
資料 1-1

厚生労働科学研究費補助金 (レギュラトリーサイ■ンス総合研究事業)

過去の血漿分画製剤に対する核酸増幅法による

HCV遺伝子検査に関する研究

報告書(菊

研究代表者    岡田 義昭

国立感染症研究所 血液:安全性研究部



(研究の概要 )

これまでに、フィブリノゲン製剤等によるC型肝炎ウイルス但CV)の感染については、
「特定フィブリノゲン製剤及び特定11液凝口第Ⅸ因子製剤によるC型肝炎感染被害者を救済

するための給付金の支給に関する特別措置洵 が制定されているところである。フィブリノ

ゲン製剤以外の過去の血漿分画製斉熙こ対しては、製造販売業者に刈
・し、ウイルろIJ』

[談又は

その可能性のあらた症例の提出を求めるなど、平成19年 11月 から厚生労働省により調査
が行われた。この調査の結果については、捐戊22年 6月 23日に薬事・食品衛生審議会血
液事業部会安全技術調査会と同医薬:品等安銀 策剖陰安全期策調査会の合同開催において(

過去のJ■漿分画製斉1の製造方法や症例報告の情報に基づいて評価された

この際、企業から提出されたウイルス安鋼11のデータを,隋 lli‐j「るのみならず、月1途卿  
「

る過去の血漿分画製剤に対し、核酸増中副☆査 (NAT)により、C′1りl談ウイルス遺伝子の
検査を行う必要性について検討された。                     .
その結果、                                   |
客観的にリスクの高いもの (血L液凝問因子製斉It」1体接若斉1等 )

少なくとt)製造方法の種類ごと

過去の1)ので、原料iil漿のNAT検査がイTわれていなしヽ1寺期のもの
について(調査を行う必要

`Lが

指摘された。

本研機 、では、原料1触漿のNAl・が実施されていなしヽ1寺期の製剤ではあるが、製造1■:で lCV

I―■除去・不活化されており製II:に混入するICVは :混入していてt)極めて微景な崎tであると推

定された。そのため、通常のIL漿からの|【iV検 IIl法を用いての検出は感度的に困難であると

考え、 ド記のような大容量からの核酸抽出法とお1み合わせることで「超高感度検けl法」を考
案しt最終製剤からのHCV i薗云子σ)検出を行ったも

1.抽出法

|IK'v検出感度を向上させるために、QIAamlD Circulating Nucleic Acidキット(QIA(〕酬社)

を使月1した。このキジトはt試料をグア千ジンによるタンパク変111と タンパク分解酵素
●rotoihase K)をお1み合わせてタンパクを除き、これを核酸と親和:‖41のある膜に吸着させ、

洗浄液で洗浄することによって核酸以外の爽雑物を取り除くことができ、さらにDNaseを作

用させることによ/Dて DNAを除去し、i葛純度のItNAを得るこ―とができる。  ,
このキットは最大 5嗣」のlfll漿から核商諄11出できる性能があるため、検査対

・象の血漿分田i製

剤を用法通りに溶解し、5miJを検査に用いた。なお、2mLの襲細ま、PBSを添力‖して5耐 Jと し

て抽出を行らた。それぞれめ製剤から55μ lの |卜Aを抽出し、その50μ Lを 1ミ萄己の増幅・検

出に用いた:れhHlに際しては、抽‖1の工程とその後の増幅・検出i「l程をモニターするために、
コバスアンプリスクリーン КV v2.0キ ット (ltrlche綱 1)に添4・ l‐ されている internal

cふltllol(lC)を QIAG騨 社の有h出バッファァに添加して一連の操作を行った。

2.増幅・検出法

iCV―RNAの増幅・検出には、lil液のICVスクリーニング麟 にナllt｀られているコバスアン

プリスクリーン!ICV v2.0キットを使用した 核酸を増幅するためのパッフアーに、上記働 llHI

二
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した50μ Lの RNA溶液を添加し、増:隔・検出を行った。               |
原理 :抽出したHCV―RNAと ICはビオチン標識されたllCV増幅用のプライキ■ (ICを増幅
するためのプライマーを含む)により4Yl幅される。増幅された産物は、独 |:後にそれぞれ自
動的に卜にVの検出系と IC検出系とに分けられ、それぞれの検出系で、磁気ビーズが付いた
プローブとhybridizatiOすることによって増幅産物のみトラシプされる()これに酵素を結
合させたアビジンを添力Πすると増幅産物のプライマ~部分と結合する。洗浄後に基質を加え、
増1偏産物と酵素と基質の反応によつて発色するため、その吸光度を測定することによって
‖Ⅳ―RNAと iCのltYl:隔産物の有無をそれぞれ定性するものである。
(判定)
判定は、下記のようにコバスアンプリスクリ‐シICV v2.0キ ットに4Lじる。
ICVI明J: :ICV― RNA I嚇生、
lCV陰性 :ICV―RNA機ヽ 、 lCI捌J:
判定保留 :lに卜RNA I翻生、 lCI留4:

結果

検査を実施したo5ロ ットのうち、■切たが成立した58ロ ットからはH(〕V遺伝 Fは検出できな
かつた。

1)5mLの血L漿及びフィブリノゲジに童cV国内標準湿:を添加し、検出感度を評価した。そ
の結果、検lll感度は3田′5mLと し、その3倍の101Ur5mLを調駒成立の条件とした
2)FF‐i検査として、現在1■阪されている製辞:を指定されている容量に溶解後、5mLに 3■
と10ⅢのHCVをそれぞれ添加し、感度を言Ⅶ晰した。その後、古い製斉1の検査を実施した。
3)ティシールは、日本での販売が中111されてし,｀るため感度評価のための製品が人手できな
かつた。そのため、日本で市販されている静注用フィーブリノゲンをティシールと同濃度
(90mymL)に溶解して感度言1節‖を実施した。7ロ ツトで判定保留となった′】ま、ティシー
ルσ)フィブリノゲンには界面活性斉」が添加されており、これが添力‖した ICの 1亥酸 (短い
RNA)のF研又を抑制したため ICが 1卿liとなら―たと推定している。           .
4)コ ンコ■イトの検査では(ランコントローノンの3■「が陰性のため感度は101Uと したら

製斉1 製造力 HCV陽イl:ロ ットノ
検査成立ロット数

,劇支

(口U75mD

‖静考

ティシール (フィブリノゲン)

(トロンビン)

日棚 器 0/7

0/14

3

3

7ロ ット

lη定保留

クリスマシン‐M ベネシス 0/12 3

コンコエイ ト‐HT ベネシス g6 10

トロンビン ベネシス 0/33 3
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■ 販売名 :ティシ‐ル (ロ ット各1検体ずつ)
日外勒歳淋陽姓暴郵特式総議土 ‐

(1)フィブリノゲン   試験実施日 平成23年 2月 16日 (抽出)
平成23年 2月 17日 (検出)

(2)ト ロンピン     試験実施日 平成23年 2月  2日 lll‖出)

ヨ■文23年 2月 10日 (検出)

コントロ‐ル

No。 測 各 製剤成分 HCV IC

■
■ 1卿性コントロニル フィブリノゲン

トロンビン
鮒
麟

｀

1,,:1111

1',ケ1111

２

・

ランコントロール

3 1Ur5 mL

フィブリノタンゞ

トロンビン
囃
囃
嚇
囃

13 1劇J三コン トロ
ニル

10撻15 1nL
フィブリノゲン

トロンビン
塀
塀
囲
囃

4 システムコントロール

(フィブリノゲン)

‐ACH
十ACH

麟
開

5 システムコントロすル

(ト ロンビン)

‐ACH
十ACH

帥
嚇

ティシ∵ル

No。 測 各 ロット番号

(製造日)

製斉1成分 HCV IC 定レＥ
Ｉ

1 5。OmL
D001

(1994.11)

フィブリノゲン

トロンビン
餅
雛
脚
隙

11定保留

園 41

2 5.OmL

D002

(1995‐ 1)

フィブリノグン

‐トロンビン
創

創
　
´

囃
鵬
離
麟
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3 2.OlnL

C042

(1994.5)

フィブリノゲン

トロンビン
雛
鮎
麟
囃

判定保留

|``::11」 L

4 2.OlnL

C043

(1994.6)

フィブリノゲン

トロンビン
11`::11」 L

離
囲
囲
卿
離

5 2.OInL

C044

(1994:7)

フイブリノゲン

トロンビン
離
離
麟
鵬

留耕
陣

レ
ｒ
，

6 2.OmL

C045

(1994.8)

フィプリノゲン

トロンビン
帥
鮭
卿
雛
雛
餓

7 2.OmL
C046
(1994111)

フィブリノゲン

トロンビン
創
創
嚇
郷

剣
剣

8 2.OmL

C047

(1994。 12)

フィプリノゲン

トロンビン
囲
剛
鰍
嚇

判定保獄

1卿生

9 2.OmL

C048

(1995。2)

フィブリノゲン

トロンビン
剛
囲

自

鰯

判定保獄

1剣41

10 2.OmL

C049

(1995.4)

フィブリノゲン

トロンビン
帥
鰍

1塀

`L陽
`11

響
鮮

11 2.OmL

C050

(1995.4)

フィブリノタン`

トロンビン
創
創

11雀イ
`li
l明J:

1判定保留

1卿Jl

12 2:OmL
C051

(1995。6)

フ`イブリノゲン

トロンビン
鮒
帥
・

鮭
嚇 酬旺

13 2.OmL
C052

(1995.10)

フィプリノゲン

トロンビン
際
際

隙
隙

創
創

14 2.OmL
C053

(1995。 10)

フイブリノゲン

トロンビン
囲
囲

Ｌ

　

Ｌ

陵

際
卿
帥
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2.‐ 販売名 Fク リスヤシン
‐M(献血申剰

株式会社がネシス

試験実施日    平成23年 2月 14日 (抽出)
平成23午 2月 15日 検出)

コントロール
′
No. 測 各 製剤成分 HCV IC

1 1倉Hlコ ントロール liJ夜凝固

第Ⅸ因子

1剣土 ‖ リ カ 1lL‐

2 ランコントロ■ル

3W/5mL
血液凝固

第Ⅸ因子

1場オ慨上 囲 1

3 陽性コン トロ‐ル

10m15mL
山l液凝願|

第Ⅸ因1子
陽
`11

1卯L

4 システムコントロァル ‐ACH
十ACH

Ｌ

　
Ｌ

卿
際

No. 脚 各 ロット番号

製 造日)

製斉疇裁分 HCV IC 判定

1 1000U B006MXB
(1997。10)

曲l液凝間

第IX因子

lt魚1`|: 1嚇ιL 陶イ|:

2 1000U B007MXB
(1998.1)

lL液凝lllil

第Ⅸ因子

1卿1 1嚇イli 1卿Ji

3 1000U C008MXB
(1998。 3)

油II子支凝固

第ⅨA‐l子

1翻

`L

1囲1 陶
`|

4 1000U C010MXB
(1998.12)

｀
由LII則疑ltril

第Ⅸ因子

1卿
ブL 1囲

`L

1卿生

5` 1000U D01lMXB
(1999.3)

山l液凝岡

第Ⅸ因子

1卿生 1塀生 1陰|`L

6 1000U D012MXB
(1999。 10)

im液凝lllil

第Ⅸ因子

11螢夕|: 1塀生 |:螢1:L

7 1∞OU E013硼
〈2000.0

.11液
凝貼|

第Ⅸ因子

1卿 | 1嚇雪1 1剣生

8 1∞OU E014MXB
(2000。10)

lm液凝固

第Ⅸ因子

1卿生 1塀L |サitilll

9 1000U E015-
(2001.1)

,腑L液凝間

第Ⅸn‐ l‐子

卿 !: 1馴4L
ト

１１回

10 1000U F01螂
(2001.4)

ll■液凝固

第Ⅸ因子

1留4 |,;1メ i41: 鮒

1000U F017MXB
(2001.8)

lllLi側疑固

第Ⅸ因子

1會生 1馳 麟

‐5-



12 1000U F01呻
0001。12)

血液凝岡

第Ⅸ因子

鮭 際 離
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3 販売名 :コン平エイト‐II「 (献血由来)
株式会社ベネシス        |

試験実施日    平成23午 2月 25日 (lL出 )｀
平成23年 2月 25日 (検出)

コントロー/1/ ‐

No。 月剛各 製剤成分 HCV IC

1 1自H■ントロール 血L液凝間

第Ⅸ因子

1製生 際

2 ランコン トロ∵ル

31U/5mL
山L液凝剛

第Ⅸ因子

1卿4i 1塀J:

3 陽‖11甲ン トロール

101U/5mL ・
:h液凝lllil

第Ⅸ因子

腸夢‖:L 1塀生

4 システムコントロニル ‐ACH
十ACH

階
隙

No. り発1各 ロット番号

(製造‖)

1製斉晰成分 HCV IC 判定

１
■ 500U B001SXB

(1997.11)

山L液凝lllil

第Ⅷ因子

1壇をド|: 陽 t ‐
一
」脚

2 500U C002SXB
(1998。 10)

lil液凝|‖

第Ⅵl因 F

1翻呵i 1馴J 囲 1

3 500U D003SX3
(2000.2)

ll■澤織疑1舌 |

第Ⅷ因子

1留

`L

ル夢‖
`|:

|“螢十ll:

4 500U F004SXB

(2001.8)

lil液凝Fli

第ⅧIA‐l子

1卿生 1場摯解11 幽 :

5 500U G005SX
(2002.7)

血液凝llfil

第Ⅷ因子

lt後オ:L 囲 三 帥
・

6 500U G006SX
(2002.7)

油Lli職間

第Ⅷ因子

11食イ
`11

囲 : 陛 L
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4 販売名 :トロンビン‐ミドリ 仙師L由剰
1朱式会社ベネシス

諏 致詢L日 : ロットB005VX～F021VX(17ロ ット)
ロットF022VX―J019HX(16ロ ット)
ロットB005VX～F021VX(17ロ ット)
ロットF022VX～D008HX (9ロ ット)
ロットD009HX～ G0141・IX(5ロ シト)
ロットG015HX―J01911X(2ロ ジト)

平成23年 1月 26日 仙出)
平成23年 1月 27日 伽1出 )
平成23年 1月 27日 (検出)
平成23年 1月 28日 (検出)
平成234卜 2月  3日 傷たIЦ):
平成23年 2月 10日 (検出)

コントロール (第 1回目 :平成 23年 1月 27日 (検出):ロ ットBoo5VX―F021VX)

コントロール (第 2炉1‖ :11う或23111月 28日 (検出):ロ ットF骸2VXγD008HX)

コントロール (第 3回日 11う文23年 2月  3日 (検出):ロ ットD0091・IX～G0141‐IX)

No. 規格 嚇嘔斉1,戊う) HCV IC

1 1卿41コントロール トロンビン 1日輩 陽呵:

2 ランコントロール

3 RJ′5mL
トロンビン 1場勝ヤli 1嚇4:

3 陽性コン トロニル

101U/5mL
トロンビン 嚇

`|

1嚇生

4 システムコントロール =ACH
十ACH

卿

塀

No。 測 各 製剤成分 HCV IC

1卿イLコントロール トロンビン li象1ノ |: 陽
`|:

2 ランコントロール

31U/5mL
トロンビン

|り易オ41: 1卿L

3 1嚇J:コ ン トロール

10U5mL
トロンビン 陽辞|: 囲

`|三

4 システムコントロール ‐ACH
十ACH

幽
囲

No. 鵬 製剤成分 HCV IC

システムコントロール ‐ACH
十ACH

陣
鵬
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コントロール (第 4回目 :平成23年 2月 10日 験出):ロ ットG015HX―J019HXl

No。 鵬 J:せブ等|1齢 HCV IC

1 システムコントロール ‐ACH
十ACH

卿
囃

N6。 測 各 ロット番号

(製造日)

製剤成分 HCV IC 判定

1 l ttU B005VX
(1998.9)

トロンビン |“象|′ |: 1射 麟

2 lttU C∞6VXA
(1999。2)

卜rIIン ビン 園
`|:

1捌J: 園生

3 l万 U C∞露

(199CD.3)

トロンビン 園生 膨易オ:L 険J:

4 l万 U C008VX
(1999。4)

トロンビン 1剣Ji 1錫オνl: 1創生

5 1万 U C009VX
(1999。5)

トロンビン 1剣J 1塀J: 1日生

6 1万 U C010VX
(199918)

トロンピン 1卿 |: 1明

`L

1創4L

7 LttU C01lVX
(1999‐ 10)

トロンビン lt象141: 1囲■ li`::111:

8 1万 U D012VX
′
(1999。 12)

トロンビン
４

　

　

・

創 1馴Ji 11象1:|:

9 |万U D013Ⅷ
(2000.3)

トロンビン 1創生 1馴J: 園 イ11

10 |万 U D014VX
(2000.6)

トロンビン 1資t 1囲J: 1翻士

1万 U D015VX
(2000.8)

トロンビン |“食オlli 1劇11 1翻注

12 1万 U D016VX
(2000.9)

トロンビン 1創4 囲 : 111::||」  i

13 lttU E017啄
(2001.9

トロンビン 1剣J llN1/4: 園 生

14 1万 U E018VX
(2001.5)

トロンビン 園 ιl: 開 : 「皇ヨιL

15 l万 U E019VX
(2001.8)

トロンビン |ち:11111 嚇 麟

16 1、万U E020VX
Q∞ 1。 10)

トロンビン 11`::11lL 隣 1自生

一

，

　

９

¨



17 1万 U F021VX

(2oo2.1)

トロンビン 離 陽 鮭

18 1万 U F022VX
(2002:2)

トロンビン 1剣J: 囃 陛

19 1万 U F023VX
(2002.6)

トロンビン 1囲11 1馴生 lt台141:

20 1万 U m24VX
(2002.9)

トロンビン 1雛 隙 11 11釜1:|ニ

21 :万 U F025VX
9002.11)

トロンビン 1創生 陽イli 1自生

22 ltt U 0026VX
(2003。 1)

トロンビン 1針L 1場)ケlι lニ 1剣i

23 卜万 U H029VX
(2∞ 4。 1)

トロンビン 11会オ:|: 1場芳キ|: 1創J:

24 l万 U C006HX
(1999.6)

トロンビン 1御上 1塀41 lt含141:

25 |万 U C007HX
(1999。 11)

トロンビン 11`ミ 1イ11 陽 イ|: 1翻イト

26 l万 U D008HX
(200016)

トロンビン 1郷ιL 1馴生 1剣生

27 1万 U D0091・IX

(2000.9)

トロンビン 自生 陽 イ|: 1密

`L

28 l万 U E01lIIX

(2001.6)

卜百ンビン 1禦L 陽
ツ
11 1翻■

29 |万 U E012HX
(2001.11)

トロンビン lt象141: |'易オ
`11

1翻生

30 |万 U F0131‐IX

(2002.6)

トロンビン 1卿イL 1塀呵 1卿J:

1 プブU G014HX
(2003.1)

トロンビン |:::11′ |: 1囲1 1響 li

32 l万 U G0151・IX

(2003.8)

トロンビン |:itllll 膨易計:11 1響 |

33 1万 U J019HX
(2005。4)

トロンビン 脚 L ‖
';ケ

lιl三 1日J:
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