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[研究要旨]   

血漿分画製剤製造工程での HEV の除去・不活化効果評価に適したウイルス株を探索する目的で高

濃度の HEV 取得方法を検討し、得られた HEV について血漿由来 HEV（pd-HEV）との比較を行った。

PLC/PRF/5 細胞にブタ糞便由来 HEV swJR-P5 株(sw-HEV)の合成ゲノムをトランスフェクションする

リバースジェネティクス法で、培養上清中に約 9 Log copies/mL の高濃度 HEV（RG-HEV-PLC）を得る

ことができた。得られた RG-HEV-PLC は、SD 処理やウイルス表面の脂質膜が除去されると報告され

ている NaDCA+Trypsin 処理で浮上密度が pd-HEV と同様に高密度側に変化し、NaDCA+Trypsin 処理で

は RG-HEV-PLC と pd-HEV は共に sw-HEV と同様の高い浮上密度（1.171-1.185 g/mL）となった。また

非処理ではほとんど認められない ORF2 抗体との結合性が上昇する点で両者はよく似た性状を示した。

一方、非処理の RG-HEV-PLC は浮上密度（1.121 g/mL）が pd-HEV（1.102-1.108 g/mL）よりやや高く、

アルコール分画で沈殿に多く分配される点で pd-HEV と異なる性状を示した。40％エタノール処理で

は RG-HEV-PLC の浮上密度は変化せず、ORF2 抗体との結合性の上昇もほとんど認められなかったの

に対し、pd-HEV は高密度への変化又はピーク形状の変化が観察され抗 ORF2 抗体との結合性も上昇

した。両者の性状の差異は表面に結合した宿主由来の脂質に起因している可能性が示唆された。今回

取得した高濃度 RG-HEV-PLC を製造工程におけるウイルス安全性評価に用いるためには、両者の性状

の類似点と相違点に着目したさらなる検討が必要と考えられる。今後は、ウイルス除去・不活化工程

として有用性が報告されているウイルス除去膜ろ過と液状加熱について、除去・不活化効果を比較し、

本研究で得た RG-HEV-PLC の特性を明らかにする予定である。 

                                                                             

略語： HEV; Hepatitis E virus. NaDCA; 

Deoxycholic acid sodium salt. SD; 

Solvent/detergent. TNBP; Tri(n-butyl)phosphate. 

TEN; Tris-EDTA- NaCl(150mM) buffer (pH7.4). 

TBS; Tris-Buffered Saline 

 

A. 研究目的 

献血者における HEV ゲノム陽性者は、8173～

15075 人に 1 人である 1)が、HEV-NAT は現在北海

道ブロックでしか実施されていない。数万人の血漿

をプールして製造する血漿分画製剤については、製

造工程で HEV が除去・不活化されているのか検証
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することが重要となる。血漿由来 HEV（pd-HEV）

を製造工程液に添加し、ウイルス除去・不活化効果

を検証することが望ましいが、高タイターの

pd-HEV は稀であり、十分量を確保することが非常

に困難であった。 

そこで、日本血液製剤機構では pd-HEV のモデル

ウイルスとしてブタパルボウイルス（PPV）及びネ

ズミ脳心筋炎ウイルス（EMCV）、あるいはブタ糞便

由来 HEV(sw-HEV)を用いて血漿分画製剤の製造工

程における除去・不活化効果を検証してきたが、こ

れらのウイルスの除去・不活化の挙動は pd-HEV と

は異なっていた 2,3)。 

pd-HEV や培養上清由来HEV は、界面活性剤処

理をすると浮上密度が高くなり、HEV 抗体への結

合性が高くなることが報告されている 4）。これは、

ウイルスに結合した脂質膜が、界面活性剤により解

離したためと考えられている 4）。また、昨年度、

pd-HEV をデオキシコール酸 Na (NaDCA)、40%エタ

ノール又は SD 処理することにより、エタノール分

画Ⅱ+Ⅲでの分配が sw-HEV やモデルウイルス様に

変化することを報告した。 

本年度は、pd-HEV と性状が同じで高濃度の HEV

の入手を目的としてリバースジェネティクス法を用

いた HEV（RG-HEV）の調製を試みた。RG-HEV

を除去不活化検討に用いた報告 5)はあるが、その性

状についての解析は不十分と考え、得られた

RG-HEV の性状について pd-HEV と比較した。 

 

B. 研究方法 

(1)ウイルス 

 sw-HEV は swJR-P5 株（GenBank AB481229.1）を、

pd-HEVは 3人のドナー由来のHEVゲノム陽性血漿

をウイルス材料とした（ pd-HEV-1 ： GenBank 

LC131066 、 pd-HEV-27 ： GenBank 登 録 予 定、

pd-HEV-40：GenBank 登録予定）。 

 

(2) HEVゲノム濃度の測定 

QIAamp Viral RNA Mini QIAcube Kit（Qiagen）

を用いて核酸を抽出し、QuantiTect Probe RT-PCR 

Kit（Qiagen）を用いて Jothikumar らの方法 6)に

従って HEV ゲノム濃度を測定した。 

 

(3) HEV感染価の測定 

96 well plate で培養した A549 細胞に、培地で段階

希釈した HEV サンプルを添加し 7 日間培養した後、

上清を除き細胞より RNeasy 96 kit（Qiagen）を用い

て Total RNA を抽出した。抽出した Total RNA 中の

HEV ゲノムを測定し、Karber 法により感染価 

(TCID50/mL)を算出した。 

 

(4) RG-HEVの産生 

 sw-HEV 及びpd-HEV-1ゲノム配列のDNAを合成

し、プラスミドベクターpSP64 に挿入した。組み換

えベクターを大腸菌 DH5αでクローニングし、制限

酵素消化により直鎖状とし、これを鋳型として

CUGA in vitro Transcription Kit（ニッポンジーン）に

より RNA 合成を行った。ScriptCap mG Capping 

System（Epicentre）を用いて 5’末端のキャッピング

を行った。TransIT-mRNA Transfection Kit（Mirus）を

用いて、sw-HEV 由来の合成 RNA は PLC/PRF/5 細

胞に、pd-HEV-1 由来の合成 RNA は PLC/PRF/5、

Hep3B、HepG2 細胞にトランスフェクションした。6 

well plate 又は T-75 フラスコで培養し 2～3 日毎に半

量培地交換を行い、培地交換時に採取した培養上清

中の HEV ゲノム濃度を測定した。また一部の上清

については ORF2 抗体によるウェスタンブロッティ
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ングを行った。 

 

(5) HEVの処理 

 各由来の HEV を超遠心分離し（150,000×g、3

時間、4℃)、沈殿画分を 50 mM Tris 緩衝液,pH7.6

で懸濁した。これらの HEV 懸濁液に対して以下の

4 つの処理を施した；①エタノールを終濃度 40%加

え−6℃で 2時間 (pH 6.8)、又は終濃度 25%加え−6℃

で  21 時間 (pH 6.8)インキュベーション、②

Tween80 を終濃度 0.3% 、TNBP を終濃度 1%加え

30℃で 2 時間インキュベーション（SD 処理）、③陽

性コントロールとして NaDCA を終濃度 1 %、

Trypsin を終濃度 0.1%加え、37℃で 2 時間インキュ

ベーション (NaDCA+Trypsin 処理)、④陰性コント

ロールとして、50mM Tris 緩衝液のみを加え 37℃

で 2 時間インキュベーション。各処理後液を TBS

で約 10 倍に希釈後、超遠心分離し（150,000×g、3

時間、4℃)、沈殿画分を TBS で懸濁して各処理後

HEV とした。 

 

(6) 密度勾配遠心による HEVの浮上密度測定 

 遠心チューブに 4.9 mL の 8~50 w/v % 

OptiPrepTM（AXIS-SHIELD）/ TEN の密度勾配を

作製し、各処理後 HEV を 100μL 重層して超遠心

分離（120,000×g、18 時間、4℃）を行った。超遠

心分離後、表面より 200μL ずつ回収し、各フラク

ションの屈折率(nD)と HEV ゲノム濃度を測定した。

浮上密度(g/mL)は別途作成した検量線を用いて屈

折率から算出し、HEV の浮上密度を求めた。 

 

(7) ORF2抗体の結合性 

 4～5 Log copies/mL の HEV 100μL と、1000 倍

希釈したORF抗体（ウサギ血清）100μLを混合し、

37℃で 2 時間静置した。TBS で 1 mg/mL に溶解

したウサギ IgG  20 μL 及び 20 %（v/v）に懸濁し

た Protein-G Sepharose 4FF  100 μL を添加し、

室温で 1 時間振とうし、マイクロバイオスピンカラ

ムで遠心分離した。分離した Protein-G Sepharose 

4FF を TBS で 3 回洗浄後、0.1 M Glycine-HCl 

Buffer pH2.5 180 μL で吸着画分を溶出し、1M 

Tris-HCl Buffer pH9.0を20 μL加えたチューブに

回収し、HEV ゲノム濃度を測定した。また非免疫

ウサギ血清で同様に操作し陰性コントロールとした。 

 

(8)  エタノール分画 II+III における HEVの分配 

  エタノール分画の上清 I に、各由来の HEV をそ

れぞれ 1/10 量添加した。また一部の HEV について

はヒト血漿と混合し、超遠心分離（150,000×g、3

時間、4℃)後、上清Ⅰに添加した。HEV を添加した

上清 I に 64 mM酢酸を含む 95%エタノールを添加

してエタノール終濃度 21%、pH6.8 とし、－6～－

7℃で 1 時間インキュベーション後－7℃で 3,000×

g、30 分間遠心分離した。 上清は 0.45μm フィル

ターでろ過し、沈殿は分画前の液量と等量の DPBS

で懸濁し、各画分の HEV ゲノム濃度を測定した。 

 

（倫理面への配慮） 

研究対象としてヒト血漿（HEV 陽性血漿）を用いて

いる。この血漿の使用については、「安全な血液製剤

の安定供給の確保等に関する法律」に従い、一般社

団法人日本血液製剤機構ヒト組織研究倫理審査委員

会にて承認されている。 

 

C. 研究結果 

(1) RG-HEVの産生 

3 種の細胞（PLC/PRF/5、Hep3B、HepG2）にブタ



2017 年度 

19 
 

糞便あるいはヒト血漿由来の HEV 合成ゲノムをト

ランスフェクションあるいは産生された RG-HEV

を感染させた（表 1）。PLC/PRF/5 細胞に sw-HEV 合

成 RNA をトランスフェクションし、T-75 Flask で培

養したものは、33 日目以降に培養上清中の HEV ゲ

ノム濃度が約9 Log copies/mLに達したが、6well plate

で培養したものは、約 8 Log copies/mL に留まった

（図 1A）。T-75 Flask で培養した培養上清からは、ト

ランスフェクション後12～15日目にORF2抗原の発

現が確認できた（産生された HEV を以下

RG-HEV-PLC と称す）（図 1B）。 

PLC/PRF/5 細胞よりもリポ蛋白質合成能が高いと

報告されている Hep3B 細胞 7)に RG-HEV-PLC を感

染させた場合、培養上清中の HEV ゲノムは約 7 Log 

copies/mL であった (図 1A、産生された HEV を

RG-HEV-Hep3B 称す)。 

一方、pd-HEV-1 合成 RNA を PLC/PRF/5、Hep3B

または HepG2 細胞にトランスフェクションした場

合、培養上清中の HEV ゲノム濃度はいずれも経時

的に低下し、5～6 Log copies/mL の濃度のものしか

得られなかった（図１C）。 

以 上 の 結 果 から 、 最も 高 濃 度 と なっ た

RG-HEV-PLC についての性状解析を主に行った。 

 

(2) RG-HEVの浮上密度 

由来の異なる HEV の浮上密度を密度勾配遠心に

より調べたところ、pd-HEV 3Lot が 1.102-1.108 g/mL

にピークを示したのに対し、RG-HEV-PLC のピーク

は 1.121 g/mL と、わずかに高密度であったが、

sw-HEV よりは低密度であった（図 2A）。なお、

RG-HEV-Hep3B の浮上密度は、RG-HEV-PLC と同様

であった（Data not shown）。また、pd-HEV 及び

RG-HEV-PLC を NaDCA+Trypsin 処理すると浮上密

度は、いずれも 1.225-1.234 g/mL にピークを示し

sw-HEV と同様の密度となった(図 2B)。このことか

ら、RG-HEV-PLC と pd-HEV は性状は若干異なるが、

NaDCA+Trypsin 処理により同様の性状になる事が

示唆された。 

 

(3) 感染価と HEVゲノム濃度 

各 HEV のゲノムあたりの感染価を測定したとこ

ろ、sw-HEV（-2.4 Log TCID50/copy）以外は-3.4～-3.9 

Log TCID50/copy であった（表 2）。この結果は、

RG-HEV が、pd-HEV と同様に、脂質膜に覆われて

いるためにゲノムあたりの感染価が sw-HEV より低

下している為と推察された。 

 

(4) 各処理による浮上密度の変化 

RG-HEV-PLC と pd-HEV に 25%エタノール、40 %

エタノール及び SD の各処理を行い、浮上密度の変

化を観察した。25%エタノール処理ではいずれの

HEV も浮上密度の変化は認められなかったが（図

3A ）、 40％エタノール処理では pd-HEV-1 と

pd-HEV-40 において高密度への変化が観察され、ま

た pd-HEV-27 もピークがややブロードとなった。こ

のように 40％エタノール処理で pd-HEVはロットに

より異なる変化を示した（図 3B）。一方、40%エタ

ノール処理でも RG-HEV-PLC の浮上密度に変化は

認められなかった（図 3B）。 

また、SD処理では全てのHEVが1.171-1.185 g/mL

の高密度へピークが変化した(図 3C)。 

 

(5) 各処理による抗体結合性の変化 

 RG-HEV-PLC 及び pd-HEV-1 の ORF2 抗体との結

合性の変化を、ORF2 抗体を用いた Immuno Capture 

PCR により検証した。非処理ではいずれの HEV も
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ORF2 抗体との明確な結合は認められなかったが、

pd-HEV は 25%エタノール処理でやや結合が認めら

れるようになった。更に、40% エタノール処理では

明確な結合が認められるようになった。一方、

RG-HEV-PLCは25%及び40%エタノール処理のいず

れにおいても明確な結合は認められなかった。SD

処理ではいずれの HEV も明確な結合が認められる

ようになった（表 3）。 

 

(6) エタノール分画 II+III での分配 

エタノール分画 II+III において pd-HEV は上清に

分 配 さ れ る の に 対 し 、 RG-HEV-PLC や

RG-HEV-Hep3Bは sw-HEVと同様に主に沈殿に分配

された（図 4）。pd-HEV のみ分画 II+III における挙

動が異なるのは、血漿由来の成分がウイルスに結合

しているためかもしれないと考え、RG-HEV-PLC、

sw-HEV を各々ヒト血漿に懸濁（懸濁後 150,000g で

4℃、3 時間超遠心分離）してからエタノール分画Ⅱ

+Ⅲを実施した。しかし、いずれのウイルスについ

ても、沈殿に多く分配し、pd-HEV のような分配パ

ターンとはならなかった（図 4）。 

 

D. 考察 

今回得られた RG-HEV-PLC は高濃度であり、

NaDCA+Trypsin 処理や SD 処理後の性状（浮上密度、

抗体結合性）が pd-HEV と同様であったことから脂

質膜を完全にまたは部分的に除去した場合、pd-HEV

の性状を反映することが期待される。  特に

NaDCA+Trypsin 処理で脂質膜を完全に除去した

RG-HEV-PLC はウイルス除去膜ろ過など大きさで

分離する工程のワーストケースとしての評価に有用

であることが期待され、今後 pd-HEV との比較を進

める予定である。 

一方、非処理における浮上密度やエタノール分画

Ⅱ+Ⅲの分配、エタノール処理における浮上密度変

化や抗体結合性変化が、RG-HEV-PLC と pd-HEV で

は異なっており、高濃度 RG-HEV-PLC を製造工程に

おけるウイルス安全性評価に用いるためには、加熱

に対する安定性などで両者の性状の異同について更

に検討が必要と考えられる。   

HCV では血漿由来と培養由来で結合する脂質組

成が異なるとの報告もあり 8）、HEV についても脂質

組成が両者で異なる可能性がある。今後、pd-HEV

の性状をより反映した HEV の産生が望まれる。 

 

E. 結論 

 血漿分画製剤の製造工程における HEV の除去・

不活化効果を検証するにあたり、リバースジェネテ

ィクス法を用い約 9 Log copies/mL の HEV

（RG-HEV-PLC）を得ることができた。結合してい

る脂質膜を完全に除去した RG-HEV-PLC はウイル

スの大きさで分離するウイルス除去膜ろ過工程のワ

ーストケースとしての評価に有用であると期待され

るが、非処理では pd-HEV と性状が異なったことか

ら工程評価に用いるには注意が必要である。両者の

異同について更なる検討が必要である。 
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図１ RG-HEV の産生 

A. PLC/PRF/5 T75 Transfection ; sw-HEV 合成ゲノム RNA を PLC/PRF/5 細胞に T-75Flask で Transfection した。

PLC/PRF/5 6W Transfection ; sw-HEV 合成ゲノム RNA をPLC/PRF/5 細胞に 6 well plate で Transfection した。

Hep3B T75 Infection ; PLC/PRF/5 T75 Transfection で得られた培養上清プールを Hep3B 細胞に感染させた。Hep3B 

T75 Infection の FCS 10%と示した培養期間以外は全て FCS 2%で培養を行った。また図中の矢印はいずれの細胞につ

いても非感染細胞を追加したことを示す。 

B. PLC/PRF/5 T75 Transfection の経時的に採取した培養上清を還元条件で Nu-PAGE 後 ORF2 抗体 (ウサギ抗血清)と

反応させ化学発光でバンドを検出した。 

C. T-75 Flask で培養した PLC/PRF/5、Hep3B、HepG2 の各細胞に pd-HEV-1 合成ゲノム RNA を Transfection した。各ポイ

ントは培養上清のHEV ゲノム濃度を示している。 

 

A. sw-HEV 合成ゲノム RNA を用いた RG-HEV 産生 

B. PLC/PRF/5  T75 Transfection 培養上清の ORF2 抗体ウェスタンブロット 

C. pd-HEV-1 合成ゲノム RNA を用いた RG-HEV 産生 
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表 1 RG-HEV の産生条件の検討 

 

 

 

 

 

 

○は実施したことを示す。NT : Not tested 

 

表 2 各種由来 HEV のゲノム当たりの感染価 

 

 

 

 

 

 

n=3 以上の測定については平均値±SD で表示した。 

HEV-A549 は A549 細胞（ヒト肺がん細胞株）にブタ糞便

由来 HEV GenotypeⅢsp を感染させて得た培養上清の

HEV を示す。   

A. 非処理 

HEV

sw-HEV  -2.40±0.32 n=7

pd-HEV-1  -3.92±0.37 n=5

RG-HEV-PLC  -3.40±0.14 n=3

RG-HEV-Hep3B -3.42 n=1

HEV-A549 -3.62 n=1

感染価/ゲノム濃度
(Log TCID50/copy)
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図 2 由来の異なる HEV の密度勾配遠心分析−非処理又は 1 % NaDCA+0.1%Trypsin 処理− 

pd-HEV-1、pd-HEV-27、pd-HEV-40 は各々異なるドナー血漿由来の HEV を示す。縦軸は全フラクションの HEV ゲノム量の

総和に対する各フラクションの割合を示す。 

 

 

 

  

 

 

 

 

             

 

 

 

 

 

図 3 pd-HEV 及びRG-HEV の密度勾配遠心分析−エタノール又は SD 処理− 

 縦軸は全フラクションのHEV ゲノム量の総和に対する各フラクションの割合を示す。 

B. 1 % NaDCA+0.1%Trypsin 処理 

A. 25% エタノール B. 40% エタノール 

C. SD 
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表 3 RG-HEV の性状解析－化学処理による密度勾配遠心の浮上密度と ORF2 抗体反応性変化－ 

 

 

 

 

 

 

浮上密度変化：－; 非処理に対して変化無し、±; ピークの位置は変化無いが形状変化、＋; ピーク位置が変化 

抗体結合性（ORF2 抗体による免疫沈降）：－; 沈降画分の HEV が検出限界未満、±; 沈降画分の HEV が陽性対照の 10%未満、

＋; 沈降画分の HEV が陽性対照の 10% 以上。陽性対照：NaDCA+Trypsin 処理 HEV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 各種由来 HEV のエタノール分画Ⅱ+Ⅲでの分配 

   グラフ上の数字は上清に分配された HEV ゲノム量の割合(%)を示す。 

＊：エタノール分画前にヒト血漿にウイルスを懸濁し、150,000g, 4℃3 時間超遠心分離を行った。 
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