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CROSS EIGHT M� is a monoclonal antibody-purified factor VIII concentrate produced by the
Japanese Red Cross from donated blood plasma. During its manufacture, viruses are expected to be
inactivated and eliminated by either solvent�detergent（S�D）treatment or both immunoaffinity and
anion exchange chromatography.

To validate virus inactivation�elimination during the manufacture of CROSS EIGHT M� , the
amount of virus spiked in the manufacturing materials was measured before and after treatment,
and the efficiency of virus clearance was calculated for each step. The viruses used were as follows：
sindbis virus（SIN）, vesicular stomatitis virus（VSV）, human immunodeficiency virus type 1（HIV-
1）, hepatitis B virus（HBV）and herpes simplex virus type 1（HSV-1）as enveloped viruses；and hepa-
titis A virus（HAV）and polio virus（Polio V）as non-enveloped viruses.

The result shows that enveloped viruses were effectively inactivated to below detection level af-
ter S�D treatment with logarithmic reduction values（LRVs）of 5.6 in SIN, >4.4 in VSV, >5.2 in HSV-
1 and >4.9 in HIV-1. In contrast, non-enveloped viruses were not inactivated by S�D treatment. Using
the immunoaffinity chromatography process, both enveloped and non-enveloped viruses were elimi-
nated with the LRVs of >3.1 in polio V, >5.4 in VSV, >4.4 in SIN, 4.5 in HAV and 5.4 in HBV. LRVs
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Table 1 Screening test on individual blood donors

MethodsMarkerPathogenic organism

RPHAsurface（HBs） antigenHepatitis B virus（HBV）

PHAsurface（HBs） antibody

HIcore（HBc） antibody

PHA or PAHCV antibodyHepatitis C virus（HCV）

PAHTLV-1 antibodyHuman T cell lymphotropic virus type-1（HTLV-1）

PAHIV-1/2 antibodyHuman immunodeficiency virus type-1/2（HIV-1/2）

RPHA : reverse passive hemagglutination, PHA : passive hemagglutination, HI : hemagglutination inhibition, PA 

: particle agglutination

はじめに

日本赤十字社が製造供給している血漿分画製剤

の原料である献血血液については，問診によりハ

イリスクの献血者を除外した後採血し，Table 1

に示された各種検査を行って，ウイルス感染の危

険性のあるものを排除している．しかしながら，

我が国の献血者年齢層におけるHepatitis B virus

（HBV），Hepatitis C virus（HCV）のウイルス保有

者はそれぞれ約 79 万人，111 万人存在すると推定

され1），当然中には感染初期の者も存在する事に

なる．この場合，現行スクリーニング検査で検出

できない空白期間（ウインドウ期）となる．これ

らのウィンドウ期のウイルスに加えて，反応が陰

性となる変異したウイルス，もしくは検査の行わ

れていない未知の病原性ウイルスの分画製剤への

混入の可能性が常に残されている．輸血が個別血

液で行われるのに対して，血漿分画製剤の場合数

万人の血漿をプールして製造に当るためウイルス

が混入した際の社会的影響は大きく，この問題へ

の対処は極めて重要である．その対策として日本

赤十字社血漿分画センターでは平成 9年 11 月よ

り製造に先立ち，500 検体を 1つにプールした核

酸 増 幅 検 査（nucleic acid amplification test：

NAT）でHBV，HCV，HIV陽性バッグを特定して

これを原料血漿から除外し，ウイルス混入量を極

力低減させるよう努めている．しかしこれらの方

法には自ずと限界が在り，安全性確保に最も重要

な役割を果たしているのは血漿分画製剤製造工程

中に組み込まれたウイルス不活化・除去処理工程

である．

乾燥濃縮人血液凝固第VIII 因子製剤（クロスエ

イトM�）においては上述のスクリーニング検査

に合格した血漿を原料として，製造工程中で有機

溶媒�界面活性剤処理（Solvent�Detergent 処理，
以下 S�D処理と略す）によるウイルスの不活化
と，抗ヒト血液凝固第VIII 因子（以下FVIII と略

す）モノクローナル抗体を用いたイムノアフィニ

ティークロマトグラフィーおよび陰イオン交換ク

ロマトグラフィーとによる精製工程でのウイルス

除去を行っている（Fig. 1）．これらの操作によるウ

イルスの不活化�除去効果を確認する目的で，モデ
ルウイルスを含む数種類のウイルスを用いて各操

作段階毎の効果を検討した．

材料と方法

1．ウイルス

1）ウイルスおよびウイルス液

エンベロープ型ウイルスについてはRNAウイ

ルスとして Sindbis virus（SIN），Vesicular sto-

matitis virus（VSV），Human immunodeficiency

virus type-1（HIV-1）の 3種を，DNAウイルスと

with anion exchange chromatography varied among viruses, from 0 in HAV to 1.9 in Polio V, depend-
ing on the condition of the viral particles.

viral inactivation�elimination, solvent�detergent treatment, affinity column chromatog-
raphy, anion exchange chromatography, monoclonal antibody-purified factor VIII con-
centrate.
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してHepatitis B virus（HBV）およびHerpes sim-

plex virus type-1（HSV-1）を使用した．また，ノ

ンエンベロープ型ウイルスでは，Polio virus（Po-

lio V）と Hepatitis A virus（HAV）の KRM 238

株の 2種の RNAウイルスを使用した．

ウイルス液は SIN，Polio V，VSVおよびHSV-1

については各ウイルスに感染したVero 細胞の培

養上清を，HIV-1 と HAVについては各々に感染

したMolt-4（MT-4），GL 37 細胞の培養上清を用い

た．また，培養系がないHBVについては当該ウイ

ルス陽性血漿をウイルス液として用いた．

2）ウイルス量の測定

ウイルス量（力価）は培養系の確立されている

SIN，Polio V，VSV，HSV-1 およびHIV-1 について

は感染力価で，培養系の確立されていないHBV

については核酸量を半定量しウイルス量とした．

なお，HAVについては感染力価と核酸量の両方

を指標として用いた．

a）感染力価

SINと Polio V は 96 穴トレイにて培養した 4×

105 cells�0.1 ml のVero 細胞に RPMI-1640 培地で

10 倍階段希釈した検体を 0.1 ml 添加し，さらに 5

日間培養後，ゲンチアナバイオレットによる超生

体染色を行い，50％ tissue culture infectious dose

（TCID50）を算出してウイルス力価を測定した．ま

た，HIV-1 と HAVの感染力価は各々MT-4，GL 37

細胞を指示細胞として同様にTCID50 で測定し

た．

VSVと HSV-1 については 24 穴トレイ中の 5×

105cells�ml の L 929 細胞またはVero 細胞に，

RPMI-1640 培地で 10 倍階段希釈した検体 0.1 ml

を接種した．検体中のウイルスを 1時間細胞に吸

着させた後，1％カルボキシメチルセルロースを

含むRPMI-1640 培地を重層し，培養 3日後にゲン

チアナバイオレットによる超生体染色を行い，形

成されたプラーク数を算出して，1 ml 当たりのウ

イルス力価（plaque forming unit：pfu�ml）を求

めた．

b）ウイルス核酸の定量

HAVは感染力価の他，Competitive RT-PCR

法によりRNA量の測定を行った．すなわち，ウイ

ルス検体をRNase free water で 10 倍希釈系列を

作成する．各希釈検体に 100 コピーの competitor

（欠損 RNA）を加え，RNA抽出キット（RNA zol；

Biotex Laboratories Inc., USA）を使用してRNA

を抽出し，RT-PCRを Robertson らの方法2）に準じ

て行った．HAV RNA量は，competitor との濃度

比から求めた．

HBV DNA量は測定検体を PCR法にて検出し

うる最大希釈倍数をもって表した．すなわち，HBs

抗体陰性血漿を用いて検体の 10 倍希釈系列を調

製した後，スマイテストEX R&D（住友金属工業）

もしくはフェノール・クロロホルム法により

HBV DNAを抽出し PCRを行った．DNAの検出

にはスマイテストHBV遺伝子定性キット（住友

金属工業）を用いるか，もしくはNested-PCR 法3）

と電気泳動法で行った．

2．有機溶媒�界面活性剤処理（S�D処理）
S�D処理はクロスエイトM�の製造方法に従っ

て以下のように行った．すなわち，凍結された原

料血漿を低温で融解し，高速遠心して得られたク

Fig. 1 Manufacture process of CROSS EIGHTM�
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Table 2 Inactivation of viruses by solvent/detergent treatment in the 

CROSS EIGHT M� manufacturing process

LRV

Virus titer
Assay
method

Nucleic
acidVirus After S/D

treatment
Before S/D
treatment

Enveloped viruses

＞ 5.6＜ 101.7107.3TCID50RNASIN

＞ 4.4＜ 103.0107.4pfuRNAVSV

＞ 4.9＜ 100.5105.4TCID50RNAHIV-1

＞ 5.2＜ 102.0107.2pfuDNAHSV-1

Non-enveloped viruses

0　  104.8104.8pfuRNAPolio V

0.7　  104.6105.3TCID50RNAHAV

LRV : Logarithmic Reduction Value

リオプレシピテートを溶解した液に前述の各ウイ

ルス液を 10％を越えないように加えた．このもの

にトリ－（n－ブチル）－ホスフェイト（TNPB），

オクトキシノール 9（商品名：Triton X-100）を

各々濃度が 0.3％（v�v）および 1.0％（v�v）とな
るように添加混合した．その直後および室温で所

定時間（5，10，30 秒および 1，30，60 分）放置した後

S�Dの反応を停止し，SIN，VSV，HIV-1，HSV-1，
Polio V およびHAVのウイルス力価を測定した．

反応の停止をVSV，Polio V およびHAVの場合

は，処理液を培養液RPMI-1640 で 100 倍に希釈す

ることにより，それ以外のウイルスではオクタデ

シル基結合型シリカ樹脂（Waters 社製 prepC 18

もしくは和光純薬社製ワコーシル 5 C 18）を添加

して S�Dを吸着することにより行なった．
なお，HAVにおけるクリオプレシピテート溶

解液はすべて抗HAV抗体陰性血漿から作成した

ものを使用した．

3．イムノアフィニティークロマトグラフィー

処理

Baxter 社において作成された，抗FVIII モノク

ローナル抗体を固定化した樹脂をカラムに詰めた

もの（以下MAbカラムと略す）を使用した．イム

ノアフィニティクロマトグラフィーはおよそ実製

造の 1�2000 の縮小率で製造手順に準じて行ない，
カラムサイズは直径 0.9 cm，高さ 10 cmのものを

利用した．ただし，HAVの場合は，直径 0.5 cm，

高さ 10 cmのものを使用した．各ウイルスを添加

したクリオプレシピテート溶解液をMAbカラム

に流し，洗浄した後FVIII を溶出させ，この分画

を集めFVIII 溶出液とした．溶出液での SIN，

VSV，Polio V およびHAVの感染力価とHAV

RNA量，HBV DNA量を測定した．

4．陰イオン交換クロマトグラフィー処理

Qセファロース（Phamacia 社製）をカラムに詰

めたもの（以下Qカラムと略す）を使用し，陰イ

オン交換クロマトグラフィーは実際の製造手順に

準じて行った．カラムサイズは Polio V の場合，直

径 0.9 cm，高さ 5 cmのものを，HAVの場合は直

径 0.5 cm，高さ 5 cmのものをそれぞれ使用した．

クリオプレシピテート溶解液をMAbカラムに

通過させ，そのFVIII 溶出液にウイルス液を添加

しQカラムに流した．カラムを洗浄後，FVIII

溶出液を集め，Polio V と HAVの感染力価と

HAV RNA量を測定した．

結 果

1．有機溶媒�界面活性剤処理によるウイルスの
不活化

今回の実験に用いたウイルスのうち脂質膜（エ

ンベロープ）を有する 4種類のウイルスである

SIN，VSV，HIV-1 およびHSV-1 は出発材料中にウ

イルス力価としてそれぞれ 107.3TCID50，107.4pfu，

105.4pfu，107.2pfu 加えたウイルスが，S�D処理後に
はすべて検出限界以下となった（Table 2）．一方，

脂質膜のない Polio V と HAVは S�D処理前後の
ウイルス力価は変わらず，不活化効果は認められ
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なかった．

S�D処理によるウイルスの経時的不活化動態
を調べた結果では，104 以上の感染力価をもつ 3種

類のウイルス，SIN，VSVおよびHSV-1 のいづれ

もが S�D添加後 5秒以内に測定限界以下となっ
た（Fig. 2）．

2．イムノアフィニティーカラムクロマトグラ

フィー工程でのウイルス除去

MAbカラム工程では，抗FVIII モノクローナ

ル抗体を固相化した樹脂を詰めたカラムにFVIII

が吸着保持され，ウイルス等の不純物はカラムを

通過する．したがって，この工程における洗浄操

作でウイルスと第VIII 因子は分離しウイルスが

除去されることが期待される．結果は SIN, VSV,

HBVおよびHAVは 105 程度もしくはそれ以上

の除去率であった（Table 3）．また，Polio V はク

ロマトグラフィー操作中におけるウイルスの失活

により検出限界が高くなったため，他と比べて数

値上は低い除去率となった．

3．陰イオン交換カラムクロマトグラフィー工

程でのウイルス除去

製造工程で使用しているQ Sepharose Fast

Flow 陰イオン交換体を使用したカラムクロマト

グラフィー工程でのウイルス除去効果を Polio V

と HAVを用いて評価した．結果は Polio V では

102 程度除去されたが，HAVは除去されなかった

（Table 4）．

考 察

過去，不幸な感染事故を起こしてきた血漿分画

製剤は，その都度製法の見直しが行なわれ，製造

工程中に様々なウイルス不活化・除去の処理が施

されるようになった14）．これら不活化・除去処理

の効果は製造工程，工程条件，製造機器の特性が

製造所それぞれに微妙に異なるため，製造所毎に

独自に確認する（バリデーション）必要がある．

しかし，製造用機器や製造環境の汚染回避の観点

から，病原性のあるウイルスを実際の製造工程に

持ち込むことは避けなければならず，バリデー

ションは一般的にモデルウイルスを用いてスケー

ルダウンした実験系で行なわれる．その際は各種

パラメーターを実生産スケールのそれに合致さ

せ，収量，精製度などが実生産と同程度に達せら

れていることを実証しておかなければならない．

本実験においても予め別実験でこれを確認してい

る．

モデルウイルスとしてはDNAウイルス，RNA

ウイルスそれぞれに脂質膜を有するもの（envel-

oped virus），脂 質 膜 を 持 た な い も の（non-

enveloped virus）について各々複数種を使って行

ない，分類学上最も近い種類に位置づけられるも

のをもって被検ウイルスの替わりとした．また，

Fig. 2 Kinetics of virus inactivation with S�D treat-
ment in the manufacture of CROSS EIGHTM�.

104.6TCID50�ml in SIN, 104.2 pfu�ml in VSV and 107.2

pfu�ml in HSV-1 were added to cryoprecipitate-
dissolved solution, followed by addition of TNBP（0.3

％）and Octoxynol 9（1％）, and incubation of the

mixture at room temperature for the time indi-

cated. Residual infectious virus was assayed.
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Table 3 Elimination of viruses in MAb column chromatography of CROSS 

EIGHT M�

LRV
Total virus titerAssay

method
Nucleic
acidVirus

EluateApplication

Enveloped viruses

＞ 5.2＜ 102.2107.4TCID50RNASIN

＞ 4.4＜ 102.2106.8pfuRNAVSV

　  5.1＜ 104.4109.5PCRDNAHBV

Non-enveloped viruses

＞ 3.1＜ 104.0107.1pfuRNAPolio V

　 4.0　  103.0107.0TCID50RNAHAV

　 4.5　  106.9  1011.4PCR

LRV : Logarithmic Reduction Value

Table 4 Elimination of Polio V and HAV in anion-exchange chromatogra-

phy of CROSS EIGHT M�

LRV
Total virus titerAssay

method
Nucleic
acidVirus

EluateApplication

Non-enveloped viruses

1.9104.4106.3pfuRNAPolio V

＜ 0105.3104.9TCID50RNAHAV

＜ 0109.6108.6PCR

LRV : Logarithmic Reduction Value

これによってスクリーニング検査法が確立してい

ない未知のウイルス等についてもある程度のバリ

デートが可能になる．モデル・ウイルス選定に関

するガイドラインがWHOや ECから示されてお

り4,5），我が国においても厚生省の研究班報告6）が

ある．

本報告はこれらバリデーションの基本に準じ

て，クロスエイトM�の製造工程におけるウイル

スの不活化�除去効果を，enveloped virus として
SIN，VSV，HIV-1，HBV，HSV-1 を，non-enveloped

virus として Polio V，HAVを用いて確認したもの

である．

先ず S�D処理では，予想通り enveloped virus
（SIN，HSV-1，VSV）は処理後検出限界以下とな

り，non-enveloped virus（Polio V，HAV）は処理前

後で力価は変わらず，クロスエイトM�製造工程

においても S�D処理は有効に機能していると考
えられた．S�D処理による不活化効果の評価に関
してはHIVをはじめとして enveloped virus は例

外なく効率良く不活化されることが既に報告され

ている7）～9）．医学上問題となるHBV，HCVのチン

パンジーを用いた実際の感染実験でも，血清中10）

あるいは FVIII 濃縮製剤に添加した7）ウイルスが

S�D処理で感染性が失われた事が報告されてい
る．

S�D処理に用いられる薬剤の組み合わせは
様々で，エチルエーテルとTween 80 の併用10），

エチルエーテルの危険性を考慮して，代わりに

TNBPと Tween 80 との併用11），TNBPとコール

酸ナトリウムの併用7）などが検討されている．クロ

スエイトM�では 0.3％ TNBPと，Tween 80 より

も効果が高いとされている12）Triton X-100 を併用

し，処理直後にウイルスは不活化されていること

から，その作用は極めて強力であることが示され

た．

イムノアフィニティークロマトグラフィー工程

では，用いた 5種のウイルスは脂質膜の有無に関

らず全て対数減少率（log reduction value：LRV）

にして 3.1～5.2 であった．この価は同様のイムノ

アフィニティークロマトグラフィー工程で SIN
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Table 5 Sum of virus inactivation/removal values 

　during the whole manufacturing of CROSS EIGHT 

　M�

LRV
Process

HIVHCVHBV

＞ 4.9＞ 5.6 ＊2＞ 5.2 ＊1S/D

＞ 5.2 ＊2＞ 5.2 ＊2　  5.1MAb

＞ 10.1＞ 10.8＞ 10.3Total

＊1：HSV-1 was substituted for HBV, because HSV-1 is a 

model virus of enveloped DNA.
＊2：SIN was substituted for HCV and HIV, because SIN is 

an enveloped RNA virus and recognized as a model 

virus of HCV and HIV.

LRV : Logarithmic Reduction Value

と VSVが 1万分の 1以下13）に，HIV-1 が千分の 1

以下8）に減少するという報告と合致し，クロスエイ

トM�製造工程でも同程度のウイルス除去が行わ

れている事を示している．

アフィニティークロマトグラフィーによるウイ

ルス除去率はウイルス種によって異なるが，脂質

膜のあるウイルスもないウイルスも除去すること

が出来ると言われている14）．

クロスエイトM�の陰イオン交換クロマトグラ

フィー工程でのウイルス除去率は，Polio V と

HAVでは違いが見られ，HAVはほとんど除去さ

れなかった．同様に，ウシヘルペスウイルスと

HCVのモデルウイルスであるウシウイルス性下

痢ウイルスでは，陰イオン交換クロマトグラ

フィー工程での除去率が異なるというデータもあ

る15）．本来イオン交換は電荷によって物質を分離

するので，ウイルス粒子表面性状の違いがウイル

ス除去効果に反映されると推定される．したがっ

て，この工程でのウイルス除去効果は当該ウイル

スで検証すべきもので，モデルウイルスでの評価

は困難と思われた．

以上がクロスエイトM�製造工程における，ウ

イルス不活化�除去の成績である．評価の出来ない
陰イオン交換クロマトグラフィー工程を除く 2つ

の工程を合わせると（Table 5），問題のHBV,

HCV，HIVはいづれも 10 Log 以上となり，クロス

エイトM�の製造工程ではウイルスが有効に除去

されていることを示している．

血漿分画製剤のウイルスに対する安全性の最終

的な証明は，in vitro のウイルス不活化�除去デー
タに加えて製剤を使用している患者に感染を起こ

していないことを示すことが重要であるとの指摘

がある16）．この点に関してもクロスエイトM�は

1991 年以来，6億単位以上製造供給してきたが，

HBV，HCVおよびHIVに感染したという事実は

ない．また，世界的に見ても第VIII 因子製剤は，

1985～1997 年の間で 104 億単位17），さらに S�D
処理製剤全体では，1993 年までに 36 万人に 3,040

万回18）の投与がなされたがこれらの 3ウイルスに

感染したという報告はない．これらのデータは製

造工程の管理が適切に行われている限り，クロス

エイトM�はHBV，HCVおよびHIVの感染に対

して極めて安全と言える．
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