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分担課題：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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研究要旨 

 血漿分画製剤はプール血漿を Cohn の血漿分画法（Cohn エタノール法）により分画して

製造される。これまでに C 型肝炎ウイルス（HCV）に汚染された第Ⅸ因子製剤、フィブリ

ノゲン製剤の投与による HCV 感染事例が報告されて来た。一方、グロブリンによる HCV

感染事故は 1980 年代後半から 1990 年前半に海外での報告がわずかにあるものの、日本で

製造されたグロブリン製剤からの報告はない。培養可能な HCV の JFH-1am 株は、20%エ

タノールで不活化されないことからグロブリン製剤で感染が生じなかった理由を科学的に

明らかにすることを目的とした。血漿に HCV JFH-1am 株をスパイクし、Cohn エタノー

ル分画法により分画した。グロブリン製剤の製法に従い 20%エタノール、17%エタノール

で分画を行い、各画分に含まれる HCV（感染性、RNA 量）を調べた結果、17%エタノー

ル処理により HCV の感染性および核酸は主に沈殿画分に移動し、グロブリン画分である上

清の感染性は検出限界以下であったが、ゲノム RNA は依然存在することが明らかとなった。 

 今年度は Cohn エタノール法の 20%エタノール画分 P (II+III) w に HCV JFH-1am をス

パイクし、17%エタノール分画を行い、沈殿、上清、及び 17%エタノール分画前の画分を

それぞれショ糖密度勾配遠心法により分画し、各分画のゲノム RNA、 感染性、及びウイ

ルス構造タンパク質（コアタンパク質）を検出した。その結果、各画分には、RNA に関し

てはそれぞれ１つのピークの分布を示したが、感染性、及びコアタンパク質は、複数のピ

ークの分布を示し、密度の違う HCV 粒子が存在することが示唆された。RNA、感染性、

コアタンパク質のピークはいずれの場合も 17%エタノール処理前に比べて、沈殿画分はよ

り高密度へシフトし、一方、上清画分はより低密度へシフトすることが明らかとなった。 

A. 研究目的 

 C型肝炎ウイルスは血液を汚染する可能性

のある病原体であり、1964年から1987年か

けて製造された第Ⅸ因子製剤、第Ⅷ因子製剤、

フィブリノゲン製剤等の投与により多くの

人々がC型肝炎に感染した。その一方、グロ
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ブリン製剤が原因の HCV 感染は海外からの

報告があった２製剤のみであり、グロブリン

製剤は HCV に対して安全だと考えられてい

る。しかし、これまで HCV を用いた解析の

報告はなく我々は、科学的に上記の理由を解

析した。 

 C型肝炎の治療法はリバビリンとペグイン

タ ー フ ェ ロ ン と の 併 用 療 法

（PEG-IFN/ribavirin）により治療効果（そ

れでも約50%）が上がるようになった。しか

し、日本人の感染者で多い遺伝子型（1b 型）

の HCV では治療効果が未だ上がらなかった

が、ここ数年、数種類の阻害剤（HCV ウイ

ルスタンパク質であるプロテアーゼ

（NS3/NS4A）、ポリメラーゼ（NS5B）、及

びNS5Aタンパク質に対する阻害剤）が開発、

使用が開始され、1b型も含め、その療効果が

上がっている。しかも、副作用の多い

PEG-IFN/ribavirinの併用なしの治療薬も開

発され、HCV は治療可能な感染症という考

えが現実味を帯びてきた。実際、2014年末に

C 型肝炎治療ガイドラインが改訂され、新規

経口薬に期待が寄せられているところである。 

 C型肝炎ウイルスは、治療薬の開発に必須

な培養細胞を用いた感染系が長らくなかった

ため、チンパンジーを用いて感染性の評価を

行っていたが、価格の高さ、扱い難さ、また

動物愛護の観点からも治療薬開発等の研究が

なかなか進展しなかった。血液製剤中のHCV

不活化の評価は、モデルウイルスとして培養

可能なウシ下痢症ウイルス(BVDV)が用いら

れてきた。しかし、最近、培養細胞で HCV

を増殖させることが可能な系が開発され、研

究が急速に進展した。本研究ではこの系を用

いてHCV JFH-1am株（遺伝子型2a）を増

殖させ、増殖した HCV JFH-1am ウイルス

を血液製剤にスパイクしウイルス不活化を評

価する系を構築した。更に、実験室レベルで

のCohnエタノール分画法を確立した。これ

らの系を用いて、血漿にJFH-1amをスパイ

クし、Cohn エタノール分画法により第Ⅷ因

子製剤、第Ⅸ因子製剤、フィブリノゲン製剤、

アルブミン製剤、グロブリン製剤等の原料と

なる画分に分画し、どのフラクションに感染

性とウイルス粒子が分配されるかを確認する

ことを目的とした。また、これまでモデルウ

イルスとして用いられて来た BVDV と比較

することにより、これまでのウイルスバリデ

ーションの正当性の有無を評価し、今後の血

液製剤の安全性をさらに向上することが目的

である。 

 これまでの研究で、血漿をCohnエタノー

ル法で分画した沈殿画分 Fra.(Ⅱ+Ⅲ) P に

HCV JFH-1am株をスパイクし、実際にグロ

ブリン製剤の製法に従い 20%エタノール、

17%エタノールで分画を行い、各画分に含ま

れるHCV（感染性、RNA量）を調べた結果、

17%エタノール処理により HCV の感染性お

よび核酸は主に沈殿画分に移動し、グロブリ

ン画分である上清の感染性は検出限界以下で

あったが、ゲノム RNA は依然存在すること

が明らかとなった。 

 今年度は、この17%エタノール分画による

各画分の HCV の性状を知るため、Cohn エ
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タノール血漿分画法の最終段階であるグロブ

リン製剤製造法と同様に、20%エタノールに

よる沈殿P (Ⅱ+Ⅲ) w画分を得、そこにHCV 

をスパイクし、その後引き続きCohnエタノ

ール分画法（17%エタノール処理）で分画を

行い、P (Ⅱ+Ⅲ) w画分以降のHCVの感染性、

ウイルスゲノムRNA、及びHCV構造タンパ

ク質であるコアタンパク質がどの画分に移行

するかを調べた。 

 

B. 研究方法 

１．Cohn エタノール分画法による血漿の分

画 

 血漿からコーンエタノール分画法（平成27

年度 当研究報告書参照）により、沈殿 P 

(II+III) w画分を準備し、ここにHCV JFH-1 

am をスパイクし、-5℃で撹拌しながら最終

濃度が17%となるように約15uL/秒の速度で

エタノールを添加した後、15分間反応させた

（㉒）。エタノール処理後の溶液を−1℃、

10,000xgで15分間遠心し、沈殿（P Ⅲ：㉓）

と上清（S Ⅲ ：㉔）とに分画した。 

 

2．ショ糖密度勾配遠心法 

 分画した各画分（㉒、㉓、及び㉔）1mLを

ショ糖勾配（5-50% w/v）を作製した 11mL

緩衝液（50mM TrisHCl pH7.5, 150mM 

NaCl, 0.1mMEDTA）の上に載せ、14300xg, 

16h, 4 ℃ で 遠 心 し  (rotor: sw41Ti,  

Beckman)、遠心チューブの底から 700µl ず

つ分画した。各画分100µlの重量を測定する

ことにより、各画分の比重を求めた。 

 

3．HCV JFH-1amウイルス感染性の評価 

 用いる HCV は、JFH-1am クローンを培

養細胞で増殖させ、その後、限外濾過カラム

（Vivaspin turbo 10k；Sartorius社）を用い

て濃縮することにより、感染価の高い

（TCID50 5.6x106/ml）HCV を準備した。

各画分の HCV の存在量を各画分に存在する

HCV の感染価（TCID50）で示した。 

HCV の感染価は各サンプルを DMEM

（10%FBS を含む）培地で段階希釈し、

Huh7.5.1細胞に感染させ、感染３日後HCV

の構造蛋白質の一つであるコア蛋白質の発現

を、コア蛋白質に対するモノクロナール抗体

（マウス, MA1-080, Thermo Scientific, IL）

と 蛍 光 二 次 抗 体 （ Alexa Fluor 488, 

Invitrogen, OR）を用いて蛍光顕微鏡で検出

し、励起波（495nm）により蛍光  (519nm) 

する細胞の数を調べ、蛍光 (519nm)する細

胞が無くなるサンプルの希釈段階から感染価

を計算し、TCID50/mlで表し。それぞれの体

積を積算し、総ウイルス量TCID50で示した。 

 

４．JFH-1amウイルスRNAの定量 

 各フラクションに含まれる HCV 

JFH-1am ウイルス RNA を定量した。各フ

ラクション 100uL に含まれる核酸を

SMITEST EX R&D を用いて精製した。

HCV および JHF-1am ウイルスRNA は、

QuiantiTech Probe RT-PCR Kit (Qiagen)を

用い、BVDV RNA については one step 

SYBR PrimeScript RT-PCR Kit Ⅱ(Qiagen) 
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を用いて定量 RT-PCR を行った。HCV 

JHF-1amの核酸量は、HCV国内標準品を用

いて定量し、国際単位 IU/mL で表した。

BVDVの核酸量については、予め限外希釈に

よるエンドポイント法により最小検出希釈倍

率を求めて自家標準品を作製し、単位

IU/fractionで表した。 

 

5．HCVコアタンパク質の検出 

 ショ糖勾配遠心後の各分画に含まれる

HCV コアタンパク質の検出は western 

blotting 法を用いた。各画分 30µl を用いて

SDS-PAGE を行い、PVDF 膜に転写し、１

抗体：コア蛋白質に対するモノクロナール抗

体（前述）と、２次抗体：HRP を結合させ

たヤギ抗マウスモノクロナール抗体

（ #170-5047, BioRad, CA ）、 及 び

SuperSignal West Femto (#34094, Thermo 

Scientific, Tokyo)による発光により検出した。 

 

（倫理面への配慮） 

 HCV JFH-1am クローンは培養細胞でウ

イルスが増殖する系で、実験動物を用いる必

要がないため、研究のやりやすさのみでなく、

倫理面においても優れた系である。 

 

C. 研究結果 

1．HCV RNAの分布 

 i) 遠心前の17%エタノール画分（㉒；図１

参照）中の HCV JFH-1am の RNA は、

fraction No.6 (F6, 密度：約1.11g/ml)を１つ

のピークとして持つ分布を示した（図２）。  

 ii) 遠心後の沈殿画分中のHCV RNAは、

F6 (密度：約1.13 g/ml)を１つのピークとし

て持つ分布を示した（図３）。 

 iii)  遠心後の上清画分（㉔）中の HCV 

RNAは、F9 (密度：約1.08 g/ml)を１つのピ

ークとして持つ分布を示した（図４）。 

 iv)  遠心前の17%エタノール画分（㉒）に

は約7x109 IU/fractionのHCV RNAが存在

し、遠心により、約7x109 IU/fractionのRNA

は沈殿画分に移行した。遠心後の上清画分（㉔）

には、少ないながらも約 7x106 IU/fraction

の HCV RNA が含まれることが明らかとな

った。 

 v)  各画分の RNA のピークの密度は、遠

心前の 17%エタノール画分（㉒）では、約

1.11 g/mlで、遠心後の沈殿画分（㉓）では、

約 1.13 g/ml となり、遠心前の画分の比重か

ら約 0.02 g/ml 重い方へシフトしている。ま

た、遠心後の上清画分（㉔）では、約1.09 g/ml

となり、遠心前の画分（㉒）より、約0.02 g/ml

軽い方へ比重がシフトしている（図５）。 

 

２．HCVの感染性の分布 

 i)  遠心前の 17%エタノール分画（㉒）中

の HCV JFH-1am の感染性には３つのピー

クを取る分布で、それぞれのピークはF7 (密

度：約1.10 g/ml)、F11, 12 (約1.05 g/ml)、

及びF14, 16 (約1.00 g/ml)であった。 

 ii)  遠心後の沈殿画分（㉓）中の HCV の

感染性は、同じく３つのピークを取る分布で、

それぞれのピークはF5 (密度：約1.14 g/ml)、

F8 (約1.10 g/ml)、及びF15 (約1.04 g/ml)で
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あった。 

 iii)  遠心後の上清画分（㉔）中のHCVの

感染性は検出されなかった。 

 iv)  遠心前の17%エタノール画分（㉒）に

は約1x104 IU/fraction の感染性HCVが存

在し、遠心により、約1x104 IU/fractionの

RNA は、沈殿画分に移行した。遠心後の上

清画分（㉔）には感染性は検出されなかった。 

 v)  17%エタノール処理前の画分（㉒）の

３つの感染性のピーク（密度が約1.00, 1.05, 

及び1.10 g/ml）は、遠心後の沈殿画分（㉓）

の 3 つのピーク（密度が約 1.04, 1.10, 及び

1.14 g/ml）に移行し、いずれの場合も密度約

0.04~0.05 g/mlの重い方へのシフトとなって

いる（図６）。 

 

３．HCVのコアタンパク質の分布 

 i)  遠心前の 17%エタノール分画（㉒）中

のコアタンパク質は、F10 (約1.05 g/ml), と

F15-16 (約1.00 g/ml)の２つのピークをもつ

分布を示した。 

 ii)  遠心後の沈殿画分（㉓）中のコアタン

パク質は、F5 (約1.14 g/ml), F8 (約1.10 g/ml), 

F15-16 (約1.00 g/ml)の２つのピークをもつ

分布を示した。 

  iii)  遠心後の上清画分（㉔）中のコアタ

ンパク質は、F15 (約1.00 g/ml)に１つのピー

クをもつ分布を示した。 

 iv)   各画分のコアタンパク質のピークの

比重は、遠心前の 17%エタノール画分（㉒）

では、約 1.00, 及び 1.05 g/ml で、遠心後の

沈殿画分（㉓）では、約1.04, 及び1.10 g/ml

となり、遠心前の画分の比重から約

0.04~0.05 g/ml重い方へシフトしている。ま

た、遠心後の上清画分（㉔）では、約1.00 g/ml

のみとなり、遠心前の画分（㉒）に存在した

約1.05 g/mlのピークが消失したか、或いは、

遠心前の約 1.05 g/ml のピークが遠心後の約

1.00 g/mlにシフトし、遠心前の約1.00のピ

ークが消失したと考えられる（図２，３，４

の各ウエスタンの図参照）。 

 

D. 考察 

 １．これまでに報告があるように、HCV 

RNA のピークと、感染性のピークとは一致

しなかった。このことはウイルス RNA は、

ウイルス粒子の密度には影響を及ぼさないこ

とを示唆しているのかも分からない。 

 ２．Cohn エタノール分画法で、17%エタ

ノール処理で、HCVは3つの密度（1.00, 1.05, 

及び1.10 g/ml）を持つ感染性粒子が存在する

ことを示唆する結果を得た。 

 ３．17%エタノール処理後、遠心すること

により、沈殿画分に分画された感染性ウイル

ス粒子は、感染前の３つのピークを保ったま

ま、遠心前よりも感染性で密度が約0.04g/ml, 

RNAのピークでは約0.02g/ml重くなること

が明らかとなった。これは17%エタノール処

理により、HCV 粒子を形成しているエンベ

ロープ蛋白質E1, E2、或いは宿主由来の脂質

に何らかの構造の変化を引き起こさせ、その

結果、粒子の密度がより高くなったためかも

知れない。 

 一方、この遠心により得られる上清画分は、
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感染性がなく（或いは検出限界以下）、RNA

のピークは、遠心前よりも約 0.02 g/ml 軽く

なった。このことは、上清の軽くなった画分

には、HCV RNAとウイルスのコアタンパク

質がもはや粒子を形成しておらず、ばらばら

になったためと考えられる。このことは、17%

エタノール処理後の上清画分には、より密度

の高い（約 1.04~1.05, 及び 1.10g/ml）コア

タンパク質が消失していることからも示唆さ

れる（図４参照）。 

 今後、Cohn エタノール法で、17%エタノ

ール処理による HCV の性状の変化を明らか

にするためには、宿主の脂質を含めた、HCV

エンベロープ蛋白質 E1, E2 の解析が必要と

考えられる。 

 

E. 結論 

 Cohn エタノール法において、血漿中に混

入した HCV が、17%エタノール処理により

沈殿画分に移行するのは、この処理により、

感染性 HCV の密度が高くなり、沈殿画分に

分画されるためであると考えられる。 

 

 

G. 研究発表 

(ア) 論文発表 なし 

(イ) 学会発表：  

H. 知的所有権の取得状況 

1. 特許申請：なし 

2. 実用新案登録：なし 

3. その他：なし 
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図１．血漿の Cohn エタノール分画法（P (II+III) w フラクションに HCV を spike した） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．㉒のショ糖密度勾配（5-50%）による分画 
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図３．㉓のショ糖密度勾配（5-50%）による分画 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４．㉔のショ糖密度勾配（5-50%）による分画 
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図５．㉒、㉓、㉔のショ糖密度勾配（5-50%）による分画による HCV RNA の分布の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６．㉒、㉓、㉔のショ糖密度勾配（5-50%）による分画による HCV の感染性の分布の比

較 


