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研究要旨 

 

１）昨年度に HCV は、20%エタノール処理では不活化されなかったが、17%のエタノール
分画によってグロブリン製剤になる分画から効果的に除去されることが判明したので
今年度は、ウイルスの性状について詳細に解析した。アルコール分画によって密度が異
なる複数のウイルスが存在し、17%エタノール分画によって感染性を有する HCV は廃棄
される分画に沈殿することを明らかにした。 
２）HEV の研究では、血漿由来の HEV を 25%及び 40%エタノール処理を行い、ウイルス
密度を詳細に測定した。40%エタノール処理では脂質が除去され HEV の密度は大きくな
り、糞便由来の HEV の密度に近い値となった。また、非処理または 25%エタノール前処
理の血漿由来 HEV は、分画 II+III において上清に 84〜95%分配されたが、40%エタノー
ル前処理では沈殿により多く分配された。 
３）高い感染価を有する HEV 陽性血漿を得ることは困難であることからリバースジェネ
ティックス法により高いウイルス液を確保できた。 
４）赤血球の病原体不活化法の開発では、表面積の大きい陽性荷電ビーズによる血液中
からのウイルス除去を検討したが、僅か 1/10 に感染価が低下しただけで有効な方法と
はならなかった。５）不活化法や除去法の評価に必要な高感染価を有するウイルス液の
簡便な調整法を開発し、培養液から約 100 倍高い感染価を有するウイルス液が得られ
た。 
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A.研究目的  

 これまで血漿分画製剤は培養が困難な

ウイルスに対して、動物由来の性状や分

類が類似し培養が容易なウイルスをモデ

ルウイルスとして病原体の不活化•除去

試験のバリデーションに用いてきた。原

料血漿の各ウイルスの血清学的検査や 

NAT 検査の導入と共に血漿分画製剤の安

全性確保のために大きな貢献をしてきた。

しかし、本当にモデルウイルスは実ウイ

ルスを反映しているのか疑問が残る。ウ

イルス学の進歩によってこれまで培養が

困難だった C 型肝炎ウイルス（JFH-1 株）

の培養が可能になり、感染価が測定でき

るようになった。実ウイルスがモデルウ

イルスよりも種々の不活化•除去法に抵

抗を示す可能性が否定できないため実ウ

イルスとモデルウイルスの相違を明らか

にすることは、輸血用血液を含めた血液

製剤の安全性を高めるために重要である。

特に HCV に関しては、グロブリン製剤に

よる HCV 感染の事例は世界で２製剤のみ

であり、どのような機序で HCV 感染が生

じなかったのか実ウイルスを用いて検証

する必要がある。さらに、E型肝炎ウイル

スが欧米や日本において国内に常在して

いることが明らかになり、輸血や血漿分

画製剤の安全性の議論がされるようにな

った。HEV は、エンベロープを持たないウ

イルスだが、血漿中では脂質を有してい

ることから性状が通常のエンベロープを

持たないウイルスとは異なる可能性が指

摘されている。適切な不活化•除去の評価

のために血漿中の性状解析と簡便なウイ

ルス培養法が必要とされている。さらに

赤血球製剤の病原体不活化技術は、今だ

実用化されている方法はない。我々は、不

活化法に上乗せできるような方法として

除去法を検討した。 

 以上の目的のために実施した平成 28

年度の研究成果を紹介する。 

 

Ｂ.研究方法と結果 

 1.Cohn エタノール分画法による 17%エタ

ノール処理における HCV の性状解析 

 本年度は、Cohn エタノール法の 17%

エタノール分画による各分画での HCV

の性状を解析するために 20%エタノール

分画 P(Ⅱ+Ⅲ) wに HCV JFH-1am株を

スパイクし、17%エタノールで分画を行

い、沈殿、上清、及び 17%分画前の各画

をそれぞれショ糖密度勾配遠心法により

各分画にの HCV（ゲノム RNA量、感染

性、コアタンパク質）を解析した。各分画

でゲノム RNA が存在する密度は１つの

ピークだったが、感染性やコアタンパク
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は密度から見ると複数のピークが存在し

ていた。エタノール処理によって密度が

異なる HCV に変化したと考えられる。

17%の遠心によって沈殿（廃棄されるフ

ラスション）に密度が大きいHCVが存在

し、上清（ブロブリン製剤になるフラクシ

ョン）には密度が小さいHCVが存在して

いた。RNA量からすると上清中に存在す

る RNA は沈殿よりも 3Log 少なかった。

また、感染性は検出感度以下になってい

た。 

 17%エタノール処理工程は、グログリン

分画から HCV を除去するために非常に重

要な工程であることが実ウイルスを用い

て明らかになった。 

 

2.E 型肝炎ウイルスの不活化に関する研究 

 E 型肝炎ウイルスは、エンベロープを有

さない RNA ウイルスだが、糞便中に存在

するウイルス（エンベロープを持たない）

と血液中に存在するウイルス（宿主細胞

の膜成分が結合？）とは性状が異なる可

能性を示唆する報告がある。そこで血漿

分画製剤の製造工程で結合している膜成

分によってどのような影響が出るのかエ

タノール分画 （II＋III）工程で検討した。

血漿由来の HEV を 40%エタノール、あるい

は 25%エタノールを用いて前処理してか

らエタノール分画 （II＋III）工程を実施

し、分画 （II＋III）での分配パターンを

解析した。その結果、非処理の血漿由来

HEVの浮上密度は 1.104g/mLであったが、

25%エタノール前処理で 1.111g/mL、40%

エタノール前処理では 1.128g/mL へシフ

トした。ブタ糞便由来 HEV の浮上密度は

1.244 g/mLであり、40%エタノール前処理

ではブタ糞便由来 HEV の浮上密度までは

シフトしなかった。また、非処理または 25%

エタノール前処理の血漿由来 HEV は、分

画 II+IIIにおいて上清に 84~95%分配され

たが、40%エタノール前処理では沈殿によ

り多く分配された（沈殿への分配：59~84%）。

以上の事から、血漿由来 HEV に結合した

脂質膜は、40%エタノール前処理により解

離し（解離の程度は不明）、分画 II+IIIの分

配に影響を及ぼすことが示唆された。 

また、ゲノム全長配列が既知であるプタ糞

便由来 HEVGeno type Ⅲjp (swJR-PS)の

全長ゲノム RNAを、合成 DNAから作成し

たプラスミドを鋳型として in vitro合成し、

ヒト樹立肝細胞 PLC/PRF/5 にトランスフ

ェクションした。培養後、培養上清中の

HEVゲノムを定量した。約 108ゲノム/mL

以上の高いゲノム濃度を示す HEV 株を安

定して確保できる可能性を見出した。 

 

3.赤血球製剤からの病原体除去法の開発 

 市販されている陽性荷電のビーズ 100 

mg（約 51cm2相当）をシンドビスウイルス

又は、PRV を添加した生食、及び PBS に加

え、１、２、４時間緩やかに撹拌しながら

ウイルスを吸着させた。それぞれの上清

中に残存するウイルス量を測定した。シ

ンドビスウイルスでは、４時間吸着させ

ても全くウイルス量は変化なかった。PRV

は４時間吸着させることで僅かに 1log
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減少した。 

 

4.培養液からのウイルス濃縮法 

 市販の exosome 精製試薬（miRCURYTM 

Exosome Isolation Kit)を用いて 10mL の

ウイルス液を約 100μLに濃縮できた。シ

ンドビスウイルス、PRV、牛下痢症ウイル

スをそれぞれ濃縮したところ、感染価は 

20〜150 倍に増加した。 

 

C．考察 

 Cohn のフラクションによるグロブリン

製剤の分画法では、20〜25%エタノール処

理ではHCVは不活化されないことはこれま

でに明らかにしてきた。また、17%エタノー

ル処理がHCVを除去するために非常に効果

的であったことも明らかにしてきた。今年

度は、17%エタノール処理前後の HCV の性

状をショ糖密度勾配法を用いて詳細に解

析した。17%エタノール処理によって感染

性を有する HCV は沈殿に移行したが、密度

が大きい傾向があった。一方、グロブリン

製剤となる分画は、HCV の量も 3Log に減少

していたが、密度は軽い傾向にあった。エ

タノール処理によってウイルスの密度が

変化し、密度が大きい HCV が沈殿に移行し

たことで結果的には、グロブリン分画から

除去されたと考えられた。 

 HEV 不活化に関しては、HEV に脂質膜が

結合していると推定されていたが、40%エ

タノール処理によって密度が糞便の密度

に違い値になることが実験的に明らかと

なった。脂質が結合していることによって

分画 （ II＋III）における沈殿、及び上清

に移行する率に影響を与えることも示す

ことができた。脂質が除去された状態では

HEV は、エンベロープなしのウイルスと類

似した挙動を取り、結合した状態ではエン

ベロープなしのウイルスとは異なる挙動

をとる可能性が明らかとなった。HEV では、

評価する工程までの各工程の影響を考慮

して当該工程のウイルス除去効率を評価

する必要があると考えられた。また、ヒト

の血漿中に存在するHEVの濃度は一般的に

低いため、評価用の高ウイルス量を有する

血漿を確保することは困難であった。今回、

リバースジェネティックス法を用いるこ

とで細胞株から高ウイルス量のHEVを産生

することが確認できた。今後に安定に産生

する細胞株が確保できる可能性が見いだ

されたことで評価に必要なウイルスが確

保できる期待が出てきた。 

 病原体を不活化する方法はいくつかあ

るが、いろいろな種類の病原体を均等に不

活化することはできない。効果的に不活化

できるウイルスもあれば抵抗性を示すウ

イルスも存在する。いくつかの不活化法を

組み合わせることも可能だが、赤血球製剤

の場合では細胞膜の機能低下が生じる可

能性が高い。そこで不活化法を補助する別

の方法も必要である。血漿分画製剤では病

原体を取り除く「除去法」が導入されてい

る。赤血球の場合は、大きさの差で除去す

ることは不可能なので荷電の差による除

去を検討した。ウイルスは陰性に荷電して

いるので陽性荷電の物質に吸着する期待
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があった、赤血球も吸着すると思われるが

ウイルスの方が非常に小さいので吸着の

阻害にはならないと推定した。今回の実験

では、期待した効果が出なかった。pH 等の

至適条件を探す必要があると考えた。 

 除去•不活化法を評価するためには高力

価のウイルスを用いた方が評価可能範囲

が広がり正確な評価が可能になる。今回、

市販の試薬を用いることで 10mL の培養液

を 100μL まで濃縮でき、感染価も変動が

あるものの効果的な濃縮法ができた。 

  

D.結論 

1.Cohnの血漿分画法の17%のエタノール処

理によってHCVは感染性を有する密度が高

いウイルスは沈殿に移行し、グロブリン分

画へは軽い密度のHCVが移行することが判

明した。 

２.HEV に結合した脂質膜は、エタノール濃

度によってウイルスから解離し、分画 

（ II＋III）における沈殿、及び上清に移

行する率に影響を与えることが示された。

また、評価用に使用する HEV をリバースジ

ェネティックス法を用いて安定に産生す

る細胞株が確保できる可能性を見いだし

た。 

３.不活化法を補助する方法として陽性荷

電ビーズによるウイルス除去を検討した

が効果的な除去はできなかった。 

4.不活化•除去法評価に必要な高感染ウイ

ルス液調整のために市販のexosome試薬を

使用して簡便に調整することが可能にな

った。 

E. 健康危機情報 

  なし 
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