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抄　　録

　　液状加熱処理工程（60℃・10時間）は，ヒト血漿を原料とした血漿分画

製剤に導入されている効果的なウイルス不活化工程の一つである。本研究で

は，液状加熱処理によるE型肝炎ウイルス（以下HEV）の不活化効果について

検討するとともに，その由来（ブタ糞便，ヒト血漿）や共存するタンパク濃度

の違いが熱感受性に及ぼす影響についても検討を行った。その結果，液状加

熱処理によりHEVは有効に不活化されることが確認できた。またタンパク

濃度がHEVの熱感受性に影響する重要な因子であることが明らかとなった。

ただし，ヒト血漿由来HEVとブタ糞便由来HEVは異なる熱感受性を示し，

HEVの由来によって性状に違いがあることが示唆された。したがって工程

評価に用いるHEVは慎重に選択し，ウイルスの挙動をよく理解することが

重要である。また工程によりさまざまな変動因子がウイルスの挙動に影響す

る可能性があることも考慮する必要がある。
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序　　文

E型肝炎ウイルス（以下HEV）は，ヘペウイルス

科（Hepeviridae），ヘペウイルス属（Hepevirus）に

属する非エンベロープウイルスであり，E型肝炎

の原因ウイルスである1)。このウイルスは他のヒ

ト肝炎ウイルスと異なり，ヒトだけでなくブタや

イノシシなどの動物にも感染する人獣共通感染症

ウイルスであることが大きな特徴である2)。本邦

におけるE型肝炎は衛生状態の良くない発展途上

国からの輸入感染症と長く考えられてきたが，近

年の調査で日本のみならず欧米を始めとする先進

国においても，古くから土着していることが明ら

かとなった3)。また国内の養豚施設においても，

ブタ糞便中から高頻度でHEVゲノムが検出され，
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その遺伝子配列を解析したところ，日本で分離さ

れたヒトHEVとほぼ同じであることが明らかと

なっている4), 5)。HEVの感染ルートは，発展途上

国においては水系感染であるが，先進国において

は加熱不十分なブタ・イノシシ等の内臓肉の摂取

による経口感染であると考えられている2)。一方

で，輸血によるヒト−ヒト間の感染事例が日本国

内で報告されている6), 7)。これらのことからE型

肝炎の感染リスクは食品媒介性および医原性の両

面において留意する必要がある。

血漿分画製剤は数万人分のヒト血漿を混合した

プール血漿から製造されるため，個別の血漿に病

原体が混入していた場合，その影響はプール血漿

から製造されるすべての製剤に及ぶ。現在ではさ

まざまなリスク軽減対策が講じられており，とく

にヒト免疫不全ウイルス（HIV），B型肝炎ウイル

ス（HBV）および，C型肝炎ウイルス（HCV）など

の重要な病原体に対しては抗原・抗体検査や遺伝

子増幅検査が採血時に導入されており，その混入

リスクは極めて低いレベルに抑えられている。加

えて，血漿分画製剤にはその製造過程で複数のウ

イルス除去・不活化能力を有する工程が導入され

ており，それら工程が既知／未知の病原体に対す

る製剤の安全性確保に寄与している。60℃・10

時間で加熱を行う液状加熱処理工程も，古くから

血漿分画製剤に導入されている効果的な不活化工

程の一つである8)。しかし液状加熱処理による不

活化効果は，ウイルスの種類によって大きく異な

り，また同じウイルスであっても加熱処理時の工

程検体の溶液組成によってその効果に差が認めら

れることが明らかになっている。さらには同じ条

件でも使用するウイルス株が異なると，熱感受性

が 大 き く 異 な る こ と も 明 ら か と な っ て い

る9), 10), 11)。

我々はこれまでにGenotype 3型と4型に属する

ブタ糞便由来HEVを用いて液状加熱処理（60℃・

５時間）を行った。その結果，いずれも熱抵抗性

を示し，ウイルスの遺伝子型による熱感受性の違

いはほとんどないことを明らかにした12)。本研究

では，液状加熱処理が導入されている各種製剤の

加熱処理時の工程検体を用いて，60℃・10時間

の処理によるHEV不活化効果について検討する

とともに，HEVの由来（ブタ糞便，ヒト血漿）や

共存するタンパクの濃度の違いが不活化効果に及

ぼす影響についても検討を行った。

材料および方法

１．ウイルス

本研究ではヒト血漿およびブタ糞便由来の

HEVを使用した。ヒト血漿由来HEVは，抗HEV

抗体陰性，HEV-RNA陽性（Genotype 3型，ゲノ

ム量7.22Log10copies/mL）の血漿を血清化して用

いた。ブタ糞便由来HEVは，実験的にGenotype 

3型に属するswJR-P5株（subgenotype 3b）5), 13)を

感染させたブタ糞便より調製した12)。

ヒト血漿の利用については（株）ベネシス（現　

一般社団法人日本血液製剤機構）のヒト組織研究

倫理審査委員会，ブタへの感染実験については酪

農学園大学　動物実験倫理委員会の承認のもとに

行った。

２．�ヒト血漿およびブタ糞便由来HEVの液状加

熱処理

ヒト血漿およびブタ糞便由来HEVストックを

超遠心（150,000g，４℃または25℃，３時間）し，

得られた沈殿をアルブミン安定化剤（0.02mol/L

アセチルトリプトファン，0.02mol/Lカプリル酸

ナトリウム，0.06mol/L塩化ナトリウム組成）に

より等倍置換・懸濁したものを加熱処理前液とし

て一部採取した。残りのウイルス含有液を0.5mL

ずつチューブに分注し，恒温水槽内にて加温した。

チューブ内の液が58℃に達してから時間計測を

開始し，0.5時間，１時間，５時間および10時間（対

照として37℃恒温水槽内で10時間）後にチューブ

を取り出して急速冷却した後，ウイルス感染価の

測定を行った。なお，加熱開始から規定温度到達

までの時間は３分以内であった。

また，ヒト血漿由来HEVストックを界面活性

剤（Tween80，終濃度１％）と有機溶剤（TNBP：

tri-n-butyl phosphate，終濃度0.3％）で30℃・１

時 間 処 理 し た（以 下SD処 理）。 こ れ を 超 遠 心

（150,000g，25℃，３時間）し，沈殿をアルブミン

安定化剤にて等倍置換することで界面活性剤・有

機溶剤を除去し，これを加熱処理前液とした。そ
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の後，上述の通り加熱処理し，加熱前後のウイル

ス感染価を測定した。

３．工程検体

アルブミン〔献血アルブミン25％静注12.5g ／

50mL，（株）ベネシス製〕，ハプトグロビン〔ハプ

トグロビン静注2,000単位，（株）ベネシス製〕，グ

ロブリン〔献血ヴェノグロブリンIH５％静注

2.5g/50mL，（株）ベネシス製〕およびアンチトロ

ンビン〔ノイアート静注用500単位，（株）ベネシ

ス製〕の60℃・10時間液状加熱処理工程直前液を

実製造工程より採取した。５％，１％，0.1％お

よび0.01％アルブミンは，25％アルブミンをアル

ブミン安定化剤により希釈し調製した。

４．工程検体の液状加熱処理

ブタ糞便由来HEVストックを上述の通り超遠

心し，得られた沈殿を各工程検体およびPBSに

より等倍置換した。このウイルス含有液を加熱処

理前液として一部採取した。残りのウイルス含有

液を0.5mLずつチューブに分注し，上述の通り加

熱処理を行い，残存するウイルス感染価の測定を

行った。

５．ウイルス感染価の測定

ウイルス感染価測定法はYunokiらの方法12)を一

部改変し，96ウェルプレートを用いて行った。ま

た加熱処理前および加熱処理後液の10倍段階希

釈液を，１希釈当たり５ウェルA549細胞に感染

させた。感染後７日間培養し，培養液を取り除い

た96ウェルプレートを凍結融解した。自動核酸

抽出装置ABI PRISM 6100のプロトコールにした

が っ てA549細 胞 中 のRNAを 抽 出 し，Applied 

Biosystems 7500リアルタイムPCRシステムによ

りHEV RNAを検出した。PCRに用いたプライマ

ー，プローブはJothikumarらの報告14)，また反応

条件はYunokiらの報告12)に従った。判定は定性的

に行い，HEV RNA陽性と判定されたウェル数か

らウイルス感染価（TCID50）をKärber法15)により

算出した。

ウイルス不活化能はウイルス添加後液のウイル

ス感染価を加熱後サンプルのウイルス感染価で除

しそのLog10値を対数減衰率として算出した。

結　　果

１．�ヒト血漿およびブタ糞便由来HEVの熱感受

性

アルブミン安定化剤にヒト血漿およびブタ糞便

由来HEVを懸濁し，加熱前のウイルス感染価を

測 定 し た と こ ろ，4.92Log10 TCID50/mL，

5.12Log10 TCID50/mL（n＝２の平均値）とほぼ同

じであった。両者に対して60℃・10時間の液状

加熱処理を行った結果，ブタ糞便由来HEVは加

熱開始から１時間目で検出限界以下まで不活化さ

れたが，ヒト血漿由来HEVは加熱開始から５時

間目で検出限界以下になった（図１ａ）。

ヒト血漿およびブタ糞便由来HEVの熱感受性

に違いが生じる原因として脂質成分の関与を疑っ

たため，SD処理により脂質成分を除去すること

でHEVの熱感受性が変化するか検討した。その

結果，SD処理したヒト血漿由来HEVは加熱開始

から30分で検出限界以下まで不活化され，ブタ

糞便由来HEVに近い挙動を示した（図１ｂ）。

ヒト血漿およびブタ糞便由来HEVを用いて25

％，５％アルブミン存在下で液状加熱処理を行っ

た。その結果，ブタ糞便由来HEVは加熱開始か

ら10時間目まで緩やかに不活化される傾向を示

した。ヒト血漿由来HEVは加熱開始から１時間

目まではほとんど不活化されないが，それ以降は

10時間目まで緩やかに不活化され，ブタ糞便由

来HEVよりも傾きが緩やかであった（図２）。

ブタ糞便由来HEVの10時間目の対数減衰率は，

わずかに感染性が検出されたものの2.8Log10，

3.1Log10（n＝２の平均値）まで不活化された。一

方，ヒト血漿由来HEVは≧1.5Log10，≧2.8Log10（n

＝２の平均値）であり，検出限界以下まで不活化

された。

２．タンパク濃度の違いによる熱感受性への影響

タンパク濃度が熱感受性に影響するか否かを確

認するために，25％，５％，１％，0.1％および

0.01％アルブミンおよびアルブミン安定化剤存在

下でのブタ糞便由来HEVの熱感受性を検討した。

その結果，アルブミン濃度が高くなる程HEVの
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熱感受性は低くなり，とくに濃度が１％を超える

と不活化されにくくなる傾向が顕著となった（図

３）。

３．�さまざまな製剤の工程検体におけるブタ糞便

由来HEVの不活化

ハプトグロビン，グロブリン，アンチトロンビ

ンの工程検体およびPBSにHEVを懸濁し液状加

熱処理を行った結果，グロブリン以外は加熱開始

から10時間で検出限界以下まで不活化された。ま

た不活化初期段階をみると，工程検体によって不

活化曲線に違いが認められた（図４）。

考　　察

これまで我々は，25％アルブミン存在下にお

いて，60℃・５時間の液状加熱処理ではHEVが

不活化されにくい傾向があること，そして遺伝子

型が異なってもその傾向に差がないことを明らか

にした12)。この検討で用いたHEVはブタ糞便由

来であることから，血漿分画製剤に混入する可能

性があるヒト血漿由来HEVとの性状の違いを確

認する必要があった。今回，本検討に用いること

図１ａ　アルブミン安定化剤存在下におけるヒト血漿およびブタ糞便由来HEVの不活化曲線の比較

　　ｂ　SD処理によるヒト血漿由来HEVの熱感受性の変化
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図２　25％，５％アルブミン存在下におけるヒト血漿およびブタ糞便由来HEVの不活化曲線の比較
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が可能なHEV陽性ヒト血漿を確保できたため，

比較検討を行った。その結果，いずれに由来する

HEVも25％アルブミン存在下において緩やかに

不活化され，加熱開始から10時間目ではほぼ検

出限界以下まで不活化された。しかしながら，ヒ

ト血漿およびブタ糞便由来HEVの不活化曲線を

比較すると，その傾きに違いが認められ，ウイル

スの性状に違いがあることが強く示唆された。

一部の血漿分画製剤の製造工程には，エンベロ

ープウイルスの不活化を目的としてSD処理が導

入されている。SD処理とは有機溶剤（Solvent）と

界面活性剤（Detergent）を用いて，脂質エンベロ

ープを破壊・除去することにより感染性をなくす

方法である。ヒト血漿由来HEVに対してSD処理

を行ったところ，ブタ糞便由来HEVと同様の熱

感受性にその性状が変化した。この結果は，ヒト

血漿由来HEVのウイルス表面に付着している脂

質成分がSD処理により除去されたためと考えら

れ，岡本らのヒト血漿由来HEVのウイルス表面

に脂質成分が付着しているという報告と一致して

いる16)。同じHEVでも由来や性状の違いによっ

て熱感受性が異なることは注目すべき点である。

ヒト血漿を原料とする血漿分画製剤の工程評価

では，由来の同じヒト血漿由来HEVを用いるこ

図３　アルブミン濃度によるブタ糞便由来HEVの熱感受性の違い

図４　各種工程検体存在下におけるブタ糞便由来HEVの不活化曲線の比較
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とが望ましい。しかしHEV陽性者における血中

ゲノム濃度は低く，評価に十分な高感染力価のヒ

ト血漿由来HEVを入手することは非常に困難で

ある。そのため我々は一部の試験においてブタ糞

便由来HEVをヒト血漿由来HEVの代用として用

いた。血漿分画製剤の安全性評価を行う場合は，

このようにウイルスの性状の違いが工程評価に与

える影響に留意しなければならない。ウイルスの

性状については今後更なる研究の進捗が望まれ

る。

またアルブミンを用いた検討から，共存するア

ルブミンの濃度がHEVの熱感受性に影響するこ

とが明らかになった。これはアルブミンがHEV

を加熱から保護する作用を有することを示してい

る。また種々の製剤の工程検体を用いて検討した

ところ，不活化曲線に差が認められ，タンパク濃

度のみならず，タンパクの種類や溶液組成も60

℃・10時間におけるウイルスの不活化曲線に影

響していることが示唆された。なお，国内の献血

者の3.4％が抗HEV抗体陽性であるとの報告もあ

り17)，グロブリンには抗HEV抗体が含まれてい

る可能性がある。しかし，対照として行った37℃・

10時間の加温でHEV感染性はほとんど変化しな

かったことから，中和抗体による干渉作用はわず

かであると判断した。

献血ドナーには一定の頻度でHEV RNA陽性者

が存在することが報告されている18)。これは，プ

ール血漿にHEVが混入する可能性を強く示唆し

ている。欧米においてはHEVが検出される事例

が報告されており19)，またプール血漿製剤による

感染事例も報告されている20)。しかしながら，こ

れまで血漿分画製剤を投与されたことによって，

HEVに感染したという事例は報告されていない。

その理由の一つとして，液状加熱処理などのウイ

ルス不活化工程が導入されていることが考えられ

る。今回の結果から，液状加熱処理によって

HEVは有効に不活化されることが明らかとなっ

たが，一部製剤の液状加熱処理において感染性が

わずかに残存することが確認された。このことは，

二つ以上のウイルス不活化・除去工程を組み合わ

せることがHEVに対する安全性を確保する上で

重要であることを示している。製造工程中には，

加熱処理工程だけでなくHEVが除去されている

と考えられるウイルス除去工程や精製工程が存在

する。ウイルス除去膜処理は効果的にウイルスを

除去する工程として知られており，HEVに対し

ては19nmよりも小さな孔径の膜であれば，検出

限界以下にまで除去することが確認されてい

る12)。ウイルス不活化工程と除去工程の組み合わ

せは，HEVをはじめとした既知／未知のウイル

ス混入に対する安全性を堅固なものにしていると

考えられる。HEVに関してはいまだ十分な情報

が得られていないので，ウイルスの性状解析や他

の工程でのウイルス除去・不活化能力の評価等さ

らなる研究が必要である。
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