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平成 26 年度厚生労働科学研究委託事業（医薬品等規制調和・評価研究事業） 
委託業務成果報告（総括） 

 
血液製剤のウイルス等安全性確保のための評価技術開発に関する研究 

 
業務主任者 山口照英（国立医薬品食品衛生研究所 生物薬品部 主任研究官） 

 
 

研究要旨： 
血液製剤のウイルス安全性確保の一環として、以下の検討を行った。 
Parvovirus B19(PV B19)の NAT 試験の精度評価のための参照パネルについて、IU 単

位と感染価の関係を評価するために Ku812 細胞のサブクローンを分離し、従来よりも定
量性のあるインビトロ細胞アッセイ系の確立を行った。その結果、ジェノタイプ 1 及び
ジェノタイプ 2 について感染性を比較可能な細胞系を樹立できた。従来の手法はインビ
トロで細胞に感染した Parvovirus B19 ゲノムから読み取られたスプライシング mRNA
を測定するものであったが、今回ウイルスゲノム DNA そのものの増幅を指標に感染性
を評価することが可能となった。 
この感染系を用いて Parvovirus B19 が感染するとされる網状赤血球のいくつかの受

容体発現と感染性の関係についても明らかにすることができた。次年度以降に本アッセ
イ系を用いて Parvovirus B19 の国際単位と感染能との関係について明らかにする予定
である。 

Parvovirus B19 の検出感度の設定に関しては、ヒト Parvovirus B19（以下 B19V）
は一過性の高いウイルス血症を呈する一方、供血者の 40％〜50％が B19V に対する抗体
を保有していることから、FDA は原料血漿の基準として 104IU/mL と過去の感染例を参
考に決定されている。品質基準の適切性を評価するために、筋注用人免疫グロブリンを
用いた in vitro 感染系によって中和活性を評価し、104IU/mL が適した基準であること
を実験的に示すことができた。 
 また、デングウイルスを検出するために NAT 検査が実施されているが、血液製剤

の安全性確保の点から血清型別に実施するのではなくユニバーサルに検出できる系を考
案する必要がある。そのために４つのデングウイルスの血清型に共通する塩基配列を検
討した。各血清型を検出できたが、感度に 100 倍以上の差が認められ、更なる検討が必
要であった。 
血液製剤のウイルス安全性の確保対策として 1990 年代後半より実施されている原料

血漿と輸血用血液のウイルス核酸増幅試験（NAT）のための国内標準品は当時の WHO
国際共同研究の方法に準じエンドポイント法によって力価が定められた。その後、定量
法の性能が飛躍的に向上したことから国際標準品の更新のための共同研究において定量
法を用いて標準品の力価を決定するようになった。そこで、本研究においては国際標準
品の共同研究に準じ、現在使用されている定量法を用いて NAT のための国内標準品の
力価を再評価することを目的として共同研究を実施することとした。平成 26 年度は
HBV-DNA 国内標準品の力価の再評価を目的とする共同研究を実施し、国内 7 施設が参
加した。 
血液製剤のウイルス安全性確保の一環として、E 型肝炎ウイルス（HEV）参照パネル

についてリアルタイム PCR を用いて 2 つのジェノタイプ（ジェノタイプ 3 及び４）の
国際単位に対する校正を行い、参照パネルを用いて NAT 試験のバリデーションを行う
場合の情報を提供するようにした。 
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A. 目的 
血液製剤のウイルス安全性は長年にわた

る検出手法の開発、改良により大きく向上
してきている。特に、1990 年代後半より、
原料血漿のウイルススクリーニングとして
核酸増幅試験（NAT）が実施されるように
なり、その安全性は飛躍的に増してきてい
る。しかしながら、NAT 検査においても現
在の技術では検出できないウインドウ期が
存在し、きわめて低頻度であるが検査をす
り抜けたウイルス陽性血液製剤により感染
が起こることが報告されてきている。また、
輸入感染症とも言われる海外のみで見られ
るサブタイプ、ジェノタイプへの対応も指
摘されてきている。 
一方で、NAT の技術開発にも大きな努力

が払われており、試験に用いる検体量や抽
出効率の改良、さらには輸入感染症への対
応などに多くの努力が払われている。わが
国でも、欧米と同様に血液製剤のウイルス
安全性指針の下位指針として NAT のウイ
ルス検査についてのガイドラインを発出し
ているが、FDA 等では既に、このような技
術進歩や社会的要因を含めた対応のために
ガイドラインの策定や改定が行われている。 
その一方で、近年 NAT のすり抜けによる

HIV 感染が起こり、現行の高感度な NAT
試験法でも検出されないほどの低濃度の
HIV 感染血であっても伝播が起こりうるこ
とが分かった。血液製剤のウイルス安全性
にゴールはないかもしれないが、可能な限
りそのリスクを低減化していく対応が求め

られる。 
さらに NAT 試験としては HCV、HBV、

HIV を対象として、これらのウイルスの標
準品や参照パネルが作製され、さらに採用
する NAT 試験の要件として、これらのウイ
ルスについて 100IU（HCV、HBV）から
200IU（HIV）の感度を求めている。 
さらに NAT 技術の進歩に応じて、科学的

根拠に基づいた新技術の評価基盤の整備の
必要性が高まり、その一環として国際整合
性のある国内標準品等の整備が求められて
いる。わが国で現在使用されている HCV, 
HBV及びHIVのNATのための国内標準品
は当時の WHO 国際共同研究の方法に準じ
エンドポイント法によって国際標準品に対
する相対力価が定められた。その後、定量
法の性能が飛躍的に向上したことから国際
標準品の更新のための共同研究において主
に定量を用いて標準品の力価を決定するよ
うになっている。このような観点から、現
行の国内標準品についても定量的 NAT 試
験による再測定が必要ではないかと考えら
れた。 
しかし、これ以外のウイルスについても

いくつか輸血後感染の事例が報告され、今
後試験の実施の必要性について議論が必要
となってきている。すでに HEV について
はその疫学的な情報等から北海道地域に限
定して試行的な NAT スクリーニング試験
が実施されている。また、Parvovirus B19
についても一部の血液製剤メーカーで
NAT による試験が実施されている。また米
国の FDA は Parvovirus B19 に関しては抗
体の保有率や、治験中に発生した S/D 処理
プラズマによる B19V の感染事例の解析か
ら感染が成立しなかった（抗体が陽転しな
かった症例）ウイルス濃度を根拠に、血漿
分画製剤の原料血漿は 104IU/ml 以上の感
度を持つ試験の実施が必要としている。欧
州では、通常の血漿分画製剤用の血漿に規
格は設定していないが、抗 D ヒト免疫グロ
ブリンは妊婦に投与することから原料血漿
を 104 IU/mL 以下と規定している。欧米の
両規制当局とも同じ検出感度をParvovirus 
B19 に求めているが、その基礎データが十
分にあるとは言えない。 
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本研究では、このような現状を考慮し、
現行の NAT 試験の対象とされている HCV、
HBV、HIV 以外のウイルスについて標準品
や参照パネルの整備を行うと共に、NAT で
求めるべき感度の基礎データを得るために
国際単位と感染性との関連について評価を
行う。 
本年度はヨーロッパ薬局方で NAT 試験

の導入が提案されていることを受け、HEV
参照パネルについて国際標準品との校正を
行った。 

Parvovirus B19 の参照パネルを活用し
ていくために、Parvovirus B19 のより定量
性の高い感染系の確立を目指した。 
 NAT の国内標準品について、本年度は
HBV を取り上げ、国内共同研究を実施し、
定量法による測定結果に基づいて力価の再
校正を行うこととした。 

ウイルス NAT の環境整備を目的とし
て、以前樹立した E 型肝炎ウイルス
（HEV）の参照パネルについて、コピー
数により表示されている表示単位を国内
標準品を、用いた国際単位に換算するた
めの検討を実施した。 

 
B. 方法 
B.1. PV B19 の感染性評価系の開発 

EPO存在下でKu812細胞を限界希釈に
よる培養を行い、PV-B19 を感染させた時
に最もゲノムコピー数の増加が得られる
クローンを選択した（図１）。最も高い増
幅が得られたクローンを複数選択し、さら
に細胞増殖性などを考慮して２つのクロ
ーン Ku812 E2 及び Ku812 E17 を選択し
た。 

PV B19 のゲノムの複製が最も起こる条
件を明らかにするために、複数の培養条件
でウイルスの増幅を測定した。すなわち
Ku812 E2 細胞を OptiMEM に 1  x 106 

cells/ml になるように懸濁し、106 ウイル
ス/ml になるように PV B19 を添加して 1
時間インキュベートした。細胞を遠心操作
により分離後、ASF104 無血清培地、１％
FBS を含む RPMI1640 培地、及び
10%FBS を含む RPMI1640 培地に懸濁し、
培養を行った。培養開始０日として、一定
時間ごとに細胞を含む培養液、細胞のみ、
細胞上清をサンプリングし、ゲノム抽出を

行った。 
 

B.2.1. PV B19 参照パネルの感染性評価系
による評価 
Ku812 E2にPV-B19を感染させ細胞を含

む培養懸濁液から DNA を抽出し、ウイル
スゲノム量を定量的 PCR により解析した。
プライマー／プローブの組合わせとしては
次の 2 種類を検討した。 
NS１プライマー／プローブ 

Forward primer (1909-1925): 5’-CTCAT 
CACYCCA GGCGC-3’ 

Reverse primer (2009-1989): 5’-GAGG 
AAACTG RGCTTCCGACA-3’ 

Probe (1961-1984): 5’ FAM-TCCCC 
GGGACCAGTTCAGGAGAAT-TAMRA-3’ 

 
VP2 プライマー／プローブ 

Forward primer: 5’-TGG CCC ATT TTC 
AAG GAA GT-3’ 

Reverse primer: 5’-CTG AAG TCA TGC 
TTG GGT ATT TTT C-3’ 

Probe: 5’(FAM)-CCG GAA GTT CCC 
GCT TAC AAC-(TAMRA)3’ 

 
B2.2.Ku812 E2 細胞の網状赤血球分化抗原
による分離 
網状赤血球の分化抗原である CD55（グ

リコシル -ホスファチジルイノシトール
（GPI）結合型の単鎖細胞表面タンパク質
である Decay Accelerating Factor（DAF））、
CD59（プロテクチンもしくは Membrane 
Inhibitor of Reactive Lysis（MIRL））、
Glycophorin A を指標として、Ku812 E2
細胞をそれぞれの陽性細胞と陰性細胞に分
画した。こられの細胞を OptiMEM に 1  x 
106 cells/ml になるように懸濁し、106ウイ
ルス/ml になるように PV B19 を添加し、1
時間インキュベートした。細胞を遠心操作
により分離後、10%FBS を含む RPMI1640
培地に懸濁し、培養を行った。 
 
B.2.3.PV B19 ジェノタイプの感染性の差
異 
 PV B19 のジェノタイプの感染性の強さ
の違いについて Ku812 細胞で評価可能か
検討するために上記と同様の方法で感染
実験を行った。 
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B3. PV B19 の Ku812 細胞を用いる感染
性実験系 
1）PV B19 感染性の評価 
 B19V は細胞に侵入すると DNA から
RNA に転写され、数カ所でスプライシン
グされて最終的にタンパク質に翻訳され
る。この性質を利用して PV B19 を感染さ
せた細胞からスプライシングされた RNA
が検出できた場合に感染性を有すると判
断した。塩基配列の 584 番と 585 番の間
で切れ、同様に 2087 番と 2088 番の間で
切れて 584 番と 2088 番が結合した RNA
ができるためスプライシング部位を挟む
ように RT と 1stPCR、及び２nd PCR 用
の２組のプライマーを用いた。増幅産物は
スプライシングされてできる RNA 由来の
cDNA と添加した PV B19 由来の DNA と
を明確に区別できる。 
2）筋注用人免疫グロブリン製剤による 
B19V 中和活性の評価 
 血漿分画製剤の製造用血漿が入手でき
ないので代用として市販されている筋注
用人免疫グロブリン製剤を用いた。筋注用
人 免 疫 グ ロ ブ リ ン 製 剤 は IgG を 
150mg/mL 含有し、血漿の約 10 倍の濃度
である。5%アルブミン 400μL に筋注用人
免疫グロブリン製剤 50μL、5%アルブミ
ンで 10-1〜10-8に稀釈した PV B19 50μL
を加え計 500μL 調整し、4℃で混和させな
がら２時間反応させた。中和させた溶液か
ら別なチューブに 200 μL 取り、そこへ 3 
x 105/50 μL に調整した F10（Ku812 細胞
由来、当研究室で分離・維持している）添
加し、ローテーターで回転させながら室温
で 1 時間ウイルスを感染させた。感染後、
1mL の 10％FCS-RPMI（エリスロポエチ
ン 3 単位/mL 含む）を加え 2 日間培養し、
遠心にて細胞を回収した（図 8）。細胞に
RNAsolを添加して RNA を抽出し、最終
的に RNA は 12μL の蒸留水に溶解した。
RT 及び 1stPCR は PrimScript One Step 
RT-PCR Kit Ver.2(Takara) を 用 い 、
RNA10μを用いた。 2nd PCR は 5μL の
1stPCR 産物を用いた。抗 PV B19 陰性の
免疫グロブリン製剤はないので中和活性
なしのコントロールとして 5%アルブミ
ンを用いた。スプライシングされた RNA
が増幅された最大稀釈率を求めた。 

 なお、筋注用人免疫グロブリン製剤は３
つの異なる製造所が製造した製剤を用い
た。 
 
B4. NAT によるデングウイルス検出のた
めのユニバーサルプライマーの検討 
 デングウイルスは４つの血清型があり、
それぞれ特異的なプライマーを用いて検
出が実施されている。従って４つの NAT
検査を実施していることになる。血液製剤
の安全性確保のためには、デングウイルス
の有無を効率良く評価できることを優先
することからユニバーサルに血清型を検
出できるプライマーを検討した。これまで
報告されたプライマーとデングウイルス
の遺伝子配列からプライマーを決定し、各
血清型由来のデングウイルス RNA の検出
を試みた。 
 
B5. HEV パネル力価の国内標準品による
校正 
1) HEV パネル 
HEV 参照パネルは日本血液製剤機構(旧
(株)ベネシス)より供与されたパネル候補
品を基に国内共同検定により樹立したも
ので、国立医薬品食品衛生研究所で参照パ
ネルとして保管しているものを使用した。
パネルの詳細を Table 1 に示す。 
 
2)感度検定用標準 RNA 
標準RNA液はHEV PC RNA（G3jp、G3sp、
G4jp 用）と HEV G3us PC RNA（G3us
用）の２種類ある。Pellet Paint（Novagen）
という共沈剤を含み、70%エタノール中で
不溶化した状態で 107copies/1.5mL チュ
ーブに-80℃下で保存したものを用いた。
本チューブを室温で溶解後、卓上遠心機で
14000rpm 10 分遠心した。遠心により
Pellet Paint の鮮やかなピンク色の沈殿
を吸い込まないように上清を除いた。300
μL の 70%エタノールを添加しチューブ
内を洗浄後、14000rpm、3 分間遠心し再
度上清を除き、ふたを開けたまま数分間放
置した。その後 1ｍL の滅菌水を加え、細
いチップで沈殿をほぐし、20 回ピペッテ
ィングして溶解させた後、ふたを閉め
vortex を 15 秒間行ない、遠心機でスピン
ダウンし、本液を 105 copies/10μL 液とし
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た。次に滅菌水900μLを加えた1.5mL チ
ューブに 105 copies/10μL 液を 100μL 加
え、前述と同様の操作を行ない 104 
copies/10μL 液を調製した。さらに同様の
操 作 で 103  copies/10 μ L 液 、 102 
copies/10μL 液を調製した。これら 4 本の
調製液を標準 RNA 液として定量 RT-PCR
を各濃度 3well で実施した。 
 
3)国内標準品 
HEV-RNA 国内標準品（第一世代）はロッ
ト番号 JEV-(3b)HE3、250,000IU/mL の
0.5mL 凍結乾燥品であり、国立感染症研究
所から入手後、-80℃で保存した。使用時
には室温に戻し、注射用水 0.5mL に溶解
後、分注して使用し残りは-80℃で保存し
た。 
 
4)ウイルス RNA の抽出 
HEV 参照パネル及び HEV-RNA 国内標準
品からのウイルス RNA の抽出は、
QIAamp Viral RNA mini kit (Qiagen)を
使用してマニュアルに従い試料 140μl か
ら抽出を行い、50μl の Buffer AVE で溶
出した。定量 PCR には溶出液 40μL をと
り、60μL の TE を加えて 2.5 倍希釈後、
各試料 1 well に 10μL ずつ 3 well を用い
て定量 RT-PCR を実施した。 
 
5)定量 RT-PCR 
定 量 RT-PCR は QuantiTect Probe 
RT-PCR kit (Qiagen)を使用し、ABI7500 
定量 PCR 装置を用いて定量した。使用し
たプライマー、プローブセットの配列を以
下に示す。  
●HEV PC RNA(#1-4)測定用 
Forward primer (HE86): 5 ’
-GGTGGTTTCTGGGGTGAC-3 ’  ; 
Reverse primer (HE87) ：  5 ’
-AGGGGTTGGTTGGATGAA-3’ 
TaqMan probe (FHE88) ：  5 ’
-FAM-TGATTCTCAGCCCTTCGC-BHQ
1-3’ 
●HEV G3us PC RNA(#5)測定用 
Forward primer (HE86), Reverse primer 
(HE87)は HEV PC RNA 測定用と同じ。 
TaqMan probe (FHE100) ：  5 ’
-FAM-TGATTCCCAGCCCTTCGC-BHQ

1-3’ 
●HEV G3us PC RNA(#5)と国内標準品
同時測定用（M8-2） 
Forward primer M8-F-2 ：  5 ’
-CCTTCGCCCTCCCCTATATTCA-3 ’  
Reverse primer M8-R-2 ：  5 ’
-CCAGCCCCGGATTGTGAAAC-3 ’ 
TaqMan probe M8-P-2 ： 5 ’
-FAM-CAACCAACCCCTTCGCCGCCG
AT-BHQ1-3’ 
 
B 6. 定量的 PCR による HBV 国内標準品
の再校正 
参加機関：国立感染症研究所、国立医薬品
食品衛生研究所、血液事業者等、民間の衛
生試験所、体外診断薬メーカー。 
2.材料 
標準品（S）： 第三次 HBV-DNA 国際標
準品（10/264）、力価 850,000 IU/mL、分
注量 0.5mL/vial の凍結乾燥品。試料（J）：
第一次 HBV-DNA 国内標準品(HBV-129)、
力価 430,000 IU/mL。HBV genotype C 陽
性血漿を脱クリオ又はそれと同等の陰性
プール血漿で希釈、 0.5mL/vial に分注、
-80˚C で凍結したもの。希釈用血漿： 
HBV-DNA 陰 性 、 HCV-RNA 陰 性 、
HIV-1-RNA 陰性、HBs 抗原陰性、HCV
抗体陰性、HIV-1/2 抗体陰性のプール血漿。
希釈用血漿には日本赤十字社から譲渡を
受けた輸血に適さない血液を使用した。 
3. 力価の測定 
標準品として国際標準品を用いた定量法
で力価の測定を実施した。各参加施設にお
いて定量性が確認されている範囲で標準
品と試料を3段階以上の10倍段階希釈し、
それぞれの値を測定した。日を替えて 3 回
測定した。 
4. 力価の決定 
各施設が報告した測定値を感染研におい
て統計解析し、国際標準品に対する相対力
価として決定する。 
 
C. 結果 
C-1. PV B19 の感染性評価系の樹立 

PV B19 はエリスロポエチン（EPO）存
在下でKu812 細胞に感染することが知ら
れており、この細胞系を用いて感染性を評
価されている。この感染系では細胞に感染
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した PV B19 は細胞変性を起こすことは
なく持続感染をするのみであり、またゲノ
ムの増幅を検出することも難しいとされ
ている。このため PV B19 ゲノムから読み
取られたスプライシング mRNA を検出す
ることにより感染性が評価されている。こ
の場合必ずしもウイルスゲノムの増幅と
は相関しない。 
そこで、EPO 存在下に Ku812 細胞を限

界希釈による培養を行い、PV-B19 を感染
させた時に最もゲノムコピー数の増加が
得られるクローンを選択した（図１）。最
も高い増幅が得られたクローンを複数選
択し、さらに細胞増殖性などを考慮して２
つのクローンを選択した（Ku812 E2、
Ku812 E17）。ウイルス増幅能の高いクロ
ーンと増幅能の低いクローンを選択し感
染後のウイルスゲノムの増幅を継時的に
測定すると図 2 に示すように、増幅能の違
いが明確となった。選択したクローン
(Ku812 E2 細胞)を遠心して細胞を沈殿さ
せるとペレットはヘモグロビン産生によ
ると考えられる赤色を呈していた(図３)が、
増幅能のほとんどないクローンはこのよ
うなヘモグロビン由来と考えらえる赤色
は呈していなかった。また、この細胞を凍
結融解により細胞を破砕し、その抽出物の
スペクトル解析を行うとヘモグロビンに
相当する可視部に吸収スペクトルが得ら
れた。親株である Ku812 細胞ではクロー
ン株のような赤色を呈することはなく、ま
た抽出操作を行ってもヘモグロビンのス
ペクトルは得られなかった。 
このことから PV B19 に指向性のある細
胞はヘモグロビン産生を行うまでに分化
した網状赤血球であると考えられた。 
 
C-2. Ku812 細胞での PV B19 の増幅条件
の検討 
 Ku812 E2 細胞に PV B19 を感染させた
後、無血清培地や低血清条件、及び通常の
10%FBS 存在下で培養を行い、ウイルス
ゲノムが最も増幅する条件を検討した。図
４に示すように、通常、ウイルス増幅は細
胞の増幅を抑制するような1%FBS条件化
で培養したときに高い増幅が観察される
が、PV B19 は 10%FBS の方が 1%FBS
よりもはるかに高い増幅を示した。 

これは単に細胞の増幅条件として
10%FBS が適しているということではな
いと考えられる。というのも２種類の無血
清培地を用いて培養を行ったが、両方の培
地で Ku812 E2 細胞は RPMI 1640 培地
と同等の増幅が認められたのにも関わら
ず、ウイルスの増幅はやはり 10%FBS を
含む RPMI1640 培地が最も高い PV B19
の増幅が認められたからである。 
一方この培養条件で増幅した PV B19

のゲノムが細胞内あるいは上清のどちら
に検出されるのかを検討した。その結果、
いずれの条件においても上清中にはわず
かしか検出されず、ウイルスは細胞内にの
み検出された。また、この上清、あるいは
細胞溶解液に感染性ウイルスが存在する
かの検討を行った。しかし、いずれの条件
でも Ku812 E2 細胞への感染性を検出で
きなかった。従って、Ku812 E2 細胞への
PV B19 の感染ではゲノムの複製が起こっ
ているものの、感染性をもつウイルス粒子
は放出されないと考えられる。 
一方、Ku812E2 細胞に PV B19 を感染

させた後、細胞内 PV B19 粒子タンパク質
の翻訳が起きているかを抗 PV B19 抗体
を用いて免疫染色を行ったところ、ウイル
スタンパク質の発現が蛍光免疫染色によ
って確認された。 

 
C-3. Ku812 細胞への PV B19 の感染に及
ぼす抗 PV B19 抗体の影響 
 すでに抗 PV-B19 抗体が Ku812 細胞を
用いた in vitro感染実験系で感染能を阻害
することが示されている。我々も抗 PV 
B19 抗体が Ku812 E2 細胞への感染を阻
害するか確認した(図５)。2 種類の PV B19
検体を用いて感染実験を行ったが、抗体非
存在下では継時的なウイルスゲノムの増
幅が確認されたが、抗体存在下ではこのよ
うなウイルスゲノムの増幅は認められな
かった。また、WHO の PV B19 参照パネ
ルはジェノタイプ１から３を含み、それぞ
れに抗 PV B19 抗体が添加されている。
WHO参照パネルはこのKu812 E2細胞で
の感染性が示されず、WHO が安全性の観
点から添加している抗体が十分にその機
能を果たしていることが示される。 
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C-4. PV B19 参照パネルの感染性評価 
 PV B19 の安全対策の一環としてこれま
でに厚生労働科学研究事業においてジェ
ノタイプ 1 とジェノタイプ 2 の高タイタ
ー及び低タイター参照パネルを作製した。
それぞれのタイターは国際標準品に対し
て校正されている。 
 この PV B19 の参照パネルの有用性を
評価する目的の一環として上記で樹立し
た Ku812 E2 細胞を用いてその感染性を
比較することにした。 
 ウイルスの増幅能の比較では、Ku812 
E2 細胞と Ku812 E17 細胞の 2 種類の細
胞を用いて、ジェノタイプ 1 とジェノタ
イプ 2 の 2 つのウイルスを感染させ、そ
のゲノムの増幅を継時的に測定した。図６
に示すように、感染後の継時的なゲノム量
の増幅はジェノタイプ 2 の方がジェノタ
イプ 1よりも高いという結果が得られた。
このジェノタイプ 1 と 2 の感染力の差異
は、用いる細胞が変わっても同様の傾向が
得られた。感染性が高い細胞内でのゲノム
の増幅能に違いがあるのかについては不
明である。 
 
C-5. Ku812 E2 細胞での網状赤血球抗原
の発現の違いと PV B19 の増幅能の差異 
 網状赤血球の表面マーカーとしては
CD55、CD59、Glycophorin A などが知ら
れている。そこでこれらのの網状赤血球抗
原の発現の違いと Ku812 細胞の PV B19
に対する感受性を評価した。このために網
状赤血球抗原発現の陽性、及び陰性細胞を
分取し、PV B19 を感染させて、PV B19
の増幅能を比較した。図７に示すように、
CD55+細胞と CD55-細胞は同様の PV 
B19 増幅能を示したが、CD59-陰性細胞で
は CD59+陽性細胞に比較して殆ど PV 
B19 の増幅が認められなかった。また、
Glycophorin+細胞も Glycophorin 陰性細
胞に比較して PV B19 の増幅は殆ど認め
られなかった。これらの結果から、PV B19
の増幅に感受性のある細胞は網状赤血球
でも特定の抗原を持つ細胞に限定される
可能性が示された。Glycophorin A+細胞は
ヘモグロビンをほとんど持たない細胞で
あり、Glycophorin A-細胞はヘモグロビン
を強く発現していた。 

 
C-6. 抗 Parvovirus B19 抗体 
1) 筋注用人免疫グロブリン製剤による 
B19V 中和活性の評価 
 ヒト IgG を含まない 5%アルブミン（中
和活性がない場合のコントロール）では、
107倍まで PV B19 の感染性が認められた。
一方、筋注用人免疫グロブリン製剤では、
検体間に差がなく 10 倍希釈あるいは 100
倍稀釈まで感染性が認められた。同一検体
を反復測定しても 10 倍希釈あるいは 100
倍稀釈まで感染性が認められた。 100 倍
稀釈では感染性を示すシグナルは 10 倍
稀釈に比べて弱い傾向があった。以上から 
15mgの人 IgGによって感染価は少なくて
も 5Log 中和されることが示された（図９）。 
 
2) NAT によるデングウイルス検出のため
のユニバーサルプライマーの検討 
Am.J.Trop.Med.Hyg.vol.56.424-429.199
7 及び J.Clin.Micro 2323-2330.2002 を参
考にして RT と 1st PCR は、10,406〜
10,432 と 10,674〜10,694、２ nd PCR は 
10,406〜10,423と10,617〜10,634のプラ
イマーを用いて semi-nested PCR を行な
った。４つの血清型のどの型にも合うよう
に血清型間で異なる塩基配列の部分は ミ
ックス配列とした。ほぼ同量のデングウイ
ルス RNA が存在すると考えられる各血清
型のデングウイルスの検出を行なったと
ころ、各血清型デングウイルスは検出でき
たが、血清型３と４に比較して血清型１は 
1/10、血清型２は 1/100 以下の感度であっ
た。 
 
C-７. HEV パネルの表示単位の国内標準
品を用いた校正 
 我々は、2010 年に国内６施設（国立医

薬品食品衛生研究所、国立感染症研究所、
（株）ベネシス、日本赤十字社、日本製薬
（株）、（財）化学及血清療法研究所）の参
加による共同検定を実施し、HEV-NAT 試
験用参照パネルを樹立した。参照パネルは
国内の HEV の遺伝子型である 3 型又は 4
型の 4 種類のクラスター（G3jp, G3us, 
G3sp, G4jp）に属し、実験感染ブタ糞便か
ら得た 4 株と培養細胞で増幅した 1 株の計
5 株をヒト血清で約 105 copies/ml に希釈し、
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0.5ml ずつ分注したものである。共同検定
では、感度検定用標準 RNA としてパネル
#1-4 は HEV PC RNA を、パネル#5(G3us)
は HEV G3us PC RNA を用いてコピー数
で値付けした（Table 1）。しかし、HEV 
genotype 3b 陽性血漿を原料として製造さ
れた HEV-RNA 国内標準品が 2013 年に制
定されたことから、コピー数で表示されて
いる各パネルの表示単位について、国内標
準品に基づく国際単位（IU）でも表示する
ための検討を行った。 
 まず、HEV-RNA 国内標準品を定量 PCR
のスタンダードとし、各参照パネルを IU 単
位で定量する方法を試みたが、HEV G3us 
PC RNA(#5)測定用のプライマー、プローブ
セットでは HEV-RNA 国内標準品は検出で
きず、この方法では swJB-M8(G3us)の IU
単位を求められないことが判明した。また、
HEV-RNA 国内標準品を用いて各パネルの
IU 表示単位をそれぞれ新たに算出すると、
共同検定により定めたコピー数が IU 表示
単位に反映されないことになる。そこで、
共同検定の際、コピー数を定めるために用
いた感度検定用 RNA を基準として定量
RT-PCR により HEV-RNA 国内標準品
（250,000IU/mL）を測定して何コピーに相
当するかを算出し、コピー数と IU 単位との
換算係数を求め、換算係数を基に各パネル
の IU 単位を算出することにした。また、
HEV G3us PC RNA を感度検定用標準
RNA とし、FHE100 をプローブとした場合、
HEV-RNA 国内標準品を測定できないこと
から、HEV G3us PC RNA 及び参照パネル
#5(G3us)と HEV 国内標準品を同時に測定
可能な新たなプライマー・プローブセット
として、両者をミスマッチなく検出可能な
M8-2 を設計して使用することとした。 
 HEV-RNA 国内標準品について、4 回の
試験を実施して IU とコピー数の換算係数
（IU/copies）を求めたところ、HEV PC 
RNA を基準にした場合の平均値が 0.41、 
HEV G3us PC RNA を基準にした場合の
平均値が 0.59 と算出された(Table 2)。得ら
れた IU/copies 換算係数を用いて参照パネ
ルの換算 IU 値を算出した（Table 3）。 
 
C-８. 定量的 PCR による HBV 国内標準
品の再校正 

共同研究には国内の 7 施設（公的機関 2、
血液事業者等 1、民間の衛生試験所 2、体
外診断薬メーカー2）が参加し、日常実施
している定量試験法を用いて国内標準品
と国際標準品を測定した。4 施設がコバス
TaqMan HBV「オート」v2.0 で、3 施設
がアキュジーン m-HBV で 2 施設が 
In-houseのTaqMan PCRを用いて測定し、
合計 9 セットの測定結果が得られた（表 1）。
参加施設から報告された結果を国立感染
症研究所が解析して、HBV-DNA 国内標準
品の力価を国際単位を用いて改めて決定
することになっている。 
 
D. 考察 

PV B19 のジェノタイプパネルの有用性
評価の一環として、より簡便にその感染性
を評価可能な Ku812 細胞クローンの選択
を行った。樹立した細胞は、ゲノムコピー
数の増幅を指標としてウイルスの感染性
を簡便に測定可能であり、また継時的なウ
イルス増幅測定も可能であった。また、従
来の in vitro 感染系と同様に抗 PV B19 抗
体により感染性が中和されることも確認
できた。 
この Ku812 E2 細胞を用いて PV B19

のジェノタイプによる感染・増幅能の差異
について検討した。その結果、ジェノタイ
プ２がジェノタイプ１に比較して高い増
幅能を示した。この差異はウイルスの感染
性の違いによるのか増幅能の違いによる
のかについては不明であった。感染した
Ku812 E2 細胞内でのウイルス抗原の発
現について差異があるか検討したが、ゲノ
ムコピー数の差異ほどの大きな違いは認
められなかった。 
また、PV B19 の Ku812 細胞への感染

は網状赤血球への感染のモデルと考えら
れている。そこで網状赤血球の分化抗原を
指標として Ku812 E2 細胞を分画し、分化
抗原の発現と PV B19 への感受性の関係
について解析を行った。その結果、Ku812 
E2 細胞で CD59+/Glycophorin A-/CD55+/- 
細胞という限定された抗原陽性細胞で遺
伝子の増幅が認められることが示された。
このことは PV B19 は網状赤血球の特定
のステージで感染・増幅が起こることを示
している可能性がある。 
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今後 PV B19 の増幅ステージでの同定
を行うと共に、この定量的な感染性評価系
を用いて、in vitro での最小感染価を明ら
かにすると共に、その感染価と IU との関
係を明らかにする。これらの結果を検査で
求められる検出感度と PV B19 の感染性
との相関性を明らかにすることに用いて
いく。 

 
B19Vは多くの場合不顕性感染となるた

め抗体保有率は、大人の 40〜50％と言わ
れている。抗 PV B19 抗体は中和活性があ
ることが知られている。米国の S/D 処理し
た新鮮凍結血漿による B19V 感染事例か
ら、10７IU/mL 以上では感染が生じ、
104IU/mL以下では感染例がなかったこと
知られている。これを基に米国では
104IU/mL以下を原料血漿の規格値として
いる。一方、症例数は少ないが輸血による
B19V感染の解析から103IU/mL以下では
感染した症例がないことも報告されてい
る。全血から感染したとすると１バッグの
血漿量から約 2 x 105IU が、PV B19 抗体
陰性の人が感染する最少の量と推定でき
る。原料血漿の基準を 10４IU/mL とし、
原料血漿プールの容量を 3000L とした場
合、プール全体で最大 3 x 1010IU の PV 
B19 が混入していることになるが、我々の
実験結果から血漿中に存在する抗体によ
って 5Log 感染性がなくなると推定できる。
その結果、プール血漿中の感染性ウイルス
は 3 x 105IU となり最大 1 人を感染させる
量が残存するだけになる。製造工程によっ
てさらに PV B19 は除去•不活化されるの
で最終製剤にまで感染性ウイルスが残存
する可能性は極めて低くなると考えられ
る。 
 我々は、これまで PV B19 の感染性の

評価を行い、方法を改良してきた。今回、
製造工程を考慮し、中和反応を 4℃で行な
った。また、ヒト免疫グロブリンと B19V
を反応させる容量を 500μL に増量する
ことで混和がし易いようにした。また、感
染させる F10 細胞を 1.5 倍にしたことで
RNA の沈殿が明瞭になり操作が容易にな
った。その結果、安定した結果が得られる
ようになった。 
 デングウイルス検出のためのユニバ

ーサルプライマーの検討では、今年度のプ
ライマーでは血清型間で 2Log 以上の感度
の差が生じた。特に２型の感度が悪かった
ので塩基配列を再検討し、感度の向上をは
かる必要がある。 

 
HEV は EU で感染の広がりが懸念され

ており、血漿分画製剤原料に対して HEV
の検査の必要性が議論されている。わが国
は、EU ほど陽性頻度が高くないことなど
から、陽性頻度の高い北海道で試験的に
NAT 検査が実施されている。一方、2014
年から日本赤十字北海道支所での HEV 
NAT 検査に個別検査が適用されたが、そ
の結果陽性頻度が高くなる傾向が示され
ている。まだデータ収集が開始されたばか
りであり、現時点で判断するのは困難であ
るが、将来の対応を考える場合に NAT 試
験評価に HEV 参照パネルを用いることが
できるのではと期待される。 

2010 年に共同検定を行った HEV パネ
ルについて HEV 国際標準品が作製された
ことからその IU 単位への校正を行った。
その結果 Table 3 で示すように、4 つのジ
ェノタイプについて IU 値を求めることが
できた。但し、クラスターG3us Genotype 
swJB-M8 は用いるプラーマーが異なる点
に配慮が必要と考えられる。 
 
E. 結論 

Ku812 細胞から EPO 存在下に PV B19
に感受性の高いクローンを樹立した。この
クローンを用いて PV B19 のジェノタイ
プによる感染・増幅能の差異を評価可能で
あった。今後、この細胞を用いて検査で求
められる検出感度と PV B19 の感染性と
の相関性を明らかにすることに用いてい
く。 

B19V の中和活性測定法を改良し、血漿
相当量の人免疫グロブリンによって約
5Log 中和されることを明らかにし、原料
血漿の基準 104IU/mL は、実験的にも適
切であることが示された。また、デングウ
イルスの血清型全てを検出するためのユ
ニバーサルプライマーを検討したが、血清
型によっては感度が 1/100 以下となり、更
なる改良が必要である。 

HEV-RNA 国内標準品を用いて、コピー
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数で表示されている HEV-NAT 試験用参
照パネルの参考値として国際単位（IU）
を算出した。 

HBV 国内標準品の再校正に関して、
HBV-DNA 国内標準品の力価を国際標準
品に準拠して再評価することを目的と
して、国内共同研究を実施した。7 か所
の参加施設から報告された結果を国立
感染症研究所が解析して、国内標準品の
力価を国際単位に換算することになっ
ている。 

 
希釈用血漿を譲渡していただいた日本

赤十字社に感謝いたします。 
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Table 1 共同検定による HEV 参照パネルの表示コピー数 

# 
HEV 

参照パネル 
クラスタ

ー 
由来 Accession 

No. 
容量 
(mL) 

Log 
copies/mL 

1 swJR-P5 G3jp 
実験感染ブタの

糞便 
AB481229 0.5 5.07±0.35 

2 swJB-E10 G3sp 
実験感染ブタの

糞便 
AB481226 0.5 4.80±0.33 

3 swJB-E10cul G3sp 
swJB-E10 株感
染培養細胞上清 

 0.5 4.43±0.31 

4 swJB-M7 G4jp 
実験感染ブタの

糞便 
AB481227 0.5 4.91±0.42 

5 swJB-M8 G3us 
実験感染ブタの

糞便 
AB481228 0.5 5.27±0.39 

 
Table 2 HEV 国内標準品の RNA 標準品による測定での IU/copies 換算係数 

定量 
スタンダ
ード 

国内標準品 (250,000 IU/mL) の測定値 

 

1 回目 2 回目 3 回目 4 回目 平均 SD 

HEV PC 
RNA 

コピー数 593,829 631,650 676,194 553,981 613,914 45,246 

IU/copies
換算係数 0.42 0.40 0.37 0.45 0.41 0.03 

HEV 
G3us PC 

RNA 

コピー数 359,890 443,302 518,032 427,805 440,408 56,205 
IU/copies
換算係数 0.69 0.56 0.58 0.52 0.61 0.06 

 
Table 3 HEV 参照パネルの IU 換算値 

# 
HEV 
参照パネル 

クラス
ター 

共同検定値 IU/copies 
換算係数 

IU 換算値 
Log 

copies/mL copies/mL IU/mL Log 
IU/mL 

1 swJR-P5 G3jp 5.07±0.35 117,490 0.41 48,171 4.68 
2 swJB-E10 G3sp 4.80±0.33 63,096 0.41 25,869 4.41 
3 swJB-E10cul G3sp 4.43±0.31 26,915 0.41 11,035 4.04 
4 swJB-M7 G4jp 4.91±0.42 81,283 0.41 33,326 4.52 
5 swJB-M8 G3us 5.27±0.39 186,209 0.59 109,863 5.04 
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平成 26 年度厚生労働科学研究委託事業（医薬品等規制調和・評価研究事業） 
委託業務成果報告（業務項目） 

 
血液製剤の NAT 試験の評価技術の開発と国際動向の研究 

 
担当責任者 内田恵理子（国立医薬品食品衛生研究所 遺伝子医薬部 第一室長） 

 
研究要旨： 
血液製剤のウイルス安全性確保の一環として、Parvovirus B19(PV B19)検出ための

NAT の精度評価のための参照パネルについて、IU 単位と感染価の関係を評価するため
に Ku812 のサブクローンを分離し、従来よりも定量性のあるインビトロ細胞アッセイ系
の確立を行った。その結果、ジェノタイプ 1 及びジェノタイプ 2 について感染性を比較
可能な細胞系が樹立できた。従来の手法はインビトロで細胞に感染した Parvovirus B19
ゲノムから読み取られたスプラインシング mRNA を測定するものであったが、今回樹
立した系ではウイルスゲノム DNA そのものの増幅を指標に感染性を評価することが可
能であった。 
この感染系を用いて Parvovirus B19 が感染するとされる網状赤血球のいくつかの受

容体発現と感染性の関係についても明らかにすることができた。次年度以降に本アッセ
イ系を用いて Parvovirus B19 の国際単位と感染能との関係について明らかにする予定
である。 
また、血液製剤のウイルス安全性確保のための環境整備に関する研究として、E 型肝

炎ウイルス（HEV）参照パネルについてリアルタイム PCR を用いて 2 つのジェノタイ
プ（ジェノタイプ 3 及び４）の国際単位に対する校正を行い、参照パネルを用いて NAT
試験のバリデーションを行う場合の情報を提供するようにした。 

 
 

担当協力者 
塙 美玲 国立医薬品食品衛生研究所 
豊田淑江 国立医薬品食品衛生研究所 
 

A. 目的 
血液製剤のウイルス安全性は長年にわた

る検出手法の開発、改良により大きく向上
してきている。特に、1990 年代後半より、
原料血漿のウイルススクリーニングとして
核酸増幅試験（NAT）が実施されるように
なり、その安全性は飛躍的に増してきてい
る。しかしながら、NAT 検査においても現
在の技術では検出できないウインドウ期が
存在し、きわめて低頻度であるが検査をす
り抜けたウイルス陽性血液製剤により感染
が起こることが報告されてきている。また、
輸入感染症とも言われる海外のみで見られ
るサブタイプ、ジェノタイプへの対応も指
摘されてきている。 
一方で、NAT の技術開発にも大きな努力

が払われており、試験に用いる検体量や抽
出効率の改良、さらには輸入感染症への対

応などに多くの努力が払われている。わが
国でも、欧米と同様に血液製剤のウイルス
安全性指針の下位指針として NAT のウイ
ルス検査についてのガイドラインを発出し
ているが、FDA 等では既に、このような技
術進歩や社会的要因を含めた対応のために
ガイドラインの策定や改定が行われている。 
その一方で、近年 NAT のすり抜けによる

HIV 感染が起こり、現行の高感度な NAT
試験法でも検出されないほどの低濃度の
HIV 感染血であっても伝播が起こりうるこ
とが分かった。血液製剤のウイルス安全性
にゴールはないかもしれないが、可能な限
りそのリスクを低減化していく対応が求め
られる。 
さらに NAT 試験としては HCV、HBV、

HIV が対象として、これらのウイルスの標
準品や参照パネルが作製され、さらに採用
する NAT 試験の要件として、これらのウイ
ルスについて 100IU（HCV、HBV）から
200IU（HIV）の感度を求めている。しか
し、これ以外のウイルスについてもいくつ
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か輸血後感染の事例も報告され、今後試験
の実施の必要性について議論が必要となっ
てきている。すでに HEV についてはその
疫学的な情報等から北海道地域に限定して
試行的な NAT スクリーニング試験が実施
されている。また、Parvovirus B19 につい
ても一部の血液製剤メーカーで NAT によ
る試験が実施されている。また FDA は
Parvovirus B19 に関しては抗体の保有率
等から血漿分画製剤の原料として用いる場
合には10^4IU/ml以上の感度を持つ試験の
実施が必要としている。 
本研究では、このような現状を考慮し、

現行の NAT 試験の対象とされている HCV、
HBV、HIV 以外のウイルスについて標準品
や参照パネルの整備を行うと共に、NAT で
求めるべき感度の基礎データを得るために
国際単位と感染性との関連について評価を
行う。 
本年度はヨーロッパ薬局方で NAT 試験

の導入が提案されていることを受け、HEV
参照パネルについて国際標準品との校正を
行った。 

Parvovirus B19 の参照パネルを活用し
ていくために、Parvovirus B19 のより定
量性の高い感染系の確立を目指した。 
ウイルスNATの環境整備を目的として、

以前樹立した E 型肝炎ウイルス（HEV）
の参照パネルについて、コピー数により
表示されている表示単位を国内標準品
を用いた国際単位に換算するための検
討を実施した。 

 
B. 方法 
B.1.  PV B19 の感染性評価系の開発 

EPO存在下にKu812細胞を限界希釈に
よる培養を行い、PV-B19 を感染させた時
に最もゲノムコピー数の増加が得られる
クローンを選択した（図１）。最も高い増
幅が得られたクローンを複数選択し、さら
に細胞増殖性などを考慮して一つのクロ
ーン Ku812 E2 を選択した。 
最も PV B19 のゲノムの複製が起こる

条件を明らかにするために、複数の培養条
件でウイルスの増幅を測定した。すなわち
Ku812 E2 細胞を OptiMEM に 1  x 106 

cells/ml になるように懸濁し、106 ウイル
ス/ml になるように PV B19 を添加して 1

時間インキュベートした。細胞を遠心操作
により分離後、ASF104 無血清培地、１％
FBS を含む RPMI1640 培地、及び
10%FBS を含む RPMI1640 培地に懸濁し、
培養を行った。培養開始０日として、一定
時間ごとに細胞を含む培養液、細胞のみ、
細胞上清をサンプリングし、ゲノム抽出を
行った。 

 
B.2. PV B19 参照パネルの感染性評価系
による評価 
Ku812 E2にPV-B19を感染させ細胞を含

む培養懸濁液から DNA を抽出し、ウイル
スゲノム量を定量的 PCR により解析した。
プライマー／プローブの組合わせとしては
次の 2 種類を検討した。 
NS１プライマー／プローブ 

Forward primer (1909-1925): 5’-CTCAT 
CACYCCA GGCGC-3’ 

Reverse primer (2009-1989): 5’-GAGG 
AAACTG RGCTTCCGACA-3’ 

Probe (1961-1984): 5’ FAM-TCCCC 
GGGACCAGTTCAGGAGAAT-TAMRA-3’ 

 
VP2 プライマー／プローブ 

Forward primer: 5’-TGG CCC ATT TTC 
AAG GAA GT-3’ 

Reverse primer: 5’-CTG AAG TCA TGC 
TTG GGT ATT TTT C-3’ 

Probe: 5’(FAM)-CCG GAA GTT CCC 
GCT TAC AAC-(TAMRA)3’ 

 
B.3. Ku812 E2 細胞の網状赤血球分化抗原
による分離 
網状赤血球の分化抗原である CD55（グ

リコシル -ホスファチジルイノシトール
（GPI）結合型の単鎖細胞表面タンパク質
である Decay Accelerating Factor（DAF））、
CD59（プロテクチンもしくは Membrane 
Inhibitor of Reactive Lysis（MIRL））、
Glycophorin A を指標として、Ku812 E2
細胞をそれぞれの陽性細胞と陰性細胞に分
画した。こられの細胞を OptiMEM に 1  x 
106 cells/ml になるように懸濁し、106ウイ
ルス/ml になるように PV B19 を添加し、1
時間インキュベートした。細胞を遠心操作
により分離後、10%FBS を含む RPMI1640
培地に懸濁し、培養を行った。 
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B.4. PV B19 ジェノタイプの感染性の差
異 
 PV B19 のジェノタイプの感染性の強さ
の違いについて Ku812 細胞で評価可能か
検討するために上記と同様の方法で感染
実験を行った。 
 
B.5. HEV パネル力価の国内標準品による
校正 
(1)HEV パネル 
HEV 参照パネルは日本血液製剤機構(旧
(株)ベネシス)より供与されたパネル候補
品を基に国内共同検定により樹立したも
ので、国立医薬品食品衛生研究所で参照パ
ネルとして保管しているものを使用した。
パネルの詳細を表 1 に示す。 
 
(2)感度検定用標準 RNA 
標準RNA液はHEV PC RNA（G3jp、G3sp、
G4jp 用）と HEV G3us PC RNA（G3us
用）の二種類ある。Pellet Paint（Novagen）
という共沈剤を含み、70%エタノール中で
不溶化した状態で 107copies/1.5mL チュ
ーブに-80℃下で保存したものを用いた。
本チューブを室温で溶解後、卓上遠心機で
14000rpm 10 分遠心した。遠心により
Pellet Paint の鮮やかなピンク色の沈殿
を吸い込まないように上清を除いた。300
μL の 70%エタノールを添加しチューブ
内を洗浄後、14000rpm、3 分遠心し再度
上清を除き、ふたを開けたまま数分放置し
た。その後 1ｍL の滅菌水を加え、細いチ
ップで沈殿をほぐし、20 回ピペッティン
グして溶解させた後、ふたを閉め vortex
を 15 秒間行ない、遠心機でスピンダウン
し、本液を 105 copies/10μL 液とした。次
に滅菌水 900μL を加えた 1.5mL チュー
ブに 105 copies/10μL 液を 100μL 加え、
前述と同様の操作を行ない 104 copies/10
μL 液を調製した。さらに同様の操作で
103 copies/10μL 液、102 copies/10μL
液を調製した。これら 4 本の調製液を標準
RNA 液として定量 RT-PCR を各濃度
3well で実施した。 
 
(3)国内標準品 
HEV-RNA 国内標準品（第一世代）はロッ
ト番号 JEV-(3b)HE3、250,000IU/mL の

0.5mL 凍結乾燥品であり、国立感染症研究
所から入手後、-80℃で保存した。使用時
には室温に戻し、注射用水 0.5mL に溶解
後、分注して使用し残りは-80℃で保存し
た。 
 
(4)ウイルス RNA の抽出 
HEV 参照パネル及び HEV-RNA 国内標準
品からのウイルス RNA の抽出は、
QIAamp Viral RNA mini kit (Qiagen)を
使用してマニュアルに従い試料 140μl か
ら抽出を行い、50μl の Buffer AVE で溶
出した。定量 PCR には溶出液 40μL をと
り、60μL の TE を加えて 2.5 倍希釈後、
各試料 1 well に 10μL ずつ 3 well を用い
て定量 RT-PCR を実施した。 
 
(5)定量 RT-PCR 
定 量 RT-PCR は QuantiTect Probe 
RT-PCR kit (Qiagen)を使用し、ABI7500 
定量 PCR 装置を用いて定量した。使用し
たプライマー、プローブセットの配列を以
下に示す。  
●HEV PC RNA(#1-4)測定用 
Forward primer (HE86): 5 ’
-GGTGGTTTCTGGGGTGAC-3 ’  ; 
Reverse primer (HE87) ：  5 ’
-AGGGGTTGGTTGGATGAA-3’ 
TaqMan probe (FHE88) ：  5 ’
-FAM-TGATTCTCAGCCCTTCGC-BHQ
1-3’ 
●HEV G3us PC RNA(#5)測定用 
Forward primer (HE86), Reverse primer 
(HE87)は HEV PC RNA 測定用と同じ。 
TaqMan probe (FHE100) ：  5 ’
-FAM-TGATTCCCAGCCCTTCGC-BHQ
1-3’ 
●HEV G3us PC RNA(#5)と国内標準品
同時測定用（M8-2） 
Forward primer M8-F-2 ：  5 ’
-CCTTCGCCCTCCCCTATATTCA-3 ’  
Reverse primer M8-R-2 ：  5 ’
-CCAGCCCCGGATTGTGAAAC-3 ’ 
TaqMan probe M8-P-2 ： 5 ’
-FAM-CAACCAACCCCTTCGCCGCCG
AT-BHQ1-3’ 
 
C. 結果 
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C.1. PV B19 の感染性評価系の樹立 
PV B19 はエリスロポエチン（EPO）存

在下にKu812 細胞に感染することが知ら
れており、この細胞系を用いて感染性を評
価されている。この感染系では細胞に感染
した PV B19 は細胞変性を起こすことは
なく持続感染をするのみであり、またゲノ
ムの増幅を検出することも難しいとされ
ている。このため PV B19 ゲノムから読み
取られたスプライシング mRNA を検出す
ることにより感染性が評価されている。こ
の場合必ずしもウイルスゲノムの増幅と
は相関しない。 
そこで、EPO 存在下に Ku812 細胞を限

界希釈による培養を行い、PV-B19 を感染
させた時に最もゲノムコピー数の増加が
得られるクローンを選択した（図１）。最
も高い増幅が得られたクローンを複数選
択し、さらに細胞増殖性などを考慮して一
つのクローンを選択した（Ku812 E2）。ウ
イルス増幅能の高いクローンと増幅能の
低いクローンを選択し感染後のウイルス
ゲノムの増幅を継時的に測定すると図 2
に示すように、増幅能の違いが明確となっ
た。選択したクローン(Ku812 E2 細胞)を
遠心して細胞を沈殿させるとペレットは
ヘモグロビン産生によると考えられる赤
色を呈していた(図３)が、増幅能のほとん
どないクローンはこのようなヘモグロビ
ン由来と考えらえる赤色は呈していなか
った。また、この細胞を凍結融解により細
胞を破砕し、その抽出物のスペクトル解析
を行うとヘモグロビンに相当する可視部
に吸収スペクトルが得られた。親株である
Ku812 細胞ではクローン株のような赤色
を呈することはなく、また抽出操作を行っ
てもヘモグロビンのスペクトルは得られ
なかった。 
このことから PV B19 に指向性のある細
胞はヘモグロビン産生を行うまでに分化
した網状赤血球であると考えられた。 
 
C.2. Ku812 細胞での PV B19 の増幅条件
の検討 
 Ku812 E2 細胞に PV B19 を感染させた
後、無血清培地や低血清条件、及び通常の
10%FBS 存在下で培養を行い、ウイルス
ゲノムが最も増幅する条件を検討した。図

４に示すように、通常、ウイルス増幅は細
胞の増幅を抑制するような1%FBS条件化
で培養したときに高い増幅が観察される
が、PV B19 は 10%FBS の方が 1%FBS
よりもはるかに高い増幅を示した。 
これは単に細胞の増幅条件として

10%FBS が適しているということではな
いと考えられる。というのも２種類の無血
清培地を用いて培養を行ったが、両方の培
地で Ku812 E2 細胞は RPMI 1640 培地
と同等の増幅が認められたのにも関わら
ず、ウイルスの増幅はやはり 10%FBS を
含む RPMI1640 培地が最も高い PV B19
の増幅が認められたからである。 
一方この培養条件で増幅した PV B19 の
ゲノムが細胞内あるいは上清のどちらに
検出されるのかを検討した。その結果、い
ずれの条件においても上清中にはわずか
しか検出されず、ウイルスは細胞内にのみ
検出された。また、この上清、あるいは細
胞溶解液に感染性ウイルスが存在するか
の検討を行った。しかし、いずれの条件で
も Ku812 E2 細胞への感染性を検出でき
ることはなかった。従って、Ku812 E2 細
胞への PV B19 の感染ではゲノムの複製
が起こっているものの、感染性をもつウイ
ルス粒子は放出されないと考えられる。 
一方、Ku812E2 細胞に PV B19 を感染

させた後、細胞内 PV B19 粒子タンパク質
の翻訳が起きているかを抗 PV B19 抗体
を用いて免疫染色を行ったところ、ウイル
スタンパク質の発現が蛍光免疫染色によ
って確認された。 

 
C.3. Ku812 細胞への PV B19 の感染に及
ぼす抗 PV B19 抗体の影響 
 すでに抗 PV-B19 抗体が Ku812 細胞を
用いた in vitro感染実験系で感染能を阻害
することが示されている。我々も抗 PV 
B19 抗体が Ku812 E2 細胞への感染を阻
害するか確認した(図５)。2 種類の PV B19
検体を用いて感染実験を行ったが、抗体非
存在化では継時的なウイルスゲノムの増
幅が確認されたが、抗体存在下ではこのよ
うなウイルスゲノムの増幅は認められな
かった。また、WHO の PV B19 参照パネ
ルはジェノタイプ１から３を含み、それぞ
れに抗 PV B19 抗体が添加されている。



 5 

WHO参照パネルはこのKu812 E2細胞で
の感染性が示されず、WHO が安全性の観
点から添加している抗体が十分にその機
能を果たしていることが示される。 
 
C.4. PV B19 参照パネルの感染性評価 
 PV B19 の安全対策の一環としてこれま
でに厚生労働研究事業においてジェノタ
イプ 1 とジェノタイプ 2 の高タイター及
び低タイター参照パネルを作製した。それ
ぞれのタイターは国際標準品に対して校
正されている。 
 この PV B19 の参照パネルの有用性を
評価する目的の一環として上記で樹立し
た Ku812 E2 細胞を用いてその感染性を
比較することにした。 
 ウイルスの増幅能の比較では、Ku812 
E2 細胞と Ku812 E17 細胞の 2 種類の細
胞を用いて、ジェノタイプ 1 とジェノタ
イプ 2 の 2 つのウイルスを感染させ、そ
のゲノムの増幅を継時的に測定した。図６
に示すように、感染後の継時的なゲノム量
の増幅はジェノタイプ 2 の方がジェノタ
イプ 1よりも高いという結果が得られた。
このジェノタイプ 1 と 2 の感染力の差異
は、用いる細胞が変わっても同様の傾向が
得られた。感染性が高い細胞内でのゲノム
の増幅能に違いがあるのかについては不
明である。 
 
C.5. Ku812 E2 細胞での網状赤血球抗原
の発現の違いと PV B19 の増幅能の差異 
 網状赤血球の表面マーカーとしては
CD55、CD59、Glycophorin A などが知ら
れている。そこでこれらの網状赤血球抗原
の発現の違いと Ku812 細胞の PV B19 に
対する感受性を評価した。このために網状
赤血球抗原発現の陽性、及び陰性細胞を分
取し、PV B19 を感染させて、PV B19 の
増幅能を比較した。図７に示すように、
CD55+細胞と CD55-細胞は同様の PV 
B19 増幅能を示したが、CD59-陰性細胞で
は CD59+陽性細胞に比較して殆ど PV 
B19 の増幅が認められなかった。また、
Glycophorin+細胞も Glycophorin 陰性細
胞に比較して PV B19 の増幅は殆ど認め
られなかった。これらの結果から、PV B19
の増幅に感受性のある細胞は網状赤血球

でも特定の抗原を持つ細胞に限定される
可能性が示された。Glycophorin A+細胞は
ヘモグロビンをほとんど持たない細胞で
あり、Glycophorin A-細胞はヘモグロビン
を強く発現していた。 
 
C.6. HEV パネルの表示単位の国内標準品
を用いた校正 
 我々は、2010 年に国内６施設（国立医

薬品食品衛生研究所、国立感染症研究所、
（株）ベネシス、日本赤十字社、日本製薬
（株）、（財）化学及血清療法研究所）の参
加による共同検定を実施し、HEV-NAT 試
験用参照パネルを樹立した。参照パネルは
国内の HEV の遺伝子型である 3 型又は 4
型の 4 種類のクラスター（G3jp, G3us, 
G3sp, G4jp）に属し、実験感染ブタ糞便か
ら得た 4 株と培養細胞で増幅した 1 株の計
5 株をヒト血清で約 105 copies/ml に希釈し、
0.5ml ずつ分注したものである。共同検定
では、感度検定用標準 RNA としてパネル
#1-4 は HEV PC RNA を、パネル#5(G3us)
は HEV G3us PC RNA を用いてコピー数
で値付けした（表  1）。しかし、HEV 
genotype 3b 陽性血漿を原料として製造さ
れた HEV-RNA 国内標準品が 2013 年に制
定されたことから、コピー数で表示されて
いる各パネルの表示単位について、国内標
準品に基づく国際単位（IU）でも表示する
ための検討を行った。 
 まず、HEV-RNA 国内標準品を定量 PCR
のスタンダードとし、各参照パネルを IU 単
位で定量する方法を試みたが、HEV G3us 
PC RNA(#5)測定用のプライマー、プローブ
セットでは HEV-RNA 国内標準品は検出で
きず、この方法では swJB-M8(G3us)の IU
単位を求められないことが判明した。また、
HEV-RNA 国内標準品を用いて各パネルの
IU 表示単位をそれぞれ新たに算出すると、
共同検定により定めたコピー数が IU 表示
単位に反映されないことになる。そこで、
共同検定の際、コピー数を定めるために用
いた感度検定用 RNA を基準として定量
RT-PCR により HEV-RNA 国内標準品
（250,000IU/mL）を測定して何コピーに相
当するかを算出し、コピー数と IU 単位との
換算係数を求め、換算係数を基に各パネル
の IU 単位を算出することにした。また、
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HEV G3us PC RNA を感度検定用標準
RNA とし、FHE100 をプローブとした場合、
HEV-RNA 国内標準品を測定できないこと
から、HEV G3us PC RNA 及び参照パネル
#5(G3us)と HEV 国内標準品を同時に測定
可能な新たなプライマー・プローブセット
として、両者をミスマッチなく検出可能な
M8-2 を設計して使用することとした。 
 HEV-RNA 国内標準品について、4 回の
試験を実施して IU とコピー数の換算係数
（IU/copies）を求めたところ、HEV PC 
RNA を基準にした場合の平均値が 0.41、 
HEV G3us PC RNA を基準にした場合の
平均値が 0.59 と算出された(表 2)。得られ
た IU/copies 換算係数を用いて参照パネル
の換算 IU 値を算出した（表 3）。 
 
D. 考察 

PV B19 のジェノタイプパネルの有用性
評価の一環として、より簡便にその感染性
を評価可能な Ku812 細胞クローンの選択
を行った。樹立した細胞は、ゲノムコピー
数の増幅を指標としてウイルスの感染性
を簡便に測定可能であり、また継時的なウ
イルス増幅測定も可能であった。また、従
来の in vitro 感染系と同様に抗 PV B19 抗
体により感染性が中和されることも確認
できた。 
この Ku812 E2 細胞を用いて PV B19

のジェノタイプによる感染・増幅能の差異
について検討した。その結果、ジェノタイ
プ２がジェノタイプ１に比較して高い増
幅能を示した。この差異はウイルスの感染
性の違いによるのか増幅能の違いによる
のかについては不明であった。感染した
Ku812 E2 細胞内でのウイルス抗原の発
現について差異があるか検討したが、ゲノ
ムコピー数の差異ほどの大きな違いは認
められなかった。 
また、PV B19 の Ku812 細胞への感染

は網状赤血球への感染のモデルと考えら
れている。そこで網状赤血球の分化抗原を
指標として Ku812 E2 細胞を分画し、分化
抗原の発現と PV B19 への感受性の関係
について解析を行った。その結果、Ku812 
E2 細胞で CD59+/Glycophorin A-/CD55+/- 
細胞という限定された抗原陽性細胞で遺
伝子の増幅が認められることが示された。

このことは PV B19 は網状赤血球の特定
のステージで感染・増幅が起こることを示
している可能性がある。 
今後 PV B19 の増幅ステージでの同定

を行うと共に、この定量的な感染性評価系
を用いて、in vitro での最小感染価を明ら
かにすると共に、その感染価と IU との関
係を明らかにする。これらの結果を検査で
求められる検出感度と PV B19 の感染性
との相関性を明らかにすることに用いて
いく。 

HEV は EU で感染の広がりが懸念され
ており、血漿分画製剤原料に対して HEV
の検査の必要性が議論されている。わが国
は、EU ほど陽性頻度が高くないことなど
から、陽性頻度の高い北海道で試験的に
NAT 検査が実施されている。一方、2014
年から日本赤十字の北海道での HEV 
NAT 検査に個別検査が適用されたが、そ
の結果陽性頻度が高くなる傾向が示され
ている。まだデータ収集が開始されたばか
りであり、現時点で判断するのは困難であ
るが、将来の対応を考える場合に NAT 試
験評価に HEV 参照パネルが用いることが
できるのでは期待される。 

2010 年に共同検定を行った HEV パネ
ルについて HEV 国際標準品が作製された
ことからその IU 単位への校正を行った。
その結果 Table 3 で示すように、4 つのジ
ェノタイプについて IU 値を求めることが
できた。但しクラスターG3us Genotype 
swJB-M8 は用いるプラーマーが他の参照
パネルとは異なる点に配慮が必要と考え
られる。 
 
E. 結論 

Ku812 細胞から EPO 存在下に PV B19
感染に感受性の高いクローンを樹立した。
このクローンを用いて PV B19 のジェノ
タイプによる感染・増幅能の差異を評価可
能であった。今後、この細胞を用いて検査
で求められる検出感度と PV B19 の感染
性との相関性を明らかにすることに用い
ていく。 
また、HEV-RNA 国内標準品を用いて、

コピー数で表示されている HEV-NAT 試
験用参照パネルの参考値として国際単位
（IU）を算出した。 
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G. 研究発表 
(1)論文発表 
1. 山口照英、内田恵理子：遺伝子治療の

開発に関する我が国の規制と海外動向、 
Pharma Medica （印刷中） 

2. 内田恵理子，古田美玲，菊池裕，窪崎
敦隆，遊佐精一，宮原美知子，佐々木
裕子，小原有弘，大谷梓，松山晃文，
大倉華雪, 山口照英: 日本薬局方参考
情報収載マイコプラズマ否定試験の
PCR 法改正のための共同研究、マイコ
プラズマ学会雑誌（印刷中）  

3. 内田恵理子、五十嵐友香、佐藤陽治：
遺伝性難病に対する遺伝子治療薬の臨
床開発促進のためのレギュラトリーサ
イエンス共同研究、衛研報告  132, 
10-12（2014） 

4. 内田恵理子，古田美玲，菊池裕，窪崎
敦隆，遊佐精一，宮原美知子，佐々木
裕子，小原有弘，大谷梓，松山晃文，
大倉華雪, 山口照英: 細胞基材に対す
るマイコプラズマ否定試験の PCR 法
の見直しに関する研究、医薬品医療機
器レギュラトリーサイエンス 45 (5), 
442-451 (2014)  

5. Teruhide Yamaguchi and Eriko 
Uchida: Oncolytic Virus: Regulatory 
Aspects from Quality Control to 
Clinical Studies, Current Cancer 
Drug Targets ( in press) 

 
(2) 学会発表 
1. 内田恵理子、豊田淑江、古田美玲、山

口照英、佐藤陽治：パルボウイルス 
B19 感染系の改良とジェノタイプの
違いによる増殖能の比較、日本薬学会
第 135 年会(2015.3)神戸 

2. 古田美玲、内田恵理子、山口照英：再
生医療製品のマイコプラズマ否定試験
としての NAT の適用に関する研究、第
14 回日本再生医療学会総会(2015.3)横
浜 

3. 内田恵理子：新しいマイコプラズマ否
定試験法、第 15 回医薬品等ウイルス安
全性シンポジウム(2015.2) 

4. 内田恵理子：遺伝子治療用製品指針改

定の取り組み－品質及び安全性の確保
と遺伝子治療製品の開発促進のために、
第 5 回国際協力遺伝病遺伝子治療フォ
ーラム(2015.1) 

5. 山口照英、内田恵理子、小野寺雅史：
遺伝子治療製品の品質/安全性確保
のための指針改定と国際調和、
IMSUT-CGCT キックオフシンポジウム
2014, 2014.11.21、東京 

6. 内田恵理子：マイコプラズマ否定試
験の改正によるNAT法の積極的活用、
第 13 回日本薬局方に関する研修会 
2014 年 10 月 9 日(大阪）, 15 日(東
京） 

7. Eriko Uchida：Current situation of 
advanced therapy regulation in the 
world, 第 20 回日本遺伝子治療学会学
術集会(2014.8) （東京）  

8. Eriko Uchida, Yuka Igarashi, Yoji Sato, 
Masafumi Onodera, Teruhide 
Yamaguchi：Study on the biosafety of ex 
vivo transduced cells with retroviral 
vectors and Cartagena protocol domestic 
law, 第 20 回日本遺伝子治療学会学術
集会(2014.8) （東京）  

9. Yuka Igarashi, Eriko Uchida, 
Masafumi Onodera: Quality control 
for the supernatants of retroviral 
vectors using a next-generation DNA 
sequencer, 第 20 回日本遺伝子治療学
会学術集会(2014.8) (東京) 

10. 内田恵理子、古田美玲、菊池裕、窪崎
敦隆、遊佐精一、宮原美知子、佐々木
裕子、小原有弘、大谷梓、松山晃文、
大倉華雪、山口照英：日本薬局方参考
情報収載マイコプラズマ否定試験の
PCR 法改正のための共同研究、日本マ
イコプラズマ学会第 41 回学術集会、
2014 年 5 月 22 日～23 日（東京 
 

H. 知的財産権の出願・登録状況 
H-1 特許取得 なし 
H-2 実用新案登録 なし 
H-3 その他 なし 
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厚生労働科学研究補助金（医薬品等規制調和・評価研究事業） 

委託業務成果報告（業務項目） 

 

血液製剤のウイルス等安全性確保のための評価技術開発に関する研究 

 

HBV−NAT の国内標準品の再値付けのための国内共同研究 

 

担当責任者 浜口 功  国立感染症研究所 血液・安全性研究部 部長 

担当協力者 水澤左衛子 国立感染症研究所 血液・安全性研究部 主任研究官 

 

研究要旨: 血液製剤のウイルス安全性の確保対策として 1990 年代後半より実施されて

いる原料血漿と輸血用血液のウイルス核酸増幅試験（NAT）のための国内標準品は当時

の WHO 国際共同研究の方法に準じてエンドポイント法によって力価が定められた。そ

の後、定量法の性能が飛躍的に向上したことから国際標準品の更新のための共同研究に

おいて定量法を用いて標準品の力価を決定するようになった。そこで、本研究において

は国際標準品の共同研究に準じ、現在使用されている定量法を用いて NAT のための国

内標準品の力価を再評価することを目的として共同研究を実施することとした。平成

26 年度は HBV-DNA 国内標準品の力価の再評価を目的とする共同研究を実施し、国内 7

施設が参加した。 

 

A. 背景と研究目的 

血液製剤のウイルス安全性は 1990 年

代後半より、原料血漿のウイルスの核酸

増幅試験（NAT）が実施されるようにな

り、飛躍的に増した。NAT 技術の進歩に

応じて、科学的根拠に基づいた新技術の

評価基盤の整備の必要性が高まり、その

一環として国際整合性のある国内標準品

等の整備が求められている。わが国で現

在使用されている HCV, HBV 及び HIV の

NAT のための国内標準品は当時の WHO

国際共同研究の方法に準じてエンドポイ

ント法によって国際標準品に対する相対

力価が定められた。その後、定量法の性

能が飛躍的に向上したことから国際標準

品の更新のための共同研究において主に

定量を用いて標準品の力価を決定するよ

うになった。また、これらの共同研究に

おいて、定量法による測定結果に基づい

て決定するほうがエンドポイント法の測

定結果に基づくよりも力価の誤差の小さ

ことが示された。そこで、本研究におい

ては、現在使用されている定量試験法を

用いて NAT のための国内標準品の力価を

国際標準品に準拠して値付けすることを

目的として、国内共同研究を実施する。

平成 26 年度は HBV-DNA 国内標準品を対

象とした。 

 

B. 研究方法 

1. 参加施設 

国立感染症研究所、国立医薬品食品衛



生研究所、血液事業者等、民間の衛生試

験所、体外診断薬メーカー。 

2.材料 

標準品（S）： 第三次 HBV-DNA 国際

標準品（10/264）、力価 850,000 IU/mL、分

注量 0.5mL/vial の凍結乾燥品。試料（J）：

第一次 HBV-DNA 国内標準品(HBV-129)、

力価 430,000 IU/mL。HBV genotype C 陽性

血漿を脱クリオ又はそれと同等の陰性プ

ール血漿で希釈、 0.5mL/vial に分注、

-80˚C で凍結したもの。希釈用血漿： 

HBV-DNA 陰 性 、 HCV-RNA 陰 性 、

HIV-1-RNA 陰性、HBs 抗原陰性、HCV 抗

体陰性、HIV-1/2 抗体陰性のプール血漿。

希釈用血漿には日本赤十字社から譲渡を

受けた輸血に適さない血液を使用した。 

3. 力価の測定 

標準品として国際標準品を用いて定量

法で力価の測定を実施した。各参加施設

において定量性が確認されている範囲で

標準品と試料を 3 段階以上の 10 倍段階希

釈し、それぞれの値を測定した。日を替

えて 3 回測定した。 

4. 力価の決定 

各施設が報告した測定値を感染研にお

いて統計解析し、国際標準品に対する相

対力価として決定する。 

 

C. 研究結果 

共同研究には国内の 7 施設（公的機

関 2、血液事業者等 1、民間の衛生試験

所 2、体外診断薬メーカー2）が参加し、

日常実施している定量試験法を用いて

国内標準品と国際標準品を測定した。4

施設がコバス TaqMan HBV「オート」

v2.0 で、3 施設がアキュジーン m-HBV

で 2 施設が In-house の TaqMan PCR を

用いて測定し、合計 9 セットの測定結果

が得られた（表 1）。参加施設から報告

された結果を国立感染症研究所が解析

して、HBV-DNA 国内標準品の力価を国

際単位を用いて改めて決定することに

なっている。  

 

D. まとめ 

本研究において、今年度は定量試験法

を用いて NAT のための HBV-DNA 国内標

準品の力価を国際標準品に準拠して再評

価することを目的として、国内共同研究

を実施した。7 か所の参加施設から報告さ

れた結果を国立感染症研究所が解析して、

国内標準品の力価を国際単位を用いて改

めて決定することになっている。国内で

使用されている血漿分画製剤を製造する

国内外のメーカーの参加を募ったが、原

料プールの試験で日常実施している定性

法での参加希望のみであったため、今回

の研究には加えなかった。 

 

E. 謝辞 

希釈用血漿を譲渡していただいた日本

赤十字社に感謝いたします。 

 

Ｆ．研究発表 

1. 論文発表 

1) Epstein J, Ganz PR, Seitz R, Jutzi M, 

Schaerer C, Michaud G, Agbanyo F, 

Smith G, Prosser I, Heiden M, 

Saint-Marie I, Oualikene-Gonin W, 

Hamaguchi I, Yasuda N: A shared 

regulatory perspective on deferral from 

blood donation of men who have sex with 



men (MSM). Vox Sang, 

107(4):416-9,2014 

2) Okuma K, Fukagawa K, Tateyama S, 

Kohma T, Mochida K, Hiyoshi M, 

Takahama Y, Hamaguchi Y, Hirose K, 

Buonocore L, Rose JK, Mizuochi T, 

Hamaguchi I: Development of an 

Infectious Surrogate Hepatitis C Virus 

Based on a Recombinant Vesicular 

Stomatitis Virus Expressing Hepatitis C 

Virus Envelope Glycoproteins and Green 

Fluorescent Protein. Jpn J  Infect Dis. In 

press 

3) Kuramitsu M, Okuma K, Yamagishi M, 

Yamochi T, Firouzi  S, Momose  H, 

Mizukami T, Takizawa K, Araki K, 

Sugamura K, Yamaguchi K, Watanabe T, 

Hamaguchi I, Identification of TL-Om1, 

an Adult T-Cell Leukemia (ATL) Cell 

Line, as Reference Material for 

Quantitative PCR for Human 

T-Lymphotropic Virus 1. J . Clin. 

Microbiol. 53(2):587-96, 2015 

 

2. 学会発表 

1) Kitazawa J, Odaka C, Hamaguchi I, and 

the Hemovigilance Research Group 

supported by Japan’s Ministry of Health, 

Labour and Welfare. Hemovigilance in 

Japan: 2nd Interim Report, AABB annual 

meeting, 2014.10.25 Philadelphia, USA 

2) 井上由紀子、守田麻衣子、相良康子、

後藤信代、倉光球、浜口功、迫田岩根、

入田和男、清川博之、WB判定保留事

例のFollow-up –HTLV-1抗体確認検査

に関する考察-第１回日本HTLV-1学会

学術集会、東京、2014. 8. 

3) 栗林和華子、水上拓郎、滝澤和也、倉

光球、浅田善久、岩間厚志、松岡雅雄、

浜口功、HTLV-1モデルマウスである

HBZ-Tgマウスにおける癌幹細胞の同

定と機能解析、第１回日本HTLV-1学会

学術集会、東京、2014. 8. 

4) 大隈和、日吉真照、滝澤和也、齋藤益

満、浜口功、CCR4リガンドTARCを用

いた新規抗HTLV-1分子標的治療薬の

開発、第１回日本HTLV-1学会学術集会、

東京、2014. 8. 

5) 佐竹正博、相良康子、岩永正子、浜口

功、献血者のデータから明らかになっ

た HTLV-1 水平感染の実態、第１回日

本 HTLV-1 学会学術集会、東京、2014. 

8. 

6) Kuribayashi W, Mizukami T, Takizawa K, 

Kuramitsu M, Asada Y, Iwama A, 

Matsuoka M, Hamaguchi I, Identification 

and characterization of cancer stem cells 

in an HBZ transgenic mouse model of 

ATL、第 76 回日本血液学会学術集会、

大阪、2014. 10. 

 

G．知的財産権の出願・登録状況 

 1. 特許取得 

  なし。 

 2. 実用新案登録 

  なし。 

 3.その他 

  なし。 

  



 

 

 

 

  

測定法 測定セット数

合計 9

表１．HBV-DNA国内標準品の再評価に用いた測定法

コバス　TaqMan HBV 「オート」v2.0

アキュジーンm-HBV

In-house/TaqMan PCR

4

3

2



平成27年1月27日 

「HBV-DNA国内標準品の力価再評価 

のための共同研究」 参加者 各位 

厚生労働科学研究委託費 

医薬品等規制調和・評価研究事業｢血液製剤

のウイルス等安全性確保のための評価技術

開発に関する研究｣研究班（研究代表者 山

口 照英） 

研究分担者 濱口 功 

 

HBV-DNA 国内標準品の力価再評価のための共同研究実施要綱 

 

１．目的 

現行の HBV-DNA 国内標準品は当時の WHO 国際共同研究に準じて定性法を用いたエンド

ポイント法によって WHO 国際標準品に対する相対力価を決定した（平成１６年 NAT 小委

員会報告）。その後、定量法が広く用いられるようになったことから WHO 国際標準品の更

新のための共同研究においては主に定量法の測定結果に基づいて新しい標準品の力価を決

定するようになった。これらの共同研究において、定量法による測定結果に基づいて決定

するほうがエンドポイント法の測定結果に基づくよりも力価の誤差の小さことが示された。

また、現在は第三次 HBV-DNA 国際標準品が使用されている。そこで、本共同研究におい

て、現行の HBV-DNA 国内標準品の力価を第 3 次国際標準品に基づいて定量法を用いて測

定し、力価を再評価することとする。 

 

２．参加施設 

国立感染症研究所（担当：血液・安全性研究部）、日本赤十字社、民間の衛生検査所、試薬

メーカー及び HBV-NAT の標準化に関する専門家。 

 

３．材料 

試料（S）：第三次 HBV-DNA 国際標準品（10/264）、力価 850,000 IU/mL、分注量 0.5mL/vial

の凍結乾燥品（1 本） 

【事前調製】国際標準品を室温に戻し、内容が全てバイアルの下半分にあることを確認

してから開封する。注射用水 0.5ｍＬに溶解し、室温で混和しながら 20 分以上置く。4

等分ずつエッペンドルフ試験管に分注し、-80℃で凍結保管する。小分けした国際標準

品は用時解凍する。 

試料（J）： 第一次 HBV-DNA 国内標準品(HBV-129)、力価 430,000 IU/mL。HBV genotype 

C 陽性血漿を脱クリオ又はそれと同等の陰性プール血漿で希釈、 0.5mL/vial に分注、

資料 1 



-80˚Cで凍結したもの。用時に温浴で手早く解凍して使用する。 

希釈用血漿： HBV-DNA 陰性、HCV-RNA 陰性、HIV-1-RNA 陰性、HBs 抗原陰性、HCV

抗体陰性、HIV-1/2 抗体陰性の脱フィブリンプール血漿。輸血に適さない血漿を原料に

調製した希釈用血漿を日本赤十字社から供与された。 

【事前処理】希釈用血漿を温浴で手早く解凍する。沈殿や浮遊物があれば遠心して除

く。コンタミ防止のために、新しいキャップ付きプラスチック試験管等に適宜分注し

て 4℃で保存。 

 

４．力価の測定 

試験法：力価の測定は各施設が日常実施している定量法で行う。測定は日を替えて３回実

施する。原則として多重測定は行わない。日常の試験で多重測定を実施している施設にお

いては多重測定を行っても良い。その場合には、すべての測定値を報告書に記入すること。 

 

試料：測定ごとに新しいＳ（小分け）と試料Ｊを使用する。 

 

試料の希釈：各施設において定量性が確認されている範囲で試料Ｓと試料Ｊをそれぞれ 10

倍段階希釈した 3 濃度（可能であれば、原液、10-1、10-2）を測定する。検体の希釈には添

付の希釈用人血漿を使用する。 

例１） コバス TaqMan® HBV「オート」v2.0：10-1、10-2、10-3 

例２） アキュジーン m-HBV：10-1、10-2、10-3 

例３） 1 回の測定に血漿 0.1mL を使用する場合：原液、10-1、10-2 

 

５．結果の報告 

１）添付の結果報告書（別紙）に記入したエクセルファイルをメールで提出する                                                                                                               

２）結果報告書のプリントアウトに可能な限り生データを添付して郵送する。 

３）期日：平成２７年３月１０日火曜日 

４）提出先：文末の連絡先 

【記入上の注意】各測定系のキャリブレーター（プラスミド、合成核酸等）を用いて測定

した値を希釈した試料ｍL 当りに換算して記入する。表示単位には各測定系で使用している

単位（コピー、”IU”）を用いる。参加施設において試料 J の試料 S に対する相対力価を計

算する必要は無い（「６．結果の解析」参照）。 

 

６．結果の解析 

感染研において解析する。平行線定量法によって国際標準品に対する国内標準品の施設ご

との推定相対力価(IU/mL)を算出し、それに基づいて全体の平均を求める。全体の平均に反

映させるのが困難なデータがある場合には別途検討する。 



 

７．候補品の力価の決定 

施設名をコード化した結果報告書を参加施設に送付し、参加者の意見も参考にして国内標

準品候補品の力価を決定する。共同研究の結果をＮＡＴ小委員会等に報告し、国内標準品

としての承認を受ける。 

 

８．経費 

測定に関わる費用は参加者負担とする。 

 

７．問い合わせ先 

〒208-0011 東京都武蔵村山市学園 4-7-1 

国立感染症研究所 

血液・安全性研究部 第２室 水澤 左衛子（みずさわ さえこ） 

Tel: 042-561-0771(内線 3004), Tel: 042-848-7124(直通) 

Fax: 042-565-3315(代表) 

E-mail: mizusawa@nih.go.jp 
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NAT の実施及び精度管理に関するウイルス学的研究 

   担当責任者 岡田義昭 埼玉医科大学病院 輸血•細胞移植部 部長 

   

研究要旨 

 ヒトパルボウイルス B19（以下 B19V）は、一過性の高いウイルス血症を呈する一

方、供血者の 40％〜50％が B19V に対する抗体を保有している。米国では原料血漿

の基準として 104IU/mL と過去の感染例を参考に決定されている。我々は、筋注用人

免疫グロブリンを用いた in vitro 感染系によって中和活性を評価し、104IU/mL が

適した基準であることを実験的に示すことができた。 

 また、デングウイルスを検出するために NAT 検査が実施されているが、血液製剤

の安全性確保の点から血清型別に実施するのではなくユニバーサルに検出できる系

を考案する必要がある。そのために４つのデングウイルスの血清型に共通する塩基

配列を検討した。各血清型を検出できたが、感度に 100 倍以上の差が認められ、更

なる検討が必要であった。  

 

 

A.研究目的  

  輸血用血液を含めた血液製剤の安全性

向上のために HBV、HCV、HIV を対象とした

核酸増幅検査が実施されているが、これら

の検出感度は、検出試薬の感度を考慮して

決定されていることが多い。一方、B19V は

一過性に高いウイルス血症を生じるが、感

染者の多くが不顕性感染となるため献血者

の 40〜50％が B19V に対する抗体陽性と考

えられている。そのため、血漿分画製剤の

原料血漿における B19V の NAT 検査は、高

いウイルス血漿を排除するために実施され

ている。その一方で規格値を設定する際に

は、中和抗体の存在も考慮して決定する必

要があると考えられる。米国の FDA では、

治験中に発生した S/D 処理プラズマによる

B19Vの感染事例の解析から感染が成立しな

かった（抗体が陽転しなかった症例）ウイ

ルス濃度を根拠に血漿分画製剤の原料血漿

は 104 IU/mL 以下と規定している。欧州で

は、通常の血漿分画製剤用の血漿には規格

は設定していないが、抗 Dヒト免疫グロブ

リンは妊婦に投与することから原料血漿を

104 IU/mL 以下と規定している。我々は、

B19Vの国内標準品が設定されたことから血

漿分画製剤の原料血漿に規格を設定する場



合、どれくらいのウイルス量が適切である

のか B19V の感染系を用いて評価を試みた。 

また、今年度デングウイルスが国内で発生

したことを受け、デングウイルスを検出す

る NAT 検査法を検討し、４つの血清型をユ

ニバーサルに検出できる NAT を試みた。 

Ｂ.研究方法 

1）B19V 感染性の評価 

 B19V は細胞に侵入すると DNA から RNAに

転写され、数カ所でスプライシングされて

最終的にタンパク質に翻訳される。この性

質を利用して B19V を感染させた細胞から

スプライシングされた RNA が検出できた場

合に感染性を有すると判断した。塩基配列

の 584 番と 585 番の間で切れ、同様に 2087

番と 2088 番の間で切れて 584 番と 2088 番

が結合した RNA ができるためスプライシン

グ部位を挟むように RT と 1stPCR、及び２

ndPCR 用の２組のプライマーを用いた。増

幅産物はスプライシングされてできる RNA

由来の cDNA と添加した B19V 由来の DNA と

を明確に区別できる。 

2）筋注用人免疫グロブリン製剤による 

B19V 中和活性の評価 

 血漿分画製剤の製造用血漿が入手できな

いので代用として市販されている筋注用人

免疫グロブリン製剤を用いた。筋注用人免

疫グロブリン製剤は IgG を 150mg/mL 含有

し、血漿の約 10 倍の濃度である。5%アル

ブミン 400μL に筋注用人免疫グロブリン

製剤 50μL、5%アルブミンで 10-1〜10-8 に

稀釈した B19V 50μL を加え計 500μL 調整

し、4℃で混和させながら２時間反応させた。

中和させた溶液から別なチューブに200μL

取り、そこへ 3X105/50μL に調整した F10

（KU812 由来、当研究室で分離・維持して

いる）添加し、ローテーターで回転させな

がら室温で 1 時間ウイルスを感染させた。

感染後、1mL の 10％FCS-RPMI（エリスロポ

イチン 3 単位/mL 含む）を加え 2 日間培養

し、遠心にて細胞を回収した（図１）。細胞

に RNAsol を添加して RNA を抽出し、最終

的に RNA は 12μL の蒸留水に溶解した。RT

及び 1stPCR は PrimScript One Step RT-PCR 

Kit Ver.2(タカラ)を用い、RNA10μを用い

た。 2ndPCRは 5μLの 1stPCR産物を用いた。

抗 B19V 陰性の免疫グロブリン製剤はない

ので中和活性なしのコントロールとして 

5%アルブミンを用いた。スプライシングさ

れた RNA が増幅された最大稀釈率を求めた。 

 なお、筋注用人免疫グロブリン製剤は３

つの異なる製造所が製造した製剤を用いた。 

3)NAT によるデングウイルス検出のための

ユニバーサルプライマーの検討 

 デングウイルスは４つの血清型があり、

それぞれ特異的なプライマーを用いて検出

が実施されている。従って４つの NAT 検査

を実施していることになる。血液製剤の安

全性確保のためには、デングウイルスの有

無を効率良く評価できることが優先するこ

とからユニバーサルに血清型を検出できる

プライマーを検討した。文献からこれまで

報告されたプライマーとデングウイルスの

遺伝子配列からプライマーを決定し、各血



清型由来のデングウイルス RNA の検出を試

みた。 

Ｃ.研究結果 

 1) 筋注用人免疫グロブリン製剤による 

B19V 中和活性の評価 

 人 IgG を含まない 5%アルブミン（中和活

性がない場合のコントロール）では、107

倍まで B19V の感染性が認められた。一方、

筋注用人免疫グロブリン製剤では、検体間

に差がなく10倍稀釈あるいは100倍稀釈ま

で感染性が認められた。同一検体を反復測

定しても10倍稀釈あるいは100倍稀釈まで

感染性が認められた。 100 倍稀釈では感染

性を示すシグナルは 10 倍稀釈に比べて弱

い傾向があった。以上から 15mg の人 IgG

によって感染価は少なくても 5Log 中和さ

れることが示された（図２）。 

2) NAT によるデングウイルス検出のための

ユニバーサルプライマーの検討 

Am.J.Trop.Med.Hyg.vol.56.424-429.1997 

及び J.Clin.Micro 2323-2330.2002 を参考

にして RT と 1st PCR は、10,406〜10,432 と 

10,674〜10,694、２ nd PCR は 10,406〜 

10,423 と 10,617〜10,634 のプライマーを

用いて semi-nested PCR を行なった。４つ

の血清型のどの型にも合うように血清型間

で異なる塩基配列の部分は ミックス配列

とした。ほぼ同量のデングウイルス RNA が

存在すると考えられる各血清型のデングウ

イルスの検出を行なったところ、各血清型

デングウイルスは検出できたが、血清型３

と４に比較して血清型１は 1/10、血清型２

は 1/100 以下の感度であった。 

D．考察 

 B19V は多くの場合不顕性感染となるため

抗体保有率は、大人の 40〜50％と言われて

いる。抗 B19 抗体は中和活性があることが

知られている。米国の S/D 処理した新鮮凍

結血漿による B19V 感染事例から、10７IU/mL 

以上では感染が生じ、104IU/mL 以下では感

染例がなかったこと知られている。これを

基に米国では 104IU/mL 以下を原料血漿の規

格値としている。一方、症例数は少ないが

輸血による B19V 感染の解析から 103IU/mL

以下では感染した症例がないことも報告さ

れている。全血から感染したとすると１バ

ッグの血漿量から約 2X105IU が、B19V 抗体

陰性の人が感染する最少の量と推定できる。

原料血漿の基準を 10４IU/mL とし、原料血漿

プールの容量を 3000L とした場合、プール

全体で最大3X1010IUのB19Vが混入している

ことになるが、我々の実験結果から血漿中

に存在する抗体によって5Log感染性がなく

なると推定できる。その結果、プール血漿

中の感染性ウイルスは3X105IUとなり最大1

人を感染させる量が残存するだけになる。

製造工程によってさらにB19Vは除去•不活

化されるので最終製剤にまで感染性ウイル

スが残存する可能性は極めて低くなると考

えられる。 

 我々は、これまで B19V の感染性の評価を

行い、方法を改良してきた。今回、製造工

程を考慮し、中和反応を 4℃で行なった。ま

た、ヒト免疫グロブリンと B19V を反応させ



る容量を 500μL に増量することで混和が

し易いようにした。また、感染させる F10

細胞を 1.5 倍にしたことで RNA の沈殿が明

瞭になり操作が容易になった。その結果、

安定した結果が得られるようになった。 

 デングウイルス検出のためのユニバーサ

ルプライマーの検討では、今年度のプライ

マーでは血清型間で2Log以上の感度の差が

生じた。特に２型の感度が悪かったので塩

基配列を再検討し、感度の向上をはかる必

要がある。 

 

E.結論 

 B19V の中和活性測定法を改良し、血漿相

当量の人免疫グロブリンによって約5Log中

和されることを明らかにし、原料血漿の基

準 104IU/mL は、実験的にも適切であること

が示された。また、デングウイルスの血清

型全てを検出するためのユニバーサルプラ

イマーを検討したが、血清型によっては感

度が 1/100 以下となり、更なる改良が必要

である。 
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正による NAT 法の積極的活用 

内田恵理子 
第13回日本薬局
方に関する研修
会 

2014.1
0 

国内 

Current situation of advanced 
therapy regulation in the 
world 

Eriko Uchida 
第 20 回日本遺伝
子治療学会学術
集会 

2014.8 国内 

Study on the biosafety of ex 
vivo transduced cells with 
retroviral vectors and 
Cartagena protocol domestic 
law 

Eriko Uchida, 
Yuka Igarashi, 
Yoji Sato, 
Masafumi 
Onodera, 
Teruhide 
Yamaguchi 

第 20 回日本遺伝
子治療学会学術
集会 

2014.8 

国内 

Quality control for the 
supernatants of retroviral 
vectors using a 
next-generation DNA 
sequencer 

Yuka Igarashi, 
Eriko Uchida, 
Masafumi Onodera 

第 20 回日本遺伝
子治療学会学術
集会 

2014.8 

国内 

日本薬局方参考情報収載マイ
コプラズマ否定試験の PCR法改
正のための共同研究 

内田恵理子、古田
美玲、菊池裕、窪
崎敦隆、遊佐精
一、宮原美知子、
佐々木裕子、小原
有弘、大谷梓、松
山晃文、大倉華
雪、山口照英 

日本マイコプラ
ズマ学会第 41 回
学術集会 

2014.5 

国内 

同種骨移植のための骨保管支
援業務の現状 

鈴木雅之、青木麻
衣子、加藤光洋、
玉栄建次、内野富

第 62 回日本輸血
•細胞治療学会総
会 

2014.5 
国内 



美子、山田攻、小
林清子、池淵研
二、岡田義昭 

リアルタイム RT-PCR を用いた
B19-RNA 定量による B19 感染評
価系の開発 

岡田義昭、小林清
子、池淵研二 

第 62 回日本輸血
•細胞治療学会総
会 

2014.5 
国内 

当院における産婦人科緊急輸
血症例の分析とその対策 

山田攻、加藤光
洋、鈴木雅之、内
野富美子、小林清
子、池淵研二、岡
田義昭 

第 62 回日本輸血
•細胞治療学会総
会 

2014.5 

国内 

Hemovigilance in Japan: 2nd 
Interim Report 

Kitazawa J, 
Odaka C, 
Hamaguchi I, and 
the 
Hemovigilance 
Research Group 
supported by 
Japan’s 
Ministry of 
Health, Labour 
and Welfare 

AABB annual 
meeting 

2014.1
0 

国外 

WB 判定保留事例の Follow-up –
HTLV-1 抗体確認検査に関する
考察- 

井上由紀子、守田
麻衣子、相良康
子、後藤信代、倉
光球、浜口功、迫
田岩根、入田和
男、清川博之 

第１回日本
HTLV-1 学会学術
集会 

2014.8 

国内 

HTLV-1 モデルマウスである
HBZ-Tg マウスにおける癌幹細
胞の同定と機能解析 

栗林和華子、水上
拓郎、滝澤和也、
倉光球、浅田善
久、岩間厚志、松
岡雅雄、浜口功 

第１回日本
HTLV-1 学会学術
集会 

2014.8 

国内 

CCR4 リガンド TARC を用いた新
規抗 HTLV-1 分子標的治療薬の
開発 

大隈和、日吉真
照、滝澤和也、齋
藤益満、浜口功 

第１回日本
HTLV-1 学会学術
集会 

2014.8 
国内 

献血者のデータから明らかに
なった HTLV-1 水平感染の実態 

佐竹正博、相良康
子、岩永正子、浜
口功 

第１回日本
HTLV-1 学会学術
集会 

2014.8 
国内 

Identification and 
characterization of cancer 
stem cells in an HBZ 
transgenic mouse model of ATL 

Kuribayashi W, 
Mizukami T, 
Takizawa K, 
Kuramitsu M, 
Asada Y, Iwama A, 
Matsuoka M, 
Hamaguchi I 

第 76 回日本血液
学会学術集会 

2014.1
0 

国内 

 



2. 学会誌・雑誌等における論文掲載 

掲載した論文（発表題目） 発表者氏名 
発表した場所 
（学会誌・雑
誌等名） 

発表
した
時期 

国内・
外の別 

A shared regulatory 
perspective on deferral from 
blood donation of men who 
have sex with men (MSM). 

Epstein J, Ganz PR, Seitz R, 
Jutzi M, Schaerer C, Michaud 
G, Agbanyo F, Smith G, 
Prosser I, Heiden M, 
Saint-Marie I, 
Oualikene-Gonin W, 
Hamaguchi I, Yasuda N 

Vox Sang 2014
年 国外 

Development of an Infectious 
Surrogate Hepatitis C Virus 
Based on a Recombinant 
Vesicular Stomatitis Virus 
Expressing Hepatitis C Virus 
Envelope Glycoproteins and 
Green Fluorescent Protein. 

Okuma K, Fukagawa K, 
Tateyama S, Kohma T, 
Mochida K, Hiyoshi M, 
Takahama Y, Hamaguchi Y, 
Hirose K, Buonocore L, Rose 
JK, Mizuochi T, Hamaguchi 

Jpn J Infect 
Dis. 

2015
年 国内 

Identification of TL-Om1, an 
Adult T-Cell Leukemia (ATL) 
Cell Line, as Reference 
Material for Quantitative PCR 
for Human T-Lymphotropic 
Virus 1. 

Kuramitsu M, Okuma K, 
Yamagishi M, Yamochi T, 
Firouzi  S, Momose  H, 
Mizukami T, Takizawa K, 
Araki K, Sugamura K, 
Yamaguchi K, Watanabe T, 
Hamaguchi I, 

J. Clin. 
Microbiol. 

2015
年 国外 

輸血用血液における病原体
不活化技術の現状と新規技
術の開発 

岡田 義昭 検査と技術 2014
年 国内 

細胞基材に対するマイコプ
ラズマ否定試験の PCR 法の
見直しに関する研究 

内田恵理子，古田美玲，菊池
裕，窪崎敦隆，遊佐精一，宮
原美知子，佐々木裕子，小原
有弘，大谷梓，松山晃文，大
倉華雪, 山口照英 

医薬品医療機
器レギュラト
リーサイエン
ス 

2014
年 国外 

 


