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総括研究報告書 
新興・再興感染症流行時の血液製剤の安全性確保のための研究 
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研究分担者 黒田 雄大 国立感染症研究所 獣医科学部 研究員 
 
研究要旨： 
 血液製剤における HIV, HCV, HBV 等の既知のウイルス安全性に関しては，日本赤十字社

による献血血液における高感度な抗体・抗原検査，個別核酸増幅検査の導入や血漿分画メ

ーカーにおける製造工程中における病原体の除去・不活化処理の導入により，感染リスクが

低下し，高い安全性が確保されている。しかし血液製剤はヒトの血液を原材料としているため，

未知の病原体の混入リスクがあり，また新興・再興感染症に関しては無症候ドナーからの献

血・輸血により感染する可能性があるため，献血血液の安全性を確保するためには，情報収

集・リスク分析・新規病原体検出法開発・血中動態解析・製造工程中での不活化評価に基づく

リスク評価を迅速に行える体制の構築が必要である。 
 そこで本研究課題では，国立健康危機管理研究機構(JIHS) 国立感染症研究所(NIID)と日

本赤十字社で協力体制を構築し，定期的な情報収集・リスク評価体制を構築し、2024 年度の

情報に基づき、分析・リスク評価を行った。また献血血液における次世代シークエンス解析技

術を用いた病原体検出法を開発する目的で、NGS の血液中の病原体検出法の確立のため、

標準作業手順書、解析プログラムを整備し、NGS 解析の運用基盤の構築を進めた。また

Mpox をモデルに血液中の中和抗体価測定系の改良と評価を行う目的で、より簡便で多検体

の測定を可能とする感染細胞で形成されるフォーカスを標識抗体で検出するフォーカス減少

法を用いた中和抗体価測定系を検討し、現時点において至適な測定系を構築した。血中動

態・血液製剤の製造工程中での不活化評価による迅速リスク評価法をモデルウイルスを用い

て立ち上げた。新興・再興感染症対策として哺乳類における動物由来感染症発生状況を明ら

かにするために、野生動物血清を用いた抗体スクリーニング法および HA 亜型の診断系を確

立した。また HPAIV の主要なサブタイプである H5 および H7亜型に着目し、HA蛋白のみを

外套させた VSV シュードウイルスの作製にも成功した。蚊等媒介性ウイルスの検査系の開発

に関連し、デングウイルスの遺伝子診断系におけるプライマー・プローブセットを見直し関係機

関と共有した。また南西諸島において、ウイルス媒介昆虫類の捕集を実施するとともに蚊由来

培養細胞におけるウイルスの増殖動態を調査し、フクオカウイルスの感染・増殖性が確認され

た。また HBV陽性血漿の複数回凍結融解や保存温度が感染性に与える影響を解析し、極め

て安定性が高いウイルスであることを明らかにした。 
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A. 研究目的 
血液製剤における HIV, HCV, HBV 等の既

知のウイルス安全性に関しては，日本赤十字

社による献血血液における高感度な抗体・抗

原検査，個別核酸増幅検査の導入や血漿分

画メーカーにおける製造工程中における病原

体の除去・不活化処理の導入により，感染リス

クが低下し，高い安全性が確保されている。し

かし血液製剤はヒトの血液を原材料としている

ため，未知の病原体の混入リスクがあり，また新

興・再興感染症に関しては無症候ドナーからの

献血・輸血により感染する可能性があるため，

献血血液の安全性を確保するためには，情報

収集・リスク分析・新規病原体検出法開発・血

中動態解析・製造工程中での不活化評価に基

づくリスク評価を迅速に行える体制の構築が必

要である。 
 そこで本研究課題では，国立健康危機管

理研究機構(JIHS) 国立感染症研究所(NIID)
と日本赤十字社で協力体制を構築し，①定期

的な情報収集・リスク評価体制を構築するととも

に，②献血血液における次世代シークエンス解

析技術を用いた病原体検出法を開発する。ま

た Mpox をモデルに③血液中の中和抗体価測

定系の改良と評価を行うとともに，④血中動態・

血液製剤の製造工程中での不活化評価による

迅速リスク評価法を確立する。さらに，新興・再

興感染症対策として⑤哺乳類における動物由

来感染症発生状況や⑥蚊等媒介性ウイルスの

検査系の開発及び⑦発生状況を調査する体

制を構築する。また⑧HBV 等の培養が困難な

ウイルスの高感度 in vitro 不活化評価系の開発

を行い，新興・再興感染症対策基盤を強化す

る。 
 

B. 研究方法と結果 

1. 情報収集・リスク評価体制構築及び新興・

再興感染症迅速リスク評価法の開発 
 情報収集とリスク分析に関し 2024 年度は国

内 ・ 国 外 で 発 生 し て い る 感 染 症 に 関 し , 
ProMED Mail 等の情報に基づき, WHO のサイ

ト, CDC, ECDC, 各保健機関のサイトを適宜確

認し, また論文報告されているものに関しては, 
内容を精査した。また国内感染症発生動向も

注視し, 国内で発生している感染症についても

検討した。2024 年度は SARS-CoV-2 の５類移

行に伴い, 人流の流れが再開し, 様々な新興・

再興感染症のアウトブレイクが世界で確認され

た。Mpox の Clade 1b のアフリカ地域以外の欧

州・アジアにおける輸入症例の増加に加え, デ

ング熱の感染者数の増加, 米国における乳牛

の H5N1 感染事例の増加, 麻疹の拡大, ブラ
ジルにおけるオロプーシェ熱のアウトブレイクが

確認された。特に, オロプーシェウイルスは垂

直感染を示唆する論文報告に加え, 米国・欧

州への輸入症例もあり, FDA も注意情報を喚起

し, 米国輸血細胞治療学会 (AABB) も FACT 
SHEET を更新し, 注視している。 
 血中動態に基づく迅速リスク評価法の開発に

関しては, モデルウイルスとしてワクチニアウイ

ルス（LC16m8 株）を用い, 定量的評価のため

のリアルタイム PCR を用いた核酸検査法の確

立及びウイルス力価測定法を確立し, 日本赤

十字社より供与された全血を用いて予備実験

を 2回実施し, 得られたデータの解析を進めて

いる。 
 
2. B型肝炎ウイルスやパルボウイルス B19 等

培養が困難なウイルスの培養法の改良と不活

化法の評価 
 先行研究で高感度に B型肝炎ウイルス（以下

HBV）の感染性を評価できる系を作成したので
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これを用いて下記の研究を行った。 
1. 研究に用いる HBV 陽性血漿は、採血から

実験に使用するまで少なくとも３回以上の凍

結・融解が行われるのでその影響を解析した。

少なくとも 5回まで感染性への影響は認められ

なかった。不活化等に用いる陽性血漿の管理

に有用な情報が得られた。 
2. HBV は安定性が高いウイルスと言われてい

るが、確認されているとは言い難い。血漿、５%
アルブミン、PBS にそれぞれ添加した HBV は

４℃で少なくとも 4 週間の保管では感染性に影

響はないことが確認できた。これは赤血球製剤

に混入した場合、保管期間に失活することなく

感染性を保持することが示唆された。 
 
3. 中和抗体価測定系の改良と検証（Mpox ウ

イルスに対する血清中和抗体価測定系の改

良と検証） 
  エムポックスに関しては、リアルタイムPCRに

よる検査系は構築されているが、抗体検査は候

補となる抗原が多種類存在することが影響し、

標的とする抗原が明確に決まっていない。この

ような状況においては、機能的な抗体、つまり

ウイルス感染を阻害する中和抗体応答の評価

が最適であると考えられる。古典的にはプラー

ク減少法を用いた中和抗体価測定が行われて

きたが、作業が煩雑かつ血清希釈が限られて

しまい、一回の測定で中和抗体価を確定でき

ない場合があり、多検体の測定に応用できない

という問題があった。本研究課題では、より簡便

で多検体の測定を可能とする感染細胞で形成

されるフォーカスを標識抗体で検出するフォー

カス減少法を用いた中和抗体価測定系を検討

し、現時点において至適な測定系を構築するこ

とに成功した。 
 

4. 次世代シークエンス技術による血液中の病

原体検出法の開発 
本研究は、次世代シークエンス（NGS）を用い

た献血血液中の病原体検出法の確立を目的と

し、非感染血液からの標準データ取得と解析

パイプラインの開発、感染血液を用いた検証と

改良を行う。実験室内操作である WET とデー

タ解析である DRY 両面からの最適化を図り、

信頼性の高い血液用メタゲノム解析法の確立

を目指す。NGS の血液中の病原体検出法の

確立のため、標準作業手順書、解析プログラム

を整備し、NGS 解析の運用基盤の構築を進め

た。 
 
5. 献血血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解析 
 近年の交通網の発達と人的・物的交流の活性

化により節足動物媒介性ウイルス（アルボウイ

ルス）感染症の流行域が急速に拡大し，新興・

再興感染症として世界的規模で問題となって

いる．2024 年は特にデング熱が世界的に流行

していることが示され，国内でのデング熱輸入

症例も 200 症例を超えた．また中南米におい

てオロプーシェ熱が再興し、ブラジルを中心に

多くの患者が報告された．さらにデングウイルス

の遺伝子診断系におけるプライマー・プローブ

セットを見直し関係機関と共有した． 
 
6. 蚊のウイルス保有実態と蚊媒介性ウイルス

の感染・流行リスク解析 
 本邦には、土着している可能性がありながら、

詳しい生態が未解明な昆虫媒介性ウイルスが

数多く存在し、そのなかには感染したヒトでウイ

ルス血症を引き起こすもの、またはその可能性

が高いものが複数存在している。本研究では、

このようなウイルスに着目し、これらウイルスの
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感染リスクならびにその流行実態を明らかにす

るにすることで、血液製剤の安全性確保に資す

る知見を得ることを目的とした。今年度は南西

諸島において、ウイルス媒介昆虫類の捕集を

実施し、蚊やヌカカ、サシチョウバエなど多種多

様な吸血昆虫類が吸血のため牛舎に飛来して

いることが明らかとなった。また、フクオカウイル

スを媒介する蚊種を特定するべく、複数種類の

蚊由来培養細胞におけるウイルスの増殖動態

を調査した。その結果、フクオカウイルスは実験

に供試した 4属 5種の蚊に由来する 8種類の

培養細胞の全てにおいて、ウイルスの感染・増

殖性が確認された。 
 
7. 動物におけるインフルエンザウイルスの簡

易検査方法の確立 
  近年、世界的に高病原性鳥インフルエンザ

ウイルス（Highly Pathogenic Avian Influenza 
Virus, HPAIV）の流行が拡大する中、その国内

への浸潤状況およびヒトへの感染リスクを評価

する必要性が高まっている。特に、感染野鳥と

の接触機会が多い野生動物における抗体疫学

調査は、ウイルス浸潤の指標として有用である

可能性がある。本研究では、野生動物血清を

用いた抗体スクリーニング法および HA 亜型の

診断系の確立を試みた。その結果、IDEXX 社

製の汎 A 型インフルエンザウイルス抗体検出

ELISA キットを用いることで、アライグマ血清か

ら IAV に対する抗体を検出することに成功した。

また、HPAIV の主要なサブタイプである H5 お

よび H7 亜型に着目し、HA 蛋白のみを外套さ

せた VSV シュードウイルスの作製にも成功した。

今後は、調査対象地域の拡大および陽性検体

の HA 亜型同定を進めることで、国内における

HPAIV の浸潤状況の可視化と、それに基づく

公衆衛生リスクの評価ならびに血液製剤の安

全性評価に資することが期待される。 
（倫理面への配慮） 
特になし。 
 
C. 考察 
1. 情報収集・リスク評価体制構築及び新興・

再興感染症迅速リスク評価法の開発 
 2024 年度は SARS-CoV-2 が５類感染症に

移行した中で, 様々な感染症が流行した。特に, 
海外でのデングやジカ熱の発生状況は, 輸血

による感染リスクがあるので, 懸念されるところ

である。また, インフルエンザ対策等を鑑みると, 
本研究分担で進められている動物での実態調

査を行い, 適宜リスク評価することが望ましいと

考えられる。またオロプーシェウイルスのような

新興のウイルスも注視が必要である。 
 
2. B型肝炎ウイルスやパルボウイルス B19 等

培養が困難なウイルスの培養法の改良と不活

化法の評価 
 HBV は４℃において溶媒に依らず長期間感

染性を維持していることが明らかになった。核

酸増幅検査で感度以下の極微量な HBV の混

入した赤血球製剤（４℃保存）によって感染した

症例が報告されているが、それを裏付ける結果

となった。また、-80℃のフリーザーが故障して

も４℃の冷蔵庫で保存すれば１ヶ月は対応でき

ることも示された。HBV陽性血漿は、採血から  
我々に供給されるまでに少なくとも 2 回の凍結

融解を経ている。凍結融解による感染性の影

響を解析することは、血液製剤の不活化等の

評価をする上で重要である。今回の研究によっ

て少なくても 5 回の凍結融解は感染性に影響

がないことが証明できた。これは、感染実験に

使用する陽性血漿の管理に有用な知見となる。

また、HBV の輸血用血液製剤による感染を防
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止する上で HBV の保管温度による感染性への

影響を明らかにすることも重要である。これまで

いくつか報告があるが、チンパンジーへの接種

による感染の有無で評価されており、充分な検

討等は言い難い。今回の評価でアルブミンだ

けでなく PBS においても４℃では４週間以上感

染性が低下しないことが明らかとなった。HBV
が極めて安定化したウイルスであることを明らか

にできた。これは、核酸増幅検査の感度以下の

極少量の HBV でも４℃保存の赤血球液であれ

ば製剤の有効期間内で感染性を保持できるこ

とを示している。また、高濃度のウイルスを含有

する HBV 陽性血漿は大変貴重であるが、フリ

ーザー等の故障で低温保存できない場合にお

いても通常の冷蔵庫で数週間の保存が可能あ

ることも示唆され、研究者にとっては、貴重な情

報となると考えられた。 
 
3. 中和抗体価測定系の改良と検証（Mpox ウ

イルスに対する血清中和抗体価測定系の改

良と検証） 
  FRNT に使用する細胞の検討と血清-ウイル

ス混合液を細胞に添加してからの培養時間を

検討することで、1 回のアッセイで中和抗体価

の値をつけることが可能になった。LC16m8 に

関しては、血清濃度の高いところではフォーカ

スが完全に消失し、血清の希釈に伴いフォーカ

スが出現するために明瞭に中和抗体価を算出

することが可能であった。これに対し、MPXV に

関しては血清濃度が高くてもフォーカスが消失

することはなく、血清の希釈に伴いなだらかに

フォーカスが増加する傾向が認められた。これ

は 、MPXV に は主に EEV （ Extracellular 
Enveloped Virus）と IMV（Intracellular Mature 
Virus）のウイルス形態が存在するためか、大小

のサイズの異なるフォーカスが出現することが

原因であると考えられた。MPXV の表面抗原に

対するモノクローナル抗体を用いてフォーカス

を検出することで改善する可能性もあり、系の

改良は引き続き必要である。 
 
4. 次世代シークエンス技術による血液中の病

原体検出法の開発 
  NGS を用いた血液からの細菌検出法では

血液培養法で培養される細菌を検出できない

場合があることが示唆された。Multiplex PCR
でも検出されなかったため、NGS の感度による

検出限界未満の細菌量であったことも考えられ

たが、データ解析上の検出不良であるかを今

後検証する必要がある。また、原因とする細菌

以外の微生物ゲノム検出が、原因菌をマスクす

る可能性があり、その対策として実験室内で設

定したネガティブコントロールからのコンタミネ

ーション減算法が開発された。今後、このプロ

グラムが病原体検出に有用であるか検証が必

要であると考える。 
 
5. 献血血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解析 
  本研究においては，遺伝子検査に必要な陽

性対照を提供することで、正確な検査結果が

得られるようになった。よって献血血液の安全

対策における感染症安全対策体制整備事業

に対するデングウイルスおよびジカウイルス、チ

クングニアウイルス各 RNA の参照品の整備は

アルボウイルス感染症の実験室診断の向上お

よびアップデートに資するものである。 
 オロプーシェ熱の主な症状は、発熱、悪寒、

激しい頭痛/眼窩後部痛、倦怠感、筋肉痛、関

節痛、吐き気、嘔吐、羞明等を最大 7 日間伴い、

稀に風疹様の発疹、髄膜炎、脳炎、めまい、食

欲不振、その他の全身症状を呈す。その症状
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からデング熱の重要な鑑別疾患である。患者の

6割が寛解後に症状を再発することがある。イタ

リアにおけるキューバからの輸入症例では、血

液、血清、尿および精液からオロプーシェウイ

ルスが分離されているが、これまでのところ性行

為による感染は確認されていない。献血血から

のオロプーシェウイルスの検出例は報告されて

いないが、今後もその動向を注視する必要があ

る。 
 
6. 蚊のウイルス保有実態と蚊媒介性ウイルス

の感染・流行リスク解析 
 本研究では、我が国に常在するもしくはその

可能性がありながらも、流行状態が詳しく判明

していない蚊媒介性ウイルスの実態を明らかに

するとともに、実験室内におけるウイルスの感染

実験を行うことによって、それらウイルスの感染

リスクを明らかにすることを目的としている。今

年度は、野外における吸血性節足動物の採集

調査ならびに、実験室において様々な蚊由来

培養細胞を用いて、ウイルスの増殖動態解析

を実施した。 
  我が国に土着している可能性がある蚊媒介

ウイルスのなかで、ヒトでウイルス血症を引き起

こしかつ病原性が報告されているウイルスはバ

タイウイルス[Batai virus（BATV）]のみである。

国内では BATV のヒト症例は未だ報告されてい

ないものの、1994 年および 2001 年にそれぞ

れ宮古島と与那国島のウシの血液から BATV
が分離されている。この事例が示すように、南

西諸島では何らかの蚊が現地のウシに BATV
を媒介したと考えられるが、当該地域おける

BATV 媒介蚊やその後の流行状況についての

情報はない。そこで今回、南西諸島の牛舎に

飛来する吸血昆虫類の捕集調査を実施した。

今回の調査では、吸血昆虫類として多数の蚊

およびヌカカが牛舎に設置したトラップで捕集

され、これらの吸血昆虫がウシを吸血するため

に飛来していることが確認された。今後はこれ

ら吸血昆虫種の分類同定を行うとともに、ウイル

ス分離等を行うことによって、BATV を含めた保

有ウイルスの解析を実施する予定である。 
今回の調査において、上述の牛舎に設置した

トラップでサシチョウバエの一種の雌成虫も捕

集された（図 3）。今回の調査地である西表島に

は、イリオモテサシチョウバエ Sergentomyia 
iriomotensis の分布が報告されている。今回採

集されたサシチョウバエについては、未だ種の

同定は行われていないが、おそらく本種である

ことが推定される。イリオモテサシチョウバエは、

自然界では専ら爬虫類などの冷血動物を吸血

すると考えられており、ウシを含む哺乳動物を

吸血源として利用することは報告されていない。

また、これまで牛舎における採集記録も存在し

ていない。本研究による牛舎での採集記録は、

本種がウシを吸血するために牛舎に飛来した

可能性を示すものであるかもしれず、本邦に分

布するサシチョウバエ種の吸血生態を解明する

うえで重要な一知見であると考えられる。本研

究では、本邦に常在性でヒトに感染しウイルス

血症を起こす可能性のある FUKV の媒介蚊を

特定するべく、各種蚊由来培養細胞を用いた

ウイルスの増殖動態解析を実施した。その結果、

FUKV は実験に用いた 4属 5種の蚊に由来す

る 8種類の培養細胞の全てにおいて、感染・増

殖性が確認されたことから、広範な蚊種の細胞

に感染し増殖可能であることが明らかとなった。

FUKV はこれまで本邦のコガタアカイエカから

分離された報告があるものの、今回実験に用い

た蚊由来培養細胞のうちで、当該蚊種の培養

細胞上清中のウイルス RNA コピー数は最も低

い結果であった。その一方で、ヒトスジシマカや
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ステフェンスハマダラカに由来する培養細胞に

おいては、コガタアカイエカ由来培養細胞よりも

100倍程度高い FUKV の増殖性が観察された

ことから、これらの蚊種が FUKV の好適な媒介

蚊である可能性も考えられる。そのため今後は、

これらの蚊種を含めた各種の蚊個体に FUKV
を接種することによって、ウイルスの媒介性を解

析することを予定している。 
 
7. 動物におけるインフルエンザウイルスの簡

易検査方法の確立 
 1.抗 IAV 抗体のスクリーニング 
 本研究において、IAV に対する抗体が検出さ

れたのはアライグマのみであり、他の野生動物

種（イノシシ、シカ、タヌキ、ハクビシン、アナグ

マ）では陽性例は確認されなかった。アライグ

マの陽性率は 1.74%と低率ではあるものの、感

染野鳥の死骸などを摂取することによるウイル

ス暴露の可能性が示唆される。 
また、陽性個体が冬季のみならず夏季に捕獲

された事例からは、感染が冬季に起こり、その

後数ヶ月にわたって抗体が持続していた可能

性が示唆される。さらに、乳歯を有する若齢個

体における抗体陽性例については、ウイルス曝

露による感染というよりも、母獣からの移行抗体

が ELISA で検出された可能性が高いと考えら

れる。 
 
2. VSV シュードタイプウイルスの構築 
 本研究では、H5 および H7 亜型由来の HA
および NA を外套させた VSV シュードウイルス

の作製に成功し、細胞侵入性の検出が可能で

あることをルシフェラーゼアッセイにより確認し

た。また、HA 単独の外套でも、外因性のノイラ

ミニダーゼを添加することでウイルス粒子の出

芽が促進され、感染性を有するウイルスの構築

が可能であることを明らかにした。この手法は、

NA 遺伝子の導入を必要としないため、シュー

ドウイルス作製にかかるコストと時間を削減し、

簡便なサブタイプ別抗体評価系の構築につな

がる。さらに、低病原性ウイルス（LPAIV）に関し

ては、細胞内のプロテアーゼ活性が不十分で

あることが原因と考えられ、アセチルトリプシン

など外因性プロテアーゼの添加が細胞侵入の

鍵であることが実証された。この知見は、同様

にトリプシン活性を必要とするヒト季節性インフ

ルエンザウイルス（H1、H3 亜型）における応用

も期待される。 
 
D. 結論 
 国立健康危機管理研究機構(JIHS) 国立感

染症研究所(NIID)と日本赤十字社で協力体制

を構築した。①定期的な情報収集・リスク評価

体制を構築し，②献血血液における次世代シ

ークエンス解析技術を用いた病原体検出法の

開発を進めた。またMpoxをモデルに③血液中

の中和抗体価測定系の改良と評価を行うととも

に，④血中動態・血液製剤の製造工程中での

不活化評価による迅速リスク評価法の開発を進

めた。⑤野生動物血清を用いた抗体スクリーニ

ング法および HA亜型の診断系の確立をし、⑥

献血血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解析を進めた。⑦蚊のウ

イルス保有実態と蚊媒介性ウイルスの感染・流

行リスク解析、⑧動物におけるインフルエンザウ

イルスの簡易検査方法の確立した。⑨B 型肝
炎ウイルスやパルボウイルス B19 等培養が困

難なウイルスの培養法の改良と不活化法の評

価を行った。 
 
E. 健康危険情報 
特記事項なし 
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金沢. 

19. 堀場千尋. 感染症分野における NGS の

基礎的知識. 第 36 回日本臨床微生物学

会総会・学術集会. 1月 25 日, 2024 年, 名
古屋. 

 
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ーサイエンス政策研究事業) 

分担研究報告書 
新興・再興感染症流行時の血液製剤の安全性確保のための研究 

 
研究分担者 水上 拓郎   国立感染症研究所 次世代生物学的製剤研究ｾﾝﾀｰ センター長 
研究協力者 関 洋平    国立感染症研究所 次世代生物学的製剤研究ｾﾝﾀｰ 室長 
研究協力者 野島 清子   国立感染症研究所 次世代生物学的製剤研究ｾﾝﾀｰ 主任研究官 
研究協力者 櫻木 小百合 国立感染症研究所 次世代生物学的製剤研究ｾﾝﾀｰ 主任研究官 
研究協力者 栗林 和華子 国立感染症研究所 次世代生物学的製剤研究ｾﾝﾀｰ 主任研究官 
 
研究要旨： 
 血液製剤における HIV, HCV, HBV 等の既知のウイルス安全性に関しては，日本赤十字社

による献血血液における高感度な抗体・抗原検査，個別核酸増幅検査の導入や血漿分画メ

ーカーにおける製造工程中における病原体の除去・不活化処理の導入により，感染リスクが

低下し，高い安全性が確保されている。しかし血液製剤はヒトの血液を原材料としているため，

未知の病原体の混入リスクがあり，また新興・再興感染症に関しては無症候ドナーからの献

血・輸血により感染する可能性があるため，献血血液の安全性を確保するためには，情報収

集・リスク分析・新規病原体検出法開発・血中動態解析・製造工程中での不活化評価に基づく

リスク評価を迅速に行える体制の構築が必要である。 
  そこで本研究課題では，国立健康危機管理研究機構 (JIHS) 国立感染症研究所 (NIID)と
日本赤十字社で協力体制を構築し，定期的な情報収集・リスク評価体制を構築するとともに，

血中動態・血液製剤の製造工程中での不活化評価による迅速リスク評価法を確立することを

目的とした 
 情報収集とリスク分析に関し 2024年度は国内・国外で発生している感染症に関し, ProMED 
Mail 等の情報に基づき, WHO のサイト, CDC, ECDC, 各保健機関のサイトを適宜確認し, ま

た論文報告されているものに関しては, 内容を精査した。また国内感染症発生動向も注視し, 
国内で発生している感染症についても検討した。2024年度は SARS-CoV-2 の５類移行に伴

い, 人流の流れが再開し, 様々な新興・再興感染症のアウトブレイクが世界で確認された。

Mpox の Clade 1b のアフリカ地域以外の欧州・アジアにおける輸入症例の増加に加え, デン

グ熱の感染者数の増加, 米国における乳牛の H5N1 感染事例の増加, 麻疹の拡大, ブラジ

ルにおけるオロプーシェ熱のアウトブレイクが確認された。特に, オロプーシェウイルスは垂直

感染を示唆する論文報告に加え, 米国・欧州への輸入症例もあり, FDA も注意情報を喚起し, 
米国輸血細胞治療学会 (AABB) も FACT SHEET を更新し, 注視している。 
 血中動態に基づく迅速リスク評価法の開発に関しては, モデルウイルスとしてワクチニアウイ

ルス（LC16m8 株）を用い, 定量的評価のためのリアルタイム PCR を用いた核酸検査法の確

立及びウイルス力価測定法を確立し, 日本赤十字社より供与された全血を用いて予備実験を

2回実施し, 得られたデータの解析を進めている。 

A. 研究目的 
血液製剤における HIV, HCV, HBV 等の既

知のウイルス安全性に関しては，日本赤十字

社による献血血液における高感度な抗体・抗
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原検査，個別核酸増幅検査の導入や血漿分

画メーカーにおける製造工程中における病原

体の除去・不活化処理の導入により，感染リス

クが低下し，高い安全性が確保されている。し

かし血液製剤はヒトの血液を原材料としている

ため，未知の病原体の混入リスクがあり，また新

興・再興感染症に関しては無症候ドナーからの

献血・輸血により感染する可能性があるため，

献血血液の安全性を確保するためには，情報

収集・リスク分析・新規病原体検出法開発・血

中動態解析・製造工程中での不活化評価に基

づくリスク評価を迅速に行える体制の構築が必

要である。特に国外で発生したパンデミックに

対しては感染者由来検体を用いて評価するこ

とが困難であり, 文献等に基づいたリスク評価

が主体となるため, 迅速性に欠けるという課題

があった。 
そこで本研究課題では，国立健康危機管理

研究機構 (JIHS) 国立感染症研究所 (NIID)
と日本赤十字社で協力体制を構築し，定期的

な情報収集・リスク評価体制を構築するとともに，

新興・再興感染症等によるパンデミック発生時

に該当病原体の血中動態を明らかにし, 血液

製剤への混入リスクを定量的に評価する迅速リ

スク評価法の確立を行うことした。 
 

B. 研究方法 
1. 情報収集・リスク評価体制構築 
 WHO や CDC, 各地域の感染症研究組織等

や論文等から新興・再興感染症等の情報を集

め, リスクを評価し, 関係行政機関に情報提供

を行うと共にリスクが高い感染症に対しては, 
市販されている検査法の評価を行うとともに, 
必要に応じ, 血液から高感度に病原体遺伝子

を検出できる方法を開発することを目的とした。

また研究開始と同時に国内・国外で発生してい

る感染症に関し, ProMED Mail 等の情報に基

づき, WHO のサイト, CDC, ECDC, 各保健機

関のサイトを確認し, また論文報告されているも

のに関しては, 内容を確認した。 
また, 国内感染症発生動向も確認し, 国内で

発生している感染症についても検討した。 
 
2. 新興・再興感染症迅速リスク評価法の開発 
 血液製剤の原料となるヒト由来の全血に標的

ウイルスをスパイクし, その後の処理工程にお

いて得られる赤血球, 血小板, 白血球および

白血球の各分画中におけるウイルスの分布を

定量的に解析するとともに, 感染性の有無の評

価することで, 各分画ごとのウイルス保持性お

よび感染リスクを評価する手法の確立を行う。 
 
（倫理面への配慮） 
特になし。 
 
C. 研究結果 
1. 情報収集・リスク評価体制構築 
2024 年度 感染症動向 
新型コロナウイルス 
 2024 年度も SARS-CoV-2 の様々な変異株

が発生した。JN.1 系統とその亜系統が主流で

あったが KP.2 や KP.3 系統の感染者数が一

過性 に 増加し た が減少 , 亜系統の うち 
KP.3.1.1 と LB.1 系統の感染者が増加した。

KP.3.1.1 と XEC の感染者が増加し主流とな

ったが, KP.3.1.1 系統は減少し, 新規に VUM 
に加わった LP.8.1 系統が増加している。JN.1
系統の亜系統である KP.1.1.3 から進化したウイ

ルスで, スパイクタンパク質にある複数の変異

の内, V445R 変異は, ウイルスの伝播性の増

加に寄与す る 可 能 性 が示唆さ れ て い る 。 

2025 年 3月時点で WHO の指定する変異株 



 13 

VOI は JN.1 , VUM は KP.3, KP.3.1.1, LB.1, 
XEC, LP.8.1 となっている。いずれも既存の亜

系統と比較して公衆衛生的なリスクに変化はな

いと考えられ, 献血血液に影響するような性状

変化も認められなかった。 
 
韓国におけるマラリアアウトブレイク 
 韓国ではマラリアの発生増加し, 2024 年 1月
〜5月にかけて感染者 100名を超え, 5月だけ

で 66 人が報告され, 高陽市ではマラリア注意

報が発出された。感染事例は三日熱マラリアが

8 割をしめ, 兵隊の感染率が 19-49%と高かっ

た。日本では 1955 年移行国内報告はなく, 媒

介蚊のサーベイランスでもマラリア原虫の保有

は報告されていない。媒介蚊であるシナハマダ

ラカも人口密集地では生息しておらず, 日本で

輸入例による感染する可能性は低いと考えら

れる。  
 
エムポックス 
 Mpox に関してはコンゴ民主共和国東部で新

たなクレード（Clade Ⅰb）が急速に拡大し, これ

まで報告のなかった近隣諸国でも検知され, 
2024 年 8 月 14 日 WHO 事務局長より「国際

的に懸念される世界的な公衆衛生上の緊急事

態（PHEIC）」が宣言された。その後, 8月にスウ

ェーデンとインドで, 9月にタイ, 11月に米国で

Clade 1b の輸入症例が確認され, 以降, 欧州
諸国, 中国, アラブ首長国連邦で DRC やウガ

ンダからの輸入症例と考えられるクレード Ib 感

染事例が報告されている。渡航歴のない症例

も確認されているが, ほぼ家庭内接触者あるい

は初発症例者との接触者であり。 
 またタイでは Mpox 発症前のドナー血液から

MPXV DNA が検出され, ドナー由来の血小板

製剤を輸血されたレシピエントからは輸血後１ヶ

月間, MPXV DNA は検出されず, 発症もしな

かった事例が Emerg Infect Dis誌に掲載され, 
Mpox陽性者からの初の輸血事例が発生した。

輸血による感染は起こっておらず, 引き続き, 
輸血による感染リスクは低いと考えられるものの, 
無症候の方からの献血, そして輸血事例は起

こりうるということが確認され, 引き続き, 体制強

化が求められる。 
 我々は, 昨年度, 既に献血血液における検

査体制を構築し, 関連機関との連携体制を構

築している。 
 
ジカウイルス 
 2024 年 1 月〜12 月末までに, インドのマハ

ラシュトラ州で 140例のジカウイルス病(ZVD)の
アウトブレイク症例が報告されている。過去には

数例程度であったが, 2023 年に 18 例を報告

し, 増加している。 
 
デング熱 
 全世界においてデング熱の発生報告数が増

加している。2024 年度は WHO の Global 
Dengue Surveillance によると症例報告数は

532万, 死亡者は 8,000名, 重傷者は 45,000
例となっている。90 カ国から報告され, WHO の

リスク評価でも High となり, 緊急対応グレードも

G3 となっている。っている。ている。ている。

2024 年は南米が最も多い(238 万例)が, イン

ドネシア, バングラディッシュ, ネパールでも増

加している。 アフリカ地域でも 13 カ国から報告

がある。欧州では輸入症例が大半で, イタリア, 
フランス, スペインが主要国となっている。 
 
オロプーシェ熱 
 現在, ブラジルをはじめ南米でオロプーシェ

熱の発生が増加し, 問題となっている。オロプ
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ーシェ熱は節足動物媒介性感染症で，発熱, 
頭痛, 筋肉痛等を引き起こす。潜伏期間は吸

血後 3 日から 8 日で，症状の持続期間は通常

2 日から 7 日で約 60%の感染者が軽快化する

一方, 臨床症状の再発が認められるのが特徴

である。原因ウイルスは Peribunyaviridae 科 
Orthobunyavirus 属  Oropouche virus 
(OROV)で， 80 から 120nm のエンベロープを

有したマイナス鎖 Single Strand RNA ウイルス

である。1 型から 4 型までの遺伝型が存在し, 
現在ブラジルと南米で大量発生しているウイル

ス型は殆どが 1型である。 
 以前より散発的な発生が報告されていたが， 
2023 年〜2024 年にかけて感染者が増加し，

特に 2024 年末から 2025 年にかけては流行国

のブラジルで昨年度比 74%増と増加し続けて

いる。2024 年度は 16,239例で，死亡が４例報

告されている。輸入症例が多数報告されており，

米国で 108 例，カナダで２例，欧州で 30 例と

なっている。また，近年，垂直感染事例が報告

され，確定例で４例，先天異常が１例となって

おり，調査中のものも数十件程ある。また，脳脊

髄液からOROVゲノムが検出されており，ZIKV
との類似性も懸念されている。また発症 16 日

目の精液からウィルスが分離，感染後 58 日目

の精液からは RNA が検出された論文が 2024
年 12 月の EID 誌にて発表され，性感染の可

能性も示唆されている。 
 このような状況を受け，FDA は 2024 年 9 月
にオロプーシェ熱と輸血に関する重要情報，11
月にオロプーシェ熱と移植に関する重要情報

を発出。また AABB は 8月 20 日に暫定版の，

11月 4 日に最終版の Fact Sheet を発行した。 
 現時点では輸血による感染症は報告されてい

ない。FDA 承認の体外診断薬等はないのが現

状で, 検査系の立ち上げが求められる。日本

でも感染症法における届出対象疾病ではない

ため，感染研の病原体検出マニュアルが整備

されていない。 
 ただし, エンベロープウイルスですので，次亜

塩素酸ナトリウムや, 過酸化水素, 過酢酸, エ

タノール，熱, ガンマ線照射などで不活化され

ることからも，輸血用血液製剤や血漿分画製剤

においては製造工程中の不活化により問題と

なることは低いと考えられる。 
 
鳥インフルエンザ 
 H5N1 に関しては，ヒト感染例は 2025 年 1月
現在，2003 年以降累計で 967例，死亡は 465
例となっており, H5N2 は 2024 年にはメキシコ

で感染死亡例が 1件，H5N6 に関しては 37例
の死亡を含む93例のヒト感染事例が, H9N2 に

関しては 1例の死亡を含む 151例が報告され

ている。基本は病死した鳥や H5N1 汚染環境

での接触が原因であり，ヒト-ヒト感染は発生して

おらず，感染の可能性は低いと考えられる。 
 その一方で鳥インフルエンザの哺乳類への

感染事例は年々増加し，また発生地域も拡大

しており，26 ヶ国で 48種類以上の哺乳類で感

染が報告されている。また 2024 年 2月に米国

で発生した乳牛への感染事例が拡大し，2025
年 1月時点で 16州，928群のウシ，ヒトは 4州
で 40例の感染が報告されている。ヒトでは目の

症状，咳などの上気道症状が報告されている。

ウシでの症状は軽いが，有症牛のミルクを摂取

した猫が死亡するケースも報告され, ミルクと乳

腺でウイルス RNA が大量に検出されている。ウ

シ以外の哺乳類への感染も増加しており，その

中にはネコやイエネズミを始め，キツネ，アライ

グマなど都市動物も多数含まれている。現状で

はヒトーヒト感染のリスクは低いが, 哺乳類から

哺乳類への種を超えた伝播が示唆され，哺乳
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類間でのウイルス伝播の可能性に関する懸念

が生じるものと考えられる。 
 
2. 新興・再興感染症迅速リスク評価法の開発 
 モデルウイルスとしてワクチニアウイルス

（LC16m8株）を用いた検討を進めている。これ

までに定量的評価のためのリアルタイム PCR
を用いた核酸検査法の確立及びウイルス力価

測定法を確立し, 日本赤十字社より供与された

全血を用いて予備実験を 2 回実施し, 得られ

たデータの解析を進めている。 
 
D. 考察 
1. 情報収集・リスク評価体制構築 
 2024 年度は SARS-CoV-2 に続き, さまざま

な感染症アウトブレイクが確認された。特にエム

ポックスは Clade1b の輸入症例の増加, タイで

の輸血事例をみると, 引き続き監視・対策の強

化が求められる。一方, ZIKA やデングに関して

は既に対策が講じられており, スクリーニング体

制が整備されているが, オロプーシェ熱に関し

ては,適切な対応が求められると想定される。 
 
2. 新興・再興感染症迅速リスク評価法の開発 
 今後, この結果に基づいて評価方法の改善・

向上を図り, 次年度には Mpox ウイルスやデン

グウイルスなど, 現在世界的な流行が見られる

ウイルスを対象とした応用実験へと展開する予

定である。第二のアプローチとして, 蛍光標識
を施したシュードタイプウイルスを用いた追跡実

験系の確立を計画している。パンデミック発生

時に複製可能なウイルスの入手に時間を要す

る場合でも, 配列情報はより早期に入手できる

と考えられる。そこで, GISAID 等から取得した

ウイルススパイクタンパクの配列情報を基にシュ

ードタイプウイルスを作製し, これを用いて血液

の各分画に対する感染性を評価することで, 原

因ウイルスの血液製剤への混入リスクを迅速か

つ安全にスクリーニングすることを目的としてい

る。現在はレンチウイルスをベースとするシュー

ドタイプウイルスの設計・構築を進めており, 次

年度には全血サンプルを用いた感染性評価を

実施する予定である。 
 
E. 結論 
 2024 年度は SARS-CoV-2 が５類感染症に

移行した中で, 様々な感染症が流行した。特に, 
海外でのデングやジカ熱の発生状況は, 輸血

による感染リスクがあるので, 懸念されるところ

である。また, インフルエンザ対策等を鑑みると, 
本研究分担で進められている動物での実態調

査を行い, 適宜リスク評価することが望ましいと

考えられる。またオロプーシェウイルスのような

新興のウイルスも注視が必要である。 
 
F. 健康危険情報 
特記事項なし 
 

G. 研究発表 
1. 論文発表 
1) Choi CW, Choi Y, Maryuningsih YS, 

Shin JH, Chantarasomchin P, 
Mizukami T, Ng SW, Thi DL, 
Ramondrana D, Dimapilis GN, Sohn 
KH, Roh HS, Koh HJ, Lee W, Kim YH. 
Report of the Ninth Asian National 
Control Laboratory Network meeting 
in 2024, with a focus on regional 
harmonization of regulatory systems 
to prepare for cross-border transfer of 
plasma. Biologicals. 2025; 90: 
101823. 
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2) Hiraga K, Tezuka K, Nagata K, Koh 
KR, Nakamura H, Sagara Y, Sobata R, 
Satake M, Tanio M, Hasegawa H, 
Saito M, Miura K, Mizukami T, 
Hamaguchi I, Kuramitsu M. 
Development of a novel multiplex 
digital PCR-based method for the 
detection of HTLV-1 proviral deletion. 
J Virol Methods. 2025; 332: 115071. 

3) Hiraga K, Kitamura T, Kuramitsu M, 
Murata M, Tezuka K, Okuma K, 
Hamaguchi I, Akari H, Mizukami T. 
Highly homologous simian T-cell 
leukemia virus type 1 genome in 
Japanese macaques: a large cohort 
study. Virol J. 2024; 21: 166.  

4) Kidiga M, Murata M, Grover P, Ode H, 
Iwatani Y, Seki Y, Kuramitsu M, 
Morimoto M, Natsume T, Kaneko A, 
Hayashi S, Yasunaga JI, Matsuoka M, 
Mizukami T, Akari H. Identification of 
occult STLV-1 infection in Japanese 
macaques. J Infect Dis. 2025: jiaf120.  

5) Grover P, Murata M, Kidiga M, 
Hayashi S, Ode H, Iwatani Y, 
Morimoto M, Natsume T, Kaneko A, 
Yasunaga JI, Matsuoka M, Kuramitsu 
M, Seki Y, Mizukami T, Akari H. 
Identification of natural remission of 
mother-to-child retroviral transmission. 
J Infect Dis. 2025: jiaf064. 

6) 野島清子, 関洋平, 水上拓郎. 人免疫
グロブリン製剤の歴史と品質確保 ファ

ルマシア 60巻 6号: 543-547, 2024 
 

2. 学会発表 

1. Mizukami T. Recent Updates and 
Future Prospects for National Lot 
Release Systems in Japan. Asian 
National Control Laboratory Network 
Meeting 2024, Global Bio Conference 
(GBC) 2024, September 5th 2024, Seoul, 
Korea. 海外, 口演 

2. Tanabe A, Takahashi Y, Yui A ， 
Nakakido M， Nasu T， Uchimaru K， 
Tachikawa A，Matano T， Mizukami T， 
Watanabe T， Tsumoto K， Nakano K. 
Development of an antibody-drug 
conjugate targeting CADM1 in adult T-
cell leukemia/lymphoma cells. 第 86 回 
日本血液学会学術集会, 口頭 

3. 中野和民, 田部亜季, 高橋良明, 由井杏

奈, 中木戸誠, 那須智博, 内丸薫, 立川

愛, 俣野哲朗, 水上拓郎, 渡邉俊樹, 津
本浩平. CADM1 を標的とした抗体医薬の

可能性.第 11 回日本 HTLV-1 学会, 2024
年 11 月 8 日−10 日, 東京,シンポジウム・

口頭 
4. 手塚健太, 平賀孔, 上村（鎌田） 麻実, 池
辺詠美, 浜口功, 水上拓郎. ヒト型感染受

容 体遺伝子導 入マウ ス を 用 い た 新 規

HTLV-1 感染症モデル . 第 11 回日本

HTLV-1学会, 2024 年 11月 8 日−10 日, 
東京, 口頭 

5. 平賀孔, 手塚健太, 長谷川寛雄, 斎藤益
満 , 水 上 拓 郎 , 浜口功 , 倉光球 . 
Multiplex-digital PCR 法による ATL 検体

のプロウイルス欠失評価. 第 11 回日本

HTLV-1学会, 2024 年 11月 8 日−10 日, 
東京, 口頭 

6. キディガ モーリーン, Grover P, Hayashi S, 
Yanagawa Y, Kaneko A, Morimoto M, 
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Natsume T, Mizukami T, Akari H. 
Evaluation of STLV-1 in semen of 
infected Japanese macaques (JMs). 
2024 年 11月 8 日−10 日, 東京, 口頭 

7. 上村麻実, 手塚健太, 池辺詠美, 平賀孔, 
水上拓郎. ヒト T細胞白血病ウイルス 1型 
(HTLV-1) の経胎盤移行モデル確立の試

み. 第 11 回日本 HTLV-1 学会, 2024 年

11月 8 日−10 日, 東京, ポスター 
8. Tanabe A, Takahashi Y, Yui A ， 

Nakakido M，  Nasu T，  Umemura M, 
Tezuka K, Uchimaru K， Utsunomiya A, 
Matano T， Mizukami T， Watanabe T， 
Tsumoto K， Nakano K.  Development 
of an Antibody-Drug Conjugate 
Targeting CADM1 in Adult T-Cell 
Leukemia/Lymphoma. 66th ASH Annual 
Meeting & Exposition 2024, San 
Diego,CA.USA, 海外・口頭 

9. 水上拓郎. 生物学的製剤の品質管理試験

の見直しについて～血液製剤の検定のあ

り方と異常毒性否定試験の生物基からの

削除～. 第 21 回医薬品レギュラトリーサイ

エンスフォーラム. 2024 年 12月 10 日, 東
京, シンポジウム・口頭 

 
H. 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 

B 型肝炎ウイルスやパルボウイルス B19 等培養が困難なウイルスの培養法の改良と不活化

法の評価 
 

          研究代表者 岡田義昭（埼玉医科大学 医学部 客員准教授） 

          研究協力者 小林清子（埼玉医科大学 医学部 講師） 

   

研究要旨 

 先行研究で高感度に B型肝炎ウイルス（以下 HBV）の感染性を評価できる系を作

成したのでこれを用いて下記の研究を行った。 

1. 研究に用いる HBV 陽性血漿は、採血から実験に使用するまで少なくとも３回

以上の凍結・融解が行われるのでその影響を解析した。少なくとも 5回まで

感染性への影響は認められなかった。不活化等に用いる陽性血漿の管理に有

用な情報が得られた。 

2. HBV は安定性が高いウイルスと言われているが、確認されているとは言い難

い。血漿、５%アルブミン、PBS にそれぞれ添加した HBV は４℃で少なくと

も 4週間の保管では感染性に影響はないことが確認できた。これは赤血球製

剤に混入した場合、保管期間に失活することなく感染性を保持することが示

唆された。 

 
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

て不活化や除去法の評価に用いてきた。我々

は、血液製剤の不活化法等に応用できる HBV

の感染系の確立を目指した。また、感染性の評

価には HBs-RNA の検出が高感度で特異性が高

いことも示してきた。今年度は、この系を用い

てこれまで余り検討されてなかった HBV の感

染性に関する安定性について研究を行った。

HBVは非常に安定性が高いとの報告があるが、

感染系がなかったため充分な検討はされてい

ない。また、パルボウイルス（PB19V）は、感

染の評価系はあるものの二次感染が生じない

ため不活化等を評価するためには、陽性血漿

を確保する必要がある。PB19V の流行は 4 年

周期で起こるとされためウイルスを産生する

培養系の開発が必要である。 我々が分離した

PB19V に高感受性の細胞株にさらに遺伝子編

集を行うことによって感染性ウイルスを産生

する細胞株の樹立も目指した。 
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Ｂ.研究方法 

1.感染方法 

 細胞株#4-11 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、感染

当日に最終濃度２％の DMSO を添加した 10％

FCS―DMEMで 37℃、５％CO2で培養した。HBV は

種々の処理後に 100μL ずつ細胞に添加した。

感染 2日目に細胞を PBS で５回洗浄し、最終濃

度 2%DMSOと 4%ポリエチレングリコール（PEG:

分子量 8000）を含む培養液で培養した。２〜３

日毎にPEGと DMSOを添加した培養液で培養し、

感染 9〜10 日後に細胞を回収した。 

2.HBV 陽性血漿 

 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を用いた。 

3.感染性の評価法 

 RNA は RNeasy mini kit(DNase 処理)を用い

て抽出し、Nuriyaら(J.Clin Microbiol.48: 

3843-51.2010)の方法で HBs-RNA を核酸増幅法

で定量し、 各群の HBs-RNA の量をコントロー

ルと比較することで感染性を評価した。 

4.凍結融解が感染性に与える影響 

 凍結された HBV 陽性血漿を室温で融解し、100

μL ずつ分注し、直ちに-80℃で凍結した。翌日

以降に分注した検体を室温で融解し、氷中で 1

時間保持後に再度凍結した（凍結 1 回目）。翌

日以降に凍結 1回の検体を同様に融解凍結（融

解２回目）し、同様に融解と凍結を５回繰り返

した。これらの検体を同時に融解し、PBS にて

100 倍希釈して細胞に感染させた。感染９〜10

日目に回収し、HBs-RNA を定量した。 

5.保存温度による感染性への影響 

 5%アルブミン 、PBS、血漿に HBV 陽性血漿を

添加し、４℃、室温、37℃で１〜４週間保管後

に細胞に感染させた。感染性を HBs-RNA 定量で

評価することで HBV の安定性を評価した。５％

アルブミン とPBSは10倍希釈になるように陽

性血漿を添加した。             

 

C.研究結果 

1. 凍結融解が感染性に与える影響 

凍結融解を最大 5回繰り返したが、コントロー

ルの検体を感染させた細胞から得られた HBs-

RNA量と 4 回、又は 5 回凍結融解を繰り返した

検体を感染させた細胞からのHBs-RNA量に差は

認められなかった（図１）。 

2. 保存温度による感染性への影響 

４℃では、血漿、PBS、5%アルブミン のいずれ

において、検討した４週間までは感染性の低下

は認められなかった。室温保存では、１週間ま

で著明な減少は認められなかった。しかし２週

以降はアルブミン 以外では著明な減少が認め

られた。また、37℃では１週間以内に各溶媒に

おいて著明な感染性の減少が認められた（図

２）。 

 

D.考察 

 HBV は４℃において溶媒に依らず長期間感染

性を維持していることが明らかになった。核酸

増幅検査で感度以下の極微量なHBVの混入した

赤血球製剤（４℃保存）によって感染した症例

が報告されているが、それを裏付ける結果とな

った。また、-80℃のフリーザーが故障しても

４℃の冷蔵庫で保存すれば１ヶ月は対応でき

ることも示された。HBV 陽性血漿は、採血から
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我々に供給されるまでに少なくとも2回の凍結

融解を経ている。凍結融解による感染性の影響

を解析することは、血液製剤の不活化等の評価

をする上で重要である。今回の研究によって少

なくても5回の凍結融解は感染性に影響がない

ことが証明できた。これは、感染実験に使用す

る陽性血漿の管理に有用な知見となる。また、

HBV の輸血用血液製剤による感染を防止する上

でHBVの保管温度による感染性への影響を明ら

かにすることも重要である。これまでいくつか

報告があるが、チンパンジーへの接種による感

染の有無で評価されており、充分な検討等は言

い難い。今回の評価でアルブミンだけでなく

PBS においても４℃では４週間以上感染性が低

下しないことが明らかとなった。HBV が極めて

安定化したウイルスであることを明らかにで

きた。これは、核酸増幅検査の感度以下の極少

量のHBVでも４℃保存の赤血球液であれば製剤

の有効期間内で感染性を保持できることを示

している。また、高濃度のウイルスを含有する

HBV 陽性血漿は大変貴重であるが、フリーザー

等の故障で低温保存できない場合においても

通常の冷蔵庫で数週間の保存が可能あること

も示唆され、研究者にとっては、貴重な情報と

なると考えられた。 

今年度は、収集した HBV 陽性血漿の感染力価

や遺伝子型も解析した。これらの解析結果を用

いて来年度は、遺伝子型による不活化効率や中

和抗体の活性の相違を解析する予定である。。 

 

E.結論 

 確立したHBV感染評価系を用いて凍結融解や

保存温度による感染性の影響について解析し、

HBV が極めて安定した感染性を保持したウイル

スであることを明らかとした。 

 

F.健康危機情報 

なし 

 

G.研究発表 

1.岡田義昭、小林清子、野島清子：B型肝炎

ウイルスのin vitro培養系を用いた血液製剤

における不活化法の評価 第 72回日本輸

血・細胞治療学会総会,東京 , 2024. 

2、岡田義昭、野島清子：In vitro感染系を

用いたB型肝炎ウイルスの安定性の解析 

第71回日本ウイルス学会総会、名古屋、

2024. 

H.知的財産権の出願・登録状況 

 なし 
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図１ HBVの凍結融解処理の感染性に及ぼす影響

コントロール検体を感染させた時のHBs-RNAの定量値を100％として
各凍結融解検体を感染させた時のHBs-RNA定量値を⽐較した。
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図２ 溶媒と温度が及ぼすHBVの感染性の影響

４℃では、感染性は４週間後でも
保たれていた。
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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） 

「新興・再興感染症流行時の血液製剤の安全性確保のための研究」 

 

分担研究報告書 

中和抗体価測定系の改良と検証 

（Mpox ウイルスに対する血清中和抗体価測定系の改良と検証） 

 

研究分担者： 相内 章（国立感染症研究所 感染病理部 室長） 

研究協力者； 上野 栞（国立感染症研究所 感染病理部 任期付研究官） 

 鈴木忠樹（国立感染症研究所 感染病理部 部長） 

 

 

研究要旨：エムポックスに関しては、リアルタイム PCR による検査系は構築されている

が、抗体検査は候補となる抗原が多種類存在することが影響し、標的とする抗原が明確に

決まっていない。このような状況においては、機能的な抗体、つまりウイルス感染を阻害

する中和抗体応答の評価が最適であると考えられる。古典的にはプラーク減少法を用いた

中和抗体価測定が行われてきたが、作業が煩雑かつ血清希釈が限られてしまい、一回の測

定で中和抗体価を確定できない場合があり、多検体の測定に応用できないという問題があ

った。本研究課題では、より簡便で多検体の測定を可能とする感染細胞で形成されるフォ

ーカスを標識抗体で検出するフォーカス減少法を用いた中和抗体価測定系を検討し、現時

点において至適な測定系を構築することに成功した。 

 

 

Ａ．研究目的 

血液製剤はヒトの血液を原材料としている。

血液製剤における既知ウイルスに関する安全

性は、日本赤十字社による献血血液における高

感度な抗体・抗原検査、個別核酸増幅検査の導

入や血漿分画メーカーにおける製造工程中に

おける病原体の除去・不活化処理の導入により、

感染リスクが低下し、高い安全性が確保されて

いる。未知の新興感染症あるいは検査系が構築

されていない再興感染症に関しては、無症候ド

ナーからの献血・輸血により感染する可能性が

あるため、献血血液の安全性を確保するために

は、高感度な抗体・抗原検査ならびに製造工程

中での不活化評価法を構築する必要が生じる。 
2022 年に世界的な流行のあったエムポッ

クスは Clade IIbによるものであったが、現在

アフリカにおいて Clade Iならびに Ibによる
エムポックスが流行しており、海外では散発的

な輸入症例の報告が続いている。エムポックス

に関しては、リアルタイム PCRによる検査系
は構築されているが、抗体検査は候補となる抗

原が多種類存在することが影響し、標的とする

抗原が明確に決まっていない。このような状況

においては、機能的な抗体、つまりウイルス感

染を阻害する中和抗体応答の評価が最適であ

ると考えられる。本研究課題では、より簡便で
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多検体の測定を可能とする感染細胞で形成さ

れるフォーカスを標識抗体で検出するフォー

カス減少法を用いた中和抗体価測定系の構築

を行うことを目的とした。 

 

 

Ｂ．研究方法 

使用したウイルスとその調製 
国内の痘そうワクチン株であるワクチニア

ウイルス LC16m8 株、ならびにエムポックス

ウイルス（MPXV）である SPL2A7 株（Clade 
IIb）を使用した。これらウイルスは国立感染

症研究所ウイルス第一部より頂いた。 
本実験用として、LC16m8はウサギ腎由来

細胞株 RK-13細胞を用いて、SPL2A7 株はア

フリカミドリザル腎由来細胞株 Vero E6 細胞
を用いてそれぞれウイルスを増やした。5% 
FBS を含む DMEM 培地に懸濁したそれぞれ

の細胞を 75 cm2 T フラスコに播種・培養し、

フルシート状になったところで、培地を 2% 
FBSを含む DMEM培地（以下、2% DMEM）

に置換、その後 MOI = 0.01でそれぞれのウイ

ルスを感染させた。細胞の観察を行いながら培

養を継続し、半分程度の細胞に細胞変性効果

CPEが認められた培養 3日目にフラスコを回

収した。回収したフラスコは-80℃冷凍庫にて

凍結、その後融解することで細胞を破砕した。

破砕細胞の懸濁液を回収して、遠心分離により

得られた上清をそれぞれのウイルス液とし、小

分け分注したのちに-80℃で使用時まで保存し

た。なお、以下の実験を含め、ウイルスを使用

する過程は全て BSL3 実験室で実施した。 
 
ウイルス力価の測定 
調製したウイルスの力価（focus forming 

unit/mL）の算出は、RK-13細胞と Vero E6細
胞それぞれに対して実施した。調製したウイル

スを、2% DMEMを用いて 10 倍希釈からの 2
倍希釈系列を調製した。96 ウェルプレートに

細胞を播種しフルシート状になったところで

BSL3 実験室に持ち込み、培養上清を完全に除

いた後にウイルスの希釈液を 100 µLずつ細胞

に添加し、37℃ CO2インキュベーターに静置

し 16-24 時間培養した。培養後 10%ホルマリ

ン緩衝液を添加し、1 時間室温にて細胞を固

定・不活化した。その後のフォーカス検出は、

次項に示した方法で実施し、フォーカス数をカ

ウントすることで力価を算出した。 
 
フ ォ ー カ ス 減 少 法 （ Focus Reduction 
Neutrali-zation Test, FRNT）の手順 

FRNT 法は、基本的に以下の手順に従い実

施した。試験血清ならびにフォーカス検出用の

抗体として、当部に保存されていた LC16m8
感染ウサギ回復期血清から硫安分画により粗

精製した IgG分画（以下、ウサギ抗 LC16 IgG
分画）を使用した。このウサギ抗 LC16 IgG分
画の 2 倍段階希釈系列（60 µL）を 2% DMEM
を用いて調製した。ここに約 200 focus/50 µL
となるように 2% DMEMで希釈した各ウイル

スを 60 µL ずつ添加し（合計 120 µL）、その

後37℃ CO2インキュベーターに静置し20-24
時間培養を行った。96 ウェルプレートに細胞

を播種しフルシート状になったところで

BSL3 実験室に持ち込み、培養上清を完全に除

いた後に上述の血清-ウイルス混合液から 100 
µLを細胞に添加し、 37℃ CO2インキュベー

ターに静置し16-24時間培養した。培養後10%
ホルマリン緩衝液を添加し 1 時間室温にて細

胞を固定・不活化した。ホルマリンを除き水道

水でプレートを洗浄した後に、0.5% Triton X-
100 を含む DPBS を添加し、固定細胞の透過

処理を 15分行った。その後、希釈したウサギ

抗 LC16 IgG 分画を添加し、室温にて 1 時間
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培養を行った。PBS-Tweenで各ウェルを洗浄

後、2,000倍に希釈したHRP標識抗ウサギ IgG
抗体（Promega）を添加し、室温にて 1時間培

養を行った。PBS-Tweenで洗浄後、基質とし

て TrueBlue Peroxi-dase Substrate（KPL）を
添加し、フォーカスの染色を行った。プレート

は超純水で洗浄したのちに乾燥させ、フォーカ

スのカウントは ELISpotアナライザー（CTL）
を用いて行った。FRNTの測定は 3点測定（血
清希釈は 1 検体に関して 3 列独立して実施）

で実施した。ウイルスのみを添加したウェル 3
点の平均フォーカスカウントの 50%をカット
オフ値とし、このカットオフ値を下回るフォー

カスカウント数を有する血清の最大希釈倍率

を列ごとの中和抗体価とし、列ごとに得られた

3 点の幾何平均地をその血清の中和抗体価と

した。 
 
FRNTにおける検討項目 
• フォーカス検出に用いる抗体の検討 

ウサギ抗 LC16 IgG分画に加えて、ウサギ

抗 LC16 IgG 分画調製の元になった

LC16m8 感染ウサギ血清、ならびに

LC16m8の親株であるLC16m0感染ウサギ

血清を検討した。 
• FRNTに使用する細胞 

RK-13細胞あるいはVero E6細胞を用い、
LC16m8ならびに SPL2A7 それぞれのウイ

ルスに関して上述の手順に則り、FRNT を
実施した。 

• FRNT において血清とウイルスの混合液を

細胞に添加してからの培養時間の検討 

調製した血清希釈系列とウイルスの混合

液を細胞に添加してから、10%ホルマリン添

加による感染細胞の固定・不活化するまでの

培養時間を 16時間、24時間で検討した。 
 

 
Ｃ．研究結果 
最初に、試験用に調製した各ウイルスのRK-

13 細胞ならびに Vero E6 細胞に対する力価

（focus forming unit/mL）を実施した。この

時、フォーカス検出に使用する抗体として、ウ

サギ抗 LC16 IgG 分画に加えて、ウサギ抗

LC16 IgG分画調製の元になった LC16m8感
染ウサギ血清、ならびに LC16m8の親株であ

る LC16m0 感染ウサギ血清を検討した。

LC16m8あるいはLC16m0感染ウサギ血清を

用いた場合、十分なフォーカスを検出できる希

釈倍率にしてしまうと、それに伴いバックグラ

ウンドが高くなってしまい、ELISpot リーダ

ーでのフォーカスカウントが難しくなること

が明らかになった。このためフォーカス検出に

は、LC16m8感染ウサギ血清から IgGを粗精

製したウサギ抗 LC16 IgG 分画を使用するこ

とにした。 
次に、LC16m8および SPL2A7の FRNTに

共通して使用できる細胞として、RK-13 細胞
と Vero E6 細胞の比較を行った（図 1）。
LC16m8 は、ウイルス液を細胞に添加してか

ら 16時間培養で、ウイルスを増やす際に推奨

される RK-13細胞を用いた場合フォーカスは
明瞭に認められるが、Vero E6細胞を使用した

場合は RK-13細胞と比較してフォーカスサイ

ズは小さくなるものの ELISpot アナライザー

で十分にカウントできるサイズであった。

SPL2A7は、同じく 16時間培養では RK-13細
胞では増殖が遅くフォーカスが小さくカウン

トが難しかったが、Vero E6細胞では大小サイ

ズの異なるフォーカスが存在するものの問題

なくカウントすることができた。Vero E6細胞
を用いて 24時間培養するとフォーカスが大き

くなり融合してしまうため、逆にカウントが難

しくなることが明らかとなった。以上から、



25 
 

LC16m8ならびにSPL2A7のFRNTにはVero 
E6が適していると考えた。 
最後に、ウサギ抗 LC16 IgG 分画を測定対

象となる血清とみなした FRNT を実施した。

使用する細胞と血清-ウイルス混合液を細胞に

添加してからの培養時間を変えて評価を行っ

た（図 2）。LC16m8に対する FRNTでは、16
時間の培養で RK13細胞あるいは Vero E6細
胞を使用した場合でも血清濃度に依存して傾

きの大きいフォーカスの減少・増加が認められ

た。SPL2A7に対する FRNTでは、培養時間

にかかわらず血清濃度に依存したフォーカス

数の減・少・増加は緩やかであり、フォーカス

カウントのカットオフ値を下回る血清倍率を

見出すことができかかった。これに対し Vero 
E6細胞を使用した場合、血清濃度に依存した

フォーカス数の減少・増加の傾きは、RK13細
胞の場合と比較して大きくなり、カットオフ値

を下回る血清の最大希釈倍率つまり中和抗体

価を得られるようになった。24 時間培養の場

合は、図 1 に示した通りフォーカスの融合が

認められるせいか血清濃度に依存したフォー

カス数の減少の傾きに凸凹が生じてしまい中

和抗体価を得ることが難しくなった。 
 
 

Ｄ．考 察 

FRNT に使用する細胞の検討と血清-ウイルス

混合液を細胞に添加してからの培養時間を検討

することで、1 回のアッセイで中和抗体価の値を

つけることが可能になった。LC16m8 に関して

は、血清濃度の高いところではフォーカスが完全

に消失し、血清の希釈に伴いフォーカスが出現す

るために明瞭に中和抗体価を算出することが可

能であった。これに対し、MPXV に関しては血

清濃度が高くてもフォーカスが消失することは

なく、血清の希釈に伴いなだらかにフォーカスが

増加する傾向が認められた。これは、MPXVに
は主に EEV（Extracellular Enveloped Virus）
と IMV（Intracellular Mature Virus）のウイ
ルス形態が存在するためか、大小のサイズの異

なるフォーカスが出現することが原因である

と考えられた。MPXV の表面抗原に対するモ

ノクローナル抗体を用いてフォーカスを検出

することで改善する可能性もあり、系の改良は

引き続き必要である。 
 

 

Ｅ．結 論 

ワクチニアウイルスである LC16m8ならび
にMPXVである SPL2Aに対する FRNTを行
うにあたり、Vero E6細胞を用いて 16（~20）
時間が適していた。フォーカスの検出には、ウ

サギ抗 LC16 IgG 分画が十分に使用可能であ

ることが明らかとなった。また、プラーク減少

法を用いた中和試験では血清の希釈範囲が狭

く、一度のアッセイで中和抗体価が定まらない

場合は、更に血清を高希釈倍率で希釈系列を調

製し再度試験を行う必要があったが、FRNTで
は血清希釈倍率が 8〜131,072 倍の 15 点で 1
回の試験で値をつけることが可能である。以上

から、現時点において至適な FRNT の構築は
できたと判断できる。今後、更に改良を進める

予定である。 
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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） 

「新興・再興感染症流行時の血液製剤の安全性確保のための研究」 
分担研究報告書 

次世代シークエンス技術による血液中の病原体検出法の開発 
 

研究分担者 国立感染症研究所 病原体ゲノム解析研究センター 堀場千尋 
研究協力者 国立感染症研究所 病原体ゲノム解析研究センター 橋野正紀 

 
研究要旨  
本研究は、次世代シークエンス（NGS）を用いた献血血液中の病原体
検出法の確立を目的とし、非感染血液からの標準データ取得と解析パイ
プラインの開発、感染血液を用いた検証と改良を行う。実験室内操作で
あるWETとデータ解析であるDRY両面からの最適化を図り、信頼性の
高い血液用メタゲノム解析法の確立を目指す。NGSの血液中の病原体検
出法の確立のため、標準作業手順書、解析プログラムを整備し、NGS解
析の運用基盤の構築を進めた。 

 
Ａ．研究目的 
次世代シークエンス（NGS）による臨床
メタゲノム解析とは、患者から採取した検
体中に含まれる微生物由来のDNAとRNA
を包括的に分析する手法であり、感染症の
診断や評価に利用されている。これは、献血
血液の安全性を確保するための網羅的な病
原体検出方法への応用も期待されている。
一方で、血液検体における臨床メタゲノム
解析は研究途上にあり、標準的な解析プロ
トコルはWETとDRYのいずれも定められ
ていない。特にコンタミネーションの制御
と管理については病原体検出の信頼性に大
きく関わるため重要な課題である。本研究
では、NGSを献血血液の安全性確保に利用
することを目標に、信頼性の高い血液検体
からの病原体検出法をWET、DRYの両面か
ら開発することを目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
1. 血液メタゲノムレファレンスの構築 
輸血用血液製剤には「赤血球製剤」「血
漿製剤」「血小板製剤」「全血製剤」など
様々な種類があり、各検体種に応じたコン
タミネーションの制御・管理方法の策定が
望ましい。本研究では、血液検体から検出
される微生物由来配列を集積し陰性コント
ロールとしての血液メタゲノムレファレン
スの構築の基礎データとする。 
対象として、国立国際医療センター国際
感染症センターで保管されていた血液培養
陽性であった感染症患者 30 例の血液検体
を用いた。全ての血液検体は国立国際医療
センター内の臨床検査室で処理され、①全
血（処理なし）、②血清（凝固後の上清）、
③血漿（抗凝固剤処理後の上清）、④乾燥
濾紙血液として国立感染症研究所でNGS
解析を進めた。検体処理用の濾紙として、
従来の微生物検査法において病原体検出に
利用されている QIAcard FTA Classic を

選択した。すべての検体中のウイルスを含
む病原体由来の核酸の存在はNGS 解析の
他にmultiplex PCR（FilmArray 血液培
養パネル）も用いて確認した。培養された
細菌のゲノム情報を除くメタゲノムデータ
を用いて血液メタゲノムレファレンスの構
築を目指した。 

 
２. メタゲノム解析パイプラインの開発 
検体の背景となるコンタミネーションの
管理、宿主側はデータ解析上の偽陽性の制
御を目的として、現在、原因不明感染症の
ために開発中であるメタゲノム解析パイプ
ライン PATHDETに組み込み、血液検体
に最適化した臨床メタゲノム解析パイプラ
インの開発を行った。 

 
（倫理面への配慮） 
「臨床メタゲノム解析に最適化した血液
検体処理法の研究」（No 1850, 令和 6年 10
月 10日承認）として、国立感染症研究所ヒ
トを対象とする医学研究倫理審査委員会に
て承認を得た。 
 
Ｃ．研究結果 
1. 血液メタゲノムレファレンスの構築 
対象とした感染症患者 30 例の血液培養結
果の内訳は、Staphylococcus aureus 4
例、Staphylococcus caprae 1 例、
Streptococcus dysgalactiae 2 例、
Staphylococcus haemolyticus 1 例、
Actinomyces naeslundii 1 例、Bacillus 
subtilis １例、Bacteroides uniformis １
例、Candida albicans １例、Citrobacter 
koseri １例、Clostridium perfringens 1
例、Edwardsiella tarda １例、
Escherichia coli 8 例、Klebsiella 
pneumoniae 2 例、Micrococcus luteus １
例、Morganella morganii 1 例、
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Peptoniphilus species 1 例、
Phocaeicola(Bacteroides) vulgatus 1 例、
Rothia(Kocuria) kristinae 1 例であった。
すべての血液検体はmultiplex PCR も行
い、病原体陰性であることが確認された。
方法に記載に従い処理された血液検体は、
NextSeq2000(Illumina)を用いて 150bp 
x2の設定でNGSを行った。総出力として
105,615,240 readsが取得された。このう
ち、ヒトゲノム由来の配列を除去し、The 
National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) nucleotide collection 
(nt) databaseに BLAST hitした配列は、
59,080 readsであり、処理法にかかわらず
血液培養で検出された細菌の読み取りの有
意な検出は認められなかった。現在、
BLAST hitしなかった配列情報の追加解
析中である。すべてのシークエンスデータ
を確認した後、培養された細菌のゲノム情
報を除くメタゲノムデータを血液メタゲノ
ムレファレンスとして構築する予定であ
る。 

 
2. メタゲノム解析パイプラインの開発 
 不明症例の臨床検体を使用したメタゲノ
ム解析結果から病原体候補を提案するパイ
プライン PATHDETを開発した。入力デ
ータとして Short-read sequencingの結果
と Long-read sequencingの結果の両方を
受付可能のプログラムとした。これまでの
血液検体のメタゲノムデータを基に、実験
中に設定したネガティブコントロールから
自動的に内部コントロールとなる微生物を
設定し、検査対象のメタゲノム解析結果を
もとに標準化、コンタミネーションと推定
される配列を減算するプログラミングを開
発した。試験的に導入し、病原体検出にお
ける実用性を現在検証中である。 
 
Ｄ．考察 

NGS を用いた血液からの細菌検出法で
は血液培養法で培養される細菌を検出でき
ない場合があることが示唆された。
Multiplex PCRでも検出されなかったため、
NGS の感度による検出限界未満の細菌量
であったことも考えられたが、データ解析
上の検出不良であるかを今後検証する必要
がある。また、原因とする細菌以外の微生物
ゲノム検出が、原因菌をマスクする可能性
があり、その対策として実験室内で設定し
たネガティブコントロールからのコンタミ
ネーション減算法が開発された。今後、この
プログラムが病原体検出に有用であるか検
証が必要であると考える。 
 

Ｅ．結論 
NGS は網羅的な病原体検出方法への応
用も期待されている。引き続き技術面、プロ
トコール面、解析面での検証を行い、献血血
液の安全性を確保するための網羅的な病原
体検出方法へ応用できる検査系としての開
発研究を行う必要がある。 
 
Ｆ．健康危険情報 
    特記事項なし 
 
G. 研究発表 
論文発表 
 該当なし 
 
学会発表 
1. 堀場千尋. NGS解析とデータ管理方
法、原因不明症例解析の実例を交えて. 
令和6年度第1回 神戸市健康科学研究
所 健科研セミナー. 6月5日, 2024年, 
神戸. 

2. 堀場千尋. 原因不明感染症へのメタゲ
ノムアプローチ. 第30回分子寄生虫ワ
ークショップ 第20回分子寄生虫・マ
ラリアフォーラム合同大会. 8月28日, 
2024年, 千葉. 

3. 堀場千尋. Clinical Metagenomic 
Sequencingの感染症診断への活用. 第
25回東海病原微生物研究会. 10月12日, 
2024年, 名古屋. 

4. 堀場千尋. 次世代シークエンスによる
感染症診断を通じて見る「臨床とWET
とDRYの連携」. 第28回日本ワクチン
学会・第65回日本臨床ウイルス学会合
同学術集会. 10月26-27日, 2024年, 名
古屋. 

5. 堀場千尋. 原因不明感染症へのメタゲ
ノム解析を用いた感染症診断. 第１回
金沢臨床感染症セミナー. 12月11日, 
2024年, 金沢. 

6. 堀場千尋. 感染症分野におけるNGSの
基礎的知識. 第36回日本臨床微生物学
会総会・学術集会. 1月25日, 2024年, 名
古屋. 

 
G．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
１．特許取得 
  該当なし 
２．実用新案登録 
 該当なし 
３．その他 
 該当なし 
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令和6年度 
厚生労働科学研究費補助金（新興・再興感染症及び予防接種政策推進研究事業） 

「新興・再興感染症流行時の血液製剤の安全性確保のための研究」 
分担研究報告書 

献血血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 西山 祥子 
      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 海老原秀喜 

 
研究要旨 近年の交通網の発達と人的・物的交流の活性化により節足動
物媒介性ウイルス（アルボウイルス）感染症の流行域が急速に拡大し，
新興・再興感染症として世界的規模で問題となっている．2024年は特に
デング熱が世界的に流行していることが示され，国内でのデング熱輸入
症例も200症例を超えた．また中南米においてオロプーシェ熱が再興し、
ブラジルを中心に多くの患者が報告された．さらにデングウイルスの遺
伝子診断系におけるプライマー・プローブセットを見直し関係機関と共
有した．  

 
Ａ．研究目的 
わが国におけるデング熱の輸入症例は

2022年以来再び増加傾向にある．デング熱
はデングウイルスの感染によって発症する
急性熱性疾患である。デングウイルスはフ
ラビウイルス科オルソフラビウイルス属に
分類される一本差（＋）RNAウイルスであ
り，血清型 1 型～4 型のウイルスが存在す
る。都市部ではネッタイシマカおよびヒト
スジシマカ等のヤブカ族の蚊によって媒介
される。またデング熱の鑑別疾患として同
じオルソフラビウイルス属に分類されるジ
カウイルスによって発症するジカウイルス
病およびアルファウイルス属に分類される
チクングニアウイルスの感染によって発症
するチクングニア熱が挙げられる。輸血用
血液製剤の安全性に関わる節足動物媒介性
ウイルスの流行地においては、これらウイ
ルスによる輸血感染症が問題となっている。 
これまでにわれわれは地方衛生研究所

とのアルボウイルスレファレンスネットワ
ークを通して，アルボウイルス感染症の流
行状況の共有，診断系の整備を実施してき
た．特に遺伝子診断においては，デングウイ
ルス血清型 1 型～4 型の遺伝子検査に用い
る陽性対照に実験室内キャリーオーバー汚
染対策の一環として、既知の配列を人工的
に導入した陽性対照を開発した．これら陽
性対照を用いることにより、キャリーオー
バー汚染を検知できるため、献血血のスク
リーニングへの応用が期待される． 
ところで、2023年末よりデング熱の重

要な鑑別疾患として、オロプーシェ熱が中
南米、特にブラジルにおいて、再興してい
る。オロプーシェウイルス (Oropouche 
virus) はブニヤウイルス目ペリブニヤウイ
ルス科オルソブニヤウイルス属シンブ血清

型群に分類される．ウイルスゲノムは、L、
M、S の 3 つの一本鎖（−）RNA セグメン
トからなる．オロプーシェ熱の主な症状は、
発熱、頭痛、筋肉痛、関節痛、下痢、嘔吐、
発疹、眼窩痛、腹痛等であり、デング熱の鑑
別疾患である． 
本研究の目的は，血液製剤の安全性を確
保するために節足動物媒介性感染症の発生
に備え，海外におけるデング熱、オロプーシ
ェ熱等、その他アルボウイルス感染症の流
行状況にかかる情報収集を行い，国内発生
のリスクを評価することである．また，これ
までに開発したデング熱，チクングニア熱，
ジカウイルス病に対する遺伝子診断法につ
いて血液製剤のスクリーニングに応用・共
有することである． 
 
Ｂ．研究方法 
1. ウイルス遺伝子の抽出と RT-PCR 
検体からの RNA抽出には Roche社の

High Pure Viral RNA purification kitを使
用した．ワンステップリアルタイム RT-
PCR 反応キットとしては，Thermo 社の
TaqMan Fast Virus 1-step Master mixと
Toyobo 社の RNA-direct Realtime PCR 
Master mixを使用した． 
2. デングウイルス１型〜４型，ジカウイル
スおよびチクングニアウイルスのリアル
タイム RT-PCR 法用キャリーオーバー防
止対策陽性対照の検討 

実験室内キャリーオーバー汚染対策と
して，デングウイルス１型〜４型，チクング
ニアウイルスおよびジカウイルスの陽性対
照に既知の配列を人工的に導入した改良陽
性対照を用いてその検討を行った．陽性対
象の目的配列をプラスミドクローニングし、
RNA を in vitro transcription 法により合
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成後、精製した．各ウイルス RNAを 109コ
ピー/µLに調製し、混合してカクテルとし
た。ストック液には、安定剤として 10 
µg/mL yeast tRNAを添加した。 
3. アルボウイルス感染症実験室診断法の
共有 
献血血液の安全対策として、感染症安

全対策体制整備事業を実施するにあたり、
国立感染症研究所次世代生物学的製剤研究
センターとアルボウイルス感染症実験室診
断法について共有した。 
細胞 
サル腎細胞由来 Vero9013 細胞を 5％

CO2, 37℃で培養した．細胞は 3 x 105/mlに
調整し、T-25 flaskに播種して使用した。 
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社）を使用した．
ⅰ）200 μLの検体を 1.5ml マイクロチュ
ーブに入れ，Working solution 400 μL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 600 μL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，500 μL
の Inhibitor removal bufferを加え，8,000
回転，1分間遠心し，ろ液を捨て，新しい回
収チューブを連結させ，DNase処理を行っ
た．ⅴ）450 μL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，
450 μL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 1.5 mL チューブにフィルターチュ
ーブを連結させ，50 μL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．  

オロプーシェ熱の流行状況調査 
オロプーシェ熱の流行状況については、

PubMed文献検索、米国 CDC、ブラジル保
健省オズワルドクルズ財団発表資料、世界
保健機関の発表資料等からの情報収集を行
い、その流行状況を解析した。 

 
（倫理面への配慮） 
特記事項なし 
 
Ｃ．研究結果 
1. アルボウイルス感染症実験室診断法の
共有 
４種類のデングウイルス各血清型、チク

ングニヤウイルス、およびジカウイルスに
対する遺伝子検査法のうち、TaqMan real-
time RT-PCR法において使用する陽性コン
トロールストック液（各々について 109 コ
ピー/µL に調製した混合 RNA 溶液 1mL）
を次世代生物学的製剤研究センターと共有
した。さらにデングウイルス、チクングニア
ウイルス、ジカウイルスの培養法について
も情報共有した。 

オロプーシェウイルスの流行状況 
2024年5月27日、キューバ保健省は、

2州から国内初となる症例 74例の発生を報
告し，11月 25日までに 15州から計 603 例
の確定症例が報告された．さらにイタリア
では、キューバに 2024年 5月下旬～6月上
旬頃に渡航歴のあったオロプーシェ熱の輸
入症例が発生した．その後スペイン、ドイ
ツ、およびカナダにおいてもキューバから
の輸入症例が報告された。米国でも 94 例の
キューバからの輸入症例が確認され（フロ
リダ州（90 例）、カリフォルニア州（1 例）、
コロラド州（1 例）、ケンタッキー州（1 例）、
ニューヨーク州（1 例））、3 例が入院、うち
2 例は神経浸潤性疾患を呈した． 

 
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ウエ
ストナイルウイルス、ウスツウイルス、ジカ
ウイルス、デングウイルス等がある。献血血
から検出されたアルボウイルス RNA とし
ては、2005年にレユニオン島の 献血血よ
りチクングニアウイルス RNA の検出、
2005 年にプエルトリコの献血血よりデン
グウイルス RNAの検出、2009年にタイの
献血血よりチクングニアウイルス RNA の
検出、2012年にブラジルの献血血よりデン
グウイルス RNAの検出、2012年にブラジ
ルにおいて少なくとも 5 例の輸血によるデ
ングウイルス感染例、2014年にプエルトリ
コの献血血よりチクングニアウイルス
RNA の検出、2016 年にブラジルにおいて
2 例の血小板輸血によるジカウイルス感染
例等が報告されている。2023年には中国に
おいて 44,972 名の献血者のスクリーニン
グにおいて、6 名の献血血がデングウイル
ス 1型陽性であった。 
近年デング熱の流行が世界的に拡大して
おり，欧州疾病予防管理センター（ECDC）
によると、2024 年の 1 月から 9 月にかけ
て、86の国・地域から 1,300万人を超える
デング熱患者と 8,500 人のデング熱関連死
が報告された。特に米州においては、大きな
流行が報告されており、 2024年第 31週ま
でに、ラテンアメリカとカリブ海諸国を中
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心とするアメリカ大陸で 1,132 万人のデン
グ熱患者が報告され、このうち、15,461 例
（0.13％）以上が重症デング熱症例であり、
6,303 例（死亡率 0.056％）が致死的であっ
た。 
わが国におけるデング熱輸入症例患者数
は、2019年 463 例をピークにコロナ禍によ
る国際交流の低下により激減したが、2022
年 98 例、2023年 176 例、2024年 232 例
と再び増加傾向にあり、デング熱をはじめ
としたアルボウイルス感染症に対する検査
体制の強化が重要である．本研究において
は，遺伝子検査に必要な陽性対照を提供す
ることで、正確な検査結果が得られるよう
になった。よって献血血液の安全対策にお
ける感染症安全対策体制整備事業に対する
デングウイルスおよびジカウイルス、チク
ングニアウイルス各 RNA の参照品の整備
はアルボウイルス感染症の実験室診断の向
上およびアップデートに資するものである。 
オロプーシェ熱の主な症状は、発熱、悪
寒、激しい頭痛/眼窩後部痛、倦怠感、筋肉
痛、関節痛、吐き気、嘔吐、羞明等を最大 7
日間伴い、稀に風疹様の発疹、髄膜炎、脳炎、
めまい、食欲不振、その他の全身症状を呈
す。その症状からデング熱の重要な鑑別疾
患である。患者の 6 割が寛解後に症状を再
発することがある。都市部よりも農村部で
の患者が多く、これまでブラジルでは主に
アマゾナス州等のアマゾンの熱帯林を中心
に発生していたが、2024年の流行では、大
西洋沿岸部に流行が拡大した。バイーア州
においては初めての死亡例が２例報告（既
往歴のない女性）された。またブラジルでは
垂直感染 3 例（胎児死亡 2 例、先天異常 1
例）を確認している。キューバでも先天異常
3 例が確認され、このうち 1 症例では胎児
の心臓の血液においてオロプーシェウイル
ス陽性であった。キューバではオロプーシ
ェウイルス感染に関連したギラン・バレー
症候群の 3 例（51歳、53歳、64歳の女性
2 例と男性 1 例）も報告されている。イタ
リアにおけるキューバからの輸入症例では、
血液、血清、尿および精液からオロプーシェ
ウイルスが分離されているが、これまでの
ところ性行為による感染は確認されていな
い。献血血からのオロプーシェウイルスの
検出例は報告されていないが、今後もその
動向を注視する必要がある。 
 
Ｅ．結論 
デング熱・デング出血熱はデングウイル
スによる蚊媒介性の急性熱性疾患である．
2024 年には世界的にデング熱の大きな流
行が発生した．またわが国では海外との人

的交流の再開によりデング熱の国内患者数
は 2019年以前の水準に増加傾向にある．こ
れまでにアルボウイルスに対する遺伝子検
査法の見直しを行い，特にデングウイルス
１型から４型、ジカウイルス、チクングニア
ウイルスに対するプライマープローブセッ
トを作製し、汚染対策としてマーカー配列
を挿入した陽性コントロールを作製，関係
機関・部署と共有した。  

2024 年にはデング熱の重要な鑑別疾患
であるオロプーシェ熱の流行が中南米で発
生し、イタリア、スペイン、米国、カナダ等
で輸入症例が報告されている。これらアル
ボウイルスの動向については引き続き注視
し、今後その対策を引き続きアップデート
する。 

 
Ｆ．健康危険情報 
特記事項なし 
Ｇ．研究発表 
論文発表 
1. 特記事項なし 
学会発表 
7. 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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令和６年度総括研究報告書 
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） 

「新興・再興感染症流行時の血液製剤の安全性確保のための研究」 
 

分担研究報告書 
蚊のウイルス保有実態と蚊媒介性ウイルスの感染・流行リスク解析 

 
研究分担者 国立感染症研究所  昆虫医科学部  小林 大介 
研究協力者 国立感染症研究所  昆虫医科学部  澤田 恵子 
      国立感染症研究所  昆虫医科学部  犬丸 瑞枝 
      国立感染症研究所  昆虫医科学部  比嘉由紀子 
       国立感染症研究所  昆虫医科学部  葛西 真治 
      国立感染症研究所  昆虫医科学部  伊澤 晴彦 

 
研究要旨 本邦には、土着している可能性がありながら、詳しい生態が未解
明な昆虫媒介性ウイルスが数多く存在し、そのなかには感染したヒトでウイ
ルス血症を引き起こすもの、またはその可能性が高いものが複数存在してい
る。本研究では、このようなウイルスに着目し、これらウイルスの感染リス
クならびにその流行実態を明らかにするにすることで、血液製剤の安全性確
保に資する知見を得ることを目的とした。今年度は南西諸島において、ウイ
ルス媒介昆虫類の捕集を実施し、蚊やヌカカ、サシチョウバエなど多種多様
な吸血昆虫類が吸血のため牛舎に飛来していることが明らかとなった。また、
フクオカウイルスを媒介する蚊種を特定するべく、複数種類の蚊由来培養細
胞におけるウイルスの増殖動態を調査した。その結果、フクオカウイルスは
実験に供試した 4 属 5 種の蚊に由来する 8 種類の培養細胞の全てにおいて、
ウイルスの感染・増殖性が確認された。 

 
A． 研究目的 
  我が国では、これまでに十数種の蚊媒介
性ウイルスが記録されている。そのうち、日
本国内に土着して毎年流行していることが
確認されているのは日本脳炎ウイルスのみ
である。それ以外のウイルスについては、例
えばデングウイルスのように、国内には定
着していないが、輸入症例などを感染源と
して国内流行が散発的に発生するものも知
られている。しかしながら、国内に土着して
いる可能性がありながら、ほとんど調査が
されていないウイルスも数多く存在し、そ
のなかにはヒトでウイルス血症を引き起こ
すもの、またはその可能性が高いものも存
在している。 
本研究では、前述のような国内に土着し
ている可能性があり、かつヒトでウイルス
血症を引き起こす（またはその可能性が高
い）ウイルス、具体的にはペリブニヤウイル
ス科やラブドウイルス科などに分類される
ウイルスを研究の対象とする。これらのウ
イルスについて、日本国内で捕集された蚊
からのウイルス遺伝子検出ならびに培養細
胞を用いたウイルス分離を行い、国内に生
息する蚊類における当該ウイルスの保有実
態を調査する。さらに、ウイルスの分離株を
用いた蚊への感染実験によって、ウイルス
媒介可能性のある蚊種についても調査する
ことで、我が国におけるこれらウイルスの
感染と流行リスクを解析する。 
 
B． 研究方法 
南西諸島における吸血昆虫の採集 

 2024 年 10月 18～21 日に沖縄県八重山郡
竹富町西表島において、吸血昆虫類の捕集
調査を行った。島内の複数の牛舎にブラッ
クライトトラップ（John W. Hock社）を設
置し、午後 5 時前後から翌朝午前 6 時前後
までブラックライトとファンを稼働させ、
吸血のために飛来する昆虫類の捕集を実施
した。 
ウイルスの準備 
 本研究に使用したフクオカウイルス
[Fukuoka virus（FUKV）]FUK-11株は、HmLu-
1 細胞（ハムスター肺由来）に接種し、細胞
変性効果が認められた後に培養上清を回収
し、以降の実験まで-80℃で保存した。 
蚊由来培養細胞 
 本研究には以下に示す 4 属 5 種の蚊に由
来する 8 種類の蚊由来培養細胞を用いた；
AeAe-GH98 細胞（ネッタイシマカ由来）、Ar-
3（オオクロヤブカ由来）、C6/36 細胞（ヒト
スジシマカ由来）[JCRB 細胞バンクおよび
European Collection of Authenticated 
Cell Cultures (ECACC)由来株]、CCL-126 細
胞（ヒトスジシマカ由来）、MSQ43 細胞（ス
テフェンスハマダラカ由来）、NIAS-AeAl-2
細胞（ヒトスジシマカ由来）、NIID-CTR（コ
ガタアカイエカ由来）細胞。C6/36 細胞、CCL-
126 細胞、MSQ43 細胞はイーグル最少必須培
地、NIAS-AeAl-2 細胞は IPL-41 昆虫培地、
AeAe-GH98 細胞はシュナイダー培地、Ar-3
細胞、NIID-CTR細胞は VP12 培地を用い、そ
れぞれの培地に非働化したウシ胎児血清や
抗生物質等を添加して、細胞維持培地とし
た。これらの培養細胞は、28℃もしくは 25℃
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にて維持・培養した。 
FUKV RNA の定量的リアルタイム PCR 系の
作製 
 FUKVゲノムの L遺伝子領域上に蛍光プロ
ーブおよび検出プライマーセットを設計し
た。スタンダード RNA は、この領域を含む
ように設計したプライマーセットにより合
成した cDNAから、mMESSAGE mMACHINE™ T7 
Transcription Kit （ ThermoFisher 
Scientific社）により作製した。 
各種細胞における FUKVの増殖動態の観察 
 上述した 8 種類の蚊由来培養細胞および
HmLu-1 細胞における FUKV の増殖動態を解
析するため、3.0×105 の各種細胞に対し、
3.0×107RNA コピーの FUKV を接種した。接
種 1 時間後に各種の細胞を、PBS で 2 回洗
浄し、細胞培養液を添加した。その後すみや
かに 150 µL の培養上清を回収するととも
に、接種 48 時間および 120 時間後にも同量
の培養上清を回収し、以降の解析まで-80℃
で保存した。 
培養上清からのウイルス RNA の抽出は、
NucleoSpin RNA Virus（タカラバイオ社）
を用いて実施した。抽出された RNA は、上
述の定量的リアルタイム PCR系により Luna 
Universal qPCR Master Mix（New England 
Biolabs社）を用いて、FUKV RNAのコピー
数を測定した。 
 
C． 研究結果 
南西諸島の畜舎に飛来する吸血昆虫類の
発生状況 
 沖縄県八重山郡竹富町西表島内で選定し
た 4 つの畜舎（牛舎）にブラックライトト
ラップを設置し、日没後から翌朝までに吸
血に飛来する昆虫類の捕集を行った（図 1）。
2024 年 10月 18～21 日の調査期間内の 3晩
における調査によって、千頭以上の吸血昆
虫類（蚊、ヌカカ、サシチョウバエ等）が捕
集された（図 2・3）。現在、これら昆虫類の
分同定作業を実施しており、順次、保有ウイ
ルスの解析を実施する予定である。 
各種蚊由来培養細胞における FUKUVの増殖
動態解析 
 FUKVを接種した各種蚊由来培養細胞の培
養上清を経時的にサンプリングし、そこに
含まれるウイルス RNA 量を定量した。その
結果、今回実験に用いたすべての蚊由来培
養細胞の上清において、経時的な FUKV RNA
量の増加が観察された（図 4）。このことか
ら、FUKVはこれら多様な蚊種の細胞に感染
し、増殖可能であることが示された。また、
これらの蚊由来培養細胞のいずれにおいて
も、顕著な細胞変性効果は観察されなかっ
た。今回実験に使用した蚊由来培養細胞の
うち、ウイルス接種 120 時間後において最
も高いウイルス RNA コピー数が観察された

のは C6/36 細胞（JCRB 細胞バンク由来）で
あり、次いで MSQ43 細胞であった（図 4）。 
 
D． 考察 
本研究では、我が国に常在するもしくは

その可能性がありながらも、流行状態が詳
しく判明していない蚊媒介性ウイルスの実
態を明らかにするとともに、実験室内にお
けるウイルスの感染実験を行うことによっ
て、それらウイルスの感染リスクを明らか
にすることを目的としている。今年度は、野
外における吸血性節足動物の採集調査なら
びに、実験室において様々な蚊由来培養細
胞を用いて、ウイルスの増殖動態解析を実
施した。 
我が国に土着している可能性がある蚊媒
介ウイルスのなかで、ヒトでウイルス血症
を引き起こしかつ病原性が報告されている
ウイルスはバタイウイルス[Batai virus
（BATV）]のみである。国内では BATV のヒ
ト症例は未だ報告されていないものの、
1994 年および 2001 年にそれぞれ宮古島と
与那国島のウシの血液から BATV が分離さ
れている。この事例が示すように、南西諸島
では何らかの蚊が現地のウシに BATV を媒
介したと考えられるが、当該地域おける
BATV媒介蚊やその後の流行状況についての
情報はない。そこで今回、南西諸島の牛舎に
飛来する吸血昆虫類の捕集調査を実施した。
今回の調査では、吸血昆虫類として多数の
蚊およびヌカカが牛舎に設置したトラップ
で捕集され、これらの吸血昆虫がウシを吸
血するために飛来していることが確認され
た。今後はこれら吸血昆虫種の分類同定を
行うとともに、ウイルス分離等を行うこと
によって、BATVを含めた保有ウイルスの解
析を実施する予定である。 
今回の調査において、上述の牛舎に設置
したトラップでサシチョウバエの一種の雌
成虫も捕集された（図 3）。今回の調査地で
ある西表島には、イリオモテサシチョウバ
エ Sergentomyia iriomotensisの分布が報
告されている。今回採集されたサシチョウ
バエについては、未だ種の同定は行われて
いないが、おそらく本種であることが推定
される。イリオモテサシチョウバエは、自然
界では専ら爬虫類などの冷血動物を吸血す
ると考えられており、ウシを含む哺乳動物
を吸血源として利用することは報告されて
いない。また、これまで牛舎における採集記
録も存在していない。本研究による牛舎で
の採集記録は、本種がウシを吸血するため
に牛舎に飛来した可能性を示すものである
かもしれず、本邦に分布するサシチョウバ
エ種の吸血生態を解明するうえで重要な一
知見であると考えられる。 
本研究では、本邦に常在性でヒトに感染
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しウイルス血症を起こす可能性のある FUKV
の媒介蚊を特定するべく、各種蚊由来培養
細胞を用いたウイルスの増殖動態解析を実
施した。その結果、FUKV は実験に用いた 4
属 5 種の蚊に由来する 8 種類の培養細胞の
全てにおいて、感染・増殖性が確認されたこ
とから、広範な蚊種の細胞に感染し増殖可
能であることが明らかとなった。FUKVはこ
れまで本邦のコガタアカイエカから分離さ
れた報告があるものの、今回実験に用いた
蚊由来培養細胞のうちで、当該蚊種の培養
細胞上清中のウイルス RNA コピー数は最も
低い結果であった。その一方で、ヒトスジシ
マカやステフェンスハマダラカに由来する
培養細胞においては、コガタアカイエカ由
来培養細胞よりも 100倍程度高い FUKVの増
殖性が観察されたことから、これらの蚊種
が FUKV の好適な媒介蚊である可能性も考
えられる。そのため今後は、これらの蚊種を
含めた各種の蚊個体に FUKV を接種するこ
とによって、ウイルスの媒介性を解析する
ことを予定している。 
 
E． 結論 
南西諸島では多数の吸血昆虫が吸血のた
め牛舎に飛来していることが確認された。
また、FUKVは広範な蚊種由来の細胞に感染
し増殖することが確認された。血液製剤の
安全性を確保するためには、国内に土着す
るウイルスの流行実態ならびに感染リスク
を把握することが重要であり、今回得られ
た結果を基に、さらなる研究を遂行する必
要性がある。 
 
F． 健康危険情報 
特記事項なし 

 
G． 研究発表 
論文発表 
1．特記事項なし 
 
学会発表 
1．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 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2：ブラックライトトラッ
プで捕集された多数の吸血昆
虫類 

図 3：牛舎に設置したブラッ
クライトトラップで捕集され
たサシチョウバエの一種 

図 1：牛舎に設置したブラックライ
トトラップ 
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図 4：各種蚊由来培養細胞におけるフクオカウイルスの増殖動態 
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令和 6年度総括研究報告書 
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） 
「新興・再興感染症流行時の血液製剤の安全性確保のための研究」 

 
分担研究報告書 

動物におけるインフルエンザウイルスの簡易検査方法の確立 
 

研究分担者 国立感染症研究所 獣医科学部 黒田 雄大 
 
研究要旨 近年、世界的に高病原性鳥インフルエンザウイルス（Highly Pathogenic Avian 
Influenza Virus, HPAIV）の流行が拡大する中、その国内への浸潤状況およびヒトへの感

染リスクを評価する必要性が高まっている。特に、感染野鳥との接触機会が多い野生動物

における抗体疫学調査は、ウイルス浸潤の指標として有用である可能性がある。本研究で

は、野生動物血清を用いた抗体スクリーニング法およびHA亜型の診断系の確立を試み

た。その結果、IDEXX社製の汎 A型インフルエンザウイルス抗体検出 ELISA キットを用

いることで、アライグマ血清から IAVに対する抗体を検出することに成功した。また、

HPAIVの主要なサブタイプであるH5およびH7亜型に着目し、HA蛋白のみを外套させ

た VSV シュードウイルスの作製にも成功した。今後は、調査対象地域の拡大および陽性

検体のHA亜型同定を進めることで、国内におけるHPAIVの浸潤状況の可視化と、それ

に基づく公衆衛生リスクの評価ならびに血液製剤の安全性評価に資することが期待され

る。 
 

Ａ．研究目的 
 近年、分子診断技術や製造工程の進歩に

より、血液製剤の安全性はかつてない水準

に達している。しかしながら、新型コロナウ

イルスやサル痘ウイルスのような新興感染

症の出現が相次ぎ、未知あるいは再興感染

症による献血血液へのウイルス混入リスク

に対する監視体制の強化が、今なお喫緊の

課題である。なかでも、高病原性鳥インフル

エンザウイルス（HPAIV）は、現在進行形

で世界的な拡大を見せており、野生動物に

おける大量死、酪農牛など家畜へのスピル

オーバー、さらには畜産従事者を介したヒ

ト感染例が海外で報告されている。これら

の状況を踏まえると、HPAIVは我が国にお

いても近い将来、ヒトの健康に重大な影響

を及ぼすリスクのあるウイルスとして位置

付けられる。 
本研究では、感染野鳥との接触頻度が高

いとされる野生動物、とりわけアライグマ

を対象に、IAV 抗体のスクリーニング法お

よび感染株の HA 亜型を同定可能な診断系

の構築を試みた。これにより、国内における

HPAIVの浸潤状況を把握し、将来的なヒト

感染リスクの科学的評価と、献血血液の安

全性確保に資する基礎データの取得を目的
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とする。 
 
Ｂ．研究方法 
1. 野⽣動物の⾎清サンプル 
 2023年1月から2024年12月にかけて、
和歌山県内で捕獲された以下の野生動物を

対象に全血を採取した：イノシシ 298頭、
シカ 273 頭、アライグマ 1032 頭、タヌキ

41頭、ハクビシン139頭、アナグマ124頭。
採取後、全血は 3500 rpm、4℃、5 分間の

条件で遠心分離し、分離後の血清を-20℃で
保存した。 
 
2. 抗 IAV 抗体スクリーニング 
 抗 IAV 抗体のスクリーニングには、

IDEXX 社製のインフルエンザ A 抗体検出
ELISA キットを用いた。一次抗体として、

10 倍に希釈した野生動物血清を使用し、二

次抗体および発色基質にはキット付属の試

薬を用いた。Bio-Rad 社製の分光光度計を

用いて各ウェルの吸光度を測定し、陰性コ

ントロールの吸光度に対する比（S/N 比）

を算出した。判定基準は、イノシシ血清では

S/N＜0.6、その他の動物血清では S/N＜0.5
を陽性とした。 
 
3. VSV シュードウイルスの作製 
・HAおよびNAを外套させた VSV シュー

ドウイルス 
 H5 亜 型 （ A/Ezo red 
fox/Hokkaido/1/2022）、H7N9 高病原性株

（A/Chicken/Shanxi/1012/2021）、および
H7N7 低 病 原 性 株

（A/duck/Tottori/NK12F18/2021）から得

られた HAおよび NA遺伝子を、それぞれ

発現プラスミド pCAGGS にクローニング

した。これらのHA・NA 発現プラスミドを、

HEK293T細胞に TransIT-LT1（Mirus Bio）
を用いて単独または同時にトランスフェク

ションした。陽性コントロールには VSV-G
発現プラスミドを、陰性コントロールには

空の pCAGGS ベクターを使用した。トラン

スフェクション後 48時間で、Gタンパク質

を外套しルシフェラーゼ遺伝子を組み込ん

だ VSV 種ウイルスを MOI＝0.5 で感染さ
せ、37℃で 90分間インキュベートした。そ

の後、接種液を除去し PBS(-)で 3 回洗浄、

維持培地に置換して培養を継続し、感染 24
時間後に上清を回収した。得られた上清は

遠心（3500 rpm、4℃、5分）後に分注し、

−80℃で保存した。 
 
・HAのみ外套させた VSV シュードウイル

ス 
 HA 発現プラスミドを HEK293T 細胞に
トランスフェクションし、48時間後に種ウ

イルス（MOI＝0.5）を感染させた。PBS(-)
で 3回洗浄後、VSVの出芽を促進するため、

コレラ菌由来ノイラミニダーゼ（Sigma-
Aldrich）を 0〜10 munit/ml 添加した維持

培地を加え、37℃で培養した。感染 24時間

後に上清を回収し、同様に遠心・分注後、

−80℃で保存した。 
 
4. VSV シュードウイルスの感染実験 
 MDCK細胞を 96ウェルプレートに播種

し、翌日に培地を除去後、10 倍段階希釈し

たウイルス液を各ウェルに 50 µl ずつ接種

した。24 時間後に Bright-Glo Luciferase 
Assay Substrate（Promega）を添加し、

GloMax® Discover Microplate Reader
（Promega）を用いてルシフェラーゼ活性
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を測定した。アセチルトリプシン（Sigma）
添加実験では、ウイルスの細胞侵入に必要

な HA の活性化を補助するために、ウイル
ス接種時にアセチルトリプシンを終濃度 0
〜10 µg/mlとなるように同時添加した。 
  
Ｃ．研究結果 
1. 抗 IAV 抗体のスクリーニング 
 IDEXX社製の ELISA キットを用いた抗

IAV抗体スクリーニングの結果、イノシシ、

シカ、ハクビシン、タヌキ、アナグマの全検

体は抗体陰性であった。一方、アライグマ

1032頭のうち 18頭が陽性となり、陽性率

は 1.74%であった。これは、アライグマが

過去に IAVに感染した可能性を示唆するも

のである。また、アライグマの陽性検体を捕

獲時期別に分類したところ、インフルエン

ザウイルスの流行時期である冬季に限らず、

夏季に捕獲された個体からも抗体陽性が検

出された。年齢別では、0歳齢が 6頭、1歳
齢が 5頭、2歳齢が 1頭、それ以上が 1頭、
年齢不明が 5頭となった。陽性の 0歳齢個
体のうち、1頭は体重が非常に軽く、乳歯が

観察されたため、幼齢個体であることが明

らかとなった。 
 
2. VSV シュードタイプウイルスの構築と

感染性評価 
・HA および NA を外套したシュードウイ

ルス 
 H5 亜型と H7 亜型ウイルス株の HA と
NA 外套VSV シュードウイルスをイヌ腎由

来株化(MDCK)細胞に感染させ、ルシフェ

ラーゼ活性により細胞侵入を評価した。そ

の結果、HA のみ、もしくは NA のみ外套

VSVシュードウイルスでは細胞侵入を確認

できなかったが、HA と NA を外套させた

ものでは、細胞侵入が確認できた。しかし、

H7N7 のシュードウイルスは細胞侵入効率

が悪かった。これには、低病原性鳥インフル

エンザウイルスの HA が培養細胞由来プロ

テアーゼによって活性化されにくいことに

起因すると考えられたため、アセチルトリ

プシンを添加した条件下での細胞侵入を再

評価した。その結果、10µg/ml を添加した

場合に、H7N7 シュードウイルスの細胞侵

入が明確に観察された。 
 
・HAのみを外套させた VSV シュードウイ

ルス 
 HAのみを外套させたVSV シュードウイ

ルスについては、VSV出芽促進のため外因

性にコレラ菌由来ノイラミニダーゼを添加

した条件で作製を行った。得られたウイル

スをMDCK細胞に感染させたところ、細胞

侵入が確認され、HA 単独でも出芽および

感染が可能であることが示唆された。ただ

し、LPAIV 由来のHAでは感染効率が低か

ったが、アセチルトリプシンの添加により

細胞侵入が確認可能となった。 
 
Ｄ．考察 
1. 抗 IAV 抗体のスクリーニング 
 本研究において、IAV に対する抗体が検

出されたのはアライグマのみであり、他の

野生動物種（イノシシ、シカ、タヌキ、ハク

ビシン、アナグマ）では陽性例は確認されな

かった。アライグマの陽性率は 1.74%と低
率ではあるものの、感染野鳥の死骸などを

摂取することによるウイルス暴露の可能性

が示唆される。 
また、陽性個体が冬季のみならず夏季に
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捕獲された事例からは、感染が冬季に起こ

り、その後数ヶ月にわたって抗体が持続し

ていた可能性が示唆される。さらに、乳歯を

有する若齢個体における抗体陽性例につい

ては、ウイルス曝露による感染というより

も、母獣からの移行抗体が ELISAで検出さ
れた可能性が高いと考えられる。 
 
2. VSV シュードタイプウイルスの構築 
 本研究では、H5 および H7 亜型由来の

HAおよびNAを外套させたVSV シュード

ウイルスの作製に成功し、細胞侵入性の検

出が可能であることをルシフェラーゼアッ

セイにより確認した。また、HA単独の外套

でも、外因性のノイラミニダーゼを添加す

ることでウイルス粒子の出芽が促進され、

感染性を有するウイルスの構築が可能であ

ることを明らかにした。この手法は、NA遺
伝子の導入を必要としないため、シュード

ウイルス作製にかかるコストと時間を削減

し、簡便なサブタイプ別抗体評価系の構築

につながる。さらに、低病原性ウイルス

（LPAIV）に関しては、細胞内のプロテア

ーゼ活性が不十分であることが原因と考え

られ、アセチルトリプシンなど外因性プロ

テアーゼの添加が細胞侵入の鍵であること

が実証された。この知見は、同様にトリプシ

ン活性を必要とするヒト季節性インフルエ

ンザウイルス（H1、H3 亜型）における応

用も期待される。 
 
Ｅ．結論 
 本研究により、アライグマが自然環境下

でインフルエンザ Aウイルスに暴露される

機会があることが明らかとなり、アライグ

マ血清が IAVの環境中浸潤状況をモニタリ

ングする上で有用な指標となる可能性が示

唆された。今後は、他地域で捕獲されたアラ

イグマ血清も含めた広域的な抗体疫学調査

を進め、ヒトを含めた他動物への感染リス

クの変動をモニタリングする予定である。 
また、作製した VSV シュードウイルスは、

迅速かつ低コストで HA 亜型別の抗体反応
性を評価できる新たな実験系として有望で

ある。本実験系を用いて、スクリーニング陽

性となった野生動物検体中に含まれる抗

HA 抗体の型別診断を行うことで、国内に

浸潤している亜型の同定が可能となると考

えられる。 
 
Ｆ．健康危険情報 
特記事項なし 
 
Ｇ．研究発表 
論文発表 
1. 特記事項なし 
学会発表 
1. 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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図 1 検査検体数と陽性数 

 
 
図 2 アライグマ検体の時期別の内訳 

 

 
図３ HAとNA 外套シュードウイルス構築 

 
 
図４ HAのみ外套シュードウイルス構築 
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