三部）］ 

 

２．Ｂ型肝炎ウイルス（HBV）に関する研究 

 

（１）Ｂ型肝炎ワクチン参照品素材としての精製 HBs 抗原の作製（継

続） 

 中間段階精製 HBs 抗原プールを限外濾過で濃縮、バッファー置

換後、ショ糖濃度勾配遠心法で更に精製し、約650mgのHBs抗原を

得た。総タンパク量に対する HBs 抗原の含有率は 54%と低く、

SDS-PAGEでも夾雑タンパクのバンドが認められた。現在。夾雑タン

パクの除去方法を検討中である。 

［清原知子、下池貴志、戸塚敦子、米山徹夫］ 

 

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

for adsorbed Hepatitis B Vaccine）の力価測定 

 「海外において製造・使用されているワクチンの品質評価に関する

研究班」の一環として、国内参照沈降Ｂ型肝炎ワクチンとNIBSCから

提供されている国際参照沈降Ｂ型肝炎ワクチンを比較した。平成 14

年9月と平成15年2月に国際参照沈降Ｂ型肝炎ワクチンを輸入し、

生物学的製剤基準に準拠した方法で力価を測定した。平成 14 年 9

月に輸入したワクチンの力価はadr: 2.79、adw: 2.42であった。一方

平成15年2月に輸入したワクチンはadr: 7.04、adw: 5.64と、いずれ

も同じロットでありながら異なる結果となった。これが輸入の際の温度

管理の不備等によるアクシデントなのか製剤の性質なのかを特定す

るため、平成15年度に温度管理下でワクチンを輸入し、再評価する

ことにした。 

［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）HCV コア蛋白質によるHCV RNAの翻訳抑制機構の解析 

 これまでに、HCVのコア蛋白質が自身の5’非翻訳領域（5’UTR）内

のstem-loop IIId領域に相互作用し5’UTR依存的翻訳を抑制するこ

とを見出した。更にこの翻訳抑制はstem-loop IIIdのloop領域の構造

が重要であることを示唆する結果を得た。今回我々はコア蛋白質の

N末端の57 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57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、昨年に続き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、宮村達男］ 

 

（２）バイオリアクター (RFB) 三次元培養肝細胞による HCV 感染系

の改良 

 感染実験に適した HCV 血清を選抜するため、複数の患者血清を

同一ウイルス濃度に混合し RFB 培養系に感染させた。経時的に培

養上清中のRNA、抗原を測定したところ、感染後、3, 9, 19, 33日目

をピークとする間欠的なウイルスの増減が認められた。各ピーク時の

HCV 遺伝子配列を決定した結果、感染初期からウイルスクローンが

選択され、33日目では１クローンに収束することが明らかとなった。 

［村上恭子、小俣和彦、石井孝司、相崎英樹、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（３）RFB三次元培養肝細胞を用いたHCV粒子の作製と性状解析 

 HCV 全遺伝子と薬剤耐性マーカーを持つダイシストロニック RNA

レプリコンを、ヒト肝癌由来細胞Huh7に導入して、HCV RNA複製細

胞（RC-YM1）を作製した。この RC-YM1 細胞を単層培養した場合、

細胞内でウイルス RNA の複製と抗原発現は認められるが、ウイルス

粒子形成は観察されていない。そこで、RC-YM1細胞をRFBで培養

し上清からHCV粒子の回収を試みた。ショ糖密度勾配遠心の結果、

約1.1及び1.2g/mLの分画にウイルスRNA、構造蛋白のピークを観

察した。 

［村上恭子、石井孝司、吉崎佐矢香、相崎英樹、鈴木哲朗、宮村達

男］ 

（４）HCV RNA複製に関与するHuh7細胞因子の検索 

 あらかじめサブクローン化しておいた種々のHuh7細胞株に対して

RNA レプリコンを導入し複製効率が最大 50 倍程度異なる細胞株を

得た。cDNA マイクロアレイ法により各細胞株の遺伝子発現プロファ

イリングを比較し、HCV複製効率に相関する遺伝子を数十種類同定

した。特に細胞周期関連遺伝子群が特徴的であり、複製効率の高い

細胞株では、S 期から G2 期を正に制御する cyclinA、cdc2 及び G1

初期を負に制御する p18ink6 等の発現がそれぞれ亢進していること

が明らかとなった。 

［村上恭子、染谷友美、石井孝司、相崎英樹、宮村達男、鈴木哲朗］ 
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（５）FLC4を用いたHCV遺伝子複製に関わる因子の検索 

 FLC4細胞のサブクローン10種についてHCVレプリコンを導入し、

コロニー形成能で複製活性を評価した。その結果、１種のみが HCV

遺伝子を複製でき、ウェスタンブロッティングでHCVタンパク質が検

出された。定量的PCRでHCV RNA量を定量したところ、Huh7株で

の複製量に匹敵した。この FLC4 サブクローンと、HCV 遺伝子を複

製できないサブクローンとの間で発現量の差がある遺伝子を、マイ

クロアレイ解析で調べた。これらのうち実際に HCV 遺伝子複製に関

わっている因子を、RNAi等を用いて同定する。 

［染谷友美、村上恭子、石井孝司、相崎英樹、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（６）HCV遺伝子型２b由来RNAレプリコンの作製 

 現在、遺伝子型１b 以外のHCVクローンを用いたHCVレプリコン

は報告されていない。１b 型に比べ IFN に対する感受性の高い 2b

型由来レプリコンの作製を試みた。RNA 導入細胞を G418 処理し薬

剤耐性細胞株を選択した。得られた細胞株に2b型HCV遺伝子が維

持されていることを IRES 領域の遺伝子解析から確認した。現在、

Adaptive mutation の存在を検討するため、全遺伝子配列の解析を

行っている。 

［江川隆太郎、村上恭子、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（７）HCV IRES IIId領域に結合する宿主因子の検索 

 HCV 5’非構造領域内のIIId領域にはコア蛋白質が結合すること、

及び同蛋白がHCV IRES 依存的翻訳を抑制する事が報告されてい

る。翻訳抑制の機構として IIId に結合する宿主因子とコア蛋白質の

拮抗作用が考えられた。そこで、IIId 領域特異的に結合する宿主因

子を検索したところ、p54-nrb、hnRNP-H、PSF等が同定された。現在

これらの蛋白が HCV-IRES 依存的翻訳効率に及ぼす影響、及び、

HCV複製過程に与える影響を検討している。 

［村上恭子、松田麻未、下池貴志、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（８）HCVの新たな翻訳調節機構の解明 

 HCVゲノムRNAの5’-UTRに存在するIRES活性は、ウイルス蛋

白質およびゲノム配列によって調節されていることが報告されてい

るが、新たな翻訳調節機構が存在する可能性に着目し、検討を行な

った。その結果、E1領域遺伝子からcap非依存的な翻訳が開始され

ること、その翻訳活性がNS2蛋白質によって抑制されることが明らか

となった。 

［鈴木亮介、村上恭子、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（９）レプリコンを持つ細胞への HCV 構造蛋白の供給による粒子形

成 

 HCV レプリコンを持つ細胞に構造蛋白を供給することで、レプリコ

ン RNA を中に持つ粒子を形成できる可能性があると考えられる。レ

プリコンを持つHuh7細胞である9-13株に、HCVの構造蛋白領域を

発現する組換えワクチニアウイルスDIs を感染させ、１週間培養後上

清及び細胞を分画して調べたところ、蔗糖密度勾配で構造蛋白、

HCV レプリコンは同一の画分に存在し、この RNA は RNase に抵抗

性であったことから、レプリコンRNAを含む粒子形成が示唆された。 

［石井孝司、村上恭子、吉崎佐矢香、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（１０）HCV コア蛋白質によるヌクレオキャプシド様粒子の作成 

 HCVコア蛋白質はウイルスRNAと結合しヌクレオキャプシドを構成

すると考えられるが、粒子形成の分子機構は明らかにされていない。

コア蛋白遺伝子（type 1b及び3a）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たところ、コア蛋白質は二つの密度

（約 1.1 と 1.2 g/mL）に収束した。それぞれをネガティブ染色後、電

子顕微鏡で観察したところ、特に1.2 g/mL分画で直径約30—40 nm

の粒子構造が観察された。現在、抗コア抗体を用いた免疫電子顕微

鏡観察により確認を行っている。 

［坂本真一郎、白木和子、鈴木亮介、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（１１）HCVコア蛋白質の細胞内局在化機構の解析 

 HCV コア蛋白質は細胞内で、ER、ミトコンドリア及び核に存在する

ことを免疫電子顕微鏡法等で確認した。また protease protection 

assayより、ミトコンドリアでは外膜に存在する可能性が示された。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、ER局在にはaa 112-152領域が、ミトコ

ンドリア局在には aa 112-123 領域がそれぞれ重要であることが明ら

かとなった。 

［鈴木亮介、坂本真一郎、堤 武也、下池貴志、松尾恵子（感染病理

部）、岩崎琢也（長崎大）、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（１２）HCVコア蛋白質の核における機能の解明 

 HCVコア蛋白質はC末端側の疎水性領域がプロセシングされると
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細胞質から核に移行する。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い、等電点が変化するタンパク質を同定

した。またこの等電点の変化は、リン酸化によるものであることが明ら

かとなった。現在この核タンパク質の機能解析を行っている。 

［鈴木亮介、松田麻未、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（１３）HCVコア蛋白質によるアポトーシス抑制とその調節機構 

 Ecdysone添加によってコア蛋白質を誘導発現するHep191細胞株

は、肝炎患者肝組織と同レベルにコア蛋白質を産生する。Hep191

細胞では、抗Fas抗体刺激によるアポトーシスがコア蛋白発現により

抑制されるが、この時カスパーゼ 3 の活性化が抑制されること、アポ

トーシス抑制蛋白 ICAD の発現が増加すること、を見出している。今

回、ルシフェラーゼレポーターを用いた解析から、コア蛋白質による

ICAD promoter活性の亢進作用を観察した。  

［堤 武也、Rodolfo Sacco、鈴木亮介、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（１４）HCV コア蛋白発現トランスジェニック (TG) マウスを用いた遺

伝子発現プロファイリング 

 マイクロアレイ、ドットブロット解析の結果、TG マウスの肝組織で発

現が上昇する16遺伝子、低下する15遺伝子を同定した。発現が低

下していた遺伝子群のうちIGFBP1は細胞増殖に関与するIGFの活

性を調節すること、lipocalin は血液中でレチノールなどと結合し免疫

反応や細胞のホメオスターシスに関与すること、からこれらの遺伝子

の発現低下が、HCV コア蛋白による細胞増殖、細胞環境撹乱に寄

与している可能性が考えられる。 

［堤 武也、鈴木哲朗、小池和彦（東大感染症内科）、宮村達男］ 

 

（１５）HCVコア蛋白発現TGマウスにおけるアルコール摂取の影響 

 コア蛋白発現 TG マウスにエタノール含有食を与えると肝臓内の

Reactive Oxygen Speciesが増加し、p38 MAPK、ERK等の細胞内シ

グナル伝達系が活性化する。マイクロアレイ、TaqMan PCR 解析の

結果、コア TG マウスで発現が亢進する遺伝子の中で、特に

galectin-1 ではエタノール摂取によりさらに発現の上昇が認められた。

逆に発現の低下する GST-P1 遺伝子はエタノール摂取によって低

下傾向が顕著となった。 

［堤 武也、鈴木哲朗、小池和彦（東大感染症内科）、宮村達男］ 

 

（１６）HCVコア蛋白質とミトコンドリア蛋白prohibitin との相互作用 

 コア蛋白発現、及び非発現HepG2 細胞よりミトコンドリアを抽出し、

二次元電気泳動によりプロテオーム解析を行った。その結果、コア

発現細胞で増加するミトコンドリア蛋白14種類、低下する蛋白6種類

を同定した。発現の増加する蛋白の中で、chaperone として働き細胞

増殖調節にも関与する prohibitin について更に解析した結果、コア

蛋白質はprohibitinの翻訳後プロセスに作用すること、prohibitinのN

末端領域と直接結合しうること、を見出した。 

［堤 武也、松田麻未、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（１７）HCVコア蛋白質による IL-8の発現調節機構の解析 

 IL-8 のプロモーター活性は、HCV コア蛋白質によって増強され、

実際に内因性 IL-8 の発現も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 プロモーターの各転写因子結合部位の変

異体（置換、欠損）を含む reporter 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、NF-κB 及び ER スト

レス応答によって活性化されるATF6の結合部位の変異体でそれぞ

れコア蛋白質によるプロモーター活性の増強が顕著に減少する傾

向を示した。 

［友部 賢、堤 武也、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（１８）HCVコア蛋白質によるERストレスへの影響の解析 

 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

写調節系に影響を与えている可能性が示唆された。そこで、ATF6

の Western blotting を行ったところ、コア発現細胞では、ATF6 の前

駆体から活性化型へのプロセシングが促進されていることが明らか

となった。更に、ATF6 により発現調節される GRP78 及び GRP94 遺

伝子のプロモーター活性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（京都大学）、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（１９）HCV E1タンパク質の膜トポロジー 

 HCV のエンベロープタンパク質 E1 のトポロジー解析を行うため、

E1の８つのCys残基を全てAlaに置換したCys-less mutantを構築

し、これを基に、Cys残基を１つずつ導入したCys走査変異体を作成

した。いずれの変異体も野生型と変わらない発現を示した。従って、

Cys 変異によりタンパク質構造に大きな影響が及んでいないと考え

られる。今後、膜透過性及び膜不透過性の蛍光性SH修飾試薬を各

変異体に作用させた後、修飾の有無を調べ、Cys導入位置が小胞体
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膜の内側と外側のどちらに存在するかを決定していく。 

［染谷友美、石井孝司、鈴木哲朗、宮村達男、松浦善治］ 

 

（２０）HCV NS5A蛋白のリン酸化がウイルスRNA複製へ及ぼす影響 

 HCV NS5A蛋白はリン酸化蛋白質であり、インターフェロンに対す

る感受性や細胞増殖制御に関与することなどが知られているが、

HCV の複製増殖に果たす役割は不明である。これまでに、NS5A を

部分欠損またはリン酸化部位を点変異させたHCVレプリコンを用い

た解析から、ウイルス複製に影響する NS5A 領域が明らかにされつ

つある。現在、これらのNS5A変異が他のHCV蛋白との相互作用、

あるいはウイルス翻訳効率へ及ぼす影響について検討を行ってい

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］ 

 

（２１）HCV 蛋白発現細胞におけるミトコンドリア蛋白のプロテオーム

解析 

 HCVコア蛋白質は小胞体､核の他にミトコンドリアに存在し、

reactive oxygen speciesの蓄積などミトコンドリアの機能に影響を与え

ることが示されている。そこで、コア蛋白を持続発現する細胞株及び

対照細胞株から調製したミトコンドリア画分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。再現性よく発現変化を認めたスポ

ットを質量分析に供したところ、電子伝達系、細胞周期調節、ストレス

応答などに関連する蛋白群を同定することができた。現在、HCV全

蛋白発現細胞を用いて同様の解析を行っている。 

［松田麻未、堤 武也、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（２２）B細胞株を用いた HCV病原性機構の解析 

 HCV患者の肝外病変のひとつにクリオグロブリン血症がある。これ

は、HCV感染したB細胞の異常増殖が原因とされている。HCV抗

原がB細胞系へ及ぼす影響を明らかにするため、HCVコア発現ヒト

B細胞株の表面分子変化を検索し、HCVコア蛋白発現細胞におい

てCD48抗原の発現が低下していることが判明した。リアルタイム

RT-PCRでもRNAレベルの低下を確認した。一過性にコアを発現さ

せたEBV-B cell lineでも同様の結果を得た。CD48 promoter活性に

対するコア蛋白の影響を解析している。 

［町田早苗、鈴木亮介、石井孝司、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（２３）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 陽性糸球体腎炎患者の腎組織における HCV コア蛋白質の

発現を、免疫電子顕微鏡法によって解析した。これまで6例検討し、

内5例の腎組織でコア蛋白陽性であった。染色陽性部は、糸球体基

底膜とメサンギウム領域であり、両者とも長径が約 50nm から 150nm

の凝集状を呈していた。現在、症例数を増やし検討中である。 

［岩堀 徹、中尾俊之（東京医大）、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（２４）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による腎臓への直接的な障害のメカニズムを調べるため、

HMCに対するHCVコア蛋白質の影響を検討した。HMCでは、

endothelin-1添加によってMAPKのリン酸化が亢進し、TGF-β添加

によって細胞外マトリックスの発現が誘導されるが、コア蛋白質の発

現により、これらが増強されることを観察した。現在、HMCの細胞増

殖、細胞死等への影響を検討中であるが、HCVコア蛋白質の発現

によって、HMCはメサンギウム硬化性変化を来し、HCVが腎障害の

病態形成へ直接関与する可能性が考えられる。 

［岩堀 徹、宮村達男、鈴木哲朗］ 

 

（２５）高度弱毒化ワクチニアウイルスDIs を用いたHCV蛋白の発現

と液性免疫誘導能の検討 

 ワクチニアウイルスは、その強い免疫誘導能から、組換え生ワクチ

ンとしての応用が考えられており、弱毒化された DIs は安全性の面

でも有望な候補である。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。このDis を

マウスに静注あるいは腹腔投与したところ、コア、E1、E2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。 

［石井孝司、町田早苗、鈴木亮介、赤塚俊隆（埼玉医大）、鈴木哲朗、

宮村達男］ 

 

（２６）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 

 DIsは自身に対する免疫は誘導しないものの、組み込んだ外来蛋

白に対する細胞性免疫を強く誘導することが知られており、組み換

えDIsは高率に細胞障害性T細胞（CTL）を誘導するワクチン候補とし

て期待される。HCV構造蛋白を発現する組み換えDIsをマウスに免
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疫し、overlapping peptideを用いてELISPOT法と51Cr release assayで

CTL活性を測定した。特にE2領域に相当するpeptideに対して強い

CTL活性を認めた。 

［町田早苗、石井孝司、鈴木亮介、鈴木哲朗、赤塚俊隆（埼玉医科大

学）、宮村達男］ 

 

（２７）高ペプチド化型HCVコア蛋白発現系によるCTL誘導の試み 

 これまでにコア蛋白質はC末端側の疎水性領域がプロセシング

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

ことを明らかにした。一方でCTLの誘導には抗原のプロテアソーム

による分解が必須である事から、コア蛋白質がユビキチン-プロテ

アソーム系により選択的分解を受けるという性質が、効率的にコア

蛋白質のエピトープに対するCTLを誘導しうるかどうかを調べる為

に、組換えワクシニアDIsウイルスを作成し、マウスに免疫し、その

CTL活性を解析している。 

［鈴木亮介、町田早苗、石井孝司、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（２８）RNA干渉技術を用いたHCV複製阻害剤の検討 

近年 RNA 干渉を用いた gene silencing が報告されている。HCV は

RNA ウイルスであり、RNAi による複製阻害も十分に可能であると考

えられる。現在、いくつかのRNAiをデザインし、HCVレプリコン維持

細胞を用いてRNA複製におよぼす影響を検討している。 

［江川隆太郎、村上恭子、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（２９）C型肝炎の発症進展に関与する宿主遺伝子の解析 

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

プローブを用いて走査し、染色体1番にC型肝炎発症に関連すると

思われる２領域を検出した。この領域に存在する遺伝子にはこれま

で報告されてきたC型肝炎関与遺伝子は存在せず、新規関与遺伝

子の検出の可能性が示唆された。2番染色体では有意に偏りを示す

部位を8領域検出した。その分布状態は、２番染色体全体に散在し

ており、クラスターの形成は認められなかった。２番染色体にはC型

肝炎発症に関与する宿主遺伝子が多数存在することが推察された。 

［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］ 

 

（３０）HCV感染価評価法の開発 

 生物由来製品におけるHCVの除去、不活化の評価法となりうる

HCV感染実験系の構築を目的とした。ヒト肝由来または非肝臓培養

細胞にHCV陽性血漿を感染させ、細胞に吸着、侵入したHCV量を

リアルタイムRT-PCR法により定量した。HeLa細胞では細胞内HCV

は検出限界以下であったが、ヒト肝癌細胞HepG2では、感染２時間

後の細胞内HCVレベルは感染ウイルス量とよく相関していた。本法

は、HCVの感染性を短時間で定量的に評価できる実験系であり、ウ

イルスリスク評価技術に資するものと考えられる。 

［相崎英樹、鈴木哲朗、松浦善治、宮村達男］ 

 

（３１）歯科用器具器材のHCV汚染除去に関する研究 

 歯科診療において、印象採得時に印象材がHCVに汚染される可

能性がある。印象採得物からのHCV除去法について検討し以下の

成績を得た。1) アルジネート印象採得物からは印象直後の水洗で

約80%の付着HCVが除去できる。2) 印象後のアルジネート材を、血

清が風乾するまで放置し水洗処理を行うと洗浄効果が落ちる。3) ア

ルジネート印象材に付着したウイルスを完全に除去するには流水の

みによる物理的な洗浄処理では不十分である。4) ビニルシリコーン

印象材の場合は流水処理が十分有効である。 

［小俣和彦、鈴木哲朗、佐藤田鶴子（日本歯科大）、古屋英毅（日本

歯科大）］ 

 

（３２）C型肝炎症例の口腔内滲出液中からのHCVの検出 

 HCVの院内感染予防対策の一環として、HCVキャリアの口腔内体

液中にウイルスがどの程度存在しているのか把握する必要がある。

本研究では、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。

血中ウイルスRNA濃度が105―106copies/mLの場合、唾液中に102―

104、歯肉溝滲出液に103―105copies/mL程度のHCV RNAが存在す

る可能性が示された。 

［小俣和彦、鈴木哲朗、佐藤田鶴子（日本歯科大）、古屋英毅（日本

歯科大）］ 

 

４．E型肝炎ウイルス（HEV）に関する研究 

 

（１）輸入感染症としてのE型肝炎 

 98例の非A非B非C型急性肝炎患者血清を用い、抗HEV-IgM

およびIgG抗体を測定した。ORF1とORF2の一部をRT-PCRで増

幅後、塩基配列の解読及び系統解析により、HEVの遺伝子型を決

定した。海外渡航歴がある56検体のうち17検体（30.4%）から IgM抗
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体が検出された。これに対してまったく渡航歴のない32検体のうち3

検体（9.4％）から IgM抗体が検出された。塩基配列解析の結果、輸

入感染からのHEVはGenotype IとGenotype IVに属し、渡航歴のな

い３例の遺伝子型は全てGenotype IIIであった。最近のわが国にお

ける散発的なE型肝炎は、大部分が輸入例であるが、国内感染と思

われる例も検出されるようになってきた。E型肝炎の診断の強化、ワ

クチンの開発が急務である。 

［李 天成、武田直和、宮村達男］ 

 

（２）Genotype III (GIII) 及びGenotype IV (GIV) の構造蛋白の発現 

 現在、HEVには少なくとも四つのgenotype 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GIII と GIV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。昆虫細胞を感染して構造蛋白を発現した。現在、GIVのウイル

ス様中空粒子（VLP）の形成が確認されている。GIII の発現が進行

中である。 

［李 天成、武田直和、宮村達男、永田典代、松尾恵子（感染病理

部）］ 

 

（３）Genotype I (GI) と Genogroup IV (GIV) の構造蛋白の抗原性の

比較 

 組換えバキュロウイルス発現システムを用い、GIとGIVの構造蛋白

ORF2のN末端から111アミノ酸を欠失した領域を発現させ、ウイル

ス様中空粒子を作製した。GIのウイルス様中空粒子をマウスに免疫

し、単クローン抗体を作製した。エピトープが同定された単クローン

抗体を用い、それぞれ、GI と GIV のウイルス様中空粒子と反応させ、

反応性の違いから抗原性を評価した。その結果、genotype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、落合 晋、石古博昭（三菱化学ＢＣＬ）、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の感染増殖における宿主指向性を規定するメカニズムについ

ては、ほとんど明らかにされていない。本研究では、種々の培養細

胞株におけるTTV遺伝子の転写活性を比較検討し、TTVの転写活

性には細胞選択性があること、サル、マウスなどの動物種、また腎臓

などの非肝臓細胞でも高い活性を示す細胞が存在すること、を明ら

かにした。また、非翻訳遺伝子内にコアプロモーター及びエンハン

サー領域を同定してきたが、さらにエンハンサーの上流に、転写活

性を負に制御するリプレッサー領域が存在する可能性が示唆され

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抗体の臨床的意義 

 TTV ORF1蛋白に対するIgG抗体を測定するELISA系を確立した。

このELISA法を用いて、16―66歳の健康成人血清中の抗TTV抗体

を測定した結果、一般健常者でのTTV抗体保有率は1―2%と推定さ

れた。また、輸血後肝炎症例における肝機能変化とTTVマーカーと

の相関解析を開始した。非B非C型肝炎例において、輸血によって

新たに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抗体価との関連を明らかに

していく予定である。 

［鈴木哲朗、李 天成、鈴木亮介、宮村達男］ 

 

IV. 腫瘍ウイルスに関する研究 

 

１．ヒト乳頭腫ウイルスに関する研究 

 

（１）HPV16E6 蛋白と結合する宿主蛋白 E6AP の新規標的蛋白の探

索 

 ヒトパピローマウイルス１６型（HPV16）E6 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E6非存在下でもE3ユビキチンリ

ガーゼ活性を有する。E6非依存性の基質として、hHR23A, Blk, Csk

などがこれまでに同定されている。E6AP の新規標的蛋白を同定す

るために、PD-MS (Pull down- Mass Spectrometry）法を用いて解析

した。E6APに特異的に結合する蛋白として新たに２種類の蛋白を同

定した。MALDI/TOFMS 法による質量分析の結果、新規標的蛋白

である可能性が考えられ、現在、詳細に検討中である。 

［椙山裕一、松田麻未、勝二郁夫］ 
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（２）E6APによるCskの認識機構の解析 

 Csk は Src ファミリーチロシンキナーゼの抑制性制御因子である。

これまでに、E6APはCskをユビキチン化しプロテアソーム依存性に

分解することを見いだしている。Hect ファミリーE3 ユビキチンリガー

ゼは基質と直接結合することが知られており、E6AP による Csk の認

識機構を解析するために、各蛋白をバキュロウイルスベクターを用

いGSTまたはHis-tag融合蛋白として発現、精製し、GST-pull down 

assayを行った。E6APとCskは in vitroにおいても結合が確認され、

直接的に結合するものと考えられた。各蛋白の欠失変異体を作製し、

結合領域のマッピングを行っている。 

［椙山裕一、勝二郁夫］ 

 

２．ヒトポリオ－マウイルスBKに関する研究 

 

（１）ＢＫウイルスのウイルス様粒子の三次構造解析 

 組換えバキュロウイルス発現システムを応用し、BKウイルスの構造

蛋白領域 (VP1) を発現し、BK ウイルス様粒子 (rBK-VLPs) を作成

した。このrBK-VLPsは直径45nmと20nm二種類あり、それぞれクリ

オ電子顕微鏡撮影と画像解析によって三次構造解析をおこない、直

径が45nmである粒子は T=7であり、360のサブユニットが集合して

形成されていることを明らかにした。これは他のポリオーマウイルス

SV40、PyVと類似する。直径20nmの粒子はT=1であった。  

［李 天成, 武田直和, 宮村達男, R.H.Cheng (Karolinska Institute, 

スウェーデン）］ 

 

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の全塩基配列決定 

 DIsの塩基配列については、制限酵素消化パターンを親株と比較

することにより、左端に約15kBpの欠損が存在することをすでに明ら

かにしているが、他に小さな欠損や重複が存在する可能性がある。

そのためゲノムDNAを精製後ショットガンクローニングを行い、約

190kBpのゲノム全配列の決定を行っている。その結果、左端の欠損

以外はほぼ親株と同じであることが明らかとなり、DIsの弱毒化はこ

の大きな欠損のみに由来するものであることが判明した。 

［石井孝司、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（２）DIsを用いたGBV-B蛋白の発現 

 GBV-Bはタマリンに慢性肝炎を発症させるフラビウイルスで、その

遺伝子構造の類似性から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る。本研究では、GBV-Bの蛋白の一部を組み

込んだ組換えDIsを作成し、タマリンに投与することでGBV-Bに対

する免疫を誘導することができるか、また、免疫を誘導することで

GBV-B感染を防御することができるかどうかの研究を行う。現在まで

に組換えウイルスを作成して目的蛋白の発現を確認した。 

［石井孝司、町田早苗、吉崎佐矢香、八木慎太郎（先端生命科学研）、

明里宏文（霊長類センター）、鈴木哲朗、宮村達男］ 

 

（３）Yabaモンキー腫瘍ウイルス遺伝子の全塩基配列決定 

 全長１３４，７２１塩基対の Yaba モンキー腫瘍ウイルス遺伝子の塩

基配列を決めた。すくなくとも１４０の ORF について、他のポックスウ

イルスと比較した。配列がよく保存されている領域にはプロモーター

活性が証明された。 

［天野浩子、上田良昭、鈴木哲朗、宮村達男、Craig Brunetti, Grant 

McFadden（西オンタリオ大学、カナダ）］ 

 

V. その他の研究 

 

１．RFB三次元培養系を用いた肝臓特異的転写因子の検討 

RFBで高機能肝細胞を培養するとチトクロームP450 (CYP) 3A4 

mRNAの発現が単層培養に比べ最大約100倍まで増加した。

CYP3A4発現誘導に関与する転写因子PXRのmRNAも同様の傾向

を示した。PXR/RXR、及びPXRの発現を調節するHNF-4αについ

てゲルシフトアッセイを行った結果、RFB培養では、PXR/RXR、

HNF-4α共、単層培養系に比べ大分子量のDNA-蛋白複合体の存

在が明らかとなった。現在新規複合体構成因子の探索を進行中であ

る。 

［岩堀 徹、相崎英樹、松浦知和（慈恵医大）、鈴木哲朗］ 

 

２．小型／簡易型バイオリアクターの開発 

 現行のバイオリアクター肝細胞培養系は１）多量の細胞を必要とす

る、２）操作が煩雑である、３）経時的に細胞を採取できない、などの

問題点がある。そこで、これらの問題点を解決するため、バイオット

社と共同で5mlサイズの小型カラムを並列に連結した連結型リアクタ

ー、及び一体成型の担体の開発を行っている。現在、各カラムを用

いてFLC4、Huh7細胞が安定に長期培養可能かどうか、確認を行っ

ている。 

［村上恭子、石井孝司、吉崎佐矢香、相崎英樹、鈴木哲朗、宮村達
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男］ 

 

３．新規三次元マトリックスMebiol Gel を用いた肝細胞三次元培養系

の開発 

 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。HepG2、

Huh7細胞は、このMebiol Gel中でスフェロイドを形成しながら増殖し

うることを見出した。形成されたスフェロイドでは単層培養に比べ、ギ

ャップジャンクション構成蛋白Connexin 32の発現が亢進し、細胞膜

への局在化がより顕著であった。現在、プロテオーム解析により

Mebiol Gel培養細胞で発現の変化する蛋白群の同定を行っている。 

［吉崎佐矢香、松田麻未、石井孝司、鈴木哲朗］ 

 

 

＜別＞ 検査業務 

 

第１室： 

行政検査 

 ノロウイルス確認検査 3件、42検体 

 E型肝炎確認検査   13件、13検体 

研究検査 

 E型肝炎検査 21件、21検体 

検定業務 

 経口生ポリオワクチン  小分製品 1件 

 同上          中間段階 1件 

 

第２室： 

行政検査 

 7 名の被験者から分離された 7 株のポリオウイルスが検査され、中

和による同定試験、PCR-RFLP 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 

 C型肝炎ウイルス遺伝子解析 １件、３３検体 

 B型肝炎ウイルス遺伝子解析 １件、５検体 

研究検査 

 TTV遺伝子解析 １件、１０検体 

 HGV遺伝子解析 １件、１０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 ２件 

 組換沈降Ｂ型肝炎ワクチン（酵母由来） ６件 

 組換沈降Ｂ型肝炎ワクチン（huGK-14細胞由来） ６件 

依頼試験 

 A型肝炎ウイルス抗体検出用キットの感度・特異性試験 １件 

 A型肝炎ワクチン抗原含量試験・原液及び最終バルク 各１件 
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