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A. 研究目的 

1) ヒトに致死性の高い出血熱をひき起こすウイ

ルスの性状について文献的評価を行い，リスク解

析を行う． 

2) 諸外国におけるBSL-4病原体管理・使用の現

状について情報を収集し，わが国のバイオセーフ

ティおよびバイオセキュリティの向上に役立てる． 

3) 病原体管理システム ICBS の試験運用を行い，

システムの評価を行う． 

4) BSL-4 病原体の増殖機構の解析，および抗ウ

イルス化合物スクリーニング系として有用なシュ

ードタイプウイルスによるフィロウイルス感染性評

価モデルの確立を行う． 

 

B. 研究方法 

1) 出血熱ウイルスのリスク解析 

ヒトに出血熱を引き起こす BSL-4 病原体に

ついて学術論文・総説等を分析し，リスク解析

を行った． 

2) BSL-4 施設の情報の収集 

ドイツ・ハンブルグ市にあるベルンハルト・ノ

ホト熱帯医学研究所（BNI）（図 1）の BSL-4 を

訪問し，病原体管理体制について情報収集を

行った． 

3) 病原体管理システムの試験運用 

平成２６年度より国立感染症研究所にて開

研究要旨： 

ヒトに致死性の高い出血熱をひき起こすウイルスの性状について文献的評価に基づくリ

スク解析、ドイツ・ハンブルグの BSL-4 施設における BSL-4 病原体検査および施設仕様

に関する情報の収集、病原体管理システム ICBS の試験運用と評価を本研究において行

った．また，BSL-4 病原体の感染性評価モデルとして新規レポータータンパク質を用いた

シュードタイプウイルスによる感染性アッセイ法を確立した． 
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発された病原体管理システム ICBS を長崎大

学熱帯医学研究所新興感染症学分野に導入

し，BSL-2 病原体の管理作業を試験的に行っ

た． 

4) シュードタイプウイルスの作製 

マウス白血病ウイルス（MLV）の Gag-Pol を

恒常的に産生するGP2-293細胞を用いて，エ

ボラウイルス（EBOV）またはマールブルグウ

イルス（MARV）の表面糖タンパク質 GP を外

套し，深海エビ由来高発光ルシフェラーゼ

NanoLucTM（Nluc）遺伝子をレポーターとして搭

載したシュードタイプ MLV を作出した（図２）．

ヒトおよびサル由来の各種細胞株に対して，

シュードタイプ MLV 感染させ，２-６日間培養

後に細胞内のＮｌｕｃ活性をルシフェラーゼアッ

セイにて測定した．Nluc活性値よりEBOVまた

は MARV GP による細胞への感染性を定量，

評価した． 

 

（倫理面からの配慮について） 

  該当なし． 

 

C. 研究結果 

1) 出血熱ウイルスのリスク解析 

ヒトに出血熱を引き起こすフィロ，ブニヤ，ア

レナウイルス科のウイルスについて，ウイル

ス学上の分類，ヒトへの感染性，宿主，ヒトへ

の感染経路，分布，臨床像，致死率，ワクチン

の有無，有効な薬剤の有無，実験室感染の

有無，院内感染の有無，培養の可否，培養方

法，病原体の保管方法，利用可能な実験動

物，動物間における感染リスクをまとめた（表

１）． 

2) BSL-4 施設の情報の収集 

BNI は旧棟と新棟からなり（図 1），旧棟の

BSL-4 実験室は 30 年以上前に設置され，こ

れまでに多くの研究成果をあげてきただけで

なく，ドイツ，オランダ，ベルギーで発見された

出血熱の輸入感染症例の診断も行ってきた

（表2）．BSL-4実験室は駐輪場に面しており，

駐輪場側の4つの窓（防弾ガラスを使用）から

実験室内が丸見えである．約 35m2の実験室

内には 壁面オートクレーブ，安全キャビネッ

ト，CO2 インキュベーター，高速遠心機，超遠

心機，顕微鏡，冷凍庫などがある．実験室内

は常に-50Pa の陰圧に制御されている．給排

気は各2重のHEPAフィルターを介して外気と

連絡している．停電時に備えて非常用電源も

ある．薬液シャワーには 1.5％過酢酸を使用し

ており，退出時には 3 分間の薬液シャワーを

浴び，その後 5 分間水のシャワーで水洗する．

排液は水酸化ナトリウムで中和後，高温滅菌

されてから排水される．次亜塩素酸等ではなく

過酢酸を使用しているのは環境への負荷を考

慮しているからである．BSL-4 病原体は実験

室内の冷凍庫に保管されている． 

新棟のBSL-4は2012年中に稼働開始する

予定であり，40m2 (小実験室)と 70m2（大実験

室）の独立した2ユニットのBSL-4実験室を有

する．各実験室の入り口は別になっており，前

室，スーツ室，薬液シャワー室を有する．両室

の間には扉があり，往来できる．BSL-4 区域

の扉はすべて空気調整式の完全密閉性扉で

ある．廊下側には複数の窓（3 重ガラス構造：

内側より断熱ガラス・強化ガラス・防弾ガラス）

があり，実験室内の様子を見ることができる．
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実験者は廊下の反対側にある更衣室で着替

え，前室から入室し，スーツ室，薬液シャワー

（過酢酸）室を通り，実験室に入る．BSL-4 実

験室では最大 5 名が作業できる．各実験室

（ユニット）には壁面オートクレーブ，パスボッ

クス，クラスⅡ安全キャビネット(2 台），CO2 イ

ンキュベーター（2 台），-80℃および-152℃の

超低温槽，耐火薬品庫が設置してある．また，

大実験室内には動物飼育設備（マウス，ハム

スター，モルモット用）も完備している．-50Pa 

の陰圧制御，2 重の HEPA フィルターを介した

排気，非常用電源の完備，薬液シャワーに過

酢酸を使用など，基本的には旧棟のBSL-4 と

同様の仕様である．BSL-4 病原体は実験室

内の-80℃および-152℃の超低温槽で保管さ

れる．実験室はステンレスの函体構造であり，

密封性を確保するために接続はネジなどを使

用せず，溶接が施されている．また，室内に

機器・配管等を取り付けるためのビスやボルト

もすべてステンレス面に溶接固定されている．

配管やラインについても外部への接続部分は

密閉性を確保できるように工夫されている ．

配管等はすべてむき出しでメンテナンスし易く

なっている．実験室の床は耐薬シートで扉部

分には敷居(段差)があるため，火災時など室

内に水が散布されても7,200Lまでは室外に漏

出しない．BSL-4 実験室内には流し等はなく，

排液は薬液シャワー排液（過酢酸含有）およ

び火災時の消火水のみである．これらの排液

は地下にある排液処理装置で処理された後，

排出される（水酸化ナトリウムで中和後，

121℃で熱処理）．処理能力は 1 時間に 250L

である． 

3) 病原体管理システムの試験運用 

長崎大学熱帯医学研究所新興感染症学分

野にて所有する BSL-2 病原体２種を ICBS に

登録し，保管バイアル数，使用本数等の管理

を行った． 

本システムは，従来の帳簿記載による管理

方法と比較し全体として有用性が高いとの意

見があった．個別には，①現行では，バーコ

ードリーダーで読み取った各バイアルの情報

を管理用 PC 画面上で見る形だが，液晶画面

付のバーコードリーダーの使用等により，バイ

アル情報をバーコードリーダー上で閲覧，更

新できると良い，②バーコードリーダー端末か

らのサーバーPC へのデータの遠隔入力がで

きると利便性がよい，③バイアル使用時に即

入力できるため記入漏れの防止にも繋がる，

などの意見があった． 

4) シュードタイプウイルスの作製 

EBOVまたはMARV ＧＰを外套したシュード

タ イ プ ウ イ ル ス (MLV/EBOV-GP ，

MLV/MARV-GP)の作製条件（DNA トランスフ

ェクション量，上清回収時間）を決定した．

EBOVおよびMARVの細胞侵入過程を阻害す

るカテプシン B 阻害剤（CA-074），クラスリン

依 存 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 阻 害 剤

(Chlorpromazine，CPZ）にて感染前に培養細

胞を処理すると被感染細胞のＮｌｕｃ活性が低

下した（図３）．Ｎｌｕｃ活性を指標とした感染量

の定量に最適な細胞株を探索するため，ヒト

由来細胞株 A549，SW13，HeLa，Huh-7，およ

び霊長類由来細胞株 Vero，VeroE6 に同量の

シュードタイプ MLV を感染させたところ，

MLV/EBOV-GP，MLV/MARV-GP について
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VeroE6，HeLa，SW13 細胞において高いＮｌｕｃ

活性が検出された（図４）． 

 

D. 考察 

1) 出血熱ウイルスのリスク解析 

出血熱ウイルス 10 種について性状をまと

めた．これらの情報はリスク解析に有用であ

ると考える． 

2) BSL-4 施設における BSL-4 病原体検査およ

び施設運用に関する情報の収集 

BNIのBSL-4では30年以上も感染症研究

や輸入感染症例の診断に大きな成果を上げ

てきた．2008 年にオランダで発生したマール

ブルグ出血熱の輸入感染症例においても，

試料の受領からわずか 3時間半でフィロウイ

ルスを検出し，16 時間以内にマールブルグ

ウイルス感染であることを突き止めている．

平素から BSL-4 病原体についての研究を行

っているから，このような迅速な対応が取れ

るのだと思われる． 

3) 病原体管理システムの運用 

管理対象となる病原体数，バイアル数が

更に増加した場合，本システムの有用性は

非常に高いと考えられる．運用実績の積み

重ねにより更に実用性が高まると考えられ

る． 

4) シュードタイプウイルスの作製 

EBOV および MARV ＧＰを外套したシュー

ドタイプＭＬＶは，GP を介した宿主細胞への

感染機構を反映すると考えられる．これを用

いた感染性アッセイは，中和抗体価測定法

あるいは抗ウイルス作用を示す化合物のス

クリーニング法としても応用できると考えられ

る． 

 

E. 結論 

1) 出血熱ウイルス 10 種について性状をまとめ

た． 

2) BNI の BSL-4 施設についての情報及び検査

の実例を調査した． 

3) バーコードリーダー端末による病原体管理シ

ステム ICBS を試験運用し，意見収集を行っ

た． 

4) フィロウイルス GP を外套したシュードタイプ

MLV による感染性アッセイは，感染性ウイル

ス粒子を用いない感染性評価モデルとして

応用できる． 

 

F. 健康危険情報 

該当なし． 
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in Nigeria. 6th US-J Medical Biodefense 

Research Symposium, “New Frontiers in 
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Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 

 該当なし 

１. 特許取得 

  該当なし 

２. 実用新案登録 

  該当なし 

３. その他 

  該当なし 

 



 

表 1．出血熱ウイルスのリスク解析
 
．出血熱ウイルスのリスク解析．出血熱ウイルスのリスク解析．出血熱ウイルスのリスク解析 
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表 2．

日時 

1999

2000

2000

2000

2001

2006

2008

2009

 

図 1．

 

．BNI の BSL-

 感染場所

1999 年 8 月 象牙海岸

2000 年 1 月 象牙海岸

2000 年 3 月 ナイジェリア

2000 年 6 月 シエラレオーネ

2001 年 10 月 ガンビア

2006 年 7 月 シエラレオーネ

2008 年 7 月 ウガンダ

2009 年 9 月 アフガニスタン

．ベルンハルト・ノホト熱帯医学研究所．

 

-４施設での診断実績

感染場所 

象牙海岸 

象牙海岸 

ナイジェリア 

シエラレオーネ

ガンビア 

シエラレオーネ

ウガンダ 

アフガニスタン

ベルンハルト・ノホト熱帯医学研究所．

 

４施設での診断実績 

発症場所

ドイツ 

ドイツ 

 ドイツ 

シエラレオーネ オランダ

ベルギー

シエラレオーネ ドイツ 

オランダ

アフガニスタン ドイツ 

ベルンハルト・ノホト熱帯医学研究所． 
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発症場所 感染症名

 黄熱 

 ラッサ熱

 ラッサ熱

オランダ ラッサ熱

ベルギー 黄熱 

 ラッサ熱

オランダ マールブルグ出血熱

 クリミアコンゴ出血熱

 

感染症名 

 

ラッサ熱 

ラッサ熱 

ラッサ熱 

 

ラッサ熱 

マールブルグ出血熱

クリミアコンゴ出血熱

感染者

旅行者

旅行者

ナイジェリア人

旅行者

旅行者

シエラレオーネ人

マールブルグ出血熱 旅行者

クリミアコンゴ出血熱 米軍人

感染者 

旅行者 

旅行者 

ナイジェリア人 

旅行者 

旅行者 

シエラレオーネ人

旅行者 

米軍人 

 

シエラレオーネ人 

 



 

図 2．シュードタイプ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．薬剤によるＧＰ外套シュードタイプ

 

図 4．各細胞株におけるＮｌｕｃ活性値の比較

．シュードタイプ

．薬剤によるＧＰ外套シュードタイプ

．各細胞株におけるＮｌｕｃ活性値の比較

．シュードタイプ MLV によるフィロウイルスの感染性アッセイ

．薬剤によるＧＰ外套シュードタイプ

．各細胞株におけるＮｌｕｃ活性値の比較

によるフィロウイルスの感染性アッセイ

．薬剤によるＧＰ外套シュードタイプ MLV

．各細胞株におけるＮｌｕｃ活性値の比較 

136 

によるフィロウイルスの感染性アッセイ

MLV の感染性への影響．

 

によるフィロウイルスの感染性アッセイ 

の感染性への影響． 

 


