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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） 

総合研究報告書 

輸血用血液製剤と血漿分画製剤の安全性と安定供給を確保するための 

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、１〜４型のデングウ

イルス、ジカウイルス、ウスツウイルスの核酸を検出できることが確認出来

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。最終的に３セットのプライマーとプローブのセットを作成
し、感度や特異性に問題がないことを確認出来た。 

3. HBV の培養系と感染性の評価方法を改良し、HBV に高感受性の細胞株を樹立

した。その細胞株と HBV 陽性血漿を用いて HBV の液状加熱による不活化効果

と抗 HBs グロブリン製剤の中和活性が in vitro で評価できるようになっ

た。 

4. 血漿中から SARS-COV2 の RNA が稀に検出されることから原料血漿にウイル

スが混入した場合を想定し、武漢株、アルファー変異、ガンマー型変異、ベ

ーター型変異、デルタ型変異、オミクロン株等の 60℃液上加熱処理におけ

る不活化効果を評価したところ、全てのウイルス株が 30 分で不活化される

ことを確認した。また、血清中に抗体や補体以外の感染を抑制する「因子」

の存在が示唆された。 

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が

吸血している動物種とウイルスの解析を行った。特にキチマダニは、鳥やヒトへ

の嗜好性があり、渡り鳥を介したウイルス の拡散に重要なマダニであることが

確認出来た。北陸地域の渡り鳥飛来地を中心としたダニ媒介ウイルスの調査にお

いて、当該地域のキチマダニから複数年に渡って Kabuto mountain virus （KAMV）

が計 5株分離されており、これら分離株の配列情報を活用して、プローブ法によるリ

アルタイム PCR に基づく高感度 KAMV 検出系を今回新たに確立した。 
6. アンチトロンビン製剤とグロブリン製剤の液状加熱処理による HEV の不活化

効果を評価した。それぞれ対数減少率（LRV）で 1Log、及び 2Log 程度であ

ることが明らかとなり液状化熱処理は HEV に対しては有効な工程ではないこ

とが判明した。 
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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   関西医科大学 

       教授 

野島 清子  国立感染症研究所  

       主任研究官 

比嘉 由紀子 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 

 

A. 研究目的 

ヒトや物質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ウイ

ルス やチクングニアウイルスなどの

蚊媒介性ウイルス感染症が東南アジア

や中南米諸国において流行し、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、新型コロナウイルスが中

国で発生し、世界的なパンデミックと

なっている。更に E型肝炎ウイル

(HEV)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。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。一方、血液製剤の

安全対策上重要な B型・C型肝炎ウイ

ルスは、適当な培養系が開発されてい

ないために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。培養法を改良し、実際の HBV や

HCV を用いた不活化法の評価を目指し

た。本研究班では、これらの病原体の

検出法やスクリーニング法の開発とそ

の評価を行った。また、新規病原体で

あるコロナウイルスが血中からも検出

されることから輸血製剤や血漿分画製

剤におけるリスクの評価も目指した。 

 

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 

 これまでに開発したデングウイルス、

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

法の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
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アフリカ型の遺伝子型であるジカウイル

ス MR766 株およびアジア型である

PRVABC59 株も検出した。またブタ血清よ

り分離された日本脳炎ウイルス遺伝子型

I 型の野生株に対する反応性を検討した

ところ，本共通プライマーは野生型の日

本脳炎ウイルス遺伝子についても問題な

く検出することを確認した。さらに本共

通プライマーとデングウイルス血清型特

異的 TaqMan RT-PCR 法を比較検討したと

ころ、統計学的に高い一致度が認められ、

特に急性期血清においてウイルス遺伝子

を高感度に検出することが示唆された。

2019 年には多くのデング熱の輸入症例が

報告され，わが国におけるデング熱の患

者数は初めて 450 例を超えた。また 5 年

ぶりにデング熱の国内流行が3例発生し，

これら患者の実験室診断を実施した。

2019 年には多くのチクングニア熱の輸入

症例も報告され、わが国におけるチクン

グニア熱の患者は初めて 45 例に達した。

しかしながら2020年はデング熱の輸入症

例が前年の 1/10以下に激減し、チクング

ニア熱の輸入症例数も 1/15 に減少した。

この原因の 1 つとして、コロナ禍による

入国制限により人的交流が減少した影響

が考えられた。 

 

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 

 研究要旨：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。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法のマル

チプレックス化に向けた検討を行った。 

 

３）赤血球製剤の病原体不活化法の開発 

 昨年度に親株より HBV に対して 10〜20

倍高感受性を示すクローン株を得た。HBV

感染後にポリエチレングリコールと DMSO

を添加して培養し、２週目と 4 週目に細

胞内の HBV-DNA を定量することで４週目

の方が HBV-DNA 量が増加している場合に

感染性ありとした。２つの約 5X108IU/mL

の HBV 陽性血漿を用いて 5％アルブミン 

製剤での 60℃-10 時間の液状加熱による

HBV 不活化効果を検討し、 4Log 以上不活

化されることを明らかにした。また、10 感

染価と 100 感染価の HBV を調整し、0.03

〜3IU に希釈した抗 HBs 免疫グロブリン

と 37℃で 2時間中和させたところ、200IU

（筋注用抗 HBs 免疫グロブリン１本）の

製剤で約 6.7X104感染価の HBV の中和が

可能であった。HBV 陽性血漿を用いて実際

の HBV の液状加熱による不活化や中和活
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性を測定が可能であった。 

 また、感染性を有する HBV を得るため

にリバースジェネティック法として HBV

陽性血漿から HBV-DNA を抽出し、リガー

ゼ によって環状二重鎖にした核酸を

RCA(Rolling circle amplification)によ

り全長がタンデムに結合した HBV 遺伝子

を合成した。これを細胞に導入すること

で、培養上清に感染性 HBV を産生する細

胞株を樹立することができた。 

赤血球の不活化法の開発では、不活化の

ために添加する「Pheophorbide a」の細胞

毒性について評価し、T細胞や単球に比べ

て B 細胞への増殖抑制が著明であること

を明らかにした。 

 

４) 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 

 SARS-CoV-2感染症の知見としては、症

状のある感染者の15%において血液中か

ら SARS-COV-2 の RNA が検出される

(RNAemia )事例や中国のドナースクリ

ーニングで 4 名のドナーで SARS-COV-2 

RNA が検出された事例が報告されてい

る。しかし、ウイルス量は低くウイルス

分離された事例、輸血により感染した事

例はない。しかし、一方で、世界中で次々

と変異型ウイルスが出現し、回復者やワ

クチン接種者の有するウイルス中和活

性に影響を及ぼす可能性があり、変異に

よりウイルスの性状が変化する可能性

は否定できない。無症候感染者が献血ド

ナーになる可能性があることから、血液

の安全性を確保するためには、新型コロ

ナウイルスの不活化処理等への抵抗性

などを明らかにした。武漢株、アルファ

ー変異、ガンマー型変異、ベーター型変

異、デルタ型変異、オミクロン株等を用

いて、血漿分画製剤で用いる60℃液上加

熱処理において、いずれも変異ウイルス

株においても 30 分で不活化されること

が確認できた。 

また、HCVは感染者由来の HCV が感染・

増殖できる感染系はない。感染に重要な

細胞因子として Sec14L2 が発見された

が感染は困難であった。今回、胃がん細

胞ではあるが HCV が感染しやすいと推

定される各種因子を有する細胞株を用

いて見出し、Sec14L2 を高発現する細胞

クローンを用いて感染の有無を検討し、

今回、はじめて HCV RNA の増殖を検出で

きた。 

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。2021 年

は、これまで得られた植生マダニのサン

プルを用いて、吸血源動物の探索、ウイル

ス検出と検査系の確立を中心に研究を進
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めた。マダニ媒介ウイルスの自然界にお

ける感染環を考える際、吸血源動物の特

定が重要である。本研究では、植生マダニ

（動物に咬着しておらず、マダニ体内に

血液成分もほとんど認められないため吸

血源動物を特定することが困難）に対し

て、RLB（Reverse Line Blot 法）と NGS

（Next Generation Sequencing）を併用

することで、体内にわずかに残る血液成

分から様々な分類群に属する吸血源動物

を種レベルで同定する検出系を構築した。

ヒト刺咬例が多く、植生マダニの優占種

であるキチマダニについて解析したとこ

ろ、北陸の渡り鳥飛来地 4 地点すべてか

ら鳥類を吸血した個体が検出された。ま

た、コジュケイ、ハツカネズミ、イノシシ、

イエネコ、サルの DNA 断片が検出され、

これらの動物を吸血していることが示唆

された。これまで北陸地域の渡り鳥飛来

地を中心としたダニ媒介ウイルスの調査

において、当該地域のキチマダニから複

数年に渡って Kabuto mountain virus 

（KAMV）が計 5 株分離されており、これ

ら分離株の配列情報を活用して、プロー

ブ法によるリアルタイム PCR に基づく高

感度 KAMV 検出系を今回新たに確立した。 

6) 感染症の 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（以下、HEV）に対する

血漿分画製剤のさらなる安全性の向上を

目指し、HEV の熱感受性の調査、及び新た

にヒトへの感染が報告された動物種由来

HEV のリスク評価を実施した。 

HEV の熱感受性の調査については、リバー

スジェネティクス法により培養細胞から

産生した HEV（以下、RG-HEV）を用いて、

アンチトロンビン製剤とグロブリン製剤

の液状加熱処理（60℃, 10時間）での不

活化効果を評価した。その結果、アンチト

ロンビン製剤とグロブリン製剤の不活化

効果はそれぞれ、1 Log reduction value

（以下、LRV）、及び 2 LRV 程度であるこ

とが明らかとなった。これらの結果はヒ

ト血液由来の HEV を用いた実験結果とも

類似しており、液状加熱処理における RG-

HEV のモデルウイルスとしての適正の一

端を示唆するものである。また、これらの

結果から、液状加熱処理は HEV に対して

有効な工程ではないものの、ウイルス除

去膜処理による除去効果と併せることで、

HEV に対する安全性の向上に寄与し得る

と考えられた。 

動物種由来HEVのリスク評価については、

新たにヒトへの感染が報告されたウサギ、

及びラット HEV の 2 種類について実施し

た。ウサギ HEV は、これまでヒトへの感

染の報告がある動物種（イノシシ、シカ、

ブタ）の HEV と遺伝学的に近縁であり、

構造タンパク質の相同性も高いことから、

これまで対象としてきた HEV と同様、NAT

による検出やウイルス除去・不活化処理

は有効に機能する可能性が高いと考えら

えた。一方、ラット HEV については、これ

まで報告のある HEV と異なる遺伝子型に

分類されるため NAT をすり抜ける可能性

が高いものの、粒子サイズは他の HEV と

変わらないことから、ウイルス除去膜は

有効に機能すると考えられた。総じて、新

たな動物種由来の HEV に対して、注視は

必要なものの血漿分画製剤のウイルス安

全性に対する追加の施策は必要ないと考

察した。 
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D．考察 

 中国で発生した SARS-COV-2 の世界的な

パンデミックによって国内外のヒトの移

動は激減したが、これまで問題になって

いた感染症が減少したわけではない。新

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を評価し、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。今回も原料血漿に新型コ

ロナウイルスが混入した場合の製剤の安

全性を確認するために液状加熱による感

受性を評価した。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、スクリーニング法の進歩によって

安全性が高くなった HBV はこれまで有用

な感染系がなかったが、拡大や野生動物

の増加、更には温暖化等の高感受性株の

樹立でモデルウイルスと同等に不活化さ

れることを明らかにした。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由来の

ウイルスを十分に得ることは困難であっ

たが、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 ウイルス等の検出法の開発を

行った。ダニ媒介感染症の予防のためにダ

ニの吸血源の嗜好性を解析し、渡り鳥の飛

来地でのダニの調査も行なった。また、分

画製剤の安全性向上のため、HBV や HEV の

不活化の検討に加えて新型コロナウイル

スの不活化法も検討した。 

F. 健康危機情報 

  なし 

 

G.研究発表 

1)岡田義昭、野島清子、血液製剤の安全性

向上を目指した B 型肝炎ウイルスの in 

vitro 培養系の開発、第 69回日本輸血・細

胞治療学会、2021年  

2)山麻衣子、鈴木雅之、玉栄建次、内野冨

美子、加藤由佳、山田攻、小林清子、池淵

研二、岡田義昭、輸血副反応報告の実態調

査とその重要性の啓発活動、第 69 回日本

輸血・細胞治療学会総会、2021年 東京 

３）岡田義昭、野島清子、Parvovirus B19

培養系の開発、第 69 回日本ウイルス学会

総会、2021年 神戸 

 

H.知的財産権の出願・登録 

状況なし 

 

以上 
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令和2−3年度 
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性と安定供給を確保するための新興・再興感染症

の研究」班 
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 
 

研究分担者 国立感染症研究所  ウイルス第一部 林 昌宏 
 
研究協力者 国立感染症研究所  ウイルス第一部 田島 茂 
         国立感染症研究所  ウイルス第一部 西條 政幸 
         国立感染症研究所  ウイルス第一部 海老原秀喜 

 
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．また近年ヨーロッ

パではウエストナイルウイルス（WNV）およびウスツウイルス（USUV）の流行
が問題となっている．2018年にはヨーロッパ15カ国で2,000例以上のWN熱患者が
発生した．また2017年にはオーストリアでの輸血血液に対するWNV遺伝子スクリ
ーニング検査においてUSUV遺伝子が検出され，問題となっている．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，ブタ血清中の日本脳炎ウイルスおよびUSUVに対
するフラビウイルス共通プライマーの反応性を検討した．その結果フラビウイル

ス共通プライマーは現在国内に流行している日本脳炎ウイルスの野生株およびヨ

ーロッパのUSUV流行株に対してその検出に有用であることが示された． 
 
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

デング熱（DF）やジカウイルス感染症 
(ZVD) 等の流行域の拡大が顕著である．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．また近年ヨ

ーロッパでは，ウエストナイルウイルス

（WNV）およびウスツウイルス(USUV)の
流行が問題となっている． 

WNV はフラビウイルス科フラビウイル
ス属に分類され，1937年にウガンダで最初
にその流行が確認された．以後，主にアフ

リカ，中東およびヨーロッパで散発してい

たが，2018 年にはヨーロッパ 15 カ国で
2,000 例以上の患者が発生した．その後も
その流行は継続し，2020年にはドイツで最
初の死亡例が報告された．米国では 1999
年にニューヨークで患者が発見され，急速
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にその流行域が米国，カナダ，メキシコ，

カリブ海諸国，南米コロンビア, アルゼン
チンなどに拡大した．米国における 2020
年までの患者数は 52,382人，そのうち死者
は 2,418 人であった．わが国では 2005 年
10月に輸入症例が確認された． 

USUVはフラビウイルス属に分類され，
近年ヨーロッパにおいて特に注目されてい

る．USUV は 1959 年に南アフリカでイエ
カ属の蚊（Culex neavei）より初めて分離
され，ヨーロッパでは回顧調査により遅く

とも 1996 年には存在したことが示されて
いる．これまでのところUSUVのヒトに対
する病原性は高くないが，ヨーロッパでは

2009 年にイタリアで初めて USUV 感染に
よる免疫不全患者の髄膜脳炎症例が報告さ

れた．また 2009年にはイタリアで肝移植を
受けた女性の血液からもUSUVが分離され
た．  
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, ジカウイルス 
(ZV), WNV, ダニによって媒介されるロシ
ア春夏脳炎ウイルス (TBE) 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，DF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

DF 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，血清中のウイルス検出モ

デルとして、ブタ血清中の日本脳炎ウイル

ス (JEV) の野生株を用いてわが国に分布
している JEV に対するフラビウイルス共

通プライマーの反応性を検討した.またさ
らにヨーロッパウイルスアーカイブグロー

バル（EVA-g）より導入したUSUV 2株を
用いてUSUVに対するフラビウイルス共通
プライマーの反応性を検討した． 
 
Ｂ．研究方法 
ウイルス 
サル腎細胞由来Vero細胞を2 x 105/mlに播
種し，5％CO2, 37℃で培養した．翌日，
EVA-g より導入したウスツウイルス
UVE/USUV/1959/ZA/SAAR-1776 株およ
び Usutu virus/Slovenia/Ko208/2018株を
それぞれ 50µl接種した．細胞を毎日顕微鏡
下で観察し，細胞変性効果の認められた培

養上清を回収し，－80℃の超低温下で保存
した． 
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
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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．  
日本脳炎ウイルス特異的 RT-PCR法 
高知県のブタ血清から JEV RNAを抽出し
た．JEV特異的プライマーを用いたリアル
タイム RT-PCR 法により JEV 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 JEV由来であることを確認した． 
ウイルス分離 
サル腎細胞由来Vero細胞を2 x 105/mlに播
種し，翌日ブタ血清を 50µl接種した．細胞
を毎日顕微鏡下で観察し，細胞変性効果の

認められた培養上清を回収し，－80℃の超
低温下で保存した．JEV特異的プライマー
を用いた RT-PCR法によりウイルスの同定
を行った． 
 
Ｃ．研究結果 
ブタ血清中における日本脳炎ウイルスのス

クリーニング 
高知県で採取されたブタ血清 20 検体につ
いて JEV 遺伝子の検出を JEV 特異的
RT-PCR法を用いて実施した．その結果 20
検体のブタ血清のうち，5 検体より目的産

物と同じ 250bp付近に増幅産物が得られた． 
日本脳炎ウイルスの分離 
JEV特異的ウイルスによって増幅産物の得
られたブタ血清 5 検体についてウイルス分
離を実施した．24 穴プレートに Vero 細胞
を播種し一晩静置後，増幅産物が得られた

ブタ血清 5検体をそれぞれ 50µl接種し，細
胞を鏡検下で毎日観察した．その結果血清

KO-44 および KO-57 を接種した培養細胞
において接種 4 日後から細胞変性効果が観
察された．そこで細胞変性効果の観察され

た KO-44 および KO-57 の培養上清を接種
後 5日後に回収し，-80℃の超低温下に保存
した． 
フラビ共通プライマーによるブタ血清中の

日本脳炎ウイルス遺伝子の検討 
次に分離された JEV KO-44 株および
KO-57株に対してフラビ共通プライマーに
よる RT-PCRを実施したところ，KO-44株
および KO-57 株において特異的増幅が認
められた． 
ウスツウイルスの培養 
Vero細胞を播種し一晩静置後，ウスツウイ
ルス UVE/USUV/1959/ZA/SAAR-1776 株
および Usutu virus/Slovenia/Ko208/2018
株をそれぞれ 50µl接種した．細胞を鏡検下
で毎日観察し，接種 4 日後に細胞変性効果
が観察された．培養上清を接種後 4 日後に
回収し，-80℃の超低温下に保存した． 
フラビ共通プライマーによるウスツウイル

ス遺伝子の検討 
次に UVE/USUV/1959/ZA/SAAR-1776 株
および Usutu virus/Slovenia/Ko208/2018
株に対してフラビ共通プライマーによる

RT-PCR を実施したところ，ウスツウイル
ス UVE/USUV/1959/ZA/SAAR-1776 株お
よび Usutu virus/Slovenia/Ko208/2018株
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において特異的増幅が認められた． 
 
Ｄ．考察 
血液製剤の安全性を確保するうえで近年問

題となっているフラビウイルスにはWNV，
USUV，ZV 等がある．また近年DENVの血
液製剤への安全性への影響についても指摘

されている．これらウイルスはわが国には

分布していないためこれらウイルスによる

輸入症例が問題となる可能性がある．本研

究では血清中のウイルス遺伝子を検出する

モデルとしてわが国にも分布するブタ血清

中のJEVを用いてフラビ共通プライマーの
検討を行った．また，USUV遺伝子に対す
るフラビ共通プライマーの検討を行った．

その結果フラビウイルス共通プライマーは

JEVの野生株についても増幅能を有してい
ることが示された．またいずれのUSUV株
についても増幅能を有していることが示さ

れた．UVE/USUV/1959/ZA/SAAR-1776株
は， 1959年に南アフリカで Culex neavei 
より分離されたウスツウイルスのレファレ

ンス株である．また，Usutu virus/Slovenia 
/Ko208/2018株はスロベニアで分離された
近年の流行株である．フラビウイルス共通

プライマーを用いることにより， Usutu 
virus/Slovenia/Ko208/2018株を検出できて
いることから，当プライマーは近年の

USUVにも対応していることが示唆された．  
WNVはトリが自然宿主であり，トリと媒介
昆虫である蚊の間で，感染環が形成・維持

されている．これまでに感染が確認された

鳥類の種類は220種以上におよぶ．特にカラ
ス，イエスズメ，アオカケス等において血

中のウイルス量が高いことが報告されてい

る．USUVは蚊とトリの間で感染環を形成
し，トリに対して高い致死率を示す．主な

媒介蚊はトビイロイエカ(Cx. pipiens)であ
る．ヒトおよびげっ歯類は終末宿主である．

USUVに感受性の高い主なトリはユーラシ
アクロウタドリ  （Blackbird: Turdus 
merula）である．ユーラシアクロウタドリ
は渡り鳥としてヨーロッパからロシア，中

国，台湾にも分布し，わが国にも飛来して

いる．したがってこれらウイルスがわが国

に侵入する可能性は否定できないため，今

後のWNVおよびUSUVの動向に注目する
必要がある． 
 
Ｅ．結論 
これまでに DF，ZVD，WNEおよび JE
の治療法は確立されておらず，その予防対

策が重要である．また，USUVに対する検
査体制も十分とは言えない．したがって DF, 
ZVD，USUV感染症の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．よって今

後も血液製剤の安全性を確保するために蚊

媒介性ウイルスのウイルス学的特性の解析

を行い，迅速で高い感度と特異度を示す検

査系の開発をすすめ，その成果について情

報共有に努める． 
 
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 
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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 



 

 - 12 - 

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 関西医科大学医学部 微生物学講座 教授 

            
 

 

研究要旨：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。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。令和２~３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）やマルチプレックス化に向けた検討を実施した。 

 
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 
上野孝治 関西医科大学医学部 微生物学講座  

     助教 
（本研究は、国立感染症研究所 ウイルス第一部、日

本赤十字社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・

プローブセットの再検討 
 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。最終的な候補としてS分節1セッ

ト(S-60)しか残らなかったため、M分節とL分節のセ

ットも再検討することとした。 
 
・合成ssRNAを用いた絶対感度の再評価  
 選定したプライマー・プローブセットに対して合

成ssRNAを作製した。これらを用いて、低コピー段

階希釈検体を作製し、PCR系の絶対感度を改めて評

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準備 
SFTSV Japanese株 (J1：4株、J2：2株、J3：2株)
およびChinese株 (C3：1株、C4：1株、C5：2株) 由
来RNAに対して、S-60セットを用いたSFTSV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

パネルを準備した。 
 
・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、S-60セット
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と、今回新たにマルチプレックス化した核酸検査系

との検出感度の比較検討を実施した。 
 
・SFTSVと近縁のウイルスRNAを用いた検出特異性
の検討 

SFTSVと近縁のウイルスRNA（合計８種類）を用

いて、今回新たにマルチプレックス化した核酸検査

系の検出特異性を検討した。 
 
・選択したセットのマルチプレックス化の検討 
既報の検出系との性能比較評価のために、上記で

選択した各フラグメントに対するプローブを既報の

国立感染症研究所ウイルス第一部が樹立した検出系

に合わせて標識蛍光種およびクエンチャーを変更し

て設計・合成した。また日本赤十字社が設計したプロ

ーブに関しても同様に合成した。これらを用いたマ

ルチプレックス化の検討を行った。 
 
Ｃ．研究結果 
・新規SFTSV核酸検査法開発のためのプライマー・

プローブセットの再検討 
健常者プール血漿由来RNAを鋳型として、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

を評価したところ、非特異的な増幅反応が高率で引

き起こされるセットが一部に認められ、最終候補と

してS分節1セット(S-60)しか残らなかった。そのた

め、M分節とL分節のセットも再検討し、これらのセ

ットの中で最も増幅効率の良いM-87とL-115を改め

て選定した。S-60にこれらを加え、合計３セットの

マルチプレックス検査系（3-plex核酸検査系）とした。 
 
・合成ssRNAを用いた絶対感度の再評価 

S-60とM-87の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、L-115セットに対する合成

ssRNAを用いて、同様に感度を評価した結果、鋳型

量100, 20, 10, 5 cp/rxn において検出率は100%であ

った（8重測定中8検出）。 
 
・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(10コピー/μ

L)を鋳型として、S-60セット、および今回の3-plex
核酸検査系(S-60, M-87, L-115)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セットと

3-plex核酸検査系においてそれぞれ48と55であっ

た。また、Ct値の比較では両方ともほぼ同等であっ

たが、3-plex核酸検査系はより低いCt値を示し、最

終蛍光強度もより高い値を示した。 
 

 
 
・SFTSVと近縁のウイルスRNAを用いた検出特異性
の検討 

SFTSVと近縁のウイルスであるHazara virus, N
ipah virus, Heartland virus, Mobala virus, Mop
eia virus, Rift valley fever virus, Issyk-kul viru
s, Soft tick bunyavirusのRNA（合計８種類）を用
いて、今回の3-plex核酸検査系の各セットS-60, M-
87, L-115、および3-plexに対する検出特異性を検討
した。その結果、S-60, M-87, L-115, 3-plexの全て
のセットにおいて、SFTSV以外のシグナルは見られ
ず、非特異的な増幅は認められなかった。 

 
・選択したセットのマルチプレックス化の検討 
選択したプローブを既報の国立感染症研究所ウイ

ルス第一部が樹立した検出系に合わせて３種類の標

識蛍光に変更して設計・合成したが、プローブの一部

が機能しなかった（下図）。既存の条件と揃えるため

にスクリーニング時に付加していたMinor Groove 
Binder (MGB)を除去したことにより、Tm値が低下

したことが原因であると考えられた。MGBを付加で

きる標識蛍光の種類に制限があるため標識蛍光種を

変更する必要があるが、異なる蛍光種で蛍光強度に

差があることから直接比較することは困難であった。

そこで各プライマー・プローブセットの配列優位性

を検討するために、全プローブの標識蛍光をFAMで

統一して、クエンチャーおよびMGBに関しては論文

およびスクリーニング時の設計に合わせて再合成し

て、分節ごとに個別に比較することが必要となった。 
 

 
 
Ｄ．考察 
 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

と考えられる。 
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。本研究のスクリーニングで選

蛍光３色 multi-plex RT-PCR化の検討

S-60, M-87, L-115 JRC Virus 1

L-115

M-87
M

【今後の課題】

１）Single plex法により、各segmentに対する検出感度を比較検討する。

２）感度の最も高いオリゴセットを各segmentに対して選択し、これらを組み合わせて

高感度のmulti-plex検出系を確立する。

S M L
S-60, M-87,
L-115 FAM-MGB FAM-MGB FAM-MGB

JRC FAM-MGB FAM-MGB FAM-MGB

Virus 1 FAM-BHQ1 TxRed-BHQ2 Cy5-BHQ3

S M L
S-60, M-87,
L-115 FAM-BHQ1 TxRed-BHQ2 Cy5-BHQ3

JRC FAM-BHQ1 TxRed-BHQ2 Cy5-BHQ3

Virus 1 FAM-BHQ1 TxRed-BHQ2 Cy5-BHQ3

ウイルス第一部の検出系と同様に multi-plex化して検討した。

M-87, L-115 および JRC M ではシグナルが検出されなかった。

probeのTm値等と標識の組み合わせが原因であると考えられた。

multi-plex化



 

 - 14 - 

択したプライマー・プローブの各セットは配列優位

性が高いことが予想され、さらに同一の標識蛍光種

で検出することで、３種類の標識蛍光で SFTSV の

分節を個別に検出する既存の検出系よりもさらに感

度の高い検出系を確立できると期待される。本研究

において開発される SFTSV の検査法は、そのよう

な血液スクリーニング用に今後の核酸検査法の 1つ
として活用が期待される。本研究開発は、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。 
 
Ｅ．結論 
今回新たに開発された 3-plex PCR は、SFTSV の

全ての分節に対するセットを有しており、かつ近縁

のウイルスに対して非特異的な増幅も見られないた

め、幅広い株に対して高感度で特異的な検出が可能

と考えられる。また、既存の検出法との配列優位性

を比較し、標識蛍光の組み合わせを検討することで

より高感度の検出系を確立できると期待される。 
本研究により開発されるSFTSV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

れる。 
 
Ｆ．研究発表 
1. 論文発表 
 なし 
 
2. 学会発表 
 なし 
 
Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
1. 特許取得 
 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−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 

  B 型肝炎ウイルス（以下 HBV）は、血液製剤の安全性確保のために重要なウイ

ルスであるが、in vitro で効率よく増殖する培養系は確立されていない。本研究

では、親株より約 20 倍 HBV に対して感受性が高い細胞株 HepG2-NTCP#10 を樹立

することができた。それを用いて５％アルブミン製剤における 60℃-10 時間の液

状加熱による HBV の不活化効率と抗 HBs 免疫グロブリン製剤による中和活性を検

討した。液状加熱では４log 以上の不活化、抗 HBs 免疫グロブリン製剤による中

和活性では、200 国際単位（筋注用製剤１本）で少なくても約 67,000 IU の HBV

を中和することができた。本細胞株は、直接 HBV 陽性血漿を用いて感染性を評価

することが可能であり、他にこのような培養系はなく血液製剤の安全性評価に大

いに貢献できるものと考えている。 

 
A.研究目的  

  輸血用血液や血漿分画製剤は、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、安全対策の上で重

要なウイルスであるB型肝炎ウイルス（以

下 HBV）や C型肝炎ウイルスは未だ有用な

培養系がないため、培養が可能でウイル

ス学的に性状が類似した動物由来のウイ

ルスをモデルウイルスとして不活化や除

去方の評価に用いられてきた。HBV のモデ

ルウイルスとしてブタの仮性狂犬病ウイ

ルス（以下 PRV）が用いられてきたが、PRV

はヘルペスウイルス科に属し大きさや遺

伝子構造が異なっているため HBV と同様

の不活化法に対する感受性を示すのか不

明であった。昨年度の研究によって樹立

した細胞株を用いて HBV の液状化熱によ

る不活化と抗 HBs 免疫グロブリン製剤に

よる中和活性を解析した。 

Ｂ.研究方法と結果 

2.HBV 高感受株の樹立 

 肝癌細胞株 HepG2-NTCP(国立感染症研究

所渡士博士より供与)を 5枚の 96穴プレー

トに１穴当たり 1/3 個になるように蒔き、

50 個の形態的に特徴のある細胞クローン

を選択した。これらに日本赤十字社から供

給されたHBV陽性血漿を1,000倍に希釈し

て感染させ 21日間培養した。培養は 10％

FCS-DMEMに最終濃度4％になるようにポリ

エチレングリコールと同２％になるよう

に DMSOを添加した。培養上清のHBV-DNAを

定量 PCRで測定し、HBV産生株 4-3株と 6-

3 を選択した。さらに高感受性株を作るた

めに薬剤耐性遺伝子と Cas9 が組み込まれ

たプラスミドを用いて DNAセンサーである 

STING 遺伝子を改変した。ネオマイシンや
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ピュロマイシンでクローンを選択した。各

クローンは、仮性狂犬病ウイルス (以下

PRV)を添加しウイルスに対する感受性を

評価し、高感受性株に対しては 100 倍と

1000 倍に希釈した HBV 陽性血漿を添加し、

感染 12 日目に培養上清と細胞の HBV-DNA

定量を行い高感受性細胞HepG2-NTCP#10を

選択した。 

２.５％アルブミン 製剤における液状加

熱による HBV の不活化効率の評価 

 細胞は、感染 1日前に 1X105ずつコラーゲ

ンコートした 24 穴プレートに蒔き、分子

量 8000 のポリエチレングリコール（ 以下

PEG）と DMSOをそれぞれ最終濃度４％、２％

に な る よ う に添加 し た 10 ％ FCS ―

DMEM(high glucose)を用いて 37℃、５％CO2

で培養した。実験に用いた２つの HBV 陽性

血漿は、日本赤十字社より譲渡された献血

者由来の血漿で約 5X108IU/mL の濃度であ

った。実験に使用するまで分注し、-80℃で

凍結保存した。液状加熱は、血漿分画製剤

の指針に従って５％アルブミン 製剤10容

量に対し、１容量のHBV陽性血漿を添加し、

60℃で 10 時間行なった。コントロールと

して同じ HBV 陽性血漿を４℃で 10 時間処

理した。60℃の液状加熱した検体は、PBSに

て X１〜X 103まで 100.5ずつ段階希釈し、

00μL ずつ細胞に添加した。また、４℃処

理した検体はPBSにて X１〜X 106まで段階

希釈し、100μLずつ細胞に添加した。感染

させた細胞は、３〜４日毎にPEGと DMSOを

添加した培養液で培地交換し、感染２週、

３週、４週後に細胞を回収した。回収した

細胞から DNA を抽出し、定量 PCRにて HBV-

DNA量を測定した。 

４℃-10 時間処理では 104希釈まで２週目

より４週目の方が HBV-DNA 量が増加して

おり、感染性有りと判断した。一方、60℃

-10 時間の加熱では１倍希釈でも増加が認

められず不活化されたと判断した。従って

４Log 以上不活化されたことが明らかにな

った。 

３.抗HBs免疫グロブリン製剤におけるHBV

の中和活性の評価 

 市販の抗 HBs 免疫グロブリン製剤

（200IU/mL）を購入し、100μL に 0.03、

0.1、0.3、1.0、3.0IU の抗 HBs 抗体を含有

するように PBS にて希釈した。HBV は 100

μL に 10 感染価と 100 感染価を有するよ

うに５％アルブミン製剤で希釈し、それぞ

れの濃度の抗体とウイルス液を等量ずつ

混合し、37℃で 2時間中和させた。コント

ロールとしてPBSと各感染価のウイルスを

混合した。反応後、200μLずつ細胞に添加

し、感染させ３〜４日毎に PEG と DMSO を

添加した培養液で培地交換し、感染２週、

３週、４週後に細胞を回収した。回収した

細胞から DNA を抽出し、定量 PCRにて HBV-

DNA量を測定した。 

10 感染価の HBV では 0.03〜3IU まで感染

性は認められず全て中和されたと判断し

た。100 感染価の HBV では 0.03と 0.1 IU

においてHBV-DNAの増加が認められ、0.3IU

以上の抗体濃度では中和された。以上の結

果から抗 HBs 免疫グロブリン 200 IU で

は 6.7X104感染価の HBVが中和できること

を明らかにした。 

 4.HBV産生株の樹立 

 ５末をリン酸化したプライマーを用い

て通常のPCRによってHBVの全長を増幅し、 

self-Ligation によって環状二重鎖の DNA

を作成した。４箇所にプライマー を合成
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し、30度にて16時間RCA(Rolling Circular 

Amplification)を行った。RCA 産物は精製

し、ネオマイシン、又はピューロマイシン

耐性遺伝子が組み込まれたプラスミドと

共に肝癌細胞株 HepG2-NTCP と胃癌由来

FU-97 株に遺伝子導入した。遺伝子導入２

日後から薬剤による選択を行い、96穴プレ

ート 5 枚にクローニングした。増殖してき

た細胞株は上清をエスプライン（富士レビ

オ社）にて HBs 抗原の有無をスクリーニン

グした。抗原陽性細胞は、さらにその上清

のHBV-DNA量を定量してHBV産生株を選択

した。最終的に濃度は低いが、濃縮するこ

とで感染性を有するHBVを産生する株を得

ることができた。 

５. Pheophorbide-aの毒性に関する評価 

毒性を検討するために赤血球液を遠心し、

MAP 液を取り除き、代わりに 10%FCS-RPMI

で置換した。これに Pheophorbide-a を最

終濃度 30μg/mL、又は 40μg/mLになるよ

うに添加した赤血球液10mLを6穴プレー

トに移し、150rpm/分で攪拌しながら 2万

ルクスの赤色光照射を 15分、30 分それぞ

れ行った。照射した赤血球液は遠心し、上

清を回収した。これを１mL ずつ分注し、

CEM細胞（T細胞株）、TPH 細胞（単球株）、

RAJI 細胞（B細胞株）を２X105/well添加

し、4 日間培養した。2日目と 4 日目に細

胞数を測定し、細胞の増殖に与える影響

を評価した。2 日目では CEM 細胞 79.6%、

TPH 細胞 90.5%、 RAJI 細胞 27.5%、4 日目

では CEM 細胞 78.9%、TPH 細胞 90.2%、 

RAJI 細胞 13.0%、30μg/mL―30 分照射で

は、2日目では CEM細胞 89.8%、TPH 細胞

100%、 RAJI 細胞 37.5%、4 日目では CEM

細胞 72.2%、TPH 細胞 85.4%、 RAJI 細胞

15.2%であった。B 細胞系に著名な増殖性

への影響が認められた。 

D.考察 

 昨年度に得られた HBV の高感受性株と

HBV 陽性血漿を用いて液状加熱による HBV

不活化効果や抗HBs免疫グロブリン製剤の

中和活性の評価の可能を検討した。これま

でHBV遺伝子を導入した細胞株の上清を超

遠心によって濃縮したHBVが治療薬等の評

価に用いられてきたが、今回の研究によっ

て高濃度の陽性血漿が必要ではあるが、直

接評価できた事は、血液製剤の安全性を確

保するために大きな前進だと考えられた。

ただし、より正確な評価のためには感染細

胞から二次感染が生じるようなより高感

受性を有する細胞株の樹立が必要である。 

 

E.結論 

 HBV の高感受性株と HBV 陽性血漿を用い

て液状加熱による HBV 不活化効果や抗 HBs

免疫グロブリン製剤の中和活性の評価が

可能であった。その結果、液状加熱によっ

てモデルウイルスと同等にHBVは不活化さ

れることを明らかにした。また、他の不活

化法の評価にも本法は応用可能であると

考えられた。 

 

F.健康危機情報 

なし 

 

G.研究発表 

１）岡田義昭、野島清子、血液製剤の安全

性向上を目指した B 型肝炎ウイルスの in 

vitro 培養系の開発、第 69 回日本輸血・細

胞治療学会総会、2021年 東京 

２）山麻衣子、鈴木雅之、玉栄建次、 
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内野冨美子、加藤由佳、山田攻、小林清子、

池淵研二、岡田義昭、輸血副反応報告の実

態調査とその重要性の啓発活動、第 69 回

日本輸血・細胞治療学会総会、2021年東京 

３）岡田義昭、野島清子、Parvovirus B19

培養系の開発、第 69 回日本ウイルス学会

総会、2021年 神戸 

４）岡⽥義昭：⾚⾎球製剤の病原体不活化
法の開発、第68回⽇本輸⾎・細胞治療学会総
会、北海道、2020年 

５）⼭⿇⾐⼦、鈴⽊雅之、加藤由佳、 
内野富⼦、⼭⽥攻、池淵研⼆、 
岡⽥義昭： 
  幼少期に⾃⼰免疫疾患を発症し、増

悪寛解を繰り返すうちに⾃⼰抗体の
特異性が変化した⼀症例、第68回⽇
本輸⾎・細胞治療学会総会、北海道、
2020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 

2020 年末以降、新型コロナウイルス感染症のアウトブレイクが起こり 2022 年 5 月現在も

継続している。血液の安全性確保の観点から得られる今までの知見としては、アウトブレ

イク初期に症状のある感染者の 15%において血液中から SARS-COV-2 の RNA が検出される

(RNAaemia )事例や中国のドナースクリーニングで 4名のドナーで SARS-COV-2 RNA が検出

された事例が報告されたが、ウイルス量は低くウイルス分離された事例、輸血により感染

した事例はない。しかし、一方で、世界中で次々と変異型ウイルスが出現し、変異や組み

替え等によりウイルスの性状が突如として変化する可能性は否定できない。無症候ウイル

ス血漿ドナーが存在するリスクは低いがゼロでなく、無症候感染者が献血ドナーになり得

ることから、血液の安全性を確保するためには新型コロナウイルスの不活化処理等への抵

抗性などを明らかにするとともに、変異により不活化処理感受性などのウイルスの性状が

変化しないことを確認する必要がある。R02 年は武漢株、アルファ型変異、ガンマ型変異

ウイルス株、R03年度はベータ型変異、デルタ型変異、オミクロン(Ba.1, BA.1.1, BA.2)

を用いて、血漿分画製剤で用いる 60℃加熱処理において、いずれの変異ウイルス株におい

ても 30 分で不活化されることを確認した。この加熱感受性はいずれの変異ウイルスにお

いても、5%アルブミン共存条件下でも維持された。また SARS-CoV-2 ウイルスの室温保存

下で安定性を確認した結果、PBS にスパイクした場合は 3 日程度感染性が保たれるのに対

し、ヒト血清(SARS-Cov-2 抗体陰性)にスパイクした場合は非働化処理に関係なく経時的に

感染性を失うことが確認され、血中 RNAaemia の報告がある中で感染性が報告されていな

い事象との関連が示唆され今後の検討が期待される。 

血液製剤に混入する可能性がある C型肝炎ウイルス（HCV）の実ウイルスを用いた不活化

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
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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。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、

JFH-2 株が増殖できる FU97 細胞に Sec14L2 が発現する細胞（FU97-sec14L2）を作製し HCV

陽性ドナー血漿由来のウイルスを感染させたが、これまで HCV の増殖は見られなかった。

今回、Sec14L2 の発現が多い細胞をクローニングし、HCV陽性ドナー血漿由来のウイルス

を感染させたところ、HCV RNA の増殖を検出出来た。 

 

A.目的 

A-Ⅰ 新型コロナウイルスを用いた不活化

評価 

2020 年末以降、新型コロナウイルス感染症

のアウトブレイクが起こり2022年5月現在

も継続している。血液の安全性確保の観点

から得られる今までの知見としては、アウ

トブレイク初期に症状のある感染者の 15%

において血液中からSARS-COV-2のRNAが検

出される(RNAaemia)事例や中国のドナース

クリーニングで 4名のドナーで SARS-COV-2 

RNA が検出された事例が報告されたが、ウ

イルス量は低くウイルス分離された事例、

輸血により感染した事例はない。しかし、

一方で、世界中で次々と変異型ウイルスが

出現し、回復者やワクチン接種者の有する

ウイルス中和活性に影響を及ぼす可能性が

あり、変異や組み替え等によりウイルスの

性状が突如として変化する可能性は否定で

きない。無症候ウイルス血漿ドナーが存在

するリスクは低いがゼロでなく、無症候感

染者が献血ドナーになり得ることから、血

液の安全性を確保するためには新型コロナ

ウイルスの不活化処理等への抵抗性などを

明らかにするとともに、変異により不活化

処理感受性などのウイルスの性状が変化し

ないことを確認する必要がある。 

R02 年度には、武漢株(hCoV-19/Japan/wk-

521/2020 、 ア ル フ ァ 型 変 異 株 (hCoV-

19/Japan/QHN002/2020、ガンマ型変異株

(hCoV-19/Japan/TY7-501/2021)、令和 3 年

度は、ベータ型変異株 (B.1.351, hCoV-

19/Japan/TY8-612/2021)、デルタ型変異ウ

イ ル ス 株  (B.1.617.2, hCoV-

19/Japan/TY11-927/2021)、オミクロン BA.1

型  (hCoV-19/Japan/TY38-873/2021) 、

BA.2(hCoV-19/Japan/TY40-385/2022) 、

BA.1.1(hCoV-19/Japan/TY38-871/2021) を

加えて血漿分画製剤で用いる 60℃液上加熱

処理において、いずれも変異ウイルス株に

おいても血漿分画製剤の製造工程中で用い

られる 60℃液上加熱処理に対する感受性が

維持されているか確認し、血液製剤の安全

性確保に資する。また、血液にウイルスを

スパイクした際の室温条件下での安定性に

ついて確認することを目的とした。 

A-Ⅱ HCV 実ウイルスを用いた不活化評価 

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、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
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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。し

か し こ こ 数 年 、 数 種 類 の 阻 害 剤

（Grazoprevir，Ledipasvir，Sofosbuvir；

それぞれ HCV プロテアーゼ（NS3/NS4A）、

ポリメラーゼ（NS5A）、及び NS5AB タンパ

ク質に対する阻害剤で、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り、今や HCV は治療可

能な感染症と言っても過言ではない。これ

らの成果は約３０年に渡る世界中の研究者

の努力の賜で、昨年ノーベル賞受賞と言う

形で評価されたのは同じ HCV の研究者とし

て嬉しい限りである。 

 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 HCV 陽

性ドナー血漿由来の HCV の不活化を調べる

ことが目的であり、過去３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。昨年度は 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細胞にSec14L2を発現する培養細

胞（FU97-sec14L2 と命名）を作製し、患者

由来 HCV を感染させた。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.）。しかしながら患者由来 HCV

の増殖は見られなかった。今年度は、

FU97+sec14L2が高発現する細胞をクローニ

ングし、これらの細胞に感染者由来 HCV を

感染させ、ぞの増殖を調べた。 

 

B 研究方法 
B-Ⅰ 新型コロナウイルスを用いた不活化

評価 

新型コロナウイルス SARS-CoV-2としては、

武漢株 hCoV-19/Japan/WK-521/2020(A)、ア

ル フ ァ 型 変 異 ウ イ ル ス 株 hCoV-
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19/Japan/TQHN001/2020((B.1.1.7,)、ベー

タ型変異ウイルス株 (hCoV-19/Japan/TY8-

612/2021(B.1.351,)、ガンマ型変異ウイル

ス株 hCoV-19/Japan/TY7-501/2021(P.1)、 

デ ル タ 型 変 異 ウ イ ル ス 株  hCoV-

19/Japan/TY11-927/2021(B.1.617.2,)、オ

ミ ク ロ ン 型 変 異 ウ イ ル ス 株 hCoV-

19/Japan/TY38-873/2021(BA.1),hCoV-

19/Japan/TY38-871/2021(BA.1.1), hCoV-

19/Japan/TY40-385/2022(BA.2)はすべて国

立感染症研究所が分離したものであり、P1

から増やした P2 を当研究の実験に用いた

(遺伝子配列に変異が無いことを確認して

用 い た  (data not shown) 。細胞は

veroE6/TMPRSS2 は JCRB 細胞バンク由来の

ものを使用した。通常の細胞継代時は 10% 

FBS/ DMDM low glucose , G4181mg/mL（含

ペニシリン/ストレプトマイシン）、ウイル

ス感染時は 2%FBS/DMDM low glucose （含

ペニシリン/ストレプトマイシン）を用いた。 

B-2 :加熱処理 

各ウイルスは、5％または 2%FBS 入り DMEM

メディウム、PBS, 5% アルブミン製剤(日本

血液製剤機構)に 1:9 の割合でスパイクし、

チューブを密閉後にジップロックに入れて

空気を充分に抜き、６０℃に設定したウォ

ーターバスに沈めて(チューブが完全に隠

れるまで)、10,30,60分反応後に回収した。 

実験は独立して 3 回実施した。 

B-3 :感染性評価 

加熱処理が終わった直後に、メディウムで

10倍段階希釈を行い(N=6または N=8)、予

め前日から 96well plate で培養している

veroE6/TMPRSS2細胞（ 1x104個 /100uL/ 

well）に、希釈したウイルス液を 100uL ず

つ添加し、37℃ 5%CO2のインキュベーター

で 3 日から 5日培養し、細胞変性効果

(cytopathogenic effect :CPE)の有無を顕

微鏡化で観察し感染性の有無を評価した。

各処理後のウイルス感染価は Reed-Muench

法を用いてウイルス感染価（tissue 

culture infectious dose :TCID50/mL）と

して算出した。 

B-4:安定性評価 

各ウイルスを血清、非働化済血清、PBS に

1:9の割合でスパイクし、室温下で

0,1,3,7,15日反応させ、各日において検

体採取直後に B-3と同様の方法で

veroE6/TMPRSS2細胞を用いて感染価を評

価した。血清は予め、SARS-C0V-2 中和陰

性、RMA陰性を確認済みのものを使用し

た。リアルタイム PCR、および中和試験法

は、国立感染症研究所 HPで公開されてい

る方法を用いて実施した。

https://www.niid.go.jp/niid/ja/lab-

manual-m/9559-2020-04-14-10-09-54.html 

 

B-Ⅱ HCV 実ウイルスを用いた不活化評価 

当研究 

B-Ⅱ-1 :Sec14L2 が発現する、FU97 培養細

胞の作製及びクローニング 

 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(プラ

スミド 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
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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。得られ

た細胞を限界希釈することにより、１ウエ

ルに数個の細胞を増殖させ、その中で、こ

の組換えレンチウイルスに sec14L2 と一緒

に組み込まれた tGFP の発現の指標として、

蛍光顕微鏡で緑色に光る細胞が多く存在す

るウエルを選択する作業を繰り返し、更に

Sec14L2 の発現の多い細胞を免疫染色し、

Sec14L2 が高発現する細胞を８クローンク

ローニングした。その中で特に Sec14L2 が

高発現し、かつ血漿に対する抵抗性の高い

細胞２クローン（#25, #34 と命名）を今回

の実験に用いた。これら細胞クローン#25、

#34 の Sec14L2 の発現を免疫染色、及びウ

エスタンブロッティングで調べた。（図１）。

なお、免疫染色による Sec14L2 の検出には、

一 次 抗 体 （ anti-Rabbit Sec14L2; 

#GTX115716, GTX、1000倍希釈）、二次抗体

（ Alexa Fluor 594 （ #A11032 Thermo 

Scientific、1000倍希釈）を、ウエスタン

ブロッティングによる Sec14L2 の検出には、

一 次 抗 体 （ anti-Rabbit Sec14L2; 

#GTX115716, GTX、1000倍希釈）、二次抗体

（ Goat anti-Rabbit IgG (H+L) HRP-

conjugated (Bio Rad、30000倍希釈)を用

いた。 

B-Ⅱ-3 :作製した培養細胞 Fu97-sec14L2 

#25,及び#34 への感染者由来 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、新たに得た５種類の HCV 感染者由来血

漿（R1-1, -2, -3, -4, -5：各 HCV RNA コ

ピー数は、R1-1: 2.2x109, R1-2: 2.1x109, 

R1-3: 7.0x109, R1-4: 2.2x109, R1-5: 

7.1x109 IU/mL：野島清子氏により測定）を

それぞれ 50µl（培地に対して 1/10 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。なおコントロールとして

JFH-1 株を m.o.i.=1.1（HCV RNA コピー数: 

6.9x107IU/mL）でこの細胞に感染させた。 

HCVゲノム RNAの検出には、感染者由来HCV

血漿感染 1，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（10-1-10-4）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) 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。更に、この各サンプルを 10倍ず

つ段階希釈（10-0-10-3）し、EX-Taq DNA 

polymerase (AKARA Bio)、及び特異的

primers （sense nt 63-82 と antisense nt 

207-188）を用いて nested PCR を行った。

反応条件は、 [98℃ 10s, 55℃ 30s, 72℃ 

60s]を 30回繰り返した。この反応により増
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幅された cDNA産物も 2% agarose gelにて

分離した。 

また、免疫染色に用いた抗体は anti-HCV 

core antigen monoclonal antibody (MA-

080, Thermo Scientific)、蛍光二次抗体に

は Alexa Fluor 594（ #A11032 Thermo 

Scientific）を用いた。核の染色には DAPI 

(#340-07971, 和光純薬)を用いた。 

（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 
C-1 新型コロナウイルスを用いた不活化評

価 

用いたウイルスを 1:9 の割合でメディウム、

PBS、5%アルブミン製剤にスパイクした直後

の感染性を評価したところ、図１にあるよ

うにスパイクしたことによるウイルス力価

への影響は認められなかった。 

ウイルスを 1:9 の割合で PBS、5%アルブミ

ン製剤にスパイクし、スパイクしたウイル

ス検体をウォーターバスに水没させて 60℃

で加熱処理を実施し、10,30,60 分後のウイ

ルス力価を検討した。その結果、いずれの

ウイルスも 10 分の加熱処理では感染性が

残存したが 30 分、60 分後は感染性が認め

られず、検出限界以下であった(検出限界は

3.2 TCID50/mL)(図 2,図 3)。 

武漢株における 60℃10 分加熱処理時の LRV

は、PBS、5%アルブミン製剤下でそれぞれ、

5.4, 5.9(R02 年度データ)であり、アルフ

ァ型変異ウイルスにおける 60℃10 分加熱

処理時の LRV は、メディウム下、PBS 下、5%

アルブミン製剤下でそれぞれ、4.3, 5.3, 

5.1 であり(R02 年度データ)、ガンマ型変

異ウイルスにおける 60℃10 分加熱処理時

の LRV は、メディウム下、PBS 下、5%アルブ

ミン製剤下でそれぞれ、5.6, 5.5, 4.2(R02

年度データ)であった。これに加えて R03年

度に市中で確認された変異ウイルスとして、 

ベータ型変異ウイルスにおける 60℃10 分

加熱処理時の LRV は、PBS 下、5%アルブミン

製剤下でそれぞれ 5.4, 4.2 であり、デルタ

型変異ウイルスにおける 60℃10 分加熱処

理時の LRV は、PBS 下、5%アルブミン製剤下

でそれぞ 4.2, 5.1 であった。オミクロン変

異ウイルス BA.1,BA.1.1, BA.2 における

60℃10 分加熱処理時の LRV は、PBS 下、5%

アルブミン製剤下でそれぞれ 4.6, 4.7,4.1 

(PBS), 4.9,4.6,4.2(5% アルブミン) であ

った。いずれの変異ウイルスにおいても

60℃30 分および 60 分の加熱処理により検

出限界以下となり、武漢株における 60℃60

分加熱処理時の LRV は、PBS、5%アルブミン

製剤下とも 5.8(R02 年度データ)であり、ア

ルファ型変異ウイルスにおける 60℃60 分

加熱処理時の LRV は、PBS 下、5%アルブミン

製剤下でそれぞれ、5.3,5.2 であり(R02 年

度データ)、ガンマ型変異ウイルスにおける
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60℃60 分加熱処理時の LRV は、PBS 下、5%

アルブミン製剤下でそれぞれ、5.8,5.8(R02

年度データ)であった。これに加えて R03年

度に市中で確認された変異ウイルスとして、 

ベータ型変異ウイルスにおける 60℃60 分

加熱処理時の LRV は、PBS 下、5%アルブミン

製剤下でそれぞれ 5.5, 5.7であり、デルタ

型変異ウイルスにおける 60℃60 分加熱処

理時の LRV は、PBS 下、5%アルブミン製剤下

でそれぞ 5.0, 5.1 であった。オミクロン変

異ウイルス BA.1,BA.1.1, BA.2 における

60℃60 分加熱処理時の LRV は、PBS 下、5%

アルブミン製剤下でそれぞれ 5.1, 4.8, 

4.1 (PBS), 5.0, 4.7, 4.3(5% アルブミン) 

であった。いずれも検出限界以下となって

おり、LRV数値の差は、ウイルスストックの

力価が高いかどうかに依存していた。いず

れの変異ウイルス株においてもタンパク存

在下でも PBS と同等の LRV を示した。 

C-2 新型コロナウイルスを用いた安定性評

価 

新型コロナウイルス(wk-521, TY-501, 

TY8-612, TY11-927 )を 1:9の割合でヒト血

清および非働化ずみヒト血清に添加し、室

温下で 0,1,3,7,15日反応させ、各日におい

て検体採取直後に細胞に作用させウイルス

感染価を測定した。ヒト血清コロナ渦以前

に採血された市販品であり、感染研法で

SARS-COV-2 中和陰性、RNA陰性である。PBS

下では 7 日間ウイルス力価が保たれ大幅な

低下は認められなかったが、血清にスパイ

クしたウイルスは、添加直後は感染性を有

したがいずれのウイルス株でも非働化の有

無に関わらず経時的に感染性の低下が認め

られた(図 4)。 

C-3 HCV 実ウイルスを用いた不活化評価 

C-Ⅱ-1: Sec14L2発現 FU97（FU97-sec14L2）

細胞#25, #34 の Sec14L2 の発現 

 免疫染色により、FU97+sec14L2 #25、及

び#34細胞では、Sec14L2 が全細胞の 15、及

び 24%で発現していることが明らかとなっ

た。また、ウエスタンブロッティングで、

#25、及び#34細胞で Sec14L2 が発現してい

ることが明らかとなった。Sec14L2の発現量

は#34 の方が、#25細胞よりも 2倍多いとこ

も明らかとなった。一方、FU97 細胞では、

免疫染色、及びウエスタンブロッティング

共に Sec14L2 の発現は発現していない、或

いは検出限界以下であるということが明ら

かとなった（図 5）。 

C-4: FU97-sec14L2 細胞への感染者由来血

漿の HCV の感染 

FU97-sec14L2 細胞に新たに得た５種類の

HCV 感染者由来血漿（R1-1, -2, -3, -4, -

5: 各 HCV RNA コピー数は、R1-1: 2.2x109, 

R1-2: 2.1x109, R1-3: 7.0x109, R1-4: 

2.2x109, R1-5: 7.1x109, 及びコントロー

ル と し て JFH-1（ HCV RNA コピー数

6.9x107IU/mL、感染価 5.6x106）を感染させ、

1，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。JFH-1感染の場

合コア蛋白質の発現を認められたが、５種

類の HCV 感染者由来血漿の感染では、コア

蛋白質の発現は認められなかった（data 

not known）。 

そこで各感染細胞の HCV RNA 量を調べたと
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ころ、#25、#34 の両方の細胞で感染者血漿

R1-2 の HCV RNA 量の増加が認められた（図

6）。 

 

D.考察 

D-1 新型コロナウイルスを用いた不活化評

価 

エンベロープを有するウイルスは多くの不

活化処理に対して感受性であり、新型コロ

ナウイルスも同様な傾向を示すと考えられ、

市中で確認された変異ウイルス株を用いて

60℃加熱処理による不活化効果を検討した。

通常、ウイルス不活化処理は PBS 下では感

受性が高く、タンパクが共存するとウイル

スが安定化されて不活化処理に抵抗性を示

す傾向があるが、SARS-CoV-2 のいずれのウ

イルス株においても５％アルブミン存在下

であっても加熱処理に感受性を持ち、60℃

30-60分で検出限界以下となった。仮に感染

性を有したウイルスが原料血漿に混入した

場合でも工程中の加熱工程で不活化され安

全性が確保されることが示された。 

ウイルス株により 60℃10 分処理で感染性

の残存が示されたが、本研究の中で数分で

も長く加熱処理をした場合に感染性の残存

がなくなる現象が確認されており(例えば

武漢株の 60℃加熱処理 12 分)、溶液の中心

温度が確実に 60℃に達するかどうか等の実

験誤差が影響していると考えられた。 

献血血液（全血）は採血後に一定期間室温

下に置かれることがあることを想定し室温

での安定性を評価した。SARS-CoV-2 は PBS

下では非常に安定性が高く、室温に放置し

ても 7 日間は感染性を保った。この現象は

4℃でも同様であった(data not shown)。し

かし血清に添加した場合は経時的に感染性

を失い、非働化が影響しなかったことから

感染性の低下に補体の関与はないと考えら

れた。コロナ禍以前の献血由来の血漿にス

パイクして同様な現象を確認しており

(data not shown)、血中から RNA が検出さ

れるにも関わらず、ウイルスが分離されな

いこととの関連性に興味が持たれる 

。 

D-2 HCV 実ウイルスを用いた不活化評価 

HCV の増殖に重要な宿主因子であるα-

fetoprotein、miR122 を発現し、HCV JFH-2

株が増殖できる FU97 細胞に、HCV の増殖に

重要な宿主因子である Sec14L2 も発現する

細胞を作製した。R02 年度、この細胞で、

Sec14L2が高発現し、しかも血漿に対して耐

性な細胞をクローニングした（クローン#25, 

及び#34）。これら 2クローン細胞に HCV陽

性血漿を感染させたが、その増殖はウイル

ス蛋白質では確認できなかったが、陽性血

漿 R1-2 を感染させた時、今回初めてウイル

ス RNA の増幅を検出することが出来た。

Sec14L2 が多く発現する細胞クローンをク

ローニングしたこと、及び新たな感染者血

漿を用いたことに起因していると考えられ

る。 

今回始めて感染者由来血漿の HCV ゲノム

RNAの増殖を検出することが出来たが、患者

由来 HCV の不活化を調べるためには、HCV 

ゲノム RNA の更に大きな増幅が見られない

といけない。 
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感染者由来 HCV を更に大きく増幅させる

方法として、 i) 感染者由来 HCV を FU97-

sec14L2細胞に感染させ、長期にわたり培養

し、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

出来るかを調べる方法。或いは、ii) 感染

させる血漿の量を増やすことが考えられる

が、感染させる血漿量を増加させると血漿

中に含まれる成分のため細胞の培地がゲル

化し、細胞の増殖を阻害するようなので、

何らかの方法で血漿中の HCV のみを精製、

濃縮し、細胞に感染させる方法を見いだす

ことなどが考えられる。 

今回クローニングした FU97-sec14L2 #25, 

及び#34細胞で HCV 感染者由来血漿 R1-2 が

増殖したが、#34 の方が#25 に比べ 10 倍増

幅しやすいことが明らかとなり、細胞の種

類の違いのことを考えると、今回感染者由

来 HCV 血漿の増幅を調べていない残り６ク

ローン細胞についても調べる必要性がある。 

感染 1 日後、JFH-1 のゲノム RNA が検出さ

れ、3日後には検出限界以下になったのは、

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、この細胞クロ

ーンでは JFH-1 は増殖しない（しにくい）

と考えられる。ただ、JFH-1 感染の場合、コ

ア蛋白質の発現が見られたのに、その RNA

が検出出来なかったので、今後その理由を

解明する必要がある。 

 

E.結論 
新型コロナウイルス武漢株、アルファ型変

異、ガンマ型変異ウイルス株に加えて、ベ

ータ型変異ウイルス株 (B.1.351, hCoV-

19/Japan/TY8-612/2021)、デルタ型変異ウ

イ ル ス 株  (B.1.617.2, hCoV-

19/Japan/TY11-927/2021)、オミクロン BA.1

型  (hCoV-19/Japan/TY38-873/2021) 、

BA.2(hCoV-19/Japan/TY40-385/2022) 、

BA.1.1(hCoV-19/Japan/TY38-871/2021) 

のすべての変異ウイルスにおいて血漿分画

製剤で用いる 60℃加熱処理に感受性を有す

ることが示され、仮に感染性を有したウイ

ルスが混入した場合でも製造工程中の加熱

処理により安全性が確保されることが示さ

れた。また血清中ではウイルスの感染性が

低下することが示され、今後血液中からRNA

が検出される一方でウイルスが分離されな

いこととの関連性を検討する。 

HCV 陽性ドナー検体由来の HCV を培養細胞

で増殖させるために、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、その細胞で、Sec14L2 が高発現し、血

漿に対する抵抗性の高いクローン#25, #34

をクローニングすることにより、ゲノム RNA

レベルではあるが、今回初めて HCV 感染者

由来血漿（R1-2）の増幅を検出することが出

来た。 

 

F.健康危機情報 
なし 
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vaccine （Pfizer/BioNTech） in Japan 

SARS-CoV-2 mRNAワクチン（コミナ
ティ筋注®） 接種者血清を用いた
SARS-CoV-2変異株 に対する中和能
の検討  関洋平, 野島清子, 水上拓
郎, 福士秀悦, 森山彩野, 高橋宜聖, 

前田健, 鈴木忠樹, 吉原愛雄, 濵口功  
日本ウイルス学会 2021年11月 
 
3. SARS-CoV-2 mRNA ワクチン（コ
ミナティ筋注®）接種者血清パネルを
用いた mRNA ワクチンの有効性・安
全性に関する研究 水上 拓郎、野島 
清子、関 洋平、福士 秀悦、森山 彩野、
高橋 宜聖、前田 健、鈴木 忠樹、吉原 
愛雄、濵口  功, 日本ワクチン学会  
2021年 12月 
 

H.知的財産権の出願・登録状況 
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1.特許取得 
  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 
 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 国立感染症研究所・昆虫医科学部 
 Astri Nur Faizah 国立感染症研究所・昆虫医科学部 
 谷口ひとみ 国立感染症研究所・昆虫医科学部 
   

 
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。  
2020年は、過去の研究結果を踏まえ、より効率的にウイルス検出を行うため、北陸2県（富山県・石川

県）の渡り鳥飛来地の計3地点において、重点的に調査を行った。加えて、SFTSV（重症熱性血小板減少

症候群ウイルス）浸淫地である愛媛県のマダニサンプルも入手し、ウイルス解析を行った。2021年は、こ

れまで得られた植生マダニのサンプルを用いて、吸血源動物の探索、ウイルス検出と検査系の確立を中心

に研究を進めた。マダニ媒介ウイルスの自然界における感染環を考える際、吸血源動物の特定が重要であ

る。本研究では、植生マダニ（動物に咬着しておらず、マダニ体内に血液成分もほとんど認められないた

め吸血源動物を特定することが困難）に対して、RLB（Reverse Line Blot法）とNGS（Next Generation 
Sequencing）を併用することで、体内にわずかに残る血液成分から様々な分類群に属する吸血源動物を種

レベルで同定する検出系を構築した。ヒト刺咬例が多く、植生マダニの優占種であるキチマダニについて

解析したところ、北陸の渡り鳥飛来地4地点すべてから鳥類を吸血した個体が検出された。また、コジュ

ケイ、ハツカネズミ、イノシシ、イエネコ、サルのDNA断片が検出され、これらの動物を吸血している

ことが示唆された。これまで北陸地域の渡り鳥飛来地を中心としたダニ媒介ウイルスの調査において、

Kabuto mountain virus（KAMV）（キチマダニ）やJingmen tick virus（タカサゴキララマダニ）が検出・分

離された。また、愛媛県のマダニからは3種の新規ウイルスを含め、6種のマダニ媒介ウイルスの分離・検

出が確認された。 
本研究の過程で収集されたKAMVの分離株を用いてウイルスゲノム配列の多様性を解析し、この情報を活

用して、プローブ法によるリアルタイムPCRに基づく高感度KAMV検出系を今回新たに確立した。 
  

 
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 
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いる。2020 年の患者数は 75名、2021 年

は 68名（2021 年 7月 28日現在）であっ

た。これまでの総患者数 641名（2021 年

7 月 28 日現在）のうち、 西日本の府県

から合計で 638名の患者が報告されてお

り、圧倒的に西日本からの報告が多い。

一方で、患者の発生報告が少ない東日本

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。

SFTS ウイルスを媒介するマダニの種類

については、中国ではフタトゲチマダニ

とオウシマダニからウイルス遺伝子が検

出され、フタトゲチマダニにおける SFTS
ウイルス媒介性が実験的に証明されてい

る。また、韓国においてもフタトゲチマ

ダニからはウイルスが分離されている。

そのため、日本国内に広く分布している

フタトゲチマダニをはじめとしたマダニ

種が、SFTS ウイルスの媒介に関与してい

る可能性が考えられる。  
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

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

ニも従来国内に常在している場合が多い。

国内には5属46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

生動物の移動範囲に依存するため、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。これまでの日本産マダニからのマ

ダニ媒介ウイルスの調査において、我々

は複数のマダニ媒介ウイルスを分離・発

見してきた。それらウイルスのうち、

Muko virus（MUV）は長崎県と兵庫県か

ら、Tarumizu tick virus （TarTV）は、鹿

児島県、鳥取県、福島県、富山県、さら

に Kabuto mountain virus（KAMV）は、兵

庫県ならびに石川県といった地理的に離

れた地点で採集されたマダニからウイル

スが分離されたことが報告されている。

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

から分離されているため、ウイルスの長

距離拡散には、野鳥が介在している可能

性が示唆されている。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、新興感染症を

引き起こすことも懸念される上述のよう

な新規に発見されたマダニ媒介ウイルス

などについては、効率的な予防対策を講

じる上で必要となる自然界におけるウイ

ルスの感染環などの基礎的な情報につい

ては、これまであまり得られていない。 
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B. 研究方法 
マダニサンプル 

2018～2020 年までに得られた石川県、

富山県、福井県内の渡り鳥飛来地におい

て、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）によって得られた植生マダ二を吸

血源動物種の同定及びウイルス分離に用

いた。 
愛媛県の SFTS ウイルス浸淫地におい

て、上記と同様のフランネル法により採

集された植生マダニについても以降の実

験に供試した。  
 
吸血源動物種の同定 
採集された植生マダニ若虫、成虫のう

ち、石川県及び富山県の渡り鳥飛来地 4
か所から採集されたマダニ 167 頭から

DNA を 抽 出 し 、 Reverse Line Blot 
Hybridization（RLB）法による吸血源同定

を行った。これまでに改良した RLB法に

より、国内に生息する主要な哺乳類 18種
は種特異的プローブによって検出が可能

となっている。一方で、鳥類、爬虫類、

げっ歯類については、種数が多く、多く

の種に対応した種特異的プローブがない。

そのため、吸血源動物が未知のサンプル

に対してまず、各網共通プローブによる

検出を行い、次いで次世代シークエンス

（NGS）解析により種の同定を行った。 
 

マダニからのウイルス分離および遺伝子 
検出  
採集されたマダニを種、発育ステージ、

雌雄、採集地、採集日に分けて乳剤を調

製し、主としてシリアンハムスター腎臓

由来 BHK-21 細胞に接種することにより

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、次世代シーケンサ

ー（NGS）によりウイルス配列の網羅的

探索を行った。 
 

Kabuto mountain virus分離株の配列解析

ならびにリアルタイム PCR 検出系の確

立  
これまでに北陸地域の渡り鳥飛来地に

おいて採集されたキチマダニから 5 株の

KAMV が分離されている（表 1）。これ

ら分離株の配列多様性を把握するため、

ウイルス L 分節にコードされる Lタンパ

ク質のコーディング領域のほぼ全長配列

（6288塩基）について、本研究により得

られた 5 分離株および先行研究により報

告されている T32株（GenBank accession 
no. LC153711; Ejiri et al., 2018）の配列情

報を用いて、配列アラインメントを行い、

塩基配列の相同性比較解析を行った。そ

の結果、得られた配列保存性の高い領域

上にプローブおよびプライマーを設計し、

当該領域をカバーするように in vitro 転
写によって合成された RNA をスタンダ

ードとして、絶対定量法に基づくリアル

タイム PCR 検出系の確立を試みた。 
 
C. 研究結果 

RLB法は、種特定的プローブを利用し

て検出をするため特異性が高いという利

点があるが、不特定多種の動物種の同定

には向いていない。そこで NGS 解析と併

用して解析を行った。DNA抽出を行った

マダニ 167個体の内、RLB法では、77個
体（46.1%）から吸血源動物由来の DNA
断片が検出された。内、数の多かったキ

チマダニ 61個体についてみたところ、イ

ヌ、サル、爬虫類、イノシシ、クマ、げ

っ歯類、鳥類が吸血源動物として推定さ
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れた（図 1）。キチマダニの吸血源動物

種構成は採集地で異なっていた。哺乳動

物以外は種の特定はできなかった。実験

に供試した全 4 地点のキチマダニから鳥

類由来の DNA が検出された。また、山

間部に近くなるほど、大型の哺乳類を多

く吸血しており、反対に都市部や建物が

多い環境だと鳥類やげっ歯類など小型動

物の割合が高くなる傾向がみられた。 
RLB法で吸血源動物を推定できたキチ

マダニ 61個体の内、35個体を NGS 解析

に用いた。11個体から吸血源動物由来の

DNA 断片と推定される配列が検出され

た。解析の結果、コジュケイ、ハツカネ

ズミ、イノシシ、イエネコ、ニホンザル、

トカゲ目から吸血したと推定された。

RLB法では鳥類と同定されたものの種同

定に至らなかったサンプルにおいて、

NGS 解析では鳥類種が特定できた。ヒト

由来の DNA 断片がすべてのサンプルか

ら検出された。 
これまでに採集した植生マダニを用い

て、それらが保有するウイルスの解析を

行った結果、石川県で採集されたキチマ

ダニからフェヌイウイルス科の KAMV
が新たに 2 株分離された（表 1：ISK49
株および ISK53株）。本ウイルスは 2017
年ならびに 2018 年に同一調査地点で採

集されたキチマダニからも分離されてい

ることから、本調査地には KAMV の病原

巣あるいは安定的なウイルス伝播に関す

る要因が存在するものと考えられた。ま

た、中国でヒトへの病原性が確認されて

いる Jingmen tick virus（JMTV）が愛媛県

や石川県で採集されたタカサゴキララマ

ダニから検出された（表 2，Kobayashi et al., 
2021a）。さらに愛媛県において採集され

たマダニ検体からは、TarTV や Tofla virus、
その他、複数のウイルス分類群に属する

新規ウイルスが分離あるいは検出された

（表 2，Kobayashi et al., 2021a, b, 2022）。 
本研究班で得られている KAMV の塩

基配列の相同性比較解析を行った結果、

これら株間の相同性は、94～100％である

ことが明らかとなった。またこれら分離

株の配列アラインメントデータを用いて、

6 株間において保存された塩基配列領域

に、プローブ（KAMVLp, 5′- CTT CAA 
CAT CCT CCT CAG CTC TC-3′）ならびに

プライマー（KAMVL1, 5′-TTG CTC GCT 
GTC TGG AGT CA-3′; KAMVL2, 5′-TAC 
CGC CTG AAG TGT  GGAGA-3′）を設計

した。本検出系を用いて KAMV 分離株か

ら抽出した RNA をもとに試験的な検出

を実施したところ、10 ウイルスゲノムコ

ピー/µL 以下の微量なウイルス遺伝子に

ついても検出可能であることが判明し、

今回 KAMV の高感度検出系の確立に成

功した。 
 
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。これまでの本研究班の研究によっ

て、KAMV について、北陸地方における

本ウイルスの分布を初めて報告し、日本

各地に広範囲に分布していることを指摘

した。KAMV は、いずれもキチマダニか

ら分離されており、本ウイルスの媒介マ

ダニと目されるキチマダニは、これまで

36 種類の鳥類への寄生例が報告されて

いる本邦産マダニの中で鳥類嗜好性が高

いマダニ種であると言える。また KAMV
は、兵庫県南部で捕獲されたイノシシに

寄生していたキチマダニ、 およびイノシ

シの生息地周辺の植生キチマダニからも
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分離されている。2021度の植生キチマダ

ニの吸血源動物種同定によって、鳥類（コ

ジュケイ）やイノシシから吸血している

ことが示されており、キチマダニが鳥類

を介した長距離移動及び移動先でのウイ

ルスの維持（移動性の低い哺乳動物を吸

血しその地域で繁殖）に関与している可

能性が示唆された。 
TarTV は、地理的な連続性がない地域

（鹿児島県、鳥取県、福島県、富山）の

植生マダニからそれぞれ分離されている

が、本研究の成果によって、愛媛県から

も、同一ウイルスが分離された。KAMV
については兵庫県から石川県までイノシ

シの移動に伴ってウイルス保有キチマダ

ニが運ばれたとも考えられるが、TarTV
は、九州、四国、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、および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、本

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。さらに

本研究において、国内では初めてとなる

ヒト病原性の新興マダニ媒介ウイルスと

して注目される JMTV が、石川県および

愛媛県のタカサゴキララマダニから検出

された。本ウイルスは中国をはじめとし

て世界各地に分布することが報告されて

いる。それらの地域とは海を隔てた日本

列島に JMTV が分布することは、これら

海外のウイルス分布地域から飛来する渡

り鳥を介して、我が国へウイルス保有マ

ダニが侵入している実態を反映している

ものと推察される。このような海外から

のマダニ媒介ウイルスの侵入実態に関し

ては、さらなる調査が必要であると思わ

れる。 
NGS を用いた吸血源同定は種の特定

に有用と考えられるが、ヒト由来の DNA
断片が多く検出されること、解析の過程

の PCR 反応で後の解析への悪影響も認

められたことから、実験系の改善の余地

がある。また、今回は動物分類群のスク

リーニングとして RLB法を用いたが、コ

ストや時間がかかりスクリーニングに適

しているとは言い難い。RLB法に代わる

スクリーニング方法の検討が必要と考え

られた。 
KAMV はアルボウイルスの研究に汎

用されるシリアンハムスター腎臓由来

BHK-21 細胞において、効率的に増殖す

ることが確認されているが、当該細胞に

対しては、細胞変性効果を示さない、あ

るいは極めて微弱であるために、ウイル

ス分離のスクリーニング作業には、

conventionalなRT-PCR検出系が主として

用いられていた。そのため、今回確立さ

れたリアルタイム PCR 検出系を活用す

ることによって、スクリーニング作業の

効率化を図ることが可能となった。 
また最近行われた KAMV の疫学調査

において、ヒト血清中に KAMV の中和抗

体の存在が確認され、KAMV はヒトに対

して感染性を示すことが明らかとなった。

KAMV の媒介種と推定されるキチマダ

ニは、ヒト刺咬例も多数知られる我が国

に広く分布する普通種のマダニである。

これまでのところ、ヒトにおける KAMV
の病原性の有無は不明であるが、媒介マ

ダニ種の上記のような特性を鑑みるに、

KAMV のヒトへの暴露リスクは高いも

のと考察される。そのため、今回確立し

たリアルタイム PCR による検出系を、

KAMV の検査や診断に用いることによ

って、今後、ヒトにおける KAMV 感染や

流行実態を解明するべく、調査研究が促

進されることが期待される。 
 

E. 結論 
1) マダニの吸血源動物の検出系を構築
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し、キチマダニの吸血源動物の一部を明

らかにした。 
 
2) 採集された植生マダニをウイルス分

離および NGS 解析に供試した結果、

KAMV ならびに TarTV以外に、新規ウイ

ルスを含め 7 種のマダニ媒介ウイルスが

分離・検出された。 
 
3) Kabuto mountain virus の高感度検出系

を確立した。 
 
4) 渡り鳥飛来地に分布している植生マ

ダニがヒトへの病原性を有す可能性のあ

るウイルスをはじめ様々なウイルスを保

有していることが明らかになった。渡鳥

の渡来地に情報提供することで地域の安

全性と献血の安全性確保に役立つと考え

られた。 
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Japan. Medical Entomology and Zoology, 71: 
225-243. 2020. 
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Yamauchi T, Watanabe M, Higa Y, Hayashi T, 
Shinomiya H, Maeda K, Kasai S, Sawabe K, 
Isawa H. Detection of Jingmenviruses in Japan 
with evidence of vertical transmission in ticks. 
Viruses.  13(12):2547. 2021a. doi: 
10.3390/v13122547. 
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２．学会発表 
木村俊也，鍬田龍星，南博文，小林大介，

伊澤晴彦，前川芳秀，比嘉由紀子，林利

彦，葛西真治，沢辺京子，SFTS 感染ネコ

の周辺環境におけるマダニ相および

SFTS ウイルス調査，第 71回日本衛生動

物学会大会， 2020/4/17-19，東京，口頭

（みなし開催）． 
 
H. 知的所有権の取得状況 
１．特許取得 

なし 
２．実用新案登録 

なし 
３．その他 

なし 
 



 39 

 
 
株名 分離源   採集地 採集年月日 

ISK49 キチマダニ 若虫 23 頭のプール 石川県加賀市片野 2019 年 10 月 15・16 日 

ISK53 キチマダニ 若虫 39 頭のプール 石川県加賀市片野 2019 年 11 月 18 日 

18HKR18 キチマダニ 雄成虫 1 頭  石川県加賀市片野 2018 年 5 月 16 日 

18HKR66 キチマダニ 若虫 8 頭のプール 石川県輪島市猿山岬灯台 2018 年 5 月 6 日 

17ISK-T11 キチマダニ 若虫 26 頭のプール 石川県加賀市片野 2017 年 10 月 24 日 
 
 

表 1 本研究実施期間およびそれ以前に石川県の渡り鳥飛来地で採集されたマダニから分離された 
Kabuto mountain virus の株一覧 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

図 1 RLB法により検出された DNA断片から推定したキチマダニの吸血源動物種 
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  ウイルス名 ウイルス科・属 ヒト病原性 株名 検出・分離源マダニ種 採集地  
Tarumizu tick virus レオウイルス科 

コルチウイルス属 
不明 IM-OI21 キチマダニ 愛媛県 

  Tofla virus ナイロウイルス科 
オルソナイロウイルス属 

不明 IM-OI4 キチマダニ 愛媛県 

        IM-OI31 タカサゴチマダニ 愛媛県 
        IM-OI36 タカサゴチマダニ 愛媛県 
        IM-OI61 タカサゴチマダニ 愛媛県 
        IM-OI89 タカサゴチマダニ 愛媛県 
国内初確認 Jingmen tick virus 未分類 有 19EH-IM24 タカサゴキララマダニ 愛媛県     

IM-OI2 タカサゴキララマダニ 愛媛県     
IM-OI96 タカサゴキララマダニ 愛媛県     
IM-OI108 タカサゴキララマダニ 愛媛県     
IM-OI119 タカサゴキララマダニ 愛媛県     
ISK55 タカサゴキララマダニ ⽯川県 

新規 Toyo virus フェヌイウイルス科 
ウウクウイルス属 

不明 IM-OI100 タカサゴチマダニ 愛媛県 

新規 Takachi virus 未分類 可能性有 IM-OI32 タカサゴチマダニ 愛媛県     
IM-OI36 タカサゴチマダニ 愛媛県     
IM-OI60 タカサゴチマダニ 愛媛県     
IM-OI70 タカサゴチマダニ 愛媛県     
IM-OI110 タカサゴチマダニ 愛媛県 

新規 Ohshima virus オルソミクソウイルス科 
未帰属 

不明 IM-OI114 ヤマアラシチマダニ 愛媛県 

        IM-OI115 ヤマアラシチマダニ 愛媛県 
        IM-OI125 ヤマアラシチマダニ 愛媛県 

 
 

 
表 2 本研究実施期間に植生マダニから分離・検出され、ゲノム解析等の結果としてウイルス種が特定さ

れた Kabuto mountain virus以外のマダニ媒介ウイルス株の一覧 
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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』 

 

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 浦山健、井上隆昌、井手野祥次、服部眞次、髙橋一惠、西口優吾（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]  

 E 型肝炎ウイルス（HEV）に対する血漿分画製剤のさらなる安全性の向上を目指し、(1)リバースジ

ェネティクス法により培養細胞から産生した HEV（以下、RG-HEV）を用いた HEV 除去・不活化評

価の確度確認、および(2)新たにヒトへの感染が報告された動物種由来HEVのリスク評価を実施した。 

(1) RG-HEV を用いた HEV 除去・不活化評価の確度確認  

一般に製造工程中のウイルス除去・不活化評価では、モデルウイルスを用いたウイルスクリランス

試験に加え、疫学的に存在する性状・特性の臨床ウイルスを用いた評価実験も必要となる。ヒト血漿

中の HEV（以下、Pd-HEV）は、評価実験に用いるウイルスソースとして十分量を確保する事が難し

く、我々は、RG-HEV をそれに充当できないかこれまで検討を行ってきた。本分担研究では、RG-HEV

を用いてエタノール分画、乾燥加熱処理および液状加熱処理工程での除去・不活化評価を行い、その

妥当性を考察した。エタノール分画工程（分画Ⅰ、分画 II＋III および分画 IV の積算値）は、Pd-HEV、

RG-HEV ともに HEV 除去効果は約 2～3 Log reduction value（以下、LRV）であった。加熱処理は、乾

燥加熱処理が 1～2 LRV（フィブリノゲン製剤）、液状加熱処理が 1～2 LRV（アンチトロンビン製剤）、

および 2～3 LRV（グロブリン製剤）であった。RG-HEV を用いた除去・不活化の評価は、概ね Pd-HEV

の特性を反映していると考えられるが、より正確に性状の違いを把握し、それが製造工程での挙動に

及ぼす影響を見極めることが今後の課題である。尚、エタノール分画や加熱処理による HEV 除去・

不活化効果はウイルス除去膜に劣るが、ウイルス除去膜に加えた HEV に対する安全性の向上に寄与

していると考えられた。 

(2) 新たにヒトへの感染が報告された動物種由来 HEV のリスク評価 

 国内でヒトへ感染する HEV は主にブタ、イノシシ、シカに由来しており、NAT による検出やウイ

ルス除去・不活化処理の評価では、これらの動物種に由来する HEV を対象としている。近年ヒトへ

の感染が報告されたラット HEV は、これまでの動物種由来のものとは異なる遺伝子型に属するため、

NAT の有効性と現在のウイルス除去・不活化工程が機能するか調査した。その結果、ラット HEV は

NAT をすり抜ける可能性が高いものの、ウイルス除去膜は有効に機能すると考えられた。総じて、動

物種由来の HEV に対して注視は必要なものの、血漿分画製剤のウイルス安全性に対する追加の施策

は必要ないと考察した。 
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略語； HEV: Hepatitis E virus.  

NAT: Nucleic acid amplification test 
LRV: Log Reduction Value. 

S/D: Tris-Buffered Saline. . 

 

A. 研究目的 

 加熱の不十分なブタ、イノシシ、およびシカの内

臓肉の摂取が国内における HEV 感染の主たる原因

と考えられ、東京都の献血者における HEVゲノム

陽性者は、1,367 人に 1 人である 1)。日本国内では

2002 年から 2020 年にかけて、輸血用血液製剤によ

り二種の異なる遺伝子型の HEV、Genotype 3 と

Genotype 4（HEV G3 と HEV G4）の感染事例が

計 45件報告されている 2)。2020 年 8月より

HEV-NAT による献血者の全数スクリーニングが導

入されて以来、輸血による HEV 感染事例は報告さ

れておらず、輸血用血液製剤の安全性は向上した 2)。

しかしながら、近年、ラットやラビットなど新しい

動物種に由来する HEV のヒトへの感染事例が報告

されており 3)、動物種によっては NAT をすり抜ける

可能性があり注視が必要と考えられる。 

 一方、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、製造工程中での

HEV 除去・不活化効果を適切に評価することで、

HEV 安全性の検証が可能となる。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 4)。

さらに、血漿分画製剤の製造過程で、エタノール分

画や 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 5), 6)。これ

らのことより、HEV の除去・不活化の評価には、

実ウイルスである Pd-HEV を使用することが望ま

しい。しかしながら、除去・不活化評価実施に十分

な濃度を有する Pd-HEV の確保は困難であること

から、代替品としてリバースジェネティクス法によ

り培養細胞から約 9 Log10 copies/mL の高濃度で脂

質の結合するHEV Genotype 3 (RG-HEV)を取得す

る方法を確立した。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、評価の際の

モデルウイルスとして適していることを確認した 5）。

また、液状加熱における RG-HEV の熱感受性につ

いても Pd-HEV に類似していることも確認してい

る 7）。 

 本分担研究では、血漿分画製剤の HEV に対する

さらなる安全性の向上を目指し、RG-HEV を用いた

HEV 除去・不活化評価と新たな動物種に由来する

HEV のリスク評価を実施した。 

 RG-HEV を用いた HEV 除去・不活化評価では 2

工程の HEV 除去・不活化効果を評価した。一つ目

は Cohn のエタノール分画である。遺伝子型・由来

の異なる 3 種の HEV（Pd-HEV G3、Pd-HEV G4、

及び RG-HEV）を用いて定量 PCR 法により、HEV

の除去効果を評価した。二つ目は加熱処理工程であ

る。加熱処理の上流に存在する S/D 処理あるいはエ

タノール分画でのエタノールとの接触を考慮し、前

もって各処理を施した RG-HEV を用いて、感染価

により加熱処理工程の HEV 不活化効果を評価した。 

 ヒトへの感染が報告された新たな動物種に由来す

る HEV のリスク評価では、NAT による検出の可能

性および血漿分画製剤に導入れているウイルス除去

膜工程が機能するか調査した。 

 

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
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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。

Pd-HEV G3 は献血血漿からスクリーニングした

HEV G3 RNA陽性血漿を使用し、Pd-HEV G4 は献

血血液の研究開発等での使用に関する指針」に基づ

く公募により日本赤十字社より受領した Pd-HEV 

G4 RNA陽性血漿を使用した。 

2. エタノール分画 

 凍結保存された Pd-HEV G3 RNA陽性血漿、

Pd-HEV G4 RNA陽性血漿、あるいは HEV陰性血

漿を 4℃設定のクロマトチャンバー中にオーバーナ

イトで静置することで緩慢融解した。各血漿を含ん

だチューブを遠心分離（1,500 × g、25 分間）し、

沈殿（クリオプリシピテート）を分離し、脱クリオ

プリシピテート血漿（CDP）とした。HEV陰性血

漿に由来する CDP には最終濃度が 6～7 Log10 

copies/mLとなるようRG-HEVを添加した。各CDP

（3 mL）から Cohn のエタノール分画をもとに変更

を加えた条件で、分画 I 工程、分画 II+III、分画 IV

工程を連続して実施した。まず、CDP を分画 I に供

し、遠心分離（400 × g、20 分間）後、デカンテー

ションにより上清 I を分画沈殿 I から分離した。取

得した上清 I を分画 II+III に供し、遠心分離（1,500 

× g、30分間）後、デカンテーションにより上清 II+III

を分画沈殿 II+III から分離した。次に上清 II+III を

分画 IV（分画 IV-1 と分画 IV-4 を合わせた分画法）

に供し、遠心分離（1,500 × g、30 分間）後、デカ

ンテーションにより上清 IVを分画沈殿 IVから分離

した。 

3. HEV RNA濃度の測定 

 各分画工程の前後で分取した CDP、上清 I、上清

II+III、上清 IV から 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 8)に従って HEV RNA濃度を

測定した。 

4. HEV RNA の対数減少率（LRV）の計算 

分画 I で実際に使用した CDP 量と実際に回収した

上清 I から想定される上清 II+III 量と上清 IV 量を

算出した。次に、測定した HEV RNA濃度（Log10 

copies/mL）を実際のCDP量、想定される上清 II+III

量と上清 IV 量に乗じ、各サンプルの総HEV RNA

コピー数を算出した。CDP の総HEV RNAコピー

数の常用対数から、上清 I、上清 II+III、または上

清IVのHEVゲノムコピー数の常用対数を減じた値

を HEV RNA の LRV とした。 

5. RG-HEV の S/D 処理 

 RG-HEVを含む培養上清と20倍濃度のS/D試薬

を混合し、水温 28.5～29.5℃の恒温槽中で 1.5時間

インキュベーションした。インキュベーション後、

RG-HEV を含む溶液を超遠心分離（150,000 × g、3

時間）した。超遠心分離後、各チューブから上清を

除去し、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。 

6. 乾燥加熱処理（77.0±1.0℃、72時間） 

 11.5 mL の S/D 処理済みRG-HEV を超遠心分離

（150,000 × g、3時間）した。上清を除去後、沈殿

画分を 2.0 mL のフィブリノゲン製剤の中間工程品

（凍結乾燥直前）により懸濁、懸濁液を氷冷しなが

ら超音波処理してスパイクウイルスとした。13 mL

のフィブリノゲン製剤の中間工程品（凍結乾燥直前）

に 1.3 mL のスパイクウイルスを添加し、バイアル

瓶に 1 mLずつ分注した。分注サンプルを凍結乾燥

し、乾燥加熱処理まで冷蔵保存した。乾燥加熱処理

時には、加熱庫が 76.0～78.0℃を維持していること
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を確認し、凍結乾燥後のサンプルを入れ、24、48、

72時間後に加熱庫よりサンプルを取り出し、氷上で

急冷した。 

7. RG-HEV の 20%エタノール(v/v)処理 

 RG-HEVを含む培養上清を超遠心（150,000 × g、

4℃、3時間）し、超遠心後各チューブから上清を除

去し、RG-HEV を含む沈殿画分を 20 mM MOPS 

buffer により懸濁し、得られた懸濁液を氷上で超音

波処理（4 分 × 2回）した。次に RG-HEV を含む

懸濁液に 95%エタノールを終濃度 20% (v/v)となる

ように加え、-6℃で 1時間インキュベーションする

ことでエタノール処理を行った。インキュベーショ

ン後、RG-HEV溶液を超遠心（150,000 × g、4℃、

3時間）し、RG-HEV を含む沈殿画分を製剤中間工

程品あるいは 10 mM MES buffer により懸濁した。 

8. 液状加熱試験 

 各RG-HEVを3.5 mLのアンチトロンビン製剤ま

たはグロブリン製剤の中間工程品に対して、10%と

なるよう添加し良く混合した。加熱前サンプルとし

て 0.5 mL、加熱処理サンプルとして 0.5 mL、

Holding サンプルとして 0.5 mLずつチューブへ分

注した。加熱処理サンプルを恒温槽内にて加温し、

あらかじめ計測したチューブ内の液温が 58.0℃に

まで達する時間が経過してから、時間計測を開始し、

58.0～59.0℃で加熱した。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氷上

で急速冷却し、A549 細胞用維持培地を加えた後、

-80℃のフリーザー中で感染価測定まで保管した。

Holding サンプルは 36～37℃のインキュベーター

中で 10時間静置後、氷上で急速冷却、A549 細胞用

維持培地を加え希釈した後、-80℃のフリーザー中で

保管した。 

9. 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 RNA を測定し、Karber 法により感

染価（TCID50）を算出した。加熱前の感染価の常用

対数から加熱後の感染価の常用対数を減じた値を

LRV とした。 

10. ホモロジーモデリングによるラット HEVキャ

プシド構造予測 

構造既知の遺伝子型 4 に属するヒト由来 HEV ウイ

ル様粒子（VLP）(PDB # 3HAG）9)を鋳型として設

定し、SWISS-MODEL

（https://swissmodel.expasy.org/）のホモロジーモ

デリングによりラット HEV (Accession # 

MG813927)の VLP モデルを構築した。 

（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、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

審査・承認されている。 
 

C. 研究結果 

1.アルブミン製剤のエタノール分画による HEV 除

去効果の検証 

 表1にエタノール分画による各種HEVのLRVを

示した。いずれの HEV も、分画 I で CDP から上清

I に至る過程では、除去効果は確認されなかった。

分画 II+III を経て上清 II+III に至る過程では、

RG-HEV のみで除去効果が確認され、その LRV は

1.4 であった。一方、ヒト血漿に由来する HEV はほ

とんど除去されなかった。分画 IV を経て上清 IV に

至る過程では、いずれの HEV も LRV で 1 以上除去

されていたが、Pd-HEV G3 の除去効果は Pd-HEV 
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G4及び RG-HEV と比較して LRV で 1 以上高かっ

た。結果として CDP からの積算LRV は 1.8～3.3

であった。 

2. フィブリノゲン製剤の乾燥加熱処理による S/D

処理済みHEV 不活化効果の検証 

 フィブリノゲン製剤の乾燥加熱処理の上流に存在

する S/D 処理による性状変化を考慮するため、前も

って S/D 処理をした RG-HEV により不活化の検証

を行った。凍結乾燥による HEV の LRV は 1未満で

あったが（図 1A）、乾燥加熱処理により、S/D 処理

済みRG-HEVは加熱開始から72時間後まで緩やか

な不活化の進行が観察され（図 1B）、72時間後の

LRV は 1.6/1.8 (n1/n2)であった（表 2）。 

3. アンチトロンビン製剤およびグロブリン製剤の

液状加熱処理による 20%エタノール処理済みHEV

不活化効果の検証 

 エタノール分画時におけるエタノールとの接触に

よる性状変化を考慮するため、前もって 20% (v/v)

中でインキュベーションした RG-HEV により不活

化の検証を行った 

 アンチトロンビン製剤の液状加熱処理では、加熱

後 30 分で 1 Log10程度不活化されたが、以降の不活

化の増大はほとんど観察されず、10時間の液状加熱

処理による LRV は、1.2/1.6 (n1/n2) であった（表

3, 図 2）。 

 グロブリン製剤の液状加熱処理では加熱後 5時間

まで、不活化効果は徐々に増大し、LRV は 2 程度に

達し、以降、不活化の増大はほとんど観察されなか

た。10時間の液状加熱処理による LRV は≧2.2/2.2 

(n1/n2) であった（表 4, 図 3）。 

 

4. ラット HEV のリスク評価 

 遺伝子型1～4のHEVを検出することが可能なプ

ライマーとプローブの全長配列とラット HEV のゲ

ノム配列を比較すると、3’末端部位を含む半分以

上で一致せず（図 4）、本プライマー・プローブセッ

トによる検出は困難と判断された。また、ラット

HEV はブタ、イノシシ、およびシカHEV とは遺伝

学的距離が離れていること 3)も考慮に入れれば、日

本赤十字社で導入されたHEV-NATでも検出されな

い可能性が高いと考えられた。 

 次にラット HEV に対してもウイルス除去膜が有

効に機能するか検討するため、遺伝子型 4 に属する

粒径 27 nm のヒト由来 HEV-VLP 構造（PDB # 

3HAG、参考文献）を鋳型にしてラット HEV-VLP

モデルを構築し、そのサイズを推察した。構築され

たラット HEV-VLP モデルは鋳型と比較して、表面

の突起構造に違いがある可能性が高いものの、外殻

の中心構造は鋳型としたHEV VLPと類似しており

（図 5）、そのサイズは 27 nm 程度と予想された。 

 

D. 考察 

 エタノール分画工程と加熱処理による HEV の除

去・不活化効果を検証した。 

 エタノール分画では各工程を連続して実施し、血

漿から上清 IV を取得した。分画 II+III では、ヒト血

漿由来HEVと培養細胞由来HEVの間で挙動の違い

が観察された。また、分画 IV ではヒト血漿由来の

HEV であっても、除去効果に差が観察された。分画

IV における除去効果の違いが遺伝子型に起因する

のかどうかについては結論を出すことは出来なかっ

たが、アルブミン製剤におけるエタノール分画工程

のHEVの除去効果は、Pd-HEV G4の結果をもとに、

LRV で 2 程度と推測された。各HEV の分配傾向は

類似していたもの除去効果に差が観察されたことか

ら、HEV の特性をより正確に把握し、製造工程での
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挙動に及ぼす影響を見極めること今後の課題である。 

 加熱処理では、各製剤の加熱処理の上流で起こり

得る性状の変化を考慮にいれ RG-HEV をあらかじ

め S/D 処理あるいはエタノールで処理した。フィブ

リノゲン製剤の凍結乾燥加熱処理による S/D 処理

RG-HEV の LRV は 1.6/1.8 (n1/n2)であった。ブタ糞

便由来 HEV の LRV は４以上であったことから 10)、

血漿に混入する可能性のある HEV は S/D 処理後で

も、フィブリノゲン製剤の凍結乾燥加熱処理に対し

てブタ糞便由来HEVより安定であると考えられた。

また、アンチトロンビン製剤の液状加熱処理による、

エタノール処理 RG-HEV の LRV は 1.2/1.6 (n1/n2)で

あった。ブタ糞便由来 HEV を用いた場合では、LRV

は最大で≧2.8 に達したことから 11）、血漿に混入す

る可能性のある HEV は 20% (v/v)程度のエタノール

と接触しても、アンチトロンビン製剤の液状加熱処

理に対してブタ糞便由来 HEV より安定であると考

えられた。一方、グロブリン製剤の液状加熱処理に

よるエタノール処理 RG-HEV の LRV は≧2.2/2.2 

(n1/n2)であり、ブタ糞便由来 HEV を用い場合とほぼ

同じであった 11)ことから、グロブリン製剤の液状加

熱処理では HEV の性状が不活化効果に与える影響

は軽微なのかもしれない。 

 近年、ヒトへの感染が報告されたラットに由来す

る HEV では遺伝子型 1～4 の HEV を検出可能なプ

ライマー・プローブセット 8)との配列比較をもとに、

日本赤十字社で導入された HEV-NAT をすり抜ける

と推測された。しかしながら、ホモロジーモデリン

グから構築されたラット HEV VLP のサイズは鋳型

の HEV VLP とほぼ同じであったことから、ラット

HEV に対しても、孔径 20 nmあるいはそれ以下のウ

イルス除去膜は有効に機能すると判断された。 

 

E. 結論 

 エタノール分画や加熱処理は一般的にウイルス除

去/不活化効果に「有効」とされる 4 以上の LRV に

満たないものの、ウイルス除去膜の除去効果と併せ

ることで、HEV 安全性の向上に寄与すると考えられ

る。また、除去・不活化試験を通じ、RG-HEV は確

保が困難な Pd-HEV を代替するモデルウイルスとな

り得るこことが示唆された。但し、適切な評価には、

各HEV の特性を把握し、製造工程での挙動に及ぼ

す影響を見極める必要がある。 

 新たにヒトへの感染が報告された動物種に由来す

る HEV には NAT をすり抜ける存在があるものの、

ウイルス除去膜は有効に機能すると考えられ、現段

階で血漿分画製剤のウイルス安全性に対する追加の

施策は必要ないと考察した。 
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表 1 アルブミン製剤のエタノール分画工程（Ⅰ、Ⅱ+Ⅲ、Ⅳ）における HEV除去効果 

各HEV を含んだCDP を出発原料として連続的にエタノール分画を行い、最終的に上清Ⅳを取得した。各

工程品（上清）の CDP に対する LRV を示した 

 

 

 

 

 

 
 
 
図1 フィブリノゲン製剤の製造工程中の凍結乾燥加熱工程による HEVの不活化 

A 凍結乾燥前後の RG-HEV の感染価 (Log TCID50) 
B 乾燥加熱処理による HEV の不活化動態 
S/D 処理 RG-HEV に対して、2回試験（n1、n2）を行い、測定した感染価（Log TCID50）を表した。 
 

 

 

表 2 凍結乾燥加熱工程による RG-HEVの LRV推移 

凍結乾燥前と各乾燥加熱時における感染価から算出した LRV を表した。 
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表 3 アンチトロンビン製剤の液状加熱処理による RG-HEVの LRV推移 

エタノール処理 RG-HEVに対して、2回試験（n1、n2）を実施した。 

 
図 2 アンチトロンビン製剤の液状加熱処理による RG-HEV の LRV推移（表 3 をグラフで示した） 
 

 
表 4 グロブリン製剤の液状加熱処理による RG-HEVの LRV推移 

エタノール処理 RG-HEVに対して、2回試験（n1、n2）を実施した。 

 

 
図 3 グロブリン製剤の液状加熱処理による RG-HEV の LRV推移 
表 4をグラフで示した。 
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図4 ラビットHEV及びラットHEVと遺伝子型1～4HEVの検出用プライマー/プローブセットとの比較 
 
 

 
 
図 5 ホモロジーモデリングより予想されるラット HEV VLP 構造 
鋳型として設定したHEV VLP（PDB # 3HAG）と相動性が高く同一の構造を取り得る箇所を青色で示し、相動性が低くアミノ酸配列から

予測された構造については赤色で示している。 
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