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別紙檬本第4

感染症発生産例

番 月

感■症の種類
発生国 性別 年齢 発現時期 転帰 出奥 区分 _ 備考

器官励人分類 基本語

第15回

1 麟棄症および寄生虫症 3型肝炎 ドイツ 男 201p年4月 不明 症例報各 夕f国製品
識別番号3-10000006

縦告 a:2010年 5月20日

編床検査 A型肝炎抗体陽性 ドイツ 男 201o年4月 不明 症例報告 外国製品
載男1番号3-10000006

報告 8:2010年 5月 20日

2 霰染症および寄生虫症 型ヽ肝炎 ドイッ 女 | 2009112714 不明 症例報告 外国製品
識別番号3o9000024

報告日:2010年7月8日

2 感染痺および寄牛虫症 3型肝炎 ドイッ 女 71 20091214 不明 症例報告 外国製品
戦別番号3「o9909024
臓告 曰:2010年7月8日

2 該桑症および杏生虫症 3型肝炎 ドイッ 女 2009/12714 不明 1症例報告 外国製品
識B l l番号3つ9 0 0 0 0 2 4

報告日( 2 0 1 0年7月8日

第 14回
譲染掟および寄年虫症 型ヽ 3T炎 ドイッ 女 不明 不明 症例報告 外国製品 臓告B:2010年6月lo日+

奎床検査 型ヽ肝炎抗体陽性 ドイッ 女 2009年0月 不明 FF例報告 夕ヽ国製品
識別番号鋼"000010‐

離各 口:2010年6月 lo日,

第 13回
譲染症および寄生虫症 〕型肝炎 ドィッ 男 200975′1 不明 , 症例報告 外国製品

議別薔●|やりOUUυυυ

報告曰:2009年7月22日

2 譲朱症および寄年虫症 〕型肝炎 ドイツ 女 2009/1′5 不明 症例報告 外国製品
限告日i2009年 2月 17日

2回 報告なし

第11回
骸染症および寄生虫症 3型肝炎 ドイツ 男 2008′1′,0 不明 症例報告 外国製品

置別螢号■07000031
眼告B:2006年3月25日

2 傷床検査 〕型肝炎抗体陽性 日本 女 200779/11 不明 症例報告 当該製品 黎曹1:肥鷺施
第10回 霊築FFおよび寄生虫症 〕型R I炎 日本 女 2007′877: 回復 症例報告 当該製品

識別!番号lЮ70C0093

報告 日:2007年 10月 11日

第9回

3染症おょび寄生虫症 )型肝炎 ドイツ 男 200776718 不明 症例報告 外国製品
■万1薔号3‐07000010
罐告曰:200ブ年8月6自

塩床検査 ,型肝炎杭体陽性 ドイッ 男 5 0 2007/6718 不明 症例報告 外国製品
限告日;2007年 8月 6日

塩床検査 Э型肝ネR Aヽ曜性 ドィッ 男 50 2007/6/18 不 O J l 症例報告 り,国製品報告日:206,年3月6日
2 憲染症および寄生虫症 3型R T炎 ドイツ` 女 6 4 2 0 0 7年1月 不明 症例報告 外国製品 rn告日:2007年 3月30日

2 臨床検査 3型肝炎陽性 ドイッ 女 2 0 0 7年1月 不明 症例報告 外国製品
晟万1否号●‐0 6 0 0 0 0 3 2

眼告 B : 2 0 0 7年 3月 3 0 B

第8回 報告なし

第7回 報告なし

第6回 感暴症および寄生虫症 3型肝炎 ドイツ 女 2005/9728 未回復 症例報告 外国製品
錠別番号 :3‐05000493

段告日:2006年 42月 27日

第5回 ま染症および寄主曇提 〕型lT炎 日本 男 2004/776 未回復 FI例報告 当該製品
哉別番号 :1‐04000325

1告 日:2006年 3月 18日

番 モ
感染症の種類

発生国 性lll 年齢 発現時期 転帰 出奥 区分 備考器官Bll本分類 基本語

第4回 嘱床検査 〕型肝炎陽性 フランス 男 : 2004/08 不明 症例報告 外国製品
服告日:2004年 11月 22日

第3回 1 颯床検螢 D型肝炎陽性 カナダ 男 不明 症例報告 外国製品
識別番号 :3o400oo48

報告日:2004年07月30日

第2回
譲染症および寄生虫症 理 解炎 日本 男 2003710/20 未回復 症例報告 当該製品

識別番号:1-0300o030
報告日:2003/12/26

2 汗胆道系障害 肝機能異常NOs 日本 男 2003′04/07 軽快
質響報告|1該響||

識別番号 :A03-22

報告日:2003/08/14第 1回

■第1神報宣のA型辟炎の潮機加番IⅢ ⅢⅢFち,||■ ■Ⅲ株嬌■ふ埠加■ず、イ由調暮期高壷こ遭茄轟暮暮行らた。
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番号

感染症の種類

発現国 ↑生Яリ

男

年齢 発見時期 転帰 出典 区分 備 考器官Ell大分類 基本語

第 1 5回

感染症および

寄生虫症
C型 月千炎 ドイツ 2010/4 不明 自発報告 外国製品

1000000o、1回 (完了)
平成 22年 5月「131日
MedpRA ver 1310

15,3
感染症および

寄生虫症
A型 肝炎 ドイツ 男 2010/4

2010/4

不明 日発報告 外国製品

1000ooo3、1回 (完了)

平成 22年 5月 13日
MedDRA ver 13.0 1

感染症およ―び

寄生虫症

医薬品を介する感

染因子の伝播
ドイツ 男 不 明 自発報告 外国製品

10000oo3、1回 (完了)
平成 22年 5月 13日

MedDRA ver.130

15-2
感染症および

寄生虫症
C型 肝炎 ドイン 男

ヽ

2009/11/05 不明 自発報告 外国製品

09900028、2'回(完了)
平成 22年 3月 26日
MedDRA ver 12 1

15-2
感染症および

寄生虫症

医薬品を介する感

染因子の伝藩
. ドイツ 男 2009/11/05 不明 自発報告 外国製品

09900028(2回 (完了)
平成 22年 3月 26日
MedDRA ver.121

15-1
感染症および

1警 苺
A型 肝炎 ドイツ 女 2009/06 不明 自発報告 姻 蝿

10000012、1回 (完了)

鴨 2 2年=鶉1 2 9■
MёdDRA ver.13.0

感染症および

寄生虫症

医薬品を介する感

染因子の伝籍
ドイツ 女 2009/06 不明 自発報告 外国製品

10000012、1回 (完了)
拗成22年 7月 '9日
MedDRA ver.130 '

第■2回

12■2
感染症およひ

寄生虫症
C型 肝炎 ドイツ 女 2o09/01/o5 不 明 自発報告 外国製品

0800oo37(2回 (完了;Fpl―症例
をアルブミンの番争 2-1て報告)
平成 21年 4月 14日
MedDRA ver 12 0

感染症および

寄生虫症
B型月T炎 ドイツ 男 不明 :不明 自発報告 外国製品

0800oo27、3回 (完了)

平成 21年 2月 12日

4ヽedDRA ver ll.1

1

番号
感染症の種類

発現国 lLttll 年齢 発現時期 転 帰 出典 区分 備 考器官男1大分類 基本語

第 1 2回

感染症および

寄生虫症
HIV感 染 ドイツ 男 不 明 不明 自発 報告 外国製品

98000027、3回 (完了)
平成 21年 2月 12日
MedDRA ver.111

感染症および

寄生虫症

医薬品を介する感

染因子の伝播
ドイツ 男 不明 不明 自発報告 外 国製品

00000027、3回 (完了)
平成 21年 2112日

MedDRA ver ll.1

第 1 1回

1 1 - 1

感染症および
:寄生虫症

C型 肝炎 ドイツ 女 2007/04/13 不 明 自発報告 外国製品

08000001、3回 (完了)

平成2o年 7月 25日
MedDRA Ver ll.0

,感染症および

寄生虫症
医薬品を介する感
染因子の伝藩

ドイツ 女 60 不 明 不 明 色発報告 外国製品
08000o91、3回 (完了)
平成 20年 7月 25日
MёdDRA'el.11:o

第 1 0回 感染症および
寄生虫症|

B型 肝炎 ドイツ 男 2008/01/1o 不 明 自発報告 外国製品

07000o22、3回 (完了1同一症例
をアルプミンの番号 10-1で報告)
平成20年 3月 31日
MbdDRA verilo.1  ‐

第3回 8-1
感染症および

寄生虫症
C型 肝炎 ドイツ 女 20o6/11/21 不 明 自発報告 外国製品

06000o26、2回 (メヒ7)
平成 18年 12月 27日
MedDRA ver.91

第 6:回

6‐2
感染症および

寄生虫症|:.
C型 肝炎 ドイツ 女 63 2005/11/10

‐

明・不 自発報告 外国製品

06000o03、2回 (追加)
平成 18年 5月 15日

MedDRA ver:9.o

感染症および
寄生虫症 :

B■ lT炎 ドイツ 男| 74 2005/10/21 木回復 自発報告 外国製品
05000491、1回 (完了)

平成,17年 12月 22日
MedDRA ve■8、1
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今回調査期間に追加報告を行つた。

感業rI発生FF例■覧

番 f 発生国 性別 年齢 発現時期 転帰 出奥 区分 備考基本語

第15 [

1 惑楽症および寄生虫症 じ型肝炎 ドイツ 男 2010104: 不明 症例報告 外国製品
識別番号3.10000006

報告f3:2010年5月2o日

1 臨床検査 型ヽ肝炎抗体陽性 ドイツ 男 2010/04 不明 症例報告 外国製品
蔵別番号3・10o00006

限告曰:2010年5月20日

事1

1 ま葉症および寄生=症 型ヽ肝炎 ドイツ 女 2009/12/14 不明 症例報告 外国製品
駆万り番号 3‐09000"4

眠告 日 :2010年 8月 20日 '

奉業症譴 び寄生嵐症 3型肝炎 ドイツ 女 71 2009′1214 不明 症例報告 外国製品
裁別番号3‐090oOo24

限告曰:2010年3月200・

ま桑年および胃生虫症 〕型肝炎 ドイツ 女 7● 2009712r14 不明 症例報告 外国製品
` 平別薔汚3・Ψ 900マ24

暇告日:2010年 8月 20日
・

第131 よ染症および寄生虫症 型ヽ肝炎 ドイツ 女 不明 不明 症例報告 外国製品
啜告日:2010年 8月 6日*

第12E 最告なじ

事"恒 1 島ホ検査 3型肝炎抗体陽性 日本 女 2007′91" 不明 症例報告 当該製品 :
職別番号 1£7000251

報告日:2008年4月30日

語:0[ 1 譲染症および寄生螢rF 3型肝炎 日本 女 2007/877 回復 FI例報告 当該製品
職別番号107000093

報告日:20b7年lo月11首

第9回

感染症および寄生員症 3型肝炎 ドイ.ツ 男 50 200776′18 ‐不明 症例報告 外国製品
報告口:2007年8月6日

塩床検査 D型肝炎抗体陽性 ドイツ 男 2007′6′18 不明 FI例報告 外国製品
識別番号 3 1 0 7 0 0 0 0 1 0

報責日:2007年8■61

1 傷床検査 〕型肝炎良NA陽性 ドイツ 男 50 200776′18 .不明 症例報告 外国製品
晟別番号3,07000010

限告日:2007年 8月 6日
第3回 ユ ニ :
第'回 報告なし

第6回 感業症および寄生虫症 〕型肝炎1 ドイツ 女 2005/9′28 未回復 症例報告 外国製品
工万1否考6‐υOЧ004V3

颯告日:2005年 12月27日
第3 D 黎

第4回 1 臨床検査 Э型肝炎陽性 フランス 男 2004′08 不 明 症例報告 外国製品
餞別番号304000088

颯告日:2004年 11月22白
第3回 報告なし

第2回 報告なし

第1回 譲染症および寄生虫症 3型肝炎 フランス 男 2003/6′̀6 不明 症例報告 外国製品

織別番号00338

報告 8:2003年 0月4日

取り下げ報告:2003年11月7日

Verl13 1

11家|効分有成

感染症発生症all一覧

番号

感染症の種類
発現国 憫
′
年齢 発現時期 転帰 出典 区分 備 考

器官別大分類 基本語

第 1,回

1511
感染″および

寄生虫症|
A型 肝炎 ドイツ 女 2009/o6 不明 白発報告 外国製品

10000012、 1[](,こ7)

平成 22年 7月 29日

MedDRA ver.13£

15-1
感染症および

寄生虫症i

医薬品を介する感

染因子の伝播
ドイツ 女 2009/06 不明 自発報告 外国製品

10000012、 1[](,17)

平成 22年 7月 29日

MedDRA ver.1310

15・1 臨床検査 肝酵素上昇 ドイツ 女 2009/06 i不明 自発報告 外国製品

10000012、1回 (完了)

平成 22年 7月 29日

MёdDRA ver 13_0

15,1 臨床検査 ハ型肝炎抗体陽性 ドイツ 女 不 明 自発報告 外 国製 品

10000012、1日 (完了)

平成 22年 7月 29日

MOdDRA ver 13_0

第 1 2回 12-1
感染症および

寄生虫症
C型 肝炎 ドイツ 女 2009/01/05 不 明 自発報告 外国製品

08000037、2回 (完了:同
一症例を

アンチト●ンピンⅢで報告)

平成 21年 4月 14日

MedDRA ver 12 0

第 1 1回 11=l 肝胆道系障害 肝機能異常 日本 男 2004/02/13 不明 自発報告 当該製品

08000292、2回 (完了)

平成 20年 7月 1日

MedDRA ver ll.0

第10回 10・1
感染症および

寄生虫症
B型 肝炎 ドイツ 男 2008/01/10 不 明 自発報告 外 国製 品

07o00022、3回 (完了;同■症例を
アンネロビンP番 号 10-1で報告)

平成201年3月 31日
MedD陽 vヽer 10_1     :

第 7回 7-2
感染症および

寄生:虫症
3型 肝炎 日本 男 70 不明 死 亡 自発報告 当該製品

06000076、2回 (完了;因果関係

が否定されたため、報告対象外と
して完了報告)

平成 18年 10月 20日

(第7回 の番号 7-2の症例と同一

である)
MedDRA ver.9.0



番号
感染症の種類

発現国 剛
二
　
井

鴨
　
一・　
一

発現時期 転帰 出典 区 分 備 考
器官別本分類 基本語

第7ロ 感染症および
寄生虫症

B型 肝炎 日本 2005/12/21
雌
　
一　
利

自発報告

自発報告

当該製品

00000004、2回(免71
平盛18年5月 15自
MedDRA ler 8 1

第 5回 臨床検査 9型肝炎抗体陽性 日本 女 2005/8/4
当該製品
9500ol16、?呵(取下)
平盛17年9月 5日
yёdDRA ver 8.o
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供‐血者からの遡及

供典者からの遡み調査9準捗然澤に?、`て
(平成23年i月27日付け血液対策課事務連絡).

供Ⅲ者から
|の“凛甲査の準捗1犬滉IF?| て` (回答)

●・ (平成20年2月
‐
2日付け日本赤十字社提出資料)

1需 |||, ■̈
1碑ヤ|や■||
|千1聴稚乳毛1話:hL瀑 轟ふ

○

○

O

○

○

資料3‐ 1

調査の進捗状況について

(目次)  .  |

事  務  連  絡
:    .   :             平

成23年 1月27日

日本赤十字社血液事業本部 御 中              |

‐    薬 事 `食品衛生審議会血液事業部会事務局

|    ■    1   厚 生
有働省医薬傘品局ユ液夕

策課

供血者からの遡及調査の進捗状況について

標記につきましては、平成22年 11月 2日付け血安第400号 にて貴社血

液事業本部長より資料の提出があり、これを平成22年 度第3回血液事業部会

菅i牽曇葵T奮盟濃藝皇轟曇逼喜裏貪曇卜話纏〔λlこil:;Itに芳選腎
下記の事項について改めて資料を作成いただき、平成 23年 2月 2自 (水)ま

でに当事務局あて御提出いただきますようお願いいたします。

|       ,記  ‐

|  ‐      | ‐
  ‐
‐       ‐    1      1  1  1   1  ‐

堪燒尋霧 T量乙ぢγ塾:指墓車霧:すも事3月1'「T'医
6)総薦/3慾鳳豪‐|  ■  |
181輝8S.:な濯離齢嵐酸弊策ul↑警11‐・

又趙 :き熊鰤|■|
Q ■調③の'ち、医薬話副件用感染症報告を行つた件幣       ‐

7.資料の作成に半たって― 留言事項  ‐       |
① 本数又は件数にうぃては、1病原体別及びその合計を明らかにすること̀

また、上記 (1)の③及び (2)の①～③については、対象期間ごと1こ本

|∴慇癬ち,議革議2,■11月2品ヤナ事鼻夏::彗ぁ
提出時において判明したものに、その後の遡及調査の進展状況を反映させ

て記載すること。 ■       、    ‐      |



別紙

血 安 第 3

平成 2 3年 2

9  号

月 2日

厚生労働省医薬食品局血液対策課長 様

日本ォ十字社

‐     ュ 餃事業本部長 '

供血者から?ン及甲査の準捗沐況lFういF(丹 答)  .  ,

‐
平成'b年 1月 '7.1付事霧淳絡にょらき連絡めありました標詰あ祥iこっi、そ、

1月
i紙

により報告いたしま|す。    1     (  |    :

ギ鶴喜ま懸抵『墓暴:][「盤|「鯰 l「:Tl ll
露1戦窪螢覇駆罰錢欝[1部町琴魯|ず串鍔智T『ヤ「lF17

供血者から始まる遡及調査実施状況

対象期間

平成21年4月1日 ～
平成22年3月31日

平成22年 4月1日 ～
平成22年 11月30日

H3V HCV HIV HBV HCV HIV

(1)遡及調査実施内容

① 調査の対象とした献血件数(個別NAT実施件数)

1)総数 1,140

2)個 別1牛数 1.688 1,067

② 上記①のうち、調査の対象とした輸血用血液製剤め本数

1)総数 2.014 1.286

2)個別本数 1,877 1,200

③ 上記②のうち、医療機関に情報提供を行った本数

1)総数 2,014 1,022

2)個別本数 1877 954

2)個別NAT関 連情1報

① 遡及調査実施対象〔(1)①〕のうち、個別NA'の結果が陽性 なった献血件数

1)総数 6 5

2)個別件数 0

② 上記①のうちヽ 医療機関̂ 供 給された製剤に関する報告件数

1)使用された本数 0

2)医療機関調査中 0 0 0

3)院内で廃棄 6 5 0

4)不明 6 0 3 0

計 152 0 0

③ 上記②のうち、受血者情報が判明した件数

1)陽転事例 1 0 3 0

2)非 陽転事例 0 0 0

3)死亡 0 0 0

4)退院,未検査 0 0 0

5)陽性だが輸血前不明 0 0

計 0 0

④ 上記③のうち、医薬品副作用感染症報告を行もた件数

報告件数 1 0 0



く参考〉

薬事法第 77条 の 4の 3に 基づく回収報告状況

○平成22年 11月 ～平成23年 1月
供血者から始まる遡及調査実施状況

対象期間

平成11年4月1日～

平成18年3月31日
平成18年4月1日～

平成19年3月31日
平成19年4月1日～

平成20年3月31日
平成20年4月1日～

平成21年3月3 1日

H8V HCV HIV HBV HIV HBV HCV

① 調査の対象とした献血件数

1)遡及調査の対象1牛数 23.104 2.193 . 2.694 5,219

② 上記①のうちt個別NAT検 査を実施した本数(検体数)

1)本 数 (検体数 ) 23,104 2.193 5,219

2)実施率   . 100%

③ 上記②のうち陽性が判明した本数

本数 3 1 1 0 0 0

④ 上記①のうち医療機関に情報提供を行らた件数

1)血液製剤数(総数) 33.114 2867

個別本数 / / / 2062

2)情報提供数 33,114 2708

固別件数 / / / 2.319 3,150

*平成11‐年4■1日■平成17年1月31日本ヽ の情報提供数には、医療機関の廃院等による追跡不能数930件を含む

⑤ 上la③のうち医療機関ヽ 供給された製剤に関する報告件数

1)使用された本数 3 1 5 1 2 0 0 0

″)医療機関調査中 0 0 0 Ю 0 0 0 0 0

3)院内で廃案 0 0 2 0 0 2 0 5 0

)不明 フ 0 0 0 0 0 0 0 0

計 349 4 1 2 0 0 0 0 0

⑥ 上記⑤のうち、受血者情報が判明した件数

)陽転事例 1 7 : 4 | 0 4 0 0 3 0

2)非陽転事例 0' 11 0 0 9 0 0

3)死 亡 2 1 0 0 0

年)退院・未検査 0 0 0

5)陽性だが輸血前不明 7 0 1 0 0 0 0

計 3 1 4 7 0 0 0

*個別NAT陰性(NATウインドウピリオドわ遡及調査対象血液の輸血によツ、受血者が陽転した例を含む

0上 記⑥のうち、医薬品副作用感染症報告を行った件数
言 1 1 0 1 1 1 0 i 4 ‐ ! 0 1 0 1 3 1 0 0

ウイルス別合計 HBV:28    HC∨ :2     HIV:1

′

琴i零聟鰊輻



セスパリデーションの実施 (社)日 本血液製剤協会理事長 殿

薬食審査発第 1107001号

薬食安発第 1107001号

薬食監発第 1107001号

薬食血発第 1107001号

平成 1‐5年 11月 17日

厚 生 労働 省 医薬 食 品́ 局 審 査 管 理 課 長

厚牛労働省医薬
.食
品局素全対策課:長

:     |           |

厚生労働者産業養嘉局藍覆指導,藤棄対策課長

|    1厚 生 労働省 医薬 食 品局血液対策課長  |

_  | ‐   1血 漿分画製剤のウイル嗅晏基対策においキ |‐. :::|

日付け厚年省医薬安全局安全対策課、監視指導課11血液対策謀事務連絡)に ら
いては、本渾知をも|て廃止することと.します:  ‐       ‐

の有無

占冠実飛青季:ι誉う票碧全弱零露蒐FIのいずサIFIし`下, ウヽイリ|ス
・プ

② 上 記①に関する必要な書類等の整理笈び保存め有無 |         :

ム墨窪受暮奏幕ふ舞勇鵞零念着テー脊守社,いず押FⅢlt l=な1桑|

④ 通知記の3(2)に 規定する原料のプ■ノLにお:堕る|:Alめ実施の宣無 |

おワ壼発に奏言:待lY竣舎票奎走言え|`言Fす||す午||||)FI｀「彎
||: |||

1暮]息1言景I言]:i:[:瞥]i]li!:ii[§|::]阜]i貫貫言

場当チる姉 蕩τ褻過難 ぽ覇
]蓼 認 鰈 鞣 祓 繁 セF

―
ション締塁ω星葺し、種=な否挿̀ LE
なお、米国及び欧州で採血された場合は,そⅢぞれあ稲域における通友誦畳
ガイドラインに基づいた対応がなされてぃる。    三 |

F三■:♀委輌,勁 ti■●い



―
      記        ■

1 血 漿分画製剤 (以下:「製剤」という。)の製造前には、生物由来原料基準 (平

成15年庫生労働者令第21o号 )第2の2の (6)の規定に則り,その原

ぜTg塗耗享Zl省[ど謝LllY躙黒雀71」tT同∵?
・  ‐            .              :    ‐    ‐

7 前作角等9報告 (琴事摯|(嗜和31年1律竿i45号 )箸 77条の4の7
:第1項及び第2項に規定する副作用等の報告をいう。以下同じ。)等からの遡
及調査に伴| 、`製剤 (ロット)の製造後に個別にNATを 実施することによ
う:陽 性となった血液の原血漿へめ混入が半1明した場合は、混ハし|ウ イ′ンネの種類及び量(理論的な上限値を含む。)が特定されてかつ、製造工程にお
1寡贔孟鷲Zl甚だダ曹貧盟駿意凛奮F讐身菫観i:υ鷲鷲喜告績げを燎聖8‐
奮五濃昇臭裏桑F五職事皇熟曇襲基農篇罫各ど雰曹賛を最ま奪鼎写5秀f]
1liil12客|夕三,,1憬↑11′麿をi纏富Tl:`変::傍」マ||

ギ侵鷺1聯 妊嗽 顆 鼎
霧屋‐露足ヨを筐言薫菅譲ξFf嚢翼斯i警'?F≧言属写乞蝦肇「倉雰t分
‐|11るFI:: || || ||| ‐|: ‐ |■‐  ||.1    1

1:itl:[::11111i'1'「11ヤ:11:あ
｀
11こ滑|「1早
を

11:[ξ:」:::li考,'':蓄il費綺讐iilll
lこと。
.またく必要な書類等を整理し、保存しておくことぉ:   |

|li:[::            |[う,i31iう∫:1][:[
におけるウィルネクリテラ|ンス指数が9未満である製剤にっいては、早期

にウイルスの除去 ・不活化の工程について改善を図ること。   .

(2)原 料のプ■ルを製造した際の検査

原料のプTル を製造した際、当該プールについてNATを 実施すること

とし、陽性となつた場合は使用しないこと。また、当該NATの 検出限界
|が 1001U/mlの 精度となるよう精度管理を行い、必要な書類等を保

存しておくこと。

1こ13貧拿暑ξギリ聾爾iRTr誂可『鼻舅ダ胤錦乱
: 、 た場合。 :  、         |           |

(2)3の (2)に 規定する原料のプールを製造した際め検査でNATの 陽
‐
 性 が判明した場合意    ,     ・

:おな卜単諮書「彗豊暑像言2塁卜Trr了ぢだIT糠象學TTtTTI零
いるので、血液対策課の指示に基づき当該機関に保管検体を提供すること。

5 副 作用等の報告等からの遡及調査に伴い、製剤 (ロット)の 製造後に個別
.にNATを 実施することによりt,陽性となった血液の原血漿人の混入が判明

常[[]]を 減 ifl.:iを ,「 1:i31]l;:;嘗 i宴
1)の 規定に卿り、当該製剤 (ロツト)を 回収すること| | lt
なお、冨」作用等の報告等からの遡及調査により、製斉J(ロ ット)と 感染症

の発生との因某関係が否定できなしヽ場合には、以上の規定にかかゎらずヾ速

やかに厚生労働省医薬食品局安全対策課に報告するとともにt同要領の規定

に只1,、当該製荊 (ロット)を 回収すること:    1 1

6 既 に、「生物申来製品の添付文書に記載すべき事項にっいて」(平成15年
5月 15日 医薬発第0515005号)に基づき、製剤のリスクに係る事項が添付

文書に認載|れてヤ`るところであるが、|なお入念的な措置としてt同通知の

1頭
響:i」 を蒻億爾乳1111添 ,琴 烹

ρ
尋
要な基李
的
す
事に、

1下 |こ
fげ
る

・ 製利の原材料でみるュ液にっv)ては、ミ予プ=ル で、A‐Tを実施し,
ウイル不のONA又 はRNハ が検出|れないことが確謁挙れたもめを使
用しているが、当該ミニプァルNATの 検出限界以下のウイルスが混入

している苛能性が常に存在することも   ■         ‐
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輸血用1血液製剤で感染が疑われる事例について (平 成22年 11月 2日時点)

【HIV感 染が疑われた事例】

報告日 輸血された

血液製剤

血

数

供

者

供血者検査結果等 同■Ⅲ液由来の世製剤等について 新規報告

H15915 赤血球製剤 8 人 保管検体個別 NAT全て陰性

3人 中6人が来訪  ‐

いずれも感染していないことが

確認された。      ‐

新鮮凍結血漿 :3本3使 用済み。

原料血漿は流通停止。1

新鮮凍結血業を投与された患者 3名 のうち、1

名は原疾患で死亡残り2名は輸血後 (約6ヵ月

後)続体農番で蔭性。 |   ‐

平成 17年 10月 18日以降、残る2

人の来訪なし

【HBV感 染が疑われた事例】

報告曰 輸血された

血液製剤

血

数

供

者

供血煮検査結果等 同‐血液由来の他製剤等:Fついて 新規報告

H16.‐3.22 血小板製剤

赤血球製剤

37人 保管検体個別NAT全て陰性

37^中 32本が来訪

個別NAT蔭性 132人  .:

着鮮凍結血率F5本 (体4者4人分出来)

|   ‐ ‐ :悴用済●。.   |・
  | ‐. 肇りは原料血派|‐
新鮮凍結血漿を投与された患者 5名のうちヽ陰

1性2名t不 明'3名:    ,  ‐

平成18年10月17日以降、残る5人

の来訪なし

H16.11.26 新鮮凍結血業

赤血球製剤

48人 保管検体個,l NAT全て陰性
l

48名中41人が来訪
. : |:|

H3v関連検査陰性 :40人  ■

Hじs抗 原、NAT蔭性t HBs抗体、

H3c抗体陽性 :1人

原料事漿‐:?李確保`,1本 使用済み。

新鮮凍結ユ漿 :16本。医療機関人提供済み。

赤ユ球製剤:45本:産療機関人提供済み。

平成 21年 4月 22日以降、残る7人の

来訪なし      ‐



報告白 輸血された

血液製剤

供血

者数

供血者検査結果等 同■Ⅲ液由来の他製剤等:FついF
新規報告

‖17.1112 赤血球製剤

血小板製剤

1 6人 保管検体個別NAT 陽性2人

16人中12名が来訪    |

HBV関連検査陰性 :12人  ‐

(個別 NAT場性の 2本 は、複数回再議

●を行っているが、HBO抗体を含む野

連検査が全そ陰性であtJ、感染屋があ

うた可能性は低い。)

『識雛籍雅 聰 :。
平成 17年10月 18日以降、残る4人

の来訪なし。     |

H17124 赤血球製剤 9 人

追跡対

象は 4

人`

保管検体個Bll NAT:9人全て蔭性

〈当該患者のR3V―NATが陽性!|なる前

の輸血の供血者は9人中4人。)・

4人中3人来訪:      .

HBV関連棒章陰性 12人

HB9抗体陽性 11人 |

辱懲曇霧i鑽 :12本甚1議|^提
供済み。||‐  1 ・    ■

平成 18年 4月 25日以降、追跡調査対

象の残る 1人の来訪なし。

H17.6123 赤血球製剤

新鮮凍結血漿

人

・
保管検体個別 NAT全て陰性

20人中 18人が来訪。

HBV関連検査陰性 :18人

原料血漿:17本中10本確保も

新鮮凍結五漿16本中31本確保:

赤血球製剤115本全て医療機関へ供給済み。

平成 22年 7月 27日以降、残る2人の

来訪なしも           ‐

H1814:7 血小板製剤

赤血球製剤

53人 保管検体個別 NAT全て陰性

,3人■461人が来訪。 l l
H13V関連検査陰性 :43人

HBc抗体、H3s抗体陽性 :2:人

HBも抗体陽性 :1人

原料ユ茉:5':本申7本確保|“本使用斉み。

彎ⅢⅢⅢⅢI甲"^|■
平成 22年 7月 27日以降、残る7人の

来訪なし。

報告日 輸典された

血液製剤

供血

者数

供血者検査結果等 同=Ⅲ液由来の世製剤等にういて 新規報告

‖18:6.5 赤血球製剤′

新鮮凍結血漿

29人 保管検体個男1叫T全て陰性

29人中28人来訪

日BV関連検査陰性 :25人

“BS抗体、‖Bc抗体腸性 :1人

HB,抗体陽性 :1人

原料血漿 :27本中11本確保。16本使用済み。

新鮮凍結■漿:8本,6本 確堡,7本 供給済
み。

赤血球製剤 :18本全て使用済み●:

平成 21年 4月 22日以降、残る 1人の

来訪なし。

H19_2.20 赤血球濃厚液 3 人 堡常婢体聟PINAT全̀陰性
3人中 2人来訪

HBV関連検査陰性 ,2人

原料血漿 :3本 全て確保。 平成19年10月 19日以降、残る1人

の来訪なし。  ・

H21.11.20 新鮮凍結血業

血小板製剤

赤血球製剤

45人 保管検体個別NAT全て陰性

感染が疑われる輸血時の製剤の

供血暑ij夫:   1  ‐

23人中20人来訪  ｀  ヽ .

HBV関連検査陰性 :20人

F料 血漿 :‐29本中2本確保118本 使用オ●。

新鮮凍結ユ栞
:,本
拿
て摯f斉 う。

赤血球製剤 ■221本全て供給済みt l

平成22年2月 13日以降、残る3人の

来訪なし。'

【HCV感 染が疑われた事例】

報告日 輸血された

血液製剤‐

供血

者数

供血者検査結果等 同=血液由来の他製剤等にっいて 新規報告

H18.2.15 赤Imu製剤
‐

血小板製剤
‐

新鮮凍結血漿

8 1 人 保管検体個別 NAT全て陰性

81人中 78人来訪 | .

HCV関連検畳陰性 :78人

原料血漿:70本中67本確保。3本使用済み。

新鮮凍結血漿:14本中11本確保`3本供給済み。

赤血球製剤 :6本全て供給済み。

平成 19年 10月 19日以降、残る3

人の来訪なし



平成 22年 度感染症報告事例のまとめ (前回報告分以降 )に ついて
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l)本剤はウイルスの不活化・除去を目的として製造工程に60℃10時間の
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謬孵鶏鵡雀F
2010/o3/2卜再び、手
掌、足底に小紅斑が出
現し、徐々l_四厳に拡
大している:   |

2o19年7月29日、出荷数,12.769本で在庫なし、有効期限 :2011年11月9
日である。当該ロットにおいて他にHH■ 6あるいはHH■ 7感染が疑われ
た症例は報告されていない。

以上から、本剤からHH‐6およびHH■フが伝播した可能性は否定できる
と考える。;                        :  .
担当医が「本剤からのHH■6.7伝播で1まなく、免疫力低下による●活性
{ヒであると判断」し、企業=担当医本に因果関係を否定したため報告対象
外。
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本剤の投与を開始(2
回日、15g)。丘疹が発
現。
本剤の投与を開始(3
回日、10g)
(10/08)

5日後、急性滉発性発
疹性臓疱症め疑い。

星桂1嚇 ‐

日ま回復:■
(2010/09)

現在寒施中9使用成績甲査にて本手された情|であぅ。

担当医はパンテア属菌血症と本剤との関連性を「不明」としているので、
製剤からめ感染を疑つている可能性が否定できないので感染症報告とし

[爾鑑 諏 l珊 標 翻 騨 粂オ
からパンテア属細菌が伝播した可能性は否定できると考える。

当該ロットの出荷状況は、出庫開始日,2010年6月14日、最終出庫日:

報 ド畢
こ
呼 椰帯鍮蟄鵬 1轟讐:″
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日本赤十字社

試行的 HEV20プ ール NAT実 施状況について

(輸血後 HEV感 染の予防対策)

1試 行的 HEV20プ ール NAT実 施状況

献血者数  HЁ ■RNA‐陽性   陽 性率

H17.1^ィ H18.2*1 341,174 45 1/7,582

H18.  3 -H22.  L2*2  1 ,  311,  106 151 1//8,683
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採血日 年齢 翻 ｒｍ
HEV抗体 厖

鍛
粕

喫食歴調査

燿麟 受血者憤13
螂 lgG のヽ種燎 モベ方

2 2 有 ンシレバ■ウシ精肉 十分加熱 無

2003/●:/06 無 ″シレ′■tプタホルモン、ヒツジ練肉 ■生 無

無 ζじ露1,濫 F ■生
無

有 'シレバー:ウシホルモン 十分加熱 無

有

2001/●1/1フ 無 ]笞なし

2000/01/25 無 F明レバー、ビッジ精肉 十分"熱 有 0血後o9日現在、HEVマーカ■の陽転は見られず追跡調査終了

2116/0'/311 織 朝答なし 無

存 ンシ精肉、ウシホル千シ、プタ綸肉 十分加熱 無

有
■生

無

卜明 ド明

獅 /02/0' 無 ンシ精肉 卜分加熱 無

2003/02/17 3 9 ,733″X,`=饉ざ=
′`7刀̀ こヽ7ン■, ■生 .

無 ツジ締肉 十分力熱 無

,知6/02/21 無 チζ職:ブ'レ′こ:Lうし五■
ヨ答なし 無

無 回答なし 無

'シ・ブタ(精肉、レバニ、ホルモジ).ヒツジ精肉 卜分加熱 無

無 コ答なし

ニツジ精肉 卜生 無

′夕精肉.不明レ′ヽニ 卜分加熱 無

ブタレバー、ウシ精肉`ブタ精肉、ヒツジ精肉 F分加熟 魚

ヨ答なし 無

ブタレ′ヽ一 卜生 無

ニツジレバー 無

21DO/07/07 ヨ答なし 無

セ000/●7/11 口答なし 籠

コ答なし

2006ノ07/22 ンシ績肉t tr夕精肉tブタホルモン、プ'レ′`一 卜分加熱

採血日 年齢 性別 相ｍ
HEV抗 体

Ⅳ

ＮＡ
膨
鍛
刈

喫食歴調査 象
剤
対
製
及
給
遡
供 受血者情籠

IgM lgG ～の種類 彗べ方

メタホルモン、ウシ精肉、プタ綺肉.じツジ精肉 卜分加熱 無

2006ノ09/11 契食歴なし

ブタ精肉、とツジ率肉 卜分加熱 無

不明

'シ精肉、プタ薔肉 十分加熱

21D6/"/23 ヨ答なし 無

′夕精肉 十分"熱 無

ンシ精肉 粉 加難 摯

)シ覇肉、ウシホルモン 十分加熱 兼

ンシレ′‐

′タレバー、プタホ'レモン ■生 無

ド明レバー 十分加熱

2001fu/or ■ッケ
'シホルモン、ヒツジホルモン 「分加盤 無

=ツジ精肉:プタホルモン 十分加熱

′夕生ハム (自家製, 卜生 無

=ツジ精肉:プタホルモン 卜分加熱 無

'シ綸肉、セツジ綺肉 十分加饉

``9黙 卜生
翻

′夕精肉 卜分"熱

彙拿歴なし 無

′夕精肉、プタ詢レモジ,プタレ′← 卜分加熱 無

3 3 フタ稀肉
ンシ麟肉tヒッジ縮肉 無

:ツジ精肉 無

2007/●3/26

建食歴なし 無

,rfid,ttfr ,t *ttt>.Jtttrir+> ■生 無

'ホルモン 卜分加熱 無

3 9 2007/:●/00 ′タレバー.プタ薔肉 十分加熱 無

案食歴なし 無

20



採ユ日 年鈴 性別 Oυ/0

HCV抗 体 彫
錯
粕

喫食歴調査 遡及対象
供給製剤

受血者情報
l e M 勺の種類 藍べ方

ブタ橋肉 卜分加熱 無

,シ精肉.ブタ精肉、ヒツジ精肉 卜分加熱

不明 蕪

プタホルモン、プ'レバー ←分加熱

フ,71因 分加猥
無

′バー、ホルモン ド明

ドOl 無

ド173

ド明 無

不 明 無

'シ精肉、プタ精肉 十分加熱

2000/01ハ7
十分ll熱
■生

無

′タレ′■、プタホルモン 十分加熱 無

無

アダホル■シ 十分加熱

開 レ′■ 十分"熱 無

ド明 無

卜明

2000/00/21 史食歴なし

′夕構肉.ウシ精肉 十分加熱

“ "呼 " ″頼 いう熱 爆

2003/00/30 ド明レバ= 卜分加熱 無

ド明

2003/05/12 プタ精肉、プタホルモン 卜生 無

卜萌 無

ノタホルモン 十分"霞 無

無

2003/03/07 無

,シ、プタ:ヒツジ締肉 半生

,シ、フタ、ヒツジ輌肉

採血日 年齢 性別
(u/Ll

HEV抗 体

四
叫

間診
該当
※1

喫食歴調査 通及対象 受血者情報

卸 勺の種類 食べ方

下期

,シ縮肉、プタ締肉 十分加熱

不 明 無

不|||

不明

不研 無

不 明

′夕、tツジ縮肉 十分加熱

不明

下明

'シレバー.プタレ′'‐ 十分"熱 無

2003/09/23 ′'精肉、プタレパー 十分"熱 無

ド明 無

2008/09/27 ド明 無

,シ.プタ、ヒッジ綺肉 不嗅 無

ンマ精肉

FrtLr(- 圭 無

2003/10/10

'シホルモン:プタ楕肉 学生

ド明 無

2003/1705 プタレ′ヽこ 卜分加熱

ンシ、プタ、にツジ締肉 卜分"熱 無

ンシブ,(精肉、レバニ、ホルモン) 卜分詢熱

F現 無

2000/Oνl( + 不明ホルモン 十分加熱

′'レ′●= 不朝 無

,シ、プタ織肉 無

'タレパニ、ホルモン 1分如摯 無

`“】■i=., 無

ド明ホJ●tン :明 無



採血日 年髯 性別 膊∽
"EVh体

岬
麒
艦
和

喫食歴露査 遊及対象
受血者情報

u “ のヽ種類 電べ方
供f3製剤

2109/04/2, F朗

2000/00/04 卜明ホルモン 下明

;勇締̂ ヒ
籠

2009/07/01 'シ精肉、プタホルモン 十分加熱 無

ヽ
無

ンジ精肉、プタホルモン 十分加熱 無

F明 無

20119/00/04 E 無

'シレバー 半生 無

2009/00/09 アタ精肉 十分加熱 無

下明 無

′夕精肉、プタレバー 十分加熱 無

,ジ′ブ,II肉.ウシレ′`ニ

不明 無

2009ノ:2/13 'シレ′'一 t 無

, ifr6. aer, r-, r t.J trFw-> 十分加熱 無

ジ精肉 ド明 無

不明 無

ンシレ■

79+,r+> 卜分加静 需

ノタレバー、ウシ精肉=プタ精肉 卜分郷熱 無

)シ締肉 卜分加熱

″力精肉 卜生 無

′夕薇肉 卜分m熱

不IJl

2010/03/20 ′,精 肉 卜分加熱 無

ンシレバー、プタホルモン 卜分加熱

不明ホルモン 編

下Palホルモン

朝答なし

タレ′,=.ウシホルモン

躍Jξ協 も'Fヱ偽:撃1`部蜘 漱撻夕t督]尋:″襲拿晨,.なおネ“圭̀轟Ⅲ肩"日をもつて■7
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‐     事 務 連 絡

         : 4晶 ) '名 喜ぎ∴え輸五角孟液裏軌ti :↓ た 型詳菱平成23年 1月 27日                   5 平 成 17年 2リ
ー    '                     ウ イルス)感 染が疑われる事例にっいて、残る1人の供血者のその後の検査 .

日本赤十字社血液事業本部 御 中                    ‐ |               1 結 果も来訪がなければ、その旨。              「

薬事。食品衛生審議会五液事業部会事務局 | 1             6 平 成 17年 6月 23日 付けで報告された輸Ⅲ用血液製剤ドHBV(3型 肝

厚生労働省 医薬食品局血液対策課               炎 ウイルス)感 染が疑われる事例についてt残 る2人の供血者のその後の検
、                 :           査 結果。来訪がなければ、その旨。           |       ■

1      血 液製斉りに関する報告事項にういて                          7 平 成18年 4月 7日付けで報告きれ|た輸血用血液裏剤で責3V(3型 肝炎
、           |              ‐            ウ イノンス)感染が疑われる事例につぃて、残る7人の体血煮めその後め検査   ‐

.           1         1 結 果8来訪がなければ、その旨。 .               |  ‐   |
血液事業の推進に御努力いたた=ヾ 厚く獅ネL申し上げます。  .    .

さて、:標記にらきましては,平成2?年 11月 2日待|ュ安第3‐,9号にて|         |    ■  8.平 成18年 o月o甲付けで報告された輸ユ用血液製剤でH,V(Ё 型肝炎  ‐ |

,最醸i習離蠍戴藁躾墨曇卜彙〔λ酵月ll早峯簗≠Ililll ll l.   ::ギ31繁1'「
懇12房詈F])下ITll,11'「「「'「Fη「111‐ilξξttFξ[議ヾ責享F羹'1.:麗た毒F鎌脅

『λ;見「喜晨‐| ■| || .しア滅「轟ittil:』衆ヽ11菖i讐認麓彙魂:111:開催平成 22年 度第3白血羨事業蔀杢運営委員会提出資料を更芳
‐御=出 ください。      |   |   「  1  ■ ‐‐     ‐                    査 結果。来訪がなけ■ば'そ

の旨6 1 : 1 1   1‐    : :・ | |■ :・

1:芳嘉耀鼈貫纏ぜ舞営λ彗碁察暮遭t曹:層摯蒻言撃露f考爾浩ズ糖ξ l■ ■ liよ韮農」鷹li月2::待け:義告き1[ぬ五蔦麟鍋1喜:↓L■|
及び法人惜報の保護に特後の石配慮をお願いしま子。  ■

‐                        ノ
型肝久ウイルス)感 染が疑われる事例にういて、残る3本の供血者のその後  ・ i

l l      ‐‐        :||1検 査結果。来訪がなければt.その旨よ ■ ‐| ‐   | ||   |  1111
■記 :   .  _‐

_ 11.黒 t=2月i:古義よ ζit口暮み、ふ 轟 :五たふ孟角轟 |||‐
vの癖染が|       |  1      製 /11F責|ヤ (1塑辟炎ウイァレス)巖染が疑われ:る事Fllにらぃで、残る3人■ ´1.平成13年9月も日付けで報告された輸血用血液製剤で責I

:われる事例にら|、て、残る2人の体血者の子の後の検奪精塁。来訪がなけ
れ                 の 供血者あその

年
の
林査結果9本 訪がな|ければ|`1旨 。    | ‐  . |   :

げ、その旨。       |1 1 ‐
            .121試 行島責ЁV?。レ|ルNAキヤ■ t(そ1‐芝あ年の調基真施裏況:|‐ ■■

2.平 成 16年 3月 22日 付けで報告された輸血用血液製剤で責BV(B型 肝      :                                 1   ‐

炎ウイルス)感染が疑われる事例につし`て、1残る5本の供ュ者のその後の検     |                       .                      : ,
査結果。来訪がなけれは:その旨̀                    ‐                               11   1  '   ■ |:   ■  | ‐|‐

― 勁 眸 H熙 岬 董 報告され鰤 血用蝉 製剤輛 V型

      _‐ ||| | |‐ ||| | | | | |‐
||: |■ |‐肝条ウイィレス)感染が建ゎれる事例にっぃて、残る7人1供血者めその後の

:        | ‐      「      |
検査結果。来訪がなければ、その旨。         |         ‐        .     .   :     :‐                              |  1 1 ‐    | ‐  | ■ | | ・ i 1 1 -  :  | ■

| ■ ‐
|

■Ⅲ Ⅲ1711月IJI付け■■され1輸二用五繭Ⅲ
講 :χメ星デ顆 ‐|■ |li・ | ・ ■■■● :‐■‐|■ ●11‐

‐ ||||■ |1  客 ゥイル不)昼染が疑わ■ぅ幸例11ついヽ 、
1残
う4人9摯暉



血 安 第 42号

平成 23年 2月 2日

厚生労働省医薬食品局血液対策課長 様

|                ‐ |    1 日 本亦十字～
|      ｀    |   1 血 撃事業杏部長

・ ‐

‐  血液製剤に蘭する報告章項にうぃて(回な)

tF雫纂∴後ξ嚇剛 爛寧戴「「平FlF]F`
:      ‐     .        |

● :||:|1 1手 |■ ‐ 1■  ‐ 1

、   1 1             '         :          ′

畝‐雰み輝攘具ぶ馴鮨 ぽ   嘲
(48名中41名が来所、・検査は全`陰性) :    :

4.平 成 17年 1月 12日付けで報告された輸血用血液製AllでHBV(B型 肝炎

ウイルス)感染が疑われる事例にういて、残る4人のその後の来訪なし。(16

名112名 が莱所、検査は全て陰性)   |     ‐
  ‐

1 1                         .        :

ず,璽曇翼響詐艇Wtti離阜
1法のみ陽性■i法蔭在| あ́他の著は全て陰柱)i  l      ・

6.平 成 17年 6月 23日付けで報告された輸血用血液製剤でHBV(B型 肝

炎ウイフレス)感染が疑われる事例について、残る2人の来訪なし。(20名中

18名が来所〔検査は全て陰性)

7.平 成 18年4月 7白付けで報告された輸血用血液製剤でHBV(Ё 型肝炎

‐Zl観∫朝lT澪瞑 瀞斃f論:纂″肥饂′ど
1名はHBs抗体のみ陽性、その他の者は全て陰性)

8:平 成 18年6月 5日付けで報告された輸ユ用血液製剤でHBV(B型 肝炎

ウイルス)感染が疑われる事例につし`て、残る1人のその後の莱訪なし。(29
名中28名が来所、出V―DNAは全て陰性。2名 は「Bd抗 体及び HBs抗体陽性、

1名はHBs洗体あみ陽:睦、その他あ者は杢て陰桂)   .

9 平成19年2月20日付けで報告された輸血用血液製剤でHBV(B型 肝炎

ウィル不)感染が疑 れ́ぅ事例について、残る1本のそ?筆?来訪なしふ(3

11∵「ず番lr奮1今1,7.|| ■  ・
1‐91平 成'1年 11月20自付けで報告された輸血用血液製剤で童BV(3型 肝

11第1紺窄議甜
・
F'T,「1争
.1蓄|∵

:      |      :     .             :  .

11.平 成 18年211,1日1告 、3月 81付 けで遁カロ報告され
た輸血用Ⅲ液製剤

,労猛χ楽肇驚雹1[省愧冤郵鍵蜀諸」ザT今?
12.試 行島HЁ120シ ニルヽ ATにつぃて、そあ後の調査実施林■につぃ
|ては別紙のとおり。    .



献血件数及びHIV抗 体 ・核酸増幅検査陽性件数

年 数
＞数

件
施実

血
査．検

献
＜ 岬”̈驀̈

陽
く
Ｉ 1 0万件

当たり

1 9 8 7 年

1 9 8 8 年

1 9 8 9 年

1 9 9 0 年

1 9 9 1 年

1 9 9 2 年

1 9 9 8 年

1 9 9 4 年

1 9 9 5 年

1 9 9 6 年

1 9 9 7 年

1 9 9 8 年

1 9 9 9 年

(昭和 62年 )

(昭和 63年 )

(平成 元年)

(平成 2年 )

(平成 3年 )

(平成 4年 )

(平成 5年 )

〈平成 6年 )

(平成 7年 )

(平成 8年 )

〈平成 9年 )

(平成 10年 )

(平成 11年 )

件

8 , 2 1 7 , 3 4 0

7 , 9 7 4 , 1 4 7

7 , 8 7 6 , 6 8 2

7 , 7 4 3 , 4 7 5

o , 0 7 1 , 9 3 7

7 , 7 1 0 , 6 9 3

7 , 2 0 5 , 5 1 4

6 , 6 1 0 , 4 8 4

6 , 2 9 8 , 7 0 6

6 , 0 1 3 9 , 3 9 4

5 , 9 9 8 , 7 6 0

6 , 1 3 7 , 3 7 o

6 , 1 3 9 , 2 0 5

件

1 1 ( 1 )

9 (  1 )

■ 3 ( 1 )

2 6 ( 6 )

2 9 ( 4 )

3 4 ( 7 )

3 5 ( 5 )

3 6 ( 5 )

4 6 ( 9 )

4 6 ( . 5 )

5 4 ( 5 )

5 6 ( 4〉

6 4 ( 6 )

件

0134

0 1 1 3

0.165

0336

0359

0441

0486

01545

0,730

0762

0900

0.912

1042

(平成 12年 )

(平成 13年)

(平成 14年)

(平成 15年)

(平成 16年)

(平成 17年)

(平成 18年)

(平成 19年)

(平成 20年 )

(平成 21年 )

(平成 2 2年)

2 0 0 0 年

2 0 0 1 ‐ 年

2 0 0 2 年

2 0 0 3 年

2 0 0 4 年

2 0 0 5 年

2 0 0 6 年

2 0 0 7 年

2 0 0 8 年

2 0 0 9 年

2 0 1 0 年
( 1～ 1 2月 )

5 , 8 7 7 , 9 7 1

5 , 7 7 4 , 2 6 9

' 5 , 7 = 4 , 1 0 1

5 , 6 2 1 , 0 9 6

5 , 4 7 3 , 1 4 0

o , 3 2 o , 6 0 2

4 , 9 8 7 : 8 5 7

4 , 9 3 9 , 5 5 0

5,077,238

5 , 2 8 7 : 1 0 1

5 , 3 1 8 , 5 8 6
(速 報  値 )

6 7 ( 4 )
[ 3〕

‐
7 9 ( 1 )
[ i ]

8 2 ( 5 )
[ 2 ]

8 7 ( 8 )
[ 2 ]

9 2 ( 4 )
[ 2 ]

7 8 ( 3 )
[ 2 3

8 7 ( 5 )
[ l ]

1 0 2 ( 3 )
[ 6 ]

l。 1 & ?
1 0 2 ( 6 )
[ 2 ]
8 6 ( 3 )
[ 1 ]

1.140

1.368

1418

1548

1681

1.466

1.744

2065

2107

11929

1617

・・
緩
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６

検ヽ
着
２

帥”赫鞭軌

1)

(注2 ) ,

( 注 3 )。

(注



l    H I V抗
体 ・核 酸 増幅 検査 陽性 献血者 数 内訳

1性別。年齢区分・国月|  ‐               |
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日本人I外国人 計 日本人 外国人 計 日本人 外国人 計

16～ 19歳 1

人

0

人 人

l

人

4 6

20～ 29歳

30～ 39歳 2 515
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プロック別 H I V抗 体・核 酸 増 幅検 査 陽性献血

年齢別HIV抗 体・核酸増幅検査陽性献血者

平成 18年 平成 19年 平成20年 平成離年 平成22年
(1月～12月)(速報値)

献血者 !陽 性
万

た 献血者 l陽性
0万人

当たり
献血者 陽性

tO万人
当たり

献血者 ,臓伴
1 0万人
当たり

献血者  [陽 性
1 0万人
当たり

北海道
・東〕ヒ

人 件 件
　
４４

人 件 件

0 6 1 8

件

5

件

0768

人 需

９

件

1 329

人 件

関 東 】348,9701 1359,3911361

件

∞

件

　

“

; r t +

+zt, z,qat 1,698,56

件

IL陸・

甲信越

件
　
２‐

件 件

3́: 0880 340.203

件

東 海 545,248

件
　
４６

' ; +
- ^ ^  . . ^ t  . . t  .  ^ . -
o o z . o r u t  t l t  r , v J r

i t +
9l l.s4o 589,557

件

近 畿

件

3 i 7 1 4

件 件

876,750

件

中 国 6 : 316、087

件

　
“ 316,509

i「
4 :  1 2 6 4

件

1 2 1

件

四 国

l l

rol,zorf zt, r.ztt
件

1 6 6 . 3 3 2 1

黎|

1 7 3 , 9 1 4 1

件
　
ｙ 176.923:

件

馴
漱

568,995,  6`

件
　
〕

件 件 件

: 298

合 計 a,ggz,est!

件

4 , 9 3 9 , s s o r l o 2 : 2 . 0 6 ss,ozz,zrsl rorl
t l

件

s,318,586; 86

件

1617

平成 18年 平成19年 平成20年 平成21年 平成22年

(1月～9月)(確定値)

献血者 1陽性
10万人
当たり

献血者 陽性
人

り

万

た

１０

当 献血者 陽性
'10万人
!当たり 私

趨
１０

当
性陽者血献 献血者 1陽性

10万メ
当たり

16才 ～

19才

人

381.352

件
　
‘
‘
Ｄ

0.524

1 人

324.414

件

1 541

人

308,019

件
　
２ 0649

人

29 5 : 8 H

件

3 1014

人

2 0 7 : 2 H

件

3 1.448

20才～

29才

人

1: 1 8 8 , 7 3 8２

０

2.440

人

1 , 1 3 5 1 1 0 238

(2)

3348

人

1,141,7464 31591

人

1 , 1 3 9 , 9 9 1３７
①
3246

人

819:459 １
０

2:319

3 0才～

39才

人

1 , 3 6 1 : 6 5 8４
α
3158

人

1 , 3 6 9 , 2 4 1 2556

人

1, 3 9 1 , 1 4 1 31594

人

1,414,747 42

( 3 )

2.969

人

‐1,049,655 ２
０
2668

4 0才～

49才

人

1,048,055

.   人

1 , 0 8 8 , 4 1 01 7 1562

人

1 7 1 , 4 4 9 11
( 1 )
0.989

人

1272i397 17

( 2 )

1336

人

, 0 1 4 , 1 8 1 8 0,89

50才～

59才

人

766,625 3 0391

ス

7701663 5 0649

人

785,280 3
( 1 )
0.382

1   人

841,168 3 0357

人

３

Ｄ
0.459

60才 ～

、人

241,429 1 0414

人

251,720 2 0795

人

279,603 0000

人

322,987 0 0000

1 人

255,546 0 01000

合 計

人

,987,857 Ｗ
Ｏ

人

4,939,550 ０２
③
21065

人

,077,238‐０７
③
21107

人

5 , 2 8 7 , 1 0 1‐０２
⑥
929

人

3 , 9 9 9 , 9 8 1６‐
③
.525



献血者|=お諄る男栞BllHIv抗株:核酸増幅検蕃蕩在暑薮の年茨縫移
|  :  |   ■ | | | (対 1 0万人)  |

10万人当たりの
■陽性者数(人)

2100

2 0 0 0

■5 0 0

lmo

o lまЮ

0 0 0 0

（
１
月
～

９
月
）

２

０

１

■
年

２

０

０

９
年

２

０

０

８
年

２

０

０

７
年

２

０

０

６
年

２

０

０

５
年

２

０

０

４
年

２

０

０

３
年

一

，

０

０

２
年

２

０

０

１
年

２

０

０

０
年

１

９

９

９
年

１

９

９

８
年

１

９

９

７
年

１

９

９

６
年

■

９

９

５
年

ｒ

９

９
■

年

１

９

９

３
年

１

９

９

２

年

■

９

９

■
年

１

９

９

０…
年

，

９

８

９

年

１

９

３

８
年

■

９
．８

７
年



XMRVに (続報 )(平成23年 2月 18日 ) 血液事 員 岡田 義昭
X 駆

番号
文献名 報告国 要約

1

::器 躍 ず

':粘

|)ボ ITで

'1‐
1'

MOuse DNA contamina〔on in hu“an tissue

leSted folXMRV

英国

駕鮒仄鶉 麟朧躙J「[糀I狡職漢ポ
た。これらの結果から実験室のヒトの検体にマウスのDNAが高率に混入していることが明らかになっ
た=これまでマウスONAの混入を検出するためにマウスミトコンドリアの遺伝子が使用されていた
が、lAPの方がコピー数も多く、混入をより高感度に見つけることができる。

2

Oak,SBIliA,Ci,96z o,ёtlL,
R,trolⅢIogy:2019:7:109 1  1  ‐ 1

Con,minetbn Of huTan DNA Samples輌th

mouselDNA tan iead to false detectioh oF

×MRV‐iike sequences          ■

米国

特異的なXMRVのプラィマニを用いて112人のCFSと36人の健常人からXMRVの遺伝子を検出したと
こう、陽性例はなかつたも一方、内因性のマウス白Ⅲ病ウイルスも検出できるプライマーを用いて上

場

S4o,E }ihf4 R Retrovido$/.90t0,
7 : l  l 0

An endogenous murine leukemia viral genome
contamination in a commercial RT-PCR kit is
amplified using standard primers for XMRV

日本
環馨募場お1:庶菖遭檀軍讐盤L省言繊虐車舞つ縣ウス白血病ウイルズの遺伝手ぶ混入してしヽる)評価を慎重に実施する必要があるもなおt混入し

駐ち7殷儡器増墨曇督畠彗樫まξ'覇あ瑞Yぽζ繹寓げ男ζきlr」:CヽFS,lζFら`わミ出さ

4

Hu9 o:GF,CR,ca“ Al et aL.Retrovirology:2010

7:111

PiSeaSereSSoCiated XMRV,ё quёnc,sa"

"nsistent■th laboratory contamina‖oni

英国

報告されたXMttV特異的なPCRプライマーは、マウスの内因性ウイルスの遺伝子も増幅できることを
示した:さらにtXMRVが持続感染している細胞株由来のXMRVの塩基配列と患者出来のxMRVとを
比較すると、患者出来のXMRVは持続感染細胞由来であることが示された。以上から高感度のPcR
法で検出されたxMRVは、マウスDNAの混入め結果かもしれなぃ`

(参考)  .   | ‐ :‐
XMRVの疫学に関する主な文献T覧(平成22年5月ib日作成t平成22年11月24日改訂)1    4液 事業部会運営季員会委員 岡甲 義昭

文献名 貪出法(組織) 報告国 要約

itman A, et at.. PLoS Pattbg. 2006 Mar;2(3):e25. l

def,tnedd ol a nwd Gaaimarebovirus in ffostate turcnj af
Etients homoz$o6 fq R4AXI RNASEL 6.iant. '

9“ 105・6

¨̈ 米国 臨L簾箱毅戴:辮霧闇結:蘊祀鵬籠離れ
=が、交臭がない前立腺縁RR)では1996であった。

導器71胤麒 や淵
21
(りに家族tl 〈前立腺)

卜家族性の前ユ腺がん組織からxMⅣ の検出が試みられた。その結果、欧

鱚岬零等ギ甲)畔ギ■雫
瀧ヨザ:ザ巴「輝:聯尋識踏
縦諸騎記露認麗』』露嘗紫!片91Ⅲ一̈一̈“

』
釣
¨
航

(前立腺)

三uSA(配 清)

ドイツ 躍薔僣a漁醸 昴穏驚毬8群精蛾霧彙憲範
`きなかった`また、ュ清中からもXMRVに反応する抗体は検出てきなが,

製記F鳥:雪3t驚鶏諾撃粛出路留識11 1
1翼獄驚1肥趣冨竃職搬電H麗漁

P C R

5 4 3 2 3 9 6

ウイルス抗原

PCR

ウイルス抗原

(前立腺)

組織染色
(前立腺)

米国

03例の前立腺癌■14例からPCR法 によつてXMRVe伝 子が検出てきた。
lNasaの変異とは関連がながつた。xMRVOタ ンパクは上皮細飽に存在し
ごいたt

>niobon B.P.Alala G.E.,and Kimai,a J.T. J|0.2010
,l@2@:117Gn

}ildi6 of xenolrcpic mui@ hukemb vitusaelatod vic in
bmd and tqmor tbs of patieG fbm the soir$€rn Lhited
itaies with p.odate €rcer is depe.d$t on sp€ific
bfym@ c{Eid .€c{iq @ndiioc

"ソ144221296
(前立腺)

国
部

来
南

米国の南部にある州での前立線癌患者からXMRVI伝 子の検出を行なつ

u続 800096

PCR

(前ユ線)

組織染色
(前立腺) 鰊 莉 職 ニ
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Ba<kground
ln 2006, XMRV was identif icd in stromal cells asso-
ciated with prostate cancers of .men with a family his-
tory of the malignancy, 40% of whom were homozygous
for a specific lariant of the interferon-inducible RNaseL
gene, suggesting an increasgd susceptibil i ty to viral
infection in these patients. Virochip microarray analysis
on cDNA from some of these tumours led to the identi-
fication of XMRV {1], a gammaretrovirus closely related,
but not identical, to endogenous MLV. Interest in
XMRV intensified when 6% olall prostate cancers in a
US clinic *ere,found to carry the virus and when by
immuno-histochemical stainlng the-virus was detected
in the tumour epithelium of 23% of those patients. In

m,mcclure@imDedal.Guk

RETROVIROLOGY

the latter study, virus detection was associated with a
higher Gleason lndex and appeared to be independent
of the RNAseL mutation [2]. Several papers haVe since
demonst ra ted  a  l ink  o f  Dros ta te  cancer  w i th  XMRV

[3-5], however thli has:not been repeated in other
cohorts [6-9],

XMRV hai also been reported in patients suffering
from chronic fatigue syndrome (CFS) [10], a condition
also assoclated with perturbatlons in the RNaSeL innate
defence resionse. In addition, XMRV has been
described in the bronchiolar lavagesof ir irmunosup-
pressed individuals [11]. Severa.l groups have presented
unambiguou5 data challenging the original f indings,
both in European CFS cohorts lI2-741 and in US CFS
patients I15,151. More recently, mattels were further
complicated by the publication of a study finding gag
sequences similar to those of four different polytropic
endogenous MLVs in an unrelated US CFS cohort, brt
no evidence of XMRV [17]. A clear account of the

Abstract

Background: We used a PCR-based approach to study the prevalenc'e of genetic sequences related to a
gammaretrovirus, xenotropic murine leukemia virusrelated virus, XMRV, in human prostate cancer. This vlrus has
been ident'fled in the US in pbstate cancer patients and in those with chronic fatigue syndrome. However, with
the exception of two patients In Germany, XMRV has not been identified in prostate cancer ti5sud in Europe. Most
putative associations of new or old human retroviruses with diseases have turned. out to be due to contaminatlon.
We have looked for XMRV sequences in DNA extracted from formalin-fixed paraffin- embedded prostate tissues. To
control for contaniination, PCR assays to deted either mouse mitochondrial DNA (mtDNA) or'intracisternal A
panicle (lAP) lonq terminal reFeat DNA were run on all samples, owing to their very high copy numb€r in mouse
cells.
Results: ln genirral agreement with the U5 prevalence, XMRV-Iike sequences were found in 4.8% of prostate
cancers. However, these were alsopositive, as were 21.5% of XMRv-negative cases, for IAP sequences, and many,
but not all were positive for mtDNA sequences.
Cori<lusions: These results show that contamination with mouse DNA is widespread and detectable by.the highly
sensitive IAP assay, but not-always with less sensitive assays, such as murine mtDNA PCR. This study highlights the
ubiquitous presence of mouSe DNA in lbboratory specimens and offers a means of rigorous validation for future
studies of murine retrovirusei in human disease.

t Contdbuted equally
'Sedion of Infdloug Di5easet Jefferiss Research Trust Laboratoriet lmp€ilal
College London, 5r M€ry5 Camput, LondoB W2 1P6, l.iK
Full list of aufio. inbrmation is availabl€ rt the end ol ihe a(lcle*
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ciaims and counter-claims surrounding XMRV and its
disease association has recently been published [18].

Methods
The UK prostate specimens in this study came from two
sources. Cancer tissue came fiom men locally referred
to St Mary's Hospital in West London with slmptoms
of  vo id ing  dys func t ion  and pros ta te  spec i f i c  an t igen
abnormal i t y  and requ i r ing  b iopsy  a f te r  appropr ia te
counsell ing. In addition, some patients had participated
in a voluntuy screening study and these provided sam-
ples that were a mixture of benign and cancer patholo,
gies. All biopsy tissue had been stored in formalin fixed,
paraffin.embedded (FFPE) blocks over a period of 3-6
years. Slices were taken from the blqcks and DNA
ext rac ted  as  descr ibed (see Add i t iona l  F i le  1 ;  Supp le-
mentary Methods), The FFPE samples from Thailand
and Korea were excess tissue from histological samples
taken from new cases of both benign prostate hyperpla-
sia and prosiate cancer. These were FFPE embedded
and sent to London for analysis.

We investigated the prevalence of XMRV in the UK
and in the Far East, aware that the close relationship
(about 94% at the nucleotide level) to other murine exo-
genous and endogenous retroviruses posed a problem in
distinguishing XMRV from contaminating mouse DNA
sequences. We were further aware that in any retrovircl-
ogy laboralory MLV sequence contamination is some-
thing of an occupational hazard J191. For these reisons,
we extracted the DNA from FFFE prostate cancers,
along with benign hyperplasia tissue, and PBS without
tissue. We sed several sets of primers [12] to test for
XMRV-specific sequences, derived from the XMRV grig
leader [1] which encompassas the 24 bp deletion origin-'ally 

thought to distinguish XMRV as a new human
virus, To control for low level contaminatiod, w;
iniluded mukiple no-template controls (no less than 6
in every run) and included assays with primers that
would amplify murine mitochondrial DNA (mtDNA)
and intncisternal A puticle (lAP) LTRs. lAPs {e retro-
transposons present at the level of about 1000 copies of
varying length per mouse genome [20].

ResUtts
All murine retroviral primer se{uences amplif ied speci-
fic products of the appropriate size when tested on
pXMRV isolate YP62, an infectious molecular clone of
XMRV, kindly provided by R. Silverman. Tie IAP pri-
mers did not amplify sequences from humaa DNA
extracted from LNCaP cells (prostate cancer cell line) or
from six PBMC samples from human prostate cancer
patients (data not shou).

FFPE prostate tumour slices (two 10 micron slices
from each lobe of the prostate) were provided to us

'  P . g e 2 o f 6

blinded by the Histopqthology Department at St Mary's
Hospital in batches X1d randomised with benign pros-
tate hyperplasia speclrnens. For samples received from
Thailand and Korea, ghose carrying out the PCR were
blinded to sample ptovenance. In all cases, care was
taken to use a fresh.hfude for slicing each patient sam-
ple, and the tqp slice was discarded. ln total, of 292 UK
prostate cancers analyied, 14 were XMRV-positive by
PCR using the gag lga.der primers, as were five out of
139 Korean samples ind two out of six from Thailand.
A representative result ls shown in Figure 1.

All FFPE proitate qtncer specimens from the Pathol-
ogy Department at St Mary's hospital London were pro-
vided to us in batchq, The tissue slices .were coded md
assayed b i ind .  In i t i .a l l y ,  the  PCR ampl i f i ca t ion  and
sequence analysis of ghe amplicons encouraged us to
deduce that we had doiected a genuine XMRV infection
in some of the sampfgi, When on unblinding we found
a concordut result ftom the same patient whose dupli.
cate specimens had bpgn provided in different batches,
this appeared to rea$lrm a genuine XMRV infection.
Moreover, in two patiints.in whom the tumour was uni-
lateral, XMRV was deiected only in the cancerous lobe.
Taken together with the consistently negative PCR'water 

controls, the probabil ity of contamina.tion
appeared to be low.

Upcjn sequencing, lowever, we noticed differences in
the obtained PCR p.,r,4{ucts. gome sequences displayed
the deltition chsaiteihtic ofXMRV upstream of the gdg
ATG (Korean samplu 12, 35, 15), and UK (sample 244),
while others did not (thai patients 1 and 2 and Korean
16) (Figure 2). Dornsgeam of this deletioh all sequences
are identical, apart ffAth an A > G mutation at position
647, but ther€ is no coirelation of the A547G mutatiori
with the presence of the deletion. Sequences that did
not contain the deleiion were ampliffed, indicating that
the primers were not.is specific to IMRV as expected.
A BLAST search showed the best match for sequences
withouf the deletion blr! containing,i G at position 647
to be mouse endogengus polltropic provirus clone 15
IGenbank:FJ5,14577.]1, which suggests the presence of
mouse DNA in thelai samples. lt has been shown
recently that the 2a bp deletion specific to XMRV [f], is
also present in the sdql,lence of a polytropic enddgenous
MLV sequence [Ge{bank :AAHY01591888.1 ]  in  the
Iaboratory mouse strSin 129X1/SvJ, comrhonly used
in gene krock-out experiments [21]. Our sequences
(Korean sampies 12, $5, 75; and UK sample 244) are
identical to this PMLV sequence presqnt in strain
129X1/SvJ (Figure 2). rVe therefore, sought to investi-
gate this potential cont{mination further.

The IAP and mtDNA PCR assays  were  app l ied  to
10:fold dilution serieg of McCoy cell and RAW 264.7
cell DNA to comparb gre sensitivity of the,methods for
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Figure I Nested PCR on DNA extra(ted from FFPE tlsrue of prostate canle? prtients. Figure (a) shows 5amples that pioduced a PCR
produd ofthe expected size using primeG specific for XMRV (lanes 1-5). UK patient 308,and UK 244 (Lane I and 2);Thailand i and Thallahd 2
(Lane 3 and Lane 4); Korea 62 (Lane 5). Lanes 6-8 show samples in vvhich XMRV was not detected. Thalland 3 (Lane 6); Korea 60 0ane Dj Korea
61(Lane 8); Positive conrol pXMRV produces a strdng band (lane 9). Proriega 200 bp DNA step ladder (ane 1O). Lanes l1-13 show waret
negative controlg. Figure ib) shows P-qlobin control PCR ured to demonstrate the prererjce of human DNA in each smple (lanes I -8, as above):
Expected size was I 04 bp. Positlve control LNCaP DNA is shown in lan€ 9. Lares I l-l 3 show negative water controls. All p.tient samples tened
showed a pasirive signal for P-globin. Figure (c) shows the IAP PCR re5u[ for th€ same samples 0anes ].5 IAF positive, lanes A3 IAP negatlve).
Posilive conlrol Mccoy cell DNA i5 shown in lahe 9. Invhrogen loo bo DNA itep ladoer 0ane lo). Lan$ ll-13 show negattue.water canirok
Figure (d) 5how5 the mtDNA PCR resqlts for the same s.mple (ldne I mtDNA positire, ldns 2-8 mtDNA regatlve) Po5i0re contrgl Mccoy cell
DNA is 5hown in lade 9. Invitrogen 100 bp DNA step ladder 0ane l0). Lanes 1 1-13 show negatve wats contiols
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Flgure 2 Sequence atlgnment ot XMRV LTR from 7 proitate (ancer patientt. The 9d9 leade/ odmer set Xl\rRV-RlAMRv-F{ ornd eirher side
bf the XMRVlpecific deletion. Sequences were aligned agarnf VP62 [GenbankEF]852821r Mlv{eleated vkus CFS isolate CSF-typel 1[Genbanki
FM6305621. a5 described in Lo JlTl) and mou5e strain 129X1/5vJ [Genban< AAHYO]591888.11. The algnment was condufied Wth clu*a,w using
BloEdit v7o.53, Binding 5ites gf primeE XRMV-RI add XMRV-FO aie shown, The asterisk shows rhe locarlon of rhe A > G murarion.
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XMRV+

detection of genomic mouse DNA, We fdund the
mtDNA PCR (14) 100-fold less sensitive-than that for
tAP in both cell lines (see Additional File 2; Figure S1).
The IAP PCR, ihus; proyided.a far mori reliable indica-
tor of contamlnating murine sequences. The IAP and
ntDNA PCR aEsays were spplied to the same sample to
test whether the appareiri XMRV .positivity might have
been due to mouse DNA contamination. Ampliflcation
of XMRV-specific sequences ms completely concordant
with amplif ication of IAP sequences from the same
DNA (Table 1). Samples ftom 292 UK patients, of
which 212 (73%) were cancerous, 68 (23%) were benign
and 12 (4%) were lost to follow up, along with 139
Koreah samples  (a l l  cancerous)  and 6  Tha i  samples
(50% cancerous, 50%-benign) were tested by XMRV,
lA? and mtDNA b7 PCR. Twenty-one samples were

?.ble 1 Frequen€y of positlve PCR reaction3 u5ing XMRV
LTR prlmdri, mtDNA prlmers lnd IAP pfmers.

poslt市e FOI XMRV●silg the`¢g leader primers,lnd Of
■eSe,1'We■缶,Caicer。lS ti'Ste ald`from benlgn
tssce overall,115/417(263%)of the samples,includ_
lhg 11 21 9ftho XYRV´ posilVet werё  podt市 e fOI I^P
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gih,we o16hed anl sequenced one 6f the ampllCOns.
seveta lAPごeqtlencⅢ Ⅲrc obtal,el(。91 AI“●6nJ
File 3,FiguFo S2)Thё faこt thなt not all IAP posit,ves
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It is true that we cannot formaliy rule out the possibility
that the samples in question are infected with XMRV
and s imu l taneous ly  contamlnated  by  mouse DNA,
although this is unlikely since we found no lAP-negadve
samples from which we amplif ied MLV-specific
sequences (data not shown). Also, the failure to detect
XMRV sequences other than ln association with mouse
DNA cdntamination in our cohort does not mean that
the virus is not present in oth€|, unrelated, cohorts.

It is diff icult to explain how. the contamination may
have occurred, especially since the samples came from
three unrelated centres in the UK, Korea and Thailand.
As both our negative tissue and ?BS controls treated in
parallel with the FIPE were XMRV PcR-negative, it is
dnlikely that.contamination was introduced via reagents.
The UK FFPE tissue sampler'weie stored boxed and
stacked in a cupboard in the hlstopathology depiltment
for several years; and it is pofsible that contamination
t-rappened during that t ime, although why only a few
samples (4.8%) were XMRV positive and the remainder
not is difficult to explain. Nor doei it explain lhe Thai
and Korean results on tissue collected prospectively for
the study. It does, howeyer, deftonstrate the necessity of
controlf ing by highly specific and sensitive means for
mouse contamination.

Additional material

Addltlonal file 1r Supplement.ry Methods. Materials and Methodt

Addltlonal file 2i Flgure 51. Sensitivity of milochondria and IAP PCR'

Additional file 3: Flgure SZ SeqLence elignmert of IAP PCR goouos
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Background
XMRV (xenotropic muiine leukemia virus-related virus)

is a novel gammaretrovirus that was identified in 2006
in 10% of prostate cucers [1]. Its functional significmce
was implied by the recent obsewation that it is Preva-
Jent mainly in more aggressive tumors [2]. In 2009, it
was reported t\at 67% of chronic fatigue syndrome
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Recently, sequences related to other murine leukemia
viruses (MLVs) were reported in 80% of CFS Patients ver-

sus only a small pqrcentage of healthy controls [16]. This

ff nding implicated difftirent retroviruses specifically linked

to this patient p6pulatton than the originally described

XMRV [3]. The similility of such sequences to lege num'

bers of endogenous N,[LVs present in any mouse strain

[17-19] complicates interPretation of detection of such

sequences in clinical studies since possible contamination

of the human samples with mouse DNA [14,20] has to be

rigorously ruled out to validate such results.
Our laboratorv has been involved in CFS research

stnce 2005 and has a substantial l ibrary of samples

stored from a cohort.of patients and controls. Using a

nested PCR for XMRV, we detected one XMRV-like

and various MLV-like sequences, but also observed a

100% correlation between samPles that were positivr!: for

XMRV/MLV sequences and those Positive for mouse

DNA, while most samples negative for XMRV/MLV

were also negative for mouse DNA. These results imply

frequent laboratory contamination with minute and

highly wiable quantities of mouse DNA.

Results
Study populations
We analyzed a. library of 111 stored DNA semPles that

liad ben collected from the peripheral blood irononuc'
lear cells (PBMC) 6f CFS patients in 2005 for an unre-

lated project (see Methods section for descriPtion). In

addition, we collected 37 blood samples (one CFS and

36 healthv contrcls) in 2}og-2o10

TaqMan qPCR specific for XMRV did not reveal positive

lhdivid-uals
'The 

original XMRV results frodl Patients with prostate

cancet and .CFS were obtiined using a lensitive nested

PCR assay for XMRV [1,3] that also detects endogenous

MLV sequencesjn muritre genohic DNA. These data

were later extended, emPloying a qPCR assay specific

for a region in the XMRV po, gene not cross-reactive

with any sequence known to be present in mouse DNA

[2, Singh, persoqal communication]. To test our cohort

for the presence ,of XMRV sequences, we analyzed

PBMC DNA with this 2no qPCR a.ssay, using the pri '

mers ind probe 4s described in [2]. Titration of DNA

from an XMRV-positive lymphoblastoid cell line, WPI-

1282 (ki.ndly provided by the Whittemore Peterson

Institute (VPI)), resulted in detection of XMRV down

tp lo-ri pg; equivalent to two cells, in the'presence or

absence of 5 pg control 'DNA isolated fiom the human

LnCaP'ce l l  l i ne  (F igure  l ) .  However ,  no  pos i t i ve

respgnse (Ct > 50).*as obtained wlth DNA from 112

CfS patients and 36 healthy controls, when tested at

600 ng'to 5 !g Pef reaction (4ata not shown). These

I
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of.banked samples collected and Processed in 2005;

whereas the healthy volunteers were recruitad more

rec€ntly, between November of 2009 and May of 2010,

and, as discussed later, were processed using a slightly

different protocol.

Sequence analysis ol the gog PCR products revealed high
polymorphism

To determine the relationshlP among the various PCR

products, we obtained their DNA sequences. We observed

that nlost ampllcons contaiied nixtures of sequences,

thus, necessitating limiting dllutions of the original DNA

samples to obtain pure *quences for analysis (Figures 28

&3, Additional File 1; Tabla S1). A total.of 37 clean

sequences of single PCR products (designated TH for

"Tufs Huber") were obtained ln this wy from 2l samples
(19 healthy controls and 2 CFS). SurPrisingly, a high

degree bf diversity was seen in these viral sequences
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ally found in PFostate can,er[1〕and laterin CFS patents
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data indicated that our samples were either XMRV-
negatirie or had more divergent MLV sequenc€s than
originally described [1,3], tn the latter case, the qFCR
assay used, whiah is sdnsitive to srnall sequence differ-
ences, would not hoa qllowed detectiirn, ,

Nested PCR for XMRV go9 yielded a hlgh frequency of
positive samples .
To. explore the possibil i ty that XMRV sequences in

humans are more divergent than previously reported,
we ui;ed the nested PCR assay for-XJvIRV gag sequences
mentioned aboVe, which also detects. mdny endogenous
MLV proviruses, as described [11. A Preliminary titra-

tion experiment revealed that MLV-like sequence3 could

be detected'ln2-3 pg of wPI-1282 DNA,'equivalent to

<1 cell, whea mixed with 200 ng control DNA (see

above) (Figure 2). Thie assay was used to test DNA in
triplicate; 6f 200 ng each from out.CFS and control

cohorts; Surprisingly, a high proportion of DNA samples

from the healthy voluntee_rs (19/36), but only 21112 of

ihe CFS patients, yielded PCR products of the correct

size, as tested on an tgarose gel. None of the "no tem-
plate" qontrol samfles, included in each a$say at least in

triplicate, gave positlve results. These data suggested
that XMRV-related viruses may be highly prevalent in
the human population, but no special l ink of these
viruses to CFS patients was indicdted,'0fhile all the

blood samples were proressed in the Huber laboratory,

it should be noted that the CFS cohort mainly consisted

WP:1282 DNA
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Figute 2 Sensitlvity ot nerted PCR for XMRV 9o9 A) TitGrion of

genoric D\A fron wPFl282. PCR amphtons f 'om 83.3, 13.8, 2 3,

0.3, OO5 and 0 cell equivalents of genomic DNA from the WPFl282

cell lind In the oresence of 3.3 x 1O' cell equrvalents of LNCap
genomic DNA were ruit on a lJ% aqafose gel to 5how the

sensitivity of the assay. gdpdh was.sed as the loading control. .

XMRV 9d9. yields an expeced produd of 41 3 bp. \TC = No

Template cooi6l. g) Rep€sentaiw €xample of nested PCR for

XNTRV 909. Sample TH03.1,1 was firSl tested at 3.3 x ld cell

equivalents of genomic DNA followed by limitinq dilutions of l l x

ld and 3.7 x 103 cell equivalents. Once. dilution had I out of3

5amples positive for gdg, the positi!€ band was purified and

struenceo.
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are at l€ast l0-fold more sensitive than the XMRV g4g

PCR assay, when tested on genomic mouse DNA, and

that the IAP assqy is more sensitive than the cot2 assay

for detection of mouse DNA. Overall, our data ile con-

sistent with the conclugion that the positive results

obtained with the XMI{Vgag PCR assay are due to vili-

able contamination of the human samples with mouse
DNA, most l ikely in laboratory reagents.

Dis<ussion
In 2005, we initiated a study to examine lhe expression

level of an endogenous human betaretrovirus, HERV-

K18, in chronically i l l  CFS patients versus healthy coh-
trols. For this purpQle, we accumulat€d a l ibrary of
DNA samples fiom CfS patients which has allowed us
to investigate the porsible association of XMRV. with
th is  d isease [3 ] .  we ln i t ia ted  our  s tud ies  on  XMRV
using a TaqMan qPC$ assay for a region in XMRY pol
that is unique to XMRV and does not detect any
sequences in genoml* DNA from laboratory strains of
inbred mjce [?]. Norts of the samples from either CFS
patients or healthy ipntrols lvas positive in this assay,
although we were bble to detect a signal from two
XMRV-infected lymphoblastoid cells (cell l ine WPI-

1282) in a background of DNA from up io 106 human
LnCaP cells. In our hands, the qPCR assay is lO-fold

.less sensitive than the nested XMRV gag PCR assay
when tested on the same XM {Vjpositive cell line, since
the latter can d€tect s signal in DNA from <l cell. Thls
difference is a consideration for the negirtive risults we .
obtained as the sensitivity ofthe qPCR assay may not
have been adequate for the detection of minute amounts
of XMRV. W€ are not amr'e of any other group who
has used this technique for the detection of XMRV in
the DNA of freshly isolated PBMC, However, Dmielson
et al. rccent\y reporteil ihat they could only detect
XMRV sequences, using XMRV env, but not gag, pri-
mers [2I].

In contrast to the qPCR results, we were able to read-
ily detect XMRV using thd nested PCR originally
described.by Urisman.el al. [I], and we found many
more positive samples iri our healthy control cohort,
corhpared to the CFS cohort, Of possible rdl€vance for
the interpretBtion of these findings may be the fact that.
the mmples from the-two cohork were prepared years'
apart, although all in the sam€ laboratorF using some-
what different protocols and reagents. lt is also. impor, I
tmt to polnt out that individual DNA safiiples remained
ieproducibly positive or negatlve on repeat examination
rendering the posstbil i ty of random contamination of
the PCR assays very unlikeiy. Furthermore, each assay
contained positive and negitive controls whiih were
100% conelative; ie., the DNA ftom the XMRV-infected
cell line was alwys positive and the netemplate contrcl
or LnCaP DNA:was always negative. Thus, it is unlikely
that contamination occurred at the time of setting up
the PCR reactions.

To further understand.the origin of the positive PCR
signals, we determined the DNA seguences 9f the gag
PCR products; In most cases, it was oirly possible to
obtain unique sequences-from PCR products after dilu-
ticln of the input DNA to an extent where single mole-
cules were amplif ied, since init ial studies showed that.
most of the positive samples contained mixture3 of clo-
sely related sequences. In this way, we obtained t5 dif-
feren! sequences ftom a total of 37 single PCR ?roducts,
When compared to the collection of endogencius MLV
sequences extracted fTom the sequenced mouse genome

118,22), these sequences included examples from all
parts (XMV, PMV, and MPMV) of the.resulting neigh-
bor-joining tree, as well as a cluster of three sequences
identical (in this region) to the VP42 isolate of XMRV.
With regard to the latter result, it is of significance that
no VP42 plasmid, nor VP42-containing cAll l ine, nor

' isolatad DN{, wro prcsent ih the Huber laboratory that
could have resulted in coniamination (WlI-1282 con-
tains VP62 which differs by one base change in the
region analyz'ed), The genomiC DNA from the three
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Flgure 3 Gdg sequen<es from pat lent i imples. lndivldual 382 bp sequence:,  f ree of double p€.ks.nd confrfmed thtough forward and
reverse sequencing, are compared in a Highlighter plot to the contol WPI-I282 cell line sequence, VP6?.'The samples were coded io remain

angnymous, wjth the Rrst numbef being Jhe tarlent numbei the second nwbet belng the bleed number, th€ third.number being lhe tube of

DNA. and the letref showing that we have mukiple Fq!ences in the same tube of DNA. ldentical seSrcnces were collapsed into individual

cjuste6, thos€ with more than iwo sequences are labeled TH+(N), where N is the total number of sequences In lhar clu*er CFS Type 1,2 & 3

arc f@m Lo et al. Il 51. Each vertical line 5hows a single hucleotide diffe.ence beween the Jabeled seq@nqe and the contol VP62 sequence.

Flgsfe 4 NeightE. Joinlng Irce ol gag tragments. A neighbor
joining tree wa! constructed using the 382 bp gag fragments

deteded ffom the PBMC DNA of 17 healthy controls and 2 CFs
pate1t5. along wi!1" v,.iors eldoge^ou5 a^d exogenouS [trLV
sequences. ldenlicdl sequencs were collapsed into.individual

cluste6, where a repre5entative member i5 shown folldwed by
'+(N)'. wheie N ls the total number of sequences in that cluster.
Dislances were calculated basd on tne abglute numbe, of bae
substitutions; all sftes containilg gapg were ignored Noe the
extensive variation bf sequences detected in ouf sample5 (tH,

sh@n in red), which cluster with known Xmv (purple), Pmv (biue),

Mpmv (g|sn) and XMRV (yellow) sequ€nces.

|  十
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lable 1 Correlation ot MLV DliA sequence detection with mou3e DNA (ontamination
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XMRV CAG

CFS Patients

c●x     :AP     ″ of Samp!es(A・ 112,     Percent

Hedthだont701,■

″of Samples(n‐36)

4フ2

53 473

やne CFS Sampll iom 200S tollect Orl,●ぃ|"I CFS,ample"om 2010こolleいon Allthe Other cFS San口eS Wereてdlectedい2∞5
・・Al c●lected in 2019 20'O         i

healt\ volunteers who had XMRV VP42 sequences al3o
contained other MLV sequeiices. Thus, it is 4ot possible

for us to distinguish which one of the retroviruses
stemmed from mouserDNA contaminationa i.a, it is for-
mally possible that VP42 is dri actual humm'retiovirus.
It is also possible that it is ari endogenous provilus, not
present in the sequenced C57Bll6 genome, but present
in the mouse species respo.hsible for the iequences
obsewed [19].. In ihe former @se, the presene of VP42
in DNA from healthy contto! samples, but not CFS
patients, would indicate that this virus is spread.ran-
domly through the human population, with no pdrticu-
lar link to CFS. Furthgr aialyses are required to clarify
this issue.
' 

The presence of mixtures of,MLV sequences, all clo-
sely related'to known eridogenous MLVs 117-L9l; in
nmy of the DNA samples terted is not e*ily reconciled
with infCction of human hosts with the corresponding
viruses (reviewed in [14,20]): Two assayi specific for
murine DNA, for mitochondrial cor2 and: IAP
sequehces, were used to test the possibil i ty that there
might be trace amounts of rhouse DNA contaminating
some of the samples, Conslstent with this idea, we
found that each DNA sample that was positive for
XMRV/MLV also was positi'r1e for mouse DNA by the
IAP assay, while >50% of XMRV/MLV-negative samples
were positive for mouse DNA which is particularly strik-
ing in the CFS group. AgdinJ these rdsults were con-
f i rmed in  repeat  exper iments  and never  dev ia ted  in
subsequent malyses, suggesliirg that contamination hap-
pened either during collectlon of blood, isolation of
PBMC, or during the preparatlon of the DNA from the
PBMC. Ve interpret these dat{ that possible contamina-
tion with mouse DNA is ubiquitous, but the Ievel
seemed to vary-significmtly fforn batch to batch of sam-
ple. preps, although all experimental proiedures were
carried out in the_.same facillty. In particular, although
samples collected at both times showed signs of con-
tamination, the level of coirtamination in the normal

contrbls collected in 2009'2010 was noticaably greater
than in the CFS samples from 2005. To date, we have
not been able to pinpoint a specific reagent or labora-
tory vessel for being consistently positive for mouse
DNA, but preliminary experiments implicate both fetal
calf serum (FCS) and phosphate.buffered saline (PBS),
although large variations in the surmised amount of
coitaminetirig mouse DNA were obseryed from bottle
to bottle. All blood samples weri collected in heparin
tubes rendering the anti-coagulant also a l ikely suspect
for mouse DNA contaminatioi. However, a compuison
of parallel blood collections from the same healthy indi-
vidual in heparin, Ni-citrate and EDTA tubes did not
support this hypothesis. In this particular set of samples
only one.DNA aliquot from Na-citrate-collected blood
was positive for mouse DNA (rsults not shown),

Currently there ue higlrly &siordant reports in the !it-,
erature about the prwalence of XMRV in CFS md pros-
tate cancer patients (reviewed in [12-15]). The original
publication on CFS patients r€ported that almost ?0% of
these patients, but less than 5% of healthy individuals,
harbor, thisvirus [3], and that infectious virus and anti-
viral antibodies.could be detected in blood froni these
patients. Several reports have appeared in the literature
since then contesting these findings [4-6,8,9], while a
recent publiotion claimed that 80% of CFS pati€nts, but
not healthy contrdls, contained endogenotis MLV-like
sequences, but were negative for mouse mitochondrial
DNA [16]. The sequences ftom CFS patients identified in
this latter paper were distinct from the XMRV offle ori-
ginal feports: A plauible explmation for these discrepant
resufts has not been put foruard to date [13,14], but it is
wdrth pointing out that the sequences identilied in the
latter report were similar to the ones we found iri the
present study. Endogenous MLVs are abundant in all
Iaboratory mouse strains [17,18], as well as in iyi ld Mw
splcies [19] and are carried by some human cell l ines
that have been propagated ln vivo in nude mice [20].
Thus, extreme precautions have to be taken to exclude
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Flgurc 5 Te!t! for noure qNA. A) TaqMan qPCF for murine mitochondrial cytochrome oxidas (mcox?J. Ti$ation oi DNA from the mlrine EL4

cei l  l ine (100, IO, 1,0.1, and 0Ol cel l  equivalenrs) in the absence (tr iangle, sol id l ine, s lope = -3.58) or in the prernce of 3.3 x 10'cel l

equivalents of backb.ound genomiq LNCaP DNA (square, dotted.line, slope = -2.58). 0.1 cell iquivalentt df murine DNA were obseryed in 3.3 x

ld cell equjvalents of background DNA. Samples were run in duplicale. All qPCR reactions were run for 60 cycles. Samplet that did not produce

a slgrial aftei 60 cycles were considerdd negative for murine ONA..8) IAP PCR. litraris of ONA from the mutine EL4 cell line (10, 1, and 0.1 and

O c;li equivalens) h thd presence of 3,3 x 10' cell equivalents of genomic LMaP DNA. The limit of d€tecron was O.l cell equivalents of mlrioe

DNA in 33 x.104 cell gqulvalents of background DNA: Althouqh not visible here, bands of different sizes and unrelaled sequence .re sometimet

vi5ible iilrsampks ;nalyzed with human Df'lA alone. NTC = No.femplate Conrol
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contamination with mouse DNA or DNA floin any abun-
dmt MLV-pioducing cell l ine.

Coriclusions
In our study we have obsened that 100% of human DNA
samples prepared i"L oui laboratory that were positive for
XMRV/MLV sequences were also positive for minute
quutit ies of mouse DNA. Together witlr the similaity of
the MLV sequences to multiple identif ied endogenous
MLVs [17-19], this result provides a strong suspiclon that
the viral sequences detected in these samples were actually
of murine origin. It is importilt to point out that negative
controls included in each.assay never yielded positive
results, either for XMRV/MLV, or for mouse DNA,
excluding the possibility that.contamination with mouse
DNA occurred at the bench during the final PCR assay,
wen though mouse derived cells and tissues are regularly
used in our laboratory. Of particular interest.is the wide
var ie ty  o f  sequences  tha t  we ob ta ined,  spann ing  bo th
XMRV and various MLV sequences. W'hile most of the
MLV'related sequences were idintical to gag segments in.
nonecotropic MLVs from inbred mice [17,18], some were
found to be unique; ie., they havs so far not been identi-
ffed in the sequmced mouse genome [22], but may be pre-
sent in other laboratory strains or wild mice. Thus, our
data are compatible with the conclusion that the detection
of MlV-related sequences in human genomic DNA sam-
ples could be due to contamination with rninute ild vari-
able quantit ies gf mouse DNA, most l ikely contained in
vuious labomtory reagents.

Methods
Sample collstion
All samples were collected acording to the institutional
guidelines of Tufts University, after leceiving informed
consent. The 36 healthy individuals (15 females and 21
males) were recruited on a voluntary basis by the Huber
laboratory md were between 18 and 65 years of age. The
i12 CFS patients (89 females, 20 males and 3 unknown),
recruited by Dr. Suian Levihe, were between 18 and ii5
years of age and resided in the Northeastern United
States. Ail patients were diagnosed for CFS aacording to
CDC criteria [23], and the majority was conpletely dis-
abled. The cohort comprised a combination ofthose with
an abrupt dd othe6 with a gradual onset of slmptoms,

Preparatlon of human blood samples
Approximately 30 ml of blood were dtawn into three
heparinized tubes (Becton Dickinson) and shipped over-
night (CFS patients) or processed immediately (healthy

controls). The blood collection tubs from each individual
were consolidated into one 50 ml tube and diluted with
PBS, containing CaCl2 and MgCl2 (Sigma) at a I:1 ratio.
15 nll of Ficoll (GE Healthcare) w6 added to two new 50
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耐 tubes an4 25 m19fⅢe ahted Ы。。d was gen」yl雫red
on top ofthe Fたol,fQl10wёd by a 30 mh cent●■ga●on h
a SoⅣ」IR'7plus ro“'at 2000 r,m it rOom temperature
und collection of P3MCs frOm the interface lo ml of

plasma↓ere also couectcd fronl each s¨ple and stored at
-80°C The comected,3MCS Were duuted wlth PBS o∞5

C O l e C ●O n ) o r  R P M I - 1 6 , M e d l u ふ( S g m a ) , s u p p たm e n t e d

価th lo%FCs(GeTill BloProducts》 lpO U/ml leniこ :llin

Stm→,0 1 nlg/●stlcPtOmyC■(Stm→,2mM L―」uta‐
m■e(Sigma),and l tt SOdium Pyruvate(Sigtta)(2010

欄辮棚備II雌
1鸞柵鱗l鸞1椰
, a m p l e s  w e r e  s t o r e d  l .ぃお,●s  b u t t r  a t「8 0・C   ‐

鍮 躙暮癬 1壷素
lhe DNA sP'i col■ぃ|:"hiCh Was,c,,1,ged at 10,000
rPm for 30 sin an lPP,ldof 5417C CentH“ge:The cd‐
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incuba●9●lt room tⅢPerature.Finall■the colu“,wos

理欄∴騰難鎌則肺i準
TaqMan qPCR assay for XMRv ρ O′           :

Pri●ers and probe,an desiし,ed by Sthlabl:彦θι α4 121,

蹴』出:墳:1棚TTF『:ぼ賢職計ヽ懲:
むo n t J n e d  l , G e n しE x P r o s S i O I  M a s t e r  M i x  l A p p l i e d

Ⅲ6,ystⅢ萌900 nMおr"ard aid relersё p●merζ,23o
ntt prObe,al1 200‐,「‐Of DNA in"ea910n vOlu流 ,Of
20 μl.The atsay"“ vllidated with DNAifrOm the
WP■1282 tёl hn9,ontalhing VP62 XMRv(kindly su,_

口●dbyI Mよo■t WヽP'The saie pNA seFled a`
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Table 2 primers and probes used for T● qMan qPcRs.

primaり PCRs,and nested PCRs.

Segu€rce

XMRt4552F       5て GA GAG GCA CCC A■3A■66・3.

XM"“ フ3R    5LCCC AGTTCC CCT AGT C T m3 AG3'

×Mヽ 5ヽ72MGB 5'る FAM‐AGTTσ  A● AAC tTC TAC Aσ  C‐M68NFo13`

G A 6 0 千   S て G C  G T C T G A  T  G T T  Ⅲ■ ず

G κ‐O R     S ( C C  C C T  C r r  t ‐l T  c A T  T G T て・ず

G A G J ‐F     5 , C T  C G A  C A T  C A T “G  A C A  G A 3 .

GA3」 R       5'ヽ A6A GGG TAA CGG CAG GGT Aヽ 3′

M い 2 ‐F 2    5 ｀ ¬こT κ C ヽC T G  T A A  T C C  T T A  3 .

MCox2‐R1      5`‐ GTT TTA GGT CGT¬るTTro 03A■3′    ‐

MCo×2‐PR, 5′ ‐FAltl‐CGT ACC IC AGT ATC^π  α3T∝ C CTA TGc
IMG8NFoず

M C 6 ×2  P l   ' ‐F A M t πG  C T C  T C C  O 釘C C  T A C  G C A  T T C  T A ‐
MGBNFQ・3'      ‐

仄P ‐F o 耐ざd    5 t A T A  A K “ C  G C A  T G A “c  A A 6  6 3 ′

いP ‐R e t t r s e   S t A “ A A G  A A C  A C C にA 6 A C  C A G ～3 .

i鍵 鷲 灘 m.驚 轟 籍 理
assessed u“ng a TaqMan qPCRゃ r thしribOS。“al 18'S

gene in the same reaction(Apphed Bios「temζ)

Nested PCR aSSay fOr xMRV gag

lde■lc」primbFS aS Orth」ly desc●bed by Urt議an θι′ム

11〕and alsO employed by the 4ヽ1k6宙ts gr6uP〔3〕were

used The reac●on rn破for a1l PcRこヽonsi`ted of l×Hot―

Start―IT‐FidelTaq…Mastёr Mix,200 nMゃ rWard and

I:I:濫電露蔦1緊響itt」報:li『∬含腿f羅
was us,d as a pOSitive control 131.Thёr"。でyder,ondl‐
tionslbr thl Frst PCR were 2赫hutes at 94°C,followed by

3 0●c l e S  O f  9ゲC  f o r  3 0  s , 5 8 t C  f o r  3 0  s , a n d  7 2・C  f o r  4 5 ,
and thёn anished off with 72,C for 7 minutes.0,cё thё

糖闇置潔盤鴇:よ《戦:肌:i蹂織
Of ix HOtstart‐I「Fl l̈iTa Mゞastel M技 ,200淑 l fo“lrd

and re/e6e plmOrs,and 200 ng ofsa“PIё pNA lia,0ロ
reaction volum,TherふocycleF C。'こ19“fOr the slこo■d

PCR were 2 rninutes at 9ダCifolowed by 30 9℃10S■9rC

露撃l笈糠リユ魚f°凛驚餞精ЪT‖繁
9。Inpllte7 15 1d ofthe samplёζ Werl run on i l,%agarOSe

しdお' l  h  a t  1 0 0  v o 1 6  1 m i g eⅢf g d s  t t r e●Кe l  u J n g  a

逢T勝 牌 蹴 瓢 糧:製 品 : T ' 1 l T =
Al posI,ve s品Ples iOm the secOnd B恨V nested PCR

獅諸主語忠:織嘆胤::守譜l器師
versl,Core FacllけOnce sequenced,■hO t■ceS‐Were
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monitored for double peaki, and sequences with double
peaks were disguded. Samples that had.mixed sequenies
were diluted, and the nestdd PCR was repeated. Only
clean sequencc with the foruud sequence matching the

rwerse sequence were used for phfogenetic analysis.

TaqMan qPCR assay for mouse mitochondrlal cox2 
'

Sequences for primeis and probes were kindly supplied
by Dr. Swit2er, CDC (Personal Communication) (see

Table 2). Primers and Probes werb ordered from
Appl ied  B iosys tems.  The reac t ion  mix  conta ined 1r

Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems),
900 riM forward and reverse primers, 250 nM probe,

and 200 ng ofDNA in a reaction volume of20 Fl. DNA
isolated ftom the murine EL4 cell line, diluted in 200 ng

of human LNCaP DNA, las used as a positive coritrol.

Thermocycler conditions were 95'C for 9 minutes, fol-

lowed by e0 cycles.of 95eC for 30 s and 62'C ior 30 s.

96-well plates were used on a 7300 Real Time PCR Sys-
tem. b7 Applied Biosystens. All redctions were per-
foimed in duplicate or triplicate. Quality of DNA was

assessed usinj a TaqMan qPCR for the ribosomal 18 S
gn€ in the same reaction (APPlied Biwptems).

PCR assay for Mouse IAP sequences
Primers were designed by the Coffin Laboratory (QC

and )MC, in.preparation) and ordered from Invitrogen'1
The reaction mix for all PCRs consisted of lx Hotstut'
.IT-FideliTaq"Master Mix, 1 pM foruard and reverse
primers, and 200 ig of sample DNA in a 50 Fl reaction
volume. DNA isolated from the murine EL4 cell l ine
wai diluted into 2OO ng of human DNA (LNCaP) and

used as a posil ive control. Thermocycler condltions
were 94"C for 2 ininutes, followed by 45 cycles of.94'C
for 30 s, 58"C for 30 s, and 72'C for 20 s and then fin-

ished off with 72'C iot 7 minutes. SamPles were then

run on a 1.5% aguose gel with sequence Iengths nrying
between 2OO and 300 bp. Images. of gels wdre taken ,
using.a VersaDoc Imaging System (Blorad); IAP PCR
products were cloned and sequenced and Fielded the
expected results Gee Additional File 2; Figure S1).

Addltional material

Addltton.l Fil. lr Suppleh.nhry T.ble I . Un of ldrntl@l
sequence! gr;lped Into duIteE fgt .nllysls. Each clu*€r contains
fEgments that are identical in the conespgndlng 382 bp 909 region.

Additional Flle 2; Supplemlnbl Flgute I - IAP sequfitat. IAP
sequencer amplified frbm the ,iodlcied concol hufian DNA smd€s
uJing the pilmeG shNn ln Table ll were cloned Into a TOPO wdor and
sequenced. Four reprerentative sequences are shom. Each sequen<e
had a 100tt march In the sequenced mous gercme. Aqenine (A) =

G€n, Cyrositi (Q = Bluq Guanire {O = Elack 
'lhymine.0) 

= Red.
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In studies investigating XMRV infection, a PCR
approach to detect proviral DNA and/or a RT-PCR
dpproach to detect v.iral RNA havq beed commonly
employed [1,3-6,S,f3-15]. l 'X/e (!he Japanese Red Cross

URCI) have been studying the privalence of XMRV
infection i i Iapanese patients with prostate cancer and

CFS as well as healthy blood doirors. To study the Pri-
sence irf XMRV RNA in plasma from CFS pati€nts, we
selected a commercial one-step RT-PCR KL ln the Pilot
study, we enbountered a puzzling result. A'positive band
was frequently detected at the expected product size in
the negative control (water) using primlr sets to detect
a p^rtial gdg region of XMRV. We suspected that the
test kit itsglf might have been contaminated with small
traces of endogenous MLV genome or XMRV and
attempted to evaluate the quality of the kit in two inde-
pendent laboratorles, in )RC and Institute for Virus
Reseuch (lVR), Kyoto University (Kyoto, ,apm),

An Endogenous Murine Leukemia Viral Genome
cOntaminantin a⊂ ●rYarnercial RttLPcR KitlS

Amplified Using Standard Primers for XMRV
Eiji Sator, Rika A Furuta2, Takayuki Miyazawal'

Abstract :
During pilot studies to investigate the presenie of viral RNA of xenotropic murine leukemia virus (MLv)-related
virus (XMRV) infection in sera from chronic fatigue syndrome (CFS) patients in Japan, a positive band was
frequently detected at the expected product size in negative control samples. when detecting a partial 9og tegion
of XMRV using a one-step RT-P{R kit. We suspected that the kit itself might have been contaminated with small
traces of endogenous MLV genome or XMRV and aftempted to evaluate the quality of the kit in two independent
laboratories. We purchased four one*Iep RT-PCR kits from lnvitrogen, TaKaRa, Promega and QIAGEN in Japan. To
ampliry the partlal gag gene of XMRV or other N4Lv-related viruses, primer sets (419F and 1154R, and.GAGI-F and
GAG-|-R) which have been wldely used in XMRV studies were employed. The nucleotide sequences ofthe
amplicons were determined and compared with deposited sequences of a polytropic endogenous MLV (PmERV), :
XMRV and endogenous MLv-felated viruses derived from CFS patients. We found that the enzyme mixtures of the
one-step RT-PCR kit from Invitrogen were contaminated with RNA derived from PmERV'lhe nucleotide sequence
of a panial gog region of the contaminbnt amplified by RT-PCR was nearly identical (99.4% identity) to a PnieRV on
cfromosome 7 and highly siinilar (96.9 to 97.6%).to recently identified l/Lvlikeviruses derived from CFS patients.
We.alse determined the nucteotide sequence of a panial env region of the cbntaminant and found that it was
almosr identical (99.6%) to the PmERV. in the invesiigation of Xrtinv infeaion in patients of CFS and prostate
cancer, researchers should prudently evaluare ihe test-kits for the presence of endogendui MLV as well a5 XMRV
genomes prior to PCR and RT-PCR tests.

Findings
Xenotropic murine leukemia virus (MLV)-related virus
(XMRV), which resembles endogenous MLV, was dis-
covered in prostate cancer patients in 2006 U,2). ln
2009,  a  h igh  inc idence o f  XMRV in fec t ion  was a lso
documented in chionic fatigu€ syndrome (CFS) Patients
in the United States [3]. Sinee then, surueys on XMRV
infection of CFS patients have been conducted in sev-
eral countriei [4-9]; however, there is a vigorous debate
over conflictinf results in CFS patients [10-12]. More-
over, recently, Lo et al. detected Mlv-related viruses
which ate distinct from XMRV but resemble polltropic
endogenous MLVs in CFS patients and healthy blood
donors [13].

' Coirespandence: ralave!@9ooiP
'Laborarory 

o'Sig"al Tlantoucion, Insltute for Vrtut Retedtch, Kyoto

Universiry, 53 Shqgoin-Kawa@cho, Sakyqku, Kyoto 606-8507, Japaa
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We used the following RT-PCR kits which were pur-
chased in Iapan: Superscriptoll i  One-Step RT-PCR
System with the Platinumo Taq High Fidelity Kit (Cat.

no .  12574-030)  ( Inv i t rogen,  Car lsbad,  CA,  USA)
(abbreviated as Kit l); AccessQuick"RT-PCR Sysytem
(Cat .  no .  A1701)  (Promega,  Mad ison,  WI ;  USA)
(abbreviated as Kit P); One Step RT-PCR Kit (Cat. no.
PRO24A) (TaKaRa, Ohtsu, Shiga, Japan) (Abbreviated

as  K i t  T ) ;  One Step  RT-PCR K i t  (Cat .  no .210210)
(QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) (Abbreviated as
K i t  Q) ,

To amplify the partial gdg ge^e of XMRV or other
MLV-re la ted  v i ruses ,  p r imers  4 t9F (5 ' .ATCAGTT

AACCTACCCGAGTCGGAC-3)  and r r54R (5 ' -GCC

cCCTCTTCTTCATTGTTCTC-3) l3l, and GAG-l-F
(5'-TCTCGAGATCATGGGACAGA-3') and GAG-l-R
(5'-AGAGGGTAAGGGCAGGGTAA-3') [1] were used.
To amplifo the partial e/v gene of polytropic endogenous
MLV, primers p.envlf (5'-AGA"{GGTCCAGCGTTCT-

CAA-3), p-envlr (5'-TTGCCACAGTAGCCCTCTCT-

3'), p'env3f (5'-GATGAGACTGGACTCGGGTG:3') and
p-env5r  (5 ' -GTGGAGGCCTGGGGAGCATGATC-3 ' )
were designed based on the sequence'of a polytropic
endogenous MLV (PmERU present in mouse (Mw mus-
calas) chromosome (chr) 7 [GenBankr AC167978].To
enhance one-step RT-PCR reactiorts, ?.5 pl of f pglpl
carrier RNA from QlAamp UltraSens" Vlrus Kit (Cat.

no.537041 (QIAGEN) was added to the reaction mix-
tures of the one-step RT-PCR reactions as indicated in
Figure l, To examine whether the contaminant was
RNA, 2 pl of l0 (!g/ml RNaseA (Cat. no. 1910i) (QIA-

GEN) were added in the one-step RT-PCR reaction mix-
tu re  as  ind ica ted  in  F isure  1C.  The RT-PCR was
conducted  jn  25  p i r (K i t  t i  K i t  t ,  and  K i i  Q)  o r  25 .5  F l
(Kit P) of reaction mixture accoiding to manufacturers'
instructions.

By adding carrier RNA in the samples to enhance the
RT-PCR reaction, we consistently detected a positive
band using Kit I in negative controls using two primer
se ts  (419F and 1154R,  and GAG- l -F  and GAG- l -R)
which are widely used to amplify XMRV (Figure iA).
These resu l ts  were  conf i rmed by  two independent
laboratories (JRC and IVR) under the same experimental
conditions. The positive reactioi was observed in all
four batches (derived from four different lots) of the kit
tested. To excluderthe possibil i ty that water, the carrier
RNA or the primers used were contaminated with an
XMRV-like genome, we tested additional one-step RT-
PCR kits, termed Kit P and l(it T, from two different
manufacturers. Consequently, we could not detect pgsi-
tive bands uti l izing these kits (Figure lB) strongly sug-
ges t ing  tha t  the  component (s )  o f  K i t  I  con ta ined
XMRV-like viral genomes. Most of the cof,taminants
appeared to be RNA because the positive bands
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disappeared aftet i411ng RNaSeA in the reaction mi文‐

ture fro“Kll I(Figur●lCl.
To further inVcSlgete the c9ntaminant in Kit I,

nucleic acids purin“from the enzymes(a“ 破ture of

reverse transc●ptas,■|■グ,DNA Polymerase)and the
bufたr cont"ned iⅢ Ⅲё klt Were tested b,addlng the
individual componentS tO three differeht One‐step RT―
PcR kits(Kit T,Kl11,and Kit Q)(Figure 2A‐C)Aζ a
rこsult,we detecteal10sitive bands"hen the nuc19ic
ald,punted iom l、o On7meS Of Kitl were addel tl
RT‐PCR Kit T,Kit,9r Kit Q using two primer sets

(419:and l154R,an4 GAG‐I「F anl GAG=1‐R).On the
contaryt we c9Чld l●t detect the presence of MLV gcn―
0,eS In thё blffer O「ドit I ThoSё data hdtated that
the cn7流ёm破tur●lof К■I Was cOntaふinated w“h
XMRV■ ike宙ral Rミヽ
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(1☆。cIOnes at IRC and 6●e clone at IVR)weFe
sequenced a●̀ f6111 to be ■ёarly identical(one
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10ca`οas OFthe C57,176テm`Osl genomo The nuaeb‐
tide sequёicё1 6f the re,resentativO 1lone〔GenBaik:
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To further characteFiZe the contaminant,we‐ con‐

duC■ d additional RT,PC,S(Figure lD)arnpli″ ing par_

tial e″ッregions with twO primer letS(p・enVlf and
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amメた。ns arq,uy we deter口ined.67,bp 6Flhe N‐
terminal eFツregio,IcenBank:AB5973011 hnd fOund
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tity)tO thl PmERVichr 7〔Gen3ank:AC167978′nt
59,992-59,3191(Figur0 41i          l ‐
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Micd have enormous copy numbers of endogenous ret-
roviruses in their genomes; and hybridomas, for rnanu-

facturi.ng monoclonal antibodies, have been found to
produce high amounts of retroviral puticles [16], There-

fore, we sspect that thd Ia4 DNA polymerase in Kit I

was contaminated with the endogenous MLVs. This

poriibil i ty has been also pointed out by others [17,18].
Because the ieverse trinscriptase (SuPerScriPtlII) and

the fa4 DNA polymerase (Platinum Taq) in Kit I can
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Car"Or‐         Carner+Carier +

1(x35)

獨・〔
3は35)4は 45) 5(文35)  6(x45) 8(贅45)7(x35)

419F～1154R 9AC‐lF■GAG:IR

419F～1154R
GAGJF■ GAG■R :淵1 1:鵡 ‐

Flilrc t Amptiffqaiion of MLV.[ke vlr.l seguence! In Klt l. {A) One-ltep RI-PCR was conducted using Kit I wlth the indlcated drlmer sets.

Th; RT,PCR conditions were n5 followsi revere transcription at 55t for 30 minutes; activation at 94'C for 2 mlnutesi 35 llanes 1, 3, 5 and,r7) or.

45 cycles (lanes 2, 4 6 and 8) of the following steps: 94'C for i5 5, 57t for 30 s, and 68"C for I mlnute; and 6 Rnal extension at 68'C for 3

minutes. Lanes t, 2, 5 and 6: one-step Ri-PCR with carier RNA; Lanes 3,4, 7 and 8i one'*ep RT-PCRwlt\gut cairier RNA Each.reacion wat

caried out in duplicd(e (8) Onenep RT-FCR waj conduded usjhg Kit T (left panel) and Kit P lilght paheD with primers 419F and 1 l54R with or

wtthoft cadier RNAI fte RT-PCR tonditions using Kt T were as follows: rryefs€ tEnsripion .t 50'C foi 30 minutet activatlon at 94t for 2

minutes;45 cycles of the following steps: 94'C for 30 s,57'C lor 30 s, and 72'C for 1 mlnute; and a flnal eferision at 72'C for: l0 minutes, The

RT-PCR conditions using Krt P were a3 follows: reverse transqiption at 45'c for 45 minutes; activation at 95'C for 2 minutes;45 rycles of the
fol@rng sleps 95'c fo;30 s,5rC for 30 5 and 70t for 45 s; and a fnal e(ension al 7ot for 5 minutej {O one'5tep Fr-oCR wa5 conduded

With primef! GAG,]-F and GAG|-R using Kt I wjth or without RNarA. Carder RNA was nbt added to the reactlon hlxturet The RT-PCR

aonditions were as follow5: reveEe transcriptign at 559C for 30 minutes; activation at 94'C for Z mhutes; 45 cycles of the followiitg stepsl 94"C

for t5 s, S7.C for 30 s, and 68'C for 1 minute; and a final *ension at 68'C for 3 minutes. (D) One.step RT-PCR wat adnducted using Klt I to

amdiry env region of the contaminanlt. One-step RT'PCR was ciried out using wo prlmer sets p-envlf and p€nvl r (iane I ), and Penv3f and

p-env5r {lane 2). The RT-PCR conditions were the iame a5 in Figure lC wilh the exceptlon of the number gf PCR cycles (60 rycles instead of 45

rycles). \4. DNA 5ire malker
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I O 8 I ??CGCTTITACCC C6SCCCCGCTGCCCGTCTGAITfOITTTATTCqTCTTTTGTT C?TCGTTAG
CPS t,P。 3

CFS typo ?

ぐ,S tyP, 1

C o n t a m Ⅲ, n t

Figu.e 3 Sequence alignments ot a pafrlal 9o9 r€glon of the,contaminant In Xit I with r PmERV chr-7, XMRV ttrain VP62, and MLV.
like sequen<es derived from CFS patienlr (CFS typer I to 3). Origins of the sequence5 used for the alignment a.e de5cribed {n the Findings.
Seoue.ce arignrlents were perforred usirg GE\FryX Win ver.6 (GENETYX, Sh.ouya, Tokyo,,apan).
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results have been inconsistcnt, Although all research
groups carefully performed their experiments to test
XMRV in fec t ion  by  PCR and/or  RT-PCR,  i t  i s
still difficult to conclude that the positive results linking
XMRV with CFS are not labretory artifacts. Xenotropic
(or polltropic) MLVs are widespread, and there may be
many opportunities for samples to get contaminated
with such ubiquitous viruses In laboratbries when con-
ducting.biological or medlcal research [17]. In this
study, we evaluated several one:step RT-PCR kits md a
Taq DNA polymeiase for thc contamination of MLV-
related gehomes and found tlret tlie test kit md the Ta?

DNA polymerase from lnvitrogen were contaminated
with MLV-related genomes.

The findings in the present study.indicate that con-
taminating nucleic icids in the test kits can potentially
produce.fslse-positive PCR results .in studies of XMRV
and o ther  MLV-re la ted  v i ruses .  ln  par t l cu la r ,  our
results raise the possibil i ty that thi PCR products
desbribed by Lo et al. [13] were derived frorir contami-
nating MLV RNA and/or DNA. It should be noted,
however, that in contrast to our data which shows
MLV. coirtamination even in water controls,. their
report demonstrated that polytropic MLV sequen€es
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were found mori frequently in CFS Patients than in

healthy contiols md not at all in water' controls None-

theless, Lo €t al. mentioned id tfe report that Platinum

Taq from Invitrogen gave them the best results among

Ia4 polymerases from several suppliers and was used

to test the patient samples [13]. They also used lnvi-

trogen's Supersiript I l RT and Platinum Taq for RT-

PCR, albeit in a two-steP cDNA synthesis and PCR

amplif ication.procednre [13]. As Pointed out byErl-

wein et al. in the comments [19] responding to the

report by Lo et al. [13], assurance that control simples

were assayed simultaneously with the Positively identi-

fied onei in a blinded, randomized way was missing in

their study,, unfortunately.
The requiremen! for quality control to aroid contami-

nation of endirgenous retroviral gqnomes in test kits

may differ depertding on the intended purpose. How'

ever, in XMhV studies, many reseuchers conduct ultra-

sensitive PCR or RT-PCR to detect extremely small

amounts ofXMRV. Theiefore, in the investigation of

XMRV infection, researchers should prudently evaluate

test k i ts for the prbcence of genones of endogenous

MLV as well as XMRV.
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between XMRV md human diimse is controversial, with
some studies detecting XMRV in sp to 67% of patients
whilst others have failed to detect XMRV infection

[10-18]. lmportantly, examinetlon of infected prostate
tumours reveals that not all the fumour cells ue infected
with XMRV suggesting that XMRV insertion is not
requirqd for tumourogeneslr [1]. XMRV sequences
detected in patients are remarkablf similar to each other
often differing by only a few nucleoddes beMeen unlinked
patiehts [2]. This lack ofseqtierice viliation appetrs incon-

.sistent with a retrovirus infectlng geographically separated,
unconnected individuals. Herg we have examined the spe'
cificity of XMRV PCR, XMRV cequence variation and the
phylogenetic relationship between XMRV detected in
humans and as contaminuts ln cell culture. We conclude
that XMRV in patient sampies ls likely to be derived from
PCR contamination from eith€r mouse DNA or cell lines
infected with XMRV and that XMRV is unlikely to be a
human pathogen.

Results and Discusslon
Primers reported to be XMRi tppcific can detect mouse
DNA
To better understand the provenance of XMRV I1,2] we
screened nine inbred and three wild-derived inbred
mouse strains with Taqman PCR primers previously
used to specifically detect XMRV. We selecfed the
mouse lines to be widely spread across the inbred gen-
ealogy [19] and tqbe available as DNA from the IAX
database, fackson Laboratoriirs Bar Harbor, Maine. Ve
first used primers targeting a 24 nt deletion in the gag-

leader region r€portrd to be XM-RV-spmific [1,41, Signif-
icantly, all l2 mouse stnins were PCR positive (Table

l). We also detected this. reportedly-specific deletion in
the gag-leader of €ndogenotts proviruseg in 4 mouse
stlains (129X1/SvJ, Balb/cJ, CBA/) andLPTlLell by 454
deep sequencihg (Roche) th{ PCR product amplif ied
with primes flanking the deletlon (Figure I Table 1 and
Additional File 1; Table S1). The deletion was at a low
frequencf consistent iryith it being present in iust one
(or a few) bf many endogenous proviral copies
compared to other murine leukaemia viruses (MLVs)

present in higher copy nurirbers. Since.some Taqman
PCR.positive mice were negallve for this 24 nt gag-
leader deletion by deep seqrrgncing, we conclude that
either these Taqman primert are not specific for the
deletiqn, or that endogenous murine leukaemia virus
(MLV) sequences with the deletion were not always
PCR-amplified in this deep sequenqing experiment, pos'
sibly due to primer mismatch, We certairi ly cannot
compare deep sequencing with Taqman PCR in terns
of sensitivity, but both of thest techniques suggest that

the gag-leader deletion can be found in the genome of
some inbred mouse strains. We found further evidence
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for this XMRV signature sequence in GenBank; a l l24
nt sequence encoding the "XMRV-specific" gag-leader
24 nt deletion is present in the ge$ome of 129X1/Sv)
strain mice (AAlfYol591888 Figure 1). \ve also tested
the specificity of XMRV integtase Taqman primers
previously used to screen for XMRV [5], Amplificatton
of mouse genomic DNA showed high copy (2 strains),
low copy (5 strains) and undetectable (4 strains) levels
of amplifyable MLV provirus using these primers (Table

l), These data indicate that primer sets previously

described as XMRV-specific can readily amplify MLV
sequences from a variety of mice when used under the
PCR conditions described [4,5,14], md ttrat some targets
exist at high copy number in genomes of mice.

Human cell llnes are commonly contamlnat€d with
xenotropic MLVs
Human cell l ines have been found contaminated with
gammaretroviruses including xenotroplc murine leukae-
mia viruses (MLV-X) [20,2I]. They are l ikely to have
been transmitted. to human cells during bell passage as
gra f ts  in  mice ,  o r  when human ce l l s  a re  cu l tu red
together with rnouse aells. In order to explore the fre-
quency md genetic diversity of XMRV-like sequences in
cell culture, we scredned 411 cell llnes from the COS-
MIC collection (Additional File 2; Table 52) [22]. We
chose this collection as a source of well characterized
human tumour cell lines of different tumour types. l0tre

used Taqman primers for the XMRV gagJeader deletion

[4], the XMRV i4tegrase 15], and also used primers
designed to amplify diverse MLV-X gag sequencis[14]
(Additional File 1; Table S1). Nlne human cell l ines
(2.2Yo) were positive using MLV-X-gag primers
(Table 2). I ive of these nine l ines were also positive
using XMRV gag-leader primes[4]; but none were posi-
tive using XMRv-inkgrd.se primers [5] (Table 2). Direct
sequencing of gag, pol ^nd er.u PCR products amplified
from these cell lines revealed a single sequence in most
cases (Table 2). Phylogenetic analysis of these sequences
confirmed that the contaminating vlruses are cl<lsely
related to MLV-X previously found infecting cultured
human cell l ines[20] (Additional File 3; Figure Sl).
Importantly, MLV-X viruses in humm cell lines, includ-
ing XMRY, ari contained within the genetic diversity of
known murine viruses and do:not represent an out-
g roup or  a  spec i f i c  c lade tha t  i s  more  common in
human tumour cell l ines. Thus human cell l ines com-
monly cury retroviruses that can be mplified with pri-
iners erroneously desiribed as specific to XMRV [4,5].

Phylogenetic analysls of XMRV sequences
Analysis of the genetic diversity and phylogenetlc rela:
tionships among retroviral sequences, both endogenous

[23] and exogenous [24] can reveal information about

Disease-associated XMRV sequences are consistent

Stdphane Hudll, Eleanor R Grayrt, Astrid Gall2r; Aris lctzourakjs3, Choon Ping Tanl, Charlotte J Ho.uhcroft2,
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with laboratory contamination
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Background
XMRV (Xenotropic murine leukaemia viru:+1lafef virls)

is a xenoEopic munne leukaemia virus (MLV-X) that hds

been deteited in samples from prostate.cancer (PC) and

chronic fatigue syndromb (CF$ patients [1-6], This has

led to,the suggestion that infection with this virus might

cauie these condition5. MLV:XS ar€ endogenous gamma

' Correspondence: pk5@sanqetac.uk; g rcwers@lcl ac uk
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Full llst of authoa jnfotmatlon B available at lhe end of the anlcle

retroviruses found in the genomes of mice, They are so

named because iz virro they infect cells frorn a veriety of

gpecies but were ori$inally found not to infect the inbred

stiains of mice from which they were derived, due to

mutations in the host xenotropic receptor. More rgcently,

muriire xenotropic recePtor vuiants have been described

which support MLV,X infection revealing a complex evo-

lutionarf relationship between MLV-X envelope

sdquencs and their raeptors ir-r rodents [7-9]. XMRV has

dso been detected in l-6% of healthy human controls in

some studies, suggesting that infection may be common in

the healthy human population [2'3'5]. The association

o 2010 tue et.ti lice;ree BioMed cenv.l Lrd. Thh ts an open Acce$ anKte dllributed under the rermg of the lreaive comDon!
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Abstract

Backgiound: Xenotropic murine leukaemia viiuies (MLV-X) are endogerious.gammaretroYi{us€s that infect cells

from-many species, including humans. Xenotropii murine leukemia virus:related ykus (Xlt4RV) is a retrovirus that

f.rjs Uf"i it'e suUiect ofjnte-nse debate slnce its detection.in samples from humans wiih prostate can_cer (PC) and

chronic fatigue syndrome (CFS). Controversy hai arisen from the failure of some studies io detect XMRV in PC or

CFS patients and from inionsistent detection of XMRV in healthy controls

Results: Here we demonstrate thai Tpqman PCR primen previottsly descrlbed as XMRV-specific can amplify

common murine endogenous viral sequencei from mouse suggesting that mo-u:g ?fA can contaminate patient

samples and ccinfoundipecific XMRV detedion. To coniider the Provenance of XMRr' we sequenced XMRV from

the cell line 22Rvl, whiCh is infected with an MLV-X that is indistinguishable from patient derived XMRV. Bayesian

phyloqenies clearly show thar XMRV sequences reponedly derived from unlinked pqtients form a monophyletit

ttrA" *itn Intersplrsed 22Rvt clones (posterior probability >0.99). The- cell linederlved sequences are anceslral to

the patient{erived sequences (posterior probability >0.99). Funhermore, pol sequences apparently amplified from
pC oatienr material (VP29 and VP184) are recombinants of XMRV and Moloney MLV (MoMLV) a virus with an

envelope that laci<s tropism for human cells. Considering the dlversity of XMRV we show that the mean parrwise

qenetic.distance among eny and poi 22Rv1-derived sequences exceedi that of patient-associated sequences

fWif*-n rank sum tesi: p = O.OO5 and p < 0O0l for pol and enL respectiveiy) Thus XMRV sequences acquire

diveriiw in a cell iine but not in parient samples,These observalions are difficult to leconclle with the hypolhesis

that.published XMRV sequences are related by a process of rnfectious transmission

Concltlsioni: We provide several independent lines of evidence that XMRV detected by sensitive PCR methods in

paiient samples is the likely result of PCR iontamination with mouse DNA and that the descrjbed clones of XMRV

arose from the tumour cell line 22Rv1, which was probably infected with XMRV duiing xenografting in mice We

propose that XMRV might not be 6.genuine human pathogen
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Table t Screening of genomi< DNA ftom 9 inbr;d and 3 wild-deriv€d Inbred rhice utlng Taqman PCR

Mouie ltrnin PCR re,u"(ct FAM)

.ra(kson lD 454 deep requendnq XMBV - g4g-leader XMRV . int Mlv-x , 909

Read depth

129×ツSvJ
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Name COSMIC lD Cancer type

P a g e 4 o f l 0

XMRV. XMRV -tnt MLV-X {d9 gag pgt env
gog-leader

Tabte 2 Scre€ning human cell linc A€nomic DNA using Taqman PCR

can(er (e[ tina Taqmbn PCR Result (CIFAM) 5"qu9*a3!!llg_

Ovary adenocarcinoma No Ct      2ンNo Ct

Squamour cel l  carcinoma No Ct       No Ct      iS
>41 21

CoC～卜1 910783 Colon adenocar€inoma No Ct    16

906831 Lymphoid neoplasm/Burkift lymphoma NO Ct '  22
C57Bし/0 39548

(578RンcdJ 2 l 21 adenocarctnoma

Neuroblasrcma

No Ct      18

No Ct      20
2l

Haematopoiellc neoplash/N4yeloid leukaemla 40

Thyroid sarcoma No Ct      18
80i2

TYK-nu 9a9774 Ovary carcinoma

material, and that the 1182 nt XMRV fragment is identi-

cal to commoi MLV-based plasmids, strongly suggests

PCR contamination s the source of the recombinanl

Next, lve investigated the evolutionary relationships

among the aforementioned sequences (excluding identi:

crl 22Rvl clone sequences and the recombinmts) using

Bayesian. phylogeneiic methods, The resulting phylo.geny
(Figure 2) clearly shows that XMRV sequences rePort-

edly derived from unlinked Patients are intersPersed

among sequences  der ived  f rom the  22Rv l  ce l l  l i ne

withih a slngle strongly supported qtdnophyletic cluster
(posterior probabil ity i0.99; Figure 2). These results

were cdnsistent ivhen phylogenies were reconstructed

on the basis of the gag, pol and env gene independently
(see Additional Eile 5; Figure 53)' ln addition to the

interspersion of cell line and patient derived sequences,

cell l ine-derived sequences are basal to the Patient'
derived sequences (Figure 2). However, many of the

XMRV and XMRV related sequences are so closely

related to each other that the Precise branching order

within tha XMRV cluster could not be elucidated with

robust support. As a result no one particulai clone

could be identified as the ancestor of the cluster with

high statistical support in either the full lengtli (Figure

2) or gene specific (Additional Fild 5; Figure 53) trees.

To examine this further, we inspected the 3000, m'ost

probable Bayesian trees obtained from the full- length

alignment (Figure 2) and found that a cell line derived

sequence was basal to the XMRV cluster in every case
(dita not shown). Thus, the estimated posterior prob-

ability that the mcestor of the cluster was not a cell line
-derived 

sequence was <0.001. Together these observa-

tions support the notion thdt $e 22Rv1 cell line XMRV

sequen€es ue ancestral to the Pafient-asdociated XMRV

sequences in this analysis. We have usEd the tree

construct;d from full-length and non-overlapping fiag-

ments rather than the gene ipecific tree3 (Addtttonal

File 5; Figure 53) in order to include, all the available

variation within the XMRV sequenies in the Snalysis.
Non:ovbrlapping sequerices will not induce a bias in the

Bayesim phylogenetic reconstruction as long as they are

individu4ly compared to frrll-lengfh genolnes

i2Rvl associated XMRV ls more diverse than Patient
derived sequences
Thb obsened genetic diversities of cellJine a;rd patient-

derived seciuences. are also difficult to reconcile wlth the

hypoihesis thai published XMRV sequ€nces are related

by a process of infectious transmission' The mean pair-

wise genetic distance amonB pol and env gene sequences

derived from 22Rv1 cells exceeds that among patient-

ssociated sequences (\Wilcoxon rank suni tdst P = 0'005

and p < 0.00'1 for pol and erv, resPectivell Figurd 3 and

Additional File 6; Table S3). For the fag regioo the:mean

pairwise gdnetic diversities of .patient'derived and cell-

l ine sequences are not significantly different (Figure 3

and Additiiinal File 6; Table s3). In ord€r to test for the

potential confounding factor of PCR and sequencing

errors in the 22Rvl clones diversity, gerietic distances

were re-calculated assuming that 1% ofthe div€rsity seeir

in th€ clones was arteiactual. Even under such an

extreme scenario, and assuming no sequencing error' in

the patient-derived sequences, the mem Pairuis€ genetic

diveisities of patient-derived and cell-line sequences are

not significantly different in the gag and, p;ol loci, while

the genetic distance among eav gene sequtinces derived

from 22Rv1 ceils still exceeds that among Patient'asso-
ciated seciuences (Wilcoxon rank sum tesl P < 0.001;

data not shown).. EVen under the most conservative

hlpothesis that XMRV undergoes almost no wolutionary

27 No Ct     118

Ont MLV-X-gog posiitve c€tl liner;re tn.tuded. A total of 4lt DNA5 from hlman tumour <ell llneg from the COSMIg (Cat.fogue O{Soha(c Motatlon! ln C.ner

reposttory) hnp:/lwwsanger.aclldgene{(s/C6P/<osmlc repretenting a vadei of canc€r types were tareened Common nam€5, {Cosnl< lO) and rumour lype

are rhown. Cycte thteshotd (Ct) vatues fof the rhree Taqnan PCR readioni are shoM. (5) denot€r . elngle tequenae (M) denotg multiple Jeqqencet obtalned

after dne( r;quenci nE of gag, pot a d qv PCR ptodu(s. We d€ffne poslilw PCR as tho3€ with . Ct of less than 4 I . Filmss 6re thowh In T.bl. 51

21

Nヽ derlved lnlred

WMP/Pあ DnJ    001フ 46

00r 145

their ieplication and evolutionary history. We therefore
performed extensive evolutionary anallsis of published
XMRV and re.lated sequences in order to better under-
stand their origin and proliferation. The widely studied
prostate cancer line 22Rv1 is reported to produce high
levels of a virus closely related to XMRV [25,26]. we
therefore cloned and seguenced gag (n = 16), pol (n =

181 and env (n = fO) PCR products implif ied from
genomic DNA purified from this cell line. Of these, 13/
I6  gag sequences ,  15118 po l  sequences  a td  8 /L0  env
sequmces were unique, These numbers are consistent
with the previously estimated XMRV copy number in

Ml<e namer 6nd Ja(kon lab identificatlon numberg (lD) are shown as ire thb prorcnlon of poritlve 4s4{equenaldg rc.ds thar contain the XMRV 24 ni deletion

signature requen<e cooparcd to the tobl number of readr obtained froh e.ih amplificrbn readion. Cycle thra5lpld (Ct) vnlues for T.qman PCR Frfomed
with p/m€r s€G t.rgetlng XMRV gogl€adel i,rtegroi€ and MLV-X-gog are .Lo shoM, Template amouits iwre 

'! 
ig, 200 n9 and 2 ng reepectlely. Lower

amounG of genomic DNA were ured in gog and gdgleadef rcRs due to the hlgh numb€r of amplicons ddeated. We deflne po3ttlve iCR as thdie wi$ a Ct of
les! than 4i. Thi5 cut off wns chosen on th€.bnsls that rcR quantltation of plasmld concentalions of 5 mole<ulda per PCn glve Ct values of 4. PCR delection of

<onccntbtlons below 5 mole<ulei bc<ame stGhastic and are thus bels th€ limlt olreliable detection (d.ta nqt thoM), Pilh€R are shwn in lable 51.

the 22Rvl cell l in€ of 10-20 copies [25]. We analysed
these unique.cell Jini;eguences together with (i) preJ
viously-described fu 11{rngth endogenous MLV genomes

l27l (n = a6), (i i) a pieviously delcribed XMRV clone
f rom the  22Rv i  ce l l  l i ne  (n  =  1  [26 ]  GenBank:
FN692043) (ii| tull-teigth XMRV sequences reportedly
amplified from PC (n * 6)[1], or CFS patient samples (n
= 2)[2], (iv) Previouiily reported XMRV pal sequences
derived from PC pationt material (n = 5)[l], (v) addi-
tional C57BLl6 endoqrnous full-length MLV sequences
identif ied using BL{l (n = 28), and (vi) various other
MLV complete ginornes (n = 5),

Quite unexpectedly, visual inspection of the 2552 nt
XMRV pol sequencei, [1] revealed that sequences VP29
and VPi84, whlch wese apparently amplified from PC
patient material,,ue recombinmts of the 22Rv1 cell line
virus and Moloney MLV (MoMLV), A nucleotide
BLAST search revealed that the Moloney MLV derived
f ragment  f rom VP29 (1 I82  n t )  i s  100% ident ica l  to
McjMLV (GenBank AF0338r1), l1 nucleotides different
to the closest knowri mouse endogenous MLV (Gen-
Bank ACi53360) an{ 22 nucleotides different to the
XMRV clone derivgd from the 22Rv1 cell l ine
(FN692043). The re6o,mbinant nature of VP29 and
VP184 was c<infirmqd by phylogenetic incongruence
analysis (Additional File 4; Figure S2). The fact that
MoMLV envelope dqts not have tropism for.human
cells, that these PCR products were derived from human

,05'70

S S

! 5 0  t 6 o  l 7 o  l d o
. :  , ! 1 , . . . 1 . . , , 1 . . . . 1 . . -  1  .  l : . .  1 . . . .

mvw62 (E_00?at5)  Gd6- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - t@cmTGT

L 9 a l l t  - - - - : - . , , . , . . . .
tagr t /FJ  (801591446t  . . , . -
c5rB/6J  d  5  {n_1ts r5o)  . . , , c rcccccAarcr - - - - - - - r -^cc , , , , , .  i , ,
c5 t t ! /5J  da  I  (F_o?45?5)  . . , .C !CC6CACIG! - - - ' - - - - -ACO. . . , . . , , .
6 t r l /6 t  d r  U f_Ol t515) , . . .C tCCGCCACTGICCGA@TICC. , , . . , , , .

Figurc 1 Allgnmenl of XMRV gdg-leader reguen.e with 9d9-
f€ader s€qu€naeJ lrcm qdogenous MLVs ;D mi(e XMEV' ke

sequences fiom four inted mice containing the 24 nt delerion

signature were ,dentified by deeo sequencrrg and one Fquence

identiied by BLASr. the most !imilalsequences from the C57BL/6

genome are shown for comOarison ;nd nll seduences are compared

ro XMRV VP62. Numberlng refei5 to the length of th€ PCR product

derived using prifiers EG87 and E689 (Add(onal Fi,e l; TabJe sli.
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consistent with the hypothesis that XMRV is not an
exogenous virus tmtrmitting among individuals. Instead

multiple l ines of evidence suggest that the full length

clones of XMRV originated from the 22Rvl cell l ine.

PCR contamination could arise directly from 22Rv1 cells

or from cells inadvertently infected with the 22Rv1

derived virus. We speculate that the 22Rv1 cells became
infected with XMRV during their passage through athy-

mic mice [29]. Data in Figure 1 demonstrate that mouse

DNA could also contaminate patient samPles as a vari-

ety of mii 'e encode sequences, with endogenous MLV
proviruses, that are detected with PCR protocols that

ue designed to detect XMRV. lt is quite possible there-

fore that previously published findings are explained by

contaminated PCI{ where the patient samPles were con-
taminated by mouse DNA or DNA from cells infected
with MLV-X including that from 22Rvl cells. A recent

study amplified polytropic MLV sequences rather than

XMRV from ghronic fatigue patient samples [30] and
healthy donors. Unfortunately the MLV sequences
described there were too short to carry out a thorough
phylogenetic analysis, and we have therefore not
included them here. It is diff icult to retiospectively
establish whether prior studies hav€ contaminated
patient sanilples. Importandy, assay contamination can-
hot be assessed by detection of muiine DNA alone slnce
MLVs contaminate a significant proportion of non-

murine cell l ines common in.laboratories U,301. PCR

contamination has previously been found to underlle
erroneous association between retroviruses and human
disease underlining the diff iculties associated with

detecting pathogens by PCR [31,32].

Conclusions
We conc lude tha t  fu tu re  screens  fo r  MLV-re la ted
sequences use more rigorous PCR conlainment Proce'
duresr such as those used to iellably recover ancient
DNA [33], or manage contamlnation by controlling for

its inevitable frequency, for example by screening equal
number-s of controls prepared and stored identically,
together with test samples [34]. Positive samples must be

sequenced and those that are identical to known endo-
genous murine sequences, or plasmids present in the
host laboratory, should be treated with caution. rVhilst

true association of XMRV with human disease would be
of great medical importmce, it is imperative that such m
association is rigorously established before it impacts ori
diagnosis and patient care. .We suggest that XMRV as a
humu virus does not conform to this criterion,

Methods
Taqman PCR
PCR of mouse genomic DNA was perfoimed using pri-
mers/probes as prwiously described (Additional File 1;
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Flgure 3 Enumerat lon.of nuclaot lde !ubrt i tut ions pet ! i te
between the (ell-llne and palient{€rived XMRV tequen<eJ .
The paiMise geneti( disGnce amsq pol and env sequences
de.ived frcm 22Rvl cells (white borcs) is significantly higher than.
among palenlassociated sequencS (grey boxes) (wilcoxon rarK

slm test: p = 0.005 ahd p < 0001 Gspedively). There i5 nd

5ignificant difference in variatlon ln il€ gdq region. The top end of

the y'axls wae truncated to accomriodate olltlie6 in the 9og 22Rvl
caregory. Ortliers are due to APOBEC lrypemutatio4.
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Ftgure 2 Phrlogeny of 22Rv1 and patlent detlved XMRV legu€nces ana other mudn€ leukadmla viruJer; Bayesiah maximum clade
credibility phyogeny of 22Rvt cell line derived XtrRV clones, patlent derived XMRV sequences and other mudne leukaemia vlru€s (A). lhe ,
monophyfetic cluster formed by 22Rvl cell line derived XMRV clones and patient deived XMRV5 i5 mignltied ih (g). Xenotroplc MLV (MLV.X),
polytropic MLV (PMLV), and modified polytropk MLV (MPML\4 were added as cont.ols. Sequences dedved fiom prostate can@r patient! (VP and

. WO) and chronic fadgue syndrome patients WPI) afe :ndicareo by red and ye.low circleg respefively. Gene sequences derived from 22Rvl
clones are indicated by blue squares: When fulljength genomes were nor available, the loci of tfE sEquence. uEd in the phylogeretic
reconstruction are showr in bracket5. APOBEC-36/F hypermmted clones are labelled wlth a closed circle, Tle tree i5 rooted agiinst Al(v and
Moloney MLV5. Eayesian posterlgr Drobabilities of 1.00 are indicated on the coiiesponding bianches by,a star. Thi. scale bar repre*nt5 the
dumber of nucleotide substltutions pef site.
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Table S1) [4,5,14]. PCR conditions including buffers (a
single batch of 2x Taqman PCR master mix (Applied

Biosys tems) )  and thermocyc le r  cond i t ions  were  a lso
essentially as described [4,5,14]. All human tumour cell
l ine Tagman PCRs were run in a duplex assay using the
Taqmm'RNase P Control Reagents (VIC) (Applied Bio-
systems) as m internal control. Cycling conditions were
95'C for 15 secs and annealing/extension at 60'C for 1
minute after an init ial denaturation of 10 min. Thresh-
olds were routinely set at default values. Primers are
shom in Additional File l; Table Sl.

454 Sequencing of inbred and witd-derlved inbred mouse
samples
Mouse DNA samples were obtained from the |ackson
Labs (Bar Harbor, Maine) except for Balb/c which was
obtained from Sigma (D4416). i00-200 ng DNA from
each mouse was amplified using Platinum P/r (lnvitro-
gen) proofreading polymerase and primers EG87 and
EG89 (Additional File 1; Table Si). 500 ng of amplif ied
DNAs were sequenced using the Genome Sequencer
FLX lnstrument and GS FLX Titanium series reasents
(Roche/454 L i fe  Sc iences)  accord ing  to  the  man i fac-
turer's instructions. SFF fi les were processed using the
sfffile and sffinfo commands ol the SFF tools, split based
on the MIDs, and FASTA fi les were created for each
sample. Reads containing XMRV-specific 24-nt deletion,
were identif ied using a customised plthon script and
their frequency was calculated.

PCR, direct sequencing and sequence analysis
Pa:tial gag, pol and env sequences were amplified from
genomic DNA from human tumour cell l ines using pri-
mers  labe l led  TC in  Add i t iona l  F i le  l ;  Tab le  S l . .  PCR
products were purified and subjected to direct sequen-
cing, which obviated PCR error, using an Applied Bio-
systems 3730x1 DNA analyzer. Gag pol and env
sequences from the 22Rvl cell line were amplified with
a single stock of Platinum P/* (lnvitrogen) proofteading
polymerase and primers labelled 22Rv1 in Additional
File l; Table SI. PCR prodqct was gel purif ied and
ligated into pzero Blunt and transformed (lnvitrogen).

Positive plasmid clones derived from individua.l colonies
*ere then sequencEd.

Phylogenetlc analysis
22Rvl cell l ine derived gag (1605 nt; n = 1 l), pol (1635 nt;
n = l5) and env (1935; n = 8) unique sequences were
manually aligned with 6.fu11-length XMRV sequences
apparent ly  ampl i f ied  f rom PC samples  (GenBank

DQ241301, DQ241302, DQ399707, 8Fr85282, 88s79966,
NC-007815), 2 full- length XMRV sequences from CFS
patient sampl€s (€enBank GQ4973+3, GQ+97341), We.
viously described pdl sequences derived from PC patient
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CFS samples. The MCMC search was set to 5,000,000
itefrtions, with trees sampled wery 100s generations.

Recombination analysis
Fo l low ing  v isua l  inspec t ion  o f  the  gene sequences
derived from PC patient material (n = 15), a 1185 nt pol
gene ftagment from patients VP29 md VP184 was used
in  a  nuc leo t ide  BLAST search  aga ins t  a l l  ava i lab le
sequences. Both fragments showed maximal identity
with two Moloney MLV complete genomes (GenBank

AF03381-l and 102255; 99% and 100% identity with

VP29 and VP184 respectively). Further evidence of
recombination between XMRV and Moloney MLV was

sought by examining phylogenetic inc<Jngruence in two
maximum likelihood trees. based on i) the 1185 nt /o,
gene fragment (position 2400 to 3585 of the Moloney
MLV AF0338ri) and ii) the following 1335 nt (position

3586 to 4921); The pol sequences used for the analysis
comprised 14 patient-derived sequences (see above), one
Moloney  MLV sequence (GenBank AF033811) ,  one
AKV virus sequence (GenBank 101998) and 39 noneco-
tropic endogenous MLvs[27]. The trees were recon-
structed under the GTR+I+G model of evolution, using
PAUP'. The robustness of the topologies was assessed
by neighbour joining bootstrapping with 1000 replicates.

Genetic distance analysis
Pairuise nucleotide differences in the g4g (1605 nt), pol
(1'635 nt). and env (L935 nt) of the 22Rv1 and patient'

associated segu€nces were calculated using PAUP'[37].
Genetic distances were estimattid i) as the uncorrected

number ofobserved nuclotide substitutions per site and

ii) under the GTR+I+G model of wolution. Prior to com-'
putation, sequences were screened for APOBEC-3G/F

mediated G > A hypermutations, using the Hypermut2.0
algorithm from the Los Alamos HIV Sequence Database

[39], and hypermutations miskgd. A total of 8i. and 5
hypermutations were found in the 22Rvl and patient-

associated sequences respectively. The XMRV/Moloney
recombinants \?29 and VP184 were exchided. The null
hypothesis that genetic diversity is equal in 22Rvl clones
and patient'derivbd XMRV sequences was tested using
the non-Darametric Vilcoxon surir mnk test.

MLV-i nucleotide sequences obtained from human
tumour  ce l l  l i nes  have GenBdnk access ion  numbers

[FR670581-FR670601] md 22Rn1 derived sequences. are

1HQ385277-HQ3853201.

Additional materlal

Addltlon.l lile 1: T.ble 5'l: P/im€rr used In thls rtudy. Pnmers ued
to non-specifiGlt amolii/ lhe gaq-leadet delet:pn we tt:ts7 ahd E@9
609, pol and @v primeG were used to afrplit sequence5 from the
infeced hurun tumour cell lins CfC p.lmers) or from $e 22Rv1 cells

{22Rvl primers). Taqhah PCR prlmef seE usedlo {reen mouse genomic
DNA ,nd human tumur cell lineS arc alo 5hoM,

Additlon.t file 2: Tebl; s2: crn<.r .;[ lln.s Ke.ned in thk rtudy.
The 41 t human tumour cell llnes screned by Taqm.n PCR for MLV'X
and XMru Jignaturs. Detalled a€ their common name, COSMIC lD, and
tmour cliJsitcalion detaijr No experlDent5 wte @iiled.ou wllh 22Rvl
celB until all experimens with.tumqur cell lines a6d moute DNA wete
completed. NS Nol spftiled. Pimeb ate s\own In Table 51.

Addltlon.l tlle 3r Flgure sl:8.y$lsn mlxlmum clade <r.dibllity
iees based on the gpg lrr, pol lb't ,nd env 14 lo<l ot known MLV
.nd MLV-X found (onbmln.llng humsn tumour a€ll lln$.
xenoroplc MLV (MLV-X), Poltrropic MLv (PMLV) and Modified-pdlytraplc
r,4LV {MPtvlLV) arc showd jn blue, green and oBnge ckcles respdlvely,
Xt4Rv! ate rcpresented by blve open ckcles. N4LV-X In the cahcer cell
lines are indicated.ln redr the cotresponding brahch tabel'ed w'th the
cell line Eme. Bayesian posterior probablliiies > 0.90 or 1.00 ire .
indioted on the bEnches by one or Mo itar tespeqtMev. The sde bal
iepr6ents lhe number of nucleotide slb{ltulioos per t[q.

Addltlon.l file 4: Flgure S2l Maxihum llklllhood t@J showinE
re<ombln.tion bdreen XMftV .na MoMLV In the gequen<qr

derlved from PC prtlenb VP29 .hd VPl84. EeNen nucleotide
po5iiions 2400 and 3585 (6enBank AG. N9. AF03l81l) of the MoMtVpo/
gere, !P29 andvPl84 po' gCDes ee closly relaled b tnoMLV
(bootsr.p 5uppo( 100%) (A) whlle beNeen po$sont 3586 lo 4921, lhe
same parients deilved €quences fall wifiin the XMRV clusler (booKrap
3corer 10096) (B). Bootstrap scores abo:ve 5096 afe irdicated od the
coresponding btnche' The scale bar feprelenis{he number of
nuclstide sub$itdrons per she.

Addltlonil file 5r Flgura 53: B.yesl.n maximum cl.da <rediblllty
phylogeny ot 22nvl cell,llnc detlv€d XMRV <lde!, pltleht derlved'
XMRV iequeh@s and olher murlne leukaeml. vltlss b4ed on the
(a) 9d9, (b) pol .nd (<) .av genetk rugldt only. Xenotroplc MLV .'
(MLV-X), polytiopic MLV (PMLV), and rudified polyUoplc MLv (I\4PML\4
were added ai conrols. Sequenei de&ed fbd:prcstale @ncer palients
(VP and WO) and chronic fatigue syndome patlents (wPl) a.e irdlcated
by ed and yetlow .hcts rspediE . Gene 5equen@t derived tom
22Rvl (lones are indic.ted by blue suares: The ves are .@tcd by the

.;idlpoint r@rlng,method. Eayesian postedoi proUabilities > 0.95 C) and
of l.(l0 (") are indicared dn the cgrigponding branches. 

'lhe 
branchlng

brds of the rqu€ncs within the XMRV c'usters is not statlstiolly
ruppo(ed and therefoG cdnnot be detemlned unambiguously ftom
these veesi For thjs reason re haw rPconsttucted a Sayesian phylogeny
from the f69hent5 iogAhq wirh the full-length XMRr' #qtiences :
(Figure 2). The sale bar represents the number of nwleotlde
sub*(u(ions per tile.

Addltloml tlte 6: Lble 53: Genetic dlverrlty of the (ell-llne .nd
psrl€nt-dslwd 9p9, po, and erv gene sequen<et. Genetic distancd
were calculated as i) the obseNed number of nuclslide subnitutlons
pef sher and li) undef the.6ene€l t@ R@/sjble model of nugldllde
subsitudonr, Tie signifrcance of dlfur$ce In.the mean geNlc diversity
be@n cell line and patlentderlved sequences was tested by
Wlcoxon sum rank test,
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献血血液の研究開発等での使用に関する指針 (案)

干感23年2月18日付

前文          1              1
血液製剤は、国民の善意の献血にょって得られる血液 `以下 「献血血液」と

いう。)を主たる原料とする貴重な物であり、「安全な血液製斉1の安定供給の確

保等IF門する法律 (昭和,1年法年第
160号)](撚下 「血事林」

という。)IFお

いても、その適正な使用が本ゃられている。血液撃斉り||、澪来患者9治療を目

的としF製 造され、使用される物であるが、血漆製剤の製準|こ伴つて目1次的に

得られた物及び本来の用途に適しなぃ又は適しなくなっ～物も含あ、輸血の有
効性 :安全性の向=め ための研究、検査試薬の製造及び晟舞管翠試験等 (然下

「研究開発等」という。)に 際し、使用せざるを得なし`場合がある。

議血血巌が研究開発等に使用される場合にわちて|よ、緯揮的な観点から1慎

電食電漫総曹121象襲嘉象栞電ti弯?甚套閣霊層票菫憲:[書熱L:零:
ならない。             |      |

=方 で、検査で不適となつた詠血血液や、有効期限功れあ血液製斉1を研究開

孝等に使用すぅこ|は 蓄ヽ■言
の青意を無黙に、ず、有神型用

につながる意義

:象象を状島:話まえ、こ:|によ五血液お麟究開臭41ム 機L十三関すな'旨鼻を

定ある。           |        .:      ‐

第1 基 本的な考え方   ‐        ,  _ |

1 目 的          ‐               |

本指針は、議血五液が、自民の善意にようて得られる貴重な物そあることを

晴まえ、献典血漱の研究開発等での使用|● いで、関係者が違守すべき事項を
定め:も つて適正にとり行われぅことを目的とする6 1

2 適 用範囲            | ‐
‐
   ||・      ,I

lF麿富鷹雹置オ:ξξttr雪房言言[混増醤蘇層菖:オ:遭1飛色青[ち-1
では、本指針9対象|しない。

. 1    1  1 : ||      ‐

3‐ 研究開発等に用いられる可能性がある献五血液   ｀

1研究開発等に用いられる可能性がある献血血液及びその概要は以下のと|お

り。   1    ‐      | | |  |    |

① 血液製斉1の規格に適合しない典液            |

具体例 :検査等により不適合となった血液、有効期限切れ血液

② 血液製剤の製造に伴つて副次的に得られた物

真体碗 :検査用検体残余血液(11年 の保管年限を超えた調査用の血液、
1  血
漿分画製剤の製造過程で得られた中間体 1廃棄画分

③ 血液製剤‐としての規格に適合する血液

4 ‐献血血液を研究開発等に使用できる者   |  ‐

献血血液は、採血事業者により採血され,保 管 :管理されている:ま た、

1典攣製剤(輸車用血液製斉1及びⅢ漿分画製剤)の1製造過程にある原料血薄は、

露 認 諄 電 襲 蹴 鷹 量還 爾 畢 勇 :∬ 誅 T景 躊 壼h

‐
湾翁塁1'言言2曾義[t:孟喜営縄晨争:ビ笹EttI:冒i壇暑冨21奮
.民の共有財産|も考ぇられ|:そ|の■め、1献血■率の甲 覗発筆↑の検用||
当たっては,献血者の理解が得ら～、かつ、血液製剤の有効性:安全年のロ
上又は国民の公衆衛年の向上に資する目

「的であれば、=定の手続きの下t可‐
讐な喰り多くの者により有効llllが面:られるoきで|る。  i    l

詈.:以雫世稽澤:昇男畠見峯だξ晨1顧'露詈頭鷹iL皇よ」11:(:計Lお菫:・
管il,|こ
とIFIり111 111腎||||IⅢ警|||い,FIT下,:

‐           ‐

｀
 |   |

(ァ)血 液製剤の有効性,安全性及び献血の安全性の向上を目的とした使用
血液製剤の安全性にうしヽてIょ、採血時の問診t各種感染症に対するスタリ
ーニング検章等〔_現在春 な々黎組がなされており、

|その向上|こ向けた不断の
努力が求められてぃる。また、血液製剤の製造・使用に対する新たな技術あ
導入に際しては、血液製斉1の有効性が低下する可能性も杏定できないことか
ら、その影響を十分に確認する必要がある。かかる状況を踏まえ、所定の条
1件を満たし:ら っヽ、1所定あ手続きを経た場合十三ぉぃて:以十に記載する目的

―のため、献血Ⅲ液を用いることができる|            :

:① 研究開発             ..1      :



具体例 :人工赤血球の開発、典小板製剤の有効期限に関する研究

‐R]曇f菅奪還hiの墓造にふ曇な検蕃塩鼻あ進基書通島|‐,I占二ん五繕
③ 検査識葉 |    |   ■       l   i

真体例:Ⅲ液型判1試楽、抗Ⅲ小,抗株講薬 |  .

④ 疫学調査・研究‐ ‐     |     ‐           |
‐号体響1,琴1通|て臀|す01`れが,,痺FI?F守摯究|

oその伸
｀:   |      |    |‐

F,|イ11千撃1'早中?‐1争'|lrを■,「||●`|う。
.

準市写|'||||||||‐|||||
ё‐:話費書理議議|: ‐:‐1■

‐
|‐ | ‐ |l  l.: ・

早ⅢⅢⅢ午
見
|夕||||イ様1雫 管|■ ィ

ト|■生Ⅲ清 ||

③ 検査試薬  1     1  1  =  ■       |

具体例 :体外診断薬の試薬 | |         |

層ヽ:ごみ11:あ為島111・勧|:をあ;"臭,お利|

堪結手lj集多:曇:ξlll暮:富菫11‐||
.    :  .

⑥ その他|  ‐  ‐    | ',   ,

第3 献 血者への対応                   、

6 イ ンフォ=ム ド・コンセントについて

献血者は、自らの血液が患者への治療に役立てられることを期待し献血を行

うものであるので、献血血液が研究開発等べ使用される可能性があることにつ

ぃて、献血者に対し,献Ⅲの実施前|1文書による説明を行い、同事を得る必要

がある。                             1  ‐

7 個人情報の保護について      ‐
採血事業者及び血液製剤製造販売業者は、個人情報を取り扱う場合において、

11畢,蝙鷲3[誘|:譲五島壌TttI管J鰤 星晨享ぜ奮暫認1:装、F
(連結不可能匿名化=|ま連結可1甲名イIFIって対応奉を程供しなし`場合を
いうち)を 行い、献典血液か:ら献血者を特定で吉なくする措置を諄じなければIⅢ
71■
‐
■ ―  ■ |‐   ‐ ‐

く注>   :   ‐       ‐              ‐

1鬱鍾器i痺鶴鶏iI障鍾彙藁質
‐れた符号ヌは番号9対応表を残さない方法による.匿名化をいうも   :
|      | :        |  ‐

を用ι)`それ然外,.|卜遺伝子解析
・検査等,を実施する場合においては、当諮

献車言
に対しt甲

,り|こ
内容を説明|、同事奮得る必要

があ|:さ らに、ぃ血■

種属‖事異た醤手を濾信二1招軍11群彙ξ
合
島轟ぢ饉児

賞、警済産奉省)|1導すしなければならなぃ。|            :

第4 献 血血液の研究開発等への使用の手続き

識血血液の研究開発峯人ぁ横角iこ際してIよ、以下の手続きを経るもあとする。
|          |            ‐                    ‐

:6,薔顧基量ξ曇糧冒翼盲彗言1‐詳倉彗欝嘉薦磐意蟹言軍暑書馨?言T評響



以下のいずれかの場合においては、当該使用の可否について、血液事業

部会運営委員会において芋前に評価を行う。■だしヽ
IⅢ
液製剤の安全性あ

向■のための技"開 発及び献血者の保護等を行うこと'ま、山液法で定めら
れた堺血事業者及び典液製剤製造販売業者の責務であることから、血液製
剤の有効性・安全性又は献血の安全性の向上を目的として採血事業者又は
血液製剤製造販売業者が使用する場合は、除くものとする。
使用目申
が,第2 P (ア )④の「疫学調査

・研究1文は第2 5 ,(イ)

獲』馨ふF詈乳含雪風言8暑喜:曇曽葛:「
使
T口|こ該|す1場拿
。

年甲する献血血液が、、第1 3 ③ の 「Ⅲ液製剤キしその海格に適合

する典液Jに 該当する場合。      .

使用方法に、ヒト遺伝子解析1検査等が含まれる場合3 1   1
そあ聾、血液事業1会 運営委員会であ評価ぶ適当と急豊される場合。

② 血液事業部会運営委員会での評価事項
血液事業部会運営萎員会で1ま、特に然下あ観点がら,献血血議の研究開発
等への使用の妥当性について:評価を行う3

1 使 用目的        `

甲〒T占資財暑鑑言基霧r[1寝書竃霧『f紺騒
でなければならないも   |     |

l it l使用する献血血液    :         i

:  (留 意事'典液製斉JIしての規格に適杏する五液の使用は頑定的でなけ

‐     ‐11:F旦夢ま蜀|『11:屁彗:讐IF::察晶讐ふ:馨諄月
ばならなし、すた、献卑血液に対する肇摯症検査が陽性とな

|    つ たo液 にういてはI感染拡大防止あ観点から:特月1な場合
を除き:原貝It用いてはならない。  ■       ‐

lil.使用量             |.‐    ■
(留亭ホ‐)血 液製利として,規 竹に導合する血液青年澤する場合|ヒお
‐    い ては、血液製剤の安定供給に支障が生しないよう特段に配

IE暮[.:震ti鍵燿魂魃蛉露鷺蹟lξ
配慮しなければならない。.また、使用量が多くなることで、

採血事業者及び血液製剤製造販売業者に過度の業務負荷が
,    か かり、血液製剤の供給の遅滞等、医療に=障が年じること

があつてはならない:

iV.使 用者         1              1‐  ‐

T莉吾鷲鶉 電爾ま通喜服オ:躍署t犠
‐_‐言た1)W穂糧嘗2)説νザロT案言'場
●■凰者か,のイン誌轟嵩t,翠.|::じtじ|
| ―の豊領が|"た|さⅢていな|ナれはならない。1.I 11‐

vi.倫 理面ヽの配慮  `     .          i
l (留 意点)研 =対 象者に対する人権擁護上の配慮がなきれ、から、疫
:     :  学 研究が行われぅ場合は「疫学研究に関する倫理指針 (平成

14年 6月 17日 1文部科学省:厚生労働省)」が、ヒトゲシム
・

‐遺伝子解群研究|1行われる場合は
「|トゲノ■

・遺伝キ解析

1     7黎 IF閂する倫1琴指針J力 、ヾその他の研究が行われる場合は|| 」
冨雰醤路窯瞼霧鯉鷲亀墓言蘇
び規定する事項が導守されていなければならない。    |

,I電傷匁壇糞薩咆竃歩と言露塀響穏セ鴇:1:、」』[1:』』111ょ
‐1奮喜お奮E幕::璽継1葉薫奮言季::警察1[詈FII竺〒|||ヽ
,      ‐ .  =  ′

―
‐      l i :   ′

:  ‐ |



1‐0 使 用の申請方法                                           き 審議する。

献血血湾の研究開発等べの使用を希望する者は、採典事業者又は血液製剤

: 製造販売業者に対し:使 用を希望する旨の申請書を提出する。採血事業者及                 16 献 血血液を用いた疫学研究の実施に係る留意事項
び典液製剤製輩販売業者は、議血典液の研究開発等べの使用を希望する者か                  献 血血液を用いた疫学研究の実施は、血液の安全性の向上のみならず:医学

:8:「'員鰍言語3軍FEll薔暑[送:す9[得ぜ:ξi舅1請ξP8   1        ‐    19言雰譲日暑:言履g言言:稼曇象Fξξ]亀鼈 魃 IF｀
|[握菫身『鼻孟璽量彗夏吾露霊璽翁菫層最重墨薯[liII璽属磐菫罷雹言遭 ‐  ‐   | |‐      | え皇髯言奨言霙鳥与:壇:2霧FTttli準81ゑ8奪:れ馨青景慧:層‐壌
切に対応するものとする:             |  :                        ぃ る

1  ‐                                     ‐             ①  「疫学研究に簡する倫理指針」の1対象となる
.疫学研究を実施する場合にお

11 費 用の徴収   `       ｀ |     |   ‐      .   |.  :         ぃ ては:当講指針が導守されること。痺学研究であって、ヒトグノム・遣
′

.採
車事業者及び血液製■ll製造駆売業者が、献血Ⅲ液を第二者1行供す1, | ‐   .       1   1 1[言 写

I署
窪繕露F‐
]:[:::II[1:二 、ili][[[[I]

i合
におぃてぃ、実軍程度1費 用を筆収することが|き る。 |
.  :                   :                  l       i ‐ ② 血液の安

1           ‐
           業 者ヌは血液製剤製造販売業者が参画しているこ―と:|

:        ‐            ③ l当面の間,措置としてtl坪血事業者、血漱製剤製輩販売業者、国若しくは

針においても、 |              :  地 方自治体が設置する研究機関により実施される研究又は今的補助金を

け―‐‐ |■]LI肌11血遮話‐            ,1       ‐     本 指針に定

繹辞群辞
‐抵:・・‐■‐蝙鼻羹基基轟|::ニ重磐電嚢暑I■‐||||■ ツ「IT,I  _‐ _1_

111た曇:|二11お:ξ lllll l‐|||‐|‐
・・ ■ ‐|■■11 ~|‐  |‐ ‐. :

1警祟業菫t]1層霊霙,管:軍Я慕::ヨΥT鶏:楚[』‐ιF健
能上の ‐ |■ ‐
、直ちに厚生        |

,ⅢIに響||11チれば|ぅなし:。  | |‐    ||         | |      |                    ・ ‐ ・
 ‐     | ‐

1≫聯餅{繕Jしよi鷺≦轟』雪J131切な在用峯卜■| ‐‐
‐ | ‐‐■■||  ‐

いて対応につ           ―  .           :                 .



‐ 資 料5-2

献血血液の研究開発等での使用に関する指針(案)概 念図

暉「競格適合製剤

夢笏

規■
不
F合
製剤

目 1査用1体残余〒
le分1楽罰
=華̈指針の対多響囲

献血血液の研究開発等での使用に係る手続き 概要

で※'分類は鬼1紙参魚



(ア)●液製剤
の有効性,安
全性及び献血

2著含詰8P
た使用 | |‐

②品質管理試験

{3)採血事業者支|ま五巌製荊製造販:売業者

皐簾摯柵 鮮 場露‐
③検査試薬 報告するも

②品質管理試験

(イ)広く国民
の公衆衛生の
向上を目的と
し塾使用  |

③検査試薬

④医薬品製造
“)血液事業部会運営委員会においてt事前に評価を実施:

⑤疫学調査・研究

粘翻 鯉 潮 糀 饉
?甲:箭壼祟議践毒褒殿響剤

堺格導合響Zllを用ぃ場合  : (a."三 向じ。

議=二|||1柔|1発||あ=||1様る事価1去

献血血液
:の1研究開発等での1使用に1係る評価事項(抜粋)

1・使用目的■    . |   |  :: ■
‐   |

|  ユ液製斉1の有効性=安全性及び献血の安全性の向上又|よ広く国民の公衆衛生の向上を目的とした
'使崩であることが明らがでなけれ|まならなし`:     | ‐     ‐ ‐        ‐

41苺用する献血血液 :_   11  ■ : ■ 111 1  .1 1 1 ‐    ‐

| |五漱嚢lllとしその規格に適合する血般あ農角は曝定的でなけれ|ずな:す、産用する場合においで
はヽ:その目1的を達成するため、当該製■ll以外では年替できないことが明‐らかでなければならない。ま
|た、献典者に対する感染症検査が陽性となうた血液は、感染拡大防止の観点からt特別な場合を除
||きヽ原具Jt用ぃてはならない:|  |    |     ‐  ■ ■     ‐ |

3.使 用量
`|1   1       -    ||             |

典巌製剤としての規格に適合する血最を使用する場合におぃて1よ、車液製斉1あ安定供給に支障が
生じないよう配慮しなければならない。規格不適合血や検査残余血を用いる場合、特定の者に使用量
が偏ることがないよう配慮しなければならなぃもまた、使用量が多くなることで、採血事業者及び血液

製斉J製造販売業者に過度の業務負荷ヵい場、り:血液製剤の供給の違滞等、医療に支障が生じること' が
あってはならなしヽ: ■    .|    ‐

 ‐    ‐       ‐

4.使 用者・  .    ■       | 1   1   ‐           ‐

本指針及び関連挿針等を遵寺しt献血血汝め使用が適切に行われる体制が整備されていなけれ|ま



献車車液の1研究開発等の1使用に関する指針案
‐ ‐ | ～.その他の留意事項～ ‐  ‐

,献血者に1対するインフオニムドコンセントの実施

■個1人情報保護の徹底| || |li■ ‐ |′ ‐
●ヒト遺伝‐子解析二検1査等に対する配慮 |  ‐
‐■安定1供
‐
給^の影響に対する配慮 .. 11

■療学‐研1究11係る.留意事項‐■‐ ■‐■ |
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英国滞在歴に関する制限緩和に伴う献血‐1大況(報告)

. 20ff0218

日本赤十字社血液事業本部

「採血時の欧州等澪在症による献五制艘あ覚置し|こういてJ(平晟121年 12月 11日 付け薬食発 1211第 6号 厚生労働省医薬食品局長通知)

によソ、1900年 から1996年 の間の英国滞年歴による献血制限にうぃて、「1日以上の英国滞在歴を有する者」から「1カ月以上の英国滞在歴を有   |

する者」に変更されたところである。 |            ■          |              :    ‐

1 日本赤十字llそは、平成22年 1月 2':苗採ュ分から、:緩和きれた詢膿による献血受入を開始したところであるが、対象となる献血受付者数(実

数)の準移及び関連広報め展開|つ いて 摯ヽTOと おり概要を報告する: 11‐
   ‐
 |||:    1 .                :

なお、調査実施期間は、平成 22年 1月 27:日から平成23年 1月 31日 まその 1年 間(九,‖、沖縄については平成 '2年 1月 27日 から平成  |

23年 1月 24日 までの間)とした。 |               ‐

1             ■

11‐対ネ|なる献Ⅲ受付者数(寒数)は37,366人であづた(グラフ|、また、調査実施期F・l(1年間)内における黙血協力回数を1:7回ノ年
・
として献

血彙付者数〈延数)を試算すると:約 64,000人になるものと推定される。                    ‐

・平成21年度の献血者一人当たりの平均献血回数(全国値)

2 ■ 血受付者数(実勢)の滞在期間別の分布をみると、1週間以^が 全体1803%、 また2週 間以内では94_9%となっており、その大部分が2     ・

理間以内の滞在歴であっ■(グラ72)。    |        |

3:.また、広報展開としてt①テレビCMの放映、②新聞43紙(全国紙`紙,各地域で購読率の高ぃ地方紙36紙・スポ■ツ紙全国版4紙 計 ‐

露よ1曇留局激高t後麗鮎1罵釈[書轟雲庭Tf鼈虜邸:及T甲↑季
十字IH:へ?睡rT?興半び  レ

4 上 記により、当該献血制限の緩和の実施は、献血者確保の増加に有効であるものと判断されるご今後も、一度離れた献血者はもとより広く国

民に対して献口iFご協力いただくため、三:き続きt国と連携して積極的な広報活動を継続的に行う必要があるものと考える。 |



調査期間120100127-20110123
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グラフ■ 献 血受付対象者数の推移(日別,累計)
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1九州 沖縄については平成,2年ュ月2,日から平成23年1月16●までの集計である■ 。     |

20f′0218

日本赤書 角 餃 濠自 暉 締
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〔参考〕

I テレビCM‐放映(別沐1‐参照)

1 .第 1回自

|(1)番組提供(全国放送) .

1上記番組中!,39ッ の CMを 1回又は 2甲 放映したこと。

(2)スポット放映   ‐

2 第 2回 目

(1)番組提策(全国放送)

'上記番組申に30秒のCMを 1回又は2回放映したこと。
|            :

(2)スポット放映          |    |

☆
各放送局の空き時間帯に放映を依頼したこと。

1     201'02'8

″本赤チ事詢動綱轟味″

20ff02,3
日本赤チ宇社血液事業本部

放送局 番組名| 日付 曜 日 放送時間

日本テレビ 雪署lM〕 量撃磋美会書量∴二:::森平成22年 5月 15_16日 土,日
lo時 30分 -16時 55分

15時 00分 ,16時 25分

TBS 関口宏の東京フレンドパータI sP 平成22年 4月 5日 月 19時 00分 =20時 54分

フジテレビ
アンピリ■バボースペシャル 平成 22年 4月 1日 木 10時 00分 =22時 24分

LⅣE2010‐三三ニス&すぼると 平成22年 4月 3日 .10日 土 24時 00分 -24時 15分

テレビ朝日
さ ん ま

& E X : L E の
世 界 に

一

つ
だ け の 歌 平成 2 2年 4月 9日 金 19時 00分 =21時 48分

世界の子どもがsOS, THE☆ 仕事人バンク 平成 22年 4月 11日 日 19時 00分 ―-20時 54分

テレビ東京 アスリ,卜感動劇場 1億の心に響く物語=(仮) 平成22年 4月 14日 水 22時 00分 =23時 24分

地区 放送局

関東 日本テレビ TBS

関西 讃貴テレビ 朝日放送

名古屋 中京テレビ 東海テレぜ
・各放送局の空き時間帯に放映を依頼したこと。

放送局 番組名 日付 曜 日 放送時間
日本テレビ Going!Sports&News 平成22年 11月 0日114日 ,20日 ,28日 土 .日 23時 55分 T24時 35分

TBS 朝ズバッ'
平成 η 年 1 4月■ 日, 1日1 5日 ' 9口 1 1 1日

1 5自:17白:49 1日,'3百,25日,26首
月―金 5時 30分 二8時 30分

フジテレビ
LiVE2010=ニ ュー,ス JAPAN 平成22年 111月6日 ,20日 土 24時 00分 -24時 15分

L:VE2010す ぼると! 平成22年‐11月 6日 ,20日 土 24時 00分 -24時 16分

テレビ東京 アド街ック天国 平成22年 11月 0日,13日120日 .27日 土 19時 oO分 二19時 57分

地区 放送局

北海道 札幌テレビ 北海道放送 北海道文化放送 北海道テレビ

仙台 宮城テレビ 東北放送 仙台放送 東日本放送

岡山・香川 西日本放送 山陽放送 同山放送 瀬戸内海旗送

福岡 福岡テレビ RKB毎 日放送 テレビ西日本 九州朝日放送

☆各血液ャンターにおいても地元放送局(上記放送局以外も含む)に対し空き時間帯に放映を依頼したこと。



.                                                                          2θ ffθ2,8
1                            日 本赤チ字を″厳事業本″

新聞広告掲載 (別添 2参 照)               . ‐

1 掲 載紙 | ‐

全甲紙(読■新甲
・
電日新聞
・
甲本経済新聞)3紙

・地方主要紙36無・全国版スポー'新聞てスポーツ報知`由刊スボー'・スポ三チ.

サン7イ不ポ
ー
ツ)4撃の合計43紅 全 計 約4,076万部       |

2 掲 載規格        :

全 o段モノクロ :

3 掲 載日              |    |

(1)第 1回目:平成22年 1月 27日

旨1重::::重離::こli210号∫:亀::7暑翼農軍LttTll

Ⅲラジオ香組での肯知                    ・        ‐     ‐            ｀

」FN38局 ネットにより毎週月曜日から金曜日の6時 30分から10分間放送している「LoVE mハctbn」に●し`て、逐次、当該■血荊限緩和情
報を提供したこと。|
‐
     | :     : ■ 1 :      |  :  1 1 ‐   1 1           1 :        ,   I  .  :   :

Ⅳ ポスター製作及び配布等                 |         ‐ ]                   .
当該献ユ制薇緩釉に係るポスタ=を 9,40o部製作し:客血液毛ン́ ―■配布するとともit、各献血ルームに整備してあるデジタルサイネージ
(映像配信機器)IIおしヽてポズタ=を掲出したこと (別l添3参薦)。また、献五Walkerで

二
撃国民間{'ぃ●推進′1冊ヽ子)への関連記事を掲載した

こと (別添4参照)=  ‐     |                  |      |

2θff02′8
日本赤チ字を″綾事業本部

別添 1(テレビCM)

lm■

1国■

別添 2(新聞広告)

英国滞在歴に関する献血詢限が綾和されi
1980年から1996年の英国滞在星が通730日まr・0方は、
献血にご協力t,ただ:,るよう̀二なりました̀

- _ , . . 2 i . r < n  b

R r a . ! r . ! r . . 6 a
t...r.c..$&!! !.!.r,.-rr|n. I I r.

r.6.ar...+dc.dqraa !r0€a !.t..a

l l l t a f E l  r .  t a t I l .

aq{"'a

*ssrs J d t ! t g t < a g r r .
r - . r  ' q  

" n a - F ' b  
- - 6 - -



男り添 3(デジタルサイネージ)

(例:秋田県赤十字血液センタニ)

1″ ′′″′θ
日本赤チ宇を2膝 事業本″

献血制限の緩和で実現!

や
一献血リポ‐ト

英国滞在底がわ たために献nできなわ た
シュウさん。割額=御でついにな願の颯魔I

別添‐4(献血 Walker)



資料 7

′Off0278
日本赤チ字社血液事業本部

採血基準改正に伴う準1 状況(報告)

1.採血時におけるリスクとその対応策を事前にわかりやすく情報提供(HP,印刷物,献血現場の表示等)
(1)事 前説明                        |

ア 初 回献血者向け事前説明用 DVDの 作製 |  :

20f102γ8
日本赤チ字を″″事業本″

内 容

400mL全血献血の下限年齢を男性に限り18歳から17歳に引き下げることについて、初回献ユ者に対して、献血の受

付時に献血前後の注意事項等の映像を視聴していただき、採血副作用の防止対策の一助とする。

移動採血は再生機器で視聴t献血ル=ム 等の固定施設はF・3診票回答システムで視認するも     :

^容 としそは、縣血9流 れやⅢⅢ前後●滓意彗境等!F重点を書し`たものとし、献血当白説明用(映像時間2分 30秒)と献血

日前の事前説明用(映像時間10分)の二種類を作製する。                    |

運用開始時期 平成23年 4月 より実施

(映像イメージ,献血当日説明用(映像時間 2分 130‐秒))

… 鼈ヽ く…

lili闇:::雰羹::躍::,

薫憮鵠 ttォ̀

1鶴1‐
椰 ・

冒



イ |ホ■ムペ■ジの改修

(日本赤十字社ホームベージ'r`血議事業Fよ―り)

(2)献 血会場入口

アィ 固 定施設における映像配信システム(デジタルサイネ‐ジシステム)

(献血ルーム今の導入事例)`

〔岡山県赤十字血液ャンタ=表 町出張所〕

20f102f8
日本赤チー

201102,3

β本赤チ宇社血液事業本部

内 容
献血の意奉と感謝並びに献血者の安全性確保のための献血時におけるリスク及び採血副作用防止への注意事項等を、事前

に献血者^情報提供する。|     ‐              ‐

運用開始時期 平成21年 度末(実施済)

I ao<moanarn
1・
″了'TT・
・I′1‐1    1 1.■  ■         ‐      .  :

1 献 ■■,輸血を受けIⅢる方の安全とⅢⅢlされ1方 ?,康 申 るため、1様々 な■■|てきいま

|、す。        |     ‐   |‐  |  |    ‐

また:ま
午
に採事に伴う副t鳥 "く|じ年

とがあ,ますあで、■下あ1内|を
き理解のうえⅢⅢに|

‐
|:ご協々 いた■け芋す|うお尋いいたし1す

o   , 11  ・|      ‐ |    |

||●献毬二Ш■は「お願し`」をお巌 くゝたさぃ.|      |  ■     11

1揺鯛鮮ギ「l:1等尋[111111tll‐|‐‐

1驚畿裁舞■1纂事|
| ‐  各 職員が初回献血者の方をサポート出来るよう̀『ネッタストラツプ」0

1 1用奮お尋いい■し|す。 |  1   4  ‐
|.イ   ー :(暑露)|  .:    。

内 容

献血の意義と感謝並びに献血者の安全性確保のための献血時におけるリスク及び採血副作用防止への注意事項等を、献血
ルニ
■■9固 牢施設にハぅ煎|こ献血者

へ情報堤供する|            ‐

同システムに?い ては、平成 21年 11月から順次導入を開始し、現在、全国の各赤十字血液センター及び献血ルームヘの整

重青安了している。  二       : ,_.

運用開始時期
ギ膚2f年度乗(実施済):

なお、初口献血者向け事前説明(献血前・献■時=献血後等)用映像の配信は平成23年 3月よCJ

〔軟口県赤十字血液センター 御所野出張所〕 (提供情報例〉

① 献血基準

② 献血の流れ

③ 受 付時に配布している「お願い」情報

④l初口献血者向け事前説明用映像

(献血前・献血時・献血後等)

⑤ 輸血用血液製剤の在庫情報   .

⑥ 献血推進に係る広報(CM素 材)

⑦ 献血推進キヤンペーン情報

③ 血液の知識 等



(3)献 血受付   ′           ‐

ア 初 回献血者とわかる日印となるもの(ネックストラツプ)等の作製

(ネックストラップ)

201,02,8
日本赤チ字を″一 ″

20′'0218
日本赤チ字を″厳事業本″

イ.「お願し`Jウ=フレツトの議訂

(「お願い」り,フレウト)

( 中面)

内    容

初回献血者とわかる目印となる物を身に付けていただくと共に、献血の手順やお願い事項等を記載したり、フレ

ット `三●折)を手渡し、受付t採車、検診及び接遇の全職員が初回献血者であることを把握し:常に注意を払
い、安全性確保に努める。           .

運用開始時期 平成22年 3月 (実施済)

内     容

献血者に手渡している |お頗い」|ニ フレット

血
け
に生じる副作用1■ 血していただ| たヽ血稜.

る:     ‐  |  ‐      .

(二つ折)1こついて、インフォームドコンセントに係る内容 (採

血液検査で異常を認めた場合のお知らせ 等 )を 簡潔明瞭にす

運用開始時期 平成23年 4月 より

( 外面)

i idta*.a/-'{e

ゥ: 血液事業統―システムの改修
内   容 採血基■の改正黎び問診票の改訂に適合したシステムとする。

運用開始時期 平生?3年4月より寒施



20ff0218
″本ォチ字を″綾事業本″

平 問 診票回答システムの改修

容内

採典■準の肇正:FⅢせて実施される簡診票あ改訂 (質商事項
'14項
目がら23項 目に変更)に 伴t tヽ献 1血ルーム等

,自 定鷹議111お|`F・ラ 票1各 レス:11あ 譲修暮各う。|    ‐ ‐

なお、前述の1:事 前艶要■お`チる●口献血暑事前説明用 DVOの 作製 1こ係る内容も盛り込むこととする。
運用開始時期 平成2o年 4月より実施

(画面遷移イメ■ジ)

`●●,0て ,すか'

_● |・l itⅢ  l

l「■●= 「ヽ1

は,OIt'を■■じまだOtヽ

三奎墨Ⅲ400m●… [:

躙 ・―Ⅲ l

l輌 「== :

,:lil:富t11.:=:、1た=ε11.

!  rooa lJ l t i r ; ,

,          | =

:坤 ‐1・ヽ・‐.:
」野■ [

(質問 N016‐22省略)

トレ>卜>卜 >トトレ

´初回献血者映像

| ( 1分 3 0秒)

- - t F ! - r ; r t . a r ! q * i :  ! 1 r .

: { . ( . . u r t r ! ' ; '  6 r . r  t l r r r  * . j . r
. 1 ! i 3 . ' ; C r a r * r  ! . : ; ,  , .  . . , , ,  i e r  , -

尊 111',■  |

rttu、 1

(質問 N012.14省略)

卜>>>>ト ト●>>

'1報
:]キ'キ:]:1:1'ti‐

|■‐二1
1醸 次」  |■

=薄1llil等1■1111=1掟入, 1ヽ

201,0210

″本赤チ宇社五液事業本部
(4)手前検査

ァ:採血基準を血色素量に続―

' ・
↓ユ1乳=君: : 1 l F ' ' ｀二・・'グ

:1:夕三ミ|'=1ザ::|:;       ミ

|五|五1

一警

申
紺

“
，
′

¶
一

:驚 :ヽ

内    容

今後、硫酸銅比革なの使用量の低下によりtメ=力 二の1生産嬌止力t手想

■基準,判 定に,い そぃる国:ま少ないことから、コ定結果の客観l■向上のたあにも血色素〈へtグ ロビン'1=よる判定統
=する:     1   ‐                              ヽ

現在、国内で使用できる簡易型ヘモグ甲ビン測定装置|ま1機苺のみであるが、危機管理上の面から2機 種以上あ機鶉

●:'本年度中に追加導入すること―としているしなおI平歳123年 1月末時点tt ttr_―全国の血漬じ 夕‐47施 設申お 施

設(全体の8望りで管易
ヘモグ甲ビン装置による血色素判定に移行している。

運用開始時期 平成23年 4月より実施



2.採 血後十分に休憩できる環境整備    '

(1)献 血ルーム等における献血後休憩スペースの拡張等

(平成22年度以降の環境整備の実例)

埼玉県赤十字血液センター

〔六富献血ルーム ウエスト〕

大阪府赤十字血液センター

〔まいどなんぱ献血ルーム〕

新潟県赤十字血液センタ
ー

〔献血ルーム 千秋〕

20ff"′θ
日本赤チ字を2″ 事業本″

20ff0218

日本赤チ宇社血液事業本部

'41

3.低 比重者などへの対応     ‐ ■    ■   :

(1)ベモグロビン不足により献血できなからた献血者べの栄養相談の実施

(′《ンフレット)

内 容

献血ル=ム等の固定施設において、施設面積、献血者数及び改装計画等の調査を行い、実態を把握する:

社内の施設基準検討プ|ジエクトにおいて、採血室
・
待合ス人
―ス等の標準レイアウトの検討等を実施し、施設の平準化

を図リガイドラインを策定する。また、設計に関する専門家(外部コンサルタント)の意見も反映する。
(平成22年 9月に「献血ルーム施設整備ガイドライジ」作成済)    :          ‐

運用開始時期 平成 22年 度より実施

内 容

ヘモグロビン不足により献血できなかつたⅢⅢ煮にバン7レツトを使用し、本養相談を行うことによりt次回の献血に繋げ

る。   1    ‐          t

運用開始時期 平成21年 度より実施

(ポスタニ)
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Press Release

報道関係者 各位

平成23年1月28日

医薬食品局血液対策課

(担当・内線)1課長 三 宅 (2900)

企画官 安田(2901)

(代表電話) 1 0 3 ( 5 2 5 3 )¬1 1

(直通電話 つ3 ( 3 5 9 o ) 2 3 9 5‐

(F A X)03(3507)9064

| 1 7イ ブリイゲン製剤納入牛医療機関?埠加調査にっぃ
て  ,

1      ■                 1

:    .    .        =             :                          |

幸晟16年112月9由に公表したラィブリイゲシ製斉!納入丼医療機関を対象として、

年成161年illラ百付で実施した進ヵじ調査あ結果について11

工に回1収した建療機関力`ら01答を取り.まとあた林,をお知ら甘いたし事す̀

1回筆摯瀑 | ||   |   |‐ .  1 11 1‐  |
(1)追力1調査実施期間  平 成19年¬¬月7■γ̀ 121月5日 (※1)

|:||||| ||‐1 摯
だ| 翠`=1.ワ弩71‐ |′

|‐枚1)(1,の調査以直1戌21牟L角2o自及よ車盛21年1月1岬こも弱暑|
芳、あお知:書躾況||三うしヽて再度調査を行らてぉり1(1)回 ■"護数以降はそれ

|:の結果を,反映したもあである。_  ́  ―       `        ‐

(2)追 加調査対象施設数 医療機関  6.610施 設

(平成16年 公表施設のうち:所在地等が不明であった施設を除いた医療機関)

2 主 な調査結果

(1)投与の年月について回答があつた医療機関数と元患者数

医療機関数

元患者数

(2)上記以外に、過去に投与の事実をお知らせしたという記録が残されているがt

では投与の年月は特定できないとする回答があった医療機関数と元患者数

医療機関数

元患者数:

(3)(1)と (2)の 合計

医療機関数

元患者数

9 2 9施 設

1 4, コ 69人    (投 与年別は男1表)

95施 設

312人

¬, 005施 設 (※2)

14, 48¬ 人

現在

(3) 回答施設数 ,      |

1 平成|も1年公表蒔f=存続しそいた5,lё 9 7施設めうち,

IT臨 鳳:111話:農鷹』.:キI二|:
1施撃から口答があ|た1    1 ‐ | ‐   |:

で※2)厚 生労働省■
―
■べTジ

・。型肝■ウイルス検査受診の呼び| けヽ (フィ
プリィゲシ

製斉1納入先医療機関名の再公表にういて)」 の公表医療機関等リスト上の該当医療機

関の 「備考」欄|=、 「フーィプリノゲン製剤を投与されたことが判明した元患者の方が

いるとめ報告|あり。1と 記載tた 。                   1

(4)元 患者の方人の投与の事実のお知らせの状況

51291施 設 (98%)

13施 設のうちヽ 508

お知らせした 8,409人 .(58%)(※ 0)

6. 072ン  ヽ (42%)お知らせしていない

1 ; 9 8 1 A  ( 1 4 % )投与後に原疾患等により死亡

2, 91 9フ 尺 (200/o)連絡先が不明又は連絡がつかない

456人  (3%)肝炎ウイルス検査の結果が陰性

235メ 、 (2%)今後お知らせする予定である

4 8■ 人 ( 3 % )その他 (未記入含む)

1 4 , 4 8 1人 ‐

(※3)元 患者の方に‐人でも投与の事実をお知らせした医療機関は829施 設であつた。



(5)診 療録等の保管状況

平成6年以前の診療録等が次のいずれかにより保管されている施設数
(括弧内は調査対象施設数に対する割合)

(別表)

投与の年月|こつしヽそ由答があった元急著数の投阜年'1の内訳

投与年 人数

昭和 39年

40年

141年 し

42年

43年

44年

45年

46年

47年

48年

49年

150年

51年

52年

53年

54年

55年

56年

57年

58年

59年

60年

6¬ 年

62年

1  613年

平成 1元年

2年

3年

4年

5年

6年

1

1

2

2

1

0人

7人

‐ 8人

1 2人

16人

18人

¬9人

22人

25人

34人

48人

47人

67人

89人

1 2 7人

1 0 1 8人

3 3¬ 人

4 4 0人

5 7 0人

9フ 6人

5 0 8人

7 7 4人

451人

989人

72.0人

23i3人

1 7 3人

¬0 4人

0 2人

1 5 2人

4 4人

計 1 4 , 1 6 9人

(内訳)(※ 5)

診́療録 (カルテ)

製斉J使用簿

処方箋

?, 04o旭 摯 (31%)(※ 4)

1, 408施 説 (23%)

¬36施 設 (2%)

144施 撃 (2ィ)

手術記録あるいは分娩記録     1. 578施 設
:(24%)

輸液箋あるいは注射指示箋       276施 設 (4%)

レセプトの写し 83施 設 (1%)

入院サマ■'‐あるいは退院サマリニ  1 296旗 韓 (40/0) |   .

その他の書類 293施 設 (4%)

(※4)平 成16年 の調査では 「昭和63年 6月 30日 以前にフィブリノゲン製剤を投与し

た記録 で診療録|||.簿 Ⅲギ
)力,保Fさ れて

いますか,」 |1譲
間であっ■の1こ対し、

今回9調 査では、 「平成6年 以前のカルテ等の各種書類■堡●されていますか。」と

の設間であつたため:保 管していると白答した施設の割合が異なうたものと息ゎれる。

(※5)厚 生学摯省ホ
‐ムペ=ジ 「ё型肝^ウ イル

ス検章受:診0好 びな
け (フイプリィィ

ン

製剤納入先医療機関名の再公表に?い て)」 の公表医療情閥等リスト上の 「カルチ等

‐算ItF[i、「ξ:離]":Fl写聰職碁、ほミ延L写え。
△
1



●轟鐸11■ |二・“き
資料 8=2

平成23年 2月 2日 (水)    ,

医薬食品局総務課医薬品副作用被害対策室

室長補佐 :信沢 :(内 線)2717

管理係長 :内沼
.(内
線)2718

(直通)03二 3595-2400

c型 肝炎訴訟の和解について

本日、福岡地方裁判所において、下記のとお―り和解が成立しまし■ので、お知らせ

します。  1   1   1             ‐   r  ‐

単″:`年1月'と高通義た凛篇してぃる農喜編講: たヽらいて高競
撃剤?岬ま11'|,ソ:||:‐ ―|.:||||| |・ラィブリツケジ製剤  ■‐   1人||     | ・   i

ポ撃写:=畢挙二||■|||
修事|‐
‐|||‐||■||lill l・■■|‐・|tも

耗酵峯晟11薮■|:よ″1 ■  |‐ || |‐

0新 澤提訴等人撃
※? ¬
997人  `7月

¬日蜀在)| :‐
. ■

酬蛛t瑾醗翻:h纂尋T


