
はじめに

1997 年の 11 月より日本赤十字社血漿分画セン

ターにおいて，原料血漿の製造工程前試験として

500 プール検体を用いたHBV，HCV，HIVの核酸

増幅検査（nucleic acid amplification test，NAT）が

行われるようになり（以下分画NAT），血清学検

査陰性の献血血液 2,429,063 例（HCVは 2,521,498

例）の中からNAT陽性例が，HBVは 37 例，HCV

は 5例検出された1）．このようなNAT陽性血液

が患者に輸血された場合に，感染が成立するか否

かを詳細に解析することは，輸血学のみならず感

染学の観点からみても重要と考える．今回，北海

道内で過去 3年間に確認された血清学検査陰性の

HBV DNA陽性血液が輸血された患者の遡及調

査を行ったので報告する．
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During the period of November 1997 and October 1999 in Hokkaido, 8 donors were found to be
serological screening-negative by agglutination tests yet HBV DNA-positive . Of the 8 samples, 6
were detected as positive by nucleic acid amplification testing（NAT）using 500-pool samples for
plasma sources, and 2 were found to be positive by nested PCR using stored samples in the look back
study. The HBV DNA concentration in the samples of the 8 donors were widely distributed（range：
＜100～230,000 copies�ml）. Of the 9 patients who were transfused with HBV DNA-positive donor
blood, 2 cases were confirmed to be transfusion-transmitted HBV infection. The HBV DNA concen-
trations of the 2 donors whose blood caused the infection were 230,000 and 2,500 copies�ml, respec-
tively. In both cases, HBV nucleotide sequences of the patients and donors were identical. Four pa-
tients died of primary diseases soon after the transfusion, and no investigation was conducted. Of
those patients who were alive and uninfected, 2 were positive for anti-HBs antibodies before the
transfusion, and 1 was transfused from the donor with very low concentration of HBV DNA（＜100
copies�ml）, although the patient was anti-HBs antibody negative before the transfusion. These re-
sults suggest that the risk of HBV infection in transfusion in Japan may be higher than that has been
anticipated.
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Table 1　Characterization of HBV DNA-positive donor samples

Donor #8Donor #7Donor #6Donor #5Donor #4Donor #3Donor #2Donor #1

2418431932322318Age

MFFMMMFFSex

6. 23. ’ 997. 23. ’ 993. 9. ’ 998. 14. ’ 984. 8. ’ 986. 9. ’ 981. 23. ’ 9811. 21. ’ 97Donation date

21166721No. of donation

HBV screening

－－－－－－－－ ＊ 1HBsAG（RPHA）

－－－－－－－－ ＊ 2anti-HBc（HI）

－－－－－－－－ ＊ 3anti-HBc（PHA）

－＋－＋－＋＋＋HBsAg（CLIA）

－－－－－－－－anti-HBc（CLIA）

－－－－－－－－anti-HBs（CLIA）

－－－－－＋－－HBeAg（MEIA）

－－－－－－－－anti-HBe（MEIA）

＋＋＋＋＋＋＋＋HBV DNA（nested PCR）

adradrindetermi-
nant

adradradradradrHBV subtype（RFLP）

G（wild）G（wild）G（wild）G（wild）G（wild）G（wild）G（wild）G（wild）Pre-core（83）（RFLP）

2,500200,0009007,200＜ 1002,400230,00023,000HBV DNA（copies/mL）

－＋＋＋－＋＋＋500 samples pool-NAT

8. ’ 99UnknownUnknownUnknownUnknownUnknown1. 21. ’ 99UnknownFollow-up data

acute

hepatitis B

HBsAg
（－）

anti-HBc
（＋）

anti-HBs
（＋）

NT：not tested
＊ 1：RPHA ＜ × 4，＊ 2：HI ＜ × 32，＊ 3：PHA ＜ × 16

方法及び材料

1．HBV DNA陽性献血者

1997 年 11 月～1999 年 10 月の 3年間に，北海道

内で検出された血清学検査陰性のHBV DNA陽

性献血者 8例の内訳をTable 1 に示した．これら

8例中 6例（Donor #1，#2，#3，#5，#6，#7）は分画

NATにより検出された．残りの 2例中 1例（Do-

nor #4）は，Donor #3 の look back study（当該献

血の 2カ月前に献血していた保管検体を用いた精

査）により検出された（採血時期が異なるため便

宜的に別のドナー番号を付番した）．他の 1例（Do-

nor #8）は，輸血後急性B型肝炎を発症した患者

（輸血副作用報告例）に使用された血液のHBV

DNA検査によって検出された．Donor #8 由来の

血漿は医薬品メーカーに原料血漿として送付され

ていたが，その施設における 500 プールNAT結

果は陰性とされていた．以上 8例のHBV DNA

陽性献血者について，－20℃以下で凍結保存して

あった当該献血時の保管検体についてHBV

DNA検査及び血清学的HBV検査を行った．

2．HBV DNA陽性血液輸血患者の遡及調査

8 例の HBV DNA陽性献血者由来の血液製剤

は計 9名の患者に輸血されていた（Table 2）．Do-

nor #6 由来の血液製剤はFFP-2 と RC-MAP 400

の 2 種類が，それぞれ別の患者 2名に輸血されて

いた．それ以外のHBV DNA陽性血液は，各 1

名の患者に輸血されていた．

HBV DNA陽性血液の輸血患者（Patient ＃1～

＃8）について，遡及調査を実施した．血液センター

の医薬情報担当者を通じて各医療機関の主治医に
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Table 2　Follow-up study of the patients who were transfused with HBV DNA-positive donor blood

Transfusion of 
HBV（ ＋ ）blood

Donor
 No.ProgressDiseaseSexAgeNo.

RC-MAP 4001died within a month after transfusionabdominal tumorM841

RC-MAP 2002acute hepatitis B（3 months after transfusion）spino-cerebellar degenerationM722

PC-103uninfected（symptom free）hepatic chirrhosis（HCV）F883

PC-104uninfected（not seroconverted）acute myelogenous leukemiaF564

RC-MAP 4005uninfected（symptom free）chronic renal failureM705

FFP-26died next day after transfusionduodenal ulcerM886

RC-MAP 4006died within a month after transfusionchronic myelogenous leukemiaM647

RC-MAP 2007died within 1.5 month after transfusiongastric carcinomaM778

RC-MAP 4008acute hepatitis B（4.5 months after transfusion）facial rhabdomyosarcomaM419

HT：not tested

NAT陽性血が輸血された経緯を説明して，輸血

患者情報を収集した．その時点で患者が生存して

いた場合は検査用検体の採血を依頼してHBVの

血清学検査及びDNA検査を実施した．一方，輸血

後B型肝炎副作用報告例の Patient #9 の検体に

ついては，HBVの血清学検査及びDNA検査を実

施すると共に，臨床経過を観察した．

3．血清学的 HBV検査

HBVスクリーニング検査は日本赤十字社業務

標準に従い，HBs 抗原検査を逆受身赤血球凝集試

験（RPHA法），HBc 抗体検査を赤血球凝集抑制試

験（HI 法），HBs 抗体検査を受身赤血球凝集試験

（PHA法）で実施した2）．また，HBV DNA陽性の

献血者検体と患者検体については，レトロスペク

ティブに化学発光免疫測定法（CLIA，PRISM，Ab-

bott），マイクロパーティクル酵素免疫測定法

（MEIA，AxSYM，Abbott）により2）～6），HBs 抗原，

HBc 抗体，HBs 抗体，HBe 抗原，HBe 抗体検査を

実施した．なお，試薬及び機器の取り扱い，判定

基準はメーカーの添付文書に従った．

4．HBV DNA検査

献血者検体および患者検体のHBV DNA精査

は，飯塚ら7）の報告した S領域のプライマーを用

いて nested PCR法（日赤標準法）で実施した．ま

た，HBV DNA定量は，ABI PRISM 7700（Applied

Biosystems）を使用して，松倉ら8）の報告した S

領域のプライマーを用いてTaqMan-PCR 法によ

り測定した．HBV DNA濃度（copies�ml）は日赤

標準品（branched DNA assay で測定した表示値）

を用いて算出した．

5．HBV遺伝子塩基配列解析

患者がHBVに感染していた場合は，原因が輸

血によるものか否かを特定するために，患者と献

血者のHBV遺伝子塩基配列を解析し，相同性を

比較した9）．方法はABI PRISM 377（Applied Bio-

systems）を使用して PCR Product Direct Se-

quencing による Forward & Reverse primer を

用いた双方向解析を行った．HBV遺伝子の増幅領

域は S領域（nt. 243～687）及び preC～C領域（nt.

1768～2442）であり，各 PCR産物のサイズは S

領域が 445 bp，preC～C領域は 675 bp であった．

また，解析塩基数は S領域（nt. 270～664）の 395

bp 及び preC～C領域（nt. 1801～2347）の 547 bp

であった．全塩基数に対する解析塩基数の割合は，

S領域が約 12％，preC～C領域は約 17％であっ

た．対照としてジーンバンクに登録されていた

HBV DNA塩基配列の中から無作為に 10 例を抽

出して塩基配列を比較した．

結 果

1．HBV DNA陽性献血者の精査成績

8 例 の HBV DNA陽 性 献血者（Donor ＃1～

＃8）の精査結果をTable 1 にまとめて示した．日

赤の血清学的HBVスクリーニング検査では 8例

全例が輸血使用可と判定された．一方，高感度検

査法のCLIA-HBs 抗原検査では 8例中 5例（Do-

nor ＃1，＃2，＃3，＃5，＃7）が陽性を示した．また，

HBs 抗原以外の高感度検査法による血清学的

HBVマーカーは，Donor #3 が HBe 抗原陽性で

日本輸血学会雑誌 第47巻 第 3号 397



Table 3　Laboratory findings of patients who were transfused with HBV DNA-positive donor blood

Patient #9Patient #8Patient #7Patient #6Patient #5Patient #4Patient #3Patient #2Patient #1

5. 14. ’ 998. 6. ’ 99Unknown2. 26. ’ 996. 19. ’ 97Unknown5. 1. ’ 9812. 24. ’ 97UnknownPre-transfusion
testing（date）

－－Unknown－－－－－UnknownHBsAg

NT－UnknownNTNTNTNT－Unknownanti-HBc

－－UnknownNT＋－＋－Unknownanti-HBs

－－UnknownNT－NTNTNTUnknownHBV DNA
（nested PCR）

7. 19. ’ 998. 10. ’ 993. 20. ’ 993. 15. ’ 998. 26. ’ 984. 10. ’ 986. 10. ’ 981. 26. ’ 9811. 21. ’ 97Transfusion of HBV
DNA（ ＋ ）（date）

12. 9. ’ 99NTNT4. 12. ’ 9911. 13. ’ 988. 11. ’ 988. 7. ’ 984. 14. ’ 98NTPost-transfusion
testing（date）

＋NTNT－－－－＋NTHBsAg（CLIA）

NTNTNT－NT－＋－NTanti-HBc（CLIA）

NTNTNT＋NT－＋－NTanti-HBs（CLIA）

＋NTNT－－－－＋NTHBeAg（MEIA）

＋NTNT－＋－＋＋NTanti-HBe（MEIA）

＋NTNT－－－－＋NTHBV DNA
（nested PCR）

adrNTNTNTNTNTNTadrNTHBV subtype

G（wild）NTNTNTNTNTNTG（wild）NTpre-Core（93）

NT：not tested，PTHB：post-transfusion hepatitis B

あった他はいずれの検査（HBc 抗体，HBs 抗体，

HBe 抗原及びHBe 抗体）でも陰性であった．8

例は全例野生株で，7例は subtype が adr，1 例は

判定不能であった．分画NAT陽性 6例（Donor

＃1，＃2，＃3，＃5，＃6，＃7）の HBV DNA量 は

900～230,000 copies�ml と広範囲のウイルス量を

示した．また，Donor ＃4 の HBV DNA量は 100

copies�ml 未満と微量であった．Donor #8 の HBV
DNA量は 2,500 copies�ml であった．

これら 8例のHBV DNA陽性献血者のうち，経

過が確認されたのは 2例のみであった．1例は当

該献血の約 1年後に再献血し，その検査結果は

HBs 抗原陰性，HBc 抗体陽性（HI 価：512 倍），

HBs 抗体陽性（PHA価：512 倍）と seroconver-

sion を起こしていた．また，もう 1例は献血約 1.5

カ月後に，急性B型肝炎を発症して入院し治療を

受けていた．これらの成績から 2例は，当該献血

時は血清学的なウインドウ期感染であったことを

示している．

2．HBV DNA陽性血液の輸血患者の遡及調査

結果

HBV DNA陽性血液輸血患者 9名の年齢，性別，

原疾患，輸血後の転帰をTable 2 に示した．また，

HBV DNA陽性血液輸血患者の輸血前後の検査

結果をTable 3 に示した．

輸血患者 9例中 4例（Patient ＃1，＃6，＃7，＃8）

は輸血翌日～1.5 カ月以内に原疾患が原因で死亡

していたため，感染の有無については確認できな

かった（Table 2）．患者 2例（Patient ＃3，＃5）は

輸血前のHBs 抗体検査が陽性であったのでHBV

既往感染者と考えられ，輸血後 2～3カ月の精査で

もHBV既往感染を示唆する検査所見であり，現

在のHBV感染状態を示す結果ではなかった（Ta-

ble 3）．Patient ＃4 は輸血前検査でHBs 抗原及び

HBs 抗体が陰性で，Donor ＃4 由来の PC-10（HBV

DNA：＜100 copies�ml）を輸血されたが，輸血後

約 4カ月の精査で全てのHBVマーカーが陰性で

あり，感染の兆候は認められなかった．Patient

#3，#4，#5 はいずれもその後の医療機関における

経過観察でもHBV感染は認められていない．
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一方，急性B型肝炎を発症した Patient ＃2，＃9

は，輸血前の検査で共にHBs 抗原及びHBs 抗体

が陰性であった（Table 3）．Patient ＃2 は Donor

＃2 由来の RC-MAP 200（HBV DNA：230,000

copies�ml）を輸血され，輸血後約 3カ月に急性B

型肝炎の発症が認められた（Table 3）．Patient

＃2 の原疾患は神経系の変性症であるが，感染症

に伴う貧血の改善を目的として赤血球輸血を行っ

た．輸血前後における免疫抑制剤の投与は行われ

ていない．Fig. 1 に Patient ＃2 の検査成績の推移

を示した．輸血後 12 週にHBs 抗原陽性，HBV

DNA陽性，ALTが 820 IU�l とピークを示し，そ
の後一過性のALT上昇が 2回認められたが漸次

減少して 26 週後に正常化した（Fig. 1）．HBVマー

カーも 25 週でHBs 抗原陰性，HBe 抗体陽性とな

り肝炎は沈静化した．その後HBs 抗体の serocon-

version が確認された．

また，Patient ＃9 は Donor ＃8 由来の RC-MAP

400（HBV DNA：2,500 copies�ml）を輸血された．

Patient #9 の原疾患は悪性腫瘍で，自己末梢血幹

細胞の移植症例である．移植の前後には免疫抑制

剤の投与と輸血が行われていた．輸血後約 4.5 カ

月にHBs 抗原が陽転化し，5カ月後にHBc 抗体

及びHBe 抗原が陽性となり（Table 3），ALTは

1210 IU�l と上昇を示した．医療機関による経過
観察で肝機能は正常化したが，その後原疾患が原

因で死亡した．

3．急性 B型肝炎発症例と輸血血液の HBV遺

伝子塩基配列の解析

Patient ＃2 と Donor ＃2 の HBV遺伝子塩基配

列は，S領域（nt. 270～664）の 395 bp 及び preC―

C 領域（nt. 1801～2347）の 547 bp の両者間で完全

に一致した（Fig. 2―（a），（b））．対照とした 10 例の

塩基配列は，患者および献血者のHBVと完全に

一致するものは認めなかった（データ示さず）．こ

の結果はHBV遺伝子領域の全塩基配列を比較し

たものではないが，Patient ＃2 は Donor ＃2 が保

有したHBVによって感染したことを強く示唆す

る．Patient ＃9 と Donor ＃8 の HBV遺伝子塩基

配列についても同様の結果で両者間で完全に一致

した（Fig. 2―（a），（b））．

Fig.1 Sequence of the transfusion-transmitted acute HBV infection in the patient

#2. Open circles（○）showed alanine aminotransferase（ALT）, and closed circles

（●）showed aspartate aminotransferase（AST）.
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考 察

血清学検査陰性のHBV DNA陽性血液が患者

に輸血された場合に，感染が成立するか否かを詳

細に解析した報告は少ない10～12）．そこで今回，過

去 3年間に，北海道内で確認された 8例のHBV

DNA陽性献血者検体の精査を行うと共に，その

血液が輸血された 9例の患者について遡及調査を

行った．

HBV DNA陽性献血者 8例の検査所見及び追

跡結果（Table 1）より，2例（Donor #2，#8）は血

清学的なウインドウ期感染例であったことが確認

された．他の 6例については追跡ができずウイン

ドウ期の献血であったという確認は取れていない

が，当該献血時の血清学検査の結果をみると，Do-

nor ＃4（2 カ月後にはCLIA-HBsAg 陽性になっ

た）と＃6以外は CLIA-HBsAg 陽性であり，また

HBs 抗体，HBc 抗体，HBe 抗体がすべて陰性であ

ることから，現行の日赤HBVスクリーニング検

査によるウインドウ期感染例と推察された．高感

度検査法のCLIA-HBs 抗原検査では 8例中 5例

（Donor ＃1，＃2，＃3，＃5，＃7）が陽性を示してい

ることから，高感度法を用いることによっても

HBV DNA陽性血液の検出効果は高まると考え

られる．Busch ら13）は HBV感染初期の viral load

は 102～104 copies�ml とウイルス量が低く，HBs

抗原が出現する前のHBV DNA量も平均 1000

copies�ml（幅 1～2,400 copies�ml）であるため，

ミニプール検体を用いたNATは EIA法による

HBs 抗原検査と比較してウインドウ期の短縮効

果は少ないと述べている．しかし，今回CLIA-

HBsAg で検出できなかった検体 2例（900, 2400

copies�ml）が 500 検体プールNATで検出され

た．その真の理由は不明であるが，NATは実際の

検出感度（95％hit rate）以下のコピー数の検体で

も，数十％以下の確率で陽性反応を示す可能性が

ある（NATの検出限界）14）．従って，一部のウイン

ドウ期感染例の検出には，NATの検出限界がプ

ラスに作用すると考えられるが，真の検出感度で

検出されたものではない可能性がある．

HBV DNA陽性血液が輸血された患者では，9

例中 4例が輸血翌日～1.5 カ月以内に原疾患が原

因で死亡していた．また，HBs 抗体陽性の患者 2

例（Patient ＃3，＃5）は，感染が認められなかった．

これら 2例のHBs 抗体価はそれぞれ PHA法で 8

倍，4倍と低力価であったが，感染の防止効果を示

した可能性がある．HBV既往感染歴のない Pa-

tient ＃4（急性骨髄性白血病）はウイルス量の少な

いDonor ＃4（＜100 copies�ml）由 来 の PC-10

を輸血されたが，感染は認められなかった．輸血

された総ウイルス量を PC-10 の血漿量を 200ml

として計算すると，HBVが＜20,000 copies�bag
投与されたと計算できる．この患者に感染が成立

しなかった理由については，ウイルス量が少な

かったためか，あるいは患者側の要因なのかは不

明である．

輸血後B型肝炎発症患者（Patient ＃2，＃9）及

び献血者（Donor ＃2，＃8）のHBV塩基配列の相

同性を比較した結果，2症例とも解析した約 30％

の塩基配列が全て一致し，輸血用血液中のHBV

が患者に感染したと考えられた（Fig. 2a，2b）．ウ

インドウ期血液のHBV DNA量はDonor #2（RC-

MAP 200）が 230,000 copies�ml と比較的多く，

Donor ＃8（RC-MAP 400）は 2,500 copies�ml と少

なかった．輸血されてから肝炎を発症するまでの

期間は，Patient ＃2 では約 2.5 カ月，Patient ＃9

では約 4.5 カ月であった．Shikata らは Chimpan-

zee を用いたHBV感染実験で，発症期間は投与し

たHBV陽性血液量に関連することを報告してい

る15）．したがって，本症例の発症期間も輸血され

たウイルス濃度に依存した可能性がある．あるい

は，patient #9 は悪性腫瘍治療のため，高度の化学

療法を受けている時期に輸血されていたため，肝

炎の発症に宿主側の要因も関連した可能性も考え

られる．輸血後B型肝炎発症患者 2例中 1例は一

過性の感染経過を示し，予後は比較的良好であっ

た．もう 1例は肝機能は正常化したが，原疾患に

より死亡されたとのことであった．

今回の調査で判明したことは，血清学検査陰性

のHBV DNA陽性血液が輸血された 9例の患者

のうち，急性B型肝炎の発症が認められたのはわ

ずか 2例のみであり，1例は未感染 4例は死亡に

より感染が不明，他の 2例はHBs 抗体保有者で感
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染が起きなかった症例であった．即ち，HBV DNA

陽性血液の輸血感染を厳密に評価できたのは，9

例のうち 3例であったということになる．一方，

実際に感染が成立するウイルス量がどの位なのか

という点については今回の成績から結論づけでき

ないが，少なくともHBV DNAが 2,500 copies�ml

のRC-MAP 400 の輸血によって急性B型肝炎が

発症したことが確認された．しかし，個別検体

Fig. 2 Analysis of the nucleic acid sequences be-

tween Patient ＃2 vs. Donor ＃2, and Patient ＃9 vs.

Donor ＃8.（a）S-region：395 base pairs（nt. 270～

644）, and（b）pre C―C-region：547 base pairs（nt.

1801～2347）
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NAT陰性のウインドウ期血液による輸血後

HBV感染例16）や HCV感染例17）の報告もあること

から，感染が成立するウイルス量は宿主側の要因

（疾患や治療の種類，素因，抵抗性）とウイルス側

の要因（変異，量）によって変動し，一様ではな

いと考えられる．特に輸血によるHBV持続感染

には，患者側の要因（血液疾患，高齢者，新生児，

化学療法等）が大きく影響すると考えられ

る10～12）．

輸血用血液のスクリーニングの考え方として最

も重要なことは，リスクのある血液が輸血された

時に感染または発症したかを論点とすべきではな

く，リスクのある血液をいかに効率的に且つ確実

に排除するかということにある．何故ならば，感

染が成立するか否かは種々の要因によって影響さ

れるからである．
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