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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中間バルク

１件の神経每力試験の再試験, 小分製品１件の検定を

おこなった. また、新たな担当ワクチンとしてロタウ

イルスによる胃腸炎に対するワクチンの承認前検査を

開始している．承認後は製剤担当室として検定を実施

する予定である．ワクチン導入前後のロタウイルスの

流行状況を把握するための研究も開始している。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, 検定方法の開発を引き続き

おこなった. ワクチン開発の進行に伴い、国内参照品

のロット更新も迅速な対応していく必要がある． 

 わが国の食中每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. ノロウイルスの爆発的な流行は観察されていな

いが, 引き続き警戒が必要である. カリシウイルスに

関する基礎研究が進展している. 今年度は構造解析に

関する研究が進んだ.治療薬や予防薬の開発につなげ

ていきたい．  

 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, 世界の特殊専門ラボとして, 

また西太平洋地域の指定ラボとして世界各地で分離さ

れるポリオウイルスの性状解析を続けた. 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.JICAとの共催で実施した第20回ポリオ実験室診断

技術研修会(ポリオを含むワクチン予防可能疾患の世

界的制御のための実験室診断技術研修としては第１回

目)ではポリオ流行国など各国からの参加者に講義お

よび実習を実施した.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同定したヒト PSGL-1 に関す

る解析が進んだ.さらにエンテロウイルスに対する抗

ウイルス化合物を複数同定し、その標的についての解

析をおこなった．環境中のエンテロウイルスサーベイ

ランスも進めている． 

 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. 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およびウイル

ス因子の両面からの研究が進んだ. 新たなウイルス感

染増殖モデル系の構築及び新規ワクチン開発に関わる

研究も進行している.Ｂ型肝炎ウイルスでは抗ウイル

ス活性を有する化合物を同定するための実験系を確立

した.肝炎研究基盤整備事業の 2 年度目となり，肝炎

ウイルス研究成果の情報収集・解析, 研究者育成など

を進めている．今年度は５回の研修会を実施し, 肝炎

ウイルス研究データベースを公開した. 

 第５室の最重要課題はＡ型及びＢ型肝炎ワクチンの

検定, 検査である. 本年度はＡ型肝炎ワクチン２件, 

Ｂ型肝炎ワクチン６件の検定をおこなった.  

 Ａ型肝炎は 2010 年春期に多発し、最終的には 346

人の患者が発生した. 今後の対策にいかせるよう、こ

の流行に関する解析を進めた．E 型肝炎研究はウイル

ス培養が可能となり, 感染性クローンも樹立できた. 

ウイルス学的な研究およびワクチン開発に関わる研究

を進めている. 

 厚生科学審議会感染症分科会予防接種部会において、
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予防接種法の定期接種となっていない疾病・ワクチン

についての検討を進めるにあたり、ポリオワクチン（不

活化ワクチン導入に向けて）と B 型肝炎ワクチンに関

して、現時点における情報を幅広く収集し、整理を行

うことを目的としてファクトシートを作成した． 

 

 以下のような国際的技術協力をおこなった. 

第二室 

李 岩（中国, 山東省疾病予防控制センター）＜笹川

フェロー＞平成22年 9月 3日～平成23年 8月 23日, エ

ンテロウイルスの遺伝子診断の研究. 

第五室 

Sadaf Bashir Dar（University of Delhi）平成 23 年

2 月 27 日〜平成 23 年 5 月 18 日, ＬＡＭＰ法によるＢ

型肝炎ウイルス検出法の開発と応用と E 型肝炎ウイル

スの基礎研究. 

 人事面では、平成 22 年 4 月に村山麻子研究員と村

上耕介研究員が就任、同年 7 月に第 4 室室長に相崎英

樹氏が昇任した．新職員の皆さんの活躍に大いに期待

する. 

 ハンスマン・グラント主任研究官は, 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予防衛生研究所（NIH）に長期出

張中し、平成 22 年 8 月に帰国した.  
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業 績 

調査・研究 

I． 下痢症ウイルスに関する研究 

１．ノロウイルス（NoV）に関する研究 

（１）ノロウイルスリバースジェネティックスシステム

に関する研究 

 新生ウイルス粒子を産生可能なヒトノロウイルス GII/3 

U201 株の完全長 cDNA pKS-U201F を用いたリバースジェ

ネティックスシステムを GII/4 Saga1 strain, GII/4, 3 

キメラウイルス株 TCH04-577株, GI/1 Norwalk prototype 

virus に応用するため, U201 と同様なコンストラクショ

ンを行い, それぞれのクローンの細胞内挙動をlive cell 

imaging, 共焦点レーザー顕微鏡, でコンボリューション

蛍光顕微鏡によって確認した.  

[片山和彦, 岡智一郎, 村上耕介, 脇田隆字] 

 

（２）ノロウイルスを利用した経口ワクチン用ベクター

作製の試み 

 経口ワクチンに特化した腸管特異的な導入が可能なベ

クターとしてヒトノロウイルスに加え, マウスノロウイ

ルスを利用した遺伝子導入ベクターの作製を行った. 

pKS-U201F のヒトノロウイルス遺伝子領域をマウスノロ

ウイルスと亣換したpKSF-MuNoV-S7,マウスノロウイルス

ゲノム RNA を T7 RNA polyerase promoter で転写可能な

pT7-MuNoV-S7 を構築した. インビトロで合成した MuNoV 

RNA は, RAW 細胞, 293T 細胞の双方で感染性 MuNoV 粒子

を産生可能であった. 現在, pKSF-MuNoV-S7 の感染性を

検討中である.  

[中西 章(国立長寿医療研究センター), 片山和彦, 岡智

一郎, 脇田隆字] 

 

（３）ノロウイルス(NoV)のゲノム解析 

 2010 年 4 月～2011 年 3 月の間に全国 20 カ所の衛生研

究所で収集した感染者糞便を用い, NoV 遺伝子型 GII/4

のゲノム全長の塩基配列を得た. 尐なくとも７種の

GII/4 の単系統亜株が急性胃腸炎の集団発生に関わって

いた. ゲノム組換え点として, ORF1/ORF2 境界の高度保

存領域を見いだした. これにより, ノロウイルスは, ヒ

トへの適応変化能力を高めていることが昨年同様に示唆

された. 得られた情報は, ノロウイルスサーベランスに

還元した.  

[本村和嗣, 横山 勝, 中村浩美, 守 宏美, 神田忠仁, 佐

藤裕徳（病原体ゲノム解析研究センター）, 岡智一郎, 片

山和彦] 

 

（４）ノロウイルス GII に対する組織血液型抗原物質

（HBGA）の結合機構の X線構造解析による研究 

 ノロウイルス（NoV）VLP表面に突出するP領域には, 様々

なタイプの HBGA が結合することが報告され, HBGA は, 

NoVの受容体候補と考えられている. P領域を大腸菌で発

現し, 高度に生成した後, 様々な HBGAと混合して結晶を

作製し, X 線結晶構造解析を行った. 改正に成功した

HBGA のすべてが, α1-2fucose によって P 領域に結合し

ており, 結合様式に差がないことが明らかになった. α

1-2fucose は, 腸管粘膜上のムチンに大量に存在してい

ることが知られている. HBGAの NoVに対する不変的結合

様式は, NoV 腸管粘膜へのウイルス粒子のコンタクトに

重要な役割を果たしている可能性がある.  

[Grant S. Hansman, Christian Biertu (NIH), Ivelin 

Georgiev (NIH), Jason S. McLellan (NIH), Lei Chen 

(NIH), Tongqing Zhou (NIH), Kazuhiko Katayama and 

Peter D. Kwong（NIH）] 

 

（５）ノロウイルス網羅的全ゲノム塩基配列解析と

CaliciWebの構築 

 ノロウイルス（NoV）は, 構造タンパク質領域のゲノム

塩基配列を用いて, GI から GV の 5 つのグループに分類

できる. このうち, 人に感染するのは GI, II, IVである. 

GI, GII にはそれぞれ遺伝的に異なる 14-17 種類以上の

genotype が存在している. これら genotype のうち, 全

長塩基配列が明らかにされているのは約 60％に過ぎな

い. 我々は, 全長塩基配列の明らかにされていない

genotypeの網羅的全ゲノム塩基配列解析を推進し, ノロ

ウイルスの分子進化機構, 流行のメカニズム解明を推進

している. さらに, NoV を含むカリシウイルスデータベ

ース, 情報共有サイト CaliciWeb の構築し, 国内外への
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塩基配列データ共有化を進めている. 本年度は, 6 種類

の genotypeの全塩基配列を決定した.  

[天野加奈子, 小沢一弘, 三木元博, 片山和彦, 岡智一郎, 

村上耕介, 三瀬敬治（札幌医大）, 脇田隆字] 

 

（６）ノロウイルス非構造タンパク質 p22（3A-like 

protein）の機能解析 

ヒトノロウイルス（NoV）の ORF1 にコードされる非構

造蛋白質 3A-like protein (p22)に ERリテンションシグ

ナル配列が存在することを明らかにした. p22 は, 細胞

内の小胞体からトランスゴルジ間のタンパク質の膜輸送

システムに影響を与え, 狭間に NoV の複製の場を形成す

る機能がある可能性が示唆された.  

[Tyler M. Sharp (BCM), Susana Guix (BCM), Kazuhiko 

Katayama, Sue E. Crawford (BCM), Mary K. Estes (BCM)] 

 

（７）ノロウイルス, サポウイルス網羅的 VLP および抗

体の作製 

 ノロウイルス (NoV), サポウイルス (SaV) は, 感染モ

デル動物も存在せず, 培養細胞で増殖させることもでき

ない. これらのウイルスの研究, 抗原抗体検出システム

の開発などにウイルス様中空粒子 (VLP) と, それを用い

て作製する抗血清は, 研究用ツールとして極めて有用で

ある. 当部室では, VLP と抗血清の作製を継続し, パネ

ルを維持している. 本年度は, ６種類の新たな VLP, 抗

血清を作製した.  

[天野加奈子, 小沢一弘, 三木元博, 片山和彦, 岡智一郎, 

村上耕介, 李 天成, 脇田隆字] 

 

（８）ノロウイルス食中每事例調査のためのシークエン

スデータ共有化 

 ノロウイルス (NoV) の広域食中每事例の早期探知に有

効と考えられるシークエンスデータの共有化を試行的に

実施する中で, 同一塩基配列を持つ NoV遺伝子型 GI.4 3

株の大阪府および大阪市からの登録から, 2009年 8月初

旬に奈良市, 大阪市および神戸市の同一居酒屋チェーン

店 3 店舗で同時多発的に発生した食中每事例を探知し

た.  

[野田 衛(国立医薬品食品衛生研究所・食品衛生管理部),

入谷展弘(大阪市立環境科学研究所),中田恵子(大阪府立

公衆衛生研究所), 斎藤博之(秋田県環境保健研究センタ

ー),片山和彦,岡智一郎,山下和予(感染症情報センター),

田中 忍(神戸市環境保健研究所),西川 篤(奈良市保健

所),北堀吉映(奈良県保健環境研究センター),三谷亜里

子(京都府山城北保健所)] 

 

（９）国内の下水および河川水からの Genogroup IVノロ

ウイルスの検出および遺伝子解析 

 我々はこれまでに下水, 河川水中に存在する GI, GII 株

の遺伝子を網羅的に解析することで, 流域における流行

株の把握が出来ることを示した. 本年度は, 下水, 河川

水中の GIV 株の存在状況に着目して調査を行った. 2005

年 3月～2006年 2月に採水した国内の下水処理場におい

て流入水及び処理水, 2003年 4月～2004年 3月に多摩川

の 5 地点において採取した河川水を調査した結果, GIV 

NoV が冬期に高頻度に検出されること, 遺伝的に多様な

GIV株が存在することを明らかにした. GI, GII NoVと同

様, GIV NoV も冬期に流行し, さらに時期によって異な

る GIV株が流行している可能性が示唆された.  

[北島正章 (東大院工学)，岡智一郎，原本英司（山梨大

学），片山和彦，片山浩之(東大院工学)] 

 

（１０）ヒトノロウイルス VLP のヒト腸管由来培養細胞

への結合様式の解析 

 ヒトノロウイルス (HuNoV) の細胞への結合様式を詳細

に解析する事を目的として, 共焦点レーザー顕微鏡を用

いた解析を行った. ヒト腸上皮様細胞株 Caco-2に HuNoV 

VLPを加えて反応させた. VLPは一様に全ての細胞に結合

するのではなく, 一部の細胞集団に特異的に結合するこ

とを明らかにした. また, Caco-2での発現が知られてい

る H1 型 HBGA に対する抗体を用いて, VLP と H1 型 HBGA

の細胞における局在を解析したところ, H1型 HBGAと VLP

の局在が必ずしも一致せず, H1 型 HBGA を発現していな

い細胞にも VLP が結合することを明らかにした. Caco-2

には H1 以外の HBGA もしくは, 未知の分子を利用して細

胞に結合する可能性がある. 
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[村上耕介, 岡智一郎, 松田 幹（名大院生命農学）, 片

山和彦] 

 

（１１）ノロウイルス3C様プロテアーゼの変異導入解析 

 ノロウイルス Chiba407 株（GI/4）の 3C 様プロテアー

ゼに種々の変異を導入し, Ala置換で活性が消失したり, 

タンパク質発現量が低下したりするTrp6, Trp19, Thr27, 

Leu86, Leu95, Leu97, Met101, Gln117, Leu121, Thr134, 

Tyr143, Val144, Val167 の 14 残基についてさらにいく

つかの変異を導入して機能への影響を見た. 既報の立体

構造を考慮すると, Thr134 と Tyr143 が基質認識に重要

であると考えられたほか, これら14残基の多くは相互作

用ネットワークを形成し, 立体構造の維持, 効率的なタ

ンパク質分解に寄与していることが示唆された.  

[染谷雄一] 

 

（１２）ノロウイルス 3C様プロテアーゼの C末端領域欠

失の効果 

 ノロウイルス Chiba407 株（GI/4）の 3C 様プロテアー

ゼは181アミノ酸残基から成る. 本酵素の結晶構造は173

番目残基までしか含まない. このことは C 末端領域が一

定の構造をとっていないことを示唆する. 人工的に C 末

端領域を欠失させ, プロテアーゼ活性への影響を見たと

ころ, 172番目残基以降 10アミノ酸残基を欠失させても

活性に影響はなかった. C末端 10アミノ酸残基は活性に

必要ではないことを示している.  

[染谷雄一] 

 

（１３）均一な粒子径のノロウイルス様中空粒子の昆虫

細胞での発現とその性質 

 ノロウイルス Chiba407株（GI/4）のキャプシド (VP1) 

タンパク質を Tn5 細胞で発現させると, 通常の 38 nm の

ウイルス様中空粒子 (VLP) の他に, 23 nmの小粒子を形

成する. この VLP は 58 kDa と 52 kDa の 2 種の VP1 タン

パク質から成る. アミノ酸配列解析の結果, 58k タンパ

ク質の N 末端は Ala4 残基, 52 k タンパク質は Thr45 残

基であった. Leu43-Ala44-Thr45をAla-Pro-Valに置換し

たところ, 58 kDa の単一のタンパク質が生成し, VLP の

サイズも 38 nm に均一化された. 均一な 38 nm VLP は野

生型 VLP（混在型）と抗体の反応性において変化はなか

った. 血液型糖鎖抗原との反応パターンに変化はなかっ

たが, Lewis b 抗原の結合の程度が三重変異 VLP で顕著

に低下していた.  

[染谷雄一, 白土東子] 

 

（１４）NoV と血液型抗原との結合：糖鎖遺伝子改変細

胞による解析 

 昨年度までに, VLPsを用いた In vitro-binding assay 

(ELISA, Biacore) によって NoV が ABO 抗原だけでなく

Lewis抗原においてもタイプ 1, 2構造の識別を行ってい

ること, GII/4 遺伝子型株が, 他の遺伝子型株に比べ結

合できる血液型抗原の種類が多く, またそれぞれの血液

型抗原への結合力が強いことを明らかにした. 平成 22

年度は糖鎖遺伝子改変細胞を用いた解析により, 細胞上

の血液型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, GII/4 遺伝子型株の血液型抗原への結合力

が強いことを確認した. NoV は血液型抗原のタイプ 1, 2

構造を識別することによって自らの組織特異性を決定し

ている可能性がある. また, GII/4 遺伝子型株の血液型

抗原への結合力の強さがこの株の伝播力の強さに結びつ

いている可能性がある. 

[白土東子, 熊谷安希子, 栂谷内晶（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] 

 

（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
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GI/2 遺伝子型株のキャプシド P ドメインと Le-a, Le-b

複合体の X線結晶構造解析を行った. GI/2遺伝子型株に

よるα1,4Fuc, α1,2Fuc 認識機構の詳細を明らかにし

た. 

[熊谷安希子, 久保田智巳（産総研）, 伊藤浩美（産総研）, 

古川早苗（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）マウスノロウイルス（MuNoV）の細胞内局在 

 ノロウイルスの複製機構を明らかにするため, Raw264.7

培養細胞で増殖する MuNoV の蛋白質, ゲノム dsRNA (複

製中間体二本鎖 RNA), nsRNA (新たに合成された RNA) の

細胞内局在を蛍光デコンボリューション顕微鏡を用いて

調べた. 複製に必須のポリメラーゼは核周辺部位に

dsRNA と, ウイルス粒子主構成成分 VP1 蛋白質は細胞質

全体に nsRNA と共局在した. MuNoV の複製は核周辺部位

で, 粒子形成は細胞質で起こり, それぞれに関与する

RNA種が示唆された.  

[下池貴志, 高木弘隆（バイオセイフティー管理室）, 岡

智一郎, 村上耕介, 脇田隆字, 片山和彦]  

 

（１７）マウスノロウイルス(MNV)のマウス由来マクロフ

ァージ細胞での増殖性 

 マウスノロウイルス(MNV)の培養・増殖は主にマウスマ

クロファージ由来細胞株 RAW264.7(ATCC_TIB-81, 以下

RAW)細胞を用いて行われている. 今回, RAW のほかにマ

クロファージ由来 J774A.1(JCRB9108)細胞での MNV 増殖

を解析した. MNVの感染価は, RAW で 6-7log10TCID50/ml, 

J774A.1で4-5log10TCID50/mlとなり, 約 100倍の差が認

められた. MNV-RNA 量および, 免疫蛍光染色による観察

でも同様の傾向を認めた.  

[高木弘隆（バイオセーフティー管理室）, 岡智一郎, 北

島正章, 遠矢幸伸, 片山浩之, 片山和彦, 杉山和良] 

 

２．サポウイルス（SaV）に関する研究 

（１）サポウイルス遺伝子型タイピング法の確立 

 サポウイルスは５つ (GI, GII, GIII, GIV, GV)の遺伝

子群 (genogroup)に分類され, ヒトからはこのうち 4 つ 

(GI, GII, GIV, GV)の genogroup が検出されている. さ

らに genogroup 内には, 複数のクラスター (遺伝子型 : 

genotype)が認められる. 本研究では, 統計解析手法に基

づいたサポウイルス genotyping 法の確立を目指した. 

106 株のサポウイルス構造タンパク質全長の塩基配列セ

ットを用いて, pair-wise distance valueを算出し, そ

の相対頻度のヒストグラムに基づき, サポウイルス株の

クラスタリングを行った. GIおよびGIIはそれぞれ７つ, 

GIV および GV はそれぞれ１つの genotype に分類可能で

あった. 今後, 本方法に基づく遺伝子型タイピングが推

奨される.  

[岡智一郎, 原田誠也（熊本県保健環境科学研）,飯塚節

子（島根県保健環境科学研）,植木 洋 (宮城県保健環境

センター), 入谷展弘 (大阪市立環境科学研), 森 功次 

(東京都健康安全研究センター), Hansman Grant, 村上耕

介,片山和彦] 

 

（２）新規プライマーを用いた食用貝からのサポウイル

ス核酸の検出 

 昨年度, 環境水中のサポウイルス核酸検出を行うため

に新たに構築した nested RT-PCR 系を食用貝からのサポ

ウイルス検出に応用し, 従来法より高い検出率を示すこ

とを示した. 今後, 増幅産物のクローニングを行い, 検

出株の詳細な解析を実施する.  

[飯塚節子 (島根県保健環境科学研), 岡智一郎, 北島正

章 (東大院工学), 片山浩之 (東大院工学), 片山和彦] 

 

（３）熊本県における感染性胃腸炎の起因病原体調査と

サポウイルス genogroupの年次変化 

 2008～2009年度に, 熊本県内の４つの小児科から搬入

された感染性胃腸炎患者の糞便 455 検体について, NoV, 

SaV, アストロウイルス（AstV）, アイチウイルス (AiV), 

ロタウイルス (RV), アデノウイルス (AdV), エンテロウ

イルス (EntV) と細菌培養検査を行った. SaV 陽性の場

合, キャプシド領域のシークエンスにより genogroup を

決定した. SaV の系統樹解析の結果, 熊本県内では SaV 

genogroupの年次変化が続いていること, GI, GII株につ

いては年度によって異なるクラスターを形成することが
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示され, 遺伝的に異なる SaV 株が毎年, 新たに感染性胃

腸炎を引き起こしていることが明らかとなった.  

[原田誠也 (熊本県保健環境科学研究所), 西村浩一 (熊

本県保健環境科学研究所), 清田直子 (熊本県保健環境科

学研究所), 岡智一郎, 片山和彦] 

 

（４）バキュロウイルスタンパク質発現系を用いたサポ

ウイルス様中空粒子の作製 

 近年, 急性胃腸炎の原因ウイルスとしてクローズアッ

プされてきたサポウイルスは, いまだに培養細胞での増

殖ができない. ウイルス様中空粒子を用いた我々の研究

により, サポウイルスはノロウイルスと同様, 多様な抗

原性を有することが明らかになってきた. 実用的なサポ

ウイルス抗原検出系の開発および性能評価のためには, 

網羅的な抗原パネルの作製が鍵になる. そこで, 本研究

では, バキュロウイルスタンパク質発現系を用いてサポ

ウイルス株についてウイルス様中空粒子の作成を試み, 

新たに GI 1株, GII 6株, GIV 1株の作出に成功した.  

[岡智一郎, 李 天成, 片山和彦] 

 

（５）サポウイルス抗原検出系構築を目指したモノクロ

ーナル抗体の作出 

 迅速, 簡便でかつ多検体検出が可能なウイルス抗原検

出法を開発することを目的として, サポウイルス様中空

粒子 (SaV-VLPs) に対する単クローン抗体を作製してい

る. 得られたクローンの中には各 Genogroup に特異的な

単クローン抗体に加え, すべての Genogroup の株に亣叉

反応性を示す抗体も複数得られている. 今後, これらの

抗体を組み合わせ, サポウイルス抗原検出系の構築を行

う.  

[北元憲利 （兵庫県立大）, 岡智一郎, Hansman GS, 田

中智之（堺市衛生研究所）, 片山和彦] 

 

（６）サポウイルス核酸検出系のための標準プラスミド

の作成 

 ヒト由来のサポウイルスは４つの genogroup (GI, GII, 

GIV, GV) にわかれる. 我々はすでにリアルタイム RT-PCR

用の標準プラスミドを作成し, 感染症情報センターを介

して国内の配布体制を整えているが, 近年の衛生研究所

との共同研究において, サポウイルスの場合, ノロウイ

ルスと異なり, 年ごとに検出される genogroup が変化す

ることが明らかになってきた. 2006年に増幅産物の大き

さから genogroup を判定可能な genogrouping RT-PCR 法

が開発されており, 簡便な検出およびサポウイルスタイ

ピングへの有用性が期待されている. そこで, この

genogrouping RT-PCR に使用可能な GI, GII, GIV, GV 株

遺伝子を組込んだ標準プラスミドを新たに作製した. 今

後, これらの標準プラスミドも配布準備を進める.  

[岡智一郎, 片山和彦] 

 

3．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の新規リバースジェネティク

ス系の構築 

 ネコカリシウイルス（FCV）の複製, 翻訳メカニズムの

詳細はいまだ不明である. リバースジェネティクス系は

過去に構築されているが, いずれも煩雑な操作が必要, 

ヘルパーウイルスを必要とするなど問題点を抱えている. 

本年度, 我々は FCVゲノム cDNAをコードする plasmidを

培養細胞にtransfectionするだけでFCV感染性粒子を回

収できる single step リバースジェネティクス系の構築

に成功した. 本 FCV のリバースジェネティクス系は in 

vitroでの capped RNAの合成や, ヘルパーウイルスの細

胞への感染を必要としないため, FCV 以外の因子の干渉

を考慮する必要がない. 今後, FCV がコードする各ウイ

ルスタンパク質の機能評価, ゲノム複製, 翻訳メカニズ

ムの解明への寄与が期待できる.  

[岡智一郎, 高木弘隆 (バイオセーフティ管理室), 遠矢

幸伸 (日大獣医), 片山和彦] 

 

５．カリシウイルスに関する研究 

（１）カリシウイルスプロテアーゼ catalytic triad 形

成残基のポリプロテイン切断活性への重要性 

 カリシウイルスのゲノムから翻訳された open reading 

frame 1 (ORF1) ポリプロテインは, ORF1 にコードされ

るプロテアーゼによって切断される. カリシウイルスプ

ロテアーゼには catalytic triad と呼ばれる保存残基 
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(His, Glu or Asp, Cys)が存在する. 本研究では Norwalk 

virus (NoV), feline calicivirus (FCV), Sapporo virus 

(SaV), および Rabbit hemorrhagic disease virus (RHDV)

を用いて保存残基の重要性を検証した. その結果, 1) 共

通して catalytic triadと呼ばれる His, Glu or Asp, Cys

が重要, 2) NoV と FCVについては Gluが必要でない切断

部位も存在する, 3) 活性中心の Cys は Serに置換できな

いことなどが明らかとなった. リバースジェネティクス

を用いた検証結果から, ORF1ポリプロテインの正常な切

断が progeny virus産生に必須であることが示された.   

[岡智一郎, 横山 勝 (病原体ゲノム解析センター), 高

木弘隆 (バイオセーフティ管理室), 遠矢幸伸 (日大獣

医),本村和嗣 (病原体ゲノム解析センター), 村上耕介, 

佐藤裕徳(病原体ゲノム解析センター), 片山和彦] 

 

（２）カリシウイルスプロテアーゼで高度に保存されて

いるアミノ酸残基の同定および重要性の評価 

 カリシウイルス科のウイルスプロテアーゼはアミノ酸

配列の騒動性は極めて低いが, 機能は類似している. 本

研究ではプロテアーゼに保存されているアミノ酸残基を

抽出し, その重要性を研究した. Norwalk virus (NoV) 32

株, feline calicivirus (FCV) 14株, Sapporo virus (SaV) 

19株, Rabbit hemorrhagic disease virus (RHDV)のプロ

テアーゼを, シャノンエントロピー解析した後, インビ

トロでの切断実験を行い, 保存残基を 11 カ所同定した. 

分子構造モデルによって, 保存残基は主にプロテアーゼ

cleft表面に存在することが明らかなった. FCVのリバー

スジェネティックスによる検証では, 感染性ウイルスの

増殖には, 完全なポリプロテインの切断が必要であるこ

とが示唆された.  

[岡智一郎, 横山 勝(病原体ゲノム解析センター), 高木

弘隆 (バイオセーフティ管理室), 遠矢幸伸（日大獣医）,

本村和嗣(病原体ゲノム解析センター), 村上耕介, 佐藤

裕徳(病原体ゲノム解析センター), 片山和彦] 

 

５．ロタウイルスに関する研究 

（１）全ゲノム塩基配列解析を目的としたロタウイル

ス分子疫学解析手法の研究 

 ロタウイルスワクチンの導入前後のロタウイルスサ

ーベイランスにより、ワクチンの効果により激変が予

想されるロタウイルスの疫学情報を蓄積し、ロタウイ

ルス感染症の予防衛生、撲滅に関する科学的基盤情報

を提供する。特に重篤化に関与する因子を同定し、ワ

クチン開発、評価システムを構築することを目標とし

て研究を開始した。ロタウイルスは11セグメントから

なる2本鎖RNAをゲノムとして有する。全ゲノムセグメ

ントをRT-PCRによって増幅し、全塩基配列を解析する

ため、primer setのデザインを行い。標準株として用

いられるWa株を用いて、テストを行った結果、良好な

成績を収めた。今後、本プライマーセットを基準に、 

ヒトロタウイルスの分子疫学を行う。 

[片山和彦、村上耕介、下池貴志、岡智一郎、ハンスマ

ン・グラント、高木弘隆（バイオセーフティ管理室）、

脇田隆字] 

 

６．その他 

（１）培養細胞を用いたノロウイルス, サポウイルス増

殖系の検討 

 市販培養細胞２５種類について, ノロウイルス, サポ

ウイルスの増殖能を検討した. ウイルス陽性糞便を添加

した後, さらに１回 passage した培養細胞の上清につい

て核酸定量法でウイルス増殖の有無を検討したところ, 

いずれの細胞でも添加ウイルス核酸量と比較して, ウイ

ルス核酸量が増加した細胞は認められなかった. また, 

壊死を示す細胞も認められなかった.  

[岡智一郎] 

 

（２）食品検体のノロウイルス, サポウイルス検検出の

ためのパンソルビン・トラップ法の開発 

 ウイルスに対する特異抗体と黄色ブドウ球菌菌体成分

複合体を用いるパンソルビン・トラップ法（パントラ法）

は, 食品検体からノロウイルス, サポウイルスを検出す

るための実践的な手法として有用性が期待される. これ

までに, ウイルス様中空粒子に対する特異抗体を用いて, 

その有用性を検討してきたが, 特異抗体の安定供給体制

を考慮し, 市販グロブリン製剤を用いることでこの中に
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含まれる抗ノロウイルス, サポウイルス抗体によって, 

これらのウイルスを効率的に食品中から検出できること

を示した.  

[斎藤博之 (秋田県健康環境センター), 東方美保 (福井

県衛生環境研究センター), 田中智之 (堺市衛生研究所), 

野田 衛 (国立医薬品食品衛生研究所),岡智一郎, 片山 

和彦] 

 

（３）血液製剤における HCVの不活化の検討 

血液製剤における HCV の不活化の評価は実施されてい

ない. 5%アルブミン製剤に HCV を添加し, １時間の液状

加熱（一般的に 60時間）によって検出感度以下に不活化

された. 一方, 8%エタノール処理 4 時間では HCV は不活

化されなかった. この結果はモデルウイルスであるウシ

下痢症ウイルス（BVDV）と同じであった. またイムノグ

ロブリン中（4℃保存）では HCV, BVDV共に尐なくとも６

日間は不活化されなかった. 種々の不活化法に対する

HCVと BVDVの不活化効率の相違を明らかにしたい.  

[下池貴志, 野島清子 (血液•安全性研究部), 脇田隆字, 

岡田義昭 (血液•安全性研究部)] 

 

（４）弱每ポリオウイルスセービン株由来不活化ポリオ

ワクチンの品質管理 

 現在, 弱每ポリオウイルスセービン株を用いた不活化

ポリオワクチン (sIPV) と沈降精製ジフテリア百日咳破

傷風混合ワクチン (DPT) を混合した DPT-sIPV 4 混ワク

チンが開発されている. ウイルス第二部では, 平成 15

年度よりDPT-sIPV 4混ワクチンの安全性と有効性を評価

するため, 国内参照品の開発を行っている. 今年度は, 

新ロット#09A の抗原量を従来品#04C, #05J の 2 倍濃度

6：200：200 (Du/dose) に変更するとともに, 接種量増

量が標準品の安定性を評価する試験系として適当かどう

か, データの蓄積, 確認を行った. 今後, 旧ロット#05J

と新ロット#09Aの安定性評価, 生ポリオワクチン力価を

指標とした#09Aの力価評価, および適切希釈倍率の検討

を引き続き行う. 

 

[白土東子, 染谷雄一, 柴山恵吾 (細菌第二部), 蒲地一

成 (細菌第二部), 落合雅樹 (品質保証室), 藤田賢太郎 

(品質保証室), 下池貴志, 岡智一郎, ハンスマン・グラ

ント, 村上耕介, 片山和彦, 脇田隆字］ 

 

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. 2010 年度は, エンテロウイルス同定

用パネル血清 EP95 を 20 セット, エンテロウイルス単

味抗血清 80 種類, コクサッキーA 群同定用 CF 腹水 1

セット, ウイルス標準株 9 株, 等を配布した. 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）ポリオを含むワクチン予防可能疾患の世界的制

御のための実験室診断技術集団研修 (JICA 共催) の開

催 

 第 20 回ポリオ実験室診断技術研修会 (ポリオを含

むワクチン予防可能疾患の世界的制御のための実験室

診断技術研修としては第１回目) を実施した. 研修期

間は 2011 年 1 月 17 日〜2 月 10 日, 研修参加者は, ベ

トナム, アフガニスタンから各 1 名, マレーシア, パ

キスタン, フィリピン, ナイジェリア, エチオピアか

ら各 2 名, 中華人民共和国から 1 名の他, 個別研修と

して中華人民共和国からの参加者 3 名の計 16 名であ

った. WHO ワクチン予防可能疾患実験室ネットワーク

における国家実験室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, ポリオ根絶および麻しん排

除の現状と問題点を中心とした講義および討議を行っ

た. 日本脳炎, パピローマ, ロタ等, ワクチン予防可

能疾患に関する講義を実施した.  

 

（３）WHO Global Specialized Polio Laboratory 

(GSL)としての活動 
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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 79 検体お

よびラオス 102 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) 2010 年 9 月 22－24 日に, WHO 本部(ジュネーブ)

で行われた The 16th Informal Consultation on the 

Global Polio Laboratory Network 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

に関する情報亣換を行った.  

[清水博之] 

エ) 2010 年 8 月 11 日-8 月 20 日に中国省級ポリオ実

験室査察（寧夏回族自治区, 甘粙省）に JICA 専門家

として参加した.  

[吉田 弘] 

 

（４）JICA 中国予防可能な疾患 (VPDs) プロジェクト

支援 

 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）に関与するとと

もに, 中国 CDC, 江西省 CDC, 新疆自治区 CDC：各 1

名に対し 3 週間の研修を行った.  

[吉田 弘, 有田峰太郎, 西村順裕, 清水博之] 

 

２．西太平洋地域の 2010 年のポリオウイルス分離状況 

 2010 年にラオスおよびカンボジアから送付された

AFP 症例由来の糞便検体 181 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. 

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）新規ポリオウイルス・エンテロウイルス検査法

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, 糞便等の臨床検体か

ら, 直接ポリオウイルス・エンテロウイルスを検出同

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. 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ポリオ実験室への導入が可

能な簡便なウイルス検出法(RT-LAMP 法, ポリオウイ

ルス特異的 PA 法等)に関する技術開発を試みている.  

[有田峰太郎, 清水博之] 

 

（２）ポリオウイルス同定のための新規ゼラチン粒子

凝集法の開発 

 世界的なポリオウイルス (PV) 根絶計画の中で, 小

児麻痺症例を確定診断するためには急性弛緩性麻痺症

例の便検体からの PV 分離・同定が 必須とされている. 

本研究では, PV の迅速な同定を行うために, ウイルス

レセプター分子を利用した新規ゼラチン凝集法の開発

を試みた. その結果, PV レセプターで感作したゼラチ

ン粒子を用いることにより, PV の迅速な同定が可能に

なった. この同定法は, 手間および必要とされる時間

の点において優れている検査系であると考えられた.  

[有田峰太郎, 増島操治 (富士レビオ), 脇田隆字, 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 2 歳児を無作為に抽出し, 居

住する市区町村に, ポリオ生ワクチン(OPV)1 及び 2回

目, BCG, DPT1〜4 回目, 麻疹・風疹混合ワクチン(MR)

１期を接種した月齢の調査を依頼し, 回収された調査
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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 回目も良好であ

った. OPV1 回目は DPT2〜3 回目と OPV2 回目は, MR１

期と競合していることが推測された. 不活化ポリオワ

クチンの円滑な導入に向けて, 各種ワクチンの累積接

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）不活化ポリオワクチン接種者数に関する調査 

 OPV による健康被害に関する一般の関心が高まると

ともに，保護者の間に OPV に対する不安感が広まり， 

麻痺などの重篤な健康被害の可能性がない IPV 接種に

対する要望が増していることがワクチン関係者の間で

指摘されている. このため，IPV 接種の実態を把握す

る目的で，自治体および IPV 接種医療機関にアンケー

ト調査を実施した. その結果，定期接種でない IPV の

接種件数を自治体は把握できていないこと，IPV を個

人輸入して接種している医療機関での IPV 接種件数は

増加傾向にあり，接種医療機関そのものも増加傾向に

あることが判明した.  

[髙山直秀 (都立駒込病院), 清水博之] 

 

（５）我が国の不活化ポリオワクチン導入に向けた調

査・研究 

 ポリオワクチンに関する基本的情報について, 第 11

回厚生科学審議会感染症分科会予防接種部会資料「ポ

リオワクチンファクトシート」, および, 予防接種部

会ワクチン評価に関する小委員会「ポリオワクチン作

業チーム報告書」としてまとめ, それぞれ, 2010 年 7

月 7 日の予防接種防接種部会および 2011 年 2 月 21 日

の小委員会資料として報告した. 一刻も早い IPV 含有

ワクチンの定期予防接種への導入の必要性について結

論づけるとともに, IPV 含有ワクチン導入にあたって

の諸課題について検討した.  

[清水博之, 脇田隆字] 

 

（６）中国広東省における環境ウイルスサーベイラン

スによるポリオ/エンテロウイルス分離 

 中国広東省広州市下水処理場を定点として, 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継続してい

る. 2008 年 4 月から 2010 年 12 月までの流入下水, 河

川水調査を行ったところ, ほぼ毎月各型ワクチン由来

株が下水から分離されており, エンテロは HEV-B 群の

E6,E7,E11,E12,E13,E20,E24,CB3,CB5 が分離されて

いた. 現在これらの遺伝子解析を行い, 中国国内およ

びアジア域内の系統解析を行っている.  

[Zheng Huangying (広東省 CDC), Zhang Yong (中国

CDC), 吉田 弘] 

 

４．エンテロウイルスおよびその他腸管ウイルスに関

する研究 

（１）PSGL-1 の O 型糖鎖付加とエンテロウイルス 71

結合の解析 

 エンテロウイルス 71 の受容体である PSGL-1 は, 57

番目のトレオニンに O 型糖鎖付加を受ける. この糖鎖

はシアル酸を含み, セレクチンとの結合に重要である

ことが詳細に解析されている. 本研究では, エンテロ

ウイルス 71 との結合における O 型糖鎖の役割を解析

した. トレオニンをアラニンに換え, O 型糖鎖付加を

阻害した PSGL-1 変異体には, P セレクチンが結合しな

くなったが, エンテロウイルス 71 は結合した. また, 

PSGL-1 をシアリダーゼ処理した場合も, P セレクチン

が結合しなくなったが, エンテロウイルス 71 は結合

した. したがって, PSGL-1 の O 型糖鎖付加はエンテロ

ウイルス 71 との結合に不要と考えられた.  

[西村順裕, 脇田隆字, 清水博之] 

 

（２）PSGL-1 のチロシン硫酸化とエンテロウイルス

71 結合の解析 

エンテロウイルス 71 の受容体である PSGL-1 には, 

アミノ末端領域に硫酸化を受けるチロシンが 3 つある. 

これらの硫酸化は, セレクチンやケモカインとの結合

に重要である. このチロシン硫酸化のエンテロウイル

ス結合における役割を解析した. PSGL-1のチロシンを

フェニルアラニンに置換すると, チロシンの硫酸化が
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阻害された. これに伴い, エンテロウイルス 71 の結

合も阻害された. したがって, PSGL-1 のチロシン硫酸

化がエンテロウイルス結合に必須であると考えられ

た.  

[西村順裕, 脇田隆字, 清水博之] 

 

（３）細胞の硫酸化阻害によるエンテロウイルス 71

増殖阻害 

 エンテロウイルス 71 感染における PSGL-1 硫酸化の

役割を解析した. Jurkat 細胞を硫酸化阻害剤 sodium 

chlorate 存在下で培養しても, 細胞表面での PSGL-1

発現量には影響しなかった. しかし, エンテロウイル

ス 71 の増殖は, sodium chlorate の濃度に依存して

阻害された. したがって, Jurkat 細胞におけるエンテ

ロウイルス 71 の増殖には PSGL-1 の硫酸化が必須であ

ると考えられた.  

[西村順裕, 脇田隆字, 清水博之] 

 

（４）ヒト PSGL-1 発現マウス L929 細胞におけるエン

テロウイルス 71 増殖の解析 

 エンテロウイルス 71 分離株 5 株を L-PSGL-1.1 細胞

に感染させ, PSGL-1 依存的ウイルス増殖を解析した. 

ヒト由来 RD 細胞等で継代したエンテロウイルス 71 分

離株（EV71-org）では 1095 株のみ PSGL-1 依存的増殖

を示したが, 他の 4 株は顕著な増殖を示さなかった. 

一方, L-PSGL-1.1 細胞にて一度複製させたエンテロ

ウイルス 71（EV71-LPS1）ではどの分離株も PSGL-1

依存的に増殖した. EV71-org と EV71-LPS1 の全長の

アミノ酸配列を比較したところ, 4 株の EV71-LPS1 は

いずれも VP2-149 にアミノ酸置換を有していた. した

がって, VP2-149 におけるアミノ酸置換が L-PSGL-1.1

細胞におけるエンテロウイルス 71 の効率的増殖に関

与していることが示唆された.  

[宮村紘平, 西村順裕, 脇田隆字, 清水博之] 

 

（５）ヒト PSGL-1 発現マウス L929 細胞に純化したエ

ンテロウイルス 71 のヒト細胞での増殖 

 L-PSGL-1.1 細胞に順化し VP2-149 に変異をもつエ

ンテロウイルス 71 について, ヒト細胞での増殖性を

解析した. ヒト由来である RD 細胞 (横紋筋由来), 

Jurkat 細胞 (リンパ球由来), 末梢血単核球にウイル

スを感染させ, 3 日後までのウイルスタイターを測定

した. いずれの細胞においても, VP2-149 の変異によ

るウイルス増殖性の違いは見られなかった. したがっ

て VP2-149アミノ酸はマウス細胞への感染にのみ関与

するものと考えられた.  

[宮村紘平, 西村順裕, 脇田隆字, 清水博之] 

 

（６）エンテロウイルス 71 分離株の PSGL-1 依存的ウ

イルス増殖の検討 

 これまでの解析でエンテロウイルス 71 分離株は, 

PSGL-1 に結合する株と結合しない株に分類されるこ

とが明らかとなっている. PSGL-1 発現 Jurkat 細胞に

おけるウイルス増殖および抗 PSGL-1 抗体 KPL1 処理に

よるエンテロウイルス 71 増殖阻害の有無により, 

PSGL-1 結合株および非結合株を同定することが可能

である. 新たに入手した異なる genogroup のエンテロ

ウイルス 71 分離株 (genogroup B1, B2, B5, C3) に

ついて, Jurkat 細胞における PSGL-1 依存的ウイルス

増殖を検討したところ, B1 株以外は, Jurkat 細胞で

PSGL-1 依存的に増殖した. エンテロウイルス 71 株の

genogroup と, PSGL-1 依存的増殖には, 直接的な関連

性は認められなかった.  

[Rifqiyah Nur Umami, 西村順裕, 清水博之] 

 

（７）培養細胞でのウイルス分離過程における PSGL-1

依存性・非依存性エンテロウイルス 71 株の選択的分

離の検討 

 臨床検体からのエンテロウイルス 71 の分離には, RD

細胞や Vero 細胞等が用いられている. これらの細胞

は, PSGL-1 発現 Jurkat 細胞と比較すると, エンテロ

ウイルス 71 受容体 PSGL-1 の発現レベルは低く, ウイ

ルス分離の過程で PSGL-1 非依存性エンテロウイルス

71 を選択的に分離している可能性がある. ウイルス分

離過程における, PSGL-1 結合性および PSGL-1 結合に

関与するカプシドアミノ酸の変化を検討するため, 臨
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床検体そのもの, および, 臨床検体を接種した後の, 

RD, Vero, Jurkat の各細胞における CPE 発現とカプ

シド遺伝子解析を行った. エンテロウイルス 71 陽性

検体を接種した Jurkat 細胞では, ウイルス増殖は認

められなかった. 現在, RD および Vero 細胞における

ウイルス増殖と受容体依存的ウイルス variant の選

択的分離およびカプシド遺伝子変異の有無について検

討を行っている.  

[Rifqiyah Nur Umami, 西村順裕, 清水博之] 

 

（８）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, エ

ンテロウイルス 71 脳炎を含む手足口病流行における

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を解析する. エンテロウイルス 71

脳炎患者および対照例の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 PSGL-1 および

SCARB2 受容体分子の分布・局在および病理学的特徴に

ついての比較解析を行っている.  

[Ong Kien Chai , Wong Kum Thong (マラヤ大学), 小

池智(東京都医学総合研究所), 永田典代(感染病理部), 

西村順裕, 清水博之] 

 

（９）手足口病, ヘルパンギーナ, および関連合併症

の入院症例に関する全国調査 

 手足口病, ヘルパンギーナ, および関連合併症によ

る入院症例の臨床疫学像を把握するために全国調査を

実施している. 一次調査により, 全国の入院症例数お

よび死亡症例数を推計し, 二次調査により, 各症例の

臨床症状, 検査値, 病原検索結果などの詳細情報を収

集する. 一次調査では, 小児科を標榜する全国の病院

の小児科から, 病床別に層化無作為抽出法で抽出した

750 診療科を対象とした. 2010 年 4 月〜9 月までの間

に入院した 15 歳未満の日本人で, 症例定義に一つで

も合致する症例について, 入院症例数および死亡症例

数の報告を依頼した. 2011 年 2 月現在, 392 診療科 

(52.3%) から回答を得た. 報告症例数は 748 症例で, 

うち死亡症例数は 4 例であった. 一次調査の終了後, 

二次調査を行い, 各症例の特性について情報を収集し, 

手足口病, ヘルパンギーナ, および関連合併症による

入院症例の臨床疫学像を明らかにする.  

[福島若葉(大阪市立大学), 中野貴司(川崎医科大学), 

清水博之]  

 

（１０）新規抗エンテロウイルス化合物の同定 

 ワクチンが開発されていないエンテロウイルス 71  

(EV71) および生ワクチンの副作用が問題となってい

るポリオウイルス (PV) について, 抗ウイルス薬は感

染の予防および治療の有効な手段となることが期待さ

れる. 大規模化合物ライブラリーを用いたスクリーニ

ングにより, EV71 および PV に対して阻害活性を示す

化 合 物 T-00127-HEV1 を 同 定 し た . ま た , 

T-00127-HEV1 が,宿主タンパク質 PI4KB に対する特異

的阻害剤であることを明らかにした. 

[有田峰太郎, 小島宏建 (東京大学創薬オープンイノ

ベーションセンター), 長野哲雄 (東京大学創薬オー

プンイノベーションセンター), 岡部隆義 (東京大学 

創薬オープンイノベーションセンター), 脇田隆字, 

清水博之] 

 

（１１）中国山東省における環境ウイルスサーベイラ

ンスにて検出された Echo6 型について 

 山東省 CDC との共同研究にて 2008 年 2 月より継続

して主として下水を材料としてエンテロウイルスの分

離を行っている.  2008-10 年の間に下水由来 E6 が 30

株分離されたがそのうち 29 株は 2010 年の夏に分離さ

れた. VP1 領域の塩基配列を解析したところ 2 つのグ

ループに分かれている. 1998年以降の分離年代の明ら

かな患者由来株の塩基配列とともにベイズ法による進

化速度および分岐年代推定を試みた. その結果, 進化

速度は 7.047ｘ10-3 塩基置換/年と推定され, 環境株

は 2003 年と 1992 年頃に分岐して現れたと推定された. 
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継続的に環境サーベイランスを行い, 塩基配列を解析

することでヒト集団のエンテロウイルスの進化につい

て知見が得られると考えられる. 

[Tao Zexin (山東省 CDC), ZhangYong (中国 CDC), 吉

田 弘] 

 

（１２）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 感染モデルを樹立した. 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，等を測定してマウスモデルにおける欠乏状態を

評価した. 母親マウスがセレン欠乏餌を食べ続けた場

合, その仔マウスの肝臓, 及び脳中セレン濃度がセレ

ン充足餌を食べ続けた場合よりも低くなることが確認

された. 脳, 及び肝臓のグルタチオンペルオキシダー

ゼ活性は, セレン充足餌を与えた 25 日セレン欠乏餌

を与えた 25 日齢マウスは, 有意に低かった. EV71 感

染実験を行い, セレン欠乏および充足条件下での病原

性発現およびウイルス増殖について比較解析を行っ

た.  

[小林紗弥加, 渡辺知保(東京大学), 清水博之] 

 

（１３）無菌性髄膜炎を疑う熱性痙攣小児患者からの

エンテロウイルスの検出 

 無菌性髄膜炎患者からはエンテロウイルスが検出さ

れる例が多い. エンテロウイルスは, 年によって流行

する血清型が入れ替わり, 地域によっても流行型に差

が見られる. 無菌性髄膜炎患者の髄液中から B 群エン

テロウイルスが高頻度に検出され, その起因ウイルス

と考えられているが, 他群のエンテロウイルスが検出

されることがある. 200８年 4 月〜2010 年 10 月迄の無

菌性髄膜炎を疑う熱性痙攣小児患者を対象として患者

の髄液, 咽頭ぬぐい液, 便からエンテロウイルス

CODEHOP PCR 法を用いてウイルス検出を試みた. 

CODEHOP PCR 法で 164 検体から 33 検体陽性(20.1%)と

なり, 髄液検体からコクサッキーA9 検出された. 他の

陽性検体では咽頭ぬぐい液と便から主に A 群エンテロ

ウイルスが検出された.  

[町田早苗 (埻玉医大), 西村順裕, 清水博之] 

 

（１４）コクサッキーB 群ウイルスの腫瘍溶解性の検

討 

 近年ウイルス自身が本来有する腫瘍溶解性を利用し

た, 腫瘍溶解ウイルス療法が注目されてきており, 腫

瘍溶解性アデノウイルスもしくは単純ヘルペスウイル

スを用いた臨床研究が進められている. 新たな腫瘍溶

解ウイルス療法の開発を目的に, RNA ウイルスである

ピコルナウイルス科のエンテロウイルス属に着目して, 

これまでに約 40 種類のウイルスを各種ヒト癌細胞株

（非小細胞肺癌, 大腸癌, 乳癌, 膵癌, 腎癌, 子宮頸

癌, 前立腺癌, 線維肉腫, 白血病）及び腎臓, 肺およ

び骨髄ストローマ正常細胞に in vitro で感染させ, そ

れらの抗腫瘍効果について比較検討した. その結果, 

コクサッキーウイルス B 群ウイルスが, 正常肺線維芽

細胞を障害することなく, 低い感染力価によっても肺

癌細胞を特異的に溶解することを発見した. マウスモ

デルを用いた抗腫瘍活性について検討を進めるととも

に, コクサッキーB 群ウイルスによる腫瘍溶解ウイル

ス療法の有効性・安全性および抗腫瘍メカニズムにつ

いて解析を進めている.  

[宮本将平, 井上博之, 谷憲三朗(九州大学), 清水博

之] 

 

（１５）ヒトライノウイルスの高感度検出法 

 冬期普通感冒の主要な原因ウイルスであるヒトライ

ノウイルス(HRV)の CODEHOP VP1 RT-snPCR 法による検

出同定について検討を行った. 100 の血清型が存在す

る HRV-A 及び HRV-B に属するウイルスのうち, 供試し

た標準株 48 株は全て検出同定が可能であった. 

Sequencing 用 primer には reverse 側 primer の AN88
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が効果的であった. 感冒症状を呈した患者由来材料

238 検体から本法によりヒトのエンテロウイルス属に

属するウイルス185株が同定された. 185株のうち, ヒ

トエンテロウイルス A(HEV-A)及び HEV-B に属するウ

イルスが 181 株, HRV に属するウイルスが 4 株であっ

た. 4 株の HRV は, 何れも培養細胞では分離不可能と

され, 最近新たに分類された HRV-C に属するウイルス

で, 4 株中 3 株が下気道炎患者から検出された. 臨床

検体から HRV-C も検出同定可能であったことから, 迅

速高感度な本法は, HEV のみならず HRV の検出同定に

も有用である可能性が示唆された.  

[吾郷昌信(長崎県環境保健研究センター), 西村順裕, 

清水博之] 

 

（１６）ヒトカルジオウイルス国内分離株の遺伝子解

析 

 近年, カルジオウイルス属に分類される新たな腸管

ウイルス(Saffold virus)の検出が世界各地で報告さ

れている. 日本でも, この新たなヒトカルジオウイル

スの検出が, 最近報告されているが, 我が国における

伝播実態と特定疾患への関与は明らかでない. 高知県

で, 無菌性髄膜炎および手足口病患者より分離された

不明ウイルス 2 株について,  Saffold virus 3 型に

近縁であることが示唆された. また, 病原体サーベイ

ランス由来検体から, Saffold virus 2 型株も検出・

分離された. Saffold virus 分離株は, LLC-MK2 細胞

および HeLa 細胞において CPE の発現を伴って増殖し

たが, 他のヒト細胞では顕著なウイルス増殖は認めら

れなかった.  

[細見卓司(高知県衛生研究所), Naeem Asif, 清水博

之] 

 

（１７）パキスタン・アフガニスタンの急性弛緩性麻

痺患者糞便検体からのヒトカルジオウイルスの検出と

遺伝子解析 

 近年, カルジオウイルス属に分類される新たな腸管

ウイルス (Saffold virus) の検出が世界各地で報告

されている. パキスタンにおける AFP サーベイランス

により採取された糞便検体のうち, パキスタン NIH に

てポリオウイルスおよびエンテロウイルスを検出した

糞便検体以外の検体から, Saffold virus 遺伝子検出

およびウイルス分離を試みた. Saffold virus 特異的

RT-PCR およびリアルタイム PCR システムにより, 

Saffold virus 遺伝子が高頻度に検出された. LLC-MK2

細胞および HeLa 細胞を用いたウイルス分離を試みた

ところ, 多数の CPE因子が検出されたが, 解析の結果, 

ほとんどが非ポリオエンテロウイルスによる CPE であ

ることが示された. 糞便中の Saffold virus は, 

LLC-MK2 細胞および HeLa 細胞における増殖効率が低

く, 通常の手法ではウイルス分離は困難であることが

明らかとなった. 糞便中から直接 Saffold virus 遺伝

子を増幅し, 遺伝子解析を行ったところ, これまでに

報告されている以上に多様な遺伝子型(11 genotypes)

の Saffold virus の存在が明らかとなった. Saffold 

virus は, ヒト腸管ウイルスとして広範に伝播してい

ることが示唆された. 今後, より詳細なウイルス学的

解析が必要とされる.  

[Naeem Asif, 西村順裕, 清水博之, Syed Sohail 

Zahoor Zaidi (パキスタン NIH)] 

 

（１８）ヒトカルジオウイルス (Saffold virus) 感

染性クローンの作製 

 高 知県 で 分離 さ れた髄 液 から の 臨床 分 離株

JPN08-404（SAFV type 3）を材料として, RT-PCR に

より得たゲノム全長を含む SAFV cDNA クローン

（pSAF404）を作製した. pSAF404 由来 RNA の感染性

を確認するために, HeLa細胞にトランスフェクション

して SAFV を産生させた. pSAF404 を鋳型として, T7 

RNA polymerase により感染性 RNA の合成を行ったが, 

得られる転写産物は, 完全長 RNA を含まない短鎖化さ

れた RNA であった. その原因として, SAFV ゲノム上に

存在する human preproparathyroid hormone (PTH) シ

グナル相同配列の関与が示唆されたことから, PTH シ

グナルの影響を受けない CUGA 7 RNAP を用いて RNA 合

成を行ったところ, 完全長 RNA の合成が確認され, さ

らに, PTH シグナルを欠損させることで, 一般的な T7 
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RNAP でも完全長 RNA が合成された. CUGA 7 RNAP で合

成した RNAは, HeLa 細胞へのトランスフェクションに

より SAFV を産生したことから, 感染性 RNA であるこ

とが確認された.  

[姫田敏樹, 大原義朗 (金沢医大), 細見卓司(高知県

衛生研究所), Naeem Asif, 清水博之] 

 

（１９）新規カルジオウイルスの病理学的診断法に関

する研究 

 新規ヒトカルジオウイルスの病理学的診断法を確立

することを目的として, 陽性参照標本の作製とウイル

ス抗原検出のための免疫組織化学法に用いる抗体の検

討を行った. その結果, ヒトカルジオウイルス

(Saffold virus)脳内接種後の乳のみマウス脳組織標

本では, 抗脳心筋炎ウイルス (EMCV) 抗体を用いて抗

原検出が可能であることが判明した. 感度, 特異性の

向上のために抗ヒトカルジオウイルス抗体の作製を予

定している.  

[小谷 治, 永田典代(感染病理部), Naeem Asif, 清

水博之] 

 

（２０）日本, タイ, スリランカの小児のヒトパレコ

ウイルスによる急性下痢症 

 急性下痢症の原因ウイルスとしてのヒトパレコウイ

ルス遺伝子の検出を試みた. 小児を中心としたウイル

ス性下痢症と思われる検体の 8～15％の頻度でヒトパ

レコウイルス遺伝子が検出された. 1～14 遺伝子型の

中で 1～4 型の頻度が高かったが, 10 型および 11 型を

スリランカで見出した. タイ, スリランカでは最初の

報告である. とくに, スリランカで 10，11 型を見出

したように多様なヒトパレコウイルス遺伝子型が見出

された.  

[牛島廣治(日本大学), 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状況 

 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, WHO は「野生株ポリオウイルスの実験

室封じ込めに関する世界的行動計画」を策定し, 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. 我が国では, 西太平洋地域における野生株ポ

リオウイルス伝播の終息を受け, 2000-2002 年にかけ

て大規模かつ広範な野生株ポリオウイルス保有施設調

査が行われたが, 調査票の全体的な回収率が低く, 調

査精度とその後のフォローアップに関する多くの問題

点が指摘されていた. 2000-2008 年における各種の野

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を保有する可能

性のある施設をリストアップしたうえで, 所管省庁の

了解のもと各施設に対し保有状況調査を実施し, 野生

株ポリオウイルス感染性材料保有施設を特定した. 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を作成し WHO 西太平洋地

域ポリオ根絶認定委員会に提出した. 2008 年 12 月, 

WHO 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が, 保有施設

リストのアップデート継続している.  

[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), 清水博之] 

 

（２）ポリオ野生株ウイルスの封じ込め対策に関する

調査 

 野生株あるいはワクチン由来ポリオウイルス実験室

状況に関する研究を行った. 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 WHO 報告書を提出した

2008年調査以降における, 新たな野生株ポリオウイル

ス保有実態の把握のため, 2007 から 2010 年までの４

年間におけるポリオウイルス保有状況の変動の有無に

ついて, ポリオウイルスに関連するテーマで発表され

た研究論文について文献検索を行った. 医中誌由来５

１報のポリオウイルス関連原著論文から同一著者を除

外すると３６名, 他方 PubMed 由来６２報からは４８

名が選択された. ポリオウイルス保有の可能性を持つ
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可能性がより高い研究者として, 医中誌由来研究者３

６名のうちから３名,  PubMed 由来４８名のうちから

は３名, 計６名が候補者として抽出された.  

 今回調査（2007〜2010 年）の６名を前回調査（2006

年まで）の１２名と照合すると, 前回から継続してリ

ストアップされた研究者は１名のみで, 他の 5 名はポ

リオウイルスに関わる新たな研究者と見なされた.         

５名のうち４名の所属は既に前回の調査時にリストア

ップした研究機関であり, 残り１名は今回の調査によ

って新たに特定された研究機関に所属していた.  

[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), 清水博之] 

 

６．その他 

 平成 22 年度は 8 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）スリランカのＡ型肝炎流行における疫学調査 

 2010 年 1 月〜5 月の間にビクトリー・ミリタリー・

ホスピタル（スリランカ軍病院）を受診した急性肝炎

患者血清 125 検体について A 型肝炎ウイルス（HAV）

-IgM による確定診断を行った. また，51 検体につい

て遺伝子解析, 患者発症前の任務地, 受診日から HAV

流行パターンを解析した. 125 人中 119 人が HAV-IgM 

陽性であった. 遺伝子型は IA 35 人, IB 1 人, IIIA 15

人であった. IA のうち 27 人の患者から検出された

HAV-genome は高い相同性を示し同一株の流行が示唆

された. この株の患者 22 人の任務地と発症日の関係

を見ると, 最初に 1 人がトレーニングセンターで発症

し, 約一ヶ月後（HAV の潜伏期間と一致）同センター

で 7 人が発症した. 更に一ヶ月後, 軍事作戦地域の 9

駐留地でＡ型肝炎患者が確認された（14 人）. これは, 

トレーニングセンターという人口密集地での流行, 更

に潜伏期間中の兵士の移動に伴う流行の拡散が疑われ

た.  

[清原知子, Dahanayaka N (スリランカ・Rajarata 大

学), 佐藤知子, 石井孝司, 脇田隆字］ 

 

（２）HAV 増殖阻害に関する研究 

 広範囲の RNA/DNA ウイルスに対して増殖阻害効果を

示すアマンタジンと, インターフェロンα, および両

者を同時に感作させた場合の HAV 増殖阻害効果を HAV 

KRM003 株と GL37 細胞を用いた in vitro 実験系で検

討した. HAV の増殖は各薬剤単独よりも共感作させる

ことによってより強く阻害された.  

[清原知子, 神田達郎 (千葉大学大学院), 石井孝司, 

脇田隆字］ 

 

（３）2010 年春季に日本で多発した A 型肝炎の分子疫

学的解析 

 日本での A 型肝炎患者数は 2007 年以降非常に低い

レベル（150 人/年程度）で推移していたが, 2010 年

は３月から全国各地で A 型肝炎が多発し, 最終的には

346 人の患者発生を見た. 全国の地方衛生研究所と共

同で, A 型肝炎患者の糞便または血清から HAV ゲノム

の配列を決定し, 流行状況を分子疫学的に解析したと

ころ, 流行株は genotype IA の２つのクラスターと

IIIA の１つのクラスターに大部分が分類されること

が判明した. 本年に A 型肝炎が多発した理由は, 従来

日本に土着していた株（GIA）に加え, 別の新たな GIA

株が日本に侵入し, また韓国で大流行した株（GIIIA）

も一部日本に侵淫してきたためであると考えられた.  

[石井孝司, 清原知子, 吉崎佐矢香, 佐藤知子, *島田

智恵, *中村奈緒美, *多田有希, **野田 衞, 脇田隆

字 (*感染症情報センター, **国立衛研食品衛生管理

部), 他 26 地方衛生研究所との共同研究］ 

 

（４）2010 年Ａ型肝炎流行の血清疫学的解析 

 2010 年 3 月からの A 型肝炎流行をうけて, 2010 年

の患者発生状況と年齢別抗体保有率との相関を検討し

た. A 型肝炎は予後良好な疾病であるが, 高齢者は若

年者に比べて重症化することが知られている. 日本で
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は抗 HAV 抗体保有率の低下と感染リスクの増大, 患者

の高年齢化に伴う重症例の増加が危惧されてきた. 今

期の流行では 50 代以上の患者割合が増加し, 40-60 代

で死亡 1 例を含む 6 例の劇症患者が報告された. 患者

は抗体保有率が低い世代のうち, 20-60 代に集中して

いた. 若年齢層は不顕性感染の割合が高いため報告数

が尐なかったと考えられた. 抗体保有率が高い 70 歳

以上の患者は尐なかった. 今後さらなる抗体保有率の

低下と患者の高齢化が予測されるため, 積極的な検査

態勢と予防推進が望まれる.  

[清原知子, 多田有希 (感染症情報センター), 野田 衛 

(国立医薬品食品衛生研究所), 石井孝司, 脇田隆字］ 

 

（５）A 型肝炎検査態勢の構築 

 これまで A 型肝炎は感染症発生動向調査の病原体サ

ーベイランスの対象に入っていなかったため, 積極的

な検体確保及び検査は実施されなかった. しかし, 

2010年度のA型肝炎患者増加と厚生労働省から各自治

体宛に発出された「A 型肝炎発生届受理時の検体の確

保等について(4 月 26 日)」に対応して, 当室では各地

方衛生研究所の検査サポート体制および自治体からの

患者検体受付・検査システムを構築した. 検査サポー

ト体制は電話やメールによる質問対応, 検査用プライ

マー・陽性コントロールの分与などを行った. 検体の

受付は 4 月 27 日から開始し, 133 検体を受理した. 結

果については当該自治体及び NESFD(食中每調査支援

システム)内に設けられた V-Nus Net Japan にフィー

ドバックし, 情報の共有化を図った.  

[清原知子, 多田有希 (感染症情報センター), 野田 衛 

(国立医薬品食品衛生研究所), 石井孝司, 脇田隆字］ 

 

２．B 型肝炎ウイルス（HBV）に関する研究 

（１）HBs 抗体陽性患者に出現した HBV Escape Mutant

の解析 

 HBs 抗体が高力価であるにもかかわらず HBV DNA 量

が増加し肝障害を起こす症例があり, 出現した HBV 株

の遺伝子配列の解析について依頼された．そこで, 

Escape Mutant が疑われる３症例の血清より DNA を分

離し, PCR により HBs 抗体の抗原領域を増幅し塩基配

列を決定した．その結果, 全ての症例の HBV 株で抗原

領域に変異を認め, その変異はこれまでに報告されて

いる Escape Mutant に認められる変異と一致していた．

すなわちこれらの症例で出現した HBV 株は Escape 

Mutant であると考えられた． 

[永濱裕康（熊本大学），杉山奈央，加藤孝宣，脇田隆

字] 

 

（２）ファクトシートの作製 

 厚生科学審議会感染症分科会予防接種部会において, 

予防接種法の定期接種となっていない疾病・ワクチン

についての検討を進めるにあたり, 各疾病, 検討対象

となったワクチンについて現時点における情報を幅広

く収集し, 整理を行うことを目的としてファクトシー

トの作製が決まった. B型肝炎ワクチンも対象となり, 

そのファクトシートを作製した. 原案は当部で作製し, 

臨床・疫学分野等の有識者の意見を反映させた. 

(http://www.mhlw.go.jp/stf/shingi/2r9852000000

bx23.html及び http://www.mhlw.go.jp/stf/shingi/ 

2r98520000014wdd.html にて公開) 

[清原知子, 石井孝司, 脇田隆字］ 

 

（３）Ｂ型肝炎ワクチンの試験管内試験法の検討 

 B 型肝炎ワクチンの in-house Inhibition ELISA を

構築した. In-house Inhibition ELISA は Binding 

ELISA に比べると, アジュバント除去操作が不要で簡

便である. しかしながら, 国内参照品をリファレンス

とした in vitro 相対力価は製造所ごとに偏り, 各製

剤の特性を考慮した自社参照ワクチンが必要である点

は Binding ELISA と同様の結果になった. また, 一次

抗体が異なると同じワクチンでも相対力価が異なるた

め, 一次抗体を選択する際に注意が必要である. 

in-house Inhibition ELISA をワクチンの国家検定お

よび自社検定に応用するためには試薬も含めた標準化

が必要である.  

[清原知子, 石井孝司, 脇田隆字］ 
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（４）HBV 粒子産生を変化させる低分子化合物のスク

リーニング 

 HBV 産生培養細胞株を用いて, HBV 粒子産生を変化

させる低分子化合物のスクリーニングをおこなった. 

その結果, 現在までに約 150 のヒット化合物を得てお

り, この中には核酸アナログなど HBV ポリメラーゼを

阻害する可能性がある化合物も含まれているため, ス

クリーニング系として有用であることを確認している. 

現在得られた化合物を用いた機能解析をおこなってい

る.  

[渡士幸一, 内田奈々子, 脇田隆字] 

 

（５）HBV 誘導産生細胞のクローニング 

 HBV を誘導的に産生可能な細胞株の単一細胞クロー

ニングをおこなった. 各細胞クローンの培地中に放出

される HBV DNA をリアルタイム PCR により測定したと

ころ, HBV DNA 放出量のさまざまなクローンを得たこ

とが判明した. これらはそれぞれラミブジン処理によ

り HBV DNA 放出が劇的に減尐することから, 化合物ス

クリーニングや各種機能解析に有用であると考えられ

た.  

[渡士幸一, 脇田隆字] 

 

（６）HBV 生活環後期過程を評価する実験系の構築 

 HBV 生活環の中で転写以降の生活環後期過程を解析

するために, 今回, １）キャプシド形成, ２）RNA／

キャプシド会合, ３）DNA 合成, ４）放出, 等の各生

活環ステップの活性を評価する系を構築した. これら

を用いて現在抗 HBV 効果をもつ化合物の評価等をおこ

なっている.  

[渡士幸一, 内田奈々子, 溝上雅史（国際医療研究セ

ンター）, 脇田隆字] 

 

（７）HBV 吸着, 侵入等初期過程を評価する実験系の

樹立 

 HBV 生活環の中で吸着, 侵入等の初期過程を評価す

る実験系, 検出系を構築した. この系において, これ

までに HBV 吸着を抑制することが報告されているヘパ

リンやポリリジンが HBV 感染を阻害することが確認さ

れたことから, 本系は HBV 感染, 特に生活環初期過程

の評価系として有用であると考えられる.  

[渡士幸一, 脇田隆字] 

 

３．C 型肝炎ウイルスの研究 

（１）遺伝子型 2b のウイルス産生系の構築 

 培養細胞で効率よく増殖し，感染性ウイルスを産生

できる HCV 遺伝子型 2b のウイルス株は未だ存在しな

い．そこで遺伝子型 2b のウイルス株を用いて JFH-1

株とのキメラを作製した．長期培養により得られたコ

ア領域の適応変異に加えて，5’UTR，NS3 へリカーゼ

領域，NS5B 領域，3’UTR を JFH-1 株に置換すること

により，遺伝子型 2b の株は培養細胞で増殖し，感染

性ウイルス粒子を産生できるようになった． 

[村山麻子，加藤孝宣，脇田隆字] 

 

（２）培養細胞で非増殖型のウイルス株を増殖型にす

る変異の同定 

 培養細胞での増殖がみられない HCV J6CF 株を増殖

可能なウイルスに改変するために必要な点変異の同定

を試みた．ウイルス RNA を導入した細胞を長期に培養

することにより，NS4A 領域に適応変異が得られた．

J6CF 株にこの適応変異と，NS5B 領域，3’UTR 領域の

JFH-1 株型の変異を導入することにより，J6CF 株の全

長 RNA は自律的に複製し，感染性ウイルス産生が可能

となった． 

[村山麻子，加藤孝宣，脇田隆字] 

 

（３）HCV プロテアーゼのウイルスの生活環における

役割の解析 

 HCV のプロテアーゼはウイルス複製に必須であるだ

けでなく，宿主の蛋白質を切断し，自然免疫シグナル

を押さえることにより，ウイルスが増えやすい環境を

作り出している．JFH-1 株は，培養細胞で複製し，ウ

イルス産生が観察できる HCV 株である．そのプロテア

ーゼ領域を J6CF 株由来のものに置換すると，ゲノム

複製には影響がなく，ウイルス産生だけができなくな
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ることから，HCV プロテアーゼはゲノム複製だけでな

く，ウイルス粒子形成時にも関わっていた．ウイルス

粒子形成に重要な領域は NS3 プロテアーゼ領域の C 末

端側に存在した． 

[村山麻子，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

（４）新規 HuH−７細胞株を用いた効率の良い HCV 培養

系の作製 

 ウイルスの感染予防ワクチンの開発には効率の良い

ウイルス大量培養系が不可欠であるため，新たな細胞

株を用いたより効率の良い HCV 培養増殖系の構築を試

みた．HuH-7 細胞からクローニングした細胞株を利用

すると従来使われている Huh7.5.1 細胞と比較して約

10 倍のウイルスが得られた．詳細な検討の結果，細胞

内での感染性ウイルス粒子形成の効率が良く，また

FACS 解析により，感染の広がるスピードが早いことが

明らかとなった． 

[村山麻子，菅野美津子（東芝 RDC），吉村斉湖（東芝

RDC），杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

（５）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，404 種類のヒトプ

ロテインキナーゼのうち，89 種類（うち 79 種類がセ

リン/スレオニンプロテインキナーゼ）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（愛媛大），遠藤弥重太（愛媛大），

鈴木哲朗（浜松医大），加藤孝宣，脇田隆字] 

 

（６）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，9 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 2 で

あった． 

[政木隆博，澤崎達也（愛媛大），遠藤弥重太（愛媛大），

鈴木哲朗（浜松医大），加藤孝宣，脇田隆字] 

 

（７）HCV の生活環に関与するセリン/スレオニンプロ

テインキナーゼの同定 

 AlphaScreen 解析，in vitro リン酸化アッセイによ

りスクリーニングされた 9 種類のプロテインキナーゼ

について，それらの細胞内発現を siRNA を用いてノッ

クダウンすることにより,感染性HCV産生を制御する2

種類の新規プロテインキナーゼを見出した． 

[政木隆博，鈴木哲朗（浜松医大），加藤孝宣，脇田隆

字] 

 

（８）HCV の生活環に関与する NS5A 結合プロテインキ

ナーゼの同定 

 AlphaScreen 解析により NS5A と特異的に結合するプ

ロテインキナーゼを 7 種類同定した．この中から，

siRNA を用いたノックダウン実験により，HCV 生活環

の制御に関与する新規プロテインキナーゼを 3 種類同

定した（2 種類は HCV ゲノム複製に，1 種類は HCV 粒

子形成に関与）． 

[政木隆博，加藤孝宣，脇田隆字] 

 

（９）NS5A との相互作用により活性調節を受ける新規

プロテインキナーゼの探索 

 HCV 蛋白質がプロテインキナーゼと相互作用するこ

とでキナーゼ活性を調節し，ウイルス性肝炎の病態形

成に関与することが知られている．今回，AlphaScreen

解析において NS5A との相互作用が強固であったプロ

テインキナーゼを対象に，NS5A との相互作用により活

性調節を受ける新規キナーゼの探索を試みた．キナー

ゼ基質のリン酸化をリン酸化抗体を用いて解析し，

NS5A 発現細胞において貟に活性調節を受けるプロテ

インキナーゼを同定した． 
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[政木隆博，加藤孝宣，脇田隆字] 

 

（１０）HCV ゲノム複製を制御する NS5A 結合ペプチド

の取得 

 大腸菌発現システムを利用し，JFH-1 株 NS5A 蛋白質

の domain I 領域を発現させ，精製した．この精製 NS5A

蛋白質を用いて 11 種類の NS5A 結合ペプチドを取得し

た．次に，取得ペプチドを HCV サブゲノミックレプリ

コン細胞に導入し，各 NS5A 結合ペプチドの抗 HCV 作

用を解析したところ，11 種類の NS5A 蛋白結合ペプチ

ドのうち，9 種類において HCV ゲノム複製の有意な抑

制効果を認めた． 

[政木隆博，菅 裕明（東大先端研），鈴木哲朗（浜松

医大），加藤孝宣，脇田隆字] 

 

（１１）JFH-1 core と種々の株の NS5A との相互作用

の解析 

 Core と NS5A の相互作用は HCV 感染性粒子産生の初

期段階に重要である事が知られている．JFH-1 株及び，

野生型では培養細胞内で増殖しない H77，Con1，J6CF，

MA 株の NS5A と JFH-1 の core を 293T 細胞に強制発現

させ，core による免疫沈降法により相互作用を比較し

た．その結果，H77，Con1，MA 株の NS5A において core

との相互作用の増強を認めた．一方 J6 株では JFH-1

株と同等であった． 

[岡本有加，政木隆博，村山麻子，脇田隆字，加藤孝

宣] 

 

（１２）JFH-1 株における NS5A の置換がウイルス増殖

に与える影響 

JFH-1株の NS5A全体を1a型 H77c株，1b型 Con1株，

2a 型 J6CF 株，2b 型 MA 株にそれぞれ置き換えた全長

キメラ株を作製し，これらの増殖を検討した．H77c 株

に置き換えたキメラ株では複製能及び粒子産生ともに

変化せず，Con1 株に置き換えたキメラ株では，複製，

感染性粒子産生に低下が見られた．一方，J6 及び MA

株に置き換えたキメラ株では，複製能に変化は無く感

染性粒子産生のみ上昇した． 

[岡本有加，政木隆博，村山麻子，脇田隆字，加藤孝

宣] 

 

（１３）JFH-1 株における NS5A の C 末端領域の置換が

ウイルス増殖に与える影響 

 J6CF 株及び MA 株は野生型では培養細胞内で増殖出

来ないが，JFH-1 株の NS5A をこれらの株に置換すると

感染性粒子産生能が上昇する．この原因として

NS5A-5B 間の切断効率の変化が考えられた．これを確

認するため，JFH-1 株の NS5A の C 末 10 アミノ酸を J6

型，或は MA 型にした変異体を作製し，増殖能を検討

した結果，この領域の置換のみで感染性粒子産生の上

昇を認めた． 

[岡本有加，政木隆博，村山麻子，脇田隆字，加藤孝

宣] 

 

（１４）HCV JFH-1 キメラ株を用いた NS5A 阻害剤の株

特異的抗ウイルス活性の評価 

 HCV JFH-1 株の NS5A 領域を H77 株(1a 型)，Con1 株

(1b 型)，J6CF 株(2a 型)，MA 株(2b 型)の NS5A に入れ

換えたキメラ株を作製し，NS5A 阻害剤(BMS-790052)

に対する感受性を評価した．NS5A 阻害剤の投与により

すべてのキメラ株で用量依存的に複製阻害を認めた．

しかし，その阻害活性は株により異なり，遺伝子型 1

のキメラ株では高い感受性を示したが，遺伝子型 2 の

キメラ株では抵抗性であった． 

[岡本有加，政木隆博，村山麻子，脇田隆字，加藤孝

宣] 

 

（１５）Poly I:C による肝細胞での各種 IFN と ISGs

の誘導能の検討 

 HuH-7 細胞をクローニングし，内因性インターフェ

ロン(IFN)シグナル関連分子である RIG-I および MDA5

の発現が良い細胞株 HuH-7T5 と 7T10 を得た．HuH-7T5

細胞と 7T10 細胞に Poly I:C をリポフェクションし，

誘導された IFN シグナルを測定した．その結果，強い

III 型 IFN シグナルの誘導を認めたが, I 型 IFN シグ

ナル誘導はごく軽度だった．また，ISGs の誘導は III
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型IFNと同様に十分量認められた．これらの細胞のIII

型 IFN，ISGs の誘導を Huh7.5.1 細胞と比較すると，

HuH-7T5 と 7T10 細胞の方が約 10 倍高値であった． 

[藤田めぐみ，菅野美津子（東芝 RDC），吉村斉湖（東

芝 RDC），杉山奈央，村山麻子，脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

（１６）HCV 感染細胞における ISGs と各種 IFN の誘導

能の検討 

 III 型 IFN の強い誘導を認める HuH-7T5 細胞に HCV 

JFH-1 の適応変異株を感染させ，Poly I:C のリポフェ

クションによる IFN シグナルの誘導に与える影響を検

討した．その結果， III 型 IFN，ISGs の誘導はいずれ

も感染細胞で約 1/10 に低下しており，HCV JFH−１株

の感染により IFN シグナルおよび ISGs の誘導が抑制

されていると考えられた． 

[藤田めぐみ，菅野美津子（東芝 RDC），吉村斉湖（東

芝 RDC），杉山奈央，村山麻子，脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

（１７）HCV 全長 RNA の導入による ISGs と各種 IFN

の誘導能の検討 

 HCV の肝細胞への感染による IFN 誘導の評価のため，

HuH-7T5 細胞に JFH-1 株全長の RNA を導入し，IFN お

よび ISGs の mRNA を測定した．その結果，導入後 12

時間までは poly I:C と同程度の誘導が認められ，HCV 

RNA の導入でも poly I:C と同様に IFNが誘導されてい

ると考えられた．また，HCV RNA 導入 12 時間以降は

JFH-1 株全長 RNA 導入細胞の方が poly I:C 導入細胞と

比べ，III 型 IFN，ISGs の誘導が低値となり，HCV の

増殖複製によりこの誘導が阻害されていると考えられ

た． 

[藤田めぐみ，菅野美津子（東芝 RDC），吉村斉湖（東

芝 RDC），杉山奈央，村山麻子，脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

（１８）HCV JFH-1 株の感染による各種 IFN と ISGs

誘導能の検討 

 HCV RNA 導入による IFN 誘導は観察されたため，次

に肝細胞への HCV 感染による IFN の誘導について検討

を行った．感染力価の高い HCV JFH-1 適応変異株を

Huh7.5.1 細胞と HuH-7T5 細胞に感染させ，IFN および

ISGs の誘導を評価した．しかし，全長 HCV RNA の導入

で観察されたような誘導は認めなかった．そこで，HCV 

JFH-1 株の培養上清を濃縮精製後，抽出した RNA の導

入により IFN と ISGs の誘導を評価したが，誘導は認

めなかった． 

[藤田めぐみ，菅野美津子（東芝 RDC），吉村斉湖（東

芝 RDC），杉山奈央，村山麻子，脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

（１９）ビタミン D およびその代謝産物が HCV の複製

増殖に与える影響の解析 

 最近，慢性 C 型肝炎の IFN 治療においてビタミン D 

(VD) を併用することで治療効果が向上することが報

告されている．しかし，VD 投与の抗 HCV 作用について

は明らかではない．そこで，VD とその代謝産物の抗

HCV 作用について培養細胞での感染増殖系を用い検討

を行った．その結果，VD には抗 HCV 作用は認めず，そ

の代謝産物である 25(OH)VD に抗 HCV 作用があること

が明らかになった． 

[松村卓哉（昭和大），井廻道夫（昭和大），杉山奈央，

村山麻子，政木隆博，藤田めぐみ，脇田隆字，加藤孝

宣］ 

 

（２０）ビタミン D 代謝産物である 25(OH)VD の抗 HCV

作用の解析 

 ビタミン D（VD）の肝臓での代謝産物である 25(OH)VD

に抗 HCV 作用が有ることがわかった．そこで，その作

用機序について培養細胞にて解析を行った．その結果，

この 25(OH)VD は HCV の感染や細胞内での複製には影

響を与えず，細胞内での感染性ウイルス粒子形成を阻

害していることが明らかになった．今後，25(OH)VD は

新しい抗 HCV 薬として使用できる可能性が示された． 

[松村卓哉（昭和大），井廻道夫（昭和大），杉山奈央，

村山麻子，政木隆博，藤田めぐみ，脇田隆字，加藤孝

宣］ 

 

（２１）ビタミン D 代謝産物である 25(OH)VD に対す

る耐性変異株の誘導 
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 ビタミン D（VD）の肝臓での代謝産物である 25(OH)VD

に抗 HCV 作用が有ることがわかった．そこで，その

25(OH)VD に対する耐性変異株を誘導するため，HuH-7

細胞に HCV JFH-1 株を導入し，25(OH)VD を 1µM で処

理し長期培養を行った．その結果，培養 25 日目頃よ

り培養上清の HCV コア抗原量の増加を認め，耐性変異

株が誘導されていると考えられた．増殖している HCV

株を全 ORF をシーケンスしたところ，NS3 のヘリカー

ゼ領域に一カ所の非同義置換を同定した． 

[松村卓哉（昭和大），井廻道夫（昭和大），杉山奈央，

村山麻子，政木隆博，藤田めぐみ，脇田隆字，加藤孝

宣］ 

 

（２２）HCV 生体内適応変異株の抗アポトーシス活性

の検討 

 HCV 感染の慢性化機序の解明のため，HCV JFH-1 株

のチンパンジー感染実験で同定された生体内適応変異

株が宿主細胞のアポトーシスに与える影響を検討した．

その結果，生体内適応変異株の感染細胞では通常の

JFH-1 株に比べ，TNF-αや FAS ligand などのサイト

カイン投与によるアポトーシス誘導が強く抑制されて

いた．適応変異株のキメラウイルスを用いた検討から，

この抑制効果には，構造領域・非構造領域両方の変異

が関与していると考えられた． 

[Mohsan Saeed，椎名正明（東北大学），杉山奈央，脇

田隆字，加藤孝宣］ 

 

（２３）JFH-1 株培養細胞適応変異株の性状解析 

 JFH-1 株を培養細胞に導入し長期培養を行うことに

より得られた適応変異株の性状について解析を行った．

HCV JFH−１株を 25日間培養することにより通常の JFH

−１株よりも増殖複製能の高い適応変異株を得た．全

ORF のダイレクトシーケンスの結果，E2・NS3・NS5B

にそれぞれ一つずつ変異を同定した．これら同定され

た変異を詳細に検討した結果，これらの変異は細胞内

での効率的な感染性ウイルス粒子形成能および精製さ

れたウイルス粒子の感染性に影響を与えていることが

明らかとなった． 

[杉山奈央，加藤孝宣，脇田隆字］ 

 

（２４）HCV RNA 測定法とコア抗原測定法の相関につ

いての検討 

 HCV のウイルス量測定法評価のため, 日本赤十字社

より HCV 陽性検体の供与を受けパネル検体を作製した．

このパネル検体を用い，HCV RNA およびコア抗原定量

法によりウイルス量を測定し，測定値の分布と相関に

ついて検討した．その結果，HCV コア抗原定量法の中

でその測定値が HCV RNA 定量の結果と乖離する例が数

検体認められた．これらの検体のコア領域の塩基配列

を比較検討した結果，コア抗原量の測定値に影響を与

える領域として，コア領域の aa 47 - 49 のアミノ酸

変異が同定された．この領域に２つのアミノ酸変異を

認めた検体では，HCV RNA 量との相関から推定される

コア抗原量の期待値の 1/10 程度の値を示した． 

[杉山奈央，村山麻子，政木隆博，渡士幸一，鈴木亮介，

相崎英樹，鈴木哲朗（浜松医大），脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

（２５）JFH-1/Con1 キメラレプリコンのコロニー形成

法による解析 

 JFH-1 株のサブジェノミックレプリコンを基として

それぞれの非構造蛋白質領域遺伝子を Con1 株に亣換

して代償できるかどうかを試みた. コロニー形成を行

った結果, NS3 と NS5B の領域を Con1 に亣換するとコ

ロニーが全く形成されなかった. 一方, NS4A, NS4B, 

NS5A を Con1 に亣換すると wild type と同程度にコロ

ニーが形成された. また, NS4A〜NS5A を亣換した場合

も wild type と同程度にコロニーが形成された.  

[金ソルイ, 伊達朊子, 加賀美奈子, 相崎英樹, 脇田

隆字] 

 

（２６）JFH-1/Con1 キメラレプリコンの複製活性の測

定 

 ルシフェラーゼによるサブジェノミックレプリコン

で複製活性を測定した. Genotype 2a 株の JFH-1 株を

基にして非構造蛋白質領域遺伝子を genotype 1b の

Con1 株に亣換した. その結果, NS3, NS5B を亣換した
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ものは全く複製活性がなかったが, NS4A, NS4B, NS5A

を亣換した場合は複製活性が見られた. さらに NS4A, 

NS4B, NS5A をまとめて亣換すると単独で亣換した場

合より高い複製活性がみられた.  

[金ソルイ, 伊達朊子, 加賀美奈子, 相崎英樹, 脇田

隆字] 

 

（２７）全長の JFH-1/Con1 キメラウイルスの細胞内

複製とウイルス産生の評価 

 HCV ゲノムの非構造蛋白質領域遺伝子を Con1 株に亣

換し, Huh7.5.1 細胞にトランスフェクションして, 細

胞内と上清中の HCV core を測定した. その結果， NS4A, 

NS4B, NS5A を Con1 に亣換しても細胞内複製活性があ

り， ウイルス粒子産生も可能だった. また， NS4A〜

NS4B を亣換すると単独で亣換するより高い複製活性

やウイルス産生を示した.  

[金ソルイ, 伊達朊子, 加賀美奈子, 相崎英樹, 脇田

隆字] 

 

（２８）NS3 プロテアーゼ領域を Con1 に入れ替えた

レプリコンの適応変異の同定 

 ネオマイシン耐性遺伝子を持つ JFH-1 株のサブジェ

ノミックレプリコンの NS3 プロテアーゼ領域遺伝子を

Con1 株に亣換した. その合成 RNA を HuH7 細胞にトラ

ンスフェクションし， ネオマイシンによる選択培養

を行った. 形成されたコロニーを解析して, レプリコ

ンゲノムに導入された適応変異を決定した. この適応

変異をサブジェノミックレプリコンに挿入すると, コ

ロニー形成能が上昇した.  

[金ソルイ, 伊達朊子, 加賀美奈子, 相崎英樹, 脇田

隆字] 

 

（２９）遺伝子型 3a の患者血清から分離した HCV 株

の解析 

 フランスの肝炎患者の血清中の HCV ゲノムの遺伝子

配列を解析し, その HCV 株のコンセンサス配列を決定

した. その塩基配列を解析した結果, この HCV 株は遺

伝子型 3a に属することが分かった.  

[ススムエー, Saeed Mohsan, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

（３０）HCV 遺伝子型 2a/1b のキメラウイルスを用い

た NS5B ポリメラーゼ阻害剤の抗 HCV 作用の検討 

 遺伝子型 2a の JFH-1 株の NS5B 領域を遺伝子型 1b

の配列に置換したキメラウイルスを作製し, NS5B ポ

リメラーゼ(RdRp)阻害剤の薬剤評価を行った. RdRp 

の活性部位に作用する PSI-6130 を添加した細胞では

JFH-1 とキメラウイルス場合いずれも感受性がみられ

たが, RdRpパーム部位に作用する JTK-109を添加した

細胞ではキメラウイルスでは抗 HCV 作用がみられたが, 

JFH-1 ウイルスでは非感受性であった. 以上のことか

ら, このキメラウイルスを用いることで日本人に多い

遺伝子型 1b に対する RdRp 阻害剤の薬剤評価が可能な

ことが明らかになった.  

[ススムエー, 伊達朊子,朝長充則 (日本たばこ産業), 

相崎英樹, 脇田隆字] 

 

（３１）抗コアイントラボディによる HCV 増殖抑制の

メカニズムの解析 

 HCV コア蛋白質に対するモノクローナル抗体を産生

するハイブリドーマから, 抗体の可変部の遺伝子をク

ローニングし, シングルドメインまたは scFv を発現

するプラスミドを作製した. 抗体分子とコア蛋白質と

の相互作用を免疫沈降法によって確認した. また HCV

感染細胞に抗体分子を発現させると, 培養上清中の

HCV感染価が減尐する事を確認した. 現在,イントラボ

ディによる HCV 産生を抑制させるメカニズムの解明を

進めている. 

[斎藤憲司, 鈴木亮介, 松田麻未, 鈴木哲朗 (浜松医

大), 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

（３２）HCV トランスパッケージング型粒子の産生を

向上させる変異の同定とその解析 

 これまでにトランスパッケージング型 HCV 粒子

(HCVtcp)の産生系を確立した. 構造蛋白質発現組換え

アデノウイルスを感染させたパッケージング細胞を用

い, HCVtcp の blind-passage を行う事により, NS3
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領域に変異を有する増殖の良いトランスパッケージン

グ型粒子が得られた. この NS3 の変異は, 複数の遺伝

子型や株由来の構造蛋白質を用いた場合にも, ウイル

スの粒子形成効率を向上させた.  

[鈴木亮介, 石井孝司, 鈴木哲朗 (浜松医大), 齋藤泉 

(東大), 鐘ヶ江裕美 (東大), 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

（３３）HCV の粒子形成に重要な HCV NS2 結合宿主因

子の同定 

 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, さらに siRNA を

用いてその発現をノックダウンさせ, ウイルスの産生

に影響する宿主因子を選別した. その結果, HCV の粒

子形成に重要な役割を果たしていると考えられる膜蛋

白質の同定に成功した.  

[鈴木亮介, 鈴木哲朗 (浜松医大), 相崎英樹, 脇田隆

字] 

 

（３４）HCV のライフサイクルにおける E1, E2 糖鎖の

役割 

 E1, E2 の糖鎖の機能を解析するため, 糖鎖修飾部位

アミノ酸に NQ 変異（アスパラギンをグルタミンに置

換）を導入し NQ 変異型 HCVcc の産生量およびその感

染性を調べた. 粒子産生については 4 ヶ所の変異 

(E1NQ1, E1NQ2, E2NQ8, E2NQ10) で著しく低下した. 

感染性については 7 ヶ所の変異 (E1NQ1, E1NQ2, E2NQ3, 

E2NQ4, E2NQ７, E2NQ8, E2NQ10) で低下した. この結

果から糖鎖は細胞侵入だけではなく粒子構造の形成に

も重要な機能を担うと言える.  

[渡邉則幸, 伊達朊子, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

（３５）HCV E2 タンパク質の結晶化 

 ハエ細胞で E2 タンパク質 E2dTM の作製を試みた. 精

製した E2dTM は単量体の割合が非常に高く, HCVpp の

侵入や HCVcc の感染について阻害活性を示すことがわ

かった. E2dTM をゲルろ過にて分画し単量体の E2dTM

を得た. 単量体 E2dTM についても感染阻害活性は有し

ていた. また, 糖鎖解析の情報から, HCV の生活環に

影 響 し な い 糖 鎖 修 飾 ア ミ ノ 酸 の NQ 変 異 型

E2dTM-NQ569 についても発現, 精製を行い単量体の

E2dTMNQ569 を得た. 現在, E2dTM と E2dTM-NQ569 の 2

種の精製タンパク質について結晶解析を行っている.  

[渡邉則幸, 伊達朊子, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

（３６）E2 タンパク質の中和抗体誘導について 

 293 細胞とハエ S2 細胞で作成した E2 タンパク質は

それぞれ, 前者はタンパク質自体では HCVcc に対して

感染阻害効果を示さないが後者は阻害効果を示した. 

つまり, それぞれの E2 タンパク質で立体構造が異な

ると考えられる. そこで, これらの E2 タンパク質を

マウスに免疫して中和抗体の誘導を比較した. その結

果, 293 細胞由来 E2 タンパク質では中和抗体を誘導し

たが, ハエ S2 細胞由来 E2 タンパク質では誘導されな

かった. 293 細胞由来 E2 タンパク質は立体構造が正常

ではないため中和可能なエピトープが露出していると

予想できる.  

[渡邉則幸, 伊達朊子, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

（３７）HCV E2 タンパク質と結合する特殊ペプチドの

解析 

 感染阻害活性を有する単量体 E2dTM を用いて E2 に

結合する特殊ペプチドの探索を行った. 特殊ペプチド

はペプチド分子内のシステイン残基で結合を作り環状

の構造を示すことから安定性に優れたペプチドである. 

また, 多様性の高い特殊ペプチドライブラリーを用い

ることで高親和性の特殊ペプチドを同定できる. スク

リーニングから得られた結合能の高い特殊ペプチドの

4 個について粗精製を行い, その機能について解析を

行った. ウイルス感染への影響を解析したところ, 2

個については HCVcc 感染について阻害活性を示した.  

[渡邉則幸, 脇田隆字] 

 

（３８）HCV-NS5A 蛋白に結合し HCV 産生に関与する宿

主因子の同定 

 NS5A 発現細胞から pull-down 法により NS5A に結合
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する膜蛋白を精製し, プロテオーム解析を施行したと

ころ, 未報告蛋白 20 種を含む約 25 種のヒト蛋白が同

定された. これらについて HCV レプリコン細胞および

HCV 感染細胞を用いて siRNA screening を行ったとこ

ろ, そのうち 6 種が HCV 産生に関わっており, 特に翻

訳, 複製過程に関与していることが示唆された.  

[後藤耕司, 山越 智 (生物活性物質部), 小池和彦 (東

大消化器内科), 鈴木哲朗 (浜松医大), 相崎英樹, 脇

田隆字] 

 

（３９）HCV 粒子形成に関与する脂肪滴周辺膜蛋白の

同定と機能解析 

 脂肪滴周辺膜のプロテオーム解析を行い, 45 種類の

蛋白を同定し, siRNA によるスクリーニングで, HCV

粒子形成に関与する生体膜蛋白として HSD11 を見出し

た. 現在, HSD11 の肝細胞における生理的な役割につ

いて解析を進めている.  

[相崎英樹, 深澤征義 (細胞化学部), 花田賢太郎（細

胞化学部）, 本島清人 (明治薬科大学),鈴木哲朗 (浜

松医大),脇田隆字] 

 

（４０）HCV 感染が宿主細胞の脂質代謝に与える影響 

 HCV 感染による肝脂肪化の原因のひとつとして, 超

低比重リポ蛋白(VLDL)分泌低下が報告されている. 一

方, VLDL は HCV の感染性に必須と報告されており, こ

れらの矛盾点を解明するため HCV 感染に伴う肝細胞の

脂肪化の分子メカニズムについて, 生体での脂質輸送

の中心を担っているリポ蛋白に注目し解析した. HCV

感染後, 培養上清中の VLDL が増加し, 低比重リポ蛋

白(LDL)が低下することを見出し, その原因として

HCV 感染細胞での VLDL 分解酵素である Hepatic 

lipase の発現低下を見出した.  

[相崎英樹, 鈴木哲朗 (浜松医大), 脇田隆字] 

 

（４１）HCV 感染細胞のメタボローム解析 

 HCV 感染に伴う細胞内代謝の変化を理解するため, 代

謝物質の網羅的解析（メタボロミクス）を行った. HCV

感染により, TCA 回路, プリン・ピリミジン合成系な

ど 蛋 白 核 酸 合 成 等 は 低 下 し , ATP, GTP, 

phosphocreatine 等のエネルギー供与体は減尐し, 一

方解糖系は著名に亢進していた. 蛋白核酸合成の低下

はウイルス感染に伴う「シャットオフ」現象の可能性

があり, ウイルス増殖にエネルギーが消費され, 解糖

系を亢進させてエネルギー産生を行うというウイルス

感染の急性期状態を示している可能性が考えられた. 

今後, 代謝酵素群の mRNA, 蛋白レベルの変化, 関与す

る HCV 因子の同定, メカニズムの解明等を目指す.  

[松田麻未, 相崎英樹, 鈴木哲朗 (浜松医大), 脇田隆

字] 

 

（４２）蛍光標識 HCV 粒子による感染過程の可視化の

検討 

 HCV 感染初期過程を可視化するために, 蛍光標識コ

レステロール NBD-6 を HCV 粒子表面膜に取り込ませた

後, ショ糖密度勾配遠心操作で精製し, 蛍光標識 HCV

粒子を調製し, 氷上でのウイルス吸着処理後, 顕微鏡

観察したところ, クラスタ状の蛍光シグナルが認めら

れた. HCV 粒子が細胞表面上に広く均一に吸着するの

ではなく, なんらかのドメインを足場に局所的に吸着

することが示唆された. 本蛍光標識 HCV 粒子は HCV の

細胞への感染過程の解析に有用であることが示唆され

た.  

[山本真民, 相崎英樹, 鈴木哲朗(浜松医大), 脇田隆

字] 

 

（４３）リポプロテインと HCV 粒子の相互作用に粒子

表面のコレステロールが及ぼす影響の解析 

 HCV の感染にはリポプロテインが重要であると報告

されている. そこで, HCV 粒子を抗アポリポプロテイ

ン抗体により免疫沈降することでそれらの相互作用を

解析した. その結果, VLDL の構成成分である ApoE と

HCV 粒子の相互作用に HCV 粒子表面コレステロールが

密接に関与することが示唆された.  

[山本真民, 相崎英樹, 鈴木哲朗(浜松医大), 脇田隆

字] 
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（４４）Radial-flow bioreactor(RFB)を用いた, 三

次元高密度培養法による HCV 感染機構の解析 

 RFB はヒト肝癌細胞株を三次元高密度培養できる装

置である. このシステムを用いてヒト肝癌由来細胞株

（FLC−4）に HCV−2a 株（JFH−１株）の感染実験を行っ

たところ, 培養上清中の HCV-RNA 量は感染後 5 日目に

最大１０６copies１ｍｌに達し，以後７週間以上にわ

たり持続的に検出できた.平皿培養では感染が成立し

なかった事より,細胞を三次元培養する事で感染・増

殖が成立したと考えられ, 現在解析を進めている. 

[松本喜弘,相崎英樹,松浦知和 (慈恵医大), 脇田隆

字] 

 

（４５）グリチルリチンの C 型肝炎ウイルスに対する

抗ウイルス作用の解析 

 グリチルリチンは慢性 C 型肝炎患者に用いられてい

るが, その抗 HCV 作用については不明である. そこで

グリチルリチンの抗 HCV 作用について検討した. その

結果, HCV 生活環の複数ステップにおいて効果が認め

られ, 特に感染性粒子形成おいて強い阻害効果を示し

た. 今後, グリチルリチンの抗 HCV 作用の分子メカニ

ズムの解析を行う.  

[松本喜弘,相崎英樹,松浦知和 (慈恵医大), 和気健二

郎 (ミノファーゲン製薬), 脇田隆字] 

 

（４６）感染性 HCV 産生を変化させる低分子化合物の

同定 

 感染性 HCV 粒子産生系を用いて, 感染性 HCV 産生を

変化させる低分子化合物のスクリーニングをおこなっ

た. さらに得られたヒット化合物が HCV 生活環のどの

ステップに関わるかを解析した結果, １）翻訳／ゲノ

ム複製, ２）会合, ３）会合以降放出まで, に影響す

るものに分類された.  

[渡士幸一, 内田奈々子, 脇田隆字] 

 

（４７）miRNA 阻害剤を用いた HCV 複製制御の解析 

 これまでに同定した miRNA 阻害剤は, Huh-7 細胞に

おいて AGO2 と miR-122 の結合を解離させることが示

された. HCV ゲノム複製を抑制しない誘導体にはこの

解離作用が認められなかったことより, この miRNA 阻

害剤は AGO2 と miR-122 の関連を解除することにより

HCV ゲノム複製を抑制することが示唆された.  

[渡士幸一, 下遠野邦忠（千葉工業大）, Kuan-Teh Jeang 

(National Institutes of Health, USA), 脇田隆字] 

 

（４８）halopemide による感染性 HCV 産生抑制機構の

解析 

 化合物スクリーニングにより, 感染性 HCV 産生を低

下させるものとして halopemide を同定した. この化

合物は細胞每性を引き起こさない濃度において感染性

HCV 産生を約 1/20 以下に減尐させた. またこのとき

HCV シュードタイプウイルスやレプリコンシステムの

活性にはほとんど影響を与えないことより, 会合から

放出に至る HCV 生活環後期過程を阻害する可能性が考

えられた.  

[内田奈々子, 渡士幸一, 脇田隆字] 

 

（４９）肝繊維化における肝星細胞の役割の解析 

 肝星細胞の活性化が肝線維化と密接に関連している

ことから, HCV が肝星細胞で複製増殖するかを明らか

にすることは重要な課題である. HCV サブゲノム RNA

を不死化ヒト肝星細胞に導入し, 薬剤 (G418)存在化

で培養することで, HCV ゲノムが恒常的に複製する細

胞株の樹立に成功し, ウイルス複製に伴う細胞外マト

リックス関連遺伝子の発現変化について解析した. 

JFH-1 株はヒト肝星細胞株へのレセプター依存的な感

染は認められなかったが, 細胞間伝搬様式で肝癌細胞

から星細胞へ移行する可能性が示された.  

[渡邉則幸, 相崎英樹, 鈴木哲朗（浜松医大）, 脇田

隆字] 

 

（５０）HCV 複製複合体における ATP 消費量の検証 

 HCV レプリコン細胞 (genotype 1b, 2a)と肝癌由来

細胞株 Huh7 細胞を digitonin で処理し, 複製が維持

された条件下で複製複合体を含む膜画分を分離した. 

ATP を添加しその消費量を比較したところ, Huh7 細胞
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と比較して, HCV レプリコン細胞の膜画分における

ATP の消費量が有為に亢進していた. インターフェロ

ンを処理し複製を阻害したところ, ATP の消費量は低

下した. 以上の結果から, HCV の複製は多量の ATP を

消費していることが示された.  

[安東友美, 今村博臣(阪大), 鈴木亮介, 相崎英樹, 鈴

木哲朗, 脇田隆字] 

 

（５１）HCV 複製細胞における ATP 局在の解析 

 FRET 技術を利用し生細胞内の ATP レベルを可視化す

るプローブ(ATeam)を用い, HCV 複製細胞における ATP

ダイナミクスを解析した. ATP 濃度と FRET レベルの相

関を測定し濃度を算出したところ, 細胞質の ATP 濃度

は 2 mM から 1 mM に低下していた. 一方, 複製複合体

と考えられる顆粒状の発現部位では, 5 ～ 10 mM と大

幅に ATP 濃度が亢進していた. HCV 複製細胞では効率

的な複製維持のために, 細胞質から複製複合体に ATP

が流入していると考えられる.  

[安東友美, 今村博臣(阪大), 鈴木亮介, 相崎英樹, 鈴

木哲朗, 脇田隆字] 

 

（５２）HCV ゲノムの多様性の解析 

 HCV 陽性血清から RNA を抽出し Illumina 社 GAIIx

で解析した. 既知の HCV ゲノム配列を参照配列とした

マッピングと, de novo アセンブル, blast を利用し

た近縁配列比較を利用し, 最も存在比の高い allele

の組み合わせであるコンセンサス配列を決定した. 続

いてコンセンサス配列を参照配列としたマッピングを

行い, 約 9.6 kb のゲノム上に変異が混在する箇所を

200 数カ所同定した. HCV のウイルスゲノム RNA が確

かに多様性を持つことが示された.  

[安東友美, 相崎英樹, 関塚剛史(病原体ゲノム解析研

究センター), 黒田 誠 (病原体ゲノム解析研究セン

ター), 脇田隆字] 

 

（５３）個々の HCV ゲノム全長配列決定手法の開発 

 GAIIx 解読結果から変異を含まないプライマーを設

計し, 多様性を維持したライブラリーを作製した. 

454 社 GS FLX で解析し, 長いリード長を利用して変

異の組み合わせを推定した. 続いて変異を含むプライ

マーを設計し PCR で増幅した後, direct sequence を

行い変異の組み合わせを全長にわたり確定した. 患者

血清中に尐なくとも３種類の独立したウイルスゲノム

RNA 配列が存在することが示された.  

[安東友美, 相崎英樹, 杉山真也 (国立国際医療セン

ター), 溝上雅史 (国立国際医療センター), 関塚剛史 

(病原体ゲノム解析研究センター), 黒田 誠 (病原体

ゲノム解析研究センター), 脇田隆字] 

 

（５４）高純度 HCV 粒子精製方法の構築 

 細胞培養によって得られた遺伝子組換え C 型肝炎ウ

イルス粒子（HCVcc）を使用して C 型肝炎ワクチンを

開発する上で，細胞培養上清からの高効率な精製方法

の構築は重要である．そこで，簡便にスケールアップ

が可能である限外濾過およびクロマトグラフィー法を

用いた HCV 粒子の精製方法を選択し，その精製効率を

検討した． 

[横川 寛，森山正樹，赤澤大輔（東レ医薬研），中村

紀子（東レ医薬研），望月英典（東レ医薬研），石井孝

司，加藤孝宣，脇田隆字] 

 

（５５）HCV 粒子ワクチンの抗 HCV エンベロープ抗体

誘導能の評価 

 Huh-7 細胞で作製した J6/JFH-1 キメラ HCV 粒子を限

外濾過およびショ糖密度勾配超遠心法で精製した. UV

で不活化した HCV 粒子を, BALB/c マウスに MPL+TDM

をアジュバントとして腹腔内投与し, 血清を採取して, 

様々なアイソタイプ抗体の誘導を調べた. 

[森山正樹, 横川 寛, 赤澤大輔(東レ医薬研), 中村

紀子 (東レ医薬研), 望月英典 (東レ医薬研), 石井孝

司, 加藤孝宣, 脇田隆字] 

 

（５６）HCV 粒子ワクチンに最適なアジュバントの検

討 

 Huh-7 細胞で作製した J6/JFH-1 キメラ HCV 粒子を限

外濾過およびショ糖密度勾配超遠心法で精製した. UV
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で不活化した HCV 粒子をアジュバントとともに

BALB/cマウスに腹腔内投与した. 採取した血清を用い

て, 抗体価および in vitro 中和活性に対する様々な

アジュバントの効果を調べた. 

[森山正樹, 横川 寛, 赤澤大輔 (東レ医薬研), 中村

紀子 (東レ医薬研), 望月英典 (東レ医薬研), 石井孝

司, 加藤孝宣, 脇田隆字] 

 

（５７）肝炎情報の収集とデータベース構築及び情報

発信 

 肝炎ウイルス感染の予防, 肝炎ウイルスキャリア対

策, 肝癌死亡の減尐に貢献することを目的として, 肝

炎ウイルス感染, 病態等を含む国内外の情報等の収集

とデータベースの構築, および情報の提供を行って来

た. C 型急性肝炎に関する疫学情報は尐ない. そこで, 

感染症法による届出基準に基づき 1999 年 4 月から

2009 年 12 月までの間に提出された本邦における C 型

急性肝炎の年別発生状況, 年齢別分布, 都道府県別報

告状況, 症状, 感染原因・経路等について解析した. 急

性肝炎の発生動向を全数把握できる制度は他国でも尐

なく, これらの情報は予防対策, 啓発活動に大変有効

であると考えられた.  

[相崎英樹, 田中純子 (広島大),脇田隆字] 

 

４．E 型肝炎ウイルス（HEV）に関する研究 

（１）HEV の感染性を規定する宿主側因子の探索 

 PLC/PRF/5 の single cell cloning を行い, HEV の

感染増殖が可能な細胞株と不可能な細胞株をそれぞれ

複数取得した. 感染できない細胞株も, 感染性の HEV 

RNA をトランスフェクションすると HEV 抗原が分泌さ

れることから, 細胞内でのウイルス増殖能には問題が

ないことが示唆された. 感染性を規定する宿主側の因

子について, プロテオーム解析やアレイ解析の手法で

探索を行っている.  

[石井孝司, 吉崎佐矢香, 李 天成, 武田直和 (阪大

微研, 日本・タイ感染症共同研究センター), 脇田隆

字] 

 

（２）HEV の構造蛋白中の感染性を規定する残基の解

析 

 HEV の構造蛋白（ORF2）に変異を導入し, ウイルス

の増殖性への影響を調べた. その結果, 178 番目のグ

ルタミン酸をアスパラギン酸に変異させた場合に増殖

性を失うことが判明した. 本変異を持つ ORF2 を発現

する組換えバキュロウイルスを作成したところ, 蛋白

は発現するが粒子は形成されなかった. 立体構造モデ

ルに当てはめたところ, 本残基は ORF2 が２量体を形

成する際に２つの蛋白が相互作用する位置にあり, 変

異することで２量体が形成できなくなっていることが

判明した.  

[石井孝司, 森 嘉生 (ウイルス第３部), 吉崎佐矢香, 

李 天成, 武田直和 (阪大微研, 日本・タイ感染症共

同研究センター), 脇田隆字］ 

 

（３）HEV の構造蛋白 C 端領域の粒子形成に及ぼす役

割 

 ORF2 の C 端 52 アミノ酸は, 組換えバキュロウイル

スを用いた解析では粒子形成には必須でないことが判

明している. 本領域を deletion により欠損させた全

長クローンから合成された RNA には全く増殖性がなか

ったが, stop codon の導入により欠損させた全長クロ

ーンの RNAを細胞に導入した場合, ORF2 の分泌は観察

されたが感染性を示さなかった. 感染性がない原因を

明らかにするため, 粒子形成の有無およびウイルス

RNA の粒子中への取り込みについて検討している.  

[石井孝司, 吉崎佐矢香, 李 天成, 武田直和 (阪大

微研, 日本・タイ感染症共同研究センター), 脇田隆

字] 

 

（４）培養細胞における G1 と G4 HEV の増殖 

 G1 および G4 HEV を PLC/PRF/5 細胞に接種した後, 細

胞を継代せず, ３日ごとに培地の更新によって細胞を

維持した. HEV を接種後の七日目から細胞培養上清中

に RNAが検出され経時的に増加した. G1および G4 HEV

構造蛋白は接種 7 週と４週後の培養上清中からそれぞ

れ検出され, ９週と６週間後にピークに到達し, その
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後高いレベルを維持した. この結果から, G1 と G4 HEV

も PLC/PRF/5 細胞に感染し増幅することが明らかとな

った. また, PLC/PRF/5 細胞で増幅したウイルスをカ

ニクイザルに静脈接種するとウイルスがサル体内で増

幅することが確認され, 増幅したウイルスが感染性も

持つことも明らかになった. HEV 培養系の樹立は HEV

複製のメカニズムを解明するには非常に有用である.  

[李 天成, 吉崎佐矢香, 石井孝司, 恒光 裕 (動物

衛生研究所), 脇田隆字, 武田直和 (阪大微研, 日本・

タイ感染症共同研究センター)］ 

 

（５）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 G1 および G4 HEV を種々

の条件で処理した後, PLC/PRF/5 細胞に接種し, 経時

的に培養上清中のウイルス抗原を ELISA法で測定して

HEV の増殖の有無によりウイルスを失活させる条件を

検討した. G3 HEV と同様, ウイルスを失活させる塩素

（NaCIO）の有効濃度は 125ppm であった. また, 紫外

線強度 50μW, 30 分間照尃によってもウイルスは完全

に失活した. HEV はアルコール, クロロホルムに抵抗

性を示した. G1 HEV を 65℃, 5 分間加熱処理すると

HEV は失活したが, これに対して G4 HEV は 65℃, 5

分間加熱されても完全に失活しなかった. G4 HEV を完

全に失活するには 65℃, 10 分間の加熱処理が必要で

ある.  

[李 天成, 吉崎佐矢香, 石井孝司, 脇田隆字］ 

 

（６）不活化 E 型肝炎ワクチンの検討 

 培養細胞で増殖した遺伝子型 G1, G3, G4 の HEV を

65℃, 10 分間熱処理した後, それぞれをウサギとラッ

トに３回ずつ大腻筋に接種した. 接種後，経時的に採

血して ELISA 法で HEV に対する抗体を測定し, さらに

免疫血清の中和活性を測定した. 熱処理によって不活

化した各遺伝子型の HEV をウサギ, ラットに接種する

と血中に抗 HEV IgG 抗体が誘導された. 抗体価は

1:1,600〜25,600 であり, 遺伝子型間に抗体価の差が

多尐見られた. これらの抗体は HEV の PLC/PRF/5 細胞

への感染を阻止した. この結果は, 不活化 HEV によっ

て誘導された抗体が中和活性を持つことを示唆する. 

現在サルを用いて不活化ワクチンの検討を継続してい

る.  

[李 天成, *網 康至, *須崎百合子, **武田直和, 脇

田隆字 (*動物管理室, **阪大微研, 日本・タイ感染

症共同研究センター)］ 

 

（７）Genotype 5 および 6 HEV 構造蛋白の発現およ

び抗原性の解析 

 最近, 日本に棲息するイノシシから２種類の新しい

遺伝子型の HEV が発見されたが, その抗原性や病原性

などはまだ解析されていない. 本研究では組換えバキ

ュロウイルス発現システムを用いて Genotype 5 (G5 

HEV)および Genotype 6 HEV (G6 HEV)の構造蛋白を発

現し, ウイルス様粒子の形成およびその抗原性の解析

を試みた. G5 および G6 HEV ORF2 を RT-PCR 法で増幅

し, 定法どおり作製した組換えバキュロウイルスを用

い Tn5 細胞で構造蛋白を発現させ, ウイルス様粒子

（HEV-LPs）を作製した. HEV-LPs をウサギとモルモッ

トに免疫し, 抗 HEV-VLPs 抗体を獲得した. HEV-LPs

を用いて抗体検出 ELISA 法を, 抗体を用いて抗原検出

ELISA 法をそれぞれ樹立し, G5 および G6 HEV の抗原

性を従前既知の G1, G3, G4 HEV の抗原性と比較して

いる.  

[李 天成, *高橋和明, **片岡紀代, 吉崎佐矢香, ***

網 康至, ***須崎百合子, 石井孝司, 脇田隆字, *三

代俊治 (*東芝病院, **感染病理部, ***動物管理室)］ 

 

（８）ラット HEV 構造蛋白の発現および抗原性の解析 

 最近, ドイツの野生ラットから遺伝子構造上ではヒ

ト HEV と類似するラット HEV が分離されたが, その抗

原性や病原性などはまだ解析されていない. 本研究で

は組換えバキュロウイルス発現システムを用いてラッ

ト HEV の構造蛋白を発現し, ウイルス様粒子の形成お

よびその抗原性の解析を行い, ラット HEV 抗体検出法

を樹立し, ラット HEV の感染実態を調査する. 現在ラ

ット HEV-LPs の作製に成功し, この粒子は既知の G1, 

G3 G4HEV-LPs との亣叉反応を示した. さらに, この粒
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子を用いてラット HEV 疫学調査に有用な抗体検出

ELISA 法を樹立した.  

[李 天成, *片岡紀代, **網 康至, **須崎百合子, ***

武田直和, 脇田隆字 (*感染病理部, **動物管理室, 

***阪大微研, 日本・タイ感染症共同研究センター)］ 

 

（９）ラット HEV 疫学調査 

 日本およびベトナムの野生ラットから血清を採取し, 

ELISA 法を用いて抗ラット HEV IgG および IgM を検査

した. さらに IgM 陽性の血清に対して RT-PCR 法によ

るラット HEV 遺伝子検査を実施した. その結果, ベト

ナム野生ラットの抗体保有率は 20％であり, HEV RNA

陽性例も存在していることが判明した. 日本野生ラッ

トにおける抗体保有率の調査は進行中である.  

[李 天成, *安田俊平, *吉松組子, *有川二郎, 脇田

隆字 (*北海道大学)］ 

 

（１０）E 型肝炎ウイルスに対するラットの感受性 

 現在, 多種の野生動物から HEV 抗体が検出されてい

るが, 遺伝子レベルで HEV の感染が確認されたのは極

一部の動物に限られている. 最近, ドイツの野生ラッ

トから遺伝子構造上ではヒト HEV と類似するラット

HEV が分離されたが, ラット HEV の病原性やヒトへの

感染性などの情報はなく, ヒト由来 HEV がラットに感

染するかどうかについてもいまだ明らかにされていな

い. 本実験ではヒト HEV, ラット HEV に対するラット

の感受性を感染実験で確認し, 新しい動物モデルを見

いだすことを目的として, Genotype 1, 3, 4 HEV お

よびラット HEV をラット尾静脈内から接種し, 経時的

に採血と採便を行った. 血液中のウイルス抗原, 特異

抗体, ウイルス遺伝子, ALT/AST および, 便中のウイ

ルス抗原, 抗体, およびウイルス遺伝子を測定しウイ

ルスの感染の有無を評価する. 現在, 感染実験が進行

中である.  

[李 天成, *網 康至, *須崎百合子, 脇田隆字 (*動

物管理室)］ 

 

（１１）ラット HEV 粒子形成に必須な領域の同定 

 ラット HEV ORF2 の N 末端から 100 アミノ酸を欠失

させた構造蛋白を組換えバキュロウイルスで発現する

と, 直径約 24nm と 35nm の二種類の中空粒子が産生さ

れる. アミノ酸配列解析によって, この粒子蛋白は N

末端の 100 個のアミノ酸以外に C 末端から一部のアミ

ノ酸が欠失していた. 構造蛋白の N 末端, あるいは C

末端, さらに両端を欠失した種々のクローンを発現し, 

VLP 形成に必須な領域の同定を試みている.  

[李 天成, 片岡紀代 (感染病理部), 脇田隆字］ 

 

（１２）サル由来 HEV の感染性および病原性の検討 

 最近我々はニホンザルから一株の HEV(M-HEV)を分離

したが, M-HEV の感染性や病原性などは明らかにされ

ていない. M-HEV の感染性および病原性を解析するた

め, このウイルスを二頭のカニクイザルに接種し, サ

ル由来 HEV の感染性や病原性などを検討した. M-HEV

が含まれるサル糞便乳剤を 45μm フィルターで濾過し

た後, 静脈からカニクイザルに接種し, 経時的に採血

と採便を行い, ウイルス抗原遺伝子および ALT/AST を

経時的に測定してウイルスの感染性を評価した. その

結果, 血液および便からウイルス遺伝子が検出され, 

血中に抗 HEV IgG, IgM 抗体が検出され, このウイル

スが感染性を有することが明らかになった. ただし, 

実験過程では ALT/AST の上昇が見られなかったため, 

病原性に関してさらに検討する必要がある.  

[李 天成, *網 康至, *須崎百合子, 脇田隆字 (*動

物管理室)］ 

 

（１３）E 型肝炎ウイルスに対するウサギの感受性 

 最近, ウサギ飼育場から HEV が分離され, HEV がウ

サギに感染することが示唆された. 本研究では, 実験

レベルで HEV がウサギに感染するかどうかを確認し, 

新しい動物モデルを見いだすことを目的とした. G1 お

よび G4 HEV をウサギ静脈内に接種し, 経時的に採血

と採便を行ない, 血液中のウイルス抗原, 特異抗体, 

ウイルス遺伝子, ALT/AST, また, 便中のウイルス抗

原, 抗体, およびウイルス遺伝子を測定しウイルスの

感染の有無を評価した. その結果, 実験ウサギからウ
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イルス遺伝子や抗原など検出されず, ALT/AST の上昇

も見られなかった. ヒト由来の G1 と G4 HEV はウサギ

に感染しないことが示唆された.  

[李 天成, *網 康至, *須崎百合子, 脇田隆字 (*動

物管理室)］ 

 

（１４）ビリオンサイズの HEV 粒子形成と RNA との関

連 

 これまでに我々は, 組換えバキュロウイルスを用い

て HEV の構造蛋白を発現し, 直径 24 nm の小さい粒子

と 35nm のビリオンサイズの粒子を作製してきた. ビ

リオンサイズ粒子には RNA が取り込まれているのに対

して, 24 nm の中空粒子には RNA が含まれていない. ク

リオ電子顕微鏡を用いて小さい粒子とビリオンサイズ

粒子の三次構造を比較したところ, 23 nm の粒子は 60

コピーの構造蛋白から構成される T=1 であり, ビリオ

ンサイズ粒子は 180 コピーの構造蛋白から構成される

T=7 であることが明らかになった. 二種類の粒子の構

造蛋白は同じ decameric 構成を持っているため,  RNA

との結合は HEV のビリオンサイズ粒子の形成に不可欠

であることが示唆された.  

[李 天成, *Li Xing, 武田直和, 脇田隆字, 宮村達

男, *R. Holland Cheng  (* University of California, 

**大阪大学微生物病研究所, 日本・タイ感染症共同研

究センター) ］ 

 

（１５）HEV 抗原領域の立体構造 

 精製した HEV-LPs と中和活性を有する抗 HEV モノク

ローナル抗体を結合させ, クリオ電子顕微鏡を用いて

HEV 抗原領域の立体構造を解析した. 抗 HEV モノクロ

ーナル抗体は P ドメインとスパイクの側面に結合して

いることが明らかになった. また, HEV-LPs 結晶構造

との分子ドッキングにより, 抗 HEV モノクローナル抗

体はスパイクの先端に結合していることが示された. 

ORF2 の C 末端に B 細胞タグを付加したキメラ HEV-LP

では, B 細胞タグに対する抗体と抗 HEV モノクローナ

ル抗体の結合部位は異なっていた. 外来エピトープが

挿入された HEV-LPsを用いた新たな抗原提示システム

の開発が期待される.  

[*Li Xing, *Joseph C. Wang, 李 天成, **武田直和, 

脇 田 隆 字 , 宮 村 達 男 , *R. Holland Cheng (* 

University of California, **阪大微研, 日本・タイ

感染症共同研究センター)］ 

 

IV．腫瘍ウイルスに関する研究 

１．新規ヒトポリオーマウイルスに関する研究 

（１）メルケル細胞ポリオーマウイルス(MCV)の糖脂

質結合解析と感染細胞系の樹立 

 昨年度, MCV 様粒子と糖脂質との結合を SPR 法及び

sucrose floatation assay で解析し, GM3, GD3 へ結

合することを示した. 今年度は, MCV VP1 から成るレ

ポーター粒子を用いて, ガングリオシド(主に GM3)が

正常に合成されているメラノーマ細胞には感染するが, 

ガングリオシドを合成できない細胞には感染しないこ

とを明らかにした. 

[松田麻未, 李 天成, 中西 章(国立長寿医療研究セ

ンター), 片野晴隆(感染病理部), 鈴木亮介, 鈴木哲

朗(浜松医大), 脇田隆字] 

 

２．ヒトポリオーマウイルス TSV のウイルス様粒子の

作製およびその応用 

 TSV は最近免疫欠損患者の皮膚から分離された新し

いポリオーマウイルスであり, 毛孔性丘疹などの発症

と関連している. しかしながら, 現在まで TSV の増殖

細胞系は確立されておらず, TSV の生活環, 粒子構造

などは明らかにされていない. 本研究では組換えバキ

ュロウイルス発現システムを用いて TSV のウイルス様

粒子（VLP）の作製, 精製を試みた. 組換えバキュロ

ウイルス感染細胞では TSV VP1 蛋白が産生され, 培

養上清に放出された. 培養上清から直径約 20nm と

50nm の二種類の球形粒子構造が電子顕微鏡で観察さ

れた. この VLP を用いて TSV 抗体検出 ELISA 法を樹立

した. 今後, 我が国の健常人における TSV 抗体保有率

を解析し, 血清疫学解析を行う予定である.  

[李 天成, 片岡紀代 (感染病理部), 脇田隆字, 鈴木

哲朗 (浜松医大）］ 
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＜別＞ 検査業務 

第１室：  

検定業務 

 経口生ポリオウイルスワクチン中間段階 

  F316 検定 神経每力試験の再試験 

 経口生ポリオウイルスワクチン小分け品 

  Lot51 検定 

承認前検査 

 ロタリックス（平成21年12月から） 

 ロタテック（平成22年4月から）を実施中． 

 

第２室：  

 平成 22 年度は 8 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 

行政検査 

 A 型肝炎 11 件 

 E 型肝炎 ４件 
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