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献血血液の研究開発等での使用に関する指針

血液製剤は、国民の書意の献血によって得られる血液 (以下 『献血血液」と

いう。)を 主たる原料とする貴重なものであり、「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。以下 「血液法」という:)に お

いても、その適主な使用が求められている。血液製剤は、本来、患者の治療を

目的として製造され、使用されるものであるが、血液製剤の製造に伴って副次

的に得られたもの及び本来の用途に適しない又は適しなくなつたものも含め、

輸血の有効性 ・安全性の向上のための研究、検査試薬の製造、品質管理試験等

(以下 「研究開発等」という。)に 際し、使用せざるを得ない場合がある。

献血血液が研究開発等に使用される場合にあつては、倫理的な観点からの慎

重な配慮が求められる。また、献血血液の研究開発等での使用により、治療の

ために供給される血液製剤が不足して、医療に支障が生じることがあつてはな

らない。                            ´
上方で、検査で不適合となった献血血液や、有効期限の切れた血液製剤を研

究開発等に使用することは、献血者の善意を無駄にせず、有効利用につながる

意義もある。

このような状況を踏まえ、ここに献血血液の研究開発等での使用に関する指

針を定めることとする。

第 1 基 本的な考え方

1 目 的

本指針は、献血血液が、国民の善意によつて得られる貴重なものであること

を踏まえ、献血血液の研究開発等での使用について、関係者が遵守すべき事項

を定め、献血血液が適正に使用されることを目的とする。

2 適 用範囲                 ′

本指針は、献血血液を、研究開発等で使用する場合を対象とする。なお、医

療機関における治療や臨床研究を目的とした、患者への血液製剤の適応外使用

については、本指針の対象としない。

3 研 究開発等に使用される可能性がある献血血液

1

研究開発等に使用される可能性がある献血血液は以下のとおりである。

① 血液製剤の規格に適合しない血液

具体例 :検査等により不適合となった血液、有効期限切れの血液

② 血液製剤の製造に伴って副次的に得られるもの

具体制:検査用検体の残余血液、保管年限 (11年)を超えた調査用の血液、

血漿分画製剤の製造過程で得られた廃棄画分

③ 血液製剤としての規格に適合する血液

4 献 血血液を研究開発等に使用できる者

献血血液は、採血事業者により採血され、保管・管理されている。また、

血液製剤(輸血用血液製剤及び血漿分画製剤)の製造過程にある原料血液は、

血液製剤製造販売業者により保管・管理されている。そのため、献血血液は、

採血事業者又は血液製剤製造販売業者が占有しているが、献血血液が国民の

善意の行為によつてしか得られないものであり、国民は患者の治療に役立て

ることを目的として血液を提供することに鑑みると、理念的には国民の共有

財産とも考えられるbそのため、献血者の理解が得られ、かつ、血液製剤の

有効性 ・安全性の向上又は国民の公衆衛生の向上に資する目的であれば、献

血血液の研究開発等への使用については、
一定の手続の下、可能な限り多く

の者による有効利用が認められるべきである。

第2 献 血血液を用いることができる研究開発等

1 以 下に掲げる研究開発等については、第3以降に記載されている所定の手

続を経ることにより、第1の 3に記載された献血血液を用いることができる。

(ア)血 液製剤の有効性 ・安全性及び献血の安全性の向上を目的とした使用

血液製剤の安全性については、採血時の間診、各種感染症に対するスクリ

ーニング検査等、様々な取組がされており、その向上への不断の努力が求め

られている。また、血液製剤の製造 ・使用に関する新たな技術の導入に際し

ては、血液製剤の有効性が低下する可能性も否定できないことから、その影

響を十分に確認する必要がある。このような状況を踏まえると、血液製剤の

有効性 ・安全性及び献血の向上を目的とした使用については認められるべき
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であり、所定の条件を満たし、かつ、所定の手続を経た場合において、以下

に記載する目的のため、献血血液を用いることができるものとする。なお、

具体例に記載のないものであつても、その趣旨・目的等に照らし適切である

場合には、献血血液を使用することができる。

① 研究開発

具体例 :人工赤血球の開発、血小板製剤の有効期限に関する研究、検査機器

の開発

② 品質管理試験

具体例 :血液製剤の製造に必要な検査機器の精度管理用ヨントロール血清

③ 検査試薬

具体例 :血液型判定試薬、抗血小板抗体試薬、教育目的の検査実習での使用

④ 疫学調査 ・研究

具体例 :血液を通じて感染するおそれがある病原体の疲学研究

⑤ その他

具体例 :血液ラィルターの性能評価、採血基準に関する評価

(イ)広 く国民の公衆衛生の向上を目的とした使用

人の血液の中には様々なたん白等の物質が含まれており、疾病の診断、病

態の解明、疫学研究等、疾病の克服や健康状態の改善に重要な役割を果たし

ている。このような状況を踏まえると、広く国民の公衆衛生の向上を目的と

した使用については認められるべきであり、所定の条件を満たし、かつ、所

定の手続を経た場合において、以下に記載する目的のため、献血血液を使用

することができるものとする。なお、具体例に記載のないものであっても、

その趣旨・目的等に照らし適切である場合には、献血血液を使用することが

できる。

① 研究開発

具体例 :新たな診断薬の開発

② 品質管理試験

具体例 :新生児スクリーニング検査の精度管理用コントロール血清

③ 検査試薬

具体例 :体外診断薬の試薬

④ 医薬品製造

具体例 :培地への血漿の使用、安定化剤としてのアルブミンの使用

⑤ 疫学調査 ・研究

具体例 :過去の感染症の流行状況調査

⑥ その他

第3 献 血者への対応

1 イ ンフォームド・コンセントについて

献血者は、自らの血液が患者への治療に役立てられることを期待し、献血を

行うものであるので、献血者に対し、献血血液が研究開発等へ使用される可能

性があることについて、献血の実施前に文書による説明を行い、同意を得る必

要がある。また、「疫学研究に関する倫理指針」(平成 19年文部科学省・厚生

労働省告示第1号)等 の関連指針の対象となる研究を実施する場合においては、

当該関連指針におけるインフォームド・コンセントに係る規定が遵守されなけ

ればならない。

2 個 人情報の保護について

採血事業者及び血液製剤製造販売業者は、個人情報を取り扱う場合において、

「個人情報の保護に関する法律」(平成 15年法律第57号)を 遵守し、研究開

発等の利用のために献血血液を使用する又は第二者に提供する場合は、匿名化

(連結不可能匿名化又は連結可能匿名化であつて対応表を提供しない場合を

いう。)を 行い、献血血液から献血者を特定できなくするための措置を講じな

ければならない。ただし、血液製剤の有効性。安全性の向上及び公衆衛生の向

上等の目的のため、個人情報の利用が不可欠である場合であって、インフォー

ムド・コンセントの受領も含め、「個人情報の保護に関する法律」及び当該研



究開発等に係る関連指針の規定に基づき実施される場合においては、この限り

でない。

<注 >

連結不可能匿名化とは、個人を識別できないように、その人と新たに付さ

れた符号又は番号の対応表を残さない方法による匿名化をいう。

連結可能匿名化とは、必要な場合に個人を識別できるように、その人と新

たに付された符号又は番号の対応表を残す方法による匿名化をいう。

3 ヒ ト遺伝子解析 ・検査等について

輸血による副作用を防止する観点から、献血血液に対し、赤血球型、自血球

型 (HLA型)、血小板型及び血 漿 たん白に対する遺伝子検査を実施する場合が

ある。このような限定的な遺伝子検査を実施するに当たつては、献血者に対し、

献血の実施前に文書による説明を行い、同意を得ることが必要である。また、

献血血液を用いて上記以外のヒト遺伝子解析・検査等を実施する場合において

は、当該献血者に対し、個別に内容を説明し、同意を得る必要がある。さらに、

献血血液を用いたヒトゲノム ・遺伝子解析研究を実施する場合は、「ヒトゲノ

ム ・遺伝子解析研究に関する倫理指針」(平成 16年文部科学省 ・厚生労働省 ・

経済産業省告示第 1号 )を 遵守しなければならない。

第4 献 血血液の研究開発等への使用の手続

献血血液の研究開発等への使用に際しては、以下の手続を経るものとする。

1  薬 事 ・食品衛生審議会薬事分科会血液事業部会運営委員会 (以下 「血液

事業部会運営委員会」という。)で の事前評価

① 血液事業部会運営委員会における事前評価を必要とする場合

以下のいずれかに該当する場合は、当該使用の可否について、血液事業

部会運営委員会において事前に評価を行う。ただし、血液製剤の安全性の

向上のための技術開発及び献血者の保護等を行うことは、血液法で定めら

れた採血事業者及び血液製剤製造販売業者の責務であることから、血液製

剤の有効性 ・安全性又は献血の安全性の向上を目的として採血事業者又は

血液製剤製造販売業者が使用する場合は、この限りでない。

i. 使 用目的が、第2の 1(ア)④の「疫学調査,研究」又は第2の 1(イ )

の 「広く国民の公衆衛生の向上を目的とした使用」に該当する場合。

li  使 用者が、営利を目的とした者である場合。

ili. 使 用する献血血液が、第1の 3③の 「血液製剤としての規格に適合す

る血液」に該当する場合。

iv. 使 用方法に、ヒト遺伝子解析・検査等が含まれる場合。

v. そ の他、血液事業部会運営委員会での評価が適当と思料される場合。

② 血液事業部会運営委員会での評価事項

血液事業部会運営委員会では、特に以下の観点から、献典血液の研究開発

等への使用の妥当性について、評価を行う。

i.使 用目的

(留意点)血液製剤の有効性・安全性及び献血の安全性の向上又は広く

国民の公衆衛生の向上を目的とした使用であることが明らか

でなければならない。

il 使 用する献血血液

(留意点)血液製剤としての規格に適合する血液の使用は限定的でなけ

ればならず、使用する場合においては、その目的を達成する

ため、当該製剤以外では代替できないことが明らかでなけれ

ばならない。また、献血血液に対する感染症検査が陽性とな

った血液については、感染拡大防止の観点から、血液製剤の

安全性向上を目的とした使用を除き、原則、用いてはならな

い 。

lli.使 用量

(留意点) 血液製剤としての規格に適合する血液を使用する場合にお

いては、血液製剤の安定供給に支障が生じないよう特段に配

慮しなければならない。検査等により不適合となった血液や

血液製剤の製造に伴って副次的に得られるものを用いる場

合においても、特定の者に使用量が偏ることがないよう、配

慮しなければならない。また、使用量が多くなることで、採

血事業者及び血液製剤製造販売業者に過度の業務負荷がか
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かり、血液製剤の供給の遅滞等、医療に支障が生じることが

あつてはならない。

～.使 用者

(留意点)本 指針及び関連指針等を遵守し、献血血液の使用が適切に

行われる体制が整備されていなければならない。なお、使用

者とは、研究開発等の主たる実施者であり、共同研究等の場

合においては、研究代表者を意味する。

v 献 血者からのインフォーム ド・コンセントの受領状況

(留意点)当 該使用に係る献血者からのインフォームド・コンセント

の受領が、本指針及び関連指針等の規定に照らし、適切にさ

れていなければならない。

宙  倫 理面への配慮

(留意点)研 究対象者に対する人権擁護上の配慮がなされ、かつ、疫

学研究が行われる場合は 「疫学研究に関する倫理指針」が、

ヒトゲノム ・遺伝子解析研究が行われる場合は 「ヒトゲノ

ム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」が、その他の研究が

行われる場合は 「臨床研究に関する倫理指針」(平成 20年厚

生労働省告示第 415号)の 第 2「研究者等の責務等」及び第

3「倫理審査委員会」に規定する事項が遵守されていなけれ

ばならない。

③ 血液事業部会運営委員会での評価方法

血液事業部会運営委員会での評価に際しては、必要に応じ参考人を招致

することができる。また、企業の営業上の秘密等に配慮し、必要に応じ、

使用者を匿名化することや、評価を非公開とすることができる。

【細則】

評価結果は、次のいずれかによる。

(1)承認、(2)修正の上で承認、(3)却下、(4)既承認事項の取消、(5)保留

血液事業部会運営委員会事務局は、厚生労働省医薬食品局血液対策課に置

き、次の事項について採血事業者又は血液製剤製造販売業者に速やかに評価

結果通知書をもつて通知するものとする。(1)評価対象の研究、(2)評価日、

(3)当該研究に対する血液事業部会運営委員会の評価結果、(4)「承認」以外

の場合の理由等、(5)その他必要事項

④ 血液事業部会運営委員会での評価を要さない研究開発等

第4の l①に掲げる場合以外の研究開発等への使用については、必ずし

も血液事業部会運営委員会での事前の評価は必要としない。このような場

合、採血事業者及び血液製剤製造販売業者においては、第4の l②の評価

事項を参照に、献血血液の研究開発等への使用について自ら評価を実施す

るとともに、その使用状況について、定期的に血液事業部会運営委員会に

報告するものとする。

2 使 用の申請方法

献血血液の研究開発等への使用を希望する者は、採血事業者又は血液製剤

製造販売業者に対し、使用を希望する旨の申請書を提出する。採血事業者及

び血液製剤製造販売業者は、献血血液の研究開発等への使用を希望する者か

らの申請を受け付ける窓口を設け、第4の l①に掲げる場合の申請について

は、採血事業者又は血液製剤製造販売業者の見解を付して、厚生労働省に送

付するものとする。第4の l①に掲げる場合以外の研究開発等への使用につ

いては、使用目的や使用量等を踏まえ、採血事業者及び血液製剤製造販売業

者において評価を実施し、適切に対応するものとする。

【細則】

献血血液の研究開発等への使用を希望する者は、各施設における倫理審査委

員会の了承及び施設長の許可を得た上で、申請書 (様式1)に 研究計画書、献

血者への説明同意文書(献血時に研究開発等へ使用される可能性があることに

ついて事前に同意が得られており、かつ、他の関係指針等で同意文書が必要と

されていない場合を除く)、倫理審査委員会での審査結果及び施設長め許可書

を付して、採血事業者又は血液製剤製造販売業者に対して申請するものとする。

研究計画に変更又は追加がある場合においては、変更・追加申請書(様式2)

に変更した研究計画書を付して、探血事業者又は血液製剤製造販売業者に対し

て申請するものとする。



また、その使用状況及び研究成果については、研究終了時、及び、関連指針

に準じた頻度で定期的に、採血事業者又は血液製剤製造販売業者を通じて、血

液事業部会運営委員会に報告書 (様式3)を 提出するものとする。

なお、献血血液の研究開発等への使用に関する公募及び事前評価を行うた

め、血液事業部会運営委員会における事前評価は適宜開催する。事前評価を

必要としない研究については、採血事業者及び血液製剤製造販売業者が適宜

評価し、その結果を血液事業部会において報告するものとする。

費用の徴収

採血事業者及び血液製剤製造販売業者が、献血血液を第二者に提供する場

合においては、実費程度の費用を徴収することができる。

第5 そ の他

1 市 場に流通している血液製剤を用いた研究開発等

市場に流通している血液製剤が研究開発等に使用される場合においても、

血液法の基本理念に鑑み、適切に使用されなければならず、また、血液製剤

の安定供給に支障が生じることがあってはならない。血液製剤の製造販売業

者においては、当該使用に疑義が生じた場合は、厚生労働省に適宣照会する

ものとする。

2 残 余血液が生じた場合への対応

献血血液を研究開発等に使用する者は、当該就血血液に残余が生じた場合、

「廃棄物の処理及び清掃に関する法律」(昭和 45年法律第 137号)等 の関連

法規を遵守し、適切に処理しなければならない。また、採血事業者又は血液

製剤製造販売業者から提供された献血血液を、無断で第二者に譲渡してはな
らない。

3 危 害の防止のため報告

献血血液を研究開発等に使用する者は、当該献血血液により保健衛生上の

危害が発生し、又は拡大するおそれがあることを知ったときは、直ちに厚生

労働省に報告しなければならない。

不適切な使用への対応

献血血液の研究開発等への使用において、本指針に照らし不適切な使用等

が認められた場合は、必要に応じ、血液事業部会運営委員会において対応に

つき審議する。

5 献 血血液を使用した疫学研究の実施に係る留意事項

献血血液を使用した疫学研究の実施は、血液の安全性の向上のみならず、

医学の発展や国民の健康の保持増進に多大な役割を果たすことが期待される

反面、多くの献血者の血液を用いる必要があることや、その結果が献血者ヘ

及ぼしうる影響に鑑みると、特段の配慮が求められる。そのため、献血血液

を使用した疫学研究を実施する場合においては、以下の点が遵守されなけれ

ばならない。

① 「疫学研究に関する倫理指針」の対象となる疫学研究を実施する場合にお

ぃては、当該指針が遵守されること。疫学研究であって、ヒトゲノム・遺

伝子解析研究を実施する場合においては、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究

に関する倫理指針」が遵守されること。

② 血液の安全性の向上を目的とした研究にあっては、研究の実施者に採血事

業者又は血液製剤製造販売業者が参回していること。

③ 当面の間、採血事業者、血液製剤製造販売業者、国若しくは地方自治体が

設置する研究機関により実施される研究又は公的補助金を受け実施され

る研究であること。

6 細 則

本指針に定めるもののほか、必要に応じ、本指針の施行に関る細則を別に

定める。

7 指 針の見直し

必要に応じ、又は施行後5年を目途として、献血血液の研究開発等への使

用状況を踏まえ、本指針の見直しの検討を行うものとする。



献血血液の研究開発等での使用に関する指針に基づく研究実施

平成○〇年○○月○○日提出

採血事業者

製造販売業者 御 中

研究責任者 氏 名

所属

職名

印

【 】

使用者の区分 □採血事業者又は血液製剤製造販売業者

□上記以外の営利を目的とした者

□その他 (具体的に:例 大 学研究機関等         )

使用者が適切に使用でき

る体制

□献血血液を適切に管理する体制が整備されている。(フリー

ザー等)

□残余が生じた場合の廃棄処分が適切に実施できる体制、又

は、第二者に廃棄を委託できる体制が整備されている。

□研究責任者が所属する施設において倫理審査委員会が設置

されており、倫理審査委員会から了承が得られている。

□ 「厚生労働科学研究による利益相反の管理に関する指針」に

準じて、COI委 員会等が設置され、当該研究について了承さ

れている。

□匿名化されていない個人情報を取り扱 う場合には、個人情報

を保護できる体制が整備されている。(情報の保管と終了後に

廃棄又は処理の方法の設定、取扱者の範囲の指定等)

□施設長からの許可が出ている。

□申請書の開示 :可

□申請書の開示 :部分的に

可 (その内容<詳 細に記載

>:             )

□申請書の開示 :不可

申請書の開示が不可の時、その理由 :

□研究参加者の人権に支障が生じる可能性がある。

EIJ究 の独創性に支障が生じる可能性がある。

□知的財産権の保護に支障が生じる可能性がある。

□その他 (詳細に記載 :                         )

研究内容の概要 (150字 以上200字 以内)

添付書類 :□研究実施計画書 □ 説明同意文書 □ 倫理審査委員会の結果

□施設長の許可文書 □ その他 (                    )

備考

研究開発等課題名

(研究開発等期間)

課題 :

(平成○〇年○○月～平成○〇年○○月)

連絡先 氏名 :           所 属 。職 :

電話 :          e・ man:

研究の種類 □疫学研究に関する倫理指針に該当

ロヒトゲノム ・遺伝子解析研究に関する倫理指針に該当

□その他 (具体的に:                  )

共同研究施設の有無 □有(具体的に:                    )

□無

献血血液の使用目的 □①血液製剤の有効性・安全性及び献血の安全性の向上

□②広く国民の公衆衛生の向上を目的とした使用

使用する献血血液の区分 □①血液製剤の規格に適合しない血液(検査等により不適合と

なつた血液、有効期限切れの血液)(感 染症検査 :□陽性 □

陰性)  .

□②血液製剤の製造に伴つて冨1次的に得られるもの(検査用検

体の残余血液、保管年限を超えた調査用の血液、血漿分画製剤

の製造過程で得られた廃棄画分)

□③血液製剤としての規格に適合する血液 (この場合は、当該

製剤以外では代替できない理由を以下に記載)

【                         】

使用する献血血液の種類

と量

□使用する献血血液の区分が①又は③の場合はその種類とバ

ッグ数 (既に採取されている血液については、その採取時期)

【 】

□使用する献血血液の区分が②の場合は、その種類。量。人数

(既に採取されている血液については、その採取時期)



変更 ・追加申請書

定期 ・終了・中止 ・中断報告書

平成○〇年○○月○○日提出

平成○〇年○○月○○日提出

採血事業者

製造販売業者 御 中 採血事業者

製造販売業者 御 中

研究責任者 氏 名

所属

職名

印

研究責任者 氏 名

所属

職名

印

研究開発等課題名

(研究開発等期間)

課題 :

(平成○〇年○○月～平成○〇年○○月)

連絡先 氏名 :           所 属 ・職 :

電話 :          e・ mai:

研究の種類 □疫学研究に関する倫理指針に該当

ロヒトゲノム ・遺伝子解析研究に関する倫理指針に該当

□その他 (具体的に                    )

変更 ・追加の種類 □研究期間の変更

□実施責任者 。分担研究者等の変更 。追加

□共同研究機関の変更 ・追加

□献血血液使用量の変更

ロプロトコールの変更 (変更プロトコールを添付すること)

□説明同意文書などの変更 (文書拓 :        :添 付するこ

と)

□本研究及び本研究と関連する企業団体に係る利挙相反の状況に新

たな報告すべき事項が発生した。

□その他 (具体的に :                   )

研究内容の概要 (150字 以上 200字 以内)

添付書類 (変更箇所が分かるようにアンダーラインなどを施したものを提出すること)

研究開発等課題名

(研究開発等期間)

課題 :

(平成○〇年00月 ～平成○〇年○○月)

連絡先 氏名 :           所 属 。職 :

電話 :          e・ mai:

研究の種類 □疫学研究に関する倫理指針に該当

ロヒトゲノム 。遺伝子解析研究に関する倫理指針に該当

□その他 (具体的に                    )

事前評価委員会で

の承認年月日

平成○〇年○○月○○日

報告区分 □定期報告 口 期間満了 □ 目標達成 □ その他 (       )

終了。中止。中断の場合、その日時 :平成○〇年○○月○○日

献血血液の使用状

況等

提供された献血血液の種類 と量 (              )

使用した献血血液の種類と量 (              )

廃棄した献血血液の種類と量、その方法

(                            )

献血血液の保管方法 (                 )

外部の機関へ献血血液を提供した場合、その種類 ・量とその理由

(                            )

研究等の成果 (成果)

発表論文 □ 有  □ 無

(有の場合、その内容)
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を
い
う
。
以
下
同
じ
。
）
の
安
定
的
な
供
給
が
確
保
さ
れ
、
か

つ

、
国
内
自
給
が
推
進
さ
れ
る
よ
う

一
層

の
取
組
を
進
め
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る

我
が
回
は
、
過
去
に
お
い
て
、
血
液
凝
固
因
子
製
剤
に
よ
る
Ｈ
Ｉ
Ｖ
（
ヒ
ト

免
疫
不
全
ウ
イ
ル
ス
）
感
染
問
題
と
い
う
、
深
甚
な
苦
難
を
経
験
し
て
お
り

こ
れ
を
教
則
と
し
て
、
今
後
、
重
大
な
健
康
被
害
が
生
じ
な

い
よ
う
、
血
液
製

剤
の
安
全
性
を
向
上
す
る
た
め
の
施
策
を
進
め
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

本
方
針
は
、
こ
れ
ら
の
経
縮
等
を
踏
ま
え
、
法
の
基
本
理
念
で
あ
る
血
液
製

剤
の
安
全
性
の
向
上
、
献
血
に
よ

っ
て
得
ら
れ
た
血
液
に
よ
る
国
内
自
給
の
確

保
、
血
液
製
剤
の
安
定
供
給
、
適
正
使
用

の
推
進
及
び
公
正
か

つ
透
明
な
血
液

事
業
の
実
施
体
制

の
確
保
を
図
る
た
め
、
法
第
九
条
第

一
項

に
基
づ
き
策
定
す

る
基
本
的
な
方
針

で
あ
り
、
今
後
の
血
液
事
業

の
方
向
性
を
示
す
も
の
で
あ
る

。
血
液
事
業
は
、
本
方
針
、
本
方
針
に
基
づ
き
定
め
る
献
血
推
進
計
画
及
び
需

給
計
画
、
都
道
府
県
が
定
め
る
都
道
府
県
献
血
推
進
計
画
並
び
に
採
血
事
業
者

が
定
め
る
献
血
受
人
計
画
に
基
づ

い
て

一
体
的
に
進
め
ら
れ
る
こ
と
が
必
要
で

あ
る
。
本
方
針
は
、
血
液
事
業
を
取
り
巻
く
状
況
の
変
化
等
に
的
確
に
対
応
す
る
必

要
が
あ
る
こ
と
等
か
ら
、
法
第
九
条
第
二
項
に
基
づ
き
、
少
な
く
と
も
五
年
ご

と
に
再
検
討
を
加
え
、
必
要
が
あ
る
と
認
め
る
と
き
は
、

こ
れ
を
変
更
す
る
も

の
と
す
る
。
　
　
　
　
　
　
　
・

第

一
　

血
液
製
剤
の
安
全
性
の
向
上
及
び
安
定
供
給
の
確
保
に
関
す
る
基
本
的

な
方
向

一
　

基
本
的
な
考
え
方

血
液
製
剤
は
人
体
か
ら
採
取
さ
れ
た
血
液
を
原
料
と
す
る
有
限
で
貴
重

な
も
の
で
あ
る
こ
と
を
、
ま
ず
十
分
認
は
す
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

国
並
び
に
地
方
公
共
団
体

（都
道
府
県
及
び
市
打
村
を
い
う
。
以
下
同

じ
。
）
、
採
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
等

（製
造
販
売
業
者
、
製
造
葉

者
及
び
販
売
業
者
を
い
う
。
以
下
同
じ
。
）
、
医
療
関
係
者
な
ど
血
液
事

業
に
関
わ
る
者
は
、
法
に
基
づ
き
課
せ
ら
れ
た
責
務
を
確
実
に
果
た
す
と

と
も
に
、
法
に
掲
げ
ら
れ
た
以
下
の
四

つ
の
基
本
理
念

の
実
現
に
向
け
、

各
般
の
取
組
を
進
め
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

１
　
安
全
性
の
向
上

血
液
製
剤
は
医
療
の
傾
城
に
多
く
の
成
果
を
も
た
ら
し
て
き
て
お
り

、
ま
た
、
科
学
技
術

の
進
歩
に
よ
り
、
病
原
体
の
発
見
、
そ
の
検
査
法

や
不
ｔ
化
技
術
の
開
発

・
導
入
等
を
通
し
、
血
液
製
剤
を
介

し
て
感
染

症
等
が
発
生
す
る
リ
ス
ク
は
著
し
く
低
減
し
て
き
て
い
る
。
し
か
し
、

人
の
血
液
を
原
料
と
し
て
製
造
さ
れ
て
い
る
こ
と
か
ら
、
当
腋
リ
ス
ク

を
完
全
に
は
翻
目
∃
劃
ヨ
鯛
『
到
ｄ
、
製
造
過
程
に
お
け
る
病
原
体
の
不

活
化
処
理
等
に
は
国
州
洲
湖
引
Ｊ
ｄ
な
ど
の
特
徴
を
有
す
る
。

こ
の
た

め
、
常
に
最
新

の
科
学
的
知
見
に
基
づ
き
、
血
液
の
採
取
か
ら
製
造
、

供
給
、
使
用
に
至
る
ま
で
、　
一
貫
し
た
遍
及
調
査
体
制
を
構
築
す
る
な

ど
、
安
全
性
の
確
保
及
び
そ
の
向
上
に
向
け
た
不
断
の
努
力
が
必
要
で

あ
る
。

が
定
め
る
献
血
受
入
計
画
に
基
づ
い
て

一
体
的

に
進
め
ら
れ
る
こ
と
が
必
要
で

あ
る
。
本
方
針
は
、
血
液
事
業
を
取
，
巻
く
状
況
の
変
化
等
に
的
確
に
対
応
す
る
必

要
が
あ
る
こ
と
等
か
ら
、
法
第
九
条
第
二
項
に
基
づ
き
、
少
な
く
と
も
五
年
ご

と
に
再
検
討
を
加
え
、
必
要
が
あ
る
と
認
め
る
と
き
は
、
こ
れ
を
変
更
す
る
も

の
と
す
る
。

第

一
　

血
液
製
剤

の
安
全
性
の
向
上
及
び
安
定
供
給
の
確
保
に
関
す
る
基
本
的

な
方
向

一
　

基
本
的
な
考
え
方

血
液
製
剤
は
人
体
か
ら
採
取
さ
れ
た
血
液
を
原
料
と
す
る
有
限
で
貴
重

な
も
の
で
あ
る
こ
と
を
、
ま
ず
十
分
認
識
す
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

国
並
び
に
地
方
公
共
団
体
（都
道
府
県
及
び
市
町
村
を
い
う
。
以
下
同

じ
。
）
、
探
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
等

（製
造
販
売
業
者
、
製
造
業

者
及
び
販
売
業
者
を

い
う
。
以
下
同
じ
。
）
、
医
療
関
係
者
な
ど
血
液
事

業
に
関
わ
る
者
は
、
法
に
基
づ
き
課
せ
ら
れ
た
責
務
を
確
実
に
果
た
す
と

と
も
に
、
法

に
掲
げ
ら
れ
た
以
下
の
四

つ
の
基
本
理
念
の
実
現
に
向
け
、

各
般
の
取
組
を
進
め
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

１
　
安
全
性

の
向
上

血
液
製
剤
は
医
療
の
領
域
に
多
く
の
成
果
を
も
た
ら
し
て
き
て
お
り

、
ま
た
、
科
学
技
術

の
進
歩
に
よ
り
、
病
原
体
の
発
見
、
そ
の
検
査
法

や
不
活
化
技
術
の
開
発

・
導
入
等
を
通
し
、
血
液
製
剤
を
介
し
て
感
染

症
等
が
発
生
す
る
リ
ス
ク
は
著
し
く
低
減
し
て
き
て
い
る
。
し
か
し
、

人
の
血
液
を
原
料
と
し
て
製
造
さ
れ
て
い
る
こ
と
か
ら
、
当
餃
リ
ス
ク

を
完
全
に
は
割
ョ
∃
副
刑
劇
ョ
別
国
側
洲
冽
利
Ｊ
日
、
製
造
過
程
に
お
け

る
病
原
体
の
不
活
化
処
理
等
に
は
劇
劇
御
劉
引
到
期
割
剰
冒
留
剣
「
日
な
ど

の
特
徴
を
有
す
る
。
こ
の
た
め
、
常
に
最
新
の
科
学
的
知
見
に
基
づ
き

、
血
液
の
採
取
か
ら
製
造
、
供
給
、
使
用
に
至
る
ま
で
、　
一
貫
し
た
遡

及
調
査
体
制
を
構
築
す
る
な
ど
、
安
全
性
の
確
保
及
び
そ
の
向
上
に
向

け
た
不
断
の
努
力
が
必
要
で
あ
る
。



こ
れ
ま
で
、
血
液
製
剤
に
つ
い
て
は
、
薬
事
法

（昭
和
二
十
二
年
法

律
第
百
四
十
五
号
）
に
基
づ
き
、
そ
の
安
全
性
の
確
保
を
図

っ
て
き
た

と
こ
ろ
で
あ
る
が
、
我
が
国
は
、
過
去
に
お
い
て
、
血
液
凝
固
因
子
製

剤
に
よ
る
Ｈ
ｉ
Ｖ
感
染
問
題
と
い
う
、
深
甚
な
苦
難
を
経
験
し
て
お
り

、
よ
り

一
層
の
安
全
確
保
対
策
の
充
実
が
求
め
ら
れ
て
い
る
。
国
は
、

平
成
十
四
年
七
月
に
公
布
さ
れ
た
薬
事
法
及
び
採
血
及
び
供
血
あ

つ
せ

ん
業
取
締
法

の

一
部
を
改
正
す
る
法
律

（平
成
十
四
年
法
律
第
九
十
六

号
）
を
踏
ま
え
、
安
全
性
情
報
の
収
集

・
評
価
等
の
安
全
対
策
が
迅
速

か

つ
的
確
に
行
わ
れ
、
常
に
そ
の
実
効
性
が
検
証
さ
れ
る
よ
う
な
体
制

に
よ

つ
て
血
液
事
業
を
運
営
し
て
い
く
こ
と
と
す
る
。

２
　
国
内
自
給

の
原
則
と
安
定
供
給
の
確
保

法
第
二
条
第
二
項
に
お
い
て
血
液
製
剤

の
国
内
自
給
が
確
保
さ
れ
る

こ
と
を
基
本
と
す
る
こ
と
が
規
定
さ
れ
て
い
る
と
お
り
、
倫
理
性
、
国

際
的
公
平
性
等
の
観
点
に
立
脚
し
、
国
内
で
使
用
さ
れ
る
血
液
製
剤
が

、
原
則
と
し
て
国
内
で
行
わ
れ
る
献
血
に
よ
り
得
ら
れ
た
血
液
を
原
料

と
し
て
製
造
さ
れ
、
海
外
の
血
液
に
依
存
し
な
く
て
も
済
む
体
制
を
構

築
す
べ
き
で
あ
る
。
こ
の
た
め
、
中
期
的
な
需
給
見
通
し
に
基
づ
き
、

有
限
で
貴
重
な
血
液
製
剤
を
献
血
に
よ
り
確
保
し
、
医
療
需
要
に
応
じ

て
過
不
足
な
く
安
定
的
に
供
給
す
る
必
要
が
あ
る
。

特
に
、
血

漿

分
画
製
剤
に

つ
い
て
は
、
供
給

の
見
通
し
を
踏
ま
え

た
検
討
を
行

っ
た
上
で
、
毎
年
度
、
需
給
計
画
を
定
め
る
こ
と
に
よ
り

、
安
定
的
な
供
給
を
確
保
す
る
も
の
と
す
る
。

３
　
適
正
使
用

の
推
進

医
療
関
係
者
は
、
血
液
製
剤
が
人
の
血
液
に
出
来
す
る
有
限
で
貴
重

な
も
の
で
あ
る
こ
と
及
び
原
料
に
出
来
す
る
感
染

の
リ
ス
ク
等
に
つ
い

て
特
段
の
注
意
を
払
う
必
要
が
あ
る
こ
と
を
十
分
認
識
し
　
患
者
に
真

に
必
要
な
場
合
に
限

っ
て
血
液
製
剤
を
使
用
す
る
等
、
適
切
か
つ
適
正

な
使
用
を

一
層
推
進
す
る
必
要
が
あ
る
。

こ
れ
は
国
内
自
給
及
び
安
定

供
給
の
確
保
の
観
点
か
ら
も
重
要
で
あ
る
。

こ
の
た
め
、
医
療
機
関
に
お
い
て
、
血
液
製
剤
の
管
理
体
制
を
整
備

し
、
血
液
製
剤
の
使
用
状
況
を
正
確
に
把
握
す
る
等
、
血
液
製
剤
の
適

正
な
使
用
を
推
進
す
る
必
要
が
あ
る
。

ま
た
、
国
は
、
血
液
製
剤
の
適
切
か

つ
適
正
な
使
用
を
推
進
す
る
た

め
、
血
液
製
剤

の
適
正
使
用
や
輸
血
療
法
の
実
施
等

に
関
す
る
指
針
を

状
況
の
変
化
に
応
じ
て
改
定
し
、
そ
の
普
及
を
図
る
と
と
も
に
、
医
療

機
関
に
お
け
る
血
液
製
剤
の
使
用
状
況
に

つ
い
て
定
期
的
に
評
価
を
行

う
等
、
適
正
使
用
を
更
に
促
進
す
る
た
め
の
方
策
を
請
ず
る
こ
と
と
す

４
　
公
正
の
確
保
及
び
透
明
性
の
向
上

国
、
地
方
公
共
団
体
、
採
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
等
、
医
療
関

係
者
な
ど
血
液
事
業
に
関
わ
る
者
は
、
献
血
者
の
善
意
に
こ
た
え
、
国

民
の
理
解
と
協
力
を
得
る
こ
と
が
で
き
る
よ
う
、
献
血

の
推
進
、
通
正

使
用
の
推
進
等
血
液
事
業
に
係
る
施
策

の
策
定
及
び
実
施
に
当
た
り
、

血
液
製
剤
の
安
全
性
や
供
給
の
状
況
等
に

つ
き
、
十
分
な
情
報
を
公
開

す
る
必
要
が
あ
る
。

ま
た
、
国
、
地
方
公
共
団
体
そ
の
他
の
血
液
事
業
に
関
わ
る
者
は
、

血
液
事
業

の
公
正
か

つ
透
明
な
運
営
を
確
保
す
る
も
の
と
す
る
。

二
　
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
の
取
扱

い

用
法
、
効
能
及
び
効
果
に

つ
い
て
血
液
製
剤
と
代
替
性
が
あ
る
医
薬
品

（
以
下

「血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
」
と
い
う
。
）
に

つ
い
て
も
、
そ
の
安

全
性
の
確
保
及
び
向
上
が
必
要
で
あ
る
。

ま
た
、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
は
、
安
定
供
給
を
確
保
す
る
た
め
、
計

画
的
に
製
造
及
び
供
給
が
行
わ
れ
る
必
要
が
あ
る
と
と
も
に
、
そ
れ
ぞ
れ

の
患
者

へ
の
必
要
に
応
じ
て
、
適
切
か
つ
適
正
に
使
用
さ
れ
る
こ
と
が
求

め
ら
れ
る
。

血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
の
安
全
性
や
供
給
の
状
況
等
に

つ
い
て
も
、
血

液
製
剤
と
同
様
に
十
分
な
情
報
を
公
開
す
る
必
要
が
あ
る
。

一
一　
国
民
の
理
解
と
参
加

国
民

一
人

一
人
が
、
献
血
に
出
来
す
る
血
液
製
剤
を
用
い
た
医
療
が
提

こ
れ
ま
で
、
血
液
製
剤
に

つ
い
て
は
、
薬
事
法

（昭
和
三
十
二
年
法

律
第
百
四
十
五
号
）
に
基
づ
き
、
そ
の
安
全
性
の
確
保
を
回

っ
て
き
た

と
こ
ろ
で
あ
る
が
、
我
が
国
は
、
過
去
に
お
い
て
、
血
液
凝
固
因
子
製

剤
に
よ
る
Ｈ
ｌ
Ｖ
感
染
問
題
と
い
う
、
深
甚
な
苦
難
を
経
験
し
て
お
り

、
よ
り

一
層
の
安
全
確
保
対
策

の
充
実
が
求
め
ら
れ
て
い
る
。
国
は
、

平
成
十
四
年
七
月
に
公
布
さ
れ
た
薬
事
法
及
び
採
血
及
び
供
血
あ

つ
せ

ん
業
取
締
法
の

一
部
を
改
正
す
る
法
律
（平
成
十
四
年
法
律
第
九
十
六

号
）
を
踏
ま
え
、
安
全
性
情
報
の
収
集

・
評
価
等
の
安
全
対
策
が
迅
速

か

つ
的
確
に
行
わ
れ
、
常
に
そ
の
実
効
性
が
検
証
さ
れ
る
よ
う
な
体
制

に
よ

っ
て
血
液
事
業
を
運
営
し
て
い
く
こ
と
と
す
る
。

２
　
国
内
自
給
の
原
則
と
安
定
供
給

の
確
保

法
第
二
条
第
二
項
に
お
い
て
血
液
製
剤
の
国
内
自
綸
が
確
保
さ
れ
る

こ
と
を
基
本
と
す
る
こ
と
が
規
定
さ
れ
て
い
る
と
お
り
、
倫
理
性
、
国

際
詢
公
平
性
等
の
観
点

に
立
脚
し
、
国
内
で
使
用
さ
れ
る
血
液
製
剤
が

、
原
則
と
し
て
国
内

で
行
わ
れ
る
献
血
に
よ
り
得
ら
れ
た
血
液
を
原
料

と
し
て
製
造
さ
れ
、
海
外
の
血
液
に
依
存
し
な
く
て
も
済
む
体
制
を
構

築
す
べ
き
で
あ
る
。

こ
の
た
め
、
中
期
的
な
需
給
見
通
し
に
基
づ
き
、

有
限
で
貴
重
な
血
液
製
剤
を
献
血
に
よ
り
確
保
し
、
医
療
需
要
に
応
じ

て
過
不
足
な
く
刻
引
割
馴
日
側
ヨ
劉
劉
到
日
到
コ
劇
「
Ч
嗣
釧
馴
劉
馴
洲
釧
割
倒
側

用
Ｊ
日
週
引
引

必
要
が
あ
る
。

特
に
、
血

漿

分
画
製
剤
に

つ
い
て
は
、
供
給

の
見
通
し
を
踏
ま
え

た
検
討
を
行

っ
た
上
で
、
毎
年
度
、
需
給
計
画
を
定
め
る
こ
と
に
よ
り

安
定
的
な
供
給
を
■
保
す
る
も
の
と
す
る
。

３
　
適
正
使
用
の
推
進

医
療
関
係
者
は
、
血
液
製
剤
が
人
の
血
液
に
出
来
す
る
有
限
で
貴
重

な
も
の
で
あ
る
こ
と
及
び
原
料
に
出
来
す
る
感
染

の
リ
ス
ク
等
に
つ
い

て
特
段
の
注
意
を
払
う
必
要
が
あ
る
こ
と
を
十
分
認
崚
し
、
患
者
に
真

に
必
要
な
場
合
に
限

っ
て
血
液
製
剤
を
使
用
す
る
等
、
適
切
か
つ
適
正

な
使
用
を

一
層
推
進
す
る
必
要
が
あ
る
。
こ
れ
は
国
内
自
給
及
び
安
定

供
給
の
確
保
の
観
点

か
ら
も
重
要
で
あ
る
。

こ
の
た
め
、
医
療
機
関
に
お
い
て
、
血
液
製
剤
の
管
理
体
制
を
整
備

し
、
血
液
製
剤
の
使
用
状
況
を
正
確
に
把
量
す
る
等
、
血
液
製
剤
の
適

正
な
使
用
を
推
進
す
る
必
要
が
あ
る
。

ま
た
、
国
は
、
血
液
製
剤

の
適
切
か
つ
適
正
な
使
用
を
推
進
す
る
た

め
、
血
液
製
剤
の
適
正
使
用
や
輸
血
療
法

の
実
施
等
に
関
す

る
指
針
を

状
況
の
凌
化
に
応
じ
て
改
定
し
、
そ
の
普
及
を
図
る
と
と
も
に
、
医
療

機
関
―こ、
お
け
る
血
液
製
剤
の
使
用
状
況
に

つ
い
て
定
期
的
に
評
価
を
行

う
等
、
適
正
使
用
を
更
に
促
進
す
る
た
め
の
方
策
を
講
ず
る
こ
と
と
す

４
　
公
正
の
確
保
及
び
透
明
性
の‘
向
上

回
、
地
方
公
共
団
体
、
採
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
等
、
医
療
関

係
者
な
ど
血
液
事
業
に
関
わ
る
者
は
、
献
血
者
の
薔
意
に
こ
た
え
、
国

民
の
理
解
と
協
力
を
得
る
こ
と
が
で
き
る
よ
う
、
献
血
の
推
進
、
適
正

使
用

の
推
進
等
血
液
事
業
に
係
る
施
策

の
策
定
及
び
実
施
に
当
た
り
、

血
液
製
剤
の
安
全
性
や
供
給

の
状
況
等
に
つ
き
、
十
分
な
情
報
を
公
開

す
る
必
要
が
あ
る
。

ま
た
、
国
、
地
方
公
共
団
体
そ
の
他
の
血
液
事
業
に
関
わ
る
者
は
、

血
液
事
業
の
公
正
か

つ
透
明
な
運
営
を
確
保
す
る
も
の
と
す
る
。

一
一　
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
の
取
扱
い

用
法
、
効
能
及
び
効
果
に

つ
い
て
血
液
製
剤
と
代
替
性
が
あ
る
医
薬
品

（
以
下

「血
液
製
剤
代
港
医
薬
品
」
と
い
う
。
）
に

つ
い
て
も
、
そ
つ
安

全
性
の
確
保
級
び
向
上
が
必
要
で
あ
る
。

ま
た
、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
は
、
安
定
供
給
を
確
保
す
る
た
め
、
計

画
的
に
製
造
及
び
供
給
が
行
わ
れ
る
必
要
が
あ
る
と
と
も
に
、
そ
れ
ぞ
れ

の
患
者

へ
の
必
要
に
応
し
て
、
適
切
か

つ
適
正
に
使
用
さ
れ
る
こ
と
が
求

め
ら
れ
る
。

血
液
製
剤
代
書
医
薬
品
の
安
全
性
や
供
給
の
状
況
等
に
つ
い
て
も
、
血

液
製
剤
と
同
様
に
十
分
な
情
報
を
公
開
す
る
必
要
が
あ
る
。

〓
一　
国
民
の
理
解
と
参
加

国
民

一
人

一
人
が
、
献
血

に
出
来
す
る
血
液
製
剤
を
用
い
た
医
療
が
提

供
さ
れ
る
こ
と
に
よ

っ
て
生
命
と
健
康
が
守
ら
れ
て
い
る
と
い
う
こ
と
を

理
解
し
、
積
極
的
に
献
血
に
協
力
す
る
こ
と
等
を
通
じ
、
国
民
が
今
後
の

血
液
事
業
の
健
全
な
展
開
に
参
加
す
る
こ
と
が
期
待
さ
れ
る
。

こ
う
し
た
国
民
の
血
液
事
業

へ
の
参
加
を
促
す
た
め
、
血
液
事
業
に
関

わ
る
者
は
、
国
民
に
対
し
、
血
液
事
業
や
血
液
製
剤
を
用
い
た
医
療
に
関

す
る
分
か
り
や
す

い
情
報

の
積
極
的
な
提
供
に
努
め
る
こ
と
が
必
要
で
あ

第
二
　
血
液
製
剤
に

つ
い
て
の
中
期
的
な
需
給
の
見
通
じ

血
液
製
剤
及
び
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
の
需
給
動
向
を
勘
案
し

つ
つ
、
そ

れ
ら
の
中
期
的
な
需
給

の
見
通
し
と
し
て
、
瓢
翻
「
引
ＩＩ
■―
劇
ま
で
の
今
後
五

年
間
の
状
況
に

つ
い
て
考
察
す
る
。

一
　

輸
血
用
血
液
製
剤

輸
血
用
血
液
製
剤
は
、
昭
和
四
十
九
年
以
降
、
す

べ
て
国
内
献
血
で
賄

供
さ
れ
る
こ
と
に
よ
っ
て
生
命
と
健
康
が
守
ら
れ
て
い
る
と
い
う
こ
と
を

理
解
し
、
積
極
的
に
献
血
に
協
力
す
る
こ
と
等
を
通
じ
、
国
民
が
今
後
の

血
液
事
業
の
健
全
な
展
開
に
参
加
す
る
こ
と
が
期
待
さ
れ
る
。

こ
う
し
た
国
民
の
血
液
事
業

へ
の
参
加
を
促
す
た
め
、
血
液
事
業
に
関

わ
る
者

は
、
国
民
に
対
し
、
血
液
事
業
や
血
液
製
剤
を
用
い
た
医
療
に
関

す
る
分
か
り
や
す

い
情
報
の
積
極
的
な
提
供
に
努
め
る
こ
と
が
必
要
で
あ

第
二
　
血
液
製
剤
に
つ
い
て
の
中
期
的
な
需
給

の
見
通
し

血
液
製
剤
及
び
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
の
需
給
動
向
を
勘
案
し

つ
つ
、
そ

れ
ら
の
中
期
的
な
需
給
の
見
通
し
と
し
て
、
「
劇
コ
＝
ョ
＝
劇

ま
で
の
今
後

五
年
間
の
状
況
に

つ
い
て
考
察
す
る
。

一
　

輸
血
用
血
液
製
剤

輸
血
用
血
液
製
剤
は
、
昭
和
四
十
九
年
以
降
、
す
べ
て
国
内
献
血
で
賄

わ
れ
て
い
る
。

輸
血
用
血
液
製
剤
は
、
刊
劇
刊
州
引

に
お
い
て
、
全
血
製
剤
、
赤
血
球

製
剤
、
血
小
板
製
剤
及
び
血

漿

製
剤
に

つ
い
て
、
血
液
量
に
換
算
し
て

合
計
八
十
五
万
リ

ツ
ト
ル
が
、
血

漿

分
画
製
剤

の
原
料
血

漿

を
含
め
、

約
回
司
刑
＝
回
刻
川

の
献
血
者
か
ら
の
血
液
に
よ

っ
て
供
給
さ
れ
た
。

輸
血
用
血
液
製
剤
は
、
引
き
続
き
医
療
需
要
に
応
し
た
供
給
が
確
保
さ

れ
る
必
要
が
あ
る
。
ま
た
、
献
血
者
の
確
保
の
た
め
の
努
力
が
続
け
ら
れ

る

一
方

で
、
血
液
製
剤
の
適
正
使
用
の
推
進
が
さ
ら
に
図
ら
れ
る
こ
と
に

よ
り
、
医
療
に
必
要
な
輸
血
用
血
液
製
剤
は
今
後
と
も
国
内
献
血
で
賄
わ

れ
る
と
見
込
ま
れ
る
。

一
一　
血

漿

分
画
製
剤
　
、

１
　
原
料
血

漿

原
料
血

漿

に

つ
い
て
は
、
毎
年
度
、
需
給
計
画
に
お
い
て
翌
年
度

に
確
保
さ
れ
る
べ
き
原
料
血

漿

の
量
の
目
標
を
定
め
た
上
で
　
計
画

的
に
原
料
血

漿

を
確
保
し
、
供
給
し
て
い
る
。
「
洲
「

ノ、‐
倒
劇
倒
劇

わ
れ
て
い
る
。

輸
血
用
血
液
製
剤
は
、
Ⅵ
劇
コ
刊
回
＝
に
お
い
て
、
全
血
製
剤
、
赤
血

輔
ｙ
趙

彬

痙

知̈
い肛ぼ継
夢

計

、
約
麟
恩
麒
畿
総
熟
き
参
の
献
血
者
か
ら
の
血
液
に
よ
つ
て
供
給
さ
れ
た
。

輸
血
用
血
液
製
剤
は
、
引
き
続
き
医
療
需
要
に
応
し
た
供
給
が
確
保
さ

れ
る
必
要
が
あ
る
。
ま
た
、
献
血
者
の
確
保
の
た
め
の
努
力
が
続
け
ら
れ

る

一
方
で
、
血
液
製
剤

の
適
正
使
用
の
推
進
が
さ
ら
に
図
ら
れ
る
こ
と
に

よ
り
、
医
療
に
必
要
な
輸
血
用
血
液
製
剤
は
今
後
と
も
国
内
献
血

で
賄
わ

れ
る
２
視
込
ま
れ
る
。

一
一　

血

漿

分

し
画
概

剤

１
　
原
料
血
」擢

原
料
血

漿

に
つ
い
て
は
、
し
場
年
度
、　
需
給
計
画
に
お
い
て
翌
年
度

に
確
保
さ
れ
る
べ
き
原
料
血

漿

の
量
の
目
標
を
定
め
た
上
で
、
計
画

的
に
原
料
血
ュ特

を
確
保
し
、
供
給
し
て
い
る
。
コ
劇
ョ
コ
ョ
ヨ
コ
日
凋

羽
と
定
め
、
原
料
血
計
、
の
確
保
を
行

っ
た
こ
と
に
よ
り
、
こ
れ
ま
で

需
要
に
見
合
う
供
給
が
行
わ
れ
て
き
て
い
る
。
過
去

の
供
給
状
況
等
を

勘
案
す
る
と
、
刊
劇
ョ
刊
引
劇

に
お
い
て
百
二
十
万
リ

ツ
ト
ル
程
度
ま

で
の
量
が
供
給
可
能
と
予
測
さ
れ
、
血
液
製
剤
代
書
医
薬
品
の
供
給
状

況
に
も
よ
る
が
、
今
後
と
も
、
需
要
に
見
合
う
供
給
が
可
能
で
あ
る
と

見
込
ま
れ
る
。

２
　
免
疫
グ

ロ
プ
リ
ン
製
剤
及
び
ア
ル
プ
ミ
ン
製
剤

血

漿

分
画
製
剤
の
う
ち
、
免
疫
グ

ロ
プ
リ

しン
製
剤
及
び
ア
ル
プ
ミ

ン
製
剤
の
供
給
量
は
、
製
造
に
要
す
る
原
料
血

漿

量
に
換
算
し
て
、

刊
劇
コ
刊
口
引
に
お
い
て
そ
れ
ぞ
れ
Ｏ
ё
恣
楓
楓
戯
■
２ヽ
及
び
Ｏ
Ｓ
０

Ｑ
舞
瀬
継
慕
海
で
あ
り
、
う
ち
国
内
献
血
に
由
来
す
る
も
の
の
供
給
量

は
、
そ
れ
ぞ
れ
じ
０
つ
懲
秘
繊
戦
戦
及
び
轡
０
０
節
蠣
ン
■
機
で
あ
る

悧

難

ゴ

日

劉

□

判

∃

コ

「

引

劃

判

日

劇

周

「
日
刻
川

ツー
＝
羽

と
定
め
、
原
料
血

一漿

の
確
保
を
行

っ
た
こ
と
に
よ

り
、
こ
れ
ま
で
需
要
に
見
合
う
供
給
が
行
わ
れ
て
き
て
い
る
。
過
去

の

供
給
状
況
等
を
勘
案
す
る
と
、
判
洲

■―
コ
Ｊ
劉
劉
劇
に
お
い
て
百
二
十
万

リ
ツ
ト
ル
程
度
ま
で
の
量
が
供
給
可
能
と
予
測
さ
れ
、
血
液
製
剤
代
替

医
薬
品
の
供
給
状
況
に
も
よ
る
が
、
今
後
と
も
、
需
要
に
見
合
う
供
給

が
可
能
で
あ
る
と
見
込
ま
れ
る
。

２
　
免
崚
ツ
ロ
プ
リ
ン
製
剤
及
び
ア
ル
プ
ミ
ン
製
剤

血

漿

分
画
製
剤
の
う
ち
、
免
疫
グ

ロ
ブ
リ
ン
製
剤
及
び
ア
ル
プ
ミ

ン
製
剤
の
供
給
量
は
、
製
造
に
要
す
る
原
料
血

愛

量
に
換
算
し
て
、

Ⅵ
劇
「
川
制
に
お
い
て
そ
れ
ぞ
れ
畑
コ
∃
倒
冽
引
鋼
ａ
＝
“
及
び
司
ゴ
刊
ｕ

冽
川

ツー
＝
羽

で
あ
り
、
う
ち
国
内
献
血
に
由
来
す
る
も
の
の
供
給
量
は

、
そ
れ
ぞ
れ
矧
コ
Ч
コ
冽
州
「
ｆｌ
劉
羽
及
び
川
刊
ノ、‐
冽
川

ッＩ
Ｈ
ル‐
で
あ
る
。

ョ
留
矧
劃
測
ヨ
倒
劇
日
割
劃
「
酬
ヨ
ｇ
倒
剥
刻
∃
劇

剰

利

「

劉

ヨ

到

目

劉

腱

甜

劇

到

判

Ｊ

∃

司

ヨ

州

＝

「

剰

月

ヨ

劇

例

刊

引

劃

Ｊ

釧

「

Ｊ

∃

∃

到

ヨ

引

引

羽

劃

剰

劉

硼

利

日

「

倒
馴
刺
刑
川
召
川
測
判
剰
調
Ы
り
∃
剛
「

翻

■

群

翻

翻

耐

難

劉

螂

∃

∃

∃

到

劉

劇
劃
到
創
到
翻
側
∃
刊

∃
到
側
回
ヨ
割
「



３
　
血
液
凝
固
因
子
製
剤
等

血
液
凝
固
第
Ⅶ
因
子
製
剤

（遺
伝
子
組
換
え
製
剤
を
除
く
。
）
及
び

血
液
凝
固
第
Ⅸ
因
子
製
剤

（例
襴
測
翻
剣
望
□
□
刊
倒
到
剌
馴
剤
を
除
く

。
）
は
、
す
べ
て
国
内
献
血
で
賄
わ
れ
て
い
る
。

こ
れ
ら
の
製
剤
に
つ
い
て
は
、
今
後
と
も
国
内
自
給
が
確
保
さ
れ
る

こ
と
が
見
込
ま
れ
る
が
、
血

漿

由
来
製
剤
及
び
遺
伝
子
組
換
え
製
剤

の
特
性
及
び
副
作
用
の
発
現
状
況
並
び
に
危
機
管
理
的
な
対
応
を
考
慮

し
た
製
造
体
制
及
び
製
造
能
力

の
確
保
が
必
要
で
あ
り
、
国
内
献
血
由

来
製
剤
を

一
定
量
確
保
す
る
必
要
が
あ
る
。

な
お
、
特
殊
免
疫
グ

ロ
プ
リ
ン
製
剤
等
多
く
を
輸
入
に
依
存
し
て
い

る
製
剤
に

つ
い
て
は
、
国
内
自
給

の
方
策
を
具
体
的

に
検
討
し
て
い
く

必
要
が
あ
る
。

一
一　
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品

血
液
凝
固
第
Ⅶ
因
子
製
剤
測
調
湘
Ш
四
期
国
利
国
剛
刊
馴
制
に

つ
い
て
は

、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
と
し
て
、
血
液
に
出
来
す
る
製
剤
の
外
に
遺
伝

子
組
換
え
製
剤
が
輸
入
に
よ
り
供
給
さ
れ
て
い
る
状
況
に
あ
る
。
な
お
、

将
来
的

に
は
遺
伝
子
組
換
え
第
■
因
子
製
剤
測
ｄ
ｕ
劇
期
回
剣
劇
劇
引
劇

剤
の
国
内
で
の
製
造
の
可
能
性
も
検
討
す
る
必
要
が
あ
る
。

ま
た
、
遺
伝
子
組
換
え
ア
ル
プ
ミ
ン
製
剤
日
、
今
後
、
徐

々
に
供
給
さ

れ
て
い
く
と
見
込
ま
れ
る
が
当
該
製
剤
の
製
造
及
び
供
給
状
況
を
確
認
し

て
い
く
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

第
二
　
血
液
製
剤
に
関
し
国
内
自
給
が
確
保
さ
れ
る
た
め
の
方
策

に
関
す
る
事

項一
　

基
本
的
な
考
え
方

血
液
製
剤
は
安
全
性
の
向
上
に
常
に
配
慮
し

つ
つ
安
定
的
に
供
給
さ
れ

な
け
れ
ば
な
ら
ず
、
か

つ
、
国
内

の
献
血
に
基
づ
く
国
内
自
給
が
確
保
さ

れ
る
こ
と
を
基
本
と
す
る
も
の
で
あ
る
。
こ
の
こ
と
か
ら
、
平
成
二
十
四

年

現
在
、
国
内
自
給
を
達
成
し
て
い
る
輸
血
用
血
液
製
剤
、
血
液
凝
固
第

Ⅶ
因
子
製
剤

（遺
伝
子
組
換
え
製
剤
を
除
く
。
）
及
び
血
液
凝
固
第
Ⅸ
因

子
製
剤

（棚
国
調
馴
倒
Ⅶ
日
□
¶
Ш
到
利
馴
利
劉
『
ｑ
「
）
に
加
え
、
ア
ル

プ
ミ
ン
製
剤

（遺
伝
子
組
換
え
製
剤
を
除
く
。
）
及
び
免
疫
グ

ロ
プ
リ

ン

製
剤
等
の
血
液
製
剤
に

つ
い
て
も
、
判
酬
ョ
刊
制
を
目
途
に
国
内
自
計

の

達
成
を
目
指
す
も
の
と
す
る
。
な
お
、
ア
ル
プ
ミ
ン
製
剤

（遺
伝
子
組
換

え
製
剤
を
除
く
。
）
の
国
内
自
給
に
つ
い
て
は
、
遺
伝
子
組
換
え
ア
ル
プ

ミ
ン
製
剤
の
供
給
状
況
も
影
響
す
る
こ
と
に
留
意
す
る
必
要
が
あ
る
。

ま
た
、
ア
ル
プ
ミ
ン
製
剤

（遺
伝
子
組
換
え
製
剤
を
除
く
。
）
及
び
免

疫
グ

ロ
プ
リ
ン
製
剤
等

の
血

漿

分
画
製
剤
に

つ
い
て
は
、
国
内
自
給
を

推
進
す
る
た
め
に
、
国
内
の
需
要
を
満
た
す
た
め
に
必
要
な
献
血
量

の
確

保
、
原
料
血

漿

の
有
効
利
用
、
献
血
由
来
原
料
血

策

を
使
用
し
た
生
産

の
拡
大
、
医
療
関
係
者
に
対
す
る
献
血
由
来
製
剤
の
意
義
の
啓
発
、
患
者

べ
の
情
報
提
供
、
血
液
製
剤
の
適
正
使
用
の
推
進
等
の
方
策
を
各
関
係
者

が
実
践
し
て
取
り
組
む
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

崇

蓼

愛

託

翌

曇

魏

鱒

続
き
検
討
し
て
い
く
。

一
一　
国
内
自
給
が
確
保
さ
れ
る
た
め
の
具
体
的
な
方
策

１
　
献
血
量
の
確
保

回
、
地
方
公
共
団
体
及
び
採
血
事
業
者
は
、
第
二
に
示
し
た
血
液
製

剤
に

つ
い
て
の
中
期
的
な
需
給

の
見
通
し
を
踏
ま
え
、
第
四
に
示
す
と

お
り
、
計
画
的
な
献
血

の
推
進
に
努
め
、
血
液
製
剤
の
国
内
自
給

の
た

め
に
必
要
な
献
血
量
を
確
保
す
る
こ
と
が
求
め
ら
れ
る
。

２
　
国
内

に
お
け
る
献
血
出
来
製
剤
及
び
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
の
製
造

と
供
給
回
、
採
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
及
び
製
造
業
者
は
、
第
■
に
示

す
と
お
り
、
国
内

の
献
血
に
よ
り
得
ら
れ
た
血
液
及
び
原
料
血

漿

が

す
べ
て
有
効
に
利
用
さ
れ
、
医
療
需
要
に
応
し
て
、
血
液
製
剤
と
し
て

国
内
に
過
不
足
な
く
供
給
さ
れ
る
よ
う
、
血
液
製
剤
の
国
内
自
給
に
向

け
た
製
造
及
び
供
給
の
た
め
の
体
制
を
整
備
し
、
血
液
事
業

の
安
定
的

３
　
血
液
凝
固
因
子
製
剤
等

血
液
凝
固
第
■
因
子
製
剤

（遺
伝
子
組
換
え
製
剤
を
除
く
。
）
及
び

血
液
凝
固
第
Ⅸ
因
子
製
剤

（倒
翻
因
を
除
く
。
）
は
、
す
べ
て
口
内
献

血

で
賄
わ
れ
て
い
る
。

こ
れ
ら
の
製
剤
に

つ
い
て
は
、
今
後
と
も
国
内
自
給
が
確
保
さ
れ
る

こ
と
が
見
込
ま
れ
る
が
、
血

漿

由
来
製
剤
及
び
遺
伝
子
組
換
え
製
剤

の
特
性
及
び
副
作
用
の
発
現
状
況
並
び
に
危
機
管
理
的
な
対
応
を
考
慮

し
た
製
造
体
制
及
び
製
造
能
力
の
確
保
が
必
要
で
あ
り
、
国
内
献
血
由

来
製
剤
を

一
定
量
確
保
す
る
必
要
が
あ
る
。

な
お
、
特
殊
免
疫
グ

ロ
プ
リ
ン
製
剤
等
多
く
を
輸
入
に
依
存
し
て
い

る
製
剤
に

つ
い
て
は
、
国
内
自
給
の
方
策
を
具
体
的
に
検
討
し
て
い
く

必
要
が
あ
る
。

一
一　
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品

血
液
凝
固
第
■
因
子
製
剤
に

つ
い
て
は
、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
と
し

て
、
血
液
に
出
来
す
る
製
剤
の
外
に
遺
伝
子
組
換
え
製
剤
が
輸
入
に
よ
り

供
給
さ
れ
て
い
る
状
況
に
あ
る
。
な
お
、
将
来
的
に
は
遺
伝
子
組
換
え
第

■
因
子
製
剤

の
国
内

で
の
製
造
の
可
能
性
も
検
討
す
る
必
要
が
あ
る
。

ま
た
、
割
期
日
「
副
列
副
川
ｄ
遺
伝
子
組
換
え
ア
ル
プ
ミ
ン
製
剤
―こ‐
つ‐
劇

司
利
翻
洲
潤
劇
側
悧
月
「
コ
ヨ
「
剣
引
、
今
後
、
徐
々
に
供
給
さ
れ
て
い
く

と
見
込
ま
れ
る
が
、
当
腋
製
剤
の
製
造
及
び
供
給
状
況
を
確
“
し
て
い
く

こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

血
液
製
剤
に
関
し
国
内
自
給
が
確
保
さ
れ
る
た
め
の
方
策
に
関
す
る
事

基
本
的
な
考
え
方

血
液
製
剤
は
安
全
性
の
向
上
に
常
に
配
慮
し

つ
つ
安
定
的
に
供
給
さ
れ

な
け
れ
ば
な
ら
，
ず
、
か

つ
、
国
内
の
献
血
に
基
づ
く
国
内
自
給
が
確
保
さ

れ
る
こ
と
を
基
本
と
す
る
も
の
で
あ
る
。

こ
の
こ
と
か
ら
、
Ⅵ
洲
刊
州
刹

現
在
、
国
内
自
給
を
達
成
し
て
い
る
輸
血
用
血
液
製
剤
、
血
液
凝
固
第
■

因
子
製
剤

（遺
伝
子
組
換
え
製
剤
を
除
く
。
）
及
び
血
液
凝
固
第

Ⅸ
因
子

製
剤

（樹
割
測
劉
劇
「
¶
Ｊ

に
加
え
、
ア
ル
ブ
ミ
ン
製
剤

（遺
伝
子
組
換

え
製
剤
を
除
く
。
）
及
び
免
疫
グ

ロ
プ
リ
ン
製
剤
等

の
血
液
製
剤
に

つ
い

て
も
、
羽
酬
「
コ
コ
当
「
を
目
途
に
国
内
自
給

の
達
成
を
目
指
す
も
の
と
す

る
。
な
お
、

ア
ル
ブ
ミ
ン
製
剤

（遺
伝
子
組
換
え
製
剤
を
除
く
。
）

の
国

内
自
給
に
つ
い
て
は
、
今
後

の
遺
伝
子
組
換
え
ア
ル
プ
ミ
ン
製
剤
の
供
給

状
況
も
影
響
す
る
こ
と
に
留
意
す
る
必
要
が
あ
る
。

ま
た
、
ア
ル
プ
ミ
ン
製
剤

（遺
伝
子
組
換
え
製
剤
を
除
く
。
）
及
び
免

疫
グ

ロ
プ
リ
ン
製
剤
等
の
血

漿

分
画
製
剤
に
つ
い
て
は
、
国
内
自
給
を

推
進
す
る
た
ｂ
■
、
国
内
の
需
要
を
満
た
す
た
め

ｔｌこ
泌
要
な
献
血
量
の
確

保
、
原
料
血

漿

の
有
効
利
用
、
献
血
由
来
原
料
血

漿

を
使
用
し
た
生
産

の
拡
大
、
医
療
関
係
者
に
対
す
る
献
血
出
来
製
剤
の
意
義
の
啓
発
、
患
者

へ
の
情
報
提
供
、
血
液
製
剤
の
適
正
使
用
の
推
進
等
の
方
策
を
各
関
係
者

が
実
践
し
て
取
り
組
む
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

な
お
、
特
殊
免
疫
グ

ロ
プ
リ
ン
製
剤
に

つ
い
て
は
、
国
内
で
の
原
料
血

漿

確
保
の
実
現
可
能
性
を
考
慮
し
な
が
ら
、
国
内
製
造
の
方
策
を
引
き

続
き
検
討
し
て
い
く
。

一
一　
国
内
自
給
が
確
保
さ
れ
る
た
め
の
具
体
的
な
方
策

１
　
献
血
量

の
確
保

国
、
地
方
公
共
団
体
及
び
採
血
事
業
者
は
、
第

二
に
示
し
た
血
液
製

剤
に
つ
い
て
の
中
期
的
な
需
給
の
見
通
し
を
踏
ま
え
、
第
四
に
示
す
と

お
り
、
計
画
的
な
献
血
の
推
進
に
努
め
、
血
液
製
剤
の
国
内
自
給
の
た

め
に
必
要
な
献
血
量
を
確
保
す
る
こ
と
が
求
め
ら
れ
る
。

２
　
国
内
に
お
け
る
献
血
由
来
製
剤
及
び
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
の
製
造

と
供
給
国
、
採
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
及
び
製
造
業
者
は
、
第
二
に
示

す
と
お
り
、
国
内
の
献
血
に
よ
り
得
ら
れ
た
血
液
及
び
原
料
血

漿

が

す
べ
て
有
効
に
利
用
さ
れ
、
医
療
需
要
に
応
し
て
、
血
液
製
剤
と
し
て

国
内
に
過
不
足
な
く
供
給
さ
れ
る
よ
う
、
血
液
製
剤
の
国
内
自
給
に
向

け
た
製
造
及
び
供
給
の
た
め
の
体
制
を
整
備
し
、
血
液
事
業
の
安
定
的

な
運
営
を
通
し
て
、
血
液
製
剤
の
安
定
供
給
を
確
保
す
る
必
要
が
あ
る

こ
の
た
め
、
採
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
及
び
製
造
業
者
は
、
採

血
か
ら
製
造
及
び
供
給
に
至
る
す
べ
て
の
段
階
に
お
い
て
、
事
業

の
最

大
限

の
効
率
化
及
び
合
理
化
を
図
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

ま
た
、
国
は
、
国
内
自
給
を
推
進
す
る
に
当
た

つ
て
、
採
血
事
業
者

、
製
造
販
売
業
者
等
、
患
者
又
は
そ

の
家
族
、
医
療
関
係
者
、
献
血
者

等
血
液
事
業
に
関
わ
る
者
の
意
見
を
十
分
踏
ま
え
る
と
と
も
に
、
遺
伝

子
組
換
え
ア
ル
プ
ミ
ン
製
剤

の
閃
綱
測
測

、
国
内

の
献
血
に
出
来
す
る

血
液
製
剤
及
び
輸
入
さ
れ
る
血
液
製
剤
の
供
給
を
め
ぐ
る
動
向
等
も
十

分
に
考
慮
す
る
も
の
と
す
る
。

３
　
医
療
関
係
者
等
に
対
す
る
啓
発
等

国
、
地
方
公
共
団
体
、
採
血
事
業
者
及
び
製
造
販
売
業
者
等
は
、
医

療
関
係
者
及
び
患
者
に
対
し
、
国
内

の
献
血
に
よ
り
得
ら
れ
た
血
液
に

出
来
す
る
製
剤
の
意
義
に

つ
い
て
の
啓
発
に
取
り
組
む
必
要
が
あ
る
。

医
療
関
係
者
に
お
い
て
は
、
献
血
に
よ
り
薇
保
さ
れ
て
い
る
血
液
製

剤
は
貴
重
な
も
の
で
あ
る
こ
と
を
含
め
、
そ
の
よ
う
な
血
液
製
剤
に
関

し
て
、
患
者

へ
の
分
か
り
や
す
い
情
報
提
供
に
努
め
る
こ
と
が
重
要
で

あ
る
。

な
運
営
を
通
し
て
、
血
液
製
剤
の
安
定
供
給
を
確
保
す
る
必
要
が
あ
る

こ
の
た
め
、
採
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
及
び
製
造
業
者
は
、
採

血
か
ら
製
造
及
び
供
給
に
至
る
す
べ
て
の
段
階
に
お
い
て
、
事
業
の
最

大
限
の
効
率
化
及
び
合
理
化
を
図
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

ま
た
、
国
は
、
国
内
自
給
を
推
進
す
る
に
当
た

つ
て
、
採
血
事
業
者

、
製
造
販
売
業
者
等
、
患
者
又
は
そ
の
家
族
、
医
療
関
係
者
、
献
血
者

等
血
液
事
業
に
関
わ
る
者
の
意
見
を
十
分
踏
ま
え
る
と
と
も
に
、
遺
伝

子
組
換
え
ア
ル
プ
ミ

ン
製
剤
の
酬
刻
劇
剤
Ⅷ
劉
９
利
到
御
ｑ
州
組
測
測

国
内
の
献
血
に
出
来
す
る
血
液
製
剤
及
び
輸
入
さ
れ
る
血
液
製
剤
の
供

給
を
め
ぐ
る
動
向
等
も
十
分
に
考
慮
す
る
も

の
と
す
る
。

３
　
医
療
関
係
者
等
に
対
す
る
啓
発
等

国
、
地
方
公
共
団
体
、
採
血
事
業
者
及
び
製
造
販
売
業
者
等
は
、
医

療
関
係
者
及
び
患
者
に
対
し
、
国
内

の
献
血
に
よ
り
得
ら
れ
た
血
液
に

由
来
す
る
製
剤
の
意
義
に
つ
い
て
の
啓
発
に
取
り
組
む
必
要
が
あ
る
。

医
療
関
係
者
に
お

い
て
は
、
献
血
に
よ
り
確
保
さ
れ
て
い
る
血
液
製

剤
は
貴
重
な
も
の
で
あ
る
こ
と
を
含
め
、
そ
の
よ
う
な
血
液
製
剤
に
関

し
て
、
患
者

へ
の
分
か
り
や
す

い
情
報
提
供
に
努
め
る
こ
と
が
重
要
で

あ
る
。

４
　
適
正
使
用
の
推
進

免
疫
グ

ロ
プ
リ
ン
製
剤
の
使
用
量
は
近
年
劉
劇
増
加
傾
向
に
あ
り
、

今
後
と
も
適
切
か

つ
適
正
な
使
用
の
推
進
が
求
め
ら
れ
る
。
ア
ル
プ
ミ

ン
製
剤
の
使
用
量
は
、
通
正
使
用
の
推
進

の
結
果
と
し
て
、
減
少
傾
向

に
冽
引
Ы
倒
引

、
引
き
続
き
適
正
使
用
が
図
ら
れ
る
必
要
が
あ
る
。

医
療
機
関
に
お
い
て
は
、
血
液
製
剤

の
適
正
使
用
の

一
層
の
推
進
に

努
め
る
こ
と
が
、
ア
ル
プ
ミ
ン
製
剤
等

の
国
内
自
給
を
推
進
す
る
方
策

と
し
て
も
重
要
で
あ
る
。

第
四
　
献
血
の
推
進
に
関
す
る
事
項

一
　

基
本
的
な
考
え
方

国
、
地
方
公
共
団
体
、
採
血
事
業
者
、
献
血
推
進
協
議
会
、
民
間
の
献

血
推
進
組
織
等
は
、
本
方
針
及
び
献
血
推
進
計
画
を
踏
ま
え
、
協
力
し
て

、
相
互
扶
助
及
び
博
愛

の
精
神
に
基
づ
き
、
献
血
推
進
運
動
を
展
開
す
る

必
要
が
あ
る
。
ま
た
、
そ
の
際
に
は
、
献
血
に

つ
い
て
国
民
に
正
確
な
情

報
を
伝
え
、
そ
の
理
解
と
協
力
を
得
る
必
要
が
あ
る
。

中
長
期
的
な
課
題
と
し
て
、
今
後
の
人
ｎ
動
簡
を
考
慮
す
る
と
、
献
血

可
能
人
口
が
減
少
す
る
と
推
定
さ
れ
て
い
る
こ
と
か
ら
、
血
液
製
剤
の
安

定
供
給
に
は
国
民

一
人

一
人
の

一
層
の
協
力
が
不
可
欠
で
あ
る
と
考
え
ら

れ
る
。

こ
う
し
た
状
況
に
鑑
み
、
献
血
に

つ
い
て
の
理
解
を
広
め
、
献
血

者
を
増
や
す
た
め
、
幼
少
期
も
含
め
た
若
年
層
を
中
心
に
普
及
啓
発
を

一

層
推
進
す
る
必
要
が
あ
る
。

劇
日
、
四
〇
〇
ミ
リ
リ
ッ
ト
ル
全
血
採
血
及
び
成
分
採
血
は
、
献
血
量

を
確
保
し
や
す
く
な
る
と
と
も
に
、
感
染
症
等
の
リ
ス
ク
を
低
減
さ
せ
る

な
ど
の
利
点
が
あ
る
た
め
、
今
後
も
、　
一
層
の
普
及
が
必
要
で
あ
る
。

＝

到

潤

劃
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割
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司
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血
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測
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国

側

測

日

馴

馴

劇

∃

瑠

瑠

劇

矧

日

日

劃

¶

副

期

「

剣

潮

列

割

釧

劇

ま
た
、
血
液
製
剤
、
特
に
赤
血
球
製
剤

の
安
定
供
給
を
確
保
す
る
た
め

に
は
、
日
、
都
道
府
県
及
び
採
血
事
業
者
は
、
在
庫
水
準
を
常
時
把
握
し

第
一項 三

け
　
属
内
自
給
の
Ｚ
要
性
を
所
え
る
２
要
が
あ
る
．

４
　
適
正
使
用
の
推
進

免
疫
グ

ロ
プ
リ

ン
製
剤
の
使
用
量

は
近
年
増
加
傾
向
に
あ
り
、
今
後

と
も
適
切
か

つ
適
正
な
使
用
の
推
進
が
求
め
ら
れ
る
。
ア
ル
プ
ミ
ン
製

剤
の
使
用
量
は
、
適
正
使
用
の
推
進

の
結
果
と
し
て
、
ョ
覇
劇
劇
減
少

傾
向
に
湖

っ‐川
剣
「
＝
翻
「
日
囚
『
り
倒
劇
―こ―
制
列
、
引
き
続
き
遭
正
使

用
が
図
ら
れ
る
必
要
が
あ
る
。

医
療
機
関
に
お
い
て
は
、
血
液
製
剤
の
適
正
使
用
の
一
層
の
推
進
に

努
め
る
こ
と
が
、
ア
ル
プ
ミ
ン
製
剤
等
の
国
内
自
給
を
推
進
す
る
方
策

と
し
て
も
重
要
で
あ
る
。

第
四
　
献
血

の
推
進
に
関
す
る
事
項

一
　

基
本
的
な
考
え
方

日
、
地
方
公
共
団
体
、
採
血
事
業
者
、
献
血
推
進
協
議
会
、
民
間
の
献

血
推
進
組
織
等
は
、
本
方
針
及
び
献
血
推
進
計
画
を
踏
ま
え
、
協
力
し
て

、
相
互
扶
助
及
び
博
量
の
精
神
に
基
づ
き
、
献
血
推
進
運
動
を
展
開
す
る

必
要
が
あ
る
。
ま
た
、
そ
の
際
に
は
、
献
血
に

つ
い
て
国
民
に
正
確
な
情

報
を
伝
え
、
そ
の
理
解
と
協
力
を
得
る
必
要
が
あ
る
。

中
長
期
的
な
課
題
と
し
て
、
今
後
の
人
口
動
態
を
考
慮
す
る
と
、
献
血

可
能
人
口
が
減
少
す
る
と
推
定
さ
れ
て
い
る
こ
と
か
ら
、
血
液
製
剤

の
安

定
供
給

に
は
国
民

一
人

一
人
の

一
月

の
協
力
が
不
可
欠

で
あ
る
と
考

え
ら

れ
る
。

こ
う
し
た
状
況
に
饉
み
、
献
血

に

つ
い
て
の
理
解
を
広
め
、
献
血

者
を
増
や
す
た
め
、
幼
少
期
も
含
め
た
若
年
層
を
中
心
に
普
及
啓
発
を

一

層
推
進
す
る
必
要
が
あ
る
。l
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却

コ
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剰
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引
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劇

劉

創

刊
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劇

剛
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引
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ヨ

劇

刻

「

＝
封
、
四
〇
〇
ミ
リ
リ

ッ
ト

ル
全
血
採
血
及
び
成
分
採
血
は
、
献
血
量

を
確
保
し
や
す
く
な
る
と
と
も
に
、
感
染
症
等

の
リ
ス
タ
を
低
減
さ
せ
る

な
ど
の
利
点
が
あ
る
た
め
、
今
後
も
、　
一
層
の
普
及
が
必
要
で
あ
る
。

ま
た
、
血
液
製
剤
、
特
に
赤
血
球
製
剤
の
安
定
供
給
を
確
保
す
る
た
め

に
は
、
国
、
都
道
府
県
及
び
採
血
事
業
者
は
　
在
庫
水
準
を
常
時
把
握
し

と



、
在
庫
が
不
足
す
る
場
合
に
は
供
給
に
支
障
を
及
ぼ
す
危
険
性
を
回
避
す

る
よ
う
早
急
な
対
策
を
講
ず
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

さ
ら
に
、
国
及
び
地
方
公
共
団
体
は
、
予
め
災
害
時

の
対
応
を
検
討
す

る
と
と
も
に
、
災
害
時

に
お
け
る
献
血
が
確
保
さ
れ
、
血
液
が
適
切
に
供

給
さ
れ
る
よ
う
所
要
の
措
置
を
構
ず
る
も
の
と
す
る
。
採
血
事
業
者
は
、

あ
ら
か
じ
め
災
害
時

に
お
け
る
献
血
受
人
体
制
を
構
築
し
、
各
採
血
所
間

に
お
け
る
需
給
調
整
が
迅
速
に
で
き
る
よ
う
備
え
る
こ
と
に
よ
り
、
災
害

時
に
お
け
る
献
血
量
の
確
保
に
協
力
す
る
必
要
が
あ
る
。

¨
一　
献
血
推
進
計
画
及
び
都
道
府
県
献
血
推
進
計
画

国
は
、
献
血
に
よ
り
確
保
す

べ
き
血
液
の
目
標
量
、
そ
の
日
標
量
確
保

の
た
め
の
基
本
的
な
施
策
、
献
血
の
推
進
に
関
す
る
事
項
に
つ
い
て
、
毎

年
度
、
薬
事

・
食
品
衛
生
審
議
会

（以
下

「審
議
会
」
と

い
う
。
）
の
意

見
を
聰

い
て
献
血
推
進
計
画
を
策
定
し
、
公
表
す
る
。
ま
た
、
献
血
推
進

計
画
に
基
づ
さ
　
国
民

の
献
血

へ
の
理
解
と
協
力
を
得
る
た
め
の
教
育
及

び
啓
発
、
採
血
事
業
者

に
よ
る
献
血
の
受
入
れ
と
献
血
者
の
保
護

に
対
す

る
協
力
等
を
行
う
。

都
道
府
県
は
、
本
方
針
及
び
国
の
定
め
る
献
血
推
進
計
画
に
基
づ
き
、

毎
年
度
、
血
液
製
剤
の
需
給
の
状
況
　
適
工
使
用
の
推
進
状
況
、
人
口
動

態
等
を
考
慮
し
て
、
効
果
的
な
都
道
府
県
献
血
推
進
計
画
を
策
定
し
、
公

表
す
る
劃
列
矧
劇
引
。
ま
た
、
住
民
０
献
血

へ
の
理
解
を
深
め
る
た
め
の

広
報
、
献
血
推
進
組
織

の
育
成
、
献
血
の
受
入
れ
の
円
滑
な
実
施
等
の
措

置
を
講
す
る
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。
市
町
村
は
、
国
及
び
都
道
府
県
と
と

も
に
献
血
推
進

の
た
め

の
所
要
の
措
置
を
講
す
る
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。

ｉ
一　
献
血
受
入
計
画

採
血
事
業
者
は
、
本
方
針
及
び
国
の
定
め
る
献
血
推
進
計
画
に
基
づ
き

、
毎
年
度
、
献
血
受
入
計
画
を
作
成
し
、
国
の
認
可
を
受
け
な
け
れ
ば
な

ら
な
い
。
事
業

の
実
施
に
当
た

つ
て
は
、
献
血
受
入
体
制
を
着
実
に
整
備

し
、
献
血
の
受
入
れ
に
関
す
る
日
標
を
達
成
す
る
た
め
の
措
置
を
諄
す
る

こ
と
が
必
要
で
あ
る
。
例
え
ば
、
採
血
時
の
安
全
性
の
確
保
、
事
故

へ
の

対
応
、
献
血
者

の
個
人
情
報
の
保
護
、
採
血
に
よ
る
献
血
者
等

の
健
康
被

害
の
補
償
等
献
血
者
が
安
心
し
て
献
血
で
き
る
環
境
の
整
備
、
採
血
に
際

し
て
の
血
液
検
査
に
よ
る
健
康
管
理
サ
ー
ビ
ス
の
充
実
及
び
献
血
者
登
録

制
度
に
よ
る
献
血
者
と
の
連
携

の
確
保
を
図
る
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。
ま

た
　
希
少
血
液

の
確
保
に
引
き
続
き
取
り
紐
む
こ
と
が
求
め
ら
れ
る
。

四
　
献
血
推
進
施
策
の
進
捗
状
況
等
に
関
す
る
確
認
及
び
評
価

国
及
び
地
方
公
共
団
体
は
、
献
血
推
進
施
策

の
進
捗
状
況
に

つ
い
て
確

認
及
び
評
価
を
行
う
と
と
も
に
、
採
血
事
業
者
に
よ
る
献
血
の
受
入
れ
の

実
績
に

つ
い
て
の
情
報
を
収
集
す
る
体
制
を
構
築
し
、
必
要
に
応
し
、
献

血
推
進
施
策

の
見
直
し
を
行
う
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

第
五
　
血
液
製
剤
の
製
造
及
び
供
給
に
関
す
る
事
項

一
　

基
本
的
な
考
え
方

血
液
製
剤
は
安
定
的

に
供
給
さ
れ
な
け
れ
ば
な
ら
な
い
こ
と
か
ら
、
血

液
製
剤
の
供
給
に
当
た

っ
て
は
、
緊
急
時
の
輸
入
、
国
内
で
製
造
が
困
難

な
血
液
製
剤

の
輸
入
等
や
む
を
得
な
い
場
合
を
除
き
、
海
外
の
血
液
に
依

存
し
な
く
て
も
済
む
よ
う
、
原
則
と
し
て
国
内

の
献
血
に
基
づ
く
国
内
自

給
を
推
進
す
る
こ
と
が
求
め
ら
れ
る
。
ま
た
、
国
内
の
献
血
に
よ

つ
て
得

ら
れ
た
血
液
が
有
効
に
利
用
さ
れ
、
血
液
製
剤
と
し
て
安
定
的
に
供
給
さ

れ
る
必
要
が
あ
る
。
さ
ら
に
、　
一
部
の
製
剤
で
供
給
に
支
障
が
生
じ
る
よ

う
な
緊
急
事
態
に
対
応
で
き
る
よ
う
、
製
造
販
売
業
者
等
は
所
要

の
在
庫

を
保
有
し
て
お
く
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。

こ
の
た
め
、
保
健
衛
生
上
の
観
点
か
ら
、
厚
生
労
働
大
臣
い
理

造
、
供

給
等
の
需
給
動
向
を
適
時
適
切
に
把
握
す
る
必
要

の
あ
る
血

漿

分
画
製

剤
に
つ
い
て
は
、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
を
含
め
、
法
第
二
十
五
条
に
基

づ
き
、
第
二
に
示
し
た
中
期
的
な
需
給
の
見
通
し
を
踏
ま
え
、
需
給
計
画

を
策
定
し
、
公
表
す
る
も

の
と
す
る
。
な
お
、
輸
血
用
血
液
製
剤
に
つ
い

て
は
、
災
害
時
等

の
緊
急
的
な
対
応
を
常
に
考
慮
し

つ
つ
、
そ
の
需
給
が

季
節
的
に
変
動
す
る
こ
と
等
も
踏
ま
え
、
献
血
推
進
計
画
等
に
よ
り
、
安

定
的
な
供
給
を
確
保
す
る
必
要
が
あ
る
。

在
庫
が
不
足
す
る
場
合
に
は
供
給
に
支
障
を
及
ぼ
す
危
険
性
を
口
避
す

る
よ
う
早
急
な
対
策
を
請
ず
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

さ
ら
に
、
国
及
び
地
方
公
共
団
体
は
、
予
め
災
害
時
の
対
応
を
検
討
す

る
と
と
も
に
、
災
書
時
に
お
け
る
献
血
が
確
保
さ
れ
、
血
液
が
適
切
に
供

給
さ
れ
る
よ
う
所
要
の
措
置
を
講
ず
る
も
の
と
す
る
。
採
血
事
業
者
は
、

あ
ら
か
し
め
災
害
時
に
お
け
る
献
血
受
入
体
制
を
構
築
し
、
各
採
血
所
間

に
お
け
る
需
給
調
整
が
迅
速
に
で
き
る
よ
う
備
え
る
こ
と
に
よ
り
、
災
害

時
に
お
け
る
献
血
量
の
確
保
に
協
力
す
る
必
要
が
あ
る
。

二
　
献
血
推
進
計
画
及
び
都
道
府
県
献
血
推
進
計
画

国
は
、
献
血

に
よ
り
確
保
す
べ
き
血
液

の
日
標
量
、
そ
の
目
標
量
確
保

の
た
め
の
基
本
的
な
施
策
、
献
血

の
推
進
に
関
す
る
事
項
に
つ
い
て
、
毎

年
度
、
薬
事

・
食
品
術
生
審
議
会

（
以
下

『審
議
会
」
と
い
う
。
）
の
意

見
を
聴

い
て
献
血
推
進
計
画
を
策
定
し
、
公
表
す
る
。
ま
た
、
献
血
推
進

計
画
に
基
づ
き
、
国
民
の
献
血

へ
の
理
解
と
協
力
を
得
る
た
め
の
教
育
及

び
啓
発
、
採
血
事
業
者
に
よ
る
献
血

の
受
入
れ
と
献
血
者
の
保
護
に
対
す

る
協
力
等
を
行
う
。

都
道
府
県
は
、
本
方
針
及
び
国
の
定
め
る
献
血
推
進
計
画
に
基
づ
き
、

毎
年
度
、
血
液
製
剤
の
需
給
の
状
況
、
通
正
使
用

の
推
進
状
況
、
人
口
動

態
等
を
考
慮
し
て
　
効
果
的
な
都
道
府
県
献
血
推
進
計
画
を
策
定
し
、
公

表
す
る
。
ま
た
、
住
民
の
献
血

へ
の
理
解
を
深
め
る
た
め
の
広
報
、
献
血

推
進
組
織

の
育
成
、
献
血

の
受
入
れ
の
円
滑
な
実
施
等
の
措
置
を
請
す
る

こ
と
が
重
要
で
あ
る
。
市
町
村
は
、
回
及
び
都
道
府
県
と
と
も
に
献
血
推

進
の
た
め
の
所
要
の
措
置
を
講
ず
る
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。

一
一　
献
血
受
入
計
画

採
血
事
業
者

は
、
本
方
針
及
び
国
の
定
め
る
献
血
推
進
計
画
に
基
づ
き

、
毎
年
度
、
献
血
受
入
計
画
を
作
成

し
、
国
の
認
可
を
受
け
な
け
れ
ば
な

ら
な

い
。
事
業

の
実
施
に
当
た

っ
て
は
　
献
血
受
入
体
制
を
着
実
に
整
備

し
、
献
血
の
受
入
れ
に
関
す
る
日
標
を
達
成
す
る
た
め
の
措
置
を
講
す
る

こ
と
が
必
要
で
あ
る
。
例
え
ば
、
採
血
時
の
安
全
性
の
確
保
、
事
故

〈
の

対
応
、
献
血
者

の
個
人
情
報
の
保
護
、
採
血
に
よ
る
献
血
者
等
の
健
康
被

害
の
補
償
等
献
血
者
が
安
心
し
て
献
血
で
き
る
環
境

の
整
備
、
採
血
に
際

し
て
の
血
液
検
査
に
よ
る
健
康
管
理
サ
ー
ビ
ス
の
充
実
及
び
献
血
者
登
録

制
度
に
よ
る
献
血
者
と
の
連
携
の
確
保
を
図
る
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。
ま

た
　
希
少
血
液

の
確
保
に
引
き
続
き
取
り
組
む
こ
と
が
求
め
ら
れ
る
。

四
　
献
血
推
進
施
策
の
進
捗
状
況
等
に
関
す
る
確
認
及
び
評
価

国
及
び
地
方
公
共
団
体
は
、
献
血
推
進
施
策
の
進
捗
状
況
に
つ
い
て
確

露
及
び
評
価
を
行
う
と
と
も
に
、
採
血
事
業
者
に
よ
る
献
血

の
受
入
れ
の

実
績
に
つ
い
て
の
情
報
を
収
集
す
る
体
制
を
格
築
し
、
必
要
に
応
じ
、
献

血
推
進
施
策
の
見
直
し
を
行
う
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

第
五
　
血
液
製
剤
の
製
造
及
び
供
給
に
関
す
る
事
項

一
　

基
本
的
な
考
え
方

血
液
製
剤
は
安
定
的
に
供
給
さ
れ
な
け
れ
ば
な
ら
な
い
こ
と
か
ら
、
血

液
製
剤
の
供
給
に
当
た

っ
て
は
、
緊
急
時

の
輸

入
、
国
内
で
製
造
が
困
難

な
血
液
製
剤
の
輸

入
等
や
む
を
得
な

い
場
合
を
除
き
、
海
外
の
血
液
に
依

存
し
な
く

て
も
済
む
よ
う
、
原
則
と
し
て
国
内

の
献
血
に
基
づ
く
国
内
自

給
を
推
進
す
る
こ
と
が
求
め
ら
れ
る
。
ま
た
、
国
内
の
献
血
に
よ

つ
て
得

ら
れ
た
血
液
が
有
効
に
利
用
さ
れ
、
血
液
製
剤
と
し
て
安
定
的
に
供
給
さ

れ
る
必
要
が
あ
る
。
さ
ら
に
、　
一
部

の
製
剤
で
供
給
に
支
障
が
生
じ
る
よ

う
な
緊
急
事
態
に
対
応
で
き
る
よ
う
、
製
造
販
売
業
者
等
は
所
要
の
在
庫

を
保
有
し
て
お
く
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。

こ
の
た
め
、
保
健
衛
生
上
の
観
点
か
ら
、
日
劇

―こ―
冽
ヨ
引
国
潤
劇
剤
劉

硼
側
ｕ
ｄ
引
利
翻
＝
躙
姻
測
引
劃
「
嘲
倒
＝
厚
生
労
働
大
臣
”
製
造
、
供
給

等
の
需
給
動
向
を
通
時
遭
切
に
把
握
す
る
必
要

の
あ
る
血

漿

分
画
製
剤

に
つ
い
て
は
、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
を
含
め
、
法
第
二
十
五
条
に
基
づ

き
、
第
二
に
示
し
た
中
期
的
な
需
給

の
見
通
し
を
踏
ま
え
、
需
給
計
画
を

策
定
し
、
公
表
す
る
も
の
と
す
る
。
な
お
、
輸
血
用
血
液
製
剤
に

つ
い
て

は
　
災
害
時
等

の
緊
急
的
な
対
応
を
常
に
考
慮
し

つ
つ
、
そ
の
需
給
が
季

節
的
に
変
動
す
る
こ
と
等
も
踏
ま
え
、
献
血
推
進
計
画
等
に
よ
り
、
安
定

的
な
供
給
を
確
保
す
る
必
要
が
あ
る
。

二
　
血
液
製
剤
の
安
定
供
給

の
確
保

の
た
め
の
需
給
計
画

需
給
計
画
を
策
定
す
る
際
に
は
、
当
該
血

漿

分
画
製
剤

の
需
給
動
向

の
み
な
ら
ず
、
そ
の
製
造
に
使
用
す
る
原
料
血

漿

の
量

の
動
向
、
当
該

製
剤
に
代
替
す
る
医
薬
品
、
治
療
法
等
を
考
慮
し
、
審
議
会
の
意
見
を
聴

い
て
策
定
す
る
。

血

漿

分
画
製
剤
の
製
造
販
売
業
者
等
は
、
需
給
計
画
に
沿

っ
て
、
計

画
的
に
血

漿

分
画
製
剤

の
製
造
及
び
供
給
に
取
り
組
む
必
要
が
あ
る
と

と
も
に
、
そ
の
製
造
実
績
等
を
厚
生
労
働
大
臣
に
報
告
す
る
こ
と
が
必
要

で
あ
る
。
厚
生
労
働
大
臣
は
、
当
該
報
告
を
受
け
　
安
定
供
給
の
確
保
の

観
点
か
ら
　
需
給
計
画
を
尊
重
し
て
適
正
に
製
造
及
び
供
給
が
行
わ
れ
る

よ
う
、
必
要
に
応
じ
勧
告
等
の
措
置
を
講
す
る
も
の
と
す
る
。

ま
た
、
国
内
の
献
血
に
出
来
す
る
血
液
製
剤
を
取
り
扱
う
製
造
販
売
業

者
等
は
、
そ
の
供
給
の
確
保
に
努
め
る
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。

な
お
、
国
内

の
献
血
に
出
来
す

る
原
料
血

漿

を

一
旦
海
外

へ
輸
出
し

て
外
国
の
工
場
に
お
い
て
製
剤
化
し
て
日
本

へ
輸
入
す
る
血
液
製
剤
を
取

り
扱
う
こ
と
が
特
に
必
要
で
あ
る
と
さ
れ
た
場
合

に
は
国
内

で
の
安
定
供

給
及
び
国
内
自
給
の
推
進
と
両
立
す
る
範
囲
内
に
お
い
て
実
施
す
る
こ
と

に

つ
い
て
Ｆ
ｕ
題
毎
に
具
体
的
な
検
討
が
必
要
で
あ
る
。

〓
一　
原
料
血

漿

の
配
分

回
は
、
製
造
販
村
業
者
及
び
製
躍
筆
者
の
製
造
能
力
及
び
製
造
効
率
を

勘
案
し
、
安
定
供
給
に
必
要
な
血

漿

分
画
製
剤

の
適
正
な
水
準

の
生
産

が
確
保
さ
れ
る
よ
う
、
審
議
会
に
お
け
る
公
正
か

つ
透
明
な
審
議
を
踏
ま

販市鳩弗婦渕はれ妙枚慮輸蝉麟舞お悧浦調岬醐劉『］引劉引用酬調『

分
す
る
際
の
標
準
価
格
を
規
定
す
る
も
の
と
す
る
。

採
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
及
び
製
造
業
者
は
、
需
給
計
画
を
尊
重

し
て
原
料
血

漿

を
配
分
す
る
こ
と
が
必
要
で
あ
り
、
厚
生
労
働
大
臣
は

、
計
画
が
尊
重
さ
れ
て
い
る
か
を
把
握
す
る
た
め
、
原
料
血

漿

の
配
分

結
果
の
報
告
を
求
め
る
も
の
と
す
る
。

四
　
瑚
測
劇
剤
倒
劇
劇

国
は
、
災
害
等
の
場
合
に
あ

っ
て
も
、
血
液
製
剤
の
供
給
に
支
障
を
来

す
こ
と
が
な
い
よ
う
、
製
造
販
売
業
者
及
び
製
造
業
者
に
よ
る
安
定
供
給

に
必
要
な
量
の
備
蓄

の
状
況
等
に
関
し
、
適
宜
、
確
認
を
行
う
な
ど
、
そ

の
安
定
供
給
を
確
保
す
る
こ
と
と
す
る
。

第
六
　
血
液
製
剤
の
安
全
性
の
向
上
に
関
す
る
事
項

一　

安
全
性
の
価

上
の
た
め
の
取
組

薬
事
法
に
基
づ
き
、
生
物
由
来
製
品
に
つ
い
て
、
そ
の
成
染

の
リ

ス
ク

等
を
踏
ま
え
、
原
材
料
の
採
取
及
び
製
造
か
ら
市
販
後
に
至
る
各
段
階
に

お
い
て
、　
一
般
の
医
薬
品
等
に
お
け
る
各
種
基
準
に
加
え
、
以
下
に
掲
げ

る
基
準
等
が
定
め
ら
れ
た
。
こ
れ
ら
を
柱
と
し
て
、
血
液
製
剤
の

一
層
の

安
全
性
の
確
保
を
図
る
こ
と
と
す
る
。

１
　
原
材
料
採
取

の
方
法
等
に
つ
い
て
保
健
衛
生
上

の
観
点
か
ら
定
め
る

品
質
等
の
付
加
的
な
基
準

２
　
構
造
設
備
、
製
造
管
理
及
び
品
質
管
理
の
方
法
に
つ
い
て
、
そ
の
特

性
に
応
し
た
付
加
的
な
基
準

３
　
直
接
の
容
器
又
は
直
接
０
被
包
等
に
お
い
て
、
感
染

の
リ
ス
ク
等
を

有
す
る
こ
と
か
ら
適
正
に
使
用
す
べ
き
医
薬
品
等

で
あ
る
こ
と
を
明
ら

か
に
す
る
た
め
、
安
全
性

の
確
保
に
関
し
必
要
な
付
加
的
な
表
示
を
行

４
　
病
原
体
の
混
入
が
判
明
し
た
場
合
に
遡
及
調
査
を
速
や
か
に
構
ず
る

こ
と
を
可
能
と
す
る
た
め
、
製
造
販
売
業
者
等
及
び
医
療
関
係
者
は
必

一
一　
血
液
製
剤
の
安
定
供
給

の
確
保

の
た
め
の
需
給
計
画

需
給
計
画
を
策
定
す
る
際
に
は
、
当
該
血

漿

分
画
製
剤
の
需
給
動
向

の
み
な
ら
ず
、
そ
の
製
造
に
使
用
す
る
原
料
血

漿

の
量
の
動
向
、
当
該

製
剤
に
代
替
す
る
医
薬
品
、
治
療
法
等
を
考
慮
し
、
審
議
会
の
意
見
を
聴

い
て
策
定
す
る
。

血

漿

分
画
製
剤
の
製
造
販
売
業
者
等
は
、
需
給
計
画
に
沿

っ
て
、
計

画
的
に
血

漿

分
画
製
剤

の
製
造
及
び
供
給
に
取
り
組
む
必
要
が
あ
る
と

と
も
に
、
そ
の
製
造
実
績
等
を
厚
生
労
働
大
臣
に
報
告
す
る
こ
と
が
必
要

で
あ
る
。
厚
生
労
働
大
臣
は
、
当
該
報
告
を
受
け
、
安
定
供
給
の
確
保
の

観
点
か
ら
、
需
給
計
画
を
尊
重
し
て
適
正
に
製
造
及
び
供
給
が
行
わ
れ
る

よ
う
、
必
要
に
応
じ
勧
告
等

の
措
置
を
講
す
る
も
の
と
す
る
。

ま
た
、
国
内

の
献
血
に
由
来
す
る
血
液
製
剤
を
取
り
扱
う
製
造
販
売
業

者
等
は
、
そ
の
供
給
の
確
保
に
努
め
る
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。

な
お
、
国
内

の
献
血
に
出
来
す
る
原
料
血

漿

を

一
旦
海
外

へ
輸
出
し

て
外
国
の
工
場
に
お
い
て
製
剤
化
し
て
日
本

へ
輸
入
す
る
血
液
製
剤
を
取

り
扱
う
こ
と
が
特
に
必
要
で
あ
る
と
さ
れ
た
場
合
に
は
国
内
で
の
安
定
供

給
及
び
国
内
自
給
の
推
進
と
両
立
す
る
範
囲
内
に
お
い
て
実
施
す
る
こ
と

に

つ
い
て
、
課
題
毎
に
具
体
的
な
検
討
が
必
要
で
あ
る
。

〓
一　
原
料
血

漿

の
配
分

国
は
、
製
造
販
売
業
者
及
び
製
造
業
者

の
製
造
能
力
及
び
製
造
効
率
を

勘
案
し
、
安
定
供
給
に
必
要
な
血

漿

分
画
製
剤
の
適
正
な
水
準
の
生
産

が
確
保
さ
れ
る
よ
う
、
審
議
会
に
お
け
る
公
正
か

つ
透
明
な
審
議
を
踏
ま

え
、
需
給
計
画
に
お
い
て
採
血
事
業
者
か
ら
製
造
販
売
業
者
及
び
製
造
業

者

へ
の
血

漿

の
配
分
量
及
び
配
分
す
る
際
の
標
準
価
格
を
規
定
す
る
も

の
と
す
る
。

採
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
及
び
製
造
業
者
は
、
需
給
計
画
を
尊
重

し
て
原
料
血

漿

を
配
分
す
る
こ
と
が
必
要
で
あ
り
、
厚
生
労
働
大
臣
は

、
計
画
が
尊
重
さ
れ
て
い
る
か
を
把
握
す
る
た
め
、
原
料
血

漿

の
配
分

結
果
の
報
告
を
求
め
る
も
の
と
す
る
。

「

血‐
割
創
倒
劉

劇
■
謝
倒
側
馴

の
際

に

は
　
輸

血

用
血
腋

堅
苺

及

び
血

瑣

分

画
製

剤
が
と

も

に
人

の
血

習
目
卿
「
到
創
剛
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倒
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劇
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劃
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州
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劃
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国
は
、
災
害
等
の
場
合
に
あ

っ
て
も
、
血
液
製
剤
の
供
給
に
支

障
を
来
す
ｔ
と
が
な
い
よ
う
、
製
造
販
売
業
者
及
び
製
造
業
者
に
よ
る
安

定
供
給
に
必
要
な
量
の
備
蓄
の
状
況
等
に
関
し
、
適
宣
、
確
認
を
行
う
な

ど
、
そ
の
安
定
供
給
を
確
保
す
る
こ
と
と
す
る
。

第
六
　
血
液
製
剤
の
安
全
性
の
向
上
に
関
す
る
事
項

一
　

安
全
性
の
向
上

の
た
め
の
取
組

薬
事
法
に
基
づ
き
、
生
物
出
来
製
品
に

つ
い
て
，
そ
の
感
染
の
リ
ス
ク

等
を
踏
ま
え
、
原
材
料
の
採
取
及
び
製
造
か
ら
市
販
後
に
至
る
各
段
階
に

お
い
て
、　
一
般
の
医
薬
品
等
に
お
け
る
各
種
基
準
に
加
え
、
以
下
に
掲
げ

る
基
準
等
が
定
め
ら
れ
た
。
こ
れ
ら
を
柱
と
し
て
、
血
液
製
剤
の

一
層
の

安
全
性
の
確
保
を
図
る
こ
と
と
す
る
。

１
　
原
材
料
採
取
の
方
法
等
に

つ
い
て
保
健
衛
生
上
の
観
点
か
ら
定
め
る

品
質
等

の
付
加
的
な
基
準

２
　
構
造
設
備
、
製
造
管
理
及
び
品
質
管
理
の
方
法
に
つ
い
て
、
そ
の
特

性
に
応
し
た
付
加
的
な
基
準

３
　
直
接
の
容
器
又
は
直
接
の
被
包
等
に
お
い
て
、
感
染
の
リ
ス
ク
等
を

有
す
る
こ
と
か
ら
適
正
に
使
用
す
べ
き
医
薬
品
等
で
あ
る
こ
と
を
明
ら

か
に
す
る
た
め
、
安
全
性
の
確
保
に
関
し
必
要
な
付
加
的
な
表
示
を
行

４
　
病
原
体
の
混
入
が
判
明
し
た
場
合
に
遡
及
調
査
を
遠
や
か
に
講
す
る

こ
と
を
可
能
と
す
る
た
め
、
製
造
販
売
業
者
等
及
び
医
療
関
係
者
は
必



要
な
事
項
に

つ
い
て
記
録
を
作
成
し
、
保
存
す
る
こ
と
。

製
造
販
売
業
者
及
び
外
国
特
例
承
認
取
得
者
は
、
薬
事
法
第
六
十
八
条

の
人
に
定
め
る
感
染
症
定
期
報
告
を
行
う
こ
と
が
必
要
で
あ
り
、
製
造
業

者
は
、
特
定
生
物
出
来
製
品
に
つ
い
て
、
湖
及
調
査
の
た
め
に
必
要
な
量

を
適
切
に
保
存
す
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

医
療
関
係
者
は
、
特
定
生
物
出
来
製
品
を
使
用
す
る
際
に
は
、
原
材
料

に
出
来
す
る
感
染

の
リ
ス
タ
等

に
つ
い
て
、
特
段
の
注
意
を
払
う
必
要
が

あ
る
こ
と
を
十
分
徳
織
す
る
必
要
が
あ
る
。
ま
た
、
薬
事
法
第
六
十
八
条

の
七
に
基
づ
き
、
そ
の
有
効
性
及
び
安
全
性
そ
の
他
当
腋
製
品
の
適
正
な

使
用
の
た
め
に
必
要
な
事
項
に

つ
い
て
、
患
者
又
は
そ
の
家
族
に
対
し
、

適
切
か

つ
十
分
な
説
明
を
行

い
、
そ
の
理
解
と
同
意
を
得
る
よ
う
努
め
る

も
の
と
す
る
。

都
道
府
県
及
び
保
健
所
を
設
置
す
る
市

（特
別
区
を
含
む
。
以
下

『
都

道
府
県
等
」
と
い
う
。
）
は
、
必
要
に
応
し
、
医
療
関
係
者
が
安
全
対
策

を
適
切
に
実
施
す
る
よ
う
、
指
導
に
努
め
る
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。

採
血
事
業
者
は
、
血
液
製
剤
を
介
し
て
感
染
症
等
が
発
生
す
る
リ
ス
ク

を
で
き
る
限
り
排
除
す
る
た
め
に
、
献
血
時
に
お
け
る
間
診
の
充
実
を
図

る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。
ま
た
、
国
、
地
方
公
共
団
体
及
び
採
血
事
業
者

は
、
予
め
献
血
者
に
対
し
、
検
査
を
目
的
と
し
た
献
血
を
行
わ
な

い
よ
う

周
知
徹
底
す
る
必
要
が
あ
る
。

医
療
関
係
者
は
、
血
液
製
剤
の
免
疫
学
的
副
作
用
の
発
生
に
も
留
意
す

る
必
要
が
あ
る
。

な
お
、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
に

つ
い
て
も
、
安
全
性

の
確
保
を
図
る

こ
と
が
重
要
で
あ
る
。

一　
迅
速
か

つ
適
切
に
安
全
対
策
を
実
施
す
る
た
め
の
体
制
整
備

国
、
採
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
等
及
び
医
療
関
係
者
は
、
感
染
症

等
、
血
液
製
剤
に
係
る
安
全
性
に
関
す
る
情
報
を
把
握
し
、
そ
の
情
報
を

評
価
し
、
安
全
対
策

の
実
施
を
迅
速
か

つ
適
切
に
行
う
と
と
も
に
、
遡
及

調
査
を
速
や
か
に
実
施
で
き
る
体
制
を
整
え
る
こ
と
が
必
要

で
あ
る
。

血
液
製
剤
の
安
全
性
に
関
す
る
情
報
に
つ
い
て
は
、
審
議
会
に
お
い
て

、
専
門
家
、
患
者
等
と
遅
滞
な
く
情
報
を
共
有
す
る
と
と
も
に
、
国
民
に

対
し
適
時
適
切
か

つ
迅
速
に
情
報
を
公
開
し
、
提
供
す
る
も
の
と
す
る
。

二
一　
血
液
製
剤
の
使
用
に
よ
り
感
染
症

の
発
生
等
が
判
明
し
た
場
合
の
対
応

国
は
、
血
液
製
剤
の
使
用
に
よ
り
、
じ
染
症
等
の
保
健
衛
生
上
の
危
害

の
発
生

又
は
拡
大
を
防
止
す
る
た
め
必
要
が
あ
る
と
田
め
る
と
き
は
、
遡

及
調
査
を
速
や
か
に
実
施
し
、
ほ
か
の
患
者
等

へ
の
健
康
被
害
が
拡
大
し

な
い
よ
う
　
薬
事
法
第
六
十
九
条
の
三
に
基
づ
く
製
品
の
販
売
等

の

一
時

停
止
や
同
法
第
七
十
条
第

一
項
及
び
第
二
項
に
基
づ
く
回
収
等
の
措
置
を

講
ず
る
こ
と
と
す
る
。
ま
た
、
患
者
又
は
そ
の
家
族
に
対
す
る
不
利
益
や

偏
見
、
差
別
に
配
慮
し

つ
つ
、
患
者
又
は
そ
の
家
族
を
始
め
と
す
る
国
民

や
医
療
機
関
等

へ
各
種
の
手
法
に
よ
り
迅
速
に
情
報
を
提
供
す
る
と
と
も

に
、
原
因
の
究
明
、
改
善

の
指
示
等
を
行
う
も
の
と
す
る
。

四
　
安
全
性
の
向
上
の
た
め
の
技
術
の
開
発
促
進
及
び
早
期
導
入

製
造
販
売
業
者
等
は
、
病
原
体
の
不
活
化

・
除
去
技
術

の
向
上
、
よ
り

高
感
度
か
つ
高
精
度
の
検
査
方
法
の
開
発
等
を
通
じ
、
よ
り
安
全
性

の
高

い
血
液
製
剤
の
開
発
等
に
努
め
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

ま
た
、
回
は
、
血
液
製
剤
の
安
全
性

の
向
上
に
係
る
技
術
に
関
す
る
情

報
を
収
集
し
、
技
術
開
発
を
支
援
し
、
採
血
事
業
者
＝
酬
コ
劇
翻
劉
剰
引
及

び
製
造
業
者
が
そ
れ
ら
の
技
術
を
早
期
導
入
す
る
よ
う
に
指
導
す
る
も
の

と
す
る
。

五
　
自
己
血
輸
血
等

の
取
扱
い

輸
血
に
よ
り
、
感
染
症
、
免
疫
学
的
副
作
用
等
が
発
生
す
る
リ
ス
ク
は

完
全
に
は
否
定
で
き
な

い
可
能
性
が
あ
る
こ
と
か
ら
、
自
己
血
輸
血
は
推

奨
さ
れ
る
手
法
で
あ
る
。
自
己
血
輸
血
を
行
う
際
は
、
法
第
二
十
四
条
第

二
項
に
基
づ
き
定
め
る
基
準
及
び
そ
の
実
施
に
関
す
る
指
針
に
沿

つ
て
適

切
に
行
う
必
要
が
あ
る
。

ま
た
、
自
己
血
輸
血
を
除
き
、
院
内
血
輸
血
は
　
安
全
性
の
問
題
及
び

患
者
又
は
そ
の
家
族
に
対
す
る
負
担

の
問
題
が
あ
る
こ
と
か
ら
、
原
則
と

し
て
行
う
べ
き
で
は
な

い
。

要
な
事
項
に

つ
い
て
記
録
を
作
成
し
、
保
存
す
る
こ
と
。

製
造
眼
売
業
者
及
び
外
国
特
例
承
認
取
得
者
は
、
薬
事
法
第
六
十
人
条

の
人
に
定
め
る
感
染
症
定
期
報
告
を
行
う
こ
と
が
必
要
で
あ
り
、
製
造
業

者
は
　
特
定
生
物
由
来
製
品
に

つ
い
て
、
遡
及
調
査
の
た
め
に
必
要
な
量

を
適
切
に
保
存
す
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

医
療
関
係
者
は
、
特
定
生
物
出
来
製
品
を
使
用
す
る
際
に
は
、
原
材
料

に
出
来
す
る
感
染

の
リ

ス
ク
等
に
つ
い
て
、
特
段
の
注
意
を
払
，
必
要
が

あ
る
こ
と
を
十
分
認
識
す
る
必
要
が
あ
る
。
ま
た
、
薬
事
法
第
六
十
人
条

の
七
に
基
づ
き
、
そ
の
有
効
性
及
び
安
全
性
そ
の
他
当
腋
製
品
の
適
正
な

使
用
の
た
め
に
必
要
な
事
項
に

つ
い
て
、
患
者
又
は
そ
の
家
族
に
対
し
、

適
切
か
つ
十
分
な
説
明
を
行
い
、
そ
の
理
解
と
同
意
を
得
る
よ
う
努
め
る

も
の
と
す
る
。

都
道
府
県
及
び
保
健
所
を
設
置
す
る
市

（
特
別
区
を
含
む
。
以
下

『都

道
府
県
等
」
と

い
う
。
）
は
、
必
要
に
応
じ
、
医
療
関
係
者
が
安
全
対
策

を
適
切
に
実
施
す
る
よ
う
、
指
導
に
努
め
る
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。

採
血
事
業
者
は
、
血
液
製
剤
を
介
し
て
感
染
症
等
が
発
生
す
る
リ
ス
ク

を
で
き
る
限
り
排
除
す
る
た
め
に
、
献
血
時
に
お
け
る
間
診
の
充
実
を
図

る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。
ま
た
、
回
、
地
方
公
共
団
体
及
び
採
血
事
業
者

は
、
予
め
献
血
者
に
対
し
、
検
査
を
目
的
と
し
た
献
血
を
行
わ
な
い
よ
う

周
知
徹
底
す
る
必
要
が
あ
る
。

医
療
関
係
者
は
、
血
液
製
剤

の
免
疫
学
的
副
作
用
の
発
生
に
も
留
意
す

る
必
要
が
あ
る
。

な
お
、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
に
つ
い
て
も
、
安
全
性
の
確
保
を
図
る

こ
と
が
重
要
で
あ
る
。

二
　
迅
速
か

つ
適
切
に
安
全
対
策
を
実
施
す
る
た
め
の
体
制
整
備

回
、
採
血
事
業
者
、
製
造
販
売
業
者
等
及
び
医
療
関
係
者
は
、
感
染
症

等
、
血
液
製
剤
に
係
る
安
全
性
に
関
す
る
情
報
を
把
握
し
、
そ
の
情
報
を

評
価
し
、
安
全
対
策

の
実
施
を
迅
速
か
つ
適
切
に
行
う
と
と
も
に
、
遡
及

調
査
を
速
や
か
に
実
施
で
き
る
体
制
を
整
え
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

血
液
製
剤
の
安
全
性
に
関
す
る
情
報
に

つ
い
て
は
、
審
議
会
に
お
い
て

．
専
門
家
、
患
者
等
と
遅
滞
な
く
情
報
を
共
有
す
る
と
と
も
に
、
国
民
に

対
し
適
時
適
切
か
つ
迅
速
に
情
報
を
公
開
し
、
提
供
す
る
も
の
と
す
る
。

一
一　
血
液
製
剤

の
使
用
に
よ
り
感
染
症
の
発
生
等
が
判
明
し
た
場
合
の
対
応

国
は
、
血
液
製
剤

の
使
用
に
よ
り
、
感
染
症
等

の
保
健
衛
生
上
の
危
害

の
発
生
又
は
拡
大
を
防
止
す
る
た
め
必
要
が
あ
る
と
認
め
る
と
き
は
、
遡

及
調
査
を
速
や
か
に
実
施
し
、
ほ
か
の
患
者
等

へ
の
健
康
被
書
が
拡
大
し

な
い
よ
う
、
薬
事
法
第
六
十
九
条
の
三
に
基
づ
く
製
品
の
販
売
等

の

一
時

停
止
や
同
法
第
七
十
条
第

一
項
及
び
第
二
項
に
基
づ
く
回
収
等
の
措
置
を

講
す
る
こ
と
と
す
る
。
ま
た
、
患
者
又
は
そ
の
家
族
に
対
す
る
不
利
益
や

偏
見
、
差
別
に
配
慮
し

つ
つ
、
患
者
又
は
そ
の
家
族
を
始
め
と
す
る
国
民

や
医
療
機
関
等

へ
各
種

の
手
法
に
よ
り
迅
速
に
情
報
を
提
供
す
る
と
と
も

に
、
原
因
の
究
明
、
改
善
の
指
示
等
を
行
う
も
の
と
す
る
。

四
　
安
全
性
の
向
上
の
た
め
の
技
術
の
開
発
促
進
及
び
早
期
導
入

製
造
販
売
業
者
等
は
、
病
原
体
の
不
活
化

・
除
去
技
術
の
向
上
、
よ
り

高
感
度
か
つ
高
精
度
の
検
査
方
法
の
開
発
等
を
通
し
、
よ
り
安
全
性
の
高

い
血
液
製
剤
の
開
発
等
に
努
め
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る
。

ま
た
、
国
は
、
血
液
製
剤
の
安
全
性
の
向
上
に
係
る
技
術
に
関
す
る
情

報
を
収
集
し
、
技
術
開
発
を
支
援
し
、
採
血
事
業
者
及
び
製
造
業
者
が
そ

れ
ら
の
技
術
を
早
期
導
入
す
る
よ
う
に
指
導
す
る
も
の
と
す
る
。

五
　
自
己
血
輸
血
牛
の
取
扱
い

輸
血
に
よ
り
、
感
染
症
、
免
疫
学
的
副
作
用
等
が
発
生
す
る
リ
ス
ク
は

完
全
に
は
否
定

で
き
な

い
可
能
性
が
あ
る
こ
と
か
ら
、
自
己
血
輸
血
は
推

奨
さ
れ
る
手
法
で
あ
る
。
自
己
血
輸
血
を
行
う
際
は
、
法
第
二
十
四
条
第

二
項
に
基
づ
き
定
め
る
基
準
及
び
そ
の
実
施
に
関
す
る
指
針
に
沿

つ
て
適

切
に
行
う
必
要
が
あ
る
。

ま
た
、
自
己
血
輸
血
を
除
き
、
院
内
血
輸
血
は
、
安
全
性
の
問
題
及
び

患
者
又
は
そ
の
家
族
に
対
す
る
負
担
の
問
題
が
あ
る
こ
と
か
ら
、
原
則
と

し
て
行
う
べ
き
で
は
な

い
。

第
七
　
血
液
製
剤
の
適
正
な
使
用
に
関
す
る
事
項

一
　

血
液
製
剤
の
適
正
使
用
の
推
進

医
療
関
係
者
は
、
血
液
製
剤

の
特
徴
を
十
分
に
理
解
し
、
そ
の
適
正
な

使
用
を

一
層
推
進
す
る
必
要
が
あ
る
。
ま
た
、
医
療
関
係
者
に
対
す
る
教

育
、
研
修
等
、
様
々
な
機
会
を
通
し
て
働
き
掛
け
て
い
く
こ
と
が
重
要
で

あ
る
。
国
は
、
血
液
製
剤
の
適
正
使
用
、
輸
血
療
法
の
実
施
等
に
関
す
る
指
針

を
医
療
機
関
に
示
し
て
き
た
と
こ
ろ
で
あ
る
が
、
医
療
機
関
に
お
け
る
血

液
製
剤
の
使
用
状
況
等
に

つ
い
て
報
告
を
求
め
、
定
期
的
に
評
価
し
、
必

要
に
応
し
て
当
該
指
針
を
見
直
す
等
、
通
正
使
用
の
推
進

の
た
め
の
よ
り

効
果
的
な
方
法
を
検
討
す
る
も
の
と
す
る
。

一
一　
院
内
体
制
の
整
備

医
療
機
関
に
お
い
て
は
、
血
液
製
剤
を
用

い
た
医
療
が
適
正
に
な
さ
れ

る
よ
う
、
院
内
の
血
液
製
剤
を
管
理
し
、
使
用
す
る
た
め
の
体
制
を
整
備

す
る
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。
こ
の
た
め
、
国
及
び
都
道
府
県
等
は
、
そ
の

よ
う
な
医
療
機
関
に
対
し
、
様

々
な
機
会
を
通
じ
て
、
院
内
に
お
け
る
輸

血
療
法
委
員
会
及
び
輸
血
部
門
の
設
置
並
び
に
責
任
医
師
の
任
命
を
働
き

か
け
る
も
の
と
す
る
。

〓
一　
患
者
等
に
対
す
る
説
明

医
療
関
係
者
は
、
そ
れ
ぞ
れ
の
患
者
に
応
じ
て
血
液
製
剤
の
適
切
な
使

用
に
努
め
る
こ
と
が
重
要
で
あ
り
、
患
者

又
は
そ
の
家
族
に
対
し
、
血
液

製
剤
に
関
し
て
適
切
か

つ
十
分
な
説
明
を
行

い
、
そ
の
理
解
と
同
意
を
得

る
よ
う
努
め
る
も
の
と
す
る
。

第
人
　
そ
の
他
献
血
及
び
血
液
製
剤
に
関
す
る
重
要
事
項

一
　

血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
に
関
す
る
事
項

遺
伝
子
組
換
え
血
液
凝
固
第
踵
因
子
製
剤
を
は
じ
め
と
す
る
血
液
製
剤

代
替
医
薬
品
は
、
血
液
製
剤
の
需
給
動
向
に
重
要
な
影
響
を
与
え
る
た
め

、
第
五
に
示
し
た
と
お
り
、
そ
の
計
画
的
な
製
造
及
び
供
給
が
行
わ
れ
る

必
要
が
あ
る
。

第
七
　
血
液
製
剤
の
適
正
な
使
用
に
関
す
る
事
項

一
　

血
液
製
剤
の
適
正
使
用

の
推
進

医
療
関
係
者
は
、
血
液
製
剤
の
特
徴
を
十
分

に
理
解
し
、
そ
の
適
正
な

使
用
を

一
層
推
進
す
る
必
要
が
あ
る
。
ま
た
い
医
療
関
係
者
に
対
す
る
教

育
、
研
修
等
、
様

々
な
機
会
を
通
し
て
働
き
掛
け
て
い
く
こ
と
が
重
要
で

あ
る
。
国
は
、
血
液
製
剤
の
適
正
使
用
、
輸
血
療
法

の
実
施
等
に
関
す
る
指
針

を
医
療
機
関
に
示
し
て
き
た
と
こ
ろ
で
あ
る
が
、
医
療
機
関
に
お
け
る
血

液
製
剤
の
使
用
状
況
等
に

つ
い
て
報
告
を
求
め
、
定
期
的

に
評
価
し
、
必

要
に
応
し
て
当
該
指
針
を
見
直
す
等
、
適
正
使
用
の
推
進

の
た
め
の
よ
り

効
果
的
な
方
法
を
検
討
す

る
も
の
と
す
る
。

二
　
院
内
体
制
の
整
備

医
療
機
関
に
お
い
て
は
、
血
液
製
剤
を
用

い
た
医
療
が
適
正
に
な
さ
れ

る
よ
う
、
院
内

の
血
液
製
剤
を
管
理
し
、
使
用
す
る
た
め
の
体
制
を
整
備

す
る
こ
と
が
重
要
で
あ
る
。
こ
の
た
め
、
国
及
び
都
道
府
県
等
は
、
そ
の

よ
う
な
医
療
機
関
に
対
し
、
様

々
な
機
会
を
通
じ
て
、
院
内
に
お
け
る
輸

血
療
法
委
員
会
及
び
輸
血
部
門
の
設
置
並
び
に
責
任
医
師

の
任
命
を
働
き

か
け
る
も
の
と
す
る
。

〓
一　
患
者
等
に
対
す
る
説
明

医
療
関
係
者
は
、
そ
れ
ぞ
れ
の
患
者
に
応
じ
て
血
液
製
剤
の
適
切
な
使

用
に
努
め
る
こ
と
が
重
要
で
あ
り
、
患
者
又
は
そ
の
家
族
に
対
し
、
血
液

製
剤
に
関
し
て
適
切
か

つ
十
分
な
説
明
を
行
い
、
そ
の
理
解
と
同
意
を
得

る
よ
う
努
め
る
も
の
と
す

る
。

第
人
　
そ
の
他
献
血
及
び
血
液
製
剤
に
関
す
る
重
要
事
項

一
　

血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
に
関
す
る
事
項

遺
伝
子
組
換
え
血
液
凝
固
第
Ⅶ
因
子
製
剤
を
は
じ
め
と
す
る
血
液
製
剤

代
替
医
薬
品
は
　
血
液
製
剤
の
需
給
動
向
に
重
要
な
影
響
を
与
え
る
た
め

、
第
二
に
示
し
た
と
お
り
、
そ
の
計
画
的
な
製
造
及
び
供
給
が
行
わ
れ
る

必
要
が
あ
る
。

ま
た
、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品

の
安
全
，
策
に
つ
い
て
は
、
第
六
に
示

し
た
薬
事
法
に
基
づ
く
規
制
を
適
用
す
る
こ
と
と
す
る
。
な
お
、
患
者
又

は
そ
の
家
族

へ
の
説
明
及
び
同
意
あ
る

い
は
記
録
の
保
存
等
に

つ
い
て
も

、
必
要
に
応
じ
、
特
定
生
物
出
来
製
品
と
同
様
に
行
う
こ
と
が
求
め
ら
れ

血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
は
、
血
液
に
由
来
す
る
製
剤
と
同
様
に
、
そ
れ

ぞ
れ
の
患
者
に
応
じ
適
切
に
、
ま
た
適
正
に
使
用
す
る
こ
と
が
求
め
ら
れ

一
一　
採
血
基
準
の
見
直
し

四
〇
〇
ミ
リ
リ

ツ
ト
ル
全
血
採
血
等

の
対
象
年
齢
等
を
規
定
し
て
い
る

採
血
基
準
に
関
し
て
は
、
献
血
に
よ
り
得
ら
れ
る
血
液
量
の
確
保
と
と
も

に
、
献
血
者
の
安
全
確
保
を
図
る
た
め
に
、
体
重
、
採
血
間
隔
、
血
中

ヘ

モ
グ

ロ
ピ
ン
値
、
比
二
等
の
デ
ー
タ
や
新
た
な
感
染
症

の
発
生
状
況
等

の

最
新
の
科
学
的
知
見
に
基
づ
き
、
諸
外
国

の
状
況
も
勘
案
し
、
専
門
家

の

意
見
を
聴
き
な
が
ら
、
採
血
基
準
の
見
直

し
を
行
う
こ
と
が
必
要
で
あ
る

〓
一　
血
液
製
剤
の
表
示

血
液
製
剤
に

つ
い
て
は
、
患
者
又
は
そ
の
家
族
の
選
択
の
機
会
を
確
保

す
る
た
め
、
製
造
販
売
業
者
等
は
、
直
接
の
容
器
又
は
直
接
の
被
包
に
、

採
血
国
及
び
献
血
又
は
非
献
血

の
区
別
を
表
示
す
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る

０

る
よ
う
　
，
え
ば
　
医
薬
品
た
る
血

頻

分
国
製
丸
の
説
明
に
藁
剤
師
を
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ま
た
、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
の
う
ち
、
特
定
生
物
由
来
製
品
に
つ
い

て
も
、
採
血
国
及
び
献
血
又
は
非
献
血
の
区
別
を
表
示
す
な
こ
と
が
必
要

で
あ
る
。

ま
た
、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
の
安
全
対
策
に

つ
い
て
は
、
第
六
に
示

し
た
薬
事
法
に
基
づ
く
規
制
を
適
用
す
る
こ
と
と
す
る
。
な
お
、
患
者
又

は
そ
の
家
族

へ
の
説
明
及
び
同
意
あ
る
い
は
記
録
の
保
存
等
に

つ
い
て
も

、
必
要
に
応
し
、
特
定
生
物
出
来
製
品
と
同
様
に
行
う
こ
と
が
求
め
ら
れ

血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
は
、
血
液
に
出
来
す
る
製
剤
と
同
様
に
、
そ
れ

ぞ
れ

の
患
者
に
応
じ
適
切
に
、
ま
た
適
正
に
使
用
す
る
こ
と
が
求
め
ら
れ

二
　
採
血
基
準
の
見
直
し

四
〇
〇
ミ
リ
リ

ツ
ト

ル
全
血
採
血
等
の
対
象
年
齢
等
を
規
定
し
て
い
る

採
血
基
準
に
関
し
て
は
、
献
血
に
よ
り
得
ら
れ
る
血
液
量

の
確
保
と
と
も

に
、
献
血
者

の
安
全
確
保
を
図
る
た
め
に
、
体
重
、
採
血
間
隔
、
血
中

ヘ

モ
グ

ロ
ビ
ン
値
、
比
重
等

の
デ
ー
タ
や
新
た
な
感
染
症

の
発
生
状
況
等
の

最
新
の
科
学
的
知
見
に
基
づ
き
、
諾
外
国
の
状
況
も
勘
案
し
、
専
門
家
の

意
見
を
穂
き
な
が
ら
、
採
血
基
準
の
見
直
し
を
行
う
こ
と
が
必
要
で
あ
る

〓
一　
血
液
製
剤
の
表
示

血
液
製
剤
に

つ
い
て
は
、
患
者
又
は
そ
の
家
族
の
選
択

の
機
会
を
確
保

す
る
た
め
、
製
造
販
売
業
者
等
は
、
直
接
の
容
器
又
は
直
接
の
被
包
に
、

採
血
国
及
び
献
血

又
は
非
徹
血
の
区
別
を
表
示
す
る
こ
と
が
必
要
で
あ
る

ま
た
、
血
液
製
剤
代
替
医
薬
品
の
う
ち
、
特
定
生
物
由
来
製
品
に

つ
い

て
も
、
採
血
国
及
び
献
血

又
は
非
献
血
の
区
別
を
表
示
す
る
こ
と
が
必
要

で
あ
る
。
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2主 な調査結果

(1)投与の年月について回答があつた医療機関数と元患者数

医療機関数

元患者数

医療機関数

元患者数

(3)(1)と(2)の合計

医療機関数

元患者数

949施設

14,503人 (投与年別は別表)

103施設

333人  ~

1,030施設 (※2)

14,836人

(内訳)(※5)

診療録(カルテ)

手術記録あるいは分娩記録

製剤使用簿

処方箋

輸液箋あるいは注射指示箋

レセプトの写し

入院サマリーあるいは退院サマリー

その他の書類

2,045施設(31%)(※4)

1,498施設 (23%)

1,578施設 (24%)

136施設 (2%)

144施設 (2%)

276施設 (4%)

83施設 (1%)

296施設  ( 40/0)

2 9 6施設 ( 4 % )

(5)診療録等の保管状況

平成6年以前の診療録等が次のいずれかにより保管されている施設数

(括弧内は調査対象施設数に対する割合)

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

の年月は特定できないとする回答があつた医療機関数と元患者数

(※2)厚生労働省ホームページ「C型肝炎ウイルス検査受診の呼びかけ(フィプリノゲン製剤納入先

医療機関名の再公表について)」の公表医療機関等リスト上の該当医療機関の「備考」欄に、

「フィプリノゲン製剤を投与されたことが判明した元患者の方がいるとの報告あり。」と記載し

た。

(4)元患者の方への投与の事実のお知らせの状況

(※4)平成 16年 の調査では「昭和 63年 6月 30日 以前にフィプリノゲン製剤を投与した記録(診療

録、使用簿など)が保管されていますか。」との設間であつたのに対し、今回の調査では、「平

成6年以前のカルテ等の各種書類が保管されていますか。」との設間であつたため、保管して

いると回答した施設の書1合が異なったものと思われる。

(※5)厚生労働省ホームページ「C型 肝炎ウイルス検査受診の呼びかけ(フィプリノゲン製剤納入先

医療機関名の再公表について)Jの公表医療機関等リスト上の「カルテ等の有無」欄に、平成

6年以前のカルテ等の記録が一部でも保管されている場合、△印を付していたが、さらに保

管されている記録の保管期間、保管状況等を記載した。

お知らせした 8,834人  (60%)(※ 3)

お知らせしていない 6,002人  (40%)

投与後に原疾患等により死亡 1,967人 (13%)

連絡先が不明又は連絡がつかない 2,891人    (19%)

肝炎ウイルス検査の結果が陰性

今後お知らせする予定である

の他(未記入含む)

(※3)元患者の方に一人でも投与の事実をお知らせした医療機関は853施設であつた。



(別表)

投与の年月について回答があった元患者数の投与年別の内訳

平成 24年 度厚生労働 省行政事 業 レビュー (公開 プロセス )に つ いて

1.行 政事業レビューとは

(1)各 府省自ら、予算の支出先等の実態を検証し、これを国民に明らかにした
上で、事業内容の点検を行い、その結果を予算の概算要求や執行などに反映

させる取組。

(2)対 象事業は各府省の全事業、このうち、各府省の選択によリー部の事業に
ついて、事業内容の点検やこれに基づく見直し案について、外部有識者を加
えたチームによる評価を公開の場で行う。(公開プロセス)

(3)厚 生労働省のレビューの実施は、省内の 「予算監視 ・効率化チーム」
(リーダー :西村副大臣)が 中心となり、外部有識者等 7名 が参加。
中経緯
・行政刷新会議 (議長 :内閣総理大臣)の 指示で平成22年 度から実施。
・公開プロセスについては、平成 23年 度は震災等で中止、今回が2回 日。

2.平 成 24年 度の実施状況

(1)対 象事業 :「血液製剤対策事業」を含む 9事 業
*血液製剤対策事業の選定理由

長期的又は経続的に取り組んでいる事業等で執行方法、制度等の改善の余地が大

きいもの

(2)「 血液製剤対策事業」の実施状況
・実施日、:平成 24年 6月 21日
・結果 :事業の廃止

*主な意見

日赤は血液事業で剰余金が発生しており、補助金として措置すべき事業としては廃
止するべき。

なお、今回廃止予定の事業は国庫補助事業としては廃止するが、今後とも
日本赤十字社の事業として引き続き実施する予定。

【参考】血液製剤対策事業
・血液法の国の責務である血液製剤の国内自給及び安定供給を確保するため、採血事業者で

ある日本赤 十字社が実施する献血推進事業 (献血者の受入及び血液の安全性向上を図る
ための取組)へ国庫補助。(昭和46年度～ 補 助率1/2)
。平成23年度予算額 373百万円、補助事業は下記の①～⑦ (計371百万円)、③は本省経費
①献血者健康増進事業 ② 若年層献血者等確保推進事業
③複数回献血協力者確保事業 ④ 献血受入確保施設設備整備事業

⑤血液の安全性確保のための情報システム事業
⑥問診技術向上研修事業 ⑦ ウエス トナイルウイルス検査体制整備事業
③献血者健康被害補償対策推進事業

投与年 人数

昭和 39年

404「

41年

42年

43年

44年

45左F

461F

47生「

48年

49左「

504F

51年

52年

53年

54年

55年

56年

57年

58年

59年

60年

略
鉾
時
許
葬
昨
準
昨
昨

成平

0人

7人

9人

12人

16人

19人

20人

24人

30人

49人

62人

58人

74人

93人

133人

202ノk

337人

443ノ`

578人

994ノヽ

1,537人

1,823人

2,502人

3,042ノ`

1,743人

247ノ`

1 8 1人

108人

63人

53ノ`

44メ、

計 14, 503人



平成25年 度血液対策予算要求の概要

血液製剤対策費          346

【日赤への補助事業】332

【国直轄事業】14

(1)菫重墜饉報国臓費鶴囮腱蛯日“負菫 《安定供給の確保》
(2)特殊製剤国内自給向上対策費 《国内自給の確保》

(平成24年 度予算 422》 (単位 :百万円)

日赤向け補助事業全廃止
(血液製剤対策費廃止)
(廃止額:332)

鴫
．“．．．．．。口̈
）〕▼

国直轄事
業を一元
化

血液安全・安定供給等推進費 【国直轄事業】325

国の責務を果たす事業として推進

(1)安全性向上対策費   《 安全性の向上》

O感 染症安全対策体制整備費(新規)

(2)安定供給確保対策費  《 安定供給の確保》

○高校献血教育推進事業費(新規)

○若年層対策推進モデル事業費(新規)

(3)国内自給確保等対策費  《 国内自翁の確保》

O血 液製剤インフ■ムドコンセント環境整備事業費(新規)

(4通堕□塑劃出自量贅菫   《 適正使用の推進》

(5)血液対策等推進費 《安全性の向上・安定供給の確保》

血液製剤対策推進費 【薗直轄事業】   76

(1)NAT3ントロールナ^・イ事業費 《安全性の向上》

(2)献血構造改革推進費   《 安定供給の確保》

(3)特殊血液調査費     《 安定供給の確保》

(4)血漿分国製剤製造・供給体制等対策費

《国内自給の確保》

(5)血液製剤使用実態調査等事業費 《適正使用の推進》

(6)フィプリノゲン製剤納入医療機関訪間調査費

《適正使用の推進》

(7)血液対策等推進費 《安全性あ向上:崚走供給の確保》



感染症定期報告に関する今後の対応について

1 基本的な方針

運営委員会に報告する資料においては、

(1)文献報告は、同一報告に由来するものの重複を廃した一覧表を作成すること。

(2)8月の運営委員会において、国内の輸血及び血漿分画製剤の使用した個別症例の

感染症発生報告は、定期的にまとめた「感染症報告事例のまとめ」を運営委員会に提

出する取り扱いとされた。これにより、感染症定期報告に添付される過去の感染症発

生症例報告よりも、直近の「感染症報告事例のまとめ」を主として利用することとするこ

と。

2具 体的な方法

(1)感染症定期報告の内容は、原則、すべて運営委員会委員に送付することとするが、

次の資料概要を作成し、委員の資料の確認を効率的かつ効果的に行うことができるよ

うにする。

① 研究報告は、同一文献による重複を廃した別紙のような形式の一覧表を作成し、

当該一覧表に代表的なものの報告様式01紙 様式第2)及び該当文献を添付した

「資料概要AJを事務局が作成し、送付する。

② 感染症発生症例報告のうち、発現国が「外国Jの血漿分画製剤の使用による症例

は、同一製品毎に報告期間を代表する感染症発生症例一覧傷J紙様式第4)をま

、  と めた「資料概要B」を事務局が作成し、送付する。

③ 感染症発生症例報告のうち、発現国が「国内Jの輸血による症例及び血漿分画製

剤の使用による感染症症例については、「感染症報告事例のまとめ|を提出するこ

と力も、当該症例にかかる「資料概要」は作成しないこととする。ただし、準営委員

会委員から特段の議論が必要との指摘がなされたものについては、別途事務局が

資料を作成する。

(2)発現国が「外国Jの感染症発生症例報告については、国内で使用してぃるロットと関

係がないもの、使用時期が相当程度古いもの、因果関係についての詳細情報の入手

が困難であるものが多く、必ずしも緊急性が高くないと考えられるものも少なくない。ま

た、国内症例に比べて個別症例を分析。評価することが難しいものが多いため、堅皇

性があると考えられるものを除き、その安全対策への利用については、引き続き、検討

を行う。

(3)資料概要A及 びBについては、平成16年9月の運営委員会から試験的に作成し、以

後「感染症的報告について(目次)]資料は廃止することとする1

平成 16年 度第5回

運営委員会確認事項

(平成 16年 9月 17日 )
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感染症定期報告概要

(平成 24年 9月 28日 )

平成24年 4月 1日～7月 31日 受理分

A 研 究報告概要

A 研 究報告概要                      ○  一 覧表 (感染症種類毎)

B 個 別症例報告概要                    ○  感 染症毎の主要研究報告概要

○ 研 究報告写

研究報告のまとめ方について

1 平 成24年 4月 1日～7月 31日 までに報告された感染症定期

報告に含まれる研究報告 (論文等)に ついて、重複している分を除

いた報告概要一覧表を作成した。

2 -覧 表においては、前回の運営委員会において報告したもの以

降の研究報告について、二覧表の後に当該感染症の主要研究報告の

内容を添付した。



感染症定期報告の報告状況(2012/4/1～ 2012/7/31)

血対課
:D

受理日 番号 』ｍ
出典 概要

出

番

新

賦

120011 :20182
B型 肝

炎

/accinc

B型肝炎ウイルス(HBV)感業の世界的疲学に関する報告。HBV感 染症の疫学的
田査を行うために関連する研究論文を体系的に再評価し、世界的なHBs抗原陽性
率のデータを27年間分(1980年-2∞ フ年)収集した:また、:900年と2005年にお
ける年齢男1有病率及び流行性について推定した。その結果、:990年から2∞5年で
多くの地域で慢性B型肝炎の有自率は減少していたが、HBs抗原隅性者の絶対敗

:-2219 した。アジア地域では、東アジアのHBs抗 原陽性率は最高8696と高レベルである
が、南アジアでは低かった。北アメリカやヨーロッパでの有病率の減少は,B型 肝
炎ワクチンの普及や血液製剤検査の改善などが関連している。また、疾病負荷の

大きい東南アジアや東アジアの地域でも、幼児へのB型 肝炎ワクチン接種が広

まつた事に伴い有病率が減少している。

120011 01‐」un-12 120185

B型 肝

炎、C型

肝炎、
HⅣ

Infoct Dis

K口 の供血者におけるヒト免疫不全ウイルス(HIVD、C型 肝炎ウイルス(HCV)とB型

「炎ウイルス(HBつの感彙時期による遺伝型多様性に関する報告。HIV.HCV、
18Vの遺伝的変化を観察するため、3,400万人の米目の供血者情報(2∞6-2∞ 9
■)から感業者を特定し、最近嘔染したOcttont)供血者とそれより以前に日染し
ヒ(prevalent)供血者との間でウイルスゲノムを比較した。その結果、321例のHIV

ネ(5096がhddont)のうち、25%は サプタイプが非B型であった。プロテアーゼ■

2
1-805 ヒ。また、270例 のHCV株 (31%が lncldOnt)において、hcldont症例ではサプタイプ

はが高頻度で発見されたのに対し、prOvabnt建例ではlbが多かつた。193例の
lBV株 (26%が hcidOnt)サブジェノタイプは、いoidont症例tA2、 pr●vattnt症例で
まAl、B2、B4が より高い頻度で見られた。また、HBVの エスケ

ープミュータントは
,70Valent症例で高頻度で見られた。このような供血者のウイルスジエノタイプの変
■分布1ま、米国の高リスク集団のジェノタイプ分布と類似していた。

120016 30-Apr12 12∞60
パルボ
レイルス

くルボウイルスB:0(B:9Ⅵ遺伝子型3の不活化に目する報告。北米・欧州では精
C他の遺伝子型と比較してデータが少ないB19V遺伝子型3の不活化について研
にするために、人血清アルプミンの低温殺菌と低,HインキュベーションによるB10V
D不活化効率を細胞培養系への感染力の形で評価し、遺伝子型1、3で比較した。

3
)ub“shod
)nlino Fob

7 2012-1

Fた、ワイルス中和肛験を入免療クロフリン製剤を用いて行つた。その箱果、アル
ノミンの低温段薗と低pHインキュペーションは遺伝子型1.3のB19Vに対し同程度
D不活化活性を示した。また、北米及び欧州自来のグロプリン製剤によって両遺
云子型のウイルスは速やかに中和された。これらの結果より、低温段菌と低pHイ
′キュベーションは遺伝子型3のし19Vに対しても不活化活性を持ち、また、人免疲
アロプリン製剤が両遺伝子型に起因するB19V感染の治慮に対して有効であること
しく示唆された。

120016 ,1-May―:2 120061

肛漿分画製罰製造工程におけるテクングニアウイルス(CH:KV)の不活化に関する
暇告。血漿分国製剤のウイルス不活化工程のCH:KVに対する影喜を検討するた

4
一

′レス感

染
)n‖ne Feb

17.20:2-2

りに、修8駁 日、黒気卿熱、S/D処理及ひpHィンキュヘーシヨン示にようCHIKVよ
メ類似ウイルスであるシンドビスウイルス(SINV)の不活化効率を調査した。その
嗜果、処理後のウイルスカ価からはF籠した工程にCH:KV及びSINVに効果的な
下活化効果があることが示された。これはモデルウイルスが用いられた初期のパ
′デーション研究の結果を裏付けた。

120020 05-」un-12 120189

チクング
ニヤウイ
ルス感
染

Emcrging
lnfcctious
Discases

中国におけるチクングニヤ熱アウトブレイクの報告。2010年10月、中曰広東省の2
つの隣接した村でチクングニヤ熱アウトブレイクが発生し、173例の島者が報告さ
にた。最初の患者は9月,日に発症し、9月19日以降、患者数が急増した。死亡した
,者 はおらず、大部分の患者は,遍間以内に回復した。12人の急性期患者及び3
たの回復期轟者から血清検体を採取し、このアウトブレイクを引き起こしているチ 5

颯/中央/南アフリカ(ECSA)サブグループのインド洋分岐群に属することが示され
L。前月、広東省の天気は面が多く、これにより媒介蚊の個体敗力1増加したと考え
られる。

120020 03-」ul工12 120234

ウイルス

疇染
クロスト
リジウム

感榮

CDC/PrOss

米国における、■腸共による死亡例の増加の報告。米目疾癬管理予防セ"―
(CDC)は 、日腸炎により死亡した人数が1999年から2∞ 7年で2倍以上に増加した
と発表した。65餞以上が83%を占めていた。Clootndum“ “loとノロウイルスが最

6
14 2012 の2を占めており、これには高毒性株及び耐性株の出現と拡大が影響しているも

のと考えられた。ノロウイルスは新型株流行の有無によって死亡傷数が増滅する
が、米国における冒腸炎流行の主要原因である。

:20020 18-Apr12 120044
・ン黙
雄

いn lnton
40d

55(2011)50
1-519

米国における輸血関連バペシア症に関する報告。1979年～2009年に米国で輸血

を受けて2010年 までにバベシア症と診断された患者を調査した。その結果、輸血
関連バベシア症例は162例が特定され、B microu感 染が159例、B dunca市感染
が3例であった。B耐 crOu感彙例ではほとんどの症例が赤血球製剤に関連した感
染であつたが、4例は全血由来血小板襲剤に関連していた。87%が風土病とされる,

州(マサチューセッツ、ニューヨーク.コネチカット、ミネツタ、ロードアイランド、
ニュージャージー、ウィスコンシン)で発生していた。B dunca市感染例においては3

例とも赤血球輸血関連で、ワシントン州で1例、カリフォルニア州で2例記録されて
いた。以上の結果から、輸血関連バベシア症感染のリスク軽減のため、ドナー検
査の必要性が示唆された。

7

!20020 120093
′ヽベシ
ア症

)●dlatncs

2 8 ( 2 0 1 1 ) o l
l19-o1024

早産新生児における輸血関連バペシア症に関する報告。米国北東部において、パ
ベシアに感染していた2つの血液製剤の輸血により7例の′くベシア症例力̀ 発生し
たt臨床症状はこの集団において大きなiまらつき力̀ あった。超低出生体■児

易器 臓繁 魔鵬 奮轟 縦 馴 認 鴇 震 簿繁 蹴 螺 ユ
血力く必要であつた。3abosh mlcrOu感染症のリスクは現在の血液銀行の業務手順
では排除されない。流行地域の新生児科の医師は早産児における輸血関連パベ

シア症を考慮するべきである。

8

120051 D5-Mar12 120094
ベヽシ
ア症

Transfusion;

pubiished
onlho Doc
13 2011

米目における′ヽベシア症の輸血感染の報告。カルフォルニア在住の59歳の饉状
赤血球症(HbSS)患者で、B●beda dunca市(B duncanl)の感染症例が報告された。
唯―のリスク国子は赤血球輸血を受けたことであった。患者は数力月にわたり輸
血量が増加した後、2008年9月に血液スメアにより赤血球内原虫が発見され、診
断された。Bmに 耐 陰性、B dunca市陽性であり、原虫18SリポソームRNAが 血液検
体から増幅された。輸血血液の調査の結果、カリフォルニア在住6フ歳の関連供血
書が陽性であり、スナネズミに血液検体を機種したところB dunca市が分離された。
当餞患者は2∞8年5月に関連輸血を受けてから4カ月以上を経て診断された。本
産例はB duno8市に起因する輸血関連症例の3例目であり、B nicrotiの検査では検
出不可能な′ヽベシアが疾瘤原因となり得ることを強調している。

9

120051 19 Ap「 12 '20045 7ラリア

′キシヨヘの渡航者におけるマラリア感染リスクに関する報告。メキショ渡航者に
なける供血延期条件の妥当性を検討するため、2006年に米国血液センター6施設
こおいてメキショ渡航のために供血延期となつた885例を対彙にドナーの懸榮リス
ンを現地住民のマラリア感染宇を用い●算申した。その結果、メキショでのマラリ

10'1(2011)239

〕-24,0

r藤 栗ぼ 75ЪXl■Ch●pas州 及ひOaxaca州 において発翼していたが 、72%の ドナーが

〕uhtana Roo州 を旅行しており、それ らの ドナーの感染リスクは00080例 /年 又は

25年 に1例であつた。また、リスクの高いOaxaca州 を除いた全ての地域 の供血延

1を解除すると、年間65000人の供血者を取り戻し、マラリア感染リスクは20年に1
月となる。このことから、Ouhtana Roo州のようなリスクが低いと判断される地域に
関しては供血砥期条件を緩和するべきと考えられた。

120051 07-May― 12 120096 マラリア
iCDC News
Dct 28 2011

千リシヤにおける三日熱マラリア感染の報告。2011年 5月21日～:0月26日 の間に
,1症例の三日熱マラリア感染がギリシヤで報告された。このうち33例は流行ロヘ

D旅 行歴がないギリシャ市民で、27症例が南ギリシャのLak。●LttEvrOtasから報
=された。加えて、季節労働者の28症例もEvrotasから報告され、これらの移民の
た部分 (21例)はマラリア流行日の出身者であった。発症ピークは9月5～ :3日の
日であり、それ以降報告数は減少した。全症倒が三日熱マラリアと確認され、基礎
矢患を持つ70歳代男性の1死亡例を除き、全員軽症であった。

1 1

:20051 14-」un―:2 120:98
りヽ′くノ

アニアヘのドイツ人旅行者におけるヒトアフリカトリパノソーマ症 (HAT)の報告。
Ю12年1月、ケニヤのマサイマラ地区から帰口したドイツ人旅行者においてHATが

12ice Mar 8

1012
噛半ズボンで過ごし、昆虫忌避剤を使用していた。帰口後に免熱により入院し、ギ
Lザ染色でTrypanosoma bruco1 7hOdO●ensOが確認された。スラミンによる治療が
,われ、回復した。:力月後に、マサイマラ地区からの輸入HAT症例が他にも1例
暇告された。

120003 1●Mar:2 120099 [の他

麻2世代,303瘤 原体不活化処理後の保存赤血球 (RBC)の 生存率に関する報
鬱。S-303は tan」Ы08nChtl「“nk●FOr●●tOr(FRALE)複 合体であり、アルキル化
こより強力に痢原体を減少させる。第2世代S-303プロセス処理後のRBC生 存能力
L調査するために、27人の健康人より得られたRBCを S-303不 活化群またはコント

13' 1 ( 2 0 1 1 ) 2 3 0
7-2376

コール薔球り"17■処理し、●0日間味仔した懺に薔口RBCを彊願者に戻して工存
鬱力を評籠した。その結果、S-303処理RBCの輸血24時間後回収率はコントロー

リと同等であつた。生存率、T50生存率の中央値はヨントロールよりもそれぞれ
37日、68日 短かったが、RBC生存曲線下面積の差は138%にとどまった。また、
嘔床的に意味のある検査饉の異常は認められなかった。S-303処理されたRBCは
L理学的にも代闘的にも輸血に適していることが示唆された。
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orincidence. Where absftacts were incomplete ormissing, th€ full-
text article was retrieved and rcviewed manually to detemine if
it reported prevalence ofhepatitis B or C viru infection. A total of
6064 English citatioN were found (3273 Medline, 2283 Embase,
508 Cinhal). Review artides, outbreak lnvestiEations and national
infections disease mtification reports were excluded since they
provide infomation on incident or aote cses. Data reponed in
the article bad to be reasonably rcpresentative of the general pop-
ulation rather than conducted amongr sp€€iat high-risk$oup(i.e.
injecting drug users, H|V-positive individuals) ora population that
ws selected based on a risk factor forvinl hepatitis or a condition
associated with hepatitis infection (Fig l, cxclusion criteria).

After applying manual de-duplication and thd exclusion diteria
on the absnact, 1233 articles were obtained (referenccs are listed
in Web Annex I ). These rere frinher sqeened for the specifed
exclusion criteria and forHBsAg as themarkerofinterestin the full
text before country-specifi c prevalence infomation was cxtracted.
For one country, the United States (US), a representative primary
national data source ws avrilable and data were included onlv
from ardcles reporting prevalence from the National Health ani
Nutrition Examination Suruey (NHANES) ll0,r 1l.l

Artides only reporting HCV marker (222) and those reporting
summary or other markers ofHBV (82) were excluded: 395 articles
were determined to meet all eligibility criteria,

22- Anolysis ond. mod,eling oJ dato

Age-. sex- and country-specifi c HBsAg seroprevalence data were
extracted. Additional information obtained was: primary author,
year of publication, number of individuals tested for HBsAg, lab-
oratory Est/method. and study yeal lfthe year was missing, two
years prior to publication was essumed as the study year. ln case
age was not funher specified, it was imputed brsed on cont€xtual
information such thatpregnantwomen and those giving birth were
assumed to be 1 5-49 years, army recruits and soldiers between l8
and 45 years, blood and organ donors between 17 and 65 years.
and school children between 5 and 15 years. Extracted data were
grcuped according to 2l Clobal Burden of Diseese Regios (web
Annex 2) and assigned a quality rating bded on populrtion size,
sampling and representativeness of the general population using
the exFacted study seroprevalence data, prevalence ofHBsAg was
modeled uslng Dismod lll v3 0,a generic disease modeling system
I12l DisModlllaimstoslmthesizedatato generateestimat€softhe
dlsease burden usociated with mop than 200 disaases asd over
20 major risk factos for the clobal Burden of Disease 2010 study
If31. DisMod lU models multiple disease parameters,includinginci-
dence, prevalence, remission, and mortality, in order tD cruure
consistenqr among the parameters, Data ori each ofthesc parame-
ters are synthesized $lng a hierarchicl empiricrl Bryesianmodel
to make estimates for 21 world regions based on ob*Ned data in
€ach modeled regioD dataobsewedinotherregioN. and date from
othcr time periods (by estimating a 6me trend! Brieny, Dismod
lU 66t fits an empirical prior estimate separately for each di*ase
Paramet€r(e.9.; pHalence and incidence).The empiricat prior has
the following elements: geographic hierarchy, in which estimates
for each rcgion are infomed by data ftom the sme region and (to
a lsser extent) data from other regions; a flexible age pattem; a
linear time trend: and an offset for data on males, Seond, for each 

-

time period (l 980-1996 and 1gg7-pres€nt), se)q and region (of2l
world regions), Dismod fits e Bayesian model using all data in that

-iilJiniton 
ot .t .ric HgV infdion end thc r.sp.civc MilGr u*d sUghity

vartcd by pcriod otsuNcy @ndutio[ F om IS8 otr HBV infdion ws dcfimd et
rh. pc.M.of rntiH& rM HBilt We h.v. iEludcd thir Btimatc sisc rll HB$g
psitivc individu.ls shoold b€ .xpcdcd to hak enti-HBc

lJ O“e`a1/Vacdnaョo r20,2,221222,9

of all liver cancer deaths worldwide are due to hepatitis viruses,
with much higher proportions in low and middle inconre countries
17l

The complex serology and natural history associated with HBV
infection creates challenges for the assessment ofHBV prevalence
and the provision of @mparable global estimates. This is due to
the availability of multiple laboratory marker for hepatitis B infc-
tion. Antibodies and antigeN associated with tbis infection include
hepatitis B surface antigen (HBsAg), antibody to hepatjtis surface
antigen (anti-HBs), antibodyto hepatitis B core antigen (anri-HBc).
and lgM antibodysubclass ofanti-HBc(lgM anti-HBc). Some studies
also report markers ofhigh HBV repliGtion such as hepatitis B'e'
antigen (HBeAg), antibody to HBeAg (anti-HBe), and quantirative
HBV-DNA

HBsAg is the main dinidl marker indiating acute or chronic
infecticn and prevalence as well as endemicity bf HBv infectio;
ls denned by the presence of HBsAg [81. HBsAg testing is the
primary way to identify persons with chronic HBV infection and
several characteristics of this serological marker increase the pre-
cision of HBsAg estimetes. including high specificity, Iong serum
peEistence, low possibility of chrcnic cues losing HBsAg 13,8,91.
However, routine population suNeillance of chronic viral hepad-
tis is currently rare. Standardized monitoring would help not only
in quantifying the disease burden on a population level but also
in detemining the characteristig of infected individuals, avoid-
ingfurthertransmission andallocating appropriate treatmenLThis
is particularly important for populous countries that have been
previously categorized as highly endemic for chronic hepatitis B
infection such as China, lndonesia, Nigeria and parts ofAfrica and
Asia, where an immense absolute number of people live with the
virus [6,81. However, up to date region-specific and globally com-
parable chronic HBV prevalence data are lacking and Do relevant
meta-analysis has been published on this topic. ln addition, the
absolute numberofindividuals being chronically infected with HBV
is not known

In the light of this gap, the objective ofour study is to estimate
age- and region specinc HBsAg prevalencein 1990 and 2005 by con-
ducting a systematic review and modeling HBsAgprevalence. This
investigation is part ofthe clobal Buden ofDiseases, Injwies. and
Risk Factors Study, which anies out complete systematic assess-
ments ofglobal data on disease and risk factoF in order to produce
comparable estimates for two time periods. 1990 and 2005.

We provide detriled HBsAg prevalence estimetes rhat are cate-
gorized by the 21 regions as de6ned by the Global Burden ofDkase
Study and geographicalty mapped by endemicity lavel.The clobal
Burden ofDisease regions are based on geotnphic regios or con-
tinents ild lre grouped based on child ud adult mortality lev€ls
and major causes ofdeath in each countrtf (see Secuon 2).

2. Methods

2,1. Systemoticrev[N

A systematic review of published lltetature and data was con-
ducted to idendry articles reporting plevalen€eofheprtitis B, C. and
D virus infection for all countdes over a 27-year perlod, from 1980
to 2007. Articles published in this time frame rcrc included regerd-
lessofwhenthe datawerecollected.Withineachdatabase,medical
subject heading tems and frcetext search tems were included to
identiry article abstracts that contained (1) a term related to the
hepatitis B, C or D virus or their markers ofhepatitis inf€ction and
(2) a tem related toeither prevalence, incidenc, ordisease burden
(search tems available by request from t}le author), Results were
restricted to original research articles in English. Absuacts were
screened and were required to report hepatitis B or C prevalence

Totai numbor of En」ish●la“Ons
haung Hepa“us 8,C.o7D ind catorin
uu●.r abstract:6064

畑 des meeung exPandod● Oarch
oお "a and lndudlng relevant markers

(HBV and Hcvl:806

Erdusion due to
- duplioils (l3gG)
' abslEd d aepding prdal€@. idden@ or hepatss mafror
(1950)
- ab6H repods hepatifis ro*6r but stidy typ6 and quetity rct applopdete
(tuilafleEe sd €sa repod!, missing danominsbr, selodion
bascd on h€patits@s.) (1439)
- hleh dsk gr@F @dsonort. lymphoma 6nd ddrotdogy
a$odaled with hopatill!, llw. and sbmdr €n€r oelienbl
- cuoB (42) nd adldesnota@sible (a)

Erduslon cfuc to
- adlcla not Epodlng HBVor HCVma*sr (HOV repoding onty
droDpod). hlgh dsk goups lnchrded (374). lom munipt€ regtons (19).
lMgBnt popslatloN (33) and adoptoes {2)

Mlde! only repoding HCV marker(2231, or HgV ma*eramong HCV-
Pogluve indtuiduals {t)

trlcles Epding HBV ma*er other han Hg*g or HBV merk€r
nol luihgr sp@ff€d but mentloned as €legory (82)

Artides read and abstraclod for
HBsAg:

Articl€s meeting all Inclusion qitoria:
396

l…
……
1→ 冊
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hme-sex-region group and emplrical priors for all epidemiological
parameters, generating posterior estlmates of incidence, preva-
lence, remission, and mortality that are intemally ronsistenL ln
our model, the empirical priors for incidence, remission, and mor-
talitywere uninfomative: ths the posteriorws infomed onlyby
prevalence data Likethe empirical prior, the posterior models also
incorporate linear 6me trends, flexibleage pattems, andofisets for
dataon males. Applying region-specificpopulation ngures for l99O
and 2005, age- and region-specific HBsAg prevalence was used to
calculate the absolutc number of individuals chronically infected
with HBv.

For the purpos€ of generating endemicity maps, endemicity tev-
els ofHBsAgwere defined as low(<2X). lower intermediate (2-4X),
higher intermediate 15-72) and bigh (>8 ). HBsAg infection lev-
els have traditionally been described aaording to thr€e categories
of endemicity indicating the prcportion of the population being
seropositivefor HBsAgl8,l4l. How€ver, given thatthere are regions
very close to low end€micity (<29) (e.9. 2.02 prfl alene amongchil-
dr€n in western Euiope and Centrat Latin America in 2005) and
others rather close to high endemicity (28t) (e g. 7.8X prevaleme

among adults in Eastern Asia in 2005) the split ofthe intermediate
category better refl €cts regional differences and their implications.

3, Results

We identified 396 studies of HBsAg prevalence after applying
all inclusion and exclusion triteria. To illustrate gtobal endemicity,
estimated and categorized HBsAg prevalence in 2OOS is shown in
Map I for children (5-9 years) a8d in Map 2 for adults (1 9-49 years)
applying world population age weights.

The pattem ofage-specific HBsAg prevalence varied greatly by
rcgion and the trend ofa decreasing prevalence with age was more
evident in 1990 as compared to 2005, where some regions, e.g.
South EastAsia showed an exceptional increase with age. For most
regions, predominantly Tropical Latin America, West sub-saharan
Africa. Australasia. and North Africa. Figs 2-5 indicate an overall
decrese in HBsAg prevalence between 1990 and 2005. East tuia
and Westem Europe experienced some increase

Global differences between males and females were small.
although fmales had a lower overall HBsAg prevalence of 3.5X in

l―――)
Art des road and abstracted for HBV
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and Andean Latin America. Most other regions with high and
middle income showed a mix of lower and higher intemedi-
ate HBV endemicity. Only a few regions demonsftated prevalence

below 2N throughout most age-grbups. Amongthese were Tropical
Latin Anerica. Central lrtin America, North America and Western
Europe. Th€re was an ovdrall decrease in HBsAg prevalence from
l99O to 2OO5 in younger age-groups. which may be closely related
towidespread hepatitis B irimunization, Partiolarly in low income
regions. Signlfidnt dffiases in HBsAg Prevalence due to itmu'
nization were reported from African countries such as the Gambia

u5,r6l and senegal ll 71. However, the infection remains extremely
prevalent in sub-saharan Africa and the attributable HBv-related
diseue burden can be expected tormain high.This is also reflected
in a high mortality from primary liver cancer. one sequelae of
chronic HBV infection and the most frequent cause ofcancerdeaths
among men in this region [f81.

The obserued deq€ases in HBsAg prevalence in North America
end Europe were temporally associated with increased hePatitis
B vacEine coverage rates [19], improved screening of blood prod-

ucts and increased availability of safe injection materials 120,21 l.
The generally low HBsAg endemicity levels in these countries are
paralleled by a steady decline in reponed cases ofacute hepatitis I

122,231. On the other hand, the large number ofindividuals infected
with HBV influences the number ofliver cirrhosis and cancer cases
in many world regions including high income countries [24] and
highlights a need for screening aod surueillance programs to iden-
tify chronicalty infected individuals and thereby prevent further
transmission as well as to provide opportunities for secondary and
krtiaiy prevention [31.

Asian countries, for example those in the cBD south East and
East Asian regions, have also has experienced dtamatic increases
in coverage of routine infant hepatitis B vaccine that were accom-
panied by a reduction in HBsAg Prevalence' The imPact of this
decrease in HBsAgprevalence was also measurable in a substantial
reduction in the HBV-related disease burden incountries thatwerc
highly end€mic in the past e.g. Taiwan 125,261 and China 127.28|

strengths of this study include the extensive systematic litera-
turereviewand the use ofan empirical Bayesian hierarchical model
to es6mate reglon-specific HBsAg prcvalence and endemicity and
to subsequently calculate the absolute number of people being
chronically infected with the HBv.

This study has a number oflimitations. Obsewed HBsAg Preva-
lence data are lacking in some regions and the quality of studies
reporting these data Is often low- Middle- afld lowincome regions.
e.g. oceania, Central Asia. and Andean tatln America hrd a lim-
ited evidence base or studles were concentrated on one country
as is the case with lndia as part of the South Asian region or
Thailand locat€d ln the South East Atian region. Accordingly' sim-
ulations of prevalence may lead to Pot€ntial underestimation of
the true regional prohle, particularly if studies wire more likely
to be cond$ted in countdes with higher economic standards and
better research infrastructure. To address issues of representa-
tiwness, grcy and non-English literaturc sbould be considered in
future studies and tfiere is a need for g€nerating more hiSh qual-
ity data from low resosrce settings. Most hlgh quality shrdies were
conducted inhighinom ountries, for example theWestern Euro-
pean region Nationally representative, population-based studies
reporting HBsAg prevalence were only available ftom the US.

Anotherlimitation i5 related to facton thatwere notconsideRd
in our analysis such s genotype infomation- lt is kmwn thatviral
g€notlEes vary between and within countries, depending on the
populations at risk and their geograPhical origin. very few HBV
pr€valence studies repdt on genotyPe and the genotyPe-sPeci6c

HBv distribution by country has not been sufhciently studied. As
a result, we did not adjust for this lnfomation, which might be
crucialgiventhefactthatsome genoBDesaEassdiatedwithmore

severe disease orclinical response to treatment [29-31 ] Similarly,
the laboratory method uRd to detect HBsAg was only reported io
e few studies and we did not consider this factor in the analysis.
which could impact the comParability ofHBsAg prevalence across
studies.

Since the overall objective ofthis study is to provide a regional
picture ofHBV prevalence, the results do not capture the potential

heterogeneity thrt exists between sub-populations within a coun-
rry. lt should be noted that some low endemicity areas in Westem
Europe and North America face great intra-country variation with
higher plevalence and higher hepatitis-related mortality among
migrants 132-351 and additional country-sPecific data would bc
crucial forcomprehensivelyguiding national hepatitisB plevention
and control programs md targeting irost vulmrable population
groups.

Prevalence data obteined from systematic reviews and model-
ing should be interpreted conseruatively. DescriPtive epidemiolog-
ical research conducted in high income areas may generally focus
more on marginalized and higher risk Populationiwher€as studies
from low income regions may focus on urban and higher educated
populations that experience lower infection rates than those living
in poorer areas, As a result, the prevalence of chrcnic HBV infec-
tion reported in this studycould be overestimated for high income
regions and underestimated for low income regions This would.
however. increase the estimated differences between these regions
and support our fi ndings.

There is a need for systematiGlly collected and population-
based HBV infection data. Data on other markers of HBV such as
HBeAg and antiHBc are also neededtodescribe current and future
HBV-related disease burden.

Acknowlcdgements

We greatly acknowledge the contribution and efforts of Abra-
ham Raxman for providing invalueble guidance on using and
adapting Dismod ul, and seth Flaxman for adapting Dismod lll for
our purposes. We $eatly acknowledge the efforts of Don ward
(iDeceased September 7. 2010) and his team who abstracted the
studies. We thank Eric Din, Craig Lammert and Melissa Creary
for their workwith searching; abstracting and organizing data. we
acknowledge the assistance ofClaire Preaud forgeographical maps.

ContribufoE:IIO wrote the manussiPt, modeled' analyzed. and
interpreted the dah. CAS Provided guidance on data modeling
and contributed to writing. JG designed and cmducted the lit-
erature search and reviewed articles, STW initiated the study'
supervised all components of the study md contributed to writing
the manuscipt.

Conlica ol interest stoEment: None declared.
Funding: We acknowledge the financial supPort of the Centers

for Disease Control and Prevention's Division ofViral Hepatitis, the
World Health Organization mdthe Bill and MeliDda Cates Founda-
non.

AppendixA- Supplementary data

Supplementary dataassociatedwith this article can be found. in
the online vesion, at doi:1 0 101 6fi.vaccine 201 1.1 2.1 16.

References

lll Hysms KC Rkk3 of chrcnicity following rcutc h.pttitis B virus infection: e
revicw Clin lDftct Oir 1995i20rS2-100O

[2] McM:hon Br, Alwardwl-H:ll DB.ct.l.hc h.p:titis B virus infection: rel]
tion of rgc to clinicrl r*Pt6sion of di$r5. .nd subsequEnt d€vclop mcnt of the

ori..rbic I Infe( Dis 1985:'l5l:599-603

T.bIc I

Overicw: Glob.l BBsAg and psple chrcniolly infdcd

Pedons HBsAgpositivc Pcrsonr HBrAgpositive Prcv:lcnc. Perbns HErAgposidve

”

∞

2005 compared to 3.9x in males we estimated 240 nillion people
chronically infected worldwide in 2005 (Table 1 ).

3 -1. HBsAg prevalence by CBD world region
(TobI6 2-5: Web Annd3)

HBv prevalence was most common in sub-Saharan regions of
Africa Westem sub-SohoronAfricdn countries had sone ofthe high-
est age-specinc HErAg prevalence in the world reaching up to l2Z
among children and adolescents in the ag€-groups up to l9 years in
1990. Although there was a decrease in 2005, the region continued
to have high HBV endemicity, which is more pronounced among
mates.

An increase in chronic HBV infection amongyoungerage-groups
(0-14 yea6) occurred in Southem sub-Saharon Africo io 2005 com-
pared to 1990 that resulted in age-specific prevalence of 8-9X
among young females. Also E6tem sub-Saftoron A/ricon countries
faced an increise in the youngest ages and almost no change in
other age-group5. ln 2005, prevalence peaked at approximately 7U
in 0-4years aged boys and girls and declined with age in this region.

A decrease in prevalence was evident in Centrol sub-Sohoron
Afica which transitioned from high endemicity among younger
individuals (age-groups up to 34 years) in 1990 into intermediate
endemicity across all ages in 2005.

North Arrico and, the Midd.le E6tem region showed lower
intemediate HBsAg endemicity across all age-groups in 2005.
Prevalencedecreased from 1990to2005, particularly among males
up to 34 years.

The prevalence in high-income countries of North Americo
(Canada and the United States) was low and dedined among both
sqes and across all ages between 1990 and 2005. Males had higher
HBsAg positivity than females in both periods, peaking in the mJle
0-4 yean age-group at 2.71X and 2.14x in 1990 and 2005, respec-
tively.The oldestages(65+ year) showed the lowestprevalence of
approximately 1Z in 2005.

Both lyopicol latin Americo and centtol Lotin Americo demon-
strated a strong decrease in HBsAg prevalence between 1990 and
2005.Tropical Latin America changed from an intemediate into a
low endemicity region. where 0-9 year aged boys had a higher
intemediate endemicity of over 5X in 1990, HBsAg prevalence
was only 1.6X in 2005. Similarly, in Central latin America preva-
lence has halved in this period and most adult age-groups shifted
to a low endemicity level in 2005. Other Latin American regions
such as Andeon ktinAmerica and Soutfiem [odnAmerico showed a
dsreasing prevalence by age but relatively constant intermediate
endemicitylevels. Aslightdtrline in prevalence ftom 1990 to 2005
among Andean L:tin Americans was paralleled by an increase in
HBsAg prevalence in Southem btin America.

HBv chronic infection rates in Coribbeon children and adoles-
cents aged o-19 yeaE ranged from 4.3X to 5.42 and was fairly
constantover time. HBsAg prevalence dftreased with age

In the island nations of the Pacific and Indian Oceans (Oceo-
nia), HBsAg was highly endmic among men and women in 1990,
peaking at approximately 10X in men aged 10-34 The decrease
in prevalence up to 2005 led to a shift itrto a higher intermediate
endemicity level among the age-groups up to age 54 and into a
lower intemediate endemicity level in older adults (55+)

Among thc European regions, seroprevalence ofHBsAg showed
consistently low prevalence in Wesfem Europe, This was particu-
larlytrue forfemales who had prcvalence b€low2% throughout the
time periDds Nevertheless, between 1990 and 2005, an increase in
bcth sexes was obserued that led to a change ftom initlally low
endemicity inyoung males to a low-intermediate endemicity level
in 2005: this was accompanied by a decrease in prevalence in the
older individuals (65+ years) Centrol snd E6tei? Europe@ chil-
dren had a higher intemediate HBsAg eodemicity in 1990. which
decreased in 2005 Older Central European females in particular
demonstrated a strong HBsAg prevalence decrease up to 2005.
Prevalence in infant and young girls declined frcm 6f in 1990 to
3Z in 2005 in this region. In conkast, Eastern European countries
did notexperience as strong a reduction in HBsAg prevalence in the
youngest age-groups. ln both central and Eastern Europe the age
group 0-9 years remains the most affected by HBsAg infection

Among allAsian regions, E6tAiio had the highest prevalence of
HBV infection and there was not much ofa change between 1990
and 2005 apart from a slight decrease in children and an increase
in all age-groups above 25 years in 2005 as compared to 1990 In
1990, prevalence decreased in both sexes with age, but increased
with age in 2005 and showed the highest prevalence of over 8%
among males aged over 35 yearr. Generally, endemicity remains
at high or close to a Ngh endemicity in this region, which is par-
tirularly true for males. Intemediate HBsAg endemicity was also
estimated forC?ntrcll4si4 which includes the Caucasus and central
Asian countries. A small decrease was obserued between 1990 and
2005 but Central Asian children and younger adults had an HBsAg
prevalence of around 5X in 2005. ln South Asio, approximately 3%
ofthe population up to age 45 was HBSAB positive with a decEase
in older individuals who demonstrated a low prevalence in 2005.

Unlike otherAsian regions,South EostAsio experienced a strong
reduction in HBsAg prcvalence between 1990 and 2005, panicu-
larly in the young age groups of 0-14 yean that had prevalence
levels of 1.2-1.4X in 2005. tn contlst, South East Asian adults
appeared to continuously have higher-intemediate HBsAg preva-
lence of 51 to over 6X in 2005. The pattm of an inseasiDg
prevalence with age was very pronounced in 1990 and rather
exceptional compared to the other regions,

Some reduction in HBsAg prevalcnc€ between 1990 ild 2005
trcured also in hlgh in@meAs:an Pacif c counFies indudingJapan,
the Republic of Korea, and Singaporc. The middle ages (25-54) were
the most affsted age grouDs but overall, endemicity remained at
an lower intemediate level of approximately 4N in 2005. Interest-
ingly, in 1990 the oldestage-groups ofoverT5 years had thehighest
prevalence among all age-grcups.

^6trol6En countries qperienced a reduction in HBsAg preve-
lence sd were categsized as a lorler intermediate endemicity
regionin 2005. Males ofall age-groups had prevalence in theEnge
of4u in 2005 whereas 2-3U offemales up to age 55 were aflected
by chronic HBV infection with a sharp increase in th€ oldest age-
grouPs.

4. Discusslon

we found a very large burden of HBsAg infection in all sub-
Saharan African regions, EistAsia and, to alsserextent, inoceania
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研 究 報 告 の 概 要

0
米
国
の
供
血
者
に
お
け
る
H
I
V
、
B
型
肝
炎
、
C
型
肝
炎
の
感
染
時
期
に
よ
る
遺
伝
型
多
様
性

背
景
:
ヒ
ト
免
疫
不
全
ウ
イ
ル
ス
(
H
I
V
l
、C
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
(
H
C
V
)
と
B
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
(
H
B
V
l
の
変
異
は
、
診
断
検
査
法
と
治
療
に
影
響
を
及

ぼ
す
場
合
が
あ
る
。
サ
ブ
タ
イ
プ
や
ジ
ェ
ノ
タ
イ
プ
、
薬
剤
や
免
疫
耐
性
変
異
の
最
近
の
変
化
に
つ
い
て
は
、
最
近
感
染
し
た
O
n
d
d
e
n
t
)
供
血
者
と

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況
・

そ
の
他
参
考
事
項
等

そ
れ
よ
り
以
前
に
感
染
し
た
(
p
r
e
v
J
e
n
t
)
供血
者
を
比
較
す
る
こ
と
に
よ
つ
て
特
徴
付
け
ら
れ
る
。

方
法
:
感
染
し
た
供
血
者
は
、
3
,
4
0
0
万 人
の
米
国
の
供
血
者
間
(
2
0
0
6
-
2
0
0
9
年
)
か
ら
特
定
さ
れ
た
。
h
d
d
e
n
t
は
抗
ウ
イ
ル
ス
抗
体
価
が
ゼ
ロ
ま

た
は
低
い
と
定
義
し
た
。
ウ
イ
ル
ス
ゲ
ノ
ム
は
部
分
的
な
配
列
決
定
を
行
つ
た
。

結
果
:
3
1
2
の
H
Ⅳ
株
(
5
0
%
力ヽ
n
d
d
e
n
t
)
の う
ち
、
2
.
5
%
は
サ
ブ
タ
イ
プ
が
非
B
型
で
あ
つ
た
。
プ
ロ
テ
ア
ー
ゼ
阻
害
剤
耐
性
変
異
は
2
%
、
逆
転
写

酵
素
(
R
T
)
阻
害
剤
耐
性
変
異
は
1
1
%
の
感
染
供
血
者
に
見
ら
れ
た
。

2
7
8
の
H
C
V
株
(
3
1
%
が
h
d
d
e
n
t
)
の
サ
プ
タ
イ
プ
の
割
合
は
l
a
〉l
b
〉3
a
〉2
b
〉2
a
〉 4
a
〉6
d
,
6
e
で
あ
つ
た
。
h
d
d
e
n
t
症
例
で
は
3
a
が
高
頻
度
で
発
月

さ
れ
た
の
に
対
し
、
p
r
e
v
d
e
n
t
症例
で
は
l
b
が
高
頻
度
で
発
見
さ
れ
た
(
P
=
0
4
)
。

1
9
3
の
H
い
′ 株
(
2
6
%
が
h
d
d
e
n
t
)
の
間
の
2
0
の
サ
ブ
ジ
ェ
ノ
タ
イ
プ
は
、
I
n
d
d
e
n
t
症 例
で
A
2
、
p
r
e
v
d
e
n
t
症例
で
は
A
l
、
B
2
、
B
4
が
よ
り
高
い
頻

度
で
見
ら
れ
た
(
P
=
.
0
0
7
)
。H
B
V
株
の
薬
剤
耐
性
変
異
は
検
出
さ
れ
な
か
つ
た
。
H
B
V
の
エ
ス
ケ
ー
プ
ミ
ュ
ー
タ
ン
ト
は
、
i
n
d
d
e
n
t
症 例
で
は
6
%
で

あ
る
の
に
対
し
、
p
r
e
v
d
e
n
t
症例
で
は
2
6
%
に
見
ら
れ
た
(
P
=
.
0
1
)
。

結
論
:
供
血
者
の
ウ
イ
ル
ス
ジ
ェ
ノ
タ
イ
プ
の
変
異
分
布
は
、
米
国
の
高
リ
ス
ク
集
団
の
ジ
ェ
ノ
タ
イ
プ
分
布
と
類
似
し
て
い
た
。
大
規
模
な
通
常
の
供

血
者
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
を
通
じ
て
血
液
媒
介
ウ
イ
ル
ス
を
検
出
す
る
こ
と
で
、
高
暴
露
人
口
の
分
子
サ
ー
ベ
イ
ラ
ン
ス
研
究
を
補
完
す
る
こ
と
が
出
来

る
。
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血
液
を
介
す
る
ウ
イ
ル
ス
、

細
菌
、
原
虫
等
の
感
染

v
C
J
D
等
の
伝
播
の
リ
ス
ク

"
報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

米
国
の
供
血
看
に
お
け
る
H
I
V
、
H
B
v
(
H
C
V
の
遺
伝
的
変
異
と
流
行
を

調
べ
た
と
こ
ろ
、
ウ
イ
ル
ス
ジ
ェ
ノ
タ
イ
プ
の
変
異
分
布
は
米
国
の
高
リ
ス
ク

集
団
の
分
布
と
類
似
し
て
い
た
と
の
報
告
で
あ
る
。

日
本
赤
十
字
社
で
は
、
化
学
発
光
酵
素
免
疫
測
定
法
(
C
L
E
I
A
)
に
よ
り
H
I
V
抗

体
、
H
B
s
抗
原
、
H
B
c
抗
体
、
H
C
V
抗
体
検
査
を
実
施
す
る
こ
と
に
加
え
て
、
精

度
を
向
上
さ
せ
た
N
A
T
シ
ス
テ
ム
を
導
入
し
、
2
0
プ
ー
ル
で
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ

N
A
T
を
行
い
、
陽
性
血
液
を
排
除
し
て
い
る
。
H
I
V
、
H
B
V
、
H
C
V
感
染
に
関
す

る
新
た
な
知
見
等
に
つ
い
て
、
今
後
も
情
報
の
収
集
に
努
め
る
。
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Danielle M. Garricko Whitney Steelc,6 Debotah Todd,t David J. Wright,. Steven H. Kleinman,ii and Michael p. Buschr2
for the NIiLEFREos-ll Study Group
1Bl@d Systems 8es4rch Instiste. Sil frami$o. Calilornia; 4jniw6ity of California. San Frarci$o; 3Arnsi6n Red Cross. Gaithssburg. Marfland;'Blood Systems. lm. Scoftsdalg. Arirona;5NMYoil Bl@d C€nter, Nd York q/Vesiat. lE. Rockville, Maryland; and rljniwrsity of gritish Colunbia.

(see the editorial conmentary by Kat, on pages 867-9 and ses the article by stramer et al, on pages 8g6-91.)

Background. Gcn€tic variations of human immuodeficiency virus (HIg, hepatitis C viru (HCV), and
hepatitis B virus (HBV) cn affat diagnostic assays ud therapotic interventions. Reccnt changes itr prwalence of
subtyP6/8enot)?6 and drug/imune-es@pc wriants were characterizcd by omparing recently infected vs more
remotely infected blood donors.

Mcthorls- Lttected donors were identifred among approximately 34 million us blood donatioru,
2006-2009; incident infections were dcfined as having no or low antiviral antibody titers. Viral genomcs
were partially sequenced.

Rsqlts. of 321 HIV strains (50% incident), 2.5 wcre non-B HIV subtypes. protecc and rwerse

Conclreiorc. Viral genetic nriait distribution in blood donors wa similar to that,seit in high-risk US
populations. Blood-borne virus detected thrcugh large-scale routinc seming of blood donors en complcmmt
molmlar surveillancc studie of highly uposed popularios.

Volunteer (nonrmunerated) blood donors provide
whole blood od apherais blod omponots ued for
trusfusios c wdl as plasma for manufacture into
thuapotic plasna daivativcs. Pot injection drug usc
(IDUs) and nq who havc had sq with mcn (MSM)
sioe 1977 are curently qcluded from donating. AII
donatiom in the United Stat6 arc sscened for
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antibodia to hmo immunodcficiocy viru (HIV),
hepatitis Cviru (HC14, md hepatiG Bviru (HBV), c
wdl r br HIV mdHOr' RNAud HBV rurbe utigo
(HBsAg); HBV DNA wming E widely implmoted
in 2009. Aatibody mcUor RNAtDNA"/mtigen-positive
donon arc notified, ourodcd, and mluded ftom further
domtion; all donations from viral mular-reactive donors
tc destoyed or u*d for reqrch.

Blood donor uming en provide m efficiot
gographic ad demographic mpling of individuals in-
fcded with thqc vires that diftr frcm the
predomimndy high-risk MSM and IDU populatioro
that are the sbiects of most viral molecular cpidcmio-
logical studic. By routinely idcntifying rcody acquired
or incidot infections, blood donation rcreening also

provides an opportunity to analyze very rec€ntly transmitted
viral strains at the forefront of currently active transmission
chairo, In this study, plasma smples fiom donors containing
HIV, HBV, and HCV nudeic acids were dasified ro eiths
ramdy acquired (incident) infations containing no or low
coDcmtrations of viral antibodies, or longer-term seropositive
(prwalent) hfeaions. Viral subtype, drug resistancc, and
imune s@pe mutatious were determined from rcprscntative
incidot and prmlent infctioff.

MATERIALS AND METHODS

Subiects, Specinens, and Cas€ Dofinit ions
This study included qulifying donatiom from I fanuary 2006
tfuough 3l Dember 31 2009 from 3 Retrovirus Epidmiology
Donor StudyJI (REDS-U) blood centen (Blood Coters ofthe
Pacific, Blood Coter of Wisconsin, md Hovorth Blood
CentErlUnieqsity of Cincinnati), all Amerim Red Cros (ARC)

Blood Swices regions with data md samplc prcvided through
thc Scientific Support Officc in Gaithersburg, Maryland, and
United Blood &nica regiom and the Nry York Blood Cats
(NYBC), with samplcs providcd by Blood Systems labomtory
in Tempe, Ariam- Together, thse center ac@ut for
approximatcly 70% ofthe US blood supply.

Data providcd for all confirmcd-positive doaations induded
the date of donation, fint-time/r€pat donor status, date of
birth, statc of raidocy, racc/ethnicity (if ani.lablc), md s*
Sacning and @nfmatory t6t tsults for HIV and HCV nu-
cleic acid tating (NAT), HIV and HCV utibody (Ab), HBsAg,
md mti-HBV core antibdy (mti-HBc) wae also provided.
Saologic and NAT screenlng and confirmatory testing wre
performed auordiag to proiously doa.ibed algorithns using
Fmd and Drug Administration (FDA)-licmscd uays with
domcntcd pcrformme charactqistia ilcluding ualytical
smitivitia of NAT asys ([l-4]; se Appmdix). Catcn were
requ€stcd to send r€sidul tct smpla or smplc fron retriwed
pluma uits for all donon who qualified for study. Smpls
were stored at s-20"C prior to testin&

Inlormed Cons8nl atrd IRB Approvals
Institutiond rwiry boud (lRB)+pprored inforrution shats
we providcd to doaoB erplainilg that (l) surplu smple of
their donations may be u*d for raeach purpors, (2) fuhrre
roerch may be prformed with the donor's blood without
further onsut if the IRB considers the roarch to bc of neg-
l.igiblc risk, (3) he or shc will be ontactcd for additional omt
depending on the mturc of furthq rcearch u dctmined by
the IRE, ud (4) the donor will be noti6ed of uy medielly
relcvant information. lRBs rcprcsenting each blood organil
zation and the REDS-II Data Coordinating Center (Westat)

approved thc study protocol and determined that data re-
lated to HMrug rsistance mutations should be provided

to donors as this may impact their tr€atment strategies;
blood donors were not notifi€d of other study results.

Sample Seleclion

The goal ms to sequence samplc ftom 150 incident and 150
preyalent 6s for each virus over the 4-)reil study period.
Samples with adequate volumc from os were consecutively
sdcctcd from the contributing sites starting with donations
made on Jiluary I 2006 unti.l the doired number of coe from
a site wc rached. Due to large nmben of HCV- and HBV-
prmlent 6es, site-specific sample numbers wse based on
proportions established by weighting the number of such
donations detected by center in 2004 prior to study initiation
For donors selected for study with reported coinfections, each
infating virus was sequenced.

Vinl Nucleic Acid Testing

Qualitatire asp for HBV DNA (HBV Amplirm; Roche) were
p*formed on HBsAg-positivc/anti-HBc-negative donations to
*cludc possible incident ws that wae likely due to lalse HBsAg
positive rauls I I ]. Viral load distributiom wsc determined for all
anilable smple that ould not be mplified for scquocc anal-

nis, r wel s a reprsmtative rubet of rucccssfrrlly g@otyp€d
m (Abbott RaITime HIV-I, HCV, md HBV Asys, Abbott
bbontori6). All tsts for this study, qc€pr for vLal load d€tq-
mimtiom perfomed at Abbott laboratorie ahd routine donor
sming md onfimation pcrfomed at blmd cmter testing labs,
wae puformed at thc Blood System Rmrch Imtitute

Incidenco Testing

hcident infestions among HMNA-positive donors were
dcfincd as samples that were HlV-antibody negative or
HlV-antibody positiv€ with a less sentitive (LS) or "detuned"
enzymc immunoassay (ElA: Vironostika HIV-I MicroElisa;
bioM€ricu) with standardired-optiel-density (SOD) ratio
<1.0 using the serologic testing algorithm for recent HIV
seroonversion, indioting that the infection was probably
acquircd <6 months prior to blood donation 15-71. Con-
versel6 HIV antibody=positive donations from first-time
donors with IJ-EIA SOD ratios >1.0 werc dcfincd as HIV-
prcyalent infections [81. HCV RNA-positive and HBsAg-
positivc donations were classified o incident ifanti-Hcv and
anti-HBc antibody tst6, respectively, w€re nonreactive. HCV
RNA and antibody positivc donations were considercd HCV-
prevalent ciles. HBsAg-positive/anti-HBc-reactive donations
werc considered HBV-prenlent infections. Starting with 2008
donations, HBV- md HCV-*ropositive samplcs from repeat
donors with a prior negative donation within the prior 2 years
were also induded c incident ass.

HlV, HCV and HBV Sequcncing

Total nucleic acid was qtracted from 140 to 280 pL ofpluma
with QiaAMP Viral RNA Mini Kit or on a 96-well robotic

HIv, HCv, aod HBV Gcnctic Dircnity in US Blood Donors . IID frt22o5 (r5 Mrrd) . t?s 876 . tlD 2012:105 (15 Mud) . Ddwd d d



platform (QlAxtractor with Reagent Pack VX, Qiagen)
Complementary DNA for HIV and HCV wc synthaizcd
using M-MLV rev€rse transcriptase and random primer
(O,S pglpt) according to the manufacturer's instructions
(Promcga) and stored at -20"C.

Nsted PCR m used to amplift u informative region of

each viru. For HIV, a fragmcnt of 1275 b6e paim (bp) was

amplified, including the protease and rw€rsc trarucriptase
goo, using proioudy dmibed PCR primers md conditions

[91. For HCV, a ftagment of 363 bp in the core gene us m-
plified [I0]. For ]IBV, r ftagrrent of 2015 bp, iaduding the

cnvclope and polpnense gena, rus amplified (Supplmentary

Methods in Appmdix).

Soquence Analysis

Sequcnc were edited using Sequodrer (wsion 4.9, Goc Co-
des Corporation). For HIV, the calibnted population raistmc

tool Il I, 12] available thrcugh the Stanfod Univssity HIV Drug

Resistanc€ Database [13, l4] (http://cpr.stanford.edu/

cp!.cgi) was uscd to dctermine subtype and identify trans-

mitted drog resistance mutations in mtreated persons.

Mutations listed as causing or contributing to resistance are

nonpolymorphic in utrcated persom and apply to alJ HIV- I

subtypo iu accordance with World Health Orgmization

guidclincs.

HCV sequenc€s werc subtyped using 2 online tools: the

Oxford HCV subtyping tool (http://w bioafrica.net/rega-
genotype/html/subtypinghcv.html), a mcthod bsed on phy-

logoetic ualysis, and thc NCBI viral gmot!'pirt tool, bascd

on a sliding-window BLAST omparison (httpr://w.ncbi.nlm.

nih.gov/prcjas/goo typing/formpage cgi)

HBV goom)es were determine d using 2 online tools: Oxford

HBV subtyping tool (http://w.bioafri@.net/rega-genotyp€/

htmvcitet6lhbv.html), a mahod broed on phylogenetic anal-

fis [t5, 16l, aod the STAR g€notlping tool auilable online
at the Unive$ity Collcge london Center for Infction and Im-

muity (http/w.vgb.ud.ac.ul/stam.shtml) The STAR tool

us distancr to reference gcnones and a staiistial mod€l to

assign gaotypa [171. Thc polymeruG sequence wr drecked

for drug reistmce mutations using thc mutation amotator

tol anilable online at the HepSEQ-Raarch Databae System

kbshc (http://w.hepscq.org/PublidWeb-Front/min.php).

To identift pototial antibody neutralization escape muta-

tions, a list ofmutations from the litcrature was compiled [18,
l9l, and sequenccs were manually aligned and compued with

thc refqoc li6t. G€n3ank acsion numbers are JN214594-

IN?15208 md IN5041 l8-1N604319.

Statistical Methods

Fisher mct test Es u$d to @mpile the wimt (rubtype,

gfiorype, ud drug rcistue mutation) distribution among

incident c6es to that mong prevalent ases for each virus. Be-

caue moleolar draracteriation could not bc performed for all

submitted oes, logistic regrssion wr used to ass the ability to
sucesfirlly dranauirc viral stnins c a function of viral load and
donot typc (ic, imidot re prcalmt osc). Analpa were con-
duaed uing SAS 9.2 rcftwre (SAS Institutc)

BESULTS

HlV, HCV and HBV Infsction Bates and Demoglaphic
Chsracteristi cs
From I Jauuary 2006 through 3l Deember 2009, the par-
ticipating blood organiatiom screcned 33 947 t46 allogencic
domtions, including S 968 986 (17.6%) from first-timc atrd
27 95O 52O (82 3j$t ftom repeat doDors; prior donation status
information wm not provided for 27 640 (0.t%) dotrations.
For ach virus, frcqucncia w€re gocrated by dooor status
(6rst-time vs repcat) .nd donor dcmographic charasteristic
(s*, racdethnicity, geographic region, ud age) (Table l).
A disproportionatc risk of infction by all 3 viruses m noted
for fust-timc, malc, blad<, and Hispanic dono$, qcept for
HBV.where infcction ratcs werc thc highest among Asius,
comistetrtwith prior fiadings (Table l) (1, 2,2W221-

Ht\l Suhtypes and 0ru9 Resistance Profil6
A total of 438 domtion smpla ftom HIV confrmed.positive
donom wre selectcd for equencing from the 1056 submitted
smples (Figure 1A). The 200 incidot ec selcted for
viml equmcing induded 34 RNA-positive, mtibody-negativc
(NAT ldd) domtiom md 165 of 210 domtior dasified
a r@t srenrcrtorc based on low utibody titm by
LlElAt6ting A totrl of 238 of 320 pr+alot HlVinfations ftom
fint-time donors with high-titer utibody rerctivity indicating
long-stmding infections were elcted for further tatin6

Of thc 438 proe$cd supl6, 321 (73%) wcre nccsfully
uplified ud rcqucncd isduding 159 incidmt and 162 prw-

alcDt 66. Succcssful PCR mplifiation corrclated with the
viral load (P < .0001) Incidot infctions rere 2 $fold (95%

confidoe intwal, 1.6-4.7) morc likcly to be genot/ped than
prevaknt infections due to thdr higher viral loads (Figure

18). Combining incidcnt and prcvalcnt cascs, tbe succcss of
obtaininB ftquenco ms apprirximatcly l0% if viral load was
<1000 copics/ml, approximatcly 50% at 1000-10 0O0 cop-
ies/ml. and >90% if >10 00O copics/mL.

Ofsequcnced HIV stlaim, 97,5% (313) belorged to subtype
B md 2,5% (n = 7) belonged to non-B subtypcs: 4 subtype C
(3 prcvalent and I inciilmt), 2 reombinant subqryc CR!-02
(both incidcnt) and I subtypc D (incident) (Figure lC). Thc
number of non-B subtypa re too low to evaluate diffcr-
eDces itr frequcncy bctwcen itr€idot and prwalent rues.

Fru strairo, all ftom ircidot cas, ontained only protw
inhibitor raistmc mutatiotr, md 33 strairo (21 imidot dd 12
pr+alent wo) ontaincd on:ly rww trurriptase (RT) in-
hibitor rsisere mutatios (including 18 strains widr only

Total Allog€neic All HIV Rate FEr 100 000
Oonations Positive Donations

All HCV Rate per 100 000 All HBV Rate per 100 000
Positive Donations Positive Donations

Table l. Numbom and Rates:ol Totsl Allogeneic Donations trom Human lmmunodeliciency Virus, Hepatit is C Virus, and Hepatit is B
Virus Confimed-Positivo Donors by Donor Status (Filsl-Time, Repeatl and Donor Denographic Chalacteristics Collected From 2 January
2006 lhrough 3l December 2Og

L.Ji l  33947i146 1056 3 1r Bois 236 3o€it  90

Donor status"

iiist-tiriri oonore 5 969 9qE 633 1 O 6 6741 1 12 I 2561 a2,?

Repeat donors 27 95O 52O 423 1 5 1274 4 6 500 1 I

Sex'

Female 15 850 421 251 1 6 3047 192 1063 67

M a l o .  l 8 O s 4 5 4 O  8 0 5  4 5  4 9 6 8  2 7 5  1 9 9 5  l ' ! . 0

Race or ethnici ty"

White 27 112643 331 1 2 4399 16 2 651 2 4

A s i a n  5 1 0  6 3 3  2 4  4 7  8 1  1 5  9  8 4 8  i 6 6  l

.Bjeii 
' 

t z4ili6 96,.6. x9 916 , izi i+g 431
Hispanic 1 354 391 81 6 0 668 49 3 166 123

psei . i i : ,  . , i :  . ,  qe-6, ,$0? - i , i  ip  , . i1 !  : , . ,  " ! i9 :  , ' , r , ' r : , ieg,  'a i l '
Not avai lable 3 011 121 217 7 1 1740 56 7 664 21 6

q . o . . . . . c r s i j - i 6 . n s ! i , ,  r : : , r ' .  " i r l : ' ! ; ' ; . : r r r r . .  
:  .  .  :  . , , . , , , ,  

' _ . . 1 ' , : - ' 1 ' , : 1  I  . , '

l\,4idwesr 10 523 749 172 1 6 900 I 6 292 2A' t tonneist ,  
gzzogps ) to 26 155,7 ?3g sJ=3- 11.1

South I 91 1 822 474 5 3 3321 37 3 933 10 5
W. -e * . ' - .  . . r r  ; . :  69q f , . g .E  . i l i  j . s i  1 i g9  .  

? . s , 6  , , , . i  dpp .  ! i . . ? '
Other 353 635 50 14 1 66 l8 7 19 5 4

Age cgiigories; ye"rs' 
-' :

<20 4782307 196 41  422 88  653 131
q o . i s  a w i d 4 , : : r ' i o - i i  ' . r i :  j , 1 9 . , . ,  . . i 1 . r :  " .  , t 9 " i i ! . , , :  . i 1 . 4 , .
30-39 4367 417 224 5 1 1023 234 576 132

4q'19:' , , ' '' ' .zQqo-lq.ig zo1 ?9. #Fs il+', , il.i ).i
50-59 7 730 474 96 1 2 2696 34 I 42A 5 5
6 0 f 9 ,  3 s 2 7  l i : I t '  : z i  0 , 2 , .  , i ? 9  , r . t ? i i .  , l . c . g  : ! , : i . , .
> 7 0  1 4 8 2 9 7 9  4  0 3  1 3 1  8 8  6 5  4 4

Characteristcs

Abbrwiltiona: CDC, Csbrs for Disalso Cdrd and Pr6v6ntion; HBV. hepatitis B virusj HC1./, hep.titis C virus; HlV, human immunodeficianq virus
' O@atons $sl dxl rct hav€ htomrtion for dod status, sex, @cey'ethnicity, CDC r€gion. q age were oxcludod

non-nuclcoside rqme trmciptase inhibitor r$istmc mutation

Kl03N). Two prevalmt infrtions contained both proteae

md RT inhibitor reistarc mutatiotr {pro-M46I,I84V,L90M aad

RT-M4lI"D67NJl8rqMl84V,Gl90AJ2l0WT2l5Y; od pro-

M,15II90M md RT-M4II.YIEIC,T2I5D). Ovmll, 39 of 321
(f2%) equqccd HW sraim showcd the prsenc of a drug re-

sistam nutgtion, induding 6 (2%) directed to protffi in-

hibitors and 35 ( I 10/6) to RT inhjbitoG thoe were ftom 25 of I59
(r5 7%) incidat md ra of 162 (8.6%) pr*alent oc (P = 06)

HCll Subtypes

A total of 320 dmation sample were selected for sequencing

from 8015 HCV confumcd-positivc donations (Figure 2A),

including I 12 of I 53 HCV antibody-ncgative incident cases that

had ploma aliquots awilablc for tcsting. In addition, 12 incidmt

6es wrc induded baed on antibody sero@nversion within

the previou 2 years, relulting in a total of 124 incident HCV
crcs. Of the 5446 HCV RNA and utibody-positive donations
from fi.rst-time donors with prevalent infections, 196 repre-
scntatiw samplo wae sclected for molaular testing,

Of thc 320 sampla proced for PCR amplifiation, 278
(8796) were succsfully mplified ud scquencd including 85
of I 12 (68.5%) incident and 193 of 196 (99%) prwalent cro*.
Tw of the succsftrlly amplificd HCV prflalent cass were

coinfcctions; one donor also had an incident HIV infeaion and
tbe scond had a prmlent HBV infection The probability of
sc{€$frJ PCR mplifiation ud sequmcing re sriated
with vinl load in the donon'plasm for both incidot and
prcvalat cas* (P ( 0001) but not with whethq thc donor re
classificd as a prwalent or incideDt c6e (Figure 2B). AJI samples
with viral loads <100 rcpies/ml were negative for HCV rcre

mplicous, approximately 50% of smpl* with viral loa& of

HIV, HCV, ud HBV Gcndic Div.Bity in US Blod Donors . ED 2012:z)j (15 lr{.rd) . 877 E78 . 'ID ?Il2tzJs (15 M.rch) . Ddtr d .I
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100-1000 opics/ml we scasfully amplified md sequoa4

and all ffiplcs with viral loads >1000 copis/ml yidded

scqucnce data.

Eight subtypg of H€V wsc preut with Ia bcing the

domimt typc in both incidot ud preulot cc. The subt),pe

distribution was 5596 (n = 154) la, 15% (n = 4l) lb, 13% (n =

36) 3a, l l% (6 = 3l) 2b,3% (a = 9) 2a,2% (n = 5) 4a, ud
(l% 6d or 6e (n = I each) (Figurc 2C). Imident donors had

signifl@tv morc $btypc 3a straim (21% s 9}6) but signn-
odyfucr subtype lb strains (8% vs l8%) thil did prdalot

donors (P = .04).

HBV Genotype, Drug Sesi3tancs, atrd lmuna E3caps Prcfiles
Of 3061 confirmed HBsAg-positivc donations, 321 were

anti-HBc-nonrcactive and anilable (Figurc 3r{). Howwcr,

only 52 ofth€se possiblc incidcnt infcciions were HBV DNA

positive, whercas 235 tested HBV DNA negative, indicating

either false-positive HBsAg neutraliation results or recent

reccipt of the HBV vaccine with detcction vaccinc.derived

HBsAg [ll. Thc 52 DNA-positive donatiom, plus the re-

maining 34 that wre not t6ted for HBV DNA, along with

2 additional @ whqc HBV rrmnvenion oorred within

2 yws of thc indcx donation, compriscd the 88 incidmt co.

Of the 24t2 HBsAg confirmed-positivc, mti-HBc-rcactive

donations ftom fust-time donors, 186 representativc samples
wctc selected c prmlent infcctions for molecular testing.

Of the 274 HBsAg-positive plasma samplcs sdectcd, 193
(70%) had succcsfirl mplification and rquencing of the

cnvdope md polymerre regions. As with HIV ud HCV, the
probability of succesfirl PCR mplification ud sequcncing
corrclated with viral load (P < .0001) but not with incident/
prryalent status. Approximately 50% of samples that had
<100 opics/ml were ncgative for HBV PCR mplionq in

@ntrst, 7096 of mpls with 100-1000 @pics/ml md 98% of
those with ) l@0 copies/ml yielded informative sequcnce data.

Thc 193 donor stairu sucrcfiJly equcncd induded 5l
(26%) utibody-negativc incidcnt oo md 142 srcpositive
prmlmt ors (Figw 3a). A total of 20 HEV subgmott?G w€re

idmtified omisting of 72 A2,22 Al,16B4, l3 82, 13 Cl, ll C2,
8 Dl, 8 D2, 6 D3, 5 FI, 4 D4, 4 Fl, 3 H, 2 83, ad I ach of the

following sbgootypa: A3. 85. C3, C5, Fl, and G (Figue 3C).
Incident donom bad signifiantly highcr frcquencies of sub-
genotype A2 (67%) w those in prevalent donors (270lo) who

showcd highcr frequencies of subgenotypes Al, 82, Cl, and

D2 (89e14% vs 0%--4%; P = .007).

Sequence analysis ofthc polymerre rcgion ofthe 193 HBV

straiDs did not detect any drug r€sistanctsassociated muta-

tiom. In thc envelopc sequcrc$, 34 straim showed mtibody

neutraliation esapssociated mutations, induding 3l of
142 (22%, prmlot m and a signifiady lowcr proportion
(3 of s2 {6%l) of incidot Bss (P = .01).

DtscusstoN

HIV subtypc distribution varis in thc United States de-
pcnding on tha population screncd. Gocrall/, thc fre-
qucncy of non-B subtylEs hr remaincd low in high-risk

troups such as MSM md IDUs, * wcll as in non-IDU het-

cromals md blood donors [20-23]. Thc frequmcT of non-B

subtypc infcctions re grcetcr in populations enrichcd for

imignnts ftom nondadc B cpidcmic countricc or Eilitary
p?lsontrd who btame infected orerseas (2,!-28!. The fte-
qucncy ofnon-B subtlpc in blood donors appears to be in-
crcasing at only a mod6t ratc over thc last 2 decadcs. Studies

from thc 1980s of *ropositive donors and recipicnts of
blood products found no nondadc B infections [23], whcreas

studics of scropositivc donors from th€ 1990s identified

approximatcly l9o noncladc B inf€ctions [7]; morc rcnt

studies of infected donors identified since 2000 reported

rates of nonclade B infection in the 2% -5o/o range 13,20,221,
similar to the 2,5% rate documented here

Bqw the wpls ualyzed here wcrc ftom uTmptomatic

blod donom who denied knowledge of their HIV infation,
their drug Eistare mutatioro are likely attributed to rsistilt
virus acquircd ftom their rcurces of infation who arc proumed

to harc ben on antivinl thenpic. The frequency of HtV drug
reistatrc mutatiom mong blood donors trmded but m not
signifiody higha in incident w prmlent infeaioro (? : 06).
A stable frequency o{ drug resistance mutatioDs also applied
when rsistance to the morc rcccntly introduced protease and
the looger ued RT inhibitors were analyzcd separately. The
frequency oftransmitted drug resistance mutations appears to
be stable among blood donors bced on comparisons of rates
mong incid€nt md prwalcnt infections in this study md in
prior studics of HIV ir US blood donors [3, 7, 20), an ob-
semtion in keeping with reported rats of transmitted dDg
rcsistmce mutations in high-risk untreatcd groups [29-32].

There are cunody 7 HCV gootype that are firrthq sub-
dividcd into 83 subtypes (http'J/ho lanl.gov/@ntovsequmc€y'
HCV/clmifietion/genotable html) [33] that can vary widely in
their geographic distribution (http://hcv.lanl gov/components/

*quencey'HCV/geo/g@comp) In high-risk groups in the
United Statc, sbtypa la and lb predominate, whq6 in most
other countries the maiority ofHCV infctions belong to other
subtypes, Beaue HCV tranmissions in thc United Stat€s ocur
mainly among young lDUs [34] and reinfectioro on displace
the original rsident stnin [35, 36], the distribution of HCV
goot''p6 may rapidly change. Eight HCV subtype wre iden-
tified hse with la (55%) and lb (t5%) predominating.

The sbtype distribution in prwalot osa m nmrly idotical
to tbat reportcd for Hcv-seropositive samples collccted in
1988-1994 from a population reflecting that of the US [37],
which supports the mlidity of our sampling stlategy. In this
study, we document a higher frequenc), ofsubt''pe 3a (21% vs

9%) and a lower ftcquency of lb (8% vs l8%) in incidut vs
prvalcnt donors in keeping with a recent analysis showing
decreasing genotypc I fiequencic in younger vs old* IDUs

[381.
HBV genotypes also vary greatly in their geographic dis-

tribution. Currendy tlerc arc 8 genotypcs that can bc further
subdividcd into at least 24 subgenotypes defiaed as having
>4% sudeotidc diffqence [39]. Twenty of thse 24 sub-
g6ot''Pes werc idutifcd among thc 193 sequenc€d HBV
strairs. When thc ftequencie of thc subgenotlAes were

ompared, A2 ocdr€d more frequently in incidcnt ases
(67% vs 27%) while A I, 82, and 84 ftcquencies werc higher in
prdalat @ses (896-14% s 0%--4%).

No HDV antiviral drug resistancc mutations were ob-
sened. Drug-resistant HBV variants may be inefficient at
trdsmission and/or stablishmot of a chronic infection
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or may be undsrepre€nted in the pool of HBV being actively
tmsmitted by smal or p{enteEl rout6. Neutraliation eope
mutatioN in the HBV envelopc protcin were havily ovcr-
represent€d in prcvalent vs incident HBV infections (22% vs
6%). This observation is consistent with thcse mutations
having been more strongly sclected for in long-tcrm infected
donors in whom a strong aotibody raponse develops than in
very reccnt, anti.HBc-negativc incideDt cas€s [4G.431.

This study ofviral diversity hu swenl limitations. First, the
malysis m rctrictcd to infcctions dctctcd s NAT or HBsAg
positive by onent blood mpply rcming mp, most of which
were also confimed utibody positive. Coroequmtly, infatiom
by highly divergrnt variants that would not be detcited by
these assays rculd not be idmtified. Giveu efforts of test
milufactut€rs and rcgu-lators to ensurc that blood donor
screening and confirmatory tests are sensitive to viral nriants,
we bcli*e that this issue has limited impact on our 6ndings.
Second, a modcrate proportidn of donations sclectcd for
moleculdr analysis were not ablc to bc characterizcd due to
failurc of long-amplicon PCR Thse results were largely ex-
plained by absence of deteaable nudeic acid or lower viral
load in thc PCR-refractory samples. It is also well rccognized
that all donor screcning assay5 have low but signifi@nt rates
of false positivity, especially if the cluification is made only
upon the routi[c teting rCults and does not includc further
testing of an indcpcndent sample such as the retriryed frorn
plasma unit or follow-up donor suple. This is a particular
problen with posible NAT yield smplo (ie, seroncgative
ud rcactivc by a single NAT assay), r widcnced by thc high
ratc of incident cases with ncgative PCR results in this study
(Figure 2B), many of which arc lilely duc to false- NAT re-
su.lts. Third, rc performcd bulk sequenchg ofPCR produca

and thcrefore may not have dctected cces ofdual infection or
minor populations of drug roistuc or immunc ercape
vadants rcprescntcd in viral quasi-spaics,

Orcnll, our aulysis indiets that the HW epidmic is rela-
tivdy stable in tcm of subtype ud uansmitted drug rcsistance
mutatios. Thc HCV data pwide aidoe of diftrenq in
sbqp6 bstwm incidot ud prcealmt G that may be sto-
dr*tica.lly drivo by rodom foudq efircs md/or rcult ftom
ilmigBtion of infected individuals to thc United Stats. Th€
HBV subgmotypc also showed ryidoe of druge, possibly
drivo by similar cpidemiological factors Thc rclativc fte-
quencies ofdifrerentviral geuctic clades and rGistance patterns
obscwed in our study population showcd general concordance
with those in populatioro with admittcd high-risk behavior

[44, 45]. Molaular chanctcriation of rccndy trNmiftcd
blood-borne virue detcctcd through the large-scalc routine
NAT ud utibody rcraning of blood donors is tlercforc
a good complment to studic in higldy e<posed populatious.

As predominant viral straim change over time, sequcncc data
gencrated by such blood donor molecular surueillance studies

may be of use to adiust primers used in nuclcic acid detection

methods [45, 47], as well as the specificities of antibodies and

antigens used in serologic 6says [48-50] ir ordcr to maintain

thc high sensitivity of blood donation screening assays.
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研 究 報 告 の 概 要

パ
ル
ボ
ウ
イ
ル
ス
B
1
9
(
B
1
9
V
)
は 、
ヒ
ト
血
漿
の
一
般
的
な
感
染
性
物
質
で
あ
る
。
3
つ
の
3
1
9
V
遺
伝
子
型
は
、
こ
れ
ら
の
D
N
A
配
列
に
基
づ
い
て
定
義
さ
れ
て

い
る
。
予
期
外
の
配
列
変
動
性
の
た
め
、
遺
伝
子
型
3
 
D
N
A
の
信
頼
性
の
高
い
検
出
に
は
問
題
が
あ
る
こ
と
が
判
明
し
た
。

n
l
 
o
v
藩姜
子
J
■
は
十
に
両
ア
フ
リ
カ
で
目
つ
か
ら
が
_
品
折
で
は
北
来
の
な
血
者
か
ら
の
血
凝
中
に
検
出
さ
れ
た
。
血
漿
由
来
医
薬
品
の
安
全
性
は
、
3
1
9
V

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況

そ
の
他
参
考
事
項
等

に
関
し
て
は
高
力
価
献
血
の
排
除
と
特
定
の
製
造
工
程
で
の
ウ
イ
ル
ス
ク
リ
ア
ラ
ン
ス
と
の
組
み
合
わ
せ
に
依
存
し
て
い
る
。
3
1
9
V
不
活
化
の
研
究
は
実
施
が

難
し
く
、
遺
伝
子
型
3
の
不
活
化
は
ま
だ
研
究
さ
れ
て
い
な
い
。
ヒ
ト
血
清
ア
ル
プ
ミ
ン
の
低
温
滅
菌
と
低
p
H
で
の
イ
ン
キ
ュ
ベ
ー
シ
ヨ
ン
に
よ
る
B
1
9
V
遺
伝

子
型
1
と
3
の
不
活
化
に
つ
い
て
、
感
染
性
ウ
イ
ル
ス
粒
子
を
細
胞
培
養
法
を
用
い
て
研
究
し
た
。

低
温
滅
菌
と
低
p
H
処
理
は
、
3
1
9
V
遺
伝
子
型
1
と
3
の
不
活
化
に
お
い
て
同
等
の
効
果
が
あ
つ
た
。
中
和
実
験
で
は
、
北
米
や
欧
州
起
源
の
プ
ー
ル
し
た
免
疫

グ
ロ
プ
リ
ン
は
、
両
方
の
遺
伝
子
に
起
因
す
る
疾
患
の
治
療
に
等
し
く
効
果
的
で
あ
り
そ
う
な
こ
と
が
示
さ
れ
た
。

代
表
と
し
て
ヘ
プ
ス
プ
リ
ン
I
H
静
注
1
0
1
1
1
1
単 位
の
記
載

を
示
す
。

1
 
慎
重
投
与

(
3
)
溶
血
性
・
失
血
性
貧
血
の
患
者
〔
ヒ
ト
パ
ル
ボ
ウ
イ

ル
ス
B
1
9
の
感
染
を
起
こ
す
可
能
性
を
否
定
で
き
な

い
。
感
染
し
た
場
合
に
は
、
発
熱
と
急
激
な
貧
血
を

伴
う
重
篤
な
全
身
症
状
を
起
こ
す
こ
と
が
あ
る
。
〕

(
4
)
免
疫
不
全
患
者
・
免
疫
抑
制
状
態
の
患
者
〔
ヒ
ト
パ

ル
ボ
ウ
イ
ル
ス
B
1
9
の
感
染
を
起
こ
す
可
能
性
を
否

定
で
き
な
い
。
感
染
し
た
場
合
に
は
、
持
続
性
の
貧

血
を
起
こ
す
こ
と
が
あ
る
。
〕

2
 
重
要
な
基
本
的
注
意

(
1
)
略

1
)
血
漿
分
画
製
剤
の
現
在
の
製
造
工
程
で
は
、
ヒ
ト
パ

ル
ボ
ウ
イ
ル
ス
B
1
9
等
の
ウ
イ
ル
ス
を
完
全
に
不
活

化
・
除
去
す
る
こ
と
が
困
難
で
あ
る
た
め
、
本
剤
の

投
与
に
よ
り
そ
の
感
染
の
可
能
性
を
否
定
で
き
な
い

の
で
、
投
与
後
の
経
過
を
十
分
に
観
察
す
る
こ
と
。

6
 
妊
婦
、
産
婦
、
授
乳
婦
等
へ
の
投
与

妊
婦
又
は
妊
娠
し
て
い
る
可
能
性
の
あ
る
婦
人
に

は
、
治
療
上
の
有
益
性
が
危
険
性
を
上
回
る
と
判
断

さ
れ
る
場
合
に
の
み
投
与
す
る
こ
と
。
〔妊
娠
中
の
投

与
に
関
す
る
安
全
性
は
確
立
し
て
い
な
い
。
本
剤
の

投
与
に
よ
リ
ヒ
ト
パ
ル
ボ
ウ
イ
ル
ス
B
1
9
の
感
染
の

可
能
性
を
否
定
で
き
な
い
。
感
染
し
た
場
合
に
は
胎

児
へ
の
障
害
(
流
産
、
胎
児
水
腫
、
胎
児
死
亡
)
が

起
こ
る
可
能
性
が
あ
る
。
〕

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

ヒ
ト
パ
ル
ボ
ウ
イ
ル
ス
B
1
9
(
h
u
m
a
n
 
p
a
r
v
o
v
i
r
u
s
 
B
1
9
:
3
1
9
)
は、
脂
質
エ
ン
ベ
●
―
プ
を
持
た
な
い
極
め
て
小
さ
な
(
約
2
0

～
2
6
n
m
)
D
N
A
ウ
イ
ル
ス
で
、
輸
血
や
血
漿
分
画
製
剤
に
よ
る
伝
播
が
報
告
さ
れ
て
い
る
。
他
の
ウ
イ
ル
ス
に
比
べ
て
、
血
漿
分
面

製
剤
の
製
造
工
程
で
の
不
活
化
・
除
去
が
困
難
で
あ
り
、
本
ウ
イ
ル
ス
の
伝
播
リ
ス
ク
を
完
全
に
否
定
す
る
こ
と
は
で
き
な
い
た
め
、

1
9
9
6
年
H
月
よ
り
、
使
用
上
の
注
意
に
3
1
9
に
つ
い
て
の
記
載
を
行
い
注
意
喚
起
を
図
つ
て
き
た
。
万
一
、
原
料
血
漿
に
3
1
9
が

混
入
し
た
と
し
て
も
、
C
P
V
を
モ
デ
ル
ウ
イ
ル
ス
と
し
た
ウ
イ
ノ ン
ス
ク
リ
ア
ラ
ン
ス
試
験
成
績
及
び
B
1
9
を
用
い
た
不
活
化
・ 除
去
試

験
の
結
果
か
ら
、
本
剤
の
製
造
工
程
に
お
い
て
不
活
化
・
除
去
さ
れ
る
と
考
え
て
い
る
。
な
お
、
原
料
へ
の
本
ウ
イ
ル
ス
混
入
量
低

減
の
た
め
、
3
1
9
ミ
ニ
プ
ー
ル
N
A
T
が
米
国
の
原
料
供
給
元
で
行
わ
れ
て
い
る
。

本
報
告
は
本
剤
の
安
全
性
に

影
響
を
与
え
な
い
と
考
え
る

の
で
、
特
段
の
措
置
は
と
ら
な



BACKGROUND: Paryovirus Bl9 (819V) is a common
contminant ol human plasma donalions Three Blgv
genotypes have been defined based on theh DNA
sequence Reliabls delection of Genotype 3 DNA has
proved problematic because of unexpecled sequerce
variability. B19V Genotype 3 is lound primarily in West
Alrica, but was recenlly delecled in plasma from a
North American donor. The salety ol plasma-derived

medicinal producls, with respect to 91 9V relies on
exclusion ol high-liter donalions, combined with virus
clearance at specific manufacturing steps Studies on
inaclivation of Bl9V are ditficull lo perlorm and inactiva-
tion ol Genolype 3 has nol yet been invesligaled
STUDY DESIGN AND METHODS; Inactivation ol B19V
Genotyp€s 3 and 1 by pasteurizalion ol human serum
albumin and incubalion al low pH was studied using a
cell culture assy for infectious virus particles Infected
cells were dettrled by reverse transcription-
polymerase chain reaction analysis of virus epsid
mRNA. Neuiralization of B19V Genotype 3 was invesli-
gated using human immunoglobulin preparations

BESULTS: Genotypes 1 and 3 displayed @mpaEble
inactivation kinetics during pasteurization ol albumin at
56'C, as well as by incubation at various low-pH mdi-
tions (pH 4.2 at 37'C and pH 4 5 at 23'C, resptrlively)
used in immunoglobulin manutacturing Bolh Genolypes
weae readily neutralized by pooled immunoglobulin
preparalions ol Nonh Ame.ican or European origin.
CONCLUSION: Pasteurizalion and low-oH trealmenl
were equally etleclive in inactivating B19V Genotypes 1
and 3. Neutralization experimenls indicated that p@led

immunoglobulin of Norih American or European origin is
likely to be equally etfective in treatm€nt of disease
induced by bolh genotypes.

ilvovirus Bl9 (BlgV) is a frequent contaminmt
of human blood and plrema donations md h6
been tmsmitted by plcma-derived medicinal
producs r2 In healthy lmunocompetent indi-

viduals, Blgv infections ue mostly asymptomatic or
cause erythema infectiosum lnfection occaiona.lly leads
to arthralgiaor arthritis. Bl9Vreplication is strictly depen-
dent on dividing er$uoid progenitor cells. Therefore,
Blgv infection of indMduals with underlying hemato-
logic disorderc may show trmsient aplastic crisis Immu-
nocompromised patients may be infected persistendy
with the manifestation of pure red blood ceu aplasia and
chronic memia. Pregnant women ile at special risk, since
Blgv infection may lead to hydrops fetalis or fetal death

Three genotypes of Bl9V have been defined bced on
isolates having greater than I0% riucleotide diwgence.3
Genotype I is the most prflalent type currently circulat-
ing mrldwide md is reprsented by the prototype stair
Au (GenBanl Accession Number M13178).' It hm been
estimated that Genotype 2 viruses circu.lated widety
in Euope half a century ago, before they were lagely
replaced by Genotype l.s Although rue, Genot)?e 2 BlgV
is foud sporadically in plroma donations frcm both
Europe and North America.co Genotype 3 has been found
predominmtly inwestAfrica (Ghana) and less ftequendy
in Frmce or other regions 1'gThe high diversity of Geno-
type 3 viruses could be indicative of a longer evolutionily
history probably inAftica. Recent studies foud Genotype
3 in smples from Europe ild Asia or Brzil and indicate
that Genotype 3 may be more widely distributed outside

ABAREVIATIONS: Blgv= pwwirus Bl9; CCID$ = 50% cell

cultw lnfrctious dose.
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BIUMEL ET AL

Africa than previouslybelieved r0'rr Plasma donations con-
taining hi8h titers of a Subrype 3a Blgv were recently
identified ftom a single donor in the United States.rz The
pathogenic properties of BlgV appear to be the same,
regardless ofthe genotype.r Ilowever, reliable detection of
Genotype 3 Bl9V by nucleic acid amplification techniques

[NAT) using commercially available dsays has proved dif-
ficult due to the sequence variability of this genotlpe.r

The risk ofplasma derivatives with respect to Blgv is cu-
rently minimized by a cohbinarion of donor selection,
NAT screening for highly viremic plasma donations, and
manufactuing stbps wh.ich result in Bl9v reduction such
as vLus filtmtion, heat teatm€nts, or ircubation at low
pH:the latter employed during the mmufacture of some
.immunoglobulin prcducts.rl'zr Efiective inactiwtion of
Bl9 Genotype I by pdteuization of albutnin htr been
demonstrated.rs The Bl9V capsid is destroyed by heating
or low-pH incubation; whereas the BlgV DNA remains
urdmaged and is expelled ftom opened capsids 's'2\2

Recendy, difrercntial inactivation kinetics during pa-

tilriation of hmm serum albumin [HSA) has been
reported using different laboratory wiants of hepatitis A
virus (FlAv).E Regarding the sequence variability of the
Bl9Vvirus capsids, we wondered whether the phenotypic

ssceptibility of BIgV Genotype 3 to viru inactiEtion

re difrerent from that of Gmotype L In addition, we
addressed the question whether the wiability of
Genotype 3 could result in escape from neutnlization
by immunoglobulin prepaations from pooled plmma

sourced from North America or Europe where this geno-

type is only very rarely detected Using a cell culture
system for detection of infectious BlgV we investigated
the inactivation kinetics of BlgV Genotypes I md 3, by
psteuization of albumin and by difrerent low-pH treat-
ments. Neutralization of B l9V infectivity ivas tested using
imnunoglobulin prepantions, muufactred by identical
prbcedum, but prepared from plasma sourced from
Euopem or Nonh American donors

MATERIALS AND METHODS

Vlrus6s and cells
Highly viremic plmma donations were used as souces of
infectious BlgV A German btood donatibn, provided by
W.K Roth (German Red Cross, Hessen), was the source oI
the Genotype I Blgvshain, temed DRKI, and has a DNA

concentration of Il.6 log lU/mLThe nucleotide sequence
of the DRI(t capsid-encoding region hm been detemined
(GenBank Acession Number HQ664953). The Genotype
3 Blgv strain, termed Pl (GenBank Accesion Nmber
FJ265736) ms obtained ftom an American donor and

sequence analysis confumed that the virus belonSs to

Subqpe 3a.r'z KU8l2Ep6 cells were provided by E. Miya-
gawa (Fuiircbio, Inc., Tokyo, Japan).4 The cells rere
propagated at 37'C, 5% CO, in RPMI supplemented with

2 TnANSFUSION vdume ", " "

10% fetal ca.lf serum (Sigma, St Louis, MO) and 5IU/mL
recombinant erythropoietin (NeoRecormon, Roche, Wel-
wyn Garden City, UK).

Pasteurizalion

Commercial 57o HSA was heated to 56 5"C in a thermo-
block (Model 5436, Eppendorf, Hamburg, Germany) The
temperature was measured throughout the experiment by
monitoring an uspiked albumin smple inobateci in
parallel using a calibrated thermometer. One millili[er of
heated albumin was spiked at a ratio of I in 20 with virus-
containing pl6ma; 200-[L samples were withdram a-fter
l, 5, 10, 30, ild 60 minutes of heat treatment. Samples
were immediately placed on ice and titrated on KU812Ep6
cells

Low-pH lreatment

Experiments were performed as described previously.2r
Virus was spiked at a ratio of I in l0 into phosphate-
bu-ffered saline (PBS). The pH was then adjusted with
I mol/L HCI to the target pH and the sample incubated at
the appropriate temperature for the specitred period of
time. Samples were with&am md immediately neutral-
ized wirh I mol/L NaOH, buffered with phosphate buffer
(ro0 moUL, pH 7 4), and subjected to virus titntion

Controls

Cytotoxicity contrcls
Cells were seeded into 24-ivell plates. One-hundred-
microliter sampies of a lo-fold dilution series of a.lbumin
were inoculated into each rcll md, after 7 days, cells were
visually exmined for cytotoxic effects (alterarion of cell
shape) usin8 a light microscope.

lnteierence controls
A lo-fold dilution series of Blgv in undiluted test matrix
was prepared and 100 pL from each dilution was inocu-
lated into cell cultues md emined for virus Addition-
aIy, a l0-fold dilution series of Bl9V in l-in-lHiluted
test matrix was prepared and 100 pL from each dilution
ws inoculated into ell cultures and emined for virus.

Virus control
In each virus experiment, the titerof virN stock was ved-
fied by tihation on Ktt812Ep6 cells.

Bench controls
ln parallel to each inactivation experiment, the test matrix
was spiked at room temperaturc (heat inactivadon) or at
neutral pH (low pH treatment). This material was held at
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room temperature and titrated at the beginning and the

end of $le inactivation prccess.

Virus titration

A lo-fold dilution series was prepared using RPMI as

dilrcnt. One-hundred microliters from each dilution wG

inoculated onto I x los cells and incubated for 3 to 5 days

Cells werc w6hed with PBS and analyzed for spliced

mRNA by reverse tmscription-pollmerase chain reac-

tion (RT-PCR). For titntion using the mRNA assay, the

infectious titer was determined by the endpoint dilution

method ud expressed as 50% cell cultm infectious dose
(CCID$)/mL. Three mRNA assays were perfomed in par-

allel for each dilution step and the virus titer was calcu-

lated according to the milimm likelihood method In

samples where no virus w6 detected, the detection limit

of the assay % calculated according to the Poisson dis-

tribution using the eqution

c = -lnP/v'

where l-p is the 95% probability that the aliquot is free of

infectious viru (p = 0.05), v is the test volume, and c is the

virus concentration.25 Messenger RNA was extncted sing

the nRNA captue kit tRocha Mannheim, Gemmy). For

detection of spliced mRNAs encoding for capsid proteins
(VP), nRNA wc dissolved in 50 UL of RT-PCR mix con-

taining 600 nmol/L Primer )(PPl (5ITTTCCTGCACT

TrCTTGCTGT, Nucleotides 365-385), 600 mol/L Primer

TP2 (5aTGGTCT,GCCAAAGGTGTGTAG, Nucleotides 2l7I-

2I5l), 200 nmol/L Probe "Bl9-Sonde- I " (FAM(6-carboxy-

Iluorescein) -CCGCGCTCTAGTACGCCCATCCT -TAMRA

(6-carbory-tetramethfl-rhodamine), Nucleotides 2050-

2072), I mmol/L dNTPs, 2pL of PCR enzymes, and lx

reaction bufier ftom a one-step RT'PCR kit (Qia8en'

Hilden, Gemany). For detection of spliced Genotype

3 mRNA, Primer XPPI was rePlaced by Primer )(PP5 (5'-

CTTGCTGI-ICTTTGCCTGCTA), Primer TP2 was replaced

by Primer TP/ (5'-CTICGGAGGAAACTGGGCTTC, Nucle-

otides 2123-2102), and Probe "Bl9 Sonde 2" was FAM(6-

cabory- fl uorescein) -MCCCCGCGCTCTAGTAC- TAM RA
(Nucleotides 2046 to 2063). All nucleodde position num-

bem of primers refer to strain Au.' RT was carried out for

30 minutes at sO'C and stopPed by incubation at 95'C for

15 minutes in a PCR system cycler (GeneAmp 9700,

Apptied Biosystems, Weiterstadt, Germany) Thereafter,

flve PCR cycles (15 sec at 94'C, 15 sec at 60'C, 15 sec at

?2"C) were performed followed by .incubation for l0

minutes at 72"C. The Hction mixture w6 tmnsferred to a

sequence detection system (ABI Prism 7700, Applied Bio-

systems). After 2 minutes at 50"C md t0 minutes at 95"C,

45 cycles (15 sec at 95'C and 30 sec at 60'C) were per-

formed. In each run, theinfectivity (mRNA) ftom a sample

of knwn titer was determined by the endpoint dilution

method (two wells per dilution) and calculated

:NACT:VAT10N OF B19V GENOTYPE 3

m 509o mRNA-inducing dose (mRNAe)/mL using the

milimum likel.ihood method resulting in an absolute
quantification of the mRNAs/mL titer with a variation of

t0.8 log Furthermore, this smple wffi used to generate a

standrd cwe (two to three wells per dilution) for relative
quantification of virus nRNA. One well per dilution was

malyzed for mRNA md diluted samples with Cr values

faling within the lineu rmge of t]re studard curve were

used for calillation of the titer using the sequence

detection system software (ABI Prism 7700, Applied

Biosystem s).

Neutralization assay

Fifty microliters of viru-containing plrema ms mixed

with 50 pL of EU-licensed commercial noma.l immuno-
globulinG (lgc) prepantion from a twofold dilutlon

seris in PBS. The loo-[L mbdnre of viro md serum was

incubated 2 hom at 3fC for neuua.lization- Thereafter,

the whole sample wm inoculated onro KUOl2Ep6 cells

for titration of infectious virus by mRNA daection as

dercribed above.

RESULTS

charecterlzallon of viruo lsolateg
lnactivation of B19V ocun by damaging the virus capsid

shell. Thereforc, we detemined the amino acid sequene

of the virus epsids. The nucleotide sequence of Geno-

type I $rain termed "DRK-I" was detetmined by dircct

sequencing of DNA amplifed by PCR (GenBankAccession

Number HQ6dt953). The s€q{ence of the SubtyPe 3a

strain Pl (GenBank Accession Number EJ265736) has

been described pr€viou6ly.r2 Figure I shom the difrerent

mino acids located in the virus €psid pmteins. The

capsid of Blgv consists of two protelns VPI and vP2,

respectively, rvhich are translated ftom mrlapping open

reading frmes. VP2 forms 95% of the vlrus capsid. VPI

contains an N-terminal 228-mino-acid "unique region."

Differences in 29 amino acids were identified between

Genotype I and Genotype 3 These anlno acid Positions
clustered preferentially (i.e , l8 of the 29 chmges) in the

VPI uique region
The plroma DNA concenuations of both Genot)?e

mples were tl.g log IU/mL The infectious titers werc

7.9 I 0.4 and 8.5 t 0.4 log CCIDo for Genotypes I and 3,

respectively, 6 detemined by quadruplicate 6sys (SD

indicated) using mRNA detection.

Inactivation kinetics during pasteu.ization

Heat treatment in aqueous solution of altrumin and other

plasma proteins i3 performed at 60"C for l0 hour6 (pas-

teurization). Immediate inactivation of Blgv Genorype I

hm prwiously been demonsuated under these stmdard

- 0 2 0 3 0 4 0 " 6 0

Time(m:n)

Fig.2.In“●腱」on oF319V Cenotypes i and 3 by hent meatlnent.Human albumin

5%W“ heated t●56.5・C and splk」 l h 2tl朝th B19V Ceno叩 10r3,Iesp∝ dvely.

hcubatlon at 56.5°Cw囁澪∞nunued口 nd lnlec■olle tlter、日s dete●nined at Various

働mep● lnts by●●edollbrB19v。 ■KU012町 6 cells md analy●19 of319V speclnc

mRMヽ The staang poillt orlll●c●"Oon klnetlcs(O mllll repp‐ents the rectlous

t i t e r  i o m  a  s a m p l e  s p t t  a t r o o m  t e l n p e r a t u r e .
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228

VP2

VPl

0 100 200 3OO 400 500 600 7OO

- o  o . o - a  a  o  e  o c o  o c 9  e

C e n o t y p e  3  T  T  D  S  Q  V  K  Q  S  S  P  S  T  Y  I

Amino acid    125  144  192  308  313  319  418  445  454  463  521  531  533  772

p o s‖o n
C e n o t y p e  l  L  S  V  V  S  S  E  F  T  P  V  S  S  G
G e n o t Ⅲ 3  Y  N  A  T  N  T  V  S  S  A : N  N  W

Fし 1.Dlrerenceg h amino 8dd∞mpo81dtlnoF319Vcllpsldproteln●.Dlredig amlnO acids oFthe vLlle c●psid Pmteing Of Ceno‐

"pe l(S"」h DRKl)or Geno、pe3(gntn Pl)□"p… nted.Tho locadon oFvarlant amlno acld Posttions(tndicated as dots〕wlth

ぃ pecttotheVPl andVP2open―dlng iallles CndiCated as bm b shown.

suffciently to enable a more accurate
md prec.ise compaison of the inactiva-
tion kinetics of the different virus
genotypes. As shoM in Fig.2, both
genot)?es were inactinted below the
detection lirnit in less thm 30 minutes.
There was no signiEwt difierene in
inactivation kinetics of the two wus
genotypes.

Inaclivalion kinetics al
low-pH lreatment

During the manufacture of several
immunoglobu[n products, an euy-
madc featment may be perfomed at
pH 4 and 37"C. Manufactue of other
prcducts includes inilbation of the
6nal product at pH 4 and room tem-
perature for several weeks. Both proce-
dues have been shom to be effective
for inactivation of enveloped vlruses
md specific nonenveloped viruses.
lnactivation of BlgV at pH 4, 37"C
was previously demonstmted.2' In the
studies described herein, we investi-
gated inactiEtion kinetics of Bl9V

pasteuriation conditions 15 Inactivation studies of Geno- Genotypes I md 3 uder two difierent conditions (pH 4 at

types I md 3, dmmibed herein, were canied out at lower 37'C md pH 4.5 at 23'C). Ethmol (2% final concentration)

temperature (56.5'C). Reducing the tempemture of rhe was added to the samples incubated at pI{ 4 at 37'c to

h€at treatment step slowed the mtes of virus inactivation mimic typical conditions of enzymatic low-pH steps
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pH4.5,23° C

T:me(day,

iltibody prepmtions prcdued ftom plasna mllected
in either Europe (i.e , Ausuia, Germany, md the Czech
Republic) or the United States. Two commercial norma.l
innmoglobuJin prepilations for hurnm use wete used.
These immoglobulins were produced by tlte sme
mmufacnrring prccess includlng cold erhmol fraction-
ation of plroma souced eit}ler in Europe or in Nonh
America- ^A,s shom in Fig. 4, there was no diffetenc€ in the
neutralization curves ofthe two genotypes usingthe anti-
body prepaations of either Euopean or North Americm
origin. Both genotypes were completely neutralized below
the detection limit uing immoglobulin dilutions up to
I in 80. Only mdSinally better neutm.llzation of Genotype
I \m obseryed, that is, at a dilution point of I
in 160.

DlscussroN
The risk for B19V trmsmission via ploma-derived
medicinal products ls currentl,v minimized by a cornbina-
tion of donoi selectlon, plasma screening, and mmufac-
turing steps that faci.litate viru clearance In individual
plmma donations, virus titers may be extremely high
(more thm lor'? IU Blgv DNA/mL). These high levels of
virus can overload the virus clenilce steps in tbe manu-
facturing proess, resulting in transmission caseswith, for
emple, coagulation factor concentrates.2T BlgV infec-

tions are ubiquitous and virus-containing donations, as

BLOMEL ET AL.

Dilution t:20

-9tl Eじ lg        一 gtl us_!g        ― gi3 EUig

―ローgt3 uSJg       ‐ ‐・‐DetecuOn Lim“

Fig. 4, Neutrallzatlol of Bt9V GeDoq?es (gr) I md 3. Neurdllzation Eactions wero

Bet up by mlxlng 50 pL ofdllutlonr of Genotype I or GenotylE 3 !t a DNA @ncentra-

tlon of 9.9log lu/mlwlth 50 pL of ommerclsl l8G prepdatlon from Eurcpee

plsma p@b (EU-I8) or Amdlcu plasapoolE (US-I8): The mlxNrc re Incubrted

at 37oC for 2 hour6. ThereafteB the emplee were lnoculated onto XUOl2Ep foi tlra-

tlon of Infecdous vlro by ualFl6 of Bf gv-spElflc mll{4.

ualyzed by NAT methods, havebeen reponed at frequen-
cies varying from I in 800 to 1 in 8000. It is currently not
practical to exclude all Blgv-containing plcma dona-
tions. Howeve! it is feasible to identify md exclude
highly viremic donations ftom the pLasma mmufactuing
pools. The Plcma Thenpeutic Prctein Assoclation intro-
duced in 2002 a volutary limit of not more thm td
genomes/ml in a productloD pool and FDA rmom-
mended alimitof not more than ld ru Bl9 DNAimL.a In
Ewope, the ld IU/mL limit is prescribed in tlle Eurcpem
Phamacopoeia for solvent/detergmt plasma md for
anti-D immunoglobulin preparations used prcphylacti-

cally in pregnant women for the preverition of Rhesus
disease. Genotype 3 hes been predominandy found ln
West Africa.s Genotypes 2 rind 3, however, may be ocm-
sionally foud in Euope.rtost Highly vircmic pl6ma

donations haw bH identined in Euope and the United
Statc.qqt2 Genotype 2 viru6 8equenes have also been
identified in coagulation factor concentates.c The
wiant genotypes may not be reliably detected or cor-
rectly qmntified by somo of the current PCR rsays.T'3

Manufacturing steps for virus inactivation and
removal are impoftant in ensuring the virus safety of
plasma-derived medicinal prcducts. The reduction capac-

ity of such steps is validated by laboratory experiments
where cell culturFadapted virus stnins are spiked into
prccess intemediates md thae intemediates rc fur-

6 TRANSFUSION Volume ", " "

ther processed through a scaled-dom
version of dle respective mmufacturing
prccess step There has been always a
theoretical concern as to what extent
such model virus strains reflect actual
Yirus particles from plasma dona-
tions Recently, Farcet and coworkersa
reponed different inactivation kinetics
of varimts of cell culture-adapted HAV
strains during pasteurization of HSA
These viliants were derived from a
single fi eld isolate, indicating that muta-
tions being selected during cell culture
passage mjght affect the thermostability
of virus particles In this report, highly
viremic plasma donations containing
vaious strains ofBl9Vwere used as the
source of the spiking agent, thereby
excluding the possibility of such muta-
tions. Similil inactivation kinetics of
B19V from different plroma donations
containing Bl9V Genotype I were dem-
onsuated in ealier studies suggesting
that natural vuiants do not contain
mutations affecting themal stability of
vtus particlest5 In addition, inactiva-
tion of Genotype 2 strains ws also
similu to Genotype I isolates.oa

lnactivation ofvirus particles at 60"C or pH 4 occus
by enemaliation of virus DNA frcm capsids as the result
ofa conformational changi ofcapsids leading to enernal-
ization ftom capsids in the N-terminus of the VPI pro-

tein.4 Although mmy of the mino acid wiations
between BlgV genotlpes cluster in the N-teminal VPI

regions, such vdiations do not affect stability of virus

capsids.62 lt has been speculated that the neutralizing
imune response is mainly elicited by this region.s

kmunoglobulin prepaFtions have been success-
fully used for trcatment of persistent infections with
BlgV$ Considering the very rile detection ofGenotypes 2
and 3 in Euope md the United States, it is reasonable to
assme that most Blgv-specific antibodies in immuo-
globulin prepilations from pooled plsma have been
deriwd from infections with Genotype I Indee4 NAT
ilalysis has shom that plama fractionation pools,
prepared ftom Ewpean and North American pl6ma,

contain predominiltlyGenot}?e I Bl9V (L.A Rinckel and
T.M. Gierman, unpublished obsewations).sTNshrbeen
cohfumed by direct sequence analysis of Blgv ftom
nmerous plasma pools (i. Bltimel, upublished obsena-
tions). Therefore, we considered whether such prepm-

tions would be effective in neutralizing B19V Genotype 3

as well as Genotype l. The results of these studies cleuly

show that immunoglobulins prepared from European or
North American-souced plasma were equally effective in
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Fig. 3. lnactlmtion of Btgv Genotyp6 I ud 3 by low-pll treatment. Blgv Genotylrd I or 3 were splked into te6t mari@6 (5%

albumln,2% etl|dol, pH 4.2 lAl orPBS pH 4.5 [B]) dd lncubation wG contlnued for 6 houre st 3?C (A) or 2l days at 23'C (B)'

rcspetJwly.Infetlou! tllcr re deiermlned al 6mEl llrnc polDts by duatlon on KU8t2Ep6 eltc md malyrlr of Bl9v-sp6mc

nRNA. The stdtlng polnt of lnactiEtion klnettcs rcpMentr the InfstiouE tlter te6ted lmmedlately a.fter splklng thc l@ pH test

matrtG

Time(h〕

applied dwing immuoglobulin fractionation. Figures 3A
md 38 show that both conditions for low-pH treatment
were efrective for ihactivation of BlgV There was no sig-
nificmt difierence in the inactivation kinetics of either
genotype. Contol sanples, diluted in PBS (pH 7 4) md
held at 37"C for a period of 6 hours, showed no loss of B19
infectivity. Hwevet in the case of the samples maintained
at 23'C for3 weeks, itms obsened that infectious titers of
Blgv controls diluted in PBS (pH 7.4) declined during the
inrubation period (4.2 log/ml for Genotlpe 1 and 3.0
log/ml Genotype 3, respectively). The pH of the contrcls
remained stable thrcughout the incubation period.

Neutralization of B19V Genotypes I and 3

The mino acid Eriations of Genotype 3 virus capsids are
located mainly in the N-teminal unique region of VPI
(Fig. l). It h6 been reported that this more wiable region
contains iltibody-binding epitopeE md that the majority
of virus-neutralizing antibodies that confer lifelong pro-

tection against rcinfection with BIgV m directed against
theVPl-uique region.6 So far, BI9VGenotype 3 has only
occasionally been described in regions outsideAftica, and
it is reasonable to assume that antibodies present in pools

ofplasma collected in Europe or the United States mainly

represent antibodies from Genorype I infections.
Consequently, experiments were perfomed to deter-

mine whether BlgV Genotype 3 would be neutnlized by

Volume°1・
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neutralizing Genotype 3. This indicated that such PrePa-

rations should be effective in treatment of chronic infec'

rions caused by B19V Genotype 3.

In smmary the results from this study confirm the

reliability of cuffent virus inactivation steps and thus the

safety ofimmunoglobulin preparations against the difrer-

ent Bl9V genotypes
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