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研究要旨 

 グロバール化が進む現代においては国内ではほとんど発生例のないような感染症，特に

海外での新興・再興感染症のアウトブレイクが国内に輸入されて問題となることが少なく

ない。海外で感染して帰国した場合であっても4週間の献血延期により献血血液の安全性

が担保されるが、2020年の新型コロナ感染症アウトブレイクや、2022年のM痘感染のよう

に国内でヒト-ヒト感染が起きた場合、またはデング熱のようにヒト-蚊-ヒト感染が生じた

場合は、4週間の献血延期では無症候感染者が献血ドナーとなり得るため、ウイルス混入

のリスクが残存する。献血血液に仮に病原体が混入した場合を想定し、特に血漿分画製剤

の安全性を確保するために、血漿分画製剤製剤の製造工程に含まれる、エタノール分画や

加熱処理等の処理により、ウイルスがどの程度除去・不活化されるかは通常モデルウイル

スを用いて評価されている。本研究では、モデルウイルスではなく実ウイルスを用いて除

去・不活化について評価を行う。今年度は、2022年に日本で分離されたMポックスウイル

ス(MPXV_JPN2022_YK006)およびモデルウイルスであるワクシニアウイルス

（LC16m8）を用いて、PBS下、およびウイルスを安定化しうる蛋白共存下（アルブミ

ン）において、60度加熱による不活化処理による影響を評価した。その結果、PBS条件下

およびアルブミン共存下の両方において、60度10分の加熱処理によりウイルスの感染性は

検出限界以下となり、4log 以上の不活化効果が認められた。 
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A.目的 

グロバール化が進む現代においては国内で

はほとんど発生例のないような感染症，特

に海外での新興・再興感染症のアウトブレ

イクが国内に輸入されて問題となることが

少なくない。海外で感染して帰国した場合

であっても4週間の献血延期により献血血

液の安全性が担保されるが、2020年の新型

コロナ感染症アウトブレイクや、2022年の

M痘感染のように国内でヒト-ヒト感染が起

きた場合、またはデング熱のようにヒト-

蚊-ヒト感染が生じた場合は、4週間の献血

延期では無症候感染者が献血ドナーとなり

得るため、ウイルス混入のリスクが残存す

る。献血血液に仮に病原体が混入した場合

を想定し、特に血漿分画製剤の安全性を確

保するために、血漿分画製剤製剤の製造工

程に含まれる、エタノール分画や加熱処理

等の処理により、ウイルスがどの程度除

去・不活化されるかは通常モデルウイルス

を用いて評価されている。Mポックス(M

痘)ウイルスは、Lancet Infectious 

Diseases(2022年5月26日付)によると、

2018-2021年に英国で発生した7症例の解析

より皮膚病変より７例, 血液から６例から

ウイルスDNAが検出されており、無症候感

染者が献血ドナーとなった場合には献血血

液へのウイルス混入のリスクが否定できな

い。 

そこで、本研究では、モデルウイルスで

はなく実ウイルスを用いて除去・不活化に

ついて評価を行うことを目的として、 

2022年に日本で分離されたM痘ウイルス

(MPXV_JPN2022_ YK006)およびモデル

ウイルスであるワクシニアウイルス

（LC16m8）を用いて、PBS下、およびウ

イルスを安定化しうる蛋白共存下（アルブ

ミン）において、60度加熱による不活化処

理による影響を評価した。 

  

B 研究方法 
B-１ ウイルス 

M 痘ウイルス(MPXV)としては、2022 年の日

本での第一例目の感染者より分離された

MPXV_JPN2022_YK006を国立感染症研究

所ウイルス 1 部より譲渡を受け、バイオセ

イフティレベル BSL3 実験室内でウイルス

を増やし実験に用いた。モデルウイルスと

してはワクシニアウイルス LC16m8 を国立

感染症研究所ウイルス 1 部より譲渡を受け、

バイオセイフティレベル BSL2 実験室内で

ウイルスを増やし実験に用いた。 

B-2 細胞培養およびウイルスストックの作

製 

感染前日に、ウサギ腎由来細胞株 RK-13 細

胞を 150cm2 T フラスコ 1本当たり 2x107個

細胞となるように FBS10％を含む DMDM

（high glucose）に懸濁させて撒き、感染

直前に培地を取り除き、FBS5％を含む DMDM

培地で細胞を一度洗浄した。ワクシニアウ

イルス LC16m8 および M 痘ウイルス

MPXV_  JPN2022_YK006 をそれぞれ

BSL3、BSL2 管理区域の実験室において、

MOI=0.02〜0.1 で感染させ、FBS5％を含む

DMDM 培地中で 2〜3 日培養した。半分以上

の細胞に細胞変性効果(CPE)が見られ段階
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で培養を停止し、細胞内で増えたウイルス

を回収する目的で、培養フラスコをディー

プフリーザー (-80 度) 内で 1日静置した。

室温で融解後、細胞懸濁液を 500xg で 10 分

遠心分離し、回収した上清をウイルス液と

して 500uL ずつ分注したものを−80 度で保

管してウイルスストックとして実験に用い

た。 

B-3 感染価の測定（プラークアッセイ法） 

感染前日に 1x105cells/1mL/well となる

ように RK13 細胞を 24well 培養プレートに

撒き、90%コンフルエントの状態に細胞を調

整した。感染直前に培地を取り除く、新鮮

な培地 5%FBS DMEM を 350uL ずつ各 wellに

添加し、予め 10倍段階希釈した LC16m8 お

よび MPXV_JPN2022_YK006 ウイルスを

各 well に 50uLずつ添加した。37℃ 5%CO2

のインキュベーターで 3〜4 日間培養し、

CPEが顕微鏡化で十分に確認できるように

なったら各 well に 10%ホルマリン溶液を

1~2mLずつ添加して 1時間以上反応させて

ウイルスを不活化した。反応後のホルマリ

ン液はホルマリン廃液として廃棄し、細胞

を水で十分に洗浄後、クリスタルバイオレ

ットを各wellに 200uLずつ添加して細胞を

染色しCPEを可視化した。各well中のCPE

数を計測し、感染価 PFU/mL を算出した。 

B-4 加熱処理 

新 た に 融 解 し た LC16m8 お よ び

MPXV_JPN2022_YK006 ウイルスを PBS 

または 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

密閉後にハイブリバックに入れて空気を充

分に抜きシーリングして、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分反応後に反応

液を回収した。それぞれのウイルス液の力

価をプラクーアッセイ法により確認した。

実験は独立して N=3で実施した。 

 

C.研究結果 
モデルウイルスである LC16m8 および実ウ

ウイルスMPXV_JPN2022_YK006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検出限界以下となり、

30 分、60 分後においても感染性が認められ

なかった(検出限界は 20 PFU/mL)(図 1.2参

照, 図 1内点線は検出限界を示す) 。また、

PBS にスパイクしても蛋白濃度の高いアル

ブミン溶液にスパイクしてもウイルス力価

に影響はなかった。 

 

D 考察 

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、エムポッ

クスウイルスもワクシニアウイルスと同様

に加熱感受性傾向を示すと考えられ、実際

に日本国内で分離されたMPXV_JPN2022_ 

YK006 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
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活化処理に抵抗性を示す傾向があるが、

MPXV_JPN2022_YK006 ウイルス株は、

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、10 分の処理により検出限

界以下となった。通常のエンベロープウイ

ルスは、60 度 10 分の加熱処理では中真温

度がうまく上昇しない場合など、若干感染

性が残存する傾向があるが、ワクシニアウ

イルスとエムポックスウイルスは特に 10

分の加熱処理でも感染性の残存がないこと

が示され、加熱への感受性がより強い可能

性がある。これらのことから、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。 

今後はリアルタイム PCR による MPXV 

_JPN2022_YK006 の核酸定量系を立ち上

げ、不活化と核酸残存の関連性についても

評価を追加する。 
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図 1  ワクシニアウイルスおよび M痘ウイルスの 60度加熱処理による不活化 
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図 2 M痘ウイルスの 60度加熱処理による不活化 (プラークアッセイ) 


