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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。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。 
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なし 
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