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血液製剤の安全性確保対策に関する検討小委員会

設置要綱

1.目 的

血液事業部会安全技術調査会設置要綱第 6条 に基づき、血液製剤の安全性確保対策に
関する検討小委員会 (以下 「小委員会」という。)を 設置する。小委員会は、血液製剤
の核酸増幅検査に用いる国内標準品に関する検討、核酸増幅検査の精度管理及び核酸増
幅検査のガイ ドラインに関する検討等を通 じて、血液製剤の安全性の確保を図ることを
目的とする。

2.検 討課題

(1)血 液製剤の核酸増幅検査に用いる国内標準品の作製、選定に関する検討
(2)国 内標準品の保管、配布方法等に関する検討

(3)核 酸増幅検査の精度管理に関する検討

(4)核 酸増幅検査のガイ ドラインに関する検討

(5)そ の他、血液製剤の安全性確保対策に関する検討

3.委 員構成

(1)小 委員会の委員は、血液事業部会安全技術調査会の委員の中から、血液事業部会
安全技術調査会座長が指名する。

(2)小 委員会は、互選により、委員のうち 1名 を座長として選出する。

4.小 委員会の運営

(1)小 委員会は、必要に応 じ、検討に必要な参考人の参加を求めることができる。
(2)小 委員会は、知的財産 ・個人情報等に係る事項を除き、原則公開で開催するもの

とする。

5.小 委員会の庶務   |

小委員会の庶務は、医薬食品局血液対策課が行う。

薬事 。食品衛生審議会薬事分科会
血液事業部会安全技術調査会 設 置要綱

(目的)

第 1条  安 全な血液製剤の安定供給の確保等に関する法律 (昭和 31年法律第 160

号)に おいて、国は、血液製剤の安全性の向上に関する基本的かつ総合的な

施策を策定 `実施が求められていることを踏まえ、血液製剤に関する安全性

の確保対策に関する諸事項を調査 ・審議することを目的として(薬 事分科会

規程第 4条 に基づき、血液事業部会の下に 「安全技術調査会」 (以下 「調査

会」 とい う。)を 設置する。

(調査会の審議事項)

第 2条  調 査会は、以下に掲げる事項を検討する。
一
 ュ液製剤に混入する可能性のあるウイルス等の感染性因子の検討

ウイルス等の感染性因子の不活化技術等に関する検討

血液製剤の安全性に関するガイ ドライン等の検討

その他、血液製剤の安全性の確保に関する重要事項の検討

(調査会の組織)

第 3条  調 査会に所属すべき委員は、部会に所属する委員、臨時委員及び専門

委員 (以下 「委員等」 という:)の 中から、部会長が指名する。

2 調 査審議にあたっては、議題の内容等に応 じて、部会長の判断により他の

委員または参考本に出席を求めることができる。

3 部 会長は、第一項の規定により調査会に属すべき委員等を指名 した場合は、

部会においてその旨を報告しなければならない。

(座長の選任)

第 4条  調 査会に座長を置き、調査会に属する委員等の互選により選任する。

2 座 長は、調査会の事務を掌理する。

3 座 長に事故があるときは、調査会に属する委員等のうちから座長があらか

じめ指名する者が、その職務を代理する。

(調査会の開催)

第 5条  調 査会は、年 1回 の開催とする。

2 前 項に規定する場合のほか、委員等が必要と認めるときは調査会を開催す
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ることができる。

(小委員会の設置)

第 6条  座 長は、必要に応 じて、調査会の下に小委員会を設置することができ

る。

2 小 委員会は、当該調査会の審議事項の うち、特に重点的な検討を要する事

項の審議にあたる。

3 小 委員会の委員は、調査会の委員の うちから座長が指名する。

(議決)

第 7条  部 会への報告の要否等、議決を行 う必要がある調査会の議事は、調査

会に属する委員等で会議に出席 したものの過半数で決 し(可 否同数のときは、

座長の決するところによる。

(議事の公開)

第 8条  調 査会は原則 として公開する。ただし、公開することにより、委員の

自由な発言が制限され公正かつ中立な審議に著 しい支障をおよぼすおそれが

ある場合、又は、個人の秘密、企業の知的財産等が開示され特定の者に不当

な利益又は不利益をもたらすおそれがある場合については、座長は、これを

非公開とすることができる。

(雑則1)

第 9条  こ の規程に定めるもののほか、調査会の運営に関し必要な事項は、部

会長が部会に諮 り決定するものとする。

NAT小 委員会における今後の審議事項とスケジユール

1.今 後の審議事項 (優先順)

OHEV国 内標準品について

,感染研がWHOと 作製した標準品を国内標準品とすることについての可否について審議。

・上記、国内標準品が認められた場合に、その配布方法。

Oパ ルボウイルスB19国 内標準品の作製について

・パルボウイルス B19国 内盤生品の作型に向けて墨塾的な方向性<力 価測定法 :定性 or

定量法等>を 議論した上で、感染研が標準品を作製し、その可否について審議。

・国内標準品が作製された場合に、その配布方法。

OHBV、 HCV、 HⅣ 等の『■o,ypeパネルの作製について

・HBV、 HCV、 HIV tt Acn。～peパネルの市販パネルや参照パネルの利用。

・HEV Aenotvpeパネルの作製。

・パルボウイルスB19 genowpeパネルの作製。

Oそ の他

があるものについて。

・NATガ イドラインや遡及調査ガイドラインを改正する必要性について議論するための

データ収集。

2.今 後のスケジュール (目途)

【平成24年度第 1回 NAT小 委員会 (今回)】

・今後の審議事項及び具体的なスケジュールの説明。

・感染研が作製したHEVの 標準品を国内標準品とすることの可否、国内標準品と認められ

た場合にその配布方法を審議。

・パルボウイルスB19国 内標準品、HBV、 HCV、 HIV等 の gcnowpeパネルの作製に関して

方向性を審議 (作製スケジュール)。

【平成24年度第2回 NAT小 委員会 (平成24年 9月 )】         ヽ

・感染研が作製したパルボウイルスB19国 内標準品の審議。

・了承された場合には、その配布方法を審議。

・作製したgenoけpcパネルの報告。

【平成 24年度第 1回安全技術調査会 (平成24年 9月 ～10月)】

・HEV国 内標準品とパルボウイルスB19国 内標準品の報告

・NATガ イ ドラインや遡及調査ガイドラインを改正する必要性について
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平成 24年 5月 16日

国立感染症研究所

血液 ・安全性研究部

第一室

HEV RNA 国内標準品候補品の評価

1 経 緯

E型肝炎はHEVが糞日経路で伝播することによって衛生状態の悪い地域において発生する

疾患と考えられてきた。しかし、近年、先進国においてブタ等の食肉を介した感染が明ら

かになり、更に、輸血感染例が報告された。WHOは 2009年に核酸増幅試験法のためのHEV RM

WHO国際標準品を作製することを決定し、Paul―Ehrlich lnstitut(PEI)が共同研究を実施

することになった。一方、我国においても国内標準品作製を計画していたので、本共同研

究においてPEIと国立感染症研究所が共同でWHO国際標準品候補品と日本国内標準品候補

品の力価を決定した。

2 参 加施設

10カ国、24施設*(ヨ ーロッパ 13、USA 2,中国 2、日本6**)

*:24施 設中23施設が測定結果を報告。

**:日 本赤十字社 血 液事業部中央血液研究所 鈴 木 光

北海道赤十字血液センター 松 林 圭 二

一般財団法人 化 学及血清療法研究所 亀 井 慎 太郎

日本製薬株式会社 成 田工場 赤 石 暁 弘

株式会社 ベ ネシス 京 都工場 皆 木 隆 男

国立感染症研究所 血 液 ・安全性研究部 岡 田 義 昭、水澤 左 衛子

3.候 補品の製造

北海道赤十字血液センターから供与された、日本の献血由来の二つのHEV陽性血漿、

HRC―HE104株(CenOtype 3a)及び」R∈HE3株 (Genotype 3b)から、国際標準品候補品と

日本の国内標準品候補品をそれぞれ製造した。陽性血漿をHEV RhlA陰性、抗HEV抗体

(IgC,IgM)陰性の血漿で希釈して、濃度約 551o飾。HEV RNIA colieS/mLのバルクを調

製 し、これをIS013485:2003を取得したスイ不の企業に委託して、0:5mL/4mLね じ日

ガラス瓶に分注 ・凍結乾燥した。

E],賽″票4彗」吉つた′甫f吉(6329/10) 、 Genotype 3a

日本国内標準品候補品(コード無し)、cenotype 3b

4.試 料

次の通り暗号化した4本 の検体を1セットとした。

(サンプル 1,2)国際標準品候補品

(サンプル 3,4)日本国内標準品候補品

力価の測定

各参加施設は 4セ ッ トの検体を受取 り、 日を替えて 4回 測定を行 った。

定量法 :定量範囲内で測定し、結果をcopies/mL表示で報告した。

定性法 :1回 目の測定で、各検体をlo&0段階希釈して測定することにより予備的なエン

ドポイントを決めた。続く3回 の測定ではエンドポイントを挟んで少なくとも 5

段階の0 5Lo鍮。希釈検体を測定して結果 (陽性 or陰性)を 報告した。

結果の角旱析はPEIが行った。

6 結 果  (別 紙 1)

試験法は全て自家法で、大多数がReal―time PCR法であった。

①定量法

14組の測定結果が得られた。ほとんどの施設で希釈倍率0 0 1ogl。から 2 5 10gmの範囲

で再現性が良かったので、解析にはその範囲のデータを用いた。

国際標準品候補品の推定力価の全体の平均値 :55910鉤 。cOpies/血 (SD 0 30)

国内標準品候補品の推定力価の全体の平均値 :5 66 10glocopies/mL(SD 0 20)

②定性法

20組の測定結果が得られた。但し、定量法のデータのうち0組 は更に希釈した範囲の測

定結果からエンドポイントを求めることが可能であったので、その結果も含めた。計算に

は
″
NAT detectable unit″を用いた。

国際標準品候補品の推定力価の全体の平均値:5.2610g10MT detectable units/mL(SD0 56)

国内標準品候補品の推定力価の全体の平均値:5.2910助。NAT detectable units/mL(SD0 71)

③候補品の力価

定量法と定性法の両方の測定結果に基づいた国際標準品候補品の推定力価は5,39

1。gЮunits/mL(95%信頼限界 551-563)で あった。本候補品は力価250,0001uんLの第一

次HEV RNA国際標準品 (コー ド6329/10)として 20H tt ECBSに提案され、制定された。



日本国内標準品候補品と国際標準品候補品の力価の差は無視できるほど僅かであつた。

よつて、日本国内標準品の力価を250,0001口/mLと決定した。

7 結 論

本共同研究によって次の通り、国内標準品候補品を作製した。本候補品をHEV RNIA国内

標準品として制定することを提案する。

8 表 示ラベル

The l st Nation● l Sta15dard

br HEV‐ RNA

9 添 付資料

1)WHO/BS/2011.2175 : Collaborative Study to Establish a World Health Organization

lnternatiOnal Standard for Hepatitis E Virus RNA for Nucleic Acid

Amplification Techn。logy ( へヽT)-3ased Assays

2) WHO HEV Collaborative study Protocol Q4 201012
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原料 と性状 HEV Genotype 3b

HBs抗原陰性、HCV抗体陰性、HIV抗体陰性、HEV RNA陰性、HEV抗体(IgG,

IgM)陰性のプール血漿で希釈、05m1/4mlガ ラス瓶に分注、凍結乾燥

表示力価 250,000 1U/mL

用法 注射用水 0 5mlで再溶解

貯法 -80℃

制 定 2012(平成 24)年

製造本数 21 5 4本

保管 ・交付 国立感染症研究所
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Summary
The aim of the collaborative study was to evaluate candidate standards for hepatitis E virus
(HEV) RNA for use in nucleic acid amplification technology (NAT)-based assays. The candidate
standards consisted of lyophilized preparations of genotype 3a and genotype 3b FIEV strains,
obtained from blood donors, diluted in human plasma. The genotype 3a lfiV strain has been
developed as the candidate World Health Organization Intemational Standard and the genotype
3b strain has been developed as the candidate Japanese National Standard. Coded duplicate
samples of the two virus strains were distributed to the participating laboratories; genotype 3a
FIEV (Sample 1 and Sample 2) irnd genotype 3b HEV (Sample 3 and Sample 4). Each laboratory
assayed the samples on 4 separate occasions and the data were collated and analyzed at the Pavl-
Ehrlich-Institut. Twenty-four laboratories from 10 countries participated in the study. Data were
returned by twenty-three laboratories using both qualitative and quantitative assays. All assays
were able to detect both candidate standards. It is proposed that the genotype 3a strain be
established as the 1"'Intemational Standard for FIEV RNA with a unitage of
250,000lntemational Units per ml. On-going real-time and accelerated stability studies of the
proposed Intemational Standard are in progress.

Introduction
Hepatitis E virus (FIEV) is a non-enveloped single stranded RNA virus belonging to the
Hepeviridae family @urcell and Emerson, 2008; Meng, 2010). In developing countries FIEV is a
major cause of acute hepatitis, transmitted by the faecal-oral route and associated with
contamination of drinking water. In industrialized countries, FIEV infection is being more
frequently reported and whilst some cases are imported after travel to endemic areas,
autochthonous cases are also increasing and inftrtion with HEV appears more prevalent than
originalfy believed (Ijaz et a1.,2009). Prospects for control of HEV infection are encouraged by
recent efforts in vaccine development (Shrcstha e, al.,20O7:,Zhu et aL, 2010). Four main
genotypes, representing a single serotype, of HEV infect humans. Genotype 1 viruses are found
mainly in Africa and Asia and genotype 2 in Africa and Central America. Genotype 3 and 4
viruses are generally less pathogenic, although some exceptions have been reported, particularly
for genotype 4; these genotypes infect not only humans, but also animals including swine, wild
boar and deer. While genotype 4 strains are restricted to parts of Asia, genotype 3 viruses are
found throughout the world. Zoonotic transmission of HEV occurs, either by consumption of
contaminated meat and meat products, or by contact with infected animals (Purcell and Emerson,
2010). An altemative route of transmission is by transfusion of blood components with reports
from several different countries including, for example, the UK Ffance and lapan (Boxall et al.,
2006; Colson er a/., 2007; Matsubayashi et a1,2004; Matsubayashi et a1.,2008). Studies in Japan
and China have identified acute HEV infections in blood donors confirmed by the detection of
IIEV RNA (Gto et a1.,2010; Sakata et al., 2008).
It is now recognized that, in some countries at least, HEV infection is underreported, and where
other causes of acute hepatitis have been excluded, FIEV infection should be considered @aar et
al.,2005). The diagnosis of HEV infection is based upon the detection of specific antibodies
(IgM and IgG), however there are issues conceming the sensitivity and specificity of these
assays (Bendall et a1.,2010:' Drobeniuc etal., 2010). Analysis ofHEV RNA using nucleic acid
amplification techniques (NAT) is also used for diagnosis and can identify active infection and
help to confirm serological results (Huang er al., 2010).
Infection with HEV may be particularly severe during pr€gnancy and in individuals with existing
liver disease. Chronic IIEV infection is an emerging problem amongst solid organ transplant
recipients (Kamar et al.,2008; Legrand-Abravanel et a1.,2010). In chronically infected patients,
viral loads are monitored to investigate the efficacy of antiviral treatment (Hahgsma et a1.,20101,
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Kamar``α r,2010■Kamar′`α′,2010b)and cffects of reductton ofimmunosupprcssive therapy

(Kamar′′α′.,2010cp                       ‐
Several NAT assays have bcen reported forthc det∝tion of HEV RNA m serum and plaslla or
faecal samples,including conventlonal revese trans9rIPtasc polymerase cMn reaction(RT‐
PCR)as wcll as real―time RT‐PCR,and reversc tansc五pdOn‐loop‐mediated isothermal
ampliflcatlon(Lan′′αJ,2009)The NAT tcsts includё gcncric assays devcloped for the‐
dcにcdon of:EV gCnotypes l-4 oo面 kumar α αJ,200o Gyannati``″ ,2007).A recent study
organized by the Paul―Ehrlich―hsitut(PED on behalf Ofthc World Health Organizatton(WHO),
i n v c s d g a t e d  t h e  p e r f o n n a n c e  6 f  I I E V  N A T  a s s a y s i n“h t e m蒟o n a l  s m d y  l B a y l i s `′αJ , 2 0 1 1 )

Dilution PanCIS Of different HEV Strains were blinded and tested by laboratoHes with expe五ence

in detection of HEV RNA Thc results ofthe study demonstratcd wide vttationsin assay

scnJd宙 ty(100‐1000 fOld,for thc mttority Ofassays)ThC Proposal by thc PEI to prepare a

standard for HEV RNA for uscin NAT―bascd assays was endorscd by the WHO Expert

Committec on Biological standardization cCBS)in 2009ぐⅣHO/BS/092126)and fO110Wing the

initial smdy,twO virus stnrains were selcctcd for further devclopment as a candidate lntemational

Standard forthe WHO and a candidatc Japanese Natlo,al Standard in collaboF薇on with thё

Nat,onal lnsitute of lnfcc■ous Diseases(卜ЛID)in Japan The宙ral strains bcing developed as

standards are genotypc 3a and 3b HEV strains,which were equally wcll detected in thc initial

study and bclong to genotypc 3 which is widely disdbuted Ъe stralns are both deHved from

blood donors with sufflcicnttitrcs of HEV RNA to prcparc standards of good POtency Thc aim

of thc prcsent study is to cstablish thc rcsp∝dve standards and demonstFtc their suitability for

u“,et7aluatc lhe potency and aslgn an internationally agreed unitage

Preparation of bulk materials

Aftcr thc inidal proflcicncD7/strain evaluation study(BayliS′′αJ.,2011),tWO HEV strains wёre
seleOted for the preparation of the candidatc WHO Internadonal Standard and the candidatc
J a p a n c s e  N a t i o n a l  S t a n d a r d  T h e  s a m p l c s  w c r e 轟n d l y  p r o v i d e d  b y  K c l i  M a t S u b a y a s h i  f r o m  t h e

Japanese Red Cross HokkaidO B100d Center Thc gcnotypc 3a HEV strain HRC‐ I丑3104 was

used to prcpare the candidate WHO standard The genotypc 3b HEV strain JRC―IE3 was used

to prcpare tlle candidate Japanesc National Standard Characterization of the virus strains is

shown in Tablc l The target concentra■on for the two bulk prepara■ons was approximately 5 5

1og10 HEV RNA copics/nli based upon thc concentrations reported in the inidal study(BayliS′′

αJ,2011)and thC conccntradons dctcrmincd by the Japanese Red Cross Hokkaido BIood Centre.

The two virus strains tested ncgative for HⅣ-1/2 RNA,朋 V DNA and HCV RNA usingthe

Cobas TaqScrecn MPX test(Rochc Molecular Systcms lnc,BranChburg,USA)

Forthe prcparaJon ofthe candidate WHO standard bulk,131 ml ofthe HEV strain HRC‐ HE104
w c r c  m i x e d  w i t h  2 0 1 5  m l  o f  p l a s m a  F o r  t h e  p r e p a r a t t o n  o f t h e  c a n d i d a t e 」a p a n e s e  N a d o n a l

Standard bulk,30 ml ofthe HEV straln JRC―HE3 were mixed with 1070 nd ofplasma The bulk

preparadOns were cooled“ -8°C)until procesdng(～ 18 hours lateゆThe respecive prcparations

werc d■uted ising poolcd citrated plasma which had bccn used inぬe inital HEV collabOratlvc

study(BayliS′′αJ,20H)The plasma was cendfugcd and iltered twicc before use The plasma

d i l u e n t  t e s t c d  n c L a t i v e  f O r  a n t i ‐皿 V  I g G  a n d  l g M ( U ■i C h  M o h n , M i k r o g c n  G m b H , N e u 五c d ,

Germany,pcrsOnal communication)and testcd negative for HEV RNA(data nOtShown)and

HIV‐1/2 RNA,HBV DNA and HCV RNA,testing was pcrformed as desc五 bed above.In

addition,the plasma was ncgativc for HBsAg,and‐HCV,anti―HBc and anti_HIv_1/2
■Ю illing and lyOphnization was perfonned by an IS0 13485:2003 accredited Swiss company

For proccssing,0 5 ml volumes were dispcnsed into 4 ml screw―cap glass vials Rubber scals

wcrc then placed on top ofthe■lcd vials before loading into the frcczc d五er cHRIST Epslon

2-25D)for lyOphilization Aftcr freeze‐drying the宙al,wCrc sealed with screw caps and vials

storcd at-20°C
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For the candidate WHO standard, 4256 vials were lyophilized; the coefficient of variation of the
fill volume was l.l7o. In the case ofthe candidate Japanese National Standard, 2154 vials were
lyophilized; the coefficient of variation of the fill volume was 1.07o. In both cases, measurements
were made for a total of 26 vials. For analysis of residual moisture, vials filled with 0.5 ml
volumes of plasma diluent were distributed throughout the freeze-drier. Residual moisture was
0.73Vo, as deiermined by testing of 12 vials (Karl Fischer analysis). The freeze-drying process
did not affect the IIEV RNA titre of the lyophilized samples when compared to aliquots of the
respective bulk preparations which were stored at -80"C (data not shown).
Vials of the candidate WHO standard are held at the Paul-Ehrlich-Institut, Paul-Ehrlich-StraBe
5l-59,D-63225 l,angen, Germany. The vials are kept at -20oC with continuous temperature
monitoring.
All manufacturing records are held by PEI and are available on request by the ECBS.

Collaborative study
The collaborative study comprised 24 laboratories from l0 countries. The participants in the
collaborative study who returned data are listed in Appendix l.
The samples analysed in the study were labelled as Sample l, Sample 2, Sample 3 and Sample 4.
Sample 1 and Sample 2 were replicates of the candidate WHO standard; and Sample 3 and
Sample 4 were replicates of the candidate Japanese National Standard. The collaborative study
materials were shipped to participants at ambient temperature.
Participants were asked to test the panel using their routine assay for IIEV RNA, testing the
samples in four separate assay runs, using fresh vials of each sample for each run. Where
laboratories performed quantitative tests. they were requested to report results in copies/ml,
testing samples in the linear range of the assay. In the case of qualitative assays, participants
were requested to assay each sample by a series of one logls dilution steps, to obtain an initial
estimate ofan end-point For the thre€ subsequent assays, they were requested to assay half-logro
dilutions around the end-point estimated in their first assay. Participants reported diluting the
materials using plasma, water or phosphate buffered saline. Data sheets and a method form were
provided so that all relevant information could be recorded.

Statistical Methods

Quantitative Assays

Evaluation of quantitative assays was restricted to dilutions in the range between 0.0 logro and -
2.5 logys where the assays of most participants seem to produce comparable data. For
comparison of laboratories, the replicate results of each laboratory, corrected for the dilution
factor, were combined as arithmetic mean of loglo copieVml. Furthermore these estimates were
combined to obtain an overall estimation for each sample by means of a mixed linear model with
laboratory and(Iog) dilution as random factors.

Qualitative Assays
The data from all assays were pooled to give series of number positive out of number tested at
each dilution. For each participant, these pooled results were evaluated by means of probit
analysis to estimate the EC50 i.e. the concentration atwhich 50Vo of the samples tested were
positive (for assays where the change from complete negative to complete positive results
occurred in two or fewer dilution steps , the Spearman-Kaerber method was applied for EC50
estimation). The calculated end-point was used to give estimates expressed in logro NAT-
detectable units/ml after correcting for the equivalent volume of the test sample.
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Relative potencies
Potencies of Samples 2,3 and 4, for the quantitative assays, were estimated relative to Sample I
using parallel line analysis of log transformed data. In the case of the qualitative assays, the
relative potencies were determined using parallel line analysis of probit transformed data.

The statistical analysis was performed with SAS@/STAT software, version 9.2, SAS System for
Windows. Estimation of end-point dilution and relative potencies werc done with Combistats
Software, version 4.0, from EDQITI/Council ofEurope.

Stability studies
Stability of the candidate WHO standard is under continuous assessment, through both real-time
and accelerated thermal degradation stability studies. Vials of the candidate WHO standard have
been stored at -20"C (the normal storage temperature) and -80"C (to provide a baseline if there is
any suggestion of instability at higher temperatures). For the accelerat€d thermal degradation,

. vials have been incubated at +4"C, +20"C, +37"C and +45t for up to 4 months. After
incubation at the respective temperatures, the contents of the vials were reconstituted in 0.5 ml of
nuclease free water and analysed by real-time PCR (Jothikumar et al., 2006).

Data Received
Data were received from a total of 23 participating laboratories; one laboratory failed to
complete the study within the specified time frame. Data from 20 qualihtive and 14 quantitative
assays were repcirted. The rypes ofassays used by participants are listed in Table 2; all assays
were developed in-house. The assays used by participants were mainly based upon real-time
PCR, although some conventional PCR methods were also used.
For the purposes of data analysis, each laboratory has been referred (o by a code number
allocated at random and not representing the order of listing in Appendix 1. Where a laboratory
performed more than one assay method, the results from the different methods were analyzed
independently, as if from separate laboratories, and coded, for example, laboratory l6a and
laboratory l6b. In the case of 9 assays, quantitative values were reported covering the linear
range of the respective assays; in addition, further dilutions have been performed allowing end-
point determination. These data have been analysed separately and the number of estjmates
therefore exceeds the number of assay sets retumed by the participants.

Results

Quantitative Assay Results

Initially evaluation of quantitative assays was performed without removing any outlying data;
subsequently the data was restricted to a range between 0.0 logro and -2.5 logls where
reproducible results were obtained across dilutions. The laboratory mean estimates in copies/ml
(logro) are shown in histogram form in Figure 1. Each box represents the mean estimate from an
individual laboratory, and is labelled with the laboratory code number. The individual Iaboratory
means are given in Table 3. The relative variation of the individual laboratory estimates is
illustrated by the box-and-whisker plots in Figure 2.

Qualitative Assay Results
The NAT-detectable units/ml (logro) for the qualitative assays are shown in histogram form in
Figure 3. Each box represents the mean estimate from an individual laboratory and is labelled
with the laboratory code number. The individual laboratory means are given in Table 4. From
Figure 3, it can be seen that the estimates of NAT detectable units/ml (logro) from the qualitative
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assays are more variable than the quantitative assays, reflecting the different sensitivities of the
various assays. This observation is not unexpected and is in line with other studies.

Determination of Overall Laboratory Means
The overall rneans for the laboratories performing quantitative assays are shown in Table 5a. The
means for both Sample 1 and Sample 2, replicates for the candidate WHO standard, are 5.58
logro.and 5.60 logr0 copies/ml HEV RNA respectively, which demonstrates excellent agreement
between the replicate samples. The candidate Japanese National Standard showed identical mean
results of 5.66 lo916 copieVml HEV RNA for replicate Samples 3 and 4. The combined mean
values for the replicate samples are shown in Table 5b.
The overall means for the qualitative assays are shown in Table 6a; there is good agreement
between the duplicate samples as seen previously for the quantitative assays. The combined
mean values for the replicate samples are shown in Table 6b. The qualitative assays show 0.3
logy6 lower mean estimates than the quantitative assays.

Relative Potencics
Based upon the data from both qualitative and quantitative assays, the candidate WHO standard
was estimated to have a potency of 5.39 logle units/ml (957o confidence limits 5.15 - 5.63). This
value was estimated with a combined end-point evaluation of qualitative and quantitative
(restricted to dilutions in the range of 0.0 logro to - 2.5 lo916) data by rneans of a mixed linear
model.
The potencies of Samples 2, 3 and 4 were calculated relative to Sample l, taking the value of
Sample I as 5.39 logl6 units/ml. The relative potencies are shown in Tables 7 and 8 for the
quantitative and qualitative assays, respectively. For the qumtitative data from laboratory 9, no
potency was estimable since there was only one dilution tested for each sample. The data is
plotted in histogram form (Figures 4-6). The data demonstrate that expressing the results as
potencies relative to Sample l, as a standard with an assumed unitage of 5.39 logro units/ml
gives a marked improvement in the agreement between the majority of methods and laboratories.
These data provide some evidence for commutability of the candidate standard for evaluation of
IIEV from infected individuals, since Samples 1 and 2 represent a different strain of HEV
compared to Samples 3 and 4.

Results of Stability Studies
Vials of the candidate WHO standard were incubated at +4oC, +20'C, +37'C and +45'C for up
to four months and tested by real-time PCR for I{EV RNA. The heat-treated vials were assayed
concunently with vials that had been stored at -20oC and at -80"C. All samples were tested in
duplicate and were compared to a standard curve prepared using vials of the candidate WHO
standard stored at -80oC.
There was no evidence of instability of the samples stored at -20oC when compared to samples
stored at -80'C. After 4 months incubation at +20oC a small loss of titre was observed.The
observed drop in titre at higher temperatures (+37'C and +45'C) may be related to problems
with reconstitution of the samples rather that actual degradaion and has previously been
observed for some other preparations, particularly for RNA viruses formulated in pooled plasma.
The potency of the reconstituted material, after freezing and thawing, has not been investigated.
Further stability studies (both real-time and accelerated) are on-going and will be communicated
to the WHO.

All raw data for the collaborative study and stability analysis are held by PEI and are available
on request by the ECBS.
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Conclusions
In this study, a wide range of quantitative and qualitative assays were used !o detemine the
suitability and evaluate the fmV RNA content of the candidate standards. Although the methods
used by the study participants were all developed in-house, the majority of assays were able to
detect the two HEV strains consistently. Based upon the data from the qualitative and the
quantitative assays, the candidate WHO standard was estimated to have a potency of 5.39 logro
unitslml. Since the unitage assigned to the l't WHO standard of a preparation is essentially
arbitrary, for practical purposes, the candidate International Standard has been assigned a unitage
of 250,000 International Units/ml. Since there was only a negligible difference in the overall
means for the candidate Japanese National Standard compared to the WHO preparation, the two
materials have therefore been assigned the same value i.e. 250,000 International UnitVml. In the
case of the quantitative assays, laboratories reported values in HEV RNA copies/nl. The
participants used plasmid DNA containing HEV sequences, synthetic oligonucleotides and ln
virro transcribed IIEV RNA to control for copy number. In some cases laboratories used [IEV-
containing plasma which had been calibrated against in vitro transcribed FIEV RNA. Another
laboratory prepared standard using stool-derived virus, the titre of which was determined by end-
point dilution and analysis by Poisson distribution. No standard method or common quantitation
standard material was used, and this is reflected in the variation observed for the quantitative
results, with a variation in the order of 2 logro, which were improved by expressing the results
against Sample I as a common standard. In the case of the qualitative assays, the variation in
NAT-detectable units was at least 3 logro, and again expressing potencies relative to Sample I
improved the agreement between the different laboratories and methods.
The collaborative study materials have been dispatched at ambient temperature, ieplicating the
intended shipping conditions. Initial accelerated thermal degradation analysis indicates a
reduction in the levels of HEV RNA at higher incubation temperatures. On-going studies on the
real-time stability under normal storage conditions as well as studies concerning thermal
degradation are in progress.
The standard will be of value for comparison ofresults between laboratories, determination of
assay sensitivities and for validation. It is anticipated that the standard will find application in
clinical laboratories, particularly hepatitis reference laboratories performing diagnosis and
monitoring HEV viral loads in chronically infected transplant patients, research laboratories,
blood and plasma centres which implement HEV NAT screening, regulatory agencies and
organizations developing IIEV vaccines as well as manufacturers of diagnostic kits.

Each vial of the HEV RNA standard contains the lyophilized residue of 0.5 ml of HEV RNA
positive plasma. Predictions of stability indicate that the standard is stable and suitable for long-
term use when stored as directed in the accompanying proposed "Instructions For Use" data
sheets for the panel (Appendix 2).

Recommendations
Based upon the results of the collaborative study, it is proposed that the genotype 3a HEV strain
(Samples 1 and 2, in this study) should be established as the I't International Standard for
hepatitis E virus RNA and be assigned a unitage of 250,000 Intemational Units/ml. The standard
has been given the code number 6329/10; 3800 vials are available to the WHO and custodian
laboratory is the Paul-Ehrlich-Institut.
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Comments from participants
After circulation of the draft report for comment, replies were received from all participants. The
majority of the comments were editorial in nature and the report has been amended accordingly.
All participants were in agreement witb the conclusions of the report.

One participant commented on the possible incbrrect estimation of the viral toad by the
participants who used DNA standards (synthetic oligonucleotides or plasmid DNA) due to lack
of control for reverse transcription of virus RNA into cDNA. This might be better controlled
using in vitro transcribed RNA or a virion-based prepaftttion.

Another participant remarked that many laboratories have used the same method, showing quite
different sensitivities, possibly due to differences in extraction and amplification/detection
reagents and instrumentation and its set up.

Acknowledgements
The viraemic HEV donations used to prepare the candidate standards were generously provided
by Keiji Matsubayashi of the Japanese Red Cross Hokkaido Blood Center. We thank all the
laboratories who took part in the study and Roswitha Kleiber and Christine Hanker-Dusel for
assistance.

References
Adlhoch, C., M. Kaiser, G. Pauli, J. Koch, and H. Meisel. 2009. Indigenous hepatitis E virus
infection of a plasma donor in Germany. Vox Sang. 97:303-308.

Baylis, S. A., K. M. Hanschmann, J. Bliimel, and C. M. Niibling; on behalf of the HEV
Collaborative Study Group. 201 1. Standardization of hepatitis E virus (HEV) nucleic acid
amplification technique (NAT)-based assays: an initial study to evaluate a panel of HEV strains
and investigate laboratory performance. J. Clin. Microbiol. 49:1234-1239.

Bendall, R., V. Ellis, S. Ijaz, R. Ali, and H. Dalton. 2010. A comparison of two commercially
available anti-HEV IgG kits and a re-evaluation of anti-HEV IgG seroprevalence data in
developed countries. J. Med. Virol. 82:799-805.

Boxall, E., A. Herbom, G. Kochethu, G. Pratt. D. Adams. S. Ijaz, and C. G. Teo. 2006.
Transfusion-transmitted hepatilis E in a'nonhyperendemic'country. Transfus. Med. l6:79-83.

Colson, P., C.Coze,P. Gallian, M. Henry, P De Micco, and C. Tamalet. 2007. Transfusion-
associated hepatitis E, France. Emerg. Infect. Dis. 13:648-649.

Drobeniuc, J., J. Meng, G. Reuter, T. Greene-Montfort, N. Khudyakova, Z. Dimitrova, S.
Kamili, and C. G. Teo. 2010. Serologic assays specific to immunoglobulin M antibodies against
hepatitis E virus: pangenotypic evaluation of performances. Clin. Infect. Dis. 51:.e24-21.

Guo, Q. S , Q. Yan, J. H. Xiong, S. X. Ge, J. W. Shih, M. H. Ng, I. Zhang, and N. S. Xia. 2010.
Prevalence ofhepatitis E virus in Chinese blood donors. J. Clin. Microbiol.48:317-318.



wHotBstz0tt.zt75
Page 9

Gyarmati, P., N. Mohammed, H. Norder, J. Blomberg, S. Bel6k, and F. Wid6n. 2007. Universal
detection of hepatitis E virus by two real-time PCR assays: TaqMan and Primer-Probe Energy
Transfer. J. Virol. Methods. 146:226-235.

Haagsma, E. B., A. Riezebos-Brilman, A. P. van den Berg, R. J. Porte, and H. G. Niesters.2010.
Treatment of chronic hepatitis E in liver transplant recipients with pegylated interferon alpha-2b.
Liver Transpl. 16:474-477.

Huang, S., X.Zhang, H. Jiang, Q. Yan, X. Ai, Y. Wang, J. Cai, L. Jiang, T. Wu, Z. Wang, L.
Guan, J. W. Shih, M. H. Ng, F. Zhu, J.Zhang, and N. Xia.2010. Profile of acute infectious
markers in sporadic hepatitis E. PLoS One. 5(10):e13560.

Ijaz, S., A. J. Vyse, D. Morgan, R. G. Pebody, R. S. Tedder, and D. Brown. 2009. Indigenous
hepatitis E virus infection in England: more common than it seems. J. Clin. Virol. 44:272-276.

Jothikumar, N., T. L. Cromeans, B. H. Robertson, X. J. Meng, and V. R. Hill. 2006. A broadly
reactive one-step real-time RT-PCR assay for rapid and sensitive detection of hepatitis E virus. J,
Virol. Methods 131:65-7 1.

Kamar, N., J. Selves, J. M. Mansuy, L. Ouezzani, J. M. P6ron, J, Guitard, O. Cointault, L.
Esposito, F. Abravanel, M. Danjoux, D. Durand, J. P. Vinel, J. Izopet, and L. Rostaing. 2008.
Hepatitis E virus and chronic hepatitis in organ-transplant recipients.
N. Engl .  J .  Med. 358:811-817.

Kamar, N., L. Rostaing, F. Abravanel, C. Garrouste, L. Esposito, I. Cardeau-Desangles, J. M.
Mansuy, J. Selves, J. M. Peron, P. Otal, F. Muscari, and J. Izopet. 2010a. Pegylated interferon-
alpha for treating chronic hepatitis E virus infection after liver transplantation. Clin. Infect. Dis.
50:e30-33.

Kamar, N., L. Rostaing, F. Abravanel, C. Garrouste, S. Lhomme, L Esposito, G Basse, O
Cointault, D Ribes, M. B. Nogier, L. Alric, J. M. Peron, and J. Izopet. 2010b. Ribavirin therapy
inhibits viral replication on patients with chronic hepatitis e virus infection. Gastroenterology
139 :1612 -1618 .

Kamar, N., F. Abravanel, J. Selves, C. Garouste, L. Esposito, L. Lavayssibre, O. Cointault, D.
Ribes, I. Cardeau, M. B. Nogier, J. M. Mansuy, F. Muscari, J. M. Peron, J. Izopet, and L.
Rostaing. 2010c. Influence of immunosuppressive therapy on the natural history of genotlpe 3
hepatitis-E virus infection after organ transplantation. Transplantation 89:353-360.

Lan X., B. Yang, B. Y. Li, X. P. Yin, X. R. Li, and J. X. Liu. 2009. Reverse transcriptionloop-
mediated isothermal amplification assay for rapid detection of hepatitis E virus. J. Clin.
Micr obi ol. 47 :23O 4 -2306.

L,egrand-Abravanel. F.. N. Kamar, K. Sandres-Saune, C. Ganouste, M. Dubois. J. M. Mansuy, F.
Muscari, F. Sallusto, L. Rostaing, J. Izopet. 2010. Characteristics ofautochthonous hepatitis E
virus infection in solid-organ transplant recipients in France. J. Infect. Dis. 202:835-844.

Mallet; V., E. Nicand,f. Sultanik, C. Chakvetadze, S. Tess6, E. Thervet" L. Mouthon, P. Sogni,
and S. Pol. 2010. Brief communication: case reports of ribavirin treatment for chronic hepatitis
E. Ann. Intem. Med. 153:85-89.

wHo/Bs/2011.217s
Page l0

Matsubayashi, K., Y. Nagaoka, H. Sakata, S. Sato, K. Fukai, T. Kato, K. Takahashi, S. Mishiro,
M. Imai, N. Takeda, and H. Ikeda. 2004. Transfusion-transrnitted hepatitis E caused by
apparently indigenous hepatitis E virus strain in Hokkaido, Japan. Transfusion 44:934-940.

Matsubayashi, K., J. H. Kang, H. Sakata, K. Takahashi, M. Shindo, M. Kato, S. Sato, T. Kato, H.
Nishimori, K. Tsuji, H. Maguchi, J. Yoshida, H. Maekubo, S. Mishiro, and H. Ikeda. 2008. A
case of transfusion-transmitted hepatitis E caused by blood from a donor infected with hepatitis
E virus via zoonotic food-bome route. Transfusion 48:1368-1375.

Meng, J., X. Dai, J. C. Chang, E. Lopareva, J. Pillot, H. A. Fields, and Y. E. Khudyakov. 2001.
Identification and characterization of the neu$dization eprtope(s) of the hepatitis E virus.
Virology 288:203-211.

Meng, X. J. 2010. Recent advances in Hepatitis E virus. J. Viral. Hepat. l7:153-161.

Purcell, R. H., and S. U. Emerson. 2008. Hepatitis E: an emerging awareness of an old disease. J.
Hepatol. 48:494-503.

Purcell, R. H., and S. U. Emerson. 2010. Hidden danger: the raw facts about hepatitis E virus. J.
Infect. Dis. 2O2:8 | 9-821.

Sakata, H., K. Matsubayashi, H. Takeda, S. Sato, T. Kato, S. Hino, K. Tadokoro, and H. Ikeda.
2008. A nationwide survey for hepatitis E virus prevalence in Japanese blood donors with
elevated alanine aminotransferase. Transfusion 48:2568-257 6.

Shrestha, M. P., R. M. Scott, D. M. Joshi, M. P. Mammen, G. B.Thapa. N. Thapa. K. S. Myint,
M. Fourneau, R. A. Kuschner, S. K. Shrestha, M. P. David, J. Seriwatana. D. W. Vaughn, A.
Safary, T. P. Endy, and B. L. Innis. 2007. Safety and efficacy of a recombinant hepatitis E
vaccine. N. Engl. J. Med. 356:895-903.

Tanaka, T., T. Masaharu, E. Kusano, and H. Okamoto. 2007. Development and evaluation of an
efficient cell-culture system for Hepatitis E virus. J. Gen. Virol. 88:903-91 1.

Waar, K., M. M. Herremans, H. Vennema, M. P. Koopmans, and C. A. Benne. 2005. Hepatitis E
is a cause ofunexplained hepatitis in The Netherlands. J. Clin. Virol. 33:145-149.

Wenzel, J. J, J. Preiss, M. Schemmerer, B. Huber, A. Plentz, and W. Jilg. Detection of hepatitis
E vints (HEV) from porcine livers in Southeastem Germany and high sequence homology to
human HEV isolates. J. Clin. Virol. in press; DOI number 10.1016/j jcv.2011.06.006

Zhu, F. C., J. Zrang, X.,F. 7hang,C.Zhou,Z.Z. Wang, S. J. Huang, H. Wang, C. L. Yang, H.
M. Jiang, J. P. Cai, Y. J. Wang, X. Ai, Y. M. Hu, Q. Tang, X. Yao, Q. Yan, Y. L. Xian, T. Wu,
Y. M. Li, J. Miao, M. H. Ng, J. W. Shih, and N. S. Xia. 2010. Efficacy and safety of a
recombinant hepatitis E vaccine in healthy aduls: a large-scale, randomised, double-blind
placebo-controlled, phase 3 trial. l,ancet 3'l 6:895-902.



WI10/BS/2011.2175

Page ll
Figure I Estimates for quantitative assays
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Histograms of the quantitative iesults for participating laboratories for Sample l, Sample 2,
Sample 3 and Sample 4. Estimates of logr0 copies/ml are indicated on the x-axis. Data are shown
for laboratory 16a.
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Flgure 2 Box and whisker plots of thc quantitat市e data(10g10 copics/ml)
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Figure 4 Potency of Sample 2 relativc to Sarqple l

Figure 3 Estimates for qualitative assays

… 喘 ¨ … 嗜 ¨
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Histogram of the potency of Sample 2 relative to Sample I (=5.39 logro units/ml); qualitative
data (grey boxes) and quantitative data (white boxes). No relative potency is shown for
laboratory I 1 for sample 2, since no value had been determined for Sample I (i.e. the data were
oudying and did not perform as the replicate i.e. Sample 2).

Histograms of the qualitative results for participating laboratories for Sample l, Sample 2,
Sample 3 and Sample 4. Estimates of logr0 NAT-detectable units/ml are indicated on the x-axis.
In the case of laboratory I 1, data for Sample t have been omitted due to a 2 logrs higher cut-off
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Figure 5 Potency of Sample 3 relative to Sample I
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Histogram of the potency of Sample 3 relative to Sample 1 (=5.39 logro units/ml); qualitative
data (grey boxes) and quantitative data (white boxes). In the case of Laboratory I 1, the data have
been calculated relative to Sample 2.
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Rgure 6 Potency of Sanlple 4 rclative to Satnple l
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bcOn calculatcd rclative to Sample 2
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Table 2 Assay protocols uscd by participants

Table I Details of HEV strains lvophilized as candidate standards

Virus strain HEVRNA GenotvDe Accession Anti-HEV ALT(則 ノD

(copies/ml)* No.** IgM/IgG

HRC-HEI04 1.6 x l0' 3a

IRC-HE3 2.5 x 101 3b

AB630970   ‐ /‐

AB630971   +/‐

*Concentrations determined by the Japanese Red Cross Hokkaido Blood Center
**Full length sequence

Laboratory

code

Assaytype

(qualitative or

quantitalive)

Extraction method NAT method Assay ttrget Reference

1 Qual QIAamp MinElute Vinls
Spin kt(Qiagen)

Real-time RT

PCR (TaqMm)

ORF2/3 J o t l u k u m a r´′

αJ 2006

2 Qual./Quant. QlAamp vral RNA Mini
bt(Qiagen)

Rcal‐time RT―

PCR(TaqMan)

ORF2 Adlhoch´̀αι

2009

3 Qua1/Quant Hlgn rure vlrai lNluclelc

Acid kit(Roche) PCR(TaqMan)

OR日 3 Jothkumar α

α′ 2006

Qual QlAamp viral RNA Mini
kit(Qiagen)

Rcal―timc RT‐

PCR(TaqMan)

ORF2/3

Qual./Qumt. QIAamp DNA Mlni BIood
kit(Qiagen)

Real-time R'l'-

PCR (TaqMm)

ORF2/3

Quilt. QIAamp Viral RNA Mini
klt(Qiagen)

Real‐time RT―

PCR(TaqMan)

ORFν 3

7 Qua1/Quant マIAamp Ⅳllnしlute virus

Spin ttt(Qiagen) PCR(TaqMan)

ORF2/3 Matsubayashi

′′α′2∞8

Quant.

(MediCal Biological

Lboratories Co,Ltd)

PCR(TaqMan)

ORF2/3 Tanaka ι′αι

2007

QuJ/Quant QIAamp Vir」RNA Mini

鳳t(Qiagen)

Real―time RT‐

PCR(TaqMall)

ORF2/3

Qumt. COBAS AmpliPrep Total

Nucleic Acid lsolation kit

(Rocho

Real―time RT‐

PCR(TaqMan)

ORFν 3

αJ 2006

1 1 Qual COBAS AmpliScren

Multiprep Specimen

Preparation and Control kit

(Roche)

Conventional

one step RT-

PCR; analysis

by agarose gel

electrophoresi s

ORFl

Qual QlAamp MinElute Vims

Spin Kit(Qiagen)

Real ‐■me RT

PCR (TaqMan)

ORF2/3 Jothkumar′′

′́ 2006

Qual, QIAamp Viral RNA Mini
趙t(Qiagen)

Real=dme RT―

PCR(TaqMan)

ORF2/3

α′ 2006

Qual Viral DNA/RNA Isolation

kit

(GenMag Biotechnology)

Nested RT―

PCR;analysis

by agarose gel

electrophoresis

ORF2

マual′マuant ЧIAamp vlral KINA Minl

kit(Qiagen) PCR(TaqMan)

ORF2/3 Jothikumar′̀

αJ 2006

(mOdi■ed)

16a Qua/Quant MagNA Pure LC(Roche)

(SYBR Creen)

ORF213 Jothikumar′′

α′ 2006
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(mOdined)

Qual MagNA Pure LC (Roche) Nested RT―

PCR; analysis

by agarose gel

electrophoresi s

ORF2 Meng

2001

17 Qual./Quant QIAamp Viru,BiORobot
MDx kit(Qiagen)

Real-time RT-

PCR (TaqMan)

ORF2/3 Matsubayashi

●′ὰ2∞ 8

Qual MagNA Pure LC Total

Nucleic Acid lsolation kit

(Roche)

Real―time RT―

PCR(TaqMan)

ORFν 3 Jothkumar ′́

αι 2006

Qual easyMag (bioM€rieux) Real―time RT‐

PCR(Taqヽ lan)

ORF2

20 Quil t . Q I A a m p  V i r a l  R NハM i n i

kit(Oiagen)

Real-time RT-

PCR (TaqMm)
OR日 3

Qumt. BioRobot Universal

(Qiagen)

Real―time RT‐

PCR(TaqMan)

ORFν 3

α′ 2006

22a Qual. QIAamp RNA Minik■

(QiagCn)

Ncsted RT‐

PCR; analysis

by agarcse gel

electrophoresi s

ORF2 Gyarmati``αJ

2007

Qual QIAalnp RNA Mini kit Real―time RT‐

PCR(TaqMan)

ORF273 Jothkumar´`

αJ 2006

Qual./Quant. QIAalnp DNA Mini BIood
klt(Qiagcn)

Real―time RT‐

PCR(TaqMan)

ORF2/3 WeArel et al.,

ln prss
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Table 3 Mean estimates from quantitative assays (log1s copies/ml)

Laboratorv code Samnl

1 3 4

2 5119

3 5.69 5.62 565

5 651 624 620

6 575 5:77 583

7 550 546 544

8 497 514

9 543 552 562

518 522 530 539

566 573 593

562 564

540 534 535 541

570 574 565

525 523 525

653 631 641

Qualitative (Qual.) and quantitative (Quant.) assays
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Table 4 Mean cstilnatcs flom qualitat市e assays(10g10 NAT dctcctablc u面ts/ml)

Laboratory I 1, sample 1, omitted due to 2 logle higher cut-off
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Tablc 5a Ovcrall mean estimates from quantitat市e assays(loglo COpies/ml)

Samole lowercl uDDercl median
1 123 558 532 585 546 436 6.85 98%

125 560 533 587 546 443 94%

5.66 540 593 550 449 663 77%

566 593 548 464 677 76%

n - number of dilutions analysed (in linear range), sd - standard deviation, lowercVuppercl -

954o confrdence limis for the mean, cvJeo - geometric coefficient of variation [7o]

Table 5b Combined mean estimates from quantitative assays (logl0 copies/ml)

Candidatc lowercl uDDercl median
WHO 248 559 0.30 546 99%

NⅡD 540 593 677 76%

Combined data for Samples I and 2, replicate samples of the candidate IS (WHO); combined
data for Samples 3 and 4, replicate samples of the candidate Japanese National Standard (NIID)

l-aboratory code Sample
1 2 3

I 576 562 591
2 442 485 549

3 535 540 576

637

470 484 427 442

7 534 562 562

503 518 526

400 372 442

461 518

5“

443 500 457

636 7.42 687

532 517 5.17 517

474 474 474 4.74

539 552 542 567

513 5.13 4_98 476

542 556 571

521 492 491 544

453 452

576 576 560
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Table 6a Overall means of estimates from qualitative assays (log1q NAT detectable units/ml)

Sample
[-ower

cl
”

ｃｌ

Ｕ

median

1 525 051 501 5.50 5_32 620 150%

2 526 0.62 497 556 5.29 4 11Cl6.37 179%

3 527 0.79 490 564 5.27 372 7.42 226%

4 2 0 531 502 530 442 687 1839ろ

n - number of tests, lowercl/uppercl - 959o confidence limits for the mean, cv-geo - geometric
coefficient of vari ation lVal

Table 6b Combined means of estimates from qualitatire assays (logro NAT detect4ble unityml)

Candidate lowercl uonercl median

WHO 526 056 508 532 4.00 637 163%

NⅡD 529 071 507 552 530 372 742 202%

Combined data for Samples 1 and 2, replicate samples of the candidate IS (WHO); combined
data for Samples 3 and 4, replicate samples of the candidate Japanese National Standard (NIID)
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Table 7 Potency relaivc to Salnple l(quantit激vc assays)

Sample
Laboratory

cOde

Relative potency
(los," conies/ml\

957o Confidence Interval

2

529 578

545
5 15 563

520

S38

1 545

559

553 546

540 559

529 543

536
535 544

4 553

3

2 574 550 597

3 536 507

521 546

575

538 529 547

8 555 569

9

555 543 568

590

5 573

20 552 542 562

546

520 532

4

590

517

5 17 493

6 554

7 537

8 546 560

9

575

16a 535 553

544 552

543

544 539

516

It was not possible to estimate the relative potency for laboratory 9 since there were only two
assay runs performed, each at a different dilution



Sample
Laboratory

code
Relative potency (logro

NAT detectable units/ml) 957o Confidence Intenal

2

l 5 .10
5.26

5.44 6.08
4.90 6.22

5.53 5.09
'7

5 .16 6.23
5.40 5.66

+ l l 5.50
J , O ) 4.90 6.40

16a 5.24 4.85 5.64
4.77

t 7 4.96
4.88

22a 5.63
22b 4.79

4.74

3

l 4.67

5.90
4.76

4 l .oo 5.00 6.32
5 5.39
7 l 6 6.23
9 5.30

5.64
3 5 . 1 9 5.96, ) . z t
5 6.67 5.90

524 5.64
5.39 4;17

t7 4.87 5.98
4.73

5_70
22a 4.56 5.63

4.18 5.97
5.24 4.59

1 4.96
2 5.99
3 5 . 1 6.48

4.86 6 .18
5 ) . )  I

7 s.39 4.87
9
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N.B. The relative potency for labomtory I I was stimated relativ€ to Sample 2 (Sample I had a cut-off 2
logro diludons higher)

Table 8 Potency relative to Sample I (qualitative assays)
1 5.23 6.40
2 5.65 -) . t ,  /

J 5.32 4.93
4 <  a a 5.64
5 6 . 1 3

l6a 4.85
4 7 7

6.23
5.52

5.00 5.87
22a 5.08
22b 4.94 6.r'1

5.24
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Appcndix l LIst of particlpants

Table 9 Stability testing

IID Not detennincd
*Material could not be complctcly r∝Onstltutcd
Titrcs cxpressed as log10 candidatc lntemaJonal Units/ml

Incubation
time

Incubatlon temperature
-20°C ■4°C +20°C +37°C t45°C

I month hlD llD ND

2 months blD N D N D 498 455*
4 months 556 552 533 ND N D

Scientist Afflliaton

Akihiro Akaishi Nihon Pharlnaceuticals Co,Ltd

Chiba_」aoan

Martijn Bouwknegt/Saskia Rutjes Natiolal Institute for Public Health and the Environment
Bilthoven. The Netherlands

Silvia Dorn Mikrogen GmbH

Neuried_GerFnanV

Thomas Gzirtner Octapharma
Frankfurt am Main. Germanv

Samreen ljazlRenata Szypulska Heallh Protection Agency
London, UK

Jacques Izopet lnsuut lederanr de Erologle tlrrpan
Toulouse, France

Shintaro Kamei/Katsuro Shimose Chemo-Sero-Therapeutic Research Institute
Kumamoto. Japan

Li Ma/Tvlei-lng Yu Center tbr Biologics Evaluation and Researchy'Food and
Drug Administration
Bethesda. USA

Thomas Laue Astra Diagnostics
Hamburs. Gemanv

Keti Matsubayashittidckatsu
Sakata

Japanese Red Cross Hokkaido Blood Center
Sapooro. Japan

Birgit MeldaVDanicl Cando面 Cambridge University and NHS Blood and Transplant
Cambridee, UK

Takao Minagi Benesis Corporation
Kvoto. JaDan

Saeko Mizusawa./Yoshiaki Okada National Institute of Infectious Diseases
Tokyo, Japan

Elisa Moretti/Francesca B onci BioSC-Kedrion S.p.A.
Bolosnana-Lucca. Italv

Tonya Mixson/Saleem Kamili Ccntcrs for Diseasc Control and PreventiOn

Atianta,USA

Andreas Nitsche/l\4arco Kaiser Robert Koch.Institut
Berlin. Germanv

Mats Olsson/Anders Olofsson Uctapharma
Stockholrn, Sweden

Giulio Pisani/Francesco Marino CRIVIB, Istituto Superiore di.Saniti
Rome. Italv

Jamcs Wai Kuo Shh Xiamen University
Fuiian, China

Ko Suzuki Central Blood Institute, Japanese Red Cross Society
Tokvo. Jaoan

Isabelle Thomas Scientific Institute of Public Health,Brussels. Belsium
Youchun Wang/Yansheng Geng National Institutes for Food and Drus Control

Beiiine. China
Jfirgen WenzeVWolfgang Jilg University of Regensburg

Regensburg. Germanv
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Collaborative Study to Evaluate a Candidate WIIO International Standard for

lfepatitis E Virus RNA for NAT-Based Assays

Backsround

Currently there is no standardization of nucleic acid anplification technique (NAT)-

based assays for the detection oflIEV RNA. A proposal drafted by the Paul-Ehrlich-

Institut (PEI) to develop an IS for IIEV RNA for use in nuoleic acid amplification

(NAT)-based assays was endorsed by the World Health Organization Expert Committee

on Biological Standardization (ECBS) at their meeting in Geneva in October 2009

(WHO/BS/09.2126). An initial study of laboratory performance organised by the PEI

highlighted the lack ofstandardization with wide differences observed in assay

sensitivities. The practical part ofthe initial study was completed in January 2010 and a

report was drafted and distributed to participants for comment. The report, incorporating

the comments of the participants, was sent to the WHO in April 2010 and the progress

has been noted by the chair of the ECBS sub-committee dealing with blood products and

lz vitro diagnostics.

In this second stage ofthe study, selected strains have now been lyophilised for further

evaluation. The study will a evaluate candidate WHO lntemational Standard for IIEV

RNA. The study will also evaluate a candidate National Standard in collaboration with

.the National Institute for Infectious Disease in laoan.

Objective

In the present collaborative study the potency ofthe candidate standard preparations will

be determined using a range of NAT-based assays for IIEV RNA with the aim of

assigning an internationally agreed unitage.

Materials

The study materials comprise lyophilised IIEV positive plasma samples. Participants will

be sent four vials of each reagent coded Sample I (labelled I{EV S I ), Sample 2(labelled

FIEV S2). Sample 3 (labelled FIEV S3), and Sample 4 (labelled HEV S4). Participants

will receive differing numbers of vials, depending upon the extraction volume which has

Participants should assay ten-fold dilutions of each preparation in order to determine the

IIEV RNA end-point. The dilutions should be prepared in the normal diluent used in the

laboratory (ideally this will represent the matrix of the normal test Specimens).

We suggest using the neat material and seven ten-fold (neat to 10'6) to determine the end

points ofthe preparations. I{ in the second assay, all dilutions are positive, or all negative,

then the dilution series should be adjusted accordingly for subsequent assays.

Replicate extractions and replicate amplification/deiection steps may be performed;

however analysis ofany replicates should be indicated in the accompanying results forms.

The results should be reported in a qualitative way as either positive i.e. HEV RNA

detected or negative on the attached reporting sheets. A separate sheet is attached to

record the methods used by each laboratgry (additional sheets may be used as necessary).

Igthe three remainins assavs. samples should be treated as follows:

Participants are requested to assay a minimum of two half logro dilutions either side of

the pre-determined end-point. It is therefore not necessary to carry out more than five half

lo916 dilutions (centred around the estimated end-point) unless individual labs wish to do

so.

Where real-time PCRassays are used, we ask that Cr values be recorded as well. Please

use additional reporting forms as required.

For cuantitative assavs:

Where participants have access to quantitative IIEV RNA assays, we suggest testing

dilutions that are expected to fall within the linear range of the assay. The material may

be tested without dilution, but this is dependent upon the linear range ofthe assay and the

sample volume required for the assay. It is preferable if at least two further 1O-fold

dilutions are performed. Once again, replicate extractions and replicate

amplification/detection steps may be performed; however analysis of any replicates
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Collaborative Study to Evaluate a Candidate WHO IS for IIEV RNA

Method Reportinq Sheet

Collaborative Study to Evaluate a Candidate WHO IS for HEV RNA

D4ta Reporting Sheet 2 (Qualitative)

Name

Please record Cr values as well as "pos or neg" for real-time methods

Please record "-" instead of Cr values in case of negative results

Please attach copy of raw data

Laboratory:

Operator:

Contact person's email address:

Short description of in-house NAT / Test Kit

Extraction platform:

Amp lifi cation/d etection system:

Assay reference (if available):

Region of genome amplified:

Primer sequences:

Probe sequence(s):

Qualitative tr

Plasma volume used for RNA extraction:

Elution volume ofRNA:

Volume of eluted RNA used for amplification:

(Please ure additional sheets as necessary)

Date:

Analyst

Quantitative o

Assay 2 Date of Assay: Results

(pos or neg)

Dilution (10-")

Sample 1

Dilution (10"")

Sample 2

Dilutron (10-^)

Sample 3

Drlutron (10-')

Sample 4

Page 5 of13 P a g e T o f l 3



Collaborative Study to Evaluate a Candidate WHO IS for HEV RNA

Data Reporting Sheet 4 (Qualitative)

Name of Participant:

Please record C1 values as well as "pos or neg" for real-time methods

Please record '1" instead ofCr values in case ofnegative results

Please attach copy of raw data

couaborative Study to Evaluate a Candidate WIIO IS for HEV RNA

Data Reporting Sheet 2 (Quantitative)

Name of Participant:

Assay 2 Date ofAssay: Results (copies/ml)

Dilution(10-")

Sample I

Dilut ion(10' ')

Sample 2

Dilution(10'*)

Sample 3

Dilution(10'")

Sample 4

Please record Cr values as well as the concentration of FIEV RNA in copies/ml for real-

time methods

Please attach copy of raw data

Assay 2 Date of Assay: Results

(pos or neg)

Dilut ion (10-.;

Sample I

Dilution (10-^)

Sample 2

Dilution (10-.)

Sample 3

Dilution (10-*)

Sample 4

P a g e 9 o f l 3 Page 11  o f13



Collaborat市 e Study to Evaluate a Candidate WHO IS forIIEV RNA

Data Reporting Sheet 4 (Quantitative)

Name of Particioant:

Please record Cr values as well as the concentration of FIEV RNA in copies/ml for real-

time methods

第
一

次パルボウイルス B19‐DNA国 内標準品の作製 (案)

平成 24年 5月 16日

(目的)

血漿分画製剤の原血漿等で実施 しているパルボウイルス B19‐NAT検 査の精

度管理ための第一
次国内標準品を作製する。

(製法)

B19‐DNA陽 性血漿をB19‐DNA陰 性の脱クリオ血漿又はそれ と同等の血漿で

希釈 し、分注する。

(陽性血漿の性状)

B19‐DNA陽 性、B19‐IgM陰 性、B19・IgG陰 性

HBV‐DNA陰 性、HCV‐RNA陰 性、HIV‐1‐RNA陰 性

HBs抗 原陰性、HCV抗 体陰性、 HIV‐ 1/2抗体陰性

(希釈用血漿)

B19‐DNA陰 性 (B19‐IgM及 び IgGの 有無は間わない)

HBV‐DNA陰 性、HCV‐RNA陰 性、HIV‐1‐RNA陰 性

HBs抗 原陰性、HCV抗 体陰性、 HIV‐ 1/2抗体陰性

脱クリオ血漿が望ましいが、それに準じた性状の血漿であれば良い。

019の 遺伝子型)

genotype l

(力価 と測定法)

lo61u/mL

力価の測定は、国際標準品を用いた定量法で実施する。各施設において定量

性が確認 されている範囲内で検体を3点以上希釈 し、それぞれの値を測定する。

測定回数は、独立して計 4回 測定するも

最終的な力価は、各施設からの測定値を統計処理し、国際標準品との相対力

価として決定する。

Assay 4 Date of Assay: Results (copies/ml)

Dilut ion(10'.)

Sample I

Dilut ion(10-")

Sample 2

Dilution(10-")

Sample 3

Dilut ion(10--)

Sample 4

Please attach copy of raw data

Page 13 of l3



(製造本数)

1500本 (0 5mLMalに 分注)

(バイアルの形状)

容量 :3mL

(ラベル)

・貼付 してから凍結

記載事項 :

ゴム栓、アル ミキャップ(フリップ付)、マキ締め

血液製剤のウイルスに対する安全性確保を目的とした

核酸増幅検査 (NAT)の実施に関するガイ ドライン

名称 paⅣ O宙rus B19‐DNA国 内標準品 (第
一

世代)

ロット番号 1/2012

容量 0 5mL

貯法 -80℃

作製 国 立感染症研究所

感染性物質.研究用の使用に限る。人体に投与 しないこと.

スケジュール

平成 24年 6月

7～8月

9月

10月

1 2月

分注と検体の発送

力価測定

結果の取 りまとめ

力価決定

標準品として提案・承認予定



1.ガ イ ドラインの目的及び適用範囲

1 - 1 )目 的

ウイルス遺伝子の検出法 として用いられ る核酸増幅検査 (Nucleic Acid

Amplification Testt以下 「NAT」という。)は 、目的とするウイルス遺伝子の

有無を陽性又は陰性として判定する定性的な検査手法であり、数コピーから数

十コピーのウイルス遺伝子の検出が可能とされている。特に、このような微量

のウイルス遺伝子の検出が要求されるNATをスクリーニング検査として用いる

場合、検出感度等に係る精度管理が適切に行われていることが極めて重要であ

る。

本ガイ ドラインは、血液製剤の安全性確保を目的としてMTを 行 う場合にお

いて適切な精度管理が実施されるよう、検査精度の確保及び試験方法の標準化

のための方策等に関する基本事項を示すことを目的とするものであり、「血漿

分画製剤のウイルスに対する安全性確保に関するガイ ドライン (平成 11年 8

月 30日付け医薬発第 1047号)」を補完するものとして位置付けられるものであ

る。

なお、血漿分画製剤の製造工程におけるウイルスクリアランスを評価する場

合や国際あるいは国内ウイルス標準品から自社の標準品を作製する場合など、

ウイルス遺伝子の定量的な検出にもNATは利用されることがある。このため、

本ガイ ドラインにおいては、NATは 原則的に定性的な検査法として用いられる

ものとして記載しているが、必要に応じ定量的に用いる際に考慮すべき必要事

項についても言及することとしている。

1-2)適用範囲

―本ガイ ドラインは、国内で使用されるすべての輸血用血液製剤及び血漿分画

製剤に係るドナースクリーニング検査、原料血漿の製造工程への受入れ時の試

験、さらには必要に応じて行われる血漿分画製剤の製造過程における工程内管

理試験や最終製品のウイルス検査としてNATを行 う場合に適用されるものであ

るが、他のヒトあるいは動物から抽出した生物由来の医薬品についても参照す

ることができる。また、対象となるウイルスは、ヒト免疫不全ウイルス (HIV)、

C型 肝炎ウイルス (HCV)及び B型 肝炎ウイルス (HBV)とするが、その他のウ

イルスについても準用可能な点については参照することができる。

2.検 査精度の確保及び試験方法の標準イしのための方策

ウイルス遺伝子の検出を目的として定性試験であるNATを採用する場合、

その分析法を検証するための重要な項 目は特異性 と検出感度の 2点 である。特

に、プ‐ル血漿のスクリーニング検査にNATを採用する場合には、特異性 と検

出感度の確保はよリー層重要なものとなる。特に、検査機関等において、NAT

を恒常的に実施 し検査法として確立するには、ウイルス遺伝子の抽出、目的塩

基配列の増幅、検出、定量、及びこれ らを行 うための機器の設定と試験に関す

る最適化した規格 ・基準を定めておく必要がある。

さらに、NATの 場合t分 析条件の小さな変動が結果に大きな影響を与えるこ

ともあるため、分析法の頑健性についても、分析条件を小さい範囲で変化させ

ても測定値が影響されないという信頼性を示すことで評価する必要がある。具

体的には、塩化マグネシウム、プライマー、dNTPのような試薬の濃度を小さい

範囲で変動させて最適な条件を求めるなど、試験する方法を確立していく過程

で示すことができる。市販キットを用いる場合には、これ らのデータについて

は、試薬製造メーカーのデータをもつて代えることができる。

具体的に頑健性を示すためには、陰性試料 (目的とするウイルスが陰性のプ

ール血漿、あるいは試験を行うのと同様の組成の試料)及 び陽性試料 (目的ウ

イルスが陰性の血漿プールあるいは試験を行うのと同様の組成の試料に検出感

度 (95%の確率で検出されるウイルス量)の 3倍量のウイルスをスパイク (添加)

したもの)を 、それぞれ少なくとも20検 体を用いて試験を実施し、すべての陰

性試料が陰性 となり、すべての陽性試料が陽性となることによつて示すことが

できる。ウイルス遺伝子の抽出前に超遠心を使用する方法などでは頑健性に関

して特に注意を払 う必要がある。この場合、可能であれば目的とするウイルス

に対する特異的抗体を持たないが目的 とするウイルス遺伝子について陽性を認

める複数の血漿を使用 して試験することにより示すことができる。

2…1)施 設 ・設備の整備等に関する事項

NATは 、数コピーから数十コピーのウイルス遺伝子を検出できるため、増幅

産物による汚染等に細心の注意を払 う必要がある。このため、NATに 用いる施



設については、原則として下記の条件を満たしていることが望まれる。(*1)

① 核 酸抽出を行 う場所

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行 うこと。

② 試 薬の保管場所及び試薬の調製場所

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行 うこと。

③ 核 酸増幅を行 う場所

可能な限り独立した施設ないしは設備を用いて行 うこと。

④ 増 幅産物の検出を行 う場所

増幅前の試料を取 り扱 う部屋 と増幅産物を取り扱 う部屋とを区別すること。

また、NATで は、感染性のある標準品や陽性試料を取り扱 うことから、試

験 。検査は、製造区域とは明確に区別された場所で行 うことが必要である。

2-2)機 器,器 具の保全、管理に関する事項

ピペット、サーマルサイクラーの校正等、機器操作による検査結果の変動に

関して評価を行 うこと。この評価に加え、分析法全体の有効性と信頼性につい

て評価を行 うこと (システム適合性試験)。また、重要な装置 (例えば自動抽出

機やサーマルサイクラーなど)を 何台か使用する場合、検査精度の確保及び試

験方法の標準化に準じ各装置のバ リデーションを行つておくことど

2■3)(被 験)検 体の移送 ・保管:試 薬の保管 ・管理に関する事項

① 検 体の移送 ・保管に関する事項

検体の移迷あるいは保管中の温度等が NATの 結果に与える影響についてあ

らかじめ評価をしておくこと。また得られた結果に基づいて、移送や保存中の

温度等について条件設定をしておくこと。

また凍結保存を行 う場合には、凍結融解が NATの 結果に及ぼす影響について

評価 しておくこと。

② 試 薬の保管 ・管理に関する事項

核酸の抽出や NATに 用いる試薬について、後述する品質確保の他、保存期間

中の安定性について評価を行いその実測値に基づいて保存条件を決めておくこ

と。

市販キットを使用する場合は、試薬製造メーカーのデータをも2て代えるこ

とができる。(*2)

2-4)核 酸の抽出 ・増幅及び増幅産物の検出に関する事項

① 抽 出に関する事項

スパイク実験等により、用いる抽出法にういて評価を行 うこと。

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもつて代え

ることができる。

② プ ライマー及びプローブに関する事項

プライマー及びプローブ (以下 「プライマT等 」という。)は 核酸検出系の

中心的役害Jを果たしてお り、その品質がNATの重要な要素となつている。こ

のため、選択したプライマー等の科学的合理性を説明できることが必要であ

り、プライマー等の大きさ、CC含 量、Tm値 、想定されるヘアピン構造や 2

次構造についての情報を明らかにしておくとともに、次のような情報も明ら

かしておくこと。

ロ ロ 的とするウイルス遺伝子 (亜)型 (ジェノタイプ)等 (*5)への対処とし

て、採用しようとしているNATが目的とするウイルスについてできる限り多

くのサブタイプ/バ リアン トを検出できるようにデザインされていること

を示す情報。

・検出しようとするウイルス遺伝子の最も共通する配列の選択等、どのように

複数のサブタイプ/バ リアン トを検出できるようにしているのかを説明す

る情報。

・使用濃度等の条件設定に関する情報

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもつて代える

ことができる。

③ _プライマー等の純度、ロット間差等の品質の確保に関する事項

プライマー等の純度について適切な測定法を用いて解析し、解析結果を示

すとともに、必要に応 じてその規格値を定めておくこと。さらに、プライマ

ー等の最適量について、段階的希釈法での検出能を指標 とするなどして解析

するとともに、ロット間の一定性についての情報や、複数のロットの合成プ

ライマー等の特性解析結果やイール ド等についての詳細な情報を明らかにし



ておくこと (*3)。なお、プライマー等の化学修飾を行う場合には、その詳細

に係るデータを含む説明資料を作成しておくこと。

市販の試薬を用いる場合には、試薬メーカーによる解析結果をもつて代え

ることができる。

④ 使 用する酵素の品質の確保に関する事項

NATに 用いるすべての酵素について、その由来と機能を明らかにしておく

こと。酵素の純度、力価,比 活性について受入れ規格を定めておくこと。調

製した酵素について、エクソヌクレアーゼ活性、DNA及 び RNA依存性のポリ

メラーゼ活性等を明らかにしておくこと。市販の試薬を用いる場合には、試

1薬メーカーによる解析結果をもつて代えることができる。

⑤ 受 入れ基準の設定

試薬や反応液の受入れ規格を、適切な評価に基づいて作成 しておくこと。

2-5)試験の最適化と特具性の確認、非特興的反応の除去に関する事項

① 特 異性の確認 (目的とする遺伝子の検出)

NATに おける特異性とは、試料中に共存すると考えられる物質の存在下で、

目的とする核酸を確実に検出する能力をいう。NATの 特異性は、プライマー等

の選択、プローブの選択 (最終産物の検出に関する)、試験条件の厳密さ (増幅

及び検出工程の両方)に 依存している。プライマー等をデザインする際には、

用いるプライマニ等が目的とするウイルス遺伝子のみを検出できるとする根拠

を示せること。

さらに、検出しようとする核酸の配列については、遺伝的によく保存されて

いる配列が用いられる。検出しようとする核酸の配列、GC含 量の程度、さら

には長さなどについて科学的合理性を説明できる必要がある。また、複数種の

ジェノタイプを検出できる根拠を、説明できること。定量的なアッセイを行 う

場合には、プライマー等のデザインと定量のための標準品の性質について説明

できること。(*4)

② 交 差反応性 (非特異的反応)の 除去

類似ウイルスヘの交差反応性の可能性についても特に注意すること。この場

合、公開されているデータバンクにより、選んだ全ての配列をデータ検索する

方法が有効である。さらに、解析に用いたソフト、解析条件についても説明で

きること。なお、多くの場合、通常プライマー等を設計する際には、遺伝的に

よく保存されているウイルス遺伝子の領域が用いられる。(*4)

③ 増 幅産物が特異的である確認

増幅した産物は、ネスティド・プライマーによる増幅、制限酵素による解析、

シークエンシングあるいは特異的なプローブによるハイブリダイゼーション等

の方法によつて確実に同定できることを示すこと。

NATに より目的とするウイルスの種々の遺伝子型を検出できる能力はプラ

イマー等、反応条件に依存する。これは適当な参照パネルを使用することによ

つて証明すること。

分析法の特異性をバ リデー トするために目的とするウイルスについて陰性の

血漿又はミニプール血漿を少なくとも 100検体を試験し、陰性であることを確

認 し、記録を保存しておくこと。

・ ウ イルス遺伝子 (亜)型 (ジェノタイプ)等 (*5)に対する検出感度

複数のジェノタイプ等のウイルスパネルを用いて試験を行い、各ジェノタイプ

等に対してどれほどの検出能があるか評価 しておくべきである。ウイルスパネ

ルの選択にあたつてはウィルスの分布と流行に関する地理的な疫学データ等を

参照すること。(*4)

2-6)検 出感度に関する事項

① 検 出感度

検出感度とは、試料中に含まれる目的ウイルス遺伝子の検出可能な最低の量

で、定量できるとは限らない量のことをいう。NATに よるウイルス否定試験は

通常定性試験であって、結果は陰性か陽性のいずれかである。NATで は 95%の

確率で検出される検体一定量あたりのウイルス遺伝子の最低量である陽性カッ

トオフ値を検出感度として設定する。検出感度は、検体中のウイルス遺伝子の

分布や酵素の効率のような因子により影響 され、個々のウイルスNATで それぞ

れの検出感度が存在する。



② 検 出感度の求め方

・希釈系列の作製

標準品の希釈系列を作製すること。希釈液の数を処理しやすい数にするた

めには、予備試験 (例えば指数段階的に希釈を作製するなど)を 行い予備的

な陽性検出感度値 (すなわち陽性シグナルが得られる最大希釈倍率)を 決定

する。希釈範囲は、予備的な検出感度値付近を選択する (希釈液として陰性

血漿を用い、希釈率として 0 5bgまたはそれ以下を使用する。)。あるいはバ

リデー トされた定量的 NATを 用いることも可能である。95%の確率で検出さ

れるウイルス遺伝子の量は適切な統計学的な手法等により算出し、その妥当

性について説明できること。

NATに おいては、各試験の精度や感度を管理するためには標準品あるいは

標準物質 (参照品)が 必須である。通常、NATの 開発過程における、ウイル

ス濃縮、遺伝子の抽出、増幅、ハイブ リダイゼーション、定量、汚染をモニ

ターするための標準品又は参照品、ランコン トロールを用いた解析を行 う必

要がある。

ランコン トロールにおいては、95%の確率で検出される検出感度の 3倍 量

のウイルスを含む陽性コントロ,ル (st五kethrOugh:標準検体)を 用いること

が推奨される。試験では、この陽性コン トロール (strlke■Юugh:標準検体)

は必ず陽性 にな らなけれ ばならない。 この よ うに陽性 コン トロール

(stHkethrOugh:標準検体)を 用いることにより、各試験の成立をモニターす

ることが可能となる。

・3回 以上の独立した試験の実施

少なくとも3つ の独立した希釈系列を用い、充分な回数の試験を繰 り返し、

各希釈段階での総試験回数が 24になるように試験を実施する。例えば、3つ

の希釈系列を別々の日に 8回行う、4つ の希釈系列を別々の日に 6回行う、6

つの希釈系列を別々の日に4回行うなどである。これらの結果は試験法の日

差変動を示す役 日も果たしている。

交叉汚染が防止できていることを示すために、陰性プール血漿と高い濃度

で目的とするウイルスをスパイクした陰性プール血漿 (濃度 としては95%の

確率で検出されるウイルス量の 100倍量以上)を 、少なくとも20検体をラン

ダムに配置するなどして、試験することにより確認しておく

。使用する標準品

① 国際標準品、

② 国際標準品とのデータの互換性が保証された国内標準品

③ 国際標準品又は国内標準品とのデ=夕 の互換性が保証された自社標準

物質等 (参照品)

等のいずれかを使用すること。

2-7)判 定基準の設定に関する事項

① 陽 性及び陰性の判定基準の文書化

陽性及び陰性の判定基準を文書化 しておく必要がある。      ‐

② 再 試験を行 う時の基準及び判定基準の文書化

再試験を行 うときの基準、再試験での判定基準についても文書化しておく

必要がある

2-3)従 事者の技術の標準化と向上に関する事項

NATは 、数コピーから数十コピ
ー (*7)の ウイルス遺伝子の検出が可能とさ

れる高感度検査であるため、操作中の汚染や ピペ ット操作や試験チューブの開

閉等を含め従事者の技能がその試験の成否を大きく左右する。市販のキットを

試験法の一部または全てに使用する場合で、キットの製造元で実施されたバリ

デーション資料がある場合はユーザーによるバ リデーションデータに加えるこ

とができる。 しかし、その目的に応じたキットの性能を示す必、要がある。

例えば、二人以上の者が試験を実施する場合、試験者ごとに、目的とするウ

イルスを、95%の確率で検出される3倍 量の標準品あるいは標準物質等をスパ

イクした陰性プール血漿あるいは試験を行 うのと同様の組成の陰性試料につい

て試験を実施すること。この試験 (8本の試験検体)を 別々の日に 3回 繰 り返

すこと (すなわちのべ 3日 の試験により計 24試 験が実施されることになる)。

その結果が全て陽性になることを確認し、結果を保存しておくこと。

① 作 業手順の標準化と作業手順書の作成

NATの ような試験は、分析法のバリデーションや試験結果そのものが種々の



要因の影響をうけ易いので、試験操作法を標準化 し、正確な作業手順書を作成

すること。作業手順書は以下の項目を含むものとする。

・ サ ンプリングの方法 (容器の種類等)

・ ミ ニプールの調製方法

・ 試 験までの保存条件

・ 交 叉汚染やウイルス遺伝子 ・試薬 ・標準検体の劣化を防止するための試

験条件の正確な記述

・ 使 用する装置の正確な記述

・ 統 計解析を含む結果の詳細な計算式

② 検 査従事者を対象とした教育 ・訓練、技能検査の実施

NATの 恒常性を担保するには検査従事者の教育と技能向上が非常に重要で

ある。NAT従 事者に対して教育 ・訓練を行 うとともに必要に応 じて定期的にそ

の技能検査を行うことが推奨される。

③ 作 業記録の作成、保管 。管理

作業記録を作成し、必要に応 じ照会できるよう必要な期間にわたって適切に

保管 ・管理を行うこと。                        ~

2-9)汚 染防上に関する事項

① 試 験操作中の器具などを介 した汚染の防止策

試験操作中において器具などを介した汚染の防止策を講じておく必要がある。

② 着 衣、履物等を介した汚染拡大の防止策

着衣、履物等を介 した汚染の防lL策を講じておく必要がある。

③ 増 幅産物の飛散等による汚染の防止策

増幅産物の飛散による汚染の防止策を講じておく必要がある。

3.試 験、検出結果の意義づけ

3-1)「陽性Jと 判定 した結果の意義

NATで 「陽性」と判定した際に、取るべき手順を文書化 しておくこと。

3-2p「陰性Jと 判定した結果の意義

NATで 「陰性」と判定した結果について、検出限界を考慮 したその意義を考

察しておくこと。また、他の事由から結果が偽陰性の可能性がでてきた場合、

取るべき手'原を文書化 しておくこと。

3…3)必要とされる検出限界値 (*8)について

必要とされる検出限界値については、対象となるウイルス毎に別途に示す。

4.新 技術の導入に関する事項

NAT及 び NAT関連技術の進歩は急速であるため、可能な限り最新の科学的水

準に基づいた技術導入を図ること。なお、その際には、導入される新技術につ

いて適切な評価を行つておくこと。



(付 録 )

【用語集】

○ 標 準品

国際的ないしは国内の公機関によつて策定された国際標準品あるいは国内標

準品

○ 標 準物質 (参照品)

標準品に対 して校正された標準となる物質

注意事項*1

「原則として下記の条件を満たしていることが望まれる」とは、自動化された

閉鎖系での抽出装置を用いるなど、交差汚染を防ぐ装置が用いられていたり、
交差汚染を防ぐ適切な手段が採用されている場合などでは、そのような手段を

用いることにようて 「下記の条件」を満たすことが可能な場合もあることを意
味している。この場合、そうした対策の妥当性を説明するとともに、必要に応
じて交差汚染防止が充分に成されていることを示すデータの提示が求められる
であろう。言い換えれば下記の4条件を満たすようなどのような独自の対策と

その妥当性を示すことによつて、用いる施設や装置についてはケースバイケ=
スで判断できるということである。

注意事項*2

2-3)及 び 2-4)等 で試薬製造メーカーのデータを提出することによって必要
とされるデータに代えようとする場合にどの程度のデータが必要とされるかは

採用しようとしている試験法等に依存するためにケースバイケースで判断する
必要がある。 しかし、少なくともガイ ドラインの趣旨に添つたデータが提出さ

れる必要があり、もし充分なデータが試薬製造メーカーによつて提供されない

場合には各申請者が必要なデータを作成しなくてはならないケースも想定され
る。また企業の知的財産等の関係で試薬製造メーカーから全てのデータが申請
者に提出されない場合、診断薬等と、してすでに承認を受けている場合には、そ
の承認書に関するデータを試薬製造メーカーより直接規制当局へ提出するか、
あるいは ドラッグマスターファイルに準じた取り扱いが必要となると考えられ
る。但し、診断薬としての承認に必要とされるデータと血漿分画製剤のNATに

おいて必要とされるデータは必ずしも同一ではない可能性があり、追カロのデー

タが必要となることも考慮すべきである。

注意事項*3

ここで述べられている詳細な情報とは、プライマー等の特性解析結果として
の純度、最適量、ロット間の一定性等を含めた情報であり、さらにロット間の

イール ド等のデータも含めて情報を明らかにしておくことにより、イール ド等
がその基準に達しないときには製造されたプライマーの品質が何らかの問題が

ないか検討する必要性を指摘したものである。

注意事項*4

2-5)試験の最適化 と特異性の確認や 26)検 出感度は NATに よるウイルス検
出の根幹であり、市販試薬等でその製造メーカーからの情報ではその妥当性が
立証されない場合が想定され、必要に応じて複数のウイルスジェノタイプ等の

検出能や国内あるいは国際標準品を用いた検出感度の評価が必要になることも
あると思われる。この点に関して、試薬製造メーカーからガイ ドラインで求め

られている程度に必要充分なデータが提供される場合には、それで代えること

も可能である。



注意事項*5          ヽ

遺伝子型の分類として、HBVと HCVではジェノタイプが、HIVについては主とし

てサブタイプという表現が使用されている。
ここでの記載の目的は、lNATによるウイルスゲノム検出に当たって、ウイルス

ゲノムの塩基配列の差異によらずできる限り多くのジェノタイプやサブタイプ

を検出できることを示すことを求めているものである。従つてここでは、それ
らを全て包含することを目的として 「等」としている。

注意事項*6

陰性血漿とウイルスをスパイクした血漿を合わせて 20本 以上を適切な比率
でならべて試験を行 う。具体的な比率については自動化された機器をもちいる
のか、用手法によるのか等によつて異なると考えられる。

注意事項*7

ここで述べる数コピーから数十コピーのウイルスゲノムの検出は、一般的な
NATに 関する情報を示すものであり、検出感度の設定に当たつてコピー数での

表示を求めるものではない。

注意事項*8

NATに よる検出感度について、安全技術調査会で議論を行い HCVについては
プール前の原血漿で50001U/mLとするとの結論を出している。HBV、HIVについ

ても別途定める必要がある。これらの検出感度については、プールサイズの変
更、NATの 技術進歩、周辺技術の改良等により適宜見直しをすることが必要と

考えられる。従つて、最新の科学技術の進歩に応 じて柔軟に設定すべきものと

考えられるので、指針本体ではなく別途定め通知するものとする。
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安全な血液製剤を確保するための技術の標準化及び血液製剤の精度管理法の開発に関する研究

平成15年度 総 括研究報告書

主任研究者 吉 澤 浩 司 広 島大学大学院 疫学 ・疾病411御学

研究要旨

3年計画の 3年 目にあたる平成 15年度は、 1.HCV、 HIVの 標準パネル

血漿の作製、 2.NAT標 準化のための多施設間でのコントロールサーベイの

試行、3.血 液バッグヽこ残存する化学物質の同定法の確立と溶出量の測定、4.

本研究班の目的に関連する個別研究 の 4項 目を柱とする研究を実施した。

1.HCV、 HⅣの標準パネル血漿の作製

1)HCVの 標準バネル血漿

HCV感 染の早期 (HCV抗 体が出現する前のウインドウ期)、 キャリ

ア期、感染既往期および陰性対照血漿から成る計100本の標準パネル血

漿を完成した。なお、HCVの 遺伝子型 (ジエノタイカ については、現

在の日本の献血者から見出されるすべてを取りそろえた。

② HⅣ 標準パネル血漿

HIV感 染の早期 (HⅣ 抗体が出現する前のウインドウ期)、 キャリア

期、および陰性対照血漿から成る計100本の標準候補血漿を取りそろえ

た。HIVの 標準血漿については、ウインドウ期の血漿は1本入手できた

にすぎず、HⅣ 陽性血漿のほとんどはキャリア期の血漿から成ること、

国内で使用可能な全ての■ll定系による最終hll定については、現在も作業

を継続中であること、HⅣ のサブタイプは国内の献血者由来のものに限

られたこと、など必ずしも万全ではない。

2.NAT標 準化のための多施設間でのコントロールサーベイの試行

核酸増幅検査 (NAThに よる、HCV RNA検 査を日常検査として実施

している計 12/4施設の参加を得てHCV標 準パネル血漿の中から陽性血漿

3検体、陰性対照血漿1検体の計4検体を選択し、コントロールサーベイ

を実施した:

その結果、12施 設中、内部標準 (インターナルコントロール :IC)

は104施設で実施されていた。配布した標準血漿、HCVの ジエノタイプ

la 2a,2b、 および陰性対照検体の正答率は、それぞれ、97.6%、93.5

%、 97.6%、 100%で あった。第1回目のサーベイで問題点が見出された

15施設中 11施設について問題点の洗い出しと改善のためのアドバイス

(介入)を 行なった後に、同一の検体を配布して再度サー
バイを実施し



.た
ところ、全ての施設から正答が得られ、かつ第1回日のサーベイの全

施設平均を上回るシグナル強度 (正しい測定値)が 得られるなど、大幅

な改善がみられた。

血液バッグに残存する化学物質の同定法の確立と溶出量の測定

血液製剤研 商 血時に利用されているポリ塩化ビニル製の血液バッ

ク等に残留、溶出する化学物質の測定法を構築し、溶出挙動の解明を行つ

た。また、成分採血キット6種類を対象として、溶出する化学物質の種

類の同定、溶出量の測定を行つた。その結果、フタル酸ジエノチルヘキ

シル、ノニフェノール、BH■  2-エ チルヘキサノール等が同定確認さ

れた。

本研究班の目的に関連する個別研究

1)献 血を契機発見されたHⅣ 陽性の血液の特性をウイルス ・血清学的

手法により解析した。

2)NATの 検出感度向上をめざした、ウィルス濃縮法の基礎的検討を行

なった。
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グ等に残留、溶出する化学物質の測

定法を構築する。

4.本 研究班の目的に関連する個別研究

献血を契機に発見されたHⅣ 陽性

の血液の特性をウイルス ・血清学的

手法により、解析する。

NATの 検出感度向上をめざした、

ウイルス濃縮法の基礎的検討を実施

する。

B.研 究方法

3年 計画の3年 目にあたる平成 15年

度は、分担研究者、班長協力者と協力

して、研究目的に掲げた研究を実施 し

た。また、これらと関連する分担研究

者らによる個別l研究を総括した。

1.「lCV、HiVの標準パネル血漿の作製

1)HCVの 標準パネル血漿

献血された新鮮凍結血漿 (Fresh

Freen Plぉ ma:■■y)の 中か ら、

(1)ウ インドウ期の血漿、 (2)

HCVキ ャリア期 の血漿、 (3)

HCVの 感染既往期の血漿、および

(4)陰 性対照血漿、を選択、分注
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所長

部長

部長

A.研 究目的

1,HCV、 HlVの標準パネル血漿の作製

1)HCVの 標準パネル血漿

HCV感 染のウインドウ期、キャリ

ア期、感染既往期および陰性対照血

漿から成る、計 100本の標準パネル

血漿を作成する。

2)HⅣ の標準パネル血漿

HⅣ 感染のウインドウ期、キャリ

ア期、感染既往期および陰性対照血

漿から成る、計 1∞本の標準パネル

血漿を作成する。

2.NAT標 準化のための多施設間でのコ

ントロールサーベイの試行

作製したHCVの 標準パネル血業を

用いて、NATに よるHC17 RNA検 査

を日常検査として実施している施設

の参加を得て、コントロールサーペ

イを試行する。

3.血 液パッグに残存する化学物質の同定

法の確立と溶出量の測定

血液製剤の保存や輸血時に使われ

ているポリ塩化ビニル製の血液パッ
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シエア ・クリニカルサイエンティスト

日赤中央血液センター NAT部

日本赤十字社 血 液事業部

大阪赤十宇血液センター 試 薬製造部

広島赤十字血液センター 技 術部

広島大学大学院 疫 学 ・疾病制御学

広島大学大学院 疫 学 ・疾病制御学

部長

課長

課長

副部長

講師

助手



し、国内において使用可能な全ての

血清学的測定系によるHCV関 連抗原 ・

抗体 の検 出 。測定、および HCV

RNAの 定量を、主として班長研究協

力者 (班友)ら が分担して行い、そ

の結果を集積、解析して標準パネル

血漿を作成 した。なお、標準パネル

血漿の作製にあたっては、国内で見

出される全てのHCVの 遺伝子型 〈ジ

エノタイプ)を 網羅すること、HCV

RNA量 が極小～極大にまで分布する

こと、に留意した。

2)HⅣ の標準パネル血漿

献血された FFPの 中から、 (1)

ウインドウ期の血漿、 (2)HⅣ キャ

リア期の血漿、および (3〉 陰性対

照血漿を選択、分注し、HCVと 同様

の手順により標準パネル血漿を作製

する途上にある。

2.NAT標 準化のための多施設間でのコン

トロールサーベイの試行

国内の 124施 設の参加 を得 て、

HCV RNA検 査 に関するコントロー

ルサニベイを実施した。

第 1回 のサーベイで 「正答」が得

られなかった施設については問題点

を洗い出し、実習を含めたアドバイ

スを行ない、同一のサンプルを用い

て第2次 のコントロールサ‐ベイを

実施し、その結果を検証した。

3.血 液バッグに残存する化学物質の同定

法の確立と溶出量の測定

1)血 液製剤の界存や輸血時に利用されて

いるポリ塩化 ビニル製の血液バ ッグ

ヘの使用頻度が高く、残留量も多い

フタル酸ジ (2-エ チルヘキシル)

(DEHDの 新規分析法を構築 し、

DEHPの 溶出挙動の解明を試みた。

2)製 分献血時に使用されている6種 類の

採血キットから溶出する化学物質の

量を調査した。

4.本 研究班の目的に関連する個別研究

1)献 血時の検査でHIV陽 性 と判定され

た血液のHⅣ 抗体価、HⅣ  RNA量

の測定、およびHIVの サブタイビン

グを行なつた。

2)血 液の安全性向上に資することを目的

として、ウイルス濃縮によるNATの

高感度化のための基礎的検討を行なっ

た 。   ｀

C.結 果と考察

1.HCV、 HⅣ の標準パネル血漿の作製

1)HCVの 標準パネル血漿

完成したHCVの 標準パネル血漿の

構成は下記の通りである。

(1)HCV感 染のphase:ウインドウ期、

キャリア期、感染既往期、陰性対

照血漿を網羅する計 100本 より成

る。

(2)HCVの ジエノタイプ :la、 lb、

2a、2bの 4種類を網羅した。

(3)HCV RNA量 :最 少 102コ ピー

/ml未 満から107コピー/mlま での

範囲をカバーした。

(4)核 酸増幅検査 (NAT)に よる

HCV RNAの 定性、定量値、およ

び血清学的測定系によるHCV関 連

の抗原、抗体の定性、および定量

値を記載した。

(5)NIBSCか ら分与を受けたWHO

の 標 準 品 (HcV RNAl.0×

10可U/mDを 陰性血漿により10N

倍づつ段階移釈し、パネル血漿の

最終測定時にNATに より同時ull定

し、両者の測定値を対比、換算す

ることが可能となるようにした。

2)HⅣ の標準パネル血漿

作製途上にある標準バネル血漿の

構成は下記の通りである。

(1)HⅣ 感染のphase:HIV感 染のウ

インドウ期 (1検 体のみ)、 キヤ

リア期、および陰性対照血漿、計

1∞本より成る。

(2)HIVの サプタイプ :A、 B、 Eの

3種 類。

(3)HⅣ  RNA量 :最 少 102コ ピー

/ml未 満から106コピ_/mlま での

範囲をカバー。

最終all定値を得る際には、国際

標準品 との同時測定を行ない、標

準パネル血漿の HIV RNAの 測定

値 (コピニ/ml)と 国際標準品の

測定値 (IU/ml〉 との対比、換算

が可能 となるようにする予定であ

る。

2.NAT標 準化のための多施設間での コ

ントローリレサーベイの試行
｀
核酸増幅検査 (NATDに よるHCV

RNA検 査 を日常検査に取り入れてい

る計124施設の参加 を得て、コン ト

ロールサーベイを実施した。

コントロールサーベイには、作製

したHCVの 標準パネル血漿の中から、

ジエノタイプla、lb、2bの 3種 、お

よび陰性対照血漿 を選び、参加施設

に配布、測定結果を収集解析した後、

問題点が見出された施設については、

操作上の問題点の洗い出しと、改善

のための介入による効果を評価した。

なお、配布したHQ/RNA陽 性の 3

検体は、いずれも 102コピー/r」～

10。コピー/mlと なるように調整した。

コントロールサーベイに参加 した

12施 設のうち104施 設では内部標準

(インターナルコントロール :IC)

を用いていた。

配布 したコントロールサ‐ベイ用

の血漿、HCVの ジエノタイプ la、

2a、 2b、での正答率はそれぞれ 97.6

%、 93.5%、97.6%で あり計 14件、

3.8%に 見落 しが認められた。陰性対

照血漿についての正答率は100%で あ

り、偽陽性の答はゼロであつた。

第 1回目のサーベイで偽陰性の結

果、 もしくは定性的検査結果では正

答であったものの極度に低い測定値

の報告があった 15施 設中 11施 設の

ルチン検査に立ち合い,操 作上の問

題点等を抽出、整理して作成したチェッ

クシー トに従って問題点の改善のた

めのアドバイスを行った後に、第 1

回目と同一のコントロールサーベイ

用血漿4検体 を用いてフォローアッ

プサーベイを実施 した。その結果、

全ての施設から正答を得、また第 1

回目のサーベイの全施設平均を上回

るシグナル強度が得 られ,検 査実施

者の作業手技が改善された ことを確

認した。

3.血 液バッグに残存する化学物質の同定

法の確立と溶出量の測定

1)ポ リ塩化ビニル製の血液バッグに残留

するDEHPの 分析法の確立 と溶出量

の測定

血液製剤の保存や輸血時に使用さ

れているポリ塩化ビニル製の血液バッ

グに残留する化学物質のうち、最も

使用頻度が高く、残留量も多いフタ

ル 酸 ジ ( 2 -エチ ル ヘキ シ ル )

(DEHP)の 新規分析法を構築し、

溶出挙動の解明を行った。新規に構

築 した分析法では、DEHP、 及びそ

の代謝物であるMEHPの 同時分析が

可能であることか ら、現在使用され

ている血液製剤78検体からの可塑剤

の測定を行ない、残留量と暴露量の

調査 を行った、その結果、以下の事



項が明らかとなった。すなわち、 (1)

血液製剤内でのDEHPか らMEHPヘ

の代謝率は20%以 下であり、血液製

剤を投与した場合、そのほとんどが

DEHPと して体内に取り込まれる。

(2)DEHPの 溶出量は、ヒト全血で

最も多く、次いで赤血球MAP、 及び

血小板の順であった。 (3)DEIIPの

溶出量は血液製剤の保存期間によっ

て経時的に増加する傾向が見られた。

(4)最 も高濃度に検出された検体

(DEHP:83.2μ g/ml)を もとに、

400m採 血由来のヒ ト全血約456耐

(抗凝固剤添加量を考慮)全 量を投

与したと仮定すると、1回の投与で厚

生労働省 「医薬品 ・医療器具安全情

報No182(2002)」 で取 り上げてい

る TDI : 40～ 140 μ g/kg

weight/dayに 達す ることが明 らか

となつた。このことは、今後血液製

剤を利用するにあたり、リスクとベ

ネフィトを十分に考慮する必要があ

ることを示していると言える。

成分採血用キットから溶出する化学物

質の種類と溶出量の測定

成分献血時に使用される成分採血

キット6種類を用いて、溶出する化

学物質の種類、溶出量を測定した。

その結果、 (1)溶 出する主な化学物

質は、DEHP、 2-EH、 シクロヘキサ

ノン、酢酸エチル、qHF、 MEKで あ

り、これらの溶出濃度は、両腕法キッ

トの方が片腕法キットより高い傾向

を示すこと、 (2)ヒ ト血液を用いた

溶出実験から、成分献血時の ドナー

ヘの暴露量はDEHPが 81～ 2,190μ

g、 2-EHが 15～620 μ g、 シクロ

ヘキサノンが 198～9,780 μ gに のぼ

ること、 (3)こ れらの暴露量は、輸

血を受ける患者の 1/3以下であり、

DEHPに 関しては FDAの 示した■

値 (体重60kg)の 1/16以下である

こと、が明らかとなった。

分担研究者による本研究班の目的に関

連する研究

HⅣ 陽性献血血液中のウイルス量お

よびHⅣ のサプタイプについて解析

した結果、以下のことが明らかとなっ

た。

(1)HⅣ 抗体陽性の50検体は全例

HⅣ- 1抗 体が陽性 で あ り、

HⅣ -2抗体は陰性である。

(2)HⅣ 陽性の52検体のウイルス

量は104コピー/1m以 上の比較

的ウイルス量の多い検体が33例

(66%)と 多く占め、105コピ_

/ml以上のウイルス量を示すも

のも5例 (10%)認 められた。

(3)HⅣ のサプタイプについてはサ

プタイプBが 94%と 大部分を占

める一方、日本でも異性間性行

為による感染例に多くみられる

サプタイプA/Eが 2%に、また、

アフリカなどで流行しているサ

ブタイプAと Cが 各 1例 に見出

された。

なお、医療機関からの検査依頼検

体の中から少数ではあるもののサブ

タイプD、F、G、A/Cも 見出されて

おり、今後、血液製剤の安全性確保

をして行く上で、HⅣ -2と ともに、

これからの多様なサプタイプが存在

することにも留意しておくことが重

要であると考えられた。

核酸増幅検査 (NAT)の 検出感度向

上のための基礎的検討

ポリエテレンイミン OED磁 気ビー

ズ、及びスルホン酸磁気ピーズを用

いてウイルス濃縮に関する基礎的検

討を行つた。その結果、PEI磁気ピー

ズは主としてエンペロープ型ウイル

スに対 して優れた濃縮効果 を発揮す

ること、また、スルホン酸磁気ビー

ズはPEI磁 気ピーズでは濃縮できな

かった非エンベロープ型ウイルスに

も濃縮効果 を発揮することが明らか

となった。

これらの方法は、遠心操作が不要

で、短時間のうちにウイルスを濃縮

することができること、簡便性、迅

速性にも優れていることから、100μ

l～2∞ μlを出発検体とする従来の

NATに 比して、10倍量以上の出発検

体に、ウイルス濃縮の過程を加えて

NATを 実施することにより実質的な

検出感度の向上を図ることができる

可能性を示すものであると言えるも

結論

安全な血液製剤を確保するための技

術の標淮化、および血液製剤の精度管

理に関する研究、およびこれと関連す

る個別研究 を行ない、以下の結果を得

た。

1.HCVの 標準管理血清を完成させた

2:HⅣ の標準管理血清については完

成の目処が立った。

3.血 液製剤 の保存、輸血時、献血者

からの採血時に使用されるポリ塩

化ビニル製のパッグ等から溶出す

る化学物質の同定法の確立、種類

の同定および溶出量の測定を行な

い、それぞれの意義について考察

した。

4.HIV陽 性の献血血液をウイルス ・

血清学的手法によ り解析 し、その

特性について考察を加えた。

5,NATの 検出感度向上のための基礎

としてのウイルス濃縮法の基礎を

確立した。

E.知 的財産権の出願 登ヽ録

なし

F.研 究発表、文献

(今井光信)

1)Fuat Kurbanov,Mtt Komdo,Yasuhiro

Tanaka, Ⅳ hiam Zalalieva, Masashi

M i n k n i , 塾 」塁二進ョ』ニュ⊆」ヒ」』= ニェェL 旦重1              _

Humn hmunoden∝ ncy virus in

Uzbeltistan:Epidembl∝ical and Genetた

Analyses

AIDS Res and HШ m Retrovruses:19:731

-738(2003)

2)市 川正孝、三田村敬子、山崎釉象 川上千諷

清水英明、渡邊寿美、今井光信、他 :

イムノクロマトグラフィー法と酵素免疫法を

組み合わせた原理による新 しいインフルエン

ザ迅速診断キット (エスプライン)の 検討

医学と薬学、49,467478(2003)

(山口照英)

3) Kanayasu― ToXyoda T,  Yamttdtt T.

Oshzawa■ Uぬ da E,Hayakawa T:

獅 e role of c―咆 c cln grandome colon

stimulaung factOr司ependent neutrophilic

prdiferatiOn and differentlation of HL-60

ce」s.

Biochem.Pharrrlacol_66:133-140,2003

4)IwataA.I Satoh,K.,Murata,M.,Hikata,M.,

H a y a b w a ェ , Y a m a g ま減 工 ;

Virus ccncentration usng sulfonated

magnetlc beads to improve senSitNity in

nucleic add ampliflcation tests.

Biol Pharm.Bul.26,1065-106912003)

9)Kanayぉ u―Twoda T, Yarrlacuch T.

osuwa■ H″ ル 、va■

CD31 (PECAM-1)bright ceb de‐ ed

frOm AC133っ osit市e Ceb in h― n

periphcral blood as endotl■elal―precursor

ce」s.

J CeI Physiol 195:119■129,2003

10)Niini,S.,Osltta″ a,T.,Yamanch.T,

H節ぉhha・ M., Seki, ■ , Ariga, T,,

4 .

D.
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Kawanishi, T., Flayakawa, T.:

Speciflc olpression of annercin III in rat-

small-hepatocytes.

Biochem. Biophy. Res. Cornrnm., 300,

770-774 (zOOs)

I 1) I',vaa,q-, Satoh,K., Yamaguchi.T., Tomoda,

Antiviral activity of 2-anbo-4, 4a-dihydro
-,la-7-dimethyl-3H-pheno><azine-3-one on
poMovirus.

Tohoku J. Bcp. Med. 200, 161-165, 2003

12)Oshizawa,T., Yamasuchil.T.. Suzuld,K.,

Yamamoto,Y., Fiayakawa;T. ;

Possible Involvement of Optimally

Phosphorylated L-plastin in Activation of

Superorcide Generating NADPH Oxidase.

J. Biochem,, in press

13) Sakurai F., Mizueluchi H., Yamaeuchi T.,

FlayakawaT.t

Characterizatiqr of in vitro and in vivo gene

, transfer properties of adencnrirus serotype

35 vector.

Mol. Ther., in press.

14)Koizumi,N., Miruguchi,H., Sakurai,F.,

Yama.euchi.T., WatanabeJ., Flayakawa,T. ;

Reduction of natural adenovirus tropism to

mice liver by fiber-haft e.\chanee in

combination with both CAR- and v

inteerin-bindine ablation.

J Virol. in press

15) Satoh,K., lwata,,{., Murata,M., Hikata,M.,

Flayakawa,T., Yamaeuchi.T.;

Vlrus Cnncentration Usrn€l
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J Virol, Methods, 114, 11-19, 2003

16)lshii-watabe1"A,., UchidaE., IwataA,

Na€iata,R, Satoh,K., Fan,K., Murata,M.,

Mizueuchi,H., Kawasaki,N., Kawanishi,T.,

l&masehiiL Harakawa,T. ;

Detection of Replication-Crrnpetent Adeno
- viruses Spiked into Recombinant Adeno-

virus Vector Products bry Infecttvlty- PCR

Comblned with Glass Beads-Based DNA

b<traction.

Mol. Therapy, 8, 1009-1016 0003)

17) Tomofumi Fuiino, Yoji Sato, Mizuho Urrc,

Toshie Karxayasu:Toyoda, Teruhide

Yamaguchi, Koichi Shudo, Kaz,uhide Inane,

and Tomoko Nishimaki-Moeami;

In vitro farnesoid X receptor ligand sensor

assay using surface plasmon resonance and

based on leand-induced coactivator

association.

J Steroid. Biochem. Molec. Biol. In press

(tt#fljB)

23) Inowe, K., Ito, T., Friimaki, H., Takahahsi,

Y., Takemori. T.. Pan, X., Tobyama, C. and

Nohara, K.;

Suppressive effects of 2,3,7,8-

TetracNorodibenzo-p-dio)dn (TCDD) on

the hieh-affinty anttbody response in

C57BL/6mice.

Toxicological Scr. 74: 375-324, 2OO3

24) YcEtri?Awa, I., Mizuocld, 7., Ogata, A.,

Murakami, M., Ya.sita, H., Takahashi, Y.,

Miarochi, T., Takernori. T. and Tsunetsu€u
-Yokota, Yi

Studies on the generation and maintenance

of .mucosal Cytotodc T L]'rnphocytes

aeainst hunan immunodeficiency virus

6De-1 Gag in mice.

Aids Res. Hum. Retro. 19: 469-479,2003

25) Fukuda, K., Yoshida, H., Sato, T,,

Rfilmoto, T., Mianttni-Koseki, Y., Sua*i,

Y., Saito, Y., Takemori. T.. Kimura, M.,

Sato, H., Tanielrclrl, M,, Nlshikawa, S.,

Nakayama, T. and Koseld, H.;

Mesenchymal e:qrression of Fodl, awinged

helix transcrlptlonal factor, .regulates

generation ard mahtenance of gut-

assoclated lymphoid oreans.

Dev. Biol. 2551 27 8-289, 2003

26) Kondo, E., Wakao, H., Koseki, H.,

Takemori. T., Kqio, S., Llanda, M.,

Takatrasbi, M., Sakata, S., Shimiar, C., Ito,

T., Nakayama, T. Tantcuchi, M.;

E)cpression of recombination-activating
gene in mature peripheral T cells in Peyer's
patch.

L:t. Immunol., 15: 393-402, 2003

27) Tamura Y., Kawaeuclri, J., Seriara, N.,

Ftiratnra K., Shiraishi, A, Ntei, H.,

Tanleruchi, Y., Toda, M., Inouye, S.,

Takemorl. T. and Sakaeuchi, M.;

Analysis of sequential immunoglobulin

E-bindine epitope of Japanese cedar pollen

allergen (Crv j 2) in human, monkeys and

mice.

Clin. F,:<p. All y erg33: 271-217,2003

(+8m2.)
38) K. Kato, S. Shoda, M.Takahashi, N. Doi,Y.

Yoshimura and H. Nakazawa:

Determination of three phthaiate

metabolites in human urine using on-line

solid-phase extraction-liquid
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specromery.

J. Chromatoer. B, 788,407-411 e003)

39) K. lroue, M. Kawaguchi, F. Okada, Y.

Yoshimuraand H. Nakazawa;
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samples,
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安全な血液製剤を確保するための技術の標準化及び血液製剤の精度管理法の開発に関する研究
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研究要旨

3年計画の3年目にあたる本年度は、 1年 目、 2年 目に引き続き核酸増幅

検査 (NATlの 標準化に資することを目的とした標準パネル血漿作製のため

の作業を行なった。

B型肝炎ウイルス (HBV)検 査の標準化に資するパネル血漿は昨年度に完

成をみたことから、本年度はC型肝炎ウイルス (HCV)、 ヒト免疫不全ウイ

ルス (HⅣ)検 査の標準化に資するパネル血漿作製の作業を行なった。

1.HCVに ついては、1)H倒 感染のウインドウ期、2)キ ャリア期、 3)

感染既往期、および (4)陰性対照血漿から成る計100本の標準パネル血漿

を完成した。また、WHOの 標準品 (HCV RNA l.0×10■U/″ )と 完成

した標準化パネル血漿に表示したHCV RNA量 (コピー/″ )と の換算を

可能にする表を添付した。

2.HIVに ついては、 1)HIV感 染のウインドウ期、 2)キ ャリア期、 3)

陰性対照血漿から成る計 100本の標準パネル候補血漿を収集し、最終測定、
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WHOの 標準品との換算表を作製する途上にあり、完成の目処が立った状態

にある。

A.研 究目的

核酸増幅検査 ひ晨つ の技術標準化

のために用いる標準パネル血漿を作製

することを目的とする。

HBVに ついては、すでに完成したこ

とから、今年度はHCVと HIVを 対象

ウイルスとする。 ま た、HBV、 HCV、

HIVの 3種 類のウイルスに関連する全

てのマーカーが陰性である陰性対照お

よび稀釈用血漿を確保することを目的

とする。

標準パネル血漿が完成 した段階で、

NIBSCよ り分与を受けた WHOの 標準

品と同時測定を行ない、それぞれのウ

イルスの測定値 と世界標準品に表示さ

れている測定値との整合 に狙bration)

を可能にするための同時測定により得

られた測定値を付 した換算表を添付し

た。

B.研 究方法

1.標 準パネル候補血漿の第 1次の選択

日本赤十字社血液事業部との協力の

下に、新鮮凍結血漿 (FFP、 200″又は

400")を 下記の要領で選択したも

1)HCV用 標準パネル候補血漿

HCV感 染のウインドウ期、キャリ

ア期、感染既往期の血漿が適切な数

ずつ含まれるように全体のバランス

を考慮して (100+α )本 選択した。

HCVの ジェノタイプは国内に存在す

る代表的なもの (lb、2a、2bお よび

la)の 計 4種類を網羅するように、

またHcV RNA量 は最少 102コピー

/″ から107コピ_/潔 までの範囲を

カバーするように選択 した。

2)HⅣ 用標準パネル候補血漿

HⅣ 感染のウインドウ期の血漿 1

本およびHⅣ 感染のキャリア期の血

漿99本、計100本を選択した。IIIV

のサブタイプは、これまでに国内の

献血者から見出された全て (サプタ

イプA、B、 E)を 網羅するように選

択した。

3)陰 性対照及び稀釈用陰性血漿

S―ALT値 がスクリーニングレベル

(601U/′)を 越えることからヒト

に使用できなかった新鮮凍結血漿の

うち、400″献血由来のもの、成分献

血由来のもの (血漿量の多いもの)を

優先して選択した。

2.標 準パネル血漿の選別、作製手順

1)第 1次の測定と候補血漿の第 1次の選

男ll

標記の研究協力者が、分担 して測

定した結果を収集、解析し、分担研

究者全員の参加の下に、ウイルス感

染の各期 (ウインドウ期、キャリア

期、感染既往期など)、 ウイルスの

ジェノタイプ (サプタィプ)、 ゥィ

ルス核酸量、血清学的マーカー等が

全体の中でバランスよく分散するこ

とを考慮して候補血漿の第 1次 の選

別を行なった。

2)標 準バネル血漿選択のための第 2次の

測定

第 1次の選別を終えた各候補血漿

をそれぞれバッグから遠心管に移し

て、均質になるようによく撹拌後、

遠心してフイブリンを除去。それぞ

れの血漿を1.2×1∞本ずつに分注、

残余は 「パルク」として-80℃ のフ

リーザー中に保存した。

以上のようにフィプリンを除去、

均質化 した後に分注 した血漿をセッ

トとして (100本+α /1セ ット)各

分担測定者に送付し、最終■ll定を行

なった。最終測定時にWHOの 標準

品を、HBV、 HCV、 HIVに 関連す

る全てのマーカーが陰性の新鮮凍結

血漿を用いて10N倍段階稀釈 して同

時測定した。

3)標 準パネル血漿の抽出とWHOの 標準

品の測定値との整合

最終測定の結果を収集、整理 し、

分担測定者全員の参加の下に、それ

ぞれの測定系による測定値が可能な

限り近似する検体を抽出して最終的

な標準パネル血漿 (陽性血漿)と し

て選卿lし、これに陰性対照血漿を適

宣追加 して計 100本 の 「標準パネル

血漿Jと した。また末尾に、WHOの

標準品の測定値 (IU/″ )と 各分担

測定者による同時測定値 (コピー/

潔)と を一覧として表示 し、相互に

対比して換算できるようにした。

C.結 果と考察

11卜ICV用 標準パネル血漿

完成したHCVの 標準パネル血漿一

覧を表 1に示す。末尾には、WHOの

標準品の同時測定値を添付した。

2.HIV用 標準候補パネル血漿

完成途上にある (第 1次 の測定を

終了した)HIV用 標準候補パネル血

漿一覧を表2に 示す。WHOの 標準品

は、最終測定時に同時測定する予定

である。

なお、完成した標準パネル血漿は、

それぞれの検体 ごとに各 100本 ずつ

分注し (HIVに ついては量的に不足

する検体 も生ずる見込みである)残

余の血漿は消費による不足分が生じ

た場合の補充用 「パルク」として別

途-80℃にて保存した。また、HBV、

HCV、 HⅣ に関連する全てのマーカー

が陰性の新鮮凍結血漿も十分量確保

した。

なお、本研究班が標準パネル血漿

を作製するにあたって用いた新鮮凍

結血漿は、元来、日本赤十字社にお

いてヒトヘの輸注用製剤として、献

血された血液をもとに調製されたも

のであるが、HBV、 HCV、 HⅣ の

いずれかのマーカーが陽性、あるい

はS■CT値 がスクリーニングレベル

を越えていたことからヒトヘの使用

ができなかったものである。

本研究班は、正規の手続を経た上

で、 日 本赤十字社血液事業部から、

これらの血漿の譲渡を受けて、標準

パネル血漿を作製した。

D.知 的財産権の出願 ・登録

なし

E.研 究発表、文献
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表 1

核酸増幅検査 (NAT)標準化のための

標準バネル血漿 (HCV用)- 1/6

核酸増幅検査 (NAT)標準化のための

標準パネル血漿 (HCV用) - 2/6

厚生労働省 医 薬安全総合研究事業

'安全な血液製剤を確保するための技術の標準化および血液製剤の精度管理法の開発に関する研究」朗

2003年 11月
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厚生労働省 医 薬安全総合研究事業

「安全な血液製割を確保するための技術の標準4ヒおよび血液製剤の精度管理法の開発に関する研究J班

2003年 11月



i,淵 鯨る場彙硼

核酸増幅検査 (NAT)標準化のための

標準パネル血漿 (HCV用 ) - 3/6

核酸増幅検査 (NAつ標準化のための

標準パネル血漿 (HCV用)- 4/6

厚生労働省 医 薬安全総合研究事業
「安全な血液製副を確保するための技術の旗準化および血液製剤の精度管理法の開発に関する研究J班

2003年11月
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厚生労働省 医 薬安全総合研究事業

「安全な血液製剤を確保するための技術の標準化および血液製剤の精度管理法の開発に関する研究」llI

2003年‖月



核酸増幅検査 (NAT)標準化のための

標準パネル血漿 (HCV用) - 5/6
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厚生労働省 医 薬安全総合研究事業

「安全な血液農割を確保するための技術の標準化および血液製剤の精度管理法の開発に関する研究J班

2003年 11月

NIBSCか ら分与を受けたWHO標 準品 (1.OX106 1U/mD

の本研究班作業部会による測定値  6/6

-HCV用 標準パネル血漿の最終測定値を得た際の同時測定による 一

稀釈調整

HCV RNA

ロシュ 日赤

(最終成績) (最終成績)

IU/ml CopieslmL

×10 4 . g X l 0 3 l . 3 x 1 0 4

×100 4.4X102 2 . 5  x  1 0 3

Xl,000 9 . 9  x  1 0 1 1 . 1 x 1 0 2

x10,000 <100

×100,000 く100

(有効定量下限 :

5001U/ml)

厚生労働省 医 薬安全総合研究事業

「安全な血液製斉Jを確保するための技術の標準化および血液製剤の精度管理法の開発に関する研究」班



表 2

核酸増幅検査(NAT)標準化のための
標準パネル血漿(HⅣ用)-1/5

-作成中―

厚生労働省 医 薬品等医療技術リスク評価研究事業
「安全な血液製剤を確保するための技術および血液製剤の精度管理法の開発に関する研究」班

核酸増幅検査(NATD標準化のための

標準パネル血漿(HiV用) -2/5
■乍成中―

厚生労働省 医 薬品等医療技術リスク評価研究事業
「安全な血液製剤を確保するための技術および血液製割の精度管理法のFr3発に関する研究」班



核酸増幅検査(NATl標準化のための
標準バネル血漿(HiV用) -3/5

-作成中―

厚生労働省 医 薬品等医療技術リスク評価研究事業
「安全な血液製剤を確保するための技術および血液製剤の精度管理法の開発に関する研究J班

核酸増幅検査(NAT)標準化のための
標準パネル血漿(HiV用) -4/5

-作成中―

厚生労働省 ExI薬品等医療技術リスク評価研究事業
「安全な血液製剤を確保するための技術および血液製割の精度管理法の開発にB3する研究′班
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厚生労働科学研究費補助金 (医薬安全総合研究事業)

安全な血液製剤を確保するための技術の標準化及び

血液製剤の精度管理法の開発に関する研究 (H13-医薬-037)

分担研究報告書

HCV定 性 NAT検 査のサーベイについて

ダイアグノスティックス株式会社)

ダイアグノスティックス株式会社)

ダイアグノスティックス株式会社)

ダイアグノスティックス株式会社)

ダイアグノスティックス株式会社)

ダイアグノスティックス株式会社)

ヒトC型 肝炎ウイルスRNA検 出検査をルチン検査として実施している施設を対

象に、 「2002年肝炎ウイルス核酸増幅検査 (NAThコ ントロールサーベイ (以下、

サーベイ)」 を実施した。

NAT検 査は、血漿検体中のHCV―RNAを 定量 ・検出する目的で広く用いられ

ている。特に定性的HCV―RNA検 出検査は、薬物治療効果判定に重要である。そ

こで今回我々は、コノヽスアンプリコアHCV v2.0(自 動PCR測 定法)お よびアン

プリコアHO′ v2.0(マ イクロプレー ト用手法)を ルチン検査に採用している施

設を対象に、検査の精度を調べる目的で全国的なサーベイを実施した。

検体として、 日本で主に見られるウイルス型3種類 (Genoけpe lb,2a,2b)の

希釈検体 (およそ200-4001U/mDと 陰性検体の4本 をセットとして用意し、

配布した。コバスアンプリコアで検査を実施した施設が92施 設、アンプリコア

で検査を実施したのが 32施 設、合計124施 設の参カロを得た。核酸の抽出方法

は 6通 りであり、内部標準 (インターナルコントロール、IC)は 104施 設 (全

体のMり で実施されていた。正答率は、Cenotype lb,2a,2b,陰性それぞれで、

97.6%,93.5%:97.6%,100%であった。偽陽性は1例もなかつたが、見落としが若

千 (14件、3.8%)あつたことになる。

NAT検 査において、高感度で安定したHCV―RNAの 検出を行うためには、検

査実施者のスキルも精度を決める因子のひとつとなりうる。そこで我々は、フォ

ロ,ア ップとして用手操作部分のチェックシートを作成した。さらに今回のサー

ベイで偽陰性報告があつたり、極慶に吸光度が低い報告があった15施設中11施

設を実際に訪問し、ルチン検査に立ち会つて問題点の抽出と改善のためのアドバ

イスを行つた。その後、最初のサーバイと同じ4検体セットで11施設に対してフォ

ロ,ア ップサーベィを実施したところ、全ての施設から正しい解答が報告された。

HCV、 ICともに最初のサーベイの全施設平均を上回るシグナル強度が観察され、

実施者の作業手技が改善されたことが確認できた。

研究協力者 玉造 滋

林 邦 彦

佐々本政人

田口直子

平井鉄三

松山和弘

(ロシュ

(ロシュ

(ロシュ

(ロシュ

(ロシュ

(ロシュ
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A.研 究目的

コバスアンプリコアHCV v2.0(自 動PCR

測定法、ロシュ ・ダイアグノスティックス株

式会社)お よびアンプリコアHCV v2.0(マ

イクロプレー ト用手法、ロシュ・ダイアグノ

スティックス株式会社)を ルチン検査に採用

している施設を対象に、NAT検 査の精度を

調べる目的で全国的なサーベイを実施した。

これらの検査はキット化され、自動化も進

んでいるが、血漿検体からのHCV― RNAの

抽出など、用手操作が必要な部分もあり、検

査作業従事者のスキルが検査結果に与える影

響も小さくない。今回、 124施 設の参加を

得 て、検査現場で実地 に行われ ている

Hゝ ―RNAの NAT検 査の精度を調べるサー

ベイを実施した。また、測定結果に問題があ

る施設については、共通のチェックシ=卜 で

作業工程や検査室環境を確認し、操作上の間

題点を抽出して改善を促すこととした。改善

の効果については、フォローアップサーベイ

を実施し、それを確認することとした。

3.対 象と方法

Fig:参 加施設の内訳と抽出法一覧

なおした。得られたHCVタ イターを元に

駄10E21U/mLを 目標に最終希釈を行い、

400 μ Lずつ微小試験管に分注 して-80℃で

凍結保存した。希釈に用いた陰性プール血漿

は、陰性検体として、これも400 μ Lずつ微

小試験管に分注して-80℃で凍結保存した。

最終検体は、HCV定 量キント (アンプリコ

アHCVモ ニター)の 定量限界以下の濃度で

あるため、正確なHCVタ イターを確認して

いないが、HCV定 性検出キットでは陽性と

判定されることを確認した。検体の施設への

配布においては温度管理を厳密にし、ロシュ

社担当者がドライアイス上で凍結傑存したも

のを運び、検査担当者に直接手渡した。検体

は一度融解したものは直ちに抽出に供するも

のとして徹底し、再凍結は行わないこととし

た。

C.結 果と考察

サーベイの成績まとめ

Fi2:GenotvDe別 成績一覧

(添付資料No 4)

試料 4,  5 ,  6 ,  7が それぞれHC V

操作上若千のキーポイントがあり、これらを

見逃したことで偽陰性を招いた可能性が考え

られた。そこで我々は、特にアンプリテック

ス法の操作に重点を置き、検査実施環境と手

順についてのチェックシー トを作成してこれ

ら11施設全てを訪問し、実際のルチンに立

ち会って操作上の問題点の発見と改善を試み

た。

1.チ ェックシートの作成

検査環境、抽出工程の手技を中心に、 52

項目に上るチェックリストを作成した。各項

目には、その操作が検査結果に及ぼす影響の

大きさを考慮したリスクファクター (1～4)

を設定し、チエック結果にファクターを掛け

た数値の総和でその度合いに応じた改善提案

を行えるようにした。また、全てのチェック

項目に 「チェックをする理由Jを 明記して、

検査実施者が理解 .納得して操作を見直せる

よう配慮した。いくつかの例を提示する。斜

字が実際のチェック項目、>>マ‐ ク以降が

その理由である。また例 1～ 6、 43は いず

れもリスクフアクター 1点であるが、41、

42は 4点 である。全項目を記したチェック

シートは、紙面の関係で割愛するが、著者に

メール “hlgeru.tamatsukurl@roche.com

でご請求いただけれt潮り途お届けしたい。

(チェックリストの例)

A)手 袋 ・マスクの使用について

1.ノ クヽダーフリーの手袋を質つています

か ?

パウダー (粉)の 混入はRT―PCR

を阻害 しますので使用を避けてくだ

さい。

2 手 に合ラサイズの手袋を″つています

か ?

指先が余っているなどフィットし

ない手袋は、操作性 を損なうばかり

でなく、気付かぬうちに他の検体な

どに触れてコンタミネーションの原

因となってしまう事があります。

& マ スクは使用していますか ?

唾液にはHCV RNAを 分解する酵

素 (RN‐aSe)が 大量に含まれていま

九 くしやみや咳はもちろんにおしや

べりなどでも唾液は飛散しますので

十分ご注意ください。

B)次 亜塩素酸水を使用しての清浄作業に

ついて

4洗 瓶に小分けして使用 していますか ?

次亜塩素酸は経時的にその効力が

落ちてきま魂 洗瓶 (飛散が少ない)

を用いて、少量ずつコマメに準備す

る事をお勧めします。推奨濃度は0.5

～0.6%で す。

'昨 業台にスプレー (噴射)し ていませ

んか ?

スプレーは厳禁です。飛散した次

亜塩素酸が、検体,試 薬,お よび未

使用のチップなどに付着し、偽陰性

を引起こす原因となりかねません。

a テ ィッシュ′を″つていますか ?

吸水性 。拡散性に優れ、器具や作

業台の拭取 りにおいても必要以上に

次亜塩素酸を残しません。

M)測 定開始直前の検体の取扱い

4.粛 鶴賭毛 た検体を測定する場合,よ

く溶か してから度用していますか ?

42.抽 出を開始する前に 十分な攪拌およ

びスピンダウンをしていますか ?

特に凍結融解 した検体は濃度勾配

が生じています。十分に攪拌してか

らサンプリングしてください。また、

攪拌したら、必ずスピンダウンを行っ

てください。蓋の周辺に付着した検

体を遠心力で振るい落としますので、

開栓時の飛散による感染やクロスコ

ンタミの危険性を防ぎます。

響.節 の状態を確認していますか ?(フ ィ

プリンの有無なυ

フィプリンや強溶血の有無などの

検体情報は、測定結果の確認に際し

(添付資料No 3)        Genome lb,2a,2bお よび陰性血漿検体で

ある。陽性検体において12施設で合計14件

日本全国の124施 設 (検査センター、病  (3.認 )の 偽陰性、つまり見落としが見ら

院検査室、係健所、衛生研究所など)の 参加  れ 、3施設で極端に低い吸光度の報告があっ

を得た。コバスアンプリコア実施施設が92、  た 。陰性検体においてはt偽 陽性は全く発生

アンプリコア実施施設が32施 設であった。  し なかった。ルチンのPCR検 査室において

抽出方法は6種類に渡り、アンプリテックス  偽 陽性が皆無であったのは アンプリコアキッ

法が84施 設 (68り を占めた。        卜 が採用している 「AmpErase(ウ ラシル

検体は、厚生労働省研究班 (班長 :吉澤浩  ― N―グリコシラーゼ、UNC)と dUT」 の

司、広島大学大学院教授)の NAT精 度管理  ,キ ャリーオーパー防止機能が働いていること

パネル (2002年 )か ら選択 した HCV に よると思われる。

Genome lb,2a,2bの 3種類を元に、同パ  偽 陰性や低い吸光度を報告したうちの ■

ネルから選択した肝炎マーカー陰性血漿のプー  施 設 (コバスアンプリコア9施設、アンプリ

ル血漿で希釈し、作成した。パネルに記載さ  コ ア2施設)を 調べたところ、全ての施設で

れている H"タ イター を元 に、 10E5 抽 出にアンプリテックス法を用いていること

IU/mL程 度に一次希釈し、これをアンプリ  が 半1明した。同法は使用するデイスポ=ザ プ

コアHCVモ ニタニv2.0(ロ シュ・ダイアグ  ル が少なく、手順も少なく、手軽に高感度な

ノスティックス株式会社)に て精密に定量し  HCV― RNA検 出を実施することが出来るが、
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有用な情報 となります。また、透析

患者検体、ヘパリン投与患者検体な

どをチェックする上で、依頼元であ

る診療科の確認も必要に応じて行い

ましょう。

2f問 題点の抽出

チェックリストを用いた立会い作業の結果、

以下の項目が問題点として抽出された。
・試料 (凍結保存)融 解後の攪拌不足
・アンプリテックス抽出における洗浄

液残留
・アンプリテックス抽出におけるラテッ

クス分散不備
・初心者による実施&報 告

最後を除いて、いずれもリスクファクター

4点 が設定されていた項目であった。そこで

これらの改善指示と、初心者のトレーニング

を行ったのち、11施設において最初のサー

ベイと同じ検体セットを用いて、フォローアッ

プサーベイを実施した。

フォローアップサーベイの成績まとめ

ng:フ ォローァップサーベイ成績―監

(添付資料No 1 8)

フォローアップサーベイに参加 した全 11

施設すべてが正しい結果を得た。また陽性試

料 (試料4～ 6.)に おける吸光度 (OD)の

平均値は、前回 (本サーヘ
・
イ)の 全体の平均値

と比較し、ほぼ同等か高めに測定され、改善

が確認された。

D.結 論

コバスアンプリコアHCV v2.0(自 動PCR

測定法)お よびアンプリコアHCV v2.0(マ

イクロプレー ト用手法)を ルチン検査に採用

している施設を対象に、臨床の場で行われて

いるNAT検 査の精度を調べる目的で、 12

4施 設の参加を得て全国的なサーベイを実施

した。検体として、日本で主に見られるウイ

ルス型3種類 (Cenome lb,2a,2b)の 希

釈検体 (およそ200-4001U/mLDと 陰性検

体の4本 をセットとして用意し、内容が判ら

ないようコード化して配布した。測定におい

ては、この検体のみを特別に■ll定することが

ないよう、ルチンの検体と合わせて通常の検

査状態で測定をすることを参加の条件として

要求した。

参加施設の内訳は、コバスアンプリコアで

検査を実施した施設が92施 設、アンプリコ

アで検査を実施したのが32施 設、合計 12

4施設である。核酸の抽出方法は6通 りであ

り、内訳はアンプリテックス84施 設 (67.7

%)、 セパジ‐ンRVR2 3施 設 (18.5%)、

アンプリキャップGT 8施 設 (6.5%)、 ア

ンプリコア原法4施設 (3.2%)、 DttD 2

施設 (1.6%)、 その他3施設、であった。

施設数ではアンプリテックスが多いが、大規

模検査センターはアンプリキャップGTを 用

いた自動抽出法を用いており、検体数では8

施設で全体の70%程 度に上ると思われる。

内部標準 (IC)|ま104施 設 (全体のシ%)

で実施されていた。

正答率は、Cenottte lb,2a,2b,陰 性そ

れぞれで、97.6%,93.5%,97.%,1∞%であっ

た。従来PCR法 において問題となるとされ

てきた 「偽陽性」については一例も発生しな

かった。通常、 同 じPCRを 繰 り返すルチン

検査の場では、以前に増幅したPCR産 物の

DNA(amp■ ∞n)に よる環境汚染とそれに

起因する偽陽性の発生は、検査の精度を維持

する上で大きな問題となるが、アンプリコア

キットには 「UNG― dUTP」 キャリーオ=パー

防止システムが組み込まれており、これが奏

功しているものと考えられた。偽陽性の報告

は、不要な精密検査や患者の不安につながる

ため、確定診断とみなされがちなNAT検 査

においては絶対に避けたい事象であるが、今

回のサーベイで偽陽性報告が全くなかったこ

とは特筆に価する成績であると考える。
一方、偽陽性は見られなかったものの、見

落としが若千 (14件、3.1%)あ った。サー

ベイの対象とした検査用試薬はキット化され

ある程度自動化も進んでいるが、血漿検体か

らのHCV―RNAの 抽出など、用手操作が必

要な部分もあり、検査作業従事者のスキルが

検査結果に与える影響も小さくない。偽陰性

の結果を出した施設を精査したところ、全て

の施設において抽出方法としてアンプリテッ

クスHCVを 採用していることが判明した。

同方法は全施設中最も多くの84施 設が採用

している。そこで、これら偽陽性を出した施

設におけるいては、共通のチェックシートで

作業工程や検査室環境を確認し、操作上の問

題点を抽出して、さらにそれらの改善を促す

こととした。偽陽性を報告したり、極端に低

い吸光度を報告した15施設中11施設の協力

が得られ、メンバーが実地に検査現場を訪問

して検査に立ち会うことを許された。その結

果、凍結検体を融解した後の攪拌不足や抽出

工程における洗浄溶液の除去不十分などが確

認された。一部の施設ではNAT検 査の初心

者が十分なトレーニングを受けずに検査に従

事していたことも判明した。我々はこれらの

改善を施設に提案し、11施設全てで改善の

効果をみるためのフォローアップサーベイを

実施した。

フォローアップサーベイの結果は、11施

設全てで期待された結果が得られた。実際の

検査結果につぃても、HCV、 ICともに全国

サーベイ時の平均と同等以上ものが得られ、

手技が改善されたことが示された。

PCRを 中心とするNAT検 査は、非常に高

感度で特異性が高いことから、確定試験とし

て、また治療効果を知るためのモニタリング

試験として急速に普及した。その反面、抽出

された検体DNA/RNAの 質や、操作手技の

巧拙が結果に影響する面も見られる。試薬の

キット化や自動化も進められているが、ルチ

ン検査の現場での検査精度は不明であった。

今回の全国サーベイでは124施 設もの多施

設の参加を得、非常に高い精度で検査が実施

されていることが証明された。また、一部成

績に不具合のあった施設においても、問題点

を発見し改善する試みが成功したことで、こ

の種のサーベイを定期的に実施する意義が見

出された。
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厚生労働科学研究費補助金 (医薬安全総合研究事業)

分担研究報告書

血液製剤 の安全性確保 のための品質管理技術の開発 に関する研究
―HIV陽 性献血血液のウイルス量および HIVの タイプ、サプタイプに関

する研究―

分担研究者  今 井光信 (神奈川県衛生研究所)

協力研究者  近 藤真規子、嶋貴子 (神奈川県衛生研究所)

山中烈次 (日本赤十字社)

A.研 究目的

現在、日赤の献血血液の HⅣ 検査で

は、PA法 によ り抗体スクリーニング

検査 を行い、陰性検体についてはさら

に核酸増幅検査を行いより安全な血液

製剤 の供給 に努めてい る。1999年 の

NAT検 査導入以来 2003年 末までに

HⅣ 抗体ス ク リーニング検査陰性 の

23,498,013検 体について 500本 プー

リレ (1999年 7月 ～2000年 1月 )お よ

び 50本 プール (2000年 2月 以降)の

NAT検 査が行われ、 8例 が陽性であっ

た。また、2003年 の 1年間の HⅣ 検

査陽性例は 87例 (NATの み陽性の2

件を含む)で あった。

これら HⅣ 検査陽性の献血血液につ

いて HⅣ 抗体価やウイルス量 、HⅣ

のタイプおよびサプタイプを解析 し、

その分布や動向を把握 しておくことは、

今後の献血血液の HⅣ 検査技術 の標準

化や精度管理を考える上で重要である。

このため、2003年 に新たに入手でき

た HⅣ 検査陽性の献血血液 52例 (NAT

2例 を含む)に ついて HⅣ 抗体価、血

中ウイルス量、HⅣ のタイプ、サブタ

イプの解析を行った。

B.研 究方法

1.検 体

2003年 1月 から 12月 に HⅣ 抗体

検査で陽性と確認された献血血液 50

例、NAT検 査のみ陽性となった献血血

液 2例 、計 52例 について以下の解析

を行った。

2.HⅣ 検査陽性献血検体の HⅣ 抗

体価の測定

HⅣ 検査陽性献血血液 52例 につい

て、HⅣ -1/2 PA試 薬 (ジェネディア

HIV-1/2ミ ックス PA:富 士 レビオ)

および HⅣ -lPA試 薬、HⅣ -2 PA試

薬
.(セ

ロディア・HⅣ -1/2:富 士 レビ

オ)を 用いて、HⅣ -1抗
体 と HⅣ -2

抗体を測定した。

3.血 中ウイルス量の定量 (HⅣ -1・

RNA定 量)

血中ウイルスの定量は HⅣ -1・RNA

定量用キット、アンプリコア HⅣ -1

モニターver.1.5(ロ シュ ・ダイアグノ

スティックス)を 用いた。

4.HⅣ サプタイプの解析

HⅣ 検査陽性献血血液 52例 の血漿、

あるいは末梢血単核球 (PBMC)か ら

HⅣ 遺伝子を抽出し、nested PCR法

でenv C2V3領 域を増幅した。PCR産

物をカラム精製後、ダイレク トシーク

エンスにより塩基配列を決定 し、サブ

タイプを解析した。

1)血 漿からの HⅣ -1・RNAの 抽出と

逆転写反応

各血漿 100ulか らグアニジンチオシ

アネー ト法で HⅣ -lRNIAを 抽出後、

逆転写酵素(スーパァスクリプ ト II:イ

ンピトロジェン)を用いて cDNAを 作

製 した。

2)PBMCか らプロウイルスの抽出

PBMC を プロテアーゼ Eで 消化後、

フェノール/ク ロロフォルム法により

プロウイルス DNAを 抽出した。

3)nested PCR法

ёD N A、 あるいは抽出 D N Aを 鋳型

とし、HIV-l env V3領 域を nosted

P C R法 により増幅した。

l s t  P C Rプライマー :

ICMK650(folward);5'一 CCCCへ ЪへGT

CmCCTGCTGCT-3'

IC462M(reverSe); 5'一 AATGTCAGC

ACAGTACttTGTACAC-3'

2 n d  P C Rプライマー :

KH41(fonvard); 5'一 TttCTCttC

TGCAGTAAAT 3'

C3E(reverse); 5'ACAAAAATTCC

CCTCTACAATrAA 3'

4)シ ークエンス反応 とサプタイプ解

析

Big Dyeタ ーミネーターサイクルシ
ークエンシングキッ ト (アプライ ドバ

イオシステムズ)を 用いてシークエン

ス反応を行い、オー トシークエンサー

Prism 310(ア プライ ドバイオシステ

ムズ)を 用いて塩基配列を決定した。

塩基配列をもとに neighborづoining

法による系統樹を Clustal Xに より作

成 し、サプタィプを決定 した。

C.研 究結果

1.HⅣ 検査陽性献血血液の HⅣ 抗

体の解析 (表1,表 2,表 3)

HⅣ 抗体陽性献血血液 50例 につい

て HⅣ -1抗
体と HⅣ -2抗

体の測定を

行った結果、HⅣ -lPA価 は 102倍が 3

例、103倍 が 13例 、104倍以上が 34

例であった。一方、HⅣ -2抗
体価が 32

倍以上の検体が 5例 あり、その力価は

研究概
2003年 1年 間のHⅣ 検査陽性献血血液 87例 の内、入手できた 52例 の HⅣ

抗体、血中ウイルス量、サブタィプ等について解析した。
HⅣ 抗体陽性献血血液 50例 の HⅣ -l PA抗 体価は34例 (68%)が 104倍以

上の高力価であったが、抗体価が 102倍と低い例も3例存在した。
血中 HⅣ -1・RNA量 は、104コピ_/ml以 上の比較的血中ウイルス量の高い例

が33例 (63%)と 多く、105コピ_/1」 以上の高い例も5例 (10%)あ った。
サブタイプ解析の結果、サブタイプBが 94%と その大部分を占めてお り、東

南アジアで大流行し、日本でも異性間性行為による感染例に多く見られるサブタ
イプA/Eは 2%と 少なかった。しかし、サプタイプBと A/E以 外にもアフリカ
などで流行しているサブタイプAと Cが 1例ずつ検出された。サプタィプ Aや
Cは 日本の HⅣ 感染者にも少数ながら検出されているが、HⅣ 陽性の献血血液
の解析ではサプタイプ Aは 6例 目、サプタイプCは 初めての検出であった。今
後、血液製剤の安全確保のための技術の標準化 ・精度管理法を開発していく上で、
HⅣ -2と ともに多様な HⅣ -1サ ブタィプの存在も考慮していくことが重要であ
る。
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32倍 が 4例 、4096倍 が 1例 であった。

これら 5例 の HⅣ -1抗
体価が 104

倍以上と非常に高いこと、および PCR

の結果から、これら 5例 の HⅣ -2 PA

試薬 との反応は HⅣ -1感 染による交

差反応であると考えられた。

2.HⅣ 検査陽性献血血液の HⅣ -1・

RNA量 の測定 (表1,表 4)

HⅣ 検査陽性献血血液 52例 の血中

ウイルスの測定値を表 1に 示 した。

HⅣ -1・RNAが 400コ ピー/ml以 下

が 1例 、400コ ピー/mlか ら 104コ ピ
ー/ml未 満が 18例 、104か ら 105コ ピ
ー/mlが 28例 、105コ ピ_/ml以 上が

5例 であった。

3.HⅣ -1検 査陽性検体のサブタイプ

の解析 (表5、 図 1)

PCRで HⅣ -lenv V3領 域が増幅さ

れ塩基配列が決定できた 52例 につい

ての系統樹解析の結果を図 1に 示した。

これ ら系統樹解析の結果か ら今回解

析 した 52例 は欧米に多く見 られるサ

ブタィプB、 タィ等の東南アジアに多

い A/E、 アフリカ等に多い A、 Cの 4

種類に分類された。

また、表 5に 示 したように、サブタ

イプBが 49例 (%%)と 最 も多く、

サブタイプ A/E、 A、 Cが それぞれ 1

例ずつであった。

D考 察および結語

HⅣ 抗体陽性の献血血液 50例 につ

いて HⅣ -1抗 体と HⅣ -2抗 体の PA

抗体価の測定を行った結果、全検体が

HⅣ -1抗 体陽性で、HⅣ -1感 染例で

あることが確認された。

HⅣ 検査陽性献血血液 52例 につい

て血 中ウイルス量は、104コ ピ_/ml

以上の比較的血中ウイルス量の高い例

が 33例 (63%)と 多く、105コ ピ_/ml

以上のかなり高い例も5例 (10%)あ

った。

サブタイプ解析の結果、サブタイプ

B.が 94%と その大部分を古めてお り、

東南アジアで大流行 し、日本でも異性

間性行為による感染例に多く見 られる

サブタイプA/Eは 2%と 少なかった。

しかし、サブタイプBと A/E以 外に

もアフリカなどで流行 しているサブタ

イプAと Cが 1例 ずつ検出された。

我々は 1992年 から HⅣ 陽性の献血

血液についてサブタイプ解析を行って

いるが、サブタイプAの 検出は 6例 目、

サプタイプCは 初めての検出であった。

サブタイプ Aや C、 その他にも少数で

はあるがサプタイプD、 F、 G、 A/C

等が病院等の医療機関の依頼検体から

も検出されている。今後、血液製剤の

安全確保のための技術の標準化 ・精度

管理法を開発していく上で、HⅣ -2と

ともにこれら多様な HⅣ -1サ ブタイ

プの存在 も考慮 していくことが重要で

ある。

E.研 究発表
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1. Kllrbanov F.,Kondo M.,

Mizogami M.,Imai M.et al:Human
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Genetic Analyses,AIDS Res Hum

Retroviruses,19,731-738(2003)
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岩室紳也、岡部武史、今井光信 :長
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子解析、第 18回 関東甲信静支部ウ

イルス研究部会(2003年 9月 25～ 26

日)
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サプタイプA

サブタイプC

サプタイプA/E

サプタイプ B

図l HiV‐l env V3領域系統樹 (neighbour―ioining法)
-2003年 のHiV検査陽性献血血液52例の系統樹―

爛 具

薇

負任 別 検査No 衛研No
HIいlRNA

(COples/ml)

ジェネディア
HiV:/2

セロディア

H"た1

セロディア

H I V - 2

検体

1 GM987 16,000

GM988

3 Y3-3 GM991 130,000

Y3-4 CM1 006 12,000

5 Y3‐5 CM1007 17.000

Y3-6 GM1 003 1,500

7 Y3-7 GM1020 6,100

Y3‐3 CM1021 17,000

Y3-9 GM1022 8 6,500

Y3‐10 CM1 069 104 4,700

Y3-11 CM1070 16,000

Y3‐12 CM1 071 2 1700

Y3‐13 GM1072 >1 n5 > 105 2 53.000

Y3‐14 CM1073 ≧105 ≧10S 61700

Y3-15 GM1074 14,000

Y3‐16 GM1075 18,000

Y3-17 CM1076 2 61,000

Y3‐18 GM1077

Y3‐19 GM1 078

Y3‐20 GM1079 80,000

Y3‐21 GM1080 8 301000

Y3-22 2 160,Ooo

Y3‐23 120,Ooo

Y3‐24 GM1083 13.Ooo

Y3‐25 GM1 084 2 101000

Y3-26 CM1207 22,000

Y3‐27 GM1 208 2

Y3-28 GM1209 >l o5 > l  os 4 73,00o

Y3-30 GM1 211 2,70o

Y3‐31 GM1212 >1 os ≧10Ь 17.ooo

Y3‐33 GM1 215 ≧105 2 181000

Y3-34 GM1216 27.Ooo

Y3‐35 GM1217 2 36,000

Y3‐36 GM1218

Y3‐37 GM1219 >l 05 4,100

Y3‐38 CM1 220

Y3‐39 GM1221 1,200

Y3-40 GM1 222

Y3-41 GM1223 8 29,000

Y3-42 CM1224 42,000

Y3-43 GM1 225 63,000

Y3-44 GM1226 27.000

Y3-45 GM1 227

Y3‐46 GM1228 1,300

Y347 GM1229 2

Y3-48 GM1230 2

Y3‐49 CM1 232

Y3-50 GM1233 ≧105 3 120,000

Y3-53 CM1 236 10・ 2 33.000

Y3-54 GM1237 2

1:いlNAT

,性検体

Y3‐55 GMl15S 150.000

Y3-56 GMl156 8 8,700

*PA価 は検体希釈倍数で表示

1)検 体希釈倍数16倍以上を場性と判定 2)検 体希釈倍数32倍 以上を陽性と判定
-34-



表 2 H:V検 査陽性検体50例 のPA価 の分布 表3 セ ロディア HIV-2が 陽性であった検体のHiV-1/2、 H:V‐l PA価

日赤No. セロディア HiV‐2
ジェネディア

‖: /ヽ_1/,
セロディアHiV-1

Y3‐8 X32 x  l o4 x  l 0 4

Y3…18 X32 x  l o s x  l o s
Y3‐24 X32 x  i 0 4 x  1 0 4

Y3-34 X32 x  los x  l o s

Y3‐37 X4096 =  l o s >  l o s

A エ ア イ HIV-1/2ミ ックス PA

PA価 検体数

x  1 0 r 0

x  1 0 2 1

x  1 0 3 8

x  1 0 4

>  1 0 s 19

合計 50

B.セ ロディア HIV-1

PA価 検体数

x  i o r 0

x  1 0 2

η03

x  1 0 4 17

≧ 1。
5

17

合計 50

-36-



表 4 HIV検 査陽性検体52例 の血中ウイルス量 表5 献 血血液におけるHIV-1検査陽性

検体のサブタイプ(2003年 )

HiV‐1サブタィプ (e n vc2V3)

合 計    B   E   A   C

49     1     1

RNAE (copies,/ml) 検体数

400以 下

(標準法、検出限界以下)
1

400～ 10000未 満 18

10000～ 100000未 満 28

1 00000tt_L

合 計 52



参考資料3

E型肝炎ウイルス(HEV)について

■ヒトの肝炎の原因ウイルスの一つ

■非エンベロープRNAウ イルス

・
憲奥農饉望箇味暫港名負奄繰桑塁辱党倉荒早彗さ

でヽ日本で
■最近

酬
まブ久 イ

饉なを基ど
等

F感
染する人獣共通肇拳

症
Fあ

・
晨鼠E鰯籐智辞麦者     肉 しパー等)の
・
留劉ミ鴨綬爆肛余鰈轟餘 理募1'彎、
る

日輸血によって発症するケースも報告されている

■血清学的検査ではHEV感 染の履歴は分かるがキャリアである
かの判断はできない→NAT法 の有用性

共同検定の方法
口 参照パネル候補品
国内のHEVの 遺伝子型は3型又は4型で、4種類のクラスター(〔"jP,G3us,
G3sP,G4ip)に分類される。候補品は軸ペネシスが国内のプタ糞便よリハン
ティングした日本固有の4クラスター株1)について、実験感染ブタで増幅した4
株とその中の1株を培養細胞で増幅したものの計5株からなる(TabL l,
Fig.1-5)。

「 試薬類
。 qRT‐PCR用 プライマー、プローブ:Fig6
・感度検定用標4RNA:IEVの 合nRNA断 片HEV Pё斑、A(G3ip,

G3sP,0りp用)及びHEV G3usPC RNA(G3us用 )
。 ウイルスゲノム抽出:QIAamp viral RNA mini bt(Qiagen)
。 ■RT‐PCR:QuantiTect PЮbe RT‐PCR kt(Qiagen)

■ 参照パネル候補品について、分注の均―性試験と保存安定性試験を1施設
で、ウイルスの分散の均―性試験を2施設で実施 (TabL 2‐3,Fi3つ

■ 参照パネル候補品のコピー数を設定するため、参加6施設で統―プロトコー

ルによリウイルスゲノムを抽出し、qRT‐PCR定 量を実施してパネルのコピー

数を算出.6施 設のデータの平均値(ばらつきの多い1施設のデータを除く)よ
リパネルのコピー数を決定 cable 4)

」
日要

【日的】E型肝炎ウイルス(HEV)は ヒトの肝炎の原因ウイルスのひとつて、HEVに 感染し
た動物の加熱不十分な内臓肉等の摂取により感染する人獣共通感染症である。HEVは
ここ数年、輸血による感染事傷が報告されるようになり、血波襲剤やヒト由来成分を原料
とする医薬品の安全対策としてPCRな どの核酸増幅検査(NAT)によるHЁVの高感産検
出が重要となっている。NATの 実施にはウイルスの標準品や多照パネルを用いた感度や
精度の評価が不可欠であるが、HEVは 国内外で標準品も●熙パネルも作製されていな
い(現在、標準品は作製中)。そこで、本研究では国内6施設の共同検定により、HEV―
NAT試 験用国内標準パネルの作製を検討した。

【方法及び成績】HEVは 4つの遺伝子型に分類されているが、国内で見られるの:」13型又
は4型で、4種類のクラスター(G8jP,G3us,G3sP,α jP)に分類される。HEVパ ネル候補
品として、国内のプタから分離された日本固有の4クラスター株について、実験感彙ブタで
増幅した4株とその中の1株を培養細胞で増幅したもの計5株からなるパネルを用いた。パ
ネル候補品は分注の均―性と凛縮での保存安定性、ウイルスの分散の均―性を確認し
た後、多加6施設で可能な限り続―した方法でのウイルスゲノム抽出とリアルタイムPCR
定量を実施して各パネルのコピー数を求めた。多加施設から得られたデータのうち、ばら
つきの大きい1施設のデータを除いてパネルのコピー数を以下のように決定した:swJR_
P5“おjD:507彙 035,wJ3M8(G3u)527± 039,swJ3E10(G3sp:480± 033,
sw,3H7(G4jD:491± 042,w」B‐E10cul(G3sD:443±0310単位1log co口es/nll)o

【結綸】HEV‐NAT試 験用国内標準パネルを樹立した。本パネルは公的パネルとして、今
後の公開によりHEVの 検査やウイルス安全対策において幅広い活用が期待される。

HEV参 照′くネル作成のための共
日 的

■血液製剤やヒト由来成分を原料とする医薬品の安全対策として
PC疇 どの核酸増幅検査(NAT)によるHEVの 高感度検出が重要

■NATの 感度・精度・特異性の評価に必要となるHEVの 標準品は
現在作製中、HEV参 照パネルは作製されていないので、共同検定
により参照パネルを樹立

■国立医薬品食品衛生研究所
■国立感染症研究所
■縮ベネシス
■日本製薬欄
■日本赤十字社
■(財)化学及血清療法研究所

L



パネル作成までの流れ

``i[:11:卜=は
出

HEV RNA detec● on(n=320)

↓
Genotyping (Based on ORF2 specific region)

t
Full-length sequencing of 4 isolates

(1 isolate in I cluster)

t
Panel preparation

ioopong.t.l. Op.. V.l&iJtO@; J: e75,

Fig.2全長塩基配列に基づくHEVの 遺伝子系統樹1)

C2

C I

Tablel HEV参 照パネル候補品の内容

ノ1ネ ル名
クラス

ター 由来 番号
′薇 真 静 罰l ヽ

容量

1 HEV swJR― P5 G31p
美嗣t懇梁 フメ

童便 よ り精製
AB481229 0 5ml/tube

2 HEV swJB― E10 G3sp
美願 慰架フ ヌ

糞便 よ り精製
AB481226 0 5ml/tube

3
HEV sw」 B―

E10cul
G3sp

E10晨妥JRA549細

胞の培養上清
0 5ml/tube

4 HEV sw」B―M8 G3us
異験感染フタ
糞便より精製

AB481228 05m1/tube

5 HEV s,″」B―H7 G4,p
実験懸梁フタ
董便より精製

AB481227 0 5ml/tube

6
ｔｉＶё

ｄ

晦

酬

布駅用

ヒ ト血清
0 5ml/tube

Fig。34つ のHEV株 の相同性比較1)

0 / 0  1 d e n d t y  h  n u d e o ●d e s

C3sP   81 7

%Idendw in aminO acids;

ORFl leglon‐    om reJon     _o疇 “Jon

C3JP CSus C3sP       C3JP C3us C3sP       C3JP C3us C3sF

C 3 _ 9 8 5 - _ C 3 ぃ 9 6 5 ‐ ―

C4JP 85 7 85 3 85 7  C4JP ,18 915 921  C年
 825 833 825

・G3sPに比べて、C3usと C3JPはやや相同性が高い傾向を示した

・0劇 聰の保存性は高く、ウイルス構造蛋自の変異は少ないと考えられる

C3ぃ  874



Fig。4同 じGenOtypeのクラスター間の保 1

9  :  1  1  1  5  6  7 73  γ y潔糖
.乖nte

hori!.r.1 PNAS199t; t9: t259-&6

‖:「IJ■■1111:IE‖|卜|||卜|||||:■1■■卜lJIJ:G3JP vs G3sP

‖1 1 1卜|「■卜‖「|■. | |■■1 1 1 1ⅢI I I 1 1■卜1旧G 3 s P  v s  G 3 u s

GちP " G L s

! . ruz. !  rers*[  aqo.r. l

同様にORFl Vの保存性は低く、0斑ウ3重複部位はよく保存されていた

C3JPとG3usは、C3sPと比べて全体的に保存性が高い傾向であつた

データベ=ス 配列との一致率
"          …

F

単 ■ HEVNA!IH'E:

1.69 Log!.copl.Jnl

6GenotypeD277

「●|■11卜111■|||■||■||■l llEll l‐|‖|||1l G4JP vs G3JP

111■IJ llll計|■||||■|||‖l11■111「||■HI口 c4。,vs G3w

「|■■|‖]]‖■■ |■|1旧11■旧卜:JI■1■G4P vs G3¨

□ 日    □

■ >,o% 口  ,● 73●/.□  mr"%■

'ORFi Vだ けでなくORFI P(Papain■ke protense rば0口)の保存性も極めて低かった。
・0鳳 ン3重複部位の狭い領域で、非常に保存性が高い領城が確認された。

Table 2 HEVパ ネル候補品の分注の均

単位 copies/mL

パネル名 平均±SD(n=5) 最大値 最小値

sw」R Ṕ5 527■016

sw」B―E10 483■ 009 476

sw」B―E10cul 437± 004

sw」B―M8 539■006 533

swJB―H7 483± 013

・パネル像錦品が均―に分注されていることを確目



swJ3H7

Fig,7 HEV′

10000  1000   1∞    10   1

HE ′ヽdiluぶ●n

A:HEV原 漱よりRNAを 抽出後に10倍希釈列を目製し、■RT PCRを 実施
B:HEVの 10僣希駅列からHEV RNAを 抽出し、qRT_PCRを 実施

,パネル候補品はウイルスが離集せず均―に分散していることを確認

Table3 HEV′

保存温度 :ЮO℃                         ND:Not uetected

・何れのパネルもOヶ月日の測定値の±10■●gm以内であり、■0℃での保存安定4●ルび

バネル名

HEVゲノム濃度
HEV RNA ILOglo cOpies/mL)

0ケ月日

ln=5)

1 ケ月日

(n=2)

8 ケ月日

(n=2)

1 3 ケ月
日

( n - 2 )
明日向

期
目
②

２５

　

ｍ

凍結

融解2回
凍結

融解3回

sw」R‐P5 527■016 504 486 523 535

釧
自

433±009 483 462 453 435 482

SWJB.
E1ocul

437■ 004 422 424 454

sw」B―M8 539t006 540 523 509 537 533

sw」B‐H7 483± 013 506 465 455 503

Neg. Con

Table 4 HEV参 照パネルのコピー数の決定

+& : Logio copies/mL

拿:6施設のデータからばらつきの多い1施設のデータを除いた平均値より算出

バネル名 クラスター バネルのコピー数 ★

1 HEV sw」 R‐P5 G31p 507■ 035

2 HEV sw」 B―E10 G3sp 480± 033

3 HEV sw」 3‐E10cul G3sp 443± 031

4 HEV sw」 B―M8 G3us 527± 039

5 HEV sw」 B―H7 G41p 491± 042

6 Negative control

論結

■ⅡEVのNAT試 験評価用国内参照パネルを樹立した

■本パネルは公的パネルとして、今後の公開によりHEVの 検査

やウイルス安全対策において幅広い活用が期待される

I*Til:
l. Urayama T. et al,: Full-lenglh sequences ofone genotyPe 4 .nd three gdotype 3

hepatitis E virus in fecat samples from domestic swine in Japan, The opn

vetqindry scidce foilrnal,4, lI QOln)
2. Jothikmar N, et al: A broadly reactive one-step real-time RT-PCR assay for

rapid and seroitive detection of hepatitis E virus, J. Virol Methotls' l3l' 65 (2006)

十HEV参 照パネルの分与をご希望の方はご連絡ください*

日立医薬品食品衛生研究所 遺 伝子細胞医薬都
内田 恵理子 (熙堕迦o」 Щμm)



参考資料4

パルボウイルス B19ョ ン トロールサーベイ関係資料

1 パ ネルに使用したウイルスの情報

弊社の海外関連会社より、米国で採血されたパルボウイルス B19(以 下 B19)ゲ ノム

陽性のヒト血漿を入手した。入手した血漿の B19ゲ ノム濃度を LightCycler ParvOvirus

B19 Quanti■9a,on Kit(Roche Diagnostlcs)により調べ、高レベルの血漿を選択した(F15)。
一方 本 KitでB19ゲ ノムが陰性であった血漿が見つかり詳しく調べたところ、genOtype 2

の陽′lPI血漿であることが判明した (F27)。GenOtype lの F15と genotype2の F27を 血清

化し、ゲノム濃度を両genotypeの定量が可能なartus parvo B19 TM PcR ttt(QIAGENl

で瀕」定した。F15は 11.2Log IU/mL、 F27は 110LOg IU/mLで あった。本血清を希釈

用ヒト血清で 10^5 1U/1nLに なるよう希釈し、05mLず つ分注して-80℃ で保存した。

F15の 塩基配列は決定していないが、F27の 塩基配列は決定済みでDD」B/EMBL/GenBank

,登 録予定である。B19陽 ′陛血漿はHAV RNA、 HBVDNA、 HCVRNA、 HIVRNA、 antl‐B19

1gGが 陰性で、希釈用ヒト血清はAnd‐HIV、Anti・HCV、 HBOゝg、HIVRNA、 HAV RNA、

HBVDNA、 HCVRNAが 陰性で、B19‐DNA、 Antl‐B19が 陰性であることを確認している。

本希釈用血清を陰性コントロール検体としてもちいる。

2 プ ライマー情報

ベネシスでは両genOt"eの B19グ ノム定量をartlls parvO B19 TM PCR ntで行なっ

ている。増幅領域、プライマー配列、プローブ配列は不明で増幅サイズは76bpで ある。な

おR9che社 のLightCycler Pa■vOvlrus B19 Quantincauon ntでは2型株C2つ をまったく

検出できなかった。

3 感 度検定用標品

aFtus parvo B19 TM PCR Kitに添付されているQuantltation staidard(lo～10Λ5

1U′μL)を用いている。QuandtadOn standardあ 領域やサイズは不明である。

4 ベ ネシス法の感度

2の 方法で3の検定用標品を用いた検出感度はl IU/reacuOnで ぁる。

5 そ の他の情報

(1)パ ネル分注品の均一性試験

各パネル 5本 のB19ゲ ノム濃度を調べた (表1)。最大値と最小値の差はo5Log

未満であった。

表 l B19パ ネル分注品の均一性試験

くネル名 平均±SD 最大値 最小値

F15 444」 ヒ016 458 424

F27 419」 L015 442 406

各パネル分注品5本 のB19ゲ ノム濃度をartus parvo B19

TM PCR Khtにより測定した。単位は Log IUノmLで 示した。

(2)パ ネルの保存安定性と凍結融解の影響
・80℃保存後 2ヶ 月目の B19ゲ ノム濃度を N=2で 調べた。同時に凍結融解を 2

回及び3回行なった場合のゲノム濃度への影響を調べた (表2)。その結果保存 2ヶ月

日では、F27で やや高い数値を示した。凍結融解 2回 、3回 処理はB19ゲ ノム濃度に

著しい影響は及ぼさないものと思われる。

表 2 B19パ ネルの保存安定性と凍結融解の影響

ネヾル名 Oヶ 月 2ヶ 月 凍結融解 2回 凍結融解 3回

F15 444 467 454

F27 419 470 462 438

-80℃ に保存後、 2ケ月後のゲノム濃度を N=2で 測定 した。同時に凍結融解を2回

及び 3回 繰 り返 したサンプルのゲノム濃度を N=2で 測定 した。数値は平均値で単位は

Log IU/mLで 示 した。

以上

(ベネシス社より提供されたパルボウイルスパネル)


