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The most important issue for the safety of biological products and blood products derived from human sources is
how to prevent transmission of infectious agents. The hepatitis C virus (HCV) is a major public health problem due to
its high prevalence. HCV is mainly transmitted by exposure to blood and highly infectious during the early window
period with extremely low viral loads. Therefore it is important to develop more sensitive detection methods for HCV. In
the case of blood products, both serological test and nucleic acid ampliˆcation test (NAT) are required to detect HCV.
Since NAT is highly sensitive, establishment of a new standard is required for validation of NAT assay. NAT guideline
and establishment of the standard for HCV RNA and HCV genotype panel is introduced in this review. On the other
hand, to enhance the sensitivity of virus detection by NAT, a novel viral concentration method using polyethyleneimine
(PEI)-conjugated magnetic beads (PEI beads) was developed. PEI beads concentration method is applicable to a wide
range of viruses including HCV. Studies using the national standard for HCV RNA, HCV genotype panel and serocon-
version panel, suggest that virus concentration method using PEI-beads is useful for improvement of the sensitivity of
HCV detection by NAT and applicable to donor screening for HCV.

Key words―hepatitis C virus (HCV); viral safety; nucleic acid ampliˆcation test (NAT); standard; polyethylenei-
mine (PEI); virus concentration

1. はじめに

ヒト由来成分を原料とする医薬品の安全性確保に

おける最重要課題はウイルス等の感染症の伝播をい

かに防止するかである．C 型肝炎ウイルス（HCV）

はわが国では約 200 万人が感染していると推定され

ている感染頻度の極めて高いウイルスで，主として

血液を介して感染する．輸血による HCV 感染リス

クは，1990 年初頭に導入された血清学的検査に加

えて 1999 年に核酸増幅検査（NAT）が導入された

ことによって極めて低減化された．しかしながら，

感染初期のウインドウ期の HCV は極めて低濃度の

ウイルス量で感染が成立し，チンパンジーを用いた

感染実験では 50 ml の血漿中に含まれるわずか 15

コピーの HCV ウイルスゲノムで感染が認められる

との報告もあり，1)ウインドウ期による HCV 感染

を防ぐには，より高感度・高精度なウイルス検出手

法の開発が求められている．PCR を始めとする

NAT 法は数コピーから数十コピーという微量のウ

イルスゲノムを検出できる高感度検出法であり，

「生物由来原料基準」（平成 15 年厚生労働省告示第

210 号 2003 年 5 月 20 日制定，平成 17 年厚生労働

省告示第 177 号 2005 年 3 月 31 日改正）及び「血漿

分画製剤のウイルスに対する安全性確保に関するガ

イドラインについて」（平成 11 年 8 月 30 日医薬発

第 1047 号厚生省医薬安全局長通知）により，血液

製剤（輸血用血液製剤，血漿分画製剤）では血清学

的検査に加えて NAT による HCV 検査が義務付け
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Table 1. Requirements for Virus Test in Biological Products

Blood Products for Transfusion
―NAT for HBV-DNA, HCV-RNA, and HIV-RNA with

individual or mixed blood
Plasma Derived Medicines

―NAT for HBV-DNA, HCV-RNA and HIV-RNA with
original plasma

Human Urine Derived Products
―NAT for HBV-DNA, HCV-RNA, HIV-RNA with

pooled urine at appropriate timing
Cell or Tissue Derived Products

―Interview or screening for HBV, HCV, HIV, HTLV and

parvovirus B19
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られている．一方で，NAT は極めて高感度である

ため，その分析法の評価にはこれまでにない基準が

必要とされる．

本総説では，医薬品のウイルス安全性確保という

観点から，NAT による HCV 検出を評価するため

の NAT ガイドラインと NAT の評価に必要となる

標準品やパネル血漿の作製について紹介するととも

に，NAT の高感度化のためのウイルス濃縮法の開

発と HCV の高感度検出への応用に関する筆者らの

研究について紹介する．

2. ヒト由来成分を原料とする医薬品の安全性確

保と NAT による HCV 検出

2-1. 医薬品のウイルス安全性確保に関する基

準・指針 ヒト由来成分を原料とする医薬品のウ

イルス安全性確保に関連する基準や指針としては，

前述の「生物由来原料基準」や「ヒト（同種）由来

細胞や組織を加工した医薬品または医療機器の品質

及び安全性の確保について」（平成 20 年 9 月 12 日

薬食発第 0912006 号厚生労働省医薬食品局長通知）

などが策定されている．これらの基準や指針によ

り，ヒト由来成分を原料とするヒト尿由来製品，ヒ

ト（同種）由来細胞組織加工医薬品等においても

HCV は B 型肝炎ウイルス（HBV），ヒト免疫不全

ウイルス（HIV）等と同様，NAT による検査が義

務化あるいは強く推奨されている（Table 1）．

2-2. NAT の検出感度とウインドウ期 NAT

とは Nucleic acid Ampliˆcation Test（核酸増幅検査）

のことで，ウイルスなどの微量の遺伝子（核酸）を

人工的に増幅して高感度に検出する方法の総称であ

る．DNA ポリメラーゼを用いたサーマルサイクル

反応により DNA を増幅する PCR 法（Polymerase

Chain Reaction：ポリメラーゼ連鎖反応）が一般に

よく知られているが，ほかにも恒温で核酸を増幅す

る TMA 法（Transcription-mediated Ampliˆcation：

転写媒介増幅法），LAMP 法（Loop-mediated Iso-

thermal Ampliˆcation：鎖置換反応法），ICAN 法

（Isothermal and Chimeric Primer-initiated Ampliˆ-

cation of Nucleic Acid：等温遺伝子増幅法），NAS-

BA 法（Nucleic Acid Sequence-Based Ampliˆcation：

核酸配列増幅法）や DNA リガーゼを用いたサーマ

ルサイクル反応により核酸を増幅する LCR 法（Li-

gase Chain Reaction：リガーゼ連鎖反応法）などの

様々な方法が開発され，ウイルス検査に利用されて

いる．各増幅法の原理や特徴については他著に譲

る．2)

NAT はウイルス核酸を増幅して検出するため，

抗体を検出する血清学的検査に比べて極めて高感度

であり，ウインドウ期を短縮することが可能である．

HCV の場合，抗体検査のウインドウ期は約 82 日

とされるが，日本赤十字社（日赤）では NAT の実

施によりウインドウ期が約 25 日と大幅に短縮され

た3)（ただし，これは検査法に依存した数値であり

すべてに当てはまるわけではない）．日赤における

HCV の NAT による検出感度は 74 IU/ml とされ

る．4)一方，「四課長通知」（血漿分画製剤のウイル

ス安全対策について：平成 15 年 11 月 7 日薬食審査

発第 1107001 号，薬食安発第 1107001 号，薬食監発

第 1107001 号，薬食血発第 1107001 号，厚生労働省

医薬食品局審査管理課長，安全対策課長，監視指

導・麻薬対策課長，血液対策課長通知）によると，

HCV の NAT による検出感度としては HBV，HIV

とともに 100 IU/ml が求められている．昨年，日

赤では新しい検査試薬を導入するとともに，検査に

用いる検体の容量を現在の 4 倍以上に増やすことで

NAT の検出感度は一段と向上したという．さらに

今後，ウイルス濃縮法を含む様々な手法により検出

感度を上げることができれば，ウインドウ期のさら

なる短縮が可能と考えられる．

2-3. NAT ガイドライン 上述の通り，血液

製剤やヒト尿由来製品では，数コピーから数十コ

ピーという微量のウイルス遺伝子の検出が要求され

る NAT がスクリーニング検査として義務付けられ

ているが，この場合，検出感度等の適切な精度管理
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Table 2. International and National Standards for Virus
DNA/RNA NAT Assays

WHO International
Standard (NIBSC) National Standard

HCV
06/100

Genotype 1a

154881 IU/ml

JCV-1b No122
Genotype 1b

100000 IU/ml

HBV

97/746

Genotype A,

HBsAg subtype adw
5×105 IU/vial

HBV-129

Genotype C,

HBsAg subtype adr
4.4×105 IU/ml

HIV

97/650

HIV-1, Genotype B

5.56 log10 IU/vial

HIV-00047

HIV-1, Genotype B

1.4×105 IU/ml

HAV
00/560

5×104 IU/vial
―

Parvovirus B19
99/800

5×105 IU/vial
―
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が極めて重要である．そこで，血液製剤の安全性確

保を目的として NAT を行う場合に適切な精度管理

が実施されるよう，検査精度の確保及び試験方法の

標準化のための方策を示したものが「血液製剤のウ

イルスに対する安全性確保を目的とした核酸増幅検

査（NAT）の実施に関するガイドライン」（平成 16

年 8 月 3 日薬食発第 0803002 号厚生労働省医薬食品

局長通知）である．本ガイドラインは「血漿分画製

剤のウイルスに対する安全性確保に関するガイドラ

イン」を補完するものであり，血液製剤のドナース

クリーニング検査，原料血漿の製造工程への受入れ

時の試験，血漿分画製剤の製造過程における工程内

管理試験や最終製品の検査として NAT を行う場合

に適用される．HCV, HBV, HIV 及びその他の準

用可能なウイルスが対象となる．

ウイルス遺伝子の検出を目的とする定性検出法と

しての NAT の検証で重要な項目は，◯特異性，◯

検出感度，◯頑健性である．NAT における特異性

とは，試料中に共存すると考えられる物質の存在下

で目的とするウイルス遺伝子のみを確実に検出でき

る能力であり，類似のウイルスに対する交差反応性

（非特異的反応）がないこと，目的とするウイルス

の種々の遺伝子型を検出できることを適当な参照パ

ネル（ジェノタイプパネル）を用いて証明すること

が求められる．

検出感度とは，試料中に含まれる目的ウイルス遺

伝子の検出可能な最低の量のことを指し，NAT で

は 95％の確率で検出される検体一定量当たりのウ

イルス遺伝子の最低量である陽性カットオフ値を検

出感度として設定する．検出感度は一般に標準品の

希釈系列を作製して求める必要がある．ランコント

ロールには，95％の確率で検出される検出感度の 3

倍量のウイルスを含む標準検体を用いることが推奨

されている．

頑健性とは，分析条件の小さな変動が結果に影響

しないという信頼性を表すものであり，陰性試料及

び陽性試料（95％の確率で検出される検出感度の 3

倍量のウイルスをスパイクしたもの）を，それぞれ

少なくとも 20 検体を用いて試験を実施し，すべて

の陰性試料が陰性となり，すべての陽性試料が陽性

となることによって示すことができる．

NAT ガイドラインでは，検査精度の確保及び試

験方法の標準化のための方策として，上記の要件の

ほかに，核酸の抽出・増幅及び増幅産物の検出の最

適化，従事者の技術の標準化，汚染防止のための施

設・設備の整備等に関する要件等も示されている．

2-4. NAT 試験用標準品，参照品について

　 NAT ガイドラインに従って NAT の検出感度や

精度を比較・評価するには，基準となる標準品ある

いは標準物質（参照品）が必要となる．標準品とし

ては，◯国際標準品，◯国際標準品とのデータの互

換性が保証された国内標準品，◯国際標準品又は国

内標準品とのデータの互換性が保証された自社標準

物質（参照品）等のいずれかを使用することが求め

られ，WHO (World Health Organization）や国内

において NAT 試験用のウイルス標準品の作製が行

われている（Table 2）．WHO の国際標準品は

NIBSC (National Institute for Biological Standards

and Control）により HCV, HBV, HIV, HAV 及び

パルボウイルス B19 について作製されている．国

内標準品は厚生労働省薬事分科会血液事業部会安全

技術調査会小委員会により HCV, HBV 及び HIV

について策定されている．HCV RNA の国際標準

品としては，1997 年にジェノタイプ 1a を用いて第

一次国際標準品（96/790）が樹立され，現在は第三

次国際標準品（00/560）が NIBSC より入手可能で

ある．一方，HCV RNA の第一次国内標準品

（JCV-1b No122）は国内に多いジェノタイプ 1b を
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Table 3. International and National Reference Panels

International Reference
Panel (NIBSC) National Reference Panel6)

HCV

02/202
6 samples

(6 major genotypes)

non WHO reference material

100 samples
(5 genotypes and negative

controls)

HIV

01/466

11 samples
(10 diŠerent genotypes

and a negative control)

WHO international standard

100 samples
(subtype A, B, E, negative

control)

HBV ―

100 samples
(genotype A, B, C, D, F;
subtype adw, adr, adr mu-

tant, ayr, negative)

Table 4. HCV RNA National Genotype Panel for Standardi-
zation of NAT Assay

Genotype Classiˆcation Panel
Number

HCV RNA
(copies/ml)

1a carrier period 2 8.1×105～1.0×106

1b
window period 12 9.0×102～6.9×107

carrier period 5 4.5×103～2.9×107

1b＋2a window period 1 4.5×107

2a
window period 11 1.9×105～6.7×107

carrier period 10 3.2×105～5.2×107

2b
window period 8 4.8×105～8.5×107

carrier period 3 3.2×106～2.3×107

―
anamnestic infection 46 Not detected

negative control 2 Not detected

window period: HCVAb＜1.0; carrier, anamnestic infection: HCVAb
≧1.0. Data were collected from the original report.6)
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用いて 1999 年に作製された．HCV RNA 国内標準

品の作製には，日常的に HCV-NAT を実施してい

る国内外の 7 施設が参加し，各施設が任意の核酸抽

出・増幅法を用いて第一次 WHO 国際標準品（96/

790）を基準に国内標準品候補品の力価を算出する

ことにより，その平均値から国内標準品の力価が

100 000 IU/ml と決定された．5)現在，HCV RNA

国内標準品は感染症研究所から入手可能である．

一方，NAT の特異性の評価，ジェノタイプ毎の

検出感度の評価に用いる参照パネルの作製状況を

Table 3 に示す．国際参照パネルは HCV と HIV に

ついて用意されている．国内参照パネルは HCV,

HIV, HBV の標準パネル血漿がいずれも厚生労働

科学研究費補助金「安全な血液製剤を確保するため

の技術の標準化及び血液製剤の精度管理法の開発に

関する研究」（主任研究者吉澤浩司)6)により作製さ

れており，今後公開予定とされる．HCV 国内標準

パネル血漿の詳細を Table 4 に示す．この標準パネ

ル血漿は献血された新鮮凍結血漿をもとに作製され

たもので，HCV 抗体が出現する前のウインドウ期

の血漿とキャリア期の血漿に，感染既往期の血漿及

び陰性対照血漿を加えた計 100本が選定されている．

HCV パネルには国内に存在する代表的なジェノタ

イプである 1a, 1b, 2a, 2b の 4 種類が網羅されてい

る．標準パネル血漿の HCV RNA 量（copies/ml）

は，報告書6)にある換算表により WHO の力価（IU

/ml）との相互換算が可能である．

2-5. 血液製剤等の HCV 安全対策 血液製剤

等のウイルス安全対策として，製造メーカーには，

◯国内標準品や適当な参照パネルを用いて，各社で

採用している NAT のバリデーションを実施し，当

該 NAT の検出限界が 100 IU/ml の精度となるよう

精度管理を行うこと，◯血漿分画製剤の製造工程に

は，ウイルスが十分に除去・不活化されていること

を確認できる，少なくとも 109 以上のウイルスクリ

アランスを示す製造工程を導入することが前述の

「四課長通知」により求められている．また，輸血

用血液製剤については，医療機関は患者に対して輸

血前後の HCV, HBV, HIV の検査を実施すること

が「血液製剤等に係る遡及調査ガイドライン」（平

成 17 年 3 月 10 日薬食発第 0310012 号厚生労働省医

薬食品局長通知，平成 20 年 12 月 26 日一部改正）

により求められている．

一方，国は血漿分画製剤メーカーや輸血前後のウ

イルス検査を実施する機関に対して，NAT の品質

管理に係るコントロールサーベイを実施している．

コントロールサーベイとは，HCV, HBV, HIV そ

れぞれの国内標準品を血漿で希釈した検体を参加各

施設にブラインドで配布して試験を実施することに

より，各施設で実施している NAT の感度・精度等

の状況を把握し，必要な対策を取るための調査試験

の性格を持ち，これにより NAT の検出感度の向上

及び標準化に努めている．
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Table 5. Summary of Concentration of Viruses by PEI beads

Viruses Natural
host

Virus
genome Envelope Size

(nm)
PEI-beads

concentration

Model Viruses

Cytomegalovirus (CMV) Simian DNA ＋ 180200 ＋

Herpes Simplex Virus Type-I (HSV-1) Human DNA ＋ 150200 ＋

Vesicular Stomatitis Virus (VSV) Bovine RNA ＋ 70150 ＋

Amphotropic Murine Leukemia Virus Murine RNA ＋ 80110 ＋

Sindbis Virus Human RNA ＋ 6070 ＋

Adenovirus Type 5 Human DNA － 7090 ＋

Simian Virus 40 (SV40) Simian DNA － 4050 ＋

Porcine Parvovirus (PPV) Porcine DNA － 1824 ＋

Poliovirus Sabin 1 Human RNA － 2530 ＋

Human Hepatitis Viruses

Hepatitis B Virus (HBV) Human DNA ＋ 4045 ＋

Hepatitis C Virus (HCV) Human RNA ＋ 4050 ＋

Hepatitis A Virus (HAV) Human RNA － 2530 ＋

Concentrated by the addition of antibodies.

Fig. 1. Mechanism of Virus Concentration by PEI Beads
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3. NAT による HCV 検出の高感度化のための

ウイルス濃縮法の開発

NAT は目的とする遺伝子を数コピーから数十コ

ピーという高感度で検出できる方法であるが，検出

限界よりさらに低い濃度のウイルスが存在する場合

には検出不可能である．最初に述べたように，感染

初期のウインドウ期の HCV は極めて低濃度のウイ

ルス量でも感染が成立すること，また細胞組織加工

医薬品のような製品ではウイルスの不活化・除去が

行えないことから，可能な限り高感度なウイルス否

定試験の開発が望まれている．

NAT によるウイルス検出をより高感度化する方

法の 1 つの方法として，ウイルスを濃縮後に検出す

ることで検査にかける検体の用量を増加させる方法

がある．われわれは新規ウイルス濃縮法として，ポ

リエチレンイミン結合磁気ビーズ（PEI 磁気ビーズ）

を用いた手法を開発し，HCV を始め多くのウイル

スが PEI 磁気ビーズに吸着して濃縮可能であり，

NAT によるウイルス検出を高感度化できることを

報告した（Table 5）．7,8)ウイルス濃縮法の原理とし

ては，主として PEI の陽性荷電とウイルス表面分

子の陰性荷電との静電気的相互作用によりウイルス

が PEI に吸着して濃縮されると考えている（Fig. 1）．

HCV の濃縮については，細胞組織加工医薬品の

試験への適用を想定した培養上清中の HCV，及び

ドナースクリーニングへの適用を想定した血漿中の

HCV のいずれの場合も，PEI 磁気ビーズによりほ

ぼ定量的に濃縮されることが確認された（Fig. 2）．

HCV の検出感度を HCV RNA 国内標準品を用いて

検討した結果，1 ml のウイルス液から PEI 磁気

ビーズで 10 倍濃縮を行うことにより検出感度が向

上し，1 IU/ml がほぼ確実に検出可能となった．ま
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Fig. 2. HCV concentration by PEI beads
(A) HCV was spiked in cell culture medium containing 2％ fetal bovine serum. (B) HCV was spiked in human plasma or human serum.

Fig. 3. Application of PEI Beads Concentration Method to HCV Seroconversion Panel
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た，HCV 濃縮の特異性を検討するため，市販の

HCV ジェノタイプパネルからジェノタイプや由来

する国の異なる 10 種類のパネル血漿を選んで 10 倍

濃縮を行ったところ，すべて 5 倍以上の濃縮が得ら

れ，ジェノタイプが異なるものでも適用可能である

ことが示された．さらに，HCV のセロコンバージ

ョンパネル（HCV 感染後のウインドウ期の初期に

短期集中して採血されたシングルドナー血漿）を用

いて検出の有効性を検討した結果，PEI 磁気ビーズ

濃縮を行うことにより，濃縮せずに直接検出した時

と比べて 6 日早く採血された検体についても HCV

が検出可能となり，ウインドウ期が短縮された

（Fig. 3）．これらの結果から，PEI 磁気ビーズ濃縮

法は NAT による HCV 検出の高感度化に有用であ

り，医薬品のウイルス安全性確保に重要なドナーの

スクリーニングにも適用可能と考えられる．

4. おわりに

血液製剤等のウイルス安全性確保を目的として

HCV の検査に NAT が導入されたことにより，

HCV の検出は高感度化されウインドウ期は短縮さ

れた．しかしなお NAT には検出限界があり，ウイ

ンドウ期をなくすことはできないため安全性確保は

いまだ十分とは言えない．より一層の安全性を確保

するには，現在よりさらに高感度・高精度なウイル

ス検出手法の開発が望まれる．NAT によるウイル

ス検出技術やその周辺技術は急速に進展しており，

ウイルス濃縮法を含め様々な手法の開発が進められ

ている．最新の技術を取り入れ，技術の進歩に即応

した医薬品のウイルス安全対策が進められることが

望まれる．
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