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厚生労働科学研究費補助金	 

医薬品•医療機器等レギュラトリーサイエンス政策研究事業	 

総合研究報告書	 

血液製剤の病原体不活化法の評価法開発と実ウイルスとモデルウイルスとの	 

相違に関する研究	 

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)グロブリン製剤による HCV 感染は日本では報告例がないが、グロブリン製剤に使用する 20%エ

タノールでは不活化されなかったことが判明した。しかし、その後の凝集物を取り除く工程であ

る 17%のエタノール処理によって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。これ

らの結果は、HCV のモデルウイルスである牛下痢症ウイルスと同様であり、HCV のモデルウイル

スとして牛下痢症ウイルスは、適していることが実験的に示すことができた。	 

	 さらに処理前後の HCV の性状について詳細に解析したところ、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、主に感染性を有する HCV は高密度であり、廃棄される分画の方

に分画された。一方、グロブリン製剤となる分画は感染性が検出感度以下であり、HCV そのもの

が 3Log 除去され、性状も低密度の HCV が存在していた。この結果から 17%エタノール処理はグ

ロブリン製剤の HCV 感染を未然に防止していたと考えられた。	 

	 

２）HEV の研究では、血漿由来の HEV を界面活性剤、デオキシコール酸、20%及び 40%エタノール

処理した後に 25%エタノール分画を行い、その挙動をエンベロープを持たないウイルスと比較し

た。界面活性剤、デオキシコール酸、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。分画 II+III において非処理または 25%エタ

ノール前処理の血漿由来 HEV は、上清に 84〜95%分配されたが、界面活性剤や 40%エタノール前

処理では沈殿により多く分配された。処理条件によってアルコール分画での挙動が影響を受ける

ことを実験的に明らかにした。さらに不活化法や除去法に必要な高い感染価を有する HEV 陽性血

漿を充分量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を用いて、肝がん細胞株

に全長の HEV-RNA を遺伝子導入することで高いウイルス液を得ることができた。安定して高感染

価の	 HEV を産生する細胞株の樹立できる可能性が見いだされた。	 

	 

3)	 赤血球の病原体不活化法の開発では、細胞膜の透過性が高いメチレンブルーの誘導体は、

高い不活化効果を発揮したが、ウイルス種によっては抵抗性を示した。赤血球製剤の安全

性確保のために病原体の除去法を検討した。一般的にウイルスは、陰性に荷電しているこ

とから陽性に荷電している物質を添加すればウイルスを吸着できるものと考えた。表面積

の大きい陽性荷電ビーズを添加して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。また、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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分担研究者	 

坂井	 薫	 	 日本血液製剤機構	 	 

	 	 	 	 	 	 中央研究所	 室長	 

野島	 清子	 国立感染症研究所	 	 

	 	 	 	 	 	 研究員	 

下池	 貴志	 国立感染症研究所	 	 

	 	 	 	 	 	 主任研究官	 

	 

A.研究目的	 	 

	 これまで血漿分画製剤や輸血用血液の

病原体の不活化•除去法の評価には、動物

由来の性状や分類が類似し、培養も容易

なウイルスがモデルウイルスとして用い

られてきた。特に、B 型肝炎ウイルスや C

型肝炎ウイルスなど培養が困難なウイル

スはモデルウイルスを用いた評価が実施

されてきた。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。実ウイルスが、同じように不

活化•除去法されているのか確認する方

法がなかったためである。最近、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。実ウイルスとモデルウイル

スを用いて種々の不活化•除去法を検討

し、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

いて検討する必要がある。	 

	 最近、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可能性が指摘さ

れている。そのため、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

可能性があり、血漿分画製剤で用いられ

ている	 Cohn 分画法による分画での挙動

が異なっている可能性がある。血漿分画

製剤の安全性確保のために実際の血漿由

来の	 HEV と糞便由来の HEV を用いてアル

コール分画を実施してその挙動を比較検

討する必要がある。また、適切な不活化•

除去の評価のために高感染価を有する

HEV を確保することは重要である。一般的

に血漿中に存在する	 	 

HEV のウイルス量が少ないことから高感

染価ウイルスを産生する細胞株の樹立も

必要である。	 

	 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、効果的な不活化法と共に不活化

法に上乗せできるような方法として除去

法の検討も行なった。	 

	 また、ウイルスの不活化•除去法の評価

は、感染性の減少を指標に評価されるこ

とから高感染価を有するウイルス液の調

整が必要である。超遠心法では、感染性
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が減少するウイルスもいることから簡便

なウイルス濃縮法も検討した。	 

Ｂ.研究方法と結果	 

	 1.Cohn エタノール分画法による C 型肝炎

ウイルスの不活化の評価	 

	 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。更にモデルウイルスで

ある BVDV、および HCV	 ウィンドウ期血漿

を用いて同様に分画し、その感染性、およ

びウイルス粒子（感染者由来の HCV は感染

性を評価できないので核酸量で評価）の挙

動について HCV	 JFH-1am 株と比較した。そ

の結果、17%エタノール処理により、HCV の

感染性およびHCVウイルス粒子は主に沈殿

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になった。以上の

ことより、本来は交雑物を取り除くために

実施されてきた 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

も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。なお、HCV

のモデルウイルスとして使用されてきた

BVDV も 17%エタノール処理によって HCV と

同様にグロブリン分画から取り除かれ検

出感度以下にまで感染性は減少していた。

どのような機序で感染性のHCVが除去され

るのか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の性状を解析し

た。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。	 

	 また、HCV の不活化•除去を評価するため

には高い感染価を有するウイルス液を調

整することが重要である。そこで HCV	 JFH1

クローンの細胞（Huh7.5.1細胞）への導入効

率を高めるために試薬PEI-Max（Polyscience

社）を用いた。従来法に比べて遺伝子導入し

た細胞の上清中には約	 10 倍高い感染価を含

有するウイルス液が得られた。この上清を限

外濾過カラムとエキソソーム濃縮試薬を組

み合わせることによって更に５０倍濃縮す

ることができた。これらの方法を組み合わせ

ることによって従来法に比べて約500倍感染

価が高いHCV液を調整することができた。	 
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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 を有機溶媒	 /界面活

性剤（SD）、デオキシコール酸、40%エタ

ノール、	 25%エタノール等で処理し、エ

タノール分画	 （II＋III）工程を実施し

た。コントロールとしてエンベロープを

有さない脳心筋炎ウイルス（EMC）とイヌ

パルボウイルス（CPV）を用いた。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%）。これは、コン

トロールとして用いたEMCやCPVの挙動

に類似していた。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	 

	 MB及びMB誘導体は精製水を用いて	 10mM

に溶解し、濾過滅菌後 4℃に保存した。シ

ンドビスウイルスをヘマトクリット値４

０％の赤血球液に添加し、よく混ぜた後に

最終濃度	 10μM になるように MB を遮光下

に添加し、照射０分（コントロール）とし

た。６穴プレートに 4mL（深さ４mm）分注

し、5 分（約	 0.88J）及び	 10 分間(約 1.75J)

可視光を照射した。MB 誘導体は同様の赤血

球液に最終濃度	 0.3μM及び1.0μMになる

ようにそれぞれ添加し、5 分及び	 10 分間可

視光を照射した。MB10μM では、５分間の

照射で約	 2Log、10 分間の照射で約 3Log シ

ンドビスウイルスは不活化された。一方、

MB 誘導体では最終濃度 0.3μM 及び 1.0μM

の各濃度では、５分間の照射によってシン

ドビスウイルスの感染性は検出感度以下に

なり、少なくとも 6Log 以上の不活化効率が

得られた。MB よりも低濃度で強い不活化活
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性が認められたが、細胞毒性も認められた。

ウイルス種によっては、抵抗性を示すもの

も存在したことから不活化を補う方法とし

て血液製剤からのウイルス除去を考えた。

方法は、一般的にウイルスは陰性に荷電し

ていることから市販されている陽性荷電の

ビーズ 100mg（約	 51cm2相当）を添加して、

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。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 減少しただけであった。	 

	 

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 のフラクション法によるグロブリ

ン製剤の分画法に用いられる 20〜25%エタ

ノール処理では HCVは不活化されないこと

をこれまでに明らかにしてきた。過去のグ

ロブリン製剤による HCV感染が確認された

製剤は世界で２製剤のためどのような機

序で HCV の感染が防止できたのか、長い間

大きな疑問であった。20〜25%エタノール

処理で沈殿した分画から凝集物を取り除

く工程として 17%エタノール処理が実施さ

れてきたが、この工程が HCV を除去するた

めに非常に効果的であることを HCVを用い

て明らかにできた。この工程によってブロ

ブリン製剤による HCV感染は生じなかった

と考えられた。また、HCV のモデルウイル

スである牛下痢症ウイルスと同様な結果

が得られたことは、牛下痢症ウイルスが

HCV のモデルウイルスとして適したことを

証明することになった。さらに HCV が除去

される機序を 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
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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

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はブロブリン分画から除去

された。HCV の性状を解析すると密度が高

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.メチレンブルーの誘導体は可視光と組

み合わせることによってウイルスに対し

て高い不活化効果を発揮した。	 

4.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。	 

5.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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