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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。先行研

究によって樹立した HBV に対して感受性が高い細胞クローン株# 4-11 を用いて今

年度は、界面活性剤(S/D)処理による HBV の不活化効率の評価と昨年実施した液

状加熱による不活化の評価をより正確に行なった。S/D 処理では 3時間で検出感

度以下に不活化された。これは HBV のモデルウイルスして用いられている仮性狂

犬病ウイルスと同等であった。また、感染後の HBs-RNA の転写量を継時的に測定

したところ感染 4〜５日後より急速に増加し 10 日頃にピークになることが明らか

になった。これを 60℃-10 時間液状加熱された検体の転写量に応用したところ増

加は全く認められなかった。以上から液状加熱により約３log 以上不活化された

と考えられた。 

 
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

て不活化や除去方の評価に用いてきた。また、

将来的に上記肝炎ウイルスに加えパルボウイ

ルスB 19ウイルス等も不活化等を評価するた

めに高濃度の陽性血漿を必要量確保すること

は、倫理的に困難になると推定される。そこで

ウイルス学的進歩によって実験的に培養が可

能になった HBVや HCV陽性血漿を用いて血漿

分画製剤の製造工程で使用されているウイル

ス不活化法の不活化効果を明かにすると共に、

これらのウイルスを in vitro で容易に増殖

できる培養法も目指した。今年度は界面活性

剤(S/D)処理による HBV の不活化の評価や液

状加熱による不活化の評価をより正確に行っ

た。 

Ｂ.研究方法 

1.細胞株の培養 

 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、最終
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濃度２％の DMSOを添加した 10％FCS―DMEM 

(high glucose)を用いて 37℃、５％CO2で培養

した。 

2.HBV陽性血漿 

 実験に用いた 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ある。

Genotypeは、Aと Cであった。凍結融解を少な

くするために少量ずつ分注し、全ての実験に使

用した血漿は融解した回数は同じにした。分注

した血漿は-80℃で凍結保存した。 

2.界面活性剤(S/D)処理による HBV の不活化 

 5％アルブミン製剤で 10 倍希釈した HBV に最

終濃度 1.0%、及び 0.3%となるように Tween80

と n-butylphosphateを添加し、添加直後、1時

間後、３時間後に検体を採取した。直ちに段階

希釈し、100μLずつ細胞に感染させた。感染 2

日目に細胞を PBS で５回洗浄し、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。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

養交換した。感染 14 日後に細胞を回収した。 

3.感染後の HBs-RNA 転写量の継時的測定 

 約 1000 感染価と 100 感染価に希釈した HBV

陽性血漿を細胞に感染はPBSを用いてウイルス

を希釈して 100μL ずつ細胞に感染させた。感

染後は S/D 処理と同様に培養し、HBs-RNA 測定

の場合は、２、４、７、11、14 日後に細胞を回

収した。DNAでは更に18日と 23日間培養した。 

 4.液状加熱による HBV の不活化 

 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

を添加した。検体を２分割し、１つは 4度で 10

時間反応させた。もう一方は 60℃で３、６、10

時間の液状加熱を行なった。60℃加熱検体は、

PBSにてX１〜X 102.5まで100.5ずつ段階希釈し、

100μLずつ細胞に添加した。また、４℃処理し

た検体は PBS にて X１〜X104.5まで段階希釈し、

100μLずつ細胞に添加した。感染後は S/D 処

理と同様に培養し 14 日後に細胞を回収した。 

5.感染価の評価 

 DNA は QIAamp DNA mmini kit、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と HBs-DNAを核酸増幅法で定量し

た。陽性となった最大希釈倍率の逆数を感染価

とした。 

 

C.研究結果 

1. 界面活性剤(S/D)処理による HBV の不活化 

 ３種類の HBV陽性血漿を用いて評価したが、1

時間の処理では感染性が検出されることもあ

ったが、3 時間後には全て検出限度以下にまで

不活化された（表１）。また、HBV のモデルウイ

ルスとして用いられてきた仮性狂犬病ウイル

スも検討したが、1 時間の処理では 2Log 程度

の不活化しかされなかったが、3 時間では検出

感度以下になった（図１）。 

2. 感染後の HBs-RNA 転写量の継時的測定 

感染 2 日目の HBs-RNA 量を１とすると感染 4

日目から増加し、11 日前後でピークとなった。

約 20倍増加した。一方、HBs-DNA 量は感染初期

には増加は認められず 23 日目頃になって増加

が認められた。添加した感染価による差は認め

られなかった。 

3.液状加熱による HBV の不活化 

60℃-10時間の液状加熱処理によってもHBs-
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RNA が検出されたことから完全には不活化され

ないことが示唆されたが、感染後の HBs-RNA 量

の推移のデーターからより正確に液状加熱の

効果を解析するために継時的（感染 2日〜11 日

間）に HBs-RNA 量を測定した。10倍に希釈した

検体を細胞に感染させS/D処理と同様に培養し、

継時的な HBs-RNA 量を測定したところ 11 日ま

で増加は認められなかった。少なくとも 10 倍

希釈以上までは不活化されていると思われた。 

 

D.考察 

 先行研究で感染性評価の指標として HBs-RNA

の定量が、有用であることを示したので今年度

は S/D 処理による HBV の不活化を評価した。文

献では 30 分程度で不活化されるとの報告もあ

ったが、実際は 1時間の処理では感染性は残存

することもあるが、3 時間では感染性は検出以

下にまで不活化された。モデルウイルスの仮性

狂犬病ウイルスも同様に評価したが、1 時間で

は 2Log 程度しか不活化されなかった。3 時間

ではHBVと同様に検出感度以下に不活化された。

一般的にエンベロープを有するウイルスに対

し、S/D 処理は有効であるが、今回、HBV に対

しても有効であること初めて証明することが

できた。 

また、本感染系の HBs-RNA と DNA の継時的な

推移を確認したところ、HBs-RNA は感染早期に

急速に増加したが、DNA の増加までは微量でし

かも時間を要した。本研究を含め HBV の感染系

では二次感染が生じ難いことが知られている

が、今回、明らかになった HBV-DNA の合成が少

ないことが反映していると考えられた。 

昨年度評価した液状加熱によるウイルス不

活化では、10 時間加熱によっても HBs-RNA が検

出されたため感染性が残存すると考えたが、よ

り正確に不活化を評価するために継時的に

HBs-RNA 量を測定したところ、減少するだけで

増加は確認できなかった。そのため HBs-RNA 

が検出できたのは、感染していたのではなくウ

イルス粒子が細胞に接着しているだけの可能

性がある。最近、HBV粒子の中に HBV-RNA(多種

の長さがあるが)が存在することが知られるよ

うになった。この研究で使用した血漿から HBs-

RNA が容易に検出できたことから裏付ける結果

となった。更に感染効率を高めるために培養液

に添加したPEGが付着を促進している可能性が

ある。今年度から感染２日後までは PEG 添加し

ないで培養し、十分洗浄後に添加する培養法に

変更したのは適切であった。 

 

E.結論 

 S/D法による HBV の不活化法を評価し、容易

に不活化できることが確認できた。また、HBs-

RNA を継時的に定量することでより正確な不活

化の評価が可能であることが明らかとなった。 

 

F.健康危機情報 

なし 
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ウイルスのin vitro培養系を⽤いた⾎液製剤
の不活化効果の評価と抗HBs免疫グロブリン
の中和活性の測定 第 72回⽇本輸⾎・細胞
治療学会総会,千葉 , 2023. 

2、岡⽥義昭、野島清⼦：B型肝炎ウイルスの
In vitro感染系を⽤いた⾎液製剤の不活化効
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果と抗HBs免疫グロブリン製剤の中和活性の
評価（第2報） 第70回⽇本ウイルス学会学
術総会、仙台、2023. 
著書 

岡⽥義昭 ⾎液製剤から⾒たプリオン、バム
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表１. 界面活性剤(S/D)処理によるHBV不活化

HBV血漿-A       HBV血漿-B       HBV血漿-C PRV

0 h  ： 103.5  104.0

1 h  : <10  102.0

3 h  : <10 <10

103.5 103.0

<10    <10

<10     <10

103.0  

102.5

<10   

Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.1    Exp.2

1.6X107

1.0X105

<3.6X10

1.0X107

6.8X105

<3.6X10

クリアランス >102.5    >103 >102.5 >102 >102 >4.4X105 >4.4X106

PRV:仮性狂⽝病ウイルス
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表 2. HBVの感染後のHBs遺伝⼦の挙動
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