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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, 経口生

ポリオワクチンを検定, 検査対象としている.  

 第１室の最重要課題は経口生ポリオワクチンの検定, 

検査並びに, ワクチン株であるセービン株由来不活化

ポリオワクチン（sIPV）の開発推進および検定法の開

発である. 本年は経口生ポリオワクチンの小分製品１

件の検定をおこなった. ＷＨＯ世界ポリオ根絶計画が

進展し, 国産不活化ポリオワクチンの早期臨床導入の

ために DTP-sIPV の混合ワクチンとして開発が進んで

いる. 本ワクチンの開発推進にかかる業務として, 国

内参照品の開発及び安定性試験, 検定方法の開発を行

った. しかし, 当面の間生ポリオワクチン検定も続く

ことが予想されるため, 今後も総力をあげて対応して

いく.  

 わが国の食中毒の多くの原因となっているノロウイ

ルスに関しては, 全国地研との連携が確立し, 感染研

はレファランスセンターとしての機能を良く果たして

いる. ノロウイルスの流行は前年度に引き続き, 本年

度も爆発的な流行は観察されなかったが, 引き続き警

戒が必要である. また, カリシウイルスの研究が進展

した. ノロウイルスのリバースジェネティクス実験系

は, NoV ウイルスの病原性発現機構の研究, ウイルス

の増殖制御の研究に応用されつつあり, さらなる進展

が期待される.  

 第２室はＷＨＯ世界ポリオ根絶計画に参画している. 

ＷＨＯの指定をうけて, ポリオ世界特別専門ラボラト

リーとして, また西太平洋地域のポリオ地域レファレ

ンスラボラトリー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. 今年度も西太平洋地域

におけるポリオフリーの維持を確認した. さらに, 第

２室がまとめた野生株ポリオウイルス実験室封じ込め

第一段階調査報告書が WHO 西太平洋地域ポリオ根絶認

定委員会で承認され, 西太平洋地域の野生株ポリオウ

イルス実験室封じ込め第一段階調査完了が宣言された. 

また, 国内エンテロレファレンスセンターとしてレフ

ァレンス活動, 依頼検査をおこなった.  

 エンテロウイルス 71 は手足口病の原因ウイルスであ

り, 脳炎を併発することがある. このエンテロウイル

ス 71 の感染受容体としてヒト PSGL-1 を同定した. 受

容体の同定により, ウイルスの病原性に関する研究が

今後大いに進展することが期待できる.  

 第３室及び第４室ではＢ型およびＣ型肝炎ウイルス

の研究をおこなった. 特にＣ型肝炎ウイルス研究では

ウイルスの感染複製増殖に関与する宿主因子の研究が

進んだ. また, Ｃ型肝炎ウイルスの粒子形成機構解明

が進み, 脂質や非構造蛋白質の関与が明らかとなった. 

肝炎対策として肝炎研究 7 ヶ年戦略に基づく研究推進

が厚生労働省から謳われ, ウイルス第二部では国際医

療センターと協力して肝炎研究を推進する必要があ

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. 本年はＡ型肝炎ワクチン２件, Ｂ

型肝炎ワクチン９件の検定をおこなった. 肝炎ワクチ

ン接種のユニバーサル化に関する議論のために, 基礎

的データの集積が求められている.  

 E 型肝炎研究はウイルス培養が可能となり, ウイル

ス学的解析が進行した. 今後の進展が期待される.  

 各室で以下のような国際的技術協力をおこなった.  

Nguyen Thi Thanh Thao (ベトナム, パスツール研究

所) <JSPS フェロー> 平成 21 年 2 月 25 日～平成 21

年 3 月 24 日, エンテロウイルス 71 感染症の分子疫学

に関する研究 

Wang Dong Yan (中国, 中国疾病予防控制センター) 

<JICA フェロー> 平成 21 年 1 月 13 日～平成 21 年 4
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月 11 日, ポリオウイルス実験室診断に関する技術研

修 

Rifqiyah Nur Umami (インドネシア, RIPI) < JSPS

フェロー> 平成 20 年 10 月 6日～平成 21 年 1月 31 日, 

インドネシアで伝播しているエンテロウイルスの検

出・同定法の研究 

Yang Dong Mei (中国, 中国疾病予防控制センター) 

<JICA フェロー> 平成 20 年 1 月 21 日～平成 20 年 4

月 18 日, ポリオウイルスおよびエンテロウイルス実

験室診断および分子疫学解析に関する技術研修 

李 津, 王 寧(中国生物製品研究所) 平成20年4月15

日〜平成20年7月15日, E型肝炎ウイルス様粒子の作製

及び精製技術の習得 

劉 蘭軍(中国, 成都市疾病予防控制センター) <笹川

フェロー> 平成20年3月6日〜平成20年3月31日, E型肝

炎ウイルスの分子ウイルス学とワクチン研究 

Claire Gondeau(フランス, INSERM U632）平成21年3

月14日〜28日, C型肝炎ウイルス病原性の研究 

 人事面では武田直和第１室長が平成 21 年 3 月末をも

って定年退官となった. 武田先生の研究および検定に

おけるこれまでの感染研に対する貢献にウイルス第二

部一同深謝したい. また, 平成 20 年 7 月 1 日付けで東

芝病院研究部より加藤孝宣が第 3 室長として着任した. 

ハンスマン・グラント研究員は, 平成 20 年 8 月より, 

ウイルスゲノムの組換え, および粒子構造の解析のた

め米国国立癌研究所, NIH に長期出張した.  

 

業 績 

調査・研究 

I． 下痢症ウイルスに関する研究 

１．ノロウイルス（NoV）に関する研究 

（１）2007-2008 シーズンに流行したノロウイルスの

ゲノム解析 

 2006 年のノロウイルス genogroup II/genotype 4 

(GII/4)に属する株の大流行を受けて, 19 の地方衛生

研究所と国立感染症研究所でノロウイルスサーベイラ

ンスチームを発足させ, 2006 年以降, ノロウイルスゲ

ノムの変化を継続的に解析している. 新たに 80 株の

全長ウイルスゲノムの配列情報を収集し, 構造蛋白質

コード領域のノロウイルスゲノム塩基配列の系統樹解

析により, 2007 年から 2008 年は 2006 年と同様に, 

GII/4 の中でも 2006b というクラスターに属する株

(75/80)が 93.8%検出されたものの, 一部に新たなク

ラスターに属する株が出現していることが明らかとな

った. このようなクラスター変化が数年おきに起こる

爆発的なノロウイルス感染の引き金となる可能性があ

るため, 来年度も引き続き同様の解析を行う.  

[本村和嗣, 横山 勝, 中村浩美, 守 宏美, 神田忠

仁, 佐藤裕徳（病原体ゲノム解析センター）, 岡智一

郎, 片山和彦, 武田直和] 

 

（２）調理従事者を対象としたノロウイルス検出調査 

 2007 年 1 月～2008 年 3 月の間, ノロウイルスによ

る急性胃腸炎が発生した全国 240 の施設から調理従事

者 5587 名の糞便をリアルタイム PCR 法でスクリーニ

ング検査し, 1150 名(20.6%)からノロウイルスを検出

した. このうち, ノロウイルス RNA 量が 1 反応あたり

100 コピー以上だった検体は 352 検体[内訳(GI 

12(3.4%), GII 340(96.6%)であった. このうち 63 名

(18%)は不顕性感染者であった. これら 352 検体につ

いてさらに RT-PCR 法によって構造蛋白領域の一部を

増幅し, 塩基配列を解読した. その遺伝子型別を行っ

たところ, GI は GI/2, 3, 4, 8,10 に, GII は

GII/2,3,4,6,13,16,new に分類された. 調理従事者の

糞便中に検出された株はGII/4が主流(89%)であった. 

有症者, 不顕性感染者に固有の遺伝子型は存在せず, 

両群ともに GII/4 が主流であった.  

［小澤一弘 (中部衛生検査センター), 岡智一郎, 片

山和彦, 本村和嗣, 横山 勝, 中村浩美, 守 宏美, 佐

藤裕徳（病原体ゲノム解析センター）, 武田直和］ 

 

（３）河川中のノロウイルスを指標にした地域流行株の

把握 

 糞便中に排泄されたノロウイルスは下水を通じ, 一部

が河川水中に流入していると考えられている. 下水処理

水を受容する河川水を網羅的に解析することで, 流域に
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おける流行株を検出することができる. 2003 年４月〜

2004 年 3月の間に, 関東平野を流れる多摩川の上流から

下流５地点において河川水を毎月１回採水し, 濃縮後, 

real-time RT-PCR および nested RT-PCR 法によりノロウ

イルス RNAを検出した. real-time RT-PCR の結果, 河川

水中には genogroup I, genogroup II ともに急性胃腸炎

患者が多い10月から３月にかけて, ノロウイルスRNA量

が増加していた. nested RT-PCR 法で検出された株は GI

が GI/1,2,4,5,8,9,11, GII が GII/2,3,4,5,6,11,12,16

と多様であった. 河川からは急性胃腸炎患者では稀な GI 

株が, 高濃度かつ高頻度に検出されたことから, 流域に

は急性胃腸炎患者として報告されない多数の GI 感染者

が存在する可能性が示唆された. 本研究では河川下流に

いくほどノロウイルス RNA の汚染度が高いことも示され

た.  

[北島正章（東大院工学）, 岡智一郎, 片山和彦, 原本英

司（国立保健医療科学院水道工学）, 片山浩之（東大院

工学）, 武田直和, 大垣眞一郎（東大院工学）] 

 

（４）ノロウイルス・ウイルス様粒子（VLPs）のヒト

腸上皮様 Caco-2 細胞への結合様式とウシ初乳の VLPs

結合抑制効果 

 ノロウイルスのレセプターの探索を目指し, 培養細胞

へのノロウイルスVLPsの結合, 細胞への取り込みを蛍光

免疫染色法, 共焦点レーザー顕微鏡観察, 継時的なウエ

スタンブロッティングによって検出した. ノロウイルス

VLP は分化した Caco-2 細胞に結合することが示された. 

しかし, ノロウイルスとの結合因子として報告されてい

る組織血液型分子とノロウイルス VLP の局在は必ずしも

一致せず, ノロウイルス VLP が結合するのは組織血液型

分子のみではない可能性が示された. 共焦点レーザー顕

微鏡観察において, 微絨毛の細胞内部, 細胞基底面近傍

の細胞内部に VLPs のシグナルが検出され, VLPs の細胞

内侵入が示唆された. VLPs 添加後 6時間おきの継時的な

ウエスタンブロッティングでは, VLPs の形成する約

60kDa のキャプシド蛋白質が細胞への侵入後, 時間経過

に伴って分解され低分子量化することが観察された. ま

た本研究では, ウシの初乳添加によってCaco-2細胞への

ノロウイルス VLP の結合が阻害されることが明らかとな

った.  

[村上耕介, 鈴木さやか, 岡島徹也, 灘野大太, 松田 

幹（名古屋大生命農・応生化）, 岡智一郎, 片山和彦, 

武田直和] 

 

（５）ノロウイルスプロテアーゼの基質との結合モデ

ルの構築   

 ノロウイルスプロテアーゼの基質認識メカニズムを

検討するため, 統合計算化学システム MOE を用いてノ

ロウイルスプロテアーゼドメインの分子モデルを構築

後, ASEDock2005 を用いて ORF1 ポリプロテイン切断

部位のうち, 2 箇所の P4-P4’に対応する８残基とプ

ロテアーゼドメインのドッキングモデルを作成して, 

基質認識に重要と考えられるプロテアーゼドメイン内

部のアミノ酸残基を同定した.  

[横山 勝, 佐藤裕徳, 神田忠仁（病原体ゲノム解析

センター）, 岡智一郎, 片山和彦, 武田直和] 

 

（６）ユニークなゲノム末端配列を有するノロウイルス

株 HK299 の解析 

 キャプシド N/S 領域を用いた分子系統解析で, 新たな

ゲノグループクラスターに分別されたノロウイルス株

HK299（旧名称 Sa299）は, マウスノロウイルスと同じア

ミノ酸配列 MRM をゲノム末端, キャプシド末端に有する

ユニークな株である. 更に詳細なゲノム組換えの解析の

結果 HK299 は, ノロウイルスにおけるゲノグループ間組

換えの可能性を持つ初めての株であること, 組換えが

ORF1 と ORF2 のジャンクション領域および ORF2 と ORF3

のジャンクション領域で起きていることが示唆された. 

HK299 の抗原性を調べるため, HK299 の ORF2 からゲノム

末端までをバキュロウイルスに組込, VLP の発現を試み

ている.  

[片山和彦, 鈴木善幸（国立遺伝学研）, ハンスマン・グ

ラント, 岡智一郎, 小澤一弘（中部衛生検査センター）, 

武田直和] 

 

（７）ノロウイルス（NoV） GII/3 U201 株のリバースジ
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ェネティックスシステムを用いたレポーター遺伝子内包

シュードウイルスの改良 

 昨年度, 構築に成功した, ヒトノロウイルス GII/3 U201

株の完全長 cDNA を用いたリバースジェネティックスシ

ステムを利用し, 非構造蛋白質領域（NTPase と 3A-like 

protein）の間に GFP遺伝子を組み込んだコンストラクト

pKSF203を作成し, GFP遺伝子を内包したシュードウイル

ス粒子の作成に成功した. しかし, pKSF203 のシュード

ウイルス産生効率は, ワイルドタイプと比較して極めて

低かった. そこで, GFP の両端に配したノロウイルスプ

ロテアーゼが認識するアミノ酸配列の長さを延長し, 効

率よくプロテアーゼによる切断が起きるように改良した

コンストラクト pKSF205 を作製した. 本コンストラクト

のシュードウイルス産生量は, ワイルドタイプの 1/10

程度にまで向上した. シュードウイルスは NoV の細胞へ

の侵入機構の解析, レプリケーションのモニターに有用

である.  

[片山和彦, 岡智一郎, 武田直和] 

 

（８）ノロウイルスの細胞傷害性の解析 

 非構造蛋白質領域（NTPase と 3A-like protein）の間

に GFP 遺伝子を組み込んだ改良型コンストラクト

pKSF205 を用いてノロウイルス非構造蛋白質の細胞内発

現を48時間のタイムラプスを行って観察した. 非構造蛋

白質の発現は, pKSF203 トランスフェクション後 12時間

から観察された. 非構造蛋白質の高発現が認められた細

胞には強い CPE が誘導され, 発現後約 8 時間で細胞死に

至った. 細胞傷害性に関与する非構造蛋白質の部位を明

らかにするため, 6種類の非構造蛋白質をEF1αプロモー

ター下流にクローニングした発現プラスミドを作成し, 

個別に細胞内に導入して細胞傷害性を観察した. 

Protease, N-terminal protein, NTPase, 3A-like protein

にも細胞傷害誘導能が存在した.これらの蛋白質による

細胞死誘導は主に Caspase の活性上昇を伴うアポトーシ

スによることが明らかになった.  

[片山和彦, 岡智一郎, 武田直和] 

 

（９）カリシウイルスファミリーのサブデータベースの

構築 

 世界 3 大データベース上からノロウイルス, サポウイ

ルスを含むカリシウイルスファミリーを網羅したサブデ

ータベースを構築し, カリシウェブ（CaliciWeb site, 

http://teine.cc.sapmed.ac.jp/~ 

calici/modules/news/）上にアップした. 本サブデータ

ベースは, 世界 3 大データベースを検索するオートパイ

ロットプログラムを登載しており, 毎日自動アップデー

トされる.本年度は, システムの安定化, 速度の向上など

サブデータベースの機能を改良した.  

[片山和彦, 三瀬敬治（札幌医大）, 染谷雄一, 武田直和] 

 

（１０）1997 年から 2000 年迄に収集した非細菌性嘔

吐下痢症患者便のウイルス学的検討 

 1997 年から 2000 年に収集した患者検体について電

顕観察により小型球形ウイルス粒子を検出し, ウイル

ス粒子陽性検体 200 検体を選択した. 次に, これらの

検体について現在汎用されているプライマーを用いて

RT-PCR, また PCR 産物のダイレクトシークエンスによ

る遺伝子型別, Real-time PCR,  同じプライマーを用

いた HRM 法による遺伝子型別の比較を行なった.  

[宇田川悦子, 原 正幸, 渡辺まゆみ（北里衛生科学

センター）, 高橋邦明（日本ロシュ）] 

 

（１１）陰電荷膜を用いた酸洗浄・アルカリ抽出法の

濃縮処理水量におけるウイルス回収率の影響に関する

評価 

 NV が下水処理場などで除去されなかった場合, 河

川から海に流れ込みカキなどの二枚貝に蓄積し貝類が

汚染され, これらの汚染された貝類を生食することで

食中毒事件が発生する. 二枚貝の汚染防止には, 汚染

された可能性のある環境水や下水処理水等から NV を

除去滅菌処理することが有効な手段であると考える. 

NV は環境水中あるいは下水処理水中などに非常に低

濃度で存在する. これらの試料から NV を検出する為

に, 陰電荷膜を用いた酸洗浄・アルカリ抽出法が高い

ウイルス回収率があるとの報告がある. 我々は, 濃縮

処理前水量を変化させてウイルス濃縮し, Qβphage 

http://teine.cc.sapmed.ac.jp/%7E
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及び NV の回収率を比較することで, 濃縮処理前水量

が与えるウイルス回収率の影響について検討した.  

[宇田川悦子, 原 正幸（北里環境科学センター）] 

 

（１２）ノロウイルス 3C 様プロテアーゼにおける酵素

-基質相互作用 

 ノロウイルスプロテアーゼの Glu54 は触媒残基のひ

とつとされるが必須ではない. E54L変異酵素の基質特

異性は厳密であり, 基質切断部位上流の P4 及び P2 部

位に大きな疎水性側鎖を要求することが明らかになっ

た. また, 3A/3B 切断部位（198ATSE/G）の S200F 変異

により, 野生型酵素と変異 C 末端との間に強い相互作

用が生じた. この相互作用は周辺残基の変異の影響を

受け変化した. 以上の結果は反応過程において酵素と

基質が相互に感知していることを示唆する.  

[染谷雄一, 武田直和] 

 

（１３）ノロウイルス様中空粒子の立体構造解析 

 遺伝子型 GI/1 に属する Norwalk 株のウイルス様中

空粒子の三次元立体構造が明らかにされている. 遺伝

子型により異なる血液型抗原結合パターンを示すこと

から, ウイルス粒子表層の構造がそれぞれの遺伝子型

により異なることが示唆される. このことを明らかに

するために, GI/4 型に属する Chiba407 株のウイルス

様中空粒子を昆虫細胞で発現させ, 精製の後, X 線結

晶構造解析のための結晶化に供した.  

[染谷雄一, 武田直和, 長谷川和也（(財)高輝度光科

学研究センター）, 熊坂 崇（(財)高輝度光科学研究

センター）] 

 

（１４）NoV と血液型抗原との結合：Lewis 抗原への

結合の解析 

 血液型抗原は末端の構造によって ABO 型, Lewis

型に区別され, さらに内部の linkage によってタイ

プ 1, 2 に区別される. 腸管上皮には主にタイプ 1 抗

原が, 赤血球上には主にタイプ 2 抗原が発現してい

るとされる. 昨年度までに, NoV が ABO 抗原において, 

タイプ 1, 2 構造の識別を行っていることを明らかに

した. 今年度は, Lewis 抗原においてもタイプ 1, 2

構造の識別が行われているかを明らかにするため, 

Virus-like particles (VLPs)を用い, Biacore によ

り Lewis 抗原との結合パターンを検討した. その結

果, Lewis 抗原においてもタイプ 1, 2 構造の識別が

行われていることが明らかとなった. タイプ 1, 2 構

造を識別することによって, NoVは自らの組織特異性

を決定している可能性がある.  

[白土東子, 熊谷安希子, 武田直和, 石井孝司, 脇田

隆字] 

 

（１５）NoV と血液型抗原との結合：X 線結晶構造解

析による結合解析 

 プロトタイプ Norwalk/68（NV/68）（GI/1）株 は

α1,2 フコース（Fuc）転移酵素遺伝子活性型の分泌

型個体で感染が成立するが, 不活性型の非分泌型個

体では感染が成立しないことから, NoVと血液型抗原

との結合にはα1,2 Fuc が不可欠と言われている. 一

方, α1,2 Fuc を含まずα1,4 Fuc を含むルイス a 抗

原（Le-a）のみを腸管上皮に発現する非分泌型個体

にも感染する NoV 株が存在することが知られている

が, 詳細は明らかではない. NoV の Le-a 認識機構を

明らかにするため, Le-a 結合能を有する 258（GI/2）

株のキャプシド P ドメインと Le-a 複合体の X 線結晶

構造解析を行った. その結果, α1,4Fuc 認識は 258

株特有の構造に起因していることが明らかとなっ

た.  

[熊谷安希子, 久保田智巳（産総研）, 伊藤浩美（産

総研）, 成松 久（産総研）, 武田直和, 石井孝司, 染

谷雄一, 脇田隆字, 白土東子] 

 

（１６）NoV と血液型抗原との結合：組織切片を用い

た解析 

 血液型抗原の発現は, 組織だけでなく, 細胞種よっ

ても異なる. 小腸においては陰窩における発現は弱く, 

絨毛先端においては強く発現されているといわれてい

るが, 詳細は明らかでない. 一方, NoV は下痢症発症

の際, 腸絨毛に強くダメージを与えることが知られて
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いるが, そのメカニズムは明らかになっていない. 

NoV の組織特異性に血液型抗原が関与するかどうかの

検討を行うため, ヒト小腸切片を用いた免疫組織化学

染色を行い, Lewis 抗原の発現分布を解析した. 今後

さらに連続切片上で VLP の Binding assay も行い, そ

の相関性を検討する予定である.  

[白土東子, 永田典代（感染病理部）, 池原譲（産総

研）, 成松 久（産総研）, 橋本康弘（福島県立医科

大）, 武田直和, 石井孝司, 脇田隆字] 

 

２．サポウイルス（SaV）に関する研究 

急性胃腸炎病原因子の解析 

（１）小児科外来患者糞便中の病原因子の解析（熊本） 

下痢症起因ウイルスには, ノロウイルス（NoV）をは

じめ, アデノウイルス（AdV）, ロタウイルス（RV）, 

サポウイルス（SaV）, アストロウイルス（AstV）, ア

イチウイルス（AiV）, エンテロウイルス（EntV）な

どがある. これらの内, NoV はほとんどの地方衛生研

究所で検査が行われ, AdV と RV は簡易検査キットが市

販されている. しかし, SaV, AstV, AiV 及び EntV は

それほど検査が行われていないため, その発生動向に

ついては不明な部分が多い. 2002 年 4 月から 2007 年

12月に熊本県内の3つの小児科に急性胃腸炎の症状で

受診した外来患者糞便 639 検体について, 急性胃腸炎

を引き起こすウイルス, および細菌の検索を行った. 

糞便 687 検体中 458 検体（66.7％）から原因物質が検

出された. 内訳は NoV GⅠが 25 検体, NoV GⅡが 255

検体, SaV が 81 検体, AstV が 9 検体, AiV が 1 検体, 

GARV が 62 検体, GCRV が 1 検体, AdV が 23 検体, EntV

が 13 検体, 細菌性が 14 検体であった. この中の 27

検体は混合感染であった. 今回の解析により, 小児科

外来患者において, 解析期間を通じてノロウイルスが

最も多く検出されたこと, 2005年以降はサポウイルス

がノロウイルスに次いで２番目に多く検出されている

ことが明らかとなった. 従来, サポウイルスの検出は

少ないとされてきたが, 本研究により, サポウイルス

が急性胃腸炎の病原因子として以前想定されていたよ

り多く存在することが判明した.  

[原田誠也, 八尋俊輔, 西村浩一, 松尾 繁, 中島龍

一（熊本県保健環境科学研）, 岡智一郎, 片山和彦, 武

田直和] 

 

（２）2002 年から 2007 年の間に熊本県内で検出され

たサポウイルス株の解析 

 2002 年 6 月から 2007 年 12 月に熊本県内の 3 つの小

児科に急性胃腸炎の症状で受診した外来患者糞便 639

検体について, multiplex RT-PCR, RT-PCR, universal 

nested RT-PCR 法, genogroup specific RT-PCR 法お

よび real-time RT-PCR 法によるサポウイルスの検出, 

解析を行い, 81 検体(12.7%)でサポウイルス陽性とな

った. それぞれの検出率は27.2%, 100%, 95.1%, 100%, 

97.5%であり, ポリメラーゼ領域をターゲットとした

primer を含む multiplex RT-PCR 法以外はいずれもほ

ぼ同様の検出効率を示した. 検出されたサポウイルス

は ggenogroup I が 17 株 ,genogroup II が 10

株,genogroup IV が 51 株,genogroup V が 3 株で, 限

られた地域において年度毎に異なったgenogroup に属

するサポウイルス株が検出される傾向にあった. サポ

ウイルス排泄量は糞便1g中 1.32×105〜1.07×1011コピ

ーであった. 今回の解析により 2007 年には 9 月から

11 月にかけて, genogroup IV に属するサポウイルス

株が熊本県内 10 市町に及ぶ範囲で流行していたこと

を明らかにした.  

[原田誠也, 八尋俊輔, 西村浩一, 松尾 繁, 中島龍

一（熊本県保健環境科学研）, 岡田峰幸, 篠崎邦子（千

葉衛生研）, 岡智一郎, 片山和彦, 武田直和] 

 

（３）散発胃腸炎患者糞便中のサポウイルスの解析 

 愛媛県内で発生した散発性胃腸炎患者糞便から検出

されたサポウイルスの解析を行ったところ, 2007年の

愛媛県内においては, 他の県と同様, 主に genogroup 

IV に属する株が検出されることを明らかにした. また, 

これらの株のゲノム 3'側約 2.3kb を増幅し, 塩基配列

解析を行った結果, これら genogroup IV に属する株

が発生時期, 場所が異なるにもかかわらず, 極めて類

似した塩基配列を有することも示した.  
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[大塚有加, 近藤玲子, 市川高子, 山下育孝, 大瀬戸

光明, （愛媛県立衛生環境研）, 岡智一郎, 片山和彦, 

武田直和] 

                                 

 従来, 生牡蠣の原因ウイルスの検索はノロウイルス

のみに注目して行われてきた. 本研究では他の下痢症

ウイルスの存在の有無を検索する目的で牡蠣が原因と

疑われた食中毒事例の患者糞便中について, ノロウイ

ルス, サポウイルス, アストロウイルス, アイチウイ

ルス RNA の検出を nested RT-PCR 法で行い, ノロウイ

ルス以外にサポウイルスやアイチウイルスが同時に検

出される例があることを報告した. 本研究では, 牡蠣

そのものの検討ができなかったが, 牡蠣にはノロウイ

ルスだけでなく, サポウイルスやアイチウイルスなど, 

他のウイルスも濃縮されている可能性が示唆された.  

（４）サポウイルス集団発生事例の解析および不顕性

感染者の検出 

 2004 年 6 月および 2007 年７月に長野県内で発生し

たサポウイルス集団発生事例の解析を行った. 検出さ

れ た サ ポ ウ イ ル ス は そ れ ぞ れ genogroup I と

genogroup IV で, ウイルス排泄量は糞便 1g 中 106～

1011 コピーであった. いずれの事例も疫学調査の結果

から, ヒトーヒト感染によるものと考えられた. さら

に, 今回の解析では無症状であるにもかかわらず, 糞

便中に発症者と同レベル（糞便 1g 中 107～1010コピー）

のサポウイルス RNA を排泄している成人の存在が初め

て示された.  

[吉田徹也, 粕尾しず子, 畦上由佳, 内山友里恵, 薩

摩林一代, 白石崇（長野県環境保全研）, 岡智一郎, 片

山和彦, 武田直和] 

 

（５）サポウイルス糞便中排泄期間の解析 

 サポウイルス集団感染事例の患者糞便中のサポウイ

ルス RNA の定量的解析および変異解析を行い, サポウ

イルス RNA が発症後数日から約２週間, 長い例では約

1 ヶ月間にわたって検出されることを明らかにした. 

さらに, 約 1 ヶ月間にわたって サポウイルスが体内

に存在した場合, サポウイルスの構造タンパク質コー

ド領域にアミノ酸変異を伴う遺伝子変異が生じること

を初めて見いだした. サポウイルスは遺伝的に極めて

多様であるが, このように体内で変異を生じることが

ウイルスの多様性を生み出す１つのメカニズムである

可能性がある.  

[岩切 章, 山本正悟（宮崎県衛生環境研）, 岡智一

郎, 片山和彦, 武田直和] 

 

（６）牡蠣が原因と疑われた食中毒事例の患者糞便中

ウイルスの検出 

[中川玲子（山口県環境保健センター）, 有田知子（日

本スポーツ振興センター）, 岡智一郎, 片山和彦, 武

田直和] 

 

（７）牡蠣からのサポウイルスの検出 

 河川中に垂下した牡蠣にサポウイルス RNA が濃縮さ

れること, 市場に流通する牡蠣にもサポウイルス核酸

が検出されること, 検出された配列は急性胃腸炎患者

糞便から検出されるものと極めて類似することを示し

た. 本研究は牡蠣による食中毒事例ではないが, 食用

の牡蠣からサポウイルス RNA を検出した初めての例で

あり, 環境に混入したサポウイルスが牡蠣にも取り込

まれていること, 牡蠣の喫食によってサポウイルス感

染が引き起こされる可能性を示す.  

[植木 洋, 庄司美加（宮城県保健環境センター）, 山

本美和子, 阿部勝彦, 伊藤文明, 池田義文（広島市衛

生研）, 西尾 治, 岡智一郎, 片山和彦, 武田直和, 野

田 衛（国立医薬品食品衛生研）] 

 

（８）アサリを原因とするノロウイルス, サポウイル

ス食中毒事例の解析 

 サポウイルスの感染経路はノロウイルスと同様と考

えられているが, 原因食材が特定された例はいまだな

い. 本研究では加熱不十分のアサリが原因と考えられ

た食中毒事例において患者糞便と原因と推定されたア

サリから nested RT-PCR によってサポウイルス, ノロ

ウイルスの検出を行った. その結果, サポウイルス, 

ノロウイルスともに患者糞便と原因と疑われた食材と
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同一ロットのアサリから極めて類似した (約 99%以上)

塩基配列を検出した. 特にサポウイルスについては患

者糞便と原因食材とで 100%解析した塩基配列が一致

したものもあった. この結果から, ノロウイルスだけ

でなく, サポウイルス感染が貝の喫食によって引き起

こされることを証明した. 本事例はサポウイルス感染

における原因食材を特定した世界で初めての事例であ

る.  

[飯塚節子（島根県保健環境科学研）, 岡智一郎, 片

山和彦, 武田直和, 野田 衛（国立医薬品食品衛生研）] 

 

（９）結婚式場で発生したサポウイルスによる集団食

中毒事例の解析 

 2007 年に愛媛県の結婚式場で発生したサポウイルス

の集団感染事例について解析し, 感染者が年齢に限局

されず発症すること, 喫食時間から推定した発症まで

の潜伏時間が 14.5〜99.5 時間（平均 38 時間）である

ことを明らかにした. 今回の事例では原因食材や施設

内の汚染源の特定にはいたらなかった. このことは極

めて微量のサポウイルスが集団感染を引き起こす可能

性を示唆する. この事例は食中毒事例として扱われ, 

今後はノロウイルスだけでなく, サポウイルスも食中

毒事例の病原因子として検索対象に加える必要性が示

唆された.  

[大塚有加, 近藤玲子, 市川高子, 山下育孝, 大瀬戸

光明（愛媛県立衛生環境研）, 関谷安正, 上田哲郎, 芝 

信明（松山市保健所）, 岡智一郎, 片山和彦, 武田直

和] 

 

（１０）サポウイルスサブゲノム遺伝子領域増幅方法

の確立 

 サポウイルスのゲノム解析は主に nested RT-PCR 法

で増幅されたポリメラーゼコード領域もしくは構造蛋

白質コード領域の数百塩基の配列によって解析されて

いる. しかし, 近年の研究により, サポウイルスの構

造蛋白質コード領域の配列は極めて多様であることが

明らかとなってきており, その情報蓄積が急務である. 

従来は株ごとに個別のプライマーを設計して, 構造蛋

白質全長に対応する遺伝子領域の塩基配列決定が行わ

れてきたが, 共通の方法で増幅ができるように, 検出

に広く使用されているプライマーと oligodT primer

を組み合わせ, nested RT-PCR 法による, 構造蛋白質

コード領域からゲノム末端までの遺伝子領域増幅方法

を構築した.  

（岡智一郎, 片山和彦, 武田直和） 

 

（１１）河川水からのサポウイルスの検出 

 河川中のサポウイルスの存在の有無を検討するため, 

リアルタイム RT-PCR 法による核酸検出を試みた. そ

の結果, 関東地方の河川水において急性胃腸炎患者の

増加する冬期にサポウイルス RNA 量が増加することが

明らかとなった. 現在, 河川中のサポウイルスの塩基

配列解析を行っている.  

[北島正章（東大院工学）, 岡智一郎, 片山和彦, 原本英

司（国立保健医療科学院水道工学）, 片山浩之（東大院

工学）, 武田直和, 大垣眞一郎（東大院工学）] 

 

（１２）サポウイルス Virus-like particle 発現効率

増加法の検討 

 ヒト由来のサポウイルスは培養細胞での増殖が出来

ないが, 構造蛋白質コード領域を昆虫細胞, あるいは

哺乳動物細胞を用いて発現させると, 構造的にnative

のウイルスと同様のウイルス様中空粒子（VLP）を調

製することが出来る. 現在までに複数のサポウイルス

株について VLP 発現に成功し, 抗原性の評価や, 抗原

検出系開発のためのポリクローナル, モノクローナル

抗体の作成を行ってきた. これまでの検討により, 昆

虫細胞発現系において, 発現コンストラクトの開始コ

ドン直前への３塩基の挿入によって, VLP の収量が増

加した例があったため, 哺乳動物細胞発現系において

も同様に検討し, 株によっては VLP の収量が約 1.5 倍

に増加することを確認した.  

[岡智一郎, Hansman S. Grant, 片山和彦, 武田直和] 

 

（１３）サポウイルスプロテアーゼによる切断効率を

制御する因子の同定 
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 サポウイルスのプロテアーゼによる ORF1 ポリプロ

テインの切断は特定のグルタミンもしくはグルタミン

酸の直後でおこる. 切断部位認識に重要なアミノ酸残

基として, 我々はこれまでに６箇所中, ５箇所で, 切

断部位上流４番目のアミノ酸が芳香族アミノ酸（フェ

ニルアラニンもしくはチロシン）であり, これらをア

ラニンに置換すると切断効率が顕著に低下することを

明らかにしてきた. 一方で残りの１箇所の切断部位は

上流４番目のアミノ酸がアルギニンであり, 切断効率

が非常に低いことから, 本研究では, このアルギニン

を芳香族アミノ酸であるフェニルアラニンに置換した

ところ, この切断部位の著しい切断効率の亢進を認め

た. この結果から, 切断部位上流４番目の残基がサポ

ウイルス ORF1 ポリプロテインの切断効率を制御して

いることを証明した. 特定の部位の切断効率の抑制は, 

サポウイルスの複製, 増殖に何らかの重要な意味を有

すると考えられる.  

 [岡智一郎, 片山和彦, 武田直和] 

 

（１４）サポウイルスプロテアーゼの基質認識に関わ

るアミノ酸残基の解析 

 サポウイルスプロテアーゼの基質認識メカニズムを

検討するため, 統合計算化学システム MOE を用いてサ

ポウイルスプロテアーゼドメインの分子モデルを構築

後, ASEDock2005 を用いて ORF1 ポリプロテイン切断

部位６箇所それぞれの上流下流４残基（P4-P4'）に対

応する８残基とプロテアーゼドメインのドッキングモ

デルを作成した. この結果, 基質認識に重要と考えら

れるプロテアーゼドメイン内部のアミノ酸残基として

T30, H31, E52, Y101, K112, R113 を同定し, アミノ

酸変異導入により, ポリプロテイン切断活性への影響

を証明した.  

 サポウイルスプロテアーゼの基質認識メカニズムと

して, サポウイルスプロテアーゼドメイン内の正に帯

電したアミノ酸の側鎖にかこまれた領域と切断部位上

流１番目のアミノ酸（P1 残基）の静電相互作用, さら

に切断部位上流４番目のアミノ酸（P4 残基）と Y101

との芳香環を介するπ-π相互作用, あるいは疎水相

互作用によるスタッキング構造の形成が重要であるこ

とが示唆された.  

[横山 勝, 佐藤裕徳, 神田忠仁（病原体ゲノム解析

センター）, 岡智一郎, 片山和彦, 武田直和] 

 

３．マウスノロウイルスに関する研究 

（１）マウスノロウイルスの環境安定性と消毒剤感受

性の検討 

 2003 年に同定された培養細胞で増殖可能なマウスノロ

ウイルスと, 従来, モデルとして使用されてきたネコカ

リシウイルスを用い, 同時に環境安定性, 塩素耐性につ

いて検討した. マウスノロウイルス, ネコカリシウイル

スは水中で, 室温７２時間にわたり安定であった. また

NaClO 125〜500ppm に対する感受性を検討し, マウスノ

ロウイルスがネコカリシウイルスより塩素消毒に対して

抵抗性を示すことを明らかにした. 本研究で得られた知

見はヒト由来ノロウイルスの不活化条件の推定と, 動物

実験施設内におけるマウスノロウイルスの感染伝播制御

方法の確立に有用である.  

[高木弘隆, 杉山和良（バイオセーフティ管理室）, 遠

矢幸伸（東大院獣医）, 片山和彦, 岡智一郎, 武田直

和] 

 

（２）完全長マウスノロウイルスゲノムのクローニング 

 2006 年に日本国内のマウスの糞便から初めて分離さ

れたマウスノロウイルス S7 株を RAW 細胞で増殖させ,

ウイルス粒子を精製した. 精製粒子よりゲノム RNA を

抽出し, ゲノム全長の塩基配列を決定した. 今後, 完

全長ゲノム cDNA をプラスミドベクターに組み込み, 

インフェクシャスクローンの構築を試みる.  

[片山和彦, 岡智一郎, 遠矢幸伸（東大院獣医）, 高木

弘隆（バイオセーフティ管理室）, 武田直和] 

 

（３）マウスノロウイルス検出抗体の作成 

 マウスノロウイルスのゲノム全長を含むクローンを

鋳型に各機能蛋白質, 構造蛋白質に対応する遺伝子領

域をそれぞれ大腸菌で発現させ, ウサギおよびモルモ

ットに免疫し, 感染細胞の免疫染色に使用可能な部位
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特異抗体を作成した.  

[岡智一郎, 片山和彦, 武田直和] 

 

（４）マウスノロウイルス核酸検出系の構築 

 公的データベースには４０株以上のマウスノロウイ

ルスのフルゲノム塩基配列が登録されているが, これ

らの株をすべて検出できる核酸検出系は構築されてい

ない. そこでマウスノロウイルスゲノム中, 高度に保

存された領域を検索し, nested RT-PCR 用に複数のプ

ライマーを設計した. 現在, 検出系の構築を進めてい

る.  

[北島正章（東大院工学）, 岡智一郎, 片山和彦, 遠

矢幸伸（東大院獣医）, 武田直和] 

 

４．ネコカリシウイルスに関する研究 

（１）ネコカリシウイルス検出抗体の作成 

 ネコカリシウイルスのゲノム全長を含むクローンを

鋳型に各機能蛋白質, 構造蛋白質に対応する遺伝子領

域をそれぞれ大腸菌で発現させ, ウサギに免疫し, ウ

イルス感染細胞の免疫染色に使用可能な部位特異抗体

を作成した.  

[岡智一郎, 片山和彦, 武田直和] 

 

（２）ネコカリシウイルスプロテアーゼの基質との結

合モデルの構築   

 ネコカリシウイルスプロテアーゼの基質認識メカニ

ズムを検討するため, 統合計算化学システム MOE を用

いてネコカリシウイルスプロテアーゼドメインの分子

モデルを構築後, ASEDock2005 を用いて構造蛋白質前

駆体の切断部位１箇所の上流下流４残基（P4-P4'）に

対応する８残基とプロテアーゼドメインのドッキング

モデルを作成して, 基質認識に重要と考えられるプロ

テアーゼドメイン内部のアミノ酸残基を同定した.  

[横山 勝, 佐藤裕徳, 神田忠仁（病原体ゲノム解析

センター）, 岡智一郎, 片山和彦, 武田直和] 

 

（３）BRET を用いたネコカリシウイルスプロテアーゼ

活性検出系の構築 

 多くのカリシウイルスは培養細胞で増殖させること

が出来ないが, ネコカリシウイルス（FCV）はネコ腎

臓由来細胞(CRFK細胞)で増殖可能である. カリシウイ

ルスの増殖阻害物質のスクリーニングを行うため, ウ

イルスプロテアーゼによる切断部位を含む FCV 構造蛋

白質前駆体コード領域の一部を Green Fluorescence 

Protein (GFP)と Renilla luciferase (rLuc)間にク

ローニングし, Bioluminescence Resonance Energy 

Transfer (BRET)を利用した FCV プロテアーゼ活性検

出系の構築を行った. 今後のスクリーニング操作を考

慮し, BRETコンストラクトを安定発現する細胞株を確

立している.  

 [岡智一郎, 高木弘隆（バイオセーフティ管理室）, 遠

矢幸伸（東大院獣医）, 片山和彦, 武田直和] 

 

５．ラゴウイルスに関する研究 

（１）兎出血病ウイルスのプロテアーゼ発現に重要なア

ミノ酸残基の解析 

 カリシウイルスに属し, ウサギに高い致死性を示す兎

出血病ウイルス (RHDV)のプロテアーゼ活性発現に重要

なアミノ酸残基を他のカリシウイルス（ノロウイルス, 

サポウイルス, ネコカリシウイルス）と比較することを

目的に, 国内で分離された RHDV のゲノム全長の cDNA 

clone を鋳型として, 4 箇所のアミノ酸 (H, D, C お

よび H)を site-directed mutagenesis 法によって A

に置換した clone を作製した. これらを鋳型に in 

vitro coupling transcription/ translation system

を用いて ORF1 全長領域(2344 アミノ酸)を発現させ, 

発現産物の泳動パターンを解析した. その結果, RHDV

プロテアーゼの活性発現に重要なアミノ酸として, 

H1135, D1152, C1212,H1227を同定した. この結果から, カ

リシウイルスプロテアーゼの活性発現に重要な基本残

基が共通することが確認された.  

 [岡智一郎, 恒光 裕 (動物衛生研), 片山和彦, 武

田直和] 

 

６．カリシウイルスに関する研究 

（１）カリシウイルスのポリプロテイン切断部位認識
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に重要な切断部位上流アミノ酸の解析 

 カリシウイルスは４つの属（サポウイルス, ノロウ

イルス, ベジウイルス, ラゴウイルス）に分類される. 

カリシウイルスの複製, 増殖には open reading frame 

1 にコードされているウイルス自身のプロテアーゼが

必須である. カリシウイルスプロテアーゼはいずれも

ポリプロテイン中の特定のグルタミン酸もしくはグル

タミンの直後を切断する. この切断部位認識について

検討するため, サポウイルスの ORF1 切断部位１箇所, 

ノロウイルス２箇所, ラゴウイルス１箇所, ベジウイ

ルス１箇所の切断部位上流４残基をそれぞれアミノ酸

置換し, 切断への影響を検討したところ, サポでは上

流４番目と１番目, ノロ, ラゴでは４番目, ２番目, 

１番目, そしてベジでは４番目, ３番目, １番目が切

断部位認識に影響することを見いだした. これらの結

果からカリシウイルスの切断部位認識には共通して切

断部位上流４番目のアミノ酸が重要であることが示さ

れた.  

[岡智一郎, 横山 勝, 本村和嗣, 守 宏美, 中村浩

美, 佐藤裕徳（病原体ゲノム解析センター）恒光 裕 

(動物衛生研), 片山和彦, 武田直和] 

 

（２）カリシウイルスプロテアーゼ分子モデルによる

基質認識の解析 

 カリシウイルス科の４つ属（サポ, ノロ, ベジ, ラ

ゴ）のうち３つに対応する Sapporo virus (SaV), 

Norwalk virus (NoV), および feline calicivirus 

(FCV)のプロテアーゼと基質が結合した分子モデルを

構築し, カリシプロテアーゼの基質認識メカニズムを

詳細に解析した. 基質の P1 残基は E または Q であり, 

プロテアーゼの正電荷を持つアミノ酸の側鎖に囲まれ

ていた. P1 残基とプロテアーゼ内部アミノ酸との静電

気相互作用が基質認識に重要であると考えられた. P4

残基はプロテアーゼ内部の疎水性のアミノ酸の近傍に

配置されたことから，P4 残基が疎水性であると，基質

とプロテアーゼの親和性が高まると考えられた. P4 残

基周辺の疎水性の強さは SaV ＞ FCV ＞ NoV であった. 

P4 残基の疎水度の寄与は, SaV で最も高いと推定され

た.  

[横山 勝（病原体ゲノム解析センター）, 岡智一郎, 

片山和彦 , 武田直和, 佐藤裕徳（病原体ゲノム解析

センター）] 

 

７．その他 

（１）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-EMV） 

 前回に引き続き, 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）】

に対しホルマリン不活化標準ウイルスが頒布された. 

我々はその６検体について電子顕微鏡観察下でウイル

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 6 検体でウイルス粒子が確認され, 

この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 , Lars  Moller(Robert 

Koch-Institute)] 

 

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 

 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. 2008 年度は, エンテロウイルス同定

用パネル血清 EP95 を 11 セット, エンテロウイルス単

味抗血清 67 種類, コクサッキーA 群同定用 CF 腹水 4

セットを配布した. ポリオウイルスの同定および型内

株鑑別検査を行政検査として実施した. 検査したポリ

オウイルスすべてがワクチン株であった.  

 

（２）ポリオ実験室診断技術研修会(JICA 共催)の開催 

 第 18 回ポリオ実験室診断技術研修会を実施した. 研

修期間は 2008 年 1 月 19 日〜2 月 6 日, 研修参加者は, 

エチオピア, ナイジェリア, パキスタンから各 1 名, 

ベトナムから 2 名の計 5 名の他, 個別研修として中華

人民共和国からの参加者 1 名の計 6 名であった. WHO
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ポリオ実験室ネットワークにおける国家ポリオ実験室

に必要とされる, 急性弛緩性麻痺サーベイランスによ

り得られた糞便検体からのポリオウイルス分離・同定

に必要な技術習得のための講義及び実習を実施した. 

また, ポリオ根絶の現状と問題点を中心とした講義お

よび討議を行った. 本年度はとくに, ポリオ実験室診

断の迅速化について, WHO 専門家を交えた情報交換お

よび討議を実施した. また, 麻疹を中心とした他のワ

クチン予防可能疾患に関する講義・実習を実施した.  

 

（３）WHO Global Specialized Polio Laboratory 

(GSL)としての活動 

ア) National Polio Laboratory が存在しないラオ

ス・カンボジアの National Polio Laboratory とし

て実験室診断を行った. 本年度はカンボジア 148 検

体およびラオス 114 検体の 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.  

イ) WHO GSL として, おもにカンボジア・ベトナム等

で分離されたポリオウイルスについて型内鑑別ある

いは塩基配列解析を行った. ポリオウイルス分離株

は, すべてワクチン株であり, 西太平洋地域におけ

るポリオフリーの維持を確認した.  

ウ) WHO Enterovirus Collaborating Center として, 

西太平洋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. 

2008 年の 3-6 月を中心として, 中国本土で大規模な

手足口病流行が発生し, とくに安徽省では, 短期間

に 20 名以上の急性死症例が報告され, 中国ポリオ

RRL から, 感染研へ検査方法と検査試薬に関する照

会がなされた. 同時に, 西太平洋地域の他のポリオ

ネットワーク実験室から, 手足口病の検査試薬等の

供給について, WHO 地域事務局を介しての依頼があ

り, 中国, ベトナム, モンゴルのネットワーク実験

室に対して, 同定用抗血清, 病理組織免疫染色用抗

体, 遺伝子解析用プライマー等の送付を行った.  

 [吉田弘, 西村順裕, 有田峰太郎, 清水博之]  

エ) 2008年モンゴルにおける大規模な手足口病流行の

際, モンゴル National Polio Laboratory は, エン

テロウイルス同定の経験に乏しかったことから, 一

部の臨床検体を受け入れて, ウイルス分離同定・遺

伝子解析を行った. その結果, 2008 年のモンゴルの

手足口病の主要な原因ウイルスはEV71であり, EV71

遺伝子型は, 中国本土で多く検出されている

subgenogroup C4 ではなく C2 であることが明らかと

なった.  

 [西村順裕, 吉田 弘, 有田峰太郎, 清水博之]  

オ) 2008 年 6 月 24－27 日に, WHO 本部(ジュネーブ)

で行われた The 14th Informal Consultation on the 

Global Polio Laboratory Network および Ad Hoc 

Small Working Group to discuss the development 

and evaluation of a range diagnostic reagents

に参加し, 世界ポリオ根絶計画の現状およびポリオ

実験室診断技術開発に関する情報交換を行った.  

 [清水博之] 

カ) 2009 年 3 月 24－3 月 26 日に, オランダ RIVM で

行われた Ad hoc Small Working Group discussion 

on development and evaluation of new diagnostic 

reagents and approaches to testing に参加し, ポ

リオ実験室診断技術開発に関する情報交換を行っ

た.  

 [清水博之] 

キ) 2006 年 12 月より開始したＶＰＤｓプロジェクト

の後方支援（協力計画策定, 研修受け入れ）に関与

すると共に, 中国ＣＤＣより１名, ３ヶ月間の研修

を行った.  

 [吉田 弘, 有田峰太郎, 西村順裕, 清水博之] 

ク) 2008 年 10 月 15－10 月 21 日に行われた中国省級

ポリオ実験室レビュー(青海省, 陝西省)に JICA専門

家として参加し, レビューの結果を WHO および JICA

に報告した.   

 [清水博之] 

 

２．西太平洋地域の 2008 年のポリオウイルス分離状

況 

 2008 年にラオスおよびカンボジアから送付された

AFP 症例由来の 262 糞便検体について, ウイルス分離
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検査及びポリオウイルスの型内株鑑別を行なった. カ

ンボジア, ベトナム, モンゴルにおいて 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. 野生株ポリオウイル

スおよび VDPV は検出されなかった.  

[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）オーストラリアで分離されたポリオウイルスの

病原性解析 

 オーストラリアで, AFP 患者等から分離されたポリ

オウイルスについて, TgPVR21 マウスを用いた神経病

原性解析試験を実施した. ポリオウイルス分離株を

TgPVR21 マウス(1 群 6 匹)に脳内接種し, 弛緩性麻痺

等, 神経症状の発現および致死的症状についての観察

を, 接種後 14 日間行った. 各群投与群について, 麻

痺等の神経症状および死亡したマウスの匹数を確認

し, PD50値を算出した. その結果, 横断性脊髄炎患者

由来の 3 型ポリオウイルスは, ワクチン株と比較する

と高い病原性を有しており, OPV 投与による横断性脊

髄炎発症の可能性が示唆された.   

[西村順裕, 清水博之, Bruce Thorley (VIDRL)] 

 

（２）新規ポリオウイルス検査法の開発 

 世界ポリオ実験室ネットワークによるウイルス学的

診断では, 培養細胞を用いたウイルス分離同定に基づ

くポリオウイルス検査を基本としているが, 検査の迅

速化には限界がある. そのため, 糞便検体から, 直接

ポリオウイルスを検出同定する新たな検査手法が検討

されているが, 検体からのポリオウイルス直接検出に

は, 検査感度・精度に関する技術的課題が多く残され

ている. そのため, 高価な機器あるいは高度な技術を

要する検査手法を用いることなく, 技術レベルの異な

る多くのネット出来るだけ多くの実験室への導入が可

能な簡便なポリオウイルス検出法(RT-LAMP 法, PA 法

等)に関する基礎的な技術開発を試みている.  

[有田峰太郎, 清水博之] 

 

（３）ポリオ生ワクチン接種率全国累積調査 

 全国から 5,000 人の 3 歳児を無作為に抽出し, 居

住する市区町村に麻疹, 風疹, ポリオ生ワクチンを接

種した月齢の調査を依頼し, 回収された調査票をもと

に全国累積接種率を推計した. ポリオ生ワクチンの累

積接種率は 1 回目の接種も 2 回目の接種も良好であり, 

調査年度ごとの差はほとんどみられなかった. 将来的

な不活化ポリオワクチン導入に向けて, 複数の異なる

調査手法によるワクチン接種率調査を継続する必要が

ある.  

[髙山直秀 (都立駒込病院), 清水博之, 宮村達男] 

 

（４）中国における環境ウイルスサーベイランス手法

導入に関する研究 

 中国は 10 年以上ポリオフリーであるが, インド, パ

キスタンといった野生株流行地に隣接することで輸入

リスクを有する. また大都市部は流動人口を抱え疾患

サーベイランスは困難な状況である. 広東省広州市, 

山東省済南市をパイロットエリアとして, 環境サーベ

イランスによるポリオ/エンテロウイルスの地域流行

像を把握することを目的とする研究を行った. 2008 年

4 月から 2009 年 2 月までの流入下水, 河川水調査を行

ったところ, 様々な腸管系ウイルスの流行を示唆して

おり, 血清型, ゲノタイプなど詳細な解析が進行中で

ある.  

[吉田 弘, 帖佐 徹（九州産業衛生協会）]  

 

（５）不活化ウイルスを用いたポリオウイルス核酸検

査標準品の評価 

 ポリオウイルス実験室ネットワークでは, RT-PCR や

塩基配列解析試験の精度管理・品質管理のために, 標

準ウイルスや合成 RNA 断片等が用いられているが, 海

外への病原体送付の規制の厳格化にともない, 長期間

安定な非感染性核酸標準品が必要とされている. ポリ

オウイルスワクチン株(Sabin I, II および III 株)を

材料として, 不活化ポリオウイルス NATatrol 標準品

を作成して, ウイルス不活化の validation を行った. 
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各種条件での安定性等についての評価を実施してい

る.  

[清水博之] 

 

４．エンテロウイルスおよび他の腸管ウイルスに関す

る研究 

（１）エンテロウイルス 71 結合受容体の探索 

 エンテロウイルス 71 結合受容体の同定を試みた. 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）抗エンテロウイルス 71 抗体を介して, エ

ンテロウイルス７１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. 様々な cDNA ライブラリーを用いてクローニング

を試み, Jurkat 細胞 cDNA ライブラリーから EV71 受容

体候補分子を特定した.  

[西村順裕, 下島昌幸（東大医科研）, 脇田隆字, 清

水博之] 

 

（２）エンテロウイルス 71 とヒト PSGL-1 との結合の

解析 

 パンニングを用いた発現クローニングにより, エン

テロウイルス 71 に結合する宿主蛋白質として, 

P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1)を同定

した. PSGL-1 をほとんど発現していない 293T 細胞に

PSGL-1 を一過性に発現させると, 293T 細胞にエンテ

ロウイルス 71 が結合するようになった. また, この

結合は抗 PSGL-1 抗体で阻害された. したがって, 

PSGL-1 とエンテロウイルス 71 が特異的に結合するこ

とが示された.  

[西村順裕, 脇田隆字, 清水博之] 

 

（３）ヒト PSGL-1 発現マウス L929 細胞の樹立 

 ヒト PSGL-1 がエンテロウイルス 71 の細胞侵入に関

わる受容体かどうかを解析するために, ヒト PSGL-1

を安定的に発現するマウス L929 細胞株(L-PSGL-1.1

細胞)を樹立した. エンテロウイルス 71-1095 株を

L-PSGL-1.1 細胞に感染させたところ, 感染後４日後

にL-PSGL-1.1細胞は細胞変性効果を示した. また, 感

染した L-PSGL-1.1 細胞質内にはエンテロウイルス 71

キャプシド抗原が検出された. さらにこれらの現象は, 

抗 PSGL-1 抗体で阻害された. したがって, ヒト

PSGL-1 はエンテロウイルス 71-1095 株の侵入にも関

わる受容体であることが示された.  

[西村順裕, 脇田隆字, 清水博之] 

 

（４）白血球細胞株, 非白血球細胞株におけるエンテ

ロウイルス 71 増殖の解析 

 各種細胞株を用いて, エンテロウイルス 71 受容体

である PSGL-1 の発現と, エンテロウイルス 71 増殖の

関連を解析した. PSGL-1 は Jurkat 細胞等の白血球細

胞株に発現していたが, RD 細胞, Vero 細胞など非白

血球細胞株にはほとんど発現していなかった. また, 

抗 PSGL-1 抗体は, エンテロウイルス 71 の Jurkat 細

胞での増殖を阻害したが, RD 細胞や Vero 細胞での増

殖を阻害しなかった. したがって, RD 細胞, Vero 細

胞は PSGL-1 以外のエンテロウイルス 71 受容体を発現

していることが示唆された.  

[西村順裕, 脇田隆字, 清水博之] 

 

（５）Jurkat 細胞における, エンテロウイルス 71 分

離株の増殖性の解析 

  エンテロウイルス 71 受容体である PSGL-1 を発現し

ている Jurkat 細胞を用いて, エンテロウイルス 71 分

離株(8 株)の増殖を解析した. 8 株のうち 5 株の増殖

は抗 PSGL-1 抗体で阻害され, PSGL-1 依存的増殖が示

された. さらにこれら 5 株は, 可溶性 PSGL-1 と結合

した. しかし, 他の 3 株は可溶性 PSGL-1 に結合せず, 

Jurkat 細胞においても PSGL-1 依存的増殖を示さなか

った. したがって, エンテロウイルス 71 は PSGL-1 に

結合する株と結合しない株に分類されることが明らか

となった.  

[西村順裕, 脇田隆字, 清水博之] 

 

（６）ヒト PSGL-1 発現マウス L929 細胞におけるエン
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テロウイルス 71 増殖の解析 

 ヒト PSGL-1 を安定的に発現するマウス L929 細胞株

(L-PSGL-1.1 細胞)における, エンテロウイルス 71 分

離株の増殖を解析した. 分離株にはエンテロウイルス

71-1095 株を含む 5 株を用いた. RD または Vero 細胞

で増殖 させ たエン テロ ウイル ス 71-1095 株 を

L-PSGL-1.1 細胞に感染させたところ, 4 日後には細胞

変性効果を示した. しかし, その他の 4 株は 4 日後で

は明瞭な細胞変性効果を示さず, 十分な細胞変性効果

発現には 1 週間程度の培養を要した. この表現型の違

いの原因を探るため, L-PSGL-1.1 細胞での増殖前後

における, エンテロウイルス 71 ゲノム変異の比較解

析を行っている.   

[宮村紘平, 西村順裕, 脇田隆字, 清水博之] 

 

（７）ヒト中枢神経組織におけるエンテロウイルス 71

受容体発現の解析 

 PSGL-1 等エンテロウイルス 71 受容体分子の局在・

分布と神経病変との関連性を解析することにより, ア

ジア太平洋地域で発生しているエンテロウイルス 71

脳炎死亡例を含む手足口病流行におけるエンテロウイ

ルス 71 神経病原性発現の分子機構を明らかにするこ

とを目的として, 急性エンテロウイルス 71 脳髄膜炎

患者の中枢神経組織における, 特異的エンテロウイル

ス 71 受容体分子の組織分布の解析を実施している. 

エンテロウイルス 71 脳炎患者および対照例に由来す

る中枢神経組織を用いて, エンテロウイルス 71 抗原, 

組織病変とエンテロウイルス 71 受容体分子の分布・

局在および病理学的特徴を比較解析する.  

[Wong Kum Thong (マラヤ大学), 西村順裕, 清水博之] 

 

（８）RD 細胞におけるエンテロウイルス 71 受容体の

解析 

  エンテロウイルス 71 感受性である RD-A 細胞のゲノ

ム DNA を非感受性であるマウス由来 L929 細胞に導入

することで, EV71 感受性を持つ L929 細胞（L051 細胞）

を樹立した. L929細胞およびL051細胞からTotal RNA

をそれぞれ精製し, マイクロアレイの結果から, L051

細胞における mRNA 発現が L929 細胞よりも多いとされ

たヒトの遺伝子 523 個の中から上位５つの膜蛋白質を

選んだ. それらの遺伝子に対応するヒト由来ゲノムが

L051 細胞のゲノムに存在するかを PCR で確認した. 5

つの候補遺伝子のうち 1 つの遺伝子の全長ゲノムが

L051 細胞のゲノム中に導入され L051 細胞にエンテロ

ウイルス 71 感受性をもたらすことを確認した.  

[山吉誠也, 小池 智(東京都臨床医学総合研), 清水

博之] 

 

（９）抗エンテロウイルス活性を持つ宿主細胞キナー

ゼ阻害剤の解析 

 ポリオウイルスおよびエンテロウイルス 71 の感染

を阻害する Raf-1 阻害剤 GW5074 の活性を増強する細

胞のキナーゼ阻害剤の探索を行い, MEK1/2 阻害剤, 

Akt1/2阻害剤, およびチロシンキナーゼ阻害剤を同定

した. CPE の観察により耐性ウイルスが分離されなか

った GW5074 について, ウイルスゲノムの複製を確認

したところ, 選択 4 回目でウイルス複製が部分的な耐

性を示した. ウイルスタンパク質 3A の同一の変異が, 

チロシンキナーゼ阻害剤 Flt3 Inhibitor II と GW5074

の阻害活性に耐性を示したため, これらの細胞のキナ

ーゼ阻害剤はウイルスタンパク質 3A を標的とする阻

害活性を持つことが示唆された.  

［有田峰太郎, 脇田隆字, 清水博之］ 

 

（１０）エンテロウイルス 71 マウス感染モデルの解

析 

 エンテロウイルス 71 マウス感染モデルを樹立する

ため, 2 週齢のマウスに病原性を示すマウスアダプト

株 2 株を分離した. マウスアダプトエンテロウイルス

71 株の遺伝子変異および培養細胞でのウイルス学的

性状を解析したところ, 1 株については温度感受性変

異を有することが示された. 現在, 遺伝子解析および

感染性クローンの作製により, in vivo および in 

vitro におけるウイルス学的性状を規定するウイルス

ゲノム部位の同定を行っている.  

[Ong Kien Chai , Wong Kum Thong (マラヤ大学), 西
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村順裕, 有田峰太郎, 清水博之] 

 

（１１）インドネシアに伝播しているエンテロウイル

ス検出および同定法の研究 

 熱帯地方で伝播している腸管ウイルス病原体サーベ

イランスシステムの構築のため, エンテロウイルス病

原体サーベイランス手法についての基礎的検討を実施

した. 糞便検体から, 直接エンテロウイルス遺伝子を

高感度に検出・同定するVP1 CODEHOP PCR により, イ

ンドネシア国内由来82 検体の解析を行った. 用いた

190検体から, HEV-A (11.05%), HEV-B (24.21%), お

よびHEV-C (11.05%)が同定可能であった. 塩基配列お

よび相同性解析によるエンテロウイルス同定の結果, 

多様な血清型のエンテロウイルスが同定された. また, 

ヒト以外の類人猿由来糞便検体からエコー12型が高頻

度に検出された. CODEHOP PCR によるエンテロウイル

ス同定は, 腸管感染症の病原体サーベイランス手法と

して有用であり, ウイルス分離同定の設備が整備され

ていない研究室にも比較的容易に導入可能であった. 

また, インドネシアでは, 多様な血清型・遺伝子型の

エンテロウイルスが伝播していることが明らかとなっ

た.  

[Andi Utama (LIPI), Rifqiyah Nur Umami, 西村順裕, 

清水博之] 

 

（１２）上気道炎患者由来検体からの高感度エンテロ

ウイルス検出法に関する検討 

 従来, エンテロウイルスの検出・同定手法として, 組

織培養による分離・同定が広く用いられてきた. しか

し, 検査に長時間を要し, さらに, 培養細胞で分離困

難なウイルスが存在するなどの問題点がある. 培養細

胞で分離困難なウイルス, 特にコクサッキーウイルス

A に属するウイルスは, 乳呑みマウスを用いて分離同

定が行われてきたが, 培養細胞を用いた方法よりさら

に煩雑である. 上気道炎患者からの咽頭拭い液検体か

ら直接 RNA を抽出して CODEHOP-PCR 法を用いた高感度

検出法によりエンテロウイルス遺伝子検出を試みた. 

用いた 213 検体のうち, 46 検体(22%)についてエンテ

ロウイルス同定可能であり, coxsackievirus A16 

(59%), coxsackievirus A5 (15%), coxsackievirus A3 

(11%), coxsackievirus A6 (7%), coxsackievirus B5 

(4%), および enterovirus B (4%)が検出された. ウ

イルス同定の精度と感度について, 培養法との比較を

実施している.  

[吾郷昌信(長崎県環境保健研究センター), Rifqiyah 

Nur Umami, 西村順裕, 清水博之] 

 

（１３）ベトナムで分離された 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患者の多発が報告

されており, ベトナムにおいても小児を中心とした原

因不明の急性脳炎の流行が報告されている. ベトナム

全土において, 手足口病および急性脳炎を発症した小

児から分離されたエンテロウイルスの同定を行い, エ

ンテロウイルス71およびコクサッキーA16を検出した. 

2003〜2008 年にかけてベトナムで分離されたエンテ

ロウイルス 71 の分子系統解析を行ったところ, ベト

ナムの EV71 分離株の多くは genogroup C に属するベ

トナム固有の新たなsubgenogroup である C5に属する

ことが明らかとなったが, 2006 年の分離株の一部は

subgenogroup C4 に分類された.  

[Nguyen Thi Thanh Thao, Phan Van Tu (Pasteur 

Institute), Nguyan Thi Hien Thanh (NIHE),西村順

裕, 清水博之] 

 

（１４）セレン欠乏マウスモデルによるエンテロウイ

ルス 71 病原性の解析 

 必須微量元素の一つであるセレンの欠乏条件下での

ウイルス遺伝子変異誘導による病原性発現の可能性を

検証するため, セレン欠乏マウスモデルおけるエンテ

ロウイルス 71 感染モデルの樹立を試みた. 妊娠マウ

スの妊娠初期よりセレン充足あるいは欠乏餌（特注市

販品）を与えて飼育し, 仔の出生後，通常に離乳し，

離乳後も親と同じ餌で給餌を続ける. 中枢神経組織を

含めた各種臓器におけるセレン濃度およびグルタチオ

ンペルオキシダーゼ活性，脱ヨード酵素活性等を測定
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してマウスモデルにおける欠乏状態を評価する. セレ

ン欠乏状態が確認された場合, エンテロウイルス 71

感染による病原性発現へのセレン欠乏の影響を解析す

る.  

 [小林紗弥加, 渡辺知保(東大医学系研究科), 清水博

之] 

 

（１５）カプシド領域塩基配列を用いたエンテロウイ

ルス同定法の比較 

 ヒトエンテロウイルス同定法として, カプシド領域

の遺伝子解析に基づく塩基配列データを用いた手法が, 

現在広く用いられている. VP1 領域の配列に基づく解

析が, 血清型同定の精度の上からはもっとも妥当性が

あると考えられているが, 比較的簡便に解析可能な

VP4 領域解析を用いた同定の妥当性については評価が

分かれる. 今回, アジアの広範な地域で分離されたエ

ンテロウイルス分離株を用いて, VP4, VP2 および VP1

領域の塩基配列を用いた同定法の妥当性を比較評価し

た. その結果, HEV-B および HEV-C については, VP1

領域を用いた同定の妥当性が高いが, HEV-A 分離株に

関しては, どの領域を用いてもエンテロウイルスの同

定が可能であることが明らかになった.  

[David Perera, Mary Cardosa (Universiti Malaysia 

Sarawak), 石古博明(三菱化学メディエンス), 吉田 弘, 

清水博之] 

 

（１６）カンボジア糞便検体中ヒトパレコウイルスの

解析 

 ヒトパレコウイルスは, 急性胃腸炎, 呼吸器症状患

者等, 多様な臨床症状を有する患者から分離されるが, 

臨床症状との関連性は, ほとんど明らかにされていな

い. カンボジアの AFP 患者由来糞便 256 検体から RNA

を抽出し, randam 6 mer で RT 反応を行った. Benschop

らの方法( J Clin Virol, 2008)に基づいた 5’NTR 領

域の primer, probe を用いた Real Time-PCR により, 

HPeV1〜6 型の検出を行った. Real-Time PCR 陽性サン

プルは, VP1 領域の PCR 法を施行し血清型の同定を行

い, その塩基配列を決定した. Real Time-PCR 法での

HPeV 陽性検体は 256 検体中 17 検体であった. 陽性の

17 検体中 9 検体では, EV11, EV14, EV71, EV88, CA2

などのエンテロウイルスが同一糞便検体から検出され

た.  

[町田早苗 (埼玉医大), Rifqiyah Nur Umami, 西村順

裕, 清水博之] 

 

（１７）コクサッキーウイルス A16 による手足口病に

合併した間質性肺炎症例の解析 

 手足口病の原因は, 大部分が EV71 とコクサッキー

ウイルス A16(CA16)である. EV71 は中枢神経合併症を

起こしやすいことが知られている一方, CA16による重

症例の報告は極めて稀である. 症例は 58 歳男性. 骨

外性粘液型軟骨肉腫の手術を施行後, 多発肺内転移を

認め, 高熱, 乾性咳嗽, 呼吸困難が出現した. 胸部 CT

により肺炎が疑われ, 同時に手足口病を疑う皮膚所見

を認めた. さらに手足口病に罹患した娘との接触が確

認されたため, 各種ウイルスの検索を行ったところ, 

皮疹部位皮膚生検組織, 咽頭ぬぐい液, 直腸ぬぐい液, 

血痰より CA16 が分離・検出された. 血痰等の材料か

ら, CA16 が分離・検出されたことから, 間質性肺炎発

症の原因として CA16 感染が関与している可能性が高

いと考えられた.  

[福元伸一, 平賀博明(北海道がんセンター), 長谷川

秀樹(感染病理部), 西村順裕, 清水博之] 

 

（１８）CA16 による手足口病に合併した菱脳炎症例の

解析 

 手足口病の原因は, 大部分が EV71 と CA16 である. 

EV71は中枢神経合併症, 特に菱脳炎を起こしやすいこ

とが知られている一方, CA16による菱脳炎の報告はな

い. 発熱および発疹により手足口病と診断された女児

は, 嘔吐・体幹の震え・眼の揺れ・立位不能等が出現

し, 神経学的所見として, 異常眼球運動(オプソクロ

ーヌス), 頭部・体幹・上肢のミオクローヌス, 筋力・

筋トーヌスの減弱, 体幹・四肢の失調を認め, オプソ

クローヌス・ミオクローヌス症候群の症状を呈してい

た. 便からのウイルス分離で CA16 が検出され, 血清
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抗体価は, EV71 は感度以下であったのに対し CA16 は

64 倍と上昇していた. 髄液のウイルス分離・エンテロ

ウイルス PCR はいずれも陰性であった. 本症例は, 

CA16 による手足口病に菱脳炎を合併した最初の報告

である. CA16 による手足口病の流行の際にも, 菱脳炎

等の中枢神経合併症に注意する必要があると考えられ

る.  

[實藤雅文, 楠原浩一(九州大), 西村順裕, 清水博之] 

 

５．ポリオウイルスのバイオセーフティ及びバイオセ

キュリィティシステムに関する調査研究 

（１）日本におけるポリオウイルス野生株保有調査 

 世界的ポリオ根絶達成およびその後の OPV 接種停止

を視野に入れて, ポリオウイルス野生株の実験室封じ

込めについて具体的な行動が必要とされている. WHO

は全世界で統一された基準の下, ポリオウイルス野生

株の実験室封じ込めを進めることを, すべての加盟国

に求めている  

 2000-2008 年における野生株ポリオウイルス保有施

設調査により得られた情報を, 厚生労働省と国立感染

症研究所により集計・評価し, 野生株ポリオウイルス

感染性材料・感染性を有する可能性のある材料を保有

する可能性のある 82 施設をリストアップし, 所管省

庁の了解のもと各施設に対し確認調査を実施した. そ

の結果, 2008 年時点で, 野生株ポリオウイルス感染性

材料を保有する 14 施設が特定された. その後, 新た

に 1 施設が, 他施設からの分与を受け野生株ポリオウ

イルスを保有したため, 2008 年末時点で計 15 施設が

野生株ポリオウイルス保有施設としてリストアップさ

れた. 2008 年 12 月, 日本および中国は, 現時点にお

ける野生株ポリオウイルス保有施設リストを含む, 野

生株ポリオウイルス実験室封じ込め第一段階最終評価

報告書(Final quality assurance report of phase 1 

wild poliovirus laboratory containment)を, WHO

西太平洋地域ポリオ根絶認定委員会第 14 回年次会議

に提出した. 西太平洋地域では, 日本と中国以外のす

べての加盟国は, すでに野生株ポリオ実験室封じ込め

第一段階調査と外部評価を完了しており, 今回の最終

報告書の提出と承認をもって, 西太平洋地域全体の野

生株ポリオウイルス実験室封じ込め第一段階調査完了

が宣言された.   

[小林一司(厚労省), 小松俊彦, ルナール純子, 斎藤

真紀 (バイオメディカルサイエンス研究会), 宮村達

男, 清水博之] 

 

６．その他 

 平成 20 年度は 7 件の行政検査依頼があり, ウイル

ス分離同定, 塩基配列解析等による型内株鑑別試験等

を実施した. 型内鑑別あるいは塩基配列解析を行った

ポリオウイルスは, すべてワクチン株と同定された.  

 

III．肝炎ウイルスに関する研究 

１．A 型肝炎ウイルス(HAV)に関する研究 

（１）A 型肝炎ウイルスの薬剤耐性試験 

 HAV の中和試験を改変した薬剤耐性試験をデザイン

した. 至適濃度に調整した HAV と階段希釈した薬剤を

混和し細胞に感作・薬剤除去後，維持培地を加えて１

週間静置し増殖した HAV を ELISA で検出した. カット

オフ値は【ウイルス除去効果：陰性コントロールの平

均＋3SD】, 【ウイルス増殖阻害効果：陽性コントロ

ールの平均—2SD】とした. 数種類の薬剤について試験

を実施したところ, ウイルス増殖阻害効果を示す薬剤

が選択された.  

［清原知子, 石井孝司］ 

 

（２）不活化Ａ型肝炎参照ワクチン（国内参照品）の

標準化 

 品質管理の一環として, 国際標準品に対する現行の

不活化Ａ型肝炎国内参照品[LotP1]の標準化を検討中

である. NIBSC から供与された国際標準品と国内参照

品を用いて, in vivo 力価試験及び in vitro 力価試

験を行い国内参照品の国際単位を値付けする. 平成 20

年度は国際標準品の輸入を行った. 平成 21 年度に力

価試験を予定している.  

［清原知子, 下池貴史, 佐藤知子, 吉崎佐矢香, 石井

孝司］ 
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２．B 型肝炎ウイルス（HBV）に関する研究 

（１）HBs 抗原陰性 B 型劇症肝炎患者のウイルスゲノ

ム遺伝子の解析 

 HBs抗原陰性の劇症肝炎患者中のHBVのウイルスゲノ

ムの解析を行った. 患者血清よりHBVを分離し, その全

塩基配列を決定した. その結果, 遺伝子型はCで, B型

肝炎の劇症化に関与するコアプロモータ変異, Pre-C 

stop変異をともに認めた. また, S領域のA-loopには保

存された変異は検出されなかった. これらの結果より, 

この患者でHBs抗原が陰性であったのはウイルス変異

によるものではなく, 感染後に劇症化する課程でセロ

コンバージョンがおこった結果と考えられた.  

［加藤孝宣, 津田喜裕（大阪府立中河内救命救急セン

ター）, 脇田隆字］ 

 

（２）HBV と糖鎖の相互作用の解析 

HBV は硫酸多糖類と結合することが知られているが, 

他の糖鎖との相互作用については十分に解析されてい

ない. HBV の S プロモーターを利用して HBs 抗原発現

プラスミドを作製し, これを導入した Huh7 細胞の培

養上清を濃縮, ショ糖密度勾配遠心分画し HBs 粒子を

精製した. 電子顕微鏡観察により, 小型球形粒子, 長

さ不均一の管状粒子を確認した. 糖鎖との相互作用を

糖鎖固定化金ナノ粒子, 糖鎖アレイで解析したところ, 

HBs 抗原は GlcNAc, Mannose と結合しうることが示さ

れたが, N-glycan との相互作用は認められなかった.  

[松田麻未, 田中恵子（感染病理部）, 鈴木哲朗, 脇

田隆字] 

 

（３）蛋白輸送関連化合物が HBV 分泌に及ぼす影響 

細胞内の蛋白輸送, 分泌系の各過程, シグナル伝達

を阻害する低分子化合物が HBV 粒子産生, 細胞外への

分 泌 に ど の よ う な 影 響 を 及 ぼ す か を 調 べ た . 

Microtubule stabilizer である Paclitaxel 及び Rac 

I kinase inhibitor の NSC23766 で分泌阻害効果が認

められた. チューブリン重合, 再編成など微小管の形

成にかかわる細胞内機構が HBV 粒子の成熟化, 輸送に

重要な役割を果たす可能性が示唆された.  

[Neetu Kapoor, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（４）HBs 抗原とチューブリン, 微小管モーター蛋白

との相互作用 

HBV 遺伝子型 A, B, C の HBs 抗原ともチューブリン, 

キネシン軽鎖, キネシン重鎖との相互作用が認められ

た. また, HBV ゲノム発現細胞にキネシン軽鎖ドミナ

ントネガティブを強制発現しておいた場合, このよう

な HBs 抗原-キネシン相互作用が低下することも明ら

かとなった. さらに, 共焦点レーザー顕微鏡観察によ

り, HBV 発現細胞内において HBs 抗原とチューブリン

が共局在することが観察された. 一方, HBc 抗原はチ

ューブリン, キネシンとの相互作用は認められなかっ

た.  

[Neetu Kapoor, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（５）HBV PreS1 抗原, virion-associated viral DNA

とチューブリンとの相互作用 

感染性 HBV 粒子の形成には HBs 抗原の他に large S

抗原が重要であることが知られている. HBV ゲノム発

現細胞を抗チューブリン抗体で免疫沈降した後, 抗

large S 抗体でウエスタン解析を行ったところ, チュ

ーブリン-large S 抗原の相互作用が認められた. また, 

同免疫沈降物から DNA を抽出し PCR 法を行った結果, 

HBV DNA が検出された. これらの結果より, 微小管は, 

HBs 粒子だけでなく感染性粒子の産生, 輸送にも関与

している可能性が考えられた.  

[Neetu Kapoor, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（６）HBV 感染増殖細胞系の作製 

肝細胞様の形態を保持し高い薬物代謝酵素発現を

示すヒト肝がん細胞株 HepaRG を使って HBV の感染増

殖系の作製を行った. Huh7 細胞で産生させた HBV 

genotyoe C 株を感染させたところ, 感染後少なくとも

13 日目まで HBs 抗原, HBe 抗原の産生が維持された. 

感染前に heparinase 処理した HepaRG 細胞では抗原産

生は顕著に低下した.  



ウイルス第二部 

[鈴木哲朗, Neetu Kapoor, 脇田隆字] 

 

（７）Ｂ型肝炎ウイルスの薬剤耐性試験 

 HBV を産生する 2.2.15 細胞（HepG2 由来）を薬剤含

有培地で維持し，上清に分泌された HBs 抗原量を

in-house ELISA で測定した. 無処置群に対する薬剤添

加群の HBs 抗原産生阻害作用を算出し，有効薬剤のス

クリーニングを行った. 薬剤は LOPAC1280[SIGMA]，

陽性対照はラミブジンを使用した. 対象の 1268 薬剤

から陽性対照以上の HBs 抗原産生阻害作用を示した 5

薬剤を選択した.  

［清原知子, 鈴木哲朗, 石井孝司, 脇田隆字］ 

 

（８）Ｂ型肝炎ワクチンの試験管内試験法の検討 

 当室ではＢ型肝炎ワクチン国家検定で実施している

in vivo 力価試験の代替法として Binding ELISA によ

る in vitro 試験を検討してきた. 平成 20 年度は

Binding ELISA に加えて Inhibition ELISA による in 

vitro 試験の検討を開始した.  

［清原知子, 佐藤知子, 吉崎佐矢香, 石井孝司］ 

 

３．C 型肝炎ウイルス（HCV）に関する研究 

（１）HCVコア蛋白質およびhnRNPH1, Fの結合部位の

同定 

 hnRNPH1, FによるHCVコア蛋白質の認識機構を明ら

かにするためにコア蛋白質およびhnRNPH1,Fの各種変

異欠損体をバキュロウイルス発現系および大腸菌発現

系で発現させた. これらの発現蛋白を用いてGST-pull 

down法, 免疫沈降法などで結合部位を解析した. 

hnRNPH1, Fとの結合領域はコア蛋白質1-43aaは共通で

あるが, Ｃ末端側の第二の結合領域については, 

hnRNPHおよびhnRNPFとで必要な部位がことなること

が示唆された.  

[高宮智史, 阿部克俊, 村上恭子, 勝二郁夫, 小池和

彦（東大感染症内科）, 脇田隆字] 

 

（２）HCVコア蛋白質およびhnRNPH1, Fの結合に対す

るRNAの影響 

 hnRNPH1, FによるHCVコア蛋白質の結合部位はそれ

ぞれのRNA結合領域を含んでいる. このことから, HCV

コア蛋白質とhnRNPH1, Fの結合にRNAが影響する可能

性が考えられた. Hisタグ融合hnRNPH1, FにＨＣＶ−Ｒ

ＮＡを加えた後, GST融合HCVコア蛋白質を加え, 

GST-pull down法により検討したところ, ＨＣＶ−ＲＮ

Ａを加えた場合には両者の結合が減弱した. 以上より, 

hnRNPH1, FとHCVコア蛋白質の結合にはHCV-RNAが関与

していることが示唆された.  

[阿部克俊, 村上恭子, 勝二郁夫, 高宮智史, 小池和

彦（東大感染症内科）, 脇田隆字] 

 

（３）HCVコア蛋白質およびhnRNPH1,Fの結合を阻害す

るRNAの配列特異性の検討 

 hnRNPH1, FとHCVコア蛋白質の結合にRNAが抑制的に

作用している可能性が示唆された. hnRNPH1, Fに結合

するRNA motifについては既に報告がある. 同様の配

列が HCV コ ア 蛋白 質の 結 合部 位で あ る HCV-IRES 

(internal ribosomal entry site)内IIId領域に存在

している. flag-tagを付加した各蛋白を強発現した細

胞のcrude S10を作製し, IIId-RNAとの結合について

検討した. その結果, コントロールであるIIIdアンチ

センスRNAには結合しなかったが, IIId-RNAにはいず

れの蛋白も結合することが確認できた. また , 

endgenous hnRNPsとの結合についても同様に確認し

た.  

[村上恭子, 阿部克俊, 勝二郁夫, 小池和彦（東大感

染症内科）, 脇田隆字] 

 

（４）HCV NS3ヘリカーゼと結合する宿主因子の探索

と機能解析 

 HCV NS3ヘリカーゼはRNAヘリカーゼ活性を有し, HCV

複製に重要な役割を果たしている. このHCV NS3ヘリ

カーゼに結合する宿主因子を分離し, 質量分析法で同

定した. HCV NS3ヘリカーゼ結合因子として新規結合

因子を８つ同定した. このうち, ergic53,ergic63に

ついて詳細な検討を行った. これらの蛋白のノックダ

ウンによりHCV-RNA複製効率が低下し, ＨＣＶ複製効
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率の調節に関与している可能性が示唆された. また, 

細胞染色によりこれらの蛋白は細胞内でＮＳ３および

ＨＣＶ−ＲＮＡと共局在することが明らかとなった.  

[浜本いつき（感染症情報センター）, 多屋馨子（感染

症情報センター）, 岡部信彦（感染症情報センター）, 

勝二郁夫, 村上恭子, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（５）HCV粒子形成に関与する新規宿主因子の検索 

 HCV Con-1からなるダイシストロニックHCV RNAを維

持したHuh7細胞を温度感受性ゲルで三次元培養すると

HCV粒子が産生されることから, 細胞の三次元化によ

って発現が変化する宿主因子がHCV粒子形成に関与し

ていることが考えられる. 培養形態によって発現の異

なる宿主因子のひとつである脂肪酸結合蛋白質 FABP

のノックダウンにより培養上清の感染価が約2倍に増

加した. 三次元培養細胞では細胞内のＦＡＢＰ量は上

昇しているが培地中のＦＡＢＰ量は減少しており, 

FABPが感染抑制に作用している可能性が示唆された.  

 [村上恭子, 勝二郁夫, 吉崎佐矢香, 松田麻未, 鈴木

哲朗, 宮村達男, 脇田隆字] 

 

（６）NS5A との結合に必要なコア蛋白領域の同定 

 NS5A とコア蛋白の相互作用は感染性 HCV 粒子の形成

に重要である. しかし, その結合様式や結合領域は明

らかになっていない. そこで, NS5A との結合に必要な

コア蛋白領域を同定するために, 種々のコア蛋白欠損

体を用いて解析を行った . 精製蛋白を用いた

pull-down 解析により, コア蛋白の aa 117-173 領域

が NS5A との相互作用に重要であることが分かった. 

現在, 細胞内での結合領域の解析を免疫沈降法により

行っている.  

[政木隆博, 加藤孝宣, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（７）コア蛋白との結合に必要な NS5A 領域の同定 

 コア蛋白との相互作用に重要な NS5A 領域は, NS5A

の C 末端側であることが示唆されている. コア蛋白と

の結合に必要な NS5A 領域をさらに詳細に解析するた

めに, 種々の NS5A 欠損体を用いて解析を行っている. 

精製蛋白を用いた pull-down 解析により, NS5A の

domain 3 (JFH-1 NS5A における aa 352-466)がコア蛋

白と相互作用することを確認した. 現在, 細胞内での

結合領域の解析を免疫沈降法により行っている.  

[政木隆博, 加藤孝宣, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（８）NS5A-コア蛋白間相互作用の生細胞イメージン

グ 

 CoraHue®Fluo-chase Kit は, タンパク質断片コン

プリメンテーション法を基にした, タンパク質間相互

作用を蛍光シグナルとして検出するキットである. こ

のシステムを用い, 生細胞における NS5A-コア蛋白間

相互作用をリアルタイムに解析した. 蛍光タンパク質

断片を融合した形で NS5A 及びコア蛋白を Huh-7 細胞

に発現させ, 蛍光顕微鏡でシグナルを解析した. その

結果, 野生型 NS5A 導入細胞において中等度の蛍光シ

グナルが観察されたのに対して, 変異型 JFH-1 導入細

胞では蛍光シグナルが減弱していた.  

[政木隆博, 加藤孝宣, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（９）NS5A とコア蛋白の相互作用に関与する宿主因子

の解析 

 HCV の生活環はウイルス蛋白が様々な宿主因子と相

互作用することによって維持されており, NS5Aとコア

蛋白間の相互作用にも宿主蛋白等の介在因子が関わっ

ている可能性が考えられる. そこで, 野生型 JFH-1 複

製細胞と変異型 JFH-1 複製細胞における NS5A 結合因

子を SDS-PAGE 後の銀染色で確認したところ, 両細胞

間の泳動プロファイルに差が認められた. 現在, 宿主

因子の同定に向け解析を進めている.  

[政木隆博, 加藤孝宣, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（１０）NS5A と相互作用するヒトプロテインキナーゼ

の探索 

 NS5A のリン酸化はウイルスゲノム複製だけでなく, 

感染性ウイルス粒子の形成にも重要である. そこで, 

NS5A と相互作用するヒトプロテインキナーゼを網羅

的手法により探索した. その結果, 400 種類超のヒト
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プロテインキナーゼのうち, 38 種類において NS5A と

の強固な相互作用が認められた.  

[政木隆博, *澤崎達也, *遠藤弥重太, 加藤孝宣, 鈴

木哲朗, 脇田隆字（*愛媛大無細胞生命科学工学研究

センター）] 

 

（１１）NS5A のリン酸化に関与する新規セリン/スレ

オニンプロテインキナーゼの探索 

 NS5Aと強く相互作用するヒトプロテインキナーゼを, 

それぞれ[γ-32P]ATP 存在化で精製 NS5A と混和し, 

SDS-PAGE 後オートラジオグラフィーにより NS5A のリ

ン酸化を解析した. その結果, 4 種類のセリン/スレオ

ニンプロテインキナーゼが NS5A をリン酸化する活性

を有していた. うち 1 種類は NS5A のリン酸化に関与

することが既に報告されているカゼインキナーゼ II

であった. [政木隆博, *澤崎達也, *遠藤弥重太, 加

藤孝宣, 鈴木哲朗, 脇田隆字（*愛媛大無細胞生命科

学工学研究センター）] 

 

（１２）スフィンゴミエリン合成における protein 

phosphatase 2Cε (PP2Cε)の役割 

 PP2Cεは VAP-A との結合依存的に CERT を活性化させ, 

ゴルジにおけるスフィンゴミエリン合成を亢進させる

ことで知られている. これを確認するため, siRNA に

より PP2Cε発現をノックダウンし, 薄層クロマトグラ

フィーを用いてスフィンゴミエリン合成量を解析した. 

PP2Cε発現の約50%のノックダウンにより, 細胞内のス

フィンゴミエリン合成量が非ノックダウン細胞に比べ

約 50%減少した.  

[政木隆博, 花田賢太郎（細胞化学部）, 加藤孝宣, 鈴

木哲朗, 脇田隆字] 

 

（１３）HCV 生活環における PP2Cεの役割 

 PP2Cεは VAP-A と相互作用し, スフィンゴミエリン

合成に関わるホスファターゼであるため, HCV 生活環

に何らかの影響を与えている可能性が考えられる. 

HCV subgenomic replicon 細胞, JFH-1 感染細胞を用

い, PP2Cεの発現制御が HCV 生活環に与える影響を解

析した. PP2Cεの強制発現により高リン酸化型 NS5A の

発現量が低下したが, HCV RNA 複製, 粒子形成に対す

る有意な影響はみられなかった. PP2Cε発現のノック

ダウンにおいても HCV RNA 複製, 粒子形成に対する有

意な影響はみられなかった.  

[政木隆博, 花田賢太郎（細胞化学部）, 加藤孝宣, 鈴

木哲朗, 脇田隆字] 

 

（１４）レポーター遺伝子を持った JFH-1 株の効率的

な感染増殖系の樹立 

 簡便に HCV 感染を検出する系の構築のため, GFP 遺

伝子を HCV ゲノムに挿入し, 細胞感染後に GFP を発現

するレポーターウイルスの構築を試みた. JFH-1 株に

おける GFP 挿入可能部位を NS5a 領域に同定し, GFP

を持ったウイルスの感染増殖系を作成したが, ウイル

ス生成効率, 感染効率ともに低く, 簡便に感染を検出

しうる系は得られなかった. そこで JFH-1 株の長期培

養により得られた適応変異を GFP ウイルスに導入し, 

これらの変異による影響を検討した. その結果, 変異

を持った GFP ウイルスの感染ではより多くの GFP 陽性

細胞を認め, 変異導入により GFP ウイルスの生成能と

感染能が増強されたと考えられた.  

［加藤孝宣, 脇田隆字］ 

 

（１５）HCV1b 株感染増殖系における ISDR 変異の感染

増殖への影響とインターフェロン感受性の検討 

 新たに開発した HCV-1b 株の感染増殖系を用い, イ

ンターフェロン(IFN)治療に対する感受性への関与が

報告されている ISDR の変異がウイルス増殖に与える

影響を検討した. われわれが使用している HCV-1b 株

の ISDR は mutant タイプであった. そこでこの株の

ISDR をワイルドタイプ(WT)の配列になるように変異

を導入した株を作成し, 培養細胞での増殖能を検討し

た. その結果, ISDR を WT に変化させた株の増殖能は

mutant タイプの株に比べ低下し, IFN に対する感受性

と培養細胞での増殖能は相反する関係に有った. 今後

この意義について検討していく予定である.  

［加藤孝宣, 伊達朋子, 脇田隆字］ 



ウイルス第二部 

 

（１６）JFH-1 患者血清感染チンパンジーで認めた変

異が JFH-1 の培養細胞での増殖能に与える影響の検討 

 培養細胞で作製した JFH-1 ウイルスとその JFH-1 株

が分離された患者血清をチンパンジーに接種し感染実

験を行った. 感染が成立したJFH−１株に認めた変異を

JHF-1 株に導入し, それらの変異が JFH-1 株の培養細

胞での感染増殖に与える影響を検討した. その結果, 

これらの変異を導入すると JFH-1 株の培養細胞内での

増殖は低下するが, ウイルス粒子の生成効率は亢進し

ていた. これらの変異のJFH-1株に与える影響は, HCV

のチンパンジーでの感染に関与していると考えられ

た.  

［Mohsan Saeed, 加藤孝宣, 脇田隆字］ 

 

（１７）JFH-1 株培養細胞適応変異株の分離法の樹立 

 JFH-1 株を培養細胞に導入し長期培養を行うと, 培

養細胞での適応変異を得ることで強い増殖能を持つよ

うになることが知られている. しかし, この適応変異

の同定のため適応したウイルスのダイレクトシーケン

スを行うと, 得られた変異ではその適応ウイルスの増

殖能を再現できないことが多い. そこで, 適応ウイル

スを限界希釈し, 96 ウエルプレートに播いた細胞に再

感染させることで, 強い増殖能を持った適応ウイルス

を分離した. この分離したウイルスの適応変異を同定

し, 得られた変異の JFH-1 株の感染増職能に与える影

響を検討中である.  

［加藤孝宣, 脇田隆字］ 

 

（１８）JFH-1 株で認めた培養細胞適応変異が他の株

の感染増殖に与える影響の検討 

 生体内で認めた適応変異を JFH-1 株に導入したとこ

ろ, この変異は JFH-1 株の培養細胞内での感染性ウイ

ルス粒子の組み立てを亢進していた. そこで, この変

異の普遍性を検討するため JFH-1 株の構造領域を

J6CF 株に置換した J6/JFH-1 キメラ株にこの変異を導

入し, 培養細胞内でのウイルスの増殖を検討した. そ

の結果, J6/JFH-1 キメラ株ではウイルス粒子形成効

率の亢進は認められず, この変異の効果は JFH-1 株の

構造領域の配列に特異的なものであると考えられた.  

［加藤孝宣, 脇田隆字］ 

 

（１９）GFP 挿入全長遺伝子レプリコンのヒト肝細胞

キメラマウスへの感染の検討 

 レポーター遺伝子を挿入した感染可能なウイルスの

中で, J6/JFH−１キメラ株の GFP 挿入全長遺伝子レプ

リコンが最も安定して感染性ウイルス粒子の作成が可

能であった. そこでこの GFP 挿入全長遺伝子レプリコ

ンをヒト肝細胞キメラマウスへ接種し感染が可能であ

るか, またキメラマウスの肝での感染細胞で GFP の観

察が可能であるかを検討した. その結果, GFP 挿入全

長遺伝子レプリコンの接種によりキメラマウスでの

HCV の感染は確認し得たが, 肝での GFP の観察は不可

能であった. おそらく GFP 挿入全長遺伝子レプリコン

ウイルスがキメラマウスの肝細胞に感染後, GFP を排

除して増殖しているものと考えられた.  

［赤澤大輔, 加藤孝宣, 今村道雄*, 茶山一彰*（*広

島大分子病体制御内科学）, 石橋真理子**, 江角眞理

子**（日大医学部病理）, 脇田隆字］ 

 

（２０）HCV 感染における細胞表面脂質の役割 

 HCV 感染における標的細胞表面の脂質の役割を調べて

いる. 細胞表面上のコレステロールを除去, あるいは

スフィンゴ脂質を加水分解しておいた細胞では HCV 感

染性は有意に低下した. これらの処理により, HCV のレ

セプターである CD81, SR-BI は脂質ラフト分画から可

溶性分画へ移行した. また, HIV や HTLV では標的細胞

膜上の脂質ラフトが膜融合に影響を与えていることも

知られており, HCV感染における細胞表面の脂質ラフト

の役割について解析している. また, 感染過程におけ

る糖スフィンゴ脂質の関与についても解析中である.  

[相崎英樹, 原 弘道, 森川賢一, 深澤征義（細胞化

学部）, 花田賢太郎（細胞化学部）, 鈴木哲朗, 脇田

隆字] 
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（２１）HCV粒子形成, 感染性に重要なコレステロール構

造の解析 

HCV粒子形成, ウイルス感染性に重要なコレステロール

構造を明らかにするため, dihydrocholesterol, 

coprostanol, 25-hydroxycholesterol, 

5-alphacholestane, lanosterol, 

7-dehydrocholesterol, 4-cholestenoneなどコレステ

ロール類縁体を用いて構造活性相関を解析した. 脂質

ラフト状ドメインの構造維持に重要であると報告され

ているコレステロール環構造の3位のヒドロキシル基

の存在と環構造の柔軟性がHCVの感染性と粒子構造の

維持に重要であることが示唆された.  

[山本真民, 相崎英樹, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（２２）HCV E2 タンパク質の機能解析 

 分泌シグナル配列を付加した E2（E2dTM）を

293GnTI(-), 293T 細胞に遺伝子導入し, 培養上清か

ら精製を行い修飾糖鎖の異なる 2 種の E2dTM を得た. 

糖鎖質量解析の結果, 修飾された N 型糖鎖はそれぞれ

293GnTI(-)では高マンノース型, 293T では複合型で

あった. 高マンノース型 E2dTM は 60 kDa の均一な分

子量を示し, 複合型は 75 kDa を中心とした不均一な

分子量を示した. これら 2 種の E2dTM を用いて CD81

分子との結合能, E2 抗体との結合能を解析し, 精製

E2dTM はともに CD81 分子と相互作用し, E2 抗体によ

って認識された.  

[渡邉則幸, 村山麻子, 赤澤大輔, 朝長充則, 伊達朋

子, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（２３）HCV E2 タンパク質の結晶化 

 293GnTI(-)細胞の培養上清から精製を行い高マンノ

ース型の E2dTM を得た. 精製した E2dTM はジスルフィ

ド結合を介した多量体（2 量体, 3 量体など）を形成

しており, これを更にゲルろ過にて分画することで均

一な単量体 E2dTM を得た. 結晶化を始めるにあたり, 

単量体 E2dTM の性状分析を行った. 動的光散乱法, 質

量分析にてその性状を分析したところ, 結晶化のスク

リーニングに十分な性状であった. 1 度目のスクリー

ニングを行ったが, 現在のところ結晶を得るまでには

至ってない. 現在, 新たな E2 タンパク質の作製を検

討している.   

[渡邉則幸, 村山麻子, 赤澤大輔, 朝長充則, 伊達朋

子, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（２４）HCV 粒子侵入過程における E1, E2 の糖鎖の役

割 

 HCV の E1, E2 を有する pseudo-particle（HCVpp）

を作成して, HCV の侵入過程における糖鎖の影響を解

析した. 293GnTI(-)細胞（高マンノース型）及び, 293T

細胞（複合型）を用いて, 異なる糖鎖を有する HCVpp

を作成した. Real-time PCR 法で 2種の HCVpp 中の RNA

量を測定することで粒子量の定量を行い, 感染後, 細

胞中のルシフェラーゼ活性を測定することで比較検討

した. その結果, 高マンノース型において活性の減少

がみられた. 次に, 感染に必要とされている N 型糖鎖

（6 か所）のみに注目して, それ以外のアミノ酸に変

異を導入して更なる解析を行う予定である.  

[渡邉則幸, 村山麻子, 赤澤大輔, 朝長充則, 伊達朋

子, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（２５）HCVと硫酸多糖類との結合様式の解析 

 HCV感染初期過程において, 肝細胞表面の硫酸化多糖

とウイルスの結合が深く関与していることが知られて

いる. 硫酸化多糖の一種であるヘパリンを固定化した

担体を用いて培養細胞由来HCVとの相互作用をみたと

ころ効率よく結合することが示されたが, HCV陽性患者

血清を用いた場合は, 培養細胞由来HCVに比べ, その相

互作用に血清間で多様性が認められた. 血液成分また

はHCVの多様性がこれらの相互作用に影響を及ぼして

いるものと推察された.  

[高橋由佳, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（２６）HCV JFH-1 株の配列の挿入による J6CF 株の複

製能獲得の解析 

 HCV JFH-1 株は培養細胞内で効率的よく複製できる. 

J6CF株は同じ遺伝子型に属する株であるが, 培養細胞
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では複製できない. この 2 つの株間でのキメラを用い

た解析の結果, NS3 ヘリカーゼ領域と NS5B 領域, 3’

UTR が, JFH-1 株の複製に重要であることが明らかと

なっている. NS5B 領域では, C 末端側領域が複製に重

要であり, JFH-1 株の NS3 ヘリカーゼ領域と 3’UTR

の存在下で, JFH-1 株の NS5B の C 末端側領域のみの置

換で J6CF 株が複製できるようになった.  

[村山麻子, 伊達朋子, 赤澤大輔, 加藤孝宣, 石井孝

司, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（２７）HCV JFH-1 株の NS5B ポリメラーゼ活性の解析 

 培養細胞で効率よく増殖できる HCV JFH-1 株と増殖

できない J6CF 株の, ポリメラーゼをコードしている

NS5B の RdRp 活性を in vitro で解析した. JFH-1 株の

NS5B は高いポリメラーゼ活性を示し, 一方 J6CF 株の

NS5B は非常に低いポリメラーゼ活性を示した. この

J6CF 株の NS5B に JFH-1 型の変異を導入して解析し, 

J6CF 株の NS5B のポリメラーゼ活性を上昇させる

JFH-1 型の変異を同定した.  

[村山麻子, 伊達朋子, 赤澤大輔, 加藤孝宣, 石井孝

司, 鈴木哲朗, 豊田哲也 (上海パスツール研), 脇田

隆字] 

 

（２８）HCV J6CF 株のへの JFH-1 型 NS5B 変異導入の

効果 

 培養細胞で効率よく増殖できる HCV JFH-1 株と増殖

できない J6CF 株の, ポリメラーゼをコードしている

NS5B 領域の変異を比較解析した. JFH-1 株の NS3 ヘリ

カーゼ領域と 3’UTR の存在下で, J6CF 株の NS5B 領域

に数個の JFH-1 型アミノ酸変異を導入すると, RNA 複

製およびウイルス分泌が上昇した. これらの JFH-1 型

変異はポリメラーゼ活性を上昇させることにより RNA

複製能を高めていると考えられる.  

[村山麻子, 伊達朋子, 赤澤大輔, 加藤孝宣, 石井孝

司, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（２９）HCV JFH-1 株の NS5B 領域の変異が RNA 構造お

よび RNA 複製に及ぼす影響 

 HCV ゲノムの NS5B コーディング領域の 3’末端側に

は, 高次構造をとり 3’UTR と相互作用することが知

られている RNA 配列(CRE)が存在する. この配列のす

ぐ近傍に, J6CF 株の複製能を上昇させる JFH-1 型変異

を見いだした. 解析の結果, この変異は報告されてい

る RNA 配列上にはないものの, 複製に重要な 3’UTR

との相互作用に影響を与えていることが示唆された. 

JFH-1 株では, CRE の配列が他の株よりも長く, より

強固な相互作用があると考えられる.  

[村山麻子, 伊達朋子, 赤澤大輔, 加藤孝宣, 石井孝

司, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（３０）HCV 3’UTR 内の可変領域の効率よい RNA 複製

における重要性 

 培養細胞で増殖可能な HCV JFH-1 株と増殖できない

J6CF 株の比較により, JFH-1 株の 3’UTR は効率の良

い RNA 複製に重要であることが明らかとなっている. 

3’UTR は可変領域(VR), poly-U 領域, そして保存性

の高い 3’X 領域からなるが, VR を JFH-1 型にすると

ゲノム複製が著しく上昇することが判明した. JFH-1

株と J6CF 株の VR の構造は予測上異なり, この構造変

化を担う変異を同定した. VR の変異は RNA 二次構造を

変化させることで複製に関与すると考えられる.  

[村山麻子, 伊達朋子, 赤澤大輔, 加藤孝宣, 石井孝

司, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（３１）HCV poly U 領域の長さが RNA 複製に及ぼす影

響 

 培養細胞で増殖可能な HCV JFH-1 株と増殖できない

J6CF 株の比較により, JFH-1 株の 3’UTR は効率の良

い RNA 複製に重要であることが明らかとなっている. 

3’UTR の解析により, poly-U 領域を JFH-1 型にする

とゲノム複製が上昇し, J6CF 型にすると, 複製能が低

下することが判明した. JFH-1株のpoly-U領域はJ6CF

株のものより 27 ヌクレオチド短い. J6CF 型の長い

poly-U 領域は培養細胞内での複製には不利に働いて

いることが示唆された.  

[村山麻子, 伊達朋子, 赤澤大輔, 加藤孝宣, 石井孝
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司, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（３２）HCV NS3 ヘリカーゼ領域のウイルス複製にお

ける役割の解析 

 JFH-1 株の NS3 ヘリカーゼ領域は JFH-1 株の効率の

良いゲノム複製に必要である. NS3 ヘリカーゼ領域内

のどの部分がこれらの役割を担っているのかを調べる

ために, JFH-1 株と J6CF 株の間でキメラウイルスを作

製し, 解析した. その結果, JFH-1 株の NS3 ヘリカー

ゼの中央の領域が高い複製能に重要であることが明ら

かとなった. 現在, この領域に含まれるアミノ酸変異

について解析中である.  

[村山麻子, 伊達朋子, 赤澤大輔, 加藤孝宣, 石井孝

司, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（３３）Creatine kinase B (CKB)による HCV 複製調

節機構の解析 

 CKB は NS4A 蛋白と結合し複製複合体を構成すること, 

ノックダウン, 阻害剤により HCV ゲノム複製が阻害さ

れることを明らかにしている. さらに, セミインタク

ト 細 胞 を 用 い た 複 製 系 に お い て , CKB, 基 質

phosphocreatine を加えたとき高い HCV replicase 活

性が認められること, CKB ノックダウン細胞の場合, 

複製能は低下することなどを新たに見出した.  

[原 弘道, 相崎英樹, 松田麻未, 井上 寧, 勝二郁

夫（神戸大）, 鈴木哲朗, 脇田隆字]  

 

（３４）HCV 遺伝子型に特徴的な RNA 複製メカニズム

の解析 

 これまでに RNA 複製におけるスフィンゴ脂質要求性

が HCV 遺伝子型間あるいは株間で異なることを報告し

ており, 遺伝子型 1b 及び 2a 由来 HCV レプリコンの比

較解析を進めている. 複製に関与することが知られて

いる宿主蛋白の NS5A 結合性の違いを見出しており, 

宿主因子依存性の詳細が不明な遺伝子型 2a レプリコ

ンの複製メカニズムについても解析している.  

[相崎英樹, 原 弘道, 浜本いつき（感染症情報セン

ター）, 斎藤恭子（細胞化学部）, 深澤征義（細胞化

学部）, 花田賢太郎（細胞化学部）, 鈴木哲朗, 脇田

隆字] 

 

（３５）分子シャペロン CCT/TRiC による HCV RNA 複

製調節機構 

 HCV 複製複合体分画に含まれる宿主因子として分子

シャペロン CCT/TRiC が同定され, さらにレプリコン

細胞における高複製期と低複製期の比較解析から, 

HCV ゲノム複製機構に関与する宿主蛋白としても同定

された. 強制発現, ノックダウン解析から CCT/TRiC

が HCV RNA 複製を正に調節すること, 免疫沈降-ウエ

スタンブロット解析から, NS5B 蛋白は aa 71-591 領域

を介して CCT/TRiC と相互作用することが見出された. 

更に, HCV 感染細胞系においても HCV 粒子産生が TRiC 

siRNA によって抑制されることが示された.  

[井上 寧, 村上恭子, 松田麻未, 相崎英樹, 原 弘

道, 勝二郁夫, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（３６）HCV NS5A 蛋白と相互作用し HCV 複製を調節す

る宿主因子の同定 

 NS5A 発現細胞より免疫沈降法を用いて NS5A に結合

する宿主蛋白質を精製し, 質量分析法にて蛋白質を同

定した. 約 30 種類のヒト蛋白が同定され, 未報告蛋

白群について replicon 細胞及び HCV 感染細胞を用い

て siRNA screening を行い, HCV 複製に関与しうる３

種類の NS5A 結合蛋白を同定した.  

[木村敬郎, 鈴木亮介, 勝二郁夫（神戸大）, 山越 智 

（生物活性物質部）, 鈴木哲朗, 脇田隆字]  

 

（３７）Prohibitin 2 による HCV 複製調節 

 HCV replicon 細胞, 感染細胞で Prohibitin 2 遺伝

子をノックダウンすると HCV RNA レベルまたウイルス

産生が有意に抑制されることを見出した. Prohibitin 

2 は, replicon 細胞において内在性蛋白が NS5A と複

合体を形成しその相互作用には NS5A の N 末端側領域

が重要であることが示された. また, Prohibitin 2

は複製複合体分画でエンリッチされていた.  

[木村敬郎, 鈴木亮介, 勝二郁夫 (神戸大), 山越 智
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（生物活性物質部）, 鈴木哲朗, 脇田隆字]  

 

（３８）HCV RNA 複製におけるスフィンゴ糖脂質の役割 

 HCV 遺伝子型 1b 由来サブゲノムレプリコン細胞にグ

ルコシルセラミド合成阻害剤を添加すると HCV RNA 複

製が有意に低下することを見出した. このとき, レプ

リコン細胞のメンブレンフローテーションアッセイを

行ったところ, 複製複合体が界面活性剤可溶画分へシ

フトすることが示された.  

 [山本真民, 相崎英樹, 原 弘道, 鈴木哲朗, 脇田隆

字] 

 

（３９）HCV RNA を複製する肝星細胞株の樹立 

 慢性肝炎は発症とともに肝臓組織の線維化へと進行

する. これは主に, 細胞外マトリクスを調節する肝星

細胞の活性化によって調節機構に異常が起こるためと

考えられている. 肝星細胞の活性化過程に HCV 因子が

関与するかを解析するため, 肝星細胞を用いて HCV 

RNA 複 製 系 の 樹 立 を 試 み た . JFH1 subgenomic 

replicon RNA を肝星細胞株（TWNT-4 細胞）に遺伝子

導入し G418 存在下で選択培養を行った. その結果, 

107 copies/ug total RNA を示す replicon 細胞株を 2

クローン樹立した.  

[渡邉則幸, 相崎英樹, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（４０）蛋白輸送阻害剤を用いた HCV 粒子成熟化のメ

カニズム解析 

 HCV 成熟過程の分子機構を明らかにするため, 各細胞

内輸送経路に対する種々の阻害剤を HCV 感染細胞に添

加し, 感染性ウイルス粒子形成に及ぼす影響を解析し

ている. これまでのところ, Golgi の機能阻害剤

Cyclofenil diphenol, Nordihydroguaiaretic acid で

は感染性ウイルスの産生低下が認められたものの, ER

から Golgi への輸送阻害剤 ADP-ribosylation factor 

inhibitory peptide, Brefeldin A では認められなか

った. 現在, 阻害剤を処理した感染細胞の観察および

生化学的解析を行っている.  

[相崎英樹, 原 弘道, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（４１）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 

 細胞内脂肪滴が HCV 粒子形成に重要であることが知

られている. 本研究では, 脂肪滴周辺膜（lipid 

droplet-associated membrane）のプロテオーム解析

を行い, ウイルス粒子産生に関与する蛋白の同定を行

った. 45 種類の脂肪滴周辺膜蛋白が同定され, それら

の 蛋 白 の う ち apolipoprotein E, 

dehydrocholesterol reductase,  hydroxysteroid 

dehydrogenase 等をノックダウンするとウイルス粒子

産生が著しく低下した. 得られた宿主因子に関する詳

細な機能解析は, HCV の粒子形成, 細胞内移行の分子

メカニズムの解明につながるものと期待される.  

[相崎英樹, 後藤耕司, 山本真民, 深澤征義（細胞化

学部）, 花田賢太郎（細胞化学部）, 脇田隆字, 鈴木

哲朗] 

 

（４２）HCV 粒子形成におけるコア蛋白塩基性アミノ

酸クラスターの役割 

 HCV コア蛋白には３ヶ所の塩基性アミノ酸クラスタ

ー (aa 6-14, 39-44, 59-72) が存在するが, 感染性

ウイルス産生系の解析から, aa 39-44(CL2)または aa 

59-72(CL3)の塩基性アミノ酸をアラニンへ置換する

ことにより粒子産生能が消失することが示された. 

CL2 または CL3 の変異体コアでは, RNA との結合能, 

RNA パッケージングの効率が低下するため, 感染性粒

子が正常に形成されないことが示唆された.  

 [松田麻未, 鈴木亮介, 松浦善治（大阪大微研）, 宮

村達男, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（４３）HCV コア蛋白のプロテアソームによるユビキ

チン依存的および非依存的分解 

 HCV コア蛋白はプロテアソームによってユビキチン

依存的に分解されるが, ユビキチン鎖が形成されない

変異コア蛋白を用いてユビキチン非依存的な分解経路

の存在を明らかにした. この機構には PA28g との結合

が重要である事が明らかとなった.  
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［鈴木亮介, 森石恆司（大阪大微研）, 石井孝司, 白

倉雅之（ウイルス３部）, 勝二郁夫, 松浦善治（大阪

大微研）, 鈴木哲朗, 脇田隆字］ 

 

（４４）HCV 生活環における小胞体関連蛋白分解機構

の役割 

 HCV 感染に伴って, 小胞体ストレス応答に関与する

XBP-1 のスプライシングが誘発され, その下流に位置

する小胞体関連蛋白分解（ERAD）因子である EDEM１の

発現が誘導された. HCV 感染細胞に EDEM1 siRNA を導

入することにより培養上清中の感染性ウイルスレベル

が上昇することを見出した. HCV 粒子産生過程に ERAD

経路が関与することが示唆された.  

[Saeed Mohsan, 加藤孝宣, 鈴木哲朗, 脇田隆字, 渡

邉治雄] 

 

（４５）プラスミドトランスフェクションによるHCV 

trans-packagingシステムの確立 

 HCV（JFH-1株）のcore-NS2発現プラスミド, および

ルシフェラーゼ(Luc)発現レプリコンcDNAを polI 

promoter/terminator間に挿入したレプリコンプラス

ミドを作製し, これら２つのプラスミドをHuh7.5.1細

胞へ導入する事により, 感染性粒子の産生をLuc活性で

評価できる系を構築した.  

 [鈴木亮介, 石井孝司, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（４６）感染性粒子形成におけるHCV NS2蛋白の役割 

 Core-p7 発現プラスミド, NS2 発現プラスミド, さ

らにレプリコンプラスミドの３種類のプラスミドトラ

ンスフェクションにより, NS2 変異体の感染性粒子産

生を評価した. NS2 の N 末端側の膜貫通領域または C

末端のアミノ酸を欠損させると, 感染性粒子の産生は

認められなかった. 一方, NS2 のプロテアーゼ活性中

心, リン酸化部位と推定されるセリン残基をアラニン

に置換した変異体は粒子形成に影響しなかった.  

[鈴木亮介, 石井孝司, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（４７）分割ユビキチン法を利用した HCV NS2 と結合

する宿主因子の探索 

 分割ユビキチン法を利用した酵母 two hybrid シス

テムにより, HCV NS2 と結合する宿主因子を, ヒト肝

臓ライブラリーよりスクリーニングした. NS2 蛋白質

に結合性を示した複数のクローンについて塩基配列を

決定した.  

[鈴木亮介, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（４８）遺伝子型 1a の外殻タンパク質を持つ効率の

良い HCV 粒子産生系の構築 

 遺伝子型 1a である H77 株と JFH-1 株のキメラ HCV

遺伝子を作製し, 粒子産生能および感染性についての

検討を行った. H77/JFH-1 RNA 導入細胞の長期継代を

行うことにより, 培養上清中に感染性 HCV 粒子が産生

されることが示された. 粒子産生能が向上した細胞中

の HCV ゲノム配列を解析した結果, H77 株由来の NS2

領域である 835 番目と 838 番目のチロシン(Y)がシス

テイン(C)に変異している事が見出され, 特に 835 番

目の変異が HCV 粒子産生増強に影響を与えることが判

明した.  

[高橋 仁, 赤澤大輔, 尾見法昭, 中村紀子（東レ医

薬研）, 望月英典（東レ医薬研）, 鈴木哲朗, 脇田隆

字] 

 

（４９）劇症肝炎患者から分離した新規 JFH-2.1 株を

用いた HCV 粒子産生系の構築 

 劇症肝炎患者から分離した遺伝子型 2a の HCV であ

る JFH-2.1 株を用いてウイルス粒子産生について検討

を行った. JFH-2.1 株の NS5A 領域にあるアラニン(A)

をセリン(S)へ置換することによりウイルス粒子の産

生がみられ, JFH-2.1 HCV 粒子産生には AS 変異が重要

であることが示された. 得られた JFH-2.1 HCV 粒子は

感染性を有し, 抗 CD81 抗体により感染が阻害される

ことから JFH-1 ウイルス粒子と同じ経路で感染してい

ることが示唆された.  

[高橋 仁, 伊達朋子, 赤澤大輔, 尾見法昭, 中村紀

子（東レ医薬研）, 望月英典（東レ医薬研）, 鈴木哲

朗, 脇田隆字] 
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（５０）無血清培養による感染性 HCV 粒子の作製 

 Huh7 細胞で作製した感染性 HCV の精製を効率的に行

うため, 無血清条件での培養を試みた. 培養液のウシ

血清添加量を漸減すると培養液中へのウイルス産生量

が減少するが, 無血清に細胞を馴化した後にウイルス

RNA を導入して作製すると効率良く作製できることが

明らかとなった. この方法で作製した感染性 HCV は感

染力価や浮遊密度プロファイルには変化がなかった.  

[赤澤大輔, 森川賢一, 尾見法昭, 高橋 仁, 中村紀

子（東レ医薬研）, 望月英典（東レ医薬研）, 深澤秀

輔（生物活性物質部）, 伊達朋子, 加藤孝宣, 石井孝

司, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（５１）感染性 HCV 粒子の濃縮粗精製法の検討 

 感染性 HCV 粒子を用いたワクチン開発を視野に入れ, 

細胞培養 HCV 粒子の大量サンプルからの精製を検討し

ている. 初期の粗精製工程として効率良く除タンパク

質が可能な限外濾過膜を選定し, 排除分子量 500 kDa

のホローファイバー（GE ヘルスケア製）を使用して濃

縮・透析を行うことで大量サンプルからの初期精製が

可能となった.  

[赤澤大輔, 尾見法昭, 高橋 仁, 中村紀子（東レ医

薬研）, 望月英典（東レ医薬研）, 伊達朋子, 森川賢

一, 石井孝司, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（５２）J6/JFH-1 キメラ HCV を用いたワクチンにおけ

るアジュバント検討 

 Huh7 細胞にて産生したキメラ HCV J6/JFH-1 を粗精

製し, UV で不活化した後, 各種アジュバントと混合し

て 5 週齢雌性 BALB/c マウスに隔週 4 回腹腔内投与し

た. 免疫原性は組換え E1 および E2 タンパク質に対す

る EIA で確認した. アジュバントとして水酸化アルミ

ニウムゲル, MPL および poly I:C が有効であることが

示唆された. 今後, さらに反応を高める組み合わせを

調べていく.  

[尾見法昭, 赤澤大輔, 高橋 仁, 森川賢一, 中村紀

子（東レ医薬研）, 望月英典（東レ医薬研）, 鈴木哲

朗, 石井孝司, 脇田隆字] 

 

（５３）HCV 粒子ワクチンの感染中和活性の誘導 

 Huh7 細胞で作製した J6/JFH-1 キメラ HCV を限外濾

過およびショ糖密度勾配超遠心で精製した. UV で不活

化した HCV 粒子を, 5 週齡雌性 BALB/c マウスに MPL

をアジュバントして隔週 4 回腹腔内投与し, 血清を採

取して抗体価および in vitro 中和活性を調べた. HCV

粒子免疫マウスでは抗 E1 および E2 抗体の惹起が認め

られ, その血清は遺伝子型 2a だけではなく, 1a およ

び 1b の HCV 感染を in vitro で阻害した.  

[赤澤大輔, 尾見法昭, 高橋 仁, 中村紀子（東レ医

薬研）, 望月英典（東レ医薬研）, 鈴木哲朗, 石井孝

司, 脇田隆字] 

 

（５４）HCV 粒子免疫マウスからの感染中和抗体の作

製 

 Huh7 細胞で作製した J6/JFH-1 キメラ HCV を不活化

し, 5 週齡雌性 BALB/c マウスに MPL をアジュバントし

て隔週 4 回腹腔内投与した. 抗体価が上昇したマウス

において, 免疫 4 ヶ月後または 6 ヶ月後に脾臓を摘出

して脾細胞をミエローマ細胞と融合させた. 現在, モ

ノクローナル抗体のスクリーニングを行っている.  

[赤澤大輔, 渋谷悠子（東レ医薬研）, 中村紀子（東

レ医薬研）, 望月英典（東レ医薬研）, 鈴木哲朗, 石

井孝司, 脇田隆字] 

 

（５５）HCV J6/JFH-1 株感染増殖系に対する低分子阻

害剤のスクリーニング 

 Huh-7.5.1 細胞に HCV J6/JFH-1 株を感染させ, 培

養上清中に放出されたウイルス由来の core タンパク

量を測定する方法により, 低分子化合物ライブラリー

を用いた抗 HCV 剤スクリーニングを実施中である.  

[朝長充則, 伊達朋子, 鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（５６）マンノシダーゼ阻害剤による HCV 産生調節機

構の解析 

 各種糖鎖修飾酵素阻害剤の HCV 産生に及ぼす影響を
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調べ, ER-mannosidase 阻害剤 Kifnensine 処理によっ

て培養上清中のコア蛋白, 感染性ウイルスレベルが亢

進することが示された. 同薬剤はゲノム複製には影響

を与えず, 細胞内ウイルスレベルも大きな変化は認め

られなかった. 一方, HCV 感染関連因子の一つ SR-BI

の糖鎖修飾パターンが Kifnensine によって影響を受

けることを見出した. Kifnensineによる HCV産生上昇

の作用機序の詳細を解析中である.  

[Saeed Mohsan, 加藤孝宣, 鈴木哲朗, 脇田隆字, 渡

邉治雄] 

 

（５７）NS4A アンタゴニストの HCV 複製阻害機構 

 HCV レプリコン複製阻害活性を有する NS4A アンタゴ

ニストが, 感染細胞系でウイルス産生を顕著に阻害す

ることを示した. さらに, この化合物が細胞内での

NS4AとCKBとの相互作用を濃度依存的に阻害すること

を見出した. NS4A アンタゴニストが NS3 プロテアーゼ

阻害とともに複製複合体へのエネルギー供給阻害とし

ても働く可能性が示された.  

[原 弘道, 相崎英樹, 松田麻未, 鈴木哲朗, 脇田隆

字]  

 

（５８）C 型肝炎治療薬リバビリンに対する耐性 HCV

の解析 

 HCV JFH-1 レプリコン細胞へのリバビリン（RBV）長

期添加により, RBV 抵抗性の遺伝子型 2a HCV を見出し

た. この抵抗性 HCV が有する遺伝子変異のうち NS5A

及び NS5B 領域の点変異（V2405A, Y2471H）が JFH-1

クローンの RBV に対する耐性獲得に関与することを見

出した. この変異に伴って HCV RNA 複製効率が低下す

ることから, RBV による HCV RNA 複製阻害作用からの

エスケープに寄与する可能性が示された.  

[Su-Su Hmwe, 村上恭子, 小池和彦（東大感染症内科）, 

鈴木哲朗, 脇田隆字] 

 

（５９）HCV プロテアーゼ阻害剤に対する耐性 HCV の

解析 

 HCV JFH-1 の持続感染細胞に HCV NS3 プロテアーゼ

阻害剤 BILN2061 を終濃度 100 nM で添加し継代培養を

行った. 継代時に培養上清を回収しコア蛋白を測定し

たところ, 3 ヶ月培養によって感染細胞の薬剤耐性化

が認められた. この培養上清を naïve 細胞に感染させ

た場合も BILN2061 に対する耐性が観察された. 現在, 

薬剤耐性 HCV の詳細な解析を行っている.  

[Su-Su Hmwe, 伊達朋子, 朝長充則, 鈴木哲朗, 脇田

隆字] 

 

（６０）HCV コア抗原検出試薬の評価 

 ５種類の HCV 遺伝子型（1a, 1b, 2a, 2b, 3a）由来

コア抗原を現行の診断キットで測定したところ, 蛍光

EIA 法において遺伝子型 2a (JFH-1)コア抗原の検出感

度が他に比べ顕著に低いことが見出され, この検出感

度の違いにはコアの 48 番目アミノ酸が関与すること

が明らかとなった. さらに, 現行と異なる検出用コア

抗体を用いることで 2a 型コア抗原も同等に測定する

ことが可能となることが示された.  

[Saeed Mohsan, 鈴木亮介, 相崎英樹, 水落利明（血

液・安全性研究部）, 加藤孝宣, 鈴木哲朗, 脇田隆字, 

渡邉治雄] 

 

（６１）HCV コア, NS3/4A および 5A 発現トランスジ

ェニックマウスの作製 

 臨床学的知見から, コア蛋白の aa 70, 91 がインタ

ーフェロン療法の治療効果に影響することが報告され

ており, これらのアミノ酸を変異させたコア蛋白発現

トランスジェニックマウスの作製を行っている. また, 

NS3/4A および 5A 蛋白をそれぞれ発現するトランスジ

ェニックマウスの作製を試みた. 現在, トランスジェ

ニックマウスの表現型の変化を観察中である.  

[相崎英樹, 小池和彦（東大感染症内科）, 鈴木哲朗, 

脇田隆字] 

 

（６２）肝炎情報の収集とデータベース構築及び情報

発信 

 我が国における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
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目的として, 肝炎診療をめぐる国内, 海外の情報等の

収集とデータベース構築, およびインターネット等に

よる情報の提供をめざし, ホームページを立ち上げた. 

一般のヒト, 患者, 医療関係者, 研究者等, それぞれ

のヒトに必要な情報を提供するシステムを構築してい

る.  

 [相崎英樹, 田中純子（広島大）, 吉澤浩司（広島大）, 

脇田隆字] 

 

４．E 型肝炎ウイルス(HEV)に関する研究 

（１）キメラマウスにおける E 型肝炎ウイルス(HEV)

の複製 

 現在までサル以外に HEV 感染動物モデルは確立され

ておらず, HEV の増殖, 感染のメカニズムには解明さ

れていない点が多い. 本研究ではヒト肝臓細胞に置換

したキメラマウス（遺伝子型：uPA+/+/SCID）の HEV に

対する感受性を検討した. キメラマウスに遺伝子型 1

および 4 の HEV を眼窩静脈叢経由で接種し, 経時的に

採血, 採便を行い ELISA 法, RT-PCR を用いキメラマウ

スの血液, 糞便中からウイルス抗原およびウイルス

RNA を検出した. その結果, ウイルス抗原およびウイ

ルス RNA の両方が検出され, キメラマウスの体内で

HEV が持続感染していることが確認された. また, キ

メラマウスの体内で増幅された HEV をカニクイザルに

接種したところ, その感染性が保たれていることが明

らかになった.  

［李 天成, 宮村達男, 脇田隆字, 武田直和］ 

 

（２）培養細胞における HEV の増殖 

 HEV を効率よく増殖させる細胞培養系の確立はウイ

ルスの複製, 増殖, 感染のメカニズムの解明には必須

である. 我々は遺伝子型の異なる複数の HEV 株をそれ

ぞれ PLC/PRF/5 細胞に接種し, 経時的に培養上清中の

HEV RNA, HEV 抗原を RT-PCR, ELISA 法にて測定し, HEV

が増殖できる培養細胞系を樹立した . さらに

PLC/PRF/5 細胞で増殖されたウイルスをカニクイザル

に静脈接種し, ウイルスがサル体内で増幅することを

確認した. 現在, PLC/PRF/5 に感染したウイルス株の

性状および感染力の変化の有無を解析している.  

［李 天成, 吉崎佐矢香, 石井孝司, 宮村達男, 脇田

隆字, 武田直和］ 

 

（３）培養細胞を用いた HEV の安定性の検討 

 PLC/PRF/5 細胞で増殖した HEV を種々の条件下で加

熱処理した後, PLC/PRF/5 細胞に接種した. 経時的に

培養上清中のウイルス抗原を ELISA 法で測定し, HEV

の増殖の有無によりウイルスを失活させる温度を見い

だした. 消毒剤感受性については有効塩素濃度を 500

～32ppm とした NaCIO 溶液とウイルスを混合し, ２０

分後, チオ硫酸ナトリウムを用いて塩素を中和した後

PLC/PRF/5 細胞に接種し, 経時的に培養上清中のウイ

ルスを測定した. また, 紫外線照射のウイルス感染性

への影響, 有機溶媒に対する抵抗性なども同じ方法を

用いて検討した. 本研究から得られた HEV 安定性の情

報は HEV による感染症や食中毒の防止に有用である.  

［李 天成, 武田直和, 宮村達男, 脇田隆字］ 

 

（４）培養細胞で増殖した HEV を用いた不活化 E 型肝

炎ワクチンの研究 

 上記の培養細胞を用いて増殖させた HEV が含まれる

培養上清を 65℃, 15 分間熱処理してウイルスを失活

させた後にラットとマウスに免疫したところ, 抗体が

効率よく誘導された. 現在, 誘導された抗体の中和活

性を解析すると同時にサルにおける抗体誘導および感

染防御効果を検討している.  

［李 天成, 武田直和, 宮村達男, 脇田隆字］ 

 

（５）HEV の感染性 cDNA のクローニング 

 ブタ肝臓より得られた HEV 株 83-2 は一部の肝癌由

来細胞で増殖する. 本株の全長 cDNA を構築し, RNA

を合成して上記細胞株に導入したが HEV 粒子の産生は

見られなかった. 再度クローニングを行い感染性クロ

ーンを構築している.  

［石井孝司, 吉崎佐矢香, 李 天成, 脇田隆字］ 

 

（６）HEV 非構造蛋白のプロセシングの解析 
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 HEV の非構造蛋白をコードする ORF1 のプロセシング

解析を in vitro translation 法により行った. 培養

細胞での増殖が確認されたクローンを用い, ORF1の全

長および C 末端側を欠損させた変異体から発現を試み

たところ, 全長蛋白の他に 40KDa 付近に切断断片と予

想される蛋白が検出された. また N 末端側を欠損させ

た変異体の発現から, その切断断片は N 末端を含むこ

とが確認された.  

［吉崎佐矢香, 石井孝司, 李 天成, 武田直和, 脇田

隆字］ 

 

（７）HEV-ORF1 の切断配列の解析 

 HEV の ORF1 の切断配列を同定するために, 大腸菌発

現系を用いて切断断片の精製を試みた. ORF1 の N 末端

から Prolin-rich 領域までをサブクローニングし, C

末端側に His タグを付加したコンストラクトを作成し

た. 抗 His 抗体によって発現を確認したところ, 全長

蛋白の他に 35KDa 付近に切断断片と思われる蛋白が検

出された. そこで His タグを用いて切断断片を精製し, 

N 末端アミノ酸配列解析を試みた. Protease 領域内に

切断配列が同定されたが, 同定部位に変異を導入し大

腸菌で発現させても変異前と切断パターンは同様とな

り, 変異の効果は観察されなかった.  

［吉崎佐矢香, 石井孝司, 李 天成, 武田直和, 脇田

隆字］ 

 

（８）HEV-ORF1 の哺乳類細胞での発現 

 HEV の ORF1 のプロセシング解析をするために, 哺乳

類細胞を用いて ORF1 の発現を試みた. HEV の感染増殖

が確認されている PLC/PRF/5 細胞と vaccinia/T7 

hybrid system を用いて発現を行い, 各領域に対する

抗体を用いたウエスタンブロット法により検出を行っ

た. N 末および C 末側を欠損させた変異体蛋白を発現

させたところ, 全長蛋白と切断断片と思われる様々な

分子量の蛋白の発現が検出された. 現在, C 末端に His

タグを付加したコンストラクトを作製し, 切断断片の

精製を試みている.  

［吉崎佐矢香, 石井孝司, 李 天成, 武田直和, 脇田

隆字］ 

 

（９）HEV 蛋白がインターフェロンシグナル応答に及

ぼす作用の解析 

 肝炎ウイルスの主要な感染部位である肝臓は特に IFN

応答が強い場所であるため, ウイルス増殖の際にこの

応答を阻害するメカニズムを有することが推定され, 

HAVやHCVでは阻害メカニズムが明らかにされている. 

HEV にも阻害メカニズムがあるかどうかを検討するた

め, IFN-b プロモーターの下流にレポーター遺伝子を

挿入したプラスミドを作成し, 数種の肝癌由来細胞に

導入した細胞株を作成した. 本細胞株をセンダイウイ

ルスや二本鎖 RNA で刺激して IFN 応答を誘導するとレ

ポーター活性が上昇することを確認した. この系で

HEV 蛋白の効果を解析する予定.  

［石井孝司, 吉崎佐矢香, 李 天成, 脇田隆字］ 

 

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因子E6APの新規標的

蛋白の検索  

 HPV16E6蛋白と結合する宿主因子E6APはユビキチン

リガーゼ活性を有し, p53, hDgl, hScribなどをユビ

キチン化し, 分解する. E6APは単独でもユビキチンリ

ガーゼ活性を有しており, 細胞内蛋白の安定性調節に

関与している. 新規E6AP結合蛋白としてPRDX1を同定

した. E6APの強制発現によりPRDX1発現量が低下する

ことを明らかにした. また, E6APの結合に必要な

PRDX1内の領域は一箇所ではない可能性が示唆され

た.  

[奈須純一, 勝二郁夫, 村上恭子, 鈴木哲朗, 佐藤多

鶴子（日本歯科大）] 

 

（２）ヒトポリオーマウイルス BKV, JCV の糖脂質結

合の比較解析 

 BKV, JCV, SV40 などでは, シアル酸を含むガングリ

オシドを感染レセプターとすることが示されているが, 

感染様式の違いなど不明な点が多い. そこで, BKV と
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JCV のウイルス様粒子（VLP）と糖脂質との結合様式の

比較解析を Sucrose floatation assay 及び表面プラ

ズモン共鳴（SPR）法によって行った. その結果, 

BKV-LP は, GD1a, GD1b, GD2, GD3, GT1a, GT1b, GQ1b

と, JCV-LP は, GM1, GM2, GM3, GD1a, GD1b, GD2, GD3, 

GT1a, GT1b, GQ1b とそれぞれ結合することが示され

た.  

[松田麻未, 李 天成, 片野晴隆（感染病理部）, 中

村智之（感染病理部）, 脇田隆字, 鈴木哲朗] 

 

（３）新規ヒトポリオーマウイルス MCV と糖脂質との

相互作用 

 昨年皮膚がんの一種メルケル細胞癌から発見された

新規ヒトポリオーマウイルス MCV については感染過程

の分子機構は全く不明である. MCV-LPと糖脂質との結

合を SPR 法で解析したところ, MCV-LP は多くのガング

リオシドで相互作用を示さず, GM3, GD3 と結合するこ

とが示された. メルケル細胞癌組織では, GM3, GD3

が高い発現を示すことが報告されており, MCV 感染の

組織特異性を規定する要因として, ガングリオシドと

の相互作用が重要である可能性が示唆された.  

[松田麻未, 李 天成, 片野晴隆（感染病理部）, 中

村智之（感染病理部）, 脇田隆字, 鈴木哲朗] 

 

(４) メルケル細胞ポリオーマウイルス（MCV）様粒子

の作製およびその応用 

 MCV は昨年メルケル細胞癌（MCC）からクローン化さ

れた新しいヒトポリオーマウイルスであり, MCV ゲノ

ムが一部の癌組織に組み込まれていることから新規癌

ウイルスと考えられている. しかしながら, MCC 以外

の疾患との関連は不明な点が多く, また, 増殖細胞系

は確立されておらず, MCV の生活環, 粒子構造などは

全くと言ってよいほど明らかにされていない. 今回わ

れわれは組換えバキュロウイルス発現システムを用い

て MCV のウイルス様粒子（VLP）の作製, 精製を試み

た. さらに得られた MCV VLP を用いて, MCV 抗体保有

率を調査し, 血清疫学解析を行った.  

［李 天成, 片野晴隆＊, 片岡紀代＊, 中村智之＊, 永

田典代＊, 宮村達男, 佐多徹太郎＊, 脇田隆字, 鈴木哲

朗（＊感染病理部）］ 

 

V．その他の研究 

（１）CAV apoptinとTTV VP3の機能に関する検討 

 Human torque teno virus (TTV)の近縁のウイルス

であるchicken anemia virus(CAV)のウイルス蛋白の

ひとつであるapoptinのＣＡＶ複製において必須であ

ることを明らかにした. また, 蛋白としての相同性に

ついてはそれほど高くないにもかかわらず, TTV-VP3

がapoptinを欠損ＣＡＶの複製を相補した.  

[Prasetyo AA（鳥取大医学部ウイルス学）, 釜洞俊雄

（鳥取大医学部ウイルス学）, 黒石歩（鳥取大医学部

ウイルス学）, 村上恭子, 日野茂男（鳥取大医学部ウ

イルス学）] 

 

（２）１回感染型キメラフラビウイルスを用いたデン

グウイルス２型ワクチンの開発 

 Capsid 遺伝子の大部分を欠損したウエストナイルウ

イルスを用い, デングウイルス２型の prM および E 遺

伝子を持つ１回感染型キメラフラビウイルスを作製し

た. デング Capsid 蛋白発現細胞を用いて大量に調製

したウイルスは, インターフェロンレセプターKO マウ

スにおいて安全性およびワクチン効果が認められた.  

[鈴木亮介, Peter W. Mason (テキサス大)] 

 

（３）豚サーコウイルス２型（Porcine Circovirus 

type 2,  PCV2）と E 型肝炎ウイルス(HEV)のキメラウ

イルス粒子の作製 

 離乳後多臓器発育不良症候群（PMWS）は, 衰弱, 呼

吸困難, リンパ節腫脹, 下痢, 黄疸など様々な臨床症

状を呈し発育不良となる豚の消耗性症候群である. そ

の主な病原因子の一つとして PCV2 の関与が指摘され

ている. PCV2 は, 日本国内に広く浸淫しており, PMWS

防止対策として PCV2 ワクチンの開発が重要であると

考えられる. PCV2 の ORF2 を HEV-ORF２の N 末端に挿

入し, 組換えバキュロウイルス発現システムを用いて, 

PCV2-ORF2 と HEV-ORF２の融合蛋白を大量に発現し, 
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培養上清および感染細胞から目的蛋白を精製し, 電子

顕微鏡で粒子の形成を観察した. その結果, N 末端に

下記の 6 つの PCV2 構造蛋白領域を連結した組換えバ

キュロウイルスで感染した Tn5 昆虫細胞及びその培養

上清から直径 23-24nm の粒子が多数観察された. 現在, 

キメラ粒子の抗原性と免疫原性の解析を行っている.  

［李 天成, 劉 蘭軍, 恒光 裕（動物衛生研）, 宮

村達男, 脇田隆字, 武田直和］ 

 

（４）バキュロウイルスを用いたブタサーコウイルス

２型（Porcine Circovirus type 2, PCV2）組換え粒

子の産生とその応用 

 日本で分離した PCV2 山形株を用い, 構造蛋白領域

をコードする ORF2 の全長を組換えバキュロウイルス

で発現した. 発現産物を塩化セシウムあるいはショ糖

密度勾配遠心法で精製し, ウエスタンブロット法, 

ELISA 法, 電子顕微鏡等で抗原性, 産生量, ウイルス

粒子形成等を解析した. PCV2 構造蛋白を昆虫細胞 Tn5

で発現した場合, 予想される 28 kDa の蛋白が産生さ

れ, 顕微鏡で直接観察したところ, 直径約 20 nm のウ

イルス様粒子(VLPs)が大量に産生されていた. この

VLPs を抗原として抗体検出 ELISA を開発し血清疫学

調査をおこなった. 出荷豚の IgG 抗体保有率は 100%, 

野生イノシシのそれは 50%であり, PCV2 は飼育豚のみ

ならず野生イノシシにも広く浸淫していることが明ら

かになった. さらに, この VLPs をウサギとモルモッ

トに免疫し, 高力価の免疫血清を取得し, 本免疫血清

を用いてウイルス抗原検出方法を樹立した.  

［李 天成, 劉 蘭軍, 恒光 裕（動物衛生研）, 宮

村達男, 脇田隆字, 武田直和］ 

 

（５）日本におけるブタおよびイノシシが保有する

PCV2 の遺伝子特徴調査 

 組換えバキュロウイルス発現系で作製した VLPs を

抗原として抗体検出 ELISA を開発し血清疫学調査をお

こなった結果, 日本に生息している野生イノシシにお

ける抗 PCV2 抗体保有率は 50%であり, これに対して６

ヶ月例ブタにおける抗PCV2抗体保有率は100％である

ことが明らかになった. さらに一部の検体から PCR 法

を用いて PCV2 遺伝子も検出された. これまで日本の

ブタから PCV2 全長配列が分離された例は少なく, イ

ノシシから全長配列が分離された例はない. これらの

陽性サンプルの全長遺伝子を増幅し, その配列を解析

し, イノシシとブタ由来 PCV2 の違いを比較する.  

［李 天成, 劉 蘭軍, 恒光 裕（動物衛生研）, 宮

村達男, 脇田隆字, 武田直和］ 

 

＜別＞ 検査業務 

第１室：  

検定業務 

 経口生ポリオワクチン  小分製品 1件 

 

第２室：  

 平成 20 年度は 7 件の行政検査依頼があり, ウイル

ス分離同定, 塩基配列解析等による型内株鑑別試験等

を実施した. 型内鑑別あるいは塩基配列解析を行った

ポリオウイルスは, すべてワクチン株と同定された.  

 

第３室, 第４室： 

行政検査 

 HBV 及び HCV の遺伝子解析検査 １件 

依頼検査 

 HBV 核酸定量用キットの感度及び特異性試験 2 件 

 

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 

 組換え沈降 B 型肝炎ワクチン（酵母由来） ９件 

検査業務 

 E 型肝炎確認検査 ４件, ９検体 
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