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研究要旨： 世界ポリオ根絶最終段階では、 ポリオウイルス・バイオリスク管理の
徹底が求められており、ポリオウイルス基幹施設(Poliovirus Esseantiol Facility;
 PEF)では、GAPIIIに示されたバイオリスク管理基準に基づいて2型ポリオウイルスを
取扱う必要がある。また、ポリオウイルス以外の腸管感染症の検査・研究施設、イン
フルエンザ等呼吸器感染症の検査・研究施設でもリスク評価に基づいた検体(糞便、
呼吸器、環境)の廃棄・管理が必要とされる。 
 国内PEF候補施設を対象として、GAPIIIに準じたポリオウイルス・バイオリスク管
理体制の評価・検討および標準化等、リスク低減に向けた取り組みを行った。国内P
EF施設認証のための準備を進め、2019年12月までに、国内PEF候補施設からPEF施設認
証申請(CP)が提出された。2018年5月に、WHOによる感染性ポリオウイルスを含む可能
性のある材料を取扱う施設を対象としたガイダンス(PIMガイダンス)が公開されたこ
とから、PIMガイダンスと関連資料の和訳版、および国内調査で使用する調査票案を
作成し、ポリオウイルスとは直接関係のない検査・研究施設等を対象としたPIM保有
施設予備調査を実施した。予備調査結果および専門家からのコメントを反映し、調査
資料の改良を図った。作成した資料を用いて「世界的なポリオ根絶に向けたポリオウ
イルスに感染する可能性のある検体等の試料の保持状況に関する調査について」(令
和元年8月29日付、厚労省事務連絡)による施設調査が実施され、調査結果の概要はW
HO年次報告書に反映された。 
 
 
 

 



Ａ．研究目的 

 

 WHO は世界的⾏動計画(Global Action Plan)改訂
第三版である GAPIII を公開し、ワクチン株を含む 2
型ポリオウイルス感染性材料管理の厳格化を求めて
い る 。 こ れ を 取 扱 う 施 設 (Poliovirus Essential 
Facility: PEF)では、GAPIII に⽰された管理標準に準
じてポリオウイルスを取扱う必要があり、我が国で
も、来年度から実際の監査を伴った施設認証が始ま
る。現⾏の認証制度では段階的な認証となっており、
最終的な施設認証を受けるまで、施設に応じたバイ
オリスク管理の標準化が必要とされる。PEF 以外で
は、ワクチン株を含む 2 型ポリオウイルス感染性材
料の廃棄が必要とされる。我々は２型ポリオウイル
ス材を含む検体等を保有する可能性のある関連研究
機関に調査を実施し保有状況を実施したが、今後、
より網羅的な施設調査が必要とされる。また、昨年
3 型野⽣株も撲滅宣⾔が発表され、近い将来、全型
への対応が必要となる。近年、強毒変異・⻑期伝播
の無い遺伝⼦組み換えポリオワクチン(nOPV2)が
開発され、WHO は積極的にこれをアウトブレーク
抑⽌に使⽤しようとしている。したがって国内に持
ち込まれる可能性があり、nOPV2 の有⽤性や検査⽅
法について検討する必要がある。 

上記の背景から実際の監査結果を受け、PEF にお
ける国内バイオリスク管理体制の標準化について進
める必要がある。また、ポリオリオウイルスに関す
るバイオリスク管理の国内外の対応について、広範
な医学⽣物学施設に対する周知を進め、今後全型の
野⽣株を対象とした厳格な管理を実施するための準
備が必要である。さらに病原体管理の厳格化に伴っ
て病原体を利⽤しない新たな検査⽅法の構築も必要
であり、新規ワクチン株の情報収集、および国内で
の検査系構築が必要である。 

 
 

Ｂ．研究方法 

  

1. 不活化ポリオワクチン製造および品質管理を

実施している国内施設では、PEF 候補施設とし

て、GAPIII に対応したポリオウイルス・バイオ

リスク管理体制整備のための情報共有を進め

る。また、国内 PEF 候補施設におけるバイオリ

スク管理基準について技術的評価・検討を行い、

PEF 施設認証申請(CP)を提出、承認を受け、令

和二年度中に施設認証プログラムが開始され

る予定であったが、新型コロナウイルスによる

パンデミックを受けて大幅に予定が見直され

ることとなり、今後の認証プログラム実施に向

け、国家封じ込め認証機関(National Authority 

of Containment; NAC)、WHO 担当者等と情報共

有 を 進 め た ( 河合 、 sIPV Working Group; 

sIPV-WG)。 

2. ポリオウイルスの増殖を特異的に阻害するた

めに PVR遺伝子のノックアウトが最も有効であ

ると考えた。そこで PVR 遺伝子のエクソン２の

部分（ウイルス結合部位をコードしている）を

標的とする sgRNAを設計してプラスミド構築し

た。このプラスミドを HeLa 細胞あるいは RD-A

細胞にトランスフェクションして遺伝子を破

壊した。細胞のクローニングをおこなった後、

ポリオウイルスを感染させ、ウイルス耐性を示

した細胞を取得した。非感受性細胞のゲノム

DNA をチェックし、PVR 遺伝子が破壊されてい

ることを確認した。野生型と PVR KO の HeLa に

EV71、CVB3、CVA10、EMCV を感染させ、感受性

を比較した。(小池) 

3. 不活化抗原を用いた標準物質の検討：D 抗原含

量試験では、これまで感染性ポリオウイルス

（生ポリオウイルス）が用いられていた。D 抗

原含量試験を開発した阪大微研では不活化抗

原を標準物質とする変更作業を進め、その候補

品（不活化ポリオ 3 価混合原液）の評価（3 型

D 抗原含量の確認作業）を感染研でも行った。

従来の標準物質（生標準）とともに標準物質候

補品（不活化標準）を同一プレート上にのせ、

常法に従い D 抗原含量試験を行い、生標準に対

して不活化標準を定量、また、不活化標準に対

して生標準を定量した。(染谷) 
4. 遺伝子組換えポリオウイルスの開発に関わる論

文・情報を収集するとともに、ウイルスゲノム

に導入された組換え・変異を詳細に解析した。

（西村） 

 

 

（倫理面への配慮） 

特になし 

 

Ｃ．研究結果 

本年度は、以下の調査研究を実施した。 

1. CP 承認を得た国内 PEF 候補施設担当者現状の共

有を図るとともに施設認証に向けた問題点の洗

い出しを行なった。また、得られた情報は NAC

とも共有し施設認証プログラムの実施に向けた

動きを支援した。また、第 26回 Regional 

Certification Commission (RCC)会議、および

Global Polio Eradication Initiative (GPEI)

会議が開催され、世界におけるポリオウイルス

根絶計画の進捗状況(PEF 施設の認証プログラム

の状況、３型野生株の根絶宣言、今後の GAPIII

の改定、nOPV2 の封じ込め等)が報告された。得

れた情報については国内関係者と情報共有を行

なった。(河合、sIPV Working Group; sIPV-WG) 



 

2. PVR KO 細胞はポリオウイルス非感受性で、全く

CPE が観察されなかった。他方では、他のウイル

スに対する感受性は野生型とほぼ同一であった。

(小池) 

3. 4 回の試験を実施し、3 型生標準（12.6 DU/mL）
に対して不活化標準を定量したところ、978 
DU/mL と算出された。これは不活化標準の 3 型

D 抗原含量として与えられた単位、976 DU/mL
にきわめて近い値であった。また、不活化標準

に対して 3 型生標準を定量したところ、12.6 
DU/mL と算出され、3 型生標準に与えられた D
抗原含量と一致した。（染谷） 

4. nOPV2 には２種類の候補ワクチン株がある

Candidate 1 に加えられた変異は下記３点であ

った。 

(1) cre (cis-acting replication element) を

本来の 2A から 5’UTR に移動。 

(2) 5'UTR 領域にある IRES domain V に弱毒化（安

定化）変異を導入（翻訳効率を低下）。 

(3) RNA ポリメラーゼに忠実度を上げる変異、組

換えを起こしにくい変異を導入。 

Candidate 2 に加えられた変異は上記(2)とキャ

プシド領域コドンの de-optimization であった。

Candidate 1, 2 とも、Phase 2 trial が進行し

ており、良好な安全性・ワクチン効果が示され

ていた。(西村) 

1.  

Ｄ．考察 

 

1. 令和二年度からPEF施設認証プログラムが再開

催される。認証を進めていく上で課題も出てく

ると思われるが適宜、NAC、およびPEF候補施設

担当者等とポリオウイルス・バイオリスク管理

基準整備のための情報共有を進める必要がある

と考えられた。また、世界におけるGAPIIIの進

捗状況についても随時フォローしていく必要が

あると考えられた。（河合） 

2. HeLaDPVR細胞とRDDPVR細胞ともにポリオウイ

ルスの感染は非常に低いレベルに抑えることが

できた。HeLaDPVR細胞とRDDPVR細胞と比較する

とRD-A細胞の方がウイルス感受性は高く、なお

かつCVA2,3,6,10などにも高い感受性を示す。

HeLa細胞は広範に使用されている細胞であるが、

多くのエンテロウイルスに対する感受性が低い

点が何点である。(小池) 

3. D抗原量試験では、従来の生ポリオウイルスに

基づく標準物質と同様に、不活化抗原に基づく

標準物質を用いることができ、置換可能である

ことが示された。(染谷) 
4. nOPV2には遺伝子組換え・変異が導入されている

が、ポリオウイルス以外の生物・ウイルスの遺
伝子が導入されているわけではない。したがっ
て、ナチュラルオカランス、あるいはセルフク

ローニングと解釈できる可能性が考えられた。
(西村) 

 

Ｅ．結論 

 

1. 今後も2型ポリオウイルスを使用するPEF候補施

設では、GAPIIIに示されたバイオリスク管理標

準に準じてポリオウイルスを取扱う必要がある。

本研究では、今後も2型ポリオウイルスを使用す

るPEF候補施設を対象として、GAPIIIに準じたポ

リオウイルス・バイオリスク管理体制の標準化、

リスク低減に向けた取り組みを進める。 

2.  PVRノックアウト細胞が意図せずポリオウイル

スを増殖させてしまうことを未然に防ぐ目的に

最適であると考えられる。ポリオ根絶に際して

はこのような細胞を普及させ、PIMからの他のウ

イルス分離操作において利用することが望まし

い。基本となる細胞としてはRDDPVR細胞の方が

他のエンテロウイルス一般の感受性が高いこと

からエンテロウイルスの分離が目的であれば

RD-A細胞を用いることがより望ましい。 

3. 国家検定での力価試験として採用されているラ

ット免疫原性試験（in vivo試験）では、血清中

の中和抗体価を測定するため、感染性ポリオウ

イルスの使用が欠かせない。D抗原含量試験（in 
vitro試験）はもうひとつの不活化ポリオワクチ

ン力価試験法であり、実際、強毒株由来不活化

ポリオワクチン（ソークワクチン）の国家検定

試験として実施されている。セービン株由来不

活化ポリオワクチンに関しても、in vivo試験か

らin vitro試験への移行作業が進んでおり、将来

的には、国家検定として全く感染性ポリオウイ

ルスを使用しない試験を実施することができる

ようになった。 

4. nOPV2の安全性・ワクチン効果が良好であること

から、2021年よりアフリカなどで使用される予

定である。現在、新型コロナウイルスの世界的

大流行により渡航が制限されているため、nOPV2

接種者が来日する頻度は非常に低い。しかしな

がら、国内でnOPV２を検査し取扱う体制を早急

に確立する必要である。 
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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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