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inphosphate－bd飴由dsaline，Centrifugedtopel－  
IetcelJu］aLrdebris，filtered，andusedtoinoculate  
VeroB6cells．Thecellsweremonitoreddai1yby  
meapsLOf．・むghtmicroscopyfbrcytopathice鮫et  
and吋m亡叩㌻PrⅨFpCR由一也epresen亡eOrare－  
navitusnucleicacidinsupernatant．MoI】01ayers  
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positive－forarenavirus nucleicacidwere fixed  
withbu飴red4％parafbrmaldehydefbrindirect  
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microscopyユndwithbuf托red2．5％glutaralde－  
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tainedbymeansofpyrosequenclngWereuSedto  
designspecificPCRprimers；［hereafter，COnSen－  
SuSPrlmerSWeredesignedonthebasisofalign－  
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ⅦmE6dls．A甲tOpa血ce灸ctwasobser陀don抄  

出血e血stpassages；血眈a氏eちmOrpbologicch且㌣  

ac比risdcs did not dif添r betweeninfected and  
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tributionofviralantlgen・Immunostainingofvi－  
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meansofanindirectimmunoalkalinephosphatase  
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ShowedincreaslngCOnCentrationsofviralnucleic  
acidwithserialpassage．Ex且minadonofinftcted  
VeroE6ce11sbymeansofthin－SeCtionelectroヮ  
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19day〒 
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Cific7gGand晦MantibodiesweredetectabIeonly  
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1m皿unOhistochemicalanalysisofspecimens  
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CbiⅥdserumorplasmaspecimens丘・OmSOlid－  
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totheclusterandwhohadundergonetransplan－  
tationinthesamecltyandduringthesametime  
periodrevealednoevidenceofin良ctionwiththis  
pat血ogen．   

乱e3301－nuClebddeS－Segmentand7215－nu－  
eleotideL－SegmentSequenCeSWereCIonedftom  
thekidneyofRecipientlbvmeansofPCRand  
SequenCd．助〆呼n感ccbamc托d貴donⅥ切SLm－  
itedbythepaudtyofavahblesequencesdeposited  
hpu址cdahぬ紀S；nOn血ek∬，しandS－Segment  
analyseswereconsistentwiththepresenceofa  
newa托na血．Wbe托おSequenCeSh血emcko－  
proteinandg吋coproteingenesontheSsegment  
were closest tothe LCMV strain LB13and血1  

andM2isQlates14（Thble2，andFig．1bandlcof  
也eSuppk血entaⅣ郎匹ndiカ，血eしsegme此Se－  
quenceindicatedadoserrel且tionshiptoXodoko  
viruS．StrainLBwasisolatedin Franee丘0皿an  

inftctedfttus・MlandM2wereisolatedinJapan  

☆L⊂MVdenotesIympho叫i⊂⊂horiomeningitisvirus．  

丘omwi1dmice．XodokoviruSWaSreCendvisolated  
inA丘ica丘omwildmice（Fig．1aoftheSupple－  
mentaryAppendix）．15RfaSSOrtmeI】tiswe11de－  

scribedin arenaviruSe主and could account fbr  

di脆托nCeSinp坤Ogeme血托1adonshipsbasedon  
し．ands．一SegmentSequenCeS・However，reaSSOル  
mentcanno［beimplicatedwithoutacomplete  
geIIOmicsequencefbrtheviruSeS11Sedinthese  
phylogeneticanalyses．  
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伽o clusters of transmission or arenavirじS  

throughsolid－Organ［ransさ1antation havebeen  
reported．4Ineachclus【er，reCipientsiinkedtoa  
Singledonordiedofanunexplainedinfictious  
disease9to76daysa丘ertransplantatiop．hnとi－  

therclusterdid（hedonorhaveahistoryofacute  
in良ctiousdiseaseorevidenceofinftctionbyPCR  
OrSerOIoglCanalysis；however，inonecluster，a  

pethamstertha【had recent＆beenintroduced  
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Sults ofviralculture and占1ectronmicroscdpy  

tnggeredノSpeCificimmunohistochemicaland血0－  
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te鹿d也mugbunbias申出g血一也mug桓utsequenc－  
ing．Therea丘er，theinfectionwascon丘rmedby  
皿eanSOfculture，electronmicroscopy，andspe－  
Ci仁cimmunohistochemicalandsetoIogictests．  
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Pl且nt・aSSOCiatedtrans甲虫sio町Wedetected・nOviral  

nucleicacidsinthedonorandfbundnohistory  
OraCu軽h免ctbus蛍sea甲；boⅥ閻er，血ep托SenCe  

ofIgGlandI如an叫Odiescon鱒medrecentin一  

缶ction．Wewerealsounabletoobtainanyinfbr一  
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Outbreakofin良cdonamongpatientswhoreceived  

transphntsiscompelling．AllthreereclplentSre－  
Ceived organsfrom［he samedonorand died  
Withimdaysoroneanotbera鮎rf諭rileillness．  

Identicalviralsequenceswereobtainedfとomall  
也ereclplenb．馳evimsisnew且ndwasnotde－  

tectedinlOOorganrecIPlentSWhoⅦrenOtlinked  

tothiscluster．TheresultsofseroIogicanaIysisof  
SPeCimensobtained丘omthedonorwereconsis一  

徳ntwi丑＝甘∝n【in触on，andsero00即杷rSionⅥⅦS  

Observedinonereclplent．   
UnbiasedhighTthrougbputsequencinghasbeen  

usedtocharacterizecomplexmiⅩtureSOfmicro－  
norainenvkonmentユ1contexb16；Web斜杷Sbown  

thatthisstrategycanbeusedtoaddressasus－  
pectedoutbreakofin丘ctiousdisease．1tsusein  
血econtextorinv彷ngatlngaClusterorcasesor  

acutediseaseassociatedwithorgantransplanta－  
tion facilitatedthe rapidimplication ofa new  
arenaviruSnOtdetectedbyo血ermethods・This  

technique．mayproveusefu1asanewtoolinthe  
identificationandsurveillanceofpathogensin  
chronicaswellasacutedisease．   
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No．26  別紙様式第2－1  

医薬品 研究報告 調査報告書   

識別番号・報告回数  
報告日   第一報入手日新医薬品等の区分  

2007．10．22  該当なし  

一般的名称  人赤血球濃厚液   公表国  

岡田義吼水澤左衛子亀2007年プ  
研究報告の公表状況   リオン研究会  

赤血球濃厚液－LR「日赤」（日本赤十字社）  

販売名（企業名）    照射赤血球濃厚液－LR「日赤」（日本赤十字社）   日本  

OBSE由来プリオンのinvitro感染系の確立とその応用  
目的：輸血によるvCJD感染が英国で4例報告され、分画製剤を含めた血液製剤の安全性確保が重大な課題になっている。しかし、除去評価の対象となる  使用上の注意記載状況・  

検体や除去効果を評価する適当な方法がないのが現状である。我々は血液を対象としているため、さらに血液中にどのような様式で汁㍗5が存在するの  その他参考事項等  

か、明らかにする必要がある。そこで我々は、BSE感染ウシ由来の脳乳剤を用いてPrPISのinvitro感染系の確立を試みたので報告する。  赤血球濃厚液－LR「日赤」  
方法：BSE感染ウシ由来の脳乳剤をマウス及びヒト由来の神経系細胞株、及び血液由来細胞株に添加し、継代しながら経時的にウエスタンプロット法（WB）      ・照射赤血球濃厚液－LR「日赤」  

研                                    を行いPrPr．3の有無を検討した。PrP13は、核成分を除いた細胞溶解液をPK20JLg／mL、37℃、1時間処理後、メタノール沈殿によって抽出し、ウサギ抗プリオ  
究  ン抗体を用いたWBにて検出したまた、継代した感染細胞の培養上清を段階希釈し、非感染細胞に感染させ、汁Pさが伝達されるか検討した。さらに、  
報  20nmのウイルス除去膜を用いて汁Pきの除去が可能か検討した。   血液を介するウイルス、  

細菌、原虫等の感染  vcJD等の伝播のリスク      占ヒ 中▲ 喝  
かった。30kD付近の2本のバンドは感染後10週前後からWBによって検出可能になり、14週頃まで検出された（細胞によっては20 

概   

要  達性が減少することが認められた。  
考察：BSE由来のnヤ川を感染させた細胞から抗プリオン抗休に反応する約30kDのPK耐性のバンドが検出された。培養上帝によって同様のバンドが非感染  

細胞に伝達されたことから、脳乳剤から検出されるPrPreSとはバンドのパターンは異なるもののinvitroにおいてBSEの感染が成立したと考えられた。   

報告企業の意見  今後の対応   

BSE感染ウシ由来の脳乳剤を用いたPrPreSo）invitro感染系の確    今後も引き続き、プリオン病に関する新たな知見及び情報の収集に努   
立を試みたところ、9カ月継代した感染細胞の培養上清に伝達  
性があることが明らかになった。また、20nmのウイルス除去膜に  
よって培養上清の伝達性が減少することが静められたとの報告  

である。  

魯  
● MedDRA／JVer．10．OJ   



JRC2007T・080  

Poster－38  

BSE由来プリオンの．in vitro感染系の確立とその応用  

○向田義昭、水澤左衛子  国立感染症研究所 血液・安全性研究部   

（目的）輸血によるvCJD（variant CreutzfeltJacob Disease）感染が英国で4  

例報告され、分画製剤を含めた血液製剤の安全性確保が重大な課題になっている。し  

かし、除去評価の対象となる検体や除去効果を評価する適当な方法がないのが現状で  

ある。我々は血液を対象としているため、さらに血液中にどのような様式でPrPreSが  

存在するのか、明らかにする必要がある。そこで我々は、BSE感染ウシ由来の脳乳剤  

を用いてPrPreSのin vitro感染系の確立を試みたので報告する。 

（方法）BSE感染ウシ由来の脳乳剤をマウス及びヒト由来の神経系細胞株、及び血液  

由来細胞株に添加し、継代しながら経時的 にウエスタンプロット法（以下WB）を  

行いPrPreSの有無を検討した。PrPreSは、核成分を除いた細胞溶解液をPK20pg／mL、  

37℃、1時間処理後、メタノウレ沈殿によって抽出し、ウサギ抗プリオシ抗体を用いた  

WBにて検出した。また、継代した感染細胞の培養上浦を段階希釈し、非感染細胞に  

感染させ、PrPreSが伝達されるか検討した。さらに、20nmのウイルス除去膜を用い  

てPrPreSめ除去が可能か検討した。  

（結果）ヒト由来グリオーマ細胞株から30Kd付近にPK耐性で抗プリオン抗体に反応  

する2本のバンドが検出された。このバンドは非感染細胞には存在しなかった。30  

Kd付近の2本のバンドiま感染後10週前後からWB・によって検出可能になり、r14週  

頃まで検出された（細胞によっては20～25週頃まで検出することもできた）。また、  

9ケ月継代した感染細胞の培養上清を非感染細胞に感染させたところ、30Kd付近に  

PK耐性の2本のバンドが検出され、伝達性があることが明らかになった。さらに加  

nmのウイルス除去膜を用いて培養上清を濾過したところ、無処理に比較して感染価  

は約5Log減少し、ウイルス除去膜によって伝達性が減少することが認められた。  

（考察）BSE由来のPrPreSを感染させた細胞から抗プリオン抗体に反応する約30Kの  

PK耐性のバンドが検出された。培養上帝によって同様のバンドが非感染細胞に伝達  

されたことから、脳乳剤から検出されるPrPr85とはバンドのパターーシは異なるものの  
ヽ 

in vitroにおいてBSEの感染が成立したと考えられた。  
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別紙様式第2－1  No．11  

医薬品 研究報告 調査報告書   

識別番号t報告回数  
報告日   第一報入手日新医薬品等の区分  

2007⊥9．20  該当なし  

一般的名称 抗HBs人免疫グロブリン   公表国  

FosterP．Prion2007；2007Sep  
研究報告の公表状況   26－28；Edinburgh．  

販売名（企業名）  
抗HB5人免疫グロブリン「日赤」（日本赤十字  

社）   
英国  

OvCJDはヒト血衆製剤によって伝播したのか？20年間と   集計  

vCJDと診断された人の血祭が、診断以前に英国国立健康増進局（NHS）によって血液製剤の製造に使用されていたため、予防  
使用上の注意記載状況・  

その他参考事項等  

措置として、英国の供血者由来の血祭からの血衆由来製剤の製造中止が1998年に決定された。これ以来、血祭分画製剤は、        抗HBs人免疫グロブリン「日赤」  
研  

血液を原料とすることに由来す  

報  

で発症したことと対照的である。  vCJD等の伝播のリスク   

上ヒ   
（1）供血された血祭中にプリオンの感染性がない  

概  

要   

プリオン除去の範囲を特定するためスコットランド輸血サービスで血祭分画製剤の製造に用いられている方法を検討した。これら  

の実験は、プリオン除去能は全体として、中間純度の第Ⅷ因子濃縮製剤で2．7log、中間純度の第Ⅸ因子濃縮製剤で3．0log、トロ  
ンビンで5．8log、フィプリノゲンで6．2log以上、免疫グロブリンで6．5log以上、高純度の第Ⅸ因子製剤で7．4log、アルブミンで  
11．5log以上だった∩   

報告企業の意見  今後の対応   

1987年6月から1998年9月にかけて英国で出荷された血祭分画    異常プリオンが本製剤の製造工程で効果的に除去されるとの実験成績を疫   
製剤の原料には、後にvCJDと診断された11人の供血者由来の    学的に裏付けた報告と言える。しかし、輸血によるvCJDに感染が示唆されて   
血祭が含まれていたが、製剤に関連レたvCJD症例は発生して  
おらず、製剤によってばらつきはあるものの製造工程にはプリオ  

ン除去効果があるとの報告である。  
州36ケ国に一定期間滞在したドナーを無期限に献血延期としている。特に  
英国については、英国滞在歴を有するvCJD患者が国内で発生したことか  
ら、平成17年6月1日より1980年～1996年に1日以上の英国滞在歴のある方  
からの献血を制限している。  

MedDRA／JVer，10．OJ   
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No．4  別紙様式第2－1  

医薬品 研究報告 調査報告書   

俄別番号・報告回数  
報告日   第一報入手日新医薬品等の区分  

2007．10．26  該当なし  

一般的名称  人赤血痕濃厚液   公表国  

研究報告の公表状況  ABCNewsletter．2007Sep21．  
赤血球漠席料LR「白赤」（日本赤十字社）  

販売名（企業名）    照射赤血球準厚液⊥LR「日赤」（日本赤十字社）   
米国  

○米国食品医薬品局・（戸DÅ）が血ホ板製剤中の細菌迅速検査用具を承認  

米国食品医薬品局（FDA）は、輸血前血小板製剤の細菌汚染を検出する最初の迅速検査法を鱒売承課した。PlateletPanGenera  
使用上の注意記載状況・  

P．etection（PqD）検李システヰは、病院の輸血現場において使用する使い捨ての検査機器である。当該検査法は製品出庫検査ではない  その他参考事項等  

が、∴自動野卑め血中卿こ対する現行中QC検査法への追加が可能である0添付文事には、「製品出庫検査を検討しているユーザーは、適切  
な臨床試験を行うために、まず生物学的製剤評価研究センターと相談すべきである。全血由来血小板または白血球非除去血小板について  

研  

＋  

きることが示きれた。この検査法軋サンプリング羊ラーにより早期の培養による細菌検出が不可能であったときでも、細菌汚染が検出可能で  血液を介するウイルス、  

あった。  細菌、原虫等の感染  
vCJD等の伝播のリスク  

間以内（供申から48時間以内）に判定を行い、汚染製剤時破棄される。しかし、サンプリ㌢グの限界から、培養時の細菌数が非常に少なく、  
検出されない場合があろ。当該検査時医療機関向け製品であるが、†部センターで採用されている他の非埠養法よりも優れているという意  

要  

あろ、とFDAは述べている卜  

PGD検査のプロトタイプは」輸血副作用に蘭達する多数の細菌種について試験された。開発企業の斡験ではアフェレーシス血小板及び全  
血由来血小板7，889製剤から汚染された4製剤を検出した。これらは培養検査でも全例汚染が確認された。   

報告企業の意見  今後の対応   

米国食品医薬品局は、廟血前血小板製剤の細菌汚染を検出    日本赤十字社では、輸餌情報リーフレット等により、細菌感染やウイル   
するための最初ゐ迅速検患61よt昌扁p？nGen占rap申Cti9n検  

査シ不テムを、医療機関における検査用として販売承認したと  
の報告である。  第03i抽09号＝羊おける「本ガイドライ㌢対象以外の病原体の取扱い  

イ．細菌」に準じ細菌感染が疑われ卑琴合の対応を医療機関笹周知  
する。今後も細菌やウイルスの検出や不活化する方策について情報  
の収集に努める。  
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