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概 要 

 当部が対応するウイルスは主として消化器系疾患の

原因ウイルスであり, Ａ，Ｂ型肝炎ワクチン, 不活化

ポリオワクチン,弱毒生ロタワクチンを検定, 検査対

象としている. 

 第１室は下痢症ウイルスを担当するとともに、ポリ

オワクチン、ロタワクチンの検定、検査を担当する.

本年度はポリオ単独不活化ワクチン（サノフィ：イモ

バックスポリオ）の出検は１件,沈降精製百日せき破

傷風不活化ポリオ（セービン株）混合ワクチン

DPT-sIPV,2 種類（一般財団法人阪大微生物病研究会：

テトラビック皮下注シリンジ,一般財団法人化学及血

清療法研究所：クワトロバック皮下注シリンジ）は、

中間段階 5 件,小分け製品 14 件の検定を行った. また

サノフィ社のポリオ単独ワクチンを第一三共社の DPT

と混合した沈降精製百日せき破傷風不活化ポリオ混合

ワクチン DPT-cIPV,サノフィ第一三共：スクエアキッ

ズ皮下注シリンジは、今年度初めて 7 件の出検があり、

D 抗原 ELISA による検定を実施した。ロタウイルスワ

クチンについては GSK：ロタリックスが８件、MSD：ロ

タテックが６件出検され,検定を行った.ワクチン導

入前後のロタウイルスの流行状況を把握するための研

究,ロタウイルスの基礎研究が継続されたが、ワクチ

ン導入によってロタウイルス重症入院症例が激減して

いることが明らかになった。 

 ノロウイルスに関しては,今年度よりノロウイルス

ワクチンシーズの開発研究が開始されると共に、流行

予測プログラム開発のため全国の衛生研究所と協力し

つつ、次世代シーケンサーを用いた下痢症ウイルス全

ゲノム塩基配列解析と時系列分子系統解析が始まった。

感染研ではレファレンスセンターとしての機能を良く

果たすとともに、カリシウイルスに関する基礎研究が

進展している. Ｘ線解析,クライオ電顕による構造解

析に関する研究に加え,ノロウイルスのリバースジェ

ネティックスが完成し、アメリカアカデミー誌に掲載

された.このシステムを利用したノロウイルス感受性

細胞に関する研究がスタートした。  

 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.西太平洋地

域では 2000 年以来ポリオフリーを維持してきた.西太

平洋地域以外でも野生株ポリオ流行国が後 3 カ国とな

り、いよいよ世界的ポリオ根絶達成およびその後の

OPV 接種停止が視野に入ってきている． WHO は 2014

年 12 月にポリオウイルス病原体管理に関する新たな

WHO 行動指針(GAP III-2014)を公開した．我が国でも

本指針に対応したポリオウイルス病原体管理を進める

必要がある．また、JICA との共催により実施した第

24 回ポリオ実験室診断技術研修会(ポリオ及び麻疹を

含むワクチン予防可能疾患の世界的制御のための実験

室診断技術としては第 5 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. 国内

エンテロレファレンスセンターとしてレファレンス活

動, 行政検査をおこなった. 

 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.エンテロウイルス 71

感染受容体、ヒト PSGL-1 に関する解析を進めている.

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

の行政研究および基礎研究をおこなった. 行政研究と

しては、肝炎ウイルス感染の予防、肝炎ウイルスキャ

リア対策、肝癌死亡の減少に貢献することを目的とし

て、肝炎情報の収集とウイルス第二部のホームページ

においてデータベース構築および情報発信をおこなっ

ている。検診で発見されるキャリアの治療導入が重要

であり、肝炎ウイルス検査陽性者のフォローアップに
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関しては自治体や医療機関と連携して全国レベルで展

開している．基礎研究促進を目的に、肝炎研究基盤整

備事業で肝炎セミナーを 4 回開催した。さらに、２月

には国内の肝炎ウイルス研究者による肝炎ウイルス研

修会を開催し、若手研究者の育成に努めた。Ｂ型肝炎

ウイルスの研究では NTCP に関係するエントリー研究

が進んだ。さらにウイルスの生活環に関わる宿主因子

などの同定および解析が進んだ．Ｃ型肝炎ウイルス研

究も様々な研究課題が展開されているが、Direct 

Active Antiviral(DAA)による画期的な抗ウイルス療

法の登場により、今後の研究の方向性を検討する時期

にある．より効果的で安価な治療法の開発、感染予防

法の開発が求められる。 

 第５室の最重要課題はＡ型及びＢ型肝炎ワクチンの

検定, 検査である. 本年度はＡ型肝炎ワクチン４件, 

Ｂ型肝炎ワクチン１９件の検定をおこなった.Ｂ型肝

炎ワクチンは定期接種化の方向性が基本方針部会で了

承された。定期接種導入前ではあるが出検数は増加傾

向にあり、今後のさらなる増加に備える必要がある.

このためにも動物を用いた力価試験から試験管内力価

試験への切り替えが望まれる.Ｅ型肝炎ウイルスの研

究ではレセプター探索研究とレプリコン細胞による抗

ウイルス薬探索研究が進行している．また、免疫不全

によると考えられる慢性Ｅ型肝炎患者の解析を行った．

動物のＥ型肝炎ウイルスではラット、フェレット、ラ

クダ、スンクスなどの解析が進んだ. 

  

 以下のような国際的技術協力をおこなった. 

第４室 

Lingbao Kong（中国、江西省、江西農業大学）＜China 

Scholarship Council＞平成 25 年 8 月 24 日～平成 26

年 8 月 24 日, C 型肝炎分子生物学に関する研究. 

第５室 

周 顕鳳（中国江西省 CDC）＜日中笹川奨学金制度研

究者＞平成 26 年 5 月～平成 27 年 4 月、 E 型肝炎の分

子生物学に関する研究 

 

 

 

 人事面では、人事面では、平成 26 年 8 月に第三室

に政木隆博主任研究官がノースカロライナ大学の留学

から、平成 26 年 9 月には第一室に岡智一郎主任研究

官がオハイオ州立大学の留学から復帰した。 
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＜別＞ 検査業務 

第１室：  

検定業務 

・ 4 種混合ワクチンの力価試験（ラット免疫原性試

験）14 ロット 

・ 3 価混合不活化ポリオワクチン原液の不活化試験

6 ロット 

・ イモバックスポリオの力価試験（D 抗原量試験）    

1 ロット 

・ スクエアキッズの力価試験（D 抗原量試験） 

7 ロット 

・ ロタリックス検定  

8ロット（H26/4-H27/3 ）（976948 doses） 

・ ロタテック検定  

6ロット（H26/4-H27/3）（499399 doses） 

  

 

行政検査 

第１室 

ノロウイルス・サポウイルス・ロタウイルス 

合計７件 

 

第２室：  

 平成 26 年度は 3 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

ポリオウイルスはワクチン株と同定された。 

 

第４室 

平成２６年度は東京高等裁判所から命じられた鑑定を

行った。 

 

第５室： 

検定業務 

乾燥組織培養不活化Ａ型肝炎ワクチン 4件（1件は前

年度出検ロットの追試） 

組換え沈降Ｂ型肝炎ワクチン（酵母由来） 19件 

（1件は次期参照沈降Ｂ型肝炎ワクチンの値付けを兼

ねる。） 

次期参照沈降Ｂ型肝炎ワクチンの値付け 2回 

（検定分を含めて 3 回繰り返しとして値付けを行っ

た。） 

行政検査 

A 型肝炎 55 件 

E 型肝炎 ２件 
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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)ヒトノロウイルスリバースジェネティックスシステ

ム構築に関する研究 

 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は、ノロウイルスのゲノム RNA の

5’末端に 107 塩基の付加配列が結合した capped RNA を

合成する. 107 塩基の付加配列に着目し、翻訳複製に必

須な領域を探るため、改変不可配列を導入した Capped 

RNA を合成して、トランスフェクションによる新生粒子

産生をモニターした。107 塩基の 5’側は 30 塩基程度削

り込んでも新生粒子産生能は低下しなかったが、3’側を

失った場合、粒子産生能が消失した。5’-GUGAAUGAAGAUG

の直前の塩基配列が、新生粒子産生に極めて重要である

可能性が示された。 

[戸高玲子,芳賀慧、朴英斌、中西章(国立長寿医療研究セ

ンター)片山和彦] 

 

(2)リバースジェネティクスシステムを用いたヒトノ

ロウイルスの複製機構の解析 

 ヒトノロウイルスの複製機構を明らかにするため, 

U201 株 HuNoV 発現プラスミドを導入した HEK293FT 細

胞を透過型電子顕微鏡により解析した. その結果, 直

径 150〜500 nm の小胞が細胞内に観察され, それらの

小胞の周囲には約 20 nm の粒子が存在することを明ら

かにした. また小胞を形成している最中と考えられる

膜構造物も観察された. さらに、細胞内部の粒子様構

造物を観察するため、クライオ電子顕微鏡を用いた観

察、トモグラフィーを用いた観察準備を始めた. 

[村上耕介, Mary Estes (米国ベイラー医科大学), 村

田和義（生理学研究所）、戸高玲子、芳賀慧、片山和彦] 

 

(3)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試みた。ヒ

トノロウイルスのリバースジェネティックスシステムを

ベースに構築した pKS-MNV-S7 プラスミドは、HEK293T 細

胞にトランフェクションすると感染性新生 MNV-S7 ウイ

ルスを産生する。このプラスミドクローンの MNV-ORF3 を

定常的に発現する HEK293T 細胞を構築し、そこに ORF3 部

分を外来性遺伝子（VENUS）に入れ替えたコンストラクト

をトランスフェクションした。すると、ORF3 を VESUS に

置き換えた遺伝子を内包した感染性の新生 MNV を産生す

ることが明らかになった。本研究で、ORF3 遺伝子を外来

性遺伝子に置き換えることに成功した。 

[中西章(国立長寿医療研究センター)、戸高玲子、村上耕

介、三木元博（デンカ生研）、脇田隆字、片山和彦] 

 

(4)ヒトノロウイルスのゲノム解析 

 2000 年以降のノロウイルス感染患者便検体を全国の地

方衛生研究所の協力により収集し、次世代シーケンサー

（MiSeq：イルミナ）を用いてノロウイルスの網羅的なゲ

ノム全長の塩基配列の解析を開始した。約 700 件の解析

が進行している。この解析が進めば、ベイジアン法を用

いた時系列分子系統解析により、流行株出現のメカニズ

ムが明らかになる可能性がある。 

[芳賀慧、片山和彦, 戸高玲子、木村博一（感染症疫学セ

ンター）、黒田誠（病原体ゲノム解析センター）、四宮博

人（愛媛県衛生環境研究所）] 

 

(5) GatVirusWeb 整備、病原体ゲノムライブラリーの構

築 

 CaliciWeb をアップグレードした下痢症ウイルス全般

を含むウイルスデータベース,情報共有サイトの

GatVirusWebを立ち上げ,国内外への塩基配列データ共有

化を進めた.さらに、本年度よりスタートした 2000 年以

降の国内の下痢症ウイルスの全塩基配列解析結果をまと

め、データベース登録への準備を進める。また、NoroNet 

typing tool へのリンクを準備するとともに、感染研病

原体ゲノム解析センターとも連携を図り、ゲノムデータ

ベースプロジェクトとの連携をすすめる。 

[三瀬敬治（札幌医大）、朴英斌、戸高玲子、藤井克樹、
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芳賀慧、片山和彦] 

 

(6)ヒトノロウイルスの遺伝子型分別方法の国際統一に

かかる研究 

 昨年度、我々は、ノロウイルスサイエンティフィック

コミッティー（国際的に合意の得られた遺伝子型別を決

定する組織）の一員として、この要望に答える ORF1 の

RdRpコード領域とORF2の capsidコード領域を用いた遺

伝子型分類法を確立した。今年度は、本方法の国内への

普及活動をノロウイルスレファレンスセンターを通じて

行った。さらに、遺伝子型表記方法を統一するため、感

染研感染症疫学センターと協力しつつ、NESID、IASR, 

IDWR の遺伝子型表記を改訂する準備を開始した。 

[片山和彦, 戸高玲子,芳賀慧、朴英斌、木村博一、木下

一美、吉川昌江(感染症疫学センター) 

 

(7)ヒト腸管オルガノイド培養技術の導入 

 ヒトに感染するノロウイルス（HuNoV）は、ヒト腸管上

皮では非常に効率よく増殖可能だが、株化培養細胞を用

いて増殖させることはできない。慶応大学医学部の准教

授である佐藤俊郎らは、ヒト腸管バイオプシより、幹細

胞に刺激を与え、増殖培養させた後に、試験管内でヒト

腸管の組織を再構築可能な培養システムの開発に成功し

た。我々は、佐藤准教授より技術指導を受け、腸管オル

ガノイドを用いた HuNoV 感染増殖システムを研究するた

め、オルガノイドの導入を行った。 

[片山和彦、戸高玲子、藤本陽、村上耕介、染谷雄一、石

井孝司、佐藤悦郎、杉本真也（慶応大学医学部）] 

 

(8)ノロウイルスの網羅的 VLPおよび抗体の作製 

 ヒトノロウイルスは,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ず研究の進行が遅れている.

ノロウイルスの研究,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２種類の新たなヒトノロウイルス VLP,抗血

清を作製した.また、VLP ライブラリーを用いて、VLP 特

異的モノクローナル抗体、GIもしくは GIIをブロードレ

ンジに認識するモノクローナル抗体の作製を開始した。 

[三木元博（デンカ生研）, 杉本陽、朴英斌,戸高玲子,

芳賀慧,脇田隆字,片山和彦] 

 

(9)ノロウイルス RNA 依存的 RNA ポリメラーゼによ

る in vitro RNA 合成系の構築 

 ノロウイルスの複製機構を明らかにするために、ヒ

トノロウイルスの RNA 依存的 RNA ポリメラーゼ

（RdRp）の RNA 転写活性を、放射性同位体を用いず

に測定出来る in vitro 系を構築した。鋳型 RNA と精製

RdRp により合成された RNA を、一本鎖 RNA のみを

特異的に切断分解する RNase を用いて、合成された

RNA と鋳型 RNA とが形成した二本鎖 RNA のみを検

出することで、合成された RNA を検出する系である。

その結果 RdRp の転写活性は、鋳型の配列特異的で、

ゲノム RNA の 5’末端、或いは 3’末端領域の配列が重

要であることが明らかとなった。 

[下池貴志,脇田隆字] 

 

(10)ノロウイルス RNA 依存的 RNA ポリメラーゼ

（RdRp）の結晶構造解析と機能の解析、細胞内活性測

定システムの構築 

 HuNoV と MNV の RdRp を大腸菌で発現させ、活性のあ

る RdRp を得ることに成功した。昨年度から、RdRp の

結晶化を試みたところ、HuNoV GII.3 U201 株,MNV-S7

株の結晶化に成功し、結晶構造を得た。しかし、これ

らの結晶は、核酸が結合していないオープンコフィグ

レーションフォームであった。RdRp の RNA 認識機構を

解明し、RNA 分子との共結晶像をえるため、RdRp に人

工合成 RNA を反応させ、その結合能力、RNA 鎖合成能

力を測定している。 

リバースジェネティックスシステムを利用し、ORF2 部

分に Luciferase 遺伝子を導入したコンストラクトを

作製し、RdRp の活性測定を試みた。HuNoV GII.3 U201

株,MNV-S7 株で、細胞内 RdRp 活性測定が可能となった。 

[朴英斌、戸高玲子、芳賀慧、朴三用（横浜市立大学）、

佐藤裕徳、横山勝（病原体ゲノム解析センター）] 
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(11)ヒトノロウイルスの感染に関与する真のレセプ

ターの探索法の検討 

 我々は, 組織血液型抗原（HBGA）はヒトノロウイル

ス（HUNoV）の腸管粘膜層への接着には関与するが、

細胞への結合には別の分子が関与していることを明ら

かにし、HuNoV の真のレセプターを探している。腸管

上皮細胞のプロテオミクス解析により取得したレセプ

ター候補分子のクローンを取得し、解析を進めている。

また、リバースジェネティックスで作製した GFP 遺伝

子内包ウイルスを用いて、その結合、細胞内発現を許

容する株化培養細胞を探している。  

[村上耕介, Mary Estes (米国ベイラー医科大学),芳

賀慧、 藤本陽、戸高玲子、片山和彦] 

 

(12)ノロウイルス中和抗体認識部位の同定 

 ヒトノロウイルスは、株化された感受性細胞が無いた

め、試験管内で増殖させることができない、そのため抗

体の中和効果を検出することができず、VLP で誘導した

抗体を用いた研究成果により、感染防御に関わる抗体を

予測している。一方、マウスノロウイルスは、感受性細

胞 RAW での試験管内増殖は可能だが、VLP を安定して作

成することができない。我々は、マウスノロウイルス VLP

の安定した作成に成功し、これをウサギ、モルモット、

マウスに免役し、中和活性のある抗血清を誘導すること

に成功するとともに、モノクローナル抗体を得ることに

成功した。現在、中和活性のあるモノクローナル抗体の

エピトープを検索している。さらに、モノクローナル抗

体の結合部位を可視化するため、感染性 MNV に中和モノ

クローナル抗体を結合させ、クライオ電子顕微鏡を用い

て観察を行っている。[三木元博（デンカ生研）、戸高玲

子,藤本陽,朴英斌 ,村田和義（岡﨑生理学研究所）、片山

和彦] 

 

(13)ヒトノロウイルス感受性細胞樹立の試み 

 ヒトノロウイルス感受性細胞をスクリーニングするた

め、リバースジェネティックスシステムにより、GFP 遺

伝子を内包した感染性ヒトノロウイルス粒子を作製した。

この感染性ウイルスは、ウイルスプロテアーゼの活性を

ノックアウトしてあるため、感染細胞はウイルス感染後

もダメージを受けず、生存を続けることができる。さら

に、本ウイルスの感染により、細胞内に GFP が発現する

ため、感受性細胞を GFP の傾向の有無により分別可能で

ある。現在、細胞にダメージをほとんど与えず、密閉さ

れたカセットないでのセルソーティングが可能な On 

Chip Bio 社のセルソーターを用いて、感受性細胞のスク

リーニングを行っている。[戸高玲子,三木元博（デンカ

生研）、村上耕介,朴英斌 ,片山和彦] 

 

(14)ノロウイルス RNAレプリコン候補遺伝子の作成と

構造タンパク質発現細胞の作成 

 これまで培養細胞での増殖系が確立されていないノ

ロウイルスの遺伝子及び粒子複製機構を明らかにする

ため、ノロウイルス遺伝子を RNA レプリコンとして持

続的に維持できる細胞を確立することを目指す。ノロ

ウイルスチバ株 ORF1 遺伝子下流に HCV IRES 支配のネ

オマイシン（あるいはピューロマイシン）耐性遺伝子

を配置し、in vitro で T7 RNA ポリメラーゼにより RNA

を合成した。また、チバ株構造タンパク質遺伝子

（ORF2-ORF3）を含むプラスミドをVero細胞に導入し、

適当な薬剤で選択したところ、耐性細胞を得た。今後、

タンパク質発現を確認する。 

[染谷雄一] 

 

(15)ノロウイルス VLP の構造解析 

 ノロウイルスチバ株（GI.4）をはじめ、主な GI 株

の VLP を昆虫細胞で調製した。X 線結晶構造解析を高

輝度光科学研究センターで、電子顕微鏡単粒子解析を

理化学研究所ライフサイエンス技術基盤研究センター

で行うため、それぞれに VLP を供給した。 

[染谷雄一、長谷川和也（高輝度光科学研究センター）、

熊坂崇（高輝度光科学研究センター）、染谷友美（理化

学研究所）] 

 

(16)NoV と血液型抗原との結合：結晶構造を基にしたキ

ャプシドタンパク質と血液型抗原との結合エネルギー解

析 
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本研究では, NoVの糖鎖認識の多様性を理解するため, X

線結晶構造解析と QM/MM 計算、分子動力学計算を組

み合わせた複合シミュレーション手法を適用し，各種血液

型抗原とノロウイルスキャプシドタンパク質との結合様式の

モデリング／解析を進めている．今年度はキャプシドタン

パク質上のアミノ酸変位が血液型抗原結合に及ぼす相対

的エネルギー変化に注目し、相互作用成分解析と結合自

由エネルギー変化について解析を行った．その結果，ルイ

ス b 血液型抗原とキャプシドタンパク質との相互作用に関

して結果を得ることが出来た．アミノ酸変異に伴った局所

的な構造変化／水和相互作用の変化が主要因となって

血液型抗原結合の強弱が変化する事を明らかにした．こ

れは結晶構造解析から示唆される事実と一致することが

確認出来た．  

[白土東子, 石田豊和（産総研）, 熊谷安希子, 伊藤浩美

（産総研）, 古川早苗（産総研）, 染谷雄一, 石井孝司, 

脇田隆字, 成松 久（産総研）, 久保田智巳（産総研）] 

 

(17)ヒト型抗ノロウイルス抗体のウイルス-血液型抗

原吸着阻害活性の検討 

 本研究では, ヒト由来ファージ抗体ライブラリーから多

数の抗 NoV抗体を単離・解析し, 交叉反応性抗 NoV中和

抗体の作製を試みる.昨年度までに，NoV GI.4 遺伝子型株、

GII.4 遺伝子型株を抗原として単離したヒト型モノクロ

ーナル抗体が GI.4 遺伝子型株、GI.4 遺伝子型株の血液型

抗原への結合を阻害することを明らかにしている．今年

度は，これらモノクローナル抗体が他の遺伝子型株に関

しても血液型抗原への結合を阻害するかどうかの検討を

行った．10 遺伝子型 10 株のウイルス様中空粒子を用い

た ELISA の結果，ヒト型モノクローナル抗体が，GI.4，

GII.4 遺伝子型株以外の株の血液型抗原へ結合に対して

も阻害効果を示すことを明らかにした．交差反応性の高い

抗体は，他の遺伝子型株の血液型抗原への結合も阻害

した．これに対し，交差反応性の低い抗体は、他の遺伝

子型株の血液型抗原への結合は阻害しないことを明らか

にした． 

[白土東子, 守口匡子（藤田保健衛生大学）, 染谷雄一,

奥野良信（阪大微研）, 黒澤良和（藤田保健衛生大学）, 

谷口孝喜（藤田保健衛生大学）] 

 

(18)ノロウイルス感染性粒子構造の研究 

 我々はノロウイルスの感染性粒子構造を明らかにする

ため,MNV 感染性粒子と MNV-VLP の構造の比較、HuNoV の

感染性粒子と VLP の構造の比較を構造生物学的手法と生

化学的手法を用いて行っている。本年度は、クライオ電

子顕微鏡観察,クライオ位相差トモグラフィーを用いて

MNV 感染性粒子構造と VLP の構造を解析し、両者の形状

に差があることを見いだした。感染性粒子は粒子状の突

起の隆起高が高く、シェルドメインが粒子内部に向かっ

てくぼんでいるが、VLP は突起の隆起高が低く、シェル

ドメインが外部方向に隆起していることが分かった。 

[三木元博,芳賀慧、戸高玲子,朴 英斌,村田和義（岡﨑

生理研）,片山和彦] 

 

(20)ヒトノロウイルス・マウスノロウイルスのウイルス

タンパク質の結晶構造解析の試み 

 ノロウイルスで,タンパク質翻訳因子,ゲノム合成開始

因子などの機能が予測されている VPg と構造タンパク質

と非構造タンパク質としての機能を併せ持つと予測され

ている VP2 の二つの分子に加え、本年度は、これらの分

子とコンプレックスを形成して活性を発揮することが予

測されている RNA dependent RNA polymerase (RdRp)の構

造解析を開始した。HuNoV, MNV RdRp の結晶化に成功し、

X 線によるリフレクションパターンの取得に成功した。

立体構造を構築し、in silico での構造評価を行った結

果、クローズドコンフィグレーションであることが判

明した。クローズドコンフィグレーションの RdRp は

本来、RNA を抱き込んだ状態で形成される形状である

が、我々の RdRp には、いかなる RNA も結合していな

かった。RdRp の形状、アミノ酸残基と RNA の結合様式

を明らかにし、遺伝子型によって異なる RdRp のアミ

ノ酸多様性、構造変化がウイルスの病原性変化に影響

を与えるか否か、分子疫学の標的領域になり得るか否

かを解析するためには、RNA と結合したクローズドコ

ンフィグレーションの RdRp の構造を決定する必要が

ある。 
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[朴英斌,朴三用（横浜市立大学）,戸高玲子,横山勝、佐

藤裕徳(病原体ゲノム解析センター),片山和彦] 

 

2．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プロテアーゼの基質を模倣し

た非ペプチド性化合物の抗ウイルス活性の評価 

 我々はカリシプロテアーゼの基質認識機構の解析を

進めてきた。今回、計139369化合物のライブラリーか

ら、FCV プロテアーゼの基質の構造特性をもち、基質

会合部位の空間に適合する化合物を結合シミュレーシ

ョンで選択した。その後、生物発光共鳴エネルギー移

動法を利用したFCV感染・増殖時のFCV プロテアーゼ活

性発現定量系で評価した結果、２つの非ペプチド性低

分子化合物がFCVプロテアーゼの細胞内活性発現を抑

制することを見いだした。今回用いたアプローチは、

ノロウイルスやサポウイルスのプロテアーゼをターゲ

ットにしたリード化合物の探索にも有用な手法の１つ

となりうる。 

 [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）, 小島 宏建、長野 哲雄,

岡部 隆義（東京大学創薬機構）, 遠矢幸伸（日大獣医）, 

片山 和彦, 佐藤 裕徳(病原体ゲノム解析センター)] 

 

3．ロタウイルスに関する研究 

（１）2013/14年シーズンの我が国におけるロタウイル

ス分子疫学研究 

ア）2013/14年シーズンのロタウイルス検体の収集 

 我が国におけるロタウイルスの網羅的分子疫学調査

を実施するため、全国4病院から5歳未満の急性胃腸炎

による入院症例の便検体を収集した。2013年9月から

2014年3月の間に合計125検体を収集し、ELISA法にて

スクリーニングを行ったところ、14検体がロタウイル

ス陽性であった。各病院の陽性率は、由利組合総合病

院（秋田）8.0%（2検体/25検体）、江南厚生病院（愛

知）同9.1%（6検体/66検体）、公立南丹病院（京都）

0%（0検体/16検体）、山口大学医学部付属病院（山口）

同33.3%（6検体/18検体）であり、いずれの病院でも前

シーズン同時期と比較して、陽性率が大幅に減少して

いた。 

 [藤井克樹、芳賀慧、団海燕、片山和彦] 

 

イ）ロタウイルス全塩基配列解析による遺伝子型構成

解析 

 ロタウイルス陽性 14 検体について、次世代シークエ

ンス解析を行い、それぞれの遺伝子型構成を調べたと

こ ろ 、 各 検 体 の 遺 伝 子 型 構 成 は

G1-P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1（以下 Wa 型 G1

と記す）、G2-P[4]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2（同

G2）、G9-P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1（同 G9）

の 3 種類のパターンに分類できた。G9 に関しては塩基

配列の違いから、更に Lineage 3 と Lineage 6 に分類す

ることができた。また、前シーズンまで広く流行して

いた DS-1 型 G1 株は 1 例も検出されなかった。 

[藤井克樹、芳賀慧、団海燕、片山和彦] 

 

ウ）全国のロタウイルスの遺伝子型分布 

 2013/14 年シーズンに採取されたロタウイルス陽性

14 検体について、各病院の遺伝子型分布を調べたとこ

ろ、秋田は Wa 型 G9 Lineage 3 が 2 検体のみ、愛知は

Wa 型 G1 が 1 検体、G2 が 3 検体、G9 Lineage 6 が 2

検体、山口は G2 が 4 検体、G9 Lineage 6 が 2 検体であ

った。重複感染例は認められなかった。この結果から、

2013/14 年シーズンは前シーズンと比較してロタ陽性

検体が大幅に減少し、その遺伝子型分布も大きく変化

していることが明らかとなった。 

[藤井克樹、芳賀慧、団海燕、片山和彦] 

 

エ）北海道におけるロタウイルス分子疫学解析 

 札幌医科大学との共同研究として、北海道の浦河、

苫小牧、室蘭、札幌、岩見沢、函館の病院からロタウ

イルス陽性便検体をそれぞれ 9, 18, 13, 7, 4, 1 検体ずつ

（計 52 検体）送付してもらい、全ウイルスゲノムを次

世代シーケンサーにて解析した。その結果、遺伝子型

分布は Wa 型 G1 が 13 検体（25%）、DS-1 型 G1 が 7 検

体（13%）、G2 が 12 検体（23%）、G9 Lineage 3 が 9
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検体（17%）、G9 Lineage 6 が 7 検体（13%）、重複感

染が 4 検体（8%）であった。この結果から、2014 年

においても地域によっては DS-1型 G1株が未だ流行し

ていることが明らかとなった。 

[藤井克樹、津川毅（札幌医科大学）、片山和彦] 

 

（２）核酸自動電気泳動装置によるロタウイルスゲノ

ムパターン解析法の確立 

ロタウイルスの簡便・迅速な検査法を確立するため、

核酸自動電気泳動装置MultiNA（島津製作所）を用いて

ロタウイルスゲノムの電気泳動パターンを検証した。

その結果、ロタウイルスの11本のゲノムを泳動度に応

じて3分割し、それぞれの検出波形から相関係数を算出

して比較することにより、PAGE法と同様にWa-like G1、

DS-1-like G1、G2、G3、G4、G9 lineage 3、G9 lineage 6

を区別して判定する事ができた。この方法は、新たな

ロタウイルス検出法として応用可能であると考えられ

た。 

 [藤井克樹、下池貴志、片山和彦] 

 

（３）マウスロタウイルスを用いた宿主免疫応答の解

析 

ア）マウスロタウイルス接種後の腸管におけるCD抗原

発現量の変化 

 生後10日のBalb/cマウスにマウスロタウイルスEW株

を10000 DD50（50%下痢発症用量）経口接種し、経時的

に回腸を採取した。回腸からRNAを抽出し、リアルタ

イムPCRにてCD3、CD4、CD8、CD20の発現量を定量

した。内部標準としてGAPDHとbeta-actinを用いた。そ

の結果、ウイルス接種3日後では、いずれのCD抗原の発

現量ともコントロールマウスより低い値を示したが、5

日後には逆転し、7日後には発現量がピークとなった。

特にCD3とCD8がコントロールの3倍程度と高い値を示

した。 

[藤井克樹、片山和彦] 

 

イ）ウイルス接種後の腸管におけるTCR（T cell receptor）

レパトア解析 

マウスロタウイルスを接種して7日後に採取した回

腸について、RNAを抽出してTCR遺伝子を網羅的に増

幅し、次世代シーケンサーによるTCRレパトア解析を

行った。その結果、ウイルス感染マウスではコントロ

ールマウスと比較して、α鎖ではTRAV3-1、TRAV3-3、

TRAV6-6、TRAV13-1、TRAV16、TRAV21において、

β鎖ではTRBV2、TRBV4、TRBV13-2 、TRBV17、

TRBV29において、相対的発現量が増加していた。特に

TRAV3-3、TRAV16、TRAV21、TRBV13-2、TRBV29

においては特徴的なCDR3の配列が認められた。 

[藤井克樹、片山和彦] 

 

4．その他 

（1）セービン株由来不活化ポリオワクチンを含む 4

種混合ワクチンの D 抗原量試験法の確立 

 現在使われているセービン株由来不活化ポリオワク

チン 2 種には免疫賦活剤としてアルミニウムが含まれ

る。アルミニウム除去剤としてクエン酸ナトリウムと

EDTA を選択し、ワクチン製剤を処理するときの除去剤

の濃度、処理温度、処理時間を検討した。 

[染谷雄一] 

 

（2）血液製剤における C 型肝炎ウイルスの加熱によ

る不活化機構の解明 

 血液製剤に混入する可能性がある C 型肝炎ウイルス

（HCV）を不活化させる条件を明らかにするため本実

験を行っている。HCV はアルブミン中、60℃液状加熱

で効率良く不活化されることを示した。本年度はこの

液状加熱で HCV の不活化の理由を明らかにするため

実験を行った。その結果 HCV のアルブミン中での

60℃液状加熱による不活化は、HCV RNA の分解によ

るよりも、 HCV の細胞への吸着、侵入課程の阻害に

よることが主たる原因であることが示唆された。 

[下池貴志, 野島清子*, 脇田隆字, 岡田義昭** *：血液•安全

性研究部, **: 埼玉医科大学] 

 

（３）Cohn の血漿分画法による C 型肝炎ウイルスの不

活化の評価 
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血漿分画製剤は献血血が原料のプール血漿を Cohn エ

タノール分画法により製造される。これまで第Ⅸ因子

製剤、フィブリノゲン製剤による HCV 感染事例が報

告されて来たが、グロブリン、アルブミン製剤におる

HCV 感染事故はほとんどない。この理由を明らかにす

るために、実験室レベルでの Cohn エタノール分画法

を確立した。この方法により、クリオ/脱クリオ分画で

は 99.9%の HCV が脱クリオ画分に分画され、Fra.1/S1

分画では 99.3%の HCV が S1 上清画分に分画されるこ

とが明らかとなった。 

[野島清子*、下池貴志、脇田隆字、岡田義昭** *：血液•

安全性研究部, **: 埼玉医科大学] 

 

レファレンス業務 

Ⅰ．病原体検出マニュアル 

ロタウイルスの病原体検出マニュアルを作成し、web

上で公開した。 

[藤井克樹、片山和彦] 

Ⅱ．標準品の作製 

リアルタイムPCRでロタウイルス遺伝子を検出・定量

する際の標準品を作成し、必要に応じて配布できる体

制を整えた。 

[藤井克樹、片山和彦] 

 

II．エンテロウイルスに関する研究 

1. 実験室診断およびレファレンス活動 

(1) 国内エンテロウイルスレファレンスセンターとし

ての活動 

アア) レファレンスセンターとしてエンテロウイルス

標準株と標準抗血清を保管し, 要望に応じて地方衛生

研究所等に配付した. 2014 年度は、エンテロウイルス

抗血清 39 種類(8 カ所)、細胞 12 本(8 カ所)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。  

[吉田 弘, 有田峰太郎, 片岡周子, 中村朋史、 清水

博之] 

 

イ)  H25 年度に実施した地方衛生研究所におけるエン

テロウイルス検査状況に関するアンケート結果を踏ま

え、エンテロウイルス検査に関する基盤的技術を含む

ワークショップを開催した。ワークショップでは実技

を踏まえ、関連するマニュアルを参加者間のグループ

ディスカッションにより作成した。作成した作業書は

地方衛生研究所全国協議会を通じ共有している。 

［エンテロウイルスレファレンスセンター：福島県衛研

 (北海道・東北・新潟) 、神奈川県衛研 (関東・甲信・

静) 、愛知県衛研(東海・北陸) 、神戸市環保研 (近畿)

 、愛媛県衛環研（中国・四国） 、福岡県保環研 (九

州)、ウイルス第二部］ 

 

(2) 不活化ポリオワクチン(IPV)導入後の環境水サー

ベイランス(2 年目) 

 わが国では 2012 年 9 月より IPV が導入された。こ

れに伴い環境水調査によるポリオウイルスサーベイラ

ンスを全国 13 か所にて平成 25（2013）年度春より順

次開始した。平成 26 年度は予算事業として 14 か所、

調査研究 5 か所の計 19 か所の協力を得て調査を実施

した。19 か所の下水利用人口は、延べ約 500 万人であ

る。開始以来、2 年目にあたる 2014 年 10 月 1 日に採

水した下水濃縮物より 3 型ポリオウイルス株が分離さ

れた。分離株は感染症流行予測調査事業実施要領に基

づき感染研ウイルス第二部に送付され、型内鑑別の結

果、ワクチン株（Sabin3）であることが確認された。

同年 11 月以降、環境水からポリオウイルスは検出さ

れていない。ポリオウイルス検出は国内 1 か所のみで

あったため、下水におけるウイルス検出は一過性のも

のであると推察された。引き続きポリオウイルスの監

視を行っていく。 

［安藤克幸（佐賀県衛薬セ）、伊藤雅（愛知県衛研）、

伊東愛梨（宮崎県衛環研）、内野清子、岡山文香（堺

市衛研）、内山友里恵（長野県環保研）、小澤広規（横

浜市衛研）、北川和寛（福島県衛研）、葛口剛（岐阜県

保環研）、後藤明子(北海道衛研)、下野尚悦（和歌山

県環衛研セ）、神保達也（浜松市保環研）、高橋雅輝（岩

手県環保研セ）、滝澤剛則（富山県衛研）、筒井理華

（青森県環保セ）、中野守(奈良県保研セ)、濱﨑光宏

（福岡県保環研）、堀田千恵美(千葉県衛研)、松岡保
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博（岡山県環保セ）、山崎謙治、中田恵子（大阪府公衛

研）、吉田弘（感染研）］ 

 

(3) ポリオを含むワクチン予防可能疾患の世界的制御

のための実験室診断技術集団研修 (JICA 共催)の開催  

 第 24 回ポリオ実験室診断技術研修会 (ポリオ及び

麻疹を含むワクチン予防可能疾患の世界的制御のため

の実験室診断技術としては第 5 回目) を実施した。 感

染研での研修期間は 2015 年 1 月 19 日〜2 月 21 日, 研

修参加者は,エジプトから 1 名, ベトナム、モザンビ

ークから各 2 名、ナイジェリアから 3 名の計 8 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実習お

よび講義を実施した 。 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。 

[清水博之, 吉田 弘, 有田峰太郎, 片岡周子, 中村朋

史、和田純子, 脇田隆字] 

 

(4) WHO Global Specialized Polio Laboratory (GSL)

としての活動 

ア) National Polio Laboratory が存在しないラオ

ス・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 170 検体お

よびラオス 56 検体の AFP 由来糞便からポリオウイル

スの分離および同定を行った。 

[吉田 弘, 有田峰太郎, 片岡周子, 中村朋史、和田純

子、清水博之] 

 

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。野生株ポリオウイルスおよ

び VDPV は検出されなかった。 

[吉田 弘, 有田峰太郎, 片岡周子, 中村朋史、 和田

純子、清水博之] 

 

ウ) 2014 年 5 月 18 日－5 月 27 日に Public Health 

Laboratory Center(香港)で開催された WHO Hands-on 

Training Workshop on Cell Culture Techniques for 

the Laboratory Diagnosis of Polio/Enteroviruses 

and Measles/Rubella Viruses in the Western 

Pacific Region に講師(WHO 短期専門家)として参加し、

培養細胞の維持管理・品質管理、培養細胞を用いたポ

リオウイルス分離・同定法等に関する講義を担当し、

実習のサポートを行った。 

[清水博之] 

 

エ) 2014 年 6 月 25 日－6 月 27 日に WHO 本部(ジュネ

ーブ、スイス)で開催された Meeting of the Ad Hoc 

Small Working Group on improving Polio Laboratory 

diagnostics (6/25, 2014)および The 20th Informal 

Consultation of the Global Polio Laboratory 

Network (6/26-27)に WHO 短期専門家として参加し、

環境水等の検体からのポリオウイルス直接検出法につ

い て 発 表 し (Concentration of PV-particles in 

stool and sewage samples)、世界ポリオ実験室ネッ

トワークにおける技術的課題に関する討議に参加した。 

[清水博之] 

 

オ) 2014 年 11 月 12 日－11 月 15 日に WPRO(マニラ、

フィリピン)において開催された THE FIRST REGIONAL 

FORUM OF WHO COLLABORATING CENTRES IN THE WESTERN 

PACIFIC に参加し、WHO Collaborating Centre for 

Virus Reference and Research (Enteroviruses)に

関するポスター発表を行い、各 WHO Collaborating 

Centre 担当者および WHO/WPRO 担当者と、各 WHO 

Collaborating Centre の機能と今後の課題に関する

討議を行った。 

[清水博之] 

 

カ) 2015 年 1 月 28 日－2 月 1 日に Le Meridian ホテ

ル (アンマン、ヨルダン) で開催された「WHO ポリオ

実験室診断小委員会会合」(Meeting of the Ad Hoc 

Small Working Group discussion on improving Polio 

Laboratory diagnostics)に、WHO 短期専門家として

参加し、ポリオ実験室ネットワークの現状について情

報交換を行うとともに技術的問題点について議論した。 
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[清水博之] 

 

キ) 日本ポリオ根絶会議構成員として、Country 

Progress Report on Maintaining Polio-free Status 

in Japan for the 20th Regional Commission for the 

Certification of Poliomyelitis Eradication in the 

Western Pacific ドラフト作成と会議資料作成を担当

した。 

[清水博之] 

 

(5) 国際協力活動 

ア) 2015年3月3日感染研で開催された日中韓The 2nd 

Symposium on Research and Quality Control of 

Vaccines においてエンテロウイルス 71 受容体研究の

進捗について報告した。 

[清水博之] 

 

イ) 2014 年 7 月 13 日－7 月 23 日にベトナム国立衛生

疫学研究所(NIHE)において開催された、JICA バイオセ

ーフティワークショップおよび手足口病実験室診断技

術研修会へ参加し、NIHE を含む四カ所の基幹国立研究

所からの研修参加者に対して、ベトナム国内初の手足

口病実験室診断技術研修を実施した。手足口病実験室

診断に必要とされるバイオセーフティ、手足口病およ

び関連ウイルス実験室診断に関する講義および技術指

導を実施するとともに、各基幹研究所における手足口

病サーベイランスおよび実験室診断の現状について情

報の共有化を図った。 

[清水博之] 

 

2. WHO 西太平洋地域の 2014 年のポリオウイルス分離

状況 

(1) WHO 西太平洋地域のポリオウイルス分離状況   

 2014 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 226 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、カンボジアにおいて 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は検出されなかった。 

[清水博之、吉田弘、有田峰太郎、片岡周子、中村朋

史、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) 便抽出液検体からのポリオウイルス検出法の開発 

 これまでの解析から、ポリオウイルスレセプター分

子を高密度で結合させたナノ磁性ビーズ（PVR MB）を

用いて、便抽出液のような夾雑物を含む臨床検体から

でも効率よくポリオウイルスが抽出できることが示さ

れている。しかし、便抽出液の中のポリオウイルスの

量自体が非常に少ないため（陽性の検体で 100 uL 中

にウイルスゲノムが 760 コピーしか検出されない場合

もある）、ビーズで抽出したポリオウイルスを直接検出

することが困難であった。そこで、50 コピー以下のポ

リオウイルスゲノムからカプシド領域全体（3.9 k nt）

を効率よく上げることが出来る系を開発した（ECRA

法）。ECRA 法と磁気ビーズ PV 濃縮法、リアルタイム

PCRおよびVP1領域遺伝子解析を組み合わせることで、

培養細胞を用いた場合と同程度の効率で PV を便抽出

液から直接検出することが可能となった。 

 [有田峰太郎、中村朋史、清水博之]  

 

(2) ウイルス受容体特異性を応用した環境水からのポ

リオウイルス直接検出法の開発 

 細胞培養を経ずに高感度で環境中のポリオウイルス

（PV）を検出する手法（直接検出法）の開発・検討を

行った．始めに，力価既知の PV をバッファーに添加

した系で直接検出法の評価を行った．陰電化膜（NCF）

および PV レセプター結合型磁気ビーズ（PVR-MB）を

用いて濃縮した PV から得た RNA を PV の型別同定法で

あ る Poliovirus intratypic differentiation 

Real-time RT-PCR（rRT-PCR ITD 法）にて解析した．

しかしながら, 細胞培養を用いる従来法と比較すると

感度面で劣っていた．一方，得られた RNA からカプシ

ド全領域特異的増幅法（Arita, 2013）を用いて増幅

した DNA 断片を次世代シークエンサー（MiSeq, 

illumina 社）で解析したところ，従来法に近い感度で
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PV を検出可能であった．また，パキスタンの環境検体

を用いた試験でも種々の PV を検出可能であったこと

から，直接検出法の有用性が示された． 

 [中村朋史, 有田峰太郎, Merja Roivainen，Sohail 

Zaidi，清水博之] 

 

(3) ポリオワクチンに対する腸管免疫応答の測定 

 我々がこれまでに開発したポリオウイルス擬似ウイ

ルスを用いた中和抗体の測定法を用いて、ポリオウイ

ルスワクチン接種後の腸管免疫応答の解析を行った。

ウイルスを用いた従来の中和法では便抽出液の持つ非

特異的な細胞毒性やバクテリアの混入のために便抽出

液中に存在している中和抗体の解析が進まなかったが、

擬似ウイルスを用いた中和抗体の測定方法により解析

が可能となった。結果、生ワクチン接種後の便抽出液

中の抗ポリオウイルス中和活性とポリオ特異的 IgA に

相関があること、生ワクチン接種後に誘導される抗ポ

リオウイルス中和抗体がウイルスの排出を抑制するこ

とが示唆された。 

 [有田峰太郎、Peter F. Wright] 

 

(4) 宿主因子 PI4KB および OSBP family I のポリオウ

イルス複製における役割の解析 

 これまでの解析から、抗エンテロウイルス薬候補化

合物の標的として、ホスファチジルイノシトール 4-

キナーゼ（PI4KB）/オキシステロール結合タンパク

（OSBP）経路が同定されている。しかし、PI4KB/OSBP

経路以外に抗エンテロウイルス薬候補化合物の標的と

なりうるものがあるかどうかについては不明であった。

今回、標的が不明であった２つの抗エンテロウイルス

薬候補化合物 oxoglaucine および pachypodol (Ro 

09-0179)の直接の標的がPI4KBであることを明らかに

した。この結果から、“培養細胞に対して毒性を示さ

ずに宿主の活性を阻害する抗エンテロウイルス化合物

は、全て PI4KB/OSBP 経路を標的とする”という仮説

（エンビロキシム仮説）を提唱した。 

[有田峰太郎, Angel S. Galabov] 

  

(5) 2 型 VDPV 分離株の中和抗原性解析 

 ナイジェリアおよびベトナムで分離された 2 型 VDPV

分離株と親株である Sabin 2 型とのアミノ酸配列の比

較によると、2 型 VDPV 分離株は、抗原性決定部位にア

ミノ酸変異を有していたため、2 型 VDPV 株の中和抗原

性の変化について検討した。本試験に用いたヒト血清

検体は、日本の健常成人に由来する血清検体で、イモ

バックスポリオ(conventional IPV; cIPV)追加接種前

後の血清を用いた。1 型と 3 型ポリオウイルスに対す

る平均中和抗体価は、Sabin 株と強毒株で違いが認め

られ、強毒株に対する中和抗体価は、Sabin 株に対す

る抗体価より低い傾向が認められた。2 型ポリオウイ

ルスに対する平均中和抗体価は、Sabin 株と強毒株で

大きな違いは認められなかった。2 型 VDPV 株に対する

中和抗体価も、Sabin 株に対する中和抗体価と、ほぼ

同等であり、抗原性の変化は認められなかった。 

[福島慎二(東京医大)、中野貴司(川崎医大)、片岡周

子、清水博之] 

 

4. 日本におけるポリオフリーの維持に関わる研究 

(1)不活化ポリオワクチン累積接種率調査 

 不活化ポリオワクチン（IPV）は、2012 年 9 月 1 日

から定期接種ワクチンとして導入されたため、今回が

初めての全国累積接種率調査となった。集計するにあ

たり、DPT の接種記録がある者を解析対象とした。つ

まり、回収された記録のうち、接種日が不明もしくは

記録記載が不完全なものを除外し、DPT-IPV1 回目接種

済みの 1,163 件と未接種の 17 件、DPT1 回目接種済み

の 2,873 件と未接種の 13 件、合計 4,066 件の記録を

集計した。ポリオ 1 回目相当の累積接種率曲線は DPT1

回目相当と同様に、生後 3 ヶ月から立ち上がり、生後

4-7 ヶ月で急上昇し、生後 8 ヶ月以降は緩やかに上昇

していた。累積接種率は生後 12 ヶ月で 97.2％（95％

CI：96.6～97.6％）に、生後 24 ヶ月で 98.2％（95％

CI：97.8～98.6％）に達した。ポリオ追加相当の累積

接種率曲線も DPT 追加相当と同様に、生後 17 ヶ月か

ら立ち上がり、生後 24 ヶ月まで緩やかに上昇してい

た。累積接種率は、生後 24 ヶ月で 76.5％（95％CI：
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75.1～77.8％）であった。 

[崎山 弘 (崎山小児科)、清水博之] 

 

(2) 日本人成人に対する不活化ポリオワクチン追加接

種の免疫原性 

 わが国においても、2012 年 9 月から不活化ポリオワ

クチン（inactivated polio vaccine, IPV）が導入さ

れた。まずは、乳児期の定期接種が経口生ポリオワク

チン（oral polio vaccine, OPV）から IPV に移行さ

れたが、IPV の年齢対象は小児に限定されたものでは

ない。わが国では、1975-77 年生まれの世代はポリオ

ウイルス 1 型に対する血清中和抗体保有率が他の世代

より低く、彼らがポリオ流行地に渡航するなどポリオ

感染のリスクが高いことが予想される場合は、OPV の

追加接種を勧奨する機会であるとされてきた。また、

ポリオワクチン未接種者や接種歴が不明の者に対する

対応が必要な場合も想定される。したがって今後は、

成人に対しても IPV の追加接種を行う機会があると考

えられ、成人での免疫原性と安全性の検討を行う分担

研究を実施した。健康成人 50 名を登録し、49 名に対

して IPV を 2 回接種するプロトコールを終了した。結

果は、過去に接種歴がある場合はほとんど全例で、IPV 

1 回接種後に良好な抗体価の上昇が確認された。ただ

し、過去の接種歴が不明で、IPV 接種前に中和抗体を

保有しない場合には、1 回の IPV 接種では抗体獲得は

不十分な場合があると考えられた。 

 [福島慎二、濱田篤郎(東京医大)、中野貴司(川崎医

大)、片岡周子、中村朋史、清水博之] 

 

(3) 不活化ポリオワクチン導入前後の予防接種状況

および抗体保有状況に関する研究 

 ポリオの定期接種に用いられるワクチンは 2012 年

に OPV から IPV 含有ワクチン（cIPV：9 月～、および

DPT-sIPV：11 月～）に変更されたが、この変更にとも

なう予防接種状況ならびに抗体保有状況について、北

海道、山形県、群馬県、千葉県、東京都、富山県、愛

知県、山口県、愛媛県の各都道県の協力により実施さ

れた 2013 年度感染症流行予測調査におけるポリオ感

受性調査の結果を用いて検討を行った。5 歳未満の 1

回以上接種率（接種歴不明者を除く）はいずれの年齢

も 95%以上であり、2011～2012 年に問題となった OPV

の接種控えによる未接種者の蓄積は解消されたと考え

られた。また、多くが OPV の被接種者である 1～4 歳

では 3 型の抗体保有率が 1 型や 2 型と比較して低かっ

たが、IPV 含有ワクチン被接種者が大半を占めた 0 歳

では血清型間の差は小さく、いずれの型に対しても高

い抗体保有率を示した。OPV の 2 回接種では、腸管内

で 1～3 型ウイルス同士の干渉作用により、3 型の抗体

保有率が 1,2 型に比して低いことが報告されてきた。

しかし IPV の場合、血中の中和抗体は 1～3 型のいず

れに対しても同等に上昇し、中和抗体保有率は接種率

に比例してすべての型に対して高い結果となった。 

 [佐藤 弘，多屋馨子（感染症疫学センター）、清水博

之] 

 

(4) 原発性免疫不全症患者におけるワクチン由来ポリ

オウイルス排泄の検討 

 経口生ポリオウイルスワクチンは、まれにワクチン

由来ポリオ様麻痺(Vaccine associated paralytic p

olio, VAPP)を起こすことがある。特に、原発性免疫

不全症では、持続感染を起こしVAPPになる頻度が高い

とされているが、日本では、これまでに調査されてい

ない。そのため、原発性免疫不全症患者の糞便中にポ

リオウイルスが排泄されているか解析する。低ガンマ

グロブリン血症を呈する原発性免疫不全症である伴性

劣性無ガンマグロブリン血症患者、分類不能型免疫不

全症患者を選定する。患者、代諾者に対して説明を行

い、糞便検体から培養細胞を用いたウイルス分離を行

い、ポリオウイルスが分離された場合、遺伝子解析等、

より詳細な解析を行う。 

[野々山恵章（防衛医大）、中村朋史、清水博之] 

 

5. エンテロウイルスおよびその他腸管ウイルスに関

する研究 

(1) F449 の EV71 感染阻害における牛胎児血清の影響 

 低分子化合物 NF449 は、EV71 に結合することによ
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り、EV71 の RD 細胞への感染を阻害する。その阻害作

用を解析するにあたり、細胞培養液に含まれる牛胎児

血清（FBS）の NF449 による EV71 感染阻害効果への影

響を解析した。35S でラベルした EV71-1095 株の RD 細

胞への結合は、5 µM の NF449 で無血清下では効率よく

阻害されたが、10% FBS 存在下ではほとんど阻害され

なかった。FBS に含まれる因子が NF449 に結合するこ

とで EV71 感染阻害効果が低下すると考えられた。 

[西村順裕、清水博之、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）] 

 

(2) NF449 のウイルス感染阻害作用の EV71 特異性 

 NF449 が EV71 に特異的に作用することを確認するた

め、35S でラベルしたコクサッキーウイルス B3

（CVB3-S35; EV71 と同じエンテロウイルス属）を作製

した。CVB3-S35 は RD 細胞に結合し、その結合は CVB3 

の受容体(DAF)に対する抗体で阻害されることを確認

した。一方、CVB3-S35 を NF449 (80 µM)で前処理して

も、RD 細胞への結合は全く阻害されなかった。したが

って、NF449 のウイルス感染阻害作用は EV71 に特異的

であり、非特異的なウイルス粒子の破壊などではない

ことが確認できた。 

[西村順裕、清水博之、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）] 

 

(3) NF449 に類似した市販低分子化合物による EV71

の RD 細胞結合阻害効果 

 NF449 は Suramin 誘導体であり、８つの硫酸基をも

っている。その他の Suramin 誘導体(NF023, NF110, 

NF157, NF279, NF340) や硫酸基を多数もつ分子

(Fondaparinux)について、EV71 感染阻害能を検討し

た。Fondaparinux は NF449 と同じく８つの硫酸基を

もち、分子量も同程度である。しかし、Fondaparinux

は RD 細胞への EV71 結合をほとんど阻害しなかった。

つまり、硫酸基の分子内での配置や立体構造が EV71

との結合に重要であると考えられた。前出の化合物の

うち、NF449 と同程度以上の阻害効果を示したのは

NF110 のみであった。 

[西村順裕、清水博之、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）] 

 

(4) NF449 に類似した市販低分子化合物による EV71

の RD 細胞感染阻害効果 

 Fondaparinux, Suramin, NF449, NF110 を用いて、

EV71 (PSGL-1 結合株)の RD 細胞感染阻害効果を検討

した。Fondaparinux は 16 µM においてもほとんど阻

害しなかった。Suramin の IC50 は 32〜64 µM, NF449

は 2〜4 µM, NF110 は 1 µM 以下であった。つまり、

PSGL-1 結合性 EV71 の感染阻害においては、NF110 が

最も効果的であった。 

[西村順裕、清水博之、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）] 

 

(5) NF110 誘導体による EV71 の RD 細胞結合阻害効果 

 NF110 をリード化合物として、NM2〜16 の新規化合

物を合成した。これらの構造は、EV71 結合に重要と予

想される硫酸基の位置を変えたり、硫酸基とその結合

するベンゼン環の位置関係を変更したり、硫酸基とベ

ンゼン環の数を減らしたりしたといった特徴をもつ。

EV71 の RD 細胞結合阻害能を解析したところ、NF110

と同様以上の EV71 阻害効果を示した NM16 のみであっ

た。NM16 は、硫酸基とベンゼン環の間に酸素原子が挿

入され、硫酸化チロシンの側鎖に類似した構造をもっ

ていた。 

[西村順裕、清水博之、Jeffrey D. Winkler （ペンシ

ルベニア大学）、Jeffrey M. Bergelson（フィラデル

フィア小児病院）] 

 

(6) NM16 による EV71 の Jurkat 細胞感染および結合

阻害効果 

 Suramin, NF449, NF110, NM16 を用いて、EV71 (PSGL-1

結合株)の Jurkat 細胞感染阻害効果を検討した。

Suramin では 16 µM においても阻害はほとんど見られ

なかった。NF449 の IC50は 4〜6 µM, NF110 は約 1 µM, 

NM16 は 8〜16 µM であった。NM16 は RD 細胞への結合

阻害において最も効果的であったが、Jurkat 細胞への
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感染においては顕著な効果を示さなかった。しかし、

無血清状態で Jurkat 細胞への EV71 結合阻害効果を検

討したところ、NF449, NF110, NM16 は同程度に結合

を阻害した。 

 [西村順裕、清水博之、Jeffrey D. Winkler （ペン

シルベニア大学）、Jeffrey M. Bergelson（フィラデ

ルフィア小児病院）] 

 

(7) NM16 による PSGL-1 非結合性 EV71 の RD 細胞感染

および結合阻害効果 

 Suramin, NF449, NF110, NM16 を用いて、EV71 (PSGL-1

非結合株)の RD 細胞感染阻害効果を検討した。

Suramin の IC50は 8〜16 µM、NF449 は約 1 µM, NF110

は約 4 µM, NM16 は 4〜8 µM であった。RD 細胞結合阻

害実験においては、NF449 と NM16 の IC50は 0.05〜0.1 

µM, NF110 は 0.4〜0.8 µM であった。NF449 をはじめ

とする Suramin 誘導体は、PSGL-1 非結合性 EV71 の感

染および結合も阻害することが明らかとなった。 

 [西村順裕、清水博之、Jeffrey D. Winkler （ペン

シルベニア大学）、Jeffrey M. Bergelson（フィラデ

ルフィア小児病院）] 

 

(8) NF449 による EV71 と可溶性受容体の結合阻害 

 EV71 の受容体として、PSGL-1, SCARB2, ヘパラン

硫酸が知られている。これらの受容体と EV71 の結合

を NF449 が阻害するかどうか検討した。EV71 と

PSGL-1-Fc の結合は、NF449 で濃度依存的に阻害され

た。しかし、SCARB2-Fc の結合は阻害されなかった。

つまり、PSGL-1 と SCARB2 は、EV71 上の異なる領域に

結合すると考えられた。一方、ヘパラン硫酸の一種で

あるヘパリンと EV71 の結合は、NF449 で阻害された。

したがって、PSGL-1 とヘパリンは、EV71 上の同じ部

位に結合することが予想された。 

 [西村順裕、清水博之、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）] 

 

(9) NF449 による EV71 と中和抗体の結合阻害 

 EV71 の中和抗体である MA28-7 の Fab フラグメント

は、EV71 の５回転軸周辺に結合することがわかってい

る。そこで、MA28-7 と EV71 の結合が NF449 で阻害さ

れるかどうかを検討した。予想通り、MA28-7 の結合は

NF449 の濃度依存的に阻害された。一方、５回転軸か

ら離れた VP2 をエピトープとする抗体 10F0 の結合は、

NF449 で阻害されなかった。つまり、NF449 による抗

体結合阻害は MA28-7に特異的であり、NF449と MA28-7

は EV71 上の同じ場所に結合することが考えられた。 

 [西村順裕、清水博之、Jeffrey M. Bergelson（フィ

ラデルフィア小児病院）] 

 

(10) カニクイザル感染モデルにおける PSGL-1 結合性

EV71 と非結合性 EV71 の病原性解析 

 感染性クローンに由来する PSGL-1 結合（PB 型）株

と PSGL-1 非結合（non-PB 型）株をそれぞれ感染動物

モデルであるカニクイザルに接種し EV71 の感染・病

原性発現機構について比較解析した。PB 型または

non-PB 型 EV71 を感染させたカニクイザルの臨床検体

（直腸拭い液や咽頭拭い液、血清、PBMC）及び剖検採

材を用いて CODEHOP-PCR にてウイルスの検出を行い、

陽性サンプルでは VP1 領域のシークエンスを行なった。

non-PB 接種群は振戦などの神経症状を示し、直腸拭い

液、咽頭拭い液及び血清から高頻度にウイルス及びウ

イルス遺伝子が検出された。PB 接種群では明らかな神

経症状を示さなかったが、感染後期の血清や末梢血単

核球（PBMC）、剖検時の中枢神経系組織からウイルス

及びウイルス遺伝子が検出された。どちらの接種群に

おいても、拭い液や血清および中枢神経系を含む各種

組織から検出されたウイルスの多くは VP1-98 あるい

は VP1-145 にアミノ酸変異を有しており、non-PB 型

（02363-EE）が高頻度に検出された。また中枢神経組

織の病理学的解析では non-PB 接種群全頭と PB 接種群

のうち中枢神経組織から高頻度にウイルスが検出され

たサルにおいて神経細胞の変性・壊死と炎症所見が観

察され、その組織病変の程度に明らかな差は見られな

かった。 
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[片岡周子、清水博之、西村順裕、網康至(動物管理室)、

鈴木忠樹、小谷治、岩田奈織子、永田典代(感染病理

部)] 

 

(11) カニクイザル感染モデルにおけるカプシドアミ

ノ酸変異と病原性 

 EV71 カプシドタンパク VP1 の 145 番目のアミノ酸

（VP1-145）は、特異的受容体 PSGL-1 との結合性を

規定する。EV71 の感染増殖・病原性発現における

PSGL-1受容体の役割を明らかにすることを目的とし、

PSGL-1 結合および PSGL-1 非結合 EV71 株を用いたカ

ニクイザル感染実験を行なった。EV71 は感染初期に

VP1-145 に強い選択圧を受け、変異適応した VP1-145E

を持つウイルスのみが効率よく増殖し、PSGL-1 非依

存的に中枢組織に移行した。PSGL-1 非結合 EV71 株

(02363-KE)接種群に由来する臨床検体では、VP1-98

における多様な quasi-species の存在が認められた。一

方、PSGL-1結合株および非結合株の感染組織中には、

quasi-species は 、 ほ と ん ど 認 め ら れ ず 、

VP1-98/VP1-145E を有する EV71 variant が高頻度に認

められた。PSGL-1 結合性 EV71 接種群のサルの末梢血

単核細胞から VP1-145G ウイルスが検出されたことか

ら、細胞特異的な PSGL-1 依存的増殖の可能性が示唆

された。PSGL-1 結合性 EV71 接種群の末梢血単核細胞

検体では、同一の検体から VP1-145G および VP1-145E

が検出され quasi-species の存在が認められた。以上

の結果より、非ヒト霊長類感染モデルにおける

VP1-145 アミノ酸変異による多様性が、組織特異性、

ウイルス適応性、および病原性に関与する事を明らか

にした。 

[片岡周子、清水博之、西村順裕、網康至(動物管理室)、

鈴木忠樹、小谷治、岩田奈織子、永田典代(感染病理

部)] 

  

(12) EV71 感染カニクイザルにおけるサイトカイン誘

導 

 ヒト手足口病重症例では、血中の IFN-γ, IL-6, 

TNFα 等の pro-inflammatory cytokine が、軽症例と

比較して高いことが報告されている。PSGL-1 結合性

EV71 と非結合性 EV71 を用いたカニクイザル感染モデ

ルにおいて、血清中における 28 種類のサイトカイン

量を測定した。IL-1β および TNF-α は PB 接種群及

び non-PB 接種群どちらのサルにおいても感染 3 日目

から上昇していた。G-CSF, IL-1RA,とくに IFN-γ は

non-PB 接種群において優位に上昇していたが、PB 接

種群では顕著な変化はみられなかった。 

[片岡周子、清水博之、西村順裕、網康至(動物管理室)、

鈴木忠樹、小谷治、岩田奈織子、永田典代(感染病理

部)] 

 

(13) 北部ベトナムにおける手足口病の疫学とウイル

ス遺伝子解析 

 ベトナムでは、近年、死亡例・重症例を含む手足口

病あるいはエンテロウイルス 71(EV71)感染症の流行

が報告されている。2011-2012 年には、ベトナム全土

で、死亡例を含む多くの重症例を伴う大規模な手足口

病流行が発生し、公衆衛生上の大きな問題となってい

る。本研究では、主として、2011 年と 2012 年の北部

ベトナムにおける手足口病流行について、手足口病患

者検体と疫学情報を用いて EV71 の分子疫学解析を行

った。エンテロウイルス陽性症例の約半数から EV71

が検出され、その他のエンテロウイルスの中ではコク

サッキーウイルスA6型およびクサッキーウイルスA16

型が比較的多く検出された。2011〜2012 年の EV71 株

の分子疫学的解析を行ったところ、EV71 サブジェノグ

ループは B5、C4、C5 であり、主な流行株は C4 であっ

た。2012 年には B5 の検出率が上昇した。重症 EV71

感染症の流行が断続的に発生しているベトナムでは、

手足口病関連エンテロウイルスの病原体サーベイラン

スは引き続き重要であり、EV71 遺伝子型の推移と重症

例を含む手足口病流行との関連について、今後も解析

が必要である。 

[片岡周子、中村朋史、清水博之、Tran Thi Nguyan Hoa、

Nguyen Thi Hien Thanh (NIHE)] 
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(14) エンテロウイルス71抗血清国際標準品樹立のため

の国際共同研究 

 近年、東アジア地域を中心とした地域で、重症中枢

神経合併症を伴う大規模な手足口病流行が発生し、小

児の重症例・死亡例が多発したことから、公衆衛生上

大きな問題となっている。手足口病重症例の主要な原

因ウイルスは、EV71であることから、アジア諸国では

現在、EV71ワクチン開発が積極的に進められている。

とくに中国で開発中の不活化EV71ワクチンは、大規模

臨床試験で、優れた有効性・安全性が認められ、市場

への導入が検討されている。不活化EV71ワクチンの品

質管理およびEV71血清疫学解析の国際的標準化のため

に、EV71中和試験に用いるエンテロウイルス71抗血清

国際標準品の樹立が必要とされている。そのため、The 

WHO collaborative study to establish the 1st 

International Standard for anti-EV71 serum に参

加し、NIBSCから提供される13種類の抗血清(ヒトプー

ル血清等)のEV71中和抗体価測定を実施する。 

[西村順裕、片岡周子、中村朋史、清水博之] 

 

(15) 2008-2012 に中国山東省にて環境水サーベイラ

ンスにて検出されたエンテロウイルスについて 

 2008 年以来、中国山東省 CDC と、環境サーベイラン

ス共同研究を行っている。 今般 2008-2012 年に山東

省の 2 市の下水採水地点から分離されたエンテロウイ

ルスの種類について取りまとめを行った。その結果

1007 株のエンテロウイルスが得られ 19 種類の血清型

に 分 類 さ れ た 。 検 出 頻 度 は 多 い も の か ら

E6,E11,CB3,E3,E12,E7 の順であった。病原体定点サ

ーベイランスが未確立の中国において、継続的な調査

により環境水を調べることでエンテロウイルスの流行

状況について多くの知見を得ることができた。 

[Wang Haiyang,Tao Zexin（山東省 CDC）、ZhangYong

（中国 CDC）、吉田弘] 

 

(16) Saffold virus 全遺伝子によるゲノム遺伝子組

換え解析 

 パキスタン・アフガニスタンの急性弛緩性麻痺患者

由来糞便 943 検体から直接 Saffold virus 遺伝子を増

幅し、遺伝子解析を行ったところ、71 検体が SAFV 陽

性であり、新たに同定された 3 つの遺伝子型を含む多

様な遺伝子型(11 genotypes)の Saffold virus の存在

が明らかとなった。すべての遺伝子型の代表株につい

て、全ゲノム遺伝子解析を行ったところ、Saffold 

virus 非カプシド領域において頻繁かつ広範に遺伝子

組換えが起きていることが示唆された。一方、齧歯類

を宿主とするカルジオウイルスと Saffold virus 間の

遺伝子組換えの可能性は低く、Saffold virus は従来

のカルジオウイルスとは固有のヒトカルジオウイルス

として、独立したウイルス種(species)に分類される

ことが示唆された。 

[Naeem Asif、清水博之] 

 

 (17) サフォードウイルスの病理学的診断法に関する

研究 

 Saffold virus はまれに髄膜炎や急性弛緩性麻痺患

児から検出される。我々はこのウイルスの病原性を明

らかにすることを目的として、無菌性髄膜炎由来ある

いは上気道炎由来の分離株を非ヒト霊長類であるカニ

クイザルに対し静脈内接種し、その病態・病理像を検

討した。その結果、いずれの分離株接種群においても

中和抗体価の上昇を示した。また、上気道炎由来株接

種群では、接種後の血液、咽頭・直腸拭い液でウイル

スゲノムが陽性となり、一過性の後肢の握力低下を示

した。これらの個体の接種 10 日目の病理解析では、

一部の個体で軽度の髄膜炎所見が観察され、弱い神経

病原性を有すると考えられた。しかしながら、ウイル

ス増殖による病態発現の直接的な証明には至らなかっ

た。 

[小谷治、永田典代(感染病理部)、清水博之] 

 

(18) ウイルス性髄膜炎の病理学的診断法に関する研

究  

 髄膜炎の原因として知られている主なピコルナウイ

ルスの参照標本を作製し、免疫組織化学法による各種

抗体の交差反応性について検討し、ホルマリン固定標
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本パラフィン包埋切片における SAFV3 および各種エン

テロウイルス抗原を検出するシステムを確立した。抗

SAFV 抗体は特異性を示し、エンテロウイルス A 型、B

型に交差反応性は示さなかった。抗 EV71 抗体はエン

テロウイルス A 型、B 型に交差反応性を示した。抗 PV

抗体はいずれのウイルスにも交差反応性を示さなかっ

た。抗 CVB3 抗体はエンテロウイルス A, B 型に交差反

応性を示した。抗 EV-2C 抗体は SAFV 以外のエンテロ

ウイルス抗原を検出することが可能であった。 

 [小谷治、永田典代(感染病理部)、清水博之] 

 

(19) 劇症型新生児心筋炎を惹起したコクサッキーウ

イルス B2 型の性状解析 

2013 年に相次いで発生したコクサッキーウイルス

B2 型（CVB2） 周産期垂直感染による劇症型新生児心

筋炎患者より分離されたウイルスの性状について比較

解析を行った。ゲノム全長の遺伝子解析により、これ

らの CVB2 は構造タンパク質領域が CVB2、非構造タン

パク質領域が他のエンテロウイルス B に属するウイル

スとのキメラウイルスである可能性が強く示唆された。

心筋炎患者から採取した臓器内のウイルス量を比較し

たところ、肺の CVB2 量は検出限界値未満であったの

に対し、心筋内には他の臓器の 7 万倍以上もの CVB2

が存在した。本分離株が心臓に対するトロピズムを有

する可能性が考えられた。Plaque size、アポトーシ

スへの関与が示唆されている 2Apro にそれぞれの in 

vitro ウイルス増殖性状を反映する可能性のあるアミ

ノ酸置換を伴う塩基置換が認められた。乳呑みマウス

における致死効果について調べたところ、劇症型心筋

由来ウイルスが最も強い病原性を示し、他の分離株も

各ウイルスを分離した患者の病態を反映する傾向が認

められた。 

[吾郷 昌信 (長崎県環境保健研究センター)、清水博

之] 

 

(20) ヒトパレコウイルス 3 型感染症の早期乳児例の

検討 

 

 ヒトパレコウイルス 3 型(Human parechovirus type 

3; HPeV3)は新生児、早期乳児に感染し発熱、頻脈、

網状チアノーゼ等の敗血症様症状を呈するウイルスで、

2008 年、2011 年に全国的に流行し、本年 7 月にも新

潟県等で流行が報告されたが、過去に道内で流行の報

告はない。2014 年 8～9 月に生後 3 カ月未満の発熱児

のウイルス検査を施行し、3 例で HPeV3 感染を確認し

た。2014 年は、2011 年以来のパレコウイルス感染症

の全国的な流行が発生し、重症例を含む乳幼児から

HPeV3 が検出された。 

[本庄 遼太、廣瀬 三恵子、藤田 祥二、阿部 修司(函

館五稜郭病院)、中村朋史、清水博之] 

 

(21) 埼玉県西部地域で 2014 年に検出されたヒトパレ

コウイルス 3 型 

 2014 年日本各地でヒトパレコウイルス（Human 

Parechoviurs,HPeV）3 型の流行が報告された。埼玉

県西部地域においても例外でなく、特に新生児で HPeV

感染を疑う重症例が多く入院となった。疑い症例の髄

液、咽頭拭い液、血清、および直腸拭い液から HPeV 

5’UTR 領域および VP1 領域の RT-PCR 法を施行し、

5’UTR PCR 法陽性検体のウイルス分離試みた。疑い症

例６名のうち４名の検体で 5’UTR 領域 PCR 法陽性と

なり、うち 3 名の検体の VP1 領域塩基配列から HPeV3

と同定した。2 名の咽頭拭い液、直腸拭い液から HPeV3

が分離された。VP1 領域 650bp の系統樹解析では 2008

年山形で分離された株と近縁であることが判明した。 

[町田早苗(埼玉医大)、清水博之] 

 

6. ポリオウイルスのバイオセーフティ及びバイオセ

キュリィティシステムに関する調査研究 

(1) 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。2014 年 12 月に公開されたポリオウイルス病
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原体管理に関する新たな WHO 行動指針(GAP III-2014)

の内容を検討したところ、2 型ポリオウイルス(野生株、

ワクチン株)に特化した病原体管理の必要性等、前バ

ージョンの WHO 行動指針(GAP II-2004)と異なる点も

多いことが明らかとなった。2 型ポリオウイルスに特

化した病原体管理は、ポリオ根絶最終戦略計画 

2013-2018 による bivalent OPV の世界的導入に対応

した病原体管理である。GAP III の内容を広く周知す

るとともに、我が国でも速やかに、あらたな WHO 行動

指針(GAP III-2014)に対応したポリオウイルス病原体

管理を進める必要がある。 

[伊木繁雄(バイオセーフティ管理室)、清水博之]  

 

(2) WHO ポリオ実験室ネットワーク DVD を用いたバイ

オセーフティ教育訓練 

 WHO本部ポリオ実験室ネットワーク事務局で作成した

ポリオ実験室バイオセーフティ教育訓練用DVDを、外国

人研修生に対するバイオセーフティ教育訓練に使用し

た。WHOポリオ実験室教育訓練DVDは、実験室のバイオ

セーフティ、機器の維持管理、バイオセーフティ以外

の実験室安全管理、実験室のアレンジメント等、実験

室・検査室の運用・安全管理・教育訓練に関する具体

的な事例が取り上げられており、病原体を取扱う実験

室の安全管理の全体像を理解するうえで有用な教育訓

練資料である。地方衛生研究所スタッフを対象とした

国内研修、および、外国人研修生を対象としたJICA集

団研修において、WHOバイオセーフティ教育訓練用DVD

を用いたバイオセーフティ教育訓練を実施した。WHOポ

リオ実験室教育訓練DVDは、国際的に標準化されたバイ

オセーフティ教育訓練資料のひとつとして、ポリオ実

験室のみならず、臨床検体や病原体を取扱う国内外の

実験室・検査室における教育研修への活用が期待でき

る。 

 [伊木繁雄(バイオセーフティ管理室)、清水博之] 

 

7. その他 

 平成 26 年度は 3 件の行政検査依頼があり、型内株

鑑別試験等を実施した。型内鑑別試験を行ったポリオ

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) 2014 年の A 型肝炎流行状況の分子疫学的解析 

2014年は第8週からA型肝炎の報告が全国で急増し、

最終的には 432 例が報告され、近年では最も患者発生

の多い年となった。合計 159 株の解析を行ったところ、

IA が 137 株、IB が 4 株、IIIA が 18 株であった。2014

年の A 型肝炎の多発は、2 月上旬から仙台市を中心とす

る genotype IIIA の集団発生事例からはじまったが、

本事例は宮城、山形に限局して収束し、その後 IA が主

要な genotype となった。 

［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 31 地方衛生研究所との共同研究］ 

 

(2) 2014 年に全国で流行した HAV 株の解析 

 2 月中旬から全国（宮城から鹿児島まで）で広範囲

に渡り A 型肝炎の発生が報告され、この株は genotype 

IA であり、配列解析を行った株で構造/非構造 

junction 領域の配列 619 塩基はほぼ完全に一致した。

また、藤沢と鹿児島の 2 株で全長配列の決定を行った

ところ、7,407 塩基中違いは 1 塩基のみと、非常に均

一性が高かった。この 2014 広域株による患者発生報

告は第 9 週をピークとした一峰性であり、何らかの同

一の感染源が短期間に全国に拡散したものと推測され

る。 

［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 31 地方衛生研究所との共同研究］ 

 

(3) スリランカにおけるＡ型肝炎流行の調査 

 2009 年および 2010 年に発生したスリランカのＡ型

肝炎流行について、これまでの疫学的解析に加え、遺

伝子型による病態の違いについて検討を行った。全
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218 検体中、遺伝子型がわかったのは IA 型 116 検体、

IIIA型48検体であった。それぞれのカルテから黄疸、

倦怠感等の肝炎症状（18 項目）やアラニンアミノトラ

ンスフェラーゼ等の血液生化学的検査の結果（6 項目）

を抽出し、出現率の有意差を検討したところ、白色便

と上腹部不快感の 2 項目以外はすべて有意差が認めら

れなかった。白色便以外の胆汁関連項目（黄疸、血中

総ビリルビン）の有意差はなかった。本調査の対象と

なった患者は 20 代を中心とした本来健康な男性兵士

であり、少なくとも彼らの間では遺伝子型別の病態の

差は認められなかった。Ａ型肝炎の病態は遺伝子型で

はなく宿主因子によるものが大きいと考えられる。

[清原知子、佐藤知子、石井孝司、脇田隆字、Niroshana 

Dahanayaka (Rajarata University, Sri Lanka)] 

 

(4) 台湾におけるＡ型肝炎流行の調査 

台湾における A 型肝炎の流行状況調査を、台湾 CDC と

共同で実施した。台湾で 2011 年から 2013 年に報告さ

れた A 型肝炎の糞便または血清検体を収集し、HAV ゲ

ノムを抽出し配列解析を行った。解析した 61 株のう

ち、55 株が IA、2 株が IB、4 株が IIIA であった。IA

はさらに複数のクラスターに分けられ、それぞれ東南

アジア（フィリピン、インドネシア、タイ）や日本の

常在株と思われるクラスターと一致した。また IIIA

は韓国の流行株のクラスターに属した。台湾の HAV は

さまざまな国から流入していると考えられる。[*陳婉

青、*楊志元、石井孝司（*台湾 CDC）] 

 

(5) 2002年のタイにおける A型肝炎集団発生事例の解

析 

2002 年にバンコク近郊で、飲料水タンクが原因と考え

られる A 型肝炎の集団発生事例が報告された。25 名の

患者血清が保存されており、HAV ゲノム抽出を行って

ウイルス遺伝子配列の解析を行ったところ、すべて同

一で東南アジアでは極めて稀な genotype IB であった。 

[*Kriengsak Ruchusatwat、*Chitlada Utaipiboon、

*Chawatesan Namwat、*Rungreung Kijphati、*Naiyana 

Wattanasri、*Piyanit Tharmaphornpilas、**武田直

和、石井孝司（*タイ国立予防衛生研究所、**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）] 

 

(6) Ａ型肝炎ウイルス参照抗原液の値付け 

 Ａ型肝炎ワクチン抗原含量試験は当室とワクチン製

造所各自で調達した個別の参照抗原液を用いている。

ロット更新を機会に参照抗原液を共有し試験精度を上

げるため、製造所が作製した次期参照抗原液候補品の

値付けを両者共同で行った。試験は共通プロトコール

に従って個別に行い、統計解析は品質保証・管理部に

依頼した。次期参照抗原液候補品は両者において問題

なく使用可能であり、Ａ型肝炎ウイルス抗原を 0.807

μg/mL 含む参照抗原液「RHA1」とした。この抗原液

は交付対象ではなく、製造所から購入するものとした。

［清原知子、佐藤知子、石井孝司、落合雅樹（品質保

証・管理部）］ 

 

２．B 型肝炎ウイルス（HBV）に関する研究 

(1) B 型慢性肝炎に対する核酸アナログ感受性の評価 

 1.4 倍長の HBV コンストラクトを構築し,これを培養

細胞に導入する事により HBV の複製を確認した.この

系にエンテカビルを投与し,培養細胞内で core 粒子に

被覆されている HBV DNA を RTD-PCR およびサザンブロ

ット法で定量することでエンテカビル感受性の評価を

行った.また、この系を用いてテノホビルに対する感

受性評価も試みた. 

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏(東京大学), 脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(2) B 型慢性肝炎エンテカビル耐性症例のアミノ酸配

列の検討 

 エンテカビル投与中に HBV DNA が再上昇した症例の

患者血清より HBV 株を分離しそのゲノム配列を確認し

た.得られた HBV 株には既報のエンテカビル耐性変異

は認めなかったが,ラミブジン耐性として知られる

rtL180M, rtM204V の変異に加えて,これまでに報告の

ない N238H, L269I の変異を認めた.これらの変異を有
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するクローンはエンテカビル投与開始前はマイナー

クローンとして存在したが,再上昇時はメジャークロ

ーンとして存在した.これらの変異がエンテカビル耐

性に関わっていると考えられた. 

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏 (東京大学), 脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

 (3)エンテカビル耐性症例から得られた耐性変異の

薬剤感受性評価 

 エンテカビル投与中に HBVDNA が再上昇した症例の

患者血清より得られた rtL180M, rtM204V, N238H, 

L269I の変異を有する株の複製コンストラクトを作成

し、変異を持たないコンセンサス株のコンストラクト

とともに培養細胞に導入し RTD-PCR およびサザンブロ

ット法にてエンテカビル感受性の評価を行った.これ

らの変異を有する株はコンセンサス株と比較し,エン

テカビル感受性が不良でありこれらの変異はエンテカ

ビルに耐性に関わっていることが明らかとなった． 

[山田典栄，杉山隆一，四柳宏 (東京大学)，脇田隆字，

加藤孝宣] 

 

(4) HBV 遺伝子型が宿主細胞のアポトーシスに与える

影響の解析 

 HBV 複製モデルを用い,HBV が宿主細胞のアポトーシ

ス感受性に与える影響を解析した.遺伝子型が異なる

HBV株を用い,さらに成人でのB型急性肝炎から慢性化

した症例から得られた株を含む計８株について検討を

行った.これらの複製コンストラクトを HepG2 細胞に

導入し,その後 TNF-α で処理することでアポトーシス

を誘導した.その結果,HBV 陽性細胞ではアポトーシス

感受性が亢進していたが,遺伝子型 Bj 株の導入細胞で

は高く遺伝子型 A 株の導入細胞では低いアポトーシス

感受性を示した.また,成人での B 型急性肝炎慢性化症

例から得られた株の導入細胞では他の株に比べアポト

ーシス感受性が低下していた.これらのアポトーシス

感受性に与える影響の差は,HBV 株が得られた症例の

臨床像と関連している可能性が考えられた. 

[杉山奈央，山田典栄，杉山隆一，脇田隆字，加藤孝

宣] 

 

(5) RNA Exosome regulation of HBV replication. 

 Using arrayed shRNA targeting 133 human 

helicases, we performed a functional screening to 

identify those who suppress HBV replication. We 

here report superkiller viralicidic activity 

2-like (S. cerevisiae) (SKIV2L) RNA helicase 

dependent mechanism that regulates HBV 

replication through preferential degradation of 

HBV-RNA. This mechanism is interferon- 

independent. RNA immunoprecipitation analysis 

identified the formation of SKIV2L/HBV-RNA 

complex, which is regulated by SKIV2L’s 

phosphorylation at serine residues 243 and 245 

amino acids, and the further association of this 

complex with the RNA exosome proteins. The binding 

between SKIV2L and HBV-RNA was RNA exosome- 

independent, suggesting that SKIV2L first 

identifies HBV-RNA then shuttles it to the RNA 

exosome where it is degraded. SKIV2L also 

suppresses the Duck HBV (DHBV) but not HCV, 

suggesting that SKIV2L is a possible common 

effector molecule against different members of 

the Hepadnaviridae. 

[Hussein H Aly, Takanobu Kato, Takaji Wakita] 

 

(6) Host factors required for HBV-cccDNA 

formation. 

 The final aim of this study is to identify host 

factors required for HBV cccDNA formation that can 

be targeted by drugs for HBV treatment. Human 

helicases play an important role in DNA repair 

pathways, and may be involved in HBV-cccDNA 

formation. We first screened for helicases 

affecting HBV replication using shRNA library 

targeting 133 human helicase genes. We further 

identified those who are required for HBV 
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replication. Based on the reported effect, 

helicases were then grouped into functional 

groups, one of which is the Recq helicase group 

containing (RecqL, and WRN) helicases which plays 

an important function in DNA repair including 

mismatch repair, nucleotide excision repair and 

direct repair. Chromatin immuneprecipitation 

identified the direct interaction between RecqL 

helicase and HBV-cccDNA. Further mechanistic 

analysis is undergoing to analyze the mechanism 

by which Recql can regulate HBV replication. 

[Hussein H Aly, Takanobu Kato, Takaji Wakita] 

 

(7) HBV 侵入を阻害するシクロスポリンおよびその誘

導体の抗 HBV 作用機序の解析 

 シクロスポリンが HBV 感染受容体 NTCP とエンベロ

ープである LHBs の結合を阻害することにより、HBV 感

染を阻害することが示唆された。誘導体検索により、

HBV 感染を強く阻害するシクロスポリン誘導体を同定

した。これらはいずれも免疫抑制作用をもたない化合

物であった。 

[志村聡美, 渡士幸一, Ann Sluder (SCYNEXIS), 

Michael Peel (SCYNEXIS), 河合文啓（横浜市立大）, 

朴三用（横浜市立大）, 脇田隆字] 

 

(8) 微小管による HBV 複製制御機構の解析 

 Hep38.7-Tet 細胞を用いた化合物スクリーニングに

よりノコダゾールが HBV 複製を阻害することが明らか

となった。またコルヒチンやビンブラスチンなどノコ

ダゾール以外の微小管合成阻害剤も同様に HBV 複製を

低下させたことより、微小管が HBV 複製を制御するこ

とが明らかとなった。 

[岩本将士, 渡士幸一,脇田隆字] 

 

(9) HBV 感染感受性を低下させる Ro41-5253 の作用機

序の解析 

 Ro41-5253 の前処理により NTCP タンパク質発現低下

を伴って細胞の HBV 感染感受性が低下することを見出

した。また Ro41-5253 はレチノイン酸受容体転写活性

低下により NTCP 遺伝子転写を減少させることが示唆

された。 

[九十田千子, 渡士幸一, 岩本将士, 脇田隆字] 

 

(10) HBV 感染を阻害する天然化合物の同定 

 HepG2-hNTCP-C4 細胞を用いて独自の天然化合物ライ

ブラリーより HBV 感染を阻害する化合物を同定した。

そのうちの一つ SF177 は初代ヒト肝細胞において

IC50 がM オーダー以下の強い抗ウイルス効果を有し

ていた。 

[金子学, 渡士幸一, 紙透伸治（東京理科大）, 菅原

二三男（東京理科大）, 脇田隆字] 

 

(11) NCTP 以外の entry に関与する宿主因子の同定 

 HBV の entry に関与する因子として HBV preS1 と結

合する NTCP が発見された。一方、HBV S 領域を標的と

する酵母で作製した B 型肝炎ウイルスワクチンは抗体

獲得率９５%（４０歳）で、HBV 感染防御効果も大変高

いことが知られている。また、preS1 領域が欠損した

HBV の存在が多く報告されており、このようなウイル

ス感染者からも肝癌発症が報告されている。実際、

NTCP 発現 HepG2 細胞を樹立し、HBV を感染させたとこ

ろ、感染効率は約 50%で、感染しない細胞群が存在し

た。そこで、我々は NCTP 以外の entry 因子を同定す

るため、HBV mRNA を標的とする蛍光プローベを細胞に

導入することで、生きたまま HBV 感染 HepG2-NTCP 細

胞と非感染細胞の分別を行い、それぞれの細胞の性状

解析を行っている。 

[藤本陽, 青柳東代、相崎英樹, 脇田隆字] 

 

（12）創薬スクリーニングのための HBV mRNA 測定系

の開発 

 HBV mRNA を標的とする蛍光プローベを細胞に導入す

ることで、細胞を生かしたまま HBV mRNA 量測定系を

開発している。蛍光プローベは培養上清に添加するだ

けで各種肝細胞に効率良く取り込まれ、細胞毒性も認

められなかった。現在、細胞内 mRNA 量と比較検討し
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ている。 

[藤本陽, 青柳東代、相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(13) 抗ウイルス薬の標的候補分子の同定 

テトラサイクリン誘導 HBV 発現細胞の HepAD38 細胞

（ genotype D ） か ら サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た

Hep38.7-Tet 細胞を用いて、細胞外 HBeAg 量を指標に

3 種類の siRNA Library（DNA damage response、

Epigenetic、Nucleic Acid Binding）のスクリーニン

グを実施した。HBeAg 分泌阻害を示した 80 遺伝子を

primary hits として選抜した。さらに再現性評価とし

て、HBeAg 分泌阻害及び cccDNA 合成阻害を示した 21

遺伝子を second hits として選抜した。次に Hirt DNA

を精製し cccDNA 量の減少と knockdown 効率の相関を

検討した。1 遺伝子が cccDNA 産生に関与している可能

性が考えられた。 

[木下渉（JT 医総研）, 渡士幸一, 脇田隆字] 

 

(14) Ｂ型肝炎の血清疫学調査（３） 

血清銀行保存検体を用いて小児（4-9 才）の HBs 抗原

保有率を調査したところ 200 件対中 6 検体（0.3％）

が陽性、その中で HBV-DNA が検出されたものは 3 検体

で、最終的に 0.15％という結果を得た。しかしながら、

この結果は従来の報告と比較して 10 倍ほど高い数値

であり、検体数が少ないことによる過大評価バイアス

が懸念された。検体数を増やして調査の精度を上げる

ため、年齢層を拡大し 10-15 才における HBs 抗原保有

率を追加調査した。その結果、HB 抗原及び HBV-DNA 陽

性は 1000 検体中 2 検体で、4-9 才同様、従来の結果よ

り高い数値となった。過去の調査はＢ型肝炎対策を積

極的に導入した静岡、宮城、事前スクリーニングで肝

臓疾患を除く日赤献血者を対象としたものであり、過

小評価バイアスが考えられた。一方、我々の調査はＢ

型肝炎とも関連の深い肝がん報告数が多い九州地域を

含み、総陽性検体 5 検体中 4 検体は福岡、佐賀由来で

あった。 

[清原知子、石井孝司] 

 

(15) ロットリリースに関するWHOガイドラインの和

訳 

 海外のワクチン等に対するロットリリース制度の調

査に関連して行われた「規制当局によるワクチンのロ

ットリリースに関するガイドライン  “Guidelines for 

Independent Lot Release of Vaccines by Regulatory 

Authorities, TRS978, Annex2, 2013”」の和訳作業に参

加した。 

［清原知子、内藤誠之郎（品質保証・管理部）］ 

 

３． C 型肝炎ウイルス（HCV）に関する研究 

(1)ビタミン D により誘導される抗菌ペプチド LL-37 

の抗 HCV 作用の解析 

 ビタミン D により誘導される抗菌ペプチド,LL-37 に

よる抗 HCV 作用の検討を行った．LL-37 を培養細胞に

投与し HCVcc を感染させると HCV の感染増殖が著明に

抑制されることわかった．この抗菌ペプチドの HCV ラ

イフサイクルに与える影響を詳細に検討した結果，

LL-37 は HCV の感染性粒子を破壊する事でその感染を

阻害していと考えられた． 

［松村卓哉（昭和大），井廻道夫（新百合ヶ丘総合病院），

椎名正明（新百合ヶ丘総合病院），杉山奈央，村山麻子，

藤田めぐみ，脇田隆字，加藤孝宣］ 

 

(2) ベロ細胞における HCV 感染・複製の解析 

 ワクチン製造細胞として実績があるアフリカミドリ

ザル腎臓由来のベロ細胞の HCV 感染・複製能を検討し

た.ベロ細胞に培養細胞で作製した HCV 粒子を添加し

たが,HCV 感染細胞は観察されなかった.ベロ細胞に合

成 HCV RNA を導入したが,HCV 複製は観察されなかった. 

ベロ細胞では様々な種類のウイルスが増殖できること

が知られているが,HCV は増殖できないことが判明し

た. 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(3) ベロ細胞での HCV 複製を可能にする因子の同定 

 HCV 複製に重要な宿主因子の一つである miR-122 の

発現量は,ベロ細胞ではHuh-7.5.1に比べて低かった. 



ウイルス第二部 

そこでレンチウイルスベクターを用いてベロ細胞に

miR-122 を強制発現させた細胞株を樹立した. その細

胞に HCV RNA をトランスフェクションすると,細胞内

のコア抗原量は時間経過とともに上昇することから,

ベロ細胞に miR-122 を発現させると HCV 複製は可能と

なった. 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(4) ベロ細胞における HCV 感染の検討 

 ベロ細胞において HCV 粒子の感染がみられなかった

ので,HCV の 4 種類の受容体分子の発現量を調べた.ベ

ロ細胞ではCD81,Occludinの発現量はHuh-7.5.1細胞

より高かったが,Clausin-1 と SR-BI の発現量は低か

った. さらに,ベロ細胞のそれぞれの受容体分子の配

列には Huh-7.5.1 と比較して,異なる箇所があった. 

そこで,4種類のヒトHCV受容体をレンチウイルスベク

ターで発現させると,ベロ細胞において HCV 感染が観

察できるようになった. 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(5) ベロ細胞における感染性 HCV 粒子産生の検討 

 ベロ細胞に miR-122 を発現させることにより HCV 複

製は可能となったが,感染性ウイルスは産生できなか

った.HCV の感染性ウイルス産生に重要な宿主因子で

ある ApoE の発現量は,Huh-7.5.1 細胞に比べてベロ細

胞では低かった.そこで,レンチウイルスベクターに

よりベロ細胞にヒト ApoE を発現させた.miR-122 に加

えて ApoE も発現させたベロ細胞では,HCV RNA 導入後

に感染性ウイルスの産生が可能となった. 

[村山麻子，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(6) IFN 治療著効判定 9 年後に HCV 陽性と診断された

症例の HCV 塩基配列の検討 

 C 型慢性肝炎に対し Peg-IFN・リバビリン併用療法

を行い,HCV RNA 定性検査を用いた評価で SVR と判定さ

れたが約 9 年後に HCV RNA 陽性となった症例を解析し

た.治療開始前と 9 年後 HCV RNA 検出時の血清から HCV

株を分離し,ウイルスゲノムの塩基配列の相同性につ

いて検討を行った.得られた HCV 株は 98.9%の相同性

を持ち,分子系統樹による解析でも近縁に位置したた

め,この症例は新規 HCV 株の再感染ではないと考えら

れた. 

[山田典栄, 小林稔(清川病院),安田清美(清川病院), 

奥瀬千晃(聖マリアンナ医大), 鈴木通博(聖マリアン

ナ医大), 四柳宏(東京大学), 脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(7) 臨床検体を用いた HCV RNA 検出系の評価 

 HCV RNA 定性検査で陰性と診断された保存血清を用

いて,より高感度なHCV検出系であるリアルタイムPCR

法（アキュジーン m-HCV；アボットジャパン）を用い

て再測定を行った.その結果,IFN治療終了後,1週後,3

週後,10 週後,24 週後は HCV RNA 定性検査では陰性と

判定されたが,リアルタイム PCR 法では 24 週後の血清

において陽性と判定された.C 型慢性肝炎治療後の経

過観察には高感度検出系による HCV RNA の定期的な検

査が重要であることが示唆された. 

[山田典栄, 小林稔(清川病院), 安田清美(清川病院), 

奥瀬千晃(聖マリアンナ医大), 鈴木通博(聖マリアン

ナ医大), 四柳宏(東京大学), 脇田隆字, 加藤孝宣] 

 

(8) NS5A 阻害剤耐性変異株の特徴に関する検討 

 DAAs 製剤の登場により IFN-free 治療を含む様々な

治療法が確立され,C 型慢性肝炎に対する標準治療が

変化してきた.その中で NS5A 阻害剤は強い抗 HCV 作用

を持つ一方,耐性変異によってその効果が減弱するた

め,耐性変異株を有する患者に対する治療戦略の確立

が課題となっている.そこで,HCV JFH-1 キメラウイル

スの感染培養系を用いて,NS5A 阻害剤に対する耐性変

異が HCV のライフサイクルに与える影響を検討した.

その結果,NS5A 阻害剤耐性にかかわる Y93H 変異を含

む株では感染力価が亢進していることが明らかとなっ

た. 

[新田沙由梨，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(9) NS5A 阻害剤耐性変異株の抗 HCV 薬感受性に関す

る検討 
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 NS5A 阻害剤に対する耐性変異株に有効な薬剤の同定

を目的として検討を行った.耐性変異を導入したキメ

ラウイルスを導入した培養細胞を各種抗 HCV 剤で処理

を行い,細胞内 Core 抗原量を測定することで耐性変異

株に有効な薬剤の同定を試みた.その結果,IFN-製剤

や Ribavirin ではその阻害活性に差を認めなかったが,

第二世代プロテアーゼ阻害剤である Simeprevir と

Asunaprevir では Y93H 変異を持つウイルスに対して

より強い阻害活性を示した.従って NS5A 阻害剤に対す

る耐性変異を含むウイルスは第二世代プロテアーゼ阻

害剤に感受性であると考えられ,変異株を有する患者

に対してはこれらの薬剤を含む治療が選択肢の一つと

なり得ると考えられた. 

[新田沙由梨，杉山奈央，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(10) HCV コア領域のアミノ酸変異が IFN 感受性に与え

る影響の評価 

 構造領域が HCV Genotype 1b 由来，非構造領域が 2a

由来のキメラウイルスを作成し, HCV コア領域のアミ

ノ酸変異が IFN 感受性に与える影響の評価を行った. 

このキメラウイルスに IFN の感受性に関わることが報

告されている aa 70（R/Q）と aa 91（L/M）の変異を

導入し（TH/JFH1-RL，-RM，-QL，-QM）,IFN 感受性に

与える影響を検討した．これらの HCV 株の全長 RNA を

それぞれ Huh7.5.1 細胞に導入した後，IFN-α を添加

し HCV core 抗原量の変化を測定したところ,いずれの

変異株でも HCV core 抗原量が低下し，変異による IFN

感受性に差は見られなかった．しかし IFN により宿主

細胞表面に発現誘導される MHC Class I を Flow 

Cytometry を用いて測定したところ,QL 株，QM 株で細

胞表面の MHC class I の発現量が低く抑えられ，Core

領域 70 番アミノ酸に変異を有するウイルスは，宿主

細胞内に蓄積し抗原提示能を抑制することで宿主リン

パ球による細胞障害を逃れ，IFN 治療に対して抵抗性

を獲得するものと考えられた． 

[藤田めぐみ，杉山奈央，Eui-Cheol Shin（韓国 KAIST），

Wonseok Kang（韓国 KAIST），脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(11) HCV NS5A-ISDR アミノ酸変異が HCV 増殖に与え

る影響の解析 

 HCV の NS5A に存在する IFN 感受性領域(ISDR)のアミ

ノ酸変異は，IFN 治療における治療効果の予測因子と

して知られている．そこで，JFH-1 株を用いた培養細

胞系を用い，ISDR のアミノ酸変異が HCV の増殖に与え

る影響を検討した．HCV JFH-1株の NS5Aを Genotype 1b

株に置換したキメラウイルス（JFH1/5ACon1）を用い，

さらに，NS5Aの ISDRを wtに置換したi-wt株および，

ISDR に 7 つのアミノ酸変異を持つ i-7mut 株を作製し

た．これらのコンストラクトを用い，ISDR の変異が

HCV ライフサイクルの各ステップに与える影響を評価

した．これらの株の HCV 全長 RNA の導入により細胞内

のcore抗原量には差は認めなかったが，上清中のcore

抗原量は i-7mut でのみ低値であり，この株では感染

性粒子生成効率が低下していると考えられた． 

[杉山隆一，杉山奈央，村山麻子，藤田めぐみ，山田

典栄，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(12) HCV NS5A タンパク質のリン酸化に関与するプロ

テインキナーゼの探索 

 HCV NS5A タンパク質のリン酸化はウイルス生活環の

制御に重要であるが，そのリン酸化機構の詳細は十分

に解析されていない．本研究では，NS5A タンパク質の

リン酸化に関与するプロテインキナーゼの同定を目的

とした．AlphaScreen 法を用いて 404 種類のヒトプロ

テインキナーゼから NS5A タンパク質との相互作用が

強い 79 種類のキナーゼを同定した．そのうち 9 種類

に in vitro での強いリン酸化活性を認めた．HCV 培養

細胞系を用いたノックダウン実験により，これらの中

から HCV 粒子形成過程の制御に関与する casein 

kinase I-α（CKI-α）を同定した．さらに，CKI-α

によりリン酸化される NS5A 領域を同定した． 

[政木隆博，加藤孝宣，脇田隆字，鈴木哲朗（浜松医

大）] 

 

(13) microRNA-122（miR-122）による HCV ゲノム複製

の新規制御機構 
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 HCV RNA と miR-122 の結合は宿主 XRN1 のエキソヌ

クレアーゼ活性から HCV RNA を保護し安定化すること

により HCV 複製の増強作用に貢献する．しかし，この

増強作用は XRN1 ノックダウン後にも認められること

から，miR-122 は HCV 複製に対してゲノム RNA の安定

化以外にも作用を有することが示唆される．今回，

XRN1 ノックダウン細胞を用いて miR-122 の抗 XRN1 作

用非依存的な HCV 複製制御機構を明らかにした．さら

に，ポリソーム解析により miR-122 はウイルスゲノム

RNA の可用性を翻訳から RNA 合成に移行することで直

接的に HCV 複製を刺激することが示唆された． 

[政木隆博，加藤孝宣，脇田隆字，Stanley Lemon（米

国ノースカロライナ大学）] 

 

 (14) HCV 感染による宿主 microRNA 機能の抑制 

 HCV 複製は miR-122 機能に大きく依存しているため，

HCV 感染細胞内では宿主標的遺伝子に対する miR-122

機能が障害されている可能性がある．今回，miR-122

により負に制御される複数の宿主細胞性因子の遺伝子

発現が HCV 感染後に増加することをマイクロアレイ，

RT-qPCR，ルシフェラーゼレポータープラスミドを用

いた解析で明らかにした．それらの中には肝発癌に関

わる遺伝子も含まれており，HCV による肝発癌機序の

新たな知見として期待される． 

[政木隆博，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(15) HCV 感染における宿主 microRNA 発現の解析 

 HCV 感染，非感染細胞における宿主 microRNA 発現を

マイクロアレイで比較解析した．解析した 2,006 種類

の microRNA のうち 193 種類が感染 Huh7.5.1 細胞で発

現していた．そのうち，158 種類の発現が感染に伴い

上昇（うち 15 種類が 2 倍以上の上昇），34 種類の発現

が低下（うち 3 種類が 2 倍以上の低下）していた．現

在，HCV 感染に伴い発現変化のみられた microRNA に着

目し，それらの microRNA が HCV の生活環に及ぼす影

響を解析している． 

[政木隆博，脇田隆字，加藤孝宣] 

 

(16) HCV infection of B lymphocytes. 

 We aimed to clarify the susceptibility of primary 

B-cells to HCV infection, and to study its 

functional effect. In this study, we found that 

the recombinant HCV J6JFH1 strain could infect 

human B-cells isolated from the peripheral blood 

of normal volunteers by the detection of both 

HCV-negative- strand RNA by reverse transcription 

polymerase chain reaction, and NS5A protein. We 

also show the blocking of HCV replication by type 

I interferon after B-cell HCV infection. Although 

HCV replication in B-lymphocytes showed lower 

efficiency, in comparison with hepatocyte line 

(Huh7) cells, our results clearly demonstrate 

that human B-lymphocytes without other 

non-B-cells can actually be infected with HCV, and 

that this interaction leads to the induction of 

B-cells' innate immune response, and change the 

response of these cells to apoptosis.  

[Nakai M, Seya T, Matsumoto M, Sakamoto N 

(Hokkaido Univ.), Shimotohno K (National Center 

for Global Health and Medicine), Aly HH.] 

 

(17) シクロフィリン阻害剤のインターフェロン経路

への影響に関する解析 

 シクロフィリン阻害剤処理により PKR の活性化が抑

制されること、これによりインターフェロン(IFN)情

報伝達経路下流遺伝子の IFN stimulated genes のタ

ンパク質発現が誘導されることが観察された。またシ

クロフィリン A は PKR と相互作用し、PKR の活性化お

よびそれに引き続いておこる stress granules 形成を

制御していると考えられた。 

[大東卓史 , 渡士幸一 , 志村聡美 , Ann Sluder 

(SCYNEXIS), Katyna Borroto-Esoda (SCYNEXIS), 脇

田隆字] 

 

(18) 感染性HCV粒子産生を抑制する天然化合物生理活

性の同定 
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 真菌抽出物より単離されたネオエキヌリン B が HCV

感染を阻害することが見出された。これは HCV 生活環

のうち特に HCV のゲノム複製ステップを阻害している

こと、これは肝臓 X 受容体を標的としていることを

見出した。 

[中嶋翔, 渡士幸一, 紙透伸治（東京理科大）, 菅原

二三男（東京理科大）, 脇田隆字] 

 

(19) フルタミドによる感染性HCV産生低下機構の解析 

 フルタミドが感染性 HCV 粒子形成過程を阻害するこ

とが示唆された。またフルタミドは肝細胞内の脂肪滴

量を減少させることが観察された。 

[大橋啓史, 渡士幸一, 脇田隆字] 

 

(20) C型肝炎ウイルス中和エピトープを有する日本脳

炎ウイルス様粒子の作製 

 日本脳炎ウイルス(JEV)E タンパク質の粒子表面に露

出すると予想される部位に HCV E2 由来中和エピトー

プを挿入し、JEV 様粒子(SVP)の分泌が阻害されない部

位を３ヶ所同定した。３ヶ所に同時にエピトープを挿

入しても粒子が分泌された。挿入されたエピトープが

粒子表面上に提示されている事を、蛍光相関分光法を

用いて確認した。さらに HCV 中和エピトープを有する

JEV SVP (SVP-E2) を恒常的に発現する 293T 細胞を樹

立し、培養上清から粒子を精製した。 

[嵯峨涼平, 松田麻未, 長谷川慎(長浜バイオ大), 加

藤孝宣, 中村紀子(東レ医薬研), 小西英二(阪大微研), 

竹山春子(早大院), 鈴木亮介, 脇田隆字] 

 

(21) C型肝炎ウイルス中和エピトープを有する日本脳

炎ウイルス様粒子による中和抗体の誘導 

 培養上清から精製した HCV 中和エピトープを有する

日本脳炎ウイルス様粒子 (SVP-E2) をマウスの腹腔に

免疫した。SVP-E2 免疫マウスの血清は JEV および遺伝

子型 1b、2a および 3a 由来 HCV に対する感染中和能を

示した事から、外来エピトープ挿入 JEV SVP は JEV お

よび他の病原体に対して効率良く中和抗体を誘導する

二価ワクチン抗原としての可能性が示唆された。 

 [嵯峨涼平, 藤本陽, 渡邊則幸, 松田麻未, 長谷川慎

(長浜バイオ大), 加藤孝宣,中村紀子(東レ医薬研), 

小西英二(阪大微研),田島茂(ウイルス第一部), 高崎

智彦(ウイルス第一部), 竹山春子(早大院), 鈴木亮介, 

脇田隆字] 

 

(22) 細胞内発現抗体による C 型肝炎ウイルスコア蛋白質発

現による NF-B シグナル活性化の抑制 

 C 型肝炎ウイルス(HCV)のコア蛋白質に対する抗体の H 鎖お

よび L 鎖の可変部遺伝子をクローニングし、発現プラスミド

を作製した。細胞内で発現させた単鎖可変部（イントラボデ

ィ）は、コア蛋白質との結合が認められ、また一部のイント

ラボディは HCV の増殖を顕著に抑制した。またこれらのイン

トラボディは、コア蛋白質の発現によって活性化される

NF-B シグナルに対しても抑制効果を示した。 

[鈴木亮介, 斎藤憲司, 松田麻未, 佐藤充(農業生物資

源研), 鐘ヶ江裕美(東大医科研), 千葉丈(東京理科

大), 斎藤泉(東大医科研), 脇田隆字, 鈴木哲朗(浜松

医大)] 

 

(23) HCV 感染に伴う細胞の代謝変化の解析 

 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少し、一方解糖系は著名に亢

進していた。HCV 感染がどのようなメカニズムで宿主代

謝に影響を与えているか解析を進めている。 

[藤本陽、松田麻未, 相崎英樹, 鈴木哲朗（浜松医科大

学）, 脇田隆字] 

 

(24) HCV感染が宿主細胞のリポ蛋白の代謝に与える影

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生体での脂質輸送の中心

を担っているリポ蛋白を解析した。HCV 感染後、培養
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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(HL)の発現低下

を見出した。HL を過剰発現させた Huh-7 細胞に HCV

を感染させた後、培養上清中 HCV の感染価を測定した

ところ、著しい感染価の低下が見られた。また、HCV

感染直後には一時的に HL 発現発現が見られるものの、

感染後時間経過的に HL 発現が低下した。このことか

ら、抗ウイルス応答としての HL 発現上昇が HCV によ

り抑制され、感染性の維持に都合の良い環境を作り出

している可能性が示唆された。 

[藤本陽, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(25) HCV に対する抗ウイルス治療後、SVR 後の病態に関

する研究 

 C 型慢性肝炎に対する治療は IFN/DAA の治療で９割

以上の患者に SVR が期待できる。しかしながら、発癌

リスクの高い線維化進展例や高齢者の多くが SVR とな

る一方、IFN と異なり DAA の肝発癌抑制作用について

は不明であり、今後 SVR 後の肝障害や発癌が増加する

ことが懸念される。そこで、今後増加する SVR 後症例

の肝障害・肝発癌のリスク評価と抑制法の開発のため、

SVR 後の肝病態の解明と新たな検査系・対処法の確立

を目指す。 

 [青柳東代, 相崎英樹、小池和彦（東京大学）、平松

直樹（大阪大学）、黒崎雅之（武蔵野赤十字病院）、林

和彦（名古屋大学）、飯島尋子（兵庫医科大学）、坪田

昭人（東京慈恵会医科大学）、鈴木哲朗（浜松医科大学）、

考藤達哉（国立国際医療研究センター）、丸澤宏之（京

都大学）、福原崇介（大阪大学）、和氣健二郎（ミノフ

ァーゲン製薬）、市野瀬志津子（東京医科歯科大学）、

脇田隆字] 

 

(26) HCV 感染に伴う細胞微細構造変化の解析 

  HCV 感染に伴う肝組織の微細構造変化については多

くの報告があるものの統一的な判断基準はない。そこ

で、我々は HCV 感染細胞系を用いて、感染細胞で観察

される特徴的な所見に注目し、HCV 慢性肝炎患者の肝

臓生体検査サンプルを電子顕微鏡で観察し、オルガネ

ラの変化を調べている。さらに、同様なオルガネラ変

化が SVR 後の症例の肝生検でも観察された。 

[青柳東代、松田麻未, 市野瀬志津子（東京医科歯科大）, 

和氣健二郎（ミノファーゲン製薬）, 相崎英樹, 脇田隆

字] 

 

(27) HCV 生活環に関与する HCV-NS4B 結合膜蛋白の同

定と解析 

 NS4B 発現細胞から pull-down 法により NS4B に結合

する膜蛋白を精製し、プロテオーム解析、siRNA 

screening を行ったところ、複製過程に関与するタン

パクとしてPREBおよびSURF4を見出した。PREB、SURF4

は複製複合体を含む HCV 特有の膜構造物形成に重要な

役割を果たしてものと考えられた。さらに、PREB、

SURF4 はポリオウイルスの複製にも重要な役割を果た

していることを見出した。 

[Lingbao Kong（江西農業大学）, 山越智（生物活性

物質部）, 鈴木哲朗（浜松医科大学）, 相崎英樹, 脇

田隆字] 

 

(28)スフィンゴ脂質の HCV 複製複合体を含む小胞形成

における役割の解析 

 スフィンゴ脂質合成阻害剤により、HCV 複製が抑制され

ることを見出した。スフィンゴ脂質が DMV 形成にどのよう

に関わっているか解析する。 

[イード ホッサム, 深澤征義（細胞化学部）, 花田

賢太郎（細胞化学部）, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(29) HCV 生活環に関与する HCV-NS5A 結合膜蛋白の同

定と解析 

 NS5A 発現細胞から pull-down 法により NS5A に結合

する膜蛋白を精製し、プロテオーム解析、siRNA 

screening を行ったところ、翻訳、複製過程に関与す

るタンパクとして ELAVL1 を見出した。HCV RNA と結合

する ELAVL1 は NS タンパク質と結合の有無により、HCV

翻訳・複製を調整しているものと考えられる。 

[後藤耕司（東大感染症内科）, 山越智（生物活性物
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質部）, 小池和彦（東大消化器内科）, 鈴木哲朗（浜

松医科大学）, 相崎英樹, 脇田隆字] 

 

(30) HCV 感染に伴う核膜孔変化の解析  

 電顕観察により、HCV 感染に伴い核膜孔の増加が観

察された。そのメカニズムとウイルス産生に与える影

響を調べるため、NS4B, NS5A 発現細胞から pull-down

法により NS4B, NS5A に結合する核膜蛋白を同定した。

共通する蛋白に着目し、解析を進める。 

[青柳東代, 相崎英樹, 山越智（生物活性物質部）,鈴

木哲朗（浜松医科大学）,脇田隆字] 

 

(31) HCV 粒子形成に関与する脂肪滴周辺膜蛋白の同定

と機能解析 

 脂肪滴周辺膜のプロテオーム解析、siRNA によるス

クリーニングで, HCV 粒子形成に関与する生体膜蛋白

として HSD を見出した。HSD は NS5A と結合し、HCV 粒

子形成の場である脂肪滴へ導くことが示された。さら

に、HSD は脂肪滴の産生にも影響を与えることが判明

した。 

 [相崎英樹, 深澤征義（細胞化学部）, 花田賢太郎（細

胞化学部）, 本島清人（明治薬科大学）,鈴木哲朗（浜

松医科大学）, 脇田隆字] 

 

(32) 肝星細胞の HCV 感染性の解析 

 肝星細胞の活性化が肝線維化と密接に関連している

ことから、HCV が肝星細胞に感染増殖するかを明らか

にすることは重要な課題である。HCV 感染細胞と星細

胞共培養すると HCV が星細胞に移行した。HCV が星細

胞へ感染するメカニズムを解析している。さらに、HCV

慢性肝炎患者肝組織の星細胞における HCV タンパクの

発現を確認した。 

[在津拓馬、青柳東代, 相崎英樹, 松浦知和（慈恵医

大）、鈴木哲朗（浜松医科大学）, 脇田隆字] 

 

(33) PLA2IB の HCV 粒子放出のメカニズムの解析 

 慢性 C 型肝炎患者に用いられているグリチルリチン

の抗 HCV 作用について検討した。その結果、HCV 生活

環のうち、特に感染性粒子形成おいて強い阻害効果を

示した。その阻害効果は PLA2 の抑制と autophagy 亢

進によるものの可能性が示唆された。GL の Autophagy

誘導のメカニズム、PLA2IB の HCV 粒子放出のメカニズ

ムについて調べている。 

[青柳東代, 松本喜弘（慈恵医大消化器内科）,相崎英

樹, 松浦知和（慈恵医大病院中央検査部）, 和氣健二

郎（ミノファーゲン製薬）, 脇田隆字] 

 

(34) 肝炎検査陽性者のフォローアップシステムの構

築 

 肝炎ウイルス感染を知りながら治療を続けていない

人も５７−１２０万人も存在すると推定されている。

そこで、肝炎ウイルス検査により見いだされた陽性者

を専門医療機関へ導き、フォローアップすることを目

的にしている。これまでに全国自治体肝炎対策者、拠

点病院、検診組織と連絡を取り合い、各組織における

適切な追跡システム導入を行っている。 

[相崎英樹, 飯島尋子（兵庫医大）,石上 雅敏（名古

屋大学）,片野義明（名古屋大学）,菊池嘉（国立国際

医療研究センター）,工藤正俊（近畿大学）,坂本穣（山

梨大学）,島上哲朗（金沢大学）,正木尚彦（国立国際

医療研究センター）,吉岡健太郎（藤田保健）,米田政

志（愛知医大）,渡邊綱正（名古屋市立大学）,脇田隆

字] 

 

(35) 肝炎情報の収集とデータベース構築及び情報発

信 

 肝炎ウイルス感染の予防、肝炎ウイルスキャリア対

策、肝癌死亡の減少に貢献することを目的として、肝

炎ウイルス感染、病態等を含む国内外の情報等の収集

とデータベースの構築、および情報の提供を行って来

た。感染研ウイルス第二部のホームページから、一般

のヒト、家庭医、専門家向けに、それぞれ適切な内容

の情報を発信している。感染症週報「HBV, HCV」を更

新し、最新の治療について報告した。 
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[相崎英樹, 田中純子（広島大）,脇田隆字] 

 

(36)本邦における急性 C 型肝炎のサーベイランス解析

感染症法に基づくサーベイランス事業で、1999 年から

2013 年間の 14 年間の急性 C 型肝炎の発生動向を調べ

報告した。急性 C 型肝炎の発生は 2010 年ころから約

50 症例以下に抑制されていたものの、HIV 陽性同性愛

者の性的感染が増加傾向を示していた。 

[相崎英樹, 砂川富正（感染症疫学センター）、田中

純子（広島大）,脇田隆字] 

 

(37) HIV 陽性者における急性 C型肝炎の集団発生につ

いて 

 2012 年、HIV 陽性同性愛者から 5 人の急性 HCV 感染

例が見出された。解析の結果、感染源を共有している

可能性及び、濃厚かつ繰り返す感染機会を有していた

可能性が考えられたため、全国の保健所を通じて、HIV

陽性者に対し HCV 感染予防について啓発を行ったとこ

ろ、一時的であるが急性肝炎の発生を抑制できた。

2014 年に再び発生したことから、継続的な啓発の必要

性が示された。 

[青柳東代、井戸田一朗（しらかば診療所）、相崎英樹、

脇田隆字] 

 

(38)霊長類モデルを用いた培養細胞由来HCV粒子ワク

チンの有効性の検討 

霊長類モデルとしてマーモセットを用いて、培養細胞

由来HCV粒子の免疫原性の検討を行った。アジュバント

としてAlum群に加え、K3 CpGとSchizophyllan (SPG)

の複合体であるK3-SPG群を設定し、HCV粒子ワクチンの

有効性評価を行った。粒子免疫の結果、K3-SPGをアジ

ュバントとして免疫したマーモセットでは、投与抗原

と同じ遺伝子型2aだけでなく、遺伝子型1a, 1bの構造

タンパク質に対しても抗体価上昇が認められ、血漿よ

り精製したIgG抗体は、遺伝子型2aのキメラHCVccだけ

でなく、遺伝子型1b、 1a、3aのキメラHCVccに対して

も濃度依存的な感染阻害活性を示した。以上より、

K3-SPGアジュバントを用いることにより培養上清由来

HCV粒子は高い感染防御効果を持つワクチンとなり得

る可能性が示唆された。 

［横川寛，鈴木知比古（東レ医薬研），東濃篤徳（京

大霊長類研），鈴木沙織（京大霊長類研），明里宏文

（京大霊長類研），石井孝司，加藤孝宣，脇田隆字］ 

 

(39) ファージディスプレイ法により見出したヒト抗E2

抗体のHCVに対する感染中和活性の検討 

HCV感染患者より得た抗体遺伝子ライブラリーを用い

て、ファージディスプレイ法にてHCV E2エンベロープ

タンパク質に親和性を示す抗体をスクリーニングした。

スクリーニングにて見出した3種のIgG抗体に関して、

HCVccに対する感染阻害活性を検討した。その結果、こ

れら3種のIgG抗体は遺伝子型1a, 1b, 2a, 3aのJFH-1

キメラHCVccに対して強い感染阻害活性を示した。また、

これら3種のヒト抗E2抗体は、エスケープミュータント

が発生しづらい抗体であり、臨床開発が進む抗E2抗体

MBL-HCV1のエスケープミュータントに対して強い感染

阻害活性を示すことが明らかになった。 

［横川寛，鈴木知比古（東レ医薬研），篠原みどり（抗

体研究所），石井孝司，加藤孝宣，脇田隆字］ 

 

(40) 高純度HCV粒子精製方法の構築 

近年、C 型肝炎ウイルスは感染性粒子の細胞培養系が

確立され、その不活化粒子は中和抗体を産生しうる抗

原としてワクチン開発への利用が期待されている。本

研究では、簡便にスケールアップが可能であるクロマ

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。Benzonase nuclease を用

いて精製前サンプルを処理し、夾雑核酸を分解するこ

とによってイオン交換クロマトグラフィーにおける

HCV 粒子の回収量が増加し、精製効率が改善した。こ

の精製産物をゲルろ過クロマトグラフィーにてさらに

精製を行い、最終精製産物の回収率を求めたところ、

超遠心精製とほぼ同等かそれ以上の精製効率である事

が示唆された。今後、クロマトグラフィーのスケール

アップ及び HPLC を用いた精製の自動化を行う予定で

ある。 
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［横川寛，鈴木知比古（東レ医薬研），石井孝司，加

藤孝宣，脇田隆字］ 

 

(41)全長遺伝子型 3a S310 株のウイルス粒子産生の検

討 

野生型全長遺伝子型 3a S310 株を用いて感染粒子が産

生できるかを検討した。野生型 S310 株の合成 RNA を

Huh7.5.1 細胞に導入して経代培養した。定期的に回収

した上清中の HCV core 蛋白を測定した。2 ヶ月間培養

し続けたが、増殖が認められなかった。野生型 S310

株ではウイルス粒子の産生が見られなかった。 

[Su Su Hmwe, Hideki Aizaki, Takaji Wakita] 

 

(42)感染性粒子産生系遺伝子型 2b の複製の検討 

遺伝子型 2b の LSG+1 つの適応変異を導入した 8 つの

クローンから分泌されたウイルスを新たな Huh7.5.1

細胞に感染させた。得られたウイルスを使用し再感染

実験を行った結果、1 回目より 2 回目はウイルスの感

染効率が良くなり、2 回目より 3 回目の方がよりウイ

ルスの感染能が亢進した。その結果から、感染細胞の

培養を継続するとウイルス粒子の分泌効率が向上する

ことが明らかとなった。遺伝子型 2b の HCV ウイルス

の Huh7.5.1 細胞への感染は CD81 と E2 抗体によって

阻害されることが明らかになった。 

[Su Su Hmwe, Goki Suda (Hokkaido University), 

Naoya Sakamoto (Hokkaido University), Michio 

Imamura (Hiroshima University), Nobuhiko Hiraga 

(Hiroshima University), Kazuhiko Chayama 

(Hiroshima University), Hideki Aizaki, Takaji 

Wakita] 

 

(43)感染性粒子産生系遺伝子型 2a と 2b に対する抗

HCV 感受性の検討 

遺伝子型 2a と 2b に対する抗 HCV の感受性について検

討した。その結果、PSI-6130,JTK-109, Cyclosporin A 

と IFNαで処理した細胞では遺伝子型 2a と 2b いずれ

の場合も HCV core と HCV RNA で同様な阻害効果が見

られた。 一方、BMS790052 で薬剤処理した細胞では遺

伝子型 2a の方が遺伝子型 2b よりも強い HCV 抑制効果

をを示した。 

[Su Su Hmwe, Goki Suda (Hokkaido University), 

Naoya Sakamoto (Hokkaido University), Michio 

Imamura (Hiroshima University), Nobuhiko Hiraga 

(Hiroshima University), Kazuhiko Chayama 

(Hiroshima University), Hideki Aizaki, Takaji 

Wakita] 

 

(44)N末端欠失E2により誘導されるE2抗体の解析 

N末端欠失型E2タンパク質を免疫することで誘導され

る E2 抗体の性状について解析した。3 種類の E2 タン

パク質、E2(384-714)、E2(411-714)、E2(421-714)を

293T 細胞で作製しアフィニティー精製した。E2 タン

パク質をマウスに 2 週間隔（合計 4 回）で免疫して誘

導される E2 抗体量を ELISA 法で測定した。すべての

抗原について血清中の E2 抗体量は増加した。HCV 感染

阻害実験を行ったところ、E2(384-714)、E2(411-714)

を免疫したマウス血清では阻害効果を示したが、

E2(421-714)で効果が低下した。E2 タンパク質を免疫

すると主にリニアエピトープ E2(411-423)領域に対す

る中和抗体が誘導されるようである。 [渡邉則幸、伊

達朋子、相崎英樹、脇田隆字] 

 

(45)HCV感染に重要な領域の探索 

E1およびE2領域の20アミノ酸のペプチド（51種類）の

うち、HCV感染阻害効果を示したE1（282-301）とE1

（292-311）の二種類のペプチドの領域について、30ア

ミノ酸のE1(282-311)を合成してHCV感染阻害効果を観

察した。その結果、30アミノ酸のペプチドでも感染阻

害効果を示した。阻害効果は濃度依存的で、異なる遺

伝子型の構造領域を有するキメラHCVにおいても阻害

効果は観察できた。また、ペプチドの前処理だけでも

感染を阻害したことから、この領域は宿主細胞表面に

結合するようである。 

[渡邉則幸、伊達朋子、相崎英樹、脇田隆字] 

 

４．E 型肝炎ウイルス（HEV）に関する研究 
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(1) HEV 感染性規定宿主因子の探索：委託作製 HEV 感

染感受性 PLC/PRF/5 サブクローン cDNA ライブラリの

評価 

昨年度、非感受性細胞での functional cloning を

目指して、感受性サブクローンからの cDNA ライブラ

リ作製をタカラバイオ株式会社ドラゴンジェノミクス

センターに依頼し、良好な複雑度及びインサート平均

鎖長 1.5 kbp のライブラリを取得することができた。

詳細な解析の結果、ORF 全長を多く含むことが判明し、

本ライブラリは今後の感染性規定宿主因子の同定に大

きく貢献するものと期待される。 

[塩田智之, 李 天成, 吉崎佐矢香, 西村順裕, 清水博

之,＊下島昌幸, ＊西條 政幸, 脇田隆字, 石井孝司（＊

ウイルス第一部）]  

 

(2) 昨年度作製した HEV 感染感受性 PLC/PRF/5 サブク

ローン cDNA ライブラリから得られた感染性規定宿主

候補因子の解析 

 昨年度、候補因子の先行研究との比較による妥当性

と、網羅的遺伝子発現比較解析における非感受性細胞

での一様な発現低下が確認された。そこで、結合能を

利用した functional cloning で断片が確認されてい

た感染性規定宿主候補因子の全長クローンを哺乳細胞

発現ベクターへ搭載し、HEV 低結合性浮遊細胞に導入、

薬剤選択によって安定発現株を樹立し、当該浮遊細胞

の結合能獲得を確認した。また、Fc 融合候補因子タン

パク質の作製を開始し、今後、免疫沈降法による候補

因子とウイルス間の直接結合を確認する予定である。 

 [塩田智之, 李 天成, 吉崎佐矢香, 西村順裕, 清水

博之,＊下島昌幸, ＊西條 政幸, 脇田隆字, 石井孝

司（＊ウイルス第一部）] 

 

(3) HEV 迅速感染評価系の構築 

HEV増殖の速いPLC/PRF/5サブクローン4-21を用い

て、培養上清中のウイルスがプラトーとなり次第、植

え継ぐことを繰返して馴化させ、約 10 日での迅速感

染評価系を構築した。 

[塩田智之, 李 天成, 吉崎佐矢香, 西村順裕, 清水博

之,＊下島昌幸, ＊西條 政幸, 脇田隆字, 石井孝司（＊

ウイルス第一部）] 

 

(4) 非感受性細胞での HEV受容体候補発現によるgain 

of function の検証 

非感受性細胞に HEV 受容体候補搭載ベクターを導入、

薬剤選択によって安定発現株を樹立し、HEV 迅速感染

評価系により抗原の分泌を確認した。 

[塩田智之, 李 天成, 吉崎佐矢香, 西村順裕, 清水博

之,＊下島昌幸, ＊西條 政幸, 脇田隆字, 石井孝司（＊

ウイルス第一部）] 

 

(5) ゲノム編集を用いた感受性細胞の HEV 受容体候補

knock out による loss of function の検証 

 CRISPR/Cas9 ゲノム編集による HEV 受容体候補欠損

4-21 細胞の作製をタカラバイオに委託し、現在、クロ

ーンのシークエンス中である。納品され次第、感染性

への影響を評価したい。 

[塩田智之, 李 天成, 吉崎佐矢香, 西村順裕, 清水博

之,＊下島昌幸, ＊西條 政幸, 脇田隆字, 石井孝司（＊

ウイルス第一部）] 

 

(6) HEV レプリコンを用いたウイルス増殖阻害物質の

スクリーニング 

 HEV レプリコン RNA を導入した細胞に薬剤ライブラ

リーを添加し、レプリコンのレポーター遺伝子の発現

を指標として阻害剤のスクリーニングを行った。現在

までに市販化合物ライブラリ、東大薬学部創薬イノベ

ーションセンターおよび医薬基盤研究所薬用植物資源

研究センターの化合物ライブラリーから、本レプリコ

ンの増殖を抑制するスクリーニングを行い、ウイルス

増殖阻害活性を持つ化合物を複数見出している。今後、

作用機序の解析とウイルス阻害剤としての応用、ウイ

ルス増殖メカニズム解析への応用を検討する予定。

[吉崎佐矢香, 脇田隆字, 石井孝司] 

 

(7)慢性E型肝炎患者由来HEVの解析とリバビリン耐性

の検討 
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Burkittリンパ腫にて横須賀共済病院血液内科に入院中

の患者に慢性肝炎の所見があり、ウイルス各種を調べ

たところHEV RNAが陽性であった。免疫不全を背景に

したE型肝炎慢性化の疑いにてリバビリン治療を行っ

たところ、ウイルス量の顕著な減少は見られたものの

消失はせず、投与を継続してもウイルス量のむしろ増

加が見られた。HEVの慢性化のメカニズムと、リバビ

リン耐性獲得の可能性について精査を行っている。 

[三好正人、渡邉秀樹、池田隆明、李 天成、吉崎佐矢

香、脇田隆字, 石井孝司] 

 

(8)リバースジェネティクス法を用いた Rat HEV 

感染クローンの作製 

本研究では、Rat HEV（ドイツ株）rat HEV の全長

を解析した上、in vitro で全長 rat HEV RNA を合成

した。Rat HEV RNA をヒト肝癌細胞 PLC/PRF/5 に

トランスフェクションし、経時的に培養上清を採

取し、ウイルス抗原と RNA を ELISA および 

RT-PCR により測定し、ウイルス増殖の有無を確認

したうえ、全長Rat HEV RNAの感染性を評価した。

接種後二ヶ月から培養上清から rat HEV RNA が検

出された。この培養上清をヌードラットに接種す

るとヌードラットの血清、糞便から rat HEV が検

出された。その結果、Rat HEV 全長 RNA が感染性

を有することが明らかになった。 

［李 天成、吉崎 佐矢香、石井 孝司、*網 康至、

*須崎百合子、脇田隆字 (*動物管理室) 

 

(9) Rat HEV ORF4 の機能の解析 

Rat HEV の遺伝子構造は他の HEV と類似するが、

Ferret HEV と同じ ORF4 というユニークなフレー

ムを持っている。現在、ORF4 の機能はまだ明らか

にされていない。本実験では Rat HEV（ドイツ株）

rat HEVを用いて ORF4のスタートコドンを無くし

た全長 cDNA を作製したうえ、in vitro で RNA を

合成した。ORF4 を持たない rat HEV RNA をヒト

肝癌細胞 PLC/PRF/5 にトランスフェクションし、

また、ヌードラット（Long Evans-rnu/rnu）肝臓に

直接に接種して、ウイルス増殖の変化を観察した。

現在、ORF4 を持たない rat HEV の増殖能が低下す

ることがわかった。 

［李 天成、吉崎 佐矢香、*網 康至、*須崎百合子、

脇田隆字 (*動物管理室)］ 

 

(10) Nude rat と Rat HEV をモデルにした抗ウイルス

製剤の評価 

Rat HEV をヌードラット（Long-Evans rnu/rnu）に感染

させると、rat HEV の持続感染を呈する。この持続感

染モデルは、薬剤の抗ウイルス効果の観察に好適であ

ると考えられる。本実験では rat HEV を感染させたヌ

ードラットにリバビリンを経口投与し、抗ウイルス効

果を観察した。その結果、リバピリンの経口投与によ

る抗ウイルス作用が確認された。抗ウイルス作用は投

与量に相関していた。また、リバビリンによる副作用

も確認された。現在リバビリン投与によるウイルス変

異の有無を確認している。 

［李 天成、吉崎 佐矢香、*網 康至、*須崎百合子、

脇田隆字 (*動物管理室)］ 

 

(11) Ferret HEV の細胞培養 

Ferret HEV 陽性のフェレット便乳剤を濾過除菌してか

ら、ヒト肝癌細胞 PLC/PRF/5 に接種し、経時的に培養

上清を採取し、ウイルス抗原と RNA を ELISA あるい

は RT-PCR により測定した。その結果、接種後一ヶ月

から培養上清から Ferret HEV 抗原、Ferret HEV RNA

が検出された。この培養上清をフェレットに接種する

とフェレットの血清糞便から Ferret HEV が検出され

た。この結果、Ferret HEV は PLC/PRF/5 細胞で増殖す

ることが示唆された。培養で獲得した ferret HEV をフ

ェレットに経口接種したところ、ウイルスの増殖が確

認された。Ferret HEV の培養細胞系を樹立した。 

［李天成、Tingting Yang、吉崎 佐矢香、*武田直和、

脇田 隆字、（*大阪大学微生物病研究所）］ 

 

(12)ラクダ E 型肝炎ウイルス様粒子の作製およびその

応用 
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ラクダ E 型肝炎ウイルス（DcHEV）は最近ヒトコブラ

クダから検出された新型 HEV であり、2 株の遺伝子配

列以外、DcHEV に関する情報はほとんどない。DcHEV

の感染状況把握、病原性と抗原性解析のため、本研究

では DcHEV の構造蛋白を組換えバキュロウイルスで

発現し、ウイルス様粒子の作成を試みた。N 末端 13aa

あるいは 111aa を欠失した DcHEV ORF2 を RT-PCR 法

で増幅した。定法どおり作製した組換えバキュロウイ

ルスを昆虫細胞 Tn5 細胞に感染させ、構造蛋白を発現

し 、ウイルス様粒子（DcHEV-LPs）の作製に成功した。

DcHEV-LPs を用いて抗体検出 ELISA 法を樹立した。

また、DcHEV 抗原性を従前既知の G1, G3, G4 HEV の

抗原性と比較した。その結果、DcHEV の抗原性は、

G1, G3, G4, G5 と G6 HEV との抗原性と類似すること

が判明した。 

 [李天成、周顕鳳、*片岡紀代、**武田直和、脇田隆字

（*感染病理部、**大阪大学微生物病研究所、日本・

タイ感染症共同研究センター） 

 

(13)スンクス由来 rat HEV 全長ゲノムのクローニング

及び配列の解析 

スンクスの糞便を出発材料として、スンクス由来 rat 

HEV 全長配列を解析した。Rat HEV RNA 陽性便を 10%

便乳剤に作成し、RNA を抽出した。RT-PCR 法を用い

て Rat HEV 全長配列の増幅を試みた。現在一部領域の

遺伝子の増幅に成功した。部分塩基及びアミノ酸の解

析により、同じ地域で捕獲されたラット由来の rat 

HEV はと高いホモロジーを持っていることが明らか

になっていた。現在全長配列を解析中である。 

［李天成、*Ke Changwen,**網 康至、**須崎百合子、

脇田隆字 (*中国広東 CDC, **動物管理室)］ 

 

(14)フェレット E 型肝炎ウイルスの病原性の検討 

Ferret HEV は最近発見された新しい E 型肝炎ウイルス

である。ウイルス配列以外、このウイルスに関する情

報がほとんど知られていない。本研究ではアメリカか

ら輸入されたフェレットから経時的に採血と採便を行

ない、血液中のウイルス抗原、抗体、ウイルス遺伝子、

便中のウイルス抗原、抗体、およびウイルス遺伝子を

測定した。また、血中の ALT/AST、GTP を測定する

ことにより、ウイルスの感染の特徴および病原性等を

検討した。アメリカから輸入したフェレットでは、

ferret HEV 感染後に ALT、AST が上昇し、ウイルス感

染と肝機能障害の関連が示唆された。フェレットにお

ける ferret HEV の感染は不顕性感染、急性肝炎、持続

感染という３つのパターンをとることが示された。 

 [李天成、楊ていてい、*片岡紀代、**網康至、**須崎

百合子、***岸田典子、***白倉雅之、***今井正樹、

***浅沼秀樹、****武田直和、脇田隆字 （*感染病理

部、**動物管理室、***インフルエンザセンター、****

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)茨城県内のイノシシにおける E型肝炎の汚染状況

検査 

2013 年 12 月から 2014 年 3 月までに茨城県内の 3 地域

において有害鳥獣駆除を目的として捕獲された合計

68 頭の野生イノシシから血液，肝臓，糞便を採取し、

RT-PCR および ELISA により HEV ゲノムと抗 HEV 抗

体の検出を行った。3 地域の合計はウイルス保有率が

10.29％(7/68)，抗体陽性率が 41.18％(28/68)となった

が、地域間にかなり差が見られた。また，本調査で検

出 さ れ た HEV は す べ て の 検 体 が 日 本 型 の

Subgenotype3b(3jp)に分類されたが，系統樹上で大きく

2 系統に分類されたことから，各地域で由来の異なる

HEV が野生動物に感染していることが推察された。［*

本谷 匠、*永田紀子、*小森はる、*土井育子、*黒澤

美穂、*氣田利正、李 天成、吉崎佐矢香、石井孝司

（*茨城県衛生研究所）］ 

 

その他のウイルスに関する研究 

(1) Polyomavirus NJPyV のウイルス様粒子の作製 

Polyomavirus NJPyV はヒトの皮膚に紅斑性壊死を起

こす新しいヒトポリオーマウイルスである。本研究は

ウイルス抗体の検出法を樹立するため、組換えバキュ

ロウイルス発現システムを用いて NJPyV の VP1 を発
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現し、ウイルス様粒子（VLP）を作製した。さらにNJPyV

に対する抗体検出 ELISA 法を確立した。この抗体検出

系は NJPyV の感染状況の解明に有用である。 

［李 天成、周顕鳳、*片岡紀代 (感染病理部)、脇田隆

字 (*感染病理部)］ 
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脇田隆字、片山和彦：レポーター遺伝子を内包し

たノロウイルス感染性粒子の作製の試み 第62回
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免疫原性. 第 18 回日本ワクチン学会学術集会. 福

岡市、12 月 6〜7 日、2014 
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58) 松田麻未、鈴木亮介、嵯峨涼平、藤本陽、渡士幸

一、相崎英樹、森石恆司、岡本徹、松浦善治、黒

田俊一、脇田隆字、遺伝子組換え酵母由来 B 型肝

炎ウイルス様粒子の細胞表面への結合に関与する

宿主因子の解析、第 62 回日本ウイルス学会学術集

会、横浜、2014 年 11 月 

59) 宮川敬、松永智子、渡士幸一、杉山真也、溝上雅

史、脇田隆字、梁明秀、宿主防御因子 Tetherin-BST2 

による B 型肝炎ウイルス感染抑制とその回避機構

の解明、第 62 回日本ウイルス学会学術集会、横浜、
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浜市民講座 “ノロウイルス” 日本ウイルス
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おける実態と対策 ノロウイルスの最近の流行
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