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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. フラビウイルスに属するウイルスを迅速に検出するためにフラビウイルス共

通プライマーを開発し、その評価を行った。デングウイルスの各血清型特異

的核酸増幅法と同程度の感度であることが確認できた。  

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、特異性や

感度を評価した。また、日本株や中国株の低濃度ウイルス核酸パネルを作製

した。また、新型コロナウイルス SARS-CoV-2 からの血液製剤の安全性確保の
ために高感度核酸検査法の構築のためにプライマー セットを設計し、作製した。 

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せた光学的不活化法に

よって臨床に用いられている赤血球液に近い条件でもシンドビスウイルスを

4Log 不活化できた。該当する濃度では細胞株の増殖能に影響は与えなかっ

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液状

化熱によるウイルス不活化を評価し、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。３種の新規マダニ媒介ウイルスが検出でき

た。 

6. 蚊媒介ウイルス感染症のアウトブレイクが国内で生じた場合に備えて対応手

引き書を作成し、日本赤十字社血液センターへの情報共有を行なった。ま

た、ウツスウイルスの高感度核酸検出系を構築した。 

7. C 型肝炎ウイルスの in vitro 感染系を構築するために miR122 が発現してい

る細胞株に Sec14L2 遺伝子を導入した細胞株を作成したが、C型肝炎ウイル

スの増殖は確認できなかった。 

8. HCV 感染を抑制する活性を有する HCV 抗体の存在化に 17％エタノール分画で

の HCV の挙動を解析し、HCV 抗体の存在はウイルスの挙動に著名な影響を与

えないことを明らかにした。 
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分担研究者 

 林 昌宏 国立感染症研究所 

      室長 

大隈 和  国立感染症研究所 

      室長 

前野 英毅 日本血液製剤機構  

      中央研究所 室長 

比嘉 由紀子 国立感染症研究所 

       室長 

下池 貴志 国立感染症研究所  

      主任研究官 

 平 力造 日本赤十字社血液事業本部 

      課長 

野島 清子 国立感染症研究所  

      主任研究官 

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が、5年

ぶりに３例のデングウイルスの国内感染

例が確認された。また、中国武漢で発生

した新型コロナウイルス SARS-CoV-2 は、

瞬く間に世界に拡散し多数の感染者が報

告され、血液からのウイルス遺伝子が検

出されたとの報告もあった。新興・再興

感染症は血液製剤の安全性の脅威になる

だけでなく、献血者の減少を招き安定供

給に重大な支障をきたす。更に 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 
 フラビウイルスは多種類のウイルスが
属することからデングウイルスやウエス
トナイルウイルスを含むフラビウイルス
共通プライマーを開発すれば、ウイルス
の種は特定できなくてもフラビウイルス
に感染していることを迅速診断法できる。
開発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てデング患者
検体に対する反応性をデングウイルスの
各血清型特異性核酸増幅法と感度や特異
性を実際の感染者由来の検体で検討した。
検出感度、特異度、陽性的中率、陰性的中
率においてデングウイルスの各血清型特
異的核酸増幅法と同等であることが確認
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 
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 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 12 セットを選定
した。これらのセットを用いて健常者血
漿由来の RNA を用いて非特異的増幅反応
の有無を検索した。さらに一本鎖 RNA を
合成し、低コピー段階希釈検体を作製し、
PCR 系の絶対感度を評価した。また、日本
由来と中国由来のウイルス株を用いてそ
の感度を測定した。その結果、S-60 セッ
トは、PCR 鋳型量を段階的に希釈し (100, 
20, 10, 5, 2.5, 1.25 cp/rxn) 、感度を
評価した結果、鋳型量 100, 20, 10 cp/rxn 
において検出率は 100%であった（8 重測
定中 8検出）。一方、鋳型量 5, 2.5, 1.25 
cp/rxn においては、それぞれ検出率 88%, 
75%, 38%であった。 
 また、2019 年 12 月に中国武漢でアウト
ブレイクした新型コロナウイルス SARS-
CoV-2 からの血液製剤の安全性確保のた
めに高感度核酸検査用に大規模スクリー
ニング用のプライマー セットを設計し、
作製した。 
 
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が、今年度は臨

床に使用されて赤血球液に近い条件とし

てヘマトクリット 55％、液深 10mm におけ

るシンドビスウイルスの不活化を検討し

た。濃度 20μg/mL では 2.3Log 、40μg/mL

では 4.1Log の不活化効果が認められた。

一方、5〜40μg/mL までの濃度では細胞の

増殖性に差は認められなかった。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）。

2019 年度はこの RG-HEV を用いて液状加

熱工程における HEV の不活化動態を検証

した。有機溶媒／界面活性剤（S/D）処理

等で RG-HEV から脂質を除去すると、熱安

定性はヒト血漿由来 HEV（pd-HEV)と同様

に低下し、RG-HEV も脂質の結合した状態

が液状加熱処理のワーストケースである

ことが確認できた。 

アルブミン非存在下で液状加熱処理

（59.0±1.0℃、10 時間）を行った場合、

RG-HEV は pd-HEV と同様な不活化動態で、

10時間後のLRVは4以上であった。一方、

アルブミン存在下（アルブミン濃度 25%）

では、RG-HEV は pd-HEV と同様に安定化

し、10 時間後の LRV は 1.10 であった。

RG-HEV と pd-HEV の熱安定性は同程度で

あったことから、脂質の結合する RG-HEV

をpd-HEVの代替として液状加熱処理の評

価を行うことは妥当と判断された。 

アルブミン製造工程にはアルコール

分画工程が含まれ、最大のエタノール濃

度が 40％に達することから、pd-HEV の脂

質が除去されることが予想される。そこ
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で、40%エタノールで前処理したRG-HEVを

25%アルブミン溶液へ添加し、液状加熱処

理（59.0±1.0℃、10 時間）を行った。そ

の結果、10 時間後の LRV は非処理の RG-

HEV と同程度であったが、不活化動態は異

なっていた。以上のことから、実製造工程

を模した前処理を施したRG-HEVを使用す

ることで、実製造での液状加熱中の pd-

HEV の不活化動態を推測できると考えら

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に生息する植生
マダニからウイルス検出を行なうと同時
に、それらマダニの吸血履歴を調査するこ
とで、マダニが保有する病原体の感染環を
明らかにしようと考えた。2019 年は、北
陸 3県（富山県・石川県・福井県）の渡り
鳥飛来地の計 7地点において、4月～11月
に実施したフランネル法により、合計で 4
属 9 種 724 頭の植生マダニを採取した
（2020 年 4～8月時点）。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傾向は、
2018 年と同じであった。採取された植生
マダニは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、KAMV、
TarTVの既知のウイルス以外に3種類の新
規マダニ媒介ウイルスが分離・検出された。
国内の SFTS 浸淫地におけるマダニ相を比
較した結果、地域によってマダニ相が異な
ることが明らかになり、SFTS のベクター
は環境によって異なる可能性が高く、国内

の広範な地域に同一ウイルスが点在する
ことも明らかになった。  

 
6) C 型肝炎ウイルスの不活化の評価 
 血液製剤における 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

添加して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。

我々は、感染者由来の HCV 株の不活化法

に対する感受性を評価するために HCV 株

の増殖に重要な宿主蛋白質 Sec14L2 を

様々な細胞株に発現させ、HCV の増殖性を

検討してきた。今年度は、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）を発現し

ている FU97 細胞に Sec14L2 遺伝子産物

を発現する細胞株 

FU97-sec14L2 を作製した。感染者由来の

HCV 血漿を感染させたが、現在のところ

この細胞を用いて HCV 感染者の HCV の

増殖は見られなかった。 

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

ウイルスについてリスク分析等を行い、国

内感染が生じた場合の対応手引きを作成



 5

し、日赤血液センターへの情報共有を行

なった。また、ウツスウイルスの高感度核

酸検出系を構築した。さらに献血者由来

の血清を用いてZIKAウイルスやウツスウ

イルスに対する感染中和能を評価し、国

内発生した場合の血液製剤による感染リ

スクを推定する基礎資料とした。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

ことが判明したが、一部は分娩時に使用

されている可能性があった。 

) 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。そのような状況の中、中国で発生した

SARS-COV-2 から血液製剤の安全性確保と

安定供給のために急遽、血液のスクリーニ

ング検査に応用できる高感度核酸増幅検

査法の開発を行なった。本研究班は、新興・

再興感染症が発生した場合に血液製剤へ

のリスクが予想される際には。すぐに対応

できる感染症の各分野からの研究者から

構成されている。今回も迅速に対応できた

ものと考えている。その一方で、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
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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

力価の感染性を有する血漿ウイルスを十

分に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

子生物学的手法を取り入れ高力価のウイ

ルスを作成することに成功し、昨年のウイ

ルス除去膜による除去に加えて今年度は

液状化熱による不活化の評価を行い、血漿

由来のHEVと相違がないことが確認できた。 

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、SFTS ウイルス、 SARS-COV-2 の

検出法の開発を行い、国内発生を想定した

対策手引書も作成した。ダニ媒介感染症の

予防のために渡り鳥の飛来地でのダニの

調査を行なった。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、血血球製剤の不活化法の研究の

行い、新しい知見を得ることが出来た。 

 

F. 健康危機情報 

  なし 

 

G.研究発表 

１）岡田義昭：血液製剤を介する E型肝炎 

ウイルスの感染リスクとその対策、医学の 

あゆみ、268巻 514-515、 2019年 

２）加藤由佳、山田攻、鈴木雅之、 

内野富子、山麻衣子、本田優未、 

エルトロンボバグ服用中患者の自己

血血漿の色調変化、日本輸血細胞治療

学会誌65巻 6号、845―846、2019年 

３）岡田義昭、山田攻、鈴木雅之、内野 

富子、山麻衣子、加藤由佳、本田 

優未、池淵研二：交通外傷による敗 

血症から汎血球凝集反応を呈した 

１症例、日本輸血細胞治療学会誌 

65巻３号、595―599、2019年 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 
 
なし
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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） 

 

分担研究報告書 

 

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 

 

   分担研究者 林 昌宏（国立感染症研究所ウイルス第一部第二室室長） 

協力研究者 田島 茂（国立感染症研究所ウイルス第一部主任研究官） 

      西條政幸（国立感染症研究所ウイルス第一部部長） 

研究要旨  

近年南米だけでなく，東南アジアにおいても先天性ジカウイルス症候群が報告されてお

り，今後ともジカウイルス対策は必要である．また 2019 年にはデング熱が南アジア，東

南アジアにおいて大流行しており，我が国においても 3例の国内感染例が 5年ぶりに報告

されたため，デングウイルス対策が求められる．血液製剤の安全性を確保するうえで問題

となる蚊媒介性のフラビウイルスは複数存在するが，これらを迅速に検出することを目的

としてこれまでにフラビウイルス共通プライマーを開発した．本研究では，フラビウイル

ス共通プライマーの TaqMan RT-PCR 法およびデングウイルス NS1 ELISA 法に対するそれぞ

れの比較検討をデング熱の患者検体を用いて行った．その結果，フラビウイルス共通プラ

イマーのデングウイルス血清型特異的 RT-PCR 法に対する感度，特異度，陽性的中率，陰

性的中率はそれぞれ 94% (29/31), 71% (24/34), 74% (29/39)および 92% (24/26)であっ

た．またデングウイルス NS1 ELISA 法に対してはそれぞれ 72% (34/47), 72% (13/18), 87% 

(34/39)および 50% (13/26)であった．フラビウイルス共通プライマーはジカウイルスおよ

びデングウイルスを含むフラビウイルス感染ドナーを迅速に検出するための検査体制の

整備および維持に寄与することが示唆された． 

 

Ａ．研究目的 

近年のグローバル化における人的交流お

よび物流の活発化により，節足動物媒介性

ウイルス（アルボウイルス）感染症の流行

域の拡大が認められ，新興・再興感染症と

して世界的規模で問題となっている．特に

近年ではデング熱，ジカ熱，チクングニア

熱，ウエストナイル熱等の流行域の拡大が

問題となっている． 

デングウイルス（DENV）は黄熱ウイルス

やジカウイルス（ZV），ウエストナイルウイ

ルス（WNV）と同じフラビウイルス科フラビ

ウイルス属に分類されるウイルスであり，

DENV血清型群に分類されるエンベロープを

被った直径約 50nm の（＋）RNA ウイルスで

ある．ウイルス RNA には 3 種類の構造蛋白

質（C, prM/M および E）と 7種の非構造蛋

白質（NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B お

よび NS5）がコードされている． 

都市部における DENV の主な媒介蚊はネ

ッタイシマカ（Aedes aegypti）およびヒト

スジシマカ（A. albopicutus）である．こ

れらの媒介蚊はデング熱（DF）の重要な鑑

別疾患であるチクングニア熱 (CHIKF)，ジ

カウイルス感染症 (ZVD)，黄熱 (YF)も媒介

する．ヒトスジシマカはわが国にも生息す
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る蚊で，世界の広い地域に分布しており，

近年ではアメリカ，ヨーロッパ等において

もその生息域を拡大している．わが国にお

いてもその分布域は北上しており，近年は

青森県においてもその生息が確認されてい

る．  

世界保健機関(WHO)の推計では全世界で

30 億人が DF 流行地域で生活しており，年

間 3億 9千万人が DENV に感染し，9 千 6百

万人が発症，うち 2 万 4 千人が死亡してい

ると推計されている．DFの報告数も年々増

加傾向にあり，世界における DF 症例数は

2008 年には 120 万例，2010 年は 220 万例，

2016 年には 334 万例を超えている． 

DF は発熱，筋肉痛，発疹等を特徴とする

熱性疾患である．発熱は 6～7日間持続する．

主な血液所見は血小板減少および白血球減

少であり，ターニケット(駆血帯)テスト陽

性，CRP は正常範囲内であることが特徴的

所見である．感染者の 20％～80％が不顕性

感染である．重症デング熱（SDF）に移行す

ると，重度の皮下出血（点状出血，斑状出

血），血便，血尿，重度の血漿漏出，呼吸窮

迫，肺水腫，肝障害，心機能障害，多臓器

障害，脳炎，意識障害を呈し，ショック，

消化管からの大量出血，脳内出血等により

死に至る． 

DF の流行地では，輸血や腎移植を介した

ドナーからレシピアントへの DENV の感染

および DF の発症がこれまでに報告されて

おり，その対策が求められる．したがって

DF流行時には血液製剤の製造においてドナ

ースクリーニングが急務である．ところで

フラビウイルス感染症のうち DF の鑑別疾

患として ZVD が挙げられる．  

これまでに我々はフラビウイルス間で比

較的共通した塩基配列の認められる NS5 領

域に PCR プライマーを設計し，フラビウイ

ルス遺伝子の増幅を検討した．そして蚊に

よって媒介される DENV, ZV, WNV, ダニに

よって媒介されるロシア春夏脳炎ウイルス

を検出することが可能なフラビウイルス共

通プライマーを作製した．また，デング熱

の患者検体を用いてフラビウイルス共通プ

ライマーとそのほかのデング熱実験室診断

法をその病日ごとに比較検討した．その結

果フラビウイルス共通プライマーは急性期

において Taq-Man RT-PCR 法と同程度の検出

率を示した．そこで本研究では，フラビウ

イルス共通プライマーの TaqMan RT-PCR 法

およびデングウイルス NS1 ELISA 法に対す

るそれぞれの感度，特異度，陽性的中率，

陰性的中率をデング熱の患者検体を用いて

検討した． 

 

Ｂ．研究方法 

ウイルス RNA の抽出と精製 

ウイルス RNA の抽出と精製は，Hight pure 

viral RNA kit（Roche）を使用した．ⅰ）

200μLの検体を 1.5ml マイクロチューブに

入れ，Working solution 400μL を加え，

ピペッティングでよく混和した．ⅱ）フィ

ルターチューブと回収チューブを連結させ，

反応液 600μLを注いだ．ⅲ）10,000 回転，

15 秒間遠心した．ⅳ）ろ液を捨て，新しい

回収チューブを連結させ，500μL の

Inhibitor removal buffer を加え，8,000

回転，1 分間遠心した．ⅴ）ろ液を捨て，

新しい回収チューブを連結させ，450μLの

Wash buffer を加え，8,000 回転，1分間遠

心した．ⅵ）ろ液を捨て，新しい回収チュ

ーブを連結させ，再度，450μL の Wash 

buffer を加え，8,000 回転，1 分間遠心し

た．ⅶ）回収チューブを外し，空のチュー
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ブを連結し，12,000 回転，10 秒遠心した．

ⅷ）回収チューブを捨て，新しい 1.5mL チ

ューブにフィルターチューブを連結させ，

50μLの Elution buffer を加え，10,000 回

転，1分間遠心した．ⅸ）得られた精製 RNA

はすぐに使用しない場合は－80℃で保管し

た．  

TaqMan RT-PCR 法 

デング熱疑い患者血清から RNA を抽出した．

デングウイルス特異的プライマーを用いた

リ ア ル タ イ ム RT-PCR 法 は 伊 藤 ら 

(J.Clin.Microbiol. 42(12): 5935- 

5937,2004) の方法により実施した．TaqMan 

RT-PCR反応によるデングウイルス特異的な

遺伝子断片の増幅を観察した． 

フラビウイルス共通プライマーを用いた

RT-PCR 法 

フラビウイルス共通プライマーFVX7f およ

び FVX12r を使用し RT-PCR キット，Access 

Quick RT-PCR System（Promega）にて行っ

た．RT-PCR 終了後，反応生成物 5μL を 2%

アガロースゲル電気泳動（100V，約 30分）

を行い，エチジウムブロマイド溶液

（10mg/mL）に 20 分染色し，PCR によって

増幅された DNA の断片を確認した．また得

られた増幅産物は塩基配列解析により DENV

由来であることを確認した。 

デングウイルス NS1 抗原 ELISA 法 

デングウイルス NS1 ELISA 法（BioRad 社）

のマニュアルに従って実施した． 

 

Ｃ．研究結果 

フラビウイルス共通プライマーの TaqMan 

RT-PCR 法との比較検討 

フラビウイルス共通プライマーの感度を検

討するために DF 患者の血清 65 検体を用い

て DENV 血清型特異的 Taq-Man RT-PCR 法に

対するフラビウイルス共通プライマーの感

度，特異度，陽性的中率，陰性的中率を検

討した．その結果，フラビウイルス共通プ

ライマーのデングウイルス血清型特異的

RT-PCR 法に対する感度，特異度，陽性的中

率および陰性的中率はそれぞれ 94% 

(29/31), 71% (24/34), 74% (29/39)および

92% (24/26)(kappa = 63%, P < 0.00001)

であった．カッパ係数より統計学的に 2 つ

の検査法はかなり一致した． 

フラビウイルス共通プライマーのデングウ

イルス NS1 抗原 ELISA 法との比較検討 

次にフラビウイルス共通プライマーの感度

を検討するために DF 患者の血清 65 検体を

用いてデングウイルス NS1 抗原 ELISA 法に

対するフラビウイルス共通プライマーの感

度，特異度，陽性的中率，陰性的中率をそ

れぞれ検討した．その結果，フラビ共通プ

ライマーのデングウイルス NS1 ELISA 法に

対する感度，特異度，陽性的中率および陰

性的中率はそれぞれ 72% (34/47), 72% 

(13/18), 87% (34/39)および 50% (13/26) 

(kappa = 49%, P < 0.01)であった．カッパ

係数は 49％であり，2 つの検査法は適度に

一致した． 

これらの結果より，フラビウイルス共通プ

ライマーは急性期の患者検体中の DENV 遺

伝子を十分に検出可能であることが示唆さ

れた． 

 

Ｄ．考察 

感染症法によりDF症例の調査が1999年4月

より開始され，1999年に報告されたDF輸入

症例はわずか9名であったが，その後国内の

検査体制が整備されたこともあり，その輸

入症例数は年々増加し，2019年度は初めて

450例を超えた．世界的にもデングウイルス
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の流行は拡大しており，特に2019年はフィ

リピンで約4229万人（死者1,565人），マレ

ーシアで約129万7千人（死者176人），ベト

ナムで約312万人（死者54人），ラオスで約

3万8千人（死者70人），シンガポールでは

約1万5千人の患者が報告されている．こう

した流行地域で，日本からの渡航者がDENV

に感染するケースが増加傾向にある．また，

2019年9月には，5年ぶりに国内において3例

の国内流行が発生した．患者は京都と奈良

を修学旅行で訪問した東京都内の生徒であ

った．患者がDENVに感染したと推定される

期間に行動を共にした場所は，学校と修学

旅行のみであり，修学旅行においては同一

班で行動していた．今後も引き続き国内発

生のリスクが存在するため，DFの国内流行

について注意が必要である． 

 

Ｅ．結論 

これまでにDFあるいは先天性ジカウイルス

感染症の治療法は確立おらず，その予防対

策が重要である．したがってDF流行時には

血液製剤の安全性を確保するために血液製

剤の製造においてドナースクリーニングが

重要な対策の1つとなりうる．また国内流行

を速やかに検出する体制も重要となる．DF

およびZDVは，感染症法上の4類感染症に指

定されており，これらの感染症を診断した

医師は直ちに保健所を通して都道府県知事

に報告しなければならない． 

 

Ｆ．健康危険情報 

特記事項なし 

 

Ｇ．研究発表 

論文発表 

特記事項なし 

 

学会発表  

特記事項なし 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

  （予定を含む．） 

１．特許取得 

特記事項なし 

２．実用新案登録 

特記事項なし 

３．その他 

特記事項なし
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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） 

分担研究報告書 
 

   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 
 

研究分担者 大隈 和 国立感染症研究所 血液・安全性研究部 室長 
            
研究要旨：近年我が国ではデングウイルスの国内感染例の発生や海外での重症熱性血小板減

少症候群ウイルス(SFTSV)の同定に伴う国内感染例の確認等がなされ、国際的な人の移動や

新たな病原体の発見等に伴う新興・再興感染症病原体の献血血液等への混入リスクは益々認

知されている。そのため、血液への混入状況をいち早く察知し血液製剤のリスクを低減化す

る必要がある。そこで本研究では、血液製剤の安全性確保と安定供給に貢献することを目的

に、既に国内感染が認められ献血血液等におけるスクリーニング法の整備が急がれるSFTSV
の高感度核酸検査法の確立を目指す。本年度はこれまでに同定したプライマー・プローブセ

ットを用いたリアルタイムRT-PCR法の性能評価（検出感度、検出特異性）を実施した。ま

た、いくつかのSFTSV特異的リアルタイムRT-PCR法との比較検討も実施した。さらに新型

コロナウイルス(SARS-CoV-2)の国内での感染拡大を踏まえ、血液への混入リスク対策とし

て血中ウイルスを検出可能なSARS-CoV-2核酸検査法の開発を急遽検討した。 
 
研究協力者 
手塚健太 国立感染症研究所 血液・安全
性研究部     主任研究官 
浜口 功 同上 部長 
（本研究は、国立感染症研究所 ウイルス
第1部、日本赤十字社[JRC]との共同研究で
ある。） 
 
Ａ．研究目的 
 輸血用血液を含む血液製剤は、ヒトの血
液を原料とすることからウイルス等の病原
体混入のリスクが存在する。そのため血液
製剤の安全性を担保する上で、血液への病
原体の混入をいち早く検出、防止し製造過
程より病原体を排除することは極めて重要
な課題である。本邦で製造される血液製剤
は、抗体検査や NAT 等極めて精度の高い方
法によって病原体スクリーニングが実施さ

れ、その安全性が担保されてきた。しかしな
がら、新興・再興感染症の原因ウイルス等に
対する検査体制については十分な整備がな
されておらず、日本国内への移入に備え早
急な対応が求められている。 
 ダニ媒介性のウイルス感染症である重症
熱性血小板減少症候群(SFTS)は、国内では
西日本を中心に存在していることが近年分
かっており、一部の発症者では重篤化する
ことが知られている。原因ウイルスである
重 症 熱 性 血 小 板 減 少 症 候 群 ウ イ ル ス
(SFTSV)は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。
現在既に感染者診断のための検査法は確立
されているが、SFTSV が血液に微量に混入
した場合に検出が可能な、より高感度の検
出法はまだ確立されていない。 
 そこで本研究では、血液製剤の安全性強
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化に向けた、SFTSV 等に対する新規高感度
マルチプレックス核酸検査法を開発するこ
とを目的とした。具体的には、核酸検査用の
高感度プライマー・プローブセットをデザ
イン後作製し、大規模スクリーニングする
ことにより、新規に高感度プライマー・プロ
ーブセットを複数同定し、新規マルチプレ
ックス PCR 法を確立することを目指す。 
 
Ｂ．研究方法 
・新規SFTSV核酸検査法開発のためのプラ
イマー・プローブセットの特異性評価 
 これまでの本研究課題の成果として、
SFTSV の 新 規 高 感 度 プ ラ イ マ ー お よ び
TaqManプローブのセットを同定している。
良好な性能を示すと考えられる12セットに
ついて、健常者血漿由来のRNAを用いて非
特異的増幅反応の有無を評価した。 
 
・合成ssRNAを用いた絶対感度の評価  
 特に性能が優れていると考えられるプラ
イ マ ー ・ プロ ー ブセ ット に 対 し て合 成
ssRNAを作製した。これを用いて、低コピー
段階希釈検体を作製し、PCR系の絶対感度
を評価した。 
 
・SFTSV Japanese株およびChinese株を用
いた低コピーウイルスパネルの作製 
SFTSV Japanese株 (J1：4株、J2：2株、J3：

2株)およびChinese株 (C3：1株、C4：2株、
C5：2株) 由来RNAに対して、S-60セットを
用いたSFTSV S-segmentコピー数の絶対定
量を実施した。定量結果より各株のRNAを
希釈し、低いコピー (10コピー/μL) のウ
イルスパネルを作製した。 
 

・低コピーウイルスパネルを用いたSFTSV
核酸検査系の性能評価 
低コピーウイルスパネルを鋳型として、本

研究課題により開発したS-60セットと、既
に明らかになっている他の研究グループに
よる核酸検査系との検出感度の比較検討を
実施した。 
 

・SARS-CoV-2核酸検査法開発のための大
規模プライマーセットの作製 

大規模スクリーニング用のプライマーセ
ットを設計し作製した。 
 

Ｃ．研究結果 
・新規SFTSV核酸検査法開発のためのプラ
イマー・プローブセットの特異性評価 
これまでに同定したプライマー・プローブ

セットの特異性評価のため、健常者プール
血漿由来RNAを鋳型としてPCRを実施し
た結果、12セット中11セットでは全く増幅
シグナルは認められなかった。一方、12セ
ット中1セットでは全てのPCR反応で増幅
シグナルが確認され、非特異的な増幅反応
が高率で引き起こされることが示された。 
 
・合成ssRNAを用いた絶対感度の評価 
S-60セットに対する合成ssRNAを用いて、

PCR鋳型量を段階的に希釈し (100, 20, 10, 
5, 2.5, 1.25 cp/rxn) 、感度を評価した結果、
鋳型量100, 20, 10 cp/rxn において検出率
は100%であった（8重測定中8検出）。一方、
鋳型量5, 2.5, 1.25 cp/rxn においては、それ
ぞれ検出率88%, 75%, 38%であった。 
 

・SFTSV Japanese株およびChinese株を用
いた低コピーウイルスパネルの作製 



 13

S-60セットはssRNAを鋳型量10 cp/rxnに
おいて100%検出することから、SFTSV臨床
分離株由来RNAを用いた同様の感度評価が
求められた。臨床分離株の低コピーウイル
スパネルを作製するために、S-60セットを
用いたRNA溶液の絶対定量を実施した。そ
の結果、全ての株の定量結果に基づき、低い
コピー数 (10コピー/μL) のウイルスパネ
ル作製に成功した。 
 
・低コピーウイルスパネルを用いたSFTSV
核酸検査系の性能評価 
臨床分離株低コピーウイルスパネルを鋳

型として、S-60セット、および他の２つの
研究グループ (JRCおよびウイルス第1部) 
の核酸検査系を評価した。全ての株に対し
て8重測定を実施し、得られたCt値と検出率
を評価した。その結果、総検出数はS-60セ
ット、JRCセット、ウイルス第1部セットに
おいてそれぞれ48、45、35であった。また、

Ct値の比較ではS-60セットとJRCセットは
同等であったが、両セットはウイルス第1部
セットと比較して有意に低いCt値を示した。 
 
Ｄ．考察 
SFTSV に対する核酸検査法は、診断用に

は確立されているものの、血液スクリーニ
ング用としては整備されていない。そのた

め、SFTSV が血液に僅かに混入した場合で
も検出が可能な高感度の検出法の開発を早
急に行う必要がある。 
 本研究で実施する核酸検査法の確立手法
は、網羅的な大規模プライマースクリーニ
ングと、ウイルスパネルを用いた広範囲の
検出域を示すプローブのスクリーニングか
ら成り立っている。これらの多段階のスク
リーニングを経ることで、高感度オリゴセ
ットを同定し、極めて優れた核酸検査法の
確立が可能であると考えられる。本年度ま
でに他の研究グループによる核酸検査系と
同等以上の検査系の開発に成功したと考え
られる。 
本研究において開発される SFTSV の検査

法は、今後の血液スクリーニング用の核酸
検査法の 1 つとして活用が期待される。 
 

Ｅ．結論 
本研究により開発されるSFTSVの高感度

検出系は、供血者の血液へのウイル
ス混入を高感度に検出することで、
受血者の感染リスクを軽減すること
が可能と考えられ、献血血液等のス
クリーニングへの活用が期待される。
本開発は、SFTSVに関する血液安全
対策の準備・整備の一環となり、この
活用は血液製剤の安全性強化と安定

供給の確保に繋がると考えられる。 
 
Ｆ．健康危険情報 
 なし 
 
Ｇ．研究発表 
1. 論文発表 
 なし 



 14

 
2. 学会発表 
 なし 
H.知的財産権の出願・登録業況（ 

予定を含む） 

1. 特許取得 

なし 

2. 実用新案登録 

なし 
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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−サイエンス政策研究事業） 

分担研究報告書 

赤血球製剤の病原体不活化法の開発 

          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 

  赤血球製剤の病原体不活化法として化学物質と可視光の照射を組み合わせるこ

とで新しい不活化法の検討を行った。赤血球の病原体不活化において、赤血球に

可視光が吸収され難い波長によって活性を有する化学物質が候補となると考え、

クロロフィルの分解産物である「Pheophorbide a」を用いてシンドビスウイルス

や仮性狂犬病ウイルスの不活化を検討してきたが、今年度は臨床に使用されて赤

血球液に近い条件としてヘマトクリット 55％、液深 10mm におけるシンドビスウ

イルスの不活化を検討した。濃度 20μg/mL では 2.3Log 、40μg/mL では 4.1Log

の不活化が認められた。5〜40μg/mL までの濃度では細胞の増殖性に差は認めら

れなかった。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

と考えられた。 

 
A.研究目的  

  輸血用血液は、スクリーニング検査の

進歩によって感染症の発生頻度は激減し

たが、全ての病原体をスクリーニングす

ることは困難である。また、新興・再興

感染症のアウトブレイク時など検査体制

が構築されるまでの対応など、更なる輸

血用血液製剤の安全性を向上させるため

に病原体不活化技術の開発は重要であ

る。新鮮凍結血漿や血小板においては既

に病原体不活化技術が臨床に導入されて

いるが、赤血球製剤には実用化されてい

る方法はない。我々は、赤血球製剤に応

用できる新しい病原体不活化法として腫

瘍の治療に用いられている光化学治療法

を応用した新しい方法の開発を目指し

た。これまでクロロフィルの分解産物で

ある「Pheophorbide a」を用いて不活化

効率を検討した。今年度は実用化を見据

えてより臨床に使用されている赤血球液

と同様な条件で不活化効率を検討した。 

  

Ｂ.研究方法 

1.ウイルスの感染価測定法 

 シンドビスの感染価は Vero 細胞株を用

いた。細胞を感染 1 日前に 96 穴プレート

に１X104/well 蒔いた。ウイルスを含む検

体は、10 倍ずつの 10 の各々独立した希釈

系列を作製し、100μL ずつ CRFK 細胞に感

染させた。感染５日後に CPE の有無を観察

し、Reed-Munch の計算式に従って TCID50を

求めた。 

2.ウイルスの不活化の評価 

 譲渡血として日本赤十字社から提供され
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た赤血球液を生理食塩水で 2回洗浄し、洗

浄前と同様のヘマトクリット値になるよ

うに調整した、これに PBS で溶解した

Pheophorbide-aを最終濃度20μg/mL 及び

40μg/mL になるように添加した。また、シ

ンドビスウイルスはそれぞれの検体量の 

1/10 以下になるように添加した。6穴ウエ

ルに液深が 10mm になるように９mL の検体

を入れ、液表面が 20,000 ルクスの照度に

なるように赤色光を調製し、30 分間照射し

た。また、照射中は、スターラーを用いて

ゆっくり撹拌した。 

3. Pheophorbide-a の毒性に関する評価 

赤芽球に分化傾向があるヒト由来白血

病細胞株である AS-E2 と KU821、さらにア

フリカミドリザル由来Vero細胞をそれぞ

れ 24 穴プレートに１X105/well 蒔き、

Pheophorbide-a を最終濃度 5、10、20、及

び 40μg/mLになるようにそれぞれ2ウエ

ルずつ添加、３日間培養し細胞数を測定

した。２ウエルの細胞数を平均し、添加し

ていないウエルの細胞数と比較した。AS-

E2 細胞は長崎大学血液内科：宮崎泰司教

授から供与していただいた。 

 

Ｃ.研究結果 

 1.Pheophorbide-a による不活化の評価 

濃度 20μg/mL、30 分間の照射では 2.3Log

の不活化が認められた. 濃度 40μg/mL で

は 4.1Log の不活化が認められた（図１）. 

また、赤血球への影響は、僅かな溶血が認

められる程度であった。 

3. Pheophorbide-a の毒性に関する評価 

 Pheophorbide-a の 5、10、20、及び 40μ

g/mL での細胞数は、無添加のコントロール

を 100％とした場合、 AS-E2：117.0 、106.4、 

114.9  

114.9%、KU812:118.0、124.7、116.9、92.1%  

Vero 細胞：95.2 119.0 100.3 101.6%であ

った。 

40μg/mL においても評価に用いた細胞の

増殖に影響は認められなかった。また、

Pheophorbide-a に赤色光を 30 分照射した

後に 5、10、20、及び 40μg/mL の濃度に各

細胞株に添加して細胞の増殖を評価した

が、各濃度で差は認められなかった。 

D．考察 

 昨年度までは、赤血球製剤をヘマトクリ

ット 40％、液深 4mm でシンドビスウイルス

や仮性狂犬病ウイルスの不活化を評価し

てきた。4mm に設定したのは、濃厚血小板

製剤のバッグの厚さが約8mmであることか

らバッグの両面に可視光を照射すること

が可能なことからその半分の4mmでの評価

を行った。しかし、赤血球液のヘマトクリ

ットは約 55％、バッグの厚さは 2cm である

ことから実用化を考えると赤血球液のヘ

マトクリットを 55％、液深 10mm の条件で

不活化効果を評価する必要がある。また、

これまで Pheophorbide-a の濃度は 20μ

g/mL に 設 定 し た が ど の 程 度 ま で

Pheophorbide-a の濃度を高くすることが

できるのか検討したことがなかった。今回、

少なくても 40μg/mL でも評価に用いた細

胞の増殖性に影響を与えないことが確認

出来た。その結果、20μg/mL では 2.3Log の

不活化効率であったものが 4.1Log まで高

めることができた。これは昨年度までの研

究で濃度が20μg/mL と 30μg/mL とでは不

活化効率が劇的に変わることからを明ら

かにしていたためである。 

E.結論 
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 クロロフィル由来の化学物質を用いて

病原体の不活化法を検討した。今年度は、

臨床に使用されている赤血球液と同じ条

件下で不活化効果を検討したところ、シン

ドビスウイルスを約 4Log 不活化すること

ができた。また、検討した範囲内での

Pheophorbide-a の濃度では、白血病等の細

胞株において非添加と比較して増殖性に

差は生じなかった。 

 

F. 健康危機情報 

  なし 

 

G.研究発表 

１）岡田義昭：血液製剤を介する E型肝炎 

ウイルスの感染リスクとその対策、 

医学のあゆみ、268巻 514—515、2019年 

２）加藤由佳、山田攻、鈴木雅之、内野 

富子 

 山麻衣子、本田優未、岡田義昭、 

池淵研二：エルトロンボバグ服用中 

患者の自己血血漿の色調変化、 

日本輸血細胞治療学会誌65巻 

6号、845―846、2019年 

３）岡田義昭、山田攻、鈴木雅之、 

内野富子、山麻衣子、加藤由佳、 

本田優未、池淵研二：交通外傷に 

よる敗血症から汎血球凝集反応を呈 

した１症例、日本輸血細胞治療学会誌 

65巻３号、595―599、2019年 

  

H.知的財産権の出願・登録状況 

 ない 
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図 1. クロロフィル誘導体による Sindbis virus の不活
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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総合研究事業） 

 

分担研究報告書 

分担課題：患者由来C型肝炎ウイルスの不活化の評価 

 分担研究者 下池貴志 （国立感染症研究所 主任研究官） 

  

研究要旨 

 血液製剤に混入する可能性がある C 型肝炎ウイルス（HCV）の不活条件を明

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いる。これまで用いた HCV は培養細胞で増殖出来る

JFH-1 株であった。しかし、2015 年、JFH-1 以外の HCV 株の増殖に重要な宿主

蛋白質 Sec14L2 の同定が報告された。今年度は JFH-2 株が増殖できる FU97 細胞

に Sec14L2 が発現する FU97-sec14L2 細胞を作製し、感染者由来の HCV 陽性血

漿を感染させた。しかし、現在のところこの細胞を用いて HCV の増殖は見られ

ていない。 

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年かけて海外の血漿を原料に製造さ

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人が

C型肝炎に感染した経緯がある。 

 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

（遺伝子型 1b）の HCVでは治療効果が

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（これらをまとめて Direct 

acting antivirals（DAA）と呼ばれている）)

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 DAA のみの治療法も開発され、今や

HCV は治療可能な感染症となりつつあ

る。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（DAA）

に期待が寄せられているところである。 

 C 型肝炎ウイルスには、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
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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。こうした中、2005年に培養細

胞で HCV を増殖させることが可能な系

が発表され研究が急速に進展した。本研

究でもこのHCV JFH-1株（遺伝子型 2a）

を増殖させ、増殖したHCV JFH-1を血液

製剤にスパイクしウイルスの不活化を評

価する系を構築した。 

 本研究は、JFH-1以外のHCV、特に患

者由来の HCV の不活化を調べることが

目的であり、過去二年間、様々な培養細

胞に HCV の増殖に重要な宿主因子

Sec14L2（参考：Saeed M. et al. 524 471-490, 

2015 Nature）を高発現させ、これら培養

細胞に患者由来 HCV を感染させ、その

HCV が増殖できる系の構築の検討を行

って来た。今年度は JFH-1 とは別の株の

JFH-2（遺伝子型は JFH-1と同じく 2a）が

増殖出来るFU97細胞を用いる。FU97細

胞は、HCVの増殖に重要な、肝臓細胞で

特異的に発現する宿主因子マイクロ

RNA; miR122が高発現し、且つ、HCVの

増殖に重要な、これも肝臓細胞で特異的

に発現する宿主因子α-fetoprotein も高発

現している（参考：Shiokawa M. et al. 88 

5578-5594, 2014 J. of Virol.）。このFU97細

胞に Sec14L2 を高発現する培養細胞を作

製し、感染者由来HCVを感染させた。 

 

B. 研究方法 

 １． Sec14L2が発現する、FU97培養細胞

の作製 

 H29 度報告した方法により sec14L2 を

発現する組換えレンチウイルスを作製

(pSEC14L2/BlastR 、 pMDLg/pRRE 、

pRSV-Rev、pMD2.G を 293T 細胞に同時

トランスフェクションすることにより得

た。詳しくはH29年度の同研究費報告書

参照）し、これを胃がん由来 FU97 細胞

に感染させ、Blasticidinでセレクションす

ることにより、Sec14L2 が発現する細胞

を得た。なお、この組換えレンチウイル

スには tGFP も組み込まれており、tGFP

の発現が Sec14L2 の発現の指標として用

いることが出来る。各細胞の tGFP の発

現を調べた。その結果、tGFPの発現は全

体の細胞の 73%であった（図１）。 

 

３．作製した培養細胞への患者由来HCV

の感染 

 作製した Sec14L2が組み込まれたFU97

培養細胞（ FU97-sec14L2 と命名）

（1x105/well）にHCV感染者由来血漿（A, 

Bの 2種類、HCV RNAコピー数： A: 

8.3x107, B: 6.9x107IU/mL 野島清子氏によ

り測定）をそれぞれ 5µl（培地に対して

1/100の体積）ずつ加え、HCVが増殖す

るかを HCV コア蛋白質の免疫染色法と

HCV ゲノムRNAの検出により確かめた。
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なおコントロールとして JFH-1 株を

m.o.i.=1.1でこの細胞に感染させた。 

 感染 1，2及び 3日後の細胞を用いた。

免疫染色に用いた抗体は anti-HCV core 

antigen monoclonal antibody (MA-080, 

Thermo Scientific, IL)、蛍光二次抗体には

Alexa Fluor 594（#A11032 Thermo Scientific, 

Tokyo）を用いた。核の染色には DAPI 

(#340-07971, 和光純薬、Osaka)を用いた。 

 また、HCV ゲノム RNA の検出には、

患者由来HCVの感染 1，2及び 3日後の

細 胞 を RNA 抽 出 キ ッ ト （ RNA 

purification kit; EX-R&D）により HCV 

RNA を精製し、10 倍ずつ段階希釈

（10-0-10-3）し、逆転写反応とそれに続く

cDNA の増幅を PrimeScript One Step 

RT-PCR Kit Ver.2 (TAKARA Bio, Shiga) を

用いて行った。反応条件は、50℃ 30min, 

94℃ 2minの後、[94℃ 15s, 55℃ 15s, 72℃ 

60s]を 32回繰り返し、その後、72℃ 3min

で行った。用いた二種類の HCV 特異的

primersは、sense: nt 45-64と antisense: nt 

265-246（数字は HCV JFH-1ゲノム RNA

の 5’末端からの塩基番号)である。この反

応により増幅された cDNA 産物を 2% 

agarose gelにて分離した。 

 

（倫理面への配慮） 

この培養細胞でウイルスが増殖させる

系は、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。この研究に関

して国立感染症研究所の「ヒトを対象と

する医学研究倫理審査」で承認を受けた

（受付番号８５１「血液製剤における病

原体不活化に関する研究」）。 

 

C. 研究結果 

1． Sec14L2発現FU97細胞の tGFPの発現 

sec14L2 が組み込まれた組換えレンチウ

イルスを作製し、FU97細胞に感染させ、

sec14L2 が 組 み 込 ま れ た FU97 

(FU97-sec14L2）を得た。tGFP の発現は、

全体の細胞の 73%であった（図 1）。 

 

2． FU97-sec14L2 細胞への患者由来血漿

のHCVの感染 

FU97-sec14L2細胞にHCV感染者由来血

漿 A, 及び B（HCV RNA コピー数：A: 

8.3x107, B: 6.9x107IU/mL 野島清子氏によ

り測定）、及びコントロールとして JFH-1

（感染価 5.6x106）を感染させ、1，2，及

び 3 日後に細胞内の HCV コア蛋白質の

発現を免疫染色法で調べた。HCV感染者

由来血漿A, 及びBの感染では、コア蛋白

質の発現は認められなかった（図 2）。 

そこでこの感染細胞の HCV RNA 量を

調べたが、患者血漿A, B共にHCV RNA

量の増加は認められなかった（図 3）。 

 

3. FU97-sec14L2 細胞へのコントロール

JFH-1の感染 

 上記２の実験で、コントロールとして

用いた JFH-1 は、FU97-sec14L2 細胞に感
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染 2，及び 3 日後、コア蛋白質が検出さ

れた（図 3）。また、感染 3日後に、JFH-1

の HCV ゲノム RNA の増加が見られた

（図 2）。なお、感染 4 日後以降では、

返って JFH-1のゲノム RNA量が減少し

た（data not shown）。 

 

D. 考察 

1．前年度は、培養細胞にHCVの増殖に

重要な Sec14L2、及びmiR122を組換えレ

ンチウイルスの感染により発現させ、そ

こに HCV感染者由来 HCVを感染させ、

その増殖を調べたが、このとき Sec14L2

と miR122 とが同時に発現している細胞

数は、わずか全細胞の 6.5%であった。 

今年度は既にmiR122が高発現し、その

上、HCVの増殖に重要である他の宿主因

子α-fetoprotein も高発現する細胞 FU97

に sec14L2を導入したので、Sec14L2が発

現する細胞には、理論的には、miR122

とα-fetoproteinが同時に高発現すること

になり、HCVが増殖出来ると考えられる

細胞の割合を増加（全細胞の 73％）させ

ることが出来た。しかしながら、感染者

由来 HCV の増殖はウイルス蛋白質、ウ

イルスRNA共に検出出来なかった。 

 これまで多くの、しかも長年にわたる

研究を振り返ると、培養細胞で患者由来

HCV を増殖させるには、HCV、細胞の

両方の変異が必要だと考えられる。今後、

患者由来 HCVを FU97-sec14L2細胞に感

染させ、長期にわたり培養し、HCV、細

胞に変異が入り、その HCV が増殖出来

るようになったら、その細胞から

Ribavirin などの薬剤で感染した HCVを

取り除いた cured 細胞を得て、変異前の

感染者由来 HCV を再感染させ、その

HCV が増殖出来るかを調べる予定であ

る。 

2． 図 2で、感染 1日後、JFH-1のゲノム

RNAが検出されたのは、感染させたとき

の HCV が細胞に吸着して、残存してい

たためと考えられる。一方、同じく感染

1日後、感染者由来血漿 A, 及び Bでは、

HCV RNA が検出されなかったのは、

JFH-1の量に比べ、RNAコピー数で、患

者血漿 A, Bは約 1/20であったためと考

えられる。感染させる感染者由来血漿

A, 及びBの量を増加させると、これら血

漿に含まれる成分のため、細胞の培地が

ゲル状になり、細胞に悪影響を与えてし

まうので、これらの血漿の量を増加させ

ることが難しい。 

3．FU97-sec14L2細胞で、JFH-1株の増殖

が見られたが、そのウイルスゲノムRNA

の検出とコア蛋白質の検出とに時間的な

一致が見られなかった（感染後 2日目の

図 2と図 3とを比較）。これは、発現し

た HCV コア蛋白質（或いは、ウイルス

粒子）が細胞内で分解せずにしばらく（1，

2 日）の間存在しているためだと考えら

れる。 

4．JFH-1の FU97-sec14L2細胞への感染 4

日以降では、検出されるゲノム RNA の
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量が減少したのは、生細胞の減少に加え、

この細胞での再感染効率が悪いためだか

らかもしれない。 

 

E. 結論 

  感染者由来 HCV を培養細胞で増殖

するために、miR122 RNAとα-fetoprotein

とを高発現するFU97細胞に、Sec14L2蛋

白質を高発現する培養細胞を作製し、そ

の結果、73%の FU97-sec14L2 細胞が、

miR122, α-fetoprotein, Sec14L2 を同時に

発現するが、現在のところ、ウイルスタ

ンパク質の発現が確認できるレベルの

HCVの増殖は見られていない。HCV患

者由来血漿をこの細胞に感染させ、HCV

が増殖するまで長期に培養し、そこで得

られた細胞から感染した HCV を薬剤で

排除した cured 細胞の作製を試みる予定

である。 

 

G. 研究発表 

(ア) 論文発表：Suzuki, R., Matsuda M., 

Shimoike, T., Watashi, K., Aizaki H., Kato T., 

Suzuki T., Muramatsu M., Wakita, T. Activation 

of protein kinase R by hepatitis C virus 

RNA-dependent RNA polymerase. 2019 
Virology, 529 226-233. 

(イ) 学会発表：なし 

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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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】 

輸血用血液製剤と血漿分画製剤の安全確保と安定供給のための新興・再興感染症の研

究 

 研究報告書 

 

新興感染症発生時の献血対応に関する研究 

研究分担者 平 力造（日本赤十字社 血液事業本部） 

研究協力者 篠原 直也、蕎麦田 理英子、大和田 尚、松林 圭二 

（日本赤十字社血液事業本部 中央血液研究所） 

 

研究要旨 

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（ジカウイルス、デングウイル
ス及びチクングニアウイルス）への対策として、リスク分析等を行い、国内感染等が発生し
た場合の対応の手引き等を作成し、日赤血液センターへ情報共有をした。昨年度の日本にお
ける妊婦輸血の実態調査結果を臨床医による検証を行った結果、実態はさらに少なくなるこ
とが推定された。 

さらには、ウスツウイルス（USUV）の国内侵入時に備え、高感度な核酸検出系を構築し
た。また、献血者血清によるZIKVおよび、USUVの感染中和能を評価し、日本へ侵入した場
合の輸血感染等のリスクを推定する一助とした。 
 

Ａ．研究目的 
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（ジカウイルス、デン
グウイルス及びチクングニアウイルス）
による国内感染が発生した場合に備え、
事前にリスク分析等を行い、その安全対
策について日赤血液センターに情報共有
を行い、迅速な対応に資することとした。
その中でジカウイルス（ZIKV）について
は、感染した場合に胎児へのリスクのあ
る妊婦の輸血について、昨年度の調査結
果を再評価しリスクの把握の一助とした。
さらには、ウスツウイルス（USUV）の検
査系の準備を行った。 

また、ZIKVおよび、USUVは日本脳炎ウイ

ルス（JEV）と同じフラビウイルス属であ

る。日本人の多くは、JEVワクチン接種に

よって抗JEV抗体を保有しており、これら

ウイルスに対して感染中和することも期

待される。よって、献血者血清によるZIK

Vおよび、USUVの感染中和能を評価し、日

本へ侵入した場合の輸血感染等のリスク

を推定する一助とした。 
 
Ｂ．研究方法 

１．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 

    (1)対応手引き等の日赤血液センターへ
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の情報提供 
    作成した対応手引き等について、日

赤血液センターへ情報共有を行う。 
   ア ファクトシート 
    イ 対応手引きの作成 
   ウ その他 

・献血会場における掲示物の掲示、
献血者への対応及び献血後情報
への対応等については、同感染
症の国内外の発生状況等を確認
したうえ、リーフレット（案）等 

・蚊媒介ウイルス感染症の問い合
わせ用 Q＆A（案） 

・ZIKV の国内感染発生時の 
「ZIKV 陰性血液の供給手順（案）」 

    (2)日本における妊輸血の現状調査結
果にかかる再評価 
妊婦のZIKV感染が母子感染による

小頭症等の先天異常の原因になると
結論付けられたことから、日本におけ
る妊婦輸血（出産時の輸血を除く。）
の実施状況について、厚生労働省委託
事業「平成29年度血液製剤使用実態調
査（輸血業務に関する総合的調査）」
にて調査した結果を再評価する。 

   (3)USUVの検査系の準備 
USUVの遺伝子情報や、論文で報告さ

れている方法を参考に、遺伝子保存性
が高く、効率良く増幅される遺伝子領
域を選択し、TaqMan法による核酸検出
系を構築した。合成遺伝子を用いて増
幅効率を算出した。培養・増殖させたU
SUVを献血者血漿に添加し、多段階希
釈法により検出感度を算出した。また、
近縁の日本脳炎ウイルス（JEV）および、
ウエストナイルウイルス（WNV）との

非特異的増幅反応について評価した。 
２．献血者血清によるZIKVおよび、USU

Vの感染中和能の評価 
Vero細胞を用いた感染中和実験（We

gene Borena et al., 2017）により、献
血者血清（N=12）のJEVに対する感染
中和能を算出した。同様に、同じ血清を
用いてZIKVおよび、USUVに対する感
染中和能も算出した。算出されたJEVに
対する感染中和能と、ZIKV、USUVに
対する感染中和能の相関関係を解析し、
各々のウイルスの抗体交差性について
評価した。 

 
 （倫理面への配慮） 

倫理審査を受け、血液製剤の使用に
ついての承認を得ている。（倫理審査番
号：2019-044） 

 
Ｃ．研究結果 

１．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 

  (1)対応手引き等の日赤血液センターへ
の情報提供 

対応手引き等について、日赤血液
センターへ通知し情報共有を行った。 

    (2)日本における妊婦輸血の現状調査
結果にかかる再評価 
厚生労働省委託事業「平成29年度血

液製剤使用実態調査（輸血業務に関す
る総合的調査）」にて調査した結果か
ら、妊婦（分娩時以外）への輸血経験
のある医療機関は1年間に約100施設
で、実患者数は約700人と計算された。
製剤別の輸血本数は、赤血球製剤は約
900本、血小板製剤は約200本及び血漿
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製剤は約600本であり合計約1,700本
と試算されが、血漿製剤の使用数が多
く、一部分娩時輸血が含まれているこ
とが推測された。そのため、本調査の
詳細データの入手依頼を行ったがデ
ータ開示不能であった。輸血業務管理
システムでは、妊婦輸血について、分
娩時等に区分することができないこ
とから多く報告されていることが推
測された。 

  (3)USUVの検査系の準備 
Silvia C Barros et al., 2013の論文

を参考にした検査系が良好であった。
当系で合成遺伝子を用いた検量線を作
製したところ、増幅効率は89%であっ
た。ヒト血漿中に添加したUSUVにおい
ては、12.4 copies/mLまで100%の検出
率であった。また、JEV（Mie41株とJa
Gar01株）および、WNV（NY99株）と
の非特異的増幅反応は認められなかっ
た。 

 
２．献血者血清によるZIKVおよび、USUV
の感染中和能の評価 
献血者血清は、ZIKV に対して感染中和能
は認められなかったが、USUV に対しては
5 倍～10 倍の血清希釈下まで感染中和能
が認められた。この USUV の感染中和能
は血清中の JEV の感染中和能と相関があ
り （ ス ピ ア マ ン の 順 位相 関 係 数 , ρ = 
0.858）、抗 JEV 抗体との交差性が示唆され
た。 
 

Ｄ．考察 
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（ZIKV、デングウイ

ルス及びチクングニアウイルス）への対
策として、ファクトシートを作成し、リス
ク分析等を行い、その安全対策を検討し
国外及び国内の発生状況を考慮した、安
全対策について日赤に対応手引きとして
作成し、国内感染等が発生した場合の迅

速な対応に資するために日赤血液センタ

ーへ情報共有した。 
  妊婦への輸血の実態調査から、年間約7

00名の患者に約1,700本の輸血用血液製
剤が使用されていることが推定されたが、
日本における妊婦輸血については、極力
行わないことが慣例となっており、経験
がないとする医師が大多数であり、また、
厚生労働省委託事業「平成29年度血液製
剤使用実態調査（輸血業務に関する総合
的調査）」からは、輸血管理システムでの
区分が困難なことから一部分娩時輸血が
含まれている可能性があり、その実態は、
少なくなることが推測された。 

今回構築した USUV の核酸検査系の感
度は十分であり、かつ日本土着の JEV お
よび、近縁の WNV との非特異的増幅反
応もなかったことから、検査の準備を行
うことは出来た。今後は、これらウイルス
は症状等類似する場合もあるため、輸血
感染事例等が生じたさい簡易判別出来る
様に、JEV および、WNV とのマルチプレ
ックス化を検討していきたい。 

献血者血清は、ZIKV に対して感染中和
能は認められなかったが、USUV に対し
ては少なからず感染中和能が認められた。
USUV に対する感染中和能は、血清中の
JEV 感染中和能と相関があり、JEV ワク
チン接種等によって得られた抗 JEV 抗体
と 交 差 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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USUV のみ感染中和能が認められた要因
として、ZIKV より USUV の方が JEV と
分子系統樹的に近縁であるためと考えら
れた。よって、USUV が日本へ侵入した
場合の輸血感染リスクは、他のウイルス
よりも低い可能性が予想された。 

 
Ｅ．結論 

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（ZIKV、デングウイ
ルス及びチクングニアウイルス）への対
策として、今後見込まれる観光目的や東
京オリンピック・パランピック競技大会
に向けての様々な国からの訪日客の増加
及び同感染症の輸入例の増加に対して、
国内感染発生時等における対応について
万全を期すため対応手引き等を作成し、
日赤血液センターへ情報共有を行った。 

  妊婦への輸血の実態調査から、年間約7
00名の患者に約1,700本の輸血用血液製
剤が使用されていることが推定されたが、
再評価の結果、その実態は、さらに少なく
なることが予測された。 

USUV の国内侵入時に備え、高感度な
核酸検出系を構築した。また、USUV が
日本へ侵入した場合の輸血感染リスクは、
JEV ワクチン接種等から得られる抗 JEV
抗体の存在により他のウイルスよりも低
い可能性が予想された。 

 

Ｆ．研究発表 

 

1. 論文発表 

なし 

 

2.学会発表 

  なし 

 

Ｇ．知的所有権の取得状況 

①特許取得 

特になし 

 

②実用新案登録 

 特になし 

③その他 

 特になし 
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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リーサイエンス政策研究事業) 

 

「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」 

分担研究報告書 

分担課題：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 

 

研究分担者 国立感染症研究所 血液・安全性研究部 野島清子 

研究協力者 国立感染症研究所 ウイルス 2 部    下池貴志 

 

研究要旨 

 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 年かけて海外の血漿を原料に製造された第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・除去され安全性が確保されていたと

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原因につ

いて言及した報告はこれまでにない。我々はこれまでに血液製剤の製造法であ

るコーンのエタノール分画の 17%エタノール分画工程により、血漿にスパイク

した 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。さらに、献血におけるドナースクリーニングで HCV 抗体陽性となったド

ナー血漿から精製した抗 HCV 抗体を含むグロブリンが、HCV ウイルス JFH-1 株

の Huh.7 細胞への新たな感染を抑制することを明らかにしてきた。本年度はド

ナー由来の HCV 抗体共存下で、HCV ウイルス粒子が 17%エタノール分画でどの

ように移行するかを検討した。 

 

A.目的 グロブリン製剤が原因の HCV 感染は
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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・除去され安全性が確保

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

行いその原因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

血液製剤の製造法であるコーンのエ

タノール分画の 17%エタノール分画工

程により、血漿にスパイクした 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。さら

に、献血におけるドナースクリーニン

グで HCV 抗体陽性となったドナー血

漿から精製した抗HCV抗体を含むグロ

ブリンが、HCV ウイルス JFH-1 株の

Huh.7 細胞への新たな感染を抑制する

ことを明らかにしてきた。本年度はド

ナー由来の HCV 抗体共存下で、HCV ウ

イルス粒子が 17%エタノール分画でど

のように移行するかを検討する。我々

の研究では、モデルウイルスではなく、

実ウイルス用いて血液製剤の安全生

確保における科学的な根拠を提言す

るものである。 

 

B 研究方法 

1.  HCV JFH-1am 株の調製 

  HCV JFH-1 クローンが発現するプラ

スミドを細胞（Huh7.5.1 細胞、６ウエル

プレートの１ウエル）に試薬 PEI-Max

（Polyscience 社）を用いてトランスフ

ェクションした。５日間培養した細胞上

清に含まれるHCV の感染価と、細胞内

で発現したHCV を測定した。細胞上清

に発現した HCV を限外ろ過カラム

Vivaspin turbo（10k, Sartorius 社）を用

いて濃縮し 4.2x106 CCID50/mL のもの

を実験に用いた。 

2.  HCV 抗体陽性ドナー血漿の性状 

  HCV 抗体陽性血漿は、「献血血液の

研究開発等での使用に関する指針」に

基づく研究実施申請により許可を受

けて、日本赤十字社より譲渡を受けた。

本研究では、主に、H30 年度に譲渡さ

れた genotype 既知の HCV 抗体力価

高値の検体を 5 検体を用いた (表 1)。 

3.  HCV抗体陽性血漿からのCohnエ

タノール分画法によるグロブリンの

精製  

  血漿 20mL を 4℃でゆっくり融解し、

4℃、16000xg で 25 分間遠心し、沈殿

（ cryoprecipitate, クリオ）と上清

（cryo-supernatant, 脱クリオ）とに

分画した（クリオ/脱クリオ分画）。脱

クリオ画分の pHは低温下で撹拌しな

がらpH調整用酢酸緩衝液pH4.0を添

加して調整し、最終的には一部を採取

し室温で pH7.5 付近となるよう調整

した。−3℃で撹拌しながら、最終濃度

が 8%となるように約 15uL/秒の速度

でエタノールを添加し、15 分間反応さ
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せた。エタノール処理後の溶液を−1℃、

10,000xg で 15 分間遠心し、沈殿（Fra.

Ⅰフィブリノゲン画分）と上清（S1）

画分とに分画した（Fra.Ⅰ/S1 分画）。 

次に、8%エタノール上清画分である

S1 画分を低温化で撹拌しながら、pH

が 6.75 付近になるように調整した。 

-5℃で撹拌しながら最終濃度が25%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。エタノール処理後の溶液を−1℃、

10,000xg で 15 分間遠心し、沈殿 Fra. 

(Ⅱ+Ⅲ)P と上清 S (Ⅱ＋Ⅲ)とに分画し

た。沈殿 Fra. (Ⅱ+Ⅲ)P に pH 調整用酢

酸緩衝液 pH4.0 を添加して調整し、最

終的には一部を採取し室温で pH6.61

付近となるよう調製した。その後-5℃

で撹拌しながら最終濃度が 20%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。

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 (II+

Ⅲ)wと上清 S (II+Ⅲ) wとに分画した。

沈殿 P (II+Ⅲ)wに pH 調整用酢酸緩衝

液 pH4.0 を添加して調整し、最終的に

は一部を採取し室温で pH5.4 付近と

なるよう調製した。その後-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。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）と上

清（S Ⅲ）とに分画した。 

SⅢ画分中に含まれるエタノールは、

Slide-A-Lyzer G2 カセット（20K）を

用いて限界ろ過により除去した。 

4. 17%エタノール分画における HCV

スパイク試験 

 表 1,2 示す抗 HCV 中和抗体価 32〜

1024 倍の５種のグロブリンを等量ず

つ混合し抗体混合液とした。コントロ

ールとして、100 分の 1 希釈した HCV

抗体混合液、ノーマル人免疫グロブリ

ン 4.5mg/mL、 生理食塩水について

も以下同様に操作した。 

各 HCV 抗体混合液およびコントロー

ル 抗 体 と 、 HCV JFH-1 株 (1x105 

CCID50/mL) または window 由来

HCV 核酸陽性血漿検体を 1:1 の容量

で混合し室温 25℃で 2 時間培養して

ウイルス/抗体反応液とした。 

 日本赤十字社より譲渡された感染

症マーカー陰性血漿から、コーンエタ

ノール分画により 20％沈澱画分を精

製し、実験まで-30℃で保管した。氷上

で融解した20%沈澱画分は、10mM リ

ン酸緩衝液 pH6.25で溶解後pH5.4に

調整して 17%エタノール分画に用い

た。 

 ウイルス/抗体反応液は、1:9 の割合

で血漿溶液にスパイクし、最終エタ

ノール濃度が 17%となるようにエタ

ノールを添加し、15 分攪拌後

10,000xg で 20 分遠心して上清画分と
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沈澱画分を回収した。沈澱画分は

5mM リン酸緩衝液 pH6.25 に懸濁し

た。実験はすべて非依存的に 3 検体

ずつ実施した。 

5.  HCV RNA の定量 

  各フラクションに含まれる HCV 

JFH-1amRNA 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。

Thunderbird probe one-step kit   

(TOYOBO) を用い定量した。HCV の

核酸量は、HCV 国内標準品(JCV-1B 

NO.122 )を用いて定量し、国際単位

IU/mL で表した。 

 

C.研究結果 

1.  17%エタノール分画における 

抗 HCV 抗体存在化での HCV RNA 

の移行 

 コーンエタノール分画における

17% エタノール分画工程において、

抗 HCV 抗体が共存しない場合（コン

トロールとしてノーマル人免疫グロ

ブリン共存化、及び生食添加）と抗

HCV 抗体が存在する場合 とでは、分

画後の各画分への HCV の移行は、実

験に使用するウイルス株に寄らず

（ JFH−１株  or window 期由来の

HCV）大きく変わらないことを確認し

た(図 1)。しかし、window 期由来の

HCV を用いた場合において、抗 HCV

抗体(1x)が共存した場合は、100 倍に

希釈した抗 HCV 抗体やコントロール

抗体(ノーマル人免疫グロブリン、生

食)が共存した場合と比較し、上清画

分への HCV RNA の移行率が高い傾

向 を 認 め 、 そ れ ぞ れ 、 0.87%, 

0.38%,0.41%, 0.34% であった(図 1A、

表 3)。 

 

D.考察 

 17%エタノール工程前にスパイクし

たウイルスは、99%以上沈澱に移行

し、上清への移行は僅かであったこ

とは、これまでに分かっていること

に矛盾しない。これまでの研究で、

17%エタノール分画において、HCV ウ

イルスは沈澱に移行し、グロブリン

の原料となる上清への核酸 RNA の移

行は僅かであり、17%エタノール処理

前に高力価のウイルスをスパイクし

た場合であっても、グロブリン画分

である上清画分の感染性は検出限界

以下であることを確認している。 

 本年での研究において、抗 HCV 抗

体共存化で HCV-JFH-1 株をスパイク

した場合、99.98%のウイルスが沈澱

に移行したが、window 期血漿由来の

HCV をスパイクした場合は抗 HCV 抗体

の共存により沈澱に移行するウイル

ス RNA が独立して実施した３回の試

験において、JFH-1 と比較すると若干

多く上清に移行する傾向が認められ

その移行率はそれぞれ 0.13%と 0.06%
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であった。上清に抗した HCV が抗体

と結合しているかどうかは大変興味

深い。グロブリンが分画される挙動

に引きずられて、ウイルス粒子が沈

澱に落ちずに上清に移行する可能性

が考えられるが量は非常に僅かであ

った。  

 残念ながら、JFH-1 株以外の HCV ウ

イルス株は培養系が存在しないた

め、抗 HCV 抗体共存化で上清に移行

した画分に感染性がないことを確認

することはできないが、HCV 抗体陽性

者の血漿から精製した 17%上清画分に

含まれるグロブリンは 32 倍から 1032

倍の力価の中和抗体を含み、高力価

の JFH-1 と混合しても感染性を有さ

ないことを昨年度確認しているた

め、window 期由来の HCV ウイルスで

あっても感染性を示さない可能性が

高いと考えている。今後、JFH-1 株以

外の感染評価系の開発が期待される

（下池分担研究者)。 

実験に用いた５種類の抗 HCV 抗体の

エピトープは定かではないが、これ

らの抗体は、第３世代のスクリーニ

ング抗 HCV 血清学的検査で陽性とな

り輸血に用いられなかった献血ドナ

ー由来の血漿から精製した抗体でた

め、少なくとも第３世代の血清学的

検査の抗原である core, NS3, NS4, 

NS5 のいずれかを認識する抗体が含

まれていると考えられる。 

Env は第三世代の抗原に含まれていな

いが、いずれの５種類の精製抗体

も、HCV-JFH-1 株が HUh/7.5.1 細胞に

新たに感染するのを 32 倍から 1032

倍の力価で抑制しているため、Env に

対する抗体を含んでいる可能性は高

いと考えられる。 

17%エタノール分画は、HCV を除去す

るのには有効な工程であり、工程中

に混入するウイルス粒子は抗 HCV 抗

体が共存しても概ね同じように移行

し、感染性は沈澱に落ち、グロブリ

ンが製造される上流へは移行しない

ことが示され、血液製剤の原料に HCV

が混入していた時代であっても、日

本においてグロブリン製剤による HCV

感染事例がなかった理由の一つは、

17%エタノール処理が有効に機能して

いたことが理由の一つとして考えら

れる。また、特に第１世代の血清学

的検査を行っていた時代は、第２，

３世代の検査法と比較すると、抗体

陽性ドナーを完全には排除できてい

なかったことから、有効な中和抗体

を含むドナー血漿が排除されずに原

料に混入が可能であったとも考えら

れ、結果として最終製品の安全性が

確保できていた可能性が高いと考え

られる。現在は、加熱処理、低 pH 処

理、S/D 処理、ウイルス除去膜等のさ

らなるウイルス除去・不活化工程が
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必ず工程中に含まれており安全性が

担保されている。 

 

E.結論 

17%エタノール分画は、HCV を除去する

のには有効な工程であり、抗 HCV 抗体

が共存しても原料に混入したHCVは沈

澱へ移行し、上清へは移行しないこと

が示された。実ウイルスを用いて実験

によっても、17%エタノール処理は HCV

の除去には非常に有効な製造工程で

あると考えられた。 

 

F.健康機器情報 

G.研究発表 

1. 論文発表 

なし 

2. 学会発表 

  1. 特許取得 

H.知的財産権の出願・登録状況 

1.特許取得 

  なし 

2.実用新案登録 

  なし 

3.その他 

  なし 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

表 1. 日本赤十字社より譲渡された HCV 抗体陽性血漿 
* HCV JFH-1 株の Huh7.5.1 細胞への感染を阻止できる最大希釈濃度  
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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研究事業） 

（分担）研究報告書 
 

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 
 

研究分担者 比嘉 由紀子 国立感染症研究所・昆虫医科学部 
研究協力者 伊澤 晴彦 国立感染症研究所・昆虫医科学部 
 林 利彦 国立感染症研究所・昆虫医科学部 
 前川 芳秀  国立感染症研究所・昆虫医科学部 
 駒形 修 国立感染症研究所・昆虫医科学部 
 渡辺 護 国立感染症研究所・昆虫医科学部 
 沢辺 京子 国立感染症研究所・昆虫医科学部 
 小林 大介 日本医療開発機構（AMED） 
 小林 望 日本科学未来館 

 

研究要旨 
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に生息する植生マダ

ニからウイルス検出を行なうと同時に、それらマダニの吸血履歴を調査することで、マダニが保有する病

原体の感染環を明らかにしようと考えた。  
2019年は、北陸3県（富山県・石川県・福井県）の渡り鳥飛来地の計7地点において、4月～11月に実施

したフランネル法により、合計で4属9種724頭の植生マダニを採取した（2020年4～8月時点）。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傾向は、2018年と同じ

であった。採取された植生マダニは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、

KAMV、TarTVの既知のウイルス以外に3種類の新規マダニ媒介ウイルスが分離・検出された。国内のSFTS
浸淫地におけるマダニ相を比較した結果、地域によってマダニ相が異なることが明らかになり、SFTSの
ベクターは環境によって異なる可能性が高く、国内の広範な地域に同一ウイルスが点在することも明らか

になった。 

 
A. 研究目的 

国内では、2012 年秋に渡航歴のない山 
口県在住の女性が重症熱性血小板減少症 
候群（SFTS）により死亡したことが、翌 
2013年1月に国内1例目として報道され、 
その後も西日本を中心に患者が発生して 
いる。2019 年の患者数は 77 名となり、 西
日本の県から合計で 397 名の患者（う 
ち死亡例は 65）が報告されている。一方 
で、患者が発生していない東日本の地域 
からも SFTS ウイルス抗体陽性の野生動 
物が確認され、複数のマダニ種から SFTS

ウイルス遺伝子が検出されるなど、今後 
の流行拡大も危惧されている。国内で 
SFTS ウイルスを媒介するマダニの種類 
は特定できていないが、中国ではフタト 
ゲチマダニとオウシマダニから遺伝子が 
検出され、韓国のフタトゲチマダニから 
はウイルスが分離されている。  

ダニ脳炎は 1993 年に北海道で初めて

の感染例が報告され、その後の疫学調査

で道南地域のヤマトマダニからウイルス

が分離され、野鼠とイヌに抗体陽性の個

体が確認された。しかし、抗体陽性の野
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鼠は北海道以外に本州からも見つかって

おり、ダニ脳炎が国内に常在していると

推察された。近年では、2016 年、2017 年

と感染例が相次いで報告された。  
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。近年、山歩きを

趣味とする人が増え、また、シカやイノ

シシなどの野生動物の個体数も増加し、 
人がマダニに吸血される機会が増えてい 
る。幸い、これまでダニ媒介ウイルス感 
染症が輸血によって感染した報告はない 
が、これらの感染症は、重篤になること 
から、感染のリスクは無視できない。マ 
ダニの生態や吸血する対象動物の嗜好性 
を調査解析することによって献血者への 
注意喚起し、感染リスクを減少させる努 
力が必要である。 

ダニ媒介感染症は、病原体も媒介マダ

ニも従来より国内に常在している場合が 
多い。国内には 5 屬 49 種のマダニ類が 
様々な環境に広く生息するが、主に大型 
の哺乳動物がマダニの吸血源となること 
が多く、マダニ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 
に咬着するマダニは海外から運ばれるな 
ど、広域に移動する可能性も指摘されて

いる。事実、中国のマダニから検出され 
た Jingmen tick virus（Qin et al., 2014）は、 
長崎県対馬市でも見つかり（Fujita et al., 
投稿準備中）、Muko virus（MUV）は長崎 
県（Hayasaka et al., 2016）と兵庫県（Ejiri 
et al., 2015）から、Tarumizu tick virus 
（TarTV）は、鹿児島県、鳥取県、福島 県
（Fujita et al., 2017）で、それぞれスポッ

ト的に定着していることが明らかにな 
った。いずれのウイルスも、鳥類寄生性 
の高いとされるアカコッコマダニやキチ 
マダニ等から分離・検出されている。マ

ダニ媒介感染症の予防にはマダニの生態

や生理的知見を得ることが重要であるが、

自然界での情報はあまり得られていない。 
 
B. 研究方法 
マダニの採取 

福井、石川および富山県内の渡り鳥飛 
来地の合計 7 地点（片野鴨池、北潟湖、

河北郡津幡町、輪島市門前町・猿山岬、

輪島市舳倉島、および富山市のそれぞれ

複数カ所を選定）でマダニ相の調査を行

った。2019 年は 4～11 月の間、原則月に

1 回、フランネル法（約 70 cm☓100 cm の
白い布で地面および植生の上を引きずる

方法）により各地点 30 分間、3 名で植生

マダ二を採取した（台風の影響で 10 月の

み 1 名）。 
鹿児島県、愛媛県および兵庫県の SFTS

浸淫地において、上記フランネル法によ

り採取された植生マダニの種構成を比較

した。  
  

マダニからのウイルス分離および遺伝子 
検出  

採取されたマダニを種、発育ステージ、

雌雄、採取地、採取日に分けて乳剤を調

整し、主にシリアンハムスター腎臓由来

BHK-21 細胞に接種しウイルス分離を行

った。分離されたウイルスについてはゲ

ノム配列を解析し、ウイルス種や遺伝子

型の解析、病原性等の性状解析を行った。

また、マダニの破砕物あるいはウイルス

分離作業後の細胞培養上清からウイルス

核酸を選択的に回収し増幅後、次世代シ

ーケンサー（NGS）により配列を解析し

た。次いで、バイオインフォマティクス

解析により保有ウイルスを網羅的に探索

し、種を同定した。 
 
C. 研究結果 
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福井県、石川県および富山県の北陸 3 
県の渡り鳥飛来地から、合計で4 属 9 種 
724 頭の植生マダニを採取した。キチマ

ダニ（57.9%）、フタトゲチマダニ（27.3%）、 
ヤマトマダニ（8.3%）の順に多く採集さ 
れたが（図 1）、特に前 2種は、山内（2001） 
によると、鳥類寄生例が多い種類のダニ

であった。片野鴨池および北潟湖にお

い ては、月毎の定期調査によって、主要

な マダニ 4 種（キチマダニ、フタトゲ

チマ ダニ、ヤマトマダニおよびヤマアラ

シチ マダニ）の季節消長も把握すること

ができた。また、非常に近い距離にある

調査地であっても、種構成が大きく異な

ることも示唆された。  
採取した植生マダニからウイルス分離 

を行い、石川県加賀市および輪島市で採 
取されたキチマダニからフレボウイルス 
属の Kabuto Mountain virus（KAMV）が合

計 3 株分離された（表 1）。輪島市におい 
ては、キチマダニから Okutama tick virus 
（OKTV）および新規フラビウイルスの 
遺伝子が、フタトゲチマダニから新規の 
ナイロウイルスの遺伝子がそれぞれ検出 
された。また、富山市採取のキチマダニ 
からはコルチウイルス属の TarTV が分離 
された。NGS 解析により、この他にも新 
規のイフラウイルス、レオウイルス、ブ 
ニヤウイルス、ノダウイルス、パルチチ 
ウイルス、未分類のウイルス等、複数の 
新規および未分類のウイルス遺伝子を検 
出することができた。   
 
D. 考察 

一般的に、ダニ媒介感染症にはホット 
スポットと呼ばれる比較的狭い範囲での 
流行が特徴として挙げられる。一方で、 
渡り鳥を介して海外からマダニが侵入す 
る可能性も指摘されており、その場合は 
かなりの距離を病原体が運ばれることに 

なる。KAMV、TarTV、OKTV は、北陸

地方からは初報告であり、これらのウイ

ルスは日本各地に広範囲に分布している 
ことが示唆された。  

KAMV（石川県）および TarTV（富山 
県）は、いずれもキチマダニから分離さ 
れたが、山内（2001）によると、キチマ

ダニは 36 種類の鳥類への寄生例が報告 
されており、本邦産マダニの中で最も鳥 
類嗜好性が高い種類であると言える。こ 
れまでにも KAMV は、兵庫県南部で捕獲 
されたイノシシに寄生していたマダニ、 
およびイノシシの生息地周辺の植生マダ 
ニからも分離され（Ejiri et al., 2018）、長 
崎県からの分離報告もある（Hayasaka et 
al., 2016）。他方 TarTV は、地理的な連続

性がない地域（鹿児島県、鳥取県、福島

県）の植生マダニからそれぞれ分離され 
ているが（Fujita et al., 2017）、本結果では、

さらに 石川県の 2 地域（加賀市、輪島

市）からも同一ウイルスが分離された。  
本年、新たに石川県内のキチマダニか

ら分離された KAMV は、イノシシの移

動で運ばれたとも考えられるが、長崎県

との地理的な関係が興味深い。また、

TarTV においては、九州、山陰、北陸、

東北地方に至る国内各地に点在するとい

う分布の特徴、宿主であるキチマダニの

鳥類寄生性が高い特徴等を考慮すると、

両ウイルスの分布に鳥類の移動が関係し

ている可能性は高いと考えられる。また、

27 種類の鳥類への寄生例が報告された

アカコッコマダニ（山内, 2001）からは 
MUV が分離されており（Ejiri et al., 2015）、
鳥類が関わるウイルスとして、今後注目

すべきウイルスと考えられる。 
本研究で導入した NGS 解析により、マ

ダニは上記ウイルスに加え、複数の新規 
および未分類のウイルス遺伝子（イフラ 
ウイルス、レオウイルス、ブニヤウイル 
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ス、ノダウイルス、パルチチウイルス等） 
を保有していることが明らかになった。 
野外のマダニが多数のウイルスを保有し 
ていることが示唆され、これまで使用し 
てきた汎用性の高い培養細胞ではこれら 
ウイルスを分離することが難しかったと 
推察された。今後、NGS 解析の利用はマ 
ダニ媒介性ウイルスを対象としたサーベ 
イランスに貢献すると思われる。  

 
本調査は、加賀市鴨池観察館のご理解 

とご協力により実施することができた。  
 

E. 結論 
1) 富山県、石川県、福井県の渡り鳥飛来

地の計 7 地点でマダニ相の調査を行い、

季節消長、種構成を把握した。 
 
2) 採取された植生マダニをウイルス分

離および NGS 解析に供した結果、KAMV
と TarTV 以外に 3 種類の新規ウイルスが

分離・検出された。  
  
3) マダニは複数のウイルスを保有して 
おり、SFTS のベクターは環境によって異

なる可能性が高く、国内の広範な地域に

同一ウイルスが点在することが明らかに

なった。 
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図 1 2019 年北陸 3 県の渡り鳥飛来地のマダニ相 
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表 1 渡り鳥飛来地で採集されたマダニから分離・検出されたウイルス 
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厚生労働科学研究補助費（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） 

分担研究報告書 

 

分担する研究項目：『E 型肝炎ウイルスの不活化に関する研究－液状加熱工程における HEV の不活化

効果の検証－』 

 

分担研究者 前野英毅（一般社団法人 日本血液製剤機構 中央研究所） 

支援研究者 井上隆昌、井手野祥次、服部眞次、浦山健、髙橋一惠（一般社団法人 日本血液製剤機構 

中央研究所 感染性病原体研究室） 

[研究要旨] 

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高濃度の HEV（RG-HEV）を取得したが、2019 年度はこの RG-HEV を用い

て液状加熱工程における HEV の不活化動態を検証した。 

有機溶媒／界面活性剤（S/D）処理等で RG-HEV から脂質を除去すると、熱安定性はヒト血漿由来

HEV（pd-HEV)と同様に低下し、RG-HEV も脂質の結合した状態が液状加熱処理のワーストケースで

あることが確認できた。 

アルブミン非存在下で液状加熱処理（59.0±1.0℃、10 時間）を行った場合、RG-HEV は pd-HEV と

同様な不活化動態で、10 時間後の LRV は 4 以上であった。一方、アルブミン存在下（アルブミン濃

度 25%）では、RG-HEV は pd-HEV と同様に安定化し、10 時間後の LRV は 1.10 であった。RG-HEV

と pd-HEV の熱安定性は同程度であったことから、脂質の結合する RG-HEV を pd-HEV の代替として

液状加熱処理の評価を行うことは妥当と判断された。 

アルブミン製造工程にはアルコール分画工程が含まれ、最大のエタノール濃度が 40％に達するこ

とから、pd-HEV の脂質が除去されることが予想される。そこで、40%エタノールで前処理した RG-HEV

を 25%アルブミン溶液へ添加し、液状加熱処理（59.0±1.0℃、10 時間）を行った。その結果、10 時間

後の LRV は非処理の RG-HEV と同程度であったが、不活化動態は異なっていた。以上のことから、

実製造工程を模した前処理を施した RG-HEV を使用することで、実製造での液状加熱中の pd-HEV の

不活化動態を推測できると考えられた。 

                                                                             

略語； HEV: Hepatitis E virus. NaDCA: Deoxycholic acid 

sodium salt. TBS: Tris-Buffered Saline. LRV: Log 

Reduction Value. TNBP: Tri(n-butyl)phosphate. 

 

 

A. 研究目的 

東京都の献血者における HEV ゲノム陽性者は、

1,367 人に 1 人であり 1)、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、NAT スクリーニ

ングによる HEV 陽性血漿の排除に加えて製造工程

における HEV 除去・不活化効果の検証が重要とな

る。 
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HEV はノンエンベロープウイルスに分類される

が、ヒト血漿由来 HEV（pd-HEV）の粒子表面には

脂質が結合する。これまで、一般社団法人日本血液

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）、ネズミ脳心筋炎ウイルス

（EMCV）、及びブタ糞便由来 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)。さら

に、血漿分画製剤の製造過程で、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

pd-HEV より脂質が除去され、その物理化学的性質

が変化することが予想されている。これより、HEV

の除去・不活化の評価には、ワーストケースまたは

実態を反映したモデルウイルスを選択することが必

要となる。実際に混入リスクがある pd-HEV を用い

てウイルス除去・不活化効果を検証することが望ま

しいが、高濃度の pd-HEV を確保することは困難で

ある。血漿分画製剤製造工程における HEV 除去・

不活化工程を適切に評価するため、pd-HEV の代替

品を探索し、リバースジェネティクス法により培養

細胞から約 9 Log copies/mL の高濃度で脂質の結合

する HEV（RG-HEV）を取得する方法を確立した

（2017 年度分担研究報告書参照）。さらに、RG-HEV

のウイルス除去膜工程でのろ過特性は pd-HEV と同

等であり、高濃度の RG-HEV を用いて血液凝固第

VIII 因子製剤・クロスエイト MC のプラノバ 20N ろ

過工程が感染価LRVで 4 以上の有効なHEV除去工

程であることを確認した（2018 年度分担研究報告書

参照）。 

本年度は、液状加熱工程において RG-HEV が

pd-HEV の代替品として妥当であるのか検証した。

また、アルブミン製造工程のアルコール分画工程に

おいて pd-HEVが 40％のエタノールと接触するため、

40%エタノールで処理したRG-HEVを用いて液状加

熱工程条件での不活化動態を検証した。 

 

B. 研究方法 

1. ウイルス 

 RG-HEV は、PLC/PRF/5 細胞にブタ糞便由来の

swJR-P5 株の合成ゲノムをトランスフェクションし、

その培養上清中に産生された HEV を用いた（2017

年度分担研究報告書参照）。pd-HEV は献血血漿から

スクリーニングしたHEVゲノム陽性血漿を用いた。 

 

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 4)に従って

HEV ゲノム濃度を測定した。 

 

3. RG-HEV の 40%エタノール処理  

 RG-HEVを含む培養上清を超遠心分離して沈殿を

50 mM Tris 緩衝液, pH7.6 で懸濁し、エタノールを終

濃度 40%となるよう添加して−6℃で 2 時間インキュ

ベーションした。 

 

4. 液状加熱処理（60.0±1.0℃、120 分） 

 RG-HEV を含む培養上清を超遠心分離（150,000 × 

g、4℃、3 時間）し、沈殿画分を 50 mM Tris 緩衝液, 

pH7.6 で懸濁、氷上で超音波処理後、0.22 μm フィ

ルターでろ過した。このろ液に NaDCA を終濃度 1%、

Trypsin を終濃度 0.1%となるよう各々加え、37℃で 2

時間インキュベーション（NaDCA/T 処理）した。イ

ンキュベーション後、再度超遠心分離（150,000 × g、

4℃、3時間）し、沈殿画分を50 mM Tris緩衝液, pH7.6、
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注射用水及び TBS の混合液（8:1:1 の割合）に懸濁、

氷上で超音波処理後、0.22 μm フィルターでろ過し、

NaDCA/T 処理サンプルとした。NaDCA/T 処理の代

わりに注射用水と TBS を各々最終容量の 1/10 量

(v/v)加え、37℃で 2 時間 インキュベーションした

RG-HEV を、コントロール処理サンプルとした。ま

た、RG-HEV を含む培養上清に Tween80 を終濃度

0.3%、TNBP を終濃度 1%となるよう各々加え 30℃

で 2 時間インキュベーション（S/D 処理）した後、

超遠心分離（150,000 × g、4℃、3 時間）し、沈殿画

分を 50 mM Tris 緩衝液, pH7.6、注射用水及び TBS

の混合液（8:1:1 の割合）に懸濁し氷上で超音波処理

後、0.22 μm フィルターでろ過し、S/D 処理サンプ

ルとした。これらの処理サンプルを加熱前及び加熱

処理サンプルとしてチューブへ分注した。加熱前サ

ンプルは感染価測定まで-80℃フリーザー中に保存

した。加熱処理サンプルは、液温 60.0±1.0℃の恒温

槽内中に浸漬し 120 分間加熱処理を行った。浸漬開

始 15、30、60、120 分後、各サンプルを取り出し急

冷し、感染価測定まで-80℃フリーザーに保存した。 

 

5. 液状加熱処理（59.0±1.0℃、10 時間） 

 培養上清中の RG-HEV、Tris 緩衝液、pH7.6 で懸

濁した RG-HEV、40%エタノールで処理した

RG-HEV を超遠心分離し（150,000 × g、4℃、3 時間）、

沈殿画分をアルブミン安定化液（20 mM アセチルト

リプトファン、20 mMカプリル酸ナトリウム、60 mM

塩化ナトリウム）または 25%アルブミン溶液（実製

造工程より採取された25%アルブミン液状加熱処理

直前液）により懸濁した。各懸濁液を氷上で超音波

処理後、加熱前及び加熱処理サンプルとしてチュー

ブへ分注した。加熱前サンプルは感染価測定まで、

-80℃フリーザー中に保存した。加熱処理サンプルを

恒温槽により加温し、59.0±1.0℃で 10 時間加熱処理

を行った。加熱開始 0.5、1、5、及び 10 時間後にそ

れぞれのチューブを取り出し急冷し、感染価測定ま

で、-80℃フリーザー中に保存した。 

 

6. 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。液状加熱処理の不活化

効果は加熱処理前サンプルのウイルス感染価を加熱

処理後サンプルの感染価で除した値の Log10 価を

LRV として算出した。 

 

7. RG-HEV と pd-HEV の熱安定性比較 

 RG-HEV と pd-HEV の熱安定性の比較には、2019

年度以前に日本血液製剤機構において取得された液

状加熱処理（59.0±1.0℃、10 時間）による pd-HEV の

不活化データを使用した。これらのデータは、血液

事業 第 36 巻  第 3 号 . 2013;11:679-85 及び

Biologicals. 2016; Sep; 44(5): 403-11.において発表し

ている。 

 

（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

委員会において承認されている。 

 

C. 研究結果 
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1. RG-HEV に結合する脂質の熱安定性への寄与 

 pd-HEV に結合する脂質は熱安定性へ寄与する 2, 3)。

このことが RG-HEV でもあてはまるか確認するた

め、RG-HEV を S/D 処理、NaDCA/T 処理、又はい

ずれの試薬も加えずインキュベーション（コントロ

ール処理）した。次に、各 RG-HEV を液状加熱処理

（60.0±1.0℃、120 分）し、不活化カイネティクスを

比較した。NaDCA/T 処理した RG-HEV は速やかに

不活化され、加熱開始 30 分後に LRV は 4 に達した

（図 1、緑線）。S/D 処理した RG-HEV は NaDCA/T

処理と比較し不活化速度は遅く、加熱開始 120 分後

で LRV は 3 であった（図 1、赤線）。これらに対し

て脂質が除去されていないコントロール処理

RG-HEV は 120 分間の加熱に渡って安定であり、加

熱開始 120 分後でも LRV は 1 未満であった（図 1、

青線）。密度勾配遠心による解析から RG-HEV の脂

質は NaDCA/T 処理でほとんどが、また S/D 処理で

部分的に除去されると推察される（2017 年度分担研

究報告書参照）。以上より RG-HEV でも pd-HEV と

同様に結合する脂質は熱安定性に寄与することが確

認できた。 

  

2. RG-HEV と pd-HEV の熱安定性比較 

 RG-HEV の熱安定性を pd-HEV と比較するため、

脂質の結合する RG-HEV をアルブミン非存在下（ア

ルブミン安定化液）、またはアルブミン存在下（25%

アルブミン溶液）に添加し、液状加熱処理（59.0±1.0℃、

10 時間）を行い、pd-HEV の不活化カイネティクス

と比較した 2, 3)。アルブミン安定化液中では、

RG-HEV と pd-HEV は類似するカイネティクスで不

活化され、加熱開始 10 時間後の LRV は RG-HEV で

≧4.6、pd-HEV で≧3.6 であった。（図 2、青線と赤

線）。一方 25%アルブミン溶液中では、pd-HEV は安

定化することが分かっている 2, 3)。RG-HEV も同様

に安定化し、加熱開始 1 時間後まで不活化されなか

った。加熱開始 1 時間から 5 時間後にかけゆっくり

不活化され両HEV のLRV は 1程度であった（図 2、

緑線と紫線）。加熱開始10時間後にはpd-HEVのLRV

は≧1.5 の検出限界であったが、加熱開始 1～5 時間

までのカイネティクスをもとにすると大きな不活化

は起こらないと考えられた。RG-HEV の LRV は 1

程度のままであり不活化の進行は僅かであった。（図

2、緑線）。このように、アルブミン安定化液及び 25%

アルブミン溶液中で RG-HEV の不活化カイネティ

クスは pd-HEV に類似しており、RG-HEV の熱安定

性は pd-HEV とほぼ同程度であった。 

 

3. 40%エタノールで前処理を行ったRG-HEVの不活

化動態 

 製造工程中に使用されるエタノールや S/D 試薬に

より pd-HEV から脂質が除去される（2018 年度分担

研究報告書参照）ため、実製造工程の pd-HEV の状

態を反映した HEV を用いて、不活化動態を把握す

ることが必要となる。本研究では、アルブミン製造

のアルコール分画工程でエタノール濃度が最大

40％となることから、40%エタノールで前処理した

RG-HEV を 25%アルブミン溶液に添加し、液状加熱

試験（59.0±1.0℃、10 時間）を行った。40％エタノ

ールで前処理した RG-HEV は、加熱開始直後から不

活化され、加熱開始 1 時間後には感染価 LRV は 1

程度に達した。一方、それ以降の不活化に進行は無

く、加熱開始 10 時間後の感染価 LRV は 1 程度のま

まであり、最終的な LRV は非処理の RG-HEV や

pd-HEV と同程度であった（図 3）。 

D. 考察 

 RG-HEV でも pd-HEV と同様に、ウイルス粒子表面
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に結合する脂質を有する方が、その熱安定性は高い

ことから、脂質を有する HEV を用いて液状加熱処

理工程の HEV 不活化効果を評価することはワース

トケースとなる。また、アルブミン安定化液及び

25％アルブミン溶液中での液状加熱における非処理

のRG-HEVと pd-HEVの不活化動態は同様であった

ことから、液状加熱工程における HEV の不活化効

果を評価する際に非処理 RG-HEV を使用すること

が可能であろう。さらに、非処理 RG-HEV は液状加

熱工程の評価においてワーストケースであるが、ア

ルブミンのアルコール分画工程を経た HEV を考慮

する時には、40%エタノールで前処理した RG-HEV

を用いる方が実態を反映しているであろう。このよ

うに RG-HEV に実態を反映した前処理を施すこと

により、加熱工程における pd-HEV の不活化動態を

適切に評価できると考えられる。 

 

E. 結論 

 RG-HEV と pd-HEV の熱安定性は同程度であり、

液状加熱処理の pd-HEV の不活化を評価する上で

RG-HEV は有用である。また、実製造を反映させる

前処理した RG-HEV を使用することで、万が一実製

造に pd-HEV が混入した場合の液状加熱中の不活化

動態を確度高く推測することが可能である。 
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図 1 各処理を行った RG-HEV の不活化動態 

 コントロール処理、S/D 処理、NaDCA/T 処理した RG-HEV を液状加熱処理（60.0±1.0℃、120 分）した。

加熱時間と LRV の関係を示した。*は 3 回の感染価測定のうち 1 回が検出限界以下、***は 3 回の感染価測

定のうち 3 回全てが検出限界以下であることを示す。 

 

図 2 RG-HEV と pd-HEV の不活化動態比較 

 RG-HEV をアルブミン安定化液及び 25%アルブミン溶液に添加し（それぞれ RG-HEV（アルブミン安定

化液)及び RG-HEV（25%アルブミン溶液)と表記）、液状加熱処理（59.0±1.0℃、10 時間）を行った。本研

究以前に同様の試験を行い取得したアルブミン安定化液中の pd-HEV 及び 25%アルブミン溶液中の

pd-HEV（それぞれ pd-HEV（アルブミン安定化液)及び pd-HEV（25%アルブミン溶液)と表記）の不活化動

態も示した。*は 2 回の感染価測定のうち 1 回が検出限界以下、**は 2 回の感染価測定のうちいずれも検出

限界以下であることを示す。 
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図 3 40%エタノールで前処理した RG-HEV の不活化動態 

 40%エタノールで処理した RG-HEV（40%EtOH 処理 RG-HEV）を 25%アルブミン溶液に添加し液状加熱

処理（59.0±1.0℃、10 時間）を行った。図 2 と同様に加熱時間と LRV の関係を示した。比較のため、図 2

の RG-HEV（25%アルブミン溶液)と pd-HEV（25%アルブミン溶液)の不活化動態も示した。 
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