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We examined the effectiveness of PLANOVA 35 N filter with a mean pore size of 35 nm in the
elimination of viruses in monoclonal antibody-purified freeze-dried human coagulation factor VIII
concentrate（CROSS EIGHTM�）and intramuscular human immunoglobulin（Anti-HBs Human Im-
mune Globulin“Nisseki”�and Human Immune Globulin“Nisseki”�）. The filtration process was vali-
dated for removal of a variety of enveloped and non-enveloped viruses ranging in size from 200 nm to
20 nm including sindbis virus（SIN）, vesicular stomatits virus（VSV）, herpes simplex virus type 1
（HSV-1）, hepatitis B virus（HBV）, bovine viral diarrhea virus（BVDV）, hepatitis A virus（HAV）and
human parvovirus B 19（B 19）.

Results showed that logarithmic reduction values（LRVs）of viruses were >4.7 in SIN, >3.7 in
VSV, >2.8 in HSV-1 and 5.0 in HBV.

Similarly, PLANOVA 35 N filtration removed SIN, VSV, BVDV and HBV in intramuscular im-
munoglobulin with LRVs of >4.5, >4.0, >3.7, 5.0, respectively.
While filtration did not effectively remove HAV and B 19 in CROSS EIGHTM�, these viruses were

partly reduced after filtration in intramuscular immunoglobulin solution.
From the above data, we conclude that the introduction of a PLANOVA 35 N filtration step to
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はじめに

日本赤十字社が製造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，問診によってハイ

リスクにある献血者を除いた後採血し，検査によ

り Hepatitis B virus（HBV），Hepatitis C virus

（HCV），Human Immunodeficiency virus type-1�
2（HIV-1�2），Human T-cell lymphotropic virus
type-1（HTLV-1）感染の危険性のあるものを排除

している．しかし，ある種の変異株や，感染初期

でウインドウ期にある場合，あるいは未知の病原

性ウイルスに対しては現行の検査体制では検出不

可能である．このため日本赤十字社血漿分画セン

ターでは製造に先立ち，ミニプール核酸増幅検査

（nucleic acid amplification test：NAT）を行い原

料血漿へのウイルス混入量を極力低減させてい

る．しかし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，原料血漿へのウイル

ス混入は実際上避ける事が出来ない．したがって，

製造工程中に行われるウイルスの不活化，除去処

理が感染防御に極めて重要な役割を果たしてい

る．

モノクローナル抗体による高度精製を行なった

乾燥濃縮血液凝固第VIII 因子製剤である「クロス

エイトM�」（日本赤十字社製）は，有機溶媒�界面
活性剤処理（Solvent�Detergent 処理）によるウイ
ルスの不活化と，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クロマトグラフィーに

よる精製工程でのウイルスの分離・除去を行なっ

ている．一方，筋注用の人免疫グロブリン製剤で

ある，人免疫グロブリン「日赤」�および抗HBs

人免疫グロブリン「日赤」�はともにCohn の冷エ

タノール分画法により精製され，この過程でウイ

ルスが不活化，除去・低減されることが知られて

いる1）～3）．

血漿分画製剤はその工程に機序を異にするウイ

ルス不活化・除去方法を複数組み合わせること

で，より安全性を向上させることが出来る．われ

われはクロスエイトM�および人免疫グロブリン

製剤の製造工程に，新たに開発されたウイルス除

去膜による濾過工程を導入し，これによるウイル

ス除去効果を検討した．

材料と方法

本論文は同名表題の一連の論文中の一つであ

り，ウイルスおよびその測定法は前報4）に詳述して

あり，重複を避けるため以下簡単に述べる．

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：RNAウイルスと
して Sindbis virus（SIN），Vesicular stomatitis vi-

rus（VSV），Bovine viral diarrhea virus（BVDV）

の 3種を，DNAウイルスとしてHerpes simplex

virus type-1（HSV-1）お よ びHepatitis B virus

（HBV）を使用した．

� ノンエンベロープ型ウイルス：RNAウイル
スとしてHepatitis A virus（HAV）のKRM 238

株を，DNAウイルスとしてHuman parvovirus

B 19（B 19）を使用した．

ウイルス液は SIN, VSV, HSV-1, HAVについて

は上記の各ウイルスに感染したVero 細胞あるい

はGL 37 細胞の，BVDVについてはこれに感染し

たウシ胎児筋肉細胞（BFM）の培養上清を用いた．

またHBV, B 19 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

ウイルス量は培養系の確立されている SIN，

VSV，HSV-1，BVDVについては感染力価で，培養

系の確立されていないHBV，HAV，B 19 は核酸量

を半定量しウイルス量とした．検体中のウイルス

の感染力価は SIN，VSV，HSV-1，BVDVは各培養

細胞を指示細胞として使用し，VSV，HSV-1 はプ

ラークにより，SIN，BVDVは TCID50 として測定

した．ウイルス核酸の定量ではHAVについては

Competitive RT-PCR 法によりRNAを定量した．

またHBV，B 19 は，検体の 10 倍希釈系列を作成

our manufacturing process will improve the viral safety of these plasma derivatives.
Viral elimination, Planova filtration, Human immunoglobulin, Monoclonal antibody－pu-
rified F VIII concentrate
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Table 1 Removal of viruses from CROSS EIGHT M � by the PLANOVA35N filtration 

process

LRV
Total virus titer

AssayDiameter
（nm）

Nucleic
acidVirus

Post-filtrationPre-filtration

Enveloped viruses

＞ 4.7＜ 103.5108.2TCID5060―70RNASIN

＞ 3.7＜ 103.0106.7pfu175 × 70 RNAVSV

＞ 2.8＜ 103.0105.8pfu120―200DNAHSV-1

　  5.0　  102.0107.0PCR42DNAHBV

Non-enveloped viruses

　 0.7　  109.5  1010.2PCR27―32RNAHAV

　 0.6　  1010.6  1011.2PCR18―26DNAB19

LRV : Logarithmic Reduction Value

して DNAを抽出し，PCRで増幅後検出し得る限

界希釈倍数をもってをDNA量とした．

2．ウイルス濾過実験

1）ウイルス濾過膜

ウイルス除去膜は，旭化成社製プラノバ 35 N

（平均孔径 35 nm，膜面積 10 cm2）を使用した．

2）ウイルス濾過液

クロスエイトM�の為のバリデーション（検証

試験）としては，実製造工程におけるイムノアフィ

ニティーカラムの溶出液（カラム溶出液）の一部

を採取し，約 120 ml に 10％以下のウイルス液を

添加し，50 l�m2 の流量にて，定圧（0.8 kgf�cm2）
で濾過した．一方，抗HBs 人免疫グロブリン「日

赤」および人免疫グロブリン「日赤」の為のバリ

デーションとして，抗HBs 人免疫グロブリン製造

工程で使われたFractionII 溶解液 80 ml に，容量

比で 10％以下のウイルス溶液を添加し定圧（0.8

kgf�cm2）で濾過した．
結 果

1．クロスエイトM製造工程におけるプラノバ

35 N濾過によるウイルス除去効果

実験に用いた SIN，VSV，HSV-1 について，添加

した 106.7TCID50，108.2pfu，105.8pfu のウイルスの感

染力価が濾過後は全て測定限界以下となった．し

たがって SIN，VSV，HSV-1 のそれぞれの対数減

少率（LRV）は各 4.7 以上，3.7 以上，2.8 以上となっ

た（Table 1）．また 107.0 の HBVが濾過後 102.0 とな

り，対数減少率は 5.0 となる．一方HAVおよびB

19 は濾過による変化は乏しく，対数減少率はそれ

ぞれ 0.7，0.6 であった（Table 1）．また膜面積当た

りの濾過量を実製造工程の約 2倍量とした，より

厳しい濾過条件においても除去効果は変化しな

かった（結果提示なし）．

2．グロブリン製剤製造工程におけるプラノバ

35 N濾過のウイルス除去効果

SIN，VSV，BVDVでは濾過後にその感染力価は

全て測定限界以下となり，それぞれの対数減少率

は 4.5 以上，4.0 以上，3.7 以上であった．HBV,

HAV, B 19 の対数減少率は，それぞれ 5.0,2.3,1.5

であった（Table 2）．尚，膜面積当たりの濾過量を

実製造工程の約 1.5 倍から 3倍量に増やした時も

除去効果に変化はなかった（結果提示なし）．

考 察

血漿分画製剤は問診や各種スクリーニング検査

によって原料血漿へのウイルス混入を排除してい

るが，これを完全に除くことは実際上不可能であ

る．過去，不幸な感染事故を起こしてきた血漿分

画製剤はその反省に立ち，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．日本赤十字社ではクロスエイトM�および人

免疫グロブリン製剤の安全性を一層高めるため，

新たにウイルス除去膜プラノバ 35 Nを導入する

事を計画している．本論文ではこのウイルス除去

膜の効果について検証した（バリデーション）．

クロスエイトM�製造工程へのウイルス除去膜

の導入にあたっては，第VIII 因子の回収率を考慮

して（未発表データ），イムノアフィニティーカラ

ムの溶出液（カラム溶出液）を濾過することが予
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Table 2 Removal of virus from intramuscular human immunoglobulin by the 

PLANOVA35N filtration process

LRV
Total virus titer

AssayDiameter
（nm）

Nucleic
acidVirus

Post-filtrationPre-filtration

Enveloped virus

＞ 4.5＜ 103.3107.8TCID5060―70RNASIN

＞ 4.0＜ 102.8106.8pfu175 × 70 RNAVSV

＞ 3.7＜ 103.1106.8TCID5040―60RNABVDV

　  5.0　  102.2107.2PCR42DNAHBV

Non-enveloped virus

　 2.3　  107.8  1010.1PCR27―32RNAHAV

　 1.5　  109.1  1010.6PCR18―26DNAB19

LRV : Logarithmic Reduction Value

定されている．そこでクロスエイトM�に関して

は，実製造工程のカラム溶出液にウイルスを添加

して濾過実験を行った．一方，抗HBs 人免疫グロ

ブリン「日赤」�および人免疫グロブリン「日赤」�

については，いずれも人血漿をCohn の冷エタ

ノール法で分画したFractionII を凍結乾燥後，そ

れを溶解した人免疫グロブリン液が濾過される予

定であり，製造工程は両製剤とも共通している．

従って，実験材料として抗HBs 人免疫グロブリン

製造工程に使われたFractionII 溶解液にウイル

ス溶液を添加し実験した．

プラノバ 35 N濾過によるウイルス除去効果は，

ウイルス膜の平均孔径（35 nm）よりサイズの大き

い SIN，VSV，HSV-1，BVDV，HBVでは両製剤と

も極めて有効で，濾過後にウイルス力価は著しく

低下した．殊に，SIN，VSV，HSV-1，BVDVでは濾

過後，感染力価は測定限界以下となり，反って正

確な LRV値は得られなかった．これに対してウ

イルス粒子の直径がそれぞれ 27 nm，20 nmと，プ

ラノバ 35 Nの平均孔径より小さいHAV，B 19 で

は，クロスエイトM�と人免疫グロブリンではウ

イルス除去効果に若干の差があった．すなわち，

クロスエイトMでは殆ど除去されないのに対し

て，免疫グロブリン製剤ではプラノバ 35 N濾過に

より部分的な除去が可能であった．これはウイル

スを添加した溶解液の違いが反映されたものと考

えられる．つまり，免疫グロブリン製剤では溶解

液中に含まれる抗体がHAV，B 19 ウイルス粒子

と部分的凝集を起こしているためと推定される．

バリデーション実験の結果を評価する際にこう

した実験室株ウイルスを用いた結果は，必ずしも

自然界に存在する病原性ウイルスを用いた場合と

一致するものではないという議論がある5）．しか

しプラノバによる粒子の阻止性は，原理的に対象

粒子の大きさにのみ規定され，他の不活化法で見

られるような，サイズ以外のウイルスの諸特性に

影響される事は殆どないとされている6）．今回の

濾過実験でもそのウイルス除去効果はウイルス粒

子のサイズに依存している事は明らかである．本

実験では唯一野生ウイルスとしてHBV陽性血漿

を使用し，期待された十分な除去が可能であった．

この結果は実験室株ウイルスを使用した実験結果

の妥当性を示すものと考えられる．したがって，

血液製剤で最も問題となるHCV，HIV，HTLV-1

については実際の検討はなされていないが，これ

らのウイルス粒子径がプラノバ 35 Nの平均孔径

よりも大きい（HCV：40～70 nm，HIVおよび

HTLV-1：100 nm）事から十分除去可能と推定さ

れる．

濾過によるウイルス除去で問題となる事の一つ

は偶発的なキズによるウイルスのリークの可能性

である．Screen 型の濾過膜の場合，濾過膜上のキ

ズは直ちにウイルスのリーク，そして製剤へのウ

イルス混入につながる．この点プラノバは depth

濾過形式のウイルス膜で，概念的には 150 層から

なり重層的にウイルスを阻止しており，より高い

安全性が期待できる6）．

ウイルス除去膜プラノバは，すでに幾つかの血
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漿分画製剤の製造工程に利用されており，その有

用性については報告されている7）．今回の結果は

クロスエイトMおよび筋注用人免疫グロブリン

製剤についてもプラノバ 35 Nの適用が可能であ

り，製剤のウイルスに対する安全性をより一層の

高めるのに有用であることを示している．
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