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総括研究報告書 

輸血用血液製剤と血漿分画製剤の安全性確保と安定供給のための 

新興・再興感染症の研究の開発 

          研究代表者 岡田義昭（埼玉医科大学 医学部 准教授） 

研究要旨 

1. フラビウイルスを検出できる共通プライマーを開発し、デングウイルスの各血清型や

ジカウイルスを検出できることを確認した。  

2. 重症熱性血小板減少症候群ウイルスの高感度核酸増幅法を開発し、日本株や中国株な

ど幅広くウイルス株の検出が可能になった。 

3. クロロフィル由来の化学物質と赤色光照射を組み合わることで光学的不活化法では抵

抗性を示す環状二本鎖 DNA ウイルスを検出感度以下に不活化できた。 

4. リバースジェネティクス法により得られた E型肝炎ウイルスを用いてウイルス除去膜

の評価を行い、血漿由来の HEV との同等性が証明できた。 

5. ダニ媒介のウイルスの感染リスクを減少させるため、渡り鳥の飛来地のマダニからウ

イルスの解析を行った。また、吸血する動物種の嗜好性を解析する方法を改良した。 

6. 蚊媒介ウイルス感染症のアウトブレイクが生じた場合に備えて各ウイルスの特性から

リスクを分析し、対応手引き（案）を作成した。 

7. C 型肝炎ウイルスの in vitro 感染系を構築するために Sec14L2 と miR122 の遺伝子導

入に加えて RIG-I を遺伝子改変した細胞株を作成した。 

8. 抗体の存在がCohn分画でのウイルス挙動に与える影響を解析するためにHCV抗体陽性

血漿からグロブリンを精製し、HCV 感染を抑制する活性等を明らかにした。 
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A.研究目的  

  ヒトや物資の国際的な移動の急速な増加や

地球温暖化のためにデング熱やジカ熱などの

蚊媒介ウイルス感染症が東南アジアや中南米

諸国で流行し、毎年輸入感染例が報告されてい

る。これらのウイルスを媒介する蚊が国内に存

在しているため国内でも発生する可能性があ

る。また、E 型肝炎ウイルスに加えて重症熱性

血小板減少症やダニ媒介脳炎などダニ媒介の

ウイルス感染症も広く国内に存在しているこ

とも明らかになっている。これらの病原体は、

いずれもウイルス血症を起こすことから血液

製剤を介して感染する可能性がある。一方、血

液製剤の安全対策上重要な C型肝炎ウイルス

（HCV）は、未だ特殊な株以外に培養系がない

ので不活化法の評価には動物由来のモデルウ

イルスが使用されている。また、血液の病原体

のスクリーニングは、安全性確保に有効である

が限界もある。感染リスクを小さくするために

は血液製剤に有効な病原体不活化法の開発も

重要である。本研究班では、これらの病原体を

検出する検査法の開発と標準化、スクリーニン

グ法の開発とその評価、赤血球製剤における病

原体不活化、さらに HCV や E 型肝炎ウイルス

(HEV)の効率良い培養系の開発を実施し、血液

製剤の安全性の向上と安定供給を目指す。 

  

Ｂ.研究方法と結果 

1) 血液製剤の安全性を確保するための 
蚊媒介性ウイルスのウイルス学的特性の解

析 
 これまでに我々はジカウイルスの高感度検

出法を確立し、迅速診断への応用を検討した。

また、デングウイルス、ウエストナイルウイ

ルスを含むフラビウイルス共通プライマーを

用いた迅速診断法を確立した。フラビウイル

ス共通プライマーを用いた迅速診断法を用い

たデング患者検体に対する反応性を検討した

ところ、デング 1 型から 4 型までの検体中の

ウイルス遺伝子を検出することを確認した。

また本共通プライマーはアフリカ型の遺伝子

型であるジカウイルス MR766 株も検出するこ

とも確認できた。 

 
２）血液からの重症熱性血小板減少症候群ウ

イルス等の検出法確立に関する研究 

 SFTSV に対する新規の高感度核酸検査法を開

発するために、SFTSV のデータベースを基に大

規模スクリーニング用のプライマーとプローブ

のセットをデザイン・作製した。プライマー350

セットについて、SFTSV のゲノム RNA を用い

てリアルタイム RT-PCR によりスクリーニン

グ(SYBR)を実施し、増幅効率の良い 15 セット

を選定した。これらのオリゴセットをリアルタ

イム RT-PCR（SYBR 及び TaqMan）によりスクリ

ーニングし、最も増幅効率の良好な２セットを

選別した。これらのセットをマルチプレックス

化し、日本・中国株の幅広い株を高感度に検出

可能な核酸検査法を開発した。 

 

３）赤血球製剤の病原体不活化法の開発 

 昨年度、クロロフィルの分解産物である

「Pheophorbide a」を用いてヘマトクリット

40%の赤血球液においてシンドビスウイルスの

不活化を報告したが、今年度はより安定な DNA

ウ イ ル ス で あ る 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス

（Pseudorabies virus 以下 PRV）を用いて不活

化効果を検討した。20 分の照射で検出感度以下

まで不活化することができた。この物質は、赤

色光によって活性を示す性質があり、そのため

赤血球に吸収され難いのでより深部まで到達

でき、更に赤血球への障害が少ないものと考え

られる。また、白色光を同量照射しても PRV へ

の不活化効果は認められなかった。これは、本

化合物で処理した赤血球を輸血した患者が日
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光に暴露されても皮膚障害が生じにくいこと

を示唆するデータだと考えられた。 

 

4) 感染症の E 型肝炎ウイルスの不活化に関

する研究（高濃度Ｅ型肝炎ウイルス（HEV）の

産生と性状解析） 

 血漿分画製剤製造工程における HEV の除去・

不活化効果を適切に評価することを目的に、リ

バースジェネティクス法により約 9 Log 

copies/mL の高濃度の HEV（RG-HEV）を取得した

（2017 年度報告）。2018 年度は RG-HEV を用い、

ウイルス除去膜ろ過工程における HEV の除去効

果を検証した。 

まず、RG-HEV を血漿由来 HEV（pd-HEV）の代

わりとして使用することが妥当であるのか確認

するために、pd-HEV 又は RG-HEV を TBS にスパ

イクし、プラノバ 20N と 35N（平均孔径はそれ

ぞれ 19 nm と 35 nm）でろ過した。いずれの HEV

もろ液には検出されず、35 nm 以上の大きさで

あることが推測できた。本来 pd-HEV や RG-HEV

には、ブタ糞便由来 HEV と異なり脂質が結合し

ているが、血漿分画製剤の製造ではアルコール

分画や有機溶媒/界面活性剤（S/D）処理工程に

おいて脂質が除かれて粒子径が小さくなること

が予想された。そこで、ワーストケースを想定

し、RG-HEV と pd-HEV をデオキシコール酸ナト

リウム／トリプシン（NaDCA/T）処理し、プラノ

バ 20N と 35N の除去効果を検証した。プラノバ

20N ではいずれの HEV もろ液には検出されなか

った。一方、プラノバ 35N では、いずれの HEV

もろ液で同程度検出されたことから、NaDCA/T 

処理した RG-HEV と pd-HEV は同程度の大きさで

あることが推測できた。血液凝固第 VIII 因子製

剤であるクロスエイトMCのプラノバ20Nろ過工

程における HEV の除去効果を検証するにあたり、

製造フロー上流に S/D 処理工程が含まれること

からワーストケースである NaDCA/T 処理した

RG-HEV を用いた。その結果、LRV はゲノム濃度

測定で≧5.3/≧5.3、感染価測定で≧4.7/≧4.3

となり、プラノバ 20N ろ過工程は HEV の除去に

有効な工程であると確認された。 

 

5) マダニの生態から考察する血液製剤を介

するダニ媒介感染症の予防 

 マダニ媒介感染症の予防には、マダニの生

態や生理的な知見を得ることが重要である 
が、野外における情報は限られている。主に

大型の哺乳動物がマダニの重要な吸血源と 
なるため、その移動は基本的には宿主である

野生動物の移動範囲となり、比較的狭いと 考
えられている。一方で、鳥類に寄生するマダ

ニが海外から運ばれる可能性も指摘されてい

ることから、本研究では渡り鳥の飛来地を調

査地に選び、周辺環境に生息する植生 マダニ

からウイルス検出を行なった。また、マダニ

の吸血履歴を調査し、マダニが保有する病原

体の感染環を明らかにする目的で、鳥類およ

び哺乳類を対象にした吸血源動物種を特定す

る Reverse Line Blot（RLB）法の改良を進めた。 

2018 年は、北陸 3 県の渡り鳥飛来地において

4 月～11 月の間、月に 1 回フランネル法によ

りマダニ相を調査し、3 属 8 種 1,600 頭の植生

マダニを採取した。キチマダニ、フタトゲチ

マダニ、ヤマトマダニ、ヤマアラシチマダニ

の順に多く採取されたが、特に前 2 種は、鳥

類寄 生例が多い種類であった。上記マダニを

ウイルス分離および次世代シークエンサー

（NGS）解析に供した結果、既知ウイルス 3
種以外に、新規および未分類のウイルス遺伝

子が複数検 出された。以上の結果から、マダ

ニは複数のウイルスを保有していること、国

内の広範な地 域に同一ウイルスが点在する

こと、半数以上のマダニが鳥類を吸血した履

歴があることが明らかになった。また、従来

の RLB 法に鳥類検出用プローブを加え、本邦

産の哺乳類 18 種および鳥類 15 種の検出が可
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能になり、予備的に試験した広島県産の植生

マダニの多くに鳥類を吸血した履歴があるこ

とが確認された。 
  
6) C 型肝炎ウイルスの不活化の評価 

 血液製剤に混入する可能性がある C 型肝

炎ウイルス（HCV）の不活化効率を明らかにす

るため、培養細胞で増殖させた HCV を血液製

剤に加え、様々な条件で不活化の検討を行っ

てきた。これまで用いた HCV は唯一培養細胞

で増殖出来る JFH-1 株であった。しかし、最

近 JFH-1 以外の HCV 株の増殖に重要な宿主蛋

白質 Sec14L2 が同定された。本件研究で、昨

年感染者由来の HCV の不活化の評価を行うた

め、Sec14L2 を発現する培養細胞を作製した。

更に本年度は HCV の増殖に重要と報告されて

いる肝臓細胞特異的に発現する miR122（micro 

RNA 122）も同時に発現する培養細胞を作製し

た。さらにインターフェロン産生を抑制するた

めに RIG-I を欠損させた培養細胞を作製し、感

染者由来の HCV を感染させた。作製した細胞

で感染者由来 HCV は、ウイルスタンパク質が

検出できるレベルでの増殖を見ることは出来な

かったが、HCV RNA レベルではわずかな増殖

が見られた。 

 

7) 新興感染症発生時の献血対応に関する研

究 

 輸血用血液製剤の安全性確保に係る蚊媒介

ウイルス感染症への対策のための各ウイルス

について疫学、症状、感染経路、輸血感染、

海外措置及び国内の対応について発生状況に

よって分類し、分類ごとに対応手引き（案）

を作成した。検査法に関しては、風疹ウイル

ス、麻疹ウイルス、ウツスウイルスの各ウイ

ルスの検査法の評価を実施した。また、ジカ

ウイルス感染によって小頭症等の異常が生じ

ることが判明したので国内で妊婦輸血の現状

を調査した。年間約 

700名の妊婦に約1,700本の輸血が使用されて

いることが判明した。 

 

8) 実ウイルスを用いたエタノール分画法に

よる血漿の分画とウイルスの不活化•除去と

安全性の評価 

 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、病原体の不活化工程

が充分でなかった時代に製造された第Ⅸ因

子製剤、第Ⅷ因子製剤、フィブリノゲン製剤

の投与により多くの方が C 型肝炎に感染し

た経緯がある。グロブリン製剤が原因の HCV

感染は海外から何例か報告があり、感染原因

となった期間や製造ロットが特定されてい

るが日本での報告は一例もなく、グロブリン

製剤の製造工程中で HCV が不活化・除去され

ていたと推察されるが、HCV 実ウイルスを用

いて不活化除去の評価を行いその理由につ

いて言及した報告はこれまでにない。我々は

これまでに 17%エタノール分画により HCV 

JFH-1am 株（遺伝子型 2a）の感染性が除かれ

ることを明らかして来た。本研究では、抗

HCV 抗体共存下での感染性やウイルスの移

行および、HCV 以外の DNA ウイルスのグ

ロブリン分画における移行について確認し、

グロブリン製剤でのHCV等の感染の報告が

これまでにない理由について、科学的に考察

している。今年度は日本赤十字社から HCV

抗体陽性血漿の譲渡を受け、これらドナー血

漿から精製したグロブリン画分がCLEIA法
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の力価と一致しないが HCV JFH-1 株の新

規感染を抑制する効果を有するかを確認し

た。これを用いて HCV の除去効率に与える

影響について解析する予定である。 

 

D．考察 

 年間 4000 万人が日本を訪れるようにする政

府の計画があり、海外から訪日する人数は毎年

増加している。更に 2020 年のオリンピック・

パラリンピックの開催、外国人労働者の受け入

れなどが予定されている。そのため様々な病原

体が国内に持ち込まれ、局地的な流行から場合

によっては大規模なアウトブレイクまで発生

する可能性も危惧されている。その一方では、

国内に既に常在している病原体やそのベクタ

ーも放棄された農地などの拡大や野生動物の

増加、更には温暖化等の要因などによって生存

する地域が拡大し、従来よりもヒトが感染し易

くなる可能性もある。このような状況の中で流

行が生ずる前に病原体の性状や検出法の開発、

さらには発生時の対応法を検討しておくこと

は、血液製剤の安全性確保や安定供給に重要で

ある。また、B 型や C 型肝炎ウイルスは感染系

がなく、そのためにモデルウイルスを用いて安

全性の評価を行なっている。HEV も in vitro

の感染系はあるものの安全性試験に必要な高

力価の感染性ウイルスを得ることは困難であ

った。この研究班では、効率的な培養系を確立

するために分子生物学的手法も取り入れて検

討しており、HEV では昨年度確立した方法で高

力価のウイルスを作成し、ウイルス除去膜によ

る除去効率の評価に用いた。HCV においてもモ

デルウイルスではなく実ウイルスを用いた不

活化法の評価を目指す。 

 

E.結論 

 新興•再興感染症等の脅威から血液製剤の安

全性確保と安定供給のために蚊媒介ウイルス

や SFTS ウイルスの検出法、ダニ媒介感染症の

予防のためにダニの吸血動物の嗜好性を解析

する方法を行なった。更に国内発生を想定した

対策（案）も作成した。また、分画製剤の安全

性向上のためにHEV産生系の構築やHCV感染系

の開発も行なった。 
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